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基于 PI3K/Akt/mTOR 信号通路探讨炙甘草汤抗大鼠 MIRI致
室速和室颤的作用机制
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［摘要］ 目的：通过磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）信号通路，探讨炙甘草

汤干预心肌缺血再灌注损伤（MIRI）致心律失常（室速和室颤）的作用及其机制。方法：将 72 只 SD 大鼠随机分为假手术组，模

型组，炙甘草汤低、中、高剂量组（11.43，22.86，45.72 g·kg-1），稳心颗粒组（2.43 g·kg-1），连续给药干预 10 d。末次给药 2 h，采用

结扎冠状动脉左前降支法制备大鼠 MIRI 模型，记录心电图的变化。造模成功后采集血液及心脏组织，检测血清中肌酸肌酶

（CK），乳酸脱氢酶（LDH）及丙氨酸氨基转移酶（AST）的含量；酶联免疫吸附测定（ELISA）检测心肌肌钙蛋白（CtnI）的含量；免
疫组化法检测心肌 PI3K，Akt，mTOR 的表达；采用蛋白免疫印迹法（Western blot）检测心肌自噬相关蛋白微管相关蛋白 1 轻链

3（LC-3），自噬标志物 Beclin1 和 PI3K/Akt/mTOR 信号通路相关蛋白表达及磷酸化 p-PI3K，p-Akt，p-mTOR 的水平。结果：模型

组大鼠 100% 发生室速，91.67% 发生室颤；与假手术组比较，模型组大鼠血清 CK，LDH，AST 以及 CtnI 的含量显著升高

（P<0.01），心肌组织中 PI3K，Akt，mTOR 表达显著升高（P<0.01），LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ与 Beclin1 的相对表达量显著升高（P<0.01），
p-PI3K/PI3K，p-Akt/Akt，p-mTOR/mTOR 显著降低（P<0.01）；与模型组比较，炙甘草汤高剂量组室速、室颤发生率显著降低

（P<0.01），较其他给药组持续时间短（P<0.01）；炙甘草汤高剂量组 CK，LDH，AST 水平及 CtnI 含量显著降低（P<0.01）；炙甘草

汤给药组的 PI3K，Akt，mTOR 的表达随剂量的增加而显著降低（P<0.01）；LC-3，Beclin1 的表达随炙甘草汤各剂量组的增加有

不同程度地下降（P<0.01），而 PI3K/Akt/mTOR 相关蛋白表达比值明显升高（P<0.05，P<0.01）。结论：炙甘草汤预处理能使异常

升高的心肌酶 CK，LDH，AST，CtnI降低，抑制细胞的过度自噬，上调 PI3K，Akt和 mTOR 的表达，说明炙甘草汤抗 MIRI致心律

失常的作用可能与 PI3K/Akt/mTOR 信号通路有关。
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Based on PI3K/Akt/mTOR Signaling Pathway to Explore Mechanism of Zhigancao Tang

Against MIRI-induced Ventricular Tachycardia and Ventricular Fibrillation in Rats
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［Abstract］ Objective：Through phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K）/protein kinase B （Akt）/

mammalian rapamycin target protein（mTOR）signaling pathway，explore the effect of Zhigancao Tang on

myocardial ischemia-reperfusion injury（MIRI）The role and mechanism of arrhythmia（ventricular tachycardia
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and ventricular fibrillation）. Method： The 72 SD rats were randomly divided into sham operation group，

model group，Zhigancao Tang low，medium and high dose group（11.43，22.86，45.72 g·kg-1），Wenxin granule

group（2.43 g·kg-1），continuous drug intervention for 10 days. Two hours after the last administration，the MIRI

model of rat was prepared by ligating the left anterior descending coronary artery，and the changes of

electrocardiogram were recorded. After successful modeling，blood and heart tissue were collected to detect the

content of creatine creatine（CK），lactate dehydrogenase（LDH）and aspartate aminotransferase（AST）in the

serum，the enzyme-linked immunoassay（ELISA）method was used to detect cardiac troponin（CtnI）content，

immunohistochemical detection of myocardial PI3K，Akt，mTOR expression. Western blot was used to detect the

myocardial autophagy-related protein microtubule-associated protein 1 light chain 3（LC-3），autophagy markers

Beclin1 and PI3K/Akt/mTOR signaling pathway related protein expression and phosphorylated p-PI3K，p-Akt，

p-mTOR levels. Result： In model group，100% of ventricular tachycardia and 91.67% of ventricular fibrillation

occurred. Compared with sham operation group，the serum levels of CK，LDH，AST，and CtnI in the model

group were significantly increased（P<0.01），PI3K，Akt，mTOR AOD values in myocardial tissue were

significantly increased（P<0.01），the relative expression of the ratio of LC3- Ⅱ/LC3- Ⅰ and Beclin1 was

significantly increased（P<0.01），p-PI3K/PI3K，p-Akt/Akt，and p-mTOR/mTOR were significantly reduced（P<

0.01）. Compared with model group，the incidence of ventricular tachycardia and ventricular fibrillation in the

high-dose Zhigancao Tang group was significantly reduced（P<0.01），and the duration was the shortest compared

with other administration groups（P<0.01），CK，LDH，AST level and CtnI content were significantly reduced（P<

0.01），the expression of PI3K，Akt and mTOR of Zhigancao Tang group was significantly decreased with

increasing dose（P<0.01），the expression of LC-3 and Beclin1 was accompanied by Zhigancao Tang increase of

each dose group of soup had different degrees of decrease（P<0.01），while the expression ratio of PI3K/Akt/

mTOR-related protein was significantly increased（P<0.05，P<0.01）. Conclusion： Pretreatment of Zhigancao

Tang can reduce the abusually elevated cardiac enzymes CK，LDH，AST and CtnI，inhibit excessive autophagy

of cells，and up-regulate the expression of PI3K，Akt and mTOR，indicating that the anti-MIRI arrhythmia effect

of Zhigancao Tang may be related to the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway.

［Key words］ Zhigancao Tang； myocardial ischemia-reperfusion injury； arrhythmia；
phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K）/protein kinase B（Akt）/mammalian rapamycin target protein（mTOR）
signaling pathway

急性心肌梗死严重威胁着人类健康，目前的治

疗手段是通过血管再通，实现心肌缺血再灌注，但

是心肌缺血再灌注容易造成损伤即出现心律失常、

心肌梗死面积增大等问题［1］。再灌注损伤后发生的

心律失常包括室性早搏、室性心动过速和心室纤颤

等，在人类最常见的再灌注性心律失常是室性心动

过速（VT），而室颤（VF）是缺血再灌注损伤患者死

亡的主要原因［2-3］。因此减轻再灌注损伤、减少心律

失常的发生已成为抗心肌梗死的热点问题。由于

心肌缺血再灌注损伤（MIRI）的发病机制错综复杂，

很多研究表明 MIRI 的发生机制与氧自由基增多、

钙超载、炎症反应、细胞凋亡及自噬等有关［4］。其中

细胞自噬方面的研究成为近年的热点之一。大量

研究表明，传统中医药治疗心肌缺血再灌注损伤致

心 律 失 常 疗 效 显 著 ，前 景 广 阔 ，需 进 一 步 深 入

探索［5］。

炙甘草汤出自张仲景所着《伤寒杂病论》，有着

极为广泛的临床应用和丰富的科学研究价值，尤其

在心脏系统疾病治疗中，对心律失常、病毒性心肌

炎、扩张型心肌病、病态窦房结综合征以及冠心病

心绞痛等疾病效果明显［6-7］，特别是具有明显的抗心

律失常作用［8］。本实验在课题组研究炙甘草汤的基

础上，拟通过观察炙甘草汤预处理后对大鼠 MIRI

的影响，明确炙甘草汤是否能够预防、减轻 MIRI 所

致心律失常，对心脏起到保护作用，同时探讨其是

否通过自噬以及调控磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋

白激酶 B（Akt）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）
信号通路而发挥作用，为临床应用炙甘草汤预防或

减少心肌缺血再灌注时心律失常的发生提供科学

依据。
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1 材料

1.1 动物 SPF 级雄性 SD 大鼠 72 只，220~240 g，

由中国人民解放军军事医学科学院实验动物中心

提供，合格证号 SCXK（军）2012-0004。所有动物均

在室温（23±2）℃，相对湿度 50%~60% 的实验室内

饲养。本实验通过内蒙古医科大学实验动物伦理

委员会批准，批号 2016-032。

1.2 药物与试剂 炙甘草汤由炙甘草 12 g，生姜

9 g，桂枝 9 g，人参片 6 g，生地黄 50 g，阿胶 6 g，麦冬

10 g，麻仁 10 g，大枣 10 枚组成，由内蒙古医科大学

附属蒙中医院中药房提供，全部经内蒙古医科大学

中医学院中药教研室任常胜教授鉴定为正品。按

上述比例将中药材分别倒入蒸馏水中浸泡 1 h，武火

煎煮至沸腾，然后用文火煎熬 1 h，重复 2 次，把 2 次

的药液合并，加入阿胶烊化，将过滤后的药液分别

制备成含生药 2.28，1.14，0.57 g·mL-1的煎剂；步长稳

心颗粒（山东步长制药股份有限公司，批准文号国

药准字 Z10950026）；肌酸激酶（CK）试剂盒，乳酸脱

氢酶（LDH）试剂盒，谷氨酸氨基转氨酶（AST）试剂

盒（ 南 京 建 成 生 物 工 程 研 究 所 ，批 号 分 别 为

20180216，20180215，20180212）；心 肌 肌 钙 蛋 白

（CtnI）试剂盒（武汉基因美生物科技有限公司，批号

201806）；自噬标志物 Beclin，PI3K，Akt，mTOR，磷

酸化蛋白激酶 B（p-Akt），磷酸化哺乳动物雷帕霉素

靶蛋白（p-mTOR），β-actin（Santa Cruz 公司，货号分

别 为 sc-48341，sc-71891，sc-135829，sc-517464，sc-

293125，sc-293132，sc-7210）；PVDF 膜（德国 Merck

Millipore公司）。
1.3 仪器 DG5033A 型酶标仪（南京华东电子集

团医疗装备有限责任公司）；BL-420F 型生物机能实

验系统（成都泰盟科技有限公司）；HX-300S 型动物

呼吸机（成都泰盟科技有限公司）；odyssey CLx 型红

外激光成像系统（美国 LI-COR 公司）；DYY-8C 型电

泳仪（北京六一仪器厂）；VE-386 型蛋白电泳槽及转

印槽（上海天能科技有限公司）。
2 方法

2.1 动物分组与给药 将 72 只雄性 SD 大鼠适应

性饲养 1 周，采用随机数字表法分为假手术组（正常

组），MIRI 模型组，炙甘草汤低、中、高剂量组，阳性

对照稳心颗粒组，每组 12 只。炙甘草汤低、中、高剂

量组按 1，2，4 倍的成人用药剂量给药［9］，分别予以

11.43，22.86，45.72 g·kg-1灌胃，稳心颗粒组给药剂量

为 2.43 g·kg-1；MIRI 模型组和假手术组分别给予等

体积蒸馏水。以 10 mL·kg-1 大鼠体质量灌胃，每日

2 次，持续给药 10 d，末次给药 2 h 后紧急制备 MIRI

模型。各组大鼠在饲养及给药期间，身体灵活，精

神状态良好，饮食及大小便均正常；在造模麻醉过

程中因大鼠对麻药的不耐受和手术过程中剥离心

脏时不慎损伤肺叶等原因导致死亡 5 只。即模型组

2 只，炙甘草汤高、中、低剂量组各 1 只。重新按照上

面饲养方法补充。

2.2 大鼠 MIRI 模型建立及样本采集 参照文献制

备模型［10-11］，末次给药 2 h 后，麻醉大鼠，四肢皮下连

接心电图电极，实验全程采用 BL-420F 型生物机能

实验系统记录Ⅱ导联心电图。进行气管插管，连接

动物呼吸机（潮气量 30 mL·kg-1，呼吸比 1∶2，呼吸频

率 70 次/min）。切开大鼠左侧 3，4 肋骨处皮肤，暴露

心脏，分离心包膜，在肺动脉圆锥左缘与左心耳下

缘 2 mm 左右结扎冠状动脉左前降支。以心电图出

现 ST 段抬高和/或 T 波高耸，缝线远端心外膜发绀

为模型成功标志。假手术组只穿线不结扎。结扎

30 min 后，松线再灌注 60 min。再灌注成功标准：抬

高的 ST 段下降>50%，心外膜恢复原有色泽。样本

采集：造模成功后，分离大鼠腹主动脉，取血 5 mL

（再灌注 60 min 后），提取血清，-20 ℃冰箱冻存备

用；每组随机抽取 6 只大鼠左心室前壁缺血的心肌

组织，剪去左心室前壁部分组织，用于心肌组织病

理学的检测，其他部分放入冻存管，经液氮速冻后，

移至-80 ℃冰箱冻存。

2.3 大鼠心电图监测 采用生物实验机能系统记

录大鼠心电图，主要监测并记录Ⅱ导联心电图 PR

间期，QRS 间期以及 ST 段变化。结扎冠状动脉左

前降支，观察Ⅱ导联心电图结扎 30 min，松开后再灌

注 60 min 内 VT 的发生率及持续时间，VF 的发生率

及持续时间。

2.4 生 化 法 检 测 CK，LDH，AST 含 量 取

4 000 r·min-1 离心 10 min 后的血清，参照试剂盒说

明书操作，采用全自动生化分析仪测定各组大鼠血

清中 CK，LDH，AST 的含量。

2.5 ELISA 检测 CtnI 的水平 取 4 000 r·min-1离心

10 min 后的血清，用酶标仪检测 CtnI 的水平，实验

过程中严格按照 ELISA 试剂盒说明书操作。为了

增强试剂盒的有效率，试剂盒从冷藏环境中取出应

在室温平衡 15~30 min 后方可使用。

2.6 免疫组化检测大鼠心肌 PI3K，Akt，mTOR 的表

达 将固定好的心肌组织进行常规脱水，石蜡包

埋，切片，片厚 4 μm。采用 SP 两步法进行 PI3K，

Akt，mTOR 免疫组化检测。采用 Image J 图像分析
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系统对各组大鼠心肌免疫组化切片行半定量分析。

每组随机选取 2 张切片，每张切片随机选取 3 个视

野，计算 PI3K，Akt，mTOR 的平均积分吸光度 IA。

在 Olympus bx51 显微镜下取细胞核和胞浆棕黄色

颗粒作为判断阳性细胞的标准。

2.7 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 Beclin1，

LC-3，PI3K，Akt，mTOR，p-PI3K，p-Akt，p-mTOR 蛋

白表达 将大鼠心肌组织加液氮研磨后倒入离心

管 中 ，加 入 RIPA 裂 解 液 中 裂 解 ，放 在 冰 上 孵 育

30 min，12 000×g 离心 30 min，取上清液于新的离心

管中。BCA 试剂盒测定蛋白浓度，将制备好的蛋白

样品加入上样孔，电泳分离后转膜，封闭。加入

Beclin，LC-3（1∶200），PI3K，Akt，mTOR，p-PI3K，

p-Akt，p-mTOR（1∶100）一抗以及内参 β -actin（1∶

100）。于 4 ℃孵育过夜，取出后 TBST 洗膜 3 次，每

次 10 min，加入相应二抗（1∶1 000），摇床孵育 1 h，

TBST 洗膜 3 次，每次 5 min，洗膜后显色曝光。使用

odyssey CLx 型红外激光成像系统计算目的蛋白与

内参的条带灰度值比值。

2.8 统计学方法 主要采用 SPSS 22.0 软件进行数

据分析，实验数据用 x̄± s 表示，若数据符合正态分布

且方差齐性，两组均数间差异比较采用 t 检验，多组

间差异比较采用单因素方差分析；若不符合正态分

布或各组数据方差不齐，则采用秩和检验。以 P<

0.05 为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 对 MIRI大鼠 VT 和 VF 的影响 假手术组大鼠

的心电图均正常，未见心律失常的发生；模型组及

其他各组的心电图有 VT 和 VF 的发生。在模型组

中 100% 发生室速，91.67% 发生室颤；与模型组比

较，炙甘草汤高剂量组 VT，VF 的发生率有下降趋

势，VT，VF 持续时间显著缩短（P<0.01）。见表 1。

3.2 对 MIRI 大 鼠 再 灌 注 60 min 时 血 清 中 CK，

LDH，AST 水平及 CtnI 浓度的影响 与假手术组比

较，模型组血清中的 CK，LDH，AST 的含量及 CtnI

含量明显升高（P<0.01）；与模型组比较，炙甘草汤高

剂量组和稳心颗粒组血清中的 CK，LDH，AST 含量

及 CtnI均显著降低（P<0.01）。炙甘草汤高、中、低剂

量组之间的作用效果以高剂量组较为明显（P<0.01），
且高剂量效果优于稳心颗粒组 P<0.05。见表 2。

3.3 对 MIRI 大鼠心肌 PI3K，Akt，mTOR 表达的影

响 与假手术组比较，模型组心肌组织中 PI3K，

Akt，mTOR 的表达显著升高（P<0.01）；与模型组比

较，炙甘草汤各剂量组和稳心颗粒组 PI3K，Akt，

mTOR 的表达明显下降（P<0.05，P<0.01）；炙甘草汤

高剂量组 PI3K，Akt，mTOR 的表达降低最明显，表

表 1 炙甘草汤对大鼠 VT和 VF的影响

Table 1 Effect of Zhigancao Tang on VT and VF induced in rats

组别

假手术

模型

炙甘草汤

稳心颗粒

剂量/g·kg-1

-
-

45.72

22.86

11.43

2.43

VT 持续时间（ x̄± s，n=12）/s

0

23.80±2.572）

0.67±0.584,6）

12.78±1.794,6）

18.44±2.074）

17.60±2.192）

VT 发生率/%

0

100.002）

25.004）

83.33

91.67

41.672）

VF 持续时间（ x̄± s，n=12）/s

0

45.90±10.352）

1.00±1.414）

18.13±4.124,5）

27.63±5.784,6）

24.33±6.092）

VF 发生率/%

0

91.672）

16.674）

83.335）

83.335）

50.00

注：与假手术组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01；与炙甘草汤高剂量比较 5）P<0.05，6）P<0.01（表 2~4 同）。

表 2 炙甘草汤对 MIRI大鼠血清中 CK，LDH，AST，含量及 CtnI含量的影响（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of Zhigancao Tang on CK，LDH and AST in serum of MIRI rats（x̄± s，n=6）

组别

假手术

模型

炙甘草汤

稳心颗粒

剂量/g·kg-1

-
-

45.72

22.86

11.43

2.43

CK/U·mL-1

0.96±0.11

2.83±0.562）

1.36±0.154）

2.40±0.496）

2.74±0.276）

1.88±0.264，5）

LDH/U·L-1

4 909.00±615.45

8 473.53±1 047.762）

5 341.89±441.114）

7 467.29±530.586）

7 618.81±1 182.126）

6 413.81±831.584，5）

AST/U·L-1

118.67±9.79

221.33±28.082）

128.63±19.124）

195.43±16.626）

214.10±28.246）

162.38±19.744，5）

CtnI/ng·L-1

226.33±16.81

319.36±9.162）

254.38±2.444）

292.13±3.344，6）

305.05±3.624，6）

274.16±4.964，6）
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明炙甘草汤高剂量组在降低心肌细胞 PI3K，Akt，

mTOR 的阳性表达上有一定优势。见图 1~3。

3.4 对 MIRI 大鼠心肌 LC-3，Beclin1 蛋白表达的影

响 与假手术组比较，模型组 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ与

Beclin1 蛋 白 表 达 均 显 著 升 高（P<0.01）；表 明 在

MIRI时引起了细胞的过度自噬。与模型组比较，炙

甘草汤各剂量组和稳心颗粒组 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ与

Beclin1 的蛋白表达均有所下降，其中炙甘草汤高剂

量显著降低（P<0.01），表明炙甘草汤高剂量组对

MIRI的过度自噬有抑制作用。见图 4，表 3。

3.5 对 MIRI 大鼠心肌 PI3K，Akt，mTOR 信号通路

及磷酸化相关蛋白表达的影响 与假手术组比较，

模型组 p-PI3K/PI3K，p-Akt/Akt，p-mTOR/mTOR 显

图 4 MIRI大鼠心肌组织 LC3和 Beclin1蛋白表达电泳

Fig. 4 Electrophoresis of Zhigancao Tang on expression of

LC3 and Beclin1 in MIRI rat myocardium

图 3 炙甘草汤对 MIRI 大鼠心肌 mTOR 表达的影响（免 疫 组

化，×400）
Fig. 3 Effect of Zhigancao Tang on expression of myocardial

mTOR in MIRI rats（IHC，×400）
A. 假手术组；B. 模型组；C. 炙甘草汤低剂量组；D. 炙甘草汤中剂量

组；E.炙甘草汤高剂量组；F.稳心颗粒组（图 2~5 同）
图 1 炙甘草汤对 MIRI 大鼠心肌 PI3K 表达的影响（免 疫 组

化，×400）
Fig. 1 Effect of Zhigancao Tang on PI3K expression in myocardium

of MIRI rats（IHC，×400）

图 2 炙甘草汤对 MIRI大鼠心肌 Akt表达的影响（免疫组化，×400）
Fig. 2 Effect of Zhigancao Tang on myocardial Akt expression in

MIRI rats（IHC，×400）

表 3 炙甘草汤对大鼠心肌 LC3和 Beclin1表达的影响（x̄± s，n=6）

Table 3 Effect of Zhigancao Tang on expression of LC3 and

Beclin1 in rat myocardium（x̄± s，n=6）

组别

假手术

模型

炙甘草汤

稳心颗粒

剂量/g·kg-1

-
-

45.72

22.86

11.43

2.43

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ
1.48±0.05

3.39±0.212）

1.65±0.204）

3.17±0.116）

3.23±0.156）

2.43±0.194）

Beclin1/β-actin

0.32±0.10

0.83±0.142）

0.37±0.114）

0.69±0.126）

0.81±0.146）

0.54±0.104）
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著降低（P<0.01），表明 MIRI 发生时会抑制 PI3K，

Akt，mTOR 蛋白的磷酸化；与模型组比较，炙甘草

汤各给药组和稳心颗粒组的 PI3K，Akt，mTOR 蛋

白的磷酸化随着剂量的增加有不同程度地升高，其

中 炙 甘 草 汤 高 剂 量 组 升 高 明 显（P<0.01）。 见

表 4，图 5。

4 讨论

随着社会经济的发展，国民生活方式发生了深

刻的变化，尤其是人口老龄化及城镇化进程的加

速，中国心血管疾病危险因素的流行趋势明显，导

致了心血管病的患病人数持续增加。心血管病患

者的数量将在未来 10 年继续快速增长［12］。因此，需

要寻求安全、高效的药物来控制心脑血管患者数量

的增长。中医中药经过了千百年实践积累，对中华

民族和世界的生存和繁衍作出了巨大的贡献；现在

中医药及其文化在我们生活中也发挥着重要的作

用。其中以副作用小、安全、高效得到人们越来越

多的重视。

炙甘草补气健脾，复脉益心，生地黄滋阴补血，

两者重用，共为君药，益气养血以复脉。人参片、大

枣益心气，补脾气，以资气血生化之源，生地黄、麦

冬、阿胶、麻仁养心血、滋心阴，以充血脉，共为臣

药；佐以桂枝振奋心阳，生姜温通血脉；药用清酒煎

服，可增强诸药通经络、利血脉的作用，为使药。诸

药合用，滋而不腻，温而不燥，使气血充足，阴阳调

和，则心动悸、脉结代，皆得其平。本实验以稳心颗

粒为阳性对照组，组方为党参、黄精、甘松、三七、琥

珀五味中药，具有定悸复脉、宁心安神、益气养阴、

活血化瘀、抗心律失常等作用［13］。其中炙甘草汤是

临床常用的传统经典方剂，因效果显著，作用稳定、

无明显毒副反应等特点，被广泛应用于心律失常的

治疗［14］。炙甘草汤又名复脉汤，是气血双补、阴阳

同调之剂，作为“脉结代，心动悸”的主方，运用于冠

心病、心律失常等心血管疾病［15］。有的学者通过动

物实验证实，炙甘草汤能通过清除体内活性氧，减

少膜脂质过氧化，增强左心室的功能，从而保护

MIRI［16］。并且曾晓会等［17］研究发现稳心颗粒可能

通过保持缺血-再灌注心肌细胞膜稳定性、改善缺血

心肌能量代谢障碍来发挥其抗心律失常作用，表明

稳 心 颗 粒 对 MIRI 致 心 律 失 常 具 有 一 定 的 防 治

作用。

心肌缺血再灌注损伤导致心肌细胞内的 AST，

LDH，CK 等酶漏出并释放入血，故心肌受损程度与

血清中心肌酶含量多少呈正相关［18］。心律失常的

发生与 CtnI 的水平变化有关，当心肌细胞膜受损

时，CtnI 会大量释放，其水平显著升高［19］。本实验

显 示 ，在 再 灌 注 60 min 时 ，模 型 组 中 CK，LDH，

AST，CtnI 的含量明显高于假手术组，表明在发生

MIRI 时会造成心肌损伤，发生心律失常，而炙甘草

汤各给药组血清中 CK，LDH，AST，CtnI含量与模型

组相比显著降低。因此可见，炙甘草汤可减轻心肌

细胞的损伤，对大鼠的 MIRI起到预防、保护作用。

自噬的调节被认为与心血管系统疾病相关，研

表 4 炙甘草汤对大鼠心肌 p-PI3K/PI3K，p-Akt/Akt，P-mTOR/mTOR表达的影响（x̄± s，n=6）

Table 4 Effect of Zhigancao Tang on expression of p-PI3K/PI3K，p-Akt/Akt，p-mTOR/mTOR in rat myocardium（x̄± s，n=6）

组别

假手术

模型

炙甘草汤

稳心颗粒

剂量/g·kg-1

-
-

45.72

22.86

11.43

2.43

p-PI3K/PI3K

1.56±0.13

0.70±0.081）

1.42±0.114）

1.20±0.134，6）

0.90±0.074，6）

1.29±0.124，5）

p-Akt/Akt

1.62±0.09

0.52±0.081）

1.49±0.134）

1.20±0.094，6）

0.60±0.073，6）

1.27±0.073，6）

p-mTOR/mTOR

2.66±0.22

0.57±0.101）

2.44±0.164）

1.10±0.074，6）

1.10±0.074，6）

1.93±0.144，6）

图 5 MIRI 大 鼠 心 肌 组 织 PI3K，Akt，mTOR，p-PI3K，p-Akt，

P-mTOR蛋白表达电泳

Fig. 5 Electrophoresis of PI3K，Akt，mTOR，p-PI3K，p-Akt，

p-mTOR protein expression in myocardium of MIRI rats

··6
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究表明自噬现象在 MIRI 中有重要作用［20］。LC3 是

自噬常用检测分子，主要分为Ⅰ型和Ⅱ型。Ⅰ型为

常规表达，Ⅱ型用于自噬水平的检测，LC3-Ⅱ蛋白

的表达及 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ为反映整个自噬水平的重

要标志，其具体表现为 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ上升，自噬活

性会相应提升［21-22］。Beclin1 既是调控自噬的关键

因子之一，又是自噬重要基因表达蛋白之一［23］，在

自噬发生进程中起正调控的作用［24-25］。

自噬的调节还涉及了多条通路［26］，mTOR 信号

通路是调节自噬最重要的一条通路，mTOR 上游会

涉及到 PI3K/Akt 信号通路［27］。当 PI3k 的活性被启

动后，能够启动并上调 Akt磷酸化水平。Akt则通过

磷酸化作用启动其下游靶蛋白 mTOR［28-29］。mTOR

是 PI3K/Akt 信号传导必要的下游，保护心脏免受 I/

R 的损伤［30］。Akt和 mTOR 的上游激酶是 PI3K，2 种

蛋白的磷酸化形式反映了该信号通路的活性，通过

适当的干预使 PI3K/Akt/mTOR 信号通路被启动，起

到对心肌 MIRI 的保护作用［31］。mTOR 与自噬的诱

导关系密切［32］，在缺血期，mTOR 被抑制使细胞存

活；再灌注期 mTOR 被启动防止过度自噬。通过降

低 Beclin1，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ的表达，抑制心肌细胞的

自噬，达到对 MIRI的保护作用。上调 PI3K 的表达，

从而使 Akt 和 mTOR 的磷酸化进一步上调，抑制心

肌细胞的过度自噬，达到对 MIRI 保护作用的目

的［33］。实验结果显示，在 MIRI 时引起了细胞的过

度自噬，给予炙甘草汤后能使 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ与

Beclin1 的相对表达量显著降低，表明炙甘草汤能够

有效抑制 MIRI 的过度自噬。同时本研究免疫组化

检测 PI3K，Akt，mTOR 表达的结果表明，与模型组

相比，炙甘草汤各给药组的阳性表达明显降低，起

到了对 MIRI 的保护作用。同时 Western blot检测结

果也显示，模型组的 Beclin1，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ的表达

量显著高于假手术组，炙甘草汤各剂量组比模型组

Beclin1，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ的表达量显著降低。通过

观察心电图，发现 MIRI 导致的大鼠心律失常主要

是室速和室颤的两种类型，在发生 MIRI 时，心肌细

胞 Beclin1 的表达量 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ降低及信号通

路 PI3K/Akt/mTOR 的表达降低，室速和室颤的发生

率及持续时间也明显减少，表明了炙甘草汤能够上

调大鼠心肌内 PI3K 蛋白的表达，而且对 Akt 以及

mTOR 的磷酸化水平起正向调节作用；同时还能够

使 PI3K，Akt以及 mTOR 基因转录水平显著升高，抑

制心肌细胞的过度自噬，保护心肌细胞，减少心律

失常的发生。

综上所述，炙甘草汤能够预防或减轻 MIRI 导

致的心律失常，特别是室速和室颤的发生。其中炙

甘草汤高剂量组室速和室颤的发生率及持续时间

也明显减少，也使血清中的 CK，LDH，AST，CtnI 含

量降低较稳心颗粒组更为明显。同时炙甘草汤高

剂量组能够有效抑制细胞的过度自噬。其作用机

制可能是通过自噬以及调控 PI3K/Akt/mTOR 信号

通路而发挥作用，为临床应用炙甘草汤防治 MIRI

所致心律失常提供了实验依据。
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