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网络药理学预测四逆汤抗心肌缺血再灌注损伤机制及
实验验证

赵博，屈新亮，王祁，高璐，董泰玮，陈琳，卫培峰，王斌，李敏*

（陕西中医药大学 药学院，陕西 咸阳 712046）

［摘要］ 目的：基于网络药理学预测四逆汤抗心肌缺血/再灌注损伤（MI/RI）的作用机制及验证研究。方法：通过中药系

统药理学数据库与分析平台（TCMSP）数据库筛选检索四逆汤的主要成分，并通过 TCMSP 平台筛选潜在的成分靶点，结合人

类孟德尔遗传数据库（OMIM）和 GeneCards 数据库获取经人工确认的四逆汤抗 MI/RI的作用靶点。应用蛋白互作网络分析数

据库（STRING）构建蛋白 -蛋白相互作用（PPI）网络模型，应用 DAVID 数据库分别进行基因本体（GO）功能富集分析和京都基

因和基因组百科全书（KEGG）通路富集分析，利用细胞实验进行验证，以揭示四逆汤抗 MI/RI 的机制。结果：从四逆汤中共筛

选得到 105 个活性成分，234 个靶点，治疗 MI/RI 靶点 116 个。GO 功能富集分析得到 GO 条目 587 个，其中生物过程条目 417

个、细胞组成条目 101 个和分子功能条目 69 个；KEGG 通路富集分析筛选出 125 条信号通路，主要涉及细胞内皮生长因子

（VEGF）、磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B（PI3K/Akt）、叉头框转录因子 O（FoxO）、缺氧诱导因子-1（HIF-1）、细胞凋亡等信号通

路。细胞存活率检测结果表明四逆汤可增加缺氧/复氧（H/R）损伤的 H9C2 细胞存活率；试剂盒检测结果表明四逆汤可降低 H/

R 损伤的 H9C2 细胞中肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-6（IL-6）、肌酸磷化酶-同工酶（CK-MB）的水平；流式细胞仪检测

结果表明四逆汤可降低 H/R 损伤的 H9C2 细胞凋亡率；蛋白免疫印迹法（Western blot）结果显示四逆汤可降低 H/R 损伤的

H9C2 细胞中 B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）相关 X 蛋白（Bax）的表达，增加 Bcl-2 的表达。结论：四逆汤抗 MI/RI 呈现多靶点、多通路

协同作用，治疗机制可能与细胞凋亡相关信号通路有关。
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［［Abstract］］ Objective：： To predict the mechanism of Sinitang in treating myocardial ischemia-

reperfusion injury（MI/RI） based on network pharmacology and verify the prediction results by cellular

experiments. Method：： The traditional Chinese medicine system pharmacology database and analysis platform

（TCMSP）was employed for retrieval of the main components and potential targets of Sinitang. Online

Mendelian Inheritance in Man（OMIM）and GeneCards were employed to obtain the targets of Sinitang in

treating MI/RI. STRING was employed to construct the protein-protein interaction（PPI）network，and DAVID

to perform gene ontology（GO）annotation and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）pathway
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enrichment. Finally，cellular experiments were carried out to verify the predicted anti-MI/RI mechanism of

Sinitang. Result：：A total of 105 active ingredients and 234 targets of Sinitang were screened out，among which

116 targets were predicted to be involved in the treatment of MI/RI. The GO annotation gave 587 entries，

including 417 biological process entries，101 cell component entries，and 69 molecular function entries. The

KEGG analysis enriched 125 signaling pathways， involving vascular endothelial growth factor（VEGF），

phosphoinositide 3-kinase/protein kinase B（PI3K/Akt），forkhead box transcription factor O（FoxO），hypoxia-

inducible factor-1（HIF-1）apoptosis and other signaling pathways. The results of cell viability assay showed that

Sinitang increased the survival rate of H9C2 cells damaged by hypoxia/reoxygenation（H/R）. Sinitang decreased

the levels of tumor necrosis factor- α（TNF- α），interleukin-6（IL-6），and creatine kinase-MB（CK-MB）in

H9C2 cells damaged by H/R. The results of flow cytometry demonstrated that Sinitang decreased the apoptosis

rate of H9C2 cells damaged by H/R. Western blot showed that Sinitang down-regulated the expression of Bcl-2

related X protein（Bax）and up-regulated that of B-cell lymphoma-2（Bcl-2） in H/R-injured H9C2 cells.

Conclusion：： Sinitang treats MI/RI in a multi-target and multi-pathway manner，which involves the signaling

pathways associated with apoptosis.

［［Keywords］］ network pharmacology；Sinitang；myocardial ischemia -reperfusion injury（H/R）；B-cell

lymphoma-2（Bcl-2）；Bcl-2 related X protein（Bax）

心肌缺血/再灌注损伤（MI/RI）是指机体局部或

全部的心肌冠状动脉阻塞后，短时间内再次恢复血

液供给，造成心肌超微结构和心功能损伤进一步加

重，甚至产生不可逆性损伤，主要包括心肌震颤、心

肌梗死面积再扩大甚至心肌细胞死亡的病理状

态［1］。目前钙超载、细胞凋亡、氧化损伤和炎症反应

被普遍认为是 MI/RI 的发病机制，具体发病机制尚

无定论。预防和减轻 MI/RI 是手术治疗缺血性心脏

病的关键，溶栓早期再灌注或原发性经皮冠状动脉

介入是临床治疗 MI/RI 的常见措施［2］。因此，研究

更加安全有效的治疗干预手段为降低 MI/RI 临床风

险和提供新的治疗策略是十分必要的。

中药复方治疗 MI/RI 历史悠久，效果显著，如瓜

蒌薤白白酒汤、益气活血汤和四逆汤等。张仲景所

著中医经典《伤寒杂病论》中所记载的四逆汤，组方

精炼，由附子（制）、干姜、炙甘草配伍而成，具有回

阳救逆、温中散寒之效。临床上对心肌梗塞或心力

衰竭患者疗效显著，常用于治疗心衰及心肌梗死等

属阴虚阳衰证者。前期研究证实四逆汤可舒张血

管、增强心肌功能，抑制炎症反应，具有保护多种心

肌细胞的生理功能，但其生物过程及具体机制尚不

清楚［3］。对于中药复杂体系的物质基础及药效学机

制研究，本研究采用网络药理学与细胞实验验证相

结合的方法，预测并验证了四逆汤抗 MI/RI 的作用

靶点和作用机制，为临床应用提供了理论基础。

1 材料

1.1 细胞与药材 大鼠心肌细胞株 H9C2 细胞（武

汉博士德生物工程有限公司，货号 CX0125）；淡附

片、干姜、炙甘草均购自亳州市京皖中药饮片厂，批

号分别为 201102、200914、201011，经陕西中医药大

学中药鉴定教研室沈霞教授鉴定均为正品。

1.2 试 剂 胎 牛 血 清（ 美 国 Kirge 公 司 ，批 号

20200907）；肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）试剂盒、白细

胞介素 -6（IL-6）试剂盒、肌酸磷化酶 -同工酶（CK-

MB）试剂盒（上海酶联生物科技有限公司，批号分

别为 2020916、20201014、20201023）；B 细胞淋巴瘤-

2（Bcl-2）抗体、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）抗体（武汉博

士德生物科技有限公司，批号分别为 A00040-2、

BA0315-1）；细胞凋亡检测试剂盒（南京建成生物工

程研究所，批号 20200915）；BCA 蛋白定量试剂盒

（上海威奥生物科技有限公司，批号 WB0123）。
1.3 仪器 ELX808 型全自动酶标仪、SE300 型转

膜仪（美国 BioTek 公司）；TGL-16B 型高速台式离心

机（上海安亭科学仪器厂）；165-8001 小型垂直电泳

槽、Universal Hood Ⅱ型凝胶成像仪（美国 Bio-Rad

公司）；FACSCanto Ⅱ型流式细胞仪（美国 Thermo

Fisher 公司）；AR0136-02 型 PVDF 膜（美国 Millipore

公 司）；Thermo 3111 型 CO2 培 养 箱（美 国 Thermo

公司）。
2 方法

2.1 四逆汤有效成分与靶点的收集 以四逆汤中

的附子、干姜和甘草为关键词在中药系统药理学数

据 库 和 分 析 平 台（TCMSP，http：//tcmspw. com/

tcmsp. php）中检索附子、干姜和甘草潜在的生物活
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性成分，依据筛选标准为口服生物利用度（OB）≥
30%，类药性（DL）≥0.18［4］。附子、干姜和甘草的主

要化学成分分别是生物碱、挥发油和甘草酸，考虑

到上述化合物成分含量及药理作用，根据 OB 和 DL

筛选后对附子、干姜和甘草的化合物进行补充，加

入脱氧乌头碱（deoxyaconitine）、乌头碱（aconitine）、
6-姜 酚（6-gingerol）、8-姜 酚（8-gingerol）、10-姜 酚

（10-gingerol）、6- 姜 烯 酚（6-shogaol）、姜 油 酮

（zingerone）、甘 油（glycerin）、光 甘 草 内 酯

（glabrolide）、异光果甘草检酯（isoglabrolide）、新异

甘 草 素（neoisoliquiritin）、18β - 甘 草 次 酸（18β -

glycyrrhetinic acid）、β - 甘 草 次 酸（β -Glycyrrhetinic

acid）13 个化学成分［5］。在 TCMSP 数据库中收集上

述获得化学成分的靶点，并使用 UniPort（https：//

www.uniprot. org/）数据库对靶点名称标准化，利用

Cytoscape 3.8.0 绘制“四逆汤 -活性成分 -靶点”网

络图。

2.2 四逆汤抗 MI/RI 的靶点预测 以心肌缺血再

灌 注 损 伤 为 关 键 词 从 人 类 孟 德 尔 遗 传 数 据 库

（OMIM，https：//omim.org/）和 GeneCards 数据库中

收集经人工确认的 MI/RI靶点，后将四逆汤和 MI/RI

的靶点导入韦恩（Venn）图软件中获得四逆汤抗 MI/

RI的靶点。

2.3 四逆汤抗 MI/RI 的 PPI 网络构建 将四逆汤抗

MI/RI 的靶点导入到 STRING（https：//string-db.org/）
数据库，用于蛋白互作（PPI）分析，选择 Multiple

proteins 功能，将分析得到的 PPI 结果保存为 tsv 文

件格式，进而导入 Cytoscape 3.8.0 软件选择网络拓

扑分析功能进行可视化结果。

2.4 基因本体（GO）功能富集分析和京都基因与基

因组百科全书（KEGG）通路富集分析 将四逆汤抗

MI/RI 的靶点导入 David（https：//david.ncifcrf.gov/）
数据库中选择 Functional Annotation 功能，以 Homo

sapiens 为筛选条件进行 GO 功能富集分析和 KEGG

通路富集分析，以 P<0.05 为筛选条件运用 R 语言制

作气泡图。

2.5 四逆汤的制备 依据《伤寒杂病论》中所记载

的水提法制备四逆汤，将附子（制）、干姜、炙甘草按

1∶2∶3 比例混匀，室温下加 8 倍量纯净水浸泡 30 min

后煎煮 1 h，提取 2 次［6］。用 3 层纱布滤过药渣，合并

2 次滤液，浓缩至含生药量 1 g·mL-1，2 000 r·min-1离

心 10 min，离心半径 40 cm，分离上清用 0.22 μm 水

相微孔滤膜灭菌后 4 ℃保存备用。

2.6 四逆汤质量控制 根据 2020 年版《中华人民

共和国药典》（以下简称《中国药典》），采用质谱法

对四逆汤主要成分进行质量控制［7］，测定四逆汤中

6-gingerol、aconitine、mesaconitine、glycyrrhizic acid

和 hypaconitine 5 种成分含量。

2.7 分组与造模 将 H9C2 细胞分为 5 组，分别为

正常组、模型组、四逆汤高、中、低质量浓度组（20、

10、5 g·L-1）。参考文献［8］实验方法利用原代心肌

细胞建立缺氧/复氧（H/R）损伤模型来模拟心肌缺

血/再灌注损伤。在 6 孔板中培养 H9C2 大鼠心肌细

胞，待细胞生长至 80% 左右进行处理，四逆汤各质

量浓度组给予不同浓度药物预处理 4 h，正常组置于

5% CO2 的 37 ℃培养箱中孵育 15 h，模型组换成低

糖 DMEM 培养基后置于 37 ℃、1% O2 和 99% N2 的

低氧孵箱培养 12 h，再次换液成 10% 胎牛血清高糖

DMEM 培养，复氧置于 37 ℃、5% CO2、95% 空气的

孵箱培养 3 h。

2.8 检测四逆汤对 H/R 损伤的 H9C2 细胞存活率

将密度为 1×105 个/mL 的 H9C2 大鼠心肌细胞铺

板，待细胞贴壁完全后不同剂量给药组给予 100 μL

含药培养基干预，在含药培养基上设置对照孔，同

时每组设 6 个复孔，模型组给予 DMEM 完全培养

基。在培养基培养 24 h 后向每组加 CCK-8 10 μL，

孵育 4 h，取出原液后每孔加 DMSO 溶液 100 μL，待

完全溶解后用酶标仪测定吸光度 A，计算各组 H9C2

细胞的存活率［9］。

2.9 测定各组 H9C2 细胞中 TNF-α、IL-6、CK-MB

含量 采用 BCA 蛋白定量试剂盒检测收集到的

H9C2 细胞，严格按照 TNF-α、IL-6、CK-MB 试剂盒

说明进行操作测定各指标含量。

2.10 H9C2 细 胞 凋 亡 率 测 定 利 用 Annexin V-

FITC/IP 双染法进行 H9C2 细胞凋亡率检测［10］，按照

细胞凋亡检测试剂盒说明书操作步骤进行，将分组

并成功建立 H/R 损伤后的 H9C2 细胞，用流式细胞

仪检测细胞凋亡率。

2.11 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 H9C2 细

胞中 Bax、Bcl-2 的蛋白表达 将 H9C2 细胞置于含

有蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解液中裂解 30 min 后进

行蛋白定量测定，各组用 10% SDS-PAGE 分离等量

蛋白 30 μg，电泳转膜到 PVDF 后封闭，与一抗结合

后洗膜，二抗结合，洗膜后在增强化学发光（ECL）系
统下成像，利用 AlphaEase FC 软件分析目标蛋白分

子量和灰度值［11］。

2.12 统计学分析 采用 SPSS 24.0 软件包进行统

计学处理，实验数据用 x̄ ± s 表示，组间比较采用单
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因素方差分析，检验后多重比较用最小显著性差异

法（LSD），P<0.05 表示差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 网络药理分析结果

3.1.1 四逆汤有效成分及靶点筛选 通过 TCMSP

平台及补充的化合物共收集到四逆汤中潜在的有

效成分 105 个，其中附子 6 个、干姜 10 个、甘草 89

个，删除重复目标后获得的作用靶点为 234 个，四逆

汤成分靶点网络图见图 1（图中多边形代表四逆汤

中药物，三角形代表活性成分，圆形代表靶点）。

3.1.2 四逆汤抗 MI/RI靶点收集 从 OMIM 数据库

和 GeneCards 数据库中获取 MI/RI 靶点 707 个，将四

逆汤的靶点与 MI/RI 的靶点导入 Venn 图在线软件

中，获取四逆汤抗 MI/RI靶点 116 个。见图 2。

3.1.3 PPI 网络图构建 进一步评估共同靶点的表

达特性，将 116 个共同靶点导入 STRING 数据库完

成相同靶点的 PPI 图，见图 3，结果以 TSV 格式保

存，导入 Cytoscape 3.8.0 选择 MOCED 函数完成网

络拓扑分析。设定 Degree>10 和 k-core=2 来帮助识

别网络中的关键节点。结果表明，从共同网络图中

提取了 7 个核心网络，见图 4。Bax、Bcl-2 和 Bad 也

形成了核心网络，而 Bcl-2 是抗凋亡靶点，Bax 是促

凋亡靶点［12］。因此，本研究选择 Bax 和 Bcl-2 这两个

关键凋亡靶点进行实验验证。

3.1.4 四 逆 汤 抗 MI/RI 的 GO 功 能 富 集 分 析 和

KEGG 通路富集分析 GO 功能富集分析得到 587

个条目，其中生物过程条目（BP）417 个，主要涉及细

胞凋亡过程的负调控，调节线粒体膜电位［13］。分子

功能条目（MF）69 个，涉及蛋白质均二聚活性、蛋白

质异二聚活性和过氧化物酶的活性等［14］。细胞组

成条目（CC）101 个，涉及细胞质溶胶、细胞外区域

和血液微粒等［15］。以 P<0.05 为筛选条件，筛选出

BP、MF、CC 前 10 进行绘图分析，见图 5。

DAVID 数据库中获得 125 条 KEGG 路径，以 P<

0.05 为筛选条件，筛选出前 10 进行绘图分析。细胞

内皮生长因子（VEGF）、磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激

酶 B（PI3K/Akt）、叉头框转录因子 O（FoxO）、缺氧诱

导因子 -1（HIF-1）信号通道和细胞凋亡与 MI/RI 相

关，其中 PI3K/Akt 和 FoxO 信号通道与细胞凋亡密

切相关。

图 1 四逆汤-有效成分-靶点网络

Fig. 1 Sinitang-active ingredients-target network diagram

图 2 四逆汤抗 MI/RI目标

Fig. 2 Anti MI/RI targets of Sinitang

图 3 四逆汤抗 MI/RI共同靶点的 PPI网络

Fig. 3 PPI network diagram of Sinitang against common targets

of MI/RI
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3.2 四逆汤质量控制 借助质谱（MS）鉴定了四逆

汤中的有效成分，均符合 2020 年版《中国药典》规

定，测定四逆汤中 6-gingerol、aconitine、mesaconitine、

glycyrrhizic acid 和 hypaconitine 5 种成分的相对分

子质量分别为 259、646、631、615、822。与此同时，

这些成分也包含在的网络药理学中。见图 6。

3.3 细胞实验

3.3.1 四逆汤对 H9C2 细胞存活率的影响 与正常

组比较，模型组 H9C2 细胞存活率显著降低（P<

0.01），为 45.64%；与模型组比较，四逆汤各质量浓

度 组 干 预 的 H9C2 细 胞 存 活 率 显 著 性 增 加（P<

0.01），其中四逆汤 20 g·L-1 质量浓度组细胞存活率

为 65.54%，四逆汤 10 g·L-1 质量浓度组细胞存活率

为 79.22%，且在四逆汤预给药浓度为 5 g·L-1 时，

H9C2 细胞存活率最高，为 85.35%。见图 7。

3.3.2 四逆汤对 H9C2 细胞中 CK-MB、TNF-α和 IL-

6 水平的影响 与正常组比较，模型组 H9C2 细胞中

CK-MB、TNF- α 和 IL-6 的 表 达 均 显 著 升 高（P<

0.01）；与模型组比较，四逆汤各质量浓度组中 CK-

MB、TNF-α和 IL-6 表达明显降低（P<0.05，P<0.01）。
四逆汤高质量浓度组（20 g·L-1）抗 MI/RI 损伤 H9C2

细胞 CK-MB、TNF-α和 IL-6 最明显。见表 1。

3.3.3 四逆汤对 H9C2 细胞凋亡率的影响 H9C2

细胞凋亡检测结果表明，与正常组比较，模型组细

胞凋亡显著增加（P<0.01）；与模型组比较，四逆汤各

质量浓度组细胞凋亡率显著降低（P<0.01），其中当

干预浓度为四逆汤高质量浓度组（20 g·L-1）时细胞

凋亡率降低最显著。见表 2。

3.3.4 四逆汤对 H9C2 细胞中 Bax 和 Bcl-2 蛋白表

达的影响 与正常组比较，模型组 H9C2 细胞中 Bax

注：A. GO 功能富集分析；B. KEGG 通路富集分析

图 5 四逆汤抗 MI/RI预测靶点的 GO和 KEGG富集分析

Fig. 5 GO and KEGG analysis of Sinitang anti-MI/RI targets

图 4 四逆汤抗 MI/RI共同作用靶点的核心网络

Fig. 4 Sinitang anti-MI/RI core target network
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蛋白表达显著升高（P<0.01）；相较于模型组四逆汤

各质量浓度组中 H9C2 细胞中 Bax 蛋白表达均显著

降低（P<0.01），当干预浓度为四逆汤高质量浓度组

（20 g·L-1）时效果最佳。与正常组比较，模型组

H9C2 细胞中 Bcl-2 蛋白表达显著降低（P<0.01）；相
较于模型组四逆汤各质量浓度组中 H9C2 细胞中

Bcl-2 蛋白表达均明显升高（P<0.05，P<0.01），当干

预浓度为四逆汤高质量浓度组（20 g·L-1）时效果最

佳（P<0.01）。见图 8、表 3。

4 讨论

中药方剂治疗缺血性心脏病大都是多成分、多

靶点、多路径协同作用的结果，对缺血区域进行早

期再灌注，虽对受损心肌有积极作用，但仍会进一

表 1 四逆汤对 H9C2细胞中 CK-MB、TNF-α和 IL-6水平的影响（x̄± s，n=6）

Table 1 Effect of Sinitang on levels of CK-MB，TNF-α and IL-6 in H9C2 cells（x̄± s，n=6） ng·L-1

组别

正常组

模型组

四逆汤高质量浓度组

四逆汤中质量浓度组

四逆汤低质量浓度组

剂量/g·L-1

20

10

5

CK-MB

75.36±4.16

151.21±5.272）

85.92±2.634）

91.34±6.284）

135.64±13.113）

TNF-α

78.22±3.75

148.86±2.132）

82.45±2.074）

96.37±9.614）

103.15±5.244）

IL-6

52.36±4.37

82.15±3.932）

67.54±2.854）

74.86±3.113）

79.73±1.62

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 2 和表 3 同）

注：A. 正常组；B. 模型组；C. 四逆汤高质量浓度组；D. 四逆汤中质量浓度组；E. 四逆汤低质量浓度组（图 8 同）
图 7 四逆汤对 H9C2细胞存活率的影响

Fig. 7 Effect of Sinitang on viability of H9C2

注：A. 四逆汤；B. 对照品；a. 四逆汤成分质量谱图；b. 成分补充谱图；1. 6-gingerol；2. aconitine；3. mesaconitine；4. glycyrrhizic acid；
5. hypaconitine

图 6 四逆汤质量控制

Fig. 6 Quality control of Sinitang

表 2 四逆汤对 H9C2细胞凋亡率的影响（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of Sinitang on apoptosis rate of H9C2 cells（x̄± s，

n=6）

组别

正常组

模型组

四逆汤高质量浓度组

四逆汤中质量浓度组

四逆汤低质量浓度组

剂量/g·L-1

20

10

5

细胞凋亡率/%

4.12±1.59

57.36±4.152）

24.83±4.314）

29.74±2.864）

38.62±3.174）

··173



第 28 卷第 9 期
2022 年 5 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 28，No. 9

May，2022

步的损伤心肌，表现为心肌震颤、心律不齐和心肌

细胞死亡等［16］。为此，改善急性心肌梗死的临床现

状，探究安全有效的治疗 MI/RI 损伤的干预措施较

为迫切。本研究基于网络药理学的方法预测四逆

汤在抗 MI/RI 中的作用机制，并予以细胞实验进行

验证。利用网络药理学分析结果发现四逆汤中 BP

主要与细胞凋亡有关，除肿瘤通路外，PI3K/Akt 是

典型的细胞凋亡信号通路。前期研究表明，抑制心

肌细胞凋亡是治疗 MI/RI的重要措施［17］。进行共同

靶点的网络拓扑分析后找出了 Bax、Bcl-2 和 Bad 组

成的核心网络。

四逆汤组方精炼，由附子（制）、干姜、炙甘草配

伍而成，方中附子与干姜两者相须为用，温里回阳

之力大增，具有回阳救逆、温中散寒的功效。临床

上对心肌梗死或心力衰竭患者疗效显著，常用于治

疗心衰及心肌梗死等属阴虚阳衰患者。在心肌细

胞损伤过程中，多种细胞因子通过细胞内信号转导

机制参与到验证过程中。H/R 可引起机体的应激反

应，释放多种物质。CK-MB 是判断心肌损伤的指标

之一，主要分布于心肌的肌酸激酶同工酶，CK-MB

的释放量用来衡量细胞的损伤程度［18］。TNF-α导

致细胞死亡的机制是与细胞膜上的受体特异性结

合，通过激活下游 Caspase-8 凋亡蛋白有关［19］。IL-6

是由 TNF-α特异性激活的继发性炎症因子，可激活

炎症的相关细胞，促进黏附分子等物质的产生，进

而愈发加重炎症反应［20］。研究证实心肌细胞细胞

膜通透性的改变和心肌酶释放的增加与 TNF-α和

IL-6 的释放密切相关［21］。在本研究中，采用大鼠心

肌 H9C2 细胞进行体外验证，不同于体内口服给药

设计，实验对四逆汤主要有效成分含量未能定量给

出，但证实了四逆汤可降低 H/R 损伤的 H9C2 细胞

中 CK-MB、TNF-α和 IL-6 的含量。有研究表明 Bcl-

2 家族是细胞凋亡信号转导通路中重要的调控蛋

白［21］，在线粒体介导的凋亡通路中，Bcl-2 家族蛋白

与其他凋亡蛋白之间相互作用，通过调控线粒体的

结构和功能进而发挥细胞凋亡的中枢调控作用［22］。

Bcl-2 家族包含有以 Bcl-2、Bcl-XL 和 Bcl-W 为代表

的抗凋亡和以 Bax、Bak 为代表的促凋亡蛋白，在凋

亡过程中，Bax 亚家族成员进行蛋白加工修饰，导致

线粒体细胞色素 C、凋亡诱导因子等促凋亡因子释

放，从而导致细胞凋亡［23］。抗凋亡蛋白 Bcl-2 发挥

抗凋亡作用与下述 5 点机制有关：①自身的抗氧化

作用；②线粒体对促凋亡蛋白 Cytoto-c、凋亡诱导因

子 AIF 释放表现出的抑制作用［24］；③促凋亡调节蛋

白 Bax 和 Bak 对细胞增殖抑制作用［25］；④抑制凋亡

蛋白酶的激活；⑤维持细胞内钙平衡［26］。研究结果

表明，从四逆汤中通过网络药理学共筛选得到治疗

MI/RI 靶 点 116 个 ，涉 及 血 管 内 皮 生 长 因 子

（VEGF）、PI3K/Akt、叉头框转录因子 O（FoxO）、缺
氧诱导因子 -1（HIF-1）和细胞凋亡等信号通路。试

剂盒检测结果表明四逆汤可降低 H/R 损伤的 H9C2

细胞中 TNF-α、IL-6、CK-MB 的水平，流式细胞仪检

测结果表明四逆汤可降低 H/R 损伤的 H9C2 细胞凋

亡率，Western blot 结果显示四逆汤可降低 H/R 损伤

的 H9C2 细胞中 Bax 的表达，增加 Bcl-2 的表达。

综上，四逆汤抗 MI/RI 呈现多靶点、多路径协同

作用，且对心肌细胞 MI/RI损伤具有保护作用，作用

机制可能与细胞凋亡 Bax 和 Bcl-2 信号通路有关，本

研究为四逆汤临床治疗 MI/RI 提供了理论依据，但

也存在一定的局限性 ，具体机制还有待进一步

研究。
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