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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨甘松新酮(nardosinone,
 

Nar)通过调控 PI3K / Akt / mTOR 通路对低氧诱导 H9c2 心肌细胞

凋亡的影响及机制。 方法 　 采用氯化钴( CoCl2 ) 制备心肌细胞低氧损伤模型, CCK-8 试剂盒检测细胞活性;
Hoechst

 

33342 进行细胞染色,激光共聚焦显微镜下观察细胞凋亡现象;网络药理学预测 Nar 治疗 IHD 相关信号通

路;Western
 

blot 检测凋亡、自噬和 PI3K / Akt / mTOR 通路相关蛋白表达。 结果 　 PI3K / Akt / mTOR 通路是 Nar 治疗

IHD 关键信号通路之一;与对照组比,CoCl2( 400
 

μmol / L) 组细胞活性降低,细胞核碎片增多,凋亡蛋白 Cleaved-
Caspase-3 表达升高、Bcl-2 / Bax 比降低,PI3K、Akt 和 mTOR 磷酸化水平降低;P62 表达降低,LC3II / LC3I 比和 Beclin-
1 表达升高(P<0. 05)。 与 CoCl2 组比,Nar(50

 

μmol / L)预处理显著增加了细胞活性、减少细胞核凋亡碎片,降低

Cleaved-Caspase-3 表达,升高 Bcl-2 / Bax 比值,增加了 PI3K、Akt 和 mTOR 磷酸化水平及 P62 表达,降低 LC3II / LC3I
比和 Beclin-1 表达(P<0. 05)。 PI3K 特异性抑制剂 LY294002 预作用后抵消了 Nar 对 CoCl2 引起的以上凋亡、PI3K /
Akt / mTOR 通路相关蛋白和 P62 蛋白的影响,但没有抵消对 LC3II / LC3I 比和 Beclin-1 表达的影响。 结论　 Nar 激

活 PI3K / Akt / mTOR 通路抑制了 CoCl2 诱导的 H9c2 心肌细胞低氧凋亡,但可能通过其他途径缓解了过度自噬对细

胞造成的损伤。
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

Nardosinone
 

( Nar)
 

in
 

hypoxia-induced
 

apoptosis
 

of
 

H9c2
 

cardiomyocytes
 

meditated
 

through
 

the
 

PI3K / Akt / mTOR
 

pathway.
 

Methods　 Cobalt
 

chloride
 

( CoCl2 )
 

was
 

used
 

to
 

establish
 

a
 

hypoxic
 

injury
 

model
 

in
 

H9c2
 

cardiomyocytes.
 

Cell
 

proliferation
 

was
 

assessed
 

by
 

CCK-8
 

assays.
 

Hoechst
 

33342
 

was
 

applied
 

to
 

counterstain
 

cells,
 

and
 

laser
 

scanning
 

confocal
 

microscopy
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

apoptosis.
 

The
 

potential
 

signaling
 

pathway
 

of
 

Nar
 

in
 

treating
 

IHD
 

was
 

predicted
 

by
 

network
 

pharmacology.
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

expression
 

of
 

apoptosis-,
 

autophagy-,
 

and
 

PI3K / Akt / mTOR
 

pathway-related
 

proteins.
 

Results 　 The
 

PI3K / Akt /



mTOR
 

pathway
 

is
 

major
 

signaling
 

pathway
 

in
 

Nar
 

treatment
 

of
 

IHD.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

CoCl2
 (400

 

μmol / L)
 

decreased
 

cell
 

proliferation,
 

the
 

Bcl-2 / Bax
 

ratio,
 

PI3K,
 

Akt
 

and
 

mTOR
 

protein
 

phosphorylation
 

levels,
 

and
 

P62
 

protein
 

expression,
 

while
 

increasing
 

nuclear
 

apoptotic
 

fragmentation,
 

the
 

LC3II / LC3I
 

ratio,
 

and
 

Cleaved-Caspase-3
 

and
 

Beclin-1
 

protein
 

expression
 

(P<0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

CoCl2
 group,

 

Nar
 

(50
 

μmol / L)
 

pretreatment
 

significantly
 

increased
 

cell
 

proliferation,
 

alleviated
 

nuclear
 

apoptotic
 

fragmentation,
 

decreased
 

Cleaved-Caspase-3
 

protein
 

expression,
 

increased
 

the
 

Bcl-2 / Bax
 

ratio,
 

and
 

increased
 

PI3K,
 

Akt
 

and
 

mTOR
 

phosphorylation
 

levels
 

and
 

P62
 

protein
 

expression.
 

The
 

LC3II / LC3I
 

ratio
 

and
 

the
 

Beclin-1
 

protein
 

expression
 

were
 

also
 

decreased
 

( P < 0. 05).
 

Pretreatment
 

with
 

PI3K
 

specific
 

inhibitor
 

LY294002
 

offset
 

the
 

effects
 

of
 

Nar
 

on
 

CoCl2 -induced
 

apoptosis,
 

PI3K / Akt / mTOR
 

pathway-related
 

proteins,
 

and
 

P62
 

protein
 

expression,
 

but
 

had
 

no
 

effect
 

on
 

the
 

LC3II / LC3I
 

ratio
 

or
 

Beclin-1
 

expression.
 

Conclusions　 Nar
 

inhibited
 

CoCl2 -
induced

 

H9c2
 

cardiomyocyte
 

apoptosis
 

by
 

activating
 

the
 

PI3K / Akt / mTOR
 

pathway,
 

but
 

probably
 

alleviated
 

the
 

damage
 

caused
 

by
 

excessive
 

autophagy
 

in
 

cells
 

through
 

other
 

pathways.
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　 　 缺血性心脏病( ischemic
 

heart
 

disease,IHD) 是

世界上导致死亡和残疾的主要原因,其临床症状主

要表现为心肌梗死、心力衰竭和心功能不全等。 研

究发现,心肌缺氧缺血常伴随细胞异常凋亡或坏

死,从而导致心功能障碍[1] 。 自噬既是细胞内一种

高度保守的降解过程,也是不同条件下调节细胞存

活或死亡的一把双刃剑[2] ,在 IHD 发病过程中有着

重要作用[3-4] 。 目前,IHD 治疗包括药物治疗、抗血

小板治疗和手术等方法,其中中药治疗 IHD 越来越

得到人们的认可。
甘松新酮( nardosinone,

 

Nar) 是中药甘松的有

效成分[5] ,有抗心律失常、降血压、中枢抑制、促神

经生长、抗肿瘤、抗癫痫和预防炎症性骨丢失等作

用[6-8] ,在心肌细胞低氧损伤中有抗凋亡作用[9] ,但
具体机制尚不清楚。 网络药理学是一种快速、有效

预测药物疾病靶点和相关信号通路的方法。 因此,
本研究首先利用网络药理学预测 Nar 治疗 IHD 相

关信号通路,结果表明,PI3K / Akt / mTOR 是 Nar 治

疗 IHD 关键通路之一。 已知,PI3K / Akt / mTOR 通

路在调节细胞增殖、凋亡和自噬等生理活动中发挥

着重要作用[10] ,激活该通路可抑制心肌缺血损伤中

的自噬和凋亡现象[11] 。 其次,以 CoCl2 诱导 H9c2
心肌细胞低氧损伤为模型,基于 PI3K / Akt / mTOR
通路探讨 Nar 对心肌细胞凋亡影响及与自噬的关

系,以为 IHD 治疗靶点药物筛选提供依据。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 H9c2 心肌细胞系购自中国科学院上海细胞库。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 DMEM 培养基(货号 SH30022. 01)和青链霉素

混合液(货号 SV30010)购自 Hyclone 公司;胎牛血

清(货号 04-001-1ACS) 购自 Biological
 

Industries 公

司;氯化钴(CoCl2,货号 232696)购自 Sigma;甘松新

酮(货号 23720-80-1)购自成都植标化纯生物技术有

限公司;LY294002(货号 S1105)购自 Selleckchem 公

司;BCA 蛋白定量试剂盒(货号
 

JC-PD002) 购自西

安晶 彩 生 物 科 技 有 限 公 司; PVDF 膜 ( 货 号

IPVH00010)购自 Millipore 公司;RIPA 裂解液(货号

P0013B)和 PMSF(货号 ST505)购自碧云天生物技

术有限公司;抗体 Cleaved-Caspase-3 ( ab214430)、
Bax(ab32503)、Bcl-2(ab182858)、β-actin( ab8226)、
mTOR ( ab134903 )、 p-mTOR ( ab109268 )、 Akt
(ab8805)、 p-Akt ( ab38449 )、 p-PI3K ( ab278545 )、
LC3B ( ab192890 )、 Beclin-1 ( ab207612 ) 和 P62
(ab109012)购自 Abcam 公司;PI3K(20584-1-AP)购
自武汉三鹰生物技术有限公司;二抗购自武汉博士

德生物工程有限公司。
CO2 培养箱、全波长荧光酶标仪和低温冷冻高

速离心机 ( Thermo
 

Fisher ); 激光共聚焦显微镜

(Leica);蛋白电泳仪、蛋白转膜仪和蛋白凝胶成像

系统(Bio-Rad)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 CCK-8 法检测细胞活性

　 　 将 H9c2 细胞以每孔含 100
 

μL
 

DMEM 完全培

养基, 密度为 2 × 103 / 孔接种到 96 孔培养板中,
37℃ 、5%

 

CO2 培养 48
 

h。 分别以 0、50、100、200、
400、800 和 1000

 

μmol / L 浓度 CoCl2 (溶于双蒸水

中)干预细胞 24
 

h(每孔设 6 个复孔),根据 CCK-8
试剂盒测细胞活性。 选择 CoCl2 半数致死浓度

(LD50) 构建细胞低氧损伤模型。 同时,为了观察

Nar 对 CoCl2 诱导细胞活性损伤影响,细胞接种 24
 

h
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后,以终浓度分别为 0、 25、 50、 75、 100、 125、 150
 

μmol / L 的 Nar(溶解在 DMSO 中)或 1 / 1000
 

DMSO
培养 24

 

h,再以 CoCl2 ( LD50 ) 继续培养 24
 

h,根据

CCK-8 试剂盒检测细胞活性。
1. 3. 2　 Hoechst

 

33342 染色

　 　 细胞接种于 24 孔板进行爬片,分为对照组

(Control 组)、Nar 组、CoCl2 组和 Nar+CoCl2 组 4 组。
24

 

h 后,Nar +CoCl2 组加入 50
 

μmol / L 的 Nar 预处

理,其余各组用 DMSO 补足等体积。 24
 

h 后,CoCl2

组和 Nar+CoCl2 组分别加入 400
 

μmol / L
 

CoCl2 进行

干预,Control 组用双蒸水补足等体积,培养箱中继

续培养 24
 

h。 随后按照 Hoechst
 

33342 说明书染色,
激光共聚焦显微镜下观察细胞形态。
1. 3. 3　 Nar 治疗 IHD 潜在靶点的网络学分析

  

　 　 (1)Nar 靶点预测

通过 TCMSP ( https: / / old. tcmsp-e. com / tcmsp.
php )、 SwissTargetPrediction ( http: / / www.
swisstargetprediction. ch / )、 PharmMapper ( http: / /
www. lilab-ecust. cn / pharmmapper / )和 BATMANTCM
(http: / / bionet. ncpsb. org. cn / batman-tcm / )数据库,
以“Nardosinone”为关键词预测 Nar 作用靶点。

(2)IHD 靶点的预测　
通过 Genecards(https: / / www. genecards. org / )、

PharmKB ( https: / / www. pharmgkb. org / )、 OMIM
(https: / / omim. org / )、TTD ( http: / / db. idrblab. net /
ttd / )和 Drugbank( https: / / go. drugbank. com / ) 数据

库,以“Ischemic
 

Heart
 

Disease”为关键词预测疾病靶

点。 将 Nar 靶 点 和 IHD 靶 点 分 别 选 择 “ Homo
 

Sapiens” 物种,利用 UniProt ( https: / / www. uniprot.
org / )数据库进行 ID

 

Mapping, 统一转换为 Gene
 

symbol。 以 Venny
 

2. 1 ( https: / / bioinfogp. cnb. csic.
es / tools / venny / index. html)软件绘制 Nar 和 IHD 靶

点交集图。
(3)Nar 治疗 IHD 信号通路分析

通过 Metascape ( https: / / metascape. org / ) 数据

库对交集靶点进行 KEGG 富集分析。 在微生信

( http: / / www. bioinformatics. com. Cn / ) 网将
 

KEGG
通路富集结果绘成气泡图。
1. 3. 4　 Western

 

blot 检测蛋白表达

　 　 细胞分组:Control 组、Nar 组、CoCl2 组和 Nar +

CoCl2 组或 Control 组、 CoCl2 组、 Nar + CoCl2 组、
LY294002+CoCl2 组和 LY294002+Nar+CoCl2 组。 以

RIPA 裂解液提取各组细胞总蛋白,BCA 法测蛋白

浓度。 加上样缓冲液水域煮沸进行蛋白变性。 随

后进行 SDS-PAGE 电泳、转膜,5%脱脂奶粉封闭 2
 

h, TBST 缓冲液洗膜 3 次, 每次 10
 

min。 一抗

Cleaved-Caspase-3、 Bax、 Bcl-2、 β-actin、 mTOR、 p-
mTOR、Akt、p-Akt、p-PI3K、PI3K、 LC3B、 Beclin-1 和

P62 分别 4℃ 孵育过夜。 TBST 缓冲液洗膜,方法同

上。 二抗室温孵育 2
 

h。 显影后,采用凝胶成像系统

扫描图像。 使用
 

Image
 

Lab 软件对灰度值进行

分析。
1. 4　 统计学方法

　 　 以 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 软件作图。 每组数据以

平均数±标准差( 􀭰x± s) 表示。 t 检验用于两组间比

较,单因素方差分析用于多组间比较。 以 P< 0. 05
为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 Nar 对心肌细胞低氧损伤的影响

　 　 用不同浓度 CoCl2 处理 H9c2 细胞 24
 

h,细胞活

性呈浓度依赖性下降 (图 1A,P < 0. 01),选 CoCl2

(400
 

μmol / L)(使细胞活性降至 60%左右)作为后

续细胞低氧损伤造模用。 由图 1B 可见,Nar 安全浓

度在 0 ~ 75
 

μmol / L 之间(P<0. 01)。 细胞以不同浓

度 Nar 预处理 24
 

h,再以 CoCl2 继续培养 24
 

h,结果

发现,50
 

μmol / L 和 75
 

μmol / L 的 Nar 可显著改善

CoCl2 对细胞活性的影响(图 1C,P<0. 01),但二者

差异不大,故选 Nar(50
 

μmol / L)进行后续研究。
为了进一步了解 Nar 对 CoCl2 低氧损伤的影

响,Hoechst
 

33342 细胞染色发现(图 1D):对照组和

Nar 组细胞核轮廓正常,呈椭圆形或圆形,凋亡亮点

较少。 而 CoCl2 组细胞凋亡数增加,染色质浓缩,核
出现多个碎片,表现为亮点增多。 Nar 预作用细胞

核形态明显改善,凋亡数量减少。 Western
 

blot 结果

表明,与对照组相比, CoCl2 组凋亡蛋白 Cleaved-
Caspase-3 表达升高,Bcl-2 / Bax 比降低,而 Nar 预处

理显著逆转了 CoCl2 诱导的 Cleaved-Caspase-3 表达

升高和 Bcl-2 / Bax 比降低,表明,Nar 对 CoCl2 诱导

的细胞凋亡有抑制作用。
2. 2　 Nar 与 IHD 潜在靶点的信号通路分析

　 　 通过 TCMSP、SwissTargetPrediction、PharmMapper
和 BATMANTCM 数据库获得 Nar 相关靶点,将结果

去重,利用 UniProt 进行格式转换,最终得到 Nar 相

关靶点 300 个 ( 图 2 )。 在 Genecards、 PharmKB、
OMIM、TTD 和 Drugbank 数据库筛选出 IHD 相关靶
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注:A~ C:CCK-8 检测细胞活性;D:Hoechst
 

33342 染色检测细胞凋亡现象;E ~ G:Western
 

blot 检测凋亡相关蛋白 Cleaved-Caspase-3、Bcl-2 和

Bax 表达。 与对照组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与 CoCl2 组相比,
 ##P<0. 01。

图 1　 Nar 对 H9c2 心肌细胞低氧损伤的影响

Note.
 

A~ C,
 

Cell
 

viability
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8.
 

D,
 

Hoechst
 

33342
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

apoptosis.
 

E ~ G,
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

apoptosis-related
 

proteins
 

Cleaved-Caspase-3,
 

Bcl-2
 

and
 

Bax.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,
 ∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

CoCl2
 group,

 ##P<0. 01.

Figure
 

1　 Effect
 

of
 

Nar
 

on
 

hypoxic
 

injury
 

in
 

H9c2
 

cardiomyocytes

图 2　 Nar 治疗 IHD 的潜在靶点信号通路分析

Figure
 

2　 Signaling
 

pathway
 

analysis
 

of
 

potential
 

targets
 

of
 

Nar
 

treating
 

for
 

IHD
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点共 4928 个。 Nar 与 IHD 交集靶点有 202 个(图

2A)。 通过 Metascape 数据库对交 集 靶 点 进 行

KEGG 富集分析,共获得 207 条信号通路。 以微生

信网绘制排名前十的信号通路 KEGG 富集气泡图

(图 2B),其中 PI3K / Akt / mTOR 通路是 Nar 治疗

IHD 重要凋亡相关通路。
2. 3　 Nar 影响心肌细胞低氧损伤与 PI3K / Akt /
mTOR 通路的关系

　 　 为了验证 Nar 治疗 IHD 与 PI3K / Akt / mTOR 通

路的关系,在细胞水平上检测该通路相关蛋白表

达。 结果如图 3,与对照组比,CoCl2 使 PI3K、Akt 和
mTOR 磷酸化水平显著降低, Nar 预作用增加了

PI3K、Akt 和 mTOR 磷酸化水平,而以 PI3K 抑制剂

LY294002 阻断 PI3K / Akt 通路后,Nar 作用显著被

抵消。 结果表明,Nar 通过激活 PI3K / Akt / mTOR 信

号通路影响 CoCl2 诱导细胞低氧损伤。
2. 4　 Nar 通过 PI3K / Akt / mTOR 通路影响低氧诱

导的细胞凋亡

　 　 为了进一步探索 Nar 在心肌细胞低氧凋亡中的

作用与 PI3K / Akt / mTOR 通路的关系,以 LY294002
阻断 PI3K / Akt 通 路, 检 测 凋 亡 蛋 白 Cleaved-
Caspase-3、Bcl-2 和 Bax 表达。 结果,LY294002 预作

用抵消了 Nar 对 CoCl2 引起的 Cleaved-Caspase-3 表

达升高和 Bcl-2 / Bax 比降低的影响(图 4)。 结果表

明,Nar 激活 PI3K / Akt / mTOR 通路抑制心肌细胞低

氧诱导的凋亡。
2. 5　 Nar 通过 PI3K / Akt / mTOR 通路影响细胞低

氧损伤与自噬的关系

　 　 既往研究表明,Nar 对 CoCl2 诱导心肌细胞过度

自噬有抑制作用[9] 。 结果见图 5,为了深入探讨 Nar

注:与对照组相比,∗∗P<0. 01;与 CoCl2 组相比,
 ##P<0. 01;与 Nar+CoCl2 组相比,

 ^^P<0. 01。

图 3　 Nar 对 PI3K / Akt / mTOR 信号通路的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

CoCl2
 group,

 ##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

Nar+CoCl2
 group,

  ^^P<0. 01.

Figure
 

3　 Effects
 

of
 

Nar
 

on
 

the
 

PI3K / Akt /
 

mTOR
 

signalling
 

pathway

注:与对照组相比,∗∗P<0. 01;与 CoCl2 组相比,
 ##P<0. 01;与 Nar+CoCl2 组相比,

 ^^P<0. 01。

图 4　 Nar 对 CoCl2 诱导下 H9c2 细胞凋亡相关蛋白表达的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

CoCl2
 group,

 ##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

Nar+CoCl2
 group,

  ^^P<0. 01.

Figure
 

4　 Effects
 

of
 

Nar
 

on
 

apoptosis-related
 

proteins
 

in
 

H9c2
 

cells
 

induced
 

by
 

CoCl2
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注:与对照组相比,∗∗P<0. 01;与 CoCl2 组相比,
 ##P<0. 01;与 Nar+CoCl2 组相比,

 ^^P<0. 01。

图 5　 Nar 对 CoCl2 诱导下 H9c2 细胞自噬相关蛋白表达的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

CoCl2
 group,

 ##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

Nar+CoCl2
 group,

  ^^P<0. 01.

Figure
 

5　 Effects
 

of
 

Nar
 

on
 

autophagy-related
 

proteins
 

in
 

H9c2
 

cells
 

induced
 

by
 

CoCl2

对心肌细胞低氧损伤激活自噬的影响与 PI3K / Akt /
mTOR 通路的关系,以 LY294002 阻断 PI3K / Akt 通

路,检测自噬相关蛋白 LC3B、Beclin-1 和 P62 表达。
与对照组比,CoCl2 组 LC3II / LC3I 比和 Beclin-1 蛋

白表达显著升高,P62 表达降低,Nar 预作用降低

LC3II / LC3I 比和 Beclin-1 蛋白表达,增加 P62 表达。
LY294002 预作用虽然逆转了 Nar 对 CoCl2 引起 P62
表达降低的影响,但没有逆转对 LC3II / LC3I 比值和

Beclin-1 表达的影响。 表明,Nar 可抑制 CoCl2 引起

的过度自噬,但不是完全通过 PI3K / Akt / mTOR 通

路实现的,具体机制还需要进一步研究。

3　 讨论

　 　 IHD 发病率逐年上升,尤其在老年人群中。 诱

发 IHD 危险因素很多,包括高血压、糖尿病、高胆固

醇血症、吸烟、过度饮酒和肥胖等[12-13] 。 CoCl2 是目

前模拟细胞低氧损伤常用化学药物之一。 本研究

发现,CoCl2 导致 H9c2 心肌细胞生长抑制、核内出

现明显凋亡碎片,Nar 预处理改善了细胞生长,减少

凋亡现象,表明 Nar 对低氧损伤条件下细胞凋亡有

抑制作用,与既往研究结果一致[9] 。
当细胞缺血缺氧时,线粒体作为快速传感器,

在自由基等作用下膜通透性增加,线粒体内细胞色

素 C 释放到细胞质中,致使促凋亡蛋白释放和下游

Caspase 家族级联激活[14-15] 。 这些蛋白水平的增加

构成心肌缺血损伤的基础[16] 。 本研究中,低氧引起

心肌细胞中促凋亡蛋白 Bax 上调,抗凋亡蛋白 Bcl-2
下调,Bcl-2 / Bax 比降低, Cleaved-Caspase-3 蛋白表

达升高,Nar 预处理有效改善了这些蛋白表达水平,

进一步说明 Nar 在心肌细胞低氧损伤中有抗凋亡

作用。
为了进一步分析 Nar 对心肌细胞低氧损伤影响

的机制,首先利用网络药理学预测 Nar
 

治疗 IHD 的

可能信号通路,结果显示 PI3K / Akt / mTOR 是最显

著富集通路之一。 已有研究表明,激活该通路可以

抑制心肌缺血损伤中的凋亡和自噬过程[11] 。 因此,
本研究又通过体外实验验证了网络药理学结论,结
果表明,低氧引起细胞内 PI3K、Akt 和 mTOR 磷酸

化水平显著降低,Nar 预处理逆转了这一过程。 但

当 PI3K 抑制剂 LY294002 特异性阻断 PI3K / Akt 通
路后,Nar 对 PI3K、Akt 和 mTOR 磷酸化水平的影响

较低氧组明显减轻,表明 Nar 通过激活 PI3K / Akt /
mTOR 信号通路缓解了心肌细胞低氧损伤,这与 Qin
等[17]研究结果一致。 LY294002 特异性阻断 PI3K /
Akt 通路后抵消了 Nar 对低氧条件下 Cleaved-
Caspase-3 表达和 Bcl-2 / Bax 比值的影响。 表明,Nar
是通过激活 PI3K / Akt / mTOR 通路抑制低氧引起细

胞凋亡的。
自噬是细胞的一种生存机制,负责去除错误折

叠或错误组装的蛋白质,并清除受损细胞器和消除

细胞内病原体等[18] 。 研究表明,心肌早期缺血后自

噬被激活,以缺血预处理的方式对心脏起保护作

用[19-20] 。 而慢性或过度缺氧缺血激活自噬会导致

细胞凋亡[21] ,引发心功能障碍,如急慢性缺血性心

脏损伤和心力衰竭中自噬被过度激活[22] 。 本研究

中,CoCl2 激活了自噬,引起自噬相关蛋白 LC3II /
LC3I 比和 Beclin-1 表达升高,P62 表达降低,Nar 预

处理后逆转了这些蛋白的表达水平。 而阻断 PI3K /
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Akt 通路后只抵消了 Nar 对 CoCl2 引起的 P62 表达

的影响,没有抵消对 LC3II / LC3I 比和 Beclin-1 表达

的影响。 说明,Nar 对 CoCl2 引起的自噬可能是通过

其他途径抑制的,而不是通过 PI3K / Akt / mTOR 通

路,有待进一步研究。
综上,Nar 对 CoCl2 诱导心肌细胞低氧损伤有保

护作用,通过激活 PI3K / Akt / mTOR 通路抑制凋亡

实现的。 凋亡的发生可能与 CoCl2 诱导的过度自噬

有关,Nar 对过度自噬起抑制作用,但 Nar 调控自噬

的具体机制还不清楚。 另外,本研究仅通过体外实

验验证了网络药理学结果,后续还需进行体内实验

验证。
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