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摘要： 目的 研究阿魏酸对大鼠心肌缺血/再灌注（I/R）损伤的保护作用及其可能的机制。方法 将雄性SD大鼠采用随机数

字表法分为四组（n=12）：假手术组（Sham组），I/R模型组（I/R组）；阿魏酸+I/R组（Fer+I/R组）；阿魏酸+蛋白激酶抑制剂

（LY294002）+I/R组（Fer+LY+I/R）。通过结扎左冠状动脉前降支 30 min，然后再灌注 2 h，建立 I/R损伤大鼠模型。通过苏木精-

伊红（HE）染色分析大鼠的左心室病理学变化，结合透射电子显微镜观察其超微结构；通过TUNEL/DAPI双重染色检测大鼠心

肌细胞凋亡率。通过蛋白质印迹法（Western blotting）检测PI3K/Akt信号通路关键调控因子的蛋白表达水平［包括PI3K、p-Akt
（Ser 473）、Akt、eNOS、p-eNOS（Ser1177）和 p-mTOR（Ser2448）］，以及血清超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、肿瘤坏死因

子-α（TNF-α）、白细胞介素 6（IL-6）和 IL-1β水平。结果 HE染色结果显示，相较于假手术组，I/R组大鼠心肌中表现出明显的

炎性细胞浸润、细胞膜损伤、细胞坏死和水肿；而 Fer+I/R组大鼠表现心肌细胞坏死、炎性细胞浸润，细胞水肿均明显低于 I/R
组，并且心肌纤维结构清晰完整。TUNEL/DAPI双重染色结果显示，Fer+I/R组大鼠［（18.73±1.01）%］心肌细胞凋亡率明显低于

I/R组［（55.45±1.14）%］（P<0.001）。Western blotting检测结果表明，与 I/R组相比，Fer+I/R组大鼠Cleaved caspase-3蛋白表达水

平显著降低（P<0.05），PI3K、p-Akt、Akt、p-eNOS（Ser1177）和 p-mTOR（Ser2448）蛋白表达明显上调（P<0.05）。相较于 I/R组，阿

魏酸显著抑制MDA5、TNF-α、IL-6和 IL-1β的表达（P<0.05），并上调 SOD1蛋白表达水平（P<0.05）；而 LY294002处理逆转了阿

魏酸在 I/R模型大鼠中对上述细胞因子的调控作用。结论 阿魏酸通过激活PI3K/Akt信号通路抑制心肌细胞凋亡，减轻炎症

反应和氧化应激水平，保护大鼠免受缺血/再灌注诱导的心肌损伤。
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Abstract： Objective To study the protective effect of ferulic acid on myocardial ischemia/reperfusion (I/R) injury in rats and its po⁃
tential mechanism.Methods Male Sprague‒Dawley (SD) rats were randomly divided into 4 groups (n=12): sham operation (sham)
group, I/R group; ferulic acid+I/R (FER+I/R) group; and ferulic acid+LY294002 (protein kinase inhibitors)+I/R (FER+LY+I/R) group.
A rat model of I/R injury was established by ligating the left anterior descending coronary artery for 30 min followed by reperfusion for
2 h. The pathological changes in the left ventricle of rats were analyzed by hematoxylin-eosin (HE) staining, and the ultrastructure was
observed by transmission electron microscopy. The apoptosis rate of rat cardiomyocytes was detected by TUNEL/DAPI dual staining.
Western blotting was used to detect the protein expression levels of key regulators of the PI3K/Akt signaling pathway, including PI3K,
p-Akt (Ser473), Akt, eNOS, p-eNOS (Ser1177) and p-mTOR (Ser2448), and serum levels of superoxide dismutase (SOD), malondialde⁃
hyde (MDA), tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin 6 (IL-6) and IL-1β.Results The results of HE staining showed that com⁃
pared with the sham-operation group, the rats in the I/R group showed obvious inflammatory cell infiltration, cell membrane damage,
cell necrosis and edema in the myocardium, while the rats in the Fer+I/R group showed myocardial cell necrosis, inflammatory cell in⁃
filtration and cell edema that were significantly lower than those in the I/R group, and the myocardial fiber structure was clear and com⁃
plete. The results of TUNEL/DAPI dual staining showed that the apoptosis rate of cardiomyocytes in the Fer+I/R group was (18.73±
1.01)%, which was significantly lower than that in the I/R group (55.45±1.14)% (P < 0.001). Western blotting results showed that com⁃
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pared with the I/R group, the expression level of cleaved caspase-3 protein in the Fer+I/R group was significantly decreased (P < 0.05),
PI3K, p-Akt, Akt, p-eNOS (Ser1177) and p-mTOR (Ser2448) protein expression was significantly upregulated (P < 0.05). Compared
with the I/R group, ferulic acid significantly inhibited the expression of MDA, TNF-α, IL-6 and IL-1β (P<0.05) and upregulated the ex⁃
pression level of SOD protein (P < 0.05). LY294002 treatment reversed the regulatory effect of ferulic acid on the aforementioned cyto⁃
kines in I/R model rats.Conclusion Ferulic acid inhibited cardiomyocyte apoptosis by activating the PI3K/Akt signaling pathway, at⁃
tenuated the level of the inflammatory response and oxidative stress, and protected rats from I/R-induced myocardial injury.
Key words： Ischemia‒reperfusion; Ferulic acid; PI3K/Akt signaling pathway; Protective effect

急性心肌缺血后，通过药物或机械干预恢复病

人冠状动脉血流（再灌注）对于挽救病人心肌功能

至关重要［1］；但再灌注会引发病人机体局部氧化爆

发和高水平炎症反应，进而引起心肌细胞损伤和细

胞死亡，造成“再灌注损伤”［2］。改善急性心肌梗死

的临床结局，探索减轻缺血-再灌注（Ischemia/Reper⁃
fusion，I/R）损伤的新型治疗药物，对于该病的临床

诊断和治疗至关重要［3］。

阿魏酸（Ferulic acid）是一种广泛存在的酚类化

合物，在诸如坚果、西红柿和当归（Angelica sinensis）
等植物中均有发现，其对多种疾病具有良好的治疗

活性［2］。阿魏酸能够通过抑制环氧合酶（COX-2）、

前列腺素 E2（PGE2）和肿瘤坏死因子-α（TNF-α）改

善血管内皮功能［4］。此外，阿魏酸通过降低活性氧

（ROS）水平，进而预防慢性炎症性疾病［5］。但对阿

魏酸在心肌 I/R所致细胞损伤中的作用目前仍未引

起足够关注。

凋亡是程序性细胞死亡的主要类型，与 I/R损

伤紧密相关［6-7］。胱天蛋白酶（caspase）是介导程序

性细胞死亡信号级联反应的关键因子，其中 cas⁃
pase-3被认为是重要的凋亡启动子［8］。尽管已证实

磷酸肌醇 3激酶/丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶（Phos⁃
phoinositide 3-kinase/serine/threonine protein kinase，
PI3K/Akt）途径调控着细胞增殖、分化和凋亡［9］，但

其在阿魏酸发挥神经保护作用中的分子机制还有

待研究。

本研究自 2018年 10月至 2019年 7月通过结扎

大鼠左冠状动脉前降支法构建心肌缺血再灌注大

鼠模型，探究阿魏酸和PI3K/Akt的作用关系。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和实验动物 阿魏酸和LY294002购
于美国 Sigma Chemical公司。PI3K和Akt酶联免疫

吸附测定（ELISA）试剂盒购于美国 Cusabio Biotech
公司。末端脱氧核苷酸转移酶介导的 dUTP-生物素

缺口末端标记（TUNEL）细胞凋亡检测试剂盒购于

德国Roche Diagnostics公司。抗MDA5、SOD1、TNF-

α、IL-6、IL-1β、Caspase-3、Cleaved caspase-3、PI3K、p-

Akt（Ser473）、Akt、eNOS、p-eNOS（Ser1177）、p-mTOR
（Ser2448）和 β-actin蛋白一抗购于美国 Cell Signal⁃

ing Technology公司。BCA蛋白定量分析试剂盒和

二抗购于中国Beyotime Biotechnology公司。其余试

剂均为分析纯。雄性 Sprague-Dawley（SD）大鼠

（200～220 g）由陕西省人民医院［SYXK（陕）2016-

006］提供。本研究符合一般动物实验伦理学原则。

1.2 方法

1.2.1 实验动物及分组 所有实验大鼠均可自由

进食和饮水，饲养温度 22～24 °C，湿度 50%～60%，

12 h明暗循环。48只大鼠采用随机数字表法分为 4
组（n=12）：（1）假手术组（sham组）；（2）I/R模型组（I/
R组）；（3）阿魏酸+I/R组（Fer+I/R组）；（4）阿魏酸+
LY294002+I/R组（Fer+LY+I/R组）。

1.2.2 I/R大鼠模型建立及给药处理 通过腹膜内

注射戊巴比妥钠（45 mg/kg），待大鼠完全麻醉后，仰

卧位固定。再分别接入动物呼吸机以及心电监护

仪，于大鼠胸部左侧第 5根肋骨处纵向切开，钝性分

离肌肉组织，暴露胸腔。剪开心包膜后，用 6-0丝线

将冠状动脉左前降支（LAD）结扎。当监护仪指标显

示脉搏减弱、左心室心肌颜色发白，并且其心电图

的 ST段显著抬高，表示结扎成功。结扎 30 min后持

续对大鼠灌注 3 h，当 ST段出现 50%以上回落，则判

定为 I/R大鼠模型建立成功。

假手术组大鼠仅打开胸腔，不结扎。在 I/R建

模 30 min前，假手术组和 I/R组按 100 mg/kg腹膜注

射 0.9%氯化钠注射液，Fer+I/R组大鼠腹膜内注射

阿魏酸（10 mg/kg）。Fer + LY + I/R组大鼠在 I/R建

模 30 min前腹膜内注射阿魏酸（10 mg/kg），再于麻

醉后，LAD结扎前，通过尾静脉注射 LY294002（0.3
mg/kg）。

1.2.3 HE染色 脊椎脱臼法处死大鼠后，暴露胸

腔后取出心脏，使用预冷生理盐水清洗，去除大血

管及结缔组织，用滤纸拭干。再将大鼠左心室心肌

用 4%多聚甲醛溶液固定，石蜡包埋，横向切成 4 μm
厚切片，并用苏木精-伊红（HE）染色，在光学显微镜

（IX51，Olympus，日本）下观察。病变程度量化：（-）

无病变；（+）局部病变；（++）零星散布病变；（+++）融

合性病变；（++++）大量块状病变。

1.2.4 TUNEL法检测心肌细胞凋亡 各组大鼠心

脏组织经 4%多聚甲醛固定，石蜡包埋后切片，使用
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商业试剂盒（Roche）进行 TUNEL测定，以评估不同

组大鼠心肌细胞凋亡程度。Fluorescein-dUTP着色

为凋亡细胞数，呈绿色；4'，6-diamidino-2-phenylin⁃
dole（DAPI）着色为总细胞数，呈蓝色。为确定心肌

细胞凋亡程度，每组随机选择 6个视野（×200），使用

Image Pro Plus 6.0计算细胞凋亡指数（apoptotic in⁃
dex，AI），AI=凋亡细胞数/总细胞数。

1.2.5 心肌超微结构观察 分离大鼠心脏组织，先

用磷酸盐缓冲液（0.1 mol/L，pH 7.4）清洗，再于 4 °C
磷酸盐缓冲液中用 1%四氧化锇固定 2 h。使用

Araldite CY212包埋后，通过超薄切片机（Ultracut
E，Reichert，奥地利）制备 70～80 nm超薄切片。再

用乙酸铀酰和乙酸铅染色，在透射电子显微镜（Mor⁃
gagni 268D，FeiCo，荷兰）下观察记录各组心肌细胞

形态轮廓，线粒体和细胞核结构，以及闰盘Z线变化

情况。

1.2.6 ELISA检测 按照试剂盒说明书要求，使用

PI3K和Akt ELISA试剂盒检测各组大鼠心肌组织中

PI3K和Akt表达水平。

1.2.7 蛋白质印迹法（Western blotting） 处死大鼠

后开胸取出心脏，称取约 200 mg心脏组织，剪碎并

用磷酸盐缓冲液（0.1 mol/L，pH 7.4）清洗。再加入

预冷RIPA裂解缓冲液提取总蛋白；裂解液在 4 ℃、

12 000 r/min离心 5 min。使用BCA蛋白定量试剂盒

测定总蛋白质浓度。将等量的蛋白样品通过 SDS-

PAGE电泳分离，再转移到 PVDF膜。将膜与 5%脱

脂牛奶在 Tris缓冲液中 4 ℃孵育过夜封闭。封闭膜

后，再与抗 MDA5、SOD1、TNF-α、IL-6、IL-1β、Cas⁃
pase-3、Cleaved caspase-3、PI3K、p-Akt（Ser 473）、

Akt、eNOS、p-eNOS（Ser1177）、p-mTOR（Ser2448）和

β-actin一抗孵育过夜。用 TBST洗涤 3次，再与辣

根过氧化物酶偶联的 IgG室温孵育 1 h。使用 ECL-

PLUS系统检查蛋白质表达水平变化情况。通过 Im⁃
age Pro Plus 6.0软件进行灰度分析。

1.3 统计学方法 所有计量数据均表示为 x̄ ± s，使
用 SPSS 16.0软件进行数据分析；多组数据比较采用

单因素方差分析，多组间两两比较 SNK-q法。P<
0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 阿魏酸干预明显减轻 I/R大鼠心脏组织病理学

变化 通过苏木精-伊红染色对 I/R诱导损伤和阿魏

酸干预对大鼠心脏组织损害程度进行分析。染色

结果显示，相较于假手术组，I/R组大鼠心肌中表现

出明显的炎性细胞浸润、细胞膜损伤、细胞坏死和

水肿。在 Fer+I/R组大鼠中，心肌细胞坏死、炎性细

胞浸润，及细胞水肿病变均明显低于 I/R组，且心肌

纤维结构更清晰完整（图1和表1）。

2.2 阿魏酸干预抑制 I/R大鼠心肌细胞凋亡 TU⁃
NEL/DAPI 双 重 染 色 结 果 显 示 ，I/R 组［（55.45±
1.14）%］大鼠存在严重的心肌组织损伤，Fer+I/R组

［（18.73±1.01）%］大鼠 TUNEL阳性心肌细胞百分比

明显低于 I/R组（P <0.001）；Fer+LY+I/R组［（46.81±
1.56）%］凋 亡 指 数 明 显 高 于 Fer+I/R 组（P<
0.01）（图2）。

Western blotting分析结果表明，与 I/R组（3.98±
0.28）相比，Fer+I/R组（2.01±0.14）大鼠活性 Cleaved
caspase-3蛋白表达水平显著降低（P<0.05），而 Fer+
LY+I/R组（3.76±0.25）大鼠Cleaved caspase-3蛋白表

达高于Fer+I/R组（P<0.05）（图3）。

2.3 阿魏酸干预显著激活PI3K/Akt 信号通路 心

肌组织PI3K和Akt蛋白ELISA检测结果显示，I/R组

［PI3K：（14.58±0.96）ng/L；Akt：（0.27±0.07）μg/L］大

鼠心肌组织中 PI3K和 Akt蛋白表达水平均低于假

手术组［PI3K：（21.32±1.26）ng/L；Akt：（0.38±0.08）
μg/L］；Fer+I/R 组［PI3K：（27.52±2.73）ng/L；Akt：
（0.72±0.15）μg/L］大鼠 PI3K和Akt蛋白表达水平均

明显高于 I/R组（P<0.05）。

PI3K/Akt信号通路各蛋白Western blotting检测

结果显示，与假手术组相比，I/R组大鼠 PI3K、p-Akt
和Akt蛋白表达水平明显下调，PI3K/Akt信号通路

下游靶标 p-eNOS（Ser1177）和 p-mTOR（Ser2448）蛋

白表达水平也明显低于假手术组（P<0.05）；而 Fer+
I/R组上述蛋白表达水平均高于 I/R组（P<0.05）（图

4和表2）。

2.4 阿魏酸干预可保护 I/R损伤后大鼠心肌结构完

整性 TEM心肌超微结构分析结果显示，与假手术

组相比，I/R组大鼠出现明显肌原纤维变性、线粒体

表1 不同实验组大鼠心肌组织病理学分级

组别

假手术组

I/R组

Fer+I/R组

鼠数

12
12
12

坏死

−
+++
−

水肿

−
+++
−

炎症

−
++++
+

注：−为无病变，+为局部病变，++为零星散布病变，+++为融合

性病变，++++为大量块状病变。

6

2

3 4

1

5

7 8 9

注：1―β-actin；2―Cleaved caspase-3；3―假手术组；4―I/R组；5
―Fer+I/R组；6―Fer+LY+I/R组。

图3 阿魏酸显著抑制 I/R诱导大鼠心肌细胞凋亡的

Cleaved caspase-3免疫印迹结果
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肿胀、不规则线粒，以及心肌细胞闰盘Z线扭曲。在

Fer+I/R组大鼠中，心肌细胞核及其线粒体结构均保

持完整，没有明显的肌原纤维变性，与假手术组大

鼠心肌组织结构相近。而 Fer+LY+I/R组大鼠心肌

组织细胞排列紊乱，有明显心肌纤维断裂，细胞变

性坏死严重，其心肌超微结构病变与 I/R 组相

似（图5）。

2.5 阿魏酸干预抑制 I/R大鼠氧化应激和炎症反

应 Western blotting分析结果显示，与假手术组相

比，I/R组大鼠MDA5蛋白表达水平，促炎细胞因子

TNF-α、IL-6和 IL-1β蛋白表达水平显著升高（P<
0.05），SOD1蛋白表达水平明显降低（P<0.05）。与 I/
R组相比，Fer+I/R组大鼠MDA5、TNF-α、IL-6和 IL-

1β蛋白表达水平均显著下调（P<0.05），SOD1蛋白

表达水平明显上调（P<0.05）。而与Fer+I/R组相比，

Fer+LY+I/R组大鼠 SOD1含量明显下调，MDA5、

TNF-α、IL-6和 IL-1β蛋白表达表达水平显著上调（P
<0.05）（图6和表3）。

3 讨论

I/R是一个复杂的病理生理过程，涉及细胞凋

亡、炎症反应和氧化应激调控［10］。研究显示诱导 I/R
后，大鼠心肌细胞损伤明显，出现典型的细胞凋亡

表型［11］；与永久性缺血大鼠相比，再灌注大鼠心肌
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7

8

9 10 11

注：1―mTOR；2―p-mTOR；3―eNOS；4―p-eNOS；5―Akt；6―p-

Akt；7―β-actin；8―PI3K；9―假手术组；10―I/R组；11―Fer+I/R组。

图4 PI3K/Akt信号通路相关蛋白的蛋白质印迹检测

表2 PI3K/Akt信号通路相关蛋白的表达水平

组别

假手术组

I/R组

Fer+I/R
组

F值

P值

PI3K/β-actin
0.48±0.13
0.19±0.07①

1.21±0.17①②

201.56
<0.001

p-Akt/Akt
1.23±0.14
0.54±0.08①

1.38±0.18①②

123.34
<0.05

p-eNOS/
eNOS

0.49±0.07
0.36±0.09①

0.90±0.13①②

113.32
<0.001

p-mTOR/
mTOR
0.53±0.07
0.33±0.04①

1.35±0.16①②

317.31
<0.001

注：①与假手术组比较，P<0.05。②与 I/R组比较，P<0.01。
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图5 阿魏酸显著改善 I/R大鼠心肌超微结构：A为假手术组；B为 I/
R组；C为Fer+I/R组；D为Fer+LY+I/R组。

注：M为线粒体；N为细胞核；F为肌原纤维；箭头（→）表示肌原纤

维结构变性。
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注：1― β -actin；2―SOD1；3―IL-1β；4―IL-6；5―TNF- α；6―
MDA5；7―假手术组；8―I/R组；9―Fer+I/R组；10―Fer+LY+I/R组。

图6 阿魏酸显著抑制 I/R大鼠氧化应激和炎症反应水平

表3 I/R大鼠氧化应激和炎症反应相关蛋白的表达水平

组别

假手术组

I/R组

Fer+I/R组

Fer+LY+I/R组

F值

P值

鼠数

12
12
12
12

SOD1/β-actin
0.50±0.14
0.20±0.04①
0.41±0.09①②
0.28±0.07①③
26.19
<0.001

MDA5/β-actin
0.22±0.03
0.45±0.12①
0.31±0.07①②
0.41±0.08①③
20.54
<0.001

TNF-α/β-actin
0.53±0.09
1.22±0.20①
0.37±0.04①②
1.15±0.09①③
159.20
<0.001

IL-6/β-actin
0.33±0.07
1.30±0.18①
0.24±0.03①②
0.78±0.09①③
253.19
<0.001

IL-1β/β-actin
0.15±0.02
0.52±0.12①
0.26±0.06①②
0.48±0.06①③
49.09
<0.001

注：①与假手术组比较，P<0.05。②与 I/R组比较，P<0.01。③与Fer+I/R组比较，P<0.05。
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细胞凋亡率也显著增加［12］。

I/R可能激活 casepase凋亡蛋白级联反应。其

中，caspase-3是细胞凋亡的重要调控因子，活性 cas⁃
passe-3直接参与诱导蛋白质、酶和DNA等生物活性

大分子降解。紫草素（Shikonin）和褪黑素（Melato⁃
nin）通过下调 caspase-3表达，抑制内质网应激诱导

的心肌细胞凋亡，明显缓解 I/R模型动物心肌损

伤［13-14］。本研究 TUNEL/DAPI双重染色及Western
blotting实验结果显示，假手术组大鼠未检测到心肌

组织 caspase-3过度激活；阿魏酸干预能显著下调 I/
R大鼠活性 caspase-3蛋白表达水平，抑制心肌细胞

凋亡，以减轻 I/R大鼠再灌注期间心肌组织病理损

伤。这表明，抑制 I/R后心肌细胞凋亡是阿魏酸损

伤发挥心脏保护作用的机制之一。

心肌再灌注期间通过激活 PI3K/Akt信号通路，

降低氧化应激，抑制炎症级联反应以及抑制心肌细

胞凋亡，可以明显降低 I/R损伤的发病率和死亡

率［15-16］。受PI3K调控的Akt在 Ser473位点磷酸化后

激活［17］，产生 p-Akt，进一步刺激下游效应靶标，如

eNOS、mTOR、NF-κB、Bcl-2蛋白家族和 caspase蛋白

家族［18］，调节细胞凋亡和细胞转录活性，以提高心

肌细胞存活率［9］。其中，eNOS磷酸化及其产生的

NO在Akt介导的抗凋亡作用中发挥着关键作用［19］。

因此，本研究研究了阿魏酸干预对 PI3K/Akt信号通

路关键调控蛋白表达的影响。免疫组化和蛋白质

印迹检测结果显示，eNOS磷酸化水平增加与 PI3K
蛋白上调和 Akt磷酸化同时发生。LY294002是一

种特异性阻断 PI3K细胞信号传导通路的蛋白激酶

抑制剂［20］，结合TEM心肌超微结构分析，发现Fer+I/
R组大鼠心肌细胞核及其线粒体结构均保持完整；

而阿魏酸+LY294002组观察到明显肌原纤维变性、

线粒体结构不规则，以及Z线扭曲。LY294002处理

逆转了阿魏酸对 I/R大鼠心肌细胞的保护作用。上

述结果表明，阿魏酸通过激活 PI3K/Akt/eNOS途径

保护 I/R大鼠心脏免受 I/R诱导损伤。

超氧化物歧化酶（Superoxide dismutase，SOD）是

一种重要的抗氧化金属酶，通过调控胞内活性氧水

平，在信号转导和物质代谢过程中发挥着重要作

用［21］。细胞氧化应激失衡导致丙二醛（malondialde⁃
hyde，MDA）不断积累，对线粒体和溶酶体造成不可

逆损伤［22］。IL-6、IL-1β和 TNF-α等分泌型炎症调控

因子表达水平失衡会明显加剧 I/R病理发展［23］。本

文实验结果显示，阿魏酸明显抑制 I/R大鼠MDA5、
TNF-α、IL-6和 IL-1β蛋白质表达，并上调 SOD1蛋白

水平。这表明阿魏酸对 I/R大鼠发挥心脏保护作用

与其抗炎和抗氧化特性有关。

本研究也存在一定局限性。首先，尽管选择使

用 LY294002 阻 断 PI3K/Akt 信 号 通 路 ，但 关 于

LY294002是否对心肌组织存在影响并没有做详细

的研究。在后续研究中，我们也将以大鼠为动物模

型，进一步分析 LY294002对大鼠心肌组织的作用，

以期能够更为全面地解析阿魏酸对 PI3K/Akt途径

与大鼠心肌缺血再灌注损伤的影响关系。其次，本

文结果仍需要结合临床研究数据做进一步佐证。

综上，阿魏酸干预可有效预防 I/R大鼠心肌损

伤。阿魏酸通过激活 PI3K/AKT信号通路，减少心

肌细胞凋亡，抑制炎症反应和氧化应激水平，以缓

解 I/R诱导心肌损伤。在未来，阿魏酸有望为临床

预防 I/R心肌损伤提供新的思路。

（本文图1，2见插图11-1）
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肉灵芝提取物调控长链非编码RNA BRCA1相邻基因2/
双特异性磷酸酶4/细胞外信号调节激酶通路

对肝癌细胞Hep3B增殖及凋亡的影响
李霞 1，李慧 2，许聪聪 2，李军峰 3，张冬冬 2

作者单位：1枣庄矿业集团中心医院肿瘤内科，山东 枣庄277800；
2枣庄矿业集团枣庄医院肿瘤科，山东 枣庄277800；
3枣庄市薛城区人民医院肿瘤科，山东 枣庄277800

摘要： 目的 探讨肉灵芝提取物是否可通过长链非编码RNA BRCA1相邻基因 2（LncRNA NBR2）/双特异性磷酸酶 4/细胞外

信号调节激酶（DUSP4/ERK）通路而影响肝癌HepB细胞增殖及凋亡。方法 体外培养肝癌HepB细胞，分为 1 mg/L肉灵芝提

取物组、2 mg/L肉灵芝提取物组、4 mg/L肉灵芝提取物组、si-NC组、si-LncRNA NBR2组、pcDNA-NC组、pcDNA-LncRNA NBR2
组、肉灵芝提取物+si-NC组、肉灵芝提取物+si-LncRNA NBR2组；采用MTT检测肝癌HepB细胞增殖；流式细胞术检测肝癌

HepB细胞凋亡；RT-qPCR检测LncRNA NBR2的表达量；蛋白质印迹法（Western blotting）检测增殖细胞核抗原（PCNA）、活化的

含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 3（Cleaved-caspase-3）、DUSP4、p-ERK蛋白表达量。结果 肉灵芝提取物可明显降低肝癌

HepB细胞增殖率与 PCNA、DUSP4、p-ERK蛋白水平（P<0.05），提高肝癌HepB细胞凋亡率、Cleaved-caspase-3蛋白水平及 Ln⁃
cRNA NBR2的表达水平（P<0.05）；转染 si-LncRNA NBR2后可明显提高肝癌HepB细胞增殖率及PCNA、DUSP4、p-ERK蛋白水

平（P<0.05），降低凋亡率及Cleaved-caspase-3蛋白水平（P<0.05），而转染 pcDNA-NBR2可明显减弱转染 si-LncRNA NBR2对肝

癌HepB细胞增殖及凋亡的作用；与肉灵芝提取物+si-NC组比较，肉灵芝提取物+si-LncRNA NBR2组肝癌HepB细胞增殖率及

PCNA、DUSP4、p-ERK蛋白水平升高（P<0.05），凋亡率及Cleaved-caspase-3蛋白水平降低（P<0.05）。结论 肉灵芝提取物可通

过上调LncRNA NBR2的表达而抑制DUSP4/ERK信号通路的活化从而抑制肝癌HepB细胞增殖及诱导细胞凋亡。

关键词： 肉灵芝提取物； 长链非编码RNA； BRCA1相邻基因2； DUSP4/ERK； 肝癌

Effects of Ganoderma lucidum extract on the proliferation and apoptosis of Hep3B
hepatocellular carcinoma cells by regulating the lncRNA NBR2/DUSP4/ERK pathway
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