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基于PI3K/Akt/Beclin-1信号通路探析积雪草苷对OGD/R诱导损伤

H9C2心肌细胞的影响

曹 策 1,2, 李玲美 2, 韩 笑 2, 王奥奥 2, 王紫艳 2, 李 磊 2, 刘建勋 1,2*
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市重点实验室, 国家中医心血管疾病临床医学研究中心, 北京 100091)

摘要: 观察积雪草苷 (asiaticoside, Ass) 对氧糖剥夺/再复 (oxygen and glucose deprivation/reperfusion, OGD/R) 损

伤的H9C2心肌细胞的增殖、磷脂酰肌醇 3-激酶 (PI3K)/蛋白激酶B (Akt)/Bcl-2同源结构域蛋白 (Beclin-1) 信号通路

的干预作用, 探讨其对H9C2心肌细胞的影响。选用H9C2心肌细胞作为研究对象, 采用细胞增殖与活性检测试剂

盒 (CCK-8) 法检测H9C2细胞活性。将H9C2细胞分成对照组、OGD/R组、Ass低浓度组 (10 μmol·L-1)、Ass高浓度

组 (80 μmol·L-1) 和Ass高浓度+氯喹组 (80 μmol·L-1 + 50 μmol·L-1)。对照组于正常条件下培养, 其余各组在处理后

进行氧糖剥夺 4 h/再复 2 h。酶联免疫吸附法检测细胞上清液中天门冬氨酸氨基转移酶 (aspartate transaminase, 

AST)、乳酸脱氢酶 (lactate dehydrogenase, LDH)、肌酸激酶 (creatine kinase, CK) 的含量; 免疫荧光观察药物对细胞

数量的影响; 自噬染色检测试剂盒观察细胞自噬; 分子对接技术确定Ass分子靶点; 蛋白质印迹法检测PI3K、Akt、选

择性自噬接头蛋白 (P62)、Beclin-1的表达水平。与OGD/R组相比, Ass各组在 10～80 μmol·L-1具有保护作用, AST、

LDH 和 CK 的含量均降低, PI3K、Akt、P62 和 Beclin-1 蛋白表达水平降低。与 Ass组相比, Ass高浓度 + 氯喹组的

AST、LDH和CK的含量均降低, PI3K、Akt、Beclin-1和 P62蛋白表达水平均降低。免疫荧光显示抑制剂组、各给药

组与模型组相比均具有不同程度的保护作用。综上所述, 积雪草苷能够降低OGD/R诱导的H9C2心肌细胞损伤, 降

低AST、LDH、CK含量和 P62蛋白水平, 减少细胞自噬, 这可能与其抑制PI3K/Akt/Beclin-1信号通路激活密切相关。
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Abstract: In order to investigate the effects of asiaticoside (Ass) on H9C2 cardiomyocytes, the present study 

examined the potential intervention of Ass on the proliferation and phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/protein 

kinase B (Akt)/Bcl-2 homology domain protein (Beclin-1) signaling pathway in H9C2 cardiomyocytes following 

oxygen and glucose deprivation/reperfusion (OGD/R) injury. H9C2 cardiomyocytes were selected as the research 
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objects, and the activity of H9C2 was detected by cell counting kit-8 (CCK-8). H9C2 cells were divided into 

control group, OGD/R group, Ass low concentration group (10 μmol·L-1), Ass high concentration group (80 μmol·L-1) 

and Ass high concentration + chloroquine group (80 μmol·L-1 + 50 μmol·L-1). The control group was cultured under 

normal conditions, and the other groups were treated with oxygen and glucose deprivation for 4 h and reperfusion 

for 2 h. The activity and content of aspartic aminotransferase (AST), lactate dehydrogenase (LDH) and creatine 

kinase (CK) in the supernatant of H9C2 cardiomyocytes were detected by enzyme-linked immunosorbent assay. 

Autophagy staining assay kit with monodansylcadaverine (MDC) method to observe cellular autophagy; molecular 

docking technique to identify the molecular targets of Ass. Immunofluorescence was used to observe the effect of 

the drug on cell number. The expression levels of PI3K, Akt, selective autophagy adaptor protein (P62) and Beclin-1 

were detected by Western blot. Compared with OGD/R group, Ass group had a protective effect from 10−80 μmol·L-1, 

and the activities and contents of AST, LDH and CK were decreased. The protein expression levels of PI3K, Akt, 

P62 and Beclin-1 were decreased. Compared with the administration group, the activities and contents of AST, 

LDH and CK in Ass high-concentration + chloroquine group were significantly decreased, and the protein 

expression levels of PI3K, Akt, Beclin-1 and P62 were significantly decreased. Immunofluorescence showed that 

the inhibitor group and each administration group had different degrees of protective effect compared with the 

model group. Asiaticoside can reduce the injury of H9C2 cardiomyocyte induced by OGD/R, reduce the content of 

AST, LDH and CK, reduce the expression level of P62 protein, and reduce autophagy, which may be closely 

related to the inhibition of PI3K/Akt/Beclin-1 signaling pathway activation.

Key words: asiaticoside; cardiomyocyte; autophagy; PI3K/Akt/Beclin-1; oxygen and glucose deprivation/

reperfusion

冠心病是一种众所周知的缺血性心脏病, 其特征

是高发病率和高死亡率, 主要是由于冠脉循环改变, 造

成冠状动脉血流障碍和心肌能量代谢失衡等, 进而导

致的心肌损伤疾病, 临床表现以休克、心律失常、心绞

痛和心力衰竭为主 , 对机体造成了极大的健康威

胁[1,2]。在缺血区实现血流灌注再恢复是治疗冠心病

最为有效和直接的方法, 但是由于血流再次恢复而造

成的梗死面积增加、心肌损伤程度加重, 甚至心功能不

全等也是无法忽视的问题[3]。心肌缺血再灌注损伤的

发病机制包括自噬、凋亡、氧化应激、钙超载和炎症反

应等, 其中, 缺血再灌注区域出现的心肌细胞自噬是心

肌缺血再灌注损伤中的重要机制之一[4,5]。适度的自

噬可以通过降解非必要物质来保护细胞自身, 但是过

度自噬会导致细胞大量死亡, 因此, 如何调控缺血再灌

注损伤后心肌细胞的自噬是临床治疗的重点之一。氧糖

剥夺/再复 (oxygen and glucose deprivation/reperfusion, 

OGD/R) 模型是模拟临床缺血再灌注损伤的典型细胞

模型, 通过OGD/R来实现缺血/再灌注损伤, 从而在体

外层面充分模拟体内心肌梗死环境。

积雪草苷 (asiaticoside, Ass) 为中草药积雪草五环

三萜皂苷类提取物, 分子结构式如图 1所示, 在瘢痕修

复、肌肤创伤等方面具有良好效果, 以往研究报道显示

其具有良好的抗纤维化作用[6-10]。此外, 有相关研究表明

积雪草苷可以改善微血管循环、提高缺血期的血供, 但

Ass对于心肌细胞的保护作用还尚未有相关深入研究。

本研究旨在通过建立体外缺血再灌注损伤模型, 探究

Ass对于OGD/R模型诱导损伤的H9C2心肌细胞的影

响, 为缺血性心脏病的干预治疗提供新的途径和药物。

材料与方法

材料 大鼠H9C2心肌细胞购于北京协和医学院

细胞实验中心。积雪草苷 (约 20 mg, 110892-202006, 

Figure 1　The 2D (A) and 3D (B) molecular formula of asiaticoside (Ass)

·· 1150



曹 策等: 基于PI3K/Akt/Beclin-1信号通路探析积雪草苷对OGD/R诱导损伤H9C2心肌细胞的影响

2～8 ℃保存, 中国食品药品检定研究院); DMEM高糖

培养基 (8117283)、DMEM 无糖培养基 (1897256)、

胎 牛 血清 (10099-141) (美国 Invitrogen 公司); 氯喹 

(chloroquine, CQ, 095m14016V, 美国 Sigma-Aldrich 公

司); DMSO (3483C285, 美国 Amresco公司); PBS缓冲

液 (P1020-500)、抗荧光衰减封片剂 (含 DAPI, S2110) 

(北京 Solarbio公司); Cell Counting Kit-8 (TR689, 日本

Dojindo公司); 10×电泳缓冲液 (322S15079628)、10×电

转移缓冲液 (转膜液) (322S10079520) (北京华兴博创

基因技术有限公司); Nkx2.5 抗体 (GR3402898-2)、

β-actin 抗体 (GR3206282-1) (英国 Abcam 公司); PI3K

抗体 (00105490)、Akt 抗体 (10022173)、Beclin-1 抗体 

(10008909)、P62 抗体 (00114353) (美国 Proteintech 公

司); Dylight 488 goat anti-rabbit IgG (A23220, 武 汉

Abbkine 公司); 谷草转氨酶天门冬氨酸氨基转移酶 

(aspartate transaminase, AST) 试剂盒 (JL21297-96T)、

肌酸激酶 (creatine kinase, CK) 试剂盒 (JL46377-96T)、

乳 酸 脱 氢 酶 (lactate dehydrogenase, LDH) 试 剂 盒 

(JL13677-96T) (上海江莱生物科技有限公司)。

细胞培养 取冻存于液氮中的 H9C2 细胞 , 置

37 ℃水浴中解冻, 将细胞转移至离心管, 加入含 10% 

FBS高糖DMEM的培养基4 mL, 充分混合, 1 000 r·min-1

离心 5 min, 沉淀用完全培养基 5 mL 重悬于 37 ℃、

5% CO2的条件下静置培养, 24 h后换液, 待细胞达到

80%融合时, 0.25%胰蛋白酶消化传代, 完全培养液重

悬, 调节每毫升细胞数至0.5×105～1×105个接种于细胞

培养瓶或96孔板内。复苏细胞稳定3代后, 用于实验。

分组及 OGD/R 模型建立 实验分为空白对照 

(N) 组, 模型组 (M), 给药组分Ass低、高浓度组 (L、H, 10、

80 μmol·L-1) 和Ass高浓度 + 氯喹组 (CQ, 80 μmol·L-1 + 

50 μmol·L-1)。取接种于细胞板或细胞瓶中的细胞, 弃

旧培养基, PBS洗板/孔两次之后, 空白对照组更换成

DMEM完全培养基后, 放回 37 ℃、5% CO2的培养箱中

培养 6 h; 模型组更换成低氧处理过的无糖 DMEM 培

养基, 给药组换成低氧处理过的含药无糖DMEM培养

基后, 将细胞放进充入氮气的缺氧盒中密闭培养 4 h, 

缺氧结束后, 每瓶/孔加入葡萄糖, 使葡萄糖终浓度为

4.5 g·L-1, 置于 37 ℃、5% CO2的培养箱中培养 2 h。给

药组在氧糖剥夺时加入不同浓度的受试药物 (受试药

物为无糖 DMEM 培养基配制), 其余操作同模型组。

实验结束后, 收集细胞或细胞上清进行检测。

细胞计数试剂法测定细胞活力 取对数生长期的

H9C2 心肌细胞 , 以每孔 4 000 个细胞的密度接种于

96孔板中, 按“分组及OGD/R模型建立”方法进行分组

和处置, 重复 3次, 每次每组设置 6个复孔。待细胞经

OGD/R处理不同时间后, 每孔加入CCK-8溶液 10 μL, 

同时设置无细胞但含有相应量细胞培养基和 CCK-8

溶液的孔作为空白对照, 随后将培养板放置于 37 ℃细

胞培养箱中, 继续孵育2 h后分别用酶标仪检测。用酶

标仪在 450 nm处测定吸光度 (A) 值。细胞活力 (%) = 

[(A 实验组−A 空白对照)/(A 对照组−A 空白对照)]×100%。

细胞上清液AST、CK、LDH检测 取对数生长期

的H9C2细胞, 按“分组及OGD/R模型建立”方法进行

分组和处置, 重复 3次, 每次每组设置 6个复孔。待细

胞经OGD/R实验处理结束后, 收集细胞上清液, 按照

试剂盒说明书分别检测CK、AST和LDH水平。

免疫荧光法检测细胞保护作用 取对数生长期的

H9C2细胞, 按“分组及OGD/R模型建立”方法进行分

组和处置。使用胰酶消化细胞后重悬细胞于完全培养

基中, 充分吹打, 使之成单细胞悬液, 选择合适的细胞

密度种入培养板内。待 48 h后, 吸出培养基, PBS洗涤

3 次。加入 4% 多聚甲醛 (PBS 配置) 固定 20 min。除

去多聚甲醛 , PBS 洗涤 3 次。加入 1% Triton X-100 

(PBS配制), 室温通透 20 min。除去Triton X-100, PBS

洗涤 3 次。用 5% 的与二抗同源的血清封闭 30 min。

加入已配制好的适宜浓度的一抗, 4 ℃过夜。除去一

抗, PBS洗涤 3次。滴加足够量的适宜浓度的二抗孵

育 1.5 h, 除去二抗, PBS洗涤 3次。用吸水纸吸干爬片

上的液体, 向载玻片滴加一滴含有 DAPI的抗荧光淬

灭剂的封片剂, 荧光显微镜下观察并随机采集一张图

像进行计数。重复3次以上步骤。

细胞自噬染色检测 取对数生长期的H9C2细胞, 

按“分组及OGD/R模型建立”方法进行分组和处置。使

用胰酶消化细胞后重悬细胞于完全培养基中, 充分吹

打, 使之成单细胞悬液, 选择合适的细胞密度种入培养

板内。待48 h后, 吸出培养基, 每孔加入相应自噬染色检

测试剂盒 (丹酰戊二胺法, monodansylcadaverine, MDC) 

染色液, 置于细胞培养箱中 37 ℃避光孵育 30 min, 吸

尽 MDC 染色液 , 使用 Assay Buffer 洗涤 3 次 , 吸尽

Assay Buffer, 再加入Assay Buffer, 在荧光显微镜下用

紫外激发光激发, 观察绿色荧光, 激发波长为335 nm。

分子对接 从 Protein Date Bank数据库中下载对

应靶点的蛋白结构文件, PubChem数据库中下载小分

子的结构文件, 采用Autoduck vina 1.1.2软件进行分子

对接, 稳定构象为每个对接结果能最低的构象, 使用

PyMOL 2.2.0软件绘制图像。

蛋白质印迹法检测 PI3K、Akt、Beclin-1和 P62自

噬相关蛋白 取对数生长期的H9C2细胞, 按“分组及

OGD/R 模型建立”方法进行分组和处置。待细胞经

OGD/R 实验处理结束后 , 弃上清液 , 常温 PBS 洗涤
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3遍, 裂解并收集细胞, BCA法蛋白定量后, 加 5×蛋白

上样缓冲液置于沸水中 10 min 使蛋白充分变性。取

等量蛋白样品上样, SDS-PAGE分离后, 将蛋白转印至

PVDF 膜, 5% BSA 封闭 1 h, 加入对应一抗, 置于 4 ℃

冰箱中摇床上孵育过夜。TBST洗涤 3次, 辣根过氧化

物酶标记二抗 (1∶50 000), 室温孵育 2 h, TBST 洗涤

3 次 , 使用超敏感型化学发光试剂显色 , 采用 Image 

Lab系统拍摄成像, Image J软件进行灰度值分析。同

时, 以 β-actin的蛋白表达水平为内参参照。每个蛋白

均重复实验3次。

统计学处理 用 SPSS 26.00 软件进行统计分析, 

用Graphpad Prism 9软件进行做图。计量数据用 x ± s

表示, 多组数据比较用单因素方差分析, 组间两两比较

用 t检验。

结果

1　Ass对OGD/R诱导H9C2细胞具有保护作用

OGD/R 损伤后 H9C2 细胞活力结果显示 , A 值显

著降低, 与正常组相比具有统计学差异 (P < 0.01), 提

示细胞损伤严重。各组H9C2细胞经药物处理后A值

升高, 与模型组相比, 10、20和 40 μmol·L-1具有统计学

差异 (P < 0.05), 80 μmol·L-1具有显著差异 (P < 0.01), 

提示Ass对氧糖剥夺再复后细胞具有保护作用 (图 2)。

因此, Ass在 10～80 μmol·L-1浓度区间具有保护作用, 

且Ass在80 μmol·L-1保护作用最明显。

2　氯喹降低OGD/R对H9C2细胞的损伤

OGD/R 损伤后 H9C2 细胞活力结果显示 , A 值显

著降低, 与正常组相比具有统计学差异 (P < 0.01), 提示

细胞损伤严重。各组H9C2细胞经氯喹处理后, A值升

高, 与模型组相比, 氯喹在 10 μmol·L-1时具有统计学差

异 (P < 0.05), 在25、50、200、400、800 μmol·L-1具有显著

差异 (P < 0.01), 对 OGD/R 损伤的细胞具有保护作用 

(图 3)。本结果表明, 氯喹在 10～50 μmol·L-1浓度区间

具有保护作用, 并且在50 μmol·L-1保护作用最明显。

3　Ass提高OGD/R诱导后H9C2细胞数量

为了检测Ass对于OGD/R诱导H9C2细胞的保护

作用, 本实验采用 DAPI与 Nkx2.5进行心肌细胞荧光

染色。Nkx2.5为一种心肌细胞特异性标志物, 在心脏

中只表达于心肌细胞。与正常组相比, 模型组中细胞数

量降低 (P < 0.05); 与模型组相比, L组、H组与 H组 + 

CQ组存活的心肌细胞数量明显上升 (P < 0.01), 说明

Ass对于心肌细胞具有一定程度的保护作用 (图4)。

Figure 3　 The protective effects of chloroquine (CQ) in H9C2 

cells injured by OGD/R. n = 6, x ± s. ##P < 0.01 vs control 

group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs OGD/R group

Figure 4　Dual fluorescence staining of Nkx2.5 and DAPI revealed that Ass increased the number of H9C2 cells after OGD/R induction. 

A: The immunofluorescence of Ass in H9C2 cells injured by OGD/R. Scale bar = 1 mm; B: The number of H9C2 cells injured by OGD/R. 

n = 3, x ± s. #P < 0.05 vs control group; **P < 0.01 vs OGD/R group

Figure 2　The protective effects of Ass in H9C2 cells injured by 

oxygen and glucose deprivation/reperfusion (OGD/R). n = 6, x ± s. 
##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs OGD/R group
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4　Ass 降低 OGD/R 诱导 H9C2 细胞 CK、AST、LDH

水平

根据化学发光试剂盒检测结果显示, 与正常组相比, 

模型组CK、AST、LDH显著升高, 具有显著差异 (P < 0.01); 

与 OGD/R 组相比, Ass各组 CK、AST、LDH 水平降低, 

均具有统计学差异 (P < 0.01)。该结果表明, Ass可以降

低心肌细胞中CK、LDH和AST含量水平 (图5)。

5　Ass降低OGD/R诱导H9C2细胞的自噬反应

自噬染色检测试剂盒中的MDC可以通过离子捕

获特异性地结合膜脂, 从而特异性标记自噬。根据试剂

盒自噬染色结果显示, OGD/R组相较于正常组的自噬

小体增加; 与OGD/R组相比, 给药组各组自噬情况均

具有不同程度的降低 (图6)。

6　Ass对 OGD/R诱导 H9C2细胞自噬相关蛋白表达

的影响

如图 7 结果所示 , 与正常组相比 , OGD/R 组的

PI3K、Akt、Beclin-1 和 P62 的蛋白表达水平均升高 

(P < 0.05, P < 0.01); 与OGD/R组相比, 除L组外, H组

与 H 组 + CQ 组 Akt 蛋白表达水平均降低 (P < 0.01), 

PI3K、Beclin-1和P62的蛋白表达水平在各组中均显著

降低 (P < 0.05, P < 0.01)。

7　积雪草苷分子对接

积雪草苷分子对接结果如图 8所示, 积雪草苷的

氧原子可以和Beclin-1第 6位精氨酸结合形成一个较

强氢键 (1.9 Å), 与Beclin-1第 11位天冬氨酸形成两个

较强氢键 (2.2 和 2.3 Å), 与 Beclin-1 第 87 位赖氨酸形

成两个较强氢键 (2.3和2.4 Å)。

讨论

目前, 冠心病的治疗已取得较大进步, 但梗死后的

心肌无法进行再生或再生能力有限, 心肌细胞数量减

少, 导致心肌结构完整性遭到破坏, 心肌梗死及其导致

的心力衰竭等心血管疾病将持续危害人类生命健

康[11]。缺血引起以心肌细胞为中心的心肌超微结构、

能量代谢、心功能和电生理一系列损伤性变化, 再灌注

是恢复心肌细胞功能的首要方案。但是, 再灌注时血

流恢复的同时也会造成进一步的损伤, 甚至抵消再灌

注带来的益处, 发生更严重的心律失常和猝死现象[12]。

OGD/R是可以在体外实验中较为充分地模拟冠心病

的临床模型。此外, 既往研究[6,13]表明, Ass可明显减小

左心及全心心肌梗死面积, 具有浓度依赖性, 能明显改

善心功能, 作用特点在于对血压和心率无影响。Ass

可明显减少心肌细胞凋亡, 可能具有抗凋亡活性, 但是

Ass对于心肌细胞自噬方面的机制研究尚且不清。因

此, 本实验设计通过采用H9C2心肌细胞, 构建OGD/R

模型模拟临床冠心病 , 来探索 OGD/R 后 Ass 对于

H9C2细胞自噬的调控作用, 进而从另一角度诠释Ass

保护冠心病后心肌细胞的具体机制。

首先, 本研究通过OGD/R模型模拟临床缺血再灌

注损伤 , Ass 预给药处理发现 , Ass 在 10～80 μmol·L-1

浓度区间具有保护作用, 并且在 80 μmol·L-1保护作用

最明显, 因此后续研究选取 10 μmol·L-1作为本实验的

低浓度组, 80 μmol·L-1作为高浓度组。此外, 本课题组

通过免疫荧光实验发现 , 与模型组相比 , Ass 低浓度

组、Ass高浓度组与Ass高浓度 + 氯喹组存活的心肌细

Figure 6　Effects of Ass on autophagy in H9C2 cells induced by OGD/R. Monodansylcadaverine (MDC) can specifically bind membrane 

lipids by ion trapping, thus specifically labeling autophagic vesicles appearing as green. Scale bar = 1 mm

Figure 5　Effects of Ass on the levels of aspartate transaminase (AST, A), creatine kinase (CK, B), and lactate dehydrogenase (LDH, C) in 

H9C2 cells induced by OGD/R. n = 3, x ± s. ##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs OGD/R group
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胞数量明显上升, 本结果表明Ass对于心肌细胞具有一

定程度的保护作用。其次, 还检测了AST、LDH和CK。

在心肌缺血再灌注的发生发展过程中, 心肌细胞坏死

会释放心肌内包含AST、LDH和CK等多种酶, AST是

一种广泛存在于心肌细胞中的酶类物质, 一旦出现升

高便表明心肌细胞出现损伤; CK一般于24 h达到含量

高峰; LDH在心梗时出现的时间较为晚, 一般48～72 h

达到高峰, 是衡量心肌梗死的重要指标。本研究结果

发现, Ass可以降低H9C2细胞上清液中AST、LDH和

CK的活性和含量, 有效地保护了OGD/R诱导损伤后的

H9C2心肌细胞。

本课题组进一步探索了 Ass 保护 OGD/R 诱导损

伤 H9C2心肌细胞的具体机制, 通过细胞自噬染色检

测试剂盒观察发现, H9C2心肌细胞各组均出现了自噬

小体。自噬作为一种细胞降解的方式, 通过溶酶体消

除不必要或受损的细胞器以维持内部环境稳态的基本

过程, 对于维持细胞形态具有重要作用。最近的研究

表明, 自噬在心肌缺血再灌注的病理学中起着重要作

用, 在心肌梗死早期, 自噬可以降解非功能性细胞质蛋

白, 为关键生命活动提供关键营养素, 从而抑制细胞凋

亡和坏死, 保护细胞免受缺血再灌注的损害, 但是持续

的自噬会导致心肌细胞的大量死亡, 因此, 调节心肌细

胞的自噬程度具有重要意义[14]。氯喹作为溶酶体的抑

制剂, 可以抑制自噬体与溶酶体的融合进而抑制自噬

的发生, 因此为了明确Ass是否通过自噬保护OGD/R

后的心肌细胞, 设置了自噬抑制剂组。根据自噬染色

试剂盒检测结果显示, 与正常组相比, 模型组细胞自噬

情况增加, 而给药组可以减少细胞自噬情况, 并且呈现

浓度依赖性, 添加氯喹后细胞自噬情况进一步减少, 以

上研究表明 Ass 可以通过减少细胞自噬从而保护

OGD/R给H9C2心肌细胞造成的损伤。

本课题组又通过蛋白质印迹法对各组进行了自噬

蛋白的验证。PI3K/Akt/Beclin-1信号通路是调节细胞

自噬的关键通路之一, 主要参与细胞内分化、凋亡、发

育等过程[15,16]。PI3K作为G蛋白偶联受体的下游主要

效应因子, 通过磷脂的生成, 将各种细胞因子的信号通

路转化为细胞内信息[17]; Akt可以通过 PI3K信号传导

的刺激, 将信号进一步传导至下游; Beclin-1是近些年

Figure 7　Effect of Ass on the expression of autophagy-related proteins in H9C2 cells induced by OGD/R. A: PI3K; B: Akt; C: Beclin-1; 

D: P62; E: The Western blot of autophagy-related proteins in H9C2 cells induced by OGD/R. n = 3, x ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01 vs control 

group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs OGD/R group

Figure 8　The results of molecular docking between Ass and Beclin-1
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来发现参与自噬调控的关键蛋白之一, 位于人类染色

体 17q21位点的基因编码的蛋白, 可以通过Akt信号的

激活促进自噬; P62是一种选择性的自噬受体, 通过与

微管相关蛋白 1A/1B轻链 3 (IL3) 结合, 进而促进细胞

自噬。本实验研究发现 Ass 可以降低 PI3K、Akt、

Beclin-1和P62的蛋白表达水平, 并呈现浓度依赖性; 通

过添加自噬抑制剂, Ass高浓度 + 氯喹组 (80 μmol·L-1 + 

50 μmol·L-1) 的结果显示, PI3K、Akt、Beclin-1和P62的

蛋白表达水平也进一步的降低, 本研究发现Ass可以

降低细胞的自噬水平, 从而保护OGD/R诱导损伤后的

心肌细胞。除此之外 , PI3K/Akt/Beclin-1 信号通路是

自噬的经典通路, 但其中 PI3K与Akt作为可以启动众

多通路的两个蛋白, 当 PI3K和Akt与不同的调节蛋白

结合时, 可以选择性地介导不同生物进程, 并不具备自

噬的特异性, 而 Beclin-1是近些年发现参与自噬调控

的关键蛋白, 在哺乳动物中高度保守, 是自噬的关键分

子, 因此选择了 Beclin-1作为分子对接的对象。分子

对接技术的结果显示, 积雪草苷作用于自噬关键靶点

蛋白Beclin-1的具体结合位点, 即Ass可以与第 6位精

氨酸、第 11位天冬氨酸和第 87位赖氨酸形成氢键, 进

而影响自噬关键蛋白的运作。

综上所述, 本研究发现Ass可以对OGD/R诱导损

伤的 H9C2心肌细胞具有保护作用, 主要通过降低心

肌细胞AST、LDH和CK含量, 降低PI3K、Akt、Beclin-1

和P62的蛋白表达水平, 减少细胞自噬, 为积雪草苷抗

心肌缺血再灌注损伤作用提供了实验依据。
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