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摘要：目的　探讨丹参酮ⅡＡ（ＴａｎｓｈｉｎｏｎｅⅡＡ）通过调控磷酸肌醇３－激酶／蛋白
激酶Ｂ／雷帕霉素靶蛋白（ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ）信号通路对放射性心损伤（ＲＩＨＤ）
的防治作用，并基于动物及细胞实验揭示其保守机制，为临床开发靶向防治策略

提供理论依据。方法　动物实验部分将ＳＰＦ大鼠和小鼠分别分为空白对照组、
模型组和实验组。通过单次Ｘ射线照射（大鼠２５Ｇｙ，小鼠２０Ｇｙ）建立放射性心
损伤模型。空白对照组正常喂养，模型组造模后正常喂养，实验组造模后给予连

续每天腹腔注射丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射液（１ｍｇ／１０ｇ）１周。细胞实验部分将
Ｈ９Ｃ２心肌细胞分为正常细胞组、诱导损伤组和药物处理组，通过辐射构建
ＲＩＨＤ细胞模型。正常细胞组正常培养，诱导损伤组造模后正常培养，药物处理
组造模后立即给予１μＬ·ｍＬ－１丹参酮ⅡＡ磺酸钠。动态监测体质量变化及心
肌组织病理学特征；用转录组测序对大鼠和小鼠心尖组织进行联合分析，筛选共

同差异表达基因及富集通路。用细胞计数试剂盒 －８（ＣＣＫ－８）检测细胞活力，
用乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）释放实验法评估细胞膜损伤，用实时定量聚合酶链式反应
（ＲＴ－ｑＰＣＲ）法和蛋白质印记法（ＷＢ）检测 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路关键基因血
管生成素２（ＡＮＧＰＴ２）、细胞周期蛋白 Ｄ１（ＣＣＮＤ１）及磷酸化磷酸肌醇３－激酶
（Ｐ－ＰＩ３Ｋ）和磷酸化 ＡＫＴ丝氨酸（Ｐ－ＡＫＴ）的表达水平。结果　动物实验显
示，干预后，空白对照组、模型组和实验组大鼠的体质量分别为（４３４３７±８５２）、
（３４１６１±８７３）和（４１０１３±１００５）ｇ；小鼠的体质量分别为（３０９７±０８９）、
（２６２４±０８６）和 （３０９６±０８７）ｇ；ＡＳＴ分 别 为 （１５９９２±３８３）、
（１７１０４±２６３）和（１４９６３±１０５５）Ｕ·Ｌ－１；ＣＫ－ＭＢ分别为（２１９００±５８３）、
（４５５４２±３２７６）和（２４８３６±１５２５）Ｕ·Ｌ－１；ＬＤＨ分别为（６７７２０±２１２２）、
（８６４６３±６３９）和（６３５７７±２２７２）Ｕ·Ｌ－１；ＢＮＰ分别为（２９３７±６０４）、
（２４１６９±１２７５）和（１３４２３±１３５７）ｐｇ·ｍＬ－１；ＧＳＨ分别为（１６０７３±４６５）、
（３３０３８±９４１）和（１１６７１±１１２９）Ｕ·Ｌ－１，模型组的上述指标与空白对照组
比较；丹参酮ⅡＡ实验组的上述指标与模型组比较，在统计学上差异均有统计学
意义（均Ｐ＜０００１）。在细胞实验中，转录组联合分析发现，７２％的同源差异基
因（大鼠６２４个，小鼠３４１个）在２种物种中表达趋势一致，京都基因与基因组百
科全书（ＫＥＧＧ）富集分析显示 ＡＮＧＰＴ２，ＣＣＮＤ１，ＴＨＢＳ１，ＣＯＬ４Ａ１，ＦＮ１，
ＣＯＬ４Ａ２主要富集于ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路（均Ｐ＜００５），ＰＣＲ验证表明了趋势
一致性。体外实验证实，正常细胞组、诱导损伤组和药物干预组的细胞活力百分

比分别为（１１８４０±８６３）％、（７３１０±６１２）％和（９１５７±８０８）％，诱导损伤
组与正常细胞组比较；药物干预组与诱导损伤组比较，在统计学上差异均有统计

学意义（均Ｐ＜０００１）。诱导损伤组和药物干预组的ＬＤＨ释放水平分别为正常
细胞组的（１０３±００２）和（０７７±００１）倍，药物干预组与诱导损伤组比较，在
统计学上差异有统计学意义（Ｐ＜０００１）。正常细胞组、诱导损伤组和药物干预
组的 Ｐ－ＰＩ３Ｋ相对表达水平分别为 ０９２±０、０７６±００１和 ０８５±００２；
Ｐ－ＡＫＴ相对表达水平分别为０７９±００１、０７０±００１和０７６±００１，诱导损伤
组与正常细胞组比较；药物干预组与诱导损伤组比较，在统计学上差异均有统计
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　　　学意义（均Ｐ＜００５）。结论　丹参酮ⅡＡ通过激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路，上调关键磷酸化蛋白（Ｐ－ＰＩ３Ｋ、Ｐ－ＡＫＴ），降低
辐射毒性，提升细胞活力，从而防治放射性心脏损伤。
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ｉｎｄｕｃｅｄｇｒｏｕｐｗａｓｃｕｌｔｕｒｅｄｎｏｒｍａｌｌｙａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇＴｈｅｄｒｕｇ－ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐｗａｓａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄＴａｎｓｈｉｎｏｎｅⅡＡ
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ｍＴＯＲｐａｔｈｗａｙ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ－２（ＡＮＧＰＴ２）ａｎｄｃｙｃｌｉｎＤ１（ＣＣＮＤ１），ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３－ｋｉｎａｓｅ（Ｐ－ＰＩ３Ｋ）ａｎｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＡＫＴｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ（Ｐ－ＡＫＴ）
ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＲｅｓｕｌｔｓ　Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔａｆｔｅｒｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ，ｔｈｅｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（４３４３７±８５２），（３４１６１±８７３）ａｎｄ（４１０１３±１００５）
ｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｓｏｆｍｉｃｅｗｅｒｅ（３０９７±０８９），（２６２４±０８６）ａｎｄ（３０９６±０８７）ｇ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ＡＳＴｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（１５９９２±３８３），（１７１０４±２６３）ａｎｄ（１４９６３±１０５５）Ｕ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；
ＣＫ－ＭＢｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（２１９００±５８３），（４５５４２±３２７６）ａｎｄ（２４８３６±１５２５）Ｕ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ＬＤＨｌｅｖｅｌｓ
ｗｅｒｅ（６７７２０±２１２２），（８６４６３±６３９）ａｎｄ（６３５７７±２２７２）Ｕ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ＢＮＰｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ
（２９３７±６０４），（２４１６９±１２７５） ａｎｄ（１３４２３±１３５７） ｐｇ· ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ＧＳＨ ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ
（１６０７３±４６５），（３３０３８±９４１）ａｎｄ（１１６７１±１１２９）Ｕ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＡｌｌｔｈｅａｆｏｒｅｍｅｎｔｉｏｎｅｄｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ
ｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄａｌｌｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｉｎｔｈｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ａｌｌＰ＜０００１）Ｉｎｔｈｅｃｅｌｌ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ，ｊｏｉｎｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅａｎａｌｙｓｉｓｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔ７２％ ｏｆｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ（６２４ｉｎｒａｔｓ，
３４１ｉｎｍｉｃｅ）ｅｘｈｉｂｉｔｅｄｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｒｅｎｄｓｉｎｂｏｔｈｓｐｅｃｉｅｓＫｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ
（ＫＥＧＧ）ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔＡＮＧＰＴ２，ＣＣＮＤ１，ＴＨＢＳ１，ＣＯＬ４Ａ１，ＦＮ１ａｎｄＣＯＬ４Ａ２ｗｅｒｅｐｒｉｍａｒｉｌｙ
ｅｎｒｉｃｈｅｄｉｎｔｈｅＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲｐａｔｈｗａｙ（ａｌｌＰ＜００５），ａｎｄＰＣＲｖａｌｉｄａｔｉｏｎｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈｉｓｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｔｒｅｎｄＩｎ
ｖｉｔｒｏｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈａｔｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｉｅｓｉｎｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｇｒｏｕｐ，ｉｎｊｕｒｙ－ｉｎｄｕｃｅｄｇｒｏｕｐａｎｄｄｒｕｇ－ｔｒｅａｔｅｄ
ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（１１８４０±８６３）％，（７３１０±６１２）％ ａｎｄ（９１５７±８０８）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎ
ｉｎｊｕｒｙ－ｉｎｄｕｃｅｄｇｒｏｕｐａｎｄｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｇｒｏｕｐ，ａｓｗｅｌｌａｓｂｅｔｗｅｅｎｄｒｕｇ－ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐａｎｄｉｎｊｕｒｙ－ｉｎｄｕｃｅｄｇｒｏｕｐ，ｗｅｒｅ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ｂｏｔｈＰ＜０００１）ＴｈｅＬＤＨｒｅｌｅａｓｅｌｅｖｅｌｓｉｎｉｎｊｕｒｙ－ｉｎｄｕｃｅｄｇｒｏｕｐａｎｄｄｒｕｇ－ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ
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ｗｅｒｅ（１０３±００２）ａｎｄ（０７７±００１）－ｆｏｌｄｔｈａｔｏｆｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｇｒｏｕｐ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｄｒｕｇ－
ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｉｎｊｕｒｙ－ｉｎｄｕｃｅｄｇｒｏｕｐｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜０００１）Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
Ｐ－ＰＩ３Ｋｉｎｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｇｒｏｕｐ，ｉｎｊｕｒｙ－ｉｎｄｕｃｅｄｇｒｏｕｐａｎｄｄｒｕｇ－ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐｗｅｒｅ０９２±０，０７６±００１ａｎｄ
０８５±００２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰ－ＡＫＴｗｅｒｅ０７９±００１，０７０±００１ａｎｄ０７６±００１，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｉｎｊｕｒｙ－ｉｎｄｕｃｅｄｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｇｒｏｕｐ，ａｓｗｅｌｌａｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ
ｄｒｕｇ－ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｉｎｊｕｒｙ－ｉｎｄｕｃｅｄｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ
ⅡＡｍｉｔｉｇａｔｅｓｒａｄｉａｔｉｏｎ－ｉｎｄｕｃｅｄｃａｒｄｉａｃｉｎｊｕｒｙｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｋｅｙ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ（ｐ－ＰＩ３Ｋａｎｄｐ－ＡＫＴ），ｒｅｄｕｃｉｎｇｒａｄｉａｔｉｏｎｔｏｘｉｃｉｔｙａｎｄｅｎｈａｎｃｉｎｇｃｅｌｌｕｌａｒｖｉａｂｉｌｉｔｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＴａｎｓｈｉｎｏｎｅⅡＡ；ｒａｄｉａｔｉｏｎ－ｉｎｄｕｃｅｄｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ；ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３－ｋｉｎａｓｅ／ＡＫＴ／ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃｔａｒｇｅｔｏｆ
ｒａｐａｍｙｃｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

　　放射性心损伤（ｒａｄｉａｔｉｏｎ－ｉｎｄｕｃｅｄｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ，
ＲＩＨＤ）是胸部肿瘤放射治疗产生的一种严重的心脏
药物不良反应，据统计，乳腺癌患者ＲＩＨＤ的发病率从
０５％到３７％不等；淋巴瘤患者发生 ＲＩＨＤ可以达到
４９５％～５４６％［１］。随着放疗技术的进步，患者的生

存时间也随之增加，而放疗的慢性作用增加了患者发

生心血管疾病的风险以及原有心血管疾病程度，加重

了患者的经济负担与生存负担。已成为多学科医师

关注的焦点［２］。磷酸肌醇３－激酶／蛋白激酶Ｂ／雷帕
霉素 靶 蛋 白 （ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３－ｋｉｎａｓｅ／ＡＫＴ／
ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ）信
号通路在调节心肌损伤中起着至关重要的作用，通过

促进心肌细胞存活、抑制凋亡、减少氧化应激和炎症

反应、促进血管生成和调节心肌重塑及能量代谢，来

保护心脏免受损伤或促进损伤后的修复，该通路的功

能状态直接影响到心损伤的发展和恢复过程［３］。丹

参酮ⅡＡ是从传统中药材 －丹参中提取的脂溶性二
萜醌类化合物之一。现代药理学研究证明，丹参酮Ⅱ
Ａ具有抗炎、抗氧化、抗凋亡的作用，在临床上治疗心
血管疾病中的应用较为广泛［４］。本课题组前期研究

证实，丹参酮ⅡＡ通过抗炎、抗氧化应激、抗凋亡以及
改善心肌纤维化发挥防治ＲＩＨＤ作用［５－７］。本研究旨

在从大鼠、小鼠转录组联合分析出发，探究关键靶点

及丹参酮ⅡＡ在其中的防治作用及其机制。

材料与方法

１　材料
动物　ＳＦＰ级雄性 ＳＤ大鼠，鼠龄６周龄，体质量

８０～２２０ｇ；ＳＦＰ级雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，鼠龄６周龄，体
质量１７～２３ｇ，均购自中国农业科学院兰州兽医研究
所。动物许可证号：ＳＣＸＫ（甘）２０２０－０００２。本研究经甘
肃省人民医院伦理委员会批准（伦理批号：２０２４－８４２）。

细胞　Ｈ９Ｃ２心肌细胞，购自中国科学院上海生
命科学研究院细胞资源中心。

药品与试剂　丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射液，规格：
每支１０ｍｇ／２ｍＬ，批号：２３０２１１３，批准文号：国药准字
Ｈ３１０２２５５８，上海上药第一生化药业有限公司生产；苏
木精伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色试剂盒、放射免
疫沉淀分析裂解液（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ
ｌｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ，ＲＩＰＡ）、蛋白酶抑制剂（ｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ）
和十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳凝胶制备
试剂盒（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ－ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｇｅｌｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｋｉｔ，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ），均由
北京索莱宝科技公司生产；乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）测定试剂盒，深圳雷杜生命科学
股份有限公司生产；二喹啉甲酸蛋白定量试剂盒

（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄｐｒｏｔｅｉｎａｓｓａｙｋｉｔ）和 ＥａｓｙＱｕｉｃｋＲＴ
ＭａｓｔｅｒＭａｘＲＮＡ逆转录试剂盒，均由江苏康为世纪生
物科技股份有限公司生产；细胞计数试剂盒 －８（ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８），上海碧云天生物技术有限
公司生产；杜尔贝科改良伊格尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ
ｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）、胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、青霉素 －链霉素双抗溶液（ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ－
ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎｓｏｌｕｔｉｏｎ）、胰蛋白酶 －ＥＤＴＡ消化液
（ｔｒｙｐｓｉｎ－ＥＤＴＡｓｏｌｕｔｉｏｎ）、磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ），均由上海源培生物科技股份有
限公司生产；ＰａｇｅＲｕｌｅｒ预染蛋白分子量标准品、
ＰＡＲＩＳＴＭ试剂盒，均由赛默飞世尔科技公司生产。

仪器　Ｘ－ＲＡＤ－２２５生物辐照仪，美国Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ
Ｘ－ＲａｙＩｎｃ公司产品；Ｎ１２６３９－０３酶标仪，美国赛默
飞世尔科技公司产品；ＷＩＸ－ｍｉｎｉＲＰＯ４电泳仪、ＷＩＸ－
ｍｉｎｉＲＰＯ４转膜仪，均为北京威克斯生物医药有限公司
产品；ＱｕｉｃｋＣｈｅｍｉ５２００化学发光凝胶成像分析系统，
苏州莫纳生物科技有限公司产品；ＣＸ３３显微拍照系
统、ＣＫＸ５３倒置显微镜，均为日本奥林巴斯有限公司
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产品；ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒＮａｎｏＰＣＲ扩增仪，上海罗氏制药有
限公司产品。

２　实验方法
２１　动物实验
２１１　构建动物模型［５－６］

大鼠　ＳＰＦ级６～８周龄雄性 ＳＤ大鼠适应性饲
养１周，鼠板固定后充分暴露大鼠前胸壁，以心脏搏
动最明显处直径２５～３０ｃｍ的区域为照射野；用铅
板遮挡除照射野外的其余身体部位，设置生物辐射仪

参数为电压２２５ｋＶ、电流１３３ｍＡ、源皮距３０ｃｍ、剂
量率５Ｇｙ·ｍｉｎ－１，向心脏给予总剂量为 ２５Ｇｙ的
Ｘ射线单次照射。

小鼠　ＳＰＦ级６～８周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠适应
性饲养１周，鼠板固定后充分暴露小鼠前胸壁，以心
脏搏动最明显处直径１５～２０ｃｍ的区域为照射野；
用铅板遮挡除照射野外的其余身体部位，设置生物辐

射仪参数为电压 ２２５ｋＶ、电流 １３３ｍＡ、源皮距
３０ｃｍ、剂量率 ５Ｇｙ·ｍｉｎ－１，向心脏给予总剂量为
２０Ｇｙ的Ｘ射线单次照射。
２１２　动物分组与处理方法［５－６］

随机选取９只小鼠作为空白对照组，其余小鼠按
照“２１１”中方法造模，造模成功后随机分为模型组
和实验组，实验组小鼠在造模结束后连续每天腹腔

注射丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射液（１ｍｇ·１０ｇ－１）
１周，大鼠分组方法同上，所有实验动物在实验周
期中均给予普通饲料。造模３月后禁食过夜，取血
清样本检测生化指标，同时取心室环切组织进行后

续实验。

２１３　样本收集方法［５，８］

采样前，所有实验鼠禁食（不禁水）过夜。随后，

使用１５％ 异氟烷吸入进行深度麻醉。通过夹捏脚
趾无反应确认麻醉深度。小鼠达到深度麻醉状态后，

固定在仰卧位。用１ｍＬ无菌注射器，在胸骨左侧心
跳最明显处进针，缓慢抽取血液约０５～０８ｍＬ。将
全血轻柔注入抗凝管中。采血后，通过颈椎脱臼法确

认动物死亡。迅速打开胸腔，完整取出心脏。立即将

心脏置于预冷的生理盐水中，轻轻漂洗以去除残留血

液。心室环切分离心室组织，一部分立即投入４％多
聚甲醛中，在４℃下固定２４～４８ｈ，随后进行石蜡包
埋。另一部分分装至无酶冻存管中，放入液氮瓶速

冻，随后转移至－８０℃冰箱长期保存，用于后续蛋白
质或 ＲＮＡ提取。采集的抗凝血在 ４℃，以３０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心 １５ｍｉｎ。小心吸取上层血浆，分装至
１５ｍＬ离心管中，于－８０℃冰箱保存，避免反复冻融。

２１４　苏木精－伊红染色法（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄｅｏｓｉｎ
ｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）观察组织形态结构变化［９］

脱蜡水化：６０℃电热鼓风干燥箱烘烤切片１ｈ，在
二甲苯Ⅰ、Ⅱ中各浸泡 １５ｍｉｎ脱蜡，依次入 １００％、
９５％、８５％、７５％浓度的乙醇溶液浸泡５ｍｉｎ，蒸馏水
冲洗 ３遍。染色：苏木精染色 ５ｍｉｎ，自来水冲洗
２ｍｉｎ，１％盐酸乙醇分化２ｓ，自来水洗涤返蓝；０５％
伊红染色 １ｍｉｎ，自来水冲洗 ２ｍｉｎ，去除伊红浮色。
脱水透明：将切片依次置于７５％、８５％、９５％和１００％
浓度的乙醇中脱水５ｍｉｎ后，在二甲苯Ⅰ、Ⅱ中各浸泡
５ｍｉｎ。封片观察：切片上滴加中性树胶，用盖玻片覆
盖封片，用光镜观察拍照分析。

２１５　动物转录组测序及联合分析［１０］

于造模后第３月，取心尖组织进行转录组测序。
将测序结果进行联合分析，明确放射性心损伤中共同

的体内差异基因。识别大鼠和小鼠之间的同源基因，

并建立相应的映射关系，对大鼠和小鼠的同源基因进

行差异表达分析，通过比较大鼠和小鼠在放射模型组

中的差异表达基因，进行联合差异表达分析，识别出

在２种物种中共同上调或下调的基因。
２２　细胞实验
２２１　细胞培养［５－６］

用含有 ８９％高糖 ＤＭＥＭ、１０％胎牛血清（ｆｅｔａｌ
ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）和１％双抗的完全培养基，在条件
为３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱中培养 Ｈ９Ｃ２心肌细胞。
每２日更换１次新鲜培养基。
２２２　细胞分组与处理方法［５］

实验细胞分为３组，正常细胞组、诱导损伤组、药
物干预组。当细胞生长密度达到８０％～９０％时，随机
选取３瓶细胞作为正常细胞组。其余细胞用生物辐
照仪构建模型，设置生物辐射仪参数为电压２２５ｋＶ、
电流１３３ｍＡ、源皮距４８ｃｍ、剂量率２Ｇｙ·ｍｉｎ－１，向
细胞给予总剂量为６Ｇｙ的Ｘ射线单次照射。造模结
束后随机选取３瓶作为药物干预组，单次给与丹参酮
ⅡＡ磺酸钠注射液（１０μＬ·ｍＬ－１）。继续培养４８ｈ。
用０２５％胰蛋白酶消化细胞后，进行细胞传代或用于
实验。

２２３　细胞计数试剂盒 －８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，
ＣＣＫ－８）法检测细胞活性［１１］

取生长状态良好的细胞，消化后制备成单细胞

悬液，用细胞计数板计数。每组设置 ６个复孔，按
照每孔５０００个的细胞量，计算所需细胞数，用完
全培养基稀释成单细胞悬液。每孔加入１００μＬ稀
释后的单细胞悬液，“８”字法晃动 ９６孔板铺匀细
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胞，孔板周围用 ＰＢＳ２００μＬ封边来防止液体蒸发，
放入培养箱中培养过夜。培养 ２４ｈ后按照分组给
予孔板中不同组别的细胞相应处理后，放入培养箱

中继续培养 ４８ｈ。向每孔中加入 ＣＣＫ－８试剂
１０μＬ，培养箱中孵育１～４ｈ。用酶标仪检测各孔
在４５０ｎｍ处的光密度，每组取６个复孔的平均值，
利用公式计算各组细胞的增殖率。最终表示为细

胞活力百分比 （％）。
２２４　乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）试
剂盒实验法检测ＬＤＨ含量［１２］

收集各组细胞的培养上清于１５ｍＬＥＰ管中，
室温以下１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ。按照说明书
在９６孔板添加各试剂后，室温放置 ５ｍｉｎ，用酶标
仪测定４５０ｎｍ处的光密度，每组取３个复孔的平均
值。根据公式计算各组细胞培养上清中 ＬＤＨ的含
量。最终以相对于正常细胞组的倍数变化 （ｆｏｌｄ
ｃｈａｎｇｅ）表示。
２２５　实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（ｑｕａｎｔａ
ｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ－ｑＰＣＲ）法测定关键基因的相对
表达水平［１３］

用Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ。提取完成后，取ＲＮＡ样
品２μＬ检测其纯度和浓度。以总 ＲＮＡ作为模板，逆
转录ｃＤＮＡ进行扩增。实验所需引物由上海吉玛制
药技术有限公司设计、合成。以 β－ａｃｔｉｎ为内参进行
标准化，基因表达量的计算方法用相对定量法

（２－ΔΔＣｔ）。扩增条件：９５℃预变性１０ｍｉｎ，３５～４０个
循环；９５℃变性１５ｓ，６０℃退火１ｍｉｎ。

２２６　蛋白质印迹法检测关键蛋白表达［５］

提取细胞总蛋白并计算蛋白浓度，上样，蛋白经

电泳分离后转移到 ＰＶＤＦ膜，脱脂奶粉液封闭１５ｈ
后加入一抗（１∶１０００）４℃孵育过夜，随后二抗
（１∶３０００）孵育１ｈ；配置适量超敏发光液，在化学发
光仪中曝光采集图像。用ＩｍａｇｅＪ软件分析条带灰度
值，以ＧＡＰＤＨ为内参，对数据进行归一化处理。
３　统计学处理

用ＳＰＳＳ２３０及Ｒ４３３软件进行统计分析。计
量资料用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较用独立样本 ｔ检验。转
录组数据分析中，通过ｂｉｏｍａＲｔ包将大鼠基因ＩＤ转换
为小鼠直系同源基因，用 ＤＥＳｅｑ２包筛选差异表达基
因［筛选标准：ｌｏｇ２（ＦＣ）＞１且 ＦＤＲ＜００５］，并通过
ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ包进行ＫＥＧＧ通路富集分析。数据可视
化用ｇｇｐｌｏｔ２包。

结　　果

１　Ｘ射线和丹参酮ⅡＡ对实验鼠体质量的影响
造模后次日起，模型组大鼠及小鼠出现精神萎

靡、活动减少、摄食和饮水量下降等表现；模型组中有

１只小鼠在实验观察期内自发死亡，空白组大鼠及小
鼠生长正常，活动自如，无自发伤亡情况。造模后约

第３～４周，各模型组鼠胸部毛发脱落，照射野中局部
皮肤出现发炎、渗液、破溃病变。动态跟踪各组长达

３个月的体质量变化情况，发现模型组体质量增幅显
著低于空白组（Ｐ＜０００１），实验组体质量增幅显著高
于模型组（Ｐ＜０００１），见表１和表２。

表１　大鼠体质量变化的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒａｔｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｃｈａｎｇｅｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｔｉｍｅ（ｍｏｎｔｈ） ０ １ ２ ３

Ｃｏｎｔｒｏｌ（ｇ） ２３２９８±６８２ ２７９９１±１０９１ ３６５２２±１３１ ４３４３７±８５２
Ｍｏｄｅｌ（ｇ） ２４１６±４３８ ２４８１９±６９５ ２８３０５±９６７ ３４１６１±８７３

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ（ｇ） ２３９２２±８７８ ２８２２７±１０３６＃＃＃ ３５０６９±８４７＃＃＃ ４１０１３±１００５＃＃＃

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｆｅｅｄｉｎｇ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｆｅｅｄｉｎｇａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：ＡｄｍｉｎｉｓｔｅｒＴａｎⅡＡｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙｆｏｒｏｎｅｗｅｅｋａｆｔｅｒ

ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１

表２　小鼠体质量变化的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｏｕｓｅｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｃｈａｎｇｅｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｔｉｍｅ（ｍｏｎｔｈ） ０ １ ２ ３

Ｃｏｎｔｒｏｌ（ｇ） ２０３７±０７８ ２５２±１２７ ２８２４±０８１ ３０９７±０８９
Ｍｏｄｅｌ（ｇ） ２１３９±０７７ ２２６５±０９７ ２４９７±０８５ ２６２４±０８６

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ（ｇ） ２１２５±０７５ ２４７７±１０６＃＃＃ ２７４４±１２４＃＃＃ ３０９６±０８７＃＃＃

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｆｅｅｄｉｎｇ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｆｅｅｄｉｎｇａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：ＡｄｍｉｎｉｓｔｅｒＴａｎⅡＡｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙｆｏｒｏｎｅｗｅｅｋａｆｔｅｒ

ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ１Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４７）

２　Ｘ线导致心肌组织损伤，丹参酮ⅡＡ能够改善
损伤

于造模后第３月，取小鼠血清检测心肌损伤标志
物，发现与空白对照组相比，模型组 ＣＫ－ＭＢ、ＬＤＨ、
ＢＮＰ、ＧＳＨ水平均显著升高，实验组上述指标均显著
下降（均Ｐ＜０００１），见表３。取小鼠心肌组织行 ＨＥ
染色，观察电离辐射对心肌组织形态的影响。ＨＥ染
色显示，心肌细胞核被苏木精染液染为紫蓝色，细胞

质被伊红染液染成红色；空白对照组的心肌纤维呈现

长条状或横纹状有序排列，细胞大小相似，轮廓清晰

可见，细胞质均匀着色，无细胞核增大、萎缩，无染色

质凝聚、颗粒状等改变；模型组出现不同程度的心肌

纤维排列紊乱、细胞肿胀、胞浆疏松等病理特征，少数

心肌细胞发生坏死、降解、空泡化，并伴随心肌间质炎

细胞浸润；给与丹参酮ⅡＡ组细胞坏死，肿胀情况有
一定缓解，见图１。
３　转录组联合分析发现

对大鼠、小鼠进行同源基因匹配后发现，７２％
的大鼠基因成功映射到小鼠直系同源物，随后对同

源差异基因进行分析，大鼠组显示，与对照组相比，

模型组中有 ６２４个（上调 ３４０个，下调 ２８４个）同
源差异表达 ｍＲＮＡ；小鼠组显示，与对照组相比，模
型组中有 ３４１个（上调 ２３３个，下调 １０８个）差异
表达ｍＲＮＡ。通过基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏ

ｐｅｄｉａｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）通路分析，结果显
示交集中的差异基因主要富集在 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ等信号通路。
４　丹参酮ⅡＡ改善Ｘ线辐射导致的细胞毒性

用ＣＣＫ－８实验和 ＬＤＨ释放水平评估 Ｘ射线对
Ｈ９Ｃ２心肌细胞的辐射毒性，以及给与丹参酮ⅡＡ后
的效应。ＣＣＫ－８实验显示，模型组的细胞活力较空
白组显著下降（Ｐ＜０００１），给与丹参酮ⅡＡ后较模型
组可 以 恢 复 照 射 后 Ｈ９Ｃ２心 肌 细 胞 的 活 力
（Ｐ＜０００１）。从ＬＤＨ释放水平来看，模型组细胞培
养上清中的 ＬＤＨ与空白组比较，在统计学上差异无
统计学意义（Ｐ＞００５），给与丹参酮ⅡＡ后 ＬＤＨ释放
量较模型组显著下降（Ｐ＜０００１）。

表４　细胞辐射毒性检测的比较
Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｉｏｎｏｆｃｅｌｌｒａｄｉａｔｉｏｎｔｏｘｉｃｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇ

Ｇｒｏｕｐ ＣＣＫ－８（％） ＬＤＨ（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ）

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ １１８４０±８６３ １００
Ｉｎｊｕｒｙｍｏｄｅｌ ７３１９±６１２ １０３±００２
Ｄｒｕｇａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ９１５７±８０８＃＃＃ ０７７±００１＃＃＃

ＣＣＫ－８：Ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８；Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｃｕｌｔｕｒｅｄｕｎｄｅｒｎｏｒｍａｌ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ；Ｉｎｊｕｒｙｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ｘ－ｒａｙｄａｍａｇｅ；Ｄｒｕｇａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ：

ＡｄｍｉｎｉｓｔｅｒＴａｎⅡＡｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙａｆｔｅｒＸ－ｒａｙｄａｍａｇｅ；Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｉｎｊｕｒｙｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１

表３　３组小鼠血清指标水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｉｏｎｏｆｓｅｒｕｍｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｉｎｍｉｃｅａｍｏｎｇｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＡＳＴ ＣＫ－ＭＢ ＬＤＨ ＢＮＰ ＧＳＨ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １５９９２±３８３ ２１９００±５８３ ６７７２０±２１２２ ２９３７±６０４ １６０７３±４６５

Ｍｏｄｅｌ １７１０４±２６３ ４５５４２±３２７６ ８６４６３±６３９ ２４１６９±１２７５ ３３０３８±９４１

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １４９６３±１０５５ ２４８３６±１５２５＃＃＃ ６３５７７±２２７２＃＃＃ １３４２３±１３５７＃＃＃ １１６７１±１１２９＃＃＃

ＡＳＴ：Ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；ＣＫ－ＭＢ：Ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ－ＭＢ；ＬＤＨ：Ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ；ＢＮＰ：Ｂ－ｔｙｐｅｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅ；ＧＳＨ：Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ；Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１，Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１

图 １　苏木精－伊红（ＨＥ）法进行心脏病理切片染色分析（４００×）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｈｅａｒｔｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｃｔｉｏｎｓｔａｉｎｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ（ＨＥ）（４００×）
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５　Ｘ线辐射导致ＡＮＧＰＴ２，ＣＣＮＤ１等基因表达上调
通过ＫＥＧＧ富集分析发现，差异基因显著富集在

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路，针对富集在该通路上的９个
关 键 基 因 （ＡＮＧＰＴ２， ＣＳＦ１， ＣＣＮＤ１， ＴＨＢＳ１，
ＣＯＬ４Ａ１，ＦＮ１，ＮＲＴＮ，ＣＯＬ４Ａ２，ＣＲＥＢ５）设计引物，
其中 ＡＮＧＰＴ２，ＣＣＮＤ１，ＴＨＢＳ１，ＣＯＬ４Ａ１，ＦＮ１和
ＣＯＬ４Ａ２６个基因的引物稳定可用，对这部分基因进
行ＰＣＲ验证以及趋势一致性检验，结果表明，候选基
因的表达水平与生物信息学分析结果一致，相关系数

Ｒ为０７２（Ｐ＜０００１），见图２。
６　丹参酮ⅡＡ调控 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路相关蛋
白保护ＲＩＨＤ

对 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路的关键蛋白 ＰＩ３Ｋ、
Ｐ－ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、Ｐ－ＡＫＴ、ｍＴＯＲ、磷酸肌醇依赖性激酶１
（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ－１，ＰＤＫ１）进行
验证，蛋白质印迹法表明，与正常细胞组相比，诱导损

伤组中关键磷酸化蛋白（Ｐ－ＰＩ３Ｋ、Ｐ－ＡＫＴ）及 ＰＤＫ１
总蛋白的相对表达水平均显著降低（均Ｐ＜００５）。与
诱导损伤组相比，给与丹参酮ⅡＡ后Ｐ－ＰＩ３Ｋ、
Ｐ－ＡＫＴ相对表达水平均升高（均Ｐ＜００５），见图 ３
和表５。

图３　蛋白质印迹法检测磷酸肌醇３－激酶／蛋白激酶Ｂ／雷帕
霉素靶蛋白（ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ）通路相关蛋白相对表达水平
Ｆｉｇｕｒｅ３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３－
ｋｉｎａｓｅ／ＡＫＴ／ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ（ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ）
ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ｐ－：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ－

图 ２　测序结果验证
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ
Ａ：ＰＣＲｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｋｅｙｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｂ：Ｔｒｅｎｄｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙａｎａｌｙｓｉｓ

表５　ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路相关蛋白表达检测
Ｔａｂｌｅ５　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲｐａｔｈｗａｙ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｇｒｏｕｐ ＰＩ３Ｋ Ｐ－ＰＩ３Ｋ ＡＫＴ Ｐ－ＡＫＴ ｍＴＯＲ ＰＤＫ１

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ０９３±００１ ０９２±０００ ０８１±００２ ０７９±００１ １０７±００１ ０８０±００１
Ｉｎｊｕｒｙｍｏｄｅｌ ０９３±００１ ０７６±００１ ０７７±００２ ０７０±００１ １１１±００２ ０６６±００１

Ｄｒｕｇａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ０９１±００１ ０８５±００２＃ ０７９±００１ ０７６±００１＃ １０８±００３ ０７０±００１

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｉｎｊｕｒｙｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ１Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４７）

讨　　论

既往研究表明，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路参与调控
细胞增殖和代谢［１４］。诱导损伤组中 Ｐ－ＰＩ３Ｋ、
Ｐ－ＡＫＴ等磷酸化蛋白相对表达水平均显著降低，提
示辐射可能通过抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路活性加
剧心肌损伤。给与丹参酮ⅡＡ后，磷酸化蛋白表达水
平恢复，表明其通过激活该通路发挥保护作用。这一

结果与 ＬＩ等［１５］报道丹参酮ⅡＡ可以通过激活 ＡＫＴ
磷酸化减轻心肌缺血再灌注损伤的研究一致。值得

注意的是，模型组中总 ＰＤＫ１蛋白相对表达水平显著
降低，但丹参酮ⅡＡ并未能显著提升其水平，表明该
通路的功能恢复可能更多依赖于磷酸化修饰而非总

蛋白表达。这支持“基因 －蛋白表达解耦”现象的存
在，即翻译后修饰（磷酸化、泛素化等）在病理调控中

起主导作用［１６］。

此外，转录组联合分析发现，放射损伤后大鼠和

小鼠 心 肌 组 织 中 共 同 差 异 基 因 显 著 富 集 于

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路，包括 ＡＮＧＰＴ２、ＣＣＮＤ１、ＴＨＢＳ１
等基因。血管生成素２（ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ２，ＡＮＧＰＴ２）作为
血管生成素家族成员，参与血管重塑和炎症调节［１７］；

细胞周期蛋白 Ｄ１（ｃｙｃｌｉｎＤ１，ＣＣＮＤ１）是细胞周期调
控的关键基因，其上调可能反映心肌细胞代偿性增

殖，有研究发现，ＣＣＮＤ１上调是心肌细胞代偿性增殖
的标志，丹参酮ⅡＡ通过抑制 ＣＣＮＤ１／ｃｙｃｌｉｎＤ１表
达，减少心肌纤维化和炎症因子（ＴＮＦ－α、ＩＬ－６）［１８］，
从而改善心功能。另一项研究表明，丹参酮ⅡＡ通过
下调 ＣＣＮＤ１－ＣＤＫ４复合物的活性，抑制病理性心肌
细胞增殖和肥厚［１９］。

丹参酮ⅡＡ的抗炎、抗氧化及抗凋亡特性已被广
泛报道，在本研究中，丹参酮ⅡＡ显著恢复辐射后
Ｈ９Ｃ２心肌细胞活力，并显著降低ＬＤＨ释放。ＬＤＨ是
细胞膜完整性破坏的标志，其减少提示丹参酮ⅡＡ通
过稳定线粒体膜电位或抑制Ｃａｓｐａｓｅ通路减少细胞凋
亡［２０］。辐射可以诱导活性氧大量生成，导致 ＤＮＡ损
伤和脂质过氧化。丹参酮ⅡＡ的酚羟基结构可以清
除自由基，并通过激活 Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路增强抗氧化酶
表达［５］。ＨＥ染色显示，模型组心肌组织出现炎性浸
润和纤维化，而丹参酮ⅡＡ干预后组织结构趋于正
常。这与血小板反应蛋白 １（ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ１，
ＴＨＢＳ１）、Ⅳ型胶原蛋白α１链（ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅣ ａｌｐｈａ１
ｃｈａｉｎ，ＣＯＬ４Ａ１）等纤维化相关基因的下调密切相关。

大鼠和小鼠对辐射的反应具有物种差异（如小鼠

更易发生急性损伤），但转录组联合分析发现７２％的
同源基因存在一致性表达趋势，表明 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ通路在 ＲＩＨＤ中的核心作用具有跨物种保
守性。

本研究的结果呈现正向调控基因上调而蛋白失

活的解耦现象，ＡＮＧＰＴ２、ＣＯＬ４Ａ１等正向调控基因上
调提示可能存在代偿性修复，但 ＰＤＫ１蛋白低表达及
Ｐ－ＰＩ３Ｋ、Ｐ－ＡＫＴ磷酸化抑制导致通路功能丧失。
ＰＤＫ１是ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路中的关键激酶，
负责磷酸化并激活 ＡＫＴ。当 ＰＤＫ１表达缺失或功能
受损时，ＡＫＴ的磷酸化 Ｔｈｒ３０８位点被抑制，导致其下
游抗凋亡和抗氧化功能的丧失［２１］。ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号
抑制会减少对 ＴＧＦ－β／Ｓｍａｄ通路的负调控，促进肌
成纤维细胞活化及细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，
ＥＣＭ）沉积。ＣＯＬ４Ａ１和纤连蛋白 １（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ１，
ＦＮ１）是ＥＣＭ主要成分，其过度表达直接导致心肌纤
维化［２２］。此外，ＡＮＧＰＴ２在 ＡＫＴ抑制下表达升高，可
能破坏血管内皮细胞紧密连接，增加血管通透性，促

进炎症浸润。ＴＨＢＳ１作为抗血管生成因子，可以通过
ＣＤ３６受体抑制内皮细胞迁移，加剧微循环障碍，可能
进一步导致心肌缺血和纤维化［２３］。

ＫＥＧＧ通路分析表明，差异表达基因显著富集于
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路。该通路是调控细胞自噬
的经典中枢通路，其抑制是启动自噬的关键信号［２４］。

这一强有力的生物信息学线索提示，Ｘ射线很可能通
过抑制ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路，从而解除其对自噬的
负向调控，进而诱发细胞保护性或损伤性自噬。未

来，我们将通过检测自噬标志物（如 ＬＣ３－Ⅱ的转化、
ｐ６２的降解）及使用自噬流报告系统来直接验证这一
假说。

本研究提示：丹参酮ⅡＡ通过调控 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ通路缓解放射性心损伤，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通
路的基因－蛋白表达解耦现象提示翻译后修饰在病
理机制中占主导作用。未来通过靶向恢复ＰＤＫ１表达
或干预磷酸化修饰等可能逆转通路抑制，为治疗放射

性心脏损伤提供新策略。
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