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实 验

基于网络药理学和实验验证探讨清营生脉汤
对心肌缺血再灌注损伤的保护机制*

武文硕，付 殷，张璐艳，谢 蝶，张 洋

（黑龙江中医药大学，黑龙江 哈尔滨 150040）

[摘要] 目的：基于网络药理学和分子对接方法探究清营生脉汤对心肌缺血再灌注损伤（MIRI）的保护机

制，并通过体外实验对部分关键靶点及信号通路进行验证。方法：应用中药系统药理学数据库与分析平台

（TCMSP）、BATM-TCM数据库获得清营生脉汤中药物相关活性成分及作用靶点，通过GeneCards数据库、OMIM

数据库筛选MIRI的疾病靶点，将药物的作用靶点与疾病的靶点通过Venny平台取交集。基于String数据库构建清

营生脉汤治疗MIRI的交集靶点PPI网络，获取药物与疾病的核心作用靶点。利用Metascape数据库构建进行富集

研究，并利用微生信平台对基因本体（GO）富集分析、京都基因和基因组百科全书（KEGG）通路富集分析的富集

结果实现可视化，借助Cytoscape v3.9.1建立“成分-靶点-通路”互作网络。通过AutoDockTools和PyMol软件对核

心成分进行分子对接。体外实验通过H2O2诱导H9c2心肌细胞构建氧化应激模型，通过CCK-8筛选最佳给药

浓度，酶联免疫吸附试验（ELISA）检测乳酸脱氢酶（LDH）及心肌肌钙蛋白T（c-TnT）含量，激光共聚焦检测活

性氧（ROS）及线粒体含量。Western blotting对预测通路进行验证，实时定量PCR技术检测核心靶点mRNA的水

平。结果：清营生脉汤共有109个活性成分，对应1 002个作用靶点，其中122个作用靶点与治疗MIRI有关。GO富集

分析共得到2 494个条目；KEGG富集分析共得到195条通路，主要涉及TNF信号通路、HIF-1信号通路、JAK-

STAT信号通路等。分子对接结果显示槲皮素、木犀草素、山柰酚与TNF、IL-6、HIF-1琢、JAK2、STAT3等关键靶

点蛋白的分子对接结合力值均较稳定。细胞实验表明，清营生脉汤含药血清能降低LDH、c-TnT水平（ <0.05），

抑制ROS的生成、提高线粒体含量（ <0.05），Western blotting和PCR结果显示含药血清能够下调HIF-1琢、上调

JAK2蛋白和mRNA的表达（ <0.05）。结论：清营生脉汤可通过多成分、多靶点、多通路治疗心肌缺血再灌注损

伤，其含药血清可能通过调控HIF-1琢和JAK2信号路通缓解氧化应激对心肌细胞造成的损伤。
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The Protective Mechanism of Qingying Shengmai Decoction (清营生脉汤)

on Myocardial Ischemia Reperfusion Injury Based on Network Pharmacology

and Experimental Verification

[Abstract] Objective: To explore the protective mechanism of Qingying Shengmai decoction on myocardial

ischemia reperfusion injury (MIRI) based on network pharmacology and molecular docking methods, and to verify

some key targets and signaling pathways through in vitro experiments. Methods: The active ingredients and

targets of Qingying Shengmai decoction were obtained by traditional Chinese medicine pharmacology database

and analysis platform (TCMSP) database and BATM-TCM database, and the disease targets of MIRI were

screened by GeneCards database and OMIM database. The intersection of drug targets and disease targets was

obtained through Venny platform. The intersection target PPI network of Qingying Shengmai decoction in the

treatment of MIRI was constructed based on String database to obtain the core targets of drugs and diseases.

引 用 ： 武 文 硕 , 付 殷 , 张 璐 艳 , 谢 蝶 , 张 洋 . 基 于 网 络 药 理 学 和 实 验 验 证 探 讨 清 营 生 脉 汤 对 心

肌 缺 血 再 灌 注 损 伤 的 保 护 机 制 [J]. 中 医 药 导 报 ,2025,31(6):7-14.
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心 肌 缺 血 再 灌 注 损 伤 （ myocardial ischemia-reperfusion

injury ， MIRI） 已 成 为 严 重 威 胁 人 类 身 心 健 康 的 疾 病 。 该 病 是

指 急 性 心 肌 梗 死 （ acute myocardial infarction ， AMI） 后 ， 通 过

经 皮 冠 状 动 脉 介 入 治 疗 或 者 溶 栓 疗 等 方 法 ， 对 心 脏 造 成 的 二

次 损 伤 [1]。 MIRI 的 发 病 机 制 复 杂 ， 包 括 氧 化 应 激 、 自 噬 、 炎 症 、

凋 亡 和 线 粒 体 功 能 障 碍 等 因 素 。 其 中 氧 化 应 激 至 关 重 要 ， 可

使 细 胞 活 性 氧 （ ROS） 水 平 激 增 、 细 胞 膜 流 动 性 降 低 ， 加 重 细 胞

内 钙 离 子 超 载 ， 最 终 导 致 心 肌 细 胞 线 粒 体 损 伤 ， 诱 导 促 凋 亡

因 子 的 释 放 [2]。 目 前 临 床 使 用 的 药 物 都 只 是 针 对 MIRI 的 某 一

个 病 理 环 节 进 行 干 预 ， 治 疗 效 果 较 差 ， 而 中 药 可 以 通 过 多 靶

点 、 多 方 面 协 同 治 疗 。 清 营 生 脉 汤 为 清 营 汤 和 生 脉 饮 的 合 方 ，

由 黄 芪 、 麦 冬 、 生 地 黄 、 苦 参 、 玄 参 、 西 洋 参 、 丹 参 、 五 味 子 、 甘

草 、 金 银 花 、 连 翘 组 成 ， 临 床 治 疗 MIRI 及 气 阴 两 虚 兼 热 毒 证 之

病 毒 性 心 肌 炎 疗 效 确 切 [3]。 网 络 药 理 学 符 合 中 医 药 的 整 体 观 ，

分 子 对 接 可 为 中 医 药 多 成 分 、 多 靶 点 提 供 有 力 支 撑 [4]。 本 实 验

通 过 网 络 药 理 学 、 分 子 对 接 方 法 ， 探 究 清 营 生 脉 汤 治 疗 MIRI

的 作 用 机 制 ， 并 通 过 细 胞 实 验 对 部 分 机 制 加 以 验 证 ， 为 后 期

研 究 提 供 依 据 。

1 材 料

1.1 实验动物 SPF级 6 周 龄 雄 性 SD 大 鼠 ， 30 只 ， 体 质 量 280~

300 g ， 购 自 辽 宁 长 生 生 物 技 术 股 份 有 限 公 司 ， 动 物 生 产 许 可

证 号 ： SCXK（ 辽 ） 2020-0001 。 大 鼠 饲 养 于 康 泰 医 学 检 验 服 务

河 北 有 限 公 司 ， 实 验 前 适 应 性 饲 养 1 周 。 实 验 方 案 通 过 康 泰 医

学 检 验 服 务 河 北 有 限 公 司 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 审 批 （ 批 件 号 ：

MDL 2024-01-30-01） 。

1.2 实验细胞 H9c2心 肌 细 胞 株 （ 批 号 ： 20231001） 购 于 上 海

富 衡 生 物 科 技 有 限 公 司 。

1.3 实验药物 清 营 生 脉 汤 由 西 洋 参 10 g， 黄 芪 30 g， 麦 冬 15 g ，

五 味 子 10 g ， 生 地 黄 15 g， 丹 参 10 g， 苦 参 15 g ， 玄 参 15 g ， 金 银

花 20 g ， 连 翘 20 g ， 甘 草 10 g 组 成 ， 购 于 黑 龙 江 中 医 药 大 学 第 一

附 属 医 院 ， 各 中 药 由 张 洋 研 究 员 鉴 定 为 正 品 。 将 药 煎 煮 后 浓

缩 至 每 1 mL含 2 g 生 药 ， 4 益冰 箱 保 存 。

1.4 主要试剂 胎 牛 血 清 （ Thermo 公 司 ， 批 号 ： 2110875CP） ；

DMEM 高 糖 培 养 基 （ 武 汉 普 诺 赛 生 命 科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ：

WHB823F261） ； 胰 酶 （ 批 号 ： 20230925） 、 青 链 霉 素 （ 批 号 ：

20230907） 、 CCK-8 试 剂 盒 （ 批 号 ： 20230801） 均 购 自 苏 州 新 赛

美 生 物 科 技 有 限 公 司 ； cTnT 试 剂 盒 [ 罗 氏 （ Roche） 公 司 ， 批 号 ：

47493202]； LDH 试 剂 盒 （ 批 号 ： 20230103） 、 BCA 蛋 白 测 定 试 剂

盒 （ 批 号 A045-3-2） 均 购 自 南 京 建 成 生 物 工 程 研 究 所 ； GAPDH

抗 体 （ 武 汉 博 士 德 生 物 工 程 有 限 公 司 ， 批 号 ： BM3896） ； SDS-

PAGE 凝 胶 制 备 试 剂 盒 （ 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ：

P20231203） ； HIF-1琢抗 体 （ 批 号 ： ab179483） 、 JAK2 抗 体 （ 批 号 ：

ab108596） 、 山 羊 抗 兔 二 抗 （ 批 号 ： ab205718） 、 山 羊 抗 小 鼠 二 抗

（ 批 号 ： ab205719） 均 购 自 英 国 Abcam公 司 。

1.5 主要仪器 EVOS 全 自 动 细 胞 成 像 系 统 （ EVOS FLoid） ；

CO2恒 温 培 养 箱 （ ThermoFisher 公 司 ， 型 号 ： 3111） ； 低 速 离 心 机

（ 常 杰 博 森 仪 器 有 限 公 司 ， 型 号 ： LGR20-W） ； 酶 标 仪 （ 美 国

Bio-Rad 公 司 ， 型 号 ： iMark） ； 电 泳 仪 （ 北 京 六 一 生 物 科 技 有 限

The enrichment results of gene ontology (GO) enrichment analysis and Kyoto encyclopedia of genes and

genomes (KEGG) pathway enrichment analysis were visualized using the bioinformatict platform. The "components-

target-pathway" interaction network was established with Cytoscape v3.9.1. Molecular docking of core compo原

nents was performed by AutoDockTools and PyMol software. In vitro, H9c2 cardiomyocytes were induced with

H2O2 to construct oxidative stress model, and the optimal drug concentration was screened by CCK-8. The

content of lactate dehydrogenase (LDH) and cardiac troponin T (c-TnT) was detected by enzyme-linked im原

munosorbent assay (ELISA), and the content of reactive oxygen species (ROS) and mitochondria was detected by

laser confocal microscopy. Western blotting was used to verify the predicted pathway, and real-time quantitative

PCR was used to detect the mRNA levels of core targets. Results: There were 109 active ingredients in

Qingying Shengmai decoction, corresponding to 1 002 targets, of which 122 targets were related to the treatment

of MIRI. GO enrichment analysis obtained a total of 2 494 items. A total of 195 pathways were obtained by

KEGG enrichment analysis, mainly involving TNF signaling pathway, HIF-1 signaling pathway, JAK-STAT signaling

pathway, etc. The results of molecular docking showed that the binding forces of quercetin, luteolin, kaempferol

with TNF, IL-6, HIF-1琢, JAK2, STAT3 and other key target proteins were stable. Cell experiments showed

that the serum containing Qingying Shengmai decoction drug-containing serum could reduce the levels of LDH

and c-TnT (P<0.05), inhibit the generation of ROS, and increase the content of mitochondria (P<0.05). The results

of Western blotting and PCR showed that the Qingying Shengmai decoction drug -containing serum could

down-regulate the expression of HIF-1琢 and up-regulate the protein and mRNA expression of JAK2 (P<0.05).

Conclusion: Qingying Shengmai decoction has a multi-component, multi-target and multi-pathway therapeutic

effect on myocardial ischemia reperfusion injury. The Qingying Shengmai decoction drug-containing serum may

alleviate oxidative stress-induced myocardial injury by regulating HIF-1琢 and JAK2 signaling pathway.

[Keywords] myocardial ischemia reperfusion injury; Qingying sheng mai decoction; network pharmacology;

molecular docking; oxidative stress; H9c2 cells
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公 司 ， 型 号 ： DYY-6C） ； 转 膜 仪 （ 上 海 天 能 科 技 有 限 公 司 ， 型

号 ： VE-186） ； 摇 床 （ 上 海 智 城 分 析 仪 器 制 造 有 限 公 司 ， 型 号 ：

QHZ-98B） ； 超 薄 切 片 机 （ 型 号 ： Leica UC7） 、 染 色 机 （ 型 号 ：

Autostainer XL） 均 购 自 德 国 徕 卡 仪 器 有 限 公 司 。

2 方 法

2.1 网络药理学及分子对接

2.1.1 清 营 生 脉 汤 活 性 成 分 和 靶 点 筛 选 利 用 TCMSP 数 据

库 （ https://old.tcmsp-e.com/tcmsp.php） 和 BATM-AN-TCM 数 据

库 （ http://bionet.ncpsb.org/batman-tcm/） 以 口 服 生 物 利 用 度 （ oral

bioavailability ， OB） 逸30豫 、 类 药 性 （ drug likeness， DL） 逸0.18

为 标 准 检 索 清 营 生 脉 汤 活 性 成 分 和 靶 点 ， 采 用 UniProt 数 据

库 （ https://www.uniprot.org/） 对 靶 点 名 称 进 行 校 正 ， 筛 选 清 营 生

脉 汤 的 活 性 成 分 和 相 关 靶 点 。

2.1.2 MIRI 疾 病 靶 点 筛 选 以 “ Myocardial Ischemia Reper原

fusion Injury ” 为 关 键 词 ， 检 索 GeneCards 数 据 库 （ http ： //www.

genecards. org/） 和 OMIM数 据 库 （ http： //www.omim.org/） 中 MIRI

的 相 关 靶 点 ， 合 并 后 删 除 重 复 值 ， 获 得 疾 病 相 关 靶 点 ， 通 过

UniProt数 据 库 对 预 测 靶 点 名 称 进 行 匹 配 规 范 。

2.1.3 筛 选 共 同 靶 点 及 蛋 白 质 - 蛋 白 质 相 互 作 用 （ PPI） 网 络

构 建 利 用 Venny平 台 （ https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/） ，

得 到 药 物 与 疾 病 共 同 靶 点 。 将 其 导 入 String11.5 数 据 库 ， 选 择

“ Homo sapiens” 类 型 ， 构 建 蛋 白 质 - 蛋 白 质 相 互 作 用 （ PPI） 网

络 模 型 ， 根 据 CytoNCA插 件 得 到 核 心 靶 点 。

2.1.4 基 因 本 体 （ GO） 与 京 都 基 因 和 基 因 组 百 科 全 书 （ KEGG）

富 集 分 析 在 Metascape 平 台 （ https://metascape.org/gp/index.

html#/main/step1） 输 入 “ 2.1.3” 项 中 排 名 前 25 的 靶 点 ， 对 GO 生

物 过 程 、 细 胞 组 件 和 分 子 功 能 以 及 KEGG 路 径 进 行 分 析 ， 利 用

微 生 信 平 台 （ https://www.bioinformatics.com.cn/） 的 富 集 气 泡 图

取 排 列 在 前 20 的 结 果 进 行 可 视 分 析 。

2.1.5 活 性 成 分 - 交 集 靶 点 - 关 键 通 路 作 用 网 络 构 建 基 于

“ 2.1.1” 项 的 活 性 成 分 、 “ 2.1.2” 项 的 靶 点 、 “ 2.1.4 ” 项 前 20 关 键

通 路 ， 利 用 Cytoscape v3.9.1 软 件 构 建 “ 成 分 - 靶 点 - 通 路 ” 网 络

关 系 图 。

2.1.6 分 子 对 接 将 关 键 活 性 成 分 与 目 标 靶 点 进 行 分 子 对

接 ， 在 PubChem（ https： //PubChem.ncbi.nlm.nih.gov/） 获 取 配 体

的 2D 结 构 ， Chem3D 软 件 （ https://library.bath.ac.uk/chemistry-

software/chem3d） 优 化 结 构 ， PDB 数 据 库 （ http://www.rcsb.org/）

获 取 蛋 白 质 结 构 ， 使 用 Autodock（ http://autodock.scripps.edu/）

进 行 原 蛋 白 质 处 理 及 分 子 对 接 ， 使 用 PyMOL（ https://pymol.org/）

软 件 做 出 3D结 合 模 式 图 。

2.2 细胞实验研究

2.2.1 空 白 血 清 和 含 药 血 清 的 制 备 大 鼠 适 应 性 饲 养 1 周 ，

随 机 分 为 空 白 血 清 组 10 只 和 含 药 血 清 组 20 只 。 清 营 生 脉 汤 剂

量 根 据 人 和 大 鼠 的 体 表 面 积 进 行 换 算 ， 给 予 15.3 g/（ kg· d） 清

营 生 脉 汤 灌 胃 ， 空 白 血 清 组 予 同 等 剂 量 生 理 盐 水 灌 胃 ， 2 次 /d，

连 续 7d， 最 后 一 次 灌 胃 1 h后 腹 主 动 脉 取 血 ， 静 置 2 h后 3 500 r/min

离 心 15min（ 离 心 半 径 为 9.5 cm） 取 血 清 ， 56益水 浴 30 min灭 活 补

体 ， 0.22 滋mol/L过 滤 器 过 滤 后 分 装 ， 存 储 于 -80 益超 低 温 冰 箱 。

2.2.2 细 胞 培 养 与 传 代 H9c2 细 胞 用 含 有 10% 胎 牛 血 清 、 1%

双 抗 的 DMEM高 糖 培 养 基 ， 在 37 益、 5%CO2细 胞 培 养 箱 中 培 养 。

定 期 检 查 并 更 换 培 养 液 ， 待 细 胞 培 养 至 80%耀90% 融 合 ， 加 入

2 mL的 0.25%胰 酶 消 化 ， 离 心 重 悬 后 ， 传 代 备 用 。

2.2.3 H9c2 细 胞 氧 化 应 激 模 型 构 建 采 用 过 氧 化 氢 （ H2O2）

干 预 H9c2 细 胞 构 建 氧 化 应 激 模 型 。 取 对 数 生 长 的 H9c2 细 胞 ，

调 整 密 度 为 1伊104个 /mL， 接 种 于 6 孔 板 中 ， 放 于 培 养 箱 中 培 养

24 h。 取 浓 度 为 30% 的 H2O2 原 液 10 滋L， 加 入 到 9.78 mL 无 菌 双

蒸 水 中 混 匀 ， 配 制 成 浓 度 为 10 mmol/L 的 H2O2 溶 液 ， 在 完 全 培

养 基 中 加 入 10 mmol/L的 H2O2溶 液 配 制 成 浓 度 为 400 滋mol/L的

诱 导 剂 ， 全 程 避 光 。 取 出 6 孔 板 ， PBS 清 洗 后 ， 加 入 诱 导 剂 ， 放 入

培 养 箱 中 培 养 2 h 。

2.2.4 CCK-8 法 筛 选 清 营 生 脉 汤 含 药 血 清 最 佳 干 预 浓 度

将 H9c2 细 胞 按 1伊104 个 /100 滋L 接 种 在 96 孔 板 中 并 培 养 24 h，

采 用 不 同 稀 释 浓 度 （ 0% 、 5% 、 10% 、 20% 、 30% 、 40% 、 50%） 的 清

营 生 脉 汤 含 药 血 清 处 理 细 胞 ， 每 组 重 复 3 孔 ， 分 别 孵 育 6 h 、

12 h 、 24 h， 酶 标 仪 检 测 450 nm 处 吸 光 度 ， 计 算 H9c2 细 胞 活 性 ，

细 胞 活 性 =OD 实 验 孔 -空 白 孔 /OD 对 照 孔 -空 白 孔 伊100% ， 选 取 最 佳 干 预 浓

度 进 行 后 续 实 验 。

2.2.5 分 组 及 干 预 将 H9c2 细 胞 分 为 空 白 组 、 模 型 组 、 空 白

血 清 组 、 含 药 血 清 组 。 空 白 组 用 含 10%胎 牛 血 清 的 完 全 培 养 基

进 行 常 规 培 养 。 模 型 组 使 用 完 全 培 养 基 常 规 培 养 24 h 后 ， 按

“ 2.2.3 ” 方 法 进 行 造 模 。 空 白 血 清 组 和 含 药 血 清 组 分 别 根 据

“ 2.2.4 ” 项 下 的 结 果 加 入 最 佳 浓 度 的 空 白 血 清 和 清 营 生 脉 汤

含 药 血 清 制 备 完 全 培 养 基 ， 预 处 理 12 h ， 按 “ 2.2.3” 方 法 造 模 。

2.2.6 检 测 各 组 细 胞 LDH 及 c-TnT 经 孵 育 、 造 模 后 ， 收 集 细

胞 培 养 基 上 清 ， 再 利 用 LDH 活 性 检 测 试 剂 盒 和 cTnT 检 测 试 剂

盒 处 理 样 品 ， 酶 标 仪 在 450 nm波 长 处 测 定 吸 光 值 来 测 定 LDH和

cTnT的 释 放 量 。

2.2.7 激 光 共 聚 焦 检 测 ROS 及 线 粒 体 能 量 在 避 光 的 情 况

下 ， 将 MitoSOX 及 Mitotracker Green 染 剂 用 完 全 培 养 基 稀 释

1 000 倍 ， 细 胞 核 染 剂 （ hoechst33342） 稀 释 2 000 倍 。 细 胞 在 给

药 、 造 模 、 PBS清 洗 后 ， 将 两 种 染 剂 分 别 加 入 小 皿 中 孵 育 30 min。

孵 育 结 束 后 用 PBS清 洗 ， 加 入 细 胞 核 染 剂 再 孵 育 30min ， 利 用 激

光 共 聚 焦 荧 光 染 色 技 术 ， 测 定 各 组 H9c2 细 胞 ROS 水 平 及 线 粒

体 含 量 。

2.2.8 Western blotting 检 测 细 胞 内 HIF-1琢、 JAK2 蛋 白 表 达 水

平 收 集 各 组 细 胞 ， PBS清 洗 ， 每 孔 加 入 100 滋L RIPA 裂 解 液 ，

4益裂 解 30 min后 快 速 刮 取 细 胞 离 心 （ 12 500 r/min， 离 心 半 径 为

9.5 cm， 离 心 15 min） 取 上 清 ， 收 集 细 胞 总 蛋 白 ， 用 BCA 法 测 量 总

蛋 白 浓 度 。 制 胶 ， SDS-PAGE 凝 胶 电 泳 分 离 后 转 到 PVDF 膜 上 ，

用 含 5% 脱 脂 奶 粉 的 TBST 溶 液 进 行 封 闭 ， 加 入 一 抗 4 益 过

夜 。 各 抗 体 稀 释 比 例 为 单 克 隆 抗 体 HIF-1琢（ 1 颐1 000） 、 单

克 隆 抗 体 JAK2（ 1颐1 000） 、 单 克 隆 抗 体 茁-actin（ 1颐5 000） 。 TBST

溶 液 洗 膜 3 次 ， 10 min/ 次 ， 加 入 二 抗 常 温 孵 育 1 h： 山 羊 抗 兔 二

抗 （ 1颐2 000） 、 山 羊 抗 小 鼠 二 抗 （ 1颐2 000） ， TBST 溶 液 洗 膜 ， 最 后

用 ECL发 光 法 进 行 显 影 。 以 茁-actin为 内 参 计 算 HIF-1琢、 JAK2 蛋

白 的 相 对 表 达 量 。

2.2.9 PCR 检 测 HIF-1琢 mRNA 及 JAK2 mRNA 的 表 达 收 集

各 组 细 胞 ， 加 入 1 mL trizol 裂 解 液 裂 解 ， 提 取 细 胞 RNA， 用 分

光 光 度 计 检 测 其 浓 度 和 纯 度 ， 在 37 益 30 min、 85 益 1 min反 应

条 件 下 进 行 反 转 录 。 根 据 PCR试 剂 盒 要 求 ， 在 “ 95 益 30 s； 95 益
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5 s； 60 益 30 s” 下 40 个 循 环 ， 进 行 检 测 PCR 扩 增 ， 以 GAPDH 为

内 参 ， 2-驻驻CT法 计 算 细 胞 内 HIF-1琢 mRNA 和 JAK2 mRNA 的 相

对 表 达 量 。 各 引 物 的 序 列 见 表 1。

表 1 各引物序列表

基 因 名 称 引 物 序 列 （ 5'-3'） 片 段 长 度 /bp

HIF-1琢 F： CAAACTCCCTCACC 156

R： CAAACTCCCTCACC

JAK2 F： AGTGGAGGAGACAAGC 175

R： TCAGATCACGGATGAC

GAPDH F： CGGACGCCTGGTTA 216

R： TTGATGTTAGCGGGAT

2.2.10 统 计 学 方 法 全 部 的 统 计 学 处 理 均 使 用 SPSS 23.0 版

本 软 件 完 成 ， 数 据 以 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 。 多 组 比 较 采

用 单 因 素 方 差 分 析 ， 两 两 比 较 方 差 齐 者 采 用 LSD 检 验 ， 方 差 不

齐 则 采 用 Tamhane忆s T2 检 验 。 约0.05为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

3 结 果

3.1 网络药理学及分子对接结果

3.1.1 清 营 生 脉 汤 的 活 性 成 分 和 靶 点 结 合 两 个 数 据 库 ， 共

筛 选 出 133 个 清 营 生 脉 汤 化 学 成 分 ， 其 中 12 个 黄 芪 化 学 成 分 、

9 个 麦 冬 化 学 成 分 、 15 个 生 地 黄 化 学 成 分 、 13 个 苦 参 化 学 成

分 、 4 个 玄 参 化 学 成 分 、 7 个 西 洋 参 化 学 成 分 、 19 个 丹 参 化 学 成

分 、 8 个 五 味 子 化 学 成 分 、 19 个 甘 草 化 学 成 分 、 12 个 金 银 花 化

学 成 分 、 15 个 连 翘 化 学 成 分 。 删 除 重 复 成 分 后 共 获 得 109 个 化

学 成 分 ， 进 行 人 源 基 因 转 换 去 重 后 得 到 1 002 个 靶 点 。 （ 见 图 1）

图 1 成分-靶点图

3.1.2 MIRI疾 病 靶 点 筛 选 利 用 “ Myocardial Ischemia Reperfu原

sion Injury” 为 关 键 词 进 行 查 询 ， 分 别 检 索 GeneCards数 据 库 和

OMIM 数 据 库 中 MIRI 的 相 关 靶 点 ， 匹 配 规 范 后 发 现 疾 病 靶 点

1 074 个 。

3.1.3 共 同 靶 点 及 PPI 网 络 构 建 利 用 Venny 得 到 清 营 生 脉

汤 -MIRI共 同 靶 点 122 个 ， 为 清 营 生 脉 汤 治 疗 MIRI 的 潜 在 作 用

靶 点 。 （ 见 图 2） 将 122 个 交 集 靶 点 导 入 String 平 台 ， 设 置 交 互 因

子 设 为 0.9 ， 隐 藏 游 离 靶 点 ， 保 存 蛋 白 交 互 信 息 文 件 并 将 其 导

入 Cytoscape 3.9.1 软 件 ， 构 建 PPI网 络 图 。 （ 见 图 3）

图 2 交集靶点 Venn图

图 3 交集靶点 PPI网络图

3.1.4 清 营 生 脉 汤 治 疗 MIRI 的 GO 与 KEGG 富 集 分 析 将 清

营 生 脉 汤 -MIRI共 同 靶 点 输 入 Metascape 网 站 ， 进 行 富 集 分 析 ，

将 值 的 截 止 值 设 置 为 0.01 。 找 出 清 营 生 脉 汤 治 疗 MIRI的 作 用

机 制 和 潜 在 靶 点 。 最 终 GO 功 能 富 集 分 析 获 得 2 494 个 条 目 ， 其

中 包 括 生 物 过 程 （ biological process， BP） 2 037 个 条 目 、 细 胞 组

分 （ cellular component ， CC） 101 个 条 目 、 分 子 功 能 （ molecular

function， MF） 161 个 条 目 。 KEGG 富 集 分 析 获 得 195 个 通 路 。 利

用 lg 值 ， 分 别 取 前 20 位 进 行 可 视 化 分 析 。 清 营 生 脉 汤 主 要 参

与 的 BP包 括 血 液 循 环 、 细 胞 迁 移 、 对 脂 多 糖 的 反 应 、 对 氧 气 水

平 反 应 、 炎 症 反 应 等 （ 见 图 4） ； 其 涉 及 的 CC 主 要 是 细 胞 活 性 ，

尤 其 是 配 体 与 受 体 之 间 的 结 合 能 力 通 常 介 导 细 胞 内 的 生 物

反 应 （ 见 图 5） ； 其 涉 及 的 MF 主 要 集 中 在 酶 结 合 、 蛋 白 质 结 合 、

转 录 因 子 结 合 、 受 体 配 体 活 性 等 。 （ 见 图 6） KEGG 涉 及 的 通 路

则 包 括 肿 瘤 坏 死 因 子 （ tumor necrosis factor， TNF） 信 号 通 路 、

低 氧 诱 导 因 子 -1（ hypoxia-inducible factor-1 ， HIF-1） 信 号 通

路 、 蛋 白 酪 氨 酸 激 酶 （ Janus Kinase ， JAK） - 信 号 转 导 及 转 录 激

活 因 子 （ signal transducer and activator of transcription， STAT）

信 号 通 路 。 （ 见 图 7）

图 4 BP功能富集分析结果

图 5 CC功能富集分析结果
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图 6 MF功能富集分析结果

图 7 KEGG通路分析结果

3.1.5 “ 药 物 成 分 - 靶 点 - 通 路 ” 网 络 构 建 运 用 Cytoscape

v3.9.1 构 建 “ 药 物 成 分 -MIRI 靶 点 - 通 路 ” 网 络 。 （ 见 图 8） 黄 色 六

边 形 代 表 药 物 活 性 成 分 ， 橙 色 六 边 形 代 表 药 物 共 有 成 分 ， 粉

色 三 角 形 代 表 信 号 通 路 ， 紫 色 菱 形 代 表 靶 点 。 通 过 NetworkAn原

alyzer 分 析 得 出 1 132 个 节 点 。 根 据 degree 、 closeness 和 between原

ness 参 数 大 于 阈 值 筛 选 关 键 靶 点 。 将 成 分 、 靶 点 、 通 路 进 行

Degree排 序 ， 节 点 越 大 则 Degree越 高 ， 说 明 参 与 生 物 过 程 越 多 。

按 照 Degree 值 取 前 5 的 活 性 成 分 和 前 20 的 作 用 靶 点 作 为 清 营

生 脉 汤 治 疗 MIRI 中 发 挥 主 要 作 用 的 活 性 成 分 及 作 用 靶 点 。

（ 见 表 2~3）

图 8 清营生脉汤治疗 MIRI的 KEGG信号通路关系网络

表 2 药物活性成分网络拓扑分析结果

活 性 成 分 Degree 值 介 度 接 近 中 心 性

槲 皮 素 406 0.128 193 234 0.373 800 860

木 犀 草 素 153 0.032 219 957 0.357 255 770

山 柰 酚 139 0.028 941 072 0.356 129 846

豆 甾 醇 132 0.185 908 827 0.374 296 125

地 黄 素 C 113 0.148 589 752 0.370 370 370

表 3 主要作用靶点网络拓扑分析结果

靶 点 Degree值 靶 点 Degree 值

TNF 109 TLR4 87

IL-6 108 JUN 86

IL-1B 106 FN1 86

AKT1 105 TGFB1 85

MMP9 94 HIF-1琢 85

CCL2 93 JAK2 85

IL10 89 ICAM1 84

IFNG 89 PPARG 83

CASP3 89 BCL2 83

CXCL8 88 STAT3 83

3.1.6 分 子 对 接 结 果 本 研 究 通 过 评 估 结 合 能 以 确 认 网 络 药

理 学 的 有 效 性 。 药 物 成 分 与 核 心 靶 点 结 合 能 低 于 -4.25kcal/mol，

则 分 子 与 靶 点 有 一 定 的 结 合 活 性 [5]。 根 据 清 营 生 脉 汤 主 要 活

性 成 分 及 靶 点 的 网 络 拓 扑 分 析 结 果 ， 选 用 前 三 名 有 效 成 分 作

为 配 体 ： 槲 皮 素 、 木 犀 草 素 、 山 柰 酚 。 根 据 PPI 结 果 、 GO 功 能 和

KEGG富 集 分 析 及 相 关 文 献 ， 最 终 选 取 TNF、 IL-6、 HIF-1琢、 JAK2 、

STAT3 靶 点 进 行 分 子 对 接 。 （ 见 表 4 、 图 9）

表 4 分子对接结果/（kca/mol）

活 性 成 分 TNF IL-6 HIF-1琢 JAK2 STAT3

槲 皮 素 -8.80 -7.50 -5.40 -5.31 -4.47

木 犀 草 素 -7.10 -7.40 -7.50 -6.29 -5.27

山 柰 酚 -8.60 -7.40 -5.59 -5.83 -5.81

图 9 分子对接可视化结果

木 犀 草 素 与 I L - 6 山 柰 酚 与 I L - 6 槲 皮 素 与 I L - 6

木 犀 草 素 与 T N F 山 柰 酚 与 T N F 槲 皮 素 与 T N F

木 犀 草 素 与 J A K 2 山 柰 酚 与 J A K 2 槲 皮 素 与 J A K 2

木 犀 草 素 与 S T A T 3 山 柰 酚 与 S T A T 3 槲 皮 素 与 S T A T 3

木 犀 草 素 与 H I F - 1 α 山 柰 酚 与 H I F - 1 α 槲 皮 素 与 H I F - 1 α
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3.2 细胞实验结果

3.2.1 清 营 生 脉 汤 含 药 血 清 最 佳 浓 度 及 时 间 筛 选 对 比 不

同 浓 度 及 不 同 时 间 作 用 后 的 细 胞 活 力 ， 发 现 当 含 药 血 清 浓

度 为 40% 、 作 用 时 间 为 12 h 时 ， 细 胞 活 力 不 低 于 50% 且 最 接 近

50%。 （ 见 图 10） 故 选 用 浓 度 为 40% 的 清 营 生 脉 汤 含 药 血 清 作

用 12 h 作 为 最 优 浓 度 及 时 间 。

图 10 CCK-8法筛选最佳浓度及时间 （x依s袁n=3）

3.2.2 清 营 生 脉 汤 含 药 血 清 对 H2O2诱 导 H9c2 心 肌 细 胞 损 伤

LDH的 影 响 与 空 白 组 比 较 ， 模 型 组 、 含 药 血 清 组 、 空 白 血 清

组 LDH浓 度 显 著 升 高 （ <0.05） ， 说 明 H2O2能 够 诱 导 H9c2 心 肌

细 胞 产 生 心 肌 损 伤 ； 而 模 型 组 与 空 白 血 清 组 比 较 ， 差 异 无 统

计 学 意 义 （ 跃0.05） ， 说 明 空 白 血 清 不 能 降 低 LDH浓 度 ； 与 模 型

组 比 较 ， 含 药 血 清 组 LDH浓 度 降 低 （ <0.05） ； 与 空 白 血 清 组 比

较 ， 含 药 血 清 组 LDH浓 度 降 低 （ 约0.05） 。 （ 见 表 5）

表 5 各组细胞培养基中 LDH、c-TnT浓度 （x依s）

组 别 n LDH/（ U/mL） c-TnT/（ pg/mL）

空 白 组 3 0.45依0.006 104.23依0.920

模 型 组 3 1.48依0.024a 152.46依0.811a

空 白 血 清 组 3 1.42依0.097a 144.03依2.117a

含 药 血 清 组 3 0.79依0.049ab c 112.20依1.329ab c

注：与空白组比较，a <0.05；与模型组比较，b <0.05；与空

白血清组比较，c <0.05。

3.2.3 清 营 生 脉 汤 含 药 血 清 对 H2O2 诱 导 H9c2 心 肌 细 胞 损 伤

c-TnT 的 影 响 与 空 白 组 比 较 ， 模 型 组 、 空 白 血 清 组 、 含 药 血

清 组 c-TnT 浓 度 显 著 升 高 （ <0.05） ； 与 模 型 组 比 较 ， 含 药 血 清

组 c-TnT 浓 度 降 低 （ <0.05） ； 与 空 白 血 清 组 比 较 ， 含 药 血 清 组

c-TnT浓 度 降 低 （ <0.05） 。 （ 见 表 5）

3.2.4 清 营 生 脉 汤 含 药 血 清 对 H2O2 诱 导 H9c2 心 肌 细 胞 损 伤

ROS 水 平 的 影 响 与 空 白 组 比 较 ， 模 型 组 、 空 白 血 清 组 、 含 药

血 清 组 ROS 水 平 均 显 著 升 高 （ <0.05） ； 与 模 型 组 比 较 ， 含 药 血

清 组 和 空 白 血 清 组 的 ROS 水 平 均 降 低 （ <0.05） ； 与 空 白 血 清

组 比 较 ， 含 药 血 清 组 的 ROS 水 平 更 低 （ <0.05） 。 （ 见 图 11 、 表 6）

3.2.5 清 营 生 脉 汤 含 药 血 清 对 H2O2 诱 导 H9c2 心 肌 细 胞 损 伤

线 粒 体 的 影 响 与 空 白 组 比 较 ， 模 型 组 细 胞 内 线 粒 体 水 平 显

著 降 低 ， 空 白 血 清 组 线 粒 体 水 平 升 高 ， 含 药 血 清 组 线 粒 体 水

平 显 著 升 高 （ <0.05） ； 与 模 型 组 比 较 ， 含 药 血 清 组 线 粒 体 水 平

表 达 升 高 （ <0.05） ； 与 空 白 血 清 组 比 较 ， 含 药 血 清 组 线 粒 体 表

达 显 著 升 高 （ <0.01） 。 （ 见 图 11 、 表 6）

图 11 各组 H9c2细胞 ROS、线粒体水平

表 6 各组 H9c2细胞 ROS、线粒体含量 （x依s）

组 别 n SOX Green

空 白 组 81 11.17依1.33 9.12依3.48

模 型 组 81 49.36依17.15a 5.17依2.31a

空 白 血 清 组 81 22.20依7.47ab 9.27依2.14ab

含 药 血 清 组 81 17.14依5.69ab c 17.51依6.47ab c

注：与空白组比较，a <0.05；与模型组比较，b <0.05；与空

白血清组比较，c <0.05。

3.2.6 Western blotting检 测 HIF-1琢、 JAK2蛋 白 表 达 水 平 与 空

白 组 比 较 ， 模 型 组 细 胞 中 HIF-1琢 表 达 显 著 升 高 （ <0.05） ； 与

模 型 组 比 较 ， 空 白 血 清 组 和 含 药 血 清 组 HIF-1琢 蛋 白 表 达 均 下

降 （ <0.05） ； 空 白 组 HIF-1琢 蛋 白 表 达 与 含 药 血 清 组 比 较 ， 差

异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 与 空 白 组 比 较 ， 模 型 组 细 胞 中 JAK2

蛋 白 表 达 显 著 降 低 （ <0.05） ； 与 模 型 组 比 较 ， 空 白 血 清 组 差 异

无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） ， 含 药 血 清 组 JAK2 蛋 白 表 达 升 高 （ <

0.05） ： 与 空 白 血 清 组 比 较 ， 含 药 血 清 组 JAK2 蛋 白 表 达 显 著 升

高 （ <0.05） 。 （ 见 表 7、 图 12）

表 7 各组 HIF-1琢、JAK2蛋白表达情况 （x依s）

组 别 n HIF-1琢 JAK2

空 白 组 3 1.00依0.000 1.00依0.000

模 型 组 3 1.48依0.020a 0.64依0.035a

空 白 血 清 组 3 1.16依0.080ab 0.66依0.042a

含 药 血 清 组 3 1.00依0.040bc 0.88依0.038ab c

注：与空白组比较，a <0.05；与模型组比较，b <0.05；与空

白血清组比较，c <0.05。

注：A.空白组；B.模型组；C.空白血清组；D.含药血清组。

图 12 各组大鼠心肌细胞内 JAK2、HIF-1琢的蛋白表达

3.2.7 PCR 检 测 HIF-1琢 mRNA 及 JAK2 mRNA 的 表 达 与 空

白 组 比 较 ， 模 型 组 与 空 白 血 清 组 细 胞 HIF-1琢 mRNA 相 对 表

清 营 生 脉 汤 含 药 血 清 浓 度

空 白 组

模 型 组

空 白 血 清 组

含 药 血 清 组

130 kDa

93 kDa

43 kDa

A B C D

JAK2

HIF-1琢

茁-actin
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达 量 显 著 增 加 （ <0.05） ， 含 药 血 清 组 HIF-1琢 mRNA 相 对 表 达

量 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） ； 与 模 型 组 比 较 ， 空 白 血 清 组

HIF-1琢 mRNA差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） ， 含 药 血 清 组 HIF-1琢

mRNA 相 对 表 达 量 显 著 下 降 （ <0.05） 。 与 空 白 组 比 较 ， 模 型

组 、 空 白 血 清 组 、 含 药 血 清 组 JAK2 mRNA 相 对 表 达 量 显 著 降

低 （ <0.05） ； 与 模 型 组 比 较 ， 空 白 血 清 组 中 JAK2 mRNA 差 异

无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） ， 含 药 血 清 组 中 JAK2mRNA相 对 表 达 量

显 著 增 加 （ <0.05） 。 （ 见 表 8）

表 8 各组HIF-1琢 mRNA、JAK2 mRNA相对表达情况（x依s）

组 别 n HIF-1琢 mRNA JAK2 mRNA

空 白 组 3 0.77依0.10 1.17依0.13

模 型 组 3 1.21依0.15a 0.35依0.03a

空 白 血 清 组 3 1.18依0.14a 0.32依0.05a

含 药 血 清 组 3 0.91依0.18bc 0.99依0.07ab c

注：与空白组比较，a <0.05；与模型组比较，b <0.05；与空

白血清组比较，c <0.05。

4 讨 论

中 医 学 中 没 有 “ 心 肌 缺 血 再 灌 注 损 伤 ” 这 一 名 称 ， 可 归 为

“ 胸 痹 ” “ 真 心 痛 ” “ 心 悸 ” 的 范 畴 。 其 基 本 病 机 为 心 脉 痹 阻 ， 病

理 性 质 为 本 虚 标 实 ， 本 虚 为 气 血 阴 阳 不 足 ， 标 实 为 痰 浊 血 瘀

热 毒 ， 治 疗 则 先 治 其 标 ， 后 治 其 本 [6]。 基 于 MIRI 气 阴 两 虚 、 瘀 血

阻 络 的 病 机 特 点 ， 治 疗 要 从 活 血 化 瘀 、 益 气 养 阴 入 手 。 清 营 生

脉 汤 由 清 营 汤 和 生 脉 饮 加 减 而 成 。 清 营 汤 出 自 温 病 大 家 吴 鞠

通 的 《 温 病 条 辨 》 ， 源 于 叶 天 士 的 《 临 证 指 南 医 案 》 ， 此 方 治 证 为

温 热 病 之 热 邪 由 气 分 转 入 营 分 之 症 ； 生 脉 饮 源 于 《 千 金 方 》 ，

用 于 治 疗 气 阴 两 虚 证 。 清 营 生 脉 汤 组 方 中 西 洋 参 善 补 气 养

阴 ， 又 善 清 热 生 津 ； 黄 芪 健 脾 补 中 、 活 血 化 瘀 ； 二 者 共 为 君 药 。

麦 冬 善 治 心 肺 阴 虚 ； 生 地 黄 可 清 热 凉 血 ， 养 阴 生 津 ； 金 银 花 、

连 翘 有 轻 清 透 泄 之 性 ， 可 使 营 分 热 邪 向 外 从 气 分 透 泄 而 解 ，

共 为 臣 药 。 苦 参 可 去 心 经 火 热 ， 丹 参 可 活 血 祛 瘀 、 清 心 除 烦 ，

玄 参 滋 阴 降 火 、 解 毒 凉 血 ， 配 以 五 味 子 敛 阴 生 津 ， 四 者 共 为 佐

药 。 甘 草 调 和 诸 药 ， 为 使 药 。 诸 药 合 用 达 活 血 祛 瘀 、 益 气 养 阴 、

通 络 止 痛 之 功 效 [7]。

该 研 究 根 据 网 络 药 理 学 方 法 ， 筛 选 出 清 营 生 脉 汤 中 槲 皮

素 、 木 犀 草 素 、 山 柰 酚 等 活 性 成 分 与 MIRI 蛋 白 靶 点 相 互 作 用

较 多 ， 说 明 这 3 种 活 性 成 分 在 治 疗 MIRI 过 程 中 起 到 关 键 作 用 。

研 究 [8-9]发 现 ， 槲 皮 素 能 减 轻 心 肌 梗 死 面 积 和 心 肌 凋 亡 率 ， 降

低 ROS 水 平 和 减 少 氧 化 应 激 ， 有 效 减 轻 心 肌 缺 氧 损 伤 ， 并 上

调 JAK2 和 STAT3 的 磷 酸 化 水 平 ， 促 进 内 源 性 能 量 的 生 成 ，

改 善 心 肌 缺 血 后 线 粒 体 功 能 。 木 犀 草 素 能 通 过 激 活 并 调 控

AKT/mTOR/STAT3 信 号 通 路 ， 抑 制 氧 化 损 伤 、 细 胞 凋 亡 和 自 噬

而 在 IR中 起 到 心 脏 保 护 作 用 [10]。 山 柰 酚 能 够 降 低 ROS和 NADPH

氧 化 酶 活 性 ， 使 GSH 显 著 升 高 ， 说 明 山 柰 酚 可 能 通 过 抑 制 氧

化 应 激 刺 激 在 心 肌 保 护 中 发 挥 作 用 [11]。 PPI 网 络 显 示 ， MIRI 与

TNF 、 IL-6 、 JAK2 、 STAT3 、 HIF-1琢 等 靶 点 关 系 密 切 。 这 些 蛋 白

被 认 为 是 Hub靶 点 ， 可 能 在 清 营 生 脉 汤 治 疗 MIRI的 过 程 中 起 着

重 要 作 用 。 为 了 预 测 清 营 生 脉 汤 治 疗 MIRI的 潜 在 分 子 机 制 ， 同

时 对 靶 蛋 白 进 行 了 GO和 KEGG 通 路 富 集 分 析 。 GO 分 析 的 结 果

显 示 ， 这 些 靶 点 主 要 涉 及 细 胞 膜 筏 、 调 控 细 胞 传 导 的 膜 微 区 、

细 胞 活 性 、 信 号 激 活 与 信 号 传 导 等 生 物 功 能 。 KEGG 通 路 分 析

结 果 显 示 清 营 生 脉 汤 通 过 干 预 多 条 信 号 通 路 干 预 MIRI， 其 中

TNF信 号 通 路 、 HIF-1 信 号 通 路 、 JAK-STAT信 号 通 路 是 具 有 代

表 性 的 通 路 。 TNF 包 括 TNF-琢 和 TNF-茁。 TNF-琢 和 TNF-茁 的 产

生 虽 有 不 同 ， 但 是 二 者 可 共 用 受 体 。 TNF 主 要 由 活 化 的 巨 噬 细

胞 、 NK细 胞 及 T淋 巴 细 胞 产 生 ， 目 前 多 指 TNF-琢[12]。 TNF-琢 能 抑 制

心 肌 收 缩 力 和 诱 导 心 肌 细 胞 凋 亡 。 TNF-琢 表 达 增 加 可 诱 导 炎

性 信 号 转 导 通 路 激 活 ， 促 进 炎 症 细 胞 浸 润 ， 最 终 导 致 心 功 能

障 碍 [13]。 IL-6 为 常 见 炎 症 因 子 ， 能 够 提 高 心 肌 细 胞 黏 附 作 用 ，

导 致 心 肌 纤 维 化 、 形 成 血 栓 、 抑 制 心 肌 收 缩 力 ， 损 伤 心 肌 细 胞 [14] 。

JAK2 和 STAT3 分 别 属 于 JAK 和 STAT 家 族 成 员 。 JAK2-STAT3

信 号 通 路 主 要 通 过 调 控 生 存 素 基 因 、 增 殖 基 因 、 血 管 内 皮 生

长 因 子 等 的 表 达 ， 促 进 细 胞 生 长 、 增 殖 、 分 化 、 转 移 等 [15]。 JAK蛋

白 是 一 类 非 受 体 型 酪 氨 酸 激 酶 ， 对 于 细 胞 生 长 、 增 殖 和 分 化 具

有 重 要 的 调 控 作 用 。 在 氧 化 应 激 条 件 下 ， JAK2 的 激 活 对 于 改

善 左 室 重 构 和 增 强 心 肌 收 缩 功 能 具 有 积 极 的 作 用 ， 同 时 JAK2

还 能 抑 制 ROS 的 产 生 。 这 表 明 JAK2 在 细 胞 的 应 激 反 应 和 保 护

中 扮 演 着 重 要 的 角 色 [16]。 HIF-1是 在 氧 平 衡 调 节 中 起 关 键 作 用

的 转 录 因 子 ， 通 过 调 控 多 种 靶 基 因 的 转 录 活 性 来 介 导 细 胞 对

缺 血 和 /或 缺 氧 的 适 应 性 反 应 。 HIF-1琢 是 一 种 内 源 性 抗 氧 化

应 激 调 节 剂 。 当 局 部 组 织 发 生 氧 化 应 激 时 HIF-1琢 通 路 激 活 ，

活 性 氧 水 平 也 随 之 升 高 [17]， 同 时 HIF-1琢 的 降 解 途 径 被 抑 制 ，

导 致 其 稳 定 化 。 这 种 稳 定 的 形 式 会 转 移 到 细 胞 核 ， 并 与 HIF-1茁

形 成 活 性 复 合 物 。 活 性 复 合 物 通 过 与 缺 氧 反 应 元 件 的 特 定

DNA 序 列 结 合 来 调 节 转 录 活 性 ， 从 而 调 控 基 因 表 达 [18]。 降 低

HIF-1琢 的 表 达 能 够 下 调 NF-资B 和 胱 天 蛋 白 酶 3 表 达 ， 抑 制 炎

症 因 子 IL-6 、 IL-1茁、 TNF-琢的 释 放 ， 抑 制 机 体 炎 症 反 应 和 心 肌

细 胞 凋 亡 ， 而 HIF-1琢 沉 默 会 加 重 心 肌 细 胞 的 损 伤 [19]。 本 研 究

的 分 子 对 接 结 果 显 示 ， 清 营 生 脉 汤 中 的 主 要 活 性 成 分 木 犀 草

素 、 山 柰 酚 、 槲 皮 素 与 关 键 核 心 靶 点 的 结 合 活 性 良 好 ， 提 示 其

在 治 疗 过 程 中 起 关 键 作 用 。 综 上 所 述 ， 氧 化 应 激 与 炎 症 反 应

是 MIRI发 生 发 展 过 程 中 心 肌 损 伤 的 重 要 机 制 ， TNF、 IL-6 是 炎

症 反 应 的 关 键 信 号 分 子 ， 而 HIF-1琢、 JAK2 参 与 MIRI 氧 化 应 激

整 个 过 程 。 本 课 题 组 前 期 已 经 对 清 营 生 脉 汤 能 够 减 轻 MIRI 的

炎 症 反 应 进 行 了 验 证 [7]， 故 本 次 选 用 HIF-1琢、 JAK2 作 为 氧 化

应 激 的 关 键 靶 点 进 行 实 验 验 证 。

在 缺 血 期 间 ， 组 织 缺 氧 ， 导 致 能 量 代 谢 方 式 由 脂 肪 酸 氧

化 转 变 为 糖 酵 解 [20]。 缺 血 区 域 的 血 流 供 应 重 新 建 立 时 ， 产 生 大

量 的 ROS ， 打 破 了 原 有 的 氧 化 还 原 平 衡 状 态 ， 使 心 肌 细 胞 膜 的

收 缩 性 和 脂 质 过 氧 化 降 低 ， 通 过 凋 亡 途 径 、 自 噬 途 径 及 炎 症

反 应 导 致 心 肌 细 胞 坏 死 [21-22] 。 细 胞 实 验 结 果 显 示 ， 清 营 生 脉

汤 浓 度 、 时 间 为 40% 、 12 h 时 对 H2O2诱 导 的 H9c2 氧 化 应 激 模 型

作 用 效 果 最 佳 。 清 营 生 脉 汤 能 降 低 LDH 、 cTnT 的 浓 度 ， 降 低

ROS 水 平 ， 提 高 线 粒 体 水 平 ， 并 通 过 下 调 HIF-1琢、 上 调 JAK2 蛋

白 和 mRNA的 表 达 ， 保 护 细 胞 免 受 氧 化 应 激 的 损 伤 。

综 上 所 述 ， 清 营 生 脉 汤 可 能 通 过 槲 皮 素 、 木 犀 草 素 、 山 柰

酚 等 活 性 成 分 作 用 于 HIF-1琢 、 JAK2 等 核 心 蛋 白 靶 点 ， 抑 制

H2O2 诱 导 的 H9c2 心 肌 细 胞 凋 亡 ， 提 高 细 胞 抗 氧 化 应 激 能 力 ，

保 护 线 粒 体 。 本 研 究 体 现 了 中 医 药 防 治 MIRI 的 多 靶 点 、 多 途
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径 的 治 疗 特 点 ， 为 临 床 应 用 提 供 了 新 的 理 论 支 撑 ， 为 阐 明 清

营 生 脉 汤 防 治 MIRI的 潜 在 作 用 机 制 提 供 了 新 的 方 向 和 思 路 。
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