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【摘要】  目的　研究黄芪甲苷（AS-Ⅳ）对新生大鼠心肌细胞缺氧/复氧（H/R）损伤的保护作用，并探讨其潜在的作用

机制。方法　提取并培养新生大鼠心肌细胞，随机分为6组：对照组，H/R组，H/R+低、中、高浓度AS-Ⅳ（AS-Ⅳ终浓度

0.1 μmol/L、1 μmol/L、10 μmol/L）组，和H/R+高浓度AS-Ⅳ（10 μmol/L）+AKT抑制剂（5 μmol/L）组。H/R前分组预处理心肌

细胞（对照组和H/R组不进行预处理）48 h后，除对照组外，其余各组心肌细胞建立细胞H/R损伤模型。MTT法检测各组心

肌细胞活力，实时荧光定量PCR（RT-qPCR）检测自噬基因LC3-Ⅱ、p62的表达，Western blot 检测LC3-Ⅱ、P62蛋白和磷脂酰

肌醇3激酶/丝氨酸苏氨酸蛋白激酶（PI3K/AKT）通路蛋白〔包括AKT、磷酸化（p-）AKT（p-AKT）、p-雷帕霉素（p-mTOR）〕

和自噬启动因子未配位的51样激酶1（ULK1）的表达，免疫荧光染色检测心肌细胞自噬体P62的表达。结果　AS-Ⅳ在本研

究低、中、高浓度范围内以浓度依赖的方式改善H/R损伤下心肌细胞活力，并抑制H/R损伤后的心肌细胞自噬基因LC3-
Ⅱ和p62 mRNA和蛋白的表达，抑制ULK1蛋白的表达（P<0.05），添加AKT抑制剂后，AS-Ⅳ的以上作用被部分抑制

（P<0.05）。AS-Ⅳ对AKT和mTOR蛋白的表达没有影响（P>0.05），但可以促进AKT和mTOR的磷酸化（P<0.05）。免疫荧光

染色检测结果显示，高浓度AS-Ⅳ可以逆转H/R损伤诱导的自噬体P62的表达。结论　AS-Ⅳ对H/R损伤心肌细胞具有保护

作用，其作用机制可能是通过激活PI3K/AKT途径中的mTOR信号降低自噬水平，从而预防H/R损伤。
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【Abstract】   Objective　The purpose of this study was to investigate the protective effect of astragaloside Ⅳ (AS-
Ⅳ) on  neonatal  rats’  hypoxic/reoxygenated  (H/R)  injured  myocardial  cells  and  to  explore  its  underlying  mechanism.
Methods　Cardiac  cells  were  extracted  from newborn  rats  and  divided  into  control,  H/R,  H/R-low AS-Ⅳ (0.1  μmol/L
AS-Ⅳ), H/R-medium AS-Ⅳ (1 μmol/L AS-Ⅳ), H/R-high AS-Ⅳ (10 μmol/L AS-Ⅳ) and H/R-high AS-Ⅳ-AKT (10 μmol/L
AS-Ⅳ+5 μmol/L AKT) groups.  After 48 h of  treatment,  the contents of  LC3-Ⅱ,  p62,  AKT, pAKT, rapamycin (mTOR)
mammalian targets and uncoordinated 51-like kinase 1 (ULK1) in cardiac myocytes were compared. Immunofluorescence
staining  was  used  to  detect  the  expression  of  P62  in  myocardium  autophagosome. Restults　AS-Ⅳ improved the
proliferative  activity  of  cardio  AS-Ⅳ improved the  proliferative  activity  of  cardiomyocytes  in  H/R  injury  in  a  dose-
dependent manner and inhibited the level of cell autophagy. However, when AKT inhibitors were added, the effect of AS-
Ⅳ was  partially  inhibited  (P<0.05).  Gene  and  protein  expression  showed  that  AS-Ⅳ had  no  significant  effect  on  the
expression of AKT and mTOR genes (P>0.05), but could significantly promote the phosphorylation of AKT and mTOR
(P<0.05). Immunofluorescence  staining  results  showed  that  high  concentrations  of  the  AS  -  Ⅳ can  reverse  H/R  injury
induced the expression of autophagy body P62. Conclusion　AS-Ⅳ showed protection effect on H/R injured myocardial
cells.  The  possible  mechanism  is  by  reducing  the  autophagy  level  via  activating  the  mTOR  signal  in  the  PI3K/AKT
pathway, thereby preventing H/R damage in neonatal rat cardiomyocytes.
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近年来，冠心病的发病率和死亡率呈逐年上升的趋

势，其中急性心肌梗塞（AMI）常表现出高致残率和高致

死率[1]。AMI和冠状动脉血流中断引起的局部心肌细胞

部分缺血、缺氧和坏死是AMI主要的表现之一。早期低

氧心肌细胞的再灌注疗法是挽救垂死心肌的最有效的治

疗方法。然而，再灌注引起的缺氧/复氧（H/R）损伤可能
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导致细胞死亡和大量细胞丢失，进一步扩大心肌缺血的

范围，严重影响患者的存活率 [ 2 ]。目前已有大量关于

H/R损伤机制的研究，主要集中于细胞凋亡和坏死[3]。随

着生物技术的不断发展，细胞自噬这一调节机制为有关

H/R损伤机制的研究提供了新的思路[4]。当心肌细胞受

损时，大量受损的蛋白质和细胞器聚集于心脏，上调自噬

水平以吞噬上述物质。处于动态平衡过程中的自噬在维

持细胞稳态及发挥正常生物学功能中起着关键作用。在

自噬平衡被打破，并出现异常升高后可能进一步加重损

伤，甚至导致细胞凋亡。而自噬水平的异常增加可能是

导致H/R损伤的另一个关键因素[5]。自噬的调节过程复

杂，目前研究较为广泛的是哺乳动物雷帕霉素靶标

（mTOR）作为氨基酸和三磷酸腺苷（ATP）的受体，在自噬

的调节中起关键作用[6]。如已有研究证实，mTOR的活性

能够影响自噬小体形成和成熟[7]。还有研究证实，多种信

号通路参与到自噬的调节中，而磷脂酰肌醇3激酶/丝氨

酸苏氨酸蛋白激酶（PI3K/AKT）通路是其中重要的调控

通路之一[8]。

黄芪甲苷（AS-Ⅳ）是从中草药黄芪中提取的主要有

效成分[9]。有研究表明，AS-Ⅳ通过调节toll样受体4/核因

子-κB信号通路来减轻大鼠心肌H/R损伤[10]。HAEMMIG

等[11]通过研究Hes1蛋白表达的上调为AS-Ⅳ对H/R损伤引

起的心肌细胞的保护能力提供了证据。然而，有关

H/R损伤对心肌细胞的影响及其AS-Ⅳ对心肌细胞保护

作用的可能机制研究仍不十分明确。因此，本研究通过

研究AS-Ⅳ对H/R心肌细胞的保护作用及其自噬调节机

制，为冠心病的治疗提供新的思路。 

1     材料和方法
 

1.1    主要试剂和仪器

AS-Ⅳ（德斯特生物，中国），哌立福辛（ Viva Bioscience，

英国），胰蛋白酶溶液（Gibco BRL，美国），5-BrdU（Sigma-

Aldrich Chemical Company，圣路易斯，美国），DMEM培

养基（Gibco BRL，纽约州格兰德岛，美国），二甲基亚砜

（DMSO）（Sigma-Aldrich Chemical Company，圣路易斯，

美国），甲基噻唑基四唑（MTT）试剂盒（南京建成，中国），

Trizol试剂（生工，中国），BCA定量试剂（挪威赞，中国），

自噬基因LC3-Ⅱ、p62和β-actin引物的设计及合成由中国

生工生物公司完成。LC3-Ⅱ、 P62、PI3K、AKT、mTOR、

自噬启动因子未配位的51样激酶1（ULK1）、 β-肌动蛋白

（β-actin）抗体（Abcam公司，美国）。 

1.2    实验细胞的分离和培养

日龄1～3 d、体质量为5～8 g的健康新生Spraque-

Dawley雌性大鼠20只由北京维通利华公司提供。大鼠通

过腹膜内注射氨基甲酸乙酯麻醉，在无菌条件下取出其

心室肌组织，用冷PBS灌注3 min，并切成1 mm×1 mm×

1 mm的小块，然后进行细胞分离和培养。用0.25%胰蛋

白酶溶液反复消化组织小块。应用10%胎牛血清（FBS）

的培养基终止消化。随后将细胞悬浮液过滤并以

800×g离心1 min。将获得的细胞沉淀重悬后以3×105/孔

的密度接种到96孔板中，在37 ℃、体积分数为5%CO2的

培养箱中培养，以使成纤维细胞黏附。然后，收获非贴壁

细胞，并将5 - B r d U（终浓度为0 . 1  m m o l / L）添加到

DMEM培养基持续24 h以抑制非心肌细胞的生长。在随

后的实验之前，将培养基更改为无血清DMEM，将其孵育

24 h。 

1.3    心肌细胞分组和药物预处理

选择处于亚融合状态和良好搏动（15～80 min－1）的

心肌细胞，并通过随机数表将其分为6组：对照组，H/R，

H/R+低、中、高浓度AS-Ⅳ，H/R+高浓度AS-Ⅳ+AKT抑制

剂组。除对照组和H/R组（常规培养48 h）外，其余各组心

肌细胞在H/R前采用不同的药物进行预处理：H/R+低、

中、高浓度AS-IV组分别加终浓度0.1 μmol/L、1 μmol/L、

10 μmol/L的AS-Ⅳ；H/R+高浓度AS-Ⅳ+AKT抑制剂组中

加入AS-Ⅳ 10 μmol/L和AKT抑制剂5 μmol/L。将所有细

胞分别在37°C、体积分数为5%CO2下培养48 h。 

1.4    心肌细胞H/R损伤模型的建立

除对照组外，其余各组参考文献[11]建立细胞H/R损伤

模型。将细胞置于具有N2（99.9%，5 L/min）的密闭容器

中，添加缺氧培养基〔（NaH2PO4 0.9 mmol/L，NaHCO3

6.0 mmol/L，CaCl2 1.2 mmol/L，MgSO4 1.2 mmol/L，乳酸钠

40 mmol/L，HEPES 20 mmol/L，NaCl 98.5 mmol/L，KCl

10 mmol/L，pH6.8，37 ℃，氧气压力<10 mmHg（1 mmHg=

0.133 kPa）〕。10 min后，将N2流速更改为1 L/min，然后将

密闭的容器在缺氧条件下于37 ℃的培养箱中培养3 h，然

后移出培养板，并用正常培养基替换缺氧培养基（正常培

养基包括：5 . 5  m m o l / L葡萄糖1  0 0 0  m L，含D M E M

13.4 g，HEPES 4.76 g，NaHCO3 1.85 g，青霉素1 000 U，链

霉素1 mg，FBS 100 mL；pH7.34～7.45; 37 ℃；氧气压力

150 mmHg）。将细胞在37 ℃、体积分数为5%CO2的培养

箱中培养2 h，进行复氧。对照组细胞常规培养5 h。 

1.5    心肌细胞的形态观察和活力检测

复氧2 h后在倒置光学显微镜镜下观察各组心肌细

胞形态，然后除去培养基。添加DMEM培养基（100 μL/孔）

和含有0.5%MTT的培养液（5 μL/孔）。在37 ℃、体积分数

为5%CO2的培养箱中孵育48 h后，弃去培养液。然后，添
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加100 μL DMSO，并振荡10 min。待晶体溶解后置于波长

为490 nm的酶标仪进行光密度（OD）值检测，常规计算细

胞活力，并以对照组的细胞活力为1，计算其它各组细胞

的相对活力。所有实验均独立重复3次。 

1.6    实时荧光定量PCR（RT-qPCR）检测自噬基因的

mRNA表达

采用Trizol试剂进行各组细胞总RNA的提取，并确定

RNA纯度和浓度。将1 μg总RNA逆转录为cDNA，收集5 μL

cDNA并稀释4倍。然后，以2 μL cDNA为模板，分别在

LC3-Ⅱ、p62和内参基因β-actin引物下，分别进行RT-

qPCR检测。PCR引物序列见表1。RT-qPCR的扩增条件：

95 ℃预变性30 s，然后95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，40个循环。熔

解曲线为95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，95 ℃ 15 s。应用2−ΔΔCt法

计算L C 3 -Ⅱ和p 6 2的相对表达量，并以对照组目的

mRNA的表达为1，计算其他各组目的mRNA的相对表达

量。实验重复3次。
 

表 1    PCR引物序列

 Table 1    Gene sequences
 

Gene Primer sequence (5′-3′)

LC3-Ⅱ Forward TGTTTGGTATGGAGAGTGTGGA

Reverse GGACACCTGGACAGGAACTG

p62 Forward GAGGCACCCCGAAACATGG

Reverse ACTTATAGCGAGTTCCCACCA

β-actin Forward GCAAGGACCTCTATGCCAACA

Reverse GAAGCATTTGCGGTGGACG

  

1.7    免疫印迹法（Western blot）检测相关蛋白的表达

用PBS洗涤各组细胞，加入细胞裂解液RIPA裂解细

胞，提取胞内总蛋白，用BCA法测定蛋白浓度。通过聚丙

烯酰胺凝胶电泳（PAGE）分离30 μg蛋白，并在100 V恒压

下转移至膜中60～90 min，然后将其分离。用5%脱脂奶/

TBS和0.1%Tris缓冲盐水和Tween（TBST）在常温下进行

密封1～2 h后添加各抗体，1∶500 LC3-Ⅱ、1∶500 P62、

1∶3 000 PI3K总蛋白、1∶3 000 AKT、1∶1 000 p-AKT、

1∶500 mTOR、1∶500 ULK1，在4 ℃下孵育过夜。β-

actin 1∶5 000在室温下孵育1.5 h，并用TBST清洗膜

（10  min×3次）。添加二抗在室温下孵育2  h。洗膜

5  m i n后电化学发光（E C L）检测和显色，通过使用

DOXTM XR+凝胶成像系统完成成像[12]，拍照并测定各显

色条带的灰度值，以目的条带与β-actin灰度值的比值为

目的蛋白的表达量，再以对照组目的蛋白的表达量为1，

计算其他各组目的蛋白的相对表达量。 

1.8    免疫荧光检测自噬体

当P62和LC3发生结合后能够有效促进自噬，因此用

P62蛋白的表达情况间接反映自噬水平。取对照组、

H/R组、H/R+10 μmol/L AS-Ⅳ组和H/R+10 μmol/L AS-

Ⅳ+5 μmol/L AKT抑制剂组细胞制备细胞载玻片，并通过

免疫荧光染色检测心肌细胞P62蛋白的表达情况。操作

严格按试剂盒说明进行，使用Leica AS MDW多维成像工

作站收集免疫荧光图像。细胞核发出蓝色荧光，而P62发

出绿色荧光。在相同的曝光时间和相同的条件观察以上

4组细胞P62蛋白的表达。 

1.9    统计学方法

x± s计量数据用 表示。组间比较采用单因素方差分

析（ANOVA），P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    各组心肌细胞的形态和活力

如图1所示，对照组和H/R+10 μmol/L AS-Ⅳ组细胞呈

棱柱形，附着力好，结构紧密。H/R+10 μmol/L AS-Ⅳ+

5 μmol/L AKT抑制剂组镜下可见细胞密度较低，其细胞

呈椭圆形，少部分细胞出现液泡状改变。由图2可见，与

对照组相比，H / R组、H / R  + 0 . 1  μ m o l / L  A S -Ⅳ或+

1 μmol/L AS-Ⅳ或+10 μmol/L AS-Ⅳ+5 μmol/L AKT抑制

剂组细胞活力下降，且差异有统计学意义（P<0.05），而

H/R+10 μmol/L AS-Ⅳ组无明显变化（P>0.05）。与H/R组

相比，AS-Ⅳ在0.1 μmol/L、1 μmol/L、10 μmol/L范围内以

浓度依赖的方式改善H/R损伤下心肌细胞的增殖活性，

H/R+1 μmol/L AS-Ⅳ组或+10 μmol/L AS-Ⅳ组较H/R组细

胞活力升高（P<0.05）。结果表明，H/R损伤可以抑制心肌

细胞的增殖，而中、高浓度的AS-Ⅳ可以抵抗H/R损伤引

起的细胞增殖抑制，AKT抑制剂可以降低AS-IV的作用。 

2.2    各组心肌细胞自噬基因和蛋白表达水平的变化

如图3和图4所示，H/R、H/R+0.1 μmol/L AS-Ⅳ或+

1 μmol/L AS-Ⅳ和H/R+10 μmol/L AS-Ⅳ+5 μmol/L AKT抑

制剂组的LC3-Ⅱ和p62 mRNA和蛋白表达水平高于对照

组，且差异有统计学意义（P<0.05）; 而H/R+10 μmol/L AS-

Ⅳ组与对照组之间比较差异无统计学意义（P>0.05）。与

H/R组相比，H/R+1 μmol/L AS-Ⅳ或H/R+10 μmol/L AS-

Ⅳ组中LC3-Ⅱ和p62的mRNA和蛋白表达水平均降低

（P<0.05）。 

2.3    各组心肌细胞AKT、p-AKT、p-mTOR和ULK1蛋白

的表达变化

与对照组相比，所有治疗组的AKT和mTOR蛋白表
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达水平均无明显变化，H/R、H/R+0.1 μmol/L AS-Ⅳ、

H/R+1 μmol/L AS-Ⅳ和H/R+10 μmol/L AS-Ⅳ+5 μmol/L

AKT抑制剂组p-AKT和p-mTOR的表达水平均降低

（P<0 .05），而ULK1表达水平增加（P<0 .05），H/R+

10 μmol/L AS-Ⅳ组p-AKT、p-mTOR和ULK1表达水平无

明显变化（P>0.05）。与H/R组相比，H/R+1 μmol/L AS-

Ⅳ或+10 μmol/L AS-IV组的p-AKT和p-mTOR表达水平增

加（P<0.05），而ULK1的蛋白表达水平降低（P<0.05），见

图5。 

2.4    黄芪甲苷对H/R诱导的心肌细胞自噬体形成的影响

如图6所示，H/R和H/R+10 μmol/L AS-Ⅳ+5 μmol/L

AKT抑制剂组形成的自噬体较对照组和H/R+10 μmol/L

AS-Ⅳ组更多。该结果表明，H/R损伤可诱导心肌细胞自

噬体形成，高浓度AS-Ⅳ可以逆转H/R损伤诱导的细胞自噬。 

3     讨论

缺血性心肌病是由冠状动脉粥样硬化引起的长期心

肌缺血，致使心肌弥漫性纤维化并产生与特发性扩张型

心肌病表征相似的一类心脏系统疾病，是最常见的临床

疾病之一，对人体健康的危害越来越大[13]。及时恢复血

流灌注以实现冠状动脉再通是一种有效的治疗方法，但
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图 1  各组心肌细胞形态

Fig 1  Cardiac cell morphology of each group

A: Control group; B: H/R group; C: H/R+0.1 μmol/L AS-Ⅳ group; D: H/R+1 μmol/L AS-Ⅳ group; E: H/R+10 μmol/L AS-Ⅳ group;  F: H/R+10 μmol/L AS-Ⅳ+

5 μmol/L perifosine group.
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图 2  MTT检测不同处理组细胞活力（n=5）

Fig 2  Detection of MTT cell viability in different treatment groups (n=5)

A-F: Same notes as fig 1. *P<0.05, vs. control group; #P<0.05, vs. H/R

group.
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图 3  细胞自噬基因LC3-Ⅱ和p62的表达（n=5）

Fig 3  Expression of autophagy genes LC3-Ⅱ and p62 (n=5)

A-F: Same notes as fig 1. *P<0.05, vs. A group; #P<0.05, vs. B group.
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是组织器官的再灌注将带来新的和不可避免的心肌缺血

和再灌注损伤[14]。目前随着研究的愈发深入，自噬的概

念为缺血再灌注损伤的机制提供了新的视角[4]。LC3包

括LC3-Ⅰ、LC3-Ⅱ两个亚型。先前的研究发现自噬底物

蛋白P62，其泛素化靶蛋白聚集体的降解与自噬途径有

关，当P62和LC3发生结合后能够有效促进自噬，因此

P62蛋白的表达情况间接反映自噬的水平[15]。自噬小体

增加和自噬生物标志物的表达升高可以直接反映自噬水

平[16]。清华大学李丕龙与俞立课题组合作证实，P62识别

目的蛋白上的多聚泛素化链，通过相分离的机制形成

P62小体，进而介导自噬小体的形成 [17 ]。本研究结果显

示，与对照组相比，H/R损伤组心肌细胞活力降低，自噬
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图 4  细胞自噬蛋白LC3-Ⅱ和P62的表达（n=5）

Fig 4  Expressions of autophagy proteins LC3-Ⅱ and P62 (n=5)

A-F: Same notes as fig 1. *P<0.05, vs. A group; #P<0.05, vs. B group.
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图 5  各组相关通路蛋白的表达（n=5）

Fig 5  Expressions of related pathway proteins in each group (n=5)

A-F: Same notes as fig 1. *P<0.05, vs. A group; #P<0.05, vs. B group.
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生物标志物LC3-Ⅱ和p62基因和蛋白的表达水平增加，细

胞内自噬小体P62蛋白表达增加，提示H/R损伤促进自

噬。心脏中自噬水平稳态的保持在细胞器的更新中起重

要作用。当心脏处于压力或受损状态时（例如缺血和再

灌注、心肌肥大和心力衰竭）时，心脏中会聚集大量受损

的蛋白质和亚细胞结构的细胞器成分。为了有效去除这

些受损的蛋白质和细胞器成分，自噬在其中扮演着重要

的角色[18]。众所周知，心脏是高能量消耗的器官，心肌细

胞是终末分化的细胞，能否维持能量平衡将直接决定心

肌细胞的存活情况。自噬可以通过对坏死的细胞器或受

损的蛋白质进行有效分解便于机体细胞的再利用，这对

于维持细胞功能至关重要。因此，自噬对维持脏器及功

能的稳态非常重要，但发挥有益作用的前提在于其处于

一种动态平衡的状态，越来越多的自噬研究通过对自噬

流水平的观察从而判断其稳态平衡性。因为过度或自噬

缺乏均能破坏机体发挥正常功能[19]。已有研究证实自噬

可以去除缺血再灌注过程中受损的细胞器，但当细胞内

物质和细胞器超过一定阈值时，就会发生自噬细胞死

亡[20]。本研究通过细胞形态、细胞活力及自噬水平的检

测指标发现，与对照组比较，H/R造成心肌细胞出现过度

自噬，而施加高浓度AS-Ⅳ处理后，降低了自噬水平，且可

逆转H/R造成的细胞自噬现象。因此，我们认为AS-Ⅳ能

够通过有效控制心肌细胞自噬水平保护心肌细胞免受

H/R造成的损害。

自噬的调控过程复杂，其启动的关键环节是mTOR

的相关靶标，包括TOR复合物1（TORC1）和PI3K [ 5 ]。

PI3K/AKT途径的激活被传递到TORC1，然后mTOR被激

活，从而抑制自噬水平。因此，PI3K/AKT途径是mTOR的

最关键的上游途径之一[21]。体内外实验证明，PI3K/AKT/

mTOR可以保护神经元，帮助细胞抵抗H2O2引起的细胞

损伤，并避免H 2 O 2引起的细胞自噬损伤 [ 2 2 ]。此外，

PI3K/AKT/mTOR信号通路可以被胰岛素样生长因子-

1（IGF-1）激活，从而保护神经元免受N-甲基-D-天门冬氨

酸（NMDA）诱导的毒性。同时，细胞自噬的过程也可以

调整[23]。这些结果表明，有可能通过激活PI3K/AKT/mTOR

信号通路来调节细胞自噬并保护细胞本身。此外，

PI3K/AKT/mTOR在细胞自噬中起关键作用。本研究结

果显示，与对照组相比，H/R组的p-AKT和mTOR水平明

显降低，自噬水平升高，细胞活力降低。PI3K/AKT/

mTOR途径的激活对控制受损心肌细胞的自噬和提高细

胞活力具有重要意义。

既往研究表明，AS-Ⅳ能够对心肌梗死起到一定的治

疗作用[10]。但是，关于AS-Ⅳ对H/R损伤心肌细胞的作用

机制，尚未深入探讨。本研究发现，在用高浓度的AS-

Ⅳ+AKT抑制剂治疗后，细胞活力和自噬水平与H/R组相

比没有显著变化。另外，用高浓度的AS-Ⅳ处理后，p-AKT

和mTOR的表达增加。这些结果表明AS-Ⅳ可能影响

PI3K/AKT/mTOR通路。该结果进一步证明AS-Ⅳ可能通
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图 6  不同处理组自噬水平免疫荧光情况

Fig 6  Autophagy immunofluorescence in different treatment groups

A: Control group; B: H/R group; C: H/R+10 μmol/L AS-Ⅳ group; D: H/R+10 μmol/L AS-Ⅳ+5 μmol/L perifosine group.
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过激活PI3K/AKT途径在自噬抑制和细胞保护中起作用。

本研究结果显示，与H/R组对比，中/高浓度AS-Ⅳ处

理心肌细胞后，细胞活力明显增加，自噬体数目减少，

LC3-Ⅱ和p62基因和蛋白表达下降，说明AS-Ⅳ能够通过

调节自噬水平从而治疗受损的心肌细胞。我们进一步分

析了PI3K/AKT/mTOR途径调节自噬水平的机制。ULK1

是自噬起始复合物的重要成分，并参与自噬的起始 [24 ]。

与H/R组相比，中/高浓度AS-Ⅳ处理H/R细胞后，ULK1的

表达水平降低。加入AKT抑制剂后，其表达水平明显升

高。结果表明，细胞自噬从一开始就受到抑制。这些实

验证明AS-Ⅳ处理对ULK1基因的表达有影响，这可以通

过PI3K/AKT/mTOR实现。这些结果还证明，AS-Ⅳ可以

在初始阶段调节细胞自噬，因此高剂量的AS-Ⅳ可以对细

胞提供良好的保护作用。然而本研究缺少体内动物实验

及临床样本的验证，在未来的研究中我们将进一步探讨

AS-Ⅳ在体内H/R模型的作用及其对自噬流的影响。

综上所述，本研究证实AS-IV可以通过调节自噬从而

保护被H/R损伤的心肌细胞。而AS-Ⅳ对心肌细胞的保

护作用可能通过激活PI3K/AKT/mTOR信号通路实现。
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