
China Pharmacy 2021 Vol. 32 No. 3 中国药房 2021年第32卷第3期

Δ 基金项目：国家自然科学基金资助项目（No.81860747，

No.81960766）

＊硕士研究生。研究方向：中药民族药新药研究与开发。E-mail：

1543279962@qq.com

# 通信作者：主任药师，硕士生导师，博士。研究方向：中药民族

药新药研究与开发。E-mail：841175436@qq.com

基于AMPK/SIRT1/PGC-1α信号通路研究香青兰总黄酮对大鼠心
肌缺血再灌注损伤的保护机制Δ

赵云丽 1，2＊，袁 勇 1，2，马晓莉 1，2，黄川生 1，2，文志萍 1，2，郭新红 1，2，王新春 2 #（1.石河子大学药学院，新疆 石河子
832002；2.石河子大学医学院第一附属医院药剂科，新疆 石河子 832008）

中图分类号 R285 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2021）03-0278-06

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2021.03.05

摘 要 目的：研究香青兰总黄酮（TFDM）对腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）/沉默信息调节因子1（SIRT1）/过氧化物酶体增殖物激

活受体γ辅激活因子1α（PGC-1α）信号通路的影响，探究其保护大鼠心肌缺血再灌注损伤（MIRI）的作用机制。方法：将50只健康

雄性 SD 大鼠随机分为假手术组、模型组、TFDM 组[60 mg/（kg·d），以提取物计]、Compound C+TFDM 组[灌胃 60 mg/（kg·d）

TFDM+再灌注前15 min尾静脉注射250 μg/kg Compound C（AMPK抑制剂）]、EX-527+TFDM组[灌胃60 mg/（kg·d）TFDM+再灌

注前20 min腹腔注射5 mg/kg EX-527（SIRT1抑制剂）]，每组10只。每天灌胃给药1次，连续7 d。末次灌胃给药后，假手术组大鼠

行假手术，其余4组大鼠均采用结扎冠状动脉左前降支缺血30 min、再灌注2 h构建MIRI模型。再灌注结束后，采用苏木精-伊红

染色法观察大鼠心肌组织病理学变化；采用反相高效液相色谱法测定其心肌组织中腺苷三磷酸（ATP）、腺苷二磷酸（ADP）、腺苷

一磷酸（AMP）及烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NAD+）的含量；采用实时荧光定量-聚合酶链式反应法检测大鼠心肌组织中 AMPK、

SIRT 1和PGC-1α mRNA表达水平；采用Western blotting法检测大鼠心肌组织中AMPK蛋白的磷酸化水平和SIRT 1、PGC-1α蛋白

表达水平。结果：与假手术组比较，模型组大鼠心肌纤维排列紊乱、横向条纹消失，细胞肿胀破裂、坏死，细胞核变形移位；心肌组

织中 ATP、NAD+含量和 AMPK、SIRT1、PGC-1α mRNA 表达水平以及 SIRT1、PGC-1α蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05或 P＜

0.01），ADP、AMP含量及AMPK蛋白的磷酸化水平均显著升高（P＜0.01）。与模型组比较，TFDM组大鼠心肌病理学形态明显改

善；心肌组织中ATP、NAD+含量和AMPK、SIRT1、PGC-1α mRNA表达水平以及AMPK蛋白的磷酸化水平和SIRT1、PGC-1α蛋白

表达水平均显著升高（P＜0.05或 P＜0.01），ADP、AMP 含量均显著降低（P＜0.01）。与 TFDM 组比较，Compound C+TFDM 组和

EX-527+TFDM组大鼠上述指标的改善作用均被逆转（P＜0.05或P＜0.01）。结论：TFDM可能是通过激活AMPK/SIRT1/PGC-1α

信号通路，调节能量代谢，从而发挥其对心肌的保护作用。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of Dracocephalum moldavica total flavonoids（TFDM）on AMPK/SIRT1/PGC-1α

signaling pathway，and to explore the mechanism of its protective effect on myocardial ischemia reperfusion injury（MIRI） rats.

METHODS：Totally 50 healthy male SD rats were randomly divided into sham operation group，model group，TFDM group [60

mg/（kg·d），by extract]，Compound C + TFDM group [ig administration of 60 mg/（kg·d）TFDM + intravenous injection of 250

μg/kg Compound C（AMPK inhibitor）via tail vein 15 min before reperfusion]，EX-527+TFDM group [ig administration of 60 mg/

（kg·d）TFDM+ip injection of 5 mg/kg EX-527（SIRT1 inhibitor）20 min before reperfusion]，with 10 rats in each group. They

were given relevant medicine intragastrically，once a day，for consecutive 7 days. After last ig administration，sham operation

group underwent sham operation，other 4 groups were established MIRI model by ligating left anterior descending coronary artery，

ischemia for 30 min and reperfusion for 2 h. After reperfusion，the myocardial histopathological changes were observed by HE

staining；RP-HPLC method was used to determine the contents of ATP，ADP，AMP and NAD + in cardiac tissue. mRNA

expressions of AMPK，SIRT1 and PGC-1α were detected by

quantitative real-time PCR assay. Western blotting assay was

used to detect the phosphorylation level of AMPK protein and

the expressions of SIRT 1 and PGC-1α protein in myocardium.

RESULTS： Compared with sham operation group， model

group showed myocardial fibers arranged disorder and
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心肌缺血再灌注损伤（Myocardial ischemia-reperfu-

sion injury，MIRI）是心脑血管疾病患者的主要死亡原因

之一，会严重影响缺血性心脏疾病患者的预后；而且，

MIRI 的发病机制复杂，包括能量代谢障碍、自由基损

伤、钙超载和细胞凋亡等[1]，而能量代谢又被认为是心肌

细胞活动的物质基础[2]。腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）

是调节能量代谢的核心分子，参与了多种代谢过程的调

节 [3]。沉默信息调节因子 1（SIRT1）是一种具有组蛋白

脱乙酰化酶活性的转录调节因子，可感受机体的能量状

态，调节其他转录因子的表达，也参与了调节细胞代谢

稳态和氧化应激损伤的过程[4]。过氧化物酶体增殖物激

活受体γ辅激活因子 1α（PGC-1α）是 AMPK 和 SIRT1的

下游靶蛋白，是线粒体生物合成、氧化代谢及细胞能量

稳态的关键调节分子[5－6]。

香青兰总黄酮（Dracocephalum moldavica L. total

flavonoids，简称“TFDM”）是从新疆特色资源香青兰植

物中提取得到的一类天然黄酮类活性成分，具有抗氧化

及防治心脑血管疾病等作用[7－9]。本课题组前期研究发

现，TFDM对MIRI模型大鼠有明显的保护作用[7]，可提

高其心肌组织中腺苷三磷酸（ATP）的含量[8]，增强其线

粒体活力以及改善其能量代谢紊乱、线粒体结构和功

能[9]。而AMPK/SIRT1/PGC-1α作为一条能量感应网络，

可以通过感应机体能量及氧化应激状态从而在能量代

谢中发挥重要作用[10－11]。因此，本研究通过考察TFDM

对 MIRI 模型大鼠 AMPK/SIRT1/PGC-1α信号通路的影

响，探讨 TFDM 治疗 MIRI 的作用机制，为 TFDM 防治

MIRI提供潜在的治疗靶点及理论依据。

1 材料

1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有：HX-300型动物呼吸机（成

都泰盟科技有限公司），Pico-17型台式低温离心机（美国

Thermo Fisher Scientific 公司），e2695型高效液相色谱

（HPLC）仪、Alliance 2695型二极管阵列检测器（美国

Waters公司），XL-200型低速离心仪器（江苏海门其林贝

尔仪器厂），EM-UC6 型超薄型切片仪（美国 Leica 公

司），VE-180型垂直电泳及电转仪（上海天能科技有限公

司），ChemiDoc XRS+型凝胶成像系统（美国Bio Rad公

司），Rotor-Gene Q 型实时荧光定量-聚合酶链式反应

（PCR）仪（德国Qiangen公司）。

1.2 主要药品与试剂

本研究所用主要药品与试剂有：TFDM 提取物（批

号20141008，纯度57％，其中田蓟苷的含量为82.53 mg/g）

由新疆药物研究所提供；Compound C（AMPK 抑制剂，

批号 S7840，纯度≥99％）、EX-527（SIRT1抑制剂，批号

S1541，纯度≥99％）均购自美国Selleck公司；乌拉坦（批

号 20151106，纯度 95％）购自武汉远城科技发展有限

公司；ATP 二钠盐对照品（批号 SLBT6850，纯度≥

99％）、腺 苷 二 磷 酸（ADP）二 钠 盐 对 照 品（批 号

SLBM5638V，纯度≥95％）、腺苷一磷酸（AMP）钠盐对

照品（批号BCBT3249，纯度≥99％）、烟酰胺腺嘌呤二核

苷酸（NAD+）对照品（批号SLBT3662，纯度≥96.5％）均

购自美国 Sigma 公司；兔源 AMPK 多克隆抗体（批号

ab131512）、兔源磷酸化 AMPK（p-AMPK）多克隆抗体

（批 号 ab23875）、鼠 源 SIRT1 单 克 隆 抗 体（批 号

ab110304）、兔源PGC-1α多克隆抗体（批号 ab191838）均

购自美国Abcam公司；兔源甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAP-

DH）多克隆抗体（批号 10494-1-AP）购自武汉三鹰生物

技术有限公司；辣根酶素标记山羊抗小鼠免疫球蛋白G

（IgG）二抗（批号 141987）、辣根酶素标记山羊抗兔 IgG

二抗（批号 140193）购自北京中杉金桥生物技术有限公

司；二喹啉甲酸（BCA）蛋白定量测试盒（批号A045-4）购

自南京建成生物工程研究所；聚偏二氟乙烯（PVDF）膜

（批号R8PA2084）、ECL发光液（批号1923101）均购自美

国Millopore公司；cDNA逆转录试剂盒（批号00422714）

购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；组织总 RNA 抽

提试剂盒（批号 DP431）、QuantiNovaTM SYBR® Green

PCR Kit荧光定量PCR试剂盒（批号 154045739）均购自

德国Qiangen公司；PCR试验中的引物序列均由上海生

工生物公司设计及合成；其余试剂均为分析纯或实验室

常用规格，水为蒸馏水。

horizontal stripes disappearance，cell swelling burst and necrosis，and nuclei deformation displacement；the contents of ATP and

NAD + ，mRNA expression of AMPK，SIRT1 and PGC-1 α，protein expression of SIRT1 and PGC-1 α in cardiac tissue were

decreased significantly（P＜0.05 or P＜0.01）；the contents of ADP and AMP，the phosphorylation level of AMPK protein were

increased significantly（P＜0.01）. Compared with model group，myocardial pathological morphology were improved significantly

in TFDM group；the contents of ATP and NAD + in cardiac tissue，mRNA expression of AMPK，SIRT1 and PGC-1 α，the

phosphorylation level of AMPK protein，the protein expression of SIRT1 and PGC-1α were increased significantly（P＜0.05 or P＜

0.01），while the contents of ADP and AMP were decreased significantly（P＜0.01）. Compared with TFDM group，improvement

effects of Compound C + TFDM group and EX-527 + TFDM group on above indexes were reversed （P＜0.05 or P＜0.01）.

CONCLUSIONS：TFDM may play a protective role on myocardium by activating AMPK/SIRT1/PGC-1α signaling pathway and

regulating energy metabolism.

KEYWORDS Dracocephalum moldavica total flavonoids；Energy metabolism；AMPK；SIRT1；PGC-1α；Mechanism
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1.3 动物

SPF 级健康 SD 大鼠 50只，雄性，体质量 230～280

g，由新疆维吾尔自治区实验动物研究中心提供[动物使

用合格证号为SYXK（新）2016-0001]。所有大鼠均自由

摄食、饮水，并分笼饲养于温度为 22～25 ℃、相对湿度

为 40％～60％的环境中，适应性饲养 1周后用于实验。

本研究实验过程满足动物实验“3R”原则。

2 方法

2.1 分组与给药

将50只SD大鼠随机分为假手术组、模型组、TFDM

组、Compound C+TFDM组和EX-527+TFDM组，每组10

只。假手术组和模型组大鼠灌胃等体积生理盐水；

TFDM 组大鼠灌胃 60 mg/（kg·d）TFDM（以提取物计，

下同）[8，12]；Compound C+TFDM 组大鼠灌胃 TFDM 60

mg/（kg·d），并于再灌注前 15 min尾静脉注射 250 μg/kg

Compound C[13]；EX-527+TFDM 组大鼠灌胃 TFDM 60

mg/（kg·d），并于再灌注前 20 min 腹腔注射 5 mg/kg

EX-527[14]。药物均使用生理盐水溶解，灌胃体积均为

2.5 mL/kg，每天灌胃给药1次，连续7 d。给药结束后，除

假手术组外的其余4组大鼠均建立MIRI模型。

2.2 大鼠MIRI模型的建立及取材

腹腔注射 25％乌拉坦（5 mL/kg）将大鼠麻醉后，将

其仰位固定，进行气管插管；沿胸骨左缘 3～4肋间开胸

后，立刻连接呼吸机（呼吸频率 60 次/min，潮气量 60

mL/kg，呼吸比3 ∶ 2），暴露心脏，迅速结扎左冠状动脉前

降支，结扎完成后立刻让心脏回位；缺血30 min后，剪断

结扎线，再灌注 120 min[9]。再灌注结束后，迅速剪取心

脏，置于冰生理盐水中，轻柔洗去心腔内血液，将整颗心

脏置于－80 ℃冰箱中冻存，待测。假手术组大鼠进行同

样实验操作，但不结扎左冠状动脉前降支。

2.3 大鼠心肌组织病理学形态观察

采用苏木精-伊红（HE）染色法观察大鼠心肌组织病

理学形态变化。取大鼠心脏心尖及左心室壁进行常规

石蜡包埋、切片（厚度为5 μm）。将组织切片经二甲苯及

梯度乙醇脱蜡后，以苏木精染色 3 min，再以 1％盐酸乙

醇分化30 s，然后以0.5％伊红染色3 min，接着依次经梯

度乙醇和二甲苯进行脱水透明，于通风橱中晾干后，用

中性树胶封片，显微镜下拍照并观察大鼠心肌组织的病

理学形态变化。

2.4 大鼠心肌组织中ATP、ADP、AMP和NAD+含量测定

按照前期建立的反相HPLC法测定大鼠心肌组织中

ATP、ADP、AMP、NAD+的含量 [15]。取大鼠心肌组织适

量，迅速称质量，冰浴下按3 mL/kg的量分次加入预冷的

0.5 mol/L HClO4溶液，低温下制备组织匀浆，再于冰上

静置5 min，使蛋白充分沉淀。然后将组织匀浆液在4 ℃

下以 12 000 r/min 离心 5 min，取上清，再用 2.5 mol/L

K2CO3溶液调节组织上清液的pH至中性，再次在4 ℃下

以12 000 r/min离心5 min，以0.22 µm微孔滤膜过滤，取

滤液，然后按文献[15]色谱条件进样分析。

2.5 大鼠心肌组织中AMPK、SIRT1和PGC-1α mRNA

表达水平测定

采用实时荧光定量-PCR 法测定大鼠心肌组织中

AMPK、SIRT 1和 PGC-1α mRNA 表达水平。取大鼠心

肌组织适量，使用组织总 RNA 抽提试剂盒提取其总

RNA，验证其纯度后，按 cDNA逆转录试剂盒方法合成

cDNA，并以 cDNA为模板进行PCR扩增。反应体系（共

20 μL）包括 2×QuantiNova SYBR Green PCR Master mix

10 μL，上、下游引物各 1 μL，cDNA 模板 2 μL，ddH2O 6

μL。PCR反应条件为 95 ℃预变性 1 min；95 ℃ 变性 10

s，60 ℃退火/延伸 15 s，共 40个循环。以 GAPDH 为内

参，采用2－ΔΔCt法计算各目的基因的表达水平。引物序列

及扩增产物长度见表1。

表1 引物序列及扩增产物长度

Tab 1 PCR primer sequence and amplification pro-

duct length

基因名称
AMPK

SIRT1

PGC-1α

GAPDH

引物序列
上游：5′-TTGCGTGTGCGAAGGAAGAACC-3′
下游：5′-CCGATCTCTGTGGAGTAGCAGTCC-3′
上游：5′-GCTCGCCTTGCTGTGGACTTC-3′
下游：5′-GTGACACAGAGATGGCTGGAACTG-3′
上游：5′-CGGTGGATGAAGACGGATTGCC-3′
下游：5′-ATTGTAGCTGAGCTGAGTGTTGGC-3′
上游：5′-ACGGCAAGTTCAACGGCACAG-3′
下游：5′-CAGCATACTCAGCACCAGCATCAC-3′

扩增产物长度，bp

158

147

180

126

2.6 大鼠心肌组织中AMPK蛋白磷酸化水平及SITR1

和PGC-1α蛋白表达水平检测

采 用 Western blotting 法 检 测 大 鼠 心 肌 组 织 中

AMPK 蛋白的磷酸化水平及 SITR 1、PGC-1α蛋白表达

水平。取大鼠心肌组织 80 mg，用含有蛋白酶抑制剂和

磷酸酶抑制剂的RIPA裂解液提取其总蛋白，采用BCA

法测定蛋白浓度。蛋白经变性处理（99 ℃，10 min）后，

取 50 μg在 80 V电压下经 10％十二烷基硫酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶（SDS-PAGE）电泳分离 90 min，湿法转膜（200

mA，120 min）至PVDF膜上；将膜用5％脱脂奶粉封闭1

h，然后分别加入 AMPK 一抗（稀释比例为 1 ∶ 500）、

p-AMPK 一抗（稀释比例为 1：1 000）、SIRT1一抗（稀释

比例为 1 ∶ 1 000）、PGC-1α一抗（稀释比例为 1 ∶ 1 000）、

GAPDH一抗（稀释比例为 1 ∶ 5 000），4 °C孵育过夜；以

TBST缓冲液洗膜10 min×3次，然后加入相应二抗（稀释

比例均为1 ∶ 20 000），室温孵育1 h；以TBST缓冲液洗膜

10 min×3次，采用ECL化学发光液显影后，经凝胶成像

系统成像。采用Image J 1.6.0软件对蛋白条带进行灰度值

分析，以p-AMPK与AMPK条带灰度值的比值表示AMPK

蛋白的磷酸化水平，以其余目标蛋白与内参GAPDH条
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带的灰度值比值表示目标蛋白的相对表达水平。

2.7 统计学方法

采用 SPSS 22.0软件进行统计分析。数据结果以

x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两

比较采用LSD检验。P＜0.05表示差异具有统计学意义。

3 结果
3.1 TFDM对MIRI模型大鼠心肌组织病理学形态的

影响

HE染色结果显示，假手术组大鼠心肌膜完整，心肌

纤维排列整齐、界限清晰、呈束状分布，细胞核形态规

则、分布均匀；模型组大鼠心肌纤维排列紊乱、横向条纹

消失，细胞肿胀破裂、坏死，细胞核变形移位；TFDM组

大鼠心肌纤维排列相对整齐、界限较清晰、呈束状分布；

而Compound C+TFDM组和EX-527+TFDM组大鼠心肌

组织心肌膜不完整，心肌纤维排列不紧密。各组大鼠心

肌组织病理学形态显微图见图1。

3.2 TFDM对MIRI模型大鼠心肌组织中ATP、ADP、

AMP和NAD+含量的影响

与假手术组比较，模型组大鼠心肌组织中 ATP、

NAD+含量显著降低（P＜0.01），而ADP、AMP含量显著

升高（P＜0.01）；与模型组比较，TFDM组大鼠心肌组织

中ATP、NAD+含量显著升高（P＜0.01），ADP、AMP含量

显著降低（P＜0.01）；与 TFDM 组比较，Compound C+

TFDM 组和 EX-527+TFDM 组大鼠心肌组织中的 ATP、

NAD+含量均显著降低（P＜0.01），ADP、AMP含量均显

著升高（P＜0.05 或 P＜0.01）。各组大鼠心肌组织中

ATP、ADP、AMP和NAD+含量测定结果见表2。

表2 各组大鼠心肌组织中ATP、ADP、AMP和NAD+含

量测定结果（x±±s，n＝10，nmol/g）

Tab 2 Content of ATP，ADP，AMP and NAD+ in myo-

cardial tissue of rats in each group（x±± s，n＝

10，nmol/g）

组别
假手术组
模型组
TFDM组
Compound C+TFDM组
EX-527+TFDM组

ATP

54.80±1.38

5.08±5.15＊＊

52.56±0.71##

25.29±5.34ΔΔ

26.33±3.64ΔΔ

ADP

0.27±0.02

0.35±0.03＊＊

0.27±0.04##

0.35±0.02ΔΔ

0.34±0.02ΔΔ

AMP

1.31±0.02

1.70±0.16＊＊

1.38±0.02##

1.59±0.11Δ

1.73±0.09ΔΔ

NAD+

0.30±0.02

0.15±0.01＊＊

0.27±0.01##

0.17±0.01ΔΔ

0.23±0.01ΔΔ

注：与假手术组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01；与

TFDM组比较，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

Note：vs. sham operation group，＊＊P＜0.01；vs. model group，##P＜

0.01；vs. TFDM group，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

3.3 TFDM 对 MIRI 模型大鼠心肌组织中 AMPK、

SIRT1和PGC-1α mRNA表达的影响

与假手术组比较，模型组大鼠心肌组织中AMPK、

SIRT1和 PGC-1α mRNA 的表达水平均显著降低（P＜

0.05或P＜0.01）；与模型组比较，TFDM组大鼠心肌组织

中 AMPK、SIRT1和 PGC-1α mRNA 的表达水平均显著

升高（P＜0.05或P＜0.01）；与TFDM组比较，Compound

C + TFDM 组和 EX-527 + TFDM 组大鼠心肌组织中

AMPK、SIRT1和 PGC-1 α mRNA 的表达水平均显著降

低（P＜0.01）。各组大鼠心肌组织中 AMPK、SIRT1、

PGC-1α mRNA的表达水平测定结果见表3。

表 3 各组大鼠心肌组织中AMPK、SIRT1和 PGC-1α

mRNA表达水平测定结果（x±±s，n＝10）

Tab 3 mRNA expressions of AMPK， SIRT1 and

PGC-1 α in myocardial tissue of rats in each

group（x±±s，n＝10）

组别
假手术组
模型组
TFDM组
Compound C+TFDM组
EX-527+TFDM组

AMPK

1.00±0.21

0.70±0.16＊

1.09±0.08#

0.28±0.08ΔΔ

0.31±0.06ΔΔ

SIRT1

1.00±0.13

0.73±0.06＊＊

1.08±0.09##

0.69±0.08ΔΔ

0.76±0.01ΔΔ

PGC-1α

1.00±0.02

0.72±0.05＊＊

1.16±0.07##

0.94±0.07ΔΔ

0.90±0.02ΔΔ

注：与假手术组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜

0.05，##P＜0.01；与TFDM组比较，ΔΔP＜0.01

Note：vs. sham operation group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；vs. model

group，#P＜0.05，##P＜0.01；vs. TFDM group，ΔΔP＜0.01

图 1 各组大鼠心肌组织病理学形态显微图（HE染色，

×200）

Fig 1 Micrographs of myocardial pathological mor-

phology of rats in each group（HE staining，

×200）

A.假手术组 B.模型组

C. TFDM组 D. Compound C+TFDM组

E. EX-527+TFDM组

··281



China Pharmacy 2021 Vol. 32 No. 3 中国药房 2021年第32卷第3期

3.4 TFDM对MIRI模型大鼠心肌组织中AMPK蛋白

磷酸化及SIRT1、PGC-1α蛋白表达的影响

与假手术组比较，模型组大鼠心肌组织中AMPK蛋

白的磷酸化水平显著升高（P＜0.01），SIRT1、PGC-1α蛋

白表达水平均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）；与模型组

比较，TFDM组大鼠心肌组织中AMPK蛋白的磷酸化水

平和 SIRT1、PGC-1α蛋白表达水平均显著升高（P＜

0.01）；与 TFDM 组比较 ，Compound C + TFDM 组和

EX-527+TFDM组大鼠心肌组织中AMPK蛋白的磷酸化

水平和 SIRT1、PGC-1α 蛋白表达水平均显著降低（P＜

0.05 或 P＜0.01）。 各组大鼠心肌组织中 p-AMPK、

AMPK、SIRT1、PGC-1 α蛋白表达的电泳图见图 2，

AMPK蛋白磷酸化水平及SIRT1、PGC-1α蛋白表达水平

测定结果见表4。

表 4 各组大鼠心肌组织中AMPK蛋白磷酸化水平以

及SIRT1、PGC-1α蛋白表达水平测定结果（x±±s，

n＝10）

Tab 4 Phosphorylation levels of AMPK protein and

the protein expressions of SIRT1 and PGC-1α

in myocardial tissue of rats in each group（x±±

s，n＝10）

组别
假手术组
模型组
TFDM组
Compound C+TFDM组
EX-527+TFDM组

p-AMPK/AMPK

0.97±0.14

1.41±0.17＊＊

1.99±0.20##

1.25±0.11ΔΔ

1.16±0.16ΔΔ

SIRT1/GAPDH

0.65±0.13

0.37±0.05＊＊

0.92±0.06##

0.36±0.06ΔΔ

0.77±0.06Δ

PGC-1α/GAPDH

0.95±0.06

0.78±0.07＊

1.01±0.07##

0.77±0.13ΔΔ

0.56±0.08ΔΔ

注：与假手术组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，##P＜

0.01；与TFDM组比较，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

Note：vs. sham operation group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；vs. model

group，##P＜0.01；vs. TFDM group，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

4 讨论

AMPK 属于丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，是一种调节

生物能量代谢的核心分子，可参与多种代谢的调节过

程[3，16]。相关研究显示，心肌缺血再灌注后大鼠心肌组

织明显受损，细胞处于缺血缺氧的应激状态，氧供缺乏，

导致体内ATP生成不足、AMP含量增加，从而使AMPK

被磷酸化激活[17]。活化的AMPK（即p-AMPK）可作用于

多种下游底物，抑制ATP的消耗，并启动生成ATP的途

径以维持机体能量代谢平衡，增加细胞内NAD+的含量，

继而使依赖NAD+的SIRT1被激活而发挥其相应生物学

效应[18]。AMPK和SIRT1分别可以通过磷酸化和去乙酰

化作用调控PGC-1α的表达；而PGC-1α可调节抗氧化酶

的活性，减少MDA+及活性氧（ROS）的含量，发挥抗氧化

应激作用，从而保护心肌缺血性损伤[19－21]。

本研究结果显示，模型组大鼠心肌组织明显受损，

病理形态学方面主要表现为心肌纤维排列紊乱、横向条

纹消失，细胞肿胀破裂、坏死，细胞核变形移位，表明

MIRI 模型造模成功；而 TFDM 组大鼠心肌组织的上述

症状明显改善，且 TFDM 能明显提高大鼠心肌组织中

ATP、NAD+的含量，降低ADP、AMP的含量，表明TFDM

可通过改善缺血心肌细胞ATP的能量代谢，从而保护受

损心肌。在心肌缺血缺氧时，AMPK作为“细胞能量感

应器”，可被迅速磷酸化从而发挥其调节作用[18]。本研

究发现，模型组大鼠心肌组织中AMPK mRNA的表达水

平显著降低、AMPK蛋白的磷酸化水平显著升高，这可

能是机体代偿性地产生了 p-AMPK，以维持能量稳定、

减少损伤；此外，SIRT1、PGC-1α mRNA及其蛋白的表达

水平均显著下降，表明SIRT1、PGC-1α参与了MIRI模型

大鼠心肌损伤的过程。而与模型组比较，TFDM组大鼠

心肌组织中AMPK mRNA表达水平、AMPK蛋白的磷酸

化水平进一步升高，同时SIRT1、PGC-1α mRNA及其蛋

白表达水平也均显著升高，这说明TFDM可激活AMPK

通路，并上调SIRT1、PGC-1α mRNA及其蛋白的表达。

另外，本研究进一步发现，给予抑制剂Compound C

和 EX-527后，可显著逆转 TFDM 对上述指标的调节作

用。Compound C是AMPK的抑制剂，有学者在前期动

物实验和细胞试验中已验证过其安全性和有效性，有一

定研究基础[15]；EX-527是 SIRT1的抑制剂，其不影响细

胞生长、细胞活力和p53调控的基因的表达，对SIRT1具

有较高的选择性[20]。本研究采用这2个通路抑制剂分别

进行处理，首先能够更加明确、直观地反映 TFDM 对

AMPK/SIRT1/PGC-1α信号转导通路的影响；其次是预

测AMPK和SIRT1在对PGC-1α活性的调节中谁占据主

导作用。本研究结果提示AMPK/SIRT1/PGC-1α信号通

路参与了TFDM给药后对MIRI模型大鼠的保护作用，

但AMPK和 SIRT1在此作用机制中谁占主导位置尚未

得得到明确结论。

综上所述，TFDM在MIRI过程中可以激活AMPK/

图2 各组大鼠心肌组织中p-AMPK、AMPK、SIRT1和

PGC-1α蛋白表达的电泳图

Fig 2 Electrophoretograms of protein expression of

p-AMPK，AMPK，SIRT1 and PGC-1α in myo-

cardial tissue of rats in each group

p-AMPK

AMPK

SIRT1

PGC-1α

GAPDH

62 kDa

62 kDa

110 kDa

91 kDa

36 kDa

EX-527+
TFDM组

Compound
C+TFDM组

TFDM组模型组假手术组
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SIRT1/PGC-1α信号通路，调节能力代谢，从而发挥其对

心肌组织的保护作用。
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