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樱黄素对心肌梗死模型小鼠的治疗作用及其机制

蔡 萌, 郭 杨, 马莹芳, 崔静蕾, 罗 佳, 魏丽丽, 张云华, 王 洋

（石河子大学医学院  新疆地方与民族高发病教育部重点实验室，新疆  石河子  832000）

［［摘 要］］   目的目的：：探讨樱黄素对心肌梗死 （MI） 小鼠的治疗作用，并阐明樱黄素治疗 MI 的关键靶

点及分子机制。方法方法：：从 50只 c57小鼠中随机选取 10只小鼠作为假手术组；另外 40只小鼠采用心脏左

前降支结扎建立小鼠 MI模型，将造模成功的 40 只小鼠随机分为模型组、低剂量樱黄素组 （5 mg·kg-1

樱黄素）、高剂量樱黄素组 （10 mg·kg-1 樱黄素） 和阳性药物组 （依那普利组）（2 mg·kg-1 依那普

利），每组 10 只。持续 21 d 腹腔注射给药，每日 1 次。采用超声心动图检测各组小鼠心功能指标，酶

联免疫吸附试验 （ELISA） 法检测各组小鼠血清中肌酸激酶同工酶 （CK-MB） 和肌钙蛋白Ⅰ （cTn-Ⅰ）

水平，HE 染色观察各组小鼠心肌组织病理形态表现，Masson 染色观察各组小鼠心肌组织纤维化情况，

免疫组织化学染色法和免疫荧光法检测各组小鼠 MI边缘区心肌组织中 CD31表达情况及新生血管数量。

利用有机小分子生物活性数据库 （Pubchem） 获取樱黄素结构信息，采用蛋白质序列数据库 （SWISS）
和定量构效关系数据库 （QSAR） 获取樱黄素的靶点，采用疾病基因网络数据库 （GeneCards）、基因

网络数据库 （Disgene） 和在线人类孟德尔遗传数据库 （OMIM） 获取 MI 疾病靶点，搜索关键词“心

肌梗死”，获得与之相关的全部疾病靶点。将樱黄素的靶点与疾病的靶点进行交集匹配并寻找共同靶

点。运用 String数据库构建蛋白-蛋白相互作用 （PPI） 网络图。选取排名靠前的靶点与樱黄素进行分子

对接，分析樱黄素治疗 MI的信号通路。结果结果：：与假手术组比较，模型组小鼠左心室射血分数 （LVEF）
和左心室短轴缩短率 （LVFS） 明显降低 （P<0. 001）；与模型组比较，低和高剂量樱黄素组及依那普

利组小鼠 LVEF 和 LVFS 均明显升高 （P<0. 05）。ELISA 法，与假手术组比较，模型组小鼠血清中

CK-MB 和 cTn-Ⅰ水平均明显升高 （P<0. 001）；与模型组比较，低和高剂量樱黄素组及依那普利组小

鼠血清中 CK-MB 和 cTn-Ⅰ水平均明显降低 （P<0. 01）。HE 染色，模型组小鼠心肌细胞形态改变，

组织排列紊乱并且有明显断裂，炎性细胞浸润增多；低剂量樱黄素组小鼠心肌细胞坏死程度有所减

轻；高剂量樱黄素组小鼠心肌细胞的肿胀、排列失序和肌纤维断裂的症状明显缓解。Masson 染色，

模型组小鼠心肌纤维化明显，心室前壁变薄，而低剂量樱黄素组小鼠心肌纤维化面积降低，显著抑制纤

维化的发展，高剂量樱黄素组小鼠心肌纤维化面积明显减少，纤维化导致的瘢痕样改变减轻。免疫组

织化学染色法和免疫荧光法，与模型组比较，高剂量樱黄素组小鼠 MI边缘区新生血管数量升高 （P<
0. 05）。网络药理学，樱黄素化合物靶点 100 个，其中 68 个为樱黄素-MI 的共同靶点。与 MI 有关的关

键基因包括表皮生长因子受体 （EGFR）、磷脂酰肌醇 3-激酶催化亚单位 α （PIK3CA） 和过氧化物酶

体增生激活受体 γ （PPARG） 等。分子对接分析结果显示樱黄素与关键靶点 EGFR 和 PIK3CA 对接良

好，与 EGFR 的亲和性更好。结论结论：：樱黄素可促进 MI 小鼠模型梗死边缘区毛细血管新生以减轻缺血

缺氧损伤，从而减轻 MI后的小鼠心功能障碍。
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Therapeutic effect of prunetin on myocardial infarction model 
mice and its mechanism

CAI Meng, GUO Yang, MA Yingfang, CUI Jinglei, LUO Jia, WEI Lili, ZHANG Yunhua, WANG Yang
（Key Laboratory of Xinjiang Local and Ethnic High incidence Diseases， Ministry of Education， School of 

Medicine， Shihezi University， Shihezi 832000， China）

ABSTRACT  Objective：To discuss the therapeutic effect of prunetin on the mice with myocardial infarction 
（MI），   and to clarify the key targets and molecular mechanism of prunetin in the treatment of MI.
Method：Ten mice were randomly selected from 50 c57 mice as sham operation group； the other 40 mice 
were used to establish the MI mouse models by ligating the left anterior descending coronary artery.  The 
40 successfully modeled mice were randomly divided into model group， low dose of prunetin group （5 mg·kg⁻¹ 
prunetin）， high dose of prunetin group （10 mg·kg⁻¹ prunetin）， and positive drug group （2 mg·kg⁻¹ enalapril）， 
with  10  mice  in  each  group.  The drugs were administered by intraperitoneal injection once daily for 
21 consecutive days.  Echocardiography was used to detect the cardiac function indexes of the mice in various 
groups； enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） was used to detect the levels of creatine kinase-MB 
（CK-MB） and cardiac troponin Ⅰ （cTn-Ⅰ） in serum of the mice in various groups； HE staining was used 
to observe the patho morphology of myocardium tissue of the mice in various groups； Masson staining was 
used to observe the fibrosis of myocardium tissue of the mice in various groups； immunohistochemistry and 
immunofluorescence methods were used to detect the expression of CD31 and the number of new blood 
vessels in myocardium tissue at the MI border zone of the mice in various groups.  The Pubchem database 
was used to obtain the structural information of prunetin ； the SWISS and QSAR databases were used 
to obtain the targets of prunetin；  the The GeneCards Human Gene Database （GeneCards），  Gene Web 
database（Disgene） and Online Mendelian Inheritance in Man （OMIM） database were used to obtain the 
disease targets of MI； the targets of prunetin and the disease targets were intersected to identify common 
targets.  The String database was used to construct the protein-protein interaction （PPI） network diagram.  
The top-ranked targets were selected for molecular docking with prunetin to analyze the signaling pathways 
of prunetin in the treatment of MI.  Result：The echocardiography results showed that compared with sham 
operation group， the left ventricular ejection fraction （LVEF） and left ventricular fractional shortening 
（LVFS）  of the mice in model group were significantly decreased （P<0. 001）；  compared  with  model 
group， the LVEF and LVFS of the mice in low dose and high doses of prunetin groups and enalapril group 
were significantly increased （P<0. 05）.  The ELISA results showed that compared with sham operation 
group， the serum levels of CK-MB and cTn-Ⅰ of the mice in model group were increased （P<0. 001）； 
compared with model group， the levels of CK-MB and cTn-Ⅰ in the serum of the mice in low and high 
doses of prunetin groups and enalapril group were significantly decreased （P<0. 01）.  The HE staining 
results showed that in model group， the morphology of myocardial cells was altered， the tissue arrangement 
was disordered with obvious rupture， and inflammatory cell infiltration was increased； in low dose of 
prunetin group， the degree of myocardial cell necrosis was alleviated； in high dose of prunetin group， the 
symptoms of myocardial cell swelling， disordered arrangement， and myofibril rupture were significantly 
relieved.  The Masson staining results showed that in model group， myocardial fibrosis was obvious and the 
anterior ventricular wall was thinned， while in low dose of prunetin group， the myocardial fibrosis area was 
reduced， significantly inhibiting the development of fibrosis， and in high dose of prunetin group， the 
myocardial fibrosis area was significantly decreased， and the scar-like changes caused by fibrosis were 
alleviated.  The immunohistochemistry and immunofluorescence results showed that compared with model 
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group， the number of new blood vessels in the MI border zone myocardium tissue of the mice in high dose 
of prunetin treatment group was increased （P<0. 05）.  The network pharmacology results showed that 
there were 100 compound targets of prunetin， among which 68 were common targets for  prunetin-MI.   
The key genes related to MI included epidermal growth factor receptor （EGFR），  phosphatidylinositol 
3-kinase catalytic subunit alpha（PIK3CA）， and peroxisome proliferator-activated receptor gamma（PPARG）， 
etc.  The molecular docking analysis results showed that prunetin docked well with the key targets EGFR 
and PIK3CA， and had better affinity with EGFR.  Conclusion： Prunetin can promote the angiogenesis of 
capillaries in the infarct border zone of the MI mouse models to alleviate ischemia-hypoxia injury， thereby 
alleviating cardiac dysfunction in mice after MI.  
KEYWORDS Myocardial infarction； Prunetin； Angiogenesis； Network pharmacology； Molecular docking

目前心血管疾病在全球发病率和致死率仍在逐

年上升，心肌梗死 （myocardial infarction，MI） 是

心血管疾病中最常见的死亡原因之一，占心血管系

统疾病发病率的 30% ［1］。目前常见的治疗方案包

括冠状动脉介入术和溶栓治疗，但会对心肌造成二

次损伤［2］，因此寻求更安全有效的治疗方法来减轻

心功能损伤是目前亟待解决的问题。目前研究［3-7］

发现：在 MI发生时小鼠心脏能建立新生侧支动脉，

表明 MI 发生后会触发自发血管生成反应，但这种

保 护 性 应 答 不 足 以 恢 复 心 肌 的 灌 注 损 伤 。

AGHAJANIAN 等［8］ 研究显示：低氧环境能刺激

成人心脏新生侧支形成。干细胞、细胞外泌体和人

心包液内蛋白质已被证实可以改善 MI后心脏功能，

并促进 MI 区域血管新生［9-12］。丹参内包含多种活

性成分可刺激多蛋白靶点，各个靶点相互作用形成

互作网络共同发挥调控作用促进毛细血管的新

生［13］。复方中药养心通脉方和活血益气方及单体

活性成分黄芪甲苷等均被证实具有促进心肌缺血

组织血管生成的功效［14-16］。但目前研究的复方中药

成分复杂，药物不良反应大，治疗周期长。若能寻

找到高效单体化合物将有效降低不良反应并提高

其利用率。樱黄素属于天然植物激素，是异黄酮化

合物中的一种，具有黄酮类化合物的多数药理作

用，包括抗氧化应激、抗炎、抗肥胖、保护软骨和

骨诱导效应等［17-19］。樱黄素既能显著增加大鼠成

骨细胞的增殖和分化，还能与 G 蛋白偶联受体结

合，提高成骨细胞中环磷酸腺苷 （cyclic adenosine 
monophosphate， cAMP） 的表达水平［20］。最新研

究［21］ 发现：樱黄素对异丙肾上腺素诱导的心肌损

伤有保护作用，但樱黄素在其他心脏疾病中的心功

能改善作用未能完全阐明。本研究利用超声心动

图、HE 染色、Masson 染色、免疫组织化学染色法

和免疫荧光法等方法结合网络药理学及分子对接探

讨樱黄素能否促进血管生成进而改善心功能，阐明

樱黄素对 MI的治疗作用及其具体机制，为 MI的治

疗提供理论依据。

1 材料与方法  

1. 1　　实验动物实验动物、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　50 只 7 周龄雄性

c57 小鼠，购自北京斯贝福生物技术有限公司，动

物生产许可证号：SCXK （京） 2024-0001，小鼠自

由进食进水，12 h 明暗交替环境中适应性饲养 7 d
后 用 于 实 验 。 樱 黄 素 （纯 度 ≥97%， 批 号 ：

B30453） 购自上海源叶生物科技有限公司，马来

酸依那普利片购自扬子江药业集团江苏制药股份有

限 公 司 ， 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 （enzyme-linked 
immunosorbent assay，ELISA） 试剂盒购自上海江

莱生物公司，大鼠抗小鼠血小板内皮细胞黏附分

子-1抗体购自美国碧迪药敏公司，Masson改良试剂

盒和 4'，6-二脒基-2-苯基吲哚染液 （4'，6-diamidino-

2-phenylindole，DAPI） 购自北京索莱宝有限公司，

异氟烷麻醉剂 （兽医药 153717015） 购自青岛欧博

方医药科技有限公司，HE 染色试剂盒购自武汉塞

维 尔 公 司 。 飞 依 诺 多 普 勒 诊 断 仪 （型 号 ：

VINNO6） 购自苏州飞依诺有限公司，酶标仪 （型

号：Multiskan Fc） 和切片机 （型号：HM325） 购

自 美 国 赛 默 飞 世 尔 公 司 ， 荧 光 显 微 镜 （型 号 ：

ECLIPSE Ci-L plus） 购自日本尼康公司，精密电子

秤量仪 （型号：BSA124S） 购自德国赛多利斯公

司，恒温数显水浴锅 （型号：HH-2） 购自湖南比

克曼公司，朗米尼康 14 带剪持针钳购自上海金钟

医疗器械有限公司，生物安全柜 （型号：HFsafe）
购自美国力康公司，石蜡包埋机 （型号：EG1160）
购自德国徕卡公司，小动物麻醉剂挥发罐 （型号：

OX143PH） 购自北京英康攀龙医疗设备有限公司。

1. 2　　小鼠小鼠 MI 模型的制备模型的制备　　选用 7 周龄雄性 c57 小
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鼠，50 只小鼠中随机选取 40 只进行造模。打开小

动物恒温垫调控温度 37 ℃，预热 10 min，另外 10只

小鼠作为假手术组。各组 c57 小鼠用 1% 异氟烷维

持麻醉，麻醉后将小鼠以仰卧位固定于恒温垫上，

手术区域用脱毛膏去除鼠毛，并用 75% 乙醇和碘

伏消毒。在距胸骨旁皮肤处做斜向左肩长约 1 cm
纵向切口，在切口处预留缝合线。止血钳钝性分离

小鼠各层组织至肋骨清晰可见，选择第三肋与第四

肋间隙进入，用止血钳撑开肋间隙，配合心脏跳动

左手轻微挤压使心脏从肋间隙中自然弹出。见左心

耳与肺动脉圆锥，二者之间轻微凹陷处向下 1~
3 mm 后处，采用 6-0 带线缝合针在该位置穿过结

扎，确保结扎松紧适宜。随后用止血钳轻轻扩大肋

间隙将心脏送回胸腔，排出空气，同时快速收紧切

口处预留缝合线。手术完成后调整异氟烷浓度至

0，确保体温正常 1~3 min 小鼠苏醒。假手术组小

鼠只在相应位置穿手术线而不结扎，其余手术流程

与造模组小鼠相同。

1. 3　　实验动物分组和给药实验动物分组和给药　　将造模成功的 40 只小

鼠随机分为模型组、低剂量樱黄素组、高剂量樱黄

素组和阳性药物组 （依那普利组），每组 10 只，从

造模成功后次日开始，低和高剂量樱黄素组小鼠分

别腹腔注射 5 和 10 mg·kg-1樱黄素，依那普利组小

鼠连续 3 周灌胃给药 2 mg·kg-1 依那普利；模型组

和假手术组小鼠腹腔注射相同剂量的生理盐水，每

日 1次，连续 3周。除假手术组外，其余 4组各死亡

1 只小鼠，超声实验因模型组和假手术组小鼠各

1 只低温心率异常故去除，ELISA 实验血液标本随

机采集每组 5 只小鼠血液，免疫荧光实验采集每组

6 只小鼠心脏，其余小鼠心脏用于其他实验。

1. 4　　心脏超声检测各组小鼠心功能指标心脏超声检测各组小鼠心功能指标　　各组小

鼠仰卧位固定于采集板上进行超声检查，测定各组

小 鼠 左 心 室 射 血 分 数 （left ventricular ejection 
fraction， LVEF） 和 左 心 室 短 轴 缩 短 率 （left 
ventricular fractional shortening，LVFS）。

1. 5　　ELISA 实验检测各组小鼠血清中肌酸激酶同实验检测各组小鼠血清中肌酸激酶同

工 酶工 酶（（creatine kinase--MB，，CK--MB））和 心 肌 肌 钙 蛋和 心 肌 肌 钙 蛋

白白ⅠⅠ（（cardiac troponinⅠ，，cTn--ⅠⅠ））水平水平　　小鼠眼眶

采血后将采集的样本放置于室温下 2 h，然后低温

高速离心机 4 ℃、1 000 g 离心 20 min 后，取上清液

存放于-80 ℃低温冰箱中保存，用于后续实验。

从锡箔袋中取出板条，设置标准曲线，加入样本和

标准品后 37 ℃孵育 1 h；根据说明书依次加入生物

素化抗体、酶结合物工作液和底物。根据试剂盒说

明书指定时间进行操作，加入终止液后立即在波长

450 nm 处测定各孔的吸光度 （A） 值。将测得 A 值

代入标准曲线，计算 CK-MB 及 cTn-Ⅰ水平。

1. 6　　石蜡切片制作石蜡切片制作　　小鼠心脏放入 4% 多聚甲醛

中固定 12 h。随后梯度脱水，脱水完成后转移至二

甲苯中透明。将脱水透明后的心脏浸蜡。将心脏置

于包埋模具内放置于低温平台上凝固，放于室温

保存。将蜡块安装于蜡块槽上，调整切片厚度为

50 μm 开始修片，直至可见组织停止修片，然后调

整厚度为 5 μm，将切下切片用毛笔展平于水面上，

轻轻捞起，室温存储。

1. 7　　 HE 染 色 观 察 各 组 小 鼠 心 肌 组 织 病 理 形 态染 色 观 察 各 组 小 鼠 心 肌 组 织 病 理 形 态

表表 现现　　将石蜡切片置于烤片架上，放入 65 ℃烘箱

内烤片 2 h。石蜡切片脱蜡复水后将切片依次置于

苏木精染液、盐酸乙醇、自来水、返蓝液、自来

水、伊红、自来水。将染色完成的切片进行脱水透

明。晾干切片后滴中性树胶，盖玻片封片，显微镜

观察并采集图像。

1. 8　　 Masson 染色观察各组小鼠心肌纤维化情况染色观察各组小鼠心肌纤维化情况　　

 将各组小鼠心脏组织石蜡切片于 60 ℃烤箱中烤

制 1 h 后，脱蜡至水，使用以 Ⅰ 号染液对切片进

行染色 （约 1 min），待核染完成后，冲洗切片 30 s，
洗去Ⅰ号染液；然后使用Ⅱ号染液染色 30 s，冲洗

30 s 洗去染液；用Ⅲ号分色液分色 5 min，最后用

R4 蓝色染液复染 5 min，使用无水乙醇将切片上多

余的染液冲洗干净；晾干切片后使用中性树胶封

片，使用光学显微镜观察切片，并采集图像。

1. 9　　免疫组织化学染色法检测各组小鼠免疫组织化学染色法检测各组小鼠 MI 边缘区边缘区

心肌组织中心肌组织中 CD31 表达情况表达情况　　取各组小鼠心肌组

织，常规脱水、包埋和切片、脱蜡、柠檬酸钠抗体

修复、封闭，CD31 抗体 4 ℃过夜孵育。二抗孵育

2 h 滴加 DAB 显色剂，显微镜下观察各组 CD31 表

达情况。

1. 10　　免疫荧光法检测各组小鼠免疫荧光法检测各组小鼠 MI 边缘区心肌组边缘区心肌组

织中织中 CD31 表达情况表达情况　　取小鼠心脏组织，常规脱

水、包埋和切片、脱蜡、抗原修复、阻断内源性过

氧化氢酶、封闭。封闭结束后，PBS 缓冲液冲洗，

滴加 CD31 抗体放于 4 ℃ 冰箱孵育过夜。次日，

PBS 缓冲液洗涤后孵育二抗、洗涤后滴加  DAPI、
最后加抗荧光淬灭封片剂，盖上盖玻片封片。荧光

显微镜观察并采集图像，在 400×放大倍数视野下

随机选取梗死边缘区图像。Image J 软件进行分析，
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绿色荧光为 CD31 标记的血管，蓝色荧光为细胞

核。在软件中统计绿色荧光数目，再与心肌面积作

比，以每平方毫米中血管数量反映单位面积内血管

数目。

1. 11　　构建樱黄素与构建樱黄素与 MI 韦恩图韦恩图　　利用疾病基因网

络数据库 （The GeneCards Human Gene Database，
GeneCards， https：//www. genecards. org/）搜索关键

词“心肌梗死 （myocardial infarction） ”获得与之

相关的全部疾病靶点。利用有机小分子生物活性数

据 库 （Public Chemical Database， Pubchem）

（https：//pubchem. ncbi. nlm. nih. gov） 获取樱黄

素的相关结构信息，以此为基础采用蛋白质序列数

据 库 （SWISS-PROT Protein Knowledgebase，
SWISS）（http：//swisstargetprediction. ch/） 和定

量构效关系数据库 （Quantitative Structure Activity 
Relationships，QSAR） 获取樱黄素的靶点。将樱

黄 素 与 MI 的 疾 病 靶 点 通 过 韦 恩 数 据 库（Venn 
diagram，Venny）（http：//bioinformatics. psb. ugent.
be/webtools/Venn/） 进行对照，得到相应的韦恩

图，并下载交集靶点进行下一步分析。

1. 12　　构建樱黄素构建樱黄素--MI--靶点网络图靶点网络图　　将筛选出的靶

点 输 入 蛋 白 - 蛋 白 相 互 作 用（Protein-Protein 
interaction，PPI）数 据 库 String（https：//string-db.
org）， 并 绘 制 PPI 网 络 图 ， 之 后 将 数 据 导 入

Cytoscape 3. 9. 1 软件绘制网络图。其中圆点代表

蛋白质，节点的连接度代表单个蛋白与其他蛋白连

接的数量。颜色越深代表相关度越大。

1. 13　　樱黄素与关键靶点分子对接樱黄素与关键靶点分子对接　　Pubchem 数据

库 （https：//pubchem. ncbi. nlm. nih. gov） 中获取

樱 黄 素 3D 结 构 文 件 ， 从 蛋 白 质 结 构 数 据 库

（Protein Data Bank，PDB）（http：//www. rcsb. org/） 
中选择表皮生长因子受体 （epidermal growth factor 
receptor，EGFR） 和磷脂酰肌醇 -3-激酶催化亚单

位 α （phosphatidylinositol-3-kinase catalytic subunit α，
PIK3CA） 蛋白结构，获得受体和配体文件。对蛋

白质受体进行修改，放入 Pymol 软件中去除水分

子、离子和小分子配体，导入文件进行图片绘制。

检测樱黄素与 EGFR 和 PI3CA 关键靶点的结合模

式及其亲和性。结合系数越低，小分子与蛋白结合

能力和稳定性越好。

1. 14　　统计学分析统计学分析　　采用 Graphpad Prism 9. 0. 0 软

件对数据进行统计学分析。各组小鼠心功能指标和

MI边缘区新生血管数量均符合正态分布，以 x±s表

示，多组间样本均数比较采用单因素方差分析，组

间样本均数两两比较采用 LSD-t 检验。以 P<0. 05
为差异有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　各组小鼠各组小鼠 LVEF 和和 LVFS　　与假手术组比较，

模型组小鼠 LVEF 和 LVFS 明显降低 （P<0. 001）；

与模型组比较，低和高剂量樱黄素组及依那普利组小

鼠 LVEF和 LVFS均明显升高（P<0. 05）。见表 1。

2. 2　　各组小鼠血清中各组小鼠血清中 CK--MB 和和 cTn--ⅠⅠ 水平水平　　与

假手术组比较，模型组小鼠血清中 CK-MB和 cTn-Ⅰ
水平明显升高 （P<0. 001）；与模型组比较，低和

高剂量樱黄素组及依那普利组小鼠血清中 CK-MB
和 cTn-Ⅰ水平明显降低 （P<0. 001）。见表 2。

2. 3　　各组小鼠心肌组织病理形态表现各组小鼠心肌组织病理形态表现　　假手术组小

鼠心肌纤维形态正常，排列整齐，无炎性细胞浸润；

与假手术组比较，模型组小鼠心肌细胞形态发生改

变，细胞间隙增宽，排列紊乱，可见心肌纤维断裂，

炎性细胞浸润；与模型组比较，低和高剂量樱黄素

组及依那普利组小鼠心肌纤维排列相对规整，心肌

纤维断裂相对较少，炎性细胞数减少。见图 1。

表表 1　　各组小鼠各组小鼠  LVEF 和和 LVFS

TabTab.. 11　　LVEF and LVFS of mice in various groupsLVEF and LVFS of mice in various groups
 （x±s， η/%）

Group
Sham operation
Model
Low dose of prunetin
High dose of prunetin
Enalaprilat

n

9
8
8
8
8

LVEF  
75.76±3.34
36.15±11.33*

46.75±4.26△

52.65±4.97△

59.42±3.52△

LVFS  
43.72±3.09
17.47±5.74*

23.20±4.08△

27.32±3.38△

31.10±2.25△

*P<0.001 vs sham operation group；△P<0.05 vs model group.

表表 2　　各组小鼠血清中各组小鼠血清中 CK--MB 和和 cTn--ⅠⅠ水平水平

TabTab.. 22　　Levels  of  serum  CKLevels  of  serum  CK--MB  and  cTnMB  and  cTn--ⅠⅠ of  in  mice   of  in  mice  in in 
various groupsvarious groups （n=5， x±s）

Group
Sham operation
Model
Low dose of prunetin
High dose of prunetin
Enalaprilat

CK-MB [ρB/(μg·L-1)]
4.53±2.12

23.44±9.53*

7.00±2.30△

5.83±1.38△

6.27±1.37△

cTn-Ⅰ [ρB/(ng·L-1)]
33.33±13.41
62.42±7.05*

32.46±14.85△

28.70±11.70△

48.83±11.12△

*P<0.001 vs sham operation group； △P<0.001 vs model group.
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2. 4　　各组小鼠心肌组织纤维化程度各组小鼠心肌组织纤维化程度　　Masson 染色

结果显示：与假手术组比较，模型组小鼠心肌纤维

化面积明显增大，心室前壁变薄；与模型组比较，

低剂量樱黄素组小鼠心肌纤维化面积减小，高剂量

樱黄素组小鼠心肌纤维化进程明显得到控制，抑制

MI 后的纤维化发展。依那普利组小鼠心肌纤维化

面积减少但效果不及高剂量樱黄素组。见图 2。

2. 5　　各组小鼠各组小鼠 MI 边缘区心肌组织中边缘区心肌组织中 CD31 蛋白表蛋白表

达情况达情况　　与假手术组比较，模型组小鼠 MI 边缘区

中 CD31 蛋白表达量无明显变化；与模型组比较，

高剂量樱黄素组小鼠 MI 边缘区心肌组织中 CD31
蛋白表达量升高，依那普利组小鼠 MI 边缘区心

肌组织中 CD31 蛋白表达量无明显变化。见图 3。

2. 6　　免疫荧光法检测各组小鼠免疫荧光法检测各组小鼠 MI 边缘区心肌组织边缘区心肌组织

中中 CD31 蛋白表达和新生血管数量蛋白表达和新生血管数量　　与假手术组比

较，模型组小鼠 MI 边缘区心肌组织中 CD31 蛋白

表达量无明显改变，新生血管数量差异无统计学意

义 （P>0. 05）；与模型组比较，高剂量樱黄素组

小鼠 MI 边缘区心肌组织中 CD31 蛋白表达量升高，

新生血管数量升高 （P<0. 05）；依那普利组小鼠

MI 边缘区心肌组织中 CD31 蛋白表达量无明显改

变，新生血管数量差异无统计学意义 （P>0. 05）。

见图 4 和表 3。

2. 7　　樱黄素与樱黄素与 MI 靶点的韦恩图靶点的韦恩图　　将樱黄素输入

Pubchem 数据库中，获取樱黄素的相关结构信息，

再将樱黄素的结构信息输入 SWISS 数据库共检索

到 100 个潜在靶点，以“myocardial infarction”为

关键词在 GeneCard 数据库获取 MI 疾病靶点，并将

物种聚焦于人共获取 4 067 个疾病靶点，将樱黄素

的靶点与疾病的靶点进行匹配整合取得交集，共获

取共同靶点 68 个，构建韦恩图。见图 5。
2. 8　　樱黄素与樱黄素与 MI 靶点的网络图靶点的网络图　　将樱黄素靶点与

MI 靶点同时录入 STRING 数据库，并绘制出 PPI

A B C D E

A：Sham operation group； B：Model group； C：Low dose of prunetin group； D：High dose of prunetin group； E：Enalaprilat group.
图图 1　各组小鼠心肌组织病理形态表现　各组小鼠心肌组织病理形态表现（（HE，，×400））

Fig. 1　　Pathomorphology of myocardium tissue of mice in various groups（（HE，，×400））

A B C D E

A：Sham operation group； B：Model group； C：Low dose of prunetin group； D：High dose of prunetin group； E：Enalaprilat group.
图图 3　各组小鼠　各组小鼠 MI边缘区心肌组织中边缘区心肌组织中 CD31 蛋白表达情况蛋白表达情况  （（免疫组织化学免疫组织化学，，×400））

Fig. 3　　Expressions  of  CD31  protein  in  myocardium  tissue  of  MI  border  zone  of  mice  in  variou  groups 

（（Immunohistochemistry，，×400））

A B C D E

A：Sham operation group； B：Model group； C：Low dose of prunetin group； D：High dose of prunetin group； E：Enalaprilat group.
图图 2　各组小鼠心肌组织纤维化程度　各组小鼠心肌组织纤维化程度（（Masson，，×150））

Fig. 2　　Fibrotic degrees of myocardium tissue of mice in various groups （（Masson，，×150））
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网络图 （图 6A），再将其导入 Cytoscape 软件依据

得到的樱黄素 -MI 靶点数据绘制樱黄素与 MI 靶点

互作图 （图 6B），结果显示：EGFR、肿瘤坏死因

子 （tumor necrosis factor，TNF）、过氧化物酶体

增殖激活受体 γ （peroxisome proliferative activated 
receptor γ，PPARG） 和 PIK3CA 等在靶蛋白间具

有 较 高 的 相 关 度 。 在 上 述 蛋 白 中 ， EGFR 和

PIK3CA 在磷脂酰肌醇 3-激酶 （phosphatidylinositol 
3-kinase， PI3K） /蛋 白 激 酶 B （protein kinase B，

AKT） 信号通路中对细胞增殖迁移以及血管生成

起到关键作用。

2. 9　　樱黄素与樱黄素与 EGFR 和和 PIK3CA 的分子对接的分子对接　　为

了预测樱黄素与关键靶点 EGFR 和 PIK3CA 之间的

亲和性，通过分子对接检测樱黄素与上述 2 个关键

靶点的结合系数。樱黄素与 EGFR 的对接分数为

-6. 58 kcal·mol-1，樱黄素与 PIK3CA 的对接分数

为-6. 25 kcal·mol-1，樱黄素与 EGFR 对接分数更

为良好，提示樱黄素与 EGFR 亲和性高。利用

Pymol 3. 0 软件基于对接结果进行可视化处理，采

用 3D 效果图展示 （图 7），结果显示：樱黄素与二

者均具有较高亲和力，提示樱黄素可能通过 EGFR
调控 PI3K/AKT 信号通路。

3 讨  论  

MI 发生后心肌组织因缺血缺氧导致心肌细胞

损伤坏死。虽然近些年对 MI 的治疗取得了巨大进

展，但仅暂时减轻了损伤。继发的心力衰竭、心肌

肥大、缺血再灌注损伤和冠状动脉狭窄对患者生存

时间和生存质量有巨大影响，因此需要开发其他安

全有效的新型治疗药物来解决目前的问题。樱黄素

能有效改善异丙肾上腺素造成的心脏毒性损伤，并

激活下游丝裂原活化蛋白激酶 （mitogen-activated 
protein kinase，MAPK） 信号通路，促进核因子 E2
相关因子 2 （nuclear factor erythroid 2-related factor 2，
Nrf2） 激活多巴胺受体 D2 （dopamine receptor D2，

A B C D E

CD31

DAPI

Merge

A：Sham operation group； B：Model group； C：Low dose of prunetin group； D：High dose of prunetin group； E：Enalaprilat group.
图图 4　各组小鼠　各组小鼠 MI边缘区心肌组织中边缘区心肌组织中 CD31 蛋白表达情况蛋白表达情况（（免疫荧光法免疫荧光法，，×400））

Fig. 4　　Expressions of CD31 protein in MI marginal zone of mice in various groups （（Immunofluorecence，，×400））

表表 3　　各组小鼠各组小鼠 MI边缘区新生血管数量边缘区新生血管数量

TabTab.. 33　　 Number of new vessels in MI marginal zone of mice Number of new vessels in MI marginal zone of mice 
in various groups               in various groups                                     (n=6， x±s)

Group
Sham operation
Model
Low dose of prunetin
High dose of prunetin
Enalaprilat

Number of new vessels
12.24±5.62
10.67±3.74
18.22±5.26
22.06±8.65*

12.11±6.50
*P<0.05 vs model group.

Prunetin MI

32 68 3 999

图图 5　樱黄素与　樱黄素与 MI的靶点交集图的靶点交集图

Fig. 5　　 Intersection diagram of target points of prunetin 

and MI
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DRD2） 以减轻炎症反应等［22］。樱黄素对心脏功能

有积极的作用，但在 MI 方面的相关研究较少，因

此探究樱黄素对 MI 的治疗作用和具体机制具有重

要意义。

为了证实樱黄素对 MI 的具有保护作用，本研

究通过建立小鼠急性 MI 模型来模拟人心血管狭窄

造成的急性 MI，结果显示：造模 21 d 后小鼠心功

能明显衰退，而樱黄素干预显著改善其心功能。心

肌损伤相关酶 CK-MB 和 cTn-Ⅰ水平在 MI 后明显

升高，低和高剂量樱黄素组小鼠血清中 CK-MB 和

cTn-Ⅰ水平明显降低。HE 和 Masson 染色结果显

示：樱黄素可改善 MI 后小鼠心肌缺血状况，并可

减轻心肌细胞损伤。免疫组织化学染色法和免疫荧

光法检测结果显示：与模型组比较，小鼠 MI 边缘

区 CD31 蛋白表达量升高，小鼠心肌组织中新生血

管数量升高。

网 络 药 理 学 核 心 靶 点 富 集 分 析 结 果 显 示 ：

EGFR 明显富集，既往研究表明多种血管生成生长

因子通过 EGFR 信号调节上调而增加，包括血管内

皮 生 长 因 子 （vascular endothelial growth factor，
VEGF） 和 碱 性 成 纤 维 细 胞 生 长 因 子 （basic 
fibroblast growth factor， bFGF）。 进 一 步 检 测

EGFR 与樱黄素分子对接情况，结果显示：二者对

接良好，表明樱黄素与关键靶点具有高亲和性，预

测其通过 EGFR 蛋白调控下游 PI3K。EGFR 通过

与配体结合并形成同源或异源二聚体来激活 PI3K
信号转导。PI3K 参与多种生理过程，是血管生成

的重要信号蛋白，能调控细胞的存活、转移与新陈

代谢，并且在血管生成与炎症因子的募集过程中发

挥 作 用 。 PI3K 磷 酸 化 磷 脂 酰 肌 醇 二 磷 酸

［phosphatidylinositol （4， 5） bisphosphate， PIP2］
以 产 生 三 磷 酸 磷 脂 酰 肌 醇 ［phosphatidylinositol
（3，4，5） -trisphosphate，PIP3］，然后 PIP3 募集

下 游 信 号 蛋 白 蛋 白 激 酶 B （protein kinase B，

A B

图图 6　樱黄素与　樱黄素与 MI的的 PPI网络图网络图（（A））和靶点网络和靶点网络（（B））

Fig. 6　　PPI network diagram（（A）） and target network （（B）） of prunetin and MI

A B

图图 7　樱黄素与　樱黄素与 EGFR（（A））和和 PIK3CA（（B））分子对接图分子对接图

Fig. 7　　Molecule docking diagram of prunetin with EGFR（（A）） and prunetin with PIK3CA（（B））
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AKT）。激活的 AKT 能磷酸化许多底物，哺乳动

物雷帕霉素靶蛋白 （mammalian target of rapamycin，
mTOR） 是 AKT 最常见的下游效应因子之一［23-25］。

根据网络药理学与分子对接检测樱黄素能够与

EGFR 结合，推测其通过激活下游 PI3K/AKT 信号

通路促进 MI后小鼠血管再生，改善小鼠心功能［26-27］。

综上所述，樱黄素可减轻小鼠心肌损伤，改善

心功能，并且观察到新生血管数量升高。樱黄素与

EGFR 亲和度高，稳定性良好。樱黄素通过刺激

EGFR，激活 EGFR 信号轴，引发 PI3K/AKT 信号

通路磷酸化水平上调，促进 DNA 合成转录，从而

促进血管生成作用并减轻 MI损伤，改善心功能。
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