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瓜蒌薤白半夏汤通过调整氧化应激激活 PI3K/Akt/eNOS 通

路发挥对Ⅱ型糖尿病合并急性心肌缺血的保护作用  
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摘要  以调整氧化应激状态、激活 PI3K/Akt/eNOS 信号通路为切入点，探讨瓜蒌薤白半夏汤(GXBD)保护Ⅱ型糖尿病

合并急性心肌缺血(T2DM-AMI)的作用机制。将 36 只大鼠随机分为对照组(Ctrl)、模型组(T2DM-AMI)、瓜蒌薤白半夏

汤组(GXBD)，每组 12 只，对 T2DM-AMI 组、GXBD 组联合使用灌服高脂乳剂(HFE)、腹腔注射链脲佐菌素(STZ)、

冠脉结扎 3 种方法制造 T2DM-AMI 大鼠模型。GXBD 组用瓜蒌薤白半夏水煎液干预。四唑红(TTC)染色检测心肌梗死

率，苏木素-伊红(HE)染色测其病理损伤情况，酶联免疫(ELISA)法检测血浆氧化损伤成分氧化型低密度脂蛋白(ox-

LDL)、晚期糖基化终产物(AGEs)、黄嘌呤氧化酶(XO)、髓过氧化物酶(MPO)、血浆抗氧化成分一氧化氮(NO)、硫氧

还蛋白(Trx)、硫氧还蛋白还原酶(TrxR)、无机硝酸盐(NOx)，以及总自由基(T-ROS)总抗氧化能力(T-AOC)的含量或活

性。蛋白质印迹(Western blot)方法检测心肌组织磷脂酰肌醇 3-激酶(PI3K)、蛋白激酶 B(Akt)和内皮型一氧化氮合酶

(eNOS)的蛋白表达及磷酸化水平。聚合酶链式反应(RT-PCR)检测其中 Pi3k、Akt 和 eNOS 基因的 mRNA 表达水平。结

果显示 T2DM-AMI 大鼠心肌梗死严重，血液中上述 4 种氧化损伤成分及 T-ROS 水平显著升高，4 种抗氧化成分及 T-

AOC 水平显著降低，心肌组织中 PI3K、Akt 和 eNOS 蛋白表达及磷酸化水平显著下调，相应基因的 mRNA 表达水平

同样显著下降，而 GXBD 干预可显著逆转这些病理性变化。综上，GXBD 可能通过提高抗氧化能力、清除自由基、

纠正异常的氧化应激状态、激活心肌组织中 PI3K/Akt/eNOS 信号通路，发挥对 T2DM-AMI 的保护作用。 

关键词  瓜蒌薤白半夏汤；Ⅱ型糖尿病；心肌缺血；氧化应激；PI3K/Akt/eNOS 通路 
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Gualou Xiebai Banxia decoction has a protective effect on type Ⅱ diabetes 

mellitus complicated with acute myocardial ischemia by regulating the activation 

of PI3K/Akt/eNOS pathway by oxidative stress 
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Abstract  By adjusting oxidative stress state and activating PI3K/Akt/eNOS signaling pathway, this paper explores the 

mechanism of Guilou XieBaxia decoction (GXBD) in protecting type Ⅱ diabetes mellitus complicated with acute myocardial 

ischemia (T2DM-AMI), and partially reveals the scientific connotation of "eliminating phlegm and eliminating arthralgia" of 

GXBD.T2DM-AMI rat model was made by gavage of high-fat emulsion (HFE), intrapitoneal injection of streptozotocin (STZ) 

and coronary artery ligation, and GXBD water decoction was used for intervention.TTC staining was used to detect the 

myocardial infarction rate, HE staining was used to detect the pathological damage, ELISA was used to detect the content of 

oxidative stress components in plasma, and Western blot was used to detect the protein expression and phosphorylation lev els 

of PI3K, AKT and endothelial nitric oxide synthase (eNOS). The mRNA expression levels of PI3K and other genes were 

detected by RT-PCR. Results showed that T2DM-AMI rats had severe myocardial infarction, abnormal content of oxidative 

stress components in blood, and significantly down-regulated expression and phosphorylation levels of the above three 
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proteins in myocardial tissue. MRNA expression levels of the genes were also significantly reduced. GXBD intervention can 

significantly reduce the rate of myocardial infarction, improve the pathological damage of the myocardium, increase the 

content of antioxidant components such as Trx and total antioxidant capacity in the blood, reduce the content of oxidative 

damage components such as AGEs and the level of total free radicals, regulate the abnormal oxidative stress state of the model 

rats. At the same time, the expression level and phosphorylation level of PI3K and mRNA expression level of the 

corresponding genes were significantly up-regulated in myocardial tissue. As a conclusion, by improving oxidative stress 

state, GXBD can activate PI3K/Akt/eNOS signaling pathway in myocardial tissue, thus playing a protective role against 

T2DM-AMI.This study partially revealed the mechanism of GXBD in the intervention of diabetes mellitus complicated with 

coronary heart disease, and its biological connotation of "eliminating phlegm and disperzing constipation, opening chest and 

removing arthralgia". 

Key words  Gualou Xiebai Banxia decoction; type Ⅱ diabetes mellitus; myocardial ischemia; oxidative stress; 

PI3K/Akt/eNOS pathway 

糖尿病(DM)患者缺血性心脏病的发病率是非糖尿病患者的 2~4 倍，而且更易出现心肌梗死、心

力衰竭等心血管事件[1]。因此，DM 的心肌缺血保护是一个亟待解决的重要问题。 

该类疾病属于中医的“胸痹、心痛”范畴。DM 患者血液中高血脂、高血糖，及其有害代谢产物

会逐渐损伤心血管，发展为心血管并发症，进而导致心肌缺血、心绞痛等。对于该病理过程，中医学

解释为“痰浊致瘀”。瓜蒌薤白半夏汤(GXBD)是中医临床治疗该类病症的经典方剂，疗效显著且无

明显副作用 [2-3]。对于该方的作用机制，传统中药理论宏观而模糊地解释为“祛痰散结、开胸除

痹”；然而其现代科学内涵至今不明，其疗效的提高以及进一步的精制研发因而受到严重的制约。 

本研究前期发现，对Ⅱ型糖尿病合并急性心肌缺血(T2DM-AMI)大鼠，GXBD 水煎液可显著降低

其血脂含量、血清 5 项心肌酶活性，以及心肌梗死面积，同时也显著升高了其血清内皮型一氧化氮合

酶(eNOS)的活性、一氧化氮(NO)的含量[4-5]；对体外缺血缺氧损伤的大鼠原代心肌细胞、骨髓间充质

干细胞，该方水提物及有效部位均可显著改善其生长状态，降低其凋亡率，同时还显著上调了细胞内

磷脂酰肌醇 3-激酶(PI3K)及蛋白激酶 B(PKB/Akt)的蛋白表达及磷酸化水平[6-7]。因而推测 GXBD 可能

通过激活心肌细胞 PI3K/Akt/eNOS 信号通路发挥干预 T2DM-AMI 的作用。 

众所周知，PI3K/Akt/eNOS 信号通路是维持细胞生存的关键通路，其中任何一种信号蛋白的异

常，都会严重影响细胞的生存[8-9]。而该通路在自由基攻击下，会改变其调控方向，由维持细胞生存

转而促使细胞凋亡[10-11]。生理条件下，PI3K 诱导 Akt 磷酸化，p-Akt 导致下游 eNOS 的磷酸化[10]。p-

eNOS 以 L-精氨酸为底物，在四氢生物喋呤(BH4)辅助下合成一氧化氮(NO)。而在过度氧化应激状态

下，BH4 被自由基、过氧化物所氧化，从而使 eNOS 蛋白解偶联失活，转而催化产生 O2
-而不是

NO，从而导致细胞凋亡[11]。AMI 发生后，心脏处于异常的氧化应激状态。由于线粒体呼吸链电子传

递中断、缺血区补体系统的激活及儿茶酚胺自动氧化等，心肌细胞活性氧(ROS)、活性氮(RON)等产

量急剧增加，从而使 PI3K、Akt、eNOS 等蛋白失活，导致心肌细胞的大量凋亡[12]。 

为探究 GXBD 是否通过清除自由基，逆转 AMI 后异常的氧化应激状态，从而激活

PI3K/Akt/eNOS 信号通路，抑制心肌细胞凋亡，发挥干预 T2DM-AMI 作用，本研究采用 GXBD 水煎

液干预 T2DM-AMI 大鼠模型；检测各组大鼠血液中总自由基(T-ROS)、主要氧化损伤成分，如晚期糖

基化末端产物(AGEs)、氧化型低密度脂蛋白(ox-LDL)、黄嘌呤氧化酶(XO)、髓过氧化物酶(MPO)等[13-

14]，以及总抗氧化能力(T-AOC)、主要抗氧化成分，如硫氧还蛋白(Trx)、硫氧还蛋白还原酶(TrxR)

等[15]；同时分析各组动物心肌组织中 PI3K、Akt 及 eNOS 的蛋白表达及磷酸化水平；旨在以改善氧化

应激，调控 PI3K/Akt/eNOS 通路为切入点，探讨 GXBD 保护 T2DM-AMI 的作用机制，部分揭示其

“开胸除痹、祛痰散结”的科学内涵。 

1 材 料 

1.1 试 剂 

GAPDH 大鼠单克隆抗体、HRP 标记的山羊多克隆抗体抗大鼠 IgG 及总抗氧化能力(T-AOC)试剂

盒购自英国 Abcam 公司(ab9484、ab6789 及 ab65329)；PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt、eNOS 及 p-eNOS
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兔多克隆抗体购自美国 Affinity Biosciences 公司(AF5112、AF4369、AF6261、AF0016、AF0096、

AF3247)；RNA 提取试剂盒(PrimeScript™ RT reagent Kit with gDNA Eraser)、SYBR 定量试剂盒(Power 

SYBR Green Master Mix9767)购自日本 Takara 公司(RR047A、RR820A)、硫氧还蛋白(Trx)、硫氧还蛋

白还原酶(TrxR)、无机硝酸盐(NOx)试剂盒购自美国 Cayman 公司(11526-1、11526-1、#780001)，黄嘌

呤氧化酶(XO,8458)试剂盒购自美国 Sciencell 公司，链脲佐菌素(STZ, IS0250)购自中国北京 Solarbio

公司，氧化型低密度脂蛋白(ox-LDL)、晚期糖基化终产物(AGEs)试剂盒购自中国武汉 Bio-swamp 公司

(RA20455、RA20685)，髓过氧化物酶(MPO,mL003250)试剂盒购自中国上海 MLbio 公司。 

瓜蒌(Furctus trichosanthis)、薤白(Bulbus allⅡ nacrostemonis)、半夏(Ruizoma pinelliae)均购自山

东中医药大学附属医院，经山东中医药大学药学院中药鉴定教研室郭庆梅教授鉴定，品质上乘。黄

酒，购自即墨黄酒厂。 

瓜蒌薤白半夏汤(Gualou Xiebai Banxiadecoction，GXBD)的制备：瓜蒌、薤白、半夏(比例 8:3:4。

每 1000 g 药材配黄酒 550 mL)加水至盖过药材浸泡 2～3 h 后，水开小火煎煮 20 min，倒出第 1 份药

液。加热水浸过药物煎煮 15 min 倒出第 2 份药液。合并两次的水煎液抽滤浓缩至生药浓度为 1 g/mL

的煎液。-20 ℃保存备用。用时 37 ℃水浴加热后按 20 g/kg·d 剂量灌胃。 

高脂乳剂(Highfatemulsion，HFE)的制备：参考荀丽英等的方法[7]，将胆固醇、猪油、胆酸钠、丙

基硫氧嘧啶、吐温-80、丙二醇、蒸馏水按体积比为 10:20:2:1:20:20:30 配制。首先将猪油加热融化搅

拌，依次加入胆固醇、胆酸钠和丙基硫氧嘧啶，搅拌均匀。再加入吐温-80、丙二醇和蒸馏水，待固

体完全溶解后，冷却至室温。-20 ℃冰箱保存备用。用时 37 ℃水浴融化按 1mL/100g·d 剂量灌胃.该剂

量是本研究长期摸索出的最佳剂量。 

1.2实验动物 

健康 SPF 级 SD 大鼠，30 只，体质量(200±20) g，购自北京维通利华实验动物中心有限公司，许

可证号：SCXK(京)2016-0006。于 SPF 级动物房进行饲养，饲养条件：温度(25±0.5) ℃，相对湿度

40%～70%，12 h 明暗循环，自由进食饮水，适应性饲养 7 d 后开展实验。实验动物的饲养、处置过

程得到山东中医药大学实验室动物管理和使用委员会的批准（批号：SDTUCM20160512001），符合

中华人民共和国科技部颁布的《关于善待实验动物的指导性意见》和山东中医药大学伦理委员会的标

准。 

2方 法 

2.1实验设计 

大鼠随机分为对照组(Ctrl)、模型组(T2DM-AMI)和瓜蒌薤白半夏汤组(GXBD)。除 Ctrl 组外，其

余大鼠均灌服 HFE。分别于实验开始的第 7、14 及 21 天对所有大鼠进行血脂检测，剔除血脂升高不

明显的大鼠。第 22 天对高脂血症大鼠，腹腔注射 STZ 制备 T2DM 模型。第 25 天，检测各组大鼠空

腹及进食后 2 h 血糖含量，并进行口服葡萄糖耐量实验(OGTT)。剔除血糖升高不显著的动物。第 28

天，GXBD 组大鼠上午灌服 HFE，下午灌服 GXBD，连续给药 12 d。在相同的时间内，T2DM-AMI

组灌服 HFE+同体积的生理盐水(NS)，Ctrl 组上午、下午均灌服同体积 NS。第 36 天，GXBD、

T2DM-AMI 组进行冠脉结扎手术。第 39 天，所有动物全部处死，取心脏、血液，并根据实验要求处

理、保存备用。 

为保证最终的实验数据符合统计学要求，实验开始时每组 10 只大鼠，实验结束时每组随机取 8

只大鼠的数据进行统计学处理。 

2.2动物模型制备 

为客观模拟Ⅱ型糖尿病合并冠心病的发病过程，参考本课题组前期实验方法，采用三步法建立

T2DM-AMI 大鼠模型[7]。首先 HFE 灌胃制备高脂血症模型造成大鼠体内胰岛素抵抗状态；然后采用

腹腔注射 STZ 制备 T2DM 模型；最后，结扎大鼠冠状动脉制备 T2DM-AMI 模型。 

高脂血症模型：HFE 连续灌胃 3 周同时喂以普通饲料，对照组灌服同等剂量的 NS 并喂以普通饲
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料。分别于灌服高脂乳后第 14 和 21 天，大鼠乙醚麻醉，眼眶取血，测定血浆血脂总甘油三脂(TG)、

总胆固醇(TG)、低密度脂蛋白(LDL)及高密度脂蛋白(HDL)含量。与对照组相比，TC、TG 及 LDL 显

著升高，HDL 显著降低者视为高脂血症造模成功。 

T2DM 模型：上述高脂血症大鼠过夜禁食，单次腹腔注射高剂量 STZ (40 mg/kg·d)。3 d 后，大鼠

空腹 18 h，尾静脉取血，检测血糖含量。同时给予葡萄糖水(2 g/kg)灌胃，进行 OGTT，2 h 后测餐后

血糖。空腹血糖浓度大于 10 mmol/L 或者餐后血糖浓度大于 16.7 mmol /L 的视为成功的 T2DM 模型大

鼠。 

T2DM-AMI 模型：取上述 T2DM 模型大鼠进行冠脉结扎手术。腹腔注射戊巴比妥(50 mg/kg)麻醉

后，连接呼吸机并进行气管插管。于左侧第 3、4 肋间开胸暴露心脏后，以圆形无创伤缝合针、6/0 丝

线于左冠状动脉前降支起始部下约 2 mm 处结扎，连接生物机能实验系统。以心电图 ST 段抬高和心

肌变暗红色为结扎成功的标志。 

2.3心肌梗死率检测 

各组大鼠麻醉后取出心脏，NS 洗净。吸干表面 NS-20 ℃冷冻。约 0.5 h 后从结扎线下方切成厚

度约 1～2 mm 且厚薄均匀的薄片。TTC 溶液 37 ℃避光孵育 15 min。然后取出拍照。梗死的心肌组织

不能被 TTC 染色，呈白色；未梗死区域可被 TTC 染色，呈红色。病理图像分析系统测算心肌切片上

白色和红色区域的面积，并计算心肌梗死率。心肌梗死率=梗死区面积/(梗死区面积+非梗死区面积)×

100%。 

2.4心肌组织病理损伤检测 

大鼠麻醉，4%多聚甲醛预灌注后，摘取心脏，冰 PBS 洗净。4%多聚甲醛固定 24 h。常规脱水，

石蜡包埋，切片(厚度 5 μm)后进行 HE 染色。显微镜下观察并拍照。 

2.5血浆氧化应激成分含量检测 

腹主动脉取血，肝素钠抗凝，经 2000 r/min 离心 10 min 得血清。参照 ELISA 试剂盒说明书进行

操作，生化分析仪检测其中 AGEs、ox-LDL、MPO、XO、T-AOC、Trx、TrxR 及 NO 的水平。 

2.6 Western blot检测 

提取心肌组织蛋白，BCA 法测定蛋白浓度，配制 10%聚丙烯酰胺凝胶，进行还原性 SDS-PAGE

电泳。100 V 恒压 90 min，湿法转膜(NC 膜)。5%脱脂奶粉的 TBST(含 0.05%吐温-20 的 TBS 缓冲液)

封闭 2 h。一抗 (GADPH 浓度 1:3000，PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt、eNOS 及 p-eNOS 浓度均为

1:150)。4 ℃过夜孵育。TBST 洗膜 3 次，10 min/次。二抗室温孵育 1 h。TBST 洗膜 3 次，10min/次。

ECL 化学发光液显影。BIO-RAD 凝胶成像系统照相并进行定量分析。 

2.7 RT-PCR检测 

提取心肌组织总 RNA，并根据试剂盒说明书将 RNA 逆转录成 cDNA。利用 ABI 7500 实时 PCR

系统、TB Green Master Mix 和基因特异性引物进行基因扩增。引物序列见表 1。用 ΔΔCT法对实时荧

光定量 PCR（qRT-PCR）结果进行相对定量分析。 

表1 qRT-PCR引物序列 

Tab. 1 Sequences of qRT-PCR primers 

基因名称 上游引物 下游引物 
Pi3k 5’-CGCAGATGATACTCCTGACACC-3’ 5’-CAGACCCGCAGCACAAAA-3’ 
Akt 5’-ATGGACTTCCGGTCAGGTTCA-3’ 5’-GCCCTTGCCCAGTAGCTTCA-3’ 
eNos 5’-CTGTGTGACCCTCACCGATACAA-3’ 5’-AGCACAGCCACGTTAATTTCCA-3’ 
Gapdh 5’-GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG-3’ 5’-ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA-3’ 

2.8数据统计 

采用 SPSS 22.0 统计分析软件对实验数据进行组间 t-检验及方差分析，实验数据以均数(𝑥̅)±标准

差(SD)表示，P＜0.05 有统计学意义。 
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3结果与分析 

3.1 GXBD显著降低模型大鼠心肌梗死率 

经 TTC 染色处理后，梗死的心肌组织呈白色，非梗死区域被染色呈红色。病理图像分析系统的

定量分析结果显示：T2DM-AMI 组大鼠心肌缺血严重，心肌梗死率为(33.81±1.61)%；给予 GXBD 后

大鼠心脏梗死面积显著减少，心肌梗死率较 T2DM-AMI 下降约 14%(图 1、表 2，P<0.05)。 

 

图 1 各组大鼠心肌组织 TTC 染色 

Fig. 1 TTC staining of rat myocardial tissue in each group 

表2 各组大鼠心肌梗死率( x ±s, n=8) 

Tab. 2 Myocardial infarction rate in each group( x ±s, n=8) 

组别 心肌梗死率/% 
Ctrl 3.21±1.45 

T2DM-AMI 33.81±1.61△△ 
GXBD 19.83±1.97* 

注：*与 T2DM-AMI 组相比，P<0.05；
△△

与 Ctrl 组相比，P<0.01. 

3.2 GXBD显著减轻模型大鼠心肌组织病理损伤 

各组大鼠心肌切片 HE 染色结果如图 2 所示。Ctrl 组心肌细胞大小规则、结构正常、组织排列整

齐。T2DM-AMI 组可见大片梗死区域，梗死区心肌细胞排列紊乱，边界不清。GXBD 组心肌梗死区

域明显减少，细胞不规则情况及坏死程度减轻(图 2)。 
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A～C 分别为 Ctrl、T2DM-AMI 和 GXBD 组，放大倍率 400 倍。 

图 2 各组大鼠心肌组织石蜡切片 HE 染色照片 

Fig. 2 HE staining photos of paraffin sections of rat myocardial tissue in each group 

3.3 GXBD显著降低模型大鼠血浆心肌酶活性 

血浆 CK、CK-MB 活性是衡量心肌细胞坏死程度的金指标。检测数据显示：T2DM-AMI 组血浆

心肌酶 CK 和 CK-MB 活性显著升高，而 GXBD 组大鼠血浆该两种酶活性明显降低(表 3，P<0.05 或

0.01)。 

表3 各组大鼠血浆CK、CK-MB活性( x ±s, n=8, U/L) 

Tab. 3 Plasma CK and CK-MB activities of rats in each group ( x ±s, n=8, U/L) 

组别 Ctrl T2DM-AMI GXBD 

CK 181.21±14.62 453.86±37.07
△△ 204.90±20.51* 

CK-MB 120.55±6.96 556.00±31.59
△△ 241.66±19.06** 

注：*与 T2DM-AMI 组相比，P<0.05；
△△

与 Ctrl 组相比，P<0.01. 

3.4 GXBD调节模型大鼠血浆氧化应激成分的含量 

用 ELISA 方法分别检测了各组大鼠血浆中 4 种氧化损伤成分 AGEs、ox-LDL、MPO 及 XO 的含

量，并检测了其中总自由基(T-ROS)的水平。检测数据表明：与 Ctrl 组相比，T2DM-AMI 组血浆中上

述 4 种氧化损伤成分及 T-ROS 水平均显著增加；而 GXBD 组大鼠血浆中上述成分水平均明显降低(表

4，P<0.05 或 P<0.01)。 

表4 各组大鼠血浆氧化损伤成分水平( x ±s, n=8) 

Tab. 4 Levels of oxidative damage components in plasma of rats in each group ( x ±s, n=8) 

成分 Ctrl 组 T2DM-AMI 组 GXBD 组 
AGEs (ng/mL) 379.58±35.09 1096.67±66.58

△△ 830.42±57.45** 
ox-LDL (ng/mL) 0.59±0.16 4.66±0.15

△△ 2.37±0.19** 
MPO (U/L) 84.57±22.57 486.55±24.33

△△ 371.09±14.67* 
XO (U/L) 29.90±2.16 65.69±4.04

△△ 46.10±2.96** 
T-ROS 4566.45±251.21 7910.93±330.39

△△ 4998.03±248.24** 
注：*、**与 T2DM-AMI 组相比，P<0.05、P<0.01；

△△
与 Ctrl 组相比，P<0.01. 

检测数据表明：与 Crtl 组相比，T2DM-AMI 组血浆中抗氧化成分 Trx、NO 及 TrxR 的水平显著

降低(P<0.05)；经 GXBD 干预后上述成分含量和总抗氧化能力均明显提高(表 5，P<0.05 或 P<0.01)。 
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表5 各组大鼠血浆抗氧化成分水平( x ±s, n=8) 

Tab. 5 Levels of plasma antioxidant components in each group ( x ±s, n=8) 

成分 Ctrl 组 T2DM-AMI 组 GXBD 组 

T-AOC (U/L) 1.70±0.13 2.42±0.14
△ 4.53±0.35** 

Trx (pg/mL) 325.91±17.79 148.69±10.30
△ 273.61±16.52** 

TrxR (mU/L) 18.32±1.45 10.73±0.98
△ 22.17±0.86** 

NO (μmol/L) 57.00±3.25 29.10±1.23
△ 41.85±0.85* 

注：*、**与 T2DM-AMI 组相比 P<0.05、P<0.01；
△
与 Ctrl 组相比 P<0.05. 

3.5 GXBD上调模型大鼠心肌组织 PI3K、Akt、eNOS蛋白表达及其磷酸化水平 

WB 检测结果显示，与 Crtl 组相比，T2DM-AMI 大鼠心肌组织中 PI3K、Akt 及 eNOS 蛋白表达量

均明显降低，而 GXBD 干预后上述 3 种蛋白表达水平显著上调(图 3、图 4(a)，P<0.01 或 P<0.05) 

磷酸化是 PI3K、Akt 及 eNOS 蛋白的激活方式。本研究利用 3 种蛋白的磷酸化抗体，检测其磷酸

化水平，检测结果显示，与 Crtl 组相比，T2DM-AMI 大鼠心肌组织中 3 种蛋白的磷酸化蛋白/总蛋白

的比值均显著降低；而 GXBD 干预后，上述情况被显著逆转(图 3、图 4(b)，P<0.01 或 P<0.05)。 

上述数据说明，在 T2DM-AMI 大鼠心肌中，PI3K 等 3 种蛋白的表达及激活均受到了显著抑制，

而 GXBD 的干预则显著上调了上述蛋白的表达，并提高其激活程度。 

 

图 3 各组大鼠心肌组织中 PI3K、Akt、eNOS 总蛋白及其磷酸化蛋白表达条带 

Fig. 3 Expression bands of PI3K, Akt, eNOS total proteins and their phosphorylated proteins in myocardial tissue of rats in each group  
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注：*、**与 T2DM-AMI 组相比 P<0.05、P<0.01；△、△△与 Ctrl 组相比 P<0.05、P<0.01. 

图 4 各组大鼠心肌组织中(a)PI3K、Akt、eNOS 蛋白相对表达量，(b)p-PI3K、p-Akt、p-eNOS 磷酸化蛋白相对表达量 

Fig. 4 Relative expression levels of (a) PI3K, Akt and eNOS proteins, (b) p-PI3K, p-Akt and p-EnOS phosphorylated proteins in myocardium of rats 

in each group 

3.6 GXBD上调模型大鼠心肌组织 Pi3k、Akt及 eNos基因 mRNA表达水平 

RT-PCR 检测结果可进一步验证 WB 的结果。与 Ctrl 组相比，T2DM-AMI 大鼠心肌组织中 Pi3k

和 Akt mRNA 表达量均显著降低；GXBD 干预后 3 个基因的 mRNA 表达量均显著升高(图 5，P<0.05

或 P<0.01)。这一结果说明，GXBD 可显著上调模型大鼠心肌组织 Pi3k、Akt、eNos 基因 mRNA 表达

水平。 

 

注：*、**：与 T2DM-AMI 组相比 P<0.05、P<0.01；△、△△：与 Ctrl 组相比 P<0.05、P<0.01. 

图 5 各组大鼠心肌组织中 Pi3k、Akt、eNos 的 mRNA 相对表达量 

Fig. 5 mRNA relative expression levels of Pi3k, Akt and eNos in myocardium of rats in each group  

4 讨论与结论 

瓜蒌薤白半夏汤出至汉代张仲景的《金匮要略》，至今已有 2000 多年的使用历史[17]。其对痰浊

阻闭型冠心病(含糖尿病合并冠心病)独特而显著的疗效早已被长期的中医临床实践所证明。该方仅含

3 味药材，价格低廉，开发价值很大。而明确其发挥药效的物质基础和作用机制是进一步精制研发的

基础。 
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4.1 PI3K/Akt/eNOS通路是 GXBD干预 T2DM-AMI的重要环节 

在前期基础上，本研究进一步发现：GXBD 在显著降低模型大鼠的心肌梗死率、减轻其心肌病理

损伤的同时，显著提高了其血液 T-AOC，降低了其中 T-ROS，纠正了异常的氧化应激状态。同时，

该方还显著上调了模型大鼠心肌组织内 pi3k 等三种基因的 mRNA 表达水平，以及 PI3K 等 3 种蛋白的

表达及磷酸化水平，提高了磷酸化蛋白/非磷酸化蛋白的比值。这些结果表明，由于血液中氧化损伤

成分含量过高，抗氧化成分水平相对过低，T2DM-AMI 大鼠心肌细胞中的 PI3K/Akt/eNOS 信号通路

被严重破坏。GXBD 可能通过清除自由基，改善氧化应激状态，激活心肌细胞中 PI3K/Akt/eNOS 信号

通路，从而发挥对 T2DM-AMI 的保护作用，对上述通路的激活可能与其抗氧化作用密切相关。 

4.2 GXBD具有较强的抗氧化特性 

清除氧自由基，纠正异常的氧化应激状态，是多种中药发挥药效的机制 [18]。本研究首次发现，

GXBD 可显著降低 T2DM-AMI 大鼠血液中 T-ROS 水平，表现出较强的抗氧化特征，以及清除自由基

的能力。 

AGEs 和 ox-LDL 是 T2DM 患者血液中两种主要的氧化损伤成分，二者含量的升高会加剧心肌梗

死后的心力衰竭 [12-13]。本研究表明，GXBD 可显著降低 T2DM-AMI 模型大鼠血液中这两种有害成

分，其中对 ox-LDL 清除作用尤为显著。 

黄嘌呤氧化酶(XO)、髓过氧化物酶(MPO)是体内 ROS 的主要生产者，也是 DM 心脑血管并发症

的主要元凶。MPO 是天然免疫系统的主要效应酶，负责催化 H2O2 与氯离子反应生成初级氧化剂

HClO。该酶衍生的氧化剂通过氧化 LDL、HDL 大大降低 NO 的生物利用度，从而促进 CVD 的进

展[19]。临床研究证实，T2DM 心血管并发症患者(T2DM-CVD)血清 MPO 水平显著升高，并与死亡风

险呈正相关[20-21]。XO 是尿酸代谢的关键酶。大型人群前瞻性研究表明，血清 XO 活性升高增加了

T2DM 的患病率[22]；同时，T2DM-CVD 体内 XO 活性显著升高，导致了脂质过氧化反应的增强[23]。

在 MI、I/R 损伤期间，XO 活性显著增强，这也是过量 ROS 的形成的重要因素[24]。本研究进一步证

实了，血清 XO、MPO 活性的升高与 T2DM-AMI 密切相关；同时发现 GXBD 可显著降低模型动物体

内这两种酶的活性。 

4.3 GXBD对内源性抗氧化酶具有显著的保护作用 

保护机体内源性的抗氧化系统，也是中药纠正氧化应激状态的重要机制[25]。硫氧还蛋白及其还原

酶系统(Trx/TrxR)是机体主要的抗氧化系统，能够消除自由基，促进 NO 的释放，调节氧化应激[14]。

多种研究表明，高糖状态会显著降低 Trx 活性；白藜芦醇、二甲双胍及普罗布考均可通过提高 Trx 的

表达来降低血糖水平与心肌梗死范围[25-27]。本研究发现，T2DM-AMI 模型动物血浆中 TRx+TrxR 及

NO 水平显著降低，该系统功能下降与 DM-CVD 密切相关；而 GXBD 对该抗氧化系统有显著保护作

用，从而提高了体内总抗氧化能力。 

综上所述，本研究结果表明：依靠自身的抗氧化成分，清除机体内的自由基，或者保护机体内源

性的抗氧化系统，提升其抗氧化能力，进而维护心肌细胞内 PI3K 等蛋白的完整性，激活

PI3K/Akt/eNOS 信号通路，可能是 GXBD 发挥 T2DM-AMI 心肌保护作用的重要机制，也是中药“祛

痰散结、开胸除痹”功效在细胞内信号转导层次上的体现。 
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