
第 47卷 第5期

2026 年 9月

Vol.47  No.5
September  2026

中山大学学报（医学科学版）

JOURNAL OF SUN YAT⁃SEN UNIVERSITY（MEDICAL SCIENCES）

八味沉香丸激活磷脂酰肌醇3-激酶抑制铜死亡改善
大鼠急性心肌缺血损伤

张晓英，谢予荃，张雨婵，司 祺，肖元糊，郭毓祺，邵夏瑀

（西藏民族大学医学院//西藏民族大学藏药检测技术教育部工程研究中心，陕西 咸阳 712082）

摘 要：【目的】　研究藏药八味沉香丸（BCW）防治心肌缺血的有效活性部位及机制。【方法】　建立异丙肾上腺素

（ISO）诱导大鼠在体心肌缺血模型、冠脉结扎离体心脏缺血模型，评估BCW全方、醇提物及其不同极性萃取物对心

电图 ST段、心肌损伤、血流动力学及心肌梗死的影响。检测心肌组织磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）磷酸化水平、铜死

亡相关蛋白的表达，以及Cu²⁺含量。利用氧糖剥夺（OGD）心肌细胞损伤模型联合PI3K激动剂和抑制剂验证通路调

控关系。【结果】　BCW全方可改善心肌缺血大鼠心电图 ST段抬高（P＜0.01），降低心肌损伤标志物含量，改善血流动

力学，上调PI3K磷酸化水平（P＜0.01），减少Cu²⁺蓄积（P＜0.01），缩小心肌梗死范围。BCW醇提物及各萃取物可改

善离体大鼠离体心肌缺血，减少Cu²⁺蓄积，其中BCW正丁醇萃取物效果较好（P＜0.01）；其可上调PI3K磷酸化水平

（P＜0.01）、下调铁氧还蛋白还原酶（FDX1）（P＜0.05）、硫辛酸合酶（LIAS）、二氢硫辛酰胺乙酰转移酶（DLAT）多聚

体表达（P＜0.05）。在OGD诱导心肌细胞模型中，PI3K激动剂可抑制DLAT多聚体表达（P＜0.05），而 PI3K抑制剂

可削弱正丁醇萃取物对DLAT多聚体的抑制作用（P＜0.05）。【结论】　BCW正丁醇萃取物是改善大鼠心肌缺血的主

要有效部位，其机制可能与PI3K激活介导的铜死亡抑制有关。
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Bawei Chenxiang Wan Protects Against Acute Myocardial Ischemia by Activating 
Phosphatidylinositol 3-Kinase to Inhibit Cuproptosis in Rats
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Abstract：【Objective】 To investigate the protective effect and underlying mechanisms of the Bawei Chenxiang Wan 
（BCW） against myocardial ischemic injury.【Methods】 Myocardial ischemia in vivo was induced in rats by subcutaneous 
injection of isoproterenol （ISO）， and ex vivo ischemia was established by coronary artery ligation in isolated rat hearts. The 
effects of BCW， alcohol extracts and its polar extracts were evaluated on ST segment on electrocardiogram （ECG）， 
myocardial damage， hemodynamic parameters， and infarct size. The phosphorylation level of phosphatidylinositol 3-
kinase （PI3K）， the expression of cuproptosis-related proteins， and the content of Cu²⁺ in myocardial tissue were detected. 
The regulatory relationship of the signaling pathway was verified using an oxygen-glucose deprivation （OGD） myocardial 
cell injury model， combined with PI3K agonists and inhibitors.【Results】 BCW ameliorated ST-segment elevation on 
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electrocardiograms（P＜0.01）， reduced serum levels of myocardial injury markers， improved hemodynamic parameters， 
upregulated PI3K phosphorylation（P＜0.01）， and decreased Cu² ⁺ accumulation in rats with myocardial ischemia（P＜

0.01）. Moreover， BCW reduced the myocardial infarct size. In the isolated rat heart model of ischemia， both the ethanol 
extract and various solvent fractions of BCW exerted protective effects and reduced Cu² ⁺ content， among which the n-
butanol fraction exhibited the most potent activity（P＜0.01）. Specifically， the n-butanol fraction upregulated PI3K 
phosphorylation（P＜0.01） and downregulated the expression of cuproptosis-related proteins， including ferredoxin 
reductase 1（FDX1）（P＜0.05）， lipoic acid synthetase（LIAS）， and dihydrolipoamide S-acetyltransferase（DLAT） 
oligomerization（P＜0.05）. In the OGD-induced cardiomyocyte injury model， treatment with a PI3K agonist inhibited 
DLAT oligomerization（P＜0.05）， whereas co-administration of a PI3K inhibitor attenuated the inhibitory effect of the n-
butanol fraction on DLAT oligomer formation（P＜0.05）.【Conclusion】 The n-butanol fraction of BCW exerts a significant 
protective effect against myocardial ischemic injury， and its mechanism may involve activation of the PI3K and inhibition 
of cuproptosis.

Key words： Bawei Chenxiang Wan； myocardial ischemia； n-butanol extract； phosphatidylinositol 3-kinase； 
cuproptosis； dihydrolipoamide S-acetyltransferase
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急性心肌缺血是冠心病的典型病理状态，其特

征是心肌血液供应与氧需求失衡，从而导致心肌代

谢紊乱、心肌梗死、心力衰竭甚至猝死，已成为全球

范围内重大的公共卫生问题［1-2］。目前临床治疗手

段以溶栓、经皮冠状动脉介入治疗、抗血小板聚集

等为主，虽能在一定程度上恢复心肌血供，但仍存

在再灌注损伤、心肌细胞不可逆凋亡、心室重构等

问题，难以从根本上逆转心肌损伤进程。心肌缺血

性损伤与多种类型的心肌细胞死亡密切相关［3-4］，

其中铜死亡作为一种新型程序性细胞死亡方式，因

其独特的线粒体代谢调控机制备受关注。该过程

由Cu2+ 过载诱导脂酰化蛋白异常聚集，进而引发蛋

白毒性应激和线粒体代谢衰竭［5］。在心肌缺血/再
灌注损伤中的研究显示，铜死亡通路的关键效应蛋

白 铁 氧 还 蛋 白 还 原 酶（ferredoxin reductase 1， 
FDX1）上调，提示该死亡方式在心肌损伤中扮演着

不可忽视的角色［6］。此外，磷脂酰肌醇 3-激酶

（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）作为调控细胞

存活的关键枢纽，其在心肌缺血中的保护作用已被

广泛证实［7-8］。尽管铜死亡与PI3K在心肌缺血中均

扮演关键角色，但二者是否存在交互调控，以及能

否通过靶向该网络节点开发新型心肌保护药物仍

值得深入研究。藏药八味沉香丸（Bawei Chenxiang 
Wan，BCW）始载于藏族医药古典巨著《四部医典》，

可清心热、养心、安神、开窍，用于热病攻心、神昏谵

语，心前区疼痛、心脏外伤、冠心病、心绞痛等。常

见散剂和丸剂两种剂型，均由肉豆蔻、沉香、广枣、

乳香、诃子、木香、木棉花和矿物药石灰华组成，两

者处方相同但各药材配比存在差异。现代药理学

研究多集中在散剂抗心肌缺血、缺血再灌注损伤等

方面［9-12］，而八味沉香丸的药效学评价、药理作用机

制、药效物质基础及临床适应证的系统研究均较为

匮乏，严重制约了其现代化发展与临床推广应用。

本团队前期在 BCW 防治大鼠心肌肥厚［13］、高原心

脏病大鼠右心室肥厚［14］方面开展了相关研究，但该

复方在急性心肌缺血中的作用及机制尚不清楚。

基于上述铜死亡/PI3K 在心肌缺血损伤中的作用，

本研究提出假说：BCW 可能通过激活 PI3K 抑制

Cu2+蓄积及脂酰化蛋白聚集，发挥心肌保护作用。

为验证这一假说，本研究拟通过构建大鼠心肌缺血

整体模型、离体心脏灌流模型、心肌细胞氧糖剥夺

（oxygen-glucose deprivation，OGD）模型，系统评价

BCW 防治心肌缺血的作用，并探讨其对铜死亡关

键分子及 PI3K通路的调控效应，以期为BCW的临

床应用拓展及现代化开发提供实验依据。

1 材料与方法

1.1　实验动物

SD 大鼠［雄性，体质量：180~220 g，SPF 级，许

可证号：SCXK（川）2025-0030］购买自成都达硕实

验动物有限公司。大鼠被饲养在西藏民族大学医

学院动物房，空气湿度保持在（50 ± 2）%，温度保持
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在（25 ± 2） ℃，12 h 光/暗交替，并提供充足的食物

及水。本研究所有动物实验操作符合动物伦理学

准则，经由西藏民族大学伦理委员会审批（2023-
08-003）同意后开展实验研究。

1.2　主要试剂和仪器

八味沉香丸由西藏昌都光宇利民药业有限责

任 公 司 提 供（西 藏 昌 都 ，中 国），国 药 准 字 ：

Z20130021，生产批号：240803；美托洛尔（上海陶术

生物科技有限公司，生产批号：H32025391）；异丙

肾上腺素（15627，默克化工技术上海有限公司）

LY294002（154447-36-6，上海蓝木化工）、740Y-P
（1236188-16-1，上海蓝木化工）甲醇、石油醚、乙

酸乙酯、正丁醇（分析纯，天津市天力化学试剂有限

公司）；p-PI3K（GB150210-100），PI3K（GB11525-
100），GADPH（GB15002-100），P53（GB114061-
100），FDX1（GB150091-100），LIAS（GB150135-
100）抗体购买于武汉赛维尔生物科技有限公司，

DLAT（Bioss，bsm-62155R）抗体购买于北京博奥森

生 物 技 术 有 限 公 司 ；Power Lab 生 理 记 录 仪

（ADInstruments）、Langendorff 离体系统 Langendorff
灌流装置（Analog Devices）、小动物 B 超（飞依诺

VINNO6）；小动物麻醉机 R500IP（深圳市瑞沃德生

命科技有限公司）

1.3　主要方法

1.3.1　异丙肾上腺素诱导大鼠心肌缺血模型构建

及实验分组 36只大鼠适应性饲养 7 d后，随机分

为 6 组 ，每 组 6 只 ，Control 组 ，异 丙 肾 上 腺 素

（isoproterenol，ISO）诱导心肌缺血（ISO）模型组，

ISO+八味沉香丸（BCW）高、中、低剂量组（0.2、0.4、
0.8 g/kg），ISO+美托洛尔组（10 mg/kg）。BCW 连续

灌胃给药 9 d。从第 8 天开始，对照组大鼠腹腔注

射等体积生理盐水，其余各组大鼠均腹腔注射异丙

肾上腺素（85 mg/kg），连续 2 d。加水加饲料、更换

垫料。

1.3.2　大鼠心电图检测 大鼠经鼻吸入体积分数

2.5% 异氟烷进行诱导麻醉，麻醉成功后仰卧固定

于鼠板上，并以 1.0%异氟烷维持麻醉状态，同时记

录心电图变化以评估心肌缺血相关心功能损伤。

1.3.3　八味沉香丸各部位提取与制备 精确称取

60 g 八味沉香丸粉末，置于 500 mL 烧杯中，加入

1 500 mL 900 mL/L甲醇（methanol， MeOH）溶液，涡

旋混匀后置于超声波清洗仪中，室温超声提取30 min
（功率 200 W，频率 40 kHz）。提取完成后，将锥形

瓶密封置于 4 ℃冰箱静置过夜，使有效成分充分溶

出。次日采用抽滤法收集上清液，去除药渣；将收

集的上清液转移至旋转蒸发仪中，在 45 ℃、0.08 
MPa条件下减压浓缩至约 10 mL，随后将浓缩液转

移至 50 mL离心管中，置于 60 ℃水浴锅中缓慢挥发

至体积为7.5 mL。将浓缩液放入-20 ℃冰箱预冻4 h，
之后转入冷冻干燥机中，在-50 ℃、0.01 MPa条件下

冷冻干燥 24 h，得到BCW醇提物粉末，密封后置于

-20 ℃冰箱避光保存备用。取上述 BCW 醇提物粉

末，加入适量蒸馏水混悬，依次用等体积石油醚

（petroleum ether，PE）、乙 酸 乙 酯（ethyl acetate，
EA）、正丁醇（n-butanol，BuOH）进行梯度萃取，每

种溶剂重复萃取 3次，合并各萃取液。分别将石油

醚萃取液、乙酸乙酯萃取液、正丁醇萃取液置于旋

转蒸发仪中，按上述相同条件减压浓缩至适宜体

积，经预冻后冷冻干燥，分别得到石油醚萃取物、乙

酸乙酯萃取物、正丁醇萃取物粉末，密封避光保存

备用。

1.3.4　大鼠离体心脏缺血模型建立 大鼠经异氟

烷吸入麻醉后快速开胸取心，心脏立即置入 4 ℃预

冷的 KH 灌流液中漂洗，去除心包及结缔组织，轻

压心室排出残血。将心脏主动脉插管并固定于

Langendorff 逆灌装置，采用 80~100 cm H₂O 恒压模

式，灌流 37 ℃且持续通入体积分数 95%O₂+5%CO₂
混合气体的 KH 灌流液以维持氧供。心脏平衡灌

流 20 min，待搏动节律及血流动力学指标稳定后，

于冠状动脉左前降支起始部下方 2 mm 处，以 6-0
无菌医用丝线结合聚乙烯小管结扎血管（控制力以

完全阻断血流），持续结扎 30 min构建心肌缺血模

型。结扎期间实时监测心电图 ST 段、左心室发展

压（left ventricular developed pressure，LVDP）等指

标，以 ST 段显著抬高、LVDP 下降＞30% 作为模型

构建成功的判定标准。

1.3.5　大鼠离体心肌缺血实验分组 30 只 SD 大

鼠，体质量（200 ± 20） g，随机分为 5 组，每组 6 只，

Control 组：持续灌流 KH 液 160 min，不结扎冠状动

脉；心肌缺血模型组（myocardial ischemia， MI）：灌

流KH液 60 min后，结扎冠状动脉左前降支 30 min，
后续继续灌流 KH 液；BCW 处理组，分别含 100、
150、300 µg/mL BCW 的 KH 液预处理 20 min，其余

同 MI组。30只 SD大鼠，体质量（200 ± 20） g，随机

分为 5 组，每组 6 只，Control 组：持续灌流 KH 液

160 min，不结扎冠状动脉；心肌缺血模型组（MI）：
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灌流 KH 液 60 min 后，结扎冠状动脉左前降支

30 min，后续继续灌流 KH 液；MeOH 提取物组：含

BCW甲醇的KH液预处理 20 min，其余同MI组；PE
萃取组：含 BCW 石油醚萃取物的 KH 液预处理

20 min，其余同MI组；EA萃取组：含BCW乙酸乙酯

萃取物的KH液预处理 20 min，其余同MI组；BuOH
萃取组：含 BCW 正丁醇萃取物的 KH 液预处理

20 min，其余同MI组。

1.3.6　心电图及血流动力学指标检测 全程通过

生理信号记录分析系统同步监测心电图，动态记录

ST段高度变化；于左心室心尖部剪取小口，将排空

至无张力的微型球囊导管经切口缓慢置入左心室

腔，以丝线轻扎固定导管，向球囊内微量注入无菌

生 理 盐 水 ，将 左 心 室 舒 张 末 期 压 校 准 至 5~
10 mmHg，随后将球囊导管连接压力换能器，并与

生理信号记录分析系统联动，实时记录LVDP、左心

室压力最大上升速率（maximum rate of left ventricu⁃
lar pressure rise，+dp/dtmax）、左心室压力最大下降速

率（maximum rate of left ventricular pressure fall，-dp/
dtmax）等血流动力学指标，于实验结束前 5 min记录

各指标的稳定数值，用于后续统计分析。

1.3.7　TTC 染色检测心肌损伤面积 取新鲜心

肌组织，沿心脏短轴切成 2~3 mm 厚的切片，置于

10 g/L 的 TTC 染色液中，37 ℃避光孵育 30 min，期
间每隔 10 min轻轻翻动一次。染色结束后，用生理

盐水漂洗去除残留染色液，正常心肌组织呈红色，缺

血坏死区域呈白色。采用 Image J软件分析心肌切片

图像，计算心肌损伤面积占心肌总面积的百分比。

1.3.8　心肌细胞OGD模型构建及分组 不同浓度

（200~1 000 µg/mL）BCW 正丁醇（BuOH）萃取物处

理 H9c2 心肌细胞，CCK8 法检测细胞活力，筛选药

物安全范围。取对数生长期 H9c2心肌细胞，无血

清，体积分数 1%O2，5%CO2处理 6、8、10、12 h，构建

心肌细胞 OGD 模型。实验设置空白组、OGD 模型

组、不同浓度 BCW 正丁醇（BuOH）萃取物干预组

（200、400、600 µg/mL）检测细胞活力，筛选最佳药

物浓度。实验设置空白组、OGD 模型组、OGD+
PI3K 激动剂 740Y-P（先加入 30 µmol/L 740Y-P 预

处理）处理组，检测相关蛋白表达；实验设置空白

组、OGD 模型组、OGD+BuOH 处理组、OGD+BuOH
联合 PI3K 抑制剂 LY294002 组（先加入 10 µmol/L 
LY294002 预处理，再加入 BuOH 共同孵育），各组

处理结束后收集样本，用于后续分子生物学验证。

1.3.9　蛋白印迹检测 取适量心肌组织或者心肌

细胞，加入 RIPA，冰上裂解，匀浆机机械匀浆，以

12 000 r/min（r = 7.0 cm）4 ℃离心15 min。用 BCA 法

进行蛋白质定量，加入

蛋白示踪上样缓冲液（5×），高温变性，配制分

离胶和浓缩胶、上样、电泳分离蛋白质后转移到

PVDF 膜上，用一抗稀释液稀释 p-PI3K、PI3K、

FDX1、LIAS、DLAT、DLAT Oligomer 抗体后，4 ℃过

夜，用 TBST冲洗 10 min×3次，孵HRP标记二抗，室

温下孵育 1 h，TBST 冲洗，最后加显影液，并用

ChemiDocTM XRS+（Bio-Rad）检测，使用 ImageJ 进
行定量分析。

1.3.10　统计分析 采用 GraphPad Prism 10.1.1 软

件 分 析 并 作 图 ，所 有 数 据 均 以 均 数 ± 标 准 差

（Mean ± SD）表示，多组间的均数经正态分布及方

差齐性检验后使用单因素方差分析，方差齐时多重

比较采用 Dunnett 法，方差不齐时多重比较采用

Dunnett T3法，当P<0.05时，认为差异具有统计学意义。

2 结 果
2.1　BCW 对 ISO 诱导大鼠心肌缺血损伤的保护

作用

与对照组相比， ISO组大鼠心电图 ST段压低，

具有统计学差异（P＜0.01），0.2、0.4、0.8 g/kg BCW
预处理后 ST 段回升，且呈剂量依赖性（图 1A-B）。

心肌组织 HE 和 Masson 染色结果显示：ISO 组心肌

细胞排列紊乱，出现空泡变性，并伴有大量炎性细

胞浸润；心肌间质及血管周围可见蓝色胶原纤维沉

积。BCW 各剂量组心肌细胞排列规则，炎性细胞

浸润程度减轻，心肌组织中胶原阳性沉积区域缩

小，胶原纤维异常增生得到有效抑制（图 1C）。肌

酸激酶 MB 同工酶（creatine kinase MB isoenzyme，
CK-MB）与心肌肌钙蛋白（cardiac troponin T，cTnT）
是临床评估心肌细胞损伤及坏死程度的重要指标。

与对照组相比，ISO 组大鼠血清 CK-MB 活性及

cTnT 水平均升高（P＜0.01），而经 BCW 预处理后，

两者的表达较 ISO 组均降低（P＜0.01；图 1D-1E）。

与此同时，Western Blot 检测了各组心肌组织中

PI3K 蛋白的磷酸化水平，与对照相比，ISO 组 p-
PI3K/PI3K 水平降低（P＜0.01），Cu2+含量增加（P
＜0.01），BCW各剂量组磷酸化水平回升且Cu2+含量

减少，且具有统计学差异（P＜0.01；图1F-1G）。
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A: Representative electrocardiogram （ECG）; B: Statistical chart of ST segment, F (5,30)= 9.681, P < 0.000 1; ISO vs Control, **P < 0.000 1; 0.2 g/
kg BCW vs ISO, P = 0.963 2, ns; 0.4 g/kg BCW vs ISO, #P = 0.038 8; 0.8 g/kg BCW vs ISO, #P = 0.043 4; 10 mg/kg Met vs ISO, #P = 0.042 0; C: HE and 
Masson staining of rat myocardial tissue; D: c-TNT, F (5,30)= 54.12, P < 0.000 1; ISO vs Control, **P < 0.000 1; 0.2, 0.4, and 0.8 g/kg BCW vs ISO, 
##P < 0.000 1; 10 mg/kg Met vs ISO, ##P < 0.000 1; E: CK-MB, F (5,30)= 19.8, P=0.000 1; ISO vs Control, *P=0.011 1; 0.2 g/kg BCW vs ISO, P = 0.107 6, 

ns; 0.4 g/kg BCW vs ISO, #P=0.034 5; 0.8 g/kg BCW vs ISO, #P=0.019 9; 10 mg/kg Met vs ISO, ##P=0.007 2; F: Expression and statistical analysis of p-
PI3K/PI3K protein, F (5,12)= 63.35, P < 0.000 1; ISO vs Control, **P < 0.000 1; 0.2 g/kg BCW vs ISO, ##P = 0.000 5; 0.4 and 0.8 g/kg BCW vs ISO, 
##P < 0.000 1; 10 mg/kg Met vs ISO, ##P < 0.000 1; G: Relative Cu²⁺ content in myocardial tissue, F (5,30)= 31.34, P < 0.000 1; ISO vs Control, **P < 
0.000 1; 0.2, 0.4, and 0.8 g/kg BCW vs ISO, ##P < 0.000 1; 10 mg/kg Met vs ISO, ##P < 0.000 1. Data are presented as the (Mean ± SD, n = 6). **P < 0.01 
compared with Control group; #P < 0.05, ##P< 0.01 compared with ISO group; ns: not significant.

图 1　BCW 对 ISO 诱导大鼠心肌缺血损伤的保护作用

Fig. 1　Protective effect of BCW on ISO-induced myocardial ischemic injury in rats
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2.2　BCW 预处理对 Langendorff 离体大鼠心肌缺

血模型的心脏保护作用

与对照组相比，离体大鼠心肌缺血模型组心

电图 ST 段抬高且具有统计学差异（P＜0.01）。

100、150、300 µg/mL BCW 各组 ST 段抬高幅度下

降，且呈剂量依赖性（图 2A-B）。同时，模型组

大鼠心脏血流动力学指标 LVDP、+dp/dtmax 和

-dp/dtmax 降低，而 BCW 干预可剂量依赖性逆转

上述指标（图 2C-E）。为进一步明确 BCW 中发

挥保护大鼠心肌缺血作用的组分，本研究采用

不同极性的溶剂分别提取 BCW，获得醇提物

（MeOH）、石油醚萃取物（PET）、乙酸乙酯萃取物

（EAC）、正丁醇萃取物（BuOH）。与模型组相比，

BCW 醇提物及各萃取物可不同程度降低 ST 段

抬高幅度，并提高 LVDP、+dp/dtmax 及-dp/dtmax
水平（图3A-E）。

A: Representative electrocardiogram (ECG); B: Statistical chart of ST segment, F (4,25)= 52.50, P < 0.000 1; MI vs Control, **P < 0.000 1; 100 µg/
mL BCW vs MI, P = 0.985 8, ns; 150 µg/mL BCW vs MI, P = 0.066 2, ns; 300 µg/mL BCW vs MI, ##P < 0.000 1; C: LVDP, F (4,25)= 123.1, P < 0.000 
1; MI vs Control, **P < 0.000 1; 100 µg/mL BCW vs MI, P = 0.312 8, ns; 150 µg/mL BCW vs MI, ##P < 0.000 1; 300 µg/mL BCW vs MI, ##P < 0.000 1; 
D: +dp/dtmax, F (4,25)= 55.60, P < 0.000 1; MI vs Control, **P < 0.000 1; 100 µg/mL BCW vs MI, ##P = 0.008 1; 150 µg/mL BCW vs MI, ##P < 0.000 1; 
300 µg/mL BCW vs MI, ##P< 0.000 1; E: -dp /dtmax, F (4,25)= 168.6, P < 0.000 1; MI vs Control, **P < 0.000 1; 100 µg/mL BCW vs MI, ##P = 0.000 2; 
150 µg/mL BCW vs MI, ##P < 0.000 1; 300 µg/mL BCW vs MI, ##P < 0.000 1. Data are presented as the (Mean ± SD, n = 6). *P < 0.01 compared with 
Control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 compared with MI group; ns: not significant.

图 2　BCW 对 Langendorff 离体大鼠心肌缺血模型的心脏保护作用

Fig. 2　Cardioprotective effect of BCW on the Langendorff isolated rat myocardial ischemia model
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采用 TTC 染色法检测各组大鼠心肌梗死面

积，与对照组相比，模型组大鼠的心肌组织呈现较

大面积梗死区域，而在预先给予 BCW 醇提物及各

萃取物处理后，心肌梗死面积减少，红色正常区

域增加，其中 MeOH 组与模型组相比差异具有统

计学意义（P＜0.01），各萃取物组中 BuOH 组改善

效果显著（P＜0.01；图 3F）。此外，模型组心肌组

织中Cu2+含量增加，BCW醇提物及各萃取物组Cu2+

含量减少，其中 MeOH和 BuOH具有统计学差异（P
＜0.01；图 3G）。

2.3　BCW 正丁醇萃取物通过激活 PI3K 抑制铜死

亡相关蛋白改善 Langendorff 离体大鼠心肌缺血

为阐明 BCW 改善大鼠心肌缺血的分子机制，

本研究采用Western blot 技术检测了离体大鼠心肌

缺血模型中PI3K及Cu2+相关蛋白表达。结果显示，

与对照组相比，模型组心肌组织中 PI3K 磷酸化水

平（p-PI3K/PI3K）下降（P＜0.01），BCW-BuOH 组

PI3K 磷酸化水平回升，具有统计学差异（P＜0.01）
（图 4A）。与对照组相比，模型组大鼠心肌组织中

FDX1、硫辛酸合酶（Lipoic Acid Synthetase， LIAS）

A: Representative electrocardiogram (ECG); B: Statistical chart of ST segment, F (5,30)= 59.3, P < 0.000 1; MI vs Control, **P < 0.000 1; MeOH vs 
MI, ##P = 0.000 3; PE vs MI, P = 0.989 7, ns; EA vs MI, P = 0.994 7, ns; BuOH vs MI, #P = 0.017 2; C: LVDP, F (5,30)= 62.39, **P < 0.000 1; MI vs 
Control, **P < 0.000 1; MeOH vs MI, ##P < 0.000 1; PE vs MI, P = 0.847 4, ns; EA vs MI, P = 0.300 4, ns; BuOH vs MI, ##P < 0.000 1; D: +dp/dtmax, F 

(5,30)= 59.56, P < 0.000 1; MI vs Control, **P < 0.000 1; MeOH vs MI, ##P < 0.000 1; PE vs MI, P > 0.999 0, ns; EA vs MI, P = 0.544 0, ns; BuOH vs MI, 
##P = 0.003 2; E: -dp/dtmax, F (5,30)= 135.3, P < 0.000 1; MI vs Control, **P < 0.000 1; MeOH vs MI, ##P < 0.000 1; PE vs MI, P = 0.984 5, ns; EA vs 
MI, P > 0.999 9, ns; BuOH vs MI, ##P = 0.001 1; F: Myocardial infarction area of the heart, F (5,30)= 48.91, P < 0.000 1; MI vs Control, **P < 0.000 1; 
MeOH vs MI, **P < 0.000 1; PE vs MI, P=0.982 5, ns; EA vs MI, P = 0.106 5, ns; BuOH vs MI, ##P < 0.000 1; G: Relative Cu²⁺ content in myocardial 
tissue, F (5,30)= 169.9, P < 0.000 1; MI vs Control, **P < 0.000 1; MeOH vs MI, ##P < 0.000 1; PE vs MI, P = 0.989 0, ns; EA vs MI, P = 0.999 1, ns; 
BuOH vs MI, ##P=0.007 0. *P < 0.05, **P < 0.01 compared with Control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 compared with MI group; ns: not significant (Mean ± 
SD, n = 6).

图 3　BCW 醇提物及各萃取物改善 Langendorff 离体大鼠心肌缺血损伤

Fig. 3　Improvement of Langendorff isolated rat myocardial ischemia injury by each component of BCW
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蛋 白 表 达 ，二 氢 硫 辛 酰 胺 乙 酰 转 移 酶

（dihydrolipoamide S-acetyltransferase， DLAT）寡聚

化水平均升高，具有统计学差异（P＜0.01）；经

BCW-BuOH预处理后，上述 3个蛋白表达较模型组

下调（图4B-D）。

2.4　PI3K 介导的铜死亡调控在 BCW 正丁醇萃取

物抗心肌细胞缺氧损伤中的作用

本研究用 200、400、600、800、1 000 µg/mL BCW
正丁醇萃取物处理H9c2心肌细胞12 h，细胞活力检

测发现800、1 000 µg/mL组细胞活力下降，具有统计

学差异（P＜0.01）。OGD 分别处理 H9c2 心肌细胞

6、8、10、12 h建立心肌细胞氧糖剥夺模型，其中 6 h
细胞活力接近 50%，用于后续机制研究。采用 200、
400、600 µg/mL BCW正丁醇萃取物干预可呈剂量依

赖性提高OGD模型的细胞存活率，其中 600 µg/mL
处理组回升最显著，P＜0.01（图5A-C）。

与空白组相比，OGD 处理组 PI3K 磷酸化水平

（p-PI3K/PI3K）下 调 ，而 DLAT 寡 聚 体（DLAT 
Oligomer/DLAT）水平升高，经 PI3K 激动剂 740Y-P
预 处 理 后 ，PI3K 磷 酸 化 水 平 回 升（P＜0.01），

DLAT 寡聚体水平下降（P＜0.01；图 5D-E）。此

外，经 BCW-BuOH预处理可使PI3K磷酸化水平升

高（P＜0.01），同时DLAT寡聚体水平下降（P＜0.01）；

进一步联合应用 PI3K 抑制剂 LY294002 后，BCW-
BuOH对 PI3K的激活作用（P＜0.05）及对铜死亡蛋

白的抑制效应均被削弱（P＜0.05；图5F-G）。

A: Expression and statistical analysis of p-PI3K/PI3K protein, F (2,6)= 57.84, P < 0.000 1; MI vs Control, **P < 0.000 1; BuOH vs MI, ##P = 0.001 
8; B: Expression and statistical analysis of FDX1, F (2,6)= 80.93, P < 0.000 1; MI vs Control, **P < 0.000 1; BuOH vs MI, #P = 0.027 2; C: Expression 
and statistical analysis of LIAS, F (2,6)= 25.95, P = 0.001 1; MI vs Control, **P = 0.001 0; BuOH vs MI, P = 0.540 3, ns; D: Expression and statistical 
analysis of DLAT oligomer/DLAT, F (2,6)= 178.5, P < 0.000 1; MI vs Control, **P < 0.000 1; BuOH vs MI, ##P = 0.000 4. **P < 0.01 compared with 
Control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 compared with MI group; ns: not significant (Mean ± SD, n = 3).

图 4　BCW 正丁醇萃取物通过激活 PI3K 抑制铜死亡相关蛋白改善 Langendorff 离体大鼠心肌缺血损伤

Fig. 4　BCW-BuOH ameliorates langendorff ischemic rat heart injury by activating PI3K to inhibit cuproptosis-related 
protein
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A: Safe concentration of BCW n-butanol, F (5,30)= 159.1, P < 0.000 1; 200 µg/mL vs Control, P = 0.9847, ns; 400 µg/mL vs Control, P = 0.984 7, 
ns; 600 µg/mL vs Control, P = 0.087 0, ns; 800 µg/mL vs Control, **P = 0.000 1; 1 000 µg/mL vs Control, **P < 0.000 1; B: Time condition for OGD, F 

(4,25)= 165.8, P < 0.000 1; 6 h vs Control, **P < 0.000 1; 8 h vs Control, **P < 0.000 1; 10 h vs Control, **P < 0.000 1; 12 h vs Control, **P < 0.000 1; C:
BCW n-butanol extract can improve cell survival rate, F (4,25)= 125.0, P < 0.000 1; OGD vs Control, **P < 0.000 1; 200 µg/mL vs OGD, P = 0.386 1, 
ns; 400 µg/mL vs OGD, ##P = 0.002 4; 600 µg/mL vs OGD, ##P = 0.000 1; D: Expression and statistical analysis of p-PI3K/PI3K, F (2.6)= 46.19, P = 
0.000 2; OGD vs Control, **P = 0.000 2; BCW-BuOH vs OGD, ##P = 0.000 6; E: Expression and statistical analysis of DLAT oligomer/DLAT, F (2,6)= 
38.77, P = 0.000 4; OGD vs Control, **P = 0.000 3; BCW-BuOH vs OGD, ##P = 0.001 1; F: Expression and statistical analysis of p-PI3K/PI3K, F (3,8)= 
37.59, P < 0.0001 ; OGD vs Control, **P < 0.000 1; BCW-BuOH vs OGD, ##P = 0.001 7; LY294002 vs BCW-BuOH, △P = 0.014 9; G: Expression and 
statistical analysis of DLAT oligomer/DLAT, F (3,8)=28.40, P = 0.000 1; OGD vs Control, **P < 0.000 1; BCW-BuOH vs OGD, ##P = 0.000 5; LY294002 
vs BCW-BuOH, △P = 0.021 0. *P < 0.05, **P < 0.01 compared with Control group; ##P < 0.01, compared with OGD group; △P < 0.05 compared with 
BCW-BuOH group; ns: not significant. A-C (Mean ± SD, n = 6); D-G (Mean ± SD, n = 3).

图 5　BCW-BuOH 通过激活 PI3K 抑制铜死亡减轻 OGD 诱导的 H9c2 心肌细胞损伤

Fig. 5　BCW-BuOH attenuates OGD-induced injury in H9c2 cardiomyocytes by activating PI3K to inhibit cuproptosis
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3 讨 论
根据藏医经典理论， 隆、赤巴、培根三因紊乱

是导致疾病的主要因素，其中“隆”主司气血运行与

心脉通畅，其功能失调直接导致心脉瘀阻，是心肌

缺血发生发展的关键病理环节［15］。藏医治疗心脏

疾病的方剂中多配有辛、甘味药物，甘味药物具有

滋补、缓和之效，擅长调治“隆”病所致心悸，辛味药

物能行气散滞，可平衡“隆”的失衡［16］。八味沉香常

见丸剂组方中融合辛甘两味，其中广枣、诃子为甘

味药、肉豆蔻、沉香为辛味药协同调和“隆”病［17-18］。

为系统验证该药的抗心肌缺血效应并明确其药效

物质基础，本研究分别采用整体和离体心肌缺血模

型开展研究：前者以 ISO 诱导大鼠急性心肌缺

血［19-20］，后者以 Langendorff离体心脏灌流系统结扎

大鼠冠脉左前降支建立心肌缺血模型［21］。在整体

动物模型中，BCW 全方可改善急性心肌缺血大鼠

心电图 ST 段压低，减轻心肌组织病理损伤及胶原

沉积，降低血清心肌损伤标志物含量；在离体心脏

模型中，BCW 全方亦呈剂量依赖性地改善血流动

力学参数。以此为基础，本研究进一步借助

Langendorff离体心脏灌流系统可控灌注、排除神经

体液干扰的技术优势，对醇提物及不同极性萃取物

的抗缺血作用进行系统筛选，以明确 BCW 的核心

药效物质基础。结果显示：BCW 醇提物及各萃取

物能不同程度降低 ST 段抬高、改善血流动力学参

数，缩小心肌缺血梗死面积。这一结果与王嘉童

等［22］在小鼠急性心肌缺血模型中证实BCW醇提物

及醇水提物具有抗急性心肌缺血活性的研究结论

相一致。

值得关注的是，在BCW各萃取物中，正丁醇萃

取物（BCW-BuOH）表现出显著的药效学优势，具

体体现为：改善血流动力学指标（与MI组相比，P＜

0.05 或 P＜0.01）、促进 ST 段回落（与 MI 组相比，P
＜0.05），并缩小心肌梗死面积（与 MI 组相比，P＜

0.01）。为明确其物质基础，本研究采用超高效液

相色谱-串联四极杆飞行时间质谱对 BCW-BuOH
进行成分鉴定，经过结构解析、数据库比对，口服生

物利用度及类药性预测，并辅以文献佐证，共鉴定

出 20 个核心特征化合物（附表）。其中槲皮素、熊

竹素、橙皮素、杜鹃黄素为黄酮类化合物，且经药材

归属溯源分析表明，上述核心成分主要来源于八味

沉香丸中的广枣、木棉花、肉豆蔻等药味。已有关

于八味沉香散的化学研究多集中于挥发油成分分

析及总多糖、总黄酮的含量测定［23］，对其非挥发性

中小极性成分的系统鉴定尚不充分。植物化学研

究表明，复方中的广枣、诃子及木棉花等药味是黄

酮和酚酸的主要来源，此类成分极性适中，在溶剂

萃取过程中易富集于正丁醇部位［24-25］。进一步文

献调研表明，广枣总黄酮（如槲皮素等）及诃子中的

没食子酸等酚酸类化合物具有抗氧化活性，能够通

过清除 ROS、稳定线粒体膜电位以及调节 PI3K/ 
Akt等信号通路，有效抑制心肌细胞凋亡并改善微

循环障碍［26-27］。橙皮素在心肌缺血及心肌缺血再

灌注损伤中发挥保护作用，其机制涉及抗炎、抑制

氧化应激、抗凋亡及自噬调节等多途径［28］。此外，

山柰酚可通过调控心肌细胞内HDAC3介导的Nrf2
信号通路，降低氧化应激水平减轻心肌缺血［29］，表

没食子儿茶素没食子酸酯则通过靶向铁死亡通路

减轻心肌缺血损伤［30］。鉴于藏药成分具有多靶点

相互作用的特点，推测 BCW-BuOH 防治心肌缺血

的作用是其多种活性成分协同整合的综合结果。

铜死亡作为近年来发现的一种细胞死亡新机

制，与动脉粥样硬化、心力衰竭以及心肌缺血再灌

注损伤等心血管疾病密切相关［31］。临床证据显示，

不同颈动脉粥样硬化斑块形态的患者血清铜浓度

存在差异，其中出血斑块患者的血清铜浓度高于钙

化斑块患者［32］。此外，Cu2+浓度与心力衰竭严重程

度成正比，已被视为心力衰竭的独立危险指标［33］。

在分子机制层面，铜死亡的核心驱动因素在于Cu2+

在线粒体内蓄积，通过 FDX1介导的脂酰化蛋白寡

聚化及三羧酸循环崩溃导致细胞能量代谢衰竭［34］。

在心肌缺血再灌注损伤中，缺血可触发心肌内Cu2+

大量动员与释放，且Cu2+与同型半胱氨酸协同作用

时会进一步加剧氧化应激损伤，而干预铜死亡通路

则可减少心肌梗死面积，进一步支持铜死亡在缺血

性心脏病中的致病作用［35］。本研究在大鼠离体心

肌缺血模型和OGD心肌细胞模型中观察到一致现

象：缺血损伤后心肌组织及细胞内 Cu2+浓度升高，

铜死亡相关蛋白 FDX1、LIAS表达上调，同时DLAT
异常寡聚化（DLAT oligomer/DLAT）增加。而给予

BCW-BuOH 干预后，上述铜死亡相关指标被有效

逆转，提示其抗心肌缺血效应可能与负向调控铜死

亡通路有关。

PI3K-AKT 信号通路作为调控心肌细胞存活、
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抑制细胞凋亡的核心通路，其磷酸化水平降低是心

肌缺血状态下心肌细胞损伤、心脏功能下降的关键

分子机制［36-38］。与文献报道一致，本研究的体内外

心肌缺血模型中，PI3K磷酸化水平下降，BCW干预

后则可恢复。为了进一步明确PI3K信号通路与铜

死亡在八味沉香丸心肌保护效应中的上下游调控

关系，本研究在 H9c2 心肌细胞氧糖剥夺（OGD）模

型中引入了干预策略。实验结果显示，PI3K 激动

剂 740Y-P预处理能抑制OGD诱导的DLAT异常寡

聚化，说明 PI3K 通路的激活可以阻断铜死亡。更

重要的是，当联合使用 PI3K 抑制剂 LY294002 后，

BCW-BuOH 诱导的 PI3K 磷酸化水平被阻断，且其

对 DLAT 寡聚化的抑制作用也被随之削弱。上述

激动剂正向验证与抑制剂反向阻断的双向实验结

果表明，PI3K 通路的激活可能位于 BCW-BuOH 调

控铜死亡的上游，八味沉香丸正丁醇萃取可能通过

激活 PI3K 进而负向调控铜死亡通路，从而发挥抗

心肌缺血损伤的作用。而关于八味沉香散的研究

主要围绕抗氧化应激［11］、抗炎［39］、抗细胞凋亡［40］及

改善能量代谢［41］等经典途径展开，尚未涉及铜死亡

这一新型细胞死亡方式的调控

尽管本研究从整体动物、离体心脏及细胞水平

验证了 BCW 通过激活 PI3K 抑制铜死亡发挥抗心

肌缺血损伤作用，但仍存在以下局限：缺乏反向遗

传学因果验证，药效物质基础及活性单体尚未阐

明，PI3K 下游效应分子网络亦不清晰。针对上述

问题，后续研究拟从三方面展开：构建心肌特异性

FDX1条件性敲除小鼠，结合心肌缺血模型评估心

脏功能、铜死亡标志物变化，从基因缺失层面验证

其特异性；对正丁醇部位进行活性导向分离获取主

要单体，采用离体灌流心脏缺血模型验证保护效

应，并采用表面等离子体共振评估其与 FDX1 或

PI3K的直接结合力；细胞层面采用 FDX1 siRNA敲

低联合 PI3K 抑制剂（LY294002）
干预/回补实验，明确BCW调控铜

死亡对 FDX1 的依赖性及 PI3K-
FDX1上下游关系，为八味沉香丸

的临床应用与新药开发提供理论

依据。
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