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儿茶素经 PI3K-Akt-eNOS信号通路对冠心病大鼠心肌损伤
及抗炎作用分析 *
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摘要目的：探讨儿茶素经 PI3K-Akt-eNOS信号通路对冠心病大鼠心肌损伤及抗炎作用分析。方法：健康成年 SPF级 SD雄性大

鼠，经腹腔注射垂体后叶素构建冠心病模型。采用Western blot法检测大鼠 PI3K-Akt-eNOS信号通路相关蛋白的表达情况。采用

ELISA法检测大鼠炎症因子和氧化应激指标的表达。观察并记录大鼠心肌损伤情况。结果：与空白组相比，模型组、儿茶素小剂量

组、儿茶素中剂量组、儿茶素大剂量组的心肌缺血和心肌梗死面积均明显更高（P＜0.05）；儿茶素大剂量组心肌缺血和心肌梗死面

积明显小于模型组、儿茶素小剂量组、儿茶素中剂量组（P＜0.05）；与空白组相比，模型组、儿茶素小剂量组、儿茶素中剂量组、儿茶

素大剂量组的 PI3K、p-Akt /Akt、p-eNOS /eNOS均明显更高（P＜0.05）；儿茶素大剂量组 PI3K、p-Akt /Akt、p-eNOS /eNOS明显高

于模型组、儿茶素小剂量组、儿茶素中剂量组（P＜0.05）；与空白组相比，模型组、儿茶素小剂量组、儿茶素中剂量组、儿茶素大剂量

组的 TNF-琢、IL-1茁、IL-18均明显更高（P＜0.05）；儿茶素大剂量组 TNF-琢、IL-1茁、IL-18明显低于模型组、儿茶素小剂量组、儿茶素
中剂量组（P＜0.05）；与空白组相比，模型组、儿茶素小剂量组、儿茶素中剂量组、儿茶素大剂量组的 ROS、GSH-Px、MDA均明显更

高（P＜0.05）；儿茶素大剂量组 TNF-琢、IL-1茁、IL-18明显低于模型组、儿茶素小剂量组、儿茶素中剂量组（P＜0.05）。结论：儿茶素可

通过 PI3K-Akt-eNOS信号通路靶向改善冠心病大鼠心肌炎症和氧化应激状况，进而发挥心肌保护作用。
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Analysis of Myocardial Injury and Aanti-inflammatory Effect of Catechin
in Coronary Heart Disease Rats through PI3K-Akt-eNOS Signaling Pathway*

To investigate the effects of catechin on myocardial injury and anti-inflammatory effects in rats with

coronary heart disease through PI3K-Akt-eNOS signaling pathway. Healthy adult SPF-grade SD male rats were injected with

pituitrin intraperitoneally to establish coronary heart disease model. The expression of PI3K-Akt-eNOS signaling pathway was detected

by Western blot. The expressions of inflammatory factors and oxidative stress were detected by ELISA. Myocardial injury in rats was

observed and recorded. Compared with blank group, myocardial ischemia and myocardial infarction area in model group,

catechin low-dose group, catechin medium-dose group and catechin high-dose group were higher (P<0.05). The area of myocardial

ischemia and myocardial infarction in catechin high-dose group was smaller than that in model group, catechin low-dose group and

catechin medium-dose group (P<0.05). Compared with blank group, PI3K, p-Akt /Akt and P-ENOS /eNOS in model group, catechin

low-dose group, catechin medium-dose group and catechin high-dose group were higher (P<0.05). PI3K, P-Akt /Akt and P-ENOS /eNOS
in catechin high-dose group were higher than those in model group, catechin low-dose group and catechin medium-dose group (P<0.05);
Compared with blank group, TNF-琢, IL-1茁 and IL-18 in model group, catechin low-dose group, catechin medium-dose group and

catechin high-dose group were higher (P<0.05). TNF-琢, IL-1茁 and IL-18 in catechin high-dose group were lower than those in model

group, catechin low-dose group and catechin medium-dose group (P<0.05). Compared with blank group, ROS, GSH-Px and MDA in

model group, catechin low-dose group, catechin medium-dose group and catechin high-dose group were higher (P<0.05). TNF-琢, IL-1茁
and IL-18 in catechin high-dose group were lower than those in model group, catechin low-dose group and catechin medium-dose group

(P<0.05). Catechin can improve myocardial inflammation and oxidative stress in rats with coronary heart disease by

targeting the PI3K-Akt-eNOS signaling pathway, and thus play a myocardial protective role.
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前言

冠状动脉粥样硬化性心脏病（Coronary atherosclerotic heart

disease, CHD）是临床常见疾病，动脉血管发生粥样硬化致使冠

状动脉出现不同程度的狭窄或阻塞是 CHD病情发生、发展的

核心病理机制[1]。流行病学研究显示[2]，近年来我国 CHD发病

率逐年递增已严重威胁老年群体的生命健康安全，且 CHD的

发病有年轻化趋势。近来针对 CHD的综合疗法已逐步规范，即

调整饮食、抗血栓的药物治疗和支架植入等手术介入的综合方

案的开展使得 CHD患者的病情控制和疾病转归得到了较好的

改善，但其疗效仍未达预期[3]。CHD起病后心肌组织炎症被过

度激活，高炎症环境可继发导致心肌组织出现严重损伤进而导

致 CHD患者预后恶化，故有效改善 CHD患者心肌损伤成为

临床探讨的热点话题[4]。胞内磷脂酰肌醇激酶（P13K）-蛋白激

酶（Akt）-内皮型一氧化氮合酶（eNOS）信号通路被广泛证实

在心肌损伤中被激活表达 [5]。儿茶素是一种多种酚类天然非

酶抗氧化剂，近来被发现在抑制炎症、改善氧化应激状态和改

善血管内皮功能方面具有显著效果[6]。然而，儿茶素能否通过

PI3K- Akt-eNOS信号通路抑制心肌氧化应激反应和炎症，进

而缓解心肌损伤仍未见系统报道。基于此背景，本次课题拟通

过构建冠心病大鼠模型，并采用儿茶素进行干预治疗，旨在明

确其作用价值，进而为后续临床 CHD的治疗开展提供更佳的

方案选择。

1 材料与方法

1.1 研究对象

健康成年 SPF级 SD大鼠雄性 40只，体重 227依20 g，8周
龄。所有大鼠购置回后均进行适应性喂养，室内湿度 70 %，保

持室温 25℃。按照给药方案不同进行分组，主要为，空白对照

组（不做任何处理，采用生理盐水进行灌胃，8只），模型组（构

建冠心病模型，采用生理盐水进行灌胃，8只），儿茶素小剂量

组（构建冠心病模型，采用 20 mg/kg儿茶素灌胃，8只）、儿茶素

高剂量组（构建冠心病模型，采用 40 mg/kg儿茶素灌胃，8只）、

儿茶素高剂量组（构建冠心病模型，采用 60 mg/kg儿茶素灌

胃，8只）。模型构建方法：所有大鼠完成适应性喂养后，采用高

脂方案进行喂养（高甲硫氨酸、高脂饲料，饲料配方为：87.3 %

基础饲料，3 %甲硫氨酸，10 %猪油，2 %胆固醇，0.5 %胆酸钠，

0.2 %丙硫氧嘧啶。），进行 6周的喂养后，经腹腔注射垂体后叶

素 30 滋g/kg，1次 /d，连续注射 3 d[7]。并在末次注射后对大鼠进

行心电图检查，若出现心律不齐、ST段抬高超过 0.1 mV、T波

高耸则可认定为造模成功。

1.2 PI3K-Akt-eNOS信号通路

PI3K、Akt、p-Akt、eNOS、p-eNOS蛋白的检测采用 Western

blot法。首先提取心肌组织中的总蛋白，随后采用 BCA法进行

蛋白定量，并进行浓缩胶和分离胶的配置，配置操作完成后进

行凝胶电泳（每孔滴入 40 滋g蛋白），电泳操作完成后湿转到
PVDF膜上，并进行封闭 2 h（环境为：5 %脱脂奶粉），随后置于

4℃冰箱孵育过夜。次日采用 5 %脱脂奶粉对一抗与二抗原液

进行稀释（V一抗原液：VTBST溶液 =1:1000）。取出样本后进

行 1 h复温，并采用 TBST进行洗涤，每次 10 min，共洗 3次。

再次在室温下进行 1 h孵育，并再次进行洗涤，15 min每次，共

3次。随后采用 ECL化学发光法显色，并分析条带灰度值（软件

为：Image J），计算 PI3K、Akt、p-Akt、eNOS、p-eNOS蛋白的相对

表达水平。

1.3 心肌梗死面积测定

末次给药并完成治疗后，采用脊柱脱臼法处死大鼠，并再

次结扎冠状动脉，并将 1.5 mL的伊文氏蓝注入右颈动脉，并取

出心脏后置入冰箱冷冻 1 h。随后对获取的心脏组织进行切片

（切片范围从心尖到心基底部），每片切片约 1 mm厚。完成切

片厚将所有切片置入 0.5%氯化三苯基四氮唑红中。随后进行

30 min的孵育（条件为：37℃水浴避光）。并再次置入 10%甲醛

液中固定 10 min。最终参考显色进行判定，结果为：非缺血区

(蓝色)、缺血区(砖红色)、左心室梗死区(苍白色)。并参考下述公

式进行心肌缺血范围计算：心肌缺血范围 =缺血区面积（AAR）

/ 左室面积（LV）伊100%。心肌梗死范围 = 梗死区面积（IS）

/AAR伊100 %。
1.4 大鼠心肌炎症指标的检查

取心肌组织 100 mg，并滴入裂解液对采集组织进行裂解

操作，待匀浆内无法观察到肉眼可见的固体时停止。获取匀浆

样本后进行离心，1000 r/min，离心共 5 min，离心维持温度为

4℃。待离心完成后静置并吸取上清液置入 -20℃冰箱内保存。

并在 ELISA法检测 TNF-琢、IL-1茁、IL-18的表达水平，操作严格
按照试剂盒说明进行。

1.5 大鼠心肌水平氧化应激的检查

取心肌组织 100 mg，预冷后采取同上述的方法进行冲洗，

并吸干，且采用相同的离心方法制备血样。并采用 Elisa试剂盒

说明书在酶标仪上测定吸光度值，并使用 Excel绘制标准曲

线，并计算 ROS、GSH-Px、MDA的表达水平。

1.6 统计学方法

本研究所得数据结果采用 SPSS22.0进行处理和分析，计

量资料以（均数依标准差）表示，多组间比较采用单因素方差分
析进行检验，两组间比较采用 t检验，检验水准琢=0.05。

2 结果

2.1 各组大鼠心肌梗死结果比较

与空白组相比，模型组、儿茶素小剂量组、儿茶素中剂量

组、儿茶素大剂量组的心肌缺血和心肌梗死面积均更高（P＜
0.05）；儿茶素大剂量组心肌缺血和心肌梗死面积小于模型组、

儿茶素小剂量组、儿茶素中剂量组（P＜0.05），详情见表 1。

2.2 各组大鼠 PI3K-Akt-eNOS信号通路蛋白表达结果比较

与空白组相比，模型组、儿茶素小剂量组、儿茶素中剂量

组、儿茶素大剂量组的 PI3K、p-Akt /Akt、p-eNOS /eNOS均更高

（P＜0.05）；儿茶素大剂量组 PI3K、p-Akt /Akt、p-eNOS /eNOS

高于模型组、儿茶素小剂量组、儿茶素中剂量组（P＜0.05），详
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表 2各组大鼠 PI3K-Akt-eNOS信号通路蛋白表达结果比较（均数依标准差）
Table 2 Comparison of protein expression results of PI3K-Akt-eNOS signal pathway in all group of rats (mean依standard deviation)

Groups n PI3K p-Akt /Akt p-eNOS /eNOS

Blank control group 8 1.01依0.11 0.98依0.12 1.03依0.09

Model group 8 1.23依0.09 1.37依0.10 1.21依0.41

Catechin low dose group 8 1.45依0.11a 1.76依0.13a 1.65依0.12a

Catechin medium dose group 8 2.32依0.12ab 2.28依0.10ab 2.31依0.11ab

Catechins high dose group 8 3.01依0.11 abc 3.13依0.11 abc 3.10依0.12 abc

F/P - 293.45/＜0.001 235.54/＜0.001 167.546/＜0.001

表 3各组大鼠心肌组织炎症因子水平结果比较（均数依标准差）
Table 3 Comparison of inflammatory factor levels in rats (mean依standard deviation)

Groups n TNF-琢(ng/L) IL-1茁/(pg/mL) IL-18/(pg/mL)

Blank control group 8 135.45依11.35 23.45依2.54 83.54依8.54

Model group 8 223.54依19.54 128.54依9.54 275.54依17.45

Catechin low dose group 8 165.45依10.54 a 87.54依5.24 a 147.54依9.21 a

Catechin medium dose group 8 164.56依10.23ab 76.55依6.31ab 110.54依8.45ab

Catechins high dose group 8 112.34依9.54 abc 48.45依5.41 abc 98.54依8.45 abc

F/P - 36.546/＜0.001 155.54/＜0.001 67.57/＜0.001

Groups n Ischemia myocardial (%) Myocardial infarction (%)

Blank control group 8 - -

Model group 8 46.54依5.12 41.54依4.65

Catechin low dose group 8 39.57依6.42a 38.54依5.12a

Catechin medium dose group 8 25.35依3.54ab 26.45依5.28ab

Catechins high dose group 8 16.54依5.12 abc 17.54依5.26 abc

F/P - 162.45/＜0.001 157.65/＜0.001

表 1各组大鼠心肌梗死结果比较（均数依标准差）
Table 1 Comparison of myocardial infarction results in all rats (mean依 standard deviation)

Note: compared with OP model group, aP<0.05; compared with Catechin low dose group, bP<0.05; compared with Catechin medium dose group, cP<0.05,
the same below.

2.3 各组大鼠心肌组织炎症因子水平结果比较

与空白组相比，模型组、儿茶素小剂量组、儿茶素中剂量

组、儿茶素大剂量组的 TNF-琢、IL-1茁、IL-18均更高（P＜0.05）；

儿茶素大剂量组 TNF-琢、IL-1茁、IL-18低于模型组、儿茶素小剂
量组、儿茶素中剂量组（P＜0.05），详情见表 3。

情见表 2。

2.4 各组大鼠心肌组织氧化应激水平结果比较

与空白组相比，模型组、儿茶素小剂量组、儿茶素中剂量

组、儿茶素大剂量组的 ROS、GSH-Px、MDA均明显更高（P＜
0.05）；儿茶素大剂量组 TNF-琢、IL-1茁、IL-18明显低于模型组、
儿茶素小剂量组、儿茶素中剂量组（P＜0.05），详情见表 4。

3 讨论

本研究构建了冠心病大鼠模型，心电图结果显示大鼠均出

现了心律不齐、ST段抬高超过 0.1 mV、T波高耸的表现提示造

模成功。本次研究结果显示，CHD大鼠采用儿茶素进行干预后

期心肌梗死面积和心肌缺血面积均得到改善，且采用大剂量的

儿茶素进行干预后 CHD大鼠的心肌梗死和心肌缺血改善更加

明显。证实儿茶素可作为改善 CHD大鼠心肌损伤的潜在药物。

TNF-琢是机体中重要的促炎因子，在 CHD病发后表达上

调，且参与心肌炎症的过度激活[8，9]。Li等[10]研究显示，TNF-琢在
老年冠心病患者中表达上调，且与动脉病变程度密切相关。

Pereira-da-Silva T等[11]研究证实，TNF-琢的表达上调可促进动
脉粥样硬化病情的发展。IL-1茁和 IL-18是参与诸多免疫炎症

疾病的重要促炎因子，在心血管疾病相关的心肌炎症激活中发

挥着重要作用。Libby P等[12]报道显示，IL-1茁作为炎症反应途
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表 4各组大鼠心肌组织氧化应激水平结果比较（均数依标准差）
Table 4 Comparison of oxidative stress levels in all rats (mean 依 standard deviation)

Groups n ROS(U/mL) GSH-Px(U/mL) MDA(滋mol/L)

Blank control group 8 136.87依6.57 145.56依5.71 12.54依11.65

Model group 8 227.56依5.87 203.54依4.41 18.54依2.15

Catechin low dose group 8 196.87依6.75 a 169.57依9.57 a 15.65依2.65a

Catechin medium dose group 8 163.65依5.28ab 155.54依9.57ab 14.56依2.65ab

Catechins high dose group 8 135.45依6.57 abc 143.54依5.28 abc 13.57依4.21 abc

F/P - 437.87/＜0.001 168.45/＜0.001 198.54/＜0.001

径的关键靶点，在介导心血管病变中发挥着尤为重要的作用。

Jia等[13]研究显示，IL-1茁和 IL-18在川崎病患者中表达上调，且

其表达上调与川崎病患者的冠状动脉内皮损伤密切相关。

ROS、GSH-Px、MDA是反应机体氧化应激水平的关键血清因

子，临床可通过监测 ROS、GSH-Px、MDA的表达情况反应心肌

组织的氧化应激水平[14，15]。Liu等[16]研究证实，靶向改善冠心病

大鼠的氧化应激水平可有效改善其心肌组织损伤。Shi等[17]研

究证实，冠心病心肌组织氧化应激水平的抑制有助于促进病情

转归。本次研究结果显示，儿茶素干预后 CHD大鼠心肌氧化应

激及炎症反应水平被明显抑制，且采用大剂量干预后氧化应激

及炎症反应抑制更加显著，提示儿茶素可有效改善CHD大鼠

心肌炎症及氧化应激反应。Jurga等[18]报道显示，儿茶素具有较

好的氧化应激抑制作用，可有效清除 ROS。Jane等[19]研究证实，

儿茶素干预后可有效抑制氧化应激损伤。Monira等[20]研究证

实，儿茶素可抑制慢性炎症的激活从而缓解高炎症反应继发引

起的相关疾病。故本次研究结果与上述研究基本一致，即儿茶

素可有效抑制氧化应激和炎症反应。P13K信号通路是广泛分

布于机体各细胞中，并与细胞的增殖、分化、凋亡和炎症反应激

活密切相关。Akt是与蛋白激酶 B（PKB）高度同源的由 480个

氨基酸残基组成的蛋白激酶，其家族主要由 3个成员构成，即

Akt1/PKBc、Akt2/PKBβ 和 Akt3/PKBy[21，22]。Akt激活后的产物

可调控局部区域内下游信号因子的磷酸化水平，进而发挥心血

管保护作用[23]。当 Akt的磷酸化水平升高后，高表达的 Akt可

有效磷酸化 eNOS并使 eNOS的表达被激活。eNOS主要由心

肌细胞合成，过表达的 eNOS可减少炎性细胞的浸润、抑制血

管痉挛和调控血流等目的作用[24]。Hong等[25]研究显示，eNOS

可作为 AS防治的重要靶点，其机制可能与 eNOS可通过参与

调节 AS相关的炎症反应有关。Susanne等[26]报道显示，eNOS

在心血管疾病中扮演着炎症反应和氧化还原开关的重要角色。

Li等[27]研究显示，eNOS在缓解冠状动脉炎症反应中发挥着尤

为重要的作用。本次实验结果显示，CHD大鼠采用儿茶素干预

后可激活 PI3K-Akt-eNOS信号通路的表达，提示儿茶素可通过

激活 PI3K-Akt-eNOS信号通路的表达进而发挥心肌保护作用。

Nan等[28]研究证实，儿茶素可通过调控 PI3K / AKT / eNOS信

号通路的表达进而发挥神经保护作用。Liu等[29]研究证实，儿茶

素可通过调控 PI3K / AKT / eNOS信号通路进而缓解血管内皮

损伤。故这项研究表明 CHD大鼠中儿茶素可调节 PI3K / AKT

/ eNOS信号通路的表达，这亦预示着儿茶素干预 CHD后可通

过靶向调节 PI3K / AKT / eNOS信号通路的表达进而使心肌组

织的氧化应激反应和炎症反应得到抑制，从而发挥心肌保护作

用并减轻心肌梗死面积。表明临床可进一步对儿茶素的应用做

出研究进一步促进儿茶素在临床应用的转化进而为后续临床

进一步改善 CHD患者的治疗效果提供新思路[30]。

综上所述，PI3K-Akt-eNOS信号通路在 CHD大鼠中被过

度激活，且与大鼠心肌损伤有关，采用儿茶素干预可有效抑制

PI3K-Akt-eNOS信号通路相关蛋白的表达进而缓解心肌组织

炎症及氧化应激反应，从而改善 CHD大鼠心肌损伤。
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