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1-磷酸鞘氨醇对心肌缺血再灌注损伤所致细胞凋亡的影响及其与

PI3K/Akt/GSK3通路的相关性研究 
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摘要：目的  研究 1-磷酸鞘氨醇(sphingosine 1-phosphate，S1P)对心肌缺血再灌注损伤(myocardial ischemia/reperfusion 

injury，MIRI)所致细胞凋亡的影响及其与 PI3K/Akt/GSK3信号通路的相关性。方法  缺血 30 min 后，进行再灌注损伤

120 min，建立大鼠 MIRI 模型。采用 TTC 染色方法测定心肌梗死面积，采用 TUNEL 染色方法观察心肌凋亡指数，采用

酶联免疫方法测定血浆 CK-MB 活性。采用 Western blot 方法测定 Akt、GSK3β磷酸化情况以及 cleaved caspase-3 水平，

并测定细胞色素 C 释放情况。结果  S1P 可明显减少心肌梗死面积、降低细胞凋亡指数。同时增加 Akt、GSK3β 磷酸化

程度，降低 cleaved caspase-3 水平，减少胞浆细胞色素 C 易位。S1P 的保护作用可被 PI3K 抑制剂 LY294002 所阻断。结

论  S1P 可通过抑制线粒体蛋白细胞色素 C 释放、减少 caspase 激活，减弱 MIRI 所致心肌细胞凋亡以及心肌梗死，该作

用与 PI3K/Akt/GSK3β信号通路活化有关。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect of sphingosine 1-phosphate (S1P) on cell apoptosis induced by 

myocardial ischemia/reperfusion injury(MIRI), and its correlation with PI3K/Akt/GSK3 pathway. METHODS  Rats were 
subjected to MIRI, consisting of 30 min of ischemia followed by 120 min of reperfusion. Myocardial infarct size and apoptotic 
index were measured by triphenyltetrazolium (TTC) and terminal deoxynucleotide transferase dUTP nick-end labeling (TUNEL) 
assays, respectively. Plasma CK-MB activity was measured by enzyme linked immunosorbent assay. Akt and GSK3β 
phosphorylation, caspase-3 cleavage, and cytochrome C translocation were assessed by western blot. RESULTS  S1P 
significantly decreased myocardial infarct size and apoptosis, as well as enhanced Akt and GSK3β phosphorylation, attenuated 
caspase-3 cleavage and cytosolic cytochrome C translocation. Moreover, the protective effects of S1P treatment were blocked by 
cotreatment with a PI3K inhibitor, LY294002. CONCLUSION  S1P can inhibit the release of mitochondrial cytochrome C, 
block activation of caspase-3, relieve cellular apoptosis and myocardial infarction. And these effects are mediated by activation 
of PI3K/Akt/GSK3β pathway. 
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心肌缺血再灌注损伤 (myocardial ischemia/ 

reperfusion injury，MIRI)是指缺血心肌在恢复血液

供应后，心肌损伤加重的情况，可导致梗死面积

增大、细胞凋亡、心律失常等。缺血性或药理性

预适应或后适应可在一定程度上增加心肌细胞抗

MIRI 的能力[1]，实验研究表明，部分药物(如吸入

麻醉药、他汀类和阿片类药物)可诱导药理性后适

应发挥心肌保护作用[2-3]。 

1-磷酸鞘氨醇(sphingosine 1-phosphate，S1P)

是位于细胞膜上的鞘磷脂的代谢产物[4]，本实验室
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前期研究表明，S1P 具有保护微血管内皮细胞，抑

制炎症诱导的微血管通透性增加[5]；抵抗心肌细胞

缺氧/复氧损伤等作用[6]。但其对心肌缺血再灌注

损伤的影响及其机制尚不完全清楚。目前研究发

现，再灌注损伤挽救激酶(reperfusion injury salvage 

kinase，RISK)通路介导了部分药物后适应诱导的

心肌保护作用，该通路主要包括磷脂酰肌醇 3-激

酶(phosphatidylinositol-3-OH kinase，PI3K)、蛋白

激酶 B(protein kinase B，Akt)、细胞外信号调节激

酶 1/2(extracellular signal-regulated kinases 1/2，

Erk1/2)以及糖原合成酶激酶 3β(glycogen synthase 

kinase 3β，GSK3β)[7]。而 GSK3β 活性的抑制可增

加心肌对 MIRI 的耐受力。S1P 是否对 PI3K/Akt/ 

GSK3β 通路有影响目前尚不清楚，因此本研究应

用大鼠MIRI模型观察了 S1P对心肌细胞损伤的影

响，同时进一步观察了 S1P 对 PI3K/Akt/GSK3β 通

路以及凋亡通路主要蛋白细胞色素C(cytochrome C，

Cyt-C)以及 caspase-3 的影响，以明确 S1P 心肌保护

作用的机制。 

1  材料与方法 

1.1  动物 

清洁级Wistar大鼠，7周龄，体质量(250±10)g，

♂，56 只，由北京维通利华实验动物技术有限公

司动物公司提供，实验动物生产许可证号：

SCXK(京) 2007-0001。 

1.2  主要试剂与仪器 

S1P(美国 Sigma 公司，批号：113M4720V)； 

PI3K 抑制剂 LY294002(美国 Sigma 公司，批号：

092M4616V)；2,3,5-三苯基氯化四氮唑(TTC，美

国 Sigma 公司，批号：T17770)；CK-MB Elisa 试

剂盒(南京建成生物工程研究所，批号：E1112060)；

磷酸化-Akt(Ser473)、cleaved caspase-3、β-actin 抗

体购自美国 Santa Cruz 科技公司；Akt、Cyt-C、

VDAC、磷酸化-GSK3β(Ser 9)以及 GSK3β 抗体购

自美国 CST 公司；辣根过氧化物酶标记二抗(北京

中杉金桥生物技术有限公司，批号：20140709)；

ECL 发光试剂盒(江苏碧云天生物技术研究所，批

号：109525)。 

Powerpac HC 型电泳仪(美国 BIO-RAD 公司)；

Tanon-5200 型凝胶成像仪(北京原平皓生物技术有

限公司)。 

1.3  分组 

Wistar 大鼠随机分为 4 组，每组 14 只。假手

术组：大鼠行开胸手术，但不进行 MIRI 损伤操作；

MIRI 组：大鼠开胸后，接受心肌 30 min 缺血随后

120 min 再灌注损伤操作；S1P 组：大鼠接受 MIRI

损伤操作，再灌注初期股静脉注射 1.0 mg·kg1 

S1P；LY+S1P 组：大鼠缺血后 15 min 股静脉注射

0.3 mg·kg1 LY294002，其余同 S1P 组。每组动物

其中 8 只用于梗死面积及 CK-MB 测定，剩余 6 只

用于凋亡及蛋白检测。 

1.4  MIRI 模型制备 

大鼠通过腹腔注射乌拉坦(1.0 g·kg1)进行麻

醉。行气管插管，连接小动物呼吸机。开胸后暴

露心脏，用 3-0 缝合线结扎冠状动脉左前降支进行

缺血损伤，缺血 30 min 后，去除缝合线，恢复血

液供应，进行再灌注损伤 120 min。 

1.5  心肌梗死面积测定 

每组选取 8 只动物心脏用于梗死面积测定。

再灌注 120 min 后，结扎左前降支，股静脉注射

0.5%台盼蓝溶液 2 mL，随后立即取出心脏。沿矢

状轴将心脏切成 1 mm 厚的切片。蓝染组织为正常

组织，而未染色组织为缺血组织，即危险区(AAR)。

分离 AAR 并用 0.03 mol·L1 TTC 溶液于 37 ℃水

域孵育 20 min。正常心肌经 TTC 染色后为砖红色，

而梗死心肌(IS)表现为灰白色。分离梗死组织及正

常组织并称重，计算 IS/AAR 比值以反应心肌梗死

面积。 

1.6  血浆 CK-MB 活性测定 

动物心肌缺血再灌注损伤 120 min 后，经腹主

动脉取血 3 mL，300×g 离心 10 min 分离血浆。采

用 ELISA 方法测定血浆 CK-MB 活性。 

1.7  心肌细胞 TUNEL 检测 

心肌再灌注损伤 120 min 后，取左心室近心尖

部组织，常规固定、脱水、包埋、切片。采用 TUNEL

染色的方法观察心肌凋亡情况。胞核棕染的细胞

为 TUNEL 阳性、凋亡细胞。计算 5 个视野下凋亡

阳性细胞的百分率即为凋亡指数。 

1.8  Western blot 实验 

取心脏左心室组织制备匀浆，并提取全细胞、

线粒体、胞浆蛋白样品，BCA 法蛋白定量。全细

胞蛋白样品用于 Akt、GSK3β 以及 caspase-3 检测，
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线粒体及胞浆蛋白样品用于 Cyt-C 测定。BCA 法

蛋白定量，将蛋白样品进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，

并转至 PVDF 膜。封闭液室温封闭 1 h 后，加入

p-Akt、Akt、p-GSK3β、GSK3β、cleaved caspase-3、

β-actin、Cyt-C、VDAC 等一抗 4 ℃孵育过夜，二

抗室温孵育 1 h。采用 ECL 法观察特异蛋白条带光

密度变化。并计算磷酸化蛋白与总蛋白的比值或

目的蛋白与内参蛋白 (VDAC：线粒体内参；

β-actin：全细胞蛋白内参)比值。 

1.9  统计学方法 

所有数据以 sx  表示，并采用 SPSS 16.0 软

件进行单因素方差分析(one way ANOVA)检验。

P<0.05 表示具有显著性差异。  

2  结果  

2.1  S1P 对心肌缺血再灌注损伤模型大鼠心肌梗

死面积及血浆 CK-MB 活性的影响 

假手术组无梗死心肌存在，而 MIRI 组可见大

范围梗死组织与假手术组比较，具有显著性差异

(P<0.01)。S1P 可明显减少 IS/AAR，与 MIRI 组比

较，具有显著性差异(P<0.01)。此外，LY294002

预处理组可减弱 S1P 减少心肌梗死面积的作用，

与 MIRI 组比较无显著性差异。血浆 CK-MB 检测

发现，MIRI 组 CK-MB 水平明显高于假手术组

(P<0.01)。与心肌梗死面积结果相似，S1P 可显著

降低 MIRI 损伤引起的 CK-MB 增高(P<0.01)，而

LY294002 可抑制 S1P 对 CK-MB 的影响。结果见

表 1。 

表 1  S1P 对缺血再灌注损伤大鼠心肌 IS/AAR 和血浆

CK-MB 的影响(n=8, sx  ) 

Tab. 1  Effect of S1P on IS/AAR and serum creatine 
kinase-MB(CK-MB) after ischemia-reperfusion injury(n=8, 

sx  ) 

组 别 剂量/mg·kg1 IS/AAR CK-MB/U·L1 

假手术组   90.76±22.432) 

MIRI   0.536±0.1321) 195.44±29.941) 

S1P 1.0  0.301±0.1342)  129.93±20.831)2)

LY+S1P 1.0(S1P)+0.3(LY) 0.482±0.064 174.93±21.131) 

注：与假手术组比较，1)P<0.01；与 MIRI 组比较，2)P<0.01。 

Note: Compared with control group, 1)P<0.01; compared with MIRI 
group,  2)P<0.01. 

2.2  S1P 对心肌细胞凋亡的影响 

与假手术组比较，MIRI 组凋亡细胞数量明显

增加(P<0.01)；而 S1P 可降低心肌细胞凋亡指数，

与 MIRI 组比较具有显著性差异 (P<0.01) 。

LY294002 预处理可抑制 S1P 降低凋亡细胞的作

用，与 MIRI 组比较，无显著性差异。结果见图 1。 

 
图 1  S1P 对心肌缺血再灌注损伤大鼠心肌凋亡的影响(400×) 
与假手术组比较，1)P<0.01；与 MIRI 组比较，2)P<0.01。 

Fig. 1  Effect of S1P on apoptosis of myocardium after ischemia-reperfusion injury (400×) 
Compared with control group, 1)P<0.01; compared with MIRI group, 2)P<0.01. 

2.3  S1P 对心肌细胞 Akt、GSK3β 磷酸化以及

cleaved capase-3 水平的影响 

各组间总 Akt 以及总 GSK3β水平无显著性差

异。与假手术组比较，MIRI 组磷酸化 Akt 水平无

显著性差异。而 S1P 可明显增加 p-Akt，与假手术

组比较，具有显著性差异(P<0.01)。此外 LY294002

可减弱 S1P 引起的 Akt 磷酸化的增加，与 S1P 组

及 MIRI 组比较，具有显著性差异(P<0.01)。 

GSK3β 磷酸化水平检测显示，与假手术组比

较，MIRI 组 p-GSK3β水平明显增高(P<0.05)。S1P
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可明显增加 p-GSK3β 水平，与假手术组比较，具

有显著性差异(P<0.01)，而 LY294002 可部分抑制

S1P 对 p-GSK3β 的作用，与 S1P 组及 MIRI 组比

较，差异有统计学意义(P<0.01)。结果见图 2。 

 
图 2  S1P对心肌Akt和GSK3β磷酸化的影响(n=6， sx  ) 

与假手术组比较，1)P<0.01，2)P<0.05；与 MIRI 组比较，3)P<0.01；与

S1P 组比较，4)P<0.01。 

Fig. 2  Effects of S1P on Akt and GSK3β phosphorylation in 

rat hearts(n=6, sx  ) 
Compared with control group, 1)P<0.01, 2)P<0.05; compared with MIRI 
group, 3)P<0.01; compared with S1P group, 4)P<0.01.  

与假手术组比较，MIRI 组 cleaved caspase-3 

水平明显增加(P<0.01)，S1P 可阻断 MIRI 所致的

cleaved caspase-3 增加，与 MIRI 组比较，具有显

著性差异(P<0.01)。此外，LY294002 预处理可抑

制 S1P 对 caspase-3 的作用，与 S1P 组比较，具有

显著性差异(P<0.05)。结果见图 3。 

2.4  S1P 对心肌细胞线粒体 Cyt-C 释放的影响  

与假手术组比较，MIRI组心肌细胞胞浆Cyt-C

水平明显增加(P<0.01)，而线粒体 Cyt-C 水平显著

下降(P<0.01)。S1P 可抑制 Cyt-C 由线粒体至胞浆

的释放，可降低胞浆 Cyt-C，增加线粒体 Cyt-C 水

平，与 MIRI 组比较，具有显著性差异(P<0.01)，

而该作用可为 LY294002 所逆转，结果见图 3。 

3  讨论 

心肌缺血再灌注损伤过程中，细胞死亡形式

主要包括 2 种：细胞凋亡和坏死[8]。有其他实验研

究证实，S1P 对内皮细胞放射损伤具有抗凋亡作用[9]。

本研究在证实 S1P 具有缩小心肌梗死面积、降低

CK-MB 活性的前提下，主要观察了 S1P 对细胞凋

亡的影响，并进一步探索了其抗细胞凋亡机制。

TUNEL 检测证实，S1P 可明显降低 MIRI 诱导的

细胞凋亡，具有一定的抗凋亡作用。 

 
图 3  S1P 对心肌 Cleaved caspase 3 及 Cyt-C 易位的影响

(n=6， sx  ) 

与假手术组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与 MIRI 组比较，3)P<0.05，
4)P<0.01；与 S1P 组比较，5)P<0.05，6)P<0.01。 

Fig. 3  Effects of S1P on caspase-3 cleavage and Cyt-C 

translocation in rat hearts(n=6, sx  ) 
Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with MIRI 
group, 3)P<0.05, 4)P<0.01; compared with S1P group, 5)P<0.05, 6)P<0.01. 

多数研究认为 RISK 信号通路和生存活化因

子增强通路(survivor activating factor enhancement 

pathway，SAFE)可能在药物抗 MIRI 损伤作用中发

挥一定的作用[10]。本实验室前期研究已证实 SAFE

通路与 S1P 抗心肌缺氧复氧损伤作用有关[6]。本次

研究主要观察RISK通路在S1P心肌保护作用中的

影响。实验结果显示 S1P 可明显增加 p-Akt，提示

S1P 可活化 RISK 通路。为进一步证实 RISK 通路

活化与 S1P 心肌保护作用有关，采用了 PI3K 抑制

剂 LY294002，研究显示 LY294002 可抑制 S1P 引

起的 Akt 磷酸化增加，并减弱 S1P 诱导的心肌保

护作用。提示 RISK 信号通路活化在 S1P 抗 MIRI

损伤中发挥重要作用。 

GSK3β 是 RISK 信号通路下游的关键靶点，

有研究报道，白藜芦醇、舒芬太尼等药物可增加

GSK3β 磷酸化进而减少心肌梗死范围 [11]，提示

GSK3β 磷酸化与心肌保护作用有关。与其他实验

室研究结果相似，本研究证实 S1P 亦可增加

GSK3β 磷酸化，且此作用可为 LY294002 所阻断，

提示 S1P 可通过 PI3K/Akt/GSK3β 通路发挥心肌保

护作用。 

线粒体为细胞氧化磷酸化的主要位点，在

MIRI 损伤引起的细胞坏死和凋亡过程中发挥着关

键作用。在生理状态，线粒体通透性转换孔
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(mitochondrial permeability transition pore，mPTP)

处于关闭状态，再灌注损伤早期，钙超负荷、氧

化应激等因素可刺激 mPTP 开放[12-13]。mPTP 开放

可进一步导致线粒体肿胀，线粒体破坏，Cyt-C 由

线粒体释放入胞浆，进而激活 caspase 家族，诱导

细胞凋亡[14]。本实验研究结果显示 S1P 可抑制

MIRI 诱导的 Cyt-C 释放以及 caspase-3 活化，该作

用亦可为 LY294002 所阻断。 

综上所述，本研究结果提示 S1P 可通过抑制

线粒体 Cyt-C 释放、减少 caspase 激活，减弱 MIRI

所致心肌细胞凋亡以及心肌梗死，该作用与

PI3K/Akt/GSK3β 信号通路活化有关。 
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