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  摘 要:目的 探讨黄连素预防大鼠急性心肌缺血再灌注损伤中的机制。方法 大鼠随机分为空白对照

组、假手术组、模型组和黄连素给药组,每组15只。黄连素给组灌胃100
 

mg/kg的黄连素药物,其余3组灌胃

相应体积的药物溶剂,每天定时灌胃1次。给药两周后模型组和黄连素给药组进行大鼠急性心肌缺血再灌注

造模,假手术组不造成动物心肌急性缺血,对照组大鼠只麻醉,其余操作相同。检测各组超氧化物歧化酶

(SOD)、乳酸脱氢酶(LDH)及丙二醛(MDA)水平,以及凋亡相关蛋白含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶-3
(Caspase-3)、B淋巴细胞瘤-2(Bcl-2)、Bcl-2相关x蛋白(Bax)水平。结果 黄连素给药组[(43.29±5.58)%]
大鼠心肌梗死面积低于模型组[(25.39±4.26)%],差异有统计学意义(P<0.05)。与对照组比较,模型组

SOD水平降低,LDH、MDA水平上升,Bax、Caspase-3的蛋白和基因表达水平上升,Bax/Bcl-2基因表达水平上

升,Bcl-2的蛋白和基因表达水平降低,差异均有统计学意义(P<0.05);与模型组比较,黄连素给药组SOD水

平上升,LDH、MDA水平降低,Bax、Caspase-3的蛋白和基因表达水平降低、Bax/Bcl-2基因表达水平降低,Bcl-
2的蛋白和基因表达水平上升,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 黄连素可通过降低心肌过氧化进而抑

制心肌细胞凋亡改善大鼠急性心肌缺血再灌注损伤。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

mechanism
 

of
 

berberine
 

in
 

preventing
 

acute
 

myocardial
 

ischemia-
reperfusion

 

injury
 

in
 

rats.Methods Rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

blank
 

control
 

group,sham
 

operation
 

group,model
 

group
 

and
 

berberine
 

group
 

with
 

15
 

rats
 

in
 

each
 

group.The
 

berberine
 

group
 

was
 

given
 

100
 

mg/kg
 

berberine
 

by
 

gavage,and
 

the
 

other
 

three
 

groups
 

were
 

given
 

corresponding
 

volume
 

of
 

drug
 

solvent,once
 

a
 

day.Two
 

weeks
 

after
 

administration,the
 

model
 

group
 

and
 

berberine
 

group
 

were
 

subjected
 

to
 

myocardial
 

is-
chemia-reperfusion.The

 

sham
 

operation
 

group
 

did
 

not
 

cause
 

acute
 

ischemia,while
 

the
 

control
 

group
 

was
 

anes-
thetized,and

 

the
 

other
 

operations
 

were
 

the
 

same.The
 

levels
 

of
 

superoxide
 

dismutase
 

(SOD),lactate
 

dehydro-
genase

 

(LDH),malondialdehyde
 

(MDA)
 

and
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

apoptosis
 

related
 

proteins
 

cyste-
ine-containing

 

aspartate
 

proteolytic
 

enzyme-3
 

(Caspase-3),B
 

lymphoma-2
 

(Bcl-2),Bcl-2
 

related
 

x
 

protein
 

(Bax)
 

were
 

detected.Results The
 

infarct
 

size
 

of
 

berberine
 

group
 

[(43.29±5.58)%]
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

model
 

group
 

[(25.39±4.26)%],and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

levels
 

of
 

SOD
 

was
 

decreased,the
 

levels
 

of
 

LDH
 

and
 

MDA
 

were
 

increased,the
 

protein
 

and
 

gene
 

expression
 

levels
 

of
 

Bax
 

and
 

Caspase-3
 

were
 

increased,the
 

expression
 

level
 

of
 

Bax/Bcl-2
 

gene
 

was
 

in-
creased,and

 

the
 

protein
 

and
 

gene
 

expression
 

levels
 

of
 

Bcl-2
 

were
 

decreased
 

in
 

the
 

model
 

group(P<0.05);
compared

 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

level
 

of
 

SOD
 

was
 

increased,the
 

levels
 

of
 

LDH
 

and
 

MDA
 

were
 

decreased,
the

 

protein
 

and
 

gene
 

expression
 

levels
 

of
 

Bax,Caspase-3
 

were
 

decreased,the
 

gene
 

expression
 

level
 

of
 

Bax/Bcl-
2

 

was
 

decreased,and
 

the
 

protein
 

and
 

gene
 

expression
 

levels
 

of
 

Bcl-2
 

were
 

increased(P<0.05)
 

in
 

berberine
 

group.Conclusion Berberine
 

can
 

improve
 

the
 

acute
 

myocardial
 

ischemia-reperfusion
 

injury
 

in
 

rats
 

by
 

reducing
 

myocardial
 

peroxidation
 

and
 

then
 

inhibiting
 

cardiomyocyte
 

apoptosis.
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  急性心肌梗死是严重的致死、致残性疾病[1],由
于现代人生活方式的改变,急性心肌梗死的发病年龄

趋于年轻化[2],目前临床中治疗急性心肌梗死最主要

的手段仍然是及时进行缺血部位再灌注,恢复缺血部

位的血流供应[3]。但是随着及时血液的再灌注的发

展,再灌注损伤的概率逐年增加[4-6]。研究发现在再

灌注过程中可能进一步增加心肌梗死面积,降低心脏

收缩功能,引起心脏超微结构改变,甚至诱发严重的

心律失常,最终导致患者死亡[7-9]。
心肌缺血再灌注损伤的发生过程较为复杂,其涉

及多种致病机制,目前研究较多的是氧化应激、钙超

载、心肌细胞凋亡及心肌细胞能量代谢紊乱等[10-11],
缺血再灌注损伤是多种致病机制交叉的作用结果。

黄连素是传统中药黄连的主要提取物质,主要用

于治疗腹泻、痢疾及其他胃肠道疾病。黄连具有抗心

律失常、降血脂、降血压等药理学活性。
鉴于以上原因,本研究构建大鼠体内急性心肌缺

血再灌注模型,探讨急性心肌缺血再灌注损伤中心肌

细胞的凋亡水平,以及黄连素在大鼠急性心肌缺血再

灌注损伤中保护心肌细胞的机制,为黄连素在急性心

肌缺血再灌注损伤的预防及治疗提供理论依据。
1 材料与方法

1.1 实验动物及分组 自西安交通大学医学部动物

实验中心购买健康SD雄性大鼠60只,体质量220~
240

 

g,许可证号:SCXK(陕)2018-001,饲养于西安交

通大学医学部动物实验中心,饲养环境保持室温

25
 

℃,昼夜交替各12
 

h,大鼠可自由饮水和摄食。适

应性喂养1周后开始正式实验,将所有大鼠随机分为

对照组、假 手 术 组、模 型 组 和 黄 连 素 给 药 组(100
 

mg/kg),每组15只。动物手术前预防给药14
 

d,黄
连素组灌胃100

 

mg/kg的黄连素药物,其余3组灌胃

相应体积的药物溶剂,每天定时灌胃1次。给药两周

后进行大鼠心肌缺血再灌注造模。
 

1.2 大鼠急性心肌缺血再灌注模型的构建 大鼠急

性心肌缺血再灌注模型的构建参照王世玉等[12]的造

模方式,模型组及黄连素给药组大鼠在造模前采用

4%的水合氯醛水溶液(10
 

μL/g)腹腔注射麻醉,待大

鼠进入深度麻醉状态后将其固定于保温手术台上。
腹部朝上,剔除颈部、腹部及四肢处所有毛发,经气管

插管,连接于小动物人工呼吸机(呼吸比为1∶2,呼吸

频率为75次/分)。剪开心包膜,在左心耳下端找出

左冠状动脉前降支,将结扎细线从下穿过,收紧细线,
缺血操作30

 

min后松开细线,继续灌注120
 

min,完
成动物造模后用预先装有抗凝剂肝素钠的小型离心

管收集眼眶血2
 

mL,以备后用,同时拖颈处死大鼠后

收集心肌组织进行后续研究。假手术组动物经历上

述相似操作,不收紧细线,不造成动物心肌急性缺血。

其余操作相同,对照组大鼠只麻醉,其余操作相同。
1.3 指标检测

1.3.1 计算心肌梗死面积 每组随机取5只大鼠心

肌组织,取出冷冻的心肌组织,在解冻之前将其切成

厚度为1~2
 

mm的薄片,将薄片浸泡在1%的2,3,5-
三苯基氯化四氮唑(TTC)溶液中,37

 

℃避光染色30
 

min,染色结束后用蒸馏水漂洗3
 

min,吸干残余水分

后在4%的多聚甲醛中浸泡固定48
 

h,取出后用相机

拍照,采用Image
 

J软件分析染色后的心肌组织,红色

或者粉红色即为正常组织,白色或灰白色为梗死组

织,计算心肌梗死面积百分比(梗死面积百分比=梗

死心肌面积/总心肌面积×100%)。
1.3.2 测定相关指标水平 每组随机取5只大鼠的

左心室相同部位,加入9倍体积的生理盐水制备10%
的组织匀浆液,于4

 

℃
 

6
 

000
 

r/min离心10
 

min后取

上清液,测定上清液中超氧化物歧化酶(SOD)、乳酸

脱氢酶(LDH)及丙二醛(MDA)水平。
1.3.3 检测大鼠凋亡状态 使用传统Trizol法提取

大鼠心肌组织 RNA,反转录后使用实时荧光定量

PCR(qPCR)法检测与心肌细胞凋亡相关的蛋白含半

胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶-3(Caspase-3)、B淋巴

细胞瘤-2(Bcl-2)、Bcl-2相关x蛋白(Bax)的表达水

平。使用蛋白裂解液提取大鼠心肌组织细胞蛋白,蛋
白质印迹法检测凋亡相关蛋白Bcl-2、Bax及Caspase-
3的表达水平,测定心肌组织细胞凋亡状态。
1.4 统计学处理 运用SPSS19.0统计软件对数据

进行统计处理。实验数据以x±s表示,多个样本均

数间比较采用单因素方差分析。
2 结  果

2.1 TTC染色梗死面积比较 通过计算各组心肌梗

死面积百分比,结果显示使用黄连素预 防 给 药 组

[(43.29±5.58)%]大鼠心肌梗死面积低于模型组

[(25.39±4.26)%],差异有统计学意义(P<0.05)。
2.2 大鼠心肌组织SOD、LDH及 MDA水平测定 
结果显示,与对照组比较,模型组SOD 水平降低,
LDH、MDA水平上升,差异均有统计学意义(P<
0.05);与模型组比较,黄连素给药组SOD水平上升,
LDH、MDA 水平降低,差异均有统计学意义(P<
0.05)。见图1。
2.3 大鼠心肌组织细胞凋亡相关基因检测 结果显

示,与对照组比较,模型组Bax、Caspase-3、Bax/Bcl-2
基因相对表达水平上升,Bcl-2基因相对表达水平降

低,差异均有统计学意义(P<0.05);与模型组比较,
黄连素给药组Bax、Caspase-3、Bax/Bcl-2基因相对表

达水平降低,Bcl-2基因相对表达水平上升,差异均有

统计学意义(P<0.05)。见图2。
2.4 大鼠心肌组织细胞凋亡相关蛋白检测 结果显
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示,与对照组比较,模型组Bax、Caspase-3蛋白表达水

平上升,Bcl-2蛋白表达水平降低,差异均有统计学意

义(P<0.05);与模型组比较,黄连素给药组Bax、

Caspase-3蛋白表达水平降低,Bcl-2蛋白表达水平上

升,差异均有统计学意义(P<0.05)。见图3。

  注:A为SOD水平;B为LDH水平;C为 MDA水平。

图1  大鼠心肌组织SOD、LDH及 MDA水平

  注:A为Bax基因相对表达水平;B为Bcl-2基因相对表达水平;C为Bax/Bcl-2基因相对表达水平;D为Caspase-3基因相对表达水平。

图2  大鼠心肌组织细胞凋亡相关基因表达水平

图3  大鼠心肌组织细胞凋亡相关蛋白表达水平

3 讨  论

  急性心肌缺血的发病逐渐年轻化,同时急性心肌

缺血的病死率居高不下,是临床中亟待解决的一类致

死、致残率极高的心脏疾病[2],目前治疗策略主要是

及时通过多种途径恢复心肌缺血部位的血液供应[13],
但有研究表明在心肌缺血后及时灌注新鲜血液常常

引起多种心脏疾病,加剧患者病情,主要有严重的心

律失常、心脏收缩功能降低,以及对应心脏超微结构

的功能性改变[9]。目前急性心肌缺血再灌注损伤的

机制主要有氧化应激、钙超载、心肌细胞凋亡及心肌

细胞能量代谢紊乱等[10-11],急性心肌缺血再灌注损伤

可能是多种致病机制相互交叉作用的结果。目前对

于急性心肌缺血再灌注损伤的治疗主要是试图减少

心肌梗死面积及降低急性心肌缺血再灌注损伤中的

过氧化水平[14]。
黄连素是传统中药黄连的主要提取物质,主要用

于治疗胃肠道类疾病,在降血脂、降血压及抗心律失

常中有良好的治疗效果。结合上述原因,本研究选择

使用黄连素探讨其在大鼠急性心肌缺血再灌注损伤

中的预防性治疗效果及其作用机制。
本研究首先采用结扎的手术方法,阻断左冠状动

脉前降支30
 

min后恢复血流120
 

min、人工模拟急性

心肌缺血再灌注损伤。结果显示,与模型组比较,在
预防性给黄连素后,能够有效地降低缺血后的心肌梗

死面积,同时在黄连素给药组中大鼠的心肌组织中

LDH水平降低,这与张宏考等[15]的研究结果相似,提
示黄连素能够有效地保护心肌梗死。本研究发现模

型组大鼠心肌组织中SOD的水平降低,这提示心肌

组织中存在着大量的氧自由基亟待清除,同时发现心

肌中 MDA的水平上升,提示存在着心肌组织脂质过

氧化。已有研究表明,过多的活性氧能够促进心肌细

胞的凋亡[16],结合本研究可以发现在急性心肌缺血再

灌注中存在心肌细胞的凋亡,主要表现为抗凋亡蛋白

Bcl-2的基因及蛋白表达水平在急性心肌缺血再灌注

损伤模型中降低,而促进细胞凋亡的Bax的基因及蛋

白表达水平上升,黄连素能够有效地调节Bax与Bcl-
2的蛋白及基因表达水平的平衡,与此同时模型中存

在着Caspase-3蛋白的高表达,这进一步提示在急性

心肌缺血再灌注损伤中存在着Caspase依赖性心肌细

胞凋亡,这与张煜等[17]的研究结果相符。
综上所述,黄连素可通过降低心肌过氧化进而抑

制心肌细胞凋亡改善大鼠急性心肌缺血再灌注损伤。
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