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蒺藜皂苷后处理对大鼠心肌缺血再灌注损伤的保护作用

李 蓥,宋宏宇, 张羽冠,于丽芳,张 爽, 李 红* ,杨世杰

(吉林大学白求恩医学院 药理学系,吉林 长春 130021)

摘 要:目的 探讨蒺藜皂苷 ( GSTT ) 后处理对大鼠心肌缺血再灌注损伤的保护作用。方法 56 只大鼠随机分

为假手术组、缺血再灌注模型组、缺血后处理组、阳性药尼可地尔 1 0 mg / kg 组、GSTT ( 100、30、10 mg/ kg ) 组。

采用结扎大鼠心脏左冠状动脉前降支的方法,制备心肌缺血再灌注损伤模型,分离血清,采用分光光度法测定乳酸

脱氢酶 ( LDH)、丙二醛 ( MDA ) 水平和超氧化物歧化酶 ( SOD ) 的活性, ELISA 法测定血清中肿瘤坏死因子

( TNF ) 和白细胞介素 6 ( IL 6) 的量。光学显微镜下观察受损心肌病理组织学改变, 采用 T UNEL 法检测心肌

细胞凋亡情况。结果 与模型组比较, GSTT 100、30 mg / kg 组 LDH、MDA、T NF 和 IL 6 的量明显降低、SOD 的

活性明显升高 (P< 0 01) ,凋亡细胞数量明显减少 ( P < 0 01) , 心肌组织形态明显改善。结论 再灌注同时 ip

GSTT 进行药物后处理对大鼠心肌缺血再灌注损伤具有保护作用,能减少自由基生成,抑制心肌细胞凋亡。
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蒺藜皂苷 ( GSTT ) 是蒺藜的有效成分,主要包

括螺甾醇和呋甾醇两类。研究发现, GSTT 具有降

血压,调血脂, 降血糖,抗动脉粥样硬化, 阻止动脉、

心肌和肝脏的脂质沉着, 改善血液流变学指标,抗缺

氧,抗衰老和增强性功能,舒张血管,抗心肌缺血再

灌注损伤及脑缺血再灌损伤等作用 [ 1 4]。目前对其

的研究多在预适应方面, 其对缺血后处理的作用尚

未见报道。本研究旨在观察在体情况下, 再灌注同

时 ip GST T 进行药物后处理,探讨其对大鼠心肌缺

血再灌注损伤的保护作用, 为临床治疗心肌缺血再

灌注损伤提供理论依据。

1 材料与方法

1 1 药品、试剂与仪器:蒺藜皂苷 ( GST T) 由吉林

敖东洮南药业股份有限公司提供, 质量分数> 90% ;

乌拉坦,中国医药集团上海化学试剂公司; 尼可地

尔,购自长春大政国际经贸集团制药有限公司; 乳酸

脱氢酶 ( LDH )、超氧化物歧化酶 ( SOD)、丙二醛

( MDA) 检测试剂盒, 均购自南京建成生物工程研

究所; 肿瘤坏死因子 ( TNF ) 及白细胞介素 6

( IL 6) 试剂盒 ( R& D, 200908)。TECAN A 5082

酶标仪, Aust ria; 恒温水浴箱, 北京医疗设备厂;

6010 紫外分光光度计, 安捷伦上海分析仪器厂;

LDZ4 1 8 型低速自动平衡离心机,北京雷勃尔离

心机有限公司。

1 2 动物:清洁级 Wistar 大鼠, 体质量 200~ 220

g ,雌雄兼用,由吉林大学白求恩医学院实验动物中

心提供,合格证号: SCXK (吉) 2007 0003。

1 3 模型制备: Wistar 大鼠, 以 20% 乌拉坦 ( 5

mL/ kg ) ip 麻醉,仰卧位固定, 切开气管, 用动物呼

吸机机械通气, 参数为: 呼吸频率 75 次/ m in, 潮气
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量 9 mL/ kg, 呼吸比 1! 2。四肢皮下接心电图机,

稳定 5 min 后, 记录一段正常心电图作为对照。于

胸骨左侧 2 mm 切开皮肤,在第四肋间隙用眼科剪

向下分离肋间肌,向上伸入血管钳夹闭两侧肋间肌

以减少出血。剪断 3、4 肋骨,用拉钩拉开胸壁, 在

两侧胸壁肌肉分别穿一双线留小圈在内侧。小心剪

开心包膜, 暴露心脏。以左冠状静脉主干为标志, 在

左心耳下缘 3~ 4 mm 处以缝合针进针,斜向右上方

肺动脉圆锥方向出针。待呼吸平稳 10 min 后收紧结

扎线,压迫左冠状动脉前降支。冠状动脉结扎 30 min

后轻拉松结扎线, 恢复血液灌注。分别在正常状态

下,穿线及结扎后测量心电图,以确定模型成立。

1 4 实验分组: 56 只大鼠随机分成 7 组, 每组 8

只,分别为假手术组: 冠状动脉下穿线不结扎, 缺血

再灌注模型组: 缺血 30 m in, 再灌 120 min, 缺血后

处理组: 缺血 30 min,再灌 30 s, 缺血 30 s, 反复 3

次,再灌 120 m in, GST T ( 100、30、10 mg/ kg ) 组:

缺血 30 min,再灌 120 min,再灌起始时分别 ip GSTT

100、30、10 mg/ kg, 尼可地尔组: 缺血 30 min, 再灌

120 min,再灌起始时 ip尼可地尔 1 mg/ kg。

1 5 血清生化指标测定:于再灌注结束时经腹主动

脉取血, 3 000 r/ min 离心 10 m in,分离血清。按试

剂盒说明书采用分光光度法检测血清 MDA、LDH

水平及 SOD 活性。

1 6 TNF 与 IL 6的测定:于再灌注结束时经腹主

动脉取血, 3 000 r/ min 离心 10 min, 分离血清, 按

ELISA 试剂盒说明书检测血清 TNF 与 IL 6 水平。

1 7 病理组织切片测定:再灌注结束后迅速摘取心

脏,置于 4% 多聚甲醛中固定过夜。心尖上约 3

mm 处纵向切取左室心肌约 0 3 cm ∀ 0. 5 cm。进

行常规石蜡包埋,切片,染色, 梯度乙醇脱水, 二甲苯

透明,中性树脂封片,光镜观察。

1 8 心肌组织凋亡检测 ( TU NEL 法) :心肌组织

切片常规脱蜡水化, 按试剂盒操作说明进行

TU NEL 染色,成色反应后, 常规脱水, 二甲苯透明,

中性树胶封片。光镜下观察细胞核中有棕黄色颗粒

者为 TU NEL 阳性细胞, 在 400 ∀ 显微镜下, 于缺血

处心肌组织随机采集 5个非重叠视野, 检测 100 个

心肌细胞中 TUN EL 阳性细胞数,取其平均值。

1 9 统计分析:实验结果以 x # s 表示,采用 SPSS

10 0 统计软件对实验数据进行方差分析。

2 结果

2 1 对血清生化指标的影响: 与假手术组比较, 模

型组血清 MDA、LDH 水平明显升高, SOD 活性明

显降低 ( P < 0 01) ; 与模型组比较, GSTT 100、30

mg/ kg 和缺血后处理组血清 MDA、LDH 水平降

低, SOD 活性明显升高 ( P< 0 05、0 01)。结果见

表 1。

2 2 对 T NF 与 IL 6水平的影响:与假手术组比

较,缺血再灌注大鼠血清中 TN F 与 IL 6 水平明

显升高。与模型组比较, GST T 100、30、10 mg/ kg

对 T NF 及 IL 6 分泌均有明显抑制作用 ( P<

0 01) , 结果见图 1。

表 1 GSTT 对心肌缺血再灌注损伤大鼠血清 LDH、MDA、

SOD 水平的影响 ( x# s, n= 8)

Table 1 Ef fect of GSTT on LDH, MDA, and SOD levels

in serum of myocardial ischemia reperfusion

injured rats (x # s, n= 8)

组别 剂量 / ( mg kg- 1 )LDH/ (U  mL- 1) SOD/( U  mL- 1) MDA/ ( mo l L - 1)

假手术 - 3 48# 0 48 171 03# 21 99 0 89 # 0 25

模型 - 4 62# 0 21 ∃ 101 85# 25 85 ∃ 10 53 # 2 15 ∃

缺血后处理 - 4 02# 0 20
*

139 66# 20 81
* *

3 31 # 1 02
* *

GST T 100 3 44# 0 49* * 151 40# 5 17* * 2 15 # 0 56* *

30 3 96# 0 31* 135 38# 10 88* * 6 37 # 0 98* *

10 4 13# 0 16 125 37# 17 26 8 48 # 1 11

尼可地尔 1 3 83# 0 29* * 149 19# 7 16* * 5 55 # 1 77* *

与假手术组比较: ∃P < 0 05

与模型组比较: * P < 0 05 * * P < 0 01

∃P < 0 05 v s Sham group

* P < 0 05 * * P< 0 01 v s m odel group

与假手术组比较: ∃ P< 0 05; 与模型组比较: * * P < 0 01

∃P < 0 05 v s Sham group; * * P < 0 01 v s model group

图 1 GSTT对心肌缺血再灌注损伤大鼠血清 TNF

和 IL 6 水平的影响 ( x# s, n= 8)

Fig. 1 Ef fect of GSTT on TNF and IL 6 levels in serum

of myocardial ischemia reperfusion injured rats

(x # s, n= 8)

2 3 对心肌组织病理形态学的影响:光镜下观察,

假手术组心肌纤维排列整齐,结构清楚,横纹清晰可

见,细胞核呈长椭圆形,分布均匀,心肌细胞无肥大、

萎缩或水肿; 模型组心肌细胞间隙增宽,心肌纤维明

显肿胀,排列紊乱,可见部分肌纤维断裂, 心肌细胞

间可见大量散在的红细胞和部分成片红细胞渗出,
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心肌间质出现大量炎细胞浸润,可见肌浆凝聚;缺血

后处理组及 GST T 100、30 mg/ kg 组心肌细胞排列

相对规则, 界限清楚, 心肌纤维轻度肿胀, 红细胞明

显少于模型组, 偶见成纤维细胞及炎细胞浸润;阳性

对照药尼可地尔组偶见肌浆凝聚, 炎细胞浸润不

明显。

2 4 对心肌细胞凋亡的影响:光镜下观察细胞核中

有棕黄色颗粒者为阳性细胞, 假手术组可见少量凋

亡细胞, 说明正常细胞存在凋亡, 但凋亡率小于

10%。与假手术组比较,模型组 T UNEL 染色阳性

细胞数明显增多 ( P< 0 01) ;与模型组比较, GSTT

100、30 mg / kg 组、后处理组和阳性药组 TU NEL

染色阳性细胞数明显减少 ( P< 0 05、0 01)。结果

见图 2和 3。

A 假手术组 B 模型组 C 缺血后处理组 D~ F GSTT 100、30、10 mg  kg- 1组 G 尼可地尔组

A Sham gr ou p B model gr ou p C is chemia post condit ioning group

D F GSTT 100, 30, and 10 m g  kg- 1 g rou p G Nicorandil group

图 2 GSTT 对心肌缺血再灌注损伤大鼠心肌组织形态学的影响

Fig. 2 Effect of GSTT on histomorphology change of cardiac muscle of myocardial ischemia reperfusion injured rats ( x# s, n= 8)

A 假手术组 B模型组 C 缺血后处理组

D~ F GST T 100、30、10 mg  kg- 1组 G 尼可地尔组

A Sham group B model group C ischemia post condit ion ing

group D F GSTT 100, 30, and 10 m g  kg- 1 group

G Nicorandil group

与假手术组比较: ∃ ∃P < 0 01

与模型组比较: * P < 0 05 * * P< 0 01

∃ ∃P < 0 01 v s Sham g rou p

* P< 0 05 * * P< 0 01 v s model grou p

图 3 GSTT对心肌缺血再灌注损伤大鼠心肌细胞

凋亡的影响

Fig. 3 Effect of GSTT on myocardium apoptosis

of myocardial ischemia reperfusion

injured rats ( x# s, n= 8)

3 讨论

心肌缺血性疾病是目前临床上发生率最高的急

症之一,进行血运重建可显著降低其死亡率, 但潜在

的再灌注损伤可能会引起心肌细胞坏死、凋亡、心肌

顿抑及无复流现象,成为影响预后的一个重要因素。

研究显示[ 5 6] ,在闭塞的冠脉血管完全开放、心肌组

织实现完全再灌注之前,间断少许开放冠脉血流,直

至最后完全的开放血流, 对于再灌注损伤具有干预

作用,心肌组织可以得到一定的保护,即缺血后处理

具有保护作用。与缺血预适应相比,缺血后处理在实

施上有更好的可预测性及可控性,因此具有较好的临

床应用前景
[ 7]
。尽管这种机械后处理是一种新的治

疗理念和手段,但具有潜在的危险, 临床应用有限。

经过探索发现[ 8 9] ,在完全恢复血流前,不采用机械后

处理办法,而使用模拟内源性保护机制的药物 即

药物后处理 ( pharmacological post conditioning) ,对心

肌缺血再灌注损伤具有类似缺血后处理的保护作用,

可避免反复机械刺激导致的严重问题。

GSTT 为临床上常用的抗心脑血管疾病药物,

本实验室的前期研究发现, GSTT 预适应对心肌缺

血再灌注损伤具有保护作用
[ 10]

, 故本实验进一步探

讨 GSTT 后处理对缺血再灌注损伤是否具有保护

作用。本实验结果显示心肌缺血再灌注损伤大鼠给

予 GSTT 药物后处理能明显降低血清 MDA、LDH

的水平, 并提高 SOD 的活力, 病理形态学及
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TU NEL 检测均显示, 应用 GST T 后, 心肌组织损

伤减轻,心肌细胞凋亡率下降。揭示在再灌注的同

时外源性给予 GST T 可增强机体清除氧自由基的

能力,减轻细胞膜脂质过氧化损伤,提高机体的抗氧

化能力,从而发挥药物后处理的保护作用。

研究发现, 细胞因子参与了缺血再灌注损伤的

发生与发展。受损的心肌细胞会分泌 T 炎症性因

子,诱导心肌细胞凋亡,进一步加重细胞损伤。本实

验结果显示,缺血再灌后血清中 TNF 、IL 6 升高,

与文献报道一致
[ 11]
。而 GSTT 可显著抑制损伤心

肌细胞分泌 T NF 、IL 6, 减轻再灌注对细胞膜损

伤程度,进一步揭示了 GST T 后处理可抑制缺血再

灌注导致的心肌细胞凋亡。

综上所述, GST T 后处理对大鼠心肌缺血再灌

注损伤具有保护作用,能减少自由基生成,减少炎症

因子分泌, 抑制心肌细胞凋亡,其具体的作用机制有

待于进一步研究。
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龙须菜藻红蛋白对 H22荷瘤小鼠免疫功能的影响

陈美珍,杜 虹,徐本杰
*

(汕头大学理学院 生物系, 广东 汕头 515063)

摘 要:目的 研究龙须菜藻红蛋白体内抑瘤效应与荷瘤小鼠机体免疫功能的关系, 探讨其抑瘤作用的细胞免疫

学机制。方法 建立小鼠 H22肝癌实体瘤模型,分别 ig 给予藻红蛋白高、中、低剂量。连续给药 7 d 后, 测定各组

小鼠肿瘤生长抑制率和腹腔巨噬细胞的吞噬指数,采用 MTT 法检测各组小鼠脾淋巴细胞增殖指数、NK 细胞免疫

活性和肿瘤坏死因子 ( T NF ) 的分泌。结果 高剂量藻红蛋白对小鼠 H 22肿瘤的生长抑制率明显高于模型组

( P< 0 05) ,抑瘤率为 30 23% ;与模型组比较, 藻红蛋白对荷瘤小鼠胸腺和脾脏有保护和修复作用, 具有显著提高

腹腔巨噬细胞的吞噬指数 (P< 0 05)、脾淋巴细胞增殖指数 ( P< 0 01)、NK 细胞对靶细胞的杀伤活性 ( P< 0 01)

和增加脾淋巴细胞分泌 TNF 的作用 (P< 0 05)。结论 龙须菜藻红蛋白可明显提高 H22荷瘤小鼠细胞免疫功

能,这可能是其抗肿瘤效应机制之一。

关键词:龙须菜藻红蛋白; 抗肿瘤; 细胞免疫
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龙须菜 Gr acilar ia lemaneif ormis Weber van

Bosse 是江蓠属红藻。龙须菜在我国已经成为继海

带和紫菜之后的第三大重要养殖藻种, 资源十分丰

富。至今,龙须菜主要用于提取琼胶,民间多用于入
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