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红豆杉多糖对 Beagle 犬心肌缺血再灌注损伤模型心肌 NADPH 氧化酶
mRNA 及 SOD、MDA 的影响 
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摘  要：目的  观察红豆杉多糖对心肌缺血-再灌注损伤（MIRI）模型心肌损伤及心肌还原型辅酶 II（NADPH）氧化酶 mRNA、

超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）的影响。方法  将 30 只 Beagle 犬随机分为假手术组、模型组、红豆杉多糖低剂

量组与高剂量组、卡维地洛对照组，每组 6 只，给药 7 d 后，建立 MIRI 模型。HE 染色，光镜观察心肌组织病理改变；原

位杂交检测 NADPH 氧化酶 p47phox（NCF-47K）mRNA 表达；比色法检测心肌 SOD 活性和 MDA 水平。结果  光镜下可见，

模型组心肌严重紊乱、断裂，核固缩及胞浆嗜酸性变明显，轻至中度充血、水肿，炎细胞浸润；红豆杉多糖高剂量组心肌细

胞紊乱、断裂程度较轻，核固缩及胞浆嗜酸性变明显减少，部分组织仍有轻度充血、水肿。模型组、红豆杉多糖低剂量组心

肌 NCF-47K mRNA 表达较假手术组显著升高（P＜0.01），红豆杉多糖高剂量组 NCF-47K mRNA 表达显著低于模型组（P＜
0.05）。除红豆杉多糖高剂量组心肌 SOD 活性显著高于模型组（P＜0.01）外，模型组及各治疗组心肌组织 SOD 活性较假手

术组显著降低（P＜0.01）。模型组及红豆杉多糖低剂量组心肌组织 MDA 水平较假手术组显著增加（P＜0.05），红豆杉多糖

高剂量组心肌 MDA 水平显著低于模型组（P＜0.05）。结论  红豆杉多糖可能通过降低心肌组织 NADPH 氧化酶 NCF-47K 
mRNA 表达，升高 SOD 活性，减少 O2

÷
等氧自由基对心肌细胞的损伤，减轻缺血再灌注导致的心肌损伤。 
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Effects of Taxus polysaccharide on myocardial NADPH oxidase mRNA, and SOD, 
and MDA in myocardial ischemia-reperfusion injury model of Beagle’s dogs 
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Abstract: Objective  To investigate the influence of Taxus polysaccharide on myocardial NADPH oxidase mRNA, SOD, and MDA 
in myocardial ischemia-reperfusion injury (MIRI) model of Beagle’s dogs. Methods  Beagle’s dogs (30) were randomly divided into 
Sham operation, model, low-dose Taxol polysaccharide, high-dose Taxol polysaccharide, and Carvedilol groups, six in each group, and 
MIRI model was established after 7 d administration. Stained with HE, pathological changes in myocardial tissue were observed with 
light microscopy; NADPH oxidase p47phox (NCF-47K) mRNA expression was detected with in situ hybridization; Myocardial SOD 
and MDA contents were detected with colorimetry. Results  Under light microscope, serious cardiac cells disorders, fracture, 
karyopyknosis, and significant eosinophilic cytoplasm existed, mild to moderate hyperemia and edema and inflammatory cell 
infiltration appeared in the model group. However, in the high-dose group, myocardial cells disorders and destruction existed in a lesser 
extent, karyopyknosis and eosinophilic cytoplasm decreased significantly, and some organizations were still mild hyperemia and edem. 
Myocardial NCF-47K mRNA expression of Beagle’s dogs in the model group and low-dose group were significantly higher than that 
in the Sham-operated group (P<0.01), NCF-47K mRNA expression of Beagle’s dogs in the high-dose group was significantly lower 
than that in the model group (P<0.05). And SOD content in myocardial tissue of the model group and the treatment group was significantly 
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lower than that in the Sham-operated group (P<0.01). SOD content in the high dose group was significantly higher than that in the 
model group (P<0.01). MDA contents in myocardial tissue in the model and low-dose groups were significantly higher than those in 
the Sham-operated group (P<0.05). MDA content in high-dose group was significantly lower than that in the model group (P<0.05). 
Conclusion  The Taxus polysaccharide may reduce ischemia-reperfusion myocardial injury by reducing the expression of NADPH 
oxidase, increasing SOD activity, and reducing injury of O2

÷ and other oxygen free radicals in myocardial cell. 
Key words: Taxus polysaccharide; ischemia-reperfusion; NADPH; SOD; MDA 
 

心肌缺血-再灌注损伤（myocardium ischemia- 
reperfusion injury，MIRI）是随冠脉溶栓、经皮腔内

冠状动脉成形术等心内科介入治疗及冠状动脉旁路

移植等心外科手术的开展而逐渐被人类认识的一种

损伤机制，其导致的心律失常、心肌顿抑等是临床

心脏病患者猝死的常见原因。红豆杉多糖是本课题

组首次以极性梯度提取技术，从红豆杉科植物南方

红豆杉 Taxus chinensis var. mairei Cheng et L. K. Fu
中发现，并采用离子交换色谱提纯、非线性优化控

制模拟移动床纯化等手段得到的一种高纯度全新多

糖，同时应用核磁共振等进行了多糖分子结构鉴定。

前期研究表明红豆杉多糖可抑制缺血再灌注导致的

心肌细胞凋亡，其机制可能与降低心肌组织 MCP-1
蛋白表达及 NO 水平、抑制心肌细胞凋亡有关[1]。

本研究观察红豆杉多糖对 MIRI 模型犬心肌损伤及

心肌 NADPH 氧化酶 mRNA、超氧化物歧化酶

（SOD）、丙二醛（MDA）的影响。 
1  材料 
1.1  动物 

实验用 Beagle 犬，一级，30 只，雌雄各半，

体质量 8.0～10.5 kg，8～12 月龄，由四川省医学科

学院实验动物研究所提供，实验动物生产许可证号：

SCXK（川）2004-15。 
1.2  药品、试剂与仪器 

卡维地洛片，上海罗氏制药有限公司产品，批

号 MH6600908；NADPH 氧化酶 p47phox（NCF-47K）

mRNA 原位杂交试剂盒，武汉博士德公司生产；

SOD 测试盒，南京建成生物工程研究所生产；MDA
测定试剂盒，南京建成生物工程研究所生产；MFV—

3200 电磁流量计，日本光电公司生产；HX—300S
动物呼吸机，成都泰盟科技有限公司生产。 
2  方法 
2.1  红豆杉多糖的提取与分析 

红豆杉多糖初提采用极性递减的溶剂进行分步

抽提，即多糖采用模拟移动床（SMB）连续逆流色

谱对有效组分进行纯化。关键是选择合适的分离介

质，并采取非线性控制软件对电磁阀的运动进行优

化控制。该分离工艺的关键是：既要把多糖等大分

子物质与萜类、甾类和生物碱类小分子物质分开，

还要把不同的多糖分开。目前已提纯分离出相对分

子质量为23 000的主要多糖成分，质量分数为99%，

符合国家二类以上新药的开发要求，提取率约 70%。

对得到的高纯度多糖成分分别用制备 HPLC、质谱、

核磁共振、红外光谱等仪器进行综合分析，并进行

结构鉴定，确定该多糖主要由 D-葡萄糖及少量的

D-木糖、阿拉伯糖、半乳糖和葡萄糖醛酸以 β-1，3
糖苷键组成，在其 β-1，3 葡聚糖主链上，存在少量

β-1，6 糖苷键分支[2]。 
2.2  分组与给药 

参考《中药新药研究指南》[3]中治疗胸痹心痛

证中药的药效学研究部分，将 30 只 Beagle 犬随机

分为假手术组、模型组、红豆杉多糖低剂量与高剂

量组、阳性对照组，每组 6 只。假手术组、模型组

不给药；红豆杉多糖低、高剂量组分别 ig 给予红豆

杉多糖 89.5、357 mg/(kg·d)，阳性对照组给予卡维

地洛 1 mg/(kg·d)，共给药 7 d。给药结束后建立 MIRI
模型。 
2.3  MIRI 模型的建立 

Beagle犬经 3%戊巴比妥钠 30 mg/kg iv麻醉后，

卧位固定，气管插管，接 HX—300S 动物呼吸机，以

呼吸比 5∶4、呼吸频率 18～20 次/min、潮气量 120～
135 mL 行机械通气。于 5、6 肋间开胸，暴露肺和

心脏，用撑胸器撑开胸腔，做心包摇篮，充分暴露

手术野，在左冠状动脉前降支（LAD）中下段游离

约 1 cm，于 LAD 的中下 1/3 处确定夹闭点，并在

夹闭部位上缘附近套上合适直径的电磁流量计卡式

探头，接 MFV—3200 电磁流量计。夹闭已分离的

LAD 主干 60 min（在电磁流量计监控下使 LAD 血

流量降低约 80%），然后开放再灌注 120 min。假手

术组手术方法同上，但仅分离 LAD，不夹闭。 
2.4  心肌组织病理学观察 

犬处死后，取心尖附近再灌注区心肌组织，4%
多聚甲醛固定，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，浸蜡，

石蜡包埋切片，HE 染色，光镜（×400）观察。 
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2.5  NCF-47K mRNA 原位杂交检测 
从美国国立卫生研究院维护的国际权威数据库

网站（http://www.ncbi.nlm.nih.gov）获得 Beagle 犬

NCF-47K 基因的 mRNA 序列。利用专业软件 Primer 
Premier 5.0 设计其探针，委托武汉博士德生物工程

有限公司完成探针合成。探针序列如下： 5’- 
AGCACTACGTCTACATGTTTC-TGGTGAAGTGG
CAC-3；5’-GAGAGTGGCTGGTGGTTCTGCCAA- 
ACGAAGACAAA-3’；5’-CABCCAGGACACCTA- 
TCGGCGCAACAGCGTCCGAA3’。 

参考试剂盒说明书行原位杂交检测。NCF-47K 
mRNA 的细胞胞浆着色呈棕黄色。在 200×光镜下

每个切片随机选取 5 个视野，Image-Pro Plus 5.0.2.9
软件分析各视野 NCF-47K mRNA 阳性物质的平均

吸光度值，求其平均值为每一切片 NCF-47K mRNA 
的表达值。 

2.6  心肌 SOD、MDA 检测 
每例样本取心尖附近缺血再灌注区心肌组织约

100 mg，加入 0.9 mL 冷生理盐水冰浴匀浆后，以 
3 000 r/min 离心 15 min，取上清液，参照 SOD、

MDA 检测试剂盒说明书比色法测定。 
2.7  统计学分析 

计量资料结果均以  sx ± 表示，采用 SPSS13.0
软件分析，单因素方差分析和重复测量数据的方差

分析。 
3  结果  
3.1  一般状况 

在建立 MIRI 模型期间，模型组 1 只犬在再灌

注 18 min 时发生室颤，经抢救无效死亡，其余犬经

电磁流量计检测缺血前、缺血 60 min 及再灌注 60、
120 min 时冠状动脉左前降支血流量（CBFLAD）显

示，MIRI 模型建立成功。见表 1。 

表 1  紫杉醇多糖对 MIRI 模型犬冠状动脉左前降支血流量的影响 
Table 1  Effects of Taxus polysaccharide on left anterior descending coronary artery blood flow in MIRI model 

CBFLAD /(mL·min−1) 
组 别 

剂量/ 

(mg·kg−1) 

动物/

只 缺血前 缺血 60 min 灌注 60 min 灌注 120 min 

假手术 － 6 21.87±1.81 22.15±1.65 22.12±1.58 22.10±1.73 

模型 － 5 22.00±1.71 4.36±0.36△△▲▲ 11.32±1.64△△▲▲ 17.98±1.54△△▲▲ 

红豆杉多糖  89.5 6 21.83±1.45 4.35±0.21△△▲▲ 10.92±1.06△△▲▲ 18.15±1.30△△▲▲ 

 357.0 6 22.10±1.56 4.28±0.15△△▲▲ 14.53±1.09△△**##▲▲ 21.58±1.42**## 

卡维地洛 1 6 22.75±1.63 4.47±0.22△△▲▲ 15.73±1.32△△**##▲▲ 22.43±1.38**## 

与假手术组比较：
△△P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01；与红豆杉多糖低剂量组比较：##P＜0.01；与缺血前比较：

▲▲P＜0.01 
△△P <0.01 vs Sham group; **P <0.01 vs model group; ##P <0.01 vs Taxol polysaccharide low-dose group; ▲▲P<0.01 vs before ischemia 

3.2  对 MIRI 模型犬心肌组织病理学的影响 
假手术组心肌组织无明显病理变化。模型组心

肌细胞严重紊乱、断裂，核固缩及胞浆嗜酸性变明

显，有轻至中度充血、水肿及炎细胞浸润，少数组

织有严重出血。红豆杉多糖低剂量组心肌细胞紊乱、

断裂严重，核固缩及胞浆嗜酸性变明显，有轻至中

度充血、水肿及炎细胞浸润。红豆杉多糖高剂量组

心肌细胞紊乱、断裂程度较轻，核固缩及胞浆嗜酸

性变明显减少，部分组织仍有轻度充血、水肿。卡

维地洛组有中度心肌细胞紊乱、断裂，核固缩及胞浆

嗜酸性变仍较为明显，有轻度充血、水肿及炎细胞

浸润。结果见图 1。 
3.3  对 MIRI 模型犬心肌 NCF-47K mRNA 表达的

影响 
模型组、红豆杉多糖低剂量组心肌 NCF-47K 

mRNA 表达水平较假手术组显著升高（P＜0.01）；
红豆杉多糖高剂量组、卡维地洛组 NCF-47K 
mRNA 表达水平显著低于模型组（P＜0.05），仍高

于假手术组，但无显著差异（P＞0.05）。结果见图

2 和表 2。 
3.4  对 MIRI 模型犬心肌 SOD、MDA 的影响 

模型组及各治疗组心肌组织 SOD 活性较假手

术组显著降低（P＜0.01），红豆杉多糖高剂量组心

肌 SOD 活性显著高于模型组（P＜0.01）及其低剂

量组（P＜0.05），与卡维地洛组比较差异无显著性

（P＞0.05）。模型组及红豆杉多糖低剂量组犬心肌组

织 MDA 水平较假手术组显著升高（P＜0.05），而

红豆杉多糖高剂量组、卡维地洛组心肌 MDA 水平

显著低于模型组（P＜0.05），与假手术组比较无显

著性差异（P＞0.05）。见表 2。 
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假手术组                  模型组              红豆杉多糖低剂量组       红豆杉多糖高剂量组           卡维地洛组 

图 1  各组 Beagle 犬心肌 HE 染色结果 
Fig. 1  HE staining of myocardium of Beagle’s dogs in every group 

     
假手术组                 模型组             红豆杉多糖低剂量组       红豆杉多糖高剂量组           卡维地洛组 

图 2  各组 Beagle 犬心肌 NCF-47K mRNA 原位杂交检测结果 
Fig. 2  In situ hybridization of myocardium NCF-47K mRNA of Beagle’s dogs in every group 

表 2  红豆杉多糖对 MIRI 模型犬心肌组织 NCF-47K mRNA 表达、SOD 活性与 MDA 水平的影响 ( sx ± ) 
Table 2  Effects of Taxus polysaccharide on NCF-47K mRNA expression, SOD activity, and MDA content in myocardium 

 of MIRI model dogs (  sx ± ) 

组 别 剂量/(mg·kg−1) 动物/只 NCF-47K mRNA SOD/(U·mg−1) MDA/(nmol·mg−1) 

假手术 － 6 0.040±0.010 39.568±8.409 7.833±1.678 

模型 － 5 0.099±0.032△△ 18.160±1.733△△ 17.260±1.579△△ 

红豆杉多糖 89.5 6 0.091±0.020△△ 20.217±4.873△△ 13.233±2.844△ 

  357.0 6 0.065±0.022* 28.633±3.121△△**# 10.150±1.178** 

卡维地洛 1 6 0.067±0.018* 25.600±8.233△△ 10.317±0.818** 

与假手术组比较：
△P＜0.05  △△P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与红豆杉多糖低剂量组比较：#P＜0.05 

△P<0.05  △△P<0.01 vs Sham group;  *P<0.05  **P<0.01 vs model group; #P<0.05 vs Taxus polysaccharide low-dose group  

4  讨论 
红豆杉又名紫杉、赤柏松等。现代药理学研究

证实，红豆杉茎、叶、皮内富含多种化合物，如紫

杉醇、紫杉酚、紫杉碱等，具有良好的抗白血病、

抗肿瘤和降血糖作用[4-8]。近年来本课题组在临床上

应用南方红豆杉基地种植的南方红豆杉水煎剂进行

抗肿瘤治疗时，发现其能明显改善伴随冠心病及心

肌梗死的肿瘤患者的心肌缺血症状。该植物水提物

可缩小冠状动脉结扎致急性心肌梗死大鼠的心肌梗

死范围，有良好的心脏保护效果。因此本课题组对

南方红豆杉水提物的成分进行了研究，发现其主要

成分为国内外文献尚未报道的多糖类物质，进而对

其结构进行了分析并提出了分离、纯化方法，现已

获得国家专利。为进一步探索该多糖对 MIRI 时的

心脏保护作用及其作用机制进行了本实验研究。 
MIRI 是心肌缺血后在一定时间内恢复血供，缺

血心肌发生的更严重的损伤。目前认为 MIRI 的发

生与氧自由基大量产生密切相关。O2
÷
等氧自由基

作为单电子化合物，具有很高的活性，主要攻击生

物膜上的不饱和脂肪酸，引起脂质过氧化，使膜流

动性降低，通透性增高，损伤心肌细胞[9-10]；它还

可以改变呼吸链中复合物 I、复合物 III、ATP 酶及

腺苷转移酶的结构，使呼吸链活性受损；破坏质膜

上的离子泵，加剧因 ATP 耗竭而引起的细胞内离子

失调，造成细胞内 Na+、Ca2+超载，间接引起心肌

细胞损伤。 
以往研究发现线粒体是 MIRI 后氧自由基的重

要来源。心肌缺血时，呼吸链末端细胞色素氧化酶

被抑制，异柠檬酸脱氢酶（NAD+）被还原为还原

型辅酶（NADH），将溶于膜脂质中的 O2 还原，形

成 O2
÷
；再灌注时，大量 O2 进入灌注区，通过 NADH

脱氢酶的作用而产生大量的氧自由基[11]。最初发现
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NADPH 氧化酶存在于吞噬细胞（中性粒细胞、巨

噬细胞、单核细胞）中[12]。近年来的研究表明，

NADPH 氧化酶亦广泛存在于吞噬细胞以外的组

织，包括心脏、肝脏、肾脏以及血管等[13]。NADPH
氧化酶是体内重要的氧化酶，由多种亚单位构成，

包括存在于胞膜的 p22phox 和 gp91phox构成的异源二

聚体，以及存在于胞质中的 p47phox、p67phox、p40phox、

Rac2 等几种胞质蛋白成分[14]。在细胞因子等刺激物

作用下，胞质成分 p47phox被磷酸化，然后与 p67phox

发生相互作用，从胞质转位到细胞膜上与 p22phox和

gp91phox 构成的异源二聚体结合，激活 NADPH 氧化

酶，活化后的 NADPH 氧化酶以 NADPH 为递氢体，

催化 NADPH 与 O2 反应生成 O2
÷[15]。 

本实验病理学检测显示，模型组心肌损伤严重，

且NCF-47K mRNA表达及MDA水平较假手术组显

著升高（P＜0.01），SOD 活性较假手术组显著降低

（P＜0.01），提示 MIRI 过程中除线粒体途经产生氧

自由基外，NADPH 氧化酶可能也参与了氧自由基

的产生，心肌氧自由基清除障碍是心肌损伤的重要

机制之一。红豆杉多糖高剂量组心肌损伤较轻，且

NCF-47K mRNA 表达及 MDA 水平显著低于模型

组（P＜0.05），SOD 活性较模型组显著升高（P＜
0.01），提示红豆杉多糖可能通过降低心肌组织

NADPH 氧化酶表达，增强 SOD 活性，减少 O2
÷
等

氧自由基对心肌细胞的损伤，而减轻缺血再灌注导

致的心肌损伤。 
本研究首次证实红豆杉多糖可减轻缺血再灌注

导致的心肌损伤，其机制可能与提高心肌组织抗氧

化能力有关。今后应进行该多糖对 MIRI 影响的深

入研究，为开发以红豆杉多糖为主原料的纯天然心

脏保护药物打下坚实的基础。 
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