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灵仙新苷对大鼠心肌缺血再灌注损伤的保护作用及机制研究 
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摘  要：目的  考察灵仙新苷对大鼠心肌缺血再灌注损伤（MIRI）的保护作用，并阐述可能的作用机制。方法  SD 大鼠

随机分为 6 组：假手术组、模型组、丹参酮 IIA（阳性药，16 mg/kg）组和灵仙新苷低、中、高（8、16、32 mg/kg）组，

连续 ig 给药 7 d；采用结扎冠状动脉左前降支法制备大鼠 MIRI 模型，缺血 40 min 再灌 120 min；试剂盒法检测 MIRI 大

鼠血清肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白介素-1β（IL-1β）、白介素-6（IL-6）水平；TTC 染色法检测心肌梗死率，流式细胞

术检测心肌细胞凋亡率；Western blotting 法检测心肌组织中 Bcl-2、Bax、TNF-α 及 Caspase-3 的蛋白表达水平。结果  与

模型组比较，灵仙新苷（8、16、32 mg/kg）显著降低 MIRI 模型大鼠血清中 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平，心肌梗死率和心

肌细胞凋亡率；明显上调 Bcl-2 蛋白表达水平，下调 Bax、TNF-α、Caspase-3 蛋白表达水平，且均具有显著性差异（P＜

0.05、0.01）。结论  灵仙新苷对 MIRI 大鼠心肌具有保护作用，其机制可能与抑制 TNF-α，调节 Bcl-2/Bax 蛋白平衡，减

少 MIRI 诱导的心肌细胞凋亡有关。 
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Abstract: Objective  To investigate the protective effects of clematichinenoside (AR) on myocardial ischemia-reperfusion injury 

(MIRI) in rats and elucidate the underlying mechanism. Methods  SD rats were randomly divided into six groups: sham, model, 

Tanshinone IIA (positive control, 16 mg/kg), and AR (8, 16, 32 mg/kg) groups. Drug was given for seven consecutive days before the 

operation by ig method. Animal MIRI model was established by ligation of left anterior descending coronary artery (LAD). Rats 

were sacrificed after 40 min ischemia and 120 min reperfusion. TNF-α､IL-1β, and IL-6 in serum were measured. Myocardial infarct 

rate and cardiomyocyte apoptosis rate in MIRI rats were observed by TTC staining and flow cytometry, respectively. Western 

blotting was used to detect the expression of Bcl-2, Bax, TNF-α, and Caspase-3 in myocardial tissue. Results  Compared with 

model group, AR at 8, 16 and 32 mg/kg reduced the TNF-α, IL-1β, and IL-6 in serum, myocardial infarct rate, and cardiomyocyte 

apoptosis rate. AR could up-regulate Bcl-2 and down-regulate protein expression levels of Bax, TNF-α and Caspase-3, and the 

differences were significant (P < 0.05, 0.01). Conclusion  AR plays an important role in cardioprotection and anti-apoptosis against 

the ischemia and reperfusion injury in rats. The mechanism could involve in inhibition of TNF-α, regulation of Bcl-2/Bax protein 

balance and reduction of apoptosis induced by ischemia-reperfusion injury. 
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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供

后组织损伤反而加重，甚至导致不可逆性损伤的现

象，是严重威胁人类健康的心血管疾病之一[1]。MIRI 
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的重要原因之一是炎性反应的过度激活，可导致心

肌细胞凋亡增加，进一步损伤心脏功能[2]。灵仙新

苷是毛茛科植物威灵仙干燥根茎的活性成分之一，

研究表明，灵仙新苷具有显著的镇痛、抗炎和抗动

脉粥样硬化作用 [3-5]。本文旨在研究灵仙新苷对

MIRI 大鼠心肌的保护作用和可能作用机制，为灵仙

新苷开发为防治心血管系统疾病的新药提供参考。 

1  材料 

1.1  实验动物 

清洁级 SD 大鼠，雄性，体质量 200～250 g，

由新疆医科大学实验动物中心提供，实验动物生产

许可证号为 SCXK（新）2011-0004。 

1.2  药品与主要试剂 

灵仙新苷，淡黄色粉末，由中国药科大学中药

学院药剂教研室提供，质量分数 95.3%，实验前配

制成所需浓度溶液使用；丹参酮 IIA，江苏柯菲平医

药股份有限公司，批号 120115；肿瘤坏死因子-α

（TNF-α）、白介素-1β（IL-1β）、白介素-6（IL-6）

ELISA 测试盒，武汉博士德生物技术有限公司；氯

化三苯基四氮唑（TTC）染料，美国 Sigma 公司；

Annexin V-FITC/PI，德国 Roche 公司；Bcl-2、Bax、

TNF-α 、 Caspase-3 抗体，美国 Cell Signaling 

Technology 公司。 

1.3  主要仪器 

HX-300 呼吸机，成都泰盟科技有限公司；

ECG-6511 心电图机，上海光电医用电子仪器有

限公司；Meditec AG 双目显微镜，德国 Zeiss 公

司；MULTISKAN MK3 型酶标仪，美国 Thermo

公司；ALTRA 流式细胞分析仪，美国贝克曼公司；

ChemiDocTM XRS+凝胶成像仪，美国 Bio-Rad

公司。 

2  方法 

2.1  大鼠 MIRI 模型制备[6-7] 

大鼠 ip 10%水合氯醛（3 mL/kg）麻醉，仰卧

位固定，气管插管并连接动物人工呼吸机，连接心

电图仪。胸骨左侧第 3～4 肋间水平横行切开皮肤并

逐层分离，撑开胸腔，剪开心包膜，向右上方推动

挤出心脏。冠状动脉左前降支起始部位于左心耳下

缘与肺动脉圆锥间，于左心耳下缘 2 mm 处穿线，

形成直径约 5 mm 活结，用软管置于活结中，拉紧

活结造成冠脉左前降支供应区域心肌缺血，观察心

电图并以 ST 段抬高为结扎成功标志。缺血 40 min

后轻轻拉松结扎线，恢复血液灌注 120 min，为大

鼠 MIRI 模型。假手术组只穿线不结扎。 

2.2  动物分组及给药 

将 SD 大鼠随机分为 6 组，假手术组和模型组

（生理盐水 2 mL/kg），丹参酮 IIA（16 mg/kg）组，

灵仙新苷低、中、高剂量（8、16、32 mg/kg）组，

每组 10 只，分别于造模前连续 ig 给药 7 d，末次给

药后 30 min，实施手术。 

2.3  血清中 TNF-α、IL-1β 及 IL-6 水平的测定[8] 

再灌 120 min 后进行腹主动脉取血，3 000 r/min

离心 10 min，取血清按照试剂盒说明书操作，测定

血清中 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平。 

2.4  心肌梗死率的评价[7] 

复灌 120 min 后取心脏，用生理盐水洗去血液，

剪去心房及心底部血管，称心室质量，将心室沿房

室沟平均切成 5 片放入 1% TTC 溶液内，37 ℃染色

5 min。非梗死心肌为深红色，梗死心肌呈白色，分离

白色部分称质量，计算其占整个心室质量的百分率： 

心肌梗死率＝苍白区质量/心室质量 

2.5  心肌细胞凋亡率评价[9-10] 

大鼠缺血再灌后快速取出心脏切割得到心室，

采用酶消化法将心肌细胞制成细胞悬液，37 ℃酶

解 20～30 min，过 200 μm 金属网除去残留组织，

2 000 r/min 离心 1 min，除去上清，磷酸缓冲液

（PBS）调整细胞浓度至 1×106/mL。通过膜联蛋白

V-荧光素/碘化丙啶（Annexin V-FITC/PI）双染色流

式细胞术测定心肌细胞凋亡率，细胞凋亡率是

Annexin V-FITC 阳性细胞的占比。 

2.6  心肌组织中 Bcl-2、Bax、Caspase-3 和 TNF-α

蛋白表达水平测定[11-13] 

按每 100 mg 心肌组织加 1 mL 的裂解液后，用匀

浆器搅匀组织样品，37 ℃孵育 5 min，12 000 r/min

离心 10 min。用蛋白提取试剂盒按操作说明提取细

胞总蛋白，以 BCA 蛋白定量试剂盒进行蛋白定量，

煮沸变性，SDS-PAGE 凝胶电泳。电转移至硝酸纤

维素（PVDF）膜上，5% BSA 封闭 2 h，用 TBST

清洗 3 次，分别加入 Bcl-2、Bax、Caspase-3 和 TNF-α

抗体（1∶1 000），4 ℃孵育过夜；TBST 清洗 3 次，

加入相应二抗室温孵育 1 h，TBST 清洗 3 次，ECL

显色。将 PVDF 膜放入凝胶扫描系统曝光及图片扫

描成像，采用 Image J 软件计算分析各蛋白条带和

对应的内参蛋白条带的灰度。 

2.7  统计学方法 

采用 SPSS 21.0 统计软件，数据以 x s 表示，
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组间采用单因素方差分析。 

3  结果 

3.1  对血清中 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平及心肌梗

死率的影响 

与假手术组比较，模型组大鼠血清中 TNF-α、

IL-1β、IL-6 水平明显增加，均具有显著性差异（P＜

0.01）；与模型组比较，阳性药丹参酮 IIA（16 mg/kg）

和灵仙新苷（8、16、32 mg/kg）组均能显著降低血

清中的 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平，均具有显著性差

异（P＜0.05、0.01）；丹参酮 IIA（16 mg/kg）、灵仙

新苷（8、16、32 mg/kg）显著降低 MIRI 大鼠的心

肌梗死率（P＜0.05、0.01），结果见表 1。 

3.2  流式细胞术检测 MIRI 大鼠心肌细胞凋亡率 

与假手术组比较，模型组心肌细胞的凋亡率明

显增加，差异显著（P＜0.01）；与模型组比较，丹

参酮 IIA（16 mg/kg）和灵仙新苷（8、16、32 mg/kg）

组均显著降低 MIRI 大鼠心肌细胞凋亡率（P＜

0.01），结果见图 1。 

表 1  灵仙新苷对 MIRI 大鼠血清中 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平及心肌梗死率的影响（ ±s, n = 10） 

Table 1  Effects of AR on TNF-α, IL-1β and IL-6 and myocardial infarction rate in MIRI rats ( ±s, n = 10) 

组别 剂量/(mg·kg−1) TNF-α/(pg·mL−1) IL-1β/(pg·mL−1) IL-6/(pg·mL−1) 心肌梗死率/% 

假手术 — 34.67±6.11 91.70±7.35 30.20±2.62 0 

模型 — 253.61±7.49** 257.64±16.96** 96.30±5.66** 38.21±6.63** 

丹参酮 IIA 16 83.02±5.92## 107.80±10.15## 42.62±3.78## 23.20±2.56## 

灵仙新苷 8 161.25±11.53## 205.61±15.31## 81.43±2.70# 30.94±4.79# 

 16 123.33±7.51## 158.03±14.14## 66.98±4.88## 27.93±2.76## 

 32 97.67±9.29## 134.78±9.58## 55.95±4.61## 25.82±3.93## 

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 vs sham group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group 

 

  

 

图 1  灵仙新苷对 MIRI 大鼠心肌细胞凋亡率的影响（ ±s, n = 8） 

Fig. 1  Effect of AR on cardiomyocyte apoptosis rate in MIRI rats ( ±s, n = 8) 

3.3  对 MIRI 大鼠心肌组织中 Bcl-2、Bax、TNF-α、

Caspase-3 蛋白表达水平的影响 

如图 2 所示，与假手术组比较，模型组 Bcl-2

蛋白表达量显著下降，Bax、TNF-α、Caspase-3 蛋

白表达量明显增加，均具有显著性差异（P＜0.01）；

阳性药丹参酮 IIA（16 mg/kg）和灵仙新苷（8、16、

32 mg/kg）均能显著上调 MIRI 大鼠心肌组织中

Bcl-2 蛋白的表达，下调 Bax、TNF-α、Caspase-3

蛋白的表达，具有显著性差异（P＜0.05、0.01）。

结果表明，灵仙新苷能上调 MIRI 大鼠心肌组织中

Bcl-2/Bax 比率，降低 TNF-α、Caspase-3 蛋白表达，

可能通过调节 Bcl-2 和 Bax 蛋白平衡减少 MIRI 诱导

的心肌细胞凋亡。 

4  讨论 

MIRI 是一个多机制参与、多因素相互影响而导

致的复杂的病理生理过程，炎症介质在心肌细胞缺

氧损伤的过程中发挥着重要的作用 [14-15]，其中

TNF-α、IL-1β、IL-6 是关键的炎症因子。IL-1β、IL-6 
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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 vs sham group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group 

图 2  灵仙新苷对 MIRI 大鼠心肌 Bcl-2、Bax、TNF-α 及 Caspase-3 蛋白表达的影响（ ±s, n = 8） 

Fig. 2  Effects of AR on expression of myocardial Bcl-2, Bax, TNF-α and Caspase-3 protein in MIRI rats ( ±s, n = 8) 

参与了炎症反应的调节，增加表达的 TNF-α 可通过

多种途径影响心肌功能并造成心肌损伤和心肌细胞

凋亡，进一步加重 MIRI 损伤[16]。因此减少 MIRI

大鼠血清中炎症因子的堆积，抑制心肌细胞凋亡，

可减轻 MIRI 损伤，达到保护心肌的作用。本实验

结果表明，灵仙新苷能降低 MIRI 大鼠血清中炎症

因子 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 水平，通过降低心肌组

织的炎性反应，减少心肌梗死率，减轻心肌损伤。 

大量研究表明，MIRI 后的炎症级联放大效应过

度激活产生 TNF-α，可通过相关的信号通路调控下

游相关凋亡蛋白诱导心肌细胞发生凋亡 [17-18]。

Bcl-2、Bax 是 Bcl-2 凋亡家族基因的重要成员，在

细胞凋亡中起着重要的作用。Bcl-2 是促进细胞生

存、抑制细胞凋亡的长寿基因，而 Bax 促进细胞凋

亡[19]，它们相互作用调控细胞状态[20-21]。细胞在正

常情况下，促进和抑制凋亡的两种蛋白表达量处于

相对稳定的状态，当凋亡信号作用于细胞时，促凋

亡蛋白表达量会增多[22-23]，因此促凋亡与抑制凋亡

蛋白之间的平衡被打破，通过相关信号通路激活下

游的 Caspase-3，细胞就会走向凋亡。Caspase 是半胱

氨酸蛋白酶家族并多以休眠的酶原状态存在，特定

条件下激活后发生复杂的蛋白酶级联反应[24]。对于

不同的细胞或不同信号传导途径诱发的凋亡过程，

参与的 Caspase 有所不同，但 Caspase-3 是细胞凋亡

蛋白酶级联反应的必经之路，也是凋亡的关键酶和

执行者，Caspase-3 的激活是细胞凋亡不可逆转的标

志[25-27]。有报道发现，通过抑制 Caspase 的活化可

减少TNF-α诱导的细胞凋亡；同时调节Bcl-2与Bax

之间的平衡可间接下调 Caspase-3 的表达[28-29]，这

与本文的研究思路相一致。本文通过检测 MIRI 大

鼠心肌细胞凋亡率，心肌组织中 TNF-α、Bcl-2、Bax

和 Caspase-3 的蛋白表达水平的变化，表明灵仙新

苷回调 Bcl-2 与 Bax 的蛋白平衡，降低 TNF-α 和

Caspase-3 的蛋白表达水平，减少缺血再灌注损伤诱

导的心肌细胞凋亡。 

灵仙新苷能抑制 MIRI 大鼠血清中炎症因子聚

集，减少 MIRI 引起的心肌细胞凋亡，减轻心肌细

胞损伤，对 MIRI 心肌具有保护作用，其机制可能

与抑制 TNF-α、调节 Bcl-2/Bax 信号转导通路有关。 
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