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龙血竭总黄酮预处理对心肌缺血再灌注损伤大鼠细胞焦亡的影响

黄兰松1,2,刘燕2,黄表华2,周柳芳2,张倬华2,黄照河1

(1.右江民族医学院研究生学院,广西 百色 533000;

2.右江民族医学院附属医院,广西 百色 533000)

摘 要:目的 探讨中药龙血竭总黄酮(sanguisdraconisflavones,SDF)对心肌缺血再灌注损伤(myocardialischemia
reperfusioninjury,MIRI)大鼠的可能保护机制。方法 取健康成年雄性SD大鼠24只,体质量(250±20)g,按照随机数

字表法分为4组:正常组(Control组)、假手术组(Sham组)、缺血/再灌注组(I/R组)、龙血竭总黄酮+缺血/再灌注组

(SDF组),每组6只。I/R组和SDF组大鼠建立心肌缺血/再灌注(ischemia/reperfusion,I/R)损伤模型,即结扎冠状动

脉左前降支(leftanteriordescending,LAD)30min,再灌注120min。Sham组行与I/R组相同操作,但只穿线不结扎

LAD。采用实时监测心电图判断大鼠心肌I/R损伤模型构建成功与否。取各组大鼠腹主动脉血检测心肌损伤标志物

CK-MB及LDH含量;HE染色法观察各组大鼠心肌组织病理学改变;TTC染色法检测各组大鼠心肌梗死面积;TUNEL
染色检测各组大鼠心肌组织TUNEL阳性细胞率;采用RT-qPCR检测各组大鼠心肌组织焦亡相关分子caspase-3、GS-
DME及IL-1β的 mRNA表达水平。结果 Control组、Sham 组在各信号通路分子表达量间均无统计学差异(P >
0.05);与Control组、Sham组相比,I/R组大鼠心肌组织损伤明显,可见较多炎症细胞渗出,心肌梗死面积明显增大(P
<0.01),心肌组织TUNEL阳性细胞率明显升高(P<0.01),心肌组织caspase-3、GSDME及IL-1βmRNA表达水平明

显升高(P<0.01);与I/R组相比,SDF组大鼠心肌组织损伤减轻,炎症细胞渗出减少,心肌梗死面积明显减小(P<
0.01),心肌组织TUNEL阳性细胞率明显降低(P<0.01),心肌组织caspase-3、GSDME及IL-1βmRNA表达水平降低

(P<0.05)。结论 龙血竭总黄酮对心肌缺血再灌注损伤大鼠心肌具有保护作用,可能与抑制caspase-3/GSDME信号

通路激活有关。
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Effectofsanguisdraconisflavonesonpyroptosisofmyocardial
ischemia-reperfusioninjuriesinrats

HuangLansong1,2,LiuYan2,HuangBiaohua2,ZhouLiufang2,ZhangZhuohua2,HuangZhaohe1

(1.GraduateSchool,YoujiangMedicalUniversityforNationalities,Baise533000,
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  Abstract: Objective Toexplorethepossibleprotectivemechanismofsanguisdraconisflavones(SDF)

onmyocardialischemiareperfusioninjuries(MIRI)inrats. Methods Twenty-fourhealthyadultmaleSD
ratswithbodyweightof(250±20)gwererandomlydividedinto4groups:normalgroup(Controlgroup),
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Shamoperationgroup(Shamgroup),ischemia/reperfusiongroup(I/Rgroup)andSDF+ischemia/reperfu-
siongroup(SDFgroup),with6ratsineachgroup.Ischemia/reperfusion(I/R)injurymodelwasestablished
intheI/RgroupandSDFgroup,namely,leftanteriordescendingcoronaryartery(LAD)ligationfor30min
andreperfusionfor120min.IntheShamgroup,theoperationwasthesameasthatintheI/Rgroup,butthe
LADwasonlythreadedwithoutbeingligated.Real-timemonitoringelectrocardiogramwasusedtodetermine
whetherthemyocardialI/Rinjurymodelinratswassuccessfullyconstructed.ThecontentsofCK-MBand
LDH,markersofmyocardialinjury,weredetectedinabdominalaorticbloodofratsineachgroup.His-
topathologicalchangesofmyocardiumwereobservedbyHEstaining.TTCstainingwasusedtodetectthesize
ofmyocardialinfarctionineachgroup.TUNELstainingwasusedtodetecttherateofTUNELpositivecellsin
myocardiumofrats.ThemRNAexpressionlevelsofcaspase-3,GSDMEandIL-1βweredetectedbyRT-
qPCR. Results Therewasnostatisticaldifferenceinthemolecularexpressionlevelsofeachsignalingpath-
waybetweentheControlgroupandtheShamgroup(P>0.05).ComparedtheControlgroupwiththeSham
group,themyocardialtissueofratsinI/Rgroupwassignificantlydamaged,withmoreinflammatorycellsex-
udating,myocardialinfarctionareasignificantlyincreasing(P<0.01),andTUNELpositivecellrateinmyo-
cardialtissuesignificantlyincreasing(P<0.01).ThemRNAexpressionlevelsofcaspase-3,GSDMEandIL-
1βinmyocardialtissuesignificantlyincreased(P<0.01).ComparedwithI/Rgroup,SDFgrouphadseenre-
ducedmyocardialtissueinjuriesandinflammatorycellexudation.Themyocardialinfarctionareasignificantly
decreased(P<0.01),andsodidTUNELpositivecellrate(P <0.01).ThemRNAexpressionlevelsof
caspase-3,GSDMEandIL-1βinmyocardialtissuedecreased(P<0.05). Conclusion Sanguisdraconisfla-
voneshasprotectiveeffectsonmyocardialischemiareperfusioninjuriesinrats,whichmayberelatedtoinhibi-
tingactivationofcaspase-3/GSDMEsignalingpathway.
  Keywords: sanguisdraconisflavones;myocardialischemia-reperfusioninjuries;pyroptosis

  缺血性心脏病(ischemicheartdisease,IHD)是导

致心血管疾病死亡率上升的主要原因[1]。急性心肌梗

死(acutemyocardialinfarction,AMI)是由冠状动脉

粥样硬化斑块破裂引起的最严重的IHD。虽然及时

恢复缺血心肌的血供能挽救濒死心肌,血流恢复有时

反而造成更为严重的心肌损伤,即心肌缺血再灌注损

伤(myocardialischemiareperfusioninjury,MIRI),多
发生于ST段抬高型心肌梗死患者[2]。由于 AMI的

高发病率和致死率,避免 AMI患者血流再通时出现

MIRI已经成为研究的重点,临床上迫切需要寻求有

效减轻 MIRI的策略。
细胞焦亡是近几年新发现的一种程序性细胞死亡

(programmedcelldeath,PCD),其特征是细胞膜孔隙

形成,细胞内外渗透压失衡,细胞最终胀破,释放促炎

细胞因子IL-1β、IL-18及细胞内容物,导致强烈炎症

反应。Caspase-3/GSDME是细胞焦亡分子途径之一,
当caspase-3/GSDME信号通路被激活时会导致心肌

细胞焦亡[3],但是caspase-3/GSDME介导的细胞焦亡

是否参与 MIRI的发生发展及其具体调控机制,目前

少见文献报道。
龙血竭系百合科植物剑叶龙血树[Dracaenaco-

chinchinensis(Lour.)S.C.Chen]的含脂木材经乙醇

提取得到的树脂[4]。龙血竭主要含有黄酮类、有机酸、

酯类、酚类和挥发油等成分,其中主要活性成分是黄酮

类和酚类。龙血竭总黄酮(sanguisdraconisflavones,

SDF)是从龙血竭中提取的黄酮类化合物。研究表明

SDF对心肌缺血有较好的保护作用[5],但是SDF对

MIRI的保护机制仍有待进一步阐明。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 雄性SD大鼠[清洁级,24只,8周

龄,(250±20)g],购自长沙市天勤生物技术有限公

司,许可证号:SCXK(湘)2019-0014,饲养于右江民族

医学院实验动物中心(NO.SYXK2017-0004)动物房。
动物房内12h光亮/12h黑暗交替,实验动物饲养房

室内相对湿度为45%~60%,温度为22~25℃,实验

动物自由摄取食物和水。实验流程严格遵守动物实验

中心的要求和使用指南。实验研究取得右江民族医学

院实验动物伦理委员会批准。

1.1.2 主要试剂 SDF,红棕色粉末(桂林三金制药

厂),临用前用0.5%羧甲基纤维素钠(sodiumcar-
boxymethylcellulose,CMC-Na)溶液配置成浓度为18
mg/mL的SDF混悬液;羧甲基纤维素钠(上海源叶);

2,3,5-三苯基氯化四氮唑(2,3,5-TriphenylTetrazoli-
umChloride,TTC)试剂盒(北京雷根);TUNEL凋亡

检测试剂盒(上海碧云天);Trizol试剂盒(上海碧云
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天);cDNA 第一链合成试剂盒(莫纳生物);SYBR
GreenqPCRMix试剂盒(莫纳生物);PCR引物合成

(上海生工)。

1.2 实验动物分组与 MIRI模型建立

1.2.1 实验动物分组 将24只雄性SD大鼠按照随

机数字表法分为4组,每组6只:Control组、Sham
组、I/R组、SDF组。SDF组给予浓度为18mg/mL
的SDF混悬液按180mg/kg剂量灌胃预处理[6],每天

1次,连续14d,Sham组和I/R组给予等体积0.5%
CMC-Na溶液灌胃,每天1次,连续14d,Control组给

予正常饮食不做任何干预。第14天后,建立I/R组和

SDF组大鼠 MIRI模型。

1.2.2 大鼠 MIRI模型建立 参照SHENSC等[7]

文献建立MIRI模型,根据SD大鼠体重给予腹腔注射

10%水合氯醛(3mL/kg)进行麻醉,然后进行气管切

开,连接小型动物呼吸机(潮气量为15mL/kg,呼吸

频率为70次/分),打开大鼠胸腔,小心暴露心脏。用

6-0针带线结扎LAD引起心肌缺血,观察心电图肢体

导联Ⅱ导联ST段明显抬高,认为手术成功。缺血30
min后,松开线结,再灌注120min。Sham 组行相同

手术操作,但不结扎LAD。

1.3 标本采集与检测

1.3.1 血清CK-MB及LDH检测 再灌注120min
后,从大鼠腹主动脉采集全血,室温放置60min,离心

(3500r/min,4℃,15min),收集上层血清,采用日立

7600Series全自动生化分析仪检测血清中CK-MB及

LDH水平,评估心肌损伤程度。

1.3.2 心肌组织病理学染色 快速取出心肌组织,置

于4%多聚甲醛中,48h后,包埋石蜡,切成4μm切

片。切片按标准程序用苏木精和伊红染色。用400倍

的光学显微镜(OLYMPUS,日本)观察并拍照。

1.3.3 心肌梗死面积检测 再灌注120min后,用

10%水合氯醛麻醉大鼠,取出心脏,20℃快速冷冻30
min,然后在心脏结扎处下方均匀切成5片,放在2%
TTC溶液中孵育30min。梗死组织呈白色,非梗死组

织呈红色。采用数码相机(尼康,日本)拍摄,采用Im-
ageProPlus6.0软件分析梗死面积。

1.3.4 心肌组织TUNEL染色 石蜡切片脱蜡,滴
加蛋 白 酶 K,37 ℃ 孵 育 20 min,PBS 洗 涤,滴 加

TUNEL检测液,37℃避光孵育60min,PBS洗涤3
次,每次5min,滴加 DAPI染液,室温避光孵育10
min,PBS洗涤,滴加抗荧光淬灭液封片液封片,在荧

光显微镜(OLYMPUS,日本)下拍照观察。TUNEL
阳性 细 胞 数 目 与 总 细 胞 数 目 的 比 值 百 分 比 即 为

TUNEL阳性细胞率。

1.3.5 RT-qPCR试验 采用 Trizol试剂盒从匀浆

后的心脏组织中提取总RNA,采用微量紫外分光光度

计测定总RNA浓度。使用逆转录试剂盒将总RNA
(1μg)反转录为cDNA。使用 SYBR GreenqPCR
Mix试剂在qPCR仪器(LightCycler9600,德国罗氏)
扩增样本中cDNA。扩增条件如下:95℃预变性30
s,然后95℃变性10s,65℃退火10s,72℃延伸30
s,循环40次。GAPDH作为内参。本研究caspase-3、

GSDME、IL-1β使用的引物由中国上海生工公司设计

合成,用于扩增的引物序列见表1。采用2-△△CT法进

行分析。

表1 RT-qPCR引物序列

基因名称 Forwardprimer(5′→3′) Reverseprimer(5′→3′)

caspase-3 TGACGACAGGGTGCTACGATC TTGAGGCTGCTGCATAATCGT
GSDME ACAGGGTACAGGGAGAGCAT CCCAGGAAGACTGTGGCATT
IL-1β ACTTGGGCTGTCCAGATGAGAG CGAGTCACAGAGGACGGGCT
GAPDH CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT

1.4 统计学方法 实验数据采用SPSS22.0统计学

软件分析。计量资料以(췍x±s)表示。多组间比较采用

单因素方差分析,组间两两比较采用LSD-t检验。以

P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 SDF预处理降低 MIRI大鼠血清中CK-MB及

LDH水平 与Control组、Sham组相比,I/R组大鼠

血清中CK-MB、LDH 水平明显升高(P <0.01);与
I/R组相比,SDF组大鼠血清中CK-MB、LDH水平明

显降低(P<0.01)。见表2。

表2 各组大鼠血清中CK-MB及LDH水平的比较

单位:U/L  

组别 n CK-MB LDH

Control组 6 879.33±194.91 964.83±121.72
Sham组 6 1047.83±91.58 1122.83±87.85
I/R组 6 2721.33±235.45ab 3143.33±254.80ab

SDF组 6 1754.83±196.79abc 2171.50±192.17abc

F 119.86 198.64
P <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示。②与Control组相

比,a:P<0.01;与Sham组相比,b:P<0.01;与I/R组相比,

c:P<0.01。
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2.2 SDF预处理能减轻 MIRI大鼠心肌损伤 HE
染色结果显示,Control组和Sham组大鼠心肌组织排

列整齐紧密,未见炎症细胞渗出;I/R组细胞核丢失,
心肌组织排列紊乱,心肌纤维明显断裂,可见较多炎症

细胞渗出;而SDF预处理可以减轻这些变化,SDF组

大鼠心肌细胞核丢失减少,心肌梗死区心肌组织紊乱

程度减轻,心肌纤维间隙炎症细胞渗出减少。见图1。

图1 各组大鼠心肌组织 HE染色(×400)

2.3 SDF预处理能减小 MIRI大鼠心肌梗死面积 
TTC染色具有代表性的心脏切片如图2A所示,心肌

组织中白色区域为梗死区域。如图2B所示,与Con-
trol组、Sham组相比,I/R组大鼠心肌梗死面积明显

增大(P<0.01);与I/R组大鼠相比,SDF预处理后

MIRI大鼠心肌梗死面积明显减小(P<0.01)。

2.4 SDF预处理减轻 MIRI大鼠心肌组织 TUNEL
阳性细胞率 每组随机选取3只大鼠心肌组织制成石

蜡切片,进行TUNEL染色。每张切片在镜下随机挑

选5个400倍视野,统计每个视野中TUNEL阳性细

胞率。与Control组、Sham组相比,I/R组大鼠心肌组

织TUNEL阳性细胞率明显升高(P<0.01);与I/R

组相比,SDF预处理组大鼠心肌组织TUNEL阳性细

胞率明显降低(P<0.01)。见图3。

与Control组相比,*P<0.01;与Sham组相比,
&P<0.01;与I/R组相比,#P<0.01。

图2 各组大鼠心肌梗死面积的比较

与Control组相比,*P<0.01;与Sham组相比,
&P<0.01;与I/R组相比,#P<0.01。

图3 各组大鼠心肌组织TUNEL阳性细胞率的比较(×400)

2.5 SDF预处理能抑制MIRI大鼠心肌组织caspase-
3、GSDME及IL-1βmRNA表达水平 RT-qPCR结

果显示,与Control组、Sham组相比,I/R组大鼠心肌

组织caspase-3、GSDME和IL-1βmRNA表达水平明

显升高(P<0.01);与I/R组大鼠相比,SDF预处理

组大鼠心肌组织caspase-3、GSDME和IL-1βmRNA
表达水平降低(P<0.01)。见图4。

与Control组相比,*P<0.01;与Sham组相比,&P<0.01;与I/R组相比,#P<0.01。

图4 各组大鼠心肌组织caspase-3、GSDME及IL-1βmRNA水平的比较
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3 讨论

MIRI发病机制错综复杂,目前已知机制主要包括

炎症反应、活性氧产生过多、线粒体功能障碍、氧化应

激损伤、钙超载等[8]。MIRI是 AMI患者预后不良的

重要原因,通常导致左室射血分数下降、心力衰竭甚至

死亡等预后不良事件[9]。进一步探讨 MIRI的潜在机

制及有效的防治策略对 MIRI预后具有重要意义。
梗死面积是 MIRI预后的关键决定因素,与缺血

性心力衰竭后的全因死亡率和住院率密切相关[10]。
梗死面积对ST段抬高型 AMI患者预后具有预测价

值,PCI术后1周测量梗死面积对ST段抬高型 AMI
患者术后2年心源性死亡密切相关,心肌梗死面积每

升高1%,患者术后心源性死亡的风险增加7.5%[11]。
大量心肌细胞死亡会影响心脏收缩和舒张功能,从而

影响 MIRI预后。MIRI时心肌细胞死亡方式主要为

凋亡、坏死、焦亡以及铁死亡等,测定心肌梗死范围能

反映心肌细胞死亡程度。因此,检测心肌梗死面积对

评估 MIRI病情预后具有重要意义。研究证实,MIRI
时心肌梗死面积增大,导致心功能下降[12]。本研究通

过TTC染色检测心肌梗死面积,发现心肌I/R损伤大

鼠心肌梗死面积增大,这与上述研究结果一致。
细胞焦亡诱导的炎症反应在 MIRI发生发展中起

重要作用[13-14]。目前研究表明细胞焦亡的分子途径主

要包括:炎症小体激活caspase-1裂解GSDMD的经典

焦亡途径,脂多糖刺激caspase-4/5/11裂解 GSDMD
的非经典焦亡途径,以及caspase-3裂解GSDME介导

的细胞焦亡途径。不管何种途径,最终均通过释放促

炎细胞因子和胞内容物诱导级联炎症反应发生。研究

证实,MIRI时细胞焦亡导致的炎症反应加重心肌损

伤,抑 制 细 胞 焦 亡 可 以 减 轻 MIRI[15]。研 究 表 明

caspase-3/GSDME焦亡信号通路在化疗药物抗肿瘤

治疗中发挥重要作用[16],同时研究发现化疗药物通过

激活caspase-3/GSDME信号通路导致细胞焦亡促使

正常组织损伤[17-18],是化疗药物产生不良反应的重要

原因。化疗药物阿霉素通过激活caspase-3/GSDME
焦亡信号通路诱导心肌细胞焦亡,敲低GSDME,阿霉

素诱导的心肌损伤减轻[3]。因此,caspase-3/GSDME
信号通路的激活与心肌细胞死亡密切相关。由于细胞

焦亡时伴有细胞器变形、DNA裂解和细胞核凝聚[19],
基于这些特点,细胞焦亡在TUNEL染色检测呈阳性。
目前通过检测TUNEL阳性细胞率评估细胞焦亡程度

已被应用于相关研究[20]。本研究通过 TUNEL法检

测各组大鼠心肌组织TUNEL阳性细胞率,发现I/R
组大鼠心肌组织TUNEL阳性细胞率显著升高。这个

结果再次证实,细胞焦亡参与 MIRI发生发展。为了

检测心肌I/R损伤是否激活caspase-3/GSDME信号

通路,本 研 究 使 用 qRT-PCR 对caspase-3、GSDME
mRNA表达水平进行检测,发现I/R组大鼠心肌组织

caspase-3及GSDMEmRNA表达水平明显上调,说明

心肌I/R损伤时caspase-3/GSDME信号通路被激活。

Caspase-3/GSDME焦亡信号通路被激活时,通常

伴随炎症因子IL-1β和胞内容物的释放。越来越多的

研究关注促进缺血再灌注损伤的炎症介质,其中特别

强调了关键参与者白细胞介素[21]。白细胞介素在促

进炎症反应中扮演重要角色。经缺氧/复氧处理的大

鼠心肌细胞中IL-1β含量及IL-1βmRNA表达水平明

显升高[22]。有研究表明,抑制I/R诱导的心肌细胞焦

亡,可以减少炎症因子IL-1β和IL-18释放,从而对心

肌发 挥 保 护 作 用[23]。因 此,本 研 究 进 一 步 观 察

caspase-3/GSDME焦亡信号通路的激活是否促进IL-
1β表达,通过RT-qPCR对心肌组织IL-1βmRNA水

平进行检测,发现I/R组大鼠心肌组织促炎细胞因子

IL-1βmRNA表达增加。IL-1β是白细胞介素1家族

的一员,属于促炎性白细胞介素,参与介导炎症反

应[24]。炎症反应是 MIRI的重要病理生理机制之一,
虽然在缺血期间炎症反应已经被诱导,再灌注时血流

和氧气输送的恢复进一步促发炎症反应。因此,通过

对心肌组织病理切片 HE染色观察,发现I/R组大鼠

心肌纤维断裂明显,可见较多炎症细胞渗出。以上结

果说明 MIRI过程中caspase-3/GSDME信号通路的

激活,促进IL-1βmRNA表达上调,从而诱导炎症反应

加重 MIRI心肌损伤。
龙血竭总黄酮具有抗炎、抗氧化、抗血小板聚集等

功效[25-26],在心血管疾病治疗中具有重要药用价值。
课题组前期研究表明,SDF预处理对 MIRI大鼠心肌

发挥良好保护作用[27],但SDF对 MIRI心肌的保护机

制尚未阐明。本研究通过构建大鼠 MIRI模型,探讨

SDF预处理对 MIRI大鼠的可能保护机制,发现与I/

R组相比,SDF预处理后 MIRI大鼠心肌组织损伤减

轻,炎症细胞渗出减少,心肌梗死面积减小,心肌组织

中caspase-3、GSDME及IL-1βmRNA较I/R组大鼠

明显降低,说明SDF预处理对 MIRI心肌具有保护作

用,可能与抑制caspase-3/GSDME信号通路激活有

关。
综上所述,本研究初步表明SDF预处理可以减轻

MIRI心肌损伤程度,减轻炎症反应,其机制可能与抑

制caspase-3/GSDME信号通路的激活有关,这一结果

为SDF治疗 MIRI提供新的实验依据。
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