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氧化槐定碱通过 Nrf2 / HO-1 通路抑制大鼠急性心肌梗死后
心肌细胞凋亡
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[摘　 要] 　 目的　 观察氧化槐定碱(OSR)通过核因子 E2 相关因子 2(Nrf2) / 血红素氧化酶 1(HO-1)通路抑制大

鼠急性心肌梗死(AMI)后心肌细胞凋亡的作用。 方法 　 成年健康雄性 SD 大鼠分为假手术组、AMI 组、OSR 组、
OSR+锌原卟啉 9(ZPP-Ⅸ)组,后 3 组采用左冠状动脉前降支结扎的方式建立 AMI 模型,OSR 组给予 OSR 腹腔注

射,OSR+ZPP-Ⅸ组给予 OSR 及 HO-1 抑制剂 ZPP-Ⅸ腹腔注射。 检测血清心肌酶含量、心肌细胞凋亡率、心肌中凋

亡基因及 Nrf2、HO-1 的表达量。 结果　 AMI 组大鼠的血清乳酸脱氢酶(LDH)、磷酸肌酸激酶(CK)、磷酸肌酸激酶

同工酶(CK-MB)含量、心肌细胞凋亡率以及心肌中 Bcl-2 相关 X 蛋白(Bax)、Cleaved-caspase-3、Nrf2、HO-1 的表达

量均明显高于假手术组,心肌中 B 淋巴细胞瘤 2 蛋白(Bcl-2)的表达量明显低于假手术组。 OSR 组大鼠的血清

LDH、CK、CK-MB 含量、心肌细胞凋亡率以及心肌中 Bax、Cleaved-caspase-3 的表达量均明显低于 AMI 组,心肌中

Bcl-2、Nrf2、HO-1 的表达量明显高于 AMI 组。 OSR+ZPP-Ⅸ组大鼠的血清 LDH、CK、CK-MB 含量、心肌细胞凋亡率

以及心肌中 Bax、Cleaved-caspase-3 的表达量均明显高于 OSR 组,心肌中 Bcl-2 的表达量明显低于 OSR 组。 结论　
OSR 通过激活 Nrf2 / HO-1 通路抑制大鼠 AMI 后心肌细胞的凋亡。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To observe the inhibition effect of oxysophoridine (OSR) on myocardial cell apoptosis after a-
cute myocardial infarction (AMI) in rats through nuclear factor E2-related factor 2 ( Nrf2) / hemeoxygenase-1 (HO-1)
pathway. 　 　 Methods　 Adult healthy male SD rats were divided into sham-operated group (Sham group), AMI group,
OSR group, OSR+zinc protoporphyrin (ZPP-Ⅸ) group. 　 The left anterior descending coronary artery ligation was used to
establish the AMI model in the latter three groups. 　 OSR was intraperitoneally injected into OSR group, OSR and HO-1
inhibitor ZPP-Ⅸ were intraperitoneally injected into OSR+ZPP-Ⅸ group. 　 The contents of serum myocardial enzymes, ap-
optotic rate of cardiomyocyte, expressions of apoptotic gene, Nrf2 and HO-1 in myocardium were detected. 　 　 Results　
The serum contents of lactate dehydrogenase (LDH), creatine kinase (CK) and creatine kinase isoenzyme MB (CK-MB),
myocardial cell apoptotic rate, and the expressions of Bcl-2 associated X protein (Bax), Cleaved-caspase-3, Nrf2 and HO-
1 in myocardium in AMI group were significantly higher than those in Sham group, and the expression of B-cell lymphoma-2
(Bcl-2) in myocardium was significantly lower than that in Sham group. 　 The serum contents of LDH, CK, CK-MB, myo-
cardial cell apoptotic rate, and the expressions of Bax and Cleaved-caspase-3 in myocardium in OSR group were significant-
ly lower than those of AMI group, and the expressions of Bcl-2, Nrf2 and HO-1 in myocardium were significantly higher
than those in AMI group. 　 The serum contents of LDH, CK, CK-MB, myocardial cell apoptotic rate, and the expressions
of Bax and Cleaved-caspase-3 in myocardium in OSR+ZPP-Ⅸ group were significantly higher than those in OSR group, and
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the expression of Bcl-2 in myocardium was significantly lower than that in OSR group. 　 　 Conclusion　 OSR can inhibit
myocardial cell apoptosis after AMI by activating Nrf2 / HO-1 pathway in rats.

　 　 急性心肌梗死 ( acute myocardial infarction,
AMI)是临床上常见的心血管系统疾病,以冠状动脉

内斑块破裂、血栓形成、管腔狭窄或闭塞引起的心

肌细胞缺血缺氧损害为基本特征,虽然近年来急诊

经皮冠状动脉介入治疗的开展能够及时恢复缺血

心肌的血流灌注,挽救濒死的心肌细胞,但仍有部

分濒死的心肌细胞会发生不可逆损伤并影响心功

能的恢复。 在临床实践中,在经皮冠状动脉介入的

基础上加用心肌保护药物来挽救濒死心肌细胞对

改善 AMI 患者的预后至关重要。 氧化槐定碱(oxy-
sophoridine,OSR)是中药苦豆子中的生物碱,具有广

泛的抗炎、抗凋亡活性,已经被证实对缺血再灌注

引起的脊髓损伤、脑损伤、海马神经元损伤等具有

保护作用[1-3]。 为了明确 OSR 在 AMI 治疗中的价

值,本实验通过左冠状动脉前降支结扎的方式建立

AMI 大鼠模型,给予 OSR 腹腔注射干预后观察了

OSR 通过核因子 E2 相关因子 2(nuclear factor E2-
related factor 2,Nrf2) /血红素氧化酶 1(hemeoxygen-
ase-1,HO-1)通路抑制大鼠 AMI 后心肌细胞凋亡的

作用。

1　 材料和方法

1. 1　 材料

(1)动物:成年健康雄性 SD 大鼠购自上海西普

尔-必凯实验动物有限公司,许可证: SCXK (沪)
2018-0006。 (2)试剂:OSR、HO-1 的选择性抑制剂

锌原卟啉 9(zinc protoporphyrin,ZPP-Ⅸ)购自 Sigma
公司;TUNEL 染色试剂盒及乳酸脱氢酶( lactate de-
hydrogenase,LDH)、磷酸肌酸激酶( creatine kinase,
CK)、 磷 酸 肌 酸 激 酶 同 工 酶 ( creatine kinase
isoenzyme MB,CK-MB)的分光光度检测试剂盒购自

上海艾美捷科技公司;微量组织 RNA 提取试剂盒、
第一链 cDNA 合成试剂盒、荧光定量 PCR 试剂盒均

购自美国 Biomiga 公司;B 淋巴细胞瘤 2 蛋白(B-cell
lymphoma-2,Bcl-2)、Bcl-2 相关 X 蛋白(Bcl-2 associ-
ated X protein,Bax)、半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶

3 ( cysteine aspartic acid specific protease-3,Caspase-
3)、Nrf2、HO-1 的一抗购自 Santa Cruz 公司。 (3)仪
器:荧光显微镜为 Nikon 公司产品,分光光度计为艾

本德公司产品,荧光定量 PCR 仪和凝胶成像仪均为

Bio-Rad 公司产品。

1. 2　 动物分组

SD 大鼠随机分为假手术组、AMI 组、OSR 组、
OSR+ZPP-Ⅸ组,每组 10 只;后 3 组采用左冠状动脉

前降支结扎的方式建立 AMI 模型,OSR 组给予 OSR
灌胃干预,OSR+ZPP-Ⅸ组给予 OSR 灌胃及 ZPP-Ⅸ
腹腔注射干预。
1. 3　 动物造模及给药

AMI 组、OSR 组、OSR+ZPP-Ⅸ组按照下列方法

建立 AMI 模型:10% 水合氯醛 10 mL / kg 腹腔注射

麻醉后仰卧摆放在手术操作台,气管插管并连接小

动物呼吸机后在前胸壁的胸骨左缘切开皮肤,打开

胸腔并显露心脏,在肺动脉圆锥和左心耳根部的交

叉点下方 2 mm 穿 7 / 0 缝线,结扎左冠状动脉前降

支,30 min 后心电图检查显示 ST 段明显抬高,提示

造模成功。 造模后即刻开始给药,OSR 组参照 Cao
等[1]的研究给予 180 mg / ( kg·d)的 OSR 腹腔注

射,OSR+ZPP-Ⅸ组给予 3. 5 mg / (kg·d)的 OSR 及

10 μmol / (kg·d)的 ZPP-Ⅸ腹腔注射,假手术组和

AMI 组给予等剂量生理盐水灌胃及腹腔注射,连续

干预 7 天。
1. 4　 心脏氯化三苯基四氮唑染色

末次给药后 24 h,每组随机选择 2 只大鼠,处死

并立即摘取心脏,-20 ℃冰冻 1 h 后取出,沿心脏长

轴从心尖向心室基底部横向切为 5 片心肌组织,放
入 1%氯化三苯基四氮唑( triphenyl tetrazolium chlo-
ride,TTC)中染色 20 min,取出后用 4%多聚甲醛固

定 10 min。 用相机拍照记录,正常心肌组织呈红色,
缺血心肌组织呈灰白色,通过 ImageJ 软件分析心肌

缺血面积所占比例。
1. 5　 血清心肌酶检测

造模后 24 h,经眼内眦取血,静置 30 min 后

3 000 r / min 离心 10 min,吸取上清后采用分光光度

试剂盒检测 LDH、CK、CK-MB 的含量。
1. 6　 心肌细胞凋亡检测

末次给药后 24 h,处死大鼠并解剖心脏,分离梗

死部位的心肌组织,用 4% 多聚甲醛固定后进行石

蜡包埋,制作石蜡切片后用 TUNEL 试剂盒对切片进

行染色,在显微镜下观察切片,凋亡细胞呈绿色荧

光,细胞核呈蓝色荧光,计数后计算凋亡率。
1. 7　 基因 mRNA 表达检测

取梗死部位的心肌组织,采用微量组织 RNA 提

取试剂盒分离组织中的 RNA,采用第一链 cDNA 合
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成试剂盒将 RNA 合成 cDNA,采用荧光定量 PCR 试

剂盒对 cDNA 进行扩增,扩增条件为:95 ℃预变性 3
min 后 95 ℃ 10 s,特异性退火温度 15 s,72 ℃ 25 s,
重复 40 个循环,得到循环阈值。 根据循环阈值以

β-actin 为内参计算基因的 mRNA 表达量。
1. 8　 基因蛋白表达检测

取梗死部位的心肌组织,采用 RIPA 裂解液提

取组织中的总蛋白后进行定量,每份蛋白样本取 50
μg 总蛋白用于 Western blot 检测。 将蛋白样本加入

聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳及电转膜,而后将硝酸

纤维素膜放入 5%的脱脂牛奶中并在室温封闭 2 h,
TBST 洗膜 3 遍后用 Bcl-2、Bax、Cleaved-caspase-3、
Nrf2、HO-1 的一抗在 4 ℃孵育过夜;第 2 天,洗膜 3
遍后室温孵育二抗 2 h,最后在凝胶成像仪中曝光得

到蛋白条带。 根据条带灰度值以 β-actin 为内参计

算基因的蛋白表达量。
1. 9　 统计学方法

采用 SPSS 21. 0 软件录入数据,计量资料采用 x
±s 表示,4 组间计量资料的比较采用方差分析,两两

比较采用 LSD 法,P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 OSR 对 AMI 后血清心肌酶的影响

与假手术组比较,AMI 组大鼠的血清 LDH、CK、
CK-MB 含量均明显升高(P<0. 05);与 AMI 组比较,
OSR 组大鼠的血清 LDH、CK、CK-MB 含量均明显下

降(P<0. 05);与 OSR 组比较,OSR+ZPP-Ⅸ组大鼠

的血清 LDH、CK、CK-MB 含量均明显升高(P<0. 05;
表 1)。

表 1. OSR 对 AMI 后血清心肌酶的影响(U / L,n=10)
Table 1. Effect of OSR on serum myocardial enzymes after
AMI (U / L, n=10)

分　 组 LDH CK CK-MB

假手术组 113. 21±16. 85 34. 12±7. 70 7. 61±0. 93

AMI 组 327. 64±62. 36a 192. 37±28. 79a 31. 24±6. 81a

OSR 组 187. 85±27. 62b 78. 87±11. 32b 13. 21±2. 16b

OSR+ZPP-Ⅸ组 251. 25±46. 49c 132. 65±22. 45c 23. 12±5. 48c

a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与 AMI 组比较;c 为 P<
0. 05,与 OSR 组比较。

2. 2　 OSR 对 AMI 后缺血心肌面积的影响

与假手术组比较,AMI 组大鼠出现了明显的心

肌缺血;与 AMI 组比较,OSR 组大鼠心肌缺血的面

积减小;与 OSR 组比较,OSR+ZPP-Ⅸ组大鼠心肌缺

血的面积增加(图 1)。

图 1. 心肌组织的 TTC 染色图　 　 A 为假手术组,B 为 AMI 组,
C 为 OSR 组,D 为 OSR+ZPP-Ⅸ组。

Figure 1. TTC staining image of myocardial tissue

2. 3　 OSR 对 AMI 后心肌细胞凋亡率的影响

与假手术组比较,AMI 组大鼠心肌细胞凋亡率

明显升高(P<0. 05);与 AMI 组比较,OSR 组大鼠心

肌细胞凋亡率明显下降(P<0. 05);与 OSR 组比较,
OSR+ZPP-Ⅸ组大鼠心肌细胞凋亡率明显升高(P<
0. 05;图 2)。
2. 4 　 OSR 对 AMI 后心肌组织中凋亡基因表达的

影响

与假手术组比较,AMI 组大鼠心肌中 Bcl-2 的

表达量明显降低,Bax、Cleaved-caspase-3 的表达量

明显升高(P<0. 05);与 AMI 组比较,OSR 组大鼠心

肌中 Bcl-2 的表达量明显升高,Bax、Cleaved-caspase-
3 的表达量明显降低(P <0. 05);与 OSR 组比较,
OSR+ZPP-Ⅸ组大鼠心肌中 Bcl-2 的表达量明显降

低,Bax、Cleaved-caspase-3 的表达量明显升高(P <
0. 05;图 3、图 4)。
2. 5　 OSR 对 AMI 后心肌组织中 Nrf2、HO-1 表达的

影响

与假手术组比较,AMI 组大鼠心肌中 Nrf2、HO-
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1 的表达量明显升高(P <0. 05);与 AMI 组比较,
OSR 组大鼠心肌中 Nrf2、HO-1 的表达量明显升高

(P<0. 05);与 OSR 组比较,OSR+ZPP-Ⅸ组大鼠心

肌中 Nrf2 的表达量无明显差异(P>0. 05),HO-1 的

表达量明显降低(P<0. 05;图 5、图 6)。

图 2. OSR 对 AMI 后心肌细胞凋亡率的影响(n=10)　 　 左图放大倍数为 400 倍。 A 为假手术组,B 为 AMI 组,C 为 OSR 组,D 为 OSR
+ZPP-Ⅸ组。 a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与 AMI 组比较;c 为 P<0. 05,与 OSR 组比较。

Figure 2. Effect of OSR on cardiomyocyte apoptosis rate after AMI (n=10)

图 3. OSR 对 AMI 后心肌组织 Bcl-2、Bax、Cleaved-caspase-
3 mRNA 表达的影响(n = 10) 　 　 a 为 P<0. 05,与假手术组比

较;b 为 P<0. 05,与 AMI 组比较;c 为 P<0. 05,与 OSR 组比较。

Figure 3. Effect of OSR on mRNA expressions of Bcl-2,
Bax and Cleaved-caspase-3 in myocardial tissue after AMI
(n=10)

3　 讨　 论

氧化槐定碱是中药苦豆子的主要活性成分,多
项离体细胞实验结果表明,OSR 对缺血再灌注引起

的脊髓损伤、脑损伤、海马神经元损伤等具有保护

作用[1-3]。 在 AMI 的动物模型中,槐定碱已经被证

实能够改善心功能及心肌细胞超微结构,但 OSR 用

于 AMI 的治疗价值尚未见报道。 本实验将 OSR 用

图 4. OSR 对 AMI 后 Bcl-2、Bax、Cleaved-caspase-3 蛋白表

达的影响(n=10)　 　 A 为假手术组,B 为 AMI 组,C 为 OSR 组,
D 为 OSR+ZPP-Ⅸ组。 a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,
与 AMI 组比较;c 为 P<0. 05,与 OSR 组比较。

Figure 4. Effect of OSR on protein expressions of Bcl-2,
Bax and Cleaved-caspase-3 in myocardial tissue after AMI
(n=10)

于 AMI 的治疗,通过左冠状动脉前降支结扎的方式

建立 AMI 模型,24 h 后观察血清心肌酶的变化,AMI
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图 5. OSR 对 AMI 后 Nrf2、HO-1 mRNA 表达的影响(n =
10)　 　 a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与 AMI 组比

较;c 为 P<0. 05,与 OSR 组比较。

Figure 5. Effect of OSR on mRNA expressions of Nrf2 and
HO-1 in myocardial tissue after AMI (n=10)

图 6. OSR 对 AMI 后 Nrf2、HO-1蛋白表达的影响(n=10)
A 为假手术组,B 为 AMI 组,C 为 OSR 组,D 为 OSR+ZPP-Ⅸ组。 a 为

P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P <0. 05,与 AMI 组比较;c 为 P <
0. 05,与 OSR 组比较。

Figure 6. Effect of OSR on protein expressions of Nrf2 and
HO-1 in myocardial tissue after AMI (n=10)

组大鼠的血清 LDH、 CK、 CK-MB 含量明显升高。
LDH、CK、CK-MB 是临床上使用广泛的心肌酶指标,
在心肌梗死后 12 ~ 36 h 大量释放进入血液循环并

达到峰值[4-5],结合本实验的分析结果提示 AMI 模

型建立成功,模型大鼠出现了明显的心肌细胞损

害。 在给予 OSR 干预后,OSR 组大鼠的血清 LDH、
CK、CK-MB 含量明显低于 AMI 组,表明 OSR 能够减

轻 AMI 大鼠的心肌损伤程度。

线粒体途径细胞凋亡是 AMI 发生后心肌细胞

发生损伤的主要病理环节[6-7],线粒体外膜上抗凋

亡分子 Bcl-2 减少、促凋亡分子 Bax 增多能够使线

粒体内的细胞色素 C 大量释放进入胞质,进而通过

级联放大反应来激活使无活性的 Pro-caspase-3 裂解

为有 活 性 的 Cleaved-caspase-3 并 通 过 Cleaved-
caspase-3 的活性来介导细胞凋亡[8-9]。 在本实验

中,AMI 组大鼠心肌组织中的细胞凋亡率及 Bax、
Cleaved-caspase-3 的表达明显增多,Bcl-2 的表达明

显减少,说明线粒体途径细胞凋亡在梗死心肌组织

中被过度激活。 抗凋亡是 OSR 发挥细胞保护作用

的重要方式,OSR 在心肌细胞、神经元细胞、肾小管

上皮细胞等多种细胞中均被证实具有抗凋亡作

用[10-12]。 本实验在用 OSR 对 AMI 模型大鼠进行干

预后观察到:OSR 组大鼠心肌组织中的细胞凋亡率

及 Bax、Cleaved-caspase-3 的表达明显减少,Bcl-2 的

表达明显增多,说明 OSR 对梗死心肌组织中的线粒

体途径凋亡具有抑制作用。
AMI 过程中心肌细胞凋亡的发生受到缺血缺

氧、缺血再灌注、氧自由基、炎症介质等多种病理因

素的调控[13-15],其中 Nrf2 / HO-1 通路在处于缺血缺

氧环境的心肌中发挥重要的调控作用[16-17]。 在本

实验中,AMI 组大鼠心肌组织中 Nrf2 及 HO-1 的表

达量均明显增加,而 OSR 干预后,OSR 组大鼠心肌

组织中 Nrf2 及 HO-1 的表达量均进一步增加,说明

Nrf2 / HO-1 通路在梗死心肌组织中代偿性激活,而
OSR 能够进一步刺激 Nrf2 / HO-1 通路激活并起到抗

凋亡、抗氧化作用。 为了进一步证实 OSR 是否通过

Nrf2 / HO-1 通路来起到心肌保护作用,本实验在

OSR 干预的同时加用了 HO-1 的抑制剂 ZPP-Ⅸ,通
过 ZPP-Ⅸ来抑制 OSR 对 Nrf2 / HO-1 通路的激活作

用,进而验证 OSR 的心肌保护作用是否依赖于激活

Nrf2 / HO-1 通路来实现。 实验结果显示:OSR+ZPP-
Ⅸ组大鼠的血清 LDH、CK、CK-MB 含量、心肌细胞

凋亡率以及心肌中 Bax、Cleaved-caspase-3 的表达量

均明显高于 OSR 组,心肌中 Bcl-2 的表达量明显低

于 OSR 组,说明 HO-1 的抑制剂能够部分逆转 OSR
的心肌保护作用及抗凋亡作用,进而也表明 OSR 通

过激活 Nrf2 / HO-1 通路来减轻 AMI 大鼠的心肌

损伤。
综上所述,OSR 用于 AMI 模型大鼠干预能够减

轻心肌损伤、抑制心肌细胞凋亡、促进 Nrf2 / HO-1 通

路激活;激活 Nrf2 / HO-1 通路是 OSR 发挥心肌保护

作用的分子机制。
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