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藏红花素对急性心肌梗死大鼠心肌线粒体的保护作用
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[摘　 要] 　 目的　 探讨藏红花素(Crocin)对急性心肌梗死(AMI)大鼠缺血区心肌线粒体损伤的保护作用及其相

关机制。 方法　 将 150 只 SD 大鼠按随机数字表法分为假手术组、AMI 组和藏红花素 7. 5、15、30 mg / kg 组,各 30
只;通过结扎左冠状动脉前降支复制 AMI 大鼠模型,藏红花素各组于造模手术前 10 min 腹腔注射给药,假手术组

和 AMI 组给予生理盐水。 24 h 后,通过透射电子显微镜观察缺血区心肌线粒体超微结构变化,通过荧光分光光度

计检测膜电位、膜通透性转换孔(MPTP)开放度;氧电极法检测呼吸功能指标[态 3 呼吸(R3)、态 4 呼吸(R4)、呼吸

控制率(RCR)],比色法检测呼吸酶活性、ATP 含量,定磷法检测心肌 Na+ -K+ -ATP 酶、Ca2+ -ATP 酶活性,原子化学

发光法测定线粒体 Ca2+浓度。 结果　 与 AMI 组比较,藏红花素 15、30 mg / kg 组线粒体肿胀、膜破裂、嵴断裂溶解等

超微结构病变明显改善,膜电位升高且 MPTP 开放度降低(P<0. 01),R3、RCR 升高且 R4 降低(P<0. 05 或 P<
0. 01),线粒体呼吸酶(NADH 脱氢酶、琥珀酸脱氢酶、细胞色素 C 氧化酶)活性、ATP 含量且心肌 Na+ -K+ -ATP 酶、
Ca2+ -ATP 酶活性升高(P<0. 05 或 P<0. 01),线粒体 Ca2+ 浓度降低(P<0. 05 或 P<0. 01)。 结论　 藏红花素对 AMI
大鼠缺血区心肌线粒体结构和功能具有保护作用,作用机制可能与抑制线粒体 Ca2+浓度升高有关。
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Protective effect of Crocin on myocardial mitochondria in rats with acute myocardial
infarction
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the protective effect of Crocin on myocardial mitochondria in rats with acute myo-
cardial infarction (AMI) and its mechanism. 　 　 Methods　 150 SD rats were randomly divided into Sham group, AMI
group, Crocin (7. 5, 15, 30 mg / kg) group according to random number table method (n=30). 　 The AMI rat model was
established by ligating the left anterior descending coronary artery. 　 24 h later, the ultrastructure changes of myocardial
mitochondria in ischemic area was observed by transmission electron microscope; the membrane potential and the opening of
mitochondrial permeablity transition pore (MPTP) were detected by fluorescence spectrophotometer; the myocardial mito-
chondrial respiratory function index (R3, R4, RCR) were detected by oxygen electrode method. 　 The respiratory enzymes
activity, ATP content were detected by colorimetry method; the Na+ -K+ -ATPase, Ca2+ -ATPase activity were detected by
phosphorus determination method; the mitochondrial Ca2+ concent was detected by atomic chemiluminescence. 　 　 Results
Compared with AMI group, the ultrastructural lesions such as mitochondrial swelling, membrane rupture, crest rupture and
dissolution were significantly improved in Crocin 15, 30 mg / kg groups, the membrane potential increased and MPTP open-
ness decreased (P < 0. 01); the R3, RCR increased and R4 decreased (P < 0. 05 or P < 0. 01); respiratory enzymes
(NADH dehydrogenase, succinate dehydrogenase, cytochrome C oxidase) activity, ATP content and Na+ -K+ - ATPase,
Ca2+ -ATPase activity increased (P<0. 05 or P<0. 01), Ca2+ concentration decreased (P<0. 05 or P<0. 01). 　 　 Conclu-
sion　 Crocin has protective effect on the structure and function of myocardial mitochondria in the ischemic area of AMI
rats, which mechanism may be related to inhibiting the increase of mitochondrial Ca2+ concentration.
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　 　 随着膳食习惯的改变以及人口老龄化的加剧,
冠心 病 及 其 所 引 发 的 急 性 心 肌 梗 死 ( acute
myocardial infarction,AMI)已发展成为威胁人类生

命健康的主要疾病。 线粒体是心肌细胞最重要的

细胞器,是细胞呼吸和能量代谢的主要场所。 AMI
发生后,缺血区氧供不足所致线粒体功能受损引发

氧自由基大量生成、Ca2+超载等,最终导致心肌细胞

凋亡和 AMI 损伤进行性加重[1]。 因此,研究以保护

线粒体为靶向的新型药物对改善 AMI 预后具有重

要意义。 藏红花素(Crocin)是中药藏红花的主要活

性成分,具有良好的抗氧化活性[2]。 既往研究发

现,藏红花素能够通过抑制氧化应激对大鼠 AMI 损
伤起到一定保护作用[3];能够通过抑制钙超载而对

视网膜神经节细胞线粒体损伤起到保护作用[4]。
但藏红花素是否对 AMI 大鼠心肌线粒体具有保护

作用尚未见文献报道,本研究通过制备 AMI 大鼠模

型,研究藏红花素对 AMI 大鼠缺血区心肌线粒体损

伤的影响,以更加深入了解藏红花素抑制 AMI 损伤

的作用机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

健康、SPF 级雄性 SD 大鼠 150 只,体质量 220 ~
240 g,由河北省实验动物中心提供 [ SCXK (冀)
2018-004]。 适应性饲养 7 天后开展实验,实验前

12 h 禁食不禁水。
1. 2　 药物、试剂与仪器

藏红 花 素 购 自 美 国 Sigma 公 司 ( 批 号:
E170411b)。 膜电位检测试剂盒 (货号: M8650-
100T)和 Na+ -K+ -ATP 酶(货号:BC0060)、NADH 脱

氢酶 ( 货 号: BC0630 )、 琥 珀 酸 脱 氢 酶 ( 货 号:
BC0950)活性检测试剂盒购自北京索莱宝科技有限

公司;膜通透性转换孔 (mitochondrial permeablity
transition pore,MPTP)开放度检测试剂盒(货号:XY-
48122-1)购自上海信裕生物科技有限公司;ATP 含

量检测试剂盒(货号:AKOP004U)购自北京盒子生

工科技有限公司;Ca2+ -ATP 酶活性检测试剂盒(货
号:F5823-A)购自北京言必信科技有限公司;细胞

色素 C 氧化酶活性检测试剂盒(货号:E0024)购自

北京盈泽通汇生物科技有限公司。 DH-150 型人工

呼吸机(浙江大学医学仪器有限公司);BL-A420 型

心电图机(上海精密科学仪器有限公司);H-7650 型

透射电子显微镜(日本 Hitachi 公司);UV762 型紫

外可见分光光度计(上海楚定分析仪器有限公司);

MTP-601F 型荧光酶标仪(日本 Corona 公司)。
1. 3　 动物分组、给药与模型制备

数字编码 150 只实验用大鼠后按照随机数字表

法分为假手术组(Sham 组)、AMI 组、藏红花素 7. 5、
15、30 mg / kg 组[5],各 30 只。 藏红花素各剂量组分

别于造模手术前 10 min 腹腔注射给药,假手术组、
AMI 组给予生理盐水。 除假手术组外,其余各组大

鼠均参照胡珍等[6]报道的方法,通过结扎左冠状动

脉前降支制备 AMI 大鼠模型,夹闭血管后左心室心

肌颜色苍白、发绀,心电图 ST 段弓背持续抬高或 T
波高耸,即可判定为造模成功;假手术组大鼠不结

扎左冠状动脉前降支,其余操作同 AMI 组。 24 h 后

行各指标检测。
1. 4　 线粒体超微结构观察

各组随机取 10 只大鼠,颈椎脱臼处死、取心脏

并剪取左冠状动脉前降支血流供应区的左心室缺

血区心肌组织[7],制备 5 mm3 心肌组织块,分别于

4 ℃下 4%戊二醛固定 24 h、1%锇酸固定 3 h 后,梯
度乙醇和无水丙酮脱水、氧化丙烯置换、Epon812 环

氧树脂浸透包埋,70 nm 厚度切片后,醋酸双氧铀、
柠檬酸铅双重电子染色,通过透射电子显微镜观察

心肌细胞线粒体超微结构。
1. 5　 线粒体的制备、膜电位和 MPTP 开放度检测

(1)线粒体制备与线粒体蛋白浓度检测[8]:各组

另随机取 10 只大鼠,颈椎脱臼处死、取心脏并剪取左

冠状动脉前降支血流供应区的左心室缺血区心肌组

织 200 mg,称重后,按 1 ∶ 9 质量体积比加入 4 ℃冷裂

解液,研磨匀浆后 4 ℃、1 000 g 离心 10 min 取上清

液,4 ℃、15 000 g 离心15 min 取沉淀,即为线粒体;采
用 Bradford 法测定线粒体蛋白浓度:取 4 μL 线粒体

悬浮液加入 0. 15 mmol / L 的氯化钠溶液进行稀释

(1 ∶ 100)、混匀,取 100 μL 稀释后线粒体溶液加入

3 mL 考马斯亮蓝 G-250 染液,静置 3 min 后,通过紫

外可见分光光度计检测 595 nm 波长处吸光度值,通
过标准曲线计算线粒体蛋白浓度。 (2)膜电位和

MPTP 开放度检测:取 1 mg 蛋白量线粒体,按照检测

试剂盒操作说明处理后,通过荧光酶标仪检测膜电位

(激发波长 485 nm、发射波长 590 nm)和 MPTP 开放

度(激发波长 540 nm、发射波长 580 nm),单位均为相

对荧光单位(relative fluorescence units,RFU),荧光强

度越高则表示膜电位或 MPTP 开放度越高。
1. 6　 线粒体呼吸功能指标、呼吸酶活性、ATP 含量

和 Ca2+浓度检测

(1)呼吸功能指标检测[9]:取 1 mg 蛋白量线粒

体,加入 2. 5 mL 反应介质恒 30 ℃孵育 1 min,加入
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20 μL 显色底物、2 min 后加入 10 μL 腺苷二磷酸,
连续描绘耗氧曲线即为态 3 呼吸(R3),腺苷二磷酸

完全磷酸化后的耗氧曲线为态 4 呼吸(R4),R3、R4
耗氧速率比值为呼吸控制率( respiratory control rate,
RCR)。 (2)呼吸酶活性、ATP 含量和 Ca2+ 浓度检

测[10]:按照试剂盒说明进行处理后,通过紫外可见

分光光度计检测 NADH 脱氢酶、琥珀酸脱氢酶、细
胞色素 C 氧化酶活性和 ATP 含量;通过原子化学发

光法检测 Ca2+浓度。
1. 7　 心肌 Na+-K+-ATP 酶、Ca2+-ATP 酶活性检测

取各组剩余 10 只大鼠,颈椎脱臼处死后,取左

心室心尖部位心肌组织 200 mg,按 1 ∶ 9 质量体积

比加入生理盐水后匀浆,3 500 r / min 离心 10 min 后

取上清液,然后按照试剂盒说明进行处理,通过定磷

法检测心肌 Na+-K+-ATP 酶、Ca2+-ATP 酶活性[11]。
1. 8　 统计学处理

运用 SPSS17. 0 对数据进行统计分析,计量资

料以 x±s 表示,经方差齐性检验均符合方差齐性,5
组间比较行单因素方差分析,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　 藏红花素对 AMI 大鼠心肌线粒体超微结构的

影响

假手术组大鼠心肌线粒体排列整齐,膜、嵴等

超微结构均未见异常;AMI 组大鼠心肌线粒体数量

减少、排列紊乱、膜肿胀破裂、嵴断裂溶解等超微结

构病变;与 AMI 组比较,藏红花素 7. 5、15、30 mg / kg
组心肌线粒上述超微结构病变呈不同程度减轻,其
中藏红花素 30 mg / kg 组线粒体排列较整齐、膜和嵴

结构较完整清晰(图 1)。

图 1. 藏红花素对 AMI 大鼠心肌线粒体超微结构的影响

A 为假手术组,B 为 AMI 组,C 为藏红花素 7. 5 mg / kg 组,D 为藏红花素 15 mg / kg 组,E 为藏红花素 30 mg / kg 组。

Figure 1. Effect of Crocin on myocardial mitochondrial ultrastructure in AMI rats

2. 2 　 藏红花素对 AMI 大鼠心肌线粒体膜电位和

MPTP 开放度的影响

与假手术组比较,AMI 组大鼠心肌线粒体膜电

位降低、MPTP 开放度升高(P<0. 01);与 AMI 组比

较,藏红花素 15、30 mg / kg 组膜电位升高且 MPTP
开放度降低(P<0. 05 或 P<0. 01;表 1)。
2. 3　 藏红花素对 AMI 大鼠心肌线粒体呼吸功能指

标的影响

与假手术组比较,AMI 组大鼠心肌线粒体 R3、

RCR 降低而 R4 升高(P<0. 01);与 AMI 组比较,藏
红花素 15、30 mg / kg 组 R3、RCR 升高而 R4 降低

(P<0. 05 或 P<0. 01;表 2)。
2. 4　 藏红花素对 AMI 大鼠心肌线粒体呼吸酶活性

和 ATP 含量的影响

与假手术组比较,AMI 组大鼠心肌线粒体呼吸

酶(NADH 脱氢酶、琥珀酸脱氢酶、细胞色素 C 氧化

酶)活性和 ATP 含量降低(P<0. 01);与 AMI 组比

较,藏红花素 15、30 mg / kg 组三种呼吸酶活性和
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ATP 含量升高(P<0. 05 或 P<0. 01;表 3)。

表 1. 藏红花素对 AMI 大鼠心肌线粒体膜电位和 MPTP 开放度的影响(n=10)
Table 1. Effect of Crocin on myocardial mitochondrial membrane potential and MPTP opening in AMI rats (n=10)

单位:RFU

分组 膜电位 MPTP 开放度

假手术组 37 537. 08±3 507. 42 24 729. 36±2 513. 43

AMI 组 24 835. 76±2 724. 51a 37 434. 24±3 247. 06a

藏红花素 7. 5 mg / kg 组 25 650. 32±2 892. 75 35 871. 53±3 307. 25

藏红花素 15 mg / kg 组 28 009. 47±3 056. 43b 33 764. 98±3 215. 84b

藏红花素 30 mg / kg 组 32 479. 08±3 268. 29c 30 540. 16±2 899. 58c

　 　 注:a 为 P<0. 01,与假手术组相比;b 为 P<0. 05,c 为 P<0. 01,与 AMI 组相比。

表 2. 藏红花素对 AMI 大鼠心肌线粒体呼吸功能指标的影响(n=10)
Table 2. Effect of Crocin on myocardial mitochondrial respiratory function in AMI rats (n=10)

分组 R3 / [μmol / (min·g)] R4 / [μmol / (min·g)] RCR / %

假手术组 71. 08±8. 35 24. 16±4. 03 2. 94±0. 51

AMI 组 43. 51±5. 49a 32. 80±4. 91a 1. 33±0. 28a

藏红花素 7. 5 mg / kg 组 46. 98±6. 04 29. 13±4. 68 1. 61±0. 34

藏红花素 15 mg / kg 组 52. 40±6. 27c 27. 46±4. 35b 1. 89±0. 40c

藏红花素 30 mg / kg 组 61. 73±7. 05c 25. 98±4. 01c 2. 38±0. 46c

　 　 注:a 为 P<0. 01,与假手术组相比;b 为 P<0. 05,c 为 P<0. 01,与 AMI 组相比。

2. 5 　 藏红花素对 AMI 大鼠心肌 Na+ -K+ -ATP 酶、
Ca2+ -ATP 酶活性和线粒体 Ca2+浓度的影响

与假手术组比较,AMI 组大鼠心肌 Na+ -K+ -ATP
酶、Ca2+ -ATP 酶活性降低而线粒体 Ca2+ 浓度升高

(P<0. 01);与 AMI 组比较,藏红花素 15、30 mg / kg
组心肌 Na+ -K+ -ATP 酶、Ca2+ -ATP 酶活性升高且线

粒体 Ca2+浓度降低(P<0. 05 或 P<0. 01;表 4)。

表 3. 藏红花素对 AMI 大鼠心肌线粒体呼吸酶活性和 ATP 含量的影响(n=10)
Table 3. Effect of Crocin on myocardial mitochondrial respiratory enzyme activity and ATP content in AMI rats (n=10)

分组
NADH 脱氢酶 /

[μmol / (g·min)]
琥珀酸脱氢酶 /

[μmol / (g·min)]
细胞色素 C 氧化酶 /
[μmol / (g·min)]

ATP /
(μmol / g)

假手术组 124. 33±23. 64 63. 87±15. 94 357. 41±53. 50 0. 99±0. 15

AMI 组 70. 95±18. 40a 35. 83±9. 61a 191. 94±39. 62a 0. 41±0. 11a

藏红花素 7. 5 mg / kg 组 78. 42±19. 51 38. 64±10. 77 210. 68±42. 75 0. 48±0. 09

藏红花素 15 mg / kg 组 92. 46±21. 33b 46. 59±12. 15b 259. 74±46. 13c 0. 56±0. 14b

藏红花素 30 mg / kg 组 108. 95±23. 86c 51. 76±15. 36b 302. 39±51. 69c 0. 79±0. 20c

　 　 注:a 为 P<0. 01,与假手术组相比;b 为 P<0. 05,c 为 P<0. 01,与 AMI 组相比。

3　 讨　 论

线粒体作为细胞呼吸和能量代谢的主要场所,
是心肌细胞最重要的细胞器。 但线粒体易受氧自

由基攻击,是缺血性损伤最主要的亚细胞靶点,其

结构和功能受损导致缺血区域细胞凋亡和坏死是

AMI 损伤加重的最直接原因[12],所以保护线粒体结

构和功能完整对延缓 AMI 疾病进展至关重要。
随着国家振兴中医药战略的实施,中医药治疗

心血管疾病逐渐得到医生和患者的关注与认可。
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表 4. 藏红花素对 AMI 大鼠心肌 Na+ -K+ -ATP 酶、Ca2+ -ATP 酶活性和线粒体 Ca2+浓度的影响(n=10)
Table 4. Effect of Crocin on myocardial Na+ -K+ -ATPase, Ca2+ -ATPase activity and mitochondrial

Ca2+ concentration in AMI rats (n=10)

分组
Na+ -K+ -ATP 酶 /

[mmol Pi / (g·h)]
Ca2+ -ATP 酶 /

[mmol Pi / (g·h)] Ca2+ / (nmol / g)

假手术组 5. 75±0. 97 4. 50±1. 47 12. 58±1. 64

AMI 组 3. 56±0. 68a 1. 85±0. 73a 28. 07±4. 38a

藏红花素 7. 5 mg / kg 组 3. 74±0. 72 1. 99±0. 80 24. 93±4. 57

藏红花素 15 mg / kg 组 4. 35±0. 81b 2. 72±0. 96b 22. 85±4. 09b

藏红花素 30 mg / kg 组 4. 90±0. 91c 3. 58±1. 14c 18. 53±3. 48c

　 　 注:a 为 P<0. 01,与假手术组相比;b 为 P<0. 05,c 为 P<0. 01,与 AMI 组相比。

藏红花又名番红花,是中国著名的珍贵中药材,首
载于《本草纲目》,具有活血化瘀、凉血解毒之功效。
藏红花素为藏红花的主要活性成分,具有良好的抗

氧化活性以及抗凋亡等多种药理学作用[5,13]。 本研

究通过透射电子显微镜观察发现,AMI 模型大鼠缺

血区心肌线粒体呈现数量减少、排列紊乱、膜肿胀

破裂、嵴断裂溶解等超微结构病变,与张丽丽等[14]

研究报道一致,并且呈现膜电位降低、MPTP 开放度

升高的线粒体膜病变;经藏红花素治疗能够明显改

善 AMI 大鼠缺血区心肌线粒体超微结构病变,提高

膜电位并降低 MPTP 开放度,提示藏红花素对 AMI
大鼠心肌线粒体结构损伤具有保护作用。

在呼吸酶作用下,通过电子传递链产生 ATP 供

给能量是线粒体最主要的生理功能之一。 根据耗

氧情况,R3 代表线粒体在二磷酸腺苷 ( adenosine
diphosphate,ADP)刺激下的快速氧耗速率;ADP 耗

尽后虽仍有耗氧,但不再生成 ATP,此时的呼吸状

态为 R4,代表线粒体呼吸链的基础状态。 R3、R4 及

呼吸控制率(R3 / R4)是评价线粒体呼吸功能的常

用指标;RCR 越高,则说明线粒体呼吸链氧化磷酸

化偶联水平和氧利用能力越高,产生 ATP 效率越

高[15]。 本研究发现,AMI 模型大鼠缺血区心肌线粒

体 R3、RCR 降低而 R4 升高,呼吸酶(NADH 脱氢

酶、琥珀酸脱氢酶、细胞色素 C 氧化酶)活性及 ATP
含量显著降低,说明 AMI 大鼠缺血区心肌线粒体功

能明显降低,与王佳南等[16] 研究报道一致;经藏红

花素治疗能够显著提高 AMI 大鼠缺血区心肌线粒

体 R3、RCR 并降低 R4,明显提高三种呼吸酶活性和

ATP 含量,提示藏红花素对 AMI 大鼠心肌线粒体功

能具有保护作用。
除了能量代谢外,线粒体对细胞内 Ca2+浓度具

有重要的调节作用。 当线粒体功能受损使 ATP 合

成受阻时,将导致 ATP 依赖性的 Na+ -K+ -ATP 酶、

Ca2+ -ATP 酶活性降低。 Na+ -K+ -ATP 酶主要表达于

细胞膜,Ca2+ -ATP 酶在细胞膜和肌浆网均有表达。
Na+ -K+ -ATP 酶活性降低使 Na+ / K+ 交换受阻,导致

细胞内 Na+蓄积激活细胞膜 Na+ / Ca2+交换蛋白,使
Ca2+内流增多;而肌浆网 Ca2+ -ATP 酶活性降低导致

细胞内 Ca2+摄取减少,导致细胞内游离 Ca2+浓度升

高,进而加重细胞内 Ca2+超载[17]。 心肌细胞内钙超

载时,心肌线粒体钙转运器启动摄取细胞内 Ca2+,当
线粒体 Ca2+浓度达到一定程度时,将导致线粒体膜

电位降低和 MPTP 开放度升高,引发线粒体肿胀、功
能失调甚至细胞死亡[18];并且,线粒体 Ca2+超载将

抑制电子传递链中的磷酸化过程,从而加重线粒体

能量代谢障碍,形成“钙超载-能量代谢障碍-钙超

载”的恶性循环,从而加重 AMI 损伤[19]。 本研究发

现,经藏红花素治疗能够显著提高 AMI 大鼠缺血区

心肌 Na+ -K+ -ATP 酶、Ca2+ -ATP 酶活性并降低线粒

体 Ca2+浓度,这可能是藏红花素对 AMI 大鼠心肌线

粒体结构和功能具有保护作用的重要机制。
综上所述,藏红花素对 AMI 大鼠缺血区心肌线

粒体结构和功能具有保护作用,其作用机制可能与

抑制线粒体 Ca2+浓度升高有关。
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