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刺槐素对大鼠心肌缺血再灌注损伤的保护作用与机制研究 *
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摘要目的：探讨刺槐素对大鼠心肌缺血再灌注损伤(MIRI)的作用以及可能的作用机制。方法：对 24只 Sprague-Dawley (SD)大鼠

进行随机分组，分为：假手术组、模型组、刺槐素给药组、刺槐素 +AG490给药组，每组 6只，通过结扎冠状动脉左前降支，缺血 30

min，再灌注 120 min复制心肌缺血再灌注损伤模型。利用氯化三苯基四氮唑测定心肌梗死面积，紫外分光光度计和酶联免疫法检

测血清中肌酸激酶同工酶（CK-MB）、乳酸脱氢酶（LDH）的活性，蛋白印迹法分别检测心肌组织中 Bcl-2、Bax、Stat3和 p-Stat3蛋

白相对表达水平。结果：与假手术组比较，模型组大鼠血清中 CK-MB、LDH活性明显升高（P＜0.01），心肌梗死面积百分比显著增

加（P＜0.01），p-Stat3/Stat3比率、Bcl-2/Bax比率显著下降（P＜0.01）；与模型组相比，刺槐素给药组中 CK-MB、LDH的活性，以及

心肌梗死面积百分比显著降低（P＜0.01），Bcl-2/Bax比率和 p-Stat3/Stat3比率显著提高（P＜0.05）。然而在刺槐素 +AG490药物组

中刺槐素对于受损心肌的保护作用被 AG490消除。结论：刺槐素可减轻 MIRI大鼠心肌损伤，发挥心肌保护作用，其机制可能与

活化 Jak2/Stat3信号通路进而抑制心肌细胞凋亡有关。
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Protective Effect and Mechanism of Acacetin on Myocardial Ischemia
Reperfusion Injury in Rats*

To explore the effect of acacetin on myocardial ischemia reperfusion injury in rats and its possible

mechanism. 24 SPF rats were randomly divided into sham operation group, model control group, acacetin administration group,

acacetin+AG490 group, with 6 rats in each group. Myocardial ischemia reperfusion injury model was induced by 30 minutes coronary

occlusion followed by 2 h reperfusion in rats. The myocardial infarct area was measured by triphenyltetrazolium chloride, the activities of

CK-MB and LDH in serum were detected by ultraviolet spectrophotometer and enzyme linked immunoassay, and the relative expression

levels of Bcl-2, Bax, Stat3 and p-Stat3 proteins in myocardium were investigated by Western blot. Compared with the sham

operation group, the activities of CK-MB and LDH in serum rose obviously in the model group (P<0.01), the percentage of myocardial
infarction area increased significantly (P<0.01), the ratio of p-Stat3/Stat3 and Bcl-2/Bax decreased notably (P<0.01); Compared with the
model group, the activities of CK-MB and LDH, the percentage of myocardial infarction area were significantly decreased (P<0.05), and
the ratios of Bcl-2/Bax and p-Stat3/Stat3 were increased significantly in the acacetin treated group. However, the protective effect of

acacetin on damaged myocardium was cleared by AG490 in the group of acacetin+AG490. Acacetin could alleviate

myocardial damage and exert myocardial protection in MIRI rats, and its mechanism might be related to the inhibition of cardiomyocyte

apoptosis by activating Jak2/Stat3 signal pathway.
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前言
中国心血管病患病率呈持续上升趋势，其中冠心病约

1139万，是心血管疾病中引起死亡的主要病种[1]。临床上对于
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冠心病引起的急性心肌梗死的治疗，采用的最有效措施包括冠

脉介入治疗、冠脉搭桥和冠脉溶栓等手段。但是在对冠脉进行

复流的同时，缺血心肌组织很容易遭受再次损伤，可能出现心

肌顿抑、无复流、心律失常甚至猝死等现象，即引起心肌缺血再

灌注损伤（Myocardial Ischemia/Reperfusion Injury, MIRI)[2，3]。近

年来有研究表明 Janus激酶 /信号转导及转录激活因子（Janus

kinase/Signal transducer and activator of transcription, Jak/Stat）参

与了心肌缺血再灌注损伤病理过程，其心肌保护作用与表达过

度的 Stat3有关，使用 Jak2抑制剂 AG490则会导致心肌细胞

凋亡增加，这表明 Jak2/Stat3信号通路对心肌细胞存活有着重

要的调控作用[4，5]。

刺槐素又名金合欢素、阿卡西汀，属黄酮类化合物，广泛存

在于植物色素中，可从刺槐、香青兰、雪莲等植物中提取得到。

相关研究[6-9]表明刺槐素可通过抑制胶质细胞增殖、抗氧化应激

损伤、抑制炎症等作用发挥对于缺血性心脏病以及缺血性脑病

治疗和预防作用，但在组织器官缺血过程中 Jak2/Stat3信号通

路是否参与刺槐素的心肌保护作用并未阐明。本文通过构建

MIRI模型，观察验证刺槐素对MIRI大鼠心肌的保护作用并探

讨刺槐素对于 Jak2/Stat3信号通路的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物

SPF级 SD雄性大鼠 24只，体重（250-300）g，购于河南省

实验动物中心，合格证号：SCXK(豫)2020-0005。购买后饲养于

新疆第二医学院动物房，在适宜的温度下适应性饲养 2周，之

后用于模型制备。

1.2 药品与试剂

刺槐素（纯度:98%，批号：B16O9T72591）、AG490(纯度≥

98%，批号：C10894552)、乌拉坦、4%多聚甲醛固定液 (批号：

20210626）均购自上海源叶生物科技有限公司；乳酸脱氢酶

（Lactate dehydrogenase，LDH）试剂盒（批号：20210722）、肌酸激

酶同工酶（Creatine kinase-MB, CK-MB） 试剂盒 （批号：

20210719）、BCA蛋白定量测定试剂盒（批号：20210717）均由

南京建成生物工程研究所生产；氯化三苯基四氮唑染液

（2,3,5-Triphenyte-trazoliumchloride，TTC）（批号：20210721）购

自北京索莱宝科技有限公司；B细胞淋巴瘤 -2蛋白（Bcl-2）抗

体（批号：AF0060）、Bax（批号：AF1270）、Stat3（批号：AF5941）、

p-Stat3（批号：AF1492）均购于上海碧云天生物技术有限公司，

GAPDH（批号：AC-5G5）由上海康端生物科技有限公司提供。

1.3 仪器

小动物呼吸机（成都泰盟科技有限公司）；BL-420E生物机

能信息采集系统（成都泰盟科技有限公司）；酶标仪（Thermo

Fisher仪器有限公司）；721紫外分光光度计（上海舜宇恒平科

学仪器有限公司）；电泳仪与转移槽（上海天能科技有限公司），

脱色摇床（北京百晶生物技术有限公司）；4℃冰箱（青岛海尔

股份有限公司）。

1.4 模型复制

大鼠称重后，腹腔注射 20 %乌拉坦（0.5 mL/100 g）进行麻

醉。麻醉后，将探针电极刺入前后肢和胸部皮下，对其进行 II导

联心电图进行监测。然后让其保持仰卧位，行气管插管术，插入

气管后，从第三肋骨和第四肋骨间使用开胸器开胸，同时连接

呼吸机（呼吸频率：60分钟，潮气量：4 mL/100 g，呼吸比例为 1:

2）。剪开并剥离心包膜使心脏暴露，找到左心耳，在左心耳下端

2-3 mm处进针，采用 4-0手术线结扎冠状动脉左前降支，肉眼

可见左心室下壁发白，并观察到心电图 ST段持续弓背抬高，确

定心肌缺血成功，完成之后将心脏放回胸腔，缺血 30 min，之后

松开结扎线使冠状动脉恢复血流供应，于 2 h后结束再灌注过

程，进行取材和相应指标的测定。

1.5 分组及给药

试验主要分为假手术组、心肌缺血再灌注损伤模型组、刺

槐素给药组以及刺槐素 +AG490联合用药组。按照随机数字

法将 24只雄性 SD大鼠，随机分为 4组。① 假手术组（Sham）：

腹腔注射等量生理盐水，只穿线不结扎，不建立心肌缺血再灌

注损伤模型。② 心肌缺血再灌注损伤模型组（MIRI）：，腹腔注

射等量生理盐水，复制大鼠心肌缺血再灌注损伤疾病模型。③

刺槐素给药组（Acacetin）：刺槐素 25 mg·kg-1腹腔注射[6]。④ 刺

槐素 +AG490给药组（Acacetin+AG490）：刺槐素 25 mg/kg，

AG490 3 mg腹腔注射[10]均于再灌注前 5 min给药。

1.6 测定指标

再灌注结束后，使用肝素采血管进行腹主动脉取血，血

样采出后室温静置 30 min，在 4℃环境中以 3000 r·min-1离心

10 min后，取上清液，保存于 -20℃低温冰箱中备用测定血清

中生化指标；采血完成之后快速取下心脏，用冷的生理盐水清

洗心脏内部血液，将其分成两部分，第一部分心脏快速冷冻并

切片，采用 TTC染色法测定心肌梗死面积，第二部分心脏组织

冻存于低温冰箱中，用于心肌组织中蛋白表达含量的测定。

1.7 指标检测方法

1.7.1 血清心肌酶谱测定 使用紫外分光光度计，采用免疫

抑制法在 340 nm处测定 CK-MB活性；使用酶标仪在 450 nm

处测定 LDH活性，整个操作过程严格按照试剂盒说明书进行

操作。

1.7.2 TTC染色法测定心肌组织梗死面积 于 -20℃冰箱中

迅速冷冻各组大鼠心脏，从心尖到心底平行切割成 5-6 块

1~2 mm厚的组织，放于 2%的 TTC染液中避光 37℃下孵育

30 min，使心肌组织染色，之后生理盐水冲洗，置于 4%甲醛溶

液中固定 24 h以增强颜色对比。梗死区心肌组织被染成灰白

色，非梗死区心肌组织被染成砖红色。使用相机采集图形，利用

Image J软件计算梗死面积百分比。IS为梗死面积(Infarct size)，

AAR为心肌缺血危险区面积(Area at risk)。心肌梗死面积百分

比(IS/AAR)=（梗死面积之和 /缺血危险区面积）伊100%。
1.7.3 蛋白印迹法测定心肌组织中 Bcl-2、Bax、Stat3、p-Stat3和

GAPDH相关蛋白表达 取心肌组织约 100 mg，剪刀剪碎，加

入强效蛋白 RIPA裂解液 1 mL，蛋白酶抑制剂 10 滋L，磷酸酶
抑制剂 100 滋L，充分研磨并裂解组织，4℃条件下离心 10 min

（12000伊g），弃去沉淀，取上清至 1.5 mL离心管中，采用 BCA

法测定样品总蛋白浓度，根据浓度调平体积，之后加入三分之

一体积上样缓冲液，100℃沸水蛋白变性 10 min，冷却至室温，

短暂离心，-80℃冻存。根据蛋白分子量配制适宜浓度的聚丙烯

酰胺凝胶进行恒压电泳分离目标蛋白，上样量为 100 滋g，湿转
至 0.45 um PVDF膜后，采用 5%的脱脂奶粉封闭液置于摇床上
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图 1刺槐素对各组大鼠心肌组织梗死情况的影响（伊3.5）
Fig.1 Effect of acacetin on myocardial infarction in each group rats（伊3.5）

Groups Dose (mg/kg) Percentage of infarct area(%)

Sham _ 0

MIRI _ 63.43依9.33**

Acacetin 25 20.09依3.57++

Acacetin+AG490 25,3 56.85依7.01##

Groups CK-MB(U·L-1) LDH(U·L-1)

Sham 641.78依69.50 1973.32依232.97

MIRI 1247.51依128.76** 4231.16依446.41**

Acacetin 902.27依102.94++ 3102.42依305.82++

Acacetin+AG490 1311.53依104.95## 5021.62依503.42##

室温封闭 1 h，在 4℃条件下孵育一抗过夜，TBST漂洗 3次，孵

育二抗 1 h，在暗室中采用 ECL发光剂进行化学显色，完成胶

片曝光、显影、定影后，将胶片放入凝胶成像仪中拍照，将蛋白

条带用 ImageJ软件自动分析。

1.8 统计学方法

采用 Origin8.0统计学软件处理试验数据。所有数据都用

平均数依标准差（x依SD）的形式表示，各组间进行比较采用单因
素方差分析（Analysis of variance，ANOVA）及 t 检验，P＜0.05

表示具有统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠血清中 CK-MB、LDH的水平

与假手术组比较，模型组血清心肌酶 LDH、CK-MB活性

明显升高（P＜0.01）；与模型组比较，刺槐素可显著地降低缺血

再灌注大鼠血清中 LDH、CK-MB的活性（P＜0.01）。另外，刺槐

素 +AG490 组中 LDH、CK-MB 的活性明显高于刺槐素给药

组，和刺槐素给药组比较具有显著差异显著（P＜0.01），结果见

表 1。

表 1对MIRI大鼠血清心肌酶活性的影响（x依 SD, n = 6）
Table 1 Effects of acacetin on the activities of myocardial enzyme in MIRI rats serum（x依 SD, n = 6）

Note: vs. Sham group, **P<0.01; vs. MIRI group, ++P<0.01; vs. Acacetin group, ##P<0.01.

2.2 MIRI大鼠心肌梗死面积测定

TTC染色结果发现正常心肌组织染色呈砖红色，而模型组

与给药组心肌组织梗死区呈灰白色，结果见图 1。经过统计学

分析表明：模型组心肌梗死面积比为 63.43依9.33，与假手术组
相比较，模型组梗死面积明显升高(P<0.01)。刺槐素给药组心肌

梗死面积比为 20.09依3.57，与模型组相比刺槐素给药组可以显
著降低心肌梗死面积(P<0.01)，表明刺槐素具有心肌保护作用。
刺槐素 +AG490组梗死面积百分比为 56.85依7.01，心肌组织梗
死面积显著高于刺槐素给药组(P<0.01)，表明 AG490可消除刺

槐素的心肌保护作用，详见表 2。

表 2刺槐素对MIRI大鼠心肌梗死面积百分比的影响（x依 SD, n=6）
Table 2 Effects of Acacetin on Percentage of Myocardial infarct area in MIRI rats（x依 SD, n=6）

Note: vs. Sham group, **P<0.05; vs. MIRI group, ++P<0.01; vs. Acacetin group, ##P<0.01.

2.3 MIRI大鼠心肌组织中 Bcl-2、Bax、Stat3、p-Stat3蛋白表达情

况

与假手术组比较，模型组心肌细胞中 Bax表达明显增加，

而 Bcl-2明显下降，Bcl-2/Bax的比率显著下降（P＜0.01）；与模

型组相比较，刺槐素给药组明显下调了心肌细胞中 Bax的表

达，并且上调了 Bcl-2蛋白的表达，Bcl-2/Bax的比率明显上升

（P＜0.05）；而联用 Jak2抑制剂 AG490后，大鼠心肌细胞中

Bcl-2蛋白的表达明显降低，Bax蛋白表达明显增强，Bcl-2/Bax
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的比率明显下降（P＜0.05）；提示刺槐素抗凋亡的作用可能与

激活 Jak2/Stat3信号通路有关，结果见图 2A与 2B。

各组中 Stat3均没有显著性变化，复制心肌缺血再灌注损

伤疾病模型后，和假手术组相比较，模型组中 Stat3磷酸化水平

显著降低（P＜0.01）；当给予刺槐素时，和模型组相比，Stat3磷

酸化水平显著增加（P＜0.05），联用 Jak2抑制剂 AG490后，后

者明显抑制了磷酸化 Stat3的表达水平（P＜0.05）；结果表明：

刺槐素可能通过激活 Jak2/Stat3信号通路从而发挥心肌保护作

用，结果见图 2A与 2C。

3 讨论

冠脉手术治疗和溶栓疗法是临床中救治缺血性心脏疾病

患者过程中采用的主要措施，虽然通过再灌注恢复血流供应可

以极大程度上挽救受损心肌，但由此而带来的二次损伤却不可

忽视[11]。许多流行病统计学数据已经表明缺血性心脏疾病患者

在经历再灌注治疗后会依然有较高比例的心功能异常、心肌损

伤甚至是死亡事件发生，严重影响患者预后[12]。因此，长期以来

积极探寻有效的药物尽早预防和干预治疗MIRI是临床研究的

热点问题。近年来相关研究显示黄酮类化合物在预防和治疗

MIRI过程中作用显著，王军等发现黄酮类化合物黄檀素可通

过调节体内信号通路，促进细胞存活，减轻组织病理损伤，改善

心功能[13]。刺槐素属于黄酮类化合物，具有多种生物活性，如免

疫调节、抗氧化，心肌保护和神经保护作用。相关文献报道刺槐

素水溶性前药可显著减少缺血再灌注损伤诱导的细胞凋亡，提

示刺槐素自身的心肌保护作用可能与抑制细胞凋亡有关[14，15]。

本文通过建立大鼠MIRI模型，观察刺槐素对心肌的保护

作用，结果显示刺槐素给药组相比较于模型组心肌梗死面积呈

现明显好转，提示刺槐素对MIRI大鼠心肌具有一定保护作用，

在心肌酶谱方面，血清中 CK-MB、LDH是临床中评价 MIRI的

重要生化指标[16]。正常状态下，血清中心肌酶含量极少，但当心

肌发生损伤或坏死时，细胞膜受损，心肌细胞内丰富的 LDH、

CK-MB大量释放入血中，致使血清中心肌酶的活性升高。本文

发现 MIRI模型组中大鼠血清中 CK-MB、LDH的活性明显提

高，提示缺血再灌注损伤模型复制成功，而刺槐素给药后可使

大鼠血清中 CK-MB、LDH活性水平显著下降。以上结果均表

明刺槐素可明显减轻MIRI，具有一定的心肌保护作用。

Bcl-2家族是重要的凋亡调控基因，其中 Bcl-2、Bcl-x具有

抗凋亡作用，而 Bax和 Bad发挥促凋亡作用，Bcl-2蛋白家族之

间相互竞争形成同源二聚体以及异二聚体影响 mPTP的开放

从而调控细胞凋亡，Bcl-2/Bax的比率可间接反映心肌细胞凋

亡率，心肌细胞凋亡的程度也是心肌组织损伤程度的体现[17，18]。

本文发现和假手术组比较，模型组心肌细胞凋亡率明显上升，

而刺槐素给药组则可显著上调 Bcl-2表达、同时下调 Bax的表

达，增加 Bcl-2/Bax的比值，提示刺槐素具有抑制心肌细胞凋亡

的作用。在联合使用 AG490后，Bcl-2/Bax的比值显著下降，刺

槐素的抗凋亡作用消除，这提示刺槐素的抗凋亡作用可能与活

图 2刺槐素对大鼠心肌组织中 Bcl-2、Bax、Stat3、p-Stat3蛋白表达的影响

（A.大鼠心肌组织蛋白印迹图 B.大鼠心肌组织 Bcl-2、Bax表达情况 C.大鼠心肌组织 Stat3、p-Stat3表达情况）

Fig.2 Effect of acacetin on the expression of Bcl-2, Bax, Stat3 and p-Stat3 proteins in rat myocardium

（A. The western blot of rat myocardium B.The expression of Bcl-2 and Bax in rat myocardium C. The expression of Stat3 and p-Stat3 in rat myocardium）

Note: vs. Sham group, **P<0.01; vs. MIRI group, +P<0.05; vs. Acacetin group, #P<0.05.
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[27] 国春红.乌司他丁联合奥曲肽治疗急性胰腺炎的疗效观察及对患

者血清 LPS、AMY和 CRP水平的影响 [J].标记免疫分析与临床,

2019, 26(3): 443-446

[28] Nakanishi K, Kanda M, Sakamoto J, et al. Is the measurement of

drain amylase content useful for predicting pancreas-related

complications after gastrectomy with systematic lymphadenectomy

[J]. World J Gastroenterol, 2020, 26(14): 1594-1600

[29] Wan J, Yang X, He W, et al. Serum D-dimer levels at admission for

prediction of outcomes in acutepancreatitis [J]. BMC Gastroenterol,

2019, 19(1): 67-68

[30] 陈广生 , 赵琳 , 何凤棣 , 等 . 重症急性胰腺炎 cf-DNA/NETs、

sTREM-1及 GP-2琢水平与病情关系 [J].中华实用诊断与治疗杂

志, 2020, 34(6): 584-587

化 Jak2/Stat3通路有关。

Jak/Stat信号通路是调节细胞增殖、分化、凋亡以及炎症的

重要的细胞内信号转导途径。大量研究表明，在MIRI过程中缺

血及药物预处理可激活 Jak2/Stat3信号通路发挥心肌细胞保护

作用。Stat是 Jak家族的下游调节蛋白，广泛分布于心肌组织

中，包括 Stat1、Stat2、Stat3、Stat4、Stat5a、Stat5b和 Stat6，其中

Stat1被活化后具有促凋亡作用，而 Stat3被激活后表现为抗凋

亡的效应，Stat3 被 Jak2磷酸化促进 Bcl-2 和 Survivin 基因的

表达，降低 Caspase-3的活性，从而抑制细胞凋亡，保护心、脑组

织等重要脏器[19，20]。本文发现刺槐素给药后大鼠心肌组织中磷

酸化 Stat3表达水平显著增加，表明刺槐素可激活 Jak2/Stat3信

号通路，Jak2抑制剂 AG490则可明显下调磷酸化 Stat3蛋白水

平。以上结果表明刺槐素可能通过活化 Jak2/Stat3信号通路，抑

制细胞凋亡从而发挥心肌保护作用。另外，本文结果提示刺槐

素可作为治疗MIRI的潜在药物，这为刺槐素在临床上用于减

轻心肌损伤提供了理论依据。
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