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丹红注射液对心梗大鼠心肌细胞凋亡及 JAK2/STAT3信号通路的影响 *

殷 英 卫 国 段佳林 王艳华 翁 琰 郭 超 文爱东△

（空军军医大学西京医院药剂科 陕西西安 710032）

摘要 目的：研究中药复方制剂丹红注射液对冠脉结扎大鼠心肌细胞凋亡的影响及相关分子机制。方法：取 40 只雄性

Sprague-Dawley（SD）大鼠随机分为假手术组、模型组、丹红注射液低、中、高剂量组，左前降支冠状动脉结扎法造成急性心梗模型，

采用超声心动图法记录大鼠心功能，TUNEL标记法检测心肌组织细胞凋亡状况，蛋白免疫印迹法检测心肌组织 B细胞淋巴瘤 /

白血病 -2基因（Bcl-2）、Bcl-2相关 X蛋白（Bax）的表达、天冬氨酸蛋白水解酶 -3（Caspase-3）的活化、Janus激酶 2（Janus kinase 2,

JAK2）和信号转导及转录激活因子 3（signal transducer and activator of transcription 3, STAT3）的磷酸化水平。结果：丹红注射液能

剂量依赖性地升高大鼠心功能指标左室射血分数（left ventricular ejection fraction, LVEF）和左室短轴缩短率（left ventricular frac-

tional shortening, LVFS）的值，减少缺血损伤诱导的心肌细胞凋亡，增加抗凋亡基因 Bcl-2的表达，减少促凋亡基因 Bax的表达及

Caspase-3的活化，并上调 JAK2和 STAT3的磷酸化水平。结论：丹红注射液可显著改善大鼠心功能，抑制缺血诱导的心肌细胞凋

亡，其机制可能与调节凋亡相关基因及 JAK2/STAT3信号通路参与调控有关。
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Effects of Danhong Injection on CardiomyocyteApoptosis and JAK2/STAT3
Signal Pathway in Rats with Myocardial Infarction*

To investigate the effects ofDanhong injection (DHI) on cardiomyocyte apoptosisand related molecular

mechanismsin rats with myocardial infarction (MI). 40 male Sprague-Dawleyrats were randomly divided into five groups:

Sham-operated group; MI+ saline group; MI+ DHI 0.5 mL/kg group; MI+ DHI 1mL/kg group; MI+ DHI 2mL/kg group, and acuteMI-

were induced by ligation of left anteriordescending coronary artery. After intravenous injection for 7 days, the cardiac function of

ratswasassessed by echocardiography. Then the cardiomyocyte apoptosis index was detected by terminal deoxynucleotidyl transferase

dUTP nick end labeling (TUNEL) technology, and the expression of B-cell lymphoma/lewkmia-2 (Bcl-2), Bcl-2 associated X protein

(Bax), Cleaved cysteine aspartate protease-3 (Caspase-3), and phosphorylation levels of Januskinase 2 (JAK2) and signal transducerand

activator of transcription 3 (STAT3)inmyocardiumwere determined by western blot analysis. DHI restored cardiac function evi-

denced by increases of left ventricular ejection fraction (LVEF) and left ventricular fractional shortening (LVFS)in a dose-dependent

manner, and inhibited cardiomyocytes apoptosis induced by ischemia injury. Furthermore, DHI increased Bcl-2 expression, while de-

creased Bax and active caspase-3 expression. The phosphorylation of JAK2/STAT3was also upregulated by DHI. DHI

couldsignificantly improve left ventricular function of MI rats, and inhibit ischemia-induced cardiomyocytes apoptosis. These beneficial

effects may be associated with the regulation of apoptosis related gene and JAK2/STAT3 signal pathway.
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前言

缺血性心脏病是目前严重危害人类健康的临床重大疾病

之一，具有发病率高、致残率高、复发率高和死亡率高等特点。

中医药在防治缺血性心血管疾病方面具有丰富的经验和显著

的临床效果。丹红注射液（Danhong injection, DHI）是由传统中

药丹参和红花的提取物通过现代生产工艺制备而成的复方制

剂，具有活血化瘀，通脉舒络之功效，临床广泛用于冠心病、心
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肌梗塞、心绞痛、脑血栓等缺血性疾病的治疗[1]。

课题组前期实验研究发现丹红注射液可体外抑制原代心

肌细胞凋亡从而改善心肌缺血 /再灌注损伤[2]，且可减少心梗

模型大鼠心肌梗死面积[3]，但其对心梗大鼠心肌细胞凋亡的影

响及相关分子机制尚有待进一步研究。Janus激酶 2/信号转导

及转录激活因子 3（Janus kinase 2/signal transducer and activator

of transcription 3, JAK2/STAT3）是一条重要的细胞内信号转导

通路，涉及细胞增殖分化、细胞凋亡、细胞免疫、炎症以及肿瘤

等多种病理、生理过程的发生发展[4]。心肌缺血缺氧及再灌注等

可作为应激原刺激相关细胞因子产生，从而激活 JAK2，启动

JAK2/STAT3信号通路，介导心肌保护作用[5]。因此，本研究拟

制备大鼠心肌梗死（myocardial infarction, MI）模型，探讨丹红

注射液对 MI 大鼠缺血心肌细胞凋亡的抑制作用及对

JAK2/STAT3信号通路的影响，为其临床应用提供新的实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

成年清洁级雄性 SD大鼠 40只，体质量 250~280 g，由空

军军医大学实验动物中心提供，生产许可证号：SCXK- (军)

-2012-007。

1.2 主要仪器

HX-100E 小动物呼吸机（成都泰盟科技有限公司）；

BL-420S系列生物机能实验系统（成都泰盟科技有限公司）；

Vevo 770型小动物超声波影像诊断仪（加拿大 visualsonics公

司）；HM340E石蜡切片机（蔡司公司，德国）；IX71 + DP72荧光

倒置显微镜（OLYMPUS公司，日本）；5417型低温高速离心机

（Eppendorf公司，美国）；POWERPAC BASIC 蛋白电泳系统

（BIO-RAD公司，美国）。

1.3 药物与试剂

丹红注射液（0.33 g生药 /mL），由山东丹红制药有限公司

生产（批号：14121025）；DAPI购自美国 Sigma公司；TUNEL试

剂盒购自凯基生物技术有限公司；蛋白定量测定试剂盒购自南

京建成生物工程公司；兔抗大鼠 Bcl-2、Bax、Cleaved caspase-3、

Pro-caspase-3、p-JAK2、p-STAT3、JAK2、STAT3、茁-actin 抗体及
辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗购自美国 Cell Signaling

公司。

1.4 大鼠心肌梗死模型制备及分组

大鼠称重，腹腔注射 10%水合氯醛（3 mL/kg）进行麻醉，将

其仰卧固定于鼠板上，连接生物机能实验系统，监测心电图。碘

酒消毒，行气管插管并连接小动物呼吸机（频率：75次 /min；潮

气量：8~9 mL；吸:呼 =1:2），于左肋第 3~5肋间做横行切口打开

胸腔，挤压使心脏暴露在胸腔外部，剪开心包膜，以肺动脉圆锥

与左心耳交界处的左冠状动脉前降支（left anterior descending

coronary aery，LAD）为标志，左心耳下方 1~2 mm处进针，横跨

LAD穿线结扎，大鼠心脏左室前壁变白且心电图 ST段出现明

显抬高（上抬 >0.2 mV）则提示造模成功，创口处喷洒少许青霉

素钠溶液，关闭胸腔，排除胸腔气体后逐层缝合。术后大鼠肌注

青霉素 G8万单位 /d，3 d，预防感染。

大鼠随机分为假手术组（Sham）、心肌梗死模型组（MI）、丹

红注射液低剂量组（MI+L, 0 .5 mL/kg）、中剂量组（MI+M,

1mL/kg）及高剂量组（MI+H, 2 mL/kg）。其中假手术组只穿线不

结扎，其余操作同模型组。各治疗组造模 24小时后开始给予药

物，模型组给予 0.9%氯化钠溶液（2 mL/kg）生理盐水。给药方

式为尾静脉注射，每天 1次，连续 7天。

1.5 心功能检测

采用超声心动图法评价大鼠的心功能。末次给药后 6小

时，大鼠 1.25%异氟烷吸入麻醉，仰卧位固定，左胸前区去毛并

涂抹超声耦合剂，采用小动物超声波影像诊断仪（频率 8-MHz）

在胸骨旁以二维和M型超声检测左室收缩功能，记录左室舒

张末期内径（left ventricular end-diastolic dimension, LVEDD）和

左室收缩末期内径 （left ventricular end-systolic dimension,

LVESD），计算大鼠左室射血分数（left ventricular ejection fraction,

LVEF）及左室短轴缩短率（left ventricular fractional shortening,

LVFS）。各参数均记录 3个心动周期，取平均值。

1.6 心肌组织细胞凋亡检测

大鼠麻醉后取出心脏，留取左心室肌标本 2块，一块用 4%

多聚甲醛固定，常规石蜡包埋切片。采用 TUNEL染色法对心

肌组织样本进行凋亡原位检测，操作步骤按试剂盒说明书进

行，同时采用 DAPI对细胞核进行染色标记。在荧光显微镜下，

细胞核呈蓝色荧光，凋亡小体呈绿色荧光。每只大鼠心肌组织

包埋块观察 4张切片，每张切片随机选取 5个高倍视野（× 200），

计算每个视野内 TUNEL阳性细胞数占总细胞数百分比，取平

均值为心肌细胞凋亡指数（Apoptotic index, AI）。

1.7 心肌组织蛋白表达检测

采用 western blot实验检测蛋白表达情况。剩余心肌组织

样本剪碎后加入蛋白裂解液，在冰上用高速分散器匀浆 1 min，

4℃离心 20 min（10000× g）取上清并进行蛋白定量。100℃变性

后取等量蛋白经 SDS-PAGF电泳分离，转移至 PVDF膜上，5%

的脱脂奶粉 37℃下封闭 30 min。加入 1: 1000 稀释的 Bcl-2、

Bax、JAK2、STAT3、茁-actin及 1: 500稀释的 Cleaved caspase-3、

Pro-caspase-3、p-JAK2、p-STAT3一抗，4℃孵育过夜，再加入 1:

5000稀释的羊抗兔的二抗 37℃孵育 30 min，ECL发光显影，凝

胶成像系统拍照分析。实验重复三次，取平均值。

1.8 数据处理与统计分析

数据采用 SPSS 20.0统计软件分析处理，以均数± 标准差

（x± s）表示，组间比较采用 One-way ANOVA 方差分析，

Tukey's test统计实验结果，以 P<0.05认为差异有统计学意义。

2 实验结果

2.1 丹红注射液对心梗大鼠心功能的影响

结果如表 1所示，超声心动图结果表明，与假手术组相比，

模型组大鼠 LVEDD和 LVESD值显著升高，LVEF和 LVFS值

则显著下降（P<0.01）；与模型组比较，丹红注射液中剂量组及

高剂量组能显著降低大鼠 LVEDD和 LVESD值（P<0.05，P<0.01），

高剂量组还可显著升高大鼠 LVEF和 LVFS值（P<0.05，P<0.01），

且呈剂量依赖性。

2.2 丹红注射液对心梗大鼠心肌细胞凋亡的影响

结果如图 1及表 2所示，与假手术组相比，心梗模型组大

鼠心肌组织凋亡细胞数（TUNEL阳性）显著增加（P<0.01）。给

予不同浓度的丹红注射液治疗后，大鼠心肌细胞凋亡指数呈不

同程度的下降，且与模型组相比，丹红注射液中、高剂量组的差

异有统计学意义（P<0.01）。
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Note: compared with Sham group, ##P<0.01; compared with MI group, *P<0.05, **P<0.01.

2.3 丹红注射液对心梗大鼠心肌凋亡相关蛋白表达的影响

结果如图 2及表 3所示，与假手术组相比，心梗模型组大

鼠左室心肌组织 Bcl-2/Bax蛋白灰度比值明显降低，而 Cleaved

caspase-3/Pro-caspase-3蛋白灰度比值明显增加，差异有统计学

意义（P<0.01）。给予不同浓度的丹红注射液治疗后，大鼠心肌

组织 Bcl-2/Bax 比值均有不同程度的增加，Cleaved cas-

pase-3/Pro-caspase-3比值则不同程度的下降，且与模型组相比，

丹红注射液中、高剂量组的差异有统计学意义（P<0.01）。

2.4 丹红注射液对心梗大鼠心肌 JAK2、STAT3表达的影响

结果如图 3及表 4所示，给予不同浓度的丹红注射液治疗

后，心梗大鼠左室心肌组织 p-JAK2及 p-STAT3的蛋白表达水

平呈不同程度的上调，且与模型组相比，丹红注射液中剂量组

和高剂量组的差异有统计学意义（P<0.05，P<0.01）。

3 讨论

心肌发生急性梗死时，心肌细胞在缺血、缺氧等因素诱导

表 1 丹红注射液对心梗大鼠心功能的影响(x± s)

Table 1 Effects of DHI on cardiac function of MI rats(x± s)

Groups n Dose/(mL·kg-1) LVEDD/(mm) LVESD/(mm) LVEF/(%) LVFS/(%)

Sham 8 - 6.43± 0.85 3.82± 0.69 79.03± 3.43 40.59± 3.27

MI 6 - 9.47± 1.33## 7.13± 1.25## 57.32± 8.01## 24.71± 4.72##

MI + L 7 0.5 8.86± 1.09 6.51± 1.12 60.33± 10.67 26.52± 6.68

MI +M 6 1 7.95± 0.92* 5.75± 0.84* 62.16± 9.52 27.67± 6.06

MI + H 8 2 7.26± 0.89** 5.07± 0.77** 65.94± 8.83* 30.17± 4.94*

图 1 丹红注射液对心梗大鼠心肌细胞凋亡的影响 (× 200)

Fig.1 Effect of DHI on cardiomyocytes apoptosisof MI rats(× 200)

Note: compared with Sham group, ##P<0.01; compared withMI group,

**P<0.01.

表 2 丹红注射液对心梗大鼠心肌细胞凋亡指数的影响(x± s, n=6-8)

Table 2 Effect of DHI on AI of cardiomyocytes in MI rats(x± s, n=6-8)

图 2 丹红注射液对心梗大鼠心肌组织凋亡蛋白表达的影响

Fig.2 Effects of DHI on apoptosis protein expression of myocardium

in MI rats

Groups Dose/(mL·kg-1) AI/(%)

Sham - 10.97± 3.21

MI - 58.42± 9.18##

MI+L 0.5 47.91± 9.01

MI+M 1 43.80± 6.02**

MI+H 2 36.45± 7.36**

2053· ·



现代生物医学进展 biomed.cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.19 NO.11 JUN.2019

图 3 丹红注射液对心梗大鼠心肌组织 p-JAK2及 p-STAT3表达的影响

Fig.3 Effects of DHI on p-JAK2and p-STAT3 expression of myocardium

in MI rats

Note: compared with MI group, *P<0.05, **P<0.01.

下可同时发生细胞坏死和凋亡。研究显示[6]在急性心梗早期，凋

亡是心肌细胞死亡的主要方式，且认为心梗面积的大小与心肌

细胞的凋亡程度有关。若早期能有效干预阻断心肌细胞凋亡，对

改善心梗后的心室功能，减轻梗死区组织的坏死具有重要意义[7]。

中医对缺血性心脏病的研究治疗历史悠久，冠心病在中医

上属“胸痹”、“真心痛”的范畴。丹参、红花是中医治疗冠心病的

常用中药，其中成药制剂丹红注射液在临床上用途广泛，疗效

确切。现代药理学研究证明，其具有增加冠脉血流，抑制血小板

凝集，改善血液循环，防止心肌缺血及血栓形成，减轻炎症反

应，抗脂质过氧化，抑制神经元凋亡的作用[8-10]，但关于其对心

肌梗死区心肌细胞凋亡的影响目前研究较少。本研究构建了大

Note: compared with Sham group, ##P<0.01; compared with MI group, **P<0.01.

表 3 丹红注射液对心梗大鼠心肌组织凋亡蛋白表达的影响(x± s, n=6-8)

Table 3 Effects of DHI on apoptosis protein expression of myocardium in MI rats (x± s, n=6-8)

Groups Dose/(mL·kg-1)
Relative protein expression

p-JAK2/JAK2 p-STAT3/JAK2

Sham - 0.29± 0.13 0.02± 0.01

MI - 0.33± 0.11 0.08± 0.05

MI+L 0.5 0.46± 0.15 0.12± 0.05

MI+M 1 0.56± 0.14* 0.31± 0.13**

MI+H 2 0.79± 0.16** 0.43± 0.17**

表 4 丹红注射液对心梗大鼠心肌组织 p-JAK2及 p-STAT3表达的影响 (x± s, n=6-8)

Table 4 Effects of DHI on p-JAK2 and p-STAT3 expression of myocardium in MI rats (x± s, n=6-8)

Groups Dose/(mL·kg-1)
Relative protein expression

Bcl-2/Bax Cleaved caspase-3/Pro-caspase-3

Sham - 5.38± 1.02 0.15± 0.06

MI - 0.43± 0.29## 0.85± 0.42##

MI+L 0.5 0.75± 0.34 0.66± 0.21

MI+M 1 2.60± 0.52** 0.35± 0.09**

MI+H 2 4.45± 0.66** 0.17± 0.08**

鼠急性心肌梗死模型，通过观察丹红注射液对心梗模型大鼠左

室心功能及心肌组织细胞凋亡水平的影响，发现丹红注射液可

显著抑制心肌细胞凋亡，改善大鼠心功能，从而发挥对缺血心

肌的保护作用。

细胞凋亡是一种受诸多凋亡基因控制的自身程序性细胞

死亡。其中 Bcl-2家族表达水平的高低与细胞凋亡的发生发展

密切相关，按 Bcl-2家族成员的结构及生物化学功能，可分为

抗凋亡和促凋亡两大类。Bcl-2家族的一个显著特征是形成同

源或异源二聚体，促凋亡和抗凋亡成员的比率决定着细胞是否

生存。其抗凋亡成员 Bcl-2、Bcl-xL及 Bcl-w均可抑制细胞死

亡。另外 Bax与 Bak是 Bcl-2家族中重要的促凋亡成员，在非

凋亡细胞中，Bax位于细胞浆或结合于胞内膜结构周围。当受

到凋亡刺激时，Bax转移至线粒体并利用其跨膜结构域插入线

粒体外膜，进而诱导细胞死亡[11-13]。因此，Bcl-2和 Bax作为正负

调控的凋亡基因，其比值对心肌细胞凋亡还是存活有着决定性

意义。

此外，半胱天冬酶家族（Caspases）也是哺乳动物细胞凋亡

的重要启动者和执行者。根据其在 Caspase级联反应上下游的

位置及功能的不同可将 Caspase家族大致分为两种类型：启动

型 Caspase和执行型 Caspase。一般 Caspase均以前体酶原的形

式存在于大多数动物的细胞中，在凋亡信号的作用下首先激活

启动型 Caspase引发级联反应，然后通过活化的执行型 Cas-

pase裂解特异性底物导致细胞凋亡。Caspase-3为执行型 Cas-

pase，是整个凋亡级联反应中的标志酶，以非活性的二聚体酶

原作为前体存在于细胞中。在凋亡发生时，存在于细胞质中的

非活性状态的 Pro-caspase-3 被剪切而产生活性，活化后的

Cleaved caspase-3可最终导致细胞凋亡[14-16]。

所以，将这些抗凋亡或促凋亡的基因，或在细胞凋亡信号
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传导途径中起重要调控作用的蛋白作为心血管疾病治疗的靶

点，来调控细胞凋亡具有很好的开发前景和应用价值。我们的

实验发现心梗大鼠心肌组织 Bcl-2/Bax 的比值明显降低，而

Cleaved caspase-3/Pro-caspase-3的比值增加，给予丹红注射液

治疗后能显著上调梗死心肌 Bcl-2 的表达，抑制 Bax 及

Cleaved caspase-3的表达，进一步提示丹红注射液可干预调控

凋亡相关基因，发挥抗缺血心肌细胞凋亡作用。

JAK2/STAT3是一条重要的细胞内信号转导通路，在细胞

应激，调节免疫、增殖、凋亡、炎症及肿瘤等方面发挥着重要的

作用。STAT3是 JAK2的靶蛋白，正常状态下一般位于细胞质

内，当出现缺血缺氧等信号刺激时，位于细胞膜表面 JAK2被

磷酸化激活，信号经 JAK2/STAT3通路传导，进而激活位于胞

质的 STAT3，形成同 /异二聚体，然后转入细胞核内，结合靶基

因启动子，诱导目标基因的转录，从而发挥多种生物学效应。所

以当组织中 p-JAK2、p-STAT3的表达增加，可知有JAK2/STAT3

信号通路的存在且被激活[17]。在心肌组织中，JAK2/STAT3信号

通路与心肌的保护作用密切相关。有研究表明，JAK2/STAT3

信号通路的激活可抑制心肌细胞凋亡的发生[18,19]。Hattori等[20]

报道，激活 JAK2/STAT3信号通路可明显增加 Bcl-2的表达，

减少 Bax和 Caspase-3的表达，从而减小心肌梗死面积，抑制

心肌细胞凋亡，改善缺血心脏的收缩功能。给予 JAK2特异性

阻断剂AG490，则能取消该通路的心肌保护作用。Boengler等[21]

研究发现，STAT3在线粒体中也有分布，可减少心肌缺血再灌

注损伤时线粒体膜通透性转换孔（mitochondrialpermeability-

transitionpore, mPTP）的开放，从而抑制凋亡。这些研究皆提示

JAK2/STAT3信号通路在抑制心肌细胞凋亡保护心肌缺血中

起着重要作用。我们采用 Western blot 方法，对大鼠心脏中

p-JAK2和 p-STAT3的表达进行了定量研究，发现丹红注射液

可显著上调心梗大鼠心肌组织中 JAK2/STAT3的磷酸化水平

且呈剂量依赖性。

综上所述，丹红注射液具有明显的抗心肌缺血作用，可显

著改善心梗大鼠心功能，减轻心肌细胞凋亡，其机制可能与调

节凋亡相关基因 Bcl-2、Bax 和 caspase-3 的表达水平并激活

JAK2/STAT3信号转导通路有关。心肌细胞凋亡对许多心脏病

理现象而言是一个关键性因素，抑制心肌细胞凋亡具有巨大的

治疗潜力，本研究为临床应用丹红注射液治疗急性心肌梗死补

充了新的实验依据。但也存在一些不足之处，关于丹红注射液

是否一定通过激活 JAK2/STAT3信号通路来抑制心肌细胞凋

亡的证据尚不充分，有待采用基因敲除或过表达技术进一步研

究确证。
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