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黄檀素对心肌缺血 /再灌注损伤的治疗作用及机制研究 *
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摘要 目的：探讨黄檀素（DAL）对小鼠心肌缺血 /再灌注（MI/R）损伤心肌的治疗作用及其作用机制。方法：选择成年雄性 C57

BL/6J小鼠随机分为假手术组（Sham）、模型组（MI/R）、地尔硫组（Diltiazem）和 DAL低、中、高剂量组（10、30、90 mg/kg/d），每组 10

只。结扎小鼠冠状动脉左前降支（LAD），缺血 30 min，再灌注 1 h建立小鼠MI/R损伤模型。术后第 1天起，Sham组、MI/R组小鼠

均灌胃等体积生理盐水，Diltiazem组、DAL各剂量组小鼠灌胃相应药液，每日 1次，连续 7 d。给药结束后检测小鼠血清中肌酸激

酶同工酶（CK-MB）、乳酸脱氢酶（LDH）活性及肿瘤坏死因 -琢（TNF-琢）、白细胞介素 -6（IL-6）含量；检测小鼠心肌组织中超氧化歧

化酶（SOD）活性和丙二醛（MDA）含量；苏木精 -伊红染色（HE）检测心肌损伤病理形态；Western Blot检测心肌组织中 Akt和

P-Akt的蛋白水平表达变化；超声检测左室舒张末内径（ESD）、左室舒张末容积（EDV）、射血分数（EF）和短轴缩短率（FS）。结果：

DAL可以减轻小鼠血清中 CK-MB、LDH活性及 TNF-琢、IL-6含量；升高小鼠心肌组织中 SOD活性，减少 MDA生成；增加 p-Akt

的蛋白水平表达，减轻心肌组织病理损伤，改善心脏功能。结论：DAL可以通过增加 Akt磷酸化促进心肌细胞存活，减轻心肌组织

病理损伤，进而抑制小鼠MI/R损伤，改善心脏功能，最终发挥心肌治疗作用。
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Study on the Therapeutic Effect and Mechanism of Dalbergin
on Myocardial Ischemia/Reperfusion Injury*

To explore the therapeutic effect of Dalbergin (DAL) on myocardial ischemia/reperfusion (MI/R) injury in

mice and its mechanism. Adult male C57 BL/6J mice were randomly divided into sham operation group, model group, dilti-

azem group, DAL low, medium, and high dose groups (10, 30, 90 mg/kg/d), with 10 mice in each group. The mouse left anterior de-

scending coronary artery (LAD) was ligated, ischemia for 30 minutes, and reperfusion for 1 hour to establish a mouse MI/R injury model.

From the first day after the operation, mice in the sham operation group and model group were intragastrically administered with equal

volume of normal saline, and mice in each dose group of DAL were intragastrically administered with the corresponding liquid once a

day for 7 consecutive days. After the administration, the creatine kinase isoenzyme(CK-MB), lactate dehydrogenase (LDH), tumor necro-

sis factor-琢 (TNF-琢) and interleukin-6 (IL-6) in the serum of mice were detected; The superoxide dismutase (SOD) activity and malondi-

aldehyde (MDA) content in mouse myocardial tissue were detection; The myocardial injury pathology were detected by hema-

toxylin-eosin (HE) staining; Western Blot detection of Akt and P -Akt in myocardial tissue protein level expression changes; Ultrasound

detection of left ventricular end diastolic diameter (ESD), left ventricular end diastolic volume (EDV), ejection fraction (EF) and short ax-

is shortening rate (FS). DAL can reduce the activity of CK-MB and LDH and the content of TNF-琢 and IL-6 in the serum of

mice, increase the activity of SOD in mouse myocardial tissue and reduce the production of MDA (P<0.01 or P<0.05), increase the ex-
pression of p-Akt protein, reduce pathological damage of myocardial tissue, and improve cardiac function. DAL can pro-

mote myocardial cell survival by increasing Akt phosphorylation, reduce myocardial tissue pathological damage, inhibit MI/R damage in

mice, improve cardiac function and ultimately play a role in myocardial therapy.
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前言

缺血性心脏病（Ischemic heart disease, IHD）是导致人类死

亡的主要原因之一，据世界卫生组织报道，截至 2013年，全球

死亡人数已上升至 810万人[1]，其也成为中国居民死亡率增长

最快的疾病[2]。急性心肌梗死发生时，溶栓治疗或经皮冠状动脉

介入治疗是目前临床上减少心肌梗死面积最为有效的手段，但

随之而来的心肌缺血 /再灌注（Myocardial ischemia/reperfusion,

MI/R）损伤在改善心肌供血的同时又加重了单纯心肌缺血所造

成的损伤并导致左心室重塑，这也是急性心肌梗死后频繁发生

心力衰竭和急性心肌梗死后死亡率接近 10%的最关键原因[3]。

故寻找有效且安全的治疗方案去预防和处理MI/R损伤的发生

是治疗 IHD的重要手段[4]，探讨MI/R损伤的发病机制，寻找潜

在的作用靶点和作用药物，是当前亟待解决的一个重要问题。

传统中药治疗心血管疾病有悠久历史和较好疗效，应用中

药防治MI/R损伤及其作用机制研究是近年来心血管疾病研究

领域的热点之一。降香（Dalbergia Odorifera, DO）又名降真香、

名紫藤等，是我国最常见的珍贵红木品种。其 "入血分而降气，

治怒气而止血，消肿毒，治肋痛，故内服能行血破滞 "，故常用治

疗瘀血痹阻心脉的胸痹刺痛和气滞血瘀所致的胸肋疼痛。大量

研究表明，降香具有抗血栓，改善由异丙肾上腺素诱发的急性

心肌缺血[5]；改善心肌毛细血管生成，改善心肌梗死预后的心室

重构等作用[6]。黄檀素（Dalbergin, DAL）是降香中黄酮类的化合

物成分之一，研究表明，降香水提物黄酮类成分具有较强的抗

氧化、抗炎及松弛血管等作用[7]。因此，本文旨在探讨 DAL治疗

小鼠MI/R损伤的潜在作用机制，为临床上使用中药单体治疗

MI/R损伤提供初步实验依据。

1 材料与方法

1.1 药物和试剂

黄檀素（DAL）购自中国药品生物制品检定所（批号：

110817）；肌酸激酶同工酶（Creatine kinase-MB, CK-MB）、乳酸

脱氢酶（Lactate dehydrogenase, LDH）、肿瘤坏死因 -琢（Tumor
necrosis factor, TNF-琢）、白细胞介素 -6（Interleukin-6, IL-6）、超

氧化歧化酶（Superoxide dismutase, SOD）和丙二醛（Malondi-

aldehyde, MDA）均购自上海西唐生物科技有限公司；鼠抗 Akt、

p-Akt和茁-actin多克隆抗体购自美国 Cell Signaling Technolo-

gies公司；蛋白提取试剂盒、BCA蛋白定量试剂盒购自南京建

成生物工程公司；化学发光液和聚偏氟乙烯（poly vinylidene

fluoride, PVDF）膜购自密理博中国有限公司；伊红染料购自武

汉博士德生物工程有限公司。

1.2 仪器

超声诊断仪（美国 GE公司）；酶标仪（美国 Thermo Fisher

公司）；石蜡切片机（德国 Zeiss公司）；电泳仪、转移槽、化学发

光成像系统（美国 Bio-RAD司）；光学显微镜、-80℃冰箱（美国

Thermo公司）；4℃冰箱（青岛海尔股份有限公司）；紫外 -可见

分光光度计（北京普析通用仪器有限责任公司）；小动物呼吸机

（成都泰盟科技有限公司）。

1.3 实验动物

C57BL/6J雄性小鼠 60只，空军军医大学实验动物中心提

供，体重 23.0± 2.0 g，年龄 8± 0.5周：分组饲养，严格控制环境

温湿度、光照。生产许可证号：SCXK-(军)-2019-009。实验动物

的使用符合空军军医大学动物实验使用规范，同时参照了国家

卫生研究院（National Institutes of Health，NIH）动物实验指南。

1.4 小鼠分组及MI/R损伤模型建立

采用随机数字表法将 60 只 C57 BL/6J 小鼠随机分为 6

组：假手术组（Sham）、模型组（MI/R）、地尔硫卓组（Diltiazem,

16 mg/kg/d）和 DAL低剂量组（DAL low-dose, 10 mg/kg/d）、

DAL中剂量组（DAL medial-dose, 30 mg/kg/d）、DAL高剂量组

（DAL high-dose, 90 mg/kg/d）组，每组 10只。给药剂量按照预

实验结果而定，分别于造模后灌胃给药 1次，连续 7 d，Sham组

和MI/R组小鼠灌胃等量生理盐水。

小鼠称重后，采用 1%戊巴比妥（0.15 mL/25 g）腹腔注射麻

醉后，仰卧位固定于鼠板，气管插管并连接于小动物呼吸机，设

置呼吸机频率为 150次 /min；潮气量为 2.2 mL；吸呼比为 1:2。

小鼠四肢连接心电监护仪，75%酒精消毒胸骨左缘，分肌肉，断

第 3~5肋骨，打开胸腔，挑起心包，暴露心脏，在体式显微镜以

冠状动脉左前降支（Left anterior descending，LAD）为标志，采用

6-0带线缝合针在左心耳下方 1-2 mm处进针，观察到心电图

ST段持续弓背抬高，确定心肌缺血成功，稳定结扎 30 min后松

脱结扎线再灌注 3 h，Sham组在没有冠状动脉结扎的情况下接

受了胸廓切开术和心脏暴露。再灌注结束后收集心脏和血液，

进行相关指标检测。

1.5 生化指标检测

于小鼠模型结束后收集小鼠动脉血液和心肌组织，室温静

置 30 min，以 3000 rpm于 4℃离心 15 min后，取上清分装置于

-80℃备用；心脏取心尖组织，用生理盐水制成 10%的心肌匀

浆，离心后取上清。根据 CK-MB、LDH、TNF-琢、IL-6、SOD和
MDA试剂盒说明书进行检测。

1.6 病理学检测

1%戊巴比妥腹腔注射麻醉后摘除小鼠心脏，将心脏组织

置于 4%多聚甲醛中固定 24 h；应用不同浓度乙醇（80%、90%、

95%、100%）溶液对心肌组织做脱水处理之后浸入石蜡包埋并

切 5 滋m的厚度，苏木精 -伊红染色（Hematoxylin-eosin staining,

HE）检测心肌损伤病理形态，光学显微镜下观察并拍照记录。

1.7 组织蛋白提取

用预冷的 PBS洗涤组织匀浆三次，配置裂解液：1 mL RI-

PA裂解液中加入 10 滋L浓度为 100 mM的蛋白酶抑制剂和磷

酸酶抑制剂，混匀后冰上保存数分钟待用。向组织中加入 100

滋L裂解液，于冰上静置约 15 min后将液体转移至 1.5 mL离心

管中，静置 10 min 使组织充分裂解。之后于 4 ℃离心机中

12000 rpm离心 20 min，转移上清液至另一个 1.5 mL离心管

中，即为蛋白原液。取 10 滋L上清采用 BCA法测蛋白浓度，其

余上清液分装转移到 1.5 mL离心管中放于 -70℃保存，避免反

复冻融。

1.8 免疫印迹分析

将制备好的蛋白样本在 SDS-PAGE上等量进行电泳，后

将凝胶蛋白半湿法转移到聚偏氟乙烯（Poly vinylidene fluoride,

PVDF）膜上，用 5%的脱脂奶粉在 37℃下封闭 30 min，PVDF膜

经纯化水洗净、滤纸吸干、一抗体孵育过夜后 TBST漂洗 4次，
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每次 6 min，再经稀释好的二抗在 37 ℃下孵育 30 min，再次

TBST漂洗 4次，每次 6 min。最后用 ECL化学试剂发光显影，

定影，拍照。

1.9 心脏功能检测

将小鼠提前胸部脱毛，经异氟烷和氧气混合麻醉后，小鼠

置于恒温台上，固定四肢，记录小鼠心电、呼吸灯生理参数。当

心率维持在 400-500次 /min，调整超声探头，以获得较清晰图

像，然后于左室乳头肌水平测得左室舒张末内径（End-systolic

dimension, ESD）、左室舒张末容积 （Enddiastolic volume,

EDV）、射血分数（Ejection fraction, EF）和短轴缩短率（Fraction-

al shortening, FS），至少连续检测六个心动周期，分析三个心动

周期的相关指数并取平均值作为最终的检测结果。

1.10 数据处理

数据表示为平均值± 标准差（mean± SD），所有计算均使

用 GraphPad Prism 7.0版进行分析。两组比较用 t检验，三组或

三组以上比较使用单因素方差分析（One Way ANOVA），对于

研究组之间的统计学比较差异，进行 Bonferroni事后检验校

正。以 P<0.05认定差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 各组心肌酶活性检测结果

心脏因MI/R损伤后，细胞内的 CK-MB、LDH因细胞膜通

透性的增高而大量释放到血液中，可以作为临床和实验辅助诊

断的敏感指标。与 Sham组相比，MI/R组血清中 LDH、CK-MB

水平明显升高（P<0.01）；与 MI/R组相比，Diltiazem组和 DAL

低、中、高剂量组可降低小鼠血清中的 CK-MB、LDH水平（P<0.
05，P<0.01），且具有统计学意义，详见表 1。

Note: vs. sham group, **P<0.01; vs. model group, #P<0.05, ##P<0.01.

表 1 DAL对小鼠MI/R损伤后血清 CK-MB、LDH的影响（mean± SD，n=10）

Table 1 Effect of DAL on serum CK-MB and LDH in MI/R mice（mean± SD, n=10）

Groups CK-MB LDH

Sham 110± 2.12 210± 1.34

MI/R 456± 2.19** 869± 1.30**

Diltiazem 310± 2.10## 354± 1.05##

DAL low-dose 403± 2.10# 603± 1.45

DAL medial-dose 359± 2.19## 540± 1.56#

DAL high-dose 320± 2.13## 389± 1.45##

2.2 各组生化指标检测结果

与 Sham组相比，MI/R组小鼠血清 TNF-琢、IL-6含量显著
升高（P<0.01），心肌组织 SOD含量显著降低（P<0.01），心肌组
织MDA含量显著升高（P<0.01）；与 MI/R组比较，Diltiazem组

和 DAL低、中、高剂量组可降低小鼠血清中的 TNF-琢、IL-6含
量（P<0.05，P<0.01），且具有统计学意义，心肌组织 SOD含量

升高，心肌组织MDA含量显著降低（P<0.05，P<0.01），详见表2。

Note: vs. sham group, **P<0.01; vs. model group, #P<0.05, ##P<0.01.

表 2 DAL对小鼠MI/R损伤后 TNF-琢、IL-6、SOD、MDA的影响（mean± SD，n=10）

Table 2 Effect of DAL on TNF-琢, IL-6, SOD and MDA in MI/R mice（mean± SD, n=10）

Groups TNF-琢 IL-6 SOD MDA

Sham 22± 1.12 23± 1.30 269± 2.40 2.3± 0.30

MI/R 56± 1.19** 89± 1.30** 169± 2.30** 9.8± 0.30**

Diltiazem 31± 1.10## 35± 1.00## 235± 1.10## 4.8± 1.00##

DAL low-dose 48± 1.10# 60± 1.00 180± 1.00 6.8± 1.00

DAL medial-dose 40± 1.19## 54± 1.56# 200± 1.56# 5.9± 1.06#

DAL high-dose 36± 1.13## 44± 1.40## 224± 1.40## 5.5± 1.40##

2.3 各组心肌组织病理形态检测结果

Sham组心肌组织的结构完整，纹理清晰，心肌纤维排列规

则，无明显细胞肿胀断裂，核内物质分布均匀，未见炎症细胞浸

润，无明显病理改变；而 MI/R组心肌呈局部坏死，心肌组织出

现断层，纹理模糊，心肌纤维走形紊乱，间质重度肿胀，并伴有

大量炎性细胞浸润；Diltiazem组和 DAL高剂量组心肌细胞纹

理清晰，分布有序，未见肿胀，少见炎性细胞浸润。综上所述，

DAL可以改善小鼠梗死区的心肌组织病理损伤，见图 1。

2.4 各组心肌组织蛋白检测结果

Western blot实验检测心肌组织蛋白 Akt和 P-Akt的信号

通路。与 Sham组相比，MI/R组显著降低 P-Akt蛋白水平的活

性；与 MI/R 组相比，Diltiazem 组和 DAL 高剂量组可上调

P-Akt表达，详见图 2。
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图 3 DAL对小鼠MI/R后心脏功能的影响

Fig.3 DAL improved cardiac functional in mice post-MI/R. Typical images of echocardiogram and parameters of heart function (EF, FS, ESD, EDV)

assessed by echocardiography. Values are represented as mean± SD, n=8/group. #P<0.05, ##P<0.01 vs. Sham, *P<0.05, **P<0.01 vs. MI/R.

2.5 各组超声心动图检测结果

通过超声心动图检测小鼠MI/R后心脏功能，与 Sham组

相比，MI/R组 EF和 FS显著降低，EDV和 ESD显著增加，可

见心肌缺血引起小鼠左室收缩、舒张功能减弱、心功能紊乱；与

MI/R组相比，Diltiazem组和 DAL高剂量组小鼠左室心功能不

同程度得到改善，详见图 3。

3 讨论

伴随着冠脉内溶栓、冠脉搭桥手术和经皮冠状动脉介入等

手段在临床治疗缺血性心脏病的广泛应用，而继之出现的

MI/R损伤又成为患者治疗后心脏功能恢复障碍的主要原因。

部分患者冠脉再通成功后，心肌由于遭受缺氧与缺血损失，在

恢复血液灌注期间，受损的心肌不但不能恢复，反而发生严重

图 1 DAL high-dose对小鼠MI/R后心肌组织病理形态的影响（HE染色，× 200）

Fig.1 Effect of DAL on myocardial pathological morphology in MI/R of mice. Representative photomicrographs of mice cardiac sections stained with

hematoxylin and eosin (H&E× 200 magnification). n=2/group. Scale bar: 100 滋m.

图 2 DAL对 P-Akt蛋白表达的影响

Fig.2 The effect of DAL on the expression of P-Akt protein. Akt and

P-Akt protein expressions were measured by western blot analysis. 茁-actin
was used as a loading control. The protein signals were quantitated by

densitometry, and the graph shows their relative levels. Values are

represented as mean± SD from 3 independent experiments. ##P<0.01 vs.
Sham, **P<0.05 vs. MI/R.

损伤甚至是不可逆的损伤[8,9]，并出现进行性心脏功能下降，同

时病理报告结果显示心肌组织出现细胞肿胀以及炎症细胞浸

润、肌纤维挛缩、断裂等病理变化，即 MI/R损伤[10]。目前，临床

上对 MI/R损伤的防治措施主要是尽快消除心肌缺血的原因，

并及时有效地进行低压、低流和低温再灌注，防止心肌由可逆

性损伤发展为不可逆性损伤。但MI/R损伤的病理生理过程复

杂，其发生机制尚未完全阐明，但有大量文献显示MI/R的发生

可能与细胞内活性氧的大量产生、中心粒细胞浸润、能量代谢

障碍、心肌细胞凋亡等因素密切相关，并涉及多种与细胞存活，

损伤修复和细胞因子释放有关的分子机制和信号通路 [11]。因

1411窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.8 APR.2021

此，探讨MI/R损失的病理机制，寻找有效的干预靶点和作用药

物是治疗MI/R损伤的关键所在[12]。应用中药防治MI/R损伤及

其作用机制研究是近年来心血管疾病研究领域的热点之一。现

代药理学研究认为[13,14]，传统中药在治疗 MI/R损伤时具有降低

血液粘度，抗氧化、抑制炎症损伤、减少心肌细胞凋亡、促进血

管新生和抑制钙超载等途径，发挥心肌保护作用。DAL是从我

国传统具有止血化瘀，理气止痛作用的中药 --降香中提取的主

要的黄酮类化合物，具有抗凝血作用，可以明显提高冠脉流量、

轻度增加心跳振幅、降低心率、改善心律不齐等确切疗效[15]。

本研究建立的小鼠MI/R损伤模型，监测心电图表现为 ST

段抬高，心率异常，T波倒置或 Q波异常，并且肉眼可见心肌左

室前壁局部呈现苍白，提示模型建立成功[16]。研究表明，当心肌

细胞膜的完整性遭到破坏后，细胞的通透性增加，胞内多种心

肌酶会释放入血液中，其含量和消除时间不同，因此检测多种

心肌酶能提供更全面的诊断信息，从而影响临床诊断和治疗心

血管疾病[17]。此外，LAD动脉堵塞使 CK-MB和 LDH等心肌酶

水平明显升高[18]，所以，目前临床上将血清中 CK-MB和 LDH

含量升高诊断为心肌缺血或心肌梗死的早期症状[19]。本研究结

果表明，与 Sham组相比，MI/R组小鼠发生了一定程度的心肌

损伤，血清 CK-MB、LDH水平明显升高，与MI/R组相比，DAL

低、中、高剂量组可以显著降低小鼠 CK-MB、LDH水平。除此

之外，在小鼠 MI/R损伤模型中，当心肌处于氧化应激时，直接

可以引起脂质过氧化，间接激活促缺血和促凋亡的途径[20]。释

放入血清中 TNF-琢和 IL-6含量的增加均也可导致心肌细胞凋

亡和心脏功能异常；SOD是保护心肌过氧化的抗氧化剂之一，

维持机体氧化和抗氧化平衡，其活力的高低间接反映机体抗氧

化能力的强弱[21]，心肌缺血时，活性氧的大量释放也使血液和

组织中 SOD含量减少，加重心肌细胞的损伤[22]；MDA为脂质

过氧化终产物，其水平不仅反应脂质过氧化速率和程度，还反

应细胞损伤程度[23]。实验结果显示，与 Sham组相比，MI/R组小

鼠血清 TNF-琢、IL-6含量显著升高，心肌组织 SOD含量显著降

低，MDA含量升高；而与 MI/R组比较，DAL低、中、高剂量组

可降低小鼠血清中的 TNF-琢、IL-6含量，升高心肌组织 SOD含

量，显著降低MDA含量。DAL可改善心肌缺血损伤，发挥心肌

保护作用。

心肌缺血能引起心肌组织超显微结构改变，可直观反映药

物治疗MI/R损伤的有效性。本研究通过 HE染色观察心肌组

织形态变化，与MI/R组相比，DAL高剂量组能明显改善小鼠心

肌缺血病理损伤，减轻心肌坏死程度进而保护心肌细胞。

Akt信号通路是生物体内信号转导的重要途径之一，参与

调节细胞增殖、细胞存活和周期、葡萄糖代谢、蛋白质合成、分

化和凋亡等一系列重要生命活动。Akt信号通路通过其在心脏

生长，血管生成和肥大中的作用，也是代谢性疾病和心血管系

统疾病的关键参与者[24]，通过激活 Akt信号通路可以调节脂质

代谢、减轻炎症反应、缓解心肌纤维化和保护心肌细胞[25]。研究

表明，在细胞实验中，通过腺病毒转入活性 Akt基因后，可以明

显地减少在缺氧缺血环境下的心肌细胞凋亡 [26]；在动物实验

中，转染大鼠心肌组织中腺病毒介导的 Akt基因，可以明显减

轻MI/R损伤后心肌梗死面积[27]。作为通路中心环节的 Akt，通

过调控下游的多种效应分子和靶点对保护器官的MI/R中发挥

重要作用。可见，Akt信号通路的激活可以减轻心肌细胞凋亡，

进而缓解心肌缺血损伤，改善心脏功能。本研究通过Western

blot检测心肌组织蛋白 Akt和 P-Akt的信号分子，DAL高剂量

组可明显上调 P-Akt表达。

超声心动图是一种无创、准确度高的检查方法，在临床诊

断冠心病中发挥着重要的作用。心脏功能正常状态下，心脏有

节奏的舒张和收缩，一旦心肌受到损伤，心脏的舒张和收缩功

能受限，则可引起运动异常。本研究超声心动图结果显示，与

Sham组比较，MI/R组小鼠左室张力减退，收缩减弱，提示左室

运动减弱。DAL治疗后，EF和 FS值显著升高，EDV和 ESD水

平降低，表明 DAL能调节心脏舒张和收缩功能，改善心脏功能

异常。

综上所述，本研究证实 DAL可以通过增加 Akt磷酸化促

进心肌细胞存活，减轻心肌组织病理损伤，进而抑制小鼠 MI/R

损伤，改善心脏功能，最终发挥心肌治疗作用。这些结果提示

DAL可能是 MI/R损伤治疗的潜在靶向作用药物之一，也为

DAL临床治疗心肌损伤提供新的理论依据。
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