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摘要 目的：观察罗布麻叶提取物（apocynum venetum leaf extract AVLE）预处理对心肌缺血再灌注（MI/R）损伤的影响。方法：采用
SD大鼠 MI/R模型，随机分为 sham（假手术）组、MI/R组、AVLE预处理 +MI/R组，检测血流动力学，采用氯化三苯基四氮唑和伊

文思蓝双染法检测心梗面积、以血浆肌酸激酶（CK）和乳酸脱氢酶（LDH）活性检测心肌损伤情况、以超氧化物、丙二醛（MAD）和

超氧化物歧化酶（SOD）含量检测心肌氧化应激以及Western blot方法检测 gp91phox的表达。结果：与 MI/R组相比，AVLE预处理

组左室压上升、下降最大速率（± LVdp/dt max）升高（P＜ 0.05），心肌梗死面积减少，两组分别为 41.5± 4.5%和 32.0± 3.5%（P＜

0.05），血浆 CK和 LDH活性分别降低到 1653± 62 U/L和 2461± 152 U/L（P＜ 0.05），减少了心肌组织超氧化物的含量（P＜ 0.05）。
AVLE治疗显着降低 gp91phox的表达（P＜ 0.05），使 SOD活性增加（P＜ 0.05），MDA水平显著降低（P＜ 0.05）。结论：AVLE通过抑
制 I/R心肌的氧化应激发挥心脏保护作用。
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Apocynum Venetum Attenuates Myocardial
Ischemia/reperfusion Injury via Inhibiting Oxidative Stress*

To observe the effects of AVLE preconditioning on myocardial ischemia/reperfusion (MI/R) injury.

Male Sprague-Dawley rats were divided into 3 groups randomly: sham, ischemia reperfusion and AVLE preconditioned group.

The model of myocardial I/R injury in vivo was made by ligating the left anterior descending artery for 30 min followed by 4 h of
reperfusion in SD rats. The hemodynamics were measured. The myocardial infarct size was measured by Evans blue and

2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining. The level of hyperoxide superoxide, malondialdehyde (MDA) and plasma creatine

kinase (CK) were measured. The activities of antioxidant enzyme superoxide dismutase (SOD) and lactate dehydrogenase (LDH) were

detected. The gp91phox were determined by Western Blot. Compared with I/R group, the left ventricular ± dp/dtmax in AVLE

preconditioned rats was increased (P<0.05). The percentage of area of necrosis was reduced (32.0± 3.5% vs. 41.5± 4.5%, P<0.05). The

plasma CK and LDH levels were decreased to 1653± 62 U/L and 2461± 152 U/L (P<0.05 vs. MI/R group). AVLE preconditioning

decreased superoxide accumulation (P<0.05 vs. MI/R group). AVLE treatment markedly decreased gp91phox expression (P<0.05 vs. MI/R
group). The activity of SOD was increased (P<0.05 vs. MI/R group). The level of MDA was decreased (P<0.05 vs. MI/R group).

AVLE alleviates I/R injury in myocardium by inhibition of excessive ERS.

Apocynum venetum; Oxidative stress; Myocardial ischemia/reperfusion injury

前言

缺血心肌再灌注可以防止细胞凋亡和坏死。但是大量的研

究表明，再灌注本身可以加重和加速缺血心肌的损伤。尽管对

心肌缺血再灌注（MI/R）损伤已经进行了深入的研究，但治疗对
策还是很有限。到目前为止，仍未找到有效的、常规的和普遍被
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图 1 罗布麻叶提取物（AVLE）预处理增强大鼠心肌缺血 /
再灌注心脏功能

Fig. 1 Apocynum venetum leaf extract (AVLE) preconditioning increased
cardiac function in rats subjected to myocardial ischemia/reperfusion
Note: Data are expressed asSD, n = 8.** P<0.01 compared with group

Sham, #P<0.05 compared with group MI/R.

接受的方法。罗布麻生长在中国的中部和西北部地区，长期以

来被作为中国的传统中药[1]。有报道，罗布麻叶提取物（AVLE）
具有降低胆固醇，抗高血压，抗低密度脂蛋白氧化，及抗脂质过

氧化作用以及抑制胱天蛋白酶和抗焦虑的作用[2-6]。此外，最新

的研究结果表明，AVLE可防止氧和葡萄糖缺乏（OGD）诱导的
大鼠大脑皮层神经元凋亡[7]。这个结果提示，AVLE可能对缺血
性中风具有治疗意义。然而迄今为止，AVLE对大鼠心肌缺血
再灌注损伤的作用还不甚清楚。因此，本研究旨在探讨 AVLE
是否对 MI/R损伤具有心肌保护作用。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 实验动物与试剂 健康 6周龄雄性 SD大鼠 50只,体重
200-220 g，由第四军医大学动物中心提供。抗 gp91phox兔来源多

克隆抗体，购自北京博奥森生物技术有限公司。从干的叶子获

得罗布麻叶提取物。罗布麻叶子 100 g浸泡于含水乙醇 1 h
（70%，v/v，60 mL），两次，将乙醇提取物蒸发至干。取 13.5 g提
取物溶解于热水 200 mL中，用硫酸将 pH值调整为 3.0后过
滤。将经过 Diaion HP20层析柱的滤过液用 200 mL超净水和
200 mL含水乙醇（70%，v/v）洗脱。收集含水乙醇，蒸发至干，得
到 AVLE 4.2 g。
1.1.2 实验分组和动物模型的复制 6 周龄雄性 SD 大鼠 50
只，体重 200-220 g，适应性饲养 2周之后，将大鼠随机分为三
个实验组：假手术组、心肌缺血再灌注（MI/R）组、AVLE预处理
+MI/R组。根据文献[7,8]，AVLE预处理 +MI/R组给予均匀溶解
于水中的 AVLE [500 mg/ (kg·d)]，每日 1次，共 1周后建立
MI/R模型；MI/R组给予蒸馏水灌胃，每日 1次，共 1周后建立
MI/R模型。大鼠禁食过夜，予以 2%戊巴比妥钠腹膜内注射麻
醉（60 mg/kg），按参考文献[9]建立心肌缺血模型：大鼠麻醉后，

仰卧于实验台上，紧贴胸骨左缘开胸，切断左侧 2、3、4肋软骨，
剪开心包，在左心耳下缘与肺动脉圆锥间可见冠脉左前降支起

始部，用 6-0号丝线在此处穿线备用，进针深度约 0.1 cm，宽度
为 0.1-0.2 cm。除 sham组外，其余各组以橡皮筋垫底，双线结扎
冠脉左前降支，以心电图 S-T段明显上抬、T波高耸、结扎线以
下心肌颜色变暗和收缩减弱为心肌缺血标志，30 min后松开结
扎线，恢复血流 4 h；按参考文献[10]方法，分离左侧股静脉和右

侧颈总动脉。左侧股静脉插管用于药物的注射，右侧颈总动脉

插管至左心室内，记录左心室内压（LVSP）和左心室内压最大
变化速率（± LV dp/dt max），并同步记录肢体 II导联心电图；实
验过程中，每 30 min记录一次 LVSP，± LV dp/dt max和心电图。

所有大鼠均在完成再灌注 4 h后迅速处死。
1.2 方法
1.2.1 氯化三苯基四氮唑（TTC)和伊文思蓝双染法检测心梗面
积 参考文献[11]方法实验结束后，原位结扎左冠状动脉前降

支，经主动脉逆行灌注 1%伊文思蓝 2 mL，将非缺血区蓝染，显
示出缺血区心肌。取出心脏，去除左右心房，置于 -20 ℃冷冻
20 min，垂直其长轴横切为 5片厚约 2 mm的心肌片，按顺序置
人 2% TTC磷酸缓冲液中，避光 37 ℃孵育 10 min，此时梗死区
为灰白色，即坏死面积（area of necrosis，AN）；缺血非梗死区呈
砖红色，缺血区面积（area at risk，AAR）为灰白区与砖红色区之
和，正常区为蓝色。扫描仪扫描成像，以 Image-Pro Plus图像分
析软件（Version 4.1）分别计算各部分面积，缺血心肌用 AAR
与左心室（left ventricle，LV）面积之比表示，梗死范围以 AN与
AAR之比表示。

1.2.2 血浆肌酸激酶（CK）和乳酸脱氢酶（LDH）活性的测定
参考文献 [12,13]方法，再灌注末期，采血 1 mL；置于抗凝试管中，
高速离心后用分光光度计以酶偶联法检测肌酸激酶（CK）、乳
酸脱氢酶（LDH）含量。
1.2.3 心肌组织超氧化物定量 根据文献[14]，通过 LEC法测定
心肌组织产生的超氧化物，并用 RLU/(mg·s)表示。
1.2.4 Western Blot测定心肌组织中抗 gp91phox的表达 参考

文献 [15] 方法，组织匀浆，BCA法蛋白定量，蛋白制样，配制
SDS-PAGE凝胶，通过电泳将蛋白质样品 (含蛋白 150 滋g)在
SDS-PAGE上进行分离。转膜、封闭，加入抗 gp91phox多克隆抗

体（1:500），加二抗杂交、化学发光显色，茁-肌动蛋白作为内参
对照。采用 Image-Pro Plus（Version 4.1）软件分析蛋白条带的积
分吸光度值（integrated absorbance，IA=A× 面积），以靶蛋白 IA
值 /茁-肌动蛋白 IA值的比值反映靶蛋白水平。
1.2.5 心肌组织丙二醛（MAD）和超氧化物歧化酶（SOD）的测
定 参考文献[16,17]方法，摘取心脏，生理盐水漂洗后拭干，并取

部分心肌组织按 1：9加入预冷的生理盐水，以 3500 r·min-1 4
℃离心 15 min，上清即为 10%心肌组织匀浆液，参照试剂盒说
明书测定 SOD活性和MDA含量。
1.3 统计学分析

数据采用 SPSS 5.0统计学软件进行分析。计量资料以表
示。两组间比较用 Student-t 检验进行分析，多组间比较用
One-Way ANOVA分析。以 P＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 罗布麻叶提取物缓解MI/R引起的心脏功能不全
图 1中，再灌注后 4 h，MI/R组大鼠左心室收缩压（LVSP）

和左室压上升、下降最大速率（± LV dp/dt max）降低和左室舒张

末期压（LVEDP）升高；AVLE预处理虽然没有改变心肌 I/R大
鼠的 LVSP和 LVEDP，但显著改善± LVdp/dt max（P＜ 0.05），表
明 AVLE预处理显着增强 MI/R心脏的功能。
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2.2 罗布麻叶提取物减轻心肌 I/R诱导的心肌损伤
缺血 30 min再灌注 4 h导致梗死面积增加，证明其可造成

心肌损伤（图 2A）。与 MI/R组相比，AVLE预处理可显著减少
心肌梗死面积（AVLE 预处理组为 32.0± 3.5%，心肌 I/R 组为
41.5± 4.5%，P＜ 0.05）。检测血浆 LDH和 CK活性，以评估大鼠
心肌 I/R的心肌坏死。在 MI/R组，大鼠血浆 CK和 LDH活性
分别提高到 1930± 128 U/L 和 2867± 132 U/L（P＜ 0.01，与
sham组比较图 2B、2C）。AVLE预处理组，MI/R大鼠血浆 CK
和 LDH活性分别降低到 1653± 62 U/L和 2461± 152 U/L（P＜
0.05，与 MI/ R组比较）。这些结果表明，AVLE预处理可减少
MI/R大鼠的心肌坏死。
2.3 罗布麻叶提取物降低 I/R心肌的氧化应激

如图 3A所示，与 sham组相比，MI/R组大鼠心肌超氧化
物含量显著增加（P＜ 0.01），AVLE预处理减少了超氧化物的蓄
积（P＜ 0.05，与 MI/ R组相比）。之后，我们确定 gp91phox（为 I/R
心脏中最重要的超氧化物生成酶 -NADPH 氧化酶的主要成
分）的表达。正如所料，AVLE治疗显着降低 MI/R刺激 gp91phox

的表达（P＜ 0.05），如图 3B。此外，对作为氧化应激水平的生物
标志物 -丙二醛（MDA）进行测量。MI/R组与假手术组相比，
MDA 显著增加。用 AVLE 预处理可使 MDA 显著减少（图
3C）。相反，AVLE预处理（图 3D）使 I/R大鼠心脏组织中的抗
氧化酶 -超氧化物歧化酶（SOD）活性增加。这些结果表明，
AVLE可抑制 I/R心脏中超氧化物的产生过剩和氧化应激。

3 讨论

在本研究中，我们首先证明了 AVLE预处理对大鼠 I/R心
脏具有保护作用。其次证明了 AVLE预处理直接抑制 I/R心肌
的氧化应激。

有实验证明，AVLE具有抑制天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋
白酶的活性[8]。Xiang等[18]发现，AVLE通过下调 caspase-3活性
和调节 Bcl-2/Bax的比值抑制大鼠皮层神经元细胞凋亡，防止
氧气和葡萄糖剥夺（OGD）诱导的伤害。后来他们发现，AVLE
通过减轻血 -脑屏障（BBB）的破坏，防止脑缺血 /再灌注诱导
的损伤，这可能是由于其对基质金属蛋白酶（MMP）-9/-2表达
和活性的抑制作用[1]。因此，AVLE作为神经保护物质，是被广
泛接受的。然而，AVLE在心脏中的作用尚不明确。在我们的研

究中，预处理 AVLE显著改善心功能，减轻大鼠心肌 I/R损伤，
表现为减少心肌梗死面积，降低血浆 CK/LDH活性，这表明
AVLE对心肌细胞具有广泛的细胞保护作用。

实验证明，心肌缺血再灌注期间会引起活性氧爆发

（reactive oxygen species ROS）[19,20]。大量产生的活性氧能抵消组

织原有的抗氧化剂，造成各种细胞结构的氧化损伤；给予氧自

由基清除剂，例如超氧化物歧化酶（superoxide dismutase
SOD），可以阻止超氧负离子爆发 [3,4]。有报道，罗布麻叶提取物

（AVLE）具有降低胆固醇，抗高血压，抗低密度脂蛋白氧化，及
抗脂质过氧化作用以及抑制胱天蛋白酶和抗焦虑的作用
[6-8,14,18]。最新的研究结果表明，AVLE 可防止氧和葡萄糖缺乏

图 2 罗布麻叶提取物（AVLE）预处理减少心肌缺血 /再灌注大鼠心肌梗死面积、血浆肌酸激酶（CK）和乳酸脱氢酶（LDH）活性

Fig. 2 Apocynum venetum leaf extract (AVLE) preconditioning reduced infarct size, plasma creatine kinase (CK) and lactate dehydrogenase activities

(LDH) in rats subjected to myocardial ischemia/reperfusion

Note: Data are expressed as SD, n = 8. **P<0.01 compared with group Sham, # P<0.05 compared with group MI/R.

图 3 罗布麻叶提取物（AVLE）预处理降低缺血 /再灌注大鼠心肌的
氧化应激反应

Fig. 3 Apocynum venetum leaf extract (AVLE) preconditioning reduced
oxidative stress in rats subjected to myocardial ischemia/reperfusion

Note: Data are expressed asSD. n=8.* P<0.05, **P<0.01 compared with
group Sham, #P<0.05 compared with group MI/R.
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（OGD）诱导的大鼠大脑皮层神经元凋亡[19]。提示 AVLE可能对
缺血性中风具有治疗意义。在本研究，我们发现 AVLE的治疗
直接抑制过氧化物的产生。 NADPH 氧化酶是超氧阴离子产
生的重要来源。 AVLE 处理显著减少 NADPH氧化酶的重要
组成成分 -gp91phox的表达。氧化应激在组织中的水平通常与

MDA的浓度有关。 AVLE 治疗也可降低 I/R大鼠心脏 MDA
的形成。同时，AVLE治疗显著提高 I/R心脏组织中抗氧化酶
SOD的活性。基于这些观察，AVLE可对抗氧化应激，保护大鼠
心脏的 I/R心肌。

本研究首次证明，AVLE通过抑制 I/R心肌的氧化应激发
挥心脏保护作用，这表明 AVLE在治疗心血管疾病，尤其是在
疾病的预防和保健方面可能是一个有效的补充和替代的药物。
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