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桔梗皂苷D通过抑制AT1-CARP通路改善AMI大鼠
心肌细胞凋亡和心脏功能的研究*

孟庆雯,刘华江△,黄 珊,杨珊珊,杨 洋

(海南医学院第一附属医院心血管内科,海口
  

570100)

  [摘要] 目的 探究桔梗皂苷D对急性心肌梗死(AMI)大鼠心肌损伤的影响及机制。方法 使用结扎冠

状动脉前降支构建大鼠AMI模型后,分为AMI组、桔梗皂苷D低、中、高剂量组,并设置假手术组作为对照。
桔梗皂苷D低、中、高剂量组分别按25、50、100

 

mg/kg的给药剂量灌胃给药,每天1次,给药4周;假手术组和

AMI组给予相同体积和频次的生理盐水。给药结束后,检测各组大鼠心脏功能,苏木素-伊红(HE)染色检测心

肌组织损伤,TUNEL检测大鼠心 肌 细 胞 凋 亡,Western
 

blot检 测 心 肌 组 织 凋 亡 相 关 蛋 白 及 血 管 紧 张 素1
(AT1)-心锚重复蛋白(CARP)信号通路。结果 与假手术组比较,AMI组大鼠左心室舒张末期内径(LVEDD)
和左心室收缩末期内径(LVESD)升高,左心室短轴缩短率(LVFS)和左心室射血分数(LVEF)降低(P<
0.05),心肌组织损伤明显,心肌细胞凋亡增加,Bax和裂解的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3(cleaved-caspase-3)表

达水平增加,
 

Bcl-2表达水平降低(P<0.05),AT1-CARP信号通路明显激活。与 AMI组比较,桔梗皂苷D
低、中、高组LVEDD和LVESD降低,LVFS和LVEF明显增加(P<0.05),心肌损伤明显缓解,细胞凋亡明显

减少,Bax和cleaved-caspase-3表达水平下调,Bcl-2表达水平上调(P<0.05),AT1-CARP信号通路被明显抑

制。结论 桔梗皂苷D能够改善AMI大鼠心肌损伤及心肌细胞凋亡,机制为抑制AT1-CARP信号通路从而

调控凋亡相关蛋白表达。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

Bellflower
 

Saponin
 

D
 

on
 

myocardial
 

injury
 

in
 

acute
 

myocardial
 

infarction
 

(AMI)
 

rats.Methods After
 

ligating
 

the
 

anterior
 

descending
 

coronary
 

ar-
tery

 

to
 

construct
 

a
 

rat
 

model
 

of
 

acute
 

myocardial
 

infarction,it
 

was
 

divided
 

into
 

the
 

AMI
 

group,the
 

Bellflower
 

Saponin
 

D
 

low,medium
 

and
 

high
 

dose
 

groups,and
 

the
 

sham
 

group
 

was
 

set
 

as
 

control.The
 

Bellflower
 

Saponin
 

D
 

low,medium
 

and
 

high
 

dose
 

group
 

was
 

administered
 

by
 

intragastric
 

administration
 

at
 

25,50,100
 

mg/kg,

once
 

a
 

day
 

for
 

4
 

weeks,the
 

sham
 

group
 

and
 

the
 

AMI
 

group
 

were
 

given
 

the
 

same
 

volume
 

and
 

frequency
 

of
 

sa-
line.After

 

that,the
 

heart
 

function
 

of
 

each
 

group
 

was
 

detected,and
 

HE
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

myocardial
 

tissue
 

damage,TUNEL
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

rat
 

cardiomyocytes
 

apoptosis,Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

my-
ocardial

 

tissue
 

apoptosis-related
 

proteins
 

and
 

angiotensin
 

1
 

(AT1)-cardiac
 

ankyrin
 

repeat
 

protein
 

(CARP)
 

path.Results Compared
 

with
 

the
 

sham
 

group,left
 

ventricular
 

end
 

diastolic
 

diameter
 

(LVEDD)
 

and
 

left
 

ven-
tricular

 

end
 

systolic
 

diameter
 

(LVESD)
 

of
 

the
 

AMI
 

group
 

significantly
 

increased,left
 

ventricular
 

short
 

axis
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shortening
 

rate
 

(LVFS)
 

and
 

left
 

ventricular
 

ejection
 

fraction
 

(LVEF)
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05),my-
ocardial

 

tissue
 

damage
 

was
 

obvious,and
 

myocardial
 

cell
 

apoptosis
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),Bax
 

and
 

cleared-caspase-3
 

expression
 

increased
 

significantly,Bcl-2
 

expression
 

level
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05),

AT1-CARP
 

signaling
 

pathway
 

was
 

significantly
 

activated.Compared
 

with
 

the
 

AMI
 

group,LVEDD
 

and
 

LVESD
 

of
 

the
 

Bellflower
 

Saponin
 

D
 

low,medium
 

and
 

high
 

groups
 

decreased,LVFS
 

and
 

LVEF
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),myocardial
 

injury
 

was
 

significantly
 

alleviated,apoptosis
 

significantly
 

reduced,while
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Bax
 

and
 

cleaved-caspase-3
 

was
 

down-regulated,Bcl-2
 

expression
 

level
 

was
 

up-regulated
 

(P<0.05),AT1-CARP
 

signaling
 

pathway
 

was
 

significantly
 

inhibited.Conclusion Bellflower
 

Saponin
 

D
 

can
 

improve
 

myocardial
 

injury
 

and
 

cardiomyocytes
 

apoptosis
 

in
 

AMI
 

rats.The
 

mechanism
 

of
 

inhibiting
 

apoptosis
 

is
 

inhibiting
 

AT1-CARP
 

signaling
 

pathway
 

and
 

regulating
 

the
 

expression
 

of
 

apoptosis-related
 

proteins.
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  急 性 心 肌 梗 死 (acute
 

myocardial
 

infarction,

AMI)是世界范围内常见的心血管疾病,亦是导致心

源性猝死的主要原因,AMI发病率及病死率高,且总

体呈上升趋势[1],对于治疗 AMI新型药物的研究一

直是研究的重点。桔梗皂苷D是桔梗的主要化学成

分,具有抗炎、降血脂、抗肿瘤等药理作用[2]。已有研

究表明,桔梗皂苷D对乳腺癌等有治疗作用[3-4],但其

对AMI的作用尚未有明确研究,本文探讨了桔梗皂

苷D对AMI的影响及机制,旨在为AMI的临床治疗

提供帮助,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

桔梗皂苷D(上海展舒化学科技有限公司,纯度

大于98%);戊巴比妥(江苏艾康生物医药研发有限公

司);TUNEL细胞凋亡试剂盒(上海碧云天生物技术

公司);ELISA检测试剂盒(天津安诺瑞康生物技术有

限公 司);血 管 紧 张 素 1(AT1)、心 锚 重 复 蛋 白

(CARP)、裂解的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3(cleaved
 

caspase-3)、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3(caspase-3)、

Bax、Bcl-2、GAPDH一抗、山羊抗体二抗(沈阳万类生

物技术有限公司);BCA蛋白定量试剂盒(江苏凯基生

物技术有限公司)。

1.2 方法

1.2.1 大鼠AMI造模

结扎冠状动脉前降支构建大鼠 AMI模型,具体

步骤为:腹腔注射50
 

mg/kg剂量的戊巴比妥溶液麻

醉SD大鼠,同时使用面罩通气支持呼吸,于左侧第3
或4肋间隙开胸暴露心脏,打开心包,结扎大鼠左冠

状动脉前降支,通过心电图ST-T
 

改变检测心肌梗死。
假手术组只穿线不结扎,术毕后逐层缝合关胸。

1.2.2 动物给药及分组

假手术组大鼠作为对照,造模成功的 AMI大鼠

分为AMI组、桔梗皂苷D低、中、高剂量组,其中桔梗

皂苷D低、中、高剂量组分别按25、50、100
 

mg/kg的

给药剂量灌胃给药,每天1次,给药4周;假手术组和

AMI组给予相同体积和频次的生理盐水。

1.2.3 心脏功能检测

各组大鼠给药结束后腹腔注射戊巴比妥麻醉,使
用超声显像仪行超声心动图检查,分别检测左心室舒

张 末 期 内 径 (LVEDD)、左 心 室 收 缩 末 期 内 径

(LVESD)、左心室短轴缩短率(LVFS)和左心室射血

分数(LVEF),比较各组大鼠上述指标。

1.2.4 苏木素-伊红(HE)染色

实验结束后解剖获取各组大鼠心肌梗死区域组

织,于组织固定液中固定24
 

h,清洗后经70%、80%、

90%、95%的乙醇及无水乙醇梯度水化,再浸入二甲

苯溶液中2次,分别于硬石蜡和软石蜡中浸泡30
 

min,并于石蜡液中冷却凝固。于切片机上制备组织

切片,然后将切片置于二甲苯中脱蜡,依次经100%、

95%、90%、80%、75%的乙醇水化后,使用苏木素染

色5
 

min,伊红染色2
 

min,清洗去除染色液 后 经

90%、95%、100%的乙醇浸泡1
 

min,并将切片置于二

甲苯中2次,每次1
 

min,滴加中性树脂封片后于光学

显微镜下观察心肌梗死情况,并拍照记录。

1.2.5 TUNEL检测大鼠心肌细胞凋亡

取心肌组织石蜡切片用二甲苯及各梯度乙醇脱

蜡至水,然后使用无菌蒸馏水水化5
 

min后,用0.1
 

mmol/L枸橼酸缓冲液(pH
 

6.0)进行热修复,分别经

过3%H2O2 甲醇液、0.1%
 

TritonX-100、20%牛血

清、TUNEL
 

反应混合液、POD转化剂孵育及磷酸盐

缓冲液(PBS)冲洗后,DAB
 

溶液显色,并在显微镜下

观察,终止后用迈耶苏木精染核,PBS
 

冲洗后,甘油封
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片剂封片,显微镜下观察并拍摄图像。

1.2.6 Western
 

blot
给药结束后,取各组大鼠心肌梗死区域组织于液

氮保存,然后取大鼠心肌组织50
 

mg,加入250
 

μL
 

RI-
PA蛋白裂解液和2.5

 

μL的PMSF蛋白酶抑制剂,研
磨均匀后4

 

℃
 

12
 

000
 

r/min离心10
 

min,取上清液。
使用BCA蛋白定量试剂盒进行蛋白定量,加入上样

缓冲液后沸水浴使蛋白变性,经过十二烷基硫酸钠-聚
丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)电泳,转膜,用5%的脱脂

牛奶对 聚 偏 氟 乙 烯(PVDF)膜 封 闭 2
 

h,然 后 以

1∶1
 

000 比 例 稀 释 后 的 AT1、CARP、cleaved-
caspase-3、caspase-3、Bax、Bcl-2、GAPDH一抗4

 

℃孵

育过夜,TBST 洗膜 后 二 抗 室 温 孵 育1.5
 

h,再 用

TBST洗膜后按照ECL试剂盒说明书配置发光液,并
将PVDF膜浸入发光液中反应30

 

s,曝光并拍照,用

Image
 

J软件对曝光结果进行定量分析。

1.3 统计学处理

采用SPSS19.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s 表 示,多 组 间 比 较 采 用 方 差 分 析(one-way
 

ANOVA),两组间比较采用LSD法,以P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 AMI模型鉴定

心电图检测结果显示,与假手术组比较,AMI组

心电图ST段明显抬高,提示AMI大鼠造模成功,见
图1。

  箭头:SF段抬高。

图1  心电图检测AMI模型

2.2 桔梗皂苷D对AMI大鼠心脏功能的影响

与 假 手 术 组 比 较,AMI 组 大 鼠 LVEDD 和

LVESD均明显升高,LVFS和LVEF明显降低(P<
0.05)。与AMI组比较,桔梗皂苷D低、中、高剂量组

LVEDD和LVESD明显降低,LVFS和LVEF明显

升高(P<0.05),且呈剂量依赖性,见表1。

2.3 桔梗皂苷D改善AMI大鼠心肌损伤

假手术组心肌细胞排列整齐,细胞核形态正常,
无明显病变;AMI组大鼠心肌细胞排列紊乱,细胞核

萎缩,炎性细胞大量浸润,病变明显;桔梗皂苷D低、
中、高剂量组大鼠心肌细胞病变得到明显改善,心肌

细胞排列较整齐,炎性细胞浸润减少,治疗效果呈剂

量依赖性,见图2。

  A:假手术组;B:AMI组;C:桔梗皂苷D低剂量组;D:桔梗皂苷D中剂量组;E:桔梗皂苷D高剂量组。

图2  各组大鼠心肌组织病理变化(HE染色,×100)
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2.4 桔梗皂苷D调控AMI大鼠心肌细胞凋亡

TUNEL结果显示,与假手术组比较,AMI组心肌

组织凋亡明显增加(P<0.05);与 AMI组比较,桔梗

皂苷D低、中、高剂量组心肌组织凋亡明显减少(P<
0.05),见图3、4。

表1  桔梗皂苷D对AMI大鼠心脏功能的影响(n=15,x±s)

组别 LVEDD(mm) LVESD(mm) LVFS(%) LVEF(%)

假手术组 5.08±0.34 3.24±0.12 52.21±5.65 80.12±4.41

AMI组 9.54±0.54a 6.11±0.76a 23.43±4.32a 45.56±3.23a

桔梗皂苷D低剂量组 8.65±0.32b 5.62±0.34b 27.23±6.03b 50.11±3.08b

桔梗皂苷D中剂量组 8.01±0.62b 5.09±0.23b 34.43±3.12b 57.54±4.09b

桔梗皂苷D高剂量组 6.76±0.23b 4.42±0.60b 30.04±2.98b 65.50±5.15b

  a:P<0.05,与假手术组比较;b:P<0.05,与AMI组比较。

  A:假手术组;B:AMI组;C:桔梗皂苷D低剂量组;D:桔梗皂苷D中剂量组;E:桔梗皂苷D高剂量组。

图3  各组大鼠心肌细胞凋亡情况(TUNEL染色,×100)

  a:P<0.05,与假手术组比较;b:P<0.05,与AMI组比较。

图4  各组大鼠心肌细胞凋亡水平比较

2.5 桔梗皂苷D调控AMI大鼠心肌组织凋亡蛋白

表达

Western
 

blot结果显示:与假手术组比较,AMI

组心肌组织促凋亡蛋白Bax和cleaved-caspase-3表

达水平明显增加,抑凋亡蛋白Bcl-2表达水平明显降

低(P<0.05);与AMI组比较,桔梗皂苷D低、中、高
剂量组大鼠心肌组织Bax和cleaved-caspase-3表达

水平明显下调,Bcl-2表达水平明显上调(P<0.05),
见图5、6。

  A:假手术组;B:AMI组;C:桔梗皂苷D低剂量组;D:桔梗皂苷D

中剂量组;E:桔梗皂苷D高剂量组。

图5  Western
 

blot检测各组心肌组织凋亡蛋白表达情况
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  a:P<0.05,与假手术组比较;b:P<0.05,与AMI组比较。

图6  Western
 

blot检测各组心肌组织凋亡蛋白

表达水平

2.6 桔梗皂苷D抑制AT1-CARP信号通路

Western
 

blot
 

结果显示,与假手术组比较,AMI
组心肌 组 织 AT1 和 CARP 表 达 明 显 增 加(P <
0.05)。与AMI组比较,桔梗皂苷D低、中、高剂量组

AT1和CARP表达水平明显减少(P<0.05),见图

7、8。

  A:假手术组;B:AMI组;C:桔梗皂苷D低剂量组;D:桔梗皂苷D

中剂量组;E:桔梗皂苷D高剂量组。

图7  Western
 

blot检测各组大鼠心肌组织

AT1-CARP信号通路情况

  a:P<0.05,与假手术组比较;b:P<0.05,与AMI组比较。

图8  Western
 

blot检测各组大鼠心肌组织

AT1-CARP信号通路表达水平

3 讨  论

  AMI是常见的心血管疾病,病死率高,且发病机

制复杂。目前研究表明,AMI的发病与炎性反应、免
疫、细胞凋亡等相关。桔梗皂苷D是中药桔梗的主要

成分[5-7]。研究表明,桔梗皂苷D能够调控凋亡相关

蛋白表达而治疗肺癌和乳腺癌等肿瘤[8-10],亦有研究

表明桔梗皂苷 D亦可调控大鼠体内的免疫细胞活

性[11]。桔梗皂苷D是否可通过调控炎性反应、免疫、
细胞凋亡等治疗AMI尚未有明确报道。本研究通过

手术构建大鼠 AMI模型,然后给予低、中、高剂量的

桔梗皂苷D进行治疗,治疗后检测各组大鼠心脏功

能,大 鼠 LVEDD 和 LVESD 明 显 降 低,LVFS 和

LVEF明显增加,说明桔梗皂苷D能够改善AMI大

鼠心脏功能;且 HE染色结果显示,桔梗皂苷D治疗

后AMI大鼠心脏结构损伤被明显缓解,说明桔梗皂

苷D能够治疗AMI大鼠心脏损伤。

AMI可促使心肌细胞因缺血缺氧而发生细胞凋

亡,通过抑制心肌细胞凋亡可延缓心室重构并减少心

肌梗死面积,既往研究报道指出心肌梗死后引发的心

肌细胞凋亡是造成心力衰竭等心血管疾病发生的细

胞学基础。所以,接下来本研究即探讨了桔梗皂苷D
是否可通过缓解AMI大鼠心肌细胞的凋亡而缓解心

肌损伤,本研究通过TUNEL检测心肌细胞凋亡,结
果显示,桔梗皂苷D能够明显抑制AMI大鼠心肌细

胞的凋亡。Bax、Bcl-2、caspase-3均为凋亡相关蛋白,
其中Bax和caspase-3具有促进细胞凋亡的作用,而

Bcl-2具有抑制细胞凋亡的作用[12]。且桔梗皂苷 D
治疗后促凋亡蛋白Bax和caspase-3表达明显下调,
抑制凋亡蛋白Bcl-2表达明显上调,说明桔梗皂苷D
能够通过调控凋亡相关蛋白的表达而调控AMI大鼠

心肌细胞凋亡。
心肌梗死后多种原因可诱发心肌细胞凋亡,其

中,AT1受体被激活后p53的表达增加,进而降低

Bcl-2和Bax的比值从而发挥促进心肌细胞凋亡的作

用[13]。CARP属于高度保守的肌肉锚定重复蛋白家

族,主要在心脏中表达,且研究表明,CARP的表达能

够随AT1受体激活而上调,提示AT1-CARP通路可

能为引发心肌梗死后细胞凋亡的关键通路[14-15]。本

研究表明,桔梗皂苷 D治疗后,AMI大鼠心肌细胞

AT1和CARP表达明显抑制,即AT1-CARP信号通

路被明显抑制,说明桔梗皂苷D能够通过抑制AT1-
CARP信号通路而缓解AMI大鼠心肌细胞凋亡。

综上所述,桔梗皂苷D能够改善 AMI大鼠心脏

功能及心肌损伤,其机制为通过抑制 AT1-CARP信

号通路而缓解 AMI大鼠心肌细胞凋亡,但其临床应

用还需进一步研究。
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