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·论著·

重楼皂苷Ⅰ通过抑制 NF-κB 信号通路 
减轻大鼠心肌缺血 / 再灌注损伤
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【摘要】 目的  探讨重楼皂苷Ⅰ（PPI）对大鼠心肌缺血/再灌注（I/R）损伤的影响及作用机制。方法  按照 

随机数字表法将 6 月龄 SD 大鼠分为假手术（Sham）组、I/R 模型组以及 PPI 低、中、高剂量组，每组 10 只。

采用结扎冠状动脉左前降支 30 min、再灌注 120 min 制备大鼠心肌 I/R 模型；Sham 组仅开胸，不进行结扎。 

PPI 低、中、高剂量组于制模前相应灌胃 PPI 75、150、300 mg·kg-1·d-1，连续 4 周；I/R 模型组灌胃等量二甲基

亚砜（DMSO）。于再灌注结束后，采用氯化三苯四唑（TTC）和伊文思蓝（EB）染色检测心肌梗死面积（IA），采

用原位末端缺刻标记法（TUNEL）检测心肌细胞凋亡率，采用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测凋亡相

关蛋白 Bax、Bcl-2 表达以及核转录因子- κB（NF-κB）信号通路中重要蛋白 P65 在细胞质和细胞核内的表达。 

结果  与 Sham 组比较，I/R 模型组心肌 IA 显著增加，心肌细胞凋亡率显著升高，Bcl-2 表达量明显降低，而 Bax

表达量显著增加，P65 核内转移量显著增加。与 I/R 模型组比较，低、中、高剂量 PPI 预处理能够显著减小心肌

IA〔（21.6±0.9）%、（14.3±1.6）%、（15.0±0.8）% 比（29.6±1.4）%〕，显著降低心肌细胞凋亡率〔（38.6±1.9）%、

（24.3±2.6）%、（26.3±2.8）% 比（56.8±2.4）%〕，Bcl-2 表达量显著增加，而 Bax 表达量逐渐降低（Bcl-2/GAPDH：

0.24±0.07、0.36±0.02、0.34±0.09 比 0.13±0.04，Bax/GAPDH：0.39±0.10、0.21±0.08、0.23±0.06 比

0.53±0.12）；中、高剂量 PPI 预处理后 P65 核内转移量显著减少（细胞核 P65/Histone 3：0.49±0.09、0.51±0.06

比 0.83±0.11，细胞质 P65/GAPDH：0.31±0.03、0.30±0.05 比 0.22±0.07），差异均有统计学意义（均 P＜0.05）；

其中 PPI 中剂量组与 PPI 高剂量组各指标比较差异均无统计学意义（均 P＞0.05）。结论  PPI 可能通过 NF-κB
信号通路减轻大鼠心肌 I/R 损伤，尤以 150 mg·kg-1·d-1 的 PPI 作用最为显著。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the  protective  effect  of  Polyphyllin Ⅰ (PPI)  on  myocardial  ischemia/
reperfusion (I/R) injury in rats and its mechanism.  Methods  The 6-month-old Sprague-Dawley (SD) rats were divided 
into sham operation group (Sham group), I/R model group, and low, medium, high dose PPI groups according to the random 
number  table method, with 10  in each group. The  rat myocardial  I/R model was prepared by  ligating  the  left  anterior 
descending branch of  the coronary artery by 30 minutes and reperfusion by 120 minutes. Sham group was exposure to 
open chest without ligation. Low, medium, high dose PPI groups were injected with PPI 75, 150, 300 mg·kg-1·d-1 in front  
of  the  film  for  4  weeks;  dimethyl  sulfoxide  (DMSO)  was  gastric  infused  in  the  I/R  model  group.  After  the  end  of 
reperfusion, the myocardial infarction area (IA) was determined by triphenyltetrazole (TTC) and Evans blue (EB) staining; 
the apoptosis of myocardial cells was detected by TdT-mediated dUTP nick end labeling stain (TUNEL); the expressions 
of  apoptosis  related  protein  (Bax,  Bcl-2),  and  cytoplasmic  and  nucleus  expressions  of  P65  in  nuclear  factor-κB  
(NF-κB) signal pathway were detected by Western Blot.  Results  Compared with the Sham group, the myocardial IA 
was significantly increased in the I/R model group, the apoptosis rate of myocardial cells was significantly increased, the 
expression of Bcl-2 was significantly decreased, and the expression of Bax was significantly increased, and the intranuclear 
transfer  of  P65  was  significantly  increased.  Compared  with  the  I/R  model  group,  low,  medium  and  high  dose  PPI 
pretreatment could significantly reduce the myocardial IA [(21.6±0.9)%, (14.3±1.6)%, (15.0±0.8)% vs. (29.6±1.4)%],  
the  apoptosis  rate  of  myocardial  cells  was  significantly  decreased  [(38.6±1.9)%,  (24.3±2.6)%,  (26.3±2.8)%  vs. 
(56.8±2.4)%],  the  protein  expression  of  Bcl-2  was  significantly  increased,  while  the  protein  expression  of  Bax  was 
significantly decreased (Bcl-2/GAPDH: 0.24±0.07, 0.36±0.02, 0.34±0.09 vs. 0.13±0.04; Bax/GAPDH: 0.39±0.10, 
0.21±0.08, 0.23±0.06 vs. 0.53±0.12); and P65 nuclear transfer was significantly decreased after middle and high dose 
PPI pretreatment [nuclear P65/Histone 3: 0.49±0.09, 0.51±0.06 vs. 0.83±0.11; cytoplasmic P65/GAPDH: 0.31±0.03, 
0.30±0.05 vs.  0.22±0.07], with  statistically  significant  differences  (all P < 0.05). However,  there was no  significant 
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  心肌缺血/再灌注（I/R）损伤常发生于冠状动脉

（冠脉）溶栓、经皮冠脉腔内成形术和冠脉旁路移植

术后，已成为阻碍缺血心肌从再灌注疗法中获得最

佳疗效的主要难题［1］。有研究表明，核转录因子-κB
（NF-κB）参与了心肌 I/R 损伤，并促进炎症应答和细

胞凋亡［2］。NF-κB 信号通路的激活能够上调多种

炎症相关基因的表达，如细胞因子和趋化因子 ［3］。

重楼 （Rhizoma Paridis Chonglou）为百合科重楼属植

物根茎，主要化学成分为甾体皂苷 ［4］。重楼皂苷Ⅰ

（PPI）是重楼中的重要活性和抗肿瘤成分。前期实

验表明，PPI 对多种肿瘤具有抗肿瘤活性，包括宫颈

癌、肺癌、卵巢癌、胃癌及成骨肉瘤［5］。但是 PPI 对

心肌 I/R 损伤的治疗作用及其作用机制鲜见研究报

道。本实验旨在探讨 PPI 对心肌 I/R 损伤模型大鼠

心肌梗死、细胞凋亡及 NF-κB 信号通路重要蛋白表

达的影响，为 PPI 的研发和临床应用提供实验依据。

1 材料与方法 

1.1  实验动物、药品及主要试剂：6 月龄 SD 大鼠 

50 只，体重 220～230 g，购于北京华阜康生物科技

有限公司，动物合格证号：SCXK（京）2014-0004。

PPI 单体由国家药品和生物制品控制研究所提供。

氯化三苯四唑（TTC）购于北京索莱宝生物科技有限

公司；伊文思蓝（EB）购于美国 Sigma 公司；原位末

端缺刻标记法（TUNEL）试剂盒购于德国罗氏公司；

Bax、Bcl-2、3 -磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）及组蛋

白 3（Histone 3）一抗购于美国 Proteintech 公司；P65

一抗购于美国 Abcam 公司；聚偏二氟乙烯（PVDF）

膜购于美国 Millipore 公司。

1.2  实验动物分组、心肌 I/R 模型制备及处理：将

大鼠置于温度（22±2）℃、12 h 昼夜光照环境中适

应性喂养 1 周，按随机数字表法分为假手术（Sham）

组、I/R 模型组及 PPI 低、中、高剂量组，每组 10 只。

使用 10% 水合氯醛腹腔注射麻醉大鼠，气管插管

机械通气，打开动物胸腔，采用 6-0 无创缝合线结

扎冠脉左前降支 30 min，然后松开结扎线再灌注 

120 min，建立动物 I/R 损伤模型；Sham 组只开胸，

不结扎冠脉。PPI 低、中、高剂量组于制模前相应灌

胃 PPI 75、150、300 mg·kg-1·d-1，连续 4 周；I/R 模

型组灌胃等量二甲基亚砜（DMSO）。

  本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准，

经大连医科大学第一附属医院动物伦理委员会审批

（审批号：181220）。

1.3  检测指标及方法

1.3.1  TTC-EB 染色检测心肌梗死：于再灌注结束

后，将 2 mL EB 染液注射入大鼠左心室；取出心脏组

织，用预冷的 0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液（PBS）清洗，

剪去心房及心房底部血管，于 -20 ℃冷冻 30 min。 

自结扎线以下平行切片（片厚 2 mm），置于 37 ℃、 

1% TTC 溶液中染色 15 min。采用 Image J 软件计算

心肌梗死面积（IA）。

1.3.2  TUNEL 检测心肌细胞凋亡：取心脏组织于

4% 多聚甲醛溶液中固定 24 h，梯度乙醇脱水，石蜡

包埋、切片（5 μm），严格按照 TUNEL 试剂盒说明书

步骤操作，计算细胞凋亡率。

1.3.3  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测心

肌细胞凋亡蛋白及 NF-κB 信号通路中重要蛋白 P65

的表达：用 RIPA 裂解液裂解心肌组织获取总蛋白，

4 ℃离心取上清液，BCA 法检测蛋白浓度，十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），将蛋白

转移至 PVDF 膜，用含吐温 20 的缓冲液（TBST）洗

膜，5% 脱脂奶封闭 1 h，分别加入 Bax、Bcl-2、P65、

GAPDH 和 Histone 3 对应一抗溶液 4 ℃孵育过夜，

加入二抗共同孵育 2 h。用免疫化学荧光（ECL）显

影系统在暗室中显影，Image J 软件进行蛋白条带灰

度分析，以目的蛋白与内参蛋白的灰度值比值表示

蛋白表达量。

1.4  统计学分析：每项实验重复 3 次，采用 SPSS 

22.0 软件进行数据分析，统计结果以均数 ± 标准差

（x±s）表示，组间比较采用 t 检验，P＜0.05 为差异

具有统计学意义。

2 结 果 

2.1  PPI 减少 I/R 所致的心肌 IA（图 1；表 1）：与

Sham组相比，I/R模型组心肌IA显著增加（P＜0.05）。 

与 I/R 模型组比较，PPI 各剂量组心肌 IA 明显减小

（均 P＜0.05），其中以 PPI 中剂量组作用最为显著，

而 PPI 高剂量组与 PPI 中剂量组心肌 IA 比较差异

无统计学意义（P＞0.05）。表明 PPI 预处理可改善

心肌梗死。

difference  in each  index between  the medium and high dose PPI groups  (all P > 0.05).  Conclusion  PPI alleviates  
myocardial I/R injury in rats via NF-κB signal pathway, and the PPI effect of 150 mg·kg-1·d-1 is most especially significant.

【Key words】  Polyphyllin Ⅰ;  Myocardial ischemia/reperfusion injury;  Apoptosis;  Nuclear factor-κB
Fund program: National Natural Science Foundation of China (81501140)
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表 1 各组大鼠心肌 IA 及细胞凋亡率比较（x±s）

组别 动物数（只） IA（%） 凋亡率（%）

Sham 组 10 2.6±0.7 14.7±6.8
I/R 模型组 10 29.6±1.4 a 56.8±2.4 a

PPI 低剂量组 10 21.6±0.9 b 38.6±1.9 b

PPI 中剂量组 10 14.3±1.6 b 24.3±2.6 b

PPI 高剂量组 10 15.0±0.8 b 26.3±2.8 b

注：Sham 组为假手术组，I/R 模型组为结扎冠状动脉左前降支

致心肌缺血 / 再灌注损伤模型组，PPI 低、中、高剂量组为 75、150、

300 mg·kg-1·d-1 重楼皂苷Ⅰ预处理组；IA 为梗死面积；与 Sham 组

比较，aP＜0.05；与 I/R 模型组比较，bP＜0.05

表 2 各组大鼠心肌组织 Bax、Bcl-2 蛋白表达比较（x±s）

组别 动物数（只） Bax/GAPDH Bcl-2/GAPDH

Sham 组 10 0.15±0.02 0.46±0.11
I/R 模型组 10 0.53±0.12 a 0.13±0.04 a

PPI 低剂量组 10 0.39±0.10 b 0.24±0.07 b

PPI 中剂量组 10 0.21±0.08 b 0.36±0.02 b

PPI 高剂量组 10 0.23±0.06 b 0.34±0.09 b

注：Sham 组为假手术组，I/R 模型组为结扎冠状动脉左前降支

致心肌缺血 / 再灌注损伤模型组，PPI 低、中、高剂量组为 75、150、

300 mg·kg-1·d-1 重楼皂苷Ⅰ预处理组；GAPDH 为 3 - 磷酸甘油醛

脱氢酶；与 Sham 组比较，aP＜0.05；与 I/R 模型组比较，bP＜0.05

Sham 组为假手术组，I/R 模型组为结扎冠状动脉左前降支 
致心肌缺血 / 再灌注损伤模型组，PPI 低、中、高剂量组为 

75、150、300 mg·kg-1·d-1 重楼皂苷Ⅰ预处理组； 
GAPDH 为 3 - 磷酸甘油醛脱氢酶

图 2  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测各组大鼠 
心肌组织 Bax、Bcl-2 蛋白表达

表 3 各组大鼠心肌细胞核及细胞质中 
P65 蛋白表达比较（x±s）

组别
动物数

（只）

细胞核

P65/Histone 3

细胞质

P65/GAPDH

Sham 组 10 0.41±0.03 0.43±0.09
I/R 模型组 10 0.83±0.11 a 0.22±0.07 a

PPI 低剂量组 10 0.68±0.07 0.26±0.11
PPI 中剂量组 10 0.49±0.09 b 0.31±0.03 b

PPI 高剂量组 10 0.51±0.06 b 0.30±0.05 b

注：Sham 组为假手术组，I/R 模型组为结扎冠状动脉左前降

支致心肌缺血 / 再灌注损伤模型组，PPI 低、中、高剂量组为 75、

150、300 mg·kg-1·d-1 重楼皂苷Ⅰ预处理组；Histone 3 为组蛋白 3，

GAPDH 为 3 -磷酸甘油醛脱氢酶；与 Sham 组比较，aP＜0.05；与 I/R

模型组比较，bP＜0.05

Sham 组为假手术组，I/R 模型组为结扎冠状动脉左前降支 
致心肌缺血 / 再灌注损伤模型组，PPI 低、中、高剂量组为 

75、150、300 mg·kg-1·d-1 重楼皂苷Ⅰ预处理组；Histone 3 为 
组蛋白 3，GAPDH 为 3 -磷酸甘油醛脱氢酶

图 3  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测各组大鼠 
心肌细胞核及细胞质中 P65 蛋白表达

2.2  PPI 减少 I/R 引起的心肌细胞凋亡：TUNEL 染

色结果显示（表 1），与 Sham 组相比，I/R 模型组心肌

细胞凋亡率显著增加（P＜0.05）。经各剂量 PPI 预

处理后心肌细胞凋亡率较 I/R 模型组显著降低，以

PPI中剂量组效果最佳。Western Blot结果显示（图2；

表 2），与 Sham 组相比，I/R 模型组心肌组织 Bax 表

达量显著增加，Bcl-2 表达量显著降低 （均 P＜0.05）。

与 I/R 模型组比较，PPI 各剂量组 Bax 表达量显著

下降，Bcl-2 表达量显著增加（均 P＜0.05），其中以

PPI 中剂量组最为显著。表明 PPI 预处理对心肌细

胞具有保护作用。

组比较，PPI 各剂量组细胞核中 P65 表达量减少，而

细胞质中 P65 表达量增加，其中 PPI 中剂量组和高

剂量组差异有统计学意义（均 P＜0.05），表明 PPI 预

处理能够抑制 NF-κB 的激活从而发挥抗炎作用。

2.3  PPI 抑制 P65 从细胞质向细胞核转移（图 3；

表 3）：与 Sham 组相比，I/R 模型组细胞核中 P65 表

达量显著增加，而细胞质中 P65 表达量明显减少 

（均 P＜0.05），表明在心肌 I/R 损伤中，NF-κB 激活

并转移至细胞核，从而促进炎症反应。与 I/R 模型

图 1  各组大鼠心肌大体观察　深红色为非梗死心肌，蓝黑色为无风险区域，白色为梗死心肌。假手术（Sham）组（A）心肌组织正常；
冠状动脉左前降支结扎致心肌缺血 / 再灌注（I/R）损伤模型组（B）心肌大面积梗死；75、150、300 mg·kg-1·d-1 重楼皂苷Ⅰ预处理组（PPI
低、中、高剂量组，C、D、E）心肌梗死面积明显减小，以 PPI 中剂量组（D）梗死面积最小　氯化三苯四唑（TTC）和伊文思蓝（EB）染色
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3 讨 论 

  再灌注是治疗心肌缺血的必经途径，但不可避免 

地会造成心肌细胞凋亡及不可逆转的心肌损伤［6］。 

尽管粒细胞集落刺激因子被证明具有潜在的心肌保

护作用，然而大多数临床试验结果都不尽人意。

  PPI 是重楼中的重要活性和抗肿瘤成分。前期

研究表明 PPI 具有抗肿瘤活性［5］，但其对心肌 I/R

损伤的治疗作用及其作用机制鲜见报道。在缺血过

程中，心肌细胞会在坏死的同时出现部分凋亡，而再

灌注后恢复血液供应的细胞则会出现大量凋亡［7］。

细胞凋亡是细胞的一种程序性死亡模式，线粒体参

与细胞凋亡过程，该过程是 Bcl-2 家族促凋亡成员

导致线粒体外膜完整性丧失的结果［8］。Bcl-2 蛋白

具有抑制凋亡的作用，发生凋亡的情况下，Bcl-2 表

达量会显著下降［9］。Bax 作为 Bcl-2 家族的成员，能

与 Bcl-2 蛋白形成异二聚体并降低 Bcl-2 蛋白的抗

凋亡作用。前期研究显示，Bax 基因敲除小鼠并不

会导致心肌组织中 Bcl-2 蛋白表达，但在心肌 I/R 损

伤时，Bax 的缺失能够减轻心肌细胞损伤［9-10］。单

味中药倒卵叶五加总皂苷能够显著降低心肌 I/R 损

伤心肌细胞的凋亡指数，减少 Bax 蛋白表达，并增加

Bcl-2 蛋白表达［11］。本研究显示，PPI 预处理能降

低损伤心肌的细胞凋亡率，降低心肌细胞中 Bax 表

达量，增加 Bcl-2 表达量，表明 PPI 对心肌 I/R 损伤

具有抗凋亡作用，并对心肌细胞具有保护作用。

  P65 是 NF-κB 的一个重要亚基。在未激活状态

下，P65 与 NF-κB 抑制因子（IκB）结合并存在于细

胞质中。IκB 的磷酸化和泛素化会激活 NF-κB 从而

转移至细胞核中［12］。NF-κB 细胞核的转移会增加

多种炎性因子的表达，而炎性因子的表达在心肌细

胞损伤中具有重要的作用［13-14］。有研究表明，腺苷

预处理减轻大鼠心肌 I/R 损伤可能与抑制受损心肌

组织中 NF-κB 过度表达有关［15］。本研究显示，在

心肌 I/R 损伤细胞中细胞核 P65 表达量明显增加，

而细胞质中 P65 表达量明显降低，表明在损伤状态

下，P65 激活并转移到了细胞核。经过 PPI 预处理

后细胞核中 P65 表达量下降而细胞质中 P65 表达

量增加，表明 PPI 能够抑制 NF-κB 的激活从而减轻

心肌 I/R 损伤。其中以中剂量 PPI 作用最为显著。

  综上所述，本研究证实 PPI 预处理能够通过抑

制NF-κB信号通路减轻I/R对大鼠心肌细胞的损伤，

中剂量 PPI 预处理作用尤为显著，为临床治疗心肌

I/R 损伤提供了参考。
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