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复方麝香注射液通过抑制内质网应激对 
大鼠心肌缺血 / 再灌注损伤起保护作用
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【摘要】 目的  观察复方麝香注射液对大鼠心肌缺血 / 再灌注（I/R）损伤的作用，并探讨其作用机制。方法   
将 36 只成年雄性 SD 大鼠按随机数字表法分为假手术组、I/R 模型组、药物干预组，每组 12 只。采用结扎大鼠左
冠状动脉（冠脉）前降支 30 min 后，再灌注 120 min 的方法，复制 I/R 损伤模型；假手术组仅在冠脉前降支下穿线
而不结扎。药物干预组于术前 7 d 连续腹腔注射复方麝香注射液 2 mL/kg；假手术组和 I/R 模型组术前给予等量
生理盐水。观察不同处理方法各组心肌梗死面积和心肌细胞凋亡指数（AI）的变化；采用反转录 - 聚合酶链反应

（RT-PCR）和蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测葡萄糖调节蛋白 78（GRP78）、CAAT 区 / 增强子结合蛋白同
源蛋白（CHOP）和天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 12（caspase-12）的 mRNA 和蛋白表达水平。结果  I/R 模型
组心肌梗死面积〔（40.81±5.74）% 比（9.27±2.09）%〕、AI〔（35.26±3.49）% 比（2.52±0.41）%〕均较假手术组明
显升高（均 P＜0.05）；药物干预组大鼠心肌梗死面积〔（32.63±3.78）% 比（40.81±5.74）%〕和 AI〔（19.73±2.04）%
比（35.26±3.49）%〕均明显低于 I/R 模型组（均 P＜0.05）；I/R 模型组 GRP78、CHOP、caspase-12 mRNA（2-ΔΔCt）和
蛋白（灰度值）表达水平均明显高于假手术组（GRP78 mRNA：3.79±0.23 比 1.00±0.00，CHOP mRNA：3.05±0.10
比 1.00±0.00，caspase-12 mRNA：4.59±0.13 比 1.00±0.00；GRP78 蛋白：3.31±0.14 比 1.00±0.00，CHOP 蛋白：
2.16±0.14 比 1.00±0.00，caspase-12 蛋白：4.27±0.15 比 1.00±0.00，均 P＜0.05）；药物干预组 GRP78、CHOP、 
caspase-12 mRNA（2-ΔΔCt）和蛋白（灰度值）表达水平均明显低于I/R模型组（GRP78 mRNA：1.96±0.10比3.79±0.23， 
CHOP mRNA：2.26±0.07 比 3.05±0.10，caspase-12 mRNA：2.84±0.29 比 4.59±0.13；GRP78 蛋白：2.39±0.06 比
3.31±0.14，CHOP 蛋白：1.51±0.11 比 2.16±0.14，caspase-12 蛋白：3.01±0.14 比 4.27±0.15，均 P＜0.05）。结论   
复方麝香注射液通过抑制内质网应激对大鼠心肌 I/R 损伤起到保护作用。
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【Abstract】 Objective  To observe the protective effect of Compound Musk Injection on myocardial ischemia/
reperfusion (I/R) injury in rats and its mechanism investigation.  Methods  According to random number table method, 
36 adult male Sprague-Dawley (SD) rats were divided into three groups: sham operation, I/R model and drug intervention 
groups, with 12 rats in each group. The rat I/R injury model was replicated by ligation of the anterior descending branch 
of left coronary artery for 30 minutes and then reperfusion for 120 minutes; in the sham operation group, only was under 
the anterior descending coronary artery threaded without ligation. In drug intervention group, 2mL/kg Compound Musk 
injection  preparation  was  injected  into  the  abdominal  cavity  every  day  for  consecutive  7  days  before  operation.  The 
sham operation and  I/R model groups were given  the equal amount of normal  saline before operation. The changes of 
miocardial  infarction  area  and  cardiomyocyte  apoptosis  index  (AI)  in  different  groups were  observed;  the mRNA  and 
protein  levels  of  glucose  regulated  protein  78  (GRP78),  CAAT  region  /enhancer  binding  protein  homologous  protein 
(CHOP) and aspartic acid specific cysteine protease 12 (caspase-12) were detected by reverse transcription polymerase 
chain reaction  (RT-PCR) and Western Blot,  respectively.  Results  The myocardial  infarction area  [(40.81±5.74)% 
vs. (9.27±2.09)%] and AI [(35.26±3.49)% vs. (2.52±0.41)%] in I/R model group were significantly higher than those 
in sham operation group (both P < 0.05). The myocardial  infarction area [(32.63±3.78)% vs. (40.81±5.74)%] and AI 
[(19.73±2.04)% vs. (35.26±3.49)%] in drug intervention group were significantly lower than those in I/R model group 
(both P < 0.05). The expression  levels  of GRP78, CHOP, caspase-12 mRNA  (2-ΔΔCt)  and protein  (gray value)  in  I/R 
model group were significantly higher than those in sham operation group (GRP78 mRNA: 3.79±0.23 vs. 1.00±0.00, 
CHOP mRNA: 3.05±0.10 vs. 1.00±0.00, caspase-12 mRNA: 4.59±0.13 vs. 1.00±0.00; GRP78 protein: 3.31±0.14 
vs. 1.00±0.00, CHOP protein: 2.16±0.14 vs. 1.00±0.00，caspase-12 protein: 4.27±0.15 vs. 1.00±0.00, all P < 0.05);  
the  expression  levels  of  GRP78,  CHOP,  caspase-12  mRNA  (2-ΔΔCt)  and  protein  (gray  value)  in  drug  intervention 
group  were  significantly  lower  than  those  in  I/R  model  group  (GRP78  mRNA:  1.96±0.10  vs.  3.79±0.23,  CHOP 
mRNA:  2.26±0.07  vs.  3.05±0.10,  caspase-12 mRNA:  2.84±0.29  vs.  4.59±0.13;  GRP78  protein:  2.39±0.06  vs. 
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  心肌缺血 / 再灌注（I/R）损伤是急性心肌梗死

溶栓或经皮冠状动脉（冠脉）介入治疗（PCI）后引起

的心肌再次损伤，I/R 损伤可导致心肌细胞结构和

功能发生不可逆性改变，进而加重原有心血管疾病，

最终造成患者病情恶化甚至死亡。心肌 I/R 损伤的

病理生理机制十分复杂，目前主要有氧自由基爆发、

Ca2+ 超载、能量代谢障碍、炎症反应、中性粒细胞浸

润、细胞凋亡和线粒体损伤等几种观点［1］。有研究

表明，内质网应激（ERS）是诱导 I/R 损伤后心肌细

胞凋亡的重要途径［2］。本研究旨在探讨复方麝香

注射液对大鼠心肌 I/R 损伤的作用及其可能机制。

1 材料与方法 

1.1  实验动物及分组：选择 36 只成年清洁级雄性

SD大鼠，体质量（200±20） g，由大连医科大学动物实

验中心提供，动物合格证号：SCXK（京）2017-0011。 

按随机数字表法将大鼠分为假手术组、I/R 模型组、

药物干预组，每组 12 只。

1.2  I/R 模型复制及处理［3］：取 12 只 SD 大鼠，腹

腔注射 30 g/L 戊巴比妥钠麻醉，通过结扎冠脉左前

降支上1/3处 30 min，再灌注120 min 复制 I/R模型；

假手术组大鼠仅在冠脉前降支下穿线，但不结扎。

药物干预组腹腔注射复方麝香注射液 2 mL/kg，每日

1 次，连用 7 d，于末次给药 1 h 后行 I/R 手术；术前

对照组和 I/R 模型组给予 2 mL/kg 生理盐水。

1.3  伦理学：本研究符合动物伦理学标准，并经动

物伦理审批通过（审批号： 2019-11-04）。

1.4  检测指标及方法

1.4.1  心肌梗死面积测定［4］：心脏切片用1%氯化三

苯四唑（TTC）处理 5 min，再用 4% 多聚甲醛水溶液

固定 24 h 后，用载玻片压平切片后拍照，采用 Image 

J 图像分析软件进行分析，红色部分为存活心肌区

域，白色部分为梗死区域，并计算梗死区域（白色 

部分）占整个心脏切面的百分比，取平均值。

1.4.2  心肌细胞凋亡检测：取左室心肌组织，用磷

酸盐缓冲液（PBS）洗涤 3 次，4％多聚甲醛水溶液固

定 48 h 后进行石蜡包埋、切片，脱蜡水化后采用原

位末端缺刻标记法（TUNEL）检测心肌细胞凋亡情

况，试剂盒由瑞士 Roche 公司生产，操作严格按试剂

盒说明书进行。每张切片在凋亡区随机选取 5 个视

野（高倍放大），计数每个视野内凋亡细胞核数、总

细胞核数，计算心肌细胞凋亡指数（AI，AI＝凋亡细

胞核数 / 总细胞核数 ×100%）。

1.4.3  心肌组织葡萄糖调节蛋白 78（GRP78）、

CAAT 区 / 增强子结合蛋白同源蛋白（CHOP）、天

冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 12（caspase-12）的

蛋白表达测定：采用蛋白质免疫印迹试验（Western 

Blot）检测各组心肌组织 GRP78、CHOP、caspase-12

的蛋白表达水平。提取各组心肌组织总蛋白，取等

量蛋白进行十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）并转膜，封闭洗涤后分别加入 GRP78

（1：500）、CHOP（1：1 000）、caspase-12（1：500）一抗，

4 ℃过夜；洗涤后加入二抗（1：10 000）37 ℃孵育 

1 h；洗涤后显色，采用 Image J 图像分析软件分析条

带灰度值，以目的蛋白与内参照微管蛋白（Tubulin）

灰度值的比值作为目的蛋白的表达量。

1.4.4  心肌组织GRP78、CHOP、caspase-12的mRNA 

表达测定：采用反转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）

检测各组心肌组织 GRP78、caspase-12、CHOP 的

mRNA表达水平。取大鼠心肌组织，提取总RNA，检

测 RNA 水平，进行反转录（42 ℃孵育 15 min，85 ℃

加热 5 s），以此为模板进行荧光定量 PCR（94 ℃、

30 s，94 ℃、5 s，60 ℃退火与延伸 30 s，45 个循环 

结束）。以 β- 肌动蛋白（β-actin）作为内参照，用

2- △△ Ct 法表示 mRNA 表达量。引物序列由上海生

工生物工程股份有限公司合成。引物序列见表 1。

表 1 RT-PCR 引物序列

基因 引物序列
扩增产物
大小（bp）

GRP78 正向 F-AACCCAGATGAGGCTGTAGCA
反向 R-ACATCAAGCAGAACCAGGTCAC

21
22

CHOP 正向 F-TCCAACTGCAGAGATGGCAG
反向 R-TCCTCCTCTTCCTCCTGAGC

20
20

caspase-12 正向 F-CACTGCTGATACAGATGAGG
反向 R-CCACTCTTGCCTACCTTCC

20
19

β-actin 正向 F-TGTTGCCCTAGACTTCGAGCA
反向 R-GGACCCAGGAAGGAAGGCT

21
19

注：RT-PCR 为反转录 - 聚合酶链反应，GRP78 为葡萄糖调节蛋
白 78，CHOP 为 CAAT 区 / 增强子结合蛋白同源蛋白，caspase-12
为天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 12，β-actin 为 β- 肌动蛋白

1.5  统计学方法：使用 SPSS 19.0 统计软件进行数

据分析，符合方差齐性和正态分布的计量资料以均

3.31±0.14, CHOP protein: 1.51±0.11 vs. 2.16±0.14, caspase-12 protein: 3.01±0.14 vs. 4.27±0.15, all P < 0.05).   
Conclusion  Compound Musk Injection has protective effect on myocardial I/R injury in rats by inhibiting endoplasmic 
reticulum stress.

【Key words】  Ischemia-reperfusion injury, myocardium;  Endoplasmic reticulum stress;  Compound musk injection
Fund program: National Natural Science Foundation of China (8150114)
DOI: 10.3969/j.issn.1008-9691.2020.05.025
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表 2 不同处理方法各组大鼠心肌组织损伤情况比较（x±s）
组别 动物数（只） 心肌梗死面积（%） AI（%）

假手术组 12   9.27±2.09 2.52±0.41
I/R 模型组 12 40.81±5.74 a  35.26±3.49 a

药物干预组 12 32.63±3.78 ab    19.73±2.04 ab

注：I/R 为缺血 / 再灌注；与假手术组比较，aP＜0.05；与 I/R 模型
组比较，bP＜0.05

数 ± 标准差（x±s）表示，两组间比较采用 t 检验。

P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  不同处理方法各组大鼠心肌组织损伤情况分

析（表 2）：I/R 模型组心肌梗死面积和 AI 均明显高

于假手术组；药物干预组心肌梗死面积和 AI 均较

I/R 模型组明显减少（均 P＜0.05）。

2.2  不同处理方法各组大鼠心肌组织中 GRP78、

CHOP、caspase-12 的蛋白表达水平比较（图 1～2）：

与假手术组比较，I/R 模型组心肌组织 GRP78、

CHOP、caspase-12 的蛋白表达水平均明显升高；药

物干预组上述指标的蛋白表达水平均较 I/R 模型组

明显下降，但仍明显高于假手术组（均 P＜0.05）。

2.3  不同处理方法各组大鼠心肌组织中 GRP78、

CHOP、caspase-12的mRNA表达水平比较（图3）：I/R

模型组心肌组织GRP78、CHOP、caspase-12的mRNA

表达水平均较假手术组明显升高（均 P＜0.05）； 

药物干预组上述指标的 mRNA 表达水平均较 I/R 模

型组明显下降（均 P＜0.05）。

3 讨 论 

  ERS 在心肌 I/R 中起到重要作用，可调节许多

下游信号通路的蛋白表达，改变细胞代谢方式和生

存状态，与细胞凋亡等现象有密切关系［5-6］。ERS

可被氧化应激、葡萄糖缺乏、低氧、钙调节紊乱等多

种内外刺激因素诱发［7-8］。不良因素诱发生理功能

发生紊乱、钙稳态失衡，错误折叠或未折叠蛋白质

在内质网腔内聚集是一种亚细胞器的病理状态，也

是一种细胞的自我保护机制［9］。短期 ERS 对细胞

是一种保护作用，在严重和长期 ERS 下可激活细胞

凋亡通路，诱导细胞凋亡，以去除受损伤的细胞，如

果凋亡的范围过大，速度过快，将导致组织细胞过度

丧失，器官功能严重减退［10-11］。

  GRP78 高表达可阻止新生蛋白向内质网转运，

抑制内质网的过负荷，起到抗细胞凋亡作用，是 ERS

的关键性调控分子［12］，生理情况下 GRP78 与 ERS

元件核糖核酸依赖性蛋白激酶（PKR）、丝氨酸 / 苏氨

酸-蛋白激酶/内切核糖核酸酶肌醇需要酶1（IRE1）

和激活转录因子 -6（ATF6）结合处于失活状态，在

长时间过度刺激下，GRP78 从 PKR、IRE1 和 ATF6

上解离被激活，启动由 ERS 介导的凋亡通路，激活下

游凋亡信号分子，包括 CHOP、c-Jun 氨基末端激酶

（JNK）、caspase-12［13-16］。caspase-12 位于内质网外

注：GRP78 为葡萄糖调节蛋白 78，CHOP 为 CAAT 区 / 增
强子结合蛋白同源蛋白，caspase-12 为天冬氨酸特异性
半胱氨酸蛋白酶 12，I/R 为缺血 / 再灌注；与假手术组 

比较，aP＜0.05；与 I/R 模型组比较，bP＜0.05

图 3 不同处理方法各组大鼠心肌组织 GRP78、
CHOP、caspase-12 的 mRNA 表达水平比较

GRP78 为葡萄糖调节蛋白 78，CHOP 为 CAAT 区 / 增强子
结合蛋白同源蛋白，caspase-12 为天冬氨酸特异性半胱 
氨酸蛋白酶 12，Tubulin 为微管蛋白，I/R 为缺血 / 再灌注

图 1 采用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）
检测不同处理方法各组大鼠心肌组织 GRP78、

CHOP、caspase-12 的蛋白表达

注：GRP78 为葡萄糖调节蛋白 78，CHOP 为 CAAT 区 / 增强子结合
蛋白同源蛋白，caspase-12 为天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 12，

I/R 为缺血 / 再灌注；与假手术组比较，aP＜0.05； 
与 I/R 模型组比较，bP＜0.05

图 2 不同处理方法各组大鼠心肌组织 GRP78、
CHOP、caspase-12 的蛋白表达水平比较
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膜，属于凋亡始动因子，只能被 ERS 激活，是 ERS 凋

亡通路中的关键分子，介导创伤后肝组织 ERS ［17］。

  现代药理学研究表明，具有益气活血功能的中

药介导了 I/R 损伤组织细胞的凋亡，其机制可能与

抑制 JNK 通路有关［18］。复方麝香注射液的主要成

分是麝香、冰片、郁金等，现代药理学研究证实，麝

香含麝香酮、胆甾醇、甾体激素样物质，可直接增强

机体对缺氧的耐受性，还能显著减轻心肌水肿，改善

血液流变学和细胞聚集［19］。目前复方麝香注射液

在临床上的应用效果确切可靠［20］。研究表明，短期

使用复方麝香注射液可以降低急性心肌梗死大鼠心

肌酶水平，缩小大鼠急性心肌梗死面积［21］。

  本研究显示，在心肌 I/R 损伤制模前采用复方

麝香注射液对大鼠进行处理，结果显示，心肌梗死面

积较I/R模型组明显减小，心肌组织AI也明显降低，

且药物干预组心肌组织 GRP78、CHOP、caspase-12

的 mRNA 和蛋白表达水平均较 I/R 模型组明显降

低，提示复方麝香注射液能减轻 I/R 损伤，同时减

轻 ERS 水平，推测其可能通过抑制 I/R 引发的持久

ERS 有关，对心肌 I/R 损伤起到一定的保护作用。

  综上所述，复方麝香注射液通过抑制 ERS 对大

鼠心肌 I/R 损伤起保护作用，其机制需进一步研究。
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