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• 基础研究 •

摘要  目的 观察连翘酯苷 A（FA）对大鼠急性心肌缺血损伤的影响并探讨其作用机制。方法 将

SD 大鼠随机分为假手术（n=25）、模型（n=17）、FA 低剂量（n=19）、FA 高剂量组（n=20）。除假手术组外，

利用大鼠冠状动脉前降支结扎的方法构建急性心肌缺血模型。FA 低、高剂量组于造模前 1 天分别给予 FA 
20、40 mg/（kg · d）灌胃，假手术组和模型组给与等量生理盐水灌胃，连续 7 天。采用 HE 染色观察心

肌组织病理学改变，ELISA 检测大鼠血清中丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）、白介素 -6（IL-6）、

IL-1β、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）水平，Western Blot 观察心肌 Toll 样受体 4（TLR4）、髓样分化因

子（MyD88）、磷酸化核因子 κB （p-NF-κB） p65 蛋白表达，免疫组化法观察心肌 p-NF-κB p65 蛋白表

达。结果 假手术组大鼠心肌细胞排列较为整齐，模型组大鼠的心肌纤维排列紊乱，横纹模糊，可见细

胞肿胀，伴有大量炎性细胞浸润，FA 低、高剂量组有所改善。与假手术组比较，模型组大鼠血清中 SOD
水平降低（P<0.01），血清 MDA、IL-1β、IL-6、TNF-α 水平、心脏组织 TLR4、MyD88、p-NF-κBp65
的蛋白表达升高（P<0.01）。与模型组比较，FA 组 SOD 水平升高（P<0.01），IL-1β、IL-6、TNF-α、

MDA 水平、心脏 TLR4、MyD88、p-NF-κB p65 蛋白表达降低（P<0.01）。FA 高、低剂量组各指标比较，

差异无统计学意义（P>0.05）。结论 FA 可通过抑制 TLR4/NF-κB 信号通路的激活来发挥改善大鼠急性

心肌缺血的作用。

关键词 连翘酯苷 A；急性心肌缺血；炎症反应；氧化应激；中药

Protective Effect and Mechanism of Forsythiaside A for Acute Myocardial Ischemia Rats  
WANG Chen1，ZHAO Xiao-jian2，MENG Zhe1，LI Hai-yu1，and SANG Hai-qiang1 1 Department of Cardiology，
The First Affiliated Hospital of Zhengzhou University，Zhengzhou（450052）；2 Department of Cardiology，Henan 
Provincial People's Hospital，Zhengzhou（463599）

ABSTRACT Objective To observe the effect and mechanism of forsythiaside A （FA） for acute 
myocardial ischemia injury rats. Methods SD rats were randomly divided into sham operation group（n=25），

group model（n=17），low-dose FA group（n=19） and high-dose FA dose group（n=20）. Acute myocardial 
ischemia model was established by ligation of anterior descending coronary artery in rats except sham operation 
group. Low-dose and high-dose FA groups were given 20 and 40 mg · kg-1 · d-1 FA by gavage 1 day before 
modeling，respectively，while sham operation group and model group were given equal volume of normal saline 
gavage，the course was 7 consecutive days. HE staining was used to observe the myocardial tissue pathology 
change. The rat serum malondialdehyde （MDA），superoxide dismutase （SOD），interleukin（IL）-6，IL-1β，

tumor necrosis factor alpha（TNF-α） levels were detected by ELISA. The protein expressions of myocardial toll-
like receptor 4（TLR4） and myeloid differentiation factor（MyD88），phosphorylation nuclear factor-κB （p-NF-κB） 
p65 were detected by Western Blot. And immunohistochemmistry was used to detected the myocardial p-NF-κB 
p65 protein expression. Results The arrangement of myocardial cells in sham operation group was more orderly. 
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根据世界卫生组织的数据，心血管疾病每年可

造成超过 1 700 万人死亡，占全球死亡人数的 30%，

其中缺血性心脏病是最主要的构成部分 [1]。导致缺血

性心脏病死亡的原因多为急性心肌缺血，其病理机制

为冠状动脉粥样硬化斑块破裂导致冠状动脉急性血栓

性闭塞，严重限制或完全阻断心肌的血流灌注，引

发心肌细胞的缺血缺氧，从而导致细胞死亡。急性心

肌缺血首选的治疗方法是通过冠状动脉成形术和支架

置入术尽快恢复冠状动脉血流，以减少急性缺血性损 
伤 [2]。但即使开通了冠状动脉血流，急性心肌缺血患

者的病死率和发病率仍居高不下 [3]。线粒体通过产生

ATP 以维持正常心脏收缩功能，故线粒体功能障碍是

急性心肌缺血后心肌细胞死亡的关键决定因素 [3，4]。线

粒体功能障碍可引起细胞氧化 / 还原反应失衡，导致

细胞内氧自由基增多、钙离子超载，也可引发炎症反 
应 [5]。有研究表明，大量的氧自由基和炎症因子参与

了心肌缺血的整个生理病理过程，能够加重心脏损 
伤 [6，7]。因此，预防急性心肌缺血引起的线粒体功能

障碍，抑制氧化应激清除氧自由基或抑制炎症反应可

能是心脏保护的重要治疗策略。

连翘酯苷 A（forsythiaside A，FA）是连翘中提

取的主要活性成分 [8，9]，已有研究证实 FA 参与调控

机体多种疾病的发生发展，包括炎症、病毒感染、神

经退行性变、氧化应激、肝损伤和细菌感染 [10-12]。本

研究利用大鼠冠状动脉前降支结扎的方法来构建急性

心肌缺血模型，通过不同剂量的 FA 处理后探究 FA
对急性心肌缺血的影响及可能的作用机制。

材料与方法

1 动物 SPF 级健康成年的雄性 SD 大鼠，体

重 210~230 g，购自于上海斯莱克有限公司，饲养在

温度适宜的空调房中，12 h 光照 / 黑暗循环，所有大

鼠自由饮水饮食。本研究通过郑州大学实验动物伦理

委员会审查批准（No. ZZU-LAC-20220311）。

2 药物、试剂及仪器 FA 为木犀科连翘属植

物连翘的叶子部位的提取物（货号：HY-N0028），纯

度 98%，购自美国 MCE 生物科技公司。白细胞介

素 -6（interleukin-6，IL-6，货号：ERC003）、白细

胞介素 -1β（IL-1β，货号：900-K91）和肿瘤坏死

因子 -α（tumor necrosis factor-α，TNF-α，货号：

ERC102a）试剂盒购自欣博盛生物科技有限公司；超

氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD，货

号： S0101S）、 丙 二 醛（malondialdehyde，MDA，

货号：S0131S）试剂盒购自碧云天生物公司；Toll 
样 受 体 4（Toll-like receptor 4，TLR4） 抗 体（ 货

号：38519）、髓样分化因子（myeloid differentiation 
factor 88，MyD88）抗体（货号：4283），核因子

κB（nuclear factor kappa-B，NF-κB） p65 抗体（货

号：8242）、p-NF-κB p65 抗体（货号：3033）试剂

盒均购自 Cell Signaling Technology 公司。多功能

酶标仪（Thermo Fisher Scientific 公司，1410101），
化学发光呈像仪（上海天能公司，Tanon 5200），蛋

白电泳转膜仪（上海天能公司， Tanon EPS600），全

自动快速研磨仪（上海净信科技，Tissuelyser-96）。
3  造模、分组及干预 造模参照文献 [13]，以冠

脉左前降支结扎术建立大鼠心肌缺血模型。配 10% 水

合氯醛溶液，按照腹腔注射 280 mg/kg （0.004  mL/g） 
剂量麻醉大鼠，仰卧位固定于木板上，乙醇消毒胸前

和四肢皮肤，用眼科剪和眼科镊分离大鼠颈部皮肤及

皮下组织，暴露气管行气管插管术，连接实验小动物

呼吸机（呼吸频率 45~65 次 /min，呼吸比 1：  1，潮

气量为 20 mL）和小动物心电图仪。准备完毕后，用

手术剪剪开大鼠 3~4 肋间左侧皮肤，用弯头镊顺着

肌肉纹理钝性分离皮下组织，用眼科镊分离 3、4 肋

间肌肉，夹出胸腺并用眼科拉钩固定，剥离心包膜，

挤出心脏，将冠状动脉前降支（左心耳根部和肺动脉

圆锥交界处）。本研究穿细线结扎，建立心肌缺血模

型，心电图示Ⅱ导联 ST 段明显抬高，以 PR 段为基

The arrangement of myocardial fibers in the model group was disordered，the transverse lines were blurred，the 
cells were swollen，and a large number of inflammatory cells were infiltrated. The improvement was found in FA 
groups. Compared with sham operation group， the serum SOD decreased（P<0.01），serum MDA，IL-1β，IL-6，

TNF-α，the protein expressions of TLR4，MyD88，p-NF-κB p65 in heart tissues increased in model group（P<0.01）. 
Compared with model group，the serum SOD increased（P<0.01），serum IL-1β，IL-6，TNF-α，the protein 
expression of TLR4，MyD88，p-NF-κB p65 in heart tissues decreased in FA groups（P<0.01）. There was 
no statistical difference between high-dose FA group and low-dose FA group（P>0.05）. Conclusion FA can 
improve acute myocardial ischemia in rats by inhibiting the activation of TLR4/NF-κB signaling pathway.

KEYWORDS forsythiaside A；acute myocardial ischemia；inflammatory response；oxidative stress；

Chinese herbal medicine
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线，记录 QRS 波群终点与 ST 段交接处的 J 点位移，

该点上升或下降 0.1 mV 或以上，提示造模成功。假

手术组只置手术线，不结扎。将 100 只大鼠采用随机

数字表法分为 4 组：假手术（25 只）、模型（25 只）、

FA 低剂量（25 只）、高剂量（25 只）组。结合参考

文献 [14]及预实验药物剂量摸索，确定 FA 低、高给

药剂量分别为 20、40 mg/（kg · d），造模前 1 天灌

胃给药，连续 7 天，假手术组和模型组给予等体积生

理盐水。假手术组25只，无死亡例数，全部造模成功。

模型组 25 只，死亡 8 只，造模成功 17 只；低剂量组

25 只，死亡 6 只，造模成功 19 只；高剂量组 25 只，

死亡 5 只，造模成功 20 只，死亡原因均为结扎过深

或术后麻醉未能苏醒。灌胃 7 天后，处死各组大鼠，

取相应组织进行检测。

4 观察指标及检测方法

4.1 组织学检测 将心尖部的心肌组织标本经

4% 多聚甲醛固定后，石蜡包埋，制成 4μm 组织切

片，HE 染色观察心肌组织病理学变化。

4.2 血清中氧化应激指标及炎性细胞因子的测

定 根据制造商的说明，通过 ELISA 检测试剂盒检

测大鼠外周血清中氧化应激指标包括 SOD、MDA 水

平和炎性细胞因子包括 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平。

4.3 Western Blot 观 察 心 肌 TLR4、MyD88、
p-NF-κB p65 表达 提取各组大鼠的心肌蛋白并进

行蛋白定量，对定量后的蛋白样品进行凝胶电泳，

并转移到 PVDF 膜上。5% 脱脂牛奶室温密封 2 h， 
分别与相应的一抗溶液中 4℃孵育过夜。第二天

TBST 洗 10 min×4 次，后转移至二抗溶液中，在摇

床上室温孵育 2 h 后，TBST 洗 10 min×4 次。对条

带进行均匀曝光和扫描，分析条带的灰度值。

4.4 免疫组化染色观察 p-NF-κB p65 在心脏

组织中的表达 将石蜡切片依次置于二甲苯、无水乙

醇、不同梯度乙醇中浸泡进行脱蜡复水，最后置入

ddH2O 5 min。置于 0.01 min 柠檬酸钠缓冲溶液中抗

原修复，95 ℃高压热修复10 mol/L min，自然冷却（约 
1 小时左右），PBST 洗 5 min×3 次。置入 3% 过氧

化氢水湿盒孵育 10 min，以阻断内源性过氧化物酶，

PBST 洗 5 min×3 次。滴加 0.2 % 曲拉通破膜，室

温孵育 5 min，PBST 洗 5 min×3 次。擦干玻片放入

湿盒，滴加山羊血清室温封闭 1 h，PBST 洗 5 min× 
3 次。加入稀释后一抗后（1：   200）4 ℃过夜。过夜

后取出室温平衡 0.5 h，PBST 洗 5 min×3 次。滴加

HRP 标记二抗室温孵育 1 h，PBST 洗 5 min×3 次。

滴加 DAB 显色剂孵育 3~5 min（显微镜下观察），显

色后自来水下小心冲洗，苏木精复染 10 s。PBST 洗

10 min，0.5% 盐酸酒精分化后显微镜下观察染色程

度。将载玻片依次放入 70%、85%、95%、100% 乙

醇溶液脱水（各 5 min），放入二甲苯透明，封片，通

风橱中放置过夜晾干。

5 统计学方法 采用 GraphPad Prism 8.1 统计

软件进行作图与分析，计量资料采用 x–±s 表达，采

用单因素方差分析进行统计分析，P<0.05 为差异有

统计学意义。

结  果

1 各组大鼠心肌组织病理变化比较（图 1） 假

手术组大鼠心肌组织形态基本无异常，心肌细胞排列

较为整齐，且界限较为清晰。模型组大鼠的心肌纤维

则排列紊乱，横纹模糊，可见细胞肿胀，伴有大量炎

性细胞浸润。FA 组的心肌纤维排列较为整齐，仅部

分纤维断裂，有少量炎性细胞浸润，且 FA 高剂量组

对组织损害的改善更为明显。

  注：图中箭头所指为心肌纤维断裂、炎症细胞浸润典型病变处

图 1 各组大鼠心肌组织病理变化（HE，×100）

2 各组大鼠 SOD、MDA 水平比较（表 1） 与

假手术组比较，模型组大鼠血清中 SOD 水平降低

（P<0.01），MDA 水平增高（P<0.01）。与模型组比

较，FA 组 SOD 水平升高（P<0.01），MDA 水平降

低（P<0.01）。FA 高、低剂量组各指标比较，差异无

表 1 各组大鼠 SOD、MDA 水平比较 （x–±s）
组别 n SOD（ng/mL） MDA（pg/mL）

假手术 3 44.42±2.79   4.89±1.27

模型 3 17.69±1.32 17.91±1.79

FA 低剂量 3 22.89±2.03 △ 13.08±1.18 △

FA 高剂量 3 36.58±2.49 △   8.46±1.44 △

  注：与假手术组比较， P<0.01；与模型组比较，△P<0.01
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和治疗具有重要的临床意义。在本研究中，FA 处理

可缓解急性心肌缺血导致的心肌病理损伤，减轻氧化

应激，促进氧自由基的清除，下调促炎性细胞因子的

水平，并逆转心肌组织中炎症相关通路的激活，提示

FA 具有抗大鼠急性心肌缺血作用。

研究表明 FA 预处理 PC12 细胞，可通过激活核

因子 E2 相关因子（nuclear factor erythroid2-related 
factor 2，Nrf-2）通路来抑制活性氧的过度产生、脂

质过氧化和细胞凋亡 [15]。在 LLC-PK1 细胞中，FA
可抑制过氧亚硝酸盐诱导的氧化应激，具有明显的

自由基清除能力 [16]。已有研究发现发现 FA 通过抑

制 NADPH 氧化酶 4（NADPH oxidase 4，NOX4）/ 
活 性 氧（reactive oxygen species，ROS） 通 路 改

善氧化失衡来抑制肝星状细胞的激活从而减轻肝

纤维化 [17]。与上述研究类似，本研究也表明 FA 可

显著降低急性心肌缺血大鼠血清中 MDA 水平，提

高 SOD 水平。近期研究显示，FA 通过剂量依赖性

方式抑制 NF-κB 信号通路从而抑制细胞因子包括

统计学意义（P>0.05）。
3 各组大鼠血清 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平

比较（表 2） 与假手术组比较，模型组大鼠血清 IL-
1β、IL-6、TNF-α 水平升高（P<0.01）。与模型组比

较，FA 组小鼠血清 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平降低

（P<0.01）。FA 高、低剂量组各指标比较，差异无统

计学意义（P>0.05）。

表 2 各组大鼠血清 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平比较

 （pg/mL，x–±s）

组别 n IL-1β IL-6 TNF-α

假手术 3 17.97±1.05 21.04±1.70 39.43±3.19

模型 3 56.27±4.40 64.19±4.70 95.59±7.18

FA 低剂量 3 36.44±3.82 △ 46.60±2.98 △ 66.19±5.11 △

FA 高剂量 3 23.80±4.00 △ 38.97±2.09 △ 49.50±4.47 △

  注：与假手术组比较， P<0.01；与模型组比较，△P<0.01

4 各组大鼠心脏组织 TLR4、MyD88、p-NF-
κB p65 表达比较（图 2、3） Western Blot 显示，

与假手术组比较，模型组大鼠心脏组织中 TLR4，
MyD88，p-NF-κBp65 的蛋白表达升高（P<0.01）。
与 模 型 组 比 较，FA 组 大 鼠 心 脏 TLR4、MyD88、
p-NF-κB p65 的蛋白表达降低（P<0.01）。免疫组化

结果显示，与假手术组比较，模型组大鼠心脏组织中

p-NF-κBp65 的蛋白表达水平升高（P<0.01）。与模

型组比较，FA 组 p-NF-κBp65 的蛋白表达水平降低

（P<0.01）。FA 高低剂量组各指标比较，差异无统计

学意义（P>0.05）。

讨  论

缺血性心脏病是全球死亡的主要原因，每年造

成 900 万人死亡 [1]，因此，针对缺血性心脏病的预防

  注：图中箭头所指棕色区域为 p-NF-κB p65 蛋白表达；与假手术

组比较， P<0.01；与模型组比较，△P<0.01

图 3 各组大鼠心脏组织中 p-NF-κBp65 的表达比较

  注：与假手术组比较， P<0.01；与模型组比较，△P<0.01

图 2 各组大鼠心脏组织 TLR4、MyD88、p-NF-κB p65 表达比较
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TNF-α、IL-6 和 IL-1β 的炎症作用来减轻香烟诱导

的小鼠肺部炎症 [18]。FA 可增加抗炎性细胞因子的水

平，抑制 T 细胞免疫反应 [19]。此外，FA 也可通过抑

制 NOD 样受体热蛋白结构域相关蛋白 3（NOD-like 
receptor thermal protein domain associated protein 
3，NLRP3）通路下调 IL-1β 的表达从而减轻甲氨

蝶呤诱导的大鼠肠道黏膜炎 [20]。本研究发现 FA 可显

著降低急性心肌缺血大鼠血清中促炎性细胞因子的水

平。综上，FA 可抑制氧化应激，减轻缺血损伤后的

炎症反应来改善组织损伤，对急性心肌缺血的心肌组

织发挥一定的保护作用。

TLR4/NF-κB 信号通路作为最经典的炎症信号

通路参与调控机体的免疫炎症反应。FA 可通过抑制

TLR4/MyD88/NF-κB 信号通路，剂量依赖性地增加

巨噬细胞活力并降低调节性 T 细胞的百分比从而抑制

炎症反应 [21]。在酵母聚糖诱导的急性腹膜炎小鼠中，

FA 处理可抑制 NF-κB 信号通路的激活从而降低促

炎性介质水平 [22]。最新的研究也表明，在小鼠小神

经胶质细胞系 BV-2 细胞中，FA 处理可抑制 NF-βB
信号传导的激活并减少促炎因子的分泌来减轻神经系

统炎症 [23]。与上述研究类似，本研究结果也证实 FA
可下调 TLR4/NF-κB 通路蛋白的表达，并抑制炎症

反应。

有研究表明在心肌细胞系 H9c2 中，FA 预处理

可显著改善过氧化氢诱导的氧化应激和细胞凋亡，并

且其改善效应与 FA 预处理的浓度呈正相关 [24]。与这

一研究不同的是，本研究发现 FA 低剂量和高剂量组

对大鼠心肌缺血损伤的改善效应无明显差别。一般情

况下，药物发挥的效应与药物血药浓度存在一定的正

相关性，而本研究结果则提示灌胃的药物浓度并未影

响药物发挥的效应，这可能是由于无论是低剂量组或

者高剂量组的 FA 经灌胃后吸收入血的血药浓度已达

到药物治疗效应的峰值。但其中具体的机制可能需要

对药物的血药浓度进一步检测后明确。

综上所述，通过对大鼠急性心肌缺血模型进行

FA 处理，可抑制 TLR4/NF-κB 信号通路的激活从而

抑制氧化应激，减轻炎症反应，来保护缺血的心肌组

织，为 FA 在心血管系统疾病中的应用提供研究基础。

利益冲突：无。
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