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侧柏叶对家兔心肌缺血－再灌注损伤的保护效应
及其胆碱能抗炎作用
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　　摘　要　目的　探索侧柏叶（ＣａｃｕｍｅｎＢｉｏｔａｅ，ＣＢ）对家兔心肌缺血－再灌注损伤（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒ
ｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＭＩＲＩ）的保护效应及胆碱能抗炎通路在此过程中的作用。方法　将家兔随机分为假手术组、模型对
照组、侧柏叶乙酸乙酯提取物组以及侧柏叶迷走神经切断组，每组８只，以心率、收缩压、血清肌酸激酶（ｃｒｅａｔｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅ，ＣＫ）、乳酸脱氢酶（ｌａｃｔｉｃｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）、白细胞介
素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）、乙酰胆碱（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，ＡＣＨ）以及心肌组织总一氧化氮合成酶（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，
ＮＯＳ）为检测指标，探讨ＣＢ对家兔ＭＩＲＩ的保护效应以及胆碱能抗炎通路在此过程中的作用。结果　模型对照
组家兔心率明显减慢、收缩压明显降低，血清心肌酶ＣＫ、ＬＤＨ、血清ＴＮＦα、ＩＬ６和Ａｃｈ水平明显升高（Ｐ＜０．０１），
心肌组织ＮＯＳ含量明显降低（Ｐ＜０．０１）。与模型对照组相比，侧柏叶乙酸乙酯提取物组能明显减小家兔 ＭＩＲＩ
心率和收缩压的降低率（Ｐ＜０．０１），显著减弱血清心肌酶ＣＫ和ＬＤＨ的升高（Ｐ＜０．０１），明显降低血清 ＴＮＦα和
ＩＬ６水平（Ｐ＜０．０１），增加血清Ａｃｈ及心肌组织ＮＯＳ含量（Ｐ＜０．０１），而迷走神经切断后，侧柏叶的以上作用明显
减弱（Ｐ＜０．０１）。结论　侧柏叶对家兔ＭＩＲＩ具有保护作用，此作用与胆碱能抗炎通路有关。
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　　冠心病严重威胁人类健康，心肌缺血－再灌注
损伤（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＭＩＲＩ）
是冠心病治疗过程中面临的一大挑战，而寻求抵抗

ＭＩＲＩ的药物具有重要的临床应用价值。目前认
为，ＭＩＲＩ的损伤机制与自由基损伤、钙超载和炎性
损伤等有关［１］。

我们的前期研究表明，侧柏叶（ＣａｃｕｍｅｎＢｉｏ
ｔａｅ，ＣＢ）乙酸乙酯提取物具有抗氧化应激、抗炎［２］

等功效，因此我们推测ＣＢ乙酸乙酯提取物对ＭＩＲＩ
有治疗作用。本文以心率、收缩压、血清肌酸激酶

（ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＣＫ）、乳酸脱氢酶（ｌａｃｔｉｃｄｅｈｙｄｒｏ
ｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃ
ｔｏｒα，ＴＮＦａ）、白细胞介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ６）、
乙酰胆碱（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，ＡＣＨ）以及心肌组织总一
氧化氮合成酶（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＮＯＳ）为检测
指标，探讨 ＣＢ对家兔 ＭＩＲＩ的保护效应及其相关
机制。

１　材料与方法

１．１　动物
健康成年家兔 ３２只，体重 ２～２．５ｋｇ，雌雄不

限，由山东大学实验动物中心提供。

１．２　主要试剂
侧柏叶取自济宁医学院本草园，去枝干，留针

尖叶。石油醚分析纯（批号：２０１３０４１９）购自烟台
三和化学试剂有限公司；乙酸乙酯 （批号：

２０１５１２１４）购自上海山蒲化工有限公司；ＬＤＨ（批
号：２０１７０５１６）试剂盒、ＣＫ（批号：２０１７０５１１）试剂
盒、ＩＬ６（批号：２０１７０５１８）试剂盒、ＴＮＦα（批号：
２０１７０５１８）试剂盒、ＡＣＨ（批号：２０１７０５１７）试剂盒
以及ＮＯＳ（批号：２０１７０５１１）试剂盒均购自南京建
成生物工程研究所。

１．３　侧柏叶乙酸乙酯萃取物制备
新鲜侧柏叶２００ｇ，清洗阴干后，用粉碎机磨成

粗粉，并以１∶１０的比例连续 ３次加水煎煮，每次

１．５ｈ，合并煎液并用抽滤装置过滤，并将滤液于
６０℃以下用旋转蒸发仪浓缩，然后用分液漏斗按照
１∶１的比例，先用石油醚萃取分层后取水层，再用同
等比例的乙酸乙酯萃取，最后用旋转蒸发仪浓缩为

浸膏，得侧柏叶乙酸乙酯萃取物，并置于 ４℃冰箱
备用，用蒸馏水将侧柏叶乙酸乙酯萃取物稀释为１
×１０３ｇ／Ｌ的混悬液灌胃。
１．４　家兔ＭＩＲＩ模型制备

家兔被麻醉、仰卧位固定、气管插管后，沿胸骨

正中线右侧旁开１～２ｃｍ处切开皮肤，钝性分离皮
下组织，暴露并剪断３～５根肋骨，暴露心脏，剪开
心包膜，提起右心耳，将连有缝合线的无创小圆弯

针从右冠状沟下方穿过，再用套有橡胶管的细铁钩

勾住缝合线的两端，并缓慢拉入橡胶管，之后再将

家兔的肌肉和皮缝合，并将橡胶管暴露在外。轻拉

缝合线，收紧橡皮管，用止血钳同时钳住缝合线和

橡胶管３０ｍｉｎ，以此造成冠状动脉的缺血，松开止
血钳使心脏再灌注３０ｍｉｎ，以此制备家兔心肌缺血
再灌注的模型。实验过程中，心电图Ⅱ导联显示
ＳＴ段显著抬高或压低说明心肌缺血成功，放松缝
合线后，心电图Ⅱ导联显示 ＳＴ段或 Ｔ波较前有回
落，说明再灌注成功。

１．５　动物分组及指标测定
健康成年家兔３２只随机被分为假手术组、模

型对照组、侧柏叶乙酸乙酯提取物组以及侧柏叶迷

走神经切断组，每组各８只。各组动物均按照图１
所示的实验流程进行操作，心肌缺血３０ｍｉｎ再灌注
３０ｍｉｎ后，颈总动脉取血、取心脏后，分别进行心肌
切片 ＴＴＣ染色，再次确认造模是否成功；心肌总
ＮＯＳ含量测定（比色法）、血清 ＣＫ、ＬＤＨ含量测定
（比色法）、血清 ＴＮＦα、ＩＬ６含量测定（ＥＬＩＳＡ法）
以及血清ＡＣＨ含量测定（微板法），以观察侧柏叶
对家兔ＭＩＲＩ的保护效应及胆碱能抗炎通路在此
过程中的作用。

注：ＴＴＣ．氯化三苯基四氮唑

图１　实验操作流程
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１．６　统计学方法
采用 ＳＰＳＳ１７．０分析软件进行统计分析，所有

数据用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素方差分析，
两两比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　４组家兔动脉收缩压和心率变化比较
假手术组家兔手术前后收缩压和心率无明显

变化（Ｐ＞０．０５），除乙酸乙酯提取物组心肌缺血后

收缩压下降无统计学意义外，其余各组家兔心肌缺

血后收缩压均明显下降，心率减慢（Ｐ＜０．０５），心肌
缺血－再灌注后心率、收缩压进一步下降（Ｐ＜
００５）。与模型对照组相比，侧柏叶乙酸乙酯提取
物组心肌缺血－再灌注后心率和收缩压的下降率
（缺血前－再灌注后 ３０ｍｉｎ／缺血前）明显降低（Ｐ＜
００１），但与侧柏叶乙酸乙酯提取物组相比，侧柏
叶迷走神经切断组收缩压和心率的下降率明显升

高（Ｐ＜０．０１），如表１所示。

表１　４组家兔心肌缺血－再灌注前后心率及收缩压的变化 （ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

实验分组
心率／次·ｍｉｎ－１ 收缩压／ｍｍＨｇ

缺血前 缺血后３０ｍｉｎ ｔ Ｐ 再灌注３０ｍｉｎ ｔ Ｐ 缺血前 缺血后３０ｍｉｎ ｔ Ｐ 再灌注３０ｍｉｎ ｔ Ｐ
假手术组 ３００±１３ ２９３±１４ １．０４ ０．３２ ３０２±１６ ０．２７ ０．７９ １０９±１０ １１４±１２ ０．９１ ０．３８ １０６±９ ０．６３ ０．５４
模型对照组 ２９９±１５ ２０２±１３ １３．８２＜０．００１ １４２±１６ １９．９９ ＜０．００１ １１３±１１ ９０±１２ ４．００ ＜０．００１ ７７±８ ７．４９ ＜０．００１
乙酸乙酯提取物组 ３１３±１６ ２６２±１４ ６．７９ ＜０．００１ ２２０±１７ １１．２７ ＜０．００１ １１２±１２ １０２±１３ １．６０ ０．１３ ９５±１０ ３．０８ ０．０１
侧柏叶迷走神经切断组 ２９７±１４ ２１４±１７ １０．６６＜０．００１ １６１±１５ １８．７５ ＜０．００１ １１９±１４ １０１±９ ３．０６ ０．０１ ８３±７ ６．５１ ＜０．００１

　　注：与缺血前相比， Ｐ＜０．０５， Ｐ＜０．０１

２．２　４组家兔血清心肌酶的含量比较
与假手术组相比，模型对照组、侧柏叶乙酸乙

酯提取物组以及侧柏叶迷走神经切断组血清ＣＫ、
ＬＤＨ含量明显升高（Ｐ＜０．０１），但与模型对照组相
比，侧柏叶乙酸乙酯提取物组和侧柏叶迷走神经切

断组明显降低（Ｐ＜０．０１），而侧柏叶乙酸乙酯提取
物组又明显低于侧柏叶迷走神经切断组（Ｐ＜
００１）。见表２。

表２　４组家兔心率和收缩压变化率以及血清ＬＤＨ
和ＣＫ含量比较 （ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）
心率变化率／％ 收缩压变化率／％ ＬＤＨ／Ｕ·Ｌ－１ ＣＫ／Ｕ·Ｌ－１

假手术组 ０．６３±０．１６ ２．８３±１．２０ ３６９．１９±２３．４７ ８９３．２５±３６．１７
模型对照组 ５２．９４±５．７３ ４０．４９±４．８２ ８３４．３５±４５．６８ １７９２．３０±３３．６７

乙酸乙酯提取物组 ２９．６５±５．４５＃ １５．７１±５．５９＃ ４９８．５１±２１．６３＃ １２６５．９１±７８．５０＃

侧柏叶迷走神经切断组 ４５．５７±８．９４＃△ ２７．８０±１０．８７＃△ ６８５．６０±２８．６７＃△ １６５９．２４±６９．０７＃△

Ｆ值 １２０．７４ ４７．９６ ３４１．６５ ３９５．４７
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与假手术组相比， Ｐ＜０．０１；与模型对照组相比，＃Ｐ＜
０．０１；与乙酸乙酯提取物组相比，△ Ｐ＜０．０１

２．３　４组家兔血清 Ａｃｈ、ＴＮＦα、ＩＬ６及心肌组织
总ＮＯＳ的含量

与假手术组相比，模型对照组、侧柏叶乙酸乙

酯提取物组和侧柏叶迷走神经切断组血清 Ａｃｈ、
ＴＮＦα、ＩＬ６含量明显升高（Ｐ＜０．０１），心肌组织总
ＮＯＳ含量明显降低（Ｐ＜０．０１）。与模型对照组相
比，侧柏叶乙酸乙酯提取物组血清 ＴＮＦα、ＩＬ６含
量则明显降低（Ｐ＜０．０１），血清 Ａｃｈ和心肌组织总

ＮＯＳ含量明显升高（Ｐ＜０．０１）。而侧柏叶乙酸乙酯
提取物组血清 ＴＮＦα、ＩＬ６含量明显低于侧柏叶
迷走神经切断组（Ｐ＜０．０１），血清ＡＣＨ以及心肌组
织总ＮＯＳ含量明显高于侧柏叶迷走神经切断组（Ｐ
＜０．０１）。见表３。

表３　４组家兔血清Ａｃｈ、ＴＮＦα、ＩＬ６水平和
心肌组织ＮＯＳ含量比较 （ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

组别 ＡＣＨ／ｐｇ·ｍｌ－１ ＴＮＦ－α／ｎｇ·ｍｌ－１ ＩＬ－６／ｎｇ·ｍｌ－１ ＮＯＳ／Ｕ·ｍｇ－１

假手术组 ３７．７１±６．８２ １．１３±０．１１ ０．３５±０．０４ １６２．３３±２５．１４
模型对照组 ６８．７４±１５．６８ １．７９±０．２９ ０．７４±０．０２ １０８．９９±１７．６１

乙酸乙酯提取物组 ９９．１７±１５．３２＃ １．３５±０．１２＃ ０．４３±０．０４＃ １４５．４２±２１．３３＃

侧柏叶迷走神经切断组 ５２．５４±１２．６１＃△ １．５５±０．１１＃△ ０．５６±０．０１＃△ １２６．３３±１７．９２＃△

Ｆ值 ２７．８３ ２０．１７ １４５．５１ ９．５８
Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与假手术组相比， Ｐ＜０．０１；与模型对照组相比，＃Ｐ＜
０．０１；与乙酸乙酯提取物组相比，△ Ｐ＜０．０１

３　讨论

目前，冠心病发病率和死亡率逐年上升，且发

病年轻化趋势明显［３４］。冠状动脉再通是治疗冠心

病的主要方法，但冠状动脉再通后容易导致ＭＩＲＩ，
所以寻求能对抗 ＭＩＲＩ的药物具有重要意义。我
们的研究表明，侧柏叶乙酸乙酯提取物能明显减小

家兔ＭＩＲＩ心率和收缩压的降低率，显著减弱血清
心肌酶ＣＫ和ＬＤＨ的升高，提示侧柏叶对 ＭＩＲＩ具
有保护作用，这将对冠心病的治疗提供重要的参考

依据。
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在人类及哺乳动物，窦房结、右心房、右心室、

房室结、左室后壁等均接受右冠状动脉的供血［５］，

因此右冠状动脉供血不足可导致心率减慢和收缩

压降低。缺血－再灌注后可使心肌细胞水肿、胞膜
和线粒体的损伤进一步加剧［６］。这可能是导致心

肌缺血－再灌注后心率与收缩压进一步降低的原
因［７］。心肌内存在大量的心肌酶，在心肌细胞膜

通透性增加或心肌缺血性坏死时，大量的心肌酶释

放入血，引起血清中心肌酶升高，而血清心肌酶的

升高程度在某种程度上与心肌细胞的损伤成正相

关［８］。在本研究中，侧柏叶能明显降低家兔 ＭＩＲＩ
后血清 ＣＫ和 ＬＤＨ水平，明显减小心率和收缩压
的降低率，提示侧柏叶对家兔心肌 ＭＩＲＩ具有保护
作用。

Ｂｅｒｎｉｋ等［９］研究发现，刺激迷走神经能明显减

轻大鼠心肌缺血－再灌注模型的炎症反应，而切断
迷走神经后这种保护效应消失。Ｌｉ等［１０］研究也发

现，在大鼠心肌缺血－再灌注模型，给予 ａ７烟碱型
乙酰胆碱受体激动剂后能明显减少缺血心肌的炎

性细胞浸润，降低心肌酶含量，减轻心肌的超微结

构损伤。以上结果提示，在一定程度上，迷走神经

活性增强能明显减轻心肌 ＭＩＲＩ。在本研究中，侧
柏叶能明显减小心肌缺血－再灌注后收缩压、心率
的降低率，但在迷走神经切断后，侧柏叶的以上保

护作用明显减弱，提示迷走神经切断后侧柏叶对心

肌ＭＩＲＩ的保护作用明显减小，说明迷走神经在此
过程中作用关键。已有研究证实，迷走神经释放的

乙酰胆碱通过结合免疫细胞表面的ａ７烟碱型乙酰
胆碱受体阻断ＮＦκＢ通路，抑制炎性因子及ＴＮＦａ
和ＩＬ６等细胞因子的表达。而大量释放的 ＴＮＦα
和ＩＬ６等却能激活 ＮＦκＢ通路，下调 ＮＯＳ的表
达，诱发细胞凋亡，加重心肌损伤。在本研究中，侧

柏叶能明显降低心肌缺血－再灌注后血清 ＴＮＦα
和ＩＬ６水平，增加血清Ａｃｈ及心肌组织ＮＯＳ含量，
提示侧柏叶对 ＭＩＲＩ的保护作用与胆碱能抗炎通
路有关。而迷走神经切断后，侧柏叶的以上作用明

显减弱，进一步提示侧柏叶对 ＭＩＲＩ的保护作用与

胆碱能抗炎通路有关。
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