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姜黄素对大鼠心肌梗死后细胞凋亡及血流动力学的影响
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　　摘　要：目的　观察姜黄素对大鼠心肌梗死（ＭＩ）后心肌细胞凋亡及血流动力学的影响，探讨姜黄素对 ＭＩ的作用。方法　将

１００只ＳＤ♂大白鼠随机分为假手术组（ｓｈａｍ，狀＝１０）和心肌梗死组（ＭＩ，狀＝９０），ＭＩ组结扎大鼠冠状动脉左前降支构建 ＭＩ模型，

假手术组不结扎。术后２４ｈ，将 ＭＩ组存活的大鼠随机分为对照组、溶剂组与姜黄素低、中、高剂量组。４周后经颈动脉插管测左

心室平均收缩压（ＭＬＶＳＰ）、左心室平均舒张压（ＭＬＶＤＰ）、左室内压最大收缩与舒张斜率（±ｄｐ／ｄｔｍａｘ）数据，用ＴＵＮＥＬ法检测凋

亡细胞。结果　（１）ＭＩ后，大鼠 ＭＬＶＳＰ与±ｄｐ／ｄｔｍａｘ明显降低，ＭＬＶＤＰ显著升高（犘＜０．０１），经姜黄素干预后 ＭＬＶＳＰ与±ｄｐ／

ｄｔｍａｘ显著升高（犘＜０．０５）、ＭＬＶＤＰ显著降低（犘＜０．０５）；（２）ＡＭＩ后，心肌细胞凋亡指数显著升高（犘＜０．０１），经姜黄素干预后凋

亡指数显著降低（犘＜０．０５）；（３）姜黄素的作用随着干预剂量的增加而更加显著。结论　姜黄素能够抑制 ＭＩ后的心肌细胞凋亡，

改善 ＭＩ后的血流动力学障碍；姜黄素的作用呈一定的量效关系。
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　　随着冠心病的逐渐增多，心肌梗死（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，

ＭＩ）的发病率也明显升高，成为国人致死的首要原因。大量研

究表明，ＭＩ后心肌边缘区均存在大量心肌细胞凋亡，心肌细胞

凋亡的持续存在，使心肌细胞进行性丢失，促进心室发生重构，

加重心力衰竭［１２］。姜黄素（ｃｕｒｃｕｍｉｎ）是从姜科类植物提取的

一种酚类化合物，在非肿瘤组织中，具有抑制肿瘤坏死因子

（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）、核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，

ＮＦκＢ）、Ｂａｘ等促凋亡因子表达，促进Ｂｃｌ２与凋亡抑制蛋白

（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＩＡＰ）等抗凋亡因子表达等作

用，姜黄素对 ＴＮＦ、ＮＦκＢ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２与ＩＡＰ进行有效干预，

可能有抗心肌梗死后心肌细胞凋亡的作用，从而改善血流动力

学，但目前国内外还鲜有报道。本实验旨在研究姜黄素对大鼠

ＭＩ后心肌细胞凋亡和血流动力学的影响。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　１００只ＳＰＦ级ＳＤ雄性大鼠，２～３月龄，体

质量（２５９±２１）ｇ，由重庆医科大学动物实验中心提供。

１．１．２　试剂　姜黄素（９５％）购自陕西赛德高科生物股份有限

６８８２ 重庆医学２０１０年１１月第３９卷第２１期

 基金项目：重庆市卫生局中医药科研资助项目（２００６Ｂ２５）。　△　通讯作者，电话：（０２３）６３８６４２７３；手机：１３５９４１７６５６２；Ｅｍａｉｌ：ｚｈｕｘｉｃｕｎ

＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。



表１　　各组大鼠血流动力学参数的测量结果（狓±狊）

组别 狀 ＭＬＶＳＰ（ｍｍＨｇ） ＭＬＶＤＰ（ｍｍＨｇ） ＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ（ｍｍＨｇ／ｓ） ｄｐ／ｄｔｍａｘ（ｍｍＨｇ／ｓ）

ＳＨ组 １０ １１８．０９±４．２３ １．３４±２．７６ ５８０３．６９±３８９．６８ ４８６２．７３±２７４．１９

ＣＯＮ组 １０ ６２．０７±４．４２ ２７．４±５．５９ ２１７６．５６±２０３．３４ １９２５．３５±２４７．５５

ＳＯＬ组 １０ ６１．９３±６．２２ ２７．１９±６．４０ ２２２１．１８±２４１．９３ １９２５．３２±２３８．５３

ＣＬ组 １０ ７３．７２±５．１２▲ ２０．１７±１．６５ ２５０２．９６±１３０．６７ ２２９３．７２±１８４．４３

ＣＭ组 １０ ８４．３５±５．０６▲★● ６．４７±２．１▲★ ３３４０．１９±３７５．５０▲★● ２７０８．６３±１７９．２９▲●

ＣＨ组 １０ ９７．５２±１０．８０▲★ ６．９６±１．４７▲★ ４００６．８３±９１２．９５▲★ ３４８１．２８±７６２．６８▲★

　　：与ＳＨ组比较，犘＜０．０５；▲：与ＣＯＮ组比较，犘＜０．０５；★：与ＣＬ组比较，犘＜０．０５；●：与ＣＨ组比较，犘＜０．０５。

公司，ＴＵＮＥＬ试剂盒购自南京凯基生物科技发展有限公司，

无水乙醇与聚乙二醇４００分别购自重庆川东化工（集团）有限

公司与成都科龙化工试剂厂。

１．１．３　仪器与设备　ＡＬＣＶ８动物呼吸机由上海奥尔科特生

物科技有限公司提供，ＹＰＪ０１型压力换能器与 ＲＭ６２４０型多

道生理信号采集系统由成都仪器厂提供，ＲＭ２２３５型轮转式切

片机与ＯＬＹＭＰＵＳＢＸ５０型显微镜分别由德国ＬＥＩＣＡ公司与

日本ＯＬＹＭＰＵＳ公司提供。

１．２　实验方法

１．２．１　动物模型的制备及分组　参照文献［７］介绍的方法，取

９０只大鼠以心大静脉为标志，在左心耳尖端下缘约２ｍｍ水平

处以无创缝合线（７０）结扎冠脉左前降支（ｌｅｆｔａｎｔｅｒｉｏｒｄｅ

ｓｃｅｎｄｉｎｇ，ＬＡＤ）制作 ＭＩ模型，共存活６５只。分为对照组

（ＣＯＮ）１３只、溶剂组（ＳＯＬ，６％乙醇和６％聚乙二醇４００混合

液２．５ｍＬ·ｋｇ
－１·ｄ－１）１３只、姜黄素低剂量组（ＣＬ，５０ｍｇ·

ｋｇ
－１·ｄ－１）１３只、姜黄素中剂量组（ＣＭ，１００ｍｇ·ｋｇ

－１·

ｄ－１）１３只、姜黄素高剂量组（ＣＨ，２００ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）１３

只［８］；假手术组（ＳＨ）１０只大鼠ＬＡＤ只穿线，不结扎。术后２４

ｈ开始腹腔注射给药（ｉｐ），共４周。

１．２．２　血流动力学测定及标本制备　４周后，各组随机选出

１０只进行血流动力学测定。大鼠麻醉后，气管插管机械通气，

分离出右侧颈总动脉，结扎远心端，将与ＹＰＪ０１型压力换能器

和ＲＭ６２４０型多道生理信号采集处理系统连接的２０Ｇ多聚树

脂腰麻导管插入颈动脉内，缓慢推送导管进入左心室，稳定５

～１０ｍｉｎ后连续３次记录心室内血流动力学波形曲线并分析

左心室平均收缩压（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｓｙｓｔｏｌｉｃｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＬＶＳＰ）、

左心室平均舒张压（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｄｉａｓｔｏｌｉｃｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＬＶＤＰ）、

左室内压最大收缩／舒张速率（±ｄｐ／ｄｔｍａｘ）数据。血流动力学

数据测定结束后，处死大鼠，取出大鼠心脏，生理盐水（ＰＢＳ）液

冲洗后，剪去右心室，在ＬＡＤ穿线或结扎处以下取垂直于左室

长轴厚５ｍｍ横断片段，１０％甲醛溶液固定２４ｈ，石蜡包埋，用

ＲＭ２２３５型轮转式切片机切片，切片厚度４μｍ，备心肌细胞凋

亡检测。

１．２．３　心肌凋亡细胞原位凋亡检测　采用生物素标记的脱氧

三磷酸尿苷（ｄＵＴＰ）在脱氧核糖核苷酸末端转移酶（ＴｄＴＥｎ

ｚｙｍｅ）的作用下，连接到凋亡细胞中断裂的ＤＮＡ的３ＯＨ 末

端，与连接了的辣根过氧化酶的链霉亲和素（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ

ＨＲＰ）特异结合，在二氨基联苯胺的存在下，产生颜色反应

（ＴｄＴｍｅｄｉａｔｅｄｄｕＴＰｎｉｃｋｂｏｃｌｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）。操作按说

明书进行。石蜡切片在蛋白酶Ｋ处理、ＰＢＳ浸洗后，加入脱氧

核糖核酸酶作为阳性对照，标记和显色反应时不添加ＴｄＴ酶

作为阴性对照。光镜下（×４００倍）观察，阳性细胞核为深棕

色，选择５个无重叠视野，分别计数凋亡心肌细胞数和心肌细

胞总数，凋亡指数（ａｐｏｐｔｏｔｉｅｉｎｄｅｘ，ＡＩ）＝凋亡心肌细胞数／心

肌细胞总数×１００。

１．３　统计学方法　实验数据采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行处

理，数据以狓±狊表示，组间差异采用多样本比较的完全随机资

料的方差分析（单因素方差分析法，ｏｎｅｗａｙＡＮＶＯＮ），多个样

本均数间的两两比较采用最小显著性差异ＬＳＤ狋检验，犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　大鼠的存活情况　４周后，ＭＩ大鼠共死亡３５只，其中手

术过程中死亡６只，术后２４ｈ内死亡１９只，在饲养过程中死

亡１０只，假手术组大鼠无死亡。实验结束时，存活大鼠分别

为：假手术组１０只，对照组１０只，溶剂组１１只，姜黄素低剂量

组１０只、中剂量组１２只、高剂量组１２只。

２．２　病理形态学特点　４周后，假手术组大鼠心脏无明显变

化，ＭＩ组ＬＡＤ结扎以下左室游离壁（梗死区域）颜色苍白，室

壁瘤明显。横断面左室壁梗死区明显变薄，非梗死区明显增

厚，心腔明显扩大。ＨＥ染色行病理组织学观察可见梗死区心

肌细胞消失，代之以胶原纤维组织，交界区心肌细胞排列紊乱，

见图１、２。

图１　　ＭＩ前后心脏形态学变化（ＨＥ）

图２　　心肌细胞学变化（ＨＥ×２００）

２．３　血流动力学结果　ＣＯＮ组与ＳＨ 组比较，ＬＶＳＰ、±ｄｐ／

ｄｔｍａｘ显著降低，ＬＶＤＰ显著升高（犘＜０．０１）；ＣＯＮ组与ＳＯＬ组

比较，ＬＶＳＰ、ＬＶＤＰ、±ｄｐ／ｄｔｍａｘ没有显著变化；姜黄素组与

ＣＯＮ组比较，ＬＶＳＰ、±ｄｐ／ｄｔｍａｘ显著升高，ＬＶＤＰ显著降低（犘

＜０．０５）；ＣＬ组与 ＣＭ 组比较 ＬＶＳＰ、±ｄｐ／ｄｔｍａｘ升高，ＬＶＤＰ

降低（犘＜０．０５）；ＣＭ组与ＣＨ组比较 ＭＬＶＳＰ、±ｄｐ／ｄｔｍａｘ升高

（犘＜０．０５），ＬＶＤＰ无显著变化，见表１。
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２．４　心肌细胞凋亡指数　ＴＵＮＥＬ染色结果显示，凋亡心肌

细胞主要分布于梗死边缘区与非梗死区。ＣＯＮ组与ＳＨ组比

较，ＡＩ显著上升（犘＜０．０１）；ＳＯＬ组与ＣＯＮ组比较，ＡＩ无显

著变化；姜黄素组与ＣＯＮ组比较，ＡＩ显著下降（犘＜０．０５）；

ＣＭ组与ＣＬ组比较、ＣＨ组与ＣＭ组比较，ＡＩ显著下降（犘＜

０．０５），见表２、图３。

表２　　各组心肌细胞凋亡指数的检测结果（狓±狊）

组别 狀 ＡＩ

ＳＨ组 １０ ４．４６±１．９０

ＣＯＮ组 １０ １３．５６±３．８８

ＳＯＬ组 １０ １３．５７±３．７９

ＣＬ组 １０ １０．６６±１．４２▲

ＣＭ组 １０ ７．９５±１．６４▲★●

ＣＨ组 １０ ５．４７±２．４６▲★

　　：与ＳＨ组比较，犘＜０．０５；▲：与ＣＯＮ组比较，犘＜０．０５；★：与ＣＬ

组比较，犘＜０．０５；●：与ＣＨ组比较，犘＜０．０５。

图３　　心肌凋亡细胞（ＴＵＮＥＬ×４００）

３　讨　　论

姜黄素具有抗炎症、抗氧化、抗血小板聚集、降脂、抗动脉

粥样硬化、保护冠状动脉功能等作用。姜黄素最初用于肿瘤方

面的研究，发现其有促进肿瘤细胞凋亡的作用，后来研究还发

现，姜黄素能够抑制非肿瘤细胞凋亡，抑制导致心功能障碍的

多种细胞因子表达［３６，９］。

现有资料表明，细胞凋亡的机制可能与氧化损伤、Ｃａ２＋稳

态失衡、线粒体损伤有关，在此过程中，ＮＦκＢ、ＴＮＦ等因子的

激活及Ｃａ２＋内流的增加等，都会加速凋亡相关基因（Ｂａｘ、Ｐ５３

等）的表达，诱发细胞凋亡，而Ｂｃｌ
［１０］、ＩＡＰ

［３］等具有阻止凋亡的

启动，有很强的抑制细胞凋亡的作用。

既往研究资料表明，ＭＩ后梗死边缘区与非梗死区存在大

量的心肌凋亡细胞，心肌细胞凋亡促进左心室重构，导致了左

心室的功能障碍，同时心肌细胞凋亡频数与左心室功能障碍的

严重程度相关［１１１３］。本实验用ＴＵＮＥＬ染色证实，在 ＭＩ第４

周末，ＭＩ组与ＳＨ组比较，心肌凋亡细胞显著增多，ＡＩ明显升

高，经多道生理信号采集处理系统测定，ＭＬＶＳＰ、±ｄｐ／ｄｔｍａｘ

显著降低，ＬＶＤＰ显著升高 ，与既往报道的结果一致。本实验

发现，姜黄素组与ＣＯＮ组比较，梗死边缘区与非梗死区凋亡

细胞显著减少，ＡＩ显著下降，ＭＬＶＳＰ、±ｄｐ／ｄｔｍａｘ显著升高，

ＬＶＤＰ显著降低，这证实了姜黄素能够减少 ＭＩ后心肌细胞凋

亡，具有抗 ＭＩ后心肌细胞凋亡的作用；姜黄素能够阻止 ＭＩ后

的心功能进一步恶化，改善 ＭＩ后的血流动力学障碍。这可能

由于姜黄素抗炎症、抗氧化，抑制ＴＮＦ、ＮＦκＢ、Ｂａｘ等促凋亡

细胞因子表达，促进ｂｃｌ２与ＩＡＰ等抗细胞凋亡因子表达，促

进心肌细胞内Ｃａ２＋转运
［１３１４］，从而抑制了 ＭＩ后大量的心肌

细胞凋亡，减少了大量心肌细胞的丢失，阻止了心功能的恶化；

心肌凋亡细胞的减少，减轻或延缓了 ＭＩ后左心室的重构，从

而改善了左心室的血流动力学障碍。实验还发现，ＣＭ 组与

ＣＬ组比较、ＣＨ组与ＣＭ组比较，梗死边缘区与非梗死区凋亡

细胞减少更显著，ＡＩ下降更显著，ＭＬＶＳＰ、±ｄｐ／ｄｔｍａｘ升高，

ＭＬＶＤＰ降低。这说明姜黄素抗 ＭＩ后心肌细胞凋亡的作用呈

一定的剂量依赖关系，姜黄素改善大鼠 ＭＩ后的血流动力学障

碍也呈一定的剂量依赖关系。本实验发现，ＣＬ组ＣＯＮ组比

较，±ｄｐ／ｄｔｍａｘ、ＭＬＶＤＰ虽有改善，但两组间的差异无统计学

意义；ＣＨ组与ＣＭ组比较，ＭＬＶＤＰ无明显变化。这可能与姜

黄素干预的时间不够长或者例数较少有关。

本实验只阐明了姜黄素能抑制 ＭＩ后心肌细胞凋亡，改善

ＭＩ后血流动力学障碍，没有对其作用的可能机制进行研究，作

者将在后续的研究中对其可能机制进行更深入研究。

（志谢：衷心感谢重庆医科大学附属第二医院病理科马英、

赵红、冷智等老师在课题完成中给予的帮助和支持。）
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　　合并洗脱峰３的样品，透析过夜后通过阳离子交换色谱柱

进行第２次纯化，直接上样，上样前必须用缓冲液平衡色谱柱，

层析图如图４所示，出现了２个主峰和４个小峰。ＳＤＳＰＡＧＥ

检验结果显示，每个峰洗脱的样品都为同一样品，而且样品纯

度达到所需要求，见图５。

２．３　Ｈｂ的鉴定　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔ检测结果显示，在３７℃条件

下，对照组未经ＩＰＴＧ诱导，则未出现 Ｈｂ蛋白的表达。而经

不同浓度ＩＰＴＧ诱导处理之后，则有不同程度的蛋白表达效

果，０．３ｍＭＩＰＴＧ诱导时，Ｈｂ蛋白表达量较高，随着浓度的增

加，０．５ｍＭＩＰＴＧ和０．７ｍＭＩＰＴＧ诱导时 Ｈｂ表达量较０．３

ｍＭＩＰＴＧ诱导时 Ｈｂ表达量略为降低，见图６。

３　讨　　论

重组 Ｈｂ的设计和纯化制备过程是寻求血液替代品，获得

Ｈｂ制品的重要手段和重要基础。目前人类 Ｈｂ制品基本上分

为３类，即化学修饰 Ｈｂ、含酶类的人工红细胞和微包囊 Ｈｂ、

分子遗传工程重组 Ｈｂ。随着基因工程和分子生物学技术的

迅猛发展，克隆技术的进步深刻影响着人工血液的研究工作，

可以借助基因工程手段将ｒＨｂ经微生物大量繁殖并纯化来大

批量生产人 Ｈｂ。作为血液替代品，因基因工程可以避免化学

修饰、微囊包被 Ｈｂ的盲目性和试探性，所以展示出更实用的

前景。由于 Ｈｂ具有高效的载氧能力和维持胶体渗透压的功

能，目前国内外都致力于研制以 Ｈｂ为基质的携氧剂作为红细

胞代用品研究开发的主攻方向。ｒＨｂ已成为人造血液研究的

最新前沿工程和热点领域［３４］。

Ｈｂ具有生物传氧功能，因此以 Ｈｂ为基础的载氧药物研

究一直是国内外研究的热点之一，该研究可以较好地解决多种

疾病如缺血性心脑血管病的供氧问题［５６］。因此，对载氧药物

原料Ｈｂ的要求将会越来越高，需要探索更为高效、合理的Ｈｂ

纯化方法。本文采用 ＱＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ 阴离子交换柱和ＳＰ

ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ阳离子交换柱的离子交换吸附进行分离纯化，得

到纯度较高的重组蛋白。

Ｈｂ的成功表达和纯化为进一步将更好地了解 Ｈｂ的生物

传氧机制研究和以 Ｈｂ为基础载氧药物的研究提供了重要基

础和研究依据，并将为血液替代品和相关疾病的治疗研究奠定

研究基础。
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署名的基本原则

１．主要收集数据，对数据进行分析和总结，执笔撰写文稿者作为第一作者。

２．课题负责人参与整个研究过程、数据分析讨论及文稿修改等，作为通讯作者。

３．所有某研究组的硕士、博士、博士后，凡是在研究组学习工作期间受到研究组的相关经费支持而获得的所有数据和相

关资料，在撰文发表时，第一单位必须是实际研究单位。

４．研究组任何成员（无论离开的还是在学的），在发表与研究组相关的学术论文时，成稿后必须经过研究组的讨论和集

体修改，方可投稿。在没有通过研究组的修改讨论时，任何人都不得擅自投稿。

５．进入研究组的博士生、博士后，在总结发表其在硕士期间和博士期间的数据时，作者单位都要署原工作和学习单位，

通讯作者原则上是原导师。
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