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山楂酸对大鼠心肌缺血再灌注损伤 HMGB1、
IL-1β、IL-6 表达及 GSH-Px 活性的影响∗

张 倩，王 勇△

恩施土家族苗族自治州中心医院/武汉大学恩施临床学院，湖北 恩施 445000

［摘 要］ 目的：观察山楂酸（maslinic acid，MA）对大鼠心肌缺血再灌注（ischemia/reperfusion，I/R）损

伤高迁移率族蛋白1（high mobility group protein 1，HMGB1）、白细胞介素1β（interleukin-1β，IL-1β）、IL-6
水平及谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，GSH-Px）活性的影响。方法：将48只SD大鼠随机分成

4组，即假手术组（Sham）、模型组（I/R）、MA低剂量组（10 mg/kg，MA-Low）、MA高剂量组（30 mg/kg，MA-High），

每组12只。MA组造模前连续1周灌胃给药，通过结扎大鼠左冠状动脉前降支（left anterior descending，

LAD）30 min再灌注2 h建立大鼠心肌I/R模型。取大鼠心肌缺血组织，TTC染色法测定心肌梗死面积，匀浆后

采用比色法测定GSH-Px活性，ELISA检测IL-1β的含量，Western Blot和免疫荧光分别检测缺血心肌组织中

HMGB1及 IL-6蛋白的表达情况。结果：与I/R组比较，MA-Low组及 MA-High组心肌梗死面积减小，HMGB1、

IL-1β、IL-6蛋白水平降低，GSH-Px活性升高，其中MA-High组差异更显著（P＜0.05）。结论：MA对缺血再灌

注心肌具有保护作用，其机制可能是通过抑制HMGB1及炎性因子IL-1β、IL-6的表达，增强GSH-Px活性来实

现的。
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AbstractAbstract Objective: To observe the effects of maslinic acid (MA) on the levels of HMGB1, IL-1β, IL-6 

and GSH-Px activity in myocardial ischemia/reperfusion (I/R) rats. Methods: A total of 48 SD rats were 

randomized into four groups: sham operation group (Sham), the model group (I/R), low dose (10 mg/kg, MA-

Low) group of MA, and high dose (30 mg/kg, MA-High) group of MA, with 12 in each group. MA group accepted 

intragastric administration of medicine for one week before modeling, rat models with myocardial I/R injury were 

established by left anterior descending (LAD) ligation for 30 min and then reperfusion for two hours. TTC staining 

was used to measure the area of myocardial infarction after taking myocardial ischemic tissue, the activity of GSH-

Px was determined by colorimetric method after homogenizing the tissue, the contents of IL-1β were detected by 

ELISA, the expressions of HMGB1 and IL-6 protein in the ischemic myocardial tissue were measured by Western 

Blot and immunofluorescence respectively. Results: Compared to I/R group, the area of myocardial infarction was 

reduced in MA-Low group and MA-high group, the levels of HMGB1, IL-1β and IL-6 protein lowered, the activity 

of GSH-Px was increased, among them, the difference was significant in MA-High group (P<0.05). Conclusion: 

MA has the protective effects on I/R myocardium, and its mechanism may be realized by inhibiting the expres-

sions of HMGB1, IL-1β and IL-6, and enhancing the activity of GSH-Px.

KeywordsKeywords myocardial; ischemia-reperfusion injury; maslinic acid; HMGB1; interleukin;

glutathione peroxidase; rats 

据《中国心血管健康与疾病报告2019概要》

数据显示，目前我国冠状动脉粥样硬化性心脏病

（coronary heart disease，CHD）患者人数高达

1100万，无论是对于农村还是城镇居民，由急性心

肌梗死导致的死亡率仍呈逐年上升趋势，其不仅

严重危害着国民的健康，也给社会医疗体系带来

了沉重的负担［1］。早期血运重建是CHD首选治疗策

略，然而血运重建所致的心肌缺血再灌注损伤

（ischemia/reperfusion，I/R）可导致心脏结构、

功能和电生理等发生进一步损伤［2］。高迁移率族

蛋白1（high mobility group protein 1，HMGB1）

是新近发现的晚期炎症介质，HMGB1与其受体结
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合后可刺激白细胞介素1β（interleukin-1β，IL-
1β）、IL-6等炎症因子的释放，后者又可使活化的

单核-巨噬细胞释放核HMGB1，从而形成正反馈造

成炎症的级联放大效应，参与I/R的发生发展［3］。

此 外 ，谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶（glutathione 

peroxidase，GSH-Px）在心肌I/R时合成减少，而

外源性补充GSH-Px可有效减轻氧自由基对再灌

注心肌的损伤［4］。近年来中医药治疗心肌I/R已

得到了广泛的关注，山楂酸（maslinic acid，MA）

作为一种五环三萜酸，可有效减少高糖及缺氧介

导的心肌细胞损伤，表现出抗炎及抗氧化作用［5-6］。

但目前针对MA防治心肌I/R的研究知之甚少。因

此，本研究拟探究MA对心肌I/R中HMGB1、IL-1β、
IL-6表达及GSH-Px活性的影响，并分析其可能的

机制。

1 材料与方法 

1.1　实验动物　SPF级雄性 SD大鼠，体质量约

（230±30）g，由北京维通利华实验动物技术有限

公司提供。实验动物合格证号：11401300011928，

实验动物许可证号：SCXK（京）2016-0011。饲养环

境：自由进食水，12 h明暗交替，温度（25±2）℃，

湿度（40±10）%。实验方案经医院医学实验动物

伦理委员会审议批准（202104A）。

1.2　试剂及仪器　MA［西格玛奥德里奇（上海）贸

易有限公司，货号：PHL83209］；IL-1β ELISA试剂

盒（Sigma公司，货号：RAB0274）；HMGB1抗体（Sigma

公司，货号：SAB2108675）；IL-6抗体（Sigma公司，

货号：SAB5700181）；免疫荧光试剂盒（北京百奥莱

博科技有限公司，货号：YT102）；TTC试剂（Sigma

公司，货号：17779）；GSH-Px试剂盒（Sigma公司，

货号：G6137）；BCA蛋白浓度测定试剂盒（上海谷

歌生物有限公司，货号：P0010S-01）。JA2003型

电子天平（上海良品仪器厂）；BX63型光学显微镜

（日本Olympus公司）；EG1150型石蜡包埋机（德国

Leica公司）；RM2235型石蜡切片机（德国Leica公

司）；Qwin型多功能图像分析系统（德国Leica公

司）；CP70ME型低温高速离心机（日本Hitachi公

司）。

1.3　分组及处理　将雄性SD大鼠48只随机分为4

组：假手术组（Sham组）、模型组（I/R组）、MA低剂量

组（10 mg/kg，MA-Low组）、MA高剂量组（30 mg/kg，

MA-High组），每组12只。MA组持续MA溶液灌胃1

周，Sham组及I/R组给予等量0.9%NaCl灌胃后建

立大鼠心肌I/R模型，收集标本待检。

1.4　模型制备　大鼠称体质量，3%戊巴比妥钠

按照40 mg/kg的剂量进行腹腔麻醉后行气管插

管，插管成功后，沿胸部中线稍偏左侧，第三、四肋

间水平开胸，充分暴露心脏，轻轻上挑左心耳，找

到动脉圆锥部，在前室间沟处可见左冠状动脉前

降支（left anterior descending，LAD）走形，于

左心耳下缘、LAD根部，将LAD和乳胶管一起结扎，

致心肌缺血，此时记录到大鼠心电图ST-T抬高，

缺血30 min后，在乳胶管凹槽处剪断结扎线，取

出乳胶管，此时记录到大鼠心电图ST-T降低，提

示再灌注成功，2 h后打开大鼠腹腔于下腔静脉

处取血，同时取出心脏［7］。

1.5　观察指标　

1.5.1　TTC染色检测心肌梗死面积　大鼠在心

肌再灌注结束后，打开腹腔，充分暴露下腔静脉，

在肾脏水平，针尖朝大鼠头部，刺入下腔静脉，推

注1 mL TTC液。10 min后取出心脏，用0.9%NaCl

清洗心肌后置于-80°C快速冰冻20 min。自心尖

部向上将左心室均匀切成5片，用0.9%NaCl清洗后

放入多聚甲醛中固定。梗死区最终显示白色，根据

白色梗死区面积大小评估大鼠心肌梗死情况。

1.5.2　GSH-Px活性测定　摘取大鼠心脏后，置

于4℃的0.9%NaCl中，剪取左室前壁缺血处心肌

组织，称质量后放入匀浆器中制成10%的匀浆，经

离心后取上清，全部分离过程在4℃以下进行，按

照试剂盒说明书测定GSH-Px活性。

1.5.3　ELISA 法测定 IL-1β含量　标本处理同

GSH-Px活性测定，左室前壁缺血处心肌组织匀浆

后，离心半径10 cm，3500 r/min离心10 min，离

心获得的上清液在-20℃条件下保存。按照

ELISA试剂盒说明检测IL-1β的含量。

1.5.4　HMGB1蛋白测定　蛋白免疫印迹Western 

Blot，WB检测大鼠心肌组织中HMGB1蛋白含量。

建模成功后收集各组大鼠左室前壁心肌，匀浆后

BCA法测定浓度备用。按照相关说明配置10%的

分离胶及5%浓缩胶，先后注入厚1 mm清洗干净、

干燥的玻璃板中。每组取30 μg总蛋白依次缓缓

注入上样孔中，之后在紧邻上样孔旁的一个孔中加

入2 μL的maker，上样完成后在电泳仪中电泳；电

泳结束后切下目的蛋白条带胶块并转膜（PVDF

膜）；转膜结束，用TBST液洗膜3次后用10%的封

闭液孵育PVDF膜1.5 h；封闭结束后，再次TBST液

洗膜3次后HMGB1一抗孵育PVDF膜过夜；第二天，

TBST液洗膜3次后加入配置好的二抗孵育液，配

制ECL工作液，化学发光仪中曝光显影并分析。

1.5.5　免疫荧光检测IL-6的表达　石蜡包埋左

心室组织后行病理切片，切片经过不同浓度二甲

苯，无水乙醇及酒精脱蜡后行抗原修复。血清封
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闭切片后加入IL-6一抗，并于4 ℃湿盒中孵育过

夜。第二天，TBST 冲洗切片 3次后加荧光二抗

37 ℃孵育60 min，然后滴加DAPI染核，避光孵育

5 min后在荧光显微镜下观察采集图像。每张切

片随机选择5个视野，Image J 1.52v软件计算

平均荧光强度。IL-6的表达与平均荧光强度成

正比。

1.6　统计学方法　采用SPSS 22.0软件对实验

数据进行统计处理。计量资料用 x̄ ± s来表示，多

组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采

用LSD法，P＜0.05为差异具有统计学意义。

2 结果 

2.1　大鼠心肌梗死面积　心肌梗死面积占比分

析中，I/R组＞MA-Low组＞MA-High组，各组间比

较差异有统计学意义（P＜0.05）。见表1。

2.2　大鼠HMGB1、IL-1β表达及GSH-Px活性　与

Sham 组相比，I/R 组、MA-Low 组、MA-High 组中

HMGB1、IL-1β 的表达升高，而 GSH-Px 活性降低

（P＜0.05）；与I/R组比较，MA预处理可降低HMGB1、

IL-1β表达，同时升高GSH-Px活性，MA-High组与

MA-Low 组比较，差异有统计学意义（P＜0.05）。

见表1。HMGB1表达WB条带图见图1。

2.3　大鼠IL-6表达　IL-6在荧光显微镜下显红

色荧光，与Sham组相比，IL-6在 I/R组中表达升

高，而MA-Low组与MA-High组中，IL-6表达降低，

其中MA-High组降低更显著（P＜0.05）；与Sham组

相比，I/R组、MA-Low组与MA-High组平均荧光强

度值升高（P＜0.05）；与I/R组比较，MA-Low组与

MA-High 组平均荧光强度值下降（P＜0.05），且

MA-High组低于MA-Low组。见表1，免疫荧光图见

图2。

3 讨论 

CHD再灌注治疗可以及时缩小了心肌梗死面

积，却仍留有约30%的心肌梗死面积未被“解救”，

同时越来越多的研究证实这30%的心肌梗死面积

主要是由再灌注损伤所导致的［7］。因此，在再灌注

治疗获益的基础上，积极寻找减轻心肌I/R的治疗

策略，将会给CHD患者带来临床获益。

大量实验研究证实，IL-1β、IL-6等炎性因子

在心肌I/R的发生发展过程中起到重要作用［8］。

HMGB1被证明为一种含量丰富的非组蛋白核蛋

白，因其在聚丙烯酰胺凝胶电泳中迁移率快的特

性而得名，HMGB1在胞内可促进基因转录，稳定核

小体、促进 DNA 重组、复制和折叠，调控转录过

程［9］。当HMGB1释放到细胞外成为机体的一种“危

险信号”，即可在许多严重炎症性疾病中扮演至关

重要的角色，比如败血症、急性肺损伤、风湿性关

节炎等［10-12］。近年来研究发现HMGB1在心肌梗死

及心肌缺血再灌注损伤等心血管疾病的发生和发

展过程中同样起着重要的作用［13-14］。研究发现，

稳定型心绞痛和不稳定型心绞痛患者血清HMGB1

表达明显增高，并且与冠状动脉狭窄程度成正相

关。ZHANG等［15］证实，缺血再灌注大鼠心肌HMGB1

表1　各组大鼠心肌梗死面积，HMGB1、IL-1β表达，GSH-Px活性及平均荧光强度比较

组别

Sham组

I/R组

MA-Low组

MA-High组

鼠数

12

12

12

12

梗死面积占比（%）

-

45.29±6.53

35.18±4.84#

28.52±3.72#

HMGB1

0.218±0.023

0.616±0.047*

0.521±0.036*#△

0.362±0.029*#

IL-1β
·
（pg/mL）

98.38±12.96

514.67±42.16*

403.11±35.28*#△

324.63±26.19*#

GSH-Px活性

（U/mgprot）

1593.15±206.46

954.83±100.65*

1153.27±153.18*#△

1371.12±166.93*#

平均荧光强度 

15.17±6.69 

214.24±11.48*                   

176.48±8.18*#△

85.26±4.26*#

注：*表示与Sham组比较，P＜0.05；#表示与I/R组比较，P＜0.05；△表示与MA-High组比较，P＜0.05；-表示无数值

HMGB1

GAPDH

Sh
am
组

I/
R组

MA
-L
ow
组

MA
-H
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h组

图1　各组大鼠HMGB1表达WB条带图

   

A 
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C 

   

C D

注：A为Sham组；B为I/R组；C为MA-Low组；D为MA-High组

图2　各组大鼠心肌组织中IL-6的表达免疫荧光图
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的表达与IL-1β和IL-6的表达呈显著正相关，进

一步表明HMGB1可能与其他促炎因子之间存在相

互促进释放的关系。此外，研究证实IL-6能够刺

激巨噬细胞释放HMGB1并呈时间和剂量依赖性，

表明两者可以形成正反馈，共同促进炎症发展［16］。

以上研究结果提示HMGB1与其他促炎因子之间存

在着一种相互促进释放的正反馈效应，可能在疾

病的发生和发展过程中起着关键作用。研究表

明，GSH-Px可作为一种内源性氧自由基清除剂，

具有清除氧自由基的能力［17］。ZHAO等［4］研究提

示，在心肌I/R中，增强GSH-Px的表达及活性，可

对缺血再灌注心肌起到明显的保护作用。

随着中医药研究的不断进展，发现在传统治

疗的基础上结合中药预处理可进一步减轻心肌

I/R损伤［17-18］。MA作为一种五环三萜酸，存在于山

楂、红枣、枇杷叶和油橄榄等多种天然植物中，其

在改善缺血性损伤、抗炎及抗氧化方面显示出良

好的药理活性，具有很高的开发潜质［19］。在本研

究中，通过建立大鼠心肌I/R模型，观察了MA预处

理对大鼠缺血再灌注心肌HMGB1、IL-1β、IL-6的
表达及血清GSH-Px活性的影响。结果表明，MA可

以逆转缺血再灌注心肌细胞中 HMGB1、IL-1β 及

IL-6蛋白的高表达，增强GSH-Px活性，从而减小

心肌梗死面积。表明人参皂苷Rh2减轻心肌I/R

的机制可能与降低心肌HMGB1蛋白的高表达，减

少炎性细胞因子IL-1β、IL-6的分泌水平并增强

GSH-Px活性相关。本实验初步探讨了MA对缺血

再灌注心肌的保护作用，为I/R的中药治疗和MA

在临床上的进一步应用奠定了基础。
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