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姜黄素对急性心肌梗死大鼠血管内皮生长因子及肿瘤坏死因子α的影响

曾松柏１，张　梅１，董化江２，李东霞１，单云官２

（１．武警后勤学院附属医院心脏中心，天津　３００１６２；２．武警后勤学院人体解剖学与组织胚胎学教研室，天津市遗体防
腐与整形整容重点实验室，天津　３００１６２）

摘要：　目的　探讨姜黄素对急性心肌梗死大鼠冠状动脉血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）和心肌组织肿瘤坏死因子

α（ＴＮＦα）的影响。方法　将３６只ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机分为对照组、模型组和姜黄素治疗组，每组１２只。模型组
和姜黄素治疗组大鼠使用缝扎线结扎冠状动脉前降支制备心肌梗死模型，对照组大鼠冠状动脉前降支下穿线不结

扎。各组大鼠均于术前６ｄ进行灌胃，其中对照组、模型组大鼠于术前６ｄ给予生理盐水灌胃，每次４ｍＬ，每日１次；
姜黄素治疗组大鼠将姜黄素按１５０ｍｇ·ｋｇ－１溶于４ｍＬ体积分数６％的乙醇聚乙二醇４００中进行灌胃，每日１次，连续
５ｄ；于术后第６天处死大鼠并取结扎线以下的冠状动脉和心肌组织，反转录聚合酶链式反应 （ＲＴＰＣＲ）检测各组大
鼠心肌组织中ＴＮＦαｍＲＮＡ表达水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠心肌组织中ＴＮＦα蛋白表达水平，免疫组织化学法
检测冠状动脉ＶＥＧＦ表达水平。结果　模型组大鼠心肌组织中 ＴＮＦαｍＲＮＡ和 ＴＮＦα蛋白表达水平均显著高于对
照组（Ｐ＜０．０５）；姜黄素治疗组大鼠心肌组织中ＴＮＦαｍＲＮＡ和ＴＮＦα蛋白表达水平与模型组比较均显著降低（Ｐ＜
００５），而与对照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。模型组和姜黄素治疗组大鼠结扎线以下冠状动脉组织中
ＶＥＧＦ表达水平较对照组显著升高（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；姜黄素治疗组大鼠结扎线以下冠状动脉组织中ＶＥＧＦ表达水
平较模型组明显升高（Ｐ＜０．０１）。结论　姜黄素可有效降低急性心肌梗死大鼠缺血损伤区域心肌组织中ＴＮＦα的表
达，并有效提高结扎线以下冠状动脉ＶＥＧＦ的表达，对受损心肌功能的恢复及维持冠状动脉血管内皮功能稳定和血管
再生具有积极意义。
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ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．ＴｈｅＶＥＧＦｌｅｖｅｌｉｎｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｉｎｃｕｒｃｕｍｉｎｇｒｏｕｐａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｃｏｎ
ｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；ｗｈｉｌｅｔｈｅＶＥＧＦｌｅｖｅｌｉｎｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｉｎｃｕｒｃｕｍｉｎｇｒｏｕｐｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＣｕｒｃｕｍｉｎｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦαｉｎｉｓｃｈｅｍｉｃｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ，ａｎｄｐｒｏ
ｍｏｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦｉｎｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｏｆｒａｔｓｗｉｔｈａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｐｒｏｍｏｔｅｖｅｓｓｅｌｒｅｖａｓｃｕｌａｒ
ｉｚａｔｉｏｎａｎｄｋｅｅｐｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｏｆｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｃｕｒｃｕｍｉｎ；ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ；ｒａｔ；ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα；ａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ

　　急性心肌梗死（ａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，
ＡＭＩ）较为公认的治疗方法是药物溶栓、介入等，以
实现堵塞的血管再通［１］，使心肌的血流恢复灌注，

缩小梗死心肌面积，挽救濒死心肌，改善患者心功能

及预后，提高生存率［２３］。姜黄素是从姜黄中提取的

酚类物质，具有抗氧化、抗缺血、抗炎、清除自由基等

作用［４７］，由于其不良反应小而被广泛应用于心血管

疾病的治疗和预防。本研究利用大鼠 ＡＭＩ模型探
讨姜黄素对急性梗死心肌的保护作用，旨在为心肌

梗死的治疗提供新思路。

１　材料与方法

１．１　动物分组　无特定病原级雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ
大鼠３６只，体质量（２５０±１０）ｇ，由北京维通利华实
验动物技术有限公司提供，许可证编号：ＳＣＸＫ（京）
２０１２０００１。实验大鼠于动物室内分笼喂养，室内温
度为（２０±３）℃，湿度为（５０±２０）％，每日光照
１２ｈ，并提供５０ｇ全营养鼠粮及足量清洁饮水。实
验大鼠按随机数字表法分为对照组、ＡＭＩ模型组和
姜黄素治疗组，每组１２只。
１．２　主要试剂与仪器　肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）抗体（上海恪敏生物科技有
限公司），血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）抗体（上海瑞齐生物科技有限
公司），ＴＲＩｚｏｌ试剂盒（北京百泰克生物技术有限公
司），甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）（武汉博士德生物工
程有限公司），超净工作台（中国苏净集团安泰公

司），ｅｃｌｉｐｓｅＥ４００型荧光显微镜（日本 Ｎｉｋｏｎ公
司），ＯｌｙｍｐｕｓＣＸ６光学显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司），组织切片机、ＲＭ２０１５石蜡切片机（德国 Ｌｅｉｃａ
公司），Ｓｉｇｍａ３Ｋ１８型台式离心机（德国 Ｓｉｇｍａ公
司），多功能真彩色细胞图像分析管理系统（美国

ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ公司），二氨基联苯胺显色试剂盒
（北京索莱宝科技有限公司）。

１．３　ＡＭＩ大鼠模型的制备与取材　３组大鼠均于
术前６ｄ进行灌胃，其中对照组、模型组大鼠每次给
予生理盐水 ４ｍＬ，姜黄素治疗组将姜黄素按
１５０ｍｇ·ｋｇ－１溶于４ｍＬ体积分数６％的乙醇聚乙
二醇４００中进行灌胃，均连续灌胃５ｄ。大鼠采用

６０ｇ·Ｌ－１水合氯醛腹腔注射麻醉，仰卧位固定于手
术台上。模型组、姜黄素治疗组大鼠采用正中切口开

胸，剪断第５～６根肋骨，扩张切口，顺势将心脏挤出
胸腔，用缝合线将冠状动脉前降支结扎阻断血流造成

梗死模型，然后扩张切口顺势回纳心脏入胸腔，缝合

胸部切口，动作轻柔、迅速，勿损伤肺脏，以免造成人

为性气胸。对照组大鼠开胸，心脏冠状动脉前降支下

穿线不结扎，其余操作同模型组和姜黄素治疗组。模

型组和姜黄素治疗组大鼠心电图ＳＴ段抬高，证实模
型制备成功。术后第６天脱臼处死大鼠，留取结扎线
以下冠状动脉和心尖部心肌组织，迅速置于液氮，结

扎线以下心肌组织进行反转录聚合酶链式反应（ｒｅ
ｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）
及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验，观察 ＴＮＦα表达变化；结扎线
以下冠状动脉前降支用于免疫组织化学检测ＶＥＧＦ
表达。本实验大鼠的处理符合伦理学要求。

１．４　ＲＴＰＣＲ检测各组大鼠心肌组织中 ＴＮＦα
ｍＲＮＡ表达水平　应用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取结扎线以下
心肌组织总 ＲＮＡ，根据试剂盒说明反转录合成 ｃＤ
ＮＡ。ＴＮＦα上游引物序列：５′ＣＣＣＡＡＴＣＴＧＴＧＴＣＣＴ
ＴＣＴＡＡＣＴ３′，下游引物序列：５′ＣＡＧＣＧＴＣＴＣＧＴＧＴ
ＧＴＴＴＣＴ３′，目的基因长度为１０５ｂｐ。反应条件：９４℃
预变性３ｍｉｎ，变性３０ｓ，６０℃ 退火３０ｓ，７２℃ 延伸
３０ｓ，共２９个循环，７２℃ 再延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物
进行琼脂糖凝胶电泳，采用快速凝胶成像系统拍摄电

泳图谱条带，利用图像分析软件分析条带灰度值。以

各实验组目的基因相对于βａｃｔｉｎ的灰度值与生理盐
水再做相对比值，表示各组目的基因的相对表达变化

程度。实验重复３次。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠心肌组织中 ＴＮＦ
α蛋白表达水平　取结扎线以下心肌组织１００ｍｇ，
加入 １ｍＬ细胞裂解液与蛋白磷酸酶的混合物
（９９１）液氮研磨，４℃、１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
２０ｍｉｎ，上清液即为总蛋白。取部分上清液加入聚
丙烯酰胺凝胶电泳蛋白上样缓冲液混匀，沸水浴

５ｍｉｎ，冰上冷却，蛋白变性，－２０℃保存。以聚丙
烯酰胺凝胶电泳分离，采用湿转法转移至聚偏二氟

乙烯膜上，５０ｇ·Ｌ－１脱脂牛奶封闭 １ｈ，加一抗
（ＴＮＦα多克隆抗体），４℃过夜。三羟甲基氨基甲
烷缓冲液冲洗后，分别与辣根过氧化物酶标记的山
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羊抗兔／小鼠ＩｇＧ抗血清（１１２０００）室温震荡孵育
２ｈ，暗室内Ｘ线片曝光显影，扫描仪扫描底片，分析
目的条带的灰度值。以目的条带与 ＧＡＰＤＨ灰度值
之比作为目的基因蛋白的表达。各实验组目的蛋白

条带相对于ＧＡＰＤＨ条带的灰度值与生理盐水对照
组再做相对比值，表示各组 ＴＮＦα蛋白的相对表达
变化程度，实验重复３次。
１．５　免疫组织化学检测冠状动脉 ＶＥＧＦ表达水平
　取各组大鼠结扎线以下冠状动脉，磷酸盐缓冲液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌａｔｉｏｎ，ＰＢＳ）冲洗，４０ｇ·Ｌ－１多
聚甲醛进行固定，包埋组织块，切片厚度 ５μｍ，脱
蜡，入水，将切片浸于二甲苯中５ｍｉｎ×２次、体积分
数１００％乙醇 ５ｍｉｎ×２次、体积分数 ９５％乙醇
５ｍｉｎ×２次、体积分数９０％乙醇５ｍｉｎ×２次、体积
分数 ８５％乙醇 ５ｍｉｎ×２次、体积分数 ７５％乙醇
５ｍｉｎ×２次，自来水冲洗，ＰＢＳ洗 ２次；体积分数
１％甲醇过氧化氢溶液室温浸泡１０ｍｉｎ，蒸馏水洗１
次，以消除内源性过氧化物酶的活性，ＰＢＳ洗３次，
每次５ｍｉｎ；将切片放入０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１柠檬酸盐缓
冲液（ｐＨ６０）中，在微波炉内微波辐射１０ｍｉｎ；待
修复液降至室温后，ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ；切片上
滴加正常山羊血清封闭液，室温２０ｍｉｎ。滴加一抗
（多克隆ＶＥＧＦ）４℃过夜，ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ；
滴加生物素化二抗（ＩｇＧ），３７℃ ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
５ｍｉｎ×３次；滴加辣根过氧化物酶标记链霉卵白素
工作液，３７℃ ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ；用二
氨基联苯胺显色试剂盒显色，显色６ｍｉｎ后，充分水
洗；苏木精复染细胞核１ｍｉｎ，充分水洗，体积分数
１％盐酸乙醇分化，体积分数１％氨水反蓝，充分水
洗，经体积分数７０％乙醇５ｍｉｎ、体积分数８０％乙醇
５ｍｉｎ、体积分数 ９０％乙醇 ５ｍｉｎ×２次、体积分数
９５％乙醇５ｍｉｎ×２次、体积分数１００％乙醇５ｍｉｎ×
２次脱水，二甲苯透明５ｍｉｎ×２次，中性树脂封片，
选择３组阳性和阴性组织相，进行１００倍和４００倍
的显微照相，选择有意义的组织相，经登录、编号、采

集、分析、读取数据、最后存盘，显微照相。根据阳性

细胞在全部组织细胞中所占比例及阳性细胞染色强

度判定实验结果：（１）按显色细胞数记分（Ａ）：阳性
细胞数 ＜１／３为 １分，阳性细胞数 １／３～２／３为 ２
分，阳性细胞数≥２／３为３分；（２）按细胞显色深浅
记分（Ｂ）：无阳性反应细胞为０分，浅黄色为１分，
棕黄色为 ２分，棕褐色为 ３分。积分数 ＝Ａ×Ｂ。
Ａ×Ｂ＝０为（－），Ａ×Ｂ＝１～２为（＋），Ａ×Ｂ＝３～
４为（＋＋），Ａ×Ｂ＝６～９为（＋＋＋）。
１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０软件进行分析，
计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，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　３组大鼠心肌组织中ＴＮＦαｍＲＮＡ表达水平
比较　对照组、模型组和姜黄素治疗组大鼠心肌组
织中ＴＮＦαｍＲＮＡ相对表达量分别为０．１８±０．０５、
０４１±０．０９、０．２７±０．０５；模型组大鼠心肌组织中
ＴＮＦαｍＲＮＡ表达水平显著高于对照组，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）；姜黄素治疗组大鼠心肌组织
中ＴＮＦαｍＲＮＡ表达水平与模型组比较显著降低
（Ｐ＜０．０５），而与对照组比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）（图１）。

Ａ：模型组；Ｂ：对照组；Ｃ：姜黄素治疗组。

图１　各组大鼠心肌组织ＴＮＦαｍＲＮＡ表达
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦαｍＲＮＡｉｎｍｙｏｃａｒｄｉｕｍｔｉｓｓｕｅ
ｉｎａｌｌｔｈｅｇｒｏｕｐｓ

２．２　３组大鼠心肌组织中 ＴＮＦα蛋白表达水平比
较　对照组、模型组和姜黄素治疗组大鼠心肌组织
中 ＴＮＦα蛋白相对表达量分别为 ０．１６±０．０３、
０．３７±０．０１９、０．２２±０．０６。模型组大鼠心肌组织中
ＴＮＦα蛋白表达水平较对照组显著升高，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）；姜黄素治疗组大鼠心肌组织
中ＴＮＦα蛋白表达水平较模型组明显降低（Ｐ＜
００５），而与对照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）（图２）。

Ａ：模型组；Ｂ：对照组；Ｃ：姜黄素治疗组。

图２　各组大鼠心肌组织ＴＮＦα蛋白表达情况
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦαｐｒｏｔｅｉｎｉｎｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｔｉｓｓｕｅ
ｉｎａｌｌｇｒｏｕｐｓ

２．３　３组大鼠冠状动脉 ＶＥＧＦ免疫组织化学检测
结果比较　结果见图３。对照组、模型组和姜黄素
治疗组大鼠每个视野阳性细胞百分比分别为

（１３９０±３０１）％、（２１．５６±３．７２）％、（４７．００±
６１２）％。模型组和姜黄素治疗组大鼠结扎线以下
冠状动脉组织中ＶＥＧＦ表达水平与对照组相比显著
升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；姜黄
素治疗组结扎线以下冠状动脉组织中ＶＥＧＦ表达水
平较模型组明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）。
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Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：姜黄素治疗组。

图３　各组大鼠冠状动脉ＶＥＧＦ表达（免疫组织化学，×４００）
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦｉｎｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｉｎａｌｌｇｒｏｕｐｓ（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，×４００）

３　讨论

心血管疾病严重威胁着人类健康，近年来发病

率有升高趋势。临床上多采用恢复血流再灌注的方

法治疗ＡＭＩ，然而，缺血再灌注损伤、再梗死、恶性心
律失常等使治疗效果大打折扣。因此，寻找一种新

的行之有效的治疗方法是当前医疗界亟须解决的问

题［１３］。

姜黄素是从姜科植物姜黄中提取的一种色素，

其可有效抑制炎症反应，具有抗氧化、清除体内自由

基、对抗缺血缺氧等功效［６９］，其抗氧化、抗炎、抗凝、

降脂、抗动脉粥样硬化、抗衰老、清除自由基及抑制

肿瘤生长等作用已得到证实［４７］。

ＴＮＦ包括ＴＮＦα和 ＴＮＦβ，ＴＮＦα来源于单核
巨噬细胞，ＴＮＦβ由活化Ｔ细胞产生，是具有重要生
物活性的炎性细胞因子。ＴＮＦα对炎症的发生发展
及炎症的放大效应起着重要作用［３］。通常认为，血

管新生有血管生成和血管形成２种方式，血管生成
是指通过血管内皮细胞迁移、增殖，在原有的血管上

以出芽的方式生长出新的血管；血管形成是指在原

来无血管系统的情况下，通过 ＶＥＧＦ的作用促进血
管的新生和生成，是重建血供的重要途径之一［８９］。

本研究显示，给予姜黄素干预后，可有效上调梗死冠

状动脉中ＶＥＧＦ的表达，并能下调梗死区心肌中炎
性因子ＴＮＦα的表达，可认为在一定程度上实现了
对梗死区附近心肌的有效保护，有效地抑制了炎症

反应的进程，对受损心肌的功能恢复有积极意义；与

此同时，ＶＥＧＦ有效高表达对血供重建亦起到了积
极作用，对受损心肌的营养供应提供了有效的支持。

本研究对ＡＭＩ大鼠应用中药姜黄素进行干预，
结果显示，姜黄素可有效上调冠状动脉ＶＥＧＦ表达，
提示姜黄素对梗死心肌的血管生成有促进作用，对

受损心肌的血管重建起到积极作用；另外，姜黄素可

有效下调心肌组织炎性因子 ＴＮＦα表达，显示了其
抗炎功能。梗死后心肌的无菌性炎症反应明显，姜

黄素的抗炎作用对梗死后心肌的免疫调节意义不容

小觑，为受损心肌功能的恢复提供了窗口期；炎症反

应的同时，缺血区心肌血供平衡被打乱，内皮功能失

调，而姜黄素可有效改善血管新生，促进血供重建，

有效保护受损心肌，对受损心肌功能的恢复具有双

重意义。

综上所述，姜黄素干预治疗既可有效下调心肌

组织中 ＴＮＦα表达，又可上调冠状动脉 ＶＥＧＦ表
达，提示姜黄素可有效抑制ＡＭＩ大鼠心肌组织的炎
症反应，同时上调冠状动脉组织ＶＥＧＦ水平，促进血
供重建，对受损心肌功能恢复、维持冠状动脉血管内

皮功能稳定及血管再生具有积极意义，其具体分子

机制和信号转导途径值得深入研究。
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