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［摘要］　目的　探讨苦参碱对心肌梗死大鼠辅助性Ｔ细胞１（Ｔｈ１）／辅助性Ｔ细胞２（Ｔｈ２）平
衡及钾通道Ｋｖ２．１、ＫＩＲ２．１的影响。方法　制备心肌梗死大鼠模型６０只，随机分为模型组、低剂
量苦参碱组（５０ｍｇ／ｋｇ）、中剂量苦参碱组（１００ｍｇ／ｋｇ）、高剂量苦参碱组（２００ｍｇ／ｋｇ）、硫氮卓酮组
（２．６１ｍｇ／ｋｇ），每组各１２只，药物处理组大鼠于建模成功后每天灌胃治疗，持续７ｄ，另取１２只大
鼠作为假手术组。末次给药２４ｈ后处死大鼠检测心肌梗死面积，采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）
检测血清肌酸激酶同工酶（ＣＫＭＢ）、心肌肌钙蛋白Ｉ（ｃＴｎＩ）、干扰素γ（ＩＦＮγ）、白细胞介素（ＩＬ）２、
ＩＬ４、ＩＬ１０水平，流式细胞术检测外周血Ｔｈ１／Ｔｈ２比值，蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测心肌组织
钾通道Ｋｖ２．１、ＫＩＲ２．１蛋白水平。结果　与假手术组比较，模型组大鼠心肌梗死面积比例、血清
ＣＫＭＢ、ｃＴｎＩ、ＩＦＮγ、ＩＬ２水平、外周血Ｔｈ１／Ｔｈ２比值升高，血清ＩＬ４、ＩＬ１０、心肌组织钾通道Ｋｖ２．１
及ＫＩＲ２．１蛋白水平降低（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，各药物处理组大鼠心肌梗死面积比例、血清
ＣＫＭＢ、ｃＴｎＩ、ＩＦＮγ、ＩＬ２水平、外周血Ｔｈ１／Ｔｈ２比值降低，血清 ＩＬ４、ＩＬ１０水平、心肌组织钾通道
Ｋｖ２．１及ＫＩＲ２．１蛋白水平升高且各苦参碱组呈剂量依赖性（Ｐ＜０．０５）；高剂量苦参碱组和硫氮卓
酮组大鼠上述指标比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　苦参碱可恢复心肌梗死大鼠
Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡，上调心肌组织钾通道 Ｋｖ２．１和 ＫＩＲ２．１蛋白的表达，降低心肌梗死面积，起心肌保
护作用。

［关键词］　苦参碱；　心肌梗死；　辅助性Ｔ细胞１／辅助性Ｔ细胞２；　钾通道
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　　心肌梗死是因冠状动脉供血不足引起的常见疾
病，也是心血管疾病患者死亡的主要原因，严重威胁患

者的生命健康。苦参碱是从豆科植物苦参中提取的有

效成分，具有保护心肌缺血后损伤的作用，可长期用于

心肌梗死后的治疗［１］。既往研究发现，苦参碱可通过

调节辅助性Ｔ细胞１（Ｔｈ１）／辅助性 Ｔ细胞２（Ｔｈ２）细
胞亚群向Ｔｈ２偏移，减轻炎症反应，从而起神经保护
作用［２］。体外研究结果显示，低浓度的苦参碱可促进

ＨＥＲＧＨＥＫ细胞中ＨＥＲＧ钾通道表达［３］，但关于苦参

碱对心肌梗死大鼠 Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡及钾通道 Ｋｖ２．１和
ＫＩＲ２．１影响的报道较少，本研究通过建立心肌梗死大
鼠模型对此进行探讨，现报道如下。

材料与方法

１．材料：ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠 ７２只［许可证号：
ＳＹＸＫ（湘）２０１３０００４，购自湖南中医药大学动物实验
中心］，体质量１８０～２２０ｇ。饲养条件：自然光照，温度
约２５℃，相对湿度约５０％，噪音≤８０分贝，自由饮食、
饮水，定期更换垫料，鼠笼定期清洗消毒。苦参碱购于

上海康朗生物科技有限公司；硫氮卓酮购于天津田边

制药有限公司；２，３，５－三苯基氯化四氮唑购于美国
Ｓｉｇｍａ公司；肌酸激酶同工酶（ＣＫＭＢ）、心肌肌钙蛋白Ｉ
（ｃＴｎＩ）、γ干扰素（ＩＦＮγ）、白细胞介素（ＩＬ）１０、ＩＬ２、
ＩＬ４酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒、鼠源抗Ｋｖ２．１、
抗ＫＩＲ２．１、抗βａｃｔｉｎ一抗均购于美国 Ａｂｃａｍ公司；羊
抗鼠辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）二抗购于美国 ＣＳＴ公司；
异硫氰酸酯（ＦＩＴＣ）ＩＦＮγ和藻红蛋白（ＰＥ）ＩＬ４均购
于上海恒斐生物科技有限公司；二喹啉甲酸（ＢＣＡ）试剂
盒、蛋白裂解液、红细胞裂解液均购于上海碧云天公

司。ＢＬ４２０Ｆ生物信号采集与分析系统购于成都泰盟
软件有限公司；ＤＨＸ３００动物呼吸机购于成都仪器
厂；Ｅｌｘ８００酶标仪、１６５９００１蛋白电泳仪、ＴｒａｎｓＢｌｏｔＳＤ
半干转膜仪、ＧｅｌＤｏｃＥＺ凝胶成像系统购于美国ＢｉｏＲａｄ
公司；ＣｙｔｏＦＬＥＸ流式细胞仪购于美国贝克曼库尔特公
司；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４２４Ｒ低温高速离心机购于德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
股份公司。

２．方法
（１）大鼠模型制备、分组及给药方法：参照文献

［４］中的方法制作心肌梗死大鼠模型：腹腔注射２．５％
戊巴比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ）麻醉大鼠，以仰卧位固定在鼠
板上，连接仪器，监测大鼠心电图，然后行气管插管并

连接呼吸机。于大鼠左侧第３、４肋间距离胸骨左缘约
０．５ｃｍ处逐层打开大鼠左胸，暴露心脏，在大鼠左冠
状动脉前降支根部约１ｍｍ处穿线结扎。大鼠左心室
颜色由红变白，且心电图显示 ＳＴ波抬高，表示缺血模
型制备成功［５］，还纳心脏，迅速逐层缝合切口，于术后

３天内每天注射青霉素。假手术组（１２只）仅打开胸
腔穿线而不结扎冠状动脉，其余操作与模型组相同。

将建模成功大鼠随机分为５组：模型组、低剂量苦参碱
组（５０ｍｇ／ｋｇ）、中剂量苦参碱组（１００ｍｇ／ｋｇ）、高剂量
苦参碱组（２００ｍｇ／ｋｇ）、硫氮卓酮组（２．６１ｍｇ／ｋｇ），每
组１２只。参照文献［６］，在苦参碱中加入盐水溶解后
分别配制浓度为５ｍｇ／ｍｌ、１０ｍｇ／ｍｌ、２０ｍｇ／ｍｌ的溶液；
参照文献［７］，在硫氮卓酮中加入生理盐水溶解后配制
浓度为０．２６１ｍｇ／ｍｌ的溶液，药物处理组大鼠每天以
１０ｍｌ／ｋｇ的剂量灌胃治疗，模型组和对照组以等剂量的
生理盐水灌胃，持续７ｄ。

（２）标本采集及ＴＴＣ染色：末次给药２４ｈ后，各组
大鼠麻醉后处死，随机选取６只大鼠，先每只大鼠抽取
颈动脉血约３ｍｌ，然后分离心脏，剪取约０．５ｇ心肌组
织，储存于－８０℃冰箱中备用。每组剩余６只大鼠均分
离心脏，以生理盐水漂洗表面，将心脏沿冠状面切为厚

度大致相同的５片后放在小皿中，加入２％ ＴＴＣ染液，
３７℃水浴，避光孵育３０ｍｉｎ，弃去染液，加入４％多聚
甲醛，４℃固定２４ｈ后，正常心肌组织为紫红色，梗死
区域组织呈淡白色。拍照后采用 ＩｍａｇｅＰｒｏ软件分析
图像，计算心肌梗死面积，心肌梗死面积比例（％）＝全
心脏梗死面积（ｍｍ２）／全心脏切片面积（ｍｍ２）×１００％。

（３）ＥＬＩＳＡ检测大鼠血清ＣＫＭＢ、ｃＴｎＩ、ＩＦＮγ、ＩＬ２、
ＩＬ４、ＩＬ１０水平：取上述采集的颈动脉血 ２ｍｌ静置
１５ｍｉｎ后，以３０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心１５ｍｉｎ，取上清液，
分别采用ＥＬＩＳＡ试剂盒检测血清ＣＫＭＢ、ｃＴｎＩ、ＩＦＮγ、
ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ１０水平，具体操作步骤参照试剂盒说明
书进行。

（４）流式细胞术检测外周血 Ｔｈ１／Ｔｈ２比值：取上
述采集的颈动脉血１ｍｌ，向其中加入红细胞裂解液，冰
浴３０ｍｉｎ后，以１０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心５ｍｉｎ，采用预冷
的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤细胞沉淀后计数，取含有
１×１０６个细胞的细胞悬浮液，加入大鼠 ＦＩＴＣＩＦＮγ、
ＰＥＩＬ４单克隆抗体震荡混匀，４℃避光孵育１５ｍｉｎ，
以１０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心５ｍｉｎ，采用预冷的 ＰＢＳ洗涤
细胞沉淀后，加入０．５ｍｌＰＢＳ重悬，震荡混匀，采用流
式细胞仪检测Ｔｈ１、Ｔｈ２细胞百分比，并计算其比值。
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（５）蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测心肌组织钾
通道Ｋｖ２．１、ＫＩＲ２．１蛋白表达水平：于上述剪取的大鼠
心肌组织中加入蛋白裂解液，采用匀浆机制备为匀浆

液。采用ＢＣＡ试剂盒测定蛋白总浓度，并调整各组蛋
白浓度使之相同，各组均加入２０ｇ蛋白，进行ＳＤＳＰＡＧＥ
凝胶电泳，转移蛋白至聚偏二氟乙烯膜（ＰＶＤＦ），根据
目的蛋白分子量截取条带置于小盒中，加入５％的脱
脂奶粉，室温下封闭２ｈ，加入Ｋｖ２．１、ＫＩＲ２．１一抗，４℃
下孵育过夜，采用氨丁三醇缓冲盐水吐温２０（ＴＢＳＴ）
漂洗３次后，加入二抗，室温下孵育２ｈ。以化学发光
法显色，采用Ｔａｎｏｎ软件拍摄图像并以ＩｍａｇｅＪ软件分
析蛋白相对表达量。

３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ２４．０软件进行统计分
析。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素方
差分析，两两比较采用 ＬＳＤｔ检验。以 Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

结　　果

１．６组大鼠心肌梗死面积比较：与假手术组比较，
模型组大鼠心肌梗死面积比例明显增加（Ｐ＜０．０５）；
与模型组比较，药物处理组大鼠心肌梗死面积比例均

降低且苦参碱各组呈剂量依赖性（Ｐ＜０．０５）；高剂量
苦参碱组与硫氮卓酮组大鼠心肌梗死面积比例比较差

异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表１。

表１　６组大鼠心肌梗死面积比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 心肌梗死面积比例（％）

假手术组 １．２１±０．１１
模型组 ２９．９２±５．１３ａ

低剂量苦参碱组 ２１．３２±３．６４ｂ

中剂量苦参碱组 １３．３５±２．１８ｂｃ

高剂量苦参碱组 ４．８２±１．１３ｂｃｄ

硫氮卓酮组 ４．９３±１．２５ｂｃｄ

　　注：与假手术组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５；与低剂

量苦参碱组比较，ｃＰ＜０．０５；与中剂量苦参碱组比较，ｄＰ＜０．０５

　　２．６组大鼠血清 ＣＫＭＢ、ｃＴｎＩ、ＩＦＮγ、ＩＬ２、ＩＬ４、
ＩＬ１０水平比较：与假手术组比较，模型组大鼠血清
ＣＫＭＢ、ｃＴｎＩ、ＩＦＮγ、ＩＬ２水平均明显升高，ＩＬ４、ＩＬ１０
水平均明显降低（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，药物处理

组大鼠血清ＣＫＭＢ、ｃＴｎＩ、ＩＦＮγ、ＩＬ２水平均降低且苦
参碱各组呈剂量依赖性，ＩＬ４、ＩＬ１０水平均升高且苦
参碱各组呈剂量依赖性（Ｐ＜０．０５）；高剂量苦参碱组
和硫氮卓酮组大鼠上述指标比较差异均无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。见表２。３．６组大鼠外周血 Ｔｈ１／Ｔｈ２比
值比较：与假手术组比较，模型组大鼠外周血 Ｔｈ１／Ｔｈ２
比值明显升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，各药物处理
组大鼠外周血Ｔｈ１／Ｔｈ２比值均降低，且各苦参碱组呈
剂量依赖性（Ｐ＜０．０５）；高剂量苦参碱组与硫氮卓酮
组大鼠上述指标比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
见表３。
表３　６组大鼠外周血Ｔｈ１／Ｔｈ２比值比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 Ｔｈ１／Ｔｈ２比值

假手术组 １．７４±０．３５
模型组 １７．２１±１．５２ａ

低剂量苦参碱组 ８．３４±１．０２ｂ

中剂量苦参碱组 ４．１３±０．７６ｂｃ

高剂量苦参碱组 ２．２８±０．４８ｂｃｄ

硫氮卓酮组 ２．２６±０．３９ｂｃｄ

　　注：与假手术组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５；与低剂
量苦参碱组比较，ｃＰ＜０．０５；与中剂量苦参碱组比较，ｄＰ＜０．０５

　　４．６组大鼠心肌组织钾通道 Ｋｖ２．１、ＫＩＲ２．１蛋白
水平比较：与假手术组比较，模型组大鼠心肌组织钾通

道Ｋｖ２．１、ＫＩＲ２．１蛋白水平明显降低（Ｐ＜０．０５）；与模
型组比较，药物处理组大鼠心肌组织钾通道Ｋｖ２．１、
ＫＩＲ２．１蛋白水平均升高且苦参碱各组呈剂量依赖性
（Ｐ＜０．０５）；高剂量苦参碱组与硫氮卓酮组大鼠上述指
标比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图１、表４。

讨　　论

近年来，我国心肌梗死的发病率和死亡率逐渐升

高，且趋于年轻化，由于该病发展迅速，当心肌组织出

现大面积梗死后，将会出现强烈的炎症反应，导致心脏

功能下降、心肌细胞死亡、心律失常等，严重威胁患者

生命健康［８９］。苦参碱是一种苦参中含有的生物碱，具

有镇痛、抗惊厥、抗炎、免疫调节等作用，还有明显减轻

心肌损伤的功能，可有效缓解左心室重塑，改善心脏肥

厚大鼠的心功能［１０］。本研究采用结扎左冠状动脉前

表２　６组大鼠血清ＣＫＭＢ、ｃＴｎＩ、ＩＦＮγ、ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ１０水平比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 ＴｎＩ（ｎｇ／Ｌ） ＣＫＭＢ（Ｕ／Ｌ） ＩＦＮγ（ｐｇ／ｍｌ） ＩＬ２（ｐｇ／ｍｌ） ＩＬ４（ｐｇ／ｍｌ） ＩＬ１０（ｐｇ／ｍｌ）

假手术组 １８．２１±２．３８ １０２０．０９±２３５．６２ ５６．８２±７．３１ ５３．１４±６．６２ ４３２．３２±３９．４８ １５２．３６±１２．４８
模型组 ８３．６３±５．２４ａ ３４３０．１５±３２１．２１ａ １４６．１３±２０．３４ａ １０１．４２±１６．３７ａ ２１５．６４±２０．１９ａ ８７．７１±６．５２ａ

低剂量苦参碱组 ６０．３４±３．６１ｂ ２６８９．２７±２７２．３３ｂ １２３．６２±１８．１８ｂ ８７．１６±９．８５ｂ ２８７．３６±２１．０５ｂ １０５．６４±７．１３ｂ

中剂量苦参碱组 ４８．６２±２．１３ｂｃ １８７５．３６±２６５．２３ｂｃ ９７．５８±１０．３１ｂｃ ７５．３４±７．６７ｂｃ ３４２．１５±２３．１２ｂｃ １２４．４２±８．６７ｂｃ

高剂量苦参碱组 ２９．６５±１．０９ｂｃｄ １３０２．４６±２０３．５１ｂｃｄ ６７．４８±５．１３ｂｃｄ ６０．１５±４．８６ｂｃｄ ４１０．１６±２５．３４ｂｃｄ １４１．３７±８．９２ｂｃｄ

硫氮卓酮组 ３１．０１±１．１２ｂｃｄ １２９９．６７±２０１．１７ｂｃｄ ６４．８２±４．７５ｂｃｄ ５９．６４±４．７４ｂｃｄ ４１２．５４±２６．１８ｂｃｄ １３９．９２±８．４５ｂｃｄ

　　注：与假手术组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５；与低剂量苦参碱组比较，ｃＰ＜０．０５；与中剂量苦参碱组比较，ｄＰ＜０．０５
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图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测６组大鼠心肌组织钾通道Ｋｖ２．１、

ＫＩＲ２．１蛋白水平（Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：苦参碱低剂

量组；Ｄ：苦参碱中剂量组；Ｅ：苦参碱高剂量组；Ｆ：硫氮卓酮组）

表４　６组大鼠心肌组织钾通道Ｋｖ２．１、ＫＩＲ２．１蛋白水平比较
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 Ｋｖ２．１ ＫＩＲ２．１

假手术组 １．３６±０．２１ ０．８７±０．１８
模型组 ０．３１±０．０５ａ ０．２１±０．０４ａ

低剂量苦参碱组 ０．６５±０．０８ｂ ０．４７±０．０７ｂ

中剂量苦参碱组 ０．９１±０．１２ｂｃ ０．６５±０．０７ｂｃ

高剂量苦参碱组 １．２２±０．１５ｂｃｄ ０．８１±０．１２ｂｃｄ

硫氮卓酮组 １．２５±０．１４ｂｃｄ ０．８２±０．１１ｂｃｄ

　　注：与假手术组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５；与低剂

量苦参碱组比较，ｃＰ＜０．０５；与中剂量苦参碱组比较，ｄＰ＜０．０５

降支法制备心肌梗死大鼠模型发现，模型组大鼠心肌

梗死面积比例、ＣＫＭＢ、ｃＴｎＩ等心肌损伤标记物水平
明显升高，表明大鼠心肌供血减少，心肌组织受损；使

用苦参碱灌胃治疗后，药物处理组大鼠心肌梗死面积

比例、ＣＫＭＢ和ｃＴｎＩ水平均较模型组降低，且各苦参
碱组呈剂量依赖性，而高剂量苦参碱组与硫氮卓酮组

大鼠上述指标比较差异无统计学意义，表明苦参碱可

减少心肌梗死面积，降低心肌损伤程度，推测苦参碱可

用于治疗心肌梗死，保护心脏功能。

既往研究显示，兔心肌缺血及心肌梗死后，心肌组

织钾通道ＫＩＲ２．１蛋白表达被抑制而诱发心律失常［１１］。

钾离子通道通过调控心肌细胞电生理稳态在心肌梗

死中发挥重要作用，心肌梗死时内向整流钾电流降低，

引起心肌细胞动作电位时程延长，导致心律失常等［１２］。

心肌梗死患者血清中存在大量炎性细胞，如巨噬细胞、

Ｔ淋巴细胞等，且ＩＦＮγ、ＩＬ２等Ｔｈ１型促炎性细胞因子
分泌增加，ＩＬ４、ＩＬ６、ＩＬ１０等Ｔｈ２型免疫抑制细胞因子
分泌减少，从而加重机体免疫炎症反应损伤心肌组织［１３］。

体外研究表明，调节Ｔｈ１／Ｔｈ２免疫平衡影响心肌细胞钾
通道ＫＩＲ２．１表达，Ｔｈ１／Ｔｈ２向Ｔｈ１偏移可导致ＫＩＲ２．１
表达降低［１４］。苦参碱可通过阻滞核因子（ＮＦ）κＢ信号
传导而调控类风湿关节炎患者的Ｔｈ１／Ｔｈ２免疫平衡向
Ｔｈ２偏移［１５］，进而推测苦参碱可通过调控 Ｔｈ１／Ｔｈ２平
衡影响心肌梗死大鼠钾通道 Ｋｖ２．１和 ＫＩＲ２．１蛋白的
表达。本研究结果显示，与假手术组比较，模型组大鼠

ＩＦＮγ、ＩＬ２水平、Ｔｈ１／Ｔｈ２比值明显升高，ＩＬ４、ＩＬ１０、

Ｋｖ２．１及钾通道ＫＩＲ２．１蛋白水平明显降低；与模型组比
较，药物处理组大鼠血清 ＩＦＮγ、ＩＬ２水平、Ｔｈ１／Ｔｈ２比
值降低，ＩＬ４、ＩＬ１０、钾通道Ｋｖ２．１及ＫＩＲ２．１蛋白水平升
高且各苦参碱组呈剂量依赖性；高剂量苦参碱组与硫氮

卓酮组大鼠上述指标比较差异均无统计学意义，表明苦

参碱可降低Ｔｈ１型细胞因子ＩＦＮγ、ＩＬ２分泌，增加Ｔｈ２
型细胞因子 ＩＬ４、ＩＬ１０分泌，使 Ｔｈ１／Ｔｈ２免疫平衡向
Ｔｈ２偏移，恢复 Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡，同时上调钾通道 Ｋｖ２．１
和ＫＩＲ２．１蛋白的表达，推测苦参碱保护心肌梗死模型
大鼠心肌损伤可能通过调控Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡实现。

综上所述，苦参碱可能通过纠正Ｔｈ１／Ｔｈ２免疫平衡
向Ｔｈ１偏移，上调钾通道Ｋｖ２．１和ＫＩＲ２．１蛋白的表达，
减轻心肌梗死大鼠的心肌损伤，修复心脏功能，但本研

究未在体外通过共培养Ｔ淋巴细胞及心肌细胞的方法
探讨影响 Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞免疫平衡对钾通道 Ｋｖ２．１和
ＫＩＲ２．１蛋白表达的影响，同时关于 Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞免疫
平衡与钾通道Ｋｖ２．１及ＫＩＲ２．１蛋白表达之间的内在机
制尚不明确，尚需将来深入研究。
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