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葛根素通过TLR4/Myd88/NF-κB抑制NLRP3炎症小体

抗大鼠心肌缺血再灌注损伤
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摘要: 本研究旨在探究葛根素对大鼠心肌缺血/再灌注 (myocardial ischemia/reperfusion, MI/R) 损伤的治疗作用

及其机制。采用冠状动脉左前降支结扎 60 min再灌注 24 h制备大鼠MI/R损伤模型, 于再灌注前 20 min灌胃给予

葛根素 (10、30及 100 mg·kg-1)。考察葛根素对心功能、心肌梗死范围、心肌损伤标志物、炎症因子及细胞凋亡的影

响, 并应用Western blot法检测Nod样受体蛋白3 (Nod-like receptor protein 3, NLRP3) 炎症小体和Toll样受体4 /髓样

分化因子 88/激活核转录因子-κB (TLR4/Myd88/NF-κB) 通路相关蛋白。所有动物实验均遵循中国医学科学院药物

研究所伦理委员会的规定。结果显示, 葛根素能够显著改善MI/R损伤大鼠的心功能, 减小心肌梗死范围, 降低血清

中乳酸脱氢酶 (lactic dehydrogenase, LDH)、天冬氨酸转氨酶 (aspartate transaminase, AST)、肌酸激酶 MB 同工酶

(creatine kinase-MB, CK-MB) 和心肌肌钙蛋白T (cardiac troponin T, cTnT) 的含量, 抑制心肌细胞凋亡。此外, 葛根

素可以显著降低心肌炎症因子白细胞介素-1β (interleukin-1β, IL-1β)、白细胞介素-6 (IL-6) 和肿瘤坏死因子-α (tumor

necrosis factor-α, TNF-α) 的水平。Western blot 分析结果显示 , 葛根素能够明显下调 MI/R 损伤大鼠心肌 TLR4、

Myd88及NLRP3、凋亡相关斑点样蛋白(apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD, ASC)、切割型半

胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-1 (cleaved-caspase 1)、切割型 gasdermin-D (cleaved-GSDMD)、IL-1β、IL-18蛋白水平, 同时

减少NF-κB抑制蛋白 α (inhibitor of NF-κB α, IκBα)、IκB激酶 β (IκB kinase β, IKKβ) 和NF-κB蛋白磷酸化。上述研

究结果表明, 葛根素对大鼠MI/R损伤具有明显的改善作用, 其机制可能为通过下调TLR4/Myd88/NF-κB通路抑制

NLRP3炎症小体激活, 从而减轻炎症反应。
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Puerarin protects against myocardial ischemia/reperfusion injury

by suppressing NLRP3 inflammasome activation via TLR4/Myd88/

NF-κB pathway in rats
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Abstract: This study was to investigate the protective effects of puerarin on myocardial ischemia/reperfusion

(MI/R) injury and the underlying mechanism. The MI/R-model was established by ligating the left anterior descending
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artery (LAD) for 60 min followed by 24 h reperfusion, puerarin (10, 30, and 100 mg·kg-1) was orally administered

20 min before reperfusion. Cardiac function, myocardial infarct index, cardiac damage markers, inflammatory

cytokines, and apoptosis index were measured to evaluate the protective effects of puerarin on MI/R injury. The

activation of Nod-like receptor protein 3 (NLRP3) inflammasome and Toll like receptor 4 (TLR4)/myeloid differen‐

tiation factor 88 (Myd88)/nuclear factor kappa B (NF-κB) pathway were determined by Western blot. All animal

experimental procedures were approved by the ethics committee of the Institute of Materia Medica, Peking Union

Medical College, ChineseAcademy of Medical Sciences. The results showed that puerarin could significantly improve

cardiac function, reduce myocardial infarct size, decease the levels of lactic dehydrogenase (LDH), aspartate trans‐

aminase (AST), creatine kinase-MB (CK-MB), and cardiac troponin T (cTnT) and suppress cardiomyocyte apoptosis.

Meanwhile, puerarin could notably decrease the levels of inflammatory cytokines such as interleukin-1β (IL-1β),

IL-6, and tumor necrosis factor-α (TNF-α ). Western blot analysis revealed that puerarin could downregulate the

expression of TLR4, Myd88, NLRP3, apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD (ASC), cleaved-

caspase 1, cleaved-gasdermin-D (GSDMD), IL-1β, and IL-18, as well as the phosphorylation levels of inhibitor of

NF-κB α (IκBα), IκB kinase β (IKKβ), and NF-κB. These findings demonstrated that puerarin could alleviate MI/R

injury by suppressing NLRP3 inflammasome activation, possibly via TLR4/Myd88/NF-κB pathway.

Key words: puerarin; myocardial ischemia/reperfusion injury; Nod-like receptor protein 3 inflammasome;

TLR4/Myd88/NF-κB pathway; inflammation

急性心肌梗死仍然是全球范围内的主要死亡原

因, 通过经皮冠状动脉介入或溶栓等治疗方式及时地

恢复血供被认为是挽救缺血心肌最有效的方法[1]。然

而, 再灌注治疗会导致更严重的心肌损伤, 称为心肌缺

血/再灌注 (myocardial ischemia/reperfusion, MI/R) 损

伤[2], 是当前临床心肌梗死治疗亟待解决的难题。由于

MI/R损伤的病理生理机制尚不清楚, 目前针对 MI/R

损伤缺乏有效的干预手段 , 因此迫切需要深入探索

MI/R损伤的分子机制, 寻求新的治疗策略。

心肌炎症反应是MI/R损伤的重要病理特征, 因此

抑制炎症反应成为防治MI/R损伤的重要策略之一[3]。

Nod样受体蛋白 3 (Nod-like receptor protein 3, NLRP3)

炎症小体是先天性免疫系统的重要组成部分 , 是由

NLRP3、接头蛋白凋亡相关斑点样蛋白 (apoptosis-

associated speck-like protein containing a CARD, ASC)

和效应蛋白半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 -1 前体 (pro-

caspase 1) 组成的大分子蛋白复合物。NLRP3炎症小

体激活后介导 caspase 1活化进而促进白细胞介素-1β

(interleukin-1β, IL-1β) 及白细胞介素 -18 (IL-18) 的成

熟和分泌, 同时裂解 gasdermin-D (GSDMD) 诱导细胞

焦亡[4]。经典的NLRP3炎症小体激活途径包括启动和

激活两个阶段 , 启动阶段主要由 Toll 样受体 4 (Toll

like receptor 4, TLR4) 识别胞外病原体相关分子模式

(pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) 或损

伤相关分子模式 (damage/danger-associated molecular

patterns, DAMPs), 通过下游信号分子髓样分化因子

88 (myeloid differentiation factor 88, Myd88) 激活核转

录因子-κB (nuclear factor kappa B, NF-κB), 最终诱导

NLRP3和 IL-1β前体的表达; 激活阶段表现为多种刺

激促进NLRP3炎症小体复合物的组装和活化[5,6]。可

见, TLR4/Myd88/NF-κB通路对于NLRP3炎症小体的

激活至关重要。近年来, 越来越多的研究表明 TLR4/

Myd88/NF-κB通路和NLRP3炎症小体介导MI/R损伤

中炎症反应的发生导致心肌损伤。因此, 抑制 TLR4/

Myd88/NF-κB通路和 NLRP3炎症小体可以减轻炎症

反应改善MI/R损伤[7-9]。

葛根素 (puerarin, Puer) 是从中药葛根中提取的异

黄酮类化合物, 具有多种药理活性, 如血管舒张、心脏

保护、神经保护、抗癌、抗氧化和抗炎等[10], 被广泛应用

于心血管疾病的治疗中。已有多项报道证实, 葛根素

通过抑制自噬、抗氧化和抑制细胞凋亡改善 MI/R 损

伤[11,12], 但是关于葛根素调控炎症反应减轻MI/R损伤

的研究较少。最新研究发现, NLRP3炎症小体参与葛

根素对MI/R损伤的改善作用[13]。亦有研究显示, 葛根

素通过调控TLR4/NF-κB通路减轻炎症反应抑制心肌

纤维化[14], 但是葛根素对 MI/R 损伤中 TLR4/Myd88/

NF-κB通路的调控作用尚不清楚。因此, 本研究采用

冠状动脉左前降支结扎及再灌法建立大鼠MI/R损伤

模型, 旨在探究葛根素抗MI/R损伤的作用是否与调控

TLR4/Myd88/NF-κB 通路抑制 NLRP3 炎症小体激活

相关。

材料与方法

动物 Sprague Dawley (SD) 大鼠, 雄性, 体重240～

260 g, SPF级。购自北京维通利华实验动物技术有限

公司, 许可证编号: SCXK (北京) 2016-0006。
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药物及试剂 葛根素 (晶V型, 纯度 98%, 中国医

学科学院药物研究所晶型中心); 异氟烷 (深圳瑞沃德

生命科技有限公司); 2,3,5-氯化三苯基四氮唑 (2,3,5-

triphenyltetrazolium chloride, TTC)、伊文思蓝 (美国

Sigma公司); 乳酸脱氢酶 (lactic dehydrogenase, LDH)、

天冬氨酸转氨酶 (aspartate transaminase, AST)、肌酸

激酶同工酶 (creatine kinase-MB, CK-MB) 试剂盒 (北

京中生北控生物科技股份有限公司); 白细胞介素-6

(IL-6)、IL-1β、肿瘤坏死因子-α (tumor necrosis factor-α,

TNF-α) ELISA检测试剂盒 (上海吉泰依科赛生物科技

有限公司); 心肌肌钙蛋白 T (cardiac troponin T, cTnT)

ELISA检测试剂盒 (武汉华美生物工程有限公司); 末

端脱氧核苷酸转移酶标记 (terminal deoxynucleotidyl

transferase dUTP nick end labeling, TUNEL) 检测试剂

盒 (美国Promega公司); Bax、NLRP3、cleaved-caspase 1、

cleaved-GSDMD、IL-1β、inhibitor of NF- κB α (IκBα)、

phospho-IκBα (Ser32)、IκB kinase β (IKKβ)、phospho-

IKKα/β (Ser176/180)、NF- κB p65 及 phospho-NF- κB

p65 (Ser536) 抗体 (Cell Signaling Technology 公司);

Bcl-2、TMS1/ASC、IL-18、TLR4 及 Myd88 抗体 (美国

Abcam公司); β-tubulin抗体 (北京中衫金桥生物技术

有限公司); 辣根过氧化物酶 (horseradish peroxidase,

HRP) 标记山羊抗兔 lgG、HRP 标记山羊抗小鼠 lgG、

HRP标记兔抗山羊 lgG、BCA蛋白定量试剂盒、ECL化

学发光检测试剂盒 (北京康为试剂生物科技有限公

司)。其他试剂均为国产分析纯。

实验仪器 小动物专用吸入麻醉机 (美国 Matrx

公司); 高分辨率小动物超声成像系统Vevo 1100 (加拿

大 Visual Sonics 公司); TBA-420 全自动生化仪 (日本

Toshiba公司); SpectraMax M5酶标仪 (美国Molecular

Devices 公司); Allegra X-22R 台式高速离心机 (美国

Beckman Coulter 公司); Tanon 天能化学发光仪 (北京

原平皓生物技术有限公司)。

MI/R损伤模型制备 大鼠适应性饲养 1周后, 参

照文献[15]制备大鼠冠脉结扎再灌致MI/R损伤模型: 将

大鼠固定, 通过小动物麻醉机吸入 2.5%异氟烷进行麻

醉; 将大鼠胸骨左侧区域脱毛并消毒, 剪开胸部皮肤,

逐层钝性分离肌肉, 暴露胸骨; 用蚊式止血钳插入并撑

开胸骨左侧第 4肋间, 打开胸腔, 同时撑破心包膜挤出

心脏; 使用带线缝合针 (6-0线, 3/8弧圆针) 于左心耳

下缘 2 mm处进针, 在肺动脉圆锥及左心耳之间系成

活结, 结扎冠状动脉左前降支; 缺血 60 min后, 轻轻拉

动结扎线打开活结, 完成再灌注。假手术组大鼠仅穿

针不予结扎, 其余处理均相同。再灌注 24 h后取材, 检

测各项指标。

动物分组及给药 冠状动脉左前降支结扎手术成

功的 60只大鼠随机分为 5组, 每组 12只动物: 假手术

组 (Sham)、模型组 (I/R)、葛根素低剂量组 (I/R+Puer,

10 mg·kg-1)、葛根素中剂量组 (I/R+Puer, 30 mg·kg-1)、

葛根素高剂量组 (I/R+Puer, 100 mg·kg-1)。在缺血40 min

后采用固体灌胃技术给予大鼠葛根素粉末, 假手术组

及模型组给予淀粉[16,17]。所有动物实验均通过中国医

学科学院药物研究所实验动物管理与动物福利伦理委

员会审查批准。

超声心动图测定 通过 2.5%异氟烷吸入维持大

鼠麻醉状态, 采用高分辨率小动物超声成像系统Vevo

1100 (MS250探头, 频率为20 MHz, 频宽为13～24 MHz)

检测超声心动图。取左室胸骨旁短轴切面, 应用M型

超声记录左室运动情况, 测量左室收缩末期内径 (left

ventricular internal dimension systole, LVIDs) 和左室舒

张 末 期 内 径 (left ventricular end diastolic diameter,

LVIDd), 并计算射血分数 (ejection fraction, EF)、缩短

分数 (fractional shortening, FS) 及每搏输出量 (stroke

volume, SV)。

心肌梗死范围测定 采用伊文思蓝和TTC双染测

定心肌梗死范围。腹腔注射 10%水合氯醛麻醉大鼠,

在原位置再次结扎冠状动脉左前降支, 经主动脉逆行

灌注 1%伊文思蓝染料, 将心脏分为蓝染区 (非缺血远

端区) 和非蓝染区 (缺血危险区)。取出心脏于 -40 ℃

下速冻 30 min, 在结扎线下平行于心室短轴将心室切

成 2 mm厚的切片, 放入 1% TTC溶液中于 37 ℃避光

染色 20 min, 正常心肌染为红色, 梗死区域心肌呈淡白

色。拍照, 使用 Image J软件分析缺血危险区、左心室

和梗死区的面积, 并以梗死区与缺血危险区的比值计

算梗死面积百分比。

心肌损伤标志物测定 腹主动脉取血, 室温凝聚

2 h后, 5 000 r·min-1、4 ℃离心 10 min, 吸取上清。采用

全自动生化仪检测 LDH、AST 和 CK-MB 的活性 , 用

ELISA试剂盒检测 cTnT的含量。

心肌组织 IL-6、IL-1β、TNF-α含量的测定 取适

量左心室心肌组织 , 加入 PBS 缓冲液制成心肌匀浆 ,

5 000 r·min-1、4 ℃离心 15 min, 吸取上清。通过 BCA

法测定蛋白浓度, 采用ELISA试剂盒检测心肌组织中

IL-6、IL-1β及TNF-α的含量。

细胞凋亡测定 采用TUNEL法检测心肌细胞凋

亡。取心室组织于 4%多聚甲醛中固定, 制备石蜡切

片, 根据 TUNEL凋亡检测试剂盒的说明进行 TUNEL

染色, 并用 DAPI进行细胞核染色。于荧光显微镜下

观察绿色及蓝色荧光情况并拍照, 使用 Image J软件对

TUNEL阳性细胞核和总细胞核进行计数, 利用两者的

·· 1345



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(5): 1343 −1351

比值表示TUNEL阳性细胞核百分比。

Western blot 分析 取适量左心室心肌组织 , 加

入组织裂解液和蛋白酶抑制剂, 使用组织匀浆器制备

心肌匀浆 , 冰上裂解 30 min, 12 000 r·min-1、4 ℃离心

10 min, 收集上清即心肌总蛋白。通过BCA法测定蛋

白浓度, 加入样品缓冲液于95 ℃煮沸10 min。取40 μg

蛋白上样, 经SDS-PAGE凝胶电泳后, 将蛋白条带电转

至PVDF膜上, 5%脱脂奶粉室温封闭1 h, 加入一抗4 ℃

孵育过夜, 洗膜后加入HRP标记的二抗室温孵育 2 h,

洗膜后采用 ECL 法检测蛋白条带。以 β-tubulin为内

参, 使用Gel-Pro 32软件分析目的蛋白的相对表达量。

统计学分析 采用 GraphPad Prism 6.0软件统计

分析并作图, 结果均以
-
x ± s表示, 两组间比较用 t检验,

多组间比较采用单因素方差分析 (one-way ANOVA),

多重比较采用Dunnett分析。P < 0.05认为具有统计学

意义。

结果

1 葛根素改善MI/R损伤大鼠心功能

超声心动图检测是评价心脏结构形态及功能变化

的常用方法。本研究首先利用超声心动图探究葛根素

对MI/R损伤大鼠心功能的影响。结果显示 (图 1), 与

假手术组相比, 模型组大鼠LVIDs显著增加, EF、FS和

SV显著降低, LVIDd无显著性差异, 提示模型组大鼠

左室壁收缩能力下降。与模型组相比, 葛根素低、中、

高剂量组大鼠 LVIDs 明显减小 , EF、FS 和 SV 显著增

加, 差异具有统计学意义, 表明葛根素可以改善MI/R

损伤大鼠的心功能。

2 葛根素改善MI/R损伤大鼠心肌损伤

伊文思蓝和TTC双染结果显示 (图 2A～C), 各组

间缺血危险区 (area at risk, AAR) 占整个左心室 (left

ventricle, LV) 的比例无显著性差异, 提示各组间结扎

致缺血范围一致, 手术操作平行性较好。模型组大鼠

心脏呈现广泛的白色梗死区域 , 梗死面积 (infarcted

area, INF) 显著增加, 给予葛根素低、中、高剂量可呈剂

量依赖性地减小心肌梗死范围, 表明葛根素可以有效

抑制MI/R损伤引起的心肌梗死。

临床上常用心肌损伤标志物作为心肌梗死早期的

诊断指标。结果显示 (图 2D～G), 与假手术组相比, 模

型组大鼠血清中LDH、AST、CK-MB及 cTnT含量显著

升高。与模型组相比, 葛根素低、中、高剂量组大鼠血

清中 LDH、AST、CK-MB及 cTnT含量明显减少, 表明

葛根素可以减轻MI/R损伤大鼠的心肌损伤。

3 葛根素减轻MI/R损伤大鼠心肌炎症反应

鉴于炎症反应在MI/R损伤中的重要作用, 本研究

检测了葛根素对MI/R损伤大鼠心肌炎症因子的影响。

ELISA检测结果显示 (图3), 模型组大鼠心肌组织中炎

症因子 IL-6、IL-1β及 TNF-α水平显著高于假手术组。

Figure 1 Puerarin (Puer) improved cardiac function in rats subjected to myocardial ischemia/reperfusion (MI/R) injury. A: Representative

echocardiographic M-mode records of left ventricular; B: Effects of puerarin on LVIDs, LVIDd, EF, FS, and SV. n = 6,
-
x ± s. ***P < 0.001 vs

Sham group; #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs I/R group. LVIDs: Left ventricular internal dimension systole; LVIDd: Left ventricular

end diastolic diameter; EF: Ejection fraction; FS: Fractional shortening; SV: Stroke volume
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与模型组相比, 葛根素低剂量组大鼠心肌组织中 IL-1β

及TNF-α含量明显降低, 葛根素中、高剂量组大鼠心肌

组织中 IL-6、IL-1β及 TNF-α水平均显著降低, 表明葛

根素可以减轻MI/R损伤导致的心肌炎症反应。

4 葛根素减少MI/R损伤大鼠心肌细胞凋亡

细胞凋亡是MI/R损伤中的一个重要事件, 本研究

通过 TUNEL 染色及测定 Bax、Bcl-2 蛋白水平探究葛

根素对细胞凋亡的影响。结果显示 (图4), 与假手术组

相比, 模型组大鼠心肌切片细胞核可观察到明显的绿

色荧光, TUNEL染色阳性细胞数显著增加, 且凋亡抑

制蛋白Bcl-2明显减少, 凋亡促进蛋白Bax显著增加。

给予葛根素低、中、高剂量可以显著降低大鼠心肌

TUNEL阳性细胞核百分比, 同时能够升高Bcl-2并降

低Bax蛋白水平, 表明葛根素可以抑制MI/R损伤导致

的心肌细胞凋亡。

5 葛根素抑制MI/R损伤大鼠心肌NLRP3炎症小体

激活和细胞焦亡

为了探究葛根素抗MI/R损伤的作用是否与NLRP3

炎症小体相关 , 本研究检测了葛根素对 NLRP3 炎症

小体和下游细胞焦亡相关蛋白的影响。Western blot

结果显示 (图 5), 与假手术组相比, 模型组大鼠心肌组

织中 NLRP3、ASC、cleaved-caspase 1 及下游效应物

cleaved-GSDMD、IL-1β、IL-18 蛋白显著增加 , 提示

MI/R损伤促进了NLRP3炎症小体的激活并启动了细

胞焦亡。给予葛根素中、高剂量可以显著降低大鼠心

肌 NLRP3、ASC、cleaved-caspase 1、cleaved-GSDMD、

IL-1β及 IL-18水平, 其中葛根素低剂量组大鼠除ASC

和 IL-18外其余蛋白水平与模型组相比均明显下降, 表

明葛根素可以抑制MI/R损伤介导的NLRP3炎症小体

激活和细胞焦亡。

6 葛根素抑制 MI/R 损伤大鼠心肌 TLR4/Myd88/

NF-κB通路

为了进一步探究葛根素抑制NLRP3炎症小体活

化的机制, 本研究检测了葛根素对TLR4/Myd88/NF-κB

通路的影响。结果显示 (图6), 模型组大鼠心肌组织中

TLR4、Myd88 的表达水平及 IKKβ、IκBα、NF-κB 的磷

Figure 3 Puerarin decreased the levels of inflammatory cytokines in rats subjected to MI/R injury. The levels of IL-6 (A), IL-1β (B),

and TNF-α (C) in heart tissues were evaluated by ELISA. n = 6,
-
x ± s. ***P < 0.001 vs Sham group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs I/R group. IL:

Interleukin; TNF-α: Tumor necrosis factor-α

Figure 2 Puerarin reduced infarct size and cardiac damage markers in rats subjected to MI/R injury. A: Representative images of heart

sections stained by Evans' blue and TTC; B: The percentage of AAR/LV; C: The percentage of INF/AAR; D: The level of serum LDH; E:

The level of serum AST; F: The level of serum CK-MB; G: The level of serum cTnT. n = 6,
-
x ± s. ***P < 0.001 vs Sham group; #P < 0.05,

##P < 0.01, ###P < 0.001 vs I/R group. AAR: Area at risk; LV: Left ventricle; INF: Infarcted area; LDH: Lactic dehydrogenase; AST: Aspartate

transaminase; CK-MB: Creatine kinase-MB; cTnT: Cardiac troponin T
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酸化水平显著高于假手术组, 提示MI/R损伤中TLR4/

Myd88/NF-κB通路被激活。给予葛根素中、高剂量可

以明显降低TLR4、Myd88的表达及 IKKβ、IκBα、NF-κB

的磷酸化水平, 表明葛根素可以下调MI/R损伤大鼠心

肌TLR4/Myd88/NF-κB通路。

讨论

近年来, 中医药防治MI/R损伤已初步显现其独特

的优势, 也展现广阔的应用前景。不过, 仍需在传统中

医药辨证论治思想指导下, 借鉴现代医学研究方法和

技术手段, 充分利用细胞、动物模型和临床研究进行深

入研究, 以阐释中药防治MI/R损伤的物质基础和作用

机制。葛根素系从中药葛根中提取出来的中药单体成

分, 随着对其药理作用、临床应用等方面的深入研究,

葛根素防治多种疾病的价值, 尤其对心血管疾病的应

用日益引起人们的关注。由于葛根素的水溶性和脂溶

Figure 5 Puerarin inhibited the activation of NLRP3 inflammasome and pyroptosis in rats subjected to MI/R injury. The expression levels

of NLRP3 (A), ASC (B), cleaved-caspase 1 (C), cleaved-GSDMD (D), IL-1β (E), and IL-18 (F) were analyzed by Western blot. n = 6,
-
x ± s.

***P < 0.001 vs Sham group; #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs I/R group. NLRP3: Nod-like receptor protein 3; ASC: Apoptosis-associated

speck-like protein containing a CARD; GSDMD: Gasdermin D

Figure 4 Puerarin suppressed cardiomyocyte apoptosis in rats subjected to MI/R injury. A: Representative images of heart sections stained

by TUNEL assay (scale bar: 50 μm); B: The percentage of TUNEL positive nuclei to the total nuclei; C: Expression of Bcl-2 and Bax in

heart tissues evaluated by Western blot. n = 6,
-
x ± s. ***P < 0.001 vs Sham group; #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs I/R group. TUNEL:

Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
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性均较差, 口服生物利用度较低, 因此临床上只能注射

给药, 葛根素注射液虽然疗效明确, 但是存在不良反应

明显、患者顺应性差等缺点, 限制其临床应用。为了提

高葛根素的口服生物利用度, 中国医学科学院药物研

究所晶型中心制备获得了一种优势晶型, 即葛根素晶

V型。药代动力学研究发现, 与其他晶型相比, 晶V型

葛根素具有给药后吸收速度快、最大血药浓度高及有

效浓度维持时间长等优点[18], 因此本研究选用晶V型

葛根素进行研究。同时, 为了避免晶型药物与溶剂之

间复杂的化学反应对晶型状态方面的影响, 本研究采

用固体灌胃技术将固体状药物直接送至动物胃部, 确

保了实验的准确性[16,17]。

本研究结果显示, 葛根素显著改善MI/R损伤大鼠

的心功能, 减小心肌梗死面积, 降低心肌损伤标志物水

平, 抑制心肌细胞凋亡, 表明葛根素可以有效地减轻

MI/R损伤。炎症反应在MI/R损伤的发生发展中扮演

着重要角色。心肌缺血初期会触发炎症反应, 从梗死

区域清除坏死细胞碎片, 再灌注导致这种炎症反应加

剧, 诱导各种促炎因子的释放和炎性细胞的浸润, 导致

进一步的心肌功能障碍和细胞死亡, 是诱发心肌梗死

患者左心室不良重构的关键因素[19], 因此抑制炎症反

应成为减轻MI/R损伤改善心肌梗死患者预后的重要

策略。本研究结果发现, 葛根素显著降低MI/R损伤大

鼠心肌炎症因子 IL-6、IL-1β及 TNF-α的水平, 表明葛

根素可以减轻MI/R损伤介导的心肌炎症反应。

NLRP3炎症小体是介导免疫反应的关键调节因

子, 作为传感器识别机体多种危险信号, 引发炎症反应

和细胞焦亡。研究表明, 在MI/R损伤过程中, NLRP3

炎症小体成分的表达上调, 使用 siRNA诱导 NLRP3、

ASC及 caspase-1基因沉默或采用NLRP3抑制剂干预

可以减轻MI/R损伤。另有数据显示, 与野生型小鼠相

比, NLRP3基因敲除小鼠在经受 MI/R损伤后能够显

著减小心肌梗死范围并改善心功能[20,21]。因此, NLRP3

炎症小体可能成为治疗MI/R损伤的潜在靶点。最近

的一项研究表明, 葛根素通过调控Sirt1/NF-κB信号通

路抑制NLRP3炎症小体减轻MI/R损伤[13]。在本研究

中, 葛根素处理抑制NLRP3、ASC、cleaved-caspase 1水

平及下游 IL-1β、IL-18的成熟、释放。此外, 葛根素还

下调细胞焦亡的关键执行蛋白 cleaved-GSDMD 的水

平, 提示葛根素对NLRP3炎症小体调控的细胞焦亡也

存在抑制作用。这些结果表明, 葛根素抗MI/R损伤的

作用与抑制NLRP3炎症小体激活相关。

NLRP3炎症小体活化包括启动和激活两个独立

的步骤 , TLR4/Myd88/NF-κB 通路是启动阶段的主要

调控通路[22]。TLR4是非特异性免疫系统中的重要模

式识别受体, 被机体内PAMPs或DAMPs激活, 随后启

动 Myd88 依赖性信号转导途径激活 NF-κB 信号通

路[23]。在静息状态下, NF-κB以二聚体的形式与抑制

因子 IκB结合在一起而呈现无活性的状态。当Myd88

依赖性信号途径被激活后, Myd88通过下游衔接分子

激活 IκB激酶并使 IκB发生磷酸化和降解, NF-κB活化

并易位进入细胞核[24], 启动NLRP3和 IL-1β前体的转

Figure 6 Puerarin suppressed the TLR4/Myd88/NF-κB signaling pathway in rats subjected to MI/R injury. Western blot analysis of TLR4

(A), Myd88 (B), p-IKKβ (C), p-IκBα (D), and p-NF-κB p65 (E) were conducted. n = 6,
-
x ± s. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs Sham group; #P <

0.05, ##P < 0.01 vs I/R group. TLR4: Toll like receptor 4; Myd88: Myeloid differentiation factor 88; NF-κB: Nuclear factor kappa B; IκBα:

Inhibitor of NF-κB α; IKKβ: IκB kinase β
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录和表达。随后, PAMPs或DAMPs诱导NLRP3炎症

小体的激活 , 从而引发一系列炎症级联反应。因此 ,

TLR4/Myd88/NF-κB通路对于NLRP3炎症小体介导炎

症反应具有重要作用。研究表明, 一些从天然产物中

分离出来的化合物如木犀草素、丹酚酸B和鹰嘴豆芽

素A等可以通过抑制TLR4/NF-κB通路和NLRP3炎症

小体减轻MI/R损伤[25-27]。此外, 采用 TLR4特异性抑

制剂TAK-242干预可以抑制MI/R损伤介导的NLRP3

炎症小体激活[25,28], 提示 TLR4/Myd88/NF-κB 通路和

NLRP3炎症小体共同介导MI/R损伤中炎症反应的发

生。因此, 本研究进一步探讨了葛根素对MI/R损伤中

TLR4/Myd88/NF-κB 通路的作用。结果显示 , 葛根素

显著抑制MI/R损伤介导的 TLR4、Myd88蛋白表达上

调和 IKKβ、IκBα、NF- κB 蛋白磷酸化 , 提示 TLR4/

Myd88/NF-κB通路参与葛根素对MI/R损伤的改善作

用, 葛根素对NLRP3炎症小体的抑制作用在一定程度

上是通过下调TLR4/Myd88/NF-κB通路发挥的。

综上所述 , 葛根素可能通过下调 TLR4/Myd88/

NF-κB通路抑制 NLRP3炎症小体激活进而减轻炎症

反应改善MI/R损伤。本研究加深了对葛根素抗炎和

抗MI/R损伤作用机制的了解, 有利于葛根素的进一步

合理开发与利用, 提高临床疗效, 也为临床防治MI/R

损伤提供了新靶点和新思路。
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