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干姜附子水煎液调控Nrf2 / HO-1介导的铁死亡抑制大鼠心
肌缺血再灌注损伤模型的实验研究
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摘  要：目的  观察干姜附子水煎液调控核因子E2相关因子（Nrf2）/血红素加氧酶 -1(HO-1)介导的铁死亡对大鼠心肌缺血

再灌注损伤 (MI/RI)的影响及其机制。方法 将50只大鼠随机分为空白组、模型组、干姜附子水煎液低、高剂量组和Nrf2
抑制剂 (ML385)组，每组10只。建立MI/RI大鼠模型，采用2，3，5氯化三苯基四氯唑（TTC）染色分析各组大鼠心肌梗死面

积百分比，酶联免疫吸附试验 (ELISA)检测各组大鼠血清心肌损伤标志物的水平、心肌组织活性氧 (ROS)水平，比色法检

测各组大鼠心肌组织中超氧化物歧化酶 (SOD)活性、丙二醛 ( MDA)、谷胱甘肽 (GSH)和亚铁离子 (Fe2+)含量。通过蛋白质

印迹（Western Blot）检测各组大鼠心肌组织中Nrf2、HO-1蛋白表达。结果 与空白组大鼠相比，MI/RI模型组大鼠的心肌梗

死面积百分比显著升高，血清中cTnI、CK-MB和LDH水平显著增加，心肌组织中ROS水平、MDA和Fe2+ 含量显著升高，

SOD活性和GSH含量显著降低，Nrf2、HO-1蛋白表达显著降低，差异具有统计学意义 (t=4.359～17.701，均P<0.001)。与

MI/RI模型组相比，干姜附子水煎液低、高剂量组和ML385组大鼠的心肌梗死面积百分比显著降低，血清cTnI、CK-MB和

LDH水平显著下降，心肌组织中ROS水平、MDA和Fe2+ 含量显著降低，SOD活性和GSH含量显著升高，Nrf2、HO-1蛋白

表达水平显著升高，差异具有统计学意义 (t低剂量组=2.382～8.293；t高剂量组=2.476～7.474；tML385组=2.476～7.580，均P<0.001)。
与干姜附子水煎液高剂量组相比，ML385组大鼠的心肌梗死面积百分比显著升高，血清cTnI、CK-MB和LDH水平显著升

高，心肌组织中ROS、MDA和Fe2+ 含量显著升高，SOD活性和GSH含量显著降低，Nrf2、HO-1蛋白表达水平显著降低，差

异具有统计学意义 (t=5.918～13.139，均P<0.001)。结论 干姜附子水煎液通过调控Nrf2/HO-1通路介导的铁死亡抑制大鼠

MI/RI，且其作用呈剂量依赖性。
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Experimental Study on the Regulation of Nrf2/HO-1 Mediated Ferroptosis by Ganjiang 
Fuzi Water Decoction on Rat Myocardial Ischemia-Reperfusion Injury Model
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Abstract: Objective  Observation of the effect and mechanism of water decoction of Ganjiang Fuzi on ferroptosis mediated by 
nuclear factor-erythroid 2-related factor 2 (Nrf2)/heme oxygenase-1 (HO-1) in rats with myocardial ischemia / reperfusion injury 
(MI/RI). Methods  50 rats were randomly divided into the blank group, model group, low or high dose groups of water decoction 
of Ganjiang Fuzi, and an Nrf2 inhibitor (ML385) group, with 10 rats in each group. MI/RI rat models were established. TTC stain-
ing was used to analyze the percentage of myocardial infarction area. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used to 
detect the levels of serum myocardial injury markers and myocardial tissue reactive oxygen species (ROS). Colorimetric method 
was used to detect the activity of superoxide dismutase (SOD), malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH) and ferrous ion (Fe2+) 
content. Western blot was used to detect Nrf2 and HO-1 protein expression in myocardial tissue of rats in each group. Results 
Compared with the blank group, the MI/RI model group showed significantly increased myocardial infarction area percentage, 
serum cTnI, CK-MB and LDH levels, and myocardial tissue ROS level, MDA and Fe2+ content, while exhibited significantly 
reduced SOD activity, GSH content, and expression of Nrf2 and HO-1 proteins (t=4.359～17.701, all P<0.001). Compared with 
the MI/RI model group, low or highdose groups of water decoction of Ganjiang Fuzi and ML385 group showed significantly re-
duced myocardial infarction area percentage, serum cTnI, CK-MB and LDH levels, myocardial tissue ROS levels, MDA and Fe2+
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content, and significantly elevated SOD activity, GSH content, and Nrf2 and HO-1 proteins expression levels (t low dose groups of water de-

coction of Ganjiang Fuzi =2.382～8.293；t high dose groups of water decoction of Ganjiang Fuzi =2.476～7.474；tML385 groups =2.476～7.580，all P<0.001). Com-
pared with the high dose group of water decoction of Ganjiang Fuzi, the ML385 group exhibited significantly increased myocar-
dial infarction area percentage, serum cTnI/CK-MB and LDH levels, myocardial tissue ROS, MDA and Fe2+, and significantly 
reduced SOD activity and GSH content, and Nrf2 and HO-1 proteins expression levels (t=5.918～13.139, all P<0.001). Conclu-
sions  The water decoction of Ganjiang Fuzi inhibits MI/RI in rats by regulating the Nrf2/HO-1 pathway mediated ferroptosis in 
a dose-dependent manner.

Keywords： Ganjiang Fuzi water decoction; ncclear factor-erythroid 2-related factor 2/heme oxygensae-1; 
myocardial ischemia-reperfusion injury; ferroptosis

据统计，在众多的心血管疾病中，缺血性心脏病

的死亡率是最高的 [1-2]。心肌缺血再灌注损伤 (myo-
cardial ischemia-reperfusion injury, MI/RI) 是 指 当 心

肌缺乏血供后，心肌组织恢复血流供应的同时引发

严重的再灌注损伤的过程 [3]。关于 MI/RI 的发生机制

尚无定论，铁死亡通过铁依赖性脂质过氧化在 MI/RI
发挥重要作用，为临床治疗 MI/RI 提供了新靶点。

铁死亡以活性氧 (reactive oxygen species, ROS)
的增加和脂质过氧化为特征。核因子 E2 相关因子

2(nuclear factor-erythroid 2-related factor2, Nrf2)/ 血

红素加氧酶 -1(heme oxygenase-1, HO-1) 信号通路是

调控铁死亡的重要通路，可调节细胞内血红素的合

成，使机体内结合铁含量受到影响 [4]。

近年来，中医药在 MI/RI 的防治方面发挥了独

特优势 [5]。干姜、附子的配伍是四逆汤中抗 MI/RI 的

核心药对，既往研究已显示干姜附子可用于抗 MI/
RI[6-9]，但干姜附子以何种机制发挥抗 MI/RI 作用一

直是我们关注的问题。本研究将中药复方、铁死亡、

Nrf2/HO-1 通路三者结合，创新性的进行中医药机制

研究，可以填补干姜附子水煎液与铁死亡关联研究

的空白。本研究通过建立大鼠 MI/RI 模型，观察干姜

附子水煎液对心肌损伤、氧化应激和铁死亡相关指

标的影响，为干姜附子水煎液在 MI/RI 治疗中的应

用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 研究对象 选用 SPF 级 SD 大鼠 50 只，体质量

为 240～280g，均购自成都达硕动物有限公司，许

可证号为 SCXK( 浙 )2022-0041。饲养条件：相对湿

度 50%～70%，温 度 为（23±2） ℃，12h 明 / 暗 光 照

循环，自由进食、进水。本研究通过安康市中医医

院动物伦理委员会的审核批准 ( 伦理批号：HTDW-
2023012001)。
1.2 仪器与试剂 主要试剂：Nrf2 抑制剂 (ML385)

（美 国 MedChemExpress），乳 酸 脱 氢 酶 (LDH)、心 肌

肌钙蛋白 I(cTnI)、肌酸激酶同工酶 (CK-MB)、活性

氧 (ROS) 相对应的酶联免疫吸附试验 (ELISA) 试剂

盒（上海酶联生物科技有限公司），超氧化物歧化酶

(SOD)、丙二醛 (MDA)、谷胱甘肽 (GSH) 和亚铁离子

(Fe2+) 测定试剂盒（南京建成生物工程研究所）。Nrf2
抗体、GAPDH 抗体 ( 英国 Abcam)，HO-1 抗体 ( 武汉

三鹰 )。主要仪器：心电图机 ( 广州三锐电子科技公

司 )，呼吸机 ( 深圳瑞沃德生命科学有限公司 )，酶标

仪 ( 美国 BIO-TEK 公司 )，台式高速冷冻离心机 ( 湖

南湘仪实验室仪器开发有限公司 )，切片机 ( 莱卡 )，
小型 Trans-Blot 转印槽 ( 上海伯乐公司 )。
1.3 方法

1.3.1 干姜附子水煎液的制备：参考《中国药典》[10]

上记载的方法进行制备。

1.3.2 MI/RI 模型的构建及实验分组：MI/RI 模型的构

建 [11-12]：使用 30mg/kg 戊巴比妥钠腹腔注射麻醉大

鼠，将心电图机与大鼠相连。大鼠行气管插管，并与

呼吸机相连。然后，在第 3、4 肋间处打开胸腔，充分

暴露心脏，于左心耳下缘 2mm 处进针结扎左冠状动

脉前降支，当心电图中 ST 段出现明显抬高、心尖瞬

间变白，表示缺血模型诱导成功。缺血 40min 后，打

开结扎线，恢复再灌注。观察到心脏表面颜色恢复至

红色，心电图 ST 段压低，表明再灌注诱导成功。手术

完成后，关闭胸腔。实验分组：选用50只SD大鼠(SPF
级 ) 随机分为空白组、模型组、干姜附子水煎液低、

高剂量组和 ML385 组，每组 10 只。空白组大鼠给予

生理盐水灌胃 1 周，根据预实验结果，干姜附子水煎

液低、高剂量组大鼠分别灌胃干姜附子水煎液 1.4g
生药 /kg、5.6g 生药 /kg，ML385 组大鼠灌胃干姜附

子水煎液 5.6g 生药 /kg 的同时腹腔注射 30mg/kg 的

ML385，每日 2 次，连续干预 1 周。

1.3.3 指标检测：2,3,5-氯化三苯基四氮唑 (2,3,5- triph-
enyltetrazolium chloride, TTC)染色分析各组大鼠的心

肌梗死面积百分比：收集每组大鼠的心脏，用生理盐

水冲洗干净后，均匀切片。将切片置于TTC染液中，

37℃下避光孵育染色30min，期间每隔10min轻轻摇

晃组织，使染色液与组织充分接触，染色结束后洗涤

再转移至多聚甲醛进行固定。采用 Image Pro Plus 6.0
统计各组大鼠的心肌梗死面积百分比。血清心肌损伤

标志物水平的检测：采集各组大鼠的腹主动脉血5ml，
离心并收集血清。使用ELISA检测大鼠血清中LDH、

cTnI和CK-MB的水平。心肌组织中ROS的检测：取
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各组大鼠100mg的心肌组织制成匀浆，置于-20℃过

夜。反复冻融2次破坏细胞膜后，将心肌组织匀浆离

心取上清，按照ELISA试剂盒说明书检测心肌组织中

ROS水平。比色法检测心肌组织SOD、MDA、GSH和

Fe2+ 含量：各组大鼠取心肌组织，加入9倍的生理盐

水研磨，离心并收集上清液为心肌组织匀浆液，参照

试剂盒说明使用比色法检测心肌组织匀浆液中SOD、

MDA、GSH和Fe2+ 含量。蛋白质印迹（Western Blot）检

测大鼠心肌组织中Nrf2、HO-1蛋白的表达：在各组

大鼠心肌组织匀浆中加入RIPA裂解缓冲液充分提

取总蛋白，使用十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶

电泳（SDS-PAGE）分离蛋白，并转移到聚偏二氟乙烯

（PVDF）膜上，室温条件下脱脂奶粉封闭2h，然后加入

一抗：anti-Nrf2(1∶800)，anti-HO-1(1∶1 000)，anti-磷

酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）(1∶1 000)，4℃孵育过夜。

洗膜后加入辣根过氧化物酶（HRP）标记的二抗，室温

条件下孵育1.5h。免疫印迹在ECL系统下成像，并分

析蛋白条带的灰度值。

1.4 统计学分析 使用 GraphPad Prism 8.0 分析数

据，定量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，两组间比

较采用独立样本 t 检验，多组间比较采用 LSD 检验。

P<0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠心肌梗死面积百分比比较 与空

白组大鼠的心肌梗死面积百分比 (0.00%±0.00%)
比 较，MI/RI 模 型 组 大 鼠 的 心 肌 梗 死 面 积 百 分 比

(26.34%±6.38%)显著升高，差异具有统计学意义

(t=14.059，P<0.001)。与 MI/RI 模 型 组 大 鼠 相 比，干

姜附子水煎液低、高剂量组和ML385组大鼠心肌

梗 死 面 积 百 分 比 (12.59%±3.79%、8.87%±1.25%、

10.26%±4.63%) 显 著 降 低，差 异 具 有 统 计 学 意 义

(t=2.382、4.696、5.918，均P<0.001)。与干姜附子水煎

液高剂量组相比，ML385组大鼠心肌梗死面积百分比

显著升高，差异具有统计学意义 (t=9.477，P<0.001)。
2.2 各组大鼠血清心肌损伤标志物水平比较 见

表1。与空白组大鼠相比，MI/RI模型组大鼠血清中

cTnI、CK-MB 和 LDH 的 水 平 显 著 上 升，差 异 具 有

统 计 学 意 义 (t=8.534、17.131、17.701，均 P<0.001)。
与MI/RI模型组大鼠相比，干姜附子水煎液低、高剂

量组和 ML385 组处理大鼠血清中 cTnI、CK-MB 和

LDH 水平显著下降，差异具有统计学意义 (t低剂量组 

=6.541、6.957、4.359，t高 剂 量 组=2.476、7.266、4.696，

tML385 组=2.382、4.471、6.932，均 P<0.001)。与 干 姜 附

子水煎液高剂量组相比，ML385 组大鼠血清中 cTnI、
CK-MB 和 LDH 水平显著升高，差异具有统计学意

义 (t=7.266、11.306、13.139，均 P<0.001)。
2.3 各组大鼠心肌组织中ROS水平、SOD活性、

MDA、GSH和Fe2+ 含量比较 见表 1。与空白组比

较，MI/RI 模型组大鼠心肌组织中 ROS 水平、MDA
和 Fe2+ 含 量 升 高，SOD 活 性 和 GSH 含 量 降 低，差

异具有统计学意义 (t=6.541、6.957、10.014、7.266、

11.306，均 P<0.001)。与 MI/RI 模型组大鼠比较，干

姜附子水煎液低、高剂量组和ML385组处理大鼠心

肌组织中ROS水平、MDA和Fe2+ 含量降低，SOD活

性和GSH含量升高，差异具有统计学意义 (t低剂量组

=3.631、7.474、5.918、8.293、4.471，t 高 剂 量 组=7.474、

6.932、2.476、7.266、6.145，tML385 组 =5.918、7.580、

6.541、6.957、4.359，均 P<0.001)。与干姜附子水煎液

高剂量组比较，ML385 组大鼠心肌组织中 ROS 水平

MDA 和 Fe2+ 含量显著升高，SOD 活性和 GSH 含量

显著降低，差异具有统计学意义 (t=12.093、10.014、

13.139、7.474、5.918，均 P<0.001)。
2.4 各组大鼠心肌组织中Nrf2，HO-1蛋白表达 见

表1。Western Blot结果显示，与空白组大鼠比较，MI/
RI模型组大鼠心肌组织中Nrf2、HO-1蛋白表达水平

显著降低，差异具有统计学意义(t=4.359、9.477，均

P<0.001)。与MI/RI模型组大鼠比较，干姜附子水煎液

低、高剂量组、ML385组处理大鼠心肌组织中Nrf2，

HO-1蛋白表达水平显著升高，差异具有统计学意义 
(t低剂量组=2.387、4.471，t高剂量组=6.932、3.631，tML385组=4.696、

5.918，均P<0.001)。与干姜附子水煎液高剂量组相比，

ML385组大鼠心肌组织中Nrf2，HO-1蛋白表达显著降

低，差异具有统计学意义(t=9.477、11.449，均P<0.001)。
3 讨论

在正常生理状况下，心脏能将新鲜血液输送至全

身各组织、器官。当心肌组织缺血、缺氧时会出现损伤，

恢复血供后又会带来再灌注损伤，进一步加重心肌组

织的损伤。关于MI/RI的发生机制尚无定论，有研究显

示，铁死亡是MI/RI发生、发展的重要机制 [13-15]。在中医

药 MI/RI 的防治方面四逆汤和干姜附子汤是附子和

干姜配伍的经典方。网络药理学研究表明，干姜附子

水煎液抗 MI/RI 主要与细胞凋亡有关。铁死亡是心肌

细胞凋亡的重要形式，目前探讨干姜附子水煎液减

轻 MI/RI 的作用是否与铁死亡有关的研究较少。

本研究探讨干姜附子水煎液是否对MI/RI大鼠发

挥保护性作用，并探究其机制。研究发现，干姜附子水

煎液可减少心肌梗死面积百分比。通过心肌损伤标志物

的检测结果显示，MI/RI模型组大鼠由于心肌细胞受到

损伤，LDH、CK-MB、cTnI等漏出至血液中，导致其在血

清中浓度升高。干姜附子水煎液处理降低了血清LDH、

CK-MB、cTnI水平，改善了大鼠心肌损伤 [16-18]。此外，本

研究发现，干姜附子水煎液可通过降低ROS、Fe2+ 和

MDA的表达、升高SOD活性和GSH含量抑制MI/RI
引起的心肌铁死亡，这一结果证实了干姜附子水煎液
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可通过抑制铁死亡发挥心肌保护作用。

表 1 各组大鼠生化检测指标及 Nrf2/HO-1 通路蛋白表达的比较（x±s，n=10）

项目 空白组 MI/RI 模型组
干姜附子水煎液

ML385 组 F 值 P 值
低剂量组 高剂量组

cTnI (ng/L) 2.478±3.11 7.459±8.62 6.370±7.65 3.027±3.81 4.486±5.32 142.13 <0.001

CK-MB (IU/L) 39.11±4.82 97.52±12.89 84.84±11.64 46.29±6.99 59.40±8.31 167.42 <0.001

LDH (U/L) 62.49±6.20 112.47±7.76 78.93±8.49 65.49±5.59 68.63±9.52 201.36 <0.001

ROS（μg/ml） 18.36±2.15 57.42±6.90 43.35±5.84 30.11±4.27 52.08±5.65

SOD (U/ml) 53.02±5.29 18.64±2.77 29.13±3.45 40.29±4.63 23.15±2.80 65.17 <0.001

MDA (nmol/ml) 1.18±0.25 3.15±0.44 2.53±0.34 1.33±0.34 1.98±0.25 83.51 <0.001

GSH (ng/ml) 17.56±20.38 8.15±13.16 11.35±16.59 14.63±18.71 9.03±12.34 70.26 <0.001

Fe2+ (nmol/g) 1 651.05±61.87 2 099.79±82.21 1 957.88±49.94 1 631.11±51.06 1 837.59±61.42 113.27 <0.001

Nrf2/GAPDH 0.40±0.05 0.25±0.02 0.34±0.05 0.37±0.07 0.28±0.03 71.93 <0.001

HO-1/GAPDH 0.41±0.06 0.07±0.01 0.14±0.04 0.18±0.04 0.13±0.05 33.04 <0.001

本研究结果还发现，与干姜附子水煎液高剂量

组相比，ML385 组大鼠心肌梗死面积百分比显著升

高，血清 cTnI、CK-MB 和 LDH 水平升高，心肌组织

中 ROS、MDA 和 Fe2+ 含量升高，SOD 活性和 GSH 含

量降低，提示 ML385 可明显减弱干姜附子水煎液对

铁死亡的抑制和 MI/RI 的保护作用。

细胞铁死亡受多种生物学途径的调控，Nrf2/HO-1
信号通路是调控铁死亡的重要通路 [19-20]。Nrf2与基因

启动子中的抗氧化反应元件(AREs)结合，HO-1蛋白是

Nrf2下游蛋白，调节铁代谢、GSH合成、脂质代谢等过

程，阻止铁死亡，发挥抗氧化保护作用 [21-22]。本研究首

先检测了低、高剂量组干姜附子水煎液干预后MI/RI大

鼠心肌组织中Nrf2、HO-1蛋白表达变化，结果显示两

者表达均升高。然后本研究在高剂量组干姜附子水煎

液干预的基础上增加ML385，结果发现，ML385组大鼠

Nrf2、HO-1蛋白表达降低，表明ML385可明显减弱高

剂量组干姜附子水煎液对MI/RI大鼠心肌损伤和铁死

亡的抑制作用。这两部分结果共同表明干姜附子水煎

液减轻大鼠MI/RI的作用与激活Nrf2/HO-1通路有关。

综上所述，干姜附子水煎液通过调控Nrf2/HO-1
通路介导的铁死亡抑制大鼠MI/RI，且其作用呈剂量

依赖性。然而本研究聚焦于铁死亡这一种细胞死亡方

式，但MI/RI中可能涉及多种细胞死亡方式的交互作

用，存在一些局限性。未来研究需进一步深度挖掘铁

死亡的作用机制，例如：下游靶点验证、铁死亡特异

性标志物增加脂质过氧化产物及线粒体形态学观察

(电镜 )等，以强化铁死亡的直接证据。
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