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雪莲注射液调控巨噬细胞极化改善心肌缺血再灌注损伤的实验研究
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【摘 要】：目的：探讨雪莲注射液调控巨噬细胞极化改善心肌缺血再灌注损伤的作用。方法：50只健康雄性 C57BL/6小鼠随机

分为假手术组、模型组、雪莲注射液低、中、高剂量组。假手术组开胸、穿线但不结扎冠状动脉，模型组和雪莲注射液低、中、

高剂量组通过结扎冠状动脉构建MIRI模型。雪莲注射液低、中、高剂量组注射相应浓度的雪莲注射液，假手术组和模型组注射

等体积 0.9%氯化钠注射液。连续干预 7d后，流式细胞术（FCM）测定M1、M2型巨噬细胞占比，酶联免疫吸附（ELISA）法检

测血清TNF-α、IL-6、IL-10、TGF-β水平。结果：与假手术组相比，模型组小鼠的M1型巨噬细胞比例及M1/M2比值显著升高（P<0.01），

而M2型巨噬细胞比例显著降低（P<0.01）；同时，血清促炎因子 IL-6、TNF-α水平显著升高（P<0.01），抗炎因子 IL-10、TGF-β

水平显著降低（P<0.01）。与模型组相比，雪莲注射液各剂量组可显著逆转上述变化，表现为M1型巨噬细胞比例及M1/M2比值

降低（P<0.01），M2型巨噬细胞比例升高（P<0.01）；同时，IL-6与 TNF-α水平显著下降（P<0.01），而 IL-10与 TGF-β水平显

著升高（P<0.01）。结论：心肌缺血再灌注损伤小鼠可促进巨噬细胞向 M1型极化，并增加炎症反应，雪莲注射液可使巨噬细胞

向M2型极化，进而缓解炎症反应。
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心血管疾病发病率、死亡率及致残率均较高，严重危害人

类健康，是全球关注的重大公共卫生问题[1-2]。急性心肌梗死

（AMI）是指冠状动脉病变导致血供急剧减少或中断，引起相

应区域心肌因持久严重缺血而发生坏死的疾病，临床以剧烈胸

痛、急性循环功能障碍为主要表现，甚至危及生命。目前，通

过抗栓治疗或直接经皮冠状动脉介入治疗实现心肌再灌注，是

减轻缺血损伤、限制梗死范围最有效的方法[3]。然而，心肌再

灌注过程本身就会加剧心肌组织损伤，这一现象称为心肌缺血

再灌注损伤（MIRI）[4]。

MIRI 的发病机制复杂，包括炎症、氧化应激、钙离子超

载、能量代谢障碍、线粒体功能障碍和自噬失调等，其中炎症

在MIR的生理病理中起到重要作用[5]。巨噬细胞的极化状态在

心肌组织炎症进程中发挥双向调节功能。M1型巨噬细胞属于

促炎亚群，能够分泌多种促炎细胞因子，从而驱动炎症反应的

发展；相反，M2型巨噬细胞主要通过释放抗炎介质，参与炎

症消退及受损组织的修复过程[6-7]。在特定微环境条件下，心肌

细胞可对巨噬细胞的极化方向进行调控，使其偏向M2型，以

维持炎症反应的平衡。研究指出，在常氧环境中，心肌细胞来

源的外泌体更易促使巨噬细胞向M1型极化；而在缺氧条件下，

此类外泌体内转化生长因子β的表达量上升，进而推动巨噬细

胞向M2型极化，后者能够通过抑制缺氧诱导的心肌细胞凋亡

来发挥心脏保护效应。类似地，从急性心肌梗死患者血液中提

取的外泌体也显示出促进M2型极化的能力[8-9]。然而，在心肌

缺血再灌注损伤过程中，坏死心肌细胞释放的损伤相关分子模

式会诱导巨噬细胞向M1型极化，增强其吞噬功能并加速促炎

细胞因子的分泌。因此在 MIRI 期间，阻断巨噬细胞向MI 型

极化成为改善心肌细胞炎症损伤的重要治疗靶点。

天山雪莲是新疆道地药材，其提取物雪莲注射液为单味中

药制剂，主要活性成分为雪莲黄酮类化合物。研究表明，该成

分具有缓解心肌缺血、调节心肌能量代谢、增强机体抗氧化能

力的作用，可有效改善心肌损伤情况，对心脏结构与功能具有

保护效应[10]。但雪莲注射液对心肌缺血再灌注损伤小鼠巨噬细

胞极化的调控作用，目前尚不明确。据此，本研究探讨雪莲注

射液改善心肌缺血再灌注损伤小鼠的潜在机制，以期丰富天山

雪莲治疗MIRI的现代科学内涵。

1 材料与仪器

1.1主要仪器

本研究采用的主要实验设备包括：用于动物麻醉的 EZVET

F500 Series型小动物麻醉机（北京易购佳科技有限公司）；用
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于组织切片的 Leica RM2235型轮转式切片机（德国徕卡仪器

有限公司）；恒温反应使用的 HWS-24型电热恒温水浴槽（上

海一恒科学仪器有限公司）；样品低温离心所用的 Sigma

3-30KS型低温离心机（德国 Sigma 公司）；蛋白质电泳相关

的 Bio-Rad SDS-PAGE 电泳系统及 Bio-Rad 680 型全波长酶标

仪（美国 Bio-Rad公司）；凝胶成像所用的 GelDoc-It 310型凝

胶成像系统（美国 UVP公司）；化学发光检测的 ChemiScope

6100型化学发光成像系统（上海勤翔科学仪器有限公司）；以

及细胞表型分析使用的 BeamCyte-1026型流式细胞仪（常州必

达科生物科技有限公司）。

1.2主要药品和试剂

实验所用药品及试剂主要包括：国药集团新疆制药有限公

司提供的雪莲注射液（批准文号：国药准字 65020112）。用于

流式细胞术检测的抗体均购自美国 BioLegend 公司，包括

PE/Cyanine7标记的抗小鼠 CD68抗体、PE标记的抗小鼠 CD86

抗体以及 APC标记的抗小鼠 CD206（MMR）抗体。血清炎症

因子检测采用 ELISA法，相关试剂盒（包括 IL-6、TNF-α、IL-10

及 TGF-β）均由武汉云克隆科技股份有限公司提供。

1.3试验动物

本研究使用的实验动物为 SPF级雄性 C57BL/6J小鼠，周

龄 6–8 周，体重 20–22 g，购自斯贝福（北京）生物技术有限

公司（动物生产许可证号：SCXK（京）2019-0010；质量合格证号：

110324241100285125）。所有小鼠饲养于 SPF级动物房内，环

境温度控制在 22–24°C，相对湿度维持在 50%–60%，并采用

12 h光照/12 h黑暗的交替照明模式。动物在实验前先进行为期

1周的适应性饲养，自由摄取标准饲料和纯净水。正式实验开

始前，小鼠禁食 12 h并限制饮水。本实验所有操作程序均经动

物实验伦理委员会审批通过（批准号：MDL2022122501），并严

格执行相关动物伦理与管理规范。

2 方法

2.1分组、造模与给药

本研究采用 SPF级健康雄性 C57BL/6J小鼠，将其随机分

为假手术组、模型组、XLI 低剂量（XLI-L）组、XLI 中剂量

（XLI-M）组及 XLI 高剂量（XLI-H）组，每组 10只，共 50

只。除假手术组仅行开胸穿线而不结扎冠状动脉外，其余各组

均通过冠状动脉结扎术构建心肌缺血再灌注损伤（MIRI）模型。

XLI-L、XLI-M、XLI-H组分别腹腔注射 2.06、4.11、8.22 mg/kg

的 XLI（以 0.9%氯化钠注射液稀释至 0.5 mL），假手术组与

模型组则给予等体积的 0.9%氯化钠注射液。所有干预均为每日

1次，连续 7天。实验期间密切观察并记录各组小鼠的进食、

饮水、活动、毛色、体重、精神状态及粪便性状等一般情况的

变化。

2.2流式细胞术检测M1/M2型巨噬细比例

取小鼠心肌组织剪碎后置于含混合消化酶的离心管中，于

37℃条件下振荡消化 1 h。消化完成后经筛网过滤获得单细胞

悬液，在 4°C 下以 1500 r/min 离心 5 分钟，弃上清后用 PBS

重悬细胞并重复离心。随后加入红细胞裂解液，于 4°C避光裂

解 5分钟，离心弃上清，再以 PBS重悬细胞。

向细胞悬液中依次加入 FITC 标记的 CD68抗体、PE标记

的 CD86抗体及 APC标记的 CD206抗体，混匀后在 4°C避光

孵育 40分钟。孵育结束后以 PBS洗涤细胞并离心，弃上清后

加入多聚甲醛固定。经滤网过滤后将细胞悬液转入流式管，使

用流式细胞仪检测荧光信号，并通过 FlowJo 软件分析

FITC⁺CD68⁺PE⁺CD86⁺（M1 型）及 FITC⁺CD68⁺APC⁺CD206⁺

（M2型）巨噬细胞比例。

2.3 ELISA法检测血清炎症因子水平

血清样本解冻后在 4°C下低速离心 5 min，取上清并按试

剂盒说明书进行梯度稀释。酶标板依次设置标准孔、样品孔和

空白孔，分别加入相应标准品或待测样本。随后加入 HRP 标

记检测抗体，封板后于 37°C孵育 1 h。

孵育结束后弃去孔内液体，使用洗涤液洗板 5次。各孔加

入 TMB 显色液，于 37°C避光反应 15分钟，随后加入终止液

终止反应，并立即在酶标仪 450 nm波长下测定吸光度值。以

标准品浓度为横坐标、吸光度值为纵坐标绘制标准曲线，根据

回归方程计算血清中 TNF-α、IL-6、IL-10及 TGF-β的浓度。

2.4统计学方法

本研究中所有实验数据均以均值±标准差的形式呈现。统

计分析及图表生成均通过 GraphPad Prism 9.5软件完成。对于

涉及多组的比较，首先采用单因素方差分析（one-way ANOVA）

进行整体检验；若分析结果显示组间差异具有统计学意义，则

进一步使用 LSD-t 检验进行两两比较。设定 P<0.05 为差异具

有统计学意义的阈值。

3 结果

3.1雪莲注射液对巨噬细胞M1、M2表型的影响

流式细胞术结果显示（图 1），假手术组小鼠巨噬细胞中

M1型（CD68⁺CD86⁺）占比低，而M2型（CD68⁺CD206⁺）占

比高。与假手术组相比，模型组M1型巨噬细胞比例及M1/M2

比值显著升高（P＜0.01），M2型比例则显著降低（P＜0.01）。

给予雪莲注射液干预后，各剂量组均能逆转上述变化，表现为

M1型比例及M1/M2比值下降、M2型比例上升（均 P＜0.01），

且该作用呈剂量依赖性（P＜0.01）。以上结果表明，雪莲注射

液可抑制心肌缺血再灌注损伤小鼠巨噬细胞向M1型极化，并

促进其向M2型转化。
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图 1 XLI对巨噬细胞表型转化的影响

A–E：各组小鼠 CD68⁺CD86⁺（M1 型）与 CD68⁺CD206⁺

（M2型）巨噬细胞的流式散点图。F–H：各组M1型巨噬细胞

比例、M1/M2比值及M2型巨噬细胞比例的统计分析。与假手

术组比较，*P<0.001；与模型组比较，&P<0.001或&P<0.01。

3.2雪莲注射液对M1/M2型极化相关炎症细胞因子表达影响

ELISA检测数据（图 2）显示，不同处理组小鼠血清中 IL-6、

TNF-α、IL-10及 TGF-β的表达水平存在显著区别。与假手术组

比较，模型组促炎因子 IL-6 和 TNF-α的表达显著上调（P＜

0.01），而抗炎因子 IL-10和 TGF-β水平则明显下降（P＜0.01）。

经雪莲注射液干预后，各剂量组与模型组相比，IL-6与 TNF-α

的表达均呈现下降趋势（P＜0.01），同时 IL-10和 TGF-β的表

达显著升高（P＜0.01）。以上结果提示，雪莲注射液对M1型

巨噬细胞相关的促炎因子（IL-6、TNF-α）具有抑制作用，并

能促进M2型巨噬细胞相关抗炎因子（IL-10、TGF-β）的表达，

体现出其在调控炎症平衡方面的潜在作用。

图 2 XLI对 IL-6、TNF-α、IL-10、TGF-β水平的影响

A-D：各组小鼠 IL-6、TNF-α、IL-10、TGF-β的分泌水平。

与假手术组比较，*P<0.001；与模型组比较，&P<0.001。

4 讨论

心血管疾病是导致死亡率和致残率的主要原因，其中 AMI

是最常见且最具致命性的类型之一。AMI的发生通常与冠状动

脉的急性阻塞有关，这会导致心肌的缺血和随后的细胞坏死。

MIRI是心肌再灌注过程中常见的并发症，其机制复杂，涉及

氧化应激、炎症反应以及细胞凋亡等多种因素[11]。在心肌缺血

再灌注过程中，巨噬细胞的极化状态是调节炎症反应的关键环

节：M1 型巨噬细胞的过度活化会加重炎症损伤，而M2型巨

噬细胞则能够抑制炎症并促进组织修复[12-13]。

巨噬细胞极化在心肌缺血再灌注损伤中的变化也为我们

提供了进一步的研究方向。我们的研究显示，雪莲注射液显著

降低了M1型巨噬细胞的比例，增加了M2型巨噬细胞的比例，

这一结果与已有文献中关于巨噬细胞极化在心血管疾病中的

角色相符[14-15]。M1型巨噬细胞是炎症的“启动者”和“放大

器”，负责清除威胁；而M2型巨噬细胞则是炎症的“调节者”

和“终结者”，负责修复损伤。因此，雪莲注射液通过促进巨

噬细胞向M2型极化，可能减轻了心肌损伤及其相关炎症反应。

这一机制的发现为巨噬细胞极化的调控提供了新的视角，尤其

在临床应用中可以借助这一机制来改善心血管疾病的治疗效

果。

在炎症因子的变化方面，雪莲注射液能够有效降低 IL-6

和 TNF-α水平，并增加 IL-10和 TGF-β水平，从而展现出其抗

炎作用。这一结果与文献中提出的 IL-6和 TNF-α在MIRI中促

进炎症和细胞死亡的作用相一致[16-17]。通过抑制促炎细胞因子

的表达并增强抗炎细胞因子的水平，雪莲注射液可能有效减轻

心肌缺血再灌注损伤。这一发现强调了调控炎症微环境在MIRI

治疗中的重要性，提示未来研究可以探索通过靶向特定炎症因

子来开发新的治疗策略。

雪莲注射液在抑制促炎方向（M1型极化、IL-6、TNF-α）

和促进抗炎修复方向（M2型极化、IL-10、TGF-β）上的干预

效果均与其剂量正相关。这一发现与文献中对药物剂量选择在

心血管疾病治疗中的重要性有着密切的联系[18-19]。药物剂量的

选择不仅影响治疗效果，还可能影响安全性，这提示我们在临

床应用中需仔细评估最佳治疗剂量，以实现最佳的治疗效果和

安全性。

综上所述，本研究揭示了雪莲注射液通过调节巨噬细胞极

化的潜在机制，为心肌缺血再灌注损伤的治疗提供了新的思

路。研究结果显示，雪莲注射液能够有效抑制炎症反应并促进

组织修复，具有重要的临床应用前景。未来的研究应集中于扩

大样本量、结合临床数据以及进行长期跟踪观察，以全面评估

雪莲注射液的疗效和安全性，推动其在心血管疾病治疗中的实

际应用。
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