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扶芳藤合剂对兔病态窦房结综合征Ｃｘ４５、Ｃｘ４３及
Ｃｘ４０蛋白表达的影响１

）

朱智德，卢健棋，韦　斌，姜　浩，王庆高

摘要：目的　 观察复方扶芳藤液对兔病态窦房结综合征模型心率（ＨＲ）及窦房结电生理、及心脏窦房结组织Ｃｘ４５、Ｃｘ４３及

Ｃｘ４０蛋白表达的影响，并探讨其作用机制。方法　将４０只清洁级健康日本大耳白兔采用随机、平行对照的方法，按随机数字表分
为空白对照组、模型组、心宝丸组及复方扶芳藤液组（中药组）高、低剂量组，每组各８只。造模成功后空白对照组、模型组分别予生
理盐水１５ｍＬ／ｄ，心宝丸组予心宝丸悬浮液，中药组高、低剂量组分别予复方扶芳藤液连续灌胃１４ｄ。取各组兔上下腔静脉之间的
窦房结组织，常规切片，免疫组化检测窦房结组织Ｃｘ４５、Ｃｘ４３及Ｃｘ４０蛋白表达。结果　大剂量组窦房结组织Ｃｘ４５、Ｃｘ４３及Ｃｘ４０
蛋白表达明显高于模型组（Ｐ＜０．０５）；小剂量组干预后窦房结组织Ｃｘ４５、Ｃｘ４３及Ｃｘ４０蛋白表达较模型组增高，其中，Ｃｘ４０较模型
明显增高（Ｐ＜０．０５）。结论　复方扶芳藤可上调损伤兔窦房结组织Ｃｘ４５、Ｃｘ４３及Ｃｘ４０蛋白的表达，可能是治疗病态窦房结综合征
的机制之一。
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　　病态窦房结综合征（ｓｉｃｋ　ｓｉｎｕｓ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＳＳ）是由于心脏
窦房结及其周围组织的结构与功能的病理改变，导致心肌起搏
功能和／或心肌传导束冲动传导障碍，产生各种心律失常的综合
征。窦房结（ａｔｒｉｏｎｅｃｔｏｒ）是心脏的最高起搏点。窦房结由Ｐ细
胞、Ｔ细胞和心房肌细胞所组成：Ｐ细胞（起搏细胞、窦房结细
胞）形圆小（５μｍ～１０μｍ）、色淡苍白（ｐａｌｅ）、分化程度低、类似
原始心肌细胞。具有自动起搏的特性。窦房结细胞联结包括

Ｐ－Ｐ细胞（起搏细胞）、Ｐ－Ｔ（移行细胞）、Ｔ－Ｔ细胞、Ｔ－心房肌细胞
之间的连接，其连接方式包括缝隙连接（ｇａｐｊｕｎｃｔｉｏｎ，ＧＪ）、桥粒
（ｄｅｓｍｏｓｏｍｅ）和黏着连接（ａｄｈｅｒｉｎｇ　ｊｕｎｃｔｉｏｎ）三种。缝隙连接蛋
白（ｃｏｎｎｅｘｉｎ，Ｃｘ）是构成细胞间ＧＪ的分子基础。缝隙连接由连
接蛋白家族跨膜蛋白组成，研究已确定在心脏表达的Ｃｘ家族
成员主要有Ｃｘ４３、Ｃｘ４０、Ｃｘ４５。
中医学根据ＳＳＳ的临床表现，多将其归属于“心悸”、“头

晕”、“胸痹”、“厥证”、“脉迟症”、“脉结代”等范畴。复方扶芳藤
合剂主要由扶芳藤、人参、黄芪等药组成，有益气行血，温补心脾
肾之功。在临床中发现扶芳藤合剂对ＳＳＳ有较好的疗效，其作

用机制尚未明了。本实验在成功建立家兔ＳＳＳ模型的基础上，
通过观察扶芳藤合剂对窦房结细胞Ｃｘ４５、Ｃｘ４３及Ｃｘ４０蛋白表
达的影响，探讨其治疗病态窦房结综合征的分子机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物　健康雄性家兔４０只，体重（２．５±０．５）ｋｇ，由广
西中医药大学实验动物中心提供，常规饲养，自由进食进水。

１．２　实验药品和试剂　复方扶芳藤合剂由广西中医学院制药
厂提供（规格：每支１０ｍＬ）；心宝丸，广东省药物研究所制药厂
生产（规格：每丸６０ｍｇ），以蒸馏水配成０．２ｇ／ｍＬ供家兔灌胃
用。ＣＸ４５、ＣＸ４３蛋白特异性一抗（Ｒａｂｂｉｔａｎｔｉ－４５，Ｒａｂｂｉｔａｎｔｉ－
４３，Ｒａｂｂｉｔａｎｔｉ－４，美国Ｓｉｇｍａ公司）

１．３　实验仪器　电生理仪，常用手术器械，ＤＦ　５Ａ心脏电生
理刺激仪 （苏州市东方电子仪器厂），针形四极心电电极（广西
中医药大学实验中心提供），ＤＨ　１４０动物人工呼吸机（浙江医
科大学仪器实验厂），ＢＭＪ　１型生物组织包埋机（上海京工实
业有限公司），ＲＭ２３１５切片机（德国 Ｌｅｉｃａ公司），奥林巴斯

ＢＸ５１Ｔ生物显微镜（型号ＢＸ５１Ｔ ３２Ｆ０１，日本ＯＬＹＭＰＵＳ公

１）为广西青年基金资助项目（Ｎｏ．桂科青０８３２０５３）

·０９４１· ＣＨＩＮＥＳＥ　ＪＯＵＲＮＡＬ　ＯＦ　ＩＮＴＥＧＲＡＴＩＶＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ　ＯＮ　ＣＡＲＤＩＯ－／ＣＥＲＥＢＲＯＶＡＳＣＵＬＡＲ　ＤＩＳＥＡＳＥ　Ｄｅｃｅｍｂｅｒ　２０１３　Ｖｏｌ．１１　Ｎｏ．１２



司），奥林巴斯显微照相机（型号 Ｃ－７０７０，日本 ＯＬＹＭ－ＰＵＳ公
司）。

１．４　实验方法

１．４．１　动物分组与给药方法　将４０只大耳白兔按随机数字表
随机分为正常组（Ａ组）、模型组（Ｂ组）、复方扶芳藤合剂高剂量
组（Ｃ组）、复方扶芳藤合剂低剂量组（Ｄ组）、心宝丸组（Ｅ组），

每组８只。正常组不进行造模，其余各组于模型成功后第５天
开始灌胃给药，连续２周，每天１次。Ｃ组给予复方扶芳藤合剂

３．６ｇ／（ｋｇ·ｄ），Ｄ组给予复方扶芳藤合剂０．９ｇ／（ｋｇ·ｄ），Ｅ组
给予心宝丸０．３ｇ／（ｋｇ·ｄ）。Ａ组、Ｂ组以等体积的生理盐水灌
胃。

１．４．２　ＳＳＳ模型制作　取以３％戊巴比妥钠３０ｍｇ／ｋｇ耳缘静
脉麻醉。四肢皮下固定针形心电电极并连接至ＢＬ－４２０Ｆ生物
机能实验仪，记录体表心电图。气管插管连接呼吸机，潮气量

２２ｍＬ。沿胸骨正中右缘２ｍｍ～３ｍｍ剪断第２～４肋骨，纵行
开胸，注意避免损伤右胸膜，经纵隔打开心包，暴露右心房及右
心耳。用干棉签拭干心脏窦房结区（右上腔静脉与右心房交界
处），用２０％甲醛溶液浸润２ｍｍ×３ｍｍ棉球外敷窦房结区３
ｍｉｎ～５ｍｉｎ，当出现心率较湿敷前下降３０％～５０％，出现窦性
停搏、快慢综合征、窦房阻滞或结性逸搏为窦房结急性损伤模型
成功标志。取出棉球，持续观察１ｈ，待心率稳定，青霉素生理盐
水冲洗胸腔，逐层关胸。

１．４．３　窦房结取材　行窦房结电生理功能检测后于耳缘静脉
注入空气栓塞致死，迅速取出心脏并用生理盐水冲洗，分离出右
心耳及上、下腔静脉，剪开上、下腔静脉，于上腔静脉入口以下至
从腔耳角向外下沿界嵴到下腔静脉口这一区域切取窦房结组

织，将组织修剪为３ｍｍ×４ｍｍ的组织块，浸泡于４％多聚甲醛
固定，常规石蜡包埋、切片。

１．４．４　窦房结组织Ｃｘ４５、Ｃｘ４３、Ｃｘ４０蛋白表达的检测　采用

ＳＡＢＣ三步法：切片常规脱蜡至水，３％的 Ｈ２Ｏ２ 以消除内源性
过氧化物酶活性，蒸馏水洗３次。再将切片浸入０．０１ｍｏｌ／Ｌ的
枸橼酸盐缓冲液（ｐＨ＝６．０）微波炉中加热３ｍｉｎ，冷却后ＰＢＳ
洗涤２次，５％ＢＳＡ室温下封闭２０ｍｉｎ，滴加适当（５０μＬ）稀释
一抗（兔抗鼠多克隆抗体）４℃过夜；ＰＢＳ冲洗，滴加生物素化三
羊抗兔ＩｇＧ，３７℃２０ｍｉｎ，冲洗后滴加试剂ＳＡＢＣ，３７℃２０ｍｉｎ，

再次冲洗后ＤＡＢ室温显色，镜下控制反应时间，及时终止。苏
木染色、脱水、透明、封片。对照组设计：以ＰＢＳ代替一抗为阴
性对照。阳性为棕黄色，阴性不显色。用Ｉｍａｇｅ－ｐｒｏ　ｐｌｕｓ　６．０图
像分析系统，每张切片随机选取３个高倍视野测定免疫组化图
像中平均光密度。

１．５　统计学处理　用ＳＰＳＳ　１９．０软件包进行统计学处理。数
据用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较用单因素方差分析，

Ｐ＜０．０５为有统计学意义，检验采用双侧检验。

２　结　果
手术造模后模型组窦房结组织Ｃｘ４５、Ｃｘ４３及Ｃｘ４０蛋白表

达下降，明显低于正常组，经过药物干预后，复方扶芳藤合剂大、

小剂量中药组窦房结组织Ｃｘ４５、Ｃｘ４３及Ｃｘ４０蛋白表达增高，

其中，大剂量组窦房结组织Ｃｘ４５、Ｃｘ４３及Ｃｘ４０蛋白表达明显
高于模型组（Ｐ＜０．０５）；而大剂量组与心宝丸组比较，窦房结组
织Ｃｘ４５、Ｃｘ４３及Ｃｘ４０蛋白表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
小剂量组干预后窦房结组织Ｃｘ４５、Ｃｘ４３及Ｃｘ４０蛋白表达较模

型组增高，其中Ｃｘ４０较模型明显增高（Ｐ＜０．０５）。详见表１。
表１　窦房结组织Ｃｘ４５、Ｃｘ４３及Ｃｘ４０蛋白表达（ｘ±ｓ）

组别 ｎ　 Ｃｘ４５ Ｃｘ４３ Ｃｘ４０

Ａ组 ６　 ０．３２１±０．０１２　 ０．３２９±０．０１０　 ０．３３２±０．００７
Ｂ组 ６　 ０．２８１±０．００８　 ０．２５９±０．００９　 ０．２８０±０．０１１
Ｅ组 ６　 ０．３１０±０．０１１２） ０．３１３±０．０１３２） ０．３２３±０．０１２２）

Ｃ组 ６　 ０．２９６±０．０１０１） 　０．２７５±０．００９１）４） 　０．３１８±０．０１５２）

Ｄ组 ６ 　０．３１４±０．０１３２）３）　０．３２６±０．０１６２）３） 　０．３３９±０．０１４２）３）

　　与Ａ组比较，１）Ｐ＜０．０５；与Ｂ组比较，２）Ｐ＜０．０５；与Ｃ组比较，３）

Ｐ＜０．０５；与Ｅ组比较，４）Ｐ＜０．０５

３　讨　论
窦房结是哺乳动物心脏传导系统的重要组成部分，是控制

心脏电活动的中心，窦房结细胞间相互连接的独特性便决定着
细胞间电传导的特殊性。在窦房结组织中，Ｃｘ主要有两个职
能：①维持心脏正常节律；②将冲动传到心房且不受超激化的影
响［１］。已证实在心脏表达的Ｃｘ家族成员主要有Ｃｘ４３、Ｃｘ４０、

Ｃｘ４５。运用免疫组化和电生理方法研究窦房连接区 ＧＪ特征，

结果兔窦房结中央Ｐ细胞表达Ｃｘ４０，在结周围混合表达Ｃｘ４３、

Ｃｘ４０［２］。Ｃｏｐｐｅｎ等［３］对兔心脏免疫组化共聚焦显微镜观察研
究发现Ｃｘ４５和Ｃｘ４０窦房结中央表达，窦房结与界嵴交界区大
部分区域显示在界嵴表达Ｃｘ４３心肌细胞与结区表达Ｃｘ　４５和

Ｃｘ４０细胞有明显的分界线，然而在心脏内面窦房结周围与界嵴
的过渡带共同表达Ｃｘ４３和Ｃｘ４５。窦房结组织损伤后，必将影
响窦房结细胞间的特化连接，引起细胞间电偶联与机械耦联异
常使窦房结功能下降，导致相应传导速度和各向异性传导发生
改变，从而出现传导减慢及传导阻滞等现象，引起各种心律失
常，故对Ｃｘ表达的干预情况，可以作为评价治疗病态窦房结综
合征药物作用之一。

病态窦房结综合征动物模型较多，各有不同的特点，用甲醛
溶液湿敷窦房结区建立病态窦房结综合征模型的方法被广泛用

于基础实验研究。此法操作简单，容易被实验人员掌握，对窦房
结损伤程度较轻，损伤后去除甲醛溶液，心肌组织功能还能一定
程度的恢复，因此，实验进程容易能被实验人员掌控。在实验过
程中采用从胸骨右缘纵行开胸，经纵隔打开心包，可以避免破坏
胸膜腔，减少了气胸等并发症的发生［４］。

中医学里没有“病态窦房结综合征”的病名，根据其临床表
现，多将其归属于“心悸”、“头晕”、“胸痹”、“厥证”、“脉迟症”、
“脉结代”等范畴。对其病机，古代早有论述。如《素问·痹论》

亦指出：“脉痹不已，复感于邪，内舍于心”，“心痹者，脉不通，烦
则心下鼓”，《濒湖脉学》云：“迟而无力定虚寒，代脉都因元气虚，

结脉皆因气血凝”。中医学认为病态窦房结综合征以阳气虚衰
为本，即以心阳虚、肾阳虚、脾阳不足为主；寒凝气滞、血瘀、痰浊
为标，乃本虚标实之证。血瘀、寒凝、痰湿等标实均因阳气不足
而成，而阳虚则为气虚之甚，故病窦之治应以益气助阳为法，尤
应以大补元气为治疗关键。

复方扶芳藤合剂主要由扶芳藤、人参、黄芪等药组成，扶芳
藤补肾强筋，行气活血；现代药理发现扶芳藤具有良好的心血管
药理作用，可延长小鼠心肌缺氧的存活时间，抑制血栓形成，改
善去甲肾上腺素（ＮＡ）所致的肠系膜微循环障碍，并可扩张耳廓
微血管。人参大补元气，现代药理研究认为，人参含有人参皂
苷等多种有效成分，具有强心、升压、兴奋心脏，增强心肌收缩
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缩，提高心率的作用。黄芪补益心气 ，填补胸中宗气，以助心阳
而令血行。现代药理研究表明其主要成分有改善心功能 ，改善
心肌代谢等作用。人参、黄芪还具有强心、升压、提升心率及扩
张血管，增加冠脉血流量，改善心肌缺血，改善微循环与抗血小
板聚集等作用。诸药合用，共奏益气行血，温补心脾肾之功，使
心气充裕，心阳振奋，心肌鼓动有力，心率增加，诸症缓解。同
时，复方扶芳藤合剂是具有抗心肌缺氧、抗衰老、抗应激、改善微
循环等作用。

本研究结果提示，大剂量的复方扶芳藤液对窦性心律失常
有明显的调节作用，研究显示大剂量复方扶芳藤液能提高心率，

其治疗机制可能与降低窦房结恢复时间（ＳＮＲＴ）、校正窦房结
恢复时间（ＣＳＮＲＴ）、窦房传导时间（ＳＡＣＴ），提高窦性心律，促
进窦房结组织Ｃｘ４５、Ｃｘ４３及Ｃｘ４０蛋白表达有关。小剂量的复
方扶芳藤液对窦性心律失常也有一定的调节作用，研究显示小
剂量复方扶芳藤液也能提高心率，降低ＳＡＣＴ、ＳＮＲＴ、ＣＳＮＲＴ，

提高窦性心律，促进窦房结组织Ｃｘ４５、Ｃｘ４３及Ｃｘ４０蛋白表达，

实验数据虽然与模型组比较差异无统计学意义，但在小剂量的
基础上适当再增加剂量可能对窦房结病变的预防有意义，因此
小剂量的复方扶芳藤液需要进一步研究。

本次试验研究能证实复方扶芳藤合剂对ＳＳＳ有良好的疗
效，并进一步揭示其分子作用机理，必将扩大复方扶芳藤合剂的

临床应用范围，从而产生巨大的经济效益和社会效益。鉴于中
药治疗的多靶点性，该药的其他药理作用尚待进一步挖掘并加
以证实。
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类肝素酶、ＭＭＰ－９在大鼠肺动脉高压
模型肺组织中的表达及意义

王利梅

　　摘要：目的　通过比较肺动脉高压模型大鼠和正常大鼠肺组织中类肝素酶、基质金属蛋白酶（ＭＭＰ－９）表达特征的影响，探讨两
者与肺动脉高压的关系，同时研究其在大鼠肺动脉高压及肺血管结构重建中的可能作用机制。方法　采用野百合碱单次腹腔注射
的方法建立肺动脉高压模型。２０只大鼠随机分为正常对照组、肺动脉高压模型组（模型组）每组１０只。彩色多普勒超声测量大鼠
肺动脉峰值流速、肺动脉根部内径的变化。测量大鼠平均肺动脉压（ｍＰＡＰ）、右心室肥厚指数和平均颈动脉压（ｍＣＡＰ）的变化。ＨＥ
染色观察肺组织血管病理形态改变。采用免疫组化ＳＡＢＣ法测定两组大鼠肺组织中类肝素酶和 ＭＭＰ－９的表达。结果　模型组肺
动脉峰值流速、肺动脉根部内径、ｍＰＡＰ、ＭＭＰ－９、右心室肥厚指数较对照组明显增高（Ｐ＜０．０１）；两组平均颈动脉压、类肝素酶表达
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　野百合碱单次腹腔注射的方法建立肺动脉高压模型具有操作简便、对动物损伤小及成功率
高等特点；抑制 ＭＭＰ－９合成或降低 ＭＭＰ－９活性，可能为其抑制野百合碱诱导的大鼠肺动脉高压及肺血管结构重建的作用机制之
一 。

关键词：肺动脉高压；野百合碱；类肝素酶；基质金属蛋白酶
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１　材料与方法

１．１　实验动物　雄性ＳＤ大鼠２０只，体重２５０ｇ～４００ｇ，由山
西医科大学实验动物中心提供。

１．２　主要试剂　野百合碱（ＭＣＴ），ＳＡＢＣ试剂盒，基质金属蛋
白酶抗体，ＤＡＢ显色剂及苏木精，二抗（生物素化的羊抗兔

ＩｇＧ）。

１．３　主要器材　电子天平，彩色多普勒超声仪（ｐｈｉｌｉｐｓ　ｉＥ３３
型），探头（Ｌ１１－３线阵，频率３ＭＨｚ～１１ＭＨｚ），压力传感器
（ＹＬ－３和ＹＬ－４型），生理记录仪（ＳＪ－４２型），显微镜，微波炉，电

冰箱，恒温孵箱，ＢＩ－２０００图像分析仪。

１．４　方法

１．４．１　大鼠肺动脉高压（ＰＡＨ）模型的建立和分组　雄性（ＳＤ）
大鼠，称取体重后，以２％野百合碱（ＭＣＴ）按６０ｍｇ／ｋｇ剂量一
次性在大鼠背部脊柱旁皮下注射，诱导肺动脉高压模型。正常
对照组则同期皮下注射等体积生理盐水。于注射后第２１天（３
周末）做彩色多普勒超声检查。随后测量平均肺动脉压
（ｍＰＡＰ）和平均颈动脉压（ｍＣＡＰ）的变化。肺部组织做病理切
片 ＨＥ染色观察肺动脉结构的改变，确定肺动脉高压动物模型
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