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加味丹参饮预处理诱导大鼠心肌细胞
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【摘要 】 目的 观察加味丹参饮预处理诱导大鼠缺氧�复氧心肌细胞热休克蛋白�����即��

����的表达
。

方法 将培养�� 小时的乳鼠心肌细胞随机分�组
，

空白组正常培养�血清对照组加

���大鼠血清培养�含药血清组加���含加味丹参饮的药物血清培养�缺氧�复氧组予缺氧再给氧
。

缺氧预处理组
、

加味丹参饮预处理组先给予缺氧预处理和加味丹参饮预处理
，

�� 小时后再予缺氧再

给氧
。

结果 加味丹参饮预处理和缺氧预处理�� 小时后心肌细胞存活率显著高于缺氧�复氧组

�尸��
�

�� �
，

乳酸脱氢酶�����及肌酸激酶����显著低于缺氧�复氧组�尸 ��
�

�� �
，

���������

表达显著高于缺氧�复氧组����
�

���
。

结论 加味丹参饮预处理具有延迟保护作用
，

其机理与诱

导细胞内���������合成有关
。

【关键词 】 加味丹参饮� 预处理 � 延迟保护� 心肌细胞 � ���������

�中图分类号 】 ����
�

� �文献标识码�� �文章编号 】 ����一 �
彻��������一����

一
以

��
� ���������

����欣昭��� �� ��� ����
��山���� ����������璐��

� ��������� ������ ��� ���包��
�

��劝��������
�
���

�� �����浦�� ��� 似刃‘ ��
��

�� 。 ，

灯 〔了触了��
一

���
，
�� ����

一

��
，
�� ��

�

��
���伪，���

山
�

刀乞，站���
，
���万���乓步��������胡������ �王��刀���������访���������

�

�����
���� ��

俪�����
，

��
����� �������

，

���
�

几口

【��������� ��������� ��
������� ��� ���� ���������

����� ������������
�即��

����� �����

������������ �� ���������
���� ��������� �� ���

���
’ � �邓����������邵

������ �柑��卿��������
����

·

������� ������������� �
��� ������������ ������������������

，

��� ������� �������� �����������
�

��� ��

����脚
����� ���������

� � ����� ������� ����� ��������
���

��������� ���
����� ������� ���

�

�����
一����� 脚

�� ������� �������� ����� ��������������
��������� ���������

�

��
�

班� ���
�� ���

���� �� ���� �����一����
’ � �即���� ������� ��叫���������� �� ����� ��

�

������
� ��������������������

肛��� ������ ����
��������� ��������� ���������������脚

������ ��
��� ������������������� �����

�

���� ������������ ����������
�

���
��
�� �����

，

���� �� ���� ���� ���
� �� ���� ����� 一 ����，� ���丽

� ���

���� ��������������
� �� ���� ���己�� ��� ���������������

� ����� �����
�������� ��������� ���

���������
�

��������������脚
�����

������������������� ���

柑� �������� ��
�

���
，

����
� ��� ���������

�

���� 印�脚
������

�

���
�

��
� ��������� �����

����� �� ��� ����
��������� ��������� ����

������
���

���脚
��������脚

����� ��
������������� ���� ��脚

���� ��
�

���
�

������幼�� ��� ������������

�� ����
��������� ��������� ��������盯������������ ��������

�

��� ��������� ����������� �����
����

����

��������� ������ ���������
�����

���� ����������������

【�����心� ������������� ���������� ���
��������� � ���即������������� ���������� �����

���������

基金项 目
�
广西中医学院院级课题�凡仪巧����

作者单位
�

������南宁
，

广西中医学院第一附属医院心血管内科

�王庆高
、

李成林
、

卢健棋
、

潘朝锌�
，

广西中医学院�肖健
、

刘靖
、

祝美

珍��湖南中医药大学�黄政德�

作者简介
�
王庆高�����

一 �
，

主治医师
，

医学博士
，

主要从事心血

管疾病防治的临床与基础工作
。
�

一

����������咫
������ ���

� 。 ��

热休克蛋白�����是一类在进化上高度保守
，

因高温
、

病原体或理化等有害因素的刺激所诱导产

生的一组应激蛋白
，

广泛存在于原核及真核细胞

内
。
��� 按 其分子量 的大小 主要 分 为 ��四�

，

��即�
，
��肠�及小分子 ��� 四个家族

。

据报道

�����的主要功能是维持细胞蛋白自稳
，

提高细胞
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对应激原 的耐受性
，

使细胞维持正 常的生理功

能汇’ 〕 。

前期临床与实验研究已表明加味丹参饮对

冠心病有较好降脂作用
，

对家兔食饵性动脉粥样硬

化具有显著的防治作用
，

并具有模拟缺血预处理样

的心肌保护作用�’ 一 ’ 〕 。

本实验以 ��价�����为指

标
，

观察加味丹参饮预处理对大鼠缺氧�复氧心肌

细胞的延迟保护作用的机理
。

� 材料与方法

�
�

� 材料

�
�

�
�

� 动物 出生 ��小时的 ��
����大鼠��只

，

成年大鼠�� 只
，

体重���� 士����
，

雌雄各半
，

均由

广西医科大学医学实验动物中心提供
，

合格证号
�

����桂 �����
一
�����

。

�
�

�
�

� 药物 加味丹参饮������由丹参 ���
，

檀

香 ��
，

赤芍 ���
，

���芍��
，

当归��
，

红花��
，

生地 ��

�等组成�
。

由湖南中医药大学第一附属医院药房

提供
，

经干燥
、

称重
、

浸泡
、

煎煮 �次
，

浓缩至含生药

�扩血
。

�
�

�
�

� 仪器及试剂 凝胶成像分析系统�������

公司�
、

� 一����紫外分光光度计�日立公司�
、

低温

高速离心机�����
�
公司�

、

基因扩增仪�������公

司�
、

��� ���� ��� ��� ����������
����� ���

�

����公司�
、

������试剂盒�北京博奥森生物技术有

限公司�
、

乳酸脱氢酶������南京建成生物工程研

究所�
、

肌酸激酶�����南京建成生物工程研究

所�
、
��������

��
公司�

、

胎牛血清�杭州四季清生

物工程材料有限公司�
、

牛血清白蛋白���������
�

��公司�
。

�
�

�
�

� 引物设计 引物序列由上海生物工程公司

合成
。

热休克蛋白 �����种��引物序列 �����
，

�
�

����� 引物序列 �����
。

��种�引物序列

上游引物 �
，一
�����竹�������������

一

�
，

下游引物 �
，一
�����飞℃�������������

一

�
，

�
一

����� 引物序列

上游引物 �
’ �

���������������������
一

�
’

下游引物 �
’ �

���������������
，

�����
一

�
’

�
�

� 方法

�
�

�
�

� 体外大鼠心肌细胞的培养 参照 《药理实
验方法学》�’� 中新生大鼠心脏细胞的培养方法 ，

将

出生 ��小时的�� 只 ������ 大鼠
，

无菌条件下剪取

心室
。

剪下的心脏用 ����磷酸缓冲液�洗涤后
，

剪

去心房
，

将心室剪成 ��砰 碎块
，

用 �
�

����胰蛋白

酶��℃水浴中消化 �� 分钟
，

弃上清
，

再加人胰蛋白

酶液消化 �� 分钟
，

将上清液及沉淀物分别处理
。

上清液移至另一无菌离心管中
，

加人 ���离心
，

弃

上清液
。

重复 �一 �次
，

充分洗去胰蛋白酶
。

消化

处理之后
，

将心 肌细胞加人含 ��� 胎牛血清的

���� 培养液中制成细胞悬液
。

前述之沉淀组织

块再加胰蛋白酶消化
，

沉淀
，

其上清液重复前述步

骤
，

反复消化 �一 �次
，

制成心肌细胞悬液
。

将所有

细胞悬液移到细胞培养瓶中
，

于 ��℃ ，
�� ��� 培养

箱中放置 �
�

�小时
，

除去已贴壁的成纤维细胞
。

收

集未贴壁的细胞悬于含 ���胎牛血清的 ���� 培

养液中
，

调细胞浓度为 � � ��
�

个���
，

接种于 ��
��，

的培养瓶中
，

置于 ��℃ ，
�� ��� 培养箱中培养

。

每

�天更换培养液
，

取培养 �天的细胞单层进行实验
。

�
�

�
�

� 心肌细胞缺氧�复氧�柑��损伤实验法

参照《药理实验方法学》�‘ 〕进行 。
���� 培养液用

高纯氮气饱 和 �� 分钟
，

使培养液氧分压低于

�
�

����
�
��������

。

心肌细胞单层换用缺氧培养

液后
，

培养液内立即冲人氮气������ 流量��� 秒

以驱除瓶内氧气
，

然后塞紧瓶塞密闭培养
。

缺氧不

同的时间后可造成心肌细胞不同程度的损害
。

按

此方法造成心肌细胞缺氧
，

缺氧 �小时后换用正常

���� 培养液培养 �小时
，

造成再给氧损伤
。

�
�

�
�

� 药物血清制备 参照《药理实验方法学 �

新技术与新方法》 〔’」中药物血清的制备方法 。

取 ��

只 ������ 大鼠按区组随机法分为血清对照组和药

物血清组
，

分别制备对照血清和药物血清
。

药物血

清组灌胃加味丹参饮药液
，

剂量是根据成人每 日临

床用量按人与动物之间药物剂量换算而成 �利用
“
�岁��折算 �留耐 转换因子

”
进行计算��

“ 〕 ，

大鼠

每日药量为 �
�

��岁��
，

每 日�次
，

连续 �天
。

血清

对照组灌以等量生理盐水
。

于最后 �次给药后 �小

时
，

无菌条件下
，

颈总动脉取血
，

分离血清 ���℃ 、

��

分钟灭活补体 甲�
�

�林� 微孔滤膜过滤除菌
，

分装
，

一 ��℃保存备用
。

�
�

�
�

� 分组及给药 将培养 �天的乳鼠心室肌细

胞随机分为�组
，

每组 �个样本
。

空白组
�
继续培养

��小时
，

更换培养液再培养 �� 小时
。

空白血清对

照组
�
培养液中加人���大鼠血清培养�� 小时

，

然

后更换培养液继续培养 �� 小时
。

含药血清对照

组
�
培养液中加人 ��� 含 ��� 的药物血清培养 ��

小时
，

然后更换培养液继续培养�� 小时
。

缺氧�复
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表 � 各组细胞存活率
、

功�及 ��活性比较 �牙士
、
�

细胞存活率�� � 功������ �������

空白组

空白血清对照组

含药血清对照组

���组

��� 组

�����组

��
�

�� 士 �
�

��
� △

��
�

��士 �
�

��
� △

��
�

��士 �
�

��
� △

��
�

��� 士�
�

��

��
�

��士 �
�

��
� △

��
�

��土 �
�

��
� △

���
�

��士��
�

��
� △

���
�

�� 士��
�

��
巾 △

����
�

��士��
�

��
， △

����
�

��士���
�

��

���
�

��士��
�

��
� △

���
�

��土��
�

��
� △

�
�

��士 �
�

��
� △

�
�

��土 �
�

��
� △

�
�

��士 �
�

��
� △

��
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��
申 △

�
�

��士 �
�

��
中 △

注
�

与川�组比较
， �

尸 ��
�

��
，

空白组
、

空白血清对照组
、

含药血清对照组
、

班�组
、

���组组间比较
，△ � ��

�

��

氧�牙��组
�
继续培养 ��小时

，

更换培养液再继续

培养�� 小时
，

然后缺氧 �小时
，

再给氧 �小时
。

缺

氧预处理�����组
�
继续培养�� 小时

，

然后缺氧��

分钟
，

复氧�� 分钟
，

更换培养液再继续培养 �� 小

时
，

然后缺氧�小时
，

再给氧 �小时
。

加味丹参饮预

处理�������组
�
给 ��� 含 ��� 的药物血清培养

�� 小时
，

然后更换培养液继续培养 �� 小时后予缺

氧�小时
，

再给氧 �小时
。

�
�

�
�

� 细胞存活率
、

乳酸脱氢酶�����及血清肌

酸激酶����活性测定 以台盼蓝染色法测定细胞

存活率
，

取培养细胞上清液以比色法测定 ���
、

��

活性
。

�
�

�
�

� ��
一

���检测

�
�

�
�

�
�

�细胞内总 ���提取 按������试剂盒使用

说明书进行
。

取提取的����� ��� �闪
，

稀释后紫外

分光光度计检测
，

��������� 值在 �
�

�一 �
�

�之间
。

�
�

�
�

�
�

���价����� 的扩增 使用 ������ ���
�

花��公司的一步法 ��
一

���试剂盒检测
。

反应体

系为��闪
，

每一反应体系中含总 ����卜�
，

上游引物

和下游引物终浓度为 �卜�
，

具体方案如下
�

��� ��� ���� ��� ��� ����比� �林�

����� ��������� ���
��������� �卜�

�����
�������

��������� �林�

���� ���� ��林�

���� ���� �林�

�������� ������
�� ��� ���������

��� �卜�

�������� ���������� ��� ���������
��� �林�

��� �林�

��� �林�

����� ���
� ������������ ��林�

����������� ��林�

���条件
���℃逆转录�分钟 ���℃预变性 �分

钟 ���℃变性 ��秒 ���℃退火 ��秒 ���℃ 延伸 �
�

�

分钟 �共 �� 个循环
。

��℃延伸加时 �分钟
。
�℃保

存备用
。

各组取 �闪���产物
，

用 �
�

�� 的琼脂糖凝

胶进行电泳
，

结果拍照
，

采用图像分析系统进行光

密度扫描
。

�
一

����� 退火温度 ��℃ ，

其余扩增条件与上

相同
。

� 结果

�
�

� 各组细胞存活率
、

功�及 ��活性比较 柑�

组细胞存活率
、
���及 ��活性最低

，

与其余各组比

较有非常显著性差异�� ��
，

�� �
。

空白组
、

空白血

清对照组
、

含药血清对照组
、
���组

、

�����组组间

比较
，

细胞存活率
、
��� 及 �� 活性无显著性差异

�� ��
�

���
，

见表 �
。

�
�

� 各组 ��种�����表达比较 以各组 ���条

带 ��值和相应 卜����
�
条带的 ��值之 比来表示

��即�����表达的强弱
。

含药血清对照组
、

血清

对照组 ��种�����表达与空白组比较
，

无显著性

差异�� ��
�

���
。
���组

、

�����组 ��种�����

表达最高
，

与其余各组 比较
，

差异有非常显著性意

义�� ��
�

���
，

见表�
。

表� 各组 ��刃�����表达比较 �牙�
、
�

组别 ����������� 比值

空白组

空白血清对照组

含药血清对照组

���组

��� 组

�����组

�
�

���� 士�
�

���
中

�
�

���士�
�

���
布

�
�

���士 �
�

���
中

�
�

��� 士�
�

���

�
�

���士�
�

���
心 △

�
�

���土�
�

���
中 △

注
�

与印�组比较
， ’
尸 ��

�

�� �与空白组
、

空 白血清对照组
、

含

药血清对照组比较
， △尸 ��

�

��

� 讨论

心肌预先反复短暂缺血后
，

可增强对后续较长

时间缺血的耐受性
，

称缺血预处理
，

是一种内源性

机体保护机制
。

缺血预处理对心肌的保护作用分

为两个时期
。

早期保护作用 �����于缺血预处理
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，
���山 ��的

，
���

�

�
，
��� � ���

后即刻出现
，
�一 �小时逐渐消失

，

延迟保护作用

�����于缺血预适应后十几小时开始出现
，

于 ��

小时后达到高峰
，

往往持续��
一
� 小时

。

虽然 ���

也有心脏保护作用
，

但其作用时间窗较窄
，

必须在

缺血再灌注损伤前短时间内给予
，

故临床可操作性

不强 �相反
，
���作用时间跨度较大

，

在临床运用时

更有可行性和便利性
，

因此更具实用价值和开发意

义
。 〔’ 〕缺血预处理是一种强有力的心肌保护因素

，

但它毕竟是一种损伤性的过程
，

且由于缺血时最佳

时间
、

安全时限及体质差异等问题使其临床应用受

限制
。

因此
，

探讨药物预处理对缺血再灌注损伤心

肌的保护已成为研究的热点之一
。

由于中药效果

明显
、

毒副作用较小等优点
，

更具有良好的临床应

用前景
。

加味丹参饮在丹参饮基础上化裁而成
。

因加

味丹参饮主要用治缺血性心脏疾病
，

病位在
』
合不在

胃
，

故去原方之砂仁
，

加川芍
、

赤芍
、

当归等药
。

前

期临床与实验研究已表明加味丹参饮对冠心病人

有较好降脂作用
，

对家兔食饵性动脉粥样硬化具有

显著的防治作用
，

并具有模拟缺血预处理样的心肌

保护作用�’ 一 �〕 。

由于在细胞培养中缺氧�复氧更具

有可操作性
，

且缺氧�复氧的效果与缺血再灌注相

似
，

因此在细胞培养中常用缺氧�复氧模型来代替

缺血再灌注冈
。

心肌缺血损伤时
，

细胞膜完整性受

破坏
，
��

、
���外漏

。

因此检测 ��
、
��� 活性可反

映心肌细胞受损程度
。

本实验结果表明缺氧�复氧

可导致心肌细胞损伤
，
���

、

��大量外漏
，

加味丹

参饮预处理有延迟保护作用
，

能防止缺氧�复氧心

肌细胞存活率降低
，

减少心肌细胞 ���
、
��外漏

。

研究表 明预先给心 肌一 个温 和 刺激诱 导

��价�表达增加
，

可使心肌细胞能抵抗随后更严重

的应激
，

同时通过转基因使心肌细胞过度表达

�����也可起到细胞保护作用 〔‘ 〕 。
��� 可诱导

��种�的 ���� 表达增加
，

从而诱导 ��� 的合

成���
。

另一方面
，
���产生的 ���积累亦可能诱

导 ����
’“ 〕 。

本实验表明加味丹参饮预处理和 ���

均可使 ��种�����表达增强
，

说明加味丹参饮预

处理可以通过诱导 ��种�的合成而发挥延迟保护

作用
。
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