
ｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．Ｄｉａｂｅｔｅｓ，２００２，５１（１２）：３３９１－３３９９．
［４］ＲｅｎｓｔｒｏｍＦ，ＢｕｒｅｎＪ，ＳｖｅｎｓｓｏｎＭ，ｅｔａｌ．Ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｄｕｃｅｄ

ｂｙｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅａｎｄｈｉｇｈｉｎｓｕｌｉｎｐｒｅｃｅｄｅｓｉｎｓｕｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓｕｂｓｔｒａｔｅ１
ｐｒｏｔｅｉｎｄｅｐｌｅｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，２００７，５６
（２）：１９０－１９８．

［５］ＣｈｅｎＸ，ＨｕａｎｇＺ，ＣｈｅｎＤ，ｅｔａｌ．ＲｏｌｅｏｆＮＹＧＧＦ４ｉｎｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔ
ａｎｃｅ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｌＲｅｐ，２０１１，［Ｅｐｕｂａｈｅａｄｏｆｐｒｉｎｔ］．

［６］ＮｉｃａｓｔｒｏＨ，ＺａｎｃｈｉＮＥ，ｄａＬｕｚＣＲ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｅｕｃｉｎｅｓｕｐｐｌｅ
ｍｅｎｔａｔｉｏｎａｎｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｅｘｅｒｃｉｓｅｏｎｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｉｎｄｕｃｅｄｍｕｓｃｌｅａｔ
ｒｏｐｈｙａｎｄｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ，２０１１，［Ｅｐｕｂａｈｅａｄ
ｏｆｐｒｉｎｔ］．

［７］ＲａｆａｃｈｏＡ，ＡｂｒａｎｔｅｓＪＬ，ＲｉｂｅｉｒｏＤＬ，ｅｔａｌ．Ｍｏｒｐｈｏｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｌｔｅｒａ
ｔｉｏｎｓｉｎｅｎｄｏｃｒｉｎｅｐａｎｃｒｅａｓｏｆｓｈｏｒｔａｎｄｌｏｎｇｔｅｒｍｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｔｒｅａ

ｔｅｄｒａｔｓ［Ｊ］．ＨｏｒｍＭｅｔａｂＲｅｓ，２０１１，４３（４）：２７５－２８１．
［８］ＴａｔａｒｃｚｙｋＴ，ＣｉａｒｄｉＣ，ＮｉｅｄｅｒｗａｎｇｅｒＡ，ｅｔａｌ．Ｐｏｓｔｐｒａｎｄｉａｌｔｒｉｇｌｙｃｅｒ

ｉｄｅｒｉｃｈｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｄｕｃｅｈｅｐａｔｉｃｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ
ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙｏｆｔｈｅｉｒｒｅｃｅｐｔｏｒｍｅｄｉａｔｅｄｃｅｌｌｕｌａｒｕｐｔａｋｅ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌ
Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ，２０１１，３４３（１／２）：７１－７８．

［９］ＹａｍａｓｈｉｔａＲ，ＳａｉｔｏＴ，ＳａｔｏｈＳ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｅｈｙｄｒｏｅｐｉａｎｄｒｏｓ
ｔｅｒｏｎｅｏｎｇｌｕｃｏｎｅｏｇｅｎｉｃｅｎｚｙｍｅｓａｎｄｇｌｕｃｏｓｅｕｐｔａｋｅｉｎｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏ
ｍａｃｅｌｌｌｉｎｅ，ＨｅｐＧ２［Ｊ］．ＥｎｄｏｃｒＪ，２００５，５２（６）：７２７－７３３．

［１０］ＴｈｉｒｏｎｅＡＣ，ＨｕａｎｇＣ，ＫｌｉｐＡ．ＴｉｓｓｕｅｓｐｅｃｉｆｉｃｒｏｌｅｓｏｆＩＲＳｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｉｎｉｎｓｕｌｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｄｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌ
Ｍｅｔａｂ，２００６，１７（２）：７２－７８．

（收稿：２０１１１００８；修回：２０１１１２１６）

（编辑　张　维）

文章编号：１０００５４０４（２０１２）０７０６７３０３ 短篇论著

参附注射液对实验心源性休克犬血浆ＮＯ、ｉＮＯＳ及心肌ｉＮＯＳｍＲＮＡ的影响

李桂琼，陈庆伟，柯大智　　（４０００１０重庆，重庆医科大学附属第二医院老年病科）

　　［摘要］　目的　观察参附注射液对心源性休克犬血浆ＮＯ、ｉＮＯＳ含量及心肌 ｉＮＯＳｍＲＮＡ的影响。方法　选择健康
成年家犬１５只，体质量（１４．０±２．７）ｋｇ，雌雄不拘。完全随机分为参附组、模型组，并设假手术组（ｎ＝５），在结扎前，休克
时，给药后３０、６０、１２０、１８０ｍｉｎ抽血，用比色法测血浆ＮＯ、ｉＮＯＳ的含量，１８０ｍｉｎ时取心肌组织，用ＲＴＰＣＲ法测心肌ｉＮＯＳ
ｍＲＮＡ的表达，同时监测犬的心功能指标。结果　参附注射液能降低心源性休克时升高的ＮＯ［（６６．５４±２．４２）μｍｏｌ／Ｌｖｓ
（４５．３１±３．３９）μｍｏｌ／Ｌ］、ｉＮＯＳ［（６．６０±０．２３）Ｕ／ｍｌｖｓ（５．１３±０．２３）Ｕ／ｍｌ］水平（Ｐ＜００１），并下调心肌ｉＮＯＳｍＲＮＡ的基
因表达。参附注射液给药可显著增加心源性休克犬的ＣＯ和ＣＩ，明显降低动物的 ＴＰＶＲ。结论　参附注射液可以降低血
浆中ＮＯ和ｉＮＯＳ的水平，抑制心肌ｉＮＯＳｍＲＮＡ的表达。
　　［关键词］　参附注射液；心源性休克；ＮＯ；ｉＮＯＳ；心肌 ｉＮＯＳｍＲＮＡ
　　［中图法分类号］　Ｒ２８５．６；Ｒ２８９．５；Ｒ５４１．６４　　　 ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　重庆市卫生局中医药科研项目（２００３＿Ｂ＿３０）
［通信作者］　陈庆伟，Ｅｍａｉｌ：ｌｇｑｗｇ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　心源性休克是急性心肌梗死（ａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＡＭＩ）的严重并发症，它往往会引起患者的
死亡［１－２］。ＮＯ是重要的炎症介质，过高浓度的 ＮＯ可
能降低心输出量，减少冠脉血流，而加重休克的发

展［３－４］。参附注射液是根据古方参附汤研制的一种抗

休克药物，现在临床参附汤常用于预防和治疗各种休

克［５］。为进一步探讨参附注射液抗心源性休克的作

用机制，我们观察了参附注射液对心源性休克犬血浆

ＮＯ、ｉＮＯＳ变化及心肌ｉＮＯＳｍＲＮＡ的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　健康成年家犬 １５只，体质量（１４．０±
２７）ｋｇ，雌雄不拘，完全随机分为参附组、模型组及假手术组
（ｎ＝５），购于重庆医科大学实验动物中心，动物合格证号
ＳＣＸＫ２００２２０００１。
１．１．２　主要试剂与仪器　　参附注射液（雅安三九药业有限
公司，批号：２００７１０１３）；多巴胺（广州明兴制药有限公司）；ＲＮＡ

抽提试剂（Ｔｒｉｚｏｌ，上海生工生物工程公司）；ＲＴＰＣＲ试剂盒（上
海生工生物工程公司）；ｉＮＯＳ上游引物 ５′ＴＣＡＡＡＡＡＣＴ
ＧＧＧＧＣＡＡＴＧＧＣ３′，下 游 引 物：５′ＧＣＴＴＧＧＴＧＧＣＧＡＡＧＡＴ
ＧＡＧＣ３′；内参 βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＧＧＣＣＧＴＣＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴ
３′，下游引物：５′ＧＣＣＡＣＧＣＴＣＣＧＴＧＡＧＧＡＴ３′；ＭＰＳ２０００型多
导生物信号分析系统（上海振科科贸有限公司）；ＰＣＲ仪（美国
ＢｉｏＲａｄ公司）；凝胶成像系统（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。
１．２　方法
１．２．１　动物模型的建立　　实验前禁食１２ｈ，禁水８ｈ。采用
冠状动脉结扎法制作心源性休克犬的动物模型：以文献［６］方
法建立缺血性心源性休克模型。观察平均动脉压下降至７０％
以下，同时出现心肌梗死的心电图图形为心源性休克指标。模

型稳定血压１０ｍｉｎ内不恢复为造模成功。模型成功即刻，分别
静脉滴注给药治疗。参照公式［７］给予参附注射组参附注射液

１．９ｍｌ／ｋｇ加入５％葡萄糖液５．５ｍｌ／ｋｇ；模型组给予５％葡萄糖
液５．５ｍｌ／ｋｇ；假手术组只穿线不结扎冠状动脉，５％葡萄糖液
５．５ｍｌ／ｋｇ。
１．２．２　指标检测
１．２．２．１　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）样品制备　　在结
扎前，休克时，给药后３０、６０、１２０、１８０ｍｉｎ各个时刻点取股静脉
血于含有１０％ＥＤＴＡ的离心管内，在室温下静置１５ｍｉｎ，在４℃，
３５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液于ＥＰ管中，置于－２０℃的冰
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箱保存待测。最后取动物心脏，用预冷的生理盐水洗净血液，选

取缺血区心肌组织放于液氮中速冻，然后将其保存于－７０℃冰
箱，以备做ＲＴＰＣＲ。
１．２．２．２　血浆ＮＯ含量及ｉＮＯＳ活性的测定　　样本置于室温
复融后，采用比色法按试剂盒说明测定。

１．２．２．３　心肌 ｉＮＯＳｍＲＮＡ的表达　　用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总
ＲＮＡ，逆转录合成ｃＤＮＡ，进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ反应体系为２５μｌ，
其中１０×逆转录缓冲液５μｌ；２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２２μｌ；１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰ１μｌ；１０ｐｍｏｌ／μｌ上下游引物５μｌ；Ｔａｑ酶０．５μｌ；ｃＤＮＡ
２５μｌ；补水至总体积 ２５μｌ。βａｃｔｉｎ反应参数（扩增片段
５０８ｂｐ）：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５５℃退火１ｍｉｎ，
７２℃ 延伸 １ｍｉｎ，共３０个循环，７２℃后延伸６ｍｉｎ，ｉＮＯＳ反应
参数扩增片段（３０８ｂｐ）：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性 ５０ｓ，
５６℃退火 ５０ｓ，７２℃延伸 ５０ｓ，共 ４０个循环，７２℃后延伸
６ｍｉｎ；产物进行凝胶电泳，结束后将凝胶置于 ＢｉｏＲａｄ自动凝
胶成像分析系统中，采集图像，用系统配套的 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．４
检测电泳条带信号灰度。ｉＮＯＳｍＲＮＡ的相对含量用 ｉＮＯＳ
ｍＲＮＡ条带灰度与内参条带灰度之比表示。
１．２．２．４　心源性休克犬心功能指标的监测　　观测给药前后
心脏指数（ＣＩ）、心输出量（ＣＯ）、总外周阻力（ＴＰＶＲ）等功能性
指标的变化。

１．３　统计学分析
　　数据以珋ｘ±ｓ表示，两均数比较用ｔ检验，经ＳＰＳＳ１１．０软件
处理。

２　结果

２．１　参附注射液对心源性休克犬ＮＯ、ｉＮＯＳ的影响
　　心源性休克后，模型组血浆 ＮＯ及 ｉＮＯＳ水平上升，分别从
结扎前的（６６．９９±１．４２）μｍｏｌ／Ｌ和（６．５４±０．１５）Ｕ／ｍｌ上升至
结扎后的（１３３．６３±２．７６）μｍｏｌ／Ｌ和（１１．８１±０．９４）Ｕ／ｍｌ（Ｐ＜
０．０１）。参附注射液能降低心源性休克犬血浆 ＮＯ及 ｉＮＯＳ水
平，给药前血浆 ＮＯ水平：（６６．５４±２．４２）μｍｏｌ／Ｌ，给药后３０、
６０、１２０ｍｉｎ和１８０ｍｉｎ，参附组血浆ＮＯ分别为（６６．０９±１．７３）、
（６０．４１±１．２３）、（４３．３８±２．０２）、（４５．３１±３．３９）μｍｏｌ／Ｌ；给药
血浆ｉＮＯＳ水平：（６．６０±０．２３）Ｕ／ｍｌ，给药后参附组血浆 ｉＮＯＳ
分别为：（６．４３±０．０９）、（５．９０±０．１１）、（５．０５±０．３９）、（５．１３±
０．２３）Ｕ／ｍｌ，与用药前及模型组比较均有显著性差异（Ｐ＜
００１）。
２．２　心肌ｉＮＯＳｍＲＮＡ的表达
　　ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达见图１，心源性休克犬给药后模型组、参
附组和假手术组的心肌 ｉＮＯＳｍＲＮＡ光密度值分别为（１．７９±

０７０）、（０．４６±０．０７）和（０．４０±０．５４）。由结果可知，心源性休
克时，心肌ｉＮＯＳｍＲＮＡ的表达显著增加。参附注射液组可下
调心源性休克犬心肌 ｉＮＯＳｍＲＮＡ过度表达，与模型组比较有
显著性差异（Ｐ＜００１）；模型组 ｉＮＯＳｍＲＮＡ的表达明显调高，
ｉＮＯＳ／βａｃｔｉｎ比值与假手术组比较差异显著（Ｐ＜０．０１）。

２．３　参附注射液对心源性休克犬 ＣＯ、ＣＩ和 ＴＰＶＲ的
影响

　　心源性休克后，犬ＣＯ减小，模型组和参附组分别从结扎前
的（１．０８±０．２１）和（１．１５±０．１９）Ｌ／ｍｉｎ下降至结扎后的（０．３５±
００７）和（０．３６±０．０５）Ｌ／ｍｉｎ；ＣＩ下降，模型组和参附组分别从
结扎前的（１．７７±０．４３）和（１．９８±０．３２）Ｌ／（ｍｉｎ·ｍ２）下降至
结扎后的（０．５３±０．２３）和（０．５６±０．０８）Ｌ／（ｍｉｎ·ｍ２）；ＴＰＶＲ
增加，模型组和参附组分别从结扎前的（８７４±２０８）和（８５３±
２０４）ｋＰａ·ｓ／Ｌ升高至结扎后的（２１８９±３８７）和（１７４４±４５２）
ｋＰａ·ｓ／Ｌ。参附注射液给药可显著增加心源性休克犬的ＣＯ和
ＣＩ，明显降低动物的 ＴＰＶＲ：给药后３０、６０、１２０ｍｉｎ和１８０ｍｉｎ，
参附组的ＣＯ分别为（０．３４±０．０５）、（０．５６±０．０４）、（０．６０±
００６）和（０．５４±０．０７）Ｌ／ｍｉｎ；ＣＩ分别为（０．９９±０．１１）、（１．０７±
０．０９）、（０．９３±０．２１）和（０．９０±０．１０）Ｌ／（ｍｉｎ·ｍ２）；而 ＴＰＶＲ
分别为（１６４６±４８７）、（１４８７±２６７）、（１４５３±２１８）和（１４２０±
３８０）ｋＰａ·ｓ／Ｌ。

３　讨论

　　研究表明，心源性休克的发生与许多促炎和抗炎
的细胞体液因子有关［８－１２］。本研究发现，心源性休克

时血浆ＮＯ含量、ｉＮＯＳ活性增加，心肌 ｉＮＯＳｍＲＮＡ表
达增加，说明ＮＯ，ｉＮＯＳ在心源性休克中发挥重要的作
用。用参附注射液治疗心源性休克犬，血浆 ＮＯ、ｉＮＯＳ
水平降低，同时能下调心肌ｉＮＯＳｍＲＮＡ过度表达。参
附注射液也对心源性休克犬的心功能指标有一定影

响。它可显著增加心源性休克犬的 ＣＯ和 ＣＩ，明显降
低动物的ＴＰＶＲ，与模型组相比有显著性差别。
　　参附注射液可能通过抑制心肌 ｉＮＯＳｍＲＮＡ的基
因表达，防止ＮＯ过度产生，增加心肌血流，减轻心脏
损害，从而通过细胞保护来改善心源性休克时血流动

力学变化，而改善心源性休克的预后［１３－１５］。本研究对

参附注射液在临床上用于心源性休克的治疗提供了新

的理论依据和临床指导。
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Ａ：模型组；Ｂ：参附组；Ｃ：假手术组；Ｍ：标准；１－５：实验重复５次
图１　ＲＴＰＣＲ检测心源性休克犬心肌ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达
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Ａ：球帽装精密附着体；Ｂ：磁性附着体
图１　球帽状精密附着体种植体与磁性附着体种植体曲面断层片观察

２．２　固位力及咀嚼效能测定
　　结果显示，１０例球帽状精密附着体的固位力为（３０１２．１５±
１３１．８）ｇ，咀嚼效能为（０．８６３±０．０７１）ｇ，而磁性附着体的固位
力为（３１０３．０６±１０８．１７）ｇ，咀嚼效能为（０．８８１±０．０７６）ｇ。２
组数据差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

　　一直以来，传统修复对于下颌牙列长时间缺失的病例，总
面临固位力及咀嚼效率差的难题。随着种植技术及附着体等

新技术的临床推广运用，使这一问题取得了较好的解决。球帽

状精密附着体钢托义齿的舌腭侧环靠臂可以防止义齿摆动、旋

转，构造精密，套帽的损坏可个别更换，临床维修易，附着体的

金属球和尼龙帽套之间的弹性结台产生缓冲作用，保护种植

体。种植体上无金属卡环显露，种植体与人工牙之间无明显倒

凹，可预防食物欠塞，具有美观卫生特点。但是其治疗过程较

为复杂，取膜次数较多，制作技术要求高。磁性附着体利用的

磁体和衔铁之间具有磁性吸引力来产生固位效果。磁体和衔

铁间呈平板样接触，接触面可有轻微的移位，当侧向力过大时，

可磁性附着体可脱位，产生应力中断效应。本试验结果显示磁

性附着体与球帽状精密附着体在下颌全口义齿修复中都具有

较强的固位力与较高的咀嚼效率，二者无明显差异，与文献［４］
报道一致。患者无论在舒适度、适应时间、固位、稳定等方面都

感到满意。在磁性附着体组有２例出现种植周围炎症可能与
基托缓冲不够有关。从临床操作方面磁性附着体较球帽状附

着体而言，简单，易掌握、患者摘戴方便，但价格相对昂贵。磁

性附着体长时间使用磁铁生锈、消磁，需更换磁铁等问题。另

外，它所产生的磁性对牙龈、牙槽骨组织的影响有待于进一步

研究。本组病例种植体均位于前牙槽嵴区，负荷全口颌力，从

力学分布上也不尽合理。而长时间应是否影响种植体稳固等

方面有待于继续研究。
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