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人参皂苷Ｒｇ１对大鼠急性缺血心肌血管再生的促进作用
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　　［摘要］　目的　研究人参皂苷Ｒｇ１对急性心肌缺血大鼠心肌血管再生的分子机制。方法　建立大鼠急性心肌缺血
模型，４８只大鼠随机抽签法分为急性心肌缺血模型组，阳性药组（美托洛尔４．５ｍｇ／ｋｇ），人参皂苷Ｒｇ１５、１０、１５ｍｇ／ｋｇ组，
假手术组，每组各８只。连续腹腔注射１４ｄ后取材。ＴＴＣ法测定心肌梗死面积，免疫组化染色法测定心肌梗死边缘区微
血管密度，心肌梗死边缘区ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２和ｐＡｋｔ表达，Ｇｒｉｅｓｓ法测定大鼠心肌组织ＮＯ水平。结果　与模型
组比较，人参皂苷Ｒｇ１１０、１５ｍｇ／ｋｇ组心肌梗死面积明显减小（Ｐ＜００１），微血管密度显著增加（Ｐ＜００１）。人参皂苷
Ｒｇ１１０ｍｇ／ｋｇ组ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２及ｐＡｋｔ表达均为次强阳性，Ｒｇ１１５ｍｇ／ｋｇ组ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２及ｐＡｋｔ
表达则均为强阳性，结果与阳性药物作用相当，其中以Ｒｇ１１５ｍｇ／ｋｇ剂量效果最佳。此外，与模型组比较，人参皂苷 Ｒｇ１
１０、１５ｍｇ／ｋｇ组心肌组织ＮＯ水平明显升高 （Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。结论　人参皂苷Ｒｇ１可促进大鼠急性缺血心肌血管再
生，该作用与人参皂苷Ｒｇ１增加心肌组织ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ、ｐＡｋｔ以及ＮＯ的表达有关。
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　　目前，缺血性心脏病的发病率呈现逐年增高的趋
势，严重危害着人们的身体健康。近年，一种新颖的治

疗策略因促进心肌缺血区血管新生备受关注，即通过

生长因子或药物治疗等刺激心肌缺血区小血管生长和

侧支循环形成，实现心肌缺血区的自我搭桥，进而恢复

血供。人参皂苷是我国传统中药人参的主要成分，人

参皂苷Ｒｇ１是人参皂苷的主要有效成分之一，具有抗
心律失常、抗细胞凋亡等作用。目前临床上已将其作

为复方制剂用于治疗心脑血管疾病，文献［１］报道其
不但具有抗心律失常、抗细胞凋亡的作用，还具有促进

缺血心肌血管再生的作用。有学者通过体外实验研究

发现人参皂苷 Ｒｇ１可通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途径增加 ＶＥＧＦ
的表达，通过ｅＮＯＳ途径增加 ＮＯ的释放，从而诱导血
管再生［２］。本研究为进一步研究其促血管再生体内

分子机制，选用急性心肌缺血模型，从 ＶＥＧＦＶＥＧＦＲ
ＡｋｔＮＯ途径来探讨人参皂苷 Ｒｇ１体内促进血管再生
的可能机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　４８只Ｗｉｓｔａｒ大鼠，雌雄各半，体质量２８０～３２０ｇ，由吉林大
学白求恩医学院动物实验研究中心提供。动物合格证号为

ＳＣＸＫ（吉）２００３０００１。
１．２　药品与试剂
　　人参皂苷Ｒｇ１由吉林大学化学学院提供，Ｒｇ１纯度为９５％
以上；氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）购于中国医药上海化学试剂公
司，批号：２００５１００３；酒石酸美托洛尔片购于阿斯利康制药有限
公司，批号：０７０７０４２；ＣＤ３４、ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ１和 ＶＥＧＦＲ２免疫组
化试剂盒购于武汉博士德有限公司；ｐＡｋｔ免疫组化试剂盒购
于美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司；ＮＯ试剂盒购于南京建成生物工程
研究所。

１．３　急性心肌缺血模型建立及分组
　　急性心肌缺血模型参照文献［３］建立，麻醉大鼠，开胸后于
左心耳与肺动脉圆锥间左心耳下１ｍｍ左右穿线结扎左冠脉前
降支。大鼠按随机抽签法分为４组，每组８只：急性心肌缺血
模型组，阳性药组给予美托洛尔（４．５ｍｇ／ｋｇ）［４］，人参皂苷 Ｒｇ１
组分别给予人参皂苷 Ｒｇ１（５、１０、１５ｍｇ／ｋｇ），假手术组左冠状
动脉只穿线，不结扎。各组动物于模型制备后１ｈ腹腔注射给
药，假手术组、模型组给予等量生理盐水，每天给药１次，连续
给药１４ｄ后，处死大鼠取材。
１．４　ＴＴＣ染色测量心肌梗死面积
　　大鼠麻醉后，开胸取出心脏，剪下右心室，将左心室心肌横
向切成２～３ｍｍ薄片，置于１％ ＴＴＣ溶液中染色，３７℃恒温水
浴５～１０ｍｉｎ，取出放入１０％甲醛溶液中固定，正常心肌组织染
成红色，梗死区呈白色。利用 ＢＩ２０００图像分析系统测量左心
室心肌梗死面积和左心室全面积，梗死面积 ＝心肌梗死面积／
左心室全面积×１００％。
１．５　大鼠心肌梗死边缘区微血管密度的测定
　　取心脏，在左心室结扎线下方，略白的区域为梗死区，其周

围为缺血区，取梗死周围２ｍｍ缺血区的心肌，用甲醛固定，石
蜡包埋切片后，ＳＡＢＣ法免疫组化染色，具体步骤按试剂盒说明
书进行，用ＰＢＳ替换一抗作阴性对照。用抗 ＣＤ３４多克隆抗体
免疫组化染色，于光学显微镜下观察微血管密度（ＭＶＤ）。具体
方法为：先在４０×视野下找到心肌梗死边缘区，然后在 ×４００
视野下进行大鼠心肌梗死边缘区微血管计数，每张切片随机选

取５个视野，计数每个视野的微血管数，取其平均值作为该样
本的ＭＶＤ值，ＭＶＤ以毛细血管个数／视野来表示。微血管判
断标准，按参考文献［５］计数。

１．６　大鼠心肌梗死边缘区 ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２
和ｐＡｋｔ表达测定

　　取心肌梗死边缘区组织经甲醛固定、石蜡包埋切片后，
ＳＡＢＣ法行免疫组化染色，具体步骤按试剂盒说明书进行，用
ＰＢＳ替换一抗作阴性对照。用抗 ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２和
ｐＡｋｔ多克隆抗体免疫组化染色，光学显微镜下观察心肌组织
显色。

　　显色结果半定量分析：以染色强度结合阳性细胞数百分比
综合计分，组织切片中细胞质染为淡黄色至棕褐色者为阳性细

胞标志。染色强度以多数细胞呈现的染色特性（染色深浅需与

背景着色相对比）计分：无着色为０分，淡黄色为１分，棕黄色
为２分，棕褐色为３分。阳性细胞百分比即５个视野（每 ×４００
高倍视野计数１００个此类细胞）的阳性细胞平均数：０％ ～５％
为０分，６％ ～２５％为１分，２６％ ～５０％为２分，５１％ ～７５％为
３分，＞７５％为４分。每张切片随机取５个４００倍视野，每个视
野均进行染色强度计分与阳性细胞百分比计分。染色强度与

阳性细胞百分比的计分乘积：０分为阴性，１～４分为阳性，５～８
分为次强阳性，９～１２分为强阳性。

１．７　大鼠心肌组织ＮＯ水平测定
　　取心肌组织１００ｍｇ，置于玻璃匀浆器中加入０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ１ｍＬ，冰浴下匀浆，４℃离心４０００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ，取上清测
定ＮＯ水平，具体步骤按试剂盒说明书进行。

１．８　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，数据以 珋ｘ±ｓ表示，采
用成组ｔ检验。

２　结果

２．１　人参皂苷Ｒｇ１对心肌梗死面积的影响
　　假手术组心肌组织呈现红色，模型组，阳性药组和 Ｒｇ１５、
１０、１５ｍｇ／ｋｇ组部分心肌组织呈白色，即为心肌梗死区域。采
用ＢＩ２０００图像分析系统测量心肌梗死面积结果表明，与模型
组比较，阳性药组心肌梗死面积明显减小（Ｐ＜００１）；Ｒｇ１
５ｍｇ／ｋｇ组心肌梗死面积减小（Ｐ＜００５）；Ｒｇ１１０ｍｇ／ｋｇ组和
１５ｍｇ／ｋｇ组心肌梗死面积明显减小（Ｐ＜００１），并呈一定剂量
依赖关系，该作用与阳性药作用相当（表１）。

２．２　人参皂苷 Ｒｇ１对大鼠心肌梗死边缘区微血管密
度的影响

　　与模型组比较，阳性药组 ＭＶＤ明显增加（Ｐ＜００１），Ｒｇ１
５ｍｇ／ｋｇ组ＭＶＤ增加（Ｐ＜００５），Ｒｇ１１０ｍｇ／ｋｇ组和１５ｍｇ／ｋｇ
组ＭＶＤ显著增加（Ｐ＜００１），并呈一定剂量依赖关系。该作

３４
第３５卷第１期
２０１３年１月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１
Ｊａｎ．１５　２０１３



用与阳性药作用相当，其中以 Ｒｇ１１０、１５ｍｇ／ｋｇ剂量效果较佳
（表１，图１）。

表１　人参皂苷Ｒｇ１对大鼠心肌梗死面积、梗死边缘区微血管
密度及心肌组织ＮＯ水平的影响 （ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

　　组别 心肌梗死面积（％） ＭＶＤ（个／视野） ＮＯ（μｍｏｌ／ｇ）
假手术组 ０ ６．０８±０．５８ ０．８１０３±０．２５６１
模型组 ２１．００±６．９２ ７．２３±０．６３ ０．７６０８±０．２２７１
阳性药组 ８．１４±２．６４ｂ １７．８１±１．３８ｂ ０．９５４１±０．２５５８
Ｒｇ１５ｍｇ／ｋｇ组 １２．８１±４．２７ａ ８．１６±０．７６ａ ０．９３６２±０．２０１３
Ｒｇ１１０ｍｇ／ｋｇ组 １０．０５±３．１２ｂ １１．６３±１．７７ｂ １．５２１８±０．４９０２ａ

Ｒｇ１１５ｍｇ／ｋｇ组 ６．８２±２．２１ｂ １７．１９±０．８９ｂ ２．０９７７±０．６６５０ｂ

ａ：Ｐ＜００５，ｂ：Ｐ＜００１，与模型组比较

２．３　人参皂苷 Ｒｇ１对大鼠心肌梗死边缘区 ＶＥＧＦ、
ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２和ｐＡｋｔ表达的影响

　　免疫组化结果显示，光镜下 ＶＥＧＦ阳性染色呈棕黄色，阳

性区域主要分布于心肌细胞质。假手术组心肌细胞中未见明

显ＶＥＧＦ表达，模型组阳性染色范围较小，呈不规则棕黄色片
状物，与模型组比较，Ｒｇ１５、１０ｍｇ／ｋｇ组表达为次强阳性，Ｒｇ１
１５ｍｇ／ｋｇ组及阳性药组表达为强阳性（图 ２）。光镜下可见
ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２阳性染色呈棕黄色。假手术组心肌细胞中
未见ＶＥＧＦＲ１表达，模型组阳性表达范围较小，与模型组比较，
Ｒｇ１５ｍｇ／ｋｇ组表达为阳性，Ｒｇ１１０ｍｇ／ｋｇ组表达为次强阳性，
Ｒｇ１１５ｍｇ／ｋｇ组及阳性药组表达为强阳性。假手术组心肌细
胞中可见微弱ＶＥＧＦＲ２表达，模型组阳性染色范围较小，与模
型组比较，Ｒｇ１５ｍｇ／ｋｇ组表达为阳性，Ｒｇ１１０ｍｇ／ｋｇ组表达为
次强阳性，Ｒｇ１１５ｍｇ／ｋｇ组及阳性药组表达为强阳性（图 ３、
４）。光镜下可见ｐＡｋｔ阳性染色呈棕黄色，假手术组心肌细胞
中未见 ｐＡｋｔ表达，模型组阳性染色范围较小，与模型组比较，
Ｒｇ１５、１０ｍｇ／ｋｇ组表达为次强阳性，Ｒｇ１１５ｍｇ／ｋｇ组及阳性药
组表达为强阳性（图５）。

! " # $

Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：阳性药组；Ｄ：Ｒｇ１１５ｍｇ／ｋｇ组
图１　人参皂苷Ｒｇ１对大鼠心肌梗死边缘区ＭＶＤ的影响　（ＳＡＢＣ×４００）

! " # $

Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：阳性药组；Ｄ：Ｒｇ１１５ｍｇ／ｋｇ组
图２　人参皂苷Ｒｇ１对大鼠心肌梗死边缘区ＶＥＧＦ表达的影响　（ＳＡＢＣ×４００）

! " # $

Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：阳性药组；Ｄ：Ｒｇ１１５ｍｇ／ｋｇ组
图３　人参皂苷Ｒｇ１对大鼠心肌梗死边缘区ＶＥＧＦＲ１表达的影响　（ＳＡＢＣ×４００）

! " # $

Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：阳性药组；Ｄ：Ｒｇ１１５ｍｇ／ｋｇ组

图４　人参皂苷Ｒｇ１对大鼠心肌梗死边缘区ＶＥＧＦＲ２表达的影响　（ＳＡＢＣ×４００）
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Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：阳性药组；Ｄ：Ｒｇ１１５ｍｇ／ｋｇ组
图５　人参皂苷Ｒｇ１对大鼠心肌梗死边缘区ｐＡｋｔ表达的影响　（ＳＡＢＣ×４００）

２．４　人参皂苷 Ｒｇ１对急性心肌缺血大鼠心肌组织
ＮＯ水平的影响

　　与模型组比较，阳性药组大鼠心肌组织 ＮＯ水平升高趋势
不明显（Ｐ＞０．０５），而给予人参皂苷 Ｒｇ１组大鼠心肌组织 ＮＯ
水平均具有升高趋势，其中 Ｒｇ１１０、１５ｍｇ／ｋｇ剂量组心肌组织
的ＮＯ水平明显升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），并呈一定剂量依赖
关系（表１）。

３　讨论

　　心肌缺血后的心肌修复过程与血管再生密切相
关，缺血区内是否有血管迅速再生对心肌缺血的预后

有十分重要的作用［６］。微血管密度是直接反映血管

再生的较可靠的解剖学指标，梗死范围可间接反映血

管再生情况，梗死面积越小，说明血管再生越丰富。采

用这两个指标，基本上能反映缺血心肌内血管新生情

况［７］。本研究结果显示，与模型组相比，人参皂苷Ｒｇ１
各剂量组均可减小心肌梗死面积，增加心肌梗死边缘

区微血管密度，提示人参皂苷 Ｒｇ１具有促进心肌血管
再生的作用。

　　为了进一步研究人参皂苷Ｒｇ１促进心肌血管再生
的作用机制，本研究选择ＶＥＧＦＶＥＧＦＲＡｋｔＮＯ途径进
行研究，其中，ＶＥＧＦ是有高度特异性的血管内皮细胞
生长刺激因子，能特异性地与其相应受体（ＶＥＧＦＲ）结
合刺激血管内皮细胞增殖，促进侧支血管的形成［８］。

ＶＥＧＦＲ主要包括 ＶＥＧＦＲ１和 ＶＥＧＦＲ２，ＶＥＧＦＲ１主要
转导内皮细胞和周边细胞的生长和存活信号，这些细

胞可以间接地促进血管生成；ＶＥＧＦＲ２可调节内皮细
胞的增殖和分化，从而调节血管生成［９］。Ａｋｔ是ＶＥＧＦ
与受体结合后细胞内生存信号通路的重要分子［１０］，

Ａｋｔ的激活需要磷酸化（ｐＡｋｔ），ｐＡｋｔ可以促进血管
再生。有研究［１１］表明，ＶＥＧＦ与 ＶＥＧＦＲ２结合后，可
诱导ＰＩ３Ｋ活化，继而激活 Ａｋｔ，变成 ｐＡｋｔ，从而调节
内皮细胞的活性。此外，ｐＡｋｔ还可激活 ｅＮＯＳ从而促
进ＮＯ的产生，ＮＯ在血管再生过程中起非常重要的作
用［１２］。本研究结果显示，人参皂苷Ｒｇ１能够明显增加
ＶＥＧＦＲ、ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２以及ｐＡｋｔ的表达，提示人
参皂苷Ｒｇ１可能是通过该途径促进血管再生。为了

进一步验证这个设想，我们测量了该途径的下游分子

ＮＯ，结果发现人参皂苷Ｒｇ１增加了心肌组织 ＮＯ的水
平。这些结果提示 ＶＥＧＦＶＥＧＦＲＡｋｔＮＯ途径可能是
人参皂苷Ｒｇ１促进血管再生的途径之一。
　　综上所述，人参皂苷 Ｒｇ１能够促进大鼠急性缺血
心肌血管再生，该作用与人参皂苷 Ｒｇ１增加心肌组织
ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ、ｐＡｋｔ以及ＮＯ的表达有关。
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