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益生注射液抗大鼠移植心慢性失功加快模型的实验研究 
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【摘 要】目的：探讨中药益生注射液对大鼠移植心慢性失功(Chronic graft failure，CGF)J~fl快模型的保护作用，为临床应用提供部 

分实验依据。方法：采用雌性封闭群sD大鼠40只，随机分2组，对照组的离体心脏用4℃生理盐水保存3 h后，行心脏移植，术后 

不给任何药物处理，实验组的离体心脏则用含益生注射液的 4℃生理盐水保存 3 h后，行心脏移植，术后每天腹腔注射益生注射 

液，剂量为 8mg／(kg·d)，连续 9d。分别采集受体术前和术后 1、3、5、7、9d血液，检测丙二醛(Malondialdehyde，MDA)和超氧化物歧 

化酶(Superoxide dismutase，SOD)含量变化。另外，在移植术后 12周，取 2组移植心脏的组织学标本进行比较分析。结果：对照组 

和实验组心脏移植术后血浆 MDA含量显著升高，而 SOD'活．1生却显著降低，术后第 1天下降最明显。对照组与实验组相比，术前 2 

组血浆的 MDA含量和 SOD活性相似；术后第 1天，对照组血浆 MDA含量升高，并明显高于实验组 45．27±6．48与 32．78±6．61， 

心0．05，而 SOD活性下降，并明显低于实验组 529．77 4-46．31与 663．33 4-45．92， O．05；此后，2组的血浆 MDA含量和 SOD活性逐 

渐恢复到正常，但对照组恢复较慢，术后第 9天才接近正常，实验组恢复较快，术后第5天已恢复正常。对 2组移植心脏的组织学标 

本进行比较，移植后 12周，实验组与对照组相比，移植心慢性排斥程度明显减轻(2．20±0A0与 3．6±OA8，F=100．41，P<O．000 1)， 

心肌间质纤维化程度也减轻(1．00±0．32与 1．604-0．48，F=21．63，P<O．000 1)。结论：在缺血再灌注损伤(Ischemia reperfusioninjury， 

I／R)诱导的 CGF加快模型中，益生注射液对移植心的I／R损伤有保护作用，并能减轻其漫性失功的进程。 
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Experimental study on Yisheng injection for a novel accelerated rat cardiac graft 

failure model induced by ischemia／reperfusion injury 
LI M g，et al 

(Department of Gereral Surgery，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate whether the traditional chinese medicine Yisheng injection can reduce the progress of a novel 

accelerated rat cardiac graft failure model induced by ischemia／reperfusion injury．Methods：40 female closed colony SD rats were divided 

into two groups at random．In the control group．the isolated rat hearts were preserved in 0．9％ sodium chlorine solution at 4~C for 3 hours 

before transplantation．while in the experimental group．the hearts were preserved in 0．9％ sodium chlorine solution containing Yisheng 

injection 0．5 mg／ml at 4℃ for 3 hours before transplantation．After transplantation。the experimental group recipients were treated with 

Yishenginjection 8mg／(kg。d)for9 days．The specimens ofbloodwereharvestedfrom recipients beforetransplantation and on 1，3，5，7，9 

day after transplantation．The changes of MDA and SOD were observed in two groups．Grafts were excised at 1 2 weeks after transplantation 

to assess the graft vasculopathy and interstitial fibrosis using HE an d Masson staining for two groups．Results：The MDA and SOD of two 

groups were similar before transplantation．However，the MDA of the two groups increased and the SOD of two groups decreased， 

especially the first day aftertransplantation，but it wDs more significant in the control group．Then，Th e MDA and SOD ofthe two groups 

recovered to normal gradually，but the experimental group recovered to normal on the 5 day after tran splantation，faster than the control 

group，which recovered to norm al on the 9 day after transplantation．By 12 weeks，compare the changes of histology of the grafts of the two 

groups，grafts vasculopathy and interstitial fibrosis were decreased significantly in experimental group．Conclusion：It demonstrated that 

Yisheng injection can decrease ischemia／reperfusion injury and reduce the development of rat cardiac chronic graft failure in a novel 

accelerated rat cardiac graft failure model induced by ischemiaJreperfusion inj,ury． 
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随着近年来组织配型、器官保存 、外科手术及临床与实 

验诊断技术的不断提高，尤其是强有力的免疫抑制剂的合理 

应用，急性排斥反应的发生已能得到良好的控制，移植物近 

期存活率不断提高。但远期效果仍不甚理想，半寿期提高不 

明显⋯。影响移植物长期存活的因素中最重要的就是慢性排 

斥(Chronic rejection，CR)12,3]。CR，更确切地说应为移植物慢性 

失功能(Chronic~'aft failure，CGF) 。在其治疗上，应采取以预 

防为主，如尽量减少缺血再灌注损伤 、有效控制急性排斥反应 

等。我们前期已研究发现中药益生注射液有抗CGF的作用M。 

本实验采用缺血再灌注损伤(Ischemia rep effusion injury，I／R) 

诱导的大鼠移植心慢性失功加快模型嘲，并用益生注射液进 

行离体心脏的冷保存和心脏移植后的早期治疗，了解该药对 

离体心脏的IR是否具有保护作用 ，以及是否能延缓 CGF的 

发展。旨在验证以前的研究结果，并为临床器官保存中和器 

官移植后应用该药提供部分实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 买验动物 

雌性封闭群 Sprague Daw|ey大鼠 (简称 sD大鼠)40只， 

2-3月龄，体重(220±20)g，均购 自华西医科大学实验动物 

中心。 

I．2 主要药品与试剂 

益生注射液(规格 20 mglm!，批号 990705，成都市药物制 

剂研究所提供)；丙二醛(Ma1ond dehyde，MDA)测定试剂盒： 

100人份购 自南京建成公司；超氧化物歧化酶(Super oxide 

dismutase，SOD)测定试剂盒：100人份购自南京建成公司。 

1．3 器械及检测仪器 

显微外科手术器械(上海手术器械厂 SSW一3手术显微外 

科器械)；UV一1601PC紫外分光光度仪(日本岛津)；Mias一2000 

图像分析仪。 

1．4 实验方法 

1．4．1 实验分组 采用 I／R诱导的大鼠 CGF加快模型，将 

sD大鼠随机分为，2组，每组 2O只，对照组(生理盐水组)和 

实验组(益生注射液组)。2组供心的保存液、强化冷缺血时 

间、术后药物治疗及观察时间(见表 1)，实验过程中受体无 

死亡。 

1．4．2 保存液及冷缺血方法 供心切取时，对照组供心用4℃ 

肝素生理盐水(肝素浓度为 50 U／m1)进行灌注降温 ，而实验 

组供心用 4 含益生注射液的肝素生理盐水进行灌注降温 

(益生浓度为 0．5 mg／ml，肝素浓度同对照组 )；供心取下后，对 

照组置于 4℃生理盐水中保存，而实验组供心置于 4℃含益 

生注射液的生理盐水(益生浓度为 0．5 mg／m1)中保存 ；2组均 

在冷保存 3 h后，进行心脏移植。 

1．4-3 手术方法 大鼠心脏移植采用改良的 Ono氏术式 ， 

即将供心异位移植于受体腹腔内，供心主动脉升支与受体腹 

主动脉行端侧吻合，供心主肺动脉与受体下腔静脉行端侧吻 

合，循环开放后 ，供心循环途径为：受体腹主动脉一供心胸主 

动脉一冠状动脉一心肌一冠状静脉一有心房一右心室一肺 

动脉一受体下腔静脉。供心不参与m液循环，无射血功能，专 

供实验研究。 

1．4．4 给药方法 对照组，移植术后不给任何药物处理；实验 

组，术后每天腹腔注射益生注射液，剂量为 8 meCkg，连续 9 d。 

1．4．5 标本留取方法 

1．4．5．1 血液标本 用于检测 MDA和SOD。采用尾尖采血 

法，采血时将大鼠固定在采血盒内，露出尾巴，将鼠尾置于 

45％一50％热水中浸泡数分钟，使尾部血管扩张。擦干鼠尾后， 

剪去尾尖 5 10mm，自尾根部向尾尖按摩，血自尾尖流出，用 

0．5 ml离心管收集血液 0．5 ml，肝素抗凝，1 500 r／min，离心 

10 rain，留取血浆备用。分别采集受体术前和术后 1、3⋯5 7 9 

d血液，实验组和对照组各采 5只。采完血后，先用冷水冲洗 

大鼠尾部降温，再用棉球压迫数分钟止血。 

1．4．5．2 组织学标本 在设定采集标本的时问点，分别切取 

2组植入的心脏，10％中性甲醛固定液固定，脱水 、石蜡包埋、 

做 5 um厚组织切片，分别作 H·E染色和Masson三色染色f-01。 

1．4．6 观察指标及方法 

1．4．6．1 MDA测定 采用 TBA(硫代巴比妥酸)法，利用过氧 

化脂质降解产物中的MDA可与TBA缩合，形成红色产物，在 

532 llm处有最大吸收峰，用 UV一1601PC(日本津岛)紫外分 

光光度仪在 532 rim处检测其吸光度，利用以下公式可计算出 

实验组和对照组血浆样品中 MDA含量。 

血浆中MDA含量= 壤墨 麓三蔫 囊 
×标准品浓度 ×样本测试前稀释倍数 

1．4．6．2 SOD测定 采用黄嘌呤氧化酶法来测定 SOD活力。 

即通过黄嘌呤及黄嘌呤氧化酶反应系统产生超氧阴离子自 

由基，后者氧化羟胺形成亚硝酸盐，在显色剂的作用下呈现 

紫红色，用可见光分光光度计在550 nm处测其吸光度。当被 

测样品中含 SOD时，则对超氧阴离子 自由基有专一性的抑 

制作用，使形成的亚硝酸盐减少，比色时测定管的吸光度值 

低于对照管的吸光度值 ，利用以下公式可计算出实验组和对 

照组血浆样品中的 SOD活力。 

SOD t~ NU／ml= 

X稀释倍数 

÷5O％ 

1．4．6．3 H·E染色和 Masson三色染色 按照大鼠心脏移植 

慢性排斥反应的诊断评分标准In】，并根据Banff’97肾脏移植 

慢性排斥诊断标准中间质纤维化的定量标准[12l，对实验组和 

对照组移植术后 1 2周所取的组织学标本进行分析比较。 

1．5 统计学方法 

所得计量资料均以( 4-s)表示 ，采用 SPSSVIO．0软件 

表 1 2组供体心脏冷保存的实验分组 
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源t分丰富的闰家，从传统中医药宝库巾去探索治疗 CGF的 

有效药物具有重要的现实意义。随着对 CGF机制研究的深 

入，非免疫学因素对 CGF的影响日益受到重视，通过对非免 

疫学 素的=f：预来达到预防和治疗 CGF逐渐成为 日益瞩 目 

的研究课题。而在非免疫学因素巾，最重要最早期的损伤是 

I[R L 我们以前的实验已证实 I／R损伤可促进 CGF的发生和 

发展，冈此，通过抗 T／R损伤来延缓 CGF无疑极具研究价值： 

益生注射液是一种天然药物，含 A、B 2种生物碱，A成 

分具有免疫抑制作用，B成分具有改善微循环、降低血小板 

附及抗脂质过氧化作川It6] 初步研究发现，在大鼠腹主动 

脉移植硬化加快模型中，A成分可通过下调 TGF—t3 l的表达 

而减缓 CGF的发展 1。体外实验 求，B成分可通过保护血 

管内皮细胞而发挥抗 CGF作用 {。但对其抗 CGF作用尚需 

进一步在实质性器官移植模型中加以证实，并对其机理作进 

一 步探讨。另外，益生注射液低毒价廉，与现有免疫抑制剂有 

l办同作用 I，若能对其抗 CGF作用进行开发，无疑具有 十分 

亘要的社会和经济价值。 

众所周知，I／R损伤的天键介质足 自由基和活性氧，它们 

巾F]细胞和内皮细胞产生，因此有人将 I／R损伤简称为“氧 

舟}丰i基损伤”。本实验ifI．我们捡测了大鼠心脏移帻后，m浆 

MDA含量和 SOD活性 ，结果发现 ：与移植前相比，对照组移 

植后m浆 MDA含璇 著升高，SOD活性显著降低，移植后第 

1天最明硅，第 9天恢复IF常，这说明大鼠心脏移植后发生 

r I／R损伤，这 氧 自I}{基含量升高而清除它的酶类 下降有 

关。实验组心且庄移植后 MDA含量也升高，SOI)活性也下降， 

但其变化幅度较低， f1-恢复快，移植后第 5天恢复正常。这 

说明益生注射液有抗脂质过氰化和保护 SOD活性的作用 

引起 IIR损伤的介质除氧 自由基外，有研究表明，补体 

也介导I／R损伤 ，尽管机体有 常的限制补体攻击的内源性 

途径存在l_91。同样的，在 I／R损伤中发生的血栓形成也加重移 

植物的损害，特别是m管结构 ：内皮细胞活化可导致促凝因 

子增加(组织 子)，加 j 抗凝 、抗血栓和抗补体调节机制的 

丧失i”}。以往的研究证实，益生注射液中的B成分可保护体 

外培养的人胎儿‘ 毛细 管内皮细胞免受缺氧再给氧损伤， 

并能抑制缺氧时内皮素一1的分泌，促进 PGI，的分泌l】61。在大 

鼠f缸瘀模型中，益生注射液中的 B成分可改善微循环，降低 

全血粘度，抑制血小板聚集I j。保护血管内皮细胞．以避免补 

体的激活，改善微循环 ，以抑制m拴形成 ，可能是益生汴射液 

抗 IIR损伤的其它机制 

本实验研究还发现，在 I／R损伤诱导：的 CGF加快模型中， 

移植后 12周，治疗组 对照组相比，移植心血管内膜增生和 

心肌问质纤维化坪分均明 降低 ，说明益生注射液有抗 I／R损 

伤诱导的CGF加快模型的作jH 

综上所述，益生注射液对 I／R损伤诱导的 CGF加快模型 

的干预可能是通过对移植心脏血管内皮细胞的保护作用来 

实现的。其可能的机制为：抗脂质过氧化，保护 SOD活性，改 

善微循环，降低全【fⅡ粘度，抑制m小板聚集，从而减轻 I／R损 

伤，减少或避免内皮细胞活化，抑制炎症级联反应的发生．． 
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