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益生注射液抗大鼠离体心脏冷缺血损伤的实验研究 

李 明‘，严律南。 

(1、重庆医科大学附属第一医院普外科 ，重庆 400016； 

2、四川大学华西医院普外科 ，成都 610041) 

【摘 要】目的：探讨中药益尘注射液对大鼠离体心脏冷缺血损伤的保护作用，为临床应用提供部分实验依据。方法：采用雌 

性封闭群 大鼠 18只，分两组，对照组的离体心脏用 4℃生理盐水保存，实验组的离体心脏则用含益生注射液的4℃生理盐 

水保存，分别于冷藏 2、6、12、24、48和72h取材作酶组织化学检查。结果 ：对照组，冷藏 24h，碱性磷酸酶(ALP)、辅酶 II黄递酶 

(NADPHD)活性开始下降；冷藏 48h后，乳酸脱氢酶(LDH)活性开始下降，ALP和 NADPHD活性明显下降；冷藏 72h后，琥珀 

酸脱氢酶(SDH)和细胞色素氧化酶(CCO)活性开始下降，NADPHD活性几乎完全丧失；实验组，冷藏 24h、48h和72h，NAD- 

PHD、LDH和 CCO活性分别开始下降，但不如对照组明显；冷藏48h后 ，ALP活性才开始下降；冷藏72h，SDH活性无变化。结 

论：冷缺血可引起离体心肌损伤 ，其中血管内皮细胞对冷缺血损伤最敏感，益生注射液对离体心肌冷缺血损伤具有保护作用。 
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Experimental Study on Yisheng I njection for 

Reducing Cold Ischemia Injury in Isolated Rat Heart 
Li Ming。et al 

(Department of General Surgery，} e First Affiliated Hospital， 

Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate whether the traditional Chinese medicine Yisheng Injection can reduce the injury on isolated rat 

heart induced by cold ischemia．Methods：1 8 isolated 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 4cc，while in the experimenta1．group ，the 

hearts were preserved in 0．9％ sodium chlorine solution containing Yisheng injection at 4℃．The specimens were harvested 2，6，12， 

24，48 and 72 hours after preservation．Histochemical changes were observed in two groups．Results：In the control group．the activi． 

ties of alkaline phosphatase(ALP)and NADPH diaphorase(NADPHD)decreased after cold ischemia for 24 hours．Lactic dehydro． 

genase(LDH)decreased slightly，while ALP and NADPHD decreased evidently，after cold isehemia for 48 hours．Suceinic dehydro． 

genase(SDH)and cytochrome oxidase(CCO)decreased slightly，and NADPHD disappeared after cold ischemia for 72 hours respec． 

tively．In the experimental group，NADPHD，LDH and CCO decreased slightly after cold ischemia for 24
， 48 and 72 hours．ALP de． 

creased slightly after cold ischemia for 48 hours，however，SDH showed no changes，after cold ischemia for 72 hours
． Conclusion ： 

Cold ischemia can induce cold ischemia injury．in isolated rat hearts，especially the vascular endothelial cells being more sensitive． 

Yisheng injection can reduce this kind of injury．to some degree． 

【Key words】Yisheng injection；Cold ischemia injury；Closed colony SD rat；Enzyme histochemical staining 

本实验选取大鼠离体心脏进行体外冷保存实 

验，并用益生注射液进行早期干预，了解该药对离体 

心脏的冷缺血损伤是否具有保护作用。旨在验证以 

前的研究结果，并为临床器官保存中应用该药提供 

作者介绍：李 明(1973一 )，男，主治医师，博十 

主要研究方向 B硼旦外科及器官移植 

部分实验依据。 

l 材料与方法 

1．1 实验动物 

雌性封闭群 Sprangue Dawley大 鼠(简称 sD大鼠)18 

只，2～3月龄，体重 220±20克，均购自华西医科大学实验 

动物中心。 
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1、2 主要 药品与试 剂 

益生注射液(规格 2Om异／ml，批号 990705，成都市药物 

制剂研究所提供)；琥珀酸脱氢酶、细胞色素氧化酶、乳酸脱 

氢酶、辅酶 II黄递酶和碱性磷酸酶的酶组织化学检测试剂 

均由四川大学医学中心公共卫生学院毒理研究室提供。 

1、3 实验 方法 

l、3．1 实验分组 将 SD大鼠随机分为两组，实验组(益生 

组)和对照组(生理盐水组)，对照组的离体心脏用 4℃生理 

盐水保存；实验组的离体心脏则用含益 注射液(浓度为0．5 

m m1)的4℃生理盐水保存。 

1．3．2 标本制备 大鼠称重后，腹腔内注射 10％水合氯醛 

3m~kg进行麻醉，麻醉成功后，取仰卧位，固定肢体。取胸 

部正中切口，开胸后迅速取出心脏，立即置于 4℃生理盐水 

中洗尽血液，再将心脏分为两部分，分别置于实验组和对照 

组的冷保存液中。 

1、3．3 冷保存实验 分别于冷藏后 2、6、12、24、48和 72h 

取材，每组每一时间点取三只标本，标本大小为 4mm x4mm 

x4mm，将每一时问点的两组标本合包在 一包埋框内，两 

组标本间用薄的组织 (大鼠膈肌)隔开，实验组中同时用大 

鼠的小肠作标记。将装有组织块的包埋框移入液氮浴内，迅 

速骤冷，保存备用。 

1．3．4 酶组织化学染色 将标本收集齐后，恒冷(一15℃) 

切片，片厚 8 m，作 5种酶的组织化学观察，所做酶及方法见 

表 1，具体的操作方法见文献 。以 一(阴性)、±(可疑阳 

性)、+(弱阳性)、++(阳性 )、+++(强阳性 )表示酶活 

性强弱。 

表 1 酶的命名和方法 

1、2、5 统计学方法 所得计量资料均以 i±s表示 ，各组 

数据进行组间方差分析。 

2 结 果 

LDH、SDH和 NADPH，阳性反应为蓝色沉淀； 

CCO阳性反应为褐色沉淀；ALP阳性反应为红色沉 

淀。以一(阴性)、±(可疑阳性)、+(弱阳性 )、+ 

+(阳性)、+++(强阳性)表示酶活性强弱。结果 

见表 2和表 3。 

表 2 不同冷缺血时间大鼠心肌组织 SDH、CCO和 LDH酶活性变化 

注：+表示酶活性为弱阳性 ，++表示酶活性为阳性，+++表示酶活性为强阳性。 

表 3 不同冷缺血时间大鼠心肌组织 NADPHD 和 ALP酶活性变化 

注：+表示酶活性为弱阳性，++表示酶活性为阳性，+++表示酶活性为强阳性。 

SDH分布于心肌细胞胞浆，在对照组，冷保存 

2、6、12、24和48h酶活性无变化，冷保存 72h，酶活 

性开始下降；而益生组，心脏冷保存 72h，SDH活性 

无变化。CCO分布于心肌细胞胞浆，在对照组，冷 
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保俘2 6、I 2 24 48 h FI：尢 化．r々 俘72h， 

酶活Iq：下降．1 ，__ ．心脏狞侏 7 ．CC{}衍 

开始】 I洋．njl、降 州照细IIJ J辐 II JH舒竹 rl 

叭卸}咆!也豫 时照绸，冷似存2( _1 6 【2取}24h 

鸸活性尤 化．持 仔48̈_ 衍 J̈精下降；蘸生 

盟l，心~J／1．挣保存48h ．I l114 一H= 始 I、降 l，降 

小c[̈刘蹦 llj1 冷 仃72 h刊  ̈J【畸 性 F降 

明 址( 2 3) N Îl_’H1}仆 tli I )ll Lflll胞 胞浆 ． 

fE刊 嫩 【，悖 仔2、6(1l I2h _i活一 无变化．冷恽仃 

24h．酶hrl r降．冷 48h』【三． AI)1 ⋯】活 

性Ⅲ_j 下降．冷 72h，选种鸸活I1~儿乎完全矗 

麦． 益生虮，心脏冷保 24 h行． A 14I)活 rI 

婿下降．fI1 F降小 州』 fll I觞，l锕州址．冷惮仔 

72h，法胁 Iq：；It叫 牟，仍I r筒删到 AI 『 舒m 

0 色 竹动脉端 小动}l 出， 剐艄 ．冷 

保存2(罔4)、6 fI I2I1怖活H=兀r 化．冷保仔241I． 

酶活性开婚 r降， 々 48h( 5)，̂1 P活性J 显 

下降：益生组，冷侏 48 h( 6)，̂I I’ 性 蝻 

F降 

图 I 冷缺 血 2 hl对 照组 心肌 酶组 织 

化学染色ltJ川 x1∞1 

3 讨 论 

器官侈柿 不 J̈避免地行n 缺血 灌注损 

fi~chemla 1)e 呷 ⋯l ．】／R)．随瞢侈怖物悭性 

失叻((1l1lorlit graft lhihm ．(I，r)机圳研究帕深八． 

肄i 能喊轷 I／I{ 佰 诞缓( f，r 发，L发胜，从而 

K移怕物竹存活叫问连渐成为引人蹦 的研究I果 

题 

认为．讯I'1 的 成 I 趔戟胜 J越 I／R 

囤2 冷缺血72h，对照组心肌酶组织 

化学染色(IIIH ×IⅢ)) 

圈 冷缺血72h．益生注射液组心肌酶蛆龈 

化学染色(I⋯I Ïn) 

圉4 冷缺血2l ．对照组心肌酶组织 

化学染色 (̂lI’ ×IO0) 

蜘协的两 主要周索． 们都。i供器官离件后的能 

代甜障 霉奶 虽然低温罐存供器订t 明 
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团 5 玲 缺血 481,．对 照组心 肌酶 组织 

化学染色(1、II’ xIOil) 

囤“ 冷镍血 4 ，益生注射液组心肌酶组织 

化 学染 色 {̂ lI x1tm} 

降低离伴料竹的能纯．fII【!l』他fi-f【} 细胞咀 i能 

完全停 II．代谢 此 ． r『离佛 』 堪快移楠 蹙 

怍足公认的 91lj，”外城Ⅲ内_T1坫清霖弃lJ和钙离 

拈机刑求政藩移梢 措 的功能世受到 r人们的 

批 删nH带f_]的轼 _]_基清际制订：衄氧化物雌化 

脯(SOD) 圳 呤醉 触怖、粹胱IT腻、辅腑 Q̈．维 

，1·素 E和 i机错化台物等 钙离 拈机剂存 I)iI i 

az 1，维托 m水和二氟托嗪I Tnl11】l’ razlne)寺 

L̂alla报道．朋绚做川穆植研究．绐与 ⋯D 

(5000u／kg)、触嘟(500~)u／kg)，玻州青联 应用，显 

；盯功能 指怀 『阵 学指 、nJJ显 改善 ．肝 活抢细 胞扣 

伤较耗 Mt̂,m]ly的宜验审山fI 明+往灌注液 加 

人腺嘌呤 J棱柑可保仃砷肾5 ．肾组纵内 l’ 

岛 高．细胞水肿减轻 1 ⋯ 一曲肼究山表明．保存 

愕叫舡侏存淑- 加人轼门lh挚消寐刹可明 减轻缺 

血所 I起的 阡功能拟 等 廿簖醇_f作勾羟 清除 

剂． Jh n rh 埘细眦的损宵 谜 f：n 

报世，将 } m Ilin~液巾的筒萄精政 H罐 

孵．可州 减低肾移桩术后移植物01 期无功能的发 

w I r等将钙离子拈抗剖 ï【ll 1 Jill到 Eu,'o 

， - 液、 ．掉 于肾移植简技术 4gh给受者 

膻川此拈批 1．川顺 ( 在细胞内投线粒悼内的 

积祟，臧少 r移桩物’ 期无功能的发生 n m的 

验 蜜 离于拮抗剂维拉帅'求对大鼠1'19肾冷 热 

血搬" 均有Ⅲl娃的 作H1 ； km m，报道，灌 

澈 JJ̈凡 5{zmo]／I 的维扎帕水，肾经低温保存 

241i．缺 m再 灌注 60m-n后显 改善 肾功 能 A 

等发现．Jfi钙州蛋白抑制剂 氟挖嗪( rtitl-̈ ⋯ 

z--r)川I州 改善片保存72{1后们娥l震’’ 

此外．ff【]复方用参、靖蓖 附 J：和川芎嗪等．这些 

曲多 山化凇 成薄微德环的药物 复打丹参为 

肌 裹．张县等 研究丁庄休羽1离体几鼠心脏 

缺 可淞 损伤模 Il1_心肌脂质过氧化蜘 nl钙离 

F旧变化．外用褪 卅参进行T预．结果 m艇方_月 

錾时  ̂奉和离作大鼠 胜缺血再灌汴捌伤均仃 

的懈 作川 车幼 等 址寅蚪参 对低温保存的 

小肠 保护作刚 冯 留等 研究 J 赶毗胰组 

织热缺血45 ̈m }罐流60mh,叫． q％瓜过氧化物 

的变化，f- f发 肘磬，Y；OD 乖̈辅酶 Q】0 ll 减轻慷 

缺m雨灌注揖伤 媾可能是通过政蓐 瘦循环，减 

少 l／l{IbH J L~]9钙策 ，保护线粒体功能 技抑制黄 

哗呤议化艇 生̈成．防止脂质过氧化荨j盒 实现 

的 

箍中汁 液是从我Ⅲ活I札化淤药物I 提取H1束 

的f『效成什 杨 #蓉等的 究结粜 ． 体外实验 

_l_， 对静忘缺轼／再特氧损伤下培养的人眙JL肾毛 

札管内皮细胞 柯保护作厢⋯；在大鼠腹 #动脉 

侈}』I硬化模型巾．证寅n可 l；；『敞消除辊 IfJ幕．减少 

弼 销化引起的搠付了 拒血瘀， 大阻模 l1_． 

可降低全血牯度，臧少血小板聚集．抑制血小扳 

拴素  ̂{3"XA：、释放 为进一步研究觞，̈ I射液 

n々抗 ‘ I_机 ．堆实验采川大鼠离佧心脏勾研究对 

象．4 牛 魅水作为保仟随，巾药复打 参注射液 

作为l 性 J吼．观察冷缺m不州H1』闶大l飘离体心叽 

酶活忭的变化 山 】 拄器官保行过程中，缺血刺m 

现f 损伤几乎 引起组织学的_啦．竖．然l 在缺血再 

滞注jfl】 J起的细胞撷害 灶严重的 回此，戕 J 

_采Hj酶 【宝-{化学 色沾，面立上舰察心肌 嗨活性的变 

化轭r解心⋯【的受损情况 
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我们知道，缺氧时 SDH、CCO等有氧代谢酶系 

活性将下降，酵解酶 LDH活性将代偿性增高。本实 

验发现，冷缺血 72h后，SDH、CCO等有氧代谢酶系 

和 LDH酵解酶活性均下降，不符合缺氧所致酶活性 

改变。其机理在于 LDH是胞浆的可溶性酶，质膜损 

伤后，其扩散出细胞，导致酶活性下降，因此，LDH 

活性下降说明细胞质膜受损 J。在 5种酶中，ALP 

的变化出现最早，在冷缺血 24h就能见到该酶活性 

明显下降，该酶存在于具有活跃转运功能的血管内 

皮细胞上，说明血管内皮细胞对缺血最敏感。从加 

入益生注射液后的冷保存结果来看，该药对离体心 

肌冷缺血损伤具有保护作用，特别是心脏的血管内 

皮细胞。 

由此可见，冷缺血可引起离体心肌损伤，其中血 

管内皮细胞对冷缺血损伤最敏感，益生注射液对离 

体心肌冷缺血损伤具有保护作用。 

参 考 文 献 

[1]王伯云，李玉松，黄高异，等，编著．病理学技术[M]．北 

京 ：人民卫生出版社，2000；236—240． 

『2]Azuma H，Nadeau K，Takada M，et a1．Cellulur and mo· 

lecular predictors of chronic renal dysfunction after initial ische— 

mia／reperfusion injury a single kidney[J]．Transplantion，1 997； 

64(2)：190． 

[3]夏穗生，主编。临床移植医学[M]．杭州：浙江科学技术 

出版社．1999；95—103． 

[4]张 昱，王绵之，黄启福，等．复方丹参片对大鼠心肌缺 

血再灌注损伤 的保 护作用 [J]．河南 中医药学刊，1997；12 

(6)：15． 

[5]李幼生，黎介寿，李 宁，等．丹参对低温保存小肠的保 

护作用．中华实验外科杂志[J]，1997；14：178． 

[6]杨华蓉．中药注射液 A、B抗移植物慢性失功机理研究 

[J]。华西医科大学研究生学位论文。2000；5． 

[7]步 宏，陈卫国，刘于宾 ，等．益生注射液抗大鼠腹主动 

脉移植硬化 的实验研究[J]．华西药学杂志，2000；15(3)： 

185． ． 

[8]杨华蓉，陈嘉珏，蔡绍晖，等．YMA注射液对大鼠血液流 

变学的影响[J]。华西医科大学学报，2000；31(2)：230． 

[9]程微波，程 滔．̂，一射线照射所致肝组织损伤性质的 

观察[J]．华西医科大学学报，2000；33(2)：183． 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

