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参附注射液预干预对大鼠心肌缺血／i#灌注损伤的保护作用 

陈玉培。，牟崇明 ，季道如 ，但 伶 ，龚文婷 ，马 英 

(重庆医科大学第二临床学院：1．麻醉科 ；2．病理科 ，重庆 400010) 

【摘 要】目的：研究参附注射液(sF)对大鼠心肌的保护效应与 HSP 0的关系。方法：采用整体缺血再灌注(I／R)模型，35只大 

鼠随机分为假手术组(C组)、I／R组 2组、SF组 2组，心肌缺血 40min再灌注 30min或 120min检测血流动力学参数 ，心肌 

MDA含量、,SOD活性、HSPT0的表达及超微结构。结果：与I／R组比较：SF组的LVsP、±dp／d／max均升高而LVEDP降纸(P 

<0．05)；I／R120min后 SF组 ,SOD活性增加、MDA含量减少(P<0．05)、HSP70的表达增强(P<0．05)；电镜显示 SF组 的心肌 

损伤程度均轻于 I／R组。结论：参附对 I／R心肌的保护效应与其抗氧自由基及抗脂质过氧化反应作用和促进 HSP70的表达有 

关。 
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Protective effect of shenfu precOnditjOning 

on myocardium against ischemia——reperfusion injury in rats 
CHEN Yupei．el al 

(Department ofAnesthesiology，the Second College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To study the relationship between the protective effect of shenfu parenteral solution(SIc)on myocardium in rats 

and HSP70．Methods：To establish general i~hemia reperfusion(I／R)mode1．Thirty—five healthy white rats were divided into five 

groups randomly：shanl operation group(group C)，I／R30 group(including 2 groups)，SF group(including 2 groups)．After myocardial 

ischemia lasting for 40min，then reperfusing for 30min or 120min．To detect hemodynamic parameter，myocardium MDA content，SoD 

activity，HSP70 expreaqion and u[trastructure were examined ．Results：Compare with I／R group：LVSP and ±dp／d／max rose up，how— 

ever，LVEDP decreased(P<0．05)in SF group．After mycocardial i~hemia lasting for 120min，SOD activity in SF group increased， 

MDA content decreased(P<0．05)and HSP70 expre~sion reinforced(P<0．05)．Electron microscope showed myocardium injury was 

lighler in SF group than in I／R group．Conclusion：The SF protective effect on myocardium was connected with its anti oxygen—de— 

rived free radicals and anti—lipid peroxiaation re．slmnm，as well as with acceleration of HSP70 expression． 

【Key words】Shenfu；Myocardial i~hemia／reperfusion injury；Hemodynamics；Heat shock protein 

心肌缺血／再灌注损伤(ischemia reperfusion in— 

ury，IRI)是心脏缺血性疾病和心脏手术体外循环 

致病的病理生理基础，心肌缺血再灌注损伤的药物 

性干预及其作用机制的研究是一个热点，而中药对 

心脏保护作用的研究也愈来愈受到重视。参附注射 

液源自于祖国医学“回阳救逆”参附汤的中药配方， 

通过分离灭菌水溶液制成，其主要成分是人参皂甙 

和乌头碱。经临床研究证实，参附对各种休克、心力 

衰竭、心肌缺血以及室上性和室性心律失常有改善 
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治疗作用，但对其作用机理研究甚少。本研究通过 

研究参附对大鼠心肌缺血／再灌注损伤的影响，探讨 

其作用机制，旨在为临床用药提供理论依据。 

1 材料和方法 

1．1 药品与试剂 

参附注射液 ，雅安三九药业有限公司出品，规格 10ml／ 

安瓿 ，批号 030110；乌拉坦 ，化学醇，中国医药(集团)上海化 

学试剂公司，批号 020312；SOD、MDA、考马斯亮蓝蛋白试剂 

盒和抗鼠HSP 抗体均购于南京建成生物工程研究所 

1．2 动物及 实验仪 器 

健康成年Wistar大鼠，重庆医科大学实验动物中心提 
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供，雌雄不拘，体重 200～300g；DH一150动物呼吸机，浙江 

大学医学仪器厂：MPA心功能分析系统，上海生产；751GD 

紫外分光光度仪；透射电子显微镜。 

1．3 缺血 再灌注模型制作 

心肌缺血佴 灌注损伤动物模型：大鼠在腹腔注射20％ 

乌拉坦5~／kg的麻醉后，仰卧位固定于鼠台上，以针状电极 

插入右前肢和左后肢皮下，连续监测标准Ⅱ导联心电图；颈 

部正中气管切开术(第3、4气管软骨环问)作气管插管，连接 

动物呼吸机进行人工通气(潮气量8～lOml，呼吸频率 60～ 

70次／min)；分离右颈总动脉插入硅胶管，导管另一端通过 

压力传感器连接于 MPA心功能分析系统，然后缓慢插入导 

管至左心室，测定左 0室收缩压(1eft ventricular systolic lares— 

sue，LVSP)、左心室舒张末压 (1eft ventriculare end diastolic 

pros,sure，LVEDP)、左室内压最大上升速率(+dp／dtmax)和 

左室内压最大下降速率(一dp／dtmax)；分离颈外静脉并插入 

导管以备给药。沿胸骨左缘旁 0．5cm切开皮肤，剪断第 3、 

4、5根肋骨，进入胸腔，打开心包暴露心脏，在左心耳根部下 

缘 2mm处进针，用5／0无损伤缝合针穿过左冠状动脉前降 

支(LAD)下方的心肌表层，从肺动脉圆锥左缘出针穿线，待 

心电图恢复稳定 10min后记录正常参数，然后在 LAD表面 

穿线处置一双折的10号丝线活结结扎 LAD ，以造成左心室 

前壁缺血40min。然后松开活结，恢复左冠状动脉血液灌注 

30min和 120min。LAD 结扎成功标准_1j： 0电图显示ST段 

抬高、QRS波变高变宽和缺血心肌变为青紫色。LAD 再通 

成功标准：解开结扎线后 QRS波振幅逐渐回落、抬高的 ST 

段回落和缺血区心肌变红。 

1．4 实验分组 

大鼠随机分为 5组，每组 7只，假手术组(c组)：只穿线 

不结扎，静脉注射生理盐水 8ml／kg，观察 120min；参附 

30min组(SF30组)：在结扎前 15min静脉注射S~mi／kg，结 

扎冠脉40min，再灌注30min；参附 120min组(SF120组)：再 

灌注 120min，余同SF30组；生理盐水 30min。对照组(I／R30 

组)：在结扎前 15min静脉注射 NS 8ml／kg，结扎冠脉40rnin， 

再灌注30min；生理盐水 120min对照组(I／R120组)：再灌注 

120min，余l司I／R30组。 

1．5 观察指标及测定方法 

1．5．1 心肌组织 MDA含量及 SOD活性测定 实验结束后 

立即摘取心脏，置于 4℃的生理盐水中，剪取左心室前壁缺 

血和再灌注部位的心肌组织，横切成两份，一份切成 3～5块 

lmm×lmm×lmm大小，4％戊二醛固定 2～4h后，放人 

PBS缓冲液中送电镜室，标本经反复冲洗后，1％锇酸固定 

3h，酒精梯度脱水，环氧树脂渗透、包埋，超薄切片，醋酸铀和 

枸橼酸铅双染色后进行电镜观察超微结构变化；一份称重 

后，放人匀浆器中制成 10％的匀浆，3000r／min低温(4℃)离 

心 10～15min后抽取上清液，采用黄嘌呤氧化酶法测定 SOD 

活性，硫代巴比妥酸比色法测定 MDA含量，考马斯亮蓝法 

测定心肌匀浆上清液蛋白含量。 

1．5．2 血流动力学测定 采用 MPA分析系统测定冠状动 

脉缺血前、缺血后40min、再灌注后 30min、再灌注后 120min 

的心功能参数：LvSP、LVEDP、+dp／dtmax、 dp／dtmax。 

1．5．3 HSP70的测定 再灌注30min或 120min后取心肌以 

上缺血处横切2mm厚心肌，4％戊二醛固定 24h后脱水、浸 

蜡、切片、烤片，将切片放人鼠抗 HSP70抗体孵育2h(湿温)， 

经PBS洗约 10min后切片浸入生物索结合免抗鼠 IgG孵育 

20mm(37℃)，再经PBS洗后，再显色，以颜色棕黄为阳性细 

胞，用图象分析系统计算灰度值。 

1．6 统计学处理 

实验数据均以( ±S)表示，组问比较用单因素方差分 

析，以P<o．05为差异具有统计学意义。统计学处理应用 

SAS8．1软件完成。 

2 结 果 

2．1 参附对心肌缺血再灌注大鼠血流动力学的影 

响 

C组、I 组和SF组在结扎冠状动脉前的LVSP、 

LVEDP、±dp／dtmax无显著差异(P>0．05)；与 C组 比 

较：I／R组在缺血 40min、再灌注 30min后和再灌注 

120min后各时点的 LVSP、±dp／dtmax均明显降 

低，LVEDP均明显升高(P<0．05或 P<0．01)，尤 

以再灌注 30rain后最甚，提示心肌缺血可导致心功能 

低下，再灌注可加重心功能进一步降低；与 I／R组比 

较：SF组在缺血 40ITlin、再灌注 30min后和再灌注 

120min后各时点的LVSP、±dp／dtmax明显升高(P< 

0．05或P<0．01)，LVEDP均明显降低(P<0．05)，提 

示参附可以改善 I／R引起心功能低下时的血流动力学 

变化(见表 1)。 

2．2 参附对缺血再灌 注大 鼠心肌 SOD 活性和 

MDA生成的影响 

缺血再灌注各组与对照组比较心肌 SOD活性 

下降，MDA含量升高(P<0．05)；SF30组与 I／R30 

组比较，SO D活性和 MDA含量无差异(P>0．05)； 

SF120组与 I／R120组比较，SOD活性显著升高(P 

<0．01)，MDA含量显著下降(P<0．01)；SF120组 

与SF30组比较，SOD活性升高(P<0．05)，MDA 

含量显著下降(P<0．01)(见表2)。 

2．3 HSP70的表达 

C组、I 30组、SF30组与 I／R120组 HSP7n无 

统计学差异(P>0．05)，SF120组的 HSP7n与上述 4 

组比较有显著增加 (P<0．05)(见表 3)，且增多的 

HSP7 多分布于血管周围。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


222 一 重庆医科大学学报 2帅5年第3O卷第2期 cJournal of Chcrlgqlng Medical University 20|15 Vol 30 No 2} 

与C蛆比较： P<0 05一P<0[】1： 纽与 I．,／R组比较：▲尸<0 05 ▲‘P<0．()1 

表 2 各组大鼠心肌 ⅦM、SC,D的变化(}± ，H=7 

与 SF3[]min比较： JJ<c)．05 ‘ P<()01 与 

SF120min比较， P<0 05 P<0(1l 与对照组比 

较：Ap<0．05．A‘<0 Il1 

表3 各组HsP 的免疫组化的灰度值’比较 

组 别 HSP70 

C组 

I门 30组 

SF30组 

I／R120组 

SF120组 

187 40±41 30 

I82 50±l3 D7▲ 

176．45±l2 0t▲ 

172．24± I6．28A 

131 62 lI 85Ab- 

灰度值为反应免疫组化结皋的深浅程度，大级别分为 

0～255共256个等级，无单位，数值越小表示颜色越深．阳 

性程度越高；与C组比较‘P>0．05，‘▲<0．I)1 

图I 正常组，心肌细胞超微结构基本正常 

图2 [,q'L30组．心肌细胞肌丝不同程度溶解．以灶性溶解为 

主．偶见丈片溶解，线粒体明显肿胀 

圄3 SF30组。心肌细胞肌丝灶性溶解 肌禁厨扩张．线粒体 

轻度肿胀 

2 4 参附对缺血再灌注大鼠 肌超微结构的影响 

c组心肌超微结构基本正常，SF30组和 sPl 2() 

组线粒体轻度肿胀，肌丝灶性溶解，肌浆网扩张，问 

质毛细血管内皮细胞异染色质边集：I／R30组和 I／ 

R120组肌丝呈灶性或片状溶解，以片状为主，线粒 

体内室和外室明显肿胀，z线明 增粗(见图 l、2、 
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3、4、5) 

图4 I／RIIO组，肌丝不同程度溶解，以肌肌膜下为重，线粒 

体肿胀以外室为主。z线增粗呈团块状 

圈5 SFI20组。肌丝灶性溶解，肌浆羽轻度扩张．z线轻度 

增粗．线粒体基本正常 

3 讨 论 

心肌缺血再灌注损伤是心脏缺血性疾病和心脏 

外科手术围术期常见的一种病理生理现象，其损伤 

机制与氧自由基大量(OFR)释放、脂质过氧化以及 

细胞内钙超载等有关 因此探索药物性预于预对 

IRI的保护效应及其机制具有非常重要的意义 本 

研究以参附注射液为研究对象，观察其对 IRI的保 

护效应及作用机制。参附的主要成分是人参皂甙和 

乌头碱，研究报道，参附注射液对心、肾、脑缺l札／再 

灌注损伤，难治性内毒素休克肺损伤具有保护作 

用 2～5。 

+dp／dtmax在一定程度上反映室壁张力的变 

化速度，它受心脏的前后负荷影响较大，受， 且儿收缩 

力影响强，是评价心肌收缩性能的重要指标；一dp／ 

dtrnmxm指等容舒张期左室压力下降最大速度，其 

主要受心肌收缩和舒张的影响；LVEDP代表左心 

室前负荷，其大小取决于心室收缩前的同心皿量及 

心脏排血功能。通常 当心肌收缩陀能受到抑制时， 

±dp／d[max降低，L％rEDp升高。本文研究发现，大 

鼠心肌 I／R后，LVSP、±dp／dtmax均明显降低， 

LvEDP均明显升高，提示 I／R可引起心功能低下， 

而采 【}=『参附注射液干预后，LVSP、 dp／drinax比单 

纯 I／R组均明显升高，I VEDP明显降低，说明参附 

_口丁以改善 IdR引起心功能低 F时的血流动力学变 

化，对心肌的 IAR损伤具有明显的保护效应 

丙二醛(MDA)是OFR与细胞膜中多价不饱和 

脂肪酸发生过氧化反应的产物 其含量高低可间接 

反映OFR的浓度，因而通过测定心肌组织 MDA含 

量可间接反映OFR活性 SOD是崮l织的一种抗氧 

化酶，能使OFR发生歧化生成H， ．使脂质过氧化 

物生成减少，而免除对组织细胞的破坏和损伤 本 

文研究显示．参附注射渡干预组中s(∞ 活性比 I／ 

R120组显著升高，MDA含量显著下降．并且电镜显 

示 I／R心肌细胞线粒体的肿胀、肌丝溶解、肌桨网 

的扩张以及毛细血管内皮细胞的损伤程度均比理盐 

水组轻，提示参附具有扰氧自由基和抗脂质过氧化 

作用，能一定程度地减轻心肌的缺血再灌注损伤 

HSP是生物界广泛存在的具有高度同源性的 

一 组应激蛋白，根据分子量的大小主要分为HsP 、 

Hs 、̈HsP∞以及小分子 HSP4个家族，HSP7口是其 

中最丰富的一种，具有“分子伴侣”(molecular chap 

ei'0nes)的作用 在应激状态下，可结合于新生多肽 

或蛋白质，使之处于正常构象，使受破坏的蛋白质解 

聚，重新折 叠成生物 活性 蛋 白。大 量实验证明 

Hs 对心肌缺血再灌注损伤具有良好的保护效 

应 本实验采用HSP7 的单克隆抗体行免疫组 

化检查，假手术组、l／R30组、I／R120组和 SF30组 

的表达呈弱阳性，而SFI20组HSPTo表达明显增强， 

提示参附可促进 I／R心肌细胞 lISP70的表达上调， 

并且在再灌注 2h后更明显，因此，促进 HSP7n表达 

也可能是参附对心肌 I／R损伤具有保护作用的机 

制之一：本实验同时观察到SFI20组表达的HSP-~o 

多集中在血管周围，}『a】Il7J等观察到地塞米松可促 

进Hs ． 的表达，Udelsman[9]观察到循环系统(动脉 

和静脉)HSP7 部分为垂体促肾上腺皮质激家所调 

节。因此，可以推测参附促进 HSPv． 表达增多可能 

是通过垂体途径实现．： 

(下转第288页) 
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因此 ，在使用 Apofix进行固定时，应对其适应 

征进行仔细的选择。对于各种原因引起的寰枢椎不 

稳及牵引后能完全复位的寰枢椎脱位病例均可选择 

Apofix进行固定。本组 17例寰枢椎不稳及脱位患 

者，除2例指征选择不当造成 1例死亡，1例寰椎再 

脱位外，其余病例随访 3～24个月，均获得了较满意 

的结果 
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综上所述，参附注射液对大鼠的心肌缺血再灌注损 

伤具有明显的保护效应 ，其机制可能与其抗氧自由 

基及抗脂质过氧化反应作用和促进 HSP7 的表达有 

关。至于是否还有其它的作用机制，尚有待进一步 

研究。 
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