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益心口服液药物预处理对大鼠心肌缺血再灌注损伤的影响
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摘要:目的:研究益心口服液药物预处理对大鼠心肌缺血再灌注损伤的保护作用。方法:设正常、假手术、缺

血再灌注、经典缺血预处理及益心口服液组, 观察各组大鼠的血流动力学以及心肌细胞内钙离子浓度变化。
结果: 经典预处理组、益心口服液组再灌注 60min后 L VSP、� dp / dt 均显著高于缺血再灌组( P< 0. 05) ;预

处理组再灌注 60m in后 L VSP、� dp / dt 均显著高于益心口服液组( P< 0. 05)。经典预处理组、益心口服液

组钙离子浓度低于缺血再灌注组( P< 0. 05) ,益心口服液组钙离子浓度高于经典预处理组( P< 0. 05)。结
论:益心口服液预处理对大鼠心肌缺血再灌注损伤具有一定保护作用,部分机制可能是减轻心肌细胞内钙离

子超载所带来的损害。
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Pharmacological preconditioning of Yixin Oral Liquid ( YOL) during myocardium

ischemia and reperfusion in rat
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ABSTRACT:OBJECTIVE:To invest igate the protective mechanism of YOL on ischem ia/ reperfusion ( I/ R) my-

ocardium.METHODS:48 male SD rats, weighting ( 260 � 30) g, were divided into 6 groups. They were normal control,

I/ R, classical ischemic precondition ( C- IPC) , sham- operated, Isosorbide dinit rate and YOL. The intracellular calcium

concentration of the cardiomyocyte and hemodynamic changes were measured in all groups. RESULTS: L VSP、� dp / dt

in C- IPC and YOL tread w ith ischemia 30 min and followed by reperfusion 60 min were obviously higher in I/ R( P<

0.05) while L VSP、� dp / dt of C- IPC was alsodefinitely high compared with YOL( P< 0. 05) . The intracellular ca-l

cium concentrat ion in C- IPC andYOL were lower in I/ R( P< 0. 05) , while [ Ca
2+

] I of YOL was increased in C- IPC

( P< 0. 05) . CONCLUSIONS:Yix in oral Liquid( YOL) precondit ioning can protect the myocardium from I/ R. The pos-

sible protective mechanism may be due to decrease calcium overload in cardiomyocyte.

KEYWORDS:YOL; hemodynamics; calcium

� � 近年研究发现, 心脏一次或多次短暂缺血后,对

随后长时间的更为严重的缺血再灌注损伤的耐受性

明显增加,但经典缺血预处理由于本身对机体是一种

创伤,因此很难在临床广泛应用。本次实验通过监测

血流动力学指标及测定心肌细胞内钙离子浓度, 比较

药物预处理与经典预处理二者的疗效,为寻找一种能

使心肌长期处于预处理状态的药物打下基础。

1 � 材料和方法

1�1 � 动物分组

雄性成年 SD 大鼠体重( 260 � 30) g, 由上海中

医药大学动物实验中心提供。随机分成 5组,每组

8只。 �正常组、假手术组、缺血再灌注组、经典预
处理组:每日灌胃 2ml饮用水 1 次; � 益心口服液

组:每日灌胃 2ml益心口服液 (每 ml 含生药 6g ) 1

次。造模前连续喂药 3wk, 末次给药后 1h造模。

1�2 � 模型复制
参照文献造模

[ 1]
, 大鼠用 20% 乌拉坦 ( 1. 6g/

kg)腹腔和注射麻醉,仰卧位固定于手术台上,气管

插管行人工机械通气 (频率 54次/ min, 流量 2ml/

100g)。然后于胸骨左缘第三肋间开胸,剪开心包,

在主动脉圆锥与左心耳之间用 5- 0 号线穿过冠状
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动脉左前降支。假手术组只穿线, 不结扎,缺血再灌

注组结扎 30min,再灌注 60min, 经典预处理组按经

典Murry法结扎 5min, 再灌注 5m in, 反复 4次, 以

后处理同缺血再灌注组。

1�3 � 主要试剂及仪器
Fura- 2/ AM( 500�g,美国Sigma公司) ; 胶原酶

II 型 ( 358IU / mg, 美国 Worthington Biochemical

Corporat ion公司) ; 血流动力学系统( F2- 98型三道

前置放大器,第二军医大学) ;荧光分光光度计( F-

4500型,日本 HITACHI公司)

1�4 � 血流动力学测定
心脏穿线后稳定 5min, 分离股动脉,插管经压

力换能器, 通过 F2- 98型三道前置放大器, 测定动

脉压; 分离右颈总动脉, 肝素化导管后左心室插管,

分别于结扎前、结扎第 30min、再灌注第 60min记录

SBP、DBP、MBP H R、L VSP、� dp / dt。

1�5 � 大鼠心肌细胞内钙离子测定[ 2~ 4]

实验完毕, 用 Langerdrof f 法进行心脏逆行灌

流。先用无钙的 K - H 液( NaCl 118, KCl 4. 74,

KH2PO4 1. 2, MgSO4 7H2O 1. 2, CaCl2 2H 2O 1. 0,

NaHCO3 25, Glucose 10)恒压灌流 5min ( 6 ~ 8ml/

min) ,然后用含 50�m CaCl2、0. 1% II 型胶原酶的 K

- H 液恒压灌流 30min, 取下心脏,剪去心房和大血

管组织, 用含 0. 1% II 型胶原酶、50�m CaCl2、1%

BSA的 K- H 液恒温震荡消化心肌组织,连续 3次,

200目筛网过筛, 500r/ min离心 5min, 逐步提高钙

离子浓度。最后以 K - H 液悬浮,台盼蓝排斥试验

检查, 细胞存活率 85%以上。心肌细胞悬液中加入

Fura- 2/AM (终浓度 5�m) , 37 � 恒温震荡孵育

40min,负载后用 K- H 液洗涤并调整细胞数 10
6
~

107/ ml。上机检测采用发射光波长 510nm, 激发光

波长 340nm、380nm, 激发光栅 5nm, 发射光栅

10nm,最大值通过加入 10% Triton- X- 100测得,

最小值通过加入 120mMEGTA 测得, 根据公式计

算: [ Ca2+ ] i = Kd ( F - Fmi n ) / ( Fmax - F ) Kd =

224nmol/ L

1�6 � 统计学方法
统计学处理采用单因素方差分析 q 检验。

2 � 结果

2. 1 � 各组大鼠心肌细胞内钙离子浓度的比较(见表

1)

结果表明:缺血再灌注组、经典预处理组和益心

口服液组的钙离子浓度明显高于假手术组、正常组

( P< 0�01) ,而经典预处理组、益心口服液组钙离子
浓度低于缺血再灌注组 ( P< 0�05) ,益心口服液组
钙离子浓度高于经典预处理组( P< 0�05)。

表 1 � 各组大鼠心肌细胞内钙离子
� � 浓度的比较( �x � s )

组别 n 钙离子浓度( nmol/ L)

正常组 8 154 � 32

假手术组 8 175 � 47

缺血再灌组 8 619 � 51*

经典预处理组 8 328 � 28* �

益心口服液组 8 463 � 82* �#

* 与正常组相比 P < 0. 01;� 与缺血再灌组相比 P < 0. 05; # 与经典

预处理组相比 P < 0. 05。

2�2 � 各组大鼠血流动力学指标比较(见表 2, 3)

表 2 � 各组大鼠血流动力学比较(一) ( �x � s, n= 8)

各组 时间点( min) SBP( kPa) DBP( kPa) MBP ( kPa) HR (次/ min)

假
手
术
组

前 16. 9 � 3. 3 8. 4 � 1. 1 11. 1 � 1. 2 422 � 59

30 17. 0 � 3. 5 8. 1 � 1. 0 11. 1 � 1. 6 402 � 44

60 17. 3 � 5. 1 7. 7 � 1. 1 10. 9 � 2. 3 459 � 53

缺
血
再
灌
组

前 14. 2 � 5. 9 7. 1 � 1. 6 9. 5 � 2. 2 448 � 42

30 13. 5 � 3. 3 7. 2 � 2. 6 9. 3 � 1. 8 453 � 59

60 7. 9 � 2. 3* 4. 16� 1. 67* 5. 4 � 1. 4* 433 � 38

预
处
理
组

前 16. 2 � 2. 5 7. 47 � 1. 50 10. 4 � 1. 8 400 � 46

30 16. 3 � 2. 9 6. 99 � 2. 06 10. 1 � 1. 9 422 � 42

60 13. 1 � 3. 4 5. 45 � 3. 28 7. 9 � 3. 1 345 � 120

中

药

组

前 15. 5 � 1. 9 6. 70 � 1. 58 9. 5 � 1. 4 381 � 51

30 16. 6 � 4. 3 8. 45 � 2. 77 11. 2 � 2. 8 414 � 27

60 12. 3 � 3. 7 6. 22 � 1. 94 8. 3 � 2. 3 393 � 116

* 与结扎前比较, P < 0. 05
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表 3 � 各组大鼠血流动力学比较(二) ( �x � s , n = 8)

组别
时间点

( min)
L VSP ( kPa) � + dp / d t � - dp / d t �

假
手
术
组

前 22. 4 � 2. 7 1471 � 268 899 � 165

30 21. 2 � 2. 4 1432 � 470 762 � 165

60 21. 3 � 2. 9 1552 � 411 765 � 228

缺
血
再
灌
组

前 21. 2 � 2. 8 1407 � 379 788 � 189

30 18. 5 � 2. 4 1192 � 379 686 � 217

60 11. 1 � 3. 1* 681 � 363* 447 � 184*

预
处
理
组

前 19. 8 � 1. 2 1239 � 185 652 � 82

30 19. 1 � 1. 0 1262 � 356 744 � 329

60 15. 8 � 1. 8* � 887 � 376* � 541 � 381* �

中

药

组

前 20. 8 � 2. 7 1524 � 193 884 � 243

30 21. 6 � 1. 5 1642 � 148 895 � 278

60 17. 4� 3. 8
* �#

1159 � 344* �# 701� 244
* �#

* 与结扎前比较 P< 0�05; �与缺血再灌组比较 P< 0� 05; # 与预处理组

比较 P< 0� 05

结果表明: 除缺血再灌组再灌注60min后 SBP、

DBP、MBP 明显下降 ( P < 0�05) 外, 其余各组间

SBP、DBP、MBP、HR 及各时间点均无显著差别( P

> 0�05)。缺血再灌组、预处理组、益心口服液组再
灌注 60min后 L VSP、� dp / dt 均显著低于结扎前

( P< 0�05) ; 预处理组、益心口服液组再灌注 60min

后 L VSP、� dp / dt 均显著高于缺血再灌组 ( P <

0�05) ;预处理组再灌注 60min后 L VSP、dp / dt 均

显著高于益心口服液组( P< 0�05)。
3 � 讨论

1986年 Murry等在给犬进行冠脉阻塞实验时

发现多次的短暂缺血发作可以减轻心肌对随后发生

的缺血再灌注损伤, 从而提出了缺血预处理的概念。

1990年 Deutsch首先发现人类重复血管球囊扩张可

诱发心肌缺血预处理。预处理的保护机制目前尚未

十分清楚,认为可能与内源性保护介质(如腺苷、肾

上腺素等)产生增加有关。本试验的目的在于比较

中药药物预处理与经典预处理二者的疗效, 为临床

寻找能使心肌长期处于预处理状态的药物, 从而达

到抗心肌缺血的作用。

益心口服液由黄芪、益母草、红花及川芎组成,

既往的临床与动物试验均证明其对于冠心病心肌缺

血有较好的防治作用
[ 5]
。本次实验发现益心口服

液组、经典预处理组大鼠缺血再灌 60m in后 L VSP、

� dp / dt 均显著高于缺血再灌组,表明二者能较好

地改善缺血再灌注大鼠心功能。另外, 经典预处理

组血流动力力学各项指标均明显高于中药组, 与以

往文献报道相似,也证实了经典预处理是最有效的

抗心肌缺血的保护措施。实验证明
[ 6, 7]
心内膜内皮

细胞有增强心肌收缩的功能,这种调节作用表现为

钙离子依赖性。即在低钙时作用显著, 随着细胞内

钙浓度的增加而逐渐减弱, 在所谓钙饱和浓度时,调

节作用消失, 可能是通过影响心肌收缩蛋白对钙的

敏感性产生的[ 8]。本次试验还利用荧光指示剂 Fu-

ra- 2测定大鼠心肌细胞内的钙离子浓度的变化,发

现益心口服液组、经典预处理组大鼠,在经历了缺血

再灌注损伤过程后,其细胞内 Ca2+ 浓度明显低于缺

血再灌注组,说明益心口服液、经典缺血预处理可缓

解大鼠急性心肌缺血再灌注损伤时 Ca2+ 的内流,减

轻细胞内 Ca2+ 超载。其可能机理一方面与黄芪皂

甙减轻心肌细胞内钙聚集、保护钙泵功能有关, 另一

方面,川芎嗪有抑制胞内贮存 Ca2+ 的释放, 且能阻

止细胞外 Ca2+ 内流[ 9~ 12]。但经典缺血预处理是通

过何种途径减轻细胞内钙离子的,目前还不清楚,这

也是我们下一步研究的内容。
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