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利心冲剂对心力衰竭大鼠模型的氧化应激和

凋亡相关基因的影响

高!想!蒋日磊!蒋凤荣!唐艳芬!姜卫东!张锋莉

摘!要!目的!探讨利心冲剂调控心力衰竭大鼠模型氧化应激抗细胞凋亡的分子机制" 方法!实验分组'正常组(模型组(

卡托普利治疗组(利心冲剂低剂量组(利心冲剂高剂量组" 腹腔注射阿霉素#F.5$*KP>\P!每 * 天 " 次!共 $ 次!复制大鼠心力衰

竭模型!左心室插管术测定血流动力学指标+血清学检测氧化指标 CU.

"

(2.F+53N;IMK3/?5检测氧化应激及凋亡相关基因

CU.

"

(/-?_"

*

和 ]G;_+(]Ǹ" 结果!利心冲剂治疗组和模型组比较!形态学显示心肌细胞变性坏死明显减轻+左心室收缩内

压显著升高+氧化应激相关指标 CU.

"

(/-?_"

*

升高(2.F降低+凋亡相关基因 ]G;_+ 升高(]Ǹ>]G;_+ 降低+均有显著性差异

#%l&<&*$" 结论!利心冲剂调控氧化应激相关基因 CU.

"

(/-?_"

*

!降低凋亡相关基因 ]Ǹ>]G;_+ 表达!减轻心肌细胞凋亡!

改善心脏收缩与舒张功能"

关键词!利心冲剂!心力衰竭大鼠模型!氧化应激!凋亡相关基因
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#]G;_+K5=F$N84 :̀M4MNIMS36IR366#CU.
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!!慢性心力衰竭#GVR:8MGV3NRITNM;7R3!?DY$是一种

复杂的临床症状群!是多种心血管疾病的终末阶段!

其发病率和病死率较高" 近几年!在中医理论指导下

组成的利心冲剂!经对临床多种原因引起心力衰竭的

治疗观察!其能减轻症状!提高疗效!改善患者生活质

量
,"-

" 但其作用机制尚不明确" 本实验主要通过利

心冲剂对心力衰竭模型氧化应激及凋亡相关基因

CU.

"

(/-?_"

*

(]Ǹ>]G;_+ 的影响!探讨其对抗心

力衰竭的分子作用机制"

材料与方法

"<药品与试剂'利心冲剂主要由黄芪(黄精(补骨脂(葶苈

子等组成!江苏南通市中医院提供+阿霉素!深圳万乐药业有

限公司生产#批号'&*&*&$"$!卡托普利!中美上海施贵宝制药

公司生产#批号'&$&)H+$" 抗体由美国 ]u5提供!引物由上

海生物工程公司提供!CU.(2.F试剂盒由南京建成生物工程

公司提供" 其他化学试剂均为分析醇"

+<动物分组及造模'取 *& 只 XM6INR大鼠适应性喂养 ' 天

后!随机取 "& 只#雌(雄各半$作为正常组!腹腔注射等体积生

理盐水!给药容积同阿霉素 #F.5$" 余 (& 只大鼠用 F.5造

模!用药量 (KP>\P!每 * 天注射 " 次!共 $ 次" 末次 F.5给药

+(V 后!随机选取模型鼠 + 只!断头处死!取出心脏!用预冷

&W#,生理盐水冲洗!取左心室心肌部分!以 "&,甲醛固定!

DH染色!光镜下观察确认造模成功后!再将所余大鼠随机分

为心力衰竭模型对照组(卡托普利治疗组#&<&(*KP>"&&P$(利

)#()
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心冲剂低剂量治疗组 ,+&P># \P) 4$-(利心冲剂高剂量治疗

组,(&P>#\P)4$-" 各组均精饲料喂养!自由饮水"

$<给药方法'卡托普利治疗组(利心冲剂低剂量组(利心

冲剂高剂量组造模后次日开始灌胃给药!连续给药 +" 天"

(<观察项目及检测方法'#"$症状观察'观察大鼠活动度(

呼吸程度(毛发光泽(水肿(死亡等!隔日称体重并记录" #+$

心功能测定'实验结束后!禁食 "+V!麻醉后手术游离右侧颈总

动脉!经右侧颈总动脉插入心室插管#充满 ",肝素$!通过压

力传感器换能!连接至 52_%&&& 型多导生理记录仪!记录左

心室收缩压#L9C/$!左心室舒张末期压#L9H./$" #$$病理

学检查'给药结束后!放血处死大鼠!取左心室心肌部分!以

"&,甲醛固定!常规石蜡包埋!病理切片!DH染色!光镜观察"

#($血清学检测超氧化物歧化酶#CU.

"

$(丙二醛#2.F$ 给药

结束后!取血清!按南京建成 CU.(2.F试剂盒说明书操作"

#*$53N;_IMK3/?5定量检测氧化应激相关基因超氧化物歧

化酶#CU.

"

$(过氧化物酶体增生物激活受体协同刺激因子 _

"

*

#/-?_"

*

$!凋亡相关基因 ]G;_+(]Ǹ的 K5=F表达" 取

新鲜心室组织!总 5=F的提取!采用 /R:K3PN公司试剂盒提取

总 5=F!紫外线扫描定量" /@_/?5以 U;MP:#.@$为引物!加

入总 5=F"

0

P!'+p "&KM8 后!依次加入无 5=N63水!"& n5@

E7TT3R! +*KK:;>L2P?;

+

! +*&

0

K:;>L4=@/6! 5=N6M8 和 F29

反转录酶!反应体系为 +&

0

;!(+p保温 "*KM8 生成 G.=F!在 )

联管中加入 Cf]5-R338'<*

0

;!引物#]G;_+(GN63ON63$(CU.

"

(

CU.

+

(/-?_"

*

$&<%

0

;!G.=F+<*

0

;!无 5=N63水 (<(

0

;在 R3N;

IMK3/?5仪上扩增" 比较 ?I法#

&&

?I法$分析结果" 实验

所用引物如下#表 "$"

表 I6实验所用引物

上游引物 下游引物

CU.

"

*o_?FF-?--@-FF??F-@@-@-_$o *o_@-F--@??@-?F?@--@F?_$o

/-?_"

*

*o_F-??-@-F??F?@-F?FF?-F-_$o *o_-?@-?F@--@@?@-F-@-?@FF-_$o

]G;_+ * _F-?-@?@@?F-F-F?@-??F-_$ * _?F????@--?F@?@@?@??@@_$

]Ǹ * _@?F-???F@?@@?@@??F-F@--@_$ * _??F??F-?@?@-FF?F-@@?F@-F_$

)

_NGIM8 * _F@?F@-@@@-F-F??@@?FF?_$ * _@@?F@?@@?F@--@-?@F--F_$

!!*<统计方法'CC/C ;̂<& 统计软件对所得结果进行处理!数

据用均数 J标准差# J̀/$表示!组间差异采用单因素方差分

析!计量资料用 "检验"

结!!果

"<心肌细胞病理学变化'正常对照组心肌细胞形

态正常!胞质纹理清晰+模型组部分心肌细胞水肿!脂

肪变性!部分心肌细胞肌坏死(间质出血+利心冲剂高

剂量组心肌细胞排列紧密!胞质纹理清晰!无明显变

性坏死" 表明利心冲剂治疗后减轻了 F.5对心肌细

胞的毒性!心肌细胞的变性坏死明显改善!从而使心

肌功能改善#图 "$"

图 I6实验各组心肌细胞形态学改变
!

!!+<大鼠心力衰竭各组血流动力学的测定# J̀/$

表 +" 阿霉素作用后左心室收缩压(左心室舒张末期

压发生明显的改变!利心冲剂治疗后改善心脏的动力

学!以阳性药物与高剂量最为明显#%l&<&"$"

$<大鼠心力衰竭各组氧化应激相关基因 CU.

"

(

/-?_"

*

的改变!见图 +" 阿霉素作用后 CU.

"

与

/-?_"

*

明显降低 #%l&<&" $!利心冲剂治疗后

CU.

"

与/-?_"

*

明显升高 !以高剂量最为明显 #%

表 !6实验各组血流动力学的测定

组别
动物数

# *$

左心室收缩压

#KKDP$

左心室舒张末期压

#KKDP$

正常组 "& "%#<$$ J%<%* (<'$ J&<$*

模型组 "&

"&#<* J*<&#

$

"#<(+ J"<("

$

卡托普利治疗组 "&

"%$<"' J#<##

$$

"+ J&<#"

$$

利心冲剂低剂量组 "& "()<$$ J%<&+ ")<" J&<(*

利心冲剂高剂量组 "&

"*$<%' J%<*%

$$

#<"' J&<'*

$$

!!与正常组相比较!

$

%l&<&*+与模型组相比较!

$$

%l&<&"

)&*)
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l&<&"$" 利心冲剂能改善心肌细胞的氧化压力!从

而减轻细胞的损伤"

(<大鼠心力衰竭各组血清氧化应激指标 CU.

"

(

2.F的改变!见图 $" 阿霉素作用后 CU.

"

明显降

低(2.F明显升高#%l&<&*$!促进 5UC 在心肌细胞

中聚积!增加细胞损伤+利心冲剂治疗后 CU.

"

明显

升高(2.F明显降低!以高剂量最为明显#%l&<&*+

%l&<&"$!减轻 5UC 对心肌细胞的损伤"

*<大鼠心衰各组凋亡相关基因 ]G;_+(]Ǹ>]G;

_+ 的改变!见图 (" 阿霉素作用后 ]G;_+ 明显降低

#%l&<&"$+]Ǹ>]G;_+ 比值 k"!促进细胞凋亡+利

心冲剂治疗后 ]G;_+ 明显升高!以高剂量最为明显

#%l&<&"$!]Ǹ>]G;_+ 比值 l"!抑制心肌细胞凋

亡"

图 !6实验各组氧化应激相关基因 2@9

I

#<4BAI

"

*1V:表达量

!

图 J6血清比色法检测 2@9

I

#F9:的变化量

!

图 K6实验各组凋亡相关基因 >,'A!#>(MO>,'A! *1V:的变化量

!

讨!!论

中医文献中无心力衰竭之病名!但从其临床表现

看!当属%心悸&(%喘证&(%水肿&等病证范畴" 多数

研究者认为本病属本虚标实之证!本虚为心气虚(心

阳虚!标实为血瘀(水阻(痰饮" 基于以上认识!以益

气补肾利水为法则!组建利心冲剂治疗心力衰竭!取

得了满意的疗效!临床血清检测 ]=/明显降低!心功

能得到恢复!为了进一步阐明利心冲剂的分子作用机

制打下良好的临床基础" F.5属葱环类化合物!在

体内代谢过程中!主要通过细胞色素/(*& 酶及=F.[

/D依赖的氧化还原循环反应途径产生 5UC!5UC 首

先破坏心肌细胞膜!引起膜流动性和完整性的改变及

心脏的脂质过氧化作用!同时损伤线粒体(肌质网(溶

酶体等亚细胞器!最终引起细胞死亡!F.5复制心力

)"*)

!!医学研究杂志!+&"& 年 % 月!第 $# 卷!第 % 期 !论!!著!!



衰竭模型已经得到公认
,+-

" 实验结果显示!F.5作

用后!大鼠的毛发(体重均与正常对照组有明显的差

异+$ 周后心功能检测(心脏病理学观察发现心肌有

变性以及坏死病理改变!与正常对照差异明显!为进

一步研究药物作用机制提供基础"

凋亡是缺血和非缺血性心肌病心肌细胞死亡的

形式之一!在 ?DY的发生发展中起到重要作用
,$-

"

]Ǹ与 ]G;_+ 是一对常用的促凋亡和抗凋亡基因!

]Ǹ>]G;_+ 代表凋亡程度!当值在大于 " 时!促进心

肌细胞凋亡" 当值在小于 " 时!抑制心肌细胞凋亡"

模型组病理形态学显示!心肌细胞呈一定量的凋亡!

心脏室壁张力以及心脏指数的改变!凋亡相关基因

]G;_+ 明显降低!提示 F.5能过特定信号通路激活

凋亡家族基因诱导凋亡" 造模后经利心冲剂治疗后!

以上病理及病理生理学的改变均得到一定的改善!利

心冲剂减少心肌细胞凋亡!缓解心肌重构!改善心功

能!降低 ]Ǹ>]G;_+ 比值!从而使得线粒体的通透性

降低!?N6ON63# 释放减少!抑制线粒体依赖性凋亡信

号通路从而对心力衰竭心肌细胞起保护作用"

近年来!慢性心力衰竭的氧化应激机制和抗氧化

剂在慢性心力衰竭病变过程中的防治作用日益引起

关注
,(!*-

" 值得注意的是!细胞凋亡和氧化压力往往

交织在一起!不可分割" 当心肌细胞缺血时!激活心

肌细胞中 =F./D氧化酶 #=F./D :̀M4N636!=Uc$(

黄嘌呤氧化酶等产生 5UC!此外!凋亡可以引起免疫

细胞的激活从而产生 5UC" 实验结果显示!F.5增

高的 5UC 可促进 ?N

+ d

内流!上调 ]Ǹ的表达!线粒体

通透性转变孔的开放!?N6ON63家族的激活!导致细胞

凋亡+利心冲剂能增加心肌细胞以及血清中 CU.

"

的

活性!/-?_"

*

的表达!激活 A?/+ 和 A?/$ 的表达!

从而消除阳离子梯度(降低线粒体膜电位(减少线粒

体 5UC 的生成!加速5UC 的清除!减少心肌细胞的损

伤!改善心脏功能" 对于其作用的分子信号通路仍有

待于进一步的研究"
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生物荧光法检测结核分枝杆菌 :5<含量
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摘!要!目的!建立生物荧光技术检测结核分枝杆菌 F@/含量的方法并观察几种抗结核药物#异烟肼!利福平!乙胺丁醇!

链霉素!卡那霉素$的作用" 方法!结核分枝杆菌标准株 D$'5S的菌悬液!经高温裂解!提取 F@/!用生物荧光技术检测 F@/含

量" 条件稳定后!观察菌数和 F@/浓度的关系!以及加入不同浓度的抗结核药物后 " 周之内 F@/的动态变化" 结果!菌液加入

裂解液后 "&&p煮沸 )KM8!迅速降至室温!加入荧光素酶!$ 0*KM8 时测荧光值" 按上述步骤提取和测定时菌数和 F@/浓度成正

比关系" 含药液体培养情况' 随药物浓度增加!F@/量下降!培养至第 ' 天时!药物的敏感性可以初步进行判断" 结论!所建立

的生物荧光法检测结核分枝杆菌 F@/含量!具有简便(快速(敏感(可重复性强等特点!有望成为结核菌体外药敏试验的一种有

用的方法"
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