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补阳还五汤抗缺氧再给氧乳鼠心肌细胞
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内容提要 目的：观察含补阳还五汤的大鼠血清对缺氧+,-再给氧,-后新生乳鼠心肌细胞凋亡的抑制

作用及对一氧化氮（!.）含量的影响。方法：采用/0012304567双标记方法（以流式细胞仪和897:/法）检

测细胞凋亡，以紫外分光光度法测定心肌细胞乳酸脱氢酶（9;<）释放水平，采用改良=>方法测定!.浓

度，用.-?@A@法测定硫代巴比妥酸（BC/D:）反应物质含量。结果：补阳还五汤药物血清能显著抑制心肌细

胞的凋亡及9;<释放，降低培养细胞上清液中!.和BC/D:水平，其效应呈剂量依赖关系。结论：补阳还

五汤具有抗缺氧再给氧心肌细胞凋亡作用，其机制与清除氧自由基和!.特性有关。
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临床研究表明补阳还五汤对脑血栓、脑动脉硬化、

冠心病等有确切疗效（(，+）。我们先前的研究工作发现，

补阳还五汤能抑制体外培养的大鼠皮层神经元的凋

亡，减 少 神 经 元 缺 氧 过 程 中 一 氧 化 氮（03LO3S"23X1，

!.）、氧自由基（"2VG10RO11O@X3S@MK，.\D）的生成，上

调NSM5+的表达（$）。本研究对补阳还五汤抗缺氧再给

氧所致心肌细胞凋亡及其机制进行了探讨。

材料与方法

( 药物与试剂 补阳还五汤（简称中药）由黄芪

(+’G 当归)G 地龙$G 赤芍)G 川芎$G 桃仁$G
红花$G等组成，常规煎药，浓缩至每毫升含生药+G，

药材购自广东省药材公司。;Y8Y培养液为E7C].
产品；胎牛血清为以色列 3̂NN>L_C13L<@1U1?公司产

品；<868:为\@OS"产品；蛋白酶 ^为 Y1O?产品；

/00123045\M">K（C"1-O30G1OY@00-13U）、碘 化 丙 啶

（67）、!/;6<、\/;、硝酸盐还原酶、!5奈乙胺、硫代巴

比妥酸、四乙氧基丙烷、磺胺、阿糖胞苷和溴化乙啶均

为:3GU@公司产品；其他试剂均为国产分析纯。
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! 含药血清制备 采用血清药理学实验方法制

备含药血清和空白对照血清（"）。补阳还五汤按临床给

药剂量与大鼠（雄性 #$%&’(大鼠，体重!)*!+**,，由

第一军医大学实验动物中心提供）体表面积换算成中

药低剂量组（-+,／.,），以此剂量的!倍为中药中剂量

组（!/,／.,），"倍为中药大剂量组（0!,／.,）；大鼠分组

后，按给药剂量灌胃1天，正常组灌胃同体积自来水，

末次 给 药 后"2，腹 主 动 脉 取 血，分 离 血 清，再 用

*3"0"4微孔滤膜过滤，0/5灭活+*4$6，分装，置7
!*5低温冰箱保存备用。

+ 缺氧再给氧心肌细胞模型 参照8’6’.’方

法（0），取新生#$%&’(大鼠（-!+日龄，第一军医大学实

验动物中心提供），109乙醇浸泡消毒，再以109乙醇

皮肤消毒，打开腹腔，取心室肌肉组织，*3*/9胰蛋白

酶消化，离心，细胞接种于含-*9胎牛血清和阿糖胞

苷的高 糖:;<; 培 养 液 中（09=>!、?09>!）培 养

")2，然后以含09胎牛血清不含酚红的低糖:;<;
培养基培养!"2后，将细胞置于?09@!、09=>!环境

中培养!"2，造成缺氧模型，然后变换培养条件（09
=>!、?09>!环境中）再给氧"2，造成缺氧再给氧心肌

细胞损伤模型。单纯缺氧模型为心肌细胞置于?09
@!、09=>!环境中培养!"2，但不予以再给氧。

" 实验分组 -组为正常对照组；!组为单纯缺

氧模型组；+组为缺氧再给氧模型组，以上+组均加

09空白对照血清；"组为缺氧再给氧加补阳还五汤大

剂量组：加09大剂量含药血清；0组为缺氧再给氧加

补阳还五汤中剂量组：加09中剂量含药血清；/组为

缺氧再给氧加补阳还五汤小剂量组：加09小剂量含

药血清。空白血清及含药血清均在造模前加入培养液

中，剂量为每个样本体积的09。

0 细胞凋亡的测定 用<ABCD法，以EFG2($6,G(
;’662G$4公司细胞凋亡<ABCD试剂盒检测细胞核

:@D断裂形成的单核小体和多核小体，操作方法参照

试剂盒说明书；以E$FHI’J"0*酶标仪于"*064波长

处测定样品光密度值，计算凋亡细胞富集因子（G6($K2H
4G6&L’K&F(，<M）。

/ 细胞凋亡D66GN$6OHPB双标记流式细胞仪检

测 参 照 文 献（/）的 方 法。细 胞 加 入 含 D66GN$6OH
MQFR%和PB的孵育缓冲液于"5孵育!*4$6，分别于

"))64波长处和0/*64波长处检测D66GN$6O和PB
标记的细胞，以不含D66GN$6O和PB的孵育缓冲液作

阴性对照，检测凋亡细胞百分率（9）。

1 A:S测定 采用中国科学院中生生物工程公

司A:S试剂盒，以EGK.4’6:TH/*"型紫外分光光度

计测定。

) @>测定 采用改良UR方法（1），!**"Q培养上

清与?*4T／4Q硝酸盐还原酶、*3!)44FQ／A@D:PS、

+044FQ／AMD:各-**"Q，*3-4FQ／AVS130的磷酸盐

缓冲液!**"Q于!05共同孵育-2，煮沸+4$6，加入等

体积的W($G%%试剂（!9@H奈乙胺、*3!9磺胺，-X-混

合），于/*5孵 育-*4$6，以E$FHI’F"0*型 酶 标 仪

00*64波长处测定其吸收值，以硝酸钠（*!!*64FQ／

A）为标准品，@>单位以"4FQ／A表示。

? 培养上清中硫代巴比妥酸反应物质（8EDIC）

含量测定 参照>2.’Y’法（)），用EGK.4’6:TH/"*型

紫外分光光度计于0+!64处测定其吸收值，以四乙氧

基丙烷（-*64FQ／4Q）为标准品，培养上清中8EDIC单

位以"4FQ／A表示。

-* 统计学方法 实验数据以CPCC)3*统计软

件包进行单因素方差分析和A:C法。

结 果

- 补阳还五汤对心肌细胞凋亡的抑制作用 见

表-。单纯缺氧（!组）!"2后，单核小体和多核小体

<M值和心肌细胞凋亡率增加（!!*3*0），再给氧"2（+
组）后，单核小体和多核小体<M值和心肌细胞凋亡率

进一步增加（与!组比较，!!*3*0），说明缺氧再给氧

可诱导心肌细胞凋亡。加入含补阳还五汤各剂量血清

后，单核小体和多核小体<M值和心肌细胞凋亡率均

下降（与+组比较，!!*3*0），且随着药物剂量的增

加，抑制作用增强，凋亡细胞数减少，说明<M值和心

肌细胞凋亡的抑制作用与含药血清中补阳还五汤的剂

量有关。

! 补阳还五汤对A:S释放的抑制作用 见表

!。缺氧再给氧后（+组），培养心肌细胞上清中A:S
水平显著升高（与!组比较，!!*3*0）。补阳还五汤

血清各剂量组A:S水平下降，其中补阳还五汤大、中、

小剂量与+组比较差异有显著性（!!*3*0），提示补

阳还五汤具有保护缺氧再给氧所造成的心肌组织损伤

的作用。

+ 补阳还五汤对@>和8EDIC的抑制作用

见表!。缺氧!"2（!组），培养心肌细胞上清中@>、

8EDIC水平比-组升高（!!*3*0），再给氧"2后

（+组），@>水 平 显 著 低 于!组（!!*3*0），而

8EDIC水平显著高于!组（!!*3*0）。补阳还五汤

血清各剂量组@>和8EDIC水平均下降（与+组比

较，!!*3*0），并与剂量有关，提示补阳还五汤能

清除@>和>MI、抑制脂质过氧化损伤。
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表! 补阳还五汤对缺氧再给氧心肌细胞凋亡的

抑制作用 （!!!"）

组别 样本数
"#

（$%值）

凋亡细胞 坏死细胞

（&）

’ ( ’ )*+,!,*,- )*.(!,*’)
) ( )*.+!,*)+" ’/*.,!)*-0" 1*++!,*-+"

/ ( /*.,!,*)+# ’-*/(!’*,(# )(*.,!-*)(#

. ( )*1)!,*))$ ’/*1+!’*(.$ ’’*//!’*.(#

( ( )*’.!,*’+$ +*+)!,*(($ -*1+!’*,($

1 ( ’*++!,*’($ 1*-0!,*0($ 1*..!,*-+$

注：与’组比较，"#%,*,(；与)组比较，##%,*,(；与/组比

较，$#%,*,(
表" 补阳还五汤对缺氧再给氧心肌细胞2%3释放、

4$和56789的抑制作用 （!!!"）

组别 样本数
2%3

（:／;<）

4$ 56789
（!;=<／2）

’ ( )*1,!,*/’ )*.-!,*,0 .*’,!,*)’
) ( -*+)!,*.-" ’.*),!,*-+" (*//!,*./"

/ ( ’)*--!,*(1# ’)*/)!,*)-# -*.’!,*.)#

. ( 0*(1!,*//$ ’,*..!,*-)$ 1*)+!,*++$

( ( -*))!,*(+$ +*.+!,*-)$ (*..!,*.-$

1 ( 1*-+!,*-.$ -*(’!,*(-$ (*)/!,*11$

注：与’组比较，"#%,*,(；与)组比较，##%,*,(；与/组比

较，$#%,*,(

讨 论

缺氧再给氧可诱发心肌细胞凋亡和坏死，细胞凋

亡发生时，是细胞启动自杀程序引起的细胞主动死亡，

受基因调控，其特点是无炎症反应发生。而细胞坏死

是在受到强烈病理刺激下发生的急速细胞死亡，细胞

膜及细胞器膜破裂，溶酶体释放，可诱导炎症反应。本

实验研究表明缺氧再给氧可诱发心肌细胞凋亡和坏

死，比单纯缺氧所造成的损伤大，其凋亡细胞和坏死细

胞数均高于前者。同时，由于坏死细胞的增加，释放出

大量的2%3，使培养液中2%3的浓度显著增高，补阳

还五汤在抑制细胞凋亡的同时，也抑制了细胞的坏死，

使2%3的释放减少，起到了保护心肌细胞的作用。

我们先前的研究证实$#8与4$在离体心肌缺

血再灌注损伤中具有协同作用（0）。氧自由基与4$结

合可生成过氧亚硝基（$4$$>），后者可分解成多种

小分子细胞毒性物质损伤细胞（’,）。有报道$4$$>能

直接损伤心肌细胞（’’）。我们最近研究显示，$#8和

4$在心肌缺氧再给氧所致细胞凋亡过程中起重要作

用（’)）。56789是$#8所致脂质过氧化生成的产物，

反映机体的氧化损伤程度。我们的实验结果表明在缺

氧再给氧所致的细胞损伤时，4$和56789水平显著

增高，表明了心肌细胞在缺氧再给氧损伤时，4$和

$#8起到了重要的作用。补阳还五汤能减少损伤过

程中4$和$#8的生成，提示补阳还五汤对心肌细胞

的保护机制与清除$#8、抑制脂质过氧化作用有关。

补阳还五汤抑制细胞凋亡的基因调控机制有待于深入

研究。
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