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四逆汤对心肌缺血大鼠心肌内皮素影响的实验研究!
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内容提要 目的：研究四逆汤对心肌缺血大鼠心肌内皮素（./）影响的分子机制。方法：将01大鼠随机

分为对照组、缺血组和四逆汤组，用垂体后叶素造模，分别测定各组心肌./浓度并做心肌./2)的免疫组化

及基因表达。结果：四逆汤组心肌./浓度明显低于缺血组（!"’*’)）。免疫组化显示./2)主要定位在心

肌细胞和血管内皮细胞，缺血组心肌./2)染色灰度值明显低于对照组和四逆汤组（!"’*’)）；3/2453结

果显示缺血组453产物条带灰度值显著高于对照组和四逆汤组（!"’*’)）。结论：四逆汤可显著降低缺血

心肌./浓度，这可能与四逆汤能有效抑制缺血心肌./2)基因的表达及蛋白合成有关。

关键词 心肌缺血 四逆汤 内皮素 免疫组化 基因表达
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内皮素（8<F"EH8C9<，./）是迄今所知作用最强、持

续最久的缩血管活性多肽。自这种肽发现以来，已有

大量的实验研究和临床资料证实了其在冠状动脉粥样

硬化及缺血性心脏病发生、发展中的重要作用（)!$）。

以往研究发现四逆汤有很好的扩张冠状动脉、抗心肌

缺血的作用（T，+），为了研究四逆汤扩张冠状动脉作用与

内皮素的生成是否有关，我们研究了四逆汤对心肌缺

血大鼠心肌内皮素的作用。

材料和方法

) 动物 普通级01大鼠，体重)+’!-’’=，雌雄

各半，由中山医科大学实验动物中心提供。

- 药物 垂体后叶素（)’7／IC，批号%,’)’,，上

海天风药厂生产）；四逆汤胶囊（即保心胶囊，由附子、

干姜、甘草组成，每粒含生药$=，中山医科大学与广东

宏远制药厂联合研制）。

$ 试剂与仪器 ./放免试剂盒（东亚免疫技术

研究所提供）；A0UV试剂盒W(,)（1UW@公司产品）；

1UV（博士德公司产品）；./2)引物及3/、453试剂

（上海生物工程研究所提供）；/K9X"C8K8;=8<E（3!U抽

提剂）及1.45（均为Y9QJ"公司产品）。内切式匀浆机

（中山医科大学仪器厂制造）；0?2(’)’"放免计数器仪

（中山医科大学同位素检测中心提供）。

T 方法

T*) 造模方法 近十年来本实验室建立的垂体

后叶素（49E）性心肌缺血动物模型已相当成熟，小鼠腹

腔内 注 射49E（-’7／:=），+I9<后 冠 脉 营 养 血 流 量

（!VZ）已经有显著的下降，至-’I9<时降到最低点，然
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后回升，缺血至少可以维持!"#$%（&）。

’() 给药方法 将*+大鼠随机分为,组：正常

对照组（对照组，&只），单纯缺血组（缺血组，&只）及缺

血加四逆汤组（四逆汤组，&只），四逆汤组以四逆汤

!("-／（.-·/）灌胃，对照组和缺血组以等量蒸馏水灌

胃，共!天，最后一次灌胃后01缺血组与四逆汤组大

鼠腹腔注射2$3（0!4／.-），对照组则腹腔注射等量生

理盐水，01后取材。

’(, 观察项目及其检测方法

’(,(0 四逆汤对心肌缺血大鼠心肌56浓度的

影响 用放免法测定心肌56浓度。

’(,() 四逆汤对缺血心肌5670影响的免疫组

织化学研究 每只动物分别取&##,的心室肌、心房

肌各一块，立即用生理盐水轻轻漂洗，用干净滤纸尽快

吸干血迹及水迹，常规固定，石蜡包埋，切片后做免疫

组织化学染色。染色后的切片在显微镜下观察并随机

选取!个视野进行灰度值测定。

’(,(, 四逆汤对缺血心肌5670基因表达的影

响 每只动物均取心肌的相同部位（约0""#-）尽快提

取组 织 总 89:，提 取 出 的 89:经 8672;8后，以

2;8<=>.?>@为分子量标准2;8产物进行琼脂糖电

泳分析，电泳完毕，在紫外灯下观察，测定各组目的带

平均灰度值，同时摄片，最后对每组动物的平均灰度值

作统计学分析。

’(’ 统计学方法 用完全随机分组的多组均数

比较的单因素方差分析（A*+法）对各组资料进行统

计。

结 果

0 四逆汤对心肌缺血大鼠心肌组织56浓度的

影响 见表0。四逆汤组心肌56浓度明显低于缺血

组，基本接近对照组。

表! 四逆汤对心肌缺血大鼠心肌组织56
浓度的影响 （!!B"）

组别 # 56（C-／#-）

对照 & 0(DDB"(’)"
缺血 & &(EDB0(D"

四逆汤 & )()EB"(!""

注：与缺血组比较，"$#"("0

) 四逆汤对缺血心肌5670含量影响的免疫组

织化学研究结果 见表)。心肌5670主要由心肌细

胞、血管内皮细胞产生。无论心房肌或心室肌，四逆汤

组心肌组织5670含量的免疫组织化学染色平均灰度

值明显高于缺血组，基本接近对照组。

, 四逆汤对缺血心肌内皮素基因表达的影响

表" 各组心肌5670含量的免疫组织化学染色

平均灰度值比较 （!!B"）

组别 #
灰度值

心房肌 心室肌

对照 & 0E)(,EB’(F&"" 0DE(!DB,(0,""
缺血 & 0&D(&,B’()E 0!’(,EB’("!

四逆汤 & 0E)(D!BD(D’"" 0E)(FDB)(0’"

注：与缺血组比较，"$#"("!，""$#"("0

见表,及图0、)。四逆汤组心肌56708672;8产物

平均灰度值（即计算机扫描GHA4<5值）明显低于缺

血组，基本接近对照组。

表# 各组心肌56708672;8产物平均灰度

值比较 （!!B"）

组别 # 计算机扫描GHA4<5值

对照 & ,0&&(!)B’D’(!E""
缺血 & 0DE",(’EB0E!’(&!

四逆汤 & ,E’)(F&B&!E(0F""

注：与缺血组比较，""$#"("0

图! 心肌组织总89:图谱

注：;为对照组；I为缺血组；*+为四逆汤组

图" 心肌组织8672;8产物电泳图谱

注：;为对照组；I为缺血组；*+为四逆汤组
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讨 论

上述的实验结果表明，四逆汤抑制缺血心肌!"
升高的效应是显著的。四逆汤抗心肌缺血、抑制!"
升高的机制可能为：（#）根据我们以往的研究，四逆汤

能促进（$%）等舒血管因子的合成、释放（&），从而直接

抵消!"的缩血管作用。（’）在四逆汤作用下，心肌缺

血得到舒缓，从而使刺激!"合成分泌的病理因素被

解除，使!"合成分泌减少。这从另一方面说明四逆

汤的抗心肌缺血效应不仅有$%途径的存在，同时也

有!"途径的参与。

本实验用(")*+(方法检测了三种不同状态下

!")#,($-在心肌的表达，如图所示，对照组、缺血

组、四逆汤组心肌中，均可见一条.&/01的特异带，经

计算机图像分析检测表明（正如表2所示），缺血组

!")#(")*+(产物平均灰度值较对照组显著升高（!
!343#）。灰度值与(")*+(产物的量是成正比的。

上述结果表明，正常大鼠心脏有!")#,($-的表达；

心肌缺血时，心肌!")#,($-表达明显增强，这与诸

多学者的文献报道一致。"56657756"等（.）就曾从细

胞水平上用$89:;596<=8:的方法证实了遭受急性缺

血的猪的心肌细胞!")#,($-的表达较非缺血心肌

增加’倍。已 有 资 料 表 明，儿 茶 酚 胺、钙 离 子 载 体

-’2#>?、凝血酶、转化生长因子)!、血管紧张素"、精氨

酸血管加压素和血管切变刺激等理化因素对内皮素

,($-和其肽的合成具有诱导作用（?）。急性心肌缺血

时，机体产生应激反应，导致儿茶酚胺等的分泌，故上

述因素参与、促使内皮素,($-的表达增强。从表2
的结果还可以看出，四逆汤组的!")#(")*+(产物平

均灰度值较缺血组明显降低（!!343#），而与对照组

则差异无显著性，这表明，，四逆汤的确能使缺血心肌

!")#,($-水平下降，提示!"#基因的转录表达受

到抑制，从而使!"#的蛋白合成减少，使!")#的水平

基本接近正常；同时也提示四逆汤对缺血心肌的保护

作用是抑制了!")#的“从头合成”机制。缺血、缺氧

是诱发心肌!")#,($-表达增强的重要因素之一。

根据四逆汤已有的研究工作，四逆汤具有扩张冠脉、改

善心肌营养血流的作用，同时四逆汤能促进（$%@）基

因的表达，促进内源性$%的合成，很可能这些因素都

参与了四逆汤抑制缺血心肌!")#,($-表达增强的

过程。至于四逆汤中起抑制缺血心肌!")#,($-表

达作用的具体成分及其对!")#基因的具体调控机制

还有待进一步探讨。
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