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冠心"号抗缺血性心肌损伤的自由基机理实验研究!
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摘要 目的：比较研究冠心"号及其组成成分丹参、赤芍、川芎、红花、降香清除活性氧自由基（O)P），克
服实验性急性心肌缺血所致损伤及保护心肌组织的分子作用机制。方法：大鼠腹腔注射垂体后叶素（Q13），
致急性心肌缺血作为实验动物模型，采用低温电子顺磁共振（D/P）技术直接测定动物组织内氧自由基的水
平。结果：模型组大鼠心肌组织的病理切片（RD染色）及通过大鼠心电图的描记证实心肌组织发生了急性
心肌缺血的典型病变，D/P实验表明心肌组织内O)P水平异常增高；而冠心"号及其各单味药的乙醇粗提
物均可使心肌组织内异常的自由基水平降低或接近正常，因而减轻了心肌组织的损伤程度。结论：氧自由基

过量生成导致心肌组织损伤。运用低温D/P技术可直接测定其水平。冠心"号及其组分抵抗并修复心肌
损伤作用的分子机理之一是清除组织内异常增高的活性氧自由基。为进一步探讨中药复方的组方机理提供

依据。
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冠心"号系北京地区冠心病协作组〔$〕首选方剂，
含丹参、赤芍、川芎、红花、降香#种中药。经$#=年

的观察治疗冠心病心绞痛患者$&&例，证实其疗效随
疗程延长而提高，有效率达"B]，心电图改善率达

=#%=B]〔(〕。已有文献〔’〕证实该方具有降脂、降胆固
醇，能增加心肌血流量和扩张血管，缓解心肌缺血状

况，可降低血粘度、抗血小板聚集，促纤溶，解痉。还具

有促进蛋白质合成，提高机体免疫力等作用。虽然有

单味药物的有效成分如：丹参酮、川芎嗪、没食子酸等

抗氧化作用的研究报道〔=〕，但是由于受历史和技术条

件的限制，至今还未有对该方及其组成成分治疗心绞
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痛的分子机制进行深入定性、定量的研究。

!"#$%在&’()年用垂体后叶素（*+,）成功地建立
了急性心肌缺血动物模型，继而该模型被广泛地用于

抗心肌缺血药物的研究〔-，(〕。由于发现大量活性氧自

由基的生成及脂质过氧化反应的增强是心肌缺血的主

要机制〔.〕，故本试验用低温电子顺磁共振（/01）技术
直接检测组织内的氧自由基（231）水平，试从清除活
性氧自由基的角度，研究冠心!号抗缺血性心肌损伤
的分子机制。

资料与方法

& 药物与试剂

&4& 药材 丹参为唇形科植物丹参（!"#$%"&%#’
(%)**+%,"!56）的干燥根，购于四川省成都市杜臣物流
有限公司；赤芍为毛茛科植物芍药（-".)/%"#"0(%1#)*"
0#""）的干燥根，购于内蒙古多伦医药公司；川芎为伞
形科植物川芎（2%345(%04&0+4"/6%)/3789,）的干燥
根茎，购于四川省都江堰市杜臣物流有限公司；红花为

菊科植物红花（7"*(+"&45(%/0()*%45:）的干燥筒状花
冠，购于四川省成都市杜臣物流有限公司；降香为豆科

常绿小乔木降香檀（8"#9.*3%"):)*%1.*";<=>6?）的
干燥根，购于广东省广州市致信药业有限公司。以上

药材均为一级品并经本实验室鉴定，样品凭证标本存

于北京大学医学部现代中医药研究中心生药标本室。

&4@ 冠心!号及其组成成分药物的制备 丹参、
赤芍、川芎、红花、降香按@A&A&A&A&的比例称重混合，
依次用&)倍量、B倍量、(倍量的水煎煮C次，每次

&>，提取液合并、浓缩并冷冻干燥得冻干粉备用，每克
冻干粉含生药-5。各单味成分的粗提物为乙醇提取
物并蒸干成粉备用。每克生药依上述顺序制成粉的剂

量分别是)4D&@5、)4@)(5、)4CB@5、)4C’.5、)4)DB5。

&4C 试剂的制备 冠心!号冻干粉用蒸馏水配
成药液，每毫升含生药)4-5。同样，丹参、赤芍、川芎、
红花、降香等单味药提取物依次用蒸馏水配成药液，每

毫升含生药分别为 )4&C.C5、)4)CDC5、)4)(C.5、

)4)((@5、)4))B5；垂体后叶素（*+,）注射液（(E／支），由
南京新天生物化学制药有限公司生产。

@ 实验动物
雄性FG大鼠，二级动物，体重@))"C))5，由北京

大学医学部实验动物中心提供。

C 实验方法

C4& 分组与给药 B)只心电图正常的雄性大
鼠，随机分为’组，每组."’只。（&）对照组：灌胃饮
用水；（@）加药对照组：灌胃冠心!号；（C）模型组：灌胃

饮用水；（D）冠心!号组：灌胃冠心!号药液；（-）丹参
提取物组（丹参组）：灌胃丹参提取物药液；（(）赤芍提
取物组（赤芍组）：灌胃赤芍提取物药液；（.）川芎提取
物组（川芎组）：灌胃川芎提取物药液；（B）红花提取物
组（红花组）：灌胃红花提取物药液；（’）降香提取物组
（降香组）：灌胃降香提取物药液。以上均每次

)4-H"／&))5，@次／日。灌胃@周后，（C）"（’）组均用
垂体后叶素造成“缺血”损伤。

C4@ 动物模型和组织形态学观察 参照文献〔D〕

并作一定修改后建立模型。模型组及给药组于最后一

次灌胃C)H+?后，以戊巴比妥钠（)4)-5／%5）行腹腔注
射麻醉，仰卧固定在鼠板上，将多导生理记录仪（日本

F#?·6+公司）的针状电极分别插入皮下。此时仪器灵
敏度调至&HIJ@$H、&))HH／K。先用示波器连续观
察并记录一段!导的正常心电图，然后自腹腔注射0+,
（@)E／%5），对照组腹腔注射等剂量的生理盐水，于注射
后每-H+?记录&次心电图，直至()H+?。@>后开胸，
取心脏，快速放入DL的多聚甲醛固定液中，经固定、
包埋、切片、7/染色后，光境下观察组织形态学的变
化。

C4C 心电图的观察指标 参照文献〔B〕，本实验对
心肌缺血的观察指标主要为FM;段的偏移程度，一般
以N点（指O1F终点和FM;段开始交接之点）后)4)DK
处为测定点，每时点测-个波型，取其平均值，记录并
计算N点的变化值（无论升高或降低，取其变化的绝对
值）及心率的实测值。

C4D 心肌组织/01检测 各组最后一次灌胃

C)H+?后，先戊巴比妥钠（)4)-5／%5）腹腔注射麻醉后，
模型组及给药组分别腹腔注射*+,（@)E／%5），对照组腹
腔注射等剂量生理盐水，注射后C)H+?时打开胸腔，迅
速取下心肌组织，在低温（DP）条件下迅速剪成条块装
入直径为)4D$H、长C$H的塑料管内，投入液氮冷冻
待测。测定时，样品放入低温杜瓦中并置于/01波谱
仪（!9E%69Q/F1QC))型，德国）谐振腔的中心部位测
定。测定条件：R波段、中心磁场CC(H;、微波功率

@)HS、频率调制&))%7T、调制幅度)4-H;、增益@U
&)-、时间常数&(.4..HK、扫描宽度()H;、扫描时间
&(.4..K、温度..V。以所测得的/01图谱的第一个
峰的高度即为被测组织中231的信号强度〔’〕。
D 统计学处理
采用F0FF统计软件进行方差分析（WX2IW）和

组间(检验。

结 果

& *+,所致急性心肌缺血的最佳实验条件 心电
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图（图!）中以"点及心率的变化为指标，当#$%用量为

!&’／()，腹腔注射后*+$,，缺血情况较明显（!!
&-&*），随后逐渐恢复正常；而当#$%用量为.&’／()，
腹腔注射后*+$,，心肌缺血程度较重（!!&-&&!），

/&!.&+$,时，稍有稳定，随后又加重（!!&-&!），且
易致大鼠死亡。当#$%用量为/&’／()，缺血程度适中
（各时点!!&-&*），腹腔注射后/&!.&+$,时可作为
最佳实验条件。

图! 腹腔注射不同剂量#$%对心电图"点的影响
注：与腹腔注射#$%前比较，"!!&-&*，""!!&-&!，"""!!&-&&!；

"01

/ 冠心"号对#$%所致急性心肌缺血心电图的
影响 见图/。冠心"号能改善#$%所致急性心肌缺
血，图/中心电图描记的心肌缺血及心率减慢的程度
所测各时点指标，与模型组比较差异有显著性（!!
&-&*）；与对照组比较，随着时间的延长（至2&+$,时），
心肌缺血的程度逐渐减轻并接近正常水平，提示冠心

"号有保护心肌的作用。

. 冠心"号对#$%所致急性心肌缺血心肌结构
的影响 见图.。对照组：心肌细胞排列整齐，肌纹理

图" 冠心!号对#$%所致急性心肌缺血心电图"点变化
及心率的的影响

注：与模型组比较，"!!&-&*（"点的变化），#!!&-&*（心率的变
化）；"01

清楚，心肌间小血管无明显扩张、瘀血或出血。模型

组：心肌细胞可见灶状变性坏死，34染色下表现为肌
浆凝聚，肌纹理消失。胞浆明显红染，细胞核固缩或溶

解、消失。心肌纤维变化呈波浪形，排列紊乱，肌纤维

间距增宽，心肌间小血管可见明显扩张、瘀血。冠心"
号方组：偶见心肌细胞变性坏死，心肌间小血管轻度扩

张充血。

5 冠心"号及其各单味药的粗提物对#$%所致
急性心肌缺血大鼠心肌组织中678的影响 见图5。

图# 冠心!号对#$%所致急性心肌缺血大鼠心肌结构的影响
注：9为对照组，心肌细胞排列整齐，肌纹理清楚，心肌间小血管无明显扩张、瘀血或出血；:为模型组，心肌细胞可见灶状变性坏死，肌浆凝聚，肌

纹理消失，细胞核固缩或溶解、消失；心肌纤维变化呈波浪形，排列紊乱，肌纤维间距增宽，心肌间小血管可见明显扩张、瘀血；;为冠心"号方组，偶

见心肌细胞变性坏死，心肌间小血管轻度扩张充血（34染色</&&）
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低温!"#实验直接测定$%&所致急性心肌缺血大鼠的
心肌组织中’(#水平。各组所测得的’(#强度与模
型组比较，差异有显著性（!!)*)+）；与对照组比较，
差异无显著性（!")*)+），说明冠心!号及其组成成
分对心肌组织的’(#具有清除作用。而加药对照组
与对照组比较，差异无显著性（!")*)+），说明冠心!
号对心肌组织内正常的’(#无明显的影响。

图! 冠心!号及其组成成分对$%&所致急性心肌缺血大
鼠的心组织中’(#的影响
注：与模型组比较，#!!)*)+；",-

讨 论

冠心!号方中丹参、红花活血祛瘀；川芎活血行
气；赤芍祛瘀止痛；降香活血散瘀，止血定痛。诸药合

用，共奏活血化瘀，行气止痛之功。现代药理学试验证

明了上述+种中药分别具有扩张血管、降低血粘稠度、
抗炎、解痉等作用。

现代医学的研究表明〔.〕：急性心肌缺血所致的胸

痛、缺氧等症状与’(#损伤有关，因此，’(#的水平
是一个敏感而重要的生物学指标。在心肌缺血再灌注

过程中，黄嘌呤脱氢酶在钙和蛋白水解酶的催化下转

化成黄嘌呤氧化酶，/0"转化成次黄嘌呤。再灌注时
突然得到大量氧气供应，黄嘌呤氧化酶活性剧增，次黄

嘌呤很快被氧化，同时，氧气被还原成超氧阴离子自由

基。在体内微量铁离子的催化下发生12345674%88反
应，产生过氧化氢和羟基自由基〔9)〕。当大量氧自由基

与膜上多价不饱和脂肪酸侧链结合，使心肌组织血清

过氧化脂质（:"’）显著增多。同时，超氧化物歧化酶
（;’<）下降，引起心肌细胞膜结构改变，心肌受损。
本实验通过$%&致急性心肌缺血，证实了需氧代

谢旺盛的心肌组织易产生较多量的毒性氧化物，这些

毒性产物对所在的组织结构与功能交替损伤，从而出

现心肌缺血、心率减慢及心肌细胞损害，进一步通过低

温!"#技术也直接检测到了大量氧自由基生成。冠
心!号及其各单味药的乙醇粗提物在预防性服用的方
式下，均具有抗氧化、保护心肌细胞和抗缺血的能力，

而且验证了冠心!号对正常心肌组织内的’(#无明
显的影响，说明该方在清除异常增生的’(#方面作用
显著，表明了中医复方的合理性、科学性。

总之，本研究通过心电图和心肌结构形态的观察，

以及低温!"#实验证实：$%&所致实验动物心肌产生
类似急性心肌缺血损伤，造成心肌结构的改变；并且使

得心肌组织内活性’(#的浓度明显升高产生氧化性
损伤；经冠心!号灌胃的实验动物中，$%&所致的损伤
及组织’(#的水平明显降低。表明冠心!号抗心肌
损伤的分子机理之一是清除了组织内因心肌缺血所产

生的过多的活性’(#，为进一步深入探讨中药复方的
组方机理提供了一种新的思路。
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