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温心胶囊对大鼠实验性缺血心肌细胞凋亡

及>=-3’、?5@ 蛋白表达的影响!

张 腾& 曹洪欣’ 盛小禹& 卢大儒& 沈自尹$

摘要 目的：探讨临床有效中药复方温心胶囊防治冠心病心肌缺血的分子作用机制。方法：采用盐酸异丙肾上腺素

连续多点皮下注射制备大鼠心肌缺血模型。运用透射电镜技术及 +A!2B法，观察温心胶囊对缺血损伤大鼠心肌细胞凋亡

的影响，并运用免疫组化的方法观察其对细胞凋亡相关基因>=-3’、?5@蛋白表达的影响。结果：异丙肾上腺素所致心肌缺血

损伤可明显诱导大鼠心肌细胞发生凋亡，显著引发?5@基因蛋白表达增强，并轻度引发>=-3’基因蛋白表达增强，温心胶囊

可显著下调?5@基因的蛋白表达，上调>=-3’基因的蛋白表达，明显抑制和阻断心肌细胞发生凋亡。结论：通过调节缺血心

肌>=-3’、?5@ 基因的蛋白表达从而抑制和阻断细胞凋亡的发生，可能是中药复方温心胶囊防治冠心病心肌缺血损伤的分子

作用机制之一。
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细胞凋亡（5N"N;"@6@）是近年来分子生物学领域研究的热

点之一。大量的动物实验研究及心肌梗塞死亡病例心脏标本

的研究揭示〔&.$〕细胞凋亡在心肌缺血损伤的病理演变过程中

占有重要的地位。甚至有研究证明，在急性心肌缺血早期，凋

亡是心肌细胞死亡的主要形式，并伴随着心肌损伤病理演变

的全过程，细胞凋亡不仅决定着心肌梗塞范围的大小，梗塞后

心室重构，而且很可能是缺血性心脏病演变为心力衰竭的细

胞学机制〔*，0〕。因此，干预心肌细胞凋亡的发生在心肌缺血损

伤的防治研究中具有重要的临床和病理学意义。

材料与方法

& 材料

&)& 动物 Q6@;5O雄性大白鼠，体重（’0%Z$%）:，由黑龙

江省药检所实验动物中心提供。
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!"# 药物 温心胶囊悬液：黑卫药临床科研用药，主要

成分有人参、桂枝、薤白、半夏、瓜蒌、柴胡、黄芪、赤芍（组方比

例为!$!"%$!"%$!"%$!"%$!"%$&$#），具有益气温阳、活血化瘀之功

效，实验按处方比例称取中药材，并按胶囊制备工艺以’%(的

乙醇提取回收两次，调整浓度为 !$#，相当于每毫升悬液含生

药量#)。复方丹参悬液：复方丹参片 *"%) +片，广州市香雪制

药股份有限公司生产，批号：,,*#*#，实验前研末以生理盐水调

成*"#) + #"%-. 浓度悬液备用。盐酸异丙肾上腺素注射液：上

海禾丰制药有限公司生产，批号：,/!**#。

!"& 试剂 01.2#（3456,#57）免疫组化（358）药盒，美

国39:;9 4<=>公司产品；?9@（345’!/57）免疫组化（3 5 8）药

盒，美国 39:;9 4<=>公司产品；蛋白酶A，美国 3B)-9 公司；CD0

药盒，北京中山生物技术有限公司；EFGHI药盒，德国JK4LH2

0·M公司，49;NGON!/P6P!’。

# 方法

#"! 动物分组 将实验用大鼠随机分为 %组，每组 !*

只大鼠，即正常组、模型组、温心胶囊高剂量组、温心胶囊低剂

量组、复方丹参对照组（复方丹参组）。

#"# 实验用药、造模及取材 实验用药前各组动物分

别以!导生理记录仪测心电图，继则除正常组外每天分别灌

胃：生理盐水（!*-. + Q)体重）、温心胶囊悬液#*)+ Q) 体重（含生

药量）、温心胶囊悬液 !*)+ Q) 体重（含生药量）、复方丹参悬液

*"’%) + Q)体重，连续 ’天，于第 %天、第 /天和第 ’天灌药后

&*-B:，除正常组外，其余各组动物分别以乌拉坦（!*(的乌拉

坦，!-. + !**)体重）麻醉，皮下多点注射盐酸异丙肾上腺素（R3K

P-)+ Q)体重，参照文献复制 R3K心肌缺血损伤模型）〔!，#〕，正常

组给予等容量的生理盐水。于第 &次注射异丙肾上腺素后

#6S分别以!导生理记录仪记录各组动物心电图，之后各组大

鼠分别处死，摘取心脏，立即用预冷的生理盐水冲洗，冲洗后

分别切取心肌组织进行各项观察指标的检测。

#"& 细胞凋亡检测 （!）EFGHI法检测心肌细胞凋亡；

具体步骤按试剂盒说明操作，阳性判定标准：以细胞核被染成

棕褐色为阳性结果。（#）电镜形态学检测心肌细胞凋亡：细胞

凋亡的主要形态学变化特征是：细胞核染色质密度高并凝聚

于核膜周边，核体积缩小、畸变、核仁裂解，进行性细胞膜内陷

将细胞自行分割为外有膜包裹、内有完整细胞器的细胞凋亡

小体。

#"6 免疫组织化学染色方法 以免疫组化（328）法检

测01.2#、?9@ 基因蛋白表达。具体方法按试剂盒说明操作。

阳性判定标准：大部分胞浆弥漫性染成棕褐色为强阳性表达

（TTT）；部分胞浆染为淡棕黄色，部分胞浆不着色为弱阳性表

达（T）。介于两者之间的为阳性表达（TT）。

#"% 统计学方法 两样本均数的比较用 ! 检验；等级

资料的两样本比较用秩和检验。

结 果

心肌细胞凋亡检测结果

!"! 电镜形态学观察 造模后模型组均可见心肌细胞

及部分血管内皮细胞的凋亡改变现象，其多表现为细胞核畸

变，核体积缩小，核异染色质成块聚集，核膜内陷，同时核周围

细胞器完整，部分细胞可见核小体正在脱落，而复方丹参组及

温心胶囊治疗组均未观察到细胞的凋亡样改变。

!"# EFGHI法检测各组大鼠心肌细胞凋亡情况 以细

胞核被染成棕褐色为阳性表达，计数方法参照文献〔!〕，即：在U

6**物镜下计算阳性细胞数和细胞总数，选择细胞总数 #**以

上的视野，从中计算出阳性细胞率。结果见表!。

表! 造模后各组大鼠心肌细胞凋亡阳性

检出情况比较 （!" V #）

组 别 $ 细胞阳性表达率（(）

正 常 P *"’!V*"6#
模 型 !* 6!"##V%"&!

复方丹参 !* #,"6/V%"*P"
温心胶囊低剂量 !* #6"’PV%"6/"
温心胶囊高剂量 !* !P"&#V%"!#"#

注：与模型组比较，"% W*"**!；与复方丹参组比较，#% W*"*!

各组大鼠造模后心肌细胞凋亡情况提示：连续注射异丙

肾上腺素造成大鼠心肌缺血损伤，可明显引起心肌细胞凋亡，

尤其以早期显著，此现象同电镜观察结果一致。温心胶囊治

疗组及复方丹参组大鼠心肌细胞凋亡发生率明显减少，与模

型组比较，差异有显著性（% W*"**!），其中尤以温心胶囊高剂

量组更为显著，与复方丹参组比较，差异有显著性（% W*"*!）。

# ?9@与01.2#基因的蛋白表达检测

#"! 温心胶囊对缺血心肌 ?9@ 基因蛋白表达的影响

见表#。异丙肾上腺素所致大鼠心肌缺血损伤，可显著引发

?9@基因蛋白表达增强。复方丹参组及温心胶囊治疗组 ?9@

蛋白表达均下降，尤以温心胶囊高剂量组明显，与正常组比

较，差异无显著性（% X*"*%）。
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表! 造模大鼠心肌!"#基因蛋白表达情况比较

组 别 !
!"#表达

$ % %% %%%
正 常 & ’ ( — —

模 型! )* — ) ( +
复方丹参" )* — ( ’ ,

温心胶囊低剂量"" )* ) - ’ —

温心胶囊高剂量"" )* , + , —

注：与正常组比较，! " . */**)；与模型组比较，"" . */*’，"" " .

*/**)

,/, 温心胶囊对缺血心肌 0123, 基因蛋白表达

的影响 见表 (。异丙肾上腺素所致大鼠心肌缺血

损伤，在显著引发 !"# 基因蛋白表达增强的同时，亦

引发 0123, 基因蛋白表达增强，但镜下观察结合表 ,、

( 所示，0123, 基因蛋白表达即免疫反应增强的程度轻

于 !"# 基因。温心胶囊治疗组能够显著上调 0123, 基

因的蛋白表达，与模型组比较，差异有显著性（" .
*/*’）；复方丹参组上调 0123, 基因的蛋白表达与模型

组比较差异无显著性。

表 " 造模 !#4 大鼠心肌 0123, 基因蛋白表达情况比较

组 别 !
0123, 表达

$ % %% %%%
正 常 & - - — —

模 型! )* ) + ( —

复方丹参 )* — - + —

温心胶囊低剂量" )* — ( 5 —

温心胶囊高剂量" )* — , + ,

注：与正常组比较，!" . */*)；与模型组比较，"" . */*’

讨 论

目前虽然对缺血或缺血后再灌注损伤的确切机

制还不十分清楚，但已证实，持续性心肌缺血可以导

致组织损伤和细胞死亡，过去认为心肌细胞在缺血损

伤中的死亡全部都是坏死，但近年来大量的研究表明

大鼠、兔以及人的心肌缺血和再灌注损伤中有大量的

心肌细胞经历了凋亡过程。再灌注可以减少发生凋

亡的心肌细胞数，但却使不可挽救的心肌细胞加速发

生凋亡，凋亡可能是心肌梗死早期心肌细胞死亡的主

要形式〔) $ ’〕。

本实验结果显示，光镜下观察，虽未能明确心肌

细胞凋亡的具体情况，但可观察到心肌较为明显的灶

性损伤病变，而温心胶囊治疗组大鼠，心肌虽也大多

有病变，但病灶较少、较小，心尖以外的内层更少，甚

至有 ) 例几乎无病变，有病变的其病灶也明显疏松。

透射电镜下观察，模型组可见心肌细胞出现凋亡形态

改变现象。温心胶囊治疗组大鼠未观察到心肌细胞

凋亡性改变，随后进行的原位末端标记法检测结果也

显示出，温心胶囊治疗组大鼠心肌细胞凋亡发生率较

模型组显著减少，且具有一定的量效关系。以上检测

结果不仅进一步证实了心肌细胞凋亡，在心肌缺血损

伤病理改变中起了不可忽视的作用，同相关资料报道

一致，而且似可阐明，通过阻断或抑制心肌细胞发生

凋亡可能是温心胶囊发挥显著的保护缺血损伤心肌

作用的主要机制之一。

为了进一步探究并阐明温心胶囊的作用机制，我

们对凋亡相关基因 !"#、0123, 的蛋白表达进行了观

察。结果显示，心肌缺血损伤模型组大鼠心肌不仅细

胞凋亡发生率极高，且心肌细胞 !"# 基因的蛋白表达

也明显上调，同时发现，心肌缺血损伤模型组大鼠心

肌细胞 0123, 蛋白表达也有所增加，考虑这可能与心

肌细胞受到缺血损伤的刺激而反应性表达增强以提

高细胞的内在抵抗能力有关。672289 :;〔+〕对人心肌

梗死后存活的心肌细胞 0123, 蛋白表达的研究也支持

这一结论。温心胶囊治疗组大鼠心肌细胞 !"# 蛋白

表达显著减少，而 0123, 蛋白表达则增加进一步表明

温心胶囊对心肌缺血损伤时凋亡相关基因的蛋白表

达具有显著的调节作用，即：明显下调凋亡刺激基因

!"# 的蛋白表达，上调凋亡抑制基因 0123, 的蛋白表

达，通过调节缺血心肌 0123,、!"# 基因的蛋白表达从

而抑制和阻断细胞凋亡的发生，可能是中药复方温心

胶囊防治冠心病心肌缺血损伤的分子作用机制之一。
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