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红花注射液对大鼠心脏能荷值及
抗凋亡基因bcl一2的影响

张素清姜良铎

摘要 目的探讨红花注射液的心脏保护作用及其对心肌组织能荷值、抗细胞凋亡基因bcl一2的影响。

方法 采用大鼠l。angendorff离体心脏灌注模型，在改良的Euro—Collins心脏保存液(mEC液)中添加红花注

射液与单纯n1EC液作对照，观察其对保存心脏的心功能、能荷值及bcl一2表达的影响。结果 与对照组比较

红花注射液可改善大鼠心脏的收缩和舒张功能，增加冠脉流量，增强bcl—2的蛋白表达。结论 红花注射液

具有很好的心脏保护作用。、
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Effect of Safflower Injection on Cardiac Energy Charge and Anti-apoptosis Gene bcl-2 in Rats’Heart ZHANG
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objective To study the effect of safflower injection(SI)in protecting heart，and on energy charge and an一

“一ap()ptosis gene bcl一2 in cardiac tissue． Methods Rats’ Langendorff isolated heart infused model was used in

“1e experinlent t()study the effect of SI by measuring the cardiac function，energy charge and bcl一2 expression of

1he cultured heart in the nledified Euro—C01lins(mEC)heart preserving liquid with or without addition of SI．

ResuIts As conlpared with the contr01，SI showed the effects of improving functions of cardiac contraction and

dilat ion，i11creasing coronary blood flow， and strengthening the bcl一2 protein expression． ConcIusion SI has

excellcnt cffect in protecting heart．

Key words safflower i njection；heart preservation；heart preserving 1lquid

能荷是指在总的腺苷酸代谢系统中所负荷的高能

磷酸根的程度，表示组织细胞中3种腺苷酸[三磷酸腺

苷(ATl，)、二磷酸腺苷(ADP)、腺苷酸(AMP)]之间的

平衡状态。心肌组织能荷值(Ec)反映了心脏的能量

代谢状态，稍有下降即表示细胞能量代谢状态遭到严

重破坏。多数学者认为能荷值<0．3可作为心肌细胞

死亡的标志，能荷值<0．6时，为可逆性损伤¨3。近年

研究发现细胞凋亡是心肌缺血再灌注中心肌细胞死亡

的机制之一。Trieb等¨。认为凋亡可能与器官保存引

起的细胞损伤有关。bcl一2是细胞凋亡抑制基因，其表

达增多订r抑制细胞的凋亡。

近年来，红花用于预防心肌缺血及缺血再灌注损

伤的机制报道很多。但在心脏保存研究中，有关红花

注射液对心肌组织能荷值及心肌细胞凋亡影响的研

究，文献检索未见报道。本研究旨在探讨红花注射液
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对保存的大鼠心脏心肌组织能荷值及抑制细胞凋亡基

因bcl一2蛋白表达的影响。

材料与方法

1 动物wistar大鼠，雄性，体重250～3009，由

中国医学科学院动物所提供。

2 药品与试剂 红花注射液：石家庄神威药业

集团提供，每5ml相当于红花2．59，批号：200“107。

KH液(mm01／L)：NaCl 118；KCl 4．7；KH，P04 0．93；

Mgs04‘7H20 1．2；CaCl2 1．5；NaHC03 25；C6H12 06

11。pH：7．4±0．5。实验当天配制。mEC液(mmol／

L)：K2HP04 118；KCl 14；KH2P04 15；MgS04。7H20

5；CaCl2 0．025；NaHC03 10；C6H1206 139，pH：7．4±

0．5。预先配制2倍浓度的储液，4℃存放。实验当天

加入葡萄糖，配至标准浓度，冷藏备用。

3 仪器 四导生理记录仪(RM一6000，日本光

电)；超级恒温水浴泵(50l型，上海市上海县第二五金

厂)；压力换能器(TP．200T，日本光电)；数字酸度计
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(PHs一3(、型，梵隆仪器有限公司)。高效液相色谱仪，

Waters486，美国Waters公司产品。

4 方法 将动物随机分为2组，每组16只，对

照组使用n1EC液(n1EC组)；实验组使用添加红花的

n·EC液(红花组)，浓度为红花59／L。大鼠腹腔注射

20％乌拉坦(5nll／kg)，麻醉后，股静脉注射0．1％肝素

(0．6n，l／kg)，2～3min后，迅速打开胸腔，剪取心脏，放

人4℃KH液中停搏，修剪心脏并安装主动脉插管，进

行I，angendorff装置灌注。从打开胸腔到灌注时的时

间在1．5nlill以内，灌注压为60nlnlHg，灌注液为37℃

恒温KH液，充以95％()，和5％(、o，。安装心室内球，

调整充液量，使左心室舒张末压为10mnlHg。稳定

5nlin后开始计日寸‘，20nlin后测定冠脉流量(CF)，记录

心功能指标。测量结束后，以15n11 4t、冷保存液

(mEc液或添加红花注射液的mEC液)恒压灌注停

搏，灌注压为60nlmHg，灌洗5min后取下心脏，放入

20ml同种保存液中，4℃保存20h，再次进行Langen—

dorff装置灌注，条件同前。于再灌注40n·in记录心功

能指标，并测定冠脉流量(CF)。再灌注结束后，随机

抽取8个心脏样本，将心室肌分成两部分，一部分取样

品>0．19，立即匀浆，放入4℃冰箱中待测。剩余部分

放人20％的甲醛溶液中固定，待测。

5 观察指标

5．1 心功能参数 左心室最大收压(LvPSP)、

室内压最大变化率(±dp／dtmax)、心率(HR)。

5．2 (、F 于再灌注前后收集2min的流量，取

平均值。

5．3 心肌含水量再灌注结束后立即取下心脏，

随机抽取8个心脏样本，用滤纸拭干，称取湿重，一10℃

冷冻保存，实验结束后，置烘烤箱中80℃恒温烘烤至心

脏重量不再变化时称取干重，按下列公式计算心肌含水

量：心肌含水量(％)=(1一心肌干重∥心肌湿重)×

l()0％。

5．4 心肌组织EC 取样品>0．19，用生理盐水

制成10％匀浆，取lml匀浆加入lml 3％高氯酸，

3 000r／nlin离心10min，取上清液lml加入20％KOH

80jtl。采用高效液相色谱法检测心肌组织EC。色谱

条件：紫外线检测波长254nm，流动相：0．05mol／L磷

酸盐缓冲液(pH=6．0)，加入1％甲醇，pH：7．0。流

量：0．8m1／min。

EC=(ATP+0．5ADP)／(ATP+ADP+AMP)

5．5 bcl一2 心肌组织石蜡切片。试剂盒由武汉

博士德生物技术有限公司提供。染色方法参见试剂盒

说明。计数方法：光镜下观察，bcl一2蛋白阳性表达的

细胞浆呈棕黄色染色。采用半定量记数法。即在每张

玻片上，分别随机选择10个区域，每个区域记数100

个细胞，统计出阳性表达的细胞数，然后加在一起，即

为每千个心肌细胞中bcl一2蛋白阳性表达的细胞数∞。。

5．6 病理学检测 心肌组织石蜡切片，HE染

色，光镜下观察心肌细胞水肿、坏死等情况。

6 统计学处理 数据以j±s表示。采用￡

检验。

结 果

l 红花注射液对保存心脏心功能及CF的影响

见表1。大鼠心脏保存20h，再灌注40min后，红花组

心脏收缩、舒张功能及冠脉流量恢复率明显高于mEc

组(P<0．01)；两组心率比较差异无显著性。

2 保存后红花注射液对心肌含水量、心肌组织

EC、bcl一2蛋白表达的影响 见表2。心肌含水量：保

存后红花组低于mEC组，但无统计学意义。心肌组织

抗细胞凋亡基因bcl一2蛋白表达的阳性细胞千分率：红

花组明显高于mEC组，差异有显著性(P<0．05)。两

组EC比较，差异无显著性(P>0．05)。

表2 保存后两组心肌含水量、

EC及bcl．2的比较 (j±s)

注：与mEC组比较，。P<0．05

3 保存后红花注射液对大鼠心脏病理学改变的

影响 保存后mEC组大鼠心脏心肌细胞溶解成空泡

状，可见多处灶性溶解坏死灶。局部炎性细胞浸润、嗜

酸性变。心肌细胞纤维断裂(图A)。红花组大鼠心脏

心肌细胞排列、结构基本正常，横纹清晰，偶见心肌纤

维溶解坏死(图B)。

表1 心脏保存后两组心功能及cF的比较 (膏±s)
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图1 保存后红花注射液对大鼠心脏病理学改变的影响

A：n、F(：组火鼠一L、脏，心肌细胞溶解成空泡状．ur见多处灶性

溶解坏死灶、J『6郎炎中{：细胞浸润，嗜酸性变。心肌细胞断裂；B：红

化绀夫鼠心肼：，心肌细胞排列．结构荩奉一常．横纹清晰．偶见心

肌纤维溶解坏死(×400)

讨 论

红花养m活血，心主血脉，养血即养心。本实验将

红花注射液(59／I。)加入到n1EC液中，4℃保存大鼠心

脏20h后，红花注射液可改善大鼠心脏的收缩和舒张

功能、增加其冠脉流量，增强保存心脏的bcl一2的蛋白

表达，而对保存心脏的能荷值无明显改善。

心功能是评价心脏保存效果的主要指标。同种原

位心脏移植后，如供心能胜任受者的循环功能，则证明

保存有效。，冠脉流量充足心肌细胞可获得足够的营养

物质和氧，心肌代谢产物也可被及时清除。冠脉流量

的多少还呵反映冠脉的收缩情况。本实验中，红花可

改善保存心脏的收缩、舒张功能，增加再灌注后心脏的

冠脉流量，说明红花注射液能够改善低温保存下的心

脏保存效果。

心脏保护的宗旨就是完全避免缺血性或再灌注性

损伤H。。(htlied等¨。于1994年研究证实缺血再灌注

过程中，再灌注能使兔心肌细胞凋亡。F1iss H等¨1于

1996年诅：实大鼠心肌缺血、再灌注均可出现细胞凋

亡，再灌注加速凋亡的发生。Kajstura等‘¨证实大鼠

心肌持续缺血出现早期凋亡。凋亡细胞数量是心肌功

能恢复的重要因素。bcl一2为抗细胞凋亡基因，检测

bcl一2的阳性表达，可间接反映组织细胞的凋亡情况。

有研究表明，红花注射液明显增强大鼠缺血再灌注心

肌组织bcl—2蛋白表达光密度值，降低Fax蛋白表达光

密度值㈦。，本研究也显示红花注射液可明显增加bcl一2

的蛋白表达。表明红花注射液可对抗大鼠离体心脏心

肌细胞的凋亡。

从器官冷冻保存领域来说，离体心脏的保存远较

离体肝脏及肾脏的保存复杂。其中一个因素是因为缺

血后再灌注时需要更多的能量支持，以便使心肌立即

进行搏动。而冷冻保存过程中心肌组织的能量耗竭是

造成损伤的一大因素。文献报道，心肌ATP下降至缺

血前50％以下，供心功能不能恢复∽’。本组实验心肌

组织能荷值两组差异无显著性(P>0．05)，说明红

花对低温保存下心脏的能量消耗无改善。因此，红花

的心脏保护作用不是通过降低能量消耗来实

现的。

综上所述，红花注射液可提高心脏的保存效果，而

红花注射液上调bcl—2阳性细胞表达，对抗心肌细胞凋

亡可能是其心脏保护机制之一。另外，红花具有活血

化瘀之功，现代药理学研究显示，红花可改善心肌供

血、降低心肌耗氧量，这些都有利于心脏的保存。
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