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双参通冠方对急性心肌缺血再灌注模型核因子2">
信号途径及细胞间隙连接通讯的影响

刘建勋 韩 笑 马晓斌 王杨慧

摘要 目的 观察双参通冠方（??-@）对急性心肌缺血再灌注损伤动物模型心肌梗死面积及重量，心肌

核因子2">（79=/.4<A4=;%<2B4CC4>，$D2">）信号途径及心肌细胞间隙连接蛋白E8)#的影响。方法 用冠状

动脉结扎／放松法复制大鼠心肌缺血再灌注损伤模型，$2>-染色法测量心肌梗死范围；免疫组织化学法检

测心肌组织$D2">C"F表达；双抗体夹心*>E21GH?*法测定各组血清肿瘤坏死因子（-$D2#）和细胞间黏附

分子2+（HE*I2+）含量；免疫组织化学法测定心肌细胞通讯间隙连接蛋白E8)#表达。结果 模型组大鼠心

肌梗死面积及梗死区重量、$D2">C"F表达、血清中-$D2#及HE*I2+含量明显升高（!!(J(F）；心肌连接

蛋白E8)#大量降解。??-@处理后心肌梗死面积及重量减轻；血清中-$D2#、HE*I2+水平下调（!!
(J(F）；$D2">C"F表达及E8)#降解抑制。结论 缺血再灌注时，心肌梗死严重，$D2">信号途径可被激活，

E8)#降解严重。??-@能抑制$D2">的活化，抑制血清中-$D2#、HE*I2+的过量分泌和抑制E8)#的降

解，减小心肌梗死面积及重量。
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心肌缺血再灌注损伤是阻碍缺血心肌从再灌注疗

法中获得最佳疗效的主要原因。多种细胞的信号途径

参与了缺血再灌注的病理生理过程，其中核因子2">
〔79=/.4<A4=;%<2B4CC4>，$D2">〕信号系统在心肌缺血
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再灌注 损 伤 中 发 挥 了 关 键 性 作 用。间 隙 连 接（!"#
$%&’()*&，+,）是细胞间通讯的主要方式。心室的间隙

连接通道主要由连接蛋白-./0构成，-./0的正常表

达与分布是间隙连接通道电耦联功能正常和心脏正常

电活动和协调舒缩的重要保证〔1〕。目前大量研究集中

在慢性心肌缺血及心肌梗死方面，而对急性心肌缺血

再灌注损伤时-./0改变方面的研究较少。

本实验采用在体心肌缺血再灌注损伤模型，观察

双参通冠方（223+）对心肌缺血再灌注时心肌细胞内

456!7活性及其下游信号分子即血清肿瘤坏死因子6"
（3456"）、细胞间黏附分子61（8-9:61）含量的影响及

心肌-./0的表达及分布，探讨223+心肌保护作用机

理。

材料与方法

1 材料

1;1 动物 健康2<大鼠，雄性，体重=>?#=@?!，

中国科学院遗传与发育生物研究所动物中心提供。

1;= 药物与试剂 223+为提取人参、丹参等有

效部位，按固定比例配伍而成。以多种有效成分（如人

参皂苷A!1、丹酚酸7）控制其质量，/>B!双参通冠方

提取物相当于/;1@!生药材，由本实验室提供。兔抗

456!7#C>多抗为2"&("-D%E产 品；兔-./0多 抗 为

FGBHI公司产品；J*KHDL)M)*&C??1检测系统为J*KHD
L)M)*&公司产品；J72粉、<97显色剂均由北京中山

生物技术有限公司提供；3456"、8-9:61酶联免疫检

测试剂盒为美国进口分装，北京天象N邦定医学联合

体公司提供。

1;0 仪器 电动呼吸机，:O<PQ2-60为上海

医疗设备厂产品；-:61@>?冰冻切片机为德国QP8-9
公司产品；>>?型酶标仪为日本A8O6A9<公司产品；

RJ89261???型 病 理 图 像 分 析 仪 为 北 京 空 海 公 司

产品。

= 方法

=;1 动物分组与给药 取C/只大鼠随机分为/
组，即正常组、模型组、223+高、低剂量组，每组1C只

（其中@只用于4673染色，@只用于456!7、-./0免

疫组化及血清中3456"、8-9:61含量测定）。十二指

肠给药，正常组及模型组给生理盐水，223+高、低剂

量分别给/>、==;>B!／S!（生理盐水配制223+，给药

体积0BT／S!）。

=;= 造模 1?U乌拉坦麻醉，开胸，气管插管连

接电动呼吸机（吸呼比为1V=，呼吸频率为0?次／B)&，

气道压力为0SJ"），左冠状动脉前降支根部穿结扎线，

平衡1?B)&后，除正常组外结扎冠状动脉造成缺血，结

扎后即刻十二指肠给药。/?B)&后放开结扎线形成再

灌模型，持续=W。

=;0 缺血再灌注心肌硝基四氮唑蓝（4673）染色

再灌注=W后摘取心脏，生理盐水洗净心脏，均匀切成

>片，称重，4673染色，图像分析仪计算心肌梗死面

积，计算心肌梗死区所占的面积及重量，梗死区占心室

（心脏）面积的百分率。

=;/ 血清3456"、8-9:61含量测定 再灌注=W
后腹主动脉取血，自然分离血清，双抗体夹心PQ829
法检测血清中3456"、8-9:61含量。具体步聚按试

剂盒说明书操作，酶标仪/X=&B处测O<值，绘制标

准曲线，计算样品中3456"、8-9:61浓度。

=;> 切片病理学观察及免疫组化染色 再灌注

=W后摘取心脏，冰生理盐水冲净血液，结扎线下0BB
处取=BB厚心肌，液氮冷冻，N=?Y冰冻切片，片厚

@$B，冰冻切片，RP染色，观察心肌组织病理改变。

456!7、-./0免 疫 组 化 切 片 入 丙 酮 固 定/B)&，0U
R=O=孵育>B)&，滴加兔抗456!7#C>抗体（1V1??）、

兔抗-./0抗体（1V1??），室温C?B)&，J72冲洗（=Z
0B)&），滴加山羊抗兔8!+抗体多聚体=?B)&，J72冲

洗（=Z0B)&），<97显色，蒸馏水冲洗，复染，脱水，二

甲苯透明，封片，以J72代替一抗作为阴性对照。连

续选取切片缺血区及缺血区与正常区交界带>个视野

（/??倍）作为观察区，多媒体病理图像分析系统计算>
个视野内阳性细胞百分率，免疫反应物斑点总面积、平

均吸光度、面密度（阳性目标总面积／统计场总面积）及

阳性单位。

0 统计学方法 采用2J221?;?软件作单因素

方差统计分析（O&H6["G94OL9）。

结 果

1 各组大鼠心肌4673染色结果 见表1。正

常组大鼠心肌染成暗蓝色，梗死区心肌不着色；模型组

大鼠梗死严重；223+高、低剂量组大鼠梗死面积明显

缩小，梗死区／心室（心脏）百分率降低，梗死区重量减

轻，与模型组比较差异有显著性（!!?;?>），223+高、

低剂量组比较差异无显著性。

表! 各组大鼠心肌4673染色结果比较 （""\#）

组别 $
梗死面积
（BB=）

梗死区／心室
（U）

梗死区／心脏
（U）

梗死区重量
（!）

正常 @ N N N N
模型 @@@;0C\1@;=] =@;CC\/;@> =0;>@\/;/0 ?;=?@\?;?/C
223+高剂量@C=;X>\1X;X0##=0;0/\/;/=# 1X;?C\0;0C#?;1>]\?;?00#

低剂量@]?;?=\1C;XC#==;0>\/;=/# 1@;>?\=;@/#?;1C=\?;?/>#

注：与模型组比较，#!!?;?>，##!!?;?1
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! 各组大鼠血清"#$%!、&’()%*水平测定结果

见表!。与模型组比较，++",高、低剂量组"#$%!，&%
’()%*含量均下降（!!-.-/或!!-.-*）。++",
高、低剂量组比较差异无显著性。

表! 各组大鼠血清中"#$%!、&’()%*水平

测定结果比较 （01／2，""3#）

组别 $ "#$%! &’()%*
正常 4 5!.673*.47 85.473-.8!
模型 4 6-.-!39.-7# /-.!53*.-8#

++",高剂量 4 56.*/3*.65$ 84.973*.-6$$
低剂量 4 55.-83!.!-$$ 86.653-.-7$$

注：与正常组比较，#!!-.-*；与模型组比较，$!!-.-/，$$!!
-.-*

9 各组大鼠切片病理学观察结果 :;染色光

镜观察见：正常组大鼠心肌细胞排列整齐，着色均匀，

胞膜完整，无变性、坏死等改变；造模后各组大鼠梗死

区心肌细胞排列紊乱，着色不均匀，部分区域心肌细胞

浊肿，心肌纤维横纹不清或消失，核裂解消失；++",
高、低剂量组梗死区亦有心肌细胞变性与坏死改变，但

程度较轻，着色相对均匀，水肿变性减轻，心肌坏死范

围较小。

8 各组大鼠心肌#$%"<免疫组化检测结果 正

常组大鼠心肌组织中#$%"<呈低表达状态，且阳性表

达出现在胞浆中；模型组梗死区#$%"<活化，表达增

强，阳性颗粒出现在胞浆及胞核中，++",高、低剂量

组梗死区#$%"<表达的活性较模型组低，胞核阳性表

达减少（图略）。图像分析仪结果显示模型组大鼠#$%
"<阳性表达百分率、免疫反应斑点总面积、平均吸光

度、面密度及阳性单位均显著升高（与正常组比较，!
!-.-*），++",高、低剂量组上述指标均下调，与模型

组比较差异均有显著性（!!-.-*），见表9。

/ 各组大鼠心肌’=89免疫组化检测结果 光

镜下见：正常组大鼠心肌细胞中’=89蛋白表达信号

呈强阳性，几乎均匀连续密集分布在心肌细胞端>端

相接部位，少数位于与心肌纤维长轴平行的侧>侧相

接处；阴性对照片未见到’=89特异性染色。缺血再

灌注组’=89的消失从梗死中心区到边缘区再到非缺

血区呈逐渐移行性变化，越靠近梗死中心区’=89消

失越明显，尤其是细胞端>端相接处’=89几乎全部

消失，残存的’=89特异性染色因缺血变性，抗原性减

弱，染色减轻（图略）。图像分析仪结果显示模型组大

鼠梗死区’=89阳性表达百分率、免疫反应斑点总面

积、平均灰度及面密度（阳性目标总面积／统计场总面

积）均降低（与正常组比较，!!-.-*），++",高、低剂

量组大鼠上述指标均上升，与模型组比较差异均有显

著性（!!-.-*），见表8。

讨 论

#$%"<是一种广泛存在的转录因子，在静息情况

下，以同源二聚体形式存在于胞浆中，并与抑制性蛋白

#%"<结合呈无活性状态。外源性刺激如缺血再灌注

等通过一系列信号转导引起#%"<降解，#$%"<%#%"<
复合物解体，#$%"<从复合物中释放出来得以活化（活

化形式以?/-、?5/异源二聚体为多见），借助被暴露出

来的核定位信号（#2+）进入细胞核，在核内与靶基因

的特异序列结合并启动转录〔*〕，调控健康状态及病理

情况下许多基因，如细胞因子、趋化因子、生长因子和

细胞黏附分子等的表达。

有研究表明，#$%"<在心脏缺血再灌注损伤过程

中发挥了关键性作用。在离体工作心脏模型上观察

到〔!〕，心脏单纯性短时间缺血即可引起#$%"<活性迅

速地显著性升高，短时缺血及缺血再灌注可进一步升

表" 各组大鼠心肌#$%"<免疫组化结果比较 （""3#）

组别 $
阳性表达百分率

（@）
免疫反应斑点
总面积（$A!）

平均吸光度 面密度 阳性单位

正常 4 *.5!3-.6! -.7!3*.!8 -.-43-.-5 -.-83-.-/ *5.*!37.48
模型 4 *5.8836./!# 6.-439.84# -.*43-.-8# -.**3-.-!# 9!.783!.-*#

++",高剂量 4 8.6-39.57$% 9.5/3!.8!$ -.*/3-.-9$% -.-/3-.-9$% !4.9838.*-$%
低剂量 4 4.493/.9/$ 9.863*.6!$ -.*93-.-9$ -.-43-.-*$ !/.473/.*-$

注：与正常组比较，#!!-.-*；与模型组比较，$!!-.-*；与++",低剂量组比较，%!!-.-*
表# 各组大鼠心肌’=89免疫组化结果比较 （""3#）

组别 $
阳性表达百分率

（@）
免疫反应斑点
总面积（$A!）

平均灰度 面密度

正常 4 !-.4638.-8 *-./539.95 *84.883*!.68 -.-653-.-!*
模型 4 *.9-3-.65# *.-53-./7# *9-./83*6.*4# -.-873-.-98#

++",高剂量 4 6.843!./*$% 5.943*.7-$% */*.!/39.//$% -.-693-.--9$
低剂量 4 /.*439.*/$ 8.*/3!.-/$ *8!.8/3*4.-!$ -.-573-.--/$

注：与正常组比较，#!!-.-*；与模型组比较，$!!-.-*；与++",低剂量组比较，%!!-.-*
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高!"#!$活性，说明!"#!$是心脏应激反应快速表达

基因。功能性!"#!$结合序列广泛存在于细胞因子、

黏附分子，如%!"#"、&’()#*等启动子和增强子〔+〕。

!"#!$的 活 化 导 致 上 述 基 因 的 表 达，转 录 产 生 的

%!"#"、&’()#*可直接引起血管内皮细胞和心肌细胞

的损伤。新近理论认为，%!"#"除对局部的组织、细

胞有直接作用外，还诱导血管内皮或心肌细胞上多种

黏附分子&’()#*的表达〔,〕，介导白细胞与血管内皮

细胞黏附，并向血管外迁移，黏附心肌细胞，释放细胞

毒，损伤心肌。减少%!"#"、&’()#*的分泌有利于保

护心肌细胞。总之，!"#!$间接介导白细胞与血管内

皮细胞的结合，是心脏缺血再灌注损伤的关键一步。

’-,+是组成心室肌./的主要成分，对维持细胞

间兴奋性传递有重要意义。心肌’-,+下降，可导致

心肌兴奋性、传导性改变。慢性心肌缺血和陈旧性心

肌梗死时’-,+大量降解、分布紊乱，与心律失常的发

生有密切关系〔0〕。对犬慢性心肌缺血模型闰盘超微结

构分析发现，与正常组心肌相比，每单位长度闰盘的间

隙连接数量和面积均明显减少，从细胞超微结构水平

上研究了心 肌 缺 血 时 细 胞 电 耦 联 障 碍 的 解 剖 学 基

础〔1〕。研究还发现，在边缘带2非缺血区邻接处’-,+
阳性./分布的严重紊乱，排列不均使此区域心肌的

激动波阵面（3456789:;）弯曲，形成折返激动。梗死灶

中心’-,+完全消失，形成激动扩布的一个解剖性障

碍，成为折返性螺旋波赖以“附着”的形态学基础〔<〕，而

心肌细胞耦联恢复不均匀，心电活动与传导不均一形

成的恶性心 律 失 常 是 缺 血 再 灌 注 死 亡 的 一 个 重 要

原因。

本实验数据表明，模型组心肌组织!"#!$=10阳

性表达增加，不仅出现在胞浆，还出现在胞核，表明

!"#!$活性增加，并向细胞核内转位，下游信号分子

%!"#"、&’()#*在血清中的含量也明显增加，这一结

果与文献报道结果一致，提示心肌缺血再灌注诱导

!"#!$的活化，!"#!$由胞浆向细胞核转位，进入细胞

核后与靶基因!$位点结合，诱导其下游信号 分 子

%!"#"、&’()#*的过量分泌。>>%.能抑制!"#!$的

活化，在一定程度上阻断了!"#!$相关信号通路的传

导，下调%!"#"、&’()#*水平，保护心肌，表现为缩小

心肌梗死面积及减轻梗死区重量。提示药物对%!"#
"、&’()#*及!"#!$表达的均衡性有一定的调节作

用，且 药 物 用 量 并 非 越 大 越 好，其 深 入 机 制 还 有 待

阐明。

实验数据还表明，急性心肌缺血再灌注心肌梗死

时，’-,+大量降解，’-,+阳性./破坏从梗死中心区

到边缘带到非缺血区呈移行性变化，这也会使心肌激

动通过这些区域时出现传导速度不均一性增高，形成

折返性心律失常的结构学基础，双参通冠方可能通过

抑制’-,+的降解，改善心肌细胞间通讯，降低心肌激

动传导速度不均性，消除或减少折返形成，保护心肌，

表现为缩小心肌梗死面积及减轻梗死区重量。实验中

还发现，心肌细胞端对端连接处’-,+消失较对侧连

接处严重，可能与心肌细胞纵轴排列的./因有毛细

血管伴行，缺血相对较轻有关。总之，!"#!$、%!"#"、

&’()#*信号途径及’-,+蛋白在心肌缺血再灌注中

发挥了重要作用，适度干预!"#!$的活化及’-,+的

降解有利于保护缺血心肌。由于多种因素可以引起

!"#!$活化及’-,+降解，对心肌缺血再灌注损伤!"#
!$活化的上游或下游信号系统、’-,+与心律失常等

相关 性 研 究 及>>%.的 干 预 作 用 还 有 待 进 一 步 的

探讨。
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