
·1056·

·实验研究·

主圈主盟堕笙金盘查!!!!生!Q旦筮垫鲞筮!!塑垡!!!丛!Q!!!!竺垫!!!!!!：j!：!!：!!

银杏酮酯与丹参预处理对心肌缺血再灌注中
环氧化酶．2及其下游效应物的作用

包怡敏 刘爱华 张志雄 李 云 王星禹

摘要 目的探讨大鼠心肌缺血再灌注后环氧化酶-2(COX-2)及其下游效应物含量的变化，并观察银

杏酮酯(Ginkgo biloba extract 50，GBE50)与丹参预处理对其的影响。方法 大鼠分为假手术纽、模型组、丹

参组及GBE50低、高中剂量组。各组动物灌胃GBE50或丹参注射液l周后，结扎冠脉左前降支30 min，再灌

注60 rain建立大鼠心肌缺血再灌注模型。实时荧光定量PCR检测心肌COX一2表达；放射免疫法检测心肌

血栓烷B：(TXB：)，6．酮．前列腺素F。。(6．keto—PGF。。)含量。结果 模型组COX一2 mRNA水平明显高于假手

术组(P<0．001)；与模型组比较，GBE50与丹参可明显下调心肌COX-2基因表达(P<0．01)，并降低心肌

TXB，含量与TXB，／PGF．a比值(P<0．05)，丹参还可上调心肌6一keto-PGFl。含量(P<0．05)。结论缺血再

灌注后，COX-2通过产物血栓素’A，(TXA，)和前列环素(PGI：)对心肌产生作用，GBE50与丹参对COX-2的

生成均有抑制作用，且两者的作用可能不同。

关键词 心肌缺血再灌注；银杏酮酯；丹参；环氧化酶一2；血栓烷B：；6一酮一前列腺素F。。
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ABSTRACT Objeetive To investigate the changes in contents of cycloxygenase-2(COX-2)and its down。

stream effectors in rat’S myocardial ischemia／reperfusion(I／R)model and observe the effects of precondition

with GBE50(Ginkgo biloba extract 50)and Salviae miltiorrhizae(SM)on them．Methods Rat’S I／R model was

established by 30．min left anterior descending coronary artery occlusion followed with 60-min reperfusion．Ani-

mals were divided into the model control group．the sham-operated group and the tested groups(received 1。

week precondition with GBE50 and SM respectively via intragastric infusion before modeling)．COX-2 mRNA ex-

pression in myocardium was detected by real-time PCR；contents of thromboxane B2(TXB2)and 6一keto-prosta-

glandin F1。(6-keto-PGFl。)were measured by radioimmunoassay．Results The mRNA expression of COX-2 in

the model group was obviously higher than that in the sham·operated group(P<0．001)，while that in the tested

groups was down．regulated significantly(P<O．01)，and the content of TXB2 as well as the ratio of TXB2／PGFl。

was reduced significantly(P<0．05)．Besides，SM also showed the up-regulation effect on 6一keto-PGFl。content

in myocardium(P<0．05)．Conclusion COX-2 affects the myocardium through thromboxane A2 and prostacyc。

lin after I／R：both GBE50 and SM can inhibit the production Of COX-2，but they may act in different paths．

KEYWORDS myocardial ischemja／reperfusjOn；GBE50；salviae miltiorrhizae；cycloxygenase-2；thrombox。

ane B2；6·keto—prostaglandin F1。

环氧化酶一2(cycloxygenase-2，COX-2)是体内花生
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四烯酸代谢中最主要的前列腺素合成限速酶，又称为

炎症诱导酶。对于其在心肌缺血再灌注损伤(myocar-

dial ischemia．reperfuion injury，MIRI)中的作用，目前

存在争议。有研究表明，COX一2对心肌有保护性作用，

采用两种不同的COX一2抑制剂町完伞阻断预处理的

晚期心肌保护效应⋯，其作用由的列环素(prostacyc—

lin，PGI，)介导心3。但也有学者认为COX-2表达增加
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对心肌是有害的，如近年来有研究证实心梗时使用阿

斯匹林，通过抑制COX．2，可以抑制炎症反应，从而保

护存活的心肌，改善心功能¨。；COX-2的抑制剂能够

增加离体心脏的冠脉流量，增加心肌供血，预防细胞凋

亡，减缓心肌重构等，具有心肌保护作用”j3。COX-2

的下游产物血栓素A2(thromboxane A：，TXA：)具有强

烈的促进血管收缩和血小板聚集的作用，可以加荤损

伤反应。本实验旨在探讨大鼠心肌I／R模型中COX．2

及其下游效应物的变化，并观察银杏酮酯(Ginkgo bi·

loba extract 50，GBE50)与丹参(salviae mihiorrhizae；

SM)预处理对其的影响。

材料与方法

1 材料

1．1 动物清洁级健康雄性Sprage—Dawley大鼠

48只，体重为(318．67±33．07)g，由上海中医药大学

动物实验中心提供[动物合格证号：SCXK(沪)2008—

0016]。

1．2仪器、药物及试剂 RM6240C型生物信号

采集处理系统(成都仪器厂)；GC-911型放射免疫计数

器(科大创新股份有限公司中佳分公司)；ABI．7500

Real—time定量PCR检测仪(美国ABI，7300Sequence

Detection System)。GBE50，上海杏灵科技药业股份有

限公司提供，批号071008，溶解于1％羧甲基纤维素钠

(CMC)蒸馏水溶液，分别配制成10、20、40 ms／mL的

GBE50混悬液；丹参注射液，正大青春宝药业有限公

司，批号0701301，10 mL／支，生药含量1．5 S／mL。Tr—

izol(Invitrogen公司)；SYBR Green PCR试剂盒(广州

达晖生物公司)；RNA引物由达安基因股份有限公司

合成；碘[125 I]血栓烷B：，碘[125 I]6一酮．前列腺素F。。

(6-keto-PGF。。)放射免疫分析药盒购于北京普尔伟业

生物科技有限公司(批号2008-09．25)；其余试剂为国

产分析纯。

2方法

2．1 心脏缺血再灌注模型制备 参照文献方法

稍作改动¨’71，大鼠20％乌拉坦5 mL／kg腹腔麻醉，仰

卧位固定。气管插管，连接动物呼吸机，呼吸频率90

次／min，潮气量10—12 mL，吸：呼比为1：2，根据肺扩

张情况调整潮气量。于胸骨左缘旁开约0．5 cm开胸。

剪断第3、4肋骨，用开睑器撑开胸腔，打开心包，暴露

左心耳。在肺动脉圆锥与左心耳下缘之问，平左心耳

下缘，于左冠状静脉下浅层心肌穿一条0／5号丝线以

备结扎，进针深度约1 mm，宽度为在静脉周围1．5—

2．0 mm左右。在结扎的冠状动脉前降支处放置一根

约8 mm长直径2 mm的乳胶管，结扎30 min后剪断结

扎线，再灌注1 h。以ST段抬高和(或)T波高耸，结扎

线以下心肌颜色苍白，边缘发绀为冠脉结扎成功的标

志；以抬高的sT段和T波恢复(下降50％以上)，结扎

线以下心肌颜色恢复为再灌成功的标志。

2．2分组及药物处理动物随机分为6组(每组

各8只大鼠)：假手术组，模型组，丹参组，GBE50低、

中、高剂量组。假手术组与模型组以l％CMC蒸馏水

溶液灌胃，丹参组以丹参注射液[生药含量7．5 g／(kg

·d)，相当于人等效剂量的9倍]灌胃，GBE50低、中、

高剂鼍组分别以GBE50混悬液50、100、200 ms／(kg·

d)灌胃(相当于人等效剂量的5、10、20倍)，各组灌胃

剂量为5 mL／(kg·d)，持续l周，末次给药30 min后

进行手术。除假手术组只穿线不结扎、连续观察90

min外，其余组方案同前。

3观察指标

3．1 Real-time PCR检测心肌COX-2 mRNA表达

假手术组、模型组、丹参组与GBE50中剂量组4组，每

组随机取6例检测。实验结束市即取左心室心尖部缺

血区心肌约60 mg，Trizol法提取总RNA，逆转录成cD-

NA。逆转录反应体系如下：5×逆转录buffer 4恤L，oli—

go(d T)O．5肛L，dNTPs 0．5 IxL，逆转录酶MMLV 1¨L，

DEPC处理水10斗L，RNA模板4 IxL，总体积20¨L。

反应条件：37℃，1 h；95℃，5 min。将制备好的cDNA

进行PCR扩增，扩增体系如下：SYBRGreen Mi×32．5

斗L，上游引物F 0．5斗L，下游引物R 0．5¨L，ddH：O水

14．5斗L，cDNA模板2斗L，总体积50肛L。扩增条件：

(1)95 oC 10 min，(2)95℃20 s，55℃30s，72℃30 s，

40 cycles。COX-2的上下游引物序列分别为5 7一CTG—

TATCCCGCCCTGCTGGTG一3．’一5’一ACTrGCGTTGATG—

GTGGCTGTCTT-3’；APDH上下游引物序列分别为5’

GCATCCTGACCCTGAAGTA-3’． 5’一GGGGTGTTGAAG—

GTCTCAAA．3’。进行熔解曲线分析，每个目标基因CT

值．内参(GAPDH)CT值，每个目标基因mRNA相对表

达量=2也叫×100％。

3．2放免法检测心肌TXB2、6-keto—PGF。。的含量

实验结束立即取下心脏，切取左心室心尖部与室间

隔前部心肌，约100一150 mg，制成10％心肌组织匀

浆，放免法测定TXB：、6-keto—PGF，。含量。操作步骤均

按试剂盒说明书进行。

4统计学方法 采用SPSS 15．0统计软件进行

数据分析，计量资料以面±s表示，多组间比较采用单

因素方差分析，两两比较采用LSD法，P<0．05为差异

有统计学意义。
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结 果

1 各组心肌COX-2 mRNA相对表达量的比较

(表1) 与假手术组比较，模型组心肌COX．2 mRNA

表达显著上调(P<0．叭)。与模型组比较，丹参组和

GBE50组COX-2 mRNA的表达显著下调(P<0．01)。

表1 各组心肌COX．2 mRNA相对表达量的比较(％，面±s)

注：与假手术组比较，‘JP<0．01；与模型组比较，6P<0．01

2各组心肌TXB2、6-keto-PGF，。含量的比较(表

2) 心肌TXB：含茸模型组较假手术组显著升高(P<

0．01)；丹参组、GBE50中剂量及GBE50高剂量组均低

于模型组，差异有统计学意义(P<0．05)。

行冠脉结扎与再灌手术的各组心肌6-keto—PGF。。

浓度均高于假手术组，但仅丹参组差异有统计学意义

(P<0．05)，且丹参组较模型组增高(P<0．05)：

GBE50低、中、高剂量组心肌6-keto．PGF，。含量递增，

但与模型组比较，差异无统计学意义(P>0．05)；

GBE50低剂量组与丹参组比较，差异有统计学意义

(P<0．05)。

模型组TXB：／PGF。。比值高于假手术组(P<

0．05)；丹参组该比值最小，与模型组比较差异有统计

学意义(P<0．01)；GBE50中、高剂量组TXB：／PGF。。

比值接近假手术组，与模型组比较差异有统计学意义

(P<0．05)。

表2 各组心肌TXB：、6-keto·PGFl。含量

及TXB2／PGFl。比值比较(五±s)

注：与假手术组比较，’P<0．05，”P‘0．Ol；与模型组比较，P<

0．05等P<o．01；与丹参组比较，P<o．05

讨 论

正常状态下，COX-2在大多数组织中并不表达，主

要在缺氧、内毒素、NO、IL—l、TNF等诱导下表达活

跃㈤。COX催化花生四烯酸转化为PGH：，此前体物

在不同的特异性酶催化下，转化为TXA：、前列腺素

(prostaglandins，PGs)等物质参与炎症反应。TXA：是

促进血小板激活和聚集的关键介质，也是促进血管收

缩的重要生物活性物质"。。在再灌注损伤中，血小板

释放的血管活性物质在持续的血管收缩、冠脉血流减

少中具有重要作用，其中TXA：特别重要¨0’⋯。PGI：

是由血管内皮细胞合成和释放的一种生物效应与

TXA：完全相反的物质，具有抗血小板聚集和扩张血管

的作用。由于TXA：和PGI：极不稳定，难以直接测

定，故国内外均采用测定两者稳定的代谢产物TXB：、

6-keto-PGF。。含量作为判断这两种内源性血管活性物

质浓度的指标¨“。在正常生理状态下，血浆或组织中

的TXA：和PGI：的浓度比例处于相对平衡，以维持机

体内环境的稳定¨”。由于某些病理因素引起TXA：

和PGI：的平衡失调是造成血小板聚集，血管痉挛收缩

或血栓形成的原因之一。

目前，有研究显示，MIRI中COX一2具有一定的保

护效应。实验发现，小鼠心肌经诱导型一氧化氮合酶

(iNOS)转基因处理后可对抗I／R损伤，缩小心肌梗死

面积，且心肌COX-2蛋白和PGs类物质含量增加；用

COX．2的特异性阻断剂可完全取消iNOS增加引起的

心肌保护作用¨“。另据报道，COX-2参与了其他药物

预处理(如阿片受体激动剂、缓激肽、单磷酰酯A等)

对缺血心脏的晚期心肌保护作用¨””，。这些研究提

示COX-2可能是多种预处理心肌保护过程中的一种

共同的中介因子。同时，一般认为，COX-2在心肌I／R

中具有一定的损伤作用。COX-2在将花生四烯酸转化

为PGF：的过程中产生大量氧自由基(OFR)，OFR也

可诱导COX-2的表达，使活性氧的损伤作用反馈性增

大，有报道，使用选择性COX．2抑制剂能够对抗离体

大鼠心肌的氧化应激损伤¨81；COX-2可诱导活化核因

子KB(NF—KB)，产生白细胞介素一l(IL一1)、IL-6、肿瘤

坏死因子一d(TNF—a)等多种炎症介质，引起炎症反应

的放大和增强；COX．2与iNOS之间还存在相互作用，

强化它们导致的炎症反应。以上研究说明，在不同的

情况下，如细胞种类不同、病理生理状态不同、诱导

COx-2产生的刺激强度不同、前列腺素合成通道以及

COX催化产生前列腺素类化合物的种类的不同，可能

产生不同的效应子，发挥有益(如PGE：、PGI：)或有害

(TXA：)的生物作用¨⋯。

本实验观察到，模型组心肌COX-2 mRNA表达和

TXB：含量明显增加，提示心肌I／R后COX-2大量激

活后，下游效应物主要为TXB：，TXB：／PGF。。比值明显

增大，可导致血管强烈收缩和微血管内血栓形成，加重

I／R损伤。GBE50和丹参预处理均能下调COX-2 mR-

万方数据
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NA的表达，降低TXB，水平，保护冠脉内皮细胞。血

管内皮是缺血再灌注损伤的关键部位，据推测，预处理

的心肌保护可能继发于血管内皮细胞的保护¨⋯。实

验中还观察到，GBE50与丹参都有调节TXB：／PGF．。的

作用，使其比值下降，但有所不同的是，GBE50主要是

通过降低TXB：来影响TXB：／PGF。。比值，而丹参既能

下调TXB：表达，上调6-keto—PGF。。表达的效应也非常

显著，从而降低TXB：／PGF，。比值。有研究显示，丹参

的主要有效成分之一丹酚酸B能够减少TXB，，增加6一

keto—PGF⋯改善TXA：／PGI：系统的平衡状态，具有明

确的内皮细胞保护效应怛1’”。。此结果提示，丹参与

GBE50预处理后引导COX-2产生的效应子不同，可能

与调控后续不同的特异性酶有关，具体还有待进一步

探讨。
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