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芎芍胶囊联合缺血后适应对大鼠缺血/再灌注
心肌MCP-1及TNF-α的影响 
张大武  张  蕾  刘剑刚  王承龙  史大卓  陈可冀

摘要  目的 观察芎芍胶囊（Xiongshao Capsule, XSC）联合缺血后适应（ischemic postconditioning, 

IPoC）对大鼠缺血/再灌注（ischemic reperfusion, I/R）损伤心肌单核细胞趋化蛋白-1（monocyte 

chemoattractant protein-1，MCP-1）、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α, TNF-α）含量及炎性细胞

浸润的影响。方法 Spragu-Dawley（SD）大鼠75只，随机分为假手术组、I/R组、IPoC组、福辛普利钠加

IPoC组、XSC加IPoC组，每组15只。除假手术组外，其他各组均结扎大鼠冠状动脉前降支30 min，再灌注

1 h。IPoC组大鼠在再灌注1 h前予以3次10 s的再灌注/缺血循环，福辛普利钠加IPoC组和XSC加IPoC组分别

给予福辛普利钠0.9 mg/kg和芎芍胶囊0.135 g/kg，连续灌胃14天，末次灌胃2 h后实施手术取材。采用比色法

测定血清肌酸激酶同工酶（creatine kinase-MB, CK-MB）和肌钙蛋白T（cardiac troponin T, cTnT）的含量，氯

化硝基四氮唑兰（nitro blue tetrazolium chloride, NBT）染色测定大鼠左室心肌梗死面积，酶联免疫吸附测定

法（enzyme-linked immunosorbant assay, ELISA）测定心肌组织MCP-1和TNF-α含量，HE染色观察心肌组织

炎性细胞的浸润。结果 与I/R组比较，IPoC组大鼠血清CK-MB和cTNT水平明显降低（P<0.01），心肌梗死

面积显著减小（P<0.01），心肌组织MCP-1、TNF-α含量和炎性细胞浸润明显下降（P<0.05，P<0.01）；与

IPoC组比较，XSC加IPoC进一步降低了I/R大鼠心肌梗死面积和CK-MB含量（P<0.01），大鼠心肌MCP-1、

TNF-α含量和炎性细胞浸润数量显著降低（P<0.05，P<0.01）。结论 芎芍胶囊可加强缺血后适应对I/R大

鼠心肌的保护作用，其机制可能与抑制MCP-1、TNF-α表达和炎性细胞浸润有关。
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China Academy of Chinese Medical Sciences, Beijing (100091)

ABSTRACT Objective To investigate effect of Xiongshao Capsule (XSC) combined with ischemic 

postconditioning (IPoC) on tumor necrosis factor-α (TNF-α) and monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) 

contents as well as inflammatory cell infiltration (ICI) in myocardium of rat with ischemic reperfusion (I/R) injury. 
Methods Seventy-five Sprague-Dawley rats were equally randomized into 5 groups, the sham-operated group (A), the I/

R group (B), the IPoC group (C), the fosinopril sodium plus IPoC group (D), and the XSC plus IPoC group (E). Excepting 

rats in Group A, all animals received I/R injury through a 30-min occlusion of left anterior descending artery followed by 

1-h reperfusion. Additionally, IPoC (3 cycles of 10 s reperfusion/10 s of ischemia) was applied on rats in Group C before 

1 h of reperfusion; while rats in Groups D and E were pretreated for 14 days with 0.9 mg/kg fosinopril sodium and 0.135 

g/kg XSC respectively via gastrogavage, and the I/R injury with IPoC applied 2 h after the final gavage. Serum creatine 

kinase-MB (CK-MB) and cardiac troponin T (cTnT) levels were detected by colorimetric method, myocardial infarction size 

was measured by nitro blue tetrazolium chloride (NBT) staining, MCP-1 and TNF-α contents in myocardial tissue were 

examined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and ICI was detected by HE staining. Results Compared 

with Group B, myocardial enzymes and infarction size were significantly decreased  (P<0.01), contents of MCP-1, 
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TNF-α and ICI in myocardial tissue were significantly decreased (P<0.05, P<0.01) in Group C. Compared with Group C, 

further reduced infarction size and release of myocardial enzyme CK-MB (P<0.01) were seen in Group E, and contents 

of MCP-1 and TNF-α as well as ICI in myocardial tissue in Group E were also significantly lower (P<0.05, P<0.01). 
Conclusion XSC could enhance the protective effect of IPoC on rat with myocardial I/R injury, and the mechanism may 

be related to its inhibition on MCP-1 and TNF-α expressions as well as ICI suppression.

KEYWORDS Xiongshao Capsule; reperfusion injury; ischemic postconditioning; inflammation

大量实验和小样本临床研究[1，2]表明，缺血后适应

（ischemic postconditioning, IPoC）能减少心肌梗死面积

和心肌损伤标志物的水平，保护缺血再灌注（ischemic 

reperfusion, I/R）损伤心肌，这为临床改善急性心肌梗

死早期再灌注治疗后患者的心脏功能提供了依据。芎芍

胶囊（Xiongshao Capsule, XSC）由川芎总酚和赤芍总苷

组成，在改善冠心病患者心绞痛症状、血液流变学以及

抑制炎症反应等方面有较好疗效[3,4]。本实验研究采用

芎芍胶囊预处理联合IPoC干预再灌注损伤大鼠心肌，观

察芎芍胶囊是否有增强IPoC保护I/R心肌的作用，并从

心肌组织炎性细胞因子单核细胞趋化蛋白-1（monocyte 

chemoattractant protein-1，MCP-1）、肿瘤坏死因子-α
（tumor necrosis factor-α，TNF-α）水平和炎性细胞浸

润方面探索其作用机制。

材料与方法

    
1 材料

1.1 动物 Spragu-Dawley（SD）大鼠，清洁级，

75只，雌雄兼用，体重180～200 g，由北京维通利华

实验动物技术有限公司提供，合格证号：SCXK（京）

2007－0001。适应性饲养3天后进行实验。

1.2 药物 XSC，由川芎、赤芍的有效部位川芎

总酚和赤芍总苷组成，0.25 g/粒，北京国际生物制品研

究所提供，批号：200094；福辛普利钠片，10 mg/粒，

中美上海施贵宝制药有限公司生产，批号：0804087。

1.3 试剂 肌钙蛋白T（cardiac troponin T, cTnT）

试剂盒由美国RapidBio Lab公司生产，北京莱博特利

生物医学科技公司提供，批号：08060502；肌酸激酶

同工酶（creatine kinase-MB, CK-MB）试剂盒由北京中

生北控生物科技股份有限公司提供，批号：070181；

MCP-1、TNF-α酶联免疫吸附测定（enzyme- l inked 

immunosorbant assay, ELISA）试剂盒，由美国R&D公司

生产；考马斯亮蓝蛋白测定试剂盒，由南京建成科技有

限公司生产，批号：090828；氯化硝基四氮唑兰(nitro 

blue tetrazolium chloride, NBT)，由美国R&D公司生产。

1.4 仪器 ECG-6511型心电图机，上海光电仪

器有限公司生产；DW-2000型动物人工呼吸机,上海嘉

鹏科技有限公司；Multiskan MK3型酶标仪，荷兰雷勃

生物医学有限公司；7020型全自动生化仪，日本日立

公司；DpxView Pro型显微彩色图像处理系统，丹麦

DeltaPix公司。

2 方法

2.1 分组及用药方法 大鼠随机分为5组，每组15

只，即假手术组：开胸冠状动脉前降支下置线不结扎。

I/R组：结扎冠状动脉前降支30 min，持续灌注1 h。

IPoC组：结扎冠状动脉前降支30 min，然后给予3次10 s

再灌注/缺血循环，再持续灌注1 h。福辛普利钠加IPoC

组：福辛普利钠，每天0.9 mg/kg，用等量蒸馏水稀释

后灌胃，建立I/R模型，过程中给予IPoC干预。XSC加

IPoC组：芎芍胶囊每天0.135 g/kg，方法同福辛普利钠

加IPoC组。假手术组、I/R组和IPoC组每天均给予等量

生理盐水灌胃，所有动物均灌胃14天，于末次灌胃2 h

后手术。

2.2 大鼠I/R模型制作及标本采集 20%氨基甲酸

乙酯（6 mL/kg）腹腔麻醉大鼠，仰卧位固定于解剖台上，

记录2导联心电图。颈部、胸骨左侧、腹部消毒，并剪毛

备用。剪开颈部皮肤，暴露气管并插管，连接动物呼吸机

（潮气量3 mL/100 g体重，呼吸频率为50次/min）沿胸骨

左缘3～4肋间开胸，暴露心脏，剪开心包膜，左冠状动脉

前降支上1/3处穿3/0缝合线，缝合线两端共穿过一直径为

1.5 mm的硅胶软管，拉线推管，蚊式止血钳固定以阻断前

降支血流。结扎后2导联心电图示ST段明显抬高或T波高

尖，结扎线下左室前壁呈暗红色为结扎成功。30 min后松

开蚊式止血钳放松缝合线以恢复冠状动脉血流，给予再

灌注60 min。后适应操作是在结扎30 min结束后，立即给

予3次10 s的再灌注/缺血循环，松开蚊式止血钳放松缝合

线为再灌注，拉线推管用止血钳夹紧硅胶管为缺血。完全

打开缝合线再灌注60 min，然后腹主动脉取血并分离血

清，取出大鼠心脏生理盐水冲洗干净后，每组按随机数字

表检测心肌组织指标，5只做NBT染色测量大鼠左室心梗

面积，5只-80 ℃冰箱保存用于组织ELISA检测，5只10%

中性甲醛溶液中保存用于苏木精和伊红（hematoxylin and 

eosin, HE）染色。实验中假手术组因灌胃死亡1只，I/R组

造模中死亡4只，其余3组死亡各2只，后均予相应补充。
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2.3 血清CK-MB和cTnT的含量测定 采用7020型

全自动生化仪测定。

2.4 左心室梗死面积的测量 将取下的大鼠心脏

用生理盐水冲洗干净，滤纸吸除多余水分，均匀切成5

片，放入NBT染色液中，置于37 ℃水箱中温浴，温浴

过程中观察心肌组织颜色，当非梗死区变成蓝色，梗死

区为红色后，取出放置在滤纸上Canon IXUS 90IS数码

相机微距拍摄后，使用DpxView Pro型显微彩色图像处

理系统计算出左心室梗死面积（%），用心肌梗死面积

/左室面积×100%表示。

2.5 HE染色观察心肌组织浸润的炎性细胞数 心

肌组织用10％中性甲醛液固定后，石蜡包埋。连续切

片厚约5μm，放置于多聚赖氨酸防脱处理过的载玻片

上，进行常规脱蜡，HE染色，脱水、透明、封片后在

光学显微镜（×400倍）下观察，每张切片随机选取3

个连续的视野，根据文献[5]将3个视野中浸润的炎性细

胞（单核/巨噬细胞和淋巴细胞）数量求和，得出3个视

野总的浸润细胞数。

2.6 ELISA检测心肌组织细胞因子表达 每组5只

心脏，取前降支结扎线下2 mm至心尖部左室缺血心肌

组织100 mg，加入2 mL低温生理盐水（0 ℃），T18高

速分散机匀浆后，离心取上清液，于-80 ℃保存待测。

所有标本均采用ELISA法检测，操作过程严格按说明书

操作程序进行。同时用考马斯亮蓝蛋白测定法检测每

个组织标本的蛋白含量，得出数值后，将每毫升匀浆

液中的细胞因子含量换算成每毫克蛋白中的细胞因子

含量。

2.7 统计学方法 所有数据以χ ±s表示，使用

SPSS 14.0进行统计学分析。多组间比较采用单因素方

差分析，组间两两比较采用LSD 法，相关性采用Pearson

相关分析。P<0.05表示差异有统计学意义。

结    果

    
1  各 组 大 鼠 血 清 心 肌 损 伤 标 志 物 和 心 肌 梗 死

面积比较（表1） 与假手术组比较，I/R组心肌损伤

标志物CK -MB和cTnT及左心室梗死面积均显著升高

（P <0.01）；与I/R组比较，IPoC组、福辛普利钠加

表1 各组大鼠血清心肌损伤标志物和心肌梗死面积比较 （ χ±s）

 组    别 CK-MB（IU/L） cTnT（ng/mL） 左心室梗死面积（%）

 假手术   693.64±114.85（14） 0.02±0.01（14）   0

 I/R  1635.30±229.20（11）*    4.41±0.93（11）*  35.28±3.85（5）* 

 IPoC    1222.39±188.16（13）△        2.53±0.51（13）△    21.02±2.29（5）△

 福辛普利钠加IPoC 1047.61±223.13（13）△▲  2.36±0.96（13）△ 17.17±3.12（5）△▲

 XSC加IPoC 1043.00±231.50（13）△▲  2.18±0.58（13）△ 16.01±3.26（5）△▲

  注：与假手术组比较，*P<0.01；与I/R组比较，△P<0.01；与IPoC组比较，▲P<0.05，▲▲P<0.01；（）内数据为样本数

表2 各组大鼠心肌MCP-1及TNF-α水平比较 （pg/mg, χ±s）

 组  别 n  MCP-1 TNF-α

 假手术 5 12.60±3.68 3.00±0.19

 I/R 5 39.27±7.55* 6.55±0.30*

 IPoC 5 29.97±2.29△ 4.71±0.27△△

 福辛普利钠加IPoC 5    25.50±4.50△△ 4.21±0.32△△▲▲

 XSC加IPoC 5       21.12±8.27△△▲ 4.11±0.16△△▲▲

  注 ： 与 假 手 术 组 比 较 ， *P < 0 . 0 1 ； 与 I / R 组 比 较 ， △P < 0 . 0 5 ，
△△P<0.01；与IPoC组比较，▲P<0.05，▲▲P<0.01

IPoC组及XSC加IPoC组CK-MB和cTnT及左心室梗死面

积显著降低（P <0.01）；与IPoC组比较，福辛普利钠

加IPoC组、XSC加IPoC组能进一步降低减轻心肌细胞

CK-MB的释放及左心室梗死面积，差异均有统计学意

义（P<0.05）。

2 各组大鼠心肌组织MCP-1及TNF-α水平比较

（表2） 与假手术组比较，I/R组心肌组织炎性细胞

因子MCP-1及TNF-α含量显著增高（P <0.01）；与I/

R组比较，IPoC干预能显著降低心肌MCP-1及TNF-α

水平（P <0.05，P <0.01）；在此基础上，芎芍胶囊能

进一步降低IPoC心肌MCP-1及TNF-α含量（P <0.05，

P<0.01）。

表3 各组大鼠缺血心肌组织炎性细胞浸润情况比较 （ χ±s）

 组 别 n  浸润细胞数（个）

 假手术 5   7.00±2.73

 I/R 5 43.40±11.13*

 IPoC 5 24.80±4.44△

 福辛普利钠加IPoC 5 22.60±4.88△

 XSC加IPoC 5 16.00±3.24△▲

  注：与假手术组比较，*P <0.01；与I/R组比较，△P <0.01；与IPoC组

比较，▲P<0.05

3 各组大鼠缺血心肌组织炎性细胞的浸润情况比

较（表3，图1）及与MCP-1的相关性分析（图2） HE

染色结果显示，与假手术组比较，I/R组浸润的炎性细

胞数显著增加（P <0.01）；与I/R组比较，IPoC组浸润

细胞数显著降低（P <0.01）；与IPoC组比较，XSC加

IPoC组炎性细胞的浸润进一步减少（P <0.01）。对I/R

组和IPoC组两组大鼠心肌MCP-1含量与浸润细胞数进

行相关性分析，表明两组均呈显著正相关（r1 =0.966，

r2=0.998，P<0.01）。
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图1 各组大鼠缺血心肌组织浸润细胞数的变化 （HE染色，×400）

图2 I/R组及IPoC组大鼠心肌MCP-1含量与浸润

细胞数的相关性分析

讨    论

    
2003年，Zhao ZQ等[6]研究发现，将开胸的犬冠状

动脉结扎60 min后予以重复开通30 s、再结扎30 s，连

续3次循环，然后恢复冠状动脉血流，结果较未予IPoC

处理的心脏降低了40%的梗死面积，这种机械性辅助治

疗方法即IPoC。本实验研究表明，IPoC能够减轻I/R心

肌损伤标志物CK-MB和cTnT的释放，减小心肌梗死的

范围，与既往研究报道[2]相符。同时本研究也显示芎芍

胶囊预处理能进一步减小IPoC大鼠心肌梗死面积，降低

血清CK-MB的含量，表明芎芍胶囊能更好地保护IPoC

心肌免于I/R的损伤。

MCP-1是趋化因子家族成员之一，心肌缺血再灌注

时MCP-1表达增加,趋化和激活单核/巨噬细胞、T淋巴

细胞、嗜碱性细胞和自然杀伤细胞等免疫细胞,引发一

系列的炎症反应，加重心肌的损伤。有研究表明，将

MCP-1特异性受体CC类趋化因子受体（CCR2）基因敲

除后，小鼠缺血再灌注心肌炎性细胞浸润显著降低，

心肌梗死面积缩小[7]。同样，转染家兔MCP-1抑制剂

7ND基因抑制MCP-1活性后，再建立心肌I/R损伤家兔模

型，结果显示心肌炎性细胞浸润减少，促炎性细胞因

子TNF-α和IL-1β水平降低，家兔心脏功能明显改善，

表明抑制MCP-1活性是保护I/R心肌的重要环节之一[5]。

本实验研究观察缺血再灌注后心肌中浸润细胞，主要

以淋巴细胞和单核/巨噬细胞为主，且随着MCP-1表达

增加，炎性细胞的浸润也明显增加。给予IPoC干预后，

  

  注：A为假手术组；B为I/R组；C

为IPoC组；D为福辛普利钠加IPoC组；

E为XSC加IPoC组；黑色箭头所示为浸

润细胞，其中单核细胞为卵圆形，细

胞表面不规则，细胞核长呈马蹄形，

或 具 浅 的 凹 陷 ， 含 有 1 ～ 2 个 小 的 核

仁；淋巴细胞多为圆形或椭圆形，核

仁大而明显，核内异染色质为主，故

核呈致密影
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MCP-1含量和炎性细胞浸润均显著降低。相关性分析显

示，两者呈显著正相关，表明在缺血再灌注过程中心肌

中炎性细胞浸润与MCP-1水平密切相关。

Herskowits A等[8]和Formigli L等 [9]研究表明，I/R

损伤中浸润的单核/巨噬细胞是心肌组织内炎性细胞因

子的主要来源，促炎性细胞因子TNF-α主要由单核/巨

噬细胞产生，在再 灌注早 期即大 量表 达，血管内皮细

胞、血管平滑肌细胞和心肌细胞在再灌注损伤后也产生

TNF-α，大量产生的TNF-α可抑制心肌收缩力和加速

缺血心肌细胞的凋亡[10]。同时，TNF-α可以启动激活转

录因子NF-kappaB的信号通路，使单核/巨噬细胞进一步

激活，并分泌包括TNF-α在内的多种促炎性细胞因子，

引发细胞因子级联反应，导致炎症反应的扩大。本实验

研究显示，IPoC能够降低心肌组织MCP-1和TNF-α含

量，这可能是其保护I/R损伤心肌的机制之一。IPoC基础

上应用芎芍胶囊干预能进一步降低心肌组织MCP-1、

TNF-α水平和炎性细胞浸润，表明芎芍胶囊增加IPoC

对I/R心肌的保护作用与抑制缺血再灌注心肌MCP-1、

TNF-α含量和炎性细胞浸润有关。

芎芍胶囊是在传统活血化瘀代表方剂血府逐瘀汤的

基础上，采用其主要药物川芎、赤芍的有效部位川芎总

酚和赤芍总苷制成。现代药理研究表明，川芎和赤芍具

有扩张冠状动脉、改善心肌缺血缺氧、抑制血小板聚集

及血栓形成、减弱氧化应激和炎症反应等作用[11-13]。本

实验研究显示芎芍胶囊能更好地保护IPoC心肌免于I/R

的损伤，这为血运重建时代应用活血化瘀药物治疗急性

心肌梗死提供了实验依据。
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