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!基础研究!

鹿茸促血管新生修复心肌梗死大鼠

心肌损伤的实验研究
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摘要"目的"基于血管新生观察鹿茸对心肌梗死"心梗#大鼠心肌损伤的保护效应$ 方法"应用冠状动脉

左前降支结扎术建立心梗大鼠模型"假手术组只穿线% 不结扎#%将
9"

只心梗模型大鼠随机分为模型组&低浓

度鹿茸组'

#"" =/G
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#(&中浓度鹿茸组'

!"" =/G

"

I/
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J

#(&高浓度鹿茸组'

;"" =/G

"

I/

!

J

#(&马来

酸依那普利组'简称普利组%

# =/G

"

I/

!

J

#(%每组
#"

只$ 同时设立假手术组
#"

只$ 各药物干预组分别给

予相应药物灌胃%假手术组与模型组每日给予
"

!

9K

羧甲基纤维素钠灌胃$

;

周后采用超声心动图检测大鼠

心功能)

L<

染色观察心肌病理组织学变化)免疫组化法观察心梗边缘区血小板 #内皮细胞黏附分子

"
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#与
!

$平滑肌肌动蛋白"

!

$

M,-

#表达)

<N)M-

法检测血清中血管内皮生长因子"

2<OP

#和成纤维细

胞生长因子"

QPOP

#的含量$ 结果"与假手术组比较%模型组左室收缩末期内径"

N2<ME

#&左室舒张末期内

径"

N2<EE

#增加%

'E&#

&

!

$

M,-

&

2<OP

与
QPOP

表达增加"

R S"

!

"9

%

R S"

!

"#

#%左室射血分数"

N2<P

#&

左室短轴缩短率"

N2PM

#下降"

R S "

!

"#

#$ 与模型组比较%高&中浓度鹿茸组与普利组
N2<P

&

N2PM

增加

"

R S"

!

"#

#%

N2<ME

&

N2<EE

降低"

R S "

!

"#

#)高&中浓度鹿茸组心梗边缘区
'E&#

和
!

$

M,-

表达增多

"

R S"

!

"9

#%血清中
2<OP

&

QPOP

含量明显升高"

R S"

!

"9

#$ 结论"鹿茸通过上调
2<OP

&

QPOP

表达%增加

微血管密度与小动脉生成%有效促进血管新生%修复心梗大鼠心肌损伤%进而改善心功能$

关键词"鹿茸) 心肌梗死) 血管新生) 心功能) 心肌损伤
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""中国心血管病报告
!"#%

显示#心血管疾病$

D>A

$

J?>D T>0D.4>A J?0:>0:

!

'2E

%已成中国城乡居民死

亡的首位原因!据推算
'2E

现患人数
!

!

$

亿'

#

(

!急性

心肌梗死$心梗%是
'2E

相关的主要死亡原因'

!

(

) 治

疗性血管新生是通过药物治疗增加有功能的冠状动脉

分支或侧支循环!恢复缺血心肌血供*改善患者预

后'

&

(

) 鹿茸可治疗心血管系统*免疫系统等疾病'

;

(

!

临床疗效确切'

9

(

) 本课题组在前期研究中发现#鹿茸

对心肌损伤具有保护作用!可改善心梗大鼠心功

能'

8

(

) 本研究旨在前期研究基础上!利用心梗模型大

鼠!深入观察鹿茸是否可以通过促进血管新生修复心

肌损伤*改善大鼠心功能!发挥其保护效应)

材料与方法

#

"动物"

MRP

级雄性
ME

大鼠
%"

只!

%

周龄!体

重$

!;"

%

!"

%

/

!购自华阜康生物科技有限公司!实验

动物使用许可证编号#

M'\b

$京%

!""$

#

"""7

) 在实

验周期内!大鼠被饲养在具有单独通风功能的装置中!

$

#! @

光
G

暗循环!

!&

&

!8

'!

;"

&

9"K

湿度%!并喂食

标准实验室饲料和水) 涉及动物的实验方案由中日友

好医院伦理委员会审查和批准$

635 #7

#

"#"8

%!所有

实验均按照中日友好医院发布的相关实验动物管理准

则和规定进行)

!

"药物"戊巴比妥钠$北京化学试剂公司! 批

号#

"!"$#$

%&马来酸依那普利片$扬子江药业集团江

苏制药股份有限公司!批号#

#8##!9##

!

#" =/G

片%&

鹿茸$吉林东丰梅花鹿养殖基地%切片后冻干打粉!溶

于
"

!

9K

羧甲基纤维素钠$

!9 /G

瓶!北京索莱宝科技

有限公司!批号
$"";

#

&!

#

;

%!置于超声振荡仪上振

荡
#" =?B

以确保混匀!

;

'冰箱保存备用)

&

"主要试剂与仪器"

-B1?

$

'E&#

$

-QD>=

公

司!批号#

OU&#%8!$"

$

&

!

-QD>=#%!$%#

!用于免疫

组化%&

-B1?

$

!

$

M,-

$

-QD>=

公司!批号#

OU!%&"";

$

#9

!

-QD>= 98$;

%&通用型二抗及
E-_

染色液$丹麦

E>I3

!批号#

!""&8&%9

!

-

$

b9""7##

%&

-B1?

$

'E&#

$

-QD>=

公司!批号#

OU#$!9#9

$

#9

!

-QD>=8;9;&

!

用于免疫荧光%&含
E-R)

防荧光淬灭封片剂$

-QD>=

公司!批号#

OU&#$7$9

$

!

!

>Q#";#&$

%& 内皮生长因

子 $

T>0D.4>A :BJ31@:4?>4 /A3Z1@ X>D13A

!

2<OP

%

<N)M- b?1

$博奥森! 批号#

!"#7"$"%

!

Q0I""#7&

%及

成纤维细胞生长因$

Q>0?D X?QA3Q4>01 /A3Z1@ X>D13A

!

QPOP

%

<N)M- b?1

$ 瑞 格 博! 批 号#

!"#%"8&"

!

8"9#8U

!

UO_

$

8"9#8U

%) 心脏超声机

$美国
O<

%&

-N'

$

2%

动物呼吸机$上海奥尔科特%&全

自动多功能酶标仪$美国
*@:A=3

%)

;

"动物模型制备及干预方法"

#K

戊巴比妥钠

$

9" =/GI/

%腹腔注射麻醉!仰卧位固定大鼠) 手术部

位备皮消毒!术前心电图后经口行气管插管!连接小动

物呼吸机) 于胸骨左侧第
&

*

;

肋间横向切开皮肤!逐

层分离肌肉*肋骨暴露心脏) 在肺动脉圆锥及左心耳

下
#

&

! ==

处!结扎前降支!可见下方因心脏缺血大

面积泛白) 逐层关闭胸腔!缝合皮肤) 假手术组仅穿

线而不结扎冠脉) 术后
!; @

采集心电图!标准
#!

导

联中
"

*

-2N

*

2&

&

28

兼有
2#

或
2!

导联中同时出现

]

波!视为模型成功'

7

(

)

7"

只大鼠行心梗手术!成模

率为
7!K

!共
9"

只) 成模大鼠按随机数字表法分为

模型组!高*中*低浓度鹿茸组和马来酸依那普利$简

称普利组%

9

组!每组
#"

只) 另选择
#"

只为假手术
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组) 实验动物用药量根据人和动物间按体表面积折算

的等效剂量比值表计算'

%

(

!大鼠用量为人的
7

倍#鹿

茸临床用量为
! /G 7" I/

!经计算大鼠给药量为

!"" =/G

$

I/

"

J

%!以此为中浓度鹿茸组!相当于等剂

量成人临床用量&

;"" =/G

$

I/

"

J

%为高浓度鹿茸组!

相当于临床用量的
!

倍&

#"" =/G

$

I/

"

J

%为低浓度

鹿茸组!相当于临床用量的
"

!

9

倍) 马来酸依那普利

临床用量为
#" =/G 7"I/

!普利组大鼠给药量为

# =/G

$

I/

"

J

%!相当于等剂量成人临床用量) 假手

术组与模型组给予
"

!

9K

羧甲基纤维素钠灌胃) 术后

每日灌胃
#

次!第
;

周末处死各组大鼠)

9

"检测指标及方法

9

!

#

"超声心动图检测"各组大鼠于心梗后第

;

周末!取材前行经壁超声心动图检测!

,

型超声测量

同一个心动周期内左室射血分数 $

4:X1 T:B1A?D.4>A

:H:D1?3B XA>D1?3B0

!

N2<P

%*左室短轴缩短率 $

4:X1

T:B1A?D.4>A X>D1?3B>4 0@3A1:B?B/

!

N2PM

%*左室收缩

末期内径$

4:X1 T:B1A?D.4>A :BJ

$

0W0134?D J?=:B0?3B

!

N2<ME

%和左室舒张末期内径$

4:X1 T:B1A?D.4>A :BJ

$

J?>0134?D J?=:B0?3B

!

N2<EE

%!以连续三个心动周期

测量值的平均值作为检测数据)

9

!

!

"心肌组织
L<

染色"心脏组织在
;K

多聚

甲醛中固定
;% @

后进行石蜡包埋切片!厚度为
; #=

!

L<

常规染色!在显微镜下观察心肌梗死边缘区病理

结构)

9

!

&

"免疫组织化学检测"大鼠心肌梗死边缘区

'E&#

*

!

$

M,-

石蜡切片脱蜡!

"

!

&K

过氧化氢孵育!

以灭活内源性酶!一抗$

#

(

# """

%!

;

'孵育过夜) 次

日!通用型二抗孵育
8" =?B

)

E-_

显色!镜下控制反

应时间$

#

&

! =?B

%) 显微镜下观察棕黄色为阳性表

达!每张切片于
;""

倍镜下取
8

个不重叠视野! 应用

)=>/:

$

RA3 R4.0 2:A0?3B 8

!

"

图像处理系统测定
8

个

图像的平均光密度值! 取平均值)

9

!

;

"免疫荧光染色观察"大鼠心肌梗死边缘区

'E&#

*

!

$

M,-

共表达 将小鼠来源的
'E&#

抗体与兔

来源的
!

$

M,-

抗体$均
#

(

!""

%混匀滴加在组织上!

;

'孵育过夜) 次日!将
;%%

标记的山羊抗兔二抗与

999

标记的山羊抗小鼠二抗$均
#

(

!9"

%混匀滴加在

组织上!室温避光孵育
# @

) 用含有
E-R)

的防荧光淬

灭封片剂封片) 在
;""

倍荧光显微镜头下观察!拍摄

照片)

9

!

9

"各组大鼠血清中
2<OP

*

Q

$

POP

含量检测"

戊巴比妥钠腹腔注射麻醉!从腹主动脉抽取动脉血!离

心后分装保存于#

%"

'冰箱备用) 用
<N)M-

法分别

检测大鼠血清中
2<OP

及
Q

$

POP

含量!严格遵循试剂

盒说明书进行操作)

8

"统计学方法"应用
MRMM #7

!

"

统计软件!数

据用
a

%

0

表示!多组间比较采用单因素方差分析!组

间两两比较采用
NME

法!

R S"

!

"9

为差异有统计学

意义)

结""果

#

"各组超声心动图检测结果比较$表
#

!图
#

%"

与假手术组比较!模型组
N2<P

*

N2PM

降低 $

R S

"

!

"#

%!

N2<ME

*

N2<EE

增加$

R S "

!

"#

%&与模型组

比较!高*中浓度鹿茸组及普利组
N2<P

*

N2PM

增加!

N2<ME

*

N2<EE

降低$均
R S"

!

"#

%!低浓度鹿茸组差

异无统计学意义$

R c"

!

"9

%)

表
#

$各组超声心动图检测结果比较$$

a

%

0

%

组别
B N2<ME

$

==

%

N2<EE

$

==

%

N2<P

$

K

%

N2PM

$

K

%

假手术
#" ;

)

7%

%

"

)

%8 8

)

$8

%

"

)

;% 7%

)

8$

%

9

)

"# ;!

)

;$

%

9

)

#9

模型
#"

$

)

"%

%

#

)

#$

!

#"

)

;&

%

#

)

#8

!

&%

)

$#

%

9

)

$%

!

#8

)

9$

%

!

)

$;

!

低浓度鹿茸
#" %

)

98

%

#

)

;# $

)

;9

%

#

)

9% ;&

)

8#

%

7

)

"! #$

)

9"

%

&

)

!$

中浓度鹿茸
#"

7

)

&$

%

#

)

"#

"

%

)

$7

%

"

)

8#

"

;%

)

$9

%

8

)

97

"

!#

)

77

%

&

)

9;

"

高浓度鹿茸
#"

7

)

#7

%

"

)

%9

"

%

)

9;

%

"

)

7%

"

9;

)

$7

%

%

)

$9

"

!;

)

9"

%

;

)

"!

"

普利
#"

7

)

"7

%

#

)

"8

"

%

)

79

%

"

)

7%

"

9;

)

78

%

!

)

7"

"

!;

)

$8

%

#

)

9%

"

""注#与假手术组比较!

!

R S"

!

"#

&与模型组比较!

"

R S"

!

"#

""注#

-

为假手术组&

_

为模型组&

'

为低浓度鹿茸组&

E

为中

浓度鹿茸组&

<

为高浓度鹿茸组&

P

为普利组

图
#

$各组大鼠心梗术后
!%

天超声心动图

!

"各组心肌组织
L<

染色结果比较$图
!

%"假

手术组心肌组织形态正常!结构清楚!心肌细胞横纹!

胞核大小均一&模型组可见明显梗死区!心肌组织排列

紊乱!出现断裂*溶解!心肌细胞变性*坏死!胞核固缩*

破碎*甚至消失!血管*结缔组织严重增生&各药物干预

组大鼠的心肌结构都有不等程度的改善!心肌纤维较

完整!排布整齐!增生程度减轻!存活心肌细胞较多!细

胞染色大致匀称!少量炎症细胞浸润)

&

"各组大鼠心梗边缘区
'E&#

*

!

$

M,-

表达比

较$表
!

!图
&

*

;

%"各组均可观察到大鼠心梗边缘区

的微血管及小动脉) 与假手术组比较!模型组
'E&#

和
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%

""注#

-

为假手术组&

_

为模型组&

'

为低浓度鹿茸组&

E

为中浓度鹿

茸组&

<

为高浓度鹿茸组&

P

为普利组&箭头所指为典型病理变化

图
!

$各组大鼠心肌组织病理结果比较$$

L<

! *

;""

%

表
!

$各组大鼠心梗边缘区
'E&#

*

!

$

M,-

平均光密度

表达比较"$

a

%

0

%

组别
B 'E&# !

$

M,-

假手术
#" 79

)

$7

%

#"

)

#! # 78;

)

9&

%

#9%

)

%7

模型
#"

#&#

)

77

%

#7

)

98

!

& %&&

)

$!

%

9!;

)

8;

!

低浓度鹿茸
#" #;8

)

&7

%

!;

)

#$ ; #$#

)

%&

%

8!8

)

%;

中浓度鹿茸
#"

#$9

)

!8

%

#%

)

"#

"

8 "%7

)

7%

%

7&$

)

%$

"

高浓度鹿茸
#"

!"#

)

&!

%

!"

)

77

"

8 !&9

)

9;

%

%%;

)

$;

"

普利
#" #%%

)

#7

%

!9

)

!7 ; ;;!

)

"%

%

7";

)

;9

""注#与假手术组比较!

!

R S"

!

"9

&与模型组比较!

"

R S"

!

"9

""注#

-

为假手术组&

_

为模型组&

'

为低浓度鹿茸组&

E

为中

浓度鹿茸组&

<

为高浓度鹿茸组&

P

为普利组&箭头所指为典型

'E&#

表达

图
&

$各组大鼠缺血心肌心梗边缘区
'E&#

表达

$免疫组化染色! *

;""

%

""注#

-

为假手术组&

_

为模型组&

'

为低浓度鹿茸组&

E

为中

浓度鹿茸组&

<

为高浓度鹿茸组&

P

为普利组&箭头所指为典型

!

$

M,-

表达

图
;

$各组大鼠缺血心肌心梗边缘区
!

$

M,-

免疫组化

染色表达"$免疫组化染色! *

;""

%

!

$

M,-

表达增多$

R S"

!

"9

%&与模型组比较!高*中浓

度鹿茸组
'E&#

和
!

$

M,-

表达增多$

R S "

!

"9

%!其

中高浓度鹿茸组较为明显&低浓度鹿茸组*普利组与模

型组比较!差异无统计学意义$

R c"

!

"9

%)

;

"免疫荧光法检测大鼠缺血心肌心梗边缘区

'E&#

*

!

$

M,-

$图
9

%"假手术组仅可见少量
'E&#

和
!

$

M,-

共表达&模型组大鼠心肌梗死边缘区
'E&#

和
!

$

M,-

共表达增强!表明心肌缺血后产生代偿!启

动了血管新生&各给药组
'E&#

和
!

$

M,-

共表达与

模型组相比均增多!其中高*中浓度鹿茸趋势较明显)

""注#

-

为假手术组&

_

为模型组&

'

为低浓度鹿茸组&

E

为中浓

度鹿茸组&

<

为高浓度鹿茸组&

P

为普利组&

'E&#

为红色荧光标记

血管内皮细胞!

!

$

M,-

为绿色荧光标记血管平滑肌细胞!蓝色荧

光标记细胞核&当
'E&#

和
!

$

M,-

共表达在同个血管则表明内皮

细胞外有血管平滑肌包裹!可减少破裂与渗漏的风险!提示已发育

为成熟的微血管&箭头所指为典型
'E&#

与
!

$

M,-

共表达

图
9

$各组大鼠缺血心肌心梗边缘区血管新生相关指标

9

"各组大鼠血清中
2<OP

和
QPOP

含量比较

$表
&

%"与假手术组比较! 模型组
2<OP

和
QPOP

含

量增加$

R S"

!

"9

%&与模型组比较! 高*中浓度鹿茸组

2<OP

与
QPOP

含量增加$

R S"

!

"9

%&低浓度鹿茸组*

普利组与模型组比较!差异无统计学意义$

R c"

!

"9

%)

表
&

$各组大鼠血清中
2<OP

和
QPOP

含量比较

$

V/G=N

!

a

%

0

%

组别
B 2<OP QPOP

假手术
#" $$;

)

#7

%

#9$

)

&8 ;##

)

%;

%

8!

)

;%

模型
#"

# !8!

)

&9

%

#$;

)

$9

!

998

)

$%

%

7$

)

8#

!

低浓度鹿茸
#" # ;89

)

"9

%

#8%

)

!! 8!9

)

"%

%

#!$

)

!

中浓度鹿茸
#"

# 97%

)

99

%

#;;

)

$!

"

7";

)

$8

%

$;

)

;!

"

高浓度鹿茸
#"

# 8;#

)

!"

%

#&7

)

!#

"

7#7

)

99

%

#"%

)

%!

"

普利
#" # ;97

)

"#

%

!&#

)

8; 8&;

)

#8

%

#&$

)

"&

""注#与假手术组比较!

!

R S"

!

"9

&与模型组比较!

"

R S"

!

"9

讨""论

现代医学理论中的血管新生与中医传统+血脉,

理论中的+生脉,颇为相似) 中医学认为温阳*益气*活

血*养阴等法均可生脉'

$

(

) 鹿茸归属心包*心*肾*肝经!

禀纯阳之质*含生发之气'

#"

(

!素有壮元阳*补气血*益精
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%

"!"!$$"

髓的功用'

##

(

) 鹿茸是哺乳动物中唯一具有完全独立再

生能力!可在
8"

天内迅速生长发育为含有丰富血管系

统的成熟器官'

#!

(

) 中医使用鹿茸已经有近两千多年的

历史!并取得了良好的临床治疗效果) 现代药理研究发

现#鹿茸中含有多种生物活性成分!其中
9"K

以上是蛋

白类物质'

#!

(

) 本课题组在早前离体实验中发现#鹿茸

蛋白能够保护缺血缺氧损伤的心脏微血管内皮细胞'

#&

(

与心肌细胞'

#;

(

!通过调控凋亡相关蛋白的表达&鹿茸蛋

白通过调控
631D@

与
-b*

信号通路影响内皮祖细胞

的增殖和迁移!进而促进受损微血管的修复'

#9

(

) 在体

内实验中证实#鹿茸通过促进大鼠内皮祖细胞的动员以

加速心梗后血管新生并修复血管内皮细胞损伤!其机制

可能是通过激活
631D@

信号通路得以实现'

#8

(

) 基于

此!本课题组进一步研究鹿茸通过促进血管新生!发挥

修复心梗心肌损伤!改善心功能的保护效应)

血管新生是通过血管内皮细胞的增殖和迁移发芽

长出新的毛细血管和小的非肌性血管!进而形成复杂

血管系统'

#7

(

) 在评价新生血管和侧支循环建立情况

时!多采用免疫组化染色的方法) 其中
'E&#

是目前

内皮细胞敏感特异的标志物!可反映微血管密度'

#%

(

)

!

$

M,-

是血管平滑肌纤维的特异性标志!可标记有平

滑肌细胞覆盖的新生小动脉'

#$

(

) 心肌缺血可诱导自

发血管生成!然而!这种保护性反应不足以补偿由于冠

状动脉闭塞所造成的缺血'

!"

(

) 心肌梗死后!侧支循环

的形成需要通过各种生长因子对静态的内皮细胞进行

刺激!其中
2<OP

和
QPOP

均参与其中'

!#

(

) 当血管生

长时!首先形成未成熟的血管网络'

!!

(

) 这些血管仅由

内皮细胞组成!具有渗漏和破裂的高风险) 而当内皮

细胞通道被血管平滑肌细胞覆盖时!则可以提供稳定

的血流'

!&

(

) 免疫组化统计结果显示!鹿茸可增加大鼠

心梗边缘区
'E&#

和
!

$

M,-

表达!提示鹿茸有效促

进心梗大鼠血管新生!改善血液循环!促进心肌损伤修

复) 免疫荧光双染色同时标记
'E&#

和
!

$

M,-

!对两

者进行定位!以便更直观地显示血管新生情况)

2<OP

是血管内皮细胞生长刺激因子!能特异性

地作用于血管内皮细胞!促进侧支血管的形成'

!;

(

) 其

主要作用于微血管生成阶段!形成的血管不成熟*易渗

漏!且不能促进动脉生成'

!9

(

) 而
QPOP

是血管源性生

长因子!对动脉性侧支的生长具有良好的促进作

用'

!8

(

) 同时许多实验已证实!

2<OP

和
QPOP

在促进

血管生成中存在着明显的协同作用'

!7

!

!%

(

)

<N)M-

结

果显示模型组血清
2<OP

*

QPOP

含量较假手术组增

多!提示大鼠在冠脉结扎后!机体产生代偿) 与模型组

比较!高*中浓度鹿茸可进一步提高
2<OP

*

QPOP

的含

量!提示鹿茸促进血管新生的作用与增加
2<OP

*

QP

$

OP

表达有一定关系)

心脏超声结果显示!高*中浓度鹿茸可提高心梗大

鼠
N2PM

和
N2<P

!改善大鼠心功能)

L<

染色结果提

示高*中浓度鹿茸组心肌细胞形态较模型组有不等程

度改善) 高*中浓度鹿茸组血清
2<OP

*

QPOP

水平升

高!大鼠心梗边缘区微血管密度与小动脉数量较模型

组增加!

N2<P

和
N2PM

明显改善!提示鹿茸可能通过

增加心肌缺血区血管新生改善大鼠心梗后左心室收缩

功能) 低浓度鹿茸有改善心功能的趋势!但差异无统

计学意义!考虑可能为鹿茸浓度较低*尚未达到起效剂

量!也可能需要在今后扩大样本量以进一步研究)

此外!超声心动图也显示高*中浓度鹿茸组大鼠

N2<ME

*

N2<EE

较模型组明显降低!表明鹿茸能够减

轻心梗后失代偿性的心室扩张*改善心肌重构)

上述发现提示#鹿茸可能通过上调促血管新生因

子
2<OP

*

QPOP

的相关表达!增加梗死边缘区微血管

密度与小动脉生成!促进血管新生!修复心梗大鼠心肌

损伤!从而改善心功能) 实验表明鹿茸是治疗心梗的

潜在有效药物!为心梗的防治研究提供了新的思路和

实验依据) 但尚未完全阐明鹿茸促进心梗后大鼠血管

新生 相关机制!需要进一步深入研究)

利益冲突! 本文无利益冲突)
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