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摘要$目的$观察含乌头"附子"半夏"栝楼的乌附经方对大鼠心肌缺血再灌注损伤的作用!探讨含有十

八反药物的方剂用于特定病理状态的可行性# 方法$雄性
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!后逐渐形成了被历代医家所推崇的 +十八反

歌,- 然而!对于+十八反,理论中医学术界存在着巨

大的分歧!一种观点认为!+十八反,是中医重要的药

性理论!必须严格遵循&另一种观点认为!+十八反,没

有科学依据!如张仲景'金匮要略(载经方+赤丸,中便

同时应用了半夏和乌头- 多年来不断有学者报道!在

临床实践中!部分相反.相畏中药使用后并未发现明显

毒副反应!而且有些具有相辅相成的作用)

!

*

-

中药十八反配伍禁忌并非单一指相反药对!而

是在方剂运用中总结的经验)

$
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!应用方剂对+半蒌贝

蔹及攻乌,在病理状态下进行研究尚未见报道- 南

阳医学高等专科学校附属中医院李家生副教授在中

医临床实践中!常将仲景'金匮要略(经方+栝楼薤白

半夏汤,.+乌头赤石脂丸,与清代陈修园'时方歌

括(载+丹参饮,合方为+乌附经方,!治疗胸痹心痛.

胸阳不振!痰浊.淤血.互阻心脉者!合方中同时应用

了乌头.附子和半夏.栝楼$瓜蒌%!中医辨证认为该

合方有宽胸.豁痰.通阳散寒.活血通脉之功效- 这

种包含+十八反,禁忌药对的乌附经方是否能用于特

定的疾病状态!用药后是否有明显疗效!是否会出现

明显的毒性反应!值得深入研究- 本实验采用心肌

缺血再灌注$

=>DB.;=<I F.V.FP,>=0-

!
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%模型!初

步探讨乌附经方预处理对心肌缺血再灌注的保护作

用及其机制-

材料与方法
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$药物$选取张仲景'金匮要略(经方+栝楼薤

白半夏汤,.+乌头赤石脂丸,与清代陈修园'时方歌

括(载+丹参饮,合方为乌附经方#由栝楼
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$砂仁
% @
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组成- 中药由南阳医学高等学校中药饮片

加工厂提供!由李家生副教授鉴定- 将前述剂量的乌

头及制附子置于粗陶制煎药罐中!加水
#"" ;M

!浸泡

!" ;=-

后大火煮开!改文火煎
!" ;=-

&其余中药加水

!"" ;M

浸泡
!" ;=-
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文火继续煎
!" ;=-

&滗出药液!药罐中加水
!"" ;M

!

再煎
!" ;=-

&将两次煎煮所得药液合并!纱布过滤后

用量筒测量容量!加少量蒸馏水将浓度调整为

9"" @IM

-晾至常温后!置
6

%冰箱备用- 给药剂量参

照'药理实验方法学(

)
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*的人与大鼠剂量对照数据!成

人常用剂量为每日
#

剂乌附经方煎剂!即
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天!计

算出中剂量组的给药剂量!低.高剂量组分别取其半数

和倍数剂量-

!
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只!雄性!体质量
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&
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!
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实验动物学部!合格证号
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$试剂与仪器$试剂#

)S3:M

细胞凋亡检测试

剂盒$绿色荧光%.免疫染色洗涤液.蛋白酶
Y

.抗荧光

淬灭封片液$江苏碧云天生物技术研究所%.
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G=@;<

公司%&大鼠乳酸脱氢酶$

1<DE=D C.BOCF0

#

@.-<>.

!

MXH

%.肌酸激酶$

DF.<E=-. Q=-<>.

!

&Y

%定

量检测试剂盒 $

:M(GW

法!美国
J<V=CR=0
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#
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#
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#
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公司%&
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限公司%&

3=Q0-

荧光显微镜$日本光学工业株式会
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用仪器有限公司%&

X+J K b 99"

型病理图像分析系

统$德国
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全自动生化分析仪$日本
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公司%等-
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$分组及给药$大鼠适应性喂养
$

天后!随机

分为
9

组!即#假手术对照组$

GH

组%.心肌缺血再灌

注模型对照组$

(IJ

组%.乌附经方低剂量组$

(IJ K 'LM

组%.乌附经方中剂量组$

(IJ K 'L+
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#"

只- 各组动物以普通

饲料分笼喂养!每日以灌胃法分别给予#
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#
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6

!

#

$造模及采样$
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模型的建立#参照文献

)
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型小
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!呼吸频率
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暴露心脏!结扎冠状动脉前降支!在
!

导联心电图见
J

波明显增大伴
G)

段即刻抬高或倒置时!说明心肌已

缺血- 缺血
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!再灌注
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-

GH

组仅穿线!
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每只大鼠自腹主动脉取血
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!供测定血清中
MXH

.
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!
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氯化钠溶液中洗净残
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为
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块!第
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块组织置于 "

8"

%超低温冰箱迅速冷

冻!供检测
UD1

#

!

.

U<N

蛋白表达&第
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!

!
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电镜超微结构&第
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多聚甲醛溶液浸泡

固定!供检测心肌细胞凋亡指数$
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吸去水分!置"
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%冻存-
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和
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&

取上清!置于"

!"

%保存!用大鼠
&Y

.

MXH

定量检测

试剂盒$

:MWGW

%检测酶活性-

6

!

$

$透射电镜检查$将固定后的心肌组织送绍

兴文理学院!经固定.梯度脱水.包埋及聚合后!做超薄

切片!经醋酸双氧铀.枸橼酸铅双重染色各
#" ;=-

!用

透射电镜观察心肌超微结构!拍照并进行分析-

6

!

6

$心肌梗死面积的测定$心室肌冻存
9 ;=-

后!从心尖至心底横切成厚约为
! ;;

的心室肌组织

切片!置于
#c

的氯化三苯基四氮唑红$

))&

%磷酸缓

冲液$

VH d7

!

6

%中!

$7

%温孵
#" ;=-

!非心肌梗死区

因脱氢酶还原
))&

而被染色!呈深红色!梗死区因脱

氢酶流失无法还原
))&

而不被染色!呈灰白色- 在透

明纸上描出轮廓!扫描后接入病理图像分析系统!测定

左心室及梗死区面积!计算出梗死面积百分率!梗死面

积百分率$

c

%

d

左心室组织切片梗死区面积
I

左心室

组织切片总面积)

#""c

-

6

!

9

$一步法脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的

缺口末端标记法$

E.F;=-<1

#

C.0NO-,D1.0E=CO1 EF<->

#

P.F<>. ;.C=<E.C -=DQ .-C 1<R.1=-@

!

)S3:M

%测定心

肌细胞
W(

$将经
6c

多聚甲醛固定
#! B

的心肌组织

常规石蜡包埋!冰冻切片机制成
! ";

切片- 按照

)S3:M

凋亡检测试剂盒说明书进行操作- 用抗荧光

淬灭封片液封片后!在荧光显微镜下观察!激发波长为

69" e9"" -;

!发射波长范围为
9#9

&

9%9 -;

!凋亡

细胞核发出绿色荧光!未凋亡细胞发出蓝色荧光- 每

张切片于缺血部位随机选取
9

个高倍视野$ )

!""

倍%!记录每个视野的绿色荧光心肌细胞核数及蓝色

荧光心肌细胞核数!并计算出凋亡心肌细胞总数和心

肌细胞总数!计算
W(

!

W(

'凋亡心肌细胞总数
I

心肌细

胞总数-

6

!

%

$

J)

#

T&J

检测
U

细胞白血病
I

淋巴瘤#

!

基

因 $

U

#

D.11 1.,Q.;=<I1O;VB0;< !

!

UD1

#

!

% 及与

UD1

#

!

相关的
N

蛋白$

UD1

#

! <>>0D=<E.C N VF0E.=-

!

U<N

%的
;J3W

表达$检测所用仪器物品均严格按照

'现代分子生物学实验技术(

)

7

* 要求准备- $

#

%总

J3W

提取#按
)<Y<J< )0E<1 J3W

提取试剂盒说明

书进行操作- 用
)F=`01

提取总
J3W

!经紫外分光光度

计测定总
J3W

光密度值 $

0VE=D<1 C.->=EO

!

_X

%

_X

!%"

和
_X

!8"

!比值为
#

!

8

&

!

!

"

!提示
J3W

纯度达

到要求-

J3W

样品的浓度为#

_X

!%"

)

J3W

稀释倍数

)

6"I# """

!单位为
"@I "M

- $

!

%

J)

#

T&J

#参照

)<Y<J< TF=;.GDF=VE _-. GE.V J)

#

T&J Y=E /.F

!

!

试剂盒说明书进行操作- 从
3&U(

的
-,D1.0E=C.

中

查得目的基因和内参照基因!由上海生工生物工程技

术有限公司设计合成引物$表
#

%- $

$

%产物检测及分

析#

T&J

结束后!每管各取
T&J

产物
% "M

!加入
%

)

溴酚蓝上样缓冲液
# "M

混合后!上样于
!c

琼脂糖凝

胶上进行稳压电泳!电压
7 /ID;

!电泳
69 ;=-

后!在

凝胶成像分析系统下电泳条带!观察并拍摄图像!确定

所分离的片段符合预期长度- 半定量检测各组
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%

UD1

#

!

.

U<N ;J3W

的表达量-

表
#

$实验中用到的引物及序列参数

引物名称 引物序列$

9

*"

$

*%

扩增长度

$

RV

%

R<N

上游
5)&&W5&&&W)5W)55))&) !97

下游
)&&W&&WW5WW5&)5W5&5W

RD1

#

!

上游
&&5&W)5&&)5555&&5)W&W5))&& $#8

下游
&5W&5W&))&)&&&5&&5&)W&&5&

#

#

<DE=-

# 上游
W)5)&W&5&W&5W)))&&&5& 9""

下游
55&W)555)&W5WW55W))&&

9

$统计学方法$实验原始数据采用
GTGG #8

!

"

统计软件对收集到的数据进行统计处理!结果以
N

+

>

表示!分别进行成组资料的
E

检验和析因设计资料的

方差分析- 以
T Z"

!

"9

为差异有统计学意义-

结$$果

#

$各组大鼠血清
MXH

.

&Y

比较$表
!

%$与
GH

组比较!

(IJ

组大鼠血清中
MXH

.

&Y

的水平明显升高!

差异有统计学意义$

T Z"

!

"9

%&与
(IJ

组比较!乌附经

方低.中.高剂量组大鼠血清中
MXH

.

&Y

的水平均有

所降低$

T Z "

!

"9

%!且随着剂量的增加!

MXH

.

&Y

的

释放量递减!差异有统计学意义$

T Z"

!

"9

%-

表
!

$各组大鼠血清
MXH

.

&Y

比较$$

N

+

>

%

组别
- MXH

$

SIM

%

&Y

$

SI;M

%

GH #" # 48"

,

!9

+

#!!

,

7" "

,

7!

+

"

,

#8

(IJ #"

7 9$"

,

%!

+

#%$

,

"#

!

7

,

7%

+

"

,

96

!

(IJ K 'LM #"

% !"#

,

$6

+

9$4

,

77

"

9

,

%7

+

"

,

$4

"

(IJ K 'L+ #"

9 #!6

,

66

+

949

,

87

"#

6

,

67

+

"

,

74

"#

(IJ K 'LH #"

$ 676

,

88

+

648

,

%$

"#$

$

,

"7

+

"

,

%4

"#$

$$注#与
GH

组比较!

!

T

-

"

,

"9

&与
(IJ

组比较!

"

T

-

"

,

"9

&与
(IJ K

'LM

组比较!

#

T

-

"

,

"9

&与
(IJ K 'L+

组比较!

$

T

-

"

,

"9

!

$各组大鼠心肌细胞超微结构比较$图
#

%$

GH

组的心肌细胞核完好!线粒体数量正常.包膜完整!嵴

排列连续.整齐&

(IJ

组少见细胞核!核膜缺损!核内染

色质散乱!似可见凋亡小体形成$图
#U

中箭头所指

处%!线粒体内无嵴结构&

(IJ K 'LM

组心肌细胞核膜有

多处断裂!核仁内陷!核形态不规则!线粒体数量增多!

内有少量空泡!嵴尚可见&

(IJ K 'L+

组细胞膜完整!核

膜清晰!核内染色质浓缩!形成染色质块!聚集在核中

央&

(IJ K 'LH

组细胞核完整!胞膜清晰!线粒体无增

多!嵴清晰可见- 乌附经方预处理各组的线粒体及细

胞核损伤程度与
(IJ

组相比明显减轻!且剂量愈大!损

伤程度愈轻-

$$注#

W

为
GH

组&

U

为
(IJ

组&

&

为
(IJ K 'LM

组&

X

为
(IJ K

'L+

组&

:

为
(IJ K 'LH

组&箭头所指为凋亡小体

图
#

$各组大鼠心肌细胞超微结构图

$透射电镜! )

!" """

%

$

$各组大鼠心肌缺血导致的细胞凋亡和心肌梗

死面积比较$图
!

!表
$

%$荧光显微镜下正常心肌细

胞核呈蓝色荧光!着色浅而均匀&凋亡细胞核固缩!浓

集成球状!或碎裂为不规则状!呈现明亮的绿色强荧光

反应&坏死细胞无荧光反应!

XWT(

标记的细胞核呈现

深蓝色荧光反应&将二者叠加后!可见凋亡细胞处有蓝

色和绿色融合现象-

GH

组有散在的绿色荧光染色细

胞核!少量的深蓝色染色细胞核&

(IJ

组的
)S3:M

阳

性染色细胞明显增多!深蓝色染色细胞核也较多&

(IJ K 'LM

组.

(IJ K 'L+

组.

(IJ K 'LH

组的
)S3:M

阳

性染色细胞均较
(IJ

组少!且随着预处理用药剂量的

递增!绿色荧光染色细胞核数递减- 与
GH

组比较!

(IJ

组大鼠心肌梗死面积明显增多!

W(

明显上升$

T Z

"

!

"9

%&与
(IJ

组比较!乌附经方预处理各剂量组心肌

表
$

$乌附经方对心肌梗死面积和
W(

的影响$$

N

+

>

%

组别
-

梗死面积$

c

%

W(

$

c

%

GH 9 "

,

""

+

"

,

"" !

,

86

+

#

,

"%

(IJ 9

6$

,

##

+

$

,

"$

!

!#

,

8!

+

!

,

$!

!

(IJ K 'LM 9

$7

,

"#

+

!

,

76

"

#7

,

%4

+

!

,

#!

"

(IJ K 'L+ 9

!9

,

79

+

$

,

46

"#

#9

,

"#

+

#

,

%8

"#

(IJ K 'LH 9

!"

,

6#

+

$

,

!8

"#$

#!

,

4!

+

!

,

49

"#

$$注#与
GH

组比较!

!

T

-

"

,

"9

&与
(IJ

组比较!

"

T

-

"

,

"9

&与
(IJ K

'LM

组比较!

#

T

-

"

,

"9

&与
(IJ K 'L+

组比较!

$

T

-

"

,

"9
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%

"!#)$$"

$$注#

W

为
GH

组&

U

为
(IJ

组&

&

为
(IJ K 'LM

组&

X

为
(IJ K

'L+

组&

:

为
(IJ K 'LH

组

图
!

$

)S3:M

法检测心肌细胞凋亡情况$荧光染色! )

!""

%

梗死面积减少.

W(

降低$

T Z"

!

"9

%&中.高剂量组较低

剂量组心肌梗死面积减小!

W(

降低!差异有统计学意

义$

T Z"

!

"9

%&高剂量组较中剂量组梗死面积显著减

少$

T Z"

!

"9

%!而
W(

与之比较!差异无统计学意义-

6

$各组心肌凋亡蛋白
UD1

#

!

.

U<N ;J3W

的表达

比较$表
6

!图
$

%$利用
J)

#

T&J

方法在
(IJ

组及乌附

经方预处理低.中.高剂量各组大鼠的心肌组织中!检测

到了
UD1

#

!

和
U<N

的
;J3W

表达- 与
GH

组比较!

(IJ

组
UD1

#

! ;J3W

表达水平下降!

U<N ;J3W

表达水平

上升!

UD1

#

!IU<N

比值下降$

T Z"

!

"9

%&与
(IJ

组比较!

各给药组
UD1

#

! ;J3W

表达水平均上升!

U<N ;J3W

表达水平均下降!

UD1

#

!IU<N

比值均升高!差异有统计

学意义$

T Z"

!

"9

%!而乌附经方预处理低.中.高剂量各

组之间差异无统计学意义$

T f"

!

"9

%-

表
6

$各组心肌凋亡蛋白
UD1

#

!

.

U<N ;J3W

表达比较$$

N

+

>

%

组别
- UD1

#

! ;J3W U<N ;J3W UD1

#

!IR<N

GH 9 #

,

9#

+

"

,

## "

,

$7

+

"

,

"! 6

,

"8

+

"

,

"%

(IJ 9

"

,

9$

+

"

,

"$

!

"

,

8!

+

"

,

"9

!

"

,

%9

+

"

,

"9

!

(IJ K 'LM 9

#

,

6!

+

"

,

"9

"

"

,

6!

+

"

,

"$

"

$

,

$8

+

"

,

"$

"

(IJ K 'L+ 9

#

,

69

+

"

,

"$

"

"

,

66

+

"

,

"6

"

$

,

$"

+

"

,

"!

"

(IJ K 'LH 9

#

,

$4

+

"

,

"6

"

"

,

6"

+

"

,

"$

"

$

,

68

+

"

,

"6

"

$$注#与
GH

组比较!

!

T

-

"

,

"9

&与
(IJ

组比较!

"

T

-

"

,

"9

$$注#

W

为
+<FQ

&

U

为
(IJ

组&

&

为
(IJ K 'LM

组&

X

为
(IJ K 'L+

组&

:

为
(IJ K 'LH

组

图
$

$各组
UD1

#

!

.

U<N ;J3W

水平的电泳分析图

讨$$论

(IJ

损伤是心血管临床常见现象!多见于心肌梗死

溶栓治疗.冠状动脉介入治疗.心肺复苏.冠状动脉搭

桥术以及心脏移植等过程)

8

*

-

(IJ

后不仅心脏正常的

生理功能受到破坏!而且心肌的组织结构也发生了病

理性改变- 细胞凋亡是心肌细胞早期受损的主要形

式!

(IJ

法诱发细胞凋亡已为众多实验证实)

4

"

#!

*

-

心肌酶含量为心肌损伤的重要标志!特别是
&Y

和
MXH

是目前临床诊断心肌缺血和心肌梗死的主要

参考指标&心肌组织病理学改变是评价药物是否对
(IJ

具有保护作用较为直接的证据&

)S3:M

法是分子生物

学与形态学相结合的研究方法!对完整的单个凋亡细

胞核或凋亡小体进行原位染色!能准确地反应细胞凋

亡典型的生物化学和形态特征!在细胞凋亡的研究中

被广泛采用&

U<N

是一种促凋亡基因!而
UD1

#

!

是一

种凋亡抑制基因!两者间相互作用调控细胞凋亡!

UD1

#

!IU<N

的比值可决定细胞对凋亡信号的敏感性!

UD1

#

!

蛋白表达超过
U<N

蛋白时抑制凋亡!

U<N

蛋白

表达超过
UD1

#

!

蛋白时则促进凋亡)

#$

*

- 本实验中心肌

酶
MXH

.

&Y

检测!电镜观察.细胞凋亡检测及
U<N

.

UD1

#

!

基因表达结果均较为一致地显示#乌附经方预

处理对
(IJ

所致大鼠心肌细胞凋亡具有保护作用-

药理学认为+药物,与+毒物,是一对孪生兄弟!并

没有本质的区别!适量为+药,!过量为+毒,

)

#6

*

- 乌

头.附子药理作用的主要靶器官是心血管!其主要作用

是强心.抗心律失常.抗心肌缺氧和抗凝血作用)

#9

!

#%

*

-

早在被誉为+方书之祖,的'伤寒杂病论(中!医圣张仲

景就有应用半夏与乌头这对相反药的记载!有报道附

子与半夏在临床上用于心肌梗塞等疾病有奇效)

#7

*

!万

氏认为姜半夏与制附子配用后无增毒作用!在常用剂
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量时可以服用)

#8

*

- 朱氏用中医学理论分析认为!附子

走而不守!通行十二经脉!具峻补下焦元阳.驱逐在里

寒湿之功&半夏豁痰逐饮!消痞散结!降浊止呕!降气平

喘!具温化痰饮水邪之效- 两者配伍!辛开燥降!相辅

相成!散脏腑经络.肌表上下的痰饮停滞!使阴寒得散!

脾肾得温!水湿得化!痰饮得消!则阳虚痰浊痞呕诸症

自除)

#4

*

- 另一方面!诸多文献记载!附子与甘草合用

后强心升压作用显著而持久!毒性明显降低)

!"

"

!6

*

!乌

附经方中的炙甘草对乌头.附子可以起到减毒增效的

作用- 根据实验研究结果!我们可以推测!十八反的禁

忌并不是绝对的!研究结果除与制剂方法.药物种类.

配伍比例.给药途径.动物种类.机体状况等诸多因素

有关外!还需有合理的方剂配伍!并用于特定的病理状

态下!方可产生独特的疗效-
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