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!
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基金项目#全军医药卫生科研项目$

635 "7+8"9:

%&浙江省中医药重点学科建设计划项目$

635 !"#!

"

;<

"

8!7

%

作者单位#

#5

温州医科大学缺血
=

再灌注损伤研究所$温州
%!9"%9

%&

!5

安徽医科大学病理生理学教研室$合肥
!%""%!

%&

%5

温州医科大学病理

生理学教研室$温州
%!9"%9

%&

$5

解放军第四五四医院胸心外科$南京
!#"""!

%

通讯作者#王万铁!

)-4

#

"9>>

#

7??7:7#>

!

@

"

/AB4

#

CCDECF/.5-GH5.I

,J(

#

#"

!

>??#=&'(+

!

!"#$

!

#!

!

#$?%

血必净注射液对缺氧
=

复氧大鼠心肌

)KL$

'

6M

"

!N

'

)6M

"

"

通路的影响

刘亚坤#

!

!

$何金波#

$陈海娥#

$陈$丹#

$苗亚飞#

$应$磊#

!

%

$游$昕$

$王万铁#

!

%

摘要$目的$探讨血必净注射液"

;N'(

#对大鼠缺氧
=

复氧心肌炎性反应相关炎性因子的抑制作用$

方法$健康雄性
O,

大鼠
%?

只!体重"

!7"

%

%"

#

P

!随机分为正常组"

6

组#%平衡灌注组"

NQ

组#%模型组

"

+

组#%小剂量
;N'(

组"

;N'(

K

组#%中剂量
;N'(

组"

;N'(

+

组#%大剂量
;N'(

组"

;N'(

R

组#!每组
?

只$

通过
KAIP-IG31SS

离体心脏灌流!建立缺氧
=

复氧大鼠心肌炎性反应模型$ 用
@K(O8

方法检测心肌组织中肿

瘤坏死因子
"

"

)6M

"

"

#的浓度!

*-TD-1I 043D

检测心肌组织中核因子 #

!N U?9

"

6M

"

!N U?9

#蛋白%

)344

样

受体
$

"

)KL$

#蛋白的表达!

L)

"

Q&L

检测心肌组织中
6M

"

!N U?9 /L68

及
)KL$ /L68

的表达&电镜观

察缺氧
=

复氧大鼠心肌超微结构的变化$ 结果$与
+

组比较!

;N'(

K

组%

;N'(

+

组%

;N'(

R

组心肌
)6M

"

"

的

浓度%

6M

"

!N U?9

蛋白及
/L68

%

)KL$

蛋白及
/L68

表达量有不同程度的下降!除
)6M

"

"

下降以
;N'(

K

组最为明显"

Q V"

!

"#

#外!其他均以
;N'(

+

组下降最为明显"

Q V "

!

"#

!

Q V "

!

"9

#&

;N'(

K

组%

;N'(

+

组%

;N'(

R

组之间比较!

;N'(

+

组
6M

"

!N U?9

及
)KL$

蛋白水平明显低于
;N'(

K

组"

Q V"

!

"9

#!其他差异无统

计学意义"

Q W"

!

"9

#&

+

组心肌纤维疏松%断裂%横纹消失!线粒体嵴溶解!损伤严重!而
;N'(

处理后上述情

况得到改善!以
;N'(

+

组最为明显$ 结论$不同剂量
;N'(

可通过抑制
)KL$

'

6M

"

!N

'

)6M

"

"

信号转导通

路减轻缺氧
=

复氧大鼠心肌的炎性反应!以
$ /K=#"" /K

的
;N'(

最佳$

关键词$血必净注射液&离体灌流&肿瘤坏死因子
"

&核因子#

!N U?9

&

)344

样受体
$

@SS-.D 3S ;H-0BXBIP (IX-.DB3I 3I )KL$

'

6M

"

!N

'

)6M

"

"QADYCAZ 3S LADT

&

+Z3.A1GBA4 8I3[BA=L-3[Z

"

P-IADB3I

$

K(\ ]A

"

^HI

#

!

!

!

R@ 'BI

"

03

#

!

&R@6 RAB

"

-

#

!

&R@6 ,AI

#

!

+(8J ]A

"

S-B

#

!

](6_ K-B

#

!

%

!

]J\

;BI

$

!

AIG *86_ *AI

"

DB-

#

!

%

$

# (T.Y-/BA=L-U-1SHTB3I (IXH1Z (ITDBDHD-

!

*-IFY3H +-GB.A4 \IB`-1TBDZ

!

aY-

"

XBAIP

$

%!9"%9

%!

&YBIA

&

! ,-UA1D/-ID 3S QADY3UYZTB343PZ

!

8IYHB +-GB.A4 \IB`-1TBDZ

!

R-S-B

$

!%""%!

%!

&YBIA

&

% ,-UA1D/-ID 3S QADY3UYZTB343PZ

!

*-IFY3H +-GB.A4 \IB`-1TBDZ

!

aY-XBAIP

$

%!9"%9

%!

&YBIA

&

$ ,-

"

UA1D/-ID 3S &A1GB3DY31A.B. OH1P-1Z

!

)Y- $9$DY QK8 R3TUBDA4

!

6AIXBIP

$

!#"""!

%!

&YBIA

8NO)L8&)

%

J0X-.DB`-

%

)3 -[U431- DY- 134- 3S ;H-0BXBIP (IX-.DB3I

$

;N'(

%

BI BIYB0BDBIP BIS4A//AD31Z

SA.D31T ATT3.BAD-G CBDY AI3[BA=1-3[ZP-IADB3I /Z3.A1GBA4 BIS4A//AD31Z 1-TU3IT- 3S 1ADT 5 +-DY3GT

%

)3DA4

"

4Z %? Y-A4DYZ /A4- OU1APH-

"

,AC4-Z 1ADT

!

!7"

&

%" P C-1- 1AIG3/4Z GB`BG-G BID3 TB[ P13HUT

!

B5-5

!

DY- I31

"

/A4 .3ID134 P13HU

$

6 P13HU

%!

DY- 0A4AI.-G U-1SHTB3I P13HU

$

NQ P13HU

%!

DY- /3G-4 P13HU

$

+ P13HU

%!

DY-

43C G3T- ;N'( P13HU

$

;N'(

K

P13HU

%!

DY- /BGG4- G3T- ;N'( P13HU

$

;N'(

+

P13HU

%!

AIG DY- YBPY G3T- ;N'(

P13HU

$

;N'(

R

P13HU

%!

? BI -A.Y P13HU5 )Y- /Z3.A1GBA4 AI3[BA=1-3[ZP-IADB3I 1AD /3G-4 CAT -TDA04BTY-G

0Z KAIP-IG31SS BT34AD-G Y-A1D U-1SHTB3I5 )Y- .3I.-ID1ADB3I 3S )6M

"

"BI DY- /Z3.A1GBA4 DBTTH- CAT G-D-.D-G

0Z @K(O85 )Y- -[U1-TTB3I 3S IH.4-A1 SA.D31 ^AUUA N U?9

$

6M

"

!N U?9

%

U13D-BI AIG )344 4B^- 1-.-UD31 $

$

)KL$

%

U13D-BI C-1- G-D-.D-G HTBIP *-TD-1I 043D5 )Y- -[U1-TTB3I 3S 6M

"

!N U?9 /L68 AIG )KL$ /L68

CAT G-D-.D-G 0Z L)

"

Q&L5 \4D1ATD1H.DH1A4 .YAIP-T 3S AI3[BA

"

1-3[ZP-IADB3I 1ADT

&

Y-A1D /HT.4- C-1- 30

"

T-1`-G HIG-1 D1AIT/BTTB3I -4-.D13I /B.13T.3U-5 L-TH4DT

%

&3/UA1-G CBDY DY- + P13HU

!

DY- )6M

"

".3I

"

.-ID1ADB3I

!

-[U1-TTB3I 4-`-4T 3S 6M

"

!N U?9 U13D-BI AIG /L68

!

)KL$ U13D-BI AIG /L68 G-.1-AT-G D3 `A

"
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1B3HT G-P1--T BI DY- ;N'(

K

P13HU

!

DY- ;N'(

+

P13HU

!

AIG DY- ;N'(

R

P13HU5 )Y- )6M

"

"-[U1-TTB3I 4-`-4 G-

"

.1-AT-G /3TD TBPIBSB.AID4Z BI DY- ;N'(

K

P13HU

$

Q V"

'

"#

%!

CYB4- 3DY-1 BIGB.-T G-.1-AT-G /3TD 30`B3HT4Z BI

DY- ;N'(

+

P13HU

$

Q V"

'

"#

!

Q V"

'

"9

%

5 @[U1-TTB3I 4-`-4T 3S 6M

"

!N U?9 AIG )KL$ U13D-BI C-1- 30`B3HT4Z

43C-1 BI DY- ;N'(

+

P13HU DYAI BI DY- ;N'(

K

P13HU

$

Q V"

'

"9

%

5 )Y-1- CAT I3 TDADBTDB.A4 GBSS-1-I.- BI 3DY-1 BI

"

GB.-T A/3IP DY- DY1-- ;N'( P13HUT

$

Q W"

'

"9

%

5 +Z3.A1GBA4 SB0-1T C-1- 433T- AIG 013^-I CBDY GBTAUU-A1

"

AI.- 3S D1AIT`-1T- TD1BADB3I

!

AIG /BD3.Y3IG1BA4 .1BTDA- CAT GBTT34`-G AIG T-`-1-4Z GA/AP-G BI DY- +

P13HU5 )Y- AS31-TABG .3IGBDB3I CAT B/U13`-G ASD-1 D1-AD-G 0Z ;N'(

!

CBDY DY- /3TD 30`B3HT -SS-.D 30DABI-G

BI DY- ;N'(

+

P13HU5 &3I.4HTB3IT

%

,BSS-1-ID G3T-T 3S ;N'( .3H4G ADD-IHAD- BIS4A//AD31Z 1-A.DB3IT ASD-1

/Z3.A1GBA4 AI3[BA=1-3[ZP-IADB3I 1ADT

&

Y-A1D /HT.4- DY13HPY BIYB0BDBIP )KL$

"

6M

"

!N

"

)6M

"

"TBPIA4 D1AIT

"

GH.DB3I UADYCAZ5 )Y- 0-TD -SS-.D .3H4G 0- 30DABI-G 0Z $ /K=#"" /K ;N'(5

<@]*JL,O

%

;H-0BXBIP (IX-.DB3I

&

BT34AD-G U-1SHTB3I

&

DH/31 I-.13TBT SA.D31 A4UYA

&

IH.4-A1 SA.D31

^AUUA N U?9

&

)344 4B^- 1-.-UD31 $

$$血必净注射液$

;H-0BXBIP (IX-.DB3I

!

;N'(

%是中药

复方注射液!由红花(赤芍(当归(丹参(川芎等药物的有效

成分组成!其提取物的有效成分包括红花黄色素
8

(川芎

嗪(丹参素(阿魏酸(芍药苷(原儿茶醛等!其中红花黄色素

8

浓度
W"

!

9 /P=/K

!芍药苷浓度
W# /P=/K

!阿魏酸浓

度
W"

!

"# /P=/K

) 可通过抑制白介素*

#

+

(肿瘤坏死因

子*

#

+

(细胞间黏附分子*

!

+等炎性因子的表达发挥抗炎作

用&亦可通过抑制参与炎性反应的重要转录因子
,68

结

合活性而达到抵抗炎症的效果*

%

+

!从而对机体的重要脏

器起到保护作用&以往研究报道!

;N'(

在缺血
=

再灌注损

伤中起到一定的保护作用*

$

+

)

为了进一步阐明
;N'(

的抗炎作用及其对受损心

肌保护作用的可能机制!本实验利用排除了神经体液

等因素影响!制备简单!条件易于控制的
KAIP-IG31SS

离体心脏灌流装置!进行了大鼠离体心脏灌流实验!通

过观察
;N'(

对缺氧
=

复氧大鼠心肌肿瘤坏死因子
"

$

DH/31 I-.13TBT SA.D31 A4UYA

!

)6M

"

"

%(核因子 #

!N U?9

$

IH.4-A1 SA.D31 ^AUUA N U?9

!

6M

"

!N

U?9

%(

)344

样受体
$

$

)344 4B^- 1-.-UD31 $

!

)KL$

%表

达的影响!探讨
;N'(

抑制炎性反应的可能机制!从而

为临床应用
;N'(

防治体外循环下心肌缺血
=

再灌注损

伤提供更多的实验依据和理论基础)

材料与方法

#

$动物$

OQM

级健康雄性
OU1APH-

"

,AC4-Z

$

O,

%大鼠!体重$

!7"

%

%"

%

P

!由温州医科大学实验动

物中心提供*动物使用许可证号为
O];<

$浙%

!"#"

#

"#9"

+)

!

$试剂及仪器$改良
)Y3/AT#

停搏液成分

$

P=K

%#

6A&4 ?

!

$!7$

(

<&4 #

!

#:!7

(

&A&4

!

"

!

#%%!

(

6AR&J

%

"

!

"7$"#

(

+P&4

!

"

?R

!

J %

!

!9!7

$按照以上

成分用超纯水自配%&

<

"

R

缓冲液成分$

P= K

%#

6A&4

?

!

:!9#

(

<&4 "

!

%9>7

(

&A&4

!

"

!

!>>9

(

6AR&J

%

!

!

#""%

(

<R

!

QJ

$

"

!

#?%%

(

+POJ

$

"

>R

!

J "

!

!:97

(

_4H.3T- !

!

#::>

$按照以上成分用超纯水自配%&大

鼠肿瘤坏死因子
"

$

)6M

"

"

%

@K(O8

试剂盒$上海西唐

生物科技有限公司%&兔抗鼠
6M

"

!N U?9

多克隆抗体

$

A0>:>"

!

80.A/

%!小鼠抗鼠
)KL$

单克隆抗体$

T.

"

!:%">!

!

OAIDA &1HF

%!兔抗鼠
_8Q,R

多克隆抗体

$中国杭州贤至生物科技有限公司%!辣根过氧化物酶

$

RLQ

%标记的羊抗兔二抗$

A0?>!#

!

80.A/

%!辣根

过氧化物酶$

RLQ

%标记的羊抗小鼠二抗$碧云天生物

技术研究所%!

N&8

蛋白定量试剂盒$碧云天生物技

术研究所%!分离胶缓冲液(浓缩胶缓冲液(丙烯酰胺

$北京索莱宝%!封闭用奶粉$美国
N,

公司%!

Q2,M

膜$美国
+B44BU31-

公司%!彩色预染蛋白
+A1^-1

$美

国
M-1/-IDT

公司%!增强化学发光试剂盒 $美国

QB-1.-

公司%!

;

线胶片$柯达公司%!显影定影试剂

盒$南京凯基生物公司%&

)1BF34

试剂$美国
(I`BD13

"

P-I

公司%!蛋白核酸检测仪$美国
)Y-1/3

公司%!

逆转录
Q&L

引物$上海生工生物工程技术服务有限

公司%!逆转录
Q&L

试剂盒$美国
M-1/-IDT

公司%!

琼脂糖$德国
NB3C-TD

公司%!

,68 /A1^-1

$上海捷

瑞公司%&其余为市售分析纯)

4AIP-IG31SS

离体心

脏灌流装置$

+K7>"N!

!

8, (ITD1H/-IDT

!

8HTD1A4

"

BA

%&

Q3C-14A0

八通道生理记录仪及
&YA1D9

!

9

!

?

生

物信号数据采集及分析系统 $

+K7>"

!

8,(ITD1H

"

/-IDT

!

8HTD1A4BA

%)

%

$药物$血必净注射液$天津红日药业股份有

限公司!批号#

a!""$""%%

!规格#

#" /K=

支%!使用

时按照每
#"" /K

改良
)Y3/AT#

停搏液中加入相

应剂量
;N'(

配置成
!

(

$

及
7 /K=#"" /K

备用$分

别相当于临床最小用药剂量的
#9

(

%"

及
?"

倍%)

$

$分组及模型建立$

OQM

级健康雄性
O,

大鼠
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#!

"!"#(%"

%?

只!按照完全随机设计原则将其随机分为正常组

$

6

组%(平衡灌注组$

NQ

组%(模型组$

+

组%(小剂量

;N'(

组$

;N'(

K

组%(中剂量
;N'(

组$

;N'(

+

组%及大

剂量
;N'(

组$

;N'(

R

组%!每组
?

只)

造模方法参考文献*

9

+) 大鼠称重后!用
9b

水合

氯醛$

>

'

7 /K=^P

%腹腔注射麻醉!开腹!经下腔静脉

注射肝素$

# """ \=^P

%抗凝!迅速开胸取出心脏!立

即将其放入预先准备好的
"

'

$

(

<

"

R

缓冲液中!找

出主动脉!在其第
%

个分支处将其切断!将心脏悬挂在

4AIP-IG31SS

离体心脏灌流装置上!经主动脉进行逆行

灌注!建立大鼠心脏离体灌注模型!采用恒温恒压灌

流!灌注液温度为$

%>

%

"

!

9

% () 灌注压
#"" //RP

$

# ^QA c >

!

9 //RP

%!灌注液通有
:9b J

!

d 9b

&J

!

混合气体!并且预充
%" /BI

!

UR

#

>

!

$"

%

"

!

"9

)

在心脏左心耳根部剪一小口!经左心房(房室瓣放入与

压力传感器连接的乳胶球囊!球囊与
Q3C-14A0

八通

道生理记录仪及
&YA1D9

!

9

!

?

生物信号数据采集及分

析系统连接!往球囊内缓慢注射适量生理盐水!维持左

心室舒张末期压力$

K2@,Q

%

$

'

#" //RP

)

+

组在

建立
4AIP-IG31SS

离体心脏灌注模型的基础上!平衡

灌注
#9

'

!" /BI

后!持续灌注改良
)Y3/AT#

停搏液

% /BI

!使心脏完全停搏) 继而停灌
%" /BI

!然后再复

灌
<

"

R

缓冲液使其复跳并持续灌注
#!" /BI

&

;N'(

K

组(

;N'(

+

组(

;N'(

R

组分别
!

(

$

(

7 /K=#"" /K

加入

;N'(

的改良
)Y3/AT#

停搏液!其他处理与
+

组相

同)

6

组开胸取出心脏后!直接保存心肌组织以备后

续指标检测&

NQ

组在建立
4AIP-IG31SS

离体心脏灌注

模型的基础上!平衡灌注
#9

'

!" /BI

后!将心脏取

下!保存心肌组织以备后续检测 $每组心脏停灌的

%" /BI

!都采用心脏周围放冰块但不接触心脏的方

法!将心脏表面温度维持在
!"

(左右%)

9

$检测指标及方法

9

!

#

$

@K(O8

方法检测心肌组织中
)6M

"

"

浓度

取低温保存的心肌组织
#"" /P

置于研钵中!加液氮

研成粉末后!加入
# /K

生理盐水!充分匀浆!取上清

液!

N&8

法进行蛋白定量!大鼠
)6M

"

"@K(O8

试剂

盒进行
)6M

"

"

浓度检测) 酶标仪测出
J,

值!然后计

算出总蛋白浓度(

)6M

"

"

浓度!以
)6M

"

"

浓度与总蛋

白浓度比值表示
)6M

"

"

的相对浓度)

9

!

!

$

*-TD-1I 043D

检测心肌组织中
6M

"

!N U?9

及
)KL$

蛋白表达$取低温保存的心肌组织
#"" /P

置于研钵中!加液氮研成粉末后!加入
# /K L(Q8

裂

解液$强%!使用前数分钟内加入苯甲基磺酰氟$

QY-

"

IZ4/-DYAI-TH4S3IZ4 S4H31BG-

!

Q+OM

%!使
Q+OM

的

最终浓度为
# //34=K

进行匀浆) 取上清液!

N&8

法

测定蛋白浓度) 配置
#"bO,O

"

Q8_@

分离胶和
%b

浓缩胶!每孔加入
!" $P

蛋白样品!置入电泳缓冲液

中!

:" 2

电泳约
!" /BI

!待样品进入分离胶!

#!" 2

电

泳约
?" /BI

) 采用湿式电转移法将蛋白转印至

Q2,M

膜!用
9b

脱脂奶粉于室温下封闭
:" /BI

!按照

#

)

# """

的稀释比例分别加入
%

抗
6M

"

!N U?9

抗体(

)KL$

抗体及
_8Q,R

抗体)

$

(孵育过夜!次日

)NO)

洗膜
%

次!每次
#" /BI

) 再加入相应的
#

抗!

室温孵育
# Y

!

)NO)

洗膜
%

次!每次
#" /BI

)化学发

光(曝光(显影(定影!结果用
eHAIDBDZ JI-

凝胶软件

分析系统对条带进行分析)

9

!

%

$

L)

"

Q&L

方法检测心肌组织中
6M

"

!N U?9

及
)KL$ /L68

的表达$

)1BF34

法抽提总
L68

!取

总
L68 # $K

用蛋白核酸仪进行
L68

浓度的检测!

记录
L68

浓度及
8!?"=8!7"

比值判断纯度$

8!?"=

8!7"

值在
#

!

7

'

!

!

"

之间视为纯度较高!否则!重新

提取
L68

%!将各组
L68

浓度用
,@Q&

水调至

! $P=$K

)按照逆转录试剂盒说明书进行逆转录!合成

.,68

!再按照
Q&L

试剂盒说明书进行
.,68

扩增)

引物序列见表
#

)

Q&L

反应条件为#

:$

(预变性

% /BI

!

:$

(变性
%" T

!最适退火温度退火
%" T

!

>!

(延伸
# /BI

!

>!

(后延伸
9 /BI

!退火温度及循

环次数见表
#

)

Q&L

产物通过
#

!

9b

琼脂糖凝胶电

泳(溴化乙啶染色后!用凝胶成像仪记录) 用
eHAIDB

"

DZ JI-

凝胶软件分析系统分析灰度值)

表
#

%引物序列

引物名称 碱基序列 片段大小$

0U

% 循环次数 退火温度$(%

6M

"

!N U?9

上游#

9

&#

_8)8888)&&)&____)&&)8&

#

%

&

下游#

9

&#

_&)_&)8)_)_)8_8__)_)&_

#

%

&

!:: !> 9:

*

%

&

"

A.DBI

上游#

9

&#

)&8__)&8)&8&)8)&__&88)

#

%

&

下游#

9

&#

888_888___)_)8888&_&8

#

%

&

$%! !> 9:

*

%

)KL$

上游#

9

&#

&8)&&888__88)8&)_&88&8

#

%

&

下游#

9

&#

_)))&)&8&&&8_)&&)&8))&

#

%

&

%:7 !7 97

*

"

_8Q,R

上游#

9

&#

&8_)_&&8_&&)&_)&)&8)

#

%

&

下游#

9

&#

8____&&8)&&8&8_)&))&

#

%

&

9:9 !7 97

*

"
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9

!

$

$电镜观察心肌组织超微结构的变化$各

组最后停灌后迅速从心尖部同一部位取材!在生理

盐水中漂洗
# / BI

!切成
# //

% 大小的组织块!浸

入
!

!

9b

的戊二醛固定液内!充分摇晃约
! / BI

!隔

#9 / BI

再摇晃
#

次!而后放置于
$

(冰箱内固定

! Y

以上备用) 然后按电镜常规制样流程制样!透

射电镜下观察心肌结构及心肌线粒体的改变!并

拍照)

?

$统计学方法$采用
OQOO #:

!

"

统计软件进

行数据处理!计量资料均进行正态性检验!以
[

%

T

形

式表示) 多组样本均数比较进行方差齐性检验!组间

比较采用单因素方差分析!方差齐性者两两比较采用

KO,

法!方差不齐者进行
,HHI-D

&

T

检验)

Q V "

!

"9

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$各组大鼠心肌组织中
)6M

"

"

浓度的比较

$表
!

%$与
6

组及
NQ

组比较!

+

组
)6M

"

"

的浓度显

著上升!差异有统计学意义$

Q V"

!

"#

%&与
+

组比较!

;N'(

干预后!心肌组织
)6M

"

"

的浓度显著下降!

;N'(

K

组差异显著 $

Q V "

!

"#

%!

;N'(

+

组差异明显 $

Q V

"

!

"9

%!

;N'(

R

组有所下降!但差异不明显$

Q W"

!

"9

%&

;N'(

干预组间差异无统计学意义$

Q W"

!

"9

%)

表
!

%各组大鼠心肌组织
)6M

"

"

相对

浓度的比较$$

[

%

T

!

I c?

%

组别
I )6M

"

"

相对浓度

6 ? 9

*

"%

%

"

*

:>

NQ ? $

*

>?

%

!

*

>7

+ ?

#!

*

79

%

#

*

!%

!"

;N'(

K

?

:

*

9!

%

!

*

"7

##

;N'(

+

?

#"

*

$$

%

"

*

7>

#

;N'(

R

? ##

*

#9

%

!

*

?9

$$注#与
6

组比较!

!

Q V"

*

"#

&与
NQ

组比较!

"

Q V"

*

"#

&与
+

组比

较!

#

Q V"

*

"9

!

##

Q V"

*

"#

!

$各组大鼠心肌组织
6M

"

!N U?9

及
)KL$

蛋白

的比较$图
#

%$与
6

组比较!

NQ

组
)KL$

蛋白表达

明显升高!差异有统计学意义$

Q V "

!

"#

%&与
6

组及

NQ

组比较!

+

组心肌组织
6M

"

!N U?9

及
)KL$

蛋白

水平显著上升!差异有统计学意义$均为
Q V "

!

"#

%)

各剂量
;N'(

组与
+

组比较!各剂量
;N'(

显著降低

心肌组织
6M

"

!N U?9

及
)KL$

蛋白表达!差异均有统

计学意义$

Q V"

!

"#

!

Q V"

!

"9

%&各剂量
;N'(

组之间

比较!

;N'(

+

组
6M

"

!N U?9

及
)KL$

蛋白水平显著低

于
;N'(

K

组!差异有统计学意义$

Q V"

!

"9

%)

$$注#与
6

组比较!

!

Q V"

!

"#

&与
NQ

组比较!

"

Q V"

!

"#

&与
+

组比较!

#

Q V"

!

"9

!

##

Q V"

!

"#

&与
;N'(

K

组比较!

$

Q V"

!

"9

图
#

%

*-TD-1I 043D

方法检测各组大鼠心肌组织

6M

"

!N U?9

及
)KL$

蛋白的变化$$

I c?

%

%

$各组大鼠心肌组织中
6M

"

!N U?9

及
)KL$

/L68

表达的比较$图
!

%$与
6

组及
NQ

组比较!

+

组
6M

"

!N U?9 /L68

的表达上升!差异有统计学意

义$

Q V "

!

"#

%&与
+

组比较!

;N'(

+

组和
;N'(

R

组

6M

"

!N U?9 /L68

的表达均明显降低!差异有统计

学意义 $

Q V "

!

"#

%&各剂量
;N'(

组之间没有差异

$

Q W"

!

"9

%!但以
;N'(

+

组降低最多&与
6

组比较!

+

组
)KL$ /L68

表达显著升高$

Q V"

!

"#

%&与
NQ

组

比较!

+

组明显升高$

Q V"

!

"9

%&与
+

组比较!各剂量

;N'(

组
)KL$ /L68

的表达均显著降低!差异有统

计学意义$

Q V"

!

"#

!

Q V"

!

"9

%&各剂量
;N'(

组之间

表达差异无统计学意义$

Q W"

!

"9

%!但以
;N'(

+

组下

降最多)

$

$各组大鼠心肌组织透射电镜下超微结构的变

化$图
%

%$

6

组与
NQ

组心肌纤维排列紧密(走形正

常(横纹明显!线粒体形态正常!线粒体嵴结构清晰)

+

组心肌纤维纤细(疏松!横纹不明显!线粒体出现畸
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!
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"!"#)%"

$$注#与
6

组比较!

!

Q V"

!

"#

&与
NQ

组比较!

"

Q V"

!

"9

!

""

Q V"

!

"#

&与
+

组比较!

#

Q V"

!

"9

!

##

Q V"

!

"#

图
!

%

L)

"

Q&L

方法检测各组大鼠心肌组织

6M

"

!N U?9

及
)KL$ /L68

的变化$$

I c?

%

形!线粒体嵴走形紊乱!存在线粒体聚集现象 $图

%&

%)

;N'(

处理后心肌纤维变粗!横纹明显!线粒体

形态接近正常!线粒体聚集现象减轻$图
%,

(

@

(

M

%)

讨$$论

;N'(

主要由红花(赤芍(当归(丹参(川芎等药物

的有效成分组成!具有抗炎(抑制与炎性反应相关的重

要转录因子
,68

结合活性*

#

#

%

+

) 本实验结果进一步

说明
;N'(

有效成分发挥抗炎及心肌保护作用的可能

机制)

电镜结果显示#

+

组心肌损伤严重!表现为心肌

纤维疏松(断裂(横纹消失!线粒体嵴溶解&

;N'(

处理

后心肌纤维及线粒体损伤得到明显改善!以
$ /K=

#"" /K

的
;N'(

最为显著) 表明
;N'(

对缺氧
=

复氧

大鼠心肌具有一定程度的保护作用)

缺氧
=

复氧过程伴随着白细胞的增多!中性粒细胞

$$注#

8

为
6

组&

N

为
NQ

组&

&

为
+

组&

,

为
;N'(

K

组&

@

为

;N'(

+

组&

M

为
;N'(

R

组&实箭头所指为心肌&虚箭头所指为线

粒体)

图
%

%各组大鼠心肌组织电镜下的变化%$

)@+

! +

!9 """

%

和血管内皮细胞的多种黏附分子表达增强!从而引起

中性粒细胞的黏附(聚集!而使中性粒细胞激活!激活

的中性粒细胞可以释放
)6M

(

(K

"

#

及
(K

"

?

!经过一系

列的改变!最终诱发炎性反应) 本实验通过观察大鼠

心肌缺氧
=

复氧模型诱发的心肌炎性反应!阐明了
;N'(

拮抗心肌炎性反应的作用及其可能存在的机制)

有大量资料证实
;N'(

可以通过抑制
)6M

"

"

(

(K

"

#&

的产生而降低炎性反应!使许多由炎性反应而引

起的疾病得到了很好救治) 如#

;N'(

可能通过下调

)6M

"

"

(

(K

"

#&

(

(K

"

?

等的表达而对大鼠的急性肺损伤

发挥保护作用*

?

+

&在肝缺血
=

再灌注后!

;N'(

可减轻全

身炎性反应!

;N'(

组较缺血
=

再灌注组
)6M

"

"

(

(K

"

#&

(

(K

"

?

(

(K

"

7

(

(&8+

"

#

均降低*

>

+

&

;N'(

可能通过降低老

年脓毒症患者血清中
)6M

"

"

(

(K

"

#&

(

(K

"

?

的水平及提

高
(K

"

#"

的浓度!来改善老年脓毒症患者的病情!降低

病死率*

7

+

) 本实验发现!

;N'(

干预组心肌组织
)6M

"

"

的浓度显著下降!与
+

组比较!

;N'(

K

组差异有统计

学意义!

;N'(

+

组差异明显!

;N'(

R

组有所下降!但差

异不明显) 说明
;N'(

可以抑制缺氧
=

复氧心肌
)6M

"

"

的表达)

核因子#

!N

$

IH.4-A1 SA.D31

"

^AUUA N

!

6M

"

!N

%

是参与免疫与炎性反应的重要转录因子*

:

+

) 已有资
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!

#!

料证实!对重症急性胰腺炎患者!

;N'(

治疗后可使患者

血清中的
6M

"

!N U?9

明显降低*

#"

+

&另外!

;N'(

可抑制

6M

"

!N

及炎性细胞活性!对百草枯中毒大鼠急性肺损伤

有治疗作用*

##

+

) 本实验中
;N'(

可使心肌组织
6M

"

!N

U?9

蛋白及
/L68

的表达明显下降$

Q V "

!

"#

!

Q V

"

!

"9

%&各剂量
;N'(

组之间比较!

;N'(

+

组下降更明

显) 说明
;N'(

可以下调缺氧
=

复氧心肌
6M

"

!N U?9

蛋

白及
/L68

的表达!且以
;N'(

+

组最明显)

)KL

是一类天然免疫受体!

)KL$

是介导内毒素
=

脂多糖应答的主要受体!

)KL$

'

6M

"

!N

参与炎性反

应*

#!

+

!抑制
)KL$

'

6M

"

!N

通路!可以使大鼠心肌缺

血
=

再灌注损伤减轻*

#%

+

) 有研究表明!

)KL$

'

6M

"

!N

通路参与了创伤弧菌脓毒症损伤的早期病理生理过

程!

;N'(

能抑制
)KL$

'

6M

"

!N

活化!减轻创伤弧菌

脓毒症大鼠肺损伤*

#$

+

&另有资料显示#

;N'(

可以通过

下调肠组织内
)KL$

(

6M

"

!N

和
(&8+

"

#

表达减轻脓

毒症大鼠的肠损伤*

#9

+

) 本实验中
;N'(

可使
)KL$

蛋

白及
/L68

的表达明显下降$

Q V"

!

"9

!

Q V"

!

"#

%&

各剂量
;N'(

组之间比较!以
;N'(

+

组下降最多) 说

明
;N'(

可以下调缺氧
=

复氧心肌
)KL$

蛋白及
/L

"

68

的表达!且以
;N'(

+

组最明显)

综上所述!不同剂量血必净注射液有可能通过抑

制
)KL$

'

6M

"

!N

'

)6M

"

"

信号转导通路的活化减轻

缺氧
=

复氧大鼠心肌的炎性反应!以
$ /K=#"" /K

的

;N'(

最佳) 这为
;N'(

的临床应用提供了可靠的实

验依据和理论依据)
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