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摘要# 目的!金丝桃苷具有抗脑缺血( 降低心肌梗死面积等作用& 通过构建大鼠心肌缺血再灌注 "WDB# 模型& 进行
金丝桃苷预处理对WDB大鼠室性心律的影响以及相应作用机制的研究’ 方法!选择雄性 .N大鼠& 随机分为假手术组(
模型组( 金丝桃苷 "%’ 9CDEC# 组 "’k"%#& 结扎冠状动脉左前降支缺血 &’ 9;O 恢复灌注构建 WDB模型& 金丝桃苷
组于缺血前 "’ 9;O腹腔注射金丝桃苷 %’ 9CDEC& 记录缺血前 "’ 9;O( 后 &’ 9;O& 再灌注 &’( 7’( "#’ 9;O "4’( 4"(
4#( 4&( 4<# 大鼠心率 "AB#( 平均动脉压 "_0K#( 心率收缩压乘积 "BKK#& 观察心律失常情况& 8VW.0法测定血

清肌酸激酶)同工酶 "aH)_J# 和肌钙蛋白 "?4OW# 水平& 分光光度法测定-:g)Hg)04K酶和a:#g)_C#g)04K酶水平&
A8染色观察心肌组织变化& 免疫组化法测定心肌缝隙连接蛋白 "aY<&# 表达& G5R]5[O Z6@]测定 H;[#F" 蛋白表达’
结果!在 4"( 4#( 4&( 4<& 模型组 AB( _0K( BKK显著低于假手术组& 金丝桃苷组 AB( _0K( BKK高于模型组
"!P’F’%#$ 模型组( 金丝桃苷组心律失常评分( aH)_J( ?4OW高于假手术组& -:g)Hg)04K酶和 a:#g)_C#g)04K酶
活性( aY<& 和H;[#F"蛋白表达低于假手术组 "!P’F’%#& 金丝桃苷组心律失常评分( aH)_J和 ?4OW水平低于模型
组& -:g)Hg)04K酶和a:#g)_C#g)04K酶水平( aY<& 和H;[#F"蛋白表达高于模型组 "!P’F’%#’ 结论!金丝桃苷有
减轻 WDB大鼠室性心律失常的作用& 其作用可能与增加 -:g)Hg)04K酶和 a:#g)_C#g)04K酶活性& 上调 aY<& 和
H;[#F"蛋白表达有关’
关键词! 金丝桃苷$ 室性心律失常$ aY<&$ H;[#F"
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!!急性心肌梗死为导致心源性猝死的重要原因&
早期急性心肌缺血及心肌损伤导致心脏不稳定电活
动与心室复极& 引发恶性心律失常及猝死)")#* ’ 心
肌缺血后快速有效恢复冠脉血流为拯救心肌缺血有
效方法& 但心肌缺血再灌注 "WDB# 可加重缺血导
致的心功能障碍与心肌细胞损伤& 导致细胞内钙超
载( 细胞凋亡( 炎症反应等& 引发心肌细胞损伤&
阐明其作用机理对于预防心肌WDB损伤具有重要作
用’ 金丝桃苷为黄酮苷类成分& 具有较好的抗氧化
能力及保护心血管系统作用& 可通过抗氧化( 减轻
钙超载( 抑制心肌细胞凋亡等途径发挥抗心肌缺血
再灌注损伤作用& 金丝桃苷可减轻WDB大鼠心肌梗
死面积& 抑制钙离子内流& 抗-M自由基形成& 发
挥心肌保护作用)&)<* & 目前关于金丝桃苷抗心肌
WDB损伤的相关作用机制研究尚未完全阐明’ 细胞
内钙超载为诱发心律失常的重要原因& 在维持细胞

内钙稳态方面 -:g)Hg)04K酶及 a:#g)_C#g)04K
酶具有重要作用& 心律失常患者心肌组织
a:#g)_C#g)04K酶与 -:g)Hg)04K酶活性下降)%)7* ’
心肌组织动作电位扩布的主要物质基础为心肌细胞
中缝隙连接& 其在细胞间电偶联与冲动传导中有重
要作用& 主要依赖于缝隙连接蛋白变化调节缝隙连
接功能)()** & 心室工作肌细胞表达的缝隙连接蛋白
主要为aY<&& 心脏病理状态下体液因子水平异常&
从而影响缝隙连接蛋白的表达( 转运及其分布& 改
变缝隙连接结构与功能& 扰乱心肌细胞间通讯功
能& 增加心肌电位失偶联几率& 诱发心律失
常)1)"’* ’ 本研究通过构建大鼠 WDB性心律失常模
型& 研究金丝桃苷预处理对 WDB大鼠室性心律(
04K酶活性( 心肌缝隙连接蛋白 "aY<&# 表达影
响& 从分子水平探讨其减轻心律失常的作用机制&
为心律失常临床治疗提供依据’
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IJ资料与方法
"F"!材料
"F"F"!实验动物及分组!选择健康雄性 "’ 周龄
.N大鼠& 体质量 &%’ c<’’ C& "中国医学科学院动
物实验中心& 许可证号 .3,H)#’"&)’’#%#& .K/级
动物实验室& 饮食进水均符合实验动物标准’ 随机
分为假手术组( 模型组( 金丝桃苷 "%’ 9CDEC#
组 "’k"%#& 金丝桃苷组于缺血前 "’ 9;O 腹腔注
射金丝桃苷 %’ 9CDEC& 假手术( 模型组给予等体
积生理盐水’
"F"F#!试验药物与试剂!金丝桃苷 "纯度$
1*!& 南京泽朗农业科技发展有限公司& 批号
"""%#")#’’&’&#$ 乌拉坦 "日本 .;C9:公司#$ aH)
_J "肌酸磷化脢)同功脢#( ?4OW"肌钙蛋白# 试
剂盒( 大鼠aY<& 免疫组化试剂盒 "北京中杉金桥
生物技术有限公司#$ 兔抗大鼠 H;[#F" 单克隆抗
体( 二抗( N0J试剂盒由武汉博士德生物工程公
司提供$ -:g)Hg)04K酶( a:#g)_C#g)04K酶试剂
盒由南京建成生物工程研究所提供’
"F#!实验方法
"F#F"!动物模型制备!参考文献)""*方法建立大
鼠缺血再灌注模型& #’!乌拉坦 "’F% 9VD"’’ C#
腹腔麻醉& 仰位固定& 记录心电图!导联& 心电图
异常大鼠剔除’ 颈部气管切开置管连接小动物呼吸
机 "潮气量 * 9VDEC& 呼吸频率 (’次D9;O& 吸呼比
" d##& 分离左颈总动脉& 将硬膜外麻醉导管插入连
接电生理信号记录仪& 左冠状动脉前降支根部穿结
扎线& 假手术组只穿线不结扎& 其余各组均缺血
&’ 9;O后& 再灌注 # L& 记录心电图变化’ 缺血模型
判断! 左冠状动脉前降支结扎 % 9;O 后&!导联 .4
抬高或lB.波群振幅增加( 增宽与4波融合$ 动脉
血压降低m#’ 99AC"" 99ACk’F"&& EK:#& 结扎
血管支配区室壁紫绀’ 再灌注模型判断! 缺血区紫
绀消失& 再灌注 &’ 9;O 后抬高 .4段降低m%’!& 排
除再灌注前严重房室传导阻滞& 结扎前平均动脉
压P7’ 99AC’ 记录 4’( 4"( 4#( 4&( 4< "缺血前
"’ 9;O( 后 &’ 9;O& 再灌注 &’( 7’( "#’ 9;O#( 大鼠
AB "心率#( _0K"平均动脉压#( BKK"心率收
缩压乘积#& 观察心律失常情况’ 按照 V:9Z5]L 会
议标准进行心律失常评分)"#* & 无心律失常为 ’ 分&
偶发室性早搏 "& 次D9;O 以下# 为 " 分& 频发室
性早搏 "& 次D9;O 或以上# 为 # 分& 偶发室性心
动过速 "& 次D9;O 以下# 为 & 分& 频发室性心动
过速 " & 次D9;O 或以上# 或偶发性心室纤颤

"& 次D9;O以下#为 < 分& 频发室性纤颤"&次D9;O
或以上# 或死亡为 % 分’
"F#F#!分光光度法测定心肌组织-:g)Hg)04K酶(
a:#g)_C#g)04K酶!取心肌组织制备匀浆& 考马斯
亮蓝法测定蛋白水平& 比色定磷法测定& 按照试剂
盒说明书测定心肌组织 -:g)Hg)04K酶( a:#g)
_C#g)04K酶’
"F#F&!8VW.0法测定血清 aH)_J( ?4OW水平!按
照试剂盒说明书测定& 酶标仪测定吸光度 N值
"波长为 <%’ O9#’
"F#F<!A8染色观察!取心肌组织置于多聚甲醛
中浸泡& 石蜡切片 "% "9# 包埋& 苏木精)伊红染
色& 封片后光镜下观察’
"F#F%!免疫组化法测定心肌aY<& 表达!大鼠处死
后& 取心肌组织置于多聚甲醛中浸泡& 石蜡切片
"% "9#& 脱蜡& 抗原修复& 加 A#M#& 加一抗
"aY<& " d"’’#& 加聚合物增强剂& 加酶标抗鼠D兔
聚合物& N0J染色& 复染& 脱水透明& 封固后观
察& W9:C5)‘[@‘6SR图像分析& <’’ 倍镜下选取瘤组
织周围区域 % 个不同视野& 记录视野内阳性表达细
胞数& 求均值’
"F#F7!G5R]5[O Z6@]法测定H;[#F" 蛋白表达!细胞
提取总蛋白& 聚丙烯酰胺凝胶电泳& 聚偏二氟乙烯
转模& 脱脂奶粉封闭& 加 H;[#F" 蛋白单克隆抗体
"稀释度 " d%’’#& +0KNA一抗稀释度为 " d
" ’’’& 孵育过夜& 4J.4漂洗& 加二抗 "稀释度为
" d# ’’’# 孵育 " L& 应用发光试剂显色& 暗室曝
光& 采用lS:O];]UMO5图像分析软件对显色条带进
行分析’
"F&!统计学方法!采用 .K.. "1F’ 进行统计分析&
计量资料先行正态性检验& 用均数 e标准差 ")e
/# 表示& 多组间均数比较采用单因素方差分析&
组内两两比较采用 V.N检验$ 以 !P’F’% 为差异
有统计学意义’
NJ结果
#F"!金丝桃苷预处理对 WDB大鼠血流动力学及心
律失常评分影响!4"( 4#( 4&( 4< 模型组( 金丝
桃苷组 AB( _0K( BKK呈现降低趋势& 4"( 4#(
4&( 4<模型组AB( _0K( BKK显著低于假手术组&
金丝桃苷组 AB( _0K( BKK高于模型组 "!P
’F’%#$ 模型组( 金丝桃苷组心律失常评分高于假
手术组& 金丝桃苷组心律失常评分低于模型组
"!P’F’%#& 见图 " c#’
#F#!金丝桃苷预处理对 WDB大鼠血清 aH)_J和
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注! 4’ 缺血前 "’ 9;O& 4" 缺血后 &’ 9;O& 4# 再灌注 &’ 9;O& 4& 再灌注 7’ 9;O& 4< 再灌注 "#’ 9;O& AB心率& _0K平均动

脉压$ 与假手术组比较&!!P’F’%$ 与模型组比较&n!P’F’%

图 IJ金丝桃苷对>W<大鼠@<’ ?8S影响 $+PIX&
Y#0LIJ$%%&’("%-62&*")#!&",@<5,!?8S#,>W<*5()$+PIX&

注! 4’ 缺血前 "’ 9;O& 4" 缺血后 &’ 9;O& 4# 再灌注 &’ 9;O& 4& 再灌注 7’& 4< 再灌注 "#’ 9;O& BKK心率收缩压乘积$

与假手术组比较&!!P’F’%$ 与模型组比较&n!P’F’%

图 NJ金丝桃苷对>W<大鼠<SS’ 心律失常评分影响 $+PIX&
Y#0LNJ$%%&’()"%-62&*")#!&",<SS5,!5**-6(-+#5 )’"*&)#,>W<*5()$+PIX&

?4OW水平影响!模型组( 金丝桃苷组 aH)_J和
?4OW水平高于假手术组& 金丝桃苷组 aH)_J和
?4OW水平低于模型组 "!P’F’%#& 见图 &’

注! aH)_J同工酶肌酸激酶& ?4OW肌钙蛋白$ 与假手术组比较&!!P’F’%$ 与模型组比较&n!P’F’%

图 OJ金丝桃苷预处理对>W<大鼠血清=F4?9和’;,>水平影响 $+PIX&
Y#0LOJ$%%&’("%-62&*")#!&",=F4?95,!’;,>#,>W<*5()$+PIX&

#F&!金丝桃苷预处理对WDB大鼠心肌组织中-:g)
Hg)04K酶和 a:#g)_C#g)04K酶水平影响!J( 金

丝桃苷组 -:g)Hg)04K酶和 a:#g)_C#g)04K酶水
平低于假手术组 "!P’F’%#& 金丝桃苷组 -:g)
Hg)04K酶和 a:#g)_C#g)04K酶水平高于模型组

"!P’F’%#& 见图 <’
#F<!各组大鼠心肌组织病理形态学变化!假手术
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注! 与假手术组比较&!!P’F’%$ 与模型组比较&n!P’F’%

图 VJ金丝桃苷预处理对>W<大鼠E5Z4FZ48;S酶和=5N Z4

?0N Z48;S酶水平影响 $+PIX&

Y#0LVJ$%%&’("%-62&*")#!&",E5Z4FZ48;S5)&5,!=5N Z4

?0N Z48;S5)&#,>W<*5()$+PIX&

组心肌组织未见异常& 心肌纤维排列整齐& 模型组
心肌纤维排列紊乱& 心肌间质出现炎性细胞浸润&
黑染心肌纤维成片状分布& 金丝桃苷组心肌组织较
模型组有明显改善& 见图 %’

图 XJ各组大鼠心肌组织病理形态学变化$@$染色%[VQQ&
Y#0LXJS5(-"."0#’5.’-5,0&)"%+6"’5*!#5.(#))3&#,&5’-

0*"32$@$)(5#,#,0% [VQQ&

#F%!金丝桃苷预处理对 WDB大鼠 aY<& 和 H;[#F"
蛋白表达影响!aY<& 蛋白假手术组呈强阳性表达&
均匀规律条带状分布& 模型组 aY<& 表达降低& 弥
散点状分布& 散乱无规律$ 模型组( 金丝桃苷组
aY<& 和 H;[#F" 蛋白表达低于假手术组 "!P
’F’%#& 金丝桃苷组 aY<& 和 H;[#F" 蛋白表达高于
模型组 "!P’F’%#& 见图 7 c*’
OJ讨论

金丝桃苷广泛存在于多种药用植物中& 对心肌
缺血再灌注损伤具有保护作用& 临床心血宁片( 心
安胶囊等以金丝桃苷为主要活性物质的药物主要用
于治疗心绞痛& 金丝桃苷具有多种生物活性& 其作
用机制涉及抗氧化( 抗-M自由基形成( 抑制钙离
子内流( 调控磷脂酰肌醇)& 激酶D蛋白激酶 J信号
通路等)"&)"<* & 对于其抗心肌缺血再灌注及抗脑缺
血再灌注损伤的作用及相关机制研究较多& 但不够
充分& 本研究观察了金丝桃苷预处理对WDB大鼠室

图 KJ心肌组织=MVO 免疫组化染色 $ [VQQ&
Y#0LKJ>++3,"-#)("’-&+#’5.)(5#,#,0 "%=MVO #,+6"4

’5*!#5.(#))3&$ [VQQ&

图 \J心肌组织F#*NLI 蛋白表达
Y#0L\JS*"(&#,&M2*&))#","%+6"’5*!#5.F#*NLI

图 UJ金丝桃苷预处理对 >W<大鼠 =MVO’ F#*NLI
蛋白表达影响 $+PIX&

Y#0LUJ$%%&’("%-62&*")#!&",=MVO 5,!F#*NLI
2*"(&#,&M2*&))#",#,>W<<5()$+PIX&

性心律04K酶活性及 aY<& 和 H;[#F" 蛋白表达影
响& 从分子水平探讨其减轻心律失常的作用机制’

心肌缺血时心肌细胞发生变性( 坏死溶解& 再
灌注损伤增加心肌细胞膜通透性& 血液中心肌损伤
标志物水平升高& 心肌细胞损伤程度与 aH)_J(
?4OW水平相关)"%* & 本研究结果中缺血再灌注模型
组的大鼠血清aH)_J( ?4OW水平明显高于对照组&
金丝桃苷预处理组 aH)_J( ?4OW水平明显降低&
A8染色结果也证实金丝桃苷预处理组心肌损伤较
模型组减轻& 提示金丝桃苷预处理可减轻大鼠心肌
缺血再灌注损伤’ 心律失常发病机制研究目前尚未
完全阐明& 有研究表明其与传导纤维及自律细胞退
行性病变( 离子通道异常( 迷走神经张力异常( 心
肌细胞两侧离子转运有关)"7* ’ -:g)Hg)04K酶作
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为细胞膜上普遍存在的离子驱动泵& 主要功能为跨
膜转运-:g( Hg& 在水解 04K的同时& 能够对抗
细胞膜两侧的电化学梯度& 维持膜内外 -:g( Hg

浓度差& a:#g)_C#g)04K酶的主要功能为跨细胞膜
主动转运a:#g到细胞外以及从胞质主动摄取 a:#g

进入肌浆网& 由于钙池内 a:#g释放出现障碍& 肌
浆网膜对于 a:#g的通透性下降& 钙内流减少& 导
致窦房结起搏细胞自动去极化减慢& 诱发缓慢性心
律失常& -:g)Hg)04K酶和a:#g)_C#g)04K酶参与
心肌细胞膜离子通道与离子转运)"(* & 心肌细胞膜
两侧离子转运是动作电位形成基础& 由于细胞膜通
透性的影响& 与离子通道有关& 心脏离子通道异常
是缓慢性心律失常形成主要原因)"** ’ 本研究结果
表明& 金丝桃苷预处理可显著提高心肌缺血再灌注
心律失常大鼠心肌组织 -:g)Hg)04K酶和 a:#g)
_C#g)04K酶活性& 维持细胞内外正常离子浓度梯
度与电化学梯度& 保持细胞正常能量代谢’

人体组织中的缝隙连接蛋白主要有 aY<’(
aY<&( aY<% & 种& aY<& 为心肌细胞间主要的连接
蛋白& 7 号染色体上存在 aY<& 功能基因& aY<& 基
因主要由+i0" 基因编码& 于心肌细胞连接处呈簇
状分布& 维持细胞之间通讯( 能量交换及化学信息
传递& aY<& 表达下降可致使细胞电失偶联& 延长
动作电位时程与复极化进程& 导致传导阻滞&
aY<& 在维持心脏正常发育( 心脏整体电活动的同
步性及协调性分泌具有重要作用)"1)#’* ’ aY<& 异常
表达及分布导致电传导偶联与细胞间传导减低& 诱
发折返性心律失常& 纯合子小鼠敲除 aY<& 基因&
心脏结构与收缩功能正常& 但于 # 个月时均自发室
性心律失常致死& 采用基因疗法增加 aY<& 表达可
发挥对致死性心律失常的保护作用)#’* ’ H;[#F" 蛋
白主要由 "( 号染色体 Ha-i# 基因编码产生&
H;[#F" 蛋白介导的 WH" 电流可维持静息膜电位稳
定& H;[#F" 蛋白功能减退或者表达降低可减小动作
电位 & 期快速复极化的电流强度& 延长 l4间期与
动作电位时程& 产生心律失常)#")##* ’ 本研究结果
表明& 模型组的大鼠心肌组织 aY<&( H;[#F" 蛋白
表达水平下降& 金丝桃苷预处理组心肌组织 aY<&(
H;[#F" 蛋白表达明显升高& 可能是金丝桃苷减缓缺
血再灌注大鼠心律失常的作用机制之一& aY<&(
H;[#F" 蛋白表达上调与编码 aY<&( H;[#F" 蛋白的
靶基因+i0"( Ha-i# 基因表达有关’ 缝隙连接通
道开闭与多种因素有关& 如细胞内 a:#g水平( 细
胞内胞液 ‘A( 跨通道电压( 缝隙蛋白磷酸化状态

等& 细胞内 a:#g水平下降& 缝隙连接通道的电传
导降低& 可呈现剂量依赖性& 金丝桃苷增加 a:#g)
_C#g)04K酶维持心脏离子通道& 上调aY<& 蛋白表
达& 发挥抗心律失常作用’

金丝桃苷预处理减缓心肌缺血再灌注大鼠心律
失常作用机制可能与提高 -:g)Hg)04K酶和 a:#g)
_C#g)04K酶活性& 上调 aY<& 和 H;[#F" 蛋白表达
水平有关& 通过上调缝隙连接或离子通道基因( 蛋
白表达& 恢复细胞间缝隙连接蛋白功能与 WH" 电
流& 纠正动作电位与 K)B间期及 lB. 时间( 胞间
传导速度等& 抑制心律失常产生& 其调节 aY<&(
H;[#F" 蛋白表达的具体机制可能与 +i0"( Ha-i#
基因有关& 有待于进一步研究’
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清肝二十七味丸对酒精性肝损伤小鼠的保护作用
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摘要# 目的!探讨清肝二十七味丸 "寒水石( 红花( 石膏& 等# 对酒精性肝损伤 "0VN# 小鼠的保护作用’ 方法!
7’ 只小鼠随机分为正常组& 模型组& 清肝二十七味丸高( 中( 低剂量组及联苯双酯组$ 模型组及各给药组小鼠均以
白酒 )"’ 9VD"EC/I#*( 吡唑 )#% 9VD"EC/I#*( 玉米油 )# 9VD"EC/I#*混合物灌胃& 早晚各 " 次$ 在 # 次灌胃
间隔期间& 灌胃给予清肝二十七味丸 )"F7( ’F*( ’F< CD"EC/I#* 及联苯双酯 )’F"% CD"EC/I#*& 造模周期为 "#
周$ 检测谷丙转氨酶 "0V4#( 谷草转氨酶 "0.4#( 羟脯氨酸 "AU‘#( 层粘连蛋白 "V-#( 透明质酸 "A0#( 丙二醛
"_N0#( 超氧化物歧化酶 " .MN#( 谷胱甘肽过氧化物酶 "+.A)KY#( GO]及 #)连环蛋白 "#)?:]5O;O# 水平’
结果!与模型组比较& 清肝二十七味丸高( 中( 低剂量组的血清 0V4( 0.4( V-( A0水平及高( 中剂量组的 AU‘ 水
平均显著性降低 "!P’F’%#’ 清肝二十七味丸组肝组织 _N0水平显著降低& .MN及 +.A)KY水平显著升高 "!P
’F’%#& 各给药组肝组织GO]及#)?:]5O;O蛋白的相对表达量均显著降低 "!P’F’%#’ 结论!清肝二十七味丸对酒精性
肝损伤小鼠具有保护作用& 该作用与其具有的抗氧化及抑制GO]D#)?:]5O;O信号通路激活作用有关’
关键词! 清肝二十七味丸$ 酒精性肝损伤$ 氧化应激$ GO]D#)?:]5O;O信号通路
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