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摘要： 目的　 观察三益丹对大鼠心肌缺血的改善作用。 方法　 皮下多点注射 ＩＳＯ （８５ ｍｇ ／ ｋｇ） 构建 ＳＤ 大鼠心肌缺血

模型， 随机分为正常组， 模型组 （ＩＳＯ ８５ ｍｇ ／ ｋｇ）， 复方丹参滴丸组 （８５ ｍｇ ／ ｋｇ）、 三益丹低、 中、 高剂量组 （３７􀆰 ５、
７５􀆰 ０、 １５０􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 连续灌胃给药 １４ ｄ。 心电图监测大鼠心电图 ＳＴ 段的变化； ＨＥ 染色观察心肌病理损伤程度； 检

测大鼠血清 ＣＫ、 ＬＤＨ、 ＡＳＴ 心肌酶水平， ｃＴｎ⁃Ｉ、 ＭＤＡ、 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平。 结果　 与模型组比较， 三益丹抑制

心肌缺血大鼠心电图 ＳＴ 段抬高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 降低血清中 ＣＫ、 ＬＤＨ、 ＡＳＴ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 降低 ｃＴｎ⁃Ｉ、 ＭＤＡ、 ＮＯ、
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 减轻心肌病理损伤程度。 结论　 三益丹对 ＩＳＯ 诱导大鼠心肌缺血模型具有明显的改善

作用。
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　 　 冠状动脉粥样硬化性心脏病 （ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｔｈｅｒｏ⁃
ｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ， ＣＡＨＤ） 是指冠状动脉粥样

硬化使血管腔狭窄或阻塞， 因冠状动脉功能性改变

（痉挛） 导致心肌缺血、 缺氧或坏死而引起的以胸

痛、 胸闷、 短气等主要临床症状的心脏病， 是心脑

血管疾病里常见的一种。 冠心病最主要的病变基础

是冠状动脉供血不足导致的心肌缺血， 而心肌则因

缺血发生各种病理改变， 急剧、 短暂的缺血可引起

心绞痛， 持续、 严重的心肌缺血则可引起心肌坏

死［１］。 现代医学理论中所说的冠心病、 心绞痛、
心肌梗死， 属于中国传统医学理论中的胸痹、 心痛

和真心痛的范围［２］。 三益丹是西安市中医医院传

统制剂， 由人工牛黄、 血竭、 西洋参、 延胡索、 薄

荷冰、 冰片、 硼砂、 生石膏、 人工麝香、 珍珠粉十

味药材组成的成方制剂， 临床主要用于心血瘀阻引

起的心前区闷痛不适 （心绞痛）， 在临床应用已有

四十多年， 且疗效显著［３］。 方中人工牛黄、 麝香、
薄荷冰、 冰片开窍化浊［４⁃５］； 延胡索、 血竭活血化

瘀， 行气止痛； 石膏清热泻火； 珍珠粉镇心安神；
西洋参补益心脾［５］。 诸药合用， 共奏 “三益” 之

效， 故名三益丹， 三益丹具有益气养阴、 通痹止

痛、 开窍化浊的功效。 本研究拟用盐酸异丙肾上腺

素诱导， 复制大鼠心肌缺血模型， 进而验证三益丹

可缓解心血瘀阻型心前区闷痛不适的临床疗效。
１　 材料

１􀆰 １　 药物和试剂　 三益丹 （自制） 方中人工牛黄

２􀆰 ５ ｇ、 血竭 １􀆰 ５ ｇ、 西洋参 ５ ｇ、 延胡索 ６ ｇ、 薄荷

冰 ９ ｇ、 冰片 ２ ｇ、 硼砂 ７􀆰 ５ ｇ、 生石膏 ３０ ｇ、 人工

麝香 ０􀆰 ４ ｇ、 珍珠粉 ４ ｇ， 上述十味药材， 均由陕西

兴盛德中药饮片公司提供， 陕西省中医药研究所张

红研究员鉴定为合格饮片。 实验室经过前期的工艺

优化， 按处方比例取方中各药材， 以总处方 ８％ 聚

维酮 （ ＰＶＰ⁃Ｋ３０） 为黏合剂， ６％ 羧甲基淀粉钠

（ＣＭＳ⁃Ｎａ） 为崩解剂， 水为润湿剂， 一定比例充

分混合均匀， 制备软材后， 采用挤出滚圆法， 制备

出丸重为 ４１􀆰 ２３ ｍｇ， 大小均一， 工艺稳定， 质量

可控的三益丹丸剂； 复方丹参滴丸 （天士力医药

集团股份有限公司， 批号 １８０３２０）。 盐酸异丙肾上

腺素 （ｉｓｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ， ＩＳＯ； 上海阿拉丁生化科技股份

有限公司， 批号 Ｌ１７０８０４６）； 生理盐水注射液 （四
川科伦药业股份有限公司， 批号 Ｎ１８０５２５０８⁃２）；
乌来糖 （国药集团化学试剂有限公司， 批号

２０１８０３０８）； 多聚甲醛 （国药集团化学试剂有限公

司， 批号 ２０１８０３０８）； ＭＤＡ （批号 Ｓ０１３１）、 ＮＯ

（批号 Ｓ００２１）、 ＩＬ⁃６ （批号 １３３１４１０５１１２６）、 ＴＮＦ⁃
α （批号 ２４０１４１１３１１２６） 检测试剂盒 （武汉博士德

生物工程有限公司）； ＣＴｎ⁃Ｉ （批号 １９０１２３０３１）、
ＣＫ （批号 １９０３４５１２１）、 ＬＤＨ （批号 １９０８４０２６８）、
ＡＳＴ （批号 １９０９４００２３） 测定试剂盒 （宁波普瑞柏

生物技术股份有限公司）。
１􀆰 ２　 动物 　 雄性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只， 体质量 （２２０ ±
２０） ｇ， 购于西安交通大学实验动物中心， 动物生

产许可证号 ＳＣＸＫ （陕） ２０１２⁃００３。 在标准实验条

件下， 温度 （２５±２）℃、 相对湿度 （６０±５）％ 适应

性饲养 １ 周。
１􀆰 ３　 仪器　 ＥＣＧ⁃６５１１ 十二导心电图机 （上海光电

医用电子仪器有限公司）； 电子天平 （赛多利斯科

学仪器有限公司）； 酶标仪 （伯乐医学产品有限公

司）； Ａｂｂｏｔｔ ｉ２０００ （雅培制药有限公司）、 Ｓｅｒｉｅｓ
７６００ 生化仪 （日本日立公司）； 高速冷冻离心机

（长沙英泰仪器有限公司）； ＲＭ２２３５ 组织切片机

（德国徕卡公司）； ＨＤ⁃３３０ 型摊片烤片机 （湖北慧

达仪器有限公司）； Ｅ２００ 显微镜 （尼康影像仪器

有限公司）； 雅博包埋机 （常州市雅博电子设备有

限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 造模及给药　 将 ６０ 只 ＳＤ 大鼠随机分为正常

组， 模型组， 复方丹参滴丸组 （８５ ｍｇ ／ ｋｇ）、 三益丹

低、 中、 高剂量组 （３７􀆰 ５、 ７５􀆰 ０、 １５０􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ）。
每组大鼠连续灌胃给药 １４ ｄ， １ 次 ／ ｄ， 正常组和模

型组给予等量的生理盐水。 第 １２ ～ １４ 天， 灌胃给

药 ３０ ｍｉｎ 后， 除正常组外， 其他各组大鼠背部皮

下多点注射 ＩＳＯ （８５ ｍｇ ／ ｋｇ）， １ 次 ／ ｄ， 连续注射

３ ｄ， 时间间隔为 ２４ ｈ， 正常组注射等量的生理盐

水， 构建大鼠心肌缺血模型［７］。 三益丹丸临床用

药量为成人每日 ９００ ｍｇ； 本研究依据陈奇主编的

《中药药理实验方法学》， 大鼠 （２００ ｇ） 体表面积

与成人 （７０ ｋｇ） 体表面积比为 ０􀆰 ０１８； ７５ ｍｇ ／ ｋｇ
作为本研究的中剂量组， 并分别减小和增大一倍得

低、 高剂量组 （３７􀆰 ５、 １５０ ｍｇ ／ ｋｇ）。
２􀆰 ２　 心肌缺血大鼠心电图监测 　 末次皮下注射

ＩＳＯ 前， ２０％ 乌来糖麻醉各组大鼠， 行肢体Ⅱ导心

电图检查， 记录大鼠心电图， 观察 ＳＴ 段的变化。
２􀆰 ３　 心肌组织病理学检查 　 心电图监测完成后，
继续观察 ３０ ｍｉｎ， 经腹部正中线切开， 打开腹腔，
立即取下心脏， 生理盐水中涮洗干净， 取左心尖组

织， 置于装有 ４％ 多聚甲醛溶液的离心管中固定

４８ ｈ， 采用 ＨＥ 染色法观察心肌组织的病理学变化
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情况。
２􀆰 ４　 大鼠血清因子检测　 心电图监测完成后， 继

续观察 ３０ ｍｉｎ， 经腹部正中线切开， 打开腹腔， 大

鼠腹主动脉采血， 至无菌试管中， 静置 ２ ｈ，
３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ， 分离血清。

ＮＯ、 ＭＤＡ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 检测， 按照各试剂

盒说明书中描述的方法操作， 利用酶标仪检测血清

中各指标成分的活； 肌钙蛋白 （ｃＴｎ） 采用 Ａｂｂｏｔｔ
ｉ２０００ 生 化 分 析 仪 测 定， ＣＫ、 ＬＤＨ、 ＡＳＴ 采 用

Ｓｅｒｉｅｓ ７ ６００ 分析仪测定。
２􀆰 ５　 统计学分析　 实验数据采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件

进行统计学分析， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较

采用单因素方差分析， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统

计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 心肌缺血大鼠心电图 　 ＩＳＯ 诱导前各组大鼠

心电图 ＳＴ 段比较， 差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

诱导后， 正常组大鼠心电图 ＳＴ 段较之前无变化，
与正常组比较， 模型组大鼠 ＳＴ 段值升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 三益丹组大鼠心电图 ＳＴ
段值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 １。

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 三益丹对心肌缺血大鼠心电图 ＳＴ 段的影响

Ｆｉｇ􀆰 １ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓａｎｙｉｄａｎ ｏｎ ＳＴ ｓｅｇｍｅｎｔ ｏｆ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｒａｔｓ

注： Ａ～Ｆ 为正常组、 模型组、 阳性药组、 三益丹低剂量组、 三益丹中剂量组、 三益丹高剂量组； １ 为诱导前， ２ 为诱导后。

图 ２　 各组大鼠心电图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｃａｒｄｉｏｇｒａｍ ｆｏｒ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３􀆰 ２　 心肌组织病理学　 正常组心肌细胞横纹清楚，
排列有序， 无炎性细胞浸润及细胞坏死等病变； 模

型组横纹模糊， 排列紊乱， 大量炎性细胞浸润， 细

胞核减少， 心肌组织损伤严重； 复方丹参滴丸组、
三益丹低、 中、 高剂量组均可看到较少量炎性细胞

浸润和不同程度细胞坏死现象。 见图 ３。

３􀆰 ３　 大鼠血清中 ｃＴｎ⁃Ｉ 水平 　 与正常组比较， 模

型组大鼠血清中 ｃＴｎ⁃Ｉ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 而给

予复方丹参滴丸及不同剂量的三益丹进行预保护，
大鼠血清 ｃＴｎ⁃Ｉ 水平均下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
见图 ４。
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图 ３　 各组 ＨＥ 染色结果 （ＨＥ， ×１０）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔａｎｔ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＨＥ， ×１０）

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 三益丹对心肌缺血大鼠血清中 ｃＴｎ⁃Ｉ 水平的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓａｎｙｉｄａｎ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｃＴｎ⁃Ｉ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｙｏｃａｒ⁃
ｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｒａｔｓ

３􀆰 ４　 大鼠血清中 ＣＫ、 ＬＤＨ、 ＡＳＴ 水平　 与正常组

比较， 模型组大鼠血清中 ＣＫ、 ＬＤＨ、 ＡＳＴ 水平升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 而给予复方丹参滴丸及不同剂量的

三益丹预保护， 大鼠血清 ＣＫ、 ＬＤＨ、 ＡＳＴ 水平下

降 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见图 ５。
３􀆰 ５　 大鼠血清中 ＮＯ、 ＭＤＡ 水平　 与正常组比较，
模型组大鼠血清中 ＮＯ、 ＭＤＡ 水平升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 而给予复方丹参滴丸及三益丹中、 高剂量

进行预保护， 大鼠血清 ＮＯ、 ＭＤＡ 水平下降 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 见图 ６。
３􀆰 ６　 大鼠血清中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平　 与正常组比

较， 模型组大鼠血清中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 而给予复方丹参滴丸及不同剂量的三

　 　 　 　 　 　

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 三益丹对心肌缺血大鼠血清中 ＣＫ、 ＬＤＨ、 ＡＳＴ 水平的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓａｎｙｉｄａｎ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＫ， ＬＤＨ， ａｎｄ ＡＳＴ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｒａｔｓ

益丹进行预保护， 除三益丹低剂量组 ＩＬ⁃６ 水平差

异无统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５） 外， 各给药组大鼠血

清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平下降 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
见图 ７。

４　 讨论

目前诱导心肌缺血模型的方法有冠脉结扎法、
药物诱导法。 其中冠脉结扎法为经典方法， 但对动

物造成的手术创伤较大、 死亡率和成本较高。 而药
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 三益丹对心肌缺血大鼠血清 ＮＯ、 ＭＤＡ 水平的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓａｎｙｉｄａｎ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＮＯ， ＭＤＡ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｒａｔｓ

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 三益丹对心肌缺血大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６水平的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓａｎｙｉｄａｎ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｒａｔｓ

物诱导法简单、 易行、 省时、 省力， 多用于药理、
药效学的研究， 既可预防给药亦可治疗给药。 药物

诱导剂常用 ＩＳＯ 皮下或腹腔注射， 也有少量文献报

道采用垂体后叶素舌下静脉或腹腔注射［６⁃７］。 ＩＳＯ
为 β 受体激动剂， 可引起心肌强烈收缩， 使心肌

细胞耗氧量急剧增加［８］。 相关文献报道， 注射 ＩＳＯ
的剂量对造模的程度影响较大， ６０ ｍｇ ／ ｋｇ 以下的

剂量诱导造成的损伤大部分为可逆性损伤， 存在自

愈的现象； 而 ８５ ｍｇ ／ ｋｇ 及以上的剂量诱导造成的

损伤多为不可逆损伤， 基本可以排除机体自愈对药

理作用机制的影响。 其中采用 ８５ ｍｇ ／ ｋｇ 诱导心肌

缺血动物模型较多， 最为成熟。 因此， 本实验采用

８５ ｍｇ ／ （ｋｇ ／ ｄ）的 ＩＳＯ 剂量连续皮下注射 ３ ｄ 复制心

肌缺血动物模型。
心肌缺血临床表现为， 心电图 ＳＴ 段抬高， 其

抬高程度可以反映心肌缺血和心肌损伤的严重程

度， 为心肌缺血损伤程度最直观的标志之一［９］。
ｃＴｎ 属于一种心肌收缩的调节蛋白， 大量存在于心

肌细胞中， 包括 ｃＴｎ⁃Ｔ、 ｃＴｎ⁃Ｉ、 ｃＴｎ⁃Ｃ ３ 种不同基

因的亚基， 其中 ｃＴｎ⁃Ｉ 在心肌中有 ２ 种存在形式，

大多数以结合形式在肌原纤维中存在， 少量以游离

形式存在于细胞质中。 在心脏受损早期， ｃＴｎ⁃Ｉ 会

以游离形经过淋巴循环进入血液。 在心肌细胞受损

后期， 肌原纤维被不断破坏， 结合形式的 ｃＴｎ⁃Ｉ 会
持续释放， 机体中 ｃＴｎ⁃Ｉ 水平会明显升高， 一般在

发病 １４～２４ ｈ， ｃＴｎ⁃Ｉ 水平达高峰， 持续时间较长。
且 ｃＴｎ⁃Ｉ 指标的敏感性、 特异性不易受其他因素的

影响， 是反映心肌损伤的特异性标志物， 当心肌组

织出现微小区域坏死时， 即可检测到肌钙蛋白的升

高［１０⁃１２］。 因此 ｃＴｎ⁃Ｉ 可作为评估心肌缺血或梗死中

心肌损伤情况的一个重要指标。 ＣＫ、 ＬＤＨ、 ＡＳＴ
是人体 ３ 种重要的心肌酶， 正常人血清中心肌酶水

平较少， 当心肌组织受到损伤时血管通透性增加，
细胞内的酶发生外漏， 导致血清中心肌酶含量增

加， 心肌酶含量的多少亦可反映心肌受损和坏死程

度， 也常用作心肌损伤的诊断标志物［１１⁃１５］。 当心

肌受损时， 心肌组织会出现病理改变， 心脏病理切

片最能直观的观察心肌损伤的程度。 本实验通过复

制 ＩＳＯ 致大鼠心肌缺血模型， 通过观察心肌缺血大

鼠心电图 ＳＴ 段、 心肌组织病理损伤程度， 同时测
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定 ｃＴｎ⁃Ｉ、 ＣＫ、 ＬＤＨ、 ＡＳＴ 特异性指标水平变化，
发现三益丹能有效的降低心肌缺血大鼠心电图 ＳＴ
段抬高程度， 减轻心肌组织的病理损伤， 明显降低

心肌缺血大鼠血清中 ｃＴｎ⁃Ｉ、 ＣＫ、 ＬＤＨ、 ＡＳＴ 的水

平。 从而表明三益丹对 ＩＳＯ 致大鼠心肌缺血有预防

性保护作用。
ＭＤＡ 为 ＲＯＳ 与细胞膜上不饱和脂肪酸发生脂

质过氧化反应的终产物， ＭＤＡ 的水平可以反应脂

质过氧化程度［１３］。 ＴＮＦ⁃α 是一种单核因子， 主要

由血液单核细胞和组织巨噬细胞产生， 是重要的致

炎因子， 而且可直接诱导心肌细胞凋亡［１６］。 ＩＬ⁃６
主要由活化的中性粒细胞产生， 是重要的炎性因子

和免疫调节因子［１７］。 当心肌缺血发生时， 可引起

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 等炎性因子释放， 促使中性粒细胞向

损伤区域聚集， 组织浸润增加， 从而引发炎性反

应， 同时产生大量自由基， 加剧组织损伤。 有证据

表明， 当 ＮＯ 处在高浓度状态下时， 可以诱导促炎

细胞因子 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 等的产生和释放， ＴＮＦ⁃α
又能进一步激活一氧化氮合酶 （ ｉＮＯＳ）， 从而产生

更多的 ＮＯ， 形成正反馈循环调节， 使炎性细胞因

子以及 ＮＯ 持续表达， 致使炎症反应更持久、 更剧

烈［１８］。 心肌缺血损伤其发生机制较为复杂， 氧化

应激和炎症反应对心肌缺血的发生具有重要意

义［１９］。 本实验通过测定心肌缺血大鼠血清中

ＭＤＡ、 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 水平， 发现三益丹中高

剂量组能显著降低体内炎症因子的释放和脂质过氧

化物的含量， 表明改善心肌缺血的作用机理可能与

抗氧化减少脂质过氧化物、 抗炎减少炎性因子释放

等因素有关， 从而减轻心肌损伤。
综上所述， 三益丹对 ＩＳＯ 致大鼠心肌缺血有预

防性的保护作用， 为临床用于心血瘀阻引起的心前

区闷痛不适 （心绞痛） 提供依据， 也证明了其疗

效的可靠性， 为后期的进一步开发应用提供依据。
同时证明其作用机理可能与抗氧化、 抗炎等因素相

关， 详细机理有待进一步研宄。
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