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益气逐瘀方对急性心肌梗死大鼠 ｍｉＲ２４表达
及心肌细胞凋亡的影响

褚福永　刘　巍　刘红旭
（首都医科大学附属北京中医医院，北京，１０００１０）

摘要　目的：观察益气逐瘀方参元丹对急性心肌梗死大鼠ｍｉＲ２４表达及心肌细胞凋亡的影响。方法：５０只ＳＤ大鼠随机
分为假手术组、模型组、参元丹高、中、低剂量组，每组１０只，采用左冠状动脉前降支结扎法复制心肌梗死模型，参元丹高、
中、低剂量组从术后第２天开始给予参元丹药液灌胃，假手术组和模型组给予等剂量生理盐水灌胃，共给药２周。治疗结
束后检测大鼠血清ＣＫ、ＬＤＨ水平及心肌组织ｍｉＲ２４基因表达情况，ＴＵＮＥＬ法检测心肌细胞凋亡。结果：实验结束时，与
模型组相比，参元丹高、中、低剂量组均能显著降低血清ＣＫ、ＬＤＨ水平（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），升高心肌组织 ｍｉＲ２４ｍＲＮＡ
表达（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），同时降低心肌细胞凋亡指数（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。结论：益气逐瘀方参元丹能够减轻心肌梗死
大鼠心肌损伤及细胞凋亡，其作用机制可能与上调心梗大鼠缺血心肌组织ｍｉＲ２４基因表达有关。
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　　急性心肌梗死（ＡｃｕｔｅＭｙｏｃａｒｄｉａｌＩｎｆａｒｃｔｉｏｎ，
ＡＭＩ）是心肌急性缺血性坏死，是在冠状动脉病变的
基础上，发生冠状动脉血供急剧减少或中断，使相应

的心肌严重而持久的缺血导致心肌坏死，是冠心病

的严重类型。细胞凋亡是心肌梗死早期细胞损伤的

重要病理机制［１］。近期研究表明，作为细胞凋亡信

号通路上游的重要的调控分子，ｍｉＲ２４能够通过抑
制靶基因Ｂｉｍ及其下游线粒体细胞凋亡信号通路细

胞因子的表达抑制心肌缺血早期细胞凋亡，发挥心

肌保护作用［２］。参元丹是我院心内科刘红旭主任医

师基于冠心病气虚血瘀的病机特点组方而成的特色

院内制剂，目前在临床上广泛应用于冠心病的治疗。

本研究通过观察参元丹对心梗大鼠心肌损伤标志

物、细胞凋亡及 ｍｉＲ２４基因表达的影响，初步探讨
参元丹通过干预 ｍｉＲ２４减轻心肌缺血细胞损伤的
作用机理。
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１　材料
１１　实验动物　健康清洁级 ＳＤ大鼠５０只，体重
（２２０±１０）ｇ，雌雄不限，购自北京市维通利华实验
动物有限公司，合格证号：ＳＣＸＫ（京）２０１３２０１４。
１２　药物与试剂　Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ＭＭＬＶ逆转
录酶（Ｐｒｏｍｅｇａ），ｍｉＲ２４逆转录试剂盒 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ
ＧｒｅｅｎｑＰＣＲｓｕｐｅｒＭｉｘ（北京全式金生物技术有限公
司），引物设计由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司完成，ＴＵＮＥＬ细胞
凋亡试剂盒（Ｒｏｃｈｅ）。参元丹由丹参、党参、玄参、地
龙、土鳖虫等组成，来源于北京中医医院中药制剂

室。根据课题组前期研究资料［３］，将参元丹除去包

衣，溶于蒸馏水中，以１０倍量常水煮提３次，３０ｍｉｎ／
次，合并煮提液，浓缩至含生药 １ｇ／ｍＬ的药液供
用。

１３　实验仪器　小动物呼吸机（成都泰盟科技），全
自动生化分析仪（美国 ＢＥＣＫＭＡＮ），台式高速冷冻
离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ），ＡＢＩ７３００ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
仪（美国 ＡＢＩ），倒置荧光显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ），
－８０℃超低温冰箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ），ＴＡ１００３型精密
电子天平（上海天平仪器）。

２　实验方法
２１　动物模型制备　采用冠状动脉前降支结法扎
建立大鼠心肌缺血模型，具体方法参照课题组前期

研究结果进行［３］，假手术组开胸后只穿线不结扎，术

后每只大鼠给予青霉素钠 ２０万 Ｕ／日肌注预防感
染。

２２　分组与给药　动物适应性喂养３ｄ，禁食１２ｈ
后进行随机分组：１）假手术组；２）模型组；３）参元丹
高剂量组；４）参元丹中剂量组；５）参元丹低剂量组，
每组１０只。给药从术后第２天开始，连续给药１４
ｄ。其中，参元丹高剂量组给予参元丹药液１２ｇ／（ｋｇ
·ｄ）灌胃，中剂量组给予参元丹药液６ｇ／（ｋｇ·ｄ）
灌胃，低剂量组给予参元丹药液３ｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃，
假手术组和模型组分别给予等剂量的生理盐水灌

胃。

２３　标本留取　实验结束时，大鼠戊巴比妥钠麻
醉，腹主动脉取血３ｍＬ，分离血清。采血后大鼠麻
醉处死，去除心房及右心组织，于结扎点以下沿心脏

纵轴方向分别横切三份３～５ｍｍ心肌组织，１份置
于４％多聚甲醛溶液内固定２４ｈ，常规石蜡包埋，用
于细胞凋亡检测，另２份分装入ＤＥＰＣ处理的ＥＰ管
后放入液氮中，－８０℃超低温冰箱保存待检。
２４　血清ＣＫ、ＬＤＨ检测　采用全自动生化分析仪
检测大鼠血清ＣＫ、ＬＤＨ水平。

２５　心肌组织 ｍｉＲ２４ｍＲＮＡ表达　采用 Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ法检测心肌组织 ｍｉＲ２４ｍＲＮＡ表达，以
Ｕ６作为内参。心肌组织总 ｍＲＮＡ提取参照 Ｔｒｉｚｏｌ
试剂盒说明进行，每个样本取４００ｎｇＲＮＡ模板合成
ｃＤＮＡ。ｍｉＲ２４引物序列：上游 ５′ＧＣＧＧＣＧＧＴＧ
ＧＣＴＣＡＧＴＡＣＡＧＣ３′，下游５′ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧ
ＧＴ３′；内参 Ｕ６引物序列：上游 ５′ＧＣＴＣＧＣＴＴＣＧ
ＧＣＡＧＣＡＣＡ３′，下游：５′ＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＣＡＧＡＧ
ＧＡ３′，ＰＣＲ反应条件：９３℃２ｍｉｎ预变性，９３℃１
ｍｉｎ，５５℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，工作４０次循环，最后７２
℃７ｍｉｎ延伸，反应结束后，通过产物的溶解曲线判
定引物的特异性。调整基线和阈值读出各孔的循环

数（Ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，Ｃｔ），利用比较 Ｃｔ法检测各样本
ｍＲＮＡ的表达情况。
２６　ＴＵＮＥＬ法检测心肌细胞凋亡　采用 ＴＵＮＥＬ
法检测心肌细胞凋亡，具体按试剂盒操作说明进行，

正常心肌细胞核被染成蓝色，凋亡阳性心肌细胞核

被染成棕褐色，光学显微镜下每张切片选取具有代

表性的１０个视野，计数凋亡细胞以及总的心肌细胞
核数，计算心肌细胞凋亡指数（ＡｐｏｐｔｏｓｉｓＩｎｄｅｘ，ＡＩ）。
２７　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１５０进行统计分析，
所有数据以（珋ｘ±ｓ）表示，计量资料组内比较采用配
对ｔ检验，组间比较采用ＡＮＯＶＡ方差分析，Ｐ＜００５
视为差异有统计学意义。

３　结果
３１　各组大鼠血清 ＣＫ、ＬＤＨ水平变化　实验结束
时，与假手术组相比，模型组大鼠血清ＬＤＨ、ＣＫ明显
升高（Ｐ＜００１），ＳＹＤ高、中、低剂量组均能显著降
低心梗大鼠血清 ＣＫ、ＬＤＨ浓度（Ｐ＜００５，Ｐ＜
００１），且呈一定量效关系，见表１。

表１　各组大鼠血清ＣＫ、ＬＤＨ含量的比较
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ＣＫ（Ｕ／Ｌ） ＬＤＨ（Ｕ／Ｌ）

假手术组 １５５４±２５６ １７６６±２６８
模型组 ２９８７±２３１ ３７４５±２９５

参元丹高剂量组 １７２１±１９４△△ ２０５３±２８５△△

参元丹中剂量组 ２０３４±２２８△△ ２２８４±３１２△△

参元丹低剂量组 ２３６９±２２５△ ２９６３±２５３△

　　注：与假手术组比较， Ｐ＜００１，与模型组比较，△Ｐ＜

００５，△△Ｐ＜００１。

３２　各组大鼠心肌细胞凋亡情况比较　实验结束
时，与假手术组比较，模型组大鼠心肌细胞凋亡指数

显著升高（Ｐ＜００１），ＳＹＤ高、中、低剂量组均能显
著降低心梗大鼠心肌组织细胞凋亡指数（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１），且呈一定量效关系，见表２，图１。
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图１　各组大鼠心肌细胞ＴＵＮＥＬ染色结果（×４００）

３３　大鼠心肌组织ｍｉＲ２４基因表达情况　实验结
束时，与假手术组相比，模型组大鼠心肌组织 ｍｉＲ
２４表达水平显著下降（Ｐ＜００１）。ＳＹＤ高、中、低
剂量组均能够升高心梗大鼠心肌组织ｍｉＲ２４表达，
其中，ＳＹＤ高、中剂量组和模型组相比，差异有统计
学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），见表２。

表２　各组ｍｉＲ２４基因表达情况比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ｍｉＲ２４／Ｕ６ 凋亡指数（ＡＩ）

假手术组 １２６±０１３ １４５±０９６
模型组 ０４２±０１２ ６３５６±１１２８

参元丹高剂量组 １１７±００９△△ ３５１７±１５７６△△

参元丹中剂量组 １０２±０１４△ ４４２５±１４９９△△

参元丹低剂量组 ０６４±０１６ ５６２８±１４１３△

　　注：与假手术组比较， Ｐ＜００１，与模型组比较，△Ｐ＜

００５，△△Ｐ＜００１。

４　讨论
细胞凋亡是一种受基因控制的细胞自身程序性

死亡，其激发与抑制受多种基因调控［４］。细胞凋亡

在多种心脏疾病中有着重要意义，无论是持续性心

肌缺血或缺血后再灌注期均已观察到明显的心肌细

胞凋亡现象，而缺血早期则以细胞凋亡为主。

ｍｉＲ是一类长约２２个核苷酸的进化保守的内
源性非编码单链小ＲＮＡ分子，可在转录后水平抑制
目标ｍＲＮＡ翻译或引起其降解发挥基因表达调控
功能［５］。在心血管系统，尤其是一些心肌特异性或

高表达ｍｉＲ，参与了心脏发育、血管新生、心力衰竭、
心肌肥厚以及心律失常等生理和病理生理过程［６］。

近期研究表明［２］，ｍｉＲ２４在哺乳动物心肌组织中高
表达，并且在小鼠心肌缺血早期表达明显上调，并可

能通过调控其靶基因 Ｂｉｍ及其下游线粒体细胞凋
亡信号通路关键细胞因子基因和蛋白的表达参与了

缺血心肌自身修复过程；此外，我们前期的临床研究

也发现，不稳定型心绞痛和急性心肌梗死患者血浆

ｍｉＲ２４表达水平明显低于稳定型心绞痛和健康人
群，随着冠脉病变支数和严重程度的增加，ｍｉＲ２４
的表达水平呈下降趋势，由此可见，ｍｉＲ２４与冠心
病发病过程关系密切，ｍｉＲ２４在冠心病心肌缺血发
病过程中可能发挥了重要的调控作用。

本研究表明，心肌梗死后大鼠心肌组织由于缺

血缺氧刺激，心肌损伤标志物和细胞凋亡水平明显

升高，而ｍｉＲ２４表达明显下调，参元丹可以有效降
低心肌梗死大鼠血清 ＣＫ、ＬＤＨ的含量，减轻细胞凋
亡程度，升高ｍｉＲ２４表达水平，且呈一定量效果关
系。本研究结果初步验证了参元丹可能通过调控

ｍｉＲ２４介导的细胞凋亡信号通路发挥心肌缺血细
胞损伤的作用机制，为下一步研究益气逐瘀法在心

肌缺血细胞损伤的作用机理奠定了基础。
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