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参元丹对缺血再灌注心肌细胞内质网应激相关

因子 ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ表达的影响
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摘要　目的：观察参元丹对缺血再灌注心肌细胞内质网应激相关因子Ｇｒｐ７８、ＣＨＯＰ表达的影响。方法：离体培养新出生１
～３ｄ大鼠心肌细胞，并分为正常组、模型组、参元丹组及空白血清组。应用三气培养箱制造缺血（２ｈ）／再灌注（４ｈ）模
型。采用ＲＴＰＣＲ法测定内质网应激相关因子 ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ因子的表达。结果：模型组细胞内 Ｇｒｐ７８、ＣＨＯＰ表达均明
显上升（Ｐ＜００１）。与模型组比较１０％参元丹组中，Ｇｒｐ７８（Ｐ＜００１）及ＣＨＯＰ（Ｐ＜００５）均有明显下降，１０％空白血清组
Ｇｒｐ７８、ＣＨＯＰ较模型组无明显变化。结论：参元丹可以通过减轻内质网应激减少心肌细胞的凋亡，保护心肌细胞。
关键词　参元丹；内质网应激；缺血再灌注损伤
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　　心肌缺血再灌注损伤（Ｉｓｃｈｅｍｉａ／ＲｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎＩｎ
ｊｕｒｙ）是介入技术广泛应用以后带来的新难题，也是
目前医学亟待解决的重要问题。有研究显示，内质

网应激（ＥｎｄｏｐｌａｓｍｉｃＲｅｔｉｃｕｌｕｍＳｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）是缺血
再灌注损伤的原因之一。参元丹（又名参元益气活

血胶囊）是由我科刘红旭教授研发，既往研究显示其

可以减轻大鼠心梗面积，抑制缺氧复氧心肌细胞自

噬，减少氧化应激损伤等作用［１３］。本实验将通过参

元丹含药血清对缺血再灌注心肌细胞进行干预，观

察其对ＥＲＳ相关因子ＧＲＰ７８及ＣＨＯＰ表达的影响。
１　材料和方法
１１　动物　Ｗｉｓｔａｒ大鼠４０只（雄性），新出生１～３

ｄＷｉｓｔａｒ大鼠，雌雄不限，体质量不限，均购于北京维
通利华实验动物技术有限公司。

１２　药物　参元丹由北京中医医院药剂科提供（批
准文号：京药制字 Ｚ２００５３３２７），按照临床等效剂量
换算，用蒸馏水配置成 ００４８ｇ／ｍＬ，灌胃给药，１
ｍＬ／１００ｇ，药物浓度为０４８ｇ／ｋｇ。
１３　试剂　Ⅱ型胶原酶，Ｓｉｇｍａ；胰蛋白酶，Ａｍｅｒｅｓ
ｃｏ；ＤＭＥＭ／Ｆ１２混合培养基，Ｈｙｃｌｏｎｅ；胎牛血清
（ＦＢＳ），Ｇｉｂｃｏ（特级）；ＰＢＳ平衡盐溶液，Ｓｉｇｍａ；５溴
脱氧尿嘧啶（Ｂｒｄｕ），Ｓｉｇｍａ；Ｔｒｉｚｏｌ，Ｓｉｇｍａ；ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ
ＴｏｐＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ、ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ ＯｎｅＳｔｅｐ
ｇＤＮＡＲｅｍｏｖａｌａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ均来自
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于北京全式金生物技术有限公司。

２　方法
２１　原代心肌细胞培养　将出生１～３ｄ的 Ｗｉｓｔａｒ
大鼠固定于泡沫板上，７５％乙醇常规消毒乳鼠胸腹
部皮肤。超净台内沿乳鼠第３、４肋间打开胸腔，取
出心脏，至于盛有预冷 ＰＢＳ培养皿中。剪掉大血管
等非心肌组织，反复清洗４次，将心脏在冰上剪成１
ｍｍ３大小的组织块，加入胰酶、胶原酶混合消化液
（１∶１），于３７℃消化，消化完毕后轻轻吹打组织块，
重复消化步骤，收集除第１次以外的细胞悬液至１５
ｍＬ离心管中，加入等量的含胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２
培养液终止消化，４℃、８００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃去
上清，轻柔吹打成单细胞悬液。过２００目筛网，差速
贴壁分离法纯化心肌细胞（９０ｍｉｎ）。加入 ＢｒｄＵ抑
制成纤维细胞生长，以５×１０５密度种１２孔板。细
胞于３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度环境培养，４８ｈ换液后
开始正式实验。

２２　含药血清的制备　将４０只Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分
为含药血清组和空白血清组，每组２０只。含药血清
组给予浓度为０４８ｇ／ｋｇ参元丹溶液，空白组予等量
生理盐水，连续给药５ｄ，２次／ｄ，末次给药后１ｈ对
大鼠进行腹腔麻醉，腹主动脉取血，静置 ２ｈ后，
３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，无菌条件下分离血清，将２
组血清分别合并混匀，５６℃，３０ｍｉｎ灭活，４ｍＬ分
装，－８０℃保存备用。
２３　细胞分组　１）正常培养组：心肌细胞不做任何
处理，按正常条件培养。２）模型组：缺氧、缺糖２ｈ，
氧气饱和的含胎牛血清ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液再灌注４
ｈ。３）１０％空白血清对照组（１０％对照组）：缺氧、缺
糖２ｈ，１０％空白血清再灌注４ｈ。４）１０％参元丹含
药血清后处理组（１０％参元丹组）：缺氧、缺糖２ｈ，
１０％参元丹含药血清再灌注４ｈ。
２４　缺血再灌注模型制备　缺氧前将培养液换成
无糖Ｅａｒ１ｅｓ液，将心肌细胞置入含有９５％Ｎ２和５％
ＣＯ２混合气的３７℃缺氧箱中，缺氧２ｈ（缺血模型），
之后将培养液换为空气饱和的含血清 ＤＭＥＭ／Ｆ１２
培养液，置于５％ＣＯ２培养箱中继续培养４ｈ，此为复
氧（再灌注）。

２５　ＲＴＰＣＲ测定　使用Ｐｒｉｍｅｒ５０设计目的基因，
ＧＲＰ７８引物序列上游为：５ＣＴＧＧＡＣＴＧＡＡＴＧＴＣＡＴ
ＧＡＧＧ３；下游为：５ＴＡＴＣＣＡＧＧＣＣＡＴＡＴＧＣＡＡＴＡＧ
３；预计扩增片段长度为 ６６ｂｐ。ＣＨＯＰ引物序列上
游为：５ＴＣＣＣＡＡＡＧＣＣＣＴＣＧＣＴＣＴＣＣＡ３；下游为：
５ＧＣＴＧＣＧＣＡＣＴＧＡＣＣＡＣＴＣＴＧＴＴ３；预计扩增片段

长度为 １１１ｂｐ。ＧＡＰＤＨ引物序列上游为：５Ｔ
ＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＡＧＣ３，下游为：５ＧＧＣＡＴＧ
ＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＡＧ３，预计扩增片段长度为
８７ｂｐ。ＰＣＲ反应条件：９５℃３ｍｉｎ，９５℃３０ｓ，６０℃
３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，共４０个循环。
２６　数据统计　数据采用 ＳＰＳＳ１５０统计软件包
进行分析。结果以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，使用
ｓｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓＴｅｓｔ法进行组间差异性比较。
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
３　结果
３１　参元丹对缺血／再灌注心肌细胞 Ｇｒｐ７８ｍＲＮＡ
表达的影响　经过缺氧、缺糖（缺血模型）２ｈ及复
氧（再灌注）４ｈ后，模型组心肌细胞Ｇｒｐ７８ｍＲＮＡ表
达明显增加，为正常组的１６９％（Ｐ＜００１）。１０％参
元丹组细胞ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ含量降至正常组的１３０％
（Ｐ＜００１）。１０％空白血清组 Ｇｒｐ７８表达为正常组
的１６０％，与模型组无统计学意义。

图１　参元丹对缺血／再灌注心肌细胞
　　Ｇｒｐ７８ｍＲＮＡ表达的影响

　　注：与正常组相比 Ｐ＜００１；△△与模型组相比 Ｐ＜
００１。

图２　参元丹对缺血／再灌注心肌细胞
　　ＣＨＯＰｍＲＮＡ表达的影响

　　注：与正常组相比 Ｐ＜００１；△与模型组相比 Ｐ＜
００５。

３２　参元丹对缺血／再灌注心肌细胞 ＣＨＯＰｍＲＮＡ
表达的影响　缺血／再灌注模型组心肌细胞 ＣＨＯＰ
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ｍＲＮＡ表达显著增加，是正常组的 ２１２％（Ｐ＜
００１）。１０％参元丹组细胞 ＣＨＯＰｍＲＮＡ含量为正
常组的１７０％（Ｐ＜００５）。１０％空白血清组 ＣＨＯＰ
表达为正常组的１８６％，与模型组无统计学意义。
４　讨论

内质网（ＥｎｄｏｐｌａｓｍｉｃＲｅｔｉｃｕｌｕｍ，ＥＲ）存在于除
哺乳动物成熟的红细胞外的各种真核细胞中，是重

要的细胞器之一，其主要的功能是参与蛋白质的折

叠、加工、分泌及调节 Ｃａ２＋储存、转运。在细胞内外
部环境改变下，内质网功能紊乱而引起了 ＥＲＳ。
ＥＲＳ激活细胞内三条通路，即未折叠蛋白反应（Ｕｎ
ｆｏｌｄｅｄＰｒｏｔｅｉｎＲｅｓｐｏｎｓｅ，ＵＰＲ）、内质网超负荷反应
（ＥｎｄｏｐｌａｓｍｉｃＲｅｔｉｃｕｌｕｍＯｖｅｒｌｏａｄＲｅｓｐｏｎｓｅ，ＥＯＲ）和
固醇调节级联反应［４］。

大量的未折叠蛋白及错误蛋白的蓄积启动了

ＵＰＲ，细胞内葡萄糖调节蛋白７８（Ｇｒｐ７８）为对蛋
白质进行重新折叠而与跨膜蛋白 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、
ＰＥＲＫ解离，导致了 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１和 ＰＥＲＫ分别激
活，通路分别激活了下游的凋亡因子 （如 ｂｃｌ２、
ｃａｓｐａｓｅ１２、ＣＨＯＰ等），导致细胞凋亡。Ｇｒｐ７８表
达上调是内质网应激的标志之一。ＥＯＲ是内质网
应激的另一种表现形式，由正确折叠蛋白在内质网

过度蓄积激活 ＮＦκＢ而引起。固醇调节元件结合
蛋白 （ＳＲＥＢＰ）是肝内调节固醇代谢的重要蛋白，
当ＥＲＳ时因内质网膜表面合成胆固醇被消耗可以
启动ＳＲＥＢＰ而调控脂质代谢。实验表明，心肌细
胞的缺血缺氧条件可引起内质网应激并最终导致心

肌细胞的凋亡［５］。

参元丹是首都医科大学附属北京中医医院刘红

旭教授研制，由黄芪、党参、玄参、丹参、地龙、土鳖

虫、水蛭、延胡索等组成。方中重用黄芪为君药，补

气扶正。党参性平，味甘补中益气，与丹参活血祛瘀

共为臣药，《血证论》中云：瘀血在经络脏腑之间，被

气火煎熬，则为干血，盖系干血，使气化隔绝，非寻常

行血之品所能治也，故用诸虫啮血之物，以消蚀干

血，且力求破血而不伤正。故方选地龙、土鳖虫、水

蛭三种虫类药物活血逐瘀，且加用玄参育阴软坚，地

龙行经通络，延胡索行气活血，是佐使之药。全方扶

正益气与破血逐瘀同用，共奏益气养阴、破血逐瘀、

通络止痛之功效。具有很好的临床疗效。在本实验

中，缺血／再灌注模型组细胞内Ｇｒｐ７８、ＣＨＯＰ的表达
均明显上升，提示细胞内质网应激启动，可通过

ＣＨＯＰ的过表达诱发细胞凋亡。在 １０％参元丹组
中，Ｇｒｐ７８及ＣＨＯＰ的表达较模型组均有明显下降，
而此现象在１０％空白血清组没有出现，提示了参元
丹可以通过减轻内质网应激减少心肌细胞的凋亡，

保护心肌细胞。
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