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血管内皮损伤的保护作用

刘家军１　吴　松２　李龙珠１　敖金波２

（１湖北省十堰市中医医院消化科，十堰，４４２０１２；２十堰市太和医院康复中心，十堰，４４２０００）

摘要　目的：通过建立兔急性心肌缺血／再灌注损伤动物模型，观察丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射液对实验动物心肌缺血预处理
后血管内皮损伤的保护作用及其对兔心肌酶谱的影响，探讨丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射液对心功能潜在的影响机制。方法：
取２４只健康兔随机分为缺血／再灌注组、缺血预处理Ａ组、缺血预处理Ｂ组，其中其中缺血预处理Ａ组按２５ｍＬ／（ｋｇ·
ｄ）、缺血预处理Ｂ组按５ｍＬ／（ｋｇ·ｄ）耳缘静脉注射丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射液进行缺血前预处理，缺血／再灌注组注射１
ｍＬ生理盐水，预处理１周后３组动物均采用手术结扎冠状动脉前降支３０ｍｉｎ后复灌３０ｍｉｎ，并反复缺血／再灌注３次的
方法造成动物急性心肌缺血／再灌注损伤动物模，另取８只不做任何处理作为对照组。采用双抗体夹心法测定兔缺血预
处理前、后血清血管内皮因子（ＶｓｃｕｌｒＥｎｄｏｔｈｅｌｉｌＧｒｏｗｔｈｆｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）及ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达；酶联免疫吸附法检验（ＥＬＩＳ）兔血
清血清总超氧化物歧化酶（ＴＳＯＤ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、肌酸激酶同工酶（ＣＫＭＢ）及心肌丙二醛（ＭＤＡ）。籍此评价丹参
酮Ⅱ磺酸钠注射液对实验动物心肌缺血预处理后血管内皮损伤的保护作用及其对兔心肌酶谱的影响。结果：４组动物在
缺血预处理前各指标比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５），在使用丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射液缺血预处理后能明显增强缺血
预处理Ａ、Ｂ２组兔ＶＥＧＦ及ｍＲＮＡ表达，明显提高缺血预处理Ａ组、Ｂ２组ＴＳＯＤ、ＬＤＨ及ＣＫＭＢ酶的活性，降低２组动
物心肌酶谱的ＭＤ释放，与缺血／再灌注组比较，差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。缺血预处理 Ａ组、Ｂ２组组间比较，
差异无统计学意义（均Ｐ＞００５）。结论：心肌缺血／再灌注损伤兔在经丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射液缺血预处理后，明显提高
ＶＥＧＦ分泌及氧自由基清除酶的活性，加快缺血心肌血管内皮新生，抑制心肌缺血／再灌注损伤时脂质过氧化反应而减轻
心肌血管内皮炎性反应，进而改善缺血／再灌注损伤后受损血管内皮功能，对兔急性心肌缺血／再灌注损伤有明确的保护
作用。
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　　丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射液（ＤａｎｓｈｅｎｋｅｔｏｎｅＡ
ＳｕｌｆｏｎｉｃＡｃｉｄＳｏｄｉｕｍＩｎｊｅｃｔｉｏｎ）是从中草药丹参块茎
中纯化分离出的二萜醌类化合物经磺化反应而制成

的灭菌注射液，主要药理成份有丹参酮甲酯、丹参酚

酸及丹参酮ⅡＡ等。中医典籍《吴普本草》中记载其
味辛性凉、具凉血消痈、活血通经之功效［１］，《本草便

读》谓丹参功同四物，能祛瘀以生新为调理血分之首

药［２］。现代医学证实其中的丹参素及丹参酮ⅡＡ具
有降低血液黏稠度、清除氧自由基，扩张心肌血管、

增加缺血心肌组织血液流量，抑制缺血区组织细胞

内钙超载而发挥组织保护作用［３］，对急性心肌缺血

时可明显扩张冠状动脉，增强心肌收缩力，提高机体

耐缺氧能力的作用［４］。现代医学证实，心肌缺血预

处理可明显提高心肌缺血患者对心肌缺血／再灌注
损伤的耐受性，减少严重不良事件发生。而丹参酮

ⅡＡ磺酸钠注射液对心肌缺血／再灌注损伤具有一
定的保护作用，但以往对丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射液
的研究多局限在离体实验或临床应用方面，而对整

体动物心肌缺血／再灌注损伤时血管再生及心肌酶
谱的影响、特别是心肌缺血预处理的影响及作用机

制却鲜有研究，本实验重点观察丹参酮ⅡＡ磺酸钠
注射液对心肌缺血预处理后血管内皮损伤的保护作

用及其对兔心肌酶谱的影响，研究药物作用机制，为

临床应用提供可靠实验依据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物与分组　取４０只日本大耳白兔，体质
量（１５～１８）ｋｇ，随机分为对照组、缺血／再灌注组、
缺血预处理Ａ、Ｂ组共４组。动物房温度１８～２５℃，
湿度５０％～７５％，动物分笼饲养，自然光照，自由觅
食饮水。

１１２　药物　丹参酮ⅡＡ磺酸钠（菏泽步长制药有
限公司，批号Ｚ２００２７８７７）。
１１３　试剂与仪器　戊巴比妥钠（ＳｏｄｉｕｍＡｍｙｔａｌ，

北京化学试剂公司，批号０７１２２２）；ＴＳＯＤ、ＬＤＨ、ＣＫ
ＭＢ、ＭＤＡ测试盒（上海信裕生物技技有限公司，批
号ＸＹＡ００３１）；大鼠组织因子（ＶＥＧＦ）ＥＬＩＳＡ试剂
盒（上海酶联生物科技有限公司，批号 ｍｌ０６８５２３），
ＶＥＧＦｍＲＮＡ反转录试剂（上海酶联生物科技有限公
司，批号ｍｌ０７４５３６）；ＢＬ４２０Ｆ生物功能实验系统（成
都泰盟电子有限公司，型号：ＢＬ４２０Ｆ）；小动物呼吸
机（深圳市瑞沃德生命科技有限公司，型号：

ＲＷＤ４０７）。
１２　方法
１２１　模型制备与缺血预处理方法　在建立兔急
性心肌缺血／再灌注损伤动物模型动物模型前，缺血
预处理Ａ组按２５ｍＬ／（ｋｇ·ｄ）、缺血预处理Ｂ组按
５ｍＬ／（ｋｇ·ｄ）耳缘静脉注射丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射
液，１次／ｄ，连续耳缘静脉注射７ｄ，另２组耳缘静脉
注射等体积生理盐水７ｄ。１周后缺血／再灌注组、
缺血预处理Ａ组，缺血预处理 Ｂ组３组动物［５］，麻

醉时用３％戊巴比妥钠耳缘静脉注射（１ｍＬ／ｋｇ），固
定时腹部向上并接肢导联电极，兔Ⅱ导联心电图采
用ＢＬ４２０Ｆ生物信号采集系统及软件记录。手术时
用碘伏消毒兔胸部，接小动物呼吸机，于胸骨５～７
肋开胸，暴露心脏后用眼科剪剪开心包，找到兔冠状

动脉左侧前降支后，在心脏上放一自制气囊，用小园

针从前降支下穿过并结扎丝线，然后用１０ｍＬ注射
器向气囊加压，使气囊压迫前降支冠状动脉造成兔

急性心肌缺血，３０ｍｉｎ后放出气囊减压复灌３０ｍｉｎ，
这种３次缺血／再灌注的方法可造成动物急性心肌
缺血／再灌注损伤动物模，一般在第１次缺血／再灌
注均会出现明显的Ｔ波高耸、ＳＴ段上抬及期前收缩
等心律失常性心电图即模型成功标准。对照组不做

任何手术处理，仅作为空白对照。

１２２　检测指标与方法　４组兔分别于缺血预处
理前及缺血预处理后经耳缘静脉取静脉血（１ｍＬ），
在－３０℃条件下暂存以备 ＶＥＧＦ蛋白分析［６］。检
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测时采用双抗体两步夹心酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳ）测
定动物 ＶＥＧＦ蛋白表达的光密度（Ｏｐｔｉｃｌｄｅｎｓｉｔｙ，
ＯＤ）ＯＤ值。取静脉血标本３０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ
后取上清液（待测样本），将标准品、待测样本加入

到预先包被的 ＶＥＧＦ单克隆抗体透明酶标包被板
中，３７℃温育３０ｍｉｎ，洗涤后再加入酶标工作液，再
于３７℃下温育３０ｍｉｎ后洗涤除去未结合的成分，
依次加入底物，用ＳＰＭｘ３５００ＦＬ型多功能荧光酶标
仪于４５０ｎｍ波长下测定 ＶＥＧＦ的 ＯＤ值，ＦＬＫ１及
ＨＩＦ１蛋白表达的 ＯＤ值检测时分别用 ＦＬＫ１及
ＨＩＦ１试剂盒检测，方法及步骤同 ＶＥＧＦ。ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ测定方法［７］：４组兔 ＶＥＧＦｍＲＮＡ均采用反
转录聚合酶链反应（ＲｅｖｅｒｓｅＴｒｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰｏｌｙｍｅｒｓｅ
ＣｈｉｎＲｅｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）进行ＲＮＡ提取后测定。兔静
脉血清ＴＳＯＤ、ＣＫＭＢ、ＬＤＨ、ＭＤＡ等采用酶联免疫
吸附试验（ＥＬＩＳ）检测。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１９０软件处理数据，
各组兔缺血预处理前后的 ＶＥＧＦ、ＬＤＨ、ＴＳＯＤ、
ＶＥＧＦｍＲＮＡ、ＣＫＭＢ、ＭＤＡ的数据以（珋ｘ±ｓ）表示，
用单因素方差分析各组指标，各组组间差异采用 ｔ
检验，以Ｐ＜００１和Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射液对兔血清缺血预处
理后ＴＳＯＤ、ＬＤＨ活性的影响　４组动物在缺血预
处理前血清ＴＳＯＤ及ＬＤＨ活性比较（Ｐ＞００５），差
异无统计学意义。对照组 ＴＳＯＤ、ＬＤＨ活性在缺血
预处理前后无明显变化（Ｐ＞００５）；缺血／再灌注组
血清ＴＳＯＤ、ＬＤＨ水平在缺血预处理后明显降低，与
对照组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），提示缺
血／再灌注组心肌损伤严重，造模成功。在缺血预处

理后，缺血预处理 Ａ、Ｂ组 ＴＳＯＤ、ＬＤＨ含量均明显
增高，与缺血／再灌注组比较，差异有统计学意义（Ｐ
＜００５），但缺血预处理 Ａ、Ｂ２组组间比较，差异无
统计学意义（Ｐ＞００５）。见表１。
２２　丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射液对兔缺血预处理后
心肌酶谱的影响　４组动物在缺血预处理前心肌酶
谱ＭＤ及ＣＫＭＢ含量比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。对照组缺血预处理前后无明显变化（Ｐ＞
００５）；缺血／再灌注组 ＭＤ释放明显升高，ＣＫＭＢ
活性降低，与对照组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），提示缺血／再灌注组急性心肌缺血／再灌注损
伤造模成功且心肌损伤严重。缺血预处理Ａ、Ｂ２组
缺血预处理后ＣＫＭＢ活性升高、ＭＤ血清释放明显
减少，与缺血／再灌注组比较（Ｐ＜００５），但缺血预
处理Ａ、Ｂ２组组间比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。见表２。
２３　丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射液对兔缺血预处理后
ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达的影响　４组动物在缺血预
处理前ＶＥＧＦ及ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达比较，差异无统计
学意义（Ｐ＞００５）。对照组 ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ表
达在缺血预处理前后无明显变化，缺血／再灌注组
ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达在缺血预处理后均出现一
定程度升高，与对照组比较，差异有统计学意义（Ｐ
＜００５），此时兔心肌酶谱严重损伤，提示心肌缺血／
再灌注可促进 ＶＥＧＦ及 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达。在经过
丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射液进行缺血预处理后，缺血
预处理Ａ、Ｂ２组 ＶＥＧＦ及 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达均较缺
血／再灌注组进一步升高，且与缺血／再灌注组比较，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。缺血预处理 Ａ、Ｂ２
组组间比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表３。

表１　丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射液对日本血清大耳白兔缺血预处理后ＴＳＯＤ、ＬＤＨ活性的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别
ＴＳＯＤ（Ｕ／ｍＬ）

缺血预处理前 缺血预处理后

ＬＤＨ（ｎｍｏｌ／ｍＬ）
缺血预处理前 缺血预处理后

对照组 ２１９７１±１７２３ ２０９９９±１６２５ ２３４２±４５５ ２５５８±４２１
缺血／再灌注组 ２１７３４±１５７７ １３２３５±９１７ ２４５７±３４６ ９９０±２４１

缺血预处理Ａ组 ２１９８７±１６９１ １９０４１±１４２７△ ２５４３±３１４ ２０３７±４３８△

缺血预处理Ｂ组 ２１６７３±１５８７ ２０２７０±１６８３△ ２３７０±２９１ ２２５８±４６１△

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与缺血／再灌注组比较，△Ｐ＜００５。

表２　丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射液对兔缺血预处理后心肌酶谱的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别
ＣＫＭＢ（Ｕ／Ｌ）

缺血预处理前 缺血预处理后

ＭＤ（ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔ）
缺血预处理前 缺血预处理后

对照组 １０１７±１２１ １１２１±１３４ ７０７±０６１ ７４７±０５９
缺血／再灌注组 １１０２±１７４ ５３７±９２９ ７０３±０６９ ３９９９±３５１

缺血预处理Ａ组 １０７９±１２５ ９２７±０７０△ ７０１±０６７ １０９１±０７２△

缺血预处理Ｂ组 １０９７±１３０ ９５９±０７５△ ７５７±０７８ １１５７±０８１△

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与缺血／再灌注组比较，△Ｐ＜００５。
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表３　丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射液对兔缺血预处理后ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达的影响（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别
ＶＥＧＦ（Ｐｇ／ｍＬ）

缺血预处理前 缺血预处理后

ＶＥＧＦｍＲＮＡ
缺血预处理前 缺血预处理后

对照组 ５６２４±４２７ ５４５９±５３９ ０９７±０１１ １０１±０１２
缺血／再灌注组 ５５７２±３５９ ７９８６±７３１ ０９４±００９ １４８±０２２

缺血预处理Ａ组 ５７０５±４７５ １０４５９±９２４△ ０９８±０１１ ２８５±０２９△

缺血预处理Ｂ组 ５８４７±４７３ １０７９７±１０４８△ ０９５±００９ ２９９±０３２△

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与缺血／再灌注组比较，△Ｐ＜００５。

３　讨论
急性心肌梗死（ＡｃｕｔｅＭｙｏｃａｒｄｉａｌＩｎｆａｒｃｔｉｏｎ，

ＭＩ），中医属心痛、胸痹范畴，其发病主要机制是气
虚血瘀，而西药认为在冠状动脉病变如粥样硬化、梗

阻的病理基础上导致冠状动脉血供急剧减少或中

断，使缺血区心肌严重而持久地急性缺血［８］。流行

病学调查显示急性心肌梗死近年来发病率明显升

高，是造成死亡的主要病因［９］，而造成心肌缺血／再
灌注损伤主要病因是心肌缺血再灌注，其中又以心

肌梗死再通手术，冠状动脉溶栓治疗及手术、冠状动

脉搭桥手术等最为严重［１０］，故缺血前预处理在减轻

手术后心肌缺血／再灌注损伤的风险方面可能起到
极积预防作用。研究表明，ＶＥＧＦ具有促使血管内
皮细胞的增殖、诱导缺血冠状动脉血管新生并增加

血管通透性的作用［１１］。而中药制剂丹参酮ⅡＡ磺
酸钠注射液可扩张冠状动脉血管、增强组织耐缺氧，

对缺血／再灌注损伤有明确的保护作用［１２］。为探讨

丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射液对急性心肌缺血／再灌注
损伤预处理后 ＶＥＧＦ表达及心肌酶谱等的影响，我
们从兔耳缘静脉注射丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射液７ｄ
的方法进行缺血预处理来研究其作用机制。

现代医学证实，在正常生理代谢状态下，机体中

氧自由基生成与清除及血管内皮功能均维持着动态

平衡，当机体发生病理改变如心肌组织由于缺血／再
灌注时，组织缺血缺氧会造成清除自由基的酶（总

超氧化物歧化酶）活性下降，脂质过氧化反应加剧

造成血管内皮细胞严重损伤，此时心肌酶谱明显异

常，如血清ＴＳＯＤ、ＬＤＨ及 ＣＫＭＢ水平在缺血预处
理后明显降低，ＭＤＡ大量释放于血液而导致异常增
高，是诊断心肌敏感度和特异度较高 “金标

准”［１３１４］。在缺血／再灌注中，ＶＥＧＦ作为一种高度
特异性的促血管生长因子也因缺血刺激而出现增高

以弥补心肌缺血缺氧。由于ＶＥＧＦ具有促进血管内
皮细胞增殖迁移再生、诱导多种血管活性物质合成，

在ＭＩ时可能参与缺血心脏冠状动脉血管内皮新
生，促进侧支循环的形成方面起到极积作用，故 ＭＩ

时ＶＥＧＦ可作为反映血管内皮生长及代谢功能的重
要检测指标之一。在本实验中，４组动物在缺血预
处理前各指标比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５），
缺血／再灌注组 ＶＥＧＦ蛋白质及 ｍＲＮＡ表达增强，
ＬＤＨ、ＴＳＯＤ、ＣＫＭＢ酶的活性下降，ＭＤＡ合成明显
增多，说明急性心肌缺血／再灌注损伤、缺氧是促进
ＶＥＧＦ分泌的最主要因素，血管内皮遭受氧自由基
破坏而严重受损。在使用丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射液
缺血预处理后能明显增强缺血预处理 Ａ、Ｂ２组兔
ＶＥＧＦ及ｍＲＮＡ表达，明显提高缺血预处理 Ａ、Ｂ２
组ＴＳＯＤ、ＬＤＨ及ＣＫＭＢ酶的活性，降低缺血预处
理Ａ、Ｂ２组动物心肌酶谱的ＭＤ释放。提示参酮Ⅱ
Ａ磺酸钠注射液能明显抑制ＭＤＡ合成与释放，降低
急性心肌缺血／再灌注损伤后氧自由基的产生及脂
质过氧化反应。同时还通过增加缺血心肌ＶＥＧＦ分
秘来诱导缺血冠状动脉血管新生，从而达到促进重

建侧枝循环、降低缺血／再灌注损伤的目的。这种作
用可能与丹参酮ⅡＡ恢复Ｃａ２＋ＡＴＰ酶活性，抑制过
度ＮａＣａ２＋交换造成的心肌细胞钙超载导致的急性
心肌梗死有关［１５１６］。同时，丹参酮ⅡＡ磺酸钠注射
液的主要有效果成分丹参酮具有活血化瘀的药理作

用，可明显降低血黏度，改善微循环，扩张冠状动脉

增加血流量，增加缺血心肌供氧及能量代谢而起到

缺血／再灌注损伤的保护作用［１７１８］。总之，实验动

物兔在造成心肌缺血／再灌注损伤前，在经丹参酮Ⅱ
Ａ磺酸钠注射液进行缺血预处理，可明显提高
ＶＥＧＦ分泌及氧自由基清除酶的活性，加快缺血心
肌血管内皮新生，促进血管新生，抑制心肌缺血／再
灌注损伤时脂质过氧化反应而减轻心肌血管内皮炎

性反应，进而改善缺血／再灌注损伤后受损血管内皮
功能，对兔急性心肌缺血／再灌注损伤有明确的保护
作用。
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（上接第６１７页）
　　平肝止痛颗粒对皮下注射 ＮＴＧ偏头痛大鼠模
型血浆中ＣＧＲＰ、５ＨＴ含量的影响本实验研究表明，
大鼠注射硝酸甘油注射液后，血浆中ＣＧＲＰ、５ＨＴ含
量明显升高，平肝止痛颗粒高、中、低剂量组大鼠血

中ＣＧＲＰ、５ＨＴ含量均明显降低，表明平肝止痛颗粒
可以降低硝酸甘油致偏头痛大鼠模型血浆中的

ＣＧＲＰ、５ＨＴ的激活水平，ＣＧＲＰ具有扩张脑血管的
作用，同时ＣＧＲＰ能够产生血管的炎性病变，含量越
高，作用越强，而５ＨＴ只有在含量较高的情况下具
有收缩脑血管的作用，同时５ＨＴ能够抑制ＣＧＲＰ的
释放，然而５ＨＴＤ受体兴奋血管扩张，导致头痛发
作，显然降低５ＨＴ的含量可以缓解偏头痛的发生。
因此平肝止痛颗粒通过对 ＣＧＲＰ和５ＨＴ含量的影
响从而抑制脑血管异常扩张，抑制血浆的外渗、血小

板活化等所导致的神经源性炎性反应，而达到缓解

偏头痛的作用。平肝止痛颗粒具有良好的镇痛、镇

静作用，其中以大剂量镇痛效果较好，中剂量镇静效

果较好，表明平肝止痛颗粒也可以通过镇痛与镇静

达到缓解与治疗偏头痛的效果。
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