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益气逐瘀方改善心肌梗死大鼠心肌损伤及对

ｍｉＲ２４／Ｂｉｍ通路相关蛋白表达的影响

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

摘要　目的：探讨益气逐瘀方参元丹对急性心肌梗死大鼠心肌损伤及ｍｉＲ２４／Ｂｉｍ通路相关蛋白表达的影响。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，超声心动图检测左室功能，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
心肌组织Ｂｉｍ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达。结果：实验结束时，与模型组比较，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２４基因表达（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），降低左室舒张和收缩末期内
径（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），升高左室短轴缩短率及射血分数（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），升高心肌组织Ｂｃｌ２蛋白表达（Ｐ＜００５），
降低Ｂｉｍ、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。结论：益气逐瘀方参元丹可能通过调控 ｍｉＲ２４／Ｂｉｍ信号通路相
关细胞因子蛋白表达改善心肌梗死细胞损伤。
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　　冠心病发病的主要病理过程是心肌缺血，细胞
凋亡是缺血早期细胞损伤的重要病理机制［１２］。研

究表明，ｍｉＲ２４在心肌组织中高表达，并且能够通

过调控下游 Ｂｉｍ／ｃａｓｐａｓｅ凋亡信号通路发挥心肌保
护作用［３］。课题组前期研究发现，基于益气逐瘀法

组方的参元丹（ＳＹＤ）具有减轻心梗大鼠心肌损伤程
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度，上调缺血心肌组织ｍｉＲ２４表达的作用［４６］，然而

其通过干预ｍｉＲ２４介导的下游Ｂｉｍ／ｃａｓｐａｓｅ信号通
路发挥心肌保护作用的具体作用机制尚不清楚。本

研究通过观察 ＳＹＤ对心肌梗死大鼠心肌损伤标志
物、心功能、ｍｉＲ２４／Ｂｉｍ通路相关蛋白表达的影响，
探讨ＳＹＤ改善心肌缺血细胞损伤的作用机制。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　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。严格控制
饲养条件，自由饮食，光照时间６：００～１８：００，明／暗
周期为１２ｈ／１２ｈ，温度（２０±３）℃，背景噪声（４０±
１０）ｄｂ。
１１２　药物　ＳＹＤ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［４］，将 ＳＹＤ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１３　试剂与仪器　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，Ｂａｘ、Ｂｉｍ、
Ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ９多克隆抗体（英国 Ａｂｃａｍ公司），辣
根过氧化物酶标记羊抗兔二抗（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ），
ＧＡＰＤＨ抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ）。小动物呼吸机（成
都泰盟科技），全自动生化分析仪（美国 ＢＥＣＫ
ＭＡＮ），台式高速冷冻离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ），ＡＢＩ
７３００ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪（美国ＡＢＩ），ＴｈｅｒｍｏＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００型分光光度计（美国Ｔｈｅｒｍｏ），倒置荧光显微镜
（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ），－８０℃超低温冰箱（美国 Ｔｈｅｒ
ｍｏ），ＴＡ１００３型精密电子天平（上海天平仪器）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　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［４］，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／ｄ肌注预防
感染。动物适应性喂养３ｄ，禁食１２ｈ后进行随机
分为假手术组（Ｓｈａｍ）、模型组（Ｍｏｄｅｌ）、ＳＹＤ高剂量
组（ＨＳＹＤ）、ＳＹＤ中剂量组（ＭＳＹＤ）、ＳＹＤ低剂量
组（ＬＳＹＤ），每组１０只。
１２２　给药方法　从术后第２天开始给药，连续给
药１４ｄ。其中，ＳＹＤ高、中、低剂量组分别按照１２ｇ／
（ｋｇ·ｄ）、６ｇ／（ｋｇ·ｄ）、３ｇ／（ｋｇ·ｄ）给予 ＳＹＤ药液

灌胃，假手术组和模型组分别给予等剂量的生理盐

水灌胃。

１２３　检测指标与方法　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，
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。全自动生化分析仪检测大鼠

血清ＣＫ、ＬＤＨ水平。超声心动图检测大鼠心功能，
采用ＧＥＶＩＶＩＤ７超声显像仪（探头频率１３ＭＨｚ）于
胸骨旁二维短轴平乳头肌水平采集左心室图像，测

量左心室舒张期末内径（ＬＶＥＤＤ）、左心室收缩期末
内径（ＬＶＥＳＤ）、短轴缩短率（ＦＳ）及左心室射血分数
（ＬＶＥＦ）。采用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测心肌组织ｍｉＲ
２４ｍＲＮＡ表达，以 Ｕ６作为内参。心肌组织总 ｍＲ
ＮＡ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′ＧＣＧＧＣＧＧＴＧＧＣＴＣＡＧＴＡＣＡＧＣ３′，下游 ５′
ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３′；内参 Ｕ６引物序列：上游
５′ＧＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３′，下游：５′ＧＡＧＧＴＡ
ＴＴＣＧＣＡＣＣＡＧＡＧＧＡ３′，ＰＣＲ反应条件：９３℃２ｍｉｎ
预变性，９３℃１ｍｉｎ，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。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测心肌组织 Ｂｉｍ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测心肌组织Ｂｉｍ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ９
蛋白表达，取３０ｍｇ心肌组织经过匀浆、裂解、超声
破碎、高速离心后，取上清，采用考马斯亮蓝法在分

光光度仪上测定蛋白浓度，分装后 －２０℃保存，为
避免免疫印迹实验中标本蛋白量不同造成的影响，

上述受体的免疫印迹结果用 ＧＡＰＤＨ进行校正。采
用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ４１软件分析蛋白条带的吸光度
［ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，ＩＡ＝平均吸光度（Ａ）×面
积］，以靶蛋白 ＩＡ与 ＧＡＰＤＨＩＡ的比值反映靶蛋白
水平。

１３　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，以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　各组大鼠血清 ＣＫ、ＬＤＨ水平及心脏功能参数
比较　与假手术组比较，模型组大鼠血清ＬＤＨ、ＣＫ
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表１　各组大鼠血清ＣＫ、ＬＤＨ含量及ｍｉＲ２４基因表达比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ＣＫ（Ｕ／Ｌ） ＬＤＨ（Ｕ／Ｌ） ｍｉＲ２４／Ｕ６

假手术组 １５５４±２５６ １７６６±２６８ １２６±０１３
模型组 ２９８７±２３１ ３７４５±２９５ ０４２±０１２

ＳＹＤ高剂量组 １７２１±１９４△△ ２０５３±２８５△△ １１７±００９△△

ＳＹＤ中剂量组 ２０３４±２２８△△ ２２８４±３１２△△ １０２±０１４△

ＳＹＤ低剂量组 ２３６９±２２５△ ２９６３±２５３△ ０６４±０１６

　　注：与假手术组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

表２　各组大鼠心脏功能参数比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ＬＶＥＤＤ（ｍｍ） ＬＶＥＳＤ（ｍｍ） ＦＳ（％） ＥＦ（％）

假手术组 ６１４±１４７ ４３５±０９３ ３３４２±５７６ ６４１０±８３３
模型组 ８９６±１６２ ７２３±１３０ １８２２±３３３ ３６２８±９３９

ＳＹＤ高剂量组 ６３６±１４５△△ ５３４±１４６△△ ２５７１±４５２△△ ５０４６±８２７△△

ＳＹＤ中剂量组 ７５４±１４２△ ６２８±１５６△ ２２３４±３４５△ ４３５５±８０４△

ＳＹＤ低剂量组 ８２１±１６９△ ６８４±１３１△ １９０３±３７６ ３９４０±８６１△

　　注：与假手术组比较，Ｐ＜００１，与模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

表３　各组大鼠凋亡相关因子蛋白表达比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 Ｂｉｍ ｃａｓｐａｓｅ９ Ｂａｘ Ｂｃｌ２

假手术组 １３６±０１９ １９３±０２３ １４６±０２５ ２１５±０４３
模型组 ２５４±０１４ ３７６±０４７ ２７７±０３３ ２２０±０４５

ＳＹＤ高剂量组 １２７±０１５△ １４２±０２４△ １２８±０１６△△ ３４６±０４１△

ＳＹＤ中剂量组 １９３±０１４△ ２４６±０３０△ １８３±０２２△ ２８８±０４４△

ＳＹＤ低剂量组 ２０９±０１８△ ２７１±０２５△ ２２４±０２８△ ２４２±０３２

　　注：与假手术组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

明显升高（Ｐ＜００１），ＳＹＤ高、中、低剂量组均能显
著降低ＡＭＩ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。与假手术组比
较，模型组大鼠 ＬＶＥＤＤ、ＬＶＥＳＤ明显升高（Ｐ＜
００１），ＦＳ、ＥＦ明显降低（Ｐ＜００１）。ＳＹＤ高、中、低
剂量均能够显著降低模型大鼠 ＬＶＥＤＤ、ＬＶＥＳＤ水
平，升高ＦＳ，ＥＦ水平，与模型组比较，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。见表２。
２２　大鼠心肌组织ｍｉＲ２４基因表达比较　与假手
术组比较，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
剂量组和模型组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５，Ｐ＜００１）。见表１。
２３　大鼠心肌组织 Ｂｉｍ、ｃａｓｐａｓｅ９、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白
表达比较　与假手术组比较，模型组大鼠 Ｂｉｍ、
ｃａｓｐａｓｅ９、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达均明显升高（Ｐ＜
００５）。ＳＹＤ高、中、低剂量均能够显著降低大鼠
Ｂｉｍ、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ９水平，升高Ｂｃｌ２水平，与模型组
比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。见
表３、图１。

图１　各组大鼠心肌组织Ｂｉｍ、ｃａｓｐａｓｅ９、Ｂａｘ、
Ｂｃｌ２蛋白表达

３　讨论
冠状动脉粥样硬化性心脏病是最常见的人类死

亡病因之一，其基本的病理生理过程是心肌缺

血［７］。细胞凋亡是心肌缺血早期细胞损伤的重要

病理机制，近来研究表明，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［８９］；此外，我们前期

的临床研究也发现，不稳定型心绞痛（ＵＡＰ）和急性
心肌梗死（ＮＳＴＥＭＩ、ＳＴＥＭＩ）患者外周血 ｍｉＲ２４表
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达水平明显低于稳定型心绞痛和健康人群，ｍｉＲ２４
的表达与炎性反应和细胞凋亡因子呈明显的负相

关，且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［１０］。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 ＣＫ、ＬＤＨ和细胞凋亡
水平明显升高，ｍｉＲ２４表达明显降低，通过调控靶
基因Ｂｉｍ及下游凋亡因子Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ９表达
参与调控细胞凋亡。参元丹能够有效降低心肌梗死

大鼠血清 ＣＫ、ＬＤＨ的水平，改善心功能，通过上调
ｍｉＲ２４其下游抑凋亡因子 Ｂｃｌ２表达水平，下调
Ｂｉｍ及其下游促凋亡因子 Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ９表达水平
发挥减轻心肌缺血细胞损伤的作用，且呈一定量效

关系。本研究初步证实了参元丹具有减轻心梗大鼠

心肌细胞损伤及细胞凋亡的作用，其机制可能与其

上调心梗大鼠缺血区ｍｉＲ２４表达，从而抑制其靶基
因Ｂｉｍ及下游促凋亡因子 Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ９基因表达
有关。本研究将为益气逐瘀法在冠心病心肌缺血中

的应用提供实验依据，也为临床上探寻冠心病新的

治疗方法和药物靶点提供思路。
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《世界中医药》杂志中药研究栏目征稿通知

　　《世界中医药》杂志（ＣＮ１１－５５２９／Ｒ；ＩＳＳＮ１６７３－７２０２）
由国家中医药管理局主管，世界中医药学会联合会主办，创

刊于２００６年，是中国第一本面向国内外公开发行的中医药
类综合性学术期刊，月刊。２００９年被国家科技部收录为“中
国科技核心期刊”。杂志全文收录在《中国期刊全文数据

库》《中文科技期刊数据库》《中国核心期刊数据库》《中文科

技期刊综合评价数据库》《美国乌利希期刊指南收录期刊数

据库》《美国化学文摘ＣＡ收录期刊数据库》等一系列检索系
统。《世界中医药》杂志为世界中医药学会联合会的会刊，目

前，该会已经成立了２６个中药相关专业（如中药、中药新剂
型、中药药剂、中药分析、中药化学、中药药理、药材资源、中

药鉴定、方剂、中药饮片等）委员会，这些专业委员会在各自

的学科建设、学术交流、人才培养等方面都发挥着重要的作

用，本杂志与各专业委员会联手，产、学、研、用、政结合，优化

学科建设，解决中药领域面临的实际困难，实现“学术、创新、

转化、共赢”为目的，共同推动学科的发展，在中药领域的推

广应用等方面做出了突出贡献。

本杂志近几年稳步发展，办刊质量逐步提升，影响不断

扩大，２０１６年度科技核心期刊的各项指标统计数据，《世界
中医药》杂志（中文刊）核心影响因子为０．６９７，在同类期刊
中上升至第４名，自２００９年９月进入统计源期刊以来，连续
第９年被评定为中国科技核心期刊。杂志设置“中药研究”
栏目，陆续宣传展示国内外中药学研究进展和最新动态，是

中药研究高学术水平的交流平台。如果您致力于中药领域

的研究，请将您在新药研发、中药资源与鉴定、中药分析、药

剂学、中药化学、药理、不良反应等方向的新成果、新技术、新

方法与新思路撰写成有创新性的文章或综述，在本杂志出版

发表，内容以８５００字符以上为宜，稿件一经录用，优先安排
发表。

欢迎您踊跃投稿！

投稿请通过《世界中医药》杂志社官方网站：ｗｗｗ．
ｓｊｚｙｙｚｚ．ｃｏｍ，“在线投稿”入口注册投稿，并注明“中药征稿”
字样。

联系电话：００８６－１０－５８６５００２３，５８２３９０５５。
传真：００８６－１０－５８６５０２３６；Ｅｍａｉｌ：ｓｊｚｙｙｚｚ＠ｖｉｐ．１２６．

ｃｏｍ
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