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[摘　 要] 　 目的　 探讨加减枳实薤白桂枝汤(枳实、薤白、三七、人参等)对缺血再灌注大鼠心肌组织水通道蛋白

(ＡＱＰ)表达的影响及其可能的作用机制ꎮ 方法　 将 ５２ 只 ＳＤ 大鼠随机分为 ４ 组:假手术组(ｎ ＝ １０)、模型组(ｎ ＝
１４)、枳实薤白桂枝汤组(ｎ＝ １４)、加减枳实薤白桂枝汤组(ｎ＝ １４)ꎮ 大鼠灌胃给药 １４ 天后结扎心脏左冠状动脉前

降支ꎬ按缺血 ３０ ｍｉｎ 再灌注 １２０ ｍｉｎ 的方法建立心肌缺血再灌注损伤模型ꎮ 全自动生化分析仪检测血清乳酸脱氢

酶(ＬＤＨ)、心肌肌钙蛋白 Ｉ(ｃＴｎＩ)变化ꎻＨＥ 染色观察心脏组织病理形态学变化ꎻ酶联免疫吸附法检测血浆腺苷酸环

化酶(ＡＣ)、环磷酸腺苷(ｃＡＭＰ)水平ꎻ免疫组织化学染色检测心肌组织 ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ 的定位表达ꎻ实时荧光定量

ＰＣＲ 检测心肌组织 ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 表达ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测心肌组织蛋白激酶 Ａ(ＰＫＡ)、磷酸化 ＰＫＡ(Ｐ￣ＰＫＡ)、
ｃＡＭＰ 反应原件结合蛋白(ＣＲＥＢ)、磷酸化 ＣＲＥＢ(Ｐ￣ＣＲＥＢ)及 ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ 的蛋白表达ꎮ 结果　 与假手术组比较ꎬ
模型组血清 ＬＤＨ、ｃＴｎＩ 及血浆 ＡＣ、ｃＡＭＰ 含量升高(Ｐ<０.０１)ꎬ心肌组织 Ｐ￣ＰＫＡ、Ｐ￣ＣＲＥＢ 和 ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 及蛋

白表达升高(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组比较ꎬ枳实薤白桂枝汤组、加减枳实薤白桂枝汤组血清 ＬＤＨ、ｃＴｎＩ 及血浆 ＡＣ、ｃＡＭＰ
含量降低(Ｐ<０.０１)ꎬ心肌组织 Ｐ￣ＰＫＡ、ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 及蛋白表达降低(Ｐ<０.０１)ꎻ与枳实薤白桂枝汤组比较ꎬ
加减枳实薤白桂枝汤组血清 ＬＤＨ、ｃＴｎＩ 及血浆 ＡＣ、ｃＡＭＰ 含量降低(Ｐ<０.０１)ꎬ心肌组织 Ｐ￣ＰＫＡ、ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ
及蛋白表达降低(Ｐ<０.０１)ꎮ 结论　 加减枳实薤白桂枝汤可以改善缺血再灌注后心肌细胞病理损伤ꎬ其作用机制可

能与下调 ＡＣ / ｃＡＭＰ 通路ꎬ进而抑制 ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 及蛋白表达有关ꎮ
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灌注治疗后ꎬ反而加重组织、器官的功能障碍和结

构损伤ꎬ甚至发生不可逆性损伤的现象[１]ꎮ ＭＩＲＩ 的
组织学特征主要是肌细胞肿胀ꎬ肌纤维断裂ꎮ 水通

道蛋白(ａｑｕａｐｏｒｉｎꎬＡＱＰ)是水转运的主要途径[２￣３]ꎬ
实验研究证实ꎬＭＩＲＩ 过程中 ＡＱＰ 水平迅速上升ꎬ而
且上升水平与心肌损伤程度呈正相关[４]ꎬ其参与再

灌注过程的复杂性已经成为近期研究的热点ꎮ 本

课题组前期研究[５]已经证实ꎬ加减枳实薤白桂枝汤

(前期命名为温阳通脉方)可以有效减少缺血再灌

注后心肌的梗死面积ꎬ且能明显降低大鼠血清肌酸

激酶同工酶、乳酸脱氢酶 ( ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ
ＬＤＨ)的活性和含量ꎬ在临床上治疗冠心病、不稳定

型心绞痛效果显著ꎮ 本实验意在探讨加减枳实薤

白桂枝汤是否通过下调腺苷酸环化酶(ａｄｅｎｙｌａｔｅ ｃｙ￣
ｃｌａｓｅꎬＡＣ) /环磷酸腺苷(ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓ￣
ｐｈａｔｅꎬｃＡＭＰ)通路ꎬ抑制 ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ 的表达ꎬ从而

减少水的跨膜转运ꎬ发挥保护心肌的作用ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 试验药物

加减枳实薤白桂枝汤是在治疗胸痹名方枳实薤

白桂枝汤的基础上加减ꎬ药物组成如下:枳实 １２ ｇ、薤
白 １２ ｇ、厚朴 １２ ｇ、桂枝 ６ ｇ、瓜蒌 １２ ｇ、人参 １２ ｇ、三七

９ ｇꎮ 各单味中药采用全成分免煎颗粒ꎬ购买于北京

康仁堂药业有限公司ꎮ 用 １００℃蒸馏水充分溶解混

合且按人体表面积的 ０.０１８ 计算浓度ꎬ枳实薤白桂枝

汤 ４.５９ ｇ / ｋｇꎬ加减枳实薤白桂枝汤６.４８ ｇ / ｋｇꎮ 枳实

颗粒剂ꎬ批号 １５０１５５０２ꎻ薤白颗粒剂ꎬ批号 １５０１５９８１ꎻ

桂枝 颗 粒 剂ꎬ批 号 １５０１８５９３ꎻ瓜 蒌 颗 粒 剂ꎬ批 号

１５０２０１９１ꎻ厚朴颗粒剂ꎬ批号 １５０１９２４１ꎻ人参颗粒剂ꎬ
批号 １５０１５１０２ꎻ三七颗粒剂ꎬ批号 １５０１５０２１ꎻ均符合国

家规定的药物质量标准ꎮ
１.２　 动物及分组

ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ５２ 只ꎬ７ ~ １１ 周龄ꎬ体重

１７０~２１０ ｇꎬ购买于北京华阜康生物科技有限公司

[许可证编号:ＳＣＸＫ(京)２０１４￣０００４ꎻ实验动物质量

合格证:ＮＯ.１１４０１３０００３３４５５]ꎬ符合锦州医科大学

动物实验管理标准ꎮ 将 ５２ 只 ＳＤ 大鼠ꎬ随机抽取 １０
只大鼠作为假手术组(对照组)ꎬ另外 ３ 组为:模型

组、枳实薤白桂枝汤组、加减枳实薤白桂枝汤组ꎬ每
组 １４ 只ꎬ称重并且编号ꎮ
１.３　 主要试剂及仪器

环磷酸腺苷反应元件结合蛋白(ｃＡＭＰ￣ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＣＲＥＢ ) 抗 体 ( 批 号

ＷＬ１０１８４８)、ＡＱＰ１ 抗体(批号 ＷＬ００７３０)、ＡＱＰ４ 抗

体(批号 ＷＬ０２２６７)ꎬ均购买于沈阳万类生物科技有

限公司ꎻ蛋白激酶 Ａ( ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＡꎬＰＫＡ) α / β /
γｃａｔ 抗体(批号 ｓｃ￣９８９５１)、磷酸化 ＰＫＡ(ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌ￣
ａｔｅｄ ＰＫＡꎬＰ￣ＰＫＡ)α / β / γｃａ(批号 ｓｃ￣３２９８６ｓｃ)ꎬ均购

于 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎻ山羊抗兔 ＬｇＧ 抗体 (批号 ｂｓ￣
０２９５Ｇ)、Ｐ￣ＣＲＥＢ(批号 ｂｓ￣００３６Ｒ)ꎬ由北京博奥森生

物科技有限公司提供ꎻＡＣ、ｃＡＭＰ 酶联免疫分析试剂

盒ꎬ由南京森贝珈生物科技有限公司提供ꎮ
３Ｋ１５ 台式高速冷冻离心机 (日本日立制作

所)ꎻＩｎｆｉｎｉｔｅ ２００ ＰＲＯ 酶标仪(瑞士 ＴＥＣＡＮ 公司)ꎻ
全自动生化检测仪(日本日立 ７１７０Ａ)ꎻＢｉｏ￣Ｒａｄ 垂

直电 泳 仪 (北 京 生 物 技 术 有 限 公 司 )ꎻ Ｂｉｏ￣Ｒａｄ
ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ 化学发光成像系统 (美国伯乐公

司)ꎻ实时 ＰＣＲ 仪(美国 ＢＩＯ￣ＲＡＯ 公司)ꎮ

８３２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ３ꎬ２０１８



１.４　 缺血再灌注造模方法

假手术组与模型组大鼠按 ８ ｍＬ / ｋｇ 剂量蒸馏水

灌胃ꎬ加减枳实薤白桂枝汤组和枳实薤白桂枝汤组

大鼠分别按 ６.４８、４.５９ ｇ / ｋｇ 剂量的中药免煎颗粒灌

胃给药ꎬ每天 １ 次ꎬ连续喂养 １４ 天后造模ꎮ 大鼠

ＭＩＲＩ 模型制备:将实验大鼠消毒备皮后固定于动物

操作台ꎬ用 １０％乌拉坦按 ５ ｍｇ / ｋｇ 腹腔注射ꎬ待大鼠

完全麻醉后ꎬ气管切开并连接呼吸机ꎬ频率设置为

６０ 次 / 分ꎬ充分暴露胸腔后ꎬ假手术组开胸穿线不结

扎ꎬ其余组结扎左冠状动脉前降支ꎬ３０ ｍｉｎ 后剪结

扎线恢复血供ꎬ再灌注 １２０ ｍｉｎ 后采血立即剪掉心

脏ꎬ用蒸馏水将血液冲洗干净并用 １０％甲醛固定 ２４
ｈꎬ石蜡包埋待检测ꎮ
１.５　 血清 ｃＴｎＩ、ＬＤＨ 检测

将部 分 大 鼠 左 心 室 采 血ꎬ ３５００ ｒ / ｍｉｎ 离 心

１０ ｍｉｎꎬ分离血清于 ＥＰ 管内ꎬ标记分组置于－８０℃
冰箱内ꎮ 采用医院全自动生化分析仪测定血清心

肌肌钙蛋白 Ｉ(ｃａｒｄｉａｃ ｔｒｏｐｏｎｉｎ ＩꎬｃＴｎＩ)和 ＬＤＨ 含量ꎮ
１.６　 心肌组织病理形态学观察

取厚度约为 ０.５ ｃｍ 的心肌组织ꎬ置于固定液

(１０％福尔马林)中 ４８ ｈꎬ梯度酒精、二甲苯先后脱

水透明并浸入石蜡凝固包埋ꎮ ４５℃ 恒温箱烘干切

片ꎬ经二甲苯、梯度无水乙醇脱蜡脱水ꎬ苏木精￣伊红

(ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ｅｏｓｉｎꎬＨＥ)染色ꎬ滴入树胶ꎬ载入盖玻

片ꎬ封片ꎬ于光学显微镜下观察组织及细胞结构的

改变ꎮ
１.７　 酶联免疫法检测血浆 ＡＣ、ｃＡＭＰ 含量

试剂盒室温放置 １５ ｍｉｎ 后ꎬ从－８０℃冰箱中取

出血浆ꎬ１３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ严格按照

９６ 孔板说明书操作ꎮ

１.８　 免疫组织化学法检测心肌组织 ＡＱＰ１、ＡＱＰ４表达

将石蜡切片放于烘箱中 １ ｈꎬ二甲苯、无水乙醇、
梯度酒精脱蜡ꎬ抗原修复液浸泡 １５ ｍｉｎꎬ自然冷却后

磷酸盐缓冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬＰＢＳ)冲

洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ ３％Ｈ２Ｏ２ 孵育消除内源性过氧

化物酶活性ꎬＰＢＳ 冲洗ꎮ 山羊血清室温封闭 ３０ ｍｉｎꎬ
湿盒一抗 ＡＱＰ１、ＡＱＰ４(１ ∶ ２００)孵育过夜ꎮ 次日

ＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ加二抗(１ ∶ ２０００)３７℃孵

育 ３０ ｍｉｎꎮ 联苯二胺染色ꎬ镜下观察ꎬ自来水终止反

应ꎬ苏木素复染ꎬ盐酸、酒精滴加数秒后由蓝变紫ꎬ
待流水返蓝后镜下观察ꎬ梯度酒精、二甲苯脱水透

明ꎬ滤纸擦净切片ꎬ树胶封片ꎮ
１.９ 　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测心肌组织 ＡＱＰ１、
ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 表达

(１)提取 ＲＮＡ:称量心肌组织约 ８０ ｍｇꎬ按 Ｔｒｉｚｏｌ
试 剂 盒 说 明 书 提 取 总 ＲＮＡꎬ 测 定 吸 光 度

(ａｂｓｏｒｂａｎｃｅꎬＡ)ꎬ检测 ＲＮＡ 浓度ꎬ计算 Ａ２６０ ｎｍ / Ａ２８０ ｎｍ

比值ꎬ最终检测结果所有样品 ＲＮＡ 比值均在 １.７~２.
０ 之间ꎮ (２)逆转录合成 ｃＤＮＡ:１０ μＬ 反应体系ꎬ加
入总 ＲＮＡ ５ μｇꎬ７０℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ再加入 １０ μＬ 反

应体系ꎬ一共 ２０ μＬꎬ反应条件:２５℃ ５ ｍｉｎꎬ４２℃
６０ ｍｉｎꎬ７０℃ １５ ｍｉｎꎮ 反转录后的 ｃＤＮＡ 储存于

－２０℃ꎬ待第 ２ 天检测ꎮ (３)扩增及检测:使用 ＡＢＩ
７５００ 检测系统ꎬ基因引物设计及合成在北京博迈德

生物公司完成ꎬ序列见表 １ꎮ 扩增反应体系 ２０ μＬꎬ
ＰＣＲ 反应条件:９５℃ １０ ｍｉｎꎬ９５℃ １５ ｓꎬ６０℃ １ ｍｉｎꎬ
４０ 个循环ꎻ９５℃ １５ ｓꎮ 检测得出对应 Ｃｔ 值ꎬ通过 Ｃｔ
比较法(２－ΔΔＣｔ)计算目的基因与蛋白质内参磷酸甘

油醛脱氢酶(ＧＡＰＤＨ)的转录水平ꎮ

表 １. 基因引物序列

Ｔａｂｌｅ １. Ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因名称 上游引物 下游引物 引物长度(ｂｐ)

ＡＱＰ１ ＴＧＧＣＴＴＧＴＣＴＧＴＧＧＣＴＣＴＴＧ ＴＧＧＴＴＴＧＡＧＡＡＧＴＴＧＣＧＧＧＴＧ １１１

ＡＱＰ４ ＴＣＡＧＣＡＴＣＧＣＴＡＡＧＴＣＣＧＴＣＧ ＴＣＣＡＴＧＡＡＣＣＧＴＧＧＴＧＡＣＴＣ １２８

ＧＡＰＤＨ ＡＴＧＡＣＴＣＴＡＣＣＣＡＣＧＧＣＡＡＧ ＴＡＣＴＣＡＧＣＡＣＣＡＧＣＡＴＣＡＣＣ １３６

１. １０ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定心肌组织 ＰＫＡ、 Ｐ￣ＰＫＡ、
ＣＲＥＢ、Ｐ￣ＣＲＥＢ、ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ 蛋白表达

从－８０℃冰箱内取出冰冻的心肌组织约 ９０ ｍｇꎬ
加入 １ ｍＬ 裂解液ꎬ快速剪碎组织并用匀浆机充分破

碎ꎬ１３０００ ｒ / ｍｉｎ ４℃离心 ３０ ｍｉｎꎬ取上清ꎬＢＣＡ 法进

行蛋白定量ꎬ将蛋白加热至 ９５℃ꎬ煮 ５ ｍｉｎꎬ依据蛋

白分子量取值范围配制对应的分离胶和浓缩胶ꎬ继
而按照 １１０ Ｖ 凝胶电泳 ９０ ｍｉｎꎬ将蛋白转印二氟化

树脂膜ꎬ６０ Ｖ 转膜 １２０ ｍｉｎꎮ 用 ＴＢＳＴ 配制 ５％脱脂

奶粉ꎬ比例为 １００ ∶ ５ꎬ室温封闭 １ ｈꎬ加一抗 ＰＫＡ
(１ ∶ ３００)、 ＣＲＥＢ ( １ ∶ １０００)、 ＡＱＰ１ ( １ ∶ １０００)、
ＡＱＰ４ ( １ ∶ １０００ )、 Ｐ￣ＰＫＡ ( １ ∶ ５００ )、 Ｐ￣ＣＲＥＢ
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(１ ∶ １０００)ꎬ４℃摇床孵育过夜ꎻ次日用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３
次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ并加入辣根过氧化物酶偶联的二抗

(１ ∶ ５０００)ꎬ室温摇床 ２ ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 ５
ｍｉｎꎬＥＣＬ 化学发光试剂盒显影ꎬＧｅｌ￣Ｐｒｏ 分析各目的

蛋白的灰度值ꎬ计算 Ａ 值ꎬ并分析与内参的比值ꎮ
１.１１　 统计学方法

所有实验数据用 ｘ±ｓ 表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ １７.０ 进行

统计学分析ꎬ进行正态分布和方差齐性检验ꎬ多组

间比较用单因素方差分析ꎬ方差齐用 ＬＳＤ 检验ꎬ不
齐用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ Ｔ３ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学

意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 血清 ＬＤＨ、ｃＴｎｌ 含量比较

与假手术组比较ꎬ模型组血清 ＬＤＨ、ｃＴｎｌ 含量

增加(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组比较ꎬ枳实薤白桂枝汤组、
加减枳实薤白桂枝汤组 ＬＤＨ、ｃＴｎｌ 含量降低(Ｐ <
０.０１)ꎻ与枳实薤白桂枝汤组比较ꎬ加减枳实薤白桂

枝汤组 ＬＤＨ、ｃＴｎｌ 含量显著降低(Ｐ<０.０１)ꎮ 表明加

减枳实薤白桂枝汤可以有效改善心肌损伤程度

(表 ２)ꎮ

表 ２. 血清 ＬＤＨ、ｃＴｎｌ 含量比较(ｎ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＬＤＨ ａｎｄ ｃＴｎｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ(ｎ＝６)

分　 组 ＬＤＨ(Ｕ / Ｌ) ｃＴｎＩ(μｇ / Ｌ)

假手术组 ５１１.６±１７.３ １６.１±０.６

模型组 １９７１.２±３９.９ａ ７１.０±０.５ａ

枳实薤白桂枝汤组 １０１０.２±３０.９ｂ ４３.４±０.７ｂ

加减枳实薤白桂枝汤组 ９１４.７±３５.０ｂｃ ２９.９±０.６ｂｃ

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与假手术组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎻｃ 为 Ｐ<
０.０１ꎬ与枳实薤白桂枝汤组比较ꎮ

２.２　 ＨＥ 染色结果

在 ４００ 倍光学显微镜下观察各组心肌组织结构

和细胞的改变ꎮ 假手术组心肌纤维排列整齐ꎬ细胞结

构完整ꎬ未见炎性细胞ꎻ模型组肌纤维排列呈波浪状ꎬ
肌丝断裂ꎬ细胞结构破坏ꎬ呈空泡状ꎬ胞体增大且有炎

性细胞浸润ꎻ枳实薤白桂枝汤组、加减枳实薤白桂枝

汤组较模型组有明显改善ꎬ肌纤维结构稍有紊乱不

齐ꎬ红细胞减少ꎬ细胞肿胀减轻ꎬ且加减枳实薤白桂枝

汤组效果优于枳实薤白桂枝汤组(图 １)ꎮ

图 １. 光镜下观察各组心肌组织病理形态学改变(４００×)　 　 Ａ 为假手术组ꎬＢ 为模型组ꎬＣ 为枳实薤白桂枝汤组ꎬＤ 为加减枳实薤白桂

枝汤组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｕｎｄｅｒ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(４００×)

２.３　 血浆 ＡＣ、ｃＡＭＰ 含量比较

与假手术组比较ꎬ模型组血浆 ＡＣ、ｃＡＭＰ 含量

降低(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组比较ꎬ枳实薤白桂枝汤组、
加减枳实薤白桂枝汤组 ＡＣ、ｃＡＭＰ 含量降低(Ｐ <
０.０１)ꎻ与枳实薤白桂枝汤组比较ꎬ加减枳实薤白桂

枝汤组 ＡＣ、ｃＡＭＰ 含量降低(Ｐ<０.０１)(图 ２)ꎮ
２.４　 心肌组织 ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ 表达

每张切片随机选取 ６ 个视野ꎬ在 ２００ 倍显微镜

下观察ꎬ分析蛋白阳性表达结果ꎮ ＡＱＰ１ 分布于细

胞膜ꎬ静脉壁内表达呈棕黄色颗粒状 (箭头处)ꎻ
ＡＱＰ４ 分布于心肌细胞膜表面ꎬ棕黄色染色为其阳

性表达ꎮ 与假手术组比较ꎬ模型组 ＡＱＰ１ 棕黄色阳

性细胞及 ＡＱＰ４ 蛋白阳性表达增加ꎻ与模型组比较ꎬ
枳实薤白桂枝汤组、加减枳实薤白桂枝汤组 ＡＱＰ１、
ＡＱＰ４ 阳性表达减少ꎻ与枳实薤白桂枝汤组比较ꎬ加
减枳实薤白桂枝汤组 ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ 阳性表达明显减

少(图 ３、４)ꎮ
２.５　 心肌组织 ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 表达

与假手术组比较ꎬ模型组 ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ
表达均降低(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组比较ꎬ枳实薤白桂

枝汤组、加减枳实薤白桂枝汤组 ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ
表达均降低(Ｐ<０.０１)ꎻ与枳实薤白桂枝汤组比较ꎬ
加减枳实薤白桂枝汤组 ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 表达下

降(Ｐ<０.０１)(图 ５)ꎮ

０４２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ３ꎬ２０１８



图 ２. 各组大鼠血浆 ＡＣ、ｃＡＭＰ 含量比较(ｎ＝ ６)　 　 Ａ 为假手术组ꎬＢ 为模型组ꎬＣ 为枳实薤白桂枝汤组ꎬＤ 为加减枳实薤白桂枝汤组ꎮ
ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与假手术组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与枳实薤白桂枝汤组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ＡＣ ａｎｄ ｃＡＭＰ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｎ＝ ６)

图 ３. 免疫组织化学染色检测心肌组织 ＡＱＰ１ 表达(２００×ꎬｎ＝ ６)　 　 Ａ 为假手术组ꎬＢ 为模型组ꎬＣ 为枳实薤白桂枝汤组ꎬＤ 为加减枳

实薤白桂枝汤组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与假手术组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与枳实薤白桂枝汤组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ＡＱＰ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ(２００×ꎬ ｎ＝ ６)

图 ４. 免疫组织化学染色检测心肌组织 ＡＱＰ４ 表达(２００×ꎬｎ＝ ６)　 　 Ａ 为假手术组ꎬＢ 为模型组ꎬＣ 为枳实薤白桂枝汤组ꎬＤ 为加减枳

实薤白桂枝汤组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与假手术组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与枳实薤白桂枝汤组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. ＡＱＰ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ(２００×ꎬ ｎ＝ ６)
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图 ５. 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测心肌组织 ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 表达(ｎ＝ ８)　 　 Ａ 为假手术组ꎬＢ 为模型组ꎬＣ 为枳实薤白桂枝汤组ꎬＤ
为加减枳实薤白桂枝汤组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与假手术组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与枳实薤白桂枝汤组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. ＡＱＰ１ ａｎｄ ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ(ｎ＝ ８)

２.６　 心肌组织 ＰＫＡ、Ｐ￣ＰＫＡ、ＣＲＥＢ、Ｐ￣ＣＲＥＢ、ＡＱＰ１、
ＡＱＰ４ 蛋白表达

各组总 ＰＫＡ、ＣＲＥＢ 蛋白含量差异无统计学意义

(Ｐ>０.０５)ꎮ 与假手术组比较ꎬ模型组 ＡＱＰ１、ＡＱＰ４、Ｐ￣
ＰＫＡ、Ｐ￣ＣＲＥＢ 蛋白表达增加(Ｐ<０.０１)ꎬ说明 ＡＱＰ１、
ＡＱＰ４ 的表达与 ＰＫＡ 和 ＣＲＥＢ 的磷酸化有关ꎻ与模型

组比较ꎬ枳实薤白桂枝汤组和加减枳实薤白桂枝汤组

Ｐ￣ＰＫＡ、ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ 蛋白表达降低 (Ｐ < ０. ０１)ꎬＰ￣
ＣＲＥＢ 差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ与枳实薤白桂枝

汤组比较ꎬ加减枳实薤白桂枝汤组 Ｐ￣ＰＫＡ、ＡＱＰ１、
ＡＱＰ４ 蛋白表达减少(Ｐ<０.０１)ꎬＰ￣ＣＲＥＢ 差异无统计

学意义(Ｐ>０.０５)(图 ６)ꎮ

图 ６. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测心肌组织 ＰＫＡ、Ｐ￣ＰＫＡ、ＣＲＥＢ、Ｐ￣ＣＲＥＢ、ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ 蛋白表达(ｎ＝ ９)　 　 Ａ 为假手术组ꎬＢ 为模型组ꎬＣ 为

枳实薤白桂枝汤组ꎬＤ 为加减枳实薤白桂枝汤组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与假手术组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与枳实薤白桂枝汤组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＫＡꎬ Ｐ￣ＰＫＡꎬ ＣＲＥＢꎬ Ｐ￣ＣＲＥＢꎬ ＡＱＰ１ ａｎｄ ＡＱＰ４ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ(ｎ＝ ９)

２４２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ３ꎬ２０１８



３　 讨　 论

冠心病和心绞痛是由于冠状动脉供血不足造

成心肌组织缺血缺氧而导致的心脏病ꎬ缺血再灌注

损伤是其常见的临床表现ꎻ古代中医将其归属为

“胸痹”、“心悸”的范畴ꎮ 出自«金匮要略»的枳实

薤白桂枝汤ꎬ有通阳散结、祛痰下气之功效ꎬ是主治

胸阳不振、痰浊中阻、气结于胸所致胸痹之常用著

名经典方ꎮ 有实验研究证实ꎬ枳实薤白桂枝汤具有

抗急性心肌缺血和缺氧的作用[６]ꎮ 石月萍等[７] 根

据中医辨证分型ꎬ结合四诊信息以及临床病人胸

闷、苔腻色暗的症状ꎬ总结得出除痰浊之外ꎬ血瘀、
气虚也是主要的证候表现ꎬ故在枳实薤白桂枝汤的

基础上加入益气生津的人参和活血通脉的三七ꎬ诸
药配伍ꎬ使胸阳振、痰浊降、淤血除ꎬ在临床中治疗

慢性充血性心力衰竭有很好的疗效ꎮ 现代研究证

实ꎬ三七的有效活性成分三七总皂苷能显著改善机

体缺血表现ꎬ缩小心肌梗死范围[８]ꎮ 人参的主要成

分人参皂 Ｒｇ１ꎬ可以促进大鼠缺血区血管再生ꎬ进而

发挥对梗死心肌的保护作用[９￣１０]ꎮ 西医对冠心病治

疗以增加冠状动脉血供和耗氧量为主ꎬ与中医补

气、活血的治疗理念一致ꎮ 本实验通过对枳实薤白

桂枝汤的加减ꎬ进一步探讨加减方对缺血再灌注的

保护作用ꎮ
水通道蛋白是广泛存在于心、肾、脑等器官的

跨膜水转运蛋白ꎬ多分布于内皮细胞及上皮细胞ꎬ
参与维持细胞内外水平衡及心肌、组织水代谢的多

种生理和病理过程[１１￣１２]ꎮ 心脏中分布较多的为

ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ꎬＡＱＰ１ 在心肌细胞中主要定位于细胞

质膜及细胞器内ꎬＡＱＰ４ 主要分布于心肌细胞膜ꎮ
国内外研究表明ꎬ心肌缺血再灌注过程中可以激活

ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ 磷脂酶[１３]ꎬ对其细胞骨架支架造成损

伤从而增加肌纤维膜脆性[１４￣１５]ꎬ导致心肌细胞膜通

透性增加ꎬ致使水分子通过 ＡＱＰ 螺旋形孔道跨膜进

入细胞内ꎬ造成心肌细胞肿胀ꎬ进一步加重心肌损

伤ꎮ 加减枳实薤白桂枝汤与枳实薤白桂枝汤可显

著下调 ＡＱＰ１ 和 ＡＱＰ４ 的表达ꎬ有效抑制水的跨膜

转运ꎮ
研究发现ꎬＡＱＰ 的水通透性受低氧、渗透压、糖

皮质激素等因素调节ꎬ而 ＡＣ / ｃＡＭＰ 信号转导通路

在介导机体水液代谢、神经递质、激素等多方面均

发挥生物学效应[１６]ꎮ ＡＣ / ｃＡＭＰ 的传导途径如下:
在缺血再灌注过程中ꎬ会产生一些应激物质如去甲

肾上腺素ꎬ激活细胞膜上 Ｇ 蛋白偶联受体ꎬ刺激受

体结构改变并与膜外配体结合ꎬ从而作用于非活性

状态的 Ｇ 蛋白ꎬ把信号从胞外传递到胞内ꎬ激活中

下游 ＡＣ 产生级联反应ꎮ ＡＣ 催化 ＡＴＰ 水解生成

ｃＡＭＰꎬ使得 ｃＡＭＰ 浓度升高ꎬｃＡＭＰ 浓度升高后ꎬ与
细胞浆内无活性的 ＰＫＡ 调节亚基结合ꎬ使 ＰＫＡ 活

化并解离出催化亚基ꎮ 活化的 ＰＫＡ 直接作用于

ＡＱＰ 氨基酸序列中的磷酸化位点ꎬ使 ＰＫＡ 磷酸化ꎬ
ＡＱＰ 可直接受磷酸化作用的调节[１７]ꎮ 另一方面ꎬ
活化的 ＰＫＡ 释放的催化亚基进入细胞核内磷酸化

ＰＫＡ 在核内的主要靶标蛋白 ＣＲＥＢ[１８]ꎬ催化 ＣＲＥＢ
磷酸化位点 Ｓｅｒ１３３ 调控 ＡＱＰ 的转录而调节 ＡＱＰ 的

表达[１９]ꎮ 因此推测ꎬ在缺血再灌注过程中ꎬ ＡＣ /
ｃＡＭＰ 通路被激活ꎬ使 ＡＱＰ 表达增加ꎬ促进了水分

子的跨膜转运ꎬ进一步加重心肌损伤ꎮ 本实验的研

究结果发现ꎬ加减枳实薤白桂枝汤与枳实薤白桂枝

汤均可显著减轻心肌组织形态学改变及缺血再灌

注后心肌细胞肿胀ꎬ通过下调 ＡＣ / ｃＡＭＰ 通路抑制

ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 及蛋白表达ꎬ但对 Ｐ￣ＣＲＥＢ 的蛋

白表达影响不大ꎮ 由此推断ꎬ加减枳实薤白桂枝汤

与枳实薤白桂枝汤减轻缺血再灌注后心肌细胞肿

胀与下调 ＡＣ / ｃＡＭＰ 通路、抑制心肌细胞 ＡＱＰ１、
ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 及蛋白表达有关ꎬ而加减枳实薤白桂

枝汤与枳实薤白桂枝汤对 Ｐ￣ＣＲＥＢ 的表达没有影

响ꎬ分析可能有其他的蛋白分子参与 ＰＫＡ 下游 Ｐ￣
ＣＲＥＢ 的调节ꎬ这需要进一步的研究ꎮ

本实验通过与枳实薤白桂枝汤的对比ꎬ进一步

证实了在枳实薤白桂枝汤的基础上ꎬ加入益气活血

药人参、三七组成的加减枳实薤白桂枝汤ꎬ能够明

显降低血清 ＬＤＨ、ｃＴｎｌ 的含量ꎬ改善心肌损伤程度ꎻ
通过抑制 ＡＣ / ｃＡＭＰ 通路的表达ꎬ导致心肌细胞

ＡＱＰ１、ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 及蛋白表达下调ꎬ降低细胞膜

对水的通透性ꎬ发挥保护心肌的作用ꎮ 而关于 ＰＫＡ
下游其他蛋白分子对 Ｐ￣ＣＲＥＢ 的调节ꎬ还有待于进

一步的研究ꎮ
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