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益气养阴活血中药减轻大鼠离体心脏缺血再灌注损伤作用研究=
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摘= =要：目的= =研究益气养阴活血中药（参麦注射液与丹参注射液联合应用，vve）通过激活 mfPhJAkt与 bohNLO 信号通

路，抑制 mmqm 开放，减轻心肌缺血再灌注（fLo）损伤，发挥心肌保护作用。方法= =应用大鼠离体心脏 fLo 损伤模型，灌

流 OKR、R、10 μL/mL=vve=及 mfPh特异性抑制剂 ivOVQMMO，检测心脏功能指标、灌流液肌酸激酶（Ch）、乳酸脱氢酶（iae）
活性、qqC染色观察心肌梗死面积、透射电镜观察心肌超微结构、testern= blotting检测相关蛋白表达。vve预处理离体心

脏后进行 fLo，分离心肌线粒体，以 mmqm 特异性抑制剂环孢素 A（CsA）作对照，检测线粒体通透性转换孔（mmqm）开放

情况；药物与线粒体孵育后检测 mmqm开放。结果= = YYH 10 μL/mL 预处理能改善离体心脏功能指标，减少心肌梗死面积，

减轻心肌组织超微结构损伤，R、10 μL/mL 降低心脏灌流液中 Ch、iae活性；其改善心功能指标、减少心肌梗死面积的作

用被 ivOVQMMO部分或完全抵消；vve处理后心肌组织 pJAkt、pJbohNLO、pJdphJ3β 蛋白表达上调，ivOVQMMO阻断了 vve
诱导的 pJAkt、pJdphJ3β 蛋白表达上调；在外源性钙刺激下，vve预处理组 mmqm比模型组更容易开放；vve、参麦注射

液能够直接抑制 mmqm 开放。结论= = vve预处理通过激活 mfPhJAkt与 bohNLO 信号通路，抑制 mmqm 开放，减轻心肌 fLo
损伤，发挥心肌保护作用；其抑制 mmqm开放的作用机制与 CsA不完全相同。=
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Cardioprotective=effects=of=viqi=vangyin=euoxue=fnjection=against=
ischemiaJreperfusion=injury=in=isolated=hearts=of=rats=
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AbstractW=lbjective= = qo=clarify=the=cardioprotective=effects=of=viqi=vangyin=euoxue=EvveF=fnjection=exert=against=ischemiaJreperfusion=
EfLoF=injuryI=and=the=mechanisms=involving=activation=of=specific=survival=signals=reperfusion=injury=salvage=kinase=EmfPhJAkt=pathway=and=
bohNLO= pathwayFI= hence= inhibiting=mitochondrial= permeability= transition= pore= opening= EmmqmFK=jethods= = A= iangendorff=model= of=
myocardial=ischemiaJreperfusion=injury=was=employedK=qhe=rats=were=randomly=divided=into=seven=groupsW=control=groupI=fLo=groupI=vve=
OKRI=RI= and=10 μL/mL groups, LY294002 + YYH 10 μL/mL group, and=ivOVQMMO=groupK=qhe= cardiac=parameters= of= left= ventricular=
developed=pressure=EisamFI=maximal=riseLfall=of=left=ventricular=pressure=E±=dpLdtmaxFI=and=rateJpressure=product=EommF=were=monitoredK=
Creatine= kinase= EChF= and= lactate= dehydrogenase= EiaeF= released= from= effluents= were=measuredK= fnfarct= size= was= estimated= by= qqC=
stainingK=qransmission=electron=microscopy= EqbjF=was=performed= to=assess=morphological=difference=between=cardiac=mitochondrial=
isolated=fLo=rats=and=vve=pretreated=ratsK=testern=blotting=was=used=to=determine=some=protein=expressionK=jmqm=opening=in=mitochondria=
isolated= from=iangendorff= rat=hearts=pretreated=with=vve=was=measuredK= fncubation=of= isolated=cardiac=mitochondria=with=vve=and=
mmqm=opening=was=measuredK=oesults= =YYH 10 μL/mL can significantly improve ventricular function, ameliorate the level of myocardial 
tissue=lesionsK=vve=ER=and=10 μL/mLF=reduced=Ch=and=iae=releaseK=And=these=protections=were=accompanied=by=a=significant=increase=in=
pJmh_LAktI=pJbohNLOI=and=pJdphJ3β (SerJVFK=ivOVQMMO=abolished=the=protective=effects=of=vve=on=cardiac=function=and=infarct=size=and=
inhibited=vveJinduced= phosphorylation= of= mh_LAkt= and=dphJ3β. MPTP opening in mitochondria isolated from YYHJpretreated=
occurred=more=readily=in=vitro=than=fLo=mitochondriaK=vve=EOKRI=RI=NMI=and=20 μL/mL), Shenmai=injection=EOKRI=RI=NMI=and=OM=μiLmiF=
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resulted=in=a=significant=inhibition=of=CaOHJinduced=mitochondrial=swellingK=Conclusion= =vve=produces=direct=cardioprotective=actionsK=
fnhibition=of=mmqm=is=a=key=event=by=which=it=mediates=myocardial=protection=against=fLo=injuryK=And=this=effects=involve=activation=of=
mfPhJAkt=and=bohNLO=signal=pathwayK=qhe=mechanism=of=its=action=is=different=from=that=of=CsAK=
hey=wordsW=phenmai=fnjectionX=aanshen=fnjectionX=myocardial=ischemia=reperfusion=injuryX=mmqmX=mfPhJAktX=bohNLO=
=

益气养阴活血中药（参麦注射液与丹参注射液联

合应用，vve）临床常用于治疗休克、冠心病、心

肌缺血再灌注（fLo）损伤、心力衰竭、急性脑梗死

等xNJQz。研究显示，急性心肌梗死患者冠状动脉介入

治疗后早期联合应用参麦注射液与丹参注射液能够

降低患者丙二醛（jaA）水平、升高超氧化物歧化

酶（pla）活性，减少白细胞介素JS（fiJS）、肿瘤坏

死因子Jα（qkcJα）等细胞因子，减轻炎症反应，减

轻心肌 fLo损伤，对缺血心肌具有一定的保护作用xNz。=
线粒体通透性转换孔（mitochondrial=permeability=

transition=pore，mmqm）是存在于线粒体内膜的一种

非特异性通道，众多研究证实，mmqm 开放是引起

心肌 fLo 损伤的关键因素，缺血心肌的功能恢复也

与 mmqm开放程度相关，故抑制其开放成为心肌保

护作用的最终效应器xRJSz。导致 mmqm开放的因素主

要包括线粒体钙超载、线粒体源性活性氧类物质爆

发产生引起的脂质过氧化反应。mfPhJAkt和bohNLO
信号通路成为心肌 fLo 损伤中介导心肌保护的重要

信号转导通路xTJUz，再灌注期间激活 mfPhJAkt 及
bohNLO 信号通路，能够抑制 mmqm 开放，在线粒

体水平发挥心肌保护作用xVJNMz。=
大鼠离体心脏 fLo 损伤模型通过灌流液的调整

或阻断模拟全心 fLo，是常用的研究 fLo的体外模型。

本实验应用此模型，观察 vve对心脏的保护作用，

及其通过激活 mfPhJAkt与 bohNLO信号通路，抑制

mmqm开放，发挥心肌保护作用的机制。=
N= =材料=
NKN= =动物=

健康雄性 pa大鼠，体质量 PMM～PQM= g，北京

华阜康生物科技股份有限公司提供，合格证号

pCuh（京）OMMVJMMMQ。=
NKO= =药品与试剂=

vve，即参麦注射液（批号 NNMTOMN）、丹参注

射液（批号 NOMUNSO）按 N∶N配制，两种注射液均

由正大青春宝药业有限公司提供。环孢素 A（CsA，
批号 CPSSOJRmg）、OIPIRJ三苯基氯化四氮唑（qqC）、
maVUMRV、钙离子载体 AOPNUT，pigmaJAldrich公司；

肌酸激酶（Ch）、乳酸脱氢酶（iae）试剂盒，中

生北控生物科技股份有限公司；Akt、 pJAkt

（perJQTP）、bohNLO、pJbohNLO、dphJPβ、pJdphJ3β
（perJV）抗体，Cell=pignaling=qechnology，fncK；mfPh
选择性抑制剂 ivOVQMMO（iv），Apollo=pcientific有
限公司；线粒体提取试剂盒、抗霉素，北京索莱宝

科技有限公司。=
hrebsJeenseleit（hJe）缓冲液（mmolLi）：kaCl=

NNU、kaeClP=OQKM、hCl=QKT、jgplQ=NKO、heOmlQ=
NKO、葡萄糖 NNKN、CaClO= OKR，实验前 N～O= h通入

VRB=lO、RB=ClO混合气体，维持 pe值 TKO～TKQ。=
线粒体肿胀液（mmolLi）：① hpCk=NRM、PJEkJ

吗啉基F丙磺酸 OM、qris=NM、次氮基三乙酸 O、鱼藤

酮 MKR=μmol/L、抗霉素 MKR=μmol/L、A23187 2 μmol/L
（pe值为 TKO）。② hCl=NOM、qris或 qrisJeCl=NM、
丙磺酸 OM、heOmlQ=R。=

线粒体重悬液（mmolLi）：蔗糖= POM、qrisJeCl
或 qris=NM（pe值为 TKQ）。=
NKP= =仪器=

iangendorff离体心脏灌流系统、jimUQQ压力

换能器，澳大利亚 Aafnstrument= mty有限公司；日

立 TMOM全自动生化分析仪，日本 efqACef公司；

mhilips= bjQMMpq 型透射电子显微镜，荷兰 mhilips=
qecnai 公司；ih_Js 型超薄切片机，瑞典 ih_ 公

司；rCTRM超声波破碎仪，美国 plkfCp公司；蛋

白电泳转印系统、多板制胶机，_flJoAa；bnspire
多功能读板机，美国 merkinselmer公司。=
O= =方法=
OKN= =大鼠离体心脏的制备=

按照文献方法制备大鼠离体心脏xNNz，戊巴比妥

钠（RM=mgLkg，ip）麻醉大鼠，开胸迅速取出心脏，

置于 Q=℃= hJe 缓冲液中，剥离残留的肺脏或周围

组织，立即将心脏连接到灌流装置，并将主动脉与

灌流装置针头固定，hJe缓冲液逆行灌流。jimUQQ
压力换能器监测冠脉灌注压。将一自制的封闭球囊

置于左心室，进行等容心室内压力监测，反映心脏

功能xNOz。调节球囊大小，使左心室舒张压（isbam）
维持在 MKSS～NKPP=kma，心脏功能用 isbam、左心

室收缩压（ispm）、左室发展压（isam）、左心室

内压最大上升速率（HdpLdtmax）、左心室内压最大下

降速率（−dpLdtmax）及心率压力乘积（omm）等指
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标进行评价xNPz。调节冠脉流量在 NM～NR=miLmin内，

使灌注压维持在 UKSQ=kma左右，进行恒压灌注xNOz。=
OKO= =分组及 fLo模型的制备= =

采用全心停灌 PM=min，再灌注 SM=min的方法建

立 fLo模型。具体灌流方法：对照组以 hJe缓冲液

灌流 NOM= min；模型组以 hJe 缓冲液平衡心脏 PM=
min，停止灌流 PM=min，再灌注 SM=min；vve低、

中、高剂量组以 hJe缓冲液平衡心脏 OM=min，用含

终体积分数为 OKR、R、NM=μiLmi=vve的 hJe缓冲

液灌流心脏 NM=min，灌流冲洗，停灌、再灌注同模

型组；vve＋iv 组：心脏平衡 NR= min 后，用含

NR=μmolLi=iv的 hJe液灌流心脏 NR=min，后 NM=min
同时灌流 NM=μiLmi=vve，停灌、再灌注同模型组；

iv组：心脏平衡 NR=min后，用含 NR=μmolLi=iv的

hJe液灌流心脏 NR=min，停灌、再灌注同模型组；

mmqm开放实验，设立阳性药组：心脏平衡 OR= min
后，N= μmolLi 的 mmqm 特异性抑制剂 CsA 灌流 R=
min，停灌、再灌注同模型组。停止灌流期间，心

脏用 PT=℃= hJe液恒温浸泡。=
OKP= =心脏功能的测定=

实验分组为对照组，模型组，vve低、中、高

剂量组，vve＋iv组，iv组，方法同“OKO”项。

检测±dpLdtmax、ispm、isbam、心率（eo），计算

isam、omm。=
isam＝ispm－isbam=

omm＝isam×eo=

OKQ= =心脏流出液 Ch、iae活性的测定=
实验分组为对照组，模型组，vve 低、中、

高剂量组，方法同“OKO”项。分别在心脏灌注平衡

OM= min，再灌注 R、NM、OM、PM、SM= min收集冠脉

流出液，全自动生化分析仪测定 Ch、iae活性。=
OKR= = qqC染色观察心肌梗死面积=

实验分组为模型组、vve 高剂量组、vve＋
iv组，方法同“OKO”项。qqC染色法xNQz确定心肌

梗死面积。−OM=℃冷冻心脏 OM=min，取出后沿心脏

短轴切成横切面 N～O=mm厚的切片。切片放入 NB=
qqC（pe=TKQ，温度 PT=℃）中染色 NR=min，NMB甲

醛固定隔夜，数码相机拍照。砖红色为正常区域，

白色或灰白色为梗死区域。=
OKS= =心肌超微结构观察=

实验分组为对照组、模型组、vve高剂量组，

方法同“OKO”项。取约 NKR=mmP大小新鲜固定部位

心尖部组织，PB戊二醛固定（MKN=molLi=m_p，pe=TKO，

Q=℃）过夜，磷酸缓冲液（MKN=molLi=m_p，pe=TKO，
Q=℃）漂洗 NM= min，共漂洗 P次，用 NB四氧化锇

固定 O=h，再用磷酸盐缓冲液（MKN=molLi=m_p，pe=
TKO，Q℃）漂洗 NR=min，共漂洗 P次，经 PMB～NMMB
梯度乙醇（Q=℃）逐级脱水，以包埋剂 pmfJmlk=UNO
环氧树脂包埋，QM=℃= OQ=h浸透，SM=℃= QU=h聚合，

ih_Js 型超薄切片机制作超薄切片，柠檬酸铅J乙
酸双氧铀双染色后，在 mhilips= bjQMMpq型透射电

子显微镜下观察心肌细胞超微结构。=
OKT= =testern=blotting检测心肌组织蛋白表达=

再灌注 NM=min，迅速取下心脏，取左室组织约

NMM=mg，置于预冷的组织裂解液中尽快剪碎，用组

织匀浆机制成 NMB匀浆，匀浆液 Q=℃，NQ= MMM×g
离心 NR=min，吸取上清液，_radford法进行蛋白浓

度测定。每 Q=μL 蛋白样品加入 1 μi=papJmAdb蛋

白上样缓冲液混合，沸水 P～R=min，使蛋白充分变

性，取 QM=μg样品上样至 NOKRB=papJmAdb凝胶电

泳，随后电转膜至硝化纤维膜，testern封闭液封闭

S= h，分别用 Akt、pJAkt、bohNLO、pJbohNLO 及

dphJPβ、pJdphJ3β 一抗 Q=℃孵育 OQ= h，二抗室温

缓慢振荡孵育 O=h，显色后底片进行数码拍摄，并用

fmageg=NKPT软件进行半定量灰度分析。=
OKU= =心肌线粒体的制备=

采用差速分级离心法分离线粒体xNRz。将大鼠左

心室剪为碎块，匀浆，N=MMM×g离心 R=min；取上清，

N=MMM×g再次离心 R=min；取上清 NO=MMM×g离心 NM=
min，线粒体沉淀在管底；加入线粒体重悬液重悬沉

淀，N=MMM×g离心 R=min；取上清，NO=MMM×g离心

NM= min，高纯度的线粒体沉淀在管底。所有操作均

低温进行，考马斯亮蓝测定蛋白量。=
OKV= =无能量条件mmqm开放的检测=

取下 fLo 心脏制备线粒体，mmqm 的开放以线

粒体在 OMM=μmolLi=CaClO作用下肿胀产生的 ROM=nm
处吸光度（A）值的下降来反映xNSz。取线粒体用线

粒体肿胀液①稀释至 MKR= gLi蛋白，于 OR=℃，OMM=
μmolLi=CaClO作用于线粒体，连续观察 A值的变化。

该变化反映线粒体肿胀程度，提示 mmqm的开放情

况。当 mmqm 开放时，导致线粒体通透性增加，肿

胀液中的溶质内流入线粒体基质，引起线粒体膨胀，

体积增大，外膜破裂，A值下降xNTz。=
提取对照组、缺血 PM=minL再灌注 P、NOM=min心

脏线粒体，进行线粒体在无能量条件下mmqm开放实

验以确定再灌注时间；进而按照“OKO”项方法设置模
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型组、vve 高剂量组、阳性药组，进行线粒体在无

能量条件下mmqm开放实验（再灌注时间为 P=min）。=
OKNM= =药物与线粒体孵育检测 mmqm的开放=

mmqm 的开放以线粒体肿胀产生的 A值下降来

反映xNRINTz。制备正常大鼠心脏线粒体，取线粒体与

M、OKR、R、NM、OM=μiLmi=vve或参麦注射液、丹

参注射液体外 OR=℃孵育 NM=min，N=μmolLi=CsA和

线粒体孵育 R= min作为阳性药组。用线粒体肿胀液

②稀释至 MKOR=gLi蛋白，OMM=μmolLi=CaClO作用于线

粒体诱发 mmqm的开放，连续观察 A值的变化，反

映 mmqm的开放情况。=

OKNN= =统计学处理=
实验数据用 ±x s表示，应用pmpp=NTKM统计软件，

多组间比较用单因素方差分析，两组间比较用 t检验。=
P= =结果=
PKN= =对离体心脏功能的影响=

再灌注 R、NM、OM、PM、QM、SM=min，模型组 omm、
±dpLdtmax绝对值、isam显著降低。vve=NM=μiLmi
组上述指标显著升高，与模型组比较，差异显著

（m＜MKMR、MKMN）。vve与 iv同时应用，vve对心

脏功能指标的改善作用部分或完全抵消；iv 单独应

用无显著影响，结果见表 N～Q。=

表 N= = vve对大鼠离体心脏再灌注不同时间 omm的影响=
qable=N= = bffects=of=vve=on=omm=at=different=time=points=after=reperfusion=of=rat=isolated=heart= =

组别=
剂量L=

(μL·mi−NF=
n 

= ommLEkma·次·min−NF=

基础水平= 再灌注R=min= 再灌注NM=min= 再灌注OM=min= 再灌注PM=min= 再灌注QM=min= 再灌注SM=min=

对照= —= = S= O=UOQKQ±  PRVKU= O=PNMKQ±RNUKP= O=OQMKM±RQUKO= O=ONTKV±QRPKR= O=NTSKV±RUOKM= O=NPTKQ±RRQKS= O=NNUKQ±RQPKU=

模型= —= NO= P=NRPKM±  UMSKU= ONRKN±NQNKV@@= = OPOKT±ONOKO@@= PSPKP±OTMKM@@= QPMKR±PMTKS@@= QONKM±PRVKT@@= QNPKP±OQVKR@=

vve= = = OKR= = S= O=VPMKR±N=OORKV= NRNKN± SSKM= OSSKS± SUKU= QQQKS±NTRKT= QURKO±OONKN= QSVKS±ORQKQ= PSMKT±ONUKN=

= = R= = S= P=QSUKP±N=MUUKO= OMQKP± OVKP= ONOKN± TTKO= PMPKQ±NMPKN= RMPKO±NURKU= RUPKU±ORUKR= RRPKV±NUMKV=

= NM= NN= O=VSOKQ±  RMQKN= RRVKT±ROOKMG= SSUKP±QNRKUG= TVRKN±QMOKSG= UQOKQ±RNTKQG= USMKR±RVMKOG= TTOKP±QUMKOG=

vve＋iv 1M＋NR= = S= O=UUNKP±N=MNRKR= PUMKU±NVUKQ= QORKQ± QTKS= QROKT±NVRKT= PQRKU±OPQKM▲= PPUKP±OPOKS▲= PNVKV±PQNKU▲=

iv= NR μmol·i−N== S= O=UUOKM±  RSTKQ= OOVKR±NPVKM= = ORPKS±ONNKP= OUMKO±ONVKT= OTMKN±OMOKP= PSTKN±PMTKS= QSNKS±QNRKP=

与对照组比较：@m＜MKMR= = @@m＜MKMN；与模型组比较：Gm＜MKMR；与 vve=NM=μL·mi−N组比较：▲m＜MKMR，下同= =
@m Y=MKMR   ##m＜MKMN vs=control=groupX=Gm Y=MKMR=vs=model=groupX=▲m Y=MKMR=vs vve=NM=μL·mi−N=groupI=same=as=below=

表 O= = vve对大鼠离体心脏再灌注不同时间HdpLdtmax的影响=
qable=O= = bffects=of=vve=on=HdpLdtmax=at=different=time=points=after=reperfusion=of=rat=isolated=heart=

分组=
剂量L=

(μL·mi−NF=
n 

= （HdpLdtmaxFLEkma·s−NF=

基础水平= 再灌注 R=min=

=

再灌注 NM=min=再灌注OM=min=再灌注PM=min=再灌注QM=min=再灌注SM=min=

对照= —= S= OTRKT± QPKQ= ORRKQ±SMKM= OQUKR±SMKM= OQSKQ±RQKU= OQPKV±QTKT= OPTKU±QRKQ= OPTKP±QQKO=

模型= —= NO= OVOKO± TTKS= NVKV±NNKT@@= OMKN±NPKR@@= PNKP±ONKR@@= QMKT±POKO@@= QRKM±PVKQ@@= QMKN±OTKO@@=

vve= = = OKR= S= ORUKV± USKV= OQKO±NUKM= OQKQ±NPKR= RNKM±NQKT= SOKS±ONKM= RUKS±ORKO= ROKP±OTKT=

= = R= S= PMOKM±NPRKT= NVKM±NOKM= NVKR±NOKP= OUKT±NOKS= QVKS±OPKO= SMKQ±POKV= RUKV±ORKU=

= NM= NN= OTUKN± UNKM= RVKO±RVKVG= RVKM±SPKSG= STKV±TMKSG= UQKT±TUKMG= VOKS±TMKVG= UUKN±RSKUGG=

vve＋iv 1M＋NR= S= PNSKP±NMTKT= OSKO±NVKM= QNKO±OPKN= QMKV±OMKS= PPKR±ONKV▲▲= POKN±NUKT▲▲= ORKR±NSKR▲▲=

iv= NR μmol·i−N= S= OUMKV± QPKS= OSKR±NVKT= = OTKM±OPKQ= OSKU±OPKS= PTKQ±OQKU= QPKT±PSKQ= RUKS±RMKO=

与模型组比较：GGm＜MKMN；与 vve=NM=μL·mi−N组比较：▲▲m＜MKMN，下同=
GGm Y=MKMN=vs=model=groupX=▲▲m Y=MKMN=vs vve=NM=μL·mi−N=groupI=same=as=below=

PKO= =对冠脉流出液中 Ch、iae水平的影响=
再灌注 R、NM、OM、PM、SM=min，模型组 Ch、

iae 释放量显著升高（m＜MKMN）。再灌注 SM= min
时，vve=R=μiLmi组 Ch、iae释放量显著降低，

再灌注 OM、SM=min时，vve=NM=μiLmi组 Ch、iae
释放量显著降低，与模型组比较，差异显著（m＜

MKMR、MKMN）。结果见图 N。=
PKP= =对心肌梗死面积的影响=

NB=qqC染色后，模型组心脏缺血区域呈白色或

灰白色，vve=NM=μiLmi组白色或灰白色区域减少，

鲜红色或砖红色区域增多。vve 与 iv 同时灌流，

vve对心脏的保护作用被部分或完全抵消，见图 O。
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表 P= = vve对大鼠离体心脏再灌注不同时间−dpLdtmax的影响=
qable=P= = bffects=of=vve=on=−dpLdtmax=at=different=time=points=after=reperfusion=of=rat=isolated=heart=

分组=
剂量L=

(μL·mi−NF=
n 

= E−dpLdtmaxFLEkma·s−NF=
基础水平= 再灌注R=min= 再灌注NM=min= 再灌注OM=min= 再灌注PM=min= 再灌注QM=min= 再灌注SM=min=

对照= —= S= −NTPKV±PTKN= −NSVKN±RNKO= −NSPKP±RMKN= −NRUKS±QPKV= −NRSKO±QMKU= −NQVKS±QMKU= −NQQKU±QMKM=
模型= —= NO= −NVNKQ±RTKU= −NTKP± UKU@= −NTKO±NMKP@= −OQKQ±NQKS@= −OVKV±ONKT@= −PNKT±OQKS@= −OVKM±NSKM@= =
vve= = = OKR= S= −NUSKM±SOKM= −OQKN±NPKT= −ORKR±NTKS= −QMKN±NRKM= −QTKV±NRKV= −QRKS±NUKR= −QOKQ±ONKN=
= = R= S= −OONKV±UOKV= −NTKU± UKP= −NSKQ± QKU= −OPKQ± TKV= −PQKT±NQKV= −PVKM±NSKT= −PTKO±NOKM=
= NM= NN= −OMRKM±RPKQ= −QNKR±OVKQG= −QTKS±PTKUG= −RNKR±QNKUG= −RRKV±QPKRG= −SMKQ±PUKMG= −RSKU±PMKMG=
vve＋iv 1M＋NR= S= −OMMKS±TQKT= −OVKU±OPKT= −QMKP±NQKR= −PSKS±NPKU= −OTKN±NRKS▲= −OTKN±NTKR▲= −OOKM±NRKT▲=
iv= NR μmol·i−N= S= −NTUKU±OVKN= −NUKP±NMKO= −NVKO±NQKQ= −OMKP±NRKS= −OTKQ±NSKS= −PNKO±ONKM= −QQKM±PMKP=

表 Q= = vve对大鼠离体心脏再灌注不同时间 isam的影响=
qable=Q= = bffects=of=vve=on=isam=at=different=time=points=after=reperfusion=of=rat=isolated=heart=

分组=
剂量L=

(μL·mi−NF=
n 

= isamLkma=
基础水平= 再灌注R=min= 再灌注NM=min=再灌注OM=min=再灌注PM=min=再灌注QM=min=再灌注SM=min=

对照= —= = S= = VKS±NKO= UKS±OKM= UKP±OKM= UKO±NKT= UKN±NKR= UKM±NKS= TKU±NKS=
模型= —= NO= NNKO±PKP@@= NKQ±MKU@= NKO±MKS@= NKS±MKV@= NKV±NKP@= OKN±NKR@= NKU±NKM@=
vve= = = OKR= = S= NMKQ±PKS= NKV±NKN= NKT±NKO= OKT±MKU= PKO±MKV= PKN±NKO= OKV±NKQ=
= = R= = S= NNKO±PKS= NKV±MKP= NKR±MKT= NKR±MKT= OKN±NKQ= OKN±NKO= OKM±NKN=
= NM= NN= NMKT±OKS= PKU±OKTGG= PKS±OKTGG= OKV±NKPG= PKT±OKTG= QKM±OKQGG= PKT±NKVGG=
vve＋iv 1M＋NR= = S= NNKO±PKO= OKO±NKU= OKV±NKQ= OKV±NKP= OKM±NKP▲= OKO±NKO▲= OKM±NKM▲=
iv= NR μmol·i−N== S= VKV±OKS= OKM±NKM= NKU±NKM= NKU±NKN= OKO±NKN= OKP±NKQ= PKQ±NKR=
==

= = = = = = = = = = = = = = =
=

图 N= = vve对大鼠离体心脏冠脉流出液体 Ch和 iae水平的影响= E x±sI=n Z=SF=
cigK=N= =bffects=of=vve=on=Ch=and=iae=levels=in=coronary=effluent=of=rat=isolated=heart=E x±sI=n=Z=SF=

=

图 O= =离体大鼠心脏 qqC染色=
cigK=O= =qqC=staining=of=rat=isolated=heart=

PKQ= =对心肌超微结构的影响=
对照组大鼠心肌微观结构基本正常，细胞无水

肿，细胞核无肿胀，核膜完整，异染色质和常染色

质清晰可见。肌纤维排列较整齐，肌丝和肌小节结

构清晰，可见 A带、f带与 e 带及 j线与 w线；

线粒体膜完整，聚集在一起，嵴密集；糖原颗粒较

多；心肌间小血管结构正常，偶有肌膜肿胀呈指状

突起现象。模型组心肌细胞水肿，肌浆网扩张，空

泡化；细胞核固缩、周边凝集，核染色质溶解；肌

小节明暗带模糊不清，肌丝多发性灶性坏死、溶解

对照=
模型=
vve= = OKR=μi·mi−N=
vve= = RKM=μi·mi−N=
vve=NMKM=μi·mi−N=

@= @= @= @=

@=

GG=

SMM=

QMM=

OMM=

M=

GG=

OMM=

NRM=

NMM=

RM=

M=
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R= = = = = = = NM= = = = = = = OM= = = = = = PM= = = = = = SM=

=

C
h
LEr
·i

−N
F=

R= = = = = = = NM= = = = = = = OM= = = = = = PM= = = = = = SM=

=

对照=
模型=
vve= = OKR=μi·mi−N=
vve= = RKM=μi·mi−N=
vve=NMKM=μi·mi−N=

ia
e
LEr
·i
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F= @= @=

@=
@=

@=

G=
GG=

再灌注时间Lmin=

GG=

再灌注时间Lmin=

模型=
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vve＋iv=
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断裂，部分细胞肌膜崩解；线粒体肿胀、嵴溶解，

可见灶性空化，基质内有钙盐样致密颗粒。vve=NM=
μiLmi组病变显著减轻，肌原纤维排列整齐，偶见

小区域灶性溶解，肌小节结构清晰，线粒体稍肿胀，

嵴规则致密；肌浆网轻度扩张。结果见图 P。=
PKR= =对 Akt、bohNLO、dphJPβ 及其磷酸化蛋白表

达的影响=
testern=blotting结果显示，各组 Akt、bohNLO、

dphJPβ 蛋白表达无显著差异。与对照组比较，模

型组 pJAktLAkt、EpJbohNLOFLbohNLO蛋白表达升高；

vve 预处理后 pJAktLAkt、EpJbohNLOFLbohNLO、
pJdphJ3β/GSKJ3β 升高，提示 vve能上调 P种蛋白

磷酸化表达；vve＋iv组 pJAkt、pJdphJ3β 蛋白表

达显著降低，提示 iv 阻断了 vve 诱导的 pJAkt、
pJdphJ3β 蛋白表达上调，结果见图 Q。=
PKS= =对 mmqm开放的影响=
PKSKN= = vve预处理对离体 fLo心脏分离的线粒体无

能量条件下mmqm开放的影响= =对照组心脏线粒体=
=

= = = = =

= = = = =
对照                              模型                         vve NM=μL·mi−N=

图 P= =透射电镜观察心肌超微结构改变=
cigK=P= =qransmission=electron=micrographs=of=myocardial=ultrastructure=

=

= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
=

=

= = = = = = = = = = = = = = = = = =
=

图 Q= =离体大鼠心脏 pJAkt、Akt、bohNLO、pJbohNLO、pJdphJPβ、dphJPβ 蛋白表达= =
cigK=Q= =bxpression=of=pJAktI=AktI=bohNLOI=and=pJbohNLO=protein=in=rat=isolated=heart= =
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=
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A 值显著下降，线粒体肿胀率很高，提示在外源性

钙刺激下 mmqm大量开放；再灌注 NOM=min组线粒

体肿胀率较低，与对照组比较，差异显著（m＜MKMN）。
再灌注 P=min组线粒体肿胀率较高，与对照组比较，

差异不显著。结果见图 R。选择再灌注 P= min进行

接下来的实验。=
NM=μiLmi=vve组心脏分离线粒体，A值显著下

降，与模型组比较，更容易开放，差异显著（m＜MKMN）；
CsA部分抑制了 A值显著下降，与模型组比较，差

异显著（m＜MKMR），结果见图 S。=
=

=
=

图 R= =缺血再灌注损伤心肌线粒体去能量条件下 mmqm 开

放实验= E x±sI=n=Z=QF=
cigK=R= =mmqm=opening=in=isolated=deJenergised=mitochondria=
with=fLo=injuried=myocardia=E x±sI=n=Z=QF= =

=
=

图 S= = vve对缺血再灌注损伤心肌线粒体 mmqm开放的影

响= E x±sI=n=Z=SF=
cigK= S= =bffects=of=vve=treatment=of=perfused=rat=hearts=on=
mmqm=opening=in=subsequently=isolated=mitochondria=E x±
sI=n=Z=SF=

PKSKO= = vve、参麦注射液、丹参注射液与线粒体孵

育对 mmqm开放的影响= = CsA、vve（OKR、R、NM、
OM=μiLmi）、参麦注射液（OKR、R、NM、OM=μiLmi）
均显著抑制 A值下降，线粒体肿胀率与对照组比较，

差异显著（m＜MKMN）。丹参注射液（OKR、R、NM、OM=
μiLmi）对线粒体肿胀率无显著影响。结果见图 T。=
Q= =讨论=

参麦注射液可以显著降低急性心肌梗死患者

病死率、心衰发生率、再灌注心律失常发生率等xNUz。

丹参具有抑制血小板聚集、降低血黏度、改善微循

环、保护缺血缺氧心肌细胞的作用。二者合用具有=

=

= = = = = = = = = = = = = = = =
=

图 T= = vee、参麦注射液和丹参注射液体外对正常心肌线粒体 mmqm开放的影响= E x±sI=n=Z=UF= =
cigK=T= =bffects=of=vveI=phenmai=fnjectionI=and=aanshen=fnjection=on=mmqm=opening=in=isolated=mitochondria=E x±sI=n=Z=UF=

益气养阴、活血化瘀的功效，符合祖国医学“扶正

祛邪”的治疗原则。药物处理后的离体心脏提取线

粒体，常用“无能量条件 mmqm 开放实验”，考察

药物对 mmqm的抑制情况，文献报道xNVz，心脏遭受

fLo 损伤后提取的线粒体在 CaOH诱发下，A 值显著

下降，而心脏保护药物、缺血预处理、低温预处理

能显著抑制 A值下降，抑制 mmqm的开放。也有文

献报道xOMz，缺血预处理后提取的心脏线粒体在体外

更容易开放。=

故首先提取了未经缺血、缺血后再灌注 P=min、
再灌注 NOM=min心脏线粒体，进行了 mmqm开放实

验，结果提示，未经缺血的心脏线粒体，在外源

性钙刺激下 A 值急剧降低、mmqm 大量开放；再

灌注 NOM= min 的线粒体 A 值下降不明显，可能由

于 mmqm 在体时已经基本全部开放，细胞已经发

生凋亡或坏死。并参考相关文献报道xNVIONz，故选

取了缺血 PM=minL再灌注 P=min进行离体心脏给药后

mmqm开放实验。结果表明，vve处理的离体心脏
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mmqm 更容易开放，表明其含有较多未开放的线粒

体，提示 vve 在体时可能减少了诱发 mmqm 开放

的因素，如再灌注期间活性氧类物质的产生及线粒

体钙超载，从而“间接”抑制了 mmqm开放，减少

了其凋亡或坏死的发生，保护了线粒体完整性；而

CsA 抑制 mmqm 开放的机制可能是 CsA 通过和

CymJa的结合，抑制 CymJa氨基脯氨酸顺反异构酶

活性，阻止 CymJa和 Akq的结合，防止了有利于

mmqm开放的 Akq胞浆构象的形成，因而其处理过

的心脏分离的线粒体对外源性 CaOH不敏感xOOz，即使

在体外 mmqm也不容易开放。结果提示，vve抑制

mmqm开放的作用机制可能与 CsA不完全相同。=
除“间接”抑制 mmqm开放外，vve也可能通

过作用于 mmqm的结构蛋白，提高了线粒体对引起

mmqm 开放因素刺激的耐受性，从而“直接”抑制

mmqm开放，如同 CsA一样。为了进一步研究 vve
对 mmqm的抑制作用及发挥作用的主要药物，进行

了 vve、参麦及丹参注射液与线粒体孵育后 mmqm
开放检测。结果显示，vve、参麦注射液与线粒体

孵育能直接抑制 mmqm开放。=
mmqm 开放是引起心肌 fLo 损伤的关键因素，

mfPhJAkt和 bohNLO通路是在其损伤中介导心肌保

护的重要信号转导通路，再灌注期间激活 mfPhJAkt
及 bohNLO信号通路，能够抑制 mmqm开放，在线

粒体水平发挥心肌保护作用。结果显示，vve能够

改善离体心脏 fLo 后血流动力学恢复，降低 Ch、
iae的释放，减少心肌梗死面积，减轻心肌组织超

微结构损伤。当 vve与 mfPh选择性抑制剂 iv同

时应用时，vve改善血流动力学、减少心肌梗死面

积的作用被部分或完全消除，vve 能上调心肌

pJAkt、pJbohNLO、pJdphJPβ 蛋白表达，而 iv 阻

断了 vve诱导的 pJAkt、pJdphJPβ 蛋白表达上调，

可见增加 Akt、bohNLO及 dphJPβ 磷酸化蛋白表达

可能在 vve减轻心脏 fLo损伤中发挥了重要作用。=
综上所述，vve 可能主要通过激活 mfPhLAkt

和 bohNLO信号通路，抑制 mmqm的开放，在线粒

体水平发挥心肌保护作用，从而减轻心脏 fLo损伤；

其抑制 mmqm开放的作用机制与 CsA不完全相同；

发挥直接抑制 mmqm开放的药物是参麦注射液。=
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