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心虚证大鼠心肌荧光组织化学及超微结构的实验研究

刘黎青
，
周盛年

�

摘要 目的
�

观察心虚证对心肌细胞微细结构及超微结构的影

响
。

方法
�

选用健康大鼠随机分为造模组和对照组
，

于造模
‘

���
、

���分别取心肌组织作冰冻切片
、

超薄切片
，

采用 荧光组织化

学及电镜技术 观察心肌细胞内糖原和 ��� 的分布
、

含量 及超

微结构的变化 结果
�

心虚证造模组大鼠的心肌细胞在 比�后

过碘酸
一

����“ 反应 �荧光 ���反应 �明显减弱
�

���后 ��八 荧

光反应阳性物明显低于 对照组
�
电镜观察心肌细胞内线粒体肿

胀
、

变形
，

峙断裂
，

数量减少
，

基质密度降低
�

肌原纤维有断裂
，

糖原减少 经立体学定量分析
，

线粒体体密度 与对照组相 比差

异有显著性��
，

� 。
�

��� 结论
�

心虚证可导致心肌细胞的损伤
，

影响心肌代谢及细胞结构
。

本研究为心虚证的病因病机学提供

一定的实验依据
�

可指导临床治疗
。

主题词 心虚�病理学 心肌�超微结构 诬 荧光组织化学

中医学认为
，

心主血脉
，

主神志
。

脉为血之府
，

全身

的血均在脉中运行
，

且有赖于心脏的正常搏动而输送

到全身
，

发挥濡养作用
。

心主神志即心藏神
，

神指人体

生命活动的外在表现
，

指人的精神
、

意识
、

思维活动
。

张

介宾在 《类经 》中指出
� “
情致之伤

�

虽五脏各有所属
，

然

求其所由
、

则尤不从心而发
” ’ 。

血是神志活动的物质

基础
�

推动血液运行的动力是心气
，

只有心气充沛
，

才

能保证机体脏腑器官生理功能的进行
。

因此
、

心主神明

和心主血脉的功能是密切相关的
，

二者相互影响
，

相互

协调
。

目前
，

对心虚证的临床研究较深人
，

基础研究较

少
，

采用荧光组织化学及电镜技术
，

研究心虚证大鼠心

肌细胞内糖原和 ���� 的分布
、

含量及超微结构变化

少见报道
。

本实验研究试图探讨心虚证与心脏功能障

碍及结构损伤之间的关系
，

为中医独特的病因学提供

科学依据
。

� 材料和方法

�
，

� 动物分组
�

实验动物选取 ��跳
�，
系雄性成年大

鼠 �。 只
，

体重 ���一����
，

由山东大学实验动物中心

提供
。

大鼠在安静
、

温暖
、

避强光的环境中饲养 �周后
，

随机分为实验造模组和对照组
，

室温 ��一�� �
。

� 山 东中医药人学组织学 与胚胎学教研室 山东省济南市经 十

路 ��号 ����������

� 山东大学齐鲁派 院

收稿 日期
�

����论 一 士。 一 即 �

修 回 日期
�忿以��一 ��一 肠

�
�

� 动物模型的建立
�

在 自然光照条件下
，

于实验室

内采 用 小 站 台 水 环 境 技 术剥 夺 大 鼠快 速 眼 动 相

���� �睡 眠 方 法 建 立 心 虚 证 动 物 模 型川
，

按

�����碗
�川的工作条件

，

将实验组大鼠放在高于水面

�
�

��。 的小站台上
，

站台直径为 �
�

���
，

同时于实验室

中放置一个定时钟
，
��分钟响铃 �次

。

对照组大鼠放

在高于水 面 �
�

��� 的大站台上
，

站台直径为 ��
�

����
。

实验期间
，

两组大鼠均可 自由饮水和摄食
。

�
�

� 操作方法
�

于造模的 ���
、

���
，

分别取实验组及

对照组大鼠各 �� 只
，

快速断头处死 �在冰盒上迅速取

心肌组织 �组织块宜小�
。

�
�

�
�

� 荧光组织化学方法
�

组织块经 ������ 液 固定

后
，

用 �� 恒冷箱切片机进行冰冻切片�厚度 ��拜��
，

分两套收集切片
。

过碘酸
一

������反应 �荧光 ���反应�

方法如下
，

切片经 ��高碘酸水溶液
，

人叮咤黄 �山���

试剂染色
，

在 ��盐酸乙醇中分化
，

梯度 乙醇脱水
，

二

甲苯透明
，

��� 封片
，

待观察
。

荧光 ������
� 染色时可

切 片入 �� 盐酸水解
，

蒸馏水洗后入 叮陡黄 ������ 式

剂染色
，

再经蒸馏水洗后
，

入 ��盐酸 乙醇中分化
，

悦

水
、

透 明
、

封 片 步 骤 同 上
，

待 观 察
。

以 上 切 片 在

���� ���� 万能显微镜下观察
，

激发滤片 ����
，

屏障

滤片 ���一 ���
。

�
�

�
�

� 电镜标本采集及样本处理
�

于造模的 ��� 在大

鼠心脏取 ����
“
心肌组织

，

置人 ��戊二醛固定液中
，

��条件下 固定 ��
，

用 ���
�

�的 ���冲洗 �次
，

再用

��四氧化饿后固定 ��
，

用 ���充分漂洗后
，

梯度乙醇

脱水
。

用 ��� 树脂包埋
，
���

一

� 型超薄切片机切片
，

醋

酸双氧铀和拘椽酸铅染色
。

用 ����
一

������ 透射电

镜观察 �加速电压 ����
，

放大倍率在 �
�

�万 � �
�

�万

倍之间�并摄影
。

�� � 指标测定

�
�

�
�

� 荧光组织化学反应
�
���荧光阳性物定性观测

。

���荧光阳性物半定量观侧
�

观察阳性荧光物的密度和

强 度
。

将 阳性荧光物分为强 阳性 �� 十 � �
，

阳性 �十

十 �
，

弱阳性 �十 �
。

� �
�

� 电镜技术
�
���电镜定性观测

�

观察心肌细胞线

粒体
、

糖原
、

肌原纤维等的分布
、

含量及毛细血管的超
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附表 两组心肌线粒体密度比较�牙士
��

组 别 造模时间 标本数 线粒体占核周胞质比例 ���

对照组 ��小时 �� ��
�

��士 �
�

��

造模组 ���】、 时 �� ��
�

��士 �
�

��
‘

与对照组 比较
， ， ���� ��

微结构
。

���电镜定量观测
�

用形态学计量法经立体学

定量分析
，

观测线粒体体密度
。

� 结果

�
�

� 荧光组织化学反应

�
�

�
�

� 荧光 ���反应
�

对照组大鼠的心肌细胞胞质

内
，

分布有大量的糖原
，

呈金黄色荧光颗粒
，

近肌膜处

尤为明显
，

金黄色荧光颗粒聚集排列成金黄色线样结

构
，

荧光阳性物呈强阳性 �� � 十 �
，

其他部分呈绿色荧

光
。

实验组大鼠心肌细胞胞质内的金黄色荧光颗粒明

显减少
，

荧光强度减弱
，

荧光 阳性物呈 阳性或弱 阳性

�十 十 一 � ��尤其在造模 ��� 荧光 阳性物呈弱 阳性

�� �
，

分布在肌膜附近
，

其他部分呈绿色荧光
。

�
�

�
�

� 荧光 ������� 染色
�

对照组大 鼠的心肌细胞

内
，

有体积较大的亮金黄色荧光物�为心肌细胞核内的

��� �
，

位 于心肌细胞 的中央
，

荧光 阳性物呈 强 阳性

�� � � �
，

周围部分呈暗绿色荧光
。

实验组大鼠心肌细

胞 内的亮金黄色荧光物
，

大小不等
，

荧光强度减弱
，

荧

光 阳性物呈 阳性 �一 � ��造模 ��� 大鼠心肌细胞内的

荧光阳性物呈弱 阳性 �� �
，

数量明显减少
，

荧光强度明

显减弱
，

周围部分呈暗绿色荧光
。

艺
�

� 电镜技术

�
�

�
�

� 电镜定性观测
�

对照组心肌细胞形态结构完

整
，

肌质较丰富
，

内含各种细胞器及丰富的线粒体和糖

原
，

肌原纤维完整
。

线粒体体积较大
，

为圆形或卵圆形
，

呈串状排列在肌丝区之间
，

线粒体崎结构清晰
，

线粒体

周围有糖原分布
，

闰盘处可见细胞连接
。

毛细血管内皮

细胞结构完整
，

形态正常
，

内皮含大量吞饮小泡
。

造模

组心肌细胞轮廓较模糊
，

肌质内细胞器结构不完整
。

线

粒体大小悬殊
，

排列不规律
，

且出现肿胀和畸形
，

线粒

体崎变形
、

扭曲
，

甚至断裂
、

消失
，

呈空泡状
，

基质密度

减少
，

糖原分布稀疏
，

肌原纤维有断裂
。

细胞核局部有

凹陷
，

染色质聚集呈块状或溶解
，

核仁松散或消失
。

闰

盘局部细胞连接有损伤
。

毛细血管内皮的吞饮小泡数

量减少
。

�
，

�
�

� 电镜定量观测
�

附表示
，

心肌线粒体密度造模

组与对照组 比较
，

差异有显著性 �尸��
�

���
。

� 讨论

该造模法剥夺大鼠 ��� 睡眠
，

再加上间断的定

时钟铃声刺激
，

均可使深度睡眠或梦中的大鼠突然坠

人水中
，

由梦中惊醒
，

该情况反复发生
，

造成不寐
，

模

拟了中医
“
惊

”
和

“
劳

”
的病因

。

反复的刺激造成生化之

源不足
，

心失所养
，

心不主血
，

神不内守
，

致大鼠出现

心悸
、

失眠
、

易惊
、

体倦无力
、

心神不宁等
。

根据孙福

立等侧心血管功能指标的测定
，

大鼠出现心率加快
、

血压降低
，

与中医所称的心悸
、

细数和细弱的脉象相

吻合
。

正常情况下
，

心肌细胞周围分布有大量的毛细血

管
，

心肌细胞内线粒体丰富
，
以保证氧和能量的供给及

氧化代谢的正常进行
，

使心肌有规律地进行舒缩活动
，

维持其射血功能
，

濡养机体
。

本实验结果表明
，

实验造

模组大 鼠心肌细胞 的荧光 ���反应及荧光 ������
�

染色的 ��� 反应均较对照组弱
，

反应产生的荧光 阳

性物强度降低
，

且随造模时间的延长反应强度 明显 降

低
。

心肌超微结构显示
，

线粒体数量及形态结构变化较

大
，

糖原减少
，

细胞器及细胞核均有不同程度的损伤
�

肌纤维间的毛细血管内皮受损
，

吞饮小泡减少
。

这说明

造模组大鼠因不 良刺激
、

过于疲劳
，

致机体耗氧量增

加
，

使心肌相对缺氧
。

在缺氧情况下
，

心肌的磷酸肌酸

及 ���被大量消耗
，

有氧氧化障碍
，

糖酵解加强
，

糖

原 分解加速
，

故糖原 明显 减少甚 至 消失
，

致 使荧 光

���反应减弱
�
能量代谢障碍

，

同时还影响到 ��� 的

合成和代谢
，

致使染色质内的 ��� 被酶解成片段
，

导

致荧光 ��� 反应减弱
。

由于糖酵解释放的能量有限
�

能量供给相对不足
�

引起心肌收缩力下降
，

血压下降
，

心肌缺血缺氧及代谢障碍
，

导致心肌超微结构的改变
�

出现电镜下观察到的线粒体的改变
、

肌原纤维的改变
、

毛细血管的改变等结构变化及线粒体数量减少
。

线粒

体被称为细胞内的
“
能量工厂

” ，

其主要功能是进行 氧

化磷酸化
，

合成 ���
，

为细胞生命活动提供直接能量
。

同时
，

线粒体亦是细胞 内最易受损伤的一个敏感的细

胞器
�

它可显示细胞受损伤的程度
。

本实验结果从心肌

细胞的功能及结构变化解释
、

印证了心虚证 的临床表

现
，

反映了心虚证与心脏功能障碍及结构损伤之间 的

关系
，

为临床诊断治疗心虚证提供实验依据工
。
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