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三七总皂贰对心肌缺血一再灌注损伤的影响
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摘要 目的
�

研究心肌缺血 一再灌注时中性粒细胞�����核

因子一 �����一 ���活性
、

细胞间粘附分子 ����� 一 ��表达
、

中性粒细胞粘附浸润的变化及三七总皂贰的心肌保护作用
。

方法
�

新西兰兔 ��� 只分为
�
���缺血一再灌注组

� ���三七总

皂贰预处理组����预处理组�
� ���假手术对照组 �每组又分

缺血前���
、

再灌注后 ��
、

��
、

��
、

���
、

���
、

���分钟时相点
。

用流式细胞仪检测中性粒细胞 ����一 �的表达
，

凝胶电泳迁

移率分析检测 ��一 �� 的活性
，

测定中性粒细胞与脐静脉内

皮细胞���一 ����的粘附率
，

用髓过氧化酶法 �����定量测

定心肌组织中浸润的中性粒细胞
。

结果
�

在缺血一再灌注组中

心肌再灌注 �� 分钟后 ��一�� 活性开始增高
，
��� 分钟达到

高峰
，

之后活性下降
�
中性粒细胞 ����一 �的表达在心肌再

灌注 ��� 分钟开始增高
，

并与中性粒细胞的粘附率升高及心肌

浸润增加有相关性
�
在 ���预处理组

，
���能抑制 ��一��的

活化
、

中性粒细胞 ����一 �的表达和中性粒细胞的粘附及心

肌浸润
。

结论
�

心肌缺血一再灌注时刺激 ��一��的活化
，

启动

中性粒细胞 ����一 �的表达而参与缺血一再灌注损伤的发生

过程
�

三七总皂贰能抑制中性粒细胞 ��一��的活化
，

减少细

胞间粘附分子表达及中性粒细胞粘附浸润而起到心肌保护的

作用
。

主题词 心肌再灌注损伤�中医药疗法 心肌再灌注损伤�代

谢 三七皂贰�治疗应用

中性粒细胞�����是参与心肌缺血 一再灌注损

伤过程����的重要的细胞成分之一
，

它在缺血心肌的

浸润可引起并加剧心肌细胞的再灌注损伤��，
�〕 。

细胞间

粘附分子 一 ������一 ��是介导中性粒细胞与内皮细

胞粘附的主要粘附分子
，

其在心肌缺血一再灌注损伤

中起重要作用闭
。

核因子 一�����一���是一个遍在

的核转录因子
，

它活化后能调控包括 ����一 �在内

的一系列基因的表达并影响多种病理生理过程川
�三

七总皂贰�����是传统中药三七的主要成分
，

具有抗

心肌缺血再灌注损伤的作用��，
�〕 。

我们的实验采用兔心

肌缺血 一再灌注模型
，

观察三七总皂贰对心肌缺血 一

再灌注时中性粒细胞 ��一��活性变化
、

细胞间粘附

分子表达及中性粒细胞粘附的影响
，

进一步探讨心肌

缺血一再灌注损伤的发生机制及三七总皂贰心肌保护

作用的机理
。

中国人民解放军成都军区总医院心胸外科
、

心血管内科
、

临

床实验科
，

成都市外北天回镇��������

收稿 日期
�����一 �一 ���修回 日期

�����一 ��一 ��

� 材料与方法
�

�

� 主要试剂及仪器
�

���� 一 �单克隆抗体
，

美国

�����
公司 �毗咯基二硫氨基甲酸醋���������一��

抑制剂
，

美国 �����
公司 ��、

激酶��
�������一 ����购

自 ����� ���一 �� 寡聚核昔酸探针 �，
一 ��� ���

��� ��� ��� ��� ��� �一 �
’
由上海生工合成 ���

一 �������北京亚辉生产 �电泳仪����一����
，

图像扫

描仪����
�����

，

低温离心机�����
��

，
液体闪烁计数仪

�芬兰 ���一 �����
。

三七总皂贰产自云南植物药厂
。

人脐静脉内皮细胞株 ��一���购 自��������� 公司
。

�
�

� 实验分组及动物模型的制备
�

参照文献 〔�〕方法
制作动物模型

�

麻醉兔胸正中切 口显露并结扎左冠状

动脉前降支 �����
，

造成心肌缺血
，

�� 分钟后开放

���进行再灌注
。

新西兰大耳白免 �� 只
，

体重 �
�

��

�
�

���
，

随机分为
�
���缺血 一再灌注组

����三七总皂

贰预处理组����预处理组�����假手术对照组
。

每组

又设缺血前���
、

再灌注 ��
、

��
、

��
、

���
、

���
、
���分钟

时点
。

每时点 �只动物
，

其中 �时点为各组共用
。

缺血

一 再灌注 组 在缺血前 �� 分 钟静脉注射 生理 盐水

����
，
���预处理组在缺血前 �� 分钟静脉注射 ���

��������
。

假手术对照组不作动脉结扎
。

分别于各时

相点采血并迅速取出兔心备用
。

�� � 检测指标及方法

�
�

�
�

� 中性粒细胞 ���� 一 �的表达
�

抗凝血 �
�

���

采用流式细胞术方法测定
。

�
�

�
�

� 中性粒细胞 ��一��活性测定
�

抗凝血 �
�

���

按照以下步骤进行
�
���中性粒细胞的分离

�

参照文献

仁�〕采用 ������一步法分离中性粒细胞
。

用无血清

���� 悬浮 ���
，

配制中性粒细胞工作悬液 �
�

��

�护���
。

吸取此悬液 �
�

����与等量 ��台盼蓝混合做

染色检查
，

活性中性粒细胞�无色�大于 ���
，

姬姆萨

染色 ��� 纯度在 ���以上方可用于实验
。

分离的

��� 立即放入 �℃冰箱保存
，

在 �小时内使用
。

���细

胞核蛋 白的提取川
�

上述分离的中性粒细胞
，

冷 ���

冲洗并离心
，

沉淀悬浮于 �。 。闪冷的缓冲液 ��������

����� 一 ���
，
�

�

����� ����
�，

������ ���
，

�
�

��������
，
���������

，
�“ �������������

，
��“ ��

����������� ���
�

��
，

冰置 ��分钟
，

加入 �����一 ��

��川涡旋 ���
，

离心
。

沉淀重新悬浮于 ��川冷的缓冲液
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表 � 各组中性粒细胞 ����
一

�的变化比较�平均荧光强度
，
王士

��

组别 兔数
实 验 时 间�����

缺血一再灌注组

���预处理组

假手术对照组

�
�

��士�
�

��

�
�

��士� ��

�
�

��士�
�

��

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士�
�

��

�
�

��士�
�

��

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士�
�

��

�
�

��士 �
�

��
书
�

�
�

��士 �
�

��
普 令▲

� ��士 �
�

��

��
�

��士 �
�

��
“ �

�
�

��士 �
�

��
节 �▲

�
�

��士 �
�

��

��
�

��士�
�

��
书

��
�

��士 �
�

��
苦

�

� 鑫

�
�

��士 �
�

��

与假手术对照组比较
， � 尸��

�

��
�
与缺血前比较

，
�尸� 。

�

�� �
与缺血一再灌注组比较

，▲尸� 。
�

��

表 � 各组中性粒细胞 ��一��活性的变化�积分灰度值又 ���
，
王士 、 �

组别 兔数
实 验

��

时 间���
��

缺血一再灌注组

���预处理组

假手术对照组

��士 �

��士 ��

��士 �

���士 ��
铸 �

��士 ��
“ �▲

��士��

���士 ��
书 �

���士 ��
苍 令▲

��士��

���士 ��二
���士 ��

甘 令 ‘

��士 ��

���士 ��
升
�

���士 ��
拓 �▲

��士 �

���士 ��
普 �

���士 ��
份 �▲

��士 ��

���士 ��
普 �

���士 ��
枯
今▲

��士 ��

与假手术对照组比较
， ， 尸��

�

�� �
与缺血前比较

，
�尸��

�

�� �
与缺血一再灌注组比较

，▲尸���

��

表 � 中性粒细胞
一

��
一
��� 粘附率的变化��

，
王士 ，�

组别 兔数
实 验 时 间���

��

���

缺血一再灌注组

���预处理组

假手术对照组

�
�

�士 �
�

�

�
�

�士 �
�

�

�
�

�士�
�

�

��
�

�士 �
�

�二
�

�

�士 �
�

�
璐 � ‘

�
�

�士 �
�

�

��
，

�士�
�

�
“
�

��
‘

�士 �
�

�二 ‘

�
、

�士�
�

�

��
，

�士 �
�

�
褥 �

��
�

�士 �
�

�二�

�
�

�士 �
�

�

��
�

�士 �
�

�二
��

�

�士�
�

�二▲

�
�

�士 �
�

�

��
�

�士 �
�

�
苍 �

��
�

�士 �
�

�二 ‘

�
�

�士 �
�

�

与假手术对照组比较
， ， 尸� 。 �

�� �
与缺血前比较

，
�尸��

�

�� �
与缺血一再灌注组比较

，▲尸� 。
�

��

裹 � ��� 的变化比较�牙士
��

组别 兔数
实 验 时 间�

�、���

缺血一再灌注组

���预处理组

假手术对照组

�
�

��士 �
�

�

�
�

��士 �
�

�

�
，

��士 �
�

�

��
�

��士�
�

��
赞 �

��
�

��士 �
�

��
“
�▲

�
�

��士�
�

��

��
�

��士 �
�

��
璐 �

��
�

��士�
�

��二▲

�
�

��士 �
�

��

��
�

��士 �
�

��
�
令

��
�

��士�
�

��
璐 �▲

�
�

��士 �
�

��

与假手术对照组比较
， ， 尸� 。 �

�� �
与缺血前比较

，
�尸� 。

�

�� �
与缺血一再灌注组比较

，▲尸� 。 �

��

� ������������ 一 ��� ���
�

�
，
��� ��������

，

�����������
，
�

�

���������
�，
�

�

���������
，

�
�

��������
，
���������

，
�拼����

���������
，
��拌��

������������
，

冰置 ��分钟
，

振荡 �分钟
，

离心取上清
。

核蛋白用考马斯亮兰法定量
，

储存于一��℃待用
。

���

双链寡核昔酸探针的标记���〕 �依次加入寡核昔酸探针

������扭���
�

�拌�
，
�� ��多核昔酸激酶缓冲液 �拜�

，
��

多核昔酸激酶 ����扭���
�

�拜�
， 〔下一 ���〕������拼���

拌���
�

�拼�无核酸酶水 ��
�

�拌�
，

共 ��拼�反应混合液于

����孵育 ��分钟
，

加入 �拜��
�

��������� 终止反

应
，

然后加入 ��拌��� 缓冲液 ��� ��������一 ���
，

����� ����
，
�� �

�

��
。

用乙醇沉淀法去除未标记寡

核昔酸探针
。

闪烁计数仪测定标记效率
，

每微升的
���

值在 �����一������之间方可使用
。

���凝胶电泳迁移

率变化分析��������
‘ 〕 ��拼�核蛋白同 �� 结合缓冲液

�含 �拼��拼����� ��一��
，
����������一 ���

，
������

����
，
�

�

���������
，
��甘油

，
��������

，
�拼�扭�

��� ���
�

��
，
�

�

�拼�标记寡核昔酸探针于 ��℃反应 �

小时
。

���一蛋白复合物经 ��非变性聚丙烯酞胺凝

胶于 ���� 电泳 �小时
，

真空负压加热干燥凝胶后
，
一

�� ℃放射自显影
。

在凝胶电泳率实验中设特异性竟争

性对照
，

即在反应体系中加入 ��� 倍未标记的特异性

��一��探针
，

室温下置 ����� 后加入标记探针
。

以后

步骤同凝胶电泳迁移率实验
。

将显影结果经扫描仪扫

入计算机中
，

图像分析系统进行分析
，

以积分灰度值表

示 ��一��的活性变化
。

�
�

�
�

� 中性粒细胞 一 ��一 ��� 粘附率测定
�

抗凝血

�
�

���上述方法分离中性粒细胞
，

用无血清 ���� 悬

浮中性粒细胞
，

配制中性粒细胞工作悬液 �
�

。 又 �。 ‘
�

��
。

人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 株 加 入 ���� 培 养 基

����������
，

在 ��℃ �� ���

培养箱中培养
，
���天

�
�

���胰酶消化传代 �次
。

培养成功的 ��一 ��� 吸去

培养基
，

每孔加各时点中性粒 细胞 ��
�

。 只 �少����

��。川�其中含有 �只 �护 个中性粒细胞�
，

作用 �� 分钟
，

然 后 吸 出上 清 液
，

再 用 ���川 无 血 清
、

无 抗 生 素

���� 培养基轻洗 �次
，

共 ���扛�
，

一并收集于 ��管

中
。

目视计数法计数 ��管中的 ��� 数
，

每管计数 �

次
。

采用以下公式计算粘附率
�

粘附率�
�又 ���一收集 ��� 数

�只 ���

�
�

�
�

� 中性粒细胞心肌浸润程度 �����的测定
�

参



����
�

���
�

����
，
���

�

��
，
��

�

�

照罗武生阳二的方法进行
。

�
�

� 统计学处理
�

以上数据以均数士标准差 ��牙士
��

表示
，

统计学方法采用第三军医大学数理统计软件作

方差及相关性分析
。

� 结果

�
�

� 缺血 一再灌注时中性粒细胞 ���� 一 �的表达

规律
�

表 �示
，

对照组中性粒细胞 ����一 �表达在整

个实验过程中无明显改变�尸� 。
�

���
，

而缺血 一再灌

注组和 ���预处理组 ����一 �表达从再灌注 ��� 分

钟开始明显升高
，
��� 分钟最高

，

与对照组比较差异具

有显著意义�尸� 。
�

���
。

���预处理组较缺血 一再灌

注组增高幅度低�尸��
�

���
。

�
�

� 缺血 一再灌注时中性粒细胞 ��一��活性变化
�

表 �示
，

中性粒细胞中��一��有一定的基础活性
。

对

照组中性粒细胞 ��一��活性在整个实验过程中无明

显改变�尸� 。
�

���
，

而缺血一再灌注组
，
��一��在心

肌再灌注 �� 分钟后即被激活
，
��� 分钟活性达到高

峰
，

后逐渐下降
，

但仍高于再灌注前 �尸� 。
�

���
。

���

预处理组
，
��一��活化规律与缺血一再灌注组相似

，

但其活化程度明显低于缺血一再灌注组����
�

���
。

�
�

� 缺血一再灌注时中性粒细胞一 ��一 ��� 粘附率

的变化
�

表 �示
，

对照组中性粒细胞一��一���粘附率

在整个实验间没有明显变化�尸� 。
�

���
，

在缺血 一再

灌注组和 ���预处理组中
，

心肌缺血一再灌注组 ���

分钟时中性粒细胞 一 ��一 ��� 粘附率明显升高
，
���

分 钟最高
，

与对 照组 比较差别具 有显著意 义 �尸�

�� ���
。

���预处理组较缺血一再灌注组增高幅度低

����
�

���
。

�
�

� 缺血 一 再 灌注 时 中性粒 细 胞心肌 浸润 程 度

�����的变化
�

表 �示
，

对照组 ��� 在整个实验期间

没有明显变化 �尸� 。
�

���
，

在缺血 一再灌注组和 ���

预处理组中
，

心肌缺血 一再灌注 ��� 分钟时 ��� 明

显升高
，
��� 分钟最高

，

与对照组比较差别具有显著意

义�尸��� ���
。

���预处理组较缺血 一再灌注组增高

幅度低�尸��
�

���
。

心肌缺血 一再灌注时
，

中性粒细胞的 ���� 一 �

的表达与中性粒细胞一��一 ��� 粘附率及中性粒细

胞心肌浸润程度 �����的变化有显著相关性 �� �

�
�

����
，
���

�

����� �
�

����
，
���

�

���
。

� 讨论

核因子一��是一个核转录因子
，

为 ��� 蛋白家族

成员
，

由多肤 ��� 和 ��� 亚基形成同源性或异源性二

聚体
。

非活化状态的 ��一�� 以与 ���聚合的三聚体

形式或与前体蛋白聚合的二聚体形式存在于胞浆中
。

多种因素如细胞因子����一
。 、

��一 ��
、

卜
��

、

病毒
、

氧化剂
、

异种抗原及紫外线照射等均是 ��一��活化

的刺激信号
，

能通过多种不同的信号转导途径
，

激活

��一��诱导激酶 �����或活化途径中的其它激酶
，

使 ���磷酸化
，

在蛋 白水解酶作用下发生降解
，
从而

使 ��一��得以活化而转核发挥其调控作用
。
��一��

活化后能调控一系列基因的表达
，

如粘附分子家族的

���� 一 �
、

���� 一 �
、

�一 ��������
、

�一 ��������
，

前炎

症性细胞因子 ���一 。 、

��一 �月
、

�� 一 �
、

��一 �
，

化学趋

化因子 ���一 �
、

�� 一 �以及一些受体分子 �� 一 �受

体
、

� 细胞受体
。 、

�链等川
。

而这些物质都能直接或间

接地参与心肌缺血一再灌注损伤
。

研究表明���〕 ，

在培

养的心肌细胞缺氧再给氧时
，
��一��被激活

，

其活性

变化与 ����一 �的表达及心肌损伤有明显关联
。

也

有资料提示��，
‘�〕 ，
��一��参与了心肌的缺血预适应

。

从而表明 ��一��与心肌缺血 一再灌注损伤关系密

切
。

中性粒细胞在心肌缺血一再灌注后炎症反应中扮

演重要角色
，

随着再灌注的进行
，

大量活化的中性粒细

胞聚集在心肌微血管内并浸润到心肌组织中
，

通过释

放细胞炎性物质
、

氧自由基
、

蛋白酶等物质引起心肌损

伤��，
‘�〕 。

在介导中性粒细胞与内皮细胞粘附的过程中
，

����一 �起重要作用
。

有研究表明
，

缺血一再灌注后

心肌 ����一 �表达明显增高���
， ‘�〕 。

����一 �表达增

高导致中性粒细胞浸润增加
，

心肌组织细胞损伤加剧
。

使用 ���� 一 �单抗或 ����一 �表达抑制剂即能达

到心肌保护作用
。

但以往的研究更多地注意 ����一 �

的心肌表达
。

我们的实验显示
，

中性粒细胞在缺血一再

灌注后同样表达 ����一 �
，

从再灌注后 ��� 分钟开始

至 ��� 分钟逐渐增高
，

并与中性粒细胞与内皮细胞粘

附率以及中性粒细胞的心肌浸润程度有相关性
。

提示

中性粒细胞的 ����一 �表达也是心肌缺血 一再灌注

损伤发生的重要因素
。

三七是我国的传统中药
，

具有散疲止血
、

消肿定痛

的功效
。

其主要成分三七总皂贰�����具有耐缺氧
、

降

血糖血脂
、

改善微循环
、

增强机体免疫力
、

抗炎
、

抗衰老

等多方面的生理活性山〕 。

目前认为
，
���对抗心肌缺

血再灌注损伤的作用机理主要是
，

抗氧自由基损伤 �抗

脂质过氧化 �抑制钙通道防止钙超载 �抑制肾素活性
，

降低 ����
����

�
比值 �提高心肌 ��� 活性 �增加心肌

营养血流量等川
。

那么三七总皂贰又如何改善心肌微

循环
，

减轻再灌注后的
“
无复流

”
现象� 本研究表明

，

在

缺血一再灌注时
，

中性粒细胞内的 ��一��在再灌注

�。 分钟时被激活
，
��� 分钟时活性达到最高

，
之后活性

有所下降
。

再灌注同时促使中性粒细胞的 ����一 �



·
��

·

表达增加
，
而且 ��一�� 的活性升高远在 ���� 一 �

的表达升高之前 �用三七总皂贰预处理后
，
��一��的

活性明显被抑制
，

同时伴有 ���� 一 �表达的下降及

中性粒细胞与内皮细胞粘附率
、

中性粒细胞心肌浸润

的减少
。

提示中性粒细胞的 ��一��活性变化与心肌

再灌注损伤有关
。

从而在转录水平上表明心肌缺血一

再灌注时存在 ��一��活化的信号传导途径
。

��一��

被激活后
，

通过调控粘附分子等蛋白的表达而参与再

灌注损伤的发生过程
。

三七总皂贰通过抑制 ��一��

的活化
，

减少中性粒细胞粘附分子表达及中性粒细胞

与内皮细胞粘附
、

中性粒细胞的心肌浸润程度
，

从而改

善心肌微循环而起到心肌保护的作用
。

这也进一步阐

明了三七总皂贰心肌保护作用的分子机理并为对抗心

肌缺血一再灌注损伤提供了新的治疗途径
。
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