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［摘要］ 目的 探讨加味丹参饮治疗心肌缺血再灌注损伤的可能作用机制。 方法 将体外培养的 H9C2 心
肌细胞随机分为 6 组，每组 6 个复孔。空白血清组在含 15%空白血清培养液中常规培养 29 h; 缺氧预处理组
更换缺氧培养液缺氧 20 min，复氧 20 min，再缺氧 20 min后换为空白血清培养液常规培养 24 h，缺氧 2 h，再
给氧 3 h; 缺氧 /复氧组在含 15%空白血清培养液中常规培养 24 h，更换缺氧培养液，缺氧 2 h，再给氧 3 h;
含药血清组在含 15%药物血清中常规培养 24 h，缺氧 2 h，再给氧 3 h; 含药血清 +自噬抑制剂组用 3-甲基腺
嘌呤 10 mmol /L预处理 30 min，余同含药血清组; 含药血清 +自噬激动剂组用雷帕霉素 100 nmol /L 预处理
30 min，余同含药血清组。倒置显微镜观察各组心肌细胞生长及形态变化，比色法检测定各组细胞培养上清
液中乳酸脱氢酶 ( LDH) 漏出率，透射电子显微镜观察心肌细胞自噬体形态及数量变化，Western blot 法检
测各组自噬相关蛋白 LC3Ⅱ及 Beclin1 表达。 结果 与空白血清组比较，缺氧 /复氧组镜下心肌细胞变性坏
死程度增加，电镜下有少量自噬体，培养液中 LDH 漏出率增加，Beclin1 蛋白水平增加 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜
0. 01) ; 与缺氧 /复氧组比较，含药血清组及含药血清 +自噬激动剂组镜下心肌细胞变性坏死程度减轻，电
镜下自噬体数量增多，培养液中 LDH漏出率显著降低，LC3Ⅱ及 Beclin1 蛋白表达上升 ( P ＜ 0. 05) 。 结论
加味丹参饮可能通过上调自噬相关蛋白 LC3Ⅱ及 Beclin1 表达，增强细胞自噬，从而保护损伤的心肌细胞。
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心肌缺血后进行及时的再灌注治疗是当前降低

心肌梗死范围最有效的治疗策略，然而再灌注本身

可能导致缺血期已有的损伤加重，或者对细胞及其

细胞器造成新的损伤，此种现象称为缺血再灌注损

伤［1］，它的存在降低了血运重建相关技术的完整

获益，是临床治疗尚未逾越的难题之一。近年来普
遍认为自噬与心肌缺血再灌注损伤的发病过程存在

着“双刃剑”的相互作用关系［2］，因此，通过调
节自噬减轻心肌缺血再灌注损伤成为临床上新的治

疗靶点。本课题组前期研究发现，中药复方加味丹
参饮对缺血再灌注损伤心肌细胞具有明显的延迟保

护作用，具有抗炎、抗氧化、抗凋亡、调节自噬等
作用［3 － 5］。本研究通过体外观察加味丹参饮含药血
清对缺氧 /复氧 H9C2 心肌细胞自噬及其相关蛋白
LC3Ⅱ及 Beclin1 表达的影响，探讨该方治疗心肌
缺血再灌注损伤的可能作用机制。

1 材料与方法

1. 1 细胞株和实验动物
H9C2 大鼠心肌细胞株购自中国科学院上海细

胞库。清洁级健康雄性 SD 大鼠 40 只，8 ～ 10 周
龄，体重 250 ～ 280 g，由湖南斯莱克景达实验动物
有限公司提供，实验动物许可证号: SYXK ( 湘)
2013-0005。
1. 2 药物
加味丹参饮组成: 丹参 20 g，黄芪 20 g，赤芍

10 g，檀香 6 g，红花 6 g，当归 6 g，川芎 6 g等，水
煎 2 次，合并煎液，过滤浓缩至浓度为 2 g /ml，置
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于 4℃冰箱备用。
1. 3 主要试剂与仪器

3-甲基腺嘌呤 ( 3-MA，批号 S24823-1g ) 、雷
帕霉素 ( 批号 S17098-100mg) 均购自上海源叶生
物科技有限公司; 高糖 DMEM ( 批号 SH30022. 01，
Hyclone公司) ; 胎牛血清 ( 货号 10099141，GIBCO
公司) ; 0. 25%胰酶-EDTA ( 批号 blz-0193 ) 、青链
霉素混合液 ( 批号 10378 ) 、PBS ( 批号 blz-0099 )
均为 Solarbio公司产品; 乳酸脱氢酶 ( LDH) 试剂
盒 ( 货号 A020-2，南京建成生物工程研究所) ; 兔
抗大鼠 LC3Ⅱ ( 货号 3868T) 一抗购自 Cell Signa-
ling Technology 公司; 兔抗大鼠多克隆抗体 Beclin1
( 货号 ab62557) 、β-actin ( 货号 ab8226) 一抗购自
Abcam公司; PVDF 膜 ( 货号 10600023 ) 、ECL 化
学发光试剂盒 ( 批号 ＲPN22323 ) 均为 Amersham
公司产品。

CO2 细胞培养箱 ( 型号 HF160W，力康生物医
疗科技控股有限公司) ; 超净工作台 ( 型号 JB-CJ-
2B，常州普天仪器制造有限公司) ; 倒置显微镜
( 型号 XD-202，南京江南永新光学有限公司) ; 低
温高速离心机 ( 型号 5427Ｒ，德国 Eppendorf 公
司) ; 酶标仪 ( 型号 ELX800，美国 BioTek 公司) ;
凝胶成像分析系统 ( 型号 GelDoc XＲ System，美国
Bio-Ｒad公司) ; 蛋白电泳及转膜设备 ( 型号 Mini-
PＲOTEAN Tetra Cell 1658001、Mini Trans-Blot

Electrophoretic Transfer Cell 170-3930，Bio-Ｒad 公
司) ; 透射电镜 ( 型号 H7700，日立公司) 。
1. 4 含药血清制备

40 只 SD大鼠采用随机数字表法分为空白血清
组和含药血清组，每组 20 只。含药血清组大鼠给
予加味丹参饮 59. 28 g / ( kg·d) 灌胃，空白血清组
给予等体积蒸馏水灌胃。两组均每日灌胃 2 次，连
续 7 天。末次给药后 1h，无菌条件下，腹主动脉
插管取血，室温静置 2 h，3000 r /min 离心 10 min，
取上清。56℃ 灭活 30 min，0. 22μm 滤膜过滤除
菌，分装， － 80℃冰箱保存备用。使用前用 DMEM
培养基稀释成体积分数含药血清。
1. 5 缺氧 /复氧细胞模型的建立
将 H9C2 大鼠心肌细胞接种于 25 cm2 透气培养

瓶中，加入含 10%胎牛血清及 1%青链霉素混合液
的高糖 DMEM 培养基后置于 CO2 培养箱，在 5%
CO2、37℃饱和湿度环境中培养，次日换液，待细
胞汇合率达 80%时用 0. 25%胰蛋白酶消化制成单
细胞悬液后按 1 ∶ 3 比例传代，取对数生长期的细

胞进行实验。参照《药理实验方法学》［6］和课题组
前期建立模型［3］: DMEM 培养液用高纯氮气饱和
30 min，使培养液氧分压低于 4. 0 kPa ( 30 mmHg) ，
得缺氧培养液。心肌细胞单层换用缺氧培养液后，
培养液内立即充入氮气 ( 1 L /min 流量) 30 s 以驱
除瓶内氧气，然后塞紧瓶塞密闭培养。缺氧不同时
间后可造成心肌细胞不同程度的损害，按此方法造

成心肌细胞缺氧，缺氧 2 h 后换用正常培养液培养
3 h，造成再给氧损伤。
1. 6 实验药物浓度的筛选
取对数生长期 H9C2 心肌细胞制成单细胞悬液

后，以 5 × 104 个 /ml 密度接种于 6 孔板，每孔
1. 5 ml，贴壁后分为 6 个不同浓度含药血清组即
5%、10%、15%、20%、25%、30%的 DMEM 培
养基，同时设空白血清组加入等量含正常血清的

DMEM培养液，每组 6 个复孔。48 h 后参照文献
［7］方法测定乳酸脱氢酶 ( LDH) 漏出率: 1) 细
胞培养液中 LDH 的 OD 值测定: 吸出待测培养孔
内的培养液，以 3000 r /min 离心 10 min，取上清后
按试剂盒步骤测定各管吸光值 ( OD 值) ; 2) 细胞
匀浆中 LDH 的 OD 值测定: 将待测培养孔内的培
养液吸出后，培养孔内加入等量 PBS 液，用细胞
刮板刮取细胞并收集到相应编号的 EP 管内，在超
声波破碎仪上将细胞破碎，制成细胞匀浆后按试剂

盒步骤进行测定各管吸光值 ( OD 值) ; 3) 细胞培
养液 LDH漏出率 ( % ) =培养液 OD值 / ( 培养液
OD值 +细胞匀浆液 OD值) × 100%。
1. 7 分组及给药
取对数生长期 H9C2 心肌细胞采用随机数字表

法分为 6 组，每组 6 孔。空白血清组: 在含 15%
空白血清培养液中常规培养 29h; 缺氧预处理组:
更换缺氧培养液缺氧 20 min，复氧 20 min，再缺氧
20 min后换为空白血清培养液常规培养 24 h，缺氧
2 h，再给氧 3 h; 缺氧 /复氧组: 在含 15%空白血
清培养液中常规培养 24 h，更换缺氧培养液，缺氧
2 h，再给氧 3 h; 含药血清组: 在含 15%药物血清
中常规培养 24 h，缺氧 2 h，再给氧 3 h; 含药血清 +
自噬抑制剂组: 3-MA 10 mmol /L预处理 30 min，余
同含药血清组; 含药血清 +自噬激动剂组: 雷帕霉
素 100 nmol /L预处理 30 min，余同含药血清组。
1. 8 观察指标及方法
1. 8. 1 心肌细胞生长及形态变化 倒置显微镜下
观察各组细胞生长及形态变化并拍照。
1. 8. 2 心肌细胞培养液中 LDH漏出率比较 采用
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比色法检测，方法同 1. 6 中 LDH漏出率检测方法。
1. 8. 3 心肌细胞内自噬体形态及数量 收集各组
细胞加入 2. 5%戊二醛溶液固定过夜 ( 4℃ ) ，次日
用磷酸盐缓冲液洗涤 4 次，15 min /次，1%锇酸溶
液 4℃ 固定 2 h 后梯度丙酮脱水 ( 50%、70%、
90%、100% ) ，依次经渗透、包埋、聚合、切片、
染色等步骤后用透射电镜观察自噬体形态及数量

多少。
1. 8. 4 心肌细胞中自噬相关蛋白 LC3Ⅱ及 Beclin1
表达 采用 Western blot 法检测，收集细胞，加入
ＲIPA( 细胞裂解液) 和 PMSF( 蛋白酶抑制剂) ，冰上
裂解细胞 30min 后，4℃、12000 r /min 离心 5 min，
收集上清，BCA 法测定蛋白浓度。用 10% ～ 12%
SDS聚丙烯酰胺凝胶进行电泳，蛋白分离后在冷却
的含 20%甲醇的转移缓冲液中电泳转移至 PVDF膜。
转移后迅速置于 TBS 液中，随后在室温下含 5%脱
脂奶粉的 TBST中封闭 1 h，洗涤后用相应的一抗按
1 ∶ 1000的比例稀释后 4℃孵育过夜，脱色摇床洗膜
3次 ( 15min /次) ，洗涤后用 ECL 化学发光试剂盒
在凝胶成像分析系统显影，分析条带灰度值。
1. 9 统计学方法
采用 SPSS17. 0 统计软件处理数据，结果用

( 珋x ± s) 表示，组间比较方差齐时采用单因素方差
分析，方差不齐时采用非参数检验，P ＜ 0. 05 表示
差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 不同浓度含药血清对 H9C2 心肌细胞培养液
中 LDH漏出率比较
表 1 示，与空白血清组比较，各浓度含药血清

组细胞培养液中 LDH 漏出率均升高 ( P ＜ 0. 05 或
P ＜ 0. 01) ; 10%含药血清组及 15%含药血清组组
间比较 LDH 漏出率差异无统计学意义 ( P ＞
0 . 05 ) ，但均较5%、20%、25% 、30% 含药血清

表 1 不同浓度含药血清干预心肌细胞后培养液中
乳酸脱氢酶漏出率比较 ( %，珋x ± s)

浓度 样本数 乳酸脱氢酶漏出率

空白血清组 6 11. 65 ± 1. 87
5%含药血清组 6 28. 88 ± 4. 31＊＊△

10%含药血清组 6 19. 90 ± 2. 70*

15%含药血清组 6 19. 74 ± 2. 83*

20%含药血清组 6 28. 92 ± 5. 53＊＊△

25%含药血清组 6 35. 37 ± 5. 44＊＊△

30%含药血清组 6 45. 82 ± 4. 74＊＊△

注: 与空白血清组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与 10%、
15%含药血清组比较，△P ＜ 0. 01

组 LDH漏出率显著降低，差异有统计学意义 ( P ＜
0. 01) ，故选用 15%含药血清为最佳实验浓度。
2. 2 各组心肌细胞生长及形态变化
倒置显微镜下，空白血清组细胞贴壁生长，呈

梭形，折光性大，培养液中见极少量的细胞悬浮;

而缺氧 /复氧组镜下见大量细胞悬浮，细胞形态不规
则，折光性降低，细胞间空隙增大，胞质中有空泡

及颗粒; 缺氧预处理组、含药血清组及含药血清 +
自噬激动剂组细胞形态较缺氧 /复氧组明显改善，
表现为细胞较大部分呈梭形，少量形态不规则，折

光性良好，细胞间无明显间隙，胞质中散见少量颗

粒样物质，培养液中有少量细胞悬浮; 而含药血

清 +自噬抑制剂组细胞形态与缺氧 /复氧组相似，
可见大量细胞悬浮，细胞间空隙增大，细胞少量呈

梭形，较大部分呈不规则形，胞质内有颗粒样物

质，细胞折光性降低。
2. 3 各组心肌细胞培养液中乳酸脱氢酶漏出率比较
表 2 示，与空白血清组比较，各组细胞培养液

中 LDH漏出率均升高 ( P ＜ 0. 05 ) 。与缺氧 /复氧
组比较，缺氧预处理组、含药血清组及含药血清 +
自噬激动剂组细胞培养液中 LDH 漏出率均显著降
低 ( P ＜ 0. 05 ) ，而含药血清 +自噬抑制剂组差异
无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。

表 2 各组心肌细胞培养液中乳酸脱氢酶
漏出率比较( %，珋x ± s)

组别 样本数 漏出率

空白血清组 6 11. 76 ± 2. 03
缺氧预处理组 6 17. 90 ± 3. 95＊△

缺氧 /复氧组 6 26. 37 ± 4. 69*

含药血清组 6 17. 97 ± 2. 42＊△

含药血清 +自噬抑制剂组 6 25. 99 ± 4. 54*

含药血清 +自噬激动剂组 6 18. 32 ± 3. 84＊△

注: 与空白血清组比较，* P ＜ 0. 05; 与缺氧 /复氧组比较，

△P ＜ 0. 05

2. 4 各组心肌细胞内自噬体形态及数量比较
透射电子显微镜下，空白血清组核仁完整，胞

浆内见少量脂肪滴，未见明显自噬体形成; 缺氧

2 h，复氧 3 h ( 缺氧 /复氧组) 后胞浆内脂肪滴增
多，并出现少量包含胞质内容物的膜状结构 ( 自

噬体) ; 予含药血清预处理及缺氧预处理后自噬体

数量增多，其中含药血清组可见包含胞质内容物的

双层膜状结构; 加用自噬激动剂后自噬体数目进一

步增加，予自噬抑制剂后自噬体数量减少，且出现

大量脂滴。
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表 3 各组心肌细胞自噬相关蛋白 LC3Ⅱ及 Beclin1 相对表达量比较 ( 珋x ± s)

组别 样本数 LC3Ⅱ Beclin1

空白血清组 3 0. 2421 ± 0. 0156 0. 2314 ± 0. 0178
缺氧预处理组 3 0. 4709 ± 0. 0239＊△ 0. 3146 ± 0. 0209
缺氧 /复氧组 3 0. 3255 ± 0. 0208 0. 4874 ± 0. 0373＊＊

含药血清组 3 0. 5914 ± 0. 0507＊△ 0. 6529 ± 0. 0624＊＊△

含药血清 +自噬抑制剂组 3 0. 6776 ± 0. 0707＊△ 0. 3413 ± 0. 0142*

含药血清 +自噬激动剂组 3 0. 9578 ± 0. 1093＊△ 0. 8948 ± 0. 1057＊＊△

注: 与空白对照组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与缺氧 /复氧组比较，△P ＜ 0. 05

注: A，空白血清组; B，缺氧预处理组; C，缺氧 /复氧组; D，含药血清组;
E，含药血清 +自噬抑制剂组; F，含药血清 +自噬激动剂组

图 1 各组心肌细胞自噬相关蛋白 LC3Ⅱ及 Beclin1 电泳图

2. 5 各组心肌细胞自噬相关蛋白 LC3Ⅱ及 Beclin1
表达比较

表 3 示，与空白血清组比较，除缺氧 /复氧组
外，其他各组 LC3Ⅱ相对表达量均升高 ( P ＜
0. 05) 。与缺氧 /复氧组比较，缺氧预处理组、含
药血清组、含药血清 +自噬抑制剂组及含药血清 +
自噬激动剂组 LC3Ⅱ相对表达量均升高 ( P ＜
0. 05) 。与空白血清组比较，除缺氧预处理组外，
其余各组Beclin1蛋白相对表达量均升高 ( P ＜ 0. 05
或 P ＜ 0. 01) ; 与缺氧 /复氧组比较，含药血清组及
含药血清 +自噬激动剂组 Beclin1 蛋白相对表达量
进一步升高 ( P ＜ 0. 05 ) 。各组心肌细胞自噬相关
蛋白 LC3Ⅱ及 Beclin1 电泳图见图 1。

3 讨论

自噬是一种普遍存在于真核生物中的进化上高

度保守的细胞降解过程，此过程可缓解多种胁迫条

件对细胞的不利作用，对生物体的存活、分化、发
育及内环境稳态的维持具有重要意义，且广泛参与

机体包括感染、肿瘤、神经退行性病变、心肌缺血
再灌注损伤等在内的多种病理生理过程［8］。1976
年 Sybers等［9］首次报道了自噬在糖氧剥夺 /复糖复
氧的离体胎鼠心脏中被诱导。Decker 等［10］观察到
自噬在缺血再灌注过程中上调，且在再灌注过程中

心肌细胞内的许多自噬泡内含有受损伤的线粒体，

提示自噬上调可清除受损线粒体，从而发挥细胞保

护作用。有研究进一步观察到了自噬与缺血预适应
间的联系，证实了缺血预适应引起的心脏保护作用

部分经由自噬途径介导［11 － 12］。本研究结果表明，
体外培养 H9C2 心肌细胞缺氧 2 h，再给氧 3 h 后自
噬泡增多，但心肌细胞损伤加重，予加味丹参饮预

处理 24 h 后再予缺氧再给氧处理，自噬泡结构进
一步增多，并伴随心肌细胞生长及损伤程度改善，

提示加味丹参饮预处理上调自噬水平对缺氧 /复氧
损伤 H9C2 心肌细胞起到保护作用。此外，本研究
探讨了缺氧预处理在缺氧 /复氧模型中的作用，结
果显示造模前予 H9C2 心肌细胞 3 次短暂的缺氧 /
复氧处理后细胞的损伤程度减轻，电镜下自噬泡增

多，自噬体标志性蛋白 LC3Ⅱ表达增加，但增加程
度不及含药血清 +自噬激动剂组及含药血清组，且
Beclin1 表达较空白血清组无差异，提示缺氧预处
理介导的心肌保护作用部分可能由自噬介导。
自噬是受到基因严密调控的连续动态过程，自

噬体的形成由自噬相关基因及蛋白的介导及调控，

LC3Ⅱ定位于前自噬体和自噬体，随自噬体膜的增
多而增多，LC3Ⅱ的含量与自噬泡的数量呈正相
关，在某种程度上反应了细胞的自噬活性［13］。
Beclin1与Ⅲ型磷脂酰肌醇-3-激酶 ( Vps34 ) 形成
Beclin1 /Vps34 复合物，3-甲基腺嘌呤可通过干扰
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Beclin1 复合物中 hVps34 的活性来抑制自噬［14］。
本研究显示，含药血清组 LC3Ⅱ及 Beclin1 蛋白表
达较缺氧 /复氧组增加，加用自噬激动剂雷帕霉素
后表达水平进一步上升，予自噬抑制剂处理后

Beclin1表达显著下调，此结果与电子显微镜下自噬
泡数量变化相一致，表明含药血清预处理可上调自

噬水平。
心肌缺血再灌注损伤属于中医学 “胸痹”范

畴。陈可冀院士提出冠心病的主要病机为 “心血
瘀阻、血脉不通”，倡导以活血化瘀法为主治疗冠
心病［15］。本实验所用加味丹参饮即以补气活血法
立法组方，方中以丹参、黄芪补气活血，为君药;
当归、赤芍、川芎、生地黄、红花活血化瘀、养血
和脉，为臣药; 佐以少量芳香温通之檀香，行气通

络止痛。本研究结果提示，加味丹参饮预处理对缺
氧 /复氧损伤 H9C2 心肌细胞具有延迟保护作用，
该机制可能与其上调自噬相关蛋白 LC3Ⅱ及 Bec-
lin1 表达、诱导自噬相关。但本实验所采用的电镜
观察自噬泡结构及 Western blot 法检测自噬相关蛋
白的方法，虽能较好地阐明自噬的形成，但对自噬

活性即自噬通量检测不够深入，仍需进一步完善自

噬相关研究方法。
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Impact of Serum Containing Jiawei Danshen Yin ( 加味丹参饮) on Expressions of Hypoxia / Ｒeoxygenation
H9C2 Cardiac Muscle Cell Autophagy Ｒelated Protein LC3Ⅱ and Beclin1
ＲAO Chunmei1，2，CHENG Xihua2，ＲEN Ting1，2，SUN Yanbo1，3，PENG Xia1，3，HUANG Zhengde3

( 1． Graduate School，Hunan University of Chinese Medicine，Changsha，410208; 2． Medical School，Hunan University of Chinese
Medicine; 3． Chinese Medicine School，Hunan University of Chinese Medicine)
ABSTＲACT Objective To explore the possible mechanism of Jiawei Danshen Yin ( 加味丹参饮) in treating cardiac
reperfusion injury． Methods H9C2 cardiac muscle cells in vitro were randomized into 6 groups，with 6 multiple
pores in each group． The blank serum group was cultured in culture medium containing 15% of blank serum for 29 h．
The hypoxia preconditioning group was cultured in hypoxia medium for 20 min，and then was given oxygen for 20
min，following another hypoxia culture for 20 min． After then the cells were moved into blank serum medium and rou-
tinely cultured for 24 h，following cultured in hypoxic medium for 2 h，and then given oxygen for 3 h． The hypoxia /
reoxygenation group was cultured in culture medium containing 15% of blank serum for 24 h，then was moved into
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hypoxia medium and cultured in hypoxia condition for 2 h，then in oxygenation condition for 3 h． The serum containing
medicine group was cultured in culture medium containing 15% of medicine serum in normal condition for 24 h，and
then was in hypoxia condition for 2 h，following in oxygenation condition for another 3 h． The serum containing medi-
cine + autophagy inhibitor group was preconditioned by 10mmol /L 3-methyladenine for 30 min; the following treat-
ment steps were the same as the serum containing medicine group． The serum containing medicine + autophagy agonist
group was preconditioned by 100 nmol /L rapamycin for 30 min; the other treatment steps were the same as the serum
containing medicine group． Growth and form changes of cardiac muscle cells in each group were examined with inverted
microscope． The leakage rate of lactate dehydrogenase ( LDH) in cell culture supernatant in each group was detected
with colorimetric method． The form and number changes of myocardial cell autophagosome were examined with trans-
mission electron microscope． The expressions of autophagy related protein LC3Ⅱ and Beclin1 in each group were
detected with Western blot method． Ｒesults Compared with that in the blank serum group，the degree of degenera-
tion and necrosis of myocardial cells increased under microscope，there were a few autophagosome under electron
microscope，the leakage rate of LDH in medium increased，and the level of Beclin1 protein increased in the hypoxia /
reoxygenation group ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． Compared with the hypoxia / reoxygenation group，the degree of degen-
eration and necrosis of myocardial cells decreased，the number of autophagosome increased under electron micro-
scope，the leakage rate of LDH in medium decreased obviously，and the expressions of LC3Ⅱ and Beclin1 protein
increased in the serum containing medicine group and the serum containing medicine + autophagy agonist group ( P ＜
0. 05) ． Conclusion Jiawei Danshen Yin might strengthen autophagy by up-regulate the expressions of autophagy
related protein LC3Ⅱ and Beclin1 to protect injured cardiac muscle cells．
Keywords ischemia myocardial; Jiawei Danshen Yin ( 加味丹参饮 ) ; reperfusion injury; cardiac muscle cell;
hypoxia / reoxygenation injury; autophagy
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Investigation of Traditional Chinese Medicine Constitution in 300 Children of Different Ages with Bronchial
Asthma
LIU Tongkun，SUN Yanshu，FEI Lijun
( Puyang Hospital of Traditional Chinese Medicine，Henan 457000)
ABSTＲACT Objective To investigate distribution rules of traditional Chinese medicine ( TCM ) constitution
pattern in children of different ages with bronchial asthma． Methods Three hundred children were randomly
selected from 874 children with bronchial asthma at clinical remission stage or non acute attack stage． The selected
child patients were divided into three age groups: 8 months to 3 years，3 + years to 6 years，and 6 + to 12 years．
Their TCM constitution was judged with questionnaire investigation． The combined condition of constitution and acute
onset factors of asthma，as well as the constitution rules were analyzed． Ｒesults In 300 children with bronchial
asthma，there were 67. 33% with Qi obstruction constitution，27. 33% with Yang deficiency constitution，and 5. 33%
with Yin deficiency constitution． Most of the patients were with combined constitution． Among them Yang deficiency
and Qi deficiency constitution combined with phlegm and dampness constitution and specific endowment constitution
were common in children of 8 months to 3 years old; Qi deficiency with phlegm and dampness constitution，and spe-
cific endowment constitution were common in children of 3 + years to 6 years old; Qi deficiency with phlegm and
dampness constitution，dampness and heat constitution，and specific endowment constitution were common in children
of 6 + to 12 years old． It was also found that the acute onset factors were different in children of different ages with
bronchial asthma． Conclusion Qi deficiency constitution is more common in children with bronchial asthma． In
older child patients，Yang deficiency constitution becomes less common，while Yin deficiency constitution is gradually
more popular． In combined constitution，phlegm and dampness constitution，and specific endowment are the most
common ones． In older child patients，more children are combined with dampness and heat constitution，and gradually
combined more Qi obstruction and blood stagnation constitution．
Keywords bronchial asthma; children; traditional Chinese medicine constitution
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