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［摘　要］　目的　观察丹参注射液对心肌梗死后大鼠缺血心肌血管新生的作用及机制。 方法　选取 Ｗｉｓｔａｒ大鼠３２只结扎

大鼠左冠状动脉，造成急性心肌梗死动物模型，随机分为丹参注射液组、麝香保心丸组、模型组，并设假手术组，每组８只。６
周后检测各组大鼠缺血心肌中微血管数（ＭＶＣ）、微血管密度（ＭＶＤ）及 ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ的表达及其灰度值。 结果　模型组、

麝香保心丸组及丹参注射液组大鼠心肌梗死边缘区 ＭＶＣ和 ＭＶＤ较假手术组明显增多（Ｐ＜０．０５）；丹参注射液组、麝香保心

丸组大鼠心肌梗死边缘区 ＭＶＣ和 ＭＶＤ较模型组明显增加（Ｐ＜０．０５），丹参注射液组与麝香保心丸组作用相似（Ｐ＞０．０５）。

模型组ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ表达及其灰度值明显高于假手术组（Ｐ＜０．０５）；丹参注射液组、麝香保心丸组明显高于模型组（Ｐ＜
０．０５），丹参注射液组低于麝香保心丸组（Ｐ＜０．０５）。 结论　丹参注射液可促进心肌梗死后大鼠缺血心肌血管新生，其机制

可能与促进ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ的表达有关。
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　　心脏冠状动脉侧支循环的形成和开放能够缓解
心肌缺血、防止细胞坏死、预防和延缓缺血性心肌病
的形成、改善患者的临床症状和预后，促进冠状动脉
侧支循环形成和开放、血运重建为冠心病的治疗措

施之一，而血管新生可促进缺血周边组织侧支循环
建立。本研究观察中药丹参注射液对心肌梗死后大
鼠缺血心肌血管新生的影响，并通过观察其对相关
生长因子基因表达的影响，初步探讨其促缺血心肌
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血管新生的作用机制。

１　材料与方法

１．１　药物
丹参注射液，上海第一生化药业有限公司生产，

批号：０３１００１，国药准字：Ｚ３１０２０３９８；麝香保心丸，
上海和黄药业有限公司生产，批号：Ａ０４０２１４，国药
准字：Ｚ３１０２００６８。麝香保心丸粉碎后溶于无菌蒸
馏水中，浓度为３ｍｇ／ｍｌ。

１．２　试剂与仪器
小鼠抗大鼠ＣＤ３４单克隆抗体，购自美国Ｓａｎｔａ

公司，血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）原位杂交试剂盒
（批号：ＭＫ１１４２）、ＤＡＢ浓缩显色液试剂盒（批号：

ＳＡ２０２１）购自武汉博士德生物工程有限责任公司。
小动物呼吸机（江西特力麻醉呼吸设备公司，型

号：ＴＫＲ－２００Ｃ）；显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ光学有限公
司，型号：ＣＨ２０ＢＩＭＦ－２００）；Ｂｉｏｓｅｎｓ　Ｄｉｇｉｔａｌ　Ｉｍａｇｉｎｇ
Ｓｙｓｔｅｍ型彩色病理图象分析系统（上海山富科学仪
器有限公司，版本Ｖ１．６０）。

１．３　动物造模、分组与给药
选体重（２００ｇ±２０）ｇ，清洁级 Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠

３２只（由郑州大学动物中心提供，实验动物合格证
号：４１０１１６），参照文献［１］方法，１％戊巴比妥钠腹腔
注射（３５ｍｇ／ｋｇ）麻醉后，背位固定行气管插管术，连
接小动物呼吸机，开胸结扎左冠状动脉根部，经体表
心电图监测显示造成急性心肌梗死后，缝合胸壁，观
察大鼠生理状态平稳，停止人工呼吸，术后注射青霉
素３天预防感染，按随机数字表法分为丹参注射液
组、麝香保心丸组、模型组，假手术组手术方法同上，
但在冠状动脉下穿线后打一松结，每组各８只。
造模后２４ｈ内开始药物干预，每日给药１次。

丹参注射液组腹腔注射丹参注射液０．５ｇ／（ｋｇ·ｄ）；
麝香保心丸组灌胃麝香保心丸３０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）；假
手术组腹腔注射生理盐水１０ｍｌ／（ｋｇ·ｄ）；模型组与
假手术组灌胃同等容积的生理盐水１０ｍｌ／（ｋｇ·ｄ）。

６周后处死动物。

１．４　观察指标
取心肌组织（包括心肌梗死区、移行区、健存

区），１０％中性缓冲甲醛液固定，石蜡包埋，制备组织
切片。

１．４．１　 大 鼠 心 肌 梗 死 边 缘 区 心 肌 微 血 管 数
（ＭＶＣ）、微血管密度（ＭＶＤ）测定　免疫组织化学
法染色组织切片，一抗工作浓度为１∶１００，染色后
血管内皮细胞被染成棕黄色。参考文献［２］方法，凡

染成棕黄色单个内皮细胞或内皮细胞簇均作为一个

血管计数，凡管腔大于８个红细胞大小、带有较厚肌
层的血管区域血管均不计数。具体方法为：在×４０
视野下找到心肌梗死边缘区，然后在×４００视野下
进行微血管计数，每张切片随机选取５个视野，计数
每个视野的 ＭＶＣ，取其均值作为本例大鼠的 ＭＶＣ
值，因 ＭＶＤ 以毛细血管个数／视野表示，故每例

ＭＶＣ值即为该大鼠的 ＭＶＤ值。

１．４．２　大鼠心肌梗死边缘区心肌 ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ
表达检测

用原位杂交法染色组织切片，ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ的
表达以细胞内出现棕黄色颗粒沉着为阳性反应，用
病理图象分析系统计算心肌梗死边缘区心肌每×
１００视野中平均灰度值，每张切片随机测定６个视
野，取其均值作为该大鼠的灰度值。

１．５　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１１．０统计分析软件处理，计量数据

以均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，多组间比较用单因素
方差分析。

２　结果

２．１　各组大鼠心肌梗死边缘区 ＭＶＣ比较
图１示，各组均可看到新生的微血管，假手术组

微血管增生不明显；模型组可见少量增生的微血管，
但多于假手术组；丹参注射液组、麝香保心丸组可见
明显增生的微血管，两组均多于模型组，丹参注射液
组少于麝香保心丸组。

图１　各组大鼠心肌梗死边缘区免疫组化切片（×４００）

　　表１示，与假手术组相比，模型组、麝香保心丸
组及丹参注射液组 ＭＶＣ和 ＭＶＤ明显增多（Ｐ＜
０．０５）；丹参注射液组、麝香保心丸组 ＭＶＣ和 ＭＶＤ
较模型组明显增多（Ｐ＜０．０５）；丹参注射液组和麝
香保心丸组作用相似（Ｐ＞０．０５）。
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表１　各组大鼠心肌梗死边缘区 ＭＶＣ及

　　ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ表达比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 　ＭＶＣ（个） ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ

假手术组 ８　 ４２．４１±２．３１　 ５０．９３±７．１９
模型组 ８　 ５６．９６±１０．５３＃ ６５．４１±５．９３＃

麝香保心丸组 ８　 ８２．６９±４．８９＃＊ ９１．３０±７．９８＊＃

丹参注射液组 ８　 ７７．６０±７．５２＃＊ ７８．３８±８．９５＊＃▲

　　注：与模型组比较，＊Ｐ＜０．０５；与麝香保心丸组比较，▲Ｐ＜

０．０５；与假手术组比较，＃Ｐ＜０．０５

２．２　各组大鼠心肌梗死边缘区 ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ的
表达及其灰度值

图２示，各组ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ的阳性染色呈棕黄
色，阳性区域主要分布于心肌细胞胞浆，假手术组可
见极少量弱阳性表达；模型组的阳性染色范围较小，
多于假手术组；丹参注射液组明显多于模型组，但少
于麝香保心丸组。
表１示，模型组ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ表达的灰度值明

显高于假手术组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；丹
参注射液组、麝香保心丸组 ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ表达的
灰度值高于模型组，差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；丹参注射液组 ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ表达的灰度值
低于麝香保心丸组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图２　各组大鼠心肌梗死边缘区 ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ 表达（×

４００）

３　讨论
丹参注射液具有改善冠状动脉循环、促进冠状

动脉侧枝循环的开放和形成、保护缺血心肌及可能
具有预防经皮腔内冠状动脉成形术后再狭窄的作

用［３－４］，是临床上治疗冠心病常用且已证实有效的
活血化瘀类中成药。本研究通过动物实验观察丹参
注射液是否有促心肌梗死后大鼠缺血心肌血管新生

的作用并探讨其分子机制。

ＭＶＤ是普遍采用的能够反映血管新生强度的
有效指标［５］。目前认为ＣＤ３４是较特异和敏感的生
长中的血管内皮细胞表面标志，其特异性最高，有较
强的可重复性［６］，优于内皮细胞的其他标记物［７］，故
本研究采用抗ＣＤ３４单抗来检测大鼠心肌组织切片
中血管内皮细胞ＣＤ３４表达状况，用以反映血管新
生状况、显示和计算 ＭＶＣ和 ＭＶＤ。分子生物学研
究表明，心肌缺血缺氧时的血管新生均是通过生长
因子的作用而引起的［８］，以ＶＥＧＦ和碱性成纤维细
胞生长因子（ｂＦＧＦ）为最重要。ＶＥＧＦ是促进血管
生成特异性最高、功能最强的调控因子［９］，ＶＥＧＦ水
平可反映心肌缺血程度，并与冠状动脉病变程度密
切相关［１０］，故采用原位杂交方法检测丹参注射液对
心肌梗死后大鼠缺血心肌局部ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ表达
的影响，在 ｍＲＮＡ水平探讨其促血管新生作用机
制。心肌缺血缺氧时，ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ及受体的表
达增强［１１］，本研究也发现模型组 ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ的
表达及其灰度值高于假手术组，提示缺血缺氧可诱
导ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ的表达。
本研究显示，丹参注射液能使心肌梗死后大鼠

心肌梗死边缘区 ＭＶＣ及 ＭＶＤ显著增加，表明丹
参注射液有促进或诱导心肌梗死后大鼠缺血心肌血

管新生的作用。本研究还表明，应用丹参注射液后
大鼠缺血心肌中ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ表达及其灰度值明
显增加，且发现其增加趋势同 ＭＶＣ、ＭＶＤ相一致。
从上述结果推测丹参注射液促心肌梗死后大鼠缺血

心肌血管新生作用与促进 ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ 表达有
关。麝香保心丸有促心肌梗死后大鼠缺血心肌血管
新生及促进 ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ表达的作用［１２－１３］，故
选该药作为对照。尽管本研究显示丹参注射液能上
调ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ的表达，但其机理、用药时间以及
最佳剂量均有待进一步研究。
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低肺毛细血管内皮细胞的损伤程度，同时也可以减
少血浆蛋白向肺泡腔内渗出，从而使肺毛细血管通
透性降低，蛋白渗漏减少，在一定程度上减轻肺水
肿，且全方组表现为臭秽的黑色稀便，说明泻肺平喘
灵泻肺以解毒，邪气渐退，正气渐复，恢复肺脏之通
调水道之功，使水液代谢趋于正常而改善模型大鼠
的肺水肿状态。本研究表明，在三拗汤基础上配伍
通里攻下药、活血化瘀药组成的泻肺平喘灵，能效降
低肺泡灌洗液中白蛋白，从而减少磷脂的耗损，其整
体疗效明显优于各拆方单用。泻肺平喘灵组成中因
有大黄，实验大鼠多数出现大便稀，小便增多，是痰
饮由二便排出之故。这与临床应用时情况类似。腹
泻导致水、电解质紊乱，甚至血容量不足而影响循环
功能。但腹泻很可能也是大黄等通下药发挥泻下作
用，消除肠道内及其他部位细菌和毒素的重要方式。
如何解决这个矛盾，使各药既能发挥疗效又减少副
反应，值得进一步研究。
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