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［摘要］ 目的：研究益气活血中药双参宁心胶囊对冠状动脉微循环障碍大鼠心脏血流动力学及心功能的影响。方法：大

鼠随机分为 6 组，分别为假手术组，模型组，尼可地尔组（5 mg·kg-1），双参宁心胶囊高、中、低剂量（180，90，45 mg·kg-1）组。动

物按分组先给予相应药物 7 d，末次给药后 2 h 进行模型制备。采用左心室注射内注射栓塞微球（40~120 μm，约 1 000 个微球）
方法建立大鼠冠脉微循环障碍模型。造模术后 24 h 后超声心动图观察左室舒张末期内径（LVIDd），左室收缩末期内径

（LVIDs），左室舒张末期容积（LVEDV），左室收缩末期容积（LVESV），每搏输出量（SV），心输出量（CO），左室射血分数（EF），
左室缩短率（FS）；心导管技术测定大鼠动脉收缩压（SBP），舒张压（DBP），左室峰压（LVSP），左室舒张末压（LVEDP），左室内

压最大上升速率（LV+dp/dtmax），左室内压最大下降速率（LV-dp/dtmax），计算平均动脉（MAP），体表标准Ⅱ导心电图计算心率

（HR）；生化分析法检测肌酸激酶（CK），肌酸激酶同工酶（CK-MB）和乳酸脱氢酶（LDH）活性；酶联免疫吸附测定法（ELISA）检
测血清心肌肌钙蛋白 T（cTnT）；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠心肌组半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶-3（Caspase-3），
B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）及 Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）蛋白表达；2，3，5-氯化三苯基四氮唑（TTC）染色观察心肌梗死面积；苏木素-

伊红（HE）染色观察心肌形态学改变。结果：与假手术组比较，模型组 SV，CO，EF，FS 显著降低（P<0.01），LVIDs，LVEDV 显著

增加（P<0.01）；与模型组比较，双参宁心胶囊各剂量组可以增加 EF（P<0.05，P<0.01）和 FS（P<0.01）；180，90 mg·kg-1剂量组明

显降低 LVIDs，LVESV，增加 LVEDV，SV 和 CO（P<0.05，P<0.01）。与假手术组比较，模型组 SBP，DBP，MAP，LVSP，LV+dp/

dtmax及 LV-dp/dtmax均显著降低（P<0.01），HR 差异无统计学意义。双参宁心胶囊各剂量组对大鼠血流动力学具有一定程度改

善，较模型组增加大鼠 SBP，DBP，MAP，LVSP，LV+dp/dtmax，LV-dp/dtmax及 HR（P<0.05，P<0.01）。与假手术组比较，模型组大鼠

血清 CK，LDH，CK-MB 及 cTnT 明显升高（P<0.01），与模型组比较，双参宁心胶囊有明显降低动物血清 CK，LDH，CK-MB 及

cTnT 的作用（P<0.05，P<0.01）。与假手术组比较，模型组大鼠心肌 Caspase-3 蛋白表达显著升高（P<0.01），Bcl-2 蛋白表达明显

降低（P<0.05）。与模型组比较，双参宁心胶囊低剂量组心肌 Caspase-3 蛋白表达降低（P<0.05）；与模型组比较，双参宁心胶囊

高剂量组显著增加大鼠心肌 Bcl-2 表达（P<0.01）。心肌 TTC 染色显示，与模型组比较，双参宁心胶囊各剂量组均能显著减少心

肌梗死面积（P<0.01）。HE病理结果显示，双参宁心胶囊各剂量组心肌组织病理变化与模型组比较有不同程度的减轻。结论：益

气活血中药双参宁心胶囊可以明显增加微球栓塞导致的冠脉微循环障碍的心脏功能，改善心脏血流动力学指标，减少心肌梗死

面积，降低 CK，LDH，CK-MB及 cTnT等心肌损伤标志物水平，其作用机制与抑制心肌细胞凋亡起到保护心肌的作用有关。
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［［Abstract］］ Objective：： To investigate the effect of Shuangshen Ningxin capsules（SSNX）on cardiac

hemodynamics and cardiac function in rats with coronary microvascular dysfunction. Method：： Rats were

randomly divided into a sham operation group，a model group，a nicorandil group（5 mg·kg-1），and high-

（180 mg·kg-1），medium-（90 mg·kg-1），and low-dose（45 mg·kg-1）SSNX groups. Rats received corresponding

drugs for 7 days. Two hours after the last administration，the model of coronary microvascular dysfunction was

induced by left ventricular injection of embolic microspheres（40-120 μm，about 1 000 microspheres）. Twenty-

four hours after modeling，left ventricular internal dimension in diastole（LVIDd），left ventricular internal

dimension in systole（LVIDs）left ventricular end-diastolic volume（LVEDV），left ventricular end-systolic

volume（LVESV），stroke volume（SV），cardiac output（CO），left ventricular ejection fraction（EF），and left

ventricular shortening rate（FS）were detected by echocardiography. Cardiac catheterization was used to observe

the arterial systolic blood pressure（SBP），diastolic blood pressure（DBP），left ventricular systolic pressure

（LVSP），left ventricular end-diastolic pressure（LVEDP），maximum rate of increase in left ventricular pressure

（LV+dp/dtmax），and maximum rate of decrease in left ventricular pressure（LV-dp/dtmax），and the mean arterial

pressure（MAP）was calculated. Heart rate（HR）was calculated according to Ⅱ lead ECG. Biochemical

analysis was carried out to detect the activities of creatine kinase（CK），creatine kinase-MB（CK-MB），and

lactate dehydrogenase（LDH）. Enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）was used to detect serum cardiac

troponin T（cTnT）. Western blot was used to detect the protein expression of Caspase-3，Bcl-2，and Bax，and 2，

3，5-triphenyltetrazolium chloride（TTC）staining to observe the area of myocardial infarction. Hematoxylin-

eosin（HE）staining was used to observe the morphological changes of the myocardium. Result：：As revealed by

echocardiography，compared with the sham operation group，the model group showed reduced SV，CO，EF，

and FS（P<0.01），and increased LVIDs and LVEDV（P<0.01）. Compared with the model group，the SSNX

groups showed increased EF（P<0.05，P<0.01）and FS（P<0.01），and the high- and medium-dose SSNX

groups displayed reduced LVIDs and LVESV，and increased LVEDV，SV，and CO（P<0.05，P<0.01）. SBP，

DBP，MAP，LVSP，LV+dp/dtmax，and LV-dp/dtmax in the model group were lower than those in the sham

operation group（P<0.01），while there was no significant difference in HR. SSNX improved hemodynamics of

rats，and increased SBP，DBP，MAP，LVSP，LV+dp/dtmax，LV-dp/dtmax，and HR as compared with the model

group（P<0.05，P<0.01）. The serum CK，LDH，CK-MB，and cTnT levels in the model group were higher than

those in the sham operation group（P<0.01）. Compared with the model group，SSNX groups reduced serum

CK，LDH，CK-MB，and cTnT（P<0.05，P<0.01）. Compared with the sham operation group，the model group

displayed increased expression of Caspase-3 protein in the myocardium（P<0.01）and reduced expression of Bcl-

2 protein（P<0.05）. The expression of Caspase-3 protein in the myocardium of SSNX groups was lower than that

in the model group，and statistical difference was observed between the low-dose SSNX group and the model

group（P<0.05）. Compared with the model group，the SSNX groups exhibited increased expression of Bcl-2 in

the rat myocardium，and the statistical difference was observed in the high-dose SSNX group（P<0.01）. As

demonstrated by the TTC staining，compared with the model group，SSNX groups showed reduced areas of

myocardial infarction（P<0.01）. The HE staining indicated that the pathological injury in myocardial tissues of

the SSNX groups was relieved as compared with that in the model group. Conclusion：：SSNX can significantly

enhance the cardiac function after coronary microvascular dysfunction caused by embolic microspheres，improve

cardiac hemodynamics，reduce the area of myocardial infarction，and decrease CK，LDH，CK-MB，and cTnT

levels. The mechanism may be related to the inhibition of cardiomyocyte apoptosis to protect the myocardium.
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冠状动脉微循环功能障碍（CMD）通常是指发

生于直径小于 300 μm 心脏血管的结构和功能改变，

是心脏 X 综合征、经皮冠状动脉介入治疗（PCI）后
无复流、冠脉微栓塞等微循环病变的共同发病机

制［1］。目前，CMD 发病机制仍然没有完全被阐明，

一般认为血管内皮损伤、血管平滑肌功能异常，机

械性压迫、冠脉微栓塞及缺血再灌注损伤等与 CMD

的发生密切相关［2-3］。不论何种原因导致的 CMD，

最终也会和心外膜冠脉狭窄一样导致心肌耗氧的

供需失衡，引起临床症状并影响心血管疾病的诊疗

和预后［4-6］。

现代中医认为 CMD 的病机属心络受损，血瘀

阻络，乃属本虚标实之为病。本虚则心气不足，心

阳虚损，心络绌急，因气为血之帅，气虚则血行无

力，血液运行不畅必滞留成瘀。其治疗应根据 CMD

的病情变化，采用益气、活血、通络、化痰和疏肝等

治疗原则［7］。双参宁心胶囊是由中国中医科学院西

苑医院自主研发的创新组分中药，由人参、丹参和

元胡药味中所含治疗缺血性心脏病有效部位及成

分组成，具有益心补气、化瘀止痛之功效，用于冠心

病、心绞痛及 CMD 气虚血瘀证。前期研究结果表

明［8-10］，该药物具有明显改善急性心肌缺血和心肌

梗死的作用，能显著增加缺血心脏的冠脉血流量；
对心肌缺血及心肌梗死引起的血清乳酸脱氢酶

（LDH）的释放，肌酸激酶（CK）活性升高及血浆内皮

素（ET）的活性有明显抑制作用，对疲劳运动复合结

扎冠脉方法建立的冠心病气虚血瘀证大鼠心脏功

能、运动耐受力、血管内皮功能等均有一定程度的

改善，对心肌缺血/再灌注损伤大鼠心脏具有较好的

保护作用，能通过保存缺血心肌三磷酸腺苷（ATP），
维持心肌细胞能荷水平，减轻缺血/再灌注损伤，然

而该药物对 CMD 的治疗效果尚不明确。本研究采

用微栓塞导致的 CMD 大鼠模型上，观察双参宁心

胶囊对动物模的干预作用，为双参宁心胶囊的临床

应用提供实验依据。

1 材料

1.1 动物 健康 SPF 级雄性 SD 大鼠 90 只，体质量

310±20 g，由斯贝福（北京）生物技术有限公司提供，

合格证号 SCXK（京）2016-002。动物饲养于中国中

医科学院西苑医院 SPF 级实验动物中心，温度 20~

25 ℃，相对湿度 40%~70%，明/暗周期为 12 h/12 h，

大鼠自由饮水进食。本研究获得中国中医科学院

西苑医院动物伦理委员会批准（2020XLC007-2）。
1.2 药物和试剂 实验用双参宁心胶囊提取物粉

为人参总皂苷、丹参总酚酸、元胡总生物碱按照 1∶

1∶2.5 配制而成，由中国中医科学院西苑医院基础医

学研究所药学室提供，批号 20180714；尼可地尔片

（喜格迈，中外制药株式会社，规格 5 mg/片，批号

17F020Z）；戊巴比妥钠（德国进口分装，北京化学试

剂公司提供，批号 020402）；肌酸激酶 MB 同工酶

（CK-MB）测定试剂盒，乳酸脱氢酶（LDH）测定试剂

盒［和光纯耀（上海）化学有限公司产品，批号分别

为 180108，803268］；大鼠肌钙蛋白（cTnT）酶联免疫

吸附测定（ELISA）试剂盒（北京安迪华泰科技有限

公司，批号 HT30068）；大鼠 B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2），
Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax），半胱氨酸天冬氨酸蛋白水

解酶 -3（Caspase-3）抗体［艾博抗（上海）贸易有限公

司 产 品 ，批 号 分 别 为 ab196495，ab182733，

ab13847］；甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体（美

国 CST 公司，批号 5174）；2，3，5-氯化三苯基四氮唑

（TTC）染色剂（北京索莱宝科技有限公司，批号

1101K031）；S120GH 型 栓 塞 微 粒 球（美 国 Merit

Medical 公 司 ，规 格 2 mL，40~120 μm，批 号

X1086573-C）；迈耶氏苏木素染色液和伊红染色液

（北 京 益 利 精 细 化 学 品 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

20191023，20191214）。
1.3 仪器 TSD104 型血压换能器，经 DA100C 放

大器与 MP-150 型多导生理记录仪连接，数据采集

软件采用 AcqKonwleage 4.1（美国 BioPac 公司）；
Visual Sonics Vevo2100 系高分辨率小动物超声影像

系统，配有 MS-201 高频线阵探头，其发射中心频率

为 9~18 MHz（日本 Fujifilm 公司）；Mini-PROTEAN

3 Dodeca 型电泳槽，VE 186 型转移电泳槽（美国

Bio-Rad 公司）；MPIAS-500 型多媒体彩色病理图文

分析系统（北京正恒博诚科技发展有限公司）；DW-

3000S 型双通道小动物呼吸机（安徽正华生物仪器

设备有限公司）。
2 方法

2.1 分组与给药 大鼠随机分为 6 组，每组 15 只动

物 ，分 别 为 假 手 术 组 ，模 型 组 ，尼 可 地 尔 组

（5 mg·kg-1），双 参 宁 心 胶 囊 高 、中 、低（180，90，

45 mg·kg-1）剂量组。按照体表面积换算法，根据临
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床用药剂量折算实验动物给药剂量，90 mg·kg-1 为

临床等效剂量（双参宁心胶囊中剂量组）。动物按

分组先给予相应药物 7 d，按 10 mL·kg-1 灌胃给药，

假手术组和模型组给予等体积生理盐水，末次给药

后 2 h 进行模型制备，造模后 24 h 处死取材。

2.2 模 型 制 备 参 考 文 献 造 模 方 法［11］，大 鼠 按

10 mL·kg-1 剂量给予 0.3% 戊巴比妥钠溶液腹腔注

射麻醉，胸前区常规备皮。大鼠取仰卧位固定于手

术板上，气管插管与小动物呼吸机连结。于左前外

侧沿胸骨左侧缘纵向切开皮肤，钝性分离肌层，打

开大鼠胸腔，暴露第 4 肋中部并纵向剪断，以垂直肋

骨方向放置大鼠开胸器，轻轻剪开心包膜的心脏部

位充分暴露。仔细分离主动脉弓，并在其下穿一棉

线，令大鼠稳定 10 min 后，将棉线两端提起并用血

管夹夹闭主动脉，迅速以注射器从心尖部直接向左

心室注射 0.2 mL 的栓塞微球（取含微球的原液

0.02 mL，生理盐水稀释至 2 mL，约含 1 000 个微

球），注射前要回抽血以确保针尖在心腔中，夹闭

20 s 后，松开血管夹，待呼吸心跳稳定后，彻底止血、

逐层缝合肌肉和皮肤，最后关闭胸腔。拔除气管插

管，术毕腹腔注射 80 万 U 青霉素，普通饲养。假手

术组手术过程采用同样的操作，区别仅在于心室内

注射生理盐水 0.2 mL。术后 24 h 再次麻醉动物测

定相关指标处死取材。每组动物取 3 只用于蛋白免

疫印迹法（Western blot）检测和苏木素 -伊红（HE）
染色，其余 12 只用于其他指标检测。

2.3 超声心动图检测心功能 动物术后 24 h，再次

麻醉大鼠，对大鼠胸部左侧胸前区进行广泛备皮处

理，取仰卧位固定。当大鼠心律趋于持续性、稳定

性时开始检测，在进行超声心动图检查时要注意观

察大鼠的呼吸状态，如出现明显呼吸抑制应终止检

查，进行呼吸支持。以高频探头进行定位，在左室

长轴及胸骨旁短轴各切面应用 M 模式超声心动图

观察心脏运动，选用左室长轴切面计算左室舒张末

期内径（LVIDd），左室收缩末期内径（LVIDs），左室

舒 张 末 期 容 积（LVEDV），左 室 收 缩 末 期 容 积

（LVESV），每搏输出量（SV），心输出量（CO），左室

射血分数（EF），左室缩短率（FS）。
2.4 血流动力学检测 将麻醉稳定的大鼠仰卧位

固定于手术台上，颈部备皮，于颈部腹侧偏右纵向

切开皮肤 2 cm 左右，于胸锁乳突肌内侧缘分离右颈

总动脉，仔细分离血管外结缔组织和伴行神经，结

扎远心端，动脉夹夹住近心端，经右颈动脉穿刺插

入 20 G（BD Intima Ⅱ，1.1 mm×30 mm）静脉留置

针，撤去动脉夹，将肝素化留置针送入大鼠颈总动

脉，注射适量肝素钠盐水保证留置针内通畅无凝

血。留置针连接压力换能器，经 MP-150 型多导生

理记录仪连接电脑，通过 AcqKnowledge 4.1 软件实

时显示压力变化曲线。待大鼠状态稳定后，测定动

脉收缩压（SBP）和舒张压（SDP），计算平均动脉

（MAP）。测定完动脉血压后，轻柔将留置针插入右

心室腔，当留置针突然随心脏搏动抖动明显时，应

减缓推送速度。当软件显示由血压波变为下达

0 mmHg（1 mmHg≈0.133 kPa）附近时，表明留置针

已经通过主动脉瓣进入左心室腔内。记录心脏血

流动力学指标为左室峰压（LVSP），左室舒张末压

（LVEDP），左室内压最大上升速率（LV+dp/dtmax），左
室内压最大下降速率（LV-dp/dtmax）。体表标准Ⅱ导

心电图计算心率（HR）。
2.5 心肌损伤生物标志物检测 大鼠测定完血流

动力学指标及超声心动图之后，腹主动脉取血，室

温静置 1 h 后，2 500 r·min-1 离心 10 min（离心半径

161 mm），取上清，采用生化分析法检测 CK，CK-

MB 和 LDH 活性。按试剂盒说明书，ELISA 法检测

血清 cTnT。

2.6 Western blot 检测大鼠心肌组 Caspase-3，Bcl-2

及 Bax 蛋白表达 取心室肌组织 100 mg 经过匀浆、

裂 解 、超 声 破 碎 、高 速 离 心（12 000 r·min-1 离 心

15 min，离心半径 84 mm）后，取上清液，采用 BCA

试剂盒在酶标仪上测定蛋白浓度。再取上述总蛋

白提取液 50 μg 进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，采用湿

转法将蛋白转移至 PVDF 膜上，37 ℃封闭 1~2 h，洗

膜后分别加入 Caspase-3，Bcl-2 及 Bax（1∶1 000）及
GAPDH 抗体，4 ℃慢摇孵育过夜，洗膜后以相应的

二抗（1∶1 万）37 ℃孵育 1 h，加入化学发光检测试

剂，进行条带显色后，置于凝胶成像系统中曝光检

测。以 GAPDH 为内参，Image J v1.8.0 软件获得灰

度值进行统计处理。

2.7 心肌 TTC 染色 实验结束快速取出心脏，用生

理盐水冲洗，结扎线以下横切 5 片（2~3 mm），在
TTC 中避光染色 15 min 左右，采用 MPIAS-500 多媒

体彩色病理图文分析系统，以固定像距拍照。以

Image-Pro Plus 6.0 图像处理软件测定大鼠心肌梗死

面积的改变，计算心肌缺血梗死范围（心肌缺血梗

死范围=梗死面积/心肌总面积×100%）。
2.8 HE 染色观察心肌组织病理组织学变化 实验

结束时，取心室肌组织，10% 甲醛固定、乙醇脱水、

石蜡包埋、切片及 HE 染色，置于光镜下观察心肌组
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织病理形态学变化情况。

2.9 统计学分析 采用 SPSS 18.0 统计软件处理数

据，实验结果以 x̄± s 表示，组间差异比较采用单因素

方差分析（one-way ANOVA）方法，组间两两比较采

用最小显著性差异法（LSD）检验，P<0.05 认为有统

计学意义。

3 结果

3.1 对 CMD 大鼠超声心动图的影响 与假手术组

比较，模型组 SV，EF，FS，CO 显著降低（P<0.01），
LVIDs，LVEDV 显著增加（P<0.01）。与模型组比

较，尼可地尔组大鼠 EF 和 FS 显著改善（P<0.01），明
显降低 LVIDs，LVESV，增加 LVEDV，SV 和 CO（P<

0.05，P<0.01）；双参宁心胶囊各剂量组明显增加 EF

（P<0.05，P<0.01），显著增加 FS（P<0.01）；双参宁心

胶囊高、中剂量组还可以明显降低 LVIDs，LVESV，

增加 LVEDV，SV 和 CO（P<0.05，P<0.01）。见表 1。

3.2 对 CMD 大鼠心脏血流动力学的影响 与假手

术组比较，模型组大鼠 HR 差异无统计学意义，动脉

SBP，DBP，MAP，LVSP，LV+dp/dtmax及 LV-dp/dtmax均

显著降低（P<0.01）。与模型组比较，尼可地尔组明

显 升 高 SBP，DBP，MAP 及 LVSP，可 升 高 LV+dp/

dtmax（P<0.05，P<0.01），升高 LV-dp/dtmax（P<0.01）；双
参宁心胶囊各剂量组明显升高大鼠 HR，SBP，DBP，

MAP（P<0.05，P<0.01），双参宁心胶囊升高 LVSP，

增加 LV+dp/dtmax（P<0.05，P<0.01），升高 LV-dp/dtmax

（P<0.01）。见表 2。

3.3 对 CMD 大鼠血清心肌坏死标志物的影响 与

假手术组比较，模型组大鼠血清 CK，LDH，CK-MB

及 cTnT 水平显著升高（P<0.01）。与模型组比较，尼

可地尔组大鼠血清 LDH，CK-MB 及 cTNT 水平显著

下降（P<0.01），对 CK 差异无统计学意义；双参宁心

胶囊各剂量组明显降低 CK，CK-MB（P<0.05，P<

0.01），显著降低 LDH，cTnT（P<0.05）。见表 3。

3.4 对 CMD 大鼠心肌组织凋亡的影响 与假手术

组比较，模型组大鼠心肌组织 Caspase-3 蛋白表达显

著 升 高（P<0.01），Bcl-2 蛋 白 表 达 明 显 降 低（P<

0.05），Bax 蛋白表达较假手术有升高趋势但未见统

计学差异。与模型组比较，尼可地尔可以显著降低

大鼠心肌组织 Caspase-3 蛋白表达（P<0.01）；双参宁

心各剂量组大鼠心肌组织 Caspase-3蛋白表达较模型

组降低，其中双参宁心胶囊低剂量组与模型组比较有

统计学差异（P<0.05）；双参宁心各剂量具有升高大鼠

表 1 双参宁心胶囊对 CMD大鼠超声心动图的影响（x̄± s，n=12）

Table 1 Effect of Shuangshen Ningxin capsule（SSNX）on echocardiogram in CMD rats（x̄± s，n=12）

组别

假手术

模型

尼可地尔

双参宁心胶囊

剂量

/mg·kg-1

5

180

90

45

LVIDs/mm

2.71±0.67

4.01±0.702）

3.31±0.583）

3.03±0.663）

3.76±0.66

3.20±0.893）

LVIDd/mm

6.86±0.66

6.29±0.88

6.94±0.69

6.68±0.47

6.93±0.76

6.10±0.72

LVESV/μL

29.92±17.63

73.74±27.712）

47.12±19.733）

38.61±20.964）

63.10±25.57

45.93±31.82

LVEDV/μL

274.9±49.4

205.2±58.1

253.8±53.63）

231.7±35.83）

253.8±65.33）

190.2±50.2

SV/μL

217.9±42.2

131.5±45.32）

206.7±43.34）

193.1±36.24）

190.7±43.53）

144.3±42.8

EF/%

88.26±5.83

68.83±11.152）

81.69±5.664）

83.39±8.304）

75.72±5.694）

76.65±12.893）

FS/%

60.76±7.95

36.08±8.022）

52.43±6.124）

54.63±9.164）

46.05±5.604）

47.76±11.634）

CO/mL·min-1

98.53±19.89

55.76±20.642）

91.85±17.634）

88.20±19.134）

82.32±17.404）

65.56±20.14

注：与假手术组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 2~5 同）。

表 2 双参宁心胶囊对 CMD大鼠心脏血流动力学的影响（x̄± s，n=12）

Table 2 Effect of SSNX on cardiac hemodynamics in CMD rats（x̄± s，n=12）

组别

假手术

模型

尼可地尔

双参宁心胶囊

剂量

/mg·kg-1

5

180

90

45

HR/beat·min-1

418.6±28.0

397.8±35.9

409.2±30.6

428.3±24.33）

427.0±31.03）

432.8±14.44）

SBP/mmHg

108.2±7.2

90.9±7.92）

104.8±7.04）

105.0±10.34）

102.2±12.73）

100.6±9.93）

DBP/mmHg

79.5±6.5

63.3±8.72）

78.1±7.04）

80.2±11.34）

74.9±10.44）

73.9±6.94）

MAP/mmHg

91.7±6.8

73.6±9.62）

89.3±7.24）

87.1±15.93）

85.8±11.63）

84.9±7.94）

LVSP/mmHg

116.8±9.5

93.9±9.22）

107.7±9.94）

106.1±16.13）

110.5±14.04）

107.3±11.64）

LVEDP

/mmHg

-6.1±5.0

-3.7±5.6

-4.2±8.5

-3.5±6.5

-4.2±3.5

-4.4±4.4

LV+dp/dtmax

/mmHg·s-1

3 314.1±631.9

2 288.8±420.82）

2 723.9±475.53）

2 987.7±724.13）

3 022.3±665.54）

2 855.3±484.04）

LV-dp/dtmax

/mmHg·s -1

-2 961.3±415.2

-2 504.3±308.62）

-2 644.8±417.84）

-2 665.1±559.54）

-2 698.2±425.24）

-2 633.8±426.84）
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心肌 Bcl-2表达的作用，其中双参宁心 180 mg·kg-1组

显著升高（P<0.01）。模型组心肌 Bcl-2/Bax，较假手

术组有一定降低，但差异无统计学意义，各给药组与

模型组未见明显统计学差异。见表 4，图 1。

3.5 对 CMD 大鼠心肌梗死面积的影响 心肌 TTC

染色显示，假手术未见明显梗死区，模型组动物可

见明显的梗死区。与模型组比较，尼可地尔可显著

减少左心室梗死面积（P<0.01），双参宁心胶囊各剂

量组均有不同程度减少心肌梗死面积的作用（P<

0.05，P<0.01）。 与 模 型 组 比 较 ，参 宁 心 胶 囊

180 mg·kg-1 组可减少梗死面积约 53%，90 mg·kg-1

组可减少梗死面积约 59%，90 mg·kg-1 组可减少梗

死面积约 42%。见表 5，图 2。

3.6 对 CMD 大鼠心室肌病理形态学影响 假手术

组大鼠心肌细胞排列规则，紧密、整齐，大小正常，

未见变性、出血、水肿和中性粒细胞浸润。模型组

大鼠可见栓塞微球存在，多量小灶心肌细胞溶解、

断裂，排列紊乱，间隙增宽；心肌间可见炎细胞浸

润；心外膜下可见少量淋巴细胞和中性粒细胞浸

润。尼可地尔组大鼠心肌 HE 染色可见散在小灶心

肌细胞溶解，小灶心肌细胞间隙增宽，少量淋巴细

胞胞和中性粒细胞浸润。双参宁心胶囊各剂量组

病理性改变与模型组类似，但病变的范围和程度比

模型组明显减小。见图 3。

表 3 双参宁心胶囊对 CMD大鼠 CK，CK-MB，LDH 和 cTnT的影响（x̄± s，n=12）

Table 3 Effect of SSNX on serum CK，CK-MB，LDH and cTnT in CMD rats（x̄± s，n=12）

组别

假手术

模型

尼可地尔

双参宁心胶囊

剂量/mg·kg-1

5

180

90

45

CK/U·mL-1

610.0±311.5

1 047.5±329.72）

1 008.6±474.7

661.6±218.14）

628.9±119.94）

734.3±185.23）

CK-MB/U·mL-1

758.8±131.4

1 327.7±466.72）

600.0±215.04）

867.4±341.23）

710.3±294.44）

803.5±251.03）

LDH/U·mL-1

402.0±136.1

1 463.3±593.52）

625.4±236.74）

1 009.7±533.4

821.8±485.53）

961.1±347.9

cTnT/ng·L-1

24.39±1.72

35.83±1.932）

31.16±1.534）

28.03±1.744）

30.15±1.614）

32.69±1.504）

表 4 双参宁心胶囊对 CMD大鼠心室 Caspase-3，Bcl-2，Bax表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of SSNX on expression of Caspase-3，Bcl-2 and Bax in ventricle of CMD rats（x̄± s，n=3）

组别

假手术

模型

尼可地尔

双参宁心胶囊

剂量/mg·kg-1

5

180

90

45

Caspase-3/GAPDH

0.151±0.044

0.467±0.0292）

0.180±0.0394）

0.407±0.095

0.328±0.187

0.348±0.0483）

Bcl-2/GAPDH

0.661±0.106

0.355±0.1081）

0.461±0.140

0.559±0.018

0.496±0.1133）

0.455±0.110

Bax/GAPDH

0.442±0.047

0.518±0.209

0.523±0.077

0.476±0.165

0.394±0.102

0.359±0.135

Bcl-2/Bax

1.494±0.138

0.824±0.525

0.902±0.322

1.297±0.538

1.391±0.563

1.449±0.847

A. 假手术组；B. 模型组；C. 尼可地尔组；D~F. 双参宁心胶囊 180，

90，45 mg·kg-1组（图 2，3 同）
图 1 各组大鼠心室组织 Caspase-3，Bcl-2及 Bax表达电泳

Fig. 1 Electrophoresis of Caspase-3，Bcl-2 and Bax protein

expression in rat ventricle

表 5 双参宁心胶囊对 CMD大鼠心室梗死面积的影响（x̄± s，n=12）

Table 5 Effect of SSNX on infarct area of left ventricle in CMD

rats（x̄± s，n=12）

组别

模型

尼可地尔

双参宁心胶囊

剂量/mg·kg-1

5

180

90

45

左室梗死面积/左室面积/%

23.19±9.91

11.29±4.964）

10.89±6.754）

9.36±5.474）

13.42±5.213）

··46



第 27 卷第 22 期
2021 年 11 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 27，No. 22

Nov. ，2021

4 讨论

冠脉微循环是保障心肌有效灌注供应的重要

组成部分，当冠脉微血管结构、功能异常也会和心

外膜冠脉狭窄一样导致心肌耗氧的供需失衡，引起

临床症状并影响心血管疾病的诊疗和预后。CMD

患者常常伴随更显著的心血管不良事件的发生率，

包括心力衰竭住院、心肌梗死、心源性猝死等［12］。

目前，CMD 的发病机制尚未达成一致，较为认可的

说法是其发病与血管内皮损伤、冠脉痉挛、微血栓

形成、机械性压迫及缺血再灌注损伤等密切相关。

虽然小样本、短期的临床试验显示，针对血管内皮、

微血管以及动脉粥样硬化的治疗可以改善 CMD 患

者的症状、缺血和血管功能，但大样本随机、对照结

果试验测试支持的治疗策略尚未形成，如何改善冠

脉 微 循 环 保 护 心 脏 成 为 治 疗 CMD 新 的 研 究

方向［13-14］。

现代中医认为 CMD 可归为中医学“真心痛”

“胸痹”的范畴，其病机属心络受损、血瘀阻络［15］。

中医学里的“经脉”多认为是大、中、小血管，而小微

动脉、毛细血管及微静脉脉多属于“络脉”的范畴。

《黄帝内经·灵枢·脉度》认为“经脉为里，支而横者

为络，络之别者为孙络”。络有阴阳之分，阳络循行

于体表，阴络循行体内。叶天士《临证指南医案》记

载：“阴络即脏腑隶下之络”，阴络随不同脏腑分布，

分为心络、肾络、肝络、肺络等。因此，CMD 类似传

统中医理论中的心络病，属本虚标实之为病，本虚

则心气不足，心阳虚损，气血推动无力，不能充实于

心络，心络失养而受损，血液运行不畅必滞留成

瘀［16-18］。益气活血法在 CMD 疾病的中医临床治疗

中运用广泛，并获得了一定的研究证据支持［19-20］。

然而相关研究多为临床观察研究并未对作用机制

进行深入研究，实验研究也多采用传统心肌梗死模

型 并 未 使 用 具 有 CMD 特 点 的 动 物 模 型 开 展

研究［21］。

大动物 CMD 模型通常是应用心导管、冠脉介

入技术，经冠脉内注射栓塞微球等的方法，其形成

栓塞的病理机制与临床上冠脉血运重建术后微血

栓、内皮细胞内皮脱落、动脉粥样硬化斑块破裂碎

片脱落后 ，随血流至冠脉微血管致栓塞原理类

似［22-23］。然而，大鼠等小动物由于心脏较小、跳动速

度较快，目前尚无法使用临床心导管介入技术将栓

塞微球超选择注射到冠脉里，通常使用心室内注射

栓塞微球，暂短夹闭主动脉的方法建立冠脉微栓塞

导致的 CMD 模型［24-25］。采用向心室内或冠状动脉

内注射栓塞微球机械性阻塞微血管，是建立 CMD

动物模型的常用方法，为研究 CMD 病理及药物治

疗干预提供了重要平台。本研究采用大鼠心室内

注射栓塞微球的方法建立 CMD 动物模型，观察了

益气活血中药双参宁心胶囊的干预作用。

图 2 双参宁心胶囊对 CMD大鼠心室梗死面积的影响

Fig. 2 Effect of SSNX on infarcted area of ventricle in CMD rats

图 3 双 参 宁 心 胶 囊 对 CMD 大 鼠 心 室 肌 病 理 变 化 的 影 响

（HE，×200）
Fig. 3 Effect of SSNX on ventricle pathology changes in CMD

rats（HE，×200）
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心脏的基本任务是通过收缩舒张活动为全身

组织提供血氧供应，心脏功能的实现需要多种因素

的相互作用，包括心肌特性、神经体液因素的影响、

循环血容量和外周血管顺应性等。决定心脏功能

的重要因素之一就是左心室收缩功能，通过无创或

有创的测定左室收缩与舒张相关指标可以反映和

评价心脏功能。经心导管测定血流动力学检测是

经典的评价心脏泵血功能的方法，一般认为 LVSP

和 LV+dp/dtmax反映左室收缩功能，LVEDP 和 LV-dp/

dtmax 反映左室舒张功能［26-27］。随着检测技术的进

步，非入侵性的技术越来越广泛的应用在心功能的

评价上，彩色超声心动图检查是定量分析心室功能

的有效手段。通过 M 型超声心动图，可以得到心脏

收缩和舒张不同时间的室壁厚度、腔室内径等线性

指标，通过计算可以得到 EF 和 FS 用来反映心室功

能［28］。本课题组前期研究显示，在疲劳符合冠脉结

扎方法建立的冠心病气虚血瘀证大鼠上，模型动物

除了出现舌象、脉象出现明显改变外，也伴随着心

脏 EF 和 FS 值降低，给予双参宁心胶囊干预后上述

指标具有一定改善［8-9］。本研究显示，心室内注射栓

塞微球后大鼠心脏血流动力学及超声心动图检测

显示大鼠左室心功能明显降低，LVDP，LV+dp/dtmax，

LV-dp/dtmax，EF 和 FS 值均出现了明显下降。益气活

血中药复方双参宁心胶囊各剂量具有明显改善

CMD 大鼠心功能的作用，可以升高大鼠 LVDP，LV+

dp/dtmax，EF 和 FS 值，改善心室收缩功能；同时还可

以升高 LV-dp/dtmax，对心室舒张功能有一定改善

作用。

心肌细胞损伤或坏死时肌纤维的完整性被破

坏，细胞膜通透性增加，细胞内大分子物质如 CK，

LDH 等开始弥散进入循环血中，经过半个多世纪的

临床应用，这些心肌损伤标志物在心肌梗死、心肌

炎和急性冠脉综合征等疾病的诊断和治疗效果评

价中发挥了重要作用［29］。临床上，当心肌梗死发生

后 4~9 h CK 时活性超过正常范围，未经再灌注治疗

下 24 h 时达到平均峰值，并在 48~72 h 内下降到正

常水平［30］。在机械性血管再通术或溶栓治疗后，

CK 峰值可以出现较早。CK 具有 3 种同工酶：MM，

BB，MB 主要存在于心肌细胞，尽管 CK-MB 可以在

心脏之外的其他组织中少量测出，但从临床实用角

度出发，一般把 CK-MB 升高看做是心肌梗死的结

果。LDH 也是一种非特异性的心肌酶，存在于骨骼

肌、肝脏、红细胞等组织细胞的胞浆和线粒体中。

一般认为 LDH 在诊断心肌梗死方面敏感性要低于

CK-MB 和 CK，但 LDH 对于心肌梗死病程观察以及

就诊较晚的患者具有重要意义。心肌钙蛋白（Tn）
包含 3 种亚型，即肌钙蛋白 T（TnT），肌钙蛋白 I

（TnI）和肌钙蛋白 C（TnC）。发生急性心肌损伤时，

cTnT 于损伤最初几小时首先进入血清释放入血，

cTnT 同广泛应用的 CK-MB 不同，与骨骼肌 TnT 无

交叉反应，所受干扰小，所以 cTnT 的特异性抗体常

用于临床检测［28］。本研究显示，通过心室内注射栓

塞微球可以造成大鼠心肌损伤，术后 24 h 血清 CK，

LDH，CK-MB 及 cTnT 水平明显升高。与模型组比

较，双参宁心胶囊各剂量组具有明显降低动物血清

CK，LDH，CK-MB 及 cTnT 的作用，说明双参宁心胶

囊可以有效的改善 CMD 时心肌损伤。

细胞凋亡是与细胞坏死不同的一种程序性细

胞死亡，是有核细胞下一定条件下，通过启动内源

性 DNA 内切酶活性而发生的细胞自然死亡过程。

在心肌细胞缺血、梗死和再灌注损伤时会导致心肌

细胞坏死，同时也存在着心肌细胞凋亡的发生［31］。

触发细胞凋亡途径有 3 种：外部死亡受体途径、线粒

体途径和内质网途径。Caspase 家族是引发细胞凋

亡的级联反应过程的中心环节，主要激活线粒体依

赖途径和死亡受体介导途径，其中 Caspase-3 被认为

是凋亡的关键蛋白酶，一旦被激活发生下游的级联

反应，使凋亡不可避免，因而 Caspase-3 也被称为“死

亡蛋白酶”［32］。Bcl-2 家族蛋白是一类重要的细胞凋

亡调节蛋白，根据他们在细胞凋亡中的作用可以分

为两类：一类是抑制凋亡蛋白，包括 Bcl-2，Bcl-XL，

Bcl-w，Mcl 和 A1 等，另一类是促进凋亡蛋白：Bax，

Bak，Bok，Bcl-xS，Bad，Bid 等。有研究报道，经冠脉

内注射微球栓塞导致的 CMD 小型猪模型中也会出

现心肌细胞凋亡［33］。本研究显示，经心室内注射栓

塞微球导致 CMD 模型大鼠可以检测到心肌组织

Caspase-3，Bax 蛋白表达升高，Bcl-2 蛋白表达明显

降低，提示模型动物心肌细胞发生凋亡，而双参宁

心胶囊可以通过抑制心肌细胞凋亡起到保护心肌

的作用。双参宁心胶囊具有降低大鼠 Caspase-3 蛋

白表达的作用，其中 45 mg·kg-1组有统计学差异，而

180，90 mg·kg-1 未见统计学差异，这可能与 Western

blot 检测动物数较少、标准差较大有关。双参宁心

胶囊具有升高 Bcl-2 表达的作用，其中 90 mg·kg-1组

与模型组有统计学差异，180，45 mg·kg-1 未见统计

学差异，可能同样与检测动物数较少、标准差较大

有关。

在实验研究中，心肌梗死面积是评价心肌损伤
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程度和药物治疗效果的一个重要指标［34］。本研究

显示，经心室内注射栓塞微球并短期夹闭主动脉可

以造成大鼠心脏出现心肌损伤和梗死，TTC 大体染

色显示心室和心房区域出现多灶性梗死区。左心

室梗死区面积的定量分析发现，双参宁心胶囊具有

明显降低动物心肌梗死面积的作用。经心室内注

射栓塞微球导致 CMD 模型大鼠心肌 HE 染色可见

栓塞微球阻塞血管，可见散在的心肌缺血坏死区

域，伴随炎性细胞、淋巴细胞核中性粒细胞浸润。

双参宁心胶囊可以明显改善大鼠心肌 HE 染色所示

的心肌损伤，说明其对 CMD 引起的缺血和梗死也

有较好的保护作用。

综上，双参宁心胶囊可以明显改善微球栓塞导

致的 CMD 大鼠心脏血流动力学指标，增加大鼠心

脏功能，减少心肌梗死面积、降低 CK，LDH，CK-MB

及 cTnT 等心肌损伤标志物水平，其作用机制与抑制

心肌细胞凋亡起到保护心肌的作用有关，但仍需进

一步实验对具体的分子机制进行深入研究。
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