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乌头赤石脂丸对心肌缺血再灌注大鼠血管内皮细胞及
氧化应激的保护作用

王梦妮，谢璐璐，张兆鹏，凌冰，林致辉，刘派，郭军鹏，刘宏岩*

（长春中医药大学，长春 130117）

［摘要］ 目的：探讨乌头赤石脂丸对大鼠心肌缺血再灌注损伤（MIRI）的保护作用，并观察其对大鼠心电图变化、凝血功

能、血管内皮细胞及氧化应激等相关机制的影响。方法：40 只 SD 大鼠随机分为正常组、模型组、阳性药物组（尿激酶组）及乌

头赤石脂丸组，每组 10 只，除正常组外，其余均建立大鼠心肌缺血再灌注损伤模型。观察大鼠缺血前 10 min，缺血后 30min，再

灌注 30，60，120 min（即 T0，T1，T2，T3，T4）后心率（HR）及造模后心电图 J 点的变化；苏木素-伊红（HE）染色法观察大鼠心肌组织

病理形态学变化；观察大鼠凝血 4 项指标［凝血酶原时间（PT），活化部分凝血活酶时间（APTT），凝血酶时间（TT），纤维蛋白原

（FIB）］指标的变化；观察大鼠血清中内皮素 -1（ET-1），血栓素 A2（TXA2），前列环素（PGI2）含量及心肌组织超氧化物歧化酶

（SOD），丙二醛（MDA）和谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）水平的影响。蛋白免疫印迹法（Western blot）检测氧化应激指标心肌

组织蛋白 Keap1 与核转录因子 E2 相关因子（Nrf2）表达水平。结果：与正常组比较，MIRI模型组大鼠心电图出现显著心肌缺血

损伤样改变，ST 段显著抬高，J点显著升高，在 T1，T2，T3，T4时期 HR 显著降低（P<0.05，P<0.01）；与模型组比较，乌头赤石脂丸使

MIRI 大鼠心电图，J 点改变显著减轻，在 T1，T2，T3，T4时期 HR 升高（P<0.05，P<0.01）；与正常组比较，模型组 PT，APTT 和 TT 均

显著缩短（P<0.01），FIB 含量显著升高（P<0.01）；模型组血清中 PGI2水平显著降低，TXA2，ET-1 含量显著升高（P<0.01），模型组

心肌组织 SOD 含量和 GSH-Px 活性显著降低（P<0.01），MDA 含量升高（P<0.01）；与模型组比较，乌头赤石脂丸组 PT 延长（P<

0.05），APTT 稍有延长，TT 显著延长（P<0.01），FIB 含量降低（P<0.05），乌头赤石脂丸组血清 PGI2 水平升高（P<0.05），TXA2，

ET-1 含量显著降低（P<0.01），心肌组织 MDA 含量降低且 SOD 含量和 GSP-Px 活性显著升高（P<0.01）。同时乌头赤石脂丸组

能够激活 Keap1/Nrf2 信号通路，使 Nrf2 表达明显升高，Keap1 表达显著下降（P<0.01）。结论：乌头赤石脂丸能保护心肌缺血再

灌注大鼠心肌损伤，其具体机制可能是通过调节血管内皮细胞稳态，调节氧化应激水平及激活 Keap1/Nrf2 信号通路实现对心

肌缺血再灌注损伤的保护作用。
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Protective Effect of Wutou Chishizhi Wan on Vascular Endothelial Cells and Oxidative Stress

in Myocardial Ischemia-reperfusion Rats
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［Abstract］ Objective： To investigate the protective effect of Wutou Chishizhi Wan on myocardial

ischemia reperfusion injury（MIRI）in rats，and observe its effect on such mechanisms as coagulation function，

vascular endothelial cells and oxidative stress in rats. Method：A total of 40 SD rats were randomly divided into
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normal group，model group，positive drug group（Urokinase group）and Wutou Chishizhi Wan group，with 10

rats in each group. Except for the normal group，rat myocardial ischemia-reperfusion injury models were

established. The changes of heart rate（HR）at 10 min before ischemia，30 min after ischemia and 30，60，

120 min（T0，T1，T2，T3，T4），and the change of electrocardiogram（ECG）J point after modeling in rats were

observed. The pathological changes of rat myocardial tissue were observed by hematoxylin-eosin（HE）staining.

The changes of four indexes of coagulation［prothrombin time（PT），activated partial thromboplastin time

（APTT），thrombin time（TT），fibrinogen content decreased significantly（FIB）］ in rats were observed. The

contents of endothelin-1（ET-1），thromboxane A2（TXA2）and prostacyclin（PGI2）in serum and myocardium

levels of superoxide dismutase（SOD），malondialdehyde（MDA）and glutathione peroxidase（GSH-Px）of

MIRI rats were observed. Western blot assay was used for the detection of oxidative stress protein Keap1 and

transcription factor-E2-related factor（Nrf2）expression levels in rat myocardial tissue. Result：Compared with

the normal group，the ECG of MIRI rats showed significant myocardial ischemic injury-like changes，ST

segment was significantly elevated，J point was significantly increased，and the incidences of HR in T1，T2，T3

and T4 were significantly reduced（P<0.05，P<0.01）. Compared with the model group，Wutou Chishizhi Wan

significantly reduced ECG J-point changes in MIRI rats，while increased the incidence of HR in T1，T2，T3 and T4

（P<0.05，P<0.01）. Compared with the normal group，PT，APTT and TT in the model group were significantly

shortened（P<0.01），FIB content was significantly increased（P<0.01），and the serum PGI2 level decreased and

TXA2 and ET-1 levels increased significantly in the model group（P<0.01）. SOD content and GSH-Px activities

of myocardial tissue in the model group were significantly reduced（P<0.01），whereas the MDA content was

increased（P<0.01）. Compared with the model group，PT of the Wutou Chishizhi Wan group was prolonged（P<

0.05）and APTT slightly prolonged，TT significantly prolonged（P<0.01），FIB content decreased（P<0.05），
serum PGI2 increased（P<0.05），TXA2 and ET-1 decreased significantly in the Wutou Chishizhi Wan group（P<

0.01），myocardial MDA content decreased，and SOD content and GSP-Px activity increased significantly（P<

0.01）. Meanwhile，the Wutou Chishizhi Wan group was able to activate the Keap1/Nrf2 signaling pathway，

which significantly increased Nrf2 expression and significantly decreased Keap1 expression （P<0.01）.

Conclusion：Wutou Chishizhi Wan group can protect myocardial injury in MIRI rats. The specific mechanism is

to protect MIRI by regulating vascular endothelial cell homeostasis and oxidative stress levels and activating

Keap1/Nrf2 signaling pathway.

［Key words］ Wutou Chishizhi Wan； myocardial ischemia/reperfusion； coagulation function；
oxidative stress；Keap1/transcription factor-E2-related factor（Nrf2）

急性心肌梗死作为临床常见的心血管疾病，具

有高发病率、高死亡率等特点。由于各种诱因诱发

冠状动脉病变导致血管内血流急剧减少或中断，心

肌出现严重、持久的缺血缺氧，最终导致心肌缺血

性坏死［1］。通过药物溶栓及介入治疗（PCI）使得冠

脉血液得以再通恢复灌注是目前最有效的治疗手

段，但急性心肌梗死再灌后仍存在溶栓后出血、再

灌注性心律失常等诸多心肌损伤问题［2］。据流行病

学统计分析，《中国心血管病报告 2018》指出，近十

年来我国急性心肌梗死的发病人数持续增加，因患

者就诊时间的延误，溶栓治疗的比例下降，PCI 治疗

率增加，并给社会带来巨大的经济压力［3］。现代医

学认为［4-6］，急性心肌梗死的发病机制主要与血流循

环异常，血液浓、黏、聚、凝状态等密切相关。而再

灌注后心肌释放大量炎症因子，出现过度的氧化应

激反应也会进一步加剧心肌功能障碍。

急性心肌梗死大致属于中医学“胸痹、心痛”急

危重症范畴，汉代张仲景在《金匮要略》中记载“心

痛彻背，背痛彻心，乌头赤石脂丸主之。”故乌头赤

石脂丸出自张仲景所著《金匮要略》，可理解为该方

作为成药用以急救心痛急症。循此思路，自 2015 年

起，本课题组致力于乌头赤石脂丸对急性心肌梗死

急救的研究。经大鼠及细胞的实验研究，已有实验

结果显示，乌头赤石脂丸可减轻早期急性心肌梗死

大鼠的心肌损伤程度，缩小梗死面积，其治疗效果

与溶栓剂尿激酶无明显的差异，并通过调节线粒体
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凋亡通路蛋白 B 淋巴细胞瘤 -2（Bcl-2）及 Bcl-2 相关

X 蛋白（Bax）的表达有效对抗心肌细胞损伤，起到

抑制心肌细胞凋亡作用［7-8］。也有临床研究证实，以

乌头赤石脂丸联合用药治疗急性心肌梗死等心肌

病具有良好的临床疗效［9-11］。另有实验研究表明，

乌头赤石脂丸可减少寒凝胸痹大鼠模型大鼠的血

液黏度，抑制血清内炎症因子水平和氧化应激反

应［12-13］。本研究旨在进一步探讨乌头赤石脂丸对急

性心肌梗死后再灌注损伤（MIRI）的作用机制，通过

建立 MIRI 大鼠模型，观察大鼠凝血功能、血清中内

皮素 -1（ET-1），血栓素 A2（TXA2），前列环素（PGI2）
含量，心肌组织超氧化物歧化酶（SOD），丙二醛

（MDA）和谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）水平及对

胞质接头蛋白 Keap1/转录因子 E2 相关因子（Nrf2）
信号通路的影响，以期为急性心肌梗死患者提供更

有效的临床应用。

1 材料

1.1 动 物 雄 性 SD 大 鼠 40 只 ，SPF 级 ，体 质 量

260～280 g，购自辽宁长生生物技术股份有限公司，

合格证号 SCXK（辽）2018-0001。本实验通过长春

中 医 药 大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 批 准（批 号

2019-065）。
1.2 试剂 苏木素 -伊红（HE）染色试剂盒（北京索

莱宝科技有限公司，批号 G1120）；注射用尿激酶（南

京南大药业有限责任公司，批号 H10920040）；SOD，

MDA，GSH-Px，ET-1，TXA2，PGI2 试剂盒（北京华英

生物技术研究所，批号分别为 20180119，20181105，

20181101，20180122，20181113，20181115）；β -肌动

蛋白（β -actin）抗体（美国 Proteintech公司，批号为

66009-1-Ig）；Keap1 抗 体 ，二 抗 辣 根 过 氧 化 物 酶

（HRP）（武汉博士德生物工程技术有限公司，批号分

别为 BA4497-2，BA1054）；Nrf2 抗体（美国 Abcam公

司，批号 31163）。
1.3 药物 根据张仲景《金匮要略·胸痹心痛短气

病脉证治第九》中乌头赤石脂丸中蜀椒、川乌、干

姜、附子、赤石脂、人参片，中药饮片均购于吉林省

同仁大药房，经长春中医药大学中药学专家鉴定无

误。按照方中乌头赤石脂丸比例（蜀椒 -川乌 -附子 -

干姜 -赤石脂 2∶1∶1∶1∶2）与剂量，根据人服药比例

换算成大鼠的给药量（蜀椒 1.26 g，川乌 0.63 g，附子

0.63 g，干 姜 0.63 g，赤 石 脂 1.26 g），剂 量 为

8.17 g·kg-1。煎煮方法：将川乌、附子放入 10 倍总

药量水中浸泡 30 min 后先煎 60 min，再放入其他中

药煮沸后用文火煎煮 30 min，过滤后继续加 8 倍量

水煎煮 30 min，合并 2 次滤液，水浴浓缩 3 d 的总用

药量（2 mL/次/只，早晚各 1 次）。于 4 ℃冰箱冷藏。

以生理盐水制备注射用尿激酶，放置于冰箱 4 ℃

保存。

1.4 仪器 BL-420S 型生物机能实验系统，HX-

100E 型小动物呼吸机（成都泰盟科技有限公司）；
DR-200BS 型酶标分析仪（无锡华卫德朗仪器有限

公司）；CA-600 型全自动凝血分析仪（希森美康医用

电子有限公司）；A6 型半自动生化仪（北京松上技术

有限公司）；DYY-7C 型电泳仪（北京六一生物科技

有 限 公 司 ）；VDS 凝 胶 成 像 仪（ 美 国 Phamacia

Biotech 公司）。
2 方法

2.1 分组与给药 将大鼠分为正常组、模型组、尿

激酶组、乌头赤石脂丸组，先常规饲养 1 周后，再进

行药物预处理。出正常组外，其余各组大鼠以 2%

戊巴比妥钠溶液（40 mg·kg-1）腹腔注射，待大鼠麻

醉后仰卧固定，四肢皮下与心电图（ECG）电极相

连。待心电稳定，行气管插管术，辅以小动物呼吸

机。消毒后沿胸骨左缘 2 mm 处纵向切开第 3～4 肋

间皮肤，依次切开周围组织，暴露并挤出心脏，以 5-

0 缝合针带线于左心耳下缘 1～2 mm 处穿线结扎，

深度约 1 mm，宽度约 2 mm，结扎后逐层缝合关胸。

监测心电图，以 EGG 的 ST 段呈弓背向上为缺血梗

死标志，肉眼可见血管支配区心室肌颜色先变苍白

再变成紫绀色。 30 min 后松开结扎线，行再灌注

120 min，于再灌注末取材处理。正常组麻醉后，对

大鼠进行死亡处理，采集大鼠腹主动脉血和心脏标

本，根据实验需求检测相关指标［14］。正常组常规饲

养；模型组用生理盐水灌胃，以每只 2 mL/次灌胃

3 d，早晚各 1 次；尿激酶组用尿激酶腹腔注射，取

10 万单位的尿激酶，溶解于 2 mL 的生理盐水中，充

分 混 匀 ，静 置 1~2 min，腹 腔 注 射 于 大 鼠 体 内

5 万 U·mL-1·d-1，现用现配，以每只 2 mL/次给药 3 d，

每日 1 次；乌头赤石脂丸组根据生药材含量按人与

大 鼠 等 效 剂 量 换 算 关 系 计 算［15］，用 药 剂 量 为

8.17 g·kg-1 的 乌 头 赤 石 脂 丸 水 煎 剂 灌 胃 ，以

2 mL/次/只进行给药 3 d，早晚各 1次。于第 3 天给

药 30 min 后，将大鼠用 2% 的戊巴比妥分组进行麻

醉制备 MIRI 模型，于再灌注结束后，采取腹主动脉

取血，静置 30 min，离心后提取血清，并剪取大鼠心

肌组织，于冰箱-20 ℃保存。

2.2 HE 染色观察心肌组织病理学变化 将大鼠麻

醉后进行取材，将心脏组织快速用冰生理盐水进行
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冲洗，然后固定 4% FPA 共 48 h，用流水冲洗 1 h，将

心肌梗死区域脱水、透明、浸蜡和包埋后，连续切片

并固定；经过各梯度乙醇及二甲苯浸泡脱蜡后置于

苏木素染液，伊红染液染色后，脱水透明并封片，在

光镜下（×400）观察比较各组心肌组织形态学变化。

2.3 凝血 4 项指标的测定 腹主动脉采血，按照全

自动凝血分析仪的操作流程，测定凝血酶原时间

（PT），活化部分凝血活酶时间（APTT），凝血酶时间

（TT）和纤维蛋白原（FIB），并记录检测结果。

2.4 血清 ET-1，TXA2 及 PGI2 含量的测定 将离心

机以 3 000 r·min-1 离心 10 min 收集血清于离心管，

采用酶联免疫吸附测定法检测血清中 ET-1，TXA2

及 PGI2活性，具体步骤以试剂盒的说明为准。

2.5 心 肌 组 织 SOD，MDA，GSH-Px 指 标 的 测 定

将大鼠心肌组织，放于生理盐水漂洗，制备心肌

匀浆标本 ，按照试剂盒说明书测定心肌组织中

MDA 含量及 SOD 和 GSH-Px 活性。

2.6 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测心肌组织

Keap1 和 Nrf2 蛋白表达的测定 将大鼠心肌组织放

入研磨棒中加入 RIPA 组织裂解液后，于冰浴中研

磨，于 4 ℃以 12 500 r·min-1离心 10 min，制备心肌匀

浆，测定蛋白浓度，再行蛋白定量定性。配制分离

胶、浓缩胶，采用半干法将蛋白转至 PVDF 膜上进行

电泳、转膜，于封闭液慢速摇床封闭 1 h。分别在不

同条带加入一抗 Keap1（1∶2 000），Nrf2（1∶1 000）和
β -actin（1∶1 万）4 ℃过夜。次日，用 HRP 标记的二

抗孵育 1 h 后，使用 VDS 凝胶成像仪进行曝光成像，

并检测灰度值。

2.7 统计学分析 采用 SPSS 19.0 软件统计分析，

数据统计结果表示 x̄± s，数据符合正态分布和方差

齐时，采用单因素方差分析，两两比较使用 LSD-t检

验；不符合正态分布或者方差不齐，使用多个样本

比较的 Kruskal-Wallis H 检验，P<0.05 表示差异有统

计学意义。

3 结果

3.1 对 MIRI 大鼠心电图指标的影响 与正常组比

较，MIRI大鼠的心电图可见显著的心肌缺血损伤样

改变，ST 段显著抬高，J 点明显升高（P<0.05）；与模

型组比较，乌头赤石脂丸和尿激酶组均能使 MIRI

大鼠心电图 J点改变显著降低（P<0.05）。见表 1。

3.2 对 MIRI 大鼠心率（HR）的影响 与正常组比

较，MIRI 大鼠出现显著的心律失常表现，ECG 除见

上述宽大而畸形 QRS 波，严重者出现室颤，MIRI 大

鼠在 T1，T2，T3，T4 时间段 HR 显著降低（P<0.01）；与
模型组比较，尿激酶组与乌头赤石脂丸组 T1，T2，T3，

T4时间段 HR 显著升高，且乌头赤石脂丸组 HR 显著

高 于 尿 激 酶 组 ，差 异 无 统 计 学 意 义（P<0.01）。

见表 2。

3.3 对 MIRI 大鼠病理形态学变化的影响 正常组

大鼠心肌细胞排列整齐，结构完整，细胞间质无水

肿、炎症浸润及出血，细胞无变性、坏死。MIRI组大

鼠心肌细胞排列紊乱，出现心肌纤维化，细胞肿胀

严重，部分细胞空泡样变及坏死，炎性细胞浸润。

尿激酶组及乌头赤石脂丸组心肌细胞较模型组排

列稍整齐，心肌细胞坏死程度减轻，心肌间质出血、

水肿程度降低，炎性细胞浸润减少，尤以乌头赤石

脂丸组病理形态学减轻明显。见图 1。

3.4 对 MIRI 大鼠凝血四项指标 PT，TT，APTT，FIB

的影响 与正常组比较，模型组 PT，APTT 和 TT 均

明显缩短（P<0.01），FIB 含量显著升高（P<0.01），差
异具有统计学意义；与模型组比较，尿激酶组 PT，

TT 均显著延长（P<0.01），FIB 含量显著降低（P<

表 1 乌头赤石脂丸对 MIRI大鼠心电图 II导联 J点位移影响（x̄± s）

Table 1 Effect of Wutou Chishizhi Wan(WCW) on displacement

of point J in ECG II lead of MIRI rats（x̄± s）

组别

正常

模型

尿激酶

乌头赤石脂丸

n

10

8

8

9

剂量

-

-

5×104 U·kg-1

8.17 g·kg-1

J点抬高值/mV

0.075±0.013

0.174±0.0222)

0.123±0.0203)

0.103±0.0194)

注：与正常组比较 1)P<0.05，2)P<0.01；与模型组比较 3)P<0.05，

4)P<0.01（表 2~6）。

表 2 乌头赤石脂丸对 MIRI大鼠 HR的影响（x̄± s）

Table 2 Effect of WCW on HR in MIRI rats（x̄± s） 次/min
组别

正常

模型

尿激酶

乌头赤石脂丸

n

10

8

8

9

剂量

-

-

5×104 U·kg-1

8.17 g·kg-1

T0

374.23±25.73

365.86±31.78

384.26±29.58

376.30±36.36

T1

353.93±27.42

238.98±33.642)

266.26±26.283)

292.57±22.204)

T2

356.26±31.10

242.75±29.262)

287.32±31.123)

302.26±25.254)

T3

360.25±27.47

260.25±25.732)

302.53±29.033)

325.87±31.164)

T4

369.86±31.05

268.34±29.522)

311.67±34.674)

336.40±25.534)
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0.01），差异具有显著性，APTT 延长（P<0.05）；与模

型组比较，乌头赤石脂丸 PT 延长（P<0.05），APTT

稍有延长，但差异无统计学意义，TT 显著延长（P<

0.01），FIB 含量明显降低（P<0.05）。见表 3。

3.5 对 MIRI 大鼠血清 PGI2，TXA2，ET-1 含量的影

响 与正常组比较，模型组心肌缺血后血清中 PGI2

显著降低，TXA2，ET-1 含量显著升高（P<0.01）；与模

型组比较，尿激酶及乌头赤石脂丸组大鼠血清中

PGI2 明显升高，TXA2，ET-1 显著降低（P<0.05，P<

0.01）。见表 4。

3.6 对 MIRI 大鼠心肌组织 SOD，MDA，GSH-Px 的

影 响 与 正 常 组 比 较 ，模 型 组 心 肌 组 织 SOD 和

GSH-Px 活性显著降低（P<0.01），MDA 含量显著升

高（P<0.01）；与模型组比较，尿激酶和乌头赤石脂丸

组能够显著降低大鼠心肌组织中 MDA 含量并显著

升高 SOD 和 GSP-Px 活性（P<0.01）。见表 5。

3.7 对 MIRI 大鼠心肌组织 Keap1 与 Nrf2 蛋白的表

达水平的影响 与正常组比较，模型组 Keap1 表达

显著升高，Nrf2 表达显著降低（P<0.01）；与模型组比

较，尿激酶和乌头赤石脂丸组 Nrf2 表达明显升高，

Keap1 表达明显降低（P<0.05，P<0.01）；与尿激酶组

比较，乌头赤石脂丸无明显差别。见图 2，表 6。

4 讨论

在《金匮要略·胸痹心痛短气病》篇中，仲景将

“阳微阴弦”高度概括为胸痹心痛的核心病机，因患

者素体阳虚，加之痰饮、寒凝等阴寒痼结，而致气

滞、饮停、血瘀，心脉不通。当则上焦胸阳极虚，下

焦阴寒极盛，而发“心痛彻背，背痛彻心”之急重证

表 3 乌头赤石脂丸对 MIRI大鼠凝血四项的影响（x̄± s）

Table 3 Effect of APC on fourclotting items in MIRI rats（x̄± s）

组别

正常

模型

尿激酶

乌头赤石脂丸

n

10

8

8

9

剂量

-

-

5×104 U·kg-1

8.17 g·kg-1

PT/s

15.80±0.62

13.97±0.672)

16.73±0.214)

15.13±0.473)

APTT/s

23.50±1.06

18.83±0.512)

21.17±0.903)

20.17±0.68

TT/s

39.90±1.87

30.57±2.072)

44.47±1.674)

37.87±2.204)

FIB/g·L-1

2.20±0.10

2.67±0.152)

2.07±0.074)

2.35±0.163)

表 4 乌头赤石脂丸对 MIRI大鼠血清中 PGI2，TXA2，ET-1含量的影响（x̄± s）

Table 4 Effect of APC on serum PGI2，TXA2，ET-1 content in MIRI rats（x̄± s） ng·L-1
组别

正常

模型

尿激酶

乌头赤石脂丸

n

10

8

8

9

剂量

-

-

5×104 U·kg-1

8.17 g·kg-1

PGI2

271.96±11.65

115.41±11.322)

166.77±18.724)

153.70±10.933)

TXA2

73.56±2.32

163.95±6.502)

123.51±2.614)

124.22±6.634)

ET-1

65.43±1.53

183.48±6.912)

115.95±4.014)

101.98±7.654)

表 5 乌头赤石脂丸对 MIRI大鼠心肌组织中 SOD，MDA，GSH-Px的影响（x̄± s）

Table 5 Effect of WCW on SOD, MDA, GSH-Px in myocardial tissue of MIRI rats（x̄± s）

组别

正常

模型

尿激酶

乌头赤石脂丸

n

10

8

8

9

剂量

-

-

5×104 U·kg-1

8.17 g·kg-1

SOD/U·mg-1

16.29±0.54

6.39±0.362)

13.44±0.534)

14.58±0.544)

MDA/μmol·g-1

0.31±0.02

0.90±0.122)

0.58±0.084)

0.49±0.094)

GSH-Px/U·mg-1

164.80± 9.23

79.81±6.672)

116.74±8.534)

126.14±10.984)

A.正常组；B.模型组；C.尿激酶组；D.乌头赤石脂丸组

图 1 乌 头 赤 石 脂 丸 对 MIRI 大 鼠 病 理 形 态 学 变 化 的 影 响

(HE，×400)

Fig. 1 Effect of WCW on pathological changes in MIRI Rats

(HE，×400)
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候，治以乌头赤石脂丸，温阳行痹，驱散阴寒，通行

血脉，收敛止痛。该方由乌头、附子、蜀椒、干姜、赤

石脂组成，药简且力专，效宏而不散，同时本方采用

丸剂，便于急救服用。据《神农本草经》及《名医别

录》记载，乌头可除寒湿痹，消胸上痰冷；附子治心

腹冷痛，祛寒湿血瘕。二者同属大辛大热之品，可

温胸阳行寒痹。蜀椒可祛寒湿痹痛，通利血脉；干
姜可温中止血，治寒冷腹痛。二者亦属辛温大热，

能加强乌附散寒逐冷，温暖中阳。赤石脂主养心

气，以其酸涩之性收敛止血，以防乌、附、椒、姜辛温

走窜太过。

现代药理研究显示，乌头除具有强心、抗心律

失常的作用外，还有调节血流、降压、抗炎及镇痛等

功效［16-17］。乌头中的次乌头碱有抗急性心肌缺血的

作用，并能抑制心肌细胞氧化损伤和凋亡，可能与

增加钠离子内流，提高细胞内钙离子浓度等机制密

切相关［18］。附子具有强心、抗心律失常、抗炎、抗血

栓、抗氧化等作用［19-20］。实验观察发现，附子能显著

升高大鼠心肌 Na+-K+-ATP 酶活性，cAMP 及 PKA 含

量 ，证实附子具有明显的抗缓慢性心律失常作

用［21］。干姜具有促血管扩张、抗炎、抗氧化和抗血

小板聚集等作用［22-23］。干姜对心肌细胞缺氧缺糖性

损伤具有显著保护作用，其能抗血小板聚集，改善

心室收缩舒张功能，同时降低外周阻力，对急性心

力衰竭模型具有显著保护作用［24］。蜀椒中具有在

挥发油、酰胺和生物碱，其可促进血管舒张、加快血

液循环、抗心律失常、抗血小板凝结及抗氧化等作

用［25］。赤石脂具有抗炎、缩短凝血时间，抑制血小

板聚集等作用［26］。本方中诸药合用，进一步增强其

强心、扩血管、抗炎、抗凝、抗氧化、抗血栓及抗心律

失常等作用，改善心肌受损，达到保护心肌的作用。

本研究结果显示，乌头赤石脂丸能使心肌损伤大鼠

的心电图 J 点改变明显减轻，对 MIRI 大鼠在再灌注

T1，T2，T3，T4 时期的 HR 显著升高，从而改善心肌缺

血缺氧状态。

心肌缺血再灌注损伤为心肌缺血缺氧造成心

肌损伤后，短期内迅速恢复血供，不仅治疗作用减

弱，反而加重缺血性心肌损伤，出现心肌梗死面积

增大、心律失常等更严重的病理现象，导致心肌梗

死进一步加重［27-28］。研究证实，心肌缺血再灌注损

伤的发生与炎症、氧化应激、血管内皮细胞受损、血

小板聚集、及细胞凋亡等因素密切相关［29］。现代医

学认为凝血功能与血管内皮细胞内环境的稳态对

维持心脏血管的舒缩及血流状态尤为重要［30］。当

血液高黏稠、血流缓速，血液呈高凝状态，心血管出

现动脉硬化，使得血栓形成，造成急性心肌梗死。

早期溶栓治疗可延长 PT，APTT 激活凝血系统，将血

栓及血浆中的纤溶酶原，将其转化为纤溶酶，进而

激活纤溶系统，使 FIB 成为可溶物质，FIB 的含量降

低，TT 时间延长，即形成纤维蛋白丝的时间延长。

溶栓后 FIB 下降越低，血栓越能被有效溶解，但也增

加了溶栓性出血等不良反应发生的风险［31］。因此

及时观察凝血系统 PTPT，APTT，TT，FIB 是对急性

心肌梗死的溶栓再灌影响是十分重要的。TXA2 与

PGI2是血清中一组反映血管内皮细胞合成、释放且

生物活性相反的生物活性物质［32］。PGI2 为内皮细

胞合成并分泌的血管舒张因子，能够抑制血小板黏

附与聚集，扩张血管。TXA2是内皮细胞合成并分泌

的血管收缩因子，能促进血小板的黏附与聚集，收

缩血管，二者相互拮抗，维持生理水平血管内皮细

胞的内环境稳定［33］。ET-1 作为一种重要的活性肽，

是血管内皮细胞合成与分泌的血管收缩物质，ET-1

的浓度升高可增加钙离子内流，其水平异常为血管

功能障碍常见的评判指标之一［34］。当血液出现浓、

黏、凝、稠等状态，刺激血管内皮细胞分泌 ET-1，

TXA2与 PGI2等代谢产物，使心肌出现持续收缩，出

现临床心痛等症状［35］。因此维持血液流变学、凝血

功能及血管内皮细胞稳态具有重要意义。本研究

结果显示，乌头赤石脂丸可延长 PT，TT，并降低 FIB

含量；同时升高血清 PGI2 含量、降低 TXA2，ET-1 的

含量，证实乌头赤石脂丸对心肌缺血再灌注大鼠的

图 2 各组大鼠心肌组织 Keap1与 Nrf2蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of myocardial tissue Keap1 and Nrf2

protein expression in MIRI rats

表 6 乌头赤石脂丸对 MIRI 大鼠心肌织中 Keap1，Nrf2 蛋白表达

的影响（x̄± s）

Table 6 Effect of WCW on protein expression of Keap1, Nrf2 in

myocardial tissueof MIRI（x̄± s）

组别

正常

模型

尿激酶

乌头赤石脂丸

n

10

8

8

9

剂量

-

-

5×104 U·kg-1

8.17 g·kg-1

Keap1/β-actin

1.05±0.05

1.56±0.042)

1.38±0.033)

1.22±0.044)

Nrf2/β-actin

1.59±0.03

1.24±0.072)

1.39±0.044)

1.41±0.034)
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凝血功能及血管内皮细胞具有显著保护作用。

氧化应激在心肌缺血再灌注损伤中有着重要

的作用，是导致心肌组织损害的关键原因。心肌缺

血再灌注损伤后，中性粒细胞大量粘附、聚集、浸

润，氧自由基的迅速堆积，内源性抗氧化系统功能

被破坏，自由基不能被清除，释放大量活性氧 ROS

并与心肌组织脂质体反应，生成大量 MDA，同时抗

氧化酶 SOD 和 GSH-Px 活性降低，导致氧化与抗氧

化系统失衡，清除自由基的能力显著降低，从而引

起心血管组织严重损伤，SOD，MDA 活性可反映机

体抗氧自由基的能力［36］。此外，Keap1/Nrf2 信号通

路作为体内重要内源性抗氧化系统之一，具有抗氧

化应激损伤、抗炎症反应、抗肿瘤等作用，在维持机

体氧化平衡具有重要作用［37］。早期研究结果表明，

大鼠 H9c2 心肌细胞缺氧/复氧（H/R）损伤后心肌细

胞中 Nrf2 水平显著下降，通过黄连素治疗后，Nrf2

核转运进显著增加，Keap1 表达显著下降，抗氧化因

子 HO-1 表达也增加，进而减少心肌氧化应激水平，

保护缺血诱导的心肌损伤［38］。因此可以推测激活

Keap1/Nrf2 信号通路对缺血性心肌氧化具有保护作

用，是心肌缺血损伤中改善氧化应激过程的潜在靶

点。本实验结果显示，MIRI 大鼠心肌组织中 SOD，

GSH-Px 水平显著降低，MDA 含量显著升高，而乌

头赤石脂丸治疗后可显著减弱 SOD 和 GSH-Px 水平

的降低和 MDA 水平的升高。此外，心肌细胞中

Nrf2 蛋白核转运进显著增加，Keap1 表达显著下降，

证实其对 MIRI大鼠具有显著的抗氧化作用。

综上所述，乌头赤石脂丸能够改善心肌缺血再

灌注大鼠心脏损伤，与降低血液黏度，提高再灌后

的凝血功能有关，其机制可能是通过调节血管内皮

细胞分泌代谢产物，激活氧化应激 Keap1/Nrf2 通

路、抗细胞凋亡等多种途径发挥药理作用。应用该

方对急性心肌梗死患者的临床救治及再灌注损伤

的改善具备可行性。
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