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  [ 摘要]  目的: 观察安心颗粒对慢性心力衰竭模型大鼠血清超氧化物歧化酶( SOD) 、丙二醛( MDA) 水平及心肌细胞凋亡

的影响。方法:将 50只雌性 SD大鼠随机分为正常对照组( A组 )、模型组( B组 )、卡托普利组 ( C组) 、安心颗粒低剂量组 ( D

组) 、安心颗粒高剂量组( E组) , 每组 10只。采用阿霉素 ip造模, 每周 1 次, 连续 6 周。造模同时, C～E组分别按 6. 25 mg·

kg - 1
·d - 1 , 0. 8, 1. 6 g·kg - 1

·d - 1
剂量 ig给药。造模结束后, 分别测定各组血清超氧化物歧化酶 ( SOD) 、丙二醛 ( MDA) 水平,

左室重量指数( LVMI) 及心肌细胞凋亡指数( AI) 。结果: 模型组血清 MDA水平、LVMI及 AI 均显著性升高( P < 0. 01) , 血清

SOD活性显著下降( P < 0. 01) ;安心颗粒低、高剂量组均可显著性降低模型大鼠血清 MDA水平、LVMI 及 AI( P < 0. 05或 P <

0. 01) , 提高血清 SOD活性( P < 0. 01) 。结论: 安心颗粒可通过调控氧化应激、抑制心肌细胞凋亡,延缓心肌重构,防治心力衰竭。
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[ Abstract]  Objective: To observe the effects of Anxin Granules ( AXG) on the levels of serum superoxide

dismutase ( SOD) and malondialdehyde ( MDA) and myocardial cell apoptosis in rats with chronic heart failure

( CHF) , and to explore the possible therapeutic mechanism. Method: Fifty female SD rats were randomly divided

into five groups: normal control group ( A) , model group ( B) , captopril group ( C) , low-dose AXG group ( D) and

high-dose AXG group ( E) . CHF models were established by intraperitoneal injection of small-dose of adriamycin,

once per week for continuous 6 weeks. Meanwhile, group C was injected captopril ( 6. 25 mg·kg
- 1
·d

- 1
) ; groups D

and E received low-dose AXG ( 0. 8 g·kg - 1
·d - 1 ) and high-dose AXG ( 1. 6 g·kg - 1

·d - 1 ) ig respectively. After 6

weeks, serum levels of SOD, MDA and the left ventricular mass index ( LVMI) of different groups were detected.

Myocardial cells apoptosis was tested by TUNEL. Apoptosis index ( AI) was counted. Result: Compared to group

A, the serum levels of MDA , and LVMI, and AI in cardiac muscle were markedly increased in the model group

( P <0. 01) , the activity of SOD in serum was significantly decreased ( P < 0. 01) in rats model with CHF. AXG

decreased the serum levels of MDA, LVMI and AI compared with the model group ( P <0. 05 or P <0. 01) . And the

level of SOD was ascended markedly. Conclusion : AXG inhibit apoptosis and anti-oxidative stress.
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  研究表明慢性心力衰竭( CHF) 时有广泛的心肌

细胞凋亡存在, 心肌细胞凋亡发生参与了 CHF的

心肌重构, 并在 CHF 的发生、发展中起重要作

用
[ 1 ]
。而氧化应激可诱导心肌细胞凋亡、促进心

肌重构而促使心衰恶化
[ 2 ]
。因此 , 以调控氧化应

激和心肌细胞凋亡为靶向的生物学干预, 是治疗

CHF的一个有效途径。本实验拟通过建立阿霉素

性 CHF大鼠模型 ,观察中药安心颗粒对其氧化应

激与心肌细胞凋亡的干预作用 ,探讨安心颗粒治疗

心衰的内在机制。

1 材料

1.1 动物  50 只健康清洁级雌性 SD大鼠, 体重

( 200 ±20) g, 由广西中医学院实验动物中心提供

(桂医动字 11003) 。

1.2 药物 安心颗粒( 由人参,桂枝,茯苓,水蛭,瓜

蒌等组成) 为褐色颗粒状 4. 5 g/包,每克颗粒含生药

4. 5 g, 由培力 ( 南宁 ) 药业有限公司提供 ( 批号

050301) ;卡托普利由中美上海施贵宝制药有限公司

生产(批号 0505031) ;盐酸阿霉素 ( ADR) 粉针由深

圳万乐药业有限公司生产(批号 0501E2) 。

1.3 试剂  原位细胞凋亡检测试剂盒为德国

Roche 公司生产 ( 批号 050402) ; 超氧化物歧化酶

( SOD,批号 050615) 、丙二醛( MDA,批号 050613) 测

试试剂盒购于南京建成生物工程研究所。

2 方法

2.1 动物模型复制 参照文献 [ 3] 方法, 将注射用

ADR粉针用灭菌注射用水溶解,用 9 g·L
- 1
生理盐

水配成 0. 8 g·L- 1
溶液,第 1 ～3 周按 3 mg·kg - 1

剂量

给模型组和用药组大鼠进行 ip, 第 4 ～6 周再按 2

mg·kg
- 1
剂量进行 ip, 正常对照组大鼠 ip 等容积的

生理盐水,均每周 1 次,连续 6 周。以出现 CHF临

床表现和病理改变为造模成功
[ 4]

( ①出现动物行为

改变:精神不振,活动减少,食欲减退,肢冷,腹泻;②

心衰体征:气喘痰鸣, 紫绀, 唇舌青紫, 四肢皮下水

肿;③动物病理解剖:出现胸水和 /或腹水,肝脏和肺

充血肿胀等变化;④病理切片:心肌、肝脏和肺组织

病理切片出现组织充血、水肿等) 。

2.2 动物分组及给药  大鼠在用基础饲料适应性

喂养 1 周后,随机分为正常对照组 ( A 组 ) 、模型组

( B组) 、卡托普利组 ( C组 ) 、安心颗粒低剂量组 ( D

组)、安心颗粒高剂量组 ( E组 ) ,每组 10 只,分笼饲

养。造模同时, C组给予卡托普利 6. 25 mg·kg - 1
剂

量 ig, D 组和 E 组分别给予安心颗粒 0. 8, 1. 6

g·kg
- 1
剂量 ig, 用药剂量按动物体表面积换算。A

组给予等容积蒸馏水 ig。每日 1 次, 自由饮食。给

药共计 6 周( 安心颗粒给药剂量系按提取浓缩物计

算) 。

2.3 指标检测

2.3.1 血清 SOD, MDA测定 于末次给药 24 h,取

大鼠主动脉血 5 mL, 分离血清,用黄�呤氧化酶法

和硫代巴比妥酸法分别测定大鼠血清 SOD, MDA水

平,严格按试剂盒说明操作。

2.3.2 左室质量指数的测定 动物采血后,用颈椎

脱臼法处死大鼠,剖胸取出心脏 ,用冰生理盐水洗

净残血,迅速分离左心室 ( 包括室间隔在内) ,用滤

纸吸干 ,称取质量 ( 单位为 mg) , 并计算左室质量

指数。

左室质量指数 ( LVMI) = 左室质量 ( mg) /体重 ( g)

( LVW/BW) 。

2.3.3 心肌细胞凋亡检测 左心室称重后,切取部

分左室心尖部组织,用 40 g·L
- 1
多聚甲醛液固定 12

h,梯度乙醇脱水,二甲苯透明, 石蜡包埋,切片进行

形态学观察。同时用 TUNEL法检测心肌细胞凋亡,

按试剂盒说明操作, 以细胞核被染成棕褐色为阳性

结果。每个标本观察 5 张切片,每张切片随机计数 5

个高倍视野( ×400) 中的凋亡阳性细胞核数 /总细

胞核数,取其平均值作为心肌细胞凋亡指数( AI) 。

2.4 统计学处理  采用 SPSS 12. 0 统计软件分析

数据,计量资料用 珋x±s 表示,多组间比较用方差分

析,两两比较用 q检验, P <0. 05 为差异有显著性。

3 结果

3.1 各组大鼠心肌病理形态学观察  光镜下观察

心肌组织切片,正常对照组大鼠心肌形态正常,胞浆

纹理清晰。其他各组可见程度不同的肥大心肌细胞

群,细胞排列紊乱、断裂、溶解、炎性细胞浸润, 药物

干预各组均较模型组改变轻,其结果见图 1。模型

组还可见肺泡壁破裂、融合、水肿、淤血改变,且肝组

织苏木素-伊红染色可见肝窦扩张淤血,提示心衰模

型制备成功。

3.2 各组大鼠血清 SOD, MDA, AI 及 LVMI 比较 

在造模过程中,正常对照组有 1 只大鼠因 ig操作失

误死亡,模型组有 3 只、其余各组各有 2 只大鼠死于

CHF。表 1 结果显示:模型组血清 MDA水平、AI及

LVMI均显著性升高( P <0. 01) ,血清 SOD活性显著

下降( P < 0. 01) ;安心颗粒低剂量组、安心颗粒高剂
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量组均可显著性降低模型大鼠血清 MDA 水平、AI

及 LVMI ( P <0. 05 或 P < 0. 01) ,提高血清 SOD活

性( P <0. 01) 。

3.3 各组大鼠心肌细胞凋亡图片比较  模型组可

见棕褐色细胞核明显增多,正常对照组偶见,其余各

组均较少,结果见图 2。

图 1 各组大鼠心肌组织病理形态学改变 ( ×200)

A. 正常对照组 ; B. 模型组 ; C. 卡托普利组 6. 25 mg·kg - 1·d - 1 ; D. 安心颗粒低 0. 8 g·kg - 1·d - 1组 ; E. 安心颗粒高 1. 6

g·kg - 1·d - 1组 (图 2 同 )

图 2 各组大鼠心肌细胞凋亡检测比较 ( TUNEL 法, ×400)

表 1 各组大鼠血清 SOD,MDA,AI,LVMI比较 ( 珔x±s)

组别 剂量 /g·kg - 1·d - 1 n SOD/U·mL - 1 MDA /μmol·L - 1 AI /% LVMI/mg·g - 1

正常对照 - 9 455. 00 ±13. 38 6. 90 ±2. 31 3. 27 ±0. 81 1. 60 ±0. 24

模型 - 7 318. 67 ±13. 06 19. 22 ±3. 49 23. 26 ±4. 02 2. 28 ±0. 17

卡托普利 0. 006 25 8 403. 90 ±19. 012) 11. 46 ±3. 322) 13. 49 ±3. 812) 1. 87 ±0. 16 2)

安心颗粒 0. 8 8 362. 36 ±26. 002, 4) 15. 43 ±3. 561, 3) 18. 12 ±4. 161, 3) 2. 09 ±0. 17 1, 3)

1. 6 8 376. 83 ±17. 912, 4) 11. 79 ±3. 382, 5) 14. 27 ±3. 912) 1. 90 ±0. 13 2, 5)

  注 :与模型组比较 1) P < 0. 05, 2) P < 0. 01; 与卡托普利组比较 3) P < 0. 05, 4) P < 0. 01; 与安心颗粒低剂量组比较 5) P < 0. 05。

4 讨论

氧化应激是指由于氧自由基( OFR) 过量生成和

(或) 细胞内抗氧化防御系统受损导致氧自由基及

其相关代谢产物过量聚集,从而对机体造成损害的

病理状态
[ 5]
。在心衰的发生发展过程中,由于儿茶

酚胺的大量分泌和自由化、促炎性细胞因子合成分

泌增加、黄�呤氧化酶激活、线粒体呼吸链功能异常

等病理生理机制产生大量的 OFR, SOD活性下降,

OFR清除下降,体内过多的 OFR可能通过各种机制

引起连锁反应, 产生大量的 MDA,发生氧化应激反

应
[ 6]
。氧化应激不但可以直接损害心肌细胞及其超

微结构,使心肌收缩舒张功能失调,影响能源代谢,

破坏核酸结构, 最终导致细胞死亡
[ 7]

;还可以调控

细胞的信号转导通路或作用于核酸水平,改变遗传

物质的表达,诱导心肌细胞凋亡,致心肌细胞数目减

少
[ 8]
。同时, OFR 可刺激间质胶原酶活化, 分解胶

原蛋白,破坏间质胶原网络,刺激体内各种生长因子

的表达,促进胶原的合成,导致心肌纤维化,影响心

肌重构,进一步恶化心衰 [ 7]
。

本实验研究表明, CHF模型大鼠血清 MDA 含

量、AI及 LVMI较正常组显著性升高 ( P < 0. 01) ,血

清 SOD活性显著下降( P < 0. 01) ,且心肌凋亡细胞

明显增多,提示 CHF的发生与氧化应激诱导心肌细

胞凋亡、促进心肌重构等机制有着密切的关系,与文

献报道一致
[ 9 ]
。在给予安心颗粒和卡托普利干预

后,可显著降低血清 MDA含量、AI及 LVMI, 提高血

清 SOD活性,减少心肌凋亡细胞数量, 尤其是高剂

量安心颗粒,其作用与卡托普利相仿。

心力衰竭属于中医“心悸”、“水肿”等病证范

畴,多因心( 阳) 气受损,气血津液运行不畅,以致瘀

血、痰饮、水湿互结为沉痼之疾。治宜益气通阳、逐

瘀通脉、化痰利水。安心颗粒 ( 原名益心脉颗粒 ) 是
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广西中医学院附属瑞康医院方显明教授临床多年用

于治疗冠心病的复方中药制剂。该药由人参、桂枝、

瓜蒌、水蛭、茯苓等中药制成,方中人参大补元气,为

主药;桂枝通阳化气,辅人参以振奋心阳;瓜蒌化痰

泄浊、水蛭破血逐瘀,佐人参以畅通血脉;并以茯苓

利水渗湿消痰,为人参之使药。诸药配伍,具有强心

利尿、标本同治之功。近年来临床用于 CHF的治疗

也取得了显著效果
[ 10 ]

,推测其作用机制, 可能与该

药能降低 MDA含量、提高血清 SOD活性,并通过调

控氧化应激而抑制心肌细胞凋亡的作用,延缓心肌

重构,改善心脏功能, 从而阻止 CHF 的发展有关。

其确切机制有待进一步研究。
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