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黄芪注射液预处理对大鼠急性心肌缺血再灌注损伤的保护作用

高军华１，２，千智斌１

（１．新乡医学院机能学实验室，河南　新乡　４５３００３；２．河南理工大学医院，河南　焦作　４５４０００）

摘要：　目的　研究黄芪注射液对急性心肌缺血再灌注损伤（ＭＩＲＩ）的保护作用。方法　３０只成年ＳｐｒａｇｕｅＤａｗ
ｌｅｙ大鼠随机分为黄芪组、缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）组和对照组。黄芪组大鼠腹腔注射黄芪注射液４０ｍｇ·ｋｇ－１，每日１次，
连续６ｄ，第７天复制大鼠左冠状动脉前降支Ｉ／Ｒ模型；Ｉ／Ｒ组大鼠腹腔注射等量生理盐水，其余实验操作同黄芪组；
对照组大鼠腹腔注射等量生理盐水，不复制Ｉ／Ｒ模型。记录各组大鼠结扎前、结扎３０ｍｉｎ、再灌注１２０ｍｉｎ及再灌注
１８０ｍｉｎⅡ导联心电图；透射电子显微镜观察大鼠心肌细胞的超微结构；反转录聚合酶链反应检测大鼠心肌组织Ｎａ＋
Ｋ＋三磷腺苷（ＡＴＰ）酶α１亚型ｍＲＮＡ表达。结果　与对照组比较，黄芪组和Ｉ／Ｒ组大鼠心电图ＳＴ段在结扎３０ｍｉｎ、
缺血再灌注１２０ｍｉｎ、缺血再灌注１８０ｍｉｎ时均出现缺血性改变。黄芪组大鼠心电图ＳＴ值在各时间点均显著低于Ｉ／Ｒ
组（Ｐ＜０．０５）。黄芪组和Ｉ／Ｒ组大鼠心肌超微结构均受损，黄芪组大鼠心肌超微结构受损程度轻于Ｉ／Ｒ组；黄芪组大
鼠心肌Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶α１亚型ｍＲＮＡ表达水平显著低于对照组（Ｐ＜０．０１），但高于Ｉ／Ｒ组（Ｐ＜０．０５）。结论　黄芪
注射液预处理可以减轻大鼠急性ＭＩＲＩ，保护大鼠心功能。
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　　心肌缺血再灌注损伤（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｓｃｈｅｍｉａ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＭＩＲＩ）是指心肌缺血后血管复通，
血流恢复，原本缺血所致的心肌细胞可逆损伤转变

为不可逆损伤，心肌损伤加重，心功能进一步降低的
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病理过程［１］。药物预处理是研究 ＭＩＲＩ损伤保护机

制的常用手段，黄芪中所含的黄芪多糖、黄芪皂苷和

黄芪黄酮等有效成分具有强心、抗氧化和提高机体

免疫功能的药理学作用［２］。因此，本研究选择黄芪

注射液作为预处理药物，探讨黄芪注射液对急性

ＭＩＲＩ的保护作用。

１　材料与方法

１．１　动物及分组　３０只３个月龄雄性健康Ｓｐｒａｇｕｅ

Ｄａｗｌｅｙ大鼠，体质量（２２０±２３）ｇ，购自郑州大学实
验动物中心（动物许可证号：ＳＣＸＫ豫２０１３０００２）。
大鼠分笼饲养，普通饮食，自然光照，适应性饲养后

随机分为缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ／Ｒ）组、
黄芪组和对照组，每组１０只。
１．２　主要仪器及试剂　 －８０℃超低温冰箱（日本
Ｓａｎｙｏ公司），聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃ
ｔｉｏｎ，ＰＣＲ）仪（美国 ＰｅｋｉｎＥｌｍｅｒ公司），低温高速离
心机、Ｈ７５００高性能日立电子透射电镜（日本 Ｈｉｔａ
ｃｈｉ公司），ＢＬ４２０生物信号采集处理系统（成都泰
盟软件有限公司），Ａｌｐｈａ凝胶成像系统（美国 Ｐｒｏ
ｔｅｉｎＳｉｍｐｌｅ公司）。黄芪注射液（每支１０ｍｇ／１０ｍＬ，
国药准字 Ｚ１３０２０９９９，石家庄神威药业有限公司），

１００ｇ·Ｌ－１水合氯醛（上海芸强化工有限公司），胰

蛋白酶、Ｔｒｉｚｏｌ总ＲＮＡ提取试剂（美国Ｇｉｂｃｏ公司），
氯仿、异丙醇、无水乙醇（天津市天大化学试剂厂），

ＰＣＲ试剂盒、焦碳酸二乙酯（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）。
１．３　方法
１．３．１　动物造模前处理　黄芪组大鼠于手术前６ｄ

开始腹腔注射黄芪注射液４０ｍｇ·ｋｇ－１，每日１次，

共６ｄ；Ｉ／Ｒ组和对照组大鼠手术前６ｄ开始腹腔注
射等量生理盐水。

１．３．２　动物模型建立　黄芪组和 Ｉ／Ｒ组大鼠在腹
腔注射开始第７天进行急性ＭＩＲＩ模型制备，方法如

下：大鼠禁食、水 １６ｈ，１００ｇ·Ｌ－１水合氯醛

１０ｍＬ·ｋｇ－１腹腔注射麻醉，仰卧位固定于实验台

上，连接小动物呼吸机，实验中注意观察大鼠一般情

况和口唇颜色。使用 ＢＬ４２０生物信号采集处理系
统记录大鼠Ⅱ导联心电图。手术局部备皮消毒后纵
向切开皮肤，分离肌层，在第３、４肋间打开胸腔，暴
露心脏，寻找左冠状动脉前降支，在左心耳下缘

２ｍｍ处穿１根手术线。观察结扎处心肌的颜色和

Ⅱ导联心电图，结扎后局部心肌苍白或颜色变暗，提

示结扎血管的血流阻断，心肌缺血，Ⅱ导联心电图
ＳＴ段高抬，进一步证实心肌缺血。血管结扎心肌缺
血持续４５ｍｉｎ后抽出结扎线，恢复心肌血液灌注，
心肌颜色变红、心电图 ＳＴ段下降超过１／３，提示缺
血心肌血流灌注恢复。轻柔压迫胸腔使气体排出，

避免胸腔压力升高对心功能的影响，干扰实验结果。

逐层缝合肋骨、肌肉和皮肤，关胸。再灌注 １８０ｍｉｎ，
采用过量麻醉法处死动物［３］。对照组大鼠在左冠状

动脉前室间支穿线但不结扎，不造成心肌缺血，其余

实验操作同黄芪组和Ｉ／Ｒ组大鼠。记录并保留各组
大鼠的心电图。待处死动物后，迅速取出心脏，去除

包膜，取Ｉ／Ｒ处心肌，均分２份，１份用于透射电镜观
察心肌细胞的超微结构，另１份用于检测心肌 Ｎａ＋

Ｋ＋三磷腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＴＰ）酶α１亚

基的ｍＲＮＡ水平。
１．３．３　透射电镜观察心肌细胞的超微结构　心肌
组织使用体积分数２５％戊二醛固定后，４℃下用同
系列缓冲液漂洗，再用 １０ｇ·Ｌ－１四氧化锇在４℃

下固定３ｈ，随后在４℃下依次浸入体积分数５０％、
７０％、９０％乙醇各 １０ｍｉｎ，再依次浸入体积分数
９０％乙醇＋体积分数９０％丙酮混合液１０ｍｉｎ，体积
分数９０％丙酮１０ｍｉｎ，体积分数１００％丙酮１５ｍｉｎ
脱水。脱水完成后用玻璃刀切成超薄片，再用柠檬

酸铅和醋酸铀进行双重染色后，即可进行透射电子

显微镜观察、拍摄照片和图像分析。

１．３．４　心肌Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶α１亚基的ｍＲＮＡ表
达检测　取 ０．１ｇ心肌组织提取总 ＲＮＡ，提取的

ＲＮＡ经核酸蛋白分析仪测 Ａ２６０／Ａ２８０比值在１．８３～
１９５，符合 ＲＮＡ样本纯度要求，进行进一步实验。
总ＲＮＡ反转录合成ｃＤＮＡ后进行 ＰＣＲ，反应产物经
凝胶电泳后使用图像处理分析系统对产物条带行灰

度扫描，内参照为磷酸甘油醛脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅ
ｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）。反应条
件如下：（１）引物序列和目的片段长度：内参引物
ＧＡＰＤＨ长度 ４８７ｂｐ，正向引物为 ５′ＡＣＣＣＣＡＡＣ
ＣＣＴＴＧＧＣＡＴＧＡＣ３′，反向引物为 ５′ＴＣＣＡＡＣＧＴＣ
ＣＡＧＴＴＧＣＴＴＣＡ３′；Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶α１，长度２９７ｂｐ，

正向引物为 ５′ＡＧＧＧＡＣＧＣＣＴＴＴＣＡＧＡＡＴＧＣＣＴ３′，
反向引物为 ５′ＴＡＡＣＧＡＴＧＡＴＧＡＣＣＴＴＡＡＴＧＧＡ３′。

（２）反应体系：１０×磷酸盐缓冲液 ５μＬ，ＭｇＣｌ２
（２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）３μＬ，脱氧核苷酸（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

１μＬ，上游引物（５０ｐｍｏｌ）１μＬ，下游引物（５０ｐｍｏｌ）
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１μＬ，ｃＤＮＡ模板 ２μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶 （５×
１０６Ｕ·Ｌ－１）０．５μＬ，灭菌去离子水加至 ５０μＬ。
（３）反应条件：９５℃、５ｍｉｎ，９５℃、３０ｓ，５５℃、３０ｓ，
７２℃、５０ｓ，７２℃、５ｍｉｎ，共３０个循环。
１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计
学处理，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用
独立样本 ｔ检验，计数资料比较采用 χ２检验，Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠心电图变化　结果见表１。结扎前
各组大鼠心电图均呈窦性心律、ＳＴ段正常。结扎
３０ｍｉｎ时，Ｉ／Ｒ组和黄芪组大鼠心电图ＳＴ段上抬，Ｔ
波高尖，提示急性心肌缺血，但２组大鼠 ＳＴ值差异
无统计学意义（ｔ＝３．０５４，Ｐ＞００５）；再灌注１２０ｍｉｎ
时，２组大鼠心电图上抬的 ＳＴ段均回落，但黄芪组
大鼠ＳＴ值小于Ｉ／Ｒ组（ｔ＝１４．１６２，Ｐ＜０．０１）；再灌
注１８０ｍｉｎ时，２组大鼠上抬的ＳＴ段均再次上抬，且

ＳＴ值高于结扎３０ｍｉｎ时，黄芪组大鼠 ＳＴ值小于 Ｉ／
Ｒ组（ｔ＝１０．２６５，Ｐ＜０．０１）；对照组大鼠心电图在４
个时间点均正常。

表１　３组大鼠心电图ＳＴ值比较

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＳＴｖａｌｕｅｏｆｅｌｅｃｔｒｏｃａｒｄｉｏｇｒａｍ ｏｆ

ｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＳＴ值／ｍＶ

结扎前 结扎３０ｍｉｎ 再灌注１２０ｍｉｎ 再灌注１８０ｍｉｎ
对照组 １００．５１±０．１７ ０．５３±０．１６ ０．５３±０．１７ ０．５２±０．１８
Ｉ／Ｒ组 １００．５０±０．２１ ３．４７±０．５１ａ ３．２７±０．４９ａ ４．２６±０．４８ａ

黄芪组 １００．５１±０．２５ ３．５６±０．３３ａ ２．１８±０．４２ａｂ ３．６２±０．５５ａｂ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０１；与Ｉ／Ｒ组比较ｂＰ＜０．０５。

２．２　各组大鼠心肌细胞超微结构　结果见图 １。
对照组大鼠心肌超微结构完好，心肌细胞及线粒体

结构正常，线粒体丰富，糖原颗粒丰富；Ｉ／Ｒ组大鼠
心肌细胞肿胀，线粒体膜破裂，嵴断裂或消失，空泡

变，糖原颗粒明显减少；黄芪组大鼠心肌细胞肿胀，

线粒体膜尚完整，嵴肿胀部分不完整，糖原颗粒较

多。

CA B

Ａ：黄芪组；Ｂ：Ｉ／Ｒ组；Ｃ：对照组。

图１　３组大鼠心肌细胞超微结构（透射电子显微镜，×８０００）

Ｆｉｇ．１　Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｃａｒｄｉａｃｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，×８０００）

２．３　各组大鼠心肌组织 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶 α１亚基
ｍＲＮＡ表达比较　结果见图 ２。黄芪组大鼠心肌
Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶α１亚基ｍＲＮＡ表达水平（０．０９２±
００１７）显著高于Ｉ／Ｒ组（０．０５６±０．００４）（ｔ＝８１８２，
Ｐ＜０．０５），黄芪组和 Ｉ／Ｒ组大鼠心肌 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ
酶α１亚基 ｍＲＮＡ表达水平均显著低于对照组
（０２０４±０．０１１）（ｔ＝１４．５２４、１９．２１９，Ｐ＜０．０１）。

329 bp

487 bp

M A B C

Ｍ：１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒｓ；Ａ：对照组；Ｂ：黄芪组；Ｃ：Ｉ／Ｒ组。

图２　大鼠心肌组织Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶α１亚基ｍＲＮＡ表达
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍＲＮＡｏｆＮａ＋Ｋ＋ＡＴＰａｓｅｇｅｎｅα１
ｓｕｂｕｎｉｔｉｎｍｕｓｃｕｌａｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓ

３　讨论

ＭＩＲＩ是指心肌缺血后血管复通、心肌血流灌注
恢复后心肌功能下降加剧的病理过程。ＭＩＲＩ是临
床救治急性心肌梗死患者时经常遇到的危重病理过

程，这一危象与心肌 Ｉ／Ｒ直接相关［４］。研究 Ｉ／Ｒ的
发生机制和预防治疗措施对相关疾病的治疗有重要

意义。

心电图是判断心脏功能的早期指标，心电图改

变往往早于心功能和心肌酶变化［５６］。本研究结果

显示，结扎３０ｍｉｎ时，Ｉ／Ｒ组和黄芪组大鼠心电图
ＳＴ段上抬，Ｔ波高尖，提示 Ｉ／Ｒ模型复制成功，但２
组大鼠ＳＴ值差异无统计学意义。再灌注 １２０ｍｉｎ
和１８０ｍｉｎ时，黄芪组大鼠 ＳＴ值均显著小于 Ｉ／Ｒ
组；提示心肌缺血前短期使用黄芪注射液不能减轻

缺血对心肌的损伤，但能够减轻缺血后再灌注对心
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肌的损伤作用，与文献［７８］报道一致。有研究报
道，Ｉ／Ｒ破坏大鼠心肌亚细胞结构，尤其是对线粒体
和细胞内膜结构的破坏更为严重［９１０］。本研究结果

显示，电子透射显微镜下黄芪组大鼠心肌细胞线粒

体和膜结构损伤程度轻于 Ｉ／Ｒ组大鼠心肌细胞，说
明黄芪注射液预处理可以减轻心肌Ｉ／Ｒ对大鼠心肌
的损伤。心肌细胞将化学能 ＡＴＰ转变为可供心肌
细胞的机械能依赖 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶［１１１２］，Ｎａ＋Ｋ＋
ＡＴＰ酶α１亚基作用最强。因此，本研究检测了大
鼠心肌组织 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶 α１亚基 ｍＲＮＡ水平，
结果发现，黄芪组大鼠心肌 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶 α１亚
基ｍＲＮＡ水平显著高于 Ｉ／Ｒ组；提示黄芪注射液改
善ＭＩＲＩ大鼠心电图和心肌细胞超微结构可能与增
加Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶α１亚基ｍＲＮＡ表达有关。

本研究发现了黄芪注射液预处理对大鼠 ＭＩＲＩ
的改善作用，但对其机制研究还不够深入，在以后的

工作中将深入研究黄芪注射液对 ＭＩＲＩ的保护机
制，为相关疾病的防治提供研究基础和思路。
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