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复方黄芪养心合剂对心室重构大鼠心肌细胞
缝隙连接蛋白43分布与表达的影响
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-论著-

【摘要】 目的 观察复方黄芪养心合剂对冠状动脉(冠脉)结扎术后心室重构(VR)大鼠心肌缝隙连接蛋

白43(cx43)分布改变和表达的影响。方法73只健康雄性清洁级sD大鼠，随机取8只作为假手术组，其余

65只大鼠行冠脉左前降支(LAD)结扎术，术后观察10 d。存活的49只大鼠按随机数字表法分为复方黄芪养

心合剂高、中、低剂量组和琥珀酸美托洛尔组，每组10只，VR模型组9只。复方黄芪养心合剂高、中、低剂量

组分别按14．0、7．0、3．5 mL～·kg～·d‘1灌胃复方黄芪养合剂(黄芪20 g、党参20 g、太子参20 g、苦参20 g、丹

参20 g、甘松20 g、炙甘草10 g、生山楂15 g)；琥珀酸美托洛尔组按7．0 mL～·kg～·d‘1灌胃琥珀酸美托洛尔；

VR模型组和假手术组均灌胃蒸馏水7．0 mL-1·kg～·d～。连用8周后，取大鼠心脏组织，用免疫组化法(IHC)

观察心肌cx43分布的改变，用蛋白质免疫印迹试验(Western Blot)检测心肌Cx43蛋白的表达。结果显微

镜下可见，假手术组心肌Cx43呈棕黄色颗粒状表达；VR模型组较假手术组有所减少；琥珀酸美托洛尔组表

达较假手术组减少不明显，但较VR模型组增多；复方黄芪养心合剂高、中、低剂量组表达较VR模型组有所

增加，与琥珀酸美托洛尔组相近。Western Blot结果显示：与假手术组比较，VR模型组心肌Cx43蛋白表达明

显减少[(309．25±56．72)％比(597．67±78．25)％]；琥珀酸美托洛尔组和复方黄芪养心合剂高、中、低剂量组

则较VR模型组明显增加[(466．81±99．29)％、(446．61±68．25)％、(455．20±81．58)％、(528．87±57．69)％比

(309．25±56．72)％，P<o．05或P<O．01]；高、中、低剂量复方黄芪养心合剂组之间及与琥珀酸美托洛尔组比较

差异均无统计学意义(均P>O．05 o结论复方黄芪养心合剂能够改善冠脉结扎术后VR大鼠心肌细胞Cx43

的分布变化与表达减少，作用与琥珀酸美托洛尔相近，但其作用无剂量依赖性。

【关键词】复方黄芪养心合剂； 美托洛尔； 心室重构；心律失常； 缝隙连接蛋白43
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[Abstract]Objective To study the effects of compound astragalus mixture nourishing heart(CAMNH)

on myocardial connexin 43(Cx43)changes of distribution and expression in rats with cardiac remodeling(VR)after

coronary artery ligation．Methods Seventy—three healthy male clean grade Spargue—Daw}ey(SD)rats were randomly
selected 8 rats to be sham operation group，and the remaining 65 rats underwent left anterior descending(LAD)coronary

artery ligation，and after operation they were observed for 10 days．The survived 49 rats were randomly divided into five

groups：CAMNH high，middle，low dose groups，metoprolol succinate group，10 rats in each group，and VR model group

9 rats．The ingredients of CAMNH were as follows：radix astragali 20 g，codonopsis pitosula 20 g，radix pseudostellariae

20 g，radix sophorae flavescentis 20 g，salvia mihiorrhiza 20 g，nardostachys 20 g，honey-fried licorice root 10 g，born

hawthorn 15 g．In CAMNH high，middle，low dose groups，14．0，7．0，3．5 mL～‘kg～。d一‘CAMNH was respectively

infused into stomach．In metoprolol succinate group．7．0 mL-1·kg～·d～metoprolol snccinate was infused into stomach．

In VR model and sham operation groups．7．0 mL～·kg～·d～distilled water was infused into stomach．The treatments

in various groups were consecutively applied for 8 weeks．and afterwards the heart tissue was collected．The distribution

changes of myocardial Cx43 was detected by immunohistochemistry(IHC)method；the myocardial Cx43 protein

expression was measured by Western Blot．Results Under microscope，in sham operation group，the distribution of

myocardial Cx43 was uniform，representing brown—yellow granular expression．In VR model group，metoprolol succinate

group and CAMNH high，medium and low dose groups，the brown-yellow granular expression of myocardial Cx43 at

infarct area was obviously weakened and even disappeared．In marginal zone of myocardial infarction，the expression

of myocardial Cx43 in VR model group was less than that in sham operation group；in metoprolol succinate group，

the expression of myocardial Cx43 at infarct marginal zone was not obviously less than that in sham operation group，

limit being not clear，and more than that in VR model group．In CAMNH high，medium and low dose groups，the Cx43
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expression at infarct marginal zone was increased compared with that in VR model group．and was not obviously lcss

than that in sham operation group，and similar to metoprolol suecinate group．Western Blot results showed：compared
with sham operation group，the expression of myocardial Cx43 protein was obviously decreased in VR model group

[(309．25±56．72)％VS．(597．67-4-78，25)％】；compared with VR model group，the expressions of myocardial Cx43

protein were all increased obviously in metoprolol suecinate group and CAMNH high，middle，low—dose groups

[(466．81±99．29)％，(446．61±68．25)％，(455．20．4-81．58)％，(528．87±57．69)％VS．(309．25±56．72)％，P<0．05 or
P<0．0 1]；no statistical significant difierenees were foand between metoprolol succinate group and each one the following

groups：CAMNH high，middle，low—dose groups，and(aU P>0．05)．Conclusions CAMNH can improve myocardial
cell Cx43 changes of distribution and decrease in its expression in VR rats after coronary artery ligation．the effect is

similar to that of MSSRT．but its effect is not dose—dependent．

【Key words I Compound astragalus mixture nourishing heart；Metopralol；Ventrieuiar remodeling；

Arrhythmia；Connexin 43

冠心病心律失常是导致冠心病患者心源性猝

死的主要原因之一。由于近年来冠心病越来越成为

临床常见病⋯，心律失常也逐渐为人们所重视。目

前认为冠心病心律失常的发病机制与缺血／再灌注

(I／R)¨o及心室重构(VR)相关，尤其与VR过程中

心肌细胞之间缝隙连接蛋白43(Cx43)的分布与表

达密切相关。缝隙连接(GJ)是细胞间通讯的主要

方式，心室的GJ通道主要由Cx43构成，Cx43的正

常分布与表达是维持GJ通道电耦联功能正常、保证

心脏正常电活动和协调舒缩的重要前提¨1。GJ通

道的状态，对心肌缺血所致室性心律失常具有重要

作用。通道的关闭可导致相邻细胞失耦联，造成电

冲动减慢或传导不均一¨。6 J。由Cx43蛋白构成的

GJ通道是维持心室肌细胞问电耦联稳定，协调心肌

细胞同步化搏动的重要结构o 7I。复方黄芪养心合剂

由黄芪、党参、太子参、苦参、丹参、甘松、生山楂、

炙甘草等组成，方中黄芪、党参、太子参具有补益心

气的作用，丹参、生山楂具有活血祛瘀的作用，炙甘

草具有益气和中的作用，甘松具有理气的作用，苦

参具有清热燥湿的作用，诸药合用全方共奏益气养

阴、祛瘀化浊之功效。研究证实，复方黄芪养心合剂

可改善大鼠I／R心肌细胞Cx43的分布改变∽J，对冠

状动脉(冠脉)结扎术后VR有较好的改善作用o
9

30

本研究拟观察复方黄芪养心合剂对大鼠冠脉结扎术

后SD大鼠心肌细胞Cx43分布与表达的影响。

1材料与方法

1．1动物分组及模型制备：选择8～10周龄健康雄

性清洁级sD大鼠73只，体质量180—220 g，由上

海西普尔一必凯实验动物有限公司提供，动物合格

证号：SCXK(沪)2008—0016；实验动物许可证号：

SYXK(浙)2008—0115。将73只大鼠随机取8只作

为假手术组。其余65只大鼠制模后观察10 d，存活

49只按随机数字表法分为VR模型组9只、复方黄

芪养心合剂高、中、低剂量组和琥珀酸美托洛尔组，

每组lO只。大鼠急性心肌梗死(AMI)VR模型的

复制参照徐叔云等¨o 1的方法通过高位结扎冠脉左

前降支(LAD)并略作改进，术后观察15 min，关闭

胸腔。假手术组除不结扎冠脉LAD外，其余步骤相

同。全程记录Ⅱ导联心电图。

1．2伦理学：本实验中动物处置方法符合动物伦理

学标准。

1．3药物处理：复方黄芪养心合剂高、中、低剂量

组分别按14．0、7．0、3．5 mL～·kg～·d‘1剂量灌胃；
琥珀酸美托洛尔组按7．0 mL～·kg～·d一剂量灌胃；

vR模型组和假手术组均灌胃7 mL～·kg～·d一蒸馏

水。各组均给药8周。

复方黄芪养心合剂组方：黄芪20 g、党参20 g、

太子参20 g、苦参20 g、丹参20 g、甘松20 g、炙甘

草10 g、生山楂15 g，单味中药均由浙江省临安市

中药药材有限公司提供，由杭州市中医院药剂制剂

室制备成生药浓度为2 g／mL的生药煎剂，4℃冰箱

保存。琥珀酸美托洛尔缓释片由阿斯特拉(无锡)

制药有限公司提供(每片47．5 mg，批号：m14438 o

1．4检测指标及方法：取大鼠心脏组织，切成3块，

其中2块用4％中性甲醛水溶液固定24 h，另一

块一20℃保存备用。将心肌组织用不同浓度乙醇梯

度脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，切片(厚度3¨m)，

65℃过夜烤干备用。

1．4．1 Envision快捷免疫组化法(IHC)检测心肌细

胞Cx43分布：观察心肌细胞Cx43的分布并摄片"o，

经过抗原修复、3％双氧水(H：0：)溶液室温下孵育、

蒸馏水、磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗，滴加兔Cx43多

克隆抗体一抗，室温下孵育60 min(阴性对照用PBS

代替一抗)，PBS冲洗3次，每次5 min。滴加即用型

辣根过氧化物酶(HRP，美国Invitrogen公司)和二

抗，37℃孵育，PBS冲洗，3，3’～二氨基联苯胺(DAB)

显色，自来水充分冲洗以终止反应，苏木素复染，盐

酸乙醇分化，碳酸锂返蓝，自来水冲洗，脱水、封片、

万方数据
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晾干，在显微镜下观察切片中Cx43表达，其阳性表

达位于心肌细胞之间闰盘连接处，呈棕黄色点线状。

用彩色摄像机分别采集心肌梗死区与非梗死区图像

(×400 o

1．4．2蛋白质免疫印迹试验(Western Blot)检测心

肌细胞Cx43蛋白表达：制备待测样本，提取心肌细

胞总蛋白，用BCA法测定蛋白浓度，用十二烷基硫

酸钠一聚丙烯酰胺凝胶(SDS—PAGE)进行电泳，半

干式转膜；一抗和二抗孵育，ECL显影，胶片用高分

辨率扫描仪扫描后，用Quantity One l—D软件进行

图像分析，以仅一微管蛋白(d—tubulin)作为内参

照对比，其比值表示蛋白的含量。最后取完成实验

的7组数据的均值。

1．5统计学处理：使用SPSS 1 7．0统计软件分析数

据，计量资料以均数±标准差(孑±s)表示，资料符

合正态分布、方差齐的前提下进行单因素方差分析

(ANOVA)，两两比较采用LSD法分析，P<0．05为差

异有统计学意义。

2结果

2．1实验动物存活情况：术中及术后24 h存活

51只，存活率78．5％。术后观察期间死亡2只，灌

胃期间复方黄芪养心合剂低剂量组死亡1只，术后

第6周末存活48只，存活率73．8％。至实验结束，

假手术组8只，VR模型组存活8只，复方黄芪养心

合剂低剂量组存活8只，琥珀酸美托洛尔组10只，

复方黄芪养心合剂中剂量组存活8只，复方黄芪养

心合剂高剂量组10只。

2．2心电图改变(图1)：手术前大鼠心电图可见心

率多高于400次／min，P波、QRS波、T波形态正

常；冠脉LAD结扎即刻Ⅱ导联R波振幅明显抬高，

ST段抬高大于0．2 mV以上，T波、sT段与R波融

合形成单向曲线，持续至手术结束，说明VR模型复

制成功。

2．3各组心肌细胞Cx43分布(图2)：显微镜下可

见，假手术组心肌Cx43呈棕黄色颗粒状表达，主要

：、对假r·1÷Ⅲ：I{乃、l“池，训纠【：(．乃耽m眦足于[洛≈：Ⅲ

I】、l·：、r j，【lj_J乃砭，』1Ill，f屯捧心台制f岛、tf，、『【￡制砒纠【

图1各组大鼠冠脉LAD结扎术后¨导联心电图

位于闰盘内，界限清晰呈线状排列，绝大多数与心肌

细胞长轴方向垂直，少量分布于心肌细胞间侧与侧

的连接处。VR模型组、琥珀酸美托洛尔组和复方黄

芪养心合剂高、中、低剂量组心肌Cx43在梗死区棕

黄色颗粒状表达明显减弱，部分消失，残存的Cx43

界限不清，呈线状或弥散，部分呈小片状，分布紊乱，

除闰盘外在心肌细胞边缘和胞质内均可见微弱的棕

黄色颗粒表达表达。VR模型组心肌梗死(心梗)区

Cx43表达较假手术组减少；琥珀酸美托洛尔组心肌

Cx43在梗死边缘区的表达较假手术组减少并不明

显，界限欠清晰，但较VR模型组增多。复方黄芪养

心合剂高、中、低剂量组Cx43在梗死边缘区的表达

较VR模型组增加，较假手术组减少不明显，与琥珀

酸美托洛尔组相近。

2．4复方黄芪养心合剂对心肌细胞Cx43蛋白表达

的影响(表1；图3)：VR模型组心肌Cx43蛋白表

达较假手术组明显减少；琥珀酸美托洛尔组较VR

模型组明显增加(P<O．05 o复方黄芪养心合剂高、

中、低剂量组较VR模型组增加(均P<0．05)；但与

琥珀酸美托洛尔组相近(P>0．05 o复方黄芪养心

合剂高、中、低剂量组间比较差异均无统计学意义

(均P>0．05 o

④ ④7√‘， ．④ ⑨ ④，．，’·，’’：‘④
、乃假手术组；B为VI{f”州纰；(：为琥珀酸荚托f}}尔组；I)、E、F分刖～复力‘黄比养心合剂高、巾、低剂f蔗组

图2各组VR大鼠梗死区与非梗死区心肌细胞Cx43的分布(免疫组化高倍放大)

万方数据
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表1各组大鼠Cx43蛋白表达水平比较(i±s)

注：与似下．术组比较，3P<0．01．“尸<o．05；与VR模型组比较

P<0．01．‘’，’<0．05

l 2

●■-
3 4

●●—■●■-

[工][】二[】]
1、2、3分别为复方黄芪养．L,ft齐lJ高、th『氐剂量组；

4为琥珀酸美托洛尔组；5为VR模，诅组；6为假手术组

图3各组VR大鼠Cx43蛋白表达水平比较

3讨论

VR是在各种因素直接或间接作用下所造成的

心肌结构、功能的变化，心肌细胞适应不良性肥大、

心肌细胞丧失(坏死与凋亡同时存在)、胚胎基因和

蛋白再表达，心肌细胞外基质(ECM)胶原沉积和纤

维化，心肌僵硬度增加，上述变化进行性进展，后期

不可避免地导致心力衰竭(心衰)¨1|。VR过程中心

肌细胞之间及心肌细胞与基质之间的改变，必然会

导致GJ的重新分布，发生电兴奋基质(组织)严重

的非均质性改变，易引发心室的各向异性传导从而

产生室性心律失常。支继新等¨21进行缺血性心脏

病患者的左心室功能低下与室性心律失常发生的相

关性研究发现，缺血性心脏病左室射血分数(LVEF)

与室性期前收缩(室性早搏，室早)Lown分级呈负

相关，发生严重心律失常的比例随心功能降低而增

多，心功能降低时心脏扩大，严重心律失常发生率越

高，预后较差。马建群等¨引研究发现，颅痛定具有

良好的抗心肌I／R性室性心律失常的作用；葛晓娟

等¨41通过临床观察证实，稳心颗粒可有效治疗冠心

病合并心律失常；续冬梅等¨5 1通过临床观察证实，

补阳还五汤可阻止心梗后VR并改善心功能。

目前研究表明，多种心血管疾病的发生发展与

Cx43表达、分布异常及由此引起的缝隙连接通道的

形态改变功能障碍有关_l“”J，尤其是连接蛋白在心

律失常发生中的作用目前备受关注¨8’11 J，被认为是

某些心脏疾病过程中心律失常的诱发和维持因素。
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本研究采用结扎冠脉LAD法复制心梗的VR

大鼠模型，术后大鼠出现较大范围的心梗，与文

献[19]报道相符，提示心梗后并发VR模型复制成

功。冠脉结扎大鼠术后24 h存活率为78．5％，术后

6周为73．8％，高于文献报道术后6周59％心叫的存

活率。交感神经兴奋性增高可导致折返性室性心律

失常；也是引起冠心病患者活动时出现室性心律失

常的原因之一∽1【。因此，B一受体阻滞剂有抗心律

失常作用，可使VR改善，其中琥珀酸美托洛尔已被

广泛推荐用于冠心病室性心律失常的防治心2|。

霍明章等心31结扎犬冠脉造成心梗，发现陈旧性

心梗犬心肌细胞Cx43的数量和分布呈现高度不均

一性，尤其在心梗边缘区更为明显，故认为Cx43的

分布特点是形成局部传导阻滞和折返性心律失常的

结构基础。刘红臻等㈨1研究表明，室颤发生时心肌

组织Cx43表达减少。吴爱明等旧引研究发现，在心

梗区内Cx43分布发生了排列紊乱，表达明显减少；

扶正化瘀胶囊组可改善Cx43排列紊乱状态，抑制

Cx43阳性表达的减少。刘亚华等∽钊研究表明，室

颤复苏时联用山莨菪碱可改善心室肌Cx43分布。

心梗后的VR主要表现为心室的增大。心梗属

于中医的“真心痛”、“厥心痛”等范畴，而VR属中

医学“胸痹”、“虚劳”等范畴。本病主要病机是由

于心梗后局部心肌血脉流行不畅，心肌供血不足，又

兼手术损耗心肌之气血，气血两虚，日久气血两虚，

浊瘀互结，形成胸痹、虚劳，造成VR，伴随心肌细胞

Cx43的分布与表达的改变。故而认为心梗后VR

的中医病机主要为气血两虚、浊瘀互结∽J，属本虚标

实，虚实夹杂之证。沈祥春等¨刊研究发现，太子参

对AMI心衰大鼠VR有改善作用。池一凡等∽副研

究认为，黄芪可以延缓VR的进展。王伟旧州发现益

气养阴活血解毒中药可缩小AMI后VR大鼠梗死面

积。复方黄芪养心合剂为院内制剂，具有益气养血、

祛瘀化浊之功效，现已广泛运用于临床治疗冠心病

合并VR的患者，可有效缓解胸闷、胸痛、气短乏力、

心悸、心慌等症，改善心律失常、心肌缺血及VR。

总之，本研究提示，冠脉LAD后大鼠心肌细胞

Cx43分布与表达改变；复方黄芪养心合剂高、中、低

剂量能改善VR大鼠心肌细胞Cx43的分布异常与

表达减少，与琥珀酸美托洛尔相近；但其作用没有

剂量依赖性，具体作用机制有待于进一步探讨。
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