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愈心痛对犬急性缺血心肌 ���
、
���基因表达

的影响及铜锌
一

��� 免疫组织化学研究
雷 燕

， ’

史大卓
，
钟 蓓

“ 陈可 冀
’

内容提要 目的
�
探讨益 气活血复方愈心痛胶 囊对缺血心肌组织 内皮素转换酶�����

、

一

氧化氮合酶�����基因表达 和铜锌超氧化物歧化酶�铜锌
一

以���免疫组织化学反应的影响
，

阐

明愈心痛胶囊杭心肌缺血的作用机制
。

方法
�
采用结扎麻醉犬冠状动脉左前降支中段 的方式

，

造成实验性犬急性心肌缺血病理模型
，

以 原位杂 交技 术检浏缺血心肌 中 ��� 和 ��� �����

的表达
，

用免疫组织化学方法观察缺血心肌 中铜锌
一

��� 阳性反应程度
。

结果
�
在缺血心肌组

织中
，
��� ���� 呈高表达

，
������� 呈低表达

，

愈心痛可提 高缺血心肌中 ������� 表

达水平
，

削弱 ��� ���� 的异常表达
，

从而保护缺血心肌 �同时
，

缺血心肌 中铜锌
一

以�� 免疫反

应减弱
，

而愈心痛可 显著增强缺血心肌组织 中铜锌
一

汉�� 阳性反应程度
，

提 高 ��� 活性
。

结论
�

愈心痛胶囊的上述杭心肌缺血的作用
，

部分说明 了益 气活血方药的作用机理
，

提示该方可能对

缺血性心脏病的治疗具有潜在的临床应用价值
。
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本实验采用组织原位杂交技术检测了内皮素转化

酶�
����������

一

���������� ������，
����和一氧化氮合

酶�����
� ����� ��������

，
����基因在缺血心肌的表达

水平及分布
，

并对缺血心肌进行了铜锌超氧化物歧化

酶�铜 锌
一

���〕�免疫组化染色和 图像分析
，

以探 讨

���
、

���和氧自由基在心肌缺血发病机制中的作用

以及益气活血复方愈心痛胶囊对其影响
。

材料和方法

�
�

中国中医研究院西苑医院 �北京 ������ ���
�

北京建工

医院心内科 �

，
现在北京中医药大学��������

� 动物分组与标本制备 选用健康成年犬 ��

只
，

雌雄不限
，

体重���
�

�� 士 �
�

�����
，

由中国中医研究

院西苑医院动物室提供
，

随机分为
�

空白对照组 �只
，
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生理盐水 ����掩 �阳性对照组 �只
，

硫氮革酮 ��岁���

愈心痛小剂量组 �只
，

每公斤体重生药 ��� 愈心痛大

剂量组 �只
，

每公斤体重生药 ��
。

采用结扎麻醉犬冠

脉左前降支中段的方式
，

复制心肌缺血病理模型
，

由心

外膜电图监测心肌缺血情况
，

于结扎 巧��� 后
，

各组经

十二指肠给予实验药物和生理盐水
，

结扎后 ��
，

迅 速

取下心脏
，

立即在犬左心室第三片标本 上取缺血 区
’，

非缺血区心肌组织块 �
�

��� 丫 �
�

��� � �
�

��� 大小
，

液

氮冻存
，

用前从液氮中取出
，

室温 下复温 ����� 作 �一

�拜� 厚连续冰冻切 片
，

将其贴 于涂有 �
�

�� 多聚赖氮

酸的载玻片上
，

晾干
，

置干燥器 里
，
�℃ 冰箱保存备用

。

� 药品与试剂 愈心痛胶囊主要成分有红参
、

三

七等
，

其提取干粉�每克干粉含 ��生药�由吉林敖东制

药厂
一

提供 �硫氮革酮
，

�����片
，

由上海延安制药厂生

产
，

批号
���������地高辛

一

�� ��标记试剂盒购 自德国

旅
��，，‘��� �

������� 公司 ����
、

蛋 白酶 �
、

去离子甲

酞胺
、

鱿精 ��� 等购 自华美生物医学公 司 �甘胺酸
、

������
一

���
、

多聚甲醛
、

左旋咪哇均为 �����
�
产品 �其他

试剂为国产分析纯 ����
、
���基因探针 由北京医科

大学第三 医院中心实验室惠 赠
，

其 片段长度分别为

�
�

��� 和 �����
，

按地高辛试剂盒说明书随机引物法标

记探针 �铜锌
一

��� 免疫组化试剂盒购 自军事医学科学

院
。

� 组织原位杂交��� ��� 预 杂交
�

冰冻切 片用

��多聚甲醛溶液固定 ����
，

梯度乙醇脱水
，

入 ��� 和

���液作用各 ��
、
�����

，

蛋 白酶 ���拜�������℃ 消化
�����

，
� � ��� 洗涤 ����

，
�� 多聚 甲醛固定 �����

，

��� 洗涤 巧���
，

每张切片上滴加预杂交液��� � 去离

子甲酞胺 �� �
���

�� 又 �������
’ �

液 ��
�

�� �������

拌����变性鲜精 �������拜�����������拌�
，
��℃ 预杂

交 ������杂交
�

弃去预杂交液
，

每片滴加 ��川杂交液

�预杂交液中探针浓度 �拜��耐�于湿盒中
，
��℃ 温箱杂

交过夜
。

次 日取出玻片
，

以 �� ����室温�
、

��� 甲酞

胺 ��℃ 、
�� ��〔��室温�各洗片 �次

，

每次 ��而
�，

缓冲

液 �������
�����

��、 ���， ����������
���

，
���

�

��浸

泡 ����
，

缓冲液 ���缓冲液 �中加 �
�

�� �����
一

����浸

泡 ��训
� ，

滴加缓冲液 �稀释的抗体结合物��
������

，

室温反应 ����
�，

缓冲液 �洗两次
，

每次 巧��
� 。

再用

缓 冲 液 ��� ������������������
，
��������� ����

，

�������� �����，
���

�

��平衡 ���� ����显色反应
�

加

入显色液�含缓冲液 �������
，

左旋咪哇终浓度 �
�

�����

��
，
���液 ��拌�

，
�

一

磷酸盐液 ��拌��避光显色 ��
，

以 ��

缓冲液终止反应
，

脱水
，

透明
，

封片
，

紫蓝色产物为核酸

杂交阳性信号
。

设 立 ������ 消化及无探针阴性对照

组
。

� 免疫组化染色 ���冰冻切片以 �� � 乙醇固

定 ����
，

吹 干 �����
�

�� 牛 血清封 闭
，

湿盒 中 ��℃ ，

�����
，

���洗 ����滴加 �抗
，

为免抗人铜锌
一

��� 抗血

清��
������

，

湿 盒中 ��℃ ，
���，� ，

���洗 ����滴加 ��

����稀释的 ��抗
，

湿 盒 中 ��℃ ，
�����

，
���洗 ����

�姗 显色 �����
，

封片
，

镜检
。

抗原阳性信号为细胞浆

内呈棕褐色颗粒
，

以正常兔血清代替 �抗作阴性对照
，

正常对照用非缺血区心肌组织切片

� 图像分析 用联有 ����� 光学 显微镜的

����型 自动图像分析仪原位定量测量各组心肌组织

的铜锌
一

以�� 阳性反应颗粒面积百分 比和光 密度值

����
。

每 �动物取 �张切片
，

每片随机取 �个视野
，

各组组织块全部测得 一均值
，

用 � 检验进行统计学处

理
，

并作直线相关分析
。

结 果

� 愈心痛对 ��� ���� 表达的影响 以地高辛

标记的 ���探针 与心肌组织 ���� 原位杂交
，

阳性

杂交信号为深蓝色细颗粒状
，

均位于胞浆内
，

主要分布

在胞核周围
。

生理盐水组缺血心肌组织 ��� 呈高表

达
，

细胞浆中可见大量细密蓝色颗粒 �而愈心痛大剂量

组仅见散在分布的杂交阳性颗粒 �硫氮革酮组和愈心

痛小剂量组缺血心肌细胞中可见 ��� ���� 杂交信

号
，

其分布同上
，
��� ���� 表达量低于生理盐水组 �

非缺血区心肌组织仅出现少量较弱的阳性杂交信号
。

�图略�

� 愈心痛对 �������表达的影响 在非缺血

区心肌细胞可见大量 ������� 表达的紫蓝色阳性

反应颗粒分布于胞浆中
，

由于颗粒密集
，

常使整个细胞

呈蓝色 �愈心痛大剂量组 ������� 蓝色阳性杂交颗

粒密布于心肌胞浆内�硫氮草酮组和愈心痛小剂量组
，

表达也较丰富 �而生理盐水组缺血心肌中 �������

表达量较少
，

且范围局限
。
�图略�

杂交前用 ������ 处理的心肌组织切片和未加探

针的阴性对照组均未获得阳性杂交信号
，

说明 �述原

位杂交是特异的
。

� 愈心痛对铜锌
一

���免疫组化反应的影响 光

镜下可见
，

非缺血区心肌细胞阳性免疫反应颗粒呈深

褐色
，
团块状

，

位于胞浆内
，

背景染色未变
，

两者色差十

分鲜明
，

呈中等阳性反应
，

各用药组心肌细胞内也含有

程度不等的深褐色抗原阳性反应颗粒
，

而生理盐水组

缺血心肌细胞内阳性颗粒明显减少
，

且染色较浅 �
滴加

兔血清以代替 �抗的阴性对照组铜锌
一

����免疫反应
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呈阴性
。

�图略�

� 各组铜锌
一

��� 免疫组化反应图像分析结果

见附表
。

附表 各组铜锌
一

�����阳性颗粒面积

及光密度值比较 �
‘

� 士 、
�

组 别 犬数 光密度�����

非缺血区

生理盐水 �时�吨

硫氮革酮 ������

愈心痛 �创��

愈心痛 �创味

阳性颗粒面积�� �

�
�

��士 � ��

�
�

��土 �
�

��△ △
�

�

��土 � ��
� ， △

� ��士 � ��
“ △

� ��士 � ��
砚 母

‘
母石���去�乳����

于牙之言
�， �。 ��

·

��� �� 二 �� ��
衡

��� ��士 ��
�

��
� 备

注
�

与生理盐水组 比较
， ，
尸� �

�

��
， ” � � �

�

�� �与 �卜缺 血 区

比较
， △ �� ��

��
， △△ �� ��

��

生理盐水组缺血心肌组织铜锌
一

��� 阳性颗粒面

积百分比及光密度值均 比非缺血 区 显著减少 �尸 �

�
�

���
，

而各用药组与非缺血 区相 比
，

也呈减少趋势

�部分 ���
�

���
，

但比生理盐水组程度轻
，

组间差异

明显�尸� �
�

��
，

�� �
�

���
，

各用药组之间无明显组

间差异
。

其阳性反应程度愈心痛大剂量组 �硫氮草酮

组�愈心痛小剂量组
。

相关分析表明
，

缺血心肌铜锌
�

��� 阳性程度和阳性颗粒面积百分 比相关非常显著

�
� � �

�

���
，

���
�

����
。

讨 论

内皮素����是 目前所知作用最强的内源性缩血

管物质
，

它可引起冠状动脉强烈收缩
，

造成心肌缺血
，

甚至坏死
。
���是 �� 生物合成过程中的关键酶

，
��

前体�������只有在 ���作用下进一步水解形成由

��个氨基酸组成的成熟 ��
，

才能充分发挥其生物学

效应���
。
已知 ��� 存在于细胞膜上

，

其分布与 �� 及

��受体的分布有平行关系
，

表明 ���在体内的分布

极为广泛
，
����� 的转换可发生在多级水平���

。

本研

究应用 �������探针对犬心肌 ���������进行组织

原位杂交
，

得到阳性结果
，

说明心肌亦是 ���基因转

录和表达的场所之一
，

与文献报道一致�’�
。

但有关

��� ���� 在心肌缺血状态下的表达情况 尚未见报

道
。

本研究发现
，
��� �����在缺血心肌细胞中呈高

表达
，

提示 ��� ����表达升高与心肌缺血有密切关

二 系
，

而愈心痛和硫氮革酮均能削弱 ���基因在缺血心

肌中的异常表达
，

致使 ��� �
识�� 转录水平下降

，

且

愈心痛大剂量组的作用强于硫氮革酮组
。

一氧化氮����是一种作用强大的舒血管因子
，

具

有扩张血管
，

降低血压
，

抑制血小板粘附
、

聚集
，

维持正

常的心输出量
，

控制侧枝循环开放等乖 要作用
。
����

是 �� 合成的关键酶
，

亦是 其生物学 效 妇均唯 的 �

要限速因子
，
������� 表达下降

，

可致 ���减少或

�� 生成不足
，

这可能是心肌缺血性损伤发生发展的

又
一

重要因素
。

本研究表明
，

在缺血心肌中 ���表达

减少或消失
，

而愈心
·

痛胶囊和硫氮革酮均可提高缺血

心肌 ������� 的表达水平
，

促进其转录合成
，

愈心

痛大剂量组作用优于硫氮革酮组
。

上述研究表明
，

在缺血心肌中
，
��� 和 �����

�

�� 在基因表达水平上可能具有相互抑制作用���
，

二

者的平衡失调可能参与了心肌缺血性损伤的发生和发

展过程
，

而愈心痛胶囊对 ���基因表达的促进作用和

对 ��� 基因表达的抑制作用可能是其抗心肌缺血的

主要机制之一
。

本实验从基因表达水平的一个方面初

步揭示了益气活血复方愈心痛抗心肌缺血作用的分子

机理
，

其具体机制尚待进一步探讨
，

推测可能与愈心痛

益气活血作用及调节内源性血管活性物质平衡
、

促进

内源性心肌保护物质的产生等功能���有关
。

近年来
，

随着对心肌缺血性损伤机制研究的深入
，

发现大量氧自由基生成及脂质过氧化反应是心肌缺血

性损伤的主要机制之一 ��
，
��。

���是氧自由基的特异

性降解酶
、
����活性及含量的变化直接反映氧自由基

的消长情况
。

本研究应用免疫组化技术及图像分析显

示
，

心肌缺血时铜锌
一

岌�� 明显减少
，

可能与缺血反应

产生大量氧自由基而致铜锌
�

���超量消耗有关
，

故铜

锌
一

以��减少间接证明了氧自由基增多在心肌缺血发

病机制中有着重要的作用
。

而愈心痛胶囊可以显著提

高缺血心肌组织中铜锌
一

���活性
，

该方中红参温阳益

气
，

三七活血散痕
，

据现代药理研究证明��， ‘ “ �，

红参中

的麦芽醇和三七的主要化学成分三七总皂贰均有较强

的抗氧化和增加 ��� 活性的作用
，

提示该方抗脂质过

氧化作用是其保护缺血心肌的一个重要方面
。
由于免

疫组化法可以使铜锌习�� 的变化定位和定量
，

因此它

较血液和组织匀浆中检测 沃��的活性更能说明问题
。

本研究证实
，

愈心痛可通过影响 ��� ���� 和

�������表达水平及抑制体内脂质过氧化反应而

达到减轻心肌缺血损伤的作用
，

从而为愈心痛胶囊的

临床应用提供进一步的理论依据
。
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排石合剂对肾结石体外冲击波碎石术后
。 �一

微球蛋白的影响

易望丰 王魁亮 朱鹉程

����年 ��月 一 ����年 ��月
，

我们观察了 ��例

肾结石患者体外冲击波碎石术�����
�

�前后血
、

尿
。 ��

微球蛋白�
。 �一���的变化以及排石合剂对其影响

，

现

报告如下
。

临床资料 本组 �� 例均符合肾结石诊断参考标

准�于德春
，

郑启云
�

临床疾病的诊断标准与国家体检标

准
�

第 �版
�

沈阳
�

辽宁科学技术出版社
，
����

�
���

，

其纳

入标准是
�
���首次接受 ����治疗者

，

���单纯性肾结

石
，

结石直径��
�

���
，

治疗前肾功能正常者
。
将患者随

机分为 �组
，

每组 �� 例
。

冶疗组男 �� 例
，

女 �例 �年龄

��一��岁
，

平均 ��
�

�� 岁�结石最大者 �
�

����
� �

�

����
，

最小者 �
�

���
� �

�

����
�病程 �个月一�� 年

，

平均 �
�

��

年
。

对照 组 男 �� 例
，

女 �例 �年龄 �� 一 �� 岁
，

平均

��
�

��岁�结石最大者 �
�

���
� �

�

����
，

最小者 �
�

���
�

�
�

����
�病程 �个月一�� 年

，

平均 �
�

�� 年
。

治疗方法 ���药物治疗
�

排石合剂的组成
�

金钱

草 ��� 益母草 ��� 海金砂 ��� 车前子 ��� 台乌

药 ��� 生大黄 ��� 田三七 ��
。

由我院药剂科配制

成瓶装浓缩合剂 �批号
��������

，

每升含生药 �����

用法
�������次

，
口服

，

每日 �次
，

从 ����治疗前 �天

开始服用连服 �天
。

除治疗组服用排石合剂外
，

两组

均不用其他药物
。

�������治疗
�

采用上海产 ����

�型水槽式碎石机
，

碎石时工作电压 ����
，

频率 ��

次���
� ，

冲击次数 ���一 ����次
，

平均 ����次
。

治疗

前后观察指标
�

于碎石前 ���及碎石后 ���
、

���各收

集 �次血清及尿样本
，

置于
一
��℃ 冰箱中保存

，

待样本

收齐后统一检测
。 ‘�“工

一��
一

微球蛋 白放射免疫测定药盒

由中国原子能科学研究院提供
。

检测数据用 �检验法

张炳文 陈如兰 刘 冰

统计处理
。

结 果 两组患者 ����前后血
、

尿
。 �一�� 变化

比较见附表
。

与 ����前比较
，
�������

，

两组尿
。 ��

��均有明显升高��� �
�

���
，
���时

，

治疗组尿
��一��

与治疗前比较
，

无显著性差异
，

但对照组尿
。 ，一��仍有

显著性差异 �与对照组同期 比较
，

均有明显差异 �尸�

�
�

��
，
�� �

�

���
。

附表 两组 ����前后血
、

尿
��一��变化

比较 �����
，
厉 士 ��

组别

治疗

����

血
�，一�� 尿

�，一��

对照

����

前 ���

后 ���

后 ���

前 ���

后 ���

后 ���

��
�

��士�
�

��

��
�

��士�
�

��

��
�

��士�
�

��

��
�

��士�
�

��

��
�

��土 �
�

��

��
�

��土�
�

��

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��
� △

�
�

��士 �
�

��
� 番

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��△

�
�

��士 �
�

��△

新疆医学院第一附属医院�乌鲁木齐 �������

注
�

与对照组同期 比较
， “
尸� �

�

��
， �粉

� � �
�

�� �与本组

����前 ���比较
， △ 尸� ��

���� �内为例数

讨 论 用放射免疫法测定血
、

尿 ��
一

�� 的浓度

可为肾功能损害的早期诊断提供较为可靠和灵敏的指

标
。
����

�

治疗肾结石时
，

由于高能冲击波的作用导

致肾小球和肾小管不同程度的损伤
，

肾小球损伤则滤

过率增加而使血液中
。 �一�� 排出量增多 �肾小管损伤

则其重吸收功能障碍而难以将
�，一��重新吸收进入血

液循环
，

故尿 ��
一

�� 增 加
。

从本组结果看
，

两组在

����后血
、

尿
。 �一��均有不同程度升高

，

表明 ����

对肾脏确有一定损伤 ����� 后 ���及 ���两组 比较

均有统计学意义�尸� �
�

�� �尸� �
�

���
，

从而提示
，

以消

癖
、

止痛
，

排石为主的中药排石合剂
，

有修复 ����所

致肾损伤的作用
，

为其临床运用提从了参考依据
。

�收稿
�����一 ��一 �� 修回

����� 一 ��一 ���


