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摘要:本研究旨在探讨蒙药肉豆蔻五味在异丙肾上腺素(ISO)导致的大鼠心肌缺血中的作用

及机制。通过皮下多点注射ISO建立心肌缺血模型。将60只 Wistar大鼠,随机分为6组

(n=10):空白组、模型组、肉豆蔻五味高剂量组(1.08g/kg)、肉豆蔻五味中剂量组(0.54g/

kg)、肉豆蔻五味低剂量组(0.27g/kg)、复方丹参滴丸组(0.072g/kg)。除空白组和模型组外,

其余组均以0.5%羧甲基纤维素钠溶液配制药物混悬液,每日灌胃0.01mL/g,连续14d。末

次给药2h后记录大鼠心电图变化,采用ELISA法检测大鼠血清、心肌组织中肿瘤坏死因子

α(TNF-α)、白介素-1(IL-1)、白介素-6(IL-6)、心肌肌钙蛋白Ⅰ(cTn-Ⅰ)、肌酸激酶同工酶 MB
(CK-MB)、乳酸脱氢酶(LDH)表达水平,并通过 HE染色、Masson染色观察大鼠心肌组织病

理形态。结果显示与空白组相比较,模型组大鼠室性早搏及室性心动过速频发,心电图ST段

显著抬高(P<0.01),心肌组织缺血损伤及病理损伤明显。与模型组相比较,肉豆蔻五味组及

复方丹参滴丸组大鼠发生室性早搏及室性心动过速时间延迟、频次降低,心电图ST段抬高幅

度显著降低(P<0.01),心肌组织病理损伤减轻,缺血损伤面积减小,炎症因子(TNF-α、IL-1、

IL-6)以及特异性心肌酶指标(cTn-I、CK-MB、LDH)表达水平显著降低(P<0.05)。研究表明

肉豆蔻五味可以有效改善ISO诱导的大鼠心肌缺血,作用机制与其能够抑制炎症反应、降低

特异性心肌酶指标的表达进而减轻心肌细胞损伤有关。
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  人口老龄化的问题已成为全球讨论的热点话题,而心血管疾病又是老年人发病的主要病症,解决

心血管疾病迫在眉睫。心血管疾病的发生常伴有心肌缺血的症状,成功制备心肌缺血的动物模型是

研究心肌梗死类疾病病理机制的重要环节。
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研究发现,异丙肾上腺素(Isoproterenol,ISO)是制备大鼠心肌缺血模型的常用药物,具有重现性

好,死亡率低,相对稳定等优点。异丙肾上腺素是合成的儿茶酚胺,结构上类似于内源性肾上腺素和

去甲肾上腺素,具有强烈的非选择性激动β受体作用。通过激动心脏β1受体,加强心肌收缩力、加快

心率,缩短收缩期和舒张期。通过激动β2受体使骨骼肌血管舒张,舒张冠状血管,增加组织血流量。

同时,也可舒张支气管平滑肌,抑制组胺等过敏性物质释放。通过肝糖原、肌糖原的分解,增加组织耗

氧量。因此,调节心血管功能,异丙肾上腺素发挥着关键作用[1-3]。

此实验制备大鼠心肌缺血模型,采用的是皮下注射盐酸异丙肾上腺素的方法。皮下注射大量异

丙肾上腺素能够诱发大鼠垂体后叶素分泌,冠状动脉痉挛,血管收缩,冠状动脉血流量减少,并提高心

肌的兴奋性,加快心率,增加耗氧量,增强心肌收缩能力,导致冠状动脉血流灌注障碍,引起不可逆的

心肌损伤[4-5]。

在蒙古族聚集的民族地区,蒙医药在治疗各种疾病中发挥着重要作用。蒙医学中人体的本基称

为“赫依”,“赫依”属气,是各种生理功能的动力,生命活动的每一个环节都是“赫依”在发挥作用,凡是

思维,语言,动作及各脏器的功能活动,皆受“赫依”支配,如果“赫依”的功能失常,则会导致脏腑功能

减弱,表现为神智异常,失眠,健忘,疲乏,眩晕等。“心赫依”病是“赫依”病影响心脏正常功能所致的

病症。可能出现心悸、心慌、胸胀、烦躁不安、唉声叹气、神昏谵语、头昏、目赤等症状。蒙药肉豆蔻五

味是蒙医临床常用经典方剂,该方源于《蒙医药方汇编》,蒙语名“匝迪-5”,现收录于《中华人民共和国

卫生部药品标准(蒙药分册)》。本方由肉豆蔻、木香、土木香、广枣、荜茇(10∶8∶8∶5∶1)五味药材

组成。用于治疗心烦失眠、心神不安,心肌缺血等,对心赫依病有特效。

1 材料

1.1 药材与试剂

蒙药肉豆蔻五味(本实验室自制);复方丹参滴丸(天士力医药集团有限公司,批号200203);4%
多聚甲醛(武汉赛维尔生物科技有限公司,批号G1101);氨基甲酸乙酯(上海展云化工有限公司,批
号20201101);乙醇(天津市津东天正精细化学试剂厂,批号20210305)。

苏木色精(批号20121025);酸性品红(批号20191008);丽春红2R(批号20191205);磷钼酸(批
号20190626);灿烂绿(批号20170426);中性树胶(批号20190827)。以上试剂均采购于国药集团化

学试剂有限公司。

肿瘤坏死因子α(Tumornecrosisfactor,TNF-α)(批号#F4024-B)、白细胞介素1(Interleukin1,

IL-1)(批号#F3890-B)、白细胞介素6(Interleukin6,IL-6)(批号#F4034-B)、心肌肌钙蛋白Ⅰ
(CardiactroponinI,cTn-Ⅰ)(批号#F4270-B)、肌酸激酶同工酶 MB(Creatinekinaseisoenzyme
MB,CK-MB)(批号#F4450-B)、乳酸脱氢酶(Lactatedehydrogenase,LDH)(批号#F4451-B)。以上

试剂盒均采购于上海易利生物科技有限公司。

1.2 仪器

多功能微孔板检测仪(美国 MolecularDevices公司,SpectraMaxi3x);恒温箱(上海一恒科学仪

器有限公司,THZ-103B);高速低温离心机(Sigma公司,3-18k);组织细胞破碎仪(美国 NEXT
ADVANCE公司,BulletBlenderStorm);动物呼吸机(瑞沃德公司,R407);生物机能实验系统(成都

泰盟软件有限公司,BL-420F);徕卡生物医疗显微镜(德国,DM2000)。

1.3 动物

Wistar大鼠(200±20g)60只,由斯贝福(北京)生物技术有限公司提供,常规饲料饲养,自由

进水。
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2 方法

2.1 肉豆蔻五味的制备

按比例称取一定量的肉豆蔻、土木香、木香、广枣、荜茇,95%乙醇回流提取2次,每次2h。合并

提取液,浓缩后蒸干提取液,得95%有效部位。再用50%乙醇回流提取2次,每次2h。趁热用棉花

粗滤,合并滤液,将滤液减压浓缩,浓缩至无醇味,用蒸馏水定容后,采用大孔吸附树脂柱洗脱,先用蒸

馏水洗脱,再用50%乙醇洗脱,蒸干洗脱液,得50%有效部位。按各个有效部位提取率制得肉豆蔻

五味。

2.2 注射异丙肾上腺素(ISO)制备心肌缺血动物模型

Wistar大鼠背部皮下多点注射盐酸异丙肾上腺素注射液5mg/(kg·d)7d,建立大鼠心肌缺血

模型。

2.3 分组及给药

大鼠随机分成6组,每组10只:空白组(Control组),模型组(Model组),肉豆蔻五味高剂量组

(RDK-H组,1.08g/kg),肉豆蔻五味中剂量组(RDK-M组,0.54g/kg),肉豆蔻五味低剂量组(RDK-
L组,0.27g/kg),复方丹参滴丸组(CDDP组,0.072g/kg)。RDK-H 组、RDK-M 组、RDK-L组、

CDDP组分别用0.5%羧甲基纤维素钠溶液配制灌胃混悬液,Control组和 Model组给予等体积的

0.5%羧甲基纤维素钠溶液。灌胃体积0.01mL/g,连续灌胃14d。

2.4 标本的采集与检测指标

2.4.1 动物一般反应情况观察

治疗期间观察大鼠外观、精神状态。

2.4.2 心电图检测

连续灌胃14d,末次灌胃后2h,所有大鼠腹腔注射1.2g/kg的乌拉坦麻醉,仰卧固定于手术台

上,采用生物机能生物系统,将四根数字式多导生理信号记录仪针式电极按对应标记插入四肢远端皮

下,采集并记录心电图。

2.4.3 标本的采集

采集心电图后,腹主动脉取血,离心10min(3000r/min),分离得到血清,于-20℃保存备用。取

出大鼠心肌组织,在0~4℃的生理盐水中清洗后纵向切开,一部分置于4%多聚甲醛中固定,剩余部

分放入液氮中速冻,取出放入-20℃保存备用。

2.4.4 ELISA检测大鼠心肌组织匀浆中TNF-α、IL-1、IL-6、cTn-Ⅰ、CK-MB、LDH含量

取保存在-20℃冰箱中的心肌组织,剪碎后置于离心管内,按照1∶9(w/v)的比例加入9倍体

积的磷酸盐缓冲液(PBS,pH7.4),再加入等体积钢珠置于组织破碎仪,30次/s振碎3min后,离心

20min(12000r/min),收集上清液,即得组织匀浆液,分装,-20℃保存备用。测定大鼠心肌组织匀

浆液中各因子含量。

2.4.5 ELISA检测大鼠血清中TNF-α、IL-1、IL-6、cTn-Ⅰ、CK-MB、LDH含量

取保存在-20℃冰箱中的血清样本,测定大鼠血清中各因子含量。

2.4.6 心肌组织病理切片观察

取各组大鼠的左心室组织,用石蜡包埋,将心肌切成5μm厚的心肌片。心肌片经常规方法脱蜡

和水化后,采用HE和 Masson染色,并在显微镜下观察各组大鼠左心室病理形态。

2.5 数据处理

统计分析:采用IBMSPSSStatistice22数据库,定量指标以x±s表示,各组间比较采用单因素

方差分析。
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3 结果

3.1 动物一般情况观察

Control组大鼠体重稳定,毛色亮白、光泽无干燥分叉,行动自如,精神状态良好。模型组大鼠呆

滞、毛发枯燥,呈暗黄色,饮食和饮水减少,活动明显减少。RDK-H组、RDK-M 组、RDK-L组大鼠与

Model组相比较,活动频率增加,饮食和饮水频率增加,但不及Control组活泼。CDDP组与RDK-
H组、RDK-M组、RDK-L组行为相近。

3.2 Ⅱ导联心电图ST段测定结果

与Control组比较,Model组大鼠Ⅱ导联心电图ST段显著抬高,差异有统计学意义(P<0.01)。
与 Model组大鼠比较,RDK-H组、RDK-M组、RDK-L组ST段显著降低,差异极其显著(P<0.01);

CDDP组ST段显著降低,差异极其显著(P<0.01),结果见图1、表1。

图1 大鼠Ⅱ导联心电图

Fig.1 ElectrocardiogramonleadⅡinrats

表1 心肌缺血大鼠Ⅱ导联心电图ST段数据汇总(x±s,n=10)

Table1 SummaryofSTsegmentdataofleadⅡ ECGinratswithmyocardialischemia(x±s,n=10)

组别 剂量/(g/kg) 造模前ST/mV 造模后ST段抬高值/mV

Control - 0.187±0.011 0.128±0.0136

Model - 0.177±0.026 0.685±0.033**

RDK-L 0.270 0.184±0.034 0.291±0.025##

RDK-M 0.540 0.147±0.015 0.230±0.038##

RDK-H 1.080 0.165±0.010 0.262±0.029##

CDDP 0.072 0.132±0.021 0.234±0.033##

  注:**表示与Control组比较,差异极其显著(P<0.01);##表示与 Model组比较,差异极其显著(P<0.01);
“-”表示未给药。

3.3 ELISA法测定大鼠心肌组织、血清中各因子的表达情况

Model组与Control组相比较,Model组血清和心肌组织中TNF-α、IL-1、IL-6、cTn-Ⅰ、CK-MB、
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LDH的表达水平升高,差异极其显著(P<0.01)。肉豆蔻五味组与 Model组相比较,在血清和心肌

组织中各个因子的表达水平显著降低,差异极其显著(P<0.001)且RDK-H组和RDK-M 组的治疗

效果优于RDK-L组;肉豆蔻五味组与CDDP组相比较,各个因子的表达水平接近,说明肉豆蔻五味

组与CDDP组治疗效果接近,见图2、3。

与Control组比较,*表示P<0.05,**表示P<0.01,***表示P<0.001;与 Model组比较,#表示P<0.05,##

表示P<0.01,###表示P<0.001。

图2 大鼠心肌组织中各因子的测定结果

Fig.2 Resultsofeachfactorinthemyocardialtissueofrats

与Control组比较,*表示P<0.05,** 表示 P<0.01,*** 表示 P<0.001;与 Model组比较,# 表示 P<0.05,
##表示P<0.01,###表示P<0.001。

图3 大鼠血清中各因子测定结果

Fig.3 Resultsofeachfactorintheserumofrats

3.4 心肌组织病理切片观察

3.4.1 心肌缺血动物模型HE染色

Control组大鼠心肌纤维排列紧密,结构清晰,无异常纤维化。Model组大鼠心肌肥厚,心肌组织
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纤维排列模糊紊乱,间质纤维增生水肿,有明显的炎症浸润。与 Model组大鼠相比,RDK-H 组、

RDK-M组、RDK-L组大鼠心肌细胞增大情况不显著,排列较整齐,炎性细胞浸润及空泡变性情况少

见,结果见图4。

3.4.2 心肌缺血动物模型 Masson染色

Control组大鼠心肌细胞排列整齐,无异常纤维化情况,心肌细胞呈红色,胶原纤维呈蓝色;

Model组大鼠心脏左心室壁肥厚,心肌胶原纤维排列紊乱,增生严重,心肌细胞排列混乱不规则,炎症

浸润严重,大量蓝色胶原沉积在心肌细胞及血管周围。RDK-H组、RDK-M 组、RDK-L组、CDDP组

与Model组比较纤维化程度减小,心肌细胞排列较为整齐,炎症情况较Model组有所减轻,结果见图5。

图4 HE染色

Fig.4 HEstaining

图5 Masson染色

Fig.5 Massonstaining

4 讨论

蒙药肉豆蔻五味中的主药肉豆蔻为“心之良药”可以抑赫依,祛心病;辅以土木香和广木香,可以

调理气血,行气止痛;配以广枣和荜茇,可以祛寒,强心[6]。因此,肉豆蔻五味可用于治疗“心赫依”
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病,缓解心悸、失眠、心神不安、头晕目眩、疲乏无力,是治疗缺血性心脏病的良药。
目前制备缺血性心脏病模型的方法主要分为两大类,即手术造模和药物诱导。手术造模死亡率

高,同一性差且手术难度系数较大。药物诱导具有良好的重现性,死亡率低,动物状态相对稳定,实验

操作简单,可行性强。ISO的作用主要与炎症反应、氧化应激、心肌细胞自噬和凋亡等机制有关,大鼠

疾病模型表现类似于人类心脏病的情形。因此,ISO常用于模拟缺血性心肌损伤、药物性心肌损伤等

疾病[7]。

ISO所致的动物模型包括轻度心肌损伤、心肌梗死、心肌肥厚、心力衰竭等。通常制备大鼠心肌

缺血模型使用低剂量ISO(5mg/kg),连续注射7~28d[8-9];中剂量ISO(10~120mg/kg),连续两次

或多次皮下注射[10-11];高剂量ISO(150~400mg/kg),以单次剂量或连续两次施用[12]。课题组研究

发现中、高剂量ISO所致的心肌缺血模型的成模率高,但实验动物死亡率较高;采用低剂量的ISO
连续注射7d,与造模前比较,造模后的大鼠心电图ST段显著性抬高,T波倒置,表明造模成功。研

究发现短时间内通过皮下和腹腔注射ISO所引起的心肌损伤差异不大,但腹腔注射药物,导致大鼠

胃肠道症状明显,出现腹胀,腹腔积液增多等情况,大鼠的生存率较低。因此,课题组采用连续7d皮

下注射低剂量ISO(5mg/kg)的方法,成功建立大鼠心肌损伤模型,为后续实验顺利开展奠定了基础。
缺血性心脏病已成为医学界研究的重点课题,研究者们从不同角度出发,探索治疗缺血性心脏病

的最佳方式。贾鑫等[13]通过网络药理学方法,明确了蒙药肉豆蔻五味中的活性成分通过多个靶点和

多条通路对缺血性心脏病发挥治疗作用。张淑莹等[14]研究发现,炎性因子可通过多种机制调控心血

管功能,发生炎性反应后可能导致心肌传导的不均一性,易引起心室重构和室性心律失常。心肌缺血

患者血清中炎性因子TNF-α、IL-6以及IL-1水平显著增高。肿瘤坏死因子α(TNF-α)在缺血性心脏

病中大量产生,并直接作用于心肌组织,导致炎症反应的加剧。TNF-α又是一种内源性热原质,既能

引起发热,又会紊乱血管系统功能,导致血管损伤和组织缺氧坏死。白细胞介素1(IL-1)在心肌缺血

早期迅速合成并释放,是引起心肌缺血后炎症反应介导心肌损伤及炎症扩展的关键促炎因子,通过特

异性抗体或基因敲除的方法干预IL-1的作用,能够抑制心肌梗死后炎症反应过度激活,减轻心脏重

塑,改善心脏功能。白细胞介素6(IL-6)是主要的促炎多向性细胞因子,在急性期反应中起着至关重

要的作用[15-19]。因此,炎症标志物水平的升高往往意味着有较高的心血管不良事件发生率。
在临床试验中,当患者发生心肌缺血时,血清中心肌酶CK-MB、LDH、cTn-Ⅰ的高低可反映缺血

心肌的损伤程度[20]。乳酸脱氢酶(LDH)是检测心肌缺血、心肌炎等疾病的重要标志,测定其在血清

和心肌组织中的含量,可以反映心肌受损程度。心肌肌钙蛋白(cTn-Ⅰ)是心肌细胞所特有的结构蛋

白,是心肌损伤和心肌坏死的敏感标志物,检测cTn-Ⅰ的含量可反映心肌受损情况,是诊断心肌缺

血、急性心肌梗死,以及对心脏疾病进行危险分层等心肌损伤的“金标准”[21]。肌酸激酶同工酶 MB
(CK-MB)属于特异性心肌酶学指标,主要存在于心肌组织中,当心肌细胞受损时,CK-MB含量会显

著升高[22-24]。本实验通过ELISA法测定上述各个因子的表达水平,分析得出 Model组大鼠心肌代

偿性的增厚变大后,给予肉豆蔻五味可明显缓解心肌缺血的症状,且随着肉豆蔻五味剂量的增加,心
肌指数呈现变小的趋势,但不能达到正常水平。由于此次实验仅在心肌缺血大鼠的心肌及血清中测

定了各因子的表达情况,后期将进一步开展深入研究,为蒙药肉豆蔻五味治疗心肌缺血提供数据支撑

和理论依据。
课题组进行的病理学研究,表明 Model组大鼠心肌损伤后会出现心肌部分灶性坏死,纤维组织

增生、断裂,间质内炎性细胞浸润等症状。随着肉豆蔻五味给药剂量的增加,肉豆蔻五味低剂量、中剂

量和高剂量组的大鼠心肌部分灶性坏死减少,纤维组织增生和炎性细胞浸润减少,症状有所减轻,证
明肉豆蔻五味对大鼠心肌损伤具有保护作用。

综上所述,蒙药肉豆蔻五味对ISO制备的大鼠心肌缺血有一定治疗作用,可减轻ISO引起的氧

化损伤和炎症反应,为进一步研究治疗心肌缺血提供理论依据。
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  Abstract:ThisstudyaimstoinvestigatetheeffectsandmechanismsofMongolianmedicine
Nutmeg-5onisoproterenol(ISO)-inducedmyocardialischemiainrats.Themyocardialischemia
modelwasestablishedbysubcutaneousinjectionofisoproterenol.SixtyWistarratswererandomly
assignedtosixgroups(n=10):theblankcontrolgroup,themodelgroup,theNutmeg-5high-dose
group(1.08g/kg),theNutmeg-5medium-dosegroup(0.54g/kg),theNutmeg-5low-dosegroup
(0.27g/kg),andtheCompoundDanshenDrippingPillsgroup(0.072g/kg).Exceptfortheblank
controlandmodelgroups,theothergroupswereadministeredadrugsuspensionpreparedwith
0.5%sodiumcarboxymethylcellulosesolutionbygavageatadoseof0.01mL/gdailyfor14con-
secutivedays.Followingthefinaladministration,ratsweresubjectedtoelectrocardiogramrecord-
ingsat2hourstoassesscardiacelectricalactivity.Theconcentrationsoftumornecrosisfactor-alpha
(TNF-α),interleukin-1(IL-1),interleukin-6(IL-6),cardiactroponinI(cTn-I),creatinekinase-MB
(CK-MB),andlactatedehydrogenase(LDH)inserumandmyocardialtissueswerequantifiedusing
enzyme-linkedimmunosorbentassay(ELISA).Furthermore,hematoxylin-eosin(HE)andMasson's
trichromestainingwereconductedtoevaluatethepathologicalmorphologyofthemyocardium.The
resultsshowedthat,comparedwiththeblankgroup,ratsinthemodelgrouphadfrequentventricu-
larprematureandventriculartachycardia,theSTsegmentoftheelectrocardiogramwassignificantly
elevated(P<0.01),andobviousischemicandpathologicaldamageinthemyocardialtissue.Com-
paredwiththemodelgroup,ratsintheMongolianmedicineNutmeg-5groupandtheCompound
DanshenDrippingPillsgroupshoweddelayedonsetandreducedfrequencyofventricularpremature
beatsandventriculartachycardia,adecreasedelevationintheSTsegmentoftheelectrocardiogram
(P<0.01),alleviatedpathologicaldamageinthemyocardialtissue,andreducedareasofischemic
injury.Furthermore,theexpressionlevelsofinflammatoryresponsefactors(TNF-α,IL-1,IL-6)and
specificcardiacenzymemarkers(cTnI,CK-MB,LDH)werereduced,andthedifferencewassignifi-
cant(P<0.05).ThisstudyhasdemonstratedthatMongolianmedicineNutmeg-5caneffectively
ameliorateISO-inducedmyocardialischemiainrats,andthemechanismofactionisrelatedtoits
inhibitionofinflammationandreductionoftheexpressionofspecificmyocardialenzymes,andthen
reducingmyocardialcelldamage.
  Keywords:MongolianmedicineNutmeg-5;isoproterenol;myocardialischemia;inflammatory

responsereaction
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