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通阳活血方含药血清对兔缺血再灌注窦房
结细胞凋亡和细胞骨架蛋白 Vinculin 的
影响

刘如秀摇 彭杰摇 刘宇

揖摘要铱 摇 目的摇 探讨治疗病态窦房结综合征的通阳活血方含药血清对模拟缺血再灌注损伤兔

窦房结细胞凋亡和细胞骨架蛋白 Vinculin 的影响。 方法摇 取新生乳兔窦房结细胞,以缺氧缺糖模拟

缺血,以恢复氧和糖的供应模拟再灌注造成窦房结细胞损伤模型。 设正常对照组、模型组、空白血

清组、含药血清高、中、低剂量组,运用酶标仪、流式细胞分析仪、激光共聚焦显微镜观察各组窦房结

细胞活性、凋亡及细胞骨架蛋白 Vinculin 形态的变化。 结果 摇 模型组活细胞量较正常组明显减少

(P<0. 01);凋亡明显增多(P<0. 01);空白血清组与模型组无明显差异。 细胞骨架蛋白 Vinculin 裂

解明显。 含药血清高、中、低剂量组活细胞量明显高于模型组(P<0. 05),凋亡明显减少(P<0. 01),
Vinculin 结构较模型组完整,荧光强度明显高于模型组。 结论摇 通阳活血方含药血清能抑制模拟缺

血再灌注引起的窦房结细胞损伤;通阳活血方治疗病态窦房结综合征的机制可能与保护窦房结细

胞活性、对抗细胞凋亡、保护细胞骨架蛋白 Vinculin 形态结构有关。
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揖Abstract铱 Objective 摇 To observe the infulence of Tongyang Huoxue Formula drug serum on
apoptosis and Vinculin expression of sinoatrial node cells of rabbit with ischemia reperfusion. Methods摇
Sinoatrial node cells of newborn rabbits were separated and used to establish the sinoatrial node cells
damage models by using methods of oxygen鄄glucose deprivation instead of ischemia and oxygen鄄glucose
supply instead of reperfusion. The research included control group, model group, blank serum group, and
high, middle and low dosage of Tongyang Huoxue Formula drug serum group. Microplate reader, flow
cytometer and laser scanning confocal microscope were used to observe the activity, apoptosis and Vinculin
expression of sinoatrial node cells. Results 摇 Compared with control group, the living cells number of
model group were lessen significantly (P<0. 05), and cell apoptosis increased obviously (P<0. 01). The
difference between blank serum group and model group was not significant. The cleavage of cytoskeletal
protein Vinculin was obviously. Compared with model group, the living cells number of high, middle and
low dosage of drug serum groups were higher (P<0. 05), cell apoptosis decreased significantly (P<0郾 01),
and the structure of Vinculin was more integrity and fluorescence intensity was stronger. Conclusions 摇
Tongyang Huoxue Formula drug serum could inhibit the sinoatrial node cells damage induced by simulated
ischemia reperfusion, and the mechanism might be related with protective effect in cell viability and
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cytoskeletal protein form and anti鄄apoptosis effect.
揖Key words铱 摇 Tongyang Huoxue Formula; 摇 Drugserum; 摇 Sinoatrial node cell; 摇 Ischemia

reperfusion;摇 Apoptosis;摇 Cytoskeleton

摇 摇 病态窦房结综合征( sick sinus syndrome,SSS)
是由于窦房结或其周围组织病变,导致冲动形成和

传出障碍而产生的心律失常和一系列临床表现的

综合征。 通阳活血方是刘志明老中医临证 70 余年

治疗 SSS 的经验方,临床疗效确切[1]。 本实验采用

酶标仪、流式细胞分析仪、激光共聚焦显微镜,观察

通阳活血方含药血清对模拟缺血再灌注兔窦房结

细胞凋亡和骨架蛋白形态结构的影响,探讨其对体

外培养窦房结细胞的保护作用。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物

出生 24 小时内新西兰乳兔,雌雄不拘,由北京

隆 安 实 验 动 物 养 殖 中 心 提 供, 批

号:11401400000095。
1. 2摇 实验药物

通阳活血方药物组成:附子 6 g、红参 10 g、当归

12 g、黄芪 18 g、三七 3 g,经水煎醇提法制成含

1 g / mL生药的无菌中药原液。 含药血清制备方

法:取成年新西兰大耳白兔 40 只(由北京隆安实

验动物养殖中心提供,批号:11401400000095),雌
雄各半,用随机数字表法随机分为 4 组,每组 10
只,通阳活血方含药血清大剂量组按照每日生药

量 54. 96 g / kg·体质量(相当于 70 kg 成人临床用药

量 12 倍)、中剂量组按照每日生药量 27. 48 g / kg·体

质量(相当于 70kg 成人临床用药量 6 倍)、小剂量

组按照每日生药量 13. 74 g / kg·体重(相当于 70 kg
成人临床用药量 3 倍),分别用蒸馏水配置成混悬

液给兔灌胃,每天 2 次,连续 7 天;空白血清组给予

等量正常饮用水。 末次给药前禁食不禁水 12 小时,
给药后 2 小时,耳中央动脉取血,自然分离血清,
56益水浴 30 分钟灭活处理,0. 2 滋m 微孔滤膜过滤

除菌,分装为通阳活血方含药血清大、中、小剂量组

和空白血清组,-20益冷存备用。
1. 3摇 试剂

DMEM / F12(1 颐 1)培养基(美国 Thermo 公司

产品,批号:NVJ0307);胎牛血清(美国 Gibco 公司

产品,批号: 911585 );低糖 DMEM 培养基 (美国

Hyclone 公司产品,批号:DM121501D);胰酶(美晨

公司,批号:C1401130);PI鄄Annexin V鄄FITC 凋亡检

测试 剂 盒 ( 北 京 大 学 医 学 部 制 剂 室 ); 一 抗:
Monoclonal Anti鄄Vinculin antibody(美国 Sigma 公司

产品,批号: SAB4200080 );二抗: Gote Anti鄄Mouse
IgG (H+L) Rhodamine (TRITC) (美国 Bioworld 公

司产品,批号:BS11502)。
1. 4摇 主要仪器

酶标仪(550 型,美国);流式细胞分析仪(BD,
美国);激光共聚焦显微镜(TCS鄄NT 型,德国);防震

台(TMC63544,美国)。
1. 5摇 方法

1. 5. 1摇 窦房结细胞的分离、培养摇 新生 24 小时内

的乳兔 8 只,吸入乙醚麻醉,用 75% 酒精消毒乳兔

皮肤及手术区。 沿前正中线剪开胸腔,暴露心脏,
将心底部大血管剪断,游离心脏,尽量保留大血管,
用 PBS 充分清洗心脏,解剖镜下分离窦房结区域

(上腔静脉与右心房交界处),用 PBS 清洗分离的组

织,剪碎呈约 0. 5mm,置于 15 mL 离心管中,加入

0郾 1%胰酶 10 mL,37益下,消化 15 分钟,消化完毕,
加入 5 mL 含血清培养基终止消化,用移液枪上下吹

打 70 次,离心 400 r / min,5 分钟,将上清液移入另一

50 mL 离心管,将沉淀的组织块再加入 0郾 1% 胰酶

10 mL,同前法消化,终止消化后,吹打,离心,取上

清细胞悬液与第一次的细胞悬液合并,如此重复一

次,将三次所得的细胞悬液合并至 50 mL 离心管,
1500 r / min 离心 10 分钟,弃上清,用含血清培养基

6 mL重新悬浮细胞。 取 4 个 10cm 培养皿,各加入

10 mL 培养基,将细胞悬液等分移入培养基中,置
于 37益、 CO2 浓度 5% 的细胞培养箱中孵育 1 小

时(差速贴壁),光镜下观察,可见大量纤维细胞,
间质细胞贴壁,将上浮细胞取出置于另 4 个培养

皿中培养,24 小时后更换新培养基,之后每 48 小

时更换培养基。
1. 5. 2摇 模拟缺血再灌注模型建立及实验分组摇 以

缺氧缺糖模拟缺血,以恢复氧和糖的供应模拟再灌

注,用不含胎牛血清的低糖培养基置换原培养基,
放入自制的密闭盒中,持续通以 N2 充分排尽盒内

空气,以模拟缺血。 放入培养箱中培养 16 小时后从

密闭盒中取出,更换为正常培养基,以模拟再灌注

培养 3 小时。
将细胞分为正常对照组、模型组、空白血清组、含
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药血清高、中、低剂量组。 含药血清高、中、低剂量组

及空白血清组分别加入相应兔血清(终浓度 10%),
预先培养过夜(约 8 小时)。 造模更换培养基时加入

相应含药血清,造模后取窦房结细胞进行实验。
1. 5. 3摇 细胞活性检测摇 将细胞种植于 96 孔板中,
分组,每组取 8 个复孔,造模后,倒弃培养基,相应检

测 孔 内 加 入 噻 唑 蓝 ( methylthiazolyldiphenyl鄄
tetrazolium bromide, MTT)工作液 100 滋L,于培养箱

内孵 育 3 小 时, 取 出 吸 除 MTT 工 作 液, 加 入

DMSO100 滋L,摇匀,待颜色变化,立即上酶标仪检

测(设定波长 570mm)。
1. 5. 4 摇 细胞凋亡检测摇 调整待测细胞浓度为(5伊
105) ~ (1伊106)个 / mL。 分组,每组 6 个样本,造模

后,将细胞消化转移至流式离心管内,1500rpm,4益
离心 5 分钟,弃上清。 加入 1 mL 预冷的 PBS,轻轻

震荡使细胞悬浮,同上法离心,弃上清,重复 3 ~ 4
次,加入 200ul Binding Buffer,轻轻震荡,使细胞悬

浮。 加入 10 滋L Annexin V鄄FITC,轻轻摇匀,避光,
室温反应 15 分钟,加入 5ul PI,即上机检测。
1. 5. 5摇 细胞骨架蛋白 tubulin 形态观察 14mm 盖玻

片放入 24 孔板中进行细胞爬片,细胞贴壁后,选取

生长良好的细胞进行实验。 分组,造模后吸除培养

基,PBS 清洗 2 次,以 4%多聚甲醛固定 10 分钟;吸
除多聚甲醛,加入 0. 02% Triton,37益培养箱内静置

15 分钟打孔。 PBS 清洗 3 次,加入一抗(1 颐500PBS
溶液),放入湿盒内,4益冰箱孵育过夜;PBS 清洗 2
次,加入二抗(1 颐 200PBS 溶液)常温孵育 1 小时,甘
油封片后上机检测,每组取 4 个视野,图像采用

Image鄄Pro Plus 6. 0 进行平均荧光强度分析。
1. 6摇 统计学方法

采用统计程序包 SPSS13. 0 软件对数据资料进

行统计分析,计量资料均用均数依标准差( x依 s)表

示,各组数据均服从正态分布,方差齐,多组间资料

比较采用完全随机方差分析,两两比较采用 LSD 检

验,以 P<0. 05 为差异显著,以 P<0. 01 为差异极

显著。

2摇 结果

2. 1 通阳活血方含药血清对窦房结细胞活性的影响

MTT 比色检测结果显示,模型组活细胞量明显

低于空白对照组(P<0. 01),证明造模方法可行。 空

白血清组与模型组比较无统计学意义(P>0. 05),表
明兔血清对实验无明显干扰,含药血清高、中、低剂

量组活细胞量明显高于模型组(P<0. 05),显示通阳

活血方含药血清能保护窦房结细胞活性,见表 1。
2. 2 摇 通阳活血方含药血清对窦房结细胞凋亡的

影响

流式细胞分析仪检测结果如图 1 显示,模型组

细胞凋亡率明显高于正常对照组(P<0. 01)。 空白

血清组与模型组无明显差异,含药血清高、中剂量

组细胞凋亡率明显低于模型组(P<0. 05),低剂量组

凋亡率与模型组比较无统计学意义,见表 1。
2. 3摇 通阳活血方含药血清对窦房结细胞骨架蛋白

Vinculin 的影响

激光共聚焦显微镜观察结果显示,空白对照组

细胞内 Vinculin 显色明显,数量较多,均匀分布于细

胞膜附近(图 D);模拟缺血再灌注后的窦房结细胞

质内 Vinculin 数量明显减少(图 C),平均荧光强度

明显低于空白对照组(P<0. 01)(表 1);含药血清高

剂量组 Vinculin 数量较模型组明显增多,显色明显

(图 D),平均荧光强度明显高于模型组(P<0. 01)
(表 1);中剂量组 Vinculin 数量较空白组有所减少,
但明显优于模型组(图 E);空白血清组及低剂量组

Vinculin 数量较模型组无明显差异(图 B、D)。 可见

通阳活血方含药血清能保护缺血再灌注窦房结细

胞 Vinculin 的形态结构。

表 1摇 各组兔窦房结细胞活性、凋亡率及平均荧光强度

组别 细胞活性(n=8)摇 摇 总凋亡率(% )(n=6)摇 Vinculin 荧光强度(n=4)

空白对照组 0. 711依0. 022a 25. 735依6. 693a 7. 742依0. 300a

模型组 0. 499依0. 055 47. 993依2. 541 4. 499依0. 432

空白血清组 0. 469依0. 067c 46. 953依3. 361c 4. 525依0. 542c

含药血清低剂量组 0. 570依0. 052b 49. 472依4. 233c 4. 480依0. 196c

含药血清中剂量组 0. 612依0. 056a 44. 040依1. 941b 5. 692依0. 334a

含药血清高剂量组 0. 669依0. 048a 40. 123依4. 326a 7. 825依0. 448a

注:与模型组比较 aP<0. 01;与模型组比较 bP<0. 05;与模型组比较 cP>0. 05。
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A. 空白对照组摇 B. 空白血清组摇 C. 模型组摇
D. 高剂量组摇 E. 中剂量组摇 F. 低剂量组

图 1摇 各组流式细胞分析图像

3摇 讨论

细胞凋亡在心脏传导系统的发育成熟中具有

重要的作用,窦房结、房室结与传导阻滞细胞的胚

胎发育及出生后数周的发育过程中均有细胞凋亡

发生,在窦房结的发育、成熟过程中,凋亡不足可留

下引发心率失常的基础,凋亡过度可引起病态窦房

结综合征等病变 [2]。 模拟缺血再灌注可诱导培养

窦房结细胞凋亡,且随缺血时间的延长,窦房结细

胞凋亡率逐渐增加[3]。 鉴于病窦的发病常伴随缺

血性心脏病的出现,故窦房结缺血再灌注损伤所致

的细胞凋亡可能是其病因之一。
心肌骨架系统破坏是缺血再灌注损伤主要的

发生机制[4],Vinculin 是细胞骨架系统中重要成分

之一,Vinculin 在细胞中与细胞微丝骨架相连,并将

微丝锚定于细胞膜上,vinculin 也介导细胞外基质与

细胞骨架的连接,Vinculin 在维持细胞形态、调节细

胞粘附、运动、增殖及细胞膜内外信号转导等过程

中起重要作用[5]。

A摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 B

C摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 D

E摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 F
A. 空白对照组摇 B. 空白血清组摇 C. 模型组

D. 高剂量组摇 E. 中剂量组摇 F. 低剂量组

图 2摇 各组 Vinculin 激光共聚焦显微镜图像

摇 摇 通阳活血方是刘志明老中医临证 70 余年治疗

病态窦房结综合征的有效经验方。 刘老认为病窦

的病机为心肾阳虚、瘀血阻滞,主要证候为阳虚血

瘀。 心阳不振,心脉失于温煦鼓动,气血运行不利;
心阳不能外达,导致阳气郁闭不通,属本虚标实之

证,治宜以“通阳活血冶为基本法则。 通阳活血方由

附子、人参、当归等组成。 附子辛甘性热,能温心肾

之阳;人参大补元气,能助附子之温,振奋心阳,有
扶正祛邪之功;当归补血活血,温通经脉,使阳气外

达。 诸药相配,共奏“通阳活血冶之功。
本实验 MTT 检测结果中,模型组与空白对照组

存活细胞量有明显差异,表明造模方法可行;空白
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血清组与模型组无明显差异,显示兔血清对实验结

构无干扰。 含药血清高、中、低剂量组存活细胞量

都明显高于模型组,且呈浓度依赖的量效关系,表
明药物浓度选取有效可行。 流式细胞检测结果显

示,模型组细胞大量凋亡,证实缺血再灌注是导致

窦房结细胞的凋亡的可能原因;含药血清高、中剂

量组细胞凋亡率明显低于模型组,显示通阳活血方

能减少细胞凋亡是其治疗病窦的可能机制之一。
激光共聚焦显微镜观察显示空白对照组细胞

Vinculin 显色明显,数量较多,均匀分布于细胞膜附

近;模型组 Vinculin 数量明显减少,表明缺血再灌注

使 Vinculin 大量裂解;Vinculin 的破坏能导致胞质中

微丝失去锚定点,使骨架网状结构受损,细胞膜失

去支持、脆性增加;细胞膜内外信号转导受阻,从而

使窦房结细胞在形态结构及功能方面发生病理改

变。 而含药血清高、中剂量组 Vinculin 都有不同程

度的明显增加。 以上实验结果表明通阳活血方保

护骨架蛋白 Vinculin 是其治疗病态窦房结综合征的

可能机制之一。
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清毒汤对实验性重症肝损伤大鼠肿瘤坏死
因子 琢 及核转录因子 资B 表达的影响

曹吴冰摇 高连印摇 车念聪摇 张秋云摇 杜宇琼摇 付修文摇 王融冰摇 罗佳佳

揖摘要铱 摇 目的摇 观察清毒汤对实验性重症肝损伤大鼠内毒素(endotoxin,ET)、肿瘤坏死因子 琢
(tumor necrosis factor alpha,TNF鄄琢)以及核转录因子 资B(nuclear factor kappa B,NF鄄资B)表达的影响,
探讨该方治疗慢性重型肝炎内毒素血症的作用机制。 方法摇 建立硫代乙酰胺( thioacetamide,TAA)
致实验性大鼠重症肝损伤模型,给予清毒汤干预后,检测大鼠 ET、TNF鄄琢 以及 NF鄄资B 表达的水平。
结果摇 与正常组比较,模型组大鼠血清 ET、TNF鄄琢 以及 NF鄄资B 蛋白含量水平均显著升高(P<0. 01);
与模型组比较,清毒汤中、低剂量组和乳果糖组 ET、TNF鄄琢 以及 NF鄄资B 蛋白含量水平显著降低

(P<0. 01),清毒汤高剂量组除 ET 外各指标均明显改善(P<0. 05);与乳果糖组比较,清毒汤中剂量

组 ET 及 TNF鄄琢 水平显著降低(P<0. 01),低剂量组 ET 及 TNF鄄琢 水平无明显差异(P>0. 05),高剂量

组 ET 及 TNF鄄琢 水平明显高于乳果糖组(P<0. 05)。 结论摇 清毒汤对实验性肝损伤大鼠模型具有降

低 ET、TNF鄄琢 以及 NF鄄资B 蛋白水平的作用,尤其中剂量组效果最为明显,推测其分子机制可能为通

过抑制 NF鄄资B 因子的表达从而达到保肝目的。


