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［摘　要］目的：探讨补阳还五汤对心肌梗死大鼠左室非梗死区心肌细胞凋亡及热休克蛋白２０（Ｈｓｐ２０）表达
的影响。方法：采用ＳＰＦ级雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，将大鼠随机分成模型组、补阳还五汤组和假手术组；模型组和补阳
还五汤组予结扎左冠状动脉主干造成急性心肌梗死，假手术组行手术操作，但不结扎冠状动动脉；采用 ＴＵＮＥＬ
染色检测３组大鼠心肌细胞凋亡情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测３组大鼠心肌细胞中 Ｈｓｐ２０和磷酸化Ｈｓｐ２０（ｐＨｓｐ
２０）的表达，ｑＰＣＲ法检测Ｈｓｐ２０ｍＲＮＡ的表达。结果：与假手术组比较，补阳还五汤组的凋亡细胞增多，凋亡指
数增加，两组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；与模型组比较，补阳还五汤组细胞凋亡明显减少，凋亡指数降
低，两组比较差异具有统计学意义（Ｐ＜００１）；补阳还五汤组心肌细胞中Ｈｓｐ２０及ｐＨｓｐ２０表达较模型组增高，
较假手术组降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜００１）；补阳还五汤组心肌细胞中 Ｈｓｐ２０ｍＲＮＡ的表达较模型组升
高，较假手术组降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜００１）。结论：补阳还五汤可能通过促进 Ｈｓｐ２０的表达，从而起
到抑制心肌细胞凋亡的作用。
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　　心肌梗死后心室重构 （ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ，
ＶＲ）会影响心室的功能及预后。本课题组通过对
心肌梗死后患者中医症候的临床观察，发现心肌梗

死后心室重构为本虚标实之证，气虚血瘀是其基本

病理机制。因此确立益气活血作为心梗后基本治

疗原则，采用清代名医王清任的益气活血代表方补

阳还五汤进行治疗，临床效果较佳，前期研究表明，

补阳还五汤可显著改善心梗后心室重构大鼠的左

室功能，但对于其抗心室重构的作用机制仍有待进

一步明确［１］。热休克蛋白 ２０（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ
２０，Ｈｓｐ２０）是小分子热休克蛋白家族成员之一，在
抑制血小板聚集、舒张血管平滑肌、抗心肌细胞凋

亡等方面都发挥着重要的作用，从多方面对心血管

系统提供保护作用［２］。本研究采用心梗后心室重

构模型，探讨补阳还五汤对心肌细胞凋亡和 Ｈｓｐ２０
表达的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物及主要仪器　ＳＰＦ级雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠
１２０只，体重１８０～２１０ｇ，由南方医科大学实验动
物中心提供，动物许可证号 ＳＣＸＫ（粤）２０１０—
００２２。江湾Ⅰ型人工呼吸机（第二军医大学仪器
厂），尼康 ＥｃｌｉｐｓｅＴｉＳ型荧光倒置显微镜（日本尼
康公司），荧光定量 ＰＣＲ仪（罗氏生物），Ｋｏｄａｋ
２０００ＭＭ图像工作站（美国柯达公司）。
１．１．２　药品　补阳还五汤按王清任《医林改错》
原方组成剂量稍作调整：黄芪１１０ｇ，当归尾１０ｇ，
赤芍１０ｇ，地龙 １０ｇ，川芎 １０ｇ，红花 １０ｇ，桃仁
１０ｇ，药材由广州市药材公司提供。将上述原药材
去除杂质，按组方剂量配制混合，蒸馏水浸泡

３０ｍｉｎ后，用ＴＣ１５套式恒温器２５０Ｖ电压加热煎
煮。沸腾后将电压调低至２００Ｖ煎煮１ｈ，过滤得
第１次煎液；药渣再加水５０００ｍＬ，煎煮方法同前，
过滤得第２次煎液。取两次滤液合并，８０℃水浴

蒸发浓缩至原药材含量１ｇ／ｍＬ，４℃保存备用。
１．１．３　试剂　异氟醚 （山东力诺科峰制药有限
公司），ＴＵＮＥＬ染色试剂盒（罗氏生物），大鼠 ｐ
Ｈｓｐ２０、Ｈｓｐ２０多克隆抗体（Ａｂｃａｍ公司），βａｃｔｉｎ
抗体（ＣＳＴ公司），ＲＮＡ提取试剂盒（Ａｘｙｇｅｎ公
司），ＲＮＡ逆转录试剂盒及 ｑＰＣＲ试剂盒（Ｔａｋａｒａ
公司）及引物合成（Ｉｎｖｉｔｒｉｇｅｎ公司）。
１．２　方法
１．２．１　模型制作　参考文献［１］所给出的方法制
作大鼠急性心肌梗死模型。在左冠状动脉起源点

下１～２ｍｍ处结扎左冠状动脉主干，标准肢体导
联Ⅱ导ＳＴ段抬高，肉眼观察结扎区变白时迅速将
心脏放回胸腔，随即缝合肌肉和皮肤，将胸腔内的

空气及血液抽尽。术后每隔１０ｍｉｎ复查１次心电
图，如连续３次ＳＴ段抬高即为急性心肌梗死造模
成功。为平衡开胸手术等操作对动物的影响，设假

手术组，假手术组除不结扎冠状动脉外，其余操作

与模型组动物相同。术后予静脉注射青霉素４万
Ｕ，１次／ｄ，共３ｄ。
１．２．２　分组与给药　将大鼠随机分成３组，分别
为模型对照组、补阳还五汤组和假手术组，每组１５
只，共４５只。模型对照组和补阳还五汤组大鼠予
结扎左冠状动脉主干复制急性心肌梗死模型，造模

成功１周后分组。补阳还五汤组给补阳还五汤水
煎液１８５ｇ／（ｋｇ·ｄ）（生物等效剂量），假手术组
和模型组予正常饮水，连续给药１２周。于第１２周
末，水合氯醛麻醉大鼠，经腹主动脉注射１０％ ＫＣｌ
注射液处死，４％中性甲醛固定心肌。
１．２．３　大鼠心肌组织ＴＵＮＥＬ染色　将切片脱蜡、
水化，洗涤后吸去水分，加入反应液（ＴｄＴ酶和
ｄＵＴＰ）反应，再次洗涤，用 ＦＩＴＣ反应液标记，经过
ＰＩ复染后封片。镜下观察，凋亡细胞呈现出黄棕
色。心肌细胞凋亡指数的测定：光镜下，细胞核中

显黄棕色阳性颗粒者为凋亡细胞。每只大鼠观察

５张切片，在 Ｋｏｄａｋ２０００ＭＭ图像工作站上随机
选取相等的５个高倍镜视野（×４００），然后在计数
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网格上数出凋亡细胞阳性颗粒个数及细胞总数，计

算凋亡指数，公式为（凋亡细胞数／细胞总数）×
１００％。每张片子取其平均值。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析　预冷 ＰＢＳ洗大鼠心肌
细胞２次，加入 ２００μＬＲＩＰＡ裂解液，冰上裂解
５ｍｉｎ，细胞刮刮下细胞，１２０００ｒ／ｍｉｎ低温离心
１０ｍｉｎ，弃沉淀。ＢＣＡ法检测蛋白浓度，加入 ５×
ＬｏｄｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ金属浴９５℃５ｍｉｎ蛋白变性，－８０℃
冻存。取１５μｇ蛋白样品上样，用１×ＬｏｄｄｉｎｇＢｕｆｆ
ｅｒ补至等体积，然后进行电泳。电泳结束后，转移
至ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉封闭 １ｈ，分别加入
βａｃｔｉｎ（１∶１１０００）、ｐＨｓｐ２０（１∶１０００）、Ｈｓｐ２０（１∶
１０００）４℃缓慢摇动过夜，０１％ＴＢＳＴ洗３次，加
入ＨＲＰ标记的山羊抗兔ＩｇＧ（１∶５０００）室温缓慢摇
动１ｈ，０１％ＴＢＳＴ洗３次，ＥＣＬ显影，胶片曝光。
１．２．５　ｑＰＣＲ检测　实时荧光定量 ＰＣＲ检测心肌
细胞中Ｈｓｐ２０ｍＲＮＡ的表达，用总 ＲＮＡ提取试剂
盒抽提细胞总 ＲＮＡ，按 Ｔａｋａｒａ反转录试剂盒说明
书和ｑＰＣＲ说明书分别进行反转录和实时荧光定
量ＰＣＲ反应。ｑＰＣＲ引物分别为Ｈｓｐ２０上游为５′
ＣＣＡＧＡＧＧＡＡＡＴＣＴＣＴＧＴＣＡＡＧＧ３′，Ｈｓｐ２０下
游为５′ＧＴＧＧＡＡＣＴＣＴＣＧＡＧＣＡＡＴＧＡＡ３′，β

ａｃｔｉｎ上游为５′ＣＴＴＣＣＴＴＣＣＴＧＧＧＴＡＴＧＧＡＡＴ
Ｃ３′，βａｃｔｉｎ下游为 ５′ＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＡＴＡＧＡ
ＧＧＴＣＴＴ３′。反应条件为：９５℃ 预变性 ５ｍｉｎ，
９５℃ １０ｓ，６０℃ 退火１５ｓ，共４０个循环。每个实
验重复 ３次取平均值。
１．３　统计学处理

采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，计量资
料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多重比较采用 ＬＳＤ
法，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　心肌细胞凋亡情况
结果显示，模型组大鼠心肌细胞核内可见到较

多黄棕色核染，且细胞核皱缩不规则，显示出较多

凋亡细胞的特征；补阳还五汤组黄棕色凋亡细胞数

量较模型组明显减少。与模型组比较，补阳还五汤

组凋亡细胞数量较模型组明显减少，凋亡指数明显

降低，两组比较差异具有统计学意义（Ｐ＜００１）。
与假手术组比较，补阳还五汤组的凋亡细胞数量增

多，凋亡指数增加，两组比较差异有统计学意义（Ｐ
＜００１）。见图１。

（１）与假手术比较，Ｐ＜０．０１；（２）与模型组比较，Ｐ＜０．０１

图１　大鼠心肌细胞凋亡情况（ＴＵＮＥＬ染色）
Ｆｉｇ．１　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｒａｔｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓ
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２．２　心肌细胞中Ｈｓｐ２０及ｐＨｓｐ２０表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示补阳还五汤组 Ｈｓｐ２０及

ｐＨｓｐ２０的表达明显高于模型组，而低于假手术组
的表达，上述比较差异具有统计学意义（Ｐ＜
００１），见图２。
２．３　心肌细胞中Ｈｓｐ２０ｍＲＮＡ的表达

ｑＰＣＲ检测结果显示补阳还五汤组大鼠心肌
细胞Ｈｓｐ２０ｍＲＮＡ的表达较模型组升高，而较假手
术组降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），见图３。

图２　大鼠心肌细胞中 ＨＳＰ２０及ｐＨＳＰ２０的
表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．２　ＨＳＰ２０ａｎｄｐＨＳＰ２０ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ
ｒａｔｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓ

（１）与假手术比较，Ｐ＜０．０１；（２）与模型组比较，Ｐ＜０．０１

图３　大鼠心肌细胞中Ｈｓｐ２０ｍＲＮＡ表达（ｑＰＣＲ）
Ｆｉｇ．３　ＨＳＰ２０ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓ

３　讨论

在急性心肌梗死（ａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，
ＡＭＩ）后发生的左心室进行性扩张和外形改变被称
为“梗死后心室重构”，包括心室容积、形状 、室壁

厚度、心肌结构和超微结构等方面的改变，重构部

位包括心肌梗死区和非心肌梗死区［３］。心肌细胞

表型改变是心室重构的病理基础，是病理性刺激诱

发胚胎基因的重新表达。

Ｈｓｐ是生物受到环境中物理、化学、生物、精神
等刺激时发生应激反应而合成的蛋白质，它是一类

高度保守的蛋白质 ，普遍存在于原核和真核生物

中，主要作为分子伴侣而参与蛋白质的折叠、转运

及组装等过程，能恢复或加速清除细胞内已变性的

蛋白质而稳定细胞结构［４］。小分子量热休克蛋白

作为热休克蛋白家族中的一个亚组，不仅仅在机体

应激状态，而且在生理状态下也都发挥着重要的生

物学作用［５］。Ｈｓｐ２０是小分子热休克蛋白家族成
员之一，在心脏等器官有较高表达，研究已证实

Ｈｓｐ２０对心血管具有保护功能［６］。Ｈｓｐ２０在应激
状态下的对心脏起重要的保护作用，在缺血再灌注

损伤中，通过转染腺病毒载体上调 Ｈｓｐ２０的表达，
能通过抑制缺血再灌注损伤模型大鼠心脏血流动

力学改变、抑制心肌细胞的凋亡，减轻缺血再灌注

损伤，阻断 Ｈｓｐ２０则会增加大鼠心肌对缺血再灌
注的敏感性，加重血流动力学改变及心肌细胞凋

亡［７－９］。

本课题组前期研究表明，补阳还五汤能显著改

善心梗后心室重构大鼠的左室功能，具有良好抗心

梗后心室重构的作用，且疗效优于卡托普利作为阳

性对照。本研究探讨补阳还五汤对Ｈｓｐ２０表达的
影响，由于目前仍未发现能促进 Ｈｓｐ２０表达的有
效药物，故本实验中未设阳性对照组。

采用ＴＵＮＥＬ染色法镜下观察各组心肌细胞凋
亡情况，补阳还五汤组凋亡细胞数量较模型组明显

减少，凋亡指数与模型组比较显著降低，提示补阳

还五汤能明显抑制心肌细胞的凋亡。同时采用

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 Ｈｓｐ２０及 ｐＨｓｐ２０的表达及
ｑＰＣＲ法检测各组 Ｈｓｐ２０ｍＲＮＡ的表达，结果显示
补阳还五汤组 Ｈｓｐ２０、ｐＨｓｐ２０及 Ｈｓｐ２０ｍＲＮＡ的
表达均明显高于模型组，提示补阳还五汤可能通过

上调 Ｈｓｐ２０的表达来抑制心肌细胞凋亡。
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于不能检测混合基因型感染。其他基因分型方法

均存在一定的局限性，如不能将目前确定的 ＨＣＶ
亚型全部分开、敏感性较低等。

目前，全球约有１亿７千万人感染 ＨＣＶ，不同
国家和地区人群的 ＨＣＶ基因型分布，有明显的差
异，１ａ在美国和北欧为优势基因型，在中东地区
ｌｂ型占感染 ＨＣＶ人群的多数，２ａ和２ｂ型则在北
美、日本较为多见，２ｃ型主要分布在地中海一带及
远东地区，３ａ型在欧洲的吸毒者中较常见，４型主
要在北非和中东流行，５型基本分布在南非，６型在
越南、澳大利亚以及我国的香港地区分布较广［３］。

在我国大陆地区，１ｂ和２ａ型为较常见的基因型，
其中以１ｂ型为主，约占９０％以上。在本研究中，
贵州地区主要流行的基因型为 １ｂ型 ５８份，占
３５４％，３ａ型 ２５份 （１５２％），３ｂ型 ３８份
（２３２％），６ａ型３５份（２１３％），没有发现４与５
型；与１９９９年丁静娟等［４］采用线探针核酸杂交方

法进行的贵州地区９８例 ＨＣＶ血清的基因型主要
是１ｂ和６ａ（分别占７４５％和１０２％）、其他基因
型还有３ａ，３ｂ未发现２、４、５型的结果存在差异；与
太原、南京的分布不一致，同广东、重庆地区分布相

近［５－８］。因贵州处于中国南部，临近东南亚，而 ６
型在东南亚分布较广，人员流动频繁，ＨＣＶ各亚型
（包括新亚型）病毒株流行的几率趋于增加。本结

果显示贵州地区 ＨＣＶ流行的基因型较复杂，除了
优势株外，其他基因型也较常见，可能和该地区人

口流动性增大造成与其他地域的ＨＣＶ基因型别相
互交叉感染有关。

本研究通过ＨＣＶＣｏｒｅＥ１特异性引物ＰＣＲ和
基因序列系统进化树分析法，初步研究了贵州地区

的ＨＣＶ基因型的分布状态，发现贵州地区ＨＣＶ基
因型存在着多样性，说明该地区基因型复杂，有必

要在临床推广ＨＣＶ基因分型的常规检测。这对今
后ＨＣＶ疫苗的研制以及丙型肝炎免疫学诊断试剂
特异性和敏感性的提高具有重要意义。
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