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黄芪甲甙下调 ＣａＳＲ 对异丙肾上腺素诱导的缺血缺氧
心肌损伤的保护作用
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摘　 要:　 目的　 探讨黄芪甲甙介导钙敏感受体(ＣａＳＲ)对缺血缺氧心肌的保护作用及机制ꎮ 　 方法　 将 ３２
只 ＳＤ 大鼠随机分为正常对照组、模型组( ＩＳ０)、黄芪甲甙低剂量组( ＩＳＯ＋ＡＳＴ ＩＶ １０ ｍｇ / ｋｇ)、黄芪甲甙高剂量组

( ＩＳＯ＋ＡＳＴ ＩＶ ２０ ｍｇ / ｋｇ)ꎻＨＥ 染色光镜下观察不同组别心肌组织的病理学改变ꎬ检测不同组别血清肌酸激酶及肌

酸激酶同工酶含量ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 ＣａＳＲ 蛋白的表达ꎮ 　 结果　 与模型组相比黄芪甲甙低、高剂量组能不

同程度减轻心肌病理改变ꎬ降低血清肌酸激酶以及肌酸激酶同工酶含量ꎬ下调 ＣａＳＲ 蛋白表达水平(Ｐ<０.０５)ꎮ 　
结论　 黄芪甲甙对异丙肾上腺素诱导大鼠缺血缺氧心肌有保护作用ꎻ其机制可能为下调 ＣａＳＲ 蛋白表达减轻 ＣａＳＲ
对心肌损伤的作用ꎮ
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　 　 心肌缺血缺氧损伤是指血管痉挛、堵塞等其他

各种原因引起冠状动脉血流量减少ꎬ致使心肌血液

供应、氧气供给以及其他营养物质供给减少、有毒物

质产生增多及代谢产物清除减少从而导致心肌受损

的病理状态ꎮ 钙敏感受体(Ｃａｃｌｉｕｍ ｓｅｎｓｉｎｇ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ
ＣａＳＲ)为隶属于 Ｇ 蛋白藕联受体超家族中 Ｃ 家族的

一种跨膜受体ꎮ 研究表明ꎬ在心肌缺血缺氧时 ＣａＳＲ
蛋白表达较正常心肌组织表达增多[１]ꎮ ＣａＳＲ 能引

起细胞内 Ｃａ２＋超载、氧自由基生成增多、ＮＯ 合成减

少、激活凋亡信号通路等途径而引起心肌损伤ꎮ 黄

芪甲甙(Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ ＩＶꎬＡＳＴ ＩＶ)为临床治疗心肌

炎与心力衰竭中药黄芪中一种有代表性的单体有效

活性成分[２￣４]ꎬ而黄芪甲甙在心血管系统疾病的保

护作用中的研究提示其有明显抗凋亡、抗病毒、抗
炎、抗氧化等作用ꎻ黄芪甲甙对细胞内钙离子也有调
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控作用ꎬ能减轻钙超载从而对损伤细胞起到保护作

用ꎮ 两者之间是否有直接联系ꎬ黄芪甲甙是否可以

通过下调 ＣａＳＲ 蛋白减轻钙超载及细胞凋亡ꎬ目前

国内外尚未见报道ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 实验动物　 健康、清洁 ＳＤ 雄性大鼠 ３５ 只ꎬ
体重(２５５.８±５.２)ｇꎬ由南华大学动物部提供ꎮ ４ 只 /
笼ꎬ自由进食、进水ꎮ
１.１.２　 实验药品　 黄芪甲甙(纯度大于 ９８％)购于

上海拓旸生物科技公司ꎮ 异丙肾上腺素ꎬ购自美国

Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ
１.１.３　 试剂 　 β￣ａｃｔｉｎ 兔抗人一抗、ＣａＳＲ 兔抗人一

抗(博奥森生物公司)、山羊抗兔二抗(广州索莱宝

公司) ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶配置试剂盒、超敏 ＥＣＬ 化学

发光试剂盒、ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒、ＲＩＰＡ 裂解

液(强)、ＰＭＳＦ、上样缓冲液(江苏碧云天生物技术

公司)ꎮ
１.１.４　 仪器设备　 电子分析天平(北京赛多利斯天

平公司)、低温高速离心机(德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)、
电泳仪(北京六一仪器厂)、酶标仪(美国 ＥＬＸ８００)、
显影机(美国 Ｆｌｕｏｒｃｈｅｍ Ｅ)、高压蒸汽灭菌锅(日本

ＴＯＭＹ 公司)、－８０ ℃低温冰箱(日本 ＳＡＮＹＯ)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 异丙肾上腺素诱导大鼠缺血缺氧心肌损伤

模型　 大鼠连续 ２ 天背部多点皮下注射异丙肾上腺

素ꎬ剂量为 ６０ ｍｇ / ｋｇꎬ自由进食、给水ꎬ对照组小鼠

背部皮下注射相同体积的生理盐水ꎮ
１.２.２　 给药和分组　 大鼠 ４ 只 /笼喂养ꎬ自由进食、
进水ꎬ将大鼠采用随机数字法随机分为 ４ 组ꎬ即正常

对照组、模型组、黄芪甲甙低剂量组(以 １％羧甲基

纤维素钠溶解 １０ ｍｇ / ｋｇ)、黄芪甲甙高剂量组(以
１％羧甲基纤维素钠溶解 ２０ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ每组 ８ 只ꎬ黄芪

甲甙低、高剂量组大鼠按体重剂量 (最终定容至

１ ５ ｍＬ)连续腹腔注射黄芪甲甙 ７ 天ꎬ正常对照组

和模型组腹腔注射相同体积羧甲基纤维素钠ꎮ 给药

第 ６、７ 天模型组、黄芪甲甙低剂量组(１０ ｍｇ / ｋｇ)、黄
芪甲甙高剂量组(２０ ｍｇ / ｋｇ)大鼠加用 ６０ ｍｇ / ｋｇ(定
容至 １ ｍＬ)异丙肾上腺素背部多点皮下注射ꎬ正常

对照组组背部皮下注射同体积生理盐水ꎮ
１.２.３　 动物处死　 大鼠末次给药后 １２ ｈꎬ腹腔注射

１０％水合氯醛溶液(３ ｍＬ / ｋｇ)麻醉大鼠ꎬ待大鼠充

分麻醉后ꎬ逐层解剖ꎬ暴露心脏ꎬ心脏取血留取大鼠

心脏ꎮ
１.２.４　 心肌组织病理学检查　 取心尖部心肌组织ꎬ
约 ０.３ ｃｍ×０.５ ｃｍ 大小ꎬ用纱布吸尽组织上的血液ꎬ
放入 １０％甲醛固定ꎬ编号ꎬ经脱水、浸蜡、包埋ꎬ再切

成 ４ μｍ 厚切片ꎬＨＥ 染色ꎬ光镜观察并摄片ꎮ
１.２.５　 血清肌酸激酶及肌酸激酶同工酶含量检测

将大鼠血液标本于 ４ ℃离心ꎬ２ ５００ 转 /分ꎬ１０ ｍｉｎꎬ
离心后ꎬ取上清液ꎬ送检南华大学附属第一医院检

验科ꎮ
１.２.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测心肌钙敏感受体蛋白的

表达　 (１)蛋白的提取:取小鼠心肌组织ꎬ加人蛋白

裂解液ꎬ４ ℃条件下 １２ ０００ 转离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清ꎮ
用 ＢＣＡ 定量法对所提蛋白进行定量ꎮ (２)电泳、转
膜封闭:用微量进样器将样品缓慢加入加样孔中ꎬ用
１０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳 ２ ｈꎬ然后 ２００ 毫安转膜 １.５ ｈꎬ
５％脱脂奶粉的封闭液中封闭 ３７ ℃ １ ｈꎮ (３)抗体

孵育:用 ５％ 封闭液稀释一抗 ( β￣ａｃｔｉｎ: １ ∶ ５００ꎬ
ＣａＳＲ:１ ∶ ２００)ꎬ加入新鲜封闭液配制的一抗溶液ꎬ
摇床上放置 １ ｈ 后ꎬ４ ℃ 孵育过夜ꎬ弃一抗溶液用

ＴＢＳＴ 将 ＰＶＤＦ 膜在摇床上洗 ３ 次ꎬ１０ ｍｉｎ /次ꎮ 加

入二抗溶液(兔抗 １ ∶ ４ ０００)ꎬ３７ ℃摇床 １~２ ｈꎮ
１.３　 显影　 　 用 ＥＣＬ 显影剂在 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分

析仪成像系统中显像ꎮ
１.４ 　 实验数据统计学处理及分析 　 　 采 用

ＳＰＳＳ１３ ０ 软件做统计学分析ꎬ所有实验数据均采用

均数±标准差表示ꎬ组间比较采用 ｔ 检验ꎮ Ｐ<０.０５
表示差异有显著性ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 各组大鼠血清肌酸激酶、肌酸激酶同工酶值　
　 经过异丙肾上腺素诱导大鼠缺血缺氧损伤及黄芪

甲甙药物保护处理后ꎬ与正常对照组比较ꎬ模型组大

鼠血浆 ＣＫ、ＣＫ￣ＭＢ 含量明显升高(Ｐ<０.０１)ꎬ表明模

型组大鼠心肌已受损ꎬ大鼠缺血缺氧心肌损伤模型

制备成功ꎮ 与模型组比较ꎬ黄芪甲甙高剂量组

(２０ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ大鼠血浆 ＣＫ、ＣＫ￣ＭＢ 值明显降低(Ｐ<
０.０１)ꎻ黄芪甲甙低剂量组(１０ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ大鼠血浆 ＣＫ
值明显降低 (Ｐ<０.０１)ꎬＣＫ￣ＭＢ 未见明显降低(Ｐ>
０.０５)ꎮ 见表 １ 及图 １、２ꎮ
２ .２　 各组大鼠心肌病理形态学变化　 　 正常对照
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表 １　 不同组别 ＣＫ、ＣＫ￣ＭＢ 检测值

组别 ｎ ＣＫ(Ｕ / Ｌ) ＣＫ￣ＭＢ(Ｕ / Ｌ)

正常对照组 ８ ５４６.７±２８.６０ ５３１.７±４９.６４
模型组 ８ １ ２１６.０±１０２.７０ａ １ ０２８.０±１０８.８０ａ

黄芪甲甙低剂量组 ８ ８７７.７±４６.６２ｂ ８３６.７±４９.１２
黄芪甲甙高剂量 ８ ７７１.３±５１.１７ｂ ７１０.４±４０.５ｂ

　 　 与正常对照组比较ꎬａ:Ｐ<０.０１ꎻ与模型组比较ꎬｂ:Ｐ<０.０１

图 １　 不同组别血清肌酸激酶含量

与正常对照组比较ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎻ与模型组比较ꎬ＃＃Ｐ<０.０１

图 ２　 不同组别血清肌酸激酶同工酶含量

与正常对照组比较ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎻ与模型组比较ꎬ＃＃Ｐ<０.０１

组心肌纤维排列整齐ꎬ心肌细胞连续完整ꎬ大小均

匀ꎬ胞核居中ꎬ胞质着色均匀ꎬ无水肿及炎症细胞浸

润ꎬ未见明显病理形态学改变ꎮ 模型组心肌纤维肿

胀、断裂ꎬ心肌细胞排列显著紊乱ꎬ肌纤维横纹不清ꎬ
坏死心肌融合成大片均质状坏死灶ꎬ细胞空泡变性

明显ꎬ细胞皱缩ꎬ胞核皱缩甚至消失ꎬ间质水肿ꎬ组织

间隙明显增宽ꎬ可见炎性细胞浸润ꎮ 黄芪甲甙高剂

量组(２０ ｍｇ / ｋｇ)对心肌组织病理形态学改善明显ꎬ

心肌纤维排列整齐ꎬ未见明显坏死灶出现ꎬ间质轻度

水肿ꎬ组织间隙轻度增宽ꎬ少量细胞皱缩ꎬ未见明显

细胞空泡ꎮ 黄芪甲甙低剂量组(１０ ｍｇ / ｋｇ)细胞少

量空泡变性ꎬ可见少量炎性细胞浸润ꎬ心肌纤维局灶

性断裂ꎬ病理改变介于模型组与黄芪甲甙高剂量组

之间ꎮ 见图 ３ꎮ

图 ３　 各组心肌组织病理学改变结果(ＨＥ ４００×)
Ａ:正常对照组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:黄芪甲甙低剂量组ꎻ

Ｄ:黄芪甲甙高剂量组

２.３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 ＣａＳＲ 蛋白表达　 　 经

过异丙肾上腺素诱导大鼠缺血缺氧损伤及黄芪甲甙

药物保护处理后ꎬ用蛋白印迹法检测各组 ＣａＳＲ 蛋

白表达情况ꎬ跟正常对照组比较ꎬ模型组 ＣａＳＲ 蛋白

表达明显升高(Ｐ<０.０１)ꎻ黄芪甲甙处理组跟模型组

比较ꎬＣａＳＲ 蛋白表达均下降(Ｐ<０.０５)ꎬ黄芪甲甙高

剂量组 ( ２０ ｍｇ / ｋｇ) ＣａＳＲ 表达下降更明显 ( Ｐ <
０ ０１)ꎮ 见表 ２ 及图 ４、图 ５ꎮ

表 ２　 ＣａＳＲ 蛋白相对表达量

组别 ｎ ＣａＳＲ 蛋白
相对表达量

正常对照组 ８ １.０２８±０.０３０
模型组 ８ １.１８７±０.０２１ａ

黄芪甲甙低剂量组 ８ １.１２２±０.００８ｃ

黄芪甲甙高剂量组 ８ １.０４１±０.０２９ｂ

　 　 与正常对照组比较ꎬａ:Ｐ<０.０１ꎻ与模型组比较ꎬｂ:Ｐ<０.０１ꎻ与模

型组比较ꎬｃ:Ｐ<０.０５

３　 讨　 　 论

异丙肾上腺素( Ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ ＩＳＯ)是一种强 β
受体激动剂ꎬ主要使心率增快、心肌收缩力增强等使

２４１ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＭａｒｃｈ ２０１７ꎬＶｏｌ.４５ꎬＮｏ.２



图 ４　 不同组别心肌组织 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法
检测 ＣａＳＲ 蛋白表达

注:１、２:正常对照组ꎻ３、４:模型组ꎻ５、６:黄芪甲甙低剂量组ꎻ
７、８:黄芪甲甙高剂量组

图 ５　 不同组别心肌组织 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法
检测 ＣａＳＲ 蛋白表达

与正常对照组比较ꎬ∗∗:Ｐ<０.０１ꎻ与模型组比较ꎬ＃＃:Ｐ<０.０１ꎻ
与模型组比较ꎬ☆:Ｐ<０.０５

心脏负荷加重ꎬ可引起冠状动脉痉挛ꎬ造成心肌微循

环障碍ꎬ导致心肌缺血、缺氧ꎬ发生心肌梗死、坏死ꎻ
造成心肌酶等生化指标、心电图以及心肌组织形态

结构改变ꎮ 简单易行的异丙肾上腺素诱导大鼠缺血

缺氧心肌损伤产生的变化与人类心肌缺血及梗死所

发生病理生理变化、病理形态学的改变具有相似

性[５￣６]ꎬ因而被广泛用于研究心血管疾病领域的

研究[７]ꎮ
黄芪甲甙(Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ)为黄芪中一种有代表

性的单体有效活性成分ꎬ具有明显的抗氧化活性、抗
病毒、抗炎、抗凋亡作用[８￣１１]ꎬ黄芪甲甙也可抑制缺

血心肌细胞的细胞内钙超载[１２]ꎮ 不同浓度的黄芪

甲甙对于缺血缺氧心肌保护作用程度不一样[１３]ꎮ
ＣａＳＲ 主要通过引起钙超载及诱导心肌细胞凋亡在

缺血缺氧心肌损伤中发挥作用ꎮ
心肌细胞膜的完整性和心肌损伤程度的改变可

通过血浆中肌酸激酶、肌酸激酶同工酶等心肌酶的

活性反映[１４￣１５]ꎮ 本实验结果表明ꎬ模型组肌酸激酶

及肌酸激酶同工酶活性较普通组显著升高ꎬ与模型

组比较ꎬ黄芪甲甙各组血清肌酸激酶及肌酸激酶同

工酶降低ꎬ表明黄芪甲甙对异丙肾上腺素诱导的大

鼠缺 血 缺 氧 损 伤 心 肌 有 保 护 作 用ꎬ 高 剂 量

(２０ ｍｇ / ｋｇ)较低剂量(１０ ｍｇ / ｋｇ)效果明显ꎮ 该实

验结果显示ꎬ正常对照组心肌组织未见明显病理学

改变ꎬＩＳＯ 所致缺血缺氧损伤大鼠心肌病理切片出

现心肌断裂ꎬ细胞排列紊乱ꎬ坏死心肌融合成片ꎬ细
胞皱缩ꎬ组织间隙增宽ꎬ细胞空泡变性明显ꎬ胞核皱

缩甚至消失ꎬ炎性细胞浸润ꎬ间质水肿等改变ꎬ提示

细胞明显坏死及凋亡现象ꎮ 黄芪甲甙各组对病理形

态学均有改善作用ꎬ能明显减轻细胞凋亡、坏死及炎

性细胞浸润ꎬ高剂量较低剂量改善明显ꎬ表明黄芪甲

甙能减轻细胞坏死及凋亡从而对异丙肾上腺素诱导

的缺血缺氧损伤大鼠心肌有保护作用ꎬ且与药物剂

量相关ꎬ高剂量作用大于低剂量ꎮ ＩＳＯ 诱导的心肌

缺血缺氧时可使 ＣａＳＲ 表达增加ꎬ可引起钙超载和

激活细胞凋亡通路对心肌细胞造成损伤ꎮ 实验结果

表明模型组 ＣａＳＲ 蛋白表达较普通组增高ꎬ说明以

异丙肾上腺素诱导缺血缺氧心肌损伤模型成功ꎬ
ＣａＳＲ 表达上调ꎻ而使用药物黄芪甲甙实验组ꎬＣａＳＲ
蛋白均表达下降ꎬ高剂量较低剂量下降明显ꎬ提示黄

芪甲甙可下调受损心肌 ＣａＳＲ 表达ꎬ从而减轻 ＣａＳＲ
对心肌损伤的作用而保护心肌ꎬ且有剂量依赖性ꎮ

综上所述ꎬ黄芪甲甙对异丙肾上腺素诱导大鼠

缺血缺氧心肌有保护作用ꎻ其机制可能是为下调

ＣａＳＲ 蛋白表达从而减轻 ＣａＳＲ 对心肌损伤的作用ꎮ
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