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络气虚滞大鼠动脉组织血红素加氧酶／一氧化碳系统的变化及人参、双
参、通心络的干预
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［摘要］　目的：通过检测络气虚滞大鼠动脉组织中血红素加氧酶／一氧化碳（ＨＯ／ＣＯ）系统活性的变化，探讨不同通络方药对

血管的保护机制。方法：健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为对照组、络气虚滞组、人参组、双参组、通心络组，每组２４只。透射电

镜下观察动脉组织内皮细胞超微结构，免疫组织化学染色方法观察各组动脉组织中ＨＯ１的表达，ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹方

法检测 ＨＯ１ｍＲＮＡ及其蛋白的表达，同时检测动脉组织中ＣＯ含量的变化。结果：超微结果显示，络气虚滞组动物血管内

皮细胞游离面微绒毛显著减少，吞饮小泡数量亦显著减少，线粒体大部分嵴和膜融合甚至消失，粗面内质网严重脱颗粒。免疫

组织化学染色结果显示：与对照组比较，络气虚滞组动脉组织中 ＨＯ１蛋白表达阳性信号明显减弱，３种通络方药可明显增强

ＨＯ１表达。ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测结果显示，与对照组比较络气虚滞组 ＨＯ１ｍＲＮＡ及其蛋白表达明显下调（Ｐ＜
０．０１，Ｐ＜０．００１），３种通络方药可使 ＨＯ１ｍＲＮＡ及其蛋白的表达明显增强（Ｐ＜０．００１），其中通心络组优于人参和双参组

（Ｐ＜０．００１），同时通心络可使ＣＯ的释放量明显增加。结论：通络方药可通过增加内源性ＣＯ发挥细胞保护作用，该作用可

能与其改善或修复 ＨＯ系统、提高 ＨＯ１表达有关，这可能是通络方药保护血管组织免遭损伤的机制之一。
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　　近年来研究表明，一直被看作代谢废物的内源
性一氧化碳（ＣＯ）是具有重要生理和病理生理作用
的新型气体信号分子。与ＮＯ相似，ＣＯ可激活鸟苷
酸环化酶，调节环磷酸鸟苷的生成，发挥细胞信使作
用，表现为舒张血管平滑肌、抑制血管平滑肌细胞增
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殖和血小板聚集、抑制炎症反应、抗脂质过氧化并可
能有内皮细胞保护作用等［１］。机体内源性ＣＯ主要
来源于有机分子的氧化及血红素加氧酶（ＨＯ）催化
血红素降解的过程中产生，其中后者是最重要的途
径。ＨＯ与其催化的产物ＣＯ对内皮细胞的保护作
用越来越受到人们的重视，本实验通过对络气虚滞
时动脉组织中 ＨＯ／ＣＯ活性的变化及通络方药影响
的研究，探讨通络方药作用的可能机制。

１　材料和方法

１．１　实验动物及分组　健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠１２０
只，体质量２２０～２５０ｇ，随机分为５组，每组２４只。
（１）对照组：正常饮食，每日等量０．５％羧甲基纤维
素钠（ＣＭＣＮａ）灌胃；（２）络气虚滞组：高蛋氨酸饲
料喂养４周后，于基础饮食条件下开始强迫负重（自
身体质量的５％）游泳，直至大鼠游泳范围逐渐缩
小，动作明显失调、慌张，鼻部在水面上下浮动，头部
没入水面下１０ｓ不能上浮为止；（３）人参组：于喂饲
高蛋氨酸饮食开始即腹腔注射人参（１ｍｌ／１００ｇ），
给药浓度为０．００８ｇ生药／ｍｌ；（４）双参组：于喂饲高
蛋氨酸饮食开始即给予双参（１ｍｌ／１００ｇ）腹腔注
射，给药浓度为０．０７５ｇ生药／ｍｌ；（５）通心络组：于
喂饲高蛋氨酸饮食开始即给予通心络（１ｍｌ／１００ｇ）
灌胃，给药浓度为０．０６ｇ生药／ｍｌ。

１．２　仪器及试剂　ＰＣＲ仪（ＧｅｎｅＡｍｐＰＣＲＳｙｓｔｅｍ
９６００，ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒＣｏ．ＵＳＡ）；Ｕ２０００型紫外分光
光度计（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司）；凝胶图像成像系统
（ＩｍａｇｅＣｏ．ＵＳＡ）；ＥＢＡ１２Ｒ型高速低温离心机（德
国 Ｈｅｔｔｉｃｈ公司）；ＤＦＣⅡ型双恒定时电泳仪（北京
东方特力科贸中心）；ＤＹＹⅢ型电泳槽、水浴式电转
移装置（北京市六一仪器厂）。ＴＲＩｚｏｌ试剂、逆转录
酶（ＡＭＶＲＴ，美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；核糖核酸酶抑
制剂（ＲＮＡｓｉｎ，美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；ＴａｑＤＮＡ 聚
合酶（斯麦特生物公司）；随机引物（美国Ｐｒｏｍｅｇａ
公司）；ＨＯ１引物（上海生物工程公司）；Ａｃｃｅｓｓ
ＲＴＰＣＲｓｙｓｔｅｍ（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；兔抗大鼠

ＨＯ１多克隆抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；ＳＰ免疫
组织化学检测试剂盒（北京中山公司）。蛋氨酸，河
北省农科院提供，由河北省实验动物中心制作成

３％的高蛋氨酸饲料，纯度９９．９％，批号：Ｂ７ＮＥ０５
０００７ＭＣ０２。通心络超微粉（批号：２００５０５３０）、双参
注射液、人参注射液均由石家庄以岭药业股份有限
公司提供。

１．３　样品处理及指标检测　各组于实验结束后取

６只大鼠的胸主动脉，常规留取光镜、电镜标本后，

其余动脉组织用预冷的生理盐水洗去残血，滤纸吸
干，分析天平称质量后，４℃下用电动匀浆器制成

１０％（Ｗ／Ｖ）的匀浆。４℃，４０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，吸
取上清，分装待检。各组其余动物迅速分离胸主动
脉（全段）置于液氮中，然后置于－８０℃保存。用

ＴＲＩｚｏｌ试剂盒提取组织总ＲＮＡ。

１．３．１　ＲＮＡ鉴定　用２０μｌ焦碳酸二乙酯ＤＥＰＣ
水溶解ＲＮＡ，取总ＲＮＡ提取液２μｌ，用三蒸水稀释

５００倍后，用紫外分光光度计检测其Ｄ２６０和Ｄ２８０值，
以确定ＲＮＡ的纯度和量。另取２μｌＲＮＡ提取液
与１×上样缓冲液２μｌ混合，采用１％琼脂糖凝胶电
泳（含０．５μｇ／ｍｌ溴化乙啶），电泳缓冲液为１×
Ｔｒｉｓ硼酸（ＴＢＥ），９０Ｖ电泳３０ｍｉｎ，凝胶图像成像
系统观察ＲＮＡ的完整性。

１．３．２　ＲＴＰＣＲ反应及产物分析　在５０μｌ反应体
系中进行ＲＴＰＣＲ反应：４２℃４５ｍｉｎ，９５℃５ｍｉｎ；

９５℃３ｍｉｎ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，９４℃３０ｓ，６０℃３０
ｓ，７２℃３０ｓ，２８个循环。９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃
６ｍｉｎ。取ＲＴＰＣＲ产物８μｌ，加５×上样缓冲液２

μｌ，在含０．５μｇ／ｍｌ溴化乙啶的１．５％琼脂糖凝胶
上电泳，８０Ｖ４５ｍｉｎ，用ＧＤＳ凝胶图像成像系统拍
摄实验结果，用凝胶图像分析系统（ＧｅｌＰｒｏＡｎａｌｙ
ｚｅｒＶｅｒｓｉｏｎ３．０）分析结果。取其相对密度灰度值
代表 ＨＯ１的相对表达水平。

１．３．３　动脉组织总蛋白的提取　实验结束后留取
动脉组织，用ＰＢＳ洗去动脉组织表面残留血液，滤
纸吸干后于－８０℃冻存。取１００ｍｇ组织标本，加入
组织裂解液（１０％ Ｗ／Ｖ）（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ、１５０
ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００，０．５％脱氧胆酸
钠、１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ，０．１％ＳＤＳ，１０ｍｍｏｌ／ＬＮａＦ、

１ｍｍｏｌ／Ｌ钒酸钠、４０μｇ／ｍｌ蛋白酶抑制剂混合物）
于４℃下匀浆，４℃１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，吸取上
清，以考马斯亮蓝Ｇ２５０法进行蛋白定量，将制备好
的蛋白样品置－８０℃冰箱保存备用。

１．４　统计学处理　所有数据用珚ｘ±ｓ表示。采用

ＳＰＳＳ１１．５统计软件包，多个样本均数比较用单因
素方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），多个样本均数间
的两 两 比 较 用 最 小 显 著 差 法 （ｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ＬＳＤ），若方差不齐则采用Ｓａｔｔｅｒｔｈｗａｉｔｅ
ｔ检验行两两比较。

２　结　果

２．１　动脉组织中ＣＯ含量的变化　络气虚滞组ＣＯ
含量比对照组显著下降 ［（１．７２２±０．２００）ｖｓ
（２．３４４±０．３２６），Ｐ＜０．０５］，给予人参、双参、通心
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络后，动脉组织中ＣＯ含量分别为（１．７１４±０．５２１）、

（１．７８３±０．４０４）、（１．８９７±０．１８２），与对照组比呈现

出不同程度的升高趋势（Ｐ＜０．０５），且通心络组优

于其他两组。

２．２　动脉组织中 ＨＯ１ｍＲＮＡ 及其蛋白表达的变

化　见图１。

图１　ＲＴＰＣＲ及免疫印迹法检测动脉

组织中ＨＯ１ｍＲＮＡ及蛋白质表达结果
Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１与对照组比较；＃＃＃Ｐ＜０．００１与络气虚滞

组比较；△△△Ｐ＜０．００１与人参组比较；▲▲▲Ｐ＜０．００１与双参组比较

　　与对照组相比，络气虚滞组 ＨＯ１ｍＲＮＡ阳性

信号明显减弱（Ｐ＜０．０１），３种通络方药可使络气虚

滞条件下 ＨＯ１ｍＲＮＡ的阳性信号表达明显增强

（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）；ＨＯ１的蛋白表达变化趋势

与其ｍＲＮＡ表达一致。

２．３　动脉组织中 ＨＯ１免疫组织化学染色结

果　结果（图２）显示，对照组动脉组织中可见 ＨＯ１
蛋白表达的弱阳性棕黄色颗粒，络气虚滞组动脉组

织中ＨＯ１蛋白表达阳性信号较对照组弱，３种通络

方药可使络气虚滞状态下所诱导的 ＨＯ１蛋白表达

增强。

２．４　动脉组织内皮细胞超微结构　结果（图３）显

示，络气虚滞组血管内皮细胞游离面微绒毛显著减

少，吞饮小泡数量亦显著减少，线粒体大部分嵴和膜

融合消失，粗面内质网严重脱颗粒。３种通络方药

治疗组上述超微结构的变化较络气虚滞组明显减

轻。

３　讨　论

　　既往研究表明，ＨＯ１及其催化产物ＣＯ通过抗

图２　动脉组织ＨＯ１免疫组织化学检测结果

Ａ：对照组；Ｂ：络气虚滞组；Ｃ：人参组；Ｄ：双参组；Ｅ：通心络组

图３　大鼠动脉组织超微结构比较

Ａ：对照组；Ｂ：络气虚滞组；Ｃ：人参组；Ｄ：双参组；Ｅ：通心络组

脂质过氧化、抑制炎症反应而发挥细胞保护作用，本

研究结果表明，３种通络方药可不同程度地提高络

气虚滞模型 ＨＯ１的表达和ＣＯ的释放，提示通络

方药细胞保护作用的发挥可能与此有关。

　　ＨＯ１又称为热休克蛋白３２（ＨＳＰ３２），属微粒

体酶类，在许多病理情况（如内毒素血症、炎症、低
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氧）下，可作为保护性蛋白被诱导，保护组织免受氧

化应激损伤。它除受血红素调节外，还有许多因素

均可诱导其产生，如溶血、炎症因子、氧化应激、热应

激、重金属、内毒素等。有研究发现培养的内皮细胞

中的 ＨＯ１通过释放ＣＯ激活ｐ３８有丝分裂原激活

蛋白激酶途径来介导抗凋亡发挥细胞保护作用［２］，

提示 ＨＯ１可通过抑制内皮细胞凋亡，进而实现对

内皮细胞的保护作用；将 ＨＯ１基因导入母体子宫

的微血管内皮细胞，可促进细胞增殖和毛细血管样

物形成，ＨＯ１过表达可增强ＥＣ细胞对抗各种氧

化应激的能力［３］。

　　作为ＨＯ催化产物之一的ＣＯ，是继ＮＯ之后发

现的又一重要的细胞间信号分子。它能够活化鸟苷

酸环化酶（ＧＣ），使细胞内ｃＧＭＰ增高，通过 ＨＯ

ＣＯｃＧＭＰ系统，发挥舒张血管、降低血压和减少缺

血／再灌注对心脏的损伤等多种病理生理作用［４］。

大量的研究［５７］表明，ＨＯ１的诱生是机体抵抗氧化

性损伤和产生适应性变化的重要环节，ＨＯ１的保

护作用无疑与其代谢产物有关，在其代谢产物中，胆

红素本身即具有抗氧化作用，而另一产物ＣＯ作为

细胞信使和神经递质正引起人们浓厚的兴趣。Ｏｔ

ｔｅｒｂｅｉｎ等［８］用低浓度ＣＯ＋高浓度氧刺激大鼠，未

出现气道和实质性肺组织炎症、纤维蛋白沉积及肺

水肿现象，并且气道中性粒细胞浸润及全肺凋亡指

数减少，提示 ＨＯ１代谢产物ＣＯ在抗氧化应激损

伤中可能发挥重要作用。但 Ｏｔｔｅｒｂｅｉｎ等用的是外

源性ＣＯ，这并不能完全类同于内源性ＣＯ，故还需

对内源性ＣＯ作进一步研究以证明其参与体内 ＨＯ

１的细胞保护效应。

　　本研究结果显示，络气虚滞状态下可伴有 ＨＯ

１ｍＲＮＡ及其蛋白表达下调，而通络干预可明显上

调二者的表达。但此时 ＨＯ１和通络方药的细胞保

护机制尚不清楚，从对动脉组织 ＨＯ１的免疫组织

化学染色和动脉组织的超微结构检测结果可以看

出，ＨＯ１和通络方药的保护作用主要与抗氧化作

用有关。ＨＯ１在血管内皮功能损伤中的保护作用

虽然不能排除 ＨＯ主要代谢产物———胆绿素和胆红

素的抗氧化作用，但是目前的研究［９１０］表明ＣＯ的作

用更为广泛，主要有下列几个方面：（１）ＣＯ可以通过

激活可溶性鸟苷酸环化酶（ｓｏｌｕｂｌｅｇｕａｎｙｌｙｌｃｙｃｌａ

ｓｅ，ｓＧＣ）产生ｃＧＭＰ从而发挥舒张血管的作用。

（２）ＣＯ可以通过激活ｓＧＣ产生ｃＧＭＰ而抑制血小

板的聚集。ＣＯ的上述两种作用对于在病理生理情

况下维持机体组织的充分血供、降低血管的通透性

具有重要意义。（３）ＣＯ 还具有调节中性粒细胞

（ＰＭＮ）黏附的作用。本实验研究结果表明，络气虚

滞时可伴有ＣＯ 生成的减少，同时通络干预可通过

增加ＣＯ的生成来发挥抗氧化作用，从而改善络气

虚滞条件下血管内皮功能障碍。结果提示，通络方

药对内皮细胞的保护作用的发挥可能与改善或修复

ＨＯ系统进而诱导内源性ＣＯ的产生有关，尝试性

应用外源性ＣＯ等手段可能为防治络气虚滞血管内

皮功能障碍及由此引发的各种急性心脑血管病突发

事件的发生提供新的思路。
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１９９９，２７６：Ｌ６８８Ｌ６９４．
［９］　ＳｔｅｉｎｅｒＡＡ，ＢｒａｎｃｏＬＧ．Ｃａｒｂｏｎｍｏｎｏｘｉｄｅｉｓｔｈｅｈｅｍｅｏｘｙｇｅ

ｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｗｉｔｈａｐｙｒｅｔｉｃａｃｔｉｏｎ：ｅｖｉｄｅｎｃｅｆｏｒａｃＧＭＰｓｉｇｎａ

ｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌＲｅｇｕｌＩｎｔｅｇｒＣｏｍｐＰｈｙｓｉｏｌ，

２００１，２８０：４４８４５７．
［１０］ＡｎｄｅｒｓｓｏｎＪＡ，ＵｄｄｍａｎＲ，ＣａｒｄｅｌｌＬＯ．Ｈｅｍｉｎ，ａｈｅｍｅｏｘｙ

ｇｅｎａｓｅｓｕｂｓｔｒａｔｅａｎａｌｏｇ，ｂｏｔｈｉｎｈｉｂｉｔｓａｎｄｅｎｈａｎｃｅｓｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ
ｒａｎｄｏｍｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｃｈｅｍｏｔａｘｉｓ［Ｊ］．Ａｌｌｅｒｇｙ，２００２，５７：１００８
１０１２．

［收稿日期］　２００７０５２０　　 ［修回日期］　２００７０６２０
［本文编辑］　尹　茶


