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摘要  本研究在既往建立的大鼠缺血心肌基因差异表达谱基础上, 探讨了益气养阴、活血

及其配伍中药对缺血心肌差异基因表达影响及可能的作用机制. 采用冠状动脉左前降支结

扎法制备大鼠 AMI模型, 造模后将大鼠随机分为 5组: 模型组、美插洛尔组、益气养阴组、

活血组和益气养阴活血组, 并设正常组和假手术组, 假手术组只穿线不结扎, 术后 24 h给

予正常组和假手术组等体积生理盐水, 给予其他各组相应药物灌胃. 第 8 天截取心肌缺血

区组织, 光学显微镜观察病理形态, 分别应用荧光定量 PCR 及化学比色法检测目标基因

mRNA 表达水平和翻译蛋白酶活性. 结果显示, 模型组 HE 染色可见心肌组织缺血区心肌

肿胀、炎细胞浸润和细胞溶解, 各用药组病理改变较模型组均明显较轻, 益气养阴组、活

血组能量代谢相关基因细胞色素C氧化酶 5a (Cox5a)和ATP合酶 5e (ATP5e)基因表达量和

酶活性均出现了下调趋势, 而益气养阴活血配伍组 Cox5a, ATP5e 对应的蛋白酶活性显著

下降(P < 0.05). 这表明能量代谢作用通路相关基因的异常表达是引起 AMI心肌损伤的重

要分子机制之一, 益气养阴活血配伍中药影响 COX5a, ATP5e等能量相关功能基因的表达

是其抗心肌缺血的可能机制, 较单纯益气养阴、活血效果理想. 
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急性心肌梗死(acute myocardial infarction, AMI)

引起的心肌缺血过程存在着心肌细胞的能量代谢障

碍[1], 虽然AMI发生的确切病理机制尚有待进一步的

阐明, 但大量研究证明, 由心肌细胞急性缺血缺氧引

发的心肌能量耗竭是多种原因诱导引起AMI心肌损

伤的共同基础 . 深入研究缺血心肌能量代谢改变的

分子机制、干预这些机制中的分子靶点, 成为世界范

围内心血管基础和临床研究领域关注的焦点.  

缺血缺氧引起心肌收缩功能减退、能量储备下降

等表现为心前疼痛、乏力、气短等, 符合中医气虚血

瘀特点 , 益气养阴活血治法是目前中医临床治疗

AMI的主要方法. 多项研究证明, 采用益气养阴、活

血及其配伍结合西医常规治疗AMI, 可明显减少AMI

患者住院死亡率及并发症发生率 [2]. 心悦胶囊(西洋

参茎叶总皂苷)具有益气阴之效, 是目前国内治疗冠

心病的有效中药. 本课题组前期研究显示, 心悦胶囊

可改善心肌缺血、调整糖脂代谢、促进缺血心肌血管

新生[3]. 丹参片是目前国内治疗冠心病最为普及的活

血化瘀制剂 . 大量研究表明 , 该药可以改善心肌缺

血、扩张冠脉、对AMI后左室重构亦有一定作用, 与

心悦胶囊有机结合可充分体现传统中医益气养阴活

血治法.  

本课题组前期应用长标签基因表达系列分析

(LongSAGE)方法, 构建了AMI后大鼠缺血心肌基因

差异表达谱. 对其进行生物信息学分析后发现, 以正

常心肌LongSAGE谱为对照, 得到缺血心肌组织显著

性差异基因 142个(P < 0.05), 其中大部分差异基因在

缺血心肌组织特异性表达, 有 20 个基因与氧化磷酸
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化、ATP合成、糖酵解/糖异生等能量代谢通路相关, 

提示AMI发生后能量代谢相关基因表达调控的改变

是诱发缺血心肌损伤的一个主要原因[4].  

益气养阴、活血及其配伍治法是否通过调控能量

相关靶基因来发挥促进心肌血供 , 保护存活心肌的

作用, 其作用机制如何呢? 由此, 本研究选取线粒体

氧化磷酸化作为目标通路 , 以表达差异较大的通路

关键基因细胞色素 C 氧化酶 5a (Cox5a)和 ATP 合酶

5e (ATP5e)基因为目标基因, 观察益气养阴、活血及

其配伍中药对 2 个基因 mRNA 表达和蛋白酶活性的

影响, 为益气养阴、活血及其配伍治疗 AMI 提供分

子生物学依据.  

1  材料和方法 

(ⅰ) 材料.  健康 Wistar 大鼠 140 只, 雄性, 体

重(160 ± 20) g, 清洁级, 由北京维通利华实验动物技

术公司提供, 经适应性喂养 1 周后开始实验. 倍他乐

克(酒石酸美脱洛尔)为阿斯利康制药有限公司生产, 

规格 25 mg/片, 批号 0707012; 心悦胶囊为吉林省集

安益盛药业公司生产, 每粒含西洋参茎叶总皂苷 50 

mg, 批号 Z20030073; 复方丹参片由广州白云山中药

厂生产, 每粒含丹参酮ⅡA 0.44 mg, 丹参素 193 mg, 

批号 030435; 荧光定量 PCR (real time fluorescence 

quantitative PCR, Q-PCR)试剂盒购自 BioEasy 公司; 

细胞色素 C氧化酶(CCO)及 ATP合成酶(ATPase)活性

试剂盒购自美国 GENMED公司.  

(ⅱ ) 动物模型建立 .  参照文献 [5]建立大鼠

AMI 模型: 钝性分离肌肉, 打开胸腔, 轻挤出心脏, 

在肺动脉圆锥与左心耳交界处下 1~2 mm用无创手术

线结扎左冠状动脉前降支 , 以结扎部位下心肌组织

变白和体表心电图肢体Ⅱ导联出现 ST段弓背向上抬

高, 持续半小时以上为模型成功的标志. 假手术组开

胸后, 在造模对等位置只穿线不结扎.  

(ⅲ) 实验分组及给药.  造模成功后, 大鼠随机

分为 7 组, 术后第 2 日开始灌胃给药, 药物计量换算

依 70 kg/日用量, 换算出大鼠的日用量, 制成一定浓

度水溶液灌胃. 分组及给药情况见表 1.  

(ⅳ) 样本的取得、分离、制备.  以上各组大鼠

分别于手术 7 d 后麻醉剪开胸腔, 迅速取出心脏, 截

取左室游离壁和心尖部, 生理盐水冲洗后, 一部分以

10%甲醛溶液固定, 一部分80℃保存备用.  

(ⅴ) 病理切片观察.  心肌组织由 10%的甲醛溶

液固定后, 进行常规切片、染色、脱水、包埋等处理,  

表 1  实验分组及给药情况 

分组 给药(n = 20, 20 mL·kg1·d1) 

正常对照组 常规饲养 

假手术组 常规饲养 

模型对照组 常规饲养 

美托洛尔组 美托洛尔水溶液 

益气养阴组 心悦胶囊水溶液 

活血组 复方丹参片水溶液 

益气养阴活血组 心悦胶囊和丹参片水溶液 

 
i50型 Nikon光学显微镜观察组织学病理改变.  

(ⅵ) Cox5a 及 ATP5e 相对表达量检测.  将各组

心肌组织制备成 10%的组织匀浆, 按照 Trizol 试剂

(美国 Invitrogen公司)操作说明, 一步法提取总 RNA. 

分别将各组组织总 RNA充分混合, 各取 200 μg进行

纯度鉴定. 甲醛变性琼脂糖凝胶电泳鉴定 RNA 的完

整性 , 紫外分光法确定 RNA 的量和纯度 . 利用

Q-PCR技术检测 2个差异基因在各组总 RNA混合样

品中的相对表达量. 以 β-actin作为内参基因, 每个基

因重复 3次实验.  

(ⅶ) CCO 及 ATPase 活性检测.  将心肌组织制

备成 10%的组织匀浆, 应用 GENMED 试剂盒提取组

织线粒体并定量蛋白含量 . 利用化学比色法 , 参照

GENMED公司试剂盒说明书, 波长在 550 nm处, 并

设置 0和 60 s各测读 1次, 分别记为 A1和 A2, ∆A = 

A1A2. CCO 比色活性(U/mg) = (∆A 样品∆A 背

景)/[取样量中线粒体蛋白毫克数×21.84 (毫摩尔吸光

系数)]. ATPase活性检测方法同 CCO.  

(ⅷ) 统计方法.  采用 SPSS13.0 软件进行统计

分析, 所有数据用均数 ± 标准差( x  ± S)表示, 计量

资料用单因素方差分析, 组间比较用 q 检验, P ＜ 

0.05认为有统计学意义.  

2  结果 

2.1  各组大鼠心肌组织病理形态学观察   

HE 染色后, 光学显微镜下观察心肌组织. 与空

白对照组相比, 其他各组可见缺血区心肌肿胀、炎细

胞浸润, 部分心肌细胞出现空泡样变性, 细胞溶解, 

梗死的心肌可见纤维化等病理改变 , 以模型组表现

最为明显 . 各用药组的损伤程度介于空白组与模型

组之间. 具体见图 1. 

2.2  目标差异基因 mRNA表达检测结果 

应用 Q-PCR技术检测 COX5a, ATP5e mRNA的

相对表达丰度. 检测结果进行标准曲线分析, 得出 Ct 
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图 1  各组大鼠心肌组织病理切片光学显微镜照片(×400) 

(a) 正常对照组; (b) 假手术组; (c) 模型组; (d) 美托洛尔组; (e) 活血组; (f) 益气养阴组; (g) 益气养阴活血组.  

以模型组病理切片为例, →, 心肌细胞; ▲, 炎性等细胞浸润; ▽, 屈曲变形的心肌纤维 

 
值, 计算 2 个目标基因的Ct值与β-actin的Ct值的差值

Ct, 以 2－Ct作为Cox5a及ATP5e mRNA的相对含量. 

然后以正常组作为对照样品, 以 2－Ct为各处理组样

品中检测到的相对基因表达量[6,7]. COX5a, ATP5e基

因表达结果见表 2. 与正常组相比, 模型组、假手术

组及各药物组基因表达出现明显下调趋势 , 其中以

模型组下调最显著; 与模型组比较, 各个用药组目标

基因mRNA均出现明显上调趋势, 其中以益气养阴活

血组基因上调较为明显.  
 

表 2  样品中 COX5a, ATP5e基因表达量比较(2－Ct) 

分组 COX5a ATP5e 

正常对照组 1 1 

假手术组 0.88 0.75 

模型对照组 0.26 0.56 

美托洛尔组 0.95 0.62 

活血化瘀组 0.80 0.63 

益气养阴组 0.78 0.72 

益气养阴活血组 0.92 0.91 

 

2.3  目标基因翻译蛋白酶活性检测结果  

应用试剂盒进行细胞色素 C 氧化酶、ATP 合酶

活性检测. 与正常组相比, 各用药组 CCO 酶活性均

未见显著性差异. 从检测的数值趋势发现, 模型组、

假手术组 CCO 活性有所下降, 其中以模型组下降最

明显. 与模型组相比, ATPase酶活性在正常组和益气

养阴活血组出现显著下降(P＜0.05), 具体见表 3.  

3  讨论 

AMI 是严重危害人类健康的重大疾病之一, 具

有发病率和死亡率高的特点. 能量的耗竭是 AMI 引 

表 3  样品中 CCO, ATPase酶活性比较(单位: U/mg) 

分组 n CCO ATPasea) 

正常对照组 20 1.15 ± 0.26 2.16 ± 0.42* 

假手术组 20 0.83 ± 0.40 1.88 ± 0.37 

模型对照组 20 0.81 ± 0.33 1.25 ± 0.23 

美托洛尔组 20 1.18 ± 0.22 1.49 ± 0.36 

活血化瘀组 20 0.90 ± 0.24 1.54 ± 0.41 

益气养阴组 20 0.89 ± 0.22 1.90 ± 0.45 

益气养阴活血组 20 1.00 ± 0.31 2.12 ± 0.34* 

a) *, 与模型组比较, P＜0.05 
 

起的心肌组织最初和最直接损伤的原因 . 目前认为

线粒体是缺血性损害的亚细胞目标 , 线粒体功能障

碍是导致心肌组织缺血、损伤和坏死的主要原因, 同

时也是启动细胞凋亡的关键因素[8,9]. COX5a和ATP5e

是存在于线粒体氧化磷酸化通路上的显著差异基因, 

它们的表达量及酶活性变化直接影响整个呼吸链的

功能发挥. 有研究报道, COX5a的转录水平与凋亡机

制的启动密切相关 , 在小鼠卵母细胞中应用RNA干

扰(RNA interference, RNAi)技术使COX5a等 3个CCO

亚基基因表达沉默, 能够导致细胞内Caspase-3 等凋

亡前因子水平升高, 促使大量细胞凋亡[10,11]. ATPase

是线粒体进行氧化磷酸化合成和水解ATP的关键酶, 

在能量代谢中有至关重要的作用. AMI发生时, 为了

满足缺血心肌对能量的需要 , 线粒体ATPase活性应

激性升高, 以产生更多的ATP, 维持心肌能量的供需

平衡[12,13]. 有学者对酵母中的ATP5 亚基功能进行研

究 , 结果提示ATP5 亚基是构成ATPase的关键部分 , 

ATP5 翻译蛋白能固定在线粒体内膜N端 , 以稳定

ATPase的二聚结构 , 从而发挥影响ATPase表达的作

用[14].  
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既往研究表明 , 西洋参茎叶总皂苷和丹参酮具

有促进心肌血管新生、抗氧化损伤、增加氧供的心肌

保护作用 [15,16]. 本研究将益气养阴药物西洋参茎叶

总皂苷制剂和活血化瘀常用药物丹参制剂有机配伍

治疗AMI模型大鼠 , 结果显示 , 与正常组相比 , 

COX5a基因的表达与CCO酶活性在模型组明显下调. 

AMI后, 缺血心肌COX5a表达发生下调, 使其翻译蛋

白CCO活性降低 , 引发了部分缺血心肌细胞凋亡机

制的启动; 与模型组比较, 各个用药组COX5a基因的

表达及CCO酶活性均有所上调 , 其中以美托洛尔组

和益气养阴活血组上调最为明显. 同时, 研究发现, 

在AMI后缺血心肌中, ATP5e基因的表达和ATPase酶

活性均发生了下调 , 其中ATPase酶活性出现显著下

降(P＜0.05), 表明益气养阴活血配伍能够通过降低

线粒体ATPase活性的应激性升高 , 减轻心肌氧化应

激损伤, 进一步抑制细胞凋亡. 综上所述, 西洋参茎

叶总皂苷和丹参酮可能通过提升 CCO及ATPase 

mRNA及蛋白活性, 增加ATP生成的速率, 减少无氧

酵解和乳酸产生, 抑制钙离子超载, 最终达到促进缺

血心肌供能、减轻氧化应激损伤的目的, 其效果比单

纯应用益气养阴或活血化瘀中药更加显著.  

目前, AMI的治疗在血运重建、强化降脂和抗血

小板活性等方面取得了较大进展, 但如何改善 AMI

后心肌组织能量代谢障碍一直没有理想的治疗对策. 

本研究通过能量代谢相关基因的研究 , 为靶向性干

预缺血心肌能量代谢变化提供了一定的实验依据 . 

同时 , 为大规模筛选抗心肌损伤的药物建立了一个

初步的基因水平技术平台.  
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