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化瘀方抗大鼠心肌纤维化疗效及其与氧化应激的关系"
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#摘要$

!

目的
!

探讨化瘀方对自发性高血压大鼠"

8M>

%心肌纤维化的疗效及其与氧化应激的关系&

方法
!

结合中医理论和网络药理学!预测化瘀方为血府逐瘀汤抗心肌纤维化有效药物组合&

8M>

分为模型组!

化瘀方低)中)高剂量组!血府逐瘀汤组和卡托普利组!

J0-Y+*=\

W

1Y1

"

J\_

%大鼠作为正常对照组&超声心动

图)无创尾压仪)组织病理学检测心肌纤维化程度!反转录
O9>

"

a

>)=O9>

%和
J3-Y3*,TZ1Y

检测抗氧化酶的表

达&结果
!

与模型组比较!化瘀方低)中)高剂量组射血分数和短轴缩短率增加"

!

$

(;($

%!血压)肌酸激酶同工

酶
2G

"

9\=2G

%的表达降低"

!

$

(;($

%!心肌纤维化减轻!且化瘀方高剂量疗效与血府逐瘀汤组相当&同时!与

模型组比较!高剂量化瘀方能增加过氧化氢酶"

9@)

%)谷胱肽过氧化物酶"

ROS

%的表达"

!

$

(;($

%&结论
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化

瘀方抗大鼠心肌纤维化的疗效可能与减轻氧化应激有关&
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#是指心肌

间质胶原纤维过度沉积$导致心力衰竭和心室肥

厚.

!='
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%氧化应激是由于体内抗氧化酶和氧自由基失

衡$其在
2L

的发生过程中起着重要作用.

&

/

%本课题

组前期已证实血府逐瘀汤抗
2L

疗效显著.

7

/

$但血府

逐瘀汤成分复杂$具体作用机制尚不清楚%拆方研究

是中医复方研究的传统手段$其通过精简复方$观察

疗效变化$从而寻找最有效的配伍组合.

$

/

%因此$本

研究以精简组方但不降低疗效为目的$对血府逐瘀汤

进行拆方研究$预测化瘀方可能是血府逐瘀汤抗
2L

的有效药物组合$对其进行实验验证$并研究其与氧

化应激的关系$现报道如下%
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材料与方法
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#大鼠!北京维通利华实验动

物技术有限公司$编号)
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药品及仪器
!

血府逐瘀汤组方免煎颗粒&化瘀

方组方免煎颗粒及卡托普利均购自南方医科大学附

属南方医院%彩色多普勒超声诊断仪!

87(

$深圳开立

科技有限公司#*无创尾压仪!

@H9=F:GO

$上海奥尔科

特生物科技有限公司#*倒置光学显微镜!

G8=$!

$日本

奥林巴斯公司#%
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方法
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!

网络药理学分析
!

网络药理学是新起的中药

复方的研究方法.

#

/

$它基于系统生物学理论$对生物

系统进行网络分析的新学科.
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#是首个

用于网络药理学分析的中医分子机制研究工具%根

据中医病理机制$血府逐瘀汤分为
7

个独立方$!

!

#化

瘀方)桃仁&红花&川芎&赤芍&牛膝*!

'

#行气方)枳壳&

桔梗&柴胡*!

&

#养血方)当归&生地*!

7

#调和方)甘草%

G@)2@F=)92

中拼音输入
7

个独立方的草药名%

设置参数)预测候选靶点数不低于
'(

*调整
!

$

(;($

%

分别构建其+活性成分
=

靶点
=

疾病,网络图%发现与行

气方&养血方和调和方比较$化瘀方网络图的节点和

连接最多$数据分析显示化瘀方可用于治疗高血压&

心力衰竭&心血管疾病等%结合中医理论和网络药理

学$预测化瘀方可能为血府逐瘀汤抗心肌纤维化的有

效药物组合%
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分组
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分为
#

组)模型组&化瘀方低剂量

组!
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#&化瘀方中剂量组!
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#&化瘀方高剂量

组!
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#&血府逐瘀汤组!

!#

U

-

b

U

#和卡托普利组
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#$每组
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只%

$

只
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作为正常对照

组%除正常对照组和模型组分别给予等量蒸馏水外$

各组大鼠均灌胃给药$连续给药
!'

周%

!;#;#

!

超声心动图检测
!

多普勒超声仪检查大鼠心

脏功能%

'I

戊巴比妥钠腹腔注射麻醉大鼠后胸部备

皮$

2

型模式下获得左心室长轴视图的稳定图像$观

察并计算射血分数和短轴缩短率$其为评价心功能的

敏感指标$下降则提示心力衰竭.
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无创尾压仪检测
!

尾套法对大鼠进行尾动脉

测量%老鼠置于装有保温垫!温度为
&6

#

&%D

#的大

鼠固定器中$将鼠尾置于加压套内$大鼠安静稳定
'

#

&N0,

后仪器显示出稳定的脉搏波$按下开始键开始

自动测量%

!;#;%

!

生化指标检测
!

末次给药后$大鼠腹主动脉

取血$静置离心后取上清液%按生化试剂盒说明书检

测血清中心肌标志物)肌酸激酶!

9\

#&肌酸激酶同工

酶
2G
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9\=2G

#和乳酸脱氢酶 !

HAM

#$其为心肌坏

死的特异标记物.
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%准确称取心肌组织$加生理盐水

机械匀浆$离心取上清液%先
G9@

比色法测量蛋白

浓度$然后按生化试剂盒说明书检测氧化指标)过氧

化氢酶!
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#&谷胱甘肽过氧化物酶!

ROS

#和超氧化

物歧化酶!
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苏木精
=

伊红!

MQ

#染色和
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染色
!

心

肌组织
7I

多聚甲醛固定$石蜡包埋切片后$进行
MQ

染色和
2+--1,

染色$于显微镜下随机视野拍照观察%
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反转录
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提取心肌组织中

总
>F@

$检测样品浓度及纯度%根据反转录反应体

系反转为
5AF@

$配制
a

>)=O9>

反应液$设定
a

>)=

O9>

反应条件$定量分析反应模板$根据
'

=

##

9Y法计

算
9@)

&

ROS

和
8BA

的
N>F@

水平%

!;#;H

!

J3-Y3*,TZ1Y

法
!

提取心脏组织蛋白$

G9@

比色法测量蛋白水平$定量后样品煮沸
$N0,

$上样后

置于电泳缓冲液中电泳$分离目的蛋白!

9@)

&

ROS

和

8BA

#$

!((K

电压转膜
"(N0,

$

$I

牛奶室温封闭
!

P

$一抗
7 D

孵育过夜$

)G8)

洗膜$二抗室温孵育
!

P

$

)G8)

洗膜$

Q9H

显色$曝光扫描%
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!

统计学处理
!

采用
8O88'';(

软件进行数据分

析$计量资料以
ICC

表示$组间比较采用单因素方差

分析$以
!

$

(;($

为差异有统计学意义%

"
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结
!!

果

";!

!

心血管指标和血流动力学参数检测
!

与正常对

照组比较$模型组的射血分数和短轴缩短率显著降低

!

!

$

(;($

#$收缩压&舒张压和平均动脉压显著升高

!

!

$

(;($

#$化瘀方治疗后能显著增加射血分数和短

轴缩短率!

!

$

(;($

#$降低收缩压&舒张压和平均动脉

压!

!

$

(;($

#$高剂量化瘀方的降压效果与血府逐瘀

汤相当$见表
!

%

";#

!

心肌标记物检测
!

与正常对照组比较$模型组

的
9\

和
9\=2G

均显著升高!

!

$

(;($

#%化瘀方治

疗后
9\

和
9\=2G

较模型组显著降低!

!

$

(;($

#$化

瘀方高剂量组治疗效果优于血府逐瘀汤组!

!

$

(;($

#$

HAM

各组间比较差异无统计学意义!
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#$见图
!
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$与正常对照组比较*

T

)
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$
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$与模型组比较

图
!
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各组血清
9\

%

9\=2G

和
HAM

的比较
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!

MQ

染色和
2+--1,

染色
!

MQ

染色结果显示)

模型组的心肌细胞排列紊乱$出现大量炎性细胞$并
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发生浸润%化瘀方低&中&高剂量组炎性细胞减少$炎

性细胞浸润程度减轻$化瘀方能有效减轻心肌病理改

变%

2+--1,

染色结果显示)与正常对照组比较$模型

组的心肌胶原纤维显著增多$排列紊乱%化瘀方低&

中&高剂量组的心肌纤维排列有序$心肌中胶原纤维

减少$见图
'

&

&

%
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!

抗氧化酶检测
!

模型组血清及心肌组织中

9@)

和
ROS

显著低于正常对照组!

!

$
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#$化瘀

方高剂量治疗后能显著增加
9@)

和
ROS

的表达
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#%各组血清及心肌组织中
8BA

比较$差异

无统计学意义!
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#%与正常对照组比较$
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和
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表达降低!
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#$化瘀方治疗后

增加了
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和
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表达!

!

$

(;($

#%各组

8BAN>F@

表达比较$差异无统计学意义 !
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#$见表
'

&图
7

%

表
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各组射血分数%短轴缩短率%收缩压%舒张压%平均动脉压和心率的比较&
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组别 射血分数!
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# 收缩压!
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# 舒张压!
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# 平均动脉压!
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# 心率!次-分#
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心肌纤维化发病过程中$高血压是致心室重构的

一个重要原因.

!(

/

%氧化应激与高血压的发生&发展存

在因果关系%氧化应激既引起血管壁增厚和血管腔

狭窄$又损伤内皮细胞$导致内皮功能障碍$血管舒张

性降低$增加血管收缩$引起外周血管阻力增加和血

压升高.
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ROS

和
8BA

是抗氧化应激的一线

防御酶.

!'

/

$高血压引起的心肌纤维化与抗氧化酶减少

密切相关.

!&=!7

/

%因此$评价心肌氧化应激程度有助于

研究药物的药效及探究其病理机制%

结合中医理论和临床实际$血瘀脉阻是导致心肌

纤维化发生的主要原因.

!$

/

%因此对于心肌纤维化的

治疗$关键在于改善体内瘀血%大量研究表明$具有

化瘀功效的复方可以治疗心肌纤维化$如扶正化瘀胶

囊.

!#

/

&益气化瘀汤.

!6

/等%本研究团队亦验证了具有

活血化瘀作用的血府逐瘀汤具有抗心肌纤维化的作

用.
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%基于以上发现$本研究推测$在抗心肌纤维化

方面$化瘀方是血府逐瘀汤发挥作用的有效药物组

合%

G@)2@F=)92

分析结果也与笔者的猜想相

符%血府逐瘀汤成分复杂$不利于深入研究其具体药

理作用及潜在的作用机制%因此$笔者对
!!

味药物

组合的血府逐瘀汤进行拆方研究$预测
$

味药物组合

的化瘀方是血府逐瘀汤抗心肌纤维化的有效药物

组合%

选材方面$

8M>

是
!"#&

年培育成功的高血压模

型大鼠$

7

周龄后$其血压逐渐增高$

!(

周龄后开始出

现心功能下降$导致心肌纤维化.

!%

/

%目前已广泛用于

研究高血压疾病$

J\_

常作为
8M>

的正常对照

组.

!"='(
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%因此$本研究选取
!'

周龄的
8M>

$模拟人体

高血压情况%本研究中$模型组的血压&

9\

和
9\=

2G

增加$射血分数和短轴缩短率降低$胶原纤维显著

增多%化瘀方治疗后能逆转这些指标$减少纤维增

生%随着化瘀方浓度的增高$其抗心脏损害效果越

好$化瘀方高剂量组疗效不劣于血府逐瘀汤%化瘀方

能显著逆转心肌纤维化$这种作用可能与降压和改善

心功能有关%另外$本研究通过观察抗氧化酶的活

性$评价大鼠体内氧化应激的变化%发现化瘀方治疗

增加了
9@)

和
ROS

活性$并增加了
9@)

和
ROS

的

N>F@

和蛋白的表达%这说明化瘀方可能通过减轻

氧化应激反应$从而调节心脏收缩功能和血压$对心

肌纤维化起治疗作用%

综上$在抗心肌纤维化方面$化瘀方是血府逐瘀

汤发挥作用的有效药物组合$其作用可能与减轻氧化

应激有关%化瘀方由
$

味中药组成$组方更加精简$

并且其药效不劣于全方$有利于以抽丝剥茧的方式深

入开展药理研究及机制研究%然而$化瘀方的具体作

用靶点及潜在机制目前尚不清楚$仍需进一步深入

探索%
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