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摘要: 目的 考察冠心舒通胶囊含药血清对缺氧 /复氧心肌细胞钙离子 ( Ca2 + ) -钙调蛋白 ( CaM) -钙调蛋白依赖性
蛋白激酶Ⅱδ ( CaMPKⅡδ) 信号通路的影响。方法 采用胰酶消化法原代培养大鼠乳鼠心肌细胞，应用三气培养箱
建立心肌细胞缺氧 /复氧损伤模型，细胞缺氧 20 h复氧 4 h后，运用血清药理学方法研究冠心舒通含药血清对缺氧 /复
氧损伤心肌的作用。荧光分光光度法测定心肌细胞胞质 ［Ca2 +］i，实时定量聚合酶链式反应 ( realtime-PCＲ) 法测定
CaM、CaMPK II δ mＲNA表达。结果 正常心肌细胞 ［Ca2 +］i、CaM mＲNA、CaMPK II δ mＲNA表达很低，缺氧 /复氧

后 ［Ca2 +］i 较正常组增高，CaM、CaMPK II δ mＲNA 表达增高 ( P ＜ 0. 05 ) ，冠心舒通胶囊提取物大鼠灌胃剂量为
53. 8、107. 7、215. 4 mg /kg所得的含药血清 ( 体积分数为 10% ) 细胞给药组 ［Ca2 +］i 降低，CaM、CaMPK II δ mＲNA

表达下调，与模型组相比有统计学差异 ( P ＜ 0. 05) 。空白血清对心肌细胞 ［Ca2 +］i、CaM mＲNA、CaMPK II δ mＲNA
表达基本无影响 ( P ＞ 0. 05) 。结论 冠心舒通含药血清可对抗心肌细胞钙超载，主要是通过降低胞内钙的浓度以及
抑制其胞内受体 CaM及依赖性蛋白激酶 CaMPKⅡδ的活性实现。
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冠心舒通胶囊为国家批准的治疗冠心病心绞痛的已上

市药品，已被《中国药典》 ( 2015 年版) 一部收载，由君
药广枣、臣药丹参、佐药丁香和冰片、使药天竺黄共 5 味
药组成。制剂主要功效为活血化瘀、行气止痛、通经活络，

临床主治胸痹心血瘀阻证，症见心慌、气短、胸闷、胸痛;

冠心病、心绞痛见上述证候者［1］，疗效确切。作为中药复
方制剂，其治疗冠心病的作用机制缺乏从分子和细胞水平

上深入系统的研究。基于此，本实验采用体外细胞培养技
术结合血清药理学方法，经缺氧 /复氧诱导大鼠心肌原代细
胞损伤模拟心肌缺血再灌注损伤，研究冠心舒通胶囊对诱

导损伤的心肌细胞钙通路信号系统的影响，进一步揭示其

治疗冠心病心绞痛的机制。
1 仪器与材料
1. 1 仪器 UPT-IV-5T优普超纯水制备机 ( 四川优普超纯
科技有限公司) ; BP211D电子天平 ( 德国 Startorius公司) ;
YCP-50S三气培养箱 ( 长沙华曦电子科技有限公司) ; GL-
3250B恒温磁力搅拌器 ( 海门市其林贝尔仪器制造有限公
司) ; 眼科手术剪、眼科弯头镊 ( 西安交通大学医用器械
厂) ; 移液枪 ( 德国 Eppendorf 公司) ; － 80 ℃冰箱 ( 海尔

集团) ; VICTOＲTMX 5 多功能酶标仪 ( 美国 PerkinElmer 公
司) ; HC-3018Ｒ高速低温冷冻离心机 ( 合肥科大创新股份
有限公司中佳分公司) ; MyCyclerTM 580BＲ 7205 梯度 PCＲ
仪 ( 美国 BIO-ＲAD 公司 ) ; Ｒeal-time PCＲ 扩增仪 ( 日本
Takara公司) 。
1. 2 药物与试剂 冠心舒通胶囊 ( 陕西步长制药有限
公司，批号 151121 ) ; DMEM 培养基 ( 干粉，美国 Gib-
co公司) ; 胎牛血清 ( FBS，美国 Gibco 公司 ) ; 胰蛋白
酶 ( 美国 Amresco 公司 ) ; Ⅱ型胶原酶 ( 美国 MPBio-
medicals公司) ; 乙二醇二乙醚二胺四乙酸 ( EGTA，美
国 Amresco公司 ) ; 钙离子荧光探针 Fluo-3 /AM ( 美国
Biotium 公司 ) ; 曲拉通-100 ( TritonX-100，上海索莱宝
生物科技有限公司 ) ; ＲNAfast1000 提取试剂盒 ( 陕西先
锋生物科技有限公司 ) ; PrimeScriptTM ＲNA 逆转录试剂
盒 ( 日本 Takara公司 ) ; SYBＲ PCＲ 试剂盒 ( 日本 Taka-
ra公司) 。
1. 3 动物 SPF 级成年雄性健康 Sprague-Dawley ( SD) 大
鼠，体质量为 180 ～ 220 g; SPF 级健康雄性 Sprague-Dawley
( SD) 大鼠乳鼠，出生 3 ～ 5 d，均购于西安交通大学医学
部实验动物中心 ( 许可证号 XJTU ［陕］ 2011-0045) 。
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2 方法
2. 1 实验用药及含药血清的制备
2. 1. 1 实验用药的制备 取冠心舒通内容物 10 g，加 70%

乙醇 200 mL，85 ℃加热回流提取 2 h，滤过，滤液旋蒸至
浸膏，加 367 mL 0. 5% CMC-Na复溶，即得 ( 0. 01 g 生药 /
mL) 。
2. 1. 2 含药及空白血清的制备 取 SD大鼠 12 只，随机分
成 4 组，每组 3 只。分别为低、中、高剂量给药组 ( 中剂
量相当于临床给药剂量 10 倍) ，一组为空白组。给药组按
照 53. 8、107. 7、215. 4 mg / ( kg·d) 分 2 次灌胃，给予冠
心舒通胶囊 70%乙醇提取物的 0. 5% CMC-Na 混悬液，连
续给药 3 d，末次给药前禁食 12 h ( 自由饮水) ，末次给药
后1 h乙醚麻醉，无菌条件下腹主动脉取血 10 mL，室温静
置2 h，1 500 r /min离心 10 min制备含药血清; 空白组给予
空白溶剂 CMC-Na，同法制备血清。取离心上清液，过
0. 22 μm无菌滤膜。
2. 1. 3 血清的预处理 将各组血清依次分装成每个样品
0. 5 mL，低温冷冻干燥 12 h至固体粉末状结晶， － 80 ℃冰
箱冷冻保存待用。
2. 2 心肌细胞的原代培养 取 6 只新生 SD 大鼠乳鼠，
75%酒精消毒，无菌开胸后取心脏。将心脏组织放入预冷
的 PBS液中洗净血块直至无血污，剔除周边血管组织及心
房，保留心室，移入另一装有预冷 PBS 液的培养皿中。心
室组织被剪成约 1 mm3 的组织块，随后将其置于 250 mL三
角带盖塑料瓶中，加入 0. 25%的胰酶与 0. 016%的Ⅱ型胶
原酶各 2. 0 mL，在磁力搅拌器上磁力消化 ( 100 r /min，
35 ～ 37 ℃ ) ，前 2 次每次 8 min，之后每次约 5 min。弃掉
第 1 次的消化液，之后每次的消化液过细胞筛网 ( 直径为
70 μm) ，细胞过滤液加入含 10%胎牛血清的 DMEM 终止
消化。1 000 r /min离心 10 min，弃上清液，收集细胞沉淀，
合并各次离心所得的细胞沉淀，加入含 20%胎牛血清的
DMEM重悬，计数后接种于 6 孔板。将 6 孔板置于培养箱
中 ( 37 ℃，5% CO2 ) 静置，自然沉降 2 h，差速贴壁分离

后，取上清得心肌细胞［2-3］。
2. 3 H /Ｒ损伤模型的建立
2. 3. 1 H /Ｒ损伤模型的建立 将原代培养好的心肌细胞接
种于 6 孔板中，每孔接种 1 × 105 个，再将孔板移入三气培

养箱中，先通入 N2 和 CO2 进行细胞缺氧，氮气阀门压力

调至 0. 7 MPa，CO2 阀门压力调至 7 MPa，细胞缺氧 20 h
后，再将细胞置于培养箱中复氧 4 h ( 37 ℃，5% CO2 ) 。
2. 3. 2 实验分组 将培养的细胞分为 6 组，分别为正常
组、模型组、空白血清组及冠心舒通含药血清低、中、高
剂量组。
2. 4 荧光分光光度法测定心肌细胞 ［Ca2 +］i

2. 4. 1 Fluo-3 /AM负载心肌细胞悬液的制备 心肌细胞缺
氧复氧结束后，用 PBS液冲洗细胞 2 次，0. 25%胰酶消化，
用含少量血清的 DMEM终止胰酶的消化，调整细胞密度为
2 × 106 /mL，加入 5 μmol /L 钙离子荧光探针 Fluo-3 /AM 充

分混匀，37 ℃恒温水浴避光孵育 40 min，1 500 r /min离心
10 min，弃上清液，用 PBS 液洗涤心肌细胞 2 次，重悬心
肌细胞，接种于 96 孔板，测定前 37 ℃ 预温心肌细胞
5 min。
2. 4. 2 心肌细胞胞质 ［Ca2 +］i 测定与计算 激发波长

488 nm，发射波长 525 nm，将负载有 Fluo-3 /AM 心肌细胞
悬液的 96 孔板移至 PE VICTOＲTMX 5 多功能酶标仪，打开
光路所得测定值为 F，加 CaCl2 ( 1 mmol /L) 及 TritonX-100

( 1 mL /L) ，溢出的 Fluo-3 被 Ca2 + 饱和，产生最大荧光值

Fmax，加入 EGTA ( 5 mmol /L) ，Ca2 +被 EGTA螯合，Fluo-3
为游离形式，得到最小荧光值 Fmin。心肌细胞胞质
［Ca2 +］i = Kd ( F － Fmin ) / ( Fmax － F) ; Kd = 450 nmol /L，

为 Fluo-3 的解离常数［4］。
2. 5 Ｒeal-timePCＲ考察 CaM、CaMK II δ mＲNA的表达
2. 5. 1 细胞内总 ＲNA的提取 倾出 6 孔板内细胞培养液，
用 PBS缓冲液洗涤 2 次，每孔加 500 μL细胞裂解液，裂解
3 min; 将裂解液移入内套管 ( 已插在外套管中 ) 离心
1 min ( 4 ℃，12 000 r /min) ，弃外套液体，加 500 μL洗液
离心 2 min ( 4 ℃，12 000 r /min ) ，弃外套液体，再加
500 μL洗液离心 2 min ( 4 ℃，12 000 r /min) ，弃外套液体，
不加洗液离心 1 min ( 4 ℃，12 000 r /min) ，将内套管转到
新的外套管中，于膜中央加入 30 μL 洗脱液，4 ℃静置
5 min后离心 2 次，每次 2 min ( 4 ℃，12 000 r /min) ，取外
套管液体，即获总的 ＲNA。
2. 5. 2 ＲT 反应 取 2 μL Total ＲNA 加入 5 × PrimeScript
Buffer 2 μL、ＲT Enzyme Mix 0. 5 μL、OligodT Primer
( 50 μmol /L ) 0. 5 μL、Ｒandom 6 mers ( 100 μmol /L )
0. 5 μL，ＲNase Free dH2O 补 加 至 10 μL。反 应 条 件
( 37 ℃，15 min; 85 ℃，5 s; 4 ℃，∞ ) 反应后，即
得cDNA。
2. 5. 3 PCＲ反应 以 Gapdh 作为内参照，取各组 ＲT 反应
产物按下列组成配制成 25 μL PCＲ 反应液: 2 × Premix Ex
TaqII 12. 5 μL; CaM 正 向 引 物 5 ’-ACGGTGATGCG-
GTCTCTG-3’( 10 μmol /L) ，CaM反向引物 5’-TGTAGCCAT-
TGCCATCCTTATC-3’ ( 10 μmol /L ) ，CaMK II δ 正向引物
5’-ATAGAAGTTCAAGGCGACCA-3’( 10 μmol /L) ，CaMK II δ
反向引物 ( 10 μmol /L ) 5’-CCACCAGCAAGATGTAGAAA-
3’，Gapdh 正向引物 5’-ATGGTGAAGGTCGGTGTGAACG-
3’，Gapdh 反向引物 5’-CGCTCCTGGAAGATGGTGATGG-
3’，引物各 1 μL，2 μL cDNA，8. 5 μL ddH2O。PCＲ条件:
95 ℃预变性 30 s，95 ℃变性 5 s; 60 ℃退火30 s; 扩增 40
个循环。
2. 6 统计学处理 应用 SPSS 17. 0 统计软件统计分析，计
量资料以 x ± s 表示，组间数据比较采用单因素方差分析，
组内数据比较采用 t 检验。P ＜ 0. 05 表示有显著性差异，
P ＜ 0. 01 表示有非常显著性差异。显著性水平 α = 0. 05
或 0. 01。
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3 实验结果
3. 1 心肌细胞的显微形态学观察 见图 1，心肌细胞培养
24 h后，倒置显微镜下可以明显地观察到细胞开始慢慢地
贴壁生长，起初细胞形态为圆形，随后转变为梭形; 偶尔

可见单个的细胞似脉搏样跳动，细胞在培养瓶壁表面不断

铺展开来; 随着细胞不断的分化，细胞数量的不断增多，

细胞铺展更加明显，融合状态也愈加明显，最后可见整瓶

的心肌细胞同步化搏动。

图 1 不同时期心肌细胞的状态 ( ×200)

3. 2 ［Ca2 +］i 结果 见图 2，与正常组相比，模型组缺氧
20 h复氧 4 h 后的心肌细胞胞质游离 Ca2 + 浓度显著增加

( P ＜ 0. 01) ; 与模型组相比，冠心舒通含药血清低、中、高
剂量组胞质内游离 Ca2 +浓度水平显著降低 ( P ＜ 0. 05) ，其
中以高剂量组最为明显; 空白血清组胞质内游离 Ca2 +浓度

水平无明显变化 ( P ＞ 0. 05) 。

注: 与正常组比较，##P ＜ 0. 01; 与模型组比较，* P ＜ 0. 05

图 2 冠心舒通含药血清对 ［Ca2 +］i 影响 ( x ± s，n =8)

3. 3 CaM、CaMPK II δ mＲNA 表达结果 见图 3，与正常
组相比，模型组 CaM 和 CaMK II δ mＲNA 表达量显著升高
( P ＜ 0. 05) ; 与模型组相比，冠心舒通含药血清低、中、高
剂量组心肌细胞 CaM 和 CaMK II δ mＲNA 表达显著降低
( P ＜ 0. 05) ; 与模型组相比，空白血清对心肌细胞 CaM 和
CaMK II δ表达基本无影响 ( P ＞ 0. 05) 。
4 讨论
给药后采血方案原则上应选择血药浓度的达峰期，主

要目的是避免药物有效成分尚未被吸收或代谢减少的情况，

从而保障实验结果的准确可靠性。但由于中药成分及其复
杂，不同成分给药后达峰值时间不同，因此确定合适的给

药方案就显得非常重要。目前常用的给药方案有: 1 次给药
法; 间隔 2 ～ 4 h 给药; 每天 1 ～ 3 次给药，连续灌胃 3 ～
10 d［5］。周明眉等［6］研究表明头风饮给药半小时后动物含
药血清，其抑制血小板 5-羟色氨释放率比其它时间点作用

注: 与正常组比较，#P ＜ 0. 05; 与模型组比较，* P ＜ 0. 05

图 3 冠心舒通含药血清对 CaM和 CaMK II δ mＲNA表
达影响 ( x ± s，n =8)

显著。李艺奎等［7］对 412 个药物达峰值进行了数理统计分
析，提出了通用的给药和采血方案。该方案为每天灌胃 2
次，连续给药 3 d，末次 1 h后给予采血。本实验中采用通
用的给药方案后进行大鼠血清样本采集，经后面细胞和基

因水平的良好的药效实验证明，冠心舒通抗心肌缺血的主

要药效活性成分可能都包含在含药血清里面，提示冠心舒

通胶囊含药血清样品制备应用本法切实可行。
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血清是否需要预处理是血清药理学方法中较为不一致

的环节。有的学者认为血清中有许多酶、抗体、补体及其
他生物活性成分，它们会对体外反应系产生影响，并影响

实验结果，因此提倡对血清进行预处理; 有的学者认为若

血清灭活的同时也可能对药物的活性成分产生影响［8-9］。常
有的预处理方法有以下几种［10］: ( 1) 丙酮法，血清内加入
4 ～ 5 倍体积丙酮混匀，3 000 r /min 离心，取上清液恒温水
浴蒸发，除去丙酮; ( 2) 乙醇法，血清内加入 4 ～ 5 倍体积
95%乙醇混匀，3 000 r /min离心，取上清液恒温水浴蒸发，
除去乙醇; ( 3) 加温法，56 ℃水浴 30 min灭活。本实验中
采用将含药血清低温冷冻干燥 12 h至固体结晶， － 80 ℃冰
箱冷冻保存的方法，能够最大限度的保持原有血清中的药

效活性成分同时又有达到部分灭活的目的。
Shen和 Jennings发现细胞内 Ca2 +会加速积聚当犬心脏

冠状动脉短暂闭塞并且复灌后，并于 1972 年第一次提出
“钙 超 载” 学 说［11］。钙 /钙 调 蛋 白 激 酶 ( calcium /
calmodulin-dependent protein kinase，CaMK) 为钙 /钙调蛋白
激酶成员之一，包括 I、Ⅱ、III 和 IV 4 种亚型，隶属丝氨
酸 /苏氨酸蛋白激酶家族［12-13］。心脏中 CaMKⅡ含有量最
多。CaMKⅡ拥有 4 个基因编码，分别为 α、β、γ 和 δ，通
过选择性剪接能够变换出 30 多种异形单体，12 个单体通过
相互作用形成同源或异源的多聚体［14-16］。CaMKⅡ单体是由
氨基酸端的催化域、中间部分的调节域和羧基端的结合域
共计 3 个结构域组成［17］。催化域为底物和 ATP 结合区域;
调节域由钙调蛋白 ( calmodulin，CaM) 结合区和假底物区
( 自身抑制区) 构成，一起调节细胞内 Ca2 +浓度; 结合域

主要负责执行全酶各亚细胞定位和亚基组装［18］。Salsa等观
察到，CaMKⅡ抑制剂 KN-93 能明显减少乳酸脱氢酶
( LDH) 释放、减轻 IＲ心肌梗死面积、降低含半胱氨酸的
天冬氨酸蛋白水解酶-3 ( Caspase-3 ) 活性、Bax /Bcl-2 比值
及线粒体肿胀程度，因此认为 CaMKⅡ介导 IＲ 诱导的心肌
细胞凋亡［19］。此外，活化的 CaMKⅡ通过调节 L-Ca2 +通道

雷尼丁受体 ( ＲyＲ2 ) 、受磷蛋白 ( phospholamban，PLB )
和 Na + -Ca2 +交换体等分子的功能影响胞内 Ca2 + 浓度;

CaMKⅡ过表达会导致肌浆网 Ca2 +大量释放，引发钙超载，

从而诱发室性心律失常［20］。Yang等研究发现，表达组成型
活化的 CaMKⅡδC的心肌细胞出现凋亡，提示 CaMKⅡ是钙
超载诱导细胞凋亡的通用中介分子［21］。
与 cAMP信号系统一样，Ca2 +信号系统的下游反应为

Ca2 +或 Ca2 + ·CaM 依赖的蛋白质磷酸化级联反应。阐明
CaM蛋白功能的一个重要手段是检测心肌细胞 CaM mＲNA
表达，检测 CaMPK II δ mＲNA 表达是为了进一步验证 CaM
功能的重要步骤［22］。本实验发现冠心舒通含药血清小、
中、大剂量组能明显降低缺氧复氧心肌细胞胞内钙离子的
浓度和 CaM、CaMPK II δ mＲNA 的表达，提示其抗心肌缺
血的作用机制可能与抑制钙超载有关。
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基于细胞调控因子探讨血尿胶囊对急性肾盂肾炎模型大鼠的作用及

机制
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摘要: 目的 通过观察血尿胶囊对急性肾盂肾炎模型大鼠脏器指数、细胞因子以及肾脏组织的影响，探讨血尿胶囊治
疗急性肾盂肾炎的作用机制。方法 采用“半结扎”输尿管，膀胱注射大肠杆菌方法制备急性肾盂肾炎大鼠模型，
治疗组于造模后第 3 天起每天给药 1 次，正常组及模型组给予等量生理盐水，连续 10 d，第 13 天处死动物，检测脏
器指数，测定血清中血肌酐、IL-1α ( 白细胞介素-1α) 、IL-1β、IL-6、IL-10、CXCL-2 ( 趋化因子-2) 的含有量，对右
侧结扎肾脏进行细菌培养并行病理组织学检查。结果 大鼠造模后，左右肾比值、肾脏指数增大 ( P ＜ 0. 01 ) ，膀胱
指数有所升高 ( P ＞ 0. 05) ; 造模大鼠 IL-1α、IL-1β、IL-6、IL-10、血肌酐、尿肌酐、CXCL-2 含有量均显著升高 ( P ＜
0. 05，P ＜ 0. 01) ; 模型组大鼠右侧结扎肾脏细菌培养阳性率为 80% ; 给药 10 d 后，血尿胶囊高、中剂量组左右肾比
值、肾脏指数下降 ( P ＜ 0. 01) ，接近于空白组，膀胱指数变化不明显; 血尿胶囊高、中剂量组 IL-1α、IL-6、IL-10 含
有量均明显下降 ( P ＜ 0. 01) ，血尿胶囊高剂量组 IL-1β含有量下降明显 ( P ＜ 0. 01 ) ，血尿胶囊高、中、低剂量组尿
肌酐、CXCL-2 均有所降低 ( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) ，血肌酐含有量并无明显变化 ( P ＞ 0. 05) ; 血尿胶囊高剂量组细菌
培养阳性率为 20%，中剂量组为 50%，低剂量组为 60% ; 病理组织检查结果显示血尿胶囊能够显著降低急性肾盂肾
炎大鼠肾脏感染、减轻炎症反应。结论 血尿胶囊能够改善肾功能，修复肾小球基底膜，降低尿肌酐含有量，下调趋
化因子水平，减轻急性肾盂肾炎模型大鼠的肾脏炎症反应，达到治疗急性肾盂肾炎的目的。
关键词: 血尿胶囊; 急性肾盂肾炎; 模型大鼠; 细胞因子; 病理组织检查; 作用机制
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急性肾盂肾炎 ( acute pyelonephritis，APN) 主要由细

菌感染引起，是泌尿系统感染的主要临床类型之一，可引

起严重并发症如败血症、感染性休克等，少数反复发作或

迁延不愈会导致肾衰竭［1］，目前急性肾盂肾炎主要以抗生

素治疗为主［2］，然而近年来，抗生素的耐药性越来越受到

人们的关注，对于抗生素的使用也越来越谨慎，因此，从

中医药中寻找治疗急性肾盂肾炎的药物成为研究的热点，

血尿胶囊为纯中药胶囊制剂，由棕榈子、菝葜、薏苡仁组

成，具有清热利湿、凉血止血等功效［3］。作为国药准字号

药品临床主要应用其治疗急性肾盂肾炎、肾小球性肾炎等

各种原因引起的血尿症状，有关其临床应用报道较多［4］，

充分证实其临床有效性，而有关其现代的药理作用与作用

机制等研究尚未见报道。本实验选用急性肾盂肾炎模型大

鼠为研究对象，探讨血尿胶囊对急性肾盂肾炎模型大鼠的

主要药理作用及作用机制，为其临床用药提供科学的实验

依据。

1 实验材料
1. 1 实验动物 SPF级 SD大鼠 80只，体质量( 200 ± 20) g，

购自北京华阜康生物科技股份有限公司，实验动物合格证

编号 SCXK ( 京) 2014-0008，批号 11003800008312。
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