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·基础研究·

复方钩藤降压片对大鼠心肌
&)


#H'=@


J)=)

通路蛋白表达的影响

曾　勇　谭元生　任卫琼　陈偶英　段武磊　文爱珍

摘要　目的　观察复方钩藤降压片对自发性高血压大鼠（
JKL

）心肌营养素
#

（
&)


#

）
H'=@


J)=)

通路

蛋白表达影响，探讨其干预逆转高血压左室肥厚的机制。方法　将
<"

只
JKL

按随机数字表法分为
<

组，

复方钩藤降压片高剂量组（
K

组，
#!$


; BMHBN

）、复方钩藤降压片中剂量组（
+

组，
8;


9 BMHBN

）、复方钩

藤降压片低剂量组 （
N

组，
9%


! BMHBN

）、贝那普利组（
O

组，
"


$ BMHBN

）、
JKL

模型对照组（
J

组），每组

#"

只，另选取
#"

只
*CPQ1/

大鼠为正常对照组（
*

组），每天灌胃
#

次，持续干预
!9

周后取材，采用免疫组

化法检测心肌局部
&)


#

的含量，
*-PQ-/R .54Q

法检测心肌
'=@#HJ)=)%

蛋白表达水平。结果　与
*

组

比较，
J

组心肌组织中
&)


#

表达量和
'=@#

、
J)=)%

蛋白表达水平均升高（
S T"


"<

）。与
J

组比较，
O

组、

K

组、
+

组及
N

组心肌组织中
&)


#

表达量降低（
S T"


"<

），
'=@#

、
J)=)%

蛋白表达水平降低（
S T"


"<

）。

各药物干预组间
&)


#

表达量差异无统计学意义（
S U"


"<

），
K

组、
+

组、
N

组呈剂量依赖性
'=@#

、
J)=)%

蛋白表达量递增，差异有统计学意义（
S T"


"<

）。与
O

组比较，
K

组、
+

组
'=@#

、
J)=)%

蛋白表达水平均

降低（
S T"


"<

）。结论　复方钩藤降压片具有一定抑制
JKL

心肌
&)


#H'=@


J)=)

通路蛋白表达的作用，

可能通过降低心脏局部
&)


#

表达水平，抑制
'=@


J)=)

通路，干预逆转左室肥厚。

关键词　复方钩藤降压片；自发性高血压大鼠；心肌营养素
#

；
'=@


J)=)

通路；左室肥厚

AVV-EQ 4V &4BW40RX YRE1/C1 =RQCZ2W-/Q-RPC[- )1.5-Q 4R S/4Q-CR A\W/-PPC4R 4V &)


#H'=@


J)=)

S1QZ]12 CR L1QP

　
>A7^ ?4RM

，
)=7 ?01R


PZ-RM

，
LA7 *-C


_C4RM

，
&KA7 G0


2CRM

，
FY=7 *0


5-C

，

1RX *A7 =C

̀
Z-R

　
,C/PQ =VVC5C1Q-X K4PWCQ15 4V K0R1R YRC[-/PCQ2 4V &ZCR-P- +-XCECR-

，
&Z1RMPZ1

（
9#""":

）

=OJ)L=&)

　
G.I-EQC[-

　
)4 -\W54/- QZ- B-EZ1RCPB 4V /-[-/PCRM 5-VQ [-RQ/CE051/ Z2W-/Q/4WZ2 CR

PW4RQ1R-40P Z2W-/Q-RPC4R /1QP

（
JKL

）
.2 QZ- CRQ-/[-RQC4R 4V &4BW40RX YRE1/C1 =RQCZ2W-/Q-RPC[- )1.5-Q

V/4B QZ- W4CRQ 4V [C-] 4V CRQ-/V-/CRM ]CQZ QZ- W/4Q-CR -\W/-PPC4R 4V E1/XC4Q/4WZCR


#

（
&)


#

）
H'=@


J)=) W1QZ


]12 CR /1QP

′
E1/XC1E B24E1/XC0B6 +-QZ4XP

　
)4Q1552 <" JKL ]-/- XC[CX-X CRQ4 < M/40WP

，
QZ- ZCMZ X4P-

M/40W

（
M/40W K

，
#!$


; BMHBN

），
QZ- BCXX5- X4P- M/40W

（
M/40W +

，
8;


9 BMHBN

），
QZ- 54] X4P- M/40W

（
M/40W N

，
9%


! BMHBN

），
QZ- .-R1`-W/C5 M/40W

（
M/40W O

，
"


$ BMHBN

），
1RX QZ- JKL B4X-5 E4RQ/45 M/40W

（
M/40W J

）
1EE4/XCRM Q4 QZ- /1RX4B R0B.-/ Q1.5-

，
#" CR -1EZ M/40W6 #" *CPQ1/ /1QP ]-/- /-E/0CQ-X CR 1 R4/


B15 E4RQ/45 M/40W

（
M/40W *

），
QZ-R W-/V4B-X M1PQ/CE 51[1M- 4RE- 1 X12

，
1RX E4RQCR0-X QZ- CRQ-/[-RQC4R

V4/ !9 ]--aP6 )Z- E4RQ-RQP 4V W1/QC15 B24E1/XC15 &)


# 1RX W/4Q-CR -\W/-PPC4R 5-[-5 4V B24E1/XC15 '=@#H

J)=)% ]-/- X-Q-EQ-X .2 CBB0R4ZCPQ4EZ-BCPQ/2 1RX *-PQ-/R .54Q /-PW-EQC[-52 6 L-P05QP

　
&4BW1/-X ]CQZ

M/40W *

，
QZ- -\W/-PPC4R 5-[-5 4V &)


# 1RX QZ- W/4Q-CR -\W/-PPC4R 5-[-5 4V '=@# 1RX J)=)% CR B24E1/XC15

QCPP0- ]-/- 0RCV4/B52 CRE/-1P-X CR M/40W J

（
S T"


"<

）
6 &4BW1/-X ]CQZ M/40W J

，
-\W/-PPC4R 5-[-5P 4V &)


# CR B24E1/XC15 QCPP0- X-E/-1P-X

（
S T "


"<

），
]ZC5- W/4Q-CR -\W/-PPC4R 5-[-5 4V '=@# 1RX J)=)% X-


E/-1P-X CR M/40W O

，
K

，
+ 1RX N

（
S T"


"<

）
6 )Z-/- ]1P R4 PQ1QCPQCE1552 PCMRCVCE1RQ XCVV-/-RE- CR QZ- -\W/-P
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PC4R 4V &)


# 1B4RM QZ- CRQ-/[-RQC4R M/40WP

（
S U"


"<

）
6 )Z- W/4Q-CR -\W/-PPC4R 5-[-5P 4V X4P-


X-W-RX-RQ

'=@# 1RX J)=)% CRE/-1P-X CR M/40W K

，
+ 1RX N

，
1RX QZ- XCVV-/-RE- ]1P PQ1QCPQCE1552 PCMRCVCE1RQ

（
S T

"


"<

）
6 &4BW1/-X ]CQZ M/40W O

，
QZ- -\W/-PPC4R 5-[-5 4V '=@# 1RX J)=)% X-E/-1P-X

，
QZ- XCVV-/-RE- ]1P

PQ1QCPQCE1552 PCMRCVCE1RQ

（
S T"


"<

）
6 &4RE50PC4R

　
&4BW40RX YRE1/C1 =RQCZ2W-/Q-RPC[- )1.5-Q Z1X 1 E-/Q1CR

CRZC.CQ4/2 -VV-EQ 4R QZ- W/4Q-CR -\W/-PPC4R 4V &)


#H'=@


J)=) W1QZ]12 W/4Q-CR

，
1RX CQP W4PPC.5- B-EZ1


RCPB Q4 /-[-/P- 5-VQ [-RQ/CE051/ Z2W-/Q/4WZ2 CP Q4 /-X0E- -\W/-PPC4R 5-[-5 4V E1/XC1E W1/QC15 &)


# 1RX CR


ZC.CQ QZ- '=@


J)=) W1QZ]12

，
1RX QZ-R MC[- V055 PE4W- Q4 /-[-/P- QZ- 5-VQ [-RQ/CE051/ Z2W-/Q/4WZ26

@A?*GLFJ

　
&4BW40RX YRE1/C1 =RQCZ2W-/Q-RPC[- )1.5-Q

；
PW4RQ1R-40P52 Z2W-/Q-RPC[- /1QP

；
E1/XC4Q

/4WZCR


#

；
'=@


J)=) W1QZ]12

；
5-VQ [-RQ/CE051/ Z2W-/Q/4WZ2

　　高血压病是全球及我国第一大慢性疾病，依据
《
!"#:

美国成人高血压预防、检测、评估和管理指南》

的高血压病诊断标准，我国仅
9<

～
:<

岁人群高血压

病患者人数就达
!


;:

亿［
#

］。随着高血压患病时间延

长，心脏后负荷持续增加，收缩末期室壁张力持续增

强，导致左室肥厚（
5-VQ [-RQ/CE051/ Z2W-/Q/4WZ2

，

N3K

）的发生。
N3K

是充血性心力衰竭、缺血性心脏

病、心律失常、猝死和脑卒中独立的危险因素。有研究

认为，不论用何种治疗方式或是否降压，心血管意外的

发病率都会随
N3K

的消退而降低［
!

］。西药治疗高血

压
N3K

，能有效而迅速降压，常用的
<

大类降压药物都

具有不同程度的干预高血压
N3K

的作用，但总体疗效

欠佳；而中医药从整体观念出发、治病求本，其作用具有

多靶点性、多层次性，且作用温和、疗效确切，在高血压

病及其靶器官损害的防治中，其作用受到越来越多的关

注。综合前期研究基础，本实验拟以自发性高血压大鼠

（
PW4RQ1R-40P Z2W-/Q-RPC4R /1QP

，
JKL

）和
*CPQ1/

大鼠为实验对象，免疫组化法检测心肌局部心肌营养

素
#

（
E1/XC4Q /4WZCR


#

，
&)


#

）的含量、
*-PQ-/R .54Q

法检测心肌
'=@#HJ)=)%

的蛋白表达水平，试从
&)


#H

'=@


J)=)

通路探讨复方钩藤降压片 （专利号：

&7#"!";8;"<=

）治疗高血压
N3K

的机制。

材料与方法

#

　动物　
#9

周龄
JKL <"

只，雄性，体重
!8"

～
%!" M

，尾动脉收缩压
#;"

～
#$" BBKM

；
#9

周龄

*CPQ1/

大鼠
#"

只，雄性，体重
!!"

～
!9" M

，尾动脉收

缩压
#""

～
#%" BBKM

。所有大鼠均由北京维通利华

实 验 技 术 有 限 公 司 提 供 （检 疫 合 格 证

74


##""9#<$;9

）。所有大鼠予相同饲料（购自湖南

斯莱克景达实验动物有限公司）与实验用三级用水

（取自湖南中医药大学东塘校区综合楼二楼
JS,

级实

验室）喂养，饲养于湖南中医药大学第一附属医院中

心实验室实验动物饲养中心，各组均自由饮水和普食。

本动物实验通过湖南中医药大学第一附属医院动物实

验室伦理审查（
746 >?,?!"#;";:

）。

!

　药物　复方钩藤降压片（主要药物组成：钩
藤、川芎、麦冬、萝芙木等

<

味药，组成比例为钩藤∶麦
冬∶川芎

b%!;

∶
!<!

∶
!#<

），
"


9 MH

片，每片含生药量

为
#


;< M

，湖南中医药大学第一附属医院制剂科生

产；盐酸贝那普利片，
#" BMH

片，北京诺华制药有限公

司生产，批次号：
c!9$:

。

%

　主要试剂与仪器　多种浓度乙醇（批号：
!"#%"9"8

）、二甲苯（批号：
";#!"9

）购自武汉市鑫楚洋

化工有限公司；动物解剖手术台，北京世纪圣农科技有

限公司生产；赛默飞世尔（
)Z-/B4 +05QCPa1R

）
+@%

全

自动酶标仪，北京平利洋医疗设备有限公司生产；
SOJ

液，长沙丽欣生物有限公司提供；
8!"

石蜡切片机，美国

L-CEZ-/Q

公司生产；
&)


#

免疫组化试剂盒，长沙丽欣

生物有限公司提供；兔抗
'=@#

，博奥森提供；兔抗

J)=)%

，博士德提供；兔抗
^=SFK

，
&J)

提供，浓度：

# BMHBN

；羊
^41Q =RQC


L1..CQ (M^

，
OC4P]1BW

提供。

9

　动物分组及给药方法　将
<"

只
#9

周龄雄性

JKL

按照随机数字表法分为
<

组，即复方钩藤降压片

高剂量组（
K

组）、复方钩藤降压片中剂量组 （
+

组）、

复方钩藤降压片低剂量组（
N

组）、贝那普利组（
O

组）、
JKL

模型对照组（
J

组），每组
#"

只。另
#"

只

*CPQ1/

大鼠正常对照组（
*

组）。上述
;

组分
#!

笼

饲养，每笼
<

只，给予相同标准适用性喂养
#

周后开始

灌胃，大鼠用药量按照体重
;" aM

成人每日常规服用药

量换算［
%

］。换算公式：（动物体重
H

人的体重）×人用药
量×

8


;<

。复方钩藤降压片配置成浓度为
#!$


;

、

8;


9

、
9%


! BMHBN

高、中、低
%

种浓度混悬液，按

#" BNHaM

分别灌胃
K

、
+

、
N

组大鼠，相当于临床用药

量的
#!


$:<

、
8


;<

、
9


%!<

倍；贝那普利配置成浓度

为
"


$ BMHBN

，按
#" BNHaM

灌胃
O

组大鼠；
J

组、

*

组大鼠予蒸馏水
#" BNHaM

灌胃。每日灌胃
#

次，干

预处理
!9

周。期间每周称重
#

次，据体重调整药量。
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　检测指标及检测　大鼠第
!9

周实验结束前

最后一次体重，将禁食
#! Z

的大鼠用
%d

戊巴比妥钠

行腹腔注射（
%" BMHaM

），约
<

～
#" BCR

麻醉后称重，

仰卧位固定大鼠，自剑突下打开胸腔，迅速取出心脏，

用预冷的
9

℃生理盐水冲洗血污，滤纸吸干水分，沿房
室交界处去除心房和大血管及右心室游离壁。

<


#

　免疫组化法测定心肌局部
&)


#

含量　脱
蜡、水化 脱蜡，时间持续

#"

～
#< BCR

；再置于
#""d

、

$<d

、
8"d

水
%

种浓度的
=N&

中进行脱水，再用蒸馏

水冲洗；用双氧水灭活内源性酶；将切片浸入到

"


"# BB45HN

枸橼酸缓冲液中，再置于微波炉中加热

至沸腾；封闭非特异性抗原；滴加稀释的
#

抗，室温保

存
% Z

、或
%:

℃
! Z

；滴加生物素化抗小鼠
(M^

，置湿

盒中放
%:

℃水浴箱温育
9" BCR

，
SOJ

漂洗
< BCR

×
%

次；临用前配制
F=O

显色剂；蒸馏水终止显色，必要

时用苏木素液轻度复染；脱水、透明、封片；光学显微镜

下，随机采图，每张切片采取
%

张图片，对图片进行汇

总后，进行综合分析。

<


!

　
*-PQ-/R .54Q

法检测心肌
'=@#

、
J)=)%

蛋白表达水平　主取心肌组织
<" BM

，用滤纸吸去其

表面水分，剪碎，放入玻璃匀浆器的杆状部，加入
L(


S=

和
S+J,

（先加
L(S=

再加
S+J,

），将玻璃匀浆器

插入冰中，匀浆约
%" BCR

。将心肌组织匀浆转移到离

心管中，离心
< BCR

，收集上清；分别以
"

、
#

、
!

、
9

、
8

、

#!

、
#;

、
!" μN 将蛋白标准液加入 $;

孔板的第
# e 8

标准孔中，在其他样品孔中加入
#" μN 待测样品，加

SOJ

定容至
!" μN。加入 !"" μN O&=

工作液，室温

放置
! Z

，依标准曲线算出蛋白浓度；按比例配制分离

胶，配制浓缩胶，然后插入梳子，静制
;" BCR

以上，再

将聚合好的凝胶安置于电泳槽中，小心拔去梳子，加入

电泳缓冲液后低电压
#"

～
!" 3

的预电泳
!"

～
%" BCR

；预电泳后依次加入标准品 （
#" μM）和待分析

样品，每个泳道加
< μN，进行电泳；再将电泳完毕的胶

完整的放在盛有电转液的玻璃皿中，将目的蛋白所在

区域切下来，测量其长宽，并记录；用
)OJ)

液洗涤印

迹膜
#" BCR

×
!

次；按相应抗体的效价加入一抗稀释

液，将封闭后的膜放入杂交袋中，孵育；按相应抗体的

效价加入二抗稀释液，孵育；将
A&N

工作液覆盖到膜

表面，系统中观察、拍照。

;

　统计学方法　应用
JSJJ #:


"

统计软件对

数据进行统计分析，所有数据以
\

±
P

表示。多组样本

均数比较先进行方差齐性检验，组间比较采用
=7G


3=

，方差齐者用
NJF

检验，方差不齐时，采用秩和检

验。
S T"


"<

为差异有统计学意义。

结　　果

#

　各组心肌
&)


#

表达量比较（表
#

，图
#

）　与
*

组比较，
J

组心肌组织中
&)


#

表达量升高（
S T

"


"<

）；与
J

组比较，
O

组、
K

组、
+

组及
N

组心肌组织

中
&)


#

的表达量均降低（
S T"


"<

）；且
O

组与
K

组、

+

组、
N

组心肌组织中
&)


#

表达量比较，差异无统计

学意义（
S U"


"<

）。

表
#

　各组心肌
&)


#

表达量比较　（吸光度值，
\

±
P

）

组别
R &)


#

* #" "

．
<!

±
"

．
#!

J #"

"

．
;;

±
"

．
!$



K #"

"

．
9!

±
"

．
#9

△

+ #"

"

．
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±
"

．
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△

N #"

"

．
9#

±
"

．
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△

O #"

"

．
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±
"

．
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△

　　注：与
*

组比较，
S T"


"<

；与
J

组比较，△
S T"


"<

　　注：
=

为
K

组；
O

为
+

组；
&

为
N

组；
F

为
O

组；
A

为
J

组；
,

为

*

组

图
#

　各组心肌组织
&)


#

免疫组化的结果

（
S3

染色，×
9""

）

!

　各组心肌
'=@#

、
J)=)%

蛋白表达水平比较

（表
!

，图
!

）　与
*

组比较，
J

组
'=@#

、
J)=)%

蛋白

表达水平升高（
S T"


"<

）；与
J

组比较，
K

组、
+

组、
N

组

及
O

组
'=@#

、
J)=)%

蛋白表达水平均降低（
S T"


"<

），

且
K

组、
+

组、
N

组呈剂量依赖性
'=@#

、
J)=)%

蛋白表

达量递增，差异有统计学意义（
S T"


"<

）；与
O

组比较，

表
!

　各组心肌
'=@#

、
J)=)%

蛋白表达水平比较　（
\

±
P

）

组别
R '=@# J)=)%
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．
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±
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．
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组比较，
S T"


"<

；与
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较，▲
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组比较，○
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　　注：
=

为
^=SFK

膜；
O

为
'=@#

膜；
&

为
J)=)%

膜；
#

～
#"

表示每组
#"

只大鼠的编号

图
!

　各组
'=@#

、
J)=)%

蛋白表达

K

组及
+

组
'=@#

、
J)=)%

蛋白表达水平均降低

（
S T"


"<

），
N

组
'=@#

、
J)=)%

蛋白表达水平差异无

统计学意义（
S U"


"<

）。

讨　　论

&)


#

为
(N


;

细胞因子家族的新成员，因其在体

外能够导致心肌细胞肥大而得名，是迄今发现的
(N


;

家族中体外诱导心肌细胞肥大的最强的细胞因

子［
9

］。
&)


#

在心肌组织表达最高，病理状态下，如

高血压病、心肌梗死、急性心肌炎、扩张性心肌病、心

脏瓣膜病及垂体瘤等均可出现
&)


#

基因的过度

表达［
<

］。

血压升高导致压力负荷增加，牵拉心室肌细胞，刺

激
&)


#

的释放［
;

］。从高血压病到高血压
N3K

、心力

衰竭，
&)


#

都扮演着一个重要的角色［
:

］。
&)


#

和
(N


;

一样通过
'=@


J)=)%

途径引起心脏肥大［
8

］。
&)


#

与其特异的受体结合后，通过形成
MW5%"

同源二聚

体或
MW5%"HN(,Lβ异源二聚体，连续触发与 '1a

、
)2a

激酶家族（
'1a#

、
'1a!

、
)2a!

）相关的酪氨酸激酶，使

酪氨酸激酶磷酸化，再激活
J)=)%

，活化的
J)=)%

形

成同源或异源二聚体，移入细胞核内，上调肾素原血管

紧张素系统，激活血管紧张素原基因的启动子，并促使

血管紧张素原
BL7=

产生增多诱导心肌细胞肥

大［
$

］，并促进未成熟心肌细胞的存活和增殖，诱导心

肌细胞肥大［
#"

，
##

］。
&)


#

通过激活
'=@


J)=)

信号

传导通路，不仅促进心肌肥大，还能促进心肌间质纤维

化，最终促使心室肥厚的形成［
#!

］。

复方钩藤降压片由钩藤、麦冬、川芎等
<

味药组

成。钩藤性凉，入肝经，既能清肝热，又能平肝阳，是治

疗肝阳上亢或肝火上攻之头痛、眩晕等之要药，为君

药；川芎味偏辛，性温，具活血化瘀、行气止痛之功，通

达气血同时，又能上行头目，乃治疗头痛要药，多种头

痛、眩晕皆可随证配伍，为臣药；麦冬味甘柔润，性偏苦

寒，长于滋养阴清热，除烦安神，用治肝肾阴虚，虚阳上

越所致头晕、心悸等症，为臣药；萝芙木味苦、性寒。主

治：清风热，降肝火，消肿毒。方中用治阴虚阳亢所致

头晕等症，为臣药。组方共凑平肝养阴、活血通脉之

功，临床适应于西医诊断为高血压病及合并靶器官损

害，中医辨证为阴虚阳亢、肝肾阴虚、肝阳上亢和（或）

瘀血阻滞之眩晕、头痛等病症。临床及实验证实该复

方具有较显著的降压效果、干预或逆转高血压
N3K

的

作用［
#%

－
#;

］。

本实验通过本实验通过免疫组化法检测心肌局部

&)


#

的含量、
*-PQ-/R .54Q

法检测心肌
'=@#H

J)=)%

的蛋白表达水平发现：经中成药复方钩藤降压

片及西药贝那普利治疗后
JKL

心肌局部
&)


#

表达

量组间差异无统计学意义，均与
*@?

大鼠组相近，均

较
JKL

模型大鼠组低，与中成药使用剂量无关，提示

中成药及西药均具有一定抑制
&)


#

表达的作用，但

中西药药物间差异无统计学意义；而在抑制
'=@#H

J)=)%

蛋白表达方面中成药具有一定优势，随着中成

药剂量增加
'=@#

蛋白表达水平降低，
K

组表达量甚

至低于
*@?

大鼠组，
O

组则表达量与
N

组表达量相

近，在抑制
J)=)%

表达方面，
K

组、
+

组表达量均与

*@?

大鼠组相近，均较
O

组及
JKL

组低，但
N

组抑

制作用不强，与
O

组相近。总体而言，中成药复方钩

藤降压片具有一定抑制
&)


#H'=@


J)=)

通路蛋白表

达的作用，相比西药，复方钩藤降压片在抑制
&)


#

表

达方面未体现出明显优势，而抑制
'=@


J)=)

通路的

蛋白表达较明显，且与剂量相关。

因此，
JKL

心肌
&)


#H'=@


J)=)

通路过表达，

复方钩藤降压片具有一定抑制
&)


#H'=@


J)=)

通路

蛋白表达的作用。结合前期研究基础，该复方干预逆

转
N3K

可能机制为：通过降低心脏局部
&)


#

表达水
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平，抑制
'=@


J)=)

通路，进而发挥干预逆转左室肥

厚的作用。

利益冲突：无。
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