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丹参对骨骼肌缺血再灌注损伤低氧诱导因子 �1�
mRNA表达和血液流变学的影响
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� �  摘要!� 目的: 检测骨骼肌缺血再灌注损伤时低氧诱导因子�1�( hypox ia� induc ib le facto r�1, H IF�1�) mRNA表达、
红细胞聚集、变形指数和骨骼肌肿胀系数的变化, 探讨丹参对骨骼肌缺血再灌注损伤氧环境和血液流变学的影响。方

法: 采用大鼠左侧提睾肌主滋养动脉夹闭造模, 66只 SD大鼠随机抽取 6只作为正常组, 对照组和丹参组各 30只,此

两组造模后分别取 10、20、40、60、90 m in 5个时点进行观测。取双侧提睾肌称重, 计算肿胀系数。造模侧提睾肌液氮

速冻, 用 RT�PCR检测 H IF�1�mRNA表达; 由腹主动脉取血 1 m l计算红细胞聚集指数和变形指数,观测血液流变学的

变化。结果: 缺血再灌注损伤后丹参组 H IF�1�mRNA的表达在各时点均弱于对照组, 与正常组相比,各时点的H IF�1�
mRNA表达水平差异有显著性意义。红细胞变形指数在缺血再灌注过程中各时点及组间对比差异无显著性意义。与

对照组相比, 丹参组红细胞聚集指数 10 m in时差异有显著性意义 (P < 0�05) ,但随后呈逐渐下降趋势。而对照组红细
胞聚集指数则呈波动性上升趋势。丹参组各相应时点的肿胀系数低于对照组。结论: 丹参能改善骨骼肌缺血再灌注

损伤时组织的缺氧状况,调整组织细胞能量缺乏状况, 并能改善骨骼肌缺血再灌注损伤时红细胞聚集率, 降低血黏度,

促进血液循环, 改善微循环,利于肿胀的消退,对缺血再灌注损伤起到积极的防治作用。
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ABSTRACT Objective: To de tect the expression o f hypox ia�induc ib le factor�1( H IF�1�) and ery th rocyte agg regation and e�
dem a index, and to exp lo re the e ffect o f oxygen c ircum stance and hem orheo logy of ske leta lmusc le during ischem ia reperfusion

( I /R ) v iaDanshen.M ethods: Under anesthesia, the left crem asterm uscles o f 66 rats w e ighing ( 250 ∀ 30) g were iso lated,

opened, denerva ted and spreaded onto a transparent acry lic m icroscope stage. Th irty rats w ere adm in iste red subcu taneously 30

m in pr io r to reperfusion v iaDanshen served asDanshen group and the rest w ere adm in istered subcutaneous ly v iaw ate r served

as con tro l group. Six rats w ith the left crem aste rmuscles w ere open served as norm a l contro l group. Then the musc le from the

left side w as preserved for further exam ina tion o f the expressions o fH IF�1�mRNA by reve rse transcr iptase�po lym erase cha in

reaction ( RT�PCR ). The edem a index o f crem astermuscles, the red blood ce ll aggregation index and b lood adherencew ere ex�
am ined. R esu lts: Fo llow ing 3 hours of ischem ia, the expression o fH IF�1�w as decreased inDashen group espec ia lly by the end

o f 40, 60 and 90 m in reperfusion. There was a significant d ifference betw een the ischem ia side and control side and the expres�
sion ofH IF�1�mRNA w as low er than that in contro l g roup. Fo llow ing 3 hours of ischem ia, the red blood cell aggregation index

o fDanshen group w as increased at 10 m in com pared w ith the norm a l control group and decreased in the fo llow ing tim e po ints.

Therew as no sign ificant difference by the end of 90 m in. In contro l g roup, fo llow ing 3 hours of ischem ia it increased and there

w as a sign ificantly difference a t 90 m in. Therew as a sign ificant d iffe rence of the edem a index at 60 and 90 m in. The edem a in�
dex kept low er all tim e po ints in theDanshen g roup. Conclusion: Danshen can regulate the cond ition o f lacking o f energy in

tissues and cells by im prov ing the hypox ic condition o f skeleta l musc le during ischem ia reperfusion in jury. It can a lso sign ifi�
cantly increase red b lood cell agg regation index, decrease blood adherence and edem a index wh ich indicatesDanshen has po�
tentia l clinica l benefits during I/R.
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� � 骨科临床中使用止血带、断肢再植术、Vo lkm an综合征减

压术后等均引起缺血再灌注损伤并带来较严重的后果, 甚至

导致截肢或其他器官继发损伤 [ 1�2]。目前缺血再灌注损伤尚

无特别行之有效的防治方法。丹参对心、肝、肺等多种组织器

官的缺血再灌注损伤具有明显的改善作用 [ 3�5]。本实验旨在

观察丹参注射液对骨骼肌缺血再灌注损伤时缺氧诱导因

子�1�( H IF�1�) mRNA表达和血液流变学的影响,通过改善骨

骼肌局部供氧, 恢复受损组织的血液循环, 从而为防治缺血再

灌注损伤的可能作用提供依据。

1� 材料与方法
1� 1� 仪器与试剂 � AG104电子分析天平 (MTTLER�TCLE�

DO, 德国 ); DU650紫外分光光度计 ( BECKMAN, 美国 ); 5331

型 基因扩增仪 ( Eppendo rf) ; GEL DOC XR凝胶成像系统

( B IORAD, 美国 ); M ILL I�Q B iocel超纯水装置 ( M ILL IPORE,

美国 ); 64R低温高速离心机 ( BECKMAN, 美国 ); 电泳仪及水

平电泳槽 ( B IORAD, 美国 ); LBY�BX自清洗红细胞变形聚集
仪 (北京普利生 )。 TR IZOL试剂 ( INV ITROGEN); Taq酶 (上

海博亚 ); A3500反转录试剂盒 ( P rom ega); 引物根据文献 [6]由

上海生工合成。丹参注射液 (上海第一生化药业有限公司,

批号: 030604), 每毫升相当于 2 g生药。

1� 2� 实验动物及分组 � 采用清洁级雄性 SD大鼠 66只, 体质

量 ( 250 ∀ 30) g(上海斯莱克实验动物有限责任公司 )。随机

抽样法抽出 6只大鼠作为正常组, 另外 60只分为对照组和丹

参组, 每组各 30只, 此两组下分设再灌注 10、20、40、60、

90 m in 5个时点,每个时点 6只。

1� 3� 骨骼肌缺血再灌注损伤模型建立 � 采用夹闭大鼠左侧
提睾肌主滋养动脉造模 [7]。动物称重记录后采用 10%水合

氯醛 0� 45 g /kg腹腔注射麻醉, 实验过程中每次追加麻药不

得超过初剂量的 1 /2。将动物仰卧位固定, 充分暴露阴囊,

8%硫化钠褪毛后沿左侧阴囊正中切口切开, 逐层暴露提睾

肌, 结扎并切除睾丸、附睾及附属血管等。逐层暴露提睾肌主

滋养动脉, 保留并游离伴行的神经血管, 严格阻断其余滋养提

睾肌的血管分支, 并用微血管夹夹住主滋养动脉, 造成骨骼肌

缺血再灌注模型。 33 # 生理盐水湿润组织并用保鲜膜覆盖,

同时开始计时, 连续缺血 3 h。在再灌注前 30 m in丹参组大

鼠给予丹参注射液腹腔注射, 对照组大鼠给予相应剂量的生

理盐水。缺血达 3 h时松开微血管夹, 使血流再灌注,并开始

计时。再灌注达相应时点时剪取提睾肌组织,称重并记录, 并

迅速放液氮中固定备用。剪取右侧提睾肌组织并称重记录。

腹主动脉取血 1 m l置于加有 25� l肝素抗凝的试管中备用。

1� 4� 观察指标与方法
1� 4�1� 用 RT�PCR检测 H IF�1�mRNA表达

( 1) 总 RNA的提取:取约 0� 1 g的经液氮固定的组织块

放入 - 80 # 预冷的研钵内,加入 1 m lTRIZOL充分研磨, 按试

剂说明书进行总 RNA提取, 最后加适量无 RNA酶的超纯水

溶解备用。并取 2 � l稀释 40 倍后以紫外分光光度计测

A260、A280的值, 计算出总 RNA浓度 (公式 A260 ∃ 40 ∃稀释
倍数 /1000�g /� l)及纯度 ( A260 /A280)。

( 2) 反转录: 采用 20 � l反应体系, 内含逆转录缓冲液

( reverse transcr iption 10 ∃ buffe r ) 2 � ;l 25 mM 氯化镁

(M gC l
2
) 4� ;l 10 mM 脱氧核苷三磷酸混合液 ( dNTP m ixture

) 2 � ;l 40 U /m l RNA酶抑制剂 ( RNasin r ibonuc lease inh ib ito r )

0�5 � ;l 500 U /m l随机引物 ( random prim ers) 1 � ;l 25 U /m l

鸟类成髓细胞性白血病病毒 ( AMV reverse transcr iptase)

0�5 � ;l 总 RNA 2 �g;加无核酸酶水 ( nuclease�freew ate r)定容

至 20 � l。反应依次按 25 # 10 m in, 42 # 60 m in, 99 # 5 m in,

4 # ho ld进行。

( 3) PCR反应: 采用 50 � l反应体系, 10 ∃ buffer (含

20 mM M g2+ ) 5 � ,l 10 mM dNTP m ix 1�0 � ,l  �肌动蛋白 ( �

actin )或 H IF�1�上下引物各 0�5 � ,l 5 U /� lT aq酶 0�5 � ,l模
板互补 DNA�CDNA (反转录产物 ) 1 � ,l 焦碳酸二乙酯

( DEPC)处理去离子水 41�5 � l定容至 50 � l。反应温度及条

件: 94 # 预变性 1 m in后进入循环, 94 # 变性 1 m in, 55 # 退

火 1 m in, 72 # 延伸 1 m in,共 35个循环, 72 # 终末延伸 7 m in

结束反应。引物设计: H IF�1� sense: 5% GTG GAT ATG TCT

GGG TTG AG 3%, 反义 H IF�1� antisense: 5%ATT CTT CGC TTC

TGT GTC TT 3%, 扩增产物片断 706 bp。大鼠  �actin sense: 5%

GAG GCA TCC TGA CCC TGA AG 3%,大鼠  �ac tin antisense:

5%CAT CAC AAT GCC AGT GGT ACG 3%,扩增片段为 275 bp。

产物在加有溴化乙锭的 2% 琼脂糖凝胶中电泳, 分别加入每

组样品各 5 � l。电压为 110 V,电泳 30 m in。凝胶用 GEL DOC

XR凝胶成像系统扫描分析, 计算 H IF�1�与  �actin表达量的
比值。

1�4�2� 红细胞变形指数与红细胞聚集指数测定 保证实验室
室温为 25 # ,仪器温度为 37 # 。将腹主动脉取的血室温静置

20 m in, 用 LBY�BX自清洗红细胞变形聚集仪测量红细胞变形
指数和红细胞聚集指数。所有血样在离体 4 h内完成测试。

1�4�3� 肿胀系数的测定 以左侧提睾肌重量 /右侧提睾肌重

量即得每个样本肿胀系数。

1�5� 统计分析 � 实验数据用  x ∀ s表示, 使用 SPSS 11� 5进行
统计分析,组间比较采用 t检验 ( independent�sam ples t test),

P < 0� 05为差异有统计学意义。
2� 结果

2�1� 丹参注射液对骨骼肌缺血再灌注损伤组织H IF�1�mR�
NA表达的影响 � 骨骼肌缺血再灌注后 10 m in H IF�1�mRNA
开始有明显表达, 再灌注 20 m in时丹参组及对照组表达量均

达到峰值, 随后开始渐行下降; 再灌注 40、60、90 m in时点丹

参组 H IF�1�mRNA表达量与对照组相比差异非常显著; 而丹

参组在 10、20、40 m in时 H IF�1�mRNA表达量与对照组有非
常显著的差异, 至 60 m in时点与正常组有显著性差异, 而 90

m in时点时 H IF�1�mRNA表达量降至与对照组无显著差异
(见表 1)。

2�2� 红细胞变形指数与红细胞聚集指数测定 � 丹参组和正
常组的红细胞变形指数在各时点之间未见显著差异, 与正常

组相比也无显著差异。红细胞聚集指数在再灌注 10 m in时

对照组与丹参组之间有显著差异, 丹参组高于对照组,但随后

丹参组红细胞聚集指数呈逐渐下降趋势, 到再灌注达 90 m in

时丹参组的红细胞聚集指数已经降到与正常组无显著差异,

而对照组则呈波动性上升趋势, 到再灌注损伤达 90 m in时与

正常组相比较有非常显著性差异 (见表 2)。
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表 1� 丹参注射液对骨骼肌缺血再灌注损伤组织 HIF�1�mRNA表达的影响 ( n= 6,  x ∀ s)

Tab�1� The mRNA expression of hypoxia�inducib le fac tor�1� of skele talm uscle during ischem ia

reper fusion viaDanshen ( n= 6,  x ∀ s)

组别 � � 10 m in � � 20m in � � 40 m in � � 60m in � � 90 m in

正常组 0�104 ∀ 0�057 0�104 ∀ 0�057 0�104 ∀ 0�057 0�104 ∀ 0�057 0�104 ∀ 0�057

对照组 0�489 ∀ 0�188 0�635 ∀ 0�202 0�600 ∀ 0�099 0�405 ∀ 0�106 0�294 ∀ 0�118

丹参组 0�372 ∀ 0�122& & 0�445 ∀ 0�085& & 0�221 ∀ 0�052* * & & 0�225 ∀ 0�089* * & 0�118 ∀ 0�048* *

注: 与正常组比较, * * P < 0�01; 与对照组比较, &P < 0�05, & &P < 0�01

Note: as com pared w ith norm al group, * * P < 0�01; as compared w ith contro l group, & P < 0�05, & & P < 0�01

表 2� 丹参注射液对骨骼肌缺血再灌注损伤组织的红细胞变形指数和红细胞聚集指数影响 ( n = 6,  x ∀ s )

Tab�2� The red b lood cell aggregation index and blood adherence of ske letal muscle during ischem ia

reperfu sion viaDanshen ( n = 6,  x ∀ s )

组别
红细胞变形指数

� � 10 m in � � 20m in � � 40 m in � � 60m in � � 90 m in

正常组 0�468 ∀ 0�027 0�468 ∀ 0�027 0�468 ∀ 0�027 0�468 ∀ 0�027 0�468 ∀ 0�027

对照组 0�465 ∀ 0�021 0�458 ∀ 0�032 0�483 ∀ 0�039 0�495 ∀ 0�048 0�491 ∀ 0�036

丹参组 0�486 ∀ 0�044 0�469 ∀ 0�475 0�471 ∀ 0�061 0�466 ∀ 0�033 0�459 ∀ 0�038

红细胞聚集指数

� � 10 m in � � 20m in � � 40 m in � � 60m in � � 90 m in

正常组 58�460 ∀ 6�226 58�460 ∀ 6�226 58�460 ∀ 6�226 58�460 ∀ 6�226 58�460 ∀ 6�226

对照组 63�288 ∀ 9�305* 64�401 ∀ 13�617 60�171 ∀ 16�929 67�414 ∀ 10�280 73�163 ∀ 4�129* *

丹参组 73�900 ∀ 4�364& & 68�327 ∀ 8�176& 66�894 ∀ 7�430 69�391 ∀ 9�315& 68�136 ∀ 10�700

注: 与正常组比较, * P < 0�05, * * P < 0�01; 与对照组比较, &P < 0�05, & &P < 0�01

Note: as comparedw ith norma l group, * P < 0�05, * * P < 0�01; as com pared w ith con trol group, &P < 0�05, & &P < 0�01

表 3� 丹参注射液对缺血再灌注损伤肌肉肿胀系数的影响 ( n = 6,  x ∀ s)
Tab� 3� The edem a index of ske letal muscle during ischem ia reperfu sion viaDanshen ( n= 6,  x ∀ s)

组别 � � 10 m in � � 20m in � � 40 m in � � 60m in � � 90 m in

对照组 1�334 ∀ 0�274 1�227 ∀ 0�095 1�283 ∀ 0�083 1�332 ∀ 0�016 1�344 ∀ 0�149

丹参组 1�184 ∀ 0�107 1�270 ∀ 0�109 1�278 ∀ 0�108 1�156 ∀ 0�125* * 1�168 ∀ 0�137*

注:与对照组比较, * P < 0�05, * * P < 0�01

Note: as com pared w ith con trol group, * P < 0�05, * * P < 0�01

2� 3� 肿胀系数的测定 � 再灌注 10 m in时对照组高于丹参

组 ,至 20 m in时对照组肿胀系数降低 ,但差异无显著性, 自

40 m in起对照组肿胀系数逐渐上升 , 至 90 m in时点已高于

再灌注起始水平。丹参组肿胀系数在 20 m in时升高, 高于

对照组水平, 40 m in时点肿胀系数达到峰值, 但仍低于相应

时点对照组肿胀系数, 差异无显著性。之后则肿胀系数显

著下降, 低于对照组相应时点, 60 m in时有非常显著性差异

(P < 0�01), 90 m in时有显著差异 (P < 0� 05) (见表 3)。

3� 讨论
� � H IF�1�是近年发现的一种在缺氧条件下表达的转录因

子 ,在缺氧诱导的基因表达调节中起着关键作用。由 H IF�1

介导转录的基因包括血管内皮生长因子 ( VEGF )、促红细胞

生成素 ( EPO )、血红素氧合酶 (HO�1)、诱生型一氧化氮合酶

( iNOS)、葡萄糖转运体和糖酵解酶 (包括醛缩酶 A、烯醇化

酶 1、乳酸脱氢酶 A、磷酸果糖激酶 L、磷酸甘油酸激酶 1和

3�磷酸甘油醛氢酶 )等。缺血再灌注损伤时组织的缺氧会调

动 H IF�1的合成与激活, 通过上调 VEGF诱导低氧状态下的

血管新生, 使血液到达缺氧部位, 上调 HO�1进而催化产生

CO, CO通过激活鸟甘酸环化酶, 提高 cGMP水平, 使血管平

滑肌松弛, 抑制血小板凝聚 , 从而增加血管通透性和血流

量, 使缺氧组织得到充足的氧气供应 [ 8]。同时缺氧条件下,

H IF�1还可以诱导 iNOS合成, 产生 NO, 生理浓度的 NO作为

血管舒张因子舒张血管, 增加血流量 , 增加组织供氧, 从而

代偿缺血及无复流现象造成的组织缺氧, 并且减轻再灌注

损伤造成的血管及肌肉组织的损害。而能量缺乏和代谢产

物聚集是骨骼肌缺血再灌注损伤的病理机制之一。另外缺

血再灌注损伤造成毛细血管内皮肿胀、微血栓嵌顿及血栓

形成、血管痉挛、白细胞黏附、红细胞聚集和组织水肿, 形成

微循环无复流现象又进一步加重缺血性损害。所以, 改善

局部氧供、血液流变学状况以及微血管的修复和再通, 改善

微循环障碍, 减轻无复流现象, 在缺血再灌注损伤的防治过

程中起着举足轻重的作用。
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本实验结果显示两组动物在缺血再灌注损伤初始均有

H IF�1�mRNA的表达, 且都非常显著地高于正常水平, 说明

再灌注组织中确实存在缺氧并且机体已经启动了 H IF�1代

偿机制对抗组织损伤, 但是各时点丹参组 H IF�1�mRNA表
达量均低于对照组, 说明丹参组局部的氧环境要优于对照

组。再灌注 20 m in时两组的 H IF�1�mRNA表达量均达到峰
值 ,说明此时组织内缺血缺氧情况最重 , 40 m in和 60 m in时

丹参组H IF�1�mRNA表达量已明显低于对照组,但与正常水

平仍有显著差异, 说明此时丹参组组织氧环境相对于对照

组已非常明显得到了改善 , 到再灌注 90 m in时丹参组的

H IF�1�mRNA表达量与正常水平已无显著性差异,从一个侧

面反映了此时组织的氧环境改善接近正常水平, 缺氧情况

得到了很大程度的改善, 然而此时对照组 H IF�1�mRNA仍

非常显著地高于正常水平, 说明对照组即使到了再灌注达

90 m in时组织内的氧环境依然未恢复 , 仍处在缺氧状态。

这些现象表明丹参注射液的使用确实对再灌注损伤组织的

局部氧环境改善有一定作用, 对减轻缺血再灌注产生的组

织损害起到积极的防治作用。

此外,红细胞脂质流动性是红细胞膜的主要动力学特

征 ,可维持红细胞的正常形态功能、红细胞形态的可塑性及

红细胞在管内的正常流动。在血管狭窄部位红细胞的正常

流动,对保证血管畅通及相应组织获得血氧供应是一个重

要因素。红细胞变形指数就是反映红细胞变形能力的指

标。红细胞的可变性对于决定血液流变性、红细胞寿命以

及微循环的有效灌注十分重要。红细胞变形能力的下降可

造成血液层流中内摩擦力增大, 使血液黏度增加, 特别是在

高切变率时全血黏度升高, 红细胞的变形能力是决定微循

环灌注的重要因素, 是决定临界毛细血管半径的主要因素

之一。红细胞变形能力降低时, 临界毛细血管半径将增大,

从而导致微循环灌注量减少。红细胞聚集指数是反映红细

胞的聚集性的指标。红细胞聚集是血液表现黏度的决定性

因素之一, 当血浆中纤维蛋白原和球蛋白等浓度增大, 红细

胞聚集体增加, 血液流动性减弱, 使循环血液灌注量不足,

导致组织缺血、低氧。其病理意义在于可增加红细胞与血

管壁的黏附, 引起红细胞堆积, 血液黏度升高 , 使血流阻力

增加;另一方面可以引起临界毛细血管半径增大, 引起微循

环郁滞, 从而构成恶性循环 [ 9]。

本实验显示, 丹参组的红细胞聚集性在再灌注 10 m in时

对照组与丹参组之间差异显著, 丹参组高于对照组, 但随后

丹参组红细胞聚集指数呈逐渐下降趋势 , 90 m in时丹参组

的红细胞聚集指数与正常组无显著差异。而对照组则呈波

动性上升趋势 ,再灌注损伤 90 m in时与正常组相比较差异

非常显著。说明丹参能够改善缺血再灌注时血循环的红细

胞聚集现象, 降低血液黏度, 减少血流阻力, 改善微循环灌

注不足的状况。这可能与丹参可在细胞和基因水平调控内

皮素�1( ET�1)的合成与释放 , 防止该血管收缩肽在再灌注

损伤时异常升高 , 引起血管强烈收缩, 白细胞黏附聚集, 造

成无复流现象导致微循环灌注失败。同时, 丹参还可以促

进纤维蛋白原的溶解以及抑制血小板在缺血再灌注时的功

能亢进 ,使血小板黏附与聚集功能降低。虽然本实验中未

发现丹参组和对照组在红细胞变形性上的显著差异 , 但已

经发现中药对再灌注损伤时血液红细胞聚集性的改善。为

进一步证实丹参对血液高凝、高黏状态的改变, 还有待于今

后实验中进一步增加测量指标。

发生缺血再灌注损伤时, 局部组织内缺氧, 氧自由基增

多, 内源性炎性介质的释放诱发一系列应激反应, 微循环障

碍及血管壁的损伤使血管通透性增加导致蛋白渗出 , 反映

在宏观上就可造成组织水肿。这些病理因素如果一直存

在, 将导致组织肿胀加深,最终组织变性坏死。从本实验的

结果来看, 再灌注 10 m in时对照组肿胀程度高于丹参组 ,肿

胀系数自 40 m in起逐渐升高, 至 90 m in时已高于再灌注起

始水平。丹参组肿胀系数在 20 m in时升高, 40 m in时点肿

胀系数达到峰值 ,但仍低于相应时点对照组肿胀系数, 差异

无显著性。之后则肿胀系数显著下降, 低于对照组相应时

点, 60 m in后明显降低且差异非常显著。说明丹参通过改

善再灌注组织的氧环境, 恢复组织供氧, 改善组织和细胞的

能量代谢, 并且纠正微循环障碍, 改善无复流现象, 从而阻

断并纠正再灌注组织水肿的发展, 防止组织变性坏死。

综上所述, 骨骼肌缺血再灌注时存在着严重的组织缺氧

和微循环障碍, 造成再灌注损伤。丹参能够通过改善骨骼肌

缺血再灌注损伤时组织的缺氧状况, 调整组织细胞能量缺乏

状况,提高红细胞聚集率,降低血黏度, 促进血液循环,改善微

循环无复流状况, 对缺血再灌注损伤起到积极的防治作用, 因

其具有使用方便, 效高价廉的优点,可望成为临床上防治缺血

再灌注损伤的有效途径。 � �
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