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摘要:目的:研究关附甲素对培养心肌细胞�缺氧缺糖�的保护作用。方法:以培养心肌细胞的� 缺氧缺糖�模拟全体的

缺血性损伤,以传统的钙离子拮抗剂 � � � 维拉帕未为对照药,观察关附甲素对� 缺氧缺糖�心肌细胞乳酸脱氢酶( LDH)
生成,脂质过氧化代谢产物丙二醛( MDA)的生成的影响。结果:关附甲素 30ug / ml即能减少 LDH 的释放和 MDA的生

成( P< 0� 05) , 且和维拉帕未有一定的相似性。结论:关附甲素对�缺氧缺糖�心肌细胞具有一定的保护作用, 且具有抗
脂质过氧化作用,心肌细胞的保护作用可能和其抗脂质过氧化或抑制外钙内流有关。
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ABSTRACT: OBJECTIVE:To investigate the effects of GFA on neonatal rat myocytes in cultures with oxygen

and glucose deprivation( CMOGD) .METHODS:By taking cultured neonatal rat myocytes with oxygen and glu-

cose deprivation as ischemia- mimic condition of body and the Ca
2+
- antagonist Verapamil as control, the leak-

age of lactic dehydrogenase( LDH) and the production of malondialdehyde( MDA) were investigated. RESULT:

GFA 30ug/ml suppessed the lactic dehydrogenase ( LDH) leakage and the production of malondialdehyde (MDA)

in CMOGD ( P< 0. 05) . The effects on LDH and MDA were concentration- dependant. During the experiment

GFA was compared with Verapamil, the tradit ional Ca- - antagonist. It was found the GFA had similar function

with Verapamil. CONCLUSION:GFA has a cytoprotection on CMOGD, Possibaly acts as an antiperoxidant and/

or inhibiter of Ca2+ influx.
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� � 关附甲素是关白附子中的一种新生物碱, 其抗心律

失常作用已为动物实验和离体组织的研究所证实[ 1,2]。

本实验以培养心肌细胞的� 缺氧缺糖�模拟体内心肌� 缺

血� , 以传统的 Ca2+ 拮抗剂 � � � 维拉帕米为对照药, 以培

养心肌细胞的 LDH 和 MDA 为指标, 观察关附甲素对上

述两项指标的影响, 从而估价关附甲素 ( GFA) 对心肌细

胞缺氧缺糖的保护作用,为 GFA 试用于临床治疗心肌梗

塞提供理论依据。

1 � 材料和方法
1�1 � 试剂

酮酸钠、硫代巴比妥酸、磷钨酸辅酶�、维拉帕米、

MEM 培养基(美国 GIBCO 公司生产)、小牛血清(二医大

科技中心实验室二室, 上海市消化所出品 )、胰蛋白酶

( Difco 进口分装,批号 85- 04- 01)。

1�2� 仪器

59Wc型分光光度计, 930 型荧光光度计:上海分析仪

器三厂生产。

2� 心肌细胞的培养[ 3]

取 2- 3 日龄的Wistar 大鼠, 75% 乙醇消毒, 取心室

肌,剪成 1. 5mm3 左右的小块, 经 0. 1% 胰蛋白酶液分次

消化后, 收集消化液,离心后加入 20% 小牛血清的 MEM

Eagle� s 培养基制成细胞悬液, 采用贴壁分离技术( differ-

ential attachment technique ) 以纯化心肌细胞, 2 小时后取

上清液, 将此上清液稀释至 1 � 106cells/ ml, 接种于 40ml

培养瓶内, 每瓶 3ml, 37� , 5% CO2 温箱放置, 3 天后用于

生化测定。

3� 培养心肌细胞� 缺氧缺糖�损伤模型的建立及实验分

组
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3�1 � 损伤模型的建立
将已生长了 3天的培养心肌细胞的培养液倒掉, 以

预先充过纯氮( 99. 99%) 30 分钟的无糖 Hanks 液 ( Pco2<

12mmHg)冲洗两次,准确量取无糖无氧 Hanks 液 2ml加入

培养液中, 同时向瓶内充氮 10 秒以置换瓶内空气, 5%

CO2, 37� 温箱放置, 3 小时后备用。
3�2 � 实验分组

缺氧缺糖组;缺氧缺糖+ 药物组; 正常对照组: 将已

生长了 3天的培养心肌细胞的培养液倒掉,以有糖 Hanks

液冲洗两次,准确量取有糖 Hanks 液 2ml加入培养瓶内,

37 � 温箱培养。以上各组均培养 3 小时, 测定 LDH 和

MDA [ 4,5]。

4 � 数据处理
组间比较采用 Student� s t 检验。

5 � 结果
5�1 � 关附甲素对培养心肌细胞 LDH 释放的影响

培养心肌细胞缺氧缺糖或正常 Hanks 液培养3小时

后,分别测定正常对照组, 缺氧缺糖对照组, 以及缺氧缺

糖加药组培养液中心肌细胞释放的 LDH 的量,结果见表

1。

表 1� 关附甲素对培养心肌细胞
LDH 释放的影响 � ( n= 6, x � SD )

分组 剂量( ug/ml) LDH ( u/ ml )

A � 69. 27 � 18. 66* * *

B � 415. 08� 89. 33

C 30 247. 50� 39. 67* *

100 127. 50� 40. 70* * *

300 109. 59� 14. 34* * *

D 30 285. 03� 75. 96*

100 200. 36� 58. 54* * *

300 142. 76� 16. 70* * *

* P< 0. 05 � � * * P < 0. 01 � � * * * P < 0. 001 vs B group

A:正常对照组, B:缺氧缺糖对照组, C: 缺氧缺糖+ verapamil组,

D :缺氧缺糖+ GFA组

� � 从表 1可以看出,缺氧缺糖对照组心肌细胞的 LDH

量远远高于正常对照组, 两者有极显著的差异( P < 0.

001)。不同剂量组和缺氧缺糖对照组相比, 关附甲素在

30~ 300ug/ ml 浓度范围内, 能显著降抵降低心肌细胞

LDH 的释放,且具有一定的量效关系,但不同剂量的 Ver-

apamil和 GFA均不能使缺氧缺糖细胞 LDH 的释放恢复

至正常值(P < 0. 05)。

5�2 � 关附甲素对培养心肌细胞 MDA生成量的影响
培养心肌细胞缺氧缺糖或正常 Hanks 液培养 3 小

时,分别测定正常对照组, 缺氧缺糖对照组, 以及缺氧缺

糖加药组培养液中心肌细胞产生的MDA 的量,结果见表

2。

表 2� 关附甲素对培养心肌细胞
MDA生成的影响 � ( n= 6, x � SD )

分组 剂量( ug/ ml) MDA ( nM/ 10 cells、)

A � 0. 378 � 0. 035
B � 0. 730 � 0. 160

C 30 0. 537 � 0. 055

100 0. 517 � 0. 067

300 0. 382 � 0. 111

D 30 0. 505 � 0. 111

100 0. 400 � 0. 089

300 0. 382 � 0. 055

* P < 0. 05 � � * * P < 0. 01� * * * P < 0. 001 vs B group

A:正常对照组, B:缺氧缺糖对照组, C:缺氧缺糖+ verapamil 组,

D:缺氧缺糖+ GFA 组

� � 从表 2 可见,缺氧缺糖对照组的MDA 值高于正常对
照组( P< 0. 001) , Verapamil不同剂量能明显降低缺氧缺

糖培养心肌细胞的 MDA生成量(分别为 P < 0. 05, P < 0.

05, P < 0. 01)当剂量达到 300ug/ ml 时, MDA 的生成量接

近正常对照组( P > 0. 05) ,而 GPA不同剂量能显著降低

缺氧缺糖培养心肌细胞的 MDA的生成量( P < 0. 05, P <

0. 01, P < 0. 001) , 且 GFA 为 100ug/ ml 时即能使 MDA 生

成量接近正常对照组( P > 0. 05)。

6� 讨论
采用体外培养的心肌细胞研究心肌缺血性损伤较以

往的整体动物, 离体器官研究心肌缺氧缺血性损伤具有

一定的优点: ( 1)在整体动物中评价由缺血引起的早期心

肌损伤是极其困难的,而培养心肌细胞排除了邻近细胞

的相互作用, 生理反馈机制和高度的生物学变异, 使结果

易于分析。( 2)培养心肌细胞还易于观察和生化测定, 能

保持均一的理化环境,能提供较多的样本进行统计学处

理。( 3)原代培养的心肌细胞还可排除细胞在传代过程

中的功能变异。

培养心肌细胞在缺氧缺糖条件下出现了一系列的变

化, 包括形态学,活动功能, 细胞代谢改变,胞浆酶自胞内

漏出至培养液中常作为细胞损伤的标志[ 6] , 其中乳酸脱

氢酶( LDH )是较为明显和简便的指标, 本实验使培养心

肌细胞缺氧缺糖 3 小时,结果发现缺氧缺糖组 LDH 量远

远高于正常对照组( P < 0� 001)。
心肌细胞缺血受损时, 能量代谢发生障碍, ATP 减

少, PH 下降, Na+ 、K+ 、Ca2+ 等离子重新分布,产生钙超负

荷, 其结果( 1)过度激活 Ca2+ 敏感性 ATP 酶使 ATP更趋

减少( 2)磷脂酶和蛋白酶的过度激活, 使组织受损。( 3)

线粒体因 Ca2+ 聚积使氧化磷酸化能力受损, 此与 Murphy

等在培养心肌细胞证实 LDH 的释放和胞内游离钙的积

聚相一致。氧自由基导致生物膜脂质过氧化, 膜的液态

性, 流动性以及通透性均发生改变, 进而造成膜功能障

碍, 肌浆网, 线粒体膜上存在有 Ca2+ 泵及 Ca2+ 敏感的

ATP酶,如果这些细胞器膜结构发生改变, 则影响细胞内
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Ca2+ 的平衡[ 7, 8]。我们的实验通过以 Verapamil 作对照,

制备培养心肌细胞的缺血模型,发现 GFA和 Verapamil一

样可减少缺氧缺糖心肌细胞 LDH 的释放,同时减少 MDA

的产生。因此, GFA 对缺氧缺糖的培养心肌细胞具有一

定的保护作用,且具有抗心肌脂质过氧化作用, 其保护作

用可能和阻止外钙内流 ,抗脂质过氧化有关。确切的机

理还有待进一步研究。
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中药恒春奇圣胶囊动物实验及临床应用观察总结

朱春杰, 冷 � 静, 薛慈民, 王益鑫, 刘同根(上海恒春奇圣胶囊协作组, 上海 � 200001)

摘要:本文在介绍恒春奇圣胶囊临床前研究成果的基础上,着重介绍了由上海二医大附属仁济医院、上海中医药大学

附属曙光医院组成的协作组,最近对该药在治疗男子性功能障碍方面的临床验证结果。本项研究首次采用了中西药

多中心研究模式。西药枸橼酸西地那非(万艾可)中药汇仁肾宝合剂为对照组。临床总病例数 160 例, 治疗组 90 例;

对照组各 35例。观察结果显示: 恒春奇圣胶囊有确切的疗效, 总有效率 76. 25% ,起效时间快, 却无西药的禁忌症。具

有明显的标本兼治功能,同国内同类药物及进口相关药物相对照,恒春奇圣胶囊具有更显著的疗效。

恒春奇圣胶囊是金马集团安徽芜湖张恒春药业有限公司, 根据传统验方, 采用现代工艺, 结合临床药理学研究方

法,开发生产的中成药。经安徽中医学院天然药物研究所药理、毒理及药效学试验证实, 安徽中医学院附院、省立人民

医院及安医大附院临床验证表明,该药具有滋肾填精、补心养血、益气健脾的功效。恒春奇圣胶囊临床协作组(上海第

二医科大学附属仁济医院,上海中医药大学附属曙光医院) , 最新研究报告显示,该药治疗男子性功能障碍具有独特的

优势和效果,现将研究成果归纳总结报告。
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1 � 临床前研究总结
1�1 � 恒春奇圣胶囊有延缓衰老的作用, 其 0. 5%和 1%

浓度使果蝇的平均寿命延长。2. 5%和 5% 浓度能延长

家蚕生长(上簇)的时间,而且随剂量的增加而作用增强。

1�2 � 恒春奇圣胶囊能改善自由基代谢, 以增加抗氧化功
能,能提高大鼠红细胞超氧化物歧化酶( SOD)的活力, 以

及降低血浆中过氧化脂质的含量, 每日 ig 给予 1. 5g/ Kg

的作用优于 0. 6g/ Kg抗氧化能力的增强有助于延缓衰老

的进程。

1�3 � 恒春奇圣胶囊有提高性功能的作用, 每日灌服

0�8g/ Kg 和 9g/ Kg,可明显增加去势雄性小鼠的爬背率和
爬背次数;高剂量组还能减轻去势雄性小鼠的会阴复合

体和前列腺器官的萎缩。1�5g/ Kg 灌服, 可改善悬吊应
激致雄性小鼠的性功能降低; 能升高大鼠血中睾酮的含

量,而对雌二醇无明显影响, 由此可使睾酮/雌二醇比例

升高, 表明有一定的壮阳作用。

1�4� 恒春奇圣胶囊能提高大鼠的免疫力, 每日 ig 给予

0�6g/ Kg和 1�5g/ Kg, 对 IgG 以及红细胞 C3b 受体花环率
和淋巴细胞转化率有明显改善的促进作用。

1�5� 恒春奇圣胶囊有一定的益智能力,对乙醇引起的小
鼠记忆障碍有明显的改善作用。

1�6 � 恒春奇圣胶囊有抗应激作用, 每日 ig 给予小鼠

0�6g/ Kg和 1�5g / Kg 能明显延长小鼠的常压耐缺氧存活

时间, 以及延长小鼠的游泳持续时间,以高剂量组作用更

好。此外, 还有一定的补血作用,能明显升高失血性小鼠

的 RBC和 HB。

1�7� 长期毒性试验表明, 恒春奇圣胶囊按每天 3�1g、

1�5g、0�6g/ Kg剂量(分别相当于临床人用计量的 40 倍、
20倍、8倍)喂饲 16 周, 对大鼠的生长、发育、心电图、肝

肾功能、血脂和血糖等无明显影响;尸检及镜检各脏器未

333药学实践杂志 2000 年第 18卷第 5 期


