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[ 摘要]  目的: 探讨香丹注射液对冠心病患者血瘀证内皮源性血管活性因子基因表达的影响。方法: 将 56 例冠心病血瘀证

患者随机分为冠心病常规治疗对照组和常规治疗加香丹注射液治疗组 , 疗程均为 10 d。分别于治疗前、后采血 , 用 RT-PCR 方

法检测内皮素 1( endothelin-1, ET-1) 和内皮型一氧化氮合酶( endothelial nitric-oxide synthase, eNOS) 的 mRNA 表达。结果: 治疗

后 , 香丹注射液治疗组 eNOS 的 mRNA 阳性率增加 , ET-1 的 mRNA 阳性率下降 , 两组比较有显著性差异( P < 0. 05) 。结论: 香

丹注射液能调节 eNOS 和 ET-1 的 mRNA 表达 , 改善冠心病血瘀证患者血管内皮功能。
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ABSTRACT  Objective: To evaluate the effect of Xiangdan Injection on mRNA expression of the endothelial vaso-active factors of pa-

tients with coronary heart disease and blood stasis. Met hods: Fifty-six patients were randomly divided into two groups: twenty-eight pa-

tients were treated according to the therapeutic guide for coronary heart disease as the control group and 28 were given the same treat-

ment plus Xiangdan Injection as the treated group. The expressions of ET-1 and eNOS mRNA were examined with RT-PCR before ex-

periment and ten days later. Results: The positive rate of eNOS mRNA of the treated group increased, while the positive rate of ET-1

mRNA of the treated group decreased after ten day’s treatment, with significant differences as compared with that before the experi-

ment. Xiangdan Injection up-regulated the eNOS mRNA expression and suppressed the ET-1 mRNA expression. Changes of expression

were not observed in the control group. Conclusion: Xiangdan Injection improves the endothelial function of patients with coronary

heart disease and blood stasis by regulating the expressions of ET-1 and eNOS mRNA.
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① 血管内皮在调节血液循环、稳定内环境方面起

着重要作用。一氧化氮 ( nitric oxide, NO) 和内皮素

1 ( endothelin-1, ET-1 ) 是两种主要的内皮源性血管活

性因子, 血管内皮通过调控 NO 和 ET-1 释放的平衡

来实现血管和血流变的稳定。有资料显示中医血瘀

证的 NO 和 NO/ ET-1 比值明显下降
[ 1 ]

, 本试验使用

具有活血化瘀作用的香丹注射液, 研究该药是否能

够改善血瘀证内皮源性血管因子的失衡状态。

1  资料与方法

1 . 1  一般资料 研究对象为 2001 年 7 月 ～2002 年

6 月我院心内科住院的冠心病患者, 共 56 例, 全部

符合 WHO 对缺血性心脏病的诊断标准以及 1986 年

中国中西医结合学会活血化瘀专业委员会血瘀证诊

断标准
[ 2 ]

, 急性心肌梗死和心源性休克者不纳入。

入选患 者按随 机数 字表法 随机分 成两组, 每组

28 例。治疗组男 16 例, 女 12 例; 年龄 56 ～80 岁, 平

均 62. 4 岁; 病程 5 ～24 年, 平均 12 . 6 年; 并发高血

压病 13 例, 糖尿病 6 例, 高脂血症 8 例, 陈旧性心肌

梗死 4 例, 脑梗死后遗症 2 例; 伴心律失常 12 例, 伴

稳定劳力型心绞痛 16 例, 不稳定性心绞痛 8 例; 心

功能( 纽约分级) Ⅰ级 15 例, Ⅱ级 11 例, Ⅲ级 2 例,

Ⅳ级 0 例。对照组男 14 例, 女 14 例; 年龄 59 ～

79 岁, 平均 64 . 5 岁; 病程 6 ～22 年, 平均 14. 1 年; 并

发高血压病 10 例, 糖尿病 5 例, 高脂血症7 例, 陈旧性
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心肌梗死 3 例, 脑梗死后遗症 1 例; 伴心律失常13 例,

伴稳定劳力型心绞痛 14 例, 不稳定性心绞痛9 例; 心

功能Ⅰ级 18 例,Ⅱ级 9 例,Ⅲ级 1 例,Ⅳ级0 例。两组资

料经统计学处理, 差异无显著性, 具有可比性。

1 . 2 治疗方法 对照组给予冠心病常规治疗, 治疗

组在对照组基础上加香丹注射液, 主要成分是丹参

和降香( 四川宜宾五粮液集团宜宾制药有限责任公

司提供, 批准文号为国药准字 Z51020170) , 40 ml 溶

解在生理盐水 100 ml 中静脉滴注, 1 次 / d, 治疗前及

治疗 10 d 后, 分别采外周血检测内皮型一氧化氮合

酶( endothelial nitric-oxide synthase, eNOS) 和 ET-1 的

mRNA 表达。

1 . 3  外周血 ET-1、eNOS 基因表达的检测

1 . 3 . 1 全血总 RNA 抽提  患者治疗前后分别采集

外周静脉血各 2 ml, EDTA 抗凝。每份标本各取

1 . 5 ml, 新鲜抽提总 RNA。采用 Qiagen 公司全血

RNA 抽提试剂盒进行总 RNA 提取 ( 按试剂盒说明

操作) , 将抽提所得总 RNA 分别溶于 30 μl 无酶水

中, 置 - 80 ℃冰箱保存, 统一检测( 见图 1) 。

1 . 3 . 2 引物设计  根据 Genbank 中 ET-1、eNOS 基

因序列资料, 选取序列保守区域设计引物, 根据实验

中所设计的引物序列, ET-1 基因扩增阳性产物为

500 bp 基因片段, eNOS 基因扩增阳性产物为 400 bp

基因片段( 上述引物均由上海基康生物技术有限公

司合成提供) , 引物序列如下:

ET-1:  P1  5′-GATTATTTGCTCATGATTT-3′

P2  5′-TCACCAATGTGCTCGGTTG-3′

eNOS:  P1  5′-TAGCCAAAGTCACCATCGT-3′

P2  5′-GAGCCATACAGGATTGTCG-3′

此外, 另设 β-actin 基因扩增引物为基因扩增阳

性对照。

1 . 3 . 3  逆转录 每例标本各取总 RNA 5 μl, 分别以

PCR 扩增下游引物为逆转录特异性引物, 进行逆转

录反应( 采用 Qiagen 公司逆转录试剂盒, 按说明操

作) , 逆转录反应体系如下: 全血总 RNA 5 μl, 序列

特异性引物 ( 10 pmol /μl ) 1 μl, 5× 逆转录 buffer

4 μl, ReverAid M-MulV( 200 U /μl) 0. 5 μl, 4× dNTP

( 2 . 5 mmol / each) 4 μl , dd H2 O 5 . 5 μl, 总反应体积

为 20 μl。

1 . 3 . 4  PCR 反应  37 ℃ 10 min, 42 ℃ 1 h, 最后

65℃ 5 min, 离心, 置 - 20℃冰箱保存。每份标本各取

逆转录反应产物 5μl 为 PCR 反应模板, 分别进行 PCR

反应。反应体系如下: 逆转录产物 5μl , PCR 上游引

物( 10 pmol /μl) 1 μl, PCR 下游引物 ( 10 pmol /μl )

1 μl, 4× dNTP( 2. 5 mmol / each) 4 μl, 10× PCR buff-

er( 含 MgCl2 ) 5 μl, Vent DNA polymerase ( 1 U /μl )

1 μl, ddH2 O 33 μl, 总反应体积为50 μl。经预试验,

PCR 循环最适条件为: 94 ℃预变性 5 min 后, 94 ℃

变性 30 s, 55 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 45 s, 循环

35 次; 最后 72 ℃延伸 5 min 后, 于 4 ℃保存。PCR

产物各取 5 μl 经 2% 琼脂糖凝胶电泳 30 min, 于紫

外灯下观察。ET-1 基因扩增阳性标本约为500 bp电

泳条带, eNOS 基因扩增阳性标本约为 400 bp 电泳

条带, 而阴性对照 ( 模板为纯水 ) 扩增结果为阴性,

阳性对照 ( β-actin 基因 ) 约为 600 bp 扩增条带。分

别计算治疗前后标本 ET-1 基因及 eNOS 基因 PCR

扩增的阳性率, 以此作为基因表达频率的指标。

1 . 4 统计学方法 统计分析采用 PEMS 3. 0 统计软

件进行, 基因表达的阳性率采用 χ
2
检验。

2  结 果

治疗组治疗 10 d 后, ET-1 mRNA 表达阳性率由

82. 14% 降至 57 . 14% ; 而 eNOS mRNA 表达阳性率

由 50 % 上升至 78. 57 % , 治疗前后相比均有显著性

差异( P < 0. 05 ) 。对照组治疗 10 d 后, 虽然 ET-1

mRNA表达阳性率由 85. 71 % 下降至 82. 14 % ,

eNOS mRNA 表达阳性率仍为 53. 57 % , 治疗前后的

变化经统计学处理, 无显著性差异 ( P > 0. 05 ) 。治

疗组两种血管活性因子基因表达的改变明显大于对

照组( P < 0. 05) 。见表 1, 图 1 ～图 3。

表 1 治疗前后 ET -1 和 eNOS 的 mRNA 基因

表达阳性率比较

Ta b 1 Positive cases of E T-1 and eNOS mRNA

expr ession in 2 gr oups

Group n
ET-1 mR NA

positive cases

eNOS mR NA

positive cases

Control group

 Before treatment 28 Ö24 Â15 ¤

 After treatment 28 Ö23 Â15 ¤

Treated group

 Before treatment 28 Ö23 Â14 ¤

 After treatment 28 Ö 16 * △  22 * △

 * P < 0 . 05, vs control group; △ P < 0. 05 , vs before treatment of the

same group

3  讨 论

NO 和 ET-1 是两种最重要的内皮源性血管活性因

子, 两者作用相反。前者为强效舒血管因子, 而后者是

迄今发现的最强的缩血管因子, NO 对 ET-1 的缩血管

作用有较强的拮抗作用。ET-1 / NO 的平衡对全身和局

部血流调节起着十分重要的作用。该比值的失衡和冠

心病等多种心血管疾病的发生有关
[ 3]
。NO 和 NO/ ET-

1 比值下降也是血瘀证的重要病理机制
[ 4 ～7]

。
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图 1 总 RNA 琼脂糖凝胶电泳

Fig 1 Agar ose gel electr ophor esis of tota l RNA

M: Marker; 1: Total RNA of whole blood sample 1;

2: Total R NA of whole blood sample 2

图 2  ET -1 基因琼脂糖凝胶电泳

Fig 2 Agar ose gel electr ophor esis of ET -1 gene

M: Marker; 1: Positi ve control, 600 bp; 2: Negative sample;

3: Positive sample, 500 bp

图 3 eNOS 基因琼脂糖凝胶电泳

Fig 3 Agar ose gel electrophoresis of eNOS gene

M: Marker; 1: Positi ve control, 600 bp; 2: Negative sample;

3: Positive sample, 400 bp

香丹注射液的成分丹参、降香是目前应用较广

泛的活血化瘀药, 特别对冠心病血瘀症患者有良好

效果。活血化瘀的疗效是否是通过纠正 NO /ET-1

的失衡来实现的, 这是本研究的目的。

一氧化氮合酶 ( NOS) 是 NO 生成的唯一限速

酶。NOS 有三种同功酶即 eNOS、神经型 NOS( neu-

ral nitric-oxide synthase, nNOS) 和诱导型 NOS ( in-

duced nitric-oxide synthase, iNOS) , 其中只有 eNOS

能反映内皮功能。目前许多中药 ( 包括活血化瘀

药) 药理研究只反映 NO 代谢产物的水平, 很难真实

反映血管内皮细胞释放 NO 的水平, 为了避免这一

缺陷, 我们根据循环系统内皮细胞的 eNOS mRNA

表达水平来反映香丹注射液对血管内皮功能的影

响; 同样也通过血管内皮细胞 ET-1 基因的转录水平

测定来反映香丹注射液的作用机制。试验结果表明

香丹注射液可使 ET-1 mRNA阳性表达率减少、而

eNOS mRNA 阳性表达率增多, 由此可见其纠正冠心

病血瘀证的机制和血管内皮细胞功能改善有关。

由于氧自由基、脂质过氧化物的形成可以下调

eNOS mRNA 的表达而增加 ET-1 mRNA 表达, 缩短

eNOS 的半衰期, 而凝血酶激活的蛋白酶激活受体-1

能增加 ET-1 mRNA 的表达; 另外肿瘤坏死因子等细

胞因子可促进人脐静脉内皮细胞、ET-1 和内皮缩血

管肽转换酶-1 mRNA 的表达。因此我们推测香丹

注射液改善血瘀证 eNOS 和 ET-1 基因转录表达水

平可能和其具有抗氧化、抗凝和抑制肿瘤坏死因子

等细胞因子有关。
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