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摘要 目的：研究补肾活血汤对去卵巢大鼠冠脉微血管内皮细胞形态及功能的影响。方法：3月龄成年雌性大鼠随机分为 8组，共

计 46 只，分别为：正常组(NORM)、假手术组(SHAM)，去卵巢组（OVX），补肾活血汤高、低剂量组(OVX/BHT-H、OVX/BHT-L)、
17茁-雌二醇干预组(OVX /ERT)。以透射电镜观察微血管内皮细胞细胞器变化；放射免疫法测定实验大鼠血清 E2、ET、PGI2、TXA2

的含量；采用硝酸还原酶法测定血浆 NO含量。结果：与正常组相比，去卵巢组心肌及微血管内皮细胞细胞器破坏严重，中药组及
17茁-雌二醇干预组有所改善。与正常组相比，去卵巢组大鼠血浆中 E2下降明显，有显著性差异；与去卵巢组相比，中药组大鼠 E2

明显上升，有显著性差异；与雌激素组相比无明显差异；与去卵巢组相比，中药组大鼠血浆 ET-1值有所降低，其中以高剂量组最
明显，中药组组大鼠的 NO值稍有升高，但与正常组相比，没有显著性差异；中药组大鼠的 TXA2值明显降低，其中以高剂量组最

明显，中药组 PGI2值升高，与正常组相比，有显著性差异，与 17茁-雌二醇干预组相比无显著性差异。结论：补肾活血汤能预防去卵
巢后心肌微血管内皮细胞的形态和功能的破坏，其机制可能与其增加 E2含量有关。
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Effect of BSHXT on Endothelial Cell of Cardiac Microvessel
and PGI2, TXA2, E2, ET, NO in Ovariectomized Rats*

To investigate the effect of BSHXT on the morphology and function of microvessel and endothelial cells in
ovariectomized rats. Forty-six 3-month-old adult female rats were randomly divided into six groups: normal group(NORM),
sham operation group (SHAM), ovariectomized group (OVX), higher dose of BSHXT (OVX/BHT-H), lower dose of BSHXT
(OVX/BHT-L), and ovariectomized+17茁 estradiol intervening group (OVX/ERT). The organelle changes of microvascular endothelial

cells were detected by transmission electron microscopy. In addition, the content of E2, ET, PGI2, TXA2 of rats were measured by
radioimmunoassay, and the content of NO was measured by enzymatic determination. The myocardial injury and the damage of

organelle structure of microvascular endothelial cells in the model group and the oestrogen intervening group were more serious than
those in the normal group, while it improved for the TCM group and the oestrogen intervening group. There was relationship between
efficacy and doses. E2 in blood plasma of experimental rats in the model group decreased obviously compared with that in the normal
group, while it increased significantly in the TCM group compared with that in the model group, but there was no obvious change

compared in the Estrogen group. ET-1 in the TCM group decreased especially for the higher dose group compared with that in the model
group. NO in the TCM group slightly increased but not obvious compared with that in the control group. TXA2 in the TCM group
decreased significantly especially for the higher dose group, while PGI2 increased significantly compared with that in the control group.

BSHXT can prevent the morphological and functional damage of microvessel and endothelial cells of ovariectomized rats.

Consequently, cardiac insufficiency of ovariectomized rats can be prevented which may be related to the increase of E2 in blood plasma.
BSHXT; Ovariectomized rats; Estrogen; Microvessel; Endothelial cell
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前言

据流行病学资料统计，绝经后女性心血管病发病率明显上

升，约占绝经后女性死亡原因的 30 %[1]。绝经后发生心肌梗死、

充血性心衰和猝死的风险较绝经前高两倍多，而在绝经后女性

心血管疾病中，冠脉微血管病变因其高发病率、反复发作心前

区疼痛、严重影响生活与工作质量，因其预后不良，引起国内外

心血管领域学者广泛重视。对于该病的治疗，西医治疗主要以

减轻心肌耗氧量和症状为主，不能从根本上治疗。目前研究认

为，内皮细胞功能障碍是微血管病变的首要发病机制[2]。因此，

内皮细胞形态及功能的修复成为预防及治疗本病的主要任务。

有关研究表明，中医中药在治疗冠脉微血管改变方面具有较好

的疗效。根据文献，本研究采用绝经后经典模型去卵巢大鼠作

为绝经后微血管改变模型[3]，目的在于考察自拟中药复方补肾

活血汤对去卵巢大鼠冠脉微血管内皮细胞结构及血清 E2、

PGI2、TXA2、ET-1、NO的影响，从而观察其对去卵巢大鼠微血

管内皮细胞的保护作用。

1 材料与方法

1.1 动物
3月龄清洁级雌性大鼠 48只（第四军医大学实验动物中

心提供，实验动物合格证号：SCXK(军)2012-007，无生育及哺乳
史）体重 255.4± 26.1 g。大鼠标准普通饲料，定时定量喂食水，

自由摄取。

1.2 药品

中药由西京医院中药房提供。用颗粒剂取代原中药汤剂，

药效稳定。补肾活血汤组成：仙灵脾(每袋 0.5 g相当于 10 g饮
片)，知母（每袋 2.5 g相当于 6 g饮片），黄柏（每袋 0.5 g相当于
6 g 饮片），当归（每袋 0.5 g 相当于 6 g饮片），香附 6 g（每袋
0.5 g相当于 6 g饮片），葛根（1.5 g相当于 15 g饮片），远志（每

袋 0.7 g相当于 6 g饮片）。以上药共七味，按常规方法开水冲

调为所需浓度中药混悬液，分为高、低剂量组，分别含生药 3.0

g·mL-1，0.75 g·mL-1。17茁-雌二醇(Sigma公司，美国)溶于生理

盐水，以 0.5 mg·kg-1的剂量进行灌胃。以上药物 4 ℃冰箱保存

备用。

1.3 主要试剂及仪器
E2放射免疫分析试剂盒、PGI2放射免疫分析试剂盒、TXA2

放射免疫分析试剂盒、均购自北京中杉生物技术研究，NO硝

酸还原酶试剂盒购自南京建成生物工程研究所，ET放射免疫

分析试剂盒购自解放军总医院科技开发中心放免所。酌-放射免

疫计数器 XH6080，核工业部仪器厂；JZ-HS高速低温离心机，

美国 Beckman公司；JEOI-100透射电镜，日本日立公司。
1.4 动物分组

3月龄成年雌性 SD大鼠随机分为 8组，共计 46只：分别

为：正常组（NORM组)，假手术组(SHAM 组)，去卵巢组(OVX

组)，补肾活血汤高剂量组(OVX/BHT-H)，补肾活血汤低剂量组
(OVX/BHT-L)，17茁-雌二醇干预组(OVX/ERT组)。
1.5 模型制备及给药方法

实验大鼠适应性喂养 1周，环境温度为 (22.1± 2) ℃，任意
进食大鼠标准饲料和自来水。每天 12 h光照(8AM-8PM)，12 h

黑暗(8PM-8AM)。按文献要求，用 3 %戊巴比妥腹腔注射麻醉

大鼠（40 mg·Kg-1），将大鼠固定，用手术剪剪去大鼠腹部毛（耻

骨联合上 2-3 cm）；碘伏消毒手术区，盖无菌洞巾，手术刀划开

背部皮肤，找出卵巢；外科缝合线结扎（或止血钳夹持）卵巢周

围组织，防止出血，随后手术切除双侧卵巢；组织送回体内，按

手术要求逐层缝合；假手术组打开腹腔后，仅剪除一小块脂肪

(体积同去卵巢组)。去卵巢手术后的第 5天起，对实验大鼠进行

阴道涂片检查，每日 1次，连续进行 5天，如不出现动情反应为

造模成功。手术后 1周开始药物干预，补肾活血颗粒高低剂量

组分别成人 12.5倍、6.25倍 (15 g·kg-1、7.5 g·kg-1)生药剂量给

药；17 茁- 雌二醇(Sigma 公司，美国)溶于消毒蒸馏水，以 0.5
mg·kg-1的剂量进行灌胃；其余实验大鼠均给予等量消毒蒸馏

水灌胃。

1.6 标本采集
连续灌胃 12周，于灌胃结束后禁食、水 24小时，用 3 %戊

巴比妥 40 mg·kg-1腹腔注射麻醉大鼠；将大鼠固定后开胸，充

分暴露心脏；左心室取血，置于干净的 EP管（1.5 mL,每只管内

注入 0.1 mL 0.1 %的肝素钠，防止凝血），取血过程要谨慎操

作，防止溶血，放于 4 ℃冰箱，静置 2 h，随后以 3000 r/min离心
10 min，收集血清，于 -70 ℃冰箱中冻存备用。部分心肌放入 2

%戊二醛中固定、保存，待制片电镜检测。
1.7 检测指标及方法
1.7.1 心肌组织及微血管超微结构观察 将浸泡于戊二醛中的

心肌组织，置于照片纸上修成 1 mm× 1 mm× 1 mm大小组织；
0.1 mol/L PBS缓冲液清洗数次，后用 1 %锇酸固定，丙酮系列

脱水，丙酮与包埋剂混合室温浸透 3 h；最后用环氧树脂 618包

埋；制作超薄切片，醋酸铀、柠檬酸铅双染色。

1.7.2 生化指标检测 将血清置于 -70 ℃冰箱中，采用放射免疫

法 (试剂盒为北京中杉生物科技公司生产) 测定血清雌二醇水

平。取若干聚乙烯试管，并编号。将血清从 -70 ℃冰箱中取出，

在室温平衡，用加样器加入带编号的试管中。按试剂盒说明步

骤，采用放射免疫分析法，测定 E2、ET浓度；采用硝酸还原酶法

测定血浆 NO浓度；用防射免疫分析方法检测 PGI2、TXA2的代

谢产物 6-Keto-PGF1琢（因 PGI2、TXA2代谢速度过快，一般方法

检测不到，所以用它们的代谢产物 6-Keto-PGF1琢、TXB2代替）。

1.8 统计学处理
SPSS 15.0统计软件进行统计分析，检测结果数据用 x± s

表示，P <0.05为有统计学差异。

2 结果

2.1 心肌组织及微血管超微结构观察
图 1中 A1，B1，C1，D1，E1，F1分别为正常组、假手术组、去卵

巢组、中药高剂量组、中药低剂量组、雌激素抑制剂 +中药高剂
量组、雌激素抑制剂 +中药低剂量组、雌激素干预组在 10K倍

透射电镜下观察结果。附图 A2，B2，C2，D2，E2，F2分别为上述各

组 40K倍透射电镜镜下观察结果。

正常组及假手术组：心肌纤维排列整齐(★ )；微血管内皮细

胞核、线粒体嵴发达，排列紧密（→），内质网正常（▲）细胞膜结
构正常（◆）（图 1：A1, A2, B1, B2）。模型组：心肌肌纤维明显减

少，模糊、排列疏松（★）；微内皮细胞肿胀，线粒体聚集，嵴断
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图 1各组心肌组织及微血管超微结构比较:A1:正常组(× 10K)；A2:正常组(× 40K)；B1:假手术组（× 10K）；B2:假手术组（× 40K）；

C1:模型组（× 10K）；C2:模型组（× 40K）；D1:中药组（高）（× 10K）；D2:中药组（高）（× 40K）；E1:中药组（低）（× 10K）；E2:中药组（低）（× 40K）；

F1:雌激素抑制剂组（高）（× 10K）；F2:雌激素抑制剂组（高）（× 40K）G1:雌激素抑制剂组（低）（× 10K）；G2:雌激素抑制剂组（低）（× 40K）；

H1:雌激素组（× 10K）H2:雌激素组（× 40K）

Fig.1 Comparison of ultrastructure of myocardial and microvascular in each group

A1:the normal group(× 10K)；A2:the normal group(× 40K)；B1:the sham operation group（× 10K）；B2:the sham operation group（× 40K）；

C1:the model group（× 10K）；C2:the model group（× 40K）；D1:the Chinese medicine group-H（× 10K）；D2:the Chinese medicine group-H（× 40K）；

E1:the Chinese medicine group-L（× 10K）；E2:the Chinese medicine group-L（× 40K）；F1:the estrogen inhibitor group-H（× 10K）；

F2:the estrogen inhibitor group-H（× 40K）；G1:the estrogen inhibitor group-L（× 10K） G2:the estrogen inhibitor group-L（× 40K）；

H1：the estrogen group（× 10K）；H2：the estrogen group（× 40K）
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裂、消失或不发达，严重空化（→）；内质网扩张严重（▲）；基底
膜较宽（◆）（见附:1：C1, C2）。中药高剂量组：心肌纤维排列略显

疏松（★）；微血管内皮细胞个别线粒体嵴欠发达，轻微空化

（→），内质网有扩张（▲）；基底膜基本正常（◆）(见附图 1：D1,

D2)。中药低剂量组：肌纤维基本排列紧密、整齐，局部略有疏松

（★），微细血管细胞核、线粒体嵴发达，排列整齐（→）；内质网
扩张明显（▲）；基底膜（◆）增宽（见附:1：E1, E2）。雌激素抑制剂

+中药高剂量组：心肌纤维有所减少，局部略有疏松（★），微血

管内皮细胞线粒体空化明显（→），有内质网扩张（▲）；基底膜
增宽（◆）（见附:1：F1, F2）。雌激素抑制剂 +中药低剂量组：心肌

肌纤维明显减少，模糊、排列疏松（★）；微内皮细胞肿胀，线粒

体聚集，嵴断裂、消失或不发达，严重空化（→）；内质网严重扩
张（▲）；基底膜较宽（◆）（见附:1：G1, G2）。雌激素干预组：肌纤

维排列略显疏松（★）；少数线粒体嵴欠发达，轻度空化（→）；内
皮细胞核、内质网（▲）、细胞膜基本正常（◆）（见附:1：H1, H2）。

2.2 生化指标检测结果
2.2.1 各组血清 E2检测结果 与正常组相比，假手术组血清 E2

含量无明显下降，无统计学意义（P>0.05）。与正常对照组比较，

去卵巢组大鼠血清 E2含量显著下降 (P<0.05)。与去卵巢组比
较，中药高剂量组、低剂量组 E2含量显著升高 (P<0.05)。雌激素

干预组与去卵巢组相比，E2含量显著升高 (P<0.05)。雌激素干
预组与中药高剂量组相比 E2含量较高，但无统计学意义（P>0.05）。

见图 2。

图 2 各组血清 E2含量比较 (ng·dl-1）

Fig.1 Comparison of contents of E2 in each group(ng·dl-1）

2.2.2 各组血清 NO、ET-1检测结果 与正常组相比，假手术组

血清NO含量、ET-1含量均无明显变化，无统计学意义（P>0.05）。

去卵巢组与正常组相比，大鼠血清 NO含量显著下降，血清
ET-1含量显著上升 (P<0.05)。与去卵巢组对比，中药高剂量组、

低剂量组 ET-1显著下降 (P<0.05)。与模型组相比，中药组 NO

含量有所上升（P>0.05）。与模型组相比，雌激素干预组 NO含

量显著升高，ET-1显著下降 (P<0.05)。与中药组相比，雌激素干

预组 ET-1含量显著下降（P>0.05）。见图 3、4。
2.2.3 各组血清 6-Keto-PGF1琢、TXB2检测结果 与正常组对比，

假手术组血清 6-Keto-PGF1琢、TXB2均无明显变化，无统计学意

义（P>0.05）。与正常对照组，去卵巢组大鼠血清 TXB2含量显著

升高，6-Keto-PGF1琢含量显著下降 (P<0.05)。与去卵巢组比较，

中药高剂量组、低剂量组 6-Keto-PGF1琢含量显著升高，TXB2

含量显著下降 (P<0.05)。雌激素干预组与去卵巢组相比，6-Keto

-PGF1琢含量显著升高，TXB2含量显著下降 (P<0.05)。雌激素干
预组与中药组相比 6-Keto-PGF1琢含量有所升高，TXB2含量有

所下降，但无统计学意义（P>0.05）。见图 5、6。

图 3 各组血清 NO含量比较（滋mol·L-1）

Fig.3 Comparison of contents of NO in each group（滋mol·L-1）

图 4 各组血清 ET-1含量比较（滋mol·L-1）

Fig.4 Comparison of contents of ET-1 in each group（滋mol·L-1）

图 5 各组血清 PGI2含量比较 (Pg·mL-1）

Fig.5 Comparison of contents of PGI2 in each group

图 6 各组血清 TXB2含量比较 (Pg·mL-1）

Fig.6 Comparison of contents of TXB2 in each group

3 讨论

微血管性心绞痛在绝经后女性高发，提示与雌激素水平有

密切关系[4]。雌激素水平对绝经后妇女心血管疾病的预防和治

疗起着重要的作用[5]。雌激素受体（ER）基因敲除小鼠证实，血

管保护作用通过 ER完成的[6,7]。研究表明，内皮细胞功能障碍

会进一步导致高胆固醇血症、系统性的炎症、弥漫性动脉粥样
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硬化，并且可能进一步导致 CD及脑卒中可能[8-10]。HRT的应用

因与之相伴随的乳腺癌与子宫内膜癌发病潜在危险性的升高

在一定程度上限制了其广泛应用[11，12]。因此寻找修复内皮细胞

损伤的具有植物雌激素作用的中药[13]成为心血管领域的研究

热点之一。

与正常组相比，假手术组血清 E2含量无明显下降，无统计

学意义（P>0.05）。与正常对照组比较，去卵巢组大鼠血清 E2含

量显著下降 (P<0.05)。提示去卵巢确实可以减少大鼠体内 E2含

量，丰富了模型检测，进一步证明了去卵巢大鼠可以作为女性

绝经后的模型。与去卵巢组比较，中药高剂量组、低剂量组 E2

含量显著升高 (P<0.05)，提示中药可升高去卵巢大鼠体内雌激

素水平。雌激素干预组与模型组相比，E2含量显著升高 (P<0.05)。

雌激素干预组与中药高剂量组相比 E2含量较高，但无统计学

意义（P>0.05）。提示中药与雌激素水平相似。

目前，现代医学对女性绝经后微血管心绞痛的确切机制尚

不清楚，但大量流行病学调查和基础研究表明微血管内皮功能

障碍是 MVA的首要发病机制[14-16]。微血管内皮受损，冠脉分支

上的小血管收缩引起心肌局部代谢产物腺苷的堆积，作用于心

脏传人神经，引起疼痛。

血管内皮细胞是合成分泌 ET 的主要细胞。ET 受体有

ETA受体和 ETB受体 2种亚型[17]。ETA受体主要存在于血管

平滑肌细胞，激动后引起平滑肌细胞的收缩。而 EC上的 ETB

受体激动后可以诱发前列环素(PGI2)和 NO的释放引起平滑肌

松弛，并能抑制 ET的分泌[18]，形成负反馈调节。NO和 ET相互

拮抗，相互调节，共同维持血管功能。

在本实验中，与正常对照组相比，去卵巢组大鼠血清 NO

含量显著下降，ET-1含量显著上升 (P<0.05)。联系 NO和 ET

的生理作用，提示去卵巢后雌激素水平下降，引发内皮功能障

碍，导致收缩因子分泌过多而舒张因子分泌不足，造成心肌微

血管收缩，进而引发MVA可能。与去卵巢组对比，中药高剂量

组、低剂量组 ET-1显著下降 (P<0.05)。与去卵巢组相比，中药

组 NO含量有所上升，但无统计学意义（P>0.05）。提示中药组

对雌激素水平下降引起的内皮细胞功能障碍有一定的预防作

用。与去卵巢组相比，雌激素干预组 NO含量显著升高，ET-1

显著下降 (P<0.05)。提示补充外源性雌激素对于血管内皮功能

障碍有预防作用。因 PGI2和 TXA2在体内不稳定，很快代谢为

6-Keto-PGF1琢和 TXB2
[19，20]，测定体内的 6-Keto-PGF1琢和 TXB2

可以较好的反应 PGI2和 TXA2在体内的水平。

本实验结果显示：与正常组对比，假手术组血清

6-Keto-PGF1琢、TXB2均无明显变化，无统计学意义（P>0.05）。与

正常对照组相比，去卵巢组大鼠血清 TXB2含量显著升高，

6-Keto-PGF1琢含量显著下降 (P<0.05)。结合 PGI2和 TXA2在体

内的作用，提示去卵巢后雌激素水平下降，可能导致大鼠体内

血小板聚集和小血管收缩，进一步可能加重 MVA的症状，并

且可能进一步参与冠状动脉病变及脑卒中的发生。与去卵巢组

比较，中药高剂量组、低剂量组 6-Keto-PGF1琢 含量显著升高，
TXB2含量显著下降 (P<0.05)。进一步提示中药对雌激素水平

下降导致的内皮功能障碍有预防作用。雌激素干预组与去卵巢

组相比，6-Keto-PGF1琢 含量显著升高，TXB2 含量显著下降

(P<0.05)。说明补充外源性雌激素可预防雌激素水平下降导致

的内皮功能障碍。雌激素干预组与中药组相比 6-Keto-PGF1琢
含量有所升高，TXB2含量有所下降，但无统计学意义（P>0.05），

提示中药发挥可类似雌激素的作用。

为更直观的证实补肾活血汤对心肌微血管的作用，透射电

镜进一步观察心肌及微血管超微结构。在电镜下清晰的看到去

卵巢组心肌肌纤维明显减少，模糊、排列疏松，z线模糊；闰盘欠

规则；微内皮细胞肿胀，细胞器破坏严重；基底膜较宽。证实了

雌激素水平下降确实可导致微血管及其内皮细胞形态破坏，并

可在此基础上导致心肌的破坏，为微血管改变进一步导致心脏

功能不全提供了实验依据。中药组心肌及微血管内皮细胞轻度

破坏，以高剂量组改善最为明显，提示补肾活血汤对预防雌激

素水平下降导致的微血管改变有预防作用，并呈剂量相关性。

与去卵巢组相比，雌激素干预组微血管及心肌破坏程度轻，与

中药高剂量组相比无明显差异，提示补充雌激素可预防心肌及

微血管的改变，中药发挥了类似雌激素的作用，以高剂量组最

为明显。

中医学中没有微血管心绞痛的病名记载，一般认为属于

“血瘀”“胸痹”的范畴。我们认为本病病因在心，病本在肾。因此

们认为本病病位在心、病本在肾，加之与情志不遂相关，所以，

以“补肾活血”为主，加用行气安神之品，在益肾填精的二仙汤

的基础上，加用活血、行气、安神之葛根、远志、制香附等药研制

了补肾活血汤（原名二仙汤加味）。以上研究表明，补肾活血汤

可以预防微血管改变，机制可能与增加 E2含量，发挥了植物雌

激素作用有关。目前西药对微血管心绞痛的治疗方法，主要是

以减轻症状为主，并且价格昂贵，需持久服药，易产生较多的副

作用，因此研究经济实惠、副作用小的中药治疗微血管心绞痛，

成为目前我国传统医学的研究的重要课题。
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