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心宁片对糖尿病合并心肌缺血再灌注损伤的保护作用和机制研究 *
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摘要 目的：研究心宁片对糖尿病合并心肌缺血再灌注损伤的保护作用及其作用机制。方法：腹腔注射 STZ加高脂高糖饲料喂养

诱导二型糖尿病小鼠模型，随机分为假手术组、模型组及心宁片高、中、低剂量组（心宁片 10、20和 30 mg·kg-1），每组 10只。在此

基础上，制作心肌缺血再灌注模型。测定小鼠体内血糖和血脂水平，测定缺血再灌注后心肌酶（LDH和 CK-MB）、心梗面积以及

AMPK磷酸化水平。结果：心宁片能够有效的控制糖尿病小鼠体内血糖和血脂水平，减轻胰岛素抵抗情况。心宁片能够减轻缺血

再灌注引起的心肌梗死，降低 LDH和 CK-MB水平，减少 MDA水平。同时，还发现心宁片能够促进 AMPK蛋白磷酸化。采用

AMPK特异性抑制剂 Compound C抑制 AMPK后，LDH水平显著升高，心宁片的心肌保护作用减弱。结论：心宁片能够保护糖尿

病合并缺血再灌注损伤，其机制可能是通过 AMPK信号通路。
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Protective Effects and Possible Mechanism of Xinning Pill on Myocardial
Ischemia Reperfusion Injury in Diabetes Mouse Model*

To study the protective effects and possible mechanism of Xinning Pill on myocardial ischemia reperfusion

injury in diabetes mouse. Intraperitoneal injected STZ accompany with high fat and high sugar diet was used to induce type 2

diabetes mouse model. The mice were randomly divided into sham group, model group and Xinning Pill group (10, 20 and 30 mg·kg-1),

and 10 mice in every group. On this basis, the myocardium ischemia and reperfusion model was developed. Fasting blood glucose and

blood fats were measured. The LDH and CK-MB levels, infarct area, and phosphorylation levels were tested after myocardium ischemia

and reperfusion. Xinning Pill could inhibit the levels of blood glucose and blood lipids, alleviate insulin resistance. Xinning Pill

also could alleviate infarct area, decrease the levels of LDH, CK-MB and MDA which rose by myocardium ischemia and reperfusion. We

also found that Xinning Pill induced the phosphorylation levels of AMPK. The protective effect of Xinning Pill was abolished by AMPK

inhibitor (Compound C). Xinning Pill can protect myocardial ischemia reperfusion injury in diabetes mouse model, and the

possible mechanism might be through AMPK pathway.
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前言

糖尿病的发病率在全球范围内急速上升，尤其是 2型糖尿

病患者以每年近千万的速度递增[1]。调查显示，全国范围内患有

糖尿病的人口已超过 9240万，约占成年人口的 9.7 %，另外有

患糖尿病风险约 1.48亿人口（15.5 %）[2]，中国已成为全球糖尿

病患者最多的国家。糖尿病除本身对身体造成很大的伤害，还

常并发心、脑、肾等多重要脏器损伤，其中高龄糖尿病患者的主

要死亡原因之一是伴发的心血管疾病[3-6]。调查表明，在糖尿病

患者并发心血管疾病的致死率 3-5倍于非糖尿病患者[7]，其中

缺血性心脏病在糖尿病人群的发病率是非糖尿病人群的 2倍
[8]。所以在治疗糖尿病同时能够改善心血管系统，将极大的改善

糖尿病患者的生活质量[9,10]。心宁片（君碧莎）是由三七，红花，

降香，丹参，槐花，川芎，赤芍等中药提取、加工而成，临床用于

理气止痛，活血化瘀；用于气滞血瘀所致胸痹；冠心病心绞痛等

心血管疾病，其能够显著减轻心肌缺血后症状，改善心血管疾

病患者生活质量。为了更深入的了解心宁片的药理药效，探究

是否对糖尿病合并心肌缺血具有同等的保护作用，本文拟在糖
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尿病小鼠上制作心肌缺血再灌注模型。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 清洁级 C57BL/6小鼠 70只购自第四军医大

学动物实验中心提供。在清洁级动物房喂养，给予充足的食物

和水，室温 22～25℃，湿度 50 %～70 %。

1.1.2 实验试剂与药物 心宁片由陕西君碧莎制药有限公司

生产提供；链脲佐菌素（STZ）由美国 Sigma公司提供；血糖检

测试纸条由美国 Lifescan 公司提供；肌酸激酶同工酶

（CK-MB），乳酸脱氢酶（LDH），丙二醛（MDA）测定试剂盒由南

京建成生物科技有限公司生产提供；兔抗小鼠 AMPK 和

茁-actin抗体由 Cell Signaling Technology（CST）提供；羊抗兔二

抗购自武汉博士德生物工程有限公司；Western Blot配制试剂

盒购自北京鼎国昌盛生物技术有限公司；ECL化学发光试剂盒

购自 Roche公司，其他试剂由 Sigma公司提供。

1.2 实验方法

1.2.1 糖尿病小鼠模型制备 小鼠在实验室适应性喂养一周

后，禁食 12 h，然后腹腔注射 STZ（45 mg·kg-1）诱导胰岛损伤。

隔天测定小鼠空腹血糖浓度，筛选血糖浓度大于 6.8 mmol·L-1

的小鼠。然后给予高脂高糖饲料喂养 4周，正常对照组每组 10

只，给予正常饲料喂养，每天记录小鼠体重和进食情况。

1.2.2 糖尿病合并心肌缺血再灌注模型制备 在 2型糖尿病

成模后，按随机数字表法分为假手术组、模型组、心宁片高剂量

组(30 mg·kg-1)、中剂量组(20 mg·kg-1)、低剂量组(10 mg·kg-1)、

心宁片高剂量组(30 mg·kg-1)加 Compound C（25 mg·kg-1）组，每

组 10只动物，灌胃给药 14天后，制作心肌缺血再灌注模型。腹

腔注射戊巴比妥钠麻醉小鼠，麻醉平稳后，固定四肢及头部。气

管插管连接动物实验呼吸机。连接小动物心电图监测仪，时刻

监测小鼠 II导联心电图。随后，切开胸腔，暴露小鼠心脏，在冠

状动脉左前降支用手术线结扎以阻断其血流，40 min后剪断结

扎线，并给予再灌注 2 h。心电图上 S-T段下降 50 %以上为缺

血再灌注造模成功[11]。假手术组开胸后只在相同位置穿手术线，

不进行冠状动脉左前降支结扎。

1.2.3 观测指标 心肌缺血再灌注结束后，各组取 5只动物立

即处死，收集血液，测定 LDH和 CK-MB水平。4℃生理盐水冲

洗心脏，用匀浆机制成心肌组织生理盐水匀浆，MDA含量按试

剂盒说明书测定。另取 5只小鼠，经股静脉推注伊文思蓝 0.5

mL，待大鼠巩膜蓝染后迅速取出心脏，按照文献[6]方法计算心

肌梗死面积。

1.2.4 Western blot法检测 AMPK表达 具体步骤如下：组织

裂解缓冲液由 0.1 mol/ L Tris-HCl (pH 7 .4)，EDTA 1 mmol/ L，

1%Triton X100，0.3 滋mo l/L Aprotinin，1 mmol/ L PMSF 组成。

采用组织蛋白提取液提取左心室组织总蛋白，离心后收集上清

液，并在 BCA法蛋白定量后，于 -70 ℃保存备用。蛋白定量后

进行 SDS-PAG E电泳并转膜。蛋白转膜结束后，以 5 %脱脂奶

粉 TBS配制液封闭后，膜置于含兔抗鼠 AMPK一抗（1:500稀

释）中，4℃孵育过夜。TBST缓冲液洗膜 3遍后，在羊抗兔二抗

（1:5000稀释）中孵育 1 h。采用 ECL试剂盒显影、拍照。以

茁-actin作内参照物。目的条带积分光密度值和上样内参积分光
密度值用 Quantity One software (Bio-Rad Laboratories，USA)测

定后，进行比较得出相对光密度值。

1.3 数据处理

用均数± 标准差（x± s）表示各组得到的数据，统计分析实

验数据采用 SPSS 18.0统计软件。比较多组间差异采用单因素

方差分析法，比较两组间差异用 LSD-t检验法，以 P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 心宁片改善糖尿病血糖和血脂水平

与正常组小鼠相比，糖尿病组小鼠体内血糖、胰岛素水平

明显升高，胰岛素抵抗指数也明显增加（P<0.01）。与正常组比

较，甘油三酯（Triglyceride, TG）、总胆固醇（Total cholesterol,

TC）和低密度脂蛋白（Low-density lipoprotein, LDL）水平也明

显增加，血脂代谢紊乱（P<0.01）。经过心宁片预处理后，血糖和

血脂水平与模型组比较，明显降低，并呈浓度依赖性（P<0.01）。

见表 1和表 2。

Note: ##P<0.01, compared with the control group; *P<0.05, **P<0.01, compared with the diabetes group; &P<0.05, &&P<0.01, compared with the Xinning

Pill (10 mg·kg-1) ; △ △ P<0.01, compared with the Xinning Pill (20 mg·kg-1).

表 1 心宁片对空腹血糖和胰岛素水平的影响

Table 1 Effect of Xinning Pill on the levels of fasting blood glucose and fasting blood insulin

Groups Fasting blood glucose (mmol/L) Fasting blood insulin (ng/mL) HOMA-IR

Control 6.28± 1.22 0.64± 0.12 5.92± 0.99

Diabetes group 22.89± 1.82## 2.49± 0.17## 36.46± 1.54##

Xinning Pill (10 mg·kg-1) 19.38± 1.13* 1.87± 0.19** 21.29± 1.89**

Xinning Pill (20 mg·kg-1) 16.27± 1.35**& 1.67± 0.26**& 16.37± 1.78**&&

Xinning Pill (30 mg·kg-1) 9.47± 1.46**△ △ 1.21± 0.23**△ △ 8.94± 1.78**△ △

2.2 心宁片改善糖尿病合并心肌缺血再灌注损伤

与假手术组比较，缺血再灌注使糖尿病小鼠心肌梗死面积

增加，心肌酶（LDH和 CK-MB）含量明显升高（P<0.01）。心宁片

不同剂量组均能够有效的减少心肌梗死面积，降低 LDH和

CK-MB含量，呈现剂量依赖关系。MDA是脂肪酸过度氧化的

标志[9]。在本实验中，模型组小鼠心肌内MDA含量明显升高，

说明缺血再灌注引起脂肪酸氧化，引起氧化应激。心宁片预处

理小鼠心肌内MDA被剂量依赖性的抑制，说明心宁片具有心

肌保护作用（见图 1）。
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Note: TG: Triglyceride; TC: Total cholesterol; LDL：Low-density lipoprotein. ##P<0.01, Compared with the control group; *P<0.05, **P<0.01, compared

with the diabetes group; &P<0.05, &&P<0.01, compared with the Xinning Pill (10 mg·kg-1) ; △ P<0.05, △ △ P<0.01, compared with the Xinning Pill (20 mg·kg-1).

2.3 心宁片通过 AMPK通路发挥心肌保护作用

与假手术组比较，糖尿病小鼠心肌缺血再灌注后心肌内

AMPK磷酸化水平被明显抑制（P<0.01）。与模型组比较，心宁

片治疗组内 AMPK磷酸化水平明显升高，且呈剂量依赖关系。

为了进一步验证 AMPK 的作用，采用 Compound C 抑制

AMPK，心宁片抑制 LDH能力被取消，与心宁片治疗组有统计

学差异（P<0.01），表明保护作用减弱。

表 2 心宁片对血脂水平的影响

Table 2 Effect of Xinning Pill on the levels of blood lipids

Groups TG（mmol/L） TC（mmol/L） LDL（mmol/L）

Control 0.18± 0.08 0.97± 0.29 0.38± 0.17

Diabetes 1.39± 0.38## 3.75± 0.41## 1.43± 0.31##

Xinning Pill (10 mg·kg-1) 1.12± 0.26 3.07± 0.29* 1.07± 0.37*

Xinning Pill (20 mg·kg-1) 0.83± 0.33**& 2.65± 0.33**& 0.82± 0.34**&

Xinning Pill (30 mg·kg-1) 0.77± 0.29**△ 1.82± 0.27**△ △ 0.62± 0.25**△

图 1 心宁片减轻糖尿病合并心肌缺血再灌注损伤

Fig.1 Xinning Pill protected myocardial ischemia reperfusion injury in diabetic mice

Note: A. Myocardial infarct area. B. CK-MB levels in heart. C. MDA levels in heart. D. LDH levels in heart. ##P<0.01 vs sham, *P<0.05, **P<0.01 vs I/R,

&&P<0.01 vs Xinning Pill (10 mg·kg-1), △ P<0.05, △ △ P<0.01 vs Xinning Pill (20 mg·kg-1).

图 2 心宁片通过 AMPK发挥心肌保护作用

Fig.2 Xinning Pill protected heart through AMPK pathway

Note: A. Effect of Xinning Pill on AMPK phosphorylation. B. AMPK was inhibited by Compound C, and LDH was tested. ##P<0.01 vs sham, **P<0.01 vs

I/R, &&P<0.01 vs Xinning Pill (10 mg·kg-1), △ △ P<0.01 vs Xinning Pill (20 mg·kg-1). $$P<0.01, vs Xinning Pill group.

3 讨论

随着生活方式的改变，患糖尿病人群越来越多，而且呈现

一定的小龄化趋势。调查显示，超过 75 %的糖尿病患者死于心

脑血管并发症，因此糖尿病诱发或者伴发的心脑血管疾病已成

为糖尿病患者的主要致死因素[12-14]。国外大数据调查发现，在糖

尿病的主要死亡原因中，约 54.5 %为冠心病，11.3 %为脑血管

疾病，7 %为肾病[15,16]。冠心病尤其是缺血性冠心病已成为糖尿

病患者的第一致死因素。虽然血管再通手术以及血管紧张素转

换酶抑制剂、他汀类等药物的广泛应用，在一定程度上改善了

其心功能，减少了糖尿病合并冠心病的死亡率，但是目前临床

仍缺乏能够直接保护糖尿病心肌的特效药物及方法。在传统中

草药和方剂中寻找有效治疗药物成为广大药学工作者的重要

手段。心宁片在临床应用数十年，对冠心病有很好的疗效，但对

糖尿病合并心肌缺血再灌注损伤的作用还未见报道。

本实验采用小剂量腹腔注射 STZ联合高糖高脂饮食喂养

形成 2型糖尿病小鼠模型，成模后，给予不同浓度的心宁片。我

们发现，心宁片可以降低 2型糖尿病小鼠体内血糖、血脂和血

清胰岛素水平，改善糖尿病小鼠糖脂代谢情况。结果表明，心宁

片可以有效的改善 2型糖尿病的胰岛素抵抗现象。

在明确了心宁片对糖尿病小鼠具有降低血糖和血脂作用

之后，进一步在糖尿病小鼠上制作心肌缺血再灌注模型，研究
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心宁片对糖尿病心肌病的治疗作用。通过 TTC染色，检测心宁

片对心肌梗死面积的影响。结果发现，心宁片可以有效的减小

心肌梗死面积。LDH和 CK-MB是临床常用检测心肌损伤指

标，其水平升高说明心肌细胞受损。本实验通过检测这两个指

标判断心宁片对心肌缺血再灌注损伤的治疗能力。结果发现，

心宁片治疗组 LDH和 CK-MB水平显著低于模型组。MDA是

生物膜不饱和脂肪酸与自由基相互作用下生成的过氧化产物，

其含量可以反映机体内脂质过氧化反应的程度[9]。在本实验中，

模型组小鼠心肌组织内MDA水平明显增高，说明缺血再灌注

引起脂质过氧化。心宁片治疗组 MDA水平则显著降低，说明

心宁片可以改善缺血再灌注引起的脂质过氧化状态。这一系列

结果表明，心宁片可以有效的减轻糖尿病合并缺血再灌注引起

的心肌损伤。

单磷酸腺苷激活的蛋白激酶（AMPK）广泛存在于真核细

胞生物中，是一种丝氨酸－苏氨酸蛋白激酶。AMPK不仅能够

调控全身能量平衡，也能调节血糖和血脂稳定和代谢[17-19]。此

外，研究发现，AMPK还可以通过调节抑制凋亡、抗氧化应激、

内质网应激、调节自噬、抗炎等心脏应对各种应激原的防御因

子，减轻心肌缺血 -再灌注损伤[20,21]。在本研究中，缺血再灌注

使AMPK磷酸化水平明显下降，表明缺血再灌注使激酶活化受

到一定的阻滞。心宁片预处理组小鼠心肌内 AMPK磷酸化水

平明显增加，表明心宁片可以促进 AMPK磷酸化，从而调节心

肌内防御因子的表达，发挥心肌保护作用。为了进一步研究

AMPK在心宁片作用中的作用，采用 AMPK特异性抑制剂阻

断 AMPK，结果发现，阻断 AMPK后，心宁片的保护作用减弱。

这一系列结果表明，心宁片通过 AMPK信号通路发挥心肌缺

血再灌注损伤保护作用。

综上所述，心宁片对糖尿病小鼠体内血糖和血脂具有一定

的调节作用，而且对糖尿病伴发的心肌缺血再灌注损伤具有保

护作用，其保护作用可能是通过调节 AMPK信号通路。
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