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丹红注射液对急性心肌梗死大鼠的治疗性血管新生作用研究
卫　 国，王慧芳，刘　 娟，刘迎宾，王艳华，殷　 英

摘要　 目的　 明确丹红注射液对急性心肌梗死（ＡＭＩ）大鼠

的治疗性血管新生作用。 方法　 ４０ 只大鼠随机分为假手术

组、模型组、丹红注射液低（０. ５ ｍｌ ／ ｋｇ）、中（１. ０ ｍｌ ／ ｋｇ）、高
（２. ０ ｍｌ ／ ｋｇ）剂量组，每组 ８ 只。 复制大鼠 ＡＭＩ 模型，尾静脉

注射法给药，连续给药 ７ ｄ。 超声心动图法测定大鼠左心室

射血分数（ＬＶＥＦ）和左室短轴缩短率（ＬＶＦＳ），酶联免疫法检

测大鼠血浆 Ｔ 型肌钙蛋白（ＴＮ⁃Ｔ）和脑钠肽（ＢＮＰ）水平，ＨＥ
染色法评价大鼠心肌损伤程度，免疫组化法测定大鼠心梗边

缘区 ＣＤ３４ 阳性微血管密度（ＭＶＤ），免疫印迹法测定大鼠心

梗边缘区血管假性血友病因子（ ｖＷＦ）、α⁃平滑肌肌动蛋白

（α⁃ＳＭＡ）和血管内皮生长因子⁃Ａ（ＶＥＧＦ⁃Ａ）表达。 结果 　
与假手术组比较，模型组大鼠 ＬＶＥＦ、ＬＶＦＳ 值下降 （Ｐ ＜
０. ０１），ＴＮ⁃Ｔ 和 ＢＮＰ 水平升高 （Ｐ ＜ ０. ０１），心梗边缘区 α⁃
ＳＭＡ（Ｐ ＜ ０. ０５）、ＣＤ３４、ｖＷＦ、ＶＥＧＦ⁃Ａ 表达上调（Ｐ ＜ ０. ０１）；
与模型组比较，中、高剂量组 ＬＶＥＦ、ＬＶＦＳ 值上升，ＣＤ３４、ｖＷＦ
表达增加（Ｐ ＜ ０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０１），低、中、高剂量组 ＴＮ⁃Ｔ 和

ＢＮＰ 水平下降，α⁃ＳＭＡ、ＶＥＧＦ⁃Ａ 表达进一步增加（Ｐ ＜ ０. ０５，
Ｐ ＜ ０. ０１）；ＨＥ 染色显示心肌组织病理损伤减轻。 结论　 丹

红注射液对 ＡＭＩ 大鼠具有治疗性血管新生作用。
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　 　 近年来，通过给予药物或血管新生调节因子等

外源性干预措施促进血管新生即治疗性血管新生，
逐渐成为冠状动脉粥样硬化性心脏病（ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒ⁃
ｔｅｒｙ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＡＨＤ）治疗的重点关注领域［１］。
中药因其多靶点、多机制、安全性高等优势，在

ＣＡＨＤ 治疗性血管新生疗法中愈来愈受到关注［２］。
丹红注射液（ｄａｎｈｏｎｇ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ＤＨＩ）是由丹参和红

花两味传统中药按一定比例配伍制成的中药注射

剂，具有通脉生络，去瘀生新的功效，能有效治疗血

脉痹阻所致的“胸痹”或者“真心痛”。 但目前 ＤＨＩ
对缺血心肌的保护作用与其“生新”功能的相关性

研究较少，该研究主要考察 ＤＨＩ 对急性心肌梗死

（ａｃｕｔｅ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＡＭＩ）大鼠缺血心肌的

保护作用和对冠状动脉血管新生的促进作用，从而

明确 ＤＨＩ 对 ＡＭＩ 损伤是否具有治疗性血管新生作

用。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验动物 　 雄性 ＳＤ 大鼠 ４０ 只，ＳＰＦ 级，体
质量 ２５０ ～ ２８０ ｇ，由空军军医大学实验动物中心提

供，合格证号：ＳＣＸＫ⁃ （军）２０１２⁃０００７。
１． １． ２ 　 仪器与设备 　 ＨＸ⁃１００Ｅ 小动物呼吸机（成
都泰盟科技公司）；ＢＬ⁃４２０Ｓ 系列生物机能实验系统

（成都泰盟科技公司）；ＩＸ７１ ＋ ＤＰ７２ 型倒置显微镜

（日本奥林巴斯公司）；Ｖｅｖｏ ７７０ 型小动物超声波影

像诊断仪（加拿大 ｖｉｓｕａｌｓｏｎｉｃｓ 公司）；ＬＭＴ２６０⁃ＸＹ
图像采集系统（德国 Ｌｅｉｃａ 公司）；ＣＨＥＭＩＤＯＣ 凝胶
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成像系统（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；５８０４Ｒ 型冷冻离心

机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）。
１． １． ３ 　 试 药 与 试 剂 　 ＤＨＩ （ １０ ｍｌ ／支， 批 号：
１４１２１０２５）由山东丹红制药有限公司生产；伊文思蓝

（ｅｖａｎｓ ｂｌｕｅ，ＥＢ）、２， ３， ５⁃氯化三苯基四氮唑蓝（ ｔｒｉ⁃
ｐｈｅｎｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＴＣ）购自美国 Ｓｉｇｍａ 公

司；Ｔ 型肌钙蛋白（ ｔｒｏｐｏｎｉｎ Ｔ，ＴＮ⁃Ｔ）试剂盒、脑钠肽

（ｂｒａｉｎ ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ，ＢＮＰ）试剂盒购自南京建

成生物科技有限公司；兔抗大鼠血小板 － 内皮细胞

黏附分子（ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ３４，ＣＤ３４）、血管内皮生长因

子（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ Ａ，ＶＥＧＦ⁃Ａ）、血
管假性血友病因子（ ｖｏｎ ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒ，ｖＷＦ）、兔
抗大鼠 α⁃平滑肌肌动蛋白（ａｌｐｈａ⁃Ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃ⁃
ｔｉｎ，α⁃ＳＭＡ）、兔抗大鼠 β⁃肌动蛋白（ｂｅｔａ⁃ａｃｔｉｎ，β⁃ａｃ⁃
ｔｉｎ）一抗购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司；过氧化物酶

标记的羊抗兔的二抗购自美国 Ａｂｃａｍ 公司；水合氯

醛、多聚甲醛购自国药集团化学试剂有限公司。
１． ２　 方法

１． ２． １ 　 动物分组与给药 　 ４０ 只大鼠随机分为 ５
组：假手术组、模型组、ＤＨＩ 低（０. ５ ｍｌ ／ ｋｇ）、中（１. ０
ｍｌ ／ ｋｇ）、高（２. ０ ｍｌ ／ ｋｇ）剂量组；每组 ８ 只。 造模 ２４
ｈ 后给药，尾静脉注射，每天一次，模型组和假手术

组给予生理盐水（２ ｍｌ ／ ｋｇ），连续给药 ７ ｄ 后取材。
１． ２． ２　 大鼠 ＡＭＩ 模型制备　 大鼠称重，按 ４ ｍｌ ／ ｋｇ
腹腔注射 １０％水合氯醛麻醉大鼠，仰卧位固定于专

用木板上，连接生物机能实验系统，记录标准Ⅱ导联

心电图；行气管插管术并连接呼吸机，设置呼吸机参

数（频率：７５ 次 ／ ｍｉｎ；潮气量：８ ～ ９ ｍｌ；呼吸比 ＝
２ ∶ １）；于第 ３ ～ ５ 肋间开胸，充分暴露心脏，剪开心

包膜，于左心耳下方 １ ～ ２ ｍｍ 处进针，绕左冠状动

脉前降支穿线、结扎；以大鼠心脏左室前壁变白且心

电图 ＳＴ 段出现明显抬高（幅度 ＞ ０. ２ ｍＶ），表明模

型建立成功；关闭胸腔，排除胸腔气体，逐层缝合。
待大鼠恢复自主呼吸，撤去呼吸机，将大鼠置温箱

中，待其自然苏醒。 术后每只大鼠按 １５０ 万 Ｕ ／ （ｋｇ
·ｄ）腹腔注射青霉素，连续 ３ ｄ，以预防感染。
１． ２． ３　 心功能测定　 采用超声心动图法评价大鼠

心功能。 术前及末次给药后 ６ ｈ 测定，以二维超声

（频率 １５ ＭＨｚ）和 Ｍ 型超声检测左室收缩功能指

标，记录左室舒张末期内径（ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ ｄｉａｓ⁃
ｔｏｌｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒ，ＬＶＥＤＤ）、左室收缩末期内径（ｌｅｆｔ ｖｅｎ⁃
ｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒ，ＬＶＥＳＤ），计算大鼠左室

射血分数（ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＬＶＥＦ）、左
室短轴缩短率（ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，

ＬＶＦＳ）。 各参数均计算 ３ 个心动周期的平均值。
１． ２． ４　 取材与样本处理　 每组剩余存活大鼠第 ２
次心功能测定完毕后，１０％水合氯醛腹腔注射麻醉，
腹主动脉取血 ２ ｍｌ，供血清生化指标测定；随后处死

大鼠，取出心脏，剪取左心室梗死区域边缘心肌组织，
分为２ 份，一份置 －８０ ℃保存，供免疫印迹实验用；另
一份 ４％多聚甲醛固定 ２４ ｈ，乙醇梯度脱水、石蜡包

埋，切片，供免疫组化（ＨＥ 染色和 ＣＤ３４ 染色）实验

用。
１． ２． ５　 血清生化指标测定　 采用酶联免疫法测定，
从大鼠腹主动脉抽血 ２ ｍｌ 至肝素管，静置 １５ ｍｉｎ，
３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，留血清，按照试剂盒说明

书中的操作步骤测定其中的 ＴＮ⁃Ｔ 和 ＢＮＰ 含量。
１． ２． ６　 ＨＥ 染色 　 取“１. ２. ４”中制备的石蜡切片，
脱蜡至水，苏木精染色，水洗后盐酸乙醇分化，自来

水冲洗，伊红染色，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性

树脂封片，在光学显微镜下观察心肌梗死边缘区心

肌细胞。
１． ２． ７　 微血管密度（ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＶＤ）测定

取“１. ２. ４”中制备的石蜡切片，采用免疫组化法（ＳＰ
法）染色，ＤＡＢ 显色，其中 ＣＤ３４ 抗体浓度为１ ∶ ２００；
用抗体稀释液代替一抗作为阴性对照。 染色后，先
用低倍镜（ × ４０ 视野下）扫视玻片，找到梗死边缘区

血管密度最高的区域，然后在高倍镜下（ × ４００ 视野

下）计数视野内被染色的血管数。 凡呈棕黄色的单

个血管内皮细胞或细胞簇均被计数，但管腔 ＞ ２５
μｍ 的血管除外。 计算单位面积内微血管的数量，
即 ＭＶＤ，随机选取 ５ 个视野 ／张，计算平均值。
１． ２． ８ 　 蛋白表达测定 　 采用免疫印迹 （Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ）法测定。 取“１. ２. ４”中 － ８０ ℃保存心肌组织，
剪碎，冰浴条件下，加入蛋白裂解液裂解，冷冻离心

机中（４ ℃，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ）离心 ２０ ｍｉｎ，取上清，用考

马斯亮兰蛋白定量试剂盒定量；煮沸法行蛋白变性

后取等量蛋白经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＦ 电泳分离，转至 ＰＶＤＦ
膜上，３７ ℃下脱脂奶粉封闭，加入 １ ∶ １ ０００ 稀释的

ｖＷＦ、α⁃ＳＭＡ、ＶＥＧＦ⁃Ａ、β⁃ａｃｔｉｎ 一抗，４ ℃孵育过夜，
加入 １ ∶ ５ ０００ 稀释的羊抗兔的二抗，３７ ℃孵育 ３０
ｍｉｎ，ＥＣＬ 发光显色，凝胶成像系统进行摄影分析。
蛋白表达以目的蛋白与 β⁃ａｃｔｉｎ 条带灰度值的比值

表示，各组蛋白相对水平以其对假手术组倍数表示。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２０. ０ 统计软件进行

数据分析，所得数据以 �ｘ ± ｓ 表示，Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ
方差分析法比较组间差异，ＳＮＫ 法进行两两比较，Ｐ
＜ ０. ０５ 示差异有统计学意义。
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２　 结果

２． １　 大鼠存活情况　 给药结束后，４０ 只大鼠存活

３４ 只，假手术组、模型组、ＤＨＩ 低、中、高剂量组大鼠

分别死亡 ０、１、２、２ 和 １ 只，死亡原因包括麻醉意外、
心律失常和呼吸衰竭，各组死亡率差异无统计学意

义。
２． ２　 ＤＨＩ 对 ＡＭＩ 大鼠心功能的影响 　 术前各组

大鼠心功能比较差异无统计学意义；造模 ７ ｄ 后，假
手术组大鼠心功能与术前比较差异无统计学意义；
与假手术组大鼠 ＬＶＥＦ（７９. ００ ± ３. １０）％ 和 ＬＶＦＳ
（３９. ８３ ± ３. ９２）％比较，模型组大鼠 ＬＶＥＦ（３５. ３３ ±
４. ３２）％和 ＬＶＦＳ（１９. ８３ ± ３. ６０）％下降（Ｐ ＜ ０. ０１）；
ＤＨＩ 能剂量依赖性的升高大鼠 ＬＶＥＦ 和 ＬＶＦＳ 值，其
中，中剂量组［ＬＶＥＦ（５０. ６７ ± ３. ０１）％ ，ＬＶＦＳ（２６. １７
± ２. ６４）％ ］、高剂量组 ［ ＬＶＥＦ （５６. ００ ± ４. ８２）％ ，
ＬＶＦＳ（２９. ３３ ± ４. ２３）％ ］大鼠心功能与模型组比较，
差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 １。
２． ３　 ＤＨＩ 对 ＡＭＩ 大鼠血清 ＴＮ⁃Ｔ 和 ＢＮＰ 水平的

影响　 造模 ７ ｄ 后，模型组血清 ＴＮ⁃Ｔ（６. ３０ ± ０. ６８）
ｎｇ ／ ｍｌ 和 ＢＮＰ（１２５. ３３ ± ６. ７１）ｐｇ ／ ｍｌ 含量仍高于假

手术组 ＴＮ⁃Ｔ（０. ２７ ± ０. １２） ｎｇ ／ ｍｌ 和 ＢＮＰ（２８. ８３ ±

３. ８７）ｐｇ ／ ｍｌ，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１）；而给予

不同剂量的 ＤＨＩ 治疗后，大鼠血清 ＴＮ⁃Ｔ［低：（５. ７２
± ０. ４５） ｎｇ ／ ｍｌ、中：（４. ７８ ± ０. ４７） ｎｇ ／ ｍｌ、高：（３. ４３
±０. ４５） ｎｇ ／ ｍｌ］和 ＢＮＰ［低：（１１５. １７ ± ６. １８） ｐｇ ／
ｍｌ、中：（１０５. １７ ± ５. ２３） ｐｇ ／ ｍｌ、高：（９４. ８３ ± ５. ０４）
ｐｇ ／ ｍｌ）］水平均下降，与模型组比较差异均有统计

学意义（Ｐ ＜ ０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ２。
２. ４　 ＤＨＩ 对 ＡＭＩ 大鼠心肌病理的影响 　 假手术

组心肌纤维排列整齐，结构正常；模型组大鼠心肌细

胞大量坏死，肌纤维断裂，可见大量炎性细胞浸润；
给予不同剂量 ＤＨＩ 治疗后，心肌细胞坏死程度，组
织炎性细胞浸润程度均有不同程度改善。 见图 ３。
２． ５　 ＤＨＩ 对 ＡＭＩ 大鼠心梗边缘区 ＭＶＤ 的影响

　 造模 ７ ｄ 后，各实验组大鼠心肌梗死边缘区均可

发现 ＣＤ３４ 阳性细胞或细胞簇，即新生微血管；模型

组新生血管数量即 ＭＶＤ 值（１６. ８０ ± ３. ０３） ｎ ／ ｍｍ２，
较假手术组（７. ６０ ± １. ８２）ｎ ／ ｍｍ２ 有增加，差异有统

计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１）；三个剂量的 ＤＨＩ 治疗能不同

程度的促进微血管新生，与模型组比较，中（３３. ６０
± ５. ８６）ｎ ／ ｍｍ２、高（５０. ６０ ± ４. ５１）ｎ ／ ｍｍ２ 剂量组心

肌梗死边缘区 ＭＶＤ 值增加，差异有统计学意义（Ｐ
＜ ０. ０１）。 见图 ４。

图 １　 超声心动图法检测 ＤＨＩ对 ＡＭＩ大鼠心功能的影响

Ａ：术前各组大鼠心功能；Ｂ：术后各组大鼠心功能；与假手术组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较： ＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ２　 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＤＨＩ对 ＡＭＩ大鼠血清 ＴＮ⁃Ｔ 和 ＢＮＰ 含量的影响

Ａ：各组血清 ＴＮ⁃Ｔ 含量；Ｂ：各组血清 ＢＮＰ 含量；与假手术组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较： ＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ３　 ＨＥ 染色法检测 ＤＨＩ对 ＡＭＩ大鼠心肌病理损伤的影响 　 × ２００
Ａ：假手术组； Ｂ：模型组； Ｃ：低剂量组； Ｄ：中剂量组； Ｅ：高剂量组

图 ４　 免疫组化法检测 ＤＨＩ对 ＡＭＩ大鼠心肌梗死边缘区 ＭＶＤ 的影响

与假手术组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

２． ６ 　 ＤＨＩ 对 ＡＭＩ 大鼠心梗边缘区 ｖＷＦ、α⁃ＳＭＡ
和 ＶＥＧＦ⁃Ａ 表达的影响 　 与假手术组 （１. ００ ±
０. ００）比较，模型组大鼠心肌梗死边缘区 ｖＷＦ（２. １４
± ０. ４６）、α⁃ＳＭＡ（１. ８０ ± ０. ２５）和 ＶＥＧＦ⁃Ａ（１. ９０ ±
０. ４８）表达均有不同程度升高，两组间差异均有统

计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１，Ｐ ＜ ０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０１）；ＤＨＩ 治疗

则能更进一步促进这三种蛋白的表达，中、高剂量组

ｖＷＦ［（３. ２０ ± ０. ７１）、（５. ６２ ± ０. ７０）］表达高于模型

组，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０１）；低、中、
高剂量组的 α⁃ＳＭＡ［（２. ５０ ± ０. ５６）、（３. １０ ± ０. ６６）、
（５. ２４ ± ０. ６７）］和 ＶＥＧＦ⁃Ａ［（２. ５０ ± ０. ４３）、（４. ２８
± ０. ３４）、（６. ５２ ± ０. ５６）］表达均高于模型组，差异

均有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ５。

３　 讨论

　 　 血管新生在 ＣＡＨＤ 治疗中地位日渐提高。 因

长期心肌缺血导致心肌细胞死亡、心肌局灶性或弥

漫性的纤维化以及心室重构，进而引起心肌舒缩功

能障碍是 ＣＡＨＤ 的主要病理机制［３］；而冠状动脉血

管新生信号的激活能促进缺血心肌侧支循环的建

立，有助于恢复血供，从而挽救顿抑心肌、抑制心肌

细胞死亡，减少心肌结构性和功能性损伤。 当发生

心肌梗死时，缺血心肌会适应性的表达促血管新生

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＤＨＩ对 ＡＭＩ大鼠心肌梗死

边缘区 ｖＷＦ、α⁃ＳＭＡ 和 ＶＥＧＦ⁃Ａ 表达的影响

与假手术组比较： ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１； 与模型组比较：＃Ｐ

＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

·７２４·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｍａｒ；５７（３）



因子，促进血管再生，但这种内源性的代偿机制作用

十分有限［４］；因此，通过各种方法适当的给予外源

性促血管新生药物，调节缺血心肌血管新生相关分

子的表达，提升心肌的血管再生能力，即治疗性血管

新生成为目前 ＣＡＨＤ 治疗的研究热点。 中药因其

多靶点、多机制、安全性高等优势，在 ＣＡＨＤ 治疗性

血管新生疗法中愈来愈受到关注。
ＤＨＩ 是由丹参和红花两味传统中药按一定比例

配伍制成的中药注射剂，具有通脉生络，去瘀生新的

功效，在临床上广泛用于各型 ＣＡＨＤ 的治疗。 基础

研究［５］表明，ＤＨＩ 能显著减少心肌缺血大鼠的心肌

梗死面积，抑制心肌细胞凋亡，逆转其心室重构，改
善大鼠心功能，进而发挥心肌保护作用。 现代研究

也初步证实了 ＤＨＩ 的促血管新生活性［６ － ７］。 然而，
ＤＨＩ 对缺血心肌的保护作用与其“生新”功能的相

关性即在体内的治疗性血管新生作用目前仍然研究

较少，有待进一步探索。
目前基础研究中多采用结扎、给药、介入、冷冻

等方法制作心肌梗死模型，其中，冠状动脉结扎法因

为可以最大限度模拟临床，而且更加符合心肌梗死

的实际病理过程，是心肌梗死模型最为经典和常用

的制作方法［８］。 本研究即通过结扎大鼠冠状动脉

左前降支制作 ＡＭＩ 模型来考察 ＤＨＩ 的治疗性血管

新生作用。 心功能的变化与心肌缺血损伤程度和心

脏的工作性能密切相关，而大鼠心脏 ＬＶＥＦ 和 ＬＶＦＳ
以及血清 ＴＮ⁃Ｔ 和 ＢＮＰ 水平［９ － １０］ 都是表征大鼠的

心功能的关键指标。 本研究结果表明，ＤＨＩ 能明显

抑制 ＡＭＩ 引起的大鼠心脏 ＬＶＥＦ 和 ＬＶＦＳ 下降以及

血清 ＴＮ⁃Ｔ 和 ＢＮＰ 含量的增加，且呈剂量依赖性。
这些结果提示，ＤＨＩ 能减少大鼠心肌缺血损伤，改善

大鼠心功能，发挥心肌保护作用。 文献证实，ＣＤ３４、
ｖＷＦ、α⁃ＳＭＡ 都是微血管的标志性分子［１１ － １２］，本研

究首先即考察了 ＤＨＩ 对这些分子表达的影响。 结

果表明，ＤＨＩ 能剂量依赖性的增加心梗大鼠左室梗

死边缘区 ＣＤ３４ 阳性细胞标记的 ＭＶＤ 以及 ｖＷＦ 和

α⁃ＳＭＡ 蛋白的表达。 此外，ＶＥＧＦ⁃Ａ 是调节血管新

生的关键信号分子，ＤＨＩ 亦能显著上调大鼠左室梗

死边缘区 ＶＥＧＦ⁃Ａ 蛋白的表达，提示 ＤＨＩ 可以显著

促进大鼠缺血心肌的冠状动脉血管新生。
综上所述，ＤＨＩ 能够减少 ＡＭＩ 引起的大鼠心肌

缺血损伤，改善大鼠心功能，其机制可能与其促血管

新生作用相关。
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抗 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白单克隆抗体的制备与鉴定
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摘要　 目的 　 制备针对严重急性呼吸综合征冠状病毒 ２
（ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２）核衣壳蛋白（Ｎ）的单克隆抗体（ｍＡｂｓ）并鉴定

其生物学特性。 方法　 利用大肠杆菌原核表达重组 ＳＡＲＳ⁃
ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白，通过杂交瘤技术将小鼠骨髓瘤细胞 ＳＰ２ ／ ０ 与

经重组蛋白免疫的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠的脾细胞进行融合，采用间

接 ＥＬＩＳＡ 法和有限稀释法筛选出阳性杂交瘤细胞株，并鉴定

其亚型，腹水法制备 ｍＡｂｓ，Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 亲和柱纯化后通过 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ、间接 ＥＬＩＳＡ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测其纯度、效价及特异

性。 结果　 获得 ５ 株能稳定分泌抗 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白
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ｍＡｂｓ 的杂交瘤细胞株，分别命名为 Ｎ１ ～ ５。 通过腹水法制

备获得 ５ 个 ｍＡｂｓ，亚型鉴定结果显示 １ 个为 ＩｇＧ２ａ∗κ 型、４
个为 ＩｇＧ１∗κ 型，其效价均达到 ２ × １０４ 以上。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
结果表明 ５ 个 ｍＡｂｓ 都能与重组 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白结合。
结论　 通过杂交瘤技术成功制备了 ５ 个能特异性识别重组

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白的 ｍＡｂｓ，为开发免疫诊断试剂奠定了基

础。
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　 　 ２０１９ 年开始，由严重急性呼吸综合征冠状病毒

２ （ ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ２，
ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２）感染引起的肺炎在全球范围内大流

行［１］。 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 传染性强，传播速度快，被世界

卫生组织列为对人类危害最严重的病毒之一，严重

危害全球公共卫生安全，研制预防、诊断和治疗的方

法具有重要意义。 在 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的 ４ 种结构蛋白

（Ｓ、Ｍ、Ｅ、Ｎ）中，Ｎ 蛋白高度保守，具有很高的免疫

原性，并在感染过程中大量表达［２］。 因此，Ｎ 蛋白被

认为是冠状病毒检测及抑制剂药物的靶点，对
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