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［摘 要］ 目的: 观察缺氧预适应小鼠脑组织细胞凋亡因子表达的变化以及通心络的干预作用。方法: 将小
鼠随机分为预适应组( 对照组) 与通心络组 2 组，通心络组按 1． 52 g生药·kg －1·d －1，灌胃给药，5 d后进行实验。
2 组动物分别进行 0 次( H0 ) 、1 次( H1 ) 、3 次( H3 ) 、5 次( H5 ) 重复缺氧暴露，小鼠置于低氧密闭罐中，通过小鼠呼吸

消耗罐内氧造成罐内低氧，以小鼠出现喘呼吸为低氧耐受极限，然后将小鼠转到另一低氧密闭罐中，依此类推，连

续进行 5 次低氧。观察它们的缺氧耐受时间，以及脑组织缺氧诱导因子 1α( HIF － 1α) 、B细胞白血病 /淋巴瘤相关
抗原相关 X蛋白( Bax) 、B细胞白血病 /淋巴瘤相关抗原 2( Bcl － 2) 蛋白的表达。结果: 随着缺氧次数的增加，对照
组与通心络组缺氧耐受时间均依次增强，HIF － 1α、Bcl － 2 蛋白表达逐渐增强( P ＜ 0． 01 或 P ＜ 0. 05) ; Bax蛋白在 1
次缺氧时明显增加，后逐渐降低( P ＜ 0. 01 或 P ＜ 0. 05) 。与对照组比较，通心络组各次缺氧时间增长，HIF － 1α、Bcl
－ 2 蛋白表达增强，Bax蛋白表达下降( P ＜ 0. 01 或 P ＜ 0. 05 ) 。结论: 缺氧预适应具有强大的自适应能力，HIF －
1α、Bcl － 2 蛋白表达增强和 Bax表达下降可能是缺氧预适应小鼠缺氧自适应的机制之一。通心络能够明显增强机
体的自适应能力，提高小鼠对急性缺氧的耐受性。
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［ABSTRACT］ AIM: To observe the effects of Tongxinluo ( TXL) ，a Chinese medicine，on hypoxic tolerance and

expression of Bcl － associated X ( Bax) and B － cell leukemia / lymphoma 2 ( Bcl － 2 ) in hypoxia － preconditioned mice．
METHODS: The mice were randomly divided into groups of hypoxia preconditioning without ( control group) or with TXL
treatment ( TXL group) ． The mice in TXL group were administered with TXL at dose of 1. 52 g·kg －1·d －1 crude drug for
5 days． The mouse was exposed to normoxia ( 0 run，H0 ) and acute repetitive hypoxia for 1 － 5 runs ( H1 － H5 ) by placing
the animal in an air － sealed jar． The hypoxic environment was established in the jar through consumption of the oxygen by
the respiration of the mouse． A gasp breath was regarded as the hypoxic tolerant limit of the mouse and the animal was then
transferred to another new jar． The mouse was exposed to hypoxia in this way for 5 times． In each run of hypoxic exposure，
the time of hypoxic tolerance was measured． Western blotting was used to measure the protein levels of hypoxia inducible
factor － 1α ( HIF － 1α) ，Bax and Bcl － 2 in the cerebral cortex． RESULTS: The hypoxic tolerance time in control and
TXL groups was gradually increased run by run ( P ＜ 0. 01 or P ＜ 0. 05) ． The protein levels of HIF － 1α and Bcl － 2 in the
two groups were gradually increased ( P ＜ 0. 01 or P ＜ 0. 05) ． Bax in control and TXL groups was significantly increased in
H1 ． After H1，Bax was decreased run by run ( P ＜ 0. 01 or P ＜ 0. 05) ． Compared with control group，the tolerance time，
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the expression of HIF － 1α and Bcl － 2 in the cerebral cortex in TXL group were increased in H1，H3 and H5 ． However，the
expression of Bax was lower than that in control group in every run． CONCLUSION: Hypoxia preconditioning makes the
organism produce a strong adaptive response． The increase in Bcl － 2 and the decrease in Bax may be involved in the mech-
anism of adaptation． TXL obviously increases the adaptive ability of the mice to hypoxia．
［KEY WORDS］ Hypoxic preconditioning; Tongxinluo; Hypoxic tolerance; Hypoxia － inducible factor － 1α; Pro-

tein Bax; Protein Bc1 － 2

低氧或缺氧是心、肺、脑血管病等常见病患者的
基本病理过程。预适应是生物界中普遍存在的生物
自我保护机能，缺氧预适应具有强大的保护和防御

作用，效果极其肯定，但确切机制仍不明确。既往研
究证实通心络具有明显的保护血管和神经的作用，

但确切机制仍不明确。细胞凋亡是机体维持细胞群
体数量稳态的重要手段，细胞凋亡失调是心脑血管

疾病的重要发病机制。本研究观察缺氧预适应小鼠
自身凋亡机制的变化以及通心络的干预作用并对其

机制进行探讨。

材 料 和 方 法

1 材料
1． 1 动物 标化动物雄性昆明小鼠 80 只，购于北
京大学医学部实验动物科学部，许可证号为 SCXK
( 京) 2006 － 0008。
1． 2 试剂及仪器 缺氧诱导因子 － 1α ( hypoxia in-
ducible factor － 1α，HIF － 1α) 抗体，购自 Abcam; B
细胞白血病 /淋巴瘤相关抗原相关 X 蛋白( Bcl － as-
sociated X，Bax) 、B 细胞白血病 /淋巴瘤相关抗原 2
( B － cell leukemia / lymphoma 2，Bcl － 2 ) 抗体，购自
Santa Cruz; 120 mL 广口瓶 120 个; 秒表 20 个; 橡胶
塞 60 个。
1． 3 药物 通心络超微粉，为棕褐色粉末，味苦，
1. 46 g生药 / g干粉，石家庄以岭药业有限公司提供。
2 方法
2． 1 动物分组 按体重随机分为缺氧预适应组( 以
下简称对照组) 和通心络组，每组 40 只。每组小鼠
分别进行重复缺氧暴露 0 次( H0 ) ，缺氧 1 次( H1 ) ，

缺氧 3 次( H3 ) ，缺氧 5 次( H5 ) 。
2． 2 给药剂量及方法 根据通心络超微粉提高小
鼠缺氧耐受性的时效、量效关系实验研究结果［1］，确
定通心络组剂量为 1. 52 g 生药· kg －1· d －1，用

0. 5%羧甲基纤维素钠( CMC － Na) 配制成浓度为:
0. 152 kg 生药 /L 混悬液，按 0. 1 mL /10 g 动物体重
灌胃。空白对照组，按 0. 1 mL /10 g 动物体重用
0. 5%CMC － Na溶液灌胃。于实验前 5 d 开始给药，
末次给药 1 h后实验，实验周期为 5 d。
2． 3 缺氧预适应方法 参照吕国蔚等［2］的方法，在
室温 18 － 22 ℃下，将小鼠称质量后放入含有新鲜空

气、经过标定的约 120 mL广口瓶内，以橡皮塞密封、
计时，一旦动物出现喘呼吸时( 小鼠在缺氧末期出现

紫绀，翻正反射消失，痉挛样动作和喘呼吸，喘呼吸

后即呼吸停止) 立即取出，并随即转移到另一容积相

似、含有新鲜空气的广口瓶内密闭、记时，如此重复 5
次。各次换瓶从密闭开始到喘呼吸出现的时间为
“原始耐受时间”，以 min为单位。
2． 4 取材方法 缺氧实验结束后，动物立即断头取
血，即刻取脑并于液氮中速冻后于 － 80 ℃超低温冰
箱中冻存。
2． 5 观察指标
① 标准耐受时间 参照吕国蔚等［3］的方法依下式
算出相当于 100mL 有效空气量下的“标准耐受时
间”T = 原始耐受时间 × 100 / ( 120 － 小鼠体重 /
0. 94) ，比较各次的耐受时间。
② Western blotting 方法检测脑组织 HIF － 1α、Bax、
Bcl － 2 的蛋白表达 从超低温冰箱中取出鼠脑，液
氮中迅速研磨，加适量裂解液冰上裂解 30 min，
12 000 × g 离心 30 min，取上清液分装。利用 BCA
法进行总蛋白定量。加 2 ×上样缓冲液配制样本，
100 ℃加热 10 min 变性，从上述各组样品中分别
120 μg的蛋白上样，用 12%的 SDS －聚丙烯酰胺凝
胶电泳。电泳结束后，用电转印仪将凝胶中的蛋白
质转印到硝酸纤维素膜上。将转印后的膜依次与Ⅰ
抗( 抗 HIF － 1α 单克隆抗体，1 ∶ 1 000 稀释; Bax 抗
体、Bcl － 2 抗体 1∶ 200 稀释) 和Ⅱ抗( 与辣根过氧化
物酶标记的山羊抗小鼠或山羊抗兔 IgG，北京中山生
物技术有限公司，1∶ 10 000 稀释) ; 孵育，化学发光显
影( 化学发光检测试剂盒，Thermo Scientific 产品) 。
实验结果采用 Quantity One 软件分析，扫描灰度值，
以目的蛋白与内参照 β － actin的比值表示。
3 统计学处理
数据用均数 ±标准差( 珋x ± s) 表示。采用 SPSS

13. 0 统计软件包，组间比较采用 t 检验，组内比较采
用配对 t检验。

结 果

1 2 组小鼠缺氧标准耐受时间的变化
与第 1次缺氧比较，2 组小鼠随着缺氧次数的增

加，缺氧耐受时间明显增加( P ＜ 0. 01 或 P ＜ 0. 05) 。
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与对照组比较，通心络组各次的缺氧耐受时间明显增

加，差异显著( P ＜0. 01或 P ＜0. 05) ，见表 1。

表 1 各组小鼠缺氧耐受时间的变化
Table 1． Hypoxic tolerance time of mice in two groups( min． 珋x ±

s． n = 10)

Group H1 H3 H5

Control 15． 57 ± 2． 00 41． 69 ± 9． 04## 51． 44 ± 14． 38##△

TXL 18． 01 ± 2． 37* 68． 34 ± 13． 22##＊＊ 85． 87 ± 6． 95##△＊＊

##P ＜ 0. 01 vs H1 in the same group; △P ＜ 0. 05 vs H3 in the
same group; * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs control group at the same
hypoxia exposure times． H1 : hypoxia exposure once; H3 : hypoxia
exposure 3 times; H5 : hypoxia exposure 5 times; control group:
hypoxia preconditioning group． TXL: Tongxinluo ( a Chinese
medicine) group．

2 2 组小鼠 HIF －1α表达的变化
2 组小鼠在缺氧前脑组织有极少量 HIF － 1α 表
达，2 组之间无明显差异( P ＞ 0. 05 ) ; 随缺氧次数增
加，HIF － 1α 表达逐渐增强。与缺氧前比较，对照组
缺氧 1 次有增加，但无明显差异; 缺氧 3 次、缺氧 5 次
明显增加，差异显著( P ＜ 0. 01 或 P ＜ 0. 05) 。通心络
组，缺氧 1 次、3 次、5 次 HIF － 1α表达均比缺氧前明

显增加( P ＜ 0. 01 或 P ＜ 0. 05) 。与对照组比较，通心
络组各次缺氧 HIF － 1α 表达更加明显，差异显著( P
＜ 0. 01 或 P ＜ 0. 05 ) 。提示通心络组较对照组提前
刺激机体表达 HIF － 1α; 能够明显增加缺氧预适应
小鼠 HIF － 1α的表达，见图 1。
3 2 组小鼠 Bax的表达变化
缺氧前小鼠脑组织有少量 Bax表达，2 组之间无

明显差异。通心络组缺氧 1 次和 3 次，对照组缺氧 1
次、3 次和 5 次 Bax 表达均比缺氧前增强，而 2 组缺
氧 3 次和缺氧 5 次，较缺氧 1 次明显减少，差异显著
( P ＜ 0. 01 或 P ＜ 0. 05) 。与对照组比较，通心络组各
次缺氧小鼠 Bax 表达明显减弱，差异显著( P ＜ 0. 01
或 P ＜ 0. 05) 。通心络组 5 次缺氧时 Bax表达与缺氧
前比较无明显差异( P ＞ 0. 05) ，见图 2。
4 2 组小鼠 Bcl －2 表达变化

2 组小鼠在缺氧前脑组织有少量 Bcl － 2 表达，
通心络组 Bcl － 2 表达高于对照组( P ＜ 0. 05 ) ; 随着
缺氧次数增加，2 组 Bcl － 2 表达均逐渐增强，差异显
著( P ＜ 0. 01 或 P ＜ 0. 05) 。与对照组比较，通心络组
各次缺氧 Bcl － 2 表达更加明显，差异显著( P ＜ 0. 01
或 P ＜ 0. 05) ，见图 3。

Figure 1． The expression of HIF － 1α in cerebral tissues by Western blotting． 珋x ± s． n = 3． #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01 vs H0 in the same
group; * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs control group at the same hypoxia exposure times． H0 : no hypoxia exposure; H1 : hypoxia
exposure once; H3 : hypoxia exposure 3 times; H5 : hypoxia exposure 5 times． control: hypoxia preconditioning group． TXL:
Tongxinluo( a Chinese medicine) group．

图 1 脑组织 HIF －1α表达的变化

Figure 2． The expression of Bax in cerebral tissue of mice by Western blotting． 珋x ± s． n = 3． * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs H0 in the same

group; #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01 vs H1 in the same group; △P ＜ 0. 05 vs control group at the same hypoxia exposure times．
H0 : no hypoxia exposure; H1 : hypoxia exposure once; H3 : hypoxia exposure 3 times; H5 : hypoxia exposure 5 times． control:
hypoxia preconditioning group． TXL: Tongxinluo( a Chinese medicine) group．

图 2 脑组织 Bax表达的变化比较
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Figure 3． The expression of Bcl － 2 in cerebral tissues of mice by Western blotting． 珋x ± s． n = 3． * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs H0 in the
same group; #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01 vs H1 in the same group; △P ＜ 0. 05 vs control group at the same hypoxia exposure
times． H0 : no hypoxia exposure; H1 : hypoxia exposure once; H3 : hypoxia exposure 3 times; H5 : hypoxia exposure 5 times．
control: hypoxia preconditioning group． TXL: Tongxinluo( a Chinese medicine) group．

图 3 脑组织 Bcl －2 表达的变化比较

讨 论

适应是机体在内外环境的变化中，通过改变自

身的机能、形态和结构以适应其变化，从而更好地生
存下去。小鼠的缺氧耐受时间随缺氧暴露次数增加
而显著延长［3］。动物整体缺氧耐受时间是衡量缺氧
耐受的一个重要指标［4］。本研究结果显示，随着缺
氧次数的增加，小鼠耐受缺氧的时间逐次增加。与
对照组比较，通心络干预后，小鼠的耐缺氧时间明显

增加。提示机体对缺氧等刺激具有强大的耐受能
力，缺氧预适应小鼠通过自身适应机制可以提高机

体的缺氧耐受性，而通心络能够提高缺氧预适应小

鼠的自适应能力，提高缺氧预适应小鼠的缺氧耐受

性。
目前，人类对缺氧所触发的机体许多适应和不

适应的系统反应认识还很少［5］。1991 年首次发现
HIF － 1，作为诱导低氧反应基因和修复细胞氧内环
境稳定的核心调节因子及其所诱导的一系列低氧反

应效应基因或靶基因的表达，研究发现 HIF － 1 可以
诱导下游靶基因如血管内皮生长因子( VEGF) 、Bcl
－ 2 等的转录，从而产生一系列代偿反应，促进细胞
的生长和代谢［6］。缺氧诱导 HIF － 1 高表达可显著
减轻缺氧时 HepG2 细胞的损伤程度［7］。本研究结果
显示: 随着缺氧次数的增加，脑组织 HIF － 1α 蛋白表
达逐次增强。提示缺氧预适应小鼠通过自身的调
节，逐渐达到自身的平衡稳态。而与对照组比较，通
心络组较对照组能够提前刺激机体表达 HIF － 1α，
能够明显增加缺氧预适应小鼠各次缺氧 HIF － 1α 的
表达，表明通心络具有提高机体自调节能力的作用。

Baranova等［8］研究证实，在缺氧缺血急性期 HIF
－ 1α可促进细胞凋亡，但随后这种损伤作用就被其

调节的靶基因( 促红细胞生成素、VEGF 等) 的正面
作用所取代。内源性 VEGF 可以上调凋亡相关基因
Bcl － 2 表达，防止毛细血管内皮细胞凋亡，对缺血脑
组织可能具有神经保护作用。缺氧预适应可以增强
Bcl － 2 和降低 caspase － 3 的表达［9］。缺氧预适应可
以通过稳定线粒体膜电位、升高 Bcl － 2 和 VEGF，促
进 ERK和 AKT磷酸化，抑制间质干细胞凋亡而对心
肌起保护作用［10］。本研究结果显示: 随着缺氧次数
的增加脑组织 Bcl － 2 蛋白表达逐次增强，Bax 蛋白
在 1 次缺氧时明显增强，在 3 次、5 次缺氧时逐渐降
低，提示机体具有自我调节能力。而与对照组比较，
通心络组各次缺氧脑组织 Bcl － 2 蛋白表达增加，Bax
下降，提示通心络能够提高机体抗凋亡的作用。
既往多项研究证实通心络对血管内皮细胞、神

经元具有保护作用，而内皮细胞的保护对于心脑血

管疾病的防治具有重要意义。本研究结果提示机体
通过激发自身的调节机制，抑制促凋亡因子的产生，

促进抗凋亡因子的表达，使机体逐渐达到自身的平

衡稳态。通心络能够明显增强缺氧预适应小鼠脑组
织抗凋亡因子的表达，抑制缺氧预适应小鼠脑组织

促凋亡因子的表达，调节细胞凋亡失调的状态而达

到相对平衡状态，从而参与脑保护机制。提示通心
络能通过提高机体的自调节作用，而提高机体自适

应能力。通心络具有益气活血、通络止痛的功效，方
中含有人参、全蝎、蜈蚣、水蛭、土鳖虫、蝉蜕、赤芍、
冰片等药物，现代药理研究证实通心络组方中的主

要药物均具有不同程度抗缺氧作用，人参总皂苷可

以显著增强小鼠大脑皮质 HIF － 1α 蛋白表达水平，
减轻小鼠大脑皮质的损伤程度，具有显著的保护作

用［11］。人参皂苷 Rb1 能够减轻缺氧诱导的细胞损
害和海马神经元损伤程度［12］。水蛭提取物有明显抑
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用，对大脑皮层神经细胞的缺氧性损伤具有明显的

保护作用［13］。冰片能够透过血脑屏障，作为引药能
明显加强川芎嗪的抗急性缺氧作用［14］。通心络显著
的抗缺氧能力可能是方中药物综合作用的体现，为

临床心脑血管疾病的治疗提供了实验依据。
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黄苓甙在吸烟致炎模型中能通过抑制 NF － κB减弱炎症反应
黄苓甙是植物黄苓根中的提取物。许多研究显示黄苓甙有抗炎、抗菌、抗病毒活性。将大鼠暴露在香烟的烟雾( cigarette

smoke，CS) 中建立慢性阻塞性肺疾病( chronic obstructive pulmonary disease，COPD) 模型，36 只 SD大鼠随机分为对照，CS，地塞
米松，黄苓甙( 20 mg /kg，40 mg /kg，80 mg /kg) 6 个实验组，观察肺组织的病理学变化以及计数支气管肺灌洗液内的白细胞，

并通过动物体积描记器测量肺功能。用 ELISA测定细胞因子的含量，用免疫组化检测 NF － κB p65 蛋白的表达水平。实验结
果显示: CS暴露组胞浆和支气管灌洗液中的 IL － 8、IL － 6、TNF － ( 表达均显著增加，NF － κB p65 表达增强。黄苓甙治疗后显
著减弱 CS的致炎效应。通过用香烟提取物刺激 II型肺泡细胞建立细胞模型，将 II型肺泡细胞也分为对照，CS，PDTC组，黄苓
甙组( 5 ( mol，10 ( mol，20( mol) 6 组。用 ELISA测定细胞因子水平，用蛋白印迹实验检测 IκB的表达和 p65 的磷酸化作用，用
EMSA检测 NF － κB 与 DNA的结合活性。结果显示 CS导致 IL － 8、IL － 6 和 TNF － ( 的表达与 NF － κB激活。黄苓甙对 CS的
促炎作用呈现剂量依赖的抑制效应，对 CS诱导的 COPD鼠活体模型和细胞模型均有显著的抗炎作用。

Pul Pharm Ther，2010，23( 5) : 411 － 419( 张 芸)
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