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　　〔摘　要〕　目的　观察束缚应激对大鼠主动脉 5-HT1D和 5-HT2A受体表达的影响及通心络和薤白提取物的干预作用。方法　健康 Wistar大鼠

60只 ,随机分为对照组 、束缚应激组、薤白组 、通心络组。观察大鼠一般状况 、主动脉内皮细胞形态和结构 ,检测血中 ET-1和 NO水平,采用 RealTime

PCR和 Western印迹检测主动脉 5-HT1D和 5-HT2A受体基因和蛋白表达。结果　束缚应激所致抑郁状态可导致血管内皮结构和分泌功能损伤 ,同时

5-HT1DmRNA和蛋白表达降低 , 5-HT2AmRNA和蛋白表达升高;通心络和薤白提取物可有效保护血管结构和功能 , 调节主动脉 5-HT1D和 5-HT2A受体

基因和蛋白表达。结论　通心络和薤白提取物可通过增强介导舒血管作用的 5-HT1DmRNA和蛋白表达 ,抑制介导缩血管作用的 5-HT2AmRNA和蛋

白表达 ,从而对抑郁状态大鼠血管内皮功能发挥保护作用。

〔关键词〕　束缚应激;内皮功能障碍;5-HT1D;5-HT2A;通心络;薤白提取物

〔中图分类号〕　R-33　　〔文献标识码〕　A　　〔文章编号〕　1005-9202(2010)24-3668-04

Theeffectsofrestraintstressontheexpressionof5-HT1Dand5-HT2Areceptorsinaortaofratsandtheinterventioneffectof
TongxinluoandAlliumextract
WEICong, ZHANGYan-Fen, JIAZhen-Hua, etal.
IntegrativeMedicineDepartment, HebeiMedicalUniversity, Shijiazhuang050091, Hebei, China

【Abstract】　Objective　Toinvestigatetheeffectofrestraintstressontheexpressionof5-HT1Dand5-HT2Areceptorsinaortaofrats
andtheinterventioneffectofTongxinluoandAlliumextract.Methods　HealthymaleWistarratswererandomlydividedintocontrol, re-
straintstress, AlliumextractandTongxinluogroups.Thegeneralcondition, morphologicalchangesofendotheliumcellinartery, thelevelsof
ET-1 andNOinbloodwereobserved.Thereal-timereversetranscriptionPCRwasusedtodetectthegeneexpressionsof5-HT1Dand5-
HT2Areceptorsinartery.TheWesternblotwasusedtodetecttheproteinexpressionsof5-HT1Dand5-HT2Areceptorsinartery.Results
　Thedamagesofthestructureandfunctionofendothelialcellwereinducedbyrestraintstress, thegeneandproteinexpressionsof5-HT1D
receptorwerereduced, thegeneandproteinexpressionof5-HT2Areceptorwereincreased;TongxinluoandAlliumextractprotectedthe
structureandfunctionofendothelialcell, regulatedthegeneexpressionsof5-HT1Dand5-HT2Areceptorsinartery.Conclusions　Tongxin-
luoandAlliumextractcanincreasethegeneandproteinexpressionsof5-HT1Dreceptoranddecreasethegeneandproteinexpressionsof5-
HT2Areceptor, producetheprotectiveeffectsonendothelialfunctionofdepressivestaterats.
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　　精神抑郁作为一种心理应激已成为缺血性心脑血管病的

一个重要致病因素。一项由国际 30个健康机构共同完成的大

型临床研究显示 , 在控制年龄 、吸烟等冠心病传统危险因素后 ,

伴抑郁症或有抑郁症状人群的冠心病发病率较对照组增加约 3

倍 〔1〕。目前认为脑部单胺类神经递质 5-羟色胺(5-HT)减少是

导致抑郁症的重要机制之一。既往基于快速液相色谱串联离

子阱飞行时间质谱分析(UFLC/MS-IT-TOF)方法对采用 “束缚

法”建立的抑郁大鼠模型进行代谢组学研究发现 , 束缚应激大

鼠体内 5-HT的前体色氨酸代谢异常 〔2〕 , 提示束缚应激可引起

全身 5-HT代谢调控的异常。鉴于目前关于 5-HT调控研究多

集中在脑部组织 , 而对于血管这一导致缺血性心脑血管疾病的

主要病变组织的研究鲜有报道 ,本研究重点观察束缚应激大鼠

对血管内皮功能的影响 、5-HT1D和 5-HT2A受体在血管局部的表

达及通心络和薤白提取物的干预作用。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　实验动物　雄性 Wistar大鼠 60只 , 清洁级 ,体重 220 ～

250g, 由北京维通利华动物中心提供 , 许可证编号:SCXK(京)

2006-2009。动物识别采用 5%苦味酸标记 ,大鼠笼养 , 5只 /笼 ,

饲养于国家中医药管理局重点研究室(心脑血管络病)实验中

心 , 光照 12 h/d, 温度 20℃ ～ 23℃,相对湿度 40% ～ 60%。

1.1.2　仪器与试剂　分别应用 BX41型光学显微镜(日本

Olympus公司)、H-7500型透射电镜(日本日立公司)对主动脉

内皮形态进行光镜 、透射电镜观察;造模所用大鼠束缚盒由国

家中医药管理局重点研究室(心脑血管络病)实验中心制作;

ABI7300 Real-TimePCRSystem(美国 ABI公司), UVP凝胶扫
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描系统(美国 UVP公司), 电转膜仪 、半干转膜仪 、垂直电泳仪

(美国 Bio-Rad公司)、酶标仪(美国 Thermo公司)用于 Real

TimePCR和 Western印迹检测。

　　血清一氧化氮(NO)试剂盒由南京建成生物试剂公司提供

(批号 20091106), 血浆内皮素(ET)试剂盒由北京普尔伟业生

物科技有限公司提供(批号 20091025)。 RNA提取试剂 Trizol

Reagent(Invitrogen公司产品);逆转录酶 、核糖核酸酶抑制剂 、

dNTP、TaqDNA聚合酶 、随机引物 、琼脂糖均为美国 Promega公

司产品;Western印迹检测抗体 5-HT1D、人 β -肌动蛋白(β -actin)

(SantaCruz公司产品), 5-HT2A(Abcom公司产品)。

1.2　方法

1.2.1　模型制备方法　参考文献 〔3, 4〕并进行改良 , 采用 “束缚

法”建立抑郁动物模型 , 选择合适的大鼠固定盒 , 呈管状 , 长约

25 cm, 筒口外径 7 cm,内径 5 cm, 筒内前端置一直径小于筒的

内径并可以前后调节的圆嘴的塑料口 ,其口为通气口 ,后端为

开关闸门。给予该模型大鼠每日束缚 6 h,每周 7 d, 连续 6 w。

1.2.2　分组与给药　60只大鼠随机分为对照组 、束缚应激

组 、薤白组 、通心络组 , 每组 15只。于适应性饲养 7d后进行造

模 , 同时通心络 、薤白干预组按 1 ml/100 g体重口服灌胃(通心

络用量相当于临床用量的 16倍 , 1.2 g生药 /kg;薤白 1.2 g生

药 /kg, 受试药品均由石家庄以岭药业股份有限公司提供), 对

照组和束缚应激组给予等量的 0.5%羧甲基纤维素钠(CMC-

Na)灌胃 ,于每日上午 9:00 ～ 10:00给药 , 7次 /w至实验末。

1.2.3　观察指标及检测方法

1.2.3.1　各组大鼠一般状况及行为学评价　实验全程观察各

组动物精神状况 、皮肤毛发 、耳尾颜色等一般状况 ,同时参考文

献方法采用尾悬挂方法对各组动物进行行为学评价 , 于实验末

测定尾悬挂不动时间 、挣扎次数。 操作方法:实验在暗光白噪

声的环境条件下进行 , 操作者握住大鼠的尾巴根部 1/3处 , 将

大鼠头部向下 , 固定在大鼠悬尾挂实验架上 , 由两位实验人员

进行操作和记录 , 每只大鼠观察 5 min。主要观察以下指标:①

不动时间:指大鼠处于完全放松静止不动状态的累积时间;②

挣扎次数:指大鼠由倒挂向上翻转的总次数 〔5〕。

1.2.3.2　主动脉内皮细胞形态与结构

1.2.3.2.1　光镜观察　末次给药后 10%水合氯醛腹腔注射麻

醉大鼠 , 仔细分离并截取胸主动脉 , 用 4%多聚甲醛溶液固定 、

脱水 、石蜡包埋 、切片 , HE染色观察主动脉形态学改变。

1.2.3.2.2　透射电镜观察　末次给药后 10%水合氯醛腹腔注

射麻醉 , 仔细分离并截取约 1 mm3大小标本迅速投入 2.5%戊

二醛固定液中固定 2 h以上 , PBS充分清洗 , 1%锇酸固定 , 再用

PBS充分清洗 , 酒精梯度脱水 , 100%丙酮脱水 , 环氧树脂混合

物包埋 、聚合 ,用 Leica超薄切片机切片 , 厚度为 50 nm, 醋酸铀

和柠檬酸铅双重电子染色 ,透射电镜观察 、摄片。

1.2.3.3　血液 ET、NO检测　造模成功后 ,大鼠经 10%水合氯

醛(3.5 ml/kg)腹腔麻醉后 , 经颈动脉插管采集血液标本 , 并分

为两部分 , 第一部分注入含有 10%乙二胺四乙酸(EDTA)二钠

30 μl和抑肽酶 40 μl的试管中 , 混匀 , 4℃, 3 000 r/min, 离心

10 min, 放射免疫分析法检测 ET-1;第二部分常规分离血清后 ,

硝酸还原酶法检测 NO。严格按照试剂盒说明进行操作。

1.2.3.4　RealTimePCR检测主动脉 5-HT1D、5-HT2AmRNA表

达水平 　取约 100 mg血管组织 , Trizol一步法提取组织总

RNA, 42℃反转录 50 min合成第一链 cDNA,采用染料法(Syber

GreenI)进行实时荧光定量 PCR检测。扩增完毕后 , 进入 SDS

v1.3软件结果分析界面 , 以 GAPDH为内参照基因 , 与对照组

相比 , 得到各组目的基因表达的定量值(RQ值), 将 RQ值用于

统计分析。 所用引物序列如下:引物:5-HT1D, 71 bp, TG-

TATCTCCATCCCACCGCT, TTCACCAGGCAGTCAGACAT;5-HT
2A
,

119bp, CTGGATTTACCTGGATGTGCTC, TTCTGGAGTTGAAG

CGGCTG。

1.2.3.5　Western印迹检测主动脉 5-HT1D、 5-HT2A蛋白表达水

平　各组实验结束后留取主动脉组织 ,用 PBS洗去组织表面残

留血液 , 取 100 mg主动脉组织标本 ,加入组织裂解液下匀浆 ,

4℃离心分离上清 ,采用改良酚试剂法进行蛋白定量。取各组

蛋白样品进行十二烷基硫酸钠(SDS)、聚丙烯酰胺凝胶电泳 ,

半干转膜后封闭 , 经一抗结合后洗膜 , 二抗结合 , 洗膜后采用增

强型电化学发光法(ECL)显色。

1.3　统计学分析　采用 SPSS13.0统计软件包 , 数据用 x±s
表示 , 多个样本均数比较用单因素方差分析(One-wayANO-

VA), 多个样本均数间的两两比较用最小显著差法(LSD), 若

方差不齐则采用 Satterthwaite-t检验行两两比较。

2　结　果

2.1　各组大鼠一般状况　实验过程中对照组大鼠饮食饮水正

常 , 活泼好动 、反应灵敏 , 毛色鲜亮有光泽。束缚应激组造模初

期表现为打斗 、撕咬 、尖叫等情绪过激行为 , 但随着造模时间的

延长 , 动物表现为摄食量 、饮水量减少 , 体重增长缓慢 ,精神萎

靡不振 , 贴边扎堆 , 反应迟钝 , 皮毛欠光泽等行为和体征变化。

薤白组和通心络组动物一般状况优于束缚应激组。尾悬挂实

验显示与对照组比较 , 束缚应激组不动时间显著增加 、挣扎次

数显著减少(均 P<0.01), 与束缚应激组比较 , 薤白组和通心

络不动时间减少 、挣扎次数增加(P<0.05, P<0.01)。见表 1。

2.2　各组大鼠主动脉光镜下病理变化　对照组内皮细胞完整
连续 , 与内皮下层紧密连接 , 中膜 、外膜结构正常;束缚应激组

内皮细胞肿胀 , 内膜增生 , 可见炎细胞浸润 , 内弹力膜可见断

裂 , 内膜下肿胀 ,炎细胞浸润 , 血管壁层次清晰 , 可见内弹性膜

及中膜弹性纤维。薤白组和通心络组内皮细胞略肿胀 , 血管壁

层次清晰 , 可见轻微肿胀 ,内弹性膜及中膜弹性纤维明显可见。

见图 1。

2.3　各组大鼠主动脉透射电镜病理变化　对照组血管内皮细
胞形态规则 , 连接紧密 , 基底膜完整 , 细胞核及细胞器存在 , 线

粒体结构无异常;束缚应激组核周隙扩张肿胀 , 细胞器减少 ,细

胞核周可见空泡 , 核膜模糊不清;薤白组线粒体嵴和膜部分融

合消失 , 核周隙扩张 ,核膜部分缺损;通心络组线粒体部分嵴和

少部分膜融合 , 模糊不清 ,粗面内质网有脱颗粒现象。见图 2。

2.4　各组大鼠血液 ET-1、NO水平　与对照组比较 ,束缚应激
组大鼠血清 ET-1水平显著升高(P<0.05), 血浆 NO水平显著

降低(P<0.05);与束缚应激组比较 , 薤白组 、通心络组大鼠血
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清 ET-1水平显著降低(P<0.05, P<0.01), 通心络组血浆 NO

水平均显著升高(P<0.05)。见表 2。

表 1　各组大鼠尾悬挂实验结果(x±s, n=15)

组别 不动时间(s) 挣扎次数(次)

对照组 96.40±14.51 64±17

束缚应激组 115.69±20.142) 49±102)

薤白组 103.13±13.443) 58±93)

通心络组 98.29±16.464) 61±104)

　与对照组比较:1)P<0.05, 2)P<0.01;与束缚应激组比较:3)P<

0.05, 4)P<0.01;下表同

2.5　各组主动脉 5-HT1D、5-HT2AmRNA表达　与对照组比较 ,

束缚应激组大鼠主动脉 5-HT1D mRNA表达显著降低 、 5-HT2A

mRNA显著升高(均 P<0.01);与束缚应激组比较 , 薤白组和

通心络组大鼠主动脉 5-HT1DmRNA表达显著升高(P<0.05,

P<0.01), 5-HT2AmRNA表达显著降低(均 P<0.01)。见表 3。

表 2　各组大鼠血液 ET-1、NO水平(x±s, n=15)

组别 ET-1(pg/ml) NO(μmol/L)

对照组 124.46±18.13 62.65±15.79

束缚应激组 154.42±17.291) 41.07±7.161)

薤白组 127.20±13.173) 50.74±8.76

通心络组 118.40±14.734) 59.61±13.913)

表 3　各组大鼠 5-HT1D与 5-HT2AmRNA表达(x±s, n=3)

组别 5-HT1D 5-HT2A

对照组 1.10±0.152 0.99±0.076

束缚应激组 0.45±0.0212) 7.01±1.5592)

薤白组 0.69±0.1083) 3.29±0.8244)

通心络组 0.74±0.0644) 2.24±0.8814)

图 1　各组大鼠主动脉 HE染色(×200)

图 2　各组大鼠主动脉内皮细胞透射电镜(×20 000)

1.通心络组;2.薤白组;3.束缚应激组;4.对照组

图 3　各组主动脉 5-HT1D、 5-HT2A蛋白表达

2.6　各组主动脉 5-HT1D、5-HT2A蛋白表达　与对照组比较 ,束

缚应激组大鼠主动脉 5-HT1D蛋白表达显著降低 、5-HT2A蛋白表

达显著升高(均 P<0.01);与束缚应激组比较 , 薤白组和通心

络组大鼠主动脉 5-HT1D蛋白表达显著升高 , 5-HT2A蛋白表达显

著降低(P<0.05, P<0.01)。见图 3。

3　讨　论

　　WHO资料显示以持久的情绪低落 、活动能力减退 、思维与

认知功能迟缓为主要临床特征的抑郁症在全球呈逐年升高趋

势 ,预计到 2020年其产生的社会经济负担将仅次于心脑血管疾

病 〔6〕。随着现代生活节奏加快 、社会地位 、人际交往及工作学

习环境的改变 ,情绪抑郁等社会心理因素在心脑血管疾病发病

中的作用日益突显 ,且共患率日益增高。意大利一项流行病学
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调查表明 , 5 632例 65岁以上的老年人经 4年随访 , 患有抑郁症

者致命性心血管事件发生率及心血管病死亡率均高于非抑郁

症者 , 提示抑郁症可显著增加心血管疾病的危险 〔7〕。脑血管疾

病与抑郁症也密切相关 ,其因果关系可能是双相的 , 情绪抑郁

可导致脑血管病发生发展 , 而脑梗死可加重抑郁等心境障碍 ,

抑郁症与心脑血管病之间形成了一个复杂的螺旋式因果链。

　　大量研究表明单胺类神经递质尤其是 5-HT系统功能和神

经传递功能紊乱是导致抑郁症的重要病理机制 , 目前选择性

5-HT再摄取抑制剂和 5-HT受体调节剂已被用于抑郁症的治

疗。但关于 5-HT代谢调控机制的研究多围绕脑部组织进行 ,

而对于缺血性心脑血管疾病主要病变组织的血管则未进行深

入的研究。血管内皮作为血液与间质组织间的一层半透性生

物膜处于易损伤的功能性界面 , 不仅具有生理屏障功能 , 而且

是人体最大的内分泌器官 , 分泌多种血管活性物质 , 内皮依赖

性血管舒张功能下降及内皮结构损伤是引起缺血性心脑血管

疾病的始动病理环节 。本研究采用 “束缚法”模拟抑郁应激建

立大鼠模型 , 动物经过连续 6w束缚应激出现典型的抑郁表现 ,

光镜 、电镜病理观察发现主动脉内皮细胞结构受损 , 内皮分泌

的舒血管物质 NO显著降低 , 缩血管物质 ET-1水平显著升高 ,

提示束缚应激可直接导致血管内皮结构与功能的损伤。

　　现有研究表明中枢和外周 5-HT代谢自成体系 , 外周 5-HT

主要被血小板摄取 , 当血小板活化时以游离形式释放入血 , 外

周 5-HT是一种血管活性物质和弱的血小板聚集诱导剂 , 其对

血管功能的调节取决于 5-HT浓度 、受体亚型 、内皮细胞结构功

能以及交感神经张力等多种因素 ,其中对血管舒缩反应取决于

血管上受体的类型和分布。目前已发现的 5-HT受体至少有 7

种(5-HT1 ～ 5-HT7),其中与抑郁症的关联性研究集中在 5-HT1
和 5-HT2受体 , 且这两个受体均参与了 5-HT对血管的舒缩反

应 , 前者主要介导 5-HT的血管舒张作用 ,后者介导血管收缩作

用。有研究表明 5-HT导致的内皮源性舒张可被 5-HT1D受体拮

抗剂抑制 , 表明参与的内皮受体属 5-HT1D亚型
〔8〕;同时 5-HT能

诱导出可被酮色林 、沙格雷酯等 5-HT2A拮抗剂所拮抗的收缩效

应 〔9〕 , 可见 5-HT1D和 5-HT2A受体成为 5-HT介导内皮依赖性血

管舒缩反应的主要受体。本研究结果证实在束缚应激大鼠主

动脉组织 5-HT1D受体 mRNA和蛋白表达显著降低 , 5-HT2A受体

mRNA和蛋白表达显著升高 , 同时伴有血管内皮结构与功能损

伤 , 提示束缚应激引起的抑郁状态可能通过 5-HT1D和 5-HT2A受

体 mRNA和蛋白表达异常介导血管内皮功能障碍。

　　复方通心络胶囊是中医络病理论指导下研制的治疗心脑

血管疾病的代表性中成药 ,实验研究表明通心络对血管病变内

皮功能障碍 、AS、血管痉挛 、血管堵塞或闭塞等病理环节均表现

出广泛的药效作用 〔10〕。对 19篇通心络治疗冠心病随机对照研

究(通心络组 1 005例 ,对照组 869例 ,共计 1 874例)进行 Meta

分析显示 , 通心络临床疗效和心电图疗效优于对照西药 〔11〕。对

37篇通心络治疗脑血管病随机对照研究(通心络组 1 764例 ,

对照组 1 572例 , 共计 3 336例)的 Meta分析显示 , 通心络可提

高脑血管病患者的治疗总有效率 〔12〕。中医认为情绪抑郁与气

机郁滞有关 ,采用理气类药物可取得良好疗效 , 薤白作为具有

理气作用的单味中药 , 也是中医用于冠心病(胸痹心痛)的要

药 ,早在《黄帝内经》中已有 “心病者宜食……薤”的记载(《灵

枢·五味》),药效学和临床研究亦证实薤白及其配伍复方具有

良好的治疗冠心病的作用。本研究采用通心络和薤白提取物

干预束缚应激大鼠 ,结果显示通心络和薤白提取物均可增强介

导舒血管作用的 5-HT1DmRNA和蛋白表达 , 抑制介导缩血管作

用的 5-HT2AmRNA和蛋白表达 , 从而对抑郁状态大鼠血管内皮

功能发挥保护作用 ,其中通心络的作用略优于薤白提取物。

　　综上研究 ,束缚应激模拟的大鼠抑郁状态可导致血管局部

5-HT1D和 5-HT2A受体 mRNA和蛋白表达异常 , 其介导的血管舒

缩反应异常可能是导致血管内皮结构与功能障碍的原因之一 ,

通心络和薤白提取物可有效保护抑郁状态大鼠血管内皮功能 ,

其机制与调节 5-HT受体表达有关。
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