
μg· L
-1
, therecoveryofabrinP2 fromthemouse

plasmawasover85%, andtheintra-dayprecisionex-

pressedastherelativestandarddeviationwaslessthan

5%.TheT1
2
Ka, T1

2
KeandAUC0 ～∞ forintravenouslyad-

ministeredabrinP2 (2.1 μg· kg
-1
)were0.46 h,

8.63 h, 16.84 μg· h· L
-1
, respectively;TheT1

2
Ka,

T1
2
Ke andAUC0 ～ ∞ fororallyadministeredabrinP2

(87.5, 43.8, 21.9 μg·kg
-1
)were1.26, 1.15, 0.55

h;46.21, 46.21, 46.19 h;41.42, 67.17, 119.27 μg

· h· L
-1
, respectively.Conclusion　Theplasma

concentration-timecurvesofabrinP2 inmicecon-

formedtotwo-compartmentopenmodel, andinthe

rangeoflowandmiddledosesgoodlinearrelationship

wasdetected, thebioavailabilitiesofabrinP2 inmice

were24.6%、19.5%、16.7%, respectively.

Keyword:abrinP2;pharmacokinetics;bioavailability;

plasmaconcentration;radioisotopictracingmethod;

mouse;PKSsoftware
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通心络和人参总皂苷对过度疲劳致血管内皮功能障碍

大鼠主动脉 CPT-I和 AMPKα表达的干预作用
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摘要:目的　观察通心络和人参总皂苷对过度疲劳致血管内

皮功能障碍大鼠主动脉 CPT-I和 AMPKα表达的干预作用。

方法　采用 “基础饮食 +负重游泳法”建立疲劳应激动物模

型 , 给予通心络和人参总皂苷进行干预 , 观察大鼠一般状况 、

主动脉内皮细胞形态和结构 , 血中 ET-1和 NO水平 , 采用

Real-TimePCR检测主动脉 CPT-I、 AMPKα mRNA表达 ,

Westernblot检测主动脉 CPT-I、AMPKα、p-AMPKα蛋白表

达。结果　过度疲劳应激可导致血管内皮结构和分泌功能

损伤 , 同时 CPT-I、AMPKαmRNA和蛋白表达降低;通心络和

人参总皂苷可保护血管内皮结构和功能完整性 ,升高 CPT-I、

AMPKαmRNA和 CPT-I、AMPKα、p-AMPKα蛋白表达。结论

　通心络和人参总皂苷可通过增强血管 AMPKmRNA基因

和蛋白表达及 p-AMPKα蛋白表达 , 进而调控血管局部与脂
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质 β 氧化相关的 CPT-ImRNA和蛋白表达 ,从而对过度疲劳

大鼠血管内皮发挥保护作用。

关键词:通心络;人参总皂苷;过度疲劳;内皮功能障碍;CPT-

I;AMPKα

　　随着社会工作生活环境的变化以及医学模式由

单纯的生物医学模式向 “生物—心理—社会 ”全新

医学模式的转变 ,社会竞争日趋激烈导致过度疲劳

等社会心理因素在心脑血管病发生中的作用日益受

到关注。既往研究采用 “基础饮食 +负重游泳法 ”

建立疲劳应激大鼠模型 ,应用基于超高效液相色谱

联合离子阱 —飞行时间质谱分析 (UFLC/MS-IT-

TOF)方法进行的代谢组学研究结果显示 ,疲劳应激

大鼠血浆肉碱类物质明显降低
[ 1]

,提示过劳应激状

态下存在以肉碱代谢异常为主要特征的能量代谢障

碍。肉碱作为转运长链脂肪酸通过线粒体内膜进入

线粒体基质进行脂肪酸 β氧化的重要成分 ,在能量

代谢中发挥至关重要的作用 。肉碱棕榈酰转移酶-I

(CPT-I)是细胞线粒体脂肪酸 β氧化的限速酶 ,目

前关于 CPT-I在心血管疾病能量代谢研究多侧重于

心肌组织 ,而对于血管局部的研究鲜有报道。通心

络作为络病理论指导心脑血管疾病治疗的代表性方

药 ,既往研究显示
[ 2-3]
其对过度疲劳致血管内皮功

能障碍大鼠内皮功能具有良好的保护作用。本研究
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进一步观察通心络和通心络中主要药味人参提取物

对过度疲劳应激大鼠模型主动脉 CPT-I和腺苷酸活

化蛋白激酶 α亚单位(AMPKα)表达的干预作用 。

1　材料

1.1　实验动物　♂Wistar大鼠 60只 ,清洁级 ,体质

量 220 ～ 250 g,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。

1.2　主要仪器　应用 H-7500型透射电镜(日本

日立公司)对主动脉内皮形态进行透射电镜观察 ,

造模所用大鼠泳缸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 RealTimePCR和 Westernblot检测。

1.3　药品与试剂 　通心络(tongxinluo)超微粉(由

人参 、全蝎 、蜈蚣 、水蛭 、蝉蜕 、土鳖虫 、赤芍等组成 ,

棕褐色粉末 ,每克干粉含 1.46 g生药 ,采用高效液

相指纹图谱 、气相色谱指纹图谱 、毛细管电泳指纹图

谱分别对通心络植物药 、芳香类药物 、虫类药进行质

量控制 ,含量测定以每粒含赤芍以芍药苷(C23H28

O11)计 ,不得少于 0.3 mg。 (注:通心络胶囊已列入

中华人民共和国药典(2010版)一部 ,北京:中国医

药科技出版社 , 2010:1050 -1051)石家庄以岭药业

股份有限公司 ,批号:20090228),人参总皂苷(石家

庄以岭药业股份有限公司 ,批号:20090116)。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-1)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 TRIzolReagent(Invitro-

gen公司);逆转录酶 、核糖核酸酶抑制剂 、dNTP、Taq

DNA聚合酶 、琼脂糖(美国 Promega公司);Western

blot检测抗体 CPT-I(博奥森公司)、AMPKα和 p-

AMPKα(Cellsignaling公司)、β -actin(SantaCruz公

司)。

2　方法

2.1　模型制备方法　参考文献
[ 4 -6]
并进行改良 ,采

用 “基础饮食 +负重游泳法”建立疲劳应激大鼠模

型 ,造模大鼠单笼饲养 ,于基础饮食(每只成年大鼠

于静息状态下的进食量 ,约相当于自身体重的 5%)

状态下在 25℃ ～ 27℃水温的泳缸(60 cm×40 cm×

100 cm)中 ,每日强迫负重(尾部悬挂自身体重 5%

的重物)游泳 2次 ,前后间隔 10 min,每次游泳至力

竭为止 ,如见大鼠游泳范围逐渐缩小 ,动作明显失

调 ,头部没入水面下 10 s不能上浮则终止游泳。连

续力竭游泳 14 d至模型建立。

2.2　分组与给药　60只大鼠随机分为对照组 、疲

劳应激组 、人参组 、通心络组 ,每组 15只 ,于适应性

饲养 7 d后进行造模 ,同时通心络 、人参干预组按 10

ml· kg
-1
体重口服灌胃。人参总皂苷用量按照

“973”项目组药物用量设定 1.2 g(生药)·kg
-1
,通

心络用量参照通心络剂量依赖性保护血管内皮作用

研究用量
[ 3]

1.2 g(生药)· kg
-1
,对照组和疲劳应激

组给予等量的生理盐水灌胃 ,于每天上午 9:00 ～

10:00给药 ,连续 14 d。

2.3　观察指标及检测方法

2.3.1　各组大鼠一般状况　实验过程中注意观察

各组动物精神状况 、皮肤毛发 、耳尾颜色等一般状

况 ,并记录疲劳应激组及治疗组大鼠末次力竭游泳

时间 ,采用两次游泳法取均值 。

2.3.2　主动脉内皮细胞形态结构观察　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 mm
3
大小胸主动脉组织 ,迅速投入 2.5%戊二醛固

定液中固定 2 h以上 , PBS清洗后 , 1%锇酸固定 ,脱

水 ,包埋聚合 ,切片 ,醋酸铀和柠檬酸铅双重电子染

色 ,透射电镜观察(河北医科大学电镜室)。

2.3.3　血液 ET-1、NO检测　实验末经颈动脉插管

采集血液 ,放射免疫分析法检测 ET-1,硝酸还原酶

法检测 NO,严格按照试剂盒说明进行操作。

2.3.4　Real-TimePCR检测主动脉 CPT-I、AMPKα

mRNA表达水平　实验末留取胸主动脉 ,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

(SyberGreenI)进行实时荧光定量 PCR检测 。扩增

完毕后 ,进入 SDSv1.3软件结果分析界面 ,以 GAP-

DH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:CPT-I上游引物 5′-CCAG-

GCAAAGAGACAGACTTG-3′, 下 游 引 物 5′-GC-

CAAACCTTGAAGAAGCGA-3′;AMPKα上游引物 5′-

ACAGAAGCCAAATCAGGGACT-3′, 下 游 引 物 5′-

GTAAGAGAGACT-3′。

2.3.5　Westernblot检测主动脉 CPT-I、AMPKα、磷

酸化 AMPKα亚基(p-AMPKα)蛋白表达水平　取

100 mg胸主动脉组织 ,加入组织裂解液匀浆 , 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 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
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采用增强型 ECL化学发光法显色 。

2.4　统计学处理　采用 SPSS13.0统计软件包进

行数据分析 ,结果用  x±s表示 ,组间比较采用 t检

验 ,组内比较采用配对 t检验。

3　结果

3.1　各组大鼠一般状况　对照组大鼠活泼好动 ,反

应灵敏 ,皮肤柔韧有弹性 ,毛发光亮柔顺 ,耳尾颜色

红润;与对照组比较 ,疲劳应激组大鼠倦怠懒惰 ,精

神萎靡 ,四肢蜷缩 ,行动迟缓甚则无力完成翻正反

射 ,皮肤松弛 ,毛色无光 ,鼻耳部颜色淡白;人参组和

通心络组动物一般状况较疲劳应激组好转。经过

14 d力竭负重游泳后 ,疲劳应激组大鼠末次力竭游

泳时间为(356.53 ±119.60)s,人参组为(432.89 ±

107.70)s,通心络组为(467.50 ±118.06)s,两治疗

组与疲劳应激组比较差异具有统计学意义 (P<

0.05),两治疗组间差异无统计学意义(P>0.05),

提示人参总皂苷和通心络均可明显提高疲劳应激大

鼠耐力 。

3.2　各组大鼠主动脉内皮细胞透射电镜病理变化

　对照组主动脉内皮细胞形态规则 ,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;

疲劳应激组可见细胞质碎片及空泡 ,线粒体变性坏

死;人参组和通心络组线粒体部分嵴和膜融合 ,模糊

不清 ,粗面内质网可见脱颗粒现象 ,但较疲劳应激组

病变减轻。见 Fig1。

Fig1　Theultrastructuralchangesinendothelialcells

ofaortaindifferentgroupsusedwithtransmission

electronmicrographs(20.0k×)

3.3　各组大鼠血液 ET-1、NO水平　与对照组比

较 ,疲劳应激组大鼠血清 ET-1水平升高 (P<

0.01),血浆 NO水平降低(P<0.05);与疲劳应激

组比较 ,人参组 、通心络组大鼠血清 ET-1水平降低

(P<0.05, 0.01), 血浆 NO水平均升高 (均 P<

0.05)。见 Tab1。

Tab1　ThelevelofET-1 andNOofrats

indifferentgroups( x±s, n=15)

Group ET-1/ng· L-1 NO/μmol· L-1

Controlgroup 124.46±18.13 62.65 ±15.79

Excessivefatiguegroup 161.21±17.92＊＊ 39.48 ±8.34＊

Ginsenosidesgroup 133.29±17.60△ 53.34 ±8.38△

Tongxinluocapsulegroup 130.87±16.53△△ 54.56 ±10.98△

　　＊P<0.05, ＊＊P<0.01 vscontrolgroup;△P<0.05, △△ P<0.01

vsexcessivefatiguegroup

3.4　各组主动脉 CPT-I、AMPKαmRNA表达　与

对照组比较 ,疲劳应激组大鼠主动脉 CPT-I、AMPKα

mRNA表达均降低(均 P<0.01);与疲劳应激组比

较 ,人参组和通心络组大鼠主动脉 CPT-I、AMPKα

mRNA表达均升高(P<0.05, 0.01)。见 Fig2。

Fig2　ThemRNAexpressionofCPT-I

andAMPKαinaortaofrat( x±s, n=3)

　　＊＊P<0.01 vscontrolgroup;△P<0.05, △△P<0.01 vsexcessive

fatiguegroup

3.5　各组主动脉 CPT-I、AMPKα、磷酸化 AMPKα

亚基(p-AMPKα)蛋白表达　与对照组比较 ,疲劳

应激组大鼠主动脉 CPT-I、AMPKα、p-AMPKα蛋白

表达下调;与疲劳应激组比较 ,人参组和通心络组大

鼠主动脉上述指标蛋白表达均上调。见 Fig3。

4　讨论

　　随着现代社会工作生活节奏的加快 ,人们长期

处于超负荷劳动且精神高度紧张状态 ,由此引发的

心脑血管急性事件日益增多 ,在美国 “过劳死 ”、“慢

性疲劳综合征 ”与艾滋病齐名 ,被美国疾病控制与

预防中心(CDC)预测为 “ 21世纪影响人类健康的重
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要问题之一 ”。

Fig3　TheproteinexpressionofCPT-I,

AMPKαandp-AMPKαinaortaofrat

　　 1:Controlgroup;2:Excessivefatiguegroup;3:Ginsenosidesgroup;

4:Tongxinluocapsulegroup

　　本研究采用力竭负重游泳法最大限度耗竭体

力 ,同时伴有的精神紧张 、濒死感等不良精神刺激则

模拟了心理应激状态 ,从而建立过度疲劳应激大鼠

模型。研究显示经过持续 14 d力竭负重游泳后 ,模

型大鼠出现全身性疲劳表现 。对于导致 “过劳死 ”

的心脑血管疾病而言 ,血管是其病变主要组织 ,但在

血管局部进行的能量代谢研究则鲜有报道 。本研究

显示过度疲劳应激大鼠血管内皮超微结构受损 ,同

时内皮分泌的 ET-1增加 、NO减少 , 可见过度疲劳

可直接引发血管病变始动因素 ———血管内皮功能障

碍 。既往研究证实
[ 7-8]
通心络可有效保护血管内皮

细胞功能 ,本研究显示复方通心络及其君药人参提

取物均可有效改善疲劳应激大鼠一般状况 ,有效保

护血管内皮结构与功能完整性 。

　　前期采用同一模型开展的代谢组学研究表

明
[ 1]

,疲劳应激大鼠血浆丁酰肉碱明显降低 ,提示

过劳应激状态下存在以肉碱代谢异常为主要特征的

能量代谢障碍 。脂肪酸 β氧化作为能量产生的重

要方式之一 , CPT-I是线粒体脂肪酸氧化过程的第

一个限速反应 ,成为调控脂肪酸进入线粒体流量的

关键位点。 CPT-I的表达调控涉及多个层次和方

面 ,既往通心络对软脂酸诱导内皮细胞凋亡保护作

用研究显示
[ 9]

,通心络可有效降低软脂酸诱导的内

皮细胞凋亡 ,其机制与 AMPK介导的抗氧化作用有

关 ,因此本研究重点围绕 AMPK开展深入的研究 。

有研究显示
[ 10]

AMPK作为位于活化信号传导级联

反应的最末端 ,上游激酶 AMPK使 α亚单位的 172

位色氨酸磷酸化 ,从而对其进行共价修饰。 AMPK

磷酸化后被激活 ,使乙酰辅酶 A羧化酶磷酸化失

活 ,进而降低胞质内丙二酰辅酶 A的含量 ,后者是

脂肪酸 β 氧化的关键酶———CPT-I的生理性抑制

剂 ,胞质内丙二酰辅酶 A含量的降低 ,解除了其对

CPT-I的抑制作用 ,促进细胞内脂肪酸的 β氧化供

能。本研究结果显示疲劳应激大鼠主动脉 CPT-I、

AMPKαmRNA降低 , CPT-I、AMPKα、p-AMPKα蛋白

表达下调 , 提示疲劳应激大鼠主动脉局部存在以

CPT-I调控紊乱为主要表现的能量代谢障碍。通心

络和人参总皂苷可增强 AMPKmRNA基因和蛋白

表达 ,提高 p-AMPKα蛋白表达 ,进而调控血管局部

CPT-ImRNA和蛋白表达 ,这可能是其保护疲劳应

激大鼠血管内皮功能和结构的机制之一 ,其深入的

机制有待进一步研究。
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TheeffectofTongxinluoandginsenosidesontheexpressionofCPT-Iand

AMPKαinaortaofratswithendothelialdysfunctioncausedbyexcessivefatigue
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Abstract:Aim　ToinvestigatetheeffectofTongxinluo

andGinsenosidesontheexpressionofCPT-Iand

AMPKαinaortaofratswithendothelialdysfunction

causedbyexcessivefatigue.Methods　Excessivefa-

tigueratmodelswerebuiltbybasicdietandcompelled

weight-loadingswimming, andtreatmentwithTongxin-

luocapsuleandGinsenosides.Thegeneralcondition,

morphologicalchangesofendothelialcellinaorta, the

levelofET-1 andNOinbloodweredetected.ThemR-

NAexpressionofCPT-IandAMPKαinaortawerede-

tectedbyreal-timereversetranscriptionPCR.Thepro-

teinexpressionofCPT-I, AMPKαandp-AMPKαina-

ortaweredetectedbyWesternblot.Results　Thedam-

ageofthestructureandfunctionofendothelialcellwas

inducedbyexcessivefatigue.Meanwhile, themRNA

andproteinexpressionofCPT-I, AMPKαdecreased.

TongxinluoandGinsenosidescouldprotectthestruc-

tureandfunctionofendothelialcell, increasethemR-

NAexpressionofCPT-I, AMPKαandincreasethepro-

teinexpressionofCPT-I, AMPKα, p-AMPKα.Conclu-

sions　TongxinluoandGinsenosidescanincreasethe

mRNAandproteinexpressionofAMPKαandincrease

theproteinexpressionofp-AMPKα, thenregulatethe

mRNAandproteinexpressionofCPT-Iwhichisrelated

toβ oflipidoxidationinaorta, andproducetheprotec-

tiveeffectonendothelialcellofexcessivefatiguerats.

Keywords:tongxinluocapsule;ginsenosides;excessive

fatigue;endothelialdysfunction;CPT-I;AMPKα
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