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摘要： 目的　 探索清热化瘀方通过调控 Ｔ 辅助细胞 １７ （ Ｔｈ１７） 对小鼠心肌缺血再灌注损伤 （ Ｉ ／ Ｒ） 的影响。
方法　 ４５ 只小鼠随机分为假手术组、 模型组和清热化瘀方低、 中、 高剂量组 （１３、 ２６、 ５２ ｇ ／ ｋｇ）， 各组小鼠灌胃给予

不同剂量清热化瘀方或蒸馏水 ７ ｄ， 通过左冠状动脉结扎 ３０ ｍｉｎ 再灌注 ２４ ｈ 建立心肌缺血再灌注损伤模型。 术后 ２４ ｈ
采用心脏超声检测心功能， ＨＥ 染色观察心脏组织病理改变， ＴＴＣ 染色观察心脏梗死面积， 试剂盒检测血清乳酸脱氢

酶 （ＬＤＨ）、 白介素 １７ （ＩＬ⁃１７） 和白介素 ６ （ ＩＬ⁃６） 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测心脏组织中 ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡ
和蛋白表达， 流式细胞术检测外周血中 Ｔｈ１７、 Ｔｒｅｇ 和 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞比例。 结果　 与模型组比较， 清热化瘀方组小鼠

心功能提高， 梗死面积减少， Ｔｈ１７ 细胞比例降低， 促炎因子 ＩＬ⁃１７ 和 ＩＬ⁃６ 水平降低， Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 动态平衡得到恢复

（Ｐ＜０ ０５）。 结论　 清热化瘀方可通过调节 Ｔｈ１７ 恢复 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 稳态， 从而减轻心肌缺血再灌注损伤。
关键词： 清热化瘀方； 心肌缺血再灌注损伤； Ｔｈ１７ 细胞
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　 　 急性心肌梗死仍然是世界范围内发病和死亡的主要原

因［１⁃２］ ， 早期再灌注是目前拯救心肌梗死患者危险心肌的最

有效策略。 然而， 早期心肌再灌注却矛盾地诱发了心肌缺

血再灌注 （ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ， Ｉ ／ Ｒ） 的损伤［３］ 。 Ｉ ／ Ｒ 的病

理过程包括产生过多的自由基、 线粒体肿胀并激活促凋亡

的级联反应和自噬功能障碍［４］ 。 一系列的病理改变最终导

致了心肌细胞凋亡的增加和梗死面积的扩大， 加重心肌梗

死患者的临床症状和不良预后［５］ 。 因此， 确定新的干预目

标和辅助治疗策略以限制 Ｉ ／ Ｒ 损伤是非常必要的。

清热化瘀方是曙光医院心内科王肖龙教授根据临床经

验总结， 发现急性心肌梗死患者以舌质红者居多， 伴随炎

症因子水平增高， 因此提出急性心肌梗死应 “热瘀同治”，
在 《金匮要略》 “三黄汤” 的基础上加味组成 “清热化瘀

方”。 前期临床研究结果表明， 清热化瘀方可以调控免疫

微环境， 对心肌梗死后心脏损伤起保护作用， Ｔ 辅助细胞

１７ （Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌ １７， Ｔｈ１７） 可能是其抗心肌 Ｉ ／ Ｒ 损伤的潜

在靶点［６⁃８］ ， 但其作用机制尚不明确。 因此， 本实验拟采用

小鼠冠状动脉结扎松解法建立心肌缺血再灌注损伤模型，
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研究清热化瘀方抗心肌缺血再灌注损伤的作用， 以期为清

热化瘀方治疗心肌 Ｉ ／ Ｒ 损伤的临床应用提供科学依据。
１　 材料

１ １　 动物　 无特定病原体的雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠， ８ 周龄，
体质量 ２０～２５ ｇ， 购自浙江维通利华实验动物技术有限公

司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （浙） ２０１９⁃０００１］， 饲

养于上海中医药大学动物实验中心屏障系统内 ［实验动物

使用许可证号 ＳＹＸＫ （沪） ２０２０⁃０００９］， 环境温度 （２５ ±
２）℃， 相对湿度 （５０±１０）％ ， 自由饮食， １２ ｈ ／ １２ ｈ 光照 ／
黑暗循环。 实验过程中所有操作均符合实验动物伦理委员

会规定 （伦理号 ＰＺＳＨＵＴＣＭ２１０９１３０１５）。
１ ２　 药物与试剂　 清热化瘀方由黄连 ６ ｇ、 黄芩 １０ ｇ、 制

大黄 ９ ｇ、 牡丹皮 １２ ｇ、 陈皮 １８ ｇ、 茯苓 ３０ ｇ、 甘草 １２ ｇ、
丹参 ３０ ｇ、 葛根 ３０ ｇ 组成， 该颗粒剂购自江阴天江药业有

限公司 （批号 ２１０６３０９）， 根据临床用量进行小鼠等效给药

剂量换算， 取适量蒸馏水将清热化瘀方配制成低、 中、 高

剂量。 戊巴比妥钠 （批号 Ｐ３７６１， 美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公

司）； ２％ ２， ３， ５ 三苯基氯化四氮唑染液 （ ２， ３， ５⁃
ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ， ＴＴＣ ）、 苏 木 素 伊 红

（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ， ＨＥ） 染 液 （ 批 号 ２０２１０７２１、 Ｔ８１７０，
北京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ）； 乳 酸 脱 氢 酶 （ ｌａｃｔｉｃ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＬＤＨ） 试剂盒 （批号 ２０２１０７２２， 南京建成

生物工程研究所）； 白介素⁃１７ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１７， ＩＬ⁃１７）、 白

介素⁃６ （ ＩＬ⁃６） 试剂盒 （批号 ＥＫ２１７ ／ ２⁃９６、 ＥＫ２０６ ／ ３⁃９６，
杭州联科生物技术有限公司）； ＲＩＰＡ 裂解液、 ＢＣＡ 蛋白浓

度测定试剂盒、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒、 蛋白上样缓

冲液、 ＥＣＬ 化学发光试剂 （批号 ＳＴ５０５、 Ｐ００１２Ｓ、 Ｐ００１２Ａ、
Ｐ００１５、 Ｐ００１８Ｓ， 上海碧云天生物技术有限公司）； 蛋白

Ｍａｒｋｅｒ （批号 ２６６１６， 美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；
ＲＯＲγｔ、 ＧＡＰＤＨ 一抗、 ＨＲＰ⁃山羊二抗 （批号 ＧＢ１１２２０４、
ＧＢ１２００１、 ＧＢ２３３０３， 武汉赛维尔生物科技有限公司）；
ＳＹＢＲ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ＲＮＡ 抽取试剂盒 （批号 Ｑ３４１⁃
０２、 ７Ｅ５５２Ａ１， 南京诺唯赞生物科技股份有限公司）；
ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ （批 号 ００００３８９０３３， 美 国

Ｐｒｏｍｅｇａ 公司）； Ｐｅｒｃｏｌｌ 细胞分离液 （批号 １０２４３０２４， 美国

ＧＥ 公司）； ＢＢ５１５⁃ＣＤ４、 ＢＶ６５０⁃ＣＤ２５、 ＡＦ６４７⁃ＩＬ⁃１７、 ＰＥ⁃
ＦｏｘＰ３ 荧光抗体 （批号 ５６４４１９、 ５６３７１９、 ５６０４３７、 ５６００４６，
美国 ＢＤ 公司）。
１ ３　 仪器 　 Ｖｉｖｉｄ Ｉ 便携式心脏超声仪 （美国 ＧＥ 公司）；
Ｓｙｎｅｒｇｙ Ｈ１ 酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）； ５４３０Ｒ 高速冷冻离

心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； ＥＣＧ⁃１０１Ｇ 动物用心电图仪

（邦健深圳邦健生物医疗设备股份有限公司）； ＴＭ⁃２Ｖ４５⁃
Ｂ９Ｌ 体视解剖显微镜 （上海丙林电子科技有限公司）； 双

通道小动物呼吸机 （北京众实迪创科技发展有限责任公

司）； 高通量研磨仪 （上海净信实业发展有限公司）； ６１００
化学发光成像仪 （上海勤翔科学仪器有限公司）； 电泳仪

和湿转仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ＳｔｅｐＯｎｅ Ｐｌｕｓ 荧光定量

ＰＣＲ 仪 （美国 ＡＢＩ 公司）； ＤｘＦＬＥＸ 流式细胞仪 （美国

Ｂｅｃｋｍａｎ 公司）。
２　 方法

２ １　 分组与给药　 将 ４５ 只小鼠按随机数字表分为假手术

组、 模型组和清热化瘀方低、 中、 高剂量组， 每组 ９ 只。
造模前 ７ ｄ， 清热化瘀方低、 中、 高剂量组灌胃给予 １３、
２６、 ５２ ｇ ／ ｋｇ 清热化瘀方， 假手术组和模型组灌胃给予等体

积蒸馏水， 每天 １ 次， 连续 ７ ｄ。 末次灌胃 ３０ ｍｉｎ 后， 模型

组和清热化瘀方各剂量组小鼠进行心肌缺血再灌注损伤模

型建立， 假手术组小鼠仅开胸不结扎冠状动脉。
２ ２　 心肌缺血再灌注损伤模型建立 　 称定各组小鼠体质

量， 腹腔注射 ０ ３％ 戊巴比妥钠溶液 （１５ ｍＬ ／ １ ｋｇ） 麻醉，
气管插管成功后仰卧固定在操作台上， 连接小动物呼吸机

（频率 １１０ ｂｐｍ， 潮气量 １ ｍＬ， 吸呼比 １ ∶ １） 和肢体导联

心电图仪。 脱去前胸毛发， 在左侧胸骨旁第三肋间逐层打

开胸腔并暴露心脏， 在体式解剖显微镜下观察左冠状动脉，
于左心耳下缘 １ ｍｍ 处以 １０⁃０ 缝合线自左冠状动脉下方穿

过并取 ＰＥ⁃１０ 细管置于绳结中结扎， 以心电图 ＳＴ 段抬高和

心脏前壁至心尖组织广泛发白作为结扎成功的标志。 心肌

缺血 ３０ ｍｉｎ 后取出 ＰＥ⁃１０ 细管进行复灌， 以心电图 ＳＴ 段

回落和发白组织复红作为再灌注成功的标志。 逐层关闭胸

腔， 脱机， 将小鼠置于 ２５ ℃环境中复苏。
２ ３　 心脏超声评估小鼠心功能　 麻醉并固定小鼠于操作台

上， 待呼吸、 心率平稳后， 使用 Ｍ 型超声于胸骨旁短轴切

面测量收缩末期和舒张期末期左室内径， 由超声系统自动

计算出左室射血分数及左室短轴缩短率。
２ ４　 ＨＥ 染色观察心脏组织病理损伤　 每组随机选取 ３ 只

小鼠， 灌流后取心脏组织， 滤纸吸去心脏表面水分， 于 ４％
多聚甲醛中固定 ４８ ｈ 后进行梯度脱水， 石蜡包埋切片， 脱

蜡覆水， 苏木精染色 ５ ｍｉｎ， 流水冲洗， 返蓝， 伊红染色 １
ｍｉｎ， 冲洗， 中性树胶封片， 于显微镜下观察心脏组织病理

损伤。
２ ５　 ＴＴＣ 染色检测心肌梗死面积 　 每组随机选取 ３ 只小

鼠， 灌流后取心脏组织， 滤纸吸去心脏表面水分， 放入

－２０ ℃冰箱中速冻 １５ ｍｉｎ， 按横截面方向将心脏切成片状，
每片厚度 １ ｍｍ。 将切片放入 ２％ ＴＴＣ 溶液中， 于 ３７ ℃水

浴锅内避光染色 ２０ ｍｉｎ， 每 ５ ｍｉｎ 翻动 １ 次使染色均匀。 将

切片用 ４％ 多聚甲醛固定 ２４ ｈ 后拍照， 非梗死区域呈红色，
梗死区域呈白色。 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算梗死面积。
２ ６　 试剂盒法检测血清 ＬＤＨ 活性和 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃６ 水平　 小

鼠心肌缺血再灌注 ２４ ｈ 后， 眼球取血， 血液室温静置 ２ ｈ，
４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 按试剂盒说明书检测血清

ＬＤＨ 活性和 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃６ 水平。
２ ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测心脏组织 ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡ 表达 　 取适

量小鼠心脏组织， 按照试剂盒说明书提取总 ＲＮＡ 并逆转录

为 ｃＤＮＡ， 进行实时荧光定量 ＰＣＲ 反应， 条件为 ９５ ℃预变

性 ３０ ｓ， ９５ ℃变性 １０ ｓ， ６０ ℃退火延伸 ３０ ｓ， 采用 ２－ΔΔＣＴ

法计算 ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡ 相对表达量。 引物由生工生物工程

（上海） 股份有限公司设计并合成， 序列见表 １。
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表 １　 引物序列

基因 正向引物 反向引物

ＲＯＲγｔ ５′⁃ＧＣＡＡＧＡＴＣＴＧＴＧＧＧＧＡＣＡＡＧＴＣ⁃３′ ５′⁃ＡＣＡＴＴＡＣＡＣＴＧＣＴＧＧＣＴＧＣＧ⁃３′
ＧＡＰＤＨ ５′⁃ＣＣＴＣＧＴＣＣＣＧＴＡＧＡＣＡＡＡＡＴＧ⁃３′ ５′⁃ＴＧＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴ⁃３′

２ ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测心脏组织 ＲＯＲγｔ 蛋白表达 　 取适

量小鼠心脏组织， 加入适量裂解液进行匀浆， ４ ℃、 １２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ， 取上清液， 按 ＢＣＡ 试剂盒说明书检测

各样品蛋白质浓度并调整样品浓度。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分

离蛋白质， 湿转法将蛋白转移到聚偏二氟乙烯 （ＰＶＤＦ） 膜

上， ５％ 脱脂牛奶封闭 １ ｈ， 与一抗 （１ ∶ １ ０００） 在 ４ ℃下孵

育过夜， 次日与二抗 （１ ∶ ５ ０００） 在室温下孵育 １ ｈ， 用

ＥＣＬ 化学发光试剂显影蛋白质电泳条带， 拍照并通过 Ｉｍａｇｅ
Ｊ 软件进行条带灰度值分析。 以目的条带灰度值与内参条带

灰度值的比值作为目的蛋白的相对表达量。
２ ９　 流式细胞术检测外周血中 Ｔｈ１７ 和 Ｔｒｅｇ 细胞比例　 将

等体积的淋巴细胞分离液缓慢加入小鼠全血中， 在室温下

３００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 获取小鼠外周淋巴细胞悬液。 按照试剂盒说

明书加入刺激和抑制剂培养 ７ ｈ， 分别加入 ５ μＬ ＣＤ４ 和 ＣＤ２５
荧光抗体， ４ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ， 用 Ｆｉｘ ／ Ｐｅｒｍ 试剂透化后加

入 ５ μＬ ＩＬ⁃１７ 和 ＦｏｘＰ３ 荧光抗体， ４ ℃避光孵育３０ ｍｉｎ， 将

细胞重悬并通过流式细胞仪检测。 ＣＤ４＋ ＩＬ⁃１７＋细胞代表 Ｔｈ１７
细胞， 而 ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ Ｆｏｘｐ３＋细胞代表 Ｔｒｅｇ 细胞。
２ １０　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １７ ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析， 方差齐

采用 ＬＳＤ 方法检验； 方差不齐采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ Ｔ３ 法检验。
Ｐ＜０ ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３ １　 清热化瘀方对 Ｉ ／ Ｒ 损伤小鼠心功能的影响　 如表 ２ 所

示， 与假手术组比较， 模型组小鼠左室射血分数和左室短

轴缩短率降低 （Ｐ＜０ ０５）， 左室收缩末内径和舒张末内径

无明显变化 （Ｐ＞０ ０５）； 与模型组比较， 清热化瘀方中剂

量组左室射血分数和左室短轴缩短率升高 （Ｐ＜０ ０５）， 左

室收缩末内径和舒张末内径无明显变化 （Ｐ＞０ ０５）， 清热

化瘀方低、 高剂量组左室射血分数和左室短轴缩短率均有

提升， 但均无统计学差异 （Ｐ＞０ ０５）。 结果表明， 清热化

瘀方中剂量组对于 Ｉ ／ Ｒ 损伤具有保护作用。
表 ２　 各组小鼠心功能比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 左室收缩末内径 ／ ｍｍ 左室舒张末内径 ／ ｍｍ 左室射血分数 ／ ％ 左室短轴缩短率 ／ ％
假手术组 ２ ４０±０ ０４ ３ ７５±０ ０９ ７２ ００±３ ４６ ３６ ３３±２ ８８
模型组 ２ １９±０ ９４ ２ ６２±１ １１ ４０ ６７±３ ０５∗ １６ ３３±１ ５２∗

清热化瘀方低剂量组 ２ ８８±０ ３６ ３ ５９±０ ３７ ４７ ３３±５ ０３ ２０ ００±３ ００
清热化瘀方中剂量组 ２ ６２±０ ２８ ３ ３６±０ ３９ ５１ ３３±２ ８８＃ ２２ ００±１ ７３＃

清热化瘀方高剂量组 ２ ６２±０ ８５ ３ ２２±１ １１ ４４ ３３±３ ７８ １８ ３３±２ ０８

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

３ ２　 清热化瘀方对 Ｉ ／ Ｒ 损伤小鼠心脏组织病理改变的影

响　 如图 １ 所示， 假手术组小鼠心肌组织的结构正常， 心

肌排列整齐有序， 细胞间隙分明， 肌膜完整； 模型组小鼠

心肌组织损伤增加， 结构异常， 心肌细胞排列紊乱， 细胞

间质水肿增加， 炎性细胞浸润； 清热化瘀方各剂量组小鼠

心肌细胞结构异常， 病理改变减轻。

注： １ 指示心肌细胞水肿， ２ 指示炎性细胞浸润， ３ 指示肌纤维紊乱。

图 １　 各组小鼠心脏组织病理形态 （ＨＥ， ×２００）

３ ３　 清热化瘀方对 Ｉ ／ Ｒ 损伤小鼠心肌梗死面积的影响　 如

图 ２、 表 ３ 所示， 与假手术组比较， 模型组小鼠心肌梗死面

积增大 （Ｐ＜０ ０５）； 与模型组比较， 清热化瘀方各剂量组

小鼠心肌梗面积均减小 （Ｐ＜０ ０５）； 与清热化瘀方中剂量

组比较， 清热化瘀方高剂量组心肌梗死面积增大 （ Ｐ ＜
０ ０５）。 结果表明， 清热化瘀方可以缩小小鼠心脏梗死

面积。

图 ２　 各组小鼠心脏组织 ＴＴＣ 染色

３ ４　 清热化瘀方对 Ｉ ／ Ｒ 损伤小鼠血清 ＬＤＨ 活性和 ＩＬ⁃１７、
ＩＬ⁃６ 水平的影响　 如表 ４ 所示， 与假手术组比较， 模型组

小鼠血清 ＬＤＨ 活性升高 （Ｐ＜０ ０５）； 与模型组比较， 清热

化瘀方各剂量组小鼠血清 ＬＤＨ 活性均降低 （Ｐ＜０ ０５）， 提
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　 　 　 　 　表 ３　 各组小鼠心脏梗死面积比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 梗死面积 ／ ％

假手术组 ２ ００±１ ０８

模型组 ３６ ６０±２ ９８∗

清热化瘀方低剂量组 ２５ ０７±１ ７２＃

清热化瘀方中剂量组 ２１ １３±２ ３１＃

清热化瘀方高剂量组 ２９ ２３±１ ６１＃＆

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

清热化瘀方中剂量组比较，＆Ｐ＜０ ０５。

示清热化瘀方可以减少细胞的损伤和 ＬＤＨ 释放。 与假手术

组比较， 模型组小鼠血清 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０ ０５）；
与模型组比较， 清热化瘀方各剂量组小鼠血清 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃６
水平均降低 （Ｐ＜０ ０５）； 与清热化瘀方高剂量组比较， 清

热化瘀方低、 中剂量组小鼠血清 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０ ０５）。
３ ５　 清热化瘀方对 Ｉ ／ Ｒ 损伤小鼠心脏组织 ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡ 表

达的影响　 如表 ５ 所示， 与假手术组比较， 模型组小鼠心

脏组织 ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡ 表达升高， 但差异无统计学意义 （Ｐ＞
０ ０５）； 与模型组比较， 清热化瘀方各剂量组小鼠心脏组织

ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０ ０５）。
表 ４　 各组小鼠血清 ＬＤＨ 活性和 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃６水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＬＤＨ ／ （Ｕ·Ｌ－１） ＩＬ⁃１７ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ⁃６ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）
假手术组 ５０１ ７７±１０３ ３３ ０ ５９±０ １３ ２８ ５４±９ ７６
模型组 １ ４７５ ４３±１７８ ２８∗ １ ２６±０ ３６∗ ９３ ３７±１６ ２４∗

清热化瘀方低剂量组 ９８２ ２０±１２４ ９４＃ ０ ８５±０ １２＃ ５２ ２１±１１ ３２＃Δ

清热化瘀方中剂量组 ８９１ ６１±１３６ ５８＃ ０ ７４±０ ０５＃ ４７ ６６±９ ３７＃Δ

清热化瘀方高剂量组 ９３６ ３５±７３ ２０＃ ０ ７６±０ １５＃ ８１ ３７±１１ １４＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５； 与清热化瘀方高剂量组比较，ΔＰ＜０ ０５。

表 ５　 各组小鼠心脏组织 ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡ 表达比较 （ ｘ±ｓ，
ｎ＝３）

组别 ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡ 表达

假手术组 １ ０２±０ ２８
模型组 １ ３４±０ １９

清热化瘀方低剂量组 ０ ４４±０ １４＃

清热化瘀方中剂量组 ０ ５１±０ ３２＃

清热化瘀方高剂量组 ０ ４６±０ ０６＃

　 　 注： 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５。

３ ６　 清热化瘀方对 Ｉ ／ Ｒ 损伤小鼠心脏组织 ＲＯＲγｔ 蛋白表达

的影响　 如图 ３、 表 ６ 所示， 与假手术组比较， 模型组小鼠

心脏组织 ＲＯＲγｔ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０５）； 与模型组比较，
清热化瘀方各剂量组小鼠心脏组织 ＲＯＲγｔ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０ ０５）； 与清热化瘀方高剂量组比较， 清热化瘀方低、
中剂量组小鼠心脏组织 ＲＯＲγｔ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０５）。

图 ３　 各组小鼠心脏组织 ＲＯＲγｔ 蛋白条带图

表 ６　 各组小鼠心脏组织 ＲＯＲγｔ 蛋白表达比较（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＲＯＲγｔ 蛋白表达

假手术组 ０ ２４±０ ００２
模型组 ０ ３１±０ ００３∗

清热化瘀方低剂量组 ０ ２４±０ ００２＃Δ

清热化瘀方中剂量组 ０ ２４±０ ００８＃Δ

清热化瘀方高剂量组 ０ ３２±０ ００５＃

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

清热化瘀方高剂量组比较，ΔＰ＜０ ０５。

３ ７　 清热化瘀方对 Ｉ ／ Ｒ 损伤小鼠外周血中 Ｔｈ１７、 Ｔｒｅｇ 细胞

比例和 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 平衡的影响　 如图 ４～５、 表 ７ 所示， 与假

手术组比较， 模型组小鼠外周血中 Ｔｈ１７ 细胞占比和 Ｔｈ１７ ／
Ｔｒｅｇ 比值升高 （Ｐ＜０ ０５）， Ｔｒｅｇ 细胞占比降低， 但无统计

学意义 （Ｐ＞０ ０５）； 与模型组比较， 清热化瘀方低剂量组

小鼠 Ｔｈ１７ 细胞占比降低 （Ｐ＜０ ０５）， 高剂量组 Ｔｒｅｇ 细胞占

比升高 （Ｐ ＜ ０ ０５）， 低、 中剂量组 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 比值降低

（Ｐ＜０ ０５）。 结果表明， 清热化瘀方可能通过恢复 Ｔｈ１７ 和

Ｔｒｅｇ 细胞的平衡对心肌 Ｉ ／ Ｒ 损伤起修复作用。
表 ７ 　 各组小鼠外周血中 Ｔｈ１７、 Ｔｒｅｇ 细胞比例和 Ｔｈ１７ ／

Ｔｒｅｇ 比值比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 Ｔｈ１７ ／ ％ Ｔｒｅｇ ／ ％ Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ

假手术组 ４ ６６±１ ７３ ５ ０６±２ ３１ ０ ９６±０ １８
模型组 １２ ７６±４ ４４∗ ３ ９０±１ ３７ ３ ２６±０ １５∗

清热化瘀方低剂量组 ５ ５８±０ １５＃ ４ ６４±１ ２８ １ ２５±０ ２８＃

清热化瘀方中剂量组 １０ ６０±０ ４３ ５ ７５±０ ４８ １ ８４±０ ０８＃

清热化瘀方高剂量组 １５ ２０±１ ４７ ６ ６８±０ ２０＃ ２ ２７±０ ２７

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

４　 讨论

心肌 Ｉ ／ Ｒ 损伤是在开展介入治疗之后才被提出并逐

渐受到关注， 因此古代并无此病。 随着研究不断深入，
Ｉ ／ Ｒ 与热毒学说的关系越来越受到重视 ［９］ 。 《金匮要略

心典》 曰： “毒者， 邪气蕴结不解之谓。” 邪聚则日久成

毒， 毒聚则日久成疾， 体现了外邪致病的变化规律。 而

热邪蕴结成毒者， 虽然临床上表现出热瘀并重， 但实则

热重于瘀。 杨超等 ［１０］ 从血液成分和流变分析了 “热毒

血瘀” 的表征， 发现缺血、 缺氧、 血瘀和变性的根本原

因在于炎症反应。
清热化瘀方由 ９ 味中药组成， 该方中君药黄连和黄芩

清热泻火； 臣药大黄清热解毒、 活血化瘀， 牡丹皮清热活

血； 佐药陈皮健脾化痰， 诸药合用， 共奏清热解毒、 活血

化瘀之效。 现代药理学研究表明， 黄芩具有减轻心肌缺血
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图 ４　 各组小鼠外周血中 Ｔｈ１７ 细胞比例

图 ５　 各组小鼠外周血中 Ｔｒｅｇ 细胞比例

再灌注损伤的作用， 还能抗炎、 抗氧化、 抑制心肌纤维化

及抑制平滑肌细胞的增殖［１１］ ； 黄芩中的有效成分黄芩素被

证实具有抑制 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和 ＰＡＩ⁃１ 等炎症因子及

ＮＦ⁃κＢ 信号通路的表达， 减少心肌细胞损伤的作用［１２⁃１４］ 。
黄连素可以通过下调 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平， 增加血液

中 ＮＯ 水平保护冠心病大鼠血管内皮细胞［１５］ 。 清热化瘀法

治疗心肌 Ｉ ／ Ｒ 损伤具有较好的应用前景。
本研究发现， 清热化瘀方可以提高小鼠左心功能， 缩

小心肌梗死面积， 降低外周血中损伤标志物 ＬＤＨ 活性和炎

性因子 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１７ 水平， 恢复 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 平衡， 提示清热

化瘀方对小鼠心肌缺血再灌注损伤有保护作用。 在生理条

件下， Ｔ 细胞亚群之间维持着相对动态平衡， 这种自稳态

在疾病的发生发展中起重要作用［１６］ ， Ｔ 细胞缺失的小鼠疾

病模型已经证明了 Ｔ 细胞在缺血［１７］ 和心肌梗死［１８⁃１９］ 中的关

键作用。 Ｔｈ１７ 细胞是第 ３ 个被发现并被描述的 Ｔ 辅助细胞

亚群， 以分泌 ＩＬ⁃１７ 为主的促炎细胞， 关键性地参与到炎症

反应中［２０］ 。 Ｔｈ１７ 的分化离不开 ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃６ 可直接作用于 Ｔ
细胞， 通过信号转导 ｇｐ１３０ 的酪氨酸残基诱导 ＳＴＡＴ３ 激活。
ＳＴＡＴ３ 可以诱导 Ｔｈ１７ 细胞特异性转录因子 ＲＯＲγｔ 的表达，
促进 Ｔｈ１７ 细胞的分化［２１］ 。 Ｔｈ１７ 分泌的炎症因子 ＩＬ⁃１７ 能促

进急性心肌梗死后的炎症反应， 引起心肌肥大和心室重

构［２２］ 。 与 Ｔｈ１７ 细胞促炎相对应的， Ｔｒｅｇ 细胞是另一群起

炎症抑制作用并维持机体免疫稳态的重要 Ｔ 细胞亚群， 越

来越多的研究表明 Ｔｒｅｇ 细胞在 Ｉ ／ Ｒ 损伤后的心脏修复中发
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挥重要作用［２３］ 。 因此， 识别和开发一种激活 Ｔｒｅｇ 细胞增殖

或抑制 Ｔｈ１７ 细胞分化的选择性免疫调节制剂或将成为抗 Ｉ ／
Ｒ 损伤的潜在治疗策略。 本研究发现， 清热化瘀方可恢复

Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 平衡。
综上所述， 清热化瘀方对于心肌 Ｉ ／ Ｒ 损伤的保护作用

可能与调节 Ｔｈ１７ 细胞及 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 免疫平衡有关， 更确切

的调控机制还有待进一步研究。
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