
急 性 心 肌 梗 死（acute myocardial infarction，
AMI）是因冠状动脉急性、持续的缺血导致的心肌坏

死，在全球有较高的死亡率和发病率，是致死及致

残的主要疾病之一［1］。梗死区域的修复作用对维持

黄芪甲苷联合依那普利治疗改善小鼠急性心肌梗死后心功能
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［摘 要］ 目的：探讨黄芪甲苷（astragaloside IV，AS⁃IV）联合依那普利治疗急性心肌梗死小鼠对心功能改善及其促血管新生

的作用机制。方法：24只8周龄雄性C57BL/6小鼠随机分为4组：假手术（Sham）组、对照（CTL）组、依那普利（Enalapril）组、黄芪

甲苷+依那普利（AS⁃IV+Enalapril）组，除Sham组外，对CTL组、Enalapril组、AS⁃IV+Enalapril组3组小鼠均行冠状动脉左前降支

结扎术构建心梗模型。对Enalapril组（Enalapril 7.5 mg/kg）、AS⁃IV+Enalapril组（AS+IV 10 mg/kg + Enalapril 7.5 mg/kg）小鼠分别

以对应药物进行治疗。2周后行超声检查测定心功能。以HE染色观察心脏病理改变。以CD31/VEGFR3免疫荧光染色观察

各组血管密度及血管新生情况。结果：与CTL组相比，Enalapril组和AS⁃IV+Enalapril组小鼠心功能得到明显改善，且AS⁃IV+
Enalapril组优于Enalapril组；CD31/VEGFR3双荧光染色显示，与CTL组相比，Enalapril组和AS⁃IV+Enalapril组小鼠梗死边缘区

血管密度增高，新生血管比率增高，且AS⁃IV+Enalapril组优于Enalapril组。结论：黄芪甲苷联合依那普利可有效改善急性心肌

梗死后小鼠的心功能，并可促进心肌梗死边缘区血管新生。
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Astragaloside⁃IV combined with enalapril improves the cardiac function of mice with acute
myocardial infarction
Sun Dongyue，Lu Feiyan，Ding Yanzi，Wu Hengfang，Bian Zhiping，Cheng Xiangjian*，Yang Di*
Department of Cardiology，the First Affiliated Hospital of NMU，Nanjing 210029，China

［Abstract］ Objective：To investigate the effect of astragaloside IV combined with enalapril on cardiac function after acute
myocardial infarction（AMI）in mice. Methods：Twenty ⁃ four 8⁃week old male C57BL/6 mice were randomly divided into 4 groups，
including the sham group，the CTL group，the enalapril group and the AS⁃IV+enalapril group. The CTL group，the enalapril group and
the AS⁃IV+enalapril group were subjected to left anterior descending coronary artery ligation as AMI model. Mice in the enalapril group
（enalapril 7.5 mg/kg）and the AS⁃IV+enalapril group（AS+IV 10 mg/kg + enalapril 7.5 mg/kg）were treated with the corresponding
medicine，respectively. Echocardiography was applied to measure cardiac function 2 weeks later. Pathological changes of heart were
studied by HE staining. CD31/ VEGFR3 double immunofluorescent staining were used to observe the density of vessels and
angiogenesis. Results：Compared to the CTL group，the cardiac function was significantly improved in the enalapril group and the AS⁃
IV+enalapril group，especially the latter one. Compared to the CTL group，there was significantly more angiogenesis to be observed in
the peri⁃ infarction region of the enalapril group and the AS⁃IV+enalapril group. This effect was better in the AS⁃IV+enalapril group.
Conclusion：Astragaloside⁃IV combined with enalapril can effectively improve the cardiac function of mice after myocardial infarction
and promote the regeneration of blood vessels in the peri⁃infarction region.
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心脏结构完整性及心功能恢复有重要意义，而血管

再生则是心脏修复的中心环节。已有多项研究提

示促进血管再生治疗有利于改善AMI预后，其理论

基础是梗死区域血管再生受阻会导致梗死边缘区

细胞低灌注、缺血和缺氧，从而进一步加重心肌细

胞丧失与心梗范围扩大［2-4］。促血管再生治疗可增

加梗死边缘区血管数量，增加梗死边缘区组织灌

注，从而延缓心肌梗死的进展。血管紧张素转化酶

抑 制 剂（angiotensin converting enzyme inhibitor，
ACEI）通过改善心肌重构和减轻心室过度扩张从而

减少充盈性心力衰竭发生的效果已得到公认［5-6］，但

对AMI预后作用仍然不理想。祖国医学中，应用

“生脉”、“生新”、“生血”药物治疗缺血性疾病是其

特色之一，黄芪就是其中一种药物［7］。黄芪甲苷（as⁃
tragaloside IV，AS⁃IV）是黄芪的主要有效成分之一，

具有抗心肌肥大、保护心肌和内皮细胞、改善心肌

能量代谢等心血管保护作用，其改善AMI动物模型

心功能的作用已被多次报道［8-10］，但具体机制尚不

明确。本研究旨在探究AS⁃IV联合ACEI类药物依

那普利（enalapril）对AMI小鼠的治疗作用。

1 材料和方法

1.1 材料

清洁级 C57B/L6小鼠 24只，体重 23.9~29.2 g，
8周龄，雄性［扬州大学比较医学中心（批准号 scxk
2012⁃0004）］。

黄芪甲苷（南京春秋生物工程公司），依那普利

（国药准字号 H32026567，规格 10 mg，扬子江药业

集团江苏制药股份有限公司），生理盐水（国药准字

号H20033844，河北天成药业股份有限公司）；小动

物呼吸机（上海奥尔科特生物技术有限公司），高分

辨率成像系统（VisualSonics，加拿大）；小鼠CD31抗
体（ab24590，Abcam公司，英国），大鼠VEGFR3抗体

（NBP1⁃43259，Novus公司，美国）；驴抗兔红色荧光

二抗（A0453，上海碧云天）；驴抗大鼠绿色荧光二抗

（A21208，Life Invitrogen公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 动物分组及急性心肌梗死模型建立

将小鼠随机分为 4组：假手术（Sham）组、对照

（CTL）组、依那普利（Enalapril）组、黄芪早苷+依那普

利（AS⁃IV+Enalapril）组，每组均 6只。在体式显微

镜下开胸，Sham组立即关胸缝合，对CTL组、Enala⁃
pril组、AS⁃IV+Enalapril组均在左心耳下缘 2 mm处

以6⁃0尼龙结扎线结扎小鼠冠状动脉左前降支构建

心梗模型。术后存活小鼠当日立即给药，对Sham组

和CTL组用生理盐水腹腔注射并灌胃，Enalapril组
生理盐水腹腔注射+依那普利灌胃、AS⁃IV+Enalapril
组用黄芪甲苷腹腔注射+依那普利灌胃。生理盐水和

依那普利按 7.5 mg/kg灌胃，黄芪甲苷浓度 1 mg/mL
（HPBCD助溶）和生理盐水按10 mg/kg腹腔注射，每

日1次，连续治疗2周。

1.2.2 小鼠心功能检查

治疗2周后应用超声心动图检查心功能。将小

鼠称重后置于异氟烷麻醉箱中进行麻醉。将小鼠

胸部进行脱毛处理，仰卧固定于检测板上，涂上适

量的超声耦合剂进行超声心动图检测，图像深度调

为2 cm左右，频率为21 MHZ，以M型超声心动图进

行连续测量左室射血分数（EF%）及短轴缩短率

（FS%）。

1.2.3 心肌梗死边缘区域HE染色

超声检查结束后处死小鼠，立即摘取心脏。常

规石蜡包埋后，由心尖开始修整直到出现非梗死的

心肌组织，连续 5 μm切片至远离梗死的部位，切片

进行HE染色，显微镜下观察病理改变。其余标本

OCT包埋后-80 ℃保存备用。

1.2.4 免疫荧光检测血管新生标记物

将标本自-80 ℃冰箱取出，用冰冻切片机（徕卡

公司，德国）8 μm切片，室温放置5 min后，双蒸水浸

泡5 min，PBS洗2次，每次5 min。0.1% Triton X⁃100
透膜处理 10 min。PBS洗 3次。免疫羊血清封闭

4 ℃过夜。倾去封闭血清，直接滴加配制好的CD31/
VEGFR3 一抗共孵育液（CD31 一抗 1∶500 稀释；

VEGFR3一抗 1∶200稀释制，4 ℃湿盒过夜。次日取

出，倾去一抗，PBS清洗3次。滴加配制好的驴抗大

鼠/驴抗兔二抗共孵育液（驴抗兔二抗 1∶500稀释；驴

抗大鼠二抗1∶200稀释），室温避光湿盒孵育2~4 h。
倾去二抗，PBS清洗 1遍，加DAPI复染 2 min。倾去

DAPI，PBS清洗3次。抗淬灭封片剂封片，荧光显微

镜下观察并拍照。用图像软件 Image Pro Plus 6.0
（Media Cybernetics公司）分析新生血管和成熟血管

密度，以CD31作为成熟血管标记物，VEGFR3作为

新生血管标记物。

1.3 统计学方法

采用SPSS20.0软件对数据进行统计分析，用均

数±标准差（x ± s）表示计量资料，方差齐时，各组均

数比较采用单因素方差分析，两两比较采用最小显

著差异法（LSD）；方差不齐时，两两比较用Dunnett’s
T3方法。P ≤ 0.05为差异有统计学意义。
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2 结 果

2.1 黄芪甲苷联合依那普利改善心肌梗死小鼠心

功能

术后 2周检测小鼠心功能发现，与 Sham组相

比，CTL 组左室射血分数（EF%）和短轴缩短率

（FS%）明显下降（P＜0.05）；与CTL组相比，Enalapril
组心功能明显改善（P＜0.05），AS⁃IV+Enalapril组心

功能改善优于Enalapril组（P＜0.05，表1）。

2.2 心脏组织病理学观察

显微镜观察小鼠心肌HE染色切片，Sham组细

胞间隙均匀，细胞界限清晰，横纹排列整齐，均显示

为正常的心肌细胞形态。CTL组心梗边缘区心肌变

长变粗，排列错乱，细胞间隙变宽，横纹肌断裂明

显，大量炎症细胞浸润。Enalapril组与CTL组相比，

心梗边缘区心肌排列较整齐，细胞间隙相对小，炎

症细胞相对少。AS⁃IV+Enalapril组与Enalapril组对

比，心梗边缘区细胞间隙较均匀，横纹排列稍整齐，

炎症细胞浸润少（图1）。
2.3 黄芪甲苷联用依那普利增高心肌梗死小鼠心

脏梗死边缘区CD31+血管密度

CD31又称为血小板⁃内皮细胞黏附分子（plate⁃
let endothelial cell adhesion molecule ⁃ 1，PECAM ⁃ 1/
CD31），是血管内皮细胞的标记物。对 4组均进行

了梗死中心区、梗死边缘区、远离梗死区CD31+血管

密度测定。结果发现：在梗死中心区，与Sham组比，

CTL组的CD31+血管密度显著降低（P＜0.05）；在梗

死边缘区，与 Sham组相比，CTL组的血管密度显著

降低（P＜0.05）；与 CTL组相比，Enalapril组的血管
与Sham组比较，*P < 0.05；与CTL组比较，#P < 0.01；与 Enalapril

组比较，ΔP < 0.05（n=6）。

表1 治疗2周后小鼠左室射血分数和短轴收缩率

Table 1 Left ventricular ejection fraction and fractional
shortening in different groups after treatment
for 2 weeks （%）

组别

Sham组

CTL组

Enalapril组
AS⁃IV+Enalapril组

EF
78.95 ± 7.47
24.84 ± 5.87*

40.28 ± 5.93#

59.20 ± 5.02Δ

FS
45.35 ± 9.45
11.40 ± 3.27*

18.99 ± 4.45#

30.41 ± 3.53Δ

A：Sham组；B：CTL组；C：Enalapril组；D：AS⁃IV+Enalapril组。

图1 治疗2周后各组心脏形态学观察（HE，×400）
Figure 1 Cardiac morphology in different groups after treatment for 2 weeks（HE，×400）

A B C D

密度明显升高（P＜0.05）；AS⁃IV+Enalapril组血管密

度明显高于Enalapril组（P＜0.05）。在梗死中心区

和远离梗死区，CTL组、Enalapril组、AS⁃IV+Enalapril
组无明显差别（图2）。
2.4 黄芪甲苷联用依那普利增高心肌梗死小鼠心

脏梗死边缘区VEGFR3high/CD31low新生血管比率

血管内皮生长因子（vascular endothelial growth
factor，VEGF）是调节血管再生的重要因子，其配体

VEGFR3是血管再生的标记物，新生血管内皮细胞高

表达 VEGFR3 且低表达 CD31。VEGFR3high/CD31low

双标免疫荧光染色发现，与 Sham组相比，CTL组新

生血管比率升高（P＜0.05）；和 CTL组相比，Enala⁃

pril组新生血管比率明显升高（P＜0.05）；AS⁃IV+
Enalapril组新生血管比率明显高于Enalapril组（P＜

0.05，图3）。
3 讨 论

本研究建立小鼠心梗模型，应用黄芪甲苷联合

依那普利治疗，改善心梗小鼠的心功能，观察治疗

对血管新生的作用。结果显示，CTL组的各项心功

能指标较Sham组都有显著下降，表明心梗模型构建

成功。与CTL组相比，Enalapril组心功能均有明显

改善，这与既往研究结果相一致［11］。而与Enalapril
组相比，AS⁃IV联合Enalapril的效果明显优于单用
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A、B：Sham组左心室前壁；C：Sham组左心室后壁；D：CTL组梗死区；E：CTL组梗死边缘区；F：CTL组远离梗死区；G：AS⁃IV组梗死区；H：AS
⁃IV组梗死边缘区；I：AS⁃IV组远离梗死区；J：Enalapril组梗死区；K：Enalapril组梗死边缘区；L：Enalapril组远离梗死区；M：各组不同区域CD31+

血管密度比较，与Sham组比较，*P < 0.05；与CTL组比较，#P < 0.01；与 Enalapril组比较，△P < 0.05（n=6）。
图2 治疗2周后各组不同区域CD31+血管密度（×200）

Figure 2 CD31+ Vascular density of different regions in different groups after treatment for 2 weeks（×200）
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A：Sham组；B：CTL组；C：Enalapril组；D：AS⁃IV+Enalapril组；E：2周后各组VEGFR3和CD31双染标记新生血管占血管总数的比例，与

Sham组比较，*P < 0.05；与CTL组比较，#P < 0.01；与 Enalapril组比较，ΔP < 0.05（n=6）。
图3 治疗2周后各组VEGFR3和CD31免疫荧光双染结果（×200）

Figure 3 VEGFR3 and CD31 double staining marker in different groups after treatment for 2 weeks（×200）
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Enalapril。既往研究结果提示AS⁃IV有缓解缺血/再
灌注损伤，降低氧化应激，抑制钙离子超载和调节

血管内皮的作用［12-18］，AS⁃IV联合Enalapril存在协同

作用。

本研究还观察了联合用药对心梗小鼠血管内

皮细胞新生的改善作用。心肌梗死后，心梗边缘区

域血管会减少，并伴有血管功能障碍，这会引发细

胞死亡，导致心肌细胞收缩功能障碍和心室重构，

最终影响心功能。通过保护血管或者促进血管新

生的方式改善心梗边缘区的血供将有效阻断这一

进程，从而改善灌注、改善冬眠心肌和顿抑心肌功

能，减少心室扩张及心室重构［19］。CD31是成熟血管

内皮细胞的特异性标记物［20］，本研究中CD31免疫

荧光染色观察到在梗死中心区各组血管密度显著

减少，各组之间无明显差异，药物治疗不能改善此

区域血管数量的下降。而在梗死边缘区，与CTL组

相比，Enalapril组的血管密度升高，AS⁃IV+Enalapril
组血管密度明显高于Enalapril组，这提示Enalapril
治疗可以保护梗死边缘区血管密度，有利于边缘区

缺血心肌细胞的血流灌注，减小梗死区域，而联用

AS⁃IV可加强Enalapril的作用。

药物增高心梗小鼠梗死边缘区血管密度的可

能原因：①保护既有的血管；②促发新生的血管。

为探索AS⁃IV+Enalapril联用对血管新生的影响，本

研究中应用VEGFR3免疫荧光标记。VEGFR3在血

管再生过程中表达在新生血管内皮细胞上，高表达

VEGFR3且低表达CD31的血管可以推断为新生血

管［21-22］。VEGFR3high/ CD31low双标免疫荧光染色中，

CTL组与Sham组相比梗死边缘区血管明显减少，新

生血管增多。Enalapril组在梗死边缘区较CTL组有

明显的血管生成，联用AS⁃IV组新生血管作用增强，

结果提示Enalapril治疗可促进梗死边缘缺血区促生

新生血管以增加冠脉血供，AS⁃IV增强此作用，有助

于缓解心肌缺血，改善心功能［23-24］。

综上所述，黄芪甲苷与依那普利联用可以改善心

肌梗死后小鼠的心功能，可能与促进心肌梗死边缘区

血管新生有关，具体分子机制有待进一步研究。
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涉及双侧内固定时，也只需行双侧后正中线旁直切

口，创伤小，术后并发症少，效果显著。由于Wiltse入
路手术时间短，创伤小，对脊柱的完整性及稳定性影

响小，故有利于早期康复锻炼，使术后恢复时间缩短，

更能降低术后感染的风险，减少了住院时间［10］。

Wiltse入路手术中，也有许多注意点。首先确

定Wiltse间隙是手术顺利进行的关键，由于多裂肌

在胸腰移行部及下腰部的走行方式不同，因此在切

口选择时也需作相应调整，在胸腰移行部，Wiltse间
隙靠近后正中线，因此切口可相应靠近后正中线，

而在下腰部，多裂肌靠外走行，可取后正中线旁开

3~4 cm［11］，所以术前MR影像对明确肌间隙位置至

关重要。切口长度的选择则根据肿瘤大小确定，一

般以肿瘤所在节段，取切口达上下各一节段的棘突

平面，这样既能比较好地暴露肿瘤，也不过大损伤

正常组织。当肿瘤体积较大、累及范围较广时，可

去除横突，更好地暴露及切除肿瘤，且并不影响脊

柱后柱的稳定性，对术后功能的恢复影响较小。而

当肿瘤侵犯椎间孔时，应先明确神经根位置，循神

经根探查椎间孔，切除椎间孔内肿瘤，同时注意保

护神经根的完整性。与此同时，许多神经鞘瘤存在

分叶状生长，因此术前应根据影像资料明确肿瘤大

小及位置，术中仔细探查，以防遗漏。
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