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双龙方对离体大鼠冠状动脉舒缩功能的影响及机制

余丞浩，王建农，张金艳△

（中国中医科学院西苑医院，北京 １０００９１）
摘要：目的 探讨双龙方对大鼠离体冠状动脉舒缩功能的影响及其作用机制。方法 应用离体微血管动力描记技术和离子通道特异性阻

断方法，考察双龙方对大鼠冠状动脉环的直接舒张作用，及其对电压依赖型、受体依赖型钙通道功能的影响。结果 双龙方低、中、高质

量浓度组牗相当于每１Ｌ含８，１６，３２ｇ生药牘大鼠冠状动脉均显著舒张，其舒张率与空白对照组比较，均有显著差异牗Ｐ＜０．０１）。与空白
对照组比较，双龙方高质量浓度组牗相当于每 １Ｌ含 ８ｇ生药牘氯化钾最大收缩达 ５－羟色胺（５－ＨＴ）预收缩高度（Ｅｍａｘ）显著降
低（Ｐ＜０．０５），双龙方高、中、低质量浓度组牗相当于每１Ｌ含８，４，２ｇ生药牘中５－ＨＴ的 Ｅｍａｘ均显著降低（Ｐ＜０．０１），双龙方高、中质量
浓度组牗相当于每１Ｌ含８，４ｇ生药牘中血栓素 Ａ２受体激动剂（Ｕ４６６１９）的 Ｅｍａｘ均显著降低（Ｐ＜０．０１）。结论 双龙方可显著扩张血管，

其作用机制与抑制电压依赖型钙离子通道开放及５－ＨＴ、血栓素 Ａ２受体激活有关。
关键词：双龙方；冠状动脉环；血管扩张；５－羟色胺；血栓素Ａ２；钙离子通道；大鼠
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了水分的快速渗透，因此 ｔ０较长，片剂表面润湿时间较
长，崩解时间也较长。

崩解剂的种类不同，崩解机制也各异，但不论何种

机制，水分的润湿和渗透是崩解剂发挥作用的前提，故

水分渗入片剂的速度和程度对口腔崩解片来说至关重

要。本研究结果显示，４种崩解剂所制口腔崩解片的吸
水滞后时间及润湿时间与崩解时间具有一致性，说明口

腔崩解片的吸水特性直接影响片剂的崩解，吸水滞后时

间越短，润湿时间越短，崩解时间也越短。表明片剂的吸

水滞后时间及润湿时间可作为口腔崩解片处方筛选的

重要评价参数。
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双龙方是李连达院士在治疗心血管疾病方面的临

床经验方，是根据益气活血化瘀原理，以具有益气功效

的人参配伍活血化瘀功效的丹参组方的中药复方制剂，

具有益气养血、活血通脉的功效，用于气虚血瘀（本虚标

实）之胸痹证，适用于心血管突发性疾病，疗效显著。本

研究的前期研究中分别建立了犬犤１犦、小型猪犤２犦、大鼠犤３犦心

肌梗死模型，结果表明，双龙方对以上冠状动脉结扎所

致心肌梗死模型均有明显治疗作用。进一步观察了双龙

方对犬血流动力学的影响，主要有减慢心率，降低心肌

耗氧、增加冠状动脉血流量等作用犤４犦，其作用机制尚不

明确。近期的试验结果显示，双龙方可有效防治心肌缺

血－再灌注后的无复流现象犤５犦，并有显著扩张大鼠肠系

膜动脉的作用，该作用与抑制电压依赖型钙离子通道功

能及５－羟色胺（５－ＨＴ）、去甲肾上腺素（ＮＡ）受体功能
有关犤６犦。但冠状动脉形成起源、生物学特点及药理学特

点均不同于其他血管犤７－８犦，本研究中拟进一步研究其对

大鼠离体冠状动脉舒缩功能的影响，进而阐述双龙方对

心血管活性作用的机制，为双龙方治疗心血管疾病提供

试验依据。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 动物、试药与仪器
动物：清洁级，６～７周龄雄性，ＳＤ大鼠２０只，体质

量２２０～３００ｇ，由北京斯贝福实验动物技术有限公司提
供，许可证号为ＳＣＸＫ（京）２０１６－０００２。

试药：氯化钾（ＫＣｌ，国药集团化学试剂有限公司，批号
为 ２０１７０５２６）；５－ＨＴ（Ｓｉｇｍａ公司，批号为 ＳＬＢＰ９３６１Ｖ）；
血栓素 Ａ２受体激动剂（Ｕ４６６１９，ＣｈｅｍＣｒｕｚ公司，批号
为 Ｇ２７１７）；双龙方由人参提取颗粒（２．５ｇ生药 ／ｇ）与
丹参提取颗粒（１０ｇ生药／ｇ）按人参、丹参生药比例７∶３
配制，由中国中医科学院西苑医院提供。药品和试剂均

于临用前以０．９％氯化钠溶液配置。
仪器：ＤＭＴ６２０型多腔离体微血管金属丝肌动描记

仪（ＡＤＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓＣｏ．，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）；精密ｐＨ计（Ｍｅｔｔｌｅｒ－
ＴｏｌｅｄｏＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓＣｏ．，Ｓｈａｎｇｈａｉ）；连续变倍体视显微镜
（ＮｉｋｏｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓＣｏ．，Ｓｈａｎｇｈａｉ）。

１．２ 方法
离体动脉环制备：颈椎脱臼处死大鼠，分离冠状

动脉，放入冷的 Ｋｒｅｂｓ液牗由氯化钠 １１９ｍｍｏｌ／Ｌ，氯
化钾 ４．６ｍｍｏｌ／Ｌ，氯化钙 １．５ｍｍｏｌ／Ｌ，磷酸二氢钠
１．２ｍｍｏｌ／Ｌ，氯化镁１．２ｍｍｏｌ／Ｌ，碳酸氢钠１５ｍｍｏｌ／Ｌ，
葡萄糖５．６ｍｍｏｌ／Ｌ犤９犦组成牘，显微镜下继续分离冠状动
脉，去除周围黏附组织。将处理好的动脉剪为 １．５ｍｍ
长的圆筒段，即冠状动脉环，４℃保存，备用。

标本挂置及血管活性筛选：显微镜下，以２根２５μｍ
的钨丝穿入冠状动脉环内腔，分别以螺丝将２根钨丝的
两端固定于肌动描记仪的器官浴槽中。浴槽内盛３７℃、
ｐＨ７．４的 Ｋｒｅｂｓ液，持续通入 ９５％ Ｏ２和 ５％ ＣＯ２的混
合气体犤１０犦。调节动脉环基础张力至１．５ｍＮ，平衡１．５ｈ。

药物浓度设置：将双龙方颗粒用０．９％氯化钠溶液
溶解，配置成所需质量浓度。除研究低、中、高质量浓度

（相当于每１Ｌ中含８，１６，３２ｇ生药牘双龙方对血管的直
接扩张作用外，根据直接舒张作用研究中的结果，考虑

机制研究中需要降低双龙方温育时对血管环平衡后基

础张力的影响，以防干扰对机制的研究，故选取效应研

究中药物起效浓度的低浓度组，作为该机制研究中的高

浓度组。

对大鼠冠状动脉的直接舒张作用：分别用１０－５ｍｏｌ／Ｌ
的 ５－ＨＴ和 ５×１０－７ｍｏｌ／Ｌ的 Ｕ４６６１９收缩血管，张力
稳定后，将低、中、高质量浓度（每 １Ｌ含 ８，１６，３２ｇ生
药，设为Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ组）的双龙方加入器官浴槽，其中空白
对照组牗Ⅰ组牘加等量０．９％氯化钠溶液，考察其对冠状
动脉的直接舒张作用。舒张率分别以相对于１０－５ｍｏｌ／Ｌ
５－ＨＴ和 ５×１０－７ｍｏｌ／ＬＵ４６６１９预收缩高度的百分比
表示。

对电压依赖型钙离子通道功能的影响：检验血管活

性良好、张力稳定后，将低、中、高质量浓度（每１Ｌ含２，
４，８ｇ生药，设为 Ｂ，Ｃ，Ｄ组）的双龙方加入器官浴槽温
育５ｍｉｎ，空白对照组牗Ａ组牘加等量０．９％氯化钠溶液，
各组按累加浓度法加入ＫＣｌ，记录血管对ＫＣｌ收缩的量－
效曲线，分别计算最大收缩（Ｅｍａｘ）及产生最大效应 １／２
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收缩高度（ｍＮ） 双龙方舒张幅度（ｍＮ） 双龙方舒张率（％）

表１ 不同质量浓度双龙方对预收缩大鼠冠状动脉的舒张作用比较（均数 ±标准误，ｎ＝８）

组别

Ⅰ组

Ⅱ组

Ⅲ组

Ⅳ组

１０－５ｍｏｌ／Ｌ５－ＨＴ
１．６４±０．２３
１．８６±０．２７
１．７４±０．２６
１．６８±０．２０

５×１０－７ｍｏｌ／ＬＵ４６６１９
１．９０±０．２７
２．００±０．２６
１．９０±０．２７
１．９５±０．２０

１０－５ｍｏｌ／Ｌ５－ＨＴ
０．０３±０．０１
０．４８±０．０９

０．６０±０．１０▲▲

１．０８±０．１８△▲▲

５×１０－７ｍｏｌ／ＬＵ４６６１９
０．０２±０．００３
０．４２±０．０５

０．７６±０．１２▲▲

１．１８±０．１８△▲▲

１０－５ｍｏｌ／Ｌ５－ＨＴ
２．１３±０．３９
２５．５２±２．８６

３４．８１±４．３８

６４．２６±４．６１△△▲▲

５×１０－７ｍｏｌ／ＬＵ４６６１９
１．２４±０．０９
２１．４２±２．３６

４１．４８±５．３０▲▲

６０．４６±４．８３△△▲▲

·研究·
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注：与Ⅰ组比较，Ｐ＜０．０１；Ⅲ组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１；与Ⅱ组比较，▲▲Ｐ＜０．０１。图１同。

时所需药物的负对数（ｐＥＣ５０）。
对受体依赖型钙离子通道功能的影响：检验血管活

性良好、张力稳定后，将低、中、高质量浓度（每１Ｌ含２，
４，８ｇ生药，设为 Ｂ，Ｃ，Ｄ组）的双龙方加入器官浴槽温
育５ｍｉｎ，空白对照组牗Ａ组牘加等量０．９％氯化钠溶液，
各组分别按累加浓度法加入血管收缩性 Ｇ蛋白偶联受
体激动剂（５－ＨＴ，Ｕ４６６１９），分别计算其 Ｅｍａｘ及ｐＥＣ５０。
１．３ 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ统计学软件分析。组间数据以均数 ±标
准误表示，组间比较采用单因素方差分析，方差齐性用

Ｓｔｕｄｅｎｔ－Ｎｅｗｍａｎ－Ｋｅｕｌｓ检验；方差不齐用 Ｔａｍｈａｎｅ′ｓ
Ｔ２检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 对大鼠冠状动脉的舒张作用
结果见表 １和图 １。双龙方各组舒张率与Ⅰ组比

较，均有显著性差异（Ｐ＜０．０１）。

２．２ 对电压依赖型钙离子通道功能的影响
结果见表 ２和图 ２。与 Ａ组比较，Ｄ组 ＫＣｌ最大收

缩达５－ＨＴＥｍａｘ显著降低（Ｐ＜０．０５）；各组间 ｐＥＣ５０无

显著差异。

２．３ 对受体依赖型钙离子通道功能的影响
结果见图 ３和表 ３、表 ４。与 Ａ组比较，Ｂ，Ｃ，Ｄ组

５－ＨＴ的 Ｅｍａｘ均显著降低（Ｐ＜０．０１），各组间 ｐＥＣ５０无
显著差异；与Ａ组比较，Ｃ组、Ｄ组Ｕ４６６１９的 Ｅｍａｘ均显
著降低（Ｐ＜０．０１），各组间ｐＥＣ５０无显著差异。
３ 讨论

通过中国知网、万方数据库，以词频“大鼠”并含“冠

状动脉”并含“收缩”或“舒张”为主题词检索 １９７９年至
２０１８年微血管文献，共检索到文献１１１篇，通过逐一阅

Ａ

Ｂ
Ａ．５－ＨＴ Ｂ．Ｕ４６６１９

图１ 双龙方对预收缩大鼠冠状动脉的舒张作用（ｎ＝８）

舒张率 ／％
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图２ 双龙方对大鼠冠状动脉ＫＣｌ量效曲线的影响（ｎ＝８）
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注：与Ａ组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与Ｂ组比较，△Ｐ＜０．０５。
图２同。

表２ 不同浓度双龙方对大鼠冠状动脉ＫＣｌ量－效曲线的影响
（均数±标准误，ｎ＝８）

双龙方的舒张
组别

Ａ组

Ｂ组

Ｃ组

Ｄ组

１０－５ｍｏｌ／Ｌ５－ＨＴ
收缩高度（ｍＮ）

２．３８±０．３０
２．３９±０．３７
１．６０±０．２１
１．７８±０．２４

舒张高度（ｍＮ）

２．０２±０．１６
１．８７±０．１９
１．２８±０．１５△

１．１７±０．１７△

相对５－ＨＴ收缩百分比（％）

８９．７５±６．３９
８７．２１±９．９４
８３．１８±７．９６
６８．１４±６．９５

ｐＥＣ５０

１．２７±０．２４
１．２９±０．０８
１．１１±０．２０
１．３０±０．１１



１４

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０１９年６月５日 第２８卷第１１期

Ｖｏｌ．２８牞Ｎｏ．１１牞Ｊｕｎｅ５牞２０１９

收缩率 ／％
１００

７５

５０

２５

０
Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

５－ＨＴ浓度／ｌｏｇＭ

１６０

１２０

８０

４０

０

ｐＥＣ５０Ｅｍａｘ
Ｅｍａｘ
ｐＥＣ５０

６．４

５．８

５．２

４．６

４．０

Ａ
收缩率 ／％

１４０

１０５

７０

３５

０
Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

Ｂ

ｐＥＣ５０Ｅｍａｘ

Ｕ４６６１９浓度／ｌｏｇＭ

Ｅｍａｘ
ｐＥＣ５０

６．５

６．０

５．５

５．０

４．５

４．０

１４０

１０５

７０

３５

０
－８．０ －７．０ －６．０ －５．０

Ａ组
Ｂ组
Ｃ组
Ｄ组

Ａ组
Ｂ组
Ｃ组
Ｄ组

８ ７ ６ ５ ４

Ａ．５－ＨＴ Ｂ．Ｕ４６６１９
图３ 双龙方对大鼠冠状动脉量效曲线的影响（ｎ＝８）

注：与Ａ组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与Ｂ组比较，▲▲Ｐ＜０．０１；
与Ｃ组比较，△Ｐ＜０．０５和△△Ｐ＜０．０１。图３、表４同。

表３ 不同质量浓度双龙方对大鼠冠状动脉５－ＨＴ量－效曲线的
影响（均数 ±标准误，ｎ＝８）

表４ 不同质量浓度双龙方对大鼠冠状动脉Ｕ４６６１９量－效曲线的
影响（均数 ±标准误，ｎ＝８）
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双龙方的舒张
组别

Ａ组

Ｂ组

Ｃ组

Ｄ组

５×１０－７ｍｏｌ／ＬＵ４６６１９
收缩高度（ｍＮ）

２．６３±０．３４
３．１８±０．３５
３．１２±０．３８
２．９３±０．４６

舒张幅度（ｍＮ）

３．４９±０．４３
２．６８±０．３３
２．４３±０．４９
１．１５±０．２８△▲▲

相对Ｕ４６６１９收缩百分比（％）

１３５．５７±８．７７
８４．５８±４．３８

７６．３０±１０．３９

３７．５３±４．８５△△▲▲

ｐＥＣ５０

５．９５±０．０６
５．７６±０．０７
５．７９±０．０５
５．７１±０．０９

组别

Ａ组

Ｂ组

Ｃ组

Ｄ组

１０－５ｍｏｌ／Ｌ５－ＨＴ
收缩高度（ｍＮ）

２．５７±０．３２
２．４２±０．３１
２．５７±０．３３
２．１４±０．２６

舒张幅度（ｍＮ）

３．０１±０．３２
２．７１±０．４０
２．１０±０．３０
０．９６±０．１４△△▲▲

相对５－ＨＴ收缩百分比（％）

１１９．１５±４．１０
１１３．３０±１２．１９
８４．０１±７．８６

４７．２９±６．７７△△▲▲

ｐＥＣ５０

６．０２±０．１２
５．８７±０．１４
５．８２±０．０８
５．９５±０．０７

双龙方的舒张

读文献摘要排除８１篇，保留相关度高的共 ３０篇，其中
１９９１年 １篇，１９９６年 １篇，２０１１年 １篇，２０１３年至
２０１５年１２篇，２０１６年至２０１８年１５篇。可见，随着仪器
设备的应用开发与分离技术的提高，大鼠冠状动脉环张

力测定试验应用在心血管药物的研究方面正逐渐兴起。

大鼠的微血管尤其是冠状动脉因其壁薄腔小，难以

从组织完整分离而不损伤平滑肌，穿金属丝行张力测定

时又极易损伤血管内皮，因此分离大鼠冠状动脉行张力

测定的操作难度远远大于大鼠的大血管及大型动物

（猪、犬、兔等）的微血管。

通过查阅文献犤５犦和实际操作，整理和总结分离大鼠

冠状动脉时，需注意以下几点：避免麻醉药对某些血管

平滑肌的功能造成影响，进行血管张力测定试验的大、

小鼠应尽量采用颈椎脱臼处死法；应迅速尽可能排空离

体心脏里残留淤血，固定在黑色背景衬托的培养皿内，

便于血管的观察与分离；尽量降低组织代谢，保持血管

良好的活性，血管的分离过程宜在冰浴下进行，同时，整

个分离过程宜敏捷而迅速，如单人操作制备４个血管环
样本宜控制在４０ｍｉｎ以内完成；游离血管时不要钳夹、
牵拉血管，以免损伤平滑肌，外周的脂肪组织要尽可能

地去除干净；裁取金属丝两端宜使用锐利的器械（如手

术剪）剪去，避免金属丝两端曲折变形或有钝芒，进而减

少穿越阻力和防止刺伤血管；穿血管的金属丝端应一直

保持笔直状态，避免中途折曲而损伤血管内皮，在穿金

属丝时手要稳，尽量在血管腔中间一次性穿过，避免钢

丝反复摩擦到管壁平滑肌；张力测定全程通以混合气，

气流的速度应控制好（以 ３～５个气泡 ／秒为宜）；挂置
完血管环后，设置好与血管环相匹配的、适宜的标准化

初始张力，然后再正式进行试验。由此可知，操作中保持

血管平滑肌的完整性与良好活性是血管张力测定试验

得以进行的前提。本试验中通过对分离大鼠冠状动脉试

验技术的掌握，为本项研究提供了技术保障。
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血管收缩功能的主要结构基础是血管平滑肌，血管

平滑肌细胞上 Ｌ型钙离子通道对血管张力的调节起重
要作用犤１１犦。根据其调控通道开闭机制的不同，平滑肌细

胞膜上的钙离子通道主要可分为电压依赖型和受体依

赖型。电压依赖型钙离子通道（ＶＤＣＣ）随着细胞膜去极
化而开放，与膜电压变化相关；受体依赖性钙离子通道

（ＲＤＣＣ）主要通过平滑肌细胞膜上的 Ｇ蛋白偶联受体
与相应的配体结合后，诱导其开放犤６犦。平滑肌的收缩调

节主要通过电压依赖性钙离子通道的调控犤１２犦。

血栓素Ａ２（ＴＸＡ２）、５－ＨＴ是常见的２种血管舒缩性
介质。ＴＸＡ２主要由血小板中的前列腺素 Ｈ２在 ＴＸＡ２
合酶作用下生成，有促进血小板聚集和收缩血管平滑

肌作用，参与多种心血管疾病及肾脏疾病的发生犤１３犦。

ＴＸＡ２收缩血管平滑肌的作用机制为激活环核苷酸门
控通道引起细胞内钙增加 犤１４犦及激活 ＴＸＡ２受体和磷
脂酶 Ｃ（ＰＬＣ）犤１５犦。

５－ＨＴ又名血清素，为常见的神经递质及血管收
缩剂，其受体主要有 ５－ＨＴ１Ｒ，５－ＨＴＺＲ，５－ＨＴ３Ｒ，
５－ＨＴ４Ｒ，５－ＨＴ５Ｒ，５－ＨＴ６Ｒ和 ５－ＨＴ７Ｒ７种类型
和１４种亚型犤１６－１７犦。除 ５－ＨＴ３Ｒ属配体门控通道外，其
余 ６种均为 Ｇ蛋白偶联受体。在这些受体中，５－ＨＴ２Ａ
与 ５－ＨＴ１Ｄ受体主要位于血管平滑肌细胞上，当机体
内源性释放的 ５－ＨＴ与 ５－ＨＴ２Ａ受体结合后，可促进
细胞外钙离子内流，使得血管迅速产生收缩反应。

本研究结果显示，双龙方可浓度依赖性地舒张５－ＨＴ
和Ｕ４６６１９所引起的大鼠冠状动脉收缩，有显著直接扩
张冠状动脉血管的作用。双龙方舒张血管的作用机制与

抑制电压依赖型钙离子通道开放有关，且能干预５－ＨＴ
和ＴＸＡ２所介导的血管收缩效应，推测双龙方舒张大鼠
冠状动脉的作用与抑制二者受体有关。

本研究中以大鼠离体微血管组织（冠状动脉）为试

验对象，进一步验证了双龙方可改善大鼠的心脏微循环

功能。但本研究中所用中药颗粒剂（人参、丹参）由于提取

工艺限制，仅涉及多种水溶性成分，不含脂溶性成分，今

后可以考虑从配伍组分学的角度，以人参、丹参水溶性和

脂溶性成分作相关试验设计及探讨。此外，随着研究微血

管技术的提高与相关仪器的开发、改进，今后的研究也可

关注脑部微血管疾病，以期能发现新的药理活性作用，从

而为拓展中药复方的临床应用范围提供试验依据。

志谢：导师李连达院士生前在双龙方基础试验研究

方面，倾注了较多心血，有幸作为他的学生并得到其谆

谆教导，不胜感恩！
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