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复方丹参注射液对冠心病患者硝酸酯耐药的影响
王 静1 吴时达1 陈守春2 闫亚非1 吴昌碧1 徐俊波1 郑 铿1
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摘要 目的 探讨复方丹参注射液对冠心病患者硝酸酯耐药的影响及机制。方法 将84例入选冠心

病患者随机分为3纽：A纽(消心痛组)、B组(消心痛加复方丹参注射液组)、C组(消心痛加维生素C组)，3

组消心痛用法均为15 mg，每天4次，治疗时间均为10天。观察临床耐药情况、血压，分别于治疗前后用彩

色多普勒检测肱动脉基础内径值(D0)、加压后肱动脉舒张反应[D1，即血流介导血管内径扩张(flow—mediat—

ed vasodilation，FMD)]和含服硝酸甘油后的血管舒张反应(D2)，并采血检测内皮素一l(endothelin—l，ET一1)、

内皮源型一氧化氮合酶(endothelial nitric oXide synthase，eNos)基因mRNA表达。内皮依赖性血管舒张功

能(endothelial—dependent vasodilation，EDD)以(Dl—D0)／D0×100％表示，非内皮依赖性血管舒张功能(en—

dothelial—independent vasodilation，EID)以(D2 D0)／D0×100％表示。结果 (1)B(28．57％)、C(35．71％)

两组临床耐药的发生率明显低于A组(64．28％)，B、C组间差异无显著性。(2)治疗后A组血压回升，与治

疗前比较差异无显著性；C组虽有回升，但仍较治疗前低；B组无明显回升。B、C组间比较差异有显著性(P

<0．05)。(3)治疗后A组EID降低，B、C组EDD提高(P<0．05)，B、C两组EDD、EID高于A组(P<

0．05)，B组EDD高于c组(P<0．05)。(4)治疗后B组ET～1 mRNA表达下降，eNos mRNA表达升高，C

组eNOS mRNA表达也升高，与治疗前比较差异有显著性，与A组比较差异也有显著性(P<0．05)，但C组

eNOS mRNA表达低于B组(P<0．05)。结论 复方丹参注射液能部分阻止硝酸酯耐药的发生，优于维生

素C，其机制可能与其调节eNos、ET一1mRNA表达及保护血管内皮功能等有关。

关键词 复方丹参注射液；硝酸酯；耐药；内皮依赖性血管舒张功能；非内皮依赖性血管舒张功能；内皮

源型一氧化氮合酶；内皮素一l
’

Effect of Compound SalVia Injection on Nitrate Ester Tolerance WANG Jing，WU Shi—da，CHEN Shou—chun，

et a、ChengdM Municipnl First People!s Hospitat，Chengau L610016)

objective To investigate the effect and mechanism of Compound Salvia injection(CSI)on nitrate ester

tolerance．Methods Eighty—four patients with coronary heart disease(CHD)were randomly diVided into three

groups，Group A treated with isosorbide dinitrate(ISD，1 5 mg，4 times per day)alone，Group B with ISD plus

CSI and Group C with ISD plus vitamin C．The therapeutic course for all groups was 10 days．The t01erance to

nitrate ester and blood pressure were monitored． Before and after treatment，the color Doppler ultrasonic appara—

tus was used to detect the baseline value of humeral arterial internal diameters(D0)，the humeral arterial dilato—

ry response under compression[D1， that is， the flow—mediated vasodilation(FMD)]and the vasodilatory re—

sponse after sucking of nitroglycerin(D2)．And the blood levels of endothelin一1(ET—1)，endotheliaI nit“c oxide

synthase(eNOS)mRNA expression were determined．The endothelial一dependent vasodilation(EDD)was ex—

pressed by(D1一D0)／D0×100％，and the endothebal一independent vasodilation(EID)was expressed by(D2一

D0)／D0×100％． Results (1)The occurrence rate of nitrate tolerance in Group B and C(28．57％and

35．7％)was lower than that in Group A(64．29％)，but insignificant difference was found between the former

two．(2)After treatment，blood pressure increased in Group A to the level of pre—treatment，that in Group C al—

so increased but still lower than that of pre—treatment， while insignificant increase was observed in Group B，

comparison between Group B and C showed signmcant difference(P<0．05)． (3)After treatment，EID low—

ered in Group A，EDD increased in Group B and C(P<0．05)，EDD and EID in Group B and C were higher

than those in GrOup A(P<0．05)，and EDD was higher in Group B than in Group C(P<0．05)．(4)After

treatment，ET—l mRNA expression lowered in Group B，eNoS mRNA expression increased in Group B and C，
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with significant difference as compared with those before treatment and those in Group A(P<0．05)， and

eNOS mRNA expression in Group C was lower than that in Group B(P<0．05)．Conclusion CSI could par—

tiallv prevent the occurrence of tolerance to nitrate ester，with the effect better than vitamin C，the mechanism

might be related with its regulation on eNOS，ET—l mRNA expression and protection on Vascular endothelial

function．

Key words Compound Salvia injection；nitrate ester；drug tolerance；endothelial一dependent Vasodilation；

endothelial—independent vasodilation；endothelial nitric oxide synthase；endothelin一1

硝酸酯类药物用于心血管疾病的治疗已有一百多

年的历史，目前仍是治疗冠心病心肌缺血、充血性心力

衰竭等的主要药物之一。但硝酸酯类耐药性的发生会

导致其临床疗效减弱或消失。故对硝酸酯耐药性的评

价及如何阻止或减轻硝酸酯耐药具有重要的临床意

义。本研究采用肱动脉血管超声结合临床症状、血压

变化对冠心病患者硝酸酯耐药性进行评价，观察复方

丹参注射液对硝酸酯耐药性的影响并探讨其机制。

资料与方法

1 研究对象 研究对象为2001年7月一2003

年2月成都市第一人民医院心内科住院的冠心病患者

84例，全部符合国际心脏病学会协会(ISFC)及世界卫

生组织(wHO)临床命名标准化联合专题组对缺血性

心脏病的命名和诊断标准¨3，其中有41例行冠脉造

影。排除急性心肌梗死、心绞痛持续发作。冠脉造影

证实须行经皮腔内冠状动脉成形术(PTCA)及支架植

入者、严重心力衰竭、血压>160／100 mmHg或<90／

60 mmHg、合并糖尿病、严重脑肝肾器质性疾病者。

女性均为绝经后。所有入选者先进入4天导入期，予

消心痛15 mg，每日4次，若能耐受者进入试验。纳入

者按随机数字表法随机分成3组，每组28例。治疗前

3天停用阿司匹林、硝酸酯类药物。3组患者性别构

成、年龄、血压、血糖、总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、

高密度脂蛋白胆固醇(HDL—C)、低密度脂蛋白胆固醇

(LDL—C)、肌酐等资料比较差异均无显著性(P>

0．05)。见表l。

表1 3组受试者一般资料比较 (孟±s)

指标 A组 B组 C组

例数 28 28 28

年龄(岁) 64．2±14．5 62．4±15．2 65．6±14．1

性别(男／女) 13／15 16／12 13／15

收缩压(mmHg) 124．30±13．87 125．oo±10．84 126．42±14．39

舒张压(mmHg) 76．13±9．54 73．81±8．83 75．26±8．53

TC(mmol／L) 4．76±0．91 4．64±0．85 4．70±O．98

TG(mmoI／L) 1．51±O．38 1．49±O．35 1．47±0．37

HDL—CfmmoI／L) 1．37±O．35 1．39±O．40 1．4I±O．42

LDL—C(mm01／L) 2．82±0．63 2．90±O．59 2．89±O．65

血糖(mm01／L) 5．54±O．62 5．46±O．74 5．38±O．81

肌酐(扯mol／L) 97．75±17．51 100．83±13．95 95．85±15．25

2治疗方法3组患者均予冠心病常规治疗，但

硝酸酯类药物均采用消心痛，用法为15 mg，每天4

次。B组在此基础上加复方丹参注射液(由四川宜宾

五粮液集团宜宾制药有限责任公司提供，组成：丹参、

降香，每毫升含原生药材1．1 g)40 ml溶解在生理盐

水100 m1中静脉滴注，每天1次；C组予维生素C 3 g

加入生理盐水100 ml中静脉滴注，每天1次。

3观察指标

3．1一般情况及临床耐药的观察 治疗前采血

检测血脂、血糖、尿酸、肌酐、尿素氮等。分别于治疗

前、治疗第5天、治疗第10天结束时监测患者血压，观

察收缩压的变化情况。观察患者服药后有无静息状态

下心绞痛继续发作或发作已停止又重新发作或心绞痛

加重(按ccsc心绞痛分级标准)的情况，若有上述情

况视为临床耐药，计算各组耐药发生率。

3．2血管舒张功能的检测 血管舒张功能测定

参照celermajer等旧3方法，应用美国惠普2000型彩色

多普勒超声诊断系统，7．0 MHz线阵探头。患者取仰

卧位，右上臂外展15。，探测右臂肘上2～10 cm处肱动

脉的纵切面，获得清晰图像后固定探头位置，测量舒张

末期内径，取3个心动周期的平均值。每位受试者测

定右肱动脉内径基础值(D0)后进行反应性充血试验：

将衄压计袖带置于靶动脉远端充气加压至280

mmHg，4 min后放气，放气后60～90 s内测右肱动脉

内径D1(即血流介导血管内径扩张，flow—mediated va—

sodilation，FMD)，内皮依赖性血管舒张功能(endothe—

lial-dependent vasodilation，EDD)以D1较D0增加的

百分数表示。休息15 min再含化硝酸甘油0．5 mg，4

min后测右肱动脉内径值D2。血管非内皮依赖性舒

张功能(endothelial—independent vasodilation，EID)以

D2较D0增加的百分数表示。

3．3外周血内皮素一1(ET一1)、内皮源型一氧化氮

合酶(eNOs)基因表达的检测

3．3．1全血总RNA抽提 分别采集患者治疗

前后空腹外周静脉血各2 ml(EDTA抗凝)。每份标本

各取新鲜血1．5 ml，采用Qiagen公司全血RNA抽提
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试剂盒进行总RNA提取(详细方法见试剂盒操作说

明)。抽提所得总RNA分别溶于30扯l纯水中，置一

80℃冰箱保存。

3．3．2 引物设计 根据Genebank中ET一1、

eNOs基因序列资料，选取保守区域设计引物(上海基

康生物技术有限公司合成)。其中ET一1基因扩增产

物大小约为500 bp，eNoS基因扩增产物大小约为400

bp，内对照口一actin基因扩增产物大小约为600 bp。目

的基因扩增引物序列如下：

ET一1：Pe—l：5 7一GATTATTTGCTCATGATTT一

3
7；Pe一2：5
7一TCACCAATGTGCTCGGTTG一3

eNOS：Pn—l：5 7一TAGCCAAAGTCACCATCGT一

3 7；Pn—2：5 7一GAGCCATACAGGATTGTCG一3
7

3．3．3逆转录 每例标本各取总RNA 5肚l，分

别以PCR下游引物(Pe一2、Pn一2或B—actin下游引物)

为特异性引物进行逆转录(逆转录反应采用Qiagen公

司逆转录试剂盒进行，具体操作按说明进行)，反应产

物置一20℃保存。

3．3．4 PCR反应 每份标本各取逆转录反应产

物5肛l为模板，分别进行PCR反应，每次反应均设_13一

actin内对照，反应体系如下：

逆转录产物

PCR上游引物(10 ptnoI／弘1)

PcR下游引物(10 pmol缸1)

4×dNTP(2．5 mmol／次)

10×PCR buffer(含MgCl2)

Vent DNA polymerase(1 u以1)

ddH，o

反应条件：94℃预变性5 min；94℃变性30 s，

55℃退火30 s，72℃延伸45 s，循环35次；72℃延伸

5 min后于4℃保存。

3．3．5 产物分析 取PCR产物5肛l加样于

1．5％的琼脂糖凝胶中，80 V电压电泳30 min。置凝

胶成像系统上测定各目的条带灰度值。各目的条带均

以|3一actin扩增产物为内参照，计算待测目的基因产物

与B—actin的灰度扫描比值，以此作为待测目的基因的

表达值。

4统计学分析计量资料以孟±s表示，多组资

料比较用方差分析。统计分析采用sPss 10．0统计软

件进行。

结 果

1 3组患者临床耐药的发生情况比较 A组耐

药发生率为64．28％(18／28例)，B组为28．57％(8／28

例)，C组为35．71％(10／28例)，B、C组较A组低

(P<0．05)，B、C组间差异无显著性(P>0．05)。

2 3组SBP变化情况比较见表2。3组治疗前

收缩压比较差异无显著性，治疗5天后血压均较治疗

前下降，但B、C组较A组降低更明显(P<0．05)。至

第10天时，A组血压回升，与治疗前比较差异无显著

性；C组虽有回升，但仍较治疗前低(P<0．05)；B组无

明显回升。B、C组间差异有显著性。

表2 3组患者治疗前后收缩压变化情况 (mmHg，j±s)

注：与本组治疗前比较，+P<0．05；与A组l司期比较，oP<0．05；

与B组同期比较，‘P<0．05

3 3组治疗前后肱动脉内径测量结果比较 见

表3。治疗前D0、D1、EDD、D2、EID 3组之间比较差

异无显著性；治疗后A组EID降低，B、c组EDD提高

(P<0．05)，B、C两组EDD、EID高于A组(P<

0．05)，B组EDD高于C组(P<0．05)。

4 3组治疗前后ET—l mRNA、eNoS mRNA表

达变化 见表4。3组治疗前ET—lmRNA、eNOS mR—

NA表达比较差异无显著性；治疗10天后，B组ET一

1mRNA表达下降，eNos mRNA表达升高，C组eNOs

mRNA表达也升高，与治疗前比较差异有显著性，与

A组比较差异也有显著性(P<0．05)，但C组

eNOSmRNA表达低于B组(P<0．05)。

表3 3组治疗前后肱动脉内径变化比较 (孑±s)

注：与本组治疗前比较，”P<0．05；与A组治疗后比较，6P<O．05；与B组治疗后比较，‘P<0．05

弘弘p肛p肛肛一p

5●．4

5。硒一∞
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表4 3组治疗前后ET一1mRNA、eNos mRNA

基因表达比较 (孑±s)

注：与本组治疗前比较，。P<0．05；与A组治疗后比较，6P<

O．05；与B组治疗后比较，‘P<0．05

讨 论

关于硝酸酯耐药的评价有多种方法，冠状动脉造

影是冠心病患者硝酸酯类耐药性最直观的评价方

法∞。，但其方法要求设备和技术条件较高，难以推广。

临床也有认为在硝酸酯类代谢转化过程中环磷酸鸟苷

(cGMP)为硝酸酯发挥生物学效应的中心环节，临床

硝酸酯耐药与细胞内血小板cGMP生成减少相平衡，

并提出血小板cGMP可作为硝酸酯类药效和耐药的

监测指标¨一，但因目前对催化硝酸酯代谢生物转化形

成NO的多步酶促反应尚不清楚。最近COhen研究组

提出NO的扩血管作用并非依赖cGMP，而是直接激

活血管平滑肌细胞的钙激活钾通道Kr。，故cGMP评

价硝酸酯耐药的作用有待进一步确定。目前临床常用

无创性评价方法如观察冠心病患者血压的变化、临床

症状和静息或运动试验心电图ST段及运动耐量等是

否有改善来评价硝酸酯耐药，但这些方法易受其他因

素的影响或有一定的局限性。研究报道肱动脉与冠状

动脉对硝酸甘油的扩血管反应性相似，庄汉屏等¨。证

实冠心病患者肱动脉对硝酸酯类扩血管反应能在一定

程度上反映硝酸酯类抗心肌缺血的疗效。本课题采用

Parker(消心痛15 mg，每天4次)的方法，结合临床药

效、sBP的变化和肱动脉EID来评价耐药。结果三者

较一致地反应了耐药的发生，与文献报道一致¨“。

检索1966—2000年Medline硝酸酯耐药相关文

章，关于硝酸酯耐药机制研究最多的为超氧化物诱导

的NO失活旧。。而且大部分有关阻止NO失活的研究

均涉及维生素C，初步支持维生素C在减弱硝酸酯耐

药方面发挥的作用。近年watanabe等为探讨维生素

C、维生素E等抗氧化剂对预防硝酸酯耐药的作用做

了大量的工作，得出了肯定的结论∽’。本课题也证实

维生素c可部分阻止硝酸酯耐药的产生，但其作用不

及复方丹参注射液。复方丹参注射液可能通过下列途

径阻止硝酸酯耐药。

l对基因表达的影响 用cDNA基因芯片技术

检测硝酸甘油(NTG)治疗后大鼠主动脉基因表达，结

果证实血管硝酸酯耐药伴随着基因表达的改变，其中

一些与报道的硝酸酯耐药的多因素复合机制有关、1 0‘。

本实验观察到复方丹参注射液能上调eNoS mRNA

表达，下调ET一1 mRNA表达，而eNOS为NO合成的

唯一限速酶，No和ET一1分别是最重要的血管舒张和

收缩因子，推测复方丹参注射液通过调节eNOS mR—

NA、ET一1 mRNA表达而阻止或减轻硝酸酯耐药。但

也有不同报告，wang EQ用western杂交法检测NTG

治疗后eNoS mRNA表达，结果血管耐药不会导致

eNoS(+／+)鼠eNOS蛋白表达的改变，在eNOS(一／

一)鼠和eNOs(+／+)鼠同样引起硝酸酯耐药，认为

在硝酸酯耐药的发展中eNOs不起决定性作用⋯’。关

于eNOs在硝酸酯耐药的发展中的作用有待进一步深

入研究。

2对血管内皮功能的影响 硝酸酯是一种原药，

进入血管平滑肌细胞(VSMCs)内与浆膜部位或经细

胞外途径经历一系列的脱硝基代谢过程最终转化为一

氧化氮(NO)，即硝酸酯源No(nitrate刷O，即外源途
径NO)而起作用，此NO具有全身性作用，对血液动

力学的效应容易产生耐药。而正常血管内皮细胞因子

源No(EDRF刷O，即内源途径NO)通过NOS催化L一

精氨酸转化成胱氨酸而形成，作用局限，对循环影响短

暂，未证明有耐药性。但实验证明血管内皮功能与硝

酸酯耐药发生有密切关系。Shakva以培养的牛主动

脉内皮细胞(BAECs)研究NTG对NOS形成NO活性

的影响，结果NTG刺激NOS活性增加近40％，与乙

酰胆碱相当。实验显示短期NTG治疗刺激内皮NOs

活性，增加细胞摄取L_精氨酸产生NO，而长时间应用

NTG则作用相反，NTG耐药部分依赖NOS的活性作

用u 21。持续应用NTG治疗引起NoS功能障碍u引，而

且内皮功能状况对硝酸酯耐药的逆转至关重要。

Gruhn等比较内皮裸露和内皮完整的血管对NTG的

反应，结果内皮裸露与否不会影响硝酸酯耐药发展的

程度，但是显著改变那些旨在阻止耐药发展的干预手

段的效果：在内皮完整的血管，超氧化物歧化酶(SOD)

和AngⅡ受体阻断剂能明显阻止耐药的发展，而对内

皮裸露的血管则无此作用u“。Berkenboom发现长期

应用血管紧张素转换酶抑制剂(ACEI)可阻止硝酸酯

耐药，但当抑制了eNos或除去血管内皮时，则该保护

作用消失，认为ACEI通过内皮依赖机制——主要经

G2激肽受体增加NO有效性而阻止硝酸甘油耐药¨5 3。

复方丹参注射液能上调eNOs mRNA表达，下调ET一

1mRNA表达，改善血管内皮依赖舒张功能(EDD)，保
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护血管内皮功能。故复方丹参注射液通过保护改善血

管内皮功能阻止硝酸酯耐药。

硝酸酯耐药的产生与血管组织中的超氧阴离子含

量显著增加有关u“，氧阴离子是一种经典的NO灭活

物，两者能迅速反应并生成过氧亚硝基阴离子

(ONOO)，从而使No迅速失活。复方丹参注射液之

主要成分为丹参，丹参的有效成分丹参素、丹参酮是良

好的自由基清除剂，不论对黄嘌呤氧化酶一黄嘌呤系

统产生的氧自由基还是PMA刺激白细胞产生氧自由

基均有明显的清除作用，可显著抑制Fe2+一半胱氨酸

引起的大鼠心、脑、肝等组织中线粒体的脂质过氧化，

从而减少氧自由基、脂质过氧化物的形成，减少氧化型

低密度脂蛋白(oX—LDL)。复方丹参注射液的抗氧化

作用也是其阻止硝酸酯耐药的机制之一。

总之，硝酸酯耐药是通过多种机制而发生，复方丹

参注射液通过不同途径、不同机制阻止其发生。
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