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摘要：目的 研究丹参川芎嗪注射液对大鼠脑基底动脉的扩张作用及机制。方法
利用小血管张力测量系统研究丹参川芎嗪注射液对经高钾、苯肾上腺素和血栓素受体激动剂（U46619）预收缩的血管环的扩张作用，并研究在不含钙的缓冲液中丹参川芎嗪注射液对苯肾上腺素、氯化钙及咖啡因收缩血管的影响。利用激光共聚焦显微镜观察丹参川芎嗪注射液对大鼠肠系膜血管平滑肌钙离子浓度的影响。结果 丹参川芎嗪注射液（15～80ml·L-1）可以浓度依赖性地降低经高钾、苯肾上腺素和血栓素受体激动剂（U46619）预收缩的大鼠脑基底动脉；在不含钙的缓冲液中，丹参川芎嗪注射液(15ml·L-1、45ml·L-1和80ml·L-1)可以抑制氯化钙诱导的血管收缩，对苯肾上腺素及咖啡因诱导的血管收缩无影响；丹参川芎嗪注射液(45ml·L-1、60ml·L-1和80ml·L-1)对高钾诱导的大鼠肠系膜血管环收缩及血管壁荧光增强有不同程度的抑制作用。结论 丹参川芎嗪注射液可以浓度依赖性的舒张大鼠脑基底动脉，对抑制血管平滑肌钙离子通道是主要作用机制之一，主要表现为抑制细胞外的钙离子进入。
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Effects and Mechanisms of Danshenchuanxiongqin Injection on Cerebral Basilar Artery of Rat
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Abstract: Objective The vasodilation effects and mechanisms of Danshenchuanxiongqin injection on cerebral basilar artery of rat were investigated. Methods Isometric tension of artery ring segments was recorded by myography system in vitro. The change of intracellular calcium concentration ([Ca2+]i) in the mesenteric artery was surveyed by means of real-time confocal microscope. Results Danshenchuanxiongqin injection concentration-dependently relaxed cerebral basilar artery segments of rat pre-contracted by 60 mmol·L-1 K+, phenylephrine or U46619. In calcium-free Krebs solution, Danshenchuanxiongqin injection obviously inhibited the contraction induced by CaCl2, but did not inhibit the contraction induced by phenylephrine or caffeine. Danshenchuanxiongqin injection (45ml·L-1、60ml·L-1 and 80ml·L-1)  inhibited the enhanced fluorescence intensity of Ca2+ in the vascular smooth muscle in mesenteric artery induced by 50 mmol·L-1 KCl. Conclusion Danshenchuanxiongqin injection relaxes cerebral basilar artery through inhibiting extracelluar calcium influx.

丹参川芎嗪注射液的主要成分为丹参素和盐酸川芎嗪。丹参素为分离于唇形科植物丹参及甘西鼠尾草的根及根茎中的一种水溶性芳香酸类化合物，药理研究证实具有抗心肌缺血，改善微循环，抗血小板聚集等作用[1]。川芎嗪是自伞形科植物川芎的根茎中分离的一种生物碱类化合物，药理研究证实可通过血脑屏障，具有抗血小板聚集，清除氧自由基，改善脑循环等作用[2]。丹参川芎嗪注射液是丹参素和盐酸川芎嗪的复方制剂，临床用于脑供血不足、脑栓塞、冠心病、心绞痛等缺血性心脑血管疾病[3]。我们通过观察丹参川芎嗪注射液的临床效果，依据现有的研究资料，推测扩张血管可能是其发挥作用的主要途径，本实验通过研究丹参川芎嗪注射液对大鼠离体脑基底动脉的舒张作用，探讨其可能的作用机制。
1材料与方法

1.1 动物  SD大鼠，雌雄兼用，体重250～300g（离体血管环实验）、100～120 g（激光共聚焦实验），购于西安交通大学医学院实验动物中心，实验动物许可证：SYXK（陕）2012-003。常规饲料、自来水喂养。
仪器：DMT610M小血管张力测定仪(丹麦)，PowerLab数据记录和分析系统(澳大利亚)，XTB-01型体视显微镜，激光共聚焦显微镜(OLYMPUS,FV1000)，恒温浴槽。
1.2 药品及试剂  苯肾上腺素(Phenylephrine,PE), ACROSORGANICS
公司；U46619(TP受体激动剂),CAYMAN化学公司。Fluo-3/AM, Biotium (Hayward, USA)公司。氯化乙酰胆碱 (acetylcholine, Ach)、咖啡因(caffeine), Sigma公司；丹参川芎嗪注射液，贵州拜特制药有限公司。
1.4 方法
1.4.1 血管环张力测定 大鼠用CO2迅速窒息处死，取出脑基底动脉及肠系膜动脉，体视显微镜下剔除血管周围组织，将分离好的脑基底动脉剪成长约1mm的环段，将动脉环段套在DMT恒温浴槽的金属丝上，浴槽温度保持37℃，并加入pH7.4的Krebs缓冲液，持续通入混合气体（95% O2和5% CO2）。浴槽的一端连接微调装置(调节负荷张力), 另一端通过张力换能器与Powlab系统相连, 记录血管收缩与舒张曲线。实验初始负荷调至1mN，每隔20min更换一次Krebs液，血管稳定1.5 h后，用含60mmol·L-1 K+的Krebs液检验动脉环的收缩性，两次收缩幅度差小于10%即用于实验。K+-Krebs液的组成为(mmol·L-1):NaCl 60、NaHCO3 15、KCl 63.5、MgCl 21.2、NaH2PO4 1.2、CaCl2 1.5和葡萄糖5.5。
1.4.2 对肠系膜动脉钙离子浓度的影响  将分离好的肠系膜动脉剪成长约5 mm的环段，实验分为Krebs液(空白对照)组，丹参川芎嗪组和维拉帕米(阳性对照)组，在培养皿底部分别放入200 μl的HEPES-Krebs液，丹参川芎嗪组加入丹参川芎嗪（45 ml·L-1、60 ml·L-1和80 ml·L-1），维拉帕米组加入维拉帕米1 μmol·L-1。将动脉环穿过U型的不锈钢丝(直径0.3mm)固定于培养皿底部。培养皿中加入1mmol·L-1 Fluo-3/AM 2 μl和20% pluronic-127 1 μl进行荧光染色，40 min后用各组缓冲液体进行冲洗，洗去荧光，然后在培养皿中加入各组缓冲液体300 μl。激光共聚焦显微镜实验项目调至Fluo-3/AM，扫描间隔为1.017 s, 将染色好的动脉环连续扫描3分钟。在第30秒时加入含50 mmol·L-1钾的丹参川芎嗪或维拉帕米HEPES-Krebs液各100 μl于相应组中，空白组中加入HEPES-Krebs液，动态记录血管环收缩情况及钙离子浓度的改变。借助FV1000软件获得给药前后的荧光强度值。荧光强度变化率=(药后荧光强度-药前荧光强度)/药前荧光强度×100%。HEPES-Krebs液的组成为(mmol·L-1):NaCl 135、KCl 5、MgSO4 1.2、CaCl2 2.5、葡萄糖 10和HEPES 8.4。
1.5 数据处理 动脉收缩幅度均表示为相对于60 mmol·L-1 K+引起的收缩幅度的百分数。数据用均数±标准差表示。两组之间的数据比较用非配对t检验，P<0.05被认为有显著性意义。图表绘制应用GraphPad Prism 5.0软件。

2 结果
2.1 丹参川芎嗪注射液对高K+预收缩的大鼠脑基底动脉的作用
脑基底动脉平衡1.5 h后，用含60mmol·L-1 K+的Krebs液预收缩血管，达坪值后，浓度累加法加入丹参川芎嗪注射液，对照组加入等容量Krebs液。图1显示，丹参川芎嗪注射液浓度依赖性地扩张大鼠脑基底动脉，最大舒张率达92%±9%，不同浓度之间有显著差异( **P＜0.05)，与对照组相比有极显著性差异( #P＜0.01)。
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图1 不同浓度丹参川芎嗪对高钾预收缩血管的影响（
[image: image2.wmf]x

±s, n=8）。
Figure 1 The relaxation effects of Danshenchuanxiongqin injection on the cerebral basilar artery of rats induced by 60 mmol·L-1 K+. 
2.2 丹参川芎嗪注射液对苯肾上腺素预收缩的大鼠脑基底动脉的作用
平衡后，加入苯肾上腺素（3×10-5 mol·L-1）预收缩血管达坪值后，浓度累加法加
入丹参川芎嗪注射液。图2显示，丹参川芎嗪注射液在1.5～80 ml·L-1时能浓度依
赖性地扩张苯肾上腺素预收缩(92%高K+)的大鼠脑基底动脉，最大舒张率达73%，
其中45ml·L-1、60ml·L-1、70ml·L-1和80ml·L-1与30ml·L-1、15ml·L-1、4.5ml·L-1L和
1.5ml·L-1相比显著差异( **P＜0.05)，与对照组相比有极显著性差异( #P＜0.01)。 
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图2 不同浓度丹参川芎嗪对苯肾上腺素预收缩血管的影响（
[image: image4.wmf]x

±s, n=8）。

Figure 2 The relaxation effects of Danshenchuanxiongqin injection on the cerebral basilar artery of rats induced by phenylephrine. 

2.3 丹参川芎嗪注射液对U46619收缩的大鼠脑基底动脉的作用
血管稳定后，加入U46619（10-6 mol·L-1）预收缩血管达坪值后(146%高K+)，
浓度累加法加入丹参川芎嗪注射液。图3显示，丹参川芎嗪注射液浓度依赖性地
扩张U46619预收缩的大鼠脑基底动脉，最大舒张率可达93.4%。其中45ml·L-1及

其以上浓度与低浓度（30ml·L-1、15ml·L-1、4.5ml·L-1L和1.5ml·L-1）相比有显著

差异( **P＜0.05)，与对照组相比有极显著性差异( #P＜0.01)。
           [image: image5.png]s - fA2)IE%
g 0 = H4A

3

)

e

=2

%

® 30

=

0 20 40 60 80
FBNEE (L)




图3 不同浓度丹参川芎嗪对U46619预收缩血管的影响（
[image: image6.wmf]x

±s, n=8）。
Figure 3 The relaxation effects of Danshenchuanxiongqin injection on the cerebral basilar artery of rats induced by U46619. 

2.4 丹参川芎嗪注射液对苯肾上腺素诱导的内钙释放以及外钙内流的影响
脑基底动脉稳定1.5 h后，换用不含钙的Krebs液（Ca2+-free Krebs solution，Krebs液中去除CaCl2并加入Ca2+络合剂EGTA 10-4 mol·L-1），在加入的无钙Krebs液中分别含有丹参川芎嗪（15ml·L-1、45 ml·L-1、80 ml·L-1），对照组加入等体积的Krebs液。孵育20 min后在浴槽中加入10-5 mol·L-1的苯肾上腺素，动脉环产生快速而短暂的收缩，待收缩平稳后，加入2×10-3mol·L-1的CaCl2，可见动脉环在苯肾上腺素诱发收缩的基础上再次收缩并达峰值。计算丹参川芎嗪注射液对无钙Krebs液中苯肾上腺素、CaCl2缩血管效应的抑制率。图4显示，苯肾上腺素诱导的血管收缩，丹参川芎嗪注射液与空白组相比无显著性差异；CaCl2诱导的收缩，空白组最大收缩率达83%±8%，丹参川芎嗪注射液(15ml·L-1、 45ml·L-1和80ml·L-1) 最大收缩率分别为45%±4%、39%±5%和28%±4%，提示丹参川芎嗪注射液可以抑制CaCl2诱导的血管收缩。
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图4：在无钙液中丹参川芎嗪对苯肾上腺素和氯化钙诱导的血管收缩的影响（
[image: image8.wmf]x

±s, n=8）。

Figure 4 Effects of Danshenchuanxiongqin injection on the cerebral basilar artery of rats induced by phenylephrine and CaCl2 in Ca2+-free krebs solution.
2.5 丹参川芎嗪注射液对无钙液中咖啡因收缩血管的影响
为了进一步研究丹参川芎嗪注射液对内钙释放的影响，脑基底动脉在无钙Krebs液（含EDTA 10-4 mol·L-1）中加入丹参川芎嗪注射液80 ml·L-1进行孵育后，浴槽中加入咖啡因 (3×10-2 mol·L-1)诱导血管收缩。图5显示，咖啡因诱导了一个快速短暂的收缩，空白组和丹参川芎嗪组相比无显著差别。提示丹参川芎嗪对咖啡因诱导的血管收缩反应无影响。
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图5：无钙液丹参川芎嗪对咖啡因诱导的血管收缩的影响（
[image: image10.wmf]x

±s, n=8）。
Figure 5 Effects of Danshenchuanxiongqin injection on the cerebral basilar artery of rats induced by caffeine in Ca2+-free krebs solution.
2.6 丹参川芎嗪注射液对大鼠肠系膜动脉钙离子浓度的影响
为了进一步研究丹参川芎嗪注射液对动脉血管平滑肌细胞钙离子浓度的影响，利用激光共聚焦显微镜实时记录动态检测大鼠肠系膜上动脉经50 mmol·L-1 K+
诱导收缩前后动脉血管壁Ca2+荧光强度的改变。结果可见（图6），空白组在加入50 mmol·L-1 K+后，血管壁呈现出快速而短暂的荧光增强变化，同时可见血管环出现一个时间相对较长的收缩。在丹参川芎嗪组或维拉帕米孵育组（阳性对照组）均未发现明显的荧光增强和血管收缩变化，提示丹参川芎嗪抑制50 mmol·L-1 K+诱导的血管壁Ca2+荧光强度的增加。同时80 ml·L-1的丹参川芎嗪组K+诱导的血管壁荧光强度增加高于60 ml·L-1和45 ml·L-1组，提示丹参川芎嗪对钙离子荧光强度增加的抑制作用呈现浓度依赖性。
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图6：丹参川芎嗪对大鼠肠系膜动脉高K+诱导的血管壁荧光经时变化，0秒为换为高钾HEPES-Krebs液的时间点（
[image: image12.wmf]x

±s, n=5）。
Figure 6 Effects of Danshenchuanxiongqin injection on Ca2+ fluorescence intensity in the 

mesenteric artery of rats. The change rate of fluorescence intensity reflects the change in 

intracellular Ca2+ concentration ([Ca2+]i). 
3 讨论
生物体内许多生理过程的完成都需要钙离子参与，血管平滑肌细胞内的钙离子水平是引起血管舒缩的关键和最终条件。血管平滑肌细胞内外的钙离子水平在正常静息状态下始终处于动态平衡之中，胞浆内游离Ca2+的浓度约为胞外游离Ca2+浓度的1/10万[4]。细胞内钙离子浓度升高主要通过内钙释放和外钙内流。当细胞内K+浓度增高时，细胞膜去极化，电压依赖性的钙离子通道开放，细胞外的钙离子流入，引起血管平滑肌收缩[5]。离体血管实验中，丹参川芎嗪注射液浓度依赖性地舒张高K+诱导的血管收缩，提示阻断电压依赖性钙离子通道可能是丹参川芎嗪注射液舒张血管的途径之一。
苯肾上腺素通过与细胞膜ɑ1肾上腺素受体结合，使细胞膜上受体操纵性钙离子通道开放，同时磷酸化电压依赖性钙通道，引起细胞内钙离子浓度升高，导致血管收缩。在苯肾上腺素诱导的血管收缩中，电压依赖性钙通道和受体操纵性钙离子通道相互作用，互相促进，致使血管收缩[6]。

在实验研究中，丹参川芎嗪注射液浓度依赖性地舒张苯肾上腺素诱导的血管收缩，提示阻断受体依赖性的钙离子通道可能是丹参川芎嗪注射液舒张大鼠脑基底动脉的另一条途径。而苯肾上腺素还可以通过与细胞膜上的ɑ1肾上腺素受体结合，进而激活磷脂酶C，产生三磷酸肌醇，致使对三磷酸肌醇敏感的细胞内钙池释放内钙，诱发血管收缩[7]。实验中我们看到，在无钙的缓冲液中丹参川芎嗪注射液对苯肾上腺素引起的内钙释放而诱导的血管收缩并没有明显的抑制作用。在无钙液中将CaCl2加入浴槽中引起的继续收缩被认为是细胞外Ca2+内流的作用结果，实验中丹参川芎嗪注射液明显抑制了由CaCl2引起外钙进入而诱导的血管收缩。咖啡因作为Ryanodine受体激动剂，常被用来作为经Ryanodine受体作用引起另一条内钙释放途径的工具药[8]，但在实验研究中，丹参川芎嗪注射液对咖啡因引起的血管收缩亦无明显抑制作用，这些结果提示丹参川芎嗪注射液舒张血管的作用可能主要通过抑制细胞外钙离子的进入。
U46619是血栓素受体激动剂类似物，通过与细胞膜上的血栓素受体结合而具有强烈的缩血管作用。U46619收缩血管还依赖于细胞膜电压依赖性钙离子通道，引起细胞外的钙离子内流，信号转导途径可能与蛋白激酶C有关[9]，实验发现，丹参川芎嗪注射液对U46619预收缩的血管环也呈现浓度依赖性地舒张作用，提示丹参川芎嗪注射液舒张U46619预收缩的血管可能与电压依赖性钙通道或血栓素受体有关。
为更进一步考察丹参川芎嗪注射液对钙离子的作用，实验利用激光共聚焦显微镜实时监测动脉血管环的收缩变化及反应钙离子强度的荧光变化[10-12]，评估丹参川芎嗪注射液对血管平滑肌细胞钙离子浓度的影响。在实验中看到，当在空白组培养皿中加入高钾时，血管环出现一个明显且相对持续时间较长的收缩，同时伴随一个瞬间短暂的荧光增强，在维拉帕米组未见任何的管收缩及相应的荧光增强反应。但丹参川芎嗪的不同浓度孵育组呈现出与浓度相关的血管收缩减弱及荧光增强减弱变化，更进一步验证了丹参川芎嗪注射液对血管平滑肌细胞钙离子通道的阻断作用是其扩张血管的主要机制之一。
实验结果提示，丹参川芎嗪注射液浓度依赖性地扩张大鼠脑基底动脉，阻断血管平滑肌钙离子通道是扩张血管的主要机制之一，主要表现为抑制细胞外的钙离子进入。这一结果为丹参川芎嗪注射液的临床应用提供了有力的实验支持。
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