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摘要 目的  通过前期拆方研究后而组成的清心饮 号进行不同剂量的药效学与作用机制研究 明确该方在实验动物中的有

效治疗剂量 为新药开发提供实验依据 ∀方法  通过检测用药 后小鼠体重变化 !血清中肌钙蛋白 × !≥ ⁄及 ⁄

的变化 !小鼠心肌中病毒滴度水平 验证该方的疗效 ∀结果  清心饮 号高剂量组和中剂量组均能有效降低小鼠心肌中病毒

滴度和减轻心肌中的病理改变 清心饮 号中剂量组能显著降低小鼠血清中 × 的含量 清心饮 号高 !中剂量组均能有效

提高血清中 ≥ ⁄含量和降低血清中 ⁄ 的水平 ∀结论  清心饮 号对 ∂ ≤ 小鼠有显著疗效 ∀
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  清心饮是我院国家级名老中医陆芷青教授治疗该病的

经验方 经课题组长期的临床与实验验证≈ ∗ 确有较好的

疗效和抗病毒 !保护心肌细胞及调节免疫等作用 ∀本课题研

究的主要目的是 通过对拆方研究后而组成的清心饮 号进

行不同剂量的药效学与作用机制研究 明确该方在实验动物

中的有效治疗剂量 并探讨其对心肌保护和免疫调节方面的

作用机制 为进一步新药开发提供实验依据 为中医药治疗

病毒性心肌炎提供有效方法 ∀

1  实验材料

1 1  药品

清心饮 号 由人参 !丹参 !苦参组成 高 !中 !低三个剂

量组水煎醇提 由浙江中医学院制剂室提供 其中高剂量组

生药含量为 中剂量组为 低剂量组为 ∀

玉丹荣心丸 由上海黄山制药厂提供 生产批号为

取说明书成人剂量的 倍的药物 以蒸馏水充

分溶解后超声萃取 取上清液浓缩而成 ∀

1 2  病毒

柯萨奇 病毒 ≤ ∂ 株 × ≤ ⁄ 由复

旦大学附属中山医院病毒性心肌病重点实验室提供 本实验

室 ε 低温冰箱保存 ∀

1 3  动物

雄性 小鼠 ∗ 周龄 体重 ∗ 购自中国

科学院上海实验动物中心 ∀ 级清洁级合格证号 ∀

1 4  主要试剂和材料

≥ ⁄试剂盒 批号 ⁄ 试剂盒 批号

∀以上试剂盒均由南京建成生物工程研究所提

供 ∀ × 肌钙蛋白 试剂盒 江苏省人民医院心血 管病研

究所提供 ∀

2  实验方法

2 1  动物分组

雄性小鼠 只 ∗ 周龄 随机分为正常组 !

模型组 !药物阳性对照组 !清心饮 号高剂量组 !清心饮 号

中剂量组 !清心饮 号低剂量组 每组均为 只 ∀

2 2  造模

根据前期实验经验 ≤ ∂ 原液以 Β 的浓度稀释于

⁄2 ∞ 液中 每鼠 腹腔注射 ∀小鼠给药 造模后

各中药组小鼠以相应中药灌胃 每鼠 每日灌胃一

次 共 正常组和模型组以蒸馏水灌胃作为安慰用药 ∀
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2 3  标本的采集

2 3 1  血清标本的制备 小鼠灌胃 后 禁食 摘眼球

取血 置于 管 ε 水浴 离心

取血清保存于 ε 冰箱备用 ∀

2 3 2  心肌标本的制备 取出小鼠心脏 滤纸吸干血迹 所

有小鼠心脏取约 ∗ 的体积立即置于 ε 超低温冰

箱保存 供 ×2°≤ 之用 ∀剩余心肌每组取约 部分置于

的中性甲醛溶液中固定 供作病理切片 ∀另 置于

. 液中研磨 离心后取上清保存于 ε 超低温冰

箱 供病毒滴度的检测 ∀

2 4  观察项目

2 4 1  灌胃期间每日称体重并予记录 作体重变化曲线 ∀

2 4 2  取心肌标本时作心脏巨检 ∀记分方法 心脏巨检未

见心肌病变记 分 可见散在的白色斑点样坏死灶 面积不

超过整个心脏表面积的 记 分 可见聚集成块的白色

斑点或斑片样坏死灶 其面积介于整个心脏表面积的 ∗

记 分 心脏可见明显的坏死灶 其面积介于整个心脏

表面积的 ∗ 记 分 心脏巨检可见较大的白膜样 !

斑片样坏死灶 其面积约为整个心脏表面积的 ∗

记 分 整个心脏表面几乎均被斑片样坏死灶所覆盖 其面

积约为整个心脏表面积的 ∗ 记 分 ∀

2 4 3  取血清作 ≥ ⁄ ⁄ 检测 具体操作按试剂盒说明

于半自动生化仪上进行检测 ≥ ⁄样本滴加量为 Λ 于波

长 比色 ⁄ 样本滴加量为 Λ 于波长 处

比色 ∀

2 4 4  心肌匀浆上清液病毒滴度的测定 按 法≈ 在传

代 √ 细胞上用 孔板测定各中药药组的病毒滴度 ∀具体

方法如下 心肌匀浆以 ∞ ∞ 液作 倍系列稀释 ∀

取形态正常 !生长于 孔细胞培养板的细胞 滴加经系

列稀释的心肌匀浆上清液 Λ 孔 ε 作用 弃心

肌匀浆上清 液洗涤一次后加 Λ 孔病毒维持液

∞ ∞ 含 新生牛血清 置 ε 培养 ∀每一稀释度

分别接种 孔 每次测定均设 ≤ ∂ 作阳性对照 ∀ 病毒

× ≤ ⁄ 滴定 经 ε 培养 分别读取每孔细胞病变 确定

细胞病变程度 以 约 细胞病变为判断标准 分别

计算出每一标本的 × ≤ ⁄ ∀

2 4 5  取血清作 × 检测 方法为改良双抗体夹心 ∞ ≥

法 具体操作按文献≈ 用抗人心肌 × 单克隆抗体

为第一抗体包被 孔酶联板 加待测血清后再用生物素标

记的 ƒ 为第二抗体 形成双夹心 用碱性磷酸酶系统显

色 波长 阅读 每次检测均置标准抗原 × ∗

Λ 不同浓度作定量参考 ∀

2 4 6  小鼠心肌病理观察 甲醛固定的心肌标本 用乙醇梯

度脱水 二甲苯透明 蜡块包埋 作连续切片 张 脱蜡后作

∞染色 树脂封片 ∀每个切片取 个视野 低倍镜下 按文

献≈ 方法计算病理积分 ∀具体方法 无病理改变记 分 心

肌细胞坏死 心肌组织细胞浸润和变性面积 记 分

心肌组织坏死面积约 ∗ 记 分 心肌组织坏死面积

∗ 记 分 心肌组织坏死面积 记 分 ∀

3  结果

3 1  对小鼠体重的影响

正常组的小鼠体重逐日递增 而注射了 ≤ ∂ 病毒的模

型组和各用药组的体重均有不同程度的下降 说明感染

≤ ∂ 可以影响小鼠的体重 ∀感染病毒后 模型组体重增

加即较各用药组缓慢 ∀模型组和三个清心饮 号剂量组在

感染病毒 时 从感染病毒前一天开始计算体重 体重开始

下降 玉丹荣心丸组在 时开始下降 以上五组小鼠体重均

于 开始回升 ∀从体重下降幅度来看 以模型组体重下降

最为明显 而清心饮 号高剂量组体重下降最缓 从体重回

升幅度来看 依次为 清心饮 号高剂量组 清心饮 号低

剂量组 清心饮 号中剂量组 药物阳性对照组 模型组 ∀

3 2  小鼠心脏病理观察结果

从表 可以看出 正常组小鼠心肌巨检均未发现病理改

变 感染病毒的各用药组心脏表面都可见不同程度的病变出

现 与正常组比较有显著性差异 Π 与模型组相比

清心饮 号各剂量组心肌巨检病变明显减轻 Π 而

玉丹荣心丸组无明显差异 ∀清心饮 号高剂量组与药物阳

性对照组比有统计学意义 Π ∀

表 1  各组小鼠心肌巨检结果 ξ ? σ

Ταβ 1  × ∏ ξ ? σ

组别 ν 巨检积分

正常组 ?
模型组 ?

药物阳性对照组 ?
清心饮 号高剂量组 ?
清心饮 号中剂量组 ?
清心饮 号低剂量组 ?

注 与正常组比较 Π . ; )与模型组比较 Π . ; )与药物阳

性组比较 Π

∏ Π

∏ Π √ ∏ Π

3 3  各组对小鼠血清 ≥ ⁄的影响

从表 可以看出 感染 ≤ ∂ 后 模型组小鼠血清中

≥ ⁄的含量较正常组显著降低 Π 高剂量和中剂量

的清心饮 号均能显著提高血清中 ≥ ⁄的含量 与模型组

比较 Π ∗ 与清心饮 号低剂量组比较 Π

其中以高剂量组效果最为明显 而清心饮 号低剂量

组和玉丹荣心丸组对提高血清中 ≥ ⁄的含量无明显作用

与模型组相比较 Π ∀

表 2  各组对小鼠血清 ≥ ⁄的影响 ξ ? σ

Ταβ 2  × ∏ ∏ ∏ ≥ ⁄

ξ ? σ

组别 ν ≥ ⁄ ∏

正常组 ?
模型组 ?

药物阳性对照组 ?
清心饮 号高剂量组 ?
清心饮 号中剂量组 ?
清心饮 号低剂量组 ?

注 与模型组比较 Π . ; )与模型组比较 Π . ; )与清心饮
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号低剂量组比较 Π

∏ Π

∏ Π ± ÷ ≠ ∏ Π

3 4  各组对小鼠血清 ⁄ 的影响

从表 可见 感染 ≤ ∂ 后 模型组小鼠血清 ⁄

含量较正常组明显升高 Π 各用药组均能有效地降

低血清 ⁄ 含量 与模型组比较 Π 其中尤以清心饮

号中剂量组的降低幅度最大 ∀

表 3  各组对小鼠血清 ⁄ 的影响 ξ ? σ

Ταβ 3  × ∏ ∏ ∏ ⁄

ξ ? σ

组别 ν ⁄ 值

正常组 ?

模型组 ?

药物阳性对照组 ?

清心饮 号高剂量组 ?

清心饮 号中剂量组 ?

清心饮 号低剂量组 ?

注 与模型组相比较 Π

∏ Π

3 5  各组对小鼠血清 × 的影响

从表 可见 正常组小鼠血清中 × 均为阴性 较感染

病毒的模型组和各用药组有显著性差异 Π 而模型

组小鼠血清中有较高水平的 × 表达 ∀与模型组相比较

各用药组中只有清心饮 号中剂量组 × 含量明显降低 Π

其余各组 × 含量虽然均有不同程度下降 但与

模型组比较 差别无显著性 ∀且清心饮 号中剂量组与药物

阳性对照组比较有显著性差异 Π ∀

表 4  各组对小鼠血清 × 值的影响 ξ ? σ

Ταβ 4  × ∏ ∏ ∏ ×

ξ ? σ

组别 ν ×

正常组 ?

模型组 ?

药物阳性对照组 ?

清心饮 号高剂量组 ?

清心饮 号中剂量组 ?

清心饮 号低剂量组 ?

注 与正常组比较 Π .  )与模型组比较 Π .  )与药物

阳性对照组比较 Π

∏ Π  

∏ Π  √ ∏ Π

3 6  各组对心肌组织形态学的影响

∞切片光镜下观察 正常组小鼠心肌组织未见任何病

理损害 模型组小鼠均出现病变 符合急性病毒性心肌炎病

理改变 ∀心肌可见散在的点状或严重的片状坏死 病灶内心

肌坏死呈颗粒状 蓝染 有些病灶内心肌溶解消失 残留结缔

组织和小血管 但心肌组织及病灶周围炎性细胞浸润不明

显 ∀与模型组相比较 各中药组心肌损害均有不同程度的减

轻 其中清心饮 号高剂量组和中剂量组的损害最轻 与模

型组比较有显著性差异 Π 清心饮 号低剂量组和

药物阳性对照组病变较重 与模型组相比较无显著性差异 ∀

病理积分见表 ∀

表 5  各组心肌病理积分 ξ ? σ

Ταβ 5  × ∏

ξ ? σ

组别 ν 病理积分

正常组

模型组 ?

药物阳性对照组 ?

清心饮 号高剂量组 ?

清心饮 号中剂量组 ?

清心饮 号低剂量组 ?

注 与正常组比较 Π .  )与模型组比较 Π

∏ Π  

∏ Π

3 7  各组对心肌病毒滴度的影响

从表 可以看出 模型组的心肌病毒滴度水平较高 与

正常组相比较 Π 各用药组中 清心饮 号高剂量组

和中剂量组的病毒滴度水平较模型组有明显降低 Π

也明显低于药物阳性对照组和清心饮 号低剂量组

Π 而清心饮 号低剂量组和药物阳性对照组有较

高心肌病毒滴度水平 与模型组无明显差异 ∀

表 6  各组对心肌病毒滴度的影响 ξ ? σ

Ταβ 6  × ∏ ∏ √ ∏

∏ ξ ? σ

组别 ν 病毒滴度

正常组 ?

模型组 ?

药物阳性对照组 ?

清心饮 号高剂量组 ?

清心饮 号中剂量组 ?

清心饮 号低剂量组 ?

注 与正常组相比 Π . ; )与模型组比较 Π . ; )与药物阳

性对照组和清心饮 号低剂量组比较 Π

∏ Π

∏ Π √ ∏

± ÷ ≠ Π

4  分析与讨论

4 1  清心饮 号治疗病毒性心肌炎的中医药理论基础

根据中医理论 病毒性心肌炎为温热之邪内舍于心 耗

伤心之气阴而成 ∀病变初起时以热毒犯心 !气阴两伤为主

至恢复期和慢性期可兼夹淤血 !痰饮等有形之邪 形成虚实

夹杂之候 故病情缠绵 难以痊愈 ∀方中人参具有益心气养

心阴之作用 切中病机 苦参能清热解毒 丹参活血化淤 诸

药合用 达到扶正祛邪 !标本兼治的效果 为本病的正治之

方 ∀现代药理学研究证实 人参 !苦参 !丹参均具有清除氧自

由基作用 人参 !苦参具有抗病毒作用 对多种病毒如 流感

病毒 !柯萨奇 组病毒等均有抑制和杀灭作用≈ 丹参可

改善心脏局部微循环 且可通过缩短心肌细胞 °⁄和阻断
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型钙电流而产生钙通道阻滞样作用≈ ∀为本方治疗病毒性

心肌炎提供了依据 ∀

4 2  清心饮 号不同剂量组的疗效评价

从本实验清心饮 号及玉丹荣心丸对 ∂ ≤ 小鼠的体

重 !心脏巨检 !心肌病理改变 !心肌病毒滴度和血清 ≥ ⁄

⁄ × 等疗效指针的影响 可以总结出各中药组均有一

定的治疗效果 综合评价 其疗效依次为 清心饮 号高剂量

组和中剂量组 清心饮 号低剂量组 玉丹荣心丸组 ∀总

体上清心饮 号组疗效好于玉丹荣心丸组 显示清心饮复方

是治疗 ∂ ≤ 的有效方剂 ∀

4 3  清心饮 号对 ∂ ≤ 小鼠模型作用机制的评价

4 3 1  清心饮 号对 ∂ ≤ 小鼠模型血清 ≥ ⁄和 ⁄ 的

影响 最近研究发现 自由基与细胞凋亡有密切关系≈ ∀氧

自由基可能为心肌细胞凋亡的诱发因素之一而参与心肌细

胞凋亡的病理过程≈ ∀另外 ƒ 还与 ∂ ≤ 病理有关 有

文献表明 病毒性心肌炎患者 ≥ ⁄水平与血清 ≤ 2 呈负

相关 而与射血分数 ∞ƒ !心轴缩短率 ƒ≥ 呈正相关≈ ∀

在本次实验中 与正常组相比较 模型组 ≥ ⁄水平显著

下降 而 ⁄ 水平显著上升 与文献报道一致 ∀清心饮 号

和玉丹荣心丸均能不同程度地升高血清 ≥ ⁄水平和降低

⁄ 水平 其中尤以清心饮 号高剂量组和中剂量组效果

最为显著 优于清心饮 号低剂量组和药物对照组 显示出

一定的量效关系 ∀显示清心饮 号方具有较强的抗氧化的

作用 这可能是清心饮 号对 ∂ ≤ 有较好疗效的原因之一 ∀

现代药理研究表明 人参 !苦参和丹参均具有较强的提高机

体内源性 ≥ ⁄活性和抗氧化的作用 ∀这也为该结果提供了

理论依据 ∀

4 3 2  清心饮 号对病毒性心肌炎小鼠模型血清 × 的

影响 肌钙蛋白 × 是肌钙蛋白 个亚单位中起调节作

用的单链多肽 × 为 × 三种同型形式之一 仅存在于心

肌之中 ∀在心肌细胞胞浆中 游离 × 只占 大部分

以复合体形式存在 当心肌缺血或炎症引起细胞膜损害时

游离 × 可迅速进入血液 而结合的 × 由于分子量大

延迟透出胞膜入血 并逐渐分解出 × ≈ ∀因此 × 在心

肌损伤时可较早出现并持续较长时间 ∀较之以 ⁄ ≤

≤ 2 等心肌酶学检查具有灵敏性高和特异性强的优点而

成为 ∂ ≤ 心肌损伤的可靠的标记物 ∀有人测定 例急性

病毒性心肌炎患者 血清 × 阳性率为 而 ≤ 2

的阳性率仅为 ≈ 其诊断 ∂ ≤ 的敏感性和特异性

均好于 ≤ 2 ∀故 年 月昆明会议新制定的5病毒性

心肌炎诊断标准6中 × 的检测被列为该病的主要诊断依

据之一≈ ∀

我们通过对 ∂ ≤ 小鼠血清 × 检测发现 正常组小鼠

血清 × 均为阴性 而模型组有较高的血清 × 水平 用

不同剂量的清心饮 号和玉丹荣心丸治疗后 血清 × 水

平均有不同程度的下降 说明中药的干预可以降低 ∂ ≤ 小

鼠 × 的水平 间接证实清心饮 号方具有保护宿主心肌

细胞免受感染病毒侵袭和免疫损伤的作用 ∀其中 清心饮

号中剂量组效果最佳 与模型组比较 Π ∀

5  结论

清心饮 号是治疗病毒性心肌炎的有效方剂 ∀

本次实验中 清心饮 号高剂量组和中剂量组的疗效最

佳 优于清心饮 号低剂量组和玉丹荣心丸组 ∀

清心饮 号对 ≤ ∂ 病毒性心肌炎小鼠模型的治疗机

理 与其抗病毒 !抗氧化有关 ∀
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