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复方利血平氨苯蝶啶片对离体胸主动脉血管环的

舒张作用及机制研究
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摘要: 本研究主要评价复方利血平氨苯蝶啶片及其组分氨苯蝶啶对离体大鼠胸主动脉血管环的舒张作用, 并探

讨其作用机制。采用离体大鼠胸主动脉血管环模型, 分别用高浓度KCl和去甲肾上腺素 (norepinephrine, NE) 预刺

激, 评价药物的舒张血管活性。通过各种工具药干预, 观察药物舒张血管作用的内皮相关机制、钾通道相关机制和

钙离子相关机制。动物福利和实验过程均遵循中国医学科学院药物研究所实验动物管理与动物福利伦理委员会审

查要求。结果显示复方利血平氨苯蝶啶片和氨苯蝶啶均可以浓度依赖性舒张高钾和NE预收缩的血管环; 氨苯蝶

啶呈现出一定的内皮依赖性, N-硝基-L-精氨酸甲基酯 (N-nitro-L-argininemethyl ester hydrochloride, L-NAME) 在一

定程度上影响其舒张作用, 另外还可能与开放钙激活钾离子通道有关; 复方利血平氨苯蝶啶片明显抑制由细胞内钙

释放和外钙内流引起的血管收缩。总之, 复方利血平氨苯蝶啶片和氨苯蝶啶在体外具有一定的舒张血管作用, 复方

利血平氨苯蝶啶片的舒张血管机制可能与内钙释放和外钙内流有关, 氨苯蝶啶的舒张血管作用可能依赖于血管内

皮功能, 另外还可能与开放钙激活钾离子通道相关。
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Abstract: This study aimed to evaluate the vasorelaxant effect and mechanisms of compound reserpine and

triamterene tablets (CRTTs) and its component triamterene on isolated rat thoracic aorta rings. Isolated rat thoracic

aorta rings pre-contracted by high potassium or norepinephrine (NE) were used to evaluate the vasodilatory effect

of CRTTs and its component triamterene. The mechanisms concerning endothelium, potassium channels and

calcium channels were studied through the interventions of several tool drugs. Animal welfare and experimental

procedures followed the requirements of the Laboratory Animal Management and Animal Welfare Ethics

Committee of the Institute of Materia Medica, Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical
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College. The results showed that both CRTTs and triamterene had potent relaxant effect on KCl and NE pre-

contracted vessels. Triamterene showed partial endothelium dependency, and N-nitro-L-argininemethyl ester

hydrochloride (L-NAME) could influence the relaxant effect, which may be related to the opening of calcium-

activated potassium channels. Meanwhile, CRTTs could inhibit intracellular Ca2+ release and extracellular Ca2+

influx. Overall, CRTTs and its component triamterene have vasorelaxant effects on vessels in vitro, and the

vasorelaxant effect of CRTTs may be related to intracellular Ca2+ release and extracellular Ca2+ influx, while this

effect of triamterene may depend on vascular endothelial function and may also be related to the opening of

calcium-activated potassium channels.

Key words: compound reserpine and triamterene tablets; aorta; vasodilation; endothelium; potassium

channel; calcium channel

心血管疾病一直是全球死亡的最主要原因, 占全

球死亡人数的约 1/3[1]。在心血管疾病的防治策略中,

对高血压的防治是重中之重。高血压 (hypertension)

是指以体循环动脉血压 (收缩压和/或舒张压) 增高为

主要特征, 伴有心、脑、肾等器官的功能或器质性损害

的临床综合征[2-4]。因此有效地控制血压是预防和减

少心血管疾病的重要手段[5]。我国成人中高血压患病

率为 23.2%, 粗略估算全国高血压人口达 2.45亿。高

血压患者的知晓率、治疗率及控制率分别为 46.9%、

40.7%和15.3%, 均未超过50%[6]。

2012～2015年中国高血压调查 (China hypertension

survey) 结果显示, 在高血压患者的治疗药物选择上,

单药治疗占 68.3%, 最常用降压药物为钙拮抗剂, 而联

合降压药物治疗率为 31.7%。而多年来大量临床随机

对照试验和临床实践调查已证实, 70%的高血压患者

需同时使用 2种及以上降压药物治疗才能将血压控制

为 < 140/90 mmHg, 对于联合治疗的需求很高[7]。多种

口服降压药联合控制血压, 一个不可避免的问题在于

患者依从性差, 因此单片复方制剂成为联合用药的首

选药物[8]。

单片复方制剂复方利血平氨苯蝶啶片 (compound

reserpine and triamterene tablets, CRTTs) 由 12.5 mg 氨

苯蝶啶、12.5 mg氢氯噻嗪、12.5 mg硫酸双肼屈嗪和0.1

mg利血平组成[9]。研究表明, CRTTs对于老年高血压

患者具有明确的降压效果, 依从性及安全性良好[10,11]。

氨苯蝶啶为保钾利尿剂, 与氢氯噻嗪合用可增强利尿效

果, 并能减少低钾的不良反应。硫酸双肼屈嗪为血管扩

张剂, 能进入血管平滑肌细胞导致血管扩张而起到降压

作用。利血平是一种具有中枢和外周双重作用的交感

神经抑制剂, 通过影响中枢神经和外周交感神经末梢去

甲肾上腺素的储存和释放而起到降压作用 , 效果持

久[12]。网络药理学结果表明, CRTTs的降压作用与血管

张力调节密切相关, 但其作用机制仍不明确[13]。

经过初步实验结果表明, 氢氯噻嗪、硫酸双肼屈嗪

和利血平对离体大鼠胸主动脉血管环无明显舒张作

用。因此本实验中, 旨在评价CRTTs及其组分药物氨

苯蝶啶对离体大鼠胸主动脉血管环的舒张作用, 并对

其作用机制进行深入研究, 以期探讨CRTTs治疗高血

压病的作用特点与机制, 为其临床合理应用提供线索。

材料与方法

试剂 氨苯蝶啶 (triamterene)、氢氯噻嗪 (hydro‐

chlorothiazide)、硫酸双肼屈嗪 (dihydralazine sulfate)

和利血平 (reserpine) 原料药由北京双鹤药业股份有限

公司提供, 纯度 > 98% (图 1)。去甲肾上腺素 (norepi‐

nephrine, NE)、吲哚美辛 (indomethacin)、N-硝基-L-精

氨酸甲基酯 (N-nitro-L-argininemethyl ester hydrochlo‐

ride, L-NAME)、亚甲基蓝 (methylene blue)、格列苯脲

(glibenclamide)、TEA (tetraethyl ammonium) 和 4-AP

(4-aminopyridine) 均购自美国 Sigma 公司 ; 乙酰胆碱

(acetylcholine, ACh) 购自MedChemExpress公司; EGTA

购自美国Amresco公司; 其他试剂均为国产分析纯。配

气 (95% O2, 5% CO2) 购自北京如源如泉科技有限公司。

动物 SPF 级 SD (Sprague-Dawley) 大鼠 , 雄性 ,

体质量 180～200 g, 购自北京维通利华实验动物技术

有限公司 , 许可证号: SCXK (京) 2021-0011。所有动

Figure 1 Chemical structures of four components in compound

reserpine and triamterene tablets (CRTTs)
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物实验过程符合中国医学科学院药物研究所实验动物

管理与动物福利伦理委员会审查要求。

仪器 Polygraph MP100A (美国 BIO-PAC 公司);

SC-15超级恒温槽 (江南仪器厂); DK-98-1型电热恒温

水浴锅 (天津泰斯特仪器有限公司); JH-2肌张力传感

器 (北京航天医学工程研究所); 台式 pH计 (德国梅特

勒集团)。

离体大鼠胸主动脉环制备 迅速处死大鼠, 打开

胸腔迅速取出胸主动脉, 置于95% O2和5% CO2混合气

预饱和的 4 ℃、pH 7.4的普通Krebs-Henseleit (K-H) 液

中洗去残血, 小心剪去血管外周脂肪和结缔组织, 将血

管剪成长度为3、4 mm的血管环。根据实验需要, 血管

环如需去内皮, 用直径略小于血管环内径的自制棉签

轻轻摩擦血管环内表面以去除内皮。将血管环固定于

两个不锈钢三角架中, 将一端固定于浴槽底部, 另一端

连于张力换能器, 每个浴槽中加入 8 mL普通 K-H液,

维持 37 ℃ , 并持续充入 95% O2和 5% CO2混合气体。

调节初始张力为 1.2 g, 血管平衡后用含 60 mmol·L-1

KC1的高钾 K-H液刺激活化, 达最大收缩, 升高 0.5 g

以上的血管环可用。重新平衡1 h, 加入0.1 μmol·L-1的

NE刺激血管收缩达平台期后, 加入 10 μmol·L-1的Ach

验证血管内皮完整性, 血管环舒张率达 70%以上则认

为血管环内皮保留完整; 如血管环舒张少于5%则认为

血管环内皮完全去除[14]。用普通K-H液反复冲洗使血

管环张力重新平衡到初始值1.2 g, 以备下一步实验。

CRTTs 及其组分氨苯蝶啶对高钾预收缩血管环

的舒张作用 选用内皮完整的大鼠胸主动脉环, 用含

60 mmol·L-1 KCl 的高钾 K-H 液刺激血管收缩并稳定

后, 分别浓度累积加入 CRTTs及氨苯蝶啶, 终浓度为

1、3、10、30、100、300、1 000、3 000 μg·mL-1, 空白对照组

加入同体积溶剂, 记录并观察待测化合物对高钾预收

缩的血管环的舒张作用。

血管内皮对 CRTTs及其组分氨苯蝶啶舒张血管

作用的影响 选用内皮完整和去除内皮的大鼠胸主动

脉环, 采用1 μmol·L-1的NE预收缩并稳定后, 分别浓度

累积加入 CRTTs 及氨苯蝶啶 , 终浓度为 1、3、10、30、

100、300、1 000 μg·mL-1, 空白对照组加入同体积溶剂,

记录并观察待测化合物对NE预收缩的血管环的舒张

作用。

为探究内皮对待测化合物舒张血管作用的相关机

制, 选用内皮完整的大鼠胸主动脉环, 加入一氧化氮合

酶 (endothelial nitric oxide synthase, eNOS) 抑 制 剂

L-NAME (100 μmol·L-1)、鸟 苷 酸 环 化 酶 (guanylate

cyclase, GC) 抑制剂亚甲基蓝 (10 μmol·L-1) 和环氧化

酶 (cyclooxygenase, COX) 抑制剂吲哚美辛 (5 μmol·L-1),

预孵育 25 min, 加入 1 μmol·L-1 NE预收缩血管并稳定

后, 浓度累积加入 CRTTs及氨苯蝶啶, 终浓度为 1、3、

10、30、100、300、1 000 μg·mL-1, 观察内皮功能相关工

具药对血管环舒张作用的影响, 从而探讨CRTTs和氨

苯蝶啶舒张血管的内皮相关作用机制。

钾离子通道对 CRTTs及其组分氨苯蝶啶舒张血

管作用的影响 选用去除内皮的大鼠胸主动脉环, 分别

加入电压依赖钾离子通道阻滞剂 4-AP (100 μmol·L-1)、

钙激活钾离子通道阻滞剂TEA (5 mmol·L-1) 和ATP敏

感钾离子通道阻滞剂格列苯脲 (10 μmol·L-1), 孵育

25 min后加入 1 μmol·L-1 NE预收缩血管并稳定后, 浓

度累积加入CRTTs及氨苯蝶啶, 终浓度为 1、3、10、30、

100、300、1 000 μg·mL-1, 观察钾离子通道阻滞剂对血

管舒张作用的影响, 从而探讨药物是否通过开放钾离

子通道来发挥舒张血管作用。

CRTTs及其组分氨苯蝶啶对NE诱导的内钙释放

依赖性收缩的影响 选用去除内皮的大鼠胸主动脉

环, 用含 50 μmol·L-1 EGTA的无钙K-H液冲洗 2次, 每

次 10 min, 换成不含EGTA的无钙K-H液并稳定后, 分

别加入终浓度为 1、300、1 000 μg·mL-1的CRTTs及终浓

度为 1、150、1 000 μg·mL-1的氨苯蝶啶, 预孵育 20 min

后, 加入 1 μmol·L-1 NE刺激血管收缩。计算在待测药

物影响下各血管环的收缩率, 以加入 NE 15 min后的

血管收缩张力与高钾诱发的血管环最大收缩张力之间

的比值反映血管张力的变化。

CRTTs 及其组分氨苯蝶啶对复钙诱导的外钙内

流依赖性血管收缩的影响 选用去除内皮的大鼠胸主

动脉环, 用含1 mmol·L-1 EGTA的无钙K-H液冲洗3次,

每次10 min, 换成不含EGTA的无钙高钾K-H液并稳定

后, 分别加入终浓度为 1、540、3 000 μg·mL-1的 CRTTs

及终浓度为 1、370、3 000 μg·mL-1的氨苯蝶啶, 预孵育

20 min后, 浓度累积加入CaCl2, 其终浓度为 0.1、0.5、1、

1.5、2、2.5 mmol·L-1, 计算收缩率, 以外钙内流引起的血

管收缩张力与血管最大收缩张力的比值表示。

数据统计 采用 GraphPad Prism9 统计软件进行

统计学分析, 所有数据均以 x̄ ± s表示, 多组间比较采

用单因素方差分析 (one-way ANOVA) 或双因素方差

分析 (two-way ANOVA), 以P < 0.05具有统计学意义。

结果

1 CRTTs及其组分氨苯蝶啶对高钾预收缩血管环的

舒张作用

CRTTs 及氨苯蝶啶均能够明显舒张 60 mmol·L-1

KCl预收缩的内皮完整的大鼠胸主动脉环, 并呈现浓

度依赖性 (图2)。

·· 3341



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(11): 3339 −3344

2 内皮对CRTTs及其组分氨苯蝶啶的舒张血管作用

的影响

CRTTs及氨苯蝶啶对 1 μmol·L-1的NE预收缩的血

管环同样具有舒张作用, 并具有浓度依赖性。当去除

内皮后, CRTTs的舒张作用较在内皮完整的血管环上

无显著差异 , 而氨苯蝶啶则明显抑制舒张血管作用

(图 3)。由此可见, 氨苯蝶啶舒张血管作用部分依赖于

内皮, 而CRTTs舒张血管作用可能不依赖于内皮。

为了进一步探究氨苯蝶啶舒张血管作用的内皮依

赖性机制, 在内皮完整的血管环上预孵育内皮功能相

关性工具药 , 分别为 eNOS 抑制剂 L-NAME、GC 抑制

剂亚甲基蓝和环氧化酶抑制剂吲哚美辛, 代表舒张血

管的 3个经典信号通路。其中, 预孵育 L-NAME显著

降低氨苯蝶啶的舒张血管作用, 而亚甲基蓝和吲哚美

辛对氨苯蝶啶的舒张血管作用无明显影响 (图4), 说明

氨苯蝶啶可能是通过激活 eNOS, 提高一氧化氮 (NO)

的释放来舒张血管。

3 钾离子通道对CRTTs及其组分氨苯蝶啶舒张血管

作用的影响

钾离子通道开放可引起细胞超极化, 从而舒张血

管平滑肌。为探究 CRTTs 及氨苯蝶啶舒张血管作用

是否与钾离子通道有关 , 在去内皮的血管环中加入

3种钾离子通道阻滞剂预孵育, 分别是电压依赖钾离

子通道阻滞剂 4-AP、钙激活钾离子通道阻滞剂 TEA

和ATP敏感钾离子通道阻滞剂格列苯脲。其中, 预孵

育 TEA 可显著抑制氨苯蝶啶对 NE 预收缩血管的舒

张作用 , 4-AP 和格列本脲对氨苯蝶啶的舒张血管作

用无明显影响; 在较高浓度时格列本脲和 4-AP 抑制

CRTTs 的舒张血管作用 , 但随着浓度的升高 , 该抑制

作用减弱 , 当给予 TEA 后 , CRTTs 对 NE 预收缩血管

的舒张作用无明显影响 (图 5)。因此, 提示氨苯蝶啶

的舒张血管作用可能依赖于开放钙激活钾离子通道,

而 CRTTs 的舒张血管作用可能不依赖于钾离子

通道。

4 CRTTs及其组分氨苯蝶啶对 NE诱导的内钙释放

依赖性收缩的影响

在无钙K-H液中, NE可通过内钙释放机制引起血

管收缩。实验结果表明, 复方利血平氨苯蝶啶片可抑

制内钙释放依赖性的血管收缩, 且呈浓度依赖性, 在

300、1 000 μg·mL-1时抑制具有显著性。而氨苯蝶啶没

有表现出显著的抑制内钙释放依赖性血管收缩的作

用 (图 6)。表明CRTTs可以通过抑制内钙释放发挥其

舒张血管作用。

Figure 3 Vasorelaxant effects of CRTTs (A) and triamterene (B)

on contraction induced by norepinephrine (NE) in the endothelium-

intact (+endo) or endothelium-denuded (-endo) aortic rings. x̄ ± s,

n = 6. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs +endo

Figure 4 Influences of N-nitro-L-argininemethyl ester hydrochloride

(L-NAME, 100 μmol·L-1), methylene blue (10 μmol·L-1), and

indomethacin (5 μmol·L-1) on relaxant effect of triamterene in

endothelium-intact aorta rings pre-contracted by NE. x̄ ± s, n = 6. *P <

0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control

Figure 2 Vasorelaxant effects of CRTTs (A) and triamterene (B)

on endothelium-intact thoracic aorta rings pre-contracted with

60 mmol·L-1 KCl. x̄ ± s, n = 6
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5 CRTTs及其组分氨苯蝶啶对复钙诱导的外钙内流

依赖性血管收缩的影响

在无钙高钾K-H液中, CaCl2可通过外钙内流机制

引起血管收缩。结果表明 , 540 和 3 000 μg·mL-1 的

CRTTs孵育 20 min后, 均能显著性地抑制外钙内流引

起的血管收缩, 而氨苯蝶啶在抑制外钙内流引起的血

管收缩的作用较CRTTs弱 (图 7)。由此推测复方利血

平氨苯蝶啶片可能是通过抑制外钙内流发挥舒张血管

作用。

讨论

本实验研究了 CRTTs 及其药物组分氨苯蝶啶对

离体大鼠胸主动脉血管环的舒张作用, 并探讨具体作

用机制, 以明确CRTTs治疗高血压病的作用特点与机

制, 为其临床合理用药提供具体的实验数据。

在高钾条件下, 电压依赖性钙离子通道开放, 导致

外钙内流, 引起血管收缩[15]。在NE条件下, 激动平滑

肌 α受体 , 激活受体门控性钙离子通道 , 导致外钙内

流, 引起血管收缩[16,17]。结果表明, CRTTs及氨苯蝶啶

对高钾及 NE预收缩血管具有明显的舒张作用, 且具

有浓度依赖性。血管内皮可通过释放内皮源性舒张因

子如NO、前列腺素和内皮源性超极化因子, 以及血管

收缩因子如内皮素、超氧化物和血栓素, 来维持和调节

血管张力[18]。去除内皮之后, 氨苯蝶啶的血管舒张作

用明显被抑制, 说明其血管舒张作用具有一定的内皮

依赖性。因此加入 3种内皮功能相关工具药, 进一步

探究氨苯蝶啶舒张血管的内皮依赖性具体机制。结果

显示 L-NAME显著降低氨苯蝶啶的舒张血管作用, 而

亚甲基蓝和吲哚美辛对氨苯蝶啶的舒张血管作用没有

明显影响, 说明氨苯蝶啶可能是通过激活 eNOS, 提高

NO的释放来舒张血管[19]。

在去除内皮的血管环上, CRTTs及氨苯蝶啶仍能

舒张血管, 说明其对血管平滑肌细胞具有直接舒张作

用。钾离子通道开放与关闭在调节动脉血管平滑肌收

缩与舒张中起重要作用, 激活血管平滑肌上的钾离子

通道会引起细胞膜超极化, 电压依赖性钙离子通道开

放, 导致外钙内流引起血管收缩[14]。结果表明, 当给予

TEA 后, 氨苯蝶啶对 NE预收缩血管的舒张作用显著

降低, 而给予 4-AP和格列本脲对氨苯蝶啶的舒张血管

作用无明显影响 ; 当给予 3 种钾离子通道阻滞剂后 ,

CRTTs对NE预收缩血管的舒张作用无明显影响, 说明

氨苯蝶啶的舒张血管作用可能与开放钙激活钾离子通

道有关, 而在CRTTs中, 其他 3种药物可能抑制钙激活

Figure 5 Influences of tetraethyl ammonium (TEA, 5 mmol·L-1),

glibenclamide (10 μmol·L-1), and 4-aminopyridine (4-AP, 100

μmol·L-1) on relaxant effect of CRTTs (A) and triamterene (B) in

endothelium-denuded aorta rings pre-contracted by NE. x̄ ± s, n =

5. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control

Figure 6 Inhibitory effect of CRTTs (A) and triamterene (B) on

contraction induced by intracellular calcium release. x̄ ± s, n = 5.
*P < 0.05, ***P < 0.001 vs control

Figure 7 Inhibitory effects of CRTTs (A) and triamterene (B) on

cumulative-contraction curve dependent on extracellular calcium

influx induced by KCl (60 mmol·L-1) in Ca2+-free K-H solution.

x̄ ± s, n = 5. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control
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钾离子通道的开放, 也可能存在补偿机制, 即复方药物

通过其他机制舒张血管, 而非通过调控钾离子通道, 最

终导致TEA对CRTTs的舒张血管作用无明显影响。

细胞内钙离子浓度在调节血管平滑肌收缩中起到

重要作用。正常情况下, 细胞内钙浓度低, 兴奋状态

下, 细胞内钙离子浓度升高, 主要依赖两种途径: 外钙

内流和内钙释放[20]。结果显示, CRTTs能显著抑制由

内钙释放及外钙内流引起的血管收缩, 而氨苯蝶啶则

对这两种血管收缩无明显影响, 表明CRTTs的舒张血

管作用可能与钙离子通道有关, 而这种作用很可能是

由复方中的其他3种药物成分介导的。

综上所述, CRTTs及其组分氨苯蝶啶均可舒张离

体大鼠胸主动脉血管环。其中, CRTTs的舒张血管机

制可能与内钙释放和外钙内流有关; 氨苯蝶啶的舒张

血管作用具有内皮依赖性, 具体通过激活 eNOS, 提高

NO 的释放来促进血管舒张, 另外还可能与开放钙激

活钾离子通道有关。CRTTs及其组分氨苯蝶啶在离体

胸主动脉血管环上的生物活性及机制研究, 为后续寻

找药物新的适应症和阐明作用机制提供了一定的理论

基础和实验依据。
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