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摘要　目的：探讨芪参颗粒干预心力衰竭大鼠的药效研究，并基于氧化应激探讨其作用机制。方法：制备左冠脉结扎诱导
的心力衰竭大鼠模型，随机分为假手术组、模型组、芪参颗粒组、福辛普利组。通过苏木精伊红染色（ＨＥ）法、Ｍａｓｓｏｎ染色
分别观察各组大鼠心肌病理变化，并采用实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）和蛋白印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）法分别检测大鼠心肌
中氧化应激关键分子ｐ４７ｐｈｏｘ、ＲＡＣ１的含量。结果：ＨＥ染色和Ｍａｓｓｏｎ染色显示模型组大鼠心肌细胞排列紊乱，丧失正常
结构，心肌间质出现大量炎细胞浸润，胶原过度沉积，纤维明显增生；而芪参颗粒与假手术组排列整齐，细胞形态基本无变

化，几乎没有沉积的胶原蛋白。ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ显示模型组ｐ４７ｐｈｏｘ、ＲＡＣ１在ｍＲＮＡ与蛋白层面显著增高；而芪
参颗粒可显著降低ｐ４７ｐｈｏｘ、ＲＡＣ１的含量。结论：芪参颗粒能显著改善左冠脉结扎诱导诱导的大鼠心力衰竭，其机制可能
与抑制ｐ４７ｐｈｏｘ、ＲＡＣ１诱导的氧化应激效应有关。
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　　心力衰竭（ＨｅａｒｔＦａｉｌｕｒｅ，ＨＦ）是多种心血管疾
病的终末阶段，中医认为心力衰竭病大致归属于胸

痹、心悸、水肿、等范畴，心力衰竭辨证又可分为寒凝

证、血瘀证、痰浊证、阴虚证等［１］。在心力衰竭过程

中，氧化应激水平不断增加，实验研究中也表明氧化

应激的增加可能导致心脏结构和功能的改变，从而

使心力衰竭患者病情加重。ＮＡＤＰＨ氧化酶依赖的
超氧化物的产生是心脏氧化应激的最重要来源。在

ＮＡＤＰＨ氧化酶的众多亚型中，Ｎｏｘ２型和 Ｎｏｘ４型在
心血管系统分布广泛且在心力衰竭中发挥重要作

用。在终末期心力衰竭患者心肌 ＮＡＤＰＨ氧化酶活
性增加［２］；在急性心梗患者和大鼠梗死区心肌细胞
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Ｎｏｘ２的表达显著升高［３４］；Ｎｏｘ２／小鼠左冠脉前降
支结扎术后４周心肌肥厚、凋亡、间质纤维化以及心
功能等方面均优于野生型小鼠，进一步表明Ｎｏｘ２是
心梗后心力衰竭氧化应激的重要参与因素［５］。Ｎｏｘ２
型的ＮＡＤＰＨ氧化酶主要位于细胞膜，由膜结合的
Ｎｏｘ２（ｇｐ９１ｐｈｏｘ）和ｐ２２ｐｈｏｘ亚基组成，但是其活化需要
ｐ６７ｐｈｏｘ、ｐ４７ｐｈｏｘ、ｐ４０ｐｈｏｘ、ＲＡＣ１参与组成完整的酶复
合体［６］。其中，ｐ４７ｐｈｏｘ的磷酸化及易位和ＲＡＣ１的易
位在酶复合物的组装和激活过程中发挥着重要作

用［７］。

芪参颗粒是由黄芪、丹参、金银花等中药组成的

复方制剂。前期研究［８］发现，芪参颗粒具有心肌保

护作用，且该药物能针对于 Ｎｏｘ２型 ＮＡＤＰＨ氧化酶
有效的改善心力衰竭大鼠的心功能。本实验意在进

一步研究芪参颗粒对心力衰竭大鼠心脏中 ｐ４７ｐｈｏｘ和
ＲＡＣ１的影响，探讨其抗氧化应激的作用机制。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　ＳＰＦ级正常雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ
（ＳＤ）大鼠９０只，体重（２２０±１０）ｇ。购于北京维通
利华实验动物中心。适应性喂养１周，恒温，恒湿，
自由饮水，普通饲料。

１１２　药物　芪参颗粒由黄芪、丹参、金银花、甘草
等６味中药组成，各药材饮片均购于北京同仁堂制
药有限公司，按照课题组前期建立的方法制备［９］。

福辛普利由中美上海施贵宝制药有限公司提供，国

药准字Ｈ１９９８０１９７。
１１３　试剂与仪器　ＴＲＩｚｏｌ（Ａｍｂｉｏｎ，ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎ
ｔｉｆｉｃ，美国），逆转录试剂盒（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＵＳＡ，
ｌｏｔｎｕｍｂｅｒ：Ｋ１６２２），ＦａｓｔＳｔａｒｔＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
Ｍａｓｔｅｒ（Ｒｏｃｈｅ，Ｇｅｒｍａｎｙ，ｌｏｔｎｕｍｂｅｒ：０４９１３９１４００１），
引物（生工生物工程股份有限公司，上海），ＲＩＰＡ裂
解液（普利莱），蛋白酶抑制剂（Ｒｏｃｈｅ，Ｇｅｒｍａｎｙ，ｌｏｔ
ｎｕｍｂｅｒ：０４６９３１１６００１），蛋白磷酸酶抑制剂（Ｒｏｃｈｅ，
Ｇｅｒｍａｎｙ，ｌｏｔｎｕｍｂｅｒ：０４９０６８４５００１），Ｒａｃ１（ａｎｔｉＲａｃ１
ａｎｔｉｂｏｄｙ，ａｂ３３１８６，Ａｂｃａｍ，１：５００）ｐｈｏｓｐｈｏＲａｃ１（ａｎｔｉ
ｐｈｏｓｐｈｏＲａｃ１ａｎｔｉｂｏｄｙ，ａｂ２０３８８４，Ａｂｃａｍ，１：５００）；
ｐ４７ｐｈｏｘ（ａｎｔｉｐ４７ｐｈｏｘａｎｔｉｂｏｄｙ，ａｂ７９５，Ａｂｃａｍ，１：５００）；
ｐｈｏｓｐｈｏｐ４７ｐｈｏｘ（ａｎｔｉｐｈｏｓｐｈｏｐ４７ｐｈｏｘ ａｎｔｉｂｏｄｙ，ＰＡ５
３６７７３，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，１：５００）
１２　方法
１２１　分组与模型制备　９０只 ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠常
规饲料饲养，自由饮水。适应性饲养１周后，按照体
重随机分为模型组７５只和假手术组１５只。模型组

进行左冠脉结扎（ＬＡＤ），术后进行心电图检测，大鼠
心电图标准１２导联中出现６～８个导联Ｑ波的模型
组大鼠纳入研究范围。

１２２　干预方法　将其中３５只造模成功大鼠随机
分为３组，实验终末存活大鼠为：模型组１０只，ＱＳＧ
组８只和福辛普利组６只。１０只假手术组动物除穿
线不结扎外，其余同模型组。ＱＳＧ组为等量临床等
效剂量的两倍（１８６６ｇ／ｋｇ）；西药组给予福辛普利
钠片４６７ｍｇ／ｋｇ，均以水溶方式每天灌胃给药，灌胃
体积为１０ｍＬ／１００ｇ；假手术组和模型组动物给予
同体积生理盐水，连续给药２８ｄ后，摘取心脏，留取
心脏组织进行ＨＥ与Ｍａｓｓｏｎ染色。
１２３　检测指标与方法
１２３１　荧光定量 ＰＣＲ（ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ，ＲＴＰＣＲ）
法检测的ｐ４７ｐｈｏｘ、ＲＡＣ１表达　Ｔｒｉｚｏｌ法在冰上提取
细胞总ＲＮＡ逆转录逆转录为ｃＤＮＡ。实时定量荧光
ＰＣＲ；２－△△Ｃｔ法分析 ｍＲＮＡ相对表达量。引物序列
见表１。

表１　ＲＴＰＣＲ使用引物序列

基因 引物 核苷酸序列５′→３′

ｐ４７ｐｈｏｘ Ｆｏｒｗａｒｄ ＡＣＣＴＧＴＣＧＧＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＡＧＧＴＣＴＧＡＡＧＧＡＴＧＡＴＧＧＧ

ＲＡＣ１ Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＧＣＧＴＴＣＣＣＴＧＧＡＧＡＧＴＡＣＡ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＡＣＡＣＧＴＣＴＧＴＴＴＧＣＧＧＧＴＡ

ＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ ＡＴＴＣＣＡＴＣＣＣＡＧＡＣＣＣＣＡＴＡＡＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＣＡＧＣＧＡＡＣＴＴＴＡＴＴＧＡＴＧＧＴＡＴ

１２３２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测蛋白含量　ＲＩＰＡ
裂解缓冲液提取总蛋白；ＢＣＡ法蛋白定量；蛋白上样
量５０μｇ／１０μＬ，电压８０～１２０Ｖ，电泳１～１５ｈ。将
凝胶上的蛋白电转移至 ＮＣ膜，以５％脱脂奶粉３７
℃封闭１ｈ，一抗与膜封入杂交袋４℃过夜。ＴＢＳＴ
漂洗ＮＣ膜３次，１０ｍｉｎ／次；取出ＮＣ膜加入二抗，常
温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次后，滴上ＥＣＬ发光液，曝
光。记录每条蛋白泳带的灰度值进行定量分析。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００软件进行统计
分析，所有结果均以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。数
据符合正态分布者采用方差分析法进行多组间比

较，反之采用非参数检验方法分析，以Ｐ＜００５为差
异有统计学意义。

２　结果
２１　病理切片　ＨＥ染色结果：ＬＡＤ后，假手术组心
肌细胞完整，排列整齐，细胞形态基本无变化；模型

组大鼠心肌细胞排列紊乱，心肌间质出现大量炎细

胞浸润，丧失正常结构。而芪参颗粒组心肌细胞形
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图１　各组大鼠心肌组织病理切片ＨＥ（Ａ）与Ｍａｓｓｏｎ染色（Ｂ）（×４００）

态均匀，较少发生炎细胞浸润，与阳性药福辛普利组

一致。Ｍａｓｓｏｎ染色结果：光镜下观察，假手术组在
心肌细胞中几乎没有沉积的胶原蛋白；而模型组心

肌胶原过度沉积，纤维明显增生，呈网格状包绕心肌

细胞。芪参颗粒组与阳性药组可显著减缓胶原沉积

于纤维增生过程。

２２　实时定量荧光 ＰＣＲ检测的 ｐ４７ｐｈｏｘ、ＲＡＣ１的
ｍＲＮＡ表达　与假手术组比较，模型组 ｐ４７ｐｈｏｘ、
ＲＡＣ１的ｍＲＮＡ表达升高；与模型组比较芪参颗粒
组能降低心肌组织中 ｐ４７ｐｈｏｘ、ＲＡＣ１的 ｍＲＮＡ表达
显著降低，与福辛普利组作用相似。

图２　实时定量荧光ＰＣＲ检测各组小鼠心肌组织中
ｐ４７ｐｈｏｘ、ＲＡＣ１的ｍＲＮＡ表达

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，Ｐ＜０００１；

与正常组比较，△△Ｐ＜００１；与正常组比较，△△△Ｐ＜０００１

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测各组小鼠心肌组织中
ｐｐ４７ｐｈｏｘ、ｐ４７ｐｈｏｘ、ｐＲＡＣ１、ＲＡＣ１蛋白含量

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，Ｐ＜００１；与正

常组比较，△Ｐ＜００５；与正常组比较，△△Ｐ＜００１

２３　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ｐｐ４７ｐｈｏｘ、ｐ４７ｐｈｏｘ、ｐ

ＲＡＣ１、ＲＡＣ１的蛋白表达　模型组较假手术组 ｐ
ｐ４７ｐｈｏｘ、ｐＲＡＣ１蛋白表达明显升高，总 ｐ４７ｐｈｏｘ、
ＲＡＣ１蛋白无明显变化。治疗后芪参颗粒组和福辛
普利组的ｐｐ４７ｐｈｏｘ、ｐＲＡＣ１蛋白表达均有下降且与
模型组比较，差异有统计学意义。

３　讨论
心力衰竭是心血管系统疾病中的常见病，是多

种器质性心脏病患者终末阶段时心脏功能代偿失调

的综合征。随着对心力衰竭疾病病理过程认识的不

断进步，西医对心力衰竭的治疗从短期地纠正血流

动力学异常，逐步转变为长期地调控神经体液乃至

试图逆转心肌异常着手。从“强心、利尿、扩血管”

的心力衰竭常规治疗转变为“ＡＣＥＩ、利尿剂、β受体
阻滞剂的联合应用，并用或不用地高辛”。前者可

以迅速缓解呼吸困难、水肿等症状，提高心功能；而

ＡＣＥＩ、β受体阻滞剂治疗则可促使心力衰竭病死率
的下降。

虽然西医治疗心力衰竭已取得可喜的进展，但

扔存在安全系数低、适应范围窄、不良反应较大等问

题［１０］。中医药采用益气温阳、活血利水等方法能够

减轻心力衰竭患者症状、提高生命质量。芪参颗粒

是本团队治疗心力衰竭的效方，以温阳益气、活血解

毒配伍为特色，前期研究［１１］表明该方可有效改善心

力衰竭大鼠心功能，调控 ＮＡＤＰＨ氧化酶活性，干预
氧化应激。本研究以 ＮＯＸ２型 ＮＡＤＰＨ氧化酶活性
为切入点，通过建立大鼠 ＬＡＤ模型，采用心脏病理
切片技术、定量荧光 ＰＣＲ法及 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ的检
测技术，首次研究芪参颗粒对ＮＯＸ２下游的ｐ４７ｐｈｏｘ、
ＲＡＣ１基因和蛋白进行定量研究。

通过本研究可以明确的结论有芪参颗粒可显著

提高ＬＡＤ大鼠的心功能，减缓 ＬＡＤ大鼠心肌细胞
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结构改变程度，抑制心肌胶原过度沉积与纤维增生。

ｐ４７ｐｈｏｘ、ＲＡＣ１在模型组心肌细胞内的表达较假手术
组升高即心力衰竭的确会促进氧化应激的发生这一

点与国内外的研究结论一致。芪参颗粒用药４周后
对ｐ４７ｐｈｏｘ和 ＲＡＣ１表达的确有影响，并与福辛普利
作用相似，即调控氧化应激是芪参颗粒心肌保护作

用的机制之一。

仍需进一步研究的问题：首先，我们没有检测不

同剂量水平芪参颗粒对氧化应激的影响，所以剂量

和效果之间的关系还有待进一步研究。其次，虽然

芪参颗粒在我们以往的研究中的成分相对清晰，但

有效成分和靶点之间的直接关系尚不清楚。最后，

我们这次只关注芪参颗粒在 ＬＡＤ模型动物中
ｐ４７ｐｈｏｘ、ＲＡＣ１表达情况。为了阐明整体情况，芪参
颗粒对心力衰竭的其他模型，如主动脉弓缩窄术模

型、过量异丙肾上腺素致大鼠心力衰竭模型等都需

要验证。在后续实验中本课题组在已有实验结论的

基础上进一步会根据不同的模型进行多方位的验证

探索芪参颗粒改善心功能的作用。
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２０１８年第二十七次全国中西医结合肝病学术会议征文通知（第一轮）

　　由中国中西医结合学会肝病专业委员会举办的２０１８年

第２７次全国中西医结合肝病学术会议拟于２０１８年６月１５

－１６日在天津市召开。会议将以常见慢性肝胆疾病（慢性

病毒性肝炎、肝纤维化、肝硬化、肝癌、脂肪性肝病、乙醇性肝

病）的中西医结合防治研究进展和临床经验总结为重点展开

交流与讨论，并将邀请国内知名专家做特邀报告。参会代表

将获国家级继续教育学分。

征文要求：

（１）提交５００～１０００字中英文摘要。摘要须按照“目的、

方法、结果、结论”格式撰写，用于会刊印刷（注意结果中提供

重要的数据资料）。另提交中文论文全文（用于评审优秀论

文）。写明作者姓名，单位名称、电子邮箱、地址及邮编。通

过电子邮件发送至ｚｇｚｘｙｊｈｇｂｘｈ＠１２６ｃｏｍ。本次征文不接受

纸质文稿。

（２）投稿论文文本格式如下：中文标题用黑体、小四号字

体，作者姓名及单位用楷体小五，正文宋体五号，１５倍行距，

英文及数字用ＴｉｍｅｓＮｅｗＲｏｍａｎ字体。

（３）已在学术刊物公开发表过的论文，不再受理。

（４）征文截稿日期：２０１８年５月１５日。

会议筹备组联系人：

张 华 １３５２４９６８６５０，王 晓 柠 １５１２１１８８８３１，冯 琴

１３７６４３８０６８２

邮箱：ｚｇｚｘｙｊｈｇｂｘｈ＠１２６ｃｏｍ

欢迎肝病防治领域的广大临床和科研工作者踊跃投稿！

中国中西医结合学会肝病专业委员会

２０１８年１月１６日
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