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养心通脉方不同时间干预对早发冠心病血瘀证
模型大鼠DNA甲基化的影响
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［摘要］ 目的　观察养心通脉方子午流注法干预对早发冠心病 （PCHD） 血瘀证模型大鼠的效果，并从 DNA
甲基化差异基因表达角度探讨其作用机制。方法　1） 设空白组、造模组、养心通脉方组 SD 大鼠各 3只，造

模组、养心通脉方组大鼠以高脂饲料持续饲养+维生素 D3 灌胃+盐酸异丙肾上腺素皮下注射方法构建 PCHD
血瘀证大鼠模型。造模成功后养心通脉方组大鼠以养心通脉方溶液18 g/ （kg·d） 灌胃，空白组和造模组大鼠

以 0. 9% 氯化钠溶液 4 ml/ （kg·d） 灌胃，3周后采集各组大鼠血清样本进行 DNA 甲基化测序，筛选相关 DNA
甲基化差异基因。2） 另将 PCHD 血瘀证造模成功的大鼠随机分为模型组、养心通脉方子午流注干预组 ［养

心通脉方溶液 18 g/ （kg·d） 分别于心经时段 （12：00） 和心包经时段 （20：00） 两次灌胃］、养心通脉方对

照组 ［养心通脉方溶液18 g/ （kg·d） 分别于8：00和18：00两次灌胃］ 和阿托伐他汀钙组 ［阿托伐他汀钙片

溶液 1. 8 mg/ （kg·d） 灌胃，时间同养心通脉方对照组］，另设空白对照组，每组 8 只。模型组和空白对照组

以 0. 9% 氯化钠溶液 4 ml/ （kg·d） 灌胃，时间同养心通脉方对照组。灌胃 3 周后，检测各组大鼠血脂 ［包括

总胆固醇 （TC）、低密度脂蛋白 （LDL）、高密度脂蛋白 （HDL）］ 水平，大鼠心肌组织及胸主动脉 HE 染色

观察病理形态学改变，检测血清炎症指标［肿瘤坏死因子α（TNF-α）、脂多糖（LPS）、白细胞介素10（IL-10）］

水平，免疫沉淀-实时荧光定量 PCR 法检测心脏组织筛选差异基因相对表达量。结果　1） 筛选出差异甲基

化区域的基因为钙调蛋白 2 （Calm2）、钙电压门控通道亚基 α1s （Cacna1s）、磷脂酶 Cβ1 （Plcb1）。2） 与空

白对照组比较，模型组大鼠 TC、LDL、TNF-α、LPS 含量均升高，HDL、IL-10 含量降低 （P＜0. 05 或 P＜
0. 01）；HE染色显示心肌纤维明显肿胀，并伴有大量炎症细胞浸润，主动脉血管内壁增厚，内壁损伤，可见

大量脂质胆固醇结晶，炎症细胞浸润明显。与模型组比较，养心通脉方子午流注干预组、养心通脉方对照

组、阿托伐他汀钙组大鼠 TC、LDL、TNF-α、LPS含量均降低，HDL、IL-10含量均升高 （P＜0. 05），心肌组

织损伤改善，炎性浸润减少，胸主动脉内膜损伤改善，脂质浸润减少。与养心通脉方对照组比较，养心通脉方

子午流注干预组LDL、TNF-α、LPS 含量降低，IL-10 含量升高 （P＜0. 05）。与模型组比较，养心通脉方对照

组和养心通脉方子午流注干预组 Calm2、Plcb1 基因相对表达量降低、Cacna1s 基因相对表达量升高 （P＜
0. 05）；与养心通脉方对照组比较，养心通脉方子午流注干预组 Calm2基因相对表达量降低、Cacna1s基因相

对表达量升高 （P＜0. 05）。结论　养心通脉方于心经 （12：00）、心包经 （20：00） 时段干预更能有效改善

PCHD 血瘀证模型大鼠血脂水平、抑制炎症反应和改善心肌组织损伤，Calm2、Cacna1s基因可能是养心通脉

方干预PCHD血瘀证的关键靶点。

［关键词］  早发冠心病；血瘀证；DNA甲基化；血脂；炎症因子；养心通脉方；子午流注

冠心病是由冠状动脉粥样硬化引起的血管腔狭

窄、冠状动脉供血不足等复杂的病理生理过程导致

的心脏病。我国冠心病现患人数达 1139 万，且患

者逐渐趋于年轻化，包括早发冠心病 （premature 
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coronary heart disease，PCHD） 在内的心血管疾病

已成为重大公共卫生问题［1］。PCHD是受遗传和环

境双因素交互作用而导致的多基因异常的复杂疾

病，该病人群疾病发作时男性＜55 岁，女性＜65
岁［2］。相较于非早发冠心病，PCHD 病变进展快、

粥样斑块更不稳定、冠状动脉斑块组织纤维化程度

更高、更易引发心血管不良事件，且预后不良［3-4］。

研究表明，相对非早发冠心病而言，PCHD遗传基

础更突出，遗传因素对发病风险的贡献率超过

50%［5］。表观遗传学能够很好地反映环境和遗传因

素在心血管疾病中的交互作用［6］。DNA 甲基化是

表观遗传修饰中最关键的一种形式，且与动脉粥样

硬化等心血管疾病发生密切相关，同时 DNA 甲基

化随年龄的增长而发生动态变化［7］，因此其对

PCHD早期诊断和治疗具有重要意义。

在中医理论中，冠心病属于“胸痹”“真心痛”

等范畴，血脉瘀滞是其重要病理特征，血瘀证是冠

心病最常见的证型之一［8］。养心通脉方是袁肇凯教

授治疗胸痹心痛的经验方，具有扶正养心、祛瘀止

痛的功效。本团队前期研究已证明该方在改善

PCHD 患者血液流变学指标、保护冠状动脉结构、

调控表观遗传修饰等方面疗效显著［9］。子午流注理

论是将一天 24 h划分为十二时辰，对应十二地支，

与人体十二脏腑的气血运行结合，在一天十二时辰

之中，人体气血首尾相衔地循环流注，盛衰开合均

有时间节奏和时间特性理论［10］。子午流注理论中，

在某经脉或脏腑的特定时间内进行治疗，能对该病

变脏腑或经脉功能起到最大的调节作用，在各脏腑

气血旺盛时间服药能够起到有效的治疗效果［11］。

午时属心经，戌时属心包经。因此，本研究筛选养

心通脉方对 PCHD 血瘀证模型大鼠的 DNA 甲基化

差异基因，并根据子午流注理论采用心经（午时）

和心包经 （戌时） 两个时间段进行养心通脉方干

预，以期更深入地研究养心通脉方对PCHD血瘀证

大鼠的作用机制及最佳给药时间。本实验经湖南中

医药大学动物伦理委员会审批通过 （审批号：

LLBH-202212140002）。

1　材料与方法

1. 1　动物

SPF 级雄性 SD 大鼠 72 只，6~8 周龄，体质量

180~220 g，由湖南斯莱克景达实验动物有限公司

提供，实验动物许可证号：430727231100480051。
饲养于湖南中医药大学动物实验中心 SPF 级动物

室，自由进食进水，昼夜周期 12 h，相对湿度

（50±10） %，温度（22±2） ℃。

1. 2　药物

养心通脉方组成：人参 10 g，丹参 10 g，桂枝

10 g，枳实 10 g，泽泻 10 g。养心通脉方配方颗粒

由四川新绿色药业科技发展有限公司生产，1 g颗

粒剂相当于生药 11. 91 g，，溶于 0. 9%氯化钠注射液

中配成浓度为 1 g/ml的溶液；阿托伐他汀钙片（湖

南迪诺制药股份有限公司，批号：1230520），捣粉

溶于蒸馏水，配制成浓度为0. 2 mg/ml的溶液。

1. 3　主要试剂与仪器

维生素D3 （批号：S13012）、盐酸异丙肾上腺

素 （批号：B26918），上海源叶生物科技有限公

司；异氟烷（批号：R510-22-10），深圳瑞沃德生

命科技有限公司；DNA 分离试剂盒（批号：69506），

德国QIAGEN公司；肿瘤坏死因子α（TNF-α）ELISA
试剂盒 （批号：LOT20230810-31063B）、脂多糖

（LPS）ELISA 试剂盒（批号：LOT20230810-38916B）、

白细胞介素 10 （IL-10） ELISA 试剂盒 （批号：

LOT20230810-30194B），上海酶联生物科技有限公

司；HE染液（批号：G1120），Solarbio公司；蛋白

酶 K （批号：127149304）、核糖核酸酶 A （批号：

142351601），德国 QIAGEN 公司；AMPure XP磁珠

（批号：A63881），美国 Beckman Coulter 公司；5-

甲基胞嘧啶抗体 （批号：MAB-006-500），比利时

Diagenode公司；氯化钠（批号：71386-1L），美国

Sigma公司。

数字心电图机 （型号：ECG-2303B），广州三

锐电子科技有限公司；小动物呼吸麻醉机（型号：

GOWEF680），长沙临科仪器设备有限公司；台式

冷冻离心机（型号：H1650R），湖南湘仪实验室仪

器有限公司；全自动血流变测试仪 （型号：SA-

66OO），北京赛科希德科技发展有限公司；全自动

生化检测仪（型号：Cobas 8000-775），瑞士罗氏诊

断公司；光学显微镜 （型号：NIKON ECLIPSE 
E100），日本尼康公司；QuantStudio™ 5 实时荧光

定量 PCR 系统 （型号：Primer 5. 0），Applied Bio⁃
systems 公司；NovaSeq600 测序平台（型号：Nova⁃
Seq6000）、超微量分光光度计（型号：ND-1000），

赛默飞世尔科技公司；多功能酶标仪 （型号：

Freedom EVOlyzer），奥地利帝肯贸易有限公司；超

声破碎仪（型号：UCD-200），比利时Diagenode公
司；生物分析仪（型号：Agilent2100），德国安捷

伦科技有限公司。
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1. 4　模型制备

72 只大鼠适应性喂养 1 周后，用 SPSS 28. 0 软

件产生的随机数字表选取 16只作为空白对照大鼠，

剩余 56 只作为造模大鼠。空白对照大鼠采用普通

饲料喂养，造模大鼠根据本团队前期研究经验构建

血瘀证大鼠模型［12］：采用高脂饲料（北京科澳协

力饲料有限公司定制，配方为 81. 3% 基础饲料、

3% 胆固醇、0. 5% 胆酸钠、5% 白糖、10% 猪油、

0. 2% 丙基硫氧嘧啶）喂养 8 周，同时分别于造模

第 1天、第 3天给予维生素 D3 30万 IU/（kg·d）灌

胃、第 7 天给予维生素 D3 15 万 IU/（kg·d） 灌胃。

8 周后运用 SPSS 28. 0 软件生成随机数字表抽取空

白对照、造模大鼠各 5只进行模型评价。当造模组

大鼠总胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）、低密度脂

蛋白胆固醇（LDL-C）水平中至少 2项较空白对照

大鼠显著升高，且血液流变学指标中全血黏度和血

浆黏度显著升高，差异有统计学意义（P＜0. 05），

可认为血瘀证造模成功［12］。

模型验证当日，剩余 51 只造模大鼠连续 3 次

（每次间隔 24 h） 皮下注射盐酸异丙肾上腺素   
5 mg/ （kg·d），第 3 次注射结束后间隔 24 h，对大

鼠行心电图检测（大鼠提前禁食禁水 12 h），通过

观察心电图 ST段是否抬高或压低≥0. 1 mV为冠心

病血瘀证大鼠模型成功标准［13-14］。本实验大鼠适应

性喂养 1 周，模型构建 9 周，此时大鼠处于 17~19
周龄的成年期范围，根据大鼠 8周龄时达到性成熟

换算，此时的造模大鼠相当于人类的青壮年时

期［15］，属于 PCHD 的发病年龄，故将此模型作为

PCHD血瘀证模型。造模期间死亡 11只大鼠，造模

成功大鼠40只。

1. 5　DNA甲基化测序

按照随机数字表抽取空白对照大鼠 3只（空白

组），造模成功大鼠 6 只分为造模组、养心通脉方

组各 3只。空白组和造模组大鼠以0. 9%氯化钠溶液

4 ml/（kg·d）灌胃，养心通脉方组以养心通脉方溶液

18 g/（kg·d）灌胃，每日 1次，共干预 3周。3 周给

药结束后，大鼠经异氟烷麻醉，无菌条件下打开大

鼠腹腔，用腹主动脉采血法将血液收集至含抗凝剂

的离心管中，每只大鼠采血约 5 ml。随后迅速将血

液样本于 4 ℃、3000 r/min （离心半径 10 cm）离心

15 min，分离出血细胞沉淀。弃去上层血浆，取下

层血细胞沉淀，采用 DNA 分离试剂盒提取基因组

DNA，使用超声破碎仪将基因组 DNA 片段化为

200~800 bp。通过末端修复、连接 Illumina 测序接

头。利用 AMPure XP 磁珠筛选 300~900 bp的片段。

使用抗 5-甲基胞嘧啶抗体富集甲基化 DNA 片段。

对富集的 DNA 进行 PCR 扩增，增加文库复杂度。

通过生物分析仪评估文库质量。0. 1 mol/L NaOH变

性后进行原位扩增后用 Illumina NovaSeq 6000 测序

平台（8 pmol/L标准浓度， cBot簇生成）进行测序。

通过基于模型的ChIP-Seq数据分析工具（Model-
based Analysis of ChIP-Seq2 MACS2）（q≤10-4） 鉴

定长链非编码RNA（lncRNA）、信使RNA（mRNA）、
小非编码RNA （Small ncRNA）相关甲基化富集峰，

结合 UCSC RefSeq 数据库 （https：//genome. ucsc.
edu/cgi-bin/hgGateway？db=hg19） 进行功能注释。

采用 diffReps 程序筛选启动子区差异甲基化区域

（DMRs），设定阈值 （log2FC≥1，P≤0. 01） 确定

统计学显著位点，筛选有意义的差异甲基化基因。

1. 6　养心通脉方不同时间干预对 PCHD 血瘀证的

影响

1. 6. 1　分组及干预方法　按照随机数字表将剩余

造模成功的 34 只大鼠分为模型组、养心通脉方子

午流注干预组、养心通脉方对照组、阿托伐他汀钙

组，每组8只（剩余2只留作备用）。养心通脉方子

午流注干预组大鼠给予养心通脉方溶液18 g/（kg·d），
分别于每日心经时段（12：00）和心包经时段（20：00）
两次灌胃；养心通脉方对照组给予养心通脉方溶液

18 g/（kg·d），分别于每日 8：00 和 18：00 两次灌

胃；阿托伐他汀钙组给予阿托伐他汀钙片溶液

1. 8 mg/（kg·d），分别于每日 8：00和 18：00两次

灌胃；剩余空白对照大鼠8只（空白对照组），和模

型组大鼠予0. 9%氯化钠注射液 4 ml/（kg·d），分别

于每日8：00和18：00两次灌胃。空白对照组采用

普通饲料喂养，其他各组继续高脂饲料喂养，各组

均干预3周。

1. 6. 2　观察指标及方法　最后一次灌胃后，大鼠

禁食不禁水 12 h取材。 1）血脂指标：经大鼠腹主

动脉采集血液，采用随机数字表法每组选取 5只大

鼠全血检测 TC、低密度脂蛋白（LDL）、高密度脂蛋

白（HDL）水平，采用全自动生化检测仪检测。2）
心肌组织、胸主动脉病理改变：采用随机数字表法

选取每组 3 只大鼠的心肌组织 1. 5~2. 5 g 及胸主动

脉组织 0. 2~0. 5 g 在 4％多聚甲醛固定后进行常规

包埋、切片、HE染色，封片后，在高倍显微镜下

400 倍观察，KF-viewer（ver. 1. 7. 1. 1）软件进行图像

分析和采集。3） ELISA 法检测血清炎症指标：采

用随机数字表法每组抽取 5只大鼠的血清样本，检
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测TNF-α、LPS、IL-10水平，按照试剂盒说明书步

骤完成。在酶标仪 450 nm 处测量各孔吸光度，按

照标准曲线方程确定样本浓度。4） 免疫沉淀-实
时荧光定量PCR法（Medip-qpcr法）检测心肌组织

筛选基因水平：采用随机数字表法选取模型组、养

心通脉方对照组、养心通脉方子午流注干预组各 3
只大鼠的心脏组织 100 mg，按照试剂盒说明书步

骤进行DNA抽提、超声处理、DNA沉淀（MeDIP）、

DNA纯化、配置Realtime PCR反应体系后进行加样

与封口，进行实时定量 PCR 检测，运用 2-ΔΔCt法将

目的基因表达的相对定量值用于统计分析。钙调蛋

白 2（Calm2）、钙电压门控通道亚基 α1s（Cacna1s）、

磷脂酶 Cβ1 （Plcb1） 为 DNA 甲基化差异基因筛选

结果，采用 Primer 5. 0软件进行引物设计，目的基

因引物序列由上海康成生物工程有限公司合成。

Cacna1s 引物：上游 5'GGGCAGGGACCTCAATCT-

CT3'，下游 5'ACCCTTGCGTCTATTCCCAGT 3'，产

物长度216 bp；Calml3引物：上游5'CCCAACT-CT⁃
GTTTCTCTCCCAA 3'， 下 游 5'CATAGCGTCGAG-

TCAGAGCAAA 3'，产物长度 160 bp；Plcb1 引物：

上游5'AAGGCTTCTTACTGAAAATGCG 3'，下游5'CG-

GTTAGAGGACCTGTTCATTC 3'，产物长度189 bp。
1. 7　统计学方法

采用 SPSS 28. 0软件进行统计学分析。计量资

料均符合正态分布，以均值±标准差（x̄±s）表示，

方差齐者两组间比较采用独立样本 t检验，方差不

齐者采用韦尔奇 t （Welch's t）检验；多组间比较，

若方差齐采用单因素方差分析，方差不齐者采用韦

尔奇方差分析。以P＜0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　DNA甲基化差异基因筛选结果

将养心通脉方组 vs 空白组间启动子内 mRNA
相关的差异甲基化基因，与造模组 vs 空白组间启

动子内mRNA相关的差异甲基化基因取交集，得到

共同的启动子内差异甲基化区域高表达的基因 110
个，启动子内差异甲基化区域低表达的基因 131
个。再根据两组间差异倍数不同，以 log2FC （造模

组vs空白组） /log2FC（养心通脉方组vs空白组）＞2
为差异基因的筛选条件，即若为启动子内差异甲基

化区域高表达的基因，则该基因在 3组中的数值大

小为造模组＞养心通脉方组＞空白组；若为启动子

内差异甲基化区域低表达的基因，则该基因在 3组

中的数值大小为空白组＞养心通脉方组＞造模组。

以上述条件为基准，筛选得到启动子内差异甲基化

区域高、低表达基因分别为 13、25 个，最后根据

P≤0. 01、基因功能及冠心病血瘀证气血不畅、瘀

血阻滞心脉，伴微循环障碍、钙信号及血管内皮功

能异常的生理病理特点［16-20］筛选得到3个启动子内

差异甲基化区域的基因Calm2、Cacna1s、Plcb1。
2. 2　各组大鼠血脂水平比较

表 1示，与空白对照组比较，模型组TC、LDL
含量升高，HDL 含量降低 （P＜0. 01）；与模型组

比较，养心通脉方子午流注干预组、养心通脉方对

照组、阿托伐他汀钙组 TC、LDL 含量均降低，

HDL 含量均升高 （P＜0. 05）；与养心通脉方对照

组比较，养心通脉方子午流注干预组LDL含量降低

（P＜0. 05），TC、HDL含量差异无统计学意义（P＞
0. 05）；与阿托伐他汀钙组比较，养心通脉方子午

流注干预组 TC、HDL、LDL 含量差异均无统计学

意义（P＞0. 05）。

2. 3　各组大鼠心肌组织HE染色结果

图 1示，空白对照组大鼠心肌组织排列整齐有

序，结构清晰。模型组大鼠心肌组织排列紊乱，心

肌细胞明显肿胀，并伴有大量炎症细胞浸润。与模

型组比较，养心通脉方子午流注干预组、养心通脉

方对照组、阿托伐他汀钙组心肌组织损伤均有所改

善，细胞肿胀变形减少，仅有少量炎症细胞浸润，

其中养心通脉方子午流注干预组和阿托伐他汀钙组

表1　各组大鼠血脂水平比较

Table 1　Comparison of blood lipid levels in rats in each group （mmol/L，x̄±s）

组别

空白对照组

模型组

养心通脉方对照组

养心通脉方子午流注干预组

阿托伐他汀钙组

鼠数

5
5
5
5
5

TC
1. 60±0. 56
9. 96±0. 95 a）

2. 32±0. 62 b）

1. 82±0. 13 b）

1. 95±0. 42 b）

HDL
2. 01±0. 48
0. 89±0. 12 a）

1. 15±0. 22 b）

1. 16±0. 10 b）

1. 19±0. 23 b）

LDL
0. 30±0. 15
8. 86±0. 13 a）

0. 70±0. 13 b）

0. 48±0. 04 b） c）

0. 39±0. 08 b）

注：TC，总胆固醇；HDL，高密度脂蛋白；LDL，低密度脂蛋白。

a）与空白对照组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 05；c）与养心通脉方对照组比较，P＜0. 05。
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改善较为明显。

2. 4　各组大鼠胸主动脉HE染色结果

图 2示，空白对照组大鼠胸主动脉组织结构清

晰，管腔规则，血管内皮细胞完整、中膜平滑肌细

胞排列整齐，纤维组织排列整齐。与空白对照组比

较，模型组大鼠胸主动脉血管内壁增厚、损伤，血

管平滑肌细胞肿胀变形，结构紊乱，可见大量脂

质、胆固醇结晶，炎症细胞浸润明显，部分纤维组

织断裂。养心通脉方子午流注干预组、养心通脉方

对照组、阿托伐他汀钙组大鼠胸主动脉内膜损伤均

有所改善，脂质、胆固醇结晶及炎症细胞浸润减

少，纤维组织断裂有所修复，其中养心通脉方子午

流注干预组和阿托伐他汀钙组改善较为明显。

2. 5　各组大鼠血清TNF-α、LPS、IL-10含量比较

表 2示，与空白对照组比较，模型组大鼠血清

TNF-α、LPS含量升高，IL-10含量降低（P＜0. 05）；
与模型组比较，养心通脉方对照组、养心通脉方子

午流注干预组、阿托伐他汀钙组血清 TNF-α、LPS
含量降低，IL-10 含量升高（P＜0. 05）；与养心通

脉方对照组比较，养心通脉方子午流注干预组血清

TNF-α、LPS含量降低，IL-10含量升高（P＜0. 05）；

与阿托伐他汀钙组比较，养心通脉方子午流注干预

组、养心通脉方对照组TNF-α、LPS、IL-10含量差

异无统计学意义（P＞0. 05）。

注：黑色箭头指示为炎症细胞；蓝色箭头指示为心肌细胞肿胀变形。

图1　各组大鼠心肌组织病理学形态（HE染色，×400）
Figure 1　Histopathological morphology of rat myocardium in various groups （HE staining，×400）

注：黑色箭头指示为炎症细胞；蓝色箭头指示为血管平滑肌细胞肿胀。

图2　各组大鼠胸主动脉病理学形态（HE染色，×400）
Figure 2　Pathological morphology of the thoracic aorta of rats in each group （HE staining， ×400）
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2. 6　各组大鼠心肌组织 Calm2、Cacna1s、Plcb1基

因相对表达量比较

表 3示，与模型组比较，养心通脉方对照组和

养心通脉方子午流注干预组 Calm2、Plcb1 基因相

对表达量降低，Cacna1s基因相对表达量升高（P＜
0. 05）；与养心通脉方对照组比较，养心通脉方子

午流注干预组Calm2基因相对表达量降低、Cacna1s
基因相对表达量升高（P＜0. 05），而 Plcb1基因相

对表达量差异无统计学意义（P＞0. 05）。

3　讨论

PCHD作为冠心病的特殊类型，近年来发病率

呈年轻化趋势且遗传-环境交互作用显著，病情凶

险死亡率高，预后不佳［21-22］。PCHD患者伴随着红

细胞聚集性增加，导致血液流动阻力增大，从而增

加血液黏度，同时血脂异常也是PCHD患者常见的

病理生理变化之一，血脂异常状态下 LDL 在动脉

壁沉积，形成动脉粥样硬化斑块，阻塞冠状动

脉［23-24］。PCHD的发生与遗传易感性及DNA甲基化

异常表达密切相关，主要影响炎症因子水平和脂质

代谢［25-26］。本课题组前期研究发现，PCHD血瘀证

的遗传易感性与血管紧张素原（AGT）基因多态性

密切相关，可能通过调控内皮功能及炎症反应影响

血瘀证表型，提示AGT基因可能是血瘀证的关键遗

传标志［27］；PCHD血瘀证的多基因遗传特征，并筛

选出凝血因子、炎症通路基因等相关的分子标志

物，表明其发病机制涉及遗传与环境交互作用［28］。

但PCHD是否受到表观遗传、环境和时间因素的影

响靶向调控基因表达，影响血瘀证的发生发展，有

待深究。

本研究结果筛选得到了养心通脉方干预 PCHD
血瘀证大鼠的差异甲基化高表达基因Calm2、Plcb1
和差异甲基化低表达基因 Cacna1s。Calm2 是钙调

蛋白基因家族的成员，研究发现干扰调节Calm2可

以增加细胞活力并抑制细胞凋亡和自噬，从而减轻

心肌细胞损伤［19］。Cacna1s基因是负责编码骨骼肌

细胞中L型电压依赖性钙通道的关键亚基之一，该

亚基具备缓慢失活的特性，主要通过影响心肌细胞

的钙离子平衡从而影响心脏功能［29］。Plcb1基因编

码的蛋白是磷脂酶C家族的重要成员，在先天性心

脏病的全基因组筛查研究中，Plcb1 是冠心病有关

的潜在重要基因，主要影响心血管发育和功能通

路［17］。研究结果说明，Calm2、Cacna1s、Plcb1 与

PCHD血瘀证发生发展密切相关，其基因功能都与

钙离子的调节相关，PCHD患者心肌细胞中钙离子

的水平增高影响血管平滑肌细胞的功能，导致血管

钙化，造成冠状动脉的损伤 ［18］。因此，Calm2、
Cacna1s、Plcb1在血管平滑肌通路富集，影响PCHD
血瘀证 DNA 甲基化，调节钙离子水平从而影响

PCHD。而通过养心通脉方的干预后， Calm2、
Cacna1s、Plcb1的表达改变，这表明养心通脉方对

甲基化易感基因具有调节功能。

在中医理论中，冠心病血瘀证核心病机为本虚

标实、虚实交错，血脉瘀滞是冠心病发病的重要病

表2　各组大鼠血清TNF-α、LPS、IL-10含量比较

Table 2　Comparison of serum TNF-α，LPS and IL-10 levels in rats of each group （x̄±s）

组别

空白对照组

模型组

养心通脉方对照组

养心通脉方子午流注干预组

阿托伐他汀钙组

鼠数

5
5
5
5
5

TNF-α/pg·ml-1

319. 83±95. 76
907. 57±109. 83a）

716. 46±87. 07 b）

540. 37±156. 17b）  c）

570. 56±113. 03 b）

LPS/EU·L-1

260. 82±77. 20
611. 94±75. 64a）

490. 16±71. 86 b）

353. 47±82. 03b）  c）

395. 62±90. 50 b）

IL-10/pg·ml-1

54. 73±4. 00
29. 81±3. 12a）

37. 35±6. 00 b）

46. 11±3. 92 b）  c）

43. 52±3. 92 b）

注：TNF-α，肿瘤坏死因子α；LPS，脂多糖；IL-10，白细胞介素10。
a）与空白对照组比较，P＜0. 05；b）与模型组比较，P＜0. 05；c）与养心通脉方对照组比较，P＜0. 05。

表3　各组大鼠心肌组织Calm2、Cacna1s、Plcb1基因相对表达量比较

Table 3　Comparison of relative expression of Calm2，Cacna1s and Plcb1 genes in rat myocardial tissues of each group （x̄±s）

组别

模型组

养心通脉方对照组

养心通脉方子午流注干预组

鼠数

3
3
3

Calm2

1. 91±0. 38
1. 17±0. 17a）

0. 45±0. 39a）  b）

Cacna1s

0. 06±0. 01
0. 15±0. 01a）

0. 25±0. 06a）  b）

Plcb1

0. 36±0. 07
0. 19±0. 06a）

0. 12±0. 08a）

注：Calm2，钙调蛋白2；Cacna1s，钙电压门控通道亚基α1s；Plcb1，磷脂酶Cβ1。
a）与模型组比较，P＜0. 05；b）与养心通脉方对照组比较，P＜0. 05。
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理特征［30］。养心通脉方中丹参活血化瘀、人参补

益心气、桂枝温通血脉、枳实理气消痰、泽泻利水

补阴，共奏扶正养心、祛瘀止痛的功效，契合

PCHD 病机。本团队认为，PCHD 发病与“阳微阴

弦”病理机制相关，当阳气衰微时，容易出现胸痹

心痛、呼吸困难、咳嗽气短等症状，夜间阳气较

弱，故PCHD容易在夜晚发病。子午流注理论是依

据五脏主时节律治疗疾病，既往研究发现，在心经

（11：00-13：00）、心包经 （19：00-21：00） 时

段治疗，顺经气盛衰，优于常规早晚治疗［31-32］。本

研究中，与养心通脉方对照组比较，在子午流注理

论指导下，按心经、心包经干预比常规给药时间干

预更能调节血脂、减少心肌细胞损害，调节血清

TNF-α、LPS、IL-10炎症因子水平，有效抑制炎症

反应。养心通脉方对照组与养心通脉方子午流注干

预组心肌组织 Calm2、Cacna1s 基因相对表达量差

异显著，进一步验证 Calm2、Cacna1s 基因与养心

通脉方不同给药时间干预PCHD血瘀证相关，可能

是养心通脉方在心经、心包经旺盛时间干预 PCHD
血瘀证大鼠的相关作用靶点。Plcb1 基因相对表达

量在养心通脉方对照组与养心通脉方子午流注干预

组差异无统计学意义，可能受限于引物设计区域或

样本异质性或本研究样本量较少，在后续研究将进

一步完善实验设计进行验证，以全面解析其生物学

意义。

综上，本研究通过基因组学筛选出养心通脉方

干预PCHD血瘀证大鼠的潜在作用靶点，并基于子

午流注理论基础，探究出心经和心包经两个时间段

给药能更有效改善PCHD血瘀证病理状态，且其作

用机制可能与 Calm2、Cacna1s 基因相关。但这些

潜在靶点的具体作用机制、其上下游蛋白和通路的

因果表达仍未阐明。此外，本研究每组大鼠的样本

量相对偏少，对本研究结果的证据等级造成一定影

响，将在下阶段的研究中更加深入探究，以期为

PCHD血瘀证的防治提供更多参考。
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Effect of Different Time Interventions of Yangxin Tongmai Formula （养心通脉方）  on DNA Methylation in 
Rat Models of Premature Coronary Heart Disease with Blood Stasis Syndrome
CHEN Xing1， YU Zixuan1， ZHANG Shumeng2， LIU Yanjuan1， DENG Shuangyou1， WANG Ying1， CHEN 
Lingli3， LI Jie1

1.  Institute of Traditional Chinese Medicine Diagnosis，Hunan University of Chinese Medicine，Changsha，410208；2.  School of 
Traditional Chinese Medicine，Hunan University of Chinese Medicine；3.  School of Medicine，Hunan University of Chinese Medicine
ABSTRACT Objective　To observe the effect of Yangxin Tongmai Formula （养心通脉方） by midnight-noon ebb-

flow administration method for rat models of premature coronary heart disease （PCHD） with blood stasis syndrome， 
and to explore the possible mechanism of action from the perspective of DNA methylation differential gene expression.
Methods　There were 3 SD rats in each of the blank group， model group and Yangxin Tongmai Formula group， and 
the rats in the model group and Yangxin Tongmai Formula group were fed with high-fat chow plus vitamin D3 by 
gavage plus isoproterenol hydrochloride by subcutaneous injection to construct rat models of PCHD with blood stasis 
syndrome.  After successful modelling， rats in Yangxin Tongmai Formula group were gavaged with 18 g/（kg ‧ d） of 
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Yangxin Tongmai Formula， and rats in blank group and the model group were gavaged with 4 ml/（kg‧d） of 0. 9% 
NaCl solution， and serum samples of rats in each group were collected for DNA methylation sequencing after 3 weeks 
to screen for the relevant DNA methylation differentiation genes.  In addition， rats with successful modelling of PCHD 
with blood stasis were randomly divided into model group， Yangxin Tongmai Formula with midnight-noon ebb-flow 
administration method group ［18 g/（kg ‧ d） of Yangxin Tongmai Formula was gavaged twice in the heart channel period 
（12：00） and pericardium channel period （20：00）］， the Yangxin Tongmai Formula control group ［18 g/（kg‧d） of 
Yangxin Tongmai Formula was gavaged twice at 8：00 and 18：00］ and the Atorvastatin Calcium group ［atorvastatin 
calcium tablets solution 1. 8 mg/（kg ‧ d） at the same intervention time as that in Yangxin Tongmai Formula control 
group］， and set up a blank group of 8 rats in each group.  The model group and blank group were gavaged with 0. 9% 
NaCl solution 4 ml/（kg‧d） for the same time as the Yangxin Tongmai Formula control group.  After 3 weeks of gavage， 
the blood lipids ［including total cholesterol （TC）， low-density lipoprotein （LDL）， high-density lipoprotein （HDL）］ 
levels of rats in each group were detected； the HE staining of myocardial tissues and thoracic aorta was used to 
observe the pathomorphological changes； the levels of serum inflammation indexes ［tumour necrosis factor alpha 
（TNF-alpha）， lipopolysaccharide （LPS）， and interleukin 10 （IL-10）］ were detected； immunoprecipitation-realtime 
fluorescence quantitative PCR was used to detect the relative expression of cardiac tissue screening differential genes.
Results　The genes screened for differentially methylated regions were calmodulin 2 （Calm2）， calcium voltage-gated 
channel subunit α1s （Cacna1s）， and phospholipase Cβ1 （Plcb1）.  Compared with the blank group， rats in the model 
group showed elevated levels of TC， LDL， TNF-α and LPS， and decreased levels of HDL and IL-10 （P＜0. 05 or P＜
0. 01）； HE staining showed obvious swelling of myocardial fibres， accompanied by a large number of inflammatory 
cell infiltration， and thickening of the inner wall of the aortic vessels with internal wall damage， which was visible as a 
large number of lipid cholesterol crystals and obvious inflammatory cell infiltration.  Compared with the model group， 
the TC， LDL， TNF-α and LPS contents of rats in the Yangxin Tongmai Formula with midnight-noon ebb-flow adminis⁃
tration method group， the Yangxin Tongmai Formula control group， and the atorvastatin calcium group all reduced， 
and the contents of HDL and IL-10 all elevated （P＜0. 05）， with the improvement of myocardial tissue damage and 
the reduction of inflammatory infiltration， and the improvement of the damage of the inner lining of the thoracic aorta 
and the reduction of lipid infiltration.  Compared with Yangxin Tongmai Formula control group， LDL， TNF- α and 
LPS contents reduced， and IL-10 contents increased in the midnight-noon ebb-flow administration method group （P＜
0. 05）.  Compared with the model group， the relative expression of Calm2 and Plcb1 genes decreased and the relative 
expression of Cacna1s gene increased in Yangxin Tongmai Formula control group and the midnight-noon ebb-flow 
administration method group （P＜0. 05）； compared with the Yangxin Tongmai Formula control group， the relative 
expression of Calm2 gene decreased and the relative expression of Cacna1s gene increased in the midnight-noon ebb-

flow administration method group （P＜0. 05）.   Conclusion　The intervention of Yangxin Tongmai Formula in the 
heart channel period （12：00） and pericardium channel period （20：00） was more effective in improving the blood 
lipid level， inhibiting inflammation， and improving myocardial tissue damage in rats of PCHD with blood stasis syn⁃
drome， and Calm2 and Cacna1s genes may be the key targets of Yangxin Tongmai Formula in intervening the blood 
stasis syndrome of PCHD.
Keywords premature coronary heart disease； blood stasis syndrome； DNA methylationv； lipids； inflammation factors； 
Yangxin Tongmai Formula （养心通脉方）； midnight-noon ebb-flow
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