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参芪健心方对慢性心力衰竭模型大鼠心脏组织
线粒体自噬及PINK1/Parkin信号通路的影响
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［摘要］ 目的　从 PTEN 诱导激酶 1 （PINK1） /E3 泛素连接酶 （Parkin） 通路调控线粒体自噬角度探讨参芪

健心方治疗慢性心力衰竭 （CHF） 的可能作用机制。方法　SD 雄性大鼠采用腹主动脉缩窄术建立大鼠 CHF
模型，将造模成功的24只大鼠随机分为模型组、沙库巴曲缬沙坦组及参芪健心低、高剂量组，每组6只；另

取 6只大鼠设为假手术组，仅分离腹主动脉后即复位关腹。参芪健心低、高剂量组大鼠分别给予参芪健心方

混悬液 4. 41、17. 64 g/ （kg·d） 灌胃，沙库巴曲缬沙坦组大鼠给予沙库巴曲缬沙坦钠片 10 mg/ （kg·d） 混悬

液灌胃，假手术组和模型组大鼠予 10 ml/ （kg·d） 生理盐水灌胃，均连续干预 4 周。检测心功能指标左心室

射血分数 （LVEF）、左室短轴收缩率 （LVFS），血清脑钠肽 （BNP） 含量，HE 染色和 Masson 染色进行心肌

组织病理观察，透射电子显微镜观察心脏组织超微结构，Rt-qPCR 法检测大鼠心肌组织 PINK1/Parkin 通路和

自噬相关蛋白 ［包括苄氯素1 （Beclin-1）、p62、微管相关蛋白1轻链3 （LC3）］ 及mRNA表达。结果　与假

手术组比较，模型组大鼠 LVEF、LVFS 水平均显著降低，血清 BNP 含量升高，心脏组织中 PINK1、Parkin、

Beclin1 mRNA 及其蛋白水平降低，p62 mRNA 及其蛋白水平升高，微管相关蛋白 1 轻链 3β （LC3B）  mRNA、

磷酸化 PTEN诱导激酶 1 （p-PINK1）、磷酸化 E3泛素连接酶 （p-Parkin） 蛋白及微管相关蛋白轻链 3蛋白Ⅱ与

微管相关蛋白轻链 3 蛋白Ⅰ的比值 （LC3Ⅱ/LC3Ⅰ） 均显著降低 （P＜0. 05）；病理结果显示，模型组大鼠心

肌细胞明显水肿、坏死及变性，心肌纤维排列紊乱增多，并伴有广泛炎性细胞浸润，线粒体中、重度肿胀，

少数线粒体空泡变，视野内未见明显自噬。与模型组比较，参芪健心高剂量组和沙库巴曲缬沙坦组上述各指

标均显著改善 （P＜0. 05），且参芪健心高剂量组各指标改善优于参芪健心低剂量组 （P＜0. 05），参芪健心

高剂量组心肌肌原纤维排列规整、走向有序，横纹结构清晰，坏死细胞显著减少，偶见自噬溶酶体。结论　

　参芪健心方通过激活心肌组织 PINK1/Parkin信号通路，增强线粒体自噬，清除功能失调的线粒体，从而改

善心功能延缓CHF的进展。
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慢性心力衰竭（chronic heart failure，CHF）是

多种心血管疾病发展的终末阶段，患病率随年龄增

长显著上升，在≥65岁人群中可达 5%~10%，其核

心病理机制涉及心肌细胞损伤、能量代谢失衡和神

经内分泌系统过度激活［1］。线粒体作为心脏能量的

主要来源，其功能异常会导致心肌收缩力下降、氧

化应激加剧及细胞死亡，加剧心力衰竭的能量危

机［2］。在 CHF 进程中，心肌中线粒体分裂/融合失

衡、呼吸链复合体功能缺陷及活性氧（ROS）积累

显著，这些异常与线粒体自噬调控密切相关［3］。有

研究［4］显示，线粒体功能障碍是 CHF 进展的关键

因素，线粒体自噬关键蛋白的表达下调或活性降低

可导致异常线粒体清除效率下降。因此，线粒体自

噬对于维持心肌细胞能量稳态至关重要［5］。PTEN
诱导激酶 1 （PINK1） /E3 泛素连接酶 （Parkin） 通

路是线粒体自噬的核心调控途径，当线粒体膜电位

受损时，PINK1稳定在线粒体外膜，磷酸化泛素并
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招募Parkin，后者泛素化线粒体蛋白，促使自噬受

体蛋白（如自噬受体 p62 蛋白）识别泛素化标记，

最终通过微管相关蛋白 1 轻链 3 （LC3） 介导的自

噬体清除受损线粒体［6-7］。

在 CHF 的治疗过程中，西医常用药物 （如利

尿剂、血管紧张素转化酶抑制剂、β 受体阻滞剂）

可能引起低血压、肾功能恶化、电解质紊乱、心动

过缓等副作用，部分患者无法耐受或需要频繁调整

剂量［8］。参芪健心方是本团队针对CHF气虚、血瘀、

水饮病理特点而创立的中医组方，以益气健脾为核

心，活血化瘀与温阳利水并重。前期研究［9-11］证实，

参芪健心方联合西药可显著改善 CHF 患者心功能

和临床症状，降低N末端脑钠肽前体（NT-proBNP）
水平。因此，本研究从心肌线粒体自噬角度探讨参

芪健心方干预 CHF 的可能作用机制，为其临床应

用提供依据。本研究经安徽中医药大学实验动物伦

理委员会批准（伦理审查号：AZYFY2024-1005）。
1　材料与方法

1. 1　动物

SPF 级 SD 雄性大鼠 32 只，6~8 周龄，体质量

250~270 g，购自辽宁长生生物技术股份有限公司，

实验动物许可证号：SCXK （辽） 2020-0001。实验

动物在安徽中医药大学实验动物中心标准化环境中

饲养，环境温度 21~25 ℃，相对湿度 40%~70%，

采用 12 h 明暗循环照明，并保证饲料和饮水自由

摄取。

1. 2　药物

参芪健心方颗粒剂组成：黄芪 18 g，红参 6 g，
桂枝 9 g，炙淫羊藿 9 g，茯苓 12 g，麸炒白术 9 g，
丹参 12 g，炒葶苈子 9 g，药物由安徽宏方药业有

限公司提供。沙库巴曲缬沙坦钠片 （100 mg/片，

批准文号：国药准字 J20171054），北京诺华制药有

限公司。

1. 3　主要试剂与仪器

大鼠脑钠肽（BNP） ELISA 试剂盒（泉州市睿

信生物科技有限公司，批号：RX302462R）；TRIzol RNA
提取试剂 （上海圣尔生物科技有限公司，批号：

SB-MR009）；抗体热启动染料法荧光定量PCR预混

液 （批号：EG20117M）、三代逆转录去基因组

DNA一管化预混液（批号：EG15133S），江苏百时

美生物科技有限公司；强效裂解液（Biosharp公司，批

号：BL504A）；磷酸化PTEN诱导激酶 1 （p-PINK1）
抗体 （Gene Universal 公司，批号： UPA04762）；

PINK1抗体（批号：DF7742）、磷酸化E3泛素连接

酶（p-Parkin）抗体（批号：AF3500）、Parkin抗体

（批号：AF0235）、微管相关蛋白 1轻链 3β（LC3B）
抗体（批号：AF4650）、苄氯素 1 （Beclin-1）抗体

（批号：AF5128）、p62抗体（批号：AF5384），Affinity
公司；HE染色试剂（Servicebio公司，批号：G1005）；

异氟烷 （深圳瑞沃德生命科技有限公司，批号：

R510-22-10）；青霉素 （石药控股集团有限公司，

批号：H13021634）；Masson 三色染色试剂盒 （批

号：G1006）、电镜固定液（批号：G1102），武汉

赛维尔生物科技有限公司；山羊抗小鼠 IgG （批

号：ZB-2305）、山羊抗兔 IgG （批号：ZB-2301），

北京中杉金桥生物技术有限公司；ECL超敏发光试

剂盒（GLPBIO公司，批号：GK10008）。

小动物超声影像系统 （Visualsonics 公司，型

号：Vevo2100）；透射电子显微镜 （Hitachi 公司，

型号：HT7800）；实时荧光定量 PCR 仪 （ABI 公
司，型号：StepOne Plus）；全自动酶标仪（Bio Tek
公司，型号：ELx800）；电泳仪及转膜系统（Tanon
公司，型号：EPS300/VE-186）；化学发光成像仪

（上海培清科技公司，型号：JS-M6P）；冰冻切片

机 （Leica 公司，型号：RM2016）；光学显微镜

（OLYMPUS公司，型号：CX43）；高速冷冻离心机

（安徽嘉文仪器公司，型号：JW-3021HR）。

1. 4　分组及造模

32 只 SPF 级雄性 SD 大鼠，采用随机数字表法

分为假手术组（6 只）和模型制备组（26 只）。模

型制备组大鼠采用腹主动脉缩窄术制备 CHF 大鼠

模型［12］：麻醉采用异氟烷（浓度 3%~4%，流量 7~
8 L/min）吸入麻醉，浓度维持在 1. 5%~3%。大鼠

固定后，腹部手术区域常规剃毛消毒，剑突下2~3 cm
处沿腹白线作长约 3 cm 纵向切口。轻柔移出腹腔

内脏置于无菌生理盐水浸润纱布上，钝性分离至腹

主动脉鞘，暴露腹主动脉、双侧肾上极区域及伴行

血管神经。在暴露的腹主动脉旁平行紧贴放置钝化

7 号针头（直径约 0. 7 mm），使用 4-0 手术缝线将

针头与血管一并结扎（左肾即刻缺血变白作为成功

标志），迅速撤出针头形成约 60%~70% 管腔狭窄，

观察肾脏血流恢复后复位脏器、关闭腹腔。术后所

有大鼠均每天腹腔注射青霉素4000 U/只，连续3天

预防感染，并恢复自由饮水和摄食。模型制备期持

续 8周，期间死亡大鼠 2只。造模结束后次日，对

存活大鼠进行超声心动图检查，左心室射血分数

（LVEF）＜63%，左心室短轴缩短率（FS）＜30%，
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即认为造模成功［13］。最终将造模成功的 24只大鼠

采用随机数字表法分为模型组、沙库巴曲缬沙坦组

和参芪健心低、高剂量组，每组 6只。假手术组 6
只大鼠仅分离并穿线标记腹主动脉后即复位脏器、

缝合腹腔。

1. 5　干预方法

参考《实验动物学》［14］中实验动物与人体表面

积等效量换算比率，以成人每日剂量折算大鼠等效

剂量为低剂量，参芪健心低、高剂量组大鼠分别给

予参芪健心方混悬液 4. 41、17. 64 g/（kg·d） 灌

胃，沙库巴曲缬沙坦组大鼠给予沙库巴曲缬沙坦钠

片 10 mg/（kg·d）混悬液灌胃。假手术组和模型组

大鼠予 10 ml/（kg·d）生理盐水灌胃。每组连续干

预4周。

1. 6　观察指标及方法

1. 6. 1　一般情况　实验期间观察各组大鼠精神状

态、毛发、活动量、反应灵敏度、排便等情况。

1. 6. 2　心功能检测　全部干预结束后次日，对各

组大鼠进行二维超声心动图检测。采用异氟烷（浓

度 3%~4%，流量 7~8 L/min）吸入麻醉，浓度维持

在 1. 5%~3%，然后固定在大鼠板上。心前区脱毛，

超声探头覆盖偶联剂。频率为 12 MHz，深度为

3. 5 cm，速度为 200 mm/s。连续 3个心动周期测量

LVEF、左室短轴收缩率（LVFS），结果取平均值。

1. 6. 3　ELISA 法检测大鼠血清 BNP 含量　各组大

鼠在完成心脏超声检查 24 h后，于禁食 12 h （自由

饮水）状态下，采用异氟烷（浓度 3%~4%，流量

7~8 L/min）吸入麻醉，浓度维持在 1. 5%~3%，麻

醉生效后，行腹主动脉穿刺采血。4 ℃、3000 r/min
（离心半径 10 cm） 离心 12 min 分离血清。收集上

清血清于EP管，-80 ℃冻存。按照试剂盒说明书，

采用ELISA法测定血清中BNP的浓度。

1. 6. 4　心肌组织病理学形态　于采血后即刻摘取

心脏，取约 50 mg左心室组织分装冻存管，液氮速

冻后-80 ℃保存。剩余心脏组织经 4% 多聚甲醛固

定，脱水、透明、浸蜡、包埋、切片，并进行 HE
染色、Masson 染色，光学显微镜下观察大鼠心肌

组织胶原纤维沉积情况。

1. 6. 5　透射电子显微镜观察心脏组织超微结构　

　电镜固定液固定大鼠心脏组织后，用丙酮分级串

联脱水，最后包埋环氧树脂。制备超薄样品，通过

透射电镜观察大鼠心脏组织的超微结构。

1. 6. 6　 Rt-qPCR 法 检 测 大 鼠 心 肌 组 织 PINK1、

Parkin、p62、Beclin-1、LC3B mRNA 表达　各组取

大鼠心肌组织样本 50~100 mg经液氮研磨后，使用

TRIzol 试剂裂解细胞，经氯仿抽提实现有机相分

离，收集含 RNA 的上清水相，继而采用异丙醇沉

淀总 RNA，并使用 75% 乙醇洗涤纯化，所得 RNA
沉淀溶解于 DEPC 水中并于-80 ℃保存。随后，取

1 μg 总 RNA，加入含逆转录酶和三代逆转录去基

因组 DNA 一管化预混液，经 37 ℃ （2 min）、55 ℃
（15 min）和 85 ℃ （5 min）程序进行基因组DNA消

化及cDNA合成，产物于-20 ℃保存。以合成的cDNA
为模板，利用基因特异性引物和含 SYBR Green I染
料的 Taq SYBR Green qPCR Premix 配制反应体系，

在实时荧光定量 PCR 仪上运行 40个循环（95 ℃变

性 15 s，60 ℃退火/延伸 30 s），通过实时监测荧光

信号，并基于 2-ΔΔCt法计算目标基因相对于内参基

因（β-actin）的相对表达量，引物序列见表 1，由

合肥源恩生物技术有限公司合成。

1. 6. 7　Western Blot法检测心肌组织PINK1、p-PINK1、
Parkin、p-Parkin、p62、Beclin-1、LC3-Ⅰ、LC3-Ⅱ
蛋白水平　采用随机数字表法每组选取 3只大鼠组

织样本 50~100 mg，经 RIPA 裂解液冰上裂解后，

在 4 ℃、12 000 r/min离心 15 min （离心半径 10 cm）
获取上清总蛋白。蛋白样品经 5×SDS-PAGE上样缓

冲液变性处理，于预制 SDS-PAGE 凝胶中电泳分

离。分离蛋白通过湿式电转印法 （300 mA 恒流）

转移至 PVDF 膜。随后，膜于 5% 脱脂奶粉溶液中

表1　大鼠心肌组织PINK1、Parkin、p62、Beclin-1、
LC3B引物序列表

Table 1　Primer sequences of PINK1，Parkin，p62，Beclin-1 
and LC3B in myocardial tissues of rats

基因

PINK1

Parkin

p62

Beclin-1

LC3B

β-actin

引物序列

上游：CCTCCAGCGAAAGCCATCTTA
下游：GACGTCTGAGTTCTGCCCTA
上游：TTCCAAACCGGATGAGTGGA
下游：GTTGGGTGTGCTCCACATTT
上游：CTGCTGCCTCCCTCTAATCC
下游：ATTCTCCGGCTCCATCTTGG
上游：GAATGAGGGCGACAGTGAAC
下游：CCTGGACCTTCTCCAGGTTT
上游：CAACAGGAAGAGAGCCATGC
下游：TCAGACACGAGTGAGTGACC
上游：CCCATCTATGAGGGTTACGC
下游：TTTAATGTCACGCACGATTTC

产物长

度/bp
148

88

108

134

130

150

注：PINK1，PTEN诱导激酶1；Parkin，E3泛素连接酶；Beclin1，

苄氯素1；LC3B，微管相关蛋白1轻链3β。
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室温封闭2 h。膜再依次与特异性一抗（4 ℃孵育过

夜）及辣根过氧化物酶（HRP）标记的二抗（室温

孵育 2 h）进行免疫反应，每次孵育后均以PBST充

分洗涤。最后，在暗室中使用ECL化学发光底物反

应，用 ImageJ 2. 1. 0软件定量信号强度。

1. 7　统计学方法

应用 SPSS 26. 0软件进行数据分析。计量资料

均符合正态分布，以均值±标准差（x̄±s）表示，方

差齐者采用单因素方差分析，以LSD法进行两两比

较；方差不齐者多组间用 Dunnett's T3检验，两两

比较用 Mann-Whthey U检验。以 P＜0. 05为差异有

统计学意义。

2　结果

2. 1　各组大鼠的一般状态比较

假手术组大鼠精神饱满，反应敏捷，毛发光

洁、有光泽，活动活跃，探索行为频繁，排便成

形、规律，进食量正常；模型组大鼠精神萎靡，毛

发枯槁，多蜷缩不动，逃避反射延迟，便秘与稀便

交替，进食减少；参芪健心方高剂量组表现为精神

较振作，毛发稍显蓬松，偶见倦怠，反应轻度迟

缓，排便基本正常，进食较模型组明显增加；参芪

健心方低剂量组仍见精神不振，毛发粗糙，嗜睡少

动，反应迟钝，大便时干时稀，进食量略有增加；

沙库巴曲缬沙坦组在精神、毛发、进食量、主动探

索增加及反应灵敏度方面改善显著，接近假手术组

水平，仅偶见排便异常。

2. 2　各组大鼠心功能指标及血清BNP含量比较

表 2示，与假手术组比较，模型组大鼠LVEF、
LVFS 水平均显著降低，血清 BNP 含量升高 （P＜
0. 05）。与模型组比较，参芪健心方高、低剂量组

和沙库巴曲缬沙坦组LVEF、LVFS水平均升高，血

清 BNP 含量降低 （P＜0. 05）。与沙库巴曲缬沙坦

组比较，参芪健心方高、低剂量组LVEF、LVFS水

平降低，血清 BNP 含量升高 （P＜0. 05）。与参芪

健心方低剂量组比较，参芪健心方高剂量组LVEF、
LVFS水平升高，血清BNP含量降低（P＜0. 05）。

2. 3　各组大鼠心肌组织HE染色结果比较

图 1 示，假手术组大鼠心肌组织形态结构正

表2　各组大鼠心功能指标及血清BNP水平比较

Table 2　Comparison of cardiac function indices and serum BNP levels in rats of each group （x̄±s）

组别

假手术组

模型组

沙库巴曲缬沙坦组

参芪健心低剂量组

参芪健心高剂量组

鼠数

6
6
6
6
6

LVEF/%
66. 35±4. 54
24. 78±3. 80a）

61. 76±2. 47b）

37. 69±2. 22b） c）

55. 72±2. 38b） c） d）

LVFS/%
37. 86±3. 24
12. 30±1. 93a）

34. 20±1. 93b）

18. 30±1. 09b） c）

28. 65±2. 60b） c） d）

BNP/pg·L-1

155. 71±30. 32
781. 38±72. 07a）

341. 01±53. 21b）

633. 04±53. 31b） c）

434. 24±43. 74b） c） d）

注：LVEF，左心室射血分数；LVFS，左室短轴收缩率；BNP，脑钠肽。

a）与假手术组比较，P＜0. 05；b）与模型组比较，P＜0. 05；c）与沙库巴曲缬沙坦组比较，P＜0. 05；d）与参芪健心低剂量组比较，P＜0. 05。

注：蓝色箭头示炎性细胞浸润；黄色箭头示心肌细胞排列紊乱；红色箭头示心肌细胞坏死，空泡样改变。

图1　各组大鼠心肌组织形态HE染色结果比较（×200）
Figure 1　Comparison of HE staining results of morphology of myocardial tissues in rats of each group （×200）
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常，心肌纤维排列规整、走向规则，横纹结构清

晰。模型组可见心肌细胞明显水肿、坏死及变性，

心肌纤维排列紊乱，并伴有广泛炎性细胞浸润。沙

库巴曲缬沙坦组心肌组织的病理状态得到显著改

善，仅见少量炎性细胞浸润。参芪健心方低剂量组

心肌病理变化较模型组有所减轻，仍存在细胞排列

紊乱及明显的炎性细胞浸润现象。参芪健心高剂量

组心肌细胞排列较为有序，仅见散在的少量炎性细

胞浸润。

2. 4　各组大鼠心肌组织Masson 染色结果比较

图 2示，假手术组心肌纤维排列有序，细胞间

质均匀，无明显纤维化及炎性反应表现。模型组大

鼠心肌纤维结构紊乱，胶原纤维沉积明显，纤维化

程度增加。沙库巴曲缬沙坦组心肌仅有少量纤维

化。参芪健心方低剂量组纤维化程度有一定程度减

轻。参芪健心方高剂量组细胞间质增量轻微，纤维

化程度降低。

2. 5　各组大鼠心肌组织超微结构比较

图 3示，假手术组心肌细胞形态规则，肌原纤

维排列基本规则，肌节结构清晰，肌原纤维间线粒

体丰富，部分线粒体结构完整、内嵴清晰，视野内

未见明显自噬。模型组肌细胞肿胀，肌原纤维排列

不规则，部分肌节结构破坏，肌原纤维间线粒体

中、重度肿胀，少数线粒体空泡变，视野内未见明

注：蓝色箭头示胶原纤维沉积。

图2　各组大鼠心肌组织形态Masson染色结果比较（×200）
Figure 2　Comparison of Masson's trichrome staining results of morphology of myocardial tissues in rats of each group （×200）

注：黑色箭头所示为线粒体，红色箭头所示为自噬溶酶体。

图3　各组大鼠心肌组织透射电子显微镜下的心肌组织超微结构（×2500）
Figure 3　Ultrastructural features of myocardial tissues in rats of each group observed 

by transmission electron microscopy （×2500）
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显自噬。参芪健心低剂量组心肌组织显示一定程度

的改善迹象，但仍存在损伤特征，肌细胞形态不规

则，肌原纤维排列稍不规则，少数肌节结构破坏，

肌原纤维间线粒体轻度肿胀，线粒体基质电子密度

降低，少数线粒体内嵴断裂，视野内可见少量自噬

溶酶体。参芪健心高剂量组肌细胞形态规则，肌原

纤维排列基本规则，肌节结构清晰，肌原纤维间线

粒体丰富，大部分线粒体结构完整、内嵴清晰，少

数线粒体轻度肿胀，视野内偶见自噬溶酶体。沙库

巴曲缬沙坦组肌细胞形态规则，肌原纤维排列稍不

规则，肌节结构清晰，肌原纤维间线粒体丰富，大

部分线粒体结构完整、内嵴清晰，视野内未见明显

自噬。

2. 6　各组大鼠心肌组织 PINK1/Parkin 通路相关蛋

白mRNA表达比较

表 3示，与假手术组比较，模型组大鼠心脏组

织中 PINK1、Parkin、Beclin1、LC3B mRNA 相对表

达量降低，p62 mRNA相对表达量升高（P＜0. 05）。
与模型组比较，各药物干预组心肌组织 PINK1、

Parkin、Beclin1、LC3B mRNA相对表达量升高，p62 
mRNA相对表达量降低（P＜0. 05）。与沙库巴曲缬

沙坦组比较，参芪健心方高、低剂量组心肌组织

PINK1、Beclin1 mRNA相对表达量降低，p62 mRNA
表达升高（P＜0. 05），参芪健心方低剂量组Parkin、
LC3B mRNA 相对表达量亦降低 （P＜0. 05）。与参

芪健心方低剂量组比较，参芪健心方高剂量组

PINK1、Parkin、Beclin1、LC3B mRNA 相对表达量

升高，p62 mRNA相对表达量降低（P＜0. 05）。

2. 7　各组大鼠心肌组织 PINK1/Parkin 通路相关蛋

白水平比较

表 4示，与假手术组比较，模型组大鼠心肌组

织 PINK1、p-PINK1、Parkin、p-Parkin、Beclin1 蛋

白水平及 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ值均显著降低，p62 蛋白水

平升高 （P＜0. 05）。与模型组比较，除参芪健心

方低剂量组 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ值差异无统计学意义外，

其余各给药组心肌组织 PINK1、p-PINK1、Parkin、
p-Parkin、Beclin1 蛋白水平及 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ值均显

著升高，p62蛋白水平降低（P＜0. 05）。与沙库巴

表3　各组大鼠心肌组织PINK1/Parkin通路相关蛋白mRNA相对表达量比较

Table 3　Comparison of mRNA expression for related proteins to the PINK1/Parkin pathway in myocardial tissues of rats in each group
（x̄±s）

组别

假手术组

模型组

沙库巴曲缬沙坦组

参芪健心低剂量组

参芪健心高剂量组

鼠数

6
6
6
6
6

PINK1
1. 08±0. 09
0. 24±0. 06a）

0. 86±0. 08b）

0. 37±0. 02b） c）

0. 68±0. 12b） c） d）

Parkin
0. 95±0. 08
0. 17±0. 04a）

0. 60±0. 05b）

0. 26±0. 03b） c）

0. 56±0. 06b） d）

Beclin1
1. 09±0. 07
0. 13±0. 03a）

0. 72±0. 07b）

0. 28±0. 04b） c）

0. 59±0. 07b） c） d）

p62
1. 07±0. 21
3. 93±0. 40a）

1. 80±0. 29b）

3. 15±0. 23b） c）

2. 32±0. 13b） c） d）

LC3B
0. 97±0. 09
0. 29±0. 07a）

0. 88±0. 09b）

0. 61±0. 05b） c）

0. 82±0. 12b） d）

注：PINK1，PTEN诱导激酶1；Parkin，E3泛素连接酶；Beclin1，苄氯素1；LC3B，微管相关蛋白1轻链3β。

a）与假手术组比较，P＜0. 05；b）与模型组比较，P＜0. 05；c）与沙库巴曲缬沙坦组比较，P＜0. 05；d）与参芪健心低剂量组比较，P＜

0. 05。
表4　各组大鼠心肌组织PINK1/Parkin通路相关蛋白水平比较

Table 4　Comparison of PINK1/Parkin pathway-related proteins levels in myocardial tissues of rats in each group （x̄±s）

组别

假手术组

模型组

沙库巴曲缬沙

坦组

参芪健心方低

剂量组

参芪健心方高

剂量组

鼠数

3
3
3

3

3

PINK1
0. 98±0. 03
0. 50±0. 03a）

0. 90±0. 05b）

0. 64±0. 02b） c）

0. 75±0. 04b）c）d）

p-PINK1
0. 69±0. 03
0. 18±0. 54a）

0. 63±0. 05b）

0. 34±0. 03b）c）

0. 49±0. 03b）c）d）

Parkin
0. 73±0. 30
0. 38±0. 02a）

0. 66±0. 05b）

0. 46±0. 01b）c）

0. 58±0. 03b）c）d）

p-Parkin
0. 94±0. 06
0. 26±0. 04a）

0. 75±0. 07b）

0. 46±0. 04b）c）

0. 63±0. 07b）c）d

p62
0. 18±0. 00
0. 46±0. 02a）

0. 21±0. 01b）

0. 36±0. 01b）c）

0. 30±0. 01b）c）d）

Beclin-1
0. 55±0. 03
0. 21±0. 02a）

0. 49±0. 03b）

0. 29±0. 04b）c）

0. 40±0. 02b）c）d）

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ
0. 77±0. 01
0. 31±0. 06a）

0. 75±0. 02b）

0. 40±0. 04c）

0. 54±0. 01b）c）d）

注：PINK1，PTEN诱导激酶1；p-PINK1，磷酸化PTEN诱导激酶1；Parkin，E3泛素连接酶；p-Parkin：磷酸化E3泛素连接酶；Beclin1，苄

氯素1；LC3Ⅱ，微管相关蛋白轻链3蛋白Ⅱ；LC3Ⅰ，微管相关蛋白轻链3蛋白Ⅰ。

a）与假手术组比较，P＜0. 05；b）与模型组比较，P＜0. 05；c）与沙库巴曲缬沙坦组比较，P＜0. 05；d）与参芪健心低剂量组比较，P＜

0. 05。
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曲缬沙坦组比较，参芪健心方低、高剂量组PINK1、
p-PINK1、 Parkin、 p-Parkin、 Beclin1 蛋白水平及

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ值均显著降低，p62蛋白水平升高（P＜
0. 05）。与参芪健心方低剂量组比较，参芪健心

方高剂量组 PINK1、 p-PINK1、Parkin、 p-Parkin、
Beclin1 蛋白水平及 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ值均显著升高，

p62蛋白水平降低（P＜0. 05）。各组大鼠心肌组织

PINK1/Parkin通路相关蛋白电泳图见图4。

3　讨论

CHF表征为多种心脏疾病进展至终末期的共同

临床综合征，其根源在于心肌结构、节律、传导或

功能的异常，其发病率与病死率居高不下，严重影

响患者生活质量［15］。参芪健心方针对 CHF 气虚阳

微、血瘀水停之核心病机，具有益气复脉、温阳利

水、活血通络的功效。其中黄芪、红参共为君药，

大补元气，固摄心气，使气旺则血行津布；白术、

茯苓健运中焦，渗利水湿，助气化以消内停之水饮；

丹参活血祛瘀，通利血脉，改善心络瘀阻；淫羊藿

温补肾阳，桂枝温通心阳，二者振奋一身之阳气；

葶苈子泻肺利水，宣通上焦，导壅滞之水邪下行。

本研究通过腹主动脉缩窄术构建了 CHF 大鼠

模型，模型组大鼠精神萎靡，毛发枯槁，多蜷缩不

动，逃避反射延迟，便秘与稀便交替，进食减少；

表现出典型的心功能不全，即LVEF、LVFS显著降

低，血清BNP水平升高；心肌组织HE染色和Masson
染色均显示心肌纤维化以及广泛的炎性细胞浸润，

这些表型与临床 CHF 特征高度吻合。参芪健心方

高、低剂量组和沙库巴曲缬沙坦组均能不同程度改

善大鼠一般状态和心功能指标，降低血清 BNP 水

平，减轻心肌纤维化程度，并且参芪健心方疗效表

现出明显的剂量依赖性，高剂量效果优于低剂量，

且更接近西药沙库巴曲缬沙坦，再次证明参芪健心

方治疗CHF疗效确切。

现代研究［16］表明，线粒体功能障碍已成为CHF
乃至其他心血管疾病发生发展的关键病理机制。因

此，针对线粒体功能的干预措施，被视作延缓CHF
疾病进程的重要治疗策略。当线粒体损伤时，膜电

位丧失导致PINK1稳定积累于线粒体外膜，形成二

聚体并自磷酸化激活［17］。PINK1 磷酸化 Parkin 的

Ser65 残基及泛素分子，激活 Parkin 活性，催化线

粒体外膜蛋白的K48/K63泛素链修饰，泛素化蛋白

被适配蛋白识别，通过LC3相互作用域招募LC3Ⅱ
包裹的吞噬膜，形成自噬溶酶体降解受损线粒

体［18-19］。在这一过程中，p62桥接泛素化线粒体蛋

白与LC3Ⅱ，促进自噬体靶向；同时受核因子红系2
相关因子 2 （NRF2） 转录调控，参与氧化应激应

答［20-21］。Beclin1可启动自噬前体形成，与B细胞淋

巴瘤 2 （Bcl-2）相互作用调控自噬与凋亡平衡［22］。

LC3Ⅰ脂化为LC3Ⅱ并定位于自噬膜，LC3Ⅱ/LC3Ⅰ
比值升高标志自噬流激活［23］。CHF的病理过程中，

心肌中PINK1蛋白或mRNA显著降低可导致线粒体

自噬启动失败［24］。Parkin活性受损导致泛素化效率

下降，自噬靶向信号减弱，并且溶酶体酸化和水解

酶功能下降导致 LC3Ⅱ包裹的线粒体无法降解［25］。

因此，本研究聚焦于PINK1/Parkin通路介导的线粒

体自噬这一关键的质量控制机制，探讨参芪健心方

治疗CHF的潜在作用靶点。

本研究结果显示，与假手术组比较，模型组大

鼠心肌组织超微结构少数线粒体空泡变，视野内未

见明显自噬；PINK1、 Parkin、 Beclin1蛋白及其mRNA
表达降低，p62蛋白及其mRNA表达升高， p-PINK1、
p-Parkin、LC3B mRNA及LC3Ⅱ/LC3Ⅰ值显著下调，

提示在CHF的进展期PINK1/Parkin通路介导的线粒

体自噬功能受损，导致受损线粒体清除障碍，这可

能是加剧心肌细胞能量危机和结构损伤的重要原因

之一。而各药物组均能不同程度纠正上述指标变

化，且以参芪健心方高剂量优于低剂量。值得注意

注：A假手术组；B模型组；C，参芪健心方高剂量组；D，参

芪健心方低剂量组；E，沙库巴曲缬沙坦组；PINK1，PTEN诱导激

酶 1；p-PINK1，磷酸化PTEN诱导激酶 1；Parkin，E3泛素连接酶；

p-Parkin：磷酸化E3泛素连接酶；Beclin1，苄氯素1；LC3Ⅱ，微管

相关蛋白轻链3蛋白Ⅱ；LC3Ⅰ，微管相关蛋白轻链3蛋白Ⅰ。

图4　各组大鼠心肌组织PINK1/Parkin通路相关蛋白电泳图

Figure 4　Electrophoresis of PINK1/Parkin pathway-related 
proteins in myocardial tissues of rats in each group
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的是，参芪健心方低剂量组LC3Ⅱ/LC3Ⅰ与模型组

差异无统计学意义，说明其虽能部分激活自噬起

始，但未能有效推动自噬流完成，这可能是其功能

改善有限的关键机制之一。透射电镜结果进一步证

实，参芪健心方高剂量组心肌线粒体肿胀空泡化减

轻，嵴结构得到改善，并可见自噬小体形成，提示

参芪健心方可通过激活PINK1/Parkin信号通路，增

强线粒体自噬流，从而促进受损线粒体的清除，这

可能是其改善心功能、延缓心肌重构的核心机制所

在。另外，心脏组织中的自噬活动具有双重效应，

适度的自噬对心肌细胞具有保护作用，然而由长期

或高强度应激诱导的持续性线粒体自噬则被证明会

加剧 CHF 的病情进展［26］。参芪健心方高剂量组的

干预并未导致自噬相关指标的持续升高，而是使其

恢复至接近正常的水平，并伴随着心功能和结构的

改善。这表明在自噬不足时予以增强，而非盲目地

过度激活，其适度调控的特性可能与中药多成分、

多靶点的整体调节优势有关，但其精确的“调控窗

口”仍需进一步研究。

综上所述，参芪健心方能够通过激活 PINK1/
Parkin信号通路，增强线粒体自噬，清除功能失调

的线粒体，改善 CHF 大鼠的心功能，延缓 CHF 的

进展，这为参芪健心方的临床推广应用提供了重要

的实验依据。本研究仅初步检测了相关蛋白及其

mRNA表达情况，未来可以通过细胞实验或进一步

利用基因敲除等技术明确PINK1/Parkin通路在参芪

健心方治疗CHF疗效中的作用机制；同时，动态观

察CHF不同时期自噬水平的变化及干预效应，有助

于更精确地揭示参芪健心方调控线粒体自噬的机制。
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Effect of Shenqi Jianxin Formula （参芪健心方） on Mitochondrial Autophagy and the PINK1/Parkin Signaling 
Pathway in Cardiac Tissues in Chronic Heart Failure
XIE Peichi1， LIU Pan2， DING Zitong1， BAI Jingyi1， PANG Deqi1， DAI Xiaohua3
1.  First Clinical Medical College，Anhui University of Chinese Medicine，Hefei，230000；2.  College of Traditional Chinese Medicine，
Anhui University of Chinese Medicine；3.  The First Affiliated Hospital of Anhui University of Chinese Medicine
ABSTRACT Objective　To explore the potential mechanism of Shenqi Jianxin Formula （参芪健心方） in the treat⁃
ment of chronic heart failure （CHF） from the perspective of regulating mitochondrial autophagy via the PTEN-induced 
kinase 1 （PINK1）/E3 ubiquitin ligase （Parkin） pathway.   Methods　Male SD rats were subjected to abdominal 
aortic constriction to establish the CHF model.  Twenty-four successfully modeled rats were randomly divided into the  
model group， sacubitril/valsartan group， and low- and high-dose Shenqi Jianxin Formula groups， with 6 rats in each 
group.  Six other rats were set as the sham surgery group， which were only separated the abdominal aorta and then 
closed the abdomen.  Rats in the low-dose and high-dose Shenqi Jianxin Formula groups were given intragastric 
administration of Shenqi Jianxin Formula suspension at doses of 4. 41 g/（kg·d） and 17. 64 g/（kg·d）， respectively； 
the sacubitril/valsartan group received intragastric administration of sacubitril/valsartan sodium tablet suspension at 10 
mg/（kg·d）； the sham surgery group and the model group were given normal saline at 10 ml/（kg·d） via intragastric 
gavage.  The intervention lasted for 4 consecutive weeks.  Cardiac function indices including left ventricular ejection 
fraction （LVEF） and left ventricular fractional shortening （LVFS） were detected， and serum brain natriuretic peptide 
（BNP） content was measured.  HE staining and Masson staining were used to observe myocardial histopathological 
changes.  Transmission electron microscopy was employed to examine the ultrastructure of cardiac tissues.  Quantita⁃
tive real-time polymerase chain reaction （Rt-qPCR） was performed to determine the mRNA expressions of PINK1/Parkin 
pathway-related factors and autophagy-associated proteins including Beclin-1， p62， and microtubule-associated protein 1 
light chain 3 （LC3） in myocardial tissues.   Results　Compared with the sham surgery group， the model group showed 
significant decreases in LVEF and LVFS levels， an increase in serum BNP content， down-regulated mRNA and pro⁃
tein expressions of PINK1， Parkin and Beclin-1 in cardiac tissues， up-regulated mRNA and protein expressions of 
p62， as well as significant reductions in LC3B mRNA expression， phosphorylated PTEN-induced kinase 1 （p-PINK1） 
and phosphorylated E3 ubiquitin ligase （p-Parkin） protein levels， and the ratio of microtubule-associated protein 1 
light chain 3-Ⅱ to microtubule-associated protein 1 light chain 3-Ⅰ （LC3Ⅱ/LC3Ⅰ） （P＜0. 05）.  Pathological results 
revealed obvious myocardial cell edema， necrosis and degeneration， increased disorder of myocardial fiber arrange⁃
ment， extensive inflammatory cell infiltration， moderate to severe mitochondrial swelling， a few mitochondrial vacuolar 
changes， and no obvious autophagy in the field of vision in the model group.  Compared with the model group， all the 
above indicators were significantly improved in the high-dose Shenqi Jianxin Formula group and the sacubitril/valsartan 
group （P＜0. 05）.  Moreover， the improvement of each index in the high-dose Shenqi Jianxin Formula group was 
superior to that in the low-dose group （P＜0. 05）.  In the high-dose Shenqi Jianxin Formula group， myocardial myo⁃
fibrils were arranged regularly with orderly orientation， the striated structure was clear， and necrotic cells significantly 
reduced.   Conclusion　Shenqi Jianxin Formula can activate the PINK1/Parkin signaling pathway in myocardial tissues， 
enhance mitochondrial autophagy， and clear dysfunctional mitochondria， thereby improving cardiac function and 
delaying the progression of CHF.
Keywords chronic heart failure； mitochondria； autophagy； PTEN-induced kinase 1； E3 ubiquitin ligase； Shenqi 
Jianxin Formula （参芪健心方）
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