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芪参颗粒对心肌梗死后心力衰竭
大鼠心肌纤维化的影响
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［摘要］ 目的 探讨芪参颗粒治疗心肌梗死后心力衰竭大鼠心肌纤维化的可能作用机制。 方法 50 只 SD
大鼠随机分为假手术组 15 只、模型组 12 只、芪参颗粒组 12 只、非诺贝特组 11 只。除假手术组外，其余各
组大鼠采用左心冠状动脉结扎诱导心肌梗死后心力衰竭大鼠模型。芪参颗粒组给予芪参颗粒 18. 66 g / ( kg·d)
灌胃，非诺贝特组给予非诺贝特胶囊 10 mg / ( kg·d) 灌胃，假手术组和模型组给予同体积生理盐水灌胃，连
续给药 28 天。检测各组大鼠心功能，分别观察各组大鼠心肌组织病理变化，并采用 Western blot法检测大鼠
心肌组织中转化生长因子 β ( TGF-β) 、Smad3、Wnt1a、β-catenin、Wnt1 诱导的分泌蛋白 1 ( WISP-1 ) 、
Wnt5a蛋白含量。 结果 与假手术组比较，模型组左室射血分数 ( EF) 、短轴缩短率 ( FS) 均显著降低，
左室舒张末内径 ( LVIDd) 、左室收缩末内径 ( LVIDs) 均显著增高 ( P ＜ 0. 01) ; 与模型组比较，芪参颗粒
组 EF、FS显著升高，LVIDd、LVIDs显著降低，非诺贝特组 EF、FS 显著升高，LVIDs 显著降低 ( P ＜ 0. 05
或 P ＜ 0. 01) 。HE染色显示，模型组大鼠心肌细胞排列紊乱，心肌间质出现大量炎性细胞浸润，胶原过度沉
积，纤维明显增生，丧失正常结构; 芪参颗粒组与假手术组细胞排列整齐，细胞形态基本无变化，仅表现少

量胶原沉积，心肌纤维化得以改善。与假手术组比较，模型组 TGF-β、Smad3、Wnt1a、β-catenin、WISP-1、
Wnt5a蛋白表达增高 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ; 与模型组比较，芪参颗粒组和非诺贝特组 TGF-β、Smad3、
Wnt1a、β-catenin、WISP-1、Wnt5a蛋白降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ，芪参颗粒组与非诺贝特组各指标比较
差异均无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。 结论 芪参颗粒能够显著改善心肌梗死后心力衰竭大鼠心肌纤维化，且
与非诺贝特胶囊效果相当，其机制可能与抑制心肌组织 TGF-β与 Wnt通路有关。
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心肌纤维化 ( cardiac fibrosis，CF) 是以心肌
中基质细胞和细胞外基质蛋白 ( extracellular matrix
proteins，ECM) 过度积累为特征的疾病［1］。心肌
梗死、高血压病、心肌炎、肥厚性心肌病以及扩张
性心肌病等病理性心脏病都是导致心肌纤维化发生

和发展的重要因素，而心肌纤维化则是导致心力衰

竭的重要原因之一［2］。芪参颗粒是由四妙勇安汤
加减而来，前期研究［3］发现芪参颗粒在抗心肌纤

维化以及心肌梗死后心力衰竭方面有着良好的治疗

作用，可以改善心肌梗死后心肌纤维化水平。本研
究进一步探讨芪参颗粒对心肌梗死后心力衰竭大鼠

心肌纤维化的可能药理机制。

1 材料与方法

1. 1 动物
SPF级健康雄性 SD 大鼠 90 只，体重 ( 220 ±

10) g。购自北京维通利华实验动物中心，实验动
物许可证号: SCXK ( 京 ) 2016-0006。室温 22 ～
24℃，湿度 45% ～65%，自由饮水，普通饲料喂养。
1. 2 药物
芪参颗粒由黄芪 30 g、丹参 15 g、黑顺片 9 g、

玄参 10 g、金银花 10 g、炙甘草 6 g 组成，饮片购
自北京同仁堂制药有限公司，按照课题组前期建立

的方法［3］制备颗粒剂; 非诺贝特胶囊 ( 法国 Labo-
ratoires FOUＲNIEＲ SAS，注册证号: H20160155) 。
1. 3 试剂与仪器

ＲIPA裂解液 ( 货号: C1053) 、蛋白酶抑制剂
混合物 ( 货号: P1265 ) 、BCA 蛋白质定量试剂盒
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( 货号: P1511-2) ，北京普利莱基因技术有限公司;
转化生长因子 β ( TGF-β，货号: 3711，1 ∶ 2000) 、
Smad3 ( 货号: 9513，1 ∶ 2000 ) ，Cell Signaling 公
司; Wnt1a ( 货号: ab85060，1 ∶ 2000 ) 、β-catenin
( 货号: ab27798，1 ∶ 2000 ) 、Wnt1 诱导的分泌蛋
白 1 ( WISP-1，货 号: ab178547，1 ∶ 2000 ) 、
Wnt5a ( 货号: ab72583，1 ∶ 2000) 、二抗 ( 货号:
ab150077，1 ∶ 16000 ) ，Abcam 公司; 1%戊巴比
妥钠 ( 批号: 261-776-6，Sigma ) ; 4% 多聚甲醛
( 货号: BH705 ) 、乙醇 ( 货号: BH679 ) 、盐酸
( 货号: a0300003) 、2%冰醋酸 ( 货号: BH001 ) 、
1%磷钼酸 ( 货号: BH503) ，北京化工厂; 二甲苯
( 货号: kgf021，凯基生物 ) ; 苏木精 ( 货号:
c1410) 、丽春红 ( 货号: p1600 ) 、PVDF 膜 ( 货
号: P2120-0. 45 ) 、10X 封闭洗涤缓冲液 ( 货号:
B1009) 、ECL 发光液 ( 货号: P1010-100 ) ，北京
普利莱基因技术有限公司; 苯胺蓝 ( 货号: 016-
21302，日本和光纯药工业株式会社) 。
石蜡熔蜡箱 ( 樱花病理仪器株式会社，型号:

PM-401) ; Multiskan全自动酶标仪 ( Thermo 公司，
型号: Mk3 ) ; 凝胶成像仪 ( Bio-Ｒad 公司，型号:
Molecular Imagery ChemiDocTM XＲST ) ; 电泳仪
( Bio-Ｒad 公 司，型 号: Mini Protean Tetra Cell
552BＲ) ; 光学显微镜 ( 奥林巴斯公司，型号:
IX71) ; 小动物超声影像系统 ( VisualSonics 公司，
型号: Vevo2100) 。
1. 4 动物分组、造模及给药

90 只 SD大鼠适应性饲养 1 周后按照体重由轻
到重进行排序，将序号相邻的 6 只大鼠分为 1 组，
共分为 15 个小组，每个小组内按体重由轻到重重
新编号 ( 1 ～ 6) ，采用随机数表，每当表中出现尾
数为 1 ～ 6 之间的数时 ( 包含 1 和 6) ，则取小组中
序号与随机数尾数相应的大鼠为假手术组大鼠，其

余组内大鼠归为模型组，各组大鼠依次分组，最终

分为假手术组 15 只和模型组 75 只。模型组大鼠进
行左心冠状动脉结扎［4 － 5］，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
大鼠纳入研究范围。假手术组大鼠只穿线不结扎，
其余处理同模型组大鼠。以小动物超声结果中左室
射血分数( EF) ＜ 45%作为心力衰竭评价标准［6］。
将 35 只造模成功的大鼠按体重由轻到重排序，

每 3 只相邻序号的大鼠分为 1 组，共分为 12 组，
每个小组内按体重由轻到重重新编号 ( 1 ～ 3 ) ，采
用随机数表，每当表中出现尾数为 1 ～ 3 之间的随
机数 ( 包含 1 和 3) ，则取小组内序号与随机数尾

数相同的大鼠分入相应组别，最终分别为 1 －模型
组、2 －芪参颗粒组、3 －非诺贝特组，且当每组中
两只大鼠被归入相应组别后，第 3 只大鼠自动归入
剩余组别，分为模型组 12 只、芪参颗粒组 12 只、
非诺贝特组 11 只。根据本团队之前实验结果［3，6］，
芪参颗粒组给予芪参颗粒 18. 66 g / ( kg·d) 灌胃，
非诺贝特组给予非诺贝特胶囊 10 mg / ( kg·d ) 灌
胃，均每日 1 次; 假手术组和模型组大鼠给予
1 ml / ( 100 g·d) 生理盐水灌胃。各组均连续灌胃
28 天。
1. 5 检测指标与方法
给药结束后检测各组大鼠心功能，之后按

50 mg /kg剂量腹腔注射 1%戊巴比妥钠麻醉大鼠，
摘取大鼠心脏，留取部分心脏组织用 4%多聚甲醛
固定，梯度乙醇脱水，石蜡包埋，切片，备 HE 染
色、Masson染色使用，其余大鼠心脏取左心室梗
死边缘区组织进行 Western blot检测。
1. 5. 1 超声检测心功能 检测大鼠 EF、短轴缩短
率( FS) 、左室舒张末内径 ( LVIDd) 、左室收缩末
内径 ( LVIDs) 。
1. 5. 2 HE染色观察心肌组织病理 将石蜡切片
进行 HE 常规染色，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，
中性树脂封片，于光学显微镜下观察心肌梗死边缘

区心肌细胞。
1. 5. 3 Masson染色观察心肌组织病理 将石蜡切
片加入二甲苯中进行脱蜡，在 100%、95%、
85%、75%乙醇中脱水 5 min，流水清洗进行铬化
处理，滴加苏木精染色 5 min，水洗后在盐酸中酸
化 5 s，再次水洗后滴加丽春红染色 5 min，滴加
2%冰醋酸进行清洗，置于 1%磷钼酸中 5 min，加
入苯胺蓝染色 5 min，滴加 2%冰醋酸进行清洗后加
入无水乙醇进行脱水处理，最后进行透明、封片，
于光学显微镜下观察心肌梗死边缘区心肌细胞。
1. 5. 4 Western blot法 检 测 心 肌 组 织 TGF-β、
Smad3、Wnt1a、β-catenin、WISP-1、Wnt5a蛋白含
量 ＲIPA裂解缓冲液提取总蛋白，BCA 法进行蛋
白定量; 蛋白上样量 50μg /10μl，电压 80 ～ 120 V，
电泳 1 ～ 1. 5 h。将凝胶上的蛋白通过电转步骤转移
到 PVDF膜，以 5%脱脂奶粉 37℃封闭 1 h，TGF-β、
Smad3、Wnt1a、β-catenin、WISP-1、Wnt5a抗体与
膜在抗体孵育盒内孵育 4℃过夜。TBST漂洗 PVDF
膜 3 次，10 min /次; 取出 PVDF膜加入二抗，常温
孵育 1h，TBST洗膜 3 次后，滴 ECL发光液进行曝
光，记录蛋白条带的灰度值。
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表 1 各组大鼠心功能指标比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 EF ( % ) FS ( % ) LVIDd ( cm) LVIDs ( cm)

假手术组 13 92. 43 ± 3. 68 68. 16 ± 7. 44 5. 81 ± 0. 57 2. 22 ± 0. 64
模型组 9 36. 57 ± 4. 20* 18. 15 ± 3. 59* 9. 90 ± 0. 95* 8. 05 ± 1. 16*

芪参颗粒组 10 49. 00 ± 8. 40△△ 25. 11 ± 6. 20△△ 8. 20 ± 0. 99△△ 6. 76 ± 1. 07△△

非诺贝特组 9 48. 36 ± 9. 68△△ 24. 69 ± 3. 98△△ 9. 73 ± 0. 28 7. 40 ± 0. 21△

注: EF，左室射血分数; FS，短轴缩短率; LVIDd，左室舒张末内径; LVIDs，左室收缩末内径; 与假手术组比较，* P ＜ 0. 01; 与模型

组比较，△P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01

1. 6 统计学方法
采用 SPSS 20. 0 软件进行统计分析，数据均符

合正态分布，以均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，多样
本间比较用单因素方差分析，以 P ＜ 0. 05 为差异
有统计学意义。

2 结果

实验中假手术组大鼠死亡 2 只，模型组死亡 3
只，芪参颗粒组死亡 2 只，非诺贝特组死亡 2 只。
实验终末存活大鼠为假手术组 13 只、模型组 9 只、
芪参颗粒组 10 只、非诺贝特组 9 只。
2. 1 各组大鼠心功能指标比较
表 1 示，与假手术组比较，模型组 EF、FS 均

显著降低， LVIDd、 LVIDs 均显著增高 ( P ＜
0. 01) ，说明模型组大鼠心功能显著降低; 与模型
组比较，芪参颗粒组 EF、FS 显著升高，LVIDd、
LVIDs 显著降低，非诺贝特组 EF、FS 显著升高，
LVIDs显著降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ; 芪参颗
粒组与非诺贝特组各指标比较差异均无统计学意义

( P ＞ 0. 05) 。
2. 2 各组大鼠心肌组织 HE染色结果
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
间质出现大量炎性细胞浸润，纤维明显增生，胶原

过度沉积，丧失正常结构。芪参颗粒组心肌细胞形
态均匀，较少发生炎细胞浸润，与非诺贝特组相

比，芪参颗粒组细胞形态更为均匀，炎性细胞浸润

更为局限，纤维增生得到更好抑制。
2. 3 各组大鼠心肌组织 Masson染色结果
假手术组心肌细胞呈鲜红色，排列整齐有序，

心肌细胞中分布着纤细的胶原纤维，几乎没有胶原

蛋白沉积。模型组心肌细胞明显减少，形状大小不
一，结构松散凌乱，并有大量胶原纤维形成，呈网

络状包绕心肌细胞。芪参颗粒组心肌细胞排列较为
有序，形状规则，仅见少量胶原纤维，减少胶原沉

积效果明显，抗心肌纤维化效果显著。非诺贝特组
心肌细胞排列较为有序，散见少量胶原沉积，显示

出与芪参颗粒类似的治疗效果。芪参颗粒组在减少
心肌胶原沉积、抑制心肌纤维化进程方面效果较非
诺贝特组更为显著。
2. 4 各组大鼠心肌组织 TGF-β、Smad3、Wnt1a、
β-catenin、WISP-1、Wnt5a蛋白表达比较
图 1 示，与假手术组比较，模型组 TGF-β、

Smad3、Wnt1a、β-catenin、WISP-1、Wnt5a蛋白表
达明显升高 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) 。与模型组比
较，芪参颗粒组和非诺贝特组 TGF-β、Smad3、
Wnt1a、β-catenin、WISP-1、Wnt5a 蛋白表达均有
下降 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ; 芪参颗粒组和非诺
贝特组各蛋白表达比较差异无统计学意义 ( P ＞
0. 05) 。

3 讨论

中医学认为，心肌纤维化是正气虚弱和邪气亢

盛共同作用的结果，其中正气虚弱包括气血阴阳的

虚弱，邪气亢盛包括湿热、痰浊、瘀血和毒邪等作
用［7］。由于心肌纤维化始终都有正气亏虚的表现，
同时心脉多有瘀阻，在心肌纤维化前期多正气虚，

后期多邪气实，因此，在早期应以扶正祛邪并用，

晚期则可以扶助正气为主，主要目的为驱除邪气而

不伤正气，补益正气而不留邪气。芪参颗粒以温阳
益气、活血解毒为治则，方用黄芪补气升阳、丹参
活血祛瘀，二药相配益气活血，共为君药; 附子补

火助阳，为臣药; 玄参、金银花清热解毒，为佐
药; 炙甘草调和药性，为使药。前期研究表明，该
方可以有效改善心力衰竭大鼠心功能［6］，减少心

肌纤维化的发生和发展［3］。
研究显示，TGF-β、Wnt 蛋白能够促使成纤维

细胞和肌成纤维细胞激活和分化，在心肌纤维化过

程中有重要的调控作用［8］。在心肌梗死动物模型
中使用抗 TGF-β 抗体阻断 TGF-β 可以减少胶原沉
积和 ECM 的产生［9］。TGF-β 的信号传导依赖
Smads蛋白，Smads蛋白作为 TGF-β 信号传导系统
下游通路中重要的细胞内蛋白分子，可以将 TGF-β
信号从细胞表面传递到细胞核，从而使编码胶原蛋
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注: TGF-β，转化生长因子 β; WISP-1，Wnt1 诱导的分泌蛋白 1; 与假手术组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组比
较，△P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01

图 1 各组大鼠心肌组织 TGF-β、Smad3、Wnt1a、β-catenin、WISP-1、Wnt5a蛋白表达比较

白合成的靶基因激活［10］。实验研究表明，TGF-β
诱导的胶原合成需要 Smad3 的活性来完成［11］，而
在心肌梗死小鼠模型中 Smad3 缺陷可以显著减少
胶原蛋白产生并显著减少心肌纤维化的发生和发

展［12］。
当 Wnt在细胞外与由细胞膜表面受体和低密

度脂蛋白受体相关蛋白组成的跨膜复合物结合后将

激活 Wnt-β-catenin 经典通路或 Wnt 非经典反应。
在Wnt经典反应中Wnt 1 与受体复合物结合可以激
活散乱蛋白，而激活的散乱蛋白能够抑制糖原合成

激酶 3β 依赖性降解复合物并破坏细胞质中连续合
成的 β-catenin 蛋白，导致 β-catenin 在细胞中的持
续累积并易位到细胞核。β-catenin 作为转录共激
活因子与 T 细胞因子及淋巴细胞增强因子转录因
子共同启动 Wnt靶基因［13 － 14］。在 Wnt 非经典反应
中 Wnt5a可以通过激活平面细胞极性途径和钙依
赖性途径直接触发 Wnt 靶基因转录，而在心脏成
纤维细胞中的促纤维化反应则与 WISP-1 有密切关
联［15］。实验研究亦发现，在小鼠急性缺血性心脏
损伤后的心外膜中 Wnt1 表达增强［16］，在具有严重
心外膜纤维化的人类心脏中也检测到 β-catenin 蛋
白表达量增加［17］。近年来许多研究发现，Wnt 在

各种动物模型中对心肌纤维化作用产生影响，其中

用 Wnt蛋白天然抑制剂分泌卷曲蛋白相关蛋白消
除心肌中可利用的 Wnt 可以减轻心肌纤维化并改
善心功能［18 － 20］，在实验性自身免疫心肌炎的小鼠

模型中通过使用分泌卷曲蛋白相关蛋白则成功预防

了炎症后纤维化的发展［21］。
本研究结果显示，芪参颗粒可以显著减轻心肌

细胞结构改变程度，抑制心肌胶原过度沉积与纤维

化。TGF-β、Smad3 在模型组心肌细胞内的表达较
假手术组升高，说明 TGF-β 信号通路在心肌梗死
后心力衰竭大鼠心肌中被激活，心肌纤维化程度显

著增加。经芪参颗粒给药 4 周后可以显著抑制
TGF-β、Smad3 蛋白表达，说明芪参颗粒可以通过
抑制 TGF-β 信号通路从而降低心肌纤维化程度。
Wnt1a、β-catenin、WISP-1、Wnt5a 在模型组心肌
细胞内的表达较假手术组升高，说明心肌梗死后心

力衰竭大鼠心肌纤维化程度加重，这一点与国外的

研究结论［10 － 15］一致。经芪参颗粒给药 4 周后
Wnt1a、β-catenin、WISP-1 及 Wnt5a 的表达显著降
低，并与非诺贝特胶囊作用相似，说明芪参颗粒可

以通过抑制 Wnt 经典通路及非经典通路蛋白表达
从而抑制心肌梗死后心力衰竭大鼠心肌纤维化程
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度，即通过 TGF-β 通路与 Wnt 通路调控心肌梗死
后心力衰竭衰大鼠心肌纤维化的发展是芪参颗粒心

肌保护作用的机制之一。
本研究目前只在蛋白层面验证芪参颗粒调控

TGF-β、Wnt通路从而影响心肌梗死后心力衰竭大
鼠心肌纤维化的作用机制，尚缺乏基因层面的验证

结果。同时，芪参颗粒还存在关键有效成分不清以
及有效成分与作用靶标之间关系不明确的问题。在
后续实验中本课题组将在已有实验结论的基础上进

一步分析芪参颗粒各药物组分中有效成分与治疗靶

点的对应关系，并在基因层面对芪参颗粒治疗心肌

纤维化的机制通路进行验证，以深入探索芪参颗粒

改善心功能的药理作用。
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Effects of Qishen Granule ( 芪参颗粒) on Myocardial Fibrosis in Ｒats with Heart Failure after Myocardial In-
farction
GAO Pengrong，ZHANG Jian，LIU Junjie，GONG Ming，WANG Yong，WANG Wei
( Beijing University of Chinese Medicine，Beijing，100029)
ABSTＲACT Objective To explore the possible mechanism of Qishen Granule ( 芪参颗粒) in the treatment of myo-
cardial fibrosis in rats with heart failure after myocardial infarction． Methods A total of 50 SD rats were randomly
divided into a sham operation group with 15 rats，a model group with 12 rats，a Qishen Granule group with 12 rats and
a fenofibrate group with 11 rats． Except for the sham operation group，the rats in the other groups performed left heart
coronary artery ligation to induce heart failure model after myocardial infarction． The Qishen Granule group was given
18. 66 g / ( kg·d) Qishen Granule by gavage． The fenofibrate group was given fenofibrate 10 mg / ( kg·d) by gavage．
The sham operation group and the model group were given the same volume of normal saline． The rats were adminis-
tered for 28 days． The cardiac function and the pathological changes of myocardial tissue in each group were ob-
served． The expression of transforming growth factor β ( TGF-β) ，Smad3，Wnt1a，β-catenin，Wnt1 induced secreted
protein 1 ( WISP-1) ，and Wnt5a protein content in rat myocardium were detected by Western blot． Ｒesults Com-
pared with the sham operation group，the left ventricular ejection fraction ( EF) and fraction shortening ( FS) of the
model group were significantly decreased，and the left ventricular internal diameter at end-diastole ( LVIDd) and the
left ventricular internal diameter at end-systolic ( LVIDs) were significantly increased ( P ＜ 0. 01) ; Compared with the
model group，the EF and FS of the Qishen Granule group were significantly increased，and the LVIDd and LVIDs
were significantly decreased． The EF and FS of the fenofibrate group were significantly increased，and the LVIDs were
significantly decreased ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01 ) ． HE staining showed that the myocardial cells in the model group
were disordered，and a large number of inflammatory cells infiltrated in the myocardial interstitial，excessive collagen
deposition，significant fibrosis and loss of normal structure． The cells of the Qishen Granule group and the sham opera-
tion group were arranged neatly，and the cell morphology basically showed no change． Only a small amount of colla-
gen deposition，and myocardial fibrosis was improved． Compared with the sham operation group，the expression of
TGF-β，Smad3，Wnt1a，β-catenin，WISP-1 and Wnt5a protein was increased in the model group ( P ＜ 0. 05 or P ＜
0. 01) ． Compared with the model group，the Qishen Granule group and the fenofibrate group The protein levels of
TGF-β，Smad3，Wnt1a，β-catenin，WISP-1 and Wnt5a in the fenofibrate group were decreased ( P ＜ 0. 05 or P ＜
0. 01) ． There was no statistically significant difference between the Qishen Granule group and the fenofibrate group
( P ＞ 0. 05) ． Conclusion Qishen Granule can significantly improve myocardial fibrosis in rats with heart failure after
myocardial infarction，and is equivalent to fenofibrate，and its mechanism may be related to the inhibition of TGF-β
and Wnt pathway effect．
Keywords myocardial fibrosis; myocardial infarction; heart failure; Qishen Granule ( 芪参颗粒) ; cardiac function;
transforming growth factor β
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