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芪苈强心胶囊对压力超负荷心力衰竭大鼠
内皮损伤及能量代谢的影响
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［摘　要］　目的　探讨芪苈强心胶囊治疗压力超负荷心力衰竭的可能机制。 方法　随机取ＳＤ大鼠１５只为假手术组，采用

升主动脉缩窄术建立压力超负荷心力衰竭大鼠模型，７５只造模成功大鼠随机分为模型组、卡托普利组和芪苈强心高、中、低剂

量组各１５只。卡托普利组给予卡托普利片６．２５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），芪苈强心高、中、低剂量组分别给予芪苈强心胶囊１．０、０．５、

０．２５ｇ／（ｋｇ·ｄ），假手术组和模型组灌服等体积的０．５％羧甲基纤维素钠，各组连续灌胃６周。透射电镜观察心肌组织毛细血

管超微结构，比较各组大鼠心肌组织三磷酸腺苷（ＡＴＰ）、二磷酸腺苷（ＡＤＰ）、一磷酸腺苷（ＡＭＰ）含量，血管黏附因子１
（ＩＣＡＭ－１）与内皮型一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）ｍＲＮＡ表达水平，ＡＭＰ激活的蛋白激酶（ＡＭＰＫ）及其磷酸化ＡＭＰＫ（ｐ－ＡＭＰＫ）蛋

白表达。 结果　芪苈强心低、中剂量组及卡托普利组均显著增加心肌组织中ＡＴＰ含量（Ｐ＜０．０１），各给药组ＡＤＰ明显升高
（Ｐ＜０．０１）；芪苈强心高剂量组与卡托普利组ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ表达降低、ｅＮＯＳ　ｍＲＮＡ升高（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；芪苈强心

低、中、高剂量组与卡托普利组ｐ－ＡＭＰＫ蛋白表达均显著升高（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；各组大鼠心肌组织ＡＭＰＫ蛋白表达量

差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。 结论　芪苈强心具有保护压力超负荷大鼠心肌毛细血管内皮的作用，同时提高心脏能量负

荷水平、改善能量代谢，其作用机制可能与激活ＡＭＰＫ－ｅＮＯＳ通路有关。
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　　随着人口老龄化社会的加快和医疗水平的提
高，高血压病、冠心病等心血管疾病发病率升高而病
死率降低，心力衰竭作为各种心血管疾病的终末阶
段，其发病率呈现逐年上升趋势。中医药学的整体
观念、辨证论治在心力衰竭这类复杂疾病的治疗上
体现了较明显的优势［１］，以络病理论和脉络学说为
指导提出心力衰竭气阳虚乏、脉络瘀阻、心络络息成
积导致心室重构的病理机制，确立“气血水同治分
消”治疗组方原则，研制出芪苈强心胶囊，经临床证
实疗效显著［２－４］。本实验观察芪苈强心胶囊对压力
超负荷性心力衰竭大鼠心脏能量代谢与内皮损伤的

影响，探讨其治疗心力衰竭的可能作用机制。

１　材料与方法

１．１　动物

ＳＰＦ级ＳＤ大鼠，雄性，体重２５０～２７０ｇ，由北
京维通利华实验动物技术有限公司提供，动物许可
证号：ＳＣＸＫ（京）２０１２－０００１，分笼饲养，５只／笼，

１２ｈ明暗交替，饲以标准饲料，自由进食饮水。

１．２　药物、试剂及仪器
芪苈强心胶囊由石家庄以岭药业股份有限公司

提供（国药准字Ｚ２００４０１４１，批号：１２０２０１），由黄芪、
附子、丹参、人参、葶苈子、红花、香加皮、泽泻、玉竹、
桂枝、陈皮组成；卡托普利片由常州制药厂生产（批
号１１０６１５１１）；羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）由天津永
大化学试剂有限公司生产（批号２０１１０１１０）；注射用
青霉素钠由华北制药股份有限公司生产（批号

Ｘ１１０４６１４）。
乳酸检测试剂盒（南京建成生物工程研究所，批

号２０１２０７１０）；三磷酸腺苷（ＡＴＰ，批号１００１１１２０２）、
二磷酸腺苷（ＡＤＰ，批号１００９０２０３１９０）购自Ｓｉｇｍａ
公司，一磷酸腺苷（ＡＭＰ，中国药品生物制品检定
所，批号１４０７１９－２００５０１）。一氧化氮（ＮＯ）、一氧化
氮合酶（ＮＯＳ）、ＡＴＰ酶试剂盒由南京建成生物工程
研究所提供 （批号分别为 ２０１２０７１２、２０１２０７０９、

２０１２０６２９）。ＲＮＡ 提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ　Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｉｎ－
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，批号１５５９６－０２６），反转录试剂盒
（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，批号 Ｋ１６２２）、琼脂糖（西班牙

Ｂｉｏｗｅｓｔ公司，批号１１１８６０），荧光定量ＰＣＲ试剂盒
（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，批号 Ｋ０２２１）。血管黏附因子１

（ＩＣＡＭ－１）与内皮型一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）引物由
生工生物工程（上海）股份有限公司合成。Ｗｅｓｔｅｒｎ
印迹检测抗体：ＡＭＰ激活的蛋白激酶（ＡＭＰＫ）及
其磷酸化 ＡＭＰＫ（ｐ－ＡＭＰＫ）分别为 ＳＡＢ、Ｓａｎｔａ－
Ｃｒｕｚ公司产品（批号：ｓｃ－２５７９２，ｓｃ－３３５２４２）。

３Ｋ１５低温高速离心机（德国Ｓｉｇｍａ）；１０Ａ高效
液相色谱检测仪（日本岛津公司）；ＨＸ－３００动物呼
吸机；ＸＤ７１１酶标分析仪（上海迅达医疗仪器公
司）；ＡＢＩ　７３００Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍ（美国 ＡＢＩ
公司）；ＲＳ－２８高速低温离心机（德国贺利氏公司）；

ＵＶＰ凝胶扫描系统（美国 ＵＶＰ公司），电转膜仪、
半干转膜仪、垂直电泳仪（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）。

１．３　造模方法
采用胸主动脉缩窄法［２］制作压力超负荷心肌肥

厚—心力衰竭模型。大鼠称重后行腹腔麻醉（５％水
合氯醛，７ｍｌ／ｋｇ），仰卧位固定，经口气管插管，连接
小动物呼吸机；开胸，分离肌肉层，剪断第２和第３
肋骨，在无名动脉、左颈动脉、左锁骨下动脉下方分离
胸主动脉，以无菌聚乙烯塑料管垫扎、缩窄约５０％。
假手术组开胸分离胸主动脉而不缩窄。伤口缝合后，
用注射用青霉素钠预防伤口感染，回笼饲养。

１．４　分组及给药
用随机数字表法取大鼠１５只为假手术组，７５

只造模成功大鼠饲养至第５周，使用ＲａｎｄＡ　１．０软
件随机分为模型组、卡托普利组和芪苈强心高、中、
低剂量组各１５只。卡托普利组给予卡托普利片

６．２５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），芪苈强心高、中、低剂量组分别
给予芪苈强心胶囊１．０、０．５、０．２５ｇ／（ｋｇ·ｄ），各药
物均配成相应浓度溶液，给药体积为１０ｍｌ／ｋｇ灌
胃，假手术组和模型组灌服等体积的０．５％ ＣＭＣ－
Ｎａ，各组连续灌胃６周。

１．５　心肌组织电镜观察
处死大鼠迅速取心脏，用４℃生理盐水冲洗后

取左室心尖部约１ｍｍ×３ｍｍ大小组织，经２．５％
戊二醛前固定、１％锇酸后固定包埋后制备心肌超薄
切片，透射电镜下观察心肌毛细血管内皮细胞形态。

１．６　液相色谱法检测心肌组织 ＡＴＰ、ＡＤＰ、ＡＭＰ
含量
参照文献［３］称取冻存的心肌组织，以５ｍｌ／ｇ
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比例加入预冷的０．４ｍｏｌ／Ｌ高氯酸，冰浴匀浆后，

４℃４　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取４００μｌ上清液加入

２５μｌ　２ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ 调 ｐＨ 值至 ６．５，再次 ４℃
１０　０００ｒ／ｍｉｎ　１０ｍｉｎ离心，吸取上清液用０．４５微米
滤膜过滤后进样。用高效液相色谱仪分离并测定，
检测波长为２５４ｎｍ，根据洗脱峰面积和标准品浓度
计算，结果以μｍｏｌ／ｇ表示，同时计算能量负荷ＥＣ＝
（ＡＴＰ＋０．５×ＡＤＰ）／（ＡＴＰ＋ＡＤＰ＋ＡＭＰ）。

１．７　实时荧光ＰＣＲ法检测ＩＣＡＭ－１、ｅＮＯＳ　ｍＲＮＡ
表达水平
用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取心脏组织总ＲＮＡ，进行ｃＤ－

ＮＡ的合成。实时荧光定量 ＰＣＲ 检测心肌组织

ＩＣＡＭ－１、ｅＮＯＳ　ｍＲＮＡ表达水平，引物序列如下：

ＩＣＡＭ－１，７３ｂｐ，上游 ５＇ＴＧＴＧＣＴＴＴＧＡＧＡＡＣＴ－
ＧＴＧＧＣ３＇，下游５＇ＣＧＣＴＣＴＧＧＧＡＡＣＧＡＡＴＡＣＡ　３＇；

ｅＮＯＳ，８８ｂｐ，上 游 ５＇ＡＴＴＡＣＴＧＣＣＡＧＧＧＣＴ－
ＧＡＣＴＣ３＇，下游 ５＇ＧＧＡＴＴＴＧＣＴＧＣＴＣＴＧＴＡＧ－
ＧＴＴ３＇；ＧＡＰＤＨ，１２０ｂｐ，ＴＧＡＡＣＧＧＧＡＡＧＣＴ－
ＣＡＣＴＧＧ３＇，下游５＇ＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴＴＧＡＴ－
ＧＴＣ３＇。以ＧＡＰＤＨ为内参照基因，得到目的基因
表达的相对定量值（ＲＱ值）。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ法检测ｐ－ＡＭＰＫ、ＡＭＰＫ蛋白
表达
称取心肌组织加入组织裂解液，匀浆后４℃离

心分离上清，采用改良酚试剂法进行蛋白定量。取
各组蛋白样品进行ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳，半干
转膜后封闭，经一抗结合后洗膜，二抗结合，洗膜后
采用增强型ＥＣＬ化学发光法显色，扫描灰度值，以
目的蛋白与内参β－肌动蛋白的比值表示。

１．９　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１３．０统计软件进行数据分析，计量

数据以均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，进行单因素方差
分析，方差不齐用Ｄｕｎｎｅｒｔｔ＇ｓ　Ｔ３法。

２　结果

２．１　各组大鼠心肌组织毛细血管超微结构比较
心肌毛细血管由内皮细胞、基底膜以及少量周

细胞构成，内皮细胞位于管腔内侧。假手术组心室
肌组织血管超微结构清晰，管腔光滑，基膜连续而完
整，内皮细胞间紧密连接正常，胞质中吞饮小泡数量
较多，内皮细胞核旁可见一结构基本正常的线粒体。
模型组毛细血管周围明显水肿，基膜不整、管腔不规
则，未见明显线粒体结构，紧密连接模糊，吞饮小泡
数目减少。与模型组比较，卡托普利组及芪苈强心
各剂量组不同程度改善毛细血管内皮结构，表现在
线粒体融合、空泡化减轻，吞饮小泡数目相对增多，
紧密连接较明显。

２．２　各组大鼠心肌组织 ＡＴＰ、ＡＤＰ、ＡＭＰ及ＥＣ
比较
由于实验动物心肌组织量有限，检测指标较多，

为了使各指标均能达到统计学要求，因此各指标鼠
数＜１５只。表１示，与假手术组比较，模型组ＡＴＰ、

ＡＤＰ及ＥＣ明显降低，ＡＭＰ明显升高（Ｐ＜０．０５或

Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，芪苈强心低、中剂量组及
卡托普利组均显著增加心肌组织中ＡＴＰ含量（Ｐ＜
０．０１），各给药组ＡＤＰ、ＥＣ明显升高（Ｐ＜０．０１）；卡
托普利组和芪苈强心低、高剂量组 ＡＭＰ含量与模
型组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。芪苈强心
各剂量组ＡＴＰ、ＡＤＰ、ＡＭＰ及ＥＣ比较差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）。

２．３　各组大鼠心肌ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ、ｅＮＯＳｍＲＮＡ
表达比较
表２示，与假手术组比较，模型组大鼠心肌组织

ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ表达显著升高，ｅＮＯＳ　ｍＲＮＡ表达
降低（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，芪苈强心高剂量组
与 卡 托 普 利 组 ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ 表 达 降 低、

ｅＮＯＳ　ｍＲＮＡ升高（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），芪苈强

表１　各组大鼠心肌组织ＡＴＰ、ＡＤＰ、ＡＭＰ及ＥＣ的比较（珚ｘ±ｓ）

　组别 鼠数 ＡＴＰ（μｍｏｌ／ｇ） ＡＤＰ（μｍｏｌ／ｇ） ＡＭＰ（μｍｏｌ／ｇ） ＥＣ

假手术组 ６　 ５．７８±１．２３　 ２５．５７±４．４６　 １２．４２±９．７７　 ０．４４±０．１０

模型组 ６　 １．８１±１．２２＊＊ ４．７４±２．４８＊＊ ２２．６４±５．３４＊ ０．１４±０．０７＊＊

卡托普利组 ６　 １１．２８±２．３１△ ２８．４７±５．１７△ ６．９４±２．６４△ ０．５５±０．０５△

芪苈强心低剂量组 ６　 ９．３０±１．６５△ １７．９５±８．３６△ １０．９７±５．４９△ ０．４７±０．０９△

芪苈强心中剂量组 ６　 １１．２５±０．６４△ １５．９６±２．６８△ １７．７５±３．４６　 ０．４５±０．１０△

芪苈强心高剂量组 ６　 ７．９８±４．６０　 ３２．７５±５．１６△ ３２．７５±５．１６△ ０．４９±０．０７△

　　注：与假手术组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，△Ｐ＜０．０１
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心中、低剂量组ｅＮＯＳ　ｍＲＮＡ亦较模型组升高（Ｐ＜
０．０５）；芪苈强心低、中剂量组ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ显著
高于卡托普利组和芪苈强心高剂量组（Ｐ＜０．０１），
芪苈强心高剂量组ｅＮＯＳ　ｍＲＮＡ亦显著高于卡托
普利组和芪苈强心低、中剂量组（Ｐ＜０．０１）。

表２　各组大鼠心肌组织ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ、ｅＮＯＳ　ｍＲＮＡ

　　表达比较（ＲＱ值，珚ｘ±ｓ）

　组别 鼠数 ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ　 ｅＮＯＳｍＲＮＡ

假手术组 ５　 １．０４±０．２３　 １．０５±０．２１
模型组 ５　 ３．６４±０．４６＊ ０．１６±０．０５＊

卡托普利组 ５　 ２．１０±０．２９△ ０．３４±０．０９△

芪苈强心低剂量组 ５　 ３．２１±０．２４▲＃ ０．３７±０．０５△＃

芪苈强心中剂量组 ５　 ３．５５±０．５７▲＃ ０．３３±０．０９△＃

芪苈强心高剂量组 ５　 １．８７±０．４６△△ ０．６２±０．１５△△▲

　　注：与假手术组比较，＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５，

△△Ｐ＜０．０１；与卡托普利组比较，▲Ｐ＜０．０１；与芪苈强心高剂量组

比较，＃Ｐ＜０．０１

２．４　各组大鼠心肌组织ｐ－ＡＭＰＫ、ＡＭＰＫ蛋白表达
表３示，与假手术组比较，模型组大鼠心肌组织

ｐ－ＡＭＰＫ蛋白表达降低（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，
芪苈强心低、中、高剂量组与卡托普利组ｐ－ＡＭＰＫ
蛋白表达均显著升高（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。各组
大鼠心肌组织ＡＭＰＫ蛋白表达量差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。

表３　各组大鼠心肌组织ｐ－ＡＭＰＫ、ＡＭＰＫ

　　蛋白表达比较（珚ｘ±ｓ）

　组别 鼠数 ｐ－ＡＭＰＫ　 ＡＭＰＫ

假手术组 ５　 ０．５０±０．１２　 ０．６７±０．１５
模型组 ５　 ０．３１±０．１４＊ ０．４５±０．１７
卡托普利组 ５　 ０．７９±０．２２△△ ０．５７±０．３６
芪苈强心低剂量组 ５　 ０．６８±０．２４△ ０．４９±０．１６
芪苈强心中剂量组 ５　 ０．７９±０．１１△△ ０．４４±０．１４
芪苈强心高剂量组 ５　 ０．９４±０．１３△△ ０．６３±０．２２

　　注：与假手术组比较，＊Ｐ＜０．０５；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５，

△△Ｐ＜０．０１

３　讨论
慢性心力衰竭属于中医“心水”范畴，也有“心

胀”、“心衰”之称，临床表现为“心悸”、“怔忡”、“水
肿”、“痰饮”、“喘证”等病证。历代医家多认为该病
为本虚标实、虚实夹杂之证，心气、心阳亏虚是发病
基础，瘀血、水饮、痰浊为发病的重要病理因素。芪
苈强心胶囊方中黄芪、附子为君药，黄芪益气利水以
治心气虚乏之本，配伍附子补气温阳、固表止汗，人
参、黄芪相须为用，人参益元气、黄芪补卫气；丹参、
红花活血行血，通利脉络；葶苈子、香加皮、泽泻强心

利水；佐以玉竹养心阴防利水伤正，陈皮畅气机防壅
补气滞，桂枝为使温阳通络兼引药入络。诸药合用
则心气充，阳气复，脉络通，水肿消，心慌气短、不能
平卧、尿少水肿诸症自除。
本研究采用胸主动脉缩窄术建立压力超负荷心

肌肥厚—心力衰竭模型，结构的改变使冠状动脉储
备下降，最终导致心脏舒张收缩功能障碍［５］。衰竭
心脏由于冠状动脉血容量减少，缺血缺氧、内皮受损
引起线粒体氧化磷酸化效率降低，影响能量物质合
成。ＡＭＰＫ是细胞能量变化感受器［６］，控制脂类与
葡萄糖代谢，ＡＭＰＫ激活可通过减少内质网错折叠
蛋白保护缺氧损伤的心肌组织，具有维持能量内环
境稳定的作用。ｅＮＯＳ为调节血管内皮基础状态下
ＮＯ生成的关键酶，作为ＡＭＰＫ的下游靶标在循环
系统中发挥重要作用。研究表明ｅＮＯＳ表达减少导
致左旋精氨酸／ＮＯ通路异常可能是血管舒张功能
异常和血管张力增高的主要原因［７］。因此 ＡＭＰＫ－
ｅＮＯＳ信号通路具有协调能量代谢需求以及保护内
皮细胞、促进血管新生等作用，是调节心脏循环功能
和代谢活动的重要靶点。ＡＴＰ、ＡＤＰ、ＡＭＰ是机体
内高能磷酸盐，本实验通过检测心肌组织耗能反应
的直接能量来源 ＡＴＰ及其释放能量后生成 ＡＤＰ、

ＡＭＰ的含量，计算出反映心肌能量状态的能荷值，
发现芪苈强心胶囊提高了心力衰竭大鼠心肌能量负

荷水平，各剂量组不同程度促进ＡＭＰＫ磷酸化以及
增加ｅＮＯＳ的表达。
正常的血管内皮结构和功能能够保障心脏、微

循环功能和内环境稳定［８］。心肌组织电镜结果显
示，模型组大鼠心肌毛细血管内皮紧密连接结构模
糊、吞饮小泡数量减少，芪苈强心胶囊各剂量组不同
程度减轻内皮结构损伤，保护内皮细胞物质交换的
屏障功能。ＩＣＡＭ－１是与炎症损伤相关的血管黏附
因子，研究显示ＩＣＡＭ－１可能参与慢性心力衰竭的
内皮损伤，促进白细胞与血管内皮间黏附，导致微循
环障碍，黏附的白细胞活化产生氧自由基等物质引
发心脏功能障碍［９］。本研究结果显示，芪苈强心高
剂量组能够明显降低心力衰竭大鼠心肌组织

ＩＣＡＭ－１表达，增加ｅＮＯＳ表达，进而保护心肌微血
管内皮结构与功能，为心肌细胞顺利从血液获得能
量物质提供保障。
综上所述，芪苈强心胶囊具有保护心力衰竭大

鼠心肌毛细血管内皮的作用，同时提高心脏能量负
荷水平、改善能量代谢，其作用机制可能与激活

ＡＭＰＫ－ｅＮＯＳ通路有关。 （下转第１２２９页）
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ＰＴ反映外源性凝血功能的变化［１６］。本研究结果显
示，与双抗组比较，益气活血＋双抗组对ＡＰＴＴ、ＰＴ
产生的影响差异无统计学意义，表明益气活血中药
与双联抗药物合用，没有明显增加出血的风险。
综上所述，本研究证实益气活血中药配伍双联

抗血小板治疗在改善大鼠 ＡＭＩ后早期心室腔的扩
大的同时，增强了双联抗抑制血小板聚集和血栓形
成的作用，且不增加出血风险，为益气活血中药配伍
双联抗血小板治疗的临床应用提供了实验依据，值
得临床进一步验证。
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