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心肌梗死后心力衰竭大鼠心脏基因表达谱及
活血益气方药对其心脏的影响
陈金星 王硕仁 朱陵群 赵明镜 吕唏莹 秦 英 张 壮
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摘要 目的 观察活血益气方药对心肌梗死后心力衰竭模型大鼠心脏功能结构的影响。方法 以大鼠

左冠状动脉结扎术造成心肌梗死后心衰模型。对心衰形成期(术后10天)、稳定期(术后8周)大鼠左心室梗

死区、非梗死区和同期假手术组左心室分别取材并提取总RNA，以6张大鼠40S基因芯片(4 096个基因／张

芯片)对其进行检测；用基因芯片分析软件Genespring、Treeview、Clustering、SoM对芯片结果进行分析。术

后4周以活血益气方药对模型大鼠开始治疗，共4周，以卡托普利作为阳性对照药；经阻抗法观察给药前后

大鼠心脏功能和心脏系数的变化。结果 (1)用Genespring软件分析基因表达谱芯片检测结果发现有参与

能量代谢、心肌细胞骨架及纤维化等13类共千余条表达显著上调和下调的基因，在梗死区差异表达基因以

形成期最多(1 086条)、稳定期次之(724条)；而非梗死区差异表达基因也以形成期最多(196条)，稳定期较

少(97条)。(2)心肌梗死后心衰大鼠经活血益气方药、卡托普利治疗，心功能明显改善，每搏输出量(SV)、

心输出量(CO)、心脏指数(CI)均较治疗前显著提高(P<0．01)；同时活血益气方药还能改善模型动物的心

脏系数(与模型组比较，P<0．01，与假手术组比较，P>0．05)。结论 心肌梗死后心衰是一种多基因表达

异常的超负荷心脏病，活血益气方药能改善心肌梗死后心衰大鼠心脏功能和组织学指标，达到治疗心衰的

作用。
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Objective To observe the effect of recipe for activating blood circulation and supplementing Qi(RAS)on

cardiac functional structure in rats with post—infarction heart failure(PIHF)．Methods Rat model of PIHF was

established by left coronary artery 1igation．Left ventricular samples of model rats from infarcted or peri—infarcted

area were obtained at PIHF formation stage and stable stage(10 days and 8 weeks respectively after operation)，

the total RNA extracted and detected using 6 pieces of rat’s 40s gene microarray(4096 genes／microarray)，the

data were analyzed using software as Genespring，Treeview， Clustering and SOM． Besides， RAS was used to

treat the model rats be百nning f硒m 4 weeks after modeling and lasted for 4 weeks，changes of heart function and

cardiac coefficient before and after treatment were observed by impedance method with Captop“l as positive con—

tr01．Results (1)Genespring analysis showed thousands of genes differential expression(upper or down regu—

lated)，including 1 3 kinds of gene involving energy metabolism，myocardial cytoskeleton，fibrosis，etc． which，

in the infarcted area at heart formation stage were 1086 genes and at the stable stage，724 genes，while in the

pe“一infarcted area，formation stage 196 genes and stable stage 97 genes．(2)After RAS or Captop“ltreatment，

the heart function improved significantly， with the stroke volume， cardiac output and cardiac index increased

significantly(P<0．01)．RAS could also improve the cardiac coefficient of model rats，as compared with that in

untreated model，P<0．01，compared with that in the sham—operated rats，P<0．05．Conclusion PIHF is a
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kind of overload heart disease with multiple genes abnormality．I之AS could improve the heart function and histo—

logic indexes，so as to treat the heart failure．

Key words recipe for activating blood circulation and supplementing Qi；

henlodynamics

充血性心力衰竭的病理生理学内容已从器官、组

织水平的研究发展到细胞和分子病理学阶段，但对于

心衰各阶段的基因表达及调控的了解仍不多；对于心

衰的治疗也仍以益气为主的报告为多，而对于“血为气

之母”、以活血药为主干预心衰的研究尚少⋯。为此，

我们在心衰的分子病理学和活血为主的治则方面开展

研究。

材料与方法

l 药品与仪器 活血益气浓缩液由丹参309

川芎309 赤芍309 黄芪209 党参209等药物组

成，由本实验室按水煮、醇沉工艺制备(含生药2 g／

m1)。卡托普利(常州制药厂生产，批号cG0502)。大

鼠40S基因表达谱芯片(上海博星基因芯片有限公司

产品)，RM一6000型多导生理记录仪(日本光电公司

产品)，心脏急救监护仪(上海医用电子仪器厂产品)，

DH一140B型小动物呼吸机(浙江医科大学医学实验仪

器厂产品)，电子天平(上海天平仪器厂产品)，点样仪

(Cartesian Pixsys 7500)，扫描仪(AxON)。

2动物分组与处理 健康雄性SD大鼠80只，

体重230～260 g，由北京维通利华实验动物中心提供。

随机分为假手术组和造模组；经多导生理记录仪用心

阻抗法检测心功能，心脏指数(cardiac index，CI)值≤

180 ml·min 1·kg。1者列人造模组，然后将存活大鼠再

随机分为模型组、卡托普利组、活血益气组，每组7只。

3造模及给药 动物经1％戊巴比妥钠50 mg／

奴腹腔麻醉后，气管插管接人工呼吸机，开胸后结扎

左冠状动脉主干支(在动脉圆锥与左心耳之间下约

1mm处)，心电示波器显示I导联ST段明显抬高后迅

速关胸缝合。假手术组手术方法同上，但在冠状动脉

下穿线后不打结。各组术后4周开始分别治疗至8

周，每组7只。手术后10天为心衰形成期，手术后56

天为心衰稳定期。卡托普利组每日灌胃卡托普利

10．125 mg／kg体重，活血益气组每日灌胃活血益气液

4mg／kg体重，假手术组、模型组每日灌胃等体积的生

理盐水。

4指标检测

4．1 血流动力学测定 采用有关文献旧。41的无

创性阻抗法测定，使用RM一6000型多导生理记录仪

描记，分别求出胸部阻抗变化一级微分量大值、左室射

血时间和心率，将所得数值代人Kubicek公式，计算每

搏排出量(SV)、每分钟排出量(CO)和心脏指数(CI)。

4．2 心脏系数的测定 采用文献、4。方法。冠脉

结扎术后8周，大鼠称量体重后，经1％戊巴比妥钠50

mg／kg腹腔麻醉，迅速取出心脏，用冰冷的PBs漂洗

残血，滤纸吸干表面液体，剪去各种动静脉，称量心脏

重量，心脏系数=心脏重量／体重。

4．3基因芯片检测 采用文献方法¨’6。。以6张

40S大鼠基因芯片(4 096个基因)对心衰形成期、稳定

期大鼠左心室梗死区、非梗死区和同期假手术组大鼠

左心室分别取材和提取总RNA，以cy3一duTP标记正

常大鼠心肌组织RNA(100”g)，cy5一duTP标记心衰

心脏组织RNA(100肛g)进行基因表达谱检测(包括

cDNA芯片制备，探针标记与杂交，洗片，荧光扫描和

结果分析)，用ScarArray4000扫描仪扫描芯片，观察

杂交结果，用ImaGene3．0软件分析Cy3和(或)Cy5

两种荧光信号的强度和比值。用以下3个条件作为判

断基因差异表达的标准：(1)Cy5／Cy3的自然对数的绝

对值>0．69(Cy3和Cy5信号相差2倍以上)；(2)Cy3

或Cy5、cy3和cy5信号值其中之一必须>800；(3)

PCR结果良好。芯片的质量标准控制：Biodoor Chip

4000基因表达谱芯片的质量标准是：有40个管家基

因必须阳性，32个植物基因(阴性对照)必须阴性，42

个点样液(空白对照)也必须阴性。本实验结果完全符

合上述条件，说明实验无污染而且检测体系正常。

5统计学方法结果以均数±标准差(j±s)表

示，以SPSS 10．0统计软件进行单因素方差分析。

结 果

l各组大鼠治疗前后血流动力学变化比较 模

型组大鼠的心脏指数(m1．min。1·kg。1)在心衰形成期

和稳定期均显著低于假手术组(77．82±15．97与

258．12±9．67，P<0．01；105．92±26．79与354．69±

49．18，P<0．01)。用药前模型组与各治疗组比较，心

功能数值差异无显著性(P>0．05)，且各治疗组间比

较差异无显著性(P>0．05)。经治疗后Sv、CO、CI

值，模型组、卡托普利组、活血益气组比较差异有显著

性(P<0．01)。见表1。
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表1 各组大鼠治疗前后血流动力学变化比较 (孟±s)

组别 ¨ sv(nd／beal) (、O(nll／nⅢ1) cI

似手术7治疗前I)314±0()84 138 80±24 03 323 74±26 50

治疗后0 403±0 156 167 40土49 67 354 69±49 18

模型 7治疗前0．095±0 t126▲ 43 42±11 60▲▲ 96 14±23 79▲▲

治疗后()114±0()22 53．02±ll 35▲ 105 92±26 79

卡托普利7治疗前()096±()()26▲ 42．80±ll 02▲▲ 102 34±31 00▲▲

治疗后0 319±0 082**△ 136 90±35．12+*△ 284 09±65 74‘*△

活血益气7治疗前O 079±0 017▲ 34 89±7 2l▲▲ 78 75±17 35▲▲

治疗后【l 32u±o．062”*△△140 30±24 74**△△27l 26±48 50”*△△

注：与本组治疗前比较，”P<O．05，”P<0．01；与模型组同期比

较，6P<0．05，66P<0．叭；与假手术组同期比较，。P<0．05，11P<

0．01

2心肌梗死后心衰心脏基因表达谱变化结果

见表2。用Genespring软件对基因表达谱芯片结果分

析，发现有参与能量代谢和心肌细胞骨架及纤维化等

13类共千余条表达上调和下调的基因，梗死区差异表

达基因在形成期最多(1 086条)、稳定期次之(724

条)，其中能量代谢相关基因表达下调最多，其次为心

脏纤维化基因表达明显上调；而非梗死区的差异表达

基因也以形成期最多(196条)，稳定期较少(97条)，其

中心脏纤维化基因表达上调为多；已知基因序列但功

能未知的新基因也都在梗死区的为多。

表2 心肌梗死后心衰心脏基因、新基因表达谱变化结果

注：标记荧光Ratio=Cy5／Cy3比值<0．5、或>2．0为差异表达基

因；+为梗死区，为非梗死区

3各组大鼠心脏重量及心脏系数比较 见表3。

经治疗4周后的大鼠与假手术组比较，模型组心脏重

量增加，差异有显著性(P<0．05)，各治疗组心脏重量

增加，差异无显著性(P>0．05)。与假手术组比较，模

型组、卡托普利组心脏系数增加，差异有显著性(尸<

0．01)，活血益气组心脏系数增加差异无显著性(P>

0．05)，说明活血益气药对心衰大鼠心脏形态学有改善

作用。

表3 各组大鼠心脏重量及心脏系数比较 (孑±s)

注：与模型组比较，+P<0．叭；与假手术组比较，6P<0．05

讨 论

心衰是以心功能下降和循环衰竭为特征的临床综

合征，其实质是由于心肌能量不足造成基因表达障碍

而引起的一种超负荷心肌病‘7。。充血性心衰一旦作出

诊断，大多数呈进行性恶化，NYHA心功能分级Ⅲ、Ⅳ

级的患者一年病死率高达26％和42％。改善生存质

量并降低病死率，将是心衰治疗的新方向。早期应用

卡托普利可通过影响肾素一血管紧张素一醛固酮系

统、心衰基因表达的调控而逆转左室重构、改善心功

能旧。。我们和一些单位的前期工作都证实心梗后心衰

存在一个证候的演变过程：心梗心衰的产生以血瘀为

开始，继而发生血瘀伤正、产生心气虚证∽。1“。

采用冠脉结扎术造成急性心梗、成功复制慢性心

力衰竭动物模型，并完整模拟心衰的急性期、代偿期两

个病理阶段是现今成熟的公认的心衰动物模型。本实

验所用大鼠40s基因表达谱芯片每张上总共有4 096

个cDNA，包括3 308条已知基因，788条未报道基因。

分子生物学实验严格操作方法，各部分均经质量控制

检查合格后，方进行后续实验。这是基因芯片工作提

高重复性、稳定性的必备条件之一。基因芯片工作的

重复性、稳定性要在实验各部分控制、把关，决非基因

芯片质量的单一因素所决定。

已有研究证实：活血益气方药改善血流动力学的

机制可能与其扩张冠脉、改善心肌供氧、降低心肌耗氧

量、保护心肌细胞、抑制血小板聚集、清除氧自由基等

作用有关；益气药党参、黄芪可改善心衰心脏的收缩、

舒张功能，其药理机制为通过抑制cAMP降解，升高

cAMP含量，cAMP使人型钙通道钙内流增加，细胞内

钙水平增加而加强心肌收缩；同时增加肌浆网钙

ATP酶活性，对钙摄取增加，细胞内钙水平下降而使

心肌舒张；维持细胞内外钠钙交换、钠氢交换、钠钾交

换平衡的双向调节作用⋯；活血益气药还能改善心肌

线粒体三羧酸循环和氧化磷酸化过程，从根本上解决

心衰心肌能量供应不足，引起信号转导异常导致的基

因表达紊乱。本室曾研究了心衰发展过程中左室重构

和心肌细胞凋亡时相特点，发现活血、益气中药能改善

心梗后心衰大鼠模型心脏室壁变薄比、脏体比值、左室

腔面积、单位面积内细胞核数的减少、胶原纤维的增

殖，并能通过上调Bcl一2蛋白表达、下调Bax蛋白表达

抑制心衰心肌细胞凋亡，最终改善左室重构，使心脏收

缩、舒张功能好转旧’11。。

本研究结果显示：(1)在心衰形成期，模型大鼠梗

死区内参与能量代谢的基因(如ATP合成酶、腺苷酸

环化酶活性多肽前体、P450ⅢB3、腺苷酸激酶1、三磷

酸腺苷酶、ca2+转运慢通道、三磷酸腺苷合酶H+转运

线粒体Fo复合物、磷酸甘油酸变位酶、NADH—cytb一5
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还原酶等)表达下调，而与心脏纤维化相关的基因表达

显著上调；在稳定期时，能量代谢的基因仍然表达下

调，但与心衰形成期比较有所改善；心脏纤维化相关基

因表达也显著上调，但与心衰形成期比较有所减少。

在模型大鼠心脏的非梗死区与梗死区比较，非梗死区

存有较少能量代谢差异表达基因呈上调表达，而心脏

纤维化相关基因呈表达明显下调。(2)应用活血益气

药(以卡托普利为阳性对照研究)能明显改善心肌梗死

后心衰大鼠的心功能、心脏系数。

活血益气药改善心衰模型大鼠血流动力学、心脏

系数的作用，可能与其改善心衰能量代谢和纤维化的

基因表达密切相关，其详细网络调控分析有待于进一

步的深入研究。
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