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摘要#目的#探讨益心泰颗粒对慢性心力衰竭兔肾髓质
EFG

!

蛋白及
<H4E

的影响! 方法#采用阿

霉素耳缘静脉注射建立慢性心衰兔模型"将造模成功的家兔分为模型组#益心泰低 $

!

!

# IDJI

%#中

$

5

!

! IDJI

%#高剂量$

7

!

5 IDJI

%组和呋塞米组$

! <IDJI

%"另设正常对照组&模型组和正常对照组灌胃同等

体积的生理盐水"

#

次
D

天"共干预
5

周! 观察尿量#观察肾髓质病理形态学变化"并检测肾髓质
EFG

!

<H

"

4E

及其蛋白表达量! 结果#与正常对照组比较"模型组尿量减少$

G K"

!

"#

%"肾髓质
EFG

!

蛋白及
<H4E

表达显著增加$

G K"

!

"#

%! 与模型组比较"各给药组尿量增加$

G K"

!

"#

%"肾髓质
EFG

!

蛋白及
<H4E

表

达降低$

G K"

!

"#

%!与益心泰低剂量组比较"益心泰中#高剂量组尿量增加$

G K"

!

"#

%"

EFG

!

<H4E

表达明

显降低$

G K"

!

"#

%"益心泰高剂量组
EFG

!

蛋白表达明显降低$

G K"

!

"#

%! 肾髓质病理变化以模型组最为

明显"各给药组均有不同程度的减轻"以益心泰中#高剂量组较为明显! 结论#益心泰颗粒可能通过下调肾

髓质
EFG

!

<H4E

及其蛋白表达水平"增加尿量"发挥利水"从而改善慢性心力衰竭!

关键词#益心泰颗粒&慢性心力衰竭&水潴留&水通道蛋白
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##慢性心力衰竭$

./-1P=. /8,-M L,=2?-8

!

&VW

%是

众多心血管疾病进展至严阶段而引起的一种临床综合

征'

#

(

) 水潴留是
&VW

重要的临床表现之一!现代研

究表明!肾髓质水通道蛋白
!

$

,\?,R1-=P!

!

EFG

!

%是

肾脏调节机体水代谢的主要结构蛋白!与
&VW

水钠潴

留密切相关'

!

(

) 当
&VW

时心功能减退!每搏输出量

下降!激活
HE[[

系统等中间环节!引起肾髓质
EFG

!

蛋白及基因表达上调!引起水重吸收增加!最终导致水

潴留的发生) 多年临床经验发现*虚+,*瘀+,*水+在

&VW

患者的发生,发展中起重要作用) 故采用益气,

活血,利水之益心泰颗粒治疗
&VW

!取得了较为理想

的临床疗效'

%

(

) 本研究采用阿霉素耳缘静脉注射致

&VW

兔模型!观察肾髓质病理结构!同时检测肾髓质

EFG

!

<H4E

及其蛋白表达水平!深入探讨益心泰颗

粒对
&VW

的作用机制)

材料与方法

#

#实验动物#成年健康普通级新西兰兔
7"

只!

雌雄各半!体重
#

!

$ b !

!

" JI

!动物许可证批号#

[&ca

$湘%

!"":

$

""#!

) 于
!"#%

年
%

-

9

月在湖南

中医药大学实验动物中心兔$豚%鼠实验室饲养!室温

!%

%左右!湿度约
$$d

!通风!分笼饲养!饲料及水均

由湖南中医药大学动物实验中心提供)

!

#主要药物及试剂#益心泰颗粒#主要由黄芪,

丹参,红花,泽泻,猪苓等
7

味中药按照
%

&

#

!

$

&

#

&

#

&

#

配置而成!每克益心泰颗粒含生药
%

!

# I

!由湖南中医

药大学第一附属医院药剂科提供!临用前加蒸馏水配

置成悬浊液!益心泰颗粒低,中,高剂量浓度分别为

"

!

!#

,

"

!

5!

,

"

!

55 ID<T

&呋塞米片#

!" <ID

片!由江

苏亚邦爱普森药业有限公司生产!批号#

V%!"!#57

&

注射用盐酸多柔比星# 主要成分为盐酸阿霉素!

#" <ID

瓶!由深圳万乐药业有限公司生产!批号#

V55"!5%$:

)

EFG

!

兔多克隆抗体抗体 $批号#

^E"95:

%及
EFG

!

<H4E

原位杂交试剂盒$批号#

+a#79$

% 均由武汉博士德生物工程有限公司提供)

%

#主要仪器#

(;%%

彩色多普勒超声诊断仪$荷

兰
R/=2=RS

公司%&

41U, ^21M

半干法转印仪$美国
>;

V8,2M/.,-8

公司%&

[B[

"

GE>;

垂直电泳仪 $美国

>; V8,2M/.,-8

公司%&

G&H

仪器$德国
;RR8PQ1-L

公司%&

(<,I8F?,PM TE[ 5""" <=P=

凝胶成像仪$美

国
>; V8,2M/.,-8

公司%)

5

#模型制备及动物分组$表
#

%#采用完全随机

设计随机抽取
6"

只为模型制备组!参照文献'

5

(造

模) 注射前新西兰兔均用
6$d

乙醇消毒液消毒耳缘

静脉局部皮肤!经耳缘静脉注射盐酸多柔比星

$

# <IDJI

!

#" <I

注射用盐酸多柔比星溶于
#" <T

生理盐水中配制成浓度为
# <ID<T

的溶液%!每周

!

次!连续
7

周!累计给药量至
#9 <IDJI

) 造模后

&VW

模型兔普遍出现精神不振,倦怠少动,厌食,肢体

水肿,毛发脱落等现象) 另选择
#"

只为正常对照组!

与正常对照组比较!造模后左心室射血分数$

T0;W

%,

左心室短轴缩短率$

T0W[

%,

;

峰与
E

峰的比值$

;D

E

%明显降低$

G K"

!

"#

%&造模后左心室收缩末期内径

$

T0(BS

%,左心室舒张末期内径 $

T0(BQ

%明显升高

$

G K"

!

"#

%!提示造模后兔的心室腔增大,心功能减

退) 综上!说明造模成功) 本研究
&VW

造模成功率

66

!

#5d

) 将造模成功兔按
T0;W

值分层后随机分为

模型组$

##

只%,益心泰低$

##

只%,中$

##

只%,高剂

量组$

##

只%和呋塞米组$

#"

只%)

表
#

"两组造模后兔超声心动图指标比较"$

O

'

S

%

组别
P

T0(BQ

$

<<

%

T0(BS

$

<<

%

T0;W

$

d

%

T0W[

$

d

%

;DE

值

正常对照
: :

(

5

'

"

(

5 9

(

$

'

"

(

5 99

(

!

'

#

(

7 %7

(

7

'

#

(

: #

(

%!

'

"

(

#"

模型制备
$5

##

(

7

'

"

(

6

!

:

(

!

'

"

(

9 %6

(

$

'

#

(

9

#7

(

!

'

#

(

!

!

"

(

9:

'

"

(

"9

!

##注#与正常对照组比较!

!

G K"

(

"#

$

#干预方法#于造模后第
#

周开始灌胃!按下列剂

量灌胃!根据成人体表面积换算法!益心泰颗粒低,中,高

剂量组分别分别按照
!

!

#

,

5

!

!

,

7

!

5 IDJI

$分别相当于临

床人用药剂量
$

,

#"

,

!"

倍%灌胃!呋塞米组予呋塞米

! <IDJI

间断灌胃!相当于临床人用药剂量
!

倍!正常对

照组和模型组均以等容积的生理盐水灌胃) 均于上午给

药!

#

次
D

天!灌胃容积为
#" <TDJI

!共
5

周)

9

#检测指标及方法#干预
5

周后!参照文献'

$

(用

导尿管法收集各组实验兔的尿液!麻醉处死全部实验兔!

取兔肾髓质组织!切成多份!

#"" <ID

份!待测)

9

!

#

#一般情况#观察各组实验兔精神状态,活动

度,饮食量,尿量,粪便,毛发等现象)

9

!

!

#肾髓质病理组织形态学检查#

5d

多聚甲醛固

定组织
57 /

!梯度乙醇脱水!二甲苯透明
5 /

,石蜡包埋,

切片厚
5 b$ !<

,

9"

%温箱中烤片,

V;

染色,光镜观察
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并采图)

9

!

%

#肾髓质
EFG

!

蛋白检测#采用
*8SM8-P X21M

法检测) 冰上机械匀浆组织
9" <=P

!充分裂解!

5

%

#7 """ -D<=P

离心
%" <=P

!取上清!

^-,QL1-Q

法测定蛋

白质!制备
[B[

"

GE>;

浓缩胶与分离胶,上样!电泳!先

#9 <EDI82

电泳
#$ <=P

!

%! <EDI82

电泳溴芬兰指示剂

到达胶的底部时即停止!然后
"

!

7 <ED.<

!

!转移
#

,

!

,

% /

进行转膜,封闭,配一抗,上一抗,上二抗!显影成像!计

算
EFG

!

D"

"

,.M=P

比值)

9

!

5

#肾髓质
EFG

!

<H4E

检测#

H)

"

G&H

法测定

肾髓质
EFG

!

<H4E

表达) 提取总
H4E

#

)H(@12

抽提

总
H4E

!计测
CB

值!检测
H4E

的纯度及浓度并定量)

逆转录合成
.B4E

#配置逆转录反应体系$

!" !T

%!置于

G&H

仪中!

5!

%

9" <=P

!

6$

%

#" <=P

!

5

%

$ <=P

) 合

成的
.B4E

"

!"

%冰箱中保存) 引物设计与合成#

"

"

,.

"

M=P

#上游
$

)"

E&E&)>)>&&&E)&)E&>E>>

"

%

)&下游

$

)"

E>>>>&&>>E&>&>)&E)E&)

"

%

))

EFG

!

#上游

$

)"

)&&E&EE&EE&>&&E&E>&

"

%

)&下游
$

)"

>&E&)

"

)&E&>))&&)&&&E

"

%

))

G&H

反应体系#配置逆转录

反应体系$

!" !T

%!置于
G&H

仪中!

:$

%

$ <=P

!

:5

%

# <=P

!

$5

%

# <=P

!

6!

%

# <=P

!重复
%"

次!然后
6!

%

$ <=P

!

5

%冰箱保存) 琼脂糖凝胶电泳#扩增产物

#" !T

!电压
#!" 0

!

#

!

$d

琼脂糖凝胶电泳!用
>82 R-1

5

!

"

版凝胶成像系统分析!计算
EFG

!

D"

"

,.M=P

比值)

6

#统计学方法#采用
[G[[ #6

!

"

统计学软件处

理!计量资料均以
O

'

S

表示) 两组间均数比较!符合正

态性和方差齐性者!采用成组
M

检验&不符合者采用

+,PP

"

*/=MP] Y

检验) 多个样本之间的均数比较采用

方差分析!方差齐时采用
T[B

法,

B?PP8MM

法&方差不齐

时采用
),</,P8

)

S )!

法)

G K"

!

"$

为差异有统计学

意义)

结##果

#

#各组一般情况比较$表
!

%#造模过程中!正常对

照组因麻醉意外死亡
#

只!模型组因腹泻死亡
#%

只!麻

醉意外死亡
#

只!不明原因死亡
!

只!死亡兔解剖后均发

现胸腔,腹腔存在积液) 用药后!模型组,益心泰低,中剂

量组,呋塞米组因腹泻分别死亡
!

只,

#

只,

#

只,

#

只!而

正常对照组和益心泰高剂量组兔全部存活) 模型兔精神

不振,倦怠少动,饮食量减少,肢体水肿,毛发脱落) 正常

对照组未出现上述情况!各给药组上述情况均较模型组

有所好转) 与正常对照组比较!模型组尿量显著减少

$

G K"

!

"#

%)与模型组比较!各给药组尿量显著增加$

G K

"

!

"#

%&与益心泰低剂量组比较!益心泰中,高剂量组和呋

塞米组尿量显著增加$

G K"

!

"#

%)

表
!

"各组干预后尿量比较#$

<TD9" <=P

!

O

'

S

%

组别
P

尿量

正常对照##

:

5

(

6#

'

"

(

9#

!

模型####

: "

(

9$

'

"

(

#"

益心泰低剂量
#"

9

(

95

'

"

(

76

!

###中剂量
#"

:

(

$!

'

"

(

6"

!"

###高剂量
##

:

(

6#

'

#

(

"9

!"

###呋塞米
:

##

(

#!

'

#

(

#7

!"

##注#与模型组比较!

!

G K"

(

"#

&与益心泰低剂量组比较!

"

G K"

(

"#

!

#各组肾髓质病理组织形态学结果比较$图
#

%

正常对照组肾髓质集合小管,髓袢细段形态正常!结构清

晰) 模型组肾髓质集合小管管腔明显增大!管壁明显变

薄!形态极不规则!细胞大小各异!排列紊乱!细胞界限不

清!胞质模糊!染色浅!核狭长&肾髓质髓袢细段管腔明显

增大!管壁明显变薄!形态极不规则!细胞大小各异!甚至

有部分胞浆崩裂,融合) 各给药组肾髓质细胞损伤较模

型组均有不同程度减轻!肾集合小管和髓袢细段的管腔

均缩小!管壁的厚度均增加!以中,高剂量组和呋塞米组较

为明显)

##注#

E

为正常对照组&

^

为模型组&

&

为益心泰低剂量组&

B

为益

心泰中剂量组&

;

为益心泰高剂量组&

W

为呋塞米组& 箭头所指为典

型病理变化

图
#

"各组肾髓质病理图#$

V;

!*

5""

%

%

#各组肾髓质
EFG

!

蛋白及
<H4E

表达比较$图

!

!表
%

%#与正常对照组比较!模型组肾髓质
EFG

!

蛋白
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%

及
<H4E

表达显著增加$

G K"

!

"#

%) 与模型组比较!各

给药组肾髓质
EFG

!

蛋白及
<H4E

表达显著降低$

G K

"

!

"#

%) 与益心泰低剂量组比较!益心泰中剂量组
EFG

!

<H4E

表达明显降低$

G K"

!

"#

%!益心泰高剂量组和呋

塞米组
EFG

!

蛋白及
<H4E

表达明显降低$

G K"

!

"#

%)

表
%

"各组肾髓质
EFG

!

蛋白及
<H4E

表达比较#$

O

'

S

%

组别
P

EFG

!

EFG

!

<H4E

正常对照
:

"

(

#!%

'

"

(

#:5

!

"

(

!%#

'

"

(

"!%

!

模型
: "

(

57"

'

"

(

"%6 "

(

75:

'

"

(

"%!

益心泰低剂量
#"

"

(

5!5

'

"

(

"%!

!

"

(

$%$

'

"

(

"!7
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###中剂量
#"

"

(

5"$

'

"

(

"#$

!

"

(
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'

"
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###高剂量
##

"

(

%77

'

"

(

"!6

!"

"

(

555

'

"

(

"#9
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呋塞米
:

"

(

%7#

'

"

(

"!#

!"

"

(

5%:

'

"

(

"!$
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##注#与模型组比较!

e

G K"

!

"#

&与益心泰低剂量组比较!

"

G K"

!

"#

##注#

#

为正常对照组&

!

为模型组&

%

为低剂量组&

5

为中剂量组&

$

为高剂量组&

9

为呋塞米组

图
!

"各组肾髓质
EFG

!

蛋白表达

讨##论

水潴留是
&VW

重要的临床表现之一!也是导致
&VW

心源性水肿的机制之一) 肾脏是水液代谢的重要器官!

在水潴留发生的各个环节中均起到至关重要的地位!而

其调节机制主要依赖于
EFG

家族'

9

(

)

EFG

广泛分布于

全身各个脏器组织!其中在肾脏分布的主要有
EFG

#

,

EFG

5

!但
EFG

!

是肾脏调节机体水代谢的主要结构蛋

白!与
&VW

水钠潴留密切相关'

!

(

)

EFG

!

对水液代谢的

调节机制有大概可总结为两种#瞬时调节和长时调节)

瞬时调节学说认为!管腔细胞膜上的
EFG

!

数量增加!水

通道开放!血管内皮细胞通透性增高!再通过胞饮作用将

水摄入!然后通过水渗透性作用将水转到细胞间质!最后

导致重吸收水的量增加'

6

(

) 长时调节认为!

E0G

水平长

期持续升高!可诱导肾髓质内
EFG

!

<H4E

基因活化!转

录,翻译增加!导致
EFG

!

蛋白表达增加!从而增大水转

运能力'

7

(

) 本研究采用阿霉素耳缘静脉注射致
&VW

兔

模型!造模后模型兔精神不振,倦怠少动,饮食量减少,肢

体水肿,毛发脱落!

T0;W

,

T0W[

,

;DE

比值明显降低$

G K

"

!

"#

%!

T0(BS

,

T0(BQ

明显升高$

G K"

!

"#

%!说明造模成

功!造模成功率为
66d

) 此方法制备
&VW

兔模型具有操

作简单等优势!但也存在一些不足之处!如阿霉素可导致

结肠炎和骨髓抑制!从而导致了动物造模成功率减低'

:

(

)

本研究造模过程中!家兔因腹泻致死的比率偏高!推测其

原因!可能为家兔不耐受阿霉素的毒副作用!出现了肠炎!

最后因脱水而发生休克致死亡)

本研究结果显示!肾髓质
EFG

!

<H4E

及蛋白在

&VW

模型兔中表达增加$

G K"

!

"#

%!与国内外相关报道

较类似'

#"

(

) 益心泰各剂量组肾髓质
EFG

!

<H4E

及其

蛋白表达量明显低于模型组$

G K"

!

"#

%!尿量明显多于模

型组$

G K"

!

"#

%!说明益心泰颗粒能下调肾髓质组织内

EFG

!

<H4E

及其蛋白表达!从而增加尿量) 且发现益

心泰颗粒各剂量能缩小肾集合小管,髓袢细段管腔!增加

管壁的厚度!从病理形态学的角度说明益心泰能明显改

善肾髓质细胞损伤程度) 从而推测!益心泰改善心衰的

作用很有可能是改善肾髓质细胞损伤程度!下调肾髓质

EFG

!

<H4E

及其蛋白表达量!从而改善
&VW

) 为研究

剂量的区别!笔者对益心泰各剂量组进行进一步比较!结

果发现!中,高剂量组肾髓质
EFG

!

<H4E

及其蛋白表达

均明显优于低剂量组$

G K"

!

"#

%!尿量明显多于低剂量组

$

G K"

!

"#

%!说明益心泰颗粒中,高浓度治疗
&VW

疗效明

显优于低剂量) 且发现中,高剂量组尿量,肾髓质形态学

变化,肾髓质
EFG

!

<H4E

及其蛋白表达量间均无明显

差异$

G f"

!

"$

%!说明益心泰颗粒随着药物浓度的进一步

上升!其疗效不再上升!药物的作用已达峰值)

益心泰颗粒的功能为益气活血利水!主要药物有黄

芪,丹参,红花,泽泻,猪苓) 方中黄芪既可补气!又可利水

消肿!故本方重用黄芪为君药) 丹参,红花为活血化瘀要

药!配黄芪可使气旺血行!瘀去络通!共为臣药) 泽泻,猪

苓为利水渗湿要药!善于宣通内脏之湿!可直达肾与膀胱!

俱为佐药) 红花入心经!在此方中兼作使药) 全方共奏

益气活血利水之效) 现代研究表明!黄芪可提高阿霉素

所致心衰大鼠的存活率!能抑制
&VW

大鼠血清中
(T

"

9

和

)4W

"

#

水平!减少心肌细胞凋亡!改善
&VW

'

##

$

#%

(

) 丹参

能增加冠状动脉血流!降低血清
^4G

水平!保护心肌'

#5

(

)

红花可降低血液黏稠度!抗血栓形成!抗氧化,抗凋亡作

用'

#$

(

) 泽泻,猪苓均可利尿!有抗肾炎活性!具有细胞毒

活性作用'

#9

!

#6

(

)

益心泰颗粒可能通过下调肾髓质
EFG

!

<H4E

及

其蛋白表达水平!增加尿量!发挥利水!从而改善
&VW

)

但
&VW

的发病机制复杂!本实验只通过
EFG

!

这一主要

指标进行相关研究!只能揭示
&VW

的某一机制!尚不能

完全解释
&VW

水潴留的发生机制及益心泰颗粒的干预

机理) 故
&VW

的发病机制研究!应逐步深入!选择全面

又密切相关的指标!综合解释
&VW

的发病机理)
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中国中西医结合杂志社微信公共账号已开通

近日"中国中西医结合杂志社已经开通微信

公共账号"可通过扫描右方二维码或者搜索微信

订阅号'中国中西医结合杂志社(加关注! 本杂

志社将通过微信不定期发送)中国中西医结合杂

志*# )
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*的热点文章信息"同时可查看两本期刊的

全文信息"欢迎广大读者订阅!


