
书书书

中国中西医结合杂志
!"#$

年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
&'()*+

!

,-./012 !"#$

!

3/45 %$

!

6/

!

#"

"!"#$%"

基金项目#福建省自然科学基金资助$

6/5 !"#%'"#%!7

%

作者单位#

#5

福建中医药大学附属第二人民医院心内科 $福州
%8"""%

%&

!5

福建中医药大学第二临床医学院 $福州
%8"#!!

%

通讯作者#郭进建!

)14

#

"89#

"

:$:$:#9%

!

;

#

<=>4

#

1?@/AAB#7%5-/<

C,(

#

#"

!

$77#DA

!

-A><

!

!"#$":"!

!

#9%

!基础研究!

康心饮对缺血性心肌病大鼠心肌凋亡及

E(%FDGH.DI/J,#

信号通路的影响

郭进建#

$楼莉峰!

$钟剑平!

$李$滨!

$陈萍萍!

摘要$目的$观察康心饮对缺血性心肌病"

(&+

#大鼠心肌凋亡及
E(%FDGH.DI/J,#

信号通路的影响$

探讨其对
(&+

的作用及可能机制% 方法$
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只大鼠按随机数字表法分为假手术组&模型组&卡托普利组及

康心饮低&中&高剂量组$每组
##

只% 采用左前降支结扎法制备缺血性心肌病模型% 模型组予生理盐水
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法检测心肌凋亡情况$
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蛋白表达$
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E&S

检测
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&

GH.
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表达% 结

果$与假手术组比较$模型组心肌凋亡增多"
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!
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#'与模型组比较$康心饮组低&中&高剂量和卡托普利组心肌凋亡均明显减少"
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!

"#

#$

Q=J

和
&=OR=O1

#

%

蛋白表达下降$

Q-4

#

!

蛋白表达增加"均
E T "

!

"8

#$

E(%F

&

R

#

GH.

&

R

#

I/J,#

蛋白及

E(%F

&

GH.

&

I/J,# <S6G
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#$且康心饮高剂量组和卡托普利组优于康心饮低&中剂量

组"

E T"
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#% 结论$康心饮可能通过激活
E(%FDGH.DI/J,#

信号通路$抑制
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心肌细胞凋亡%

关键词$缺血性心肌病' 细胞凋亡'

E(%FDGH.DI/J,#

信号通路' 康心饮
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%为冠状动脉粥样硬化病变使心肌慢性缺血导致

心肌细胞坏死'心肌纤维化形成的疾病!
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是慢性心

力衰竭$
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* 有研究表明凋亡是

缺血性心肌细胞死亡的一种常见的形式!在心肌梗死

后的急性期和慢性期都发现有凋亡的心肌细胞的存

在(

!

)

*
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归属于中医学+胸痹,'+心悸,'+喘证,等

范畴!病机以阳气虚衰为本!血瘀'痰凝'水停为标* 可

是!迄今为止!尚未见温阳化瘀行水法作用于
(&+

心

肌细胞凋亡及对
E(%FDGH.DI/J,#

信号通路的研究*

因此!本研究通过制备
(&+

大鼠模型!观察康心饮对

大鼠心肌细胞凋亡和
E(%FDGH.DI/J,#

信号转导通路

的影响!探讨其作用可能的分子机制*

材料与方法
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人民医院制剂室制成汤剂* 卡托普利片$
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汕头金石制药总厂!批号#
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$主要试剂与仪器$主要试剂#原位细胞凋亡检

测试剂盒$美国
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公司!批号#
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公司%&
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本尼康公司%&多功能真彩色细胞图象分析管理系统$美

国
+1L>= &V012P1.>-O
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Q>/

#
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Q>/

#

S=L +>P>
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#

Q4/. )?20/
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化学发

光成像仪和
Z;K C,& !"""
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Q>/

#

S=L

公司%*
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$动物模型制备及分组$参照参考文献(

%

!

M
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采用冠状动脉左前降支结扎法制备缺血性心肌病模型

大鼠* 大鼠麻醉!气管插管!接呼吸机!胸骨左缘第

M

肋间开胸!冠脉左前降支走行于左心耳与动脉圆锥

之间深处!无创小圆针
$
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丝线结扎!可见左室前壁

出现缺血紫绀!心电图
W)

段弓背向上抬高* 假手术

模型在相同部位只穿线不结扎!其他操作同模型组*

按照随机数字表法随机分为假手术组!模型组!卡托普

利组!康心饮低'中'高剂量组!每组
##

只* 从造模开

始到造模后喂养期间!大鼠死亡数分别是#模型组

%

只!卡托普利组
!
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'
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只!大鼠成活率为
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!
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* 死亡的原因有术中

操作不当造成大出血!术后发生气胸'心律失常等*
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$给药及取材方法$参照参考文献及本课题组

前期研究方案(

M

"
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%
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!

周结束后!沿大鼠

左室短轴切取心肌组织!分别快速放入冰
M`

多聚甲

醛和液氮中保存备用!用
M`

多聚甲醛固定的组织!常

规进行脱水'浸蜡'包埋*
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%$

&孵育
7" <>P

!

EQW

冲洗
%

次&信号转化和分析#加入
8" !K

转化剂#

E,C

!在湿盒
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&

#% """ 2 D<>P
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比例配制混匀&图像分析#成

像仪内曝光成像!用
(<=@1E2/ E4?O

图像处理软件半

定量分析!检测条带灰度值来表示目的蛋白相对表达

强度!灰度值
c3目的条带 D 3

"

#

=-.>P

*

7

!

%

$

S)

#

E&S

检测
E(%F

'

GH.

'

I/J,# <S6G

表达$保存于液氮的心肌组织经裂解'分层'

S6G

沉淀'

S6G

洗脱'离心后测
S6G

纯度和浓度* 参照北京全式

金公司的逆转录试剂盒说明书合成
-C6G

* 总反应体积

!" !K

* 反应条件#

ZGEC\

#

9M

&预变性
8 <>P

!

9M

&变

形
%" O

!

8:

&退火!

$!

&延伸!

%8

个循环!

$!

&循环

#" <>P

&

E(%F

'

GH.

'

I/J,# <S6G

#

9M

&预变性
8 <>P

!

9M

&变形
%" O

!

87

&退火!

$!

&延伸!

%#

个循环!

$!

&

循环
#" <>P

*

E&S

产物经电泳后以
E&S

反应仪半定量

计算灰度值!表示目的片段相对表达强度!灰度值
c

3目的条带D 3
ZGEC\

*

E&S

引物序列见表
#

*

$

$统计学方法$应用
WEWW #:5 "

统计软件统

计分析!所得数据以
J

%

O

表示!组间比较采用单因素

方差分析!两两比较用
d

检验!

E T "

!

"8

为差异有统

计学意义*

结$$果

#

$各组心肌细胞凋亡情况$图
#

!表
!

%$模型组

细胞凋亡小体$褐色颗粒%增多!假手术组中仅有少量*

表
#

%

E&S

引物序列

基因

名称
序列

扩增片段

长度$

0R

%

ZGEC\

上游#

8

(#

G&ZZ&GGZ))&GG&ZZ&G&GZ

#

%

(

下游#

8

(#

ZGGZG&Z&&GZ)GZG&)&&G&ZG&

#

%

(

#%"

E(%F

上游#

8

(#

ZGZGG&&)G))Z&ZGZZZGGG&

#

%

(

下游#

8

(#

ZG& G))ZGZZZGZ)G))Z)Z&

#

%

(

!M"

GH.

上游#

8

(#

&))&))&&G&&)Z)&)&Z)ZGZ&

#

%

(

下游#

8

(#

G&GZ&&&ZGGZ)&&Z))G)&))

#

%

(

#:!

I/J,#

上游#

8

(#

&GZ&&GZZ&G&&)&G)GG&G

#

%

(

下游#

8

(#

ZZG&G&&&G)&&)G&&G)GZ&

#

%

(

!8M

$$

卡托普利组'康心饮低'中'高组较模型组凋亡小体减

少!且卡托普利组和康心饮高剂量组最明显*

与假手术组比较!模型组心肌凋亡阳性细胞表达

率增多$

E T"

!

"8

%&与模型组比较!康心饮低'中'高剂

量组和卡托普利组的心肌凋亡阳性细胞表达率均减少

$

E T"

!

"#

%&且康心饮高剂量组和卡托普利组较康心

饮低'中剂量组减少更明显$均
E T"

!

"8

%*

表
!

%各组大鼠心肌凋亡的阳性细胞表达率比较%$

J

%

O

%

组别
P

阳性细胞表达率

假手术$$$

## "

)

#"

%

"

)

"!

模型$$$$

:

"

)

9"

%

"

)

"!

!

卡托普利$$

9

"

)

#8

%

"

)

"#

#"#

康心饮低剂量
:

"

)

M$

%

"

)

"!

#

$$$中剂量
#"

"

)

M8

%

"

)

"!

#

$$$高剂量
9

"

)

#$

%

"

)

"#

#"#

$$注#与假手术组比较!

!

E T"

!

"8

&与模型组比较!

#

E T"

!

"#

&与康心

饮低剂量组比较!

"

E T"

!

"8

&与康心饮中剂量组比较!

#

E T"

!

"8

!

$各组心肌
Q=J

'

&=OR=O1

#

%

'

Q-4

#

!

'

E(%F

'

R

#

GH.

'

R

#

I/J,#

'

GH.

'

I/J,#

蛋白表达比较$表
%

!图

!

%$与假手术组比较!模型组
Q=J

'

&=OR=O1

#

%

蛋白表

达量升高 $

E T"

!

"8

!

E T"

!

"#

%!

Q-4

#

!

'

E(%F

'

R

#

GH.

'

R

#

I/J,#

蛋白表达量均下降$

E T"

!

"8

%&与模型组比较!康

心饮低'中'高剂量组和卡托普利组
Q=J

'

&=OR=O1

#

%

蛋

白表达量均下降 $

E T "

!

"8

%!

Q-4

#

!

'

E(%F

'

R

#

GH.

'

R

#

I/J,#

蛋白表达量均升高$

E T"

!

"8

%&与康心饮低'中剂

量组比较!康心饮高剂量组'卡托普利组
Q=J

和

&=OR=O1

#

%

表达量均下降$

E T"

!

"8

%!

Q-4

#

!

'

E(%F

'

R

#

GH.

和
R

#

I/J,#

蛋白表达量均升高$

E T"

!

"8

%*

%

$各组心肌
E(%F

'

GH.

和
I/J,# <S6G

表达

比较$表
M

%$与假手术组比较!模型组
E(%F

'

GH.

和

I/J,# <S6G

表达量均下降$

E T "

!

"8

%&与模型组

比较!康心饮低'中'高剂量组和卡托普利组
E(%F

'

GH.

和
I/J,# <S6G

表达量均升高$

E T "

!

"8

%&且

康心饮高剂量组和卡托普利组较康心饮低'中剂量组

升高更明显$

E T"

!

"8

%*
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$$注#

G

为假手术组&

Q

为模型组&

&

为卡托普利组&

C

为康心饮低剂量组&

;

为康心饮中剂量组&

I

为康心饮高剂量组&下图同

图
#

%各组大鼠心肌细胞凋亡情况%$

)N6;K

染色! *

M""

%

表
%

%各组大鼠心肌
&=OR=O1

#

%

'

Q=J

'

Q-4

#

!

'

E(%F

'

R

#

GH.

'

R

#

I/J,#

'

GH.

'

I/J,#

'

GH.

'

I/J,#

蛋白表达比较$$

J

%

O

%

组别
P &=OR=O1

#

% Q=J Q-4

#

! E(%F R

#

GH. R

#

I/J,# GH. I/J,#

假手术
## #

)

""

%

"

)

!7 #

)

""

%

"

)

#: #

)

"!

%

"

)

#8 #

)

"#

%

"

)

"$ #

)

""

%

"

)

"! "

)

99

%

"

)

"M "

)

97

%

"

)

"! "

)

9%

%

"

)

"%

模型
:

M

)

!#

%

"

)

#9

!!

!

)

$#

%

"

)

#%

!

"

)

%#

%

"

)

"$

!!

"

)

87

%

"

)

"!

!

"

)

%8

%

"

)

"%

!!

"

)

M9

%

"

)

"8

!!

"

)

9$

%

"

)

"! "

)

98

%

"

)

"!

卡托普利
9

!

)

"#

%

"

)

#7

#"#

#

)

!:

%

"

)

"7

##"#

"

)

:8

%

"

)

#!

#"#

"

)

9%

%

"

)

#!

#"#

"

)

9"

%

"

)

"#

##"#

"

)

9#

%

"

)

"%

##"#

"

)

97

%

"

)

"# "

)

98

%

"

)

"%

康心饮低剂量
:

%

)

7%

%

"

)

#9

#

#

)

7%

%

"

)

#M

##

"

)

8#

%

"

)

":

#

"

)

$%

%

"

)

"M

#

"

)

87

%

"

)

"%

##

"

)

77

%

"

)

"7

##

"

)

9M

%

"

)

"# "

)

9$

%

"

)

"!

$$$中剂量
#"

!

)

7M

%

"

)

8!

#

#

)

M"

%

"

)

#8

##

"

)

7"

%

"

)

"$

#

"

)

:M

%

"

)

##

#

"

)

$"

%

"

)

"#

##

"

)

:!

%

"

)

"%

##

"

)

9$

%

"

)

"! "

)

97

%

"

)

"#

$$$高剂量
9

#

)

:7

%

"

)

"9

#"#

#

)

#:

%

"

)

!M

##"#

"

)

9"

%

"

)

#!

#"#

"

)

99

%

"

)

"7

#"#

"

)

::

%

"

)

"#

##"#

"

)

9#

%

"

)

"8

##"#

"

)

98

%

"

)

"! "

)

97

%

"

)

"!

$$注#与假手术组比较!

!

E T"

!

"8

!

!!

E T"

!

"#

&与模型组比较!

#

E T"

!

"8

!

##

E T"

!

"#

&与康心饮低剂量组比较!

"

E T"

!

"8

&与康心饮中剂量组比

较!

#

E T"

!

"8

&下表同

图
!

%各组大鼠心肌
Q=J

'

&=OR=O1%

'

Q-4

#

!

'

E(%F

'

R

#

GH.

'

R

#

I/J,#

蛋白表达

表
M

%各组大鼠心肌
E(%F

'

GH.

'

I/J,# <S6G

表达比较$$

J

%

O

%

组别
P E(%F <S6G GH. <S6G I/J,# <S6G

假手术
## "

)

9M

%

"

)

"M "

)

$M

%

"

)

"8 "

)

$!

%

"

)

"8

模型
:

"

)

%"

%

"

)

"7

!

"

)

!M

%

"

)

"!

!!

"

)

!"

%

"

)

"!

!!

卡托普利
9

"

)

7$

%

"

)

#"

#"#

"

)

87

%

"

)

"#

##"#

"

)

M#

%

"

)

"%

##"#

康心饮低剂量
:

"

)

M!

%

"

)

"M

#

"

)

%"

%

"

)

"%

##

"

)

!7

%

"

)

"M

##

$$$中剂量
#"

"

)

M7

%

"

)

"M

#

"

)

%%

%

"

)

"%

##

"

)

!:

%

"

)

"!

##

$$$高剂量
9

"

)

8$

%

"

)

"9

#"#

"

)

M"

%

"

)

"#

##"#

"

)

%M

%

"

)

"%

##"#

讨$$论

康心饮是福建中医药大学附属第二人民医院治疗

&\I

的经验方!由炮附子'炙黄芪等九味药组成* 方

中炮附子回阳救逆!补火助阳&炙黄芪补气健脾'利水

消肿!此二药共助肺'脾'肾三脏之阳气以治本!为君

药* 葶苈子泻肺行水!下气平喘!猪苓利水消肿而不伤

阴!共为臣药* 桂枝温通经脉'助阳化气!当归养血活

血!三七去瘀生新!水蛭破血化瘀!鹿衔草补虚益肾!这

五味药有助于全方活血祛瘀通络的作用!同时又不伤

正!共为佐药(

$

)

* 全方攻补兼施!共奏益气温阳'利水

平喘'去瘀生新之功*

本实验观察到康心饮可以减轻心肌细胞凋亡!同

时降低
Q=J

'

&=OR=O1

#

%

表达!升高
Q-4

#

!

表达!并且

康心饮使
E(%F

'

GH.

'

I/J,# <S6G

和
E(%F

'

R

#

GH.

'

R

#

I/J,#

蛋白增高!特别是康心饮高剂量组!提示康

心饮可能通过激活
E(%FDGH.DI/J,#

信号通路改善

(&+

大鼠心肌细胞凋亡!这可能是益气温阳'利水化瘀

的中药方剂康心饮治疗
(&+

的分子机制之一*

研究发现!大鼠心肌凋亡细胞指数在梗死后
%

天
b

M

周明显增加!心功能随梗死时间的延长而下降!提示
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随梗死时间的延长!大鼠心肌细胞凋亡增加!心功能不

断下降!说明细胞凋亡参与了心功能衰竭的过程(

:

)

!是

(&+

形成的重要机制之一* 细胞凋亡的过程受促凋亡

因子和抗凋亡因子的精确的调控!

Q-4

#

!

家族成员是细

胞凋亡密切相关的整合因子!包括
Q-4

#

!

等抗凋亡成员

和
Q=J

等促凋亡成员* 在诱导凋亡的信号刺激下!

Q=J

蛋白表达增多!并从细胞质转移到线粒体膜上形成

Q=J

#

Q=J

同源二聚体!使线粒体通透性增加!导致细胞

色素
&

从线粒体释放进入胞浆中!从而激活
&=OR=O1

级联反应而促进细胞调亡(

9

)

*

以往研究表明!益气活血或益气温阳'化瘀利水方

剂或其有效成分对不同病因的急性心力衰竭'

&\I

均

具有抗心肌凋亡的作用!并且具有益气'活血作用的中

药抗凋亡作用优于温阳'利水药(

#"

"

#!

)

* 本研究发现

模型组凋亡小体数量较假手术组明显增多!提示
(&+

的心肌细胞凋亡严重!这可能是促凋亡因子表达增加

和抑凋亡因子表达下降的结果* 不同剂量康心饮治疗

均具有促进
Q-4

#

!

和抑制
Q=J

的表达!效果以高剂量

为佳!与卡托普利相似* 研究表明!方中的附子'黄芪

等药的有效成分如附子多糖'黄芪多糖'三七总皂苷等

均有抗心肌细胞凋亡的作用!这是康心饮具有抗
(&+

细胞凋亡的药理基础(

#%

"

#8

)

* 因此!具有益气温阳'利

水化瘀作用的康心饮对慢性缺血心肌的细胞凋亡具有

抑制作用!且其机制可能是通过调控
Q-4

#

!

'

Q=J

的表

达水平及其比例来完成的*

E(%FDGH.

是细胞内重要的信号转导通路!激活的

GH.

!即
R

#

GH.

促进
&=OR=O1

#

%

'

&=OR=O1

#

9

'

Q=J

的

W124:M

位点发生磷酸化!抑制这些因子的活化!从而抑制

促凋亡功能(

#7

!

#$

)

* 或是直接启动
Q-4

#

!

的转录!使其表

达水平增多!从而发挥抗凋亡作用(

#:

)

*

I/J,

家族广泛

参与细胞代谢过程的调控!并与糖尿病'缺血再灌注损伤

等多种疾病有关(

#9

!

!"

)

*

E(%FDGH.

信号通路是调节
I/J

#

,O

的分子通路之一!激活的
GH.

介导
I/J,#

蛋白的

W12!87

及
)X2!M

两个磷酸化位点!使其发生核排除!从

细胞核内移位出来并滞留在细胞质中!继而抑制转录因

子与
C6G

结合!达到抑制细胞凋亡的效应(

!#

!

!!

)

*

本研究发现!模型组心肌的
E(%F

'

GH.

'

I/J,#

<S6G

表达量较假手术组下降!康心饮组心肌的

E(%F

'

GH.

'

I/J,# <S6G

表达量均较模型组上升!以

高剂量组为著* 但各组
GH.

'

I/J,#

总蛋白水平无明

显变化!而
E(%F

'

R

#

GH.

'

R

#

I/J,#

蛋白表达量与

<S6G

表达水平的分析结果一致* 这是因为!只有磷

酸化的
GH.

和
I/J,#

才能抑制下游转录因子与
C6G

结合来抗凋亡的作用!而
Q=J

和
Q-4

#

!

即是受
GH.

'

I/J,#

调控的靶基因和靶蛋白* 提示康心饮对
(&+

大鼠心肌细胞凋亡的抑制作用可能是通过
GH.

'

I/J,#

的磷酸化继而促进
Q-4

#

!

和抑制
Q=J

来实现

的* 本研究结果与
*=P@ Q

等(

!%

)研究相似!后者发

现!益气活血中成药通心络通过激活
3;ZIDGH.D

16,W

信号通路!改善压力超负荷所致的心衰小鼠的

心功能!减轻心肌纤维化和心肌超微病理*

虽然本实验观察到康心饮具有缓解
(&+

心肌凋

亡作用!但观察时间尚短!延长疗程可能更进一步了解

康心饮对
(&+

的较长期的治疗价值* 另外!本实验未

应用
GH

特异性阻滞剂如
K_!9M""!

!若加用则更能

证明康心饮作用的信号通路机制!因此!本研究结果尚

需在后续的研究中进一步完善与验证*

综上所述!本实验结果提示康心饮可能通过激活

E(%FDGH.DI/J,#

信号通路!达到抑制
(&+

心肌细胞

的凋亡的作用!这可能是其抗心肌纤维化'抑制心室重

构'改善心功能的分子机制之一*
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