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!基础研究!

参附益心颗粒对心肌梗死后心力衰竭大鼠

心肌线粒体呼吸功能的影响

谢世阳$王幼平$崔$琳$李$彬$程彦玲$郝轩轩$朱明军

摘要$目的$观察参附益心颗粒对心力衰竭大鼠线粒体呼吸功能的影响" 方法$采用结扎大鼠左冠状

动脉前降支的方法复制心肌梗死后心力衰竭大鼠模型" 将造模成功的
$"

只大鼠随机分为模型组#参附益心颗

粒$简称参附%常用剂量组&

#

!

7: DJ

$

KD

!

L

%'#大剂量组&

5

!

5 DJ

$

KD

!

L

%'和氯沙坦组&

#" @DJ

$

KD

!

L

%'(每

组
#"

只(同时设假手术组
#"

只" 分别给予相应的药物或相同体积的蒸馏水灌胃
$

周" 利用颈动脉导管法测

量相关血流动力学指标)心率$

=;

%#左室收缩压$

M0<N

%#左室舒张末压$

M0?HN

%及左室压最大上升和下

降速率$ %

LOJLP

@+Q

%*采用
<>+C1.R>

法检测线粒体呼吸功能相关参数)基础呼吸#最大呼吸#态
6

呼吸

$

(6

%#态
$

呼吸$

($

%和控制率$

;%;

%*

)>RP>., S21P

法检测心肌线粒体呼吸链复合酶
! T"

的蛋白表达

量" 结果$与假手术组比较(模型组
=;

#

M0?HN

明显升高$

N U"

!

"#

%(

M0<N

# %

LPJLO

@+Q

降低$

N U"

!

"8

(

N U"

!

"#

%*

(6

#最大呼吸及
;%;#

#

;%;!

值均降低$

N U"

!

"#

%(

($

明显升高$

N U"

!

"#

%*呼吸链复合酶
#

和
$

表达降低 $

N U"

!

"#

(

N U"

!

"8

%"与模型组比较(各药物干预组
M0?HN

降低$

N U"

!

"#

%( %

LPJLO

@+Q

升

高$

N U"

!

"8

(

N U"

!

"#

%(参附常用量和大剂量组
M0<N

增高$

N U"

!

"8

(

N U"

!

"#

%(参附常用量组和氯沙坦

组中
=;

降低 $

N U"

!

"8

%*各药物干预组
(6

#最大呼吸和
;%;

值均上升$

N U"

!

"#

%(参附常用量组和氯沙

坦组
($

下降$

N U"

!

"8

(

N U"

!

"#

%*各药物干预组呼吸链复合酶
#

均升高$

N U"

!

"#

(

N U"

!

"8

%(参附大剂

量组和氯沙坦组中呼吸链复合酶
$

升高$

N U"

!

"8

%" 结论$参附益心颗粒能够改善心衰大鼠线粒体呼吸功

能#增加心肌收缩力(其机制可能与抑制线粒体呼吸链复合酶
#

和
$

含量的降低有关"

关键词$参附益心颗粒* 心力衰竭* 线粒体* 能量代谢
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!
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!

"#

%

3

(6

!

@+QA@+2 .>ROA.+PA1,

!
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!
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$

N U"

!

"#

%!

+,L PC> >Q

!

O.>RRA1, 1V .>ROA.+P1./ GC+A, G1@O2>Q >,B/@> # +,L $ L>G.>+R>L

$
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!

"#

!

N U"

!
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PC> @1L>2 D.1-O
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!

"8

!
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"

!
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!
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!
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!
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<C>,V- ,1.@+2 L1R> D.1-O +,L 21R+.P+, D.1-O L>G.>+R>L

$

N U"

!
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%

3 (C> `+2->R 1V (6

!
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!
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$

N U"

!
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!
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!

"#

%

3 (C> .>ROA.+P1./ GC+A,
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$
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!

"#

!

N U"

!
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3 (C> .>ROA.+P1./ GC+A, G1@O2>Q

$ A, <C>,V- CADC L1R> D.1-O +,L 21R+.P+, D.1-O Z+R RAD,AVAG+,P2/ CADC>. PC+, PC+P A, 21R+.P+, D.1-O

$

N U

"

!

"8

%

3 %1,G2-RA1,

$

<C>,V- WAQA, X.+,-2> G1-2L A@O.1`> @AP1GC1,L.A+2 .>ROA.+P1./ V-,GPA1, +,L A,G.>+R>

@/1G+.LA+2 G1,P.+GPA2AP/ A, .+PR ZAPC C>+.P V+A2-.>

!

ZCAGC @ADCP _> .>2+P>L P1 PC> A,CA_APA1, 1V PC> G1,P>,P 1V

@AP1GC1,L.A+2 .>ROA.+P1./ GC+A, G1@O2>Q >,B/@> # +,L $3

b?W)I;H<

#

<C>,V- WAQA, X.+,-2>

&

C>+.P V+A2-.>

&

@AP1GC1,L.A+

&

>,>.D/ @>P+_12AR@

$$心力衰竭$简称心衰%为各种心脏病的严重和终

末阶段!是
!#

世纪最重要的慢性心血管病症' 心衰

时能量需求增加而
\(N

产生明显不足!心肌处于(能

量饥饿)的一种状态*

#

+

' 线粒体是产生能源的细胞

器!约
5"c

&

9"c

的
\(N

是由线粒体的氧化磷酸化

作用产生的!而位于线粒体内膜上的呼吸链复合酶与

线粒体的呼吸功能和氧化磷酸化能力都密切相关*

!

+

'

目前中医药对心衰的防治举足轻重!根据现代心力衰

竭的分期!中医辨证其早期以气虚为主!后期又交织血

瘀,水湿等!故其基本治疗大法为益气温阳,活血利

水*

6

+

' 参附益心颗粒$原名#心衰康颗粒%用于治疗

气虚血瘀,阳虚水停型心衰患者疗效显著!前期基础

研究显示其能够明显提高心衰大鼠心肌高能磷酸盐

含量!改善心脏功能*

$

!

8

+

!离体实验表明参附益心颗

粒改善缺氧条件下原代心肌细胞超微结构*

:

+

' 本研

究将通过心梗后心衰大鼠模型!继续观察参附益心

颗粒对线粒体呼吸功能和内膜呼吸链复合酶的影

响!进一步从能量代谢角度揭示其改善心衰的相关

机制'

材料与方法

#

$动物$清洁级健康
<H

雄性大鼠
5"

只!体重

$

!""

%

!"

%

D

!由北京维通利华实验动物技术有限公

司提供!动物许可证编号#

<%[b

$京%

!"#!

"

"""#

'

饲养于河南中医药大学第一附属医院中心实验室!温

度$

!!

%

!

%'!相对湿度$

8"c

&

:"c

%!自由饮水及

摄食' 所有实验过程遵循河南中医药大学第一附属医

院实 验 动 物 伦 理 委 员 会 指 导 规 定 进 行 $

413

WYWH)!"#7""8

%'

!

$药物$氯沙坦片$

8" @DJ

片!批号#

&""9#"$

!

杭州默沙东制药有限公司%' 参附益心颗粒主要药物

组成#人参
: D

$制附子
#" D

$桂枝
#! D

$丹参
6" D

赤芍
#8 D

$益母草
6" D

$猪苓
#8 D

$泽泻
#8 D

$葶

苈子
#8 D

$大枣
#! D

!以上药物经提取制成干膏粉!

# D

干膏粉
!9

!

8 D

生药!由山东步长集团提供!批

号#

#6##"#

'

6

$主要试剂与仪器$主要试剂#线粒体分离试剂

盒!批号#

#""#5!#"86

!美国
<AD@+

公司&海马
[Y

线

粒体压力检测试剂盒!批号#

97"6$!!

!美国安捷伦科

技有限公司&

(1P+2 I[N=I< ;1L>,P

抗体!批号#

X;#98#$8

"

!

!英国
\_G+@

公司&小鼠单克隆

0H\%

#

#

抗体!批号#

X;#568$5

"

#$

!英国
\_G+@

公司' 主要仪器#

*M55"

型
N1Z>. M+_

数据采集分

析系统!澳大利亚
\H ',RP.-@>,PR

公司&

*-2PAV-D>

[#;

型高速冷冻离心机!美国
(C>.@1 YARC>.

公司&

[Y>!$

型海马细胞能量代谢实时测定仪!美国
<>+

#

C1.R> SA1RGA>,G>

公司&蛋白质电泳与转膜装置!美

国
SA1

#

;+L

公司'

$

$动物模型制备,分组及干预方法$将
5"

只健

康成年
<H

大鼠随机分为心衰组$

7"

只%和假手术组

$

#"

只%' 心衰组大鼠首先给予结扎左冠状动脉前降

支手术!具体方法参照课题组前期制备急性心肌梗死

动物模型的相关文献*

7

+

' 将心梗术后存活大鼠返笼

继续饲养
$

周!期间自由饮食,水!

$

周后超声测量大
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鼠心功能!左室射血分数
U8"c

者判定为心衰模型制

作成功'

将造模成功的
$"

只大鼠$成功率约为
87c

%按

随机数字表法分成
$

组#模型组,参附益心颗粒常用剂

量组$简称参附常用剂量组%,参附益心颗粒大剂量组

$简称参附大剂量组%和氯沙坦组!每组
#"

只' 假手

术组大鼠在冠状动脉前降支下只穿线不结扎!其余操

作相同' 各组动物于分组后经口灌胃给药!参附益心

颗粒的给药剂量分别为
#

!

7: D

$干膏!相当于临床成

人剂量的等效剂量%

J

$

KD

"

L

%和
5

!

5 D

$干膏!相当于

等效剂量的
8

倍%

J

$

KD

"

L

%&氯沙坦组给药剂量为

#" @DJ

$

KD

"

L

%&假手术组和模型组给予相同体积蒸

馏水灌胃!每天灌胃
#

次!疗程
$

周*

5

+

'

8

$检测指标及方法

8

!

#

$标本收集及血流动力学检测$药物干预

$

周后!大鼠以
#"c

水合氯醛
68 @MJKD

腹腔注射麻

醉!固定于鼠板上!行颈动脉插管' 具体方法如下#钝

性分离出右颈总动脉!逆行插入肝素化的
N?

8"

导管至

左心室!连接
N1Z>.2+_

生理记录仪!稳定
#" @A,

后!

分别记录心率$

C>+.P .+P>

!

=;

%,左室收缩压$

2>VP

`>,P.AG-2+. R/RP12AG O.>RR-.>

!

M0<N

%,左室舒张末

压 $

2>VP `>,P.AG-2+. >,L

#

LA+RP12AG O.>RR-.>

!

M0

#

?HN

%,左室压最大上升速率$

@+QA@-@ .+P> 1V A,

#

G.>+R> 1. L>G.>+R> A, 2>VP `>,P.AG-2+. O.>RR-.>

!

(

LOJLP

@+Q

%和左室压最大下降速率$ "

LOJLP

@+Q

%' 血

流动力学指标测量后处死大鼠!收集新鲜和 $或%

"

5"

'冻存心肌标本!待用'

8

!

!

$大鼠心肌线粒体提取$心肌线粒体的提取

严格按照试剂盒说明书进行!简述如下#取新鲜心肌组

织
8"

&

#"" @D

!置于预冷的提取介质中!充分剪碎

后!加胰蛋白酶孵育
!" @A,

!终止反应' 组织匀浆后!

采用差速离心法分离线粒体#即以
:""

)

D J@A,

离心

8 @A,

!弃沉淀&上清液经
## """

)

D J@A,

离心

#" @A,

!弃上清&将沉淀以储存介质悬浮!以上操作均

在冰上进行' 线粒体蛋白定量采用
S.+LV1.L

法'

8

!

6

$线粒体呼吸功能测定$根据文献报

道*

9

!

#"

+

!利用
<>+C1.R>

对大鼠心肌线粒体呼吸功能

进行检测!具体如下#检测板线粒体每孔上样量为

6 %D

!探针板依次加入
\HN

,寡霉素$

12AD1@/GA,

%,

Y%%N

,抗霉素
\

$

+,PA@/GA, \

%四种药物!按照海马

细胞能量代谢实时测定仪操作规范!描记线粒体呼吸

过程中氧消耗速率 $

1Q/D>, G1,R-@OPA1, .+P>

!

I%;

%曲线' 用加入
\HN

前的
I%;

值表示基础呼

吸&加入
\HN

后的
I%;

值表示态
6

呼吸$

(6

%&加入

12AD1@/GA,

后的
I%;

值表示态
$

呼吸$

($

%&加入

Y%%N

后的
I%;

值表示最大呼吸!计算呼吸控制率

$

;%;

%#

;%;# d(6J($

,

;%;! d

最大呼吸
J($

'

8

!

$

$线粒体呼吸链复合酶
! T"

的蛋白表达$

取"

5"

'保存心肌组织!加入组织裂解液!匀浆!离心

后取上清液!用
S.+LV1.L

法测定蛋白浓度' 以
8" %D

上样量进行
#"c<H<

#聚丙烯酰胺凝胶电泳!然后利

用半干转法将电泳蛋白转到
N0HY

膜上!

8c

脱脂奶

粉封闭
# C

!加入一抗 $

(1P+2 I[N=I< ;1L>,P

#

*

8""

!

0H\%

#

# #

*

#" """

%

$

'孵育过夜!加入

#

*

! 8""

稀释的
=;N

标记的二抗!

67

'孵育
# C

!

?%M

化学发光法显色' 蛋白条带经
'@+D> &

软件进

行分析!蛋白表达水平以目的蛋白条带
'IH

值
J

内参

0H\%

的
'IH

值表示'

:

$统计学方法$统计分析采用
<N<< #6

!

"

软

件进行' 所有数据以
Q

%

R

表示!多组间比较采用单因

素方差分析!组间两两比较采用
M<H

检验'

N U"

!

"8

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$各组大鼠血流动力学指标比较$表
#

%$与假

手术组比较!模型组
=;

,

M0?HN

明显增高 $

N U

"

!

"#

%!

M0<N

, %

LPJLO

@+Q

降低$

N U"

!

"8

!

N U"

!

"#

%'

与模型组比较!参附常用量组,大剂量组和氯沙坦组

M0?HN

降低$

N U"

!

"#

%! %

LPJLO

@+Q

升高$

N U "

!

"8

!

N U"

!

"#

%&参附常用量和大剂量组
M0<N

增高$

N U

"

!

"8

!

N U"

!

"#

%&参附常用量组和氯沙坦组中
=;

明

显降低$

N U"

!

"8

%'

表
#

#各组大鼠血流动力学指标比较#$

Q

%

R

%

组别
, =;

$

SJ@A,

%

M0<N

$

@@=D

%

M0?HN

$

@@=D

%

e LPJLO

@+Q

$

@@=DJR

% "

LPJLO

@+Q

$

@@=DJR

%

假手术
7 65$

%

## ##7

+

:

%

8

+

6 6

+

6

%

"

+

9 $ 56:

%

$"9 6 9"!

%

!9#

模型
:

$68

%

7

""

9$

+

"

%

#

+

#

"

!#

+

8

%

6

+

6

""

# 987

%

::

""

# 99#

%

::

""

参附常用量
5

$"8

%

$

#

#!6

+

#

%

7

+

7

##

#!

+

#

%

!

+

#

##

6 !$:

%

6!6

#

6 6#6

%

6$7

##

参附大剂量
7 $##

%

##

##:

+

6

%

:

+

6

#

#!

+

#

%

#

+

8

##

6 8!#

%

!77

##

! 95#

%

#:5

#

氯沙坦
5

$"!

%

##

#

##!

+

$

%

:

+

5

#"

+

#

%

!

+

8

##

$ ""5

%

$85

##

6 $::

%

6#:

##

$$注#与假手术组比较!

"

N U"

!

"8

!

""

N U"

!

"#

&与模型组比较!

#

N U"

!

"8

!

##

N U"

!

"#
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#

$$

!

$各组大鼠线粒体呼吸功能相关指标比较

$图
#

!表
!

%$各组间基础呼吸差异无统计学意义

$

N f"

!

"8

%'与假手术组比较!模型组中态
6

呼吸,最

大呼吸及
;%;#

,

;%;!

值均降低$

N U"

!

"#

%!态
$

呼

吸则明显升高$

N U"

!

"#

%&与模型组比较!所有药物干

预组态
6

呼吸,最大呼吸和
;%;#

,

;%;!

值均明显上

升$

N U"

!

"#

%!其中最大呼吸在参附两个剂量组表现

出明显的剂量依赖性!态
$

呼吸在参附常用量组和氯

沙坦组明显下降$

N U"

!

"8

!

N U"

!

"#

%'

图
#

#各组大鼠线粒体呼吸过程中
I%;

曲线图

$$

6

$各组大鼠线粒体呼吸链复合酶$

!

&

"

%蛋白

表达水平比较$图
!

%$与假手术组比较!模型组中呼

吸链复合酶
#

和
$

表达降低$

N U"

!

"#

!

N U"

!

"8

%&与

模型组比较!各药物干预组中呼吸链复合酶
#

均明显

升高$

N U"

!

"#

!

N U"

!

"8

%!除参附常用量组中呼吸链

复合酶
$

升高不明显外!参附大剂量组和氯沙坦组中

呼吸链复合酶
$

升高$

N U"

!

"8

%' 各组中呼吸链复合

酶
!

,

&

和
"

蛋白表达水平比较!差异均无统计学意义

$

N f"

!

"8

%'

讨$$论

在本研究观察到心衰大鼠血流动力学相关指标明

显恶化!能量代谢关键部位-线粒体发生损害!表现为

线粒体呼吸功能的下降及线粒体氧化磷酸化相关酶的

改变!如复合酶
#

和复合酶
$

的表达下降' 可见!能量

代谢障碍是心衰病程进展中的主要病理生理变化!可

导致心脏功能的恶化!在心衰的发生发展中起重要

作用*

##

+

'

表
!

#各组大鼠呼吸功能相关指标比较#$

Q

%

R

%

组别
,

基础呼吸

$

O*12>RJ@A,

%

态
6

呼吸

$

O*12>RJ@A,

%

态
$

呼吸

$

O*12>RJ@A,

%

最大呼吸

$

O*12>RJ@A,

%

;%;# ;%;!

假手术
$ 8#"

%

6: 77:

%

:$ 689

%

6! # "!8

%

$$ !

+

#:

%

"

+

"! !

+

57

%

"

+

!$

模型
$ 8!9

%

8$

86"

%

:!

"

$69

%

#6

"

7"$

%

:6

"

#

+

!#

%

"

+

##

"

#

+

:"

%

"

+

#"

"

参附常用量
$ $98

%

!8

:$$

%

$$

##

68#

%

68

##

5$"

%

!9

##

#

+

58

%

"

+

!9

##

!

+

$"

%

"

+

#7

##

参附大剂量
$ 8#9

%

67

:$9

%

!9

##

$#8

%

$8

9#9

%

#"

##

#

+

85

%

"

+

#:

##

!

+

!$

%

"

+

!7

##

氯沙坦
$ $79

%

65

769

%

!9

##

67!

%

6"

#

96!

%

!7

##

#

+

99

%

"

+

#$

##

!

+

8!

%

"

+

!$

##

$$注#与假手术组比较!

"

N U"

!

"#

&与模型组比较!

#

N U"

!

"8

!

##

N U"

!

"#

$$注#

\

&

Y

分别为原始图,

%!

,

%&

,

%#

,

%$

,

%"

与
0H\%

灰度值比较&与假手术

组比较!

"

N U"

!

"8

!

""

N U"

!

"#

&与模型组比较!

#

N U"

!

"8

!

##

N U"

!

"#

图
!

#各组大鼠线粒体呼吸链复合酶$

!

&

"

%蛋白水平
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$$线粒体呼吸功能异常是能量代谢紊乱的核心环

节' 研究显示!从衰竭心脏分离得到的线粒体其呼吸

率下降约
!:c

!并且心脏收缩损害越重其线粒体呼吸

比率越低*

#!

+

' 而在有些研究中心脏衰竭后未观察到

线粒体呼吸功能的明显改变!这种矛盾结果可能是由

于研究对象的线粒体损伤程度不一致造成的*

#6

!

#$

+

!因

此!线粒体呼吸功能与心脏损伤$或衰竭%的程度也有

明显的关系' 本研究中模型组态
6

呼吸,最大呼吸,以

及
;%;#

,

;%;!

值都明显降低!表明心肌梗死后心衰

大鼠后心肌线粒体呼吸功能下降' 线粒体呼吸功能降

低!能量生成不足!必然导致心肌的收缩功能受损!在

本研究中表现为模型组
M0<N

, %

LPJLO

@+Q

相关血流动

力学指标的降低'

线粒体呼吸链即线粒体氧化磷酸化的电子传递

链!位于线粒体内膜上!主要由四个分子量很大的跨膜

蛋白复合体$线粒体呼吸链复合酶
!

,

&

,

#

,

$

%和

\(N

合酶$复合酶
"

%构成!其含量和活性与线粒体呼

吸功能密切相关*

#8

!

#:

+

' 临床上!心衰晚期显示出呼吸

链复合酶
!

,

#

和
$

的功能失调'

=>+PC>. M%

等*

#!

+

通过实验大鼠观察到衰竭心肌线粒体呼吸功能的下降

与呼吸链复合酶
#

活性和含量的降低有关' 本研究观

察到模型组呼吸链复合酶
#

和
$

的蛋白表达明显降

低!而呼吸链复合酶
!

,

&

和
"

的变化不明显!该结果

表明心衰大鼠线粒体呼吸功能发生障碍!呼吸链复合

酶
#

和复合酶
$

可能是衰竭心肌代谢紊乱的一个重要

位点' 呼吸链复合酶活性降低导致线粒体呼吸功能下

降的机制存在氧化应激*

#7

+

,钙超载*

#5

+

,电子漏引起质

子漏*

#9

+等假说'

参附益心颗粒具有益气温阳,活血利水的功效!组

方以人参益气!附子,桂枝温肾阳,通心脉!丹参,赤芍,

益母草活血化瘀利水!猪苓,泽泻,葶苈子化湿利水,泻

肺逐饮!砂仁,大枣健脾利湿,温补中焦!全方标本兼

顾!扶正不滞邪!利水不伤阴' 该药
!""#

年获国家

<H\

临床研究批件!现已完成
#

期临床试验' 前期

相关研究证实其有明确的抗心力衰竭作用!机制可

能与抑制肾素-血管紧张素-醛固酮系统,增强心

肌收缩力,利尿有关*

!"

!

!#

+

' 本研究结果显示!参附

益心颗粒能够改善心肌梗死后心力衰竭大鼠血流动

力学各项指标!改善心脏舒缩功能!同时提高心衰大

鼠心肌线粒体呼吸功能!抑制呼吸链复合酶
#

,

$

的

降低'

综上所述!参附益心颗粒能够改善心力衰竭大

鼠心肌线粒体呼吸功能!具有抗心力衰竭的作用!其

机制可能是通过抑制呼吸链复合酶
#

,

$

的降低来

实现的'

利益冲突!本文无利益冲突'
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