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!基础研究!

心复力颗粒对阿霉素致扩张型心肌病心力衰竭

大鼠心肌细胞凋亡的影响

沈启明#

#马丽红#

#王少霞!

#李#杨!

#张瑞华#

摘要#目的#探讨心复力颗粒对阿霉素"

:@A;:9B?;-

#

CDE

$致扩张型心肌病"

@;1:F.@ ?:A@;09B0G:
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F<B

#
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$心力衰竭大鼠心肌细胞凋亡的影响% 方法#

5!

只
HD

大鼠随机分为正常组#模型组#厄贝沙坦

组#心复力颗粒低&中&高剂量组#除正常组外均予
CDE

腹腔注射制备
D&+

心衰大鼠模型#正常组注射等量

生理盐水#每周
#

次#持续
%

周% 从注射
CDE

第
6

周各组开始灌胃给药#将心复力颗粒用蒸馏水配成

"

!

6 IJ9K

的混悬液#心复力颗粒低&中&高剂量组的灌胃剂量分别为
"
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&
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&

!
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$#厄贝

沙坦组剂量为
6" 9IJ

"

LI

!

@

$#正常组和模型组给予与中剂量组等量生理盐水#每天上午灌胃
#

次#连续给

药
=

周% 用原位末端转移酶标记"
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$技术法检测大鼠心肌细胞凋亡#免疫组化方法检测心肌细胞
S?1

"
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S:M

蛋白表达% 结果

与正常组比较#模型组心肌细胞凋亡率和
S:M

蛋白表达明显升高#

S?1

"

!

蛋白表达水平及
S?1

"

!JS:M

比值

明显下降"

Q T"
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$% 与模型组比较#心复力颗粒高剂量组和厄贝沙坦组
S?1

"

!

表达水平及
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$

S:M

比

值显著升高"

Q T"
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$'心复力颗粒各剂量组和厄贝沙坦组
S:M

蛋白表达水平明显下降"

Q T"

!
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$% 结论

心复力颗粒能明显减轻
D&+

心衰大鼠心肌细胞凋亡#逆转心脏重构的发生&发展#其机制可能与调控

S?1

"
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蛋白表达有关%
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##近年来的研究表明#心力衰竭 $

<.:AF O:;1,A.

!

XY

%发生时左室功能的不断恶化是心肌细胞凋亡和

$或%剩余的心肌细胞收缩功能代偿不足的结果' 细

胞凋亡在
XY

的发生发展中起着重要的作用!抑制心

肌细胞凋亡能减轻心肌重构和衰竭的程度(

#

)

' 心复

力颗粒是我院名医丁鸣九先生治疗慢性
XY

的经验方

改良制剂!前期研究(

!

)证实#该药可明显提高扩张型

心肌病$

@;1:F.@ ?:A@;09B0G:F<B

!

D&+

%所致
XY

患

者心功能!对大鼠心肌细胞和内皮损伤具有显著保护

作用!能够延缓或逆转其心室重构' 为进一步探讨其

作用机制!本实验拟通过对阿霉素 $

:@A;:9B?;-

!

CDE

%致
D&+

心衰大鼠模型进行药物干预研究!观察

心复力颗粒对
XY

大鼠心肌细胞凋亡的影响'

材料与方法

#

#材料#

#

!

#

#实验动物与分组#健康雄性
HD

大鼠

5!

只!清洁级!体重$

!""

&

!"

%

I

!由军事医学科学院

动物 实 验 中 心 提 供! 动 物 许 可 证 号#

H&Ua

"

$军
!""5

'

""=

%'用随机数字表法将
5!

只大鼠分为

%

组#即正常组!模型组!心复力颗粒低*中*高剂量组

及厄贝沙坦组!每组
#!

只'

#

!

!

#药物及试剂#药物#

CDE

#深圳万乐药业有

限公司生产$产品批号#

##"$8!

&规格#

#" 9IJ

瓶%!

=

(保存&心复力颗粒$由黄芪*人参*丹参*三棱*葶苈

子*木瓜*焦槟榔*麦冬等组成!以水煎煮*真空浓缩*喷

雾干燥*干式制粒!每包
6 I

!含生药量
#4

!

# I

%为阜外

医院内部制剂!临用前用蒸馏水配成混悬液&厄贝沙坦

$

;AR.N:AF:-

!

(AR

%#杭州赛诺菲安万特民生制药有限

公司生产$生产批号#

#C!66

!规格#

"

!

#6 I

%' 试剂#

原位末端转移酶标记 $
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%试剂盒#武汉博士德生物工程有限公司&

DCS

显色剂#北京中杉金桥生物技术有限公司生产&

鼠抗
S?1

"

! (IV

及鼠抗
S:M (IV

#美国
H:-F: &A,b

公

司生产&其他化学分析试剂均为分析纯'

#

!

$

#仪器设备#

E+!#$6

病理切片机 $德国

K.;?:

公司%!

&+(CH

"

!

图像分析仪$北京航空航天大

学%!

aC

"

#"""

台式离心机 $上海市金坛医疗仪器

厂%'

!

#方法

!

!

#

#模型建立#参照
3;F<;G0-I_:-;F?< E

等(

$

)

方法制备
D&+

心衰大鼠模型!将注射用
CDE

用生理

盐水配成
! 9IJ9K

溶液!

%"

只造模大鼠均腹腔注射

CDE !

!

6 9IJLI

!正常组
#!

只大鼠腹腔注射等量的

生理盐水!每周
#

次!共
%

次' 造模动物分笼饲养!常

规进食及饮水' 参考文献(

=

)#

%

周时造模各组随机选

取其中
#

只做病理检测以确定模型是否成功' 光学显

微镜下观察心肌组织!见心肌纤维排列紊乱*溶解*断

裂!胞质呈溶解状态!心肌细胞间隙明显增宽*水肿!部

分空泡变性&或有红细胞沉积!中性粒细胞*单核细胞

及淋巴细胞浸润&伴胸水*腹水*腹腔内脏器粘连' 造

模各组随机取
!

只做心脏超声!检测左室舒张期末径

$
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%*

左室收缩期末径$
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!

K/8HD

%*左室射血分数$

1.OF _.-FA;?,1:A .

"
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!

K/8Y

%*左室短轴缩短率$
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N<0AF.-;-I

!
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%!与正常组比较差异有统计学意义

$

Q T"

!
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%!即造模成功'

!

!

!

#给药#从注射
CDE

第
6

周开始灌胃给

药!各组给药剂量按体表面积换算法换算为大鼠的

相应剂量' 将心复力颗粒用蒸馏水配成
"

!

6 IJ9K
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的混悬液!心复力颗粒低*中*高剂量组的灌胃剂量

分别为
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%56
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*

!

!

5"" IJ

$

LI

"

@

%!厄贝沙坦

组剂量为
6" 9IJ

$

LI

"

@

%!正常组和模型组给予与

中剂量组等量的生理盐水!每天上午灌胃
#

次!连续

给药
=

周'

!

!

$

#指标检测#末次给药后禁食水
#! <

!以

6c

水合氯醛按
= 9KJLI

麻醉后称重!并仰卧固定好!

开胸取出心脏!用冰浴生理盐水冲洗!用滤纸吸干水

份!取左室前壁心肌部分组织浸泡于
#"c

甲醛溶液中

留待做病理检查!余组织大体切片后放于液氮罐中

待用'

!

!

$

!

#

#病理学观察#将待测左室前壁标本用

#"c

中性缓冲甲醛液固定
#4 <

后脱水*浸蜡*石蜡

包埋' 连续切片
= "9

厚!经苏木精 '伊红$

<.9:

"

F0MB1;-

"

.0N;-

!

X8

%染色!光镜下$

#"

)

!"

%进行病

理学观察' 参考文献(

6

)!采用以下分级标准定量损

伤程度#

"

级#正常心肌&

#

级#左室心内膜下有小灶

性坏死!以修复反应为主! 多为淋巴细胞和纤维细

胞&

!

级#左室有小灶性及条索状坏死!与健存心肌

交错!无片状坏死!坏死累及心内膜下
#J$ d !J$

!以

修复反应为主!右室亦有小灶性坏死&

$

级#左室有

散在片状坏死!透壁性!累及心内膜下
#J$ d $J=

!心

肌细胞溶解消失!有较少的修复反应!右室亦有散在

灶性坏死&

%

级#左室有片状心肌坏死!透壁性!坏死

累及环周
!J$

以上!心肌细胞大片溶解消失!修复反

应差!右室亦有灶性坏死'

!

!

$

!

!

#心肌细胞凋亡检测#取左室心肌部分组

织!

#"c

中性甲醛固定!常规石蜡包埋!切片
= "9

厚!

采用
)P38K

法严格按试剂盒说明完成!以
DCS

显

色!苏木精对比染色' 应用
&+(CH

"

!

图像分析仪在

#"

)

="

倍视野下!所有大鼠每张切片随机选取
6

个视

野!随机不重复计数
#""

个心肌细胞' 判定标准#细

胞核中有棕黄色颗粒者为阳性细胞!即凋亡细胞' 核

蓝染者为阴性细胞!即正常心肌细胞' 凋亡率$

c

%

e

凋亡阳性细胞数
J

总细胞数)

#""c

'

!

!

$

!

$

#心肌细胞
S:M

*

S?1

"

!

蛋白检测#采用

免疫组化法结合图像分析半定量测定!严格按照说明

书进行操作!免疫组化具体步骤同上' 采用
&+(CH

"

!

图像分析仪分析各视野的平均光密度值' 所有大鼠每

只选
#"

个视野!显微镜
#"

)

="

倍下应用图像分析系

统测量平均光密度值!然后计算均值作为此组的代表

值' 蛋白表达阳性判定标准#

S?1

"

!

和
S:M

均位于胞

浆内!以胞浆呈棕黄色为
S?1

"

!

和
S:M

蛋白阳性

表达'

$

#统计学方法#采用
HQHH #7

!

"

软件进行统

计学处理!计量资料采用
M

&

N

表示!组间比较采用单

因素方差分析法!两两比较采用
KHD

检验法!

Q T

"

!

"6

为差异有统计学意义'

结##果

#

#一般情况#造模过程中正常组大鼠毛色有光

泽!行动敏捷!对周围变化反应灵敏&其余组大鼠逐

渐出现毛色枯槁*散乱竖起!脱毛!懒动!少食!腹泻!

口唇紫绀等症状和体征!体重逐渐下降!第
=

周开始

部分大鼠出现腹水和死亡&第
%

周时症状和体征更

加明显&第
4

周实验结束时!正常组全部存活!模型

组死亡
=

只!心复力颗粒低剂量组死亡
=

只!中剂量

组死亡
!

只!高剂量组死亡
$

只!厄贝沙坦组死亡
!

只' 光学显微镜下观察死亡大鼠心肌组织!见心肌

纤维排列紊乱*溶解*断裂!胞质呈溶解状态!心肌细

胞间隙明显增宽*水肿!部分空泡变性&或有红细胞

沉积!中性粒细胞*单核细胞及淋巴细胞浸润&伴胸

水*腹水*腹腔内脏器粘连'

!

#各组大鼠心肌细胞病理形态学变化比较$图

#

%#光学显微镜下观察心肌组织!正常组$图
C

%心肌

细胞形态正常!纹理清晰!无心肌细胞坏死和纤维增

##注#

C

为正常组&

S

为模型组&

&

为心复力颗粒低剂量组&

D

为心复力颗粒中剂量组&

8

为心复力颗粒高剂量组&

Y

为厄贝

沙坦组

图
#

$各组大鼠心肌细胞病理形态学变化比较

$

X8

染色!

#"

)

!"

%
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%

生&模型组$图
S

%可见心肌有片状坏死!透壁性!心肌

细胞大片溶解消失!心肌纤维波浪形!空泡变性!嗜酸

性变性!间质纤维化!左室修复反应差&心复力颗粒低*

中剂量组$图
&

!

D

%以小灶性及条索状坏死与健存心

肌交错!无片状坏死!均质化嗜酸变性改变为主&心复

力颗粒高剂量组$图
8

%虽然可见变性和纤维化等改

变!但均为轻微改变' 厄贝沙坦组$图
Y

%心肌改变也

主要表现为心肌空泡变性和嗜酸性变性!与心复力颗

粒组比较无明显差别'

$

#各组大鼠心肌细胞凋亡情况及凋亡率比较

$表
#

!图
!

%#正常组$图
C

%心肌切片偶尔可见凋亡

细胞&模型组$图
S

%大鼠心肌细胞凋亡严重!呈孤立*

散在分布!棕褐色胞核数量明显增多!与正常组比较!

细胞凋亡率显著升高$

Q T"

!

"#

%&与模型组比较!心复

表
#

$各组大鼠心肌细胞凋亡率比较$$

c

!

M

&

N

%

组别######

-

细胞总数 凋亡率

正常######

#! 6"" $

*

6"

&

"

*

=%

模型######

4 6""

#5

*

#!

&

#

*

77

!

心复力颗粒低剂量
4 6""

#"

*

$5

&

#

*

7$

"

心复力颗粒中剂量
7 6""

7

*

=$

&

#

*

$7

"

心复力颗粒高剂量
4 6""

5

*

46

&

"

*

6$

"

厄贝沙坦####

7 6""

#"

*

6=

&

!

*

"5

"

##注#与正常组比较!

!

Q

+

"

*

"#

&与模型组比较!

"

Q

+

"

*

"#

##注#

C

为正常组&

S

为模型组&

&

为心复力颗粒低剂量组&

D

为心复力颗粒中剂量组&

8

为心复力颗粒高剂量组&

Y

为厄贝沙

坦组

图
!

$各组大鼠心肌细胞凋亡情况比较

$

)P38K

法!

#"

)

="

%

力颗粒各剂量组$图
&

*

D

*

8

%及厄贝沙坦组$图
Y

%凋

亡细胞明显减少!凋亡率显著下降$

Q T"

!

"#

%!其中高

剂量组的凋亡率下降最为明显&治疗组组间两两比较!

差异均无统计学意义$

Q f"

!

"6

%'

=

#各组大鼠
S?1

"

!

*

S:M

蛋白表达水平及

S?1

"

!JS:M

比较$表
!

!图
$

%#与正常组比较! 模型组

S?1

"

!

蛋白表达水平及
S?1

"

!

$

S:M

比值明显降低*

S:M

表达水平显著升高!差异有统计学意义 $

Q T

"

!

"#

%' 与模型组比较!心复力颗粒高剂量组和厄贝

沙坦组
S?1

"

!

蛋白表达水平和
S?1

"

!

$

S:M

比值显著

升高$

Q T"

!

"#

!

Q T"

!

"6

%&心复力颗粒低*中剂量组

S?1

"

!

蛋白表达水平及
S?1

"

!

$

S:M

比值有所升高!但

与模型组比较差异无统计学意义$

Q f"

!

"6

%&心复力

颗粒各剂量组和厄贝沙坦组
S:M

蛋白表达水平与模

型组比较明显下降!差异有统计学意义$

Q T"

!

"#

%'

表
!

$各组大鼠
S:M

*

S?1

"

!

蛋白表达水平及

S:MJS?1

"

!

比较#$

M

&

N

%

组别######

- S?1

"

! S:M S?1

"

!JS:M

正常######

#! "

*

#4!

&

"

*

"#6 "

*

"==

&

"

*

"## =

*

$4$

&

#

*

!#"

模型######

4

"

*

"5!

&

"

*

"#%

!

"

*

#44

&

"

*

"##

!

"

*

$4$

&

"

*

"4%

!

心复力颗粒低剂量
4 "

*

#"=

&

"

*

"#5

"

*

##!

&

"

*

"#6

""

"

*

7$5

&

"

*

#%$

心复力颗粒中剂量
7 "

*

#"=

&

"

*

"##

"

*

"74

&

"

*

"#$

""

#

*

"4=

&

"

*

!=5

心复力颗粒高剂量
4

"

*

#!=

&

"

*

"!!

""

"

*

"7"

&

"

*

"#!

""

#

*

="=

&

"

*

$6!

""

厄贝沙坦####

7

"

*

##"

&

"

*

"#7

""

"

*

#"!

&

"

*

"!!

""

#

*

#!#

&

"

*

$!6

"

##注#与正常组比较!

!

Q

+

"

*

"#

&与模型组比较!

"

Q

+

"

*

"6

!

""

Q

+

"

*

"#

讨##论

D&+

是一种以心室扩大和收缩功能减退为主要

特征的原因未明的常见心肌疾病!临床以心律失常*进

展性
XY

及猝死为主要表现' 国外报道
D&+

的患病

率为
4

!

$! d$%

!

6J#"

万人!而我国
D&+

的患病率高

达
4=

!

"J#"

万人(

%

)

' 近年来!

D&+

发病率有逐步上

升的趋势!严重威胁着人类的身体健康' 由于其症状

具有隐匿性!很多患者就诊时心脏已经明显扩大!并出

现严重的
XY

!而且一旦临床诊断确立!

6

年病死率为

6"c d 4"c

(

5

)

!因此!尽早有效地控制
XY

已成为

D&+

的基础治疗策略' 由于
D&+

发病原因不明!目

前仍缺乏有效的治疗手段!寻找和探索新的药物已成

为
D&+

领域的迫切需要和研究热点'

CDE

是一种常用的抗肿瘤药物!对心肌有着特殊

的亲和力!可引起类似
D&+

样改变以及在此基础上

发生的
XY

!通过腹腔注射
CDE

可以成功建立大鼠

D&+

动物模型!该模型稳定*可靠*经济!适合研究

D&+

的发病机制及治疗药物的评价(

$

!

4

)

' 为检测不

同剂量
CDE

造模成功率和稳定性!笔者前期预饲养
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##注#

C

为正常组&

S

为模型组&

&

为心复力颗粒高剂量组&

D

为心复力颗粒中剂量组&

8

为心复力颗粒

低剂量组&

Y

为厄贝沙坦组&与正常组比较!

!

Q T"

!

"#

&与模型组比较!

"

Q T"

!

"6

!

""

Q T"

!

"#

图
$

$各组心肌细胞凋亡率及
S?1

"

!

*

S:M

平均光密度值比较

!"

只大鼠!随机分为两组!第
#

组腹腔注射
CDE

!

!

6 9IJLI

!第
!

组腹腔注射
CDE = 9IJLI

!每周

#

次!连续
%

周'

%

周后第
#

组剩余
5

只!正常喂养至

第
4

周!剩余大鼠
5

只' 第
!

组
%

周时剩余
%

只!正常

喂养至第
4

周!剩余大鼠
6

只' 两组随机各抽取其中

$

只做病理检测!其余大鼠做心脏超声检测心功能!结

果表明两组造模均取得了成功!这与文献(

=

)报道一

致' 但解剖发现!第
!

组大鼠胸水*腹水较重!腹腔内

脏器粘连明显!且死亡率较高!所以笔者选取第
#

组造

模方案'

心复力颗粒主要由黄芪*人参*丹参*三棱*葶苈

子*木瓜*焦槟榔*麦冬等组成!方中黄芪*人参补益心

气!温阳利水为君&丹参*三棱活血祛瘀!通心脉之瘀

滞!葶苈子泻肺平喘!利水消肿!泻肺气之壅闭而通调

水道!为臣药&焦槟榔破积下气*行水消食*祛痰!木瓜

平肝消食和胃!二药合用通调三焦之气&麦冬养阴生

津!润肺清心为佐&诸药合用!温阳益气!利水祛瘀!通

调三焦!标本兼治' 阜外医院
6"

余年临床验证其疗

效显著' 笔者前期实验研究证实(

7

)

#心复力颗粒能够

减轻异丙肾上腺素所致的大鼠透壁性心肌梗死和左室

重构!对心肌细胞有明显的保护作用' 临床研究发现!

该药不仅能改善
D&+

患者临床症状和预后*增加活

动耐量&而且可明显提高
D&+

患者射血分数(

!

)

' 为

进一步探讨其作用机制!本实验选用
CDE

腹腔注射

致
D&+

模型!并予心复力颗粒干预治疗' 实验结果

表明#经心复力颗粒治疗后!大鼠心肌细胞损伤状况得

到明显改善!且不同剂量组细胞损伤程度不同!提示存

在一定剂量
!

效应关系'

研究表明#

XY

发生时左室功能的不断恶化是心肌

细胞凋亡和$或%剩余的心肌细胞收缩功能代偿不足

的结果' 心肌细胞凋亡使细胞数量减少!进而心肌细

胞肥大*纤维化增生!凋亡是
XY

发生的重要机制(

#"

)

'

而细胞凋亡是一个十分复杂的过程!其调控涉及许多

基因!其中
S?1

"

!

基因家族是目前最受重视的家

族(

##

)

'

S?1

"

!

和
S:M

同属
S?1

"

!

基因家族成员!在

细胞凋亡的调控中起着十分重要的作用!

S?#

"

!

具有

抑制心肌细胞凋亡作用!而
S:M

促进心肌细胞凋亡!

细胞凋亡时促凋亡基因
S:M

上调!

S?1

"

!JS:M

比值下

降(

#!

)

!两种蛋白表达比率$

S?#

"

!JS:M

%常用以表示

心肌细胞凋亡的程度(

#$

)

' 随着对细胞凋亡在
XY

中

作用机制的不断探索!了解心肌细胞凋亡的分子基础!

阻断*干预凋亡的信号途径!增强细胞抗凋亡能力!减

少心肌细胞的缺失!减缓
XY

的进程!已经成为新的治

疗途径的研究方向' 耿召华等(

#=

)研究发现卡维地洛

干预心功能不全!可以剂量依赖地使心肌细胞凋亡率

和
S:M

蛋白表达水平降低!

S?1

"

!

蛋白表达水平增

加' 有研究发现生脉注射液可明显提高
CDE

诱导

D&+

大鼠
S?1

"

!

表达水平!抑制
S:M

表达(

#6

)

' 笔者

的研究结果提示心复力颗粒与生脉注射液有一致的作

用!并显示一定的剂量依赖性' 表明其抑制心肌细胞
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%

凋亡的机制可能与调控
S?1

"

!

*

S:M

蛋白表达有关'

细胞凋亡促进
XY

的发展'

CRR:F. C

等(

#%

)报道

XY

存在着心肌细胞凋亡!即使心肌细胞凋亡率较低!

经过数月到数年!因凋亡丢失的细胞数将持续影响心

肌的功能' 为此!本实验在造模的第
6

周予以心复力

颗粒预防性治疗!以观察能否降低心肌细胞凋亡率'

实验结果提示#心复力颗粒虽然不能逆转
D&+

大鼠

的
XY

!但早期干预可以抑制心肌细胞凋亡!延缓其心

功能的进一步恶化'

综上所述!心复力颗粒能够抑制
XY

大鼠心肌细

胞凋亡!延缓心脏重构的发生*发展!其机制可能与调

控
S?1

"

!

*

S:M

蛋白表达有关' 针对这一作用!笔者已

经开展了进一步的深化研究!为临床
D&+

的中药治

疗提供新的理论依据'
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