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摘要 目的：观察不同剂量祛痰通阳汤对慢性心衰大鼠心肌损伤的保护作用及可能机制。方法：将 90只Wistar大鼠随机均分正常

组、模型组、卡托普利组、祛痰通阳汤低、中、高剂量六组。为建立慢性心力衰竭模型，除正常组外的五组大鼠均以 2ml/kg给予阿霉

素腹腔，一周 1次，共 6周。注射造模成功后次日进行灌胃给予对应的不同药物，连续给药治疗四周后，应用 ELISA法测定各组大

鼠血浆脑尿钠肽（Brain natriuretic peptide，BNP）水平，称重计算心脏质量指数并采用投射电镜观察心肌细胞结构，通过实时荧光

定量 PCR法测定检测 Kelch样环氧氯丙烷相关蛋白 -1 (epoxy chloropro-pane Kelch sample related protein-1，Keap1) 和核因子 E2

相关因子 2(nuclearfactor erythroid-2 related factor 2，Nrf2)mRNA的表达。结果：1.电镜结果显示：正常组肌丝排列规则，肌节结构清

晰，心肌细胞线粒体清晰且形态正常；细胞核发育良好，无空泡以及集块现象。模型组肌原纤维排列紊乱，心肌细胞线粒体形态异

常，排列不齐，增生明显，有空泡现象形成。卡托普利组及祛痰通阳汤高剂量组电镜肌原纤维排列基本整齐，线粒体未见明显肿

胀，线粒体嵴密集，优于中药低剂量组及中剂量组。2.卡托普利组、中药高剂量组大鼠血浆 BNP水平较模型组显著降低(P＜0.01)。

3.与模型组相比，中药高剂量组和卡托普利组心脏质量指数均显著降低(P＜0.05)。4.卡托普利组及祛痰通阳汤高剂量组心肌组织

Keap1 mRNA表达与模型组相比显著降低(P<0.05)；卡托普利组及祛痰通阳汤高剂量组心肌组织 Nrf2 mRNA表达与模型组的相

比显著提高(P<0.05)。结论：高剂量祛痰通阳汤可显著减轻慢性心衰大鼠的心肌损伤，可能与抑制 Keap1 mRNA的表达及增强

Nrf2 mRNA表达，进而抗心肌氧化损伤有关。
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Effect and Mechanism of Qitongyangqutan Decoction on Myocardial
in Rats with Chronic Heart Failure*

To observe the protective effect and mechanism of different doses of Tongyang Decoction on myocardial

injury in rats with chronic heart failure. 90 healthy Wister rats were randomly divided into 6 groups. They were normal group,

model group, captopril group, low-dose Chinese herbal medicine group, middle-dose Chinese herbal medicine group and high-dose Chi-

nese herbal medicine group. Chronic heart failure model were established in the rat model by intraperitoneal injection of Adriamycin at 2

mL/kg once a week for 6 weeks. After the successful modeling, the intragastric administration was carried out the next day, and the con-

tinuous administration was used for four weeks. The plasma Brain natriuretic peptide (BNP) levels in each group were determined by

ELISA. The heart mass index was calculated and the myocardial was observed by electron microscopy. Epoxy chloropro-pane Kelch

sample related protein-1 (Keap1) and nuclearfactor erythroid-2 related factor 2 (Nrf2)mRNA were determined by real-time fluorescent

quantitative PCR. 1. The results of electron microscopy showed that the myofilament in the normal group was arranged regularly,

the sarcomere structure was clear, the mitochondria of the cardiomyocytes were clear and the morphology was normal, there was no vac-

uolization and agglomeration. The myofibrils in the model group were disordered and the mitochondrial morphology of the cardiomy-

ocytes was abnormal, unevenly arranged, the proliferation was obvious, and vacuoles were formed. The myofibrillar of captopril group

and the high dose group of Tongtongyang decoction were neatly arranged, the mitochondria showed no obvious swelling, and the mito-

chondria were dense, which was better than the low dose group and the middle dose group. 2.The plasma BNP level in the captopril

group and the high-dose group of rats was lower than that in the model group, which was significantly (P＜0.01). 3.The heart quality in-
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dex of the high-dose Chinese medicine group and the captopril group was significantly lower than that of the model group(P＜0.05). 4. The

expression of Keap1 mRNA high-dose Chinese medicine group and the captopril group was significantly lower than that of the model

group (P＜0.05) However, the Nrf2 mRNA of the high-dose Chinese medicine group and the captopril group was obviously higher than

that of the model group(P＜0.05). High-dose Qitongyang Decoction can significantly alleviate myocardial injury in rats with

chronic heart failure. which may be related to the inhibition of Keap1 mRNA expression and enhancement of Nrf2 mRNAexpression,.
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前言

慢性心力衰竭为一种进展性疾病，其治疗结果及预后较

差，但可以及早进行干预[1-3]。心肌重构是慢性心力衰的基本发

生机制，病因是交感神经系统及肾素 -血管紧张素 -醛固酮系

统(RAAS)的活性过度增高[4]。在多年的临床治疗中，我们把治

疗重心转化到改善心脏的生理功能，以预防为主，在常规治疗

上结合调整多个内分泌系统以改善心室重构。血浆 BNP对慢

性心衰的诊断具有重要意义[5]。体内活性氧(reactiveoxygenspecies，

ROS)和活性氮(reactive nitrogen species，RNS)自由基等高活性

分子不断积累过多继而超出氧化物清除能力，最终导致组织损

伤，这一过程称为氧化应激[6]。Keap1-Nrf2信号通路为抗氧化即

抗心肌损伤的主要通路。因此，本研究把血浆 BNP及 Keap1、

Nrf2作为主要检测指标并结合电镜下心肌超微结构及心脏质

量指数评估祛痰通阳汤对大鼠慢性心衰模型的作用及可能

机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

90只 6~8周龄的雄性Wistar大鼠由上海加科生物技术有

限责任公司提供，体重 180~220 g，许可证号：SCXK- (沪)

2015-0005。实验过程中食料充足，饮水自由，适应性饲养一周。

1.2 实验药物

祛痰通阳汤组成：薤白15g，桂枝15g，瓜蒌 30g，木香10g，厚

朴 20 g，丹参 30 g，黄精 35 g，炙甘草 30 g，以上药物均采购自

黑龙江中医药大学附属第二医院，每剂药重 185 g，加水 5倍

量，煎煮 30 min，用直火加热法煎煮两遍，药液合并，浓度为

1.85 mg/mL。卡托普利片(批号：C1420011098)：每 12.5 mg，中美

上海施贵宝制药有限责任公司。注射用盐酸多柔比星 (阿霉素)

(批号：151001)：每支 10 mg，浙江海正药业股份有限责任公司。

1.3 试剂及仪器设备

超纯水系统(型号 NW10LVF)，香港 Heal Force公司；-70℃

超低温冰箱(型号 DW HL-668)，安徽中科美菱公司；苏州 BIO-

HIT 公司微量移液器(型号 Proline)，苏州 BIOHIT 公司；美国

BIOTEK公司酶标仪(型号 ELX-800)，美国 BIOTEK公司；电热

恒温培养箱(型号 DH36001B)；天津泰斯特公司；大鼠脑钠素

(BNP)检测试剂盒(货号：CEA541Ra)；中国 USCN公司。电子显

微镜(JEM-100CXⅡ)，日本电子公司；彩色多普勒超声心动仪

(GEL-400型)，美国通用公司。

1.4 造模及分组

按随机数字表法选取 15只大鼠作为正常组，腹腔注射注

射生理盐水 2 mL/kg，1次 /周，持续 6周。其余组大鼠给予阿霉

素溶液注射。配置方法及注射量：首先注入注射用水将药物配

制成 2 mg/mL溶液，再根据大鼠体重以 4 mg/kg比例在非正常

组大鼠腹腔注射药物，即 2 mg/kg。1周注射一次,共持续 6周，

其余正常喂养。末次注射后 2周，行超声心动图检测，若大鼠左

室射血分数≤ 45%则视为 CHF模型成功[7]。实验过程中，卡托

普利组中 2只大鼠死亡，中药中、低剂量组分别有死亡 1只，且

死亡原因经解剖探查后证明与实验无关。

1.5 给药方法

卡托普利组大鼠给予 4.375 mg/kg药物治疗。祛痰通阳汤

浓度为 1.85 mg/mL，中药低、中、高剂量组大鼠分别灌胃 1.8 mL

（8.824 mL/kg）、3.6 mL（17.647 mL/kg）、7.2 mL（35.122 mL/kg）汤

剂。正常组、模型组灌胃给予 3.6 mL蒸馏水。各组每只鼠连续 4

周每天灌胃 1次。

1.6 检测指标

1.6.1 ELISA法测定血浆 BNP水平 取大鼠的腹主动脉进针

采血，静置血样 30 min后，以 3500 r/min 标准离心 10 min，采

用放射免疫法测定血浆 BNP水平，步骤严格按试剂盒说明书

操作。

1.6.2 心肌超微结构电镜观察 取新鲜标本左心室前壁心肌

组织，使用 3.5%戊二醛于 4℃温度下固定 24小时，经乙醇、丙

酮脱水后，制作超薄切片后，使用透射电镜观察其结构。

1.6.3 心脏质量指数测量方法 每组大鼠治疗后称量其体质

量，继而取出其心脏组织进行称量，计算心脏质量 /体质量

(mg/g)，即为心脏质量指数[8]。

1.6.4 实时定量 PCR检测心肌组织中 Keap1、Nrf2 mRNA的表

达 取左心室心肌组织于液氮中冷冻后在 -70℃条件下保存，

采用 RT-PCR法测定，以 茁-actin为内参照，基本步骤如下：1)总
RNA提取：利用总 RNA提取试剂盒提取样本总 RNA；2)反转

录：将得到的 RNA样本进行反转录以得到对应的 cDNA；3)

PCR检测：建立 PCR反应体系并设计 PCR反应程序；4)电泳分

析，并对 RT-PCR数据进行分析，引物序列有上海生工生物工

程有限公司合成，引物序列 Keap1上游 5'-ATTGAGTTCGCC-

TACACGG-3'，下游 5'- ATGCCGATGGCGTTGC -3'，Nrf2上游

引物 5'-CCATTCCCAGTTACAGTGTCTT-3，下游引物 :5'-

GATCGATGAGTAAAAATGGTA', 茁-actin 上 游 引 物 :

5'-GAGACCTTCAACAC CCCAGC-3'，下游引物:5'-CCACAG-

GATTCCATACCCAA-3'。

1.7 统计学分析

选用 SPSS17.0统计软件对数据进行统计学分析，计量资

料均用 x± s表示，各组实验数据进行正态检验和方差齐性检
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验，多组间比较采用单因素方差分析，两组间比较采用 SNK-q

检验，以 P<0.05为差异有统计学意义，P<0.01为差异具有极显
著统计学意义。

2 结果

2.1 祛痰通阳汤对慢性心衰大鼠血浆 BNP水平的影响

模型组大鼠血浆 BNP水平相比正常组显著升高(P＜0.01)，

卡托普利组相大鼠血浆BNP水平比于模型组明显降低(P＜0.01)；

祛痰通阳汤高、中剂量组大鼠血浆 BNP水平相比于模型组均

显著降低(P＜0.01、P＜0.05)，详见表 1。

Note: Compared with the normal group, *P＜0.01; Compared with the model group, △ P＜0.05, △ △ P＜0.01.

表 1 祛痰通阳汤对慢性心衰大鼠血浆 BNP水平的影响 (x± s)
Table 1 Effect of Qitongyang Decoction on the Expression of BNP in the Plasma among Rats with Chronic Heart Failure

Groups N BNP(pg/mL)

Normal group 15 43.00± 10.59

Model group 15 235.65± 51.55*

Captopril group 13 95.67± 19.96△ △

Low- dose medicine group 14 200.02± 49.46

Middle-dose medicine group 14 130.02± 32.99△

High-dose medicine group 15 118.26± 27.75△ △

2.2 祛痰通阳汤对慢性心衰大鼠体质量、心脏质量与心脏质量

指数的影响

模型组心脏质量与心脏质量指数显著高于正常组(P＜0.05)；

卡托普利组与高剂量中药组、中剂量中药组心脏质量显著低于

模型组(P＜0.05)，卡托普利组与高剂量中药组心脏质量指数无

显著差异 (P＞0.05)；而中药低剂量组与模型组无显著差异

(P＞0.05)。见表 2。

Note: Compared with the normal group, *P＜0.01; Compared with the model group, △ P＜0.05, △ △ P＜0.01.

表 2 祛痰通阳汤对慢性心衰大鼠心脏质量及心脏质量指数血浆的影响(x± s)
Table 2 Effect of Qitongyang Decoction on the Cardiac Quality and Cardiac Quality Index Plasma of Rats with Chronic Heart Failure

Groups N Body weight(g) Cardiac quality(mg) Cardiac quality index(mg/g)

Normal group 15 200.81± 10.27 950.46± 57.28 3.46± 0.28

Model group 15 204.39± 8.85 1046.00± 76.61* 4.48± 0.60*

Captopril group 13 202.28± 11.20 958.46± 49.57△ 3.75± 0.34△ △

Low- dose medicine group 14 204.16± 13.70 1024.64± 77.27 4.38± 0.54

Middle-dose medicine group 14 204.51± 10.40 1002.57± 20.07 4.01± 0.21△

High-dose medicine group 15 205.15± 9.80 961.07± 61.04△ 3.76± 0.54△ △

2.3 祛痰通阳汤对慢性心衰大鼠心肌细胞结构的影响

正常组肌丝排列规则，肌节结构清晰，心肌细胞线粒体及

肌浆网清晰可见、形态正常；细胞核发育良好，位于细胞中央，

结构正常，无空泡以及集块现象。模型组肌原纤维排列紊乱，肌

节及明暗带结构模糊不清，心肌细胞线粒体形态异常，大小不

一致，排列不齐，增生明显，部分嵴溶解，细胞核边缘不整齐，有

空泡现象形成。中药高剂量组及卡托普利组肌原纤维排列较为

整齐，大致呈纵向走向，肌节结构较清晰，明暗带较为清晰，线

粒体及其余结构在镜下可见，排列较规整，嵴无肿胀现象。细胞

核结构完整，无空泡现象形成。中药中剂量及低剂量组肌原纤

维排列稍有紊乱，肌节结构不清，明暗带显示尚不清晰。线粒体

肿胀，结构清晰度差，部分核膜溶解，边缘不规整，有空泡形成。

见图 1。

2.4 祛痰通阳汤对慢性心衰大鼠心肌细胞中 Keap1、Nrf2 mR-

NA表达的影响

如表 3所示，与正常组比较，模型组 Keap1-mRNA表达显

著升高(P＜0.01)；与模型组相比，卡托普利组及祛痰通阳汤高、

中、低剂量组有显著性差异(P＜0.05)。与正常组比较，模型组

Nrf2-mRNA表达显著降低(P＜0.05)；与模型组相比，卡托普利

组、祛痰通阳汤低、中、高剂量组均有显著性差异(P＜0.05)。

3 讨论

心肌缺血或再灌注会导致心肌损伤。在此过程中，氧化应

激损伤以及活性氧过度生成导致心肌功能进一步下降[9]，继而

加重活性氧及脂质过氧化物等的累积形成恶性循环[10]。在这一

过程中，Keap1、Nrf2以及抗氧化反应元件(antioxidant response

element，ARE)一系列所组成的信号通路，在机体受到外界刺激

及本体氧化情况时可抑制氧化应激反应。对防御外界刺激所导

致的损伤具有重要意义[11-13]。Keap1在生理情况下抑制 Nrf2，并

与其结合。结合后其共同体存在于细胞胞浆中，在泛素蛋白酶

体的作用下，非活性状态的 Keap1-Nrf2结合共同体迅速降解。

Nrf2的低转录活性在上述过程中得以体现[14]。ROS或其他亲核
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图 1 各组大鼠心肌电镜下表现 (× 25000)

Fig.1 Myocardial electron microscopy(× 25000)

Note: Compared with the normal group, *P＜0.01; Compared with the model group, △ P＜0.05, △ △ P＜0.01.

剂刺激细胞后，Nrf2活性增强遂进入细胞核，与一种蛋白结合

成异质二聚体后与 ARE结合，从而激活抗氧化靶基因表达，调

控相应酶以及药物转运体的转录活性，Keap1-Nrf2信号通路的

抗氧化作用得以体现[15-18]。RAAS系统由于神经内分泌系统的

失调而不断激活，使得心率增快，继而心脏的前后负荷均增加，

最终导致心肌细胞结构、功能损坏[19]。当心肌细胞持续超负荷

时心室壁张力不断升高，心肌细胞大量分泌 BNP 以拮抗

RAAS系统[20]。BNP是重要神经激素，可增加每搏血量从而增

加心排出量以维持血容量稳定，从而不断加重代偿，可反映心

输出量不足所导致的心室扩张程度[21,22]。国内外认识到 BNP水

平不但随着 NYHA分级而不断增加[23-25]，而且可以对心衰的预

后可进行较为准确的评估,在治疗后 BNP水平有明显下降[26]。

此病与中医学文献中的 "心悸 "、"怔忡 "、"痰饮 "、"心水

症 "、"心痹 "等疾病相似[27]。课题组通过对慢性心衰患者临床

证候学的研究发现其心之阳气受损，脾失健运，痰浊内生，日久

痰浊又进一步损及心之阳气为其主要病机，祛痰利湿，益气温

阳是有效的治疗方法[28]。祛痰通阳汤来源于《金匮要略》中枳实

薤白桂枝汤，对于此方的其他现代药理研究，李向钰等人[29]发

现此方有抗急性心肌缺血作用和较强的抗氧化作用，黄森宇[30]

和邹纯才[31]等人同样发现此方可以通过减轻炎症反应保护心

肌。在前期实验中[32]，我们发现高剂量祛痰通阳汤可增加大鼠

心脏每搏心输出量及射血分数。本次实验结果显示模型组 BNP

含量显著增加以及左室射血分数小于 45％，表明造模有效。透

射电镜结果显示经祛痰通阳汤干预后心衰大鼠模型肌原纤维、

明暗带、线粒体等组织破坏减少，结构排列整齐，嵴结构清晰，

没有肿胀现象。并且细胞膜膜核完整规则，心力衰竭大鼠心肌

表 3 各组大鼠心肌细胞中 Keap1、Nrf2 mRNA表达比较(x± s)
Table 3 Expression of Keap1 and Nrf2 mRNA expression in the cardiomyocytes of rats in different groups

Groups N Keap1-mRNA expression Nrf2-mRNA expression

Normal group 15 0.615± 0.024△ 0.671± 0.012△

Model group 15 0.985± 0.021* 0.372± 0.032*

Captopril group 13 0.655± 0.014 *△ 0.676± 0.012*△

Low- dose medicine group 14 0.876± 0.027 *△ 0.478± 0.034*△

Middle-dose medicine group 14 0.771± 0.029 *△ 0.571± 0.011*△

High-dose medicine group 15 0.670± 0.035 *△ 0.678± 0.020*△
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组织病理损伤显著减少，心肌细胞超微结构受到保护，提示祛

痰通阳汤能够抑制慢性心力衰竭心室重构。祛痰通阳汤高剂量

组及卡托普利组中的大鼠血浆中 BNP的含量趋近于正常组，

提示本方可能由于减轻心脏前后负荷，削弱 BNP分泌的因素，

从而降低血浆中 BNP的含量，减轻心室重构。中药治疗后，与模

型组比较，祛痰通阳汤高剂量组大鼠心肌组织 Nrf-2表达量升

高，Keap1表达量降低。同时通过中药组高、中、低剂量组分别

与模型组比较结果可知，剂量越高，血浆 BNP浓度的降低作用

越显著，初步可判断本方对于慢性心衰的治疗可能具有一定量

效关系；与模型组比较，祛痰通阳汤组和卡托普利组的心脏质

量指数均显著降低，表明这两种治疗方法均可以改善心脏重构。

总之，本研究结果表明高剂量祛痰通阳汤可显著减轻慢性

心衰大鼠的心肌损伤，其作用可能与抑制 Keap1 mRNA的表

达及增强 Nrf2 mRNA表达，进而抗心肌氧化损伤有关。
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