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摘 � 要:目的:探讨温阳化饮益气活血法对慢性心功能不全大鼠心肌 �- MHC、�- MHC基因表达

的影响。方法:采用腹腔注射阿霉素法复制慢性心功能不全大鼠动物模型, 利用 RT - PCR技术检测心

肌重构的相关调控因素 �- MHC、�- MHC在慢性心功能不全发病中的作用, 同时观察温阳化饮益气活

血法对其干预作用。结果:慢性心功能不全大鼠模型组心肌组织 �- MHC基因表达下调, �- MHC基

因表达上调 ;温阳化饮益气活血法治疗组心肌组织 �- MHC基因表达上调, �- MHC基因的表达下调。

结论:温阳化饮益气活血法能上调慢性心功能不全大鼠 �- MHC基因的表达, 下调 �- MHC基因的表

达,为温阳化饮益气活血法的临床应用提供了实验依据,这可能是温阳化饮益气活血法防治慢性心功能

不全的作用机制之一。

关键词:慢性心功能不全 � 温阳化饮 � 益气活血 � 肌球蛋白重链 � 心肌重塑

� � 慢性心功能不全是许多心血管疾病最终的病理转
归,病情呈进行性发展, 且发病率仍在显著持续增

加
[ 1]

,与房颤共同成为 21世纪困扰人类健康的两大顽

疾
[ 2]
。据 Fram ing ham统计, 严重慢性心功能不全 2

年死亡率高达 30% , 6年死亡率达 70% , 其愈后与恶

性肿瘤相仿,已严重影响人类健康。

温阳化饮益气活血法是针对慢性心功能不全心肾

阳虚、瘀血水饮互结的基本病机而提出的, 选用附子、

人参、黄芪等 10味药物组成中药复方强心胶囊。本研

究采用腹腔注射阿霉素法复制了慢性心功能不全大鼠

动物模型, 利用 RT - PCR、技术检测了心肌重构的相

关调控因素 �- MHC、�- MHC在慢性心功能不全发

病中的作用,同时观察了温阳化饮益气活血法对其干

预作用,从分子水平揭示了该法治疗慢性心功能不全

的作用机制。

一、实验材料

1. 实验动物
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健康W istar雄性大鼠 108只, 体重 240- 260g ,由

黑龙江中医药大学实验动物中心提供。

2. 实验药物

强心胶囊 (由黑龙江中医药大学实验中心制备 )

主要由炮附子、红人参、黄芪、云茯苓、焦白术、白芍、葶

苈子、丹参、三七等药物组成 。规格: 0. 4g /粒,每克药

粉相当于生药 2. 99g。卡托普利、参附注射液、灭菌注

射用水均为市售品。

3. 主要试剂

盐酸阿霉素 (深圳万乐药业有限公司 )、TR Izo l

Reagent、SuperSr ipt∃ RT - PCR试剂盒 ( Inv itrogen )

DEPC ( S igma) Taq DNA 聚合酶、dNTP、MgC l2、10 %

buffer、琼脂糖、DNA M arker DL2000 (大连宝生物公

司 )、溴酚蓝 (上海申能博彩公司 )

二、实验方法

1. 慢性心功能不全大鼠模型的复制

参照文献
[ 3]
方法, 将盐酸阿霉素用灭菌注射用水

5mL使之溶解, 再加置 0. 9%生理盐水中至 12. 5m ,l

配成浓度为 0. 8mg /mL的阿霉素溶液 (避光 )。除正

常对照组外,其余各组大鼠分别于第 1、3、5周腹腔注

射阿霉素溶液 3mg /kg体重,于第 2、4、6周腹腔注射阿

霉素溶液 2mg /kg体重,每周一次,共注射 6次 。正常

对照组同时腹腔注射等容积的生理盐水。

2. 动物分组及给药方法

( 1)分组。将 108只大鼠随机 分为 7组: 慢性心

功能不全模型组、强心胶囊低剂量组、中剂量组、高

剂量组、卡托普利组和参附注射液组。除正常对照组

为 12只大鼠外,余组数量相同。

( 2)给药方法。在第 5周腹腔注射阿霉素后, 开

始给予治疗用药,即强心胶囊低、中、高剂量组分别给

予 0. 66g /kg& d
- 1
, 1. 32g /kg& d

- 1
和 2. 64g /kg& d

- 1
强心

胶囊溶液, 按 1mL /100g体重灌胃; 卡托普利组给予

2�31mg /kg& d
- 1
卡托普利溶液, 按 1mL /100g体重灌

胃;正常对照组和模型组给予同体积蒸馏水灌胃;参附

注射液组腹腔注射 1. 84mL /kg& d
- 1
参附注射液。强心

胶囊低、中、高三个剂量组、卡托普利组、正常对照组和

模型组灌胃给药或给水的同时, 腹腔注射 1. 8mL /

kg&d- 1
注射用生理盐水, 参附注射液组在腹腔注射参

附注射液的同时,口服给予 1mL /100g体重蒸馏水, 连

续给药四周。

3. 心肌肌球蛋白重链 (MHC)检测

采用半定量逆转录 -聚合酶链反应 ( RT - PCR )

方法检测心肌组织 MHC mRNA的表达。

( 1)引物的合成。引物均在上海中科开瑞生物芯

片科学股份有限公司完成。 �- MHC基因引物序列:

上游引物: 5∋- CGAAACTGAAAA CGGCAAGACG - 3∋

下游引物: 5∋- AGGCAGCTACCACTTCCGCATT - 3∋扩
增序列为 183- 400, 计 239个碱基。�- MHC基因引

物序列: 上游引物: 5∋- AAGGCCAAGATCGAGACGG

- 3∋下游引物: 5∋- CCACTTATAGGGGTTGACGGTG -

3∋扩增序列为 142- 323, 计 203个碱基。三磷酸甘油

醛脱氢酶 ( G 3PDH )基因引物序列: 上游引物: 5∋-

GGTGAAGGTCGGTGTCAAC - 3∋下 游 引 物: 5∋ -

GGGGTCGTTGATGGCAACA - 3∋。

( 2)心肌总 RNA提取。取心尖部心肌组织, 经液

氮速冻后, - 80( 存放。实验时,剪取约 0. 1 g迅速放

入盛有 1mLTR IZOL的试管中。按照试剂盒说明, 用

TR IZOL( Invitrogen, Rockv ille, MD )试剂 提取心肌组

织的总 RNA,用紫外分光光度计测定样品 OD260、OD280

数值,以计算 RNA纯度和含量。

( 3)逆转录 -聚合酶链式反应 ( RT- PCR )。按照

TaKaRa RNA PCR K it Ver. 2. 0( TaKaR a,大连 )试剂盒

说明书操作。RT反应总体积 40 ,l 30( 反应 10m in,

55( 20 m in, 95( 5 m in, 5( 5 m in灭活逆转录酶,

PCR扩增反应总体积 25 ,l �- MHCmRNA的 CDNA

扩增: 94( 预变性 5m in; 94( 30sec, 58. 3( 30sec, 72(

30sec, 30个循环; 72( 延伸 10m in。�- MHC mRNA的

CDNA扩增: 94( 预变性 5m in; 94( 30sec, 57. 6( 30sec,

72( 30sec, 35个循环; 72( 延伸 10m in。G3PDH扩增条

件除退火温度为 72( 、30个循环, 其它条件与 �- MH�
CmRNA的 CDNA扩增 条件相同。取 PCR产物 5 l和

DL2000M arker,在 2%琼脂糖下电泳, 于紫外线箱中观

察并记录。凝胶成相分析系统进行拍照和分析扩增产

物电泳强度,相对含量用各 PCR产物电泳条带密度 /

G3PDH产物电泳条带密度表示。
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4. 统计方法

计量资料以 X ) S表示, SPSS11. 5软件包处理数

据,组间比较用方差分析。

三、不同个体 �- MHC、�- MHC基因表达情况

如图 M泳道 从上至下依次为 2000 bp、1000 bp、

750bp、500 bp、250 bp、100 bp,其后的 A、B、C、D、E、F、

G泳道分别为空白对照、模型组、低剂量组、中药对照

组、中剂量组 、西药对照组和高剂量。

图 2� 心肌组织 �- MHC基因表达凝胶电泳图谱

图 3� 心肌组织 �- MHC基因表达凝胶电泳图谱

表 1� 温阳化饮益气活血法对慢性心功能不全大鼠

心肌肌球蛋白重链 (MHC ) mRNA表达的影响 (X ) S, n = 3)

组别 �- MH C /G3PDH �- MHC /G3PDH

空白对照 5. 23 ) 0. 89∗ 0. 84 ) 0. 18∗

模型 2. 78 ) 0. 48 1. 86 ) 0. 34

参附注射液 3. 97 ) 0. 52∗ 1. 24 ) 0. 16∗

卡托普利 3. 78 ) 0. 39∗ 1. 27 ) 0. 30

低剂量 3. 41 ) 0. 66 1. 36 ) 0. 35

中剂量 4. 55 ) 0. 69∗ 1. 14 ) 0. 15∗

高剂量 4. 20 ) 0. 62∗ 0. 81 ) 0. 13∗ ∗

� � 注: 与模型比较: ∗P < 0. 05 , ∗ ∗P < 0. 01。

� � 如表所示,与空白对照组相比,慢性心功能不全模

型 �- MHC基因 mRNA表达明显减少,差异有统计学

意义 (P < 0. 05)。经温阳化饮益气活血法治疗后能够

上调 �- MHC的 mRNA基因的表达,其中高剂量表达

水平高于卡托普利组和参附组。模型组 �- MHC基

因 mRNA表达与空白对照组相比明显增加, 差异有统

计学意义 (P < 0. 05)。经温阳化饮益气活血法治疗后

能够下调 �- MHC的 mRNA基因的表达,并呈一定的

剂量依赖性,以高剂量效果显著 (P < 0. 01) ;参附注射

液也能降低 �- MHC基因 mRNA表达水平 (P < 0.

05) ;卡托普利虽然降低心肌 �- MHC基因 mRNA表

达,但与模型组比较无显著性差异 (P > 0. 05)。

四、讨 � 论

研究表明,作为心肌收缩物质基础的主要心肌收

缩蛋白之一的肌球蛋白 ( myosin) ,在心力衰竭时其表

达形式有别于在正常心肌中的表达
[ 4、5]
。主要表现为

myosin分子的重链发生了由 �- MHC向 �- MHC的

转化,即 myosin同工酶由 V1向 V3转化。 �、�- MHC

由两个不同的基因编码,都有 40个外显子,位于 14号

染色体,长约 4. 2kb, �基因位于 �基因上游 4000bp

处,二者同源性达 96%,这两个基因的转录各自独立,

但被协同调节
[ 6]
。大鼠胚胎期心肌表达以 �- MHC

为主,成年后,甲状腺激素经特殊的核受体作用于 �-

MHC基因启动子上游的顺式反应元件,促进 �- MHC

表达并同时抑制 �- MHC表达, 成年时大鼠心室肌表

达以 �- MHC为主, �- MHC仅占 10%左右。左心室

在受到机械牵张或神经体液因子的刺激下, MHC正常

的基因表达将发生适应不良性改变,表现为胚胎型 �

- MHC基因的再表达, 可占总 MHC的 80%
[ 7]
。肌球

蛋白分子出现由 V1向 V3亚型的转变,后果是心肌收

缩功能减退。这种胚胎表型的基因不仅收缩功能低

下,且生存时间缩短, 从而促进心衰的发展。

众所周知,心衰的产生主要是由于心肌收缩性减弱

所致
[ 8、9]

,而 �- MHC与肌动蛋白 ( actin)的亲和力高于

�- MHC,故以 �- MHC为主的心肌收缩力强,收缩速

度快
[ 10]
。因此,在去除引起心衰的原发病因后,进行心

功能不全的基因治疗时, 修复 �- MHC基因的正常表
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达水平,是恢复心肌收缩力的关键措施之一。

本实验采用腹腔注射 ADR制造慢性心功能不全

大鼠模型, RT- PCR结果显示, 与空白对照组相比, 模

型组大鼠心肌组织中 MHC基因表达: �- MHC显著

下降, �- MHC显著升高, 即 �- MHC向 �- MHC

转化, V1向 V3转化, 心肌收缩力降低, 提示 MHC基

因表达出现胚胎化特征, 说明 MHC mRNA表达异常

( �- MHC向 �- MHC转化 ) ,参与了心室重塑。温

阳化饮益气活血法干预后, 能够下调 �- MHC mRNA

的表达,上调 �- MHC mRNA的表达, 表明 �- MHC

向 �- MHC转化减轻,并呈一定的剂量依赖性, 以温

阳化饮益气活血高剂量效果显著。我们分析温阳化饮

益气活血法可能通过降低 Ang∃, 抑制组织肾素 - 血

管紧张素系统活性, 从而抑制了 �- MHC的表达, 使

�- MHC向 �- MHC转化减轻, 恢复心肌收缩力, 本

研究结果为温阳化饮益气活血法的临床应用提供了实

验依据,温阳化饮益气活血法可能是治疗慢性心功能

不全的有效方法之一。
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A TCM Approach to IncreaseH eartB lood C irculation byW arm ing the

Yang, and Its Effects on �-MHC and �-MHC Expressions in CHF Rats

Chen J ing

(H eilongjiang University of Traditional Ch ineseM edicine, H arbin 150040)

CaoH ongx in

(China Academy of ChineseM ed ica l Science, B eijing 100000)

GuoX in

( J iangsu University, Zhenjiang 212003)

Th is paper stud ies aTCM approach to increase heart b lood circu lation by warm ing theYang, and its e ffects on �-
MHC and �- MHC expressions. In the study, CHF rats w ere injected w ith ADR using the technique of RT- PCR, in

an attempt to observe the contro l factors of myocard ialmode ling, inc lud ing �- MHC and �- MHC. A depressed �-
MHC expression w ith an e levated �- MHC expression is observed in the group of ra ts hav ing chron ic heart fa ilure. On

the contrary, the �- MHC expression is elevated, w ith a depressed �- MHC expression, in the treatment group using

the approach to increase heart b lood circulation by w arm ing theYang. It is concluded that theTCM approach employed

can e levate the �- MHC expression, w hile depressing the �- MHC expression. This prov ides an experim enta l ev idence

for clin ic app licat ions o f the TCM approach to increase heart act ivating b lood circu lation, through w arm ing theYang. It

could eventually becom e am echan ism for CHF prevention.

K eyw ords: chronic heart failure; TCM approach to increase heart activating b lood c ircu lation through w arm ing the

Y ang; myosin heavy cha in; myocard ialmodeling

(责任编辑:王 � 瑀, 责任编审:张志华, 责任译审: 邹春申 )

53


