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扩心方对扩张型心肌病大鼠肌浆网
Ca2+-ATP酶及受磷蛋白的影响＊
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摘 要：目的: 研究扩心方对阿霉素诱导扩张型心肌病模型大鼠心功能、心肌损伤的保护作用，探讨扩心

方作用机制。方法: 50只Wistar大鼠腹腔注射阿霉素6周建立DCM模型，开始造模4周后随机分为模型组，扩

心方高、中、低剂量组，卡托普利组（每组各10只），连续灌胃给药四周，另设10只正常对照。正常组和模型组以

生理盐水灌胃。治疗结束后，对各组大鼠进行心脏超声检查，病理形态学检测，以及用反转录-聚合酶链反应和

蛋白质免疫印迹法分别检测心肌组织中SERCA2α、PLB的mRNA和蛋白含量。结果: 与正常对照组相比, 模型

组心功能减弱，出现心肌病理损害，SERCA2α与PLB表达异常；与模型组相比，扩心方组可以改善DCM大鼠的

心功能、心肌病理学形态，同时，提高SERCA2αmRNA和蛋白表达、抑制PLB mRNA和蛋白表达。结论: 扩心方

能提高DCM大鼠的左心室射血分数和缩短率，减轻心肌损伤，改善心功能，同时调控DCM大鼠SERCA2α、PLB
的表达。提示扩心方改善DCM大鼠心功能的作用机制，可能与纠正心肌肌浆网钙调控相关蛋白-SERCA2α、

PLB的异常表达相关。
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扩张型心肌病（Dilated cardiomyopathy，DCM）属原

发性混合型心肌病的一种 [1]，国内流行病学调查发现

DCM的5年病死率为15-50％。该病主要表现为左心

室、右心室或双侧心室增大，伴有心肌肥厚，心肌收缩

功能减退，伴或不伴有心力衰竭（Heart Failure，HF）。

临床主要表现为低射血分数值、进行性心衰、恶性心律

失常、血栓栓塞、心源性休克及猝死等，并可发生于疾

病发展过程中的任何阶段 [2]，是导致心衰的主要病因

之一 [3]。治疗集中在抗心衰、抗心律失常及抗凝等对

症治疗，缺乏针对性的治疗，而中医对该病的治疗在调

整心功能、改善临床症状及提高生存率等方面有一定

的优势[4]。诸多研究表明，心肌细胞内的Ca2+浓度或钙

稳态对心肌舒缩功能起着重要的调节作用，心肌肌浆

网Ca2+-ATP酶（SERCA2α）及受磷蛋白（PLB）等作为肌

浆网钙调控相关蛋白，对此过程发挥着重要的作用，故

对这一环节的深入研究，对阐明DCM发病机制、提高

DCM的临床疗效具有重要意义。

扩心方是我院周端教授的经验方，该方由生黄芪、

黄精、丹参、桂枝、瓜蒌皮、黄荆子等中药组成，在临床

上用于治疗扩张型心肌病多年，长期作为院内协定方

应用于临床扩心病治疗。前期 [5]的临床研究发现，扩

心方可明显改善心功能及临床症状，提高患者生活质

量，收到良好效果，但其作用机制不明，有待深入研究

价值。本研究通过观察扩心方对阿霉素诱导的扩张型

心肌病模型大鼠心功能、心肌病理及心肌肌浆网钙调

控相关基因、蛋白的影响，初步探讨扩心方治疗扩张型
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心肌病的作用机制，为扩心方研究与应用提供实验依

据。报道如下。

1 材料与方法

1.1 实验动物

健康雄性Wistar大鼠60只，SPF级，体重（200±20）g，
由上海中医药大学动物实验中心提供，动物许可证号：

SCXK（京）2012-0001。饲养条件：室温 22-24℃，相对

湿度50%-60%，12 h/12 h明暗。

1.2 仪器与药物

1.2.1 仪器

GEViVid7型超声仪及12 L高频浅表探头（美国通

用电气公司）、RM2016病理切片机（德国Leica公司）、

7300荧光定量 PCR仪（美国ABI公司）、Rt2100c酶标

检测仪（中国Rayto公司）、neofuge 13R冷冻离心机（中

国力康公司）、日本尼康光学显微镜。

1.2.2 药物

阿霉素（ADR）（深圳万乐药业有限公司生产，产品

批号:1703E1;规格:10 mg/瓶），4℃保存；扩心方（由生黄

芪、黄精、丹参、桂枝、瓜蒌皮、黄荆子等组成，以水煎

煮、真空浓缩、喷雾干燥、干式制粒）临用前用蒸馏水溶

解; 卡托普利为中美上海施贵宝制药有限公司生产（国

药准字H31022986）；戊巴比妥钠，4%多聚甲醛溶液，

苏木素-伊红染液，RNA提取液（塞维尔生物科技有限

公司，货号G3013），SERCA2a、PLB、GAPDH引物（擎科

创新生物科技有限公司，货号分别为NM_001110139.2、
NM_001110139.2、NM_001110139.2），兔抗大鼠SERCA2a、
PLB、GAPDH抗体（Abcam公司，货号分别为 ab150435，
ab85146，ab181602），HRP 标记的羊抗兔 IgG（CST 公

司，货号7074S）。
1.3 分组与造模

动物在屏障系统环境下适应性饲养一周。用随

机数字表法将 60只大鼠分为 6组（n=10）:即正常组，

模型组，扩心方低、中、高剂量组及卡托普利组。根

据常规 DCM大鼠模型制备方法 [6]，将 ADR用生理盐

水配成 1 mg·mL-1溶液，50 只造模大鼠均腹腔注射

ADR 2.5 mg/(kg∙week)，正常组10只大鼠腹腔注射等量的

生理盐水，共6周（阿霉素的累积剂量达到15 mg·kg-1）。

造模前各组随机取 3只做心脏超声，检测左室射血分

数（left ventricular ejection fraction，LVEF）、左室舒张期

末径（left ventricular internal diastolic diameter，LVIDD）、

左室收缩期末径（left ventricular internal systolic diameter，

LVIDS）、左室短轴缩短率（ fraction shortening，FS），各

组比较差异无统计学意义（P＞0.05）。注射ADR 4周

后，60只大鼠均做心超，造模组与正常组比较差异有

统计学意义（P＜0.05），即造模成功。

1.4 给药

从注射ADR第 5周开始灌胃给药，根据体表面积

换算法换算法得出：卡托普利组剂量为5 mg/kg/天，用

蒸馏水配成10 mg·mL-1溶液；扩心方中剂量为3.6 g/kg/
天，低剂量为中剂量的 1/2，即 1.8 g/kg/天，高剂量为中

剂量的2倍，即7.2 g/kg/天，用蒸馏水配成1 g·mL-1的溶

液；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1次，连续给药4周。

1.5 指标检测及方法

1.5.1 超声心动图检测

分别在造模前、造模 4周后及给药 4周后，大鼠使

用气体麻醉系统进行麻醉，取仰卧位，心前区备皮，采

用多功能超声诊断仪，用频率为6-12 MHz的探头进行

检测。取胸骨旁左室长轴切面、心脏四腔切面和M型

超声心动图，分别测量 LVIDD、LVIDS、EF、FS，取 3个

心动周期求平均值。

1.5.2 病理学检测

以戊巴比妥钠按 40 mg·kg-1对大鼠进行麻醉，开

胸取心脏后，分离左心室部分，将其分为心尖部与心底

部，心尖部组织置于-80℃冰箱保存中用于 PCR、

Western blotting 检测；心底部组织置于4%多聚甲醛溶

液中固定24 h以上，进行脱水、浸蜡、石蜡包埋、切片，

经HE染色观察心肌组织的形态学改变。

1.5.3 SERCA2α及PLB mRNA表达水平的RT-PCR半

定量测定

SERCA2α、PLB、GAPDH（内参照）引物序列间表

1。取-80°保存的大鼠心尖部组织剪成100 mg左右大

小组织块，采用Trizol一步法提取mRNA，测定其浓度

后，按二步法进行RT-PCR反应。

1.5.4 SERCA2α及 PLB 蛋白表达水平的 Western-blot

半定量测定

取 100 mg左右组织块提取蛋白。以BCA蛋白定

量试剂盒定量各组蛋白浓度；进行 10% SDS-PAGE凝

胶电泳分离目的蛋白; 将目的蛋白转移至PVDF膜上;
5%脱脂奶粉封闭；分别孵育兔抗大鼠 SERCA2α多克

隆抗体（1∶1 000）、PLB多克隆抗体（1∶1 000）、GAPDH
（1∶2 000）抗体4℃过夜；最后用HRP标记的山羊抗兔

IgG（1∶2 000）孵育2 h。使用ECL显色试剂盒曝光显影。
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1.6 统计学处理

采用SPSS 19.0软件进行统计学处理，计量资料以

均数±标准差（x ± s）方式表示，两组均数比较用配对 t
检验分析，多个样本均数间两两比较用q检验，P＜0.05为
差异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般情况

随着给药剂量的累积，注射ADR的大鼠逐渐出现

精神不振，毛发杂乱，体重增加减慢等表现，第 4周开

始，部分大鼠出现腹水，腹泻；正常组大鼠反应灵敏，

毛发光泽，体重增长迅速；第 8周实验结束时，正常组

和扩心方中剂量组全部存活，扩心方低、高剂量组及

卡托普利组均死亡 1只，模型组死亡 3只。死亡大鼠

行尸体解剖发现，存在肝大、胸水、腹水、腹腔内脏器

粘连等现象。

2.2 各组大鼠超声心动图检测结果比较

各组大鼠超声心动图检测结果比较（表2，图1）与

正常组相比，模型组的大鼠LVIDD及LVIDS值升高，EF
及FS值降低（P＜0.05），提示造模成功；与模型组大鼠相

比，扩心方高、中、低及卡托普利组大鼠LVIDD、LVIDS
值降低，EF、FS值升高，差异有统计学意义（P＜0.05）。

表1 目的基因和内参基因的引物序列及扩增条件

基因

SERCA2α

PLB

GAPDH

引物序列

上游:5′-AACGCCTGCAACTCGGTCATA-3′
下游:5′-CTGGAGCACCCTTCACAAACA-3′
上游:5′-TTACTCGCTCGGCTATCAGGA-3′
下游:5′-GATGCAGATCAGCAGCAGACA-3′
上游:5′-CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG-3′
下游:5′-GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT-3′

退火温度(℃)
60

60

60

循环数(次)
40

40

40

片段长度(bp)
148

122

138

表2 各组心脏超声比较（ x̄ ± s）

组别

正常组

模型组

扩心方低剂量

扩心方中剂量

扩心方高剂量

卡托普利组

n

10
7
9

10
9
9

LVIDD (mm)
6.64±0.54
7.78±0.39#

7.34±0.27
7.22±0.70
6.52±0.74*

6.95±0.35*

LVIDS (mm)
3.34±0.70
5.22±0.33#

3.95±0.57*

3.99±0.36*

3.84±0.71*

4.71±0.27*

EF (%)
82.55±6.38
56.97±6.43#

69.83±7.14*

66.70±7.35*

71.16±9.86*

62.48±3.52*

FS (%)
52.66±8.58
31.10±4.47#

40.75±5.92*

39.50±6.97*

42.36±8.69*

34.98±2.65*

与正常组比较，#P＜0.05；与模型组比较，*P＜0.05

图1 各组大鼠超声心动图检测结果

与正常组比较，#P＜0.05；与模型组相比，*P＜0.05
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2.3 各组大鼠心肌细胞病理学改变比较

各组大鼠心肌细胞病理学改变比较（图 2）HE染

色（图 2A）可见，正常组心肌细胞形态规则，心肌纤维

排列整齐，心肌间质无增生。模型组（图2B）出现心肌

细胞肥大，间质增生，炎性细胞浸润，细胞排列紊乱，局

部断裂，有出血和炎症等病理改变。经过治疗后，各组

染色（图 2C-F）可见心肌细胞肥大、间质增生、炎症细

胞浸润、排列紊乱等表现均较模型组有所改善。上述

病理表现提示扩心方治疗对于心肌重塑有改善作用，

可有效缓解DCM心肌肥大、坏死、纤维化等改变。

2.4 各组大鼠SERCA2α及PLB mRNA表达比较

各组大鼠SERCA2α及PLB mRNA表达比较（图3）
与正常组相比，模型组SERCA2α的mRNA水平显著下

降（P＜0.05），经扩心方各剂量及卡托普利干预后，DCM
大鼠SERCA2α的mRNA水平均显著升高（各治疗组 vs
模型组，均有P＜0.05）；模型组PLBd的mRNA水平较

正常组显著上升（P＜0.05）;而经治疗后，PLB的mRNA
水平显著降低（各治疗组vs模型组，均有P＜0.05）。
2.5 各组大鼠SERCA2α和PLB蛋白表达比较

各组大鼠 SERCA2α和 PLB蛋白表达比较（图 4）

图2 各组大鼠心肌细胞病理学改变比较

图3 各组大鼠SERCA2α及PLB mRNA表达比较

与正常组比较，#P＜0.05；与模型组比较，*P＜0.05

图4 各组大鼠SERCA2α和PLB蛋白表达比较

与正常组比较，#P＜0.05；与模型组比较，*P＜0.05
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在分子量 100 kD、74 kD处可见清晰的表达条带。与

正常组相比，模型组的 SERCA2α条带明显变淡变细，

而PLB条带则增粗，经扩心方各剂量及卡托普利治疗

后，条带分别有不同程度改变。进一步半定量分析显

示，模型组中SERCA2α表达量较正常组降低（P＜0.05），
而扩心方各剂量及卡托普利组较模型组 SERCA2α表
达量则显著升高（各治疗组 vs模型组，均有P＜0.05）；

模型组中PLB表达量较正常组升高（P＜0.05），而扩心

方各剂量组较模型组PLB表达量则显著降低（各治疗

组vs模型组，均有P＜0.05）。
3 讨论

周端教授提出扩张型心肌病乃先天禀赋不足、后

天失养、久病体虚等因素交互作用，导致气阴亏虚、或

阳气虚衰，心脉痹阻，血运不畅，心体胀大，久则血不利

而为水，血瘀痰水停留，亦使心体胀大，从而发为本

病。治以益气养阴、温通阳气，佐以活血化痰利水，设

扩心方加减治疗，基本方由生黄芪、黄精、丹参、桂枝、

瓜蒌皮、黄荆子等组成。全方从整体观念出发，标本兼

治，黄芪、黄精补益心气、纳气平喘、滋阴填精以为君;
丹参、瓜蒌皮行气宽胸、活血化瘀以为臣; 再佐以桂枝

温阳利水，黄荆子行气涤痰平喘。扩心方临床研究表

明，其对扩张型心肌病患者的症状及心功能改善均有

较好的作用，优于单纯西药治疗，明显提高生活质量。

并且部分患者再入院率明显下降，提示远期疗效较

好。为进一步探讨其作用机制，本实验选用ADR腹腔

注射致DCM模型，并予扩心方干预治疗。

心肌功能障碍是DCM 发生发展的一个主要原因，

其病理表现以心肌细胞收缩和（或）舒张功能异常为

主，Ca2+转运在此过程中起着至关重要的作用。生物

体内的多种钙调控蛋白均对Ca2+转运有调控作用，其

中，心肌肌浆网Ca2+-ATP酶（SERCA2α）是参与钙离子

调节的主要蛋白之一。本研究探讨扩张型心肌病中

SERCA2α和PLB的变化及扩心方的干预作用。

SERCA2α的主要功能是将细胞液中的Ca2+摄取到

肌浆网中，使细胞液中Ca2+浓度下降，肌浆网中Ca2+储

备升高。若 SERCA2α水平降低，肌浆网摄取的Ca2+减

少，将直接引起胞浆中Ca2+浓度下降速度减慢，肌浆网

Ca2+储备降低，进而引起两方面的病理变化:一是降低

的Ca2+瞬变峰值会使Ca2+释放入胞液的速度和量减少，

导致心肌收缩功能障碍；二是钙摄取的下降使得肌浆

网不能快速从胞液中摄回Ca2+，故胞质中的Ca2+含量较

高，心肌无法充分舒张，导致心肌舒张功能障碍。

Jiang Y等 [7]的实验研究证明，SERCA2α的表达对心肌

的损伤及预后起着重要作用。我们的实验也发现，随

着大鼠心功能的降低，SERCA2αmRNA、蛋白表达水平

亦显著下降，与相关研究的发现类似[8,9]。

PLB 是调节 SERCA2α活性的一个重要蛋白。

Tsuji T等[10]研究显示，PLB的过度表达会导致SERCA2α
活性显著降低。PLB对SERCA2α的抑制作用，会导致

肌浆网摄取Ca2+减少，胞浆Ca2+浓度下降速度减慢，肌

浆网Ca2+贮存降低，从而使DCM大鼠心脏功能进一步

减弱。我们的实验结果也得出相同的结果，DCM大鼠

的PLB mRNA及蛋白水平显著升高。因此，我们可以

通过改善心肌肌浆网钙调控相关蛋白的表达或活性，

如提高 SERCA2a 的表达，降低 PLB 的表达，来改善

DCM的心功能及临床症状，减少心肌损伤。

我们在研究中发现，与模型组相比，扩心方干预治

疗4周后，DCM大鼠的EF、FS值明显提高，心肌病理形

态改善明显，提示扩心方可有效改善DCM大鼠的心功

能及心肌损伤，同时，心肌 SERCA2αmRNA及蛋白表

达升高，PLB mRNA及蛋白表达降低，提示扩心方改善

DCM的机制可能与提高心肌肌浆网钙调控相关蛋白

SERCA2α的表达、降低 PLB的表达有关。一方面，扩

心方通过提高DCM大鼠心肌 SERCA2α的表达，改善

肌浆网对Ca2+的摄取与储存功能，从而改善心肌细胞

的舒缩功能；另一方面，扩心方通过抑制DCM大鼠心

肌 PLB 的表达，缓解 PLB 对SERCA2α的抑制作用，间

接提高肌浆网钙泵的摄钙能力，从而改善心肌细胞舒

缩功能。

通过以上研究，我们认为扩心方可通过纠正

SERCA2α、PLB mRNA和蛋白表达的异常，改善心肌细

胞内Ca2+分布和运转障碍，恢复Ca2+介导的兴奋-收缩偶

联过程，最终起到改善心功能、减轻心肌损伤的作用。
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Effect of Kuoxinfang on Sarcoplasmic Reticulum Ca2+-ATPase and

Phosphoprotein in Rats with Dilated Cardiomyopathy

Fan Hua, Yang Ailing, Wang Youhua, Peng Longping, Cong Liye,

Yuan Suyun, Cao Min, Deng Bing, Zhou Duan

(Department of Cardiology, Longhua Hospital Affiliated to Shanghai University of

Traditional Chinese Medicine, Shanghai 200032, China)

Abstract: This paper was aimed to study the protective effect of Kuoxinfang (KXF) on heart function and myocardial
injury in rats with adriamycin-induced dilated cardiomyopathy (DCM), and to explore its possible mechanism. Models of
DCM were established by adriamycin injected via intraperitonealy for 6 weeks in 50 Wistar rats. After injected 4 weeks,
models of DCM rats were randomly divided into the DCM group, the high-, medium-, and low-dose KXF group, and the
captopril group (with ten rats in each group). Intragastric administration of the drug was given for four weeks. Another ten
rats were used as normal control. Intragastric administration of physiological saline was given to rats in both the normal
control group and DCM group. After treatment, all rats were examined by echocardiography and pathomorphology, while
mRNA and proteins of SERCA2α and PLB in cardiac muscles were determined by methods of RT-PCR and Western
blotting, respectively. The results showed that compared with the normal control group, cardiac function of the DCM
group was weakened, the myocardial pathological damage appeared, and expressions of SERCA2α and PLB were
abnormal. Compared with the DCM control group, KXF can improve cardiac function and myocardial pathomorphological
changes. Meanwhile, KXF could increase the expression of SERCA2α and inhibit the expression of PLB in both mRNA
and protein. It was concluded that treatment with KXF can not only effectively improve EF and FS of DCM rats, protect
myocardium and improve heart function, but also partially regulate protein expressions of SERCA2α and PLB in DCM
rats. The mechanism of KXF in treating DCM rats may be correlated with normalizing protein levels of calcium
regulation-associated protein of myocardial sarcoplasmic reticulum, such as SERCA2α and PLB.
Keywords: Kuoxinfang, adriamycin, dilated cardiomyopathy, sarcoplasmic reticulum Ca2+-ATPase, phospholamban
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