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[摘要] 　 目的:研究强心安神方对阿霉素性慢性心力衰竭大鼠 N 末端前体脑利钠肽(NT-proBNP)及葡

萄糖调节蛋白 78(GRP78)mRNA、CCAAT / 增强子结合蛋白(CHOP)
 

mRNA 的影响,探讨该方的作用机制。
方法:将 Wistar 大鼠分为正常对照组、模型组、卡托普利组及强心安神方大、小剂量组,每组 15 只,对除正常

对照组外的其余组大鼠采用腹腔注射阿霉素法制备慢性心力衰竭模型,予药物干预 4 周,检测各组大鼠心衰

指标 NT-proBNP 及内质网应激信号分子 GRP78
 

mRNA、CHOP
 

mRNA 的表达。 结果:强心安神方大、小剂量

组 NT-proBNP 水平、GRP78
 

mRNA 及 CHOP
 

mRNA 表达均低于模型组,差异有统计学意义(P<0. 05 或 P<
0. 01),3 项指标与卡托普利组比较,差异无统计学意义(P >0. 05);强心安神方大、小剂量组组内比较,大剂

量组 NT-proBNP 水平及 GRP78
 

mRNA 表达均低于小剂量组,差异有统计学意义(P<0. 05),CHOP
 

mRNA 表

达差异无统计学意义( P > 0. 05)。 结论:强心安神方可降低内质网应激信号分子 GRP78
 

mRNA、CHOP
 

mRNA 的表达,减轻心肌细胞损伤,从而保护心肌,抑制心肌重构。
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[Abstract]　 Objective:To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

Qiangxin
 

Anshen
 

prescription
 

on
 

N-terminal
 

pro-brain
 

natriuret-
ic

 

peptide
 

(NT-proBNP),glucose-regulated
 

protein
 

78
 

(GRP78)
 

mRNA,and
 

CCAAT / enhancer-binding
 

protein
 

homol-
ogous

 

protein
 

( CHOP )
 

mRNA
 

in
 

rats
 

with
 

chronic
 

heart
 

failure, as
 

well
 

as
 

the
 

mechanism
 

of
 

action
 

of
 

this
 

prescription. Methods:Wistar
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

normal
 

control
 

group,model
 

group,captopril
 

group,and
 

high -
 

and
 

low-dose
 

Qiangxin
 

Anshen
 

prescription
 

groups. All
 

rats
 

except
 

those
 

in
 

the
 

normal
 

control
 

group
 

were
 

given
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

adriamycin
 

to
 

establish
 

a
 

model
 

of
 

chronic
 

heart
 

failure,and
 

after
 

4
 

weeks
 

of
 

drug
 

intervention,the
 

heart
 

failure
 

indicator
 

NT-proBNP
 

and
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

GRP78
 

and
 

CHOP
 

were
 

measured
 

for
 

each
 

group. Results:Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

high-
 

and
 

low-dose
 

Qiangxin
 

Anshen
 

prescription
 

groups
 

had
 

significantly
 

lower
 

NT-proBNP
 

level
 

and
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

GRP78
 

and
 

CHOP
 

(P<0. 05
 

or
 

P<0. 01),and
 

there
 

were
 

no
 

significant
 

differences
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in
 

these
 

indicators
 

between
 

the
 

high-
 

and
 

low-dose
 

Qiangxin
 

Anshen
 

prescription
 

groups
 

and
 

the
 

captopril
 

group
 

(P>
0. 05). The

 

high-dose
 

Qiangxin
 

Anshen
 

prescription
 

group
 

had
 

significantly
 

lower
 

NT-proBNP
 

level
 

and
 

mRNA
 

expres-
sion

 

level
 

of
 

GRP78
 

than
 

the
 

low-dose
 

Qiangxin
 

Anshen
 

prescription
 

group
 

(P< 0. 05),while
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

CHOP
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

(P>0. 05). Conclusion:Qiangxin
 

Anshen
 

prescription
 

can
 

reduce
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

the
 

endoplasmic
 

reticulum
 

stress
 

signaling
 

molecules
 

GRP78
 

and
 

CHOP
 

and
 

alleviate
 

cardiomyocyte
 

injury,thereby
 

protecting
 

the
 

myocardium
 

and
 

inhibiting
 

myocardial
 

remodeling.
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　 　 根据 《中国心血管健康与疾病报告 2020 概

要》 [1]报道,心血管病病死率居首位,心血管病患病

人数达 3. 30 亿,而心力衰竭(简称为心衰)患病人

数达 890 万。 慢性心力衰竭( chronic
 

heart
 

failure,
CHF)以心功能减退为主要临床特征,以不断进展

的心肌重构为基础,是一组神经内分泌调节失衡的

临床综合征。 目前,CHF 患者治疗过程漫长,长期

服用利尿剂、抗心室重构、扩血管等药物,不良反应

多,预后较差。 近年来研究表明,中医药治疗 CHF
疗效确切,具有毒副作用少、多途径、多靶点、可提

高生存率等优势[2-3] 。 以益气养阴、强心安神为法

组方的强心安神方在湖南省中医药研究院附属医

院心内科进行了长期的临床实践及实验研究,其可

以缓解 CHF 患者的水肿等临床症状,增加运动耐力

及心脏射血分数,减轻心肌细胞损伤,显著改善心

功能,提高生活质量,其作用机制与抑制神经内分

泌因子及肾素-血管紧张素系统过度激活、改善心

肌细胞能量代谢有关[4-6] 。
研究表明,内质网应激通过诱导心肌重构在

CHF 的发生发展中占有重要位置[7-8] 。 CCAAT / 增
强子结合蛋白(CHOP)作为内质网应激途径的中间

信号分子,在内质网应激状态下,其表达会显著升

高,是内质网应激的标志[9] 。 葡萄糖调节蛋白 78
(GRP78)是内质网的伴侣分子,其在内质网应激发

生后被特异性激活, 可以敏感感受到内质网应

激[10] 。 N 末端前体脑利钠肽(NT-proBNP)是心衰

的重要指标,可以灵敏反应心肌受损程度,对临床诊

断、治疗效果、预后评估有关键意义,而且结合 GRP78
评估心衰预后更佳[11-12] 。 本实验观察强心安神方对

CHF 大鼠心衰指标 NT-proBNP 及内质网应激信号分

子 GRP78
 

mRNA、CHOP
 

mRNA 表达的影响,探讨其

可能的作用机制,为临床应用提供依据。
1　 实验材料

1. 1　 动物 　 健康雄性 Wistar 大鼠 75 只,体质量

(180±20)g,由湖南中医药大学动物中心提供,动物

许可证号:SCXK (沪) 2018 - 0006。 动物实验室环

境:温度(22±2)℃ ,相对湿度 45% ~ 55%。 伦理审

批编号:2019042901。
1. 2　 药物及试剂　 强心安神方组成:炙黄芪 10

 

g,
制何首乌 10

 

g,阿胶 6
 

g,三七 3
 

g,五加皮 10
 

g,葶苈

子 5
 

g,酸枣仁 15
 

g,大黄 5
 

g,黄连 3
 

g,肉桂 2g。 以

上超微制剂购自湖南春光九汇有限公司,磨成细

粉,配制成浓度分别为 0. 139、0. 554
 

g / ml。 盐酸阿

霉素注射液(深圳万乐药业有限公司,批准文号:国
药准字 H10910092);卡托普利(华中药业股份有限

公司,批准文号:国药准字 H42020384),加灭菌水

配制成水溶液,浓度为 0. 27
 

mg / ml;大鼠 N 端前脑

钠 素 试 剂 盒 ( MM - 0329R1 ); GRP78 试 剂 盒

(ab21685)、CHOP 试剂盒(DF6025)均购自上海(江

西)中洪博元生物技术有限公司。
1. 3　 主要仪器　 多功能酶标仪[帝肯(上海)贸易

有限公司, 型号: S / N502000011]; 实时荧光定量

PCR 仪[伯乐生命医学产品(上海)有限公司,型号:
CFX

 

ConnectTM 实时]。
2　 实验方法

2. 1　 动物分组及模型制备　 选取 60 只实验大鼠,
随机分为模型组、卡托普利组及强心安神方大、小
剂量组,每组 15 只。 参照文献[13] 采用腹腔内注射

阿霉素的方法建立 CHF 大鼠模型。 具体方法:大鼠

腹腔注射 3
 

mg / kg 剂量的盐酸阿霉素,每周 1 次,连
续 8 周。 依据大鼠日常习惯的变化、左室射血分数

(LVEF)、左室缩短率(LVFS)及血清 NT-proBNP 水

平,判断造模是否成功。 剩余 15 只大鼠设为正常

对照组,注射等容量 0. 9%氯化钠注射液。 每天观

察记录大鼠的精神状态、体质量、运动能力、进食饮

水量、呼吸频率及脉搏等情况。
2. 2　 干预方法 　 依据人体与动物等效剂量系数

换算,动物给药剂量 = 临床成人剂量×动物等效剂

量系数 ( 以 200
 

g 大鼠计算, 折合成人剂量的
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0. 018 倍) [14] ,此为小剂量。 强心安神方小剂量组灌

胃剂量为 6. 93
 

g / kg;大剂量组灌胃剂量为小剂量组

的 4 倍,即 27. 72
 

g / kg;卡托普利组按 2. 7
 

mg / kg 剂量

灌胃;模型组、正常对照组予等体积灭菌水灌胃。 以

上各组均予同等条件喂养,每天灌胃 1 次,连续 4 周。
2. 3　 指标采集与检测　 1)NT-proBNP 测定。 于末

次给药后禁食 12
 

h,麻醉,股动脉处采血,样本送至

湖南省中医药研究院附属医院免疫生化室,采用

ELISA 法检测 NT-proBNP 水平。 2)GRP78
 

mRNA、
CHOP

 

mRNA 检测。 取血后处死大鼠,分离大鼠心

脏,按照试剂盒说明书检测,提取大鼠心脏左心室

游离壁中部的心室肌肉,制成组织切片,首先将切

片置入 65℃烤箱中烤 2
 

h,放入二甲苯 10
 

min,更换

二甲苯再放置 10
 

min,然后依次放入 100% 乙醇、
100% 乙醇、 95% 乙醇、 80% 乙醇及纯化水中, 各

5
 

min。 将切片放入修复盒中,加入柠檬酸缓冲液,
高压锅加热后等自然冷却,弃去柠檬酸缓冲液,用
PBS 缓冲液冲洗。 将切片放置湿盒中,加入双氧

水,室温孵育 10
 

min,再用 PBS 缓冲液冲洗,并浸泡

5
 

min,如此反复 3 次。 用吸水纸吸干组织周围的

PBS 缓冲液,滴加 5%牛血清白蛋白( BSA),37℃ 封

闭 30
 

min。 用吸水纸吸掉组织周围的 BSA,然后滴

加足量稀释好的一抗:GRP78(1 ∶ 200);CHOP (1 -
200),置于湿盒中,4℃ 孵育过夜。 取出湿盒,于室

温下放置 45
 

min,再用 PBS 缓冲液浸泡冲洗玻片

3 次,每次 5
 

min,滴加辣根酶标记山羊抗兔 IgG
(H+L)(1 ∶200),37℃孵育 30

 

min,再于 PBS 缓冲液

下淋洗。 用 DAB 显色,在显微镜下观察染色程度,
自来水淋洗 1

 

min;苏木精复染,盐酸乙醇分化,返
蓝;再次自来水冲洗 1

 

min,脱水、透明、封片、镜检。
2. 4　 统计学方法　 使用 SPSS

 

22. 0 软件进行数据处

理及统计分析,计量资料采用均数±标准差(x±s)表

示。 符合正态分布及方差齐性时,多组间数据分析采

用单因素方差分析,组间比较采用最小显著差数法。
不服从正态分布进行秩和检验;方差不齐时进行

Dunnett-t 检验。 以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
3　 实验结果

3. 1　 大鼠一般情况及超声结果比较　 正常对照组

大鼠精神状态良好,体质量正常,呼吸频率无明显

变化,二便正常;模型组、强心安神小剂量组大鼠精

神萎靡,毛色逐渐干枯发黄,呼吸频率增快,进食较

前减少;强心安神大剂量组以及卡托普利组大鼠精

神不振,进食减少,二便正常。 超声检测大鼠 LVEF
及 LVFS,结果显示:与正常对照组比较,模型组、强
心安神方小剂量组、强心安神方大剂量组、卡托普

利组的 LVEF、LVFS 均显著降低(P<0. 05)。
3. 2　 各组大鼠 NT-proBNP 表达比较　 模型组 NT-
proBNP 值显著高于正常对照组,差异有统计学意义

(P<0. 01);各治疗组 NT-proBNP 值均较模型组降

低(P<0. 05 或 P<0. 01);强心安神方大、小剂量组与

卡托普利组相比,差异无统计学意义(P>0. 05);强心

安神方大剂量组 NT-proBNP 值高于强心安神方小剂

量组,差异有统计学意义(P<0. 05)。 (见表 1)
表 1　 各组大鼠 NT-proBNP 表达比较(x±s,pg / ml)

组别 只数 NT-proBNP
正常对照组 15 93. 47±27. 13
模型组 15 152. 55±25. 23a

强心安神方小剂量组 15 132. 08±9. 32b

强心安神方大剂量组 15 113. 85±24. 99cd

卡托普利组 15 125. 23±10. 82c

　 　 注:与正常对照组比较,aP< 0. 01;与模型组比较,bP<
0. 05,cP<0. 01;与强心安神方小剂量组比较,dP<0. 05。

3. 3　 各组大鼠 GRP78
 

mRNA 及 CHOP
 

mRNA 表达

比较　 模型组 GRP78
 

mRNA 及 CHOP
 

mRNA 表达

高于正常对照组,差异有统计学意义(P<0. 01);各
治疗组 GRP78

 

mRNA 及 CHOP
 

mRNA 表达均较模

型组降低(P<0. 01);强心安神方大、小剂量组与卡

托普利组相比,GRP78
 

mRNA 及 CHOP
 

mRNA 表达

差异无统计学意义(P>0. 05);强心安神方大剂量

组 GRP78
 

mRNA 表达高于强心安神方小剂量组

(P<0. 05),2 组 CHOP
 

mRNA 表达差异无统计学意

义(P>0. 05)。 (见表 2)
表 2　 各组大鼠 GRP78

 

mRNA 及 CHOP
 

mRNA
表达比较(x±s)

组别 只数 GRP78
 

mRNA CHOP
 

mRNA
正常对照组 15 1. 00±0. 00 1. 00±0. 00
模型组 15 1. 81±0. 17a 2. 57±0. 49a

强心安神方小剂量组 15 1. 40±0. 15b 1. 47±0. 14b

强心安神方大剂量组 15 1. 25±0. 10bc 1. 21±0. 11b

卡托普利组 15 1. 29±0. 15b 1. 22±0. 05b

　 　 注:与正常对照组比较,aP< 0. 01;与模型组比较,bP<
0. 01;与强心安神方小剂量组比较,cP<0. 05。

4　 讨　 　 论

　 　 慢性心力衰竭归属于中医学“心痹” “心水”
“心胀”等范畴,为本虚标实、虚实夹杂之证,气血阴

阳的虚损存在于 CHF 病程发展的每一个阶段,首先
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出现心气虚,逐渐发展到气阴两虚,后阴损及阳,心
阳亏虚。 故益气和养阴在心衰的治疗中尤为重要。
强心安神方中炙黄芪补脾益气,为君药;制何首乌

补肝肾益精血,阿胶补血滋肝,两者合用可滋阴补

血;三七活血化瘀,在补血的同时可活血,通补兼

施;五加皮利水泻湿,葶苈子利水泻肺平喘,两者合

用可利水消肿;酸枣仁宁心安神,黄连清热燥湿,肉
桂可补火助阳,阴中求阳。 全方合用,共奏益气养

阴、强心安神,达心气充沛,阴阳调达之功。
神经内分泌介导心肌重构是心衰进展的基石,

而心肌细胞凋亡是心肌重构的重要表现之一,可导

致心肌舒缩功能减退[15] 。 作为心肌细胞凋亡途径

之一,内质网应激是近年来研究较热的调控途径,
是对外界刺激的一种保护性反应。 心肌细胞存在

大量内质网,各种环境变化如缺血、缺氧、氧化应激

等情况均可引起细胞内质网调节紊乱,引起大量未

折叠或错误折叠蛋白堆积,伴随着内质网应激的发

生,GRP78 与错误或未折叠的蛋白质结合,诱导激

活未折叠蛋白反应(UPR),促进蛋白质的折叠以减

少错误,然而严重的内质网应激反应长期存在,
UPR 激活下游信号分子,从而激活调控细胞凋亡转

录因子 CHOP 蛋白,促进或者诱导心肌细胞代偿性

肥厚、纤维化直至心力衰竭[16-17] 。
本实验研究结果显示,模型组大鼠 NT-proBNP

值明显高于正常对照组,予以强心安神方大、小剂

量组干预后,心衰大鼠血清 NT-proBNP 水平均较前

明显降低,表明强心安神方治疗心衰效果显著。 喻

正科等[18]在临床研究中发现,养心活血通脉汤治疗

心衰作用机制与降低 NT-proBNP 相关,这与本实验

结果相同,同时验证 NT-proBNP 指标的准确性。 王

智等[19]研究显示黄芩苷可通过抑制细胞内质网应

激及细胞凋亡、提高肌电稳定性治疗心衰。 本实验

结果揭示,模型组大鼠 GRP78
 

mRNA 及 CHOP
 

mR-
NA 表达明显高于正常对照组,表明体内内质网应

激激活,心肌受损,心功能减退,予以方药大、小剂

量治疗 4 周后,大鼠血清 GRP78
 

mRNA、CHOP
 

mR-
NA 的表达量显著降低,与模型组比较,差异有统计

学意义(P<0. 05 或 P<0. 01),与卡托普利组差异无

统计学意义(P>0. 05),提示强心安神方降低内质网

应激信号分子表达,减轻心肌细胞损伤,从而保护心

肌,抑制心肌重构。 上述结果无明显量效依赖关系。
本实验探讨了强心安神方治疗 CHF 的部分作

用机制,为临床应用提供了一定的实验依据。
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