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真武汤通过 ＬＣ３Ｂ－ｐ６２串话增强心肌细胞
自噬作用改善扩张型心肌病

于磊１，２，李峥１，２

（１．辽宁中医药大学，辽宁 沈阳 １１０８４７；２．辽宁中医药大学附属医院，辽宁 沈阳 １１００３２）

　　摘要：目的 通过观察真武汤对心肌细胞自噬作用的影响，探讨真武汤治疗扩张型心肌病（ＤＣＭ）的机制。方法 将

ｃＴｎＴＲ１４１Ｗ转基因ＤＣＭ小鼠３０只随机分为模型组和真武汤治疗组，每组１５只，Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ野生型小鼠１５只作为空白对照
组，真武汤治疗组以剂量１８．２ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１每天灌胃２次，空白对照组与模型组均以等量生理盐水灌胃，疗程４周。麦
胚凝集素染色法（ＦＩＴＣ－ＷＧＡ）检测小鼠的心肌肥厚情况；实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）与蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ）检测相关指标心房利尿钠肽（ＡＮＰ）、ｐ６２、ＬＣ３的ｍＲＮＡ及蛋白表达。结果 ①与空白对照组相比，模型组心肌细胞
增大且排列紊乱，细胞核与细胞间隙均增宽且大小不等，细胞大小不一致，间质少许纤维化；真武汤治疗组心肌肥厚程度

及心肌细胞形态明显改善。②与空白对照组相比，模型组中的 ＡＮＰ、ｐ６２、ＬＣ３Ｂ的 ｍＲＮＡ表达量极显著性提高（Ｐ＜
００１）。真武汤治疗组ＡＮＰ的ｍＲＮＡ表达量显著性降低（Ｐ＜００１），ｐ６２的ｍＲＮＡ表达量明显降低（Ｐ＜００５），ＬＣ３Ｂ的
ｍＲＮＡ表达量明显提高（Ｐ＜００５）。③与空白对照组相比，模型组 ＡＮＰ、ｐ６２、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ的蛋白表达量显著性提高（Ｐ＜
００１），真武汤治疗组中ＡＮＰ、ｐ６２的蛋白表达量显著性降低（Ｐ＜００１），ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ的蛋白表达量显著性提高（Ｐ＜００１）。
结论 真武汤可以有效改善转基因扩张型心肌病小鼠心脏结构及功能；真武汤通过调节自噬作用改善扩张型心肌病。
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ＺｈｅｎｗｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎ（真武汤）ＩｍｐｒｏｖｅｓＤｉｌａｔｅｄＣａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙｂｙＥｎｈａｎｃｉｎｇ
ＡｕｔｏｐｈａｇｙｏｆＣａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓＴｈｒｏｕｇｈＬＣ３Ｂ－ｐ６２Ｃｒｏｓｓｌｉｃｋ

ＹＵＬｅｉ１，２，ＬＩＺｈｅｎｇ１，２

（１．ＬｉａｏｎｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｓｈｅｎｙａｎｇ１１０８４７，Ｌｉａｏｎｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ；
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＯｂｊｅｃｔｉｖｅＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＺｈｅｎｗｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎ（真武汤）ｉｎｔｈｅｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆｄｉｌａｔｅｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ
（ＤＣＭ）ｂｙｗａｔｃｈｉｎｇｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＺｈｅｎｗｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎｏｎａｕｔｏｐｈａｇｙｏｆｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ．ＭｅｔｈｏｄｓＴｈｉｒｔｙｃＴｎＴＲ１４１Ｗ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃＤＣＭ
ｍｉｃｅｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏａｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄａＺｈｅｎｗｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ，ｗｉｔｈ１５ｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ｆｉｆｔｅｅｎ
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊｗｉｌｄ－ｔｙｐｅｍｉｃｅｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＴｈｅＺｈｅｎｗｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗａｓｇｉｖｅｎＺｈｅｎｗｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎ
（１８．２ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）ｂｙｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｔｗｉｃｅａｄａｙ．Ｂｏｔｈｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｇｉｖｅｎ
ｔｈｅｅｑｕａｌａｍｏｕｎｔｓｏｆｓａｌｉｎｅｂｙｇａｖａｇｅ，ａｎｄｔｈｅｃｏｕｒｓｅｏｆｔｒｅａｔｍｅｎｔｗａｓ４ｗｅｅｋｓ．ＭｙｏｃａｒｄｉａｌｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＦＩＴＣ－
ＷＧＡ．ＴｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＡＮＰ，ｐ６２ａｎｄＬＣ３ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃ
ｔｉｏｎ（ＲＴ－ＰＣＲ）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ①Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅｅｎｌａｒｇｅｄａｎｄｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ，ｔｈｅｓｐａｃｅｂｅｔｗｅｅｎｎｕｃｌｅｉａｎｄｃｅｌｌｓｗａｓｅｎｌａｒｇｅｄａｎｄｔｈｅｓｉｚｅｖａｒｉｅｄ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｉｚｅｗａｓｉｎｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ，
ａｎｄｔｈｅｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓｗａｓａｌｉｔｔｌｅ．Ｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｍｙｏｃａｒｄｉａｌｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙａｎｄｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｌｙｉｍｐｒｏｖｅｄｉｎＺｈｅｎｗｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．②Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＡＮＰ，ｐ６２
ａｎｄＬＣ３Ｂｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｈｉｇｈｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜００１）．ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＮＰｉｎＺｈｅｎｗｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１）．ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ６２ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５），ａｎｄｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓ
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ｓｉｏｎｏｆＬＣ３Ｂｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５）．③Ｉｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ
ＡＮＰ，ｐ６２ａｎｄＬＣ３Ⅱ／Ｉｗｅｒｅｈｉｇｈｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００１），ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＡＮＰ
ａｎｄｐ６２ｗｅｒｅｈｉｇｈｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅＺｈｅｎｗｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００１），ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＬＣ３
Ⅱ／Ｉｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１）．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＺｈｅｎｗｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｃａｒｄｉａｃｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅｗｉｔｈＤＣＭ．ＺｈｅｎｗｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎｃａｎｒｅｌｉｅｖｅＤＣＭｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇａｕｔｏｐｈａｇｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＺｈｅｎｗｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎ（真武汤）；ｄｉｌａｔｅｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ；ｉｍｐｒｏｖｅ

　　扩张型心肌病（ＤＣＭ）是一种以心室扩大和心肌收缩功能
降低为主要特征的异质性心肌病，是引起心力衰竭、心律失常

和猝死的常见心血管疾病之一［１］。由于发病具体机制仍在探

索，近年来，虽然治疗方案在逐步进步与改善，但是 ＤＣＭ患者
预后的５年生存率仍不足一半，且 ＤＣＭ仍是心脏移植与心力
衰竭的重要因素［２］。研究表明，自噬与 ＤＣＭ的发生及进展密
切相关［３］。与健康者相比，ＤＣＭ患者心肌细胞中的自噬结构
明显增加［４］。自噬作为一种进化保守的机制，当心脏在压力

应激下，心肌细胞可以通过自噬清除错误折叠蛋白质和受损的

线粒体，以减少心肌损伤，是心脏功能和稳态的主要调

节剂［５－６］。

真武汤作为《伤寒论》温阳利水的经典方剂，很早便开始

用于心水病的治疗，现代临床研究表明，真武汤可以治疗扩张

型心肌病和心力衰竭，有效改善患者左心室射血分数和生活质

量，并减少一定的不良事件发生率［７］。本研究旨在通过观察

真武汤对转基因ＤＣＭ小鼠心肌肥厚情况，同时根据小鼠自身
心房利尿钠肽（ＡＮＰ）水平与自噬水平标志物 ｐ６２、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ
ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响，探讨真武汤通过调节自噬作用改善
扩张型心肌病的可能性。

１　实验材料
１．１　动物

本实验所选用的 α－ｍｙｏｓｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ（ＭＨＣ）－ｃＴ
ｎＴＲ１４１Ｗ转基因ＤＣＭ小鼠和正常 Ｃ５７ＢＬ／６ＪＷＴ小鼠均购买于
中国医学科学院实验动物研究所，且均为雌鼠，饲养于 ＳＰＦ级
小动物饲养房（已通过辽宁中医药大学动物实验伦理委员会

批准，编号：２１００００４２０２３２１５）。
１．２　主要试剂及药品

真武汤，药用：附子１５ｇ，白术３０ｇ，生姜４５ｇ，茯苓４５ｇ，
芍药４５ｇ。以上５种中药购于辽宁中医药大学附属医院中药
房。麦胚凝集素染色法（ＦＩＴＣ－ＷＡＧ）染色试剂盒，０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ，全蛋白提取试剂盒，ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒，ＡＮＰ、
ｐ６２、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ抗体，羊抗兔ＩｇＧ－ＨＲＰ，内参抗体 β－ａｃｔｉｎ均
购买于 ｗａｎｌｅｉｂｉｏ公司；Ａｌｌ－ｉｎ－ＯｎｅＦｉｒｓｔ－ＳｔｒａｎｄＳｕｐｅｒＭｉｘ
（ＢｉｏＴｅｋｅ，货 号：ＭＤ８０１０１）；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，货 号：
ＳＲ４１１０）；２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，货号：ＰＣ１１５０）；引
物序列均由沈阳万类生物科技有限公司合成。

１．３　主要仪器
ＮＷ１０ＬＶＦ超纯水系统（ＨｅａｌＦｏｒｃｅ）；荧光显微镜；超速冷

冻离心机（货号：Ｈ－２０５０Ｒ）；紫外分光光度计（Ｔｈｅｒｍｏ，货号：
ＮａｎｏＤｒｏｐＯｎｅ）；Ｅｘｉｃｙｃｌｅｒ９６荧光定量 ＰＣＲ仪（ＢＩＯＮＥＥＲ）；
ＥＬＸ－８００酶标仪（ＢＩＯＴＥＫ）；ＤＹＣＺ－２４ＤＮ双垂直蛋白电泳仪
（北京六一）；ＤＹＹ－７Ｃ电泳仪（北京六一）；电热恒温培养箱

（天津泰斯特公司，型号：ＤＨ３６００１Ｂ）。
２　实验方法
２．１　动物饲养及分组

将Ｃ５７ＢＬ／６的ＷＴ野生型小鼠和 ｃＴｎＴＲ１４１Ｗ转基因扩张型
心肌病小鼠按１∶１合笼，２５℃恒温饲养，在小鼠月龄达到４个
月时行ＤＮＡ检测，确定ＤＣＭ转基因鼠及野生型鼠。Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠１５只为空白对照组，ｃＴｎＴＲ１４１Ｗ转基因小鼠３０只随机分为
等数量的模型组和真武汤治疗组。

２．２　给药
真武汤治疗组予真武汤灌胃，根据小鼠与人之间的等效剂

量换算公式，可计算出小鼠服用剂量，即以剂量 １８．２ｇ·
ｋｇ－１·ｄ－１每天灌胃２次，持续给药１个月。空白对照组与模
型组均以等量生理盐水灌胃。

２．３　取材
结束灌胃后，小鼠禁食 ２４ｈ，应用 １０％水合氯醛进行麻

醉，取腹主动脉血，并取出心脏组织，放置于高温灭菌 ＥＰ管
中，在－８０℃的环境中冻存。
２．４　指标检测
２．４．１　ＦＩＴＣ－ＷＧＡ检测小鼠心肌肥厚情况　心脏组织样本
在ＯＣＴ中冷冻之后，进行包埋冰冻切片（５μｍ），在４％ＰＦＡ固
定后进行冲洗。进行ＦＩＴＣ－ＷＧＡ切片染色，之后将组织玻片
放入ＰＢＳ中清洗３次，每次５ｍｉｎ，依次取出切片，擦干周围液
体，滴加抗荧光淬灭剂，盖玻片封片后于荧光显微镜下观察染

色效果。

２．４．２　实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）检测小鼠心脏组织中
ＡＮＰ、ｐ６２、ＬＣ３Ｂ的ｍＲＮＡ表达水平　运用 Ｐｒｉｍｅｒ－ＢＬＡＳＴ设
计引物［８］，见表１。Ｔｒｉｚｏｌ法提取空白对照组、模型组、真武汤
治疗组小鼠的心脏组织总 ｍＲＮＡ，使用紫外分光光度计 Ｎａｎｏ
ＤｒｏｐＯｎｅ测定各组样本中 ＲＮＡ的浓度，之后用反转录试剂盒
将ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ，再用 Ｅｘｉｃｙｃｌｅｒ９６荧光定量仪进行
ｑＲＴ－ＰＣＲ法逆转录ＰＣＲ，反应结束后记录各组的Ｃｔ值。

表１　引物序列

引物 序列 长度／（ｂｐ）

ＡＮＰ Ｆ：ＴＧＧＧＣＴＴＣＴＴＣＣＴＣＧＴＣ １２５
Ｒ：ＣＴＴＣＴＣＣＴＣＣＡＧＧＴＧＧＴＣＴＡ

ｐ６２ Ｆ：ＣＴＣＴＡＧＧＣＡＴＴＧＡＧＧＴＴＧＡ １２２
Ｒ：ＧＣＴＧＣＴＴＧＧＣＴＧＡＧＴＧＴＴＡ

ＬＣ３Ｂ Ｆ：ＡＡＣＣＡＡＧＣＣＴＴＣＴＴＣＣＴＣＣ １４１
Ｒ：ＴＧＣＴＧＴＣＣＣＧＡＡＴＧＴＣＴＣＣ

β－ａｃｔｉｎ Ｆ：ＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣ １７１
Ｒ：ＡＴＧＧＡＧＣＣＡＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡ

２．４．３　蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测各组小鼠心肌组
织中ＡＮＰ、ｐ６２、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ的蛋白表达　实验流程包括蛋白质
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抽提、蛋白质定量、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、转印至ＰＶＤＦ膜、封闭、孵育一
抗、孵育二抗、ＥＣＬ底物发光、图像保存。

所有胶片编码后进行扫描，分析目标条带的光密度值（凝

胶图像处理系统：Ｇｅｌ－Ｐｒｏ－Ａｎａｌｙｚｅｒ软件）。
３　统计学分析

应用ＳＰＳＳ２６．０统计学软件进行处理，所得数据均以均
数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间的比较采用单因素方差分析，
组间两两比较采用 ＬＳＤ法，非正态分布均采用秩和检验法。
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
４　结果
４．１　真武汤对小鼠心肌肥厚水平影响

ＦＩＴＣ－ＷＧＡ免疫荧光染色结果显示，与空白对照组相比，
模型组心肌细胞排列紊乱，心肌细胞核与心肌细胞间隙均增宽

且大小不等，细胞大小不一致，间质少许纤维化、心肌细胞增

大。与模型组相比，真武汤治疗组心肌细胞核与心肌细胞间隙

减小，排列更整齐紧密且细胞大小相对一致，心肌肥厚程度有

所改善。见插页Ⅸ图１。
４．２　真武汤对小鼠心肌组织中 ＡＮＰ、ｐ６２、ＬＣ３ＢｍＲＮＡ表达
影响

Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ结果提示，与空白对照组相比，模型组心
肌组织中 ＡＮＰ、ｐ６２、ＬＣ３Ｂ的 ｍＲＮＡ表达量显著性提高（Ｐ＜
００１）。与模型组相比，真武汤治疗组心肌组织中的 ＡＮＰｍＲ
ＮＡ表达量显著性降低（Ｐ＜００１），ｐ６２的 ｍＲＮＡ表达量明显
降低（Ｐ＜００５），ＬＣ３Ｂ的ｍＲＮＡ表达量明显提高（Ｐ＜００５）。
见表２、图２。
表２　各组小鼠心肌组织中ＡＮＰ、ｐ６２、ＬＣ３ＢｍＲＮＡ表达比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＡＮＰｍＲＮＡ ｐ６２ｍＲＮＡ ＬＣ３ＢｍＲＮＡ

空白对照组　 ３ １．００±０．０７ １．００±０．０２ １．００±０．０８

模型组　　　 ３ ３．１５±０．２３ ３．００±０．１５ ３．０８±０．１３
真武汤治疗组 ３ １．４９±０．１９ １．５６±０．１８ ４．２０±０．３９

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，Ｐ＜００１。

　　注：Ａ．空白对照组，Ｂ．模型组，Ｃ．真武汤治疗组；与模型组
比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，Ｐ＜００１。
图２　各组小鼠心肌组织中ＡＮＰ、ｐ６２、ＬＣ３ＢｍＲＮＡ表达比较

４．３　真武汤对小鼠心肌组织中 ＡＮＰ、ｐ６２、ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ蛋白表
达影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，与空白对照组相比，模型组小鼠心
肌组织中ＡＮＰ、ｐ６２、ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ的蛋白表达量显著性提高（Ｐ＜
００１）；与模型组相比，真武汤治疗组小鼠心肌组织中 ＡＮＰ、
ｐ６２的蛋白表达量显著性降低（Ｐ＜００１），ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ的蛋白
表达量显著性提高（Ｐ＜００１）。见表３、图３。

表３　各组小鼠心肌组织中ＡＮＰ、ｐ６２、ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ蛋白表达比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＡＮＰ／β－ａｃｔｉｎ ｐ６２／β－ａｃｔｉｎ ＬＣ３Ⅱ／Ｉ

空白对照组　 ３ １．００±０．０２ １．００±０．０３ １．００±０．０１

模型组　　　 ３ ７．５７±０．０６ ２．７６±０．０４ ２．４６±０．０３
真武汤治疗组 ３ ２．９７±０．０３ １．６３±０．０２ ５．００±０．０６

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００１。

５　讨论
扩张型心肌病是指心肌在没有如高血压和瓣膜疾病等异

常负荷的情况下，以心肌肥厚、左心室扩张和收缩功能障碍为

主要特征的一类非缺血性心肌病［９－１０］。ＤＣＭ的患病率近年来
呈持续升高趋势，男性患病率约为女性３倍，平均发病年龄为
４０岁［１１］。

　　扩张型心肌病在中医古籍中并未提及，据其临床症状及表
现，中医学认为扩张型心肌病属“心悸”“心痹”“喘证”“水肿”

“怔忡”等范畴，其病机特点以本虚标实为主，本虚为阳虚、气

虚，标实为痰湿、水饮。其病位在心，累及脾、肾。心主血脉，心

的阳气虚衰使血液运行迟缓，阳虚则不能温化水液、温养心脉；

脾为后天之本，脾主运化，脾虚则水湿不运，则湿聚成痰，正如

《素问·至真要大论篇》所云：“诸湿肿满，皆属于脾”；肾为先

天之本、主水液的蒸腾气化，肾阳虚衰，则水液气化无权，水液

内停，甚者水气凌心，正如《医方论》所言：“水中之火，是为真

火，此火一衰，则肾水泛滥。”因此，阳气虚衰日久，推动无力，

阳虚不能温化水液则水饮内生，此本虚标实之证，故立温阳利

水治法，此乃阳光普照，阴霾自散。真武汤是《伤寒论》温阳利

水的经典方剂，“太阳病篇”第８２条云［１２］：“太阳病，发汗，汗

出不解，其人仍发热，心下悸，头眩，身
"

动，振振欲擗地者，真

武汤主之。”表证虽解，但发汗太过，也会导致阳气虚衰，从而

形成变证。“少阴病篇”第３１６条云：“少阴病二三日不已，至
四五日，腹痛，小便不利，四肢沉重疼痛，自下利者，此为有水

气，其人或咳，或小便利，或下利，或呕者，真武汤主之。”８２条
太阳病与３１６条少阴病辨证，此两条虽表现不同，但其病机同
为阳虚水泛证，从症状表现看与现代医学的扩张型心肌病类

似。《伤寒明理论》云：“真武，北方水神也，而属肾，用以治水

焉”，也可知真武汤温阳利水之功，故可同选真武汤用于治疗

心力衰竭者小便不利，肢体沉重或浮肿，头重脚轻等症状。真

武汤的组成为茯苓、芍药、白术、生姜、附子，方中附子大辛大

热，温肾阳以益心阳；白术、茯苓甘淡渗利，健脾渗湿，使湿从小

便而出；生姜辛温以发散水气；白芍酸甘，利小便。诸药共奏温

阳利水之功。李峥等［１３］前期研究发现，真武汤可降低 ｃＴ
ｎＴＲ１４１Ｗ转基因扩张型心肌病小鼠ｃＴｎＴＲ１４１Ｗ基因表达，从而改善
扩张型心肌病小鼠的心脏结构及心肌细胞的超微结构。原艺

等［１４］通过对真武汤加减治疗扩张型心肌病临床疗效的 Ｍｅｔａ
分析显示，真武汤加减联合西药治疗可更有效地提高 ＤＣＭ患
者左室射血分数及临床症状。鞠静等［１５］研究表明，真武汤能

够明显改善病人心脏功能，减轻临床症状及并发症，提高生活

质量，且优于单纯西药治疗。

ＤＣＭ的病理生理过程是由于各种损害引起心肌细胞损
伤、坏死，从而导致心肌弥漫纤维化，导致心脏形态失常与功能

受损［１６］。在临床心血管病中，ＡＮＰ常作为检测心力衰竭的指
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注：Ａ．空白对照组，Ｂ．模型组，Ｃ．真武汤治疗组；与模型组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，Ｐ＜００１。
图３　各组小鼠心肌组织ＡＮＰ、ｐ６２、ＬＣ３Ⅱ／Ｉ蛋白表达

标，主要在心房肌细胞胞浆中产生，有实验表明，ＡＮＰ具有广
泛地降低血压和心脏前负荷的全身功能，且成为测量心力衰竭

的重要生物标志物，相比正常状态下，心力衰竭时 ＡＮＰ升高
１０～３０倍［１７］。在临床上，ＡＮＰ可以作为评价冠心病、扩张型
心肌病等多种心血管疾病预后的重要指标，具有较高的价

值［１８］。现代药理研究表明，真武汤可使心肌收缩力、冠脉血流

量增加，具有扩张血管的作用，特别是促进血液循环，改善缺血

心肌的血氧供应及末梢循环；促进电解质排钠利尿的作用，也

可强心扩血管；兴奋肾上腺皮质，以便温肾助阳［１９］。目前中医

药辨证治疗扩张型心肌病，提高射血分数、降低血浆脑利尿钠

肽水平、增强心肌收缩力、逆转心肌纤维化等方面有显著疗效，

可减轻临床症状，降低病死率，改善心功能，提高生活质量且疗

效稳定［２０］。本实验所选ＤＣＭ小鼠在饲养４个月后，心肌细胞
肥厚且明显受损，出现了一定程度的纤维化，ＡＮＰ的 ｍＲＮＡ与
蛋白量表达均明显升高。而真武汤治疗组小鼠，其心肌受损程

度、心肌肥厚状况均得到了明显改善，ＡＮＰ的ｍＲＮＡ与蛋白量
表达也很大程度地降低，说明真武汤对于 ＤＣＭ小鼠具有改善
相关病理的作用。

自噬与心肌细胞的肥厚密切相关，自噬是指选择性地靶向

自身衰老或损伤功能障碍的细胞器，并将其包裹形成自噬体，

与溶酶体融合，进而降解内容物被循环再利用的过程［２１］。基

础自噬是心肌细胞中普遍存在的，在缺血性心肌病、心力衰竭

和心脏肥大过程中，其显著上调以保护心脏；但过高或者过低

水平的自噬，也将导致细胞水平的代谢紊乱，使细胞及各个器

官系统的调控和修复水平失控，导致相关疾病的发生［２２］。而

一定程度诱导自噬能改善扩张型心肌病大鼠心功能［２３］。

ＬＣ３Ｂ作为自噬水平的检测指标，ＬＣ３Ｂ分为 ＬＣ３Ｉ和 ＬＣ３Ⅱ两
种形式，其活性形式 ＬＣ３Ⅱ参与自噬体的延伸，细胞质上的
ＬＣ３Ｉ水解成ＬＣ３Ⅱ后定位于自噬体膜上，进一步与溶酶体融
合而启动自噬，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ｉ与自噬水平呈正相关［２４－２６］。ｐ６２
作为研究广泛的一个自噬底物，通过与ＬＣ３Ｂ相互作用渗入到
自噬体并通过自噬溶酶体有效降解，从而抑制自噬，即 ｐ６２与
自噬水平负相关［２７］。因此，ｐ６２的表达量变化也可以用于监
测自噬变化。本实验模型组中 ＤＣＭ小鼠相对于空白对照组，
ＬＣ３Ⅱ／Ｉ、ｐ６２的 ｍＲＮＡ与蛋白量表达均升高，表明了自噬起
始正常，但下游不通，吞噬体和溶酶体不能融合，ＬＣ３Ｂ不能降
解，自噬受到了损伤。而真武汤治疗组对于模型组来说，ＬＣ３
Ⅱ／Ｉ升高，ｐ６２降低，表明自噬下游相比之前更为通畅，更多的
吞噬体与溶酶体相互融合，自噬作用较前增加。这些结果都进

一步验证了真武汤是可以通过调节扩张型心肌病小鼠体内自

噬作用而改善相关症状。

目前已有研究发现扩张型心肌病自噬作用之间存在相互

关联。ＧＵＲ等［２８］对大鼠注射阿霉素建立 ＤＣＭ动物模型，结
果显示心功能受损、心肌细胞中有大量自噬泡堆积，在接受整
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合素连接酶 ＩＬＫ的治疗后，促进了自噬泡的清除，恢复自噬
流，从而抑制心肌细胞凋亡，显著改善心脏功能。常红波等［２９］

对 ＤＣＭ大鼠进行 ８周抗纤益心方治疗，治疗后 ＤＣＭ大鼠心
肌细胞自噬水平上调，心脏功能得到改善。史默怡等［３０］构建

高血压型心肌肥厚小鼠模型，应用祛风养心法证明，其可以提

高Ｓｉｒｔ３相关表达，从而抑制 ＳＨＲ大鼠心肌肥厚，改善心肌细
胞自噬功能。ＳＡＩＴＯＴ等［３１］研究发现，扩张型心肌病心力衰

竭患者心肌细胞自噬与心力衰竭预后呈正相关。当自噬过度

激活时，会促进心力衰竭的发展［３２］。这些研究提示，自噬作用

与 ＤＣＭ相关，已经成为治疗方向之一。
以上结论表明，真武汤可以有效改善转基因扩张型心肌病

小鼠心脏结构及功能；真武汤可以通过调节自噬作用改善扩张

型心肌病。
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Ⅸ

真武汤通过ＬＣ３Ｂ－ｐ６２串话增强心肌细胞自噬作用改善扩张型心肌病

（正文见１０３－１０７页）

注：Ａ．空白对照组；Ｂ．模型组；Ｃ．真武汤治疗组。
图１　ＦＩＴＣ－ＷＧＡ染色检测各组小鼠的心肌肥厚情况（×４００）
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