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基于 ＡＴＦ６／ＧＲＰ７８通路探讨抗纤益心方
对扩张型心肌病小鼠心肌细胞凋亡的影响

常红波１，２，王振涛２，吴鸿１，曾垂义２，刘舜禹２，秦楠２

（１．河南中医药大学，河南 郑州 ４５００４６；２．河南省中医院，河南 郑州 ４５０００２）

　　摘要：目的 观察抗纤益心方对扩张型心肌病（ＤＣＭ）小鼠心肌细胞凋亡及内质网跨膜蛋白转录激活因子６（ＡＴＦ６）、
分子伴侣葡萄糖调节蛋白７８（ＧＲＰ７８）、Ｃ／ＥＢＰ同源蛋白（ＣＨＯＰ）的影响，探讨抗纤益心方调控ＧＲＰ７８／ＡＴＦ６信号通路改
善ＤＣＭ心肌细胞凋亡的作用机制。方法 实验中４０只ｃＴｎＴＲ１４１Ｗ转基因 ＤＣＭ小鼠按照随机数字表法分为模型组、抗纤
益心方高剂量（５．４ｇ／ｋｇ）组、抗纤益心方低剂量（２．７ｇ／ｋｇ）组、卡托普利（０．０１ｇ／ｋｇ）组，每组１０只，１０只 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠作为正常组，药物干预８周，利用小动物超声仪评价心脏功能包括左室舒张末期内径（ＬＶＥＤＤ）、左室收缩末期内径
（ＬＶＥＳＤ）、射血分数（ＥＦ）、缩短率（ＦＳ），ＨＥ染色心肌组织病理形态，透射电子显微镜检测内质网超微结构，ＴＵＮＥＬ法检
测心肌组织凋亡，免疫组化法（ＩＨＣ）检测心肌组织ＡＴＦ６、ＧＲＰ７８表达，实时荧光定量聚合酶链式反应（Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ）
检测心肌ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰｍＲＮＡ表达，蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测心肌 ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰ、Ｂ细胞淋巴
瘤－２（Ｂｃｌ－２）、Ｂｃｌ－２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）蛋白表达。结果 与正常组比较，模型组小鼠ＬＶＥＳＤ和ＬＶＥＤＤ升高、ＦＳ和ＥＦ
降低（Ｐ＜００５），心肌损伤，细胞凋亡数明显增加（Ｐ＜００１），内质网结构受损、肿大；免疫组化ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６表达均增加
（Ｐ＜００１）；ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰｍＲＮＡ表达均增加（Ｐ＜００１）；ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰ、Ｂａｘ蛋白表达均增加（Ｐ＜００１），
抗凋亡因子Ｂｃｌ－２蛋白表达降低（Ｐ＜００１）；与模型组比较，抗纤益心方高、低剂量组ＬＶＥＳＤ和ＬＶＥＤＤ降低、ＦＳ和ＥＦ
增加（Ｐ＜００５），心肌损伤减轻，细胞凋亡减少（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），内质网损伤及肿大减轻，免疫组化 ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６表
达均降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰｍＲＮＡ表达均降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰ、Ｂａｘ蛋
白表达均降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），抗凋亡因子Ｂｃｌ－２蛋白表达增加（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。结论 抗纤益心方能够抑制

ＤＣＭ小鼠心肌细胞凋亡，提高心脏功能，其作用机制可能与抑制内质网应激、下调ＡＴＦ６／ＧＲＰ７８信号通路有关。
　　关键词：抗纤益心方；扩张型心肌病；心肌细胞凋亡；内质网应激；ＡＴＦ６／ＧＲＰ７８信号通路
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ｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＫＹＤｃａｎｉｎｈｉｂｉｔＤＣＭｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｃａｒｄｉａｃｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎ
ｍｉｃｅ，ａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓａｎｄｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＡＴＦ６／ＧＲＰ７８ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＫａｎｇｘｉａｎＹｉｘｉｎＤｅｃｏｃｔｉｏｎ（抗纤益心方）；ｄｉｌａｔｅｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ；ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕ
ｌｕｍｓｔｒｅｓｓ；ＡＴＦ６／ＧＲＰ７８ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

　　扩张型心肌病（ＤＣＭ）是引起心力衰竭的重要病因之一，
其病情呈进行性发展，目前其病因及病理机制尚不完全明

确［１－２］。研究表明，内质网应激（ＥＲＳ）在 ＤＣＭ发生发展中具
有重要作用。早期适度的ＥＲＳ反应作为自身保护机制引起心
肌肥大使心功能得以代偿，但持续的 ＥＲＳ过载导致心肌细胞
凋亡发生，心功能下降［３－５］。在ＤＣＭ患者中发现内质网（ＥＲ）
肿胀和功能紊乱，内质网跨膜蛋白转录激活因子６（ＡＴＦ６）、分
子伴侣葡萄糖调节蛋白７８（ＧＲＰ７８）表达明显增加［６］，激活未

折叠蛋白反应，诱导凋亡途径 Ｃ／ＥＢＰ同源蛋白（ＣＨＯＰ）激活，
导致心肌细胞凋亡［７］，促使 ＤＣＭ发展。因此，调控内质网应
激及其相关信号转导途径ＡＴＦ６／ＧＲＰ７８可能成为防治ＤＣＭ的
潜在作用靶点。

抗纤益心方是全国名老中医药专家王振涛教授临床治疗

ＤＣＭ的方剂，取得较好疗效［８－９］。预实验研究发现，抗纤益心

方能够减轻心肌细胞凋亡，提高心功能，延缓ＤＣＭ进程且对内
质网具有一定的保护作用。然而，抗纤益心方调节内质网应激

的潜在机制尚未阐明。本研究通过建立 ＤＣＭ小鼠模型，以观
察抗纤益心方对ＤＣＭ小鼠心功能、心肌细胞凋亡及内质网应
激的影响，探讨其作用机制，为抗纤益心方治疗ＤＣＭ临床用药
提供科学的实验依据。

１　材料
１．１　动物　实验所用动物购自中国医学科学院实验动物研究
所，生产许可证号 ＳＣＸＫ（京）２０２３－００１３，ＳＰＦ级雄性，ｃＴ
ｎＴＲ１４１Ｗ转基因小鼠和Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠体质量（２０±２）ｇ，动物合
格证编号１１０３２６２４１１００００７８，动物于河南省中医院中心实验室
动物中心饲养，动物房室内相对湿度４０％～６０％，温度２０～２４
℃，１２ｈ／１２ｈ交替照明。河南省中医院动物实验伦理委员会
评审通过该实验，伦理编号：ＰＺ－ＨＮＳＺＹＹ－２０２２－０６０。
１．２　药物　实验中药抗纤益心方由四川新绿药业科技发展有
限公司提供，药物组成：黄芪３０ｇ，红参１２ｇ，丹参１５ｇ，益母草
１５ｇ，茯苓１５ｇ，白术１５ｇ，泽兰１５ｇ，麦冬１２ｇ，升麻９ｇ，药物质
量控制采用ＧＭＰ认证（证书编号：ＳＣ２０１５００３７），１．０ｇ颗粒相
当于生药８．０ｇ。卡托普利片（上海信宜天平药业有限公司生
产，国药准字Ｈ３１０２１８３２，批号：１８７２８０，２５ｍｇ／片）。
１．３　试剂　ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（上海碧云天生物技术有限
公司，批号：Ｐ００１０）；伊红染色液和苏木精染色液（北京索莱宝
科技有限公司，批号：Ｇ１１２０－３）；ＰＶＤＦ膜（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司，批号：ＩＰＶＨ００１０）；ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶（西安晶彩生物公司，

批号：ＪＣＰＥ０２２）；实时荧光定量聚合酶链式反应（Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ
ＰＣＲ）反转录试剂盒、ｍＲＮＡ提取试剂盒（日本 Ｔａｋａｒａ公司，批
号分别为ＦＢ２６ＫＢ３９０４，ＡＫ５１５９８Ａ）；ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰ、Ｂａｘ、
Ｂｃｌ－２、ＧＡＰＤＨ抗体（武汉三鹰生物公司，批号：１１５８７－１－
ＡＰ、２４１６９－１－ＡＰ、１５２０４－１－ＡＰ、５０５９９－２－ｌｇ、１２７８９－１－
ＡＰ、６０００４－１－ｌｇ）。
１．４　仪器　ＶＩＮＮ０６ＬＡＢ小动物超声仪（飞依诺科技股份有限
公司）；Ｍｉｎｉ－ＰＲＯＴＥＡＮＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳系统、Ｍｉｎｉ
Ｔｒａｎｓ－Ｂｌｏｔ蛋白湿转仪、ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋凝胶成像系统（美国
Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）；透射电子显微镜（日本电子株式会社，ＪＥＭ－
１４００）。
２　方法
２．１　分组与给药　按照随机数字表法将 ｃＴｎＴＲ１４１Ｗ转基因
ＤＣＭ小鼠随机分为４组，即模型组，抗纤益心方高、低剂量组，
卡托普利（０．０１ｇ／ｋｇ）组，每组１０只。将１０只Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠
作为正常组。抗纤益心方高、低剂量小鼠灌胃浓度分别是

５４、２．７ｇ／ｋｇ，灌胃剂量根据临床成人服用剂量换算得到，小
鼠每公斤体质量用药量为成人公斤体质量的９倍，除药物组干
预外，其余各组给予灌胃对应剂量的生理盐水，连续干预８周。
２．２　小鼠心脏功能检测　利用小动物超声心动仪于小鼠乳头
肌水平处用二维定向Ｍ型测量左室舒张末期内径（ＬＶＥＤＤ）、
左室收缩末期内径 （ＬＶＥＳＤ）、射血分数 （ＥＦ）、缩短率
（ＦＳ）［１０－１１］。每次需连续检测３个心动周期，以上检测由同一
专业超声人员进行操作。

２．３　心肌组织病理检测　将取出心脏利用４％多聚甲醛固
定，浸泡２４ｈ，常规脱水，然后按照ＨＥ染色方法依次进行石蜡
包埋，切片，脱洗，染色，封片过夜，每个标本５个视野选取，使
用显微镜观察并拍照。

２．４　心肌内质网超微结构检测　取心脏左心室小块心肌组
织，每块心肌组织体积约１ｍｍ３，迅速放入２．５％戊二醛 ＥＰ管
中固定４ｈ，换液，然后按照步骤进行漂洗，加入１％锇酸，丙酮
浸染，半薄切片定位、超薄切片，依次滴加饱和醋酸铀溶液、柠

檬酸铅溶液，透射电子显微镜观察拍照。

２．５　心肌组织细胞凋亡检测　将石蜡切片样本依次放入二甲
苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ、不同浓度乙醇。用滤纸吸干切片样本周围液
体，滴加蛋白酶Ｋ溶液孵育。参照 ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂
盒说明书进行操作，荧光显微镜下观察并拍照［１０］。

２．６　免疫组化法检测心肌组织ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６表达　将心肌组

６４
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织石蜡切片，乙醇脱蜡，抗原修复，封闭处理，然后将切片分别

与ＧＲＰ７８一抗（１∶２００）和ＡＴＦ６一抗（１∶２００），４℃孵育过夜，
滴加生物素标记二抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤，ＤＡＢ显色
剂显色，依次水洗、复染、脱水和透明处理，中性树胶封片，半定

量分析，使用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件测量阳性区域的积分光密
度，计算比值。

２．７　心肌组织ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰｍＲＮＡ表达检测　取每个
样品约５０ｍｇ心肌组织，按照柱式动物组织总 ＲＮＡ抽提纯化
试剂盒操作提取总 ＲＮＡ，用 Ｔａｋａｒａ反转录试剂配制反转录体
系总体积２０μＬ，扩增，反转录 ｃＤＮＡ，按照试剂盒说明配制反
应液，经过９５℃预变性，变性，退火／延伸，再加热至９５℃，循
环数为４０。引物设计在 ＮＣＢＩ网站输入 ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰ，
获取基因编码序列，引物合成由上海生工生物工程技术服务有

限公司提供。引物序列：ＧＲＰ７８上游 ＡＧＴＡＡＧＡＧＧＴＧＴ
ＧＡＣＧＣＣＴＧ，下游ＧＴＣＴＡＣＴＣＣＴＣＡＡＴＧＣＧＡＣＧ，ｂｐ：１１９；ＡＴＦ－
６上游 ＡＴＣＡＣＴＧＴＧＴＣＧＧＴＡＴＧＧＣＴ，下游 ＴＡＧＧＡＴＧＴＡＡＧ
ＧＡＣＧＴＣＧＡＴ，ｂｐ：２１２；ＣＨＯＰ上 游 ＧＴＧＡＣＡＡＣＴＡＣＣＴＧＴＣ
ＣＣＡＧ，下游 ＧＣＴＧＴＴＡＣＧＣＧＡＴＡＧＣＣＣＡＴ，ｂｐ：１６０；ＧＡＰＤＨ上
游 ＡＴＣＧＧＣＴＣＣＴＴＴＧＡＡＣＣＴＣＧ， 下 游 ＣＴＴＧＧＴＧＴＣＡＴＣ
ＣＣＡＣＴＣＣＣ，ｂｐ：１５５。每个样本设３个复孔，取其平均值，重复
３次。根据２－ΔΔＣｔ定量法计算各组ｍＲＮＡ表达水平。
２．８　心肌组织 ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２蛋白表达检
测　从－８０℃取冻存心肌组织约１００ｍｇ，ＲＩＰＡ裂解，匀浆，冰
上裂解１ｈ，离心，以４∶１比例加入蛋白上样缓冲液，在１００℃
条件下煮蛋白５ｍｉｎ，制胶，上样，凝胶电泳和转模，室温下５％
脱脂奶粉封闭１ｈ，一抗 ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２（稀
释比例均为 １∶１０００），４℃一抗孵育过夜，清洗 ５次，１次／５
ｍｉｎ，孵育二抗（稀释比例均为 １∶２０００）１ｈ，１×ＴＢＳＴ洗膜 ３
次，于ＥＣＬ超敏发光液中显影，结果使用 ＩｍａｇｅＪ软件分析条
带的光密度值，以目的蛋白／ＧＡＰＤＨ比值表示目的蛋白相对表
达量［１２］。

２．９　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２１．０统计软件对实验数据分
析，符合正态分布以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间比较用
单因素方差分析，方差齐时采用ＬＳＤ法检验，方差不齐时采用
Ｔａｍｈａｎｅ′ｓ法检验。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
３　结果
３．１　抗纤益心方改善 ＤＣＭ小鼠心脏功能　如插页Ⅻ图１和
表１所示，与正常组比较，模型组小鼠 ＬＶＥＳＤ和 ＬＶＥＤＤ增加
（Ｐ＜００５），ＦＳ和ＥＦ降低（Ｐ＜００５）；与模型组比较，抗纤益
心方高、低剂量组和卡托普利组ＬＶＥＳＤ、ＬＶＥＤＤ有不同程度降
低（Ｐ＜００５），ＦＳ和ＥＦ有不同程度增加（Ｐ＜００５）。
３．２　抗纤益心方减轻ＤＣＭ小鼠心肌病理损伤　由插页ⅩⅢ图
２可知，与正常组比较，模型组心肌受损明显，细胞核排列不规
则，肌纤维排列、走形紊乱，胶原沉积，局部心肌纤维化严重；与

模型组比较，抗纤益心方高、低剂量组和卡托普利组心肌受损

均不同程度减轻，其中抗纤益心方高剂量组减轻显著，心肌细

胞形态与纤维排列顺序明显改善，胶原沉积明显减少。

３．３　抗纤益心方减轻 ＤＣＭ小鼠心肌细胞凋亡　与正常组比
较，模型组细胞凋亡明显增加（Ｐ＜００１）；与模型组比较，抗纤
益心方高、低剂量组和卡托普利组比较，不同程度细胞凋亡减

少（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），抗纤益心方高剂量组和卡托普利组细
胞凋亡比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），而抗纤益心方低
剂量组和卡托普利组细胞凋亡比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。结果见插页ⅩⅣ图３、表２。
３．４　抗纤益心方改善 ＤＣＭ小鼠心肌细胞内质网超微结构　
由插页ⅩⅤ图４可知，与正常组比较，模型组内质网明显出现肿
胀、结构破裂、失去正常形态；与模型组比较，抗纤益心方高、低

剂量组和卡托普利组内质网腔被压缩和延长，内质网肿胀得到

不同程度明显减轻，其中抗纤益心方高剂量组减轻显著。

３．５　抗纤益心方对 ＤＣＭ小鼠心肌 ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６表达的影响
　如插页ⅩⅥ图５和表３所示，与正常组比较，模型组 ＧＲＰ７８、
ＡＴＦ６表达增加（Ｐ＜００１）；与模型组比较，抗纤益心方高、低
剂量组和卡托普利组 ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６不同程度降低（Ｐ＜００１，
Ｐ＜００５），抗纤益心方高剂量组和卡托普利组 ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６
比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），而抗纤益心方低剂量组
和卡托普利组 ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。
３．６　抗纤益心方降低 ＤＣＭ小鼠心肌 ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰ
ｍＲＮＡ表达　由表 ４可知，与正常组比较，模型组 ＧＲＰ７８、
ＡＴＦ６、ＣＨＯＰｍＲＮＡ表达明显增加（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；与模
型组比较，抗纤益心方高、低剂量组 ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰｍＲ
ＮＡ表达不同程度降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），抗纤益心方高剂
量组和卡托普利组ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰｍＲＮＡ比较，差异无统
计学意义（Ｐ＞００５），而抗纤益心方低剂量组和卡托普利组
ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰｍＲＮＡ比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。
３．７　抗纤益心方对ＤＣＭ小鼠心肌凋亡因子Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２蛋白
表达的影响　与正常组比较，模型组凋亡因子Ｂａｘ蛋白表达明
显增加（Ｐ＜００１），抗凋亡因子 Ｂｃｌ－２蛋白表达降低（Ｐ＜
００１）；与模型组比较，抗纤益心方高、低剂量组和卡托普利组
Ｂａｘ蛋白表达降低（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），抗纤益心方高剂量组
和卡托普利组 Ｂａｘ蛋白表达比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５），而抗纤益心方低剂量组和卡托普利组 Ｂａｘ蛋白表达比
较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；抗纤益心方高、低剂量组和
卡托普利组Ｂｃｌ－２蛋白表达增加（Ｐ＜００５），药物干预组之间
比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结果见图６、表５。
３．８　抗纤益心方降低 ＤＣＭ小鼠心肌 ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰ蛋
白表达　与正常组比较，模型组ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰ蛋白表达
降低（Ｐ＜００１）；与模型组比较，抗纤益心方高、低剂量组和卡
托普利组ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰ蛋白表达增加（Ｐ＜００１，Ｐ＜

表１　各组小鼠心脏超声结果比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 剂量／（ｇ／ｋｇ） ＬＶＥＳＤ／（ｍｍ） ＬＶＥＤＤ／（ｍｍ） ＦＳ／（％） ＬＶＥＦ／（％）

正常组　　　　　　 １０ － ２．７８±０．２２ １．８１±０．２４ ３４．９０±１．２１ ７２．４２±１．９６
模型组　　　　　　 １０ － ３．８８±０．３１▲ ３．３７±０．２３▲ １３．１５±０．８６▲ ３４．４８±１．６３▲

抗纤益心方高剂量组 １０ ５．４ ３．１８±０．２４＃ ２．４３±０．４６＃ ２３．６８±１．３７＃ ５５．３８±１．４２＃

抗纤益心方低剂量组 １０ ２．７ ３．４９±０．２３＃ ２．７３±０．１９＃ ２１．７８±１．２１＃ ５２．１３±１．２６＃

卡托普利组　　　　 １０ ０．０１ ３．４７±０．２７＃ ２．６９±０．１８＃ ２２．４８±１．４３＃ ５３．４０±１．３１＃

　　注：▲与正常组比较，Ｐ＜００５；＃与模型组比较，Ｐ＜００５。
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表２　各组小鼠心肌细胞凋亡结果比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 剂量／（ｇ／ｋｇ） 凋亡／（％）

正常组　　　　　　 ６ － ６．１０±１．２８
模型组　　　　　　 ６ － ３９．５０±３．０２▲▲

抗纤益心方高剂量组 ６ ５．４ １２．２７±１．３３＃＃

抗纤益心方低剂量组 ６ ２．７ ２３．０３±２．６３＃

卡托普利组　　　　 ６ ０．０１ １３．４１±１．１３＃＃

　　注：▲▲与正常组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５；＃＃与
模型组比较，Ｐ＜００１。

表３　各组小鼠心肌组织ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６表达结果比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 剂量／（ｇ／ｋｇ） ＧＲＰ７８ ＡＴＦ６

正常组　　　　　　 ６ － ０．６０±０．１３　 ０．７６±０．０６　
模型组　　　　　　 ６ － １．５７±０．１６▲▲ １．７５±０．２３▲▲

抗纤益心方高剂量组 ６ ５．４ ０．７６±０．０８＃＃ ０．８９±０．０６＃＃

抗纤益心方低剂量组 ６ ２．７ １．１３±０．１２＃ １．３８±０．１６＃

卡托普利组　　　　 ６ ０．０１ ０．６５±０．１１＃＃ ０．７６±０．２０＃＃

　　注：▲▲与正常组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５；＃＃与模型组比
较，Ｐ＜００１。

表４　各组小鼠心肌组织ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰｍＲＮＡ
表达结果比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
剂量／
（ｇ／ｋｇ）

ＧＲＰ７８ ＡＴＦ６ ＣＨＯＰ

正常组　　　　　　 ３ － １．００±０．００　 １．００±０．００　 １．００±０．００　
模型组　　　　　　 ３ － １．９９±０．３１▲▲ １．６７±０．１７▲▲ １．９２±０．４２▲▲

抗纤益心方高剂量组 ３ ５．４ １．１６±０．３２＃＃ １．０７±０．１６＃＃ １．１０±０．１５＃＃

抗纤益心方低剂量组 ３ ２．７ １．５３±０．１９＃ １．４１±０．０８＃ １．５１±０．１３＃

卡托普利组　　　　 ３ ０．０１ １．１５±０．２１＃＃ １．１４±０．０４＃＃ １．１３±０．１４＃＃

　　注：▲▲与正常组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１。

　　注：Ａ．正常组，Ｂ．模型组，Ｃ．抗纤益心方高剂量
组，Ｄ．抗纤益心方低剂量组，Ｅ．卡托普利组。

图６　各组小鼠心肌Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２蛋白表达

表５　各组小鼠心肌组织Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２蛋白表达结果比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 剂量／（ｇ／ｋｇ） Ｂａｘ Ｂｃｌ－２

正常组　　　　　　 ３ － １．００±０．０５　 １．００±０．０２　
模型组　　　　　　 ３ － ２．０４±０．１６▲▲ ０．４６±０．０９▲▲

抗纤益心方高剂量组 ３ ５．４ ０．４９±０．０３＃＃ ０．８２±０．０４＃

抗纤益心方低剂量组 ３ ２．７ ０．７３±０．８６＃ ０．８１±０．１１＃

卡托普利组　　　　 ３ ０．０１ ０．６０±０．１４＃＃ ０．９５±０．１３＃

　　注：▲▲与正常组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５；＃＃与模型组比

较，Ｐ＜００１。

００５），抗纤益心方高剂量组和卡托普利组 ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６蛋白
表达比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），而抗纤益心方低剂
量组和卡托普利组ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６蛋白表达比较，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５）；ＣＨＯＰ蛋白表达方面，抗纤益心方高剂量组和
卡托普利组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），而抗纤益心
方低剂量组和卡托普利组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞

００５）。结果见图７、表６。

　　注：Ａ．正常组，Ｂ．模型组，Ｃ．抗纤益心方高剂量
组，Ｄ．抗纤益心方低剂量组，Ｅ．卡托普利组。
图７　各组小鼠心肌ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰ蛋白表达
表６　各组小鼠心肌组织ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰ

蛋白表达结果比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
剂量／
（ｇ／ｋｇ）

ＧＲＰ７８ ＡＴＦ６ ＣＨＯＰ

正常组　　　　　　 ３ － １．００±０．０５　 １．００±０．０３　 １．００±０．０２　
模型组　　　　　　 ３ － 　１．８８±０．３８▲▲ ２．０３±０．０５▲▲　２．０８±０．２３▲▲

抗纤益心方高剂量组 ３ ５．４ ０．７９±０．１２＃＃ １．１６±０．２０＃＃ ０．６５±０．２０＃＃

抗纤益心方低剂量组 ３ ２．７ １．５０±０．１５＃ １．６３±０．２５＃ ０．８７±０．０６＃

卡托普利组　　　　 ３ ０．０１ １．１９±０．１１＃＃ ０．８５±０．２０＃＃ ０．９１±０．２２＃

　　注：▲▲与正常组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１。

４　讨论
中医药治疗 ＤＣＭ具有一定优势。中医学将其归属“心

胀”“心衰”“喘证”等范畴，为本虚标实证，我们团队王振涛教

授长期从事于ＤＣＭ临床研究，其认为宗气下陷为ＤＣＭ核心病
机，标实责之瘀血、水湿等。根据我们团队长期大量的临床观

察，拟定了临床治疗 ＤＣＭ有效方药 －抗纤益心方，由黄芪、红
参、丹参、益母草、茯苓、白术、泽兰、麦冬、升麻等组成。方中黄

芪为君药，发挥“益气升陷”的功效，臣药用红参，补中焦脾胃

之气，白术运脾强胃利水，由于 ＤＣＭ患者发展过程中，常伴有
瘀血、水湿停留，故加入丹参、茯苓、益母草、泽兰活血化瘀利

水；麦冬为佐药，其性甘凉，制约补气药的燥性；升麻为使药，起

升提引经、直达病所作用，与补气药合用提高临床疗效［１０－１１］。

本研究采用广泛使用的 ｃＴｎＴＲ１４１Ｗ转基因小鼠作为 ＤＣＭ
模型［１３－１４］，模型组小鼠心腔扩大、心肌受损明显，ＬＶＥＳＤ和
ＬＶＥＤＤ增加、ＦＳ和ＥＦ降低，心肌纤维紊乱、胶原大量沉积，心
肌细胞凋亡明显增多。给予抗纤益心方高、低剂量组干预后，

心肌损伤、心肌纤维紊乱、胶原沉积均得到不同程度减轻。细

胞凋亡在ＤＣＭ发生发展过程中起着关键作用［１５］。在ＤＣＭ患
者早期已有细胞凋亡现象，并且随着细胞凋亡增多，ＤＣＭ加
重［１６－１７］。本实验利用ｃＴｎＴＲ１４１Ｗ转基因ＤＣＭ小鼠模型，发现心
肌组织细胞凋亡数明显增多，凋亡因子 Ｂａｘ表达增加，抗凋亡
因子Ｂｃｌ－２降低，给予抗纤益心方高、低剂量组干预后，细胞
凋亡数减少，凋亡因子Ｂａｘ表达下调，抗凋亡因子Ｂｃｌ－２表达
上调，抑制细胞凋亡，减缓了 ＤＣＭ发展，尤以抗纤益心方高剂
量组作用显著，这可能是抗纤益心方发挥益气升陷作用治疗

ＤＣＭ效果。然而其机制有待进一步探讨。
内质网应激凋亡途径是独立于细胞凋亡经典途径之外的

重要凋亡通路［４，１８－１９］。研究表明 ＥＲ中蛋白质的多余积累可
触发ＥＲＳ，过度的 ＥＲＳ诱导心肌细胞凋亡导致并加重 ＤＣＭ。
在ＤＣＭ患者中发现 ＥＲ肿胀和功能紊乱，激活未折叠蛋白反
应，诱导凋亡途径 ＣＨＯＰ表达增加［２０－２１］，促使 ＤＣＭ发展。本
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实验发现模型组ＥＲ结构破裂、肿大、排列紊乱，细胞凋亡亦显
著增多，在这一过程中，内质网结构受损与应激可能是导致心

肌细胞凋亡加重ＤＣＭ心力衰竭的重要病理机制。ＡＴＦ６是内
质网应激重要通路［２２－２３］，ＧＲＰ７８是位于内质网上的分子伴侣
蛋白，对维持内质网蛋白质合成及正确折叠和细胞钙稳态方面

具有重要作用［２４－２５］，其表达增高是 ＥＲＳ发生和存在的标志，
ＣＨＯＰ为内质网应激凋亡的关键途径［２６－２７］。本实验研究发现

ＤＣＭ小鼠 ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６基因和蛋白表达均明显增加，提示
ＤＣＭ发生时内质网处于应激状态，给予抗纤益心方高、低剂量
组干预后，心肌ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＣＨＯＰ基因和蛋白表达均降低，
心肌细胞凋亡减少，且凋亡因子 Ｂａｘ表达下调，Ｂｃｌ－２表达上
调，尤以抗纤益心方高剂量组作用显著。此研究表明 ＧＲＰ７８／
ＡＴＦ６信号通路是ＤＣＭ细胞凋亡重要的内质网应激通路之一，
其抑制作用可显著改善ＤＣＭ细胞凋亡，揭示了其在ＤＣＭ心肌
细胞凋亡中的关键作用。这些发现不仅加深了对ＤＣＭ发病机
制的理解，也为开发靶向ＧＲＰ７８和ＡＴＦ６的治疗策略提供科学
依据。未来，可通过进一步研究ＧＲＰ７８／ＡＴＦ６通路的下游分子
效应，优化抗纤益心方治疗靶点的设计和应用，为ＤＣＭ患者提
供更精准、高效的治疗选择。
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基于ＡＴＦ６／ＧＲＰ７８通路探讨抗纤益心方对扩张型心肌病小鼠心肌细胞凋亡的影响

（正文见４５－４９页）

图１　各组小鼠心脏超声结果（４０×，ｎ＝１０）



第４４卷　第７期
２０２６年 ７月

中　华　中　医　药　学　刊
ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４４Ｎｏ．７
Ｊｕｌ．２０２６

ⅩⅢ

图２　各组小鼠心脏组织病理变化（ＨＥ染色，５０μｍ，ｎ＝６）
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图３　各组小鼠心肌细胞凋亡结果（ＴＵＮＥＬ染法，１００μｍ，ｎ＝６）
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注：红色箭头指内质网。

图４　各组小鼠心肌细胞内质网结构变化（３００００×，ｎ＝６）



第４４卷　第７期
２０２６年 ７月

中　华　中　医　药　学　刊
ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４４Ｎｏ．７
Ｊｕｌ．２０２６

ⅩⅥ

图５　各组小鼠心肌ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６表达结果（免疫组化染法，５０μｍ，ｎ＝６）
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