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摘要　 目的:探究养心颗粒调控 GSK3β、COX2 和 AQP2 干预心衰大鼠水钠潴留的作用机制。 方法:
SPF 级SD 大鼠 100 只,随机分为假手术组(10 只)和造模组(90 只),将造模组结扎冠状动脉左前降支 2 周,
诱导心肌梗死后心衰大鼠模型,随后将造模组随机分为模型组,养心颗粒低、中、高剂量组,托伐普坦组

和联合干预组(托伐普坦联合养心颗粒),各组大鼠接受 1 次 / d 的药物干预,在给药第 2 周和第 4 周,分
别在 6、12、24 h 的时间点收集尿量。 末次给药后取材,通过超声心动图记录各组大鼠的左室射血分数

(LVEF)和左室短轴缩短分数(LVFS)。 记录大鼠尿量、体质量,计算得出心脏和肾脏指数。 ELISA 法检

测大鼠血清脑钠肽(BNP)水平;HE 和 Masson 染色对大鼠心肌组织进行病理学观察;Western blot 法检

测大鼠肾脏组织中 GSK3β、COX2 和 AQP2 蛋白的表达水平。 结果:与模型组比较,养心颗粒可以使心

衰大鼠尿量增加(P < 0. 05,P < 0. 01),血清 BNP 水平下降(P < 0. 05),心功能指标 LVEF、LVFS 值升高

(P < 0. 05,P < 0. 01),并使 COX2 的表达上调(P < 0. 05)。 与模型组比较,托伐普坦组及养心颗粒 + 托

伐普坦组 GSK3β 及 AQP2 的表达下调(P < 0. 01);养心颗粒能改善心衰大鼠心肌组织损伤及炎性细胞

浸润。 结论:养心颗粒可通过调控肾小管 GSK3β、COX2 的表达,继而抑制 AQP2,减少水的重吸收,发挥

改善心力衰竭水钠潴留的作用。
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　 　 慢性心力衰竭(Chronic heart failure,CHF)是一种

以心室泵血能力减退为特征的心脏结构与功能异常性

疾病,表现为呼吸困难、乏力以及液体潴留等,后者广

泛涉及体循环、肺循环以及外周组织的血液瘀积与水

肿,具有患病率高、病情严重且预后不佳等特点[1]。
针对慢性心衰患者普遍存在的液体潴留问题,利尿剂

是治疗的基石[2],然而,临床实践中发现,部分患者在

接受大剂量利尿剂治疗后,仍难以有效改善液体潴留

情况,此现象被定义为利尿剂抵抗(Diuretic resistance,
DR) [3]。 利尿剂抵抗的机制涉及多个方面[4],长期应

用利尿剂时,机体会出现适应性调节,肾远曲小管与集

合管的钠转运蛋白活性上调,使得钠、水重吸收作用增

强,这会削弱利尿剂原本促进钠、水排泄的作用。 另

外,交感神经系统的兴奋状态可引发肾血管收缩,肾脏

灌注量随之减少,进而造成肾小球滤过率降低,最终导

致尿液生成量减少,使得利尿剂难以充分发挥其预期

作用,由此引发利尿剂抵抗现象。 近年来,慢性心衰利

尿剂抵抗已经成为心衰管理中的一个棘手难题,这也

凸显出研发安全、高效的药物用于防治利尿剂抵抗具

有重要意义。
中药依托其悠久的历史与丰富的经验,在 CHF 的

防治中独具优势。 中医理论认为,本病病机复杂,本虚

标实交织,气虚为本,血瘀为标,常兼阴虚、阳虚、痰浊、
水饮。 中药通过辨证施治,益气养阴、活血化瘀、化痰
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利水等多法并举,精准作用于病机,实现全面调控与个

体化治疗相结合,为 CHF 患者提供有效治疗措施。 张

军茹教授立足经典,从心衰病机出发,在王朝宏教授创

制的养心合剂基础上制备了养心颗粒,广泛用于心肾

阳虚,血瘀水停的 CHF 患者,可以有效缓解利尿剂抵

抗,显著增加尿量,改善患者心脏功能,提升整体生活

质量及长期预后[5]。 网络药理学分析发现该方可作

用于导致 CHF 的 88 个致病基因,其中基于节点拓扑

分析发现 GSK3β 和环氧合酶 2(COX2)可能具有重要

作用;而在核心致病基因分析中,发现养心颗粒可能作

用于 GSK3β、COX2 和血管加压素受体 2(AVPR2)等,
另外,既往研究[6 - 7] 还显示 GSK3 / COX2 是肾小管

AQP2 的重要调节因子。 前期研究[8 - 9] 发现养心颗粒

能降低患者血浆 AVP、尿液 AQP2 水平,从而抑制水钠

的重吸收,增加 24 h 尿量,改善利尿剂抵抗,达到治疗

CHF 水钠潴留的效果,但其具体作用机制尚未明确。
本次研究旨在探讨养心颗粒调控 GSK3β、COX2 和

AQP2 的机制,进一步明确其干预慢性心衰水钠潴留

的作用机制。
1　 材料

1. 1　 动物

SD 大鼠 100 只,购自斯贝福(北京)生物技术有

限公司,生产许可证号为 SCXK(京)2019 - 0010,体质

量(200 ± 20) g。 大鼠饲养于陕西中医药大学北校区

SPF 级标准实验动物房中,采用标准合成饲料及纯净

水进行饲养,并维持适宜的温度(22 ~ 25 ℃)、湿度

(45% ~50% )和照明(12 h 交替周期),以及良好通风

条件,适应性饲养时间为 1 周。 本实验动物研究方案

已顺利通过陕西省中医医院伦理委员会的严格审查与

批准,伦理审查批准编号:(2024)动物伦审第(04)号。
1. 2　 药物及制备

养心颗粒购自陕西省中医药研究院,其由熟地黄

15 g,桂枝 10 g,制附子 10 g,黄芪 30 g,山茱萸 12 g,麦
冬 12 g,丹参 15 g,泽泻 10 g,茯苓 15 g 组成。 养心颗

粒的制备工艺包括原料处理、有效成分提取、浓缩干

燥、制粒等步骤,前期研究[10] 通过正交试验确定养心

颗粒的提取工艺,可以确保颗粒质量稳定可靠。 将养

心颗粒研磨成细粉状后,加入 0. 9% 生理盐水配制成

混悬液,4 ℃冰箱保存备用,使用前取相应剂量药液温

水浴加热。 托伐普坦片(国药准字 H20213152,江苏恒

瑞医药股份有限公司,15 mg × 8 片)碾碎成细小颗粒

后加入温开水,充分搅拌使其溶解,按照治疗心力衰竭

引起水钠潴留的推荐剂量 15 mg / d,依据“人与大鼠间

体表面积折算等效剂量比值表”进行计算,最终确定

大鼠的托伐普坦等效剂量为 1. 57 mg·kg - 1·d - 1。
1. 3　 主要试剂

Rat BNP ELISA Kit(优尔生,批号:L230823508);
苏木素染色液(Servicebio,批号:G1077);伊红染色液

(Servicebio,批号:G1002);Masson 三色染色液(Servi-
cebio,批号:G1006);组织细胞固定液( Servicebio,批
号:G1101);BCA 蛋白浓度测定试剂盒(Servicebio,批
号:G2026);PVDF 膜(Servicebio,批号:WGPVDF45);
10 ×电泳转移缓冲液(Servicebio,批号:G2148);10 ×
电泳缓冲液( Servicebio,批号:G2149);TBST 缓冲液

(Servicebio,批号:G2150);ECL 发光试剂盒( Service-
bio, 批 号: G2020 ); 脱 脂 奶 粉 ( Servicebio, 批 号:
GC310001);RIPA 裂解液(Servicebio,批号:G2002)。
1. 4　 主要仪器

BCM 生物型超净工作台(苏净安泰);ME203E / 02
型电子天平[梅特勒 -托利多仪器(上海)有限公司];
D3024R 型台式高速冷冻离心机 ( DRAGONLAB);
KZ - III - FP 型研磨仪(Servicebio);SMB - MC 型金属

浴(Servicebio);Epoch 型酶标检测仪(Rayto);GA1049
型小动物超声波成像系统(Servicebio);HXC - 258 型

4 ℃冰箱(海尔);DW -86L579BPT 型 - 80 ℃冰箱(海
尔);BX53 型显微镜(OLYMPUS);YB - 6LF 型生物组

织包埋机(湖北亚光);ZT - 14S3 型生物组织自动脱水

机(湖北亚光);SVE - 2 型蛋白电泳仪(BIO - RAD);
ChemiDoc MP 型凝胶成像系统(BIO - RAD)。
2　 方法

2. 1　 造模方法

构建心肌梗死后慢性心力衰竭模型时,选用经典

的“左冠状动脉前降支结扎术” [11]。 ①实验前启动吸

入式动物麻醉机,通入异氟烷(瑞沃德 R510 - 22 -
10),将大鼠放置于麻醉舱内,待其昏迷后取出并固定

于操作台上,持续吸入异氟烷以维持麻醉,在麻醉状态

下造模;②随机选择 10 只大鼠作为假手术组,用 6 - 0
无创缝线,仅对其左冠状动脉前降支进行穿线而不结

扎,其余大鼠则穿线并结扎左冠状动脉前降支;③沿大

鼠左侧心脏搏动最明显处打开胸廓、撕开心包层,将心

脏迅速挤压至胸外,在肺动脉圆锥与左心耳边缘交界

下 1 mm 处穿线并进行结扎;④结扎后可见心室壁颜

色变苍白,结扎完成后将心脏复位,关闭胸腔(保持胸

腔负压状态),缝合并消毒,置于保温垫上待其苏醒;
⑤剔除术后死亡大鼠,所有存活大鼠经 2 周正常喂养

后均行心脏超声检测,以 LVEF≤50% 为标准,判定心

梗后心力衰竭模型的成功构建[12]。
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2. 2　 分组

造模手术 2 周后,对成功建模且存活的大鼠进行

随机分组,分为假手术组 10 只(Sham 组)、模型组 8 只

(Model 组)、养心颗粒低剂量组 8 只(L - YXKL 组)、
养心颗粒中剂量组 7 只(M - YXKL 组)、养心颗粒高

剂量组 8 只(H - YXKL 组)、托伐普坦组 8 只(TFPT
组)以及养心颗粒联合托伐普坦干预组 8 只(TFPT +
YXKL 组)。
2. 3　 药物干预

假手术组与模型组大鼠仅给予等体积 0. 9%生理

盐水灌胃处理,养心颗粒低、中、高剂量组分别给予

1. 58 g·kg - 1·d - 1、3. 15 g·kg - 1·d - 1、6. 30 g·kg - 1·d - 1

养心颗粒灌胃;托伐普坦组大鼠给予托伐普坦 1. 57 mg·
kg -1·d -1的剂量灌胃;养心颗粒联合托伐普坦干预组

给予中剂量养心颗粒溶液和托伐普坦溶液灌胃。 各组

按个体给药量,将药物溶解于适量生理盐水后进行

灌胃。
2. 4　 动物取材

在灌胃的第 2、4 周将大鼠安置在代谢笼中,正常

喂养,收集 6 h、12 h、24 h 尿量数据。 灌胃 4 周后,对
所有大鼠行心功能检测,称量并记录其体质量。 异氟

烷吸入诱导大鼠麻醉,采用腹主动脉穿刺法取血,每只

采集血液 10 mL,4 ℃静置 2 h 后进行离心处理(4 ℃,
3 000 r / min,10 min),取上清液分装于 1. 5 mL 无菌

EP 管内,每管 500 μL,置于 - 80 ℃冰箱保存待测。 完

成取血后,迅速解剖大鼠胸腹腔,摘取其心脏与肾脏组

织,用 4 ℃生理盐水清理干净并剥离多余组织,再次以

生理盐水清洗 2 ~ 3 次,吸干水分并称重记录,随后将

肾脏组织迅速液氮冷冻, - 80 ℃冰箱低温保存,将左

心室剥离出来置于 4% 多聚甲醛溶液中固定,常温保

存待测。
2. 5　 指标检测及方法

2. 5. 1　 一般指标观察

造模前观察大鼠的摄食习性、精神状态、皮毛光泽

度、活动频率、反应灵敏度等,确保各组大鼠在基线水

平上的均衡性。 造模后加强对大鼠术后恢复情况的监

控,同时持续监测上述基础指标,并特别留意大鼠的粪

便性状,是否出现紫绀或水肿等异常体征。
2. 5. 2　 心脏超声检测大鼠心功能

检测前 4 h,对灌胃 4 周后的各组大鼠进行禁食处

理(饮水不限制),通过异氟烷吸入方式诱导麻醉。 麻

醉稳定后,将左胸进行脱毛处理,利用心脏超声技术捕

捉心脏影响,记录大鼠 LVEF、LVFS 数值,连续检测

3 ~ 5 个心动周期并计算平均值,科学评估大鼠心脏结

构和功能状态。

2. 5. 3　 大鼠尿量测定

将代谢笼中收集到的大鼠 2、4 周尿量进行 3 个时

间段(6 h、12 h、24 h)的测定并记录。
2. 5. 4　 大鼠体质量、心脏指数、肾脏指数测定

将记录好的大鼠体质量、心脏质量、肾脏质量,依
据标准化的脏器指数计算公式(脏器湿重 /体质量 ×
100% ),计算大鼠心脏指数与肾脏指数。
2. 5. 5　 ELISA 检测大鼠血清中 BNP 水平

取预存于 EP 管中待测的血清上清液,严格遵守

ELISA 试剂盒操作指南,进行 BNP(脑钠肽)含量的定

量分析。
2. 5. 6　 HE 染色、Masson 染色观察大鼠心肌组织病理

学变化

将固定于 4%多聚甲醛溶液中的心肌组织取出适

量,常规脱水处理,石蜡包埋制作成病理切片,再将切

片依次过二甲苯、乙醇,缓慢冲洗去除乙醇。 准备完成

后依次通过 HE 染色(苏木素 - 伊红染色法)和 Mas-
son 染色(苏木素 - 丽春红 - 苯胺蓝染色法),分别展

现心肌细胞的形态结构及胶原纤维的分布情况,借助

显微镜观察并分析心肌组织的病理变化。
2. 5. 7　 Western blot 法检测大鼠肾脏组织中 GSK3β、
COX2、AQP2 蛋白水平

将 - 80 ℃冷冻保存的肾脏组织提前取出解冻,分
别装进 1. 5 mL 无菌 EP 管,加入蛋白裂解液进行裂

解,超声破碎仪低温研磨组织以破碎细胞,离心(4 ℃,
12 000 r / min,10 min)后收集上清液(即总蛋白)。 用

BCA 法进行蛋白定量,制备适宜浓度的蛋白样品,在
其中加入上样缓冲液,加热煮沸 5 min,进行 SDS -
PAGE 电泳分离,转膜后用 5%脱脂牛奶封闭 1 h,然后

加入特异性一抗,4 ℃孵育过夜,使用 TBST 洗涤 3 次,
每次 5 min;接着加入特异性二抗,室温下孵育 1 h,使
用 TBST 洗涤 3 次,每次 5 min,使用 ECL 试剂盒检测

目标蛋白的表达水平。 内参对照为 GAPDH,最后,利
用凝胶成像系统对检测结果进行成像与分析。
2. 6　 统计分析

运用 SPSS26. 0 统计软件对实验过程中收集到的

数据进行统计学分析,为确保数据的直观性与精确性,
所有数据均以“平均值 ± 标准差”表示。 本实验各组

数据均进行正态分布检验和方差齐性检验,单因素方

差分析用于多组间差异的比较,多组间两两对比用

LSD - t 检验,P < 0. 05 为差异具有统计学意义。
3　 结果

3. 1　 各组大鼠一般状态比较

Sham 组大鼠精神状态良好、毛发光泽、进食饮水
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均正常、活动度良好、反应敏捷,体质量显著增长;
Model 组大鼠在造模 4 周后表现出病态特征,如食欲

下降、精神萎靡、嗜睡、活动量减少、毛发干燥并脱毛、
反应迟钝、乏力倦怠,部分大鼠出现口唇紫绀、皮下水

肿、体质量下降等情况;TFPT 组大鼠状态介于 Sham 组与

Model 组,进食尚可、精神状态一般、毛发光泽,活动稍

减少,反应迟钝,无明显四肢水肿;H - YXKL 组在连续

给药 4 周后,其状态较 Model 组有明显改善,进食饮水

尚正常、精神状态良好、毛发尚光泽、活动尚可、反应稍

迟缓、无明显四肢水肿、口唇紫绀等情况; TFPT +
YXKL 组大鼠与 Sham 组大鼠情况相近。
3. 2　 养心颗粒对大鼠心功能的影响

心衰大鼠给药 4 周后,心脏超声检测各组大鼠的

心功能情况。 与 Sham 组相比,Model 组大鼠的 LVEF、
LVFS 均显著降低(P < 0. 01),证实了大鼠左心室心脏

结构及心功能均呈现出病理状态。 与 Model 组相比,
L -YXKL 组差异无统计学意义(P >0. 05),M -YXKL 组

大鼠的 LVEF、LVFS 明显升高(P <0. 05),其余各药物组

大鼠的 LVEF、LVFS 均显著升高(P <0. 01)。 与 TFPT 组

相比,L - YXKL 组、M - YXKL 组、 H - YXKL 组的

LVEF、LVFS 差异均有统计学意义(P < 0. 01);TFPT +
YXKL 组表现出明显差异性(P < 0. 05)。 见表 1。
表 1　 养心颗粒对大鼠心脏超声 LVEF、LVFS 的影响(􀭰x ± s,% )

组别 n LVEF LVFS

Sham 组 10 75. 90 ± 3. 17 46. 12 ± 2. 92

Model 组 8 34. 86 ± 5. 82∗∗ 17. 57 ± 3. 23∗∗

L - YXKL 组 8 36. 10 ± 5. 35▲▲ 18. 26 ± 2. 94▲▲

M - YXKL 组 7 41. 55 ± 5. 17#▲▲ 21. 37 ± 3. 07#▲▲

H - YXKL 组 8 46. 79 ± 5. 79##▲▲ 24. 63 ± 3. 63##▲▲

TFPT 组 8 54. 44 ± 5. 16## 29. 36 ± 3. 43##

TFPT + YXKL 组 8 59. 56 ± 5. 05##▲ 32. 79 ± 3. 57##▲

　 　 注:与 Sham 组比较,∗∗ P < 0. 01;与 Model 组比较,# P < 0. 05,
##P < 0. 01;与 TFPT 组比较,▲P < 0. 05,▲▲P < 0. 01。

3. 3　 养心颗粒对大鼠 6 h、12 h、24 h 尿量的影响

给药 2 周后,与 Sham 组相比,Model 组大鼠 6 h 尿

量明显减少(P < 0. 05),12 h、24 h 尿量显著减少(P <
0. 01)。 给予药物干预后,与Model 组相比,H -YXKL 组

24 h 尿量显著增加(P < 0. 01);TFPT 组 6 h 尿量明显

增加(P < 0. 05),12 h、24 h 尿量显著增加(P < 0. 01);
TFPT + YXKL 组各时间段尿量均显著增加 ( P <
0. 01)。 与 TFPT 组相比,L - YXKL 组在 6 h 时间段表

现出明显差异(P < 0. 05),在 12 h 及 24 h 表现出显著

差异(P < 0. 01);M - YXKL 组在 12 h 表现出明显差

异(P < 0. 05);TFPT + YXKL 组在 24 h 尿量明显增多

(P < 0. 01)。 见表 2。
表 2　 养心颗粒对给药 2 周后大鼠 6 h、12 h、24 h 尿量的

影响(􀭰x ± s,mL)

组别 n 6 h 12 h 24 h

Sham 组 10 6. 96 ±0. 86 11. 56 ±1. 80 21. 86 ±2. 56

Model 组 8 3. 43 ±0. 98∗ 6. 23 ±2. 38∗∗ 10. 80 ±2. 72∗∗

L -YXKL 组 8 3. 06 ±0. 65▲ 6. 93 ±0. 71▲▲ 11. 00 ±3. 73▲▲

M -YXKL 组 7 4. 86 ±2. 57 7. 60 ±1. 73▲ 15. 36 ±2. 95

H -YXKL 组 8 4. 80 ±2. 15 8. 90 ±1. 32 19. 13 ±3. 23##

TFPT 组 8 6. 76 ±1. 58# 12. 06 ±1. 70## 20. 90 ±3. 89##

TFPT +YXKL 组 8 8. 40 ±0. 85## 13. 66 ±2. 90## 26. 66 ±1. 75##▲

　 　 注:与 Sham 组比较,∗ P < 0. 05,∗∗ P < 0. 01;与 Model 组比较,
#P < 0. 05,##P < 0. 01;与 TFPT 组比较,▲P < 0. 05,▲▲P < 0. 01。

给药 4 周后,与 Sham 组相比,Model 组大鼠 6 h、
12 h、24 h 尿量显著减少,差异具有统计学意义(P <
0. 01)。 与 Model 组相比,L - YXKL 组在各时间段差

异无统计学意义(P > 0. 05);M - YXKL 组在 24 h 明

显增多(P < 0. 05);余各给药组的尿量在各个时间段

均显著增多(P <0. 01)。 而与 TFPT 组相比,L -YXKL 组

在各时间段差异均有统计学意义(P < 0. 01);M - YX-
KL 组在 6 h、24 h 表现出明显差异(P < 0. 05),在 12 h
差异有统计学意义(P < 0. 01);H - YXKL 组在12 h表
现出明显差异(P < 0. 05);TFPT + YXKL 组各时间段

尿量明显增多(P < 0. 05)。 见表 3。
表 3　 养心颗粒对给药 4 周后大鼠 6 h、12 h、24 h 尿量的

影响(􀭰x ± s,mL)

组别 n 6 h 12 h 24 h

Sham 组 10 9. 70 ±1. 67 14. 80 ±1. 05 24. 73 ±4. 38

Model 组 8 3. 96 ±1. 55∗∗ 5. 90 ±1. 27∗∗ 10. 23 ±1. 83∗∗

L -YXKL 组 8 5. 96 ±1. 09▲▲ 7. 06 ±2. 21▲▲ 11. 50 ±2. 95▲▲

M -YXKL 组 7 7. 63 ±0. 87##▲ 11. 93 ±2. 13##▲▲ 18. 03 ±3. 62#▲

H -YXKL 组 8 9. 03 ±0. 77## 12. 60 ±4. 06##▲ 21. 63 ±4. 49##

TFPT 组 8 11. 46 ±2. 72## 17. 30 ±1. 10## 25. 53 ±5. 10##

TFPT +YXKL 组 8 14. 33 ±1. 33##▲ 21. 47 ±2. 20##▲ 32. 63 ±1. 04##▲

　 　 注:与 Sham 组比较,∗∗ P < 0. 01;与 Model 组比较,# P < 0. 05,
##P < 0. 01;与 TFPT 组比较,▲P < 0. 05,▲▲P < 0. 01。

3. 4　 养心颗粒对大鼠体质量、心脏指数、肾脏指数的

影响

与 Sham 组相比,Model 组大鼠体质量显著降低、
心脏指数及肾脏指数显著提高(P < 0. 01)。 与 Model 组
相比,M - YXKL 组、H - YXKL 组、TFPT 组的体质量显

著升高(P < 0. 01),而 L - YXKL 组、TFPT + YXKL 组

差异无统计学意义(P > 0. 05);与 TFPT 组相比,各组

均未表现出明显差异性(P > 0. 05)。 与 Model 组相
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比,除 L - YXKL 组,其余各给药组心脏指数均显著降

低(P < 0. 01);与 TFPT 组相比,L - YXKL 组表现出显

著差异(P < 0. 01)。 与 Model 组相比,L - YXKL 组大

鼠肾脏指数明显降低(P < 0. 05),其余各给药组显著

降低(P < 0. 01);与 TFPT 组相比,L - YXKL、H - YX-
KL 组差异有统计学意义(P < 0. 05)。 见表 4。
表 4　 养心颗粒对大鼠体质量、心脏指数、肾脏指数的影响(􀭰x ± s)

组别 n 体质量 / g 心脏指数 / % 肾脏指数 / %

Sham 组 10 437. 6 ±25. 08 0. 27 ±0. 02 0. 72 ±0. 01

Model 组 8 343. 75 ±18. 24∗∗ 0. 41 ±0. 02∗∗ 0. 91 ±0. 03∗∗

L -YXKL 组 8 354. 88 ±17. 03 0. 40 ±0. 02▲▲ 0. 88 ±0. 02#▲

M -YXKL 组 7 368. 86 ±14. 67## 0. 35 ±0. 02## 0. 86 ±0. 02##

H -YXKL 组 8 380. 37 ±17. 45## 0. 34 ±0. 02## 0. 83 ±0. 02##▲

TFPT 组 8 370. 25 ±7. 70## 0. 35 ±0. 03## 0. 86 ±0. 02##

TFPT +YXKL 组 8 360. 50 ±12. 16 0. 36 ±0. 02## 0. 87 ±0. 03##

　 　 注:与 Sham 组比较,∗∗ P < 0. 01;与 Model 组比较,# P < 0. 05,
##P < 0. 01;与 TFPT 组比较,▲P < 0. 05,▲▲P < 0. 01。

3. 5　 养心颗粒对大鼠血清中 BNP 的影响

与 Sham 组比较,Model 组 BNP 水平显著升高,差
异具有统计学意义(P < 0. 01)。 而与 Model 组相比,
M - YXKL 组、H - YXKL 组 BNP 水平明显降低(P <
0. 0 5 ) , TFPT组及 TFPT + YXKL组疗效更佳 ( P <

0. 01),但两组间差异无统计学意义(P >0. 05)。 TFPT 组

与 L - YXKL 组相比差异有统计学意义(P < 0. 01),见
表 5。

表 5　 养心颗粒对大鼠血清 BNP 的影响(􀭰x ± s,pg / mL)

组别 n BNP

Sham 组 10 22. 83 ± 6. 94

Model 组 8 50. 20 ± 12. 75∗∗

L - YXKL 组 8 48. 58 ± 7. 96▲▲

M - YXKL 组 7 38. 49 ± 14. 11#

H - YXKL 组 8 37. 29 ± 11. 25#

TFPT 组 8 31. 18 ± 9. 48##

TFPT + YXKL 组 8 30. 09 ± 12. 42##

　 　 注:与 Sham 组比较,∗∗ P < 0. 01;与 Model 组比较,# P < 0. 05,
##P < 0. 01;与 TFPT 组比较,▲▲P < 0. 01。

3. 6　 大鼠心肌组织病理学检测结果

3. 6. 1　 HE 染色结果

Sham 组大鼠心肌纤维排列整齐,心肌细胞形态结

构完好,细胞核未见破裂或缺失。 Model 组大鼠则表

现出明显的心肌纤维排列紊乱、不清晰,细胞间隙宽大

水肿,部分胞核破碎,明显的组织损伤及大量炎性细胞

浸润。 通过对细胞间隙面积比率进行分析,与 Model 组
相比,各给药组大鼠心肌组织细胞间隙面积差异有统

计学意义(P < 0. 01)。 见图 1、表 6。

注:黑色箭头表示心肌组织细胞核破碎或缺失;黄色箭头表示心肌细胞间隙宽大水肿,炎性细胞浸润。

图 1　 各组大鼠 HE 染色结果( × 200)
表 6　 养心颗粒对大鼠心肌细胞间隙水肿的影响(􀭰x ± s,% )

组别 n 细胞间隙面积比率
Sham 组 10 14. 00 ± 1. 48
Model 组 8 49. 60 ± 0. 69∗∗

L - YXKL 组 8 38. 13 ± 0. 51∗∗##▲▲

M - YXKL 组 7 34. 75 ± 0. 37∗∗##

H - YXKL 组 8 19. 95 ± 1. 04##▲▲

TFPT 组 8 34. 12 ± 0. 84∗∗##

TFPT + YXKL 组 8 31. 65 ± 0. 58∗∗##

　 　 注:与 Sham 组比较,∗∗P < 0. 01;与 Model 组比较,##P < 0. 01;与

TFPT 组比较,▲▲P < 0. 01。

3. 6. 2　 Masson 染色结果

Sham 组的大鼠心肌组织细胞内胶原分布未见明

显分布;Model 组心肌组织间可见大量的蓝色胶原沉

积,出现心肌纤维化;在给药处理后,与 Model 组相比,
各给药组大鼠心肌纤维化面积差异有统计学意义

(P < 0. 01)。 见图 2、表 7。
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图 2　 各组大鼠 Masson 染色结果( × 200)
表 7　 养心颗粒对大鼠心肌纤维化的影响(􀭰x ± s,% )

组别 n 纤维化面积比率

Sham 组 10 1. 36 ± 0. 29

Model 组 8 51. 84 ± 1. 96∗∗

L - YXKL 组 8 26. 01 ± 3. 11∗∗##▲▲

M - YXKL 组 7 16. 96 ± 1. 69∗∗##▲▲

H - YXKL 组 8 3. 45 ± 0. 71##▲▲

TFPT 组 8 7. 42 ± 0. 46∗∗##

TFPT + YXKL 组 8 6. 02 ± 0. 21∗∗##

　 　 注:与 Sham 组比较,∗∗P < 0. 01;与 Model 组比较,##P < 0. 01;与

TFPT 组比较,▲▲P < 0. 01。

3. 7 　 Western blot 检测大鼠肾脏组织中 GSK3β、
COX2、AQP2 蛋白的结果

与 Sham 组比较,Model 组大鼠肾脏组织细胞中

GSK3β、AQP2 表达显著升高、 COX2 表达显著降低

(P < 0. 01 )。 与 Model 组比较, H - YXKL 组大鼠

GSK3β 表达降低,但差异无统计学意义(P > 0. 05),
TFPT 组及 TFPT + YXKL 组的 GSK3β 表达均降低

(P <0. 01);与 TFPT 组比较,L -YXKL 组及M -YXKL 组

的 GSK3β 表达明显降低(P < 0. 05)。 与 Model 组比

较,M - YXKL 组及 H - YXKL 组的 COX2 表达明显升

高(P < 0. 05);与 TFPT 组比较,M - YXKL 组及H -
YXKL 组的 COX2 表达明显升高(P <0. 05)。 与 Model 组
比较,TFPT 组及 TFPT + YXKL 组的 AQP2 表达均降低

(P < 0. 01);与 TFPT 组比较,养心颗粒低、中、高剂量组

的 AQP2 表达均显著升高(P < 0. 01)。 见表 8、图 3。
表 8　 各组大鼠肾脏组织中 GSK3β、COX2、AQP2的蛋白表达(􀭰x ± s)

组别 n GSK3β COX2 AQP2

Sham 组 10 0. 87 ±0. 17 1. 04 ±0. 25 0. 31 ±0. 15

Model 组 8 2. 46 ±0. 50∗∗ 0. 06 ±0. 02∗∗ 1. 17 ±1. 11∗∗

L -YXKL 组 8 2. 46 ±0. 50▲ 0. 06 ±0. 02∗∗ 1. 17 ±1. 11▲▲

M -YXKL 组 7 2. 46 ±0. 50▲ 0. 44 ±0. 24#▲ 0. 97 ±0. 07▲▲

H -YXKL 组 8 1. 71 ±0. 47 0. 44 ±0. 24#▲ 0. 97 ±0. 06▲▲

TFPT 组 8 1. 34 ±0. 29## 0. 06 ±0. 01 0. 18 ±0. 06##

TFPT +YXKL 组 8 0. 61 ±0. 26## 0. 19 ±0. 07 0. 06 ±0. 02##

　 　 注:与 Sham 组比较,∗∗ P < 0. 01;与 Model 组比较,# P < 0. 05,
##P < 0. 01;与 TFPT 组比较,▲P < 0. 05,▲▲P < 0. 01。

图 3　 各组大鼠 GSK3β、COX2、AQP2 蛋白表达印迹图
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4　 讨论

慢性心力衰竭(CHF)是各类心血管疾病的终末

阶段,我国正面临心血管疾病患者数量激增的严峻形

势,总数已突破 3. 30 亿,其中心衰患者群体更是庞大

至 890 万[13],且这一数字随人口老龄化的加剧而不断

攀升[14],目前,我国心力衰竭患者的住院病死率仍高

达 4. 1% [15]。 而利尿剂作为治疗心衰的基础药物,通
过调节体液平衡减轻心脏负荷,控制心衰症状。 利尿

剂抵抗现已成为心衰治疗的难点,其发生率可达

20% ~50% [16],并且对利尿剂反应钝化的患者,其近、
远期病死率明显增高[17],但增加利尿剂用量和种类易

引起多种并发症。 利尿剂抵抗已经成为心衰患者病情

恶化、出院后病死率和心衰再住院率增加的独立预测

因子[18 - 20]。 这无疑给心衰的治疗带来了额外的挑战,
因此,寻找新的方法防治利尿剂抵抗有助于提升患者

的生活质量、减轻社会医疗负担。
现代药理研究[21]发现,袢利尿剂起效存在明显的

量效曲线,即利尿作用会随利尿剂剂量的提升而增强。
然而在 CHF 患者体内,由于利尿剂阈剂量提升,延长

了药物的达峰时间和半衰期,而利尿剂必须跨越这一

阈值浓度才能发挥治疗作用,因此,即便是相同剂量的

利尿剂,也难以复制既往的治疗效果,长此以往,可能

诱发利尿剂抵抗[22]。 常用的袢利尿剂如呋塞米,主要

是通过抑制分布在髓袢升支粗段管腔膜侧的 Na + -
K + - 2Cl - 同向转运蛋白,进而抑制 NaCl 的重吸收,使
管腔中渗透压升高,干扰尿液的浓缩稀释过程,从而发

挥利尿作用[23];非甾体抗炎药通过抑制环氧化酶的活

性来减少前列腺素的合成,进而削弱利尿效果;青霉

素、抗组胺药物、甲氨蝶呤等因与袢利尿剂转运途径相

似,可能导致竞争性抑制,降低利尿效果;研究证明,当
呋塞米与丙磺舒同用后,其利尿效果会降低[24]。

张军茹教授立足经典,辨证论治,在多年的临床应

用基础上创制养心颗粒,由熟地黄、桂枝、制附子、黄
芪、山茱萸、麦冬、丹参、泽泻、茯苓组成,其中熟地黄滋

补肝肾,泽泻、茯苓利尿消肿,又加入丹参、山茱萸活血

化瘀,配伍桂枝、附子温通经脉,麦冬滋阴清热,黄芪滋

养心气,协同诸药,共同发挥“温阳以化水饮,益气而

活血通络”之功。 现代药理研究[25] 发现,熟地黄提取

物能上调血小板衍生生长因子(PDGF)的表达,改善

心肌梗死大鼠的心功能,纠正其病理损伤;桂枝中的桂

皮醛和桂皮酸可以通过抗氧化和抗炎来减轻大鼠的急

性心肌缺血的症状[26];于武华等[27] 通过实验发现附

子能抑制心肌组织 β1AR mRNA 表达并上调 β2AR
mRNA 表达,改善心力衰竭大鼠心功能、减轻其炎症反

应;丹参有效成分具有扩张血管、抗凝、改善微循环[28]

作用;泽泻中含有的泽泻醇 A、泽泻醇 B 等,均可抑制

RAAS 的作用,达到利尿的效果[29];茯苓多糖可以通

过调整 AVP - V2R - AQP2 通路,发挥利尿作用,进而

改善心脏负荷、保护受损的心肌[30];另外,黄芪的核心

成分黄芪甲苷[31]、麦冬提取物麦冬皂苷 D[32] 被广泛

应用于心血管疾病的治疗,改善心肌凋亡,保护心肌

细胞。
水通道蛋白(AQPs)是一类主要分布于肾脏集合

管上皮细胞中的蛋白质,能够介导水分子的转运,从而

维持体内水液平衡。 在水通道蛋白的众多亚型中,
AQP2 是从管液中重吸收水分的重要通道,其活性决

定最终的尿液是稀释还是浓缩[33 - 34]。 研究发现,在急

性心梗诱导的大鼠心衰模型中,集合管中 AQP2 的表

达水平明显增加,阻断肾交感神经激活对于降低肾主

细胞中通过 AQP2 的钠和水重吸收显著有效[35 - 36]。
另一方面,CHF 时因肾脏灌注不足导致 RAAS 系统过

度激活,血浆 AngII 水平升高可刺激血管紧张素受体,
进一步促进集合管中 AQP2 表达的增加[37]。 故心衰

时 AQP2 表达增加将引起水和钠潴留。 细胞实验提示

养心颗粒通过蛋白激酶(AKT) /糖原合成酶激酶 3β
(GSK3β) / β -连环蛋白(β - catenin)信号通路可减少

心肌细胞的炎症、氧化应激和凋亡[38]。 养心颗粒含药

血清可以增加心肌细胞中 GSK3β 的磷酸化 ( p -
GSK3β)水平,使 GSK3β 活性降低;利用网络药理学的

多重分析方法发现 GSK3β、COX2 和 AVPR2 在养心颗

粒治疗 CHF 中受到明显调控。 本次研究显示,养心颗

粒可显著改善慢性心衰大鼠一般状态,增加其尿量,增
加慢性心衰大鼠的 6 h、12 h、24 h 尿量;降低血清 BNP
的水平,显著提高心脏左室射血分数以及肾脏指数;降
低 GSK3β、AQP2 的含量,升高 COX2 的含量;改善慢

性心衰大鼠心肌组织病理学变化,减轻组织炎症反应,
改善心肌纤维化,降低其损伤及坏死。

综上所述,本研究通过动物实验验证养心颗粒临

床治疗心衰水钠潴留的有效性及科学性,其干预机制

可能与调控 GSK3β / COX2 信号通路,抑制 AQP2 的表

达有关。 通过下调 AQP2 的表达,减少水钠通道的数

量,降低水、钠重吸收,从而发挥治疗慢性心力衰竭利

尿剂抵抗、水钠潴留的作用。 然而,慢性心衰利尿剂抵

抗、水钠潴留的机制复杂,其深层次的机制仍需进一步

研究。
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Mechanism of Yangxin Granules in Regulating GSK3β, COX2 and AQP2 to Intervene
in Water - Sodium Retention in Heart Failure Rats

WANG Yang1, ZHANG Junru2, DAI Xin1, WANG Cong1, GAO Xiaolong3, LIU Ge1, REN Dezhi2

1. Shaanxi University of Chinese Medicine, Xianyang 712046, China;
2. Shaanxi Provincial Hospital of Traditional Chinese Medicine, Xi􀆳an 710000, China;

3. Xi􀆳an Innovation College, Yan􀆳an University, Yan􀆳an 716000, China
Abstract　 To investigate the mechanism of Yangxin Granules in regulating GSK3β, COX2 and AQP2 to intervene in
water - sodium retention in heart failure rats. Methods: One hundred SPF - grade SD rats were randomly divided into
sham operation group (10 rats) and modeling group (90 rats) . The modeling group underwent ligation of the left
anterior descending coronary artery for 2 weeks to establish a post - myocardial infarction heart failure model. The
modeling group was then randomly divided into model group, Yangxin Granules low - dose, medium - dose, and high -
dose groups, tolvaptan group, and combined intervention group ( tolvaptan + Yangxin Granules). All groups received
once - daily drug interventions. Urine output was collected at 6, 12, and 24 h during weeks 2 and 4 of treatment. After
the final administration, cardiac ultrasound was performed to record left ventricular ejection fraction (LVEF) and left
ventricular fractional shortening (LVFS). Urine output and body weight were recorded, and heart and kidney indices
were calculated. Serum brain natriuretic peptide (BNP) levels were measured by ELISA. Myocardial tissue pathology
was observed via HE and Masson staining. Western blot was used to detect expression levels of GSK3β, COX2, and
AQP2 proteins in renal tissues. Results: Compared with the model group, Yangxin Granules increased urine output
(P < 0. 05), decreased serum BNP levels (P < 0. 05), improved cardiac function (LVEF and LVFS, P < 0. 05, P <
0. 01), and upregulated COX2 expression (P < 0. 05). Compared with the model group, the tolvaptan and combination
groups showed downregulated GSK3β and AQP2 expression (P < 0. 01). Yangxin Granules alleviated myocardial tissue
damage and inflammatory cell infiltration. Conclusion: Yangxin Granules can regulate renal tubular GSK3β and COX2
expression, thereby inhibiting AQP2, reducing water reabsorption, thus exerting therapeutic effects on water - sodium
retention in heart failure.
Key words　 Yangxin Granules; Heart failure; Water - sodium retention; GSK3β; COX2; AQP2
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