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[摘要] 目的：探讨益心附葶饮通过BNIP3/NIX信号通路调控小鼠心肌（HL-1）细胞线粒体自噬治疗心力衰

竭的作用机制。方法：将30只SD大鼠随机分为正常组、益心附葶饮低剂量组（26.25 mg/kg）、益心附葶饮中剂量组

（52.50 mg/kg）、益心附葶饮高剂量组（105.00 mg/kg）、曲美他嗪组（10 mg/kg），每组各6只。连续14 d灌胃给药，给药

结束后，采集腹主动脉血，制备益心附葶饮含药血清。将HL-1细胞分为正常组，模型组，益心附葶饮低、中、高剂

量组，曲美他嗪组，分别加入相应含药血清培养细胞。细胞计数试剂盒-8（CCK-8）法检测细胞活性；流式细胞术

检测细胞活性氧（ROS）水平；蛋白质印迹（Western blotting）法检测细胞Beclin-1、Atg7、p-P62/P62、LC3、BNIP3、

NIX蛋白表达水平。结果：与正常组比较，模型组细胞活性降低（ 约0.01），ROS水平升高（ 约0.01），Beclin-1、Atg7、

p-P62/P62、LC3、BNIP3、NIX蛋白表达升高（ 约0.01），提示细胞处于氧化应激状态，并启动了以自噬激活为主的

适应性反应；与模型组比较，益心附葶饮低、中、高剂量组及曲美他嗪组细胞活性升高（ 约0.05），ROS水平下降

（ 约0.01），Beclin-1、Atg7、p-P62/P62、LC3、BNIP3、NIX蛋白表达下降（ 约0.05或 约0.01），益心附葶饮疗效呈现剂量-

效应依赖关系，且高剂量益心附葶饮疗效不劣于曲美他嗪。结论：益心附葶饮可能通过抑制BNIP3/NIX蛋白表

达，从而调控细胞线粒体自噬，进而治疗心力衰竭。
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Mechanism of Yixin Futing Yin (益心附葶饮) in Treating Heart Failure by

Regulating Cardiac Mitophagy through the BNIP3/NIX Pathway

[Abstract] Objective: To investigate the mechanism of Yixin Futing Yin in treating heart failure by

regulating mitophagy in mouse cardiomyocytes (HL -1) through the BNIP3/NIX signaling pathway. Methods:

Totally 30 SD rat were randomly divided into normal group, Yixin Futing Yin low-dose group (26.25 mg/kg),

Yixin Futing Yin medium-dose group (52.50 mg/kg), Yixin Futing Yin high-dose group (105.00 mg/kg) and

trimetazidine group (10 mg/kg), 6 mice in each group. The drug was administered by gavage for 14 consecutive

days, and blood was collected from the abdominal aorta for the preparation of drug-containing serum of Yixin

Futing Yin. The HL-1 cells were subdivided into normal group, model group, Yixin Futing Yin low -dose

group, Yixin Futing Yin medium-dose group, Yixin Futing Yin high-dose group and trimetazidine group, and

the cells were cultured by adding the drug-containing serum. The activity of the cells in each group was

detected by CCK-8. The ROS level of the cells in each group was detected by flow cytometry, and Western
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心 力 衰 竭 （ 以 下 简 称 “ 心 衰 ” ） ， 其 临 床 主 要 表 现 包 括 心

悸 、 喘 息 、 肢 体 水 肿 等 症 状 ， 是 各 种 慢 性 心 血 管 疾 病 发 展 的 最

终 阶 段 。 《 中 国 心 血 管 病 报 告 2020》 数 据 显 示 ， 我 国 心 衰 病 人

已 达 890 万 人 ， 心 衰 住 院 病 人 病 死 率 可 达 4.1%[1]。 近 年 来 ， 多 种

新 型 药 物 相 继 研 发 成 功 并 问 世 ， 如 钠 - 葡 萄 糖 共 转 运 蛋 白 2 抑

制 剂 和 血 管 紧 张 素 受 体 脑 啡 肽 酶 抑 制 剂 的 出 现 ， 也 让 心 衰 的

治 疗 有 了 进 一 步 的 突 破 [2-3]。 然 而 ， 心 衰 患 者 的 5 年 生 存 率 仍 然

较 低 ， 与 恶 性 肿 瘤 相 近 。 因 此 ， 当 前 心 血 管 研 究 领 域 的 重 点 在

于 积 极 寻 找 治 疗 心 衰 的 有 效 药 物 。 心 脏 的 能 量 代 谢 主 要 依 赖

于 线 粒 体 ， 而 线 粒 体 功 能 障 碍 在 心 衰 的 进 程 中 愈 发 受 到 重

视 [4]。 线 粒 体 自 噬 可 以 通 过 形 成 吞 噬 泡 和 自 噬 体 ， 诱 导 自 噬 体

与 溶 酶 体 融 合 ， 最 终 降 解 受 损 的 线 粒 体 ， 使 之 逐 渐 被 分 解 为

氨 基 酸 、 脂 肪 酸 等 小 分 子 物 质 ， 以 此 来 维 护 线 粒 体 功 能 的 稳

定 。 BNIP3/NIX 作 为 与 线 粒 体 自 噬 相 关 的 蛋 白 质 ， 是 介 导 线 粒

体 自 噬 的 一 条 重 要 通 路 。 两 者 均 位 于 线 粒 体 外 膜 上 ， 可 以 和

LC3 结 合 ， 能 够 通 过 桥 接 自 噬 体 和 线 粒 体 ， 发 挥 清 除 损 伤 线 粒

体 的 功 能 [5] 。 此 外 ， 两 者 能 够 结 合 Beclin-2 ， 抑 制 Beclin-1 与

Beclin-2 之 间 的 相 互 作 用 ， 从 而 使 Beclin-1 激 活 线 粒 体 自 噬 [6]。

中 医 学 将 心 衰 纳 入 “ 喘 证 ” “ 心 水 ” “ 胸 痹 ” 等 病 症 范 畴 ， 其

主 要 病 位 在 心 ， 与 肝 肺 脾 肾 均 有 关 。 在 现 代 诸 多 医 家 的 归 纳

总 结 下 ， 基 本 病 机 已 达 成 共 识 ， 即 本 虚 标 实 之 证 。 本 虚 决 定 了

心 衰 的 发 生 ， 标 实 则 为 其 变 化 因 素 ， 因 此 治 疗 心 衰 应 该 以 心

肾 温 阳 、 益 气 、 化 瘀 、 利 水 等 为 基 本 原 则 [7]。 目 前 ， 临 床 上 的 常

规 治 疗 手 段 以 利 尿 、 强 心 及 扩 张 血 管 等 药 物 治 疗 为 主 ， 虽 然

西 药 治 疗 获 得 广 泛 应 用 ， 但 是 伴 有 一 定 的 副 作 用 。 中 医 药 强

调 整 体 观 念 ， 在 心 衰 的 治 疗 中 占 据 独 特 的 优 势 。 益 心 附 葶 饮

为 雷 瑗 琳 主 任 医 师 治 疗 心 衰 的 验 方 。 研 究 表 明 ， 益 心 附 葶 饮

在 治 疗 心 衰 方 面 展 现 出 显 著 疗 效 [8]， 比 如 可 以 减 轻 心 肌 细 胞

的 炎 症 反 应 、 改 善 心 室 重 塑 、 抑 制 心 肌 纤 维 化 进 程 ， 从 而 延 缓

心 衰 的 发 生 发 展 [9]。 本 研 究 旨 在 从 线 粒 体 自 噬 蛋 白 BNIP3/NIX

的 表 达 角 度 ， 探 讨 益 心 附 葶 饮 治 疗 心 衰 的 分 子 生 物 学 机 制 。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实 验 动 物 与 细 胞 SPF 级 SD 大 鼠 30 只 ， 雄 性 ， 体 质 量

（ 200依20） g ， 购 自 陕 西 省 医 学 实 验 动 物 所 。 动 物 生 产 许 可 证

号 ： SCXK（ 陕 ） 2023-002； 动 物 质 量 合 格 证 号 ： No.4075 。 大 鼠 分

笼 饲 养 于 陕 西 中 医 药 大 学 动 物 实 验 中 心 ， 动 物 使 用 许 可 证 号 ：

SYXK（ 陕 ） 2023-004 。 温 度 （ 22依2） 益， 湿 度 55%~75%， 光 照 12 h

昼 夜 周 期 循 环 ， 自 由 饮 水 、 摄 食 ， 所 有 大 鼠 在 实 验 前 先 适 应 环

境 1 周 。 小 鼠 心 肌 （ HL-1） 细 胞 （ 货 号 ： RY-M0042） ， 购 自 浙 江

如 耀 生 物 科 技 有 限 公 司 。

1.1.2 药 物 与 试 剂 益 心 附 葶 饮 膏 剂 （ 西 安 市 中 医 医 院 制 剂

室 提 供 ） ； 胎 牛 血 清 （ 以 色 列 BI 公 司 ， 货 号 ： SNC050022W） ；

DMEM培 养 基 （ 美 国 康 宁 公 司 ， 货 号 ： CP24080160186） ； PBS 1伊

（ 美 国 康 宁 公 司 ， 货 号 ： GA24080050071） ； 双 抗 （ 美 国 康 宁 公

司 ， 货 号 ： CR2408115） ； 胰 蛋 白 酶 （ 美 国 康 宁 公 司 ， 货 号 ： SNEP

08713LB） ； 细 胞 计 数 试 剂 盒 -8（ CCK-8） 试 剂 盒 （ 美 国 Target原

Mol公 司 ， 货 号 ： E1CK-000208） ； 活 性 氧 （ ROS） 检 测 试 剂 盒 （ 南

京 建 成 生 物 工 程 研 究 所 ， 货 号 ： 20240715 ， ） ； Beclin-1（ 北 京 博

奥 森 生 物 技 术 有 限 公 司 ， 货 号 ： BD05204130） ； Atg7（ 北 京 博 奥

森 生 物 技 术 有 限 公 司 ， 货 号 ： BC01094343） ； P62（ 北 京 博 奥 森

生 物 技 术 有 限 公 司 ， 货 号 ： BD05067160） ； LC3（ 北 京 博 奥 森

生 物 技 术 有 限 公 司 ， 货 号 ： BC12136231） ； BNIP3（ 武 汉 博 士 德

生 物 工 程 有 限 公 司 ， 货 号 ： ZP9016BP16） ； NIX（ 武 汉 博 士 德 生

物 工 程 有 限 公 司 ， 货 号 ： 23F089405K20） 。

1.1.3 主 要 仪 器 二 氧 化 碳 培 养 箱 （ 型 号 ： Thermo 371 ， 美 国

赛 默 飞 世 尔 公 司 ） ； 厌 氧 培 养 箱 （ 型 号 ： YQX-域 ， 上 海 跃 进 医

疗 器 械 厂 ） ； 倒 置 显 微 镜 （ 型 号 ： MG 306 C Speed， 日 本 Olympus

公 司 ） ； 酶 标 仪 （ 迈 瑞 医 疗 国 际 股 份 有 限 公 司 ， 型 号 ： MR-96A） ；

低 速 台 式 离 心 机 （ 上 海 卢 湘 仪 实 验 室 仪 器 有 限 公 司 ， 型 号 ： TD4） ；

涡 旋 仪 （ 海 门 其 林 贝 尔 仪 器 制 造 有 限 公 司 ， 型 号 ： QL-901） ； 常

温 摇 床 （ 海 门 其 林 贝 尔 仪 器 制 造 有 限 公 司 ， 型 号 ： THZ-100） ；

流 式 细 胞 仪 （ 碧 迪 医 疗 器 械 有 限 公 司 ， 型 号 ： Accuri C6） ； 低 温

高 速 离 心 机 （ 安 徽 方 领 生 物 医 疗 设 备 有 限 公 司 ， 型 号 ： FL-

4001） ； 电 泳 转 移 槽 （ 北 京 凯 元 信 瑞 仪 器 有 限 公 司 ， 型 号 ：

WIX-miniBLOT） ； 电 泳 电 源 （ 北 京 凯 元 信 瑞 仪 器 有 限 公 司 ， 型

号 ： WIX-EP60C） ； 化 学 发 光 成 像 分 析 仪 （ 北 京 赛 智 创 业 科 技

有 限 公 司 ， 型 号 ： MiniChemi 500） 。

blottingand was used to detect the protein expressions level of Beclin-1, Atg7, p-P62/P62, LC3, BNIP3 and

NIX. Results: Compared with the normal group, the model group showed decreased cell viability (P<0.01),

increased ROS levels (P<0.01), and elevated protein expression of Beclin-1, Atg7, p-P62/P62, LC3, BNIP3, and

NIX (P<0.01), indicating that the cells were under oxidative stress and initiated an adaptive response mainly

characterized by autophagy activation. Compared with the model group, the Yixin Futing Yin low-dose group,

Yixin Futing Yin medium -dose group, Yixin Futing Yin high -dose group and trimetazidine group showed

increased cell viability (P<0.05), decreased ROS levels (P<0.01), and reduced protein expression of Beclin-1,

Atg7, p -P62/P62, LC3, BNIP3, and NIX (P约0.05 or P<0.01). The therapeutic effect of Yixin Futing Yin

exhibited a dose-dependent relationship, and the high-dose Yixin Futing Yin was non-inferior to trimetazidine.

Conclusion: Yixin Futing Yin may treat heart failure by regulating cellular mitophagy through inhibition of

BNIP3/NIX protein expression.

[Keywords] heart failure; Yixin Futing Yin; mitophagy; BNIP3/NIX pathway; cardiomyocytes; rat
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1.2 方法

1.2.1 制 备 益 心 附 葶 饮 浸 膏 膏 方 药 物 剂 量 为 平 常 处 方 的

10 倍 ， 附 子 150 g ， 葶 苈 子 200 g ， 太 子 参 200 g ， 麸 炒 白 术 300 g ，

桂 枝 300 g ， 生 地 黄 100 g， 龙 骨 300 g， 牡 蛎 300 g， 川 芎 90 g ， 炙

甘 草 120 g 。 一 开 始 用 大 火 煎 煮 ， 先 煎 到 沸 腾 ， 再 改 用 小 火 慢

煎 。 煮 到 3 h， 过 滤 取 出 药 液 ， 药 渣 加 冷 水 再 煎 。 这 样 反 复 3 次 ，

合 并 药 液 。 静 置 沉 淀 ， 再 用 4 层 纱 布 过 滤 3 次 ， 尽 量 减 少 药 液 中

的 杂 质 。 煎 出 的 药 液 放 到 小 火 上 煎 煮 蒸 发 浓 缩 ， 使 它 逐 渐 形

成 稠 膏 状 为 止 ， 存 入 冰 箱 备 用 。

1.2.2 制 备 益 心 附 葶 饮 含 药 血 清 大 鼠 适 应 性 饲 养 1 周 后 随

机 分 为 正 常 组 ， 益 心 附 葶 饮 低 、 中 、 高 剂 量 组 （ 通 过 预 实 验 - 细

胞 毒 性 实 验 ， 筛 选 出 最 适 浓 度 ， 以 生 药 量 计 为 52.50 mg/kg ， 取

1/2 和 2倍 作 为 低 浓 度 、 高 浓 度 ） ， 曲 美 他 嗪 组 ， 每 组 各 6 只 ， 各 组

动 物 常 规 饲 养 ， 益 心 附 葶 饮 组 分 别 给 予 26.25、 52.50、 105.00mg/kg

益 心 附 葶 饮 溶 液 灌 胃 ， 正 常 组 在 同 一 时 间 灌 胃 等 体 积 的 生 理

盐 水 。 曲 美 他 嗪 组 使 用 盐 酸 曲 美 他 嗪 纯 度 为 97%， 给 动 物 剂 量

为 10 mg/kg[ 根 据 临 床 等 效 剂 量 换 算 ， 大 鼠 的 给 药 剂 量 =6.3伊

（ 人 临 床 给 药 量 /70 kg） ]。 配 置 方 法 ： 将 128.90 mg 盐 酸 曲 美 他 嗪

溶 于 少 于 50 mL的 生 理 盐 水 ， 再 用 生 理 盐 水 补 足 至 50 mL。 给 每

只 大 鼠 每 天 灌 胃 1 次 。 连 续 14 d 给 予 药 物 ， 最 后 一 次 给 药 后 1 h，

戊 巴 比 妥 钠 （ 50 mg/kg） 腹 腔 麻 醉 大 鼠 ， 仰 卧 固 定 于 手 术 架 ， 常

规 消 毒 后 从 腹 正 中 线 皮 肤 切 开 腹 腔 ， 暴 露 腹 主 动 脉 ， 在 腹 主

动 脉 分 叉 处 1~3 mm 朝 向 心 端 取 血 ， 腹 主 动 脉 采 血 ， 采 血 后 采

用 吸 入 二 氧 化 碳 处 死 法 处 死 。 随 后 将 采 出 的 血 液 静 置 2 h 以 上

使 血 液 自 然 凝 固 ， 将 凝 固 后 的 血 液 在 3 000 r/min 下 离 心 10 min

（ 离 心 半 径 为 10 cm） ， 以 分 离 上 层 血 清 ， 用 水 浴 锅 在 56 益 条 件

下 灭 活 30 min ， 过 滤 分 装 ， 于 -20 益条 件 下 保 存 备 用 。

1.2.3 细 胞 培 养 及 形 态 观 察 将 细 胞 置 于 DMEM 培 养 基 ， 培

养 箱 （ 37 益， 5% CO2） 中 孵 育 ， 观 察 贴 壁 情 况 。 生 长 状 态 良 好 的

贴 壁 细 胞 经 PBS缓 冲 液 洗 涤 后 ， 以 0.25%胰 酶 对 细 胞 进 行 消 化 ，

待 细 胞 呈 纤 维 样 分 离 脱 落 用 完 全 培 养 液 终 止 消 化 ， 随 后 进 行

传 代 培 养 。 通 过 倒 置 显 微 镜 观 察 细 胞 形 态 的 变 化 ， 确 认 细 胞

状 态 良 好 ， 以 备 后 续 检 测 使 用 。

1.2.4 实 验 分 组 与 指 标 检 测 在 细 胞 培 养 瓶 中 加 入 4 000 滋L

的 无 糖 DMEM基 础 培 养 基 （ 即 为 细 胞 缺 氧 培 养 液 ） 。 随 后 ， 将 培

养 瓶 置 入 2.5 L的 厌 氧 培 养 袋 中 ， 并 同 时 放 入 一 个 2.5 L 的 厌 氧

产 气 包 ， 以 构 建 一 个 厌 氧 环 境 。 接 着 ， 加 入 氧 气 指 示 剂 （ 该 指

示 剂 在 厌 氧 条 件 下 呈 粉 红 色 ， 有 氧 时 则 变 为 蓝 色 ） ， 待 指 示 剂

完 全 转 为 粉 红 色 后 开 始 计 时 。 此 后 ， 将 培 养 瓶 置 于 培 养 箱 内

培 养 6 h ， 之 后 移 除 缺 氧 培 养 液 ， 更 换 为 高 糖 DMEM 培 养 基 ， 并

将 培 养 瓶 转 移 至 恒 温 培 养 箱 中 进 行 1 h的 复 氧 培 养 。

根 据 参 考 文 献 [10]， 随 机 将 细 胞 分 为 正 常 组 ， 模 型 组 ， 益

心 附 葶 饮 低 、 中 、 高 剂 量 组 ， 曲 美 他 嗪 组 。 正 常 组 细 胞 按 照 常

规 方 式 在 恒 温 培 养 箱 中 培 养 7 h ； 模 型 组 细 胞 在 低 氧 条 件 下 培

养 ， 不 进 行 任 何 药 物 干 预 ； 益 心 附 葶 饮 低 、 中 、 高 剂 量 组 细 胞

则 在 缺 氧 处 理 时 ， 分 别 给 予 益 心 附 葶 饮 低 、 中 、 高 剂 量 的 含 药

血 清 进 行 处 理 ； 曲 美 他 嗪 组 细 胞 加 入 曲 美 他 嗪 血 清 进 行 处 理 。

1.2.5 CCK-8检 测 细 胞 活 性 培 养 终 止 后 ， 移 除 细 胞 培 养 基 ，

用 PBS 清 洗 两 次 ， 向 每 孔 加 入 100 滋L含 有 10% CCK-8 溶 液 ， 轻

晃 培 养 板 以 帮 助 混 匀 ， 放 入 培 养 箱 孵 育 2 h ， 用 酶 标 仪 在

450 nm波 长 处 测 定 其 光 吸 收 值 。

1.2.6 流 式 细 胞 术 检 测 细 胞 ROS 水 平 除 去 旧 培 养 基 ， 按 照

1颐1 000 将 DCFH-DA（ 2',7'- 二 氯 二 氢 荧 光 素 二 乙 酸 酯 ） 用 无 血

清 培 养 液 稀 释 至 10 滋mol/L。 弃 去 诱 导 用 药 物 ， 每 孔 （ 空 白 孔 除

外 ） 加 入 1 mL 稀 释 好 的 DCFH-DA。 将 培 养 板 放 入 培 养 箱 避 光

培 养 ， 孵 育 30 min， 吸 去 培 养 基 ， 用 PBS清 洗 3次 ， 以 充 分 除 去 多

余 的 DCFH-DA， 加 入 胰 蛋 白 酶 消 化 细 胞 ， 收 集 细 胞 悬 液 ， 置 入

离 心 机 以 1 000 r/min（ 离 心 半 径 8~10 cm） 离 心 5 min ， 弃 上 清

液 。 最 后 ， 加 入 PBS 重 新 悬 浮 细 胞 上 机 进 行 测 定 。

1.2.7 蛋 白 质 印 迹 （ Western blotting） 检 测 细 胞 Beclin-1、 Atg7、

p-P62、 P62 、 LC3 、 BNIP3 、 NIX 蛋 白 表 达 水 平 将 收 集 到 的 细

胞 按 照 1伊106 细 胞 数 加 入 RIPA 裂 解 缓 冲 液 （ 4 益 预 冷 含 有 1%

蛋 白 酶 抑 制 剂 ） ， 进 行 裂 解 处 理 ， 裂 解 物 在 12 000伊g、 4 益 条 件

下 离 心 10 min 后 立 即 吸 取 上 清 液 ， 放 置 预 冷 的 1.5 mL 的 EP 管

中 保 存 待 用 。 使 用 BCA试 剂 盒 测 定 上 清 液 中 的 蛋 白 质 浓 度 ， 以

确 保 蛋 白 质 浓 度 在 合 适 范 围 内 （ 1~5 mg/mL） ， 10%SDS-PAGE

分 离 出 等 量 的 蛋 白 （ 20 滋g） ， 转 移 到 提 前 在 的 甲 醇 中 激 活

PVDF 膜 上 。 然 后 用 5% 脱 脂 牛 奶 室 温 下 封 闭 2 h， 再 用 TBST 缓

冲 液 清 洗 10 min ， 随 后 在 4 益 条 件 下 与 Beclin-1 、 Atg7 、 p-P62 、

P62 、 LC3 、 BNIP3 、 NIX 一 抗 慢 摇 孵 育 过 夜 ， 次 日 回 收 一 抗 ， 用

TBST缓 冲 液 清 洗 3 次 ， 每 次 10 min ， 再 将 膜 与 二 抗 于 37 益 条 件

下 慢 摇 孵 育 2 h， 弃 二 抗 ， 用 TBST 快 摇 洗 膜 3 次 。 取 等 量 ECL 发

光 试 剂 A液 和 B 液 避 光 混 合 ， 均 匀 加 到 PVDF膜 上 ， 置 于 化 学 发

光 荧 光 成 像 仪 上 进 行 可 视 化 处 理 。

1.2.8 统 计 学 方 法 通 过 GraphPad Prism 软 件 进 行 数 据 统 计

分 析 ， 计 量 资 料 以 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 。 多 组 间 数 据 比

较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ， 组 间 两 两 比 较 采 用 Tukey检 验 ， 约0.05

表 示 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2.1 益心附葶饮对细胞活性的影响 模 型 组 细 胞 活 性 低 于

正 常 组 （ <0.01） ； 益 心 附 葶 饮 低 、 中 、 高 剂 量 及 曲 美 他 嗪 组 细

胞 活 性 均 高 于 模 型 组 （ <0.05） ； 益 心 附 葶 饮 低 剂 量 组 细 胞 活 性

低 于 曲 美 他 嗪 组 （ <0.05） 。 （ 见 图 1 、 表 1）

注：与正常组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.05，c 约0.01；

与曲美他嗪组比较，d 约0.01。

图 1 各组细胞活性比较 （x依s，n=3）
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表 1 各组细胞存活率比较 （x依s）

组 别 n 细 胞 存 活 率 /%

正 常 组 3 1.000依0.000

模 型 组 3 0.522依0.030a

益 心 附 葶 饮 低 剂 量 组 3 0.690依0.052bd

益 心 附 葶 饮 中 剂 量 组 3 0.780依0.074c

益 心 附 葶 饮 高 剂 量 组 3 0.875依0.064c

曲 美 他 嗪 组 3 0.916依0.069c

28.913

0.000

注：与正常组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.05，c 约

0.01；与曲美他嗪组比较，d 约0.01。

2.2 益心附葶饮对细胞ROS水平的影响 模 型 组 细 胞 ROS

水 平 高 于 正 常 组 （ <0.01） ； 益 心 附 葶 饮 中 、 高 剂 量 及 曲 美 他

嗪 组 细 胞 ROS 水 平 均 低 于 模 型 组 （ <0.01） ； 益 心 附 葶 饮 低 、

中 、 高 剂 量 组 细 胞 ROS 水 平 均 高 于 曲 美 他 嗪 组 （ <0.05） 。 （ 见

图 2~3 、 表 2）

注：与正常组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.01；与曲

美他嗪组比较，c 约0.05，d 约0.01。

图 3 各组细胞 ROS水平比较 （x依s，n=3）

表 2 各组细胞 ROS水平比较 （x依s）

组 别 n ROS/%

正 常 组 3 0.433依0.058

模 型 组 3 17.400依1.550a

益 心 附 葶 饮 低 剂 量 组 3 14.467依1.640d

益 心 附 葶 饮 中 剂 量 组 3 9.833依1.400bd

益 心 附 葶 饮 高 剂 量 组 3 7.433依1.330bc

曲 美 他 嗪 组 3 3.433依0.950b

76.670

0.000

注：与正常组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.01；与曲

美他嗪组比较，c 约0.05，d 约0.01。

2.3 益心附葶饮对细胞Beclin-1、Atg7、p-P62/P62、LC3蛋白表

达影响 模 型 组 细 胞 Beclin-1 、 Atg7、 p-P62/P62 、 LC3 蛋 白 表

达 水 平 均 高 于 正 常 组 （ <0.01） ； 益 心 附 葶 饮 低 剂 量 组 细 胞

Beclin-1 蛋 白 表 达 水 平 低 于 模 型 组 （ <0.05） ； 益 心 附 葶 饮

中 剂 量 组 细 胞 Beclin-1 、 Atg7、 LC3 蛋 白 表 达 水 平 均 低 于 模 型

组 （ <0.05） ； 益 心 附 葶 饮 高 剂 量 组 细 胞 Beclin-1 、 Atg7 、

p-P62/P62 、 LC3 蛋 白 表 达 水 平 均 低 于 模 型 组 （ <0.05） ； 曲 美 他

嗪 组 细 胞 Beclin-1 、 Atg7、 p-P62/P62 、 LC3 蛋 白 表 达 水 平 均 低

于 模 型 组 （ <0.01） ； 益 心 附 葶 饮 低 剂 量 组 细 胞 Beclin-1、 Atg7、

LC3蛋 白 表 达 水 平 均 高 于 曲 美 他 嗪 组 （ <0.05） ； 益 心 附 葶 饮 中

剂 量 组 细 胞 Atg7 蛋 白 表 达 水 平 高 于 曲 美 他 嗪 组 （ <0.05） 。

（ 见 图 4~5、 表 3）

A B C D E F

注：A.正常组；B.模型组；C.益心附葶饮低剂量组；D.益心

附葶饮中剂量组；E.益心附葶饮高剂量组；F.曲美他嗪组。

图 4 各组细胞 Beclin-1、Atg7、p-P62/P62、LC3蛋白表达

Western blotting图

注：与正常组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.05，c 约0.01；

与曲美他嗪组比较，d 约0.05，e 约0.01。

图 5 各组细胞 Beclin-1、Atg7、p-P62/P62、LC3蛋白表达比较

（x依s，n=3）

图 2 各组细胞 ROS水平结果图
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表 3 各组细胞 Beclin-1、Atg7、p-P62/P62、LC3

蛋白表达比较 （x依s）

组 别 n B e c l i n - 1 A t g 7 p - P 6 2 / P 6 2 L C 3

正 常 组 3 1 . 0 0 0 ± 0 . 0 0 0 1 . 0 0 0 ± 0 . 0 0 0 1 . 0 0 0 ± 0 . 0 0 0 1 . 0 0 0 ± 0 . 0 0 0

模 型 组 3 2 . 5 1 0 ± 0 . 1 0 4 a 2 . 2 8 0 ± 0 . 3 0 1 a 2 . 5 4 0 ± 0 . 3 1 0 a 2 . 1 0 1 ± 0 . 1 0 4 a

益 心 附 葶 饮 低 剂 量 组 3 2 . 0 3 0 ± 0 . 2 6 0 b e 2 . 0 7 0 ± 0 . 1 5 0 e 1 . 7 6 0 ± 0 . 2 2 0 1 . 7 4 0 ± 0 . 1 8 0 d

益 心 附 葶 饮 中 剂 量 组 3 1 . 4 4 0 ± 0 . 1 4 0 b d 1 . 8 0 0 ± 0 . 1 5 0 b d 1 . 9 3 0 ± 0 . 5 1 0 1 . 6 4 0 ± 0 . 1 4 0 b

益 心 附 葶 饮 高 剂 量 组 3 1 . 4 0 0 ± 0 . 0 9 0 b c 1 . 4 2 0 ± 0 . 0 9 0 c 1 . 5 3 0 ± 0 . 0 9 0 b 1 . 2 7 0 ± 0 . 3 0 0 c

曲 美 他 嗪 组 3 1 . 3 3 0 ± 0 . 2 3 0 c 1 . 2 6 0 ± 0 . 1 3 0 c 1 . 3 8 0 ± 0 . 4 6 0 c 1 . 2 1 0 ± 0 . 0 8 0 c

2 9 . 8 5 4 2 6 . 6 9 0 7 . 8 5 4 1 8 . 6 0 4

0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 2 0 . 0 0 0

注：与正常组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.05，c 约

0.01；与曲美他嗪组比较，d 约0.05，e 约0.01。

2.4 益心附葶饮对细胞自噬分子信号BNIP3、NIX蛋白表达

的影响 模 型 组 细 胞 BNIP3、 NIX 蛋 白 表 达 水 平 均 高 于 正 常 组

（ <0.01） ； 益 心 附 葶 饮 中 、 高 剂 量 及 曲 美 他 嗪 组 细 胞 BNIP3 蛋

白 表 达 水 平 均 低 于 模 型 组 （ <0.01） ； 益 心 附 葶 饮 低 、 中 、 高 剂

量 组 及 曲 美 他 嗪 组 细 胞 NIX 蛋 白 表 达 水 平 均 低 于 模 型 组 （ <

0.05） ； 益 心 附 葶 饮 低 剂 量 组 细 胞 BNIP3 蛋 白 表 达 水 平 高 于 曲

美 他 嗪 组 （ <0.01） ； 益 心 附 葶 饮 低 、 中 剂 量 组 细 胞 NIX 蛋 白 表

达 水 平 均 高 于 曲 美 他 嗪 组 （ <0.01） 。 （ 见 图 6~7 、 表 4）

A B C D E F

注：A.正常组；B.模型组；C.益心附葶饮低剂量组；D.益心

附葶饮中剂量组；E.益心附葶饮高剂量组；F.曲美他嗪组。

图 6 各组细胞 BNIP3、NIX蛋白表达Western blotting图

注：与正常组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.05，c 约0.01；

与曲美他嗪组比较，d 约0.01。

图 7 各组细胞 BNIP3、NIX蛋白表达结果

3 讨 论

心 衰 是 一 种 具 有 高 发 病 率 和 死 亡 率 的 临 床 综 合 征 [10]， 对 患

者 的 生 活 质 量 造 成 了 严 重 影 响 。 尽 管 目 前 对 心 衰 的 治 疗 有 了

很 大 进 步 ， 但 在 有 效 的 药 物 治 疗 方 面 仍 然 需 要 长 足 发 展 [11]。 因

此 ， 如 何 更 有 效 地 治 疗 心 衰 始 终 是 研 究 的 重 点 和 热 点 。 心 脏

为 耗 能 器 官 ， 其 泵 血 功 能 需 要 大 量 的 能 量 ， 而 心 肌 细 胞 中 的

表 4 各组细胞 BNIP3、NIX蛋白表达结果 （x依s）

组 别 n BNIP3 NIX

正 常 组 3 1.000依0.000 1.000依0.000

模 型 组 3 2.020依0.200a 2.230依0.100a

益 心 附 葶 饮 低 剂 量 组 3 1.660依0.090d 1.880依0.170bd

益 心 附 葶 饮 中 剂 量 组 3 1.460依0.160c 1.610依0.070cd

益 心 附 葶 饮 高 剂 量 组 3 1.350依0.150c 1.340依0.140c

曲 美 他 嗪 组 3 1.190依0.090c 1.170依0.080c

21.429 52.292

0.000 0.000

注：与正常组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.05，c 约

0.01；与曲美他嗪组比较，d 约0.01。

线 粒 体 为 其 提 供 了 90% 的 能 量 供 应 [12]， 线 粒 体 可 将 脂 肪 、 碳 水

化 合 物 等 转 化 为 三 磷 酸 腺 苷 ， 源 源 不 断 地 为 心 脏 提 供 能 量 [13]。

而 当 线 粒 体 功 能 障 碍 时 ， 心 肌 细 胞 能 量 来 源 受 到 抑 制 ， 引 起

失 代 偿 发 生 ， 因 此 在 心 衰 的 发 生 、 发 展 中 ， 线 粒 体 功 能 障 碍 的

地 位 逐 渐 受 到 重 视 。 此 外 ， 线 粒 体 是 细 胞 内 产 生 ROS 主 要 场 所

之 一 ， ROS 水 平 影 响 着 线 粒 体 膜 电 位 的 变 化 ， 进 一 步 影 响 线 粒

体 的 功 能 。 在 正 常 情 况 下 ， ROS的 生 成 与 抗 氧 化 防 御 系 统 之 间

保 持 着 一 种 平 衡 状 态 。 然 而 ， 当 线 粒 体 功 能 障 碍 时 ， 促 使 ROS

过 度 生 成 ， 不 仅 会 直 接 损 害 细 胞 内 的 DNA、 蛋 白 质 等 生 物 分

子 ， 还 会 以 信 号 分 子 的 形 式 激 活 炎 症 相 关 的 信 号 通 路 ， 促 进

炎 症 介 质 的 生 成 ， 进 而 加 重 心 肌 细 胞 的 氧 化 损 伤 和 炎 症 反

应 。 两 者 相 互 影 响 ， 形 成 一 个 复 杂 的 调 节 网 络 ， 共 同 维 护 细 胞

的 稳 态 。 而 线 粒 体 自 噬 作 为 自 噬 的 一 种 特 定 类 型 ， 在 ROS压 力 、

营 养 缺 乏 、 细 胞 衰 老 等 多 种 因 素 的 作 用 下 ， 也 会 造 成 细 胞 内

的 线 粒 体 的 损 伤 [14]。 也 有 研 究 发 现 ， 心 血 管 疾 病 与 线 粒 体 自 噬

密 切 相 关 ， 如 在 程 序 性 心 肌 细 胞 死 亡 中 ， BNIP3/NIX 可 以 感 知

心 脏 应 激 ， 并 通 过 激 活 Bcl-2 相 关 X 蛋 白 （ Bax） 和 Bcl-2 拮 抗 因

子 （ Bak） ， 组 装 成 大 型 复 合 体 ， 启 动 线 粒 体 外 膜 孔 的 形 成 ， 导

致 线 粒 体 外 膜 通 透 化 [15]， 从 而 清 除 受 损 线 粒 体 、 减 轻 氧 化 应 激

和 炎 症 反 应 ， 改 善 心 肌 的 能 量 代 谢 [16]。 研 究 发 现 ， 结 扎 升 主 动

脉 诱 导 的 心 衰 模 型 由 于 持 续 的 超 负 荷 的 应 激 导 致 了 线 粒 体

的 过 度 自 噬 ， 从 而 引 起 细 胞 异 常 凋 亡 ； 而 用 线 粒 体 自 噬 抑 制

剂 处 理 后 ， 其 心 功 能 得 到 了 明 显 的 改 善 [17]。 在 心 肌 肥 大 相 关 研

究 中 ， 当 MSTN基 因 敲 除 时 会 使 小 鼠 对 心 肌 肥 大 刺 激 的 敏 感 性

显 著 升 高 ， 进 而 发 展 为 更 严 重 的 病 理 性 心 肌 肥 大 。 而 MSTN的 表

达 可 通 过 阻 断 两 条 关 键 信 号 通 路 （ AMPK/mTOR 通 路 、 miR-

128/PPAR酌/NF-资B通 路 ） 抑 制 心 肌 过 度 自 噬 ， 最 终 起 到 减 轻 心

肌 肥 大 的 效 应 [18]。 因 此 在 心 衰 的 晚 期 阶 段 ， 过 度 的 线 粒 体 自 噬

将 可 能 会 导 致 健 康 的 线 粒 体 被 清 除 ， 过 度 消 耗 关 键 因 子 ， 造 成

线 粒 体 功 能 障 碍 ， 影 响 细 胞 的 正 常 功 能 ， 还 可 能 会 引 起 细 胞

凋 亡 与 坏 死 ， 损 害 细 胞 与 组 织 ， 进 一 步 加 重 心 衰 的 进 展 ， 若 此

时 及 时 抑 制 线 粒 体 过 度 自 噬 ， 可 以 很 大 程 度 上 延 缓 疾 病 进 展 [19-20]。

益 心 附 葶 饮 由 制 附 子 、 太 子 参 、 桂 枝 、 川 芎 等 药 物 组 成 ，

为 雷 瑗 琳 主 任 医 师 治 疗 慢 性 心 力 衰 竭 多 年 来 总 结 的 验 方 。 该

方 中 ， 君 药 制 附 子 和 葶 苈 子 温 阳 利 水 ， 太 子 参 补 气 益 脾 胃 ， 茯

苓 淡 渗 利 湿 ， 白 术 健 脾 祛 湿 ， 桂 枝 通 阳 化 气 ， 共 同 辅 助 君 药 温

阳 化 气 利 水 ， 为 臣 药 。 川 芎 则 负 责 活 血 化 瘀 。 此 方 剂 配 伍 巧
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妙 ， 与 病 机 高 度 契 合 。 太 子 参 中 含 有 丰 富 的 人 参 皂 苷 Rg1， 可

以 促 进 线 粒 体 的 形 成 ， 介 导 线 粒 体 自 噬 清 除 受 损 线 粒 体 ， 对

心 血 管 疾 病 具 有 预 防 作 用 [21]。 而 川 芎 中 的 川 芎 嗪 可 以 通 过 调

节 线 粒 体 膜 电 位 ， 提 高 心 肌 细 胞 线 粒 体 的 氧 化 应 激 ， 从 而 抑

制 线 粒 体 自 噬 ， 改 善 心 肌 细 胞 功 能 [22]。 有 研 究 表 明 ， 附 子 可 以

抑 制 Bax 和 Caspase-3 等 蛋 白 、 促 进 Bcl-2 蛋 白 的 表 达 ， 逆 转 线

粒 体 应 激 状 态 ， 调 控 线 粒 体 自 噬 [23]。 乙 酸 乙 酯 作 为 桂 枝 的 提 取

物 可 以 抑 制 ROS聚 集 ， 减 轻 氧 化 应 激 ， 以 维 护 线 粒 体 的 功 能 [24]。

经 前 期 实 验 研 究 ， 益 心 附 葶 饮 能 够 通 抑 制 HIF-1/VEGF信 号 通

路 和 降 低 HIF-1 蛋 白 的 表 达 来 介 导 炎 症 反 应 ， 抑 制 心 室 重 塑

的 进 程 、 修 复 线 粒 体 、 介 导 AMPK 信 号 通 路 调 节 心 肌 细 胞 能 量

代 谢 [25]。

Bcl-2 蛋 白 家 族 的 BNIP3 和 NIX 位 于 线 粒 体 外 膜 上 ， 且 都

包 含 有 能 与 LC3 结 合 的 BH3 结 构 可 直 接 通 过 LIR 与 LC3 相 互 作

用 ， 从 而 启 动 线 粒 体 自 噬 [26]， 也 可 以 通 过 磷 酸 化 作 用 ， 增 强 与

LC3 的 相 互 结 合 ， 调 节 线 粒 体 自 噬 的 起 始 和 进 展 ， 以 此 来 保 护

线 粒 体 质 量 [27]。 BNIP3也 可 以 抑 制 PINK1 水 解 ， 使 其 通 过 TOMM

复 合 物 聚 集 在 线 粒 体 外 膜 上 ， 通 过 自 磷 酸 化 形 成 同 源 二 聚 体

以 激 活 酶 活 性 ， 进 一 步 召 集 线 粒 体 自 噬 蛋 白 与 LC3 结 合 形 成

自 噬 小 体 ， 与 溶 酶 体 融 合 促 进 线 粒 体 自 噬 。 LC3 是 自 噬 的 核 心

标 志 。 LC3-域（ 磷 脂 化 的 形 式 ） 是 与 自 噬 体 膜 结 合 的 活 性 形 式 ，

其 表 达 水 平 与 自 噬 活 动 密 切 相 关 [28]。 P62 作 为 自 噬 途 径 的 关 键

蛋 白 ， 可 被 包 裹 在 自 噬 体 内 被 蛋 白 水 解 酶 降 解 。 因 此 ， 当 P62

积 聚 时 ， 通 常 意 味 着 自 噬 流 受 到 了 阻 碍 ， 而 其 水 平 下 降 则 表

明 自 噬 活 动 增 强 [29]。 而 在 氧 化 应 激 或 者 毒 物 刺 激 下 ， P62 作 为

一 种 应 激 蛋 白 ， 其 水 平 也 可 以 伴 随 着 自 噬 激 活 而 升 高 [30]。 Beclin-1

是 形 成 自 噬 体 的 必 须 分 子 ， 可 与 磷 脂 酰 肌 醇 激 酶 相 互 作 用 ，

启 动 自 噬 的 成 何 步 骤 ， 并 作 用 于 自 噬 体 与 溶 酶 体 的 融 合 。 此

外 ， Beclin-2 还 可 以 与 自 噬 相 关 蛋 白 反 应 调 控 自 噬 体 的 形 成

与 成 熟 ， 其 表 达 量 的 增 加 通 常 与 自 噬 的 激 活 有 关 [31]。 ATG7 是

自 噬 过 程 中 的 关 键 蛋 白 质 ， 可 以 与 其 他 自 噬 相 关 蛋 白 形 成 复

合 物 ， 通 过 磷 酸 化 与 其 他 蛋 白 结 合 ， 以 调 控 自 噬 囊 泡 的 膜 融

合 和 延 伸 ， 同 时 ATG7 在 自 噬 流 中 起 到 E1 样 酶 的 作 用 ， 生 成

ATG12-ATG5 和 LC3 的 脂 质 化 ， 调 节 自 噬 体 的 形 成 和 降 解 ， 保

证 自 噬 过 程 的 高 效 进 行 从 而 发 挥 作 用 。 它 的 表 达 和 活 性 与 自

噬 的 形 成 密 切 相 关 [32]。 本 研 究 结 果 表 明 ， 益 心 附 葶 饮 可 明 显 改

善 心 肌 细 胞 活 性 与 活 性 氧 ROS 聚 集 。 相 较 于 正 常 组 ， 模 型 组

细 胞 活 性 降 低 ， ROS水 平 升 高 ， Beclin-1、 Atg7、 p-P62/P62、 LC3、

BNIP3、 NIX蛋 白 表 达 升 高 ， 提 示 细 胞 处 于 氧 化 应 激 状 态 ， 并 启

动 了 以 自 噬 激 活 为 主 的 适 应 性 反 应 ； 相 较 于 模 型 组 ， 益 心 附

葶 饮 低 、 中 、 高 剂 量 及 曲 美 他 嗪 组 细 胞 活 性 升 高 ， ROS水 平 下 降 ，

Beclin-1、 Atg7、 p-P62/P62 、 LC3 、 BNIP3 、 NIX 蛋 白 表 达 下 降 。 益

心 附 葶 饮 疗 效 呈 现 剂 量 - 效 应 依 赖 关 系 ， 且 高 剂 量 益 心 附 葶

饮 疗 效 不 劣 于 曲 美 他 嗪 。

综 上 所 述 ， BNIP3/NIX作 为 线 粒 体 自 噬 的 重 要 通 路 , 调 节

着 心 肌 细 胞 的 能 量 代 谢 、 凋 亡 及 ROS 的 生 成 。 益 心 附 葶 饮 可

能 是 通 过 抑 制 BNIP3/NIX 信 号 通 路 介 导 的 线 粒 体 过 度 自 噬 ，

改 善 受 损 线 粒 体 的 功 能 ， 抑 制 活 性 氧 ROS 聚 集 ， 提 高 心 肌 细 胞

活 性 ， 从 而 阻 止 心 衰 的 进 展 ， 为 后 续 心 衰 机 制 研 究 提 供 参 考 。
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