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二参真武汤调控ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路

抑制心肌纤维化的体外实验研究
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［摘要］目的　探究二参真武汤抑制心肌细胞纤维化的作用机制。方法　采用灌胃给予ＳＰＦ大鼠二参真武汤、贝那

普利７ｄ的方法制备含药血清，从出生３ｄ内的乳鼠心脏中提取原代心肌成纤维细胞，采用免疫荧光和台盼蓝染色

法鉴定细胞纯度与成活率，采用ＣＣＫ８法确定二参真武汤含药血清的最佳给药浓度与给药时间，采用血管紧张素

Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）刺激原代心肌成纤维细胞复制心肌纤维化模型，将原代心肌成纤维细胞分为正常组、模

型组、二参真武汤组、贝那普利组，采用ＥＬＩＳＡ法检测胶原蛋白（ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ，Ｃｏｌ）Ⅰ和ＣｏｌⅢ含量，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ法检测平滑肌肌动蛋白（ａｌｐｈａｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）、ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅢ、ＰＩ３Ｋ、ｐＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、

ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ蛋白表达水平，ｑＲＴＰＣＲ法检测αＳＭＡ、ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅢ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲｍＲＮＡ表达水平。

结果　提取的原代心肌成纤维细胞纯度与成活率均达到９５％以上。与正常组比较，模型组、ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅢ含量显

著升高（犘＜０．０５），αＳＭＡ、ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅢ、ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ蛋白及ｍＲＮＡ表达水平显著升高（犘＜０．０５）；

与模型组比较，二参真武汤组原代心肌成纤维细胞中αＳＭＡ、ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅢ、ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ蛋白及ｍＲ

ＮＡ表达水平均显著降低（犘＜０．０５）。结论　二参真武汤抑制心肌纤维化的机制与调节ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号

通路有关。
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　　心肌纤维化是心功能障碍时心脏自身的代偿反

应，是许多心脏疾病终末期的共同病理生理机制［１］。

纤维化的特点是成纤维细胞过度繁殖，导致细胞外

基质蛋白沉积增加，虽然轻度的纤维化对心脏起到

一定的保护作用，但是过度增殖和沉积会使心脏扩

展下降，心脏的舒张活动降低，心肌僵硬，最终导致

患者心律失常或心力衰竭［２］。目前，还没有治疗心

肌纤维化的最佳治疗方案，如果能够早发现、早对症

治疗，可能会极大提高患者的生命安全。

二参真武汤是安徽中医药大学第一附属医院结

合多年临床用药经验［３］，基于《伤寒论》真武汤增加

红参、丹参组成的中药复方。二参真武汤能显著改

善心肾阳虚型慢性心力衰竭患者心功能，降低醛固

酮、活性氧、血管紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）

水平［４］。二参真武汤也可抑制免疫炎症反应，抑制

心肌细胞凋亡，保护心肌细胞，改善慢性心力衰竭患
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者心肌纤维化［５］。但是，其治疗心肌纤维化的作用

机制仍不清楚。

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路是一种常见的细

胞信号通路，参与哺乳动物多种病理生理过程，并参

与细胞周期和细胞生长的过程。有研究表明，硫化

氢通过调节ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路，增加细

胞自噬而减轻阿霉素诱导的大鼠心肌纤维化［６］，芪

参益气丸通过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路激活自噬而

减轻 心 肌 纤 维 化［７］，姜 辣 素 通 过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／

ｍＴＯＲ信号通路抑制细胞凋亡和自噬从而改善心

肌纤维化［８］。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路通过调

节细胞的存活、凋亡、生长及心肌收缩甚至相关基因

的转录等参与调控心肌纤维化的发生、发展和病理

形成，通过调节自噬减轻心肌纤维化，在心血管疾病

的发病机制中具有重要的作用。基于上述原因，本

实验将ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路相关蛋白及其

ｍＲＮＡ作为心肌纤维化的特异性指标，采用原代心

肌成纤维细胞进行实验研究，以二参真武汤含药血

清进行干预，并以贝那普利作为阳性对照，探究二参

真武汤治疗心肌纤维化的机制。

１　材料

１．１　试剂　附子、红参、茯苓、白术、白芍、丹参购于
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安徽普仁公司，生姜自制，经安徽中医药大学俞年军

教授鉴定可用。贝那普利（批号 Ｈ２００５３３３９０）：中

国成都地奥制药集团有限公司；胶原蛋白（Ｃｏｌｌａ

ｇｅｎ，Ｃｏｌ）Ⅰ（批号 ＥＤ３０５１４）、ＣｏｌⅢ（批号 ＥＤ

３０５１３）：中 国 厦 门 仑 昌 硕 公 司；ＧＡＰＤＨ（批 号

Ａ０１０２０）、山羊抗兔ＩｇＧ（批号 ＢＳ１３２７８）、山羊抗鼠

ＩｇＧ（批号 Ａ２１０１０）：美国Ａｂｂｋｉｎ；α平滑肌肌动蛋

白 （ａｌｐｈａｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）（批 号

ａｂ２８３８５１）、ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ（批号 ａｂ２８３８５２）：

美国Ａｂｃａｍ 公司；ＴＲＩｚｏｌ（批号１５５９６０２６）：美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；ＳＹＢＲＰｒｅＭｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ
Ⅱ试剂盒（批号

２０１）：日 本 Ｔａｋａｒａ；ＤＭＥＭ 高糖培养基 （批 号

１１９９５０４０）：美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ。

１．２　仪器　全波长酶标仪（ＭｕｌｔｉｓｋａｎＳｐｅｃｔｒｕｍ）：

赛默飞公司；高速冷冻离心机（Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５８１０Ｒ）：上

海天美有限公司；倒置光学显微镜（ＤＭＩ６０００Ｂ）：麦克奥

迪；超灵敏多功能成像仪（ＡｍｅｒｓｈａｍＩｍａｇｅ６００）：美国

ＧＥ；ｑＲＴＰＣＲ仪（ＭＸ３０００Ｐ）：美国安捷伦。

１．３　动物　将大鼠置于温度（２０±２）℃、相对湿度

（５０±５）％的环境中饲养１周。本实验所用动物由河南

省郑州市惠济区华兴实验动物养殖场［生产许可证号

为ＳＣＸＫ（豫）２０１９０００２］提供。实验程序按照《实验动

物护理和使用指南》进行，并获得安徽中医药大学伦理

委员会批准（批文编号：ＡＨＵＣＭｒａｔｓ２０２１０３２）。

２　方法

２．１　含药血清的制备　按照文献［４］制备含药血

清。采用水提回流法提取二参真武汤（丹参３０ｇ，白

芍、焦白术、茯苓各１０ｇ，生姜、红参各６ｇ，制附子５

ｇ），加入１０倍量去离子水，制附子武火先煎０．５ｈ，

文火煎１ｈ，再加入其他６味药共煎０．５ｈ，过滤，滤

渣再加８倍量去离子水，煎煮０．５ｈ，沉降过滤后，将

每次煮出的药液合并，浓缩后备用。

将１８只ＳＰＦ大鼠平均分为３组：空白血清组

（生理盐水１０ｍＬ／ｋｇ），二参真武汤含药血清组（二

参真武汤１５．８４ｇ／ｋｇ），贝那普利组（贝那普利０．５

ｍｇ／ｋｇ），灌胃给药，每日１次，共７ｄ，最后１次灌胃

后１ｈ取血，室温放置３０ｍｉｎ后，４℃离心，取血清，

５６℃水浴锅灭菌，过０．４５μｍ滤头除菌，备用。

２．２　原代心肌成纤维细胞的提取　按照文献［９］方

法提取原代心肌成纤维细胞。在无菌房内，取出乳

鼠心脏剪碎，加入０．１％胶原酶Ⅱ，放置在４℃冰箱

静置４ｈ，取上清铺板，放入３７℃、５％ ＣＯ２ 细胞培

养箱静置，等待贴壁，１ｈ后取出细胞培养皿，显微

镜下观察贴壁情况，贴壁细胞即为心脏成纤维细胞，

后续实验使用２～４代细胞。

２．３　免疫荧光检测波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）　将第３

次传代的细胞以每孔１．２×１０４ 接种至装有细胞爬

片的６孔板上，用多聚甲醛固定。滴加一抗波形蛋

白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ），４℃过夜，取出，在室温下等待３０

ｍｉｎ，洗片后二抗孵育３ｍｉｎ，ＰＢＳ洗片５ｍｉｎ，使用

透明指甲油封片，荧光显微镜观察拍照，使用美国国

立卫生研究院ＩｍａｇｅＪ软件（版本号１．６．０）进行免

疫荧光分析，得到抗体阳性面积。

２．４　台盼蓝染色观察细胞成活率　将原代心肌成

纤维细胞消化，制备成２×１０５ 的细胞悬液，在９ｍＬ细

胞悬液中滴加１ｍＬ０．４％台盼蓝溶液，在３～５ｍｉｎ内

使用显微镜观察计数，带有蓝色的细胞是死细胞，将图

片中死细胞和总细胞进行计数。细胞成活率＝（总细

胞数量－死细胞数量）／总细胞数量×１００％。

２．５　细胞活力检测　将原代心肌成纤维细胞置于

９６孔板中（每孔１×１０４ 个，１００μＬ），在标准条件下

培养２４ｈ，用ＣＣＫ８法检测细胞活力，根据结果选

择最佳的含药血清浓度。首先加入含有０、２．５％、

５％、１０％、１５％、２０％含药血清的ＤＭＥＭ 高糖培养

基，培养２４ｈ后，加入ＣＣＫ８试剂，每孔加１０μＬ，

等待反应１ｈ后在酶标仪４５０ｎｍ下测定吸光度。

用ＣＣＫ８法检测细胞活力，根据细胞活力优选复制

心肌纤维化模型所使用的ＡｎｇⅡ浓度和作用时间，

加入含有不同浓度（０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ）的ＡｎｇⅡ培养基

分别培养细胞１２、２４、４８ｈ，每孔加１０μＬＣＣＫ８试剂，

反应１ｈ后在酶标仪４５０ｎｍ下测定吸光度。

２．６　分组与给药　将原代心肌成纤维细胞分为正

常组（加入含有１０％空白血清的培养基）、模型组

（１μｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ刺激２４ｈ后加入含有１０％空白

血清的培养基）、二参真武汤组（１μｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ刺

激２４ｈ后加入含有１０％二参真武汤含药血清的培

养基）、贝那普利组（１μｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ刺激２４ｈ后，

加入含有１０％贝那普利含药血清的培养基）。

２．７　ＥＬＩＳＡ检测ＣｏｌⅠ和ＣｏｌⅢ含量　将原代心

肌成纤维细胞以１×１０６／ｍＬ的密度接种在６孔板

上，加入１０％含有不同含药血清的培养基刺激２４ｈ

后，取细胞上清液，根据ＥＬＡＳＡ试剂盒说明书检测

ＣｏｌⅠ和ＣｏｌⅢ含量。

２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测αＳＭＡ、ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅢ、

ＰＩ３Ｋ、ｐＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ 蛋

白表达水平 　 将原代心肌成纤维细胞以 １×

１０６／ｍＬ的密度接种在６孔板上，使用１μｍｏｌ／Ｌ

ＡｎｇⅡ刺激２４ｈ后分为４组，加入１０％含有不同含

８７
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药血清的培养基刺激２４ｈ后，配置含有蛋白酶和磷

酸酶抑制剂的裂解液，提取细胞蛋白，每个培养皿加

入１ｍＬ配置好的裂解液，等待３０ｍｉｎ后，吸出混合

液，离心，取上清，上清液以４∶１的比例加入蛋白上样

缓冲液，将混合液体样品煮沸１２ｍｉｎ，蛋白定量以

后进行电泳，转移到硝酸纤维素膜上，放在一抗中过

夜，二抗孵育２ｈ后曝光出现条带，使用ＩｍａｇｅＪ进

行蛋白定量。

２．９　ｑＲＴＰＣＲ 法检测 αＳＭＡ、ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅢ、

ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲｍＲＮＡ表达水平　将原代心

肌成纤维细胞以每毫升１×１０６ 个的密度接种于６

孔板上，使用１μｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ刺激２４ｈ后分为４

组，加入１０％含有不同含药血清的培养基刺激２４ｈ

后，在培养皿中加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ，提取细胞中总

ＲＮＡ，将总ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ后，采用 Ｍａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ试剂盒进行检测。将３磷酸甘油醛脱氢酶

（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰ

ＤＨ）作对照。引物序列见表１。

表１　ＲＴＰＣＲ基因引物信息

引物 序列（５′→３′）
引物长

度／ｂｐ

αＳＭＡ
上游：ＡＣＡＧＣＡＡＣＡＧＧＧＴＧＧＴＧＧＡＣ

下游：ＴＴＴＧＡＧＧＧＴＧＣＡＧＣＧＡＡＣＴＴ
２５２

ＣｏｌⅠ
上游：ＴＴＡＣＣＣＴＧＧＣＡＡＣＡＴＴＧＧＴＣ

下游：ＣＣＴＴＧＴＣＡＣＣＴＣＧＡＡＴＡＣＣＴＴＧ
１７９

ＣｏｌⅢ
上游：ＡＡＧＧＧＣＡＧＧＧＡＡＣＡＡＣＴＧＡＴ

下游：ＧＧＴＧＡＡＧＣＡＧＧＧＴＧＡＧＡＡＧＡ
１４１

ＰＩ３Ｋ
上游：ＣＡＣＣＴＣＣＧＣＡＡＣＣＡＡＴＣＣＴＧＡＣ

下游：ＡＧＣＴＣＧＡＡＣＴＣＴＧＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＧ
１３０

ＡＫＴ
上游：ＣＡＣＡＧＧＴＣＧＣＴＡＣＴＡＴＧＣＣＡＴＧＡＡＧ

下游：ＧＣＡＧＧＡＣＡＣＧＧＴＴＣＴＣＡＧＴＡＡＧＣ
９５

ｍＴＯＲ
上游：ＧＣＡＡＣＡＡＣＣＴＣＣＡＧＧＡＴＡＣＡＣＴＣＡＧ

下游：ＴＴＣＣＡＣＣＡＧＧＧＣＴＴＣＡＴＴＧＡＣＡＴＣ
８６

ＧＡＰＤＨ
上游：ＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧＡＣＴＣ

下游：ＧＴＡＧＡＧＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴ
４５０

２．１０　统计学方法　应用ＩＢＭＳＰＳＳ２５．０进行统

计分析。连续型变量采用“均数±标准差（珚狓±狊）”表

示。呈偏态分布数据采用ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ犎 检验；呈

正态分布数据采用单因素方差分析，均数多重比较采

用ＬＳＤ检验。犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

３　结果

３．１　原代心肌成纤维细胞的鉴定与模型复制　免

疫荧光检测原代心肌成纤维细胞标志性蛋白 Ｖｉｍ

ｅｎｔｉｎ，结果显示 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ单抗染色阳性大于９５％

（见图１）。台盼蓝染色检测原代心肌成纤维细胞的

存活率，根据计数得知细胞存活率在９８％以上（见

图２）。分别采用含有０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ的 ＡｎｇⅡ

培养基刺激细胞１２、２４、４８ｈ，结果显示１μｍｏｌ／Ｌ

ＡｎｇⅡ刺激细胞２４ｈ后细胞活力最强（犘＜０．０５）

（见图３）。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测纤维化标志物

αＳＭＡ、ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅢ蛋白的表达水平（见图４），结

果显示模型组（１μｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ刺激２４ｈ组）Ｃｏｌ

Ⅰ、ＣｏｌⅢ、αＳＭＡ蛋白表达水平显著高于正常组

（０μｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ刺激２４ｈ组）（犘＜０．０５），说明心

肌细胞纤维化模型复制成功。

　　注：Ａ．被ＤＡＰＩ染

色的细胞核；Ｂ．被 Ｖｉ

ｍｅｎｔｉｎ染色的细胞质；

Ｃ．同时被ＤＡＰＩ和 Ｖｉ

ｍｅｎｔｉｎ染色的细胞核

和细胞质

图１　原代心肌成纤维细胞纯度（免疫荧光染色，１０×２０倍）

图２　原代心肌成纤维细胞成活率（台盼蓝染色，１０×２０倍）

　　注：与０μｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ组比较，
犘＜０．０５；与１μｍｏｌ／Ｌ

ＡｎｇⅡ刺激０ｈ组比较，＃犘＜０．０５

图３　不同浓度ＡｎｇⅡ刺激２４ｈ（Ａ）和１μｍｏｌ／Ｌ

ＡｎｇⅡ刺激不同时间（Ｂ）后原代心肌成纤维

细胞成活率比较（珚狓±狊，狀＝３）

９７
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　　注：Ａ．正常组（０μｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ刺激２４ｈ）；Ｂ．模型组

（１μｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ刺激２４ｈ）；与正常组比较，
＃犘＜０．０５

图４　原代心肌成纤维细胞中ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅢ、αＳＭＡ

蛋白表达水平比较（珚狓±狊，狀＝３）

３．２　二参真武汤含药血清的最佳浓度　随着二参真

武汤含药血清浓度升高，原代心肌成纤维细胞活力降

低，由于１５％和２０％二参真武汤含药血清的抑制作

用过强，对原代心肌成纤维细胞的伤害过大，故选择

１０％二参真武汤含药血清进行后续实验。见图５。

　　注：与不含二参真武汤含药血清组比较，＃犘＜０．０５

图５　不同剂量二参真武汤含药血清组原代

心肌成纤维细胞活力比较（珚狓±狊，狀＝３）

３．３　ＥＬＩＳＡ法检测的４组原代心肌成纤维细胞中

ＣｏｌⅠ和ＣｏｌⅢ含量比较　模型组ＣｏｌⅠ和ＣｏｌⅢ

含量显著高于正常组（犘＜０．０５），经过１０％二参真

武汤含药血清处理后，ＣｏｌⅠ和ＣｏｌⅢ含量显著降

低（犘＜０．０５）。见图６。

　　注：Ａ．正常组；Ｂ．模型组；Ｃ．二参真武汤组；Ｄ．贝那普

利组；与正常组比较，＃犘＜０．０５；与模型组比较，犘＜０．０５

图６　４组原代心肌成纤维细胞中ＣｏｌⅠ、

ＣｏｌⅢ含量比较（珚狓±狊，狀＝３）

３．４　ｑＲＴＰＣＲ检测的４组原代心肌成纤维细胞中

αＳＭＡ、ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅢ ｍＲＮＡ表达水平比较　模

型组αＳＭＡ、ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅢ ｍＲＮＡ表达水平显著

高于正常组（犘＜０．０５），经过１０％二参真武汤含药

血清处理后，αＳＭＡ、ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅢ ｍＲＮＡ显著降

低（犘＜０．０５）。见图７。

　　注：Ａ．正常组；Ｂ．模型

组；Ｃ．二参真武汤组；Ｄ．贝

那 普 利 组；与 正 常 组 比

较，＃犘＜０．０５；与模型组比

较，犘＜０．０５

图７　４组αＳＭＡ、ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅢ ｍＲＮＡ相对

表达水平比较（珚狓±狊，狀＝３）

３．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测的４组原代心肌成纤维细

胞中ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ 蛋白表达水平比

较　模型组ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ蛋白表达水

平显著高于正常组（犘＜０．０５），经过１０％二参真武

汤含药血清处理后，ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ蛋白

表达水平显著降低（犘＜０．０５）。见图８。

　　注：Ａ．正常组；Ｂ．模型组；Ｃ．二参真武汤组；Ｄ．贝那普

利组；与正常组比较，＃犘＜０．０５；与模型组比较，犘＜０．０５

图８　４组原代心肌成纤维细胞中ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ、

ｐｍＴＯＲ蛋白表达水平比较（珚狓±狊，狀＝３）

３．６　ｑＲＴＰＣＲ 检测的４组原代成纤维细胞中

ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲｍＲＮＡ 表达水平比较　模型

组ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲｍＲＮＡ表达水平均显著高

于正常组（犘＜０．０５）；经过１０％二参真武汤含药血

０８
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清处理后，ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲｍＲＮＡ表达水平均

显著下降（犘＜０．０５）。见图９。

　　注：Ａ．正常组；Ｂ．模型

组；Ｃ．二参真武汤组；Ｄ．贝

那 普 利 组；与 正 常 组 比

较，＃犘＜０．０５；与模型组比

较，犘＜０．０５

图９　４组原代成纤维细胞中ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、

ｍＴＯＲｍＲＮＡ表达水平比较（珔狓±狊，狀＝６）

４　讨论

心肌纤维化的主要特征是细胞外基质蛋白在心

肌中过度沉积，导致αＳＭＡ的过度表达和胶原的

产生，主要为ＣｏｌⅠ与ＣｏｌⅢ比值增加
［１０］。心肌纤

维化可使心肌兴奋收缩耦联失调，损害收缩和舒张

功能，从而加快心脏疾病的进展，导致心力衰竭［１１］。

心脏病尤其是心力衰竭患者心肌纤维化严重程度与

死亡率相关。本研究使用 ＡｎｇⅡ刺激原代心肌成

纤维细胞建立细胞模型作为研究对象，结果表明，二

参真武汤可以降低心肌纤维化细胞的标志因子

αＳＭＡ、ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅢ的表达水平，产生这种结果

的原因可能是二参真武汤可以减少胶原纤维的产生

和沉积，抑制心肌成纤维细胞激活，减轻心肌纤维

化，二参真武汤可以降低心肌纤维化细胞 ＰＩ３Ｋ／

ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路相关蛋白和ｍＲＮＡ表达，改

善心肌纤维化。

二参真武汤的有效成分含有三七皂苷，丹参

酮，芍药苷，人参皂苷Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１
［１２］。三七皂苷

Ｒｇ１可以增加细胞自噬，减少细胞增殖，是调控

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路实现的
［１３］。丹参酮

ⅡＡ可抑制ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路，增强自

噬，诱发自噬性死亡［１４］。芍药苷抑制ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ

信号通路增加细胞的自噬，减少炎症因子产生［１５］。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路是细胞对细胞外刺激反应

的关键细胞级联，越来越多的证据表明，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／

ｍＴＯＲ通路参与细胞增殖、分化、代谢、细胞骨架重

组和凋亡［１６１７］。ＡｎｇⅡ刺激原代心肌成纤维细胞，

使ＰＩ３Ｋ增加，激活 ＡＫＴ，使ＡＫＴ磷酸化，最后激

活 ｍＴＯＲ，使原代心肌成纤维细胞代谢和生长改

变，增加ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅢ沉积，最后导致心肌纤维化。

使用二参真武汤含药血清干预后，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／

ｍＴＯＲ通路相关蛋白和ｍＲＮＡ表达水平均明显降

低。已有研究［１８］表明，一些关键分子和信号通路可

以调节自噬，其中ｍＴＯＲ可以调节多种细胞信号通

路和过程，如细胞凋亡和自噬。本研究发现，用二参

真武汤处理的模型细胞中 ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ、ｐ

ｍＴＯＲ蛋白表达水平显著降低，心肌纤维化程度减

轻，提示二参真武汤通过调控ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ

信号通路增加细胞自噬抑制心肌纤维化。

综上所述，二参真武汤可能是通过调控ＰＩ３Ｋ／

ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路相关蛋白和基因的表达，增

加自噬活性，诱导纤维化细胞自噬性死亡来改善心

肌纤维化，对纤维化的原代心肌成纤维细胞起到保

护作用。
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