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强心汤对慢性心力衰竭大鼠心肌线粒体稳态和能量代谢的影响 Δ
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摘 要 目的 基于线粒体自噬，探讨强心汤对慢性心力衰竭（CHF）大鼠心肌线粒体稳态和能量代谢的影响。方法 取雄性SD大

鼠，通过结扎左冠状动脉前降支构建CHF模型，并将造模成功的大鼠按随机数字表法分为模型组、强心汤组[12.25 g/（kg·d），按生

药量计]、卡托普利组[10.38 mg/（kg·d）]、强心汤+卡托普利组（用法用量同各单药组），每组8只；另取正常大鼠8只，仅于左冠状动

脉前降支穿线但不结扎，作为假手术组。从造模成功次日开始，各药物组大鼠每天分2次灌胃相应药液，连续28 d。末次给药后，

检测梗死心肌组织中腺苷三磷酸（ATP）、腺苷一磷酸（AMP）、游离脂肪酸（FFA）水平，观察其病理改变和线粒体形态，检测其B细

胞淋巴瘤2（Bcl-2）、Bcl-2相关X蛋白（Bax）、TANK结合激酶1（TBK1）、p62蛋白的表达情况。结果 与假手术组比较，模型组大鼠

心肌组织纤维化明显，大量线粒体肿胀、融合，内嵴断裂；梗死心肌组织中AMP、FFA水平和Bax、p62蛋白的表达均显著升高或上

调，ATP水平和Bcl-2、TBK1蛋白的表达均显著降低或下调（P＜0.05）。与模型组比较，各药物组大鼠心肌组织病理改变和线粒体

肿胀均有所改善，梗死心肌组织中AMP、FFA水平和Bax、p62蛋白的表达均显著降低或下调（P＜0.05），ATP水平和Bcl-2、TBK1

蛋白的表达均显著升高或上调（P＜0.05），且强心汤+卡托普利组的效果优于各单药组（P＜0.05）。结论 强心汤能够减轻CHF大

鼠心肌纤维化、线粒体肿胀，改善其心肌能量代谢；上述作用可能与调控 Bcl-2、Bax、TBK1、p62蛋白表达，促进心肌线粒体自噬

有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the effects of Qiangxin decoction on myocardial mitochondrial and energy metabolism 

in rats with chronic heart failure （CHF） based on mitophagy. METHODS Male SD rats were collected to establish CHF model by 

ligating the left anterior descending branch of coronary artery. The successful modeling rats were divided into model group， 

Qiangxin decoction group [12.25 g/（kg·d）， calculated by crude drug]， captopril group [10.38 mg/（kg·d）]， and Qiangxin 

decoction+captopril group （the same usage and dosage as single drug group） according to a random number table method， with 8 

rats in each group. Another 8 normal rats were selected and received threading in the left anterior descending branch of the coronary 

artery without ligation as the sham operation group. Starting from the second day after successful modeling， the rats in 

administration groups were given relevant drug intragastrically， twice a day， for consecutive 28 days. After the last medication， the 

levels of adenosine triphosphate （ATP）， adenosine monophosphate （AMP） and free fatty acid （FFA） in infarcted myocardial 

tissues were detected， the pathological changes and mitochondrial morphology of the infarcted myocardial tissue were observed， as 

well as the protein expressions of B cell lymphoma-2 （Bcl-2）， Bcl-2 related X protein （Bax）， TANK-binding kinase 1 （TBK1）， 

p62 were detected in each group. RESULTS Compared with 

the sham operation group， the infarcted myocardial tissue 

fibrosis was changed evidently， with a large number of 

mitochondrial swelling and fusion， and internal cristae 

rupture； the levels of AMP and FFA， the protein expressions 

of Bax and p62 were all increased or up-regulated significantly 

in infarcted  myocardial tissue， while the level of ATP， and 

the protein expressions of Bcl-2 and TBK1 were all decreased 
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or down-regulated significantly （P＜0.05）. Compared with the model group， the pathological changes of infarcted myocardial tissue 

and mitochondrial swelling had been improved； the levels of AMP and FFA， and the protein expressions of Bax and p62 in 

infarcted myocardial tissue were significantly decreased or down-regulated in administration groups， while the level of ATP， and 

the protein expressions of Bcl-2 and TBK1 were increased or up-regulated significantly （P＜0.05）. And the effect of Qiangxin 

decoction+captopril group was better than that of single drug group. CONCLUSIONS Qiangxin decoction can alleviate myocardial 

fibrosis and mitochondrial swelling in CHF rats， and improve their myocardial energy metabolism， which may be related to 

regulating the expression of Bcl-2， Bax， TBK1 and p62 proteins and promoting myocardial mitophagy.

KEYWORDS Qiangxin decoction； chronic heart failure； mitophagy； mitochondrial homeostasis； energy metabolism

慢性心力衰竭（chronic cardiac failure，CHF）是心血

管疾病的终末阶段，其 1年和 5年病死率分别高达 20%

和53%[1]。据推算，目前我国CHF患者多达890万，且随

着人口老龄化加剧和危险人群增加，其患病率将进一步

升高[2]。尽管现有CHF诊疗方案不断细化，新型药物和

器械辅助治疗有益证据不断增多，但临床对CHF患者再

住院率和死亡率的控制仍难以达到预期[3―4]。心脏为高

能量消耗器官，可借助游离脂肪酸（free fatty acid，

FFA）、葡萄糖、乳酸等物质代谢不断提供的腺苷三磷酸

（adenosine triphosphate，ATP）来维持其基础代谢和收缩

功能，且这一过程与线粒体氧化磷酸化密切相关[5]。研

究证实，线粒体功能异常是心力衰竭的重要诱因之一，

心肌严重缺血缺氧可引起线粒体受损并产生大量活性

氧（reactive oxygen species，ROS），从而导致心肌细胞死

亡、成纤维细胞增殖和ATP供能减少，最终诱发CHF；而

线粒体自噬作为抵抗细胞应激的内在保护机制，对于清

除受损线粒体、维持线粒体形态和功能、减少ROS产生、

保证能量代谢至关重要[6―7]。可见，靶向调节线粒体自

噬可能是CHF的重要治疗途径。

强心汤是广西名中医卢健棋教授治疗CHF的有效

验方[8]。该方能通过上调人第 10号染色体缺失的磷酸

酶及张力蛋白同源基因诱导激酶1（phosphatase and ten‐

sin homologue deleted on chromosome ten gene-induced 

putative kinase 1，PINK1）、E3泛素连接酶 Parkin的表达

来促进线粒体自噬、减少 ROS 生产和抑制心肌细胞凋

亡，从而发挥改善心功能的作用[9]。PINK1、Parkin分别

通过线粒体融合蛋白 1、2和选择性自噬接头蛋白 p62、

TANK结合激酶1（TANK-binding kinase 1，TBK1）2种不

同下游因子调控途径来介导线粒体自噬[10―11]。基于此，

本研究拟从线粒体自噬角度出发，进一步明确强心汤对

PINK1/Parkin信号通路下游TBK1、p62等重要线粒体自

噬因子的调控作用及对线粒体形态、能量代谢的影响，

以期为该方的临床应用提供更深入的科学依据。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 ECG-1103G Vet 型心电

图机（深圳市凯沃尔电子有限公司）、DW-3000c型小动

物呼吸机（北京众实迪创科技发展有限责任公司）、KD-

TS3S1型组织脱水机（浙江省金华市科迪仪器设备有限

公司）、HistoCore Arcadia 型石蜡包埋机（德国 Leica 公

司）、BX43 型显微镜（日本 Olympus 公司）、HT7800/

HT7700 型 透 射 电 镜（日 本 Hitachi 公 司）、Infinite® 

200PRO 型多功能酶标仪（瑞士 Tecan 公司）、PowerPac 

Basic型电泳仪（美国Bio-Rad公司）、Chemi DocTM XRS+

型超高灵敏度化学发光成像系统[伯乐生命医学产品

（上海）有限公司]等。

1.2　主要药品与试剂

强心汤组方为炮附片（先煎）10 g，黄芪 30 g，党参

15 g，桂枝、川芎、丹参、葶苈子、茯苓、白术各 10 g，柏子

仁（打）12 g，炙甘草 6 g，玉竹 10 g。所有组方中药饮片

均由广西中医药大学第一附属医院提供，经该院药学部

杨正腾副主任药师鉴定均为真品。

卡托普利片（阳性对照，批号220317，规格25 mg）购

自国药集团汕头金石制药有限公司；ATP、FFA酶联免疫

吸附测定（ELISA）试剂盒和兔 p62、B 细胞淋巴瘤 2（B 

cell lymphoma-2，Bcl-2）、Bcl-2相关X蛋白（Bcl-2 related 

X protein，Bax）多克隆抗体（货号分别为 JYM0725Ra、

RA20313、PAB46078、PAB33482、PAB46088）均购自武

汉贝茵莱生物科技有限公司；兔TBK1多克隆抗体（货号

DF7026）购自美国 Affinity 公司；兔甘油醛-3-磷酸脱氢

酶（GAPDH）多克隆抗体、ECL化学发光底物（超敏）（货

号分别为BL006B、BL523A）均购自兰杰柯科技有限公

司；辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔免疫球蛋白 G 二

抗、Masson 三色染色液（货号分别为 GB23303、G1006）

均购自武汉塞维尔生物科技有限公司；高效RIPA组织/

细胞裂解液、BCA蛋白浓度测定试剂盒、聚丙烯酰胺凝

胶电泳促凝剂、TBST 缓冲液（货号分别为 R0010、

PC0020、T8090、T1082）均购自北京索莱宝科技有限公

司；腺苷一磷酸（adenosine monophosphate，AMP）ELISA

试剂盒（货号 JYM0575Ra）购自武汉基因美生物科技有

限公司。

1.3　实验动物

本研究所用动物为健康清洁级成年雄性SD大鼠，

共40只，体重（220±25） g，购自斯贝福（北京）生物技术

有限公司，实验动物生产许可证号为 SCXK（京）2019-

0010。所有动物均饲养于温度 20～26 ℃、相对湿度
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40%～70%的动物房内，自由摄食、饮水。本实验方案通

过广西中医药大学实验动物福利伦理委员会审批，批准

编号为DW20220907-211。

2　方法
2.1　药液的配制

取组方中药饮片，由广西中医药大学第一附属医院

制剂中心按下法统一煎煮：取炮附子，加10倍量水，浸泡

30 min后文火浓煎2 h，煎液过滤、浓缩后得炮附子煎煮

液 15 mL；取其余中药饮片，混匀后加 10倍量水，浸泡

30 min后文火浓煎 40 min，煎液过滤后浓缩至 200 mL；

将该浓缩液与炮附子煎煮液混合，得质量浓度为 0.665 

g/mL（以生药量计）的强心汤药液，备用。

取卡托普利片，粉碎后用生理盐水溶解并稀释，制

得质量浓度为1 mg/mL的混悬液，备用。

2.2　造模、分组与给药

大鼠适应性喂养 7 d 后，参考相关文献[12]方法建立

CHF模型：大鼠腹腔注射1%戊巴比妥钠3.5 mg/kg麻醉

后，以仰卧位固定，连接心电图机并行气管插管机械通

气，于前胸部以碘伏消毒备皮，打开胸廓，在左心耳下与

肺动脉根部约1.5 mm处迅速穿线结扎左冠状动脉前降

支，待心电图监测提示ST段抬高后将心脏回纳胸腔并

关胸逐层缝合。术后2周，若心脏彩超检查示大鼠左室

射血分数下降20%～30%，则判定CHF模型建立成功[12]。

将造模成功的大鼠按随机数字表法分为模型组、强

心汤组、卡托普利组、强心汤+卡托普利组，每组8只；同

时，另取正常大鼠8只，仅于左冠状动脉前降支穿线但不

结扎，作为假手术组。从造模成功次日开始，强心汤组

大鼠灌胃强心汤药液12.25 g/（kg·d）（按生药量计，剂量

根据成人与大鼠等效剂量换算公式计算而得），卡托普

利组大鼠灌胃卡托普利混悬液10.38 mg/（kg·d）（剂量根

据成人与大鼠等效剂量换算公式计算而得），强心汤+卡

托普利组大鼠灌胃强心汤药液和卡托普利混悬液（剂量

同各单药组）；假手术组和模型组大鼠灌胃生理盐水 2 

mL。每天分2次灌胃，连续28 d。

2.3　大鼠梗死心肌组织中ATP、AMP、FFA水平检测

采用 ELISA 法检测。末次给药后，按“2.2”项下方

法将各组大鼠麻醉，开胸取出心脏，用 4 ℃生理盐水清

洗2～3次后切取左心室梗死心肌组织（假手术组大鼠取

左心室相同部位心肌组织，下同），一部分于－80 ℃下冻

存，另一部分于4%多聚甲醛中固定，备用。取各组大鼠

冻存的梗死心肌组织适量，用磷酸盐缓冲液充分匀浆

后，以3 000 r/min离心20 min，取上清液，使用酶标仪于

450 nm波长处检测吸光度值并根据试剂盒说明书中的

标准曲线法计算血清中ATP、AMP、FFA水平。

2.4　大鼠梗死心肌组织纤维化程度观察

采用Masson染色法观察。取“2.3”项下各组大鼠固

定好的梗死心肌组织适量，进行石蜡包埋、切片，脱蜡至

水后，根据Masson三色染色液说明书操作，经浸泡、烘

烤、冲洗、浸染、沥干、染色、脱水、封片后，使用显微镜观

察心肌纤维化程度并采集图像。

2.5　大鼠梗死心肌组织线粒体形态观察

使用透射电镜观察。取“2.3”项下各组大鼠固定好

的梗死心肌组织适量，进行石蜡包埋、切片，脱蜡后，进

一步切成 70～90 nm的超薄切片，经铀-铅双染色后，使

用透射电镜对线粒体形态进行观察并拍照。

2.6　大鼠梗死心肌组织中 Bax、Bcl-2、TBK1、p62蛋白

表达的检测

采用Western blot法检测。取“2.3”项下各组大鼠冻

存的梗死心肌组织适量，加入预冷的高效RIPA组织/细

胞裂解液充分匀浆，离心后取上清液，以BCA蛋白定量

试剂盒测定蛋白浓度后作变性处理；取变性蛋白适量，

进行聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后转移至聚偏二氟乙烯

膜上，以5%脱脂奶粉封闭；以TBST缓冲液洗膜后，加入

GAPDH、Bax、Bcl-2、TBK1、p62一抗（稀释比例均为 1∶ 

1 000），4 ℃下孵育；以 TBST 缓冲液洗膜后，加入二抗

（稀释比例为1∶5 000），37 ℃下孵育；以TBST缓冲液洗

膜 3次后，加入ECL工作液显影，再置于超高灵敏度化

学发光成像系统下曝光成像。使用 Image J 1.52软件对

蛋白条带进行定量分析，以GAPDH为内参，计算目的蛋

白与内参蛋白的灰度值比值，用以表示目的蛋白的相对

表达量（结果以假手术组为参照进行归一化处理）。

2.7　统计学方法

采用SPSS 26.0软件对数据进行统计分析。所有数

据均以 x±s表示，组间比较采用单因素方差分析，进一

步两两比较采用 LSD-t 检验（方差齐）或 Tamhane’s T2

检验（方差不齐）。检验水准α＝0.05。

3　结果
3.1　各组大鼠梗死心肌组织中 ATP、AMP、FFA 水平检

测结果

与假手术组比较，模型组大鼠梗死心肌组织中ATP

水平显著降低（P＜0.05），AMP、FFA 水平均显著升高

（P＜0.05）；与模型组比较，各药物组大鼠梗死心肌组织

中ATP水平均显著升高（P＜0.05），AMP、FFA水平均显

著降低（P＜0.05）；与强心汤组和卡托普利组比较，强心

汤+卡托普利组大鼠梗死心肌组织中ATP水平显著升高

（P＜0.05），AMP、FFA水平均显著降低（P＜0.05）。结果

见表1。

3.2　各组大鼠梗死心肌组织Masson染色结果

假手术组大鼠心肌组织细胞排列整齐，细胞质丰富

均匀且间质正常，未见明显梗死灶，未见纤维化结构。

模型组大鼠心肌组织细胞排列错乱，可见明显的心肌纤

维化。与模型组比较，强心汤组和卡托普利组大鼠心肌

细胞排列相对整齐，心肌纤维化程度减轻；强心汤+卡托

普利组大鼠心肌细胞排列整齐，心肌纤维化程度较各单

药组更轻。结果见图1。
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3.3　各组大鼠梗死心肌组织中线粒体形态观察结果

假手术组大鼠心肌组织中线粒体内嵴致密且清晰

可见，无肿胀空泡；模型组大鼠梗死心肌组织可见大量

线粒体形态发生改变，线粒体肿胀、融合，内嵴断裂；强

心汤组大鼠梗死心肌组织中有少量线粒体形态改变，内

嵴较完整；卡托普利组大鼠梗死心肌组织中线粒体内嵴

致密清晰，有轻度形态改变但较为完整；强心汤+卡托普

利组大鼠梗死心肌组织中线粒体形态趋于正常，内嵴清

晰完整。结果见图2。

3.4　各组大鼠梗死心肌组织中 Bax、Bcl-2、TBK1、p62

蛋白表达检测结果

与假手术组比较，模型组大鼠梗死心肌组织中Bax、

p62蛋白的相对表达量均显著升高（P＜0.05），Bcl-2、

TBK1蛋白的相对表达量均显著降低（P＜0.05）；与模型

组比较，各药物组大鼠梗死心肌组织中Bax、p62蛋白的

相对表达量均显著降低（P＜0.05），Bcl-2、TBK1蛋白的

相对表达量均显著升高（P＜0.05）；与强心汤组和卡托

普利组比较，强心汤+卡托普利组大鼠梗死心肌组织中

Bax、p62蛋白的相对表达量均显著降低（P＜0.05），Bcl-

2、TBK1蛋白的相对表达量均显著升高（P＜0.05）。结

果见图3、表2。

4　讨论

一项前瞻性亚洲 CHF 登记数据显示，我国 CHF 患

病率为 1.3%，1年全因死亡率高达 9.6%，是我国严重的

公共健康问题之一[13]。即使“新四联”方案已成为目前

临床治疗CHF的新的基本准则，但患者的生存质量和预

后仍不理想[14]。我国积累了较多中医治疗CHF的临证

经验，2022年发布的《慢性心力衰竭中医诊疗指南2022》

指出，心力衰竭的病理性质总属本虚标实，多见虚实夹

杂[4]。本虚为气、血、阴、阳亏虚，常以气虚为主，兼有阴

虚、阳虚；标实以血瘀为主，常兼痰、饮等。因此，临床较

为重视CHF的温阳利水、益气活血治法。中药具有多靶

点的治疗特点，中西医结合治疗已成为我国CHF临床普

遍存在且大众广泛接受的医疗模式[15]。广西名中医卢

健棋教授认为，治疗CHF当以“温扶心阳”为要，用药多

以温通为主，遂提出了“治心莫远温，心病顾心神”的学

术观点，并根据多年临证治疗CHF的经验，创立了强心

汤有效验方。此方以黄芪、炮附片为君，可补气温阳；党

参益气，桂枝助阳，共为臣；炙甘草补中益气、调和诸药，

为使；玉竹防伤阴，茯苓健脾养心利水，配葶苈子和桂枝

泻肺利水、通调水道、通益心阳，再佐以白术健脾益气燥

湿，丹参、川芎行气活血消瘀，柏子仁养心安神；诸药共

奏益气温阳、活血利水之功效。研究表明，血管紧张素

Ⅱ（angiotensin Ⅱ，Ang Ⅱ）能够抑制PINK1/Parkin信号

通路，从而减轻心肌细胞线粒体自噬所导致的心肌肥大

和心肌纤维化，而血管紧张素转化酶抑制剂（angioten‐

sin converting enzyme inhibitor，ACEI）卡托普利能抑制

Ang Ⅱ活性，是改善心力衰竭患者预后的基石药物[15]。

因此，本研究以化学药卡托普利为阳性对照药，同时探

讨了强心汤联合卡托普利这一中西医结合方案用于

CHF的干预效果。

表1　各组大鼠梗死心肌组织中 ATP、AMP、FFA 水平

比较（x±s，n＝8）

组别
假手术组
模型组
强心汤组
卡托普利组
强心汤+卡托普利组

ATP/（ng/mL）

15.75±1.57

5.37±0.14a

8.68±0.68b

7.86±0.82b

12.42±0.86bcd

AMP/（nmol/L）

76.60±5.92

227.29±23.69a

161.16±8.16b

158.19±9.30b

113.72±8.87bcd

FFA/（μmol/L）

33.69±3.95

86.73±4.89a

62.34±4.40b

58.64±6.05b

50.30±4.67bcd

a：与假手术组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05；c：与强心

汤组比较，P＜0.05；d：与卡托普利组比较，P＜0.05。

A.假手术组 B.模型组 C.强心汤组 D.卡托普利组 E.强心汤+卡托普利组

注：箭头所指为心肌纤维化组织。

图1　各组大鼠梗死心肌组织纤维化改变显微图（Masson染色，标尺＝100 μm）

A.假手术组 B.模型组 C.强心汤组 D.卡托普利组 E.强心汤+卡托普利组

注：箭头所指为线粒体。

图2　各组大鼠梗死心肌组织线粒体形态电镜图（标尺＝1.0 μm）
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既往研究已证实，在正常生理情况下，心肌细胞线

粒体可通过氧化磷酸化产生约 95%的ATP用于支持心

脏的收缩和舒张；当ATP生成出现异常时，心肌细胞将

代偿性利用AMP进行能量供应[16―17]。FFA是心肌能量

供应的重要底物，当心力衰竭加重时，心肌供能将由有

氧氧化转变为无氧酵解，导致 FFA 蓄积和乳酸大量释

放，从而导致心肌细胞损伤加重、心功能恶化[18]。同时，

有研究指出，PINK1/Parkin信号通路介导的线粒体自噬

能够改善CHF心功能，且Bcl-2、Bax对维持线粒体外膜

完整性至关重要；当线粒体受损出现功能障碍时，受损

线粒体能够主动释放线粒体DNA，并借助Bcl-2、Bax经

线粒体外膜孔隙离开线粒体而驱动炎症反应[11]。此时，

线粒体自噬作为抵抗细胞应激的内在保护机制，位于线

粒体外膜的PINK1将Parkin募集并驱动后者磷酸化，同

时通过Bcl-2、Bax下游因子TBK1激活视神经蛋白磷酸

化，诱导 p62移至线粒体外膜与微管相关蛋白 1轻链 3 

Ⅱ结合，从而形成吞噬泡，以降解受损线粒体、减少细胞

死亡[11]。研究指出，在细胞自噬发生过程中，p62在细胞

质中被不断降解，而TBK1蛋白表达量与线粒体自噬水

平呈正相关[11，19]。

为此，本研究对上述指标进行了定量检测。结果显

示，与模型组比较，各药物组大鼠梗死心肌组织中ATP

生成明显增加，AMP、FFA水平均显著降低，大鼠心肌纤

维化及线粒体肿胀均有所改善，TBK1、Bcl-2蛋白的表

达均显著上调，p62、Bax蛋白的表达均显著下调，且强心

汤+卡托普利组大鼠上述指标的改善较各单药组更为明

显。相关研究指出，强心汤组方中黄芪-附子、丹参-葶苈

子、茯苓-桂枝药对可通过调控AMP活化的蛋白激酶/核

转录因子红系 2相关因子 2信号通路、丝裂原活化的蛋

白激酶8来减弱  Ang Ⅱ活性，这可能是强心汤组和卡托

普利组大鼠各指标间比较无明显差异的重要原因[20―22]。

值得注意的是，本研究结果显示，卡托普利联合强心汤

具有明显的协同作用，但仍需后续研究进一步验证。结

合本研究结果和本课题组前期研究结果[9]可知，强心汤

可能通过上调 PINK1、Parkin、TBK1、Bcl-2蛋白和下调

p62、Bax 蛋白的表达，减少 ROS 生成来促进线粒体自

噬，从而维持线粒体稳态和心肌能量供应，发挥减轻心

肌纤维化、改善CHF的作用。

综上所述，强心汤能够减轻CHF大鼠心肌纤维化、

线粒体肿胀，改善其心肌能量代谢；上述作用可能与调

控Bcl-2、Bax、TBK1、p62蛋白表达，促进心肌线粒体自

噬有关。但由于本研究样本量较小，未来仍需增加样本

量，并从其他靶点蛋白、通路进一步探讨强心汤治疗CHF

的作用机制，以期为其临床应用提供更多的科学依据。
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