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摘 要 目的：研究温阳振衰颗粒对慢性心衰（CHF）模型大鼠心肌中肌细胞增强子（MEF2）表达的影响。方法：将60只大鼠随机

抽取10只作为正常对照组（生理盐水），其余50只大鼠以阿霉素建立CHF模型后随机分为模型对照组（生理盐水）、阳性对照组[依

那普利1.8 mg/（kg·d）]和温阳振衰颗粒低、中、高剂量组[0.72、1.44、2.88 g/（kg·d）]，每天 ig给药2次，连续给药4周。给药结束后，

检测各组大鼠心功能指标[左心室射血分数（LVEF）、左心室短轴缩短率（LVFS）、左心室收缩末期内径（LVSD）和左心室舒张末期

内径（LVDD）]，检测各组大鼠心肌中MEF2和磷酸化MEF2（p-MEF2）mRNA及其蛋白的表达。结果：与正常对照组比较，模型对

照组和各给药组大鼠LVEF、LVFS明显降低（P＜0.05），LVSD、LVDD明显升高（P＜0.05）；心肌中p-MEF2蛋白表达明显下调（P＜

0.05），MEF2 mRNA 及蛋白表达差异无统计学意义（P＞0.05）。与模型对照组比较，各给药组大鼠心功能指标均明显改善（P＜

0.05）；心肌中p-MEF2蛋白表达均明显上调（P＜0.05），MEF2 mRNA及蛋白表达差异均无统计学意义（P＞0.05）。结论：温阳振衰

颗粒能拮抗阿霉素诱导的MEF2蛋白磷酸化的下调作用，这可能是其治疗CHF的机制之一。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effect of Wenyang zhenshuai granules on myocardial MEF2 in model rats with chronic

heart failure（CHF）. METHODS：10 rats were randomly selected in 60 rats as normal control group（normal saline），the remain-

ing 50 rats were randomly divided into model control group（normal saline），positive control group [enalapril，1.8 mg/（kg·d）]，

Wenyang zhenshuai granules low-dose，medium-dose，high-dose groups [0.72，1.44，2.88 g/（kg·d）] after induced to CHF models

by adriamycin，intragastrically administrated twice a day，for 4 weeks. After administration，heart function indexes [left ventricular

ejection fraction（LVEF），left ventricular fractional shortening（LVFS），left ventricular end-diastolic diameter（LVSD）and left
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慢性心衰（Chronic heart failure，CHF）作为复杂的临

床综合征，一直是心血管内科临床防治的重点病症 [1]。

据流行病学调查显示，CHF总患病率为 0.4％～2％，其

中老年人患病率更高，达到10％。该病一旦确诊，患者5

年生存率与恶性肿瘤相当，而该病发病率近年呈持续升

高趋势[2-3]。温阳振衰颗粒是湖南中医药大学第一附属

医院的院内制剂，其基本组方由制附子、干姜、甘草、红

参、茯苓、麦冬、五味子等组成，将红参粉碎备用，其余 6

味药材用10倍量水提取2次，合并2次提取液，滤过，浓

缩为浸膏，将浸膏干燥粉碎后与红参粉混匀制粒即得，

为临床治疗CHF的有效中药复方，在医院门诊及住院部

已经安全、有效地使用了8年有余。胞外信号调节激酶

5（Extracellular signal-regulated kinase 5，ERK5）是丝裂

原 活 化 蛋 白 激 酶（Mitogen-activated protein kinase，

MAPK）家族中重要的一个亚族，本课题组前期研究发

现，ERK5磷酸化蛋白具有显著的心肌保护特点，且温阳

振衰颗粒可以明显上调ERK5磷酸化蛋白的表达[4]。本

研究主要探讨ERK5下游关键调控基因肌细胞增强因子

2（Myocyte enhancer factor 2，MEF2）在CHF的病理过程

中具有怎样的表达特点与规律，以及温阳振衰颗粒是否

通过ERK5下游通路调控蛋白MEF2的表达从而发挥对

CHF的治疗作用，为阐明温阳振衰颗粒治疗CHF的作用

机制提供参考。

1 材料
1.1 仪器

CUSON Sequoia 512型彩色多普勒超声诊断仪（美

国西门子公司）；LE-80K 型超速离心机（美国 Beckman

公司）；DYCZ-24F 型电泳仪（北京六一仪器厂）；Nova-

Blot 型转印仪（美国 GE Healthcare 公司）；7300型 Re-

al-time 聚合酶链式反应（RT-PCR）检测仪（美国Applied

Biosystems 公司）；TG-16M 型低温冷冻离心机（上海卢

湘仪离心机仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂

温阳振衰颗粒（湖南中医药大学第一附属医院提

供，批号：201516，规格：每 1 g颗粒制剂相当于 5.93 g中

药饮片）；依那普利片（山东辰欣药业股份有限公司，批

号：201525，规格：10 mg/片）；盐酸阿霉素注射剂（深圳万

乐药业有限公司，批号：201508，规格：10 mg/瓶）；

MEF2、磷酸化MEF2（p-MEF2）抗体（美国Santa Cruz公

司）；SYBR Green PCR试剂盒（美国Thermo公司，批号：

K0223）。

1.3 动物

健康SPF级SD大鼠 60只，♀♂各半，体质量 200～

220 g，由湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供，动物

生产许可证号：SCXK（湘）2014-002。将大鼠置于光/暗

周期为 12 h /12 h（光照时间为 6：00～18：00）、背景噪音

为（40±10）db、温度为（20±3）℃条件下适应性饲养 1

周后用于实验，饲养期间自由饮食。

2 方法
2.1 CHF模型的制备

用生理盐水将阿霉素制备成质量浓度为2.0 mg/mL

的溶液，根据大鼠体质量对给药剂量进行调整，以 1.5

mL/kg的标准对大鼠 iv给药，每周注射 1次，连续注射 6

周，最终注射的阿霉素总量为9 mL/kg[5]。

2.2 分组

将 60只大鼠随机抽取 10只作为正常对照组，其余

50只大鼠按“2.1”项下方法进行CHF造模。在首次注射

阿霉素后第20天（即第3次注射阿霉素后的第6天），对

所有实验大鼠行超声心动图检查，并对阿霉素造模效果

进行评价。然后将 50只造模大鼠根据心功能分级先分

层后随机分为5组，每组10只，分别为模型对照组、阳性

对照组和温阳振衰颗粒低、中、高剂量组。

2.3 给药

自实验第21天开始，造模大鼠在 iv阿霉素溶液的同

时 ig相应药物：温阳振衰颗粒低、中、高剂量组大鼠分别

按 0.72、1.44、2.88 g/（kg·d）的剂量（分别根据临床用量

的 1、2、4倍剂量换算而得）ig温阳振衰颗粒生理盐水溶

液，阳性对照组大鼠按1.8 mg/（kg·d）的剂量 ig依那普利

生理盐水溶液[4]，每天给药 2次，每次 3 mL，连续给药 4

周；正常对照组大鼠 ig等体积生理盐水。

2.4 样本采集与指标检测

2.4.1 心功能指标 实验大鼠称质量后取平卧位固定，

采用彩色多普勒超声诊断仪随机携带软件自动计算其左

心室射血分数（LVEF）、左心室短轴缩短率（LVFS）、左心

ventricular end-diastolic diameter（LVDD）] of rats in each group were detected，protein expressions of myocardial MEF2 and phos-

phorylated MEF2（p-MEF2）and mRNA expression of MEF2 were determined. RESULTS：Compared with normal control group，

LVEF，LVFS of rats in model control group and each administration group were significantly reduced（P＜0.05），LVSD，LVDD

were significantly increased（P＜0.05）；protein expression of myocardial p-MEF2 was significantly down-regulated（P＜0.05），

and there were no statistical significances in protein or mRNA expressions of MEF2（P＞0.05）. Compared with model control

group，heart function indexes of rats in each administration group were significantly improved（P＜0.05）；protein expression of

myocardial p-MEF2 was significantly up-regulated（P＜0.05），and there were no statistical significances in protein or mRNA ex-

pressions of MEF2（P＞0.05）. CONCLUSIONS：Wenyang zhenshuai granule can antagonize the down-regulation effect of adriamy-

cin-induced MEF2 protein phosphorylation，which may be one of the mechanisms of its treatment for CHF.

KEYWORDS Wenyang zhenshuai granules；Chronic heart failure；Myocardial cell enhancer；Phosphorylated myocardial cell en-

hancer；Rats
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室收缩末期内径（LVSD）、左心室舒张末期内径（LVDD）。

2.4.2 Western blot 法检测大鼠心肌中 MEF2、p-MEF2

蛋白表达 将各组实验大鼠处死后取心肌组织，加组织

裂解液，提取总蛋白，Bradford法测定蛋白质浓度；然后

分装，－80 ℃保存，备用。检测时分别加入抗MEF2（1 ∶
500）、p-MEF2（1 ∶ 250）抗体，4 ℃过夜。TBS-Tween 20

漂洗10 min×3次，将膜取出，置于另一杂交袋中，加入酶

标二抗（1 ∶ 2 000），室温杂交 2 h。TBST 漂洗 10 min×3

次，化学发光液曝光，显像，扫描（300 dpi），以 MEF2、

p-MEF2蛋白条带灰度值与内参GAPDH蛋白条带灰度

值的比值表示MEF2、p-MEF2蛋白的相对表达水平。

2.4.3 RT-PCR法检测大鼠心肌中MEF2 mRNA表达 取

实验大鼠心肌组织，液氮保存。采用Trizol一步法提取

心肌组织总RNA，于－80 ℃保存。根据美国国立生物

技术信息中心（NCBI）基因库中基因序列进行引物设

计：MEF2上游为 5′-ATTTCAGCGGCAGCCTTGG- 3′，

下游为 5′-AGTCACCTGTCGGTTCCTCTC-3′，扩增长

度为 188 bp；GAPDH 上游为 5′-GTCGGTGTGAACG-

GATTTG-3′，下游为 5′-TCCCATTCTCAGCCTTGAC-

3′，扩增长度为 181 bp。扩增条件：94 ℃、5 s，60 ℃、60

s，72 ℃、2 s，42个循环；基因扩增前94 ℃预变性10 min，

扩增后 72 ℃延伸 10 min。反应结束后建立 RT-PCR 溶

解曲线，读取目标扩增产物达到设定阈值所需的循环数

（ct）值，以GAPDH为内参，校正每个样品的 ct值得出Δct

（Δct＝ctp-MEF2－ctGAPDH）值，表达差异以2－ΔΔct表示，式中ΔΔct＝

Δct给药组－Δct正常对照组。

2.5 统计学方法

采用 SPSS 17.0统计分析软件包进行结果数据处

理。所有资料均进行正态性检验，计量资料以 x±s 表

示。多组均数比较采用单因素方差分析，方差齐时采用

LSD 法进行组间两两比较，方差不齐时采用 Tamhane’

T2法。P＜0.05表示差异具有统计学意义。

3 结果
3.1 各组大鼠心功能指标测定结果

与正常对照组比较，其余各组大鼠LVEF、LVFS均

显著降低（P＜0.05），LVSD、LVDD 均显著升高（P＜

0.05）。与模型对照组比较，各给药组大鼠LVEF、LVFS

均显著升高（P＜0.05），LVSD、LVDD 均显著降低（P＜

0.05）；且以温阳振衰颗粒中、高剂量组效果最为显著，与

其他给药组比较差异均有统计学意义（P＜0.05），结果

见表1。

3.2 各组大鼠心肌中MEF2、p-MEF2蛋白表达

与正常对照组比较，其余各组大鼠心肌中 p-MEF2

蛋白表达均显著下调（P＜0.05），而MEF2蛋白表达差异

无统计学意义（P＞0.05）。与模型对照组比较，各给药

组大鼠心肌中p-MEF2蛋白表达均明显上调（P＜0.05）；

其中以温阳振衰颗粒中、高剂量组上调最为明显，与其

余各给药组比较差异均有统计学意义（P＜0.05）。各组

间MEF2蛋白表达差异均无统计学意义（P＞0.05）。蛋

白表达电泳图见图1、测定结果见表2。

表1 各组大鼠心功能指标的测定结果（x±±s，n＝10，％％）
Tab 1 Determination results of heart function related

indexes of rats in each group（x±±s，n＝10，％％）
组别
正常对照组
模型对照组
阳性对照组
温阳振衰颗粒低剂量组
温阳振衰颗粒中剂量组
温阳振衰颗粒高剂量组

LVEF

74.81±7.28

40.96±4.86 ＊

47.52±5.87＊#Δ

49.52±5.68 ＊#Δ

58.83±6.01＊#

59.95±5.32＊#

LVFS

45.03±3.67

27.24±2.43＊

33.08±2.92＊#Δ

32.08±2.58＊#Δ

37.65±3.21＊#

36.12±3.01＊#

LVSD

2.81±0.15

4.81±0.20＊

4.20±0.21＊#Δ

4.18±0.16＊#Δ

3.85±0.18＊#

3.96±0.19＊#

LVDD

5.34±0.31

7.57±0.43＊

6.68±0.37＊#Δ

6.59±0.41＊#Δ

6.02±0.33＊#

6.17±0.35＊#

注：与正常对照组比较，＊P＜0.05；与模型对照组比较，#P＜0.05；

与温阳振衰颗粒中、高剂量组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. normal control group，＊P＜0.05；vs. model control group，
#P＜0.05；vs. Wenyang zhenshuai middle-dose，high-dose group，Δ P＜

0.05

表2 各组大鼠心肌中MEF2、p-MEF2蛋白表达测定结

果（x±±s，n＝10）

Tab 2 Determination results of myocardial MEF2，

p-MEF2 expression levels of rats in each group

（x±±s，n＝10）

组别
正常对照组
模型对照组
阳性对照组
温阳振衰颗粒低剂量组
温阳振衰颗粒中剂量组
温阳振衰颗粒高剂量组

MEF2/GAPDH

0.45±0.03

0.44±0.03

0.43±0.03

0.45±0.03

0.44±0.03

0.45±0.04

p-MEF2/GAPDH

0.45±0.05

0.06±0.02＊

0.14±0.01＊#Δ

0.13±0.01＊#Δ

0.26±0.03＊#

0.25±0.03＊#

注：与正常对照组比较，＊P＜0.05；与模型对照组比较，#P＜0.05；

与温阳振衰颗粒中、高剂量组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. normal control group，＊P＜0.05；vs. model control group，
#P＜0.05；vs. Wenyang zhenshuai middle-dose，high-dose group，Δ P＜

0.05

3.3 各组大鼠心肌中MEF2 mRNA表达测定结果

与正常对照组比较，其余各组大鼠间心肌中MEF2

mRNA的表达差异均无统计学意义（P＞0.05）。正常对
照组、模型对照组、阳性对照组和温阳振衰颗粒低、中、

高剂量组大鼠心肌 MEF2 mRNA 表达的相对水平依次
为 0.08 ± 0.02、0.11 ± 0.04、0.09 ± 0.03、0.09 ± 0.03、

0.08±0.03、0.10±0.04。

4 讨论
MEF2属于 MADS 蛋白家族，在心肌中高表达 [6]。

已发现的脊椎动物中 MEF2亚型有 MEF2A、MEF2B、

图1 各组大鼠心肌中MEF2、p-MEF2蛋白表达的电泳

图

Fig 1 Electrophoresis chart of myocardial MEF2，

p-MEF2 expressions of rats in each group

MEF2

p-MEF2

GAPDH

正常对照组 模型对照组 温阳振衰颗
粒低剂量组

阳性对照组 温阳振衰颗
粒中剂量组

温阳振衰颗
粒高剂量组
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MEF2C和MEF2D 4种[7]，心肌中主要亚型为MEF2A和

MEF2D[8]。 MEF2 表达与活性组蛋白乙酰基转移酶

（HATs）呈正相关。组蛋白去乙酰化酶（HDAC4）或

HDAC5上有一个MEF2停靠区域，钙调蛋白或伴侣蛋白

14-3-3结合至该区域可解除 HDAC 对 MEF2的抑制作

用，使MEF2释放并通过与其他因子的相互作用启动肥

厚基因转录。MEF2基因失活可致心脏发育停止、心房

钠尿肽（ANP）基因表达下调，缺乏MEF2的小鼠表现出

非正常的心脏功能，但可抵抗压力诱导的心脏重塑（如

心肌肥厚）[9]。心肌细胞形态学变化导致心肌肥厚的状

态下，MEF2A及MEF2C并不随钙调蛋白磷酸酶的活化

而进一步变化，表明MEF2因子诱发心肌细胞肥大的过

程相对独立，不受钙调蛋白磷酸酶的调节。MEF2更可

对细胞骨架和线粒体网状结构产生影响，并最终造成心

力衰竭过程中常见的心肌收缩功能失调 [10]。MEF2是

ERK5蛋白的重要下游靶蛋白，ERK5蛋白磷酸化后可结

合于 MEF2 的 MADS 结构域，能够磷酸化 MEF2A、

MEF2C 和 MEF2D 的顺式激活结构域而提高转录活

性。此外，ERK5含有一个转录激活结构域，这表明

ERK5作为辅激活因子募集基本转录器而激活MEF2依

赖的转录[11]。这两个机制都适用于ERK5对MEF2活性

的调节。

对于温阳振衰颗粒各组分的主要成分，目前已有较

为成熟的相关研究。其中，附子为毛茛科植物乌头的子

根，2005年版《中国药典》（一部）记载：其“通行十二经

……回阳救逆”[12]。目前研究中，不仅从附子中提取出

了有稳定强心作用且副作用小的正性肌力化合物，还进

一步发现其为能够修复心肌受损细胞、恢复心肌搏动能

力的脂溶性化合物。干姜为姜科植物姜的根茎，《本草

经疏》认为：干姜“辛可散邪理结，温可除寒通气，故主胸

满咳逆上气”；现代药理研究发现，干姜能够改善心肌缺

氧和局部血液循环[13]，减缓血栓形成。红参为五加科植

物人参的主根加工品，有大补元气、回阳救逆之用；现代

研究认为，人参皂苷类能明显增加缺氧缺糖心肌细胞的

搏动幅度和存活率[14]。甘草为豆科甘草属草本植物的

根及根茎，近年来，诸多研究发现，甘草主要有效成分中

的甘草酸、甘草次酸以及疏水性黄酮类化合物是抗动脉

粥样硬化的主要活性成分[15]，且甘草次酸与甘草总黄酮

也有明显的抗心律失常、减少室颤的作用。

本课题组前期研究发现，与阳性对照药依那普利对

比，温阳振衰颗粒能有效改善CHF实验动物症状，同时

还可以显著上调心肌中ERK5蛋白磷酸化的表达，且效

果较依那普利更为显著[4]。本研究则进一步发现，温阳

振衰颗粒不仅对CHF大鼠心功能指标有较为显著的改

善作用，且可以显著调控 p-MEF2蛋白的表达，但其对

ERK5 蛋白的关键下游靶基因 MEF2 蛋白和 MEF2

mRNA 的影响并不显著。这说明 MEF2蛋白主要以磷

酸化修饰来发挥其生物学作用，且温阳振衰颗粒主要通

过调控MEF2蛋白磷酸化而产生治疗作用，但具体调控

模式尚需进一步研究。
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