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心力衰竭（以下简称“心衰”）是由于心脏收缩或舒

张功能异常，导致排血量不能满足机体正常需求而引发

的以气喘、乏力、水肿为主要表现的一系列临床综合征，

为多种心脏疾病发展的最终阶段。有学者认为，心肌维

持正常生理活动所需的能量得不到满足或代谢失于平

衡，可引起心脏结构与功能受损从而导致超负荷心肌损

害，进一步引发心衰[1]。由此可见，改善心肌能量代谢对

缓解心衰患者的症状至关重要。脂肪酸是心肌细胞产

生三磷酸腺苷（ATP）的主要底物，有动物实验及临床研
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摘 要 目的：探讨参附益心方对缺氧原代心肌细胞脂肪酸利用的影响及其可能机制。方法：取新生1～3 d的SD大鼠心尖部组

织，进行原代心肌细胞的分离、培养与鉴定，并将细胞随机分为正常组、模型组、辅酶Q10组（阳性对照，1×10－4 mol/L）和参附益心方

低、高剂量组（0.25、0.5 mg/mL）。除正常组外，其余各组细胞均于5％O2、5％CO2、90％N2条件下培养6 h以复制缺氧损伤模型。缺

氧 6 h 后，采用荧光素酶发光法检测各组细胞中三磷酸腺苷（ATP）的含量，采用 Western blotting 法检测其脂肪酸转位酶（FAT/

CD36）、过氧化物酶体增殖物激活受体（PPARα、PPARβ/δ）的表达情况。结果：与正常组比较，模型组细胞中 ATP 含量以及 FAT/

CD36蛋白的相对表达量均显著降低（P＜0.05）。与模型组比较，辅酶Q10组和参附益心方高剂量组细胞中ATP含量均显著升高，

而辅酶Q10组细胞中FAT/CD36、PPARα蛋白，参附益心方高剂量组细胞中FAT/CD36蛋白以及参附益心方各剂量组细胞中PPARα、

PPARβ/δ蛋白的相对表达量均显著降低（P＜0.05）。结论：参附益心方可通过抑制FAT/CD36、PPARα、PPARβ/δ蛋白的表达来抑制

缺氧原代心肌细胞的脂肪酸利用，改善其能量代谢。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the effects of Shenfu yixin decoction on the utilization of fatty acid in primary hypoxic

cardiomyocytes and its potential mechanism. METHODS：The apical tissue of neonatal SD rats with 1-3 days old were collected，

and the primary cardiomyocytes were isolated，cultured and identified. The cardiomyocytes were randomly divided into normal

group，model group，coenzyme Q10 group（positive control，1× 10 － 4 mol/L），Shenfu yixin decoction low-dose and high-dose

groups（0.25，0.5 mg/mL）. Except for normal group，cells in other groups were cultured under 5％O2，5％CO2 and 90％N2 for 6

hours to induce hypoxic injury model. After 6 hours of hypoxia，the content of ATP was detected by luciferase luminescence assay.

Western blotting assay was adopted to detect the expression of FAT/CD36，PPAR α and PPAR β/δ. RESULTS：Compared with

normal group，the content of ATP and relative expression of FAT/CD36 protein were decreased significantly in model group（P＜

0.05）. Compared with model group，the content of ATP was increased significantly in coenzyme Q10 group and Shenfu yixin

decoction high-dose group，while the relative expression of FAT/CD36 and PPARα protein in coenzyme Q10 group，the relative

expression of FAT/CD36 protein in Shenfu yixin decoction high-dose group as well as the relative expression of PPARα and PPARβ/δ

protein in Shenfu yixin decoction groups were decreased significantly（P＜0.05）. CONCLUSIONS：Shenfu yixin decoction can

inhibit the utilization of fatty acid of primary hypoxic cardiomyocytes and improve their energy metabolism by inhibiting the

expression of FAT/CD36，PPARα and PPARβ/δ protein.
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究证实，抑制脂肪酸利用可改善心肌能量代谢，延缓心

衰病程进展[2-3]。

参附益心方为治疗心衰的经验方。有不少研究证

明，该方可改善慢性心衰模型大鼠的心功能，降低其血

清心房钠尿肽（ANP）、B型脑钠肽（BNP）和心肌血管紧

张素Ⅱ（AngⅡ）水平，下调心肌细胞及其线粒体中活性

氧（ROS）的表达，并上调ATP、肌酸激酶（CK）的含量，提

高心肌细胞膜Na+-K+-ATP酶活性，从而达到缓解心衰症

状的目的[4-6]。但目前有关该方对脂肪酸利用的影响尚

未明确。为此，本研究拟建立缺氧原代心肌细胞模型，

观察参附益心方对其脂肪酸利用的影响，并初步探讨可

能的作用机制，以期为该方治疗慢性心衰提供更有力的

理论依据。

1 材料
1.1 仪器

BCM-1000A 型生物超净工作台（苏净集团苏州安

泰空气技术有限公司）；RCO-3000TVBB 型 CO2培养箱

（美国Revco公司）；JA203型电子分析天平（上海海康电

子仪器厂）；TDL-50B型低速台式大容量离心机（北京医

用离心机厂）；CK40型倒置显微镜（日本 Olympus 公

司）；DMI3006型荧光倒置显微镜（德国 Leica 公司）；

MK3 型酶标仪（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）；

ChemiDoc XRS + 型化学发光成像分析系统（美国

Bio-Rad公司）。

1.2 药品与试剂

参附益心方浸膏干粉（山东步长制药股份有限公

司，批号：131101，规格：1 g干粉相当于生药总量9.5 g）；

辅 酶 Q10 片 [ 卫 材（中 国）药 业 有 限 公 司 ，批 号 ：

H10930021，规格：10 mg]；心肌细胞消化液（含胰蛋白酶

0.16 g、氯化钠 1.6 g、碳酸氢钠 0.070 6 g、葡萄糖 0.198 2

g、氯化钾0.059 6 g、羟乙基哌嗪乙磺酸0.4 g、ddH2O 200

mL，批号：T1320）、DMEM高糖培养基（批号：12100）、磷

酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4，批号：P1020）、RIPA蛋白裂解

液（批号：R0010）、蛋白上样缓冲液（批号：P1015）、

CCK-8试剂（批号：CA1210）、BCA蛋白浓度测定试剂盒

（批号：PC0020）、ECL 发光液（批号：PE0010）均购自北

京索莱宝科技有限公司；溴脱氧尿核苷（Brdu，批号：

B9285）、4′，6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI，批号：D9542）

均购自美国 Sigma 公司；YOYO-1染料（批号：Y3601）、

逆转录试剂盒（批号：11752050）、扩增试剂盒（批号：

11744500）均购自美国 Invitrogen 公司；Opti-MEM 培养

基（批号：31985088）、胰蛋白酶（批号：27250018）均购自

美国Gibco公司；兔源心肌肌钙蛋白Ⅰ（cTnⅠ）多克隆抗

体（批号：BM1765）、SABC-FITC标记山羊抗兔 IgG二抗

（批号：SA1064）均购自武汉博士德生物工程有限公司；

0.4％台盼蓝染色液（华美生物工程有限公司，批号：

C0040）；ATP 检测试剂盒（瑞士 Roche 公司，批号：

11699695001）；兔抗大鼠脂肪酸转位酶（FAT/CD36）多

克隆抗体（批号：ab64014）、兔抗大鼠过氧化物酶体增殖

物激活受体α（PPARα）多克隆抗体（批号：ab24509）、兔

抗大鼠PPARβ/δ多克隆抗体（批号：ab23673）均购自艾博

抗（上海）贸易有限公司；兔抗大鼠GAPDH多克隆抗体

（批号：10494-1-AP）、辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔

IgG二抗（批号：SA00001-2）均购自武汉三鹰生物技术有

限公司；胎牛血清（FBS，以色列 Biological Industries 公

司，批号：04-001-1A）；其余试剂均为分析纯，水为双

蒸水。

1.3 动物

SPF 级 SD 大鼠，新生 1～3 d，雌雄不限，体质量约

5～6 g，由河南省动物实验中心提供，动物生产许可证

号：SCXK（豫）2015-0005。

2 方法
2.1 药液制备

2.1.1 参附益心方药液 参考本课题组已发表文献[6]，

称取参附益心方浸膏干粉0.25 g，用DMEM高糖培养基

10 mL稀释，经 0.2 μm滤膜滤过后，制得质量浓度为 25

mg/mL（以浸膏干粉质量计）的药液。需现用现配。

2.1.2 辅酶Q10药液 称取辅酶Q10片 50 mg，用DMEM

高糖培养基 5.8 mL稀释，经 0.2 μm滤膜滤过后，制得浓

度为1×10－2 mol/L的药液，备用。

2.2 原代心肌细胞分离、培养与鉴定

于无菌条件下取出乳鼠的心尖部，以4 ℃的PBS清

洗 3次，随后将其剪成约 1 mm3大小的组织块，经含

0.08％胰蛋白酶的心肌细胞消化液吹打混匀后，转移至

玻璃瓶内，于37 ℃水浴中孵育6 min，自然沉淀，弃去上

清液；再同法反复消化约 7～8次，直到组织块变成白色

透亮状。取各次自然沉淀后的上清液与等体积含 20％

FBS 的 DMEM 高糖培养基混匀，以 1 000 r/min 离心 5

min，弃去上清液，沉淀与含 10％FBS 的 DMEM 高糖培

养基（以下简称“完全培养基”）1 mL混合，用200目筛网

滤过，去除未完全消化的组织块，得细胞悬液。取上述

细胞悬液适量，于37 ℃、5％CO2培养箱（下同）中差速贴

壁培养 90 min 后，吸取细胞悬液，以 1 000 r/min 离心 5

min，弃去上清液，沉淀与完全培养基充分混合，制成细

胞悬液。取少量该细胞悬液，用 0.4％台盼蓝染色液染

色，在倒置显微镜下计数以计算活细胞比率（染色后，死

细胞呈蓝色）：活细胞比率＝活细胞数/（活细胞数+死细

胞数）×100％。用完全培养基将细胞浓度调整为 4×105

个/mL，加入浓度为 0.1 mmol/L的Brdu溶液中以抑制成

纤维细胞增殖，培养48 h后，弃去上清液，细胞用不含血

清的DMEM高糖培养基同步培养 24 h；弃去上清液，用

PBS清洗3遍，置于4％多聚甲醛溶液中固定10 min，加入

cTnⅠ多克隆抗体（稀释度为1 ∶50），4 ℃孵育过夜；加入

SABC-FITC标记山羊抗兔 IgG二抗（稀释度为 1 ∶ 100），
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避光孵育2 h；加入DAPI避光染色5 min，用水溶性封片

剂封孔，于荧光倒置显微镜下观察、拍照。随机选取6个

视野，记录视野内细胞总数目（N1）和心肌细胞数（n1，即

荧光阳性细胞数），计算心肌细胞比例：心肌细胞比例＝

n1/N1×100％。当该比例超过85％，表明原代心肌细胞纯

度达到试验要求，可用以进行后续研究[6]。

2.3 分组、造模与给药

取“2.2”项下原代心肌细胞适量接种于 96孔板中，

将其随机分成正常组、模型组、辅酶Q10组（阳性对照，1×

10－4 mol/L，剂量参考本课题组前期CCK-8试验结果设

置）和参附益心方低、高剂量组（0.25、0.5 mg/mL，以浸膏

干粉质量计，剂量参考本课题组前期CCK-8试验结果设

置），每组设3个复孔。正常组和模型组加入完全培养基

2 mL，各给药组加入含相应药物的完全培养基 2 mL。

除正常组外，其余各组细胞均于 5％O2、5％CO2、90％N2

条件下培养 6 h（缺氧时间根据本课题组前期 YOYO-1

染色试验结果确定），复制缺氧损伤模型；正常组细胞则

于37 ℃、5％CO2条件下培养6 h。

2.4 缺氧原代心肌细胞中ATP含量检测

按“2.2”项下方法分离、培养、鉴定原代心肌细胞后，

再按“2.3”项下方法分组、给药、造模。缺氧6 h后，吸弃

各孔上清液，用常温PBS清洗 2～3次，每次 1 min，然后

采用荧光素酶发光法以酶标仪检测细胞中ATP的含量，

严格按照相应试剂盒说明书重复操作3次。

2.5 缺氧原代心肌细胞中FAT/CD36、PPARα、PPARβ/δ

蛋白表达水平检测

按“2.2”项下方法分离、培养、鉴定原代心肌细胞后，

再按“2.3”项下方法分组、给药、造模。缺氧6 h后，采用

Western blotting 法检测心肌细胞中 FAT/CD36、PPARα、

PPARβ/δ蛋白的表达情况。用RIPA蛋白裂解液 300 μL

反复吹打破碎细胞，于4 ℃、12 000 r/min离心10 min后，

取上清液。采用BCA法测定各组细胞的蛋白浓度后，

加入 4×蛋白上样缓冲液适量，于 100 ℃煮沸变性 5

min。取变性后的蛋白进行 SDS-PAGE电泳（先于 80 V

下电泳20 min，再于120 V下电泳1 h），湿法转膜（恒流：

250 mA，时间：2 h），以 5％脱脂奶粉室温下封闭 2 h后，

加入相应一抗（FAT/CD36、PPARα、PPARβ/δ、GAPDH，

稀释度分别为1 ∶ 1 000、1 ∶ 1 000、1 ∶ 1 000、1 ∶ 4 000），4 ℃

孵育过夜；然后加入相应二抗（稀释度为1 ∶ 5 000），室温

孵育 2 h后，经ECL发光液孵育后于化学发光成像系统

上显影并拍照。采用 Image Pro Plus 6.0软件分析各蛋

白条带的灰度值，以目的蛋白与内参GAPDH条带的灰

度值比值来表示蛋白的相对表达量。上述试验重复

3次。

2.6 统计学方法

采用SPSS 19.0软件对数据进行统计分析。计量资

料以 x±s 表示，组间比较采用单因素方差分析或 t 检

验。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 原代心肌细胞的鉴定

显微镜下可见，原代心肌细胞呈星形或者梭形生

长，相互接触交织成网，且呈现同步搏动，搏动频率、节

律、强度稳定，频率为70～130次/min。原代心肌鉴定结

果见本课题组已发表文献[6]。

3.2 参附益心方对缺氧原代心肌细胞ATP含量的影响

与正常组比较，模型组细胞ATP含量显著降低（P＜

0.05）；与模型组比较，辅酶Q10组和参附益心方高剂量组

细胞ATP含量均显著升高（P＜0.05），详见表1。

表1 参附益心方对缺氧原代心肌细胞ATP含量的影响

（x±±s，n＝3）

Tab 1 Effects of Shenfu yixin decoction on ATP con-

tent in primary hypoxic cardiomyocytes（x±±s，

n＝3）

组别
正常组
模型组
辅酶Q10组

ATP，μg/mL

1.59±0.05

0.89±0.02＊

1.32±0.08#

组别
参附益心方低剂量组
参附益心方高剂量组

ATP，μg/mL

1.05±0.10

1.34±0.01#

注：与正常组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. normal group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05

3.3 参附益心方对缺氧原代心肌细胞中 FAT/CD36、

PPARα、PPARβ/δ蛋白表达的影响

与正常组比较，模型组细胞中FAT/CD36蛋白的相

对表达量显著降低（P＜0.05）；而 PPARα、PPARβ/δ蛋白

的相对表达量与正常组比较差异均无统计学意义（P＞

0.05）。与模型组比较，辅酶 Q10组细胞中 FAT/CD36、

PPARα蛋白，参附益心方高剂量组细胞中FAT/CD36蛋

白以及参附益心方各剂量组细胞中PPARα、PPARβ/δ蛋

白的相对表达量均显著降低（P＜0.05），详见图1、表2。

图 1 各组缺氧原代心肌细胞中 FAT/CD36、PPARα、

PPARβ/δ蛋白表达的电泳图

Fig 1 Electropherograms of the expression of FAT/

CD36，PPARα and PPARβ/δ protein in prima-

ry hypoxic cardiomyocytes of each group

GAPDH

FAT/CD36

GAPDH

PPARα

GAPDH

PPARβ/δ

正常组 模型组 辅酶Q10组 参附益心方
低剂量组

参附益心方
高剂量组

正常组 模型组 辅酶Q10组 参附益心方
低剂量组

参附益心方
高剂量组

正常组 模型组 辅酶Q10组 参附益心方
低剂量组

参附益心方
高剂量组

C. PPARβ/δ

A. FAT/CD36

B. PPARα
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表2 参附益心方对缺氧原代心肌细胞中FAT/CD36及

PPARα、PPARβ/δ蛋白表达的影响（x±±s，n＝3）

Tab 2 Effects of Shenfu yixin decoction on the expres-

sion of FAT/CD36，PPARα and PPARβ/δ pro-

tein in primary hypoxic cardiomyocytes（x±±s，

n＝3）

组别
正常组
模型组
辅酶Q10组
参附益心方低剂量组
参附益心方高剂量组

FAT/CD36

0.98±0.06

0.71±0.03＊

0.53±0.02#

0.61±0.00

0.37±0.02#

PPARα

1.04±0.10

0.95±0.04

0.69±0.02#

0.60±0.02#

0.40±0.04#

PPARβ/δ

0.64±0.03

0.61±0.00

0.54±0.03

0.45±0.03#

0.32±0.04#

注：与正常组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. normal group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05

4 讨论
正常生理条件下，心脏运动所需的ATP约有60％～

80％来自于脂肪酸代谢，20％～40％来自于碳水化合物

（葡萄糖、乳酸、酮体）代谢；在消耗等量氧气的情况下，

脂肪酸代谢途径比碳水化合物（葡萄糖）代谢途径产生

的ATP少[7]。可见，在心衰发生时，心肌细胞缺血缺氧能

量生成不足，而抑制脂肪酸代谢、增加葡萄糖氧化供能

将更有助于心肌获益。

ATP是心脏可直接利用的能量形式，对维持心肌细

胞正常代谢和功能具有重要意义；若ATP生产不足，将

导致心肌收缩和舒张功能减弱[8]。辅酶Q10是线粒体氧

化磷酸化的辅酶之一，对线粒体氧化磷酸化和细胞ATP

的形成具有重要作用；同时，其可增加心输出量，降低外

周阻力，是治疗心衰的常用药物[9]。因此，本研究选择辅

酶Q10作为阳性对照。

FAT/CD36作为脂肪酸转位酶，存在于细胞内和细

胞膜上，参与脂肪酸的跨膜转运，并影响机体对脂肪酸

的利用 [10]。有研究证实，FAT/CD36编码基因缺失大鼠

的脂肪酸摄取率明显降低，而葡萄糖利用度明显升高[11]。

由此可见，可通过抑制心衰模型大鼠FAT/CD36蛋白的

表达来抑制心肌细胞对脂肪酸的利用。PPAR家族为过

氧化氢酶增殖物激动受体，其生理功能主要涉及脂肪酸

代谢、糖代谢、细胞增殖与分化等[12]。其中，PPARα为机

体调控脂肪酸代谢的重要因子，可参与脂肪酸β氧化过

程，活化的PPARα可提高肉毒碱棕榈酰转移酶1（CPT-1）

编码基因的表达，后者可促使脂肪酸通过线粒体内膜转

移至线粒体基质内，然后被机体代谢 [13]。Morgan EE

等[14]研究发现，心衰患者心肌组织脂肪酸氧化率下调与

PPARα蛋白表达减少有关。PPARβ/δ可通过调控CPT-1、

过氧化物酶体增殖物激活受体 γ辅助活化因子 1α

（PGC-1α）等编码基因的表达，进一步调节脂肪酸β氧化

过程，其反应强度与机体脂肪酸利用呈正比[15]。有研究

证实，心衰患者心肌PPARβ/δ蛋白表达下降，脂肪酸氧化

将受到抑制，而葡萄糖有氧代谢则会增加 [16]。由此可

见，抑制PPARα、PPARβ/δ蛋白及其编码基因的表达对延

缓心衰患者的疾病进展至关重要。

中医认为，心衰多因外感风寒、内伤饮食、情志失

畅、温热疫毒日久导致气血亏虚、心脉失养而引起，病位

在心，涉及肺、脾、肾三脏，病机总属本虚标实、虚实夹

杂，本虚为气虚、阳虚，标实为痰饮、血瘀、水停，治法宜

益气温阳、活血利水[17]。河南中医药大学孙建芝教授以

此法立方，得参附益心方。方中以人参大补元气为君，

使气旺血行，水饮痰湿无以停聚；附子、桂枝为臣，温肾

阳、通心脉，使元阳充盛正气存内；丹参、赤芍、益母草活

血化瘀利水，猪苓、泽泻、车前子利水渗湿，诸药配伍使

瘀祛水行；葶苈子泻肺平喘、利水消肿，砂仁、大枣温补

中焦，保护胃气，为佐使之药。全方补泻兼施，标本兼

治，扶正不滞邪，利水不伤阴[18]。

本研究选用缺氧细胞模型，模拟心衰时心肌细胞的

缺氧状态，从ATP含量、脂肪酸利用相关因子FAT/CD36

以及PPARα、PPARβ/δ蛋白表达等方面来探讨参附益心

方对缺氧原代心肌细胞脂肪酸利用的影响及可能机

制。结果显示，模型组细胞中ATP含量及FAT/CD36蛋

白的表达均较正常组显著降低；PPARα、PPARβ/δ蛋白的

表达虽有降低，但差异无统计学意义。这提示心衰发生

时，心肌细胞的能量代谢底物发生了变化，由优先利用

脂肪酸转变为优先利用葡萄糖[7]，脂肪酸氧化率降低，产

能总体减少。与模型组比较，辅酶Q10组和参附益心方

高剂量组细胞中ATP含量均显著升高，辅酶Q10组细胞

中FAT/CD36、PPARα蛋白，参附益心方高剂量组细胞中

FAT/CD36蛋白以及参附益心方各剂量组细胞中 PPAR

α、PPARβ/δ蛋白的相对表达量均显著降低。这提示参附

益心方可进一步抑制缺氧条件下原代心肌细胞的脂肪

酸利用，改善其能量供应。

综上所述，参附益心方可通过抑制 FAT/CD36及

PPARα、PPARβ/δ蛋白的表达来抑制缺氧原代心肌细胞

的脂肪酸利用，改善其能量代谢，延缓心衰过程。由于

本研究的缺氧时间设定为6 h，处于缺氧早期，而参附益

心方对缺氧中晚期原代心肌细胞脂肪酸利用的抑制作

用尚未可知，故本课题组后续将延长缺氧时间来检测

FAT/CD36蛋白、PPARα、PPARβ/δ蛋白及其mRNA的表

达，对上述结论进行验证；此外，参附益心方对脂肪酸利

用其他相关因子的调控作用及机制，以及对葡萄糖利用

的调控作用尚未明确，仍有待进一步深入研究。
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