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摘要：目的 探讨心阳片通过调节晚期糖基化终产物受体（RAGE）介导的自噬改善心力衰竭小鼠心功能的作

用。方法 将 60 只 C57BL/6J 小鼠随机分为 6 组，分别为假手术组、模型组、3-甲基腺嘌呤组（自噬抑制剂，

15 mg·kg-1）以及心阳片低、中、高剂量组（455、910、1 820 mg·kg-1），每组 10 只；另将 10 只经基因型鉴定确

认为 RAGE-/-的小鼠作为 RAGE 敲除组。采用主动脉弓缩窄术（TAC）建立压力负荷性心力衰竭小鼠模型。模型

复制成功后，按上述剂量对心阳片各剂量组小鼠进行灌胃给药，3-甲基腺嘌呤组进行腹腔注射给药，其余组

别灌胃等容积生理盐水，每天给药 1 次，连续 4 周。采用心脏彩超检测各组小鼠心功能，采集小鼠左室射血分

数（LVEF）及左室短轴缩短率（LVFS）；使用 Masson 染色观察小鼠心肌组织纤维化程度；采用蛋白免疫印迹法

（Western Blot）检测小鼠心脏左室心肌组织中的 RAGE 蛋白及自噬相关蛋白 Beclin-1、LC3BII/I 的表达情况。

结果 与假手术组比较，模型组小鼠的 LVEF 及 LVFS 明显降低（P＜0.05），心肌纤维化面积明显增加（P＜

0.05），RAGE 蛋白及自噬相关蛋白 Beclin-1、LC3BII/I 的表达明显上调（P＜0.05）；与模型组比较，RAGE 敲除

组、3-甲基腺嘌呤组及心阳片低、中、高剂量组小鼠的 LVEF 和 LVFS 明显升高（P＜0.05），心肌纤维化面积

明显减少（P＜0.05），RAGE、Beclin-1、LC3BII/I 蛋白表达明显下调（P＜0.05）。结论 心阳片可能通过调节

RAGE 介导的自噬，从而改善心力衰竭小鼠的心功能。
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Effects of Xinyang Tablets on Improving Cardiac Function in Mice by Regulating RAGE-mediated
Autophagy
HE Jiaqi，GAO Wenbin，ZHANG Lu，LIANG Birong，WU Hanqin，XIAN Shaoxiang，WANG Zhaohui，WANG
Lingjun（First Clinical Medical College of Guangzhou University of Chinese Medicine，The First Affiliated Hospital
of Guangzhou University of Chinese Medicine， Lingnan Medical Research Center of Guangzhou University of
Chinese Medicine， University Key Laboratory for TCM Prevention and Treatment of Chronic Heart Failure of
Guangdong Province，Guangzhou Key Laboratory for Chinese Medicine Prevention and Treatment of Chronic Heart
Failure，Guangzhou 510405 Guangdong，China）
Abstract：Objective To investigate the possible mechanism of Xinyang tablet on improving the cardiac function in
heart failure mice by regulating receptor for activated glycation end products（RAGE）-mediated autophagy. Methods
Sixty C57BL/6J mice were randomly divided into Sham operation group，model group， 3-methyladenine group
（15 mg·kg-1）and low，medium，high dosages of Xinyang tablets groups（455，910，1 820 mg·kg-1）. In addition，
ten mice confirmed to be RAGE-/- by genotyping were taken as a RAGE knock-out group. Heart failure mice model
were induced by Transverse Aortic Constriction（TAC）. According to the dosages above，mice were given intragastric
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心力衰竭（Heart Failure，HF）是由于各种病因导

致心脏结构和功能发生改变，心脏排血量无法满足

患者机体需求而引起的一系列临床综合征[1]。全球大

约有 50%的心力衰竭患者在被确诊后 5 年内死亡 [2]。

因此，积极有效地防治心力衰竭并深入研究其发病

机制具有重要意义。自噬普遍存在于真核细胞中，

是溶酶体对自身结构的吞噬降解，有利于维持细胞

内环境的稳定[3]。但是，对心脏而言，由压力负荷诱

导的心肌自噬过度激活反而会加重心肌损害，促进

心力衰竭的发展进程[4-6]。研究[7-9]显示，晚期糖基化

终 产 物 受 体（Receptor for advanced glycation end
product， RAGE）能增强细胞的自噬活动，抑制

RAGE 的表达，能有效调节自噬，减少细胞凋亡，从

而起到保护心肌的作用。

“益气温阳，活血利水”是中医治疗心力衰竭的

主要治法之一[10]，心阳片是在该治法的指导下，本课

题组根据多年的临床用药经验，配伍组成的中药复

方。临床研究 [11-12]表明，心阳片可有效防治心力衰

竭，改善心功能。本课题组前期研究[4]也表明，心阳

片可有效改善心力衰竭小鼠的心功能可能与其抑制

心肌组织细胞过度自噬有关。为了进一步阐释心阳

片抑制过度自噬治疗心力衰竭的机制，本研究拟探

讨心阳片是否通过调节 RAGE 介导的自噬，从而有

效防治压力负荷性心力衰竭。

1 材料与方法

1.1 动物 2 月龄雄性 C57BL/6 小鼠，60 只，SPF

级，体质量 22～26 g，购于广州中医药大学实验动

物中心，动物生产许可证号： SCXK（粤）2018-
0034，动物质量合格证号：44005800010139。RAGE
基因敲除（RAGE-/-）小鼠，10 只，由南方医科大学黄

巧冰教授馈赠。

1.2 药物 心阳片（由吉林参、黄芪、淫羊藿、益母

草、毛冬青、葶苈子等组成），由广州中医药大学第

一附属医院提供，批准文号：粤制字 Z20071257，产

品批号：20180403；3-甲基腺嘌呤（3MA，自噬抑制

剂），美国 Sigma 公司，批号：M9821。
1.3 主要试剂 RAGE 抗体（批号：ab3611）及自噬相

关蛋白 Beclin-1 抗体（批号：ab63557）、LC3B 抗体

（批 号 ： ab48394）， 均 购 自 英 国 Abcam 公 司 ；

GAPDH 抗体，购自美国 Santa Cruz 公司，批号：sc-
47724；二抗 Anti-rabbit IgG（HRP-linked Antibody），

购自美国 CST 公司，批号：7074S；SDS-PAGE 凝胶

配制试剂盒（批号：P0012A）、BCA 蛋白浓度测定试

剂盒（批号：P0010）、SDS-PAGE 电泳液（批号 ：

P0014B）、Western Blot 转膜液（批号：P0021B），均

购自上海碧云天生物技术有限公司；蛋白快速提取

试剂盒，购自北京英文特生物技术有限公司，批

号：SD001；PVDF 膜、ECL 化学发光试剂（批号：

P90720），购自美国 Millipore 公司。

1.4 主要仪器 Inspira ASVv 动物容量控制呼吸机，

美国 Harvard 公司；动物恒温手术台，上海奥尔科生

物科技有限公司；Vevo2100 型高分辨率小动物超声

实时影像系统，加拿大 Visual Sonics 公司；高压电泳

administration or intraperitoneal injection once a day for 4 weeks，while the Sham operation group，RAGE knock-
out group and the model group were gavaged the same volume of normal saline. We evaluated the cardiac function of
mice by cardiac Doppler ultrasound， and left ventricular ejection fraction（LVEF） and left ventricular fraction
shortening（LVFS）were measured. The degree of fibrosis in heart of mice was observed by Masson staining. The
expression of RAGE and autophagy-related proteins Beclin-1 and LC3BII/I were detected by Western Blot. Results
Compared with the Sham operation group，the LVEF and the LVFS of the model group were significantly decreased
（P < 0.05）. The degree of myocardial fibrosis was significantly aggravated（P < 0.05）. Moreover， the expression of
Beclin-1 and LC3BII/I were increased（P < 0.05）. As compared with the model group， the cardiac function showed
significant improvement in all dosage groups of Xinyang tablets，RAGE knock-out group and 3MA group（P < 0.05）.
The degree of myocardial fibrosis was significantly reduced（P < 0.05）. The levels of Beclin- 1 and LC3B protein
expression were decreased in these groups（P < 0.05）. Conclusion Xinyang tablets can effectively improve cardiac
function in mice with heart failure by regulating RAGE-mediated autophagy.
Keywords： Xinyang tablets； receptor for advanced glycation end product（RAGE）； autophagy； heart failure；
Beclin-1；LC3BⅡ/Ⅰ；mice
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仪、电泳装置、电转装置、全自动凝胶成像系统，

美国 Bio-Rad 公司；低温高速台式离心机，美国

Beckman 公司；电子天平，北京赛多利斯天平有限公

司；多用脱色摇床，海门市其林贝尔仪器制造公司。

1.5 分组、模型复制及给药 将 60 只 C57BL/6 小鼠

适应性饲养 1 周后，随机分为 6 组：假手术组、模

型组、心阳片低剂量组、心阳片中剂量组、心阳片

高剂量组及 3-甲基腺嘌呤组，每组 10 只。另外，将

10 只经基因型鉴定确认为 RAGE-/-的小鼠作为 RAGE
敲除组。

采用主动脉弓缩窄术（TAC）建立压力负荷性心力

衰竭小鼠模型。小鼠称定质量后，采用 0.5%戊巴比

妥钠（50 mg·kg-1）腹腔注射麻醉。麻醉成功后，使用

脱毛膏备皮，将小鼠放置于动物恒温手术台，仰卧

并固定四肢，手术区域用 75%乙醇消毒。随后进行

气管插管并用呼吸机控制小鼠呼吸，保持潮气量

2～3 mL，呼吸频率 120 次/min。沿胸骨中线稍向左

偏剪开至第一肋，轻轻向上拨开胸腺，暴露主动脉

弓。在主动脉弓下穿入 5-0 缝线，缝线使用前用生

理盐水浸湿，选择 27G 钝性针头（直径 0.4～0.5 mm）
置于主动脉弓上方并结扎，确认缝线结扎牢固后轻

抽出针。观察小鼠情况，并使用 3-0 缝线逐层缝

合，待小鼠苏醒后装笼常规饲养。假手术组进行开

胸操作，暴露主动脉弓并穿线，但不进行主动脉弓结

扎。术后 3 d内，给予青霉素肌注（18 000 U·kg-1）预防

感染。术后 4 周，探查小鼠胸主动脉血流彩超，检

测其心功能，以左室射血分数（LVEF）低于 50%为

TAC 模型复制成功。

造模成功后，按照 60 kg 成人临床给药剂量（每

日 2.25 g）折算，心阳片低、中、高剂量组分别给予

心阳片 455、910、1 820 mg·kg-1灌胃给药；3-甲基

腺嘌呤组给予自噬抑制剂 3-甲基腺嘌呤 15 mg·kg-1

腹腔注射给药；假手术组、RAGE 敲除组和模型组灌

胃等容积生理盐水。每天给药 1 次，连续 4 周。

1.6 心脏彩超检测小鼠心功能 给药 4 周后进行小鼠

心功能检测，采用异氟烷气体麻醉后，使用脱毛膏

行胸部备皮，仰卧并固定四肢，采用小动物超声

仪分别采集小鼠 LVEF 及左室短轴缩短率（LVFS）
等指标。

1.7 心脏标本采集及 Masson 染色 小鼠过量麻醉

后，颈椎脱位处死；游离心脏，用生理盐水冲洗，

去除心脏内残留血液。采集部分左心室组织样本，

置于液氮保存，以备 Western Blot 检测。将部分心脏

组织样本直接置于 4%多聚甲醛固定，常规取材、脱

水、石蜡包埋、制片、Masson 染色，最后使用

ImageJ 软件对心肌组织纤维化面积进行分析。

1.8 Western Blot 法检测小鼠心肌组织中 RAGE 及

自噬相关蛋白的表达 采集小鼠左心室组织样本，

进行匀浆裂解后，以 4 ℃、 16 000×g 低温离心

15 min，取上清。然后按照 BCA 蛋白浓度测定试剂

盒说明书步骤操作，进行蛋白定量。随后加入上样

缓冲液，置于 100 ℃金属浴煮沸 5 min 变性，完成样

品制备。根据目的蛋白分子量配制 12%分离胶，按

30 μg 蛋白上样量进行上样，同时加入 3 μL 蛋白

Marker；于恒压 80～100 V 条件下进行电泳，直至

溴酚蓝跑至底部后停止。以甲醇活化 PVDF 膜 2～
3 min，于冰浴中转膜，转膜条件：恒压 80 V，1～
2 h；转膜完成后用 5%脱脂奶粉室温下封闭 1 h，
1×TBST 洗涤。然后加入一抗［Beclin-1 兔单克隆抗体

（1∶1 000）、LC3BII/I 兔单克隆抗体（1∶1 000）、RAGE
兔单克隆抗体（1∶1 000）、GAPDH 兔单克隆抗体

（1∶5 000）］孵育过夜。TBST 充分洗涤后，加入二抗

［辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG 抗体（1∶5 000）］，

室温孵育 1 h 后，使用 ECL 显影液于成像仪中显

影。最后，以 GAPDH 作为内参照，使用 ImageJ 软

件进行蛋白条带灰度值分析。

1.9 统计学处理方法 采用 SPSS 22.0 统计软件进行

数据分析；计量资料以均数±标准差（x ± s）表示；多

组间比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），

两两比较采用 LSD 检验；以 P < 0.05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 心阳片对心力衰竭小鼠心功能的影响 结果见

图 1。与假手术组比较，模型组小鼠的 LVEF 及

LVFS 明显下降（P＜0.05），表明长期的压力负荷导致

小鼠左心室收缩功能降低，心力衰竭模型复制成

功。与模型组比较，RAGE 敲除组、心阳片各剂量组

及 3-甲基腺嘌呤组的 LVEF 及 LVFS 明显升高（P＜

0.05）。结果提示，敲除 RAGE、抑制自噬及心阳片

能有效改善心力衰竭小鼠的心功能。

2.2 心阳片对心力衰竭小鼠心肌组织纤维化的影响

结果见图 2。Masson 染色后在高倍镜下观察，红色区

域为正常心肌组织，蓝染为发生间质纤维化病变区
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域。假手术组仅在血管周围有少量蓝染的胶原纤维

分布，无明显胶原增生。与假手术组比较，模型组

的蓝色间质纤维化阳性区域面积明显增加（P＜

0.05）；与模型组比较，RAGE 敲除组、心阳片各剂

量组及 3-甲基腺嘌呤组小鼠的心肌相对纤维化面

积明显减少（P＜0.05）。结果提示，敲除 RAGE、抑

制自噬及心阳片能有效改善心力衰竭小鼠的心肌纤

维化。

2.3 心阳片对心力衰竭小鼠心肌组织中 RAGE、

Beclin-1、LC3BII/I 蛋白表达的影响 结果见图 3。
与假手术组比较，模型组小鼠左心室心肌组织中的

注：与假手术组比较，
*
P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

图 1 心阳片对心力衰竭小鼠心功能的影响（x ± s，n=10）
Figure 1 Effects of Xinyang tablets on cardiac function in heart
failure mice（x ± s，n=10）
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图 2 心阳片对心力衰竭小鼠心肌组织纤维化的影响（Masson 染色，×200；x ± s，n=10）
Figure 2 Effects of Xinyang tablets on myocardial fibrosis in heart failure mice（Masson staining，×200；x ± s，n=10）
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图 3 心阳片对心力衰竭小鼠心肌组织中 RAGE、Beclin-1、LC3BII/I蛋白表达的影响（x ± s，n=10）
Figure 3 Effects of Xinyang tablets on RAGE，Beclin-1 and LC3BII/I protein expression of myocardial tissue in heart failure mice
（x ± s，n=10）
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RAGE 表达明显上调（P＜0.05），同时自噬活性相关

蛋白 Beclin-1、LC3BII/I 表达亦明显上调（P＜0.05），

提示心力衰竭小鼠心脏的自噬活动明显增强。与模

型组比较，RAGE 敲除组、心阳片各剂量组及 3-甲
基腺嘌呤组小鼠的心肌组织 RAGE、 Beclin- 1、
LC3BII/I 蛋白表达均明显下调（P＜0.05），其中

RAGE 蛋白在 RAGE 敲除组小鼠心肌组织中几乎不

表达。结果提示，敲除 RAGE 基因可以明显抑制

心力衰竭小鼠心脏中过度激活的自噬活动，心阳

片可能通过调节 RAGE 介导的自噬来改善心力衰

竭小鼠心功能。

3 讨论

心力衰竭（Heart Failure，HF）是各种心血管疾病

发展到终末期后，心脏循环发生障碍的一种疾病 [1]。

流行病学数据[13]显示，大约有 75%的心力衰竭患者在

确诊前患有高血压病，长期的压力负荷过度可能是

造成心肌损伤的重要因素之一。主动脉弓缩窄术

（TAC）是通过手术将头臂干与左颈总动脉之间的主动

脉弓缩窄，可使心脏压力负荷过载。故本研究采用

TAC 小鼠模型来研究压力超负荷型心力衰竭中可能

存在的病理机制。

自噬是细胞生命体中维持细胞能量平衡和细胞器

更新的一种高度保守的动态变化过程[14-16]。在正常生

理情况下，自噬具有维持细胞代谢，实现细胞内物

质再循环的作用[17]。但过度持久且不受控制的自噬活

动会破坏细胞内基本成分的降解，造成细胞功能障

碍，从而诱导细胞自噬性死亡 [18]。多项研究 [19- 20]发

现，心肌细胞长时间高激活状态的自噬是导致心力

衰竭病程进展的关键因素之一。晚期糖基化终产物

受体（RAGE）是一种细胞表面的多配体跨膜受体，在

正常生理情况下为低水平表达。近年来研究[21]发现，

RAGE 介导的多种病理机制与各种心血管疾病有着密

切关系，心力衰竭的严重程度与心肌组织表面 RAGE
的表达呈正相关。还有研究[22]显示，使用 RAGE 抗体

能有效降低自噬相关蛋白 Beclin-1 和 LC3BII 的表

达，增强心肌细胞活性。提示心脏组织中 RAGE 和

自噬存在相互联系，故本研究旨在进一步证明心阳

片可能通过调节 RAGE 介导的自噬来改善心力衰竭

小鼠的心功能。

中医学认为心力衰竭的发病与气虚、血瘀、水停

等病理因素有关[23-24]。心阳片由吉林参、黄芪、淫羊

藿、益母草、毛冬青、葶苈子等中药组成，主治心

气阳虚兼血瘀水停型心力衰竭 [11-12，25]。本研究发现，

心力衰竭小鼠的心功能指标 LVEF 及 LVFS 明显下

降，心肌纤维化面积明显增加，心肌组织中的 RAGE
蛋白及自噬相关蛋白 Beclin-1、LC3BII/I 表达明显上

调。特异性敲除小鼠体内 RAGE 基因、抑制自噬及

给予心阳片干预治疗，可以显著改善心力衰竭小鼠

的心功能，减少心肌纤维化面积，下调自噬相关蛋

白 Beclin-1 和 LC3BⅡ/Ⅰ的表达。

综上所述，心力衰竭的病理机制与 RAGE 介导

的自噬相关，而心阳片可显著下调心力衰竭小鼠心

肌组织中 RAGE 蛋白的表达，提示心阳片可能是通

过调节 RAGE 介导的自噬来改善心力衰竭小鼠的心

功能。本研究结论可为心阳片在临床的应用提供理

论依据和实验基础。
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