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基于基于 PIPI33K / AktK / Akt 信号通路探讨化痰祛瘀方治疗痰瘀互结证信号通路探讨化痰祛瘀方治疗痰瘀互结证

冠状动脉粥样硬化性心脏病作用机制冠状动脉粥样硬化性心脏病作用机制**

韩 佳，杜鸿瑶，鲁 静，潘 晔△

（河北省唐山市中医医院，河北 唐山 063000）
摘要摘要：：目的 探讨化痰祛瘀方治疗痰瘀互结证冠状动脉粥样硬化性心脏病（CHD）的作用机制。方法 将 30只大鼠随机分为空白对照

组（A组），模型对照组（B组），化痰祛瘀方低、中、高剂量组（C1组、C2组、C3组），各 6只。B组、C1组、C2组、C3组大鼠喂食高脂饲料 8周

后腹腔注射垂体后叶素 30 U / kg以建立 CHD 模型，A 组大鼠正常饮食 8周后腹腔注射等量蒸馏水。之后 C1组、C2组、C3组大鼠分别

灌胃 25，50，75 mg /（kg·d）化痰祛瘀方，A组、B组大鼠灌胃等量蒸馏水，连续 4周。采用超声心动图检测仪检测各组大鼠的心功能指

标［左室射血分数（LVEF）、左室舒张末期内径（LVEDd）、左室收缩末期内径（LVESd）、缩短分数（FS）］；采用苏木精 -伊红（HE）染色法

评估大鼠心肌组织的病理学损伤程度；采用自动生化分析仪检测血脂指标［总胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）、低密度脂蛋白胆固醇

（LDL - C）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL - C）］及心肌和内皮损伤程度指标［内皮素 - 1（ET - 1）、肌酸激酶 MB型同工酶（CK - MB）、心

肌肌钙蛋白 T（cTnT）］水平；采用酶联免疫吸附试验（ELISA）法检测炎性因子［肿瘤坏死因子 - α（TNF - α）、白细胞介素 1β（IL - 1β）、

白细胞介素 6（IL - 6）］水平；采用免疫印迹（Western blot）法检测心肌组织中 B 淋巴细胞瘤 2（Bcl - 2）、Bcl - 2 相关 X 蛋白（Bax）、裂

解胱天蛋白酶 3（c - caspase - 3）、磷脂酰肌醇 - 3 -激酶（PI3K）、磷酸化 PI3K（p - PI3K）、丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶（Akt）、磷酸化 Akt
（p - Akt）的蛋白表达水平。结果 与 B 组比较，C1 组、C2 组、C3 组大鼠的 LVEDd 和 LVESd，血清 TC，TG，LDL - C，CK - MB，cTnT，
ET - 1 水平，心肌组织 TNF - α，IL - 1β，IL - 6 水平及 Bax，c - caspase - 3，p - PI3K，p - Akt 蛋白表达水平均显著降低（P < 0. 05）；

LVEF和 FS，血清 HDL - C水平，心肌组织 Bcl - 2蛋白表达水平均显著升高（P < 0. 05）。HE染色结果显示，C1组、C2组、C3组大鼠的心肌

细胞肿胀，心肌纤维紊乱，心肌细胞坏死、萎缩均得到改善。结论 化痰祛瘀方可改善 CHD模型大鼠的心功能、血脂水平、心肌损伤和内

皮损伤程度，抑制心肌细胞凋亡，减轻炎性反应，其作用机制可能与抑制 PI3K / Akt信号通路的激活有关。

关键词关键词：：化痰祛瘀方；冠状动脉粥样硬化性心脏病；痰瘀互结证；磷脂酰肌醇 - 3 -激酶；丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶

Mechanism of Huatan Quyu Formula in the Treatment of Coronary Heart Disease with
Phlegm - Blood Stasis Syndrome Through the PI3K / Akt Signaling Pathway

HAN Jia，DU Hongyao，LU Jing，PAN Ye
（Tangshan Hospital of Traditional Chinese Medicine，Tangshan，Hebei，China 063000）

AbstractAbstract：：Objective To investigate the mechanism of Huatan Quyu Formula in the treatment of coronary heart disease （CHD）
with phlegm - blood stasis syndrome through the PI3K / Akt pathway. Methods Thirty rats were randomly divided into the blank
control（group A），model control（group B），and low - ，medium - ，high - dose Huatan Quyu Formula groups（groups C1，C2，C3），

with six rats in each group. Rats in groups B，C1，C2，and C3 were fed the high - fat diet for 8 weeks，and then they were
intraperitoneally injected with 30 U / kg of posterior pituitary hormone to establish CHD models. After 8 weeks of normail diet，rats
in group A were intraperitoneally injected with an equal volume of distilled water. The rats in groups C1，C2，and C3 were
administered Huatan Quyu Formula at 25，50，and 75 mg /（kg·d） via gavage，respectively，while rats in groups A and B received
equal volume of distilled water for 4 weeks. Cardiac function parameters［left ventricular ejection fraction（LVEF），left ventricular
end - diastolic diameter（LVEDd），left ventricular end - systolic diameter（LVESd），fractional shortening（FS）］ were measured by
the echocardiography. Myocardial pathological damage was assessed by the hematoxylin - eosin（HE） staining. The levels of serum
lipid indexes［total cholesterol（TC），triglycerides（TG），low - density lipoprotein cholesterol（LDL - C），high - density lipoprotein
cholesterol（HDL - C）］，and myocardial / endothelial injury markers［endothelin - 1（ET - 1），creatine kinase - MB（CK - MB），

cardiac troponin T （cTnT）］ were analyzed by the automatic biochemical analyzer. The levels of inflammatory factors ［tumor
necrosis factor - α（TNF - α），interleukin - 1β（IL - 1β），interleukin - 6（IL - 6）］ were detected by the enzyme - linked
immunosorbent assay（ELISA）. The expression levels of B - cell lymphoma 2（Bcl - 2），Bcl - 2 - associated X protein（Bax），
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冠状动脉粥样硬化性心脏病（CHD）是一种由动脉

粥样硬化引起的慢性疾病，可导致心肌缺血、缺氧或坏

死［1］。临床横断面调查结果显示，CHD中医证候多属本

虚标实、虚实夹杂的复合证型，本虚以气虚为主，标实

以血瘀、痰浊为主，证候类型以气虚血瘀、气虚痰瘀、气

阴两虚血瘀、痰瘀互结多见，其中痰瘀互结证已成为

CHD的主要证候类型之一。研究表明，磷脂酰肌醇 - 3 -
激酶 /丝氨酸 -苏氨酸蛋白激酶（PI3K / Akt）信号通路

在调节脂质代谢、炎性反应和内皮功能方面发挥着关

键作用［2 - 3］，其在 CHD的发生、发展中也起重要作

用［4 - 5］。据报道，中药对痰瘀互结证 CHD的疗效显

著［6 - 8］，但其作用机制尚不完全清楚。本研究中采用高

脂饲料喂养联合冠状动脉左前降支结扎术、高脂饲料

喂养联合异丙肾上腺素诱导分别建立了痰瘀互结证

CHD模型大鼠，基于PI3K / Akt信号通路探讨了化痰祛

瘀方治疗痰瘀互结证CHD的作用机制。现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器、试药与动物

仪器：Vevo2100型二维和M型超声心动图检测仪

（加拿大 Visual Sonics公司）；DM2500型显微镜（德国

Leica公司）：ST - M200型组织研磨机（北京旭鑫盛科仪器

设备有限公司）；3100型自动生化分析仪（日本Hitachi
公司）。

试药：肿瘤坏死因子 - α（TNF - α）酶联免疫吸附

试验（ELISA）试剂盒（批号为 CSB - E11987r），白细胞

介 素 1β（IL - 1β）ELISA 试 剂 盒（批 号 为 CSB -
E08055r），IL - 6 ELISA试剂盒（批号为CSB - E04640r），
均购自武汉华美生物工程有限公司；B淋巴细胞瘤 2
（Bcl - 2）一抗（货号为 ab194583），Bcl - 2相关 X 蛋白

（Bax）一抗（货号为 ab32503），裂解胱天蛋白酶 3（c -
caspase 3）一抗（货号为 ab2302），甘油醛 - 3 - 磷酸脱

氢酶（GAPDH）一抗（货号为 ab8245），PI3K一抗（货号

为 ab191606），磷酸化 PI3K（p - PI3K）一抗（货号为

ab278545），Akt一抗（货号为 ab8805），磷酸化 Akt（p -
Akt）一抗（货号为 ab38449），二抗（货号为 ab6721），均

购自美国 Abcam公司；聚偏二氟乙烯（PVDF）膜（美国

Millipore公司，批号为 IPVH00010）；二辛可酸（BCA）试

剂盒（货号为P0010），RIPA裂解液（货号为P0013K），均

自上海碧云天生物技术有限公司；化痰祛瘀方为配方

颗粒剂，由神威药业集团有限公司提供，组方为瓜蒌、

薤白、半夏、泽泻、生地、桃仁、红花、枳壳、赤芍各 15 g，
牛膝 10 g等［9］；高脂饲料（含 70%普通饲料、10%蛋黄

粉、10%黄油、7. 5%胆固醇、2. 5%牛磺胆酸钠）由江苏

美迪森生物医药有限公司提供。药品及饲料均置 4 ℃密

封保存。

动物：健康 SPF级 SD大鼠 30只，6～8周龄，体质量

200～220 g，由北京维通利华实验动物技术有限公司

提供（许可证号为 SYXK < 京 > 2022 - 0052）。所有实

验均经河北省唐山市中医医院实验动物伦理委员会批

准（批号为 20230013）。饲养于温度（21 ± 1）℃、相对湿

度 50%～60%、12 h / 12 h明暗循环的环境中，自由进

食和饮水。

1. 2 方法

分组、建模与给药：将 30只大鼠随机分为空白对照

组（A组），模型对照组（B组），化痰祛瘀方低、中、高剂

量组（C1组、C2组、C3组），各6只。B组、C1组、C2组、C3组大鼠

喂食高脂饲料8周，24 h后腹腔注射垂体后叶素30 U / kg，
连续 3次［10］，检测大鼠心电图，显示T波高耸，出现心律

失常，ST段抬高超过 0. 1 mV，则建模成功；A组大鼠正

常饮食 8周，腹腔注射等量蒸馏水 3次。建模成功后，

C1组、C2组、C3组大鼠分别灌胃 25，50，75 mg /（kg·d）化

痰祛瘀方，A组、B组大鼠均灌胃等量蒸馏水，连续4周。

心脏超声检查：最后 1次给药 24 h后，用异氟烷麻

醉大鼠，去除胸毛，将大鼠固定在背侧位置，采用超声

心动图检测仪测量各组大鼠的心功能，获得胸骨旁左

心室长轴的横截面图，在短轴M超声下测量左室射血

cleaved caspase - 3（c - caspase - 3），phosphatidylinositol - 3 - kinase（PI3K），phosphorylated PI3K（p - PI3K），serine /
threonine - protein kinase （Akt），and phosphorylated Akt （p - Akt） protein were measured by the Western blot.
Results Compared with those in group B，the LVEDd and LVESd，the levels of serum TC，TG，LDL - C，CK - MB，cTnT，
ET - 1，myocardial TNF - α，IL - 1β and IL - 6，and the expression levels of Bax，c - caspase - 3，p - PI3K，p - Akt
protein in groups C1，C2 and C3 significantly decreased（P < 0. 05），while the LVEF and FS，the levels of serum HDL - C，and
the expression level of myocardial Bcl - 2 significantly increased （P < 0. 05）. The results of HE staining showed that the
myocardial cell swelling，myocardial fiber disorder，myocardial cell necrosis，and atrophy in groups C1，C2，and C3 all improved.
Conclusion Huatan Quyu Formula can improve cardiac function，lipid profiles and myocardial / endothelial injury，inhibit
apoptosis，and alleviate inflammatory reactions in CHD model rats. Its mechanism may be related to the inhibition of PI3K / Akt
signaling pathway activation.
Key wordsKey words：：Huatan Quyu Formula；coronary heart disease；phlegm - blood stasis syndrome；phosphatidylinositol - 3 - kinase；serine /
threonine - protein kinase
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分数（LVEF）、左室舒张末期内径（LVEDd）、左室收缩末

期内径（LVESd）、缩短分数（FS），以评估心脏的收缩功

能。其中，FS =（LVEDd − LVESd）/ LVEDd［11］。
心肌组织病理学变化：分离大鼠心肌组织后，将部

分组织置福尔马林溶液中固定，用苏木精 -伊红（HE）
染色，采用显微镜观察大鼠心肌组织的病理学变化。

生化指标检测：取大鼠心脏，加生理盐水适量，用

组织研磨机研成组织匀浆，取血，将组织匀浆和血液离

心（转速为 3 000 r / min，温度为 4 ℃）10 min，取上清液，

加磷酸盐缓冲液稀释成不同梯度浓度的贮备液，采用

自动生化分析仪检测总胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）、低

密度脂蛋白胆固醇（LDL - C）、高密度脂蛋白胆固醇

（HDL - C）、内皮素 - 1（ET - 1）、肌酸激酶MB型同工

酶（CK - MB）、心肌肌钙蛋白T（cTnT）水平。

炎性因子水平检测：采用ELISA法检测，取大鼠心

肌组织上清液，稀释至合适的浓度，将试剂和样品按顺序

添加到酶标仪板中，反应完成后，于 450 nm波长下测定

吸光度（OD）值，根据标准曲线计算心肌组织中TNF - α，
IL - 1β，IL - 6水平。严格按试剂盒说明操作。

蛋 白 表 达 水 平 检 测 ：采 用 免 疫 印 迹（Western
blot）法检测，检测取大鼠心肌组织，用RIPA裂解液提

取总蛋白，用BCA试剂盒测定蛋白浓度，用 10%十二烷

基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS - PAGE）分离总

蛋白，并转移到 PVDF膜上，在5%脱脂奶粉中封闭2 h，
将膜与Bax，Bcl - 2，c - caspase 3，GAPDH，PI3K，p - PI3K，
Akt，p - Akt一抗在 4 ℃下孵育过夜，加磷酸盐吐温缓冲

液（PBST）冲洗 3次，用二抗与膜孵育 1 h，再加 PBST洗
涤，并均匀滴加增强化学发光（ECL）剂，采用Fliorchem‑
HD2成像系统进行扫描分析和图像采集，采用 Image J
1. 8. 0软件对蛋白质条带进行定量分析。

1. 3 统计学处理

采用 SPSS 21. 0统计学软件分析，采用 Graphpad
Prism 9软件绘图。计量资料以 X ± s表示，组间比较行

LSD检验或单因素方差分析。P < 0. 05为差异有统计学

意义。

2 结果

2. 1 心功能指标与心肌损伤程度

与A组比较，B组大鼠LVEF和FS均显著降低（P<0. 05），
LVEDd和 LVESd均显著升高（P < 0. 05）；与 B组比较，

C1组、C2组、C3组大鼠LVEF和FS均显著升高（P < 0. 05），

LVEDd和 LVESd均显著降低（P < 0. 05）。详见图 1。HE
染色结果显示，A组大鼠的心肌形态正常，细胞边界清

晰，排列有序；B组大鼠的心肌细胞肿胀，心肌纤维紊

乱，心肌细胞坏死、萎缩；C1组、C2组、C3组大鼠上述病

理学变化均得到改善。详见图 2。且改善效果随着药物

浓度的增加而更佳，表明化痰祛瘀方能以浓度依赖的

方式改善 CHD模型大鼠的心功能，减轻其心肌损伤

程度。

2. 2 血脂水平

与A组比较，B组大鼠血清TC，TG，LDL - C水平均显

著升高（P < 0. 05），HDL - C水平显著降低（P < 0. 05）；与
B组比较，C1组、C2组、C3组大鼠血清TC，TG，LDL - C水平

注：与A组比较，*P < 0. 05；与B组比较，#P<0. 05。图3至图7同。

图1 各组大鼠心功能指标比较（n = 6）
Note：Compared with those in group A，*P < 0. 05；Compared with those in group B，#P < 0. 05（for Fig. 2 - 7）.

Fig. 1 Comparison of cardiac function indexes of rats in each group（n = 6）

100 µm100 µm100 µm100 µm100 µm
A组 B组 C1组 C2组 C3组

图2 各组大鼠心肌损伤程度的病理学变化（HE染色，× 40，n = 6）
Fig. 2 Pathological changes in the myocardial injury degree of rats in each group（HE staining，× 40，n = 6）
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均显著降低（P < 0. 05），HDL - C水平显著升高（P < 0. 05）。

详见图 3，表明化痰祛瘀方可改善CHD模型大鼠的危险

脂质环境，且高浓度下的改善作用更佳。

2. 3 心肌细胞凋亡程度

与A组比较，B组大鼠心肌组织Bcl - 2蛋白表达水

平显著降低（P < 0. 05），Bax和 c - caspase - 3蛋白表达

水平均显著升高（P < 0. 05）；与B组比较，C1组、C2组、C3组
大鼠心肌组织Bcl - 2蛋白表达水平显著升高（P < 0. 05），

Bax和c - caspase - 3蛋白表达水平均显著降低（P < 0. 05）。

详见图 4，表明化痰祛瘀方可抑制CHD模型大鼠的心肌

细胞凋亡，且高浓度下的抗凋亡作用更佳。

2. 4 心肌和内皮损伤程度

与A组比较，B组大鼠血清 CK - MB，cTnT，ET - 1
水平均显著升高（P < 0. 05）；与 B组比较，C1组、C2组、

C3组大鼠血清CK-MB，cTnT，ET-1水平均显著降低（P<0. 05）。

详见图 5，表明化痰祛瘀方可减轻CHD模型大鼠的心肌

和内皮损伤程度，且高浓度下的抗损伤作用更佳。

2. 5 炎性反应

与A组比较，B组大鼠心肌组织 TNF - α，IL - 1β，
IL - 6水平均显著升高（P < 0. 05）；与 B组比较，C1组、

C2组、C3组大鼠心肌组织 TNF - α，IL - 1β，IL - 6水平

均显著降低（P < 0. 05）。详见图 6，表明化痰祛瘀方可减

少CHD模型大鼠的心肌炎性反应，且高浓度下的抗炎

作用更佳。

2. 6 PI3K / Akt信号通路相关蛋白表达水平

与A组比较，B组大鼠心肌组织p - PI3K和p - Akt蛋

白表达水平均显著升高（P < 0. 05）；与B组比较，C1组、

C2组、C3组大鼠心肌组织 p - PI3K和 p - Akt蛋白表达

水平均显著降低（P < 0. 05）。详见图 7，表明化痰祛瘀方

可抑制CHD模型大鼠PI3K / Akt信号通路的激活，且高

浓度下的抑制作用更佳。

3 讨论

CHD是一种心肌缺血、缺氧和损伤的疾病，由冠状
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图3 各组大鼠血脂水平比较（n = 6）
Fig. 3 Comparison of blood lipid levels of rats in each group（n = 6）
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图5 各组大鼠心肌和内皮损伤程度比较（n = 6）
Fig. 5 Comparison of myocardial and endothelial injury degree of rats in each group（n = 6）
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图4 各组大鼠心肌细胞凋亡相关蛋白表达水平比较（n = 6）
A. Gel electrophoretic chart B. Quantitative statistical chart

Fig. 4 Comparison of expression levels of apoptosis - related
proteins in myocardial cells of rats in each group（n = 6）
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血管动脉粥样硬化病变引起血管腔闭塞或内皮损伤引

起，心肌缺血可能导致缺氧和心肌细胞凋亡，影响心脏

功能［12］。cTnT，CK - MB，ET - 1是心肌和内皮损伤的常

用标志物，可反映其损伤程度［13 - 14］。此外，心肌急性缺

血会诱导损伤，增加细胞膜通透性，升高血清CK - MB
和 cTnT水平［15 - 16］。ET - 1是内皮细胞释放的强效血管

收缩剂，血清ET - 1水平可作为内皮损伤的诊断指标［17］。
本研究结果显示，与A组比较，B组大鼠心肌纤维紊乱，心

肌细胞坏死和萎缩，LVEF和FS均显著降低（P < 0. 05），

LVEDd和 LVESd及血清 CK - MB，cTnT，ET - 1水平均

显著升高（P < 0. 05），表明CHD模型大鼠的心功能、心

肌组织、心肌细胞和内皮细胞受到损伤；与B组比较，C1组、

C2组、C3组大鼠的上述症状均得到缓解，LVEF和 FS均
显著升高（P < 0. 05），LVEDd和LVESd及血清CK - MB，
cTnT，ET - 1水平均显著降低（P < 0. 05），表明化痰祛

瘀方可改善CHD模型大鼠的心功能，减轻心肌损伤和

血管内皮损伤程度，抑制心肌细胞凋亡。

TC，TG，LDL - C，HDL - C是血脂的主要成分，在

CHD的发展中起关键作用［18］。目前，血脂异常已被广泛

认为是CHD的发病机制，尤其是高 LDL - C水平，认为

与冠状动脉粥样硬化的病因有关［19 - 20］。本研究结果显

示，与A组比较，B组大鼠血清 TG，TC，LDL - C水平均

显著升高（P < 0. 05），而HDL - C水平显著降低（P < 0. 05），

表明通过高脂饮食成功建立了CHD模型；与B组比较，

C1组、C2组、C3组大鼠血清TC，TG，LDL - C水平均显著降

低（P < 0. 05），HDL - C水平均显著升高（P < 0. 05），表

明化痰祛瘀方可改善CHD模型大鼠的血脂异常。此外，

炎性反应在 CHD的发生、发展中起重要作用［21］，其诱

导的中性粒细胞、单核细胞、巨噬细胞和淋巴细胞会促

进CHD的发展［17］，炎性因子表达水平升高会加快CHD
的进程［22］。

本研究结果显示，与A组比较，B组大鼠心肌组织

TNF - α，IL - 1β，IL - 6水平均显著降低（P < 0. 05）；与B
组比较，C1组、C2组、C3组大鼠心肌组织TNF - α，IL - 1β，
IL - 6水平均显著升高（P < 0. 05），表明化痰祛瘀方具

有抗炎活性。PI3K / Akt信号通路不仅与CHD的内皮功

能障碍和炎性反应有关［23 - 24］，还与脂质代谢有关［25］。
本研究结果显示，与 A组比较，B组大鼠心肌组织 p -
PI3K和p - Akt的蛋白表达水平均显著升高（P < 0. 05）；

与B组比较，C1组、C2组、C3组大鼠心肌组织 p - PI3K和

p - Akt的蛋白表达水平均显著降低（P < 0. 05），表明化

痰祛瘀方可抑制PI3K / Akt信号通路的激活。

综上所述，化痰祛瘀方可改善 CHD模型大鼠的心

功能、血脂水平、心肌损伤和内皮损伤程度，抑制心肌

细胞凋亡，减轻炎性反应，其作用机制可能与抑制PI3K /
Akt信号通路的激活有关。但化痰祛瘀方在CHD中发挥

作用的具体机制需进一步进行研究和实验。
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