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温胆宁心颗粒调控舒张期钙泄漏相关蛋白改善炎症相关
房颤易感性的机制

尚碧月 1， 朱婷婷 1， 吕顺新 1， 张芷唯 1， 王雨霏 2， 崔向宁 1*， 路迎冬 1*

（1. 中国中医科学院  广安门医院，北京  100053；2. 北京中医药大学，北京  100029）

［摘要］ 目的：探讨温胆宁心颗粒对炎症损伤小鼠心房颤动易感性的保护作用及机制。方法：100 只 C57BL/6 小鼠，分为

空白组、模型组，温胆宁心低（2.34 g·kg-1·d-1）、高（4.68 g·kg-1·d-1）剂量组，胺碘酮组（0.091 g·kg-1·d-1），每组 20 只。除空白组外，

其余小鼠腹腔注射脂多糖（LPS）构建炎症损伤模型。治疗组连续灌胃给药干预 4 周，第 4 周治疗组给药同时给予脂多糖（LPS）
腹腔注射；空白组及模型组给予蒸馏水（10 mL·kg-1·d-1）灌胃，每组灌胃容积为 10 mL·kg-1，每日 1 次。采用苏木素 -伊红染色

（HE）、天狼猩红染色（Sirius red）观察小鼠心房组织形态及纤维化程度；免疫组化评估小鼠心房组织 α -平滑肌肌动蛋白

（α-SMA）表达；电生理检测以多通道电生理标测仪测定小鼠心房颤动诱发率、心房颤动持续时间、心房有效不应期（AERP），
以高分辨荧光标测仪测量动作电位时程（APD）离散度、兴奋传导不均匀指数及钙瞬变（CaT）离散度；实时荧光定量聚合酶链

式反应（Real-time PCR）检测小鼠心房舒张期钙泄漏相关蛋白钙/钙调蛋白依赖性激酶Ⅱ（CaMKⅡ）、兰尼碱受体 2（RyR2）、钙
离子 ATP 酶（SERCA）、钠 -钙交换通道（NCX）的 mRNA 表达；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测各组心肌组织 CaMKⅡ、

RyR2、SERCA、NCX 蛋白表达；酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测血清炎症因子白细胞介素 -1β（IL-1β）、肿瘤坏死因子 -α

（TNF-α）水平。结果：病理染色结果显示，与空白组比较，模型组心房组织结构破坏，炎症细胞浸润，心房组织纤维化，心房间

质中可见大量棕褐色的 α-SMA 阳性细胞弥漫性浸润（P<0.01），电刺激下可诱发心房颤动且持续时间较长，AERP 缩短，APD

离散度、兴奋传导不均匀指数及 CaT 离散度显著升高（P<0.01），舒张期钙泄漏相关蛋白 CaMKⅡ、RyR2、NCX1 的 mRNA 及蛋

白表达升高，SERCA2a mRNA 及蛋白表达明显降低（P<0.05），血清炎症因子 IL-1β、TNF-α水平显著升高（P<0.01）；与模型组

比较，温胆宁心颗粒干预后，小鼠心脏结构破坏有所缓解，炎症细胞浸润减少，心房组织纤维化有所改善，α-SMA 阳性细胞弥

漫性浸润显著减轻（P<0.01），电刺激下心房颤动诱发率及心房颤动持续时间明显缩短（P<0.05），AERP 明显延长（P<0.05），舒
张期钙泄漏相关蛋白 CaMKⅡ、RyR2、NCX1 的 mRNA 及蛋白表达明显降低，SERCA2a 的 mRNA 及蛋白表达明显升高（P<

0.05），血清炎症因子 IL-1β、TNF-α水平显著降低（P<0.01）。结论：温胆宁心低、高剂量均可有效降低炎症损伤相关心房颤动易

感性，温胆宁心颗粒降低心房颤动易感性的作用机制可能与调控肌浆网舒张期钙泄漏相关蛋白改善心脏电重构，减轻炎症反

应引起的心肌纤维化从而改善心脏结构重构有关。

［关键词］ 温胆宁心颗粒； 十味温胆汤； 温胆汤； 心房颤动； 炎症； 心房颤动易感性； 钙； 电生理

［中图分类号］ R242；R541；R256.2  ［文献标识码］ A  ［文章编号］ 1005-9903（2026）11-0133-11

［doi］ 10.13422/j.cnki.syfjx.20261092  

［网络出版地址］ https://link.cnki.net/urlid/11.3495.r.20260302.1109.004

［网络出版日期］ 2026-03-02 14:10:19

Mechanism of Wendan Ningxin Granules in Modulating Diastolic Calcium Leakage-related 

Proteins to Improve Inflammation-associated Atrial Fibrillation Susceptibility

SHANG Biyue1， ZHU Tingting1， LYU Shunxin1， ZHANG Zhiwei1， WANG Yufei2， 

CUI Xiangning1*， LU Yingdong1

（1. Guang'anmen Hospital，China Academy of Chinese Medical Sciences，Beijing 100053，China；
［收稿日期］ 2025-12-08

［基金项目］ 国家自然科学基金项目（82305016）；中国中医科学院优秀青年科技人才培养专项（ZZ18-YQ-015）

［第一作者］ 尚碧月，在读博士，从事中西医结合防治心血管疾病研究，E-mail：sby207@126. com

［通信作者］  * 崔向宁，博士生导师，从事中西医结合防治心血管疾病研究，Tel：010-88001018，E-mail：cuixiangning163@163. com；

 * 路迎冬，硕士，主管技师，从事中西医结合防治心血管疾病研究，E-mail：yingdonglu1988@126. com

··133



第 32 卷第  11 期
2026 年 6 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 32，No. 11

Jun. ，2026

2. Beijing University of Chinese Medicine，Beijing 100029，China）

［［Abstract］］  Objective：： To investigate the protective effect and mechanism of Wendan Ningxin granules （WNG） on 

susceptibility to atrial fibrillation （AF） in mice with inflammatory injury. Methods：： 100 C57BL/6 mice were divided into a blank 

control group， a model group， a low-dose WNG group （2.34 g·kg-1·d-1）， a high-dose WNG group （4.68 g·kg-1·d-1）， and an 

amiodarone positive control group （0.091 g·kg-1·d-1）， with 20 mice in each group. Except for the blank control group， mice in 

other groups received intraperitoneal injections of lipopolysaccharide （LPS） to establish an inflammatory injury model. Treatment 

groups received continuous intragastric administration of their respective interventions for four weeks. During the fourth week， the 

treatment groups received LPS injections concurrently with their treatments. The blank control and model groups received distilled 

water （10 mL·kg-1·d-1） by gavage， with a gavage volume of 10 mL·kg-1 for all groups， once daily. Hematoxylin-eosin （HE） 

staining and Sirius red staining were used to observe atrial tissue morphology and fibrosis degree. Immunohistochemistry was used 

to assess the expression of α -smooth muscle actin （α -SMA） in mouse atrial tissue. Electrophysiological detection was performed 

using a multi-channel electrophysiology mapping system to measure AF inducibility， AF duration， and atrial effective refractory 

period （AERP）. High-resolution optical mapping was used to measure action potential duration （APD） dispersion， conduction 

heterogeneity index， and calcium transient （CaT） dispersion. Real-time quantitative polymerase chain reaction （Real-time PCR） 

was used to detect mRNA expression of proteins related to diastolic calcium leakage in mouse atria： Ca2+/calmodulin-dependent 

protein kinase Ⅱ（CaMKⅡ）， ryanodine receptor 2（RyR2）， sarco/endoplasmic reticulum Ca² ⁺ -ATPase （SERCA）， and sodium-

calcium exchanger （NCX）. Western blot analysis was performed to detect the expression of CaMKII， RyR2， SERCA， and NCX 

proteins in myocardial tissue from each group. Enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） was used to measure serum levels of 

inflammatory factors interleukin-1β （IL-1β） and tumor necrosis factor-α （TNF-α）. Results：： Pathological staining results showed 

that compared with the blank control group， the model group exhibited disrupted atrial tissue structure， inflammatory cell 

infiltration， atrial fibrosis， and diffuse infiltration of numerous brown α -SMA positive cells in the atrial interstitium （P<0.01）. AF 

could be induced by electrical stimulation with a longer duration. AERP was shortened， while APD dispersion， conduction 

heterogeneity index， and CaT dispersion were increased （P<0.01）. The expression of proteins associated with diastolic calcium 

leakage， including CaMKⅡ， RyR2， and NCX1， showed elevated mRNA and protein levels， whereas SERCA2a mRNA and 

protein expression decreased （P<0.05）. Serum levels of inflammatory factors IL-1β and TNF-α were elevated （P<0.01）. Compared 

with the model group， intervention with WNG alleviated cardiac structural damage， reduced inflammatory cell infiltration， 

improved atrial fibrosis， and reduced the diffuse infiltration of α -SMA positive cells （P<0.01）. AF inducibility and AF duration 

upon electrical stimulation were significantly reduced （P<0.05）， AERP was prolonged （P<0.05）， mRNA and protein expression of 

CaMK Ⅱ ， RyR2， and NCX1-proteins associated with diastolic calcium leakage-were reduced， whilst mRNA and protein 

expression of SERCA2a increased （P<0.05）， and serum levels of IL-1β and TNF-α were decreased （P<0.01）. Conclusion：： Both 

low‑ and high‑dose WNG can effectively reduce susceptibility to inflammation-related AF. The mechanism by which WNG reduce 

AF susceptibility may be related to regulating proteins involved in sarcoplasmic reticulum diastolic calcium leak， thereby improving 

cardiac electrical remodeling， and alleviating inflammation-induced myocardial fibrosis， thus improving cardiac structural 

remodeling.

［［Keywords］］ Wendan Ningxin granules； Shiwei Wendan decoction； Wendan Tang； atrial fibrillation； inflammation； atrial 

fibrillation susceptibility； calcium； electrophysiology

心房颤动（以下简称“房颤”），是临床最常见的

持续性心律失常。由于心房失去正常节律和收缩

功能，合并心室快速频率和不规则节律，表现出不

规则心率、心悸、头晕、气短及疲劳等症状，导致心

功能受损，易伴发心房内血栓形成，增高心力衰竭、

缺血性卒中及心脏性猝死的发生率［1］。房颤患病率

持续上升，我国成人房颤标准化患病率为 1.6%，男

性（1.7%）高于女性（1.4%），并存在地域差异，由此

带来巨大的公共卫生负担［2］。过去 20 年在房颤风

险预测与筛查诊断、卒中预防、节律控制、导管消融

和综合管理等方面取得了一系列突破性进展，但目

前可用的房颤药物治疗起源于 20 世纪 60 年代，靶

向离子通道，这些药物并不直接针对诱发房颤的分

子机制，所以约 85% 的患者房颤发作或进展无法预

防［3-4］。除此之外一些房颤非药物疗法，主要包括导

管消融术、外科手术、电复律、左心耳封堵或切除

等，对维持房颤患者的窦性心律效果显著，能有效

减轻心律失常相关症状，提升患者生活质量，但存

在血栓栓塞、出血、感染等并发症，患者易房颤复

发［5］。因此亟需探索新的安全有效方案。

房颤的发病机制复杂且涉及诸多因素，越来越

多的研究证实，炎症及其相关的免疫反应在引起房

颤发作及病情进展中起关键作用。炎症促使房颤

患者心房电重构和结构重构，而心房重构又进一步

促进炎症反应，炎症参与房颤的启动和维持，可能

是潜在的房颤治疗靶点［6］。
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房颤属于中医学“心悸”“怔忡”疾病范畴。心胆

以经络相通，生理病理上联系密切，故心悸病位虽在

心，亦与胆腑密切相关。明代李梴在《医学入门》中

明确提出“心与胆相通，心病怔忡，宜温胆为主”，为

心悸的治疗提供了新的切入点。温胆宁心颗粒化裁

于元代《世医得效方》之十味温胆汤，原方主治“心虚

胆怯，气郁生涎，短气悸乏”，在心律失常、冠心病等

治疗中疗效显著，可降低心率变异性、改善心功能［7］。

首都国医名师高荣林主任结合现代人体质及生活环

境的变化，在十味温胆汤基础上去滋腻、酸敛之熟地

黄和五味子，易以竹茹、石菖蒲、龙骨、牡蛎成温胆宁

心颗粒，用于治疗心胆气虚之心悸怔忡、胸闷气短、

失眠等具有良好的临床疗效［8-11］。然而，温胆宁心颗

粒是否能通过减轻炎症反应，改善心房组织结构重

构及电重构，从而降低房颤易感性的机制尚未阐明。

因此本研究拟以炎症小鼠模型为研究对象，研究温

胆宁心颗粒改善房颤的作用机制，以期为目前房颤

药物治疗提供中医基础研究证据。

1 材料

1.1　动物     100 只 SPF 级 C57BL/6 雄性小鼠，6~8 周

龄，体质量（20±2） g，购自北京维通利华实验动物技

术有限公司，合格证号 SCXK（京）2021-0006，动物

使用许可证号 SYXK（京）2022-0020。饲养环境室

内温度 20~25 ℃、相对湿度 40%~60%，昼夜对半循

环照明，动物自由摄食饮水。

1.2　伦理     本研究已通过中国中医科学院广安门

医院实验动物福利与伦理审查委员会批准，批准文

号 IACUC-GAMH-2025-040。

1.3　药物与试剂     脂多糖（LPS，美国 Sigma 公司，

货号 L3023），纯水配置质量浓度为 0.1 g·L-1 的药

液；温胆宁心颗粒组成为酸枣仁 50 g、党参 12 g、法

半夏 9 g、陈皮 10 g、竹茹 10 g、枳实 10 g、茯苓 10 g、

石菖蒲 10 g、远志 10 g、龙骨 30 g、牡蛎 30 g、炙甘草

6 g，由中国中医科学院广安门医院制剂中心提供，

京药制字 Z20063191，生产批号 20240107，每袋 6 g，

均符合 2020 年版《中华人民共和国药典》规定，并由

中国中医科学院广安门医院中药师陈海铮鉴定符

合标准。将颗粒剂加入纯净水溶解，配制成质量浓度

为 0.234 g·mL-1混悬液。盐酸胺碘酮片（赛诺菲公

司 ，国 药 准 字 HJ20181243，生 产 批 号 GA1350，

0.2 g/片 ），将 盐 酸 胺 碘 酮 片 使 用 纯 水 配 置 成

3.9 g·L-1 的混悬液。肝素钠注射液（常州千红生化

制 药 股 份 有 限 公 司 ，批 号 1524060824，2 mL：

12 500 单位）；天狼猩红染色液试剂盒（珠海贝索生

物技术有限公司，货号 BA4079A）；苏木素 -伊红染

色（HE）试剂盒、4% 组织细胞固定液、2.5% 戊二醛

固定液（北京索莱宝科技有限公司，货号分别为

G1120、P1110、P1126）；机 械 收 缩 解 偶 联 剂

Blebbistatin、钙指示剂 Rhod-2AM、钙/钙调蛋白依赖

性 激 酶Ⅱ（CaMKⅡ）抗 体 、α - 平 滑 肌 肌 动 蛋 白

（α -SMA）抗 体 、β -肌 动 蛋 白（β -actin）抗 体（英 国

Abcam 公 司 ，货 号 分 别 为 ab120425、ab142780、

ab52476、ab5694、ab119952）；穿 孔 剂 Fluronic

（F-127，美 国 赛 默 飞 世 尔 科 技 有 限 公 司 ，货 号

P3000MP）；电压敏感染料 Rh237（上海 Chem cruz 生

物技术有限公司，货号 Sc-499456）；兰尼碱受体 2

（RyR2）抗体（武汉三鹰生物技术有限公司，货号

19765-1-AP）；钙离子 ATP 酶 2a（SERCA2a）抗体（美

国 Selleck 公 司 ，货 号 A5708）；钠 - 钙 交 换 通 道

（NCX1）抗体（美国 Proteintech 公司，货号 28447-1-

AP）；总 RNA 提取试剂盒、cDNA 第一链合成预混试

剂、快速荧光定量聚合酶链式反应（PCR）预混试剂

［天 根 生 化 科 技（北 京）有 限 公 司 ，货 号 分 别 为

DP451、KR118、FP217］；白细胞介素 -1β（IL-1β）、肿
瘤坏死因子 -α（TNF-α）测定试剂盒（武汉伊莱瑞特

生物科技股份有限公司，货号分别为 E-EL-M0037、

E-EL-M3063）。
1.4　仪器     EG1150 型包埋机、SM2010R 型病理切

片 机（德 国 Leica 公 司）；BX53 型 光 学 显 微 镜 、

VanoxDM-10AD 型奥林巴斯病理图文采集系统（日

本 Olympus 公司）；EMS64-USB-1003 型矩阵式多通

道电生理标测系统、OMS-PCIE-2002 型高分辨荧光

心脏电生理标测系统（英国 MappingLab 公司）；
Pump 11 elite 型 微 量 注 射 泵（ 美 国 Harvard 

Bioscience 公司）；LightCycler® 480Ⅱ型实时荧光定

量 PCR（Real-time PCR）仪（瑞士 Roche 公司）；BY-

R20 型高速离心机（北京白洋医疗器械有限公司）；
Milli-QAdvantage A10 型超纯水系统（美国 Millipore

公司）；Mini-sub cell GT 1704406 型水平电泳仪、

The trans-blot turbo1704150 型全能型蛋白转膜仪

（美国 Bio-Rad 公司）。
2 方法

2.1　造模制备、分组及给药     

2.1.1　动物分组     100 只 SPF 级 C57BL/6J小鼠适应

性饲养 1 周后，将小鼠随机分为 5 组（空白组，模型

组，温胆宁心低、高剂量组，胺碘酮组），每组 20 只。

2.1.2　模型制备     空白组腹腔注射生理盐水，其余

各组通过连续腹腔注射 LPS（1.2 mg·kg-1）7 d 构建炎
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症损伤模型［12］。腹腔注射造模方法：拇指食指捏住

小鼠颈后侧皮肤，无名指小指固定小鼠尾巴，使小

鼠腹部朝上固定，消毒注射区域后注射器刺入腹

腔，轻轻回抽无任何液体被抽出后，缓慢均匀注射

LPS，注射完毕后平稳拔出针头。

2.1.3　动物给药     参照《药理试验中动物间和动物

与人体间的等效剂量换算》中人与小鼠体表面积等效

剂量换算系数为 9.1［13］，小鼠等效给药量（g·kg-1·d-1）=

9.1×人给药量（g·kg-1·d-1），得出温胆宁心颗粒混悬液

小鼠灌服的同等给药剂量即低剂量为 2.34 g·kg-1·d-1，

高剂量为低剂量的 2 倍即 4.68 g·kg-1·d-1，胺碘酮混

悬液灌服同等给药剂量为 0.091 g·kg-1·d-1，空白组

和模型组给予蒸馏水灌胃（10 mL·kg-1）。总实验周

期为 4 周，1~4 周连续药物灌胃干预（温胆宁心颗粒

及胺碘酮混悬液均为预防性给药），1 次/d。第 4 周

药物灌胃同时给予连续 7 d LPS 腹腔注射，空白组

连续 7 d 腹腔注射等体积生理盐水。

2.2　样本取材及处理     给药 4 周后，每组取 10 只小

鼠经异氟烷麻醉（将小鼠置于气体麻醉箱中，诱导

麻醉体积分数 4%~5%，维持麻醉体积分数 1.5%~

2%，氧流量 1.0~1.5 L·min-1）后眼球取血处死；每组

摘取 3 只小鼠心脏，分离小鼠心房，生理盐水冲洗后

放置于装有 4% 多聚甲醛溶液的试管中固定，室温

备用；摘取剩余小鼠心脏，分离心房，生理盐水冲洗

后放入冻存管在液氮速冻后，放置于-80 ℃冰箱中

冻存备用。

2.3　HE、天狼猩红染色观察心房结构及纤维化病

理改变     取出室温下于 4% 多聚甲醛溶液中固定过

夜后的小鼠心房组织，将标本进行修剪脱水、浸蜡包

埋，切成 4 μm 厚的横切面，脱蜡脱水；HE染色：Harris

苏木素染 5~20 min，去离子水洗，分化液分化 30 s，自

来水浸泡 15 min，伊红染液中染色 1~3 min，自来水冲

洗；自来水浸泡 2~5 min；切片脱水、透明、风干，中性

树脂封片，显微镜下观察心房肌组织病理改变。天狼

猩红染色：常规对切片脱蜡至水，依次放入二甲苯Ⅰ、

Ⅱ-无水乙醇Ⅰ、Ⅱ-95% 乙醇-80% 乙醇-流水冲洗；浸
入苏木素染液对细胞核染色；浸入 1%盐酸乙醇分化；
流水冲洗返蓝；浸入天狼星红染色液染色；用无水乙

醇快速冲洗 2 次快速分化；迅速通过无水乙醇Ⅰ、

Ⅱ -二甲苯Ⅰ、Ⅱ脱水透明；中性树胶封片；在显微镜

下观察心房组织纤维化程度并采集图像，胶原纤维呈

鲜红色，细胞核呈蓝黑色，背景为黄色。

2.4　免疫组化检测小鼠左心房组织 α-SMA 蛋白表

达     小鼠取材，将心房固定，心房组织切片进行免

疫组化染色。经脱蜡、水化及抗原修复后，3%H2O2

灭活内源性过氧化物酶，3%牛血清白蛋白（BSA）封
闭后 4 ℃孵育一抗 α-SMA（1∶200）过夜。磷酸盐缓

冲液（PBS）冲洗后加生物素二抗（1∶100）室温孵育

50 min，DAB 显色后苏木精复染。经梯度乙醇脱

水、二甲苯透明及中性树胶封片，光镜下观察胞浆

棕黄色为阳性，使用 Image J软件分析阳性表达率。

2.5　离体心脏电生理检测     每组 10 只小鼠进行电

生理检测，实验中需要摘取心脏上机进行检测，并

在实验过程中确保心脏保持正常生理活性。

2.5.1　离体心脏多通道电生理标测检测房颤诱发

率、房颤持续时间、心房有效不应期（AERP）评估房

颤易感性     每组 5 只小鼠进行电生理标测检测。操

作方法：麻醉前 20 min 小鼠称质量并肝素化（腹腔

注射肝素钠溶液，5 U·g-1，腹腔注射操作方法同 2.1

项）。异氟烷麻醉小鼠（麻醉浓度同 2.2 项）后，将小

鼠放置于操作台上维持麻醉，腹部朝上，胸部喷洒

75% 乙醇消毒。左手持镊提起胸前皮肤，右手持剪

刀剪开胸部皮肤使剑突暴露，用镊子夹起剑突，沿

左、右肋中部剪开胸腔，充分暴露心脏。用镊子夹

起肺组织，提起心脏沿肺组织后部快速剪下心脏，

立刻置于装有含氧 KH 液的器皿中保持心脏活性。

冷光源下快速找到心脏主动脉并剪去多余肺组织

及胸腺，迅速将主动脉连接到灌流针上，并用缝线

紧紧结扎，防止心脏在灌流中掉落。取下灌流针连

接到 Langendorff 灌流管路上（灌流管路提前排空气

泡）用含氧 KH 液逆行灌注，行心脏肺静脉插管（内

径 0.6 mm，外径 0.95 mm），并用缝线将肺静脉插管

与左心房周围结缔组织固定，使心脏泵出残余血液

并充满含氧 KH 液。观察心脏状态，待离体心脏稳

定跳动无残血泵出后，循环灌流反应罐中含氧 KH

液。将 2 个 ECG 电极分别放置于心房及心室，接地

电极置于灌流针上，在实验过程中持续记录心脏心

电图（ECG）监测心脏状态。

2.5.1.1　房颤诱发率及房颤持续时间测定     刺激电

极放置于心房高位。采用 S1S1 递减短阵起搏刺激

模 式 测 定 ，S1S1 刺 激 周 长 由 80 ms 逐 步 递 减 至

20 ms，每簇刺激以 10 ms 递减，每簇间隔 2 s 以诱发

房颤。房颤定义为出现超过 1 s的快速、不规则心房

节律；房颤诱发率为诱发的房颤次数与总刺激次数

（每只小鼠离体心脏电刺激 10 次）的百分比。房颤

持续时间定义为每只小鼠诱发房颤持续时间的平

均时长。使用 EMS64-USB-1003 MappingLab 电标

测系统检测，使用 EMapScope软件进行数据归纳。
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2.5.1.2　AERP 检测     刺激电极放置于心房高位。

采用 S1S2 刺激模式测定，连续 8 个 180 ms 周长的

S1 刺激，伴随 1 个周长连续减小的 S2 刺激，每簇刺

激间隔 2 s至心房不应。AERP定义为未能夺获心房

的 最 长 S1S2 间 期 ，检 测 仪 器 及 分 析 软 件 同

2.5.1.1项。

2.5.2　离体心脏高分辨荧光电生理标测测定动作

电位及钙瞬变指标     该操作通过在心脏组织上装

载荧光染料，通过高速相机记录荧光变化来反映心

脏组织中电压或者各种离子浓度的变化，可同步记

录心脏动作电位与钙信号。实验中每组采用 5 只小

鼠进行检测，小鼠肝素化、麻醉及摘取心脏灌流方

法同 2.5.1 项，待离体心脏稳定跳动 10 min 后进行染

色。染色过程全程避光，实验过程中的离体心脏循

环灌流含氧 KH 液。染色步骤：520 nm 激发光下，依

次在 50 mL KH 液中加入 blebbistatin 150 µL 观察心

脏逐渐减少运动伪迹，直至心脏停跳后，blebbistatin

继续循环 10 min；加入 F-127 15 µL 使细胞膜穿孔，

持续循环 10 min；60 µL 钙指示剂 Rhod-2AM 混合

KH 液稀释成 1 mL，利用微量注射泵从给药口缓慢

给药进行细胞内钙染色，循环 15 min；将 100 µL 电

压敏感染料 RH237 用 KH 液稀释成 1 mL，利用微量

注射泵从给药口缓慢给药进行膜电压染色，循环

10 min。染色结束后，将负载染料完成的心脏移至

温控浴槽中，将激发光聚焦在心脏上，调整双 LED

灯与心脏之间的距离，以获得最佳激发效果，高速

相机对焦实时预览心脏，调整镜头直至视野清晰，

框选观察心脏区域，结束对焦。在心房高位处放置

刺激电极进行电刺激。在特定电刺激频率下测量

心房动作电位时程（APD）离散度、兴奋传导不均匀

指数、钙瞬变（CaT）离散度。使用 MappingLab 高分

辨荧光心脏电生理标测系统进行检测，使用 OMS-

PCIE-2002 OMapScope 软 件 进 行 数 据 采 集 ，使 用

SPSS 26.0 进行数据分析。

2.6　Real-time PCR 检测小鼠心房组织 CaMKⅡ、

RyR2、SERCA、NCX 的 mRNA 转录水平     使用总

RNA 提取试剂盒、cDNA 第一链合成预混试剂、快

速荧光定量 PCR 预混试剂进行 Real-time PCR 检

测，按照试剂盒说明操作。提取心房组织 RNA 后，

在 42 ℃反应 15 min，95 ℃反应 3 min 将 RNA 逆转

录为 cDNA 产物。使用此 cDNA 模板进行检测，

PCR 反应体系为 95 ℃预变性 2 min、95 ℃变性 5 s、

50~60 ℃退火 10 s、72 ℃延伸 15 s，40 个循环，结束

后将反应体系置于 Real-time PCR 仪中开始反应。

β-actin 为内参，采用 2-ΔΔCt法分析指标 mRNA 相对表

达量。引物由北京天一辉远生物科技有限公司合

成，引物序列见表 1。

2.7　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测心肌组织

CaMKⅡ、RyR2、SERCA2a、NCX1蛋白表达水平     使

用蛋白裂解液提取小鼠心脏组织总蛋白，用蛋白定

量法（BCA）测蛋白浓度，并将各组蛋白浓度调至一

致，水浴变性后加入 loading buffer。蛋白样品经十

二烷基硫酸钠 -聚丙乙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）电
泳后，电转移到聚偏氟乙烯（PVDF）膜上。用 5% 脱

脂 奶 粉 -TBST 溶 液 室 温 封 闭 1 h 后 ，加 入 一 抗

CaMK Ⅱ（1∶2 000）、RyR2（1∶3 000）、SERCA2a

（1∶2 500）、NCX1（1∶2 000）、β-actin（1∶2 000），4 ℃

冰箱过夜。次日加入二抗（1∶1 000），室温孵育 1 h

后，加入增强化学发光法（ECL）发光液显影。并设

β-actin 为内参，使用 Image J软件分析蛋白条带。

2.8　血清炎症因子 IL-1β、TNF-α水平检测     小鼠异

氟烷麻醉（麻醉浓度同 2.2项）后眼球取血，1.5 mL 促

凝管收集小鼠血液，室温静置 1 h 后以 1 200×g 离心

15 min（离心半径 10 cm），收集血清转移至-80 ℃冰

箱中冻存备用，检测时严格按照酶联免疫吸附测定法

（ELISA）试剂盒说明书分别检测 IL-1β、TNF-α。

2.9　统计学方法     采用 SPSS 26.0 软件分析，所有

数据以 x̄± s 表示。计量资料采用完全随机资料的方

差分析（ANOVA），计数资料采用卡方检验或 Fisher

精确检验。所有统计检验均采取双侧检验，P<0.05

表示差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　温胆宁心颗粒对炎症损伤小鼠心房组织结构

的影响     HE 染色显示，空白组心房肌纤维束排列

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

CaMKⅡ

RyR2

SERCA2a

NCX1

β-actin

序列（5′-3′）
上游 TCTGCTCCGACAGTCCACTA

下游 GGTGCTCTCAGAAGATTCCTTCA

上游 AGGTGGCAGATGGCTCTCTA

下游 TTGAGGATGTTCCACCAGGC

上游 GAACCTTTGCCGCTCATTTT

下游 AGGCTGCACACACTCTTTACC

上游 AGACGGCTTGACAGAGGTTG

下游 AACAAGAGAGCCACCAGAGC

上游 TATAAAACCCGGCGGCGCA 

下游 GTCATCCATGGCGAACTGGTG

长度/bp

20

23

20

20

20

21

20

20

20

20
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整齐、走向一致、间隙正常、心房肌细胞大小均一、

分布均匀，无炎症浸润，心房组织结构形态正常；模
型组心房肌纤维束排列紊乱、断裂、呈波浪状或涡

旋状、核深染、炎症细胞浸润；温胆宁心低、高剂量

组及胺碘酮组组织结构破坏减轻，炎症浸润减少，

表明可改善心房组织病理损伤。见图 1。

3.2　温胆宁心颗粒对炎症损伤小鼠心房纤维化的

影响     天狼猩红染色显示，与空白组比较，模型组

心房组织可见大量致密红色胶原纤维沉积，心肌束

结构破坏，心房组织出现广泛间质纤维化；免疫组

化染色显示，与空白组比较，模型组心房间质中可

见大量棕褐色的 α -SMA 阳性细胞弥漫性浸润（P<

0.01）。与模型组比较温胆宁心低、高剂量组及胺碘

酮组的天狼猩红染色、α-SMA 免疫组化染色均显示

可不同程度抑制心房组织纤维化（P<0.01）。见

图 2、图 3、表 2。

3.3　温胆宁心颗粒对小鼠心房电生理的影响     

3.3.1　温胆宁心颗粒对心房电传导及传导方向的

影响     心房电传导图中红色代表电兴奋发起，传导

过程中颜色渐变，蓝色代表电兴奋冷却。空白组小

鼠心房电传导均匀，方向一致；模型组小鼠心房电

传导紊乱，方向离散，可见异常起搏点；与模型组比

较，温胆宁心低、高剂量组及胺碘酮组电传导、传导

方向的一致性均有改善。见图 4。

3.3.2　温胆宁心颗粒对小鼠房颤易感性的影响         

    8 Hz 电刺激频率下记录小鼠房颤诱发情况，记录

注：A.空白组；B.模型组；C.温胆宁心低剂量组；D.温胆宁心高剂量组；E.胺碘酮组（图 2-图 6 同）
图 1　温胆宁心颗粒对炎症损伤小鼠心房组织结构的影响  （HE，×20，×200）
Fig. 1　Effect of Wendan Ningxin granules on structural integrity of atrial tissue in inflammatory-damaged mice （HE，×20，×200）

图 3　温胆宁心颗粒对炎症损伤小鼠心房纤维化的影响  （免疫组化，×200）
Fig. 3　Effect of Wendan Ningxin granules on atrial fibrosis in inflammatory-damaged mice （IHC，×200）

图 2　温胆宁心颗粒对炎症损伤小鼠心房纤维化的影响  （天狼猩红，×200）
Fig. 2　Effect of Wendan Ningxin granules on atrial fibrosis in inflammatory-damaged mice （Sirius red，×200）

表 2　温胆宁心颗粒对小鼠心房 α-SMA 表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 2　Effect of Wendan Ningxin granules on α-SMA expression 

in mice atrial （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

温胆宁心低剂量组

温胆宁心高剂量组

胺碘酮组

剂量/g·kg-1

2.34

4.68

0.091

α-SMA

1.47±0.28

12.69±1.662）

2.39±1.034）

2.30±0.264）

2.11±0.244）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，
4）P<0.01（表 3-表 7 同）
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时间均>15 s。结果显示，空白组未诱发出房颤；与
空白组比较，模型组可诱发出房颤，房颤诱发率、房

颤持续时间显著升高（P<0.01），AERP 显著缩短（P<

0.01），具有房颤易感性。与模型组比较，温胆宁心

低、高剂量组及胺碘酮组虽诱发出房颤，房颤诱发

率、持续时间显著减少（P<0.01），可较快恢复窦律，

AERP 明显延长（P<0.05，P<0.01），房颤易感性降

低。见图 5、表 3。

3.3.3　温胆宁心颗粒对心房动作电位时程及钙瞬

变的影响     与空白组比较，模型组 APD 离散度、兴

奋 传 导 不 均 匀 指 数 及 CaT 离 散 度 显 著 升 高（P<

0.01）；与模型组比较，温胆宁心低、高剂量组及胺碘

酮组可明显降低上述指标水平（P<0.05，P<0.01），但
温胆宁心低剂量组 APD 离散度降低不明显，表明可

改善心肌细胞复极及钙处理的均一性，减少异位触

发活动，从而降低房颤易感性。见表 4。

3.4　温胆宁心颗粒对心房肌细胞舒张期肌浆网钙

离 子 泄 漏 相 关 蛋 白 CaMKⅡ、RyR2、SERCA2a、

NCX1 mRNA 转录的影响     结果显示，与空白组比

较，模型组 CaMKⅡ、RyR2、NCX1 表达明显上调

（P<0.05，P<0.01），SERCA2a 表 达 显 著 下 调（P<

0.01）。 与 模 型 组 比 较 ，温 胆 宁 心 低 、高 剂 量 组

CaMKⅡ、RyR2、NCX1 表达明显下调（P<0.05，P<

表 3　温胆宁心颗粒对小鼠房颤易感性的影响  （x̄± s，n=5）

Table 3　Effect of Wendan Ningxin granules on AF susceptibility in mice （x̄± s，n=5）

组别

空白组

模型组

温胆宁心低剂量组

温胆宁心高剂量组

胺碘酮组

剂量/g·kg-1

2.34

4.68

0.091

房颤诱发率/%

0.00±0.00

0.66±0.132）

0.26±0.184）

0.18±0.114）

0.14±0.114）

房颤持续时间/s

0.00±0.00

12.02±0.652）

5.15±0.234）

2.03±0.144）

3.65±0.154）

AERP/ms

23.60±4.10

16.80±1.792）

20.80±0.033）

21.60±1.673）

22.40±2.614）

图 4　温胆宁心颗粒对小鼠心房电传导及传导方向的影响

Fig. 4　Effect of Wendan Ningxin granules on electrical conduction and conduction direction in mice atrial

图 5　各组小鼠代表性房颤诱发图

Fig. 5　 Representative AF induction diagrams for each group of 

mice

表 4　温胆宁心颗粒对心房动作电位时程及钙瞬变的影响  （x̄± s，n=5）

Table 4　Effect of Wendan Ningxin granules on atrial action potentials duration and calcium transient （x̄± s，n=5）

组别

空白组

模型组

温胆宁心低剂量组

温胆宁心高剂量组

胺碘酮组

剂量/g·kg-1

2.34

4.68

0.091

APD 离散度/ms

8.32±4.65

52.31±10.032）

43.43±13.60

34.02±6.054）

26.60±7.134）

APD 兴奋传导不均匀指数

5.60±1.31

38.09±4.762）

22.10±7.964）

20.92±5.784）

17.91±4.604）

CaT 离散度/ms

3.27±1.53

44.04±4.902）

37.05±5.363）

33.11±5.424）

30.94±6.834）
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0.01），SERCA2a 表达显著上调，差异具有统计学意 义（P<0.01）。见表 5。

3.5　温胆宁心颗粒对心房肌细胞舒张期肌浆网钙

离 子 泄 漏 相 关 蛋 白 CaMKⅡ、RyR2、SERCA2a、

NCX1 蛋白表达的影响     与空白组比较，模型组

CaMK Ⅱ、RyR2、NCX1 蛋 白 表 达 显 著 升 高（P<

0.01），SERCA2a 显著下调（P<0.01）；与模型组比

较，温胆宁心高剂量组和胺碘酮组 CaMKⅡ、RyR2、

NCX1 蛋白表达显著降低（P<0.01），SERCA2a 表达

水平明显增加（P<0.05）。见表 6、图 6。

3.6　温胆宁心颗粒对小鼠血清炎症因子 IL-1β、

TNF-α水平的影响     结果显示，与空白组比较，模型

组血清炎症因子 IL-1β、TNF-α水平显著升高（P<

0.01）；与模型组比较，温胆宁心低、高剂量组和胺碘

酮组血清炎症因子 IL-1β、TNF-α水平显著降低（P<

0.01）。见表 7。

4 讨论

温胆宁心颗粒基于《证治准绳》中十味温胆汤

化裁，并结合首都名中医高荣林主任多年临床经验

所得，全方温胆益气、宁心安神。温胆宁心颗粒方

中酸枣仁养心安神补肝，与党参益气养血共为君，

合用宁心定志、温胆安神；半夏、陈皮、竹茹、枳实为

臣，共奏理气健脾、散痞消积、燥湿化痰；陈皮、半夏

与枳实、竹茹配伍，一温一凉互为制约；佐以龙牡镇

静安神，茯苓安神，石菖蒲、远志开窍醒神，甘草益

表 5　温胆宁心颗粒对心房肌细胞舒张期肌浆网钙离子泄漏相关蛋白 CaMKⅡ、RyR2、SERCA2a、NCX1 mRNA 转录的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　Effect of Wendan Ningxin granules on mRNA transcription of CaMKⅡ、RyR2、SERCA2a、NCX1 associated with calcium leakage 

from sarcoplasmic reticulum during diastolic phase of atrial myocytes （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

温胆宁心低剂量组

温胆宁心高剂量组

胺碘酮组

剂量/g·kg-1

2.34

4.68

0.091

CaMKⅡ
0.95±0.49

1.72±0.191）

1.07±0.093）

1.03±0.283）

1.03±0.373）

RyR2

1.00±0.05

1.82±0.492）

1.01±0.164）

1.02±0.234）

1.03±0.264）

SERCA2a

1.75±0.02

0.94±0.042）

1.19±0.054）

1.20±0.024）

1.26±0.284）

NCX1

0.81±0.22

1.68±0.452）

1.03±0.343）

1.05±0.543）

1.07±0.143）

表 6　温胆宁心颗粒对心房肌细胞舒张期肌浆网钙离子泄漏相关蛋白 CaMKⅡ、RyR2、SERCA2a、NCX1 的蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　 Effect of Wendan Ningxin granules on expression of proteins of CaMKⅡ，RyR2，SERCA2a，and NCX1 that associated with 

calcium leakage from sarcoplasmic reticulum during diastole in atrial myocytes （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

温胆宁心低剂量组

温胆宁心高剂量组

胺碘酮组

剂量/g·kg-1

2.34

4.68

0.091

CaMKⅡ/β-actin

0.36±0.03

1.09±0.042）

0.68±0.054）

0.63±0.044）

0.67±0.064）

RyR2/β-actin

0.48±0.07

1.13±0.072）

0.91±0.124）

0.58±0.084）

0.64±0.064）

SERCA2a/β-actin

1.03±0.19

0.55±0.071）

0.61±0.07

0.91±0.103）

1.02±0.343）

NCX1/β-actin

0.70±0.17

1.52±0.182）

1.35±0.11

1.02±0.184）

0.97±0.134）

图 6　 心 房 肌 细 胞 舒 张 期 肌 浆 网 钙 离 子 泄 漏 相 关 蛋 白 CaMKⅡ、

RyR2、SERCA2a、NCX1 的蛋白表达电泳

Fig. 6　 Electrophoresis of proteins expression of CaMKⅡ，RyR2，

SERCA2a，and NCX1 that associated with calcium leakage from 

sarcoplasmic reticulum during diastole in atrial myocytes

表 7　温胆宁心颗粒对小鼠血清炎症因子 IL-1β、TNF-α水平的影响

（x̄± s，n=6）

Table 7　 Effect of Wendan Ningxin granules on levels of serum 

inflammatory factors IL-1β and TNF-α in mice （x̄± s，n=6） μg·L-1

组别

空白组

模型组

温胆宁心低剂量组

温胆宁心高剂量组

胺碘酮组

剂量/g·kg-1

2.34

4.68

0.091

IL-1β

0.23±0.15

1.66±0.522）

0.78±0.234）

0.62±0.104）

0.54±0.114）

TNF-α

10.69±0.08

19.23±2.662）

12.87±1.864）

11.94±1.554）

11.19±0.814）
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气和调，全方尤适用于心胆气虚之心悸［14］。

房颤属于中医学“心悸”“怔忡”疾病范畴。《素

问·灵兰秘典论》云：“心者，君主之官，神明出焉”。

心为五脏六腑之大主，在《类经·口问篇》又曰：“悲

哀忧愁则心动，心动则五脏六腑皆摇”，阐述情志致

病会使心脏先受损伤，而心神受损又可影响包括胆

腑在内的其他脏腑功能。正如《济生方·惊悸怔忡

忘门》中：“心气安逸，胆气不怯，决断思虑，得其所

也”，说明心神心气对胆腑的积极作用。心胆二者

具有互相影响、相互促进的双向作用，在《素问·灵

兰秘典论》曰：“胆者，中正之官，决断出焉，故凡十

一脏皆取决于胆”。胆为中精之腑，精气所化为胆

汁，因此胆与神的关系可概括为精与神的关系。神

由精所生，精气供养神气以维系精神思维意识活

动，故心虽为神之主，心主藏神，但神气赖于精气，

心神取决于胆［15］。在《辨证录·怔忡门》中进一步对

心胆相通所致心悸怔忡做出阐述：“夫胆属少阳，心

之母也，母虚则子亦虚，胆气一虚而脏腑之气皆无

所遵从，而心尤无主，故怦怦而不安者”，启示在治

疗时可以治胆以摄心神。《医学入门·卷一脏腑》中

对胆腑的调节提出：“心与胆相通，心病怔忡，宜温

胆为主”，以温胆气调心神，从而缓解心悸不适之

症。使用温胆宁心颗粒治疗心胆气虚型心悸恰对

病机。

全球范围内，房颤的发病率正在不断增加，但

目前房颤发生和进展的机制仍不明确［2，16］。越来越

多的证据表明，房颤与炎症密切相关。炎症虽对组

织损伤和感染具有保护性反应，但是持续的炎症可

诱导心房纤维化、肥大和细胞凋亡，形成房颤易损

基质，导致房颤发生［17］。研究证实，炎症刺激下小

鼠 心 房 组 织 中 NOD 样 受 体 蛋 白 3 炎 症 小 体

（NLRP3）被激活，其下游炎症因子 IL-1β、TNF-α等

表达增加，导致心房纤维化促进心房结构重构［18］。

LPS 是一种免疫系统有效激活剂，多用来构建炎症

动物模型。腹腔注射为最常用的 LPS 给药方式，根

据不同实验目的，小剂量多次腹腔注射 LPS 可诱导

慢性炎症模型［12］。因此本研究构建 LPS 腹腔注射

诱导炎症小鼠模型，在温胆宁心颗粒连续灌胃给药

4 周后，小鼠心脏炎症和纤维化明显改善，表明温胆

宁心颗粒具有心脏保护作用。炎症亦可引起心房

肌细胞钙离子通道电流和功能表达发生改变，其中

大多数钙通道电流异常造成心房肌 AERP 的缩短，

房内折返速度加快促进心房电重构，从而引起房

颤［19］。如本研究多通道电生理标测结果所示，模型

组 AERP 缩短，房颤诱发率、房颤持续时间均增加，

温胆宁心颗粒可延长 AERP，抑制心房组织异常兴

奋性并减少了异位电触发活动，有效减少房颤发

生。APD 离散度是导致折返性心律失常的主要因

素［20］，本研究通过比较发现，模型组的 APD 离散度、

兴奋传导不均一性指数以及 CaT 离散度明显上升，

表明心房复极过程、心房肌细胞钙处理功能不一

致，心房肌电信号传播速度及方向不均匀，而温胆

宁心颗粒的干预可显著抑制这一现象，改善空间上

不一致的电兴奋性改变，有效降低了兴奋性折返的

条件从而降低房颤风险。

生理情况下，钙离子通过具有动作电位的 L 型

钙离子通道（ICa-L）进入细胞，以主要的钙离子释放

通道 RyR2 触发肌浆网内的钙离子释放［21］。通过这

种钙离子诱导钙离子释放（CICR）方式引起心肌收

缩［22］。心肌舒张时，RyR2 关闭，胞浆中的钙离子一

部分通过 SERCA2a活化将钙离子摄回肌浆网（摄回

占比 63%），另一部分通过细胞膜上的 NCX（排出占

比 37%）将钙离子排到细胞外［23］。但在炎症等病理

条件下，LPS 作为一种病原体相关分子模式，可直接

激活心肌细胞 Toll 样受体，促进活化的 B 细胞核转

录因子 -κB（NF-κB）激活及 NLRP3 的转录上调，最

终导致 NLRP3 炎症小体组装和激活［17］。NLRP3 炎

症小体可激活 CaMKⅡ［24］。被激活的 CaMKⅡ可直

接调节 RyR2 通道活性，使心房肌细胞 RyR2 受体磷

酸化水平异常升高，促使肌浆网中大量的钙离子流

向胞浆，引起舒张期钙泄漏［25-27］。此时 SERCA2a 活

性降低，过多的钙离子通过 NCX 外排，与细胞外的

钠离子以 1︰3 的比例进行交换，进而产生异常的净

内向阳离子移动即瞬时内向电流，导致心肌细胞延

迟后除极（DADs），一旦达到心房肌细胞兴奋的阈

值，即可诱发心房肌局部的异位电触发活动，并进

展为折返环维持房颤［28-31］。本研究显示，心房肌细

胞舒张期肌浆网钙离子泄漏相关蛋白失调导致的

细胞内钙异常可引起心房肌电重构和房颤易感性

增加，而温胆宁心颗粒可显著抑制 CaMKⅡ、RyR2、

NCX1 表达，上调 SERCA2a 水平，一定程度恢复

SERCA2a 活性，调节心房肌细胞钙释放与回摄，减

轻舒张期肌浆网钙离子泄漏。

综上所述，温胆宁心颗粒可有效改善小鼠心房

肌结构重构及电重构，从而抑制房颤发生进展，且

治疗效果呈剂量依赖性，温胆宁心高剂量组治疗效

果更好。温胆宁心颗粒改善房颤易感性的作用机

制可能与减轻炎症反应，调控心房肌细胞钙泄漏相
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关蛋白转录及表达，调节心房肌动作电位时程及钙

瞬变水平，从而改善心房结构重构、电重构有关，但

其机制仍需进一步研究。
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