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抗纤益心方干预线粒体通透性转换孔抑制心肌细胞
凋亡的机制
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［摘要］ 目的：探讨抗纤益心方通过调控线粒体通透性转换孔（mPTP）对心肌细胞凋亡的影响及相关作用机制。方法：

H9c2 心肌细胞常规培养，饥饿 8 h 后分为正常组，模型组，抗纤益心方（0.25 g·L-1）组，环孢素 A（10 μmol·L-1）组，药物作用 24 h

用于后续实验。利用去甲肾上腺素（NE）诱导 H9c2 心肌细胞肥大模型，通过实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检
测 NE 的最佳造模浓度，流式细胞仪检测 mPTP 的开放程度，同时检测 mPTP 开放后引起的凋亡相关因子 Cyp-D，Cyt-C，

Caspase-3 mRNA 和蛋白的表达水平，和线粒体膜电位的水平。结果：NE 浓度在 200 μmol·L-1 时心房钠尿肽（ANP），脑钠肽

（BNP）mRNA 的表达水平最高，此浓度作为诱导 H9c2 心机细胞肥大模型的最佳浓度，与正常组比较，模型组 mPTP 过度开放，

线粒体内相对荧光强度减弱和线粒体膜电位降低（P<0.05，P<0.01）；凋亡相关因子 Cyp-D，Cyt-C，Caspase-3 mRNA 和蛋白表达

升高（P<0.05）。与模型组比较，抗纤益心方组和环孢素 A 组 mPTP 开放受到抑制，线粒体相对荧光强度和线粒体膜电位升高

（P<0.05，P<0.01）；Cyp-D，Cy-tC，Caspase-3 mRNA 和蛋白表达降低（P<0.05）。结论：抗纤益心方能够抑制心肌细胞凋亡，其作

用机制可能是通过调控 mPTP 的开放，抑制相关凋亡因子 Cyp-D，Cyt-C，Caspase-3 的表达有关。
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Kangxian Yixin Prescription Interferes with Mitochondrial Permeability Transition Pore to

Inhibit Cardiomyocyte Apoptosis
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［［Abstract］］ Objective：： To explore the mechanism of Kangxian Yixin prescription in regulating

mitochondrial permeability transition pore（mPTP）and inhibiting cardiomyocyte apoptosis. Method：： H9c2

cardiomyocytes were cultured routinely. After 8 h of starvation，the cells were divided into the normal group，

model group，Kangxian Yixin prescription（0.25 g·L-1）group，and cyclosporin A（CsA，10 μmol·L-1）group and

treated with the corresponding drugs for 24 h for follow-up experiments. The H9c2 cardiomyocyte hypertrophy

model was induced by norepinephrine（NE），whose optimal concentration was determined by real-time

polymerase chain reaction（Real-time PCR）. The degree of mPTP opening was detected by flow cytometry，

followed by the measurement of mRNA and protein expression levels of apoptosis-related factors cyclophilin D

（Cyp-D），cytochrome C（Cyt-C），and cysteine aspartate-specific protease-3（Caspase-3）after mPTP opening and

the quantification of mitochondrial membrane potential. Result：： When the concentration of NE was
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200 μmol·L-1，the mRNA expression levels of atrial natriuretic peptide（ANP）and brain natriuretic peptide

（BNP）were the highest，implying that it was the optimal concentration to induce H9c2 cell hypertrophy.

Compared with the normal group，the model group exhibited excessive opening of mPTP，weakened relative

fluorescence intensity in mitochondria，decreased mitochondrial membrane potential（P<0.05，P<0.01），and

elevated mRNA and protein expression of Cyp-D，Cyt-C，and Caspase-3（P<0.05）. Compared with the model

group，both Kangxian Yixin prescription and CsA inhibited mPTP opening，enhanced the relative fluorescence

intensity of mitochondria，increased mitochondrial membrane potential（P<0.05，P<0.01），and lowered the

mRNA and protein expression of Cyp-D，Cyt-C，and Caspase-3（P<0.05）. Conclusion：： Kangxian Yixin

prescription inhibits cardiomyocyte apoptosis possibly by regulating mPTP opening and inhibiting the expression

of apoptosis-related factors Cyp-D，Cyt-C，and Caspase-3.

［［Keywords］］ dilated cardiomyopathy； Kangxian Yixin prescription； apoptosis； mitochondrial

permeability transition pore（mPTP）

扩张型心肌病（DCM）主要以心腔扩大和心肌

收缩功能障碍为特征，病情呈进行性加重，最终导

致心力衰竭，目前缺乏有效的治疗手段，预后较

差［1-2］。DCM 的主要病理表现是心室重构，其发生

机制暂不明确，可能与内质网应激、线粒体功能障

碍、钙信号转导异常引起的细胞凋亡及胶原蛋白代

谢异常引起的心肌纤维化有关［3］。

线粒体是维持生命活动的重要细胞器，在细胞

代谢活动方面参与了 Ca2+稳态、细胞凋亡和坏死等

过程。细胞凋亡有多条途径，其中由线粒体介导的

内源性途径起中心调控作用［4-5］。越来越多的证据

证明线粒体通透性转换孔（mPTP）是细胞的凋亡的

关键节点，是维持线粒体稳态的关键细胞器。过度

的细胞凋亡会导致心肌细胞损伤和心功能下降，导

致心室重构引发心血管疾病。线粒体功能障碍导

致 mPTP 病理性开放是触发心肌细胞死亡和心室重

构的关键因素。mPTP 受外界因子刺激之后，可被

激活而开放，引起线粒体内膜肿胀、破裂，导致线粒

体外膜上细胞色素 C（Cty-C）释放，进入胞质中，活

化半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶 -9（Caspase-9），进
一步激活 Caspase-3，最终导致细胞凋亡［6-7］。有研

究证实亲环蛋白 D（Cyp-D）是唯一一种调节 mPTP

的可溶性肽基 -脯氨酰顺反异构酶，且是环孢素 A

（CsA）的作用位点［8-9］。LI 等［10］通过 H9c2 细胞和大

鼠实验研究发现是 mPTP 一种心脏调控分子，抑制

其开放可以减少心肌梗死面积和细胞死亡率 。

MOON 等［11］研究证明了充血性心力衰竭时，激活了

钙非依赖性磷脂酶 A2γ（ipLA2γ）生成羟基二十碳四

烯酸（HETE）促进 mPTP 的病理性开放，使心肌细胞

坏死或凋亡，进一步导致心力衰竭的发生发展。尽

管对 mPTP开放后病理结果已有了解，但该领域目前

仍缺乏对 mPTP有效的治疗药物以改善心脏功能。

课题组前期研究采用抗纤益心方在临床中治

疗 DCM 已取得良好疗效，能够明显改善患者症状，

减少证候积分，抑制心室重构，改善心功能［12-13］。前

期基础研究证实抗纤益心方能够抑制心肌细胞凋

亡，但其作用机制有待研究［14-15］。本实验利用去甲

肾上腺素（NE）诱导 H9c2 心肌细胞肥大模型，从抗

纤益心方干预 mPTP 角度，探讨 DCM 中心肌细胞凋

亡的作用机制，为临床治疗 DCM 提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 药 物 抗 纤 益 心 方 组 成 为 红 参 12 g，黄 芪

30 g，茯苓 15 g，白术 15 g，丹参 15 g，升麻 9 g，麦冬

12 g，泽兰 15 g，益母草 15 g，中药免煎颗粒由四川

新绿药业科技发展有限公司生产，批号 1706039，药

物 质 量 保 证 采 用 GMP（Good Manufacturing

Practice）认证（证书编号 SC20150037）。称取抗纤

益心方颗粒混合物 8.9 g，充分溶解于 DMEM 高糖

培养基中，随后用 0.2 μm 过滤器过滤及灭菌，分装，

保存于-20 ℃。根据多个取样药液烘干之后的称量

结果计算得到原始药液质量浓度为 250 g·L-1，使用

时稀释至所需质量浓度 0.25 g·L-1。CsA（美国 Med

Chem Express 公 司 ，批 号 34526），原 液 浓 度 为

10 mmol·L-1，在使用药物诱导时稀释至所需浓度

10 μmol·L-1。NE（上海源叶生物科技有限公司，批

号 B24713，100 mg/瓶），精确称取 NE 粉末 8.45 mg

溶 于 25 mL 无 血 清 DMEM 高 糖 培 养 基 ，配 成

2 mmol·L-1 的母液备用（本实验选用抗纤益心方药

物浓度和方法参考本课题组前期研究［16］）。
1.2 细胞株 H9c2 心肌细胞株，中国科学院细胞

库，编号 ZQO1O4。

1.3 试剂 胎牛血清（FBS），DMEM 高糖培养基
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（以色列 BI 公司，批号分别为 2037145，2048219）；
mPTP 检测试剂盒（上海贝博生物技术有限公司，批

号 BB-43052）；JC-1 试剂盒（美国 Cayman 公司，批号

10009172）；增强化学发光法（ECL）超敏发光液，

BCA 蛋白浓度测定试剂盒（北京索莱宝生物技术有

限 公 司 ，批 号 分 别 为 20201123，090119191205）；
Cyp-D，Cyt-C，Caspase-3，甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶

（GAPDH）抗体（武汉三鹰技术有限公司，批号分别

为 00019135，00091621，00085677，10008047）；辣根

过氧化物酶（HRP）羊抗鼠二抗，HRP 羊抗兔二抗

（武 汉 塞 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

ATTSE0101，Z0610）；Buffer Rlysis-AG，mRNA 提取

试剂盒，实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time

PCR）反转录试剂盒（日本 Takara 公司，批号分别为

FB26KB3904，FB27KA3898，AK51598A）。
1.4 仪器 FACSJazz 型流式细胞仪（美国 BD 公

司）；3110 型 CO2培养箱，FC 型酶标仪（美国 Thermo

Scientific 公司）；OD 2000+型超微量核酸蛋白测定

仪（中国 One Drop 公司）；CLS-4SS 型激光共聚焦显

微镜（美国 Thorlabs 公司）；7500 FAST 型 PCR 仪 [赛

默飞世尔（上海）仪器有限公司]；185-2148 型基因扩

增仪，Power PacTM HV Power Suply 型转膜仪，170-

4070 型电泳仪（美国 Bio-Rad 公司）。

1.5 方法

1.5.1 Real-time PCR 检测 NE 诱导 H9c2 心肌细胞

模型的最佳浓度 取对数生长期 H9c2 心肌细胞，以

1×105 个/孔的密度接种于 6 孔板中，置于 37 ℃，

5%CO2 孵箱培养 24 h，待细胞融合密度>80% 时，饥

饿 8 h 换回 10%FBS 高糖培养基后给药处理，除正常

组 外 ，其 余 5 组 分 别 加 入 100，150，200，250，

300 μmol·L-1 浓度的 NE，药物作用 24 h 后，用磷酸

盐缓冲液（PBS）清洗 2 遍。每孔加入 Buffer Rlysis-

AG 500 μL，按照试剂盒说明书提取总 RNA。波长

260 nm/280 nm 检 测 吸 光 度 A，A260/A280 在 1.8~2.1。

检测心房钠尿肽（ANP），脑钠肽（BNP）mRNA 的表

达水平。

1.5.2 H9c2 心肌细胞培养和分组 将对数生长期

的细胞以 1×105 个/孔的密度接种于 6 孔板，置于

37 ℃，5%CO2培养箱中孵育 24 h，饥饿 8 h 后分为正

常组，模型组，抗纤益心方组，CsA 组，每组重复 3 个

复孔，药物处理 24 h 用于后续实验。

1.5.3 JC-1 检测 H9c2 心肌细胞线粒体膜电位 取

对数生长期的 H9c2 心肌细胞，以 2×104个/孔的密度

接种于 24 孔板，按照 1.5.2 项下方法将细胞培养完

毕，PBS 清洗 2 遍，每孔加入无血清 DMEM 460 μL

和 JC-1 Reagent溶液 40 μL，置于 37 ℃，5%CO2培养

箱中孵育 15 min，置于激光共聚焦显微镜下观察，分

析统计各组心肌细胞红/绿的值。

1.5.4 流式细胞仪检测 mPTP 开放度 按照 1.5.2

项下方法将细胞培养完毕，PBS 清洗 2 遍，胰酶消化

收集于 2 mL EP 管中，4 ℃，2 000 r·min-1离心 5 min

（离心半径 6 cm），弃上清，每个样品加入 Hank's 平

衡盐溶液（HBSS）500 μL 重悬细胞。向上述每个样

品的细胞中分别加入 M61 染色工作液 5 μL 并充分

混匀，37 ℃避光孵育 15 min。接着向样品管中加入

淬灭剂 3 μL 混匀，37 ℃避光孵育 15 min。染色结

束用流式细胞仪检测 mPTP 开放度。

1.5.5 Real-time PCR 检 测 细 胞 凋 亡 相 关 基 因

Cyp-D，Cyt-C，Caspase-3 mRNA 表达 按照 1.5.2

项下方法将细胞培养完毕，PBS 清洗 2 遍，每孔加入

Buffer Rlysis-AG 500 μL，柱式法提取总 RNA，以

GAPDH 作为内参基因，用 Takara 反转录试剂盒，配

制反转录体系总体积 20 μL 进行反转录反应，37 ℃

15 min，85 ℃ 5 s，4 ℃冷却取出，进行扩增，根据目

的基因将反转录 cDNA 进行稀释。采用 TB Green

TM Premix Ex TaqTM Ⅱ试剂盒配制 Real-time PCR

反应液 20 μL，加入反应管中进行反应，95 ℃预变性

90 s，95 ℃变性 10 s，60 ℃退火/延伸 30 s，65 ℃缓慢

加热至 95 ℃ 60 s，循环数为 40。采用 2-ΔΔCt定量法得

出各组 mRNA 表达水平。引物由生工生物工程（上

海）股份有限公司合成，引物序列见表 1。

1.5.6 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 Cyp-D，

Cyt-C，Caspase-3 蛋白表达 按照 1.5.2 项下方法将

细胞培养完毕，PBS 清洗 2 遍，加入裂解液（PSMF-

RIPA 1∶100），提取蛋白，4 ℃，12 000 r·min-1 离心

表 1 PCR引物序列

Table 1 Primer sequence of PCR

引物

Cyp-D

Cyt-C

Caspase-3

GAPDH

序列

上游 5'-TCTTTGACGTGGACATCGGC-3'

下游 5'-CAGCAAACCCTCCCGATCAT-3'

上游 5'-TGGCCATGTCGAAGATCGAG-3'

下游 5'-ATGGCAGGGGCAATAGTAGC-3'

上游 5'-GAGCTTGGAACGGTACGCTA-3'

下游 5'-CCGTACCAGAGCGAGATGAC-3'

上游 5'-CTTCTCTTGTGACAAAGTGGACAT-3'

下游 5'-TTGAACTTGCCGTGGGTAGAG-3'

长度

/bp

277

278

234

182
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5 min（离心半径 6 cm），抽取上清液，采用 BCA 试剂

盒测定蛋白含量，加入 4×Loading buffer于金属浴中

煮蛋白 10 min，上样蛋白 10 μg，配制十二烷基硫酸

钠聚丙烯氨酰凝胶电泳（SDS-PAGE）电泳胶，加入

样品后电泳，然后转膜至 PVDF 膜，转膜结束后在

5% 脱脂奶粉中封闭 1.5 h，加入一抗 Cyp-D，Cyt-C，

Caspase-3（1∶1 000）4 ℃过夜，次日洗膜 5 次，每次

5 min，加入 HRP 羊抗鼠二抗（1∶4 000），HRP 羊抗兔

二抗（1∶2 000），室温孵育 1.5 h，洗膜 5 次 ，每次

5 min，在 Image lab 软件上显影，测量各组织样品的

蛋白灰度值。

1.5.7 统计学方法 数据分析利用 SPSS 19.0 统计

软件进行，实验数据以 x̄± s 表示，使用单因素方差分

析（One-way ANOVA），以 P<0.05 表示差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 NE 诱导 H9c2 心肌细胞最佳浓度 给予不同

浓度的 NE 诱导 H9c2 心肌细胞肥大模型，Real-time

PCR 检测 ANP，BNP mRNA 的表达水平，结果显示

在 200 μmol·L-1 时，ANP，BNP mRNA 表达最高，选

此浓度用于后续实验。见表 2。

2.2 抗纤益心方对 NE 诱导的心肌肥大细胞中线粒

体膜电位的影响 正常组中，线粒体膜电位相对稳

定，红色荧光较多。与正常组比较，模型组绿色荧

光明显增加，线粒体膜电位明显降低（P<0.05）；与模

型组比较，抗纤益心方组和 CsA 组，红色荧光明显

增 加 ，线 粒 体 膜 电 位 明 显 升 高（P<0.05），见

图 1，表 3。

表 2 不同浓度 NE诱导 H9c2心肌细胞中 BNP，ANP mRNA的表达

（x̄± s，n=3）

Table 2 Different concentrations of NE induced the expression of

BNP and ANP mRNA in H9c2 cardiomyocytes（x̄± s，n=3）

组别

正常

NE

浓度/μmol·L-1

100

150

200

250

300

ANP

1.00±0.00

1.13±0.23

1.83±0.82

2.37±0.151）

1.06±0.35

0.98±0.07

BNP

1.00±0.00

3.03±0.72

3.76±0.34

5.06±0.311）

1.11±0.28

1.02±0.23

注：与正常组比较 1）P<0.05。

A. 正常组；B. 模型组；C. 抗纤益心方组；D. CsA 组（图 2 同）
图 1 抗纤益心方对各组心肌细胞线粒体膜电位表达的影响（激光共聚焦显微镜，×200）
Fig. 1 Effect of Kangxian Yixin prescription on expression of mitochondrial membrane potential of cardiomyocytes in each group

（CLSM，×200）
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2.3 抗纤益心方对 NE 诱导的心肌肥大细胞中

mPTP 开放度的影响 与正常组比较，模型组 mPTP

开放度显著增加，线粒体相对荧光强度显著减弱

（P<0.01）。与模型组比较，抗纤益心方组和 CsA 组

mPTP 开放受到抑制，线粒体相对荧光强度明显增

加（P<0.05，P<0.01），见表 4。

2.4 抗纤益心方对 NE 诱导的心肌肥大细胞中

Cyp-D，Cyt-C，Caspase-3 mRNA 表达的影响 与正

常比较，模型组 Cyp-D，Cyt-C，Caspase-3 mRNA 表

达明显升高（P<0.05）；与模型组比较，抗纤益心方组

和 CsA 组 Cyp-D，Cy-tC，Caspase-3 mRNA 表达明显

降低（P<0.05），见表 5。

2.5 抗纤益心方对 NE 诱导的心肌肥大细胞中

Cyp-D，Cyt-C，Caspase-3 蛋白表达的影响 与正常

比较，模型组 Cyp-D，Cyt-C，Caspase-3 蛋白表达明

显升高（P<0.05）；与模型组比较，抗纤益心方组和

CsA 组 Cyp-D，Cyt-C，Caspase-3 蛋白表达明显降低

（P<0.05），见表 6，图 2。

3 讨论

mPTP 是位于线粒体内外膜及基质中的多种蛋

白质组成的复合体，这些蛋白通过构象改变调节通

道开关的作用［17］。mPTP 的结构尚不明确，其分子

组成也存在争议，最初 mPTP 被认为是线粒体内膜

和外膜的相邻位点形成的，目前有研究认为 mPTP

是由位于线粒体外膜上的电压依赖性阴离子通道

（voltage-dependent anion channel），线粒体内膜的腺

嘌呤核苷酸转位酶（adenine nucleotide translocase）
和位于基质的 Cyp-D 组成［18］。多项研究证实 Cyp-D

被称为 mPTP 调控剂，且大多数 Cyp-D 能够直接结

合免疫抑制药物 CsA［19］。mPTP 有两种开放状态，

生理性开放（短期开放）和病理性开放（长期开放），
导 致 mPTP 长 期 开 放 的 因 素 较 多 ，其 中 活 性 氧

表 6 抗纤益心方对各组心肌细胞 Cyp-D，Cyt-C，Caspase-3 蛋白表

达的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of Kangxian Yixin prescription on Cyp-D，Cyt-C，

and Caspase-3 protein expression of cardiomyocytes in each group

（x̄± s，n=3）

组别

模型

抗纤益心方

CsA

浓度

/μmol·L-1

200

200+0.251）

200+10

Cyp-D

/GAPDH

2.26±0.212）

0.77±0.233）

0.99±0.023）

Cyt-C

/GAPDH

2.24±0.252）

0.89±0.093）

0.85±0.243）

Caspase-3

/GAPDH

2.71±0.372）

0.73±0.223）

0.82±0.053）

注：正常组各指标蛋白相对表达量为 1。

表 3 抗纤益心方对各组心肌细胞线粒体膜电位变化的影响（x̄± s，

n=3）

Table 3 Effect of Kangxian Yixin prescription on changes of

mitochondrial membrane potential of cardiomyocytes in each

group（x̄± s，n=3）

组别

正常

模型

抗纤益心方

CsA

浓度/μmol·L-1

200

200+0.251）

200+10

线粒体膜电位变化/红/绿

1.00±0.00

0.22±0.002）

0.75±0.113）

1.12±0.103）

注：1）抗纤益心方使用剂量为 0.25 g·L-1；与正常组比较 2）P<

0.05；与模型组比较 3）P<0.05（表 5，6 同）。

表 4 抗纤益心方对各组心肌细胞线粒体相对荧光强度的影响

（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of Kangxian Yixin prescription on relative

fluorescence intensity of cardiomyocyte mitochondria in each

group（x̄± s，n=3）

组别

正常

模型

抗纤益心方

CsA

浓度/μmol·L-1

200

200+0.251）

200+10

线粒体相对荧光强度/%

20.58±1.41

3.55±0.092）

21.67±1.833）

27.29±0.264）

注：1）抗纤益心方使用剂量为 0.25 g·L-1；与正常组比较 2）P<

0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01。

表 5 抗纤益心方对各组心肌细胞 Cyp-D，Cyt-C，Caspase-3 mRNA

表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of Kangxian Yixin prescription on expression of

Cyp-D，Cyt-C and Caspase-3 mRNA in cardiomyocytes of each

group（x̄± s，n=3）

组别

模型

抗纤益心方

CsA

浓度/μmol·L-1

200

200+0.251）

200+10

Cyp-D

1.50±0.032）

1.03±0.043）

0.97±0.073）

Cyt-C

2.57±0.382）

0.88±0.173）

0.93±0.183）

Caspase-3

2.92±0.3992）

1.44±0.133）

1.30±0.183）

注：正常组各指标 mRNA 相对表达量为 1。

图 2 各组心肌细胞 Cyp-D，Cyt-C，Caspase-3蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of Cyp-D，Cyt-C，and Caspase-3 protein in

cardiomyocytes of each group
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（ROS）增多和钙离子超载是其开放的主要因素［20］，

病理性开放会导致膜电位降低、呼吸链解偶联、线

粒体损伤 ATP 合成停止，最终导致线粒体肿胀、破

裂，Cty-C 释放到细胞质内，激活 Caspase，释放凋亡

因子，诱发和加重细胞凋亡，损伤心肌［21-23］。

抗纤益心方是在前人的基础上和多年的临床

经验总结出来的经验方，方中黄芪补气升阳，红参

补元气、益肺补脾。升麻引脾胃之气上升，与黄芪

同用益气升陷之力更佳。茯苓、白术健脾利湿。泽

兰、益母草活血化瘀利水。麦冬清心除烦、养阴润

肺。丹参养血补心、活血祛瘀。DCM 为本虚标实之

证，以气虚血瘀为主要病机，多因先天禀赋不足，后

天劳累失养或感受外邪，导致气虚；气虚无力推动

血液运行而至血瘀，治疗上以益气活血贯穿本病始

终。前期实验研究证实抗纤益心方能够降低 B 细胞

淋巴瘤-2（Bcl-2）相关 X 蛋白（Bax），Caspase-3 表达，

同时可以促进 Bcl-2 的表达水平，缓解内质网应激

引发的细胞凋亡，改善 DCM 大鼠心功能［16，24］。

本研究结果表明，与正常组比较，模型组 mPTP

开放，线粒体内荧光强度和线粒体膜电位降低，抗

纤益心方和 CsA 干预后，mPTP 开放受到抑制，线粒

体内荧光强度和线粒体膜电位增加，心肌细胞凋亡

相关因子均减少。进一步从蛋白和基因层面研究

结果显示，与正常组比较，模型组心肌细胞内的线

粒体内的荧光较弱，且 Cyp-D，Cyt-C，Caspase-3 蛋

白和 mRNA 表达明显上升，表明 mPTP 开放促进凋

亡因子蛋白和基因的表达。给予抗纤益心方和 CsA

干预后，Cyp-D，Cyt-C，Caspase-3 蛋白和 mRNA 表

达均明显降低。结果表明抗纤益心方能够抑制

H9c2 心肌细胞凋亡，其作用机制可能与抑制 mPTP

开 放 ，从 而 下 调 凋 亡 相 关 因 子 Cyp-D，Cyt-C，

Caspase-3 蛋白和 mRNA 表达有关。在后续实验中

需进一步分析抗纤益心方各药物有效成分与治疗

靶点的对应关系，以深入探讨其作用机制。

本实验所用颗粒剂（提取物）是直接进行体外

细胞实验，不能完全排除非胃肠吸收成分及其杂质

的作用对此的影响，动物实验前期已有部分验证，

见文献［25-27］。
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