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［摘要］ 目的 基于心肌铁代谢探讨利心冲剂对心力衰竭大鼠的心肌保护作用。方法 取
32 只 SD大鼠，随机选择 8 只 SD大鼠作为正常组，其余大鼠采用腹主动脉缩窄法制备心力衰竭模
型。将造模成功后大鼠随机分为模型组、利心冲剂高剂量组及利心冲剂低剂量组，每组 8 只。利心
冲剂高、低剂量组分别予以利心冲剂 20． 79 g / ( kg·d) 和 5． 20 g / ( kg·d) 灌胃，正常组和模型组给
予等量蒸馏水灌胃，均 1 次 /d。连续灌胃 8 周后，比色法检测血清铁水平，ELISA 法测定血清铁蛋
白水平，HE染色观察心肌组织病理形态，ELISA法测定心肌组织中活性氧( ＲOS) 水平和超氧化物
歧化酶( SOD) 活性，Western blot法和 ＲT － PCＲ法分别检测心肌组织中转铁蛋白受体( TfＲ1) 、膜铁
转运蛋白( FPN1) 、胱氨酸 /谷氨酸逆向转运蛋白溶质载体家族 7 成员 11 ( SLC7A11) 、谷胱甘肽过
氧化物酶 4( GPX4) 蛋白及 mＲNA表达情况。结果 与正常组比较，模型组大鼠血清铁和铁蛋白水
平、心肌组织中 SOD活性和 FPN1、SLC7A11、GPX4 蛋白及 mＲNA 相对表达量均明显降低( P 均 ＜
0． 05) ，心肌组织中 ＲOS水平和 TfＲ1 蛋白及 mＲNA相对表达量均明显升高( P 均 ＜ 0． 05) ，心肌细
胞肥大，组织间可见部分炎性细胞浸润; 与模型组比较，利心冲剂高剂量组血清铁和铁蛋白水平及
利心冲剂高、低剂量组心肌组织中 SOD活性和 FPN1、SLC7A11、GPX4 蛋白及 mＲNA相对表达量均
明显升高( P均 ＜0． 05) ，心肌组织中 ＲOS水平和 TfＲ1蛋白及 mＲNA相对表达量均明显降低( P均 ＜
0. 05) ，心肌损伤明显减轻。结论 利心冲剂可通过调节铁代谢 SALC7A11 / GXP4 信号通路抑制
铁死亡，减轻心肌氧化应激，缓解心力衰竭大鼠心肌损伤。
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Abstract: Objective It is to observe the myocardial protective effect of granules for disinhibiting heart on heart failure

in rats based on myocardial iron metabolism． Methods Thirty-two SD rats were taken，in which 8 rats were randomly select-

ed as normal group，the remaining rats were used to establish models of heart failure by abdominal aortic constriction meth-

od． After successful modeling，the rats were randomly divided into model group，high dose group of granules for disinhibiting

heart and low dose group of granules for disinhibiting heart，with 8 rats in each group． The high-dose and low-dose groups of

granules for disinhibiting heart were respectively given granules for disinhibiting heart 20． 79 g / ( kg·d) and 5. 20 g / ( kg·d) by

gavage． After 8 weeks of continuous gavage，the serum level of iron was measured by colorimetric assay，the serum level of
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ferritin was measured by ELISA，the pathological morphology of myocardial tissues was observed by HE staining，the level

of reactive oxygen species ( ＲOS) and activity of superoxide dismutase ( SOD) in myocardial tissues were measured by

ELISA，and the expressions of protein and mＲNA of transferrin receptor ( TfＲ1 ) ，membrane iron transport protein

( FPN1 ) ，cystine /glutamate reverse transporter protein solute carrier family 7 member 11 ( SLC7A11 ) ，and glutathione

peroxidase 4 ( GPX4) in myocardial tissues were detected by Western blot and ＲT-PCＲ，respectively． Ｒesults Compared

with the normal group，the serum levels of iron and ferritin，SOD activity and relative expressions of FPN1，SLC7A11，

GPX4 protein and mＲNA in myocardial tissues of rats in the model group were significantly decreased ( all P ＜ 0． 05) ，the

level of ＲOS and relative expressions of TfＲ1 protein and mＲNA in myocardial tissues were significantly increased ( all P ＜

0． 05) ，the cardiomyocytes were hypertrophied with some inflammatory cell infiltration． Compared with the model group，

the serum levels of iron and ferritin，SOD activity of rats in the high dose group of granules for disinhibiting heart，and rela-

tive expressions of FPN1，SLC7A11，GPX4 protein and mＲNA in myocardial tissues of rats in the high dose and low dose

groups of granules for disinhibiting heart were significantly increased ( all P ＜ 0． 05) ，the level of ＲOS and relative expres-

sions of TfＲ1 protein and mＲNA in myocardial tissues were significantly decreased ( all P ＜ 0． 05) ，and the myocardial in-

jury was significantly alleviated． Conclusion Granules for disinhibiting heart can inhibit iron death，attenuate myocardial

oxidative stress and alleviate myocardial injury in heart failure rats by regulating the iron metabolism SALC7A11 / GXP4 sig-

naling pathway．

Keywords: heart failure; iron death; granules for disinhibiting heart; SLC7A11; GPX4

心力衰竭是由不同病因( 高血压、心肌缺血、心
律失常等心血管疾病) 导致的临床综合征，是各种
心脏异常的累积效应和多种心血管疾病的最终结
果。铁死亡是一种铁依赖的新型细胞死亡形式，以
细胞内有毒脂质过氧化产物蓄积，触发线粒体形态
改变及氧化损伤为特征［1］。研究证明，铁死亡在心
肌梗死、缺血再灌注损伤［2 － 5］、肿瘤［6］、大脑退行性
病变［7］及肾脏损伤［8］中发挥着重要作用。铁代谢
是心肌能量代谢过程中的关键环节，铁代谢调控铁
死亡有望成为心力衰竭治疗和改善预后的关键靶点
之一。利心冲剂为临床治疗心力衰竭的经验方，本
实验从心肌铁代谢与铁死亡角度，探讨了该方剂对
心力衰竭大鼠心肌损伤的保护作用及其作用机制，
以为其临床应用提供理论依据。
1 实验材料与方法
1. 1 实验动物 雄性 SD 大鼠 32 只，8 ～ 12 周龄，
体重 220 ～ 260 g，购自杭州医学院［SCXK( 浙) 2019 －
0002］。饲养于受控环境 ( 室温 21 ～ 25 ℃，湿度
40% ～45%，每日 12 h 光暗循环) 。实验操作经南
京中医药大学动物伦理委员会批准( 202111A007) 。
1. 2 药物 利心冲剂( 黄芪 30 g、黄精 15 g、补骨脂
12 g、葶苈子 12 g、益母草 30 g) ，采用江阴天江制药
有限公司免煎颗粒，各药按以上比例冲调后，浓缩分
装灭菌，放置 4 ℃冰箱保存备用。
1. 3 试剂及仪器 血清铁 ( Solarbio 公司，批号:
20220418) ，血清铁蛋白( 南京金霖，批号: 202205 ) ，
超氧化物歧化酶 ( SOD) 测定试剂盒 ( 南京金霖，批

号: 202205) ，活性氧( ＲOS) 测定试剂盒( 上海茁彩，
货号: ZC － A4108 ) ，SDS － PAGE 凝胶制备试剂盒
( Servicebio公司，货号: G2003) ，ＲIPA裂解液( Servi-
cebio公司，货号: G2002) ，BCA定量试剂盒( Service-
bio公司，货号: G2026) ，引物( 生工生物工程股份有
限公司) ，膜铁转运蛋白( FPN1 ) 抗体( Proteintec 公
司，货号: 26601) ，转铁蛋白受体( TfＲ1) 抗体( abcam
公司，货号: ab269513 ) ，胱氨酸 /谷氨酸逆向转运蛋
白溶质载体家族 7 成员 11 ( SLC7A11 ) 抗体( Pro-
teintec公司，货号: 26864) ，β － actin 抗体( Proteintec
公司，货号: 51067 ) 。EG1150 型石蜡包埋机 ( 德国
Leica公司) ，ＲM2255 型石蜡切片机( 德国 Leica 公
司) ，PowerPac HC 电泳仪 ( 美国 BioＲad 公司 ) ，
DM3000 型显微镜 ( 德国 Leica 公司 ) ，JY － Clear
ECL型化学发光凝胶成像分析系统( 北京君意) ，
Bio － Ｒad CFX connect实时荧光定量 PCＲ 仪( 美国
BioＲad公司) 。
1. 4 实验方法 随机取 8 只 SD 大鼠作为正常组，
只分离腹主动脉，不结扎; 余 24 只大鼠采用腹主动
脉缩窄法制备心脏压力负荷超载心力衰竭模型: 麻
醉大鼠后备皮、消毒，腹正中线旁 0． 5 cm 处行纵向
切口，钝性游离腹主动脉，操作动作轻柔，避免损伤
脏器，8 号注射器针头平行置于腹主动脉上，腹主动
脉和注射器针头一同结扎，撤出注射器针头，关腹，
缝合，术后青霉素肌注 3 d 防止感染。将造模成功
大鼠随机分为模型组、利心冲剂高剂量组、利心冲剂
低剂量组，每组 8 只。利心冲剂高、低剂量组分别予
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以利心冲剂 20． 79 g / ( kg·d) 和 5． 20 g / ( kg·d) 灌
胃，正常组和模型组给予等量蒸馏水灌胃，均 1 次 /d，
连续灌胃 8 周。
1. 5 检测指标及方法
1. 5. 1 血清铁和铁蛋白水平 末次灌胃结束后，大
鼠经腹腔注射戊巴比妥钠( 100 mg /kg) 麻醉后，腹主
动脉取血，应用 BACKMAN( AU5800 型) 全自动生化
分析仪亚铁嗪比色法测定血清铁水平，应用 SIN-
NOWA( EＲ － 502 型) 酶标分析仪 ELISA 法测定血
清铁蛋白水平。
1. 5. 2 心肌组织病理形态 大鼠腹主动脉采血结
束后放血处死，无菌状态下打开胸腔，分离心肌组
织，固定，脱水，石蜡包埋，切片，常规 HE 染色后封
片，光学显微镜下观察。
1. 5. 3 心肌组织中 ＲOS水平及 SOD活性 取每只
大鼠 100 mg心肌组织研磨成匀浆液，用预冷 PBS将
其稀释为 10% 心肌组织匀浆液，4 ℃下 3 000 r /min
离心( 离心半径为 10 cm) 15 min，取上清液，按照试

剂盒说明测定 ＲOS水平及 SOD活性。
1. 5. 4 心肌组织中 TfＲ1、FPN1、SLC7A11、GXP4 蛋
白表达情况 采用Western blot法检测:冰上取心肌
组织，每 100 mg心肌组织中加入 500 μL ＲIPA裂解
液进行匀浆，提取心肌组织总蛋白。BCA 法蛋白定
量、变性，制胶、上样，SDS － PAGE 中进行电泳、转
膜，5%脱脂奶粉封闭，加入 TfＲ1、FPN1、SLC7A11、
GXP4 一抗，4 ℃孵育过夜; 用 HＲP 标记山羊抗小
鼠 /兔 IgG室温孵育 1 h; ECL发光得到蛋白条带;用
Image J 进行定量，与所得内参 GAPDH 进行比较分
析蛋白灰度。
1. 5. 5 心肌组织中 TfＲ1、FPN1、SLC7A11、GXP4
mＲNA表达情况 采用 ＲT － PCＲ法检测:取适量大
鼠心肌组织，加入 Trizol并破碎组织提取总 ＲNA，反
转录得到 cDNA; 加入 PCＲ 扩增反应体系。PCＲ 反
应条件为 95 ℃ 30 s，95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，40 个循
环;取 CT值并计算 2 － ΔΔCT。引物序列见表 1。
1. 6 统计学方法 采用SPSS 22． 0软件进行数据

表 1 各基因引物序列

基因 上游引物序列 下游引物序列

TfＲ1 5’－ ACCATTGTCATATACCCGGTTCA － 3’ 5’－ CAATAGCCCAAGTAGCCAATCAT － 3’

FPN1 5’－ ACCCCATTTTGCAACTTCAG －3’ 5’－ ATCAGAAGCCCCAAAGGTCT － 3’

SLC7A11 5’－ GCTGACACTCGTGCTATT － 3’ 5’－ ATTCTGGAGGTCTTTGGT － 3’

GXP4 5’－ CGATACGCTGAGTGTGGTTTGC － 3’ 5’－ CATTTCCCAGGATGCCCTTG － 3’

GAPDH 5’－ TCCCATCACCATCTTCCA －3’ 5’－ CATCACGCCACAGTTTCC － 3’

统计学分析，使用 GraphPad Prism 6． 0 软件作图。
多组间统计比较采用单因素方差分析，之后进行
LSD检验两两比较，P ＜ 0． 05 为差异有统计学意义。
2 结 果
2. 1 各组大鼠血清铁和铁蛋白水平 模型组血清

铁和铁蛋白水平均明显低于正常组( P 均 ＜ 0． 05 ) ;
利心冲剂高剂量组血清铁和铁蛋白水平均明显高于
模型组( P均 ＜ 0． 05) ，利心冲剂低剂量组血清铁和
铁蛋白水平与模型组、利心冲剂高剂量组比较差异
均无统计学意义( P均 ＞ 0． 05) 。见图 1。

图 1 正常组和心力衰竭各组大鼠血清铁和铁蛋白水平

2. 2 各组大鼠心肌组织病理形态 正常组大鼠心
肌组织结构正常，心肌细胞排列整齐，可见横纹，组
织间未见明显的炎性细胞浸润; 模型组大鼠心肌细
胞排列疏松，可见横纹，大量心肌细胞肥大，组织间

可见部分炎性细胞浸润;利心冲剂高、低剂量组大鼠
心肌组织结构基本正常，心肌细胞排列整齐，可见横
纹，部分出现心肌细胞肥大，组织间未见明显的炎性
细胞浸润，其中利心冲剂高剂量组表现与正常组接
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近，组织间仅有极少量肥大的心肌细胞。见图 2。
2. 3 各组大鼠心肌组织中ＲOS水平及 SOD活性
与正常组比较，模型组 ＲOS 水平明显升高 ( P ＜
0. 05) ，SOD活性明显降低( P ＜ 0． 05 ) ; 与模型组比

较，利心冲剂高、低剂量组 ＲOS 水平均明显降低( P
均 ＜ 0． 05) ，利心冲剂高剂量组 SOD 活性明显升高
( P ＜ 0． 05) ; 且利心冲剂高剂量组 ＲOS 水平明显低
于利心冲剂低剂量组( P ＜ 0． 05) 。见图 3。

图 2 正常组和心力衰竭各组大鼠心肌组织 HE染色病理形态( × 200)

图 3 正常组和心力衰竭各组大鼠心肌组织中 ＲOS水平及 SOD活性

2. 4 各组大鼠心肌组织中 TfＲ1、FPN1、SLC7A11、
GXP4 蛋白表达情况 与正常组比较，模型组 TfＲ1
蛋白相对表达量明显升高 ( P ＜ 0． 05 ) ，FPN1、
SLC7A11、GXP4蛋白相对表达量均明显降低( P 均 ＜
0. 05) ;与模型组比较，利心冲剂高、低剂量组 TfＲ1
蛋白相对表达量均明显降低( P 均 ＜ 0． 05 ) ，FPN1、
SLC7A11、GXP4蛋白相对表达量均明显升高( P 均 ＜
0． 05) ;利心冲剂高剂量组 TfＲ1 蛋白相对表达量明

显低于利心冲剂低剂量组 ( P ＜ 0． 05 ) ，FPN1、
SLC7A11、GXP4 蛋白相对表达量均明显高于利心冲
剂低剂量组( P均 ＜ 0． 05) 。见图 4。
2. 5 各组大鼠心肌组织中 TfＲ1 、FPN1、SLC7A11、
GXP4 mＲNA 表达情况 与正常组比较，模型组
TfＲ1 mＲNA 相对表达量明显升高 ( P ＜ 0． 05 ) ，
FPN1、SLC7A11、GXP4 mＲNA 相对表达量均明显降
低( P均 ＜ 0． 05 ) ;与模型组比较，利心冲剂高、低剂

图 4 正常组和心力衰竭各组大鼠心肌组织中铁死亡相关调节蛋白表达情况
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量组 TfＲ1mＲNA 相对表达量均明显降低 ( P 均 ＜
0. 05) ，FPN1、SLC7A11、GXP4 mＲNA 相对表达量均
明显升高 ( P 均 ＜ 0． 05 ) ; 利心冲剂高剂量组 TfＲ1

mＲNA相对表达量明显低于利心冲剂低剂量组( P ＜
0. 05) ，FPN1、SLC7A11、GXP4 mＲNA相对表达量均明
显高于利心冲剂低剂量组( P均 ＜0． 05) 。见图 5。

图 5 正常组和心力衰竭各组大鼠心肌组织中铁死亡相关调节蛋白 mＲNA表达情况

3 讨 论
流行病学资料显示，全球成人心力衰竭患病率

为 1% ～3%，心力衰竭已成为导致心血管疾病患者
致死和致残的重要原因［9］。随着心力衰竭治疗理
念的转变，治疗药物和器械的进步，已经部分改变了
心力衰竭的进程和结局，但心力衰竭的发生发展机
制仍未完全明了，因而治疗效果远未令人满意。

中医对于心力衰竭的病因病机和辨证研究历史
悠久，认为慢性心力衰竭以心之阳气亏虚为本，瘀
血、水停、痰饮贯穿始终。心气虚损，推动无力，血脉
失养，血瘀水停。利心冲剂以益气温阳药为强心之
本，辅以活血通络，使气旺血行，兼利水消肿。方中
黄芪、黄精培元益气，强心利水，共为君;补骨脂振奋
心肾气阳，为臣;益母草祛瘀利水，葶苈子泻肺利水，
为佐使; 全方充分体现了益气活血、温阳利水的治法
精髓。前期研究证实，利心冲剂可以改善心力衰竭
患者的临床症状，其机制与调控氧化应激相关基因，

抑制心肌细胞凋亡，改善心肌能量代谢相关［10 － 14］。

但心力衰竭的发生和进展过程复杂，涉及多种信号
通路的调控异常，故本实验从铁代谢角度进行了相
关探讨。

铁为机体含量最高的微量元素，铁离子在人体
中参与氧气运输、线粒体呼吸、核酸复制及修复、宿
主防御和细胞信号转导等，铁代谢是心肌能量代谢
过程中关键而不可或缺的环节［15］。研究表明，心力
衰竭患者存在心脏线粒体铁过载［16］，而全身铁缺
乏［17 － 18］。一方面，机体铁缺乏与心力衰竭患者死亡
风险增加有关［19］; 另一方面，心脏中铁过量会促进
氧自由基生成增多，造成广泛的心肌组织损伤及内
皮功能障碍，导致和加重心力衰竭，增加心血管不良
结局风险。由此可见，心力衰竭伴随铁稳态失衡及

铁死亡，后者又影响心脏病发展进程和预后，两者互
为因果，故保持铁代谢稳态、抑制铁死亡可能是预防
和治疗心力衰竭的潜在靶点。

心肌铁稳态的维持与心肌中铁的摄取、储存和
转运密切相关。生理状态下，铁主要通过 TfＲ1 进入
心肌细胞，Fe3 +与转铁蛋白( Tf) 结合后与细胞膜上
特异受体 TfＲ1 结合，然后通过内吞方式将铁离子运
送到细胞内，此时 Fe3 +被释放，还原成 Fe2 +，一部分
进入线粒体参与血红蛋白的形成，另一部分以储存
铁形式合成铁存储蛋白，剩余部分通过心肌细胞中
的 FPN1 排出细胞外，进入血液循环。研究发现，心
肌中 FPN1 表达减少、TfＲ1 表达增加可导致细胞内
铁的大量聚集，进而加剧心肌损伤［20］。本研究中模
型组大鼠心肌组织中 FPN1 表达减少，TfＲ1 表达增
加，证实心力衰竭过程中存在铁代谢异常，而利心冲
剂干预可以有效调节 FPN1 和 TfＲ1 的表达，减少游
离铁的沉积。

心力衰竭的发生发展过程中，多种细胞死亡方
式共存，形成复杂的调控网络。铁死亡是区别于凋
亡、自噬和焦亡之外的新的程序性细胞死亡方式，其
参与了慢性心力衰竭的发生，抑制铁死亡可减轻心
肌细胞肥大，改善心室扩张，抑制心肌炎症反应，增
强心肌舒缩功能［21］。GPX4 和 SLC7A11 是铁死亡
过程中重要的调控因子。SLC7A11 是胱氨酸 /谷氨
酸反向转运体( System Xc － ) 的重要组成部分，在质
膜上以 1∶ 1 摄入胱氨酸，排出谷氨酸;进入细胞的胱
氨酸被还原为半胱氨酸，半胱氨酸是谷胱甘肽
( GSH) 的合成原料［22］。GSH 是 GPX4 发挥活性的
必要成分，在 GPX4 的催化作用下，GSH可将有毒的
脂质过氧化物还原为相应的醇或水，从而抑制铁死
亡的发生。SLC7A11 表达抑制则会导致胱氨酸摄
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取不足，直接导致 GSH 合成减少，加剧氧化损伤并
启动铁死亡。本研究结果显示，模型组大鼠心肌组
织中 SOD 活性和 SLC7A11、GXP4 蛋白及 mＲNA 相
对表达量均明显低于正常组，ＲOS水平明显高于正
常组，提示铁死亡介导的氧化应激参与了心力衰竭
进程;利心冲剂干预后，SOD活性和 SLC7A11、GXP4
蛋白及 mＲNA相对表达量均明显增高，ＲOS 水平明
显降低，提示利心冲剂可通过抑制铁死亡，减轻心力
衰竭大鼠的氧化应激损伤。

综上所述，心力衰竭大鼠体内存在铁代谢异常，
FPN1、TfＲ1 对维持铁的稳态具有重要意义; 利心冲
剂可通过下调 TfＲ1 表达和上调 FPN1 表达而减少
心肌铁的沉积，改善铁代谢; 同时利心冲剂可调控
SALC7A11 /GXP4 通路，提高 SOD 活性，降低 ＲOS
水平，抑制铁死亡的发生，减轻氧化应激反应以保护
心力衰竭大鼠的心肌细胞，为临床治疗心力衰竭提
供了新的切入点。
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