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也摘要页 目的 探究络风宁 2 号方渊LFN2冤治疗心力衰竭的作用机制遥 方法 通过 TCMSP 和 SwissTargetPrediction 数据库搜索

LFN2 的活性成分及作用靶点袁利用 GeneCards和 OMIM数据库收集心力衰竭相关疾病靶点曰通过 Venny 2.1.0 在线平台确定 LFN2
与心力衰竭的交集靶点后导入 STRING 数据库构建蛋白质-蛋白质相互作用渊PPI冤网络袁借助 Cytoscape 3.9.1 软件绘制野药物-成
分-靶点冶网络图袁利用 R 语言袁进行 GO 功能富集与 KEGG 通路富集分析遥 采用分子对接验证 LFN2活性成分与核心靶点的结合能

力遥 通过细胞实验对筛选 cAMP/Drp1及细胞凋亡通路进行验证院将细胞分为对照组尧模型组尧LFN2组尧Db-cAMP 组尧LFN2+Db-cAMP
组袁分别检测各组 ANP/BNPmRNA及 cAMP尧Drp1 及细胞凋亡相关蛋白 cleaved Caspase-3尧Bcl-2尧Bax的表达情况遥 结果 网络药理

学筛选出 157个活性成分及 553 个作用靶点遥 KEGG 通路富集分析主要与 Wnt 信号通路尧Rap1 信号通路尧MAPK 信号通路尧PPAR
信号通路尧cAMP信号通路尧胰高血糖素信号通路尧肾素分泌通路密切相关遥 PPI网络显示袁AKT1尧ALB尧TNF等为核心靶点袁分子对接

结果显示袁 主要成分Ginsenoside Rh4尧Biatractylolide尧Danshenxinkun D和 Tumulosic acid与核心靶点 GAPDH尧TNF尧IL6尧AKT1尧ALB
的结合能均约-5.10 kJ/mol遥 细胞实验表明袁与对照组相比袁模型组 ANP/BNP mRNA 表达升高渊P<0.01)袁cAMP 含量下降渊P<0.05冤袁
Drp1 荧光强度及蛋白增多渊P<0.05冤袁促凋亡蛋白 cleaved Caspase-3尧Bax 显著升高渊P<0.01冤袁抗凋亡蛋白 Bcl-2 下降渊P<0.05冤曰与模

型组相比袁LFN2 组尧Db-cAMP 组尧LFN2+cAMP 组 ANP/BNP mRNA 含量下降渊P<0.05冤袁cAMP 含量升高渊P<0.05冤袁Drp1 荧光及蛋白

降低渊P<0.05冤袁抗凋亡蛋白Bcl-2增多渊P<0.05冤袁且 LFN2+Db-cAMP组改善程度优于 LFN2组遥 结论 LFN2可能通过调控cAMP/Drp1 信

号通路袁抑制心肌细胞凋亡袁发挥抗心力衰竭的作用遥
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Methods The active components and potential targets of LFN2 were identified using TCMSP and SwissTargetPrediction databases,
while heart failure-related disease targets were collected from GeneCards and OMIM databases. Intersecting targets between LFN2
and heart failure were determined using Venny 2.1.0 online platform, then imported into STRING database to construct a protein-
protein interaction (PPI) network. Cytoscape 3.9.1 software was used to visualize the "drug-component-target" network. R language
was employed for GO functional enrichment analysis and KEGG pathway enrichment analysis. Molecular docking was performed to
validate the binding affinity between the active components of LFN2 and the core targets. Cellular experiments were conducted to
validate the cAMP/Drp1 and apoptosis pathways. Cells were divided into control, model, LFN2, Db-cAMP, and LFN2+Db-cAMP
groups. The expression levels of ANP/BNP mRNA, cAMP, Drp1, and apoptosis-related proteins (cleaved Caspase-3, Bcl-2, and Bax)
were measured in each group. Results Network pharmacology identified 157 active components and 553 target proteins for LFN2.
KEGG pathway enrichment analysis revealed significant associations with the Wnt signaling pathway, Rap1 signaling pathway,
MAPK signaling pathway, PPAR signaling pathway, cAMP signaling pathway, glucagon signaling pathway, and renin secretion
pathway. PPI network analysis identified AKT1, ALB, and TNF as core targets. Molecular docking results showed that the main
active components (Ginsenoside Rh4, Biatractylolide, Danshenxinkun D, and Tumulosic acid) exhibited strong binding affinities
(binding energy<-5.10 kJ/mol) with the core targets (GAPDH, TNF, IL6, AKT1, and ALB). Cellular experiments demonstrated that
compared with the control group, the model group showed increased ANP/BNP mRNA content (P<0.01), decreased cAMP content (P<
0.05), enhanced Drp1 fluorescence intensity and protein level (P<0.05), significantly elevated levels of pro-apoptotic proteins cleaved
Caspase-3 and Bax (P<0.01), and decreased levels of anti-apoptotic protein Bcl-2 (P<0.05). Compared with the model group, the
LFN2, Db-cAMP, and LFN2+Db-cAMP groups exhibited reduced ANP/BNP mRNA content (P<0.05), increased cAMP content (P<
0.05), reduced Drp1 fluorescence intensity and protein level (P<0.05), and increased Bcl-2 protein level (P<0.05). The improvement
was more pronounced in the LFN2+Db-cAMP group than in the LFN2 group. Conclusion LFN2 may exert anti-heart failure effects
by regulating the cAMP/Drp1 signaling pathway and inhibiting cardiomyocyte apoptosis.

也运藻赠憎燥则凿泽页 heart failure; Luofengning Formula No.2; network pharmacology; cAMP; Drp1; apoptosis

心力衰竭是多种心血管疾病发展的终末阶段袁
以心排血量减少尧组织灌注不足以及肺循环和/或体

循环淤血为主要特征袁严重影响患者的生活质量并

增加经济负担[1]遥 心力衰竭的病理机制颇为复杂袁多
起因于神经内分泌系统过度激活尧炎症因子释放及

心肌能量代谢障碍等多因素的相互作用[2-3]遥 这些因

素协同促进袁互为因果袁共同引发心室重构尧射血功

能减退及全身血流动力学异常袁从而导致心脏功能

进行性衰竭遥 治疗目标主要以缓解症状尧改善生活

质量并降低病死率为主 [1]袁虽然心力衰竭治疗用药

不断优化尧器械治疗等手段的应用取得显著进展袁但
仍存在部分患者疗效不佳尧出现耐药性及不良反应

等问题袁尚缺乏能有效逆转疾病进程的治疗手段遥
中医学虽无野心力衰竭冶病名袁但叶金匮要略窑水

气病脉证并治第十四曳中记载野心水者袁其身重而少

气袁不得卧袁烦而躁袁其人阴肿冶袁即对心力衰竭典型

症状的生动描述袁故可将心力衰竭归属于野心水病冶
范畴遥 心力衰竭发病的始动环节多在于心之气血阴

阳亏虚曰因虚生风袁伏于络脉袁滞塞气血津液循行袁此
为代偿期的关键病机曰在此基础上若遇外风引动内

风袁导致气血逆乱袁则是慢性心力衰竭急性发作的核

心环节遥中医药在治疗心力衰竭方面体现出多成分尧
多靶点尧整体调节的优势袁不仅能改善心力衰竭患者

胸闷气短尧心悸尧胃肠道不适等症状袁增强活动耐力袁
还可调节神经内分泌活性袁延缓心室重构袁从而提升

患者生活质量袁并为慢性心力衰竭的长期管理提供

更多选择遥
络风宁 2 号方渊以下简称 LFN2冤在益气活血尧温

阳利水的传统治法基础上袁增加祛风通络之品袁方中

以鹿衔草息风通络尧宣畅气机曰黄芪尧红参补益心气曰
丹参尧红花活血化瘀曰附子尧桂枝温通心阳袁葶苈子尧
茯苓泻肺利水[4]袁全方共奏益气温阳尧活血利水袁祛风

通络之效遥 络风与炎症具有一致性已得到医学界的

广泛认可[5]袁但关于 LFN2 如何介导炎症目前尚无定

论遥 通过网络药理学综合分析药物成分袁不仅可以

揭示药物与疾病之间的复杂关系袁与之相关的靶点

及通路袁还可以为新药研发提供新的思路和方法[6]遥
本研究运用网络药理学的方法袁对 LFN2 的关键活

性成分尧干预心力衰竭发病过程的潜在靶点及与其

相关的信号通路进行系统预测与分析曰并通过体外
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细胞实验验证与心力衰竭相关的潜在信号通路袁以
期为中医药防治心力衰竭提供新的理论依据和实验

支持遥
1 LFN2治疗心力衰竭的网络药理学分析

1.1 中药靶点获取

基于 TCMSP 数据库袁以口服生物利用度渊oral
bioavailability, OB冤和类药性渊drug-likeness, DL冤为
筛选标准,筛选出 OB>30%且 DL逸0.20 的成分及其

相应作用靶点遥 同时通过文献搜索完善未纳入

TCMSP 数据库的中药活性成分,利用 PubChem 数据

库将所有活性成分转化为标准的 Canonica SMILES
格式袁通过 SwissTargetPrediction渊http://www.swisstar鄄
getprediction.ch/冤数据库搜索 LFN2 成分的靶点袁舍
弃重复项袁筛选后得到关键靶点袁最终利用 UniProt
数据库渊http://www.uniprot.org/冤,对各靶点名称进行

统一的标准化处理袁即得其对应靶点基因名称遥
1.2 心力衰竭靶点筛选

心力衰竭靶点基因的筛选基于 GeneCards
渊https://www.genecards.org/冤和 OMIM 数据库渊https://
www.omim.org/冤袁输入关键词野heart failure冶袁检索并

搜集有关心力衰竭的靶点袁对结果汇总后删除重复

基因袁即得心力衰竭靶基因遥 对 LFN2 成分与心力衰

竭的靶基因取交集并绘制韦恩图袁获得二者的交集

靶点即为潜在关键作用靶点遥
1.3 核心靶点以及药物-成分-疾病靶点蛋白质-蛋
白质相互作用(protein-protein interaction, PPI)网络

构建

将上述所得交集靶点导入 STRING渊https://stri鄄
ngdb-orgs.libproxy.xmu.edu.cn:443冤袁设定物种选项

为野Homo sapiens冶袁设置其他参数为默认值袁构建复

方成分与心力衰竭的共同靶蛋白的 PPI 网络遥 导出

PPI 网络图并将结果下载为 TSV 格式文件导入 Cy鄄
toscape 3.9.1 对网络进行分析遥 同时建立有关复方-
成分-疾病-靶点对应关系的Excel表格袁利用Cytoscape
3.9.1 软件袁进行网络拓扑结构分析袁绘制野复方-成
分-疾病-靶点图冶遥
1.4 GO功能和 KEGG通路富集分析

LFN2 成分与心力衰竭的交集靶点数据基于 R
语言的分析功能进行两个操作袁包括 GO 功能分析和

KEGG 通路富集分析遥 按校正 P约0.05 为差异有统计

学意义的标准进行筛选袁并依据基因比例值渊Gene鄄
Ratio冤由大到小排序袁分别选取 GO 分析前 10 位尧
KEGG 分析前 20 位的结果进行绘图遥

1.5 分子对接

使用分子对接来评估活性成分与其靶点之间的

结合强度遥 根据在 PPI 网络中 MCC 算法排名袁选择

前 5 个相关靶点和前 5 的化合物进行分子对接遥 在

Pubchem 数据库下载核心化合物三维结构 sdf 文
件遥以关键靶点为受体袁受体的 pdb 文件在 RCSB 数

据库中获取遥 在 Autodock 中进行对接袁统计记录对

接分数遥
2 材料与仪器

2.1 材料

2.1.1 细胞 H9C2渊2-1冤心肌细胞购自普诺赛公

司袁批号 CL-0089遥
2.1.2 主要药物与试剂 LFN2院购于北京中医药大

学东直门医院中药房袁冻干粉制备于北京中医药大

学东直门医院通州院区曰多柔比星渊doxorubicin, DOX冤
渊上海源叶生物科技有限公司袁批号 25316-40-9冤曰二
丁酰环腺苷酸渊dibutyryl cyclic adenosine monophos
phate, Db-cAMP冤渊默沙东有限责任公司袁批号D0260冤曰
DMEM 高糖培养基尧青链霉素尧胎牛血清渊北京永泰

兴成商贸有限公司袁批号分别为 PM150210尧C100C5尧
164210冤曰环磷酸腺苷渊cyclic adenosine monophosph鄄
ate, cAMP冤的 ELISA 检测试剂盒渊ELabscience袁批
号 E-EL-0056冤曰胰蛋白酶消化液尧CCK-8 试剂盒尧
RNA 快速提取试剂盒尧蛋白酶磷酸酶抑制剂尧彩色

marker尧蛋白上样缓冲液渊还原性冤尧1伊PBS尧RIPA 裂

解液尧山羊抗兔 IgGH&L渊HRP冤渊苏州新赛美生物科

技有限公司袁批号分别为 C100C1尧C6005尧M51005尧
P002尧P9001尧C500C1尧WB2001尧WB3100尧P8002冤曰动

力相关蛋白 1渊dynamin-related protein 1, Drp1冤渊Im鄄
munoway 公司袁批号 YM8049冤B 细胞淋巴瘤-2渊B-
cell lymphoma-2, Bcl-2冤曰B 细胞淋巴瘤-2 相关 X
蛋白渊Bcl-2-associated X protein, Bax冤尧活化的半

胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3渊cleaved cysteine aspartate
protease-3, cleaved Caspase-3冤渊成都正能生物技术有

限责任公司袁批号分别为院R381138尧R380709尧R23726冤曰
茁-actin 抗体渊雅酶公司袁批号 LF201S冤遥 RT-qPCR试

剂盒渊美国应用生物系统公司袁批号A25742冤曰All-in-
one RT Super Mix for qPCR 逆转录试剂盒尧4%多

聚甲醛固定液尧抗荧光淬灭封片液(武汉塞维尔生物

科技有限公司袁批号分别为院G3337尧G1101尧G1401)曰
免疫染色一抗稀释液尧4',6-二脒基-2-苯基吲哚二

盐酸盐渊4',6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochlo鄄
ride, DAPI冤尧细胞凋亡与坏死试剂盒渊上海碧云天生
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物技术有限公司袁批号分别为 P0103尧C1006尧C1056冤遥
2.2 主要仪器

二氧化碳细胞培养箱(Thermo袁3111)曰实时定量

PCR仪渊赛默飞世尔科技公司袁QuantStudio 3冤曰多功

能酶标仪渊美国 Synergytm 公司袁TY2014000272冤曰化
学发光成像仪 渊伯乐生命医学产品有限公司袁Chemi
Doe Touch V3冤曰Western blot 转膜仪和电泳仪渊北京

凯元信瑞仪器有限公司袁MP-3040冤曰电子显微镜渊日
本 Olympus Corporation 公司袁CKX53冤遥
3 实验方法

3.1 细胞培养

将 H9C2 心肌细胞接种在培养皿中袁待细胞密

度贴壁至 90%袁用 0.25%胰酶消化并离心袁然后添加

10%胎牛血清尧青链霉素的 DMEM 重悬细胞袁接种到

细胞培养瓶中袁于 37 益尧5% CO2 条件下培养遥
3.2 CCK-8 筛选药物浓度

将细胞以 7伊103 个/孔接种到 96 孔板袁贴壁过夜

后袁根据预实验结果将DOX 设置成 0.5 滋mol窑L-1

的造模条件袁孵育 24 h袁为了筛选 LFN2 的作用浓

度袁分别设置 0.1尧0.5尧1尧5尧10尧50尧100 滋g窑mL-1 的浓

度梯度袁在24 h时间截点加入10% CCK-8溶液100 滋L/
孔袁避光孵育 1 h 后通过酶标仪在 450 nm 处测定

吸光度渊OD冤值袁计算细胞活力遥
3.3 细胞分组及给药

采用 CCK-8 筛选药物适宜浓度后进行分组袁对
照组院H9C2 心肌细胞+完全培养基曰模型组院将
0.5 滋moL窑L-1 DOX+H9C2 心肌细胞+完全培养基曰
LFN2组院5 滋g窑mL-1 LFN2+0.5 滋mol窑L-1 DOX+H9C2心

肌细胞+完全培养基曰Db-cAMP 组院100 滋mol窑L-1

Db-cAMP+0.5 滋mol窑L-1 DOX+H9C2 心肌细胞+完
全培养基遥 LFN2+Db-cAMP 组院5 滋g窑mL-1 LFN2+
100 滋mol窑L-1 Db-cAMP+0.5 滋mol窑L-1 DOX+H9C2
心肌细胞+完全培养基遥
3.4 RT-qPCR检测 ANP/BNP

收集各组 H9C2 细胞袁依据快速 RNA 提取试剂

盒加入相应试剂提取细胞 RNA袁并测定 RNA 浓度

及质量袁以 All-in-one RT Super Mix for qPCR 逆转

录试剂盒进行反转录放入 PCR 仪中袁根据说明书设

定程序得到 cDNA袁冰上备用遥 依据 RT-qPCR 试剂

盒配置反应体系:2X qPCR Master Mix10尧上下游引

物各1 滋L尧模板 cDNA 1 滋L尧无RNA酶水补至20 滋L遥
扩增条件:50 益袁2 min曰95 毅C 预变性 2 min曰95 益
变性 15 s曰退火 55~60 益袁15 s曰72 益延伸 1 min袁
共 40 个循环遥 依据 2-吟吟Ct 检测 ANP/BNP mRNA 相

对表达水平遥 TUBLIN 作为内参基因袁引物具体序列

见下表 1遥

3.5 ELISA检测上清中 cAMP表达量

收集细胞培养基后袁将试剂盒所有组分从冰箱

中取出袁室温下溶解遥 用标准品稀释液将高浓度cAMP
标准品进行倍比稀释袁并设空白孔尧标准品孔尧样本

孔遥每个标准品点和样本均设 3 个复孔袁以保证结果

的准确性遥 除空白孔外袁每孔立即加入 50 滋L 的

cAMP-HRP 结合物遥 用封板膜封住反应板袁37 益恒

温孵育箱中避光孵育 60 min遥 揭开封板膜袁弃去孔

内液体遥 每孔加满预先配制好的洗涤液袁重复洗板 5
次后袁将微孔板在吸水纸上拍干遥每孔依次加入底物

A 和底物 B 各 50 滋L袁轻轻震荡混匀袁37 益避光孵

育袁待前三孔溶液颜色应由蓝色立即转为黄色袁每孔

加入 50 滋L 终止液袁立即用酶标仪于 450 nm 波长

下测量各孔的 OD 值遥 同时设置 630 nm 作为参比

波长进行双波长校正遥
3.6 免疫荧光检测 Drp1蛋白荧光强度

将细胞根据分组处理相应时间后袁 加入线粒体

染色试剂 30 min 后袁用 PBS 洗涤细胞两次袁加入

4%多聚甲醛固定液固定细胞30 min袁PBST 洗涤细

胞袁加入 TritonX-100 透化细胞 40 min袁再次洗涤细

胞袁加入 Drp1渊1颐300冤袁4 益孵育过夜袁洗涤细胞后加

入免疫荧光二抗孵育 40 min袁PBST 洗涤细胞 3 次袁
加入 DAPI 染色 10 min袁洗 3 次加入抗荧光淬灭试

剂袁荧光显微镜下观察遥
3.7 Hoechst和 PI 双染检测细胞凋亡与坏死率

根据分组制备细胞样品后袁弃上清液袁重悬遥 依

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences
基因名称

ANP

BNP

TUBULIN

序列

GAAGATGCCGGTAGAAGATGAG
AGAGCCCTCAGTTTGCTTTTC
CAATCCACGATGCAGAAGCTG
CGCTGTCTTGAGACCTAAGGACT
GACCAAGCGTACCATCCAGT
CCACGTACCAGTGCACAAAG

引物长度/bp
373

724

1942
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次加入 1 mL 细胞染色缓冲液袁5 滋L Hoechst 染色

液和 5 滋L PI 染色液袁混匀袁4 益孵育 20 min遥 离心

后袁PBS 洗涤一次袁在荧光显微镜下观察遥
3.8 Western blot检测 Drp1及凋亡相关蛋白表达量

各组细胞弃上清袁用预冷的 PBS 洗涤后袁加入

提前制备好的含有蛋白酶磷酸酶抑制剂的 RIPA 裂

解液在冰上充分裂解 30 min袁收集细胞袁12 000 r/
min 离心 20 min渊离心半径 10 cm冤袁收集上清获得

蛋白袁用 A280法进行蛋白浓度测定后袁按照均一浓度

为 20 滋g/10 滋L准备蛋白上样样本袁随后依次完成制

胶袁上样袁电泳袁电转袁封闭袁加入 Drp1渊1颐3 000冤尧
Bcl-2渊1颐2 000冤尧Bax渊1颐5 000冤尧cleaved Caspase-3渊1颐
2 000冤一抗后袁4 益孵育过夜袁洗膜袁二抗孵育袁最后

滴加 ECL 发光液袁使用显影仪曝光拍照袁应用 Im鄄
ageJ 软件对得到的条带进行灰度值分析遥
3.9 统计学方法

采用 GraphPad Prism 9.0 和 SPSS 20.0 软件进

行数据分析和统计袁结果以野曾依s冶表示遥 对于符合正

态分布且具备方差齐性的数据袁采取单因素方差分

析法袁P<0.05 表示差异存在统计学意义遥
4 结果

4.1 网络药理学结果

4.1.1 靶点筛选 通过 GeneCards 和 OMIM 数据

库袁搜索关键词野heart failure冶袁TCMSP 和 SwissTar鄄

getPrediction 数据库搜索 LFN2 成分的靶点袁整理后

得到 5 140个疾病靶点袁946个药物靶点遥 将药物靶点

和疾病靶点求交集得到交集靶点 553 个遥 详见图 1遥

4.1.2 核心靶点及药物-成分-疾病 PPI网络构建 将

上述交集靶点输入 STRING 数据库袁并将交集靶点文

件导入 Cytoscape3.9.1 软件对关键靶点可视化渊图2冤遥
并根据 MCC 算法得到 AKT1尧ALB袁TNF 排名前三的

靶点袁在该网络中靶点 HSD11B1尧AR尧PGR尧PTPN1尧
CYP19A1 等靶点连接的边线较其他多遥 同时袁Gin
senoside Rh4尧Biatractylolide尧Panaxydol尧Danshenxin 鄄
kun D 和 Tumulosic acid 等成分在网络中的 Degree
值也较大袁可能在复方成分干预心力衰竭的过程中

发挥重要作用遥
4.1.3 GO/KEGG 富集分析 GO 功能和 KEGG 通

图 1 韦恩图

Fig.1 Venn diagram

图 2 PPI网络图

Fig.2 PPI network diagram
注院A.核心靶点 PPI 网络构建曰B.药物-成分-疾病 PPI 网络构建遥

A B
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路富集分析结果显示袁GO 富集分析共获得 1 412个
生物过程渊biological process, BP冤尧172 个细胞组分

渊cellular component, CC冤尧363 个分子功能渊molecu鄄
lar function, MF冤袁依据 P值大小袁分别列举每个模

块前 10 的条目渊见图 3冤遥通过 KEGG 通路富集分析

得到 202 条通路 渊P约0.05冤遥 选择前 20 条进行展示

渊见图 3冤遥 GO 分析中 BP 主要涉及对异生物质的反

应尧蛋白质磷酸化尧炎症反应尧凋亡过程的负向调控

等袁CC 主要涉及细胞外空间尧线粒体尧细胞质基质尧
细胞质等曰MF 主要涉及蛋白激酶活性尧酶结合尧蛋
白质丝氨酸/苏氨酸激酶活性尧蛋白质丝氨酸激酶活

性尧ATP 结合等遥 KEGG 通路富集分析结果显示LFN2
调节心力衰竭作用与 Wnt 信号通路尧Rap1 信号通

路尧MAPK 信号通路尧PPAR 信号通路尧cAMP 信号通

路尧胰高血糖素信号通路尧肾素分泌尧致心律失常性

右心室心肌病尧内分泌抵抗尧昼夜节律尧胰岛素抵抗

等疾病和代谢通路过程密切相关袁提示了 LFN2 活

性成分可能通过控制多种复杂生物途径袁发挥对心

力衰竭的治疗作用遥
4.1.4 分子对接 采用 AutoDock 软件将上述野药
物-成分-疾病靶点图冶网络中筛选出的前 5 个核心

成分Ginsenoside Rh4尧Biatractylolide尧Panaxydol尧Dan鄄
shenxinkun D和 Tumulosic acid 及核心靶点GAPDH尧
TNF尧IL-6尧AKT1尧ALB 进行对接验证袁得到各小分

子化合物与大分子蛋白结合能遥 通常认为结合能

约-4.184 kJ窑mol-1袁配体和受体能自发结合袁结合能

越低袁亲和力越强袁发生作用的可能性越大遥 将获得

的各成分与靶点的结合能结果以表所示遥 详见图 4遥
4.2 细胞实验结果

4.2.1 CCK-8 对 DOX 及 LFN2 作用最适浓度的筛

选 本研究中 DOX 对心肌细胞的 IC50为 0.5 滋mol/L袁
后续选用此浓度作为 H9C2 细胞心力衰竭模型的造

模浓度遥 而 LFN2 药物随着药物浓度的增加袁细胞活

力呈现先升高后降低的变化趋势袁在 5 滋g/mL-1 达

到细胞活力的峰值袁故 5 滋g/mL-1 的 LFN2 作为最佳

药物浓度袁Db-cAMP 浓度[7]以 100 滋mol窑L-1 用于后

续实验袁见图 5遥
4.2.2 RT-qPCR 检测各组 ANP尧BNPmRNA 的相对

表达量的影响 与对照组相比袁模型组 ANP尧BNP的
mRNA 的相对表达量显著升高渊P<0.01冤曰与模型组

相比袁LFN2 组和 Db-cAMP 组 ANP尧BNPmRNA 的

相对表达量均降低渊P<0.05冤袁与 LFN2 组相比袁LFN2+
Db-cAMP 组 ANP尧BNPmRNA 进一步降低渊P<0.05冤遥
详见图 6遥
4.2.3 ELISA 检测各组细胞中 cAMP 含量 与对照

组相比袁模型组 cAMP 含量显著下降渊P<0.05冤曰与模

型组相比袁LFN2 与 Db-cAMP 组 cAMP 含量均升高

渊P<0.05冤曰与 LFN2 组相比渊P<0.05冤袁LFN2+Db-cAMP
组 cAMP 含量进一步上调渊P<0.05冤遥 详见图 7遥
4.2.4 LFN2 对各组 Drp1 荧光强度的影响 与对照

组相比袁模型组 Drp1 荧光强度显著升高渊P<0.01冤;
与模型组相比袁Db-cAMP 组及 LFN2 组 Drp1 荧光

图 3 富集分析

Fig.3 Enrichment analysis
注院A.KEGG 富集分析曰B.GO 富集分析遥

A B
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强度均降低渊P<0.05冤曰与 LFN2 组相比袁LFN2+Db-
cAMP 组 Drp1 的荧光强度进一步下降渊P<0.05冤遥 详

见图 8遥
4.2.5 Hoechst 和 PI 双染检测细胞凋亡与坏死率结

果 Hoechst 呈现蓝光袁主要与细胞核结合袁PI 呈现

红光袁与细胞晚期凋亡和坏死相关遥 与对照组相比袁
模型组细胞 PI 荧光强度显著升高渊P<0.05冤; 与模型

组相比袁Db-cAMP 组及 LFN2 组 PI 荧光强度均降

低渊P<0.05冤曰与 LFN2 组相比袁LFN2+Db-cAMP 组 PI
的荧光强度进一步下降渊P<0.05冤遥 详见图 9遥

图 4 分子对接结果及能热图

Fig.4 Molecular docking results and binding energy heatmap

Ginsenoside Rh4-ALB

Ginsenoside Rh4-TNF

图 5 CCK-8对 DOX和 LFN2 浓度的筛选渊曾依s袁n=3冤
Fig.5 CCK-8 screening for DOX and LFN2 concentrations 渊曾依s, n=3冤

注院与对照组比较袁#P<0.05袁##P<0.01曰与模型组比较袁*P<0.05曰与 LFN2 组比较袁吟P<0.05遥
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4.2.6 LFN2 对 Drp1 和细胞凋亡相关蛋白表达量

的影响 与对照组相比袁模型组 Drp1尧cleaved Cas鄄
pase-3尧促凋亡蛋白 Bax 升高渊P<0.05冤袁抗凋亡蛋白

Bcl-2 下降渊P<0.05冤曰与模型组相比袁LFN2 组 Drp1尧
cleaved Caspase-3尧促凋亡蛋白 Bax 降低渊P<0.05冤袁
抗凋亡蛋白 Bcl-2 升高渊P<0.05冤曰与 LFN2 组相比袁
LFN2+Db-cAMP 组 Drp1 蛋白进一步下降渊P<0.05冤袁
抗凋亡蛋白 Bcl-2 进一步升高渊P<0.05冤袁但 cleaved
Caspase-3尧促凋亡蛋白 Bax 同样升高渊P<0.05冤遥 详

见图 10遥

5 讨论

心力衰竭是心系疾病中一种复杂的临床综合征袁
相关研究显示袁心力衰竭患者 5 年死亡率约为50%袁
预后与恶性肿瘤相当[8]袁目前中国 35 岁及以上成年

人心力衰竭患病率约为 1.3%[9]袁 随着人口老龄化进

程加速以及冠心病尧 高血压等基础心血管疾病的年

轻化袁心力衰竭发病呈现逐年增高的趋势袁成为全球

性的重大公共卫生问题之一遥 心力衰竭病情严重程

度与心功能分级尧射血分数尧合并症及治疗规范性密

切相关[10]遥 若心输出量长期不足使得肾尧肝尧肠等重

图 6 RT-qPCR检测各组ANP尧BNP mRNA表达量渊曾依s袁n=3冤
Fig.6 RT-qPCR measurement of ANP and BNP mRNA

expression levels in each group 渊曾依s, n=3冤
注院 与对照组比较袁#P<0.05袁##P<0.01曰 与模型组比较袁*P<0.05曰与
LFN2 组比较袁吟P<0.05遥

图 7 ELISA 检测各组细胞 cAMP水平渊曾依s袁n=3冤
Fig.7 ELISA determination of cAMP level in each

group of cells 渊曾依s, n=3冤
注院与对照组比较袁#P<0.05曰与模型组比较袁*P<0.05袁与 LFN2 组比

较袁吟P<0.05遥

图 8 免疫荧光染色检测 H9C2细胞中 Drp1渊曾依s袁n=3冤
Fig.8 Immunofluorescence staining quantification of Drp1 in H9C2 cells 渊曾依s, n=3冤
注院与对照组比较袁#P<0.05袁##P<0.01曰与模型组比较袁*P<0.05袁**P<0.01曰与 LFN2 组比较袁吟P<0.05遥
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要器官受累袁常因多器官功能衰竭而死亡遥
心力衰竭患者心输出量下降主要由心室病理性

重构引起袁心室病理性重构是心肌细胞和成纤维细

胞异常增殖与凋亡失衡的结果袁主要受神经内分泌

图 9 Hoechst和 PI双染检测细胞凋亡与坏死率渊曾依s袁n=3冤
Fig.9 Quantification of apoptosis and necrosis rates by Hoechst/PI double staining 渊曾依s, n=3冤

注院与对照组比较袁#P<0.05袁##P<0.01曰与模型组比较袁*P<0.05袁**P<0.01袁与 LFN2 组比较袁吟P<0.05遥

图 10 WB检测 Drp1 和凋亡蛋白相对表达量渊曾依s袁n=3冤
Fig.10 Western blot quantification of relative expression levels of Drp1 and apoptosis-related

proteins 渊曾依s, n=3冤
注院A.对照组曰B.模型组曰C.LFN2 组曰D. Db-cAMP 组曰E. LFN2+ Db-cAMP 组遥 与对照组比较袁#P<0.05袁##P<0.01曰与
模型组比较袁*P<0.05袁**P<0.01袁与 LFN2 组比较袁吟P<0.05袁吟吟P<0.01遥
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的调节[11]遥 作为激素尧神经递质调节的第二信使cAMP袁
在此病理过程中发挥重要作用[12-14]遥 既往研究发现袁
cAMP 水平下降可抑制 PKA 活性袁减少对 Drp1 的磷

酸化修饰袁促使 Drp1 从细胞质移位至线粒体外膜遥
线粒体外膜是 Bcl-2 抗凋亡与 Bax 促凋亡蛋白共同

作用平台袁Drp1 增多可竞争性结合抗凋亡蛋白 Bcl-
2袁削弱 Bcl-2 对促凋亡蛋白 Bax 的抑制能力袁并引

发细胞色素等促凋亡因子释放与 cleaved Caspase-3
的激活袁多因素协同作用袁可导致内源性细胞凋亡[15]袁
并可通过炎症因子级联反应最终引起全身炎症反

应袁加重心力衰竭病情进展遥
LFN2 是王显教授根据慢性心力衰竭急性发作

起病急袁传变迅速袁易累多脏等风证特点袁创新性提

出治疗心力衰竭的方剂[16]袁是中医学野络虚风动冶理
论的具体应用遥 络风内动理论亦认为袁心力衰竭始

于气虚停饮袁阳气内弱袁心下空虚袁行血无力袁痰饮血

瘀等病理产物蓄积袁壅滞络脉袁酿生伏风袁如遇外风

侵袭袁无力抗邪袁引动内风逆乱气血则可引动心力

衰竭发作遥 线粒体是心肌细胞能量代谢的主要场

所袁同时介导细胞凋亡及免疫反应袁线粒体功能障

碍与心力衰竭的发生发展密切相关[17]遥 线粒体动力

学失衡是呼吸链电子传递受阻尧ATP 合成锐减尧免疫

低下渊虚气冤的根源袁线粒体呼吸链异常会导致mtROS
大量堆积袁损伤细胞膜的完整性袁促使凋亡因子渊络
脉伏风冤的释放袁并引起细胞焦亡与极化尧加速炎症

的激活渊络风内动冤[18]遥 课题组前期研究发现袁LFN2
可降低心力衰竭患者的炎症因子表达袁改善能量代

谢障碍并抑制 ROS 的释放[19]遥 基于以上研究基础袁
我们提出假说院络虚风动过程本质是野线粒体能量

耗竭-凋亡心肌细胞蓄积-炎症级联冶的递进失控遥
故本研究旨在运用网络药理学和细胞实验初步

探索 LFN2 治疗心力衰竭的机制袁网络药理学结果

显示袁LFN2 治疗心力衰竭的主要活性成分包括人

参皂苷 Rh4尧双白术内酯尧人参炔醇尧丹参新醌 D 和

土莫酸袁这些物质是人参尧白术尧丹参尧茯苓的有效成

分袁是益气活血利水法调节线粒体功能并改善过度

细胞凋亡的常用药[20-21]袁而 PPI 网络分析发现 LFN2
与心力衰竭交集靶点的枢纽基因为 HSD11B1尧AR尧
PGR尧PTPN1尧CYP19A1袁这些基因皆与 cAMP 通路直

接或间接相关曰值得注意的是袁GO 富集分析中 CC
和 BP 两个类别袁线粒体细胞组分和凋亡信号通路

均显著富集遥 线粒体不仅是 cAMP 信号通路作用的

下游靶点袁且是调控细胞凋亡的关键细胞器[22]遥 此外

KEGG 通路富集分析提示袁LFN2 可能通过调控

cAMP 信号通路来治疗心力衰竭遥 而相关研究显示

线粒体动力学异常和细胞过度凋亡皆是诱导炎症激

活的关键因素 [23-24]袁这与络虚生风的病变过程同样

具有一致性遥 故本研究将 LFN2 治疗心力衰竭的通

路瞄定于 cAMP/Drp1尧细胞凋亡通路遥
多个研究采用不同造模方式制备的心力衰竭模

型中袁如丁霞[25]通过对多柔星诱导的慢性心力衰竭

大鼠的研究发现木防己汤可通过 cAMP/PKA/AQP2
信号通路改善心力衰竭大鼠的心功能袁梁涛等[26]采

用盐酸普鲁帕酮注射液制备的心力衰竭模型袁发
现 cAMP/PKA 信号转导通路对心肌细胞收缩有重

要影响遥 王萧等[27]利用全基因表达谱芯片分析导管

术造成心气虚型心力衰竭模型家兔的差异表达基因

提示袁心力衰竭程度与 cAMP含量成反比遥 本研究通

过DOX 诱导 H9C2 复制心力衰竭模型袁通过检测细

胞中的 ANP 和 BNP 的 mRNA 表达确保心力衰竭模

型制备成功袁与模型组相比袁LFN2可降低 ANP和 BNP
的mRNA袁证实 LFN2 可发挥治疗心力衰竭的作用遥为
进一步探索 LFN2 治疗心力衰竭的机制袁 采用Elisa
和 WB 等多种方法检测 cAMP/Drp1 及细胞凋亡相

关蛋白 Bax,Bcl-2袁cleaved Caspase-3遥结果表明院与
对照组相比袁模型组 cAMP 表达减少袁Drp1 蛋白及

荧光强度增加袁促凋亡蛋白 Bax尧cleaved Caspase-3
升高袁抗凋亡蛋白Bcl-2 下降曰相较于模型组袁Db-
cAMP组及 LFN2 组 Drp1 蛋白及荧光强度下降袁促
凋亡蛋白Bax 和 cleaved Caspase-3 降低袁抗凋亡蛋

白 Bcl-2 升高袁与 LFN2 组相比袁LFN2+Db-cAMP组
Drp1 免疫荧光和蛋白表达进一步降低袁抗凋亡蛋白

Bcl-2 进一步升高袁促凋亡蛋白 Bax 和 cleaved Cas鄄
pase-3 虽亦升高袁但 Bcl-2/Bax 比值升高遥 上述实验

结果初步表明 LFN2 可能通过上调 cAMP袁抑制Drp1
和抗细胞凋亡从而改善心力衰竭的病情遥

综上袁LFN2 可改善心力衰竭的病情严重程度袁
这可能归因于其调控 cAMP/Drp1 通路及抗凋亡通

路遥 该研究为中医药在心力衰竭治疗中提供了新思

路袁并初步挖掘了从风论治心力衰竭的科学内涵遥
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