
基于转录组测序探讨宝心艾维西木口服液对斑马鱼心力衰竭的影响

霍仕霞１，２，３， 　 铁晓璐３， 　 张　 云４， 　 李治建２，３， 　 尹海龙１， 　 董雨薇１， 　 赵　 军５，６∗， 　 尹　 强１∗

［１． 新疆维吾尔药业有限责任公司， 新疆 乌鲁木齐 ８３０００１； ２． 新疆维吾尔自治区维吾尔医医院 （新疆维

吾尔自治区第二人民医院） 药学部， 新疆 乌鲁木齐 ８３００４９； ３． 新疆中药医院制剂循证与转化重点实验

室， 新疆 乌鲁木齐 ８３００４９； ４． 山东省科学院生物研究所， 山东 济南 ２５０１０３； ５． 新疆医科大学公共卫生

学院， 新疆 乌鲁木齐 ８３００１１； ６． 新疆维吾尔自治区药物研究院， 新疆 乌鲁木齐 ８３００４９］

收稿日期： ２０２４⁃０８⁃１２
基金项目： 天山创新团队项目 （２０２４Ｄ１４０１８）； ２０２３ 年新疆维吾尔自治区青年岐黄学者项目 （霍仕霞）
作者简介： 霍仕霞 （ １９８３—）， 女， 博士， 研究员， 研究方向为中药民族药物质基础及新药研发。 Ｔｅｌ： １３５６５８８９３２２， Ｅ⁃ｍａｉｌ：

ｈｕｏｓｈｉｘｉａ１９８３＠ １６３．ｃｏｍ
∗通信作者： 赵　 军 （１９７３—）， 男， 博士， 研究员， 研究方向为中药天然药物研究与开发。 Ｔｅｌ： １８０９９１８６１１５， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｈａｏｊｕｎ２１ｃｎ＠

１６３．ｃｏｍ
尹　 强 （１９８３—）， 男， 博士， 正高级工程师， 研究方向为民族药新药开发。 Ｔｅｌ： １５３２７３０００５０， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｙｉｎｑｉａｎｇ＠
ｒｅｎｆｕ．ｃｏｍ􀆰 ｃｎ

摘要： 目的　 探讨宝心艾维西木口服液对斑马鱼心力衰竭的作用及机制。 方法　 以 ＡＢ 野生型及 Ｔｇ （ｃｍｌｃ２： ＥＧＦＰ）
斑马鱼为研究对象， 设置空白组、 模型组、 地高辛组、 宝心艾维西木口服液组。 采用盐酸维拉帕米建立斑马鱼心力衰

竭模型， 选取相应尾数置于显微镜下拍照并进一步分析斑马鱼心包面积、 静脉淤血面积、 静脉窦⁃动脉球 （ＳＶ⁃ＢＡ）
距离、 心率、 短轴缩短率 （ＦＳ）、 射血分数 （ＬＶＥＦ）、 血流速度变化； 观察心肌细胞凋亡、 心脏组织形态变化； 通过

转录组测序预测宝心艾维西木口服液抗心力衰竭活性的相关信号通路， 并利用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测信号通路相关基因的

表达。 结果　 与模型组比较， 宝心艾维西木口服液中、 高剂量组斑马鱼心包面积、 静脉淤血面积、 ＳＶ⁃ＢＡ 距离、 心肌

细胞凋亡数均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 心率、 ＦＳ、 ＬＶＥＦ、 血流速度均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 心脏壁厚度有不同程度的

改善。 通过 ＫＥＧＧ、 ＧＯ 富集分析发现， 差异基因富集在 Ａｐｅｌｉｎ 信号通路、 Ｇ 蛋白偶联受体结合生物过程， 且宝心艾

维西木口服液可调控该通路基因的异常表达。 结论　 宝心艾维西木口服液对维拉帕米致斑马鱼心力衰竭具有一定的改

善作用， 该作用与其抑制心肌细胞凋亡、 调节 Ａｐｅｌｉｎ 信号通路及 Ｇ 蛋白偶联受体结合生物过程相关。
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　 　 心力衰竭是各种心血管疾病的终末表现， 其特征是由

左心室 （或全身） 功能障碍引起的疲劳和呼吸困难， 通常

伴有充血迹象［１］ 。 心力衰竭发病率随着人口老龄化程度的

上升而增加［２⁃３］ 。 常规药物治疗包括血管紧张素转化酶抑制

剂、 β 受体阻滞剂、 利尿药、 皮质类固醇受体拮抗剂、 钠⁃
葡萄糖共转运蛋白Ⅱ抑制剂等［４］ 。 然而， 长期使用这些化

学药物可能会导致严重的副作用， 如电解质耗竭、 液体耗

竭、 低血压等［５］ 。
中医药具有多成分、 多途径、 多靶点等优势， 在改善

心力衰竭患者临床症状、 提高生活质量、 增加活动耐量等

方面具有一定优势［６］ 。 宝心艾维西木口服液是新疆维吾尔

自治区维吾尔医医院的院内制剂， 临床上长期用于治疗心

血管疾病， 临床疗效显著， 但目前尚未有研究报道其在心

力衰竭防治中的作用。
斑马鱼模型在心力衰竭药效学研究中被普遍应用［７⁃９］ 。

维拉帕米致斑马鱼心力衰竭模型是快速筛选和评估心力衰

竭治疗药物在体内疗效的工具［１０］ 。 因此， 本研究通过盐酸

维拉帕米诱导建立斑马鱼心力衰竭模型， 评价宝心艾维西

木口服液对心力衰竭斑马鱼心脏的影响， 并探讨其作用机

制， 旨在为临床治疗心力衰竭提供实验依据。
１　 材料

１􀆰 １　 实验动物　 野生型 ＡＢ 品系斑马鱼和心脏绿色荧光的

Ｔｇ （ｃｍｌｃ２： ＥＧＦＰ） 斑马鱼， 由山东省斑马鱼人类疾病模

型与药物筛选工程技术研究中心提供， 并饲养于该单位

（温度 ２８ ℃， 黑暗 ／光照 １０ ｈ ／ １４ ｈ）。 在实验前一天的 １５：
３０ 时取健康性成熟的雌雄斑马鱼， 将雌雄以 １ ∶ １ 或者 １ ∶
２ 的比例放入产卵缸， 隔板分开。 次日 ８： ３０ 时抽板，
１１： ００时收集受精卵。 将收集好的胚胎放到 （２８±１）℃恒

温培养箱中控光培养， 备用。 实验方案符合动物福利伦理

要求， 由山东省科学院生物研究所实验动物福利伦理委员
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会批准 （批准号 ＳＷＳ２０２３０７１０）。
１􀆰 ２ 　 药 物 与 试 剂 　 宝 心 艾 维 西 木 口 服 液 （ 批 号

２０２２０５０９）， 由新疆维吾尔自治区维吾尔医医院提供； 盐酸

维拉帕米 （纯度≥９９％ ， 批号 Ｄ２３２３１２２７）、 地高辛 （批号

Ｇ２３１８８３８）， 购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司。 吖

啶橙 （ＡＯ） 染料 （批号 Ａ１８ＨＳ１８６４６０）， 购自上海源叶生

物科技有限公司； 通用型组织固定液 （批号 Ｇ１１０１）、 苏木

素⁃伊红 （ＨＥ） 染液 （批号 Ｇ１０７６）， 购自武汉赛维尔生物

科技有限公司； 实验用水为斑马鱼胚胎培养用水 （ ５􀆰 ０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ０􀆰 １７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ， ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＣｌ２， ０􀆰 １６
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＳＯ４）。
１􀆰 ３　 仪器 　 ＳＺＸ１６ 型荧光显微镜、 ＤＰ２⁃ＢＳＷ 型图像采集

系统 （日本奥林巴斯公司）； ＡＸＩＯ Ｚｏｏｍ Ｖ１６ 体视显微镜

（德国蔡司公司）； 斑马鱼养殖饲养设备 （北京爱生科技发

展有限公司）； 高速离心机、 梯度 ＰＣＲ 仪 （美国赛默飞世

尔科技公司）； 脱水机 （意大利迪佩斯公司）； 包埋机 （武
汉俊杰电子有限公司）； 病理切片机 （上海徕卡仪器有限

公司）； 组织摊片机 （浙江省金华市科迪仪器设备有限公

司）； 正置光学显微镜 （日本尼康公司）； 荧光定量 ＰＣＲ 仪

（瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 药物溶液配制　 根据斑马鱼与人用剂量［１１］ 换算得斑

马鱼给药剂量为 ３􀆰 ３３ μＬ ／ ｍＬ， 本实验设置低、 中、 高剂量

为 ３、 ６、 ９ μＬ ／ ｍＬ， 将宝心艾维西木口服液用斑马鱼胚胎

培养用水稀释成相应给药剂量。 盐酸维拉帕米用斑马鱼胚

胎培养用水配制成 ８０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸维拉帕米母液， 吸取 ５
μＬ 母液于 ２ ｍＬ 斑马鱼胚胎培养用水中即得 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 盐

酸维拉帕米， 现配现用。 地高辛用二甲基亚砜配制成 １０
ｍｇ ／ ｍＬ 母液， 吸取 ２ μＬ 于 ２ ｍＬ 斑马鱼胚胎培养用水中即

得 １２􀆰 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 地高辛。
２􀆰 ２　 分组、 造模及给药　 在显微镜下挑选发育正常的受精

后 ２ ｄ 的斑马鱼， 设置空白组、 模型组、 地高辛组和宝心

艾维西木口服液低、 中、 高剂量组。 地高辛组加入 １２􀆰 ８
μｍｏｌ ／ Ｌ 地高辛， 宝心艾维西木口服液低、 中、 高剂量组加

入 ３、 ６、 ９ μＬ ／ ｍＬ 宝心艾维西木口服液， 于 ２８ ℃恒温培养

箱预培养 ４􀆰 ５ ｈ 后弃去预保护药物， 并用斑马鱼胚胎培养

用水洗涤 ２ ～ ３ 次。 随后除空白组外， 其余各组加入 ２００
μｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸维拉帕米处理 ３０ ｍｉｎ。 空白组不做处理。
２􀆰 ３　 指标检测

２􀆰 ３􀆰 １　 心脏形态、 ＳＶ⁃ＢＡ 距离检测　 取受精 ２ ｄ 的斑马鱼

放入 ２４ 孔板中， 每孔 １０ 尾， 按 “２􀆰 ２” 项下方法分组处理

后， 用 ０􀆰 ３％ 三卡因麻醉 １ ｍｉｎ， 于显微镜下观察斑马鱼心

脏形态并拍照， 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量各组斑马鱼静脉淤血

面积、 心包面积、 ＳＶ⁃ＢＡ 距离。
２􀆰 ３􀆰 ２　 心功能检测　 取受精 ２ ｄ 的斑马鱼放入 ２４ 孔板中，
每孔 １０ 尾， 按 “２􀆰 ２” 项下方法分组处理后， 用 ０􀆰 ３％ 三卡

因麻醉 １ ｍｉｎ， 于倒置荧光显微镜下观察斑马鱼心脏形态并

拍照， 记录心率， 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量各组斑马鱼心脏短

轴、 长轴距离， 并计算其短轴缩短率 （ ＦＳ）、 射血分数

（ＬＶＥＦ）。 ＦＳ ＝ （舒张末期宽度－收缩末期宽度） ／舒张末

期宽度×１００％ ； ＬＶＥＦ ＝ 每搏输出量 ／心室舒张末期体积×
１００％ ， 其中每搏输出量＝舒张末期体积－收缩末期体积。
２􀆰 ３􀆰 ３　 心肌细胞凋亡情况检测　 取受精 ２ ｄ 的斑马鱼放入

６ 孔板中， 每孔 １０ 尾， 按 “２􀆰 ２” 项下方法分组处理后，
用斑马鱼胚胎培养用水清洗 ３ 次， 每孔加入 ２ ｍＬ ＡＯ 染液

（５ μｇ ／ ｍＬ）， 放置培养箱中孵育 ３０ ｍｉｎ， 用斑马鱼胚胎培

养用水清洗 ３ 次， 加入 ０􀆰 ３％ 三卡因麻醉 １ ｍｉｎ， 于荧光显

微镜下观察并拍照。
２􀆰 ３􀆰 ４　 血流速度检测　 取受精 ２ ｄ 的斑马鱼放入 ２４ 孔板

中， 每孔 １０ 尾， 按 “２􀆰 ２” 项下方法分组处理后， 使用显

微镜及 Ｂｌｏｏｄ Ｆｌｏｗ ｖ５􀆰 １８􀆰 ０􀆰 ０ 软件记录斑马鱼血流， 后利用

ＭｉｃｒｏＺｅｂｒａＬａｂ Ｂｌｏｏｄ Ｆｌｏｗ ｖ３􀆰 ４􀆰 ６ 软件分析血流速度。
２􀆰 ３􀆰 ５　 心脏组织病理学观察　 取受精 ２ ｄ 的斑马鱼放入 ２４
孔板中， 每孔 １０ 尾， 按 “２􀆰 ２” 项下方法分组处理后， 用

斑马鱼胚胎培养用水洗涤 ２ ～ ３ 次， 加入 ０􀆰 ３％ 三卡因中麻

醉 １ ｍｉｎ， 再用 ４％ 多聚甲醛固定 ２４ ｈ 以上， 将斑马鱼于脱

水机内依次梯度乙醇进行脱水， 石蜡包埋后切片 （４ μｍ），
石蜡切片脱蜡至水， 纯净水冲洗后进行 ＨＥ 染色， 切片依

次放入无水乙醇、 正丁醇和二甲苯中脱水至透明， 并采用

中性树胶封片， 于显微镜下观察并拍照。
２􀆰 ４　 转录组学分析　 取受精 ２ ｄ 的斑马鱼放入 ６ 孔板中，
每孔 ３０ 尾， 按 “２􀆰 ２” 项下方法分组处理后， 收集空白组、
模型组、 宝心艾维西木口服液高剂量组斑马鱼于 １􀆰 ５ ｍＬ 无

酶灭菌 ＥＰ 管中。 先用斑马鱼胚胎培养用水洗涤 ２ ～ ３ 次，
再用 １×磷酸缓冲盐 （ＰＢＳ） 洗涤 ３ 次。 使用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取

总 ＲＮＡ， 转录组测序及原始数据分析委托上海欧易生物医

学科技有限公司完成。 将 Ｐ＜０􀆰 ０５ 及 Ｆｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅ ＝ １􀆰 ５ 的差

异 基 因 进 行 京 都 基 因 与 基 因 组 百 科 全 书 （ Ｋｙｏｔｏ
ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ） 及基因本体论

（ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ， ＧＯ） 富集分析。
２􀆰 ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测目的基因 ｍＲＮＡ 表达　 取受精 ２ ｄ 的

斑马鱼放入 ６ 孔板中， 每孔 ３０ 尾， 按 “２􀆰 ２” 项下方法分

组处理后， 用斑马鱼胚胎培养用水清洗 ３ 次， 收集每组斑

马鱼 ３０ 尾于 １􀆰 ５ ｍＬ 无酶灭菌 ＥＰ 管中， 纯净水漂洗 ３ 次，
ＰＢＳ 漂洗 ３ 次， 去除 ＰＢＳ， 收集样本于－８０ ℃保存。 向样

本中加入裂解液， 转移裂解产物至 Ｆａｓｔｐｕｒｅ ｇＤＮＡ 过滤柱

中， 离心并收集滤液， 加入 ０􀆰 ５ 倍滤液体积的无水乙醇，
转移全部混合物至 Ｆａｓｔｐｕｒｅ ＲＮＡ 柱中， 离心后弃滤液。 去

除杂质后向柱中加入 ３０ μＬ ＲＮａｅｓ⁃ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ 并离心得到

ＲＮＡ。 利用逆转录试剂将 ＲＮＡ 合成 ｃＤＮＡ， 以 ｒｐｌ１３ａ 为内

参基因， 进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析， 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算目的基因

相对表达。 引物序列见表 １。
２􀆰 ６　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０􀆰 ２ 软件进行处

理， 数据均以 （ｘ±ｓ） 表示， 符合正态性和方差齐性的， 组

间比较采用 ｔ 检验， 否则选择秩和检验； 多组比较采用单

因素方差分析。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
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表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′→３′）
ｒｐｌ１３ａ 正向 ＴＣＴＧＧＡＧＧＡＣＴＧＴＡＡＧＡＧＧＴＡＴＧＣ

反向 ＡＧＡＣＧＣＡＣＡＡＴＣＴＴＧＡＧＡＧＣＡＧ
ｇｎｇｔ１ 正向 ＧＧＣＧＡＡＧＡＴＧＧＡＡＧＴＡＡＣＣＣＡ

反向 ＣＡＣＡＧＣＡＴＴＴＧＧＡＣＡＣＣＴＴＣＧ
ｍｙｌ４ 正向 ＡＡＣＣＣＡＧＡＣＣＴＧＡＧＧＡＡＡＴＧ

反向 ＧＴＧＣＣＣＴＧＡＴＣＴＴＴＧＧＡＣＣＴ
ａｐｅｌｉｎ 正向 ＧＣＣＡＴＴＣＴＡＧＡＧＣＡＡＧＧＣＡＣ

反向 ＴＣＡＣＴＣＴＴＣＡＧＧＣＴＧＧＧＣＴＡ
ｇｎｂ３ｂ 正向 ＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴＣＴＧＴＴＧＧＧＧＡ

反向 ＴＴＧＣＧＡＧＣＣＧＣＣＴＣＡＡＴＣＴ
ａｄｒｂｋ２ 正向 ＧＧＡＧＡＧＴＣＴＣＧＧＣＡＡＡＡＣＣＴ

反向 ＴＣＴＣＡＣＡＣＴＧＣＡＧＧＡＣＧＡＡＣ
ｇｎａｉ２ａ 正向 ＣＣＧＡＧＴＡＴＣＣＡＧＧＣＧＡＡＧＡＣ

反向 ＣＧＴＧＴＧＧＴＣＴＡＧＡＡＧＡＧＣＣＣ
ｇｎａ１４ 正向 ＴＣＣＡＣＡＧＴＴＣＡＣＡＧＧＧＣＣＴＡ

反向 ＣＡＧＴＧＴＣＡＧＴＣＧＣＡＣＡＧＧＴＡ
ｇｎａｌ 正向 ＴＡＣＴＣＴＴＡＴＴＧＧＧＣＧＣＴＧＧＧ

反向 ＧＧＡＣＧＧＧＴＴＡＧＣＧＡＴＴＧＡＣＡ

３　 结果

３􀆰 １　 宝心艾维西木口服液对心力衰竭斑马鱼心脏形态、
ＳＶ⁃ＢＡ 距离的影响　 与空白组比较， 模型组斑马鱼心包面

积、 静脉淤血面积及 ＳＶ⁃ＢＡ 距离增大 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 地高辛组和宝心艾维西木口服液中、 高剂量组斑

马鱼心包面积、 静脉淤血面积及 ＳＶ⁃ＢＡ 距离减小 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 低剂量组斑马鱼心包面积及 ＳＶ⁃ＢＡ 距离减小 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见表 ２、 图 １。
３􀆰 ２　 宝心艾维西木口服液对心力衰竭斑马鱼心功能的影

响　 与空白组比较， 模型组斑马鱼心率、 ＦＳ 和 ＬＶＥＦ 值减

小 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 地高辛组和宝心艾维西木

口服液各剂量组斑马鱼心率、 ＦＳ 和 ＬＶＥＦ 值增加 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ３、 图 ２。
３􀆰 ３　 宝心艾维西木口服液对心力衰竭斑马鱼血流速度的影

响　 与空白组比较， 模型组斑马鱼血流速度减慢 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 地高辛组和宝心艾维西木口服液

各剂量组斑马鱼血流速度加快 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ４。
表 ２　 各组斑马鱼心包面积、 静脉淤血面积及 ＳＶ⁃ＢＡ 距离比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 心包面积 ／ μｍ２ 静脉淤血面积 ／ μｍ２ ＳＶ⁃ＢＡ 距离 ／ μｍ
空白组 ２１ ５３４±４７０ ０ ２５５􀆰 ９±４􀆰 ０
模型组 ２６ ４０６±４７８＃＃ ２１ ０６８±１ ７２３ ２９３􀆰 ６±５􀆰 ５＃＃

地高辛组 ２３ ６０５±３６６∗∗ １１ １８３±７１８∗∗ ２４７􀆰 １±４􀆰 ４∗∗

宝心艾维西木口服液低剂量组 ２２ ５８２±４４５∗∗ １６ ８５８±９３８ ２３２􀆰 ６±２􀆰 ８∗∗

宝心艾维西木口服液中剂量组 ２２ ５６３±５７５∗∗ １３ ２９０±３１０∗∗ ２４８􀆰 ５±３􀆰 ２∗∗

宝心艾维西木口服液高剂量组 ２２ １５３±７９０∗∗ １５ ７９６±１ ４２９∗∗ ２３９􀆰 ４±５􀆰 ７∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为地高辛组， Ｄ～ Ｆ 为宝心艾

维西木口服液低、 中、 高剂量组。 黑色虚框为心包面积大小，
红色虚框为静脉淤血面积大小， 黑色箭头指示心包面积， 红色

箭头指示静脉淤血面积。

图 １　 各组斑马鱼心脏形态

３􀆰 ４　 宝心艾维西木口服液对心力衰竭斑马鱼心肌细胞凋亡

的影响　 与空白组比较， 模型组斑马鱼心肌细胞凋亡数增加

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 地高辛组和宝心艾维西木口服

液各剂量组心肌细胞凋亡数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ５、 图 ３。
３􀆰 ５　 宝心艾维西木口服液对心力衰竭斑马鱼心脏病理的影

响　 与空白组比较， 模型组斑马鱼心脏壁厚度变薄； 与模

型组比较， 地高辛组和宝心艾维西木口服液各剂量组心脏

壁厚度有不同程度的改善， 见图 ４。
３􀆰 ６　 转录组学 （ＲＮＡ⁃ｓｅｑ） 差异基因表达分析　 宝心艾维

西木口服液在转录水平可明显改变斑马鱼的基因表达谱。
与空白组比较， 模型组导致 ８３４ 个基因发生变化； 与模型

组比较， 宝心艾维西木口服液高剂量组导致 ３３６ 个基因发

生变化， 其中， 有 ２６７ 个基因上调， ６９ 个基因下调。 空白

组与模型组， 模型组与宝心艾维西木口服液高剂量组有 １１１
个共同变化差异基因。 结果见图 ５。

表 ３　 各组斑马鱼心率、 ＦＳ 和 ＬＶＥＦ 值比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝７）
组别 心率 ／ ｂｐｍ ＦＳ ／ ％ ＬＶＥＦ ／ ％

空白组 １７１􀆰 ９０±１􀆰 ５６ ２４􀆰 ５０±０􀆰 ９５ ５５􀆰 ２９±１􀆰 ３０
模型组 １０２􀆰 ００±２􀆰 ３６＃＃ １２􀆰 ００±０􀆰 ５８＃＃ ２８􀆰 ４３±３􀆰 １５＃＃

地高辛组 １２３􀆰 ７０±１􀆰 ０４∗∗ １５􀆰 ２０±１􀆰 ３０∗ ３９􀆰 ４３±２􀆰 ６９∗

宝心艾维西木口服液低剂量组 １１７􀆰 ４０±１􀆰 ７８∗∗ １６􀆰 ００±１􀆰 ０７∗∗ ３８􀆰 ４３±２􀆰 ４６∗

宝心艾维西木口服液中剂量组 １２９􀆰 ４０±２􀆰 ４９∗∗ １５􀆰 ２０±１􀆰 １５∗ ３８􀆰 ４３±１􀆰 ７３∗

宝心艾维西木口服液高剂量组 １３０􀆰 ７０±３􀆰 ８１∗∗ １５􀆰 ４０±１􀆰 １３∗ ３７􀆰 ８６±２􀆰 ２１∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
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注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为地高辛组， Ｄ～Ｆ 为宝心艾维西木口服液低、 中、 高剂量组。 ａ 为心房、 ｖ 为心室。

图 ２　 各组心脏绿色荧光转基因斑马鱼收缩期、 舒张期代表图

表 ４　 各组斑马鱼血流速度比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
组别 血流速度 ／ （μｍ·ｓ－１）

空白组 ６５１􀆰 ６０±２７􀆰 ４０
模型组 ２４７􀆰 ４０±１９􀆰 ６７＃＃

地高辛组 ４８０􀆰 ４０±１２􀆰 ７６∗∗

宝心艾维西木口服液低剂量组 ４１７􀆰 ４０±４４􀆰 ９４∗∗

宝心艾维西木口服液中剂量组 ５２７􀆰 ９０±４１􀆰 ０９∗∗

宝心艾维西木口服液高剂量组 ５４０􀆰 ４０±１５􀆰 ９０∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ５　 各组斑马鱼心肌细胞凋亡数比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
组别 心肌细胞凋亡数 ／ 个

空白组 ３３􀆰 ７５±２􀆰 ７２
模型组 ５４􀆰 ５０±２􀆰 ２３＃＃

地高辛组 ４３􀆰 ５８±２􀆰 ７７∗

宝心艾维西木口服液低剂量组 ４２􀆰 ５０±２􀆰 ４９∗∗

宝心艾维西木口服液中剂量组 ４３􀆰 ５０±１􀆰 ８１∗∗

宝心艾维西木口服液高剂量组 ４２􀆰 ００±１􀆰 ８１∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为地高辛组， Ｄ ～ Ｆ 为宝心

艾维西木口服液低、 中、 高剂量组。 白色箭头所指绿色荧光

点表示凋亡的心肌细胞。

图 ３　 各组斑马鱼心肌细胞凋亡染色图

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为地高辛组， Ｄ～Ｆ 为宝心艾维西木口服液低、 中、 高剂量组。

图 ４　 各组斑马鱼心脏组织 ＨＥ 染色

注： Ａ 为不同组别差异基因 Ｖｅｎｎ 图， Ｂ 为宝心艾维西木口服液高剂量组与模型组差异基因火山图。

图 ５　 差异性基因表达分析
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３􀆰 ７　 差异基因 ＫＥＧＧ、 ＧＯ 富集分析　 ＫＥＧＧ 富集分析结果

显示， 模型组与宝心艾维西木口服液高剂量组比较， 差异

基因主要富集在 ＡＢＣ 转运蛋白、 Ａｐｅｌｉｎ 信号通路、 ＭＡＰＫ

信号通路， 见图 ６Ａ。 ＧＯ 富集分析结果显示， 模型组与宝

心艾维西木口服液高剂量组比较， 差异基因主要富集血红

素结合、 Ｇ 蛋白偶联受体结合等生物过程， 见图 ６Ｂ。

注： Ａ 为 ＫＥＧＧ 富集分析通路图， Ｂ 为 ＧＯ 富集分析通路图。

图 ６　 差异基因 ＫＥＧＧ、 ＧＯ 富集分析

３􀆰 ８　 宝心艾维西木口服液对转录组差异基因表达的影响　 对

ＫＥＧＧ、 ＧＯ 分析得到的 Ａｐｅｌｉｎ 信号通路和 Ｇ 蛋白偶联受体

结合生物过程的关键基因进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 验证。 与空白组比

较， 模 型 组 ｇｎｇｔ１ ｍＲＮＡ 表 达 降 低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｍｙｌ４、
ａｐｅｌｉｎ、 ａｄｒｂｋ２、 ｇｎａ１４、 ｇｎａｉ２ａ、 ｇｎａｌ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜

０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 宝心艾维西木口服液高剂量组与空

白组比 较， ｇｎｇｔ１ ｍＲＮＡ 表 达 升 高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｐｅｌｉｎ、
ｇｎｂ３ｂ、 ａｄｒｂｋ２、 ｇｎａ１４、 ｇｎａｉ２ａ、 ｇｎａｌ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见表 ６～７。

表 ６　 各组斑马鱼 Ａｐｅｌｉｎ 信号通路 ｇｎｇｔ１、 ｍｙｌ４、 ａｐｅｌｉｎ、 ｇｎｂ３ｂ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３０）
组别 ｇｎｇｔ１ ｍＲＮＡ ｍｙｌ４ ｍＲＮＡ ａｐｅｌｉｎ ｍＲＮＡ ｇｎｂ３ｂ ｍＲＮＡ

空白组 １􀆰 ００±０􀆰 ０３ １􀆰 ００±０􀆰 ０１ １􀆰 ００±０􀆰 ０４ １􀆰 ０４±０􀆰 ３８
模型组 ０􀆰 ６６±０􀆰 ０１＃＃ １􀆰 ５０±０􀆰 １３＃＃ １􀆰 ３８±０􀆰 １６＃＃ １􀆰 ５４±０􀆰 ３５

宝心艾维西木口服液高剂量组 １􀆰 １９±０􀆰 １１∗∗ １􀆰 ３７±０􀆰 ０５ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０１∗∗ ０􀆰 ５０±０􀆰 ０８∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ７　 各组斑马鱼 Ｇ 蛋白偶联受体 ａｄｒｂｋ２、 ｇｎａ１４、 ｇｎａｉ２ａ、 ｇｎａｌ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３０）
组别 ａｄｒｂｋ２ ｍＲＮＡ ｇｎａ１４ ｍＲＮＡ ｇｎａｉ２ａ ｍＲＮＡ ｇｎａｌ ｍＲＮＡ

空白组 １􀆰 ００±０􀆰 ０３ １􀆰 ００±０􀆰 ０６ １􀆰 ００±０􀆰 ０５ １􀆰 ００±０􀆰 ０２
模型组 １􀆰 ５７±０􀆰 ０３＃＃ １􀆰 ７６±０􀆰 １３＃＃ １􀆰 ４４±０􀆰 ０３＃＃ １􀆰 ７５±０􀆰 １８＃＃

宝心艾维西木口服液高剂量组 １􀆰 ２７±０􀆰 ０１∗∗ １􀆰 ２８±０􀆰 ０５∗∗ １􀆰 ２３±０􀆰 ０３∗∗ １􀆰 ３１±０􀆰 ０５∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

４　 讨论

近年来， 中医药治疗心力衰竭的优势越来越突出［１２］ 。

维吾尔医药是中医药的重要组成部分， 宝心艾维西木口服

液作为维吾尔医药中治疗心血管疾病的经典方之一， 具有

治疗心力衰竭的潜力。

盐酸维拉帕米导致斑马鱼发生心包水肿、 静脉淤

血［１３］ ， 这些症状与人类心力衰竭患者病理生理学相似。 当

心脏发生损伤时， 心房和心室位置发生变化， 心脏出现环

化， 导致斑马鱼静脉窦⁃动脉球距离增加［１４］ 。 在心力衰竭发

展进程中， 心室发生进行性扩张并导致室壁压力增加和壁

变薄， 心肌细胞凋亡增加， 心脏功能进一步受损［１５］ 。 本实

验结果显示， 与空白组比较， 模型组斑马鱼的心包面积、

静脉淤血面积、 静脉窦⁃动脉球距离、 心肌细胞凋亡数目增

加， 心功能、 血流速度减弱， 心脏壁厚度变薄， 而给予宝
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心艾维西木口服液可改善心力衰竭斑马鱼心脏形态、 血流

速度、 心功能异常、 心脏病理变化， 并且有效抑制心肌细

胞凋亡。
本实验结果显示， 差异基因主要富集在 Ａｐｅｌｉｎ 信号通

路及 Ｇ 蛋白偶联受体结合生物过程。 Ａｐｅｌｉｎ 信号通路是一

种由 Ａｐｅｌｉｎ 与细胞表面 Ｇ 蛋白偶联受体 ＡＰＪ 结合的信号传

导途径［１６⁃１７］ 。 当 Ａｐｅｌｉｎ 结合后， ＡＰＪ 激活 Ｇ 蛋白， 进而激

活下游效应物从而导致一系列生理效应， 包括心肌收

缩［１８］ 、 血管生成［１９］ 和能量调节代谢［２０］ 。 Ａｐｅｌｉｎ 是一种具

有正性肌力作用的心脏保护肽［２１］ ， 主要存在于血管平滑

肌、 心肌组织等。 研究表明， 早期心力衰竭患者血浆中

Ａｐｅｌｉｎ 水平升高［２２］ ， 而晚期心力衰竭患者血浆中 Ａｐｅｌｉｎ 水

平却下降。 ａｄｒｂｋ２ 为 Ｇ 蛋白偶联受体激酶家族成员， 在调

节 Ｇ 蛋白偶联受体的跨膜信号转到中起关键作用。 研究表

明， 抑制 ａｄｒｂｋ２ 在心脏中的表达可以缓解心功能不全［２３］ 。
本实验进一步通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 验证转录组结果， 发现与空白

组比较， 模型组 ａｐｅｌｉｎ、 ａｄｒｂｋ２ ｍＲＮＡ 表达升高， 而给予宝

心艾维西木口服液后可改善其表达。
综上所述， 宝心艾维西木口服液可改善心力衰竭斑马

鱼心脏形态， 改善心功能， 缓解血流速度， 改善心脏壁厚

度， 其可能通过抑制心肌细胞凋亡、 调节 Ａｐｅｌｉｎ 信号通路

及 Ｇ 蛋白偶联受体结合， 从而发挥抗心力衰竭作用。
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