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［摘 要］ 目的：观察川芎嗪衍生物（Liguzinediol）对普罗帕酮诱导的急性心力衰竭大鼠心脏的保护作用及机制。方法：静脉

注射普罗帕酮复制大鼠急性心力衰竭模型，给予不同剂量的Liguzinediol（5.0、10.0、20.0 mg/kg）及阳性药西地兰（Digilanid C
0.045 mg/kg），用RM6240多道生理信号采集处理系统记录给药0、5、10、20、40、60、90、120 min时左心室内压最大上升/下降速

率（±dp/dtmax）、左心室收缩压（left ventricular systolic pressure，LVSP）、平均收缩压（mean systolic pressure，MSP）、平均舒张压

（mean diastolic pressure，MDP）和心率（heart rate，HR）的变化；Western blot、q⁃PCR检测钙离子（Ca2+）转运相关蛋白表达并探索

其作用机制。结果：Liguzinediol 5.0、10.0和 20.0 mg/kg均能有效升高模型大鼠+dp/dtmax、⁃dp/dtmax、LVSP、MSP、MDP和HR。

Western blot和q⁃PCR结果显示Liguzinediol可增加钙调素依赖蛋白激酶Ⅱ（Ca2+/calmodulin⁃dependent protein kinaseⅡ，CAMKⅡ）

及其磷酸化蛋白P⁃ CAMKⅡ、肌浆网Ca2+⁃ATP酶（sarcoplasmic reticulum Ca2+⁃ATPase2a，SERCA2a）和磷酸化受磷蛋白（P⁃phos⁃
pholamban，P⁃PLN）的表达，而兰尼碱受体2（ryanodine receptor 2，RyR2）和FK506结合蛋白12.6（FK506 binding protein 12.6，FK⁃
BP12.6）表达无显著差异。结论：Liguzinediol可明显改善急性心衰大鼠的血流动力学指标，其作用机制可能是通过调控CAMKⅡ
改变细胞内Ca2+浓度来增强心肌收缩力，改善心衰。
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［Abstract］ Objective：To observe the protective effect and mechanism of liguzinediol on heart function in acute heart failure rats
induced by propafenone. Methods：The rat model of acute heart failure was replicated by propafenone intravenous injection，and
different doses of liguzinediol（5.0，10.0 and 20.0 mg/kg）and the positive drug of digilanid C（0.045 mg/kg）were given. The left
ventricular pressure was recorded by the RM6240 multichannel physiological signal acquisition and processing system for 0，5，10，20，
40，60，90 and 120 min. The changes of maximum ascending/ descending rate（±dp/dtmax），left ventricular systolic pressure（LVSP），

mean systolic pressure（MSP），mean diastolic pressure（MDP）and heart rate（HR）were observed，and calcium transport related protein
expression was used to detect the mechanism of liguzinediol by Western blot. Results：Liguzinediol 5.0，10.0 and 20.0 mg/kg could
effectively increase the +dp/dtmax，⁃dp/dtmax，LVSP，MSP，MDP and HR in model rats. Western blot and q⁃PCR results showed that the
expression of Ca2+/calmodulin⁃dependent protein kinaseⅡ（CAMKⅡ），P⁃CAMKⅡ，sarcoplasmic reticulum Ca2+⁃ATPase2a（SERCA2a）
and P ⁃ phospholamban（P ⁃ PLN）increased significantly after intervention with liguzinediol. There was no significant difference in
ryanodine receptor 2（RyR2）and FK506 binding protein 12.6（FKBP12.6）expression. Conclusion：Liguzinediol can increase the
intracellular calcium concentration and improve heart failure，and the mechanism may be through the regulation of CAMKⅡ.
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急性心力衰竭（acute heart failure，AHF）是指急

性发作或加重的左心功能异常所致的心肌收缩力

降低，使心排血量不能满足机体代谢需要，器官、组

织灌流不足，同时出现体循环和（或）肺循环淤血的

表现。心力衰竭是多数心血管疾病发展到后期出

现的严重疾病，也是心血管疾病患者死亡的主要原

因。目前治疗AHF的药物有正性肌力药、利尿药、血

管扩张药等，但这些药物的安全窗窄，有心律失常、电

解质紊乱等不良反应。川芎嗪衍生物（Liguzinediol）
为川芎嗪进行结构修饰的产物，化学名为2，5⁃二羟甲

基⁃3，6⁃二甲基吡嗪［1-3］。前期研究发现Liguzinediol
具有较强的正性肌力作用，且无心律失常等不良

反应［4］。本研究利用普罗帕酮静脉注射造成急性心

力衰竭模型，来观察Liguzinediol对模型大鼠的心功

能影响，并探索其机制，以期为临床用药提供依据。

1 材料和方法

1.1 材料

健康清洁级 SD大鼠，体重 220~250 g，69只，购

自杰思捷动物有限公司，饲喂全价营养颗粒饲料，

自由采食及饮水。适应性饲养1周后进行实验。

普罗帕酮（批号：20111027，广州白云山明兴制

药有限公司）；Liguzinediol（批号：20130506，纯度达

99.57%，南京中医药大学药学院李伟教授提供）；西

地兰（Digilanid C，批号：af121004，上海旭东海普制

药有限公司）；肝素（批号：120212，上海如吉生物科

技发展有限公司）；水合氯醛（批号：20110329，天津

市科密欧化学试剂有限公司）；兰尼碱受体2（ryano⁃
dine receptor 2，RyR2）一抗（批号：Q2299345，Merck
KgaA公司，德国）；磷酸化兰尼碱受体 2（P⁃ryano⁃
dine receptor 2，P⁃RyR2）一抗（批号：AF7454）、磷酸

化钙调素依赖蛋白激酶Ⅱ（P⁃Ca2+/calmodulin⁃depen⁃
dent protein kinaseⅡ，P ⁃ CAMKⅡ）一抗（批号：

AF3434）（Affinity Biosciences公司，美国）；钙调素依

赖蛋白激酶Ⅱ（Ca2+/calmodulin⁃dependent protein ki⁃
naseⅡ，CAMKⅡ）一抗（批号：00004906，Proteintech
公司，美国）；肌浆网Ca2+⁃ATP酶（sarcoplasmic reticu⁃
lum Ca2 + ⁃ ATPase2a，SERCA2a）一 抗（ 批 号 ：

00005613，Proteintech公司，美国）；磷酸化受磷蛋白

（P⁃phospholamban，P⁃PLN）一抗（批号：G2314）、受磷

蛋白（phospholamban，PLN）一抗（批号：G2611）、

FK506 结合蛋白 12.6（FK506 binding protein 12.6，
FKBP12.6）一抗（批号：00017628）（Santa Cruz公司，

美国）。

1.2 方法

1.2.1 动物造模、分组及给药

动物 10%水合氯醛腹腔麻醉（0.36 g/kg），将大

鼠仰卧固定于恒温手术台上，颈部纵向切口，分离

右颈总动脉，头端结扎进行左心室插管，首先注入

适量肝素，然后向近心端插管，此时密切观察显示

器，当动脉压下降到0 mmHg时，显示导管已经进入

左心室，此时再将导管继续送入约0.2 cm，若左心室

动脉压保持稳定，则固定导管，记录左心室内压。

大鼠分离股动脉，由远心端插管，送入导管 1 cm后

固定，记录大鼠动脉压，大鼠四肢皮下插入心电图

针形电极，输入多导仪测Ⅱ导联心电图和心率

（heart rate，HR）。术后记录 15 min后，除空白对照

组外，其余各组于舌下静脉按体重 16.5 mg/kg给盐

酸普罗帕酮，当左心室内压最大上升/下降速率（±
dp/dtmax）下降到基础值的 2/3以下，右侧颈外浅静脉

使用 0.19 mg/（kg·min）剂量维持。当±dp/dtmax能维

持5 min不变，即标明心衰模型成功。将造模后的大

鼠随机分为模型组（生理盐水6 mL/kg，n=10）、阳性药

西地兰组（0.045 mg/kg，n=10）、Liguzinediol 组（5.0、
10.0、20.0 mg/kg，各组n=10）。
1.2.2 大鼠心功能检测

待模型稳定 5 min，进行舌下静脉给药，观察记

录大鼠给药5、10、20、40、60、90、120 min 后左心室收

缩压（left ventricular systolic pressure，LVSP）、平均收

缩压（mean systolic pressure，MSP）、平均舒张压

（mean diastolic pressure，MDP）和HR的变化，并计算

变化率（%）=（给药后值-造模后值）/造模后值×100%。

1.2.3 Western blot检测心肌组织钙离子转运相关

蛋白表达

称取心肌左心室组织重量，按每 50 mg样本加

入约 500 μL RIPA裂解液（含终浓度为 1 mmol/L的

PMSF），在冰浴中于玻璃匀浆器内充分裂解样本，获

得裂解液后离心（4 ℃，12 000 r/min，15 min），收集

上清，采用BCA法定量蛋白。配制 10%分离胶，按

20 μg 蛋白上样量进行上样，同时加入 5 μL蛋白

Marker，于恒流40 mA条件下进行电泳，当Marker各
条带充分分开时可终止电泳。PVDF 膜经甲醇活化

15 s~5 min后，于低温环境下转膜，转膜条件：恒压

80 V，1.5 h。转膜完成后，用 5%脱脂奶粉溶液封闭

1 h，经TBST 充分洗涤后（5 min/次，3次），与相应目

的蛋白：CAMKⅡ、P⁃CAMKⅡ、SERCA2a、RyR2、P⁃
RyR2、PLN、P⁃PLN 和 FKBP12.6 抗体结合，4 ℃过

夜。TBST 充分洗涤后（5 min/次，3次），与相应二抗
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室温结合1 h，TBST充分漂洗（10 min/次，3 次），于暗

室中滴加ECL发光液，于成像系统中曝光。

1.2.4 q⁃PCR检测心肌组织钙离子转运相关蛋白

mRNA的表达

称取心肌左心室组织重量，置于玻璃匀浆器

中，按 100 mg∶1mL的比例加入TRIzol试剂，按照试

剂说明书进行操作。酶标仪检测RNA浓度，然后进

行逆转录，获取cDNA，按试剂盒说明立即进行qPCR
反应。引物序列见表1。

1.3 统计学方法

用 SPSS 21.0统计软件对多组数据进行单因素

方差分析，重复测量数据进行重复测量方差分析，

两两比较采用 LSD检验，计量资料以均数±标准差

（x ± s）表示，P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 Liguzinediol对普罗帕酮所致急性心衰大鼠心

功能的影响

给予盐酸普罗帕酮后，LVSP明显下降，静脉注

射不同剂量的Liguzinediol后，LVSP逐渐升高，呈剂

量效应关系。心率在给药前后变化不大（图1）。

2.2 Liguzinediol对模型大鼠+dp/dtmax的影响

普罗帕酮造模后大鼠+dp/dtmax下降明显（+dp/dtmax

下降约 40%），和空白组相比差异显著（P < 0.01）。

变化率显示西地兰组和 Liguzinediol各剂量组均有

一定升高+dp/dtmax的作用，其中西地兰组从5 min开
始与模型组相比差异有统计学意义；Liguzinediol
5.0 mg/kg组在给药 60 min与模型组相比差异有统

计学意义，10.0 mg/kg组在给药 5、40、60、120 min时
间点与模型组相比差异有统计学意义，20.0 mg/kg
组在给药5 min以及40~120 min，与模型组相比差异

有统计学意义（图2）。

2.3 Liguzinediol对模型大鼠-dp/dtmax的影响

造模后大鼠-dp/dtmax 显著下降（下降约 40%），

和空白组相比有显著性差异（P < 0.01）。变化率显

示西地兰组和Liguzinediol各组在各时间点均有升高

大鼠-dp/dtmax的趋势，其中西地兰组和 Liguzinediol
10.0、20.0 mg/kg 在给药 5、10 min 以及 40~120 min
内与模型组相比差异有统计学意义；Liguzinediol
5.0 mg/kg组在给药 60、120 min时与模型组相比差

异均有统计学意义（图3）。
2.4 Liguzinediol对模型大鼠LVSP的影响

模型大鼠 LVSP显著下降，和空白组相比差异

有统计学意义（P < 0.01）。变化率显示西地兰组和

Liguzinediol组均有一定升高 LVSP的作用趋势，其

中西地兰组在给药5 min和120 min与模型组相比差

异有统计学意义。Liguzinediol 5.0 mg/kg组与模型组

差异无统计学意义，10.0 mg/kg组在 120 min与模型

组相比差异有统计学意义，20.0 mg/kg组在90 min和

表1 引物的核酸序列

Table 1 Nucleic acid sequences of primers
基因

CaMKⅡ
0
SERCA2a
0
RyR2
0
GAPDH

引物序列（5′→ 3′）
上游：GGTTCACCGACGAGTATCAG
下游：GTCTTCAAAGAGTTCGCCAC
上游：TCTGACTTTCGTTGGCTGTG
下游：GCCTTTGTTATCCCCAGTGA
上游：TTGGCTTATTGGCTGTTG
下游：ATCTCATACTCGTCTCCTGC
上游：CAACGACCCCTTCATTGACC
下游：GAAGACGCCAGTAGACTCCA

普罗帕酮+西地兰0.045 mg/kg组

普罗帕酮组

对照组

普罗帕酮+Ligzinediol 20 mg/kg组

左室收缩压 心电图

普罗帕酮+Ligzinediol 10 mg/kg组

普罗帕酮+Ligzinediol 5 mg/kg组

图 1 Liguzinediol对普罗帕酮诱导的急性心衰大鼠模型心

功能的影响

Figure 1 Effect of liguzinediol on cardiac function of acute
heart failure rats induced by propafenone

心电图 左室收缩压
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Figure 2 Effect of liguzinediol on +dp/dtmax of acute heart
failure rats induced by propafenone
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120 min时间点与模型组差异均有统计学意义（图4）。

2.5 Liguzinediol对模型大鼠MSP的影响

造模后大鼠MSP明显下降，和空白组相比有显

著性差异（P < 0.01）。变化率显示西地兰组和

Liguzinediol各剂量组MSP均有升高趋势，其中西地

兰组在给药后5、60、120 min与模型组相比差异有统

计学意义。Liguzinediol 5.0 mg/kg组在给药后 60~
120 min与模型组相比差异有统计学意义；10.0 mg/kg
组在给药5、60、120 min时MSP明显上升，与模型组

相比差异有统计学意义；20.0 mg/kg组在给药 5 min
和 40~120 min时与模型组相比差异有统计学意义

（图5）。

2.6 Liguzinediol对模型大鼠MDP的影响

模型大鼠MDP下降明显，与空白组相比差异显

著（P < 0.01）。变化率结果显示西地兰组和Liguzin⁃
ediol各剂量组均有升高MDP的趋势，其中西地兰组

和 Liguzinediol 20.0 mg/kg 组在给药 5 min 和 60~
120 min与模型组比差异有统计学意义。Liguzinediol
5.0 mg/kg组在给药10 min和60~120 min与模型组比

差异有统计学意义，10.0 mg/kg组在给药 5、10、60、
90 min时与模型组相比差异有统计学意义（图6）。

2.7 Liguzinediol对模型大鼠HR的影响

造模后大鼠HR下降明显，与空白组相比差异

显著（P < 0.01）。变化率结果显示西地兰组在给药

5、10 min以及40~120 min显著升高HR，与模型组相

比差异有统计学意义。Liguzinediol 5.0 mg/kg组在
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图 6 Liguzinediol对普罗帕酮诱导的急性心衰大鼠模型

MDP的影响

Figure 6 Effect of liguzinediol on MDP of acute heart fail⁃
ure rats induced by propafenone
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图 5 Liguzinediol对普罗帕酮诱导的急性心衰大鼠模型

MSP的影响

Figure 5 Effect of liguzinediol on MSP of acute heart fail⁃
ure rats induced by propafenone
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图 3 Liguzinediol 对普罗帕酮诱导的急性心衰大鼠模

型-dp/dtmax的影响

Figure 3 Effect of liguzinediol on -dp/dtmax of acute heart
failure rats induced by propafenone
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图 4 Liguzinediol对普罗帕酮诱导的急性心衰大鼠模型

LVSP的影响

Figure 4 Effect of liguzinediol on LVSP of acute heart fail⁃
ure rats induced by propafenone
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图8 Liguzinediol对普罗帕酮诱导的急性心衰大鼠心肌P⁃

CAMKⅡ、CAMKⅡ、P⁃RyR2、RyR2和 SERCA2a蛋
白的影响

Figure 8 Effect of liguzinediol on P⁃CAMKⅡ，CAMKⅡ，

P⁃RyR2，RyR2 and SERCA2a proteins in cardi⁃
ac myocardium of acute heart failure rats in⁃
duced by propafenone

50 kDa

给药10 min与模型组差异有统计学意义，10.0 mg/kg
组在给药5、10、60 min与模型组相比差异有统计学意

义，20.0 mg/kg组与模型组差异无统计学意义（图7）。

2.8 Ligzinediol 对模型大鼠心肌组织 P⁃CaMKⅡ、

CaMKⅡ、P⁃RyR2、RyR2和SERCA2a表达的影响

与空白组比较，模型组 P⁃CAMKⅡ/CAMKⅡ和

SERCA2a蛋白和mRNA显著下降（P < 0.05），RyR2
蛋白和mRNA表达略有下降，但差异无统计学意

义；与模型组比较，药物组 P⁃CAMKⅡ/CAMKⅡ、

SERCA2a蛋白和mRNA明显上升（P < 0.05），RyR2
蛋白和mRNA表达略有上升，但差异无统计学意

义，提示 Liguzinediol对普罗帕酮诱发的 CAMKⅡ、

SERCA2a含量下降有明显的抑制作用（图8，9）。
2.9 Ligzinediol 对模型大鼠心肌组织 FKBP12.6、
PLN及P⁃PLN表达的影响

模型组 FKBP12.6蛋白表达及 P⁃PLN/PLN比值

明显下降，与对照组比较差异有统计学意义（P <
0.05）。药物组与模型组相比 P⁃PLN/PLN比值明显

增加（P < 0.05），而FKBP12.6的表达差异无统计学

意义。以上结果表明 Liguzinediol能改善因普罗帕

酮诱发的P⁃PLN/PLN比值下降趋势（图10）。
3 讨 论

普罗帕酮为Ⅰc类抗心律失常药物［5］，广泛用于

转复异位心动过速，具有较强的钠通道阻滞和膜稳

定能力。过量使用普罗帕酮会导致心脏多部位传

导阻滞，导致心律失常，引起急性心衰。由于临床

上导致心衰的发病原因有很多，为了研究 Liguzine⁃

diol对急性心衰的保护作用，选择普罗帕酮致心衰

模型来研究［6］。实验结果表明模型组大鼠 LVSP、
+dp/dtmax等指标均明显下降，与对照组比较差异有

统计学意义，说明模型复制成功。给予Liguzinediol
后各个剂量组都明显改善模型大鼠 + dp/dtmax、

LVSP、MSP、MDP 和HR，降低⁃dp/dtmax，说明Liguzin⁃
ediol可明显增强心肌收缩力，提示 Liguzinediol能
够加强普罗帕酮所致心衰大鼠的心肌收缩力，改

善心功能。

进一步研究发现人类心衰和心衰实验模型中细

胞内Ca2+转运异常是心衰的特征之一［7］。Ca2+对心肌

收缩⁃偶联起着至关重要的作用，70%的游离Ca2+由

SERCA2a重新泵入肌浆网储存，30%通过细胞膜上

的Na+⁃Ca2+交换体（Na+/Ca2+ exchanger，NCX）泵出胞

外，其余的通过其他途径如肌膜Ca2+⁃ATP酶泵出［8］。

正常心脏收缩的每个周期中进入细胞内的Ca2+与泵

出的 Ca2+量相等，即通过 RyR2释放的 Ca2+与 SER⁃
CA2a重吸收的Ca2+相等，通过 L型Ca2+通道进入的

Ca2+与由 NCX 泵出的Ca2+相等。另外NCX可通过激
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##P < 0.01（n=10）。
图 7 Liguzinediol对普罗帕酮诱导的急性心衰大鼠模型心

率的影响

Figure 7 Effect of liguzinediol on heart rate of acute heart
failure rats induced by propafenone
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图11 肌浆网Ca2+摄取与释放通路

Figure 11 The pathway of uptaking and releasing Ca2+ in
sarcoplasmic reticulum
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与空白组比较，*P < 0.05；与模型组比较，#P < 0.05（n=3）。
图9 Liguzinediol对普罗帕酮诱导的急性心衰大鼠心肌CAMKⅡ、SERCA2a和RyR2的mRNA影响

Figure 9 Effect of liguzinediol on CAMKⅡ，SERCA2a and RyR2 mRNAs in cardiac myocardium of acute heart failure
rats induced by propafenone
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活CAMKⅡ启动细胞凋亡和坏死，进而诱导心肌缺

血再灌注损伤［9］。以上参与Ca2+体内循环的蛋白任

何一个发生表达和活性异常都会导致胞内钙稳态

失常，细胞内Ca2+的动态平衡失衡是心衰出现心肌

收缩功能不全和心律失常的主要原因［10-11］。心力衰

竭发生时，心肌细胞内Ca2+循环障碍，肌浆网Ca2+浓

度下降，导致心肌收缩力下降。本研究结果显示，

普罗帕酮造模后，大鼠心肌内P⁃CAMKⅡ/CAMKⅡ、

SERCA2a、FKBP12.6蛋白表达和P⁃PLN/PLN比值降

低、RyR2表达略有下降，提示舒张期肌浆网钙泵

SERCA2a对Ca2+摄取能力下降，导致舒张期渗漏，心

肌收缩力下降。给予Liguzinediol后，CAMKⅡ水平

明显升高，PLN磷酸化增加，SERCA2a活性增加，表

明舒张期肌浆网对Ca2+摄取能力增强，肌浆网Ca2+

储存增多会诱导Ca2+释放，心肌收缩能力增强。给

药后RyR2和FKBP12.6表达未发生明显变化，可能

是由于实验本身为急性模型，造模 2 h内动物还处

于急性代偿期，药物对 RyR2 及其调节蛋白 FK⁃
BP12.6 的表达未显示显著作用。CAMKⅡ、SER⁃
CA2a、RyR2调节Ca2+摄取，能迅速降低舒张期胞内

Ca2+浓度使得心肌舒张，同时也为收缩期 Ca2+释放

做好储存准备；而RyR2和FKBP12.6直接调节肌浆

网 Ca2+释放，直接影响收缩期钙瞬变，影响心肌收

缩力（图 11）。

综上所述，普罗帕酮造模的大鼠心肌组织中

RyR2 和 SERCA2a 蛋白表达异常，心肌收缩力降

与对照组相比，*P < 0.05；与模型组比较，#P < 0.05（n=3）。
图 10 Liguzinediol对普罗帕酮诱导的急性心衰大鼠心肌

FKBP12.6、PLN及P⁃PLN蛋白的影响

Figure 10 Effect of liguzinediol on FKBP12.6，PLN and P⁃
PLN proteins in cardiac myocardium of acute
heart failure rats induced by propafenone
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低。用Liguzinediol干预后，CAMKⅡ、SERCA2a、FK⁃
BP12.6和 PLN功能逐渐恢复，心肌收缩力增强，缓

解心脏衰竭。结合前期工作发现 Liguzinediol可通

过影响肌浆网对Ca2+的存储和释放，来实现其正性

肌力作用，从而改善心功能，同时还具有水溶性好、

安全性高的特点，具有广阔的开发前景。
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