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新风胶囊对佐剂性关节炎大鼠心肌

纤维化的影响及机制研究

汪"元"刘"健"朱"艳

摘要"目的"探讨益气健脾通络中药复方新风胶囊对佐剂性关节炎!
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"大鼠心肌纤维化的影响及其作

用机制# 方法"

9"

只
*<CD,E

雄性大鼠随机分为正常对照组!

#!

只"和模型组!

F6

只"$除正常对照!

2&

"组

外$每只大鼠右足跖皮内注射弗氏完全佐剂!

&G5

"

"

!

# ;H

致炎$制备
55

大鼠模型# 致炎后第
#3

天将
55

模

型大鼠组随机分为
F

组%新风胶囊!

IG&

"组&甲氨喋呤!

+)I

"组&雷公藤多甙片!

)J)

"组和模型对照!

+&

"组$

并分组给药
$"

天后处死$采用透射电镜观察各组大鼠心肌组织超微结构'反转录酶$聚合酶链锁反应!

K)

$

J&K

"法及
*8CD8E@ L0/D

法测定各组大鼠心肌组织基质金属蛋白酶!

++J3

"&基质金属蛋白酶组织抑制因子
#

!

)(+J#

"

;K25

及蛋白表达水平# 结果"!

#

"电镜观察结果显示$

55

大鼠心肌细胞间胶原纤维增生明显$呈

现心肌纤维化趋势#

+)I

&

)J)

&

IG&

组均能有效改善心肌超微结构变化$而
$

组间比较$

IG&

组大鼠心肌细胞

形态完整$细胞核清晰$ 细胞间仅有少量胶原纤维$明显好于其他两组# !

!

"与
2&

组比较$

+&

组大鼠心肌组

织
++J3 ;K25

及蛋白表达水平均明显上调$而
)(+J# ;K25

和蛋白表达水平明显下调!

J M"

!

"#

"'与
+&

组比较$

IG&

组
++J3 ;K25

及蛋白表达水平均下降$

)(+J# ;K25

及蛋白表达水平明显上升$差异有统计

学意义!

J M"

!

"%

$

J M"

!

"#

"# 结论"益气健脾通络中药复方新风胶囊可以有效抑制
55

大鼠心肌纤维化$其

机制可能与降低心肌组织
++J3 ;K25

及蛋白表达$提高心肌组织
)(+J# ;K25

及蛋白表达水平$调节

++J3N)(+J#

平衡$改善心肌细胞外基质代谢有关#

关键词"新风胶囊'佐剂性关节炎'心肌纤维化'基质金属蛋白酶'基质金属蛋白酶组织抑制因子
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""类风湿关节炎$

K5

'是以对称性多关节炎为主要临

床表现的慢性自身免疫性疾病"主要侵犯关节滑膜"造

成关节骨破坏+功能障碍"预后不良"随着病情的进展可

累及全身多脏器"由于心脏富含结缔组织"故易出现不

同程度的心脏受累表现, 本研究组前期研究发现佐剂

性关节炎$

,RSQT,@D ,ED>E<D<C

"
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'大鼠存在不同程度

的心功能下降"且大鼠心肌细胞间胶原纤维明显增生"

呈现心肌纤维化趋势%

#

&

, 近年来"人们认识到细胞外基

质成分合成与降解失衡与心肌纤维化形成关系密切"其

中基质金属蛋白酶$

++J

'与基质金属蛋白酶组织抑制

因子$

)(+J

'的调节起着重要的作用%

!

&

,

55

是免疫性

关节炎最为经典的动物造模方法"是研究类风湿关节炎

最常选用的动物模型之一%

$

&

, 本实验通过观察益气健

脾通络中药复方新风胶囊对
55

大鼠心肌细胞超微结

构及心肌细胞
++J3

+

)(+J# ;K25

及蛋白表达的影

响"探讨其作用机制,

材料与方法

#

"动物"清洁级雄性
*<CD,E

大鼠
9"

只" 鼠龄

% `9

个月"体重$

!""

!

"

&

#"

!

a

'

A

"由安徽省医学科

学研究所动物房提供,

!

"药物"新风胶囊$

IG&

'# 由安徽中医学院第

一附属医院制剂中心提供"药物组成主要有薏苡仁+黄

芪+蜈蚣+雷公藤等"每粒胶囊含生药浸出物
"

!

% A

"批

号#

!""6##!3

(雷公藤多甙片$

)J)

'#

#" ;AN

片"上海

医科大学红旗制药厂生产"批号#

!""6##"!

(甲氨蝶呤

$

+)I

'#

!

!

% ;AN

片"上海医药集团信谊药厂生产"批

号#

!""3"#"F

,

$

"试剂及仪器"弗氏完全佐剂$

G&5

'# 由美国

[<A;,

公司出品(羊抗
++J3

+

)(+J#

多克隆抗体购

自美国
[,@D, &EQb

公司$

C8

$

96F"

'(

)E<b/0

试剂盒由

)(52U:2 Z</D8=>

公司提供(超薄切片机$瑞典
H4Z

公司'(

Y()5&Y(Y 9""

型透射电镜$日本
Y()5&Y(

公司'(

J8@AQ<@

$

9"" &H

$

\-0;PQC ZI%#

图像分析

系统$美国
Z(\J5&

公司'(紫外可见分光光度计$日

本
[Y(+57XW

公司"型号#

W.!F"#J&

'(

J&K

扩增

仪$德国
Z</;8DE,

公司"型号#

)#

$

)>8E;/L0/=c

"

)

$

UE,R<8@D )>8E;/L0/=c

'(电泳仪$美国
5;8EC>,;

公司"型号#

:J[

$

$"#

'(凝胶图像分析仪$美国
Z</

$

K57

公司"型号#

U80 7/= IK

',

F

"方法

F

!

#

"造模方法"将
9"

只
*<CD,E

雄性大鼠适应

性喂养
#

周后"随机分为正常对照$

2&

"

#!

只'组和模

型$

+&

"

F6

只'组"除
2&

组外"每只大鼠右足跖皮内

注射
G&5 "

!

# ;H

致炎"制备
55

大鼠模型%

F

&

, 致炎

后第
#3

天将
55

模型大鼠随机分为
F

组#

IG&

组+

+)I

组+

)J)

组及
+&

组"每组
#!

只,

F

!

!

"给药方法"致炎后第
#3

天开始分组给药"

剂量相当于临床用量的
#"

倍,

IG&

组#将
IG&

混悬

液按
# ;HN#"" A

的剂量灌胃"每天
#

次(

+)I

组#将

+)I

研成细末"加生理盐水制成混悬液 $每毫升含

+)I "

!

$ ;A

'"按
# ;H N#"" A

的剂量灌胃"每周
#

次" 未给药的实验日"给予生理盐水灌胃"

# ;H N#"" A

"

每天
#

次(

)J)

组#将
)J)

研成细末"加生理盐水制成

混悬液$每
;H

含
)J) #;A

'"按
# ;H N#"" A

的剂量

灌胃"每天
#

次(

2&

组及
+&

组均予生理盐水灌胃"

# ;HN#"" A

"每天
#

次, 连续给药
$"

天"造模第
F3

天"各组大鼠留取标本以待检测,

F

!

$

"观察指标及检测方法

F

!

$

!

#

"心肌细胞超微结构观察"参考文献%

%

&"

$d

戊巴比妥钠$

$" ;ANcA

' 腹腔注射麻醉动物"开胸取

左心室游离壁中层心肌组织"于冰上迅速切为
# ;;

$ 大

小"立即置于戊二醛缓冲液中
F

'前固定
! >

"磷酸缓冲

液浸洗
$" ;<@

"

#d

锇酸固定
# >

"磷酸缓冲液再次浸洗
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后乙醇梯度脱水"环氧树脂
:P/@ 6#!

浸透+包埋" 美兰

染色后光学显微镜下定位"超薄切片机制作超薄切片"醋

酸铀+柠檬酸铅染色后"于
Y()5&Y(Y 9""

型透射电镜下

观察+拍照"观察心肌组织超微结构,

F

!

$

!

!

"大鼠心脏组织
++J3

+

)(+J# ;K25

的

表达"采用
K)

$

J&K

测定, 各组大鼠处死后"取左心

室靠近心尖处组织
#"" ;A

于去酶的冷冻管中"立即置

于液氮中固定"然后转入低温冰箱#

6"

'保存"备用,

++J3

+

)(+J#

及
U5J7Y

引物序列采用
JE<;8E %

!

"

软件设计"由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成,

++J 3 ;K25

引物序列为#上游#

%

%$

&U)UU5)&

$

&U5&U5&U)U55)UU &5

$

$

%下游#

%

%$

)U&U55)

$

)&5&U)&U55&&)&&5U5UU

$

$

%$扩增片段长度为

9#$ LP

'(

)(+J#

引物序列#上游#

%

%$

&&&55&&&5&

$

&&5&5U5&5U&

$

$

%"下游#

%

%$

55&UU&&&U&U5)

$

U5U555&)

$

$

%$扩增片段长度为
!%FLP

'(内参照
U5J

$

7Y

引物序列为#上游#

%
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$

)5U

$

$

%(下游#

%

%$

&&5&5U )&&5)U &&5)&5&)

$

$

%"

扩增片段长度为
F%"LP

,

按
)E<b/0

试剂盒抽提纯化操作方法提取心肌细胞

总
K25

"取适量
K25

溶液经
#d

琼脂糖凝胶电泳和

紫外分光光度计定性和定量, 在
J&K

仪上进行逆转

录反应"体系为
!" !H

"反应参数
a"

'

% ;<@

"

F!

'

%" ;<@

"

3%

'

% ;<@

, 以
U5J7Y

为内对照"

J&K

反

应正义引物 $

#" !;/0NH

'

"

!

% !H

+反义引物 $

#"

!;/0NH

'

"

!

% !H
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JE8;<^ #!

!

% !H

+

&R@, #

!

% !H

+灭

菌水
#" !H

,

J&K

反应参数为
3F

'变性
#

!

% ;<@

"

%9

'退火
# ;<@

"

a!

'延伸
# ;<@

"循环
$%

次, 最后

在
a!

'延伸
#" ;<@

, 反应结束后"取
J&K

产物

% !H

进行
#d

琼脂糖凝胶电泳"经溴化乙啶$

:Z

'染色

后在紫外分析仪下根据相对分子质量的大小进行结果

判断"用
eQ,@D<D- \@8

软件对特异性电泳条带进行

分析"计算电泳条带的累计光密度$

(\7

'"以
++J3N

U5J7Y

+

)(+J#NU5J7Y

的
(\7

比值作为心脏组织

++J3 ;K25

+

)(+J# ;K25

表达的相对含量,

F

!

$

!

$

"大鼠心脏组织
++J3

+

)(+J#

蛋白表达

水平"采用
*8CD8E@ L0/D

法检测, 参照文献%

9

&"用

单去污剂裂解液提取心肌细胞蛋白质"考马斯亮蓝测

定蛋白浓度"用
*8CD8E@ L0/D

法检测
++J3

+

)(+J#

蛋白表达"用
Z527[&52

软件测定凝胶各条带的积

分吸 光 度 $

<@D8AE,D8R ,LC/EL,@=8

"

(5

' 值" 以

"

$

,=D<@

为内参照"以
++J3N"

$

,=D<@

+

)(+J#N"

$

,=D<@

比值表示
++J3

+

)(+J#

蛋白表达水平,

F

!

F

"统计学方法"采用
[J[[ ##

!

"

软件"计量

资料以
^

&

C

表示"多组间比较采用方差分析"两两比

较采用
H[7

法"

J M"

!

"%

为差异有统计学意义,

结""果

#

"各组大鼠心肌超微结构变化$图
# 5

$

:

'"透

射电镜显示#

2&

组大鼠心肌细胞形态完整" 线粒体呈

椭圆形排列在肌丝之间" 线粒体嵴呈同心圆或纵行排

列" 嵴密集" 细胞核清晰" 细胞间有少量胶原纤维,

+&

组大鼠心肌细胞肿胀" 肌丝排列紊乱"

X

线模糊"

肌纤维溶解+断裂" 线粒体增生肿胀" 嵴稀疏" 部分空

泡化"细胞核染色质边集" 细胞间胶原纤维增生明显,

+)I

组大鼠心肌细胞形态完整" 肌节各带较模糊" 肌

丝排列基本规则" 线粒体成圆形或椭圆形排列在肌丝

之间" 部分线粒体肿胀有空泡化"细胞核清晰" 细胞间

有较多胶原纤维,

)J)

组大鼠心肌细胞形态模糊"

X

线模糊"肌丝排列紊乱"线粒体成圆形或椭圆形排列在

肌丝之间" 部分线粒体肿胀有空泡化"细胞核清晰" 细

图
#

#各组大鼠心肌组织超微结构

$醋酸铀加柠檬酸铅染色" (

#% """

'
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表
#

#各组大鼠心肌组织
++J3

+

)(+J# ;K25

及蛋白表达水平比较"$

^

&

C

'

组别
@ ++J3 ;K25 ++J3

蛋白表达
)(+J# ;K25 )(+J#

蛋白表达

2& #! "

)

!#

&

"

)

"! "

)

%6

&

"

)

"% "

)

%$

&

"

)

#! "

)

F%

&

"

)

"3

+& #!

"

)

Fa

&

"

)

"6

!!

"

)

6F

&

"

)

"3

!!

"

)

!%

&

"

)

"%

!!

"

)

$"

&

"

)

"9

!!

+)I #!

"

)

!9

&

"

)

"$

"

"

)

6"

&

"

)

"#

"

)

F!

&

"

)

"6

"

"

)

$%

&

"

)

#$

"

)J) #!

"

)

$9

&

"

)

"6

"

"

)

9#

&

"

)

"3

"

"

)

%#

&

"

)

"6

""

"

)

F!

&

"

)

"3

""

IG& #!

"

)

!%

&

"

)

#"

"

"

)

96

&

"

)

"6

"#

"

)

%"

&

"

)

"6

""

"

)

$3

&

"

)

"a

""$#

""注#与
2&

组比较"

!

J M"

)

"%

"

!!

J M"

)

"#

(与
+&

组比较"

"

J M"

)

"%

"

""

J M"

)

"#

(与
)J)

组比较"

$

J M"

)

"%

"

$$

J M"

)

"#

(与
+)I

组比较"

#

J M"

)

"%

"

##

J M"

)

"#

胞间有较多胶原纤维,

IG&

组大鼠心肌细胞形态完

整" 肌节各带清晰" 肌丝排列规则" 线粒体成圆形或

椭圆形排列在肌丝之间"部分略微肿胀"线粒体嵴呈同

心圆或纵行排列" 嵴密集" 细胞核清晰" 细胞间有少

量胶原纤维,

!

"各组大鼠心肌组织
++J3

+

)(+J# ;K25

及蛋

白表达水平的变化$表
#

"图
!

+

$

'"与
2&

比较"

+&

组

""注#

#

为
2&

组(

!

为
+&

组(

$

为
)J)

组(

F

为
IG&

组(

%

为

+)I

组(

5

为
U5J7Y;K25

(

Z

为
++J3 ;K25

(

&

为

)(+J# ;K25

图
!

#各组大鼠心脏组织
++J3

+

)(+J# ;K25

电泳图

""注#

#

为
+&

组(

!

为
2&

组(

$

为
+)I

组(

F

为
)J)

组(

%

为

IG&

组

图
$

#各组大鼠心脏组织
++J3

+

)(+J#

蛋白电泳图

的
++J3 ;K25

及蛋白的表达水平均明显上调

$

J M"

!

"#

'"

)(+J# ;K25

及蛋白表达的水平明显下

调$

J M"

!

"#

'(与
+&

组比较"

+)I

组
++J3 ;K25

的表达水平下调$

J M"

!

"%

'"

)(+J# ;K25

及蛋白表

达的水平均明显上调$

J M "

!

"%

'(

)J)

组和
IG&

组

++J3 ;K25

及蛋白的表达水平均明显下调$

J M

"

!

"%

'"

)(+J# ;K25

及蛋白表达明显上调 $

J M

"

!

"#

'(与
)J)

组比较"

IG&

组
)(+J#

蛋白表达水平

下调$

J M"

!

"%

'(与
+)I

组比较"

IG&

组
++J3

蛋白

的表达水平均明显下调$

J M"

!

"%

'"

)(+J#

蛋白表达

的水平上调$

J M"

!

"%

',

讨""论

K5

是以慢性+进行性+破坏性关节滑膜炎症为主

要表现的自身免疫性疾病"本病除累及四肢大小关节

外"还常伴有关节外脏器病变"甚至可引起重要脏器的

血管炎而危及生命, 心脏因含有丰富的结缔组织和血

管而更易受累"最新的
+8D,

分析结果显示%

a

&

#

K5

患

者伴发心血管病变的风险增加了
F6d

"心肌梗死和脑

血管意外的发生风险分别增高了
96d

和
F#d

"充血

性心力衰竭的风险也显著增加,

K5

心血管事件的发

生率为普通人群的
$

!

39

倍"其作为心血管疾病一种

独立的危险因素和糖尿病相当%

6

&

, 因此"对
K5

心脏

病变的研究越来越受到风湿学界的重视,
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大鼠的心率+心脏

指数+左室收缩末压+左室舒张末压显著升高"左室内

压上升
N

下降最大速率显著下降"心功能降低, 心功能

改变的重要环节是左室重构"心肌细胞外基质$

8^DE,

$

=800Q0,E ;,DE<^

"

:&+

'合成或降解异常是引起左室重

构的重要原因"心肌纤维化 $

;-/=,ER<,0 O<LE/C<C

"

+G

'是心肌间质重构的具体表现"也是导致心功能不

全进展的重要因素之一, 心肌纤维化过程中心脏成纤

维细胞增殖并向肌成纤维细胞表型转化"合成过量胶

原等
:&+

成分"同时
:&+

降解减少, 而
++JC

是

参与降解细胞外基质的最重要酶系"

++JC

被丝氨酸

蛋白酶+纤溶酶+胰蛋白酶+弹性蛋白酶+激肽及组织蛋

白酶
U

等激活后降解基质胶原"使心肌失去基质胶原

支持并出现排列紊乱, 血清及心肌
++JC

活性增加

与心室重构+左心室扩大有相关性%

#"

&

,

)(+JC

是

++JC

的内源性特异性抑制物"分为
)(+J#

+

)(+J!

+

)(+J$

+

)(+JF

, 其中
)(+J#

能抑制大多数
++JC

的

活性从而抑制左室扩张,

++JC

与
)(+JC

共同调节

:&+

的代谢"

++JCN)(+JC

的失衡是导致心肌纤维

化的主要机制之一%

##

&

,

本课题组在文献研究及长期临床实践的基础上提

出了
K5

)从脾论治*的观点"认为
K5

的中医病机是

脾虚湿盛"气血亏虚"痰瘀互结"在临床上多呈现虚实

夹杂"痰瘀互结的特征"提出)益气健脾通络*的治疗

方法"并且创制了中药制剂)新风胶囊*"应用于临床

数年"疗效显著, 前期临床研究%

#!

&结果新风胶囊在明

显改善
K5

患者关节病变的同时"还能明显改善患者

心功能" 降低非风湿因子+

&

反应蛋白+

##

$酸性糖蛋

白+血沉+免疫球蛋白等炎症因子水平"减轻免疫炎症

对心肌的损伤,

中医学认为"心脾两脏在生理上相互滋生"病理

上相互影响, 心与脾乃母子关系"若子盗母气或子

病及母"均可因脾之失调而波及于心, 两脏在经脉

上相互联系"心脾之间依靠经筋+支脉之间的紧密联

系"达到经气互通"相互影响, 且血液循行脉中有赖

心气推动"也离不开脾之统摄, 若脾胃运化无权"则

宗气匮乏"引起推动无力"重者可致)宗气不下"则脉

中之血凝而留止也*"则胸闷+胸痛等症随之而起,

血液维持正常循环的基础是心血的充盈"但心血又

离不开脾胃的供给"若胃纳脾运"心血充盈"在宗气

的推动下血液运行全身"若脾胃功能失调"化源不

足"血不养心"则导致心脉不利"出现惊悸+怔忡以致

心痛+胸痹等病症, 因此"脾气亏虚"心血不足是
K5

患者心脏病变的基本病机,

中药复方
IG&

具有益气健脾通络之功"主要成分

为黄芪+薏苡仁+雷公藤+蜈蚣等"方中药物都具有不同

程度的抗炎镇痛作用"且现代药理研究表明"黄芪能改

善心肌能量代谢"保护细胞结构特别是线粒体结构"提

高细胞内超氧化物歧化酶活性"减轻氧自由基对心肌

细胞膜的损伤"从而增强心肌收缩力"改善心肌缺

血%

#$

&

, 雷公藤具有免疫抑制作用"可抑制
K5

患者体

内异常免疫反应"抑制血管内膜增生"雷公藤甲素可以

通过抑制血管紧张素
$

诱导的心肌成纤维细胞增殖和

##

型前胶原合成从而抑制心肌纤维化%

#F

&

, 蜈蚣中含

有的蜈蚣酸性蛋白$

=8@D<P8R8 ,=<R<= PE/D8<@

"

&5J

'

能使心肌细胞的变性坏死明显改善"从而改善心肌的

收缩功能%

#%

&

, 薏苡仁健脾利湿+舒筋除痹"能够降低

心肌炎小鼠的血清心肌酶"提高细胞内超氧化物歧化

酶活性的含量"抑制心肌细胞的免疫病理损伤%

#9

&

,

本研究结果提示"益气健脾通络中药复方新风胶

囊可能通过降低心肌组织
++J3 ;K25

及蛋白表

达"提高心肌组织
)(+J# ;K25

及蛋白表达水平"调

节
++J3N)(+J#

平衡"改善
:&+

的代谢"延缓
55

大

鼠心肌纤维化进程"改善
55

大鼠心功能,

心肌纤维化是一个复杂的病理过程"与机体免疫

系统及多种细胞因子有关"炎症+细胞凋亡+细胞信号

调节等均与其发生有关,

++JCN)(+JC

在心肌纤维

化的发生发展过程中发挥重要作用"但
++JCN)(+JC

又受到多种因素不同环节的调节, 目前有关
++JCN

)(+JC

在心肌纤维化发展过程中的具体作用途径及

中药干预机制仍有待进一步研究,
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