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!基础研究!

芪参益气滴丸抑制大鼠心肌梗死后心肌纤维化及

对
)QR

#

!

#

O?/EST

通路表达的影响

赵桂峰#

$毛静远#

$吴丽玉!

$黄欣玮!

摘要$目的$观察芪参益气滴丸对大鼠心肌梗死"简称心梗#后心肌纤维化"

/U3.E1SFE4 KF013TFT

$

+R

#的影响$并基于
)QR

#

!

#

O?/EST

通路表达探讨其作用机制% 方法$结扎雄性
*FTVE1

大鼠左冠状动脉

前降支制作心梗模型$模型成功后随机分为模型组$芪参益气滴丸常规剂量组"

W?@W

#

6

#$芪参益气滴丸高

剂量组"

W?@W

#

X

#$卡托普利组$另设假手术组$每组
#"

只% 干预
;

周后对大鼠心脏行
XD

和
+ETT3L

染

色$并计算心肌胶原容积分数 "

.344EI-L Y34J/- K1E.VF3L

$

&2R

#% 采用实时荧光定量
Z&7

和
*-TV-1L

043V

分别检测心脏组织中转化生长因子#

!

#

"

V1ELTK31/FLI I13[VH KE.V31

#

!

#

$

)QR

#

!

#

#&

?/ES!

&

?/ES$

/76\

和蛋白表达情况% 结果$

XD

染色显示模型组室壁可见大面积结缔组织形成$室壁明显变薄$心肌细

胞明显水肿及大量炎细胞浸润% 各治疗组可见室壁结缔组织面积减少$细胞水肿及炎细胞减轻%

+ETT3L

染色显示造模后各组大鼠出现心肌纤维化% 与模型组比较$各治疗组
&2R

均明显降低"

Z ]"

!

"#

#% 与假手

术组比较$模型组
)QR

#

!

#

&

?/ES! /76\

及蛋白表达均明显增加$

?/ES$

明显下降"

Z ] "

!

":

$

Z ]

"

!

"#

#'与模型组比较$

W?@W

#

X

&卡托普利组
)QR

#

!

#

&

?/ES! /76\

及蛋白表达下调$

?/ES$

表达上调

"

Z ]"

!
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$

Z ]"

!

"#

#% 结论$芪参益气滴丸可以抑制大鼠心梗后心肌纤维化$其作用机制可能与调控

)QR

#

!

#

O?/EST

通路相关因子的基因与蛋白表达有关%

关键词$芪参益气滴丸' 心肌纤维化'

)QR

#

!

#

O?/EST

通路' 大鼠
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#

"
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&
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"
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&
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"
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I13J_
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5 &3/_E1-S [FVH VH- /3S-4 I13J_

"

/76\ ELS _13V-FL -d_1-TTF3LT 3K )QR
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ELS

?/ES! [-1- TFILFKF.ELV4U S3[L

#

1-IJ4EV-S

"

?/ES$ -d_1-TTF3L [ET TFILFKF.ELV4U J_

#

1-IJ4EV-S FL -E.H V1-EV

#

/-LV I13J_

&

Z ]"
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Z ]"
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FL VH- W?@W

#

X I13J_ ELS VH- .E_V3_1F4 I13J_5 &3L.4JTF3L W?@W .3J4S -K

#

K-.VFY-4U FLHF0FV +R 1EVT EKV-1 /U3.E1SFE4 FLKE1.VF3L

"

ELS FVT /-.HELFT/ /FIHV 0- 1-4EV-S V3 1-IJ4EVFLI -d

#

_1-TTF3LT 3K 1-4EV-S I-L- ELS _13V-FL VH13JIH )QR
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O?/EST _EVH[EUT5

eD@*N7,?

$

WFTH-L @F^F ,1F__FLI ZF44

(

/U3.E1SFE4 KF013TFT

(

)QR

#

!

#

O?/EST _EVH[EU

(

1EV

$$急性心肌梗死严重威胁人类的健康和生命"随着冠

状动脉血运重建术的长足进步"患者的病死率显著下

降"但后期心力衰竭的发病率明显上升) 心室重构是心

力衰竭发生的主要病理机制"心肌纤维化&

/U3.E1SFE4

KF013TFT

"

+R

'主要参与心室重构的发生*发展) 有研究

发现"除了肾素+血管紧张素+醛固酮系统外"转化生

长因子#

!

#

&

V1ELTK31/FLI I13[VH KE.V31

#

!

#

"

)QR

#

!

#

'

O

?/EST

信号转导通路也是参与调控
+R

的重要通

路,

#

-

) 芪参益气滴丸主要由黄芪*丹参*三七*降香精制

而成"具有益气活血的功效"临床广泛地应用于冠心病*

心力衰竭的治疗,

!

"

%

-

) 本实验将从
)QR

#

!

#

O?/EST

通

路角度探讨芪参益气滴丸抑制大鼠心梗后
+R

的机制)

材料与方法

#

$动物$清洁级健康
*FTVE1

雄性大鼠"体重为

&

!!"

%

%"

'

I

"由北京华阜康动物实验中心提供"动物

许可证编号#

?&=e

&京'

!"#!

&

"""#

) 饲养于中国医

学科学院放射医学研究所清洁级动物房"自由饮水"日

光灯
#! H

开关循环"喂养
$

天后进入实验)

!

$药物$芪参益气滴丸&组成#黄芪*丹参*三

七*降香"

"

!

: IO

袋"天津天士力制药集团股份有限公

司"批号#

#:"B"9

) 蒸馏水配成质量浓度
#%:

*

!$" IO/>

'(卡托普利片&

#!

!

: /IO

片"中美上海施贵

宝制药有限公司"批号#

\\\9":B

) 蒸馏水配成质量

浓度
9

!

!: /IO/>

')

%

$试剂及仪器$肌酸激酶同功酶&

&e

#

+a

'*乳

酸脱氢酶&

>,X

'检测试剂盒"批号分别为#

#:":"#

"

#:":%%

"中生北控生物科技股份有限公司(

+ETT3L

试

剂盒"批号#

X)#:

#

#e)

"北京索莱宝科技有限公司(

)QR

#

!

#

*

?/ES!

及
?/ES$

引物"上海生物工程公司(

)1FG34

"批号#

99#"A

"

?@a7 Q1--L 7-E4VF/- Z&7

试

剂盒"批号#

RZ!":

#

"!

"均为北京天根生化科技有限公

司(

7(Z\

蛋白裂解液"批号#

7""!"

"北京索莱宝科技有

限公司(

a&\

蛋白定量试剂盒"批号#

\7"#;9

"武汉博

士德生物工程有限公司(

)QR

#

!

#

抗体"批号#

E0B!;A9

"

?/ES!

抗体"批号#

E09%:$9

"

?/ES$

抗体"批号#

E0#B"BA$

"均为美国
\0.E/

公司(羊抗兔辣根酶标记

二抗"批号#

<,7

#

:%"9

"北京中杉金桥生物技术有限公

司(

Z2,R

膜"批号#

(Z2X"""#"

"美国
+F44F_31-

公司)

$"!"

型全自动生化分析仪"日本日立公司(

$:""KETV

型

荧光定量
Z&7

系统"美国
\a(

公司(

6EL3S13_ !"""

型紫外分光光度计"美国
)H-1/3

公司(

Z3[-1ZE.

aETF. Z3[-1 ?J__4U

型电泳仪"美国
aF3

#

7ES

公司(

aX

#

!

型显微镜和显微照相系统"德国
>-F.E

公司(

Q-4

(/EI- TUTV-/ Y-1

!

;

!

""

"中国天能科技公司)

;

$方法

;

!

#

$模型制备$动物术前禁食
#! H

"

:f

水合氯

醛腹腔麻醉"连接心电图"固定*备皮*消毒"于大鼠左

胸第
%

*

;

肋间开口"长约
! g%./

"钝性分离肌肉"于

第
%

*

;

肋间撑开胸腔"撕开心包膜"将心脏挤出"于左

冠状动脉前降支距离左心耳根部
! g% //

处"用
:

#

"

号带针线结扎) 可见左心室壁结扎区心肌活动幅度减

弱或消失*心肌变白"心耳充血明显"观察标准肢体
"

导联心电图
?)

段抬高大于
"

!

# /2

) 止血后缝合肌

肉及皮肤"术后放置电热毯上) 术后
!; H

"目内眦取

血"生化分析仪检测
&e

#

+a

*

>,X

"目的是评价模型

制作是否成功) 假手术组只穿线不结扎)

;

!

!

$分组及给药方法$按随机数字表法分为以

下
:

组#假手术组*模型组*芪参益气滴丸常规剂量组

&

W?@W

#

6

组'*芪参益气滴丸高剂量组 &

W?@W

#

X

组'*卡托普利组"每组
#"

只) 术后
!; H

灌胃给药"

W?@W

#

6

组及卡托普利组按照成人每日常用剂量剂

量进行大鼠与人的用药量换算,

;

"

:

-

#卡托普利组

9

!

$: /IO

&

cI

!

S

' &相当于成人剂量
!: /I

"每天

%

次'"按
# />OcI

灌胃"每天
#

次(

W?@W

#

6

组

#%: /IO

&

cI

!

S

'*

W?@W

#

X

组
!$" /IO

&

cI

!

S

'"按

# />OcI

灌胃"每天
#

次) 其中假手术组*模型组大鼠

每天给予与药物组等容积的蒸馏水"连续灌胃
;

周)
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#!

;

!

%

$病理组织学观察$打开心腔"取心脏"

;f

福尔马林溶液固定
#

周"常规组织脱水*包埋*切片*

XD

染色*封片后"倒置显微镜下观察并拍照)

;

!

;

$心肌胶原容积分数&

.344EI-L Y34J/- K1E.

#

VF3L

"

&2R

'检测$

+ETT3L

染色按照试剂盒说明书进

行) 染色后行心脏全景拍片"

(/EI-

#

Z13 Z4JT

软件计

算
&2R

) 心肌
&2R b

心肌胶原面积
O

全视野面积,

9

-

)

;

!

:

$

)QR

#

!

#

*

?/ES!

*

?/ES$ /76\

检测

采用实时荧光定量
Z&7

) 取左心室组织"

)1FG34

法提

取
76\

"紫外分光光度计测定
\

!9"

O\

!A"

的
N,

值及

76\

浓度) 反转录试剂盒逆转录得出的
.,6\

用微

量紫外分光光度计测定浓度"并据此将每个样本的
.,

#

6\

浓度稀释至
#"" LIO#>

) 参照
?@a7 Q1--L 7-E4

#

VF/- Z&7

试剂盒说明书进行
Z&7

反应"

Q\Z,X

作为

内参照) 扩增条件#

B:

'预变性
#: /FL

!

B:

'变性

#"T

!

9"

'退火
%" T

!

$!

'延伸
# /FL

"循环
;"

次)

结果分析应用荧光定量
Z&7

仪分析软件调整阈值后"

查看并分析数据"得到每个样品反应的
&V

值"计算得到

$&V

"并与对照组比较"取
!

&

$$&V值进行数据统计) 每个

样品作
%

个复孔"实验重复
%

次)

表
#

$

7)

#

Z&7

所用引物序列

引物

名称
引物序列&

:

(

!

%

('

产物大小

&

0_

'

基因

序列号

Q\Z,X

上游#

Q))\&&\QQQ&)Q&&))&)&

下游#

Q\)QQ)Q\)QQQ)))&&&Q)

#$$ 6+8"#$""A

"

;

)QR

#

!

#

上游#

\))&&)QQ&Q))\&&))QQ

下游#

\Q&&&)Q)\))&&Q)&)&&)

#!" 6+8"!#:$A

"

!

?/ES!

上游#

Q\Q&&&&\\&)Q)\\&&\Q\

下游#

Q\Q&&\Q\\Q\Q&\Q&\\\)
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蛋白检测$采用

*-TV-1L 043V

法) 将组织按照
#"f

匀浆"

#" /I

加

入
#"" #> 7(Z\

裂 解 液" 进 行 充 分 匀 浆)

#! """ 1 O/FL

&

;

'' 离心
!" /FL

"取上清) 按照

a&\

蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度) 配制
#"f

*

#:f?,?

聚丙烯酰胺凝胶分离胶"浓缩胶浓度为

:f

) 上样量#

;"#I

"电泳条件#浓缩胶恒压
B"2

"

!"

/FL

(分离胶恒压
#!"2

) 转膜条件#

%"" /\

恒流(

"

!

;: #/

孔径
Z2,R

膜"转膜时间
9" /FL

) 封闭#将

膜完全浸没于
:f a?\

#

)a?)

中"孵育
# H

)

:f

a?\

#

)a?)

稀释兔单克隆抗体&

?/ES!

*

?/ES$

稀

释比例
#

)

;""

(

)QR

#

!

#

稀释比例
#

)

!""

'"

;

'孵育过

夜) 次日
)a?)

洗膜
%

次"每次
#" /FL

)

:f a?\

#

)a?)

稀释兔抗山羊
(IQ

&

X h>

'

X7Z #

)

#" """

"室温

孵育
;: /FL

)

)a?)

洗膜
%

次"每次
#" /FL

)

D&>

滴

加到膜的蛋白面"反应
% /FL

(胶片曝光#

#" T g: /FL

"

显影
! /FL

"定影) 图片扫描后"

Q-4 (/EI- TUTV-/

Y-1

!

;

!

""

行灰度分析)

;

!

$

$统计学方法$采用
?Z?? !#

!

"

统计学软

件"结果以
d

%

T

表示"多组间比较采用单因素方差分

析"两两比较时方差齐采用
>?,

法"方差不齐采用

,JLL-VV

(

T

#

)%

法"

Z ]"

!

":

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$各组大鼠术后
!; H

血清
&e

#

+a

*

>,X

水平

比较&表
!

'$与假手术组比较"模型组大鼠冠状动脉

结扎后
&e

#

+a

*

>,X

明显升高&

Z ]"

!

"#

'"其余各组

间比较"差异均无统计学意义&

Z i"

!

":

')

表
!

$各组大鼠术后
!; H

血清
&e

#

+a

*

>,X

水平比较$&
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"

d

%

T

'

组别
L &e

#
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假手术
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"
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"
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"
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%
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"
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"
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!
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!

$各组大鼠心脏组织病理学结果&图
#

*

!

'$

XD

染色显示"假手术组可见心肌排列规则"未见坏死的心

肌细胞"结扎处可见散在的炎细胞浸润) 模型组可见

心肌排列紊乱"心肌细胞明显水肿及细胞坏死"且坏死

区域内出现大量的炎细胞浸润"明显的结缔组织增生"

室壁明显变薄)

W?@W

#

6

*

W?@W

#

X

*卡托普利组心肌

细胞水肿减轻"其坏死区域内炎细胞浸润程度及结缔

组织增生有所减轻)

+ETT3L

染色结果显示"心肌梗死后各组心肌梗

死区域均存在纤维化改变"其中模型组胶原含量较高"

残存心肌较少"心肌纤维化明显"出现显著的心室重

塑) 而各治疗组相较于模型组胶原增生程度较轻"芪

参益气滴丸对心肌纤维化具有明显改善作用)

%

$各组大鼠
&2R

比较&表
%

'$与假手术组比

较"模型组
&2R

升高&

Z ]"

!

"#

'(与模型组比较"各治

疗组
&2R

明显降低&

Z ]"

!
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;

$各组大鼠心肌组织
)QR

#

!

#

*

?/ES!

*
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/76\

表达比较&表
;

'$与假手术组比较"模型组

)QR

#

!

#

*

?/ES! /76\

表达均明显增加"
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明

显下降&

Z ]"

!

"#

'(与模型组比较"
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#

X

*
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#
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$$注#
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为假手术组(

a

为模型组(

&

为
W?@W

#

6

组(

,

为
W?@W

#

X

组(

D

为卡托普利组(图
!

同(图中箭头表示
+R

及炎细胞浸润

图
#

$各组大鼠心脏组织病理学
XD

染色结果$& *

#""

'

$$注#蓝色为纤维化区域

图
!

$各组大鼠心脏组织病理学
+ETT3L

染色结果$& *
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蛋白表达电泳图

讨$$论

心肌梗死后发生的心室重构是心力衰竭发生的主

要机制)

+R

加快心室重构的进展"主要表现为心肌

组织中细胞外基质合成与降解之间失衡"胶原容积显
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#!

著增加" 各型胶原比例失调以及排列紊乱) 其机制涉

及神经内分泌系统的过度激活"其中肾素+血管紧张

素+醛固酮系统*

)QR

#

!

#

O?/EST

信号通路发挥着重

要的作用,

$

"

A

-

)

)QR

#

!

#

对成纤维细胞具有强的趋化作

用"促进胶原蛋白*纤维连接蛋白等细胞间质的合成与

沉积,

B

-

)

?/EST

蛋白主要包括受体调节
?/EST

蛋

白 &

?/ES!

和
?/ES%

'* 抑 制 性
?/EST

蛋 白

&

?/ES9

和
?/ES$

' 和 通 用
?/EST

蛋 白

&

?/ES;

'

,

#"

-

)

)QR

#

!

#

既 可 通 过 激 活
?/ES!

*

?/ES%

与
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结合发挥增强心肌纤维化和心室

重构作用"又可通过
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途径干扰
?/ES!

*

?/ES%

的激活 而 发 挥 负 调 控 作 用)

?/EST!

*

?/ES%

与
?/ES $

表达失衡是心肌纤维化发生的关

键分子机制,

##

-

)

冠心病属中医学$胸痹%范畴"葛永彬等,

#!

-通过

对全国
9 #::

例冠心病患者的文献研究发现其主要证

候类型为气虚血瘀证) 芪参益气滴丸由黄芪*丹参*三

七*降香组成) 黄芪乃纯阳之品"善补阳气"丹参与三

七活血化瘀*通络止痛"降香芳香辛散*宽胸理气) 该

药在临床上治疗缺血性心力衰竭在改善心脏功能*提

高运动耐量及抑制炎症反应具有良好作用,

#%

"

#;

-

) 其

有效组分黄芪甲苷能够抑制心衰大鼠心肌
)QR

#

!

#

的

表达和
+R

,

9

-

) 聂丹等,

#:

-证实三七总皂苷能够抑制

心肌梗死后大鼠
)QR

#

!

#

和
?/ES!

*

?/ES%

蛋白表

达)

&H-L @@

等,

#9

-对芪参益气滴丸有效成分的配伍

研究发现"通过多种有效成分的协同作用能够减轻压

力负荷诱导大鼠的心肌肥厚)

肾素+血管紧张素系统与
)QR

#

!

#

*

?/EST

存在

交互影响"作为血管紧张素转换酶抑制剂的卡托普利

能够抑制
)QR

#

!

#

*

?/ES!

*

?/ES $

的表达)

+R

的

发生是多种信号通路影响的结果"多种单味中药*中药

提取物*复方能够通过多种干预机制防治
+R

"对机体

多种信号系统具有双向调节作用,

#$

-

) 故应进一步探

讨
+R

过程中
)QR

#

!

#

O?/EST

信号通路的动态变化

机制) 其次"不同中医药配伍机制和干预的时机如何.

中医药对心衰过程中
)QR

#

!

#

O?/EST

信号通路的深

入研究将为
+R

的防治提供重要的途径)
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