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窑基础研究窑

解毒通络方对异丙肾上腺素诱导大鼠心肌
纤维化作用及机制研究

惠摇 菊1 摇 徐培斌1 摇 潘摇 阳1 摇 郭家娟2 摇 李相军3

摘要摇 目的摇 基于探讨糜酶/血管紧张素渊Ang冤域途径探讨解毒通络法治疗心肌纤维化的机制遥 方法

40 只 Wistar 大鼠随机分为正常对照渊Ctrl冤组尧异丙肾上腺素模型渊 ISO冤组尧解毒通络方咱灌胃解毒通络方

50 g/渊kg窑d冤袁JTF暂组和卡托普利治疗咱卡托普利 0郾 005 g/渊kg窑d冤袁CAP暂组袁每组 10 只遥 各组行 HE 染

色及 Masson 染色评价心肌纤维化程度曰碱水解法测定各组大鼠羟脯氨酸含量曰ELISA 法测定各组心肌组

织 Ang域含量曰Western Blot 及相对定量实时 PCR 分别检测各组大鼠心肌组织糜酶蛋白及 mRNA 表达

量遥 结果摇 与Ctrl 组比较袁ISO 组大鼠心肌组织胶原纤维面积尧羟脯氨酸和 Ang 域含量尧糜酶蛋白和mRNA
表达增加渊P<0郾 05袁 P<0郾 01冤遥 与 ISO 组比较袁JTF 及 CAP 组大鼠心肌组织胶原纤维面积尧羟脯氨酸和

Ang 域含量尧糜酶蛋白 mRNA 表达下降渊P<0郾 05袁 P<0郾 01冤袁JTF 组大鼠心肌组织糜酶蛋白含量下降渊P<
0郾 05冤遥 与 CAP 组比较袁JTF 组大鼠心肌组织糜酶蛋白 mRNA 表达降低渊P<0郾 05冤遥 结论摇 解毒通络方能

够抑制和延缓大鼠心肌纤维化进程袁其机制与抑制糜酶/Ang 域途径有关遥
关键词摇 心肌纤维化曰 解毒通络曰 异丙肾上腺素曰 糜酶

Effect and Mechnism of Jiedu Tongluo Formula on Myocardial Fibrosis Induced by Isoproterenol in

Rats摇 HUI Ju1袁 XU Pei鄄bin 1袁PAN Yang1袁GUO Jia鄄juan2袁and LI Xiang鄄jun3 摇 1 College of Traditional

Chinese Medicine袁 Changchun University of Chinese Medicine袁 Changchun 渊130117冤曰 2 Department of

Cardiology袁 Affiliated Hospital of Changchun University of Chinese Medicine袁 Changchun 渊130021冤曰 3

School of Pharmacy袁 Jilin University袁 Changchun渊130000冤
ABSTRACT摇 Objective摇 To investigate the effect and mechnism of Jiedu Tongluo Formula 渊JTF冤 on

myocardial fibrosis based on chyme /angiotensin域渊Ang域冤 pathway. Methods 摇 Totally 40 rats were ran鄄
domly divided into control group渊Ctrl冤袁 isoproterenol model group 渊ISO冤袁 JTF group 渊50 g/kg per day冤 and
captopril group 渊CAP袁 0郾 005 g/kg per day冤袁 10 in each group. HE staining and Masson staining were used to
evaluate myocardial fibrosis. Alkaline hydrolysis method was used to detected hydroxyproline content.
ELISA method was used to test Ang域content in cardiac tissue. Western Blot and quantitative Real鄄time PCR
were used to detect protein and mRNA expression of chymase in cardiac tissue respectively. Results 摇
Compared with Ctrl group袁 collagen fiber area of myocardial袁 content of hydroxyproline and Ang域袁 protein
and mRNA expression of chymase increased in ISO group渊P<0郾 05袁 P<0郾 01冤. Compared with ISO group袁col鄄
lagen fiber area of myocardial袁 content of hydroxyproline and Ang域袁 mRNA expression of chymase de鄄
creased in JTF and CAP group渊P<0郾 05袁 P<0郾 01冤袁 protein expression of chymase decreased in JTF group

渊P<0郾 05冤. Compared with CAP group袁mRNA expression of chymase decreased in JTF group渊P<0郾 05冤. Con鄄
clusion 摇 JTF could inhibit and delay the progression of myocardial fibrosis in rats袁 the mechnism may re鄄
lated to inhibit chymase /Ang域pathway.

KEYWORDS摇 myocardial fibrosis曰 Jiedu Tongluo Formula曰 isoproterenol曰 chymase



窑员员园愿摇 窑 中国中西医结合杂志 2020 年 9 月第 40卷第 9期 CJITWM袁 September 2020袁 Vol. 40袁 No郾 9

摇 摇 心肌纤维化渊myocardial fibrosis袁MF冤是多种心

血管疾病不断进展至终末期的共同病理表现袁可直接

导致心力衰竭尧恶性心律失常和心源性猝死等袁其严重

程度和疾病的发展及预后密切相关咱1袁2暂 遥 近年研究发

现袁除经典的肾素原血管紧张素系统渊 renin鄄angioten鄄
sin system袁RAS冤外袁心脏糜酶渊 chymase冤 /血管紧

张素渊angiotensin袁Ang冤域途径亦在 MF 发生及进展

中发挥着重要的调控作用袁后者可通过协同组胺发挥

前炎症因子的效应尧参与胶原酶的激活尧参与细胞外基

质的形成和降解以及促使组织中的 Ang玉转变为

Ang域等多种途径参与心肌纤维化的形成咱3暂 遥 已故国

医大师任继学教授认为袁MF 病机为野毒伤血络冶袁阴阳

失衡尧脏腑功能失调及气血运行失畅等可使机体产生

大量生理病理产物袁致使体内浊毒内生袁败坏血络袁如
此循环往复袁终致心体受损袁心气虚衰而竭袁导致心肌

纤维化咱4暂遥 依据任继学教授提出的野毒伤血络冶学说袁
黄永生教授根据多年临床实践经验袁提出以解毒通络

法治疗心肌纤维化袁自拟解毒通络方袁方由夏枯草尧牛
膝尧茺蔚子三药组成遥 研究显示袁解毒通络方能够改善

心衰患者胸闷尧气短尧乏力等症状袁并能有效抑制心肌

纤维化大鼠心肌组织中组织糜酶及玉尧域型胶原的表

达袁延缓心肌纤维化进程咱5暂 遥 本研究以大剂量盐酸异

丙肾上腺素渊 isoproterenol袁ISO冤单次多点皮下注射

法复制大鼠心肌纤维化模型袁进一步验证并阐明解毒

通络方治疗心肌纤维化的机制袁为临床应用理论依据遥
材料与方法

1摇 动物 摇 Wistar 大鼠袁雄性袁6 ~ 8 周龄袁体重

180~200 g袁购自辽宁长生生物技术有限公司咱许可证

号院SCXK渊Liao冤2015 – 0001暂袁于长春中医药大学

医学实验动物中心饲养遥 本实验经长春中医药大学药

学院实验动物伦理委员会审批同意渊No郾 20180096冤遥
2摇 药物制备摇 夏枯草颗粒剂渊批号院16070022冤尧

牛膝颗粒剂渊批号院16060136冤尧茺蔚子颗粒渊批号院
16080117冤购自四川新绿色科技发展有限公司袁颗粒

质量标准符合叶中华人民共和国药典曳规定遥 3 种草药

颗粒按质量比 3 颐2 颐1 混匀袁灌胃前用温水溶解袁冷却至

室温后进行灌胃遥
3摇 试剂及仪器 摇 主要试剂院盐酸 ISO渊Sigma鄄

Aldrich袁I5627冤尧卡托普利渊Sigma鄄Aldrich袁C8856冤尧
羟脯氨酸含量检测试剂盒渊南京建成生物工程研究

所袁A030原2原1冤尧大鼠 Ang 域 ELISA 检测试剂盒渊武
汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司袁E鄄EL鄄R1430c冤尧
组织总蛋白提取试剂渊北京全式金生物技术有限公

司袁DE01冤尧Bradford 法蛋白定量盒渊北京全式金生物

技术有限公司袁DQ101冤尧兔抗大鼠 chymase 多克隆

抗体渊武汉爱博泰克生物科技有限公司袁A11480冤尧小
鼠抗大鼠 GAPDH 单克隆抗体渊武汉爱博泰克生物科

技有限公司袁AC002冤尧HRP 标记羊抗兔 Ig G渊武汉爱

博泰克生物科技有限公司袁AS014冤尧HRP 标记羊抗小

鼠 Ig G渊武汉爱博泰克生物科技有限公司袁AS003冤尧
ECL 显色试剂盒渊北京全式金生物技术有限公司袁
DW101原01冤尧TRIzol渊Gibco袁15596原026冤尧二步法逆

转录 RT鄄qPCR 试剂盒渊北京全式金生物技术有限公

司袁AQ201原01冤遥 主要仪器院全自动化学发光图像分

析系统渊上海天能袁Tanon 4600冤尧荧光定量 PCR 仪

渊德国耶拿袁qTOWER3G冤尧酶标仪渊美国 MD袁Versa鄄
Max冤尧显微成像系统渊Nicon袁8i冤遥

4摇 分组及造模摇 大鼠经适应性饲养 7d 后袁按体

重随机分为正常对照渊Ctrl冤组尧ISO 模型渊 ISO冤组尧解
毒通络渊 JTF冤组和卡托普利渊CAP冤组袁每组 10 只遥
除 Ctrl 组外袁其余各大组大鼠均按 0郾 005 g/kg 体重

单次多点皮下注射盐酸 ISO渊每个注射点注射体积<
0郾 1 mL冤 咱6暂 袁并自由进食及给水袁对照组大鼠注射等体

积生理盐水遥 造模当天同时开始药物干预袁JTF 组大

鼠按 50 g/渊kg窑d冤灌胃解毒通络方冲剂渊相当于临床

用量的等量咱7暂冤袁CAP 组大鼠按 0郾 005 g/渊 kg窑d冤灌
胃卡托普利溶液袁Ctrl 组尧ISO 组大鼠每日灌胃等体积

纯净水袁连续 14 d遥
5摇 观测指标

5郾 1摇 HE尧Masson 染色评价心肌纤维化程度摇
取心室肌组织利用梯度酒精脱水袁行常规石蜡包埋袁各
组大鼠心肌组织经常规石蜡包埋并制备石蜡 5 滋m 切

片袁经二甲苯脱蜡后分别行 HE 及 Masson 三色染色遥
HE 染色用以定性评估心肌坏死程度及间质增生特

点曰Masson 三色染色通过 Image J 渊NIH袁 Version
1郾 52冤软件半定量分析各组大鼠心肌纤维化程度遥

5郾 2摇 碱水解法检测羟脯氨酸含量 摇 取 100 mg
大鼠心室肌组织按照试剂盒说明书进行羟脯氨酸含量

测定遥 各组大鼠心肌组织羟脯氨酸含量以 滋g/mg 组

织湿重计算遥
5郾 3摇 ELISA 检测 Ang 域含量摇 按 ELISA 试剂

盒使用说明书进行大鼠心肌组织 Ang域含量检测遥
主要步骤为院渊1冤每凹孔加入 50 滋L 用稀释缓冲液稀

释的含抗原的心肌组织标本袁空白孔加蒸馏水 50 滋L袁
30 益作用 30 min曰渊2冤洗涤院移去包被液袁凹孔用洗涤

缓冲液洗 5 次袁每次 1 min曰渊3冤各孔加入 50 滋L 辣根

过氧化物酶标记的检测抗体溶液袁空白孔不加袁37 益
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作用 30 min曰渊4冤洗涤院移去包被液袁凹孔用洗涤缓冲

液洗 5 次袁每次 1 min曰渊5冤所有孔加入底物 A尧B 各

50 滋L袁37益 避光孵育 10 min曰 渊6冤 每孔加终止液

50 滋L曰渊7冤观察记录结果院用酶标仪在 450 nm 波长

下测量 OD 值袁计算 Ang 域含量遥 各组大鼠心肌组织

Ang 域含量以 滋g/mg 组织湿重表示遥
5郾 4摇 Western Blot 检测大鼠心肌组织糜酶表达

量摇 将 50 mg 心尖部心肌组织充分裂解袁以 Brad鄄
ford 法进行蛋白定量后袁 取 100 滋g/样本行 SDS
PAGE 电泳尧经 0郾 22 滋m PVDF 膜转膜后袁用 5%脱脂

奶粉封闭尧兔抗 chymase 多克隆抗体渊按 1 颐1 000 稀

释冤杂交后显色袁同时用同一样本检测GAPDH 作为内

对照袁用全自动化学发光图像分析系统成像并分析各

组大鼠 chymase 相对表达量遥
5郾 5摇 相对定量实时 PCR 检测大鼠心肌组织糜

酶 mRNA 表达摇 采用相对定量实时 RT鄄qPCR 法检

测各组大鼠心肌组织糜酶 mRNA 表达遥 首先袁用 TR鄄
Izol 法提取各组大鼠心肌组织总 RNA袁按二步法进行

糜酶基因表达检测袁以 GAPDH 作为内参基因遥 糜酶

渊GI院 6978666冤 引物序列为上游院5忆鄄GAGAATGTG鄄
CAGGGCAGTTG鄄3忆袁 下 游院 5忆鄄GGGCTCCTG鄄
GAGTCTCATCT鄄3忆袁 PCR 产 物 长 94 bp遥 内 参

GAPDH渊NM_017008郾 4冤 引物序列为上游院5忆鄄GT鄄
TACCAGGGCTGCCTTCTC鄄3忆袁 下 游院 5忆鄄GATGGT鄄
GATGGGTTTCCCGT鄄3忆袁 PCR 产物长 177 bp遥 以

2原吟吟CT 表示糜酶 mRNA 的相对表达量袁吟吟CT =
渊 CTchymase 原 CTGAPDH 冤 experiment 原 渊 CTchymase 原
CTGAPDH冤 control

咱6暂 遥
6摇 统计学方法摇 采用 GraphPad Prism 5郾 0 软

件分析遥 计量数据表示为 x依s袁用单因素方差分析法

进行组间差异比较袁组间两两比较用 鄄
分析袁 P<0郾 05 为差异有统计学意义遥

结摇 摇 果

1摇 各组大鼠心肌组织学变化比较渊图 1尧2冤 摇
ISO 组大鼠可见边界清楚的大小不一的心肌坏死灶袁
表现为心肌细胞溶解尧断裂袁增生的巨噬细胞尧成纤维

细胞及胶原成分填充坏死空架袁坏死灶主要分布在乳

头肌及内层心肌袁而中尧外层心肌病灶少见遥 JTF 组和

CAP 组大鼠心肌组织坏死病变特点与 Ctrl 组大鼠表

现相似袁但坏死灶数量及面积均有不同程度减轻袁少见

心肌大面积坏死整合灶遥 与 Ctrl 组比较袁ISO 组大鼠

心肌组织胶原纤维面积渊P<0郾 01冤曰与 ISO 组比较袁
JTF 组及 CAP 组大鼠心肌组织胶原纤维面积减

少渊P<0郾 01冤遥

摇 摇 注院箭头所示为增生的巨噬细胞尧成纤维细胞及胶原成分填

充坏死空架

图 1摇 各组大鼠心肌组织学变化比较渊HE 染色袁伊200冤

摇 摇 注院箭头所指为胶原成分填充坏死灶曰与 Ctrl 组比较袁鄢P<

0郾 01曰与 ISO组比较袁吟P<0郾 01
图 2摇 各组大鼠心肌组织学变化比较

渊Masson 染色袁伊200冤
2摇 各组大鼠心肌组织羟脯氨酸及 Ang 域含量比

较渊表 1冤摇 与 Ctrl 组比较袁ISO 组大鼠心室组织羟脯

氨酸及 Ang 域含量明显增加渊P<0郾 05冤遥 与模型组比

较袁JTF 组和 CAP 组大鼠心肌组织羟脯氨酸及 Ang
域含量降低渊P<0郾 05冤袁两组间比较袁差异无统计学意

义渊P>0郾 05冤遥
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表 1摇 各组大鼠心肌组织羟脯氨酸及

Ang 域含量比较摇 渊x依s冤
组别 羟脯氨酸渊mg/g冤 Ang 域渊滋g/g冤
Ctrl 10 0援 151依0援 005 299援 2依90援 6
ISO 10 0援 350依0援 011鄢 810援 4依136援 3鄢
JTF 10 0援 191依0援 023吟 552援 8依90援 5吟
CAP 10 0援 265依0援 027吟 562援 9依124援 1吟

摇 摇 注院与 Ctrl 组比较袁鄢P<0郾 05曰与 ISO模型组比较袁吟P<0郾 05

3摇 各组大鼠心肌组织糜酶蛋白及 mRNA 表达比

较渊表 2冤摇 与 Ctrl 组比较袁ISO 组大鼠心肌组织糜酶

蛋白及 mRNA 表达增加渊P<0郾 05冤遥 与 ISO 组比较袁
JTF 组大鼠心肌组织糜酶蛋白及 mRNA 表达降低

渊P<0郾 05冤袁CAP 组大鼠心肌组织糜酶蛋白 mRNA 表

达降低渊P<0郾 05冤遥 与 CAP 组比较袁JTF 组大鼠心肌

组织糜酶蛋白 mRNA 表达降低渊P<0郾 05冤遥
表 2摇 各组大鼠心肌组织糜酶蛋白及 mRNA

表达比较摇 渊x依s冤
组别 糜酶蛋白 糜酶 mRNA

Ctrl 10 0援 63依0援 10 1援 03依0援 23
ISO 10 1援 07依0援 13鄢 4援 28依0援 85鄢
JTF 10 0援 69依0援 09吟 1援 95依0援 69吟
CAP 10 0援 87依0援 06 2援 93依0援 67吟银

摇 摇 注院与 Ctrl 组比较袁鄢P<0郾 05曰与 ISO组比较袁吟P<0郾 05曰与 JTF 组

比较袁银P<0郾 05
讨摇 摇 论

机体阴阳气血失调袁脏腑功能失调致虚袁虚则内生

毒邪袁浊毒内生袁不能及时排出体外袁淤积日久入络袁而
络病则影响人体气血的运行尧脏腑的功能袁如此循环往

复袁终致心体受损袁心气血阴阳俱衰竭袁此即为任继学

教授提出的心肌纤维化野毒伤血络冶学说咱8暂 遥
黄永生教授本着治病必求其本的原则袁根据多年

临床实践经验袁提出以解毒通络方治疗心肌纤维化遥
本方由夏枯草尧牛膝尧茺蔚子组成袁其中夏枯草味苦辛尧
性寒袁有疏通气血之功袁其通络散结之能调畅营气以散

毒袁为该方君药曰牛膝味甘酸袁性平袁具有补益肝肾袁滋
阴潜阳之功袁为臣药曰茺蔚子味辛甘尧微苦尧微寒袁性凉袁
具有顺气活血化瘀之能袁祛瘀而通袁上行而下达为佐使

药遥 三药组合使肝肾阴阳平衡袁气血畅通袁营行毒除而

通络遥
ISO 属儿茶酚胺类药物袁大鼠皮下注射 ISO 后袁

ISO可通过激动心脏 茁 肾上腺素受体袁加快心率尧增加

心肌收缩力袁增加心肌耗氧量袁进而引起心肌微循环障

碍袁导致心肌损伤袁镜下显示为境界清楚的大小不一的

心肌坏死灶袁表现为心肌细胞溶解尧断裂袁随着病程发

展袁逐渐由增生的巨噬细胞尧成纤维细胞及胶原成分填

充坏死空架咱7暂遥 本研究用 ISO 单次多点皮下注射法

复制心肌纤维化大鼠模型袁结果显示袁大鼠经 ISO 注

射后袁其心肌组织可见境界清楚的大小不一的心肌坏

死灶袁增生的巨噬细胞尧成纤维细胞及胶原成分填充坏

死空架袁即发生明显心肌纤维化遥
本研究中袁JTF 组及 CAP 组大鼠心肌组织均可见

大小不等的心肌坏死病灶袁但与 ISO 组比较袁其数量

及面积均有不同程度减轻袁且少见心肌大面积坏死整

合灶遥 Masson 三色染色分析各组大鼠心肌纤维化程

度袁结果显示袁在心肌溶解性坏死留下的空架内有大量

纤维组织填充袁ISO 组大鼠心肌组织胶原纤维面积较

Ctrl 组增加袁而与 ISO 比较袁JTF 组及 CAP 组大鼠心

肌组织胶原纤维面积减少袁提示解毒通络方可明显抑

制大鼠心肌纤维化程度袁延缓心肌纤维化进程袁疗效与

卡托普利相当遥
Ang域是近年公认的致纤维化因素袁与心肌纤维

化在内的多种器官纤维化有关遥 研究结果显示袁Ang
域有刺激心肌成纤维细胞增殖作用袁在体内和体外均

可刺激其合成和分泌细胞外基质袁进而促进心肌纤维

化进程咱9袁10暂 遥 近年研究显示袁除经典 RAS 途径外袁在
心脏袁还存在糜酶/Ang 域途径咱11暂 遥 糜酶是最早发现

于肥大细胞的一种丝氨酸蛋白酶袁是目前已知的最强

有力的局部组织 Ang 玉转换酶袁目前认为袁糜酶途径

来源的 Ang 域的生物学活性约为 RAS 来源的 20
倍咱12袁13暂 遥 本研究结果显示袁ISO 组心肌组织 Ang域含

量以及糜酶含量和mRNA 表达较Ctrl 组增加袁而经解

毒通络方治疗后心肌组织 Ang域含量以及糜酶 mR鄄
NA 表达降低袁其效果与卡托普利相当遥 此外袁解毒通

络方大鼠还出现心肌组织糜酶含量降低袁提示除 Ang
域经典生成途径外袁解毒通络方还可能通过心肌组织

中糜酶/Ang 域途径袁即 Ang 域的糜酶生成途径可能

是解毒通络方的治疗心肌纤维化的靶点之一遥
综上袁解毒通络方可抑制 ISO 诱导大鼠心肌纤维

化袁其机制与抑制糜酶/Ang 域途径有关
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