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摘要# 目的!探讨通心络胶囊 "人参( 全蝎( 赤芍等# 对异丙肾上腺素 "SHe# 诱导的心肌肥厚大鼠心功能及心肌纤
维化的影响’ 方法!雄性 HF大鼠 @% 只随机均分为对照组& SHe组和通心络组’ 通心络组给予连续 #/ . 通心络灌胃&
而SHe组和对照组则给予生理盐水’ SHe组和通心络组连续 0 .皮下注射SHe’ 治疗 @ 周后& 测量左心室收缩末期压力
"EN5HC#( 左心室舒张末期压力 "EN5FC# 及左心室压力上升与下降最大速率 " l.TJ.<67,# 的血流动力学指标$ 计
算心脏质量指数 "O[S# 和左心室质量指数 "EN[S#$ 检测血清和心肌中氧化应激指标超氧化物歧化酶 "HeF# 和丙
二醛 "LF1# 水平$ 采用酶联免疫吸附法检测血清与心肌组织Ge水平$ 采用 L7YY?B染色观察心肌纤维化$ P2)CMP
检测心肌内皮型Ge合酶 "0)*+# 6PG1表达量$ [3Y<39B a4?<法测定3GeH和磷酸化3GeH "T)3GeH# 蛋白表达水平’
结果!与对照组相比& SHe组的EN5HC及l.TJ.<67,均减小& 心肌纤维化明显& 血清与心肌 HeF和 Ge水平降低& 心
肌3GeH的6PG1和蛋白表达及 T)3GeH的蛋白表达均明显减少& EN5FC( O[S( EN[S( 血清和心肌LF1水平显著增
加’ 与SHe组相比& 通心络组EN5HC及l.TJ.<67,均增加& 心肌纤维化程度减轻& 血清及心肌 HeF和Ge水平均升高(
心肌3GeH的6PG1和蛋白表达及 T)3GeH的蛋白表达均增加& EN5FC( O[S( EN[S( 血清和心肌LF1水平均显著减
少’ 结论!通心络胶囊可改善SHe诱导的心肌肥厚大鼠的心功能并减轻心肌纤维化& 其机制可能与通心络胶囊激活
3GeHJGe信号通路及抗氧化应激有关’
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!!心肌肥厚是心肌对各种有害刺激因素引起心脏
功能超负荷的一种适应性反应& 持续存在的心肌肥
厚可引起心律失常及心源性猝死等多种心血管疾病
的发生& 从而增加心血管病患者的死亡率)")#+ ’ 通
心络胶囊 "通心络# 是依据络病学理论& 由人参(
全蝎( 赤芍( 土鳖虫( 檀香& 降香& 乳香 "制#(
水蛭( 蝉蜕( 蜈蚣( 酸枣仁 "炒# 及冰片 "# 种中
药研制而成一种复方制剂& 不但具有益气( 活血及
通络等功效& 其还可以扩张冠状动脉从而改善心肌
缺血)(+ ’ 既往研究发现通心络对异丙肾上腺素
"SHe# 诱导的急性心肌损伤具有保护作用)@)%+ & 但
通心络对SHe慢性作用诱导的心肌肥厚动物心功能
及心肌纤维化的影响& 既往并无相关研究’ 因此&
本研究拟对这一问题进行探讨’
FG材料与方法

雄性 HF大鼠 @% 只& 体质量 #%& d(&& :& 购自
武汉大学医学部实验动物中心 "合格证号 HM\R
)鄂+ #&&0)&&&’#’ 将动物随机分为对照组( SHe
组和通心络组& 每组各 "% 只’ 既往研究证实& 持
续的#肾上腺受体过度激活可以引起心肌细胞肥大
及心肌纤维化& 因此在本实验中我们采用连续注射
#肾上腺受体激动剂SHe "H8:67公司& 美国# 来制
备大鼠心肌肥厚模型’ 通心络组给予连续 #/ . 通心
络灌胃 )# :J"K:*.#& 以岭药业& 石家庄+ )’+ & 而
SHe组和对照组则给予等体积生理盐水灌胃
)" 6EJ"K:*.#+’ SHe组和通心络组在药物灌胃
的第 ## 天 开 始 连 续 0 . 皮 下 注 射 SHe
)#V% 6:J"K:*.#+ )0+ & 而对照组则注射等体积生

理盐水 )" 6EJ"K:*.#+’ 在给药及饲养过程中未
出现动物死亡’
HG实验方法
#V"!血流动力学指标检测!在完成所有药物干预
@ 周后& 对动物进行血流动力学评价’ 给予戊巴比
妥钠 "(& 6:JK:& H8:67公司& 美国# 麻醉后& 于
右侧颈部纵行切开分离右颈总动脉& 将一根 #W的
684479导管 "L84479公司& 美国# 经右颈总动脉插
至左心室& 连接 C?b39E7a 生理记录仪 "1F公司&
澳大利亚#& 测量左心室收缩末期压力 "EN5HC#(
左心室舒张末期压力 "EN5FC# 及左心室压力上升
与下降最大速率 " l.TJ.<67,# 等血流动力学指标’
#V#!心脏解剖学改变及L7YY?B染色评价心肌纤维
化!每组各选 % 只动物麻醉后开胸取出心脏& 剪除
周围结缔组织和肺脏& 滤纸吸尽残血后称重& 作为
全心质量’ 接着分离左心室并称重& 作为左心质
量’ 以全心质量( 左室质量与体质量之比计算心脏
质量指数 "OLS# 和左心室质量指数 "ENLS#’ 随
后将左心室心肌组织置于经 "&!甲醛溶液固定 / d
"# ;后& 采用乙醇梯度脱水并常规石蜡包埋( 切
片& 随后进行 L7YY?B 染色’ L7YY?B 染色使胶原纤
维在光镜下呈蓝绿色& 而心肌细胞则呈红色’ 光镜
下拍照( 电脑存储& 采用 S67:3C9?)C4AY软件
"L3.87M=a39B3<8+Y公司& 美国# 对心肌纤维化进
行分析& 测量心肌间质胶原总面积和图像总面积&
用以计算胶原容积百分比 "MNW#’
#V(!血清和心肌组织 HeF! LF1及 Ge水平测定
!每组各选 %只动物& 药物麻醉后采用断头法处死&
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取全血及左心室心肌组织各(V% 6E和"&& 6:’ 全血
室温放置 " ; 后置于离心机 "Y+)(%*/%#& 日立公
司& 日本# 中& 在 @ g下 " &&& 9J68B离心 "& 68B&
分离血清后& 5C管分装置于 h/& g冰箱保存待
测’ 心肌组织加入 &V’ 6E生理盐水& 使用组织匀
浆机 "/&&H& [798B:公司& 美国# 研磨制成 "&!
的组织匀浆& 随后 @ g& "@ &&& 9J68B& 离心
"& 68B& 取上清液置于 h/& g冰箱保存待测’
HeF的检测采用黄嘌呤氧化酶法$ LF1检测采用
硫代巴比妥酸法$ Ge水平检测采用 5ESH1试剂
盒 "PF公司& 美国#& 操作过程严格按照试剂盒
说明书在全自动酶标仪 "QE’/&& QSe)P1F公
司& 美国# 上完成’
#V@!P2)CMP检测内皮型 Ge合酶 "0)*+# 的
6PG1表达量!剪取左心室心肌组织 "&& 6:& 将
其剪碎后加入 " 6E预冷的 298-?4液& 在冰上将组
织充分研磨提取总 PG1& 随后根据 W3963B<7Y反转
录试剂盒说明书将总 PG1反转录为 +FG1’ 使用
C98639%V& 软件设计 0)*+ 6PG1和内参 ?$1F6 的
引物& 并由SB_8<9?:3B公司合成’ 0)*+ 6PG1引物
序列正向为 %0 )11M12D2D2MM22DM2MD1DDM1)
(0& 反向为 %0 )22MMDDMD2MM1MMM2D12MM211)
(0& 扩增片段长 (@& aT’ 内参 ?$1F6 的引物正向
为 %0 )M12M1MM12M22MM1DD1DMD)(0& 反向为
%0 )2D1MM22DMMM1M1DMM22fD)(0& 扩增片段长
@@( aT’ 0)*+ CMP扩增条件为 *% g预变性 ( 68B
后& *% g变性 (& Y& %’ g退火 (& Y& 0# g延伸
@% Y& 共 (@ 个循环’ ?$1F6 CMP反应条件为 *@ g
变性 " 68B& ’& g退火 (& Y& 0# g延伸 @% Y& 共 (&
个循环’ 取 % %ECMP产物行凝胶电泳& 使用凝胶
成像系统对 0)*+ 的 6PG1表达量行半定量分析&

结果用0)*+J?$1F6表示’
#V%![3Y<39B a4?<检测 3GeH 和磷酸化 3GeH " T)
3GeH# 蛋白表达量!剪取左心室组织 " %& d
"&& 6:#& 使用匀浆器进行匀浆并提取膜蛋白& 采
用QM1法对蛋白浓度定量分析后& 将膜蛋白样本
置于h/& g冰箱中待用’ 匀浆及提取膜蛋白的具
体步骤及方法参照文献 )’+& 采用 /!的聚丙烯酰
胺凝胶电泳分离膜蛋白& 随后将膜蛋白电转至硝酸
纤维素膜上& 置于含 %!脱脂奶粉的 2QH2缓冲液
中室温封闭 ( ;& 随后分别加入抗 3GeH "" j/&&#
和 T)3GeH "" j" &&&# 的单克隆抗体&抗及抗
D1CFO单克隆抗体&抗 "" j# &&&# "H8:67公司&
美国#& @ g孵育过夜’ 第 # 天& 采用2QH2缓冲液
对膜洗涤 ( 次 "每次 "% 68B#& 室温加入相应的二
抗 "4j" %&&# 孵育 " ;& 随后再次2QH2缓冲液洗
膜 ( 次 "每次 "%68B#’ 采用增强化学发光法将膜
置于暗处反应 % 68B& 后 \光片曝光显影和定影&
凝胶成像系统拍照’
#V’!统计学处理!HCHH "0V& 统计软件进行数据分
析& 正态分布计量资料以均数l标准差 "Jl># 表
示& 多组间比较采用单因素方差分析& 并采用
2AK3=事后检验法进行组间两两比较& 以 ,U&V&%
为差异有统计学意义’
IG结果
(V"!血流动力学指标结果!与对照组相比& SHe
组EN5HC及l.TJ.<67,均减小 ",U&V&"#& EN5FC
增大 ",U&V&"#$ 在给予通心络干预后& 通心络
组EN5HC及l.TJ.<67,均较SHe组增大 ",U&V&"#&
而EN5FC较SHe组减小 ",U&V&"#& 结果见表 "’
这些结果表明& 通心络能有效改善SHe慢性作用引
起的大鼠血流动力学紊乱及心功能下降’

表 FGI 组血流动力学指标的比较 $+L"% ,MFZ% F %%=P MVNFII \J)&
7)1NFG9"%.)(#0"/",2&%"!4/)%#-#/!&S&0#/*2(&&P("3.0$+L"% ,MFZ% F %%=P MVNFII \J)&

组别 EN5HCJ66O: EN5FCJ66O: " q.TJ.<67,#J"66O:*Yh"# " h.TJ.<67,#J"66O:*Yh"#

对照组 ""/V(@ l0V/( (V’% l&V#0 / *@%V(@ l("0V"/ % */*V%’ l((#V’@
SHe组 /#V"0 l’V(*! %V"/ l&V@’! 0 ""*V0* l#0/V%@! ( %/0V0’ l#’&V’#!

通心络组 "&#V0’ l’V0#n @V@% l&V("n / #@0V*( l#/0V(0 n @ ’@/V&# l(&"V*& n

注! 与对照组比较&!,U&V&"$ 与SHe组比较&n,U&V&"

(V#!各组动物解剖学改变及L7YY?B 染色结果!与
对照组相比& SHe组 O[S及 EN[S均明显增大
",U&V&"#& 而通心络组O[S及EN[S均较SHe组
减小 ",U&V&"#& 见图 "& 提示通心络可以减轻
SHe慢性刺激引起的的心肌肥厚’ 此外& L7YY?B 染
色显示& 对照组心室肌间胶原堆积少& SHe组心室

肌间胶原纤维堆积明显多& 通心络组心室肌间胶原
堆积量介于两者之间’ 胶原纤维定量分析结果提
示& SHe组的 MNW显著高于对照组 )""’V(# l
(V%%#!与 "(V(% l"V"##!& ,U&V&"+& 而通心
络组的MNW较 SHe组显著降低 )"*V0’ l#V’0#!
与 ""’V(# l(V(%#!& ,U&V&"+& 见图 "’ 以上结
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果说明& 通心络能有效降低SHe持续刺激引起的心
室肌纤维化’
(V(!血清及心肌组织氧化应激指标结果!与对照
组相比& SHe组血清和心肌 LF1水平均明显增
加& 而血清和心肌 HeF水平显著降低 ",U

&V&"#$ 与 SHe组相比& 通心络组血清和心肌
HeF水平均明显升高& 而血清和心肌 LF1水平
显著降低 ",U&V&"#& 结果见图 #’ 这些结果提
示& 通心络能减轻 SHe持续刺激引起的氧化应激
反应’

注! 与对照组比较&!!,U&V&"$ 与SHe组比较&nn,U&V&"

图 FGI 组心脏质量指数( 左心室质量指数及;)00"/染色 $ TUVV& 结果G $,MZ&
R#PNFG8&03’*0",2&)(*O&#P2*#/!&S&0% ’&,*+&/*(#-’&O&#P2*#/!&S&0)/!;)00"/0*)#/#/P0$ TUVV& #/*2(&&P("3.0$,MZ&

注! 与对照组比较&!!,U&V&"$ 与SHe组比较&nn,U&V&"

图 HGI 组血清和心肌6>?( ;?$及B>水平 $,MZ&
R#PNHG6&(3%)/!%4"-)(!#)’6>?% ;?$)/!B>’&+&’0#/*2(&&P("3.0$,MZ&
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(V@!血清及心肌组织 Ge水平结果!与对照组相
比& SHe组血清和心肌 Ge水平均明显减少 ",U
&V&"#$ 给予通心络干预后& 通心络组血清和心肌
GeF水平较 SHe组显著升高 ",U&V&"#& 结果见
图 #’ 这些结果提示& 通心络能减轻 SHe慢性作用
引起的Ge合成减少’
(V%!各组0)*+ 6PG1的表达结果!P2)CMP结果
显示& SHe组心室 0)*+ 6PG1的表达量显著低于
对照组 ",U&V&"#& 而给予通心络干预后& 通心
络组心室 0)*+ 6PG1表达量较 SHe组显著上调
",U&V&"#& 结果见图 (’ 这一结果提示& SHe持
续刺激可引起 0)*+ 6PG1水平的下调& 而通心络
能减轻SHe持续刺激引起的0)*+ 6PG1的改变’

注! 与对照组比较&!!,U&V&"$ 与SHe组比较&nn,U&V&"

图 IGI 组左心室5234%8B$表达 $,MZ&
R#PNIG%8B$&S.(&00#"/0",5234#/’&,*+&/*(#-3’)(

*#003&0#/*2(&&P("3.0$,MZ&

(V’!3GeH 及 T)3GeH 蛋白表达结果![3Y<39B a4?<
实验检测 3GeH 和 T)3GeH 蛋白在 ( 组动物间的表
达& 结果显示& 与对照组相比& SHe组心室 3GeH
和 T)3GeH蛋白表达水平显著下降 ",U&V&"#$ 而
与SHe组相比& 通心络组心室 3GeH 和 T)3GeH 蛋
白表达水平明显升高 ",U&V&"#& 结果见图 @’ 这
些结果表明& SHe持续刺激可抑制 3GeH 的激活&
而通心络可减轻 SHe慢性作用对 3GeH 激活的
影响’
UG讨论

SHe是一种非选择性#受体激动剂& 因其慢性
作用可引起心肌产生病理性肥厚而常被用来制备心
肌肥厚模型)0+ ’ 在本研究中我们同样采用SHe慢性
注射制备心肌肥厚模型& 结果显示& SHe组动物不
仅EN5HC( EN5FC和l.TJ.<67,等血流动力学指标
均较对照组出现显著改变& 且心肌间质胶原大量堆
积& 提示SHe组动物心功能受损及心肌发生严重纤
维化& 这与既往报道相一致)/)*+ ’ 当给予通心络干
预后& 通心络组动物血流动力学各指标及心肌纤维
化程度均较SHe组显著改善& 提示通心络对SHe诱

注! 与对照组比较&!!,U&V&"$ 与SHe组比较&nn,U&V&"

图 UGI 组左心室.X&B>6和&B>6蛋白表达 $,MZ&
G GR#PNUGJ("*&#/&S.(&00#"/0",.X&B>6)/!&B>6#/’&,*

+&/*(#-3’)(*#003&0#/*2(&&P("3.0$,MZ&

导的心肌肥厚大鼠有改善心功能并减轻心肌纤维化
的作用’

在本研究中& SHe慢性作用下调了心肌 3GeH
及 T)3GeH蛋白表达量& 并降低了心肌 Ge水平&
而这些改变在给予通心络干预后均显著减轻’ Ge
是 K)精氨酸在Ge合酶催化下生成的一种生物活性
气体& 内皮细胞与心肌细胞均能合成和分泌
Ge)"&+ ’ 既往研究显示& Ge可以通过舒张血管减
少心脏的压力负荷( 降低心肌氧耗及直接灭活氧自
由基等途径抑制心肌肥厚)"")"#+ ’ 此外& 一些增加
机体Ge合成的药物被证实具有改善心肌肥厚动物
心功能及减轻心肌纤维化的作用)"(+ ’ 3GeH 是心肌
细胞 Ge合酶的常见类型& 其主要与生理浓度的
Ge合成有关’ T)3GeH 是 3GeH 活化形式& 其表达
下降可直接导致 Ge合成减少’ L7YY8?B 等人发现
3GeH基因敲除小鼠与野生型小鼠相比& 更易发生
心室肥厚)"#+ ’ 而 3GeH 基因过表达小鼠则能抵抗
SHe诱导心肌肥厚作用)"@+ ’ 早期的一些研究均发
现& 通心络可以促进机体Ge合成从而发挥心血管
保护作用)"%+ ’ 近期 [7B:等人发现& 通心络可通

过激活1K<J3GeH信号通路来增加心肌组织 Ge水
平& 从而改善压力负荷诱导的心力衰竭大鼠心功能
并减轻心肌纤维化程度)"’+ ’ 因此& 我们认为通心
络改善心肌肥厚大鼠心功能及心肌纤维化可能与其
激活 3GeHJGe相关信号通路来增加 Ge的合成
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有关’
此外& 既往研究结果证实& 持续的SHe刺激可

导致心肌氧化应激反应的发生)/+ ’ 在氧化应激反
应作用下& 心肌成纤维细胞将发生增殖和迁移& 并
最终分化为成肌纤维细胞& 成肌纤维细胞又可分泌
基质金属蛋白酶& 使胶原纤维合成增加& 进而引起
心肌纤维化)"0+ ’ 在本研究中& 通心络干预一方面
降低了SHe慢性刺激大鼠血清和心肌氧化损伤标志
物LeF水平& 另一方面升高了血清和心肌抗氧化
酶 HeF水平’ 这些结果提示通心络对 SHe慢性刺
激大鼠发挥了抗氧化应激的作用& 这可能是通心络
降低心室纤维化的另一个机制’

总之& 在本研究中发现& 通心络可改善SHe诱
导的心肌肥厚大鼠心功能并减轻心肌纤维化& 其机
制可能与通心络激活 3GeHJGe信号通路及抗氧化
应激有关’
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