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摘要： 目的　 探讨益心方改善大鼠心肌缺血再灌注损伤后心肌纤维化的作用。 方法　 采用结扎冠状动脉左前降支 ３０
ｍｉｎ 后复流建立大鼠心肌缺血再灌注模型， 将大鼠按随机数字法分为假手术组、 模型组和益心方低、 中、 高剂量组

（６ ８４、 １３ ６８、 ２７ ３６ ｇ ／ ｋｇ）， 药物干预 ４ 周。 观察大鼠一般情况， 计算心脏质量指数与心胫比， 超声检测心功能情

况， ＨＥ 染色法观察心脏病理损伤情况， Ｍａｓｓｏｎ 染色法观察心肌纤维化情况， Ｗｅｓｔｒｅｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法分别检测心

肌组织 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ、 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与假手术组比较， 模型组大鼠

体质量降低 （Ｐ＜０ ０１）， 心脏质量指数与心胫比升高 （Ｐ＜０ ０１）， ＬＶＥＦ、 ＦＳ 降低 （Ｐ＜０ ０１）； 心肌结构受损严重，
细胞肿胀伴有炎性浸润以及纤维化瘢痕形成； 心肌组织 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ、 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３ 蛋白及

ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０ ０１）。 与模型组比较， 益心方中、 高剂量组大鼠体质量增加 （Ｐ＜０ ０１）， 心脏质量指数与心胫

比降低 （Ｐ＜０ ０１）， ＬＶＥＦ、 ＦＳ 提高 （Ｐ＜０ ０１）； 心肌病理损伤及纤维化程度减轻； 心肌组织 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅲ、 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０ ０１）。 结论　 益心方可以减轻大鼠心肌缺血再灌注后心肌

纤维化程度， 其机制可能与抑制 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路活化相关。
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　 　 心血管疾病 （ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ， ＣＶＤ） 在全球范

围内仍然是导致死亡的主要原因之一［１⁃２］ ， 急性心肌梗死

（ａｃｕｔｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ， ＡＭＩ） 为主要致死原因［３］ 。 再

灌注治疗是减少心肌损伤最有效的措施［４］ ， 然而血液的再

灌注过程中诱发了心律失常、 心肌顿抑和心力衰竭等并发

症， 称 为 心 肌 缺 血 再 灌 注 损 伤 （ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ， ＭＩＲＩ） ［５］ ， 尽管及时有效的再灌注治疗

可以挽救 ＡＭＩ 患者的心梗面积， 但仍有大量患者发展为心

力衰竭［３，６］ 。 心肌缺血和再灌注导致大量的心肌细胞死亡，
这些细胞被纤维化瘢痕取代， 梗死心肌组织的修复需要动

员和激活修复性的成纤维细胞和肌成纤维细胞［７］ ， ＭＩＲＩ 引
发的氧化应激损伤和炎症反应能够激活 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号

通路， 从而促进心肌成纤维细胞的增殖和分化， 导致心肌

纤维化和心室重构［８］ 。 再灌注损伤和慢性心脏重构是 ＭＩＲＩ
患者预后不良的主要原因， 因此， 探讨 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号

通路在 ＭＩＲＩ 中的作用机制， 为预防和逆转 ＭＩＲＩ 引起的心

肌纤维化提供有效的治疗策略具有重要意义。
益心方为本课题组经验方， 具有益气活血化瘀之效，

前期基础实验中已验证该方能提高大鼠射血分数， 减少心

肌梗死面积， 对 ＭＩＲＩ 具有保护作用［９⁃１０］ 。 本研究通过建立

大鼠 ＭＩＲＩ 模型， 探讨益心方改善心肌纤维化的药效及作用

机制， 以期为其治疗 ＭＩＲＩ 的临床运用提供实验依据。
１　 材料

１ １　 动物　 ４５ 只 ＳＰＦ 级 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠， 体质量 ２２０ ～ ２３０ ｇ，
购自北京维通利华实验动物技术有限公司上海分公司 ［实验

动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０２１⁃０００６］； 常规饲养于上

海中医药大学实验动物中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ
（沪） ２０２０⁃０００９］， 伦理审查号 ＰＺＳＨＵＴＣＭ２３０６２６０００４。
１ ２　 药物　 益心方 （黄芪 １５ ｇ、 川芎 １２ ｇ、 丹参 １２ ｇ、 红

景天 １０ ｇ、 当归 ９ ｇ、 香附 ９ ｇ、 桂枝 ６ ｇ） 颗粒剂 （７ ０
ｇ ／袋， 批号 ２３０２３０６）， 由江阴天江药业有限公司提供， 所

有颗粒剂均符合 ２０２０ 版 《中国药典》 要求。 按照动物与人

的体表面积换算， 将益心方颗粒制成 ６ ８４、 １３ ６８、 ２７ ３６
ｇ ／ ｋｇ （低、 中、 高） 混悬液， 中剂量为临床等效剂量。
１ ３　 试 剂 　 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ、 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、
Ｓｍａｄ３ 抗体 （批号 ＡＦ７００１、 ＡＦ５４５７、 ＢＦ８０１２、 ＡＦ６４４９、
ＡＦ６３６２， 美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司）； ＧＡＤＰＨ 抗体 （批号 ６００４⁃１⁃
Ｉｇ， 武汉三鹰生物技术有限公司）； ＨＲＰ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ
（批号 １１１⁃０３５⁃００３， 美国 Ｊａｃｋｓｏｎ 公司）； ＨＲＰ 标记山羊抗

小鼠 ＩｇＧ （批号 Ａ０２１６， 上海碧云天生物技术股份有限公

司）； 苏木素伊红试剂盒、 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色试剂盒 （批号

Ｇ１１２０、 Ｇ１３４６， 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ）； ＣｈａｍＱ
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Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ＦａｓｔＰｕｒｅ Ｃｅｌｌ ／ Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖ２、 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ （＋
ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ） （批号 Ｑ７１１⁃０２、 ＲＣ１１２⁃０１、 Ｒ３２３⁃０１， 南京诺

唯赞生物科技股份有限公司）。
１ ４　 仪器　 离心机 （美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司）； 电泳及转膜电

源仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； 凝胶成像系统 （上海勤翔科学

仪器有限公司）； 酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）； 小动物麻醉

机 （上海玉研科学仪器有限公司）； 小动物呼吸机 （深圳

市瑞沃德生命科技股份有限公司）； 动物心电图机 ［英维

康医疗器械 （苏州） 有限公司］； 彩色心脏多普勒超声成

像仪 （上海玉研科学仪器有限公司）； 光学显微镜 （日本

尼康公司）。
２　 方法

２ １　 造模、 分组及给药 　 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠适应性喂养 ７ ｄ 后，
按随机数字法分为假手术组、 模型组和益心方低、 中、 高

剂量组， 采用结扎冠状动脉左前降支 ３０ ｍｉｎ 后再灌注的方

法制备大鼠 ＭＩＲＩ 模型。 异氟烷麻醉大鼠后气管插管， 连接

小动物呼吸机辅助呼吸， 连接标准肢体导联心电图， 记录

心电图标准Ⅱ导联。 于胸骨左缘纵行切开皮肤， 暴露胸廓，
予三、 四肋间开胸， 暴露心脏。 结扎冠状动脉左前降支，
心电图可见 ＳＴ 段弓背抬高， Ｔ 波高耸， 结扎线以下部位心

肌组织发白； 再灌注后心电图 ＳＴ 段回落 １ ／ ２ 以上， 心肌组

织逐渐变红即为心肌再灌注成功， 造模过程中心电图变化

见图 １。 假手术组只穿线不结扎， 随后关闭胸腔。 假手术

组和模型组灌胃给予生理盐水； 益心方低、 中、 高剂量组

大鼠再灌注后立刻经胃⁃十二指肠灌胃 ６ ８４、 １３ ６８、 ２７ ３６
ｇ ／ ｋｇ 益心方混悬液， 给药体积 １０ ｍＬ ／ ｋｇ， 干预 ４ 周。

图 １　 造模过程中心电图变化

２ ２　 大鼠体质量、 心脏质量指数以及心胫比检测　 每周称

量大鼠体质量， 观察大鼠精神状态、 摄食饮水情况并记录。
再灌注 ４ 周后， 大鼠称重后麻醉， 取心脏， 预冷 ＰＢＳ 清洗，
擦干水分后称量心脏质量， 心脏质量指数 （ｃａｒｄｉａｃ ｗｅｉｇｈｔ
ｉｎｄｅｘ， ＣＷＩ） ＝ 心脏质量 ／体质量。 取完整右侧胫骨， 测量

胫骨长度， 心胫比 （ ｈｅａｒｔ ｗｅｉｇｈｔ ／ ｔｉｂｉａ ｌｅｎｇｔｈ， ＨＷ／ ＴＬ） ＝
心脏质量 ／胫骨长度。
２ ３　 心功能检测　 再灌注 ４ 周后， 使用彩色心脏多普勒超

声仪， 通过 Ｍ 型超声 Ｔｅｉｃｈｈｏｌｚ 法在心动周期中测量左室舒

张末期直径 （ＬＶＤｄ） 和左室收缩末期直经 （ＬＶＩＤｓ）， 计

算左室射血分数 （ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ， ＬＶＥＦ）
和左室短轴缩短率 （ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ， ＦＳ）。
公式为 ＬＶＥＦ ＝ （ＬＶＩＤｄ３ －ＬＶＩＤｓ３ ） ／ ＬＶＩＤｄ３ × １００％ ； ＦＳ ＝

［ （ＬＶＩＤｄ－ＬＶＩＤｓ） ／ ＬＶＩＤｄ］ ×１００％ 。
２ ４　 ＨＥ 染色法观察心肌组织病理形态 　 再灌注 ４ 周后，
取心脏并用冰生理盐水充分洗涤， 放置于 ４％ 多聚甲醛中固

定 ２４～２８ ｈ， 脱水包埋， 制成 ４ μｍ 石蜡切片， 进行常规苏

木精、 伊红染色， 于光学显微镜下观察心肌组织病理形态。
２ ５　 Ｍａｓｓｏｎ 染色法观察心肌组织纤维化情况 　 取心肌组

织石蜡切片， 按照 Ｍａｓｓｏｎ 染色试剂盒说明书操作， 于光学

显微镜下观察心肌纤维分布并拍照。
２ ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｏｌｔ 法检测心肌组织 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅲ、 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３ 蛋白表达　 再灌注 ４ 周后， 取

心脏并用冰盐水洗涤后， 称取 ２０ ｍｇ 心尖组织， 用含有蛋

白酶和磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 裂解液研磨匀浆， 离心取上

清， ＢＣＡ 法测蛋白浓度， ９５ ℃金属浴加热 ５ ｍｉｎ 使蛋白变

性。 等量蛋白样品电泳后， 转至 ＰＶＤＦ 膜， 用快速封闭液

封闭 ３０ ｍｉｎ， 加入一抗于 ４ ℃摇床孵育过夜， 次日 ＴＢＳＴ 洗

膜 ３ 次， 加入二抗室温孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 加入

ＥＣＬ 化学发光底物显影， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量各条带灰度

值， 计算目的蛋白相对表达量。
２ ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测心肌组织 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ、
ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３ ｍＲＮＡ 表达　 再灌注 ４ 周后， 取心

脏并用冰盐水洗涤， 称取 ２０ ｍｇ 心尖组织， 采用试剂盒提

取总 ＲＮＡ， 逆转录成 ｃＤＮＡ 后进行扩增。 以 ＧＡＰＤＨ 为内

参， 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算目的基因相对表达。 引物由生工生

物工程 （上海） 股份有限公司合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′→３′） 长度 ／ ｂｐ
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ 正向 ＧＡＧＡＧＧＴＧＡＡＣＡＡＧＧＴＣＣＣＧ １１３

反向 ＣＡＡＧＧＴＣＴＣＣＡＧＧＡＡＣＡＣＣＣ
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ 正向 ＡＡＣＴＧＧＡＧＣＡＣＧＡＧＧＴＣＴＴＧ １２０

反向 ＣＧＴＴＣＣＣＣＡＴＴＡＴＧＧＣＣＡＣＴ
ＴＧＦ⁃β１ 正向 ＣＧＴＴＡＣＣＴＴＧＧＴＡＡＣＣＧＧＣＴ １１２

反向 ＡＧＣＣＣＴＧＴＡＴＴＣＣＧＴＣＴＣＣＴ
Ｓｍａｄ２ 正向 ＴＴＣＡＴＣＴＧＡＡＴＧＧＣＣＣＣＣＴＧ １１２

反向 ＣＣＡＡＴＧＡＧＣＴＣＣＡＣＴＧＣＴＧＡ
Ｓｍａｄ３ 正向 ＣＣＴＴＣＡＧＣＡＣＣＣＣＡＧＡＧＡＡＧ １１６

反向 ＴＡＧＣＣＡＡＣＴＧＣＣＣＡＴＧＡＣＡＧ
ＧＡＰＤＨ 正向 ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ １２３

反向 ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ

２ ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２５ ０ 软件及 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
８ ０ 软件进行处理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 符合正态分

布与方差齐性， 多组间比较采用单因素方差分析， 进一步

两两比较用 ＬＳＤ 法； 不符合正态分布的， 采用非参数秩和

检验。 Ｐ＜０ ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３ １　 益心方对 ＭＩＲＩ 大鼠一般情况的影响　 假手术组大鼠

活泼好动， 具有正常的摄食饮水行为， 二便正常； 模型组

大鼠精神萎靡， 喜卧， 进食减少， 活动量减少， 再灌注 ３
周后状态逐渐好转； 与模型组比较， 益心方低剂量组大鼠

活动状态改善不明显， 中、 高剂量组再灌注 ２ 周左右精神

状态、 食欲明显改善， 进食量与活动量增加。 给药期间各

３９９１

２０２５ 年 ６ 月

第 ４７ 卷　 第 ６ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｎｅ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． ６



组大鼠体质量均呈不同程度增长， 再灌注 ２ 周后， 益心方

中、 高剂量组大鼠体质量增长明显。 再灌注 ４ 周后， 与假

手术组比较， 模型组大鼠体质量降低 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型

组比较， 益心方各剂量组大鼠体质量均增加 （Ｐ＜０ ０１），
见表 ２。

表 ２　 各组大鼠体质量变化 （ｇ， ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 造模前 再灌注 １ 周 再灌注 ２ 周 再灌注 ３ 周 再灌注 ４ 周

假手术组 ２２４ ６７±５ ０３ ２７５ ３３±６ ５１ ３１４ ４３±３ ７９ ３５４ ５７±３ ５２ ３９４ ３５±５ ６５
模型组 ２２６ ６６±２ ８９ ２４２ ３４±４ ０４∗∗ ２７５ ３７±２ ５１∗∗ ３０４ ３６±２ ０８∗∗ ３３６ ２５±３ ５１∗∗

益心方低剂量组 ２２９ ３３±４ ０４ ２５４ ２４±３ ６０ ２８４ ２３±１ ００＃＃ ３１４ ２０±４ ５８＃ ３５２ ３７±２ １６＃＃

益心方中剂量组 ２２８ １３±３ ４３ ２６２ ２２±２ ６５＃＃ ３０８ ５２±２ ６５＃＃ ３４２ ２１±７ ００＃＃ ３７９ ６７±３ ５０＃＃

益心方高剂量组 ２２６ ０２±２ ００ ２６４ ３１±５ ００＃＃ ３０７ ６７±２ ５１＃＃ ３４５ ３４±４ ０４＃＃ ３８２ ３４±６ ０２＃＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１。

３ ２　 益心方对 ＭＩＲＩ 大鼠心脏质量指数以及心胫比的影

响　 与假手术组比较， 模型组大鼠 ＣＷＩ 与 ＨＷ／ ＴＬ 均升高

（Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 益心方各剂量组 ＣＷＩ 与 ＨＷ／
ＴＬ 均降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 见表 ３。
表 ３　 各组大鼠心脏质量指数以及心胫比比较（ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＣＷＩ ／ （ｍｇ·ｇ－１） （ＨＷ／ ＴＬ） ／ （ｍｇ·ｍｍ－１）
假手术组 ２ ６６±０ １１ ２５ ６３±１ ６３
模型组 ３ ５０±０ １４∗∗ ３２ ５６±１ ６２∗∗

益心方低剂量组 ２ ８３±０ ６７＃＃ ３０ ３７±０ ９７＃

益心方中剂量组 ２ ６９±０ ７４＃＃ ２９ １８±０ ５０＃＃

益心方高剂量组 ２ ７８±０ １１＃＃ ２８ ４６±１ １６＃＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗∗ Ｐ＜ ０ ０１； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０ ０５，
＃＃Ｐ＜０ ０１。

３ ３　 益心方对 ＭＩＲＩ 大鼠心功能的影响　 与假手术组比较，
模型组大鼠 ＬＶＥＦ、 ＦＳ 降低 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 益

心方低剂量组 ＬＶＥＦ、 ＦＳ 改善不明显 （Ｐ＞０ ０５）， 益心方

中、 高剂量组 ＬＶＥＦ、 ＦＳ 增高 （Ｐ＜０ ０１）， 见图 ２、 表 ４。
３ ４　 益心方对 ＭＩＲＩ 大鼠心肌组织病理形态的影响 　 假手

术组大鼠心肌形态正常， 纤维排列整齐， 细胞完整； 与假

手术组比较， 模型组大鼠心肌结构受损严重， 结构紊乱，
间质水肿， 大量中性粒细胞浸润， 心肌细胞肥大； 与模型

组比较， 益心方低剂量组仍可见间质水肿， 心肌细胞排列

　 　 　 　

图 ２　 各组大鼠超声心动图

表 ４　 各组大鼠 ＬＶＥＦ、 ＦＳ 比较 （％， ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＬＶＥＦ ＦＳ

假手术组 ９５ ００±１ ００ ６５ ００±２ ００
模型组 ７９ ００±１ ７３∗∗ ４３ ５０±１ ７３∗∗

益心方低剂量组 ８１ ００±３ ６１ ４３ ６７±３ ７９
益心方中剂量组 ８８ ００±１ ０１＃＃ ５３ ７５±２ ０６＃＃

益心方高剂量组 ８７ ３３±１ ５２＃＃ ５５ ５０±６ ２０＃＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

紊乱， 益心方中、 高剂量组炎症浸润、 间质水肿明显改善，
心肌细胞肿胀减轻， 见图 ３。

图 ３　 各组大鼠心肌组织病理形态 （ＨＥ 染色， ×２００）

３ ５　 益心方对 ＭＩＲＩ 大鼠心肌组织纤维化的影响 　 假手术

组大鼠心肌纤维排列整齐， 未见蓝色胶原纤维； 与假手术

组比较， 模型组大鼠可见大量蓝色胶原弥漫性分布于左心

室， 心肌纤维化明显； 与模型组比较， 益心方低剂量组大

鼠心肌中仍可见大量弥漫性分布的蓝色胶原， 益心方中、
高剂量蓝色胶原分布面积明显减少， 心肌纤维化程度明显

改善， 见图 ４。
３ ６　 益心方对 ＭＩＲＩ 大鼠心肌组织 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅲ、 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３ 蛋白表达的影响　 与假手术组

比较， 模型组大鼠心肌组织 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ、 ＴＧＦ⁃
β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比

较， 益 心 方 中、 高 剂 量 组 大 鼠 心 肌 组 织 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、
４９９１
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Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ、 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜
０ ０１）， 益心方低剂量组大鼠心肌组织 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ、 ＴＧＦ⁃

β１、 Ｓｍａｄ２ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜ ０ ０５， Ｐ ＜ ０ ０１）， 见表 ５、
图 ５。

图 ４　 各组大鼠心肌组织纤维化情况 （Ｍａｓｓｏｎ 染色， ×２００）

表 ５　 各组大鼠心肌组织 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ、 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ ＴＧＦ⁃β１ Ｓｍａｄ２ Ｓｍａｄ３

假手术组 １ ００±０ ２５ １ ００±０ １０ １ ００±０ １１ １ ００±０ ８０ １ ００±０ ２６
模型组 ３ １８±０ ３２∗∗ １ ５２±０ ４０∗∗ ３ ５４±０ ３２∗∗ １ ７７±０ ２９∗∗ ２ ３２±０ １９∗∗

益心方低剂量组 ２ ９９±０ ０９ １ ２９±０ １５＃ ２ ９４±０ １０＃＃ １ ４６±０ ０８＃ ２ ０４±０ ０８
益心方中剂量组 １ ５７±０ ２４＃＃ １ １４±０ １７＃＃ ２ ３４±０ １４＃＃ １ ３１±０ ０７＃＃ １ ７８±０ １２＃＃

益心方高剂量组 １ ２３±０ １７＃＃ １ １０±０ １１＃＃ １ ９８±０ ９１＃＃ １ ２５±０ ０４＃＃ １ ６９±０ ０７＃＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１。

注： Ａ 为假手术组， Ｂ 为模型组， Ｃ～ Ｄ 分别为益心方低、 中、 高

剂量组。

图 ５ 　 各组大鼠心肌组织 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ、
ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３ 蛋白印迹图

３ ７　 益心方对 ＭＩＲＩ 大鼠心肌组织 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅲ、 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３ ｍＲＮＡ 表达的影响　 与假手术

组比较， 模型组大鼠心肌组织 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ、
ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与模

型组比较， 益心方各剂量组大鼠心肌组织 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ、 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３ ｍＲＮＡ 表 达 降 低

（Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 见表 ６。
４　 讨论

ＭＩＲＩ 后的心肌修复是一个复杂且动态的过程， 主要包

括炎症期和修复期。 在炎症期， 心肌经历无菌性炎症与免

疫细胞的浸润［１１］ ； 随着炎症消退后， 修复期开始， 表现为

肌成纤维细胞增殖、 瘢痕形成和新生血管生成［１２］ 。 长期持

续的炎症反应会导致心脏发生慢性重塑， 梗死组织中出现

大面积的疤痕和胶原沉积， 加重心肌纤维化， 室壁僵硬，
收缩功减弱， 最终可能诱发心力衰竭。 心肌纤维化的特征

　 　 　 　表 ６　 各组大鼠心肌组织 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩＩ、 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ ＴＧＦ⁃β１ Ｓｍａｄ２ Ｓｍａｄ３

假手术组 １ １９±０ ９１ ０ ９７±０ １０ １ ０１±０ １６ １ ０８±０ ５０ １ ０４±０ ３３
模型组 １９３ ７８±５８ ８２∗∗ １５６ ７４±２１ ４３∗∗ ３ ８８±０ ８８∗∗ ２ ９２±０ １２∗∗ ３ ６７±０ ３３∗∗

益心方低剂量组 １０２ ３１±３ ０４＃＃ ９７ ２３±８ ２２＃＃ ３ ４２±０ ６６＃ ２ ４２±０ ４７＃ ２ ５３±０ ３４＃＃

益心方中剂量组 ５０ ２９±１３ １４＃＃ ５１ ９６±７ ８２＃＃ １ ７９±０ ４３＃＃ １ ５９±０ １５＃＃ １ ９７±０ １６＃＃

益心方高剂量组 ５３ ０９±３ ６０＃＃ ５４ ０６±１３ ３６＃＃ １ ９５±０ ６２＃＃ １ ５８±０ ５２＃＃ ２ ２２±０ ５６＃＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１。

是心肌内外基质蛋白和Ⅰ和Ⅲ胶原蛋白过度沉积［１３］ 。 心肌

再灌注后， 氧化应激损伤、 细胞凋亡以及炎症反应等导致

损伤的心肌释放大量促纤维化因子［１４］ ， 这些因子激活心肌

成纤维细胞， 转化为肌成纤维细胞， 并分泌大量的胶原蛋

白形成网络状， 沉积与心肌缺血再灌注损伤区域， 促进愈

合与瘢痕形成［１３，１５］ 。 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路在心肌纤维化

过程中具有核心作用［１６］ ， ＴＧＦ⁃β１ 作为引发纤维化的关键

因子， 与Ⅱ型丝氨酸 ／苏氨酸激酶受体 （ＴＧＦＢＲ Ⅱ） 结合，
进而诱导Ⅰ型丝氨酸 ／苏氨酸激酶受体 （ＴＧＦＢＲⅠ） 的磷酸

化， 并调节 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３ 的募集与激活， 这些 Ｓｍａｄ 蛋白与

Ｓｍａｄ４ 结合形成异三聚体复合物， 从而激活下游效应 α⁃
ＳＭＡ、 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ等［１７⁃１８］。 ＴＧＦ⁃β１ 在促进成纤维细胞增殖、
肌成纤维细胞分化和胶原沉积等方面有着重要作用， 因此，
抑制 ＴＧＦ⁃β１ 信号被认为是有一种有效的抗纤维化的策略。

５９９１
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益心方由黄芪、 川芎、 丹参、 红景天、 当归、 香附、
桂枝组成。 黄芪通过抑制氧化应激和炎症反应， 促进血管

新生， 预防内皮细胞功能障碍， 广泛运用于心血管疾病的

治疗［１９⁃２１］ ； 丹参的活性成分对保护缺血心肌损伤具有显著

作用［２０］ ， 临床实验证明丹参与川芎合用能显著改善冠心病

患者血流流变学指标， 降低血脂水平［２２⁃２３］ ； 此外黄芪与丹

参复合物能减轻糖尿病心肌病大鼠氧化应激损伤、 细胞凋

亡的情况［２４］ ； 红景天苷对血管紧张素Ⅱ诱导的成纤维细胞

具有保护作用［２５］ ； 前期实验证实了益心方可以通过调控

ＳＩＲＴ１ ／ ＮｒＦ２ ／ ＨＯ⁃１ 通路减轻 Ｉ ／ Ｒ 大鼠心肌氧化应激损伤，
减少心肌细胞凋亡［９］ ， 抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体介导的炎症反

应［２６］ ， 提高大鼠心脏射血分数， 减少心肌梗死面积， 发挥

抗心肌缺血再灌注损伤的作用。
本研究结果显示， ＭＩＲＩ 大鼠心脏质量指数及心胫比升

高， 心肌纤维化明显， 大量瘢痕形成以及胶原沉积，
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ蛋白及 ｍＲＮＡ 表达升高， ＴＧＦ⁃β１ ／
Ｓｍａｄ 信号通路蛋白被激活， 导致心室大面积瘢痕伴纤维

化、 心功能下降； 益心方干预后， 大鼠心脏质量指数与心

胫比降低， 心肌组织炎症浸润、 瘢痕形成以及胶原纤维沉

积减轻， Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ、 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３
蛋白表达降低， 说明益心方干预后能减轻大鼠 ＭＩＲＩ 后心肌

纤维化程度， 其作用机制可能与抑制 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通

路活化相关。
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