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也摘要页 目的 探究慢性心力衰竭气虚血瘀证模型大鼠肠道菌群失调诱发心肌炎症的特征变化遥 方法 采用皮下多点注射异丙

肾上腺素复合力竭及控食方法制备慢性心力衰竭模型大鼠遥造模成功后袁基于心力衰竭模型大鼠的病证结合研究方法验证证型遥从

造模成功的 18只大鼠中随机选取 7只作为模型组袁另设空白组 7 只遥 经胸心脏超声检测心功能变化曰根据旷场实验评价大鼠行为

学变化曰通过 HE 染色观察心肌组织病理变化曰采用 ELISA 检测脑钠素渊brain natriuretic peptide, BNP冤和脂多糖渊lipopolysaccha鄄
ride, LPS冤水平曰全自动生化分析仪检测肌酸激酶渊creatine kinase, CK冤尧乳酸脱氢酶渊lactate dehy drogenase, LDH冤和肌酸激酶同工

酶渊MB isoenzyme of creatine kinase, CK-MB冤含量曰采用血液流变仪测定全血黏度的低尧高切值曰RT-qPCR 及 Western blot 检测心

肌 NOD 样受体蛋白 3渊NOD-like receptor protein 3, NLRP3冤尧凋亡相关斑点样蛋白渊apoptosis related spot like protein, ASC冤尧胱天

蛋白酶-1渊cysteine aspartic acid specific protease-1, Caspase-1冤和白细胞介素-1茁渊interleukin-1茁, IL-1茁冤的 mRNA 和蛋白表达曰
同时 Western blot 检测结肠紧密连接蛋白渊zonula occluden-1, ZO-1冤尧闭合蛋白渊Occludin冤和密封蛋白 5渊Claudin5冤的表达曰收集两

组大鼠新鲜粪便袁利用 16S rDNA 高通量测序技术测定大鼠肠道微生物群的差异遥 结果 与空白组比较袁模型组大鼠左室射血分

数渊left ventricular ejection fraction, LVEF冤和左室短轴缩短率渊left ventricular fraction shortening, LVFS冤显著降低渊P约0.01冤曰在旷

场的运动速度和总路程降低渊P约0.05袁P约0.01冤曰血清 BNP和 LPS水平显著增加渊P约0.01冤袁CK尧LDH和 CK-MB含量显著升高渊P约0.01冤袁表
现出心功能减退的野心气虚冶症状曰心肌组织可见大量纤维水肿袁细胞质疏松袁组织边缘可见心肌纤维溶解袁伴有少量炎症细胞浸润曰
全血黏度的低尧高切值显著升高渊P约0.01冤袁表现出野血瘀冶症状曰NLRP3尧ASC尧Caspase-1尧IL-1茁 的 mRNA 和蛋白表达均升高渊P约0.05袁
P约0.01冤袁ZO-1尧Occludin尧Claudin5表达均明显降低渊P约0.01冤遥肠道菌群测定结果证实院与空白组比较袁模型组大鼠肠道菌群物种发生

改变袁菌群的 倩 和 茁 多样性也存在明显差异袁物种差异在门水平上袁拟杆菌门渊Bacteroidota冤和螺旋菌门渊Spirochaetota冤的丰度上调袁
厚壁菌门渊Bacillota冤的丰度下调曰种水平上袁普雷沃氏菌属渊Segatella copri冤和琥珀酸密螺旋体菌渊Treponema succinifaciens冤的丰度

上调袁Kineothrix alysoides渊P约0.05冤尧伶俐瘤胃球菌渊Ruminococcus callidus冤和普雷沃氏菌渊Prevotellamassilia timonensis冤的丰度下

调遥 结论 慢性心力衰竭气虚血瘀证模型大鼠存在肠道菌群紊乱和心肌炎症反应袁并且伴随心功能和微循环障碍袁这可能由肠道共

生菌 Kineothrix alysoides 的丰度下调后 LPS 上调所介导遥
也关键词页 慢性心力衰竭曰气虚血瘀证曰肠道菌群曰心肌炎症曰Kineothrix alysoides
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慢性心力衰竭渊chronic heart failure袁CHF冤是各

种心血管疾病渊cardiovascular disease袁CVD冤发展的

终末期表现袁是一组由心脏结构或功能异常引起的

心室充盈或射血能力受损的复杂临床综合征袁随着

CHF 患者发病率尧死亡率和再入院率的持续上升袁
CHF 已成为最严重的 CVD 疾病之一袁始终威胁人

类健康[1]遥因此袁为 CHF 寻求潜在的生物标志物和治

疗靶点是临床预防 CHF 的重要方法遥 最近研究表

明袁肠道微生物组渊gut microbiome袁GM冤可通过多种

机制和途径影响宿主的器官和细胞功能袁微生物-宿
主串扰与 CHF 的发病机制密切相关袁主要涉及炎症

和代谢途径等[2]遥肠-心轴相关研究已成为 CHF 治疗

策略研发的重要方向[3]遥
中医学将 CHF 归属于野心衰冶范畴袁并认为气虚

也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To explore the characteristic changes of gut microbiota dysbiosis-induced myocardial inflammation in
a rat model of chronic heart failure (CHF) with qi deficiency and blood stasis pattern. Methods CHF model rats were prepared by
subcutaneous multi-point injection of isoprenaline combined with exhaustive exercise and controlled feeding. After the successful
modeling, the pattern of qi deficiency and blood stasis in the rats was verified based on the combined research method of disease
and pattern in heart failure model rats. Seven rats were randomly selected from the 18 successfully modeled rats to form the model
group, and a blank group of 7 rats was set up additionally. Changes in cardiac function were checked by transthoracic
echocardiography; behavioral changes in rats were evaluated through the open-field test; pathological changes in myocardial tissue
were observed by HE staining; brain natriuretic peptide (BNP) and lipopolysaccharide (LPS) levels were checked by ELISA; content
of creatine kinase (CK), lactate dehydrogenase (LDH) and MB isoenzyme of creatine kinase (CK-MB) was determined by automatic
biochemical analyzers. Whole blood viscosity at low and high shear rates was measured using a hemorheometer. RT-qPCR and
Western blot were used to examine the mRNA and protein expressions of myocardial NOD-like receptor protein 3 (NLRP3),
apoptosis related spot like protein (ASC), cysteine aspartic acid specific protease-1 (Caspase-1), and interleukin-1茁 (IL-1茁); Western
blot was also used to check the expressions of colonic tight junction proteins such as ZO-1, Occludin, and Claudin-5. Fresh feces
were collected from the two groups of rats, and the differences in gut microbiota between the two groups were analyzed by 16S
rDNA high-throughput sequencing. Results Compared with the blank group, rats in the model group showed significantly decreased
left ventricular ejection fraction (LVEF) and left ventricular fraction shortening (LVFS) (P<0.01), significantly reduced movement speed
and total distance in the open field test (P<0.05, P<0.01), significantly elevated serum BNP and LPS levels (P<0.01), and significantly
increased content of CK, LDH, and CK-MB (P<0.01), which were the manifestations of cardiac hypofunction, indicating "heart qi
deficiency". In addition, the myocardial tissue of the model group exhibited extensive fibrous edema with loose cytoplasm, and
dissolved myocardial fibers observed at the tissue edges, accompanied by a mild inflammatory cell infiltration; the whole blood
viscosity at low and high shear rates significantly increased (P约0.01), indicating symptoms of "blood stasis". The mRNA and protein
expressions of NLRP3, ASC, Caspase-1, and IL-1茁 in the model group were significantly higher (P<0.05, P<0.01), while the expressions
of ZO-1, Occludin, and Claudin-5 were significantly lower (P约0.01). The gut microbiota analysis revealed that the gut microbiota species
of rats in the model group had been altered compared with those of the blank group, with significant differences in both 琢 and 茁
diversity of the microbiota. At the phylum level, the abundances of Bacteroidota and Spirochaetota were up-regulated while the
abundance of Bacillota was down-regulated; at the species level, the abundances of Segatella copri and Treponema succinifaciens

were up-regulated while the abundances of Kineothrix alysoides (P<0.05), Ruminococcus callidus, and Prevotellamassilia timonensis

were down-regulated. Conclusion Rats with CHF of qi deficiency and blood stasis pattern exhibit gut microbiota dysbiosis and
myocardial inflammation, accompanied by cardiac dysfunction and microcirculation disturbance, which may be mediated by the

upregulation of LPS following the downregulation of the abundance of the intestinal symbiotic Kineothrix alysoides.
也运藻赠憎燥则凿泽页 chronic heart failure; qi deficiency and blood stasis pattern; gut microbiota; myocardial inflammation ;

Kineothrix alysoides
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血瘀是其形成的关键原因袁气虚日久伴有阳虚袁阳少

则内寒生袁内寒又容易招致外寒使病情恶化遥 目前

国内专家拟定中西医联合干预的共识袁将治疗 CHF
的中药逐步纳入治疗指南[4-5]遥因此袁将心衰病-证结

合于同一模型动物袁是中西医结合研究 CHF 的重要

基础袁也是现阶段中医药现代化的关键进程遥
野肠漏冶是指肠道菌群的长期失调会产生内源性

有毒产物袁经受损的肠道屏障吸收后再循环入血袁主
要归因于肠道灌注受损导致肠道屏障功能障碍袁而
肠道屏障由肠道微生物群的稳态维持遥 肠漏致使内

毒素尧微生物组分和微生物代谢产物移位到宿主体

循环中袁这一过程容易导致促炎状态袁继而诱导促炎

因子的释放袁激活 NOD 样受体蛋白 3渊NOD-like re鄄
ceptor protein 3, NLRP3冤遥因此袁基于菌群和炎症的

精准调控能更好地保护和改善心肌功能袁为 CHF 的

潜在治疗提供新的靶点和策略[6]遥如三甲胺-N-氧化

物渊trimethylamine N-oxide袁TMAO冤能诱导心肌细胞

肥大袁进而加速心肌纤维化并导致心脏舒张功能障

碍袁TMAO 浓度升高也会破坏心肌线粒体丙酮酸和

脂肪酸的氧化袁导致能量代谢紊乱袁进一步加重

CHF[7-9]遥 可见肠道微生态的调节失衡会产生一些敏

感性的疾病标志物袁这些物质的代谢水平与疾病的

发生尧发展密切相关遥
因此袁本研究以 CHF 气虚血瘀证模型大鼠为研

究对象袁通过 16S rDNA 技术初步评估 CHF 大鼠肠

道菌群失调后的特征变化袁旨在从微生物区系角度

阐明野菌群紊乱-心肌炎症冶的初步诱发机制及 CHF
的发病机制袁也希望从微生态理论对 CHF 气虚血瘀

证的本质提出新见解袁同时潜在辅助 CHF 的中医药

治疗遥
1 材料与方法

1.1 动物

30 只 SPF 级雄性 SD 大鼠袁6 周龄袁体质量渊200依
20冤 g袁由北京维通利华实验动物技术有限公司提

供袁动物生产许可证号 SCXK渊京冤2021-0011遥 动物

饲养于中国中医科学院中医基础理论研究所 SPF
级屏障动物房袁使用许可证号 SYXK渊京冤2021-0017袁
室温 23~25 益袁相对湿度 55%~70%袁循环光照/黑暗

12 h袁自由进食尧饮水遥 适应性饲养 1 周后袁开始实

验遥 本研究经中国中医科学院广安门医院伦理委员

会审批渊审批号院IACUC-GAMH-2024-019冤遥
1.2 主要实验药物尧试剂与仪器

盐酸异丙肾上腺素渊批号院S31064袁上海源叶生

物科技有限公司冤曰HE 染液渊批号院G1076冤尧NLRP3
抗体渊批号院GB114320冤尧胱天蛋白酶-1渊cysteine as鄄
partic acid specific protease-1, Caspase-1冤抗体渊批
号院GB11383冤均购自武汉赛维尔生物科技有限公司曰
大鼠脑钠素渊brain natriuretic peptide, BNP冤ELISA
测定试剂盒渊批号院SEKR-0058冤尧白细胞介素-1茁渊in鄄
terleukin-1茁, IL-1茁冤抗体渊批号院K009661P冤均购自

北京索莱宝科技有限公司曰凋亡相关斑点样蛋白渊apoptosis
related spot like protein, ASC冤抗体渊批号院abs155599袁上
海爱必信生物科技有限公司冤曰 紧密连接蛋白渊zonula
occluden-1, ZO-1冤抗体渊批号院21773-1-AP冤尧闭合蛋

白渊Occludin冤抗体渊批号院13409-1-AP冤尧密封蛋白 5
渊Claudin5冤抗体渊批号院29767-1-AP冤均购自武汉三鹰

生物技术有限公司曰大鼠脂多糖渊lipopolysaccharide,
LPS冤ELISA 试剂盒渊批号院MM-0647R2袁江苏酶免实

业有限公司冤遥
80 cm伊80 cm伊40 cm大鼠旷场箱袁自制曰Vevo2100

型超高分辨率小动物超声成像系统渊加拿大 Visual
Sonics 公司冤曰R500IE 型小动物麻醉机渊深圳瑞沃德

生命科技有限公司冤曰CKX53 型荧光显微镜渊日本

Olympus 公司冤曰H1650-W 型台式微量高速离心机

渊湖南湘仪实验室仪器开发有限公司冤曰ZIQ7003T0C
型 Milli-Q 纯水仪渊美国 Millpore 公司冤曰EG1150 型

包埋机尧SM2010R 型病理切片机渊德国 Leica 公司冤曰
Chemray 800 型全自动生化分析仪渊深圳雷杜生命

科学股份有限公司冤曰SA-6600 型全自动血液流变测

试仪渊北京赛科希德科技股份有限公司冤曰Thermomixer
C 型恒温混匀仪 渊德国 Eppendorf 公司 冤 曰HiSeq
2500 型测序仪渊美国 Illumina 公司冤曰Agilent2100型
生物分析仪渊美国 Agilent 公司冤曰TopScanTM3.0 型动

物行为分析软件渊美国CleverSys Inc 公司冤遥
1.3 造模及分组

30 只大鼠按随机数字表法分为空白组渊n=7冤尧
实验组渊n=23冤遥 实验组先采用异丙肾上腺素渊isopro鄄
terenol袁ISO冤皮下注射袁诱导 CHF 模型 [10]袁大鼠予以

ISO渊85 mg/kg冤连续 2 d 皮下注射袁间隔 24 h袁1 次/d遥
再采用游泳力竭+限制饮食制备气虚血瘀证模型[11-12]袁
ISO注射第 3天开始力竭性游泳袁将大鼠置于 400 mm伊
500 mm伊700 mm 水槽内袁室温 24~25 益袁水温 22~
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24 益袁水深约 40 cm袁保证大鼠在水中漂浮而不触

及底部袁当大鼠被动游泳至全身力竭时渊以大鼠头面

没入水中 5~10 s 为准冤袁及时捞出袁擦干鼠身袁持续

21 d遥 造模全程限制饮食袁每天摄食量为正常食量

的 1/2遥 造模结束后渊第 27 天冤对存活的模型大鼠行

脱毛备皮袁禁食不禁水 12 h袁次日完成模型大鼠超

声心动图检测遥 参考文献[10]标准判断袁左室射血分

数 渊left ventricular ejection fraction袁LVEF冤约45%表

明 CHF 模型制作成功遥 空白组注射等量生理盐水遥
造模期间观察并记录大鼠一般情况遥

基于野劳则耗气冶野饥则损气冶理论[12-13]及心衰动

物模型分析[14]验证模型大鼠的毛色尧精神及活动情

况等袁综合一般情况指标评价模型大鼠是否符合气

虚血瘀证动物模型标准遥 剔除死亡及未造模成功的

5 只大鼠袁从 18 只模型大鼠中随机选取 7 只作为模

型组遥
1.4 观察指标

1.4.1 一般情况 实验过程中观察大鼠毛色尧精神

及饮食情况遥
1.4.2 心脏超声检查 大鼠左胸部备皮后袁3%异氟

烷麻醉袁通过高分辨率小动物超声成像系统对大鼠

进行超声心动图检查遥 通过乳头中部区域的胸骨旁

长尧短轴视野拍摄二维图像渊M 型超声冤袁然后分别

测量 LVEF尧左室收缩末期内径渊left ventricular end
systolic diameter袁LVESD冤尧左室舒张末期内径渊left
ventricular end diastolic diameter袁LEVDD冤袁连续测

量 3 个心动周期袁取平均值袁计算左室短轴缩短率

渊left ventricular fraction shortening袁LVFS冤遥 LVFS
渊%冤=渊LEVDD-LVESD冤/LEVDD伊100%遥
1.4.3 旷场实验 大鼠提前置于测试室中心适应 1 h遥
于自制旷场箱渊80 cm伊80 cm伊40 cm冤中心点放入

大鼠并观察 5 min遥 采用动物行为软件 TopScanTM3.0
定义中心区袁分析大鼠运动路程和运动时间袁计算平

均速度遥 测试完毕袁用 75%乙醇擦拭干净箱底袁以避

免不同大鼠间的气味尧粪便及尿液相互影响遥 平均

速度渊mm/s冤=运动路程渊mm冤/运动时间渊s冤遥
1.4.4 血清及生化指标检测 超声检测后袁所有大

鼠禁食不禁水 24 h遥 20%乌来糖腹腔注射 渊0.8 mL/
100 g冤麻醉大鼠袁仰卧位固定于手术台上遥腹主动脉

采血袁常温静置 2 h袁4 益尧4 000 r/min渊离心半径 10 cm冤
离心10 min 取血清遥按 ELISA 试剂盒说明书操作步

骤检测 BNP 和 LPS 水平遥采用全自动生化分析仪测

定大鼠血清中肌酸激酶渊creatine kinase袁CK冤尧乳酸

脱氢酶渊lactate dehy drogenase袁LDH冤和肌酸激酶同

工酶渊MB isoenzyme of creatine kinase, CK-MB冤含量遥
1.4.5 血液流变学指标检测 采用抗凝试管于大鼠

腹主动脉采全血 5 mL袁测试前将试管颠倒混匀再

置于血液流变检测仪中袁按设定程序测定大鼠全血

黏度的低尧高切值遥
1.4.6 HE 染色 取大鼠心肌组织袁生理盐水冲洗袁
置于 4%多聚甲醛溶液中固定遥 组织修剪后乙醇梯度

脱水袁石蜡包埋袁切片袁行 HE 染色袁封片遥 显微镜下

观察心肌组织病理改变袁采图并分析遥
1.4.7 RT-qPCR 检测 取心肌组织 0.1 g袁充分剪碎

后置于匀浆管中袁加入 Trizol 试剂袁研磨仪充分研磨遥
16 000伊g离心 10 min袁吸取上清液袁加入 250 滋L三氯

甲烷遥 颠倒混匀后袁常温静置 3 min袁4 益尧16 000伊g
离心 10 min袁吸取 400 滋L 上清液置于新 EP 管中袁
加入 0.8 倍体积异丙醇混匀遥 -20 益静置 15 min袁
4 益尧16 000伊g离心 10 min遥 用 75%乙醇洗涤沉淀袁
4 益尧16 000伊g离心 5 min袁弃去上清液遥 沉淀干燥

后袁加入无酶水 15 滋L袁60 益孵育 10 min遥 采用Nan鄄
oDrop2000 超微量分光光度计测定 RNA 浓度及纯

度遥 根据 Servicebio R茵RT Enzyme Mix 试剂盒说明书

将 RNA 进行反转录袁合成 cDNA袁按 2伊SYBR Green
qPCR Master Mix 试剂盒说明书配制反应体系遥 反

应条件院95 益预变性 30 s袁然后 95 益变性 15 s袁
60 益退火和延伸持续 30 s袁共 40 个循环遥 2-驻驻Ct 法
计算目标基因 mRNA 相对表达量遥 引物由北京擎

科生物科技股份有限公司设计合成袁引物序列见

表1遥

1.4.8 Western blot 检测 取各组大鼠心肌及结肠

组织袁加入强 RIPA 裂解液袁用研磨仪研磨成匀浆袁
冰上裂解 30 min遥 4 益尧16 000伊g离心 15 min袁取
上清液袁分装后置于-80 益冰箱保存备用袁BCA 试剂

表 1 各基因 PCR引物序列

Table 1 PCR primer sequences for each gene
基因名称

GAPDH

NLRP3

ASC

Caspase-1

IL-1茁

引物序列渊5'要3'冤
正向 CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG
反向 GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT
正向 TGCATGCCGTATCTGGTTGT
反向 ATGTCCTGAGCCATGGAAGC
正向 TTTGTGGACCAACACAGGCA
反向 GTTGGTGGTCTCTGCACGAA
正向 GAAACGCCATGGCTGACAAG
反向 TCCTGGTTCAGGACTCTCTTCT
正向 TCCTCTGTGACTCGTGGGAT
反向 TCAGACAGCACGAGGCATTT

产物长度/bp
138

81

126

121

109
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盒测定蛋白浓度遥 用 SDS-PAGE 制胶试剂盒分离蛋

白样品袁并转移到 PVDF膜上遥 5%脱脂奶粉封闭 2 h袁
加入相应一抗[NLRP3渊1颐1 000冤尧ASC渊1颐1 000冤尧Cas鄄
pase-1渊1颐1 000冤尧IL-1茁渊1颐1000冤尧ZO-1渊1颐3 000冤尧
Occludin渊1颐3 000冤尧Claudin5渊1颐3 000冤]袁4 益孵育过

夜遥 TBST 洗膜 10 min伊3 次后袁二抗渊1颐5 000冤室温

孵育 2 h袁TBST 再洗膜 5 min伊3 次袁然后用 ECL 试

剂盒显色遥 用 Image J 软件定量分析袁并以 GAPDH
和 Tubulin 蛋白标准化遥
1.5 16S rDNA扩增子测序分析

无菌镊钳夹取大鼠新鲜粪便放入冻存管袁液氮

速冻后置于-80 益冰箱保存遥 采用 MagPure Stool
DNA 试剂盒从 6 只空白组大鼠和 5 只 CHF 大鼠的

冷冻粪便样本中提取微生物群落基因组遥 样本的总

DNA 提取操作步骤严格依据 DNA 抽提试剂盒说明

书进行遥 采用 Qubit 和琼脂糖凝胶电泳对 DNA 的浓

度及纯度进行质检遥使用细菌 16S rDNA渊V3-V4冤可
变区域引物袁前引物为 341F-5'ACTCCTACGGGAGG鄄
CAGCAG-3'袁后引物为806R-5'GGACTACHVGGGTW鄄
TCTAAT-3'袁进行 PCR 纯化和扩增遥 纯化后的产物

采用华大基因平台提供的 HiSeq 测序仪完成测序遥
滤除低质量的 reads 后袁分析剩余高质量的 Clean
data袁包括 Tags 拼接尧OTU 聚类和物种注释遥 琢 多样

性应用于物种多样性的复杂性分析袁利用 R渊3.2.1冤
软件计算 Shannon 和 Simpson 指数袁将所得数值进

行 Wilcox 检验和差异性比对遥 加权的 UniFrac 是在

未加权的 UniFrac 基础上纳入分析序列的丰度信

息袁两者均可评估肠道微生物群的差异分组遥茁 多样

性主要针对因环境而造成的物种异质性遥 本研究基

于加权或未加权的 UniFrac袁采用 R渊3.2.1冤软件进

行两组大鼠偏最小二乘法判别分析渊partial least
squares discrimination analysis袁PLS-DA冤及盒型图的

可视化分析遥

1.6 统计学分析

采用 SPSS 19.0 统计软件进行分析遥 符合正态

分布的实验数据以野曾依s冶表示袁组间比较采用独立样

本 t 检验袁方差不齐者采用校正 t 检验遥 P约0.05 表示

差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 中医证型评价

模型组大鼠扎堆活动减少袁体质量减轻袁食少袁
毛发凌乱尧稀疏枯槁尧萎黄易掉曰胞睑下垂尧无神呆

滞曰舌面绛紫袁鼻青唇黯曰行超声备皮前可见胸部皮

色晦滞曰反应迟缓袁蜷缩嗜睡袁应激反应减弱袁甚则倦

怠萎靡曰爪色青紫袁抓捕时见甲掉出血遥 参照野1.3冶中
造模及中医证型评价标准袁判断本研究模型大鼠与

气虚血瘀证相符遥
2.2 心脏超声结果

与空白组比较袁模型组大鼠 LVEF尧LVFS 显著

降低渊P约0.01冤袁符合 CHF 大鼠造模评价标准遥 详见

表2尧图 1遥

2.3 旷场行为学结果

与空白组比较袁模型组大鼠活动时间差异无统

计学意义渊P跃0.05冤袁而运动速度和运动路程降低渊P约
0.05袁P约0.01冤袁提示模型大鼠出现行为学异常袁符合

气虚证表现遥 详见图 2遥

表 2 两组大鼠心脏超声指标比较渊曾依s袁%冤
Table 2 Comparison of cardiac ultrasound indexes between

two groups of rats 渊曾依s,%冤

注院与空白组比较袁**P<0.01遥

组别

空白组

模型组

n
5
5

LVEF
89.05依2.05
34.70依5.16**

LVFS
60.33依3.05
17.45依2.81**

图 1 两组大鼠心脏超声心动图评估

Fig.1 Echocardiographic assessment of the two groups of rats
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表 4 两组大鼠血流变指标比较渊曾依s袁mPa窑s冤
Table 4 Comparison of index of hemorrheology between

two groups of rats 渊曾依s袁mPa窑s冤

注院与空白组比较袁**P<0.01遥

组别

空白组

模型组

n
5
5

低切

19.08依0.21
42.08依0.70**

高切

3.81依0.08
4.72依0.05**

2.4 血清学指标检测结果

与空白组比较袁模型组大鼠血清 BNP尧LPS尧CK尧
CK-MB 及 LDH含量均显著增加渊P约0.01冤遥详见表3遥
2.5 全血黏度指标检测结果

与空白组比较袁模型组大鼠在低切和高切下的

全血黏度明显升高渊P约0.01冤袁提示微循环功能异常遥
详见表 4遥

2.6 HE 染色结果

空白组大鼠心肌组织结构清晰尧排列整齐袁心

肌细胞间隙正常袁未见水肿袁间质间隙无炎症浸润遥
模型组大鼠心肌呈波浪状袁心肌纤维水肿袁细胞质

疏松袁细胞质中可见圆形空泡变性曰局部组织可见

较多心肌纤维溶解袁被增生的结缔组织取代袁伴有

炎症细胞点状浸润遥 详见图 3遥
2.7 心肌炎症相关 mRNA表达结果

与空白组比较袁模型组心肌 NLRP3尧ASC尧Cas鄄
pase-1尧IL-1茁 mRNA 表达均明显升高渊P<0.01冤遥 详

见表 5遥
2.8 心肌炎症及肠道紧密连接相关蛋白表达结果

与空白组比较袁 模型组心肌 NLRP3尧ASC尧Cas
pase-1尧IL-1茁蛋白表达均升高渊P约0.05袁P约0.01冤曰而结

肠 ZO-1尧Occludin尧Claudin5 蛋白表达均明显降低

渊P约0.01冤遥 详见图 4遥
2.9 肠道菌群分析结果

为了更清楚地展示 CHF 大鼠肠道菌群的变化袁
通过分析 ISO造模后对微生物菌群的影响袁得出两组

图 2 两组大鼠开放旷场行为学结果比较渊n=5袁曾依s冤
Fig.2 Comparison of open-field behaviors between two groups of rats 渊n=5袁曾依s冤

注院与空白组比较袁*P<0.05袁**P<0.01遥

表 3 两组大鼠血清学指标含量比较渊曾依s冤
Table 3 Comparison of serum index content between two groups of rats 渊曾依s冤

注院与空白组比较袁**P<0.01遥

组别

空白组

模型组

n
5
5

BNP/渊pg窑mL-1冤
69.67依7.47

409.29依57.70**

LPS/渊EU窑L-1冤
227.29依21.28
461.49依17.65**

CK/渊U窑L-1冤
501.95依65.01

2 287.01依309.97**

CK-MB/渊U窑L-1冤
76.29依11.54

344.99依14.02**

LDH/渊U窑L-1冤
245.75依14.30

1 387.54依147.30**
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表 5 两组大鼠心肌组织炎症相关 mRNA表达比较渊曾依s冤
Table 5 Comparison of inflammation-related mRNA
expressions in rat myocardial tissues between the two

groups of rats 渊曾依s冤
组别

空白组

模型组

n
5
5

注院与空白组比较袁**P<0.01遥

NLRP3
0.85依0.15
1.89依0.10**

ASC
1.00依0.03
1.59依0.03**

Caspase-1
1.02依0.11
1.84依0.06**

IL-1茁
0.90依0.03
1.71依0.09**

图 4 两组大鼠心肌组织炎症及结肠紧密连接相关蛋白表达水平比较渊曾依s袁n=3冤
Fig.4 Comparison of myocardial tissue inflammation and colonic tight junction-

related protein expressions between two groups of rats 渊曾依s袁n=3冤
注院与空白组比较袁*P<0.05袁**P<0.01遥

大鼠肠道微生物群物种的组成已经发生变化遥在门

水平渊图 5A冤袁厚壁菌门渊Bacillota冤尧拟杆菌门渊Bac鄄
teroidota冤和螺旋菌门渊Spirochaetota冤是 3 个占有优

势的类群曰在属水平渊图 5B冤袁Segatella属尧乳酸菌属

渊Lactobacillus冤和密螺旋体属渊Treponema冤等是模型

组较为丰富的微生物群遥 此外袁Shannon 和 Simpson
等指数能评估 GM 的 琢 多样性袁其中 Shannon渊P=
0.017 3冤和 Simpson渊P=0.017 3冤指数均有差异渊P约

图 3 大鼠心肌组织形态 HE染色图渊伊200冤
Fig.3 HE staining of morphology of myocardial tissues in the two groups of rats 渊伊200冤

注院箭头表示心肌病理改变遥
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图 5 两组大鼠肠道菌群物种差异比较

Fig.5 Comparison of species differences in gut microbiota between two groups of rats
注院A.门水平物种组成柱状图曰B.属水平物种组成柱状图曰C.琢 多样性分析的 Shannon 和 Simpson 指数结果曰D.茁 多样性分

析的 PLS-DA 分析和组间差异盒型图曰E.关键差异物种筛选袁门水平和种水平遥 与模型组比较袁*P<0.05遥

0.05冤袁表明两组大鼠肠道微生物的群落多样性有明

显改变渊图 5C冤遥 PLS-DA 得分结果显示袁两组差异

有显著分离趋势遥表明基于 metaX 软件建立的 PLS-
DA 模型袁 可用于 CHF 气虚血瘀证模型的肠道菌群

差异物的筛选遥 茁 多样性组间差异盒型图的统计值

P=0.022 6渊P约0.05冤遥综合PLS-DA 及盒型图所得结

果袁 可知两组大鼠的肠道微生物群落间存在差异

渊图 5D冤遥
在关键物种差异比较方面袁与空白组相比袁模型

组肠道菌群在门水平上袁Bacteroidota菌和Spirochaetota
菌的丰度上调袁Bacillota 菌的丰度下调曰在种水平上袁
Segatella copri 菌和 Treponema succinifaciens 菌的丰

度上调袁Kineothrix alysoides菌尧Ruminococcus callidus
菌和 Prevotellamassilia timonensis 菌的丰度下调遥选

取丰度前 10 的物种袁用 R 软件展示种水平核心微生

物组的平均相对丰度以及差异检验的显著性渊图5E冤遥
得出 CHF 大鼠肠道菌群中 Bacillota/Bacteroidota 比

值下调曰与肠道共生的 Kineothrix alysoides 菌群丰度

也下调渊P约0.05冤袁而与炎症相关的 Treponema suc鄄
cinifaciens 菌的丰度上调遥
3 讨论

ISO 是一种合成的儿茶酚胺和 茁-肾上腺素能

激动剂袁研究证实其在实验动物的心脏组织中能有效

模拟人类心肌梗死渊myocardial infarction袁MI冤所观

察到的缺血尧缺氧等病变过程袁也涉及炎症反应[15-16]遥
肠道菌群的紊乱主要影响 MI 后衰竭心脏的修

复过程袁包括心肌炎症因子的表达尧炎症因子的释放

和炎症微环境的形成[17-19]遥 CHF 也常伴随炎症反应

和肠道菌群的双重功能紊乱袁同时也伴有 NLRP3 的
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激活遥 因此袁推测肠道菌群可能通过野肠道菌群-
NLRP3-心肌炎症冶这一关键的通路与 CHF 相联系袁
靶向抑制 NLRP3 的激活能调节炎症相关的代谢失

衡和肠道菌群紊乱袁进而防治 CHF[20-22]遥
本研究 Bacillota/Bacteroidota 的比率在暴露 ISO

后下调袁这可能是肠道微生物生态失调的典型特征遥
但目前研究表明袁其暂不能作为肠道菌群失调的标

志物[23]遥 Segatella copri 菌能通过胰岛素介导葡萄糖

的代谢袁并导致胰岛素抵抗袁与肠道菌群失调和肠道

屏障破坏相关[24]曰Treponema succinifaciens 菌的丰度

与促炎因子渊IL-1茁 和 TNF-琢冤的水平呈正相关[25]遥
本研究结果显示袁这两种菌群在 CHF 大鼠菌群中的

丰度均上调袁这可能与肠道微生物介导的炎症反应

有关遥 Ruminococcus callidus菌与DNA的复制和修复

密切相关袁可降低免疫治疗不良反应的严重程度[26]曰
Prevotellamassilia timonensis 属于普雷沃氏菌属袁被
视为野益生菌冶的代表袁能接受益生元 3-岩藻糖基

乳糖的激发而在肠道定殖富集[27-28]遥 本研究结果显示袁
此两者在 CHF 大鼠菌群中的丰度下调袁但肠道和菌

落的具体作用机制有待进一步研究遥
Kineothrix alysoides 已被鉴定为一种能产丁酸

的菌群袁是本研究筛选出的关键差异菌群袁由于其兼

备抗炎和免疫调节双重特性袁因此对肠道屏障和肠

道健康的维持具有重要意义遥然而袁本研究 Kineothrix
alysoides 在 CHF 大鼠肠道呈现耗竭趋势遥 研究结果

表明袁辅助 Kineothrix alysoides 饮食治疗能有效增

加颤螺菌科渊Oscillospiraceae冤的表达袁Oscillospiraceae
也是本研究空白组大鼠的优势肠道菌群袁这与既往

研究结果相似[29-30]遥 而且该菌属以产短链脂肪酸渊short
chain fatty acid袁SCFA冤袁尤其以高产丁酸被广泛关

注和研究遥 丁酸盐是一种微生物来源的 SCFA袁可减

轻炎症和心肌肥大等病症袁改善 MI 后的心功能袁其
含量在心力衰竭渊heart failure袁HF冤患者中降低[29-30]遥
MI 后袁HF 会显著影响心脏的代谢袁在 HF 期间袁ATP
产生的途径由脂肪酸氧化转变为糖酵解和酮体代

谢袁使循环酮水平升高袁酮体主要在肝脏中产生袁也
可在禁食期间或在受伤心脏中产生[29]袁与中医学野饥
则损气冶含义相似曰另一方面袁肠道菌群紊乱导致

Th17/Treg 的失衡[31]袁炎症和线粒体反应等诱导大量

活性氧产生袁继而激活 NLRP3袁并导致炎症损伤[6]遥

此外袁研究表明袁疲劳宿主产丁酸盐核心菌群处于缺

乏状态[31]袁与中医学野劳则耗气冶相契合遥 肠道屏障

野渗漏冶的特征在于 ZO-1尧Occludin 和 Claudin5 等紧

密连接蛋白的损伤袁从而导致有害代谢物的增加袁
如LPS袁能引发煽动性的全身炎症袁进而加剧 MI 后
心肌的损伤[32-33]遥本研究结果表明袁MI 后心脏炎症和

肠道紧密连接蛋白的共同变化趋势与肠-心轴有关袁
心脏和肠道菌群之间存在一定的调节关系袁这可能

与 Kineothrix alysoides 菌群的丰度下调袁导致 LPS进

入循环袁最后促进心肌炎症的蛋白表达有关遥
综上所述袁CHF 气虚血瘀证的发病机制复杂袁

涉及炎症反应和信号通路袁是综合性功能障碍相互

作用的结果遥 Kineothrix alysoides 菌可作为调控CHF
气虚血瘀证的潜在靶点袁野肠道菌群-NLRP3-心肌

炎症冶在 CHF 的发生发展中起着枢纽调控的作用袁
针对肠道菌群的紊乱和炎症的干预能缓解 CHF 进

程遥 尽管本研究对肠道菌群失调和心肌炎症反应之

间的潜在机制尚未完全阐明袁但为 CHF 气虚血瘀证

提供了微生物学的可靠依据遥 肠-心轴可能为探索

CHF 的药物干预机制提供一个新的视角袁并有助于

研究者更好地基于中医辨证思维理解肠-心轴在

CHF 中的特异性遥
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