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也摘要页 目的 探讨参附注射液对盐酸异丙肾上腺素渊isoprenaline hydrochloride袁ISO冤诱导的慢性心力衰竭渊chronic heart fail鄄
ure袁CHF冤大鼠心肌纤维化的作用与机制遥方法 采用随机数字表法将 45 只 SD 大鼠随机分为正常组 9 只袁造模组 36只袁采用 ISO 背

部皮下多点注射 14天制备 CHF大鼠模型袁再正常饲养 14 d通过模型验证和评价袁期间死亡大鼠 5只袁未成模大鼠 4只遥 将造模成

功的 27只大鼠按随机数字表法分为 3 组院模型组渊腹腔注射 6 mL窑kg-1 氯化钠注射液+灌胃 10 mL窑kg-1 蒸馏水冤尧参附注射液组渊腹
腔注射 6 mL窑kg-1 参附注射液+灌胃 10 mL窑kg-1 蒸馏水冤尧卡托普利组渊腹腔注射 6 mL窑kg-1 生理盐水+灌胃 10 mL窑kg-1 蒸馏水袁蒸馏

水含 8.8 mg窑kg-1 卡托普利袁相当于临床等效量冤遥药物干预 15 d后袁检测各组大鼠心功能及心肌纤维化的相关指标院超声心动图尧体
质量尧心脏质量指数及左心室质量指数曰ELISA 法检测氨基末端脑钠肽前体渊N-terminal pro brain natriuretic peptide袁NT-proBNP冤曰
HE染色尧Masson 染色检测心肌组织病理形态及纤维化状态曰RT-qPCR检测心肌组织中miR-139尧Wnt家族成员 3a渊Wnt family member
3a袁Wnt3a冤尧茁-连环蛋白渊茁-catenin冤尧糖原合成酶激酶 3茁渊glycogen synthase kinase 3茁袁GSK3茁冤尧玉型胶原蛋白渊type玉 collagen袁
Col-玉冤尧芋型胶原蛋白渊type芋 collagen袁Col-芋冤及 琢-平滑肌肌动蛋白渊琢-smooth muscle actin袁琢-SMA)尧基质金属蛋白酶-2渊matrix
metalloproteinase-2袁MMP-2冤尧基质金属蛋白酶-9渊matrix metalloproteinase-9袁MMP-9冤mRNA 的表达曰Western blot 检测心肌组织

中Wnt3a尧茁-catenin尧GSK3茁尧Col-玉尧Col-芋尧琢-SMA尧MMP-2尧MMP-9蛋白表达遥 结果 与正常组比较袁模型组左室射血分数渊left ven鄄
tricular ejection fraction袁LVEF冤尧左室短轴缩短率渊left ventricular fraction shortening袁LVFS冤尧体质量降低渊P<0.01冤袁左室舒张末期内径

渊left ventricular end diastolic diameter袁LVEDD冤尧左室收缩末期内径渊left ventricular end systolic diameter袁LVESD冤尧NT-proBNP尧心
脏质量指数尧左心室质量指数升高渊P<0.01冤袁miR-139表达量下降渊P<0.01冤袁Wnt3a尧茁-catenin尧GSK3茁尧Col-玉尧Col-芋尧琢-SMA尧MMP-2尧
MMP-9蛋白和mRNA表达升高渊P<0.01冤曰细胞排列紊乱袁心肌纤维化明显袁伴有明显的炎症浸润遥 与模型组比较袁参附注射液组 LVEF尧
LVFS尧体质量升高渊P<0.01 或 P<0.05冤袁LVEDD尧LVESD尧NT-proBNP尧心脏质量指数尧左心室质量指数降低渊P<0.01冤袁miR-139 表达

量升高渊P<0.01冤袁Wnt3a尧茁-catenin尧GSK3茁尧Col-玉尧Col-芋尧琢-SMA尧MMP-2尧MMP-9蛋白和mRNA表达降低渊P<0.01冤曰细胞排列趋于整

齐袁纤维结缔组织增生及炎症细胞浸润现象减少袁胶原纤维沉积减少袁纤维化程度减轻遥 结论 参附注射液能改善 CHF 大鼠心功能

及心肌纤维化状态袁其机制可能与调控 miR-139/Wnt/茁-catenin信号通路有关遥
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基于 miR-139/Wnt/茁-catenin信号通路探讨参附注射液对
慢性心力衰竭大鼠心肌纤维化的保护作用
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate the mechanism of action of Shenfu Injection (SFI) on myocardial fibrosis in rats with
chronic heart failure (CHF) induced by isoprenaline (ISO). Methods Forty-five SD rats were divided into normal group (n=9) and
modeling group (n=36) by random number table method. CHF rat model was prepared by 14-day subcutaneous multi-point injection
of ISO on the back, followed by 14-day normal feeding to validate and evaluate the model. During this period, five rats died and
four rats were not modeled. Then the 27 successfully modeled rats were subdivided into three groups by the random number table
method: model group (intraperitoneal injection of 6 mL窑kg-1 sodium chloride injection+gavage of 10 mL窑kg-1 distilled water), SFI
group (intraperitoneal injection of 6 mL窑kg-1 SFI+gavage of 10 mL窑kg-1 distilled water), and captopril group (intraperitoneal injection
of 6.0 mL窑kg-1 normal saline+gavage of 10 mL窑kg-1 distilled water containing 8.8 mg窑kg-1 captopril which was clinically equivalent).
After 15 d of drug intervention, the related indicators of cardiac function and myocardial fibrosis in each group were examined,
including echocardiogram, body mass, heart mass index, and left ventricular mass index. ELISA was used to determine N-terminal
pro brain natriuretic peptide (NT-proBNP) content; HE staining and Masson staining were performed to observe the histopathological
morphology and fibrosis of the myocardial tissue; RT-qPCR was conducted to examine the mRNA expressions of miR-139, Wnt
family member 3a (Wnt3a), 茁-catenin, glycogen synthase kinase 3茁 (GSK3茁), type I collagen (Col-I), type 芋 collagen (Col-芋), 琢-
smooth muscle actin (琢-SMA), matrix metalloproteinase-2 (MMP-2), and matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) in the myocardial tissue;
Western blot was used to examine the protein expressions of Wnt3a, 茁-catenin, GSK3茁, Col-I, Col-芋, 琢-SMA, MMP-2, and MMP-
9 in it. Results Compared with normal group, the left ventricular ejection fraction (LVEF), left ventricular fraction shortening (LVFS)
and body mass of rats in model group decreased (P<0.01), while the left ventricular end diastolic diameter (LVEDD), left ventricular
end systolic diameter (LVESD), NT-proBNP content, heart mass index, and left ventricular mass index increased (P<0.01); the miR-
139 expression decreased (P<0.01), and the protein and mRNA expressions of Wnt3a, 茁-catenin, GSK3茁, Col-I, Col-III, 琢-SMA,
MMP -2, and MMP -9 increased (P<0.01); the myocardial tissue showed disordered cell arrangement and significant fibrosis,
accompanied by obvious inflammatory infiltration. Compared with model group, the LVEF, LVFS, and body mass of rats in SFI
group were higher (P<0.01 or P<0.05), while the LVEDD, LVESD, NT-proBNP content, heart mass index, and left ventricular mass
index were lower (P<0.01); the miR-139 expression increased (P<0.01), and the protein and mRNA expressions of Wnt3a, 茁-catenin,
GSK3茁, Col-I, Col-芋, 琢-SMA, MMP-2, and MMP-9 decreased (P<0.01); cell arrangement tended to be neat in the myocardial
tissue, with reduced fibrous connective tissue hyperplasia, inflammatory cell infiltration, collagen fiber deposition, and fibrosis
degree. Conclusion SFI can improve cardiac function and alleviate myocardial fibrosis in rats with CHF, and its mechanism may be
related to the regulation of miR-139/Wnt/茁-catenin signaling pathway.

也运藻赠憎燥则凿泽页 chronic heart failure; Shenfu Injection; miR-139; Wnt/茁-catenin; myocardial fibrosis
慢性心力衰竭渊chronic heart failure袁CHF冤是由

于心脏结构或功能异常导致心室充盈或射血能力受

损而引起的一组复杂的临床综合征[1]遥 CHF 是心脏

疾病的终末期袁病机复杂袁主要临床表现为呼吸困

难尧体力活动受限尧体液潴留遥 根据中国心力衰竭患

者注册登记研究我国有近 890 万CHF患者袁其中心力

衰竭住院患者病死率为 4.1%[2]遥 心力衰竭发生后袁左
心室可发生结构尧电生理和信号转导重构袁称为病理

性重构袁是心力衰竭的关键发病机制[3]遥 心肌纤维化是

心脏重构最重要的形态学改变袁是重构发生发展的

驱动因素袁也是心力衰竭的独立尧预测性危险因素遥
因此袁治疗和改善心肌纤维化是预治心力衰竭的重

要手段[4-5]遥
微小 RNA 分子渊microRNA袁miRNA冤是一种短

链非编码 RNA袁长度为 18~22 个核苷酸袁常以细胞

内介质参与转录后基因调控[6]遥 miRNA 在心血管系

统中异常表达袁是调节心脏重构和纤维化的关键成

分[7-9]遥 研究表明袁miR-139 具有抗心肌损伤作用袁可
调节细胞凋亡和自噬袁防止心肌缺血和再灌注损

伤袁miR-139 过表达可抑制氧化应激诱导的心肌细

胞损伤[10-12]遥 Wnt 信号通路是调控组织器官发育袁参
与细胞增殖尧分化和转移的重要信号转导通路遥Wnt/
茁-catenin 是其中最典型的通路之一袁是该通路的核

心蛋白袁在调控心肌纤维化过程中起重要作用[13-14]遥
盐酸异丙肾上腺素渊isoprenaline hydrochloride袁ISO冤
是一种 茁 受体激动剂袁作用于心脏 茁1 受体袁可使心

肌产生持续剧烈收缩袁引起心肌纤维化和心室重构袁
最终导致 CHF[15]遥参附注射液源自传统名方参附汤袁

198



湖南中医药大学学报 http://hnzyydxxb.hnucm.edu.cn圆园24 年第 44 卷

其药物仅由人参和附子组成袁广泛应用于临床治疗

心力衰竭等心血管疾病[16-17]遥 现代药理学研究表明袁
参附注射液作用机制主要包括抗纤维化尧抗炎尧抗氧

化尧抗细胞凋亡等[18-20]遥 本课题组前期研究证实袁参
附注射液可改善 CHF 大鼠心功能袁降低心肌纤维

化程度[19袁21]袁然而对 CHF 的发病机制和药物作用靶

点尚未完全阐明遥因此袁本研究拟建立ISO 致 CHF 大

鼠模型袁并用参附注射液进行干预袁通过动物实验研

究袁初步探讨 miR-139 调控 Wnt/茁-catenin 信号通路

在 CHF 心肌纤维化过程中的作用袁以及参附注射液

改善心功能的具体作用机制和有效靶点袁为今后

CHF 的精准辨证和靶点治疗提供实验依据遥
1 材料

1.1 动物

45 只 5 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠袁大鼠体质量

为渊180依20冤 g袁购自湖南斯莱克景达实验动物有限公

司袁许可证号为 SCXK渊湘冤2019-0004袁动物合格证

号 430727221101891171尧430727221101836883袁在湖

南中医药大学实验动物中心 SPF 级实验室内饲养遥
研究方案经湖南中医药大学实验动物伦理委员会

批准袁批准号院LL2022072705遥
1.2 药物

盐酸异丙肾上腺素渊MedChemExpress公司袁批号院
HY-B0468/CS-2582冤曰参附注射液渊华润三九雅安药

业有限公司袁批号院Z51020664袁国药准字号Z51020664袁
规格 10 mL/支冤曰卡托普利渊重庆科瑞制药有限公司袁批
号院641003袁国药准字号H50020362袁规格 25 mg/片冤曰
乌拉坦渊上海源叶生物科技有限公司袁批号院MFCD鄄
00007966冤遥
1.3 主要试剂

NT-proBNP 试剂盒渊武汉华美生物工程有限公

司袁批号院W210349115冤曰苏木精尧伊红渊Wellbio 公司袁
批号分别为 02A230427尧02B230519冤曰玉型胶原蛋白

渊type玉 collagen袁Col-玉冤渊三鹰公司袁批号院00102069冤尧
GSK3茁尧MMP-9尧Wnt3a尧茁-catenin抗体渊英国Abcam公

司袁批号分别为GR3258308-20尧GR3384704-13尧GR鄄
3358334-9尧GR3368970-1冤曰芋型胶原蛋白渊type 芋 coll鄄
agen袁Col-芋冤抗体渊博奥森公司袁批号院BJ11098955冤曰
MMP-2尧琢-SMA尧GAPDH抗体渊美国 Proteintech公司袁

批号分别为 00045454尧00082753尧00110344冤曰山羊

抗兔 IgG 渊H+L冤二抗 HRP渊中国艾碧维公司袁批号院
01C230530冤曰mRNA 逆转录试剂盒尧miRNA逆转录

试剂盒尧UltraSYBR Mixture渊中国北京康为世纪公

司袁批号分别为 09623尧25722尧29122冤遥
1.4 主要仪器

VINNO 6 LAB 型便携式数字化彩色超声诊断

仪渊飞依诺科技苏州有限公司冤曰H1650 R 型台式高速

冷冻离心机渊湖南湘仪实验室仪器开发有限公司冤曰
PW-812 型全自动酶标洗板机尧MB-530 多功能酶

标分析仪渊深圳市汇松科技发展有限公司冤曰DHP-
500 型电热恒温培养箱 渊北京市永光明医疗仪器

有限公司冤曰YD-315 型切片机 渊浙江金华益迪试

验器材冤曰BMJ-A 型包埋机 渊常州中威电子仪

器 冤曰DYY-6 C 型电泳仪尧DYCZ-24 DN 型电泳

槽尧DYCZ-40 D 型转膜仪渊北京六一生物科技有限

公司冤曰BioPrep-24 型生物样品均质仪渊杭州奥盛

仪器有限公司 冤曰PIKOREAL96型荧光定量 RCP
仪尧SPL0960 型荧光 PCR 板 渊美国Thermo 公司冤曰
QuantStudio1型荧光定量 RCP 仪渊美国 ABI 公司冤遥
2 方法

2.1 造模和模型评价标准

依据本课题组前期研究尧预实验及相关文献袁复
制 ISO 诱导的 CHF 大鼠模型[19袁22-23]遥 模型组大鼠背

部皮下多点注射 ISO袁剂量为 5 mg窑kg-1袁注射浓度为

1.67 mg窑mL-1袁正常组大鼠在背部皮下多点注射等量

生理盐水袁连续注射 14 d袁再正常饲养 14 d遥 造模

期间观察大鼠的一般情况和宏观指标袁用专用照相

机记录各项宏观指标变化遥 通过超声心动图检测大

鼠心室结构袁包括左室舒张末期内径渊left ventricular
end-diastolic diameter袁LVEDD冤尧左室收缩末期内径

渊left ventricular end systolic diameter袁LVESD冤及左室

射血分数渊left ventricular ejection fraction袁LVEF冤尧左
室短轴缩短率渊left ventricular fraction shortening袁
LVFS冤袁ELISA 检测大鼠血清指标氨基末端脑钠肽前

体渊N-terminal pro brain natriuretic peptide袁NT-proB鄄
NP冤袁与正常组大鼠比较有统计学意义则判断 CHF疾
病模型是否制备成功遥
2.2 分组与给药

采用随机数字表法从 45 只大鼠随机选 9 只作
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为正常组袁其余 36 只为造模组遥造模结束时袁死亡大

鼠 5只袁造模未成功大鼠 4只遥 将造模成功的 27只大

鼠采用随机数字表法分为院模型组渊腹腔注射 6 mL窑kg-1

氯化钠注射液+灌胃 10 mL窑kg-1 蒸馏水冤尧参附注

射组渊腹腔注射 6 mL窑kg-1参附注射液+灌胃 10 mL窑kg-1

蒸馏水冤尧卡托普利组渊腹腔注射 6 mL窑kg-1 生理盐

水+灌胃 10 mL窑kg-1蒸馏水渊蒸馏水含 8.8 mg窑kg-1 卡托

普利袁相当于临床等效量冤遥 各组大鼠给药剂量通过

人与动物等效剂量换算确定袁参照本课题组前期研

究及预实验袁确定大鼠给药时间为 15 d[19袁23]遥 考虑操

作难度及给药剂量袁故选择药物吸收与静脉给药相

似尧生物利用度稍差于静脉给药袁但操作更简便的腹

腔注射遥
2.3 标本采集

于末次给药第2日早上取材袁乌拉坦麻醉渊0.2 g窑mL-1袁
6.5 mL窑kg-1 腹腔注射冤袁暴露腹主动脉袁采血 5 mL以
上遥 采集的血样于室温静置2 h 后离心以 3 000 r窑min-1

运行15 min渊离心半径为 17.8 cm冤袁取上清液袁-80 益
冰箱中保存备用遥 腹主动脉采血后袁剪开肋骨袁暴露

胸腔袁生理盐水反复灌洗心脏后迅速剥离心脏袁剪去

周围结缔组织和血管袁滤纸吸干后袁用电子天平称量

心脏质量袁沿冠状沟走行分离心尖与左心室袁再次称

重后用 4%多聚甲醛溶液固定心尖组织袁左心室放入

冻存管袁-80 益冰箱中保存备用遥
2.4 指标检测与方法

2.4.1 心功能检测 将大鼠麻醉固定于鼠板后脱

毛袁应用小动物超声系统袁将 M 型超声探头放置在

大鼠左胸部与胸骨中线成 10毅~30毅处袁在左室长轴切

面连续测量 3 个心动周期的 LVEDD 和 LVESD袁连
续测量 3 次取平均值袁计算 LVEF 及 LVFS遥
2.4.2 大鼠心脏质量指数及左心室质量指数测定 称

量全心重量袁剪去心房和右心室游离壁袁分离左心室

并称重袁分别计算心脏质量指数渊心脏质量/体质量冤
和左心室质量指数渊左心室质量/体质量冤遥
2.4.3 ELISA法测定血清NT-proBNP水平 大鼠麻醉

后腹主动脉采血5 mL袁室温下静置 2 h后3 000 r窑min-1

离心 15 min袁保留上清液袁严格按 ELISA 试剂盒说

明书袁采用 ELISA 法测定血清 NT-proBNP 含量遥
2.4.4 病理组织学观察 大鼠心尖组织放置于 4%
多聚甲醛中固定袁按包埋切片尧脱蜡至水尧染色尧脱
水尧封片尧采像步骤袁行常规 HE尧Masson 染色遥

2.4.5 RT-qPCR检测大鼠心肌组织miR-139尧Wnt/茁-
catenin 及心肌纤维化相关因子 mRNA 的表达 Tri鄄
zol 提取组织总 RNA 后以组织总 mRNA 为模板袁逆
转录 cDNA遥 在 NCBI 上搜索目的基因的序列袁应用

primer 5 软件设计引物袁引物由北京擎科合成袁引
物序列见表 1遥通过各目的因子基因片段的扩增曲

线袁确定 Ct袁逐渐增加温度袁同时监测每一步的荧光

信号产生溶解曲线袁验证反应无非特异性产物袁提示

定量准确遥

2.4.6 Western blot检测大鼠心肌组织Wnt/茁-catenin
信号通路及心肌纤维化相关蛋白表达 提取心肌组

织中蛋白袁参照 BCA 试剂盒说明书测得蛋白浓度遥经
过制胶尧电泳尧转膜尧封闭后袁用 1伊PBST 将一抗按

照一定比例稀释[Wnt3a渊1颐1 000冤尧茁-catenin渊1 滋g/mL冤尧
GSK3茁渊1颐5 000冤尧Col-I渊1颐1 000冤尧Col-芋渊1颐1 000冤尧
琢-SMA渊1颐2 000冤尧MMP-2渊1颐1 000冤尧MMP-9渊1颐
2 000冤尧GAPDH渊1颐5 000冤]袁将膜与一抗一起孵育袁
室温放置 90 min袁孵育结束袁1伊PBST 洗 3 次袁每次

15 min遥 用 1伊PBST稀释 HRP 标记的二抗[山羊抗兔

IgG渊H+L冤二抗HRP渊1颐5 000冤]袁将稀释后的二抗与膜

共同室温孵育 90 min遥 孵育结束袁1伊PBST 洗 3次袁

表 1 引物序列信息

基因

GAPDH

miR-139

Wnt3a

茁-catenin

GSK3茁

Col-I

Col-芋

琢-SMA

MMP-2

MMP-9

5S

序列(5忆-3忆)
正向:ACAGCAACAGGGTGGTGGAC
反向:TTTGAGGGTGCAGCGAACTT
正向:TATTCTACAGTGCACGTGTCTCCA
反向:GCTGTCAACGATACGCTACGTA
正向:GAGTCTCGTGGCTGGGTGGA
反向:GGGCTCGCAGAAGTTAGGTG
正向:AAGCCACAGGACTACAAGAAACGG
反向:AGCAGTCTCATTCCAAGCCAT
正向:CTGCCATCGAGACATTAAACCAC
反向:CCTAGCAACAATTCAGCCAACACA
正向:CTGGCTCTCCTGGTACCCCT
反向:GGACCACGTTCACCACTTGCT
正向:CCCCTCTCTTATTTTGGCACAG
反向:CGCAGACACATATTTGACATGG
正向:ATCACCATCGGGAATGAACGC
反向:TGCCCGCCGACTCCATTCCA
正向:AGAAGGCTGTGTTCTTCGCA
反向:AAAGGCAGCGTCTACTTGCT
正向:CCCCGAGACCTGAAAACCTCCAAC
反向:GGCCTTTAGTGTCTCGCTGTCCA
正向:GCCTACAGCCATACCACCCGGAA
反向:CCTACAGCACCCGGTATCCCA

片段长度/bp
252

76

108

87

228

160

119

79

128

189

116
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每次 10 min遥使用 ECL化学发光液与膜孵育 1 min袁
滤纸吸干液体袁用塑封膜将膜包裹杂交膜袁凝胶成像

系统成像遥
2.5 统计分析

运用 SPSS 24.0 软件进行分析袁计量数据以野曾依s冶
表示遥 两组间比较符合正态分布采用两独立样本 t
检验袁不符合正态分布采用秩和检验遥 多组间比较

进行单因素方差分析渊One-way ANOVA冤袁满足方差

齐性采用最小显著差异法渊LSD冤袁不满足方差齐性

时采用 Tamhane忆s T2 法曰若不符合正态分布袁则采

用多个独立样本均数比较的非参数 Kruskal-Wallis
秩和检验渊H 检验冤遥 以 P<0.05 或 P<0.01 表示差异具

有统计学意义遥使用 GraphPad Prism 8.0 软件进行绘

图操作遥
3 结果

3.1 各组大鼠一般情况

ISO 造模期间共死亡 5 只大鼠袁观察各组大鼠

情况袁正常组大鼠无死亡袁毛发光泽袁精神状态尧行为

活动尧饮食饮水均正常遥 造模组大鼠精神萎靡袁毛发

稀疏袁蜷缩抱团袁不欲饮食袁体质量减轻袁部分大鼠出

现腹水遥 与模型组对比袁参附注射液组及卡托普利

组大鼠精神状态尧行为活动尧饮食饮水均明显改善袁
毛发光泽明显恢复袁体质量明显增加袁说明参附注射

液可改善 CHF 大鼠症状遥
3.2 各组大鼠超声心动图情况

药物干预结束后袁与正常组比较袁模型组LVEDD尧
LVESD 显著上升渊P<0.01冤袁LVEF尧LVFS 显著下降渊P<
0.01冤曰与模型组比较袁参附注射液组及卡托普利组

LVEDD尧LVESD 显著下降渊P<0.01冤袁LVEF尧LVFS 显

著上升渊P<0.01冤遥 详见表 2遥
3.3 各组大鼠血清 NT-proBNP 水平尧体质量尧心脏

质量指数及左心室质量指数比较

药物干预结束后袁与正常组比较袁模型组血清

NT-proBNP 水平显著上升渊P<0.01冤袁体质量显著下

降渊P<0.01冤袁心脏质量指数及左心室质量指数显著

升高渊P<0.01冤曰与模型组比较袁参附注射液组及卡托

普利组血清 NT-proBNP 水平显著下降渊P<0.01冤袁体
质量显著升高渊P<0.01 或 P<0.05冤袁心脏质量指数以

及左心室质量指数显著降低渊P<0.01冤遥 详见表 3遥
3.4 各组大鼠心肌组织病理学观察

药物干预结束后袁大鼠心肌组织 HE 染色结果提

示正常组心肌细胞排列整齐尧形态正常尧横截面清

晰袁未见明显纤维组织增生曰与正常组相比袁模型组

大鼠细胞排列明显紊乱不齐袁心肌细胞出现肥大尧坏
死现象袁纤维结缔组织增生严重袁伴有明显炎症浸

润曰与模型组相比袁参附注射液组及卡托普利组细

胞结构完整袁细胞排列趋于整齐袁纤维结缔组织增

生及炎症细胞浸润现象明显减少遥 详见图 1遥
Masson 染色结果提示袁正常组心肌细胞排列整

齐袁血管周围仅有少量结缔组织袁间质仅有少量血

管及结缔组织袁未见明显胶原纤维沉积曰与正常组

相比袁模型组心肌细胞及血管周围可见大量蓝色胶

原纤维沉积袁大面积纤维化组织取代正常心肌组织袁
心肌纤维化程度明显升高渊P<0.01冤曰与模型组相比袁
参附注射液组及卡托普利组胶原纤维沉积和纤维

化程度明显降低渊P<0.01冤遥 详见图 2要3遥
3.5 各组大鼠心肌组织 miR-139尧Wnt/茁-catenin 信
号通路尧心肌纤维化相关因子 mRNA 比较

药物干预结束后袁与正常组相比袁模型组心肌组

表 2 各组大鼠超声心动图比较渊曾依s袁n=9冤

注院与正常组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁##P<0.01遥

组别

正常组

模型组

参附注射液组

卡托普利组

LVEDD/mm
4.69依0.78
6.35依0.62**
5.02依0.60##

4.91依0.53##

LVESD/mm
1.85依0.54
4.51依0.57**
2.91依0.72##

2.95依0.37##

LVEF/%
93.66依4.41
61.37依7.34**
88.49依7.13##

87.18依4.96##

LVFS/%
66.24依7.22
29.02依4.91**
54.02依9.15##

52.11依6.73##

注院与正常组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁#P<0.05袁##P<0.01遥

组别

正常组

模型组

参附注射液组

卡托普利组

NT-proBNP/(pg窑mL-1)
350.95依16.35
587.23依30.47**
416.54依27.55##

465.58依31.23##

体质量/g
444.22依25.02
353.33依25.84**
426.78依36.55##

387.33依38.04#

心脏质量指数/(mg窑g-1)
2.34依0.09
3.07依0.11**
2.56依0.06##

2.47依0.06##

左心室质量指数/(mg窑g-1)
0.41依0.02
0.70依0.06**
0.48依0.03##

0.50依0.05##

表 3 各组大鼠 NT-proBNP水平尧体质量尧心脏质量指数及左心室质量指数比较渊曾依s袁n=9冤
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织中 miR-139 相对表达量显著降低渊P<0.01冤袁Wnt/茁-
catenin 信号通路中 Wnt3a尧茁-catenin尧GSK3茁 mR鄄
NA 相对表达量显著升高渊P<0.01冤袁心肌纤维化相关

因子 Col-I尧Col-芋尧琢-SMA尧MMP-2尧MMP-9 mRNA
相对表达量显著升高渊P<0.01冤曰与模型组相比袁参附

注射液组和卡托普利组心肌组织中 miR-139 相对

表达量显著升高渊P<0.01冤袁Wnt/茁-catenin 信号通路中

Wnt3a尧茁-catenin尧GSK3茁 mRNA 相对表达量显著

降低渊P<0.01冤袁心肌纤维化相关因子 Col-I尧Col-芋尧
琢-SMA尧MMP-2尧MMP-9 mRNA 相对表达量显著降

低渊P<0.01冤遥 详见表 4要5遥
3.6 各组大鼠心肌组织 Wnt/茁-catenin 信号通路及

心肌纤维化相关蛋白表达比较

药物干预结束后袁与正常组相比袁模型组心肌组

织 Wnt3a尧茁-catenin尧GSK3茁尧Col-I尧Col-芋尧琢-SMA尧
MMP-2尧MMP-9 蛋白表达明显升高渊P<0.01冤曰与模

型组比较袁参附注射液组尧卡托普利组心肌组织Wnt3a尧
茁-catenin尧GSK3茁尧Col-I尧Col-芋尧琢-SMA尧MMP-2尧
MMP-9 蛋白表达明显降低渊P<0.01 或 P<0.05冤遥 详

见表 6尧图 4遥

图 3 各组大鼠心肌组织纤维化率情况渊曾依s袁n=3冤
注院与正常组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁##P<0.01遥

表 4 各组大鼠心肌组织 miR-139尧Wnt/茁-catenin 信号

通路相关因子 mRNA表达比较渊曾依s袁n=6冤

注院与正常组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁##P<0.01遥

组别

正常组

模型组

参附注射液组

卡托普利组

miR-139
1.26依0.22
0.37依0.11**
0.93依0.07##

0.83依0.04##

Wnt3a
1.00依0.29
2.83依0.41**
1.64依0.28##

2.08依0.38##

茁-catenin
1.07依0.21
2.92依0.45**
1.60依0.29##

2.15依0.32##

GSK3茁
0.85依0.27
4.67依0.72**
1.86依0.25##

2.77依0.60##

表 5 各组大鼠心肌纤维化相关因子 mRNA表达比较渊曾依s袁n=6冤

注院与正常组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁##P<0.01遥

组别

正常组

模型组

参附注射液组

卡托普利组

Col-I
1.15依0.56

10.37依1.59**
2.98依0.57##

6.95依0.90##

Col-芋
3.34依1.70

17.89依4.67**
7.77依1.40##

12.67依2.25##

琢-SMA
2.50依0.94
9.89依1.79**
5.60依0.98##

6.97依0.91##

MMP-2
1.25依0.38
5.30依1.35**
2.17依0.49##

3.73依0.44##

MMP-9
1.40依0.38
6.48依1.55**
2.54依0.46##

4.36依0.70##

图 1 各组大鼠心肌组织结构观察渊HE袁伊400冤

图 2 各组大鼠心肌组织纤维化情况渊Masson 染色袁伊400冤

正常组 模型组 参附注射液组 卡托普利组

正常组 模型组 参附注射液组 卡托普利组
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4 讨论

CHF 的患病率呈持续上升趋势袁心力衰竭发生

后袁心肌细胞受损袁心脏应对损伤的响应机制主要

表现为心肌纤维化遥 心肌纤维化是心血管疾病中最

重要的形态学改变袁其病理过程主要表现为心脏成

纤维细胞异常增加袁心肌细胞外基质过度沉积袁玉
型和芋型胶原比例失衡袁导致瘢痕形成袁限制损伤袁
从而继续维持心脏结构的病态完整性[24]遥 这本是一

种对病理刺激的生理反应袁然而这一过程的长期激

活会导致不良的心肌组织重构袁最终影响心脏的结

构和功能袁导致心力衰竭[25]遥 因此袁探索 CHF 过程中

心肌纤维化的分子靶点具有重要意义遥
ISO 是一种非选择性 茁 肾上腺素受体激动剂袁

可加快心率袁增强心肌收缩力袁诱发心肌细胞坏死袁
引起心肌纤维化袁最终导致 CHF[26]遥 基于此袁本研究

采用皮下多点注射 ISO 诱导大鼠 CHF 心肌纤维化

的发生遥 本研究结果提示院从一般行为体征分析袁与
正常组相比袁模型组大鼠精神萎靡袁不欲饮食袁毛发

稀疏袁腹水严重袁体质量显著下降袁心脏质量指数以

及左心室质量指数显著升高曰从超声心动图结果分

析袁模型组大鼠的 LVEDD尧LVESD 显著上升袁LVEF尧
LVFS 显著下降曰从生物标志物分析袁模型组血清

NT-proBNP 水平显著上升曰从病理结果分析袁模型

组心肌细胞排列紊乱袁蓝色胶原纤维大量沉积袁心肌

纤维化明显袁伴有明显炎症浸润曰从蛋白尧基因角度

分析袁模型组大鼠心肌组织中心肌纤维化相关因子

Col-I尧Col-芋尧琢-SMA尧MMP-2尧MMP-9 蛋白和 mR鄄
NA 的相对表达量均显著升高袁miR-139 表达量下

降袁Wnt/茁-catenin 信号通路相关因子 Wnt3a尧茁-
catenin尧GSK3茁 蛋白和 mRNA 的相对表达量均显著

升高遥 可见袁ISO 诱导的 CHF 大鼠存在明显的心肌

纤维化损伤袁同时心肌组织中 miR-139 表达量显著

下降袁Wnt/茁-catenin 信号通路被激活遥
参附注射液由红参和制附子组成袁其具有益气

回阳尧固摄心阳的作用袁用于治疗由阳虚引起的各

种疾病袁其有效成分为人参皂苷尧乌头类生物碱和人

参多糖等遥人参皂苷能促进心脏营养物质代谢袁增强

心脏收缩力袁乌头类生物碱能促进心室收缩袁优化心

肌血流量袁改善心功能[27-28]遥 研究证实袁参附注射液

具有改善心肌纤维化尧减轻左心室纤维化程度尧减轻

心肌损伤尧促使心肌修复的作用袁可从多方面治疗心

力衰竭等疾病[29-30]遥
miRNA 通过多种途径参与心室病理性重构袁在

纤维性疾病中发挥着重要作用[31]遥 miR-139 具有抗

心肌损伤作用袁可调节细胞凋亡和自噬袁拮抗 ISO 诱

导的心肌细胞肥大和 ANP尧BNP 上调袁从而预防心

肌缺血和再灌注损伤[10袁12袁32]遥 Wnt/茁-catenin 信号通

路在调控心肌纤维化方面起到了重要作用[13-14]遥 正

常成人心脏中 Wnt 信号是静止的袁在心脏损伤后袁该
信号被激活并促进纤维化袁而 Wnt 拮抗剂可减轻受

损心脏的纤维化状态[33-36]遥 茁-catenin 是 Wnt 信号通

路的关键蛋白之一袁与组织纤维化密切相关[37]遥 而

正常组 模型组
卡托普

利组

参附注

射液组

Wnt3a
茁-catenin
GSK3茁
COL-1
COL-3
琢-SMA
MMP-2
MMP-9
GAPDH

39 kDa
92 kDa
46 kDa

139 kDa
117 kDa
42 kDa

62~72 kDa
92 kDa
36 kDa

图 4 各组大鼠心肌组织 Wnt/茁-catenin 信号通路及心肌

纤维化相关因子蛋白条带图

表 6 各组大鼠心肌组织 Wnt/茁-catenin 信号通路及心肌纤维化相关因子蛋白表达比较渊曾依s袁n=5冤

注院与正常组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁#P<0.05袁##P<0.01遥

组别

正常

模型

参附

卡托

Wnt3a/GAPDH
0.18依0.08
0.50依0.06**
0.27依0.11##

0.38依0.06##

茁-catenin/GAPDH
0.11依0.03
0.49依0.05**
0.23依0.06##

0.35依0.09##

GSK3茁/GAPDH
0.14依0.05
0.49依0.08**
0.24依0.06##

0.35依0.07#

Col-I/GAPDH
0.10依0.06
0.47依0.11**
0.23依0.10##

0.34依0.07#

Col-芋/GAPDH
0.13依0.04
0.58依0.09**
0.20依0.03##

0.36依0.06##

茁-SMA/GAPDH
0.10依0.03
0.50依0.13**
0.16依0.03##

0.33依0.07##

MMP-2/GAPDH
0.10依0.03
0.49依0.09**
0.18依0.06##

0.30依0.10##

MMP-9/GAPDH
0.15依0.04
0.48依0.05**
0.25依0.08##

0.37依0.04##
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Wnt3a 蛋白是 茁-catenin 的有效刺激物袁可阻止 茁-
catenin 被磷酸化袁阻止其被蛋白酶体识别和降解[33]遥
含有 Wnt3a 的外泌体可激活心脏成纤维细胞中的

Wnt/茁-catenin 信号袁抑制 GSK3茁 的活性袁使 茁-
catenin 进入细胞核袁最终促进心肌纤维化[38]遥研究表

明袁miR-139-5p 通过 Wnt/茁-catenin 通路在心脏疾

病中发挥重要作用[39]遥
本研究结果显示院与模型组相比袁参附注射液

组大鼠精神状态尧行为活动尧饮食饮水情况明显改

善袁毛发光泽恢复袁体质量明显增加袁心脏质量指数

以及左心室质量指数显著降低曰从超声心动图结果

分析袁心功能指标 LVEDD尧LVESD 显著下降袁LVEF尧
LVFS 显著上升曰从生物标志物分析袁血清 NT-proB鄄
NP 水平显著下降曰从病理结果分析袁心肌细胞结构

完整袁细胞排列趋于整齐袁纤维结缔组织增生和炎

症细胞浸润明显减少袁胶原纤维沉积明显减少袁纤
维化程度明显减轻曰从蛋白尧基因角度分析袁参附注

射液组大鼠心肌组织中miR-139 相对表达量显著升

高袁Wnt/茁-catenin 信号通路相关因子 Wnt3a尧茁-
catenin尧GSK3茁 蛋白和 mRNA 相对表达量均显著降

低袁 心肌组织中心肌纤维化相关因子 Col-I尧Col-芋尧
琢-SMA尧MMP-2尧MMP-9 蛋白和 mRNA 相对表达量

均显著降低遥上述结果说明参附注射液能有效改善

CHF 大鼠的心肌纤维化损伤情况袁且治疗效果较卡

托普利组更为显著遥 可见袁参附注射液可能通过抑制

miR-139/Wnt/茁-catenin 信号通路袁发挥改善 CHF
大鼠心功能及心肌纤维化的作用遥

综上袁本研究通过 ISO 诱导构建 CHF 大鼠模型袁
探讨参附注射液对 CHF 大鼠心肌纤维化的改善机

制遥 研究结果表明袁参附注射液能够改善 CHF 大鼠

的心功能袁减轻心肌纤维化程度袁降低心肌组织中的

纤维化相关蛋白及 mRNA 的表达袁其机制可能与上

调心肌组织中的 miR-139 表达袁进而抑制Wnt/茁-
catenin 信号通路有关遥 为了进一步验证该结果袁后续

计划在细胞实验中进一步探索 miR-139与 Wnt/茁-
catenin 信号通路之间的具体作用位点袁探索参附注

射液对 CHF 心肌纤维化的保护机制袁为 CHF 的临床

应用和药物研发提供更充分的科学实验依据遥
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