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目的
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探讨杨梅素是否能够保护小鼠心肌梗死后心脏重构以及可能的分子机制&方法
!

采用冠

状动脉左前降支结扎手术建立心肌梗死模型!将
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小鼠分为对照组%模型组%低浓度杨梅素组"
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$和高浓度杨梅素组"
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$&杨梅素处理组在手术第
'

天起采用灌胃方法处理心

肌梗死小鼠
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!观察小鼠死亡率#

0

周后采用超声心动图检测小鼠心功能#病理染色检测心肌梗死面积#

3D.

7=3

检测心脏重构标志物#免疫印迹法检测改变的蛋白分子&结果
!

EZ

术后
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周!与对照组比较!模型组小鼠

生存率降低"

'-̂

$!心功能明显恶化!心肌肥厚程度增加!纤维化水平增加!心脏炎性反应增加!氧化应激水平

增加#低浓度和高浓度杨梅素处理均能明显增加小鼠术后生存率"低浓度组
9/̂

#高浓度组
)$̂

$!改善心功

能!减少心肌梗死面积!降低心肌肥厚%纤维化%炎性反应%氧化应激水平#且高浓度杨梅素处理组效果优于低浓

度杨梅素组#免疫印迹结果显示!杨梅素可增加
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和
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信号通路蛋白的激活!促进细胞存活&结
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杨梅素可以通过激活
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信号通路!改善心肌梗死后的心脏重构&
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心肌梗死是冠状动脉疾病发病和死亡的主要原

因)在急性心肌梗死后#心肌细胞大量死亡#触发一

系列的分子和细胞重构反应包括炎性反应*心肌细胞

肥大反应*纤维化增生和胶原疤痕的形成'

$

(

)在早期

上述重构过程能够保持心脏的完整性和维持心脏功

能#然而持续的梗死后重构将最终导致左室扩张*心

功能不全#最终发展成为心力衰竭'

1

(

)目前临床上的

药物并不能抑制甚至逆转重构的心脏'

'

(

#因此心力衰
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竭患者的发病率逐年升高)为此#寻找新的药物靶点

迫在眉睫)

杨梅素是药物化学的重要天然产品之一#已有研

究报道杨梅素具有多种功效!抗菌*抗病毒*抗癌*抗

炎*抗氧化应激和降糖活性'

0.)

(

)在心脏中的研究表

明#杨梅素可以减轻大鼠心脏急性缺血再灌注损伤#

可减少盐敏感性大鼠心脏损伤'

-

(

)此外#杨梅素还可

减轻异丙肾上腺素诱导的大鼠心肌损伤'

/

(

)上述研

究均提示杨梅素可能对心肌损伤后重构具有抑制作

用)本研究采用心肌梗死模型#旨在探讨杨梅素对心

肌梗死后心脏重构的影响和具体机制)
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材料与方法

D&D

!

实验动物
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周龄雄性
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小鼠

$

47\

级&#饲养于隔离屏障设施的环境中%购买于南

京医科大学实验室动物中心#动物合格证号!

4=ge

$苏&

.1%$9.%$'1

%动物生产许可证号!
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#采用随机数字表法分为
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组!对照组$
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&%低浓度杨梅素组
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V$杨梅素灌胃处理#术后
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开始#持续到术后
0

周%高浓度杨梅素组$
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V$杨梅素灌胃处理#术后
'!

开始#

持续到术后
0

周)

D&E

!

试剂
!

杨梅素$纯度大于
(/̂

#上海融禾生物有

限公司&%

7.7Z'e

抗体$

011/4
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抗体$
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抗体$

0)($
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7.2DX3

抗体$
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D.2DX3

抗体$
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抗体

$
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公司)

D&F

!

心肌梗死模型制备
!

采用冠状动脉左前降支结

扎术建立心肌梗死模型)用
'̂

戊巴比妥钠腹腔注射

麻醉小鼠后#在胸骨左缘纵行切开皮肤暴露心脏#在

左心耳下缘
1

#

'22

处用
/.%

的聚丙烯缝线结扎冠

状动脉#以心电图
4D

段抬高确定心肌缺血形成#对照

组以相同的方法挂线#但是不结扎)迅速将心脏送回

胸腔#缝合胸壁)术后
'!

开始喂药处理)

D&G

!

超声心动图检测
!

采用小动物超声系统检测小

鼠心功能)收集的数据包括!左室收缩末期内径

$

>bW4!

&#左室舒张末期内径$

>bWP!

&#左室射血分

数$

>bW\

&#左室短轴缩短率$

>b\4

&)

D&H

!

心肌梗死面积的计算
!

术后
0

周#取小鼠心脏#

采用中性甲醛固定#石蜡包埋切片#进行
QW

染色#用

Z#26

L

AR$&00

软件计算心肌梗死面积)

D&I

!

QW

*天狼星红$

743

&和免疫组化染色
!

采用苏

木素和伊红进行
QW

染色%采用
743

进行胶原染色%

采用免疫组化染色
=P09

和
=P)/

#

P;U

显色法进行

炎症细胞浸润标记)

D&N
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7=3

检测
!

采用
D3Z["I

$

Z,K#CG"

L

A,

公司&

提取心脏的总
3:;

%采用罗氏公司的反转录试剂盒将

3:;

反转录为
BP:;

)采用罗氏
>#

L

5C=

O

BIAG0/%

48U3]GAA,

荧光定量
7=3

仪进行
7=3

扩增)所有目

标基因的转录结果与内参基因
]7;PQ

进行对比)

D&O

!

JA+CAG,FI"C

检测
!

采用裂解法提取小鼠心脏

总蛋白#采用
U=;

试剂进行蛋白定量)采用
$%̂

的

4P4.7;]W

进行凝胶电泳)所用一抗包括!磷酸化和

总的
7Z'e

*

;eD

*

2DX3

和内参蛋白
];7PQ

$均购

买于
=4D

公司&)采用化学发光法进行显色#每组磷

酸化蛋白的表达水平用其相应的总蛋白表达校准)

D&P

!

统计学处理
!

采用
4744$-&%

软件进行数据分

析#计量资料用
5c?

表示#两组之间的比较用非配对

:

检验%多组之间的比较用单因素方差分析#以
!

$

%&%9

为差异有统计学意义)

E

!

结
!!

果

E&D

!

杨梅素提高心肌梗死后小鼠存活率#改善心功

能#减小心肌梗死面积
!

低浓度和高浓度杨梅素处理

后的小鼠存活率明显高于模型组$

!

$

%&%9

&)且两种

浓度的杨梅素处理组小鼠心肌梗死面积明显缩小

$

!

$

%&%9

&#其心脏重量显著低于模型组$

!

$

%&%9

&)

此外#超声心动图结果提示低浓度和高浓度杨梅素能

明显改善心肌梗死后
0

周小鼠的心功能!

>bW4!

和

>bWP!

明显小于模型组#而
>bW\

和
>b\4

明显高

于模型组$

!

$

%&%9

&)两种浓度的杨梅素处理组间差

异无统计学意义$
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%

%&%9

&#见表
$

)

E&E

!

杨梅素降低心肌肥厚程度
!

心肌梗死
0

周后#

模型组小鼠心肌肥厚程度明显增高%心肌肥厚相关基

因
;

型利钠肽$

;:7

&*

U

型利钠肽$

U:7

&和肌球蛋白

重链
*

$

*

.EQ=

&的转录水平显著增加%低浓度和高浓

度杨梅素处理组均能显著抑制心肌肥厚程度#降低心

肌肥厚相关基因的转录$

!

$

%&%9

&)高浓度杨梅素处

理组效果优于低浓度处理组$

!

$

%&%9

&#见图
$
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各组小鼠生存率(梗死面积以及心功能的比较

项目 对照组 模型组 低浓度杨梅素组 高浓度杨梅素组
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图
$
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各组
QW

染色心肌肥厚程度

图
1
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各组
743

染色心肌纤维化程度

表
1
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各组小鼠心脏心心肌肥厚和纤维化相关基因的转录水平$
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"

!

!

$

%&%9

#与对照组比较%

&

!

!

$

%&%9

#与模型组比较

表
'

!!

各组小鼠心脏心肌炎症和氧化应激水平$

5c?

%

项目 对照组 模型组 低浓度组 高浓度组

Z>.$

$

_$%

V0

&

9&'(c%&$1

$-&/)c1&''

"

/&($c1&$$

"&

)&)0c$&(/

"&

Z>.)

$

_$%

V0

&

$&1'c%&'1

$$&/-c1&'1

"

)&)9c$&1$

"&

9&)9c$&%$

"&

D:\.

)

$

_$%

V0

&

$&)9c%&0'

$1&%(c1&'1

"

/&(/c$&01

"&

)&09c1&)1

"&

:;P7Q7)-

$

_$%

V'

&

1&''c%&-)

$9&)9c1&'1

"

9&90c%&-)

"&

0&)9c%&/(

"&

:;P7Q

L?

($

$

_$%

V'

&

$&%1c%&0/

$%&(%c$&1(

"

)&90c$&%(

"&

0&)9c%&-/

"&

4XP

$

,2"I

"

2

L

&

0&'9c%&/-

%&-)c%&$1

"

$&1'c%&'1

"&

1&)9c%&-/

"&

EP;

$

,2"I

"

2

L

&

$$&0%c$&1'

'9&)%c1&'0

"

$(&0%c1&%(

"&

$/&(%c1&/-

"&

!!

"

!

!

$

%&%9

#与对照组比较%

&

!

!

$

%&%9

#与模型组比较

E&F

!

杨梅素降低心肌纤维化水平
!

心肌梗死
0

周

后#模型组小鼠心肌纤维化及相关基因的转录水平显

著增加!

,

型胶原蛋白$

="II6

L

A,

,

&#

'

型胶原蛋白

$

="II6

L

A,

'

&#结缔组织生长因子$

=D]\

&和转化生

长因子
.

*

$

D]\.

*

&)低浓度和高浓度杨梅素处理组均

能显著抑制心肌纤维化水平%减少纤维化相关基因的

转录$

!

$

%&%9

&)高浓度杨梅素处理组效果优于低浓

度处理组$

!

$

%&%9

&#见图
1

#表
1

)

E&G

!

杨梅素降低心肌炎性反应
!

心肌梗死
0

周后#

模型组小鼠
=P09

和
=P)/

阳性的炎症细胞浸润明显

增多#炎症相关基因'白细胞介素
.$

$

Z>.$

&#白细胞介

素
.)

$

Z>.)

&#肿瘤坏死因子$

D:\.

)

&(的转录水平显著

增加%低浓度和高浓度杨梅素处理组均能显著减少

=P09

和
=P)/

阳性的炎症细胞浸润%减少
Z>.$

*

Z>.)

*

D:\.

)

的转录$

!

$

%&%9

&)不同浓度杨梅素处理组

间差异无统计学意义$

!

%

%&%9

&#见表
'

*图
'

)

E&H

!

杨梅素降低心肌氧化应激水平
!

心肌梗死
0

周

后#模型组小鼠还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

$

:;P7Q

&氧化酶亚基
L?

($

和
7)-

的转录水平明显

增强#抗氧化酶超氧化物歧化酶$

4XP

&活性明显降

低#小鼠心脏脂质过氧化中间代谢产物丙二醛

$

EP;

&明显增多%低浓度和高浓度杨梅素处理组均

能显著减少
L?

($

和
7)-

的转录水平%增加
4XP

活

性#减少
EP;

产生$

!

$

%&%9

&)不同浓度杨梅素处理

($/$

重庆医学
1%$(

年
)

月第
0/

卷第
$$

期



图
'

!!

各组
=P09

和
=P)/

阳性炎症细胞浸润数量

表
0

!!

各组心脏
;eD

信号蛋白的相对表达$

5c?

%

项目 对照组 模型组 低浓度组 高浓度组

7.7Z'e

"

D.7Z'e 1&'0c%&%1

%&(/c%&%$

"

1&9)c%&%1

&

1&-)c%&%1

&

7.;eD

"

D.;eD '&$1c%&%1

%&90c%&%$

"

'&19c%&%'

&

1&(/c%&%1

&

7.2DX3

"

D.2DX3 %&/(c%&%1

%&09c%&%$

"

%&/'c%&%'

&

%&($c%&%1

&

!!

"

!

!

$

%&%9

#与对照组比较%

&

!

!

$

%&%9

#与模型组比较

组间差异无统计学意义$

!

%

%&%9

&#见表
'

)

图
0

!!

各组
;eD

信号通路的改变

E&F

!

杨梅素激活
;eD

信号通路
!

模型组小鼠心脏

;eD

活化程度明显降低$

!

$

%&%9

&#且其上游
7Z'e

和下游蛋白
2DX3

磷酸化水平降低$

!

$

%&%9

&)低

浓度和高浓度杨梅素处理后
;eD

信号通路蛋白

7Z'e

#

;eD

和
2DX3

的磷酸化水平明显提高$

!

$

%&%9

&)不同浓度处理组间差异无统计学意义$

!

%

%&%9

&#见表
0

*图
0

)

F

!

讨
!!

论

!!

以往的研究表明杨梅素通过抑制
7'/

信号通路

减轻大鼠心脏急性缺血再灌注损伤'

0

(

)杨梅素可减

少盐敏感性大鼠心脏损伤'

-

(

)杨梅素还可减轻异丙

肾上腺素诱导的大鼠心肌损伤'

/

(

)上述研究均侧重

于杨梅素对抗心肌的急性损伤作用)而本研究采用

心肌梗死模型#杨梅素给予处理至术后
0

周#探讨杨

梅素对心肌梗死后心脏重构的影响#结果提示杨梅素

能够减少小鼠心肌梗死后
0

周的死亡率#减少心肌梗

死面积#改善梗死
0

周后的心功能)

心肌梗死后的心脏重构是一个复杂的病理过程)

在心肌梗死早期$梗死后
$

#

1

周&#坏死和凋亡的心

肌细胞诱导一系列炎性反应)适当的炎性反应促进

%1/$

重庆医学
1%$(

年
)

月第
0/

卷第
$$

期



死亡的心肌细胞清除'

(

(

%炎症细胞分泌的促炎症因子

可诱导成纤维细胞的激活和分泌#促进心肌纤维

化'

$%

(

)在疾病早期#上述重构有助于维持心脏的完整

性和功能)随着重构的持续$梗死后
'

#

0

周&#梗死

周边区域残余的心肌细胞为满足心脏的做功要求#发

生肥厚性增生#在此过程中胚胎基因过度激活$

;:7

*

U:7

*

*

.EQ=

&#成为心脏重构的标志物'

$$

(

%此外#纤

维化过度增生导致左室僵硬度增加#心室顺应性降

低#影响心脏的舒张功能'

$$

(

)本研究发现杨梅素能够

显著减少心脏重量和心脏重构标志物
;:7

*

U:7

*

*

.

EQ=

的表达%减少纤维化标志物
,

型
B"II6

L

A,

,

*

B"II6

L

A,

'

和促纤维化因子
=D]\

*

D]\.

*

的转录)

提示杨梅素能够阻止心肌梗死后心脏重构的发展)

在心肌梗死后期#过度的炎性反应造成促纤维化

因子大量分泌#刺激成纤维细胞增殖分化和分泌#促

进心肌纤维化%此外#过多的炎性反应导致心肌细胞

损伤凋亡增多#心肌细胞数量减少#影响心脏收缩功

能'

$1

(

)氧化应激在心肌梗死后心脏重构中发挥重要

作用)在生理条件下#

3X4

作为第二信使发挥重要的

信号传递功能%然而在病理条件下
3X4

产生和清除

失衡#导致心肌细胞氧化应激损伤)一方面氧化应激

引起细胞蛋白质和
P:;

损伤%另一方面氧化应激激

活多种炎症和心脏重构相关通路#刺激心脏重构的发

生发展'

$'

(

)本研究发现#杨梅素能够减少心肌梗死后

=P09

和
=P)/

炎症细胞的浸润#减少促炎症因子的

合成%减少氧化酶
:;P7Q

的表达#而增加抗氧化酶

4XP

的活性)提示杨梅素能够阻止心肌梗死后心肌

炎症和氧化应激反应)

7Z'e

"

;eD

是胰岛素受体被激活后的重要的信

号通路#在调节细胞代谢*葡萄糖摄取*细胞增殖和蛋

白质合成方面发挥核心作用'

$0

(

)在心肌细胞中#

;eD

信号通路还参与细胞存活*血管生成*炎性反应

和氧化应激)在受到胰岛素信号刺激后#

7Z'e

磷酸

化激活#促进下游的
;eD

蛋白磷酸化激活#后者可刺

激多种下游分子'

$9

(

)其中
2DX3

通过
2DX3=$

复

合体激活后促进细胞蛋白质合成*生长和存活'

$)

(

)本

研究发现小鼠心肌梗死
0

周
;eD

信号通路蛋白明显

失活#而低浓度和高浓度杨梅素处理能够重新激活

7Z'e

"

;eD

信号通路#促进心肌细胞存活#降低小鼠

死亡#抑制心脏重构的发展)

综上所述#杨梅素能够通过激活
7Z'e

"

;eD

信

号通路#阻断心肌梗死后的心脏重构)杨梅素可能成

为治疗心脏重构的新思路)
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