
３２

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年７月５日 第３０卷第１３期

Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．１３牞Ｊｕｌｙ５牞２０２１

哈巴俄苷对急性心肌梗死模型小鼠心肌结构及Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２通路的影响
刘婷婷 １，宋巧凤 １△，王希柱 １，闫玉敏 １，刘小雪 １，鲁程绯 ２

（１．河北省唐山市人民医院，河北 唐山 ０６３０００； ２．华北理工大学基础医学院，河北 唐山 ０６３０００）
摘要：目的 探讨哈巴俄苷对急性心肌梗死（ＡＭＩ）模型小鼠心肌结构及 ｋｅｌｃｈ样 ＥＣＨ关联蛋白１（Ｋｅａｐ１）／核因子 Ｅ２相关因子２（Ｎｒｆ２）

通路的影响。方法 取 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠１２只作为空白组（Ａ组）；另取４８只小鼠结扎左冠状动脉，建立 ＡＭＩ模型，将建模成功的４０只
小鼠随机分为模型组（Ｂ组），阳性对照组（Ｃ组，氯吡格雷３０ｍｇ／ｋｇ），哈巴俄苷低剂量组（Ｄ１组，２０ｍｇ／ｋｇ）和高剂量组（Ｄ２组，４０ｍｇ／ｋｇ），各

１０只。Ｃ组、Ｄ１组、Ｄ２组小鼠灌胃相应药物，Ａ组、Ｂ组小鼠灌胃等量生理盐水，均连续给药４周。试验结束后，检测小鼠超声心动指标
犤左心室舒张末期内径（ＬＶＥＤｄ）、左心室收缩末期内径（ＬＶＥＤｓ）、短轴缩短分数（ＦＳ）、射血分数（ＥＦ）犦，采用２，３，５－三苯基四氯化四氮
唑（ＴＴＣ）染色法检测心肌梗死面积，采用反转录－聚合酶链式（ＲＴ－ＰＣＲ）法及蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法测定心肌 Ｋｅａｐ１和 Ｎｒｆ２
基因及蛋白表达的水平。结果 与 Ａ组比较，Ｂ组小鼠的 ＦＳ、ＥＦ及心肌 Ｋｅａｐ１、Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著降低，ＬＶＥＤｄ、

ＬＶＥＤｓ、心肌梗死面积百分比及心 ／体比水平均显著升高（Ｐ＜０．０５）；与 Ｂ组比较，Ｃ组、Ｄ１组、Ｄ２组小鼠的 ＦＳ、ＥＦ及心肌 Ｋｅａｐ１、Ｎｒｆ２
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著升高，ＬＶＥＤｄ、ＬＶＥＤｓ、心肌梗死面积百分比及心／体比水平均显著降低（Ｐ＜０．０５）；与Ｃ组比较，Ｄ１组小鼠的

ＦＳ、ＥＦ及心肌Ｋｅａｐ１、Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著降低，ＬＶＥＤｄ、ＬＶＥＤｓ、心肌梗死面积百分比及心／体比水平均显著升高（Ｐ＜０．０５），Ｄ２
组上述指标的差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与Ｄ１组比较，Ｄ２组小鼠的ＦＳ、ＥＦ及心肌Ｋｅａｐ１、Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著升高，

ＬＶＥＤｄ、ＬＶＥＤｓ、心肌梗死面积百分比及心／体比水平均显著降低（Ｐ＜０．０５）。结果 哈巴俄苷能改善 ＡＭＩ模型小鼠的心功能，减少心肌
梗死面积，其作用机制可能与哈巴俄苷能促进小鼠心肌梗死区域 Ｋｅａｐ１和Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ及蛋白表达，进而激活Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２通路有关。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｈａｒｐａｇｏｓｉｄｅ；ａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ；ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅ；Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２ｐａｔｈｗａｙ；ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆａｃｔｉｏｎ；ｍｉｃｅ

急性心肌梗死（ＡＭＩ）是一种缺血导致心肌细胞病
理性死亡的疾病犤１－２犦，死亡率高。ＡＭＩ的病理机制包括
氧化应激、炎性反应、细胞凋亡。核因子 Ｅ２相关因子 ２
（Ｎｒｆ２）为转录因子，通过调节抗氧化损伤的抗氧化蛋白
的表达水平，从而发挥保护作用 犤３犦。Ｎｒｆ２与 Ｋｅｌｃｈ样
ＥＣＨ关联蛋白 １（Ｋｅａｐ１）和 Ｃｕｌｌｉｎ３（Ｃｕｌ３）共同定位在
细胞质中，在生理条件下可通过泛素化促进其快速降

解。当 Ｋｅａｐ１－Ｃｕｌ３泛素化系统被氧化应激破坏，Ｎｒｆ２
从细胞质转移到细胞核中，并结合到ＤＮＡ启动子，即抗
氧化反应元件（ＡＲＥ），从而启动转录，进而起到抗氧化
作用犤４－５犦。哈巴俄苷为玫瑰玄参科植物玄参的主要生物

活性成分，具有抗炎、抗疲劳、抗压力、抗缺氧、抗衰老等

多种生物学特性犤６犦，还可减少过多血脂，改善血液循环，

并增强免疫力犤７犦。研究表明，参芪养心滴丸中的哈巴俄

苷可能对心肌细胞有保护作用犤８犦。本研究中探讨了哈巴

俄苷对 ＡＭＩ模型小鼠心肌结构及 Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２通路的
影响。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器、试药与动物

仪器：Ｖｅｖｏ７７０型动物超声心动图（美国赛默飞世
尔科技有限公司）；ＲＴ９８７型压力导管（加拿大 Ｓｃｉｓｅｎｓｅ
公司）；ＬｅｉｃａＭｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍ型组织处理器（德国 ＡＳＰ公
司）；Ｔ１００型实时聚合酶链式反应牗ＰＣＲ牘热循环仪、
Ｔｒａｎｓ－ＢｌｏｔＴｕｒｂｏ型蛋白质印迹牗Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ牘检测系统
牗美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司牘。
试药：哈巴俄苷（荣成百合生物技术有限公司，批号

为 ｈ２１５４８８９）；氯吡格雷（江西宇能制药有限公司，批号
为２０１８０４８９）；２，３，５－三苯基四氯化四氮唑（ＴＴＣ）染色
试剂盒（美国 Ｓｉｇｍａ公司，批号为 ＷＳ８４７５）；ＴＲＩｚｏｌ（日
本ＴａｋａｒａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，批号为ＷＥ５８７４７）；互补ＤＮＡ
反转录试剂盒（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，批号为ＶＦ４１５８）；ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ逆转录 －聚合酶链式反应（ＲＴ－ＰＣＲ）试剂盒（批
号为 ４８７４３３），ＢＣＡ蛋白质检测试剂盒（批号为
ＤＥ７４５８９），均购自上海碧云天生物技术有限公司；聚丙
烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，批号为５４７８９６），硝酸纤
维素膜（批号为 ５４７８９６），均购自美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司；
Ｋｅａｐ１一抗（规格为１∶１０００，批号为８５４５８），甘油醛－
３－磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）一抗（规格为１∶１０００，批号为
５４４１８９６），均购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；
Ｎｒｆ２一抗（规格为 １∶２００，批号为 ８４７４５），与辣根过氧

化物酶（ＨＲＰ）偶联的二抗（规格为 １∶５００，批号为
６５８９６），均购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；Ｓｕ
ｐｅｒＳｉｇｎａｌ电化学发光（ＥＣＬ）试剂盒（美国赛默飞世尔科
技有限公司，批号为４１５９７）。

动物：Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠６０只，购自徐州医科大学动
物中心，动物生产许可证号为 ＳＣＸＫ（苏）２０１８－００１２，
动物使用许可证号为 ＳＹＸＫ（苏）２０１９－００１３，７～８周
龄，体质量为２０～２５ｇ，明／暗牗１２ｈ／１２ｈ牘交替饲养，室
温为（２３±２）℃，相对湿度为（５０±５）％。
１．２ 实验方法

模型建立：取４８只小鼠，腹腔注射戊巴比妥钠，麻
醉后左胸四肋间开胸，暴露心脏，５－０无创丝线结扎左
冠状动脉（在右心室流出道和左心耳之间下约 ２ｍｍ
处），前降支供血区迅速变苍白，ＳＴ段显著抬高，或２个
以上导联Ｊ点抬高大于０．２ｍＶ，则ＡＭＩ模型建立成功。
随后置心脏于胸腔，缝合胸壁。结果８只小鼠死亡，建模
成功率为８３．３３％（４０／４８）。

分组与给药：将５２只小鼠随机分为５组，即空白组
（Ａ组，１２只），模型组（Ｂ组），阳性对照组（Ｃ组，氯吡格
雷 ３０ｍｇ／ｋｇ）犤９犦，哈巴俄苷低剂量组（Ｄ１组，２０ｍｇ／ｋｇ）
和高剂量组（Ｄ２组，４０ｍｇ／ｋｇ）犤１０犦，后４组各１０只。Ｃ组、
Ｄ１组、Ｄ２组小鼠灌胃相应药物，Ａ组、Ｂ组小鼠灌胃等
量生理盐水，每天１次。所有小鼠均连续给药４周。

超声心动指标测定：给药结束后，麻醉小鼠，并通过

Ｖｅｖｏ７７０型动物超声心动图评估心脏的几何形状和功
能。在舒张期和收缩期，从３个连续的周期确定左心室
的前壁和后壁尺寸。缩短分数为从左心室舒张末期到收

缩末期直径的持续时间的比率。ＲＴ９８７型压力导管通过
右颈总动脉进入升主动脉，测量左心室舒张末期内径

（ＬＶＥＤｄ）、短轴缩短分数（ＦＳ）、左心室收缩末期内径
（ＬＶＥＤｓ）、射血分数（ＥＦ）。

心肌病理学观察：切下心脏组织，于室温下固定在

１０％甲醛缓冲液中，石蜡包埋，切成３μｍ的切片后，用
苏木精 －伊红（ＨＥ）染色，并于徕卡 ＱＷ０９型光学显微
镜下观察。取出心脏，使用ＴＴＣ染色试剂盒测定心肌梗
死面积。将所有心脏在中位区域横向切开，以更大程度

暴露左心室，将心脏顶点区域放入装有经 Ｋｒｅｂｓ－
Ｈｅｎｓｅｌｅｉｔ稀释的１％ＴＴＣ的 Ｆａｌｃｏｎ管中（组分为氯化钠
１２０ｍｍｏｌ／Ｌ，氯化钾５．４ｍｍｏｌ／Ｌ，氯化镁 １．２ｍｍｏｌ／Ｌ，
碳酸氢钠 ２７ｍｍｏｌ／Ｌ，氯化钙 １．２５ｍｍｏｌ／Ｌ，葡萄糖

·药学论著·
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ＦＳ（％）

４９．２８±７．５２
２７．９６±７．３６ａ

４２．５２±５．２５ｂ

３４．４８±５．４８ｂｃ

４１．５９±６．６３ｂｄ

ＥＦ（％）

７９．５９±６．５６
４１．３９±６．４５ａ

６５．４１±１１．４８ｂ

４９．８５±１２．５３ｂｃ

６４．６５±８．９６ｂｄ

ＬＶＥＤｄ（ｍｍ）

３．７１±０．３５
５．５３±０．４５ａ

４．４８±０．３８ｂ

４．９５±０．３４ｂｃ

４．５０±０．３３ｂｄ

ＬＶＥＤｓ（ｍｍ）

１．９８±０．５６
５．１６±０．６７ａ

２．９７±０．６２ｂ

３．８８±０．５９ｂｃ

２．９５±０．６１ｂｄ

组别

Ａ组牗ｎ＝１２牘

Ｂ组牗ｎ＝１０牘

Ｃ组牗ｎ＝１０牘

Ｄ１组牗ｎ＝１０牘

Ｄ２组牗ｎ＝１０牘

心肌梗死面积百分比

０．００±０．００
３６．５４±１５．６３ａ

１６．８９±６．５９ｂ

２３．４５±８．３５ｂｃ

１７．２０±７．０２ｂｄ

心 ／体比

０．５２±０．０６
０．８２±０．０４ａ

０．６１±０．０４ｂ

０．６８±０．０４ｂｃ

０．６０±０．０３ｂｄ

１１ｍｍｏｌ／Ｌ，磷酸二氢钠２．０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４），在３７℃
水浴中放置１５ｍｉｎ，染色后，以高分辨率扫描该区域，用
ＩｍａｇｅＪ１．８．０软件进行分析。

小鼠心肌 Ｋｅａｐ１和 Ｎｒｆ２基因表达水平测定：采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定。总 ＲＮＡ分别通过 ＴＲＩｚｏｌ和互补
ＤＮＡ反转录试剂盒提取并反转录，用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲＴ－ＰＣＲ
试剂盒和实时ＰＣＲ热循环仪进行实时ＰＣＲ反应。采用比
较阈值循环法计算标准化为 ＧＡＰＤＨ靶基因的 ｍＲＮＡ
表达。反应体系含有 ０．５μＬＱｉｇｔｉＴｅｃｔＲＴＭｉｘ和ｄｄＨ２Ｏ，
１０μＬ２×ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲＴ－ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，
０．５μＬ／Ｌ的 １．０μＬ引物，２μｇ模板 ＲＮＡ。引物由上海
生工科技有限公司合成，序列为，Ｋｅａｐ１５′－ＣＧＧＣＣ
ＴＡＣＧＴＧＡＡＣＡＡＴＣＴＣ－３′（正向），５′－ＴＴＡＧＧＧＣＴＣＡＧ
ＧＴＴＴＧＴＣＣＡＧ－３′（反向）；Ｎｒｆ２５′－ＣＴＣＣＧＧＣＧＡＡＴＴ
ＧＧＡＧＡＴＧＡＡ－３′（正 向 ），５′－ＣＡＧＴＴＧＡＡＧＴＴＧＣ
ＣＡＴＣＡＧＣ－３′（反 向 ）；β－ａｃｔｉｎ５′－ＧＡＧＣＡＧＧＡＡ
ＧＡＣＧＣＴＡＧＴＧＣ－３′（正向），５′－ＧＧＴＡＣＧＡＡＣＴＧＴＧ
ＧＣＧＡＣＴＣ－３′（反向）。反应条件为，９６℃（６０ｓ），５７℃
（７２ｓ），７８℃（４２ｓ），７２℃（３０ｓ），共３５个循环。

小鼠心肌 Ｋｅａｐ１和 Ｎｒｆ２蛋白表达水平测定：采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定。收获心脏后移除心房和右心室，该
蛋白质是从左心室心肌组织（包括非梗死区域和疤痕区

域）获得的。离心后，将样品超声处理并进行热变性，使用

ＢＣＡ蛋白质检测试剂盒测定蛋白质浓度，使用６％～１２％
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ对 ２０μｇ的蛋白裂解物进行电泳和分离，
然后转移到硝酸纤维素膜上，于 ２５℃下用 ５％脱
脂奶封闭 １ｈ，然后在 ４℃下与下一级抗体犤Ｋｅａｐ１
（规格为１∶１０００），Ｎｒｆ２（规格为１∶２００），ＧＡＰＤＨ（规格
为１∶１０００）犦孵育过夜；随后，将膜与 ＨＲＰ偶联的二抗
（规格为 １∶５００）于 ２５℃下孵育 １ｈ，使用 ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌ
ＥＣＬ试剂盒在蛋白质印迹检测系统中检测抗原－抗体
复合物，结果表示为归一化的ＧＡＰＤＨ水平的密度值。
１．３ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ２３．０统计学软件分析。计量资料以 Ｘ±ｓ
表示，采用单因素方差分析，多重比较采用 ＬＳＤ－ｔ检
验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 心功能指标

与 Ａ组比较，Ｂ组小鼠的 ＦＳ和 ＥＦ水平均显著降
低，ＬＶＥＤｄ和 ＬＶＥＤｓ水平均显著升高（Ｐ＜０．０５）；与 Ｂ
组比较，Ｃ组、Ｄ１组、Ｄ２组小鼠的ＦＳ和ＥＦ水平均显著升
高，ＬＶＥＤｄ和ＬＶＥＤｓ水平均显著降低（Ｐ＜０．０５）；与Ｃ组
比较，Ｄ１组小鼠的ＦＳ和ＥＦ水平均显著降低，ＬＶＥＤｄ和
ＬＶＥＤｓ水平均显著升高（Ｐ＜０．０５），Ｄ２组小鼠上述４个指
标差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与Ｄ１组比较，Ｄ２组小

鼠的 ＦＳ和 ＥＦ水平均显著升高，ＬＶＥＤｄ和 ＬＶＥＤｓ水平
均显著降低（Ｐ＜０．０５）。详见表１。

２．２ 心肌梗死面积百分比及心／体比
与Ａ组比较，Ｂ组小鼠心肌梗死面积百分比及心／体

比水平均显著升高（Ｐ＜０．０５）；与Ｂ组比较，Ｃ组、Ｄ１组、
Ｄ２组小鼠心肌梗死面积百分比及心 ／体比水平均显著
降低（Ｐ＜０．０５）；与Ｃ组比较，Ｄ１组小鼠心肌梗死面积百
分比及心 ／体比水平均显著升高（Ｐ＜０．０５），Ｄ２组小鼠
心肌梗死面积百分比及心／体比水平差异均无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）；与Ｄ１组比较，Ｄ２组小鼠心肌梗死面积百分
比及心／体比水平均显著降低（Ｐ＜０．０５）。详见表２。

２．３ 心肌病理结构

Ａ组小鼠心肌结构正常；Ｂ组小鼠心肌梗死区显示
心肌炎性细胞浸润（白色星号），间断性，变性，宽间距

（箭头）和空泡（箭头）；Ｃ组、Ｄ２组小鼠心肌纤维排列较
整齐，炎性细胞浸润减少；Ｄ１组小鼠仍可见明显梗死
灶。详见图１。
２．４ 心肌Ｋｅａｐ１和Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ水平

与 Ａ组比较，Ｂ组小鼠心肌 Ｋｅａｐ１和 Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ
水平均显著降低（Ｐ＜０．０５）；与 Ｂ组比较，Ｃ组、Ｄ１组、
Ｄ２组小鼠心肌 Ｋｅａｐ１和 Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ水平均显著升高
牗Ｐ＜０．０５）；与 Ｃ组比较，Ｄ１组小鼠心肌 Ｋｅａｐ１和 Ｎｒｆ２

注：与 Ａ组比较，ａＰ＜０．０５；与 Ｂ组比较，ｂＰ＜０．０５；与 Ｃ组
比较，ｃＰ＜０．０５；与 Ｄ１组比较，ｄＰ＜０．０５。表２至表４同。

Ｎｏｔｅ：ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｇｒｏｕｐＡ，ａＰ＜０．０５；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｔｈｏｓｅｉｎｇｒｏｕｐＢ，ｂＰ＜０．０５；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｇｒｏｕｐＣ，ｃＰ＜

０．０５；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｇｒｏｕｐＤ１，ｄＰ＜０．０５；ａｓｗｅｌｌａｓＴａｂ．２，

Ｔａｂ．３ａｎｄＴａｂ．４．

组别

Ａ组牗ｎ＝１２牘

Ｂ组牗ｎ＝１０牘

Ｃ组牗ｎ＝１０牘

Ｄ１组牗ｎ＝１０牘

Ｄ２组牗ｎ＝１０牘

表１ 各组小鼠心功能指标比较（Ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆｃａｒｄｉａｃｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ（Ｘ±ｓ）

表２ 各组小鼠心肌梗死面积百分比及心／体比比较（Ｘ±ｓ，％）
Ｔａｂ．２ Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｉｎｆａｒｃｔｓｉｚｅａｎｄｈｅａｒｔ／ｂｏｄｙｒａｔｉｏｏｆｍｉｃｅｉｎ

ｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｘ±ｓ，％）

·药学论著·

ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ



３５

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年７月５日 第３０卷第１３期
Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．１３牞Ｊｕｌｙ５牞２０２１

组别

Ａ组牗ｎ＝１２牘

Ｂ组牗ｎ＝１０牘

Ｃ组牗ｎ＝１０牘

Ｄ１组牗ｎ＝１０牘

Ｄ２组牗ｎ＝１０牘

Ｋｅａｐ１ｍＲＮＡ
５．８６±０．３６
１．３６±０．４１ａ

３．８８±０．６３ｂ

２．６９±０．５２ｂｃ

３．９０±０．３９ｂｄ

Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ
５．８９±０．４７
１．９４±０．４２ａ

３．２１±０．４１ｂ

２．６５±０．５６ｂｃ

３．３１±０．４１ｂｄ

组别

Ａ组牗ｎ＝１２牘

Ｂ组牗ｎ＝１０牘

Ｃ组牗ｎ＝１０牘

Ｄ１组牗ｎ＝１０牘

Ｄ２组牗ｎ＝１０牘

Ｋｅａｐ１蛋白／ＧＡＰＤＨ
６．９５±０．３５
１．７８±０．４７ａ

４．８２±０．３２ｂ

２．６７±０．４１ｂｃ

４．９２±０．３９ｂｄ

Ｎｒｆ２蛋白 ／ＧＡＰＤＨ
６．９５±０．３５
１．８６±０．３８ａ

４．４６±０．３４ｂ

２．５２±０．２７ｂｃ

４．４７±０．２８ｂｄ

Ａ组 Ｂ组 Ｃ组 Ｄ１组 Ｄ２组

图１ 各组小鼠心肌病理结构图（ＨＥ染色，×４００）

Ｆｉｇ．１ Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）

Ｋｅａｐ１

Ｎｒｆ２

ＧＡＰＤＨ

图２ 各组小鼠心肌Ｋｅａｐ１和 Ｎｒｆ２蛋白表达水平电泳图
Ｆｉｇ．２ ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐａｔｔｅｒｎｏｆＫｅａｐ１ａｎｄＮｒｆ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｌｅｖｅｌｓｉｎｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ａ组 Ｂ组 Ｃ组 Ｄ１组 Ｄ２组

表４ 各组小鼠心肌 Ｋｅａｐ１和Ｎｒｆ２蛋白水平比较（Ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．４ ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＫｅａｐ１ａｎｄＮｒｆ２ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ

ｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｘ±ｓ）

表３ 各组小鼠心肌 Ｋｅａｐ１和Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ水平比较（Ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．３ ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＫｅａｐ１ａｎｄＮｒｆ２ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ

ｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｘ±ｓ）

ｍＲＮＡ水平均显著降低（Ｐ＜０．０５），Ｄ２组小鼠心肌Ｋｅａｐ１
和Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ水平差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与
Ｄ１组比较，Ｄ２组小鼠心肌 Ｋｅａｐ１和 Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ水平均
显著升高（Ｐ＜０．０５）。详见表３。

２．５ 心肌Ｋｅａｐ１和Ｎｒｆ２蛋白水平
与Ａ组比较，Ｂ组小鼠心肌Ｋｅａｐ１和Ｎｒｆ２蛋白水平

均显著降低（Ｐ＜０．０５）；与 Ｂ组比较，Ｃ组、Ｄ１组、Ｄ２组
小鼠心肌Ｋｅａｐ１和Ｎｒｆ２蛋白水平均显著升高（Ｐ＜０．０５）；
与 Ｃ组比较，Ｄ１组小鼠心肌 Ｋｅａｐ１和 Ｎｒｆ２蛋白水平均
显著降低（Ｐ＜０．０５），Ｄ２组小鼠心肌 Ｋｅａｐ１和 Ｎｒｆ２蛋
白水平差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与 Ｄ１组比较，
Ｄ２组小鼠Ｋｅａｐ１和Ｎｒｆ２蛋白水平均显著升高牗Ｐ＜０．０５牘。
详见表４和图２。

３ 讨论

ＡＭＩ后不良的心肌重塑将导致左心室壁变薄、左心
室扩张和收缩功能障碍。心肌重塑是充血性心力衰竭的

重要原因。目前，常用血管紧张素转换酶抑制剂和 β受

体阻滞剂治疗ＡＭＩ，但只能减慢慢性心力衰竭和死亡的
进程，且均不适用于血压低于 ９０／６０ｍｍＨｇ牗１ｍｍＨｇ＝
０．１３３ｋＰａ牘的患者，以及反复咳嗽和呼吸困难的慢性呼
吸系统疾病患者。哈巴俄苷结构与 Ｌ－苹果酸酯结构类
似，后者是一种三羧酸循环的小分子代谢产物，可通过

激活 Ｎｒｆ２抗氧化剂途径来提供心肌保护作用犤１１犦，推测

哈巴俄苷有心肌保护作用。研究表明，哈巴俄苷具有抗

炎、抗血小板聚集和抗氧化活性多种药理作用，并可减少

细胞凋亡犤１２犦。本研究结果显示，与Ｂ组比较，Ｃ组、Ｄ１组、
Ｄ２组小鼠的 ＦＳ和 ＥＦ水平均显著升高，ＬＶＥＤｄ和
ＬＶＥＤｓ水平、小鼠心肌梗死面积百分比及心 ／体比均显
著降低（Ｐ＜０．０５），表明哈巴俄苷能改善ＡＭＩ小鼠的心
功能，减少心肌梗死面积。

研究表明，ＡＭＩ导致缺血而诱导细胞死亡及不可逆
的组织损伤，还可导致炎性细胞浸润及肿瘤坏死因子－α、
转化生长因子β１、白细胞介素１β等炎性因子释放，这些炎
性细胞因子可调节多种细胞类型的基因表达犤１３－１４犦，在

心肌纤维化、心肌细胞凋亡和心肌重塑的病理过程中起

重要作用。组织损伤后，多种炎性因子可触发关键蛋白

的磷酸化，导致转录因子的核易位。此外，心肌成纤维细

胞浸润会扩大纤维化区域，导致左心室扩张和功能障

碍，从而导致不可逆损伤犤１５犦。本研究中，Ｂ组小鼠心肌梗
死区显示心肌炎性细胞浸润、间断性、变性、宽间距和空

泡，说明ＡＭＩ后心肌组织中炎性因子的表达显著增加，
并导致心肌重塑。研究表明，哈巴俄苷在体外和体内均

有抗纤维化和抗炎活性。本研究中 Ｃ组及 Ｄ２组小鼠心
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肌纤维排列较整齐，炎性细胞浸润减少，这与上述研究

结果一致。

Ｎｒｆ２与 ＡＲＥＤＮＡ序列结合，激活下游基因转录。
Ｎｒｆ２的靶标编码参与谷胱甘肽合成，并清除活性氧，如
谷氨酸－半胱氨酸连接酶催化和修饰子亚基、谷胱甘肽过
氧化物酶、谷胱甘肽还原酶、硫氧还蛋白、过氧化物酶１
和超氧化物歧化酶。这些抗氧化酶的转录表达可保护心

肌细胞免于凋亡犤１６犦。此外，Ｎｒｆ２还调节涉及烟酰胺腺嘌
呤二核苷酸磷酸再生的酶，与药物代谢相关的酶及其他

干扰炎症治疗的转录因子。Ｎｒｆ２作用的生理控制通过
Ｋｅａｐ１－Ｃｕｌ３－Ｒｂｘ１Ｅ３泛素 －连接酶复合物进行，该
细胞质抑制剂复合物与细胞质中的 Ｎｒｆ２结合，并促进
其蛋白酶体降解。在活性氧存在的情况下，Ｋｅａｐ１发生
构象变化，破坏 Ｋｅａｐ１－Ｎｒｆ２的结合，导致 Ｎｒｆ２泛素化
作用降低，而Ｎｒｆ２从Ｋｅａｐ１上解离出来犤１７犦。Ｎｒｆ２蛋白水
平增加，新合成的Ｎｒｆ２可自由转运到细胞核中。在氧化
应激期间，Ｎｒｆ２的降解在心脏、大脑、肾脏、胰腺、肝脏等
各种器官中均受到抑制犤１８犦，对 Ｋｅａｐ１的修饰使 Ｎｒｆ２的
释放和核易位，此过程可能受线粒体活性氧产生的调

节。氧化应激导致 Ｋｅａｐ１中关键半胱氨酸残基的氧化，
破坏了 Ｋｅａｐ１泛素化系统，证实可以通过激活 Ｎｒｆ２／
Ｋｅａｐ１信号通路来调节针对心血管疾病的保护作用犤１９犦。

本研究中，与 Ｂ组比较，Ｃ组、Ｄ１组、Ｄ２组小鼠心肌
Ｋｅａｐ１和 Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ及蛋白水平均显著升高；与 Ｃ组
比较，Ｄ１组小鼠心肌 Ｋｅａｐ１和 Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ及蛋白水平
均显著降低（Ｐ＜０．０５），Ｄ２组小鼠上述指标比较无显著
差异（Ｐ＞０．０５）。说明哈巴俄苷能促进小鼠心肌梗死区
域 Ｋｅａｐ１和 Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ及蛋白水平的表达，进而激活
Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２通路，达到保护心肌的作用。

综上所述，哈巴俄苷能改善 ＡＭＩ小鼠的心功能，减
少心肌梗死面积，其机制可能与哈巴俄苷能促进小鼠心

肌梗死区域 Ｋｅａｐ１和 Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ及蛋白水平的表达，
进而激活Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２通路有关。
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２６３－２７５．

犤１５犦ＮＥＲＩＭ，ＲＩＥＺＺＯＩ，ＰＡＳＣＡＬＥＮ，ｅｔａｌ．Ｉｓｃｈｅｍｉａ／Ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ＩｎｊｕｒｙｆｏｌｌｏｗｉｎｇＡｃｕｔｅＭｙｏｃａｒｄｉａｌＩｎｆａｒｃｔｉｏｎ：ＡＣｒｉｔｉｃａｌＩｓｓｕｅｆｏｒ
ＣｌｉｎｉｃｉａｎｓａｎｄＦｏｒｅｎｓｉｃＰａｔｈｏｌｏｇｉｓｔｓ犤Ｊ犦．ＭｅｄｉａｔｏｒｓＩｎｆｌａｍｍ，
２０１７，２０１７：１－１４．

犤１６犦ＲＩＣＨＥＲＴＥ，ＫＬＥＴＴＮＥＲＡ，ＢＵＲＣＨＡＲＤＣＶＤ，ｅｔａｌ．ＣＲＢ１ｒｄ８
ｍｕｔａｔｉｏｎｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｔｈｅａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｐｈｅ
ｎｏｔｙｐｅｏｆＮｒｆ２ｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅａｎｄｆａｖｏｒｓｃｈｏｒｏｉｄａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｉｚａｔｉｏｎ犤Ｊ犦．ＡｄｖＭｅｄＳｃｉ，２０２０，６５（１）：７１－７７．

犤１７犦ＺＨＡＮＪＨ，ＬＩＸ，ＬＵＯＤ，ｅｔａｌ．Ｐｏｌｙｄａｔｉｎｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｎｅｕｒｏｎａｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏ
ａｎｄｉｎｖｉｖｏ：ＩｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｏｆＮｒｆ２ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ犤Ｊ犦．ＪＣｅｌｌ
ＭｏｌＭｅｄ，２０２０，２４（９）：５３１７－５３２９．

犤１８犦ＣＨＥＮＱＭ，ＭＡＬＴＡＧＬＩＡＴＩＡＪ．Ｎｒｆ２ａｔｔｈｅｈｅａｒｔｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓａｎｄｃａｒｄｉａｃｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ犤Ｊ犦．ＰｈｙｓｉｏｌＧｅｎｏｍｉｃｓ，２０１８，
５０（２）：７７－９７．

犤１９犦ＣＯＮＧＰＦ，ＬＩＵＹＮ，ＬＩＵＮＮ，ｅｔａｌ．Ｃｏｌｄｅｘｐｏｓｕｒｅｉｎｄｕｃｅｄｏｘｉｄａ
ｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｔｈｅｍｙｏｃａｒｄｉｕｍｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅ
Ｎｒｆ２－Ｋｅａｐ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ犤Ｊ犦．ＢＭＣＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓｏｒｄ，
２０１８，１８（１）：３６．

牗收稿日期：２０２０－０９－２３；修回日期：２０２１－０１－０６牘

·药学论著·

ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ


