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水飞蓟素通过抑制心肌细胞凋亡减轻心肌梗死
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!摘要"

!

目的
!

观察水飞蓟素对心肌梗死小鼠的心肌保护作用及可能机制'

方法
!

将
&"

只雄性小鼠随机分为假手术

组(急性心肌梗死组(急性心肌梗死
h

水飞蓟素组和急性心肌梗死
h

溶剂组#每组
#$

只'造模术后第
!

天开始给药#持续
C

周'建模成功
C

周后进行血流动力学检测和心脏超声检查评价心脏功能#

SFM

染色评价心肌梗死程度#

O9?MQ

观察细胞凋

亡情况并计算凋亡指数#蛋白质印迹法检测凋亡蛋白
T(3F!

(

T)_

和
K3+):+*K);

H

);+F%

的表达'

结果
!

与急性心肌梗死组小

鼠相比#水飞蓟素可改善急性心肌梗死小鼠心室收缩功能和血流动力学指标#减小心肌梗死面积(减轻梗死区组织病理学改

变$

7

$

"="$

%#降低心肌细胞凋亡指数$

7

$

"="$

%#增强
T(3F!

蛋白表达并减弱
T)_

和
K3+):+*K);

H

);+F%

蛋白表达$

7

$

"="$

%'

结论
!

水飞蓟素可减轻小鼠心肌梗死#改善心肌梗死小鼠心功能#其机制与减少心肌细胞的凋亡有关'
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心肌梗死$

,

8

/()1*-)3-24)1(7-/2

#

6A

%是冠状动

脉急性(持续性缺血缺氧所引起的心肌坏死#常可危

及生命)

#

*

'水飞蓟素作为临床上常用的保肝药物#

具有保护肝细胞膜(清除氧自由基(抗脂质过氧化等

活性)

!

*

'随着研究的不断深入#发现水飞蓟素还具

有保护心肌及抑制血管内膜增生等作用)

%

*

'本研究

观察水飞蓟素对小鼠心肌梗死的影响#并通过检测

凋亡蛋白表达水平的变化探讨其作用机制'

+

G"%#
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材料和方法

#=#

!

动物与试剂
!

清洁级近交系
K$BTQ

"

&

小鼠#由

第二军医大学实验动物中心提供#许可证号!

5][d

$沪%

!"#"F"#"#

'

E

"

#"

周龄#体质量
#G

"

!#

N

#雄性#

垫料经高温消毒'水飞蓟素$

5"!G!

%购自
5-

N

,)

公

司'水飞蓟素溶解于含
"=GY

氯化钠(

%Y

乙醇(

#Y

吐

温
FE"

和
&=&,,/3

"

Q

氢氧化钠的水溶液中)

C

*

'

#=!

!

建模和分组
!

将小鼠随机分为
C

组#每组
#$

只#分别为假手术组$

5L),

组%(急性心肌梗死

$

)(07+,

8

/()1*-)3-24)1(7-/2

#

'6A

%组(急性心肌梗

死
h$",

N

"$

a

N

+

*

%水飞蓟素组$

'6Ah5-3

8

,)1-2

组%(急性心肌梗死
h

溶剂组$

'6Ah>+L-(3+

%组'

急性心肌梗死造模方法如下!将小鼠置于充满异氟烷

的麻醉罐中#当肌肉充分松弛后#背部固定小鼠#实施

气管插管'术中异氟烷持续吸入#维持浓度为
#Y

#连

接小动物呼吸机#潮气量为
"=$

"

#=",Q

"

,-2

'连接

心电图#观察术中心电图变化'打开胸腔#暴露小鼠

心脏#结扎左冠状动脉前降支近端#待心电图
+

导联

显示
5O

段弓背向上抬高#左室前壁变苍白时#说明

心肌梗死模型建立成功'排出胸腔气体并连续缝合

关闭胸腔'假手术组开胸后#只在相同部位穿线#不

做结扎#其余过程相同)

$

*

'术后注射青霉素以防感

染'术后第
!

天开始灌胃给药#连续
C

周'

#=%

!

生存分析
!

所有小鼠进行生存分析'每天检

查鼠笼#对死亡小鼠进行解剖检查#检查心肌梗死程

度以及胸腔积液和心脏破裂情况'

#=C

!

小鼠心脏超声检查和血流动力学检测评价心功

能
!

术后
C

周将小鼠以
#Y

异氟烷持续吸入麻醉后#

背部固定#取胸骨旁短轴观切面#轻轻地放置超声探

头在左前胸壁中上部#并向心底和心尖部缓缓移动和

调整角度#直到获得理想的图像#并使用
6F

模式以走

纸速度为
$",,

"

;

进行记录'

6

型超声模式下记录

反映心室收缩功能的缩短分数 $

41)(7-/2)3;L/17+2-2

N

#

J5

%和射血分数$

+

\

+(7-/241)(7-/2

#

MJ

%'

灌胃
C

周后#腹腔注射
!Y

戊巴比妥麻醉小鼠#

分离右颈总动脉#连接十六导生理记录仪#记录小鼠

左室内压峰值$

3+47:+271-(03)1;

8

;7/3-(

H

1+;;01+

#

Q>5D

%(左室舒张末压力$

3+47:+271-(03)1+2*F

*-);7/3-(

H

1+;;01+

#

Q>M<D

%和左室等容收缩末期压

力上升最大速率$

h*

H

"

*7

,)_

%#以评价心功能'

#=$

!

SFM

染色评价心肌梗死程度
!

将结扎部位以

下心肌组织用不同浓度乙醇脱水#二甲苯透明#浸

蜡(包埋(切片#脱腊#二甲苯透明#苏木素染色

$,-2

#盐酸乙醇分化数秒#伊红染色
!,-2

#梯度乙

醇脱水#二甲苯透明#中性树脂封固#光学显微镜

观察'

#=&

!

原位末端转移酶标记法#

O*OF,+*-)7+**9OD

2-(a+2*3)I+3-2

N

!

O9?MQ

$检测细胞凋亡
!

将结扎

部位以下心肌组织浸入多聚甲醛固定#包埋#切片#

脱蜡#水合#加
O9?MQ

反应液#

DT5

漂洗#加

(/2:+17+1FD@<

避光
%",-2

#

DT5

漂洗#与底物
<'T

反应显色#

DT5

漂洗#苏木素复染数秒#蒸馏水冲洗#

梯度乙醇脱水#二甲苯透明#中性树脂封固#光学显

微镜观察'每张切片随机选取
#"

个视野#观察凋亡

细胞#计算凋亡指数'凋亡指数
c

心肌凋亡细胞数"

总心肌细胞数
g#""Y

'

#=B

!

蛋白质印迹法检测心肌组织中
T(3F!

"

T)_

和

K3+):+*K);

H

);+F%

的表达
!

收集小鼠左室梗死边缘

心肌组织#加入裂解液#离心后收集上清#

TK'

法测

定蛋白浓度#煮沸变性'取样本
$"

N

#常温下
5<5F

D'RM

电泳#转移至
D><J

膜上#

$YT5'

封闭
!L

后#加入一抗$

#b#"""

%

Ce

冰箱过夜#用
OT5O

洗

涤
#",-2g%

次#再孵育二抗$

#b#"""

%

!L

#用

OT5O

洗涤
#",-2g%

次'加入曝光液显影'以

R'D<S

为内参#用目的蛋白与内参的比值表示其

相对含量'图片采用
A,)

N

+.

软件进行分析'

#=E

!

统计学处理
!

采用
5D55#C="

软件进行统计

学处理'计量资料以
#

4X(

表示#在正态分布且方差

齐的情况下对其进行单因素方差分析#两两比较采

用
Q5<

法'检验水准$

%

%为
"="$

'

C

!

结
!

果

!=#

!

生存分析
!

建模
B*

内#小鼠死亡
E

只'解剖

发现
B

只小鼠胸腔内大量血凝块#左室前壁近心尖

处有明显破口#其中
'6A

组
!

只(

'6Ah5-3

8

,)1-2

组
%

只(

'6Ah>+L-(3+

组
!

只'

'6Ah5-3

8

,)1-2

组中
#

只由于结扎时位置过高#引起心室颤动不能

复律而死亡'

B*

后至实验终点#小鼠死亡
!

只#其

中
'6A

组
#

只(

'6Ah>+L-(3+

组
#

只'心脏超声

+

"#%#

+
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水飞蓟素通过抑制心肌细胞凋亡减轻心肌梗死

检查显示死亡小鼠心室前壁变薄#心室腔扩大#有明

显瘢痕区#病理切片呈典型的瘢痕样改变'各组小

鼠死亡率差异无统计学意义$

7

'

"="$

%'

!=!

!

水飞蓟素对心肌梗死小鼠心脏超声结果的影

响
!

心脏超声结果显示#

'6A

组小鼠心脏前后壁运

动较
5L),

组明显减弱#左室舒张末期容积和内径

增加#前壁变薄#后壁增厚#心腔明显扩大&

MJ

降为

$

#C=GBX!=%C

%

Y

#

J5

降为$

#B=E!X%=&#

%

Y

#与

5L),

组相比分别下降了
BG="!Y

和
CG=G%Y

$

7

$

"="$

%'而心肌梗死小鼠服用了水飞蓟素后#心

腔扩大不明显#与
5L),

组相比#

MJ

(

J5

仅分别下降

了
!B=C"Y

(

!&=&CY

&与
'6A

组相比#心肌梗死程

度减轻#左室收缩功能得以改善$

7

$

"="$

%'

'6Ah

>+L-(3+

组小鼠上述指标与
'6A

组相比差异没有统

计学意义$

7

'

"="$

%'见图
#

及表
#

'

图
>

!

小鼠心脏超声影像
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小鼠
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的比较
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"(-

$

2

Y

#

#

4X(

A2*+_ 5L),
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H
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N
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"
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"

#B=E!X%=&# !&=##X%C=""

"
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'6A

!

'(07+,

8

/()1*-)3-24)1(7-/2

&

MJ

!

M

\

+(7-/241)(7-/2

&
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=
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$
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水飞蓟素对心肌梗死小鼠血流动力学的影响
!

心

肌梗死后#小鼠血流动力学发生变化#

Q>5D

和

h*

H

"

*7

,)_

急剧下降#

Q>M<D

上升$

7

$

"="$

%'与
5L),

组相比#

'6A

组小鼠
Q>M<D

升高至$

#$=#BX%=GC

%

,,S

N

$

#,,S

N

c"=#%%aD)

%#

Q>5D

和
h*

H

"

*7

,)_

分

别下降至$

E!=%CX$=#C

%

,,S

N

和$

%EG&=!CXC"B=%G

%

,,S

N

"

;

'而
'6Ah5-3

8

,)1-2

组小鼠血流动力学指标

改变幅度较小#

Q>5D

和
h*

H

"

*7

,)_

的降幅分别由
'6A

组中的
%G=$%Y

和
!B=&GY

减少至
#B=$BY

和
#"=#EY

#

Q>M<D

也由
'6A

组中增幅
#!"=E!Y

减少至
%G=%"Y

$

7

$

"="$

%'

'6Ah>+L-(3+

组与
'6A

组相比差异没有

统计学意义$

7

'

"="$

%'见表
!

'

表
C

!

小鼠血流动力学结果

M%4C
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'6A

N

1/0

H

,c#!

'6Ah5-3

8

,)1-2

N

1/0

H

,c##

'6Ah>+L-(3+

N

1/0

H

,c#!

Q>5D

#

"

,,S

N

#%&=%#XG=B%

"
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"
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"
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!
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N
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水飞蓟素对心肌梗死的影响
!

5L),

组心脏结

构清晰#心室形态正常#心肌细胞排列整齐#未见断

裂(变性及坏死#间质内未见炎细胞浸润#心内膜(心

外膜亦未见异常改变$图
!'

%'

'6A

组心脏左室前

壁及心尖部心肌梗死#左室进行性扩大#室壁变薄'

高倍镜下见梗死区域残存少量心肌组织#排列紊乱#

+

##%#

+
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!

!"#$

年
#!

月#第
%&

卷

间隙增宽#细胞皱缩#细胞核溶解'纤维组织取代坏

死组织#肉芽组织增生'梗死边缘区有少量炎性细

胞浸润#瘢痕组织形成$图
!T

%'

'6Ah5-3

8

,)1-2

组梗死面积较模型组明显减小#梗死区有岛状或细

带状的存活心肌组织$图
!K

%'

'6Ah>+L-(3+

组左

室扩大#室壁变薄(心室腔球形改变#镜下见心肌梗

死区由成纤维细胞和纤维细胞以及致密的胶原纤维

束组成#呈束状或平行排列#胶原纤维束之间有极少

残存的心肌组织#地图状瘢痕组织形成$图
!<

%'

!=$

!

水飞蓟素对心肌细胞凋亡的影响
!

O9?MQ

标记定位于心肌细胞核#显微镜下阴性细胞核染色

呈蓝色#阳性细胞核染色呈棕褐色#细胞核固缩#染

色质浓集#形态多呈圆形'

'6A

组小鼠心肌组织中

呈现大量阳性细胞核#凋亡指数增加至$

$%=&&X

%=B$

%

Y

#

'6Ah5-3

8

,)1-2

组切片中阳性细胞核较

少#凋亡指数$

!G=&EXC=B&

%

Y

较
'6A

组降低$

7

$

"="$

%'

'6Ah>+L-(3+

组$

$$=%&X&=!G

%

Y

与
'6A

组相比差异没有统计学意义$

7

'

"="$

%#见图
%

'

图
C

!

各组小鼠缺血边缘区心肌组织
H0F

染色

?'

1

C

!
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图
J

!

小鼠缺血边缘区心肌组织
MYGFD

染色
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水飞蓟素对心肌梗死小鼠
T)_

"

T(3F!

"

K3+):+*

();

H

);+F%

蛋白表达的影响
!

与
5L),

组相比#

'6A

组心肌组织中
T)_

(

K3+):+*K);

H

);+F%

(

T(3F!

蛋白表达

升高$

7

$

"="$

%'服用水飞蓟素的心肌梗死小鼠心肌

组织中
T)_

(

K3+):+*K);

H

);+F%

蛋白表达较
'6A

组减

弱#

T(3F!

蛋白表达增强#差异有统计学意义$

7

$

"="$

%'

'6Ah>+L-(3+

组与
'6A

组相比蛋白表达水

平差异没有统计学意义$

7

'

"="$

%#见图
C

'

图
O

!

小鼠
K%W

%

K/,0C

及
:,#%+#*:%2

$

%2#0J

蛋白表达水平
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水飞蓟素通过抑制心肌细胞凋亡减轻心肌梗死

J

!

讨
!

论

急性心肌梗死后#大量心肌细胞凋亡或坏死#导

致活力心肌细胞数目减少(功能减退#这是心肌梗死

临床表现的病理基础)

&

*

'心肌梗死后血流动力学发

生变化#

Q>5D

(

h*

H

"

*7

,)_

急剧下降#

Q>M<D

上升'

Q>5D

及
Q>M<D

是反映心脏舒张和收缩功能的敏

感指标#是评估心肌梗死预后的重要因素)

B

*

'本研

究发 现 水 飞 蓟 素 能 够 调 整
Q>5D

(

Q>M<D

和

h*

H

"

*7

,)_

等血流动力学指标#同时心脏超声检查及

组织病理学检测证实心肌梗死程度减轻#心功能得到

改善#说明水飞蓟素能够减轻心肌梗死造成的损伤'

在大鼠心肌梗死的研究中#

d)

\

;701)

等)

E

*发现

梗死区
E&Y

细胞丢失源于心肌细胞凋亡'在人心

肌梗死的心肌缺血再灌注损伤研究中#在梗死区及

非梗死区交界区发现大量
<?'

碎片#证实细胞凋

亡参与心肌梗死的形成)

G

*

'细胞凋亡途径复杂#受

一系列基因(生长因子和蛋白调控'

T(3F!

蛋白质家

族是参与细胞凋亡的主要调节因子#是迄今为止细

胞凋亡中研究最深入的调控因子'抗凋亡蛋白
T(3F

!

和促凋亡蛋白
T)_

以同源或异源二聚体形式共同

调节#其蛋白表达水平和功能状态之间的平衡是细

胞存亡的关键因素'当
T)_

表达增加或$和%

T(3F!

表达减少时#会激活
K);

H

);+F%

表达#剪切
<?'

#导

致心肌细胞凋亡)

#"

*

'在介导细胞凋亡的过程中

K);

H

);+

家族起着非常重要的作用#其中
K3+):+*

K);

H

);+F%

为关键的执行分子#在凋亡信号转导的多

条途径中发挥功能'在凋亡的早期阶段#

K);

H

);+F%

被激活裂解为
K3+):+*K);

H

);+F%

#通过活化脱氧核

糖核酸酶降解
<?'

#最终导致细胞凋亡)

##

*

'本研

究发现水飞蓟素能够减少心肌梗死小鼠心肌细胞凋

亡数量#增加抗凋亡相关蛋白
T(3F!

的表达并减少凋

亡蛋白
T)_

(

K3+):+*K);

H

);+F%

的表达水平#说明水

飞蓟素可能通过抑制心肌细胞凋亡减轻心肌梗死'

本研究发现水飞蓟素能够改善心肌梗死小鼠血

流动力学#减少心肌细胞凋亡数量#缩小梗死面积#

其机制与调控凋亡相关蛋白
T(3F!

(

T)_

及
K3+):+*

K);

H

);+F%

的表达水平有关#但心肌梗死细胞凋亡途

径复杂#确切的作用机制需要进行更深入的研究'

!参 考 文 献"

)

#

*

!

S/44,)22.

#

5L,+3+:)M

#

T/)

N

5M

#

J-;+1d

#

T)

N

2)33

'

#

601)3- 5

#

+7 )3= 6

8

/()1*-)3-;(L+,-) )2*

1+

H

+140;-/23+)*;7/71)2;-+27K<E-,,02+*+4-(-+2(

8

)2*)((+3+1)7+*-,,02/;+2+;(+2(+-2K6>F;+1/

H

/;-7-:+

H

)7-+27;

)

.

*

=K-1(Z+;

#

!"#$

#

##&

!

EBFGE=

)

!

*

!

>)1

N

);F6+2*/P)?

#

6)*1-

N

)3F5)27-33)2 M

#

6/1)3+;F

R/2P)3+P '

#

M;

`

0-:+3F5/7/ .

#

R)1(-)FQ02) ]

#

R/2P)3+PFZ0I-/6

#

+7)3=S+

H

)7/

H

1/7+(7-:++44+(7/4

;-3

8

,)1-2

)

.

*

=U/13*S+

H

)7/3

#

!"#C

#

&

!

#CCF#CG=

)

%

*

!

Z)/DZ

#

>-;̂)2)7LZd=K)1*-/

H

1/7+(7-:+)(7-:-7

8

/4

;-3

8

,)1-2-2-;(L+,-)F1+

H

+140;-/2F-2*0(+* ,

8

/()1*-)3

-24)1(7-/2-2)3I-2/1)7;

)

.

*

=M_

H

K3-2K)1*-/3

#

!""B

#

#!

!

#BGF#EB=

)

C

*

!

VL)/.

#

'

N

)1̂)3Z=O-;;0+*-;71-I07-/2/4;-3-I-2-2

#

7L+,)

\

/1)(7-:+(/2;7-70+27/4;-3

8

,)1-2

#

-2,-(+)2*

-7;);;/(-)7-/2 -̂7L+2L)2(+,+27/4

H

L);+

(

+2P

8

,+;

!

-,

H

3-()7-/2; -2 ()2(+1 (L+,/

H

1+:+27-/2

)

.

*

=

K)1(-2/

N

+2+;-;

#

#GGG

#

!"

!

!#"#F!#"E=

)

$

*

!

R)/M

#

Q+-] S

#

5L)2

N

[

#

S0)2

N

V 6

#

V0/Q

#

T/0(L+16

#

+7)3=' 2/:+3)2*+44-(-+27,/*+3/4

(/1/2)1

8

)17+1

8

3-

N

)7-/2)2*,

8

/()1*-)3-24)1(7-/2-27L+

,/0;+

)

.

*

=K1-(Z+;

#

!"#"

#

#"B

!

#CC$F#C$%=

)

&

*

!

[0Q

#

])7+;KK

#

Q/(a

8

+1D

#

[-+Q

#

T+:-3)(

`

0)'

#

S+.

#

+7)3=66AF"#""-2L-I-7;()1*-)(4-I1/;-;-2

,

8

/()1*-)3 -24)1(7-/2 I

8

*-1+(7 )(7-/2; /2

()1*-/,

8

/(

8

7+;)2*4-I1/I3);7;:-)6d!-2L-I-7-/2

)

.

*

=

.6/3K+33K)1*-/3

#

!"#C

#

BB

!

E&F#"#=

)

B

*

!

S)1)*)6

#

l-2]

#

O)a)2/S

#

6-2),-2/O

#

V/0]

#

O/a/S

#

+7)3=RFK5J

H

1+:+27;()1*-)(1+,/*+3-2

N

)47+1,

8

/()1*-)3-24)1(7-/2I

8

)(7-:)7-2

N

7L+.)aF57)7

H

)7L̂)

8

-2()1*-/,

8

/(

8

7+;

)

.

*

=?)76+*

#

!""$

#

##

!

%"$F%##=

)

E

*

!

d)

\

;701).

#

KL+2

N

U

#

Z+-;; d

#

K3)1a U '

#

5/22+2I3-(aMS

#

d1)

\

+̂;a-5

#

+7)3='

H

/

H

7/7-()2*

2+(1/7-( ,

8

/(

8

7+ (+33 *+)7L )1+ -2*+

H

+2*+27

(/271-I07-2

N

:)1-)I3+;/4-24)1(7;-P+-21)7;

)

.

*

=Q)I

A2:+;7

#

#GG&

#

BC

!

E&F#"B=

)

G

*

!

5)1);7+'

#

D03aa-d

#

d)33)

\

/a-6

#

S+21-a;+2 d

#

D)1:-2+26

#

>/-

H

-/FD03aa-Q6='

H

/

H

7/;-;-2L0,)2

)(07+,

8

/()1*-)3-24)1(7-/2

)

.

*

=K-1(03)7-/2

#

#GGB

#

G$

!

%!"F%!%=

)

#"

*

]),)

N

0(L-6=OL+)27-F)

H

/

H

7/7-(+44+(7/41+

N

0()3(-2

-; ,+*-)7+*7L1/0

N

L ,037-;-

N

2)3-2

N H

)7L̂)

8

;

)

.

*

=

'

H

/

H

7/;-;

#

!"#%

#

#E

!

##C$F##$%=

)

##

*

T-)3)'d

#

d-1;L+2I)0,Q'=OL+-27+1

H

3)

8

I+7̂++2

(+33*+)7L;-

N

2)3-2

NH

)7L̂)

8

;-27L+L+)17

)

.

*

=O1+2*;

K)1*-/:);(6+*

#

!"#C

#

!C

!

%!$F%%#=

!本文编辑"

!

吴
!

兰#孙
!

岩

+

%#%#

+


