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白藜芦醇抑制基质金属蛋白酶抗酒精性心肌纤维化
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探索白藜芦醇对酒精诱导的心肌纤维化的作用及其分子机制。 方法摇 将雄性 SD 大鼠随机分

为对照组、酒精组和酒精 + 白藜芦醇组,每组 10 只大鼠,干预 6 个月后取心肌行常规石蜡切片和 Masson 染色评估

心肌纤维化,采用冰冻切片和免疫荧光法检测纤连蛋白的表达,采用免疫印迹法检测心肌组织中基质金属蛋白酶 2
和基质金属蛋白酶 9 的表达。 结果摇 6 个月酒精摄入可显著增加心肌间质纤维化并明显破坏纤连蛋白的结构,白
藜芦醇能显著削弱酒精诱导的心肌纤维化和纤连蛋白破坏。 酒精摄入可显著增加心肌组织中基质金属蛋白酶 2
和基质金属蛋白酶 9 的表达水平,而白藜芦醇能显著抑制基质金属蛋白酶 2 和基质金属蛋白酶 9 的表达水平。 结

论摇 白藜芦醇能通过抑制基质金属蛋白酶 2 和基质金属蛋白酶 9 的表达来抗酒精诱导的心肌纤维化。
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Resveratrol Prevents Alcohol鄄Induced Myocardial Fibrosis Through Inhibiting Ma鄄
trix Metalloproteinase
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of resveratrol on alcohol鄄induced myocardial fibrosis and the underlying
molecular mechanism. 摇 摇 Methods摇 Male Sprague鄄Dawley rats were divided into three groups: control group, alcohol
group, and alcohol plus resveratrol group, 10 rats in each group. 摇 After the intervention for six months, the myocardial fi鄄
brosis was evaluated by Masson staining, the fibronectin expression in myocardium was evaluated by immunofluorescence,
the expressions of matrix metalloproteinase (MMP)鄄2 and MMP鄄9 were determined by Western blot. 摇 摇 Results摇 Alcohol
intake for six months caused a significant myocardial fibrosis and an obvious decrease in fibronectin. 摇 Oral administration
with resveratrol partially reversed alcohol鄄induced myocardial fibrosis and fibronectin loss. 摇 Alcohol intake significantly in鄄
creased the expressions of MMP鄄2 and MMP鄄9. 摇 Treatment with resveratrol remarkably attenuated alcohol鄄induced upregu鄄
lations of MMP鄄2 and MMP鄄9. 摇 摇 Conclusion摇 Resveratrol inhibits MMP鄄2 and MMP鄄9 and consequently prevents alco鄄
holic myocardial fibrosis.

摇 摇 长期大量饮酒可导致心肌细胞损害,从而继发

心肌成纤维细胞增殖和分泌基质胶原纤维增加,形
成心肌纤维化,促进酒精性心脏损害的进程,最终导

致心力衰竭和各种心律失常[1]。 基质金属蛋白酶

(matrix metalloproteinase,MMP)是调控心肌基质代

谢的重要酶系[2]。 心肌间质胶原的沉积一方面有

胶原的过量生成,另一方面也有胶原的降解受抑。
MMP 不仅在基质降解中起作用,而且也参与胶原合

成的调节,最终的结果常常是 MMP 表达增高同时

伴随纤维化增多[3]。 因此,曾有学者提出采用 MMP
抑制剂来预防心肌重构。 心肌纤维化伴随着正常纤

连蛋白(FN)骨架结构的破坏[4]。 既往有许多研究

表明红葡萄酒中的白藜芦醇对心血管系统具有广泛

的保护作用[5]。 但白藜芦醇在酒精诱导的心肌纤

维化中的作用尚不清楚。 曾有研究显示白藜芦醇可

在多种细胞中抑制MMP的表达[6] 。因此,我们推
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测其可能具有抑制心肌 MMP 表达和抗心肌纤维化

的作用。 本研究拟探讨白藜芦醇对酒精诱导的心肌

纤维化的预防作用及其可能机制,旨在为酒精性心

肌纤维化的防治提供实验依据。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 健康雄性 Sprague鄄Dawley 大鼠 30 只,体重 250
~ 300 g,购自第三军医大学实验动物中心[ SCXK
(渝)2007鄄0003],所有实验严格按照实验动物使用

的 3R 原则给予人道的关怀。 白藜芦醇购自陕西中

林医药有限公司。 速眠新域购自长春市军需大学兽

医研究所。 抗 MMP鄄2、抗 MMP鄄9 及抗 茁鄄actin 抗体

购自北京中杉金桥生物技术有限公司。
1郾 2摇 动物分组及干预

大鼠随机分为三组:对照组、酒精组、酒精 + 白

藜芦醇组,每组 10 只。 酒精组和酒精 +白藜芦醇组

在第 1 周给予含 10%乙醇的饮用水,第 2 周给予含

20%乙醇的饮用水,第 3 周至实验结束均给予含

36%乙醇的饮用水,动物模型的构建参照文献[7],
以心肌显著纤维化为建模成功的标准。 酒精 +白藜

芦醇组大鼠给予含 0郾 5%白藜芦醇的饲料[8]。
1郾 3摇 心室标本采集

各组大鼠处死后取左心室游离壁,去除血液和

脂肪组织后迅速投入液氮中速冻,随后转入 - 80益
低温冰箱中保存备用。
1郾 4摇 心肌纤维化评估

各组心肌组织经福尔马林固定后,常规石蜡切

片,行 Masson 染色。 用计算机图像分析仪 ( TE
2000,日本尼康公司)检测心肌纤维化面积,计算心

肌胶原容积分数(CVF),CVF = 胶原面积 / 总面积,
计算方法参照文献[9]。 每张切片随机取 4 ~ 6 个

视野计算,取其平均值。
1郾 5摇 Western blot 检测

采用 Western blot 检测各组大鼠心肌组织中

MMP鄄2 及 MMP鄄9 的蛋白表达。 按常规方法提取总

蛋白,经 SDS鄄PAGE 凝胶电泳后转至 PVDF 膜上,加
入一抗在 4益冰箱中孵育过夜,加入二抗后在 37益
摇床中孵育 4 h,将膜置于化学发光剂中曝光,胶片

显影及定影。 用 Gel Doc 2000 Imager(Bio鄄Rad 公

司)进行半定量,计算目的蛋白与 茁鄄actin 的比值。
1郾 6摇 免疫荧光法

取各组心肌组织包埋后行冰冻切片 ( Leica
CM1950,德国徕卡公司),在空气中干燥,在 - 20益
冰冻的丙酮中浸泡 5 min,在 5%胎牛血清中 37益封

闭 5 min。 加用 1颐 200 的抗 FN 抗体(室温)60 min,
再用 PBS 冲洗 3 次,室温下加 1颐 100 的 FITC 标记的

二抗 30 min,用 PBS 冲洗后封片,400 倍荧光显微镜

(TE 2000,日本尼康公司)下观察并摄相。
1郾 7摇 统计学方法

计量资料以x 依 s 表示,三组间差异比较采用单

因素方差分析,将 P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 白藜芦醇对酒精性心肌纤维化的影响

摇 摇 长期酒精摄入导致心肌基质胶原纤维显著增

生,酒精组 CVF 较对照组显著增加(P < 0郾 01);酒
精 +白藜芦醇组心肌基质纤维较酒精组显著减少,
且酒精 +白藜芦醇组 CVF 较酒精组显著降低(P <
0郾 01;表 1 和图 1)。

表 1. 心肌组织的胶原容积分数

Table 1. The collagen volume fraction of myocardial tissue

分摇 组 CVF

对照组 1郾 94% 依 0郾 46%

酒精组 10郾 56% 依 1郾 56% a

酒精 +白藜芦醇组 3郾 56% 依 0郾 46% b

a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与酒精组比较。

图 1. 白藜芦醇对酒精性心肌纤维化的影响(HE 染色, 400 伊 ) 摇 摇 从左至右为对照组、酒精组、酒精 + 白藜芦醇组。

Figure 1. The effect of resveratrol on alcohol鄄induced myocardial fibrosis
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2郾 2摇 白藜芦醇对酒精诱导的纤连蛋白破坏的影响

与对照组比较,酒精组心肌 FN 的完整性被显

著破坏,加用白藜芦醇可显著抑制酒精诱导的心肌

FN 破坏(图 2)。 酒精组心肌 FN 荧光强度比对照组

明显降低(P < 0郾 01),而白藜芦醇心肌 FN 荧光强度

较酒精组显著增加(P < 0郾 01;表 2)。

图 2. 白藜芦醇对酒精诱导的纤连蛋白骨架结构破坏的影响(免疫荧光法, 400 伊 ) 摇 摇 从左至右为对照组、酒精组、酒精 + 白藜芦

醇组。

Figure 2. The effect of resveratrol on alcohol鄄induced degradation of fibronectin

表 2. 心肌纤连蛋白的相对荧光强度

Table 2. The relative fluorescence intensity of cardiac fi鄄
bronectin

分摇 组 相对荧光强度

对照组 100% 依0%
酒精组 25郾 70% 依 3郾 57% a

酒精 +白藜芦醇组 59郾 70% 依 5郾 70% b

a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与酒精组比较。

2郾 3摇 白藜芦醇对酒精诱导的 MMP鄄2 和 MMP鄄9 上

调的影响

酒精组心肌组织中 MMP鄄2 和 MMP鄄9 蛋白的表

达均显著高于对照组(P < 0郾 01),而酒精 + 白藜芦

醇组 MMP鄄2 和 MMP鄄9 蛋白的表达水平均显著低于

酒精组(P < 0郾 01;图 3 和表 3)。

图 3. 心肌纤连蛋白的相对荧光强度摇 摇 a 为 P < 0郾 01,与对照

组比较;b 为 P < 0郾 01,与酒精组比较。

Figure 3. The relative fluorescence intensity of cardiac fi鄄
bronectin

表 3. 酒精和白藜芦醇对 MMP鄄2 和 MMP鄄9 蛋白表达的影响

Table 3. The effects of alcohol and resveratrol on the pro鄄
tein expressions of MMP鄄2 and MMP鄄9

项摇 目 对照组 酒精组 酒精 +白藜芦醇组

MMP鄄2 0郾 82 依 0郾 11 1郾 35 依 0郾 09a 0郾 98 依 0郾 12b

MMP鄄9 0郾 45 依 0郾 08 1郾 86 依 0郾 21a 1郾 02 依 0郾 08b

a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与酒精组比较。

3摇 讨摇 论

长期大量摄入酒精可导致严重的心脏功能和结

构损害,但潜在机制尚不明确。 一方面酒精可导致

心肌细胞损害,另一方面酒精可促进心肌间质纤维

的沉积,两方面的因素共同促进心肌结构损害,最终

导致终末期心力衰竭和各种严重的心律失常[10]。
MMP 包括胶原酶、明胶酶、基质溶解素及膜型

MMP(MT鄄MMP)。 明胶酶包括明胶酶 A(MMP鄄2)和
B(MMP鄄9),两种明胶酶均具有降解间质蛋白的能

力[2]。 MMP鄄2 和 MMP鄄9 不仅参与基质纤维的降

解,同时也参与其合成。 既往的研究表明,随着心功

能的恶化,MMP 的表达水平和活性水平均升高[2]。
而采用血管紧张素受体拮抗剂抗心肌重构后可伴随

着 MMP 表达水平的降低[2]。 这说明 MMP 的表达

水平与心肌重构呈正相关。 本研究发现酒精可显著

增加 MMP鄄2 和 MMP鄄9 的表达,提示其为酒精性心

肌损害的分子机制之一。 因此,抑制 MMP鄄2 和

MMP鄄9 的表达和活性可能是酒精性心肌损害的有

效防治策略。
白藜芦醇系蒽醌萜类化合物,存在于葡萄、虎杖

等植物中,同时也存在于红葡萄酒中。 既往的研究

表明白藜芦醇具有广泛的心血管系统保护效应[11],
但具体机制尚不清楚。 曾有研究在其他组织和细胞

中发现白藜芦醇可抑制 MMP 的活性[6]。 还有研究

表明白藜芦醇对动脉粥样硬化兔心肌纤维化时心肌

MMP鄄2 的表达具有调控作用[12]。 我们既往的研究

还表明白藜芦醇可对抗酒精引起的心肌损害[13]。
本研究证实了白藜芦醇可显著削弱酒精导致的心肌

组织中 MMP鄄2 和 MMP鄄9 的上调。 同时还发现添加

白藜芦醇可显著削弱酒精诱导的心肌纤维化。 因
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此,抑制 MMP鄄2 和 MMP鄄9 的过度表达可能是白藜

芦醇抗酒精性心肌纤维化的分子机制。 此外,酒精

性心肌纤维化与其他多种炎症标志物也有密切关

系[14]。 而 MMP 及其他炎症标志物能否作为酒精性

心肌纤维化诊断和治疗的靶点尚需进一步研究。
既往的研究表明适量饮用红葡萄酒可能具有心

血管保护作用,但其机制尚不清楚[15]。 本研究提供

了部分证据,认为红葡萄酒中所含的白藜芦醇可能

部分对抗大量酒精诱导的心肌纤维化,这可能是红

葡萄酒心血管保护效应的机制之一。
综上所述,本研究一方面揭示了 MMP鄄2 和

MMP鄄9 表达水平的增加可能是酒精性心肌纤维化

的发病机制之一;另一方面证实了白藜芦醇可能是

酒精性心肌纤维化的新型预防药物。 此外,本研究

也为研究红葡萄酒对心血管系统的保护机制提供了

初步实验依据。
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