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[摘　 要] 　 目的　 探索黄芩苷对肾性高血压大鼠血压及抑制左心室重构的作用ꎮ 方法　 雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ４０ 只ꎬ
随机抽取 １０ 只为假手术组ꎬ其余采用两肾一夹法造成肾性高血压大鼠模型ꎬ６ 周后将造模成功大鼠随机分为模型

组和黄芩苷组ꎬ最终存活大鼠假手术组(ｎ＝ ９)、模型组(ｎ＝ １０)及黄芩苷组(ｎ＝ １１)ꎬ连续给药 ４ 周ꎮ 观察大鼠的一

般情况ꎬ分别于造模前、造模 ６ 周后及给药 ４ 周后检测各组大鼠血压变化ꎻ给药 ４ 周后各组大鼠行高频超声心动图

检查ꎬ测定各项心功能指标ꎻ处死大鼠ꎬ取心脏ꎬ行 ＨＥ 、Ｍａｓｓｏｎ 染色ꎮ 用 ＴＵＮＥＬ 法检测各组大鼠心肌细胞凋亡ꎻ
ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测各组大鼠心肌细胞葡萄糖调节蛋白 ７８(ＧＲＰ７８)、葡萄糖调节蛋白 ９４(ＧＲＰ９４)表达ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测各组大鼠心肌细胞内质网伴侣蛋白 ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４ 及 ＣＣＡＡＴ 增强子结合蛋白同源蛋白(ＣＨＯＰ)、Ｃａｓｐａｓｅ ３ 表

达ꎮ 结果　 与模型组相比ꎬ黄芩苷组大鼠治疗后血压下降(Ｐ<０.０５)ꎬ心脏彩超结果显示左心室重构各项指标均有

明显改善(Ｐ<０.０５)ꎮ 与模型组相比ꎬ黄芩苷组大鼠心肌纤维化病理积分及纤维化相关因子基质金属蛋白酶 ９
(ＭＭＰ￣９)、基质金属蛋白酶 ２(ＭＭＰ￣２)、结缔组织生长因子(ＣＴＧＦ)和转化生长因子(ＴＧＦ￣β１)表达明显下降(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 与模型组相比ꎬ黄芩苷组大鼠心肌组织 ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４、ＣＨＯＰ 及 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 表达及细胞凋亡明显减少(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 黄芩苷具有一定降压作用ꎬ可改善肾性高血压大鼠左心室重构ꎬ减轻心肌病理变化ꎬ缓解内质网应

激ꎬ减少心肌细胞凋亡ꎮ
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　 　 高血压病主要表现为血压持续上升并可引起

诸多并发症的“心脑血管综合征”ꎬ据不完全统计ꎬ
中国目前高血压患者超过 ２ 亿[１]ꎮ 在临床中观察

到长期的主动脉血压升高可引起高血压病患者心

室重构ꎬ严重者可导致高血压性心脏病及心力衰

竭ꎮ 目前对于高血压病尚无根治疗法与药物ꎬ临床

治疗多以长期口服血管紧张素转化酶抑制剂( ａｎ￣
ｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒꎬＡＣＥＩ)、ＡＲＢ、β
受体阻断剂及 Ｃａ２＋ 拮抗剂等维持血压ꎬ其中只有

ＡＣＥＩ 和 ＡＲＢ 类药物可改善高血压病引起的左心室

重构[２]ꎮ 但 ＡＣＥＩ 可引起刺激性呛咳及特殊条件下

肾损害ꎻＡＲＢ 则可导致心率减慢等副作用ꎬ使得上

述两种药物在临床上使用受限ꎮ 寻找一种可逆转

心室重构且副作用少的降压药物ꎬ成为目前亟待解

决的问题ꎮ 黄芩苷是中药黄芩的有效提取物ꎬ已有

研究表明ꎬ黄芩苷对心肌具有良好的保护作用[３]ꎬ
但黄芩苷是否能改善肾性高血压所致的心室重构

或心肌损害并未见报道ꎮ 本研究采用单侧肾动脉

结扎法建立肾性高血压大鼠模型ꎬ观察黄芩苷对肾

性高血压大鼠心室重构、心肌纤维化及心肌细胞凋

亡的影响ꎬ为扩大黄芩苷的临床用途提供实验依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 药品、材料与仪器

黄芩苷(江北药业ꎬ中国)ꎬＶＩＶＩＤ Ｅ９ 多普勒彩

色超声(临床使用ꎬ也可用于小动物检测)和 ＭＬ６￣
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(ＣＣＡＡＴ / ｅｎｈａｎｃｅｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
ＣＨＯＰ)、Ｃａｓｐａｓｅ ３ 及 ＧＡＰＤＨ 内参抗体(ＡＢＣＡＭꎬ美
国)ꎬＴＵＮＥＬ 试剂盒(碧云天ꎬ中国)ꎬ转化生长因子

β１(ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣β１ꎬＴＧＦ￣β１)、结缔组织

生长因子(ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＣＴＧＦ)、基
质金属蛋白酶 ９(ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ￣９ꎬＭＭＰ￣９)、基
质金属蛋白酶 ２(ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ￣２ꎬＭＭＰ￣２)和

ＥＬＩＳＡ 试剂盒(欣博盛ꎬ中国)ꎬＥｘｉｃｙｃｌｅｒ ９６ 荧光定

量 ＰＣＲ 仪(ＢＩＯＮＥＥＲꎬ韩国)ꎬＷＤ￣９４０５Ｂ 水平摇床

和 ＷＤ￣９４１３Ｂ 凝胶成像系统(北京六一ꎬ中国)ꎮ
１.２　 肾性高血压大鼠模型制备及实验分组

肾性高血压大鼠模型制备参照丁露等[３] 方法ꎬ
在大鼠腹正中切口ꎬ充分暴露腹腔ꎬ沿肾静脉下方

钝性剥离左肾动脉ꎬ将针灸针(直径 ０.２５ ｍｍ)与肾

动脉血管长轴平行放置ꎬ用手术线将针灸针和肾动

脉结扎一起ꎬ随后抽出针灸针ꎬ使单侧肾动脉狭窄ꎮ
假手术组重复同样操作ꎬ但不放置针灸针及不结扎

任何血管ꎮ 术后 ３ 天内腹腔注射青霉素钠(每天 ３×
１０４ Ｕ)预防感染ꎬ正常进食、饮水ꎮ
１.３　 动物及分组

成年雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ４０ 只ꎬ体重 ２２０±１５ ｇꎬ大
鼠生长条件为 ２２℃ꎬ常规饮食ꎬ每天日照时间为

１４ ｈꎬ实验室通风较好ꎬ湿度为 ４０％ ~ ５５％ꎬ采购于

吉林大学基础医学院实验动物中心ꎬ清洁级 (Ⅱ
级)ꎮ 适应性喂养 １ 周后ꎬ随机分为假手术组(ｎ ＝
１０) 、肾性高血压模型组(ｎ＝ ３０)ꎮ 手术 ６ 周后测血

压ꎬ血压升高至 ２０ ｋＰａ 者确定为造模成功ꎬ肾性高

血压 模 型 组 再 随 机 分 为 模 型 组 和 黄 芩 苷 组

(１００ ｍｇ / ｋｇ黄芩苷 ２ ｍＬ 与 ０.９％ＮａＣｌ 溶液混匀灌

胃ꎬ每天 １ 次ꎬ共 ４ 周)ꎬ假手术组与模型组给予相同

剂量 ０.９％ＮａＣｌ 溶液灌胃[４]ꎮ
１.４　 各组大鼠尾动脉血压测定

将大鼠置于熟悉环境中ꎬ采用无创血压仪ꎬ测
量各组大鼠尾动脉收缩压ꎬ每只大鼠测 ３ 次ꎬ取其平

均值ꎮ 测定血压时间分别为造模前、造模 ６ 周后及

给予黄芩苷灌胃 ４ 周后ꎮ
１.５　 心脏超声心动图的测定

给药 ４ 周后ꎬ使用 ＧＥ Ｖｉｖｉｄ Ｅ９ 彩色超声显像

仪ꎬ对每组大鼠进行经胸心脏超声心动图检查ꎮ 经

胸壁高频超声 ＭＬ６￣１５ 探头ꎬ频率 １３ ＭＨｚꎬ图像深度

３.５ ｃｍꎮ １０％水合氯醛 ０.２ ｇ / ｋｇ 腹腔注射麻醉大

鼠ꎬ在二维超声引导下ꎬＭ 型超声测定胸骨旁左心

长 轴 切 面 室 间 隔 厚 度 ( ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｓｅｐｔａｌ
ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ａｔ ｄｉａｓｔｏｌｅꎬＩＶＳｄ)、左心室舒张期内径( ｌｅｆｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｄｉａｍｅｔｅｒ ａｔ ｅｎｄ￣ｄｉａｓｔｏｌｅꎬＬＶＩＤｄ)及
舒张末期左心室后壁厚度( ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ
ｗａｌｌｄｅｐｔｈ ｄｉａｓｔｏｌｅꎬＬＶＰＷｄ)ꎬ每个测定值均取 ４ 个连

４９６ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ７ꎬ２０１７



续完整心动周期ꎬ测量平均值[５]ꎮ
１.６　 病理取材及切片制作

心脏超声心动图检查后ꎬ立即处死大鼠ꎬ在无

菌状态下用眼科剪将大鼠左肋剪开ꎬ充分暴露心脏

后将心脏取出ꎬ保留一部分心室肌组织并投入到固

定液中(４％多聚甲醛溶液)ꎬ经乙醇脱水、石蜡包埋

后ꎬ置于切片机中连续切片ꎬ经脱蜡、二甲苯透明后

进行 ＨＥ 及 Ｍａｓｓｏｎ 染色ꎬ分别于不同倍数光镜下观

察各组大鼠心肌病理变化ꎬ用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件

对 Ｍａｓｓｏｎ 染色图片进行心肌组织胶原容积分数

(ｃｏｌｌａｇｅｎ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎꎬＣＶＦ)分析ꎬＣＶＦ(％) ＝ 胶

原面积 / 总面积×１００％ꎮ 其余心室肌组织部分制作

组织匀浆用于检测实验相关蛋白ꎮ
１.７　 ＴＵＮＥＬ 检测心室肌细胞凋亡

各组大鼠心室肌组织经过 ０.１％Ｔｒｉｔｉｏｎ Ｘ￣１００ 透

化后ꎬ用 ＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ再滴加 ３％Ｈ２Ｏ２

２００ μＬꎬ漂洗 ３ 次后ꎬ加入蛋白酶 Ｋ 工作液置于常

温下 ２０ ｍｉｎꎻ漂洗 ３ 次后加入 ＴＵＮＥＬ 反应液(ＴｄＴ＋
荧光素标记的 ｄＵＴＰ)ꎬ于 ３７℃ 恒温箱中避光孵育

６０ ｍｉｎꎻＰＢＳ 清洗 ３ 次后加入 ＤＡＰＩꎬ再次应用 ＰＢＳ
漂洗 ３ 次ꎬ最后防荧光淬灭封片剂封片ꎮ 随机移动

组织切片ꎬ选取细胞分布较均匀的高倍视野计数

１０００ 个以上ꎬ在相邻的 １０ 个视野下ꎬ红褐色细胞即

阳性细胞ꎮ 凋亡指数计算:凋亡指数(ＡＩ) (％)＝ 各

视野阳性细胞数 / 视野所有细胞总数×１００％ꎮ
１.８ 　 检测大鼠心室肌组织 ＭＭＰ￣９、ＭＭＰ￣２、ＣＴＧＦ
和 ＴＧＦ￣β１ 表达

ＥＬＩＳＡ 法检测各组大鼠心室肌组织匀浆中

ＭＭＰ￣９、ＭＭＰ￣２、ＣＴＧＦ 和 ＴＧＦ￣β１ 表达ꎬ严格按照说

明书操作[６]ꎮ 将 ＥＬＩＳＡ 法测得的数据导入 Ｈｅｍｌ 软
件ꎬ对 ＭＭＰ￣９、ＭＭＰ￣２、ＣＴＧＦ 及 ＴＧＦ￣β１ 进行热图

分析ꎮ
１.９ 　 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测各组大鼠心室肌组织

ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４ 的表达

经过总 ＲＮＡ 提取后进行 ＲＮＡ 浓度检测ꎬ反转录

后将 ｃＤＮＡ 模板(１ μＬ)、上下游引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)
(各 ０.５ μＬ)加入到 ＳＹＢＲ ＧＲＥＥＮ ｍａｓｔｅｒｍｉｘ(１０ μＬ)
中ꎬ再用 ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２０ μＬꎮ 待 ＰＣＲ 循环结束

后ꎬ９５℃ １０ ｍｉｎꎬ６０℃ ２０ ｓꎻ７２℃ ３０ ｓꎬ４℃ ５ ｍｉｎꎬ循
环 ４０ 次ꎮ 每个样品基因行 ６ 个复孔平行实验ꎬ实验

结果舍去较大误差数值后选取剩余均值ꎬ实验结果

采用 ２－△△Ｃｔ法分析数据ꎮ 引物信息见表 １ꎮ

表 １. 参照引物信息

Ｔａｂｌｅ １. Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

蛋白名称 引物排列

ＧＲＰ７８ Ｆ:５′￣ＧＡＴＡＡＴＣＡＧＣＣＣＡＣＣＧＴＡＡ￣３′
Ｒ:５′￣ＴＴＧＴＴＴＣＣＴＧＴＣＣＣＴＴＴＧＴ￣３′

ＧＲＰ９４ Ｆ:５′￣ＧＡＴＧＴＧＧＡＴＧＧＣＡＣＧＧＴＡＧ￣３′
Ｒ:５′￣ＧＴＴＣＣＣＴＴＡＴＴＴＧＴＧＡＴＧＣＡ￣３′

β￣ａｃｔｉｎ Ｆ:５′￣ ＣＴＡＣＡＡＴＧＡＧＣＴＧＣＧＴＧＴＧＧ￣３′
Ｒ:５′￣ＣＧＧＴＧＡＧＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧＡＧＧ￣３′

１. １０ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组大鼠心室肌组织内

ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４、ＣＨＯＰ 及 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 表达

加入 ＲＩＰＡ 裂解液及蛋白酶抑制剂 ＰＭＳＦꎬ提取

蛋白质ꎬ测定浓度ꎮ 取样 １５ μＬ 以 １０％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
电泳ꎬ常规转膜后脱脂奶粉封闭ꎬ加一抗 ａｎｔｉ￣ＧＲＰ７８
(１ ∶ ５００)、 ａｎｔｉ￣ＧＲＰ９４ ( １ ∶ ５００)、 ａｎｔｉ￣Ｃａｓｐａｓｅ ３
(１ ∶ ５００) 及 ａｎｔｉ￣ＣＨＯＰ ( １ ∶ ２００) ４℃ 孵育过夜ꎬ
ＴＢＳＴ 洗脱 ５ ｍｉｎ×３ 次ꎬ辣根过氧化酶标抗二抗室温

孵育 ２ ｈꎬＴＢＳＴ 洗脱 １０ ｍｉｎ × ３ 次ꎬＥＣＬ 化学发光

显像[７]ꎮ
１.１１　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１７.０ 软件进行数据处理ꎮ 计量资料

以 ｘ±ｓ 表示ꎬ两两比较采用 ｔ 检验ꎬ多组之间两两比

较采用 ｑ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 肾性高血压大鼠存活率

假手术组大鼠因感染死亡 １ 只ꎮ 模型组麻醉未

苏醒 ２ 只ꎬ术后感染死亡 １ 只ꎬ手术后第 ３ 周死亡 ２
只ꎬ考虑可能由于大鼠脑出血所致ꎮ 黄芩苷组麻醉

未苏醒 １ 只ꎬ血压低于 ２０ ｋＰａ １ 只ꎬ手术后第 ６ 周死

亡 ２ 只ꎬ考虑可能由于大鼠脑出血所致ꎮ 各组大鼠

存活数量、造模数量、存活率、造模成功率详见表 ２ꎮ

表 ２. 各组实验大鼠的手术生存率和造模成功率[只(％)]
Ｔａｂｌｅ ２. Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘ￣
ｐｅｒｉｍｅｎｔ[ｎ(％)]

分　 组 ｎ 手术成功 成模

假手术组 １０ ９(９０.００) ９(９０.００)
模型组 １５ １３(８６.６７) １０(６６.６６)
黄芩苷组 １５ １４(９３.３３) １１(７３.３３)

２.２　 黄芩苷对肾性高血压大鼠血压的影响

与假手术组相比ꎬ模型组大鼠血压明显上升

(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组相比ꎬ黄芩苷组大鼠治疗后血
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压有所下降(Ｐ<０.０５ꎻ表 ３)ꎮ

表 ３. 各组大鼠血压变化(ｘ±ｓ)
Ｔａｂｌｅ ３. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓ)

分　 组 ｎ 造模前(ｋＰａ) 造模后(ｋＰａ) 治疗后(ｋＰａ)

假手术组 ９ １６.５３±０.４３ １６.３２±０.６４ １６.８２±１.０４
模型组 １０ １６.４７±１.８５ ２２.５４±１.３３ａ ２３.５３ ± １.９４ａ

黄芩苷组 １１ １５.９１±１.３２ ２３.５３±２.４２ａ １９.６７±０.７６ｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与假手术组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组比较ꎮ

２.３　 各组大鼠高频心脏超声测定结果

与假手术组相比ꎬ模型组 ＩＶＳｄ、ＬＶＰＷｄ 明显增

厚ꎬＬＶＩＤｄ 明显增大(Ｐ<０.０５ꎻ表 ４)ꎬ提示模型组大

鼠心室肌增厚ꎬ心腔扩大ꎬ符合高血压所致心室重

构特点ꎮ 与模型组相比ꎬ 黄芩苷组大鼠 ＩＶＳｄ、
ＬＶＰＷｄ 增厚减轻ꎬＬＶＩＤｄ 明显改善(Ｐ<０.０５)ꎮ 彩

超测定结果见图 １ꎮ

表 ４. 各组大鼠高频心脏超声数值变化(ｘ±ｓ)

Ｔａｂｌｅ ４. Ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ
ｗｉｔｈ ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ(ｘ±ｓ)

分　 组 ｎ ＩＶＳｄ (ｍｍ) ＬＶＰＷｄ(ｍｍ) ＬＶＩＤｄ(ｍｍ)

假手术组 ９ １.９３ ± ０.０１ １.８５ ± ０.０４ ４.８５ ± ０.２８
模型组 １０ ２.５４ ± ０.０２ａ ２.３７ ± ０.１３ａ ５.６４ ± ０.３１ａ

黄芩苷组 １１ ２.０５ ± ０.０８ｂ ２.０３ ± ０.０９ｂ ５.０３ ± ０.３９ｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与假手术组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组比较ꎮ

图 １. 各组大鼠心脏彩超测定结果　 　 Ａ 为假手术组ꎻ Ｂ 为模型组ꎻ Ｃ 为黄芩苷组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｈｅａｒｔ ｃｏｌｏｒ Ｄｏｐｐｌｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｉｍａｇｅｓ

２.４　 病理学改变

２.４.１　 心脏大体改变 　 　 假手术组心脏外观无明

显异常ꎮ 模型组大鼠心脏颜色虽无明显变化ꎬ但心

室明显扩大ꎬ且触及心室肌质地较硬ꎬ弹性较差ꎮ
黄芩苷组心脏外观基本正常ꎬ质地较模型组有弹

性ꎬ但与假手术相比仍弹性稍差ꎮ
２.４.２　 光镜观察结果 　 　 光镜下观察 ＨＥ 染色结

果:与假手术组相比ꎬ模型组心室肌纤维增粗ꎬ心肌

纤维间隔增宽ꎬ细胞核排列紊乱ꎬ可见大量淋巴细

胞侵润现象ꎻ黄芩苷组大鼠大部分心肌纤维排列整

齐ꎬ间隙紧密有序ꎬ少数心肌细胞核固缩(图 ２)ꎮ
Ｍａｓｓｏｎ 染色结果中胶原纤维呈蓝色ꎬ细胞质、

肌纤维和红细胞呈红色ꎬ细胞核呈蓝褐色ꎮ 假手术

组大鼠心室肌组织只见少许纤维组织并且呈均匀

分布ꎬＣＶＦ 为 ３.７４％ ± ０.４１％ꎮ 模型组大鼠可见大

量纤维组织ꎬ聚集于血管和心肌细胞周围ꎬＣＶＦ 为

１３􀆰 ７６％±１.３７％ꎬ与假手术组相比心室肌组织纤维

化严重(Ｐ< ０. ０５)ꎮ 黄芩苷组大鼠心室肌 ＣＶＦ 为

８􀆰 ６３％ ± ０.４７％ꎬ与模型组比较ꎬ心肌纤维化程度明

显降低(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ
２.５　 ＴＵＮＥＬ 法检测各组大鼠心室肌细胞凋亡

假手术组大鼠心室肌细胞仅有少量凋亡的细胞

(ＡＩ＝２.７８％±１.１４％)ꎻ与假手术组相比较ꎬ模型组大

鼠凋亡明显(ＡＩ ＝ ２１.９８％±２.１％ꎬＰ<０.０５)ꎻ与模型组

大鼠相比较ꎬ黄芩苷组大鼠心室肌细胞 ＡＩ 为７.４３％±
０.７２％ꎬ凋亡细胞量明显减少(Ｐ<０.０５ꎻ图 ４)ꎮ

图 ２. 各组大鼠心室肌光镜 ＨＥ 染色结果(×２００)　 　 Ａ 为假手术组ꎻ Ｂ 为模型组ꎻ Ｃ 为黄芩苷组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｍｕｓｃｌｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(×２００)

６９６ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ７ꎬ２０１７



图 ３. 各组大鼠心室肌光镜 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果(×２００)　 　 Ａ 为假手术组ꎻ Ｂ 为模型组ꎻ Ｃ 为黄芩苷组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(×２００)

图 ４. 各组大鼠心室肌细胞凋亡(×４００)　 　 Ａ 为假手术组ꎻ Ｂ 为模型组ꎻ Ｃ 为黄芩苷组ꎮ 箭头所示为凋亡细胞ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｍｙｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(×４００)

２.６ 　 各组大鼠心室肌细胞 ＭＭＰ￣９、ＭＭＰ￣２、ＣＴＧＦ
和 ＴＧＦ￣β１ 表达

与假手术组相比ꎬ模型组大鼠心室肌细胞 ＭＭＰ￣
９、ＭＭＰ￣２、ＣＴＧＦ 和 ＴＧＦ￣β１ 明显上升(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ黄芩

苷组 ＭＭＰ￣９、ＭＭＰ￣２、ＣＴＧＦ 和 ＴＧＦ￣β１ 表达明显改善

(Ｐ<０.０５ꎻ表 ５)ꎮ ＭＭＰ￣９ 及 ＭＭＰ￣２ 进行热图分析ꎬ图
中蓝色越接近 １ 端蓝色为低表达ꎬ越接近 １ 端红色为

高表达ꎻＣＴＧＦ 及 ＴＧＦ￣β１ 进行热图分析ꎬ图中蓝色越

接近 １ 端蓝色为低表达ꎬ越接近 １ 端橙色为高表达ꎬ
图中黑色框为无数据表示(图 ５)ꎮ

表 ５. 各组大鼠心肌细胞 ＭＭＰ￣９、ＭＭＰ￣２、ＣＴＧＦ 和 ＴＧＦ￣β１ 表达变化(ｘ±ｓ)
Ｔａｂｌｅ ５. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ￣９ꎬ ＭＭＰ￣２ꎬ ＣＴＧＦ ａｎｄ ＴＧＦ￣β１ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓ)

分　 组 ＭＭＰ￣９(μｇ / Ｌ) ＭＭＰ￣２(μｇ / Ｌ) ＣＴＧＦ(ｎｇ / Ｌ) ＴＧＦ￣β１(ｎｇ / Ｌ)

假手术组 １０７.５３±８.３１ １２５.３７±１０.６３ ３７６.２２±２４.６１ ２９４.３１±１９.６６

模型组 ３６５.０６±２１.７５ａ ２５４.３１±２７.４６ａ ７４２.４５±４６.３２ａ ６４３.９６±５３.０１ａ

黄芩苷组 １５８.６４±９.７７ｂ １３９.５３±７.５４ｂ ４５８.５２±３１.９１ｂ ３７５.０４±２８.４８ｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与假手术组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组比较ꎮ

图 ５. 各组大鼠差异热图

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐｓ
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２.７　 各组大鼠心室肌细胞 ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４ 表达

与假手术组相比ꎬ 模型组大鼠心室肌细胞

ＧＲＰ７８ ｍＲＮＡ 与 ＧＰＲ９４ ｍＲＮＡ 表达明显增多ꎬ具有

统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组相比ꎬ黄芩苷组大

鼠心室肌细胞 ＧＲＰ７８ ｍＲＮＡ 与 ＧＰＲ９４ ｍＲＮＡ 趋于

改善ꎬ且具有统计学意义(Ｐ<０.０５ꎻ图 ６ 和表 ６)ꎮ

图 ６. ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４ ｍＲＮＡ 扩增曲线与溶解曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ａｎｄ ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＧＲＰ７８ ｍＲＮＡ ａｎｄ ＧＲＰ９４ ｍＲＮＡ

表 ６. 各组大鼠心室肌细胞中 ＧＲＰ７８ 、ＧＲＰ９４ ｍＲＮＡ 水平

变化(ｘ±ｓ)
Ｔａｂｌｅ ６. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＲＰ７８ ｍＲＮＡ ａｎｄ ＧＲＰ９４
ｍＲＮＡ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓ)

分　 组 ＧＲＰ７８ ｍＲＮＡ ＧＲＰ９４ ｍＲＮＡ
假手术组 １.００ ± ０.０１ １.００ ± ０.０２
模型组 ２.５９ ± ０.１２ａ １.４５ ± ０.１１ａ

黄芩苷组 １.８５ ± ０.０８ｂ １.１７ ± ０.０６ｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与假手术组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组比较ꎮ

２.８ 　 各组大鼠心室肌组织 ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４、ＣＨＯＰ
和 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 表达

与假手术组相比ꎬ 模型组大鼠心室肌细胞

ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４、ＣＨＯＰ 及 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 表达升高ꎬ有统

计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组相比ꎬ黄芩苷组大鼠

心室肌细胞中 ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４、ＣＨＯＰ 及 Ｃａｓｐａｓｅ ３
均明显降低(Ｐ<０.０５ꎻ图 ７ 和表 ７)ꎮ

图 ７. 各组大鼠心室肌细胞 ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４、ＣＨＯＰ 和 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 表达　 　 Ａ 为假手术组ꎻ Ｂ 为模型组ꎻ Ｃ 为黄芩苷组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＲＰ７８ꎬ ＧＲＰ９４ꎬ ＣＨＯＰ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ ３ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ７. 各组大鼠心室肌组织 ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４、ＣＨＯＰ 和 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 相对表达(ｘ±ｓ)
Ｔａｂｌｅ ７. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＲＰ７８ꎬ ＧＲＰ９４ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ ３ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓ)

分组 ＧＲＰ７８ / β￣ａｃｔｉｎ ＧＲＰ９４ / β￣ａｃｔｉｎ ＣＨＯＰ / β￣ａｃｔｉｎ Ｃａｓｐａｓｅ ３ / β￣ａｃｔｉｎ

假手术组 １.００±０.０５ １.００±０.０１ １.００±０.０１ １.００±０.０３
模型组 ３.６９±０.２５ａ ２.３６±０.１８ａ ２.８４±０.０９ａ １.９３±０.０２ａ

黄芩苷组 １.９５±０.２２ｂ １.５４±０.０８ｂ ０.９４±０.０２ｂ ０.８６±０.１５ｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与假手术组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组比较ꎮ

８９６ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ７ꎬ２０１７



３　 讨　 论

高血压病在世界范围内是危害人类健康的重

大疾病ꎬ心脏是其主要的靶器官ꎮ 由于血压升高使

高血压患者心脏前后负荷增加ꎬ致使心肌代偿性肥

厚ꎬ发生左心室重构ꎬ而一旦心脏进入失代偿期ꎬ可
导致心力衰竭的发生ꎬ降低患者生活质量ꎬ甚至引

起不良事件[８]ꎮ 因此ꎬ逆转左心室重构成为目前治

疗高血压病的研究热点ꎮ 黄芩苷是中药黄芩的有

效成分ꎬ具有抗病毒、抗氧化、抗肿瘤、抗凋亡及降

血压等作用[９￣１３]ꎬ但在国内并未引起重视ꎬ有深入研

究价值ꎮ
心室重构是指心室由于压力、供血不足、药物

损伤等情况下所产生的形态结构和组织结构等一

系列变化ꎬ其本质是是病变修复和心室整体代偿及

继发的病理生理反应过程ꎮ 已有研究证实ꎬ心室重

构与心肌细胞凋亡及心肌纤维化有着密切关系[１４]ꎮ
凋亡的产生机制复杂ꎬ文献[１５]报道内质网应激反

应介导的细胞凋亡是一条新的细胞凋亡信号转导

通路ꎮ 蛋白质在内质网内一级结构折叠成成熟的

３、４ 级结构后ꎬ分泌到内质网外ꎮ 当内质网稳态失

衡时ꎬ内质网正确折叠蛋白质功能异常ꎬ可致误折

叠蛋白在内质网内异常聚集ꎬ同时内质网应激性蛋

白分泌增加ꎬ识别错误折叠蛋白ꎬ并通过蛋白酶体

将其降解ꎬ上述一系列反应过程即内质网应激反应

(ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓꎬＥＲＳ)ꎮ ＥＲＳ 发生后ꎬ
内质网通过上调分子伴侣蛋白 ＧＲＰ７８ 及 ＧＲＰ９４ 表

达、抑制蛋白质合成、加速错误折叠和未折叠蛋白

质降解等方式缓解 ＥＲＳꎮ 然而持续或较严重的 ＥＲＳ
则触发凋亡信号ꎬ诱导 ＣＨＯＰ、Ｃａｓｐａｓｅ ３ 等促凋亡因

子的表达及活化ꎬ引起细胞凋亡[１６￣１７]ꎮ ＭＭＰ￣９、
ＭＭＰ￣２ 是重塑细胞外基质的关键因子[１８]ꎬＴＧＦ￣β１
是公认的致纤维化因子之一ꎬ参与了多个器官或组

织纤维化的形成[１９]ꎮ ＣＴＧＦ 具有促进有丝分裂、心
脏成纤维细胞增殖和细胞基质合成等作用ꎬ并且使

成纤 维 细 胞 向 肌 纤 维 细 胞 转 化ꎬ 促 进 心 肌 纤

维化[２０]ꎮ
本研究通过对大鼠尾动脉测量血压发现黄芩

苷对于肾性高血压大鼠具有一定降压效果ꎮ 心脏

超声观察到黄芩苷组大鼠 ＩＶＳｄ、ＬＶＰＷｄ 及 ＬＶＩＤｄ
各项指标明显改善ꎬ同时发现黄芩苷可以使肾性高

血压组大鼠心肌纤维排列紊乱得到明显改善ꎬ变
性、坏死心肌细胞减少ꎬ心肌细胞间质水肿减轻ꎬ间
质纤维化明显减少ꎬ纤维化相关因子 ＭＭＰ￣９、ＭＭＰ￣
２、ＣＴＧＦ 和 ＴＧＦ￣β１ 表达明显减少ꎬ这与 Ｍａｓｓｏｎ 染

色结果趋势相同ꎻ应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 与 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
技术证实个组大鼠心肌细胞 ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４ 的蛋白

表达水平与 ｍＲＮＡ 的转录水平趋势相同ꎬ说明黄芩

苷可缓解 ＥＲＳꎬ减少 ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４ 的表达ꎬ使促凋

亡因子 ＣＨＯＰ、Ｃａｓｐａｓｅ ３ 表达减少ꎬ进而减少心肌细

胞凋亡ꎬ抑制心室重构ꎮ
综上所述ꎬ黄芩苷可通过减少肾性高血压大鼠

心肌细胞凋亡ꎬ抑制心肌纤维化的发生ꎬ进而改善

心室重构的发生ꎮ 但上述实验结果只能部分解释

黄芩苷逆转心室重塑和提高心功能的机制ꎬ至于黄

芩苷是如何抑制 ＥＲＳ 凋亡信号通路或其他细胞凋

亡通路ꎬ使心肌细胞凋亡减少及则有待后续实验加

以阐明ꎮ
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