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黄连素抗慢性心力衰竭机制的动物实验研究

张恩浩，钟国强，黎庆捷，何　艳　（广西医科大学第一附属医院心内科，广西 南宁 ５３００２１）

　　［摘　要］　目的　探讨黄连素抗慢性心力衰竭（ＣＨＦ）的机制。方法　腹腔注射阿霉素（每周２．８ｍｇ／ｋｇ，共１０周）以建立ＳＤ
大鼠慢性心力衰竭模型；将建立慢性心力衰竭模型的ＳＤ大鼠（２０只）随机分为黄连素治疗组（１０只）与安慰剂对照组（１０只），并
随机选取１０只ＳＤ大鼠作为正常对照组。黄连素治疗组予以黄连素２１ｍｇ·ｋｇ１·ｄ１，灌胃４周，正常对照组与安慰剂对照组予以
等量蒸馏水。采用ＥＬＩＳＡ、实时荧光定量ＰＣＲ方法分别检测大鼠血清肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、血清脑钠肽（ＢＮＰ）及ｉＮＯＳ基因表
达。结果　黄连素治疗组的血清ＢＮＰ、ＴＮＦα的值均显著低于干预前和ＣＨＦ安慰剂组的水平（Ｐ＜０．０５）；黄连素治疗组ｉＮＯＳ基因
表达明显低于干预前和ＣＨＦ安慰剂组（Ｐ＜０．０１）。结论　黄连素抗心衰机制与其降低心衰大鼠的血清 ＢＮＰ、ＴＮＦα水平和抑制
ｉＮＯＳ基因的表达相关。
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４ｗｅｅｋｓｗｈｉｌｅｔｈｏｓｅｉｎＣＨＦｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｗｉｔｈｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒ．ＳｅｒｕｍＢＮＰａｎｄＴＮＦαｗｅｒｅａｓ
ｓｅｓｓｅｄｂｙＥＬＩＳＡ，ｉＮＯＳｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＳｅｒｕｍＢＮＰａｎｄＴＮＦαｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｔｔｅｎｕａｔｅｄｉｎ
ｂｅｒｂｅｒｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｂｅｆｏｒｅｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄｔｈｏｓｅｉｎＣＨＦｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｉＮＯＳｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｗｅｒｅ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｂｅｒｂｅｒｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｂｅｆｏｒｅｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄｔｈｏｓｅｉｎＣＨＦｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｂｅｒｂｅｒｉｎｅｉｎｔｒｅａｔｉｎｇｃｈｒｏｎｉｃｈｅａｒｔｆａｉｌｕｒｅｗａｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｓｅｒｕｍＴＮＦαａｎｄｉＮＯＳｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ；ｃｈｒｏｎｉｃｈｅａｒｔｆａｉｌｕｒｅ；ＴＮＦα；ｉＮＯＳ；ｒａｔ

　　慢性心力衰竭（ｃｈｒｏｎｉｃｈｅａｒｔｆａｉｌｕｒｅ，ＣＨＦ）发生的
机制复杂，有研究发现过量表达的肿瘤坏死因子α
（ＴＮＦα）在心衰发生过程中具有重要作用［１３］，其可诱

导心肌细胞凋亡，减少胞浆内钙离子流动，诱导诱生型

一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）表达而产生大量一氧化氮
（ＮＯ），同时可促进 ＩＬ１β、ＩＬ６、γ干扰素等的分泌，从
而诱发和加重心力衰竭。研究表明黄连素具有较好治

疗心力衰竭的作用［４６］，但其作用机制尚不清楚。本研

究以ＳＤ大鼠为研究对象，检测黄连素治疗大鼠慢性心
力衰竭中的ＴＮＦα、血清脑钠肽（ＢＮＰ）及ｉＮＯＳ基因表
达，为阐明黄连素治疗心力衰竭机制提供依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
６０只健康、清洁级雄性 ＳＤ大鼠，体重（２２０±２０）ｇ，由广西

医科大学实验动物中心供应，合格证号：桂检证字（２０００）第００１
号。采用随机数字表法随机抽取 ＳＤ大鼠１０只作为正常对照
组，其余５０只用于慢性心力衰竭造模，其中造模成功的大鼠
（２０只）再采用随机数字表法随机分为黄连素治疗组和安慰剂
对照组，各组分别为１０只。

１．２　慢性心力衰竭造模方法
按照参考文献［７］的方法，造模组给予腹腔注射阿霉素每

周２．８ｍｇ／ｋｇ，共１０周，停药观察１周，采用超声心动图对存活
大鼠检测诊断，判断是否造模成功。

１．３　大鼠慢性心力衰竭造模成功判断标准
参考美国心脏病学会／美国心脏学会（ＡＣＣ／ＡＨＡ）指南

（２００９年），采用ＰｈｉｌｉｐｓＳｏｎｏｓ７５００型超声显像仪（探头频率１２
ＭＨｚ）连续测３个心动周期的左室舒张末内径（ＬＶｉＤｄ，ｍｍ）、左
室收缩末内径（ＬＶｉＤｓ，ｍｍ）、左室舒张末容积（ＬＶＤＶ）、左室收

·８５２·
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缩末容积（ＬＶＳＶ），取其平均值，经 Ｓｉｍｐｓｏｎ法换算左室射血分
数及左室缩短分数（ＬＶＥＦ、ＬＶＦＳ），计算公式：ＬＶＥＦ＝［（ＬＶＤＶ
－ＬＶＳＶ）／ＬＶＤＶ］×１００％，ＬＶＦＳ＝［（ＬＶＤＤ－ＬＶＳＤ）／ＬＶＤＤ］×
１００％，结合大鼠血清ＢＮＰ检测［８］结果综合判断是否造模成功。

１．４　给药方法
ＣＨＦ黄连素治疗组予以黄连素 ２１ｍｇ·ｋｇ１·ｄ１，灌胃

４周，正常对照组与 ＣＨＦ安慰剂对照组予以等量蒸馏水灌胃
４周。

１．５　血清ＴＮＦα、ＢＮＰ的检测
大鼠分别于干预前及处死前，在全麻状态下，鼠股静脉处

抽取血液标本，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ分离血清，采用 ＥＬＩＳＡ
方法（试剂盒购自武汉华美公司）检测大鼠血清中 ＢＮＰ、ＴＮＦα
浓度，操作步骤参照试剂盒说明进行。

１．６　实时荧光定量ＰＣＲ检测ｉＮＯＳ基因表达
１．６．１　总ＲＮＡ的提取　　处死大鼠后，剪取５０～８０ｍｇ大鼠
心脏组织放入研钵中，加入少量液氮，迅速研磨，按总 ＲＮＡ提
取试剂盒（天根公司）步骤操作，提取总 ＲＮＡ，并测定提取样品
ＲＮＡ的ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值。
１．６．２　引物设计与合成　　以βａｃｔｉｎ基因为内参照，参考相
关文献中大鼠βａｃｔｉｎ［９］、ｉＮＯＳ［１０］引物（表１），由上海 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
生命技术公司合成。

表１　βａｃｔｉｎ、ｉＮＯＳ基因引物序列信息

基因名称 引物序列 扩增片段长度

βａｃｔｉｎＦｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ５＇ＡＧＧＣＣＣＣＴＣＴＧＡＡＣＣＣＴＡＡＧ３＇

βａｃｔｉｎＲｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ　５＇ＣＣＡＧＡＧＧＣＡＴＡＣＡＧＧＧＡＣＡＡＣ３＇
１１８ｂｐ

ｉＮＯＳＦｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ５＇ＴＧＧＴＣＣＡＡＣＣＴＧＣＡＧＧＴＣＴＴ３＇

ｉＮＯＳＲｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ　５＇ＣＡＧＴＡＡＴＧＧＣＣＧＡＣＣＴＧＡＴＧＴ３＇
１２１ｂｐ

１．６．３　基因扩增效率及Ｃｔ值计算　　按逆转录试剂盒说明书
操作合成ｃＤＮＡ，按ＴＡＫＡＲＡ试剂盒说明书采用 ＡＢＩ７５００ＰＣＲ
仪进行实时荧光定量 ＰＣＲ（扩增条件为：９５℃预变性 ３０ｓ，
９５℃５ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，４０个循环），绘制标准曲线，比
较内参照基因（βａｃｔｉｎ）与 ｉＮＯＳ基因的扩增效率，βａｃｔｉｎ标准
曲线的Ｍ值即斜率与 ｉＮＯＳ基因 Ｍ值的差值小于 ０．１，提示
βａｃｔｉｎ和ｉＮＯＳ扩增效率相同，可采用２△△ＣＴ法进行相对定量，
测定各标本的Ｃｔ值，并对ＰＣＲ产物进行电泳鉴定。

１．７　统计方法
使用ＳＰＳＳ１３．０软件包，对不同组间 ＬＶｉＤｄ、ＬＶｉＤｓ、ＬＶＥＦ

的比较采用ｔ检验分析；对组间血清ＢＮＰ、ＴＮＦα及荧光定量检
测数据的比较采用单因素方差分析。Ｐ＜０．０５有统计学差异。

２　结果

２．１　慢性心力衰竭造模
与正常对照组相比，造模组５０只ＳＤ大鼠腹腔注射阿霉素

后，均出现毛疏松、易脱，饮食量减少，体重增加缓慢，口鼻紫

绀，呼吸频率增加、活动减少等症状体征。慢性心力衰竭造模

组存活２０只，存活造模大鼠的ＬＶｉＤｄ、ＬＶｉＤｓ、ＬＶＥＦ及血清ＢＮＰ

均显著高于正常对照（Ｐ＜０．０５），结果见表１。提示慢性心力
衰竭造模成功。

表１　大鼠心脏超声心动图及血清ＢＮＰ检查结果（珔ｘ±ｓ）

组别
例数

（ｎ）

ＬＶｉＤｄ

（ｍｍ）

ＬＶｉＤｓ

（ｍｍ）
ＬＶＥＦ 血清ＢＮＰ

正常对照组 １０ ５．１６±０．３４ ３．３７±０．２２ ０．７８１±０．０４５ ２１．７±８．２

造模成功组 ２０　６．０３±０．４８ ４．２３±０．４８　０．６６１±０．０５１　６２．６±１０．９

：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　黄连素对ＣＨＦ大鼠血清ＢＮＰ、ＴＮＦα的影响
由表２可见，黄连素治疗组的血清ＢＮＰ、ＴＮＦα的值均显著

低于干预前和ＣＨＦ安慰剂组的水平（Ｐ＜０．０５），提示黄连素具
有一定降低慢性心力衰竭大鼠血清ＢＮＰ、ＴＮＦα的作用。
表２　黄连素对ＣＨＦ竭大鼠血清ＢＮＰ、ＴＮＦα的影响（珔ｘ±ｓ）

　　组别
例数

（ｎ）

　ＢＮＰ

（ｎｇ／ｍＬ）

　ＴＮＦα
（ｎｇ／ｍＬ）

正常对照组 １０ ２１．７±８．２ １．１４±０．４５

心衰模型干预前 ２０ ６２．６±１０．９ ２．２０±０．３９

黄连素治疗组 １０ ６０．０±１１．３＃ １．７０±０．２３＃

ＣＨＦ安慰剂组 １０ ７１．３±７．１ ２．２４±０．２８

∶与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃∶与 ＣＨＦ安慰剂组比较，
Ｐ＜０．０５

２．３　ｉＮＯＳ基因表达
与正常对照组心肌细胞相比，慢性心力衰竭模型大鼠心肌

细胞ｉＮＯＳ基因表达明显增高（Ｐ＜０．０１），黄连素治疗组 ｉＮＯＳ
基因表达明显低于干预前和 ＣＨＦ安慰剂组（Ｐ＜０．０１），同时
ＣＨＦ安慰剂组大鼠 ｉＮＯＳ基因呈现持续高表达，提示黄连素可
抑制慢性心力衰竭大鼠的ｉＮＯＳ基因表达。

３　讨论

有研究表明，内源性神经内分泌和细胞因子激活

形成的调控网络在慢性心力衰竭发生发展中起着十分

重要的作用［１３］。ＴＮＦα具有多种生物学功能，可促使
心肌肥大、细胞凋亡等，导致心肌收缩能力和顺应性下

降，与心功能损害程度呈正相关，是 ＣＨＦ发生和发展
的一关键因子。ＴＮＦα可诱导诱生型一氧化氮合酶表
达而产生大量一氧化氮，激活蛋白激酶 Ｇ（ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＧ，ＰＫＧ），诱导细胞膜超极化，导致电压门控式钙
通道关闭，同时ＰＫＧ可降低肌钙蛋白对钙离子的敏感
性，抑制磷酸肌醇水解，从而导致心肌收缩力降低［１１］。

高浓度的 ＮＯ还可增加 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比值、增加 Ｆａｓ表
达、下调Ｘ相关凋亡蛋白抑制剂（ＸＩＡＰ）水平等通路诱
导心肌细胞凋亡，引起迟发性心肌收缩力降低［１２］。而

ＢＮＰ可通过鸟苷酸环化酶促进血管扩张和尿钠排泄，
具有反向调节交感神经系统和肾素血管紧张素醛固

·９５２·
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酮系统（ＲＡＡＳ）的作用，在 ＣＨＦ代偿过程中发挥重要
作用，且ＢＮＰ在早期 ＣＨＦ患者血浆中的含量就已增
加，因此可将ＢＮＰ作为诊断ＣＨＦ的一个敏感指标［８］。

黄连素能增强心力衰竭模型动物的心肌收缩力及

改善血管舒缩功能［４６］，但其抗心衰机制不明。因此本

研究观察黄连素治疗慢性心力衰竭模型大鼠的血清

ＴＮＦα、ＢＮＰ以及 ｉＮＯＳ基因表达的变化，为阐明黄连
素抗心衰机制提供依据。采用腹腔注射阿霉素以建立

慢性心力衰竭大鼠模型，共２０只 ＳＤ大鼠心力衰竭模
型建立成功。通过超声心动图及血清 ＢＮＰ检测证实，
ＳＤ大鼠左室舒张末径和左室收缩末径增大，左室射血
分数降低，且血清ＢＮＰ显著升高。

本研究显示，黄连素具有降低慢性心力衰竭大鼠

血清ＢＮＰ、ＴＮＦα水平以及抑制 ｉＮＯＳ基因表达的作
用，推测黄连素抗心衰作用与该作用有关。由于血液

ＴＮＦα的升高可因心衰的发生引起，也可促进心衰的
发展，黄连素可能通过降低 ＴＮＦα水平、抑制 ｉＮＯＳ基
因表达，减少ＮＯ促进心衰发展的作用，其可能是黄连
素抗心衰的机制之一，该结论有待进一步研究证实。
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２　结果

　　术后 ２４ｈ拆除绷带，术后 １个月复查，一块羟基磷灰石
（３ｍｍ×２ｍｍ）游走至左眼右上方球结膜下，取出，余结膜切口
愈合好，未见义眼台暴露，眼眶饱满，安置义眼后角膜突度计检

查１５／１４ｍｍ（眶外缘距离１０５ｍｍ），左眼睑裂高１０ｍｍ，患者满
意。随访观察１年，未再发生义眼台后退，结膜无开裂。

３　讨论

　　本例患者在植入义眼台后，眶脂肪逐渐萎缩，导致植入的
义眼台后退，影响外观，如果换用较大的义眼，则可能由于义眼

过重，长期压迫下睑导致睑外翻，且手术损伤大更易发生并发

症。因此，我们采用在原义眼台后另外再填充羟基磷灰石。手

术切口应该选择在结膜囊较深的位置，以避免瘢痕收缩致浅结

膜囊，也可以防止伤口愈合不良，使得原义眼台暴露。新植入

物放在原义眼台后方或侧后方，可防止其与结膜接触使结膜开

裂，另外，也可尽量保证结膜面的光滑平整，有利于安置义眼。

由于植入的羟基磷灰石是数个碎块，早期未血管化时，可在眼

内移动，此例患者再次手术后１个月复查，就发现一块羟基磷
灰石游走至右上方球结膜下。眶脂肪是眼眶内的重要填充物，

外伤、手术、植入的异物均可能导致其吸收，从而影响眼眶的饱

满程度，手术时应尽量避免过度损伤眶脂肪。
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