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抗纤益心方对扩张型心肌病大鼠Ｓｍａｄ３及其相关ｍｉＲＮＡｓ的影响
杨 曦，熊 剑，魏云杰△

（湖北省十堰市太和医院·湖北医药学院附属医院心血管内科，湖北 十堰 ４４２０００）
摘要：目的 探讨抗纤益心方对扩张型心肌病大鼠 Ｓｍａｄ３，ｍｉＲ－２３－３ｐ，ｍｉＲ－１４５－５ｐ表达的影响。方法 将９０只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分
为正常对照组（Ａ组）、模型组（Ｂ组）、卡托普利组（Ｃ组）、抗纤益心方低剂量组（Ｄ组）、抗纤益心方中剂量组（Ｅ组）和抗纤益心方高剂
量组（Ｆ组）。Ａ组大鼠常规饲养，其余各组大鼠制备扩张型心肌病大鼠模型；制模成功后，Ｂ组每日灌胃卡托普利１０．１２５ｍｇ／ｋｇ，Ｄ组、

Ｅ组、Ｆ组每日分别灌胃抗纤益心方４．７，９．４，１８．８ｍｇ／ｋｇ。药物干预８周后，检测大鼠心功能，取腹腔主动脉血，荧光定量聚合酶链式
反应（ＰＣＲ）法测定 ｍｉＲ－２３－３ｐ和 ｍｉＲ－１４５－５ｐ的表达水平；取心肌组织，采用蛋白质印迹（ＷＢ）法测定 Ｓｍａｄ３蛋白表达；酶联
免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法检测匀浆液转化生长因子 β（ＴＧＦ－β）、基质金属酶 －１（ＭＭＰ－１）及基质金属酶 －１抑制剂（ＴＩＭＰ－１）蛋白水
平。结果 与 Ａ组相比，Ｂ组大鼠的左室收缩末压（ＬＶＥＳＰ）和左心室内压最大上升 ／下降速率（±ｄｐ／ｄｔｍａｘ）明显下降，左室舒张末压
（ＬＶＥＤＰ）明显上升；与 Ｂ组相比，Ｃ组、Ｄ组、Ｅ组、Ｆ组大鼠的 ＬＶＥＳＰ和 ±ｄＰ／ｄｔｍａｘ上升，ＬＶＥＤＰ下降；与 Ｄ组相比，Ｅ组和 Ｆ组大鼠的

ＬＶＥＳＰ和±ｄＰ／ｄｔｍａｘ上升，ＬＶＥＤＰ下降，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与 Ａ组相比，Ｂ组大鼠的心肌 Ｓｍａｄ３表达水平明显升高，循
环 ｍｉＲ－２３－３ｐ，ｍｉＲ－１４５－５ｐ表达水平明显降低；与 Ｂ组相比，Ｃ组、Ｄ组、Ｅ组、Ｆ组大鼠的心肌 Ｓｍａｄ３表达水平均明显降低，循环
ｍｉＲ－２３－３ｐ，ｍｉＲ－１４５－５ｐ表达水平均明显升高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与 Ｄ组相比，Ｅ组和 Ｆ组大鼠的循环 ｍｉＲ－２３－
３ｐ和 ｍｉＲ－１４５－５ｐ表达依次升高，Ｓｍａｄ３表达依次降低，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），表明心肌 Ｓｍａｄ３表达水平与循环 ｍｉＲ－
２３－３ｐ，ｍｉＲ－１４５－５ｐ表达水平呈负相关性（Ｐ＜０．０５）。与 Ａ组相比，Ｂ组大鼠的 ＴＧＦ－β和 ＭＭＰ－１表达水平明显升高，ＴＩＭＰ－１表
达水平明显降低（Ｐ＜０．０１）；与 Ｂ组相比，Ｃ组、Ｄ组、Ｅ组、Ｆ组大鼠的 ＴＧＦ－β和 ＭＭＰ－１表达水平明显降低，ＴＩＭＰ－１表达水平明显
升高；与Ｄ组相比，Ｅ组和 Ｆ组大鼠的 ＴＧＦ－β和 ＭＭＰ－１水平均依次降低，ＴＩＭＰ－１水平依次升高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
结论 抗纤益心方可上调扩张型心肌病大鼠 ｍｉＲ－２３－３ｐ，ｍｉＲ－１４５－５ｐ表达，下调 Ｓｍａｄ３表达，进而影响 ＴＧＦ－β／Ｓｍａｄ３通路的功
能，可能为其改善心室重构的作用机制之一。
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Ｃ，Ｄ，Ｅ，Ｄ，Ｆｄｅｓｃｅｎｄｅｄｅｖｉｄｅｎｔｌｙ，ａｎｄｔｈｅｉｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＴＩＭＰ－１ｉｎｃｒｅａｓｅｄｏｂｖｉｏｕｓｌｙ．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＤ，ｔｈｅＴＧＦ－βａｎｄ
ＭＭＰ－１ｉｎｇｒｏｕｐｓＥ，Ｆｄｅｓｃｅｎｄｅｄｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅｉｒＴＩＭＰ－１ｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ ＫａｎｇｘｉａｎｙｉｘｉｎＰｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｃｏｕｌｄｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｍｉＲ－２３－３ｐａｎｄｍｉＲ－１４５－
５ｐ，ｗｈｉｌｅｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｍａｄ３，ｔｈｕｓｉｎｆｌｕｅｎｃｅＴＧＦ－β／Ｓｍａｄ３ｐａｔｈｗａｙｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｄｉｌａｔｅｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ｗｈｉｃｈ
ｍａｙｂｅｏｎｅｏｆｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｔｏｉｍｐｒｏｖｅｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＫａｎｇｘｉａｎｙｉｘｉｎＰｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ；ｄｉｌａｔｅｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ；Ｓｍａｄ３；ｍｉＲＮＡｓ；ＴＧＦ－β

扩张型心肌病（ＤＣＭ）指以心室心腔扩大和收缩功
能障碍为特征的复合型心肌病，会引起心力衰竭（简称

心衰）、心律失常和猝死犤１犦。该病的发病群体以 ５０岁以
上中年人居多，起病缓慢，早期诊出率较低犤１犦，且病因不

明，致死率较高，无特效治疗手段，预后极差犤２犦。中医根

据 ＤＣＭ的症状及病理特点，将其归于“心衰病”“水肿”
“心水”等范畴，病机在于心之阳气不足，无力推动血行，

瘀血积聚，或水饮不化，痰湿停留，继而使心体胀大犤３犦，

因此益气、活血、利水为治疗该病的基本原则。西医常规

治疗以对症治疗、控制心律失常和心衰、纠正心室重构

为主，但其远期疗效有限；中医可明显缓解其临床症状，

毒副作用较西药少，在改善心肌异常、逆转心肌纤维化，

降低病死率，提高生活质量，改善预后方面均有明显优

势犤３－４犦。抗纤益心方具有益气升陷、活血化瘀功效，能改

善临床症状，减小左室舒张末内径、左房内径，改善心

功能犤５－６犦。王振涛等犤７犦的研究结果显示，抗纤益心方可

下调 ＤＣＭ模型大鼠基质金属蛋白酶 －１（ＭＭＰ－１）和
上调基质金属蛋白酶 －１抑制剂（ＴＩＭＰ－１）蛋白水平，
减轻心肌组织纤维化，抑制心室重构。张会超等犤８犦也观

察到抗纤益心方对ＤＣＭ大鼠心肌纤维化有一定的抑制
作用，并能改善心功能，其作用机制与转化生长因子 β
（ＴＧＦ－β）／Ｓｍａｄｓ信号系统密切相关。微小 ＲＮＡ
（ｍｉＲＮＡｓ或 ｍｉＲｓ）是一系列长约 ２２ｎｔ的非编码 ＲＮＡ，
能通过海绵作用吸附其靶向ｍＲＮＡ，调控了有机体超过
７０％的基因活动，是近几年病理机制研究的热点，为诸
多疾病的临床诊治提供了新靶点和新方向。心肌纤维化

增生导致的心室重构是扩张型心肌病发生与发展的中

心环节犤９犦。本研究中选取 Ｓｍａｄ３，对可能调控其 ｍＲＮＡ
表达的ｍｉＲ－２３－３ｐ和ｍｉＲ－１４５－５ｐ进行了分析，观察
了抗纤益心方对各指标的影响，以及各指标间的关系，探

讨抗纤益心方治疗ＤＣＭ的作用机制。现报道如下。
１ 材料与方法

１．１ 仪器、试药与动物
仪器：ＡＢＩ７５００型实时荧光定量聚合酶链式反应

（ＰＣＲ）扩增仪（美国应用生物系统公司）；Ｎａｎｏｄｒｏｐ分光

光度计（天根生化科技 ＜北京 ＞有限公司）；Ｍｉｎｉ－
ＰＲＯＴＥＡＮＴｅｔｒａ小垂直板电泳槽（伯乐生命医学产品
＜上海＞有限公司）；Ｔｒａｎｓ－Ｂｌｏｔ小型转印槽（伯乐生命
医学产品＜上海 ＞有限公司）；Ｉｍａｇｅ－ＰｒｏＰｌｕｓ６．０图
像处理分析系统（美国 ＭｅｄｉａＣｙｂｅｍｅｔｉｃｓ公司）；１－１４ｋ
型台式高速冷冻离心机（德国 Ｓｉｇｍａ公司）；Ｖｅｖｏ７７０ＴＭ

型小动物彩色多普勒超声仪犤加拿大 ＶｉｓｕａｌＳｏｎｉｃｓＩｎｃ．
公司，电压为牗２２０±２２牘Ｖ，频率为牗５０±１牘Ｈｚ，主机采集
频率≥１０００Ｈｚ，大鼠实验探头频率为１５～２２ＭＨｚ犦。

试药：抗纤益心方为干浸膏，由党参、黄芪、云苓、白

术、丹参、川芎、红花、赤芍、泽兰和益母草组方，由医院

制剂室提供，每 １ｇ浸膏相当于生药 ４ｇ；呋喃唑酮片
（山西云鹏制药有限公司，批号为 Ｉ－１４０２３９３７）；卡托
普利片（常州制药厂有限公司，批号为 Ｉ－Ｂ２０２３７３１）；
戊巴比妥钠（中国医药 ＜集团 ＞上海化学试剂公司，批
号为 Ｆ２００２１２１６）；Ｓｍａｄ３多克隆抗体和辣根过氧化物
酶标记的二抗（中国 Ａｂｃａｍ官网，批号分别为
ＧＲ１６０５１６－２，ＧＲ１６０３１１－１）；ｍｉＲ－２３－３ｐ、ｍｉＲ－
１４５－５ｐ扩增引物（生工生物工程 ＜上海 ＞股份有限公
司，批号分别为 ２０１６０２１１，２０１６０２１８）；实时荧光定量
ＰＣＲ试剂盒（上海罗氏公司，批号为 ７５１１７）；ＴＧＦ－β、
ＭＭＰ－１及 ＴＩＭＰ－１酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂
盒（生工生物工程 ＜上海 ＞股份有限公司，批号分别为
Ｄ７３０４４３，Ｄ７３０５６６，Ｄ７３０５８２）。

动物：健康清洁级 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ９０只，雌雄各半，
６～８月龄，体质量（２２０±２０）ｇ，购自山东鲁抗动物中心
犤合格证号为 ＳＣＸＫ（鲁）２０１６－０００３犦。所有大鼠常规饲
养，自由进食进水，温度２２～２５℃，相对湿度４０％～６０％。
本研究经湖北医药学院动物伦理委员会审批，动物饲

养、干预及处死等操作均遵循有关实验动物管理和使

用规定。

１．２ 试验方法
动物分组与模型制备：所有大鼠适应性饲养１周后

称定体质量，根据体质量进行随机区组化分组，分为对

照组（Ａ组）、模型组（Ｂ组）、卡托普利组（Ｃ组）、抗纤益

·实验研究·
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心方低剂量组（Ｄ组）、抗纤益心方中剂量组（Ｅ组）和抗
纤益心方高剂量组（Ｆ组），各 １５只。Ａ组正常饲养；其
余 ５组均参照文献犤１０犦的方法制备 ＤＣＭ大鼠模型，将
存活大鼠行超声心动图检查，与Ａ组大鼠比较，左心室
腔扩大，室壁变薄，左心室射血分数低于４０％为造模成
功犤７犦。造模成功后予以药物干预，根据 ＬＤ５０实验犤１１犦确定

动物的有效给药剂量，以此设置抗纤益心方高、中、低３
个剂量。Ｃ组大鼠每日灌胃卡托普利 １０．１２５ｍｇ／ｋｇ；Ｄ
组、Ｅ组、Ｆ组大鼠每日分别灌胃抗纤益心方 ４．７，９．４，
１８．８ｍｇ／ｋｇ；Ａ组与Ｂ组大鼠予等量无菌蒸馏水灌胃刺
激。共灌胃 ８周，给药期间，Ｂ组有 ２只大鼠死亡，Ｄ组
有１只死亡，其余大鼠均进行后续实验，并纳入最终的
试验结果中，最终 Ａ组、Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组、Ｅ组和 Ｆ组的
大鼠样本量分别为１５，１３，１５，１４，１５，１５只。

超声心动图测定心功能：各组大鼠最后 １次给药
２４ｈ后，给予 ５０ｍｇ／ｋｇ１％戊巴比妥钠麻醉，采用超声
心动图检测大鼠心功能指标：左室收缩末压（ＬＶＥＳＰ）、
左室舒张末压（ＬＶＥＤＰ）及左心室内压最大上升 ／下降
速率（±ｄｐ／ｄｔｍａｘ）。

蛋白质印迹（ＷＢ）法检测心肌 Ｓｍａｄ３蛋白表达：将
大鼠麻醉后，先开腹，取腹腔主动脉血 ２ｍＬ，用于荧光
定量 ＰＣＲ试验，再开胸腔取心脏，吸干水分，并称定质
量。从心尖位置沿冠状面切取心肌组织２份，－８０℃存
储。取待测心肌 １００ｍｇ，置 ２ｍＬ离心管中，剪碎，加入
４００μＬ裂解液（ＲＩＰＡ∶ＰＭＳＦ＝１００∶１），电动匀浆器匀
浆，充分裂解后离心，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，将上清
液转移至新的 ＥＰ管中，－２０℃存储，当天使用。首先，
采用 ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度，应用 ｂｕｆｆｅｒ缓冲液配
置质量浓度为 １．０μｇ／μＬ的混悬液，以备 ＳＤＳ－聚丙
烯酰胺凝胶电泳。使用 ５％浓缩胶和 １０％分离胶进行
蛋白电泳；上样前先将蛋白质样本煮沸 １０ｍｉｎ使其变
性，上样时调整上样量，保证一致；先８０Ｖ电泳３０ｍｉｎ，
再 １２０Ｖ至电泳完成；８０Ｖ恒压转膜 １ｈ；室温条件用
５％脱脂奶粉封闭２ｈ；加入用 Ｔｗｅｅｎ－２０Ｔｒｉｓ盐酸稀释
的Ｓｍａｄ３多克隆抗体（１∶１０００）４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ液清
洗 ３次，每次 １０ｍｉｎ；加入辣根过氧化物酶标记的二抗
（１∶１０００）室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ液清洗３次，每次１０ｍｉｎ；
ＥＣＬ显色液Ａ液和Ｂ液混合均匀１ｍｉｎ后，将膜蛋白面
与ＥＣＬ底物充分接触１ｍｉｎ，放入Ｘ光片夹中；置暗室中
曝光、显影、定影。显影后扫描蛋白质印迹显影图，用ＩｍａｇｅＪ
图像分析软件分析条带灰度值，以目标蛋白质条带灰度

值与内参蛋白（β－ａｃｔｉｎ）条带灰度值的比值（Ｓｍａｄ３／
β－ａｃｔｉｎ）代表目标蛋白质的相对表达量。

双荧光素酶试验测定 Ｓｍａｄ３和 ｍｉＲＮＡｓ间的靶向

性：试验细胞为大鼠心肌成纤维细胞，培养至对数生长

期，接种至 ９６孔板，设为 ｐｍｉｒ－ＧＬＯ组、Ｓｍａｄ３－ＷＴ
组、Ｓｍａｄ３－ＭＵＴ组，每组６个复孔。分别将 ｐｍｉｒ－ＧＬＯ
质粒、Ｓｍａｄ３－ＷＴ质粒和 Ｓｍａｄ３－ＭＵＴ质粒转染至相
应的细胞，培养 ６ｈ，更换培养基再培养 ４８ｈ。将转染后
的细胞进一步分为 ２个亚组，分别采用 ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ
（ｍｉＲ－１４５－５ｐ，ｍｉＲ－１２９－３ｐ，ｍｉＲ－２３－３ｐ）及其对
照 ＮＣｍｉｍｉｃｓ干预，加入相应 ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ和 ＮＣ
ｍｉｍｉｃｓ，更换培养基培养２４ｈ后行双荧光素酶报告基因
实验。按双荧光素酶报告试剂盒说明书要求裂解细胞，

配置发光液，先将２０μＬ样品置入测量管，再加入１００μＬ
发光液，轻轻敲击管壁，使其混匀。记录萤火虫荧光素酶

的相对荧光活性。

实时荧光定量 ＰＣＲ法检测 ｍｉＲ－２３－３ｐ及 ｍｉＲ－
１４５－５ｐ的表达水平：采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取全血总ＲＮＡ，用
ｎａｎｏｄｒｏｐ分光光度计检测ＲＮＡ的纯度和浓度，质量合格
的样本置－８０℃保存，用于后续试验。采用 Ｐｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ进行 ＲＮＡ反转
录，严格按试剂盒步骤操作。反转录完成后置－８０℃保
存备用。采用 ＧｏＴａｑｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒和 ＡＢＩ
７５００型实时荧光定量 ＰＣＲ扩增仪检测 ｍｉＲ－２３－３ｐ
和ｍｉＲ－１４５－５ｐ的表达水平。反应体系：ＧｏＴａｑｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ２５μＬ，ｕｐｓｔｒｅａｍｐｒｉｍｅｒ１．０μＬ，ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ
ｐｒｉｍｅｒ１．０μＬ，模板ｃＤＮＡ１．０μＬ。反应条件：９５℃１ｍｉｎ，
９５℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，共扩增４０个循环；溶解
曲线９５℃１５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，９５℃ １ｓ。每个样本做 ３个
重复，最终的 Ｃｔ值取３个重复的平均值。选择Ｕ６作为
内参基因，ｍｉＲ－２３－３ｐ和 ｍｉＲ－１４５－５ｐ的相对表达
量以公式 ｎ＝２－ΔΔＣｔ来计算。

ＥＬＩＳＡ法检测 ＴＧＦ－β、ＭＭＰ－１及 ＴＩＭＰ－１蛋白
水平：取适量心肌组织，剪碎，匀浆，严格按 ＴＧＦ－β，
ＭＭＰ－１及ＴＩＭＰ－１ＥＬＩＳＡ试剂盒的操作说明检测心肌
组织研浆液的ＴＧＦ－β，ＭＭＰ－１及ＴＩＭＰ－１蛋白水平。
１．３ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件分析。数据均为连续性
变量，采用 Ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素方差分
析；如有统计学差异则采用ＬＳＤ－ｔ检验。
２ 结果

２．１ 大鼠心功能指标
与Ａ组相比，Ｂ组大鼠的ＬＶＥＳＰ和±ｄＰ／ｄｔｍａｘ明显

下降，ＬＶＥＤＰ明显上升，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
与 Ｂ组相比，Ｃ组、Ｄ组、Ｅ组、Ｆ组大鼠的 ＬＶＥＳＰ和
±ｄＰ／ｄｔｍａｘ显著升高，ＬＶＥＤＰ显著下降，差异有统计学意
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组别

Ａ组（ｎ＝１５）

Ｂ组（ｎ＝１３）

Ｃ组（ｎ＝１５）

Ｄ组（ｎ＝１４）

Ｅ组（ｎ＝１５）

Ｆ组（ｎ＝１５）

ＬＶＥＳＰ
１３５．２±１１．３
７５．９±１０．１

１１６．９±１０．４△

９７．４±９．６△

１２９．２±９．３△＃

１３０．８±８．９△＃

ＬＶＥＤＰ
５．６±１．３
１０．９±１．８

６．５±１．４△

８．３±１．９△

５．２±１．７△＃

５．４±１．５△＃

＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ
３８９７±６９９
３０２１±３３０

３４６９±２１９△

３１９９±４１１△

３７０１±５０３△＃

３８２１±４１５△＃

－ｄｐ／ｄｔｍａｘ
３７５３±２７２
３０２９±２４３

３４８９±２３６△

３０９９±２５４△

３６００±２５９△＃

３６９７±３５６△＃

表１ 各组大鼠心功能指标比较（Ｘ±ｓ）

注：与 Ａ组相比，Ｐ＜０．０５；与 Ｂ组相比，△Ｐ＜０．０５；与 Ｄ组
相比，＃Ｐ＜０．０５。

Ａ组 Ｂ组 Ｃ组 Ｄ组 Ｅ组 Ｆ组

Ｓｍａｄ３

β－ａｃｔｉｎ

Ｓｍａｄ３表达水平
０．８

０．６

０．４

０．２

０

Ａ组
牗ｎ
＝１
５牘

Ｂ组
牗ｎ
＝１
３牘

Ｃ组
牗ｎ
＝１
５牘

Ｄ组
牗ｎ
＝１
４牘

Ｅ组
牗ｎ
＝１
５牘

Ｆ组
牗ｎ
＝１
５牘

组别






＃

＃

注：与 Ａ组相比，Ｐ＜０．０５；与 Ｂ组相比，△Ｐ＜０．０５；与 Ｄ组相
比，＃Ｐ＜０．０５。

图１ 各组扩张型心肌病大鼠Ｓｍａｄ３表达水平

双荧光素酶活性

１．５

１．０

０．５

０

ＮＣｍｉｍｉｃｓ
ｍｉＲ－１４５ｍｉｍｉｃｓ

ｐｍｉｒＧＬＯ Ｓｍａｄ３－ＷＴ Ｓｍａｄ３－ＭＵＴ

Ａ

Ｓｍａｄ３

ｍｉＲ－１４５－５ｐ

Ｓｍａｄ３

ｍｉＲ－１４５－５ｐ

Ｓｍａｄ３

ｍｉＲ－１４５－５ｐ

Ａ′
双荧光素酶活性

１．５

１．０

０．５

０

ＮＣｍｉｍｉｃｓ
ｍｉＲ－１２９ｍｉｍｉｃｓ

ｐｍｉｒＧＬＯ Ｓｍａｄ３－ＷＴ Ｓｍａｄ３－ＭＵＴ

Ｓｍａｄ３

ｍｉＲ－１２９－３ｐ

Ｓｍａｄ３

ｍｉＲ－１２９－３ｐ

Ｂ
Ｂ′

双荧光素酶活性

Ｓｍａｄ３

ｍｉＲ－２３－３ｐ

Ｓｍａｄ３

ｍｉＲ－２３－３ｐ

Ｃ

ＮＣｍｉｍｉｃｓ
ｍｉＲ－２３ｍｉｍｉｃｓ

１．５

１．０

０．５

０
ｐｍｉｒＧＬＯ Ｓｍａｄ３－ＷＴ Ｓｍａｄ３－ＭＵＴ

Ｃ′

Ａ．鼠源Ｓｍａｄ３基因与ｍｉＲ－１４５－５ｐ可能存在的结合位点 Ａ′．鼠源 Ｓｍａｄ３基因与 ｍｉＲ－１４５－５ｐ双荧光素酶报告分析结果

Ｂ．鼠源 Ｓｍａｄ３基因与 ｍｉＲ－１２９－３ｐ可能存在的结合位点 Ｂ′．鼠源Ｓｍａｄ３基因与ｍｉＲ－１２９－３ｐ的双荧光素酶报告分析结果

Ｃ．鼠源 Ｓｍａｄ３基因与 ｍｉＲ－２３－３ｐ可能存在的结合位点 Ｃ′．鼠源Ｓｍａｄ３基因与ｍｉＲ－２３－３ｐ的双荧光素酶报告分析结果

图２ Ｓｍａｄ３基因相关的ｍｉＲＮＡｓ生物信息学及双荧光素酶分析结果

·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ

义（Ｐ＜０．０５）。与 Ｄ组相比，Ｅ组和 Ｆ组大鼠的 ＬＶＥＳＰ
和±ｄＰ／ｄｔｍａｘ显著升高，ＬＶＥＤＰ显著下降，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。详见表１。

２．２ 对ＤＣＭ大鼠Ｓｍａｄ３表达水平的影响
与 Ａ组相比，Ｂ组大鼠的心肌 Ｓｍａｄ３蛋白表达明

显升高；与 Ｂ组相比，Ｃ组、Ｄ组、Ｅ组、Ｆ组大鼠的心肌
Ｓｍａｄ３蛋白表达水平显著降低；与 Ｄ组相比，Ｅ组
和Ｆ组大鼠的心肌 Ｓｍａｄ３蛋白表达水平降低，且 Ｆ组
低于Ｅ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。详见图１。
２．３ Ｓｍａｄ３相关ｍｉＲＮＡｓ的验证

生物信息学分析结果显示，在与 Ｓｍａｄ３基因存在
结合位点的鼠源 ｍｉＲＮＡｓ中，ｍｉＲ－１４５－５ｐ，ｍｉＲ－

１２９－３ｐ，ｍｉＲ－２３－３ｐ有较高的研究价值。采用双荧
光素酶报告试验检测了以上 ３种 ｍｉＲＮＡｓ与 Ｓｍａｄ３
的结合能力。结果见图 ２。可见，ｍｉＲ－１４５－５ｐ与
Ｓｍａｄ３，ｍｉＲ－１２９－３ｐ与 Ｓｍａｄ３均有较高的靶向结
合能力。
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组别

Ａ组（ｎ＝１５）

Ｂ组（ｎ＝１３）

Ｃ组（ｎ＝１５）

Ｄ组（ｎ＝１４）

Ｅ组（ｎ＝１５）

Ｆ组（ｎ＝１５）

ｍｉＲ－２３－３ｐ
４．２３５±０．１６１
２．７８９±０．１８７

４．０８９±０．１９２△

３．３５８±０．１３７△

４．００７±０．１５５△＃

４．１６９±０．１６３△＃□

ｍｉＲ－１４５－５ｐ
４．２８２±０．１０４
２．３０９±０．１７５

４．１９７±０．１４０△

３．３２４±０．１３１△

４．１７３±０．１２８△＃

４．２０１±０．１４３△＃□

组别

Ａ组（ｎ＝１５）

Ｂ组（ｎ＝１３）

Ｃ组（ｎ＝１５）

Ｄ组（ｎ＝１４）

Ｅ组（ｎ＝１５）

Ｆ组（ｎ＝１５）

ＴＧＦ－β（μｇ／ｇ）

４６．２±３．７
６８．３±７．９

４９．２±５．４△

５９．５±６．５△

５２．３±５．８△＃

４７．２±５．２△＃□

ＭＭＰ－１（ｎｇ／ｇ）

２４４．２±３２．１
４５５．２±４１．３

２９３．８±３５．１△

３７０．２±４０．４△

３００．１±２７．４△＃

２７５．６±２１．７△＃□

ＴＩＭＰ－１（ｎｇ／ｇ）

６９６．２±７５．２
４６３．７±５５．５

６５５．３±５８．３△

４７７．８±５１．９△

５４４．７±６０．８△＃

６０２．８±６０．６△＃□

表 ２ ６组扩张型心肌病大鼠 ｍｉＲ－２３－３ｐ和 ｍｉＲ－１４５－５ｐ
表达水平比较（Ｘ±ｓ）

注：与 Ａ组相比，Ｐ＜０．０５；与 Ｂ组相比，△Ｐ＜０．０５；与 Ｄ
组相比，＃Ｐ＜０．０５；与 Ｅ组比较，□Ｐ＜０．０５。下表同。

ｍｉＲ－１４５－５ｐ表达
０．８
０．７
０．６
０．５
０．４
０．３
０．２
０．１
０

０ １ ２ ３ ４ ５ ６
Ｓｍａｄ３蛋白表达

ｍｉＲ－２３－３ｐ表达

０ １ ２ ３ ４ ５ ６
Ｓｍａｄ３蛋白表达

１．０
０．９
０．８
０．７
０．６
０．５
０．４
０．３
０．２
０．１
０

Ｙ＝－０．１７０８Ｘ＋０．９１２９

Ｒ２＝０．７１９５

Ｙ＝－０．１６２４Ｘ＋０．８７６５

Ｒ２＝０．６６０９

图３ 心肌组织 Ｓｍａｄ３表达与循环ｍｉＲ－１４５－５ｐ，ｍｉＲ－２３－３ｐ
水平的相关直线

表 ３ ６组扩张型心肌病大鼠 ＴＧＦ－β，ＭＭＰ－１及 ＴＩＭＰ－１水
平比较（Ｘ±ｓ）

２．４ 对 ＤＣＭ 大鼠 ｍｉＲ－２３－３ｐ和 ｍｉＲ－１４５－５ｐ
表达水平的影响

与 Ａ组相比，Ｂ组大鼠的循环 ｍｉＲ－２３－３ｐ和
ｍｉＲ－１４５－５ｐ表达水平明显降低（Ｐ＜０．０５）；与 Ｂ组
相比，Ｃ组、Ｄ组、Ｅ组、Ｆ组大鼠的循环 ｍｉＲ－２３－３ｐ
和 ｍｉＲ－１４５－５ｐ表达水平明显增高，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。与 Ｄ组相比，Ｅ组和 Ｆ组大鼠的循环
ｍｉＲ－２３－３ｐ和 ｍｉＲ－１４５－５ｐ表达升高，且Ｆ组高于
Ｅ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。详见表２。

２．５ 心肌组织 Ｓｍａｄ３表达与循环 ｍｉＲ－２３－３ｐ和
ｍｉＲ－１４５－５ｐ水平的相关性

Ｐｅａｒｓｏｎ检验结果显示，大鼠心肌组织 Ｓｍａｄ３表达
与循环 ｍｉＲ－１４５－５ｐ水平呈负相关性（Ｒ＝－０．８４８，
Ｐ＜０．０５）；与循环 ｍｉＲ－２３－３ｐ水平也呈负相关性
（Ｒ＝－０．８１３，Ｐ＜０．０５），其相关直线见图３。

２．６ 对ＤＣＭ大鼠ＴＧＦ－β，ＭＭＰ－１及ＴＩＭＰ－１水
平的影响

与Ａ组相比，Ｂ组大鼠的ＴＧＦ－β和ＭＭＰ－１表达
水平明显升高（Ｐ＜０．０５），ＴＩＭＰ－１的表达水平明显降

低；与 Ｂ组相比，Ｃ组、Ｅ组、Ｅ组、Ｆ组大鼠的 ＴＧＦ－β
和ＭＭＰ－１表达水平明显降低，ＴＩＭＰ－１表达水平明显
升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与Ｄ组相比，Ｅ组
和Ｆ组大鼠的ＴＧＦ－β和ＭＭＰ－１水平降低，且Ｆ组低
于Ｅ组；Ｅ组和 Ｆ组大鼠的ＴＩＭＰ－１水平升高，且 Ｆ组
高于Ｅ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。详见表３。

３ 讨论

中医认为，ＤＣＭ多因先天不足，或因后天失养，导
致心气虚，调治不当，发展为心阳虚、心之气阴两虚，形

成瘀血、痰湿、水饮等病理产物，病位在心，与肺、肝、脾、

肾密切相关犤３，１２犦。王晓景等犤１３犦的研究结果显示，ＤＣＭ为
本虚标实、虚实夹杂之症，本虚以阳虚、气虚为主，标实

以血瘀、水停为主。ＤＣＭ心气虚是基础，心气亏虚，鼓动
无力，血脉不畅必致血瘀，血瘀是中心环节，气虚血瘀存

在于病变发展过程中的各个环节，故采用抗纤益心方治

疗该病疗效可靠犤５－８犦。

心室重构是扩张型心肌病发生与发展的中心环节，

心肌组织纤维化增生是参与心室重构的关键犤１４犦。抗纤

益心方对改善 ＤＣＭ的临床症状和心室形态有积极作
用，但其药理机制尚不明确。ＴＧＦ－β１信号是参与纤维
化增生的主要信号之一，在各种原因导致的心室重构中

均介导重要机制犤１５犦。Ｓｍａｄｓ家族蛋白是将ＴＧＦ－β１信号
从胞膜和胞质传递至胞核的重要转运蛋白，ＴＧＦ－β的直
接作用底物，为ＴＧＦ－β信号通路中的关键传导分子犤１６犦。

目前，已知的Ｓｍａｄｓ家族蛋白主要为Ｓｍａｄ１～Ｓｍａｄ９，其
中参与 ＴＧＦ－β１信号转导的主要为 Ｓｍａｄ２和 Ｓｍａｄ３，
由于 Ｓｍａｄ３是介导心肌纤维化增生和心室重构的关键
物质，故选择 Ｓｍａｄ３犤１７犦。ＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ３信号通路在多
种原因导致的心室重构中起介导作用，体外细胞学试验

证实，其作用机制可能与诱导纤维细胞向肌成纤维细胞

转化，增强胶原蛋白的分泌等有关犤１８犦。机体在正常状态

下，对心室重构起决定作用的心肌细胞外基质处于产生

和降解的动态平衡，ＭＭＰｓ是体内参与心肌细胞外基质
降解的最主要酶系，ＴＩＭＰ－１是ＭＭＰ－１的特异性抑制
剂，故两者间的平衡对维持心脏正常的代谢具有重要意

义犤１９犦。ＴＧＦ－β是一种心肌细胞外基质的有效调节因

·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ
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子，能促进胶原的合成，并调节多种编码 ＭＭＰ的基因
表达。研究显示，抗纤益心方能抑制ＤＣＭ大鼠ＴＧＦ－β１
的表达，这可能是抗纤益心方干预 ＤＣＭ大鼠动物模型
心室重构的机制之一犤８，２０犦。本研究结果显示，抗纤益心

方 ＤＣＭ大鼠心肌组织中 Ｓｍａｄ３的表达有抑制作用，
也就抑制了 ＴＧＦ－β／Ｓｍａｄ３信号通路的激活，减轻
心肌组织的纤维化，因此对于改善其心肌功能有明显

效果。

本研究中在分析Ｓｍａｄ３与ｍｉＲＮＡｓ相关性前，首先
采用生物信息学分析和双荧光素酶试验验证了 Ｓｍａｄ３
与各个 ｍｉＲＮＡｓ的结合能力，从中筛选了 ｍｉＲ－２３－３ｐ
和 ｍｉＲ－１４５－５ｐ这 ２项指标。ＳＵＮ等 犤２１犦的研究已证

实，ｍｉＲＮＡｓ主要通过与靶向 ｍＲＮＡ的非编码区、开放
阅读框、启动子或 ＲＮＡ结合蛋白结合，从而导致靶向
ｍＲＮＡ降解或翻译抑制。有研究显示，ｍｉＲ－２３－３ｐ和
ｍｉＲ－１４５－５ｐ对 Ｓｍａｄ３的表达有负调控作用，当
ｍｉＲ－２３－３ｐ和 ｍｉＲ－１４５－５ｐ的表达水平较高时，
Ｓｍａｄ３的表达水平降低犤２２犦。本研究结果显示，ＤＣＭ大鼠
的Ｓｍａｄ３表达水平升高，ｍｉＲ－２３－３ｐ和ｍｉＲ－１４５－５ｐ
表达水平降低，其变化趋势相反，Ｐｅａｒｓｏｎ检验也证实
Ｓｍａｄ３和 ｍｉＲ－２３－３ｐ、Ｓｍａｄ３和 ｍｉＲ－１４５－５ｐ间呈
负相关，从临床角度证实了在 ＤＣＭ中各个指标存在相
互作用。ＥＬＩＳＡ结果显示，抗纤益心方能明显改善 ＤＣＭ
大鼠的 ＴＧＦ－β，ＭＭＰ－１，ＴＩＭＰ－１蛋白表达水平，尤
其是高剂量抗纤益心方基本与西药卡托普利的药效相

当。本研究结果显示，应用抗纤益心方后，大鼠的循环

ｍｉＲ－２３－３ｐ，ｍｉＲ－１４５－５ｐ，ＴＩＭＰ－１水平升高，心肌
组织 Ｓｍａｄ３和 ＴＧＦ－β，ＭＭＰ－１表达水平降低；另外，
各指标的变化趋势受抗纤益心方剂量的影响，呈剂量依

赖性，其最佳剂量尚有待验证。

综上所述，抗纤益心方可上调 ＤＣＭ大鼠的 ｍｉＲ－
２３－３ｐ和 ｍｉＲ－１４５－５ｐ的表达，下调 Ｓｍａｄ３的表达，
进而影响ＴＧＦ－β／Ｓｍａｄ３通路，从而改善ＤＣＭ大鼠的心
功能，其最佳有效剂量和用药时间还有待进一步研究。
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