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赖氨大黄酸促进大鼠心肌
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表达的研究"

赵
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鹏!刘志勇#

"华北理工大学附属医院胸心血管外科!河北唐山
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!!

摘
!

要"目的
!

初步探讨赖氨大黄酸"

)*+

#对肾性压力负荷性心肌纤维化模型大鼠
!"#$%

表达的影响$

方法
!

将
(,

只大鼠随机分为对照组%模型组%赖氨酸组及
)*+

组!每组
-

只!用&两肾一夹'法建立肾性压力负

荷性心肌纤维化模型!通过测量鼠尾动脉收缩压及左心室质量指数评价造模效果!通过
.#//01

染色观察大鼠

心肌纤维化病变程度!采用免疫组织化学法及实时荧光定量聚合酶链反应在蛋白及
")23

水平检测
!"#$%

表

达情况$结果
!

与模型组相比!经
)*+

治疗后肾性压力负荷性心肌纤维化大鼠心肌组织中
!"#$%

蛋白及

")23

表达均明显升高!差异有统计学意义"

!

$

&4&5

#$结论
!

)*+

可有效抑制肾性压力负荷性大鼠心肌纤

维化进程!其机制与上调
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心肌纤维化$

.8

%指心肌间质成纤维细胞增殖#

致细胞外基质$

"

'

#

型胶原纤维为主%过度沉积的病

理改变#是多种心脏疾病向终末期发展的一个必然过

程(众多研究提示
6789

!

"

!"#$/

信号通路在
.8

进

展中发挥重要作用#而
!"#$%

是该信号通路中的抑制

因子)

;9,

*

(大黄酸$

)*

%为大黄'何首乌等传统中药的

主要有效成分之一#通过赖氨酸$

+Q

%对
)*

进行结

构改造获得了赖氨大黄酸$

)*+

%#其水溶性显著提

高#拓展了其临床应用)

(

*

(已有研究初步证实
)*+

具有抗肝纤维化的作用)

<95

*

(在此基础上#建立肾性

压力负荷性
.8

模型#给予
)*+

治疗#通过观察

!"#$%

表达来探讨其对
.8

的作用及可能机制#为临

床
.8

的防治提供新的实验数据及可行方法(
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材料与方法
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材料来源
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健康雄性
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级
!R

大鼠#体质量

$

,&&S,&
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K

#购于华北理工大学动物实验中心&

)*+

$纯度
:-T

#相对分子质量约为
<(&

#

<U

避光保存#批

号
,&;,&-;,

%&

6>AV0@

总
)23

提取试剂#

.9.+W

酶

GR23

第一链合成试剂盒#聚合酶链反应$

OP)

%试剂

盒$美国
X1MAD>0

K

?1

公司%#引物由上海生物工程有限
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公司设计并合成&

!"#$%

抗体$中衫公司%#抗兔二抗

$中衫公司%&

OP)

扩增仪$德国
Z

==

?1$0>F

公司%#

7?"A1AZ.

荧光读板机$美国
.0@?GH@#>R?MAG?/

公

司%#全自动免疫组织化学仪$澳大利亚郝思琳公司%#

/0FD>01[O9:-3

智能无创血压计#
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B

"

=

H/

光学显微

镜及照相系统(

$4/

!

方法

$4/4$

!

动物分组及造模
!

将
(,

只大鼠随机分为
<

组$

'\-

%!对照组'模型组'

+Q

组'

)*+

组#用染色法

逐一标记(采用,两肾一夹-造模法)

'

*

#游离模型组'

+Q

组及
)*+

组左肾动脉#卡入
&4,&

%

"]

形银夹#

以肾脏红色变浅为宜&对照组重复同样操作#不置

银夹(

$4/4/

!

动物给药方案
!

造模后
<

周给药#连续
-

周(

+Q

组及
)*+

组分别灌胃
+Q

及
)*+

溶液#剂量为

%&"

K

"$

L

K

+

$

%#对照组和模型组灌胃生理盐水#每

次给药前称质量#严格计算给药量(整个实验期间大

鼠自由采食'饮水(

$4/4'

!

血压测定
!

应用
/0FD>01[O9:-3

智能无创血

压计检测鼠尾动脉收缩压$

![O

%#于日间大鼠安静清

醒状态下进行#

;

次"周#严格按照血压计使用说明进

行操作#连续测量
(

次取平均值(

$4/41

!

左心室质量指数$简称左心指数%测定和标本

处理
!

沿房室交界处仔细分离心房及主动脉弓#分离

右心室游离壁#保留室间隔#得到左心室#称取左心室

和全心质量#左心指数
\

左心室质量"全心质量(剪

取心尖部厚约
5""

心肌组织#经液氮速冻后转
^-&

U

保存#留待分子学检测#其余经
<T

多聚甲醛液固定

及石蜡包埋后#制成
(

&

<

%

"

切片(取材过程力求迅

速#全程冰面操作#手术器械高压蒸汽灭菌并预冷#最

大限度地减少组织降解(

$4/42

!

心肌
.#//01

染色
!

每组随机选取
(

张石蜡

切片#经
.#//01

染色后观察
.8

程度及病理改变#随

机选取
5

个不重叠视野$

_<&&

%采集图像#利用
X"#

K

?

`

图像分析软件进行分析#采用半定量方法测定左心

室胶原平均积分光密度值$

XYR

%#取其平均值进行统

计学处理(

$4/4)

!

免疫组织化学法检测心肌组织
!"#$%

相对表

达量
!

每组随机选取
(

张石蜡切片#应用全自动免疫

组织化学仪#以磷酸盐缓冲液$

O[!

%代替一抗阴性对

照#

!"#$%

一抗稀释水平为
;a,&&

(随机选取
5

个不

重叠视野$

_;&&

%#采用半定量方法测定
XYR

并进行

统计分析(

$4/4.

!

实时荧光定量
OP)

$

)69

N

OP)

%检测
!"#$%

")23

相对水平
!

取
-̂&U

冰箱中冻存的大鼠心肌

组织#采用
6>AV0@

法提取总
)23

#样品在
,'&

&

,-&

1"

处检测吸光度值$

3

%#按
;3\<&

%

K

"

"+)23

计

算
)23

的产量(

3

,'&

"

3

,-&

在
;4-

&

,4&

即可使用(

采用双蒸水为空白对照#按公式
3

,'&

_<&_

稀释倍

数"
;&&&\)23

$

%

K

"

%

+

%计算总
)23

水平#用时调

整
)23

水平
;

%

K

"

%

+

(以
)23

为模板#使用
.9

.+W

反转录酶合成第一链
GR23

#构建
,&

%

+

的反

应体系可反转录
;

&

5

%

K

总
)23

(反转录反应体系

,&

%

+

包括组织总
)23,

%

+

#

Y@A

K

0

$

$6

%

;

%

+

#

$26O

混合物$

;&""0@

%

;

%

+

#

<_

第一链合成缓冲液
<

%

+

#

&4; ""0@

"

+ R66,

%

+

#重组核糖核酸酶抑制剂

$

<&

"

%

+

%

;

%

+

和
.9.+W

反转录酶$

,&&

"

%

+

%

;

%

+

#其

余用无
)23

酶的
RZOP

水补齐至
,&

%

+

(反应条件

为
(%U

孵育
5&"A1

#

%&U

加热
;5"A1

灭活反转录

酶#终止反应#保存备用$

^,& U

%(取
GR23

进行

OP)

检测(反应体系
,&

%

+

!

GR23

产物
,

%

+

#

;&

1"0@

上下游引物各
;

%

+

#

$26O;

%

+

#

6#

N

,

%

+

#其

余用无
)23

酶的
RZOP

水补齐至
,&

%

+

(加样完成

后经震荡混匀及瞬间离心#置入
OP)

仪扩增(设置

反应条件!

:<U

预变性
5"A1

#

:<U

变性
;5/

#

5-U

退

火
(&/

#

%,U

延伸
(&/

#循环
(&

次#

%,U

延伸
5"A1

(

反应结果以
P0"

=

#>#DAM?

'

PD

相对定量方法分析(

$4'

!

统计学处理
!

采用
!O!!;:4&

统计软件进行统

计分析#计量资料采用
BS<

表示#组间比较采用单因

素方差分析#以
!

$

&4&5

为差异有统计学意义(

/

!

结
!!

果

/4$

!

大鼠一般情况
!

实验过程中无大鼠死亡#造模

后大鼠血压逐渐升高#直至术后
<

周血压升高值均在

5&"" *

K

以上#且趋于稳定(模型组大鼠毛发干枯

晦暗#易激惹(

/4/

!

左心指数
!

与对照组左心指数$

&4(;S&4&,

%相

比#模型组大鼠左心指数$

&4<%S&4&,

%明显升高

$

!

$

&4&5

%#

)*+

组左心指数为
&4(-S&4&;

#与模型

组比较明显降低$

!

$

&4&5

%(

/4'

!

心肌病理学改变
!

.#//01

染色显示#与对照组

相比#模型组出现心肌细胞肥大'大量胶原沉积等改

变#而
)*+

组上述病理改变减轻(与对照组心肌组

织胶原水平$

;&4&5S(4,-

%相比#模型组大鼠心肌胶

原水平$

<&4;%S;&455

%明显升高$

!

$

&4&;

%(

)*+

组心肌组织胶原水平$

;'4(,S(4,:

%较模型组明显降

低$

!

$

&4&;

%(见图
;

(

/41

!

)*+

对心肌组织
!"#$%

蛋白表达的影响
!

免

疫组织化学法染色显示#

!"#$%

着色于细胞膜和细胞

质(对照组
!"#$%

蛋白在心肌间散在表达#与对照组

比较#模型组
!"#$%

蛋白相对表达量下调#差异有统

计学意义$

!

$

&4&5

%&与模型组比较#

)*+

组
!"#$%

蛋白表达量上调#差异有统计学意义$

!

$

&4&5

%(见

图
,

及表
;

(
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!

)*+

对心肌组织
!"#$%")23

表达的影响
!

+
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检验医学与临床
,&;-

年
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与对照组比较#模型组
!"#$%")23

相对表达量下

调#差异有统计学意义$

!

$

&4&5

%&与模型组比较#

)*+

组
!"#$%")23

相对表达量上调#差异有统计

学意义$

!

$

&4&5

%(见表
;

(

!!

注!

3

为对照组&

[

为模型组&

P

为
+Q

组&

R

为
)*+

组

图
;

!!

.#//01

染色检测各组大鼠心肌组织

纤维分布#

_;&&

$

!!

注!

3

为对照组&

[

为模型组&

P

为
+Q

组&

R

为
)*+

组

图
,

!!

免疫组织化学法染色检测各组大鼠心肌组织中

!"#$%

分布#

_<&&

$

表
;

!!

各组
!"#$%

蛋白及
")23

相对表达

!!!

水平#

'\-

%

BS<

$

组别
!"#$%

$

XYR

#

_;&

<

%

!"#$%")23

对照组
(4-,S&4'' ;4&&S&4&&

模型组
;4:&S&4<;

#

&4<%S&4&<

#

+Q

组
;4-;S&4'(

#

&4<:S&4&<

#

)*+

组
(4<%S&45;

I

&4%5S&4&-

I

!!

注!与对照组相比#

#

!

$

&4&5

&与模型组相比#

I

!

$

&4&5

'

!

讨
!!

论

!!
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