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生长因子表达的影响
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　　【摘要】　目的：观察法舒地尔对压力超负荷大鼠心肌肝细胞生长因子（ＨＧＦ）表达的

影响，探讨法舒地尔防治心肌纤维化的作用机制。　方法：采用腹主动脉缩窄法建立压

力超负荷心肌纤维化大鼠模型。假手术组（狀＝８）仅分离但不予结扎腹主动脉。术后

４周末，将手术组存活的２８只大鼠随机分为模型组（狀＝１０）、法舒地尔高剂量组（ＦＨ组，

狀＝９）和法舒地尔低剂量组（ＦＬ组，狀＝９）。药物干预４周后，计算大鼠心脏质量指数

（ＨＭＩ）和左心室质量指数（ＬＶＭＩ）。观察心肌病理学改变，测量胶原容积分数（ＣＶＦ）和

血管周围胶原容积分数（ＰＣＶＦ）。免疫组织化学法分析心肌α平滑肌肌动蛋白

（αＳＭＡ）、磷酸化肌球蛋白磷酸酶靶蛋白亚基１（ｐＭＹＰＴ１）、ＨＧＦ和转化生长因子β１

（ＴＧＦβ１）的表达。　结果：ＦＨ和ＦＬ组较模型组ＨＭＩ、ＬＶＭＩ、ＣＶＦ、ＰＣＶＦ及αＳＭＡ、

ｐＭＹＰＴ１、ＴＧＦβ１的平均光密度值明显降低，ＨＧＦ的平均光密度值明显升高（犘均＜

０．０５），且ＦＨ组与ＦＬ组相比作用更明显。　结论：法舒地尔改善压力超负荷大鼠心肌

纤维化的作用可能与促进ＨＧＦ的表达有关。
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　　压力超负荷除了使心肌细胞代偿性肥大外，还

可促进心脏成纤维细胞过度增殖和胶原合成，引起

心肌纤维化，导致慢性心力衰竭。肝细胞生长因子

（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）是一种高效的促

修复因子。研究发现，ＨＧＦ在多种心血管疾病中能

通过抗心肌细胞凋亡、促进血管新生和抑制心肌纤

维化等机制，发挥保护心功能的作用［１］。Ｒｈｏ激酶

（Ｒｈｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＲＯＣＫ）抑制剂法舒地尔能

改善压力超负荷大鼠心肌纤维化［２］，然而其作用机

制尚不明确，本研究初步探讨其机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物

ＳＰＦ级６周龄雄性ＳＤ大鼠５０只，体质量

（１８０±２０）ｇ，由南京军区南京总医院动物实验中心

提供［动物合格证号：ＳＹＸＫ（苏）２００３００３２］。饲养

环境：室温２０～２５℃，相对湿度４０％～６０％，每日光

照时间８∶００～２０∶００，常规饲料喂养，自由进食、

饮水。

１．２　药品与主要试剂

盐酸法舒地尔注射液（２ｍＬ∶３０ｍｇ）由天津红

日药业股份有限公司惠赠，羟脯氨酸测定试剂盒购

自南京凯基生物技术发展有限公司，磷酸化肌球蛋

白磷酸酶靶蛋白亚基１（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｍｙｏｓｉｎ

ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｔａｒｇｅｔｓｕｂｕｎｉｔ１，ｐＭＹＰＴ１）一抗购自

北京博奥森生物公司，α平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈ

ｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）、ＨＧＦ和转化生长因子β１

（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）一抗、辣

根过氧化酶标记的ＩｇＧ二抗、ＤＡＢ辣根过氧化物酶

显色试剂盒、ＥｌｉＶｉｓｉｏｎｐｌｕｓ免疫组化试剂盒购自福

州迈新生物技术有限公司。

１．３　压力超负荷模型制备

给大鼠编号，随机抽取４２只行腹主动脉缩窄术，

其余８只行假手术。所有大鼠术前禁食１２ｈ，自由饮

水。用１０％水合氯醛（０．３ｍＬ／１００ｇ）行腹腔注射麻

醉。于剑突下沿腹正中线逐层开腹，在肾动脉上方分

离腹主动脉。手术组在肾动脉上方０．５ｃｍ处用直径

０．７０ｍｍ银夹夹闭，使腹主动脉缩窄６０％～７０％，假

手术组大鼠不夹闭腹主动脉。将脏器复位后逐层关

闭腹腔。术后６ｈ后恢复大鼠饮食，连续３ｄ肌注青

霉素１０万Ｕ·ｋｇ－１·ｄ－１抗感染。

１．４　分组及给药方法

手术４周后，手术组死亡１４只，假手术组无死

亡。将手术组造模成功大鼠随机分为模型组

（狀＝１０）、法舒地尔高剂量组（ＦＨ组，狀＝９）和法舒

地尔低剂量组（ＦＬ组，狀＝９），依据法舒地尔说明书

及大鼠体内药理研究文献，分别经腹腔注射生理盐

水２ｍＬ·ｋｇ－１·ｄ－１、法舒地尔３０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１

和法舒地尔１０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１。假手术组（狀＝８）

经腹腔注射生理盐水２ｍＬ·ｋｇ－１·ｄ－１。

１．５　心脏质量指数测定

给药４周后，共存活大鼠３１只，模型组死亡３

只，ＦＨ组和ＦＬ组各死亡１只，死亡原因为严重心

力衰竭，假手术组无死亡。所有大鼠称体质量，麻

醉完全后迅速开胸剪取心脏，洗去血液，滤纸吸干，

除去心房及大血管，称取心脏质量，再剪去右心室

游离壁，保留左心室及室间隔，称取左心室质量。

计算心脏质量指数（ｈｅａｒｔｍａｓｓｉｎｄｅｘ，ＨＭＩ＝心脏

质量／体质量）和左心室质量指数（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ

ｍａｓｓｉｎｄｅｘ，ＬＶＭＩ＝左心室质量／体质量）。透壁剪

取左心室心尖部分组织投入液氮中，其余标本放于

４℃的４％多聚甲醛中固定。

１．６　心肌病理学分析

心肌标本于甲醛中固定２４ｈ后，常规取材、脱

水、石蜡包埋，沿左室长轴线每隔１ｍｍ横断面切取

数张４μｍ厚的切片，作ＨＥ和Ｍａｓｓｏｎ染色。光镜

下观察组织病理形态，每个标本随机取５个视野，采

用专业图片分析软件ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０测量胶原

容积分数［ｃｏｌｌａｇｅｎｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎ，ＣＶＦ＝胶原面

积（不包括血管周围胶原面积）／心肌纤维和结缔组

织面 积 总 和］和 血 管 周 围 胶 原 容 积 分 数

（ｐｅｒｉｖａｓｃｕｌａｒｃｏｌｌａｇｅｎｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎ，ＰＣＶＦ＝血

管周围胶原面积／血管面积）。

１．７　免疫组织化学法检测心肌αＳＭＡ、ｐＭＹＰＴ１、

ＨＧＦ和ＴＧＦβ１的表达

切片烘烤后，常规二甲苯脱蜡及乙醇梯度脱

水，柠檬酸盐抗原修复缓冲液中进行抗原修复。灭

活过氧化物酶，加入一抗孵育过夜，加入辣根过氧

化酶标记的二抗，ＤＡＢ显色，苏木素染核，脱水并封

片。光镜下观察组织细胞中蛋白的表达情况，黄色

为表达阳性，每张切片随机取５个视野拍照。用

ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０测量这些区域的平均光密度。

因为αＳＭＡ还表达于血管平滑肌细胞，所以计算

时应选择血管平滑肌细胞外区域进行分析。

１．８　统计学分析

用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学分析。计量资

料以均数±标准差表示。各组间均数比较采用单
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因素方差分析；两组间均数比较，方差齐时用ＬＳＤ

检验，方差不齐时用ＤｕｎｎｅｔｔＴ３检验。犘＜０．０５为

差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠心脏质量指数比数

手术８周后，模型组大鼠ＨＭＩ和ＬＶＭＩ较假

手术组均显著升高（犘均＜０．０５）；ＦＨ组和ＦＬ组较

模型组ＨＭＩ和ＬＶＭＩ均显著降低（犘均＜０．０５），

其中ＦＨ组较ＦＬ组下降更明显，但２组间差异无

统计学意义，见表１。

２．２　各组大鼠心肌病理形态比较

模型组大鼠心肌纤维较假手术组排列紊乱，可

见微小坏死灶，间质和血管周围蓝色胶原大量沉

积，ＣＶＦ和ＰＣＶＦ显著升高；法舒地尔治疗４周后，

ＦＨ组和ＦＬ组大鼠心肌纤维化情况较模型组改善，

间质和血管周围胶原减少，ＣＶＦ和ＰＣＶＦ均明显降

低（犘均＜０．０５），且ＦＨ组较ＦＬ组ＣＶＦ和ＰＣＶＦ

显著降低（犘均＜０．０５），见图１、表１。

表１　各组大鼠犎犕犐、犔犞犕犐及心肌犆犞犉、犘犆犞犉的比较

组别 狀 　　ＨＭＩ／ｍｇ·ｋｇ－１ 　　ＬＶＭＩ／ｍｇ·ｋｇ－１ ＣＶＦ／％ ＰＣＶＦ／％

假手术组 ８ ２．６３±０．１３ ２．０８±０．１１ １．７４±０．３８ ２２．９８±３．２３

模型组 ７ ３．２３±０．２５（１） ２．７５±０．２０（１） ５．９９±０．４９（１） ８９．８３±３．５４（１）

ＦＨ组 ８ ２．８５±０．１５（２） ２．３１±０．１３（２） ２．１３±０．７１（２）（３） ４９．４３±２．４１（２）（３）

ＦＬ组 ８ ３．００±０．２７（２） ２．５０±０．２３（２） ５．３９±０．４３（２） ８４．０８±６．２９（２）

　　注：与假手术组比较，（１）犘＜０．０５；与模型组比较，（２）犘＜０．０５；与ＦＬ组比较，（３）犘＜０．０５

图１　各组大鼠心肌犎犈和犕犪狊狊狅狀染色（×２００）

２．３　各组大鼠心肌αＳＭＡ、ｐＭＹＰＴ１、ＨＧＦ和

ＴＧＦβ１的表达

各组大鼠心肌免疫组织化学染色及分析结果

显示，与假手术组比较，模型组大鼠心肌αＳＭＡ、

ＴＧＦβ１和ｐＭＹＰＴ１在胞浆内的棕黄色沉淀明显

增多，三者的平均光密度均显著升高（犘均＜０．０５），

而ＨＧＦ在胞浆内的棕黄色沉淀减少，其平均光密

度下降（犘＜０．０５）；与模型组比较，ＦＨ组和ＦＬ组

大鼠心肌αＳＭＡ、ＴＧＦβ１和ｐＭＹＰＴ１在胞浆内

的棕黄色沉淀均明显减少，三者的平均光密度明显

下降（犘均＜０．０５），而两组ＨＧＦ在胞浆内的棕黄

色沉淀增多，平均光密度值升高（犘＜０．０５）；与ＦＬ

组比较，ＦＨ组αＳＭＡ和ＴＧＦβ１平均光密度降低

（犘均＜０．０５），而ＨＧＦ平均光密度明显升高（犘＜

０．０５），两组间ｐＭＹＰＴ１的平均光密度差异无统计

学意义，见表２、图２。

表２　各组大鼠心肌α犛犕犃、狆犕犢犘犜１、犎犌犉和犜犌犉β１平均光密度的比较

组别 狀 αＳＭＡ ｐＭＹＰＴ１ ＨＧＦ ＴＧＦβ１

假手术组 ８ ０．００４±０．００３ ０．０２９±０．０１４ ０．０７６±０．００５ ０．０１９±０．００９

模型组 ７ ０．０３４±０．００９（１） ０．０６３±０．００１（１） ０．０３１±０．００５（１） ０．０５８±０．０１９（１）

ＦＨ组 ８ ０．０１６±０．００６（２）（３） ０．０３０±０．０１３（２） ０．０５１±０．００５（２）（３） ０．０２２±０．０１３（２）（３）

ＦＬ组 ８ ０．０２７±０．００７（２） ０．０４０±０．０１１（２） ０．０３７±０．００４（２） ０．０３９±０．０１４（２）

　　注：与假手术组比较，（１）犘＜０．０５；与模型组比较，（２）犘＜０．０５；与ＦＬ组比较，（３）犘＜０．０５
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图２　各组大鼠心肌犎犌犉免疫组织化学染色（×４００）

３　讨论

心肌细胞外基质中胶原过度沉积，即心肌纤

维化，是左心室肥厚、心律失常［３］及慢性心力衰

竭的重要原因。纤维化心肌的重要特征是肌成

纤维细胞（ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＭＦＢ）的出现，其特征性

标志物为αＳＭＡ
［４］。本实验采用腹主动脉缩窄

法制作压力超负荷大鼠模型，于造模手术４周后

开始给予法舒地尔干预。手术８周后，模型组大

鼠ＨＭＩ和ＬＶＭＩ较假手术组升高，病理切片可

见心肌纤维排列紊乱、间质和血管周围大量蓝色

胶原沉积，ＣＶＦ和ＰＣＶＦ显著升高，且αＳＭＡ的

表达升高，说明压力超负荷可引起左心室肥厚和

心肌纤维化。

ＲＯＣＫ是小ＧＴＰ结合蛋白Ｒｈｏ的效应分子，

在心肌纤维化过程中起着重要作用。Ｒｈｏ／ＲＯＣＫ

信号通路介导的肌动蛋白骨架重组对成纤维细胞

向ＭＦＢ分化及 ＭＦＢ收缩和迁移等行为起关键作

用［５６］，故阻断Ｒｈｏ／ＲＯＣＫ信号通路是防治组织纤

维化的有效方法［７］。ＭＹＰＴ１是ＲＯＣＫ的特异性

底物，故本实验利用ｐＭＹＰＴ１的表达水平反映

ＲＯＣＫ的活性。实验结果显示，模型组大鼠心肌

ｐＭＹＰＴ１表达水平较假手术组显著升高，反映了模

型组ＲＯＣＫ活性显著升高。法舒地尔是Ｒｈｏ激活

酶抑制剂，可抑制心肌ＲＯＣＫ活性，改善大鼠心肌

间质和血管周围的胶原沉积，降低ＣＶＦ和ＰＣＶＦ，

下调αＳＭＡ的表达，说明ＲＯＣＫ在压力超负荷诱

导的心肌纤维化过程中具有重要作用。

ＨＧＦ是重要的抗纤维化因子，在人体中分布广

泛，参与多个器官的结构修复［８］。心肌纤维化与局

部ＨＧＦ浓度降低、抗纤维化作用下降密切相关，同

时外源性 ＨＧＦ 能改善心肌纤维化
［９１０］。拮抗

ＴＧＦβ１的作用是 ＨＧＦ抗心肌纤维化的重要机制

之一。Ｙｉ等
［１１］发现，ＨＧＦ的表达水平在经ＴＧＦβ１

处理４８ｈ的心脏成纤维细胞中显著降低，而使

ＨＧＦ过表达则可抑制ＴＧＦβ１诱导的心脏成纤维

细胞的增殖、分化和分泌，从而降低αＳＭＡ和Ⅰ、

Ⅲ型胶原的表达。Ｏｋａｙａｍａ等
［１２］报道，ＨＧＦ可抑

制ＴＧＦβ１诱导的冠状动脉内皮细胞向ＭＦＢ分化，

从而改善心肌纤维化。Ｗａｎｇ等
［１３］认为，抑制神经

内分泌激活及抑制心肌细胞凋亡，可能是腺病毒重

组ＨＧＦ改善肺动脉高压模型大鼠右心室肥厚和纤

维化的作用机制。本实验发现，心肌纤维化模型大

鼠心肌ＨＧＦ表达明显降低，ＴＧＦβ１表达升高，而

法舒地尔治疗可使 ＨＧＦ表达明显升高，ＴＧＦβ１

表达明显降低，这与上述研究报道一致。

法舒地尔可改善压力超负荷诱导的心肌纤

维化的作用，可能与促进心肌ＨＧＦ的表达有关。
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