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摘&要"目的 研究苦参碱对异丙肾上腺素!7:,)1,;(1(2,-"F'E$诱导大鼠慢性心力衰竭!@51,27@5(31;437-01("

=OR$的作用及其对非对称二甲基精氨酸!JG>J$代谢通路的影响' 方法 ')13Q0(HG3]-(<大鼠皮下注射 F'E

!%NQ.MQ

hA

.?

hA

"连续给药 D ?$建立大鼠慢性心力衰竭模型' 苦参碱!A"""%" 和 !%NQ.MQ

hA

$于 F'E注射前

A5前进行灌胃给药"共 D ?' 检测大鼠心功能"用酶联免疫吸附法![XF'J$测定血清心肌肌钙蛋白F!@S2F$&脑钠

肽!_.T$和JG>J含量"采用^(:;(12 Y-,;测定心肌组织精氨酸甲基转移酶 A!TI>SA$和二甲基精氨酸二甲胺

水解酶 !!GGJO!$的蛋白表达' 结果 苦参碱!A""&%" 和 !%NQ.MQ

hA

$预防给药显著改善了 F'E诱导心力衰竭

大鼠的左心室功能障碍"降低了模型大鼠升高的@S2F&_.T&JG>J血清水平!Bs"*"A$"逆转了模型大鼠心肌组

织GGJO! 蛋白表达下调!Bs"*"A$"而对其 TI>SA 蛋白表达上调无影响' 结论 苦参碱通过上调心肌组织

GGJO! 表达"降低血清JG>J含量"从而改善F'E诱发的慢性心力衰竭大鼠的心功能障碍"且随着苦参碱剂量

增加"改善效果更加明显'

关键词"苦参碱#JG>J#GGJO!#异丙肾上腺素#慢性心力衰竭

中图分类号"I!%C*!&&&文献标识码"J& 文章编号"!"#CHAB$"!!"!!$"%H"A"#H"%

GEF"A"*AB$!$KL*@2M7*L:@;@N*!"!!*"%*"!A

&&慢性心力衰竭!@51,27@5(31;437-01("=OR$是

多种病因所致心脏疾病的终末期阶段"是一种以

心室重构和神经内分泌激素过度激活为主要特征

的临床综合征*AHB+

' JG>J是一种内源性一氧化

氮合酶!.E'$抑制剂"与其底物 XH精氨酸竞争结

合.E'"抑制.E合成"导致内皮功能障碍&氧化应

激&细胞凋亡&炎症反应并促进血液凝固"被认为

是一种新型的心血管危险因子*$H%+

' 血清 JG>J

水平升高与 .̀ OJ功能分级&血清 .SH)1,_.T水

平升高呈正相关*C+

"是心力衰竭患者具有短期和

长期预后价值的综合临床结果的独立预测因

子*D+

"故>G>J可作为一种新的心力衰竭标志物

用于临床=OR的诊断和预后评估' 动物实验研究

显示"在异丙肾上腺素!7:,)1,;(1(2,-"F'E$诱导的

大鼠急性心肌缺血和 =OR模型中"血清 JG>J水

平显著增加*aH#+

"表明JG>J可促进 F'E致大鼠急

性心肌缺血和=OR的发生发展' 苦参碱是从中药

材苦豆子!=+,8+0) /*)2"61"#6$中提取的一种具有多

种药理活性的生物碱*A"+

"研究表明其对 F'E诱导

的心脏肥厚大鼠的心功能和左室重塑的改善作

用*AA+

' 本实验旨在通过小剂量F'E诱导大鼠=OR

为模型"观察苦参碱对 =OR大鼠心肌组织 JG>J

代谢通路的影响'

MN仪器与材料

M*MN仪器N>TJ心功能分析系统!上海奥尔科特

生物科技有限公司$#S̀ #CH

(

.型超生细胞粉碎

机!宁波新芝生物科技股份有限公司$#>0;7:M32

\,酶标仪 !美国 S5(1N,R7:5(1公司$#T,](1T3@

!
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_3:7@电泳仪!美国_7,HI3?公司$#Z032;7;<E2(凝

胶成像仪!美国_7,HI3?公司$'

M*ON试药N苦参碱!批号 a""$AA!!"纯度 ##*ai

宁夏紫荆花药业股份有限公司$#盐酸异丙肾上腺

素!美国 '7QN3公司$#乌拉坦!中国医药上海化学

试剂公司$#大鼠 @S2F[XF'J检测试剂盒&大鼠

JG>J[XF'J试剂盒!美国 ImG公司$#大鼠 _.T

[XF'J检测试剂盒!武汉华美试剂有限公司$#全

蛋白提取试剂盒&_=J蛋白定量试剂盒!南京凯基

生物科技有限公司$#GGJO! 抗体! '32;3=10V公

司$# TI>SA 抗体 !=(--'7Q23-72Q公司 $# 兔抗

!

H3@;72抗体!北京博奥森公司$#羊抗兔 FQ\HOIT

抗体!=(--'7Q23-72Q公司$'

M*PN动物N')13Q0(HG3]-(<大鼠 C" 只"'TR级"雌

雄各半"体重!!%" k!"$Q"由宁夏医科大学实验动

物中心提供"合格证号%' P̀W!宁$!""#H"""A"预养

A 周后进行实验'

ON方法

O*MN实验分组及模型建立N将 C" 只大鼠随机分

为 %组"即正常对照组&模型组!F'E"% NQ/MQ

hA

$&苦

参碱预防给药组!A"" NQ/MQ

hA

&%" NQ/MQ

hA和

!% NQ/MQ

hA

$'参照文献*A!+建立大鼠慢性心力衰竭

模型"将模型组和苦参碱预防给药组大鼠按 % NQ/

MQ

hA皮下注射F'E"每天 A 次"连续 D ? 给药"而正

常对照组给予等体积的生理盐水 D ?' 在F'E给药

A 5前"苦参碱预防给药组大鼠分别按A"" NQ/MQ

hA

&

%" NQ/MQ

hA

&!% NQ/MQ

hA灌胃苦参碱"每天 A 次"连

续 D ?"而正常对照组&模型组大鼠按等体积生理

盐水灌胃'

O*ON心脏血流动力学参数测定N各组大鼠于末

次给药 !$ 5后"用 !"i乌拉坦按 C*% NQ/MQ

hA腹

腔注射将其麻醉"固定于鼠台上"用生物电信号电

极引导大鼠标准
(

导联心电图"用以观察心率&心

肌肥大以及心肌缺血情况' 接着切开颈部皮肤"

分离右颈总动脉"经颈动脉切口处向心脏方向插

入预充肝素!含肝素 %"" 8/NX

hA

$的 T[%" 心导

管"导管另一端经压力换能器与 >TJ心功能分析

系统相连接' 心导管插入至左心室稳定 A" N72 后

记录左心室收缩压!X+'T$&左心室终末舒张压

!X+[GT$&左心室内压最大上升速率!X+?TK?;

N36

$

和左心室内压最大下降速率!X+?TK?;

N72

$等血流

动力学参数 % N72"完后导管退出左心室进入颈动

脉"记录收缩压&舒张压 % N72"将随机取其 A N72

平均记录值作为实验结果'

O*PN组织样本处理与检测NN心功能检测完成

后"颈动脉取血"室温下静置 A 5 后低温离心

!$ |"B%"" 1/N72

hA

"A" N72$分离血清" h!" |

冰箱保存备用#随后开胸摘取心脏经液氮中速冻

后" ha" |冰箱保存备用'

O*QN血清 @S2F&_.T&JG>J测定N取 h!" |冰

箱保存的大鼠血清"@S2F&_.T&JG>J测定按其试

剂盒说明书进行统一稀释后加样"加样完成后孵

育"用酶标仪!_7,HI3? 公司$于 $%" 2N处测定吸

光度!EG$值"上述所有测定依据各标准品实验结

果分别绘制标准曲线"然后求出各组大鼠血清 @SH

2F&_.T&JG>J的含量'

O*TN^(:;(12 Y-,;检测N取适量冻存心肌组织"经

液氮研磨后"提取组织蛋白"测定蛋白含量"并统

一稀释后加入 'G'HTJ\[上样缓冲液置沸水中煮

a N72"室温冷却后"$ |冰箱保存备用#制备 $i浓

缩胶及 A"i或 D*%i分离胶"加入蛋白样品"上样

量为 $%

&

Q"电泳分离蛋白质后"转印蛋白于硝酸

纤维素膜#载有蛋白的硝酸纤维素膜经 %i脱脂牛

奶封闭后"加入 TI>SA!Ar!""$"GGJO!!Ar!""$

及内参照
!

H3@;72 !A rA"""$等一抗 $|过夜"经

T_'S换洗后"加相应二抗孵育"加发光剂"暗室压

P线片曝光后洗印"扫描照片"条带扫描结果经

Z032;7;<,2(软件分析"计算净 EG值' 将目的条

带的EG值与其相对应的内参
!

H3@;72 的 EG值相

比以校正误差"所得比值代表该目的蛋白的相对

含量'

O*UN统计学方法N采用 'T'' AA*% 软件包进行统

计分析"实验结果以均数 k标准差!Ck6$表示'

多组间均数的比较采用 E2(H]3<J.E+J分析"

Bs"*"% 为存在统计学差异的界限'

PN结果

P*MN苦参碱对 =OR大鼠血流动力学的影响N如

表 A 所示"与正常对照组比较"F'E组大鼠X+'T和

X+?TK?;

N36

分别降低了 !A*"i和 B#*Ai"X+[GT

和X+?TK?;

N72

分别升高了 D$*!i和 BB*Bi"差异

有显著性!Bs"*"A$"OI和 'JT较正常组显著下

降!Bs"t"%$"提示模型大鼠心功能处于失代偿
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期"且心输出量降低' 与 F'E组比较"苦参碱

!A"""%" 和 !% NQ/MQ

hA

$预防给药组大鼠血流动

力学指 标 X+'T和 X+ ?TK?;

N36

均 显 著 增 加

!Bs"t"A$"而 X+[GT和 X+?TK?;

N72

显著降低

!Bs"t"A$"表明苦参碱具有改善 F'E诱导 =OR

大鼠左心室功能障碍的作用#OI和 'JT较F'E组

显著提高!Bs"t"%$"但 GJT在各实验组之间无

显著性差异'

表 A&苦参碱对F'E诱导=OR大鼠心率&血压和心功能的影响!Ck6"# vA!$

组别
心率

!Y(3;.N72

hA

$

血压

'JT

!NNOQ$

GJT

!NNOQ$

左心室功能

X+'T

!NNOQ$

X+[GT

!NNOQ$

X+?TK?;

N36

!NNOQ.:

hA

$

X+?TK?;

N72

!NNOQ.:

hA

$

正常对照组 $AB k!$& A!$ kAB DA kAB A%C*!! kA%*!$ hC*$$ kA*CC a$!C*DB kAABC*"" h%%BB*C$ ka%A*AA

F'E!% NQ.MQ

hA

$ Ba% kBA

%

AAB kAA

%

D$ kA"

A!B*$" kAB*!A

%%

hA*C# k"*C"

%%

%ABA*B$ k#"a*%$

%%

hBCa#*DD k%A#*!D

%%

苦参碱!A"" NQ.MQ

hA

$组 $"D k!#

!

A!a kA$

!

D" kA!

A$D*BB kA$*"B

!!

h$*aC kA*BA

%!!

C#CC*CB kAC#B*#%

%%!

h$D#$*!" k#aC*A$

!

苦参碱!%" NQ.MQ

hA

$组 $A# kB$

!

A!B kA%

!

DB kAA

A$A*DC kAA*aD

%!!

h$*!A kA*%%

%%!

CB#B*AD k#"$*C$

%%!

h$%#$*"$ kDa!*C#

%!

苦参碱!!% NQ.MQ

hA

$组 $AB k!%

!

A!C kA!

!

D! k#

ABa*A! kAB*AD

%!

hB*C% kA*Ba

%%!

C"Ca*!C kDa!*BD

%%

h$$CC*#B k#AB*A!

%%!

&&

注%9:*正常对照组"

%

Bs"*"%#

%%

Bs"*"A#9:*F'E组"

&

Bs"*"%"

&&

Bs"*"A

P*ON苦参碱对 F'E诱导 =OR大鼠血清 @S2F&

_.T&JG>J的影响N如表 ! 所示"与正常对照组

比较"F'E组大鼠血清 @S2F!Bs"*"A$&_.T!Bs

"*"A$和JG>J!Bs"*"%$含量分别升高"表明小

剂量F'E可诱导大鼠心功能不全和心肌损伤"其发

生可能与血清 JG>J水平升高有关#与 F'E组比

较"苦参碱!A"" NQ/MQ

hA

/?

hA

"%" NQ/MQ

hA

/?

hA和

!% NQ/MQ

hA

/?

hA

$预防给药组大鼠血清 @S2F&

_.T&JG>J水平显著降低"显示苦参碱对 F'E诱

导的=OR大鼠心功能&心肌损伤具有保护作用"其

与降低大鼠血清JG>J含量有关'

P*PN苦参碱对 F'E诱导 =OR大鼠心肌组织中

TI>SA 和GGJO! 蛋白表达水平的影响&^(:;(12

Y-,;检测结果显示"F'E组大鼠心肌组织内 TI>SA

蛋白表达较正常对照组明显增加!Bs"*"A$"而

GGJO! 蛋白表达呈明显降低!Bs"*"A$"这表明

TI>SA 和 GGJO! 在 F'E诱导的大鼠慢性心力衰

竭中发挥重要作用' 与 F'E组比较"苦参碱!A""

NQ/MQ

hA

/?

hA

"%" NQ/MQ

hA

/?

hA和 !% NQ/MQ

hA

/?

hA

$

预防给药组心肌组织 GGJO! 蛋白表达明显增高

!Bs"*"A$"但 TI>SA 蛋白表达与 F'E组无显著

性差异"这表明苦参碱通过下调 =OR大鼠心肌组

织内 GGJO! 表达"促进体内 JG>J分解代谢"从

而降低血清JG>J水平"详见图 A'

9:*正常对照组"

%

Bs"*"%#

%%

Bs"*"A#9:*F'E组"

!!

Bs"*"A

图 A&苦参碱对F'E诱导的=OR大鼠心肌组织TI>SA 和GGJO! 蛋白表达的影响
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表 !&苦参碱对F'E诱导=OR大鼠血清@S2F"_.T和JG>J水平影响!Ck6"# vA"$

组别
@S2F!2Q.X

hA

$ _.T!)Q.NX

hA

$ JG>J!

&

N,-.X

hA

$

正常对照组 ABa*DA kAD*C$ C%*D kD*! $B$*B" kBA*#a

F'E!% NQ.MQ

hA

$组 ACA*a# kA!*AC

%%

A!%*# ka*C

%%

$Da*A$ k!a*#"

%

苦参碱!A"" NQ.MQ

hA

$组 A$!*aB ka*D%

!!

aB*! ka*#

!!

BaA*!! k!C*%%

%%!!

苦参碱!%" NQ.MQ

hA

$组 A$%*aa kA"*"!

!

#$*D kD*B

!!

$A#*C! k$%*$"

!!

苦参碱!!% NQ.MQ

hA

$组 A$C*A" kA"*C$

!

A"C*A kC*#

!

$!a*#% k!a*#"

!

&&

注%9:*正常对照组"

%

Bs"*"%#

%%

Bs"*"A#9:*F'E组"

!

Bs"*"%"

!!

Bs"*"A

QN讨论

本研究结果表明"苦参碱 !A"" NQ/ MQ

hA

&

%" NQ/MQ

hA和!% NQ/MQ

hA

$可显著改善 F'E诱导

的=OR大鼠心脏血流动力学异常变化和降低血清

@S2F&_.T水平"显著上调心肌组织 JG>J分解代

谢通路中GGJO! 蛋白表达"促进JG>J在大鼠体

内的分解代谢"进而显著降低 =OR大鼠的血清

JG>J水平' 因此"本研究认为苦参碱具有明显

地改善心功能和心脏保护作用"其机制可能与调

控心肌组织JG>J代谢途径有关'

F'E是众所周知的心脏毒性药物"可造成心肌

弥漫性坏死&心肌肥厚和心肌纤维化*AB+

' 本实验

采用F'E!% NQ/MQ

hA

/?

hA

"D ?$皮下注射的方法

建立大鼠=OR模型"这种模型由于没有持续存在

的损伤因素 !如瓣膜疾病&冠状动脉结扎&病毒

等$"所以能够更好地反映心衰的自然病理过

程*AA+

' 心肌重构是=OR发生发展的基本机制"可

导致心肌局部舒缩性能和兴奋传导性能发生障

碍"心肌僵硬度增加"心脏顺应性下降"从而影响

心脏充盈和射血效率"心输出量随之减少*A+

'

X+'T&X+?TK?;

N36

和 X+[GT&X+?TK?;

N72

是评价心

肌收缩性和舒张性的重要指标*AA+

' @S2F是心肌损

伤高度敏感和特异的指标"而 _.T是评估充血性

心力衰竭的重要指标*A$HAC+

' 本实验采用上述指标

评估 % NQ/MQ

hA

F'E诱导的大鼠 =OR模型"结果

显示=OR模型大鼠X+'T&X+?TK?;

N36

较正常对照

组显著降低和 X+[GT&X+?TK?;

N72

较正常对照组

显著降低显著升高"提示F'E组大鼠发生左心室收

缩功能和舒张功能障碍#'JT和OI较正常对照组

显著降低"提示F'E组大鼠心功能处于失代偿期"

不能够向全身供应充足的血流量"表明F'E诱导大

鼠=OR模型复制成功' 另外本实验结果还显示模

型大鼠血清@S2F和_.T的含量较正常对照组显著

明显升高"进一步证实大鼠=OR模型复制成功"同

时还表明=OR大鼠存在心肌损伤"这与先前的研究

结果一致*ADHAa+

' 给予苦参碱!A""&%"和!% NQ/MQ

hA

$

可以显著改善血流动力学紊乱和降低血清@S2F和

_.T水平"表明苦参碱对 F'E诱导的 =OR大鼠心

肌损伤和心功能障碍具有保护作用'

JG>J不仅是参与心力衰竭发生和发展的新

型心血管危险因素"而且被认为是较目前心力衰

竭标志物 _.T更敏感的标志物*A#+

' JG>J是以

'H腺苷甲硫氨酸为甲基供体"主要由精氨酸甲基转

移酶 A!TI>SA$催化蛋白或多肽中的精氨酸残基

甲基化"然后甲基化蛋白或多肽在蛋白水解酶

!GGJO$$的作用下生成的*A#+

' 迄今为止"发现了

两种GGJO的亚型!GGJOHA 和GGJOH!$"GGJOA

主要存在于表达 2.E' 的组织中"而 GGJO! 主要

存在于表达 (.E' 或 7.E' 的心血管组织中*!"+

'

因此"心肌组织JG>J的生产和消除与 TI>SA 和

GGJO! 密切相关"TI>SA 表达的降低或 GGJO!

表达增多均可以使体内 JG>J的生成减少*!A+

"二

者是JG>J合成与分解代谢通路中的两个关键限

速酶' 本研究结果显示"F'E致心力衰竭大鼠心肌

组织TI>SA 的表达较正常对照组显著增高"而

GGJO! 蛋白表达较正常对照组显著显著降低"其

血清JG>J水平较正常对照组显著升高"表明F'E

诱发=OR大鼠血清 JG>J水平的增加与调控心

肌组织 TI>SA 和 GGJO! 蛋白表达有关' 另外"

本研究显示血清 JG>J水平的升高与 _.T和

@S2HA 的升高呈正相关"表明JG>J作为一种新的

心血管危险因子参与了F'E致大鼠=OR的病理机

制' 苦参碱!A"""%" 和 !% NQ/MQ

hA

$预防给药

D 天后可显著降低了 =OR模型大鼠升高的血清
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JG>J水平"并显着上调了F'E所致心力衰竭大鼠

中GGJO! 的蛋白表达' 然而"对 F'E所致心力衰

竭大鼠心肌组织TI>SA 蛋白表达上调无显著抑制

作用"表明苦参碱通过上调 JG>J代谢通路中

GGJO! 蛋白表达"促进 JG>J的分解代谢"从而

发挥对F'E诱导的大鼠慢性心力衰竭保护作用'

综上所述"苦参碱具有保护F'E诱导大鼠慢性

心力衰竭的作用"该作用机制与其降低血清 @S2F&

_.T和JG>J水平以及上调心肌组织JG>J代谢

通路中GGJO! 蛋白表达有关'
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