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  [摘要] 目的 探讨槲皮素(Que)对大鼠心肌梗死(MI)后心室重塑的保护作用及对炎症细胞因子肿瘤坏

死因子-α(TNF-α)和白细胞介素-6(IL-6)的影响。方法 将30只SD雄性大鼠随机分为假手术组(Sham组)、
MI组和Que组,每组各10只。MI组采用结扎左前降支构建模型,Sham组只穿针不结扎,Que组在 MI后予

以槲皮素100
 

mg·kg-1·d-1 喂养。喂养28
 

d后,予以心脏彩色多普勒超声评估心脏结构和功能,马松(Mas-
son)染色测定心肌纤维化程度,ELISA法观察大鼠血液循环中TNF-α和IL-6水平,免疫组织化学染色(IHC)
检测心脏组织中TNF-α和IL-6表达水平。结果 MI组较Sham组左心室收缩末期容量(LVESv)及左心室舒

张末期容量(LVEDv)增大,左心室射血分数(LVEF)及左心室短轴收缩率(LVFS)下降,左心室心肌纤维化程

度升高,循环中及心脏组织中TNF-α和IL-6表达水平升高,差异有统计学意义(P<0.05);Que组较 MI组

LVESv缩小,LVEF及LVFS上升,左心室心肌纤维化程度下降,循环中及心脏组织中TNF-α和IL-6表达水

平降低,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 Que可明显改善大鼠 MI后左心室重塑,其机制可能与其减少

炎症细胞因子TNF-α和IL-6的释放相关。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

quercetin
 

(Que)
 

on
 

ventricular
 

remodeling
 

in
 

rats
 

with
 

myocardial
 

infarction
 

(MI)
 

and
 

its
 

effect
 

on
 

inflammatory
 

cytokines
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α)
 

and
 

interleukin-6
 

(IL-6).Methods A
 

total
 

of
 

30
 

SD
 

male
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

Sham
 

operation
 

group
 

(Sham
 

group),MI
 

group
 

and
 

Que
 

group,10
 

rats
 

in
 

each
 

group.The
 

MI
 

group
 

was
 

modeled
 

by
 

ligation
 

of
 

the
 

left
 

anterior
 

descending
 

branch,the
 

Sham
 

group
 

was
 

only
 

punctured
 

without
 

ligation,and
 

the
 

Que
 

group
 

was
 

fed
 

with
 

quercetin
 

100
 

mg·kg-1·d-1
 

after
 

MI.After
 

28
 

days
 

of
 

feeding,cardiac
 

color
 

Doppler
 

ultrasound
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

cardiac
 

structure
 

and
 

function.Masson
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

de-
gree

 

of
 

myocardial
 

fibrosis.ELISA
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

levels
 

of
 

TNF-α
 

and
 

IL-6
 

in
 

blood
 

circulation
 

of
 

rats.Immunohistochemical
 

staining
 

(IHC)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

TNF-α
 

and
 

IL-6
 

in
 

heart
 

tissue.Results Compared
 

with
 

the
 

Sham
 

group,the
 

left
 

ventricular
 

end-systolic
 

volume
 

(LVESv)
 

and
 

left
 

ventricular
 

end-diastolic
 

volume
 

(LVEDv)
 

were
 

increased,the
 

left
 

ventricular
 

ejection
 

fraction
 

(LVEF)
 

and
 

left
 

ventricular
 

fractional
 

shortening
 

(LVFS)
 

were
 

decreased,the
 

degree
 

of
 

left
 

ventricular
 

myocardial
 

fibrosis
 

was
 

increased,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

TNF-α
 

and
 

IL-6
 

in
 

the
 

circulation
 

and
 

heart
 

tissues
 

were
 

increased
 

in
 

the
 

MI
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

MI
 

group,
LVESvwas

 

decreased,LVEF
 

and
 

LVFS
 

were
 

increased,the
 

degree
 

of
 

left
 

ventricular
 

myocardial
 

fibrosis
 

was
 

decreased,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

TNF-α
 

and
 

IL-6
 

in
 

circulation
 

and
 

heart
 

tissue
 

were
 

decreased
 

in
 

the
 

Que
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion Que
 

can
 

significantly
 

im-
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prove
 

left
 

ventricular
 

remodeling
 

after
 

MI
 

in
 

rats,and
 

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

reduction
 

of
 

the
 

re-
lease

 

of
 

inflammatory
 

cytokines
 

TNF-α
 

and
 

IL-6.
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  心室重塑是心室应对心脏负荷状态而发生的慢

性结构改变,表现为心脏大小、形态和功能发生改变,
临床上最终导致心力衰竭,给患者及社会带来巨大经

济负担。心室重塑分为向心性、离心性及心肌梗死

(myocardial
 

infarction,MI)后重塑,其中 MI是心室

重塑的首要危险因素,主要集中在高血压、肺动脉高

压、主动脉瓣狭窄、糖尿病等方面[1]。MI后心室重塑

机制与炎症反应、机械刺激、心肌肥厚、心肌纤维化、
肾素-血管紧张素-醛固酮系统激活、交感神经兴奋、氧
化应激、能量代谢异常等相关[2]。目前,临床上逆转

MI后心室重塑的主要药物包括炎症细胞因子抑制

剂、肾素-血管紧张素-醛固酮系统阻断剂、交感神经受

体阻断剂、钠-葡萄糖共转运蛋白2抑制剂、他汀等[3]。
槲皮素(quercetin,Que)是自然中一种常见的黄酮类

化合物,有研究表明其可通过抑制炎症等机制对心脏

产生保护作用[4-8],也可降低肿瘤坏死因子-α(tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)和白细胞介素-6(interleu-
kin-6,IL-6)的释放来减少大鼠心肌缺血再灌注损

伤[9]。由于 MI后心室重塑与心肌缺血再灌注损伤有

大致相同的发病机制[10],故推测Que对 MI后心室重

塑亦具有保护作用。因此,本研究探讨 Que对大鼠

MI后心室重塑的保护作用及其对TNF-α和IL-6的

影响,并为临床上治疗 MI后心室重塑的新药开发提

供新的科学依据。
1 材料与方法

1.1 材料

  30只健康清洁级SD雄性大鼠购于四川达硕实

验动物有限公司[动物合格证号:SCXK(川)2015-
030],8周龄,体重约200

 

g。所有大鼠于动物房中饲

养,环境温度20~24
 

℃,湿度45%~50%,12
 

h光照

和12
 

h暗循环,保持环境通风,及时清理粪便,更换垫

料,提供充足饮水及饲料,适应饲养7
 

d后进行实验。
1.2 仪器与试剂

  槲皮素购于德国默克公司;TNF-α、IL-6抗体及

其对应ELISA试剂盒均购于武汉博士德生物公司;
Masson染色试剂盒及SP免疫组织化学染色(IHC)
试剂盒购于四川源康盛科技有限公司;小动物呼吸机

及气体麻醉机购于深圳瑞沃德生命科技有限公司;切
片机及包埋机购于德国徕卡仪器有限公司;数字切片

扫描仪(KF-PRO-002)购于宁波江丰生物信息技术有

限公司;FUJIFILM
 

Vevo
 

3100高分辨率小动物超声

影像系统购于日本富士胶片公司;Cytation
 

5多功能

酶标仪购于美国伯腾仪器有限公司;低温高速离心机

购于德国艾本德股份公司。
1.3 方法

1.3.1 喂养与分组

  将大鼠随机分为Sham组、MI组、Que组,每组

各10只。采取结扎左前降支的方法制造大鼠急性

MI模型,术前12
 

h禁食,自由饮水。异氟烷气体持续

麻醉大鼠,经口行气管插管,呼吸机辅助呼吸,连接心

电图机持续监护,后行开胸手术,在左心耳与肺动脉

圆锥之间找到冠状动脉,在左心耳下方2~3
 

mm处

用丝线永久性结扎冠状动脉,观察心电图变化。结扎

线以下区域可见颜色变白,心肌收缩减慢,同时Ⅰ导

联、aVL导联ST段向上抬,并且出现频发的室性心

律失常,则 提 示 结 扎 成 功,仔 细 缝 合 伤 口 并 消 毒。
Sham组只穿线,不结扎。Que组在制造 MI模型后

每天予以Que
 

100
 

mg/kg口服,MI组及Sham组普

通喂养,连续喂养4周。
1.3.2 心脏超声检查

  末次喂养24
 

h后,异氟烷气体持续麻醉大鼠,在
标准设置下进行二维经胸超声心动图检查,在3个连

续的心动周期内测量并计算出左心室舒张末期容量

(LVEDv)、左心室收缩末期容量(LVESv)、左心室射

血分数(LVEF)、左心室短轴缩短率(LVFS)。
1.3.3 血清炎症细胞因子检测

  超声检查结束后,开胸行心脏采血,于4
 

℃、3
 

000
 

r/min离心10
 

min,收集上清液,按照ELISA试剂盒

说明书进行血清TNF-α和IL-6水平检测。
1.3.4 Masson染色评估大鼠心肌纤维化

  采血完成后,立即取心脏置于4%多聚甲醛中固

定12
 

h,然后经乙醇脱水、二甲苯透明、浸蜡后使用组

织包埋机包埋,再使用组织切片机切片。心脏采用横

切面,从左心耳下方2~3
 

mm处心室往心尖方向切

片,厚度约为5
 

μm。将切片固定于载玻片。心脏切

片脱蜡,反复水洗,苏木精液染核,丽春红复红,苯胺

蓝蓝染,冰醋酸浸洗,乙醇脱水,二甲苯透明,中性树

胶封固,完成 Masson染色。
1.3.5 IHC染色观察心肌炎症细胞因子水平

  根据SP试剂盒说明书,心脏石蜡切片脱蜡,修复

抗原,清除内源性过氧化氢酶,封闭抗体,分别加入

1∶500的TNF-α和IL-6一抗,4
 

℃过夜,二抗孵育,
DAB显色,苏木素复染,脱水,透明,封片,完成IHC
染色。
1.3.6 切片扫描

  所有切片采用数字切片扫描仪扫描,并导出图片

进行分析。
1.4 统计学处理

  采用GraphPad
 

Prism
 

9.0软件进行分析。计量

资料以x±s表示,组间比较采用非配对t检验行两
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两比较。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 Que改善 MI后左心功能

  心脏超声结果提示,与Sham组比较,MI组大鼠

LVEF和LVFS均明显降低,LVEDv和LVESv均明

显升高,差异有统计学意义(P<0.05);与 MI组比

较,Que组左心功能明显改善,LVEF和LVFS均明

显升高,LVESv明显降低,差异有统计学意义(P<
0.05),见表1、图1。

2.2 各组左心室心肌纤维化情况比较

  MI组较Sham组左心室心肌纤维化程度升高,而
Que组较MI组左心室心肌纤维化程度降低,见图2。
2.3 各组血清及心肌组织炎症细胞因子水平比较

  与Sham组比较,MI组大鼠血清TNF-α和IL-6
水平均明显升高(P<0.05),心肌组织中 TNF-α和

IL-6浸润均明显增多;与MI组比较,Que组大鼠血清

IL-6和TNF-α水平均明显降低(P<0.05),心肌组织

中TNF-α和IL-6浸润均明显减少,见表2、图3~4。

表1  各组间心脏超声结果比较(x±s)
组别 n LVEF(%) LVFS(%) LVEDv(μL) LVESv(μL)

Sham组 10 86.29±3.69 57.41±4.60 248.90±56.18 34.06±13.00
MI组 10 41.42±11.92a 21.45±7.23b 333.20±79.07c 195.80±62.98d

Que组 10 72.51±4.82e 43.32±4.34f 345.50±75.10 93.84±22.76g

  a:t=11.37,P<0.001,与Sham组比较;b:t=13.27,P<0.001,
 

与Sham组比较;c:t=2.75,P<0.05,与Sham组比较;d:t=7.96,P<

0.001,与Sham组比较;e:t=7.65,P<0.001,与 MI组比较;f:t=8.20,P<0.001,与 MI组比较;g:t=4.82,P<0.001,与 MI组比较。

图1  各组心脏超声图

  红色为正常心肌组织,蓝色为纤维化心肌组织。

图2  各组心脏 Masson染色结果(0.6×)

表2  各组间ELISA及IHC结果比较(x±s)

组别 n
ELISA(pg/mL)

TNF-α IL-6

IHC(%)

TNF-α IL-6

Sham组 10 28.54±1.11 46.19±1.53 8.67±0.76 8.87±0.59

MI组 10 58.20±1.71a 87.87±1.72b 12.42±1.43c 12.86±1.33d

Que组 10 35.79±2.18e 66.78±1.78f 10.17±0.69g 10.10±0.70h

  a:t=46.07,P<0.001,与Sham组比较;b:t=57.27,P<0.001,
 

与Sham组比较;c:t=7.34,P<0.001,
 

与Sham组比较;d:t=8.68,P<
0.001,与Sham组比较;e:t=25.62,P<0.001,与 MI组比较;f:t=26.88,P<0.001,与 MI组比较;g:t=4.49,P<0.001,与 MI组比较;h:t=
5.81,P<0.001,与 MI组比较。
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图3  各组IL-6的IHC染色结果(40×)

图4  各组TNF-α的IHC染色结果(40×)

3 讨  论

  机体遭受急性 MI后,立即发生应激性炎症反应,
旨在清除坏死心肌细胞,随后进入抗炎阶段,表现为

纤维化修复心脏,防止发生急性心脏破裂等并发症,
但却最终导致心室重塑,进一步甚至会进展为心力

衰竭[11]。
MI后机体受到心肌局部炎症细胞因子浸润和全

身神经炎症反应双重攻击,这是 MI后心室重塑的重

要机制之一[12]。参加大鼠 MI后心室重塑的促炎因

子主要有 TNF-α和IL-6[13]。JING等[14]发现,IL-6
基因敲除小鼠 MI后心肌中的TNF-α表达会明显下

调,且可通过激活 M2巨噬细胞和减少成纤维细胞胶

原蛋白生成来改善心脏重塑。WANG等[15]证实IL-6
在急性 MI大鼠模型中可刺激心肌纤维化,最终导致

心室重塑,而IL-6抑制剂可逆转此过程。CEN等[16]

发现麝香保心丸通过下调 MI大鼠TNF-α和IL-6的

表达,进而抑制心肌细胞的超微结构变化,改善心功

能和心室重塑。此外,急性 MI患者血液中TNF-α和

IL-6水平明显升高,卡托普利和缬沙坦可有效降低炎

症水平,改善患者心室重塑[17]。
有研究证明,50、100、400

 

mg·kg-1·d-1 的

Que连续喂养大鼠7
 

d均可降低 MI大鼠循环中

TNF-α水平,具有抗炎、抗氧化和抗凋亡作用,可有效

降低 心 肌 损 伤[18-19]。ALBADRANI等[20]发 现,50
 

mg/kg的Que连续喂养大鼠30
 

d可逆转大鼠 MI后

左心室重塑,其主要通过心肌组织转化生长因子β1/
Smad3通路来实现。王兴红等[21]研究发现,予以30、
60

 

mg·kg-1·d-1 的Que连续灌胃7
 

d预处理心肌

缺血再灌注大鼠,可明显降低大鼠血液中 TNF-α和

IL-6水平,减少 MI面积。LIU等[22]发现,再灌注时

予以10
 

nmol/L的Que灌注10
 

min后,可明显降低

大鼠缺血再灌注模型冠状动脉流出液中 TNF-α和

IL-6水平,改善心功能。刘振华等[23]发现,再灌注前

15
 

min静脉注射10
 

mg/kg的Que可明显降低大鼠

心肌缺血再灌注模型循环中的IL-6水平。何亚磊

等[24]采用25、50、100
 

mg·kg-1·d-1 的Que连续喂

养大鼠7
 

d制造心肌缺血再灌注模型,发现血液中

TNF-α和IL-6水平明显降低,MI面积明显减少。
LIU等[25]采用250

 

mg/kg的Que预处理大鼠心肌缺

血再灌注模型,发现可明显降低其循环中的 TNF-α
水平。这与本研究结果一致。

本研 究 发 现,Que可 改 善 MI大 鼠 LVEF 及

LVFS,降低LVESv及左心室心肌纤维化程度,明显

改善大鼠 MI后左心室重塑[26];此外,Que明显降低

MI大鼠循环中及心脏组织中TNF-α和IL-6表达水

平,说明Que减轻大鼠 MI后左心室重塑机制可能还

与抑制炎症细胞因子TNF-α和IL-6的释放相关。但

是本研究局限于动物实验,且研究样本较少,需进一

步开展更大规模的临床研究,为临床新药开发提供更

充实的理论依据。
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