
心肌纤维化（myocardial fibrosis, MF）是指病理状

态下心肌成纤维细胞过度增殖，细胞外基质（主要是胶

原纤维）过量沉积，导致心室重构、心室顺应性下降，最终

影响心脏的收缩舒张功能，也是慢性心力衰竭的重要原

因［1］。心肌纤维化发生机制复杂，涉及多种细胞因子、肾素-

血管紧张素-醛固酮系统（RAAS）、氧化应激和炎症反应

等，是目前国内外学者研究的热点。有资料证实［2-3］，氧化

应激和转化生长因子-β1（transforming growth factor-β1,

TGF-β1）与心肌纤维化的形成密切相关。依达拉奉

（Eda）是一种新型自由基清除剂，能有效清除自由基、减

轻氧化应激、并可能通过抑制某些细胞炎症因子对心脏

起保护作用［4］，自2001年以来广泛用于急性缺血性脑中

风［5］。然而，关于依达拉奉治疗心肌纤维化及其机制的
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摘要：目的 探讨依达拉奉减轻氧化应激和抗心肌纤维化作用。方法 将50只8周龄SD雄性大鼠随机分5组(对照组，模型组，

依达拉奉低、中、高浓度组)。采用异丙肾上腺素(ISO)构建大鼠心肌纤维化模型，依达拉奉（Eda）各剂量组同时予以依达拉奉干

预，共14 d。第15天检测各组心肌纤维化程度、左心室质量指数（LVMI）、胶原容积分数（CVF），以及心肌组织Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋

白（ColⅠ、Col Ⅲ）、羟脯氨酸（Hyp）、超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、一氧化氮（NO）含量，采用免疫荧光和Western blot

检测心肌组织TGF-β1的表达。结果 模型组CVF和LVMI均显著高于对照组（P均为0.000），依达拉奉组随着治疗浓度的增加

（低、中、高浓度），CVF和LVMI呈下降趋势（P<0.05）；模型组ColⅠ、Col Ⅲ和Hyp均显著高于对照组（P均为0.000），随着治疗浓

度的增加，ColⅠ、Col Ⅲ和Hyp呈下降趋势；模型组MDA显著高于对照组（P=0.000），SOD和NO水平则显著低于对照组（P均

为0.000）；依达拉奉低、中、高浓度组SOD和NO明显高于模型组（P<0.05）；模型组TGF-β1显著高于对照组（P=0.000），依达拉奉

低、中、高浓度组TGF-β1明显低于模型组；MDA与LVMI、CVF、ColⅠ、Col Ⅲ、Hyp呈正相关，而SOD和NO均与LVMI、CVF、

ColⅠ、Col Ⅲ、Hyp呈负相关；TGF-β1与LVMI、CVF、ColⅠ、Col Ⅲ、Hyp、MDA呈正相关，而与SOD、NO呈负相关。结论 依达

拉奉能减轻氧化应激及抑制TGF-β1表达从而延缓心肌纤维化。
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基础研究

Abstract: Objective To investigate the effect of edaravone on oxidative stress and myocardial fibrosis induced by isoproterenol
in rats. Methods Fifty male SD rats were randomly divided into 5 groups, including a control group, a myocardial fibrosis
model (established by injections of isopropyl adrenaline for 10 days) group, and 3 edaravone groups with edaravone treatment
at low, medium, or high doses for 14 days. After the treatments, the rats were examined for the degree of myocardial fibrosis,
left ventricular mass index (LVMI), collagen volume fraction (CVF), and myocardial contents of collagen I (Col I), collage III
(Col III), hydroxyproline (Hyp), superoxide dismutase (SOD), malondialdehyde (MDA), and nitric oxide (NO); The expression
of transforming growth factor-β1 (TGF-β1) in the myocardial tissues was examined by immunofluorescence assay and Western
blotting. Results Compared with the control rats, the rat models of myocardial fibrosis showed significantly increased CVF
and LVMI (P=0.000), which were lowered by edaravone treatments in a dose-dependent manner (P<0.05). The myocardial
contents of Col I, Col III and Hyp also increased in the model group (P=0.000) and were lowered dose-dependently by
edaravone; the contents of MDA was higher (P=0.000) and SOD and NO were lower in the model group (P=0.000), and
edaravone treatments obviously increased SOD and NO contents (P<0.05). The model rats showed significantly increased
myocardial expression of TGF-β1 (P=0.000), which was markedly lowered by edaravone treatments (P=0.000). The myocardial
content of MDA was positively correlated while SOD and NO were negatively with LVMI, CVF, Col I, Col III and Hyp; TGF-β1

was positively correlated with LVMI, CVF, Col I, Col III, Hyp and MDA but negatively with SOD and NO. Conclusion
Edaravone can relieve oxidative stress and inhibit TGF-β1 activation to ameliorate myocardial fibrosis in rats.
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研究国内鲜有报道。因此，本研究采用依达拉奉干预异

丙肾上腺素（ISO）诱导的大鼠心肌纤维化，探讨依达拉

奉抗心肌纤维化的作用及其可能机制，为依达拉奉临床

应用奠定理论基础。

1 资料与方法

1.1 药品、试剂

依达拉奉（Eda）（南京先声东元制药有限公司），异

丙肾上腺素（ISO）（湖北康宝泰精细化工有限公司）；超

氧化物岐化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、羟脯氨酸（Hyp）

试剂盒（南京建成生物工程研究所）；大鼠Ⅰ型胶原蛋白

（CollagenⅠ）、Ⅲ型胶原蛋白（CollagenⅢ）ELISA 试剂

盒（上海西唐生物科技有限公司）；单克隆抗体TGF-β1、

β-actin一抗（cell signaling technical, USA），Masson染

色试剂盒、羊抗兔二抗（中杉金桥）；细胞裂解液、BCA蛋

白定量试剂盒（碧云天生物技术研究所）。

1.2 动物分组、造模及给药

50只SD雄性大鼠，8周龄，体质量约250~300 g，

由 中 山 大 学 实 验 动 物 中 心 提 供（合 格 证 号 ：

44008500006902）。按照随机数字表法随机分5组（每

组10只）：对照组，异丙肾上腺素（ISO）模型组，依达拉

奉（Eda）（低、中、高浓度）组。参考Rona等［6］的造模方

法，模型组和依达拉奉组均首次皮下注射异丙肾上腺

素20.0 mg/kg，第2天注射异丙肾上腺素10.0 mg/kg，第

3天5.0 mg/kg，第4天起 3.0 mg/kg，连续1周，共10 d；

对照组皮下注射等量生理盐水。依达拉奉低、中、高

剂量组即在异丙肾上腺素基础上分别予依达拉奉3、5、

10 mg/（kg·d），从第2天开始经大鼠尾静脉给药，每日2

次，连续14 d，造模和给药间隔时间4 h以上。动物实验方

法符合南方医科大学动物福利和伦理管理委员会要求。

1.3 检测心肌组织氧化指标和纤维化指标

末次给药后，禁食24 h，全身麻醉取出心脏，剔除心

房、大血管、心外膜脂肪组织及瓣膜，生理盐水清洗，滤

纸吸干，电子天平称取心室质量（VW）、左室质量

（LVW），左心室重量指数（LVMI）=LVW/VW。取左室

近心尖1/2处心肌下部组织，研磨成组织匀浆，检测组织

的 SOD、MDA、NO 和 Hyp；ELISA 方法检测组织的

collagenⅠ、collagen Ⅲ。

1.4 Masson染色观察心肌纤维化程度

取左室近心尖1/2处心肌上部组织，福尔马林固定

后，石蜡包埋、切片，进行Masson染色以CISA-1000计

算机图像软件分析，随机读取6个视野，计算胶原容积

分数（CVF）。

1.5 检测大鼠心肌TGF-β1表达

（1）Western blot测定TGF-β1取左室近心尖1/2处

心肌下部组织，提取蛋白，BCA比色法蛋白定量，蛋白

样品煮沸7 min，上样后置于电泳缓冲液中电泳，分离目

的蛋白，90 V 电转膜 120 min，5% BSA 封闭 1 h 后，

TGF-β1和β-actin（内参）一抗4 ℃孵育过夜，TBST洗膜

后，用HRP标记的羊抗兔二抗室温孵育1 h，TBST洗

膜，ECL显色，曝光扫描，软件分析光密度分析。

（2）免疫荧光 石蜡包埋切片，经二甲苯、梯度酒

精脱蜡，PBS浸泡，3% H2O2室温孵育 10 min，PBS冲

洗，柠檬酸抗原修复后，PBS冲洗，5% BSA室温封闭

30 min。TGF-β1一抗4 ℃孵育过夜；PBS冲洗，抗兔二

抗室温避光孵育60 min，PBS冲洗；DAPI和荧光抗淬灭

剂混合封片，镜下随机取6个视野，计算表达面积。

1.6 统计学方法

采用SPSS18.0 统计软件分析。实验数据以均数±

标准差表示，多组均数间比较采用单因素方差分析，组

间多重比较采用LSD-t检验。相关性分析采用Pearson

或Spearman法。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 依达拉奉对心肌纤维化的影响

2.1.1 各组心肌组织Masson染色 模型组心肌坏死灶

内纤维增生明显，正常心肌组织呈红色，发生纤维化的

心肌纤维和血管周围呈蓝色。模型组纤维化显著，依达

拉奉低、中、高浓度组纤维化较模型组明显减少（图1）。

2.1.2 心肌胶原容积密度分数CVF（%）和左心室重量指

数 LVMI（mg/g） ISO 模型组 CVF（17.83 ± 1.49）%和

LVMI（2.64±0.11）mg/g均显著高于对照组CVF（2.52±

0.34）%和LVMI（1.80±0.06）mg/g（P=0.000），依达拉奉

低、中、高浓度组CVF和LVMI则显著低于模型组（P<

0.05），并随着治疗浓度的增加，CVF和LVMI呈下降趋

势（P<0.05，图2）。

2.2 依达拉奉对心肌组织collagenⅠ（ColⅠ）、collagen

Ⅲ（ColⅢ）和Hyp含量的影响

模型组ColⅠ、ColⅢ和Hyp均显著高于对照组（P=

0.000），依达拉奉低、中、高浓度组ColⅠ、ColⅢ和Hyp

则显著低于模型组，并随着治疗浓度的增加，ColⅠ、Col

Ⅲ和Hyp呈下降趋势（P<0.05，图3）。

2.3 依达拉奉对各组心肌组织氧化应激指标 MDA、

SOD、NO的影响

模型组MDA显著高于对照组（P=0.000），SOD和

NO水平则显著低于对照组（P=0.000），依达拉奉低、中、

高浓度组MDA明显低于模型组，并随着治疗浓度的增

加，MDA呈下降趋势；依达拉奉低、中、高浓度组SOD

和NO明显高于模型组，并随着浓度的增加，SOD和NO

均呈上升趋势（P<0.05，图4）。

2.4 依达拉奉对各组心肌组织TGF-β1的影响

2.4.1 各组TGF-β1的表达 模型组TGF-β1显著高于对

照组（P=0.000），依达拉奉低、中、高浓度组TGF-β1明显

低于模型组，并随着治疗浓度的增加，TGF-β1呈下降趋
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势（P<0.05，图5）。

2.4.2 各组TGF-β1的免疫荧光 如图6，模型组TGF-β1

荧光强度显著高于对照组，依达拉奉低、中、高浓度组

TGF-β1荧光强度明显低于模型组（图6）。

C

A B

D E

图1 各组心肌组织Masson染色
Fig.1 Masson staining of the myocardial tissue in the 5 groups (Original magnification: ×100; original magnification: ×400 for
inserts). A: Control; B: Model group; C-E: Low-, moderate-, and high-dose edaravone groups, respectively.

图2 各组心肌CVF和LVMI比较
Fig.2 Comparison of myocardial CVF and LVMIamong
the 5 groups. *P<0.05 vs control; #P<0.05 vs model group.
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图3 各组心肌组织collagenⅠ、collagenⅢ和Hyp
含量比较
Fig.3 Myocardial contents of collagen I, collagen
III and hydroxyproline in the 5 groups. *P<0.05 vs
control; #P<0.05 vs model group.
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图4 各组MDA、SOD、NO含量比较
Fig.4 Myocardial contents of MDA, SOD and NO in the
5 groups. *P<0.05 vs control; #P<0.05 vs model group.
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图5 各组心肌组织TGF-β1的表达
Fig.5 Myocardial expression of TGF-β1 in the 5
groups. *P<0.05 vs control; #P<0.05 vs model group.
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图6 TGF-β1免疫荧光表达
Fig.6 TGF-β1 immunofluorescent staining of the myocardial tissue in the 5 groups (Original magnification: ×400).
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2.5 氧化应激指标与心肌纤维化的LVMI、CVF、ColⅠ、

ColⅢ、Hyp的关系

经 Pearson 相关分析得出，MDA 与 LVMI、CVF、

ColⅠ、ColⅢ、Hyp呈正相关；SOD与LVMI、CVF、ColⅠ、

ColⅢ、Hyp呈负相关；NO与LVMI、CVF、ColⅠ、ColⅢ、

Hyp亦呈负相关（表1）。

表1 氧化应激指标与LVMI、CVF、ColⅠ、ColⅢ、Hyp的关系
Tab.1 Correlation of the indexes of oxidative stress with LVMI, CVF, Col I, Col III, Hyp

Index

LVMI

CVF

Col I

Col III

Hyp

MDA

r

0.819

0.857

0.857

0.912

0.885

P

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

SOD

r

-0.758

-0.583

-0.659

-0.746

-0.694

P

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

NO

r

-0.717

-0.855

-0.790

-0.797

-0.823

P

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

2.6 TGF-β1与 LVMI、CVF、ColⅠ、ColⅢ、Hyp、SOD、

MDA、NO的关系

经 Spearman 相关分析得出，TGF-β1 与 LVMI、

CVF、ColⅠ、ColⅢ、Hyp、MDA 呈正相关；TGF-β1与

SOD、NO呈负相关（表2）。

3 讨论

心肌纤维化形成机制复杂，与氧化应激、炎症反应、

多种炎性细胞因子（如TNF-α、TGF-β1、CTGF等）关系

密切。依达拉奉是一种自由基清除剂，有抗氧化作用。

近期研究发现，依达拉奉能通过对抗氧化应激而抑制肺

纤维化和肺损伤［7-8］。近年，学者们不断对依达拉奉治疗

心脏疾病的作用进行探讨。黄涌等［9］发现依达拉奉可

保护H9c2心肌细胞对抗异丙肾上腺素诱导的损伤作

用；依达拉奉具有调节氧化应激和内质网应激介导的心

肌细胞凋亡和纤维化作用［10］。但依达拉奉对心肌纤维

化的治疗作用目前研究较少，本研究以异丙肾上腺素成

功构建大鼠心肌纤维化模型，并同时予不同浓度的依达

拉奉进行干预，病理评分发现，异丙肾上腺素组心肌坏

死灶内纤维增生明显，而依达拉奉干预后纤维增生

明显减少，并随着依达拉奉浓度的增高，心肌纤维化缓

解效果更好，表明依达拉奉能延缓心肌纤维化的发生和

发展。

氧化应激，即活性氧的生成过多和（或）细胞内

抗氧化防御系统受损，从而对组织细胞产生多种毒性作

用［11］。大量证据表明［2-3, 12］，活性氧可通过多种信号通路

导致心肌细胞坏死、凋亡，并通过灭活NO导致血管内

皮功能紊乱，进而加速心肌纤维化的形成和发展。

MDA、SOD、NO水平可反映体内清除氧自由基的能力

和氧化应激、抗氧化水平［13］。部分报道证明［6, 9］，异丙肾

上腺素能促使机体活性氧增加，氧化应激水平升高。本

研究发现，经异丙肾上腺素成功诱导的大鼠心肌纤维

化，提示氧化应激水平升高能促使心肌纤维化的发生；

同时，模型组的MDA较对照组显著升高，而SOD和

NO 明显降低；经氧化应激指标与心肌纤维化评价指标

(ColⅠ、ColⅢ、Hyp)相关性分析得出，MDA与ColⅠ、

ColⅢ、Hyp呈正相关，而SOD和NO与ColⅠ、ColⅢ、

Hyp呈负相关，此提示在心肌纤维化形成过程中氧化应

激水平也呈上升趋势，这与李贵芝等［14］的研究结果类

似。国内外研究显示［9-10］，对干预细胞和组织的氧化应

激上，依达拉奉有抗氧化作用。本文以依达拉奉干预心

肌纤维化大鼠后SOD和NO明显高于模型组而MDA

明显低于模型组，表明依达拉奉减轻了氧自由基对心肌

组织的损伤，降低了氧化应激水平。

TGF-β1能调节细胞外基质（ECM）代谢，与ECM沉

积关系最密切，被公认为器官纤维化的治疗靶点［15］。

TGF-β/Smads信号通路在心肌梗死、心力衰竭、心肌纤

Index

LVMI

CVF

Col I

Col III

Hyp

SOD

MDA

NO

TGF-β1

rs

0.841

0.844

0.944

0.937

0.831

-0.691

0.916

-0.861

P

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

表2 TGF-β1与LVMI、CVF、ColⅠ、ColⅢ、Hyp、SOD、MDA、
NO的关系
Tab.2 Correlation of TGF-β1 with LVMI, CVF, and myocardial
contents of Col I, Col III, Hyp, SOD, MDA, and NO
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维化等疾病中发挥重要作用［16］。TGF-β1的增加是异丙

肾上腺素、血管紧张素、内皮素等所致的心肌纤维化的

共同通路［17］。本文亦证实了异丙肾上腺素诱导的心肌

纤维化模型中TGF-β1表达显著升高，而且TGF-β1与心

肌纤维化相关指标ColⅠ、ColⅢ、Hyp呈正相关，提示随

着心肌纤维化的形成和进展，TGF-β1可能呈上升趋势，

而TGF-β1的升高也促进心肌纤维化的进程。此外，

TGF-β1与氧化应激的启动密切相关［18］。本文相关性分

析得出，TGF-β1与MDA呈正相关，与SOD、NO呈负相

关，提示TGF-β1可能随着氧化应激水平的升高而增加，

进而加速了心肌纤维化。而依达拉奉干预后TGF-β1明

显减少，提示依达拉奉也能减少TGF-β1的水平，其机制

可能为依达拉奉通过减轻氧化应激而抑制TGF-β1表

达，进而延缓心肌纤维化的发生和发展。
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