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基于 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ３ 信号通路观察促血小板生成素
对阿霉素致心力衰竭大鼠心肌细胞凋亡的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨促血小板生成素(ＴＰＯ)对阿霉素致心力衰竭(ＣＨＦ)大鼠抗心肌细胞凋亡的作用以及其

对 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ３ 信号的调控机制ꎮ 方法　 将大鼠随机分为对照组、模型组、治疗组、抑制剂组ꎻ模型组、治疗组、抑
制剂组采用腹腔注射阿霉素构建心衰模型ꎬ治疗组每日腹腔注射 ５ μｇ / ｋｇ ＴＰＯꎻ 抑制剂组每日腹腔注射 １􀆰 ２ ｍｇ / ｋｇ
ＳＢ４３１５４２、ＴＵＮＥＬ 染色、免疫荧光、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测大鼠心肌细胞的凋亡、Ｃａｓｐａｓｅ￣３、ＴＧＦ￣β１ 及 ｐ￣Ｓｍａｄ３ 的表达水

平ꎮ 结果　 与对照组相比ꎬ模型组心肌细胞凋亡率、ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ３、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达明显升高ꎬ与模型组相比ꎬ
治疗组、抑制剂组心肌细胞凋亡率、ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ３、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达明显降低ꎬ差异均具有统计学意义(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 ＴＰＯ 能够降低由阿霉素导致 ＣＨＦ 大鼠的心肌细胞凋亡率ꎬ其机制可能与抑制 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ３ 信号
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ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ꎬ ｐ￣Ｓｍａｄ３ꎬ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ. Ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ < ０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ＴＰＯ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｉｎ ｒａｔｓ. Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＴＧＦ￣
β１ / Ｓｍａｄ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｔｈｒｏｍｂｏｐｏｉｅｔｉｎꎻ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅꎻ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎꎻ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ ＴＧＦ￣β１/ Ｓｍａｄ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 原发性以及继发性的心血管疾病的终未期主

要表现为心室充盈或射血功能受损ꎬ被称为慢性心

力衰竭( ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅꎬＣＨＦ) [１]ꎬ至今尚无根

治性治疗手段ꎮ 据统计 ＣＨＦ 的 ５ 年生存率不足

５０％ꎮ 目前 ＣＨＦ 的发病机制已逐渐深入到分子生

物学水平ꎬ为 ＣＨＦ 的基因靶向治疗提供有力支

撑[２]ꎮ 研究表明[３] 心肌纤维化导致的心室重构

(ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇꎬＶＲ)进而造成心肌细胞的异

常凋亡是 ＣＨＦ 发生、发展过程中关键性的病理改

变ꎮ Ｃｈａｎｇ 等[４]研究证实抑制心肌纤维化ꎬ能降低

心肌细胞的凋亡率ꎬ减轻心力衰竭的程度ꎮ 已有的

实验研究表明[５] 转化生长因子 － β１ ( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－β１ꎬＴＧＦ￣β１)直接参与心肌纤维化的

病理过程ꎮ 研究显示 ＴＧＦ￣β１ 可促进成纤维细胞

(ｃａｄｉａｃｆｉｂｌｏｂｌａｓｔꎬＣＦｓ)转化ꎮ ＣＦｓ 的增生刺激分泌

细胞外基质( ｅｘｔｒａ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘꎬＥＣＭ)蛋白ꎬ引起

心肌组织胶原纤维积聚ꎬ进而改变心肌的基础空间

结构ꎬ造成心肌细胞异常凋亡、坏死数量增加ꎬ导致

心脏功能障碍ꎮ Ｈｅｇｅｒ 等[６] 研究证实 ＴＧＦ￣β１ 能够

促进大鼠心肌细胞的凋亡ꎮ 促血小板生成素

(ｔｈｒｏｍｏｂｏｐｏｉｅｔｉｎꎬ ＴＰＯ)是机体内调节血小板 /巨核

细胞系的最重要的造血蛋白生长因子ꎬ临床应用就

是作为造血生长因子用于血小板减少症的治疗ꎮ
近年来研究发现 ＴＰＯ 对心脏具有保护作用[７]ꎮ 张

东涛等[８]体外研究 Ｈ９Ｃ２ 细胞发现ꎬ ＴＰＯ 通过抑制

细胞凋亡实现对体外心肌细胞的保护作用ꎬ但 ＴＰＯ
在 ＣＨＦ 中作用的报道较少ꎮ 本研究通过建立大鼠

ＣＨＦ 模型ꎬ从 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ３ 的角度探讨 ＴＰＯ 对

ＣＨＦ 的保护作用ꎬ从而为临床上 ＴＰＯ 的应用提供ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

４８ 只 ８－１０ 周 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠ꎬ体重 ２２０ ~
２５０ ｇꎬ[ＳＣＸＫ(甘)２０１８－０００２]ꎬ[ＳＹＸＫ(甘)２０１８－

１２]ꎬ由深圳大学总医院实验动物中心提供ꎻ室温下

标准饲料、自由饮水、分笼(４ 笼)适应性饲养一周后

用于实验ꎮ 实验动物的使用及操作均遵守 ３Ｒ 原

则ꎬ在过程中给与与动物人道的关怀ꎬ实验基本操

作参照深圳大学总医院动物管理委员会关于基础

实验动物的的规定进行ꎬ并经本院实验动物管理伦

理委员会批准(ＪＧ－２０１９－００４７)ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

促血小板生成素注射液( ｔｈｒｏｍｂｏｐｏｉｅｔｉｎꎬＴＰＯꎬ
沈阳三生制药有限公司ꎬ批准文号:国药准字:
Ｓ２００５００４８)ꎻ阿霉素(注射用盐酸多柔比星ꎬ山西普

德药 业 股 份 有 限 公 司ꎬ 批 准 文 号: 国 药 准 字

Ｈ１４０２３８７９)ꎻＴＧＦ￣β１ 特异性抑制剂 ＳＢ４３１５４２(生
产批号:１０１４￣ＪＡ)采购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司ꎬ异氟烷

(生产批号:５２１ Ｌ ￣Ａ)、戊巴比妥钠 (生产批号:
２５６Ｏ－０Ｉ)、链脲佐霉素(生产批号:ＡＳ－７８０２)、多聚

甲醛(生产批号:ＷＱ－２Ｆ)采购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻＨＥ 试

剂盒(生产批号:ＫＴ－２０１８Ｈ５６７)、Ｍａｓｓｏｎ 染色试剂

盒(生产批号:ＫＴ－２０１８Ｍ９０２)购自上海碧云天生物

技术公司ꎻＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒(生产批号:
ＧＷ－１４７)、化学发光试剂盒(生产批号:ＧＷ－１８５７)
购自广东锐博生物科技技术股份有限公司ꎻＴＧＦ￣β１
(生产批号:ＡＹ￣Ｔ２０１)、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 抗体 (生产批号:
ＡＹ￣Ｓ２６９)、 兔抗大鼠 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ (生产批号: ＡＹ￣
Ｃ５ＴＨ)、兔抗 ＧＡＰＤＨ(生产批号:ＡＹ￣ＧＴ３４)以及山

羊抗兔 ＩｇＧ(生产批号:ＡＹ￣ＩＪ７０)采购自美国 ａｂｃａｍ
公司ꎬＴＵＮＥＬ 试剂盒(生产批号:ＲＮ￣Ｓ０６９)、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 试 剂 盒 ( 生 产 批 号: ＲＮ￣ＷＲ６７２ ) 购 自 德 国

Ｒｅｂｓｔｏｃｋ 公司ꎮ
荧光显微镜(ＵＳ－２０１８ꎬ尼康公司ꎬ日本)ꎬＢｉｏ￣

ｒａｄ 凝胶成像系统(８８４５￣Ｓ 型ꎬＢｉｏ￣ｒａｄ 公司ꎬ美国)ꎬ
－８０℃深冷冰箱(ＷＦ￣１５０ Ｖꎬ维根斯公司ꎬ德国)ꎬ电
镜(ＫＷ－０６ꎬ三菱公司ꎬ日本)ꎬ组织切片机( Ｌｅｉｃａ
ＲＭ２１３５ꎬＬｅｉｃａ 公司ꎬ德国)ꎮ
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１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 模型构建和分组处理

实验前使用标准医用生理盐水将注射用阿霉

素配成 ２ ｍｇ / Ｌ 溶液ꎬ将 ４８ 只大鼠随机分为 ４ 组ꎬ每
组 １２ 只ꎬ分别为对照组、模型组、ＴＰＯ 干预组(治疗

组)、ＴＧＦ￣β１ 特异性抑制剂 ＳＢ４３１５４２ 干预组(抑制

剂组 )ꎻ 据 文 献 方 法[９]ꎬ 将 阿 霉 素 溶 液 分 别 以

７ ｍｇ / ｋｇ腹腔注射到模型组、治疗组、抑制剂组大鼠

体内ꎬ每周 １ 次ꎬ持续 ８ 周ꎬ构建心力衰竭大鼠模型ꎻ
对照组大鼠腹腔注射等体积的医用生理盐水ꎮ ８ 周

后采用心脏彩超记录鼠心功能指数ꎮ 同时开始进

行药物干预治疗ꎬ治疗组大鼠每日腹腔注射给药 ５
μｇ / ｋｇ ＴＰＯꎻ 抑制剂组大鼠每日腹腔注射给药 １􀆰 ２
ｍｇ / ｋｇ ＳＢ４３１５４２ꎻ对照组、模型组大鼠给予等体积的

生理盐水ꎬ持续给药 ２８ ｄꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 心脏超声检査心脏功能

持续给药 ２８ ｄ 后ꎬ异氟烷腹腔注射麻醉大鼠ꎬ
固定于手术台ꎬ心脏彩超检查心脏功能ꎮ 记录左室

射血分数(ＬＶＥＦ)、左室收缩期内径(ＬＶＤＳ)、舒张

期内径(ＬＶＤｄ)、短轴缩短率(ＦＳ)等数据ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 各组大鼠心肌组织病理学改变

检查心脏彩超之后ꎬ戊巴比妥钠腹腔注射麻醉

大鼠ꎬ腹主动脉放血处死ꎮ 在无菌操作台上ꎬ开胸

取出心脏ꎬ用无菌滤纸吸干水分ꎬ处理过后将心脏

组织封存在液氮中ꎬ置于－８０℃ 深冷冰箱中备用ꎮ
取出 ２０％心肌组织ꎬ分别用 ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染

色ꎬ制成切片ꎬ光镜下观察各组大鼠心肌组织病理

改变ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 免疫组化法检测心肌组织测Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋

白表达

取出 ２０％心肌组织ꎬ固定包埋并切片ꎬ脱蜡后ꎬ
柠檬酸盐缓冲液修复ꎬ３％的双氧水室温下封闭ꎬ分
别加入一抗ꎬ４℃过夜孵育ꎬ次日ꎬＰＢＳ 冲洗 ３ 次后ꎬ
分别 加 入 二 抗ꎬ 清 洗ꎮ 加 适 量 二 氨 基 联 苯 氨

(ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎ ꎬＤＡＢ)显色ꎬ苏木素复染ꎬ乙醇梯

度脱水ꎬ二甲苯浸泡ꎬ中性树胶封片ꎬ镜检观察并记

录实验结果ꎻ每个样本独立重复测量 ３ 次ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＴＵＮＥＬ 染色检测各组大鼠心肌细胞凋亡

取 １０％心肌组织ꎬ常规方法固定ꎬ冰冻切片ꎬ二
甲苯浸洗两次ꎬ梯度酒精浸洗 ５ ｍｉｎꎬ风干后 ３％双

氧水－甲醇浸泡 １０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ每次 ３ ｍｉｎꎬ
然后 ４℃预冷乙醇上进行如下操作:０􀆰 １％ ＴＲＩｔｏｎＸ－

１００、０􀆰 １％缓冲液处理 ２ ｍｉｎꎬＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ每次

３ ｍｉｎꎬ加入 ＴＵＮＮＥＬ 反应混合液ꎬ加封口膜在暗湿

盒中反应 １ ｈꎬ温度 ３７℃ꎬＰＢＳ 漂洗ꎬ脱水后二甲苯

透明ꎬ封片ꎬＵＳ￣２０１８ 荧光显微镜进行观察ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 免 疫 荧 光 检 测 各 组 大 鼠 心 肌 组 织 中

Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达情况

从冰箱中取出 １０％大鼠心肌组织ꎬ常规方法固

定ꎬ冰冻切片ꎬ按照免疫荧光的试剂盒要求进行操

作观察 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达情况ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 各 组 大 鼠 脑 组 织 中

Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 以及信号通路相关蛋白 ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ３
的表达水平

从冰箱中取出 １０％大鼠心肌组织ꎬ组织裂解匀

浆器ꎬ冰浴 ５ ｍｉｎ 后离心ꎬ留取上清ꎬ测定蛋白浓度

后ꎬ电泳转移膜ꎬ 封闭 加 入 一 抗 稀 释 液 ( 均 为

１ ∶１０００)ꎬ保持 ４℃过夜ꎬ次日清洗后ꎬ加入二抗稀释

液(均为 １ ∶１００００)ꎬ室温下孵育 ２ ｈꎬ显色后 Ｂｉｏ￣ｒａｄ
凝胶成像仪下读取各条带的灰度值ꎬ 目的蛋白相对

表达水平以 ＧＡＰＤＨ 作为参照ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

本研究实验数据统计采用 ＳＰＳＳ １６.０ 软件ꎬ作
图工具采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ５.０１ꎬ采用平均数±标准差( 􀭰ｘ
± ｓ )表示符合正态分布的计量资料ꎬ采用单因素方

差分析进行多组间比较ꎬ采用独立 ｔ 检验进行两两

间比较ꎬ当 Ｐ<０.０５ 表示具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 心脏彩超检测大鼠心功能的变化

各组大鼠心脏彩超检测各组大鼠心功能后结

果如图 １ꎬ表 １ 所示ꎬ与对照组相比ꎬ模型组大鼠的

ＬＶＤＳ、ＬＶＤｄ 明显出现升高(Ｐ<０.０５)ꎬＬＶＥＦ、ＦＳ 明

显出现下降(Ｐ<０.０５)ꎬ与模型组相比ꎬ治疗组、抑制

剂组的 ＬＶＤＳ、ＬＶＤｄ 明显下降(Ｐ<０.０５)ꎬＬＶＥＦ、ＦＳ
明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ差异均具有统计学意义(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 治疗组、抑制剂组在大鼠心脏心功能指数

差异不具有统计意义(Ｐ>０.０５)ꎮ
２􀆰 ２　 各组大鼠心肌组织病理学

ＨＥ 染色结果如图 ２ 所示ꎬ对照组大鼠心肌细

胞结构完整ꎬ清晰可辨ꎬ细胞整齐排列ꎬ细胞间质

无水肿情况ꎬ心肌横纹清晰且规则ꎬ细胞连接紧

密ꎮ 模型组大鼠心肌细胞肥大且不规则、细胞排

列紊乱ꎬ心肌浊肿明显ꎬ细胞间质水肿明显及细胞
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外基质增多ꎬ可见大量炎性细胞浸润ꎬ纤维增生明

显ꎬ心肌细胞间质充血严重ꎬ心肌横纹消失ꎻ与模

型组相比ꎬ治疗组、抑制剂组大鼠心肌细胞较模型

组排列更规则ꎬ心肌纤维变性较轻ꎬ纤维组织增生

明显减少ꎬ基本无出血点ꎬ心肌细胞损伤症状明显

减轻ꎮ

注:Ａ:对照组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:治疗组ꎻＤ:抑制剂组ꎮ

图 １　 各组大鼠心脏超声结果

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂꎬ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃꎬ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ. Ｄꎬ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃａｒｄｉａｃ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 １　 各组大鼠心功能指数比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

左室收缩期内径(ｍｍ)
ＬＶＤＳ

舒张期内径(ｍｍ)
ＬＶＤｄ

左室射血分数(％)
ＬＶＥＦ

短轴缩短率(％)
ＦＳ

对照组 ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ０１±０􀆰 ３５ ３􀆰 ４７±０􀆰 １６ ８４􀆰 １４±１􀆰 ５２ ５５􀆰 ２５±０􀆰 ３８

模型组 ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 ６５±０􀆰 ２７∗ ５􀆰 ８５±０􀆰 １８∗ ６２􀆰 １５±２􀆰 １５∗ ２８􀆰 ４９±０􀆰 ６３∗

治疗组 ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ２１±０􀆰 １３＃ ４􀆰 ３５±０􀆰 １１＃ ７５􀆰 ０５±３􀆰 ２６＃ ３８􀆰 ３５±０􀆰 ８７＃

抑制剂组 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 １８±０􀆰 １５＃ ４􀆰 ３３±０􀆰 １３＃ ７５􀆰 １５±３􀆰 １４＃ ３７􀆰 １８±１􀆰 ２８＃

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

注:Ａ:对照组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:治疗组ꎻＤ:抑制剂组ꎮ

图 ２　 ＨＥ 染色结果

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂꎬ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃꎬ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ. Ｄꎬ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

注:Ａ:对照组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:治疗组ꎻＤ:抑制剂组ꎮ

图 ３　 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂꎬ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃꎬ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ. Ｄꎬ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ
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　 　 光镜下观察大鼠心肌细胞 Ｍａｓｓｏｎ 染色ꎬ心肌细

胞呈现红色ꎬ胶原纤维呈现蓝色ꎬ本研究中 Ｍａｓｓｏｎ
染色结果如图 ３ 所示ꎬ对照组只是少量的胶原纤维

散在细胞间隙中ꎻ模型组心肌细胞及血管周围均可

见大片蓝色的心肌胶原纤维分布ꎻ与模型组相比ꎬ
治疗组、抑制剂组心肌细胞及血管周围的胶原纤维

明显减少ꎮ
２􀆰 ３　 免疫组化法检测心肌组织测Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白

表达

免疫组化结果如图 ４ 所示:与对照组相比ꎬ模型

组、治疗组、抑制剂组Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白的表达均出

现明显的升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 与模型组相比ꎬ在进行药

物干预后ꎬ治疗组、抑制剂组Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白的表

达出现明显的下降(Ｐ<０.０５)ꎬ治疗组、抑制剂组在

大鼠心脏Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白的表达差异不具有统计

意义(Ｐ > ０. ０５)ꎮ 推断促血小板生成素和抑制剂

ＳＢ４３１５４２ 均可抑制心衰大鼠心脏Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白

的表达ꎮ
２􀆰 ４　 ＴＵＮＥＬ 染色检测各组大鼠心肌组织中的细

胞凋亡

ＴＵＮＥＬ 染色结果如图 ５ 所示ꎬ与对照组相比ꎬ
模型组大鼠的细胞凋亡率明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ与模

型组相比ꎬ治疗组、抑制剂组大鼠的细胞凋亡率明

显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ治疗组和抑制剂组相比ꎬ细胞凋

亡率的差异(Ｐ>０.０５)ꎬ不具有统计学意义ꎮ
２􀆰 ５　 免疫荧光检测各组大鼠心肌组织中 Ｃａｓｐａｓｅ￣３
的表达情况

Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 作为细胞程序性凋亡的最终执行分

子ꎮ 本研究中免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果如图 ６
所示ꎬ与对照组相比ꎬ模型组 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达明显

升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组相比ꎬ治疗组、抑制剂组

Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达明显降低(Ｐ<０.０５)ꎻ治疗组和抑制

剂组相比ꎬ大鼠心肌组织 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达差异(Ｐ>０.
０５)ꎬ不具有统计学意义ꎮ

注:Ａ:对照组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:治疗组ꎻＤ:抑制剂组ꎮ ａ:Ⅰ型胶原蛋白ꎻｂ:Ⅲ型胶原蛋白ꎮ 与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型

组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ４　 免疫组化检测Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白表达结果

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂꎬ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃꎬ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ. Ｄꎬ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ. ａꎬ ｔｙｐｅ Ｉ ｃｏｌｌａｇｅｎ. ｂꎬ ｔｙｐｅ ＩＩＩ ｃｏｌｌａｇｅｎ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｙｐｅ Ｉ ａｎｄ ＩＩＩ ｃｏｌｌａｇｅｎ
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注:Ａ:对照组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:治疗组ꎻＤ:抑制剂组ꎮ 与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ５　 ＴＵＮＥＬ 染色检测心肌组织中的细胞凋亡

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂꎬ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃꎬ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ. Ｄꎬ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗ Ｐ < ０􀆰 ０５.

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ < ０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ

注:Ａ:对照组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:治疗组ꎻＤ:抑制剂组ꎮ ａ:免疫组化检测各组大鼠心肌组织 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达ꎻｂ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组大

鼠心肌组织 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达ꎻｃ:各组大鼠心肌组织中 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达差异ꎮ 与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ６　 各组大鼠心肌组织中的 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂꎬ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃꎬ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ. Ｄꎬ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ.ａꎬ Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃａｓｐａｓｅ￣３.

ｂꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ￣３. ｃꎬ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ￣３. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<

０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 蛋白的

表达

本研究采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组大鼠心脏组

织 ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 蛋白的表达ꎬ结果如图 ７ 所示ꎬ
与对照组相比ꎬ模型组大鼠心肌细胞的 ＴＧＦ￣β１、ｐ￣
Ｓｍａｄ３ 的表达明显升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与模型组相比ꎬ
治疗组、抑制剂组大鼠心肌细胞的 ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ３
的表达明显降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 治疗组、抑制剂组在大

鼠心脏心肌细胞 ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 表达差异不具有

统计意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ

注:Ａ:对照组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:治疗组ꎻＤ:抑制剂组ꎮ 与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组大鼠心脏组织 ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 蛋白的表达

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂꎬ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃꎬ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ. Ｄꎬ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ

ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ ａｎｄ ｐ￣Ｓｍａｄ３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

３　 讨论

慢性心力衰竭(ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅꎬＣＨＦ)是以

心脏收缩或舒张功能障碍为标志的器质性心血管

系统的综合症[１０]ꎬ死亡率高ꎬ预后不佳ꎮ 近年来ꎬ随
着研究的深入ꎬ许多学者从形态学、分子生物学等

角度研究证实心肌细胞凋亡是 ＣＨＦ 发生、发展中的

重要生理病变过程ꎮ
细胞异常凋亡致使心肌细胞数量骤减ꎬ心室充

盈压失常、心房排血量减少ꎬ最终导致心室壁变薄ꎬ
心腔 扩 大ꎬ 心 肌 肥 大 等 心 肌 重 构 ( Ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇꎬＶＲ)发展成 ＣＨＦ[１１]ꎮ 促血小板生成素

(ｔｈｒｏｍｏｂｏｐｏｉｅｔｉｎꎬ ＴＰＯ)具有介导血小板生成和调

节巨核细胞增殖、分化的功能[１２]ꎮ 近年来研究发现

ＴＰＯ 还能在其他系统发挥作用[１３]ꎮ 王晓东等[１４] 研

究发现 ＴＰＯ 能促进小鼠神经细胞的增殖ꎬ稳定线粒

体膜电位ꎬ发挥抗凋亡的作用ꎮ Ｂｅｓｂｅｓ 等[１５]研究发

现 ＴＰＯ 能够影响卵巢细胞的增殖和凋亡ꎮ 而 ＴＰＯ
对心血管系统的保护作用引起关注[１６]ꎮ Ｗａｎｇ
等[１７]ＴＰＯ 能保护 Ｈ９Ｃ２ 细胞免受多柔比星诱导的

细胞自噬ꎬ发挥心肌细胞保护的作用ꎮ Ｃｈａｎ 等[１８]

采用 ＴＰＯ 治疗心梗大鼠发现 ＴＰＯ 能明显改善其左

心室功能ꎬ促进血管新生ꎬ减小心梗面积ꎮ 但是

ＴＰＯ 在 ＣＨＦ 中的作用未见有研究报道ꎮ
阿霉素( ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ)是一线抗肿瘤化疗药物ꎬ

但是由于其心脏毒性ꎬ限制了在临床上的应用[１９]ꎮ
本研究中在给与阿霉素 ８ 周后ꎬ大鼠心脏 ＬＶＤＳ、
ＬＶＤｄ 明显升高ꎬＬＶＥＦ、ＦＳ 明显降低ꎬ与人 ＣＨＦ 症

状相似ꎮ ＣＨＦ 大鼠模型建立成功ꎮ 阿霉素造成

ＣＨＦ 的机制上不明确ꎬ有研究报道[２０]证实大鼠在注

射阿霉素后ꎬ导致心肌细胞凋亡ꎬ致使心肌细胞数

量骤减ꎬ心脏结构发生改变ꎬ心室功能降低ꎮ 本研

究中模型组大鼠心脏 ＬＶＤＳ、ＬＶＤｄ 明显升高(Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬＬＶＥＦ、ＦＳ 明显降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ心肌细胞及

血管周围均可见心肌胶原纤维沉积ꎬ心肌 ＣＨＦ 损伤

症状明显ꎻ细胞凋亡率明显升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 细胞凋

亡是有许多分子共同调控的结果ꎬＣａｓｐａｓｅ￣３ 是凋亡

过程中的最重要的效应蛋白[２１]ꎮ 模型组大鼠心肌

细胞 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达明显升高ꎮ 在经过 ＴＰＯ 治疗

后ꎬ治疗组大鼠心脏功能明显改善ꎬ心肌细胞凋亡

率明显降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ治疗组大鼠心肌细胞及血管

周围的胶原纤维明显减少ꎬ心肌细胞 ＣＨＦ 损伤症状

明显减轻ꎮ 由此可推断促血小板生成素能够抑制

有阿霉素导致的心肌凋亡ꎬ改善心脏功能ꎮ
ＴＧＦ￣β１ 主要在成纤维细胞、上皮细胞和平滑肌

细胞中表达ꎬＴＧＦ￣β１ 是激活成纤维细胞的关键因

子ꎬ可刺激胶原纤维的合成[２２]ꎮ 研究表明[２３] ＴＧＦ￣
β１ / Ｓｍａｄ３ 信号通路在心脏重塑和 ＣＨＦ 的过程中

发挥关键性的作用ꎮ 研究证实[２４]抑制 ＴＧＦ￣β１ 的作

用能够有效的抑制由糖尿病等导致的 ＣＨＦ 的中的

心室重构ꎻ动物实验研究证实[２５] 在心肌梗死早期抑

制 ＴＧＦ￣β１ 信号通路ꎬ能够明显改善心功能ꎮ 本研

究中免疫组化结果显示ꎬ模型大鼠Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋

白的表达均明显升高ꎬ在使用 ＴＰＯ 和 ＴＧＦ￣β１ 抑制

９６中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ３



剂干预后ꎬ治疗组、抑制剂组大鼠心肌胶原纤维表

达明显下降ꎬ两组大鼠 ＣＨＦ 病理指标改善差异不明

显ꎬ初步推断 ＴＰＯ 可能通过抑制说 ＴＧＦ￣β１ 的表达

来改善大鼠 ＣＨＦ 症状ꎮ 进一步研究发现ꎬ与对照组

相比ꎬ模型组大鼠心肌细胞的 ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 的

表达明显升高ꎻ与模型组相比ꎬ治疗组、抑制剂组大

鼠心肌细胞的 ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 的表达明显降低ꎬ
推断 ＴＰＯ 能抑制说 ＴＧＦ￣β１ 的表达ꎮ

综上所述ꎬＴＰＯ 能够改善由阿霉素导致 ＣＨＦ 大

鼠的心脏功能ꎬ降低心肌细胞凋亡率ꎬ其机制可能

与抑制 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ３ 信号通路有关ꎮ 虽然 ＴＰＯ
对心脏的保护作用在动物实验中效果令人欣慰ꎬ但
是就 ＴＰＯ 在临床上治疗心力衰竭的安全性、用药的

最佳时间、以及最佳剂量等问题还需要进一步研究ꎮ
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