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　　［摘要］　目的：探讨黄芪总黄酮对病毒性心肌炎小鼠心肌细胞内质网应激凋亡的作用。方法：将６０只雄性

Ｂａｌｂ／ｃ小鼠均分为病毒性心肌炎组、正常组及黄芪总黄酮组。病毒性心肌炎组与黄芪总黄酮组腹腔内无菌注射
含０．１ｍｌ　１０－９　５０ＴＣＩＤＣＶＢ３，正常组不注射ＣＶＢ３病毒。黄芪总黄酮组小鼠每日腹腔注射２０ｍｇ·Ｌ－１黄芪总
黄酮０．２ｍｌ，观察小鼠的一般情况，７ｄ时行血流动力学检查后处死取心脏标本，用ＴＵＮＥＬ法检测各组小鼠心肌
细胞凋亡情况，ＲＴ－ＰＣＲ检测各组小鼠心肌细胞内质网伴侣蛋白ＧＲＰ７８和ＧＲＰ９４的ｍＲＮＡ表达水平。结果：

①与正常组相比，病毒性心肌炎组小鼠血流动力学指标明显降低（Ｐ＜０．０５）；与病毒性心肌炎组小鼠相比，黄芪
总黄酮组小鼠血流动力学指标有显著改善（Ｐ＜０．０５）。②ＴＵＮＥＬ染色显示，与正常组相比，病毒性心肌炎组小
鼠心肌细胞凋亡明显增多（Ｐ＜０．０５）；与病毒性心肌炎组小鼠相比，黄芪总黄酮组小鼠心肌细胞凋亡显著减少
（Ｐ＜０．０５）。③与正常组相比，病毒性心肌炎组小鼠内质网伴侣蛋白ＧＲＰ７８和ＧＲＰ９４的 ｍＲＮＡ表达水平均明
显升高（均Ｐ＜０．０５），且其变化趋势与心肌细胞凋亡数相似；与病毒性心肌炎组小鼠相比，黄芪总黄酮组小鼠内
质网伴侣蛋白ＧＲＰ７８和ＧＲＰ９４的ｍＲＮＡ表达水平明显下降（均Ｐ＜０．０５）。结论：黄芪总黄酮对病毒性心肌炎
心力衰竭小鼠内质网应激介导的心肌细胞凋亡有保护作用，这可能是黄芪总黄酮改善病毒性心肌炎心力衰竭小
鼠血流动力学的作用机制之一。
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牛晓峰，等．黄芪总黄酮通过抑制内质网应激对小鼠病毒性心肌炎保护作用的实验研究
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　　病毒性心肌炎（ｖｉｒａｌ　ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ，ＶＭＣ）是由
病毒感染引起的心肌实质或间质的局限性或弥漫

性病变［１］。ＶＭＣ致使心肌收缩力功能下降引起
心力衰竭是 ＶＭＣ患者死亡的重要原因［２］。细胞
凋亡可能是心力衰竭发病机制的一个重要环节。
凋亡的产生机制复杂，内质网应激反应介导的细
胞凋亡是一条新的信号转导通路［３］。中药黄芪具
有显著的益气强心作用，在临床上除了用于治疗
冠心病心绞痛外，还能够治疗高血压、低血压、
ＶＭＣ、肾炎、脑梗塞、心律失常等［４］。黄芪总黄酮
是从豆科类植物黄芪中分离出来的有效活性成

份，具有清除多种自由基的功效，并且对自由基所
致细胞膜蛋白质以及 ＤＮＡ损伤有保护作用［５］。
本研究小组前期实验发现，黄芪总黄酮可以改善
ＶＭＣ小鼠血流动力学，并增加ＶＭＣＢＡＬＢ／ｃ小鼠
心室肌细胞Ｌ－钙电流（Ｌ－Ｉｃａ）的幅值，但作用机制
尚未完全阐明［６］。本研究通过观察黄芪总黄酮对
ＶＭＣ心力衰竭小鼠心肌细胞凋亡状况及内质网
伴侣蛋白 ＧＲＰ７８和 ＧＲＰ９４表达的作用，进一步
明确黄芪总黄酮改善 ＶＭＣ心力衰竭小鼠血流动
力学作用的机制。
１　材料与方法
１．１　材料
实验动物：新生ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，二级动物，由吉

林大学基础医学院实验动物中心提供。柯莎奇Ｂ３
病毒（Ｂ＿３Ｃｏｘｓａｃｋｉｅ　Ｖｉｒｕｓ，ＣＶＢ３）（Ｎａｎｃｙ株）购
自吉林大学农牧学院实验动物中心病毒室，病毒原
液效价为１０－３ＴＣＩＤ　５０／Ｌ。Ｓｕｐｅｒ　Ｍ－ＭＬＶ反转录
酶购自ＢｉｏＴｅｋｅ，ＲＮＡ　ｓｉｍｐｌｅ　Ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ　Ｋｉｔ购自
ＴＩＡＮＧＥＮ，ＲＮａｓｅ固相清除剂购自天恩泽，引物
由生工生物工程（上海）有限公司合成。Ｉｎ　Ｓｉｔｕ
Ｃｅｌｌ　Ｄｅａｔｈ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ购自罗氏，ＤＡＢ显色液购
自Ｓｏｌａｒｂｉｏ，Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００购自碧云天。
１．２　ＶＭＣ　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠模型的制备
选清洁级ＢＡＬＢ／ｃ雄性小鼠６０只，随机分为

正常组、ＶＭＣ组及黄芪总黄酮组，每组各２０只。

ＶＭＣ组与黄芪总黄酮组腹腔内无菌注射含０．１ｍｌ
１０－９　５０ＴＣＩＤＣＶＢ３，正常组不注射ＣＶＢ３病毒。黄
芪总黄酮组小鼠每日腹腔注射０．２ｍｌ黄芪总黄酮
（２０ｍｇ·Ｌ－１），从注射病毒起每日观察小鼠的一般
状态，主要观察小鼠的反应，详细记录小鼠饮食、
毛色、活动和排泄情况。

１．３　血流动力学指标的监测
注射病毒第７天，将小鼠用３％戊巴比妥钠

１５ｍｇ／ｋｇ麻醉后仰卧位固定于恒温操作台上，于
颈部正中取切口，然后钝性分离右侧颈总动脉，结
扎远心端，牵拉阻断近心端，应用３０Ｇ注射针头在
远心端穿刺动脉，插入右颈总动脉、升主动脉，逆行
插入左心室内，通过１．４Ｆ微导管经压力换能器连

接ＢＬ－４２０多道生理记录仪测量各组小鼠左心室压
（ｌｅｆｔ　ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ　ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＬＶＰ）及左心室内压最
大变速率（ｄｐ／ｄｔ）变化。
１．４　病理取材及ＴＵＮＥＬ检测心肌细胞凋亡
进行血流动力学指标的监测后，各组分别随

机取１５只或剩余小鼠，脱颈椎处死后，立即沿腹
中线剪开，在无菌状态下将小鼠左肋剪开，暴露
心脏，用眼科剪子将心脏取出，取１／３心脏组织：

①透化：滴加０．１％ Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００（０．１％柠檬
酸钠盐配置）２００μｌ，室温放置８ｍｉｎ；②ＰＢＳ漂
洗，３×５ｍｉｎ；③封闭：滴加３％ Ｈ２Ｏ２２００μｌ，室
温放置１５ｍｉｎ；④滴加ＴＵＮＥＬ反应液５０μｌ；⑤
保湿、避光、３７℃孵育６０ｍｉｎ；⑥滴加 Ｃｏｎｖｅｒｔｅｒ
－ＰＯＤ　５０μｌ；⑦保湿、３７℃孵育３０ｍｉｎ；⑧ＤＡＢ
显色：加 ＤＡＢ底物５０μｌ，待颜色刚刚变深时迅
速置于水中终止反应；⑨苏木素复染：滴加苏木
素直至覆盖玻片，浸入１％盐酸乙醇中分化３ｓ，
立即浸入自来水中，流水反蓝２０ｍｉｎ，将切片架
置 于 ７５％、８５％、９５％ 的 乙 醇 中，每 个 停 留
２ｍｉｎ，依次取出切片，擦干周围液体，胶头滴管
滴加半滴中性树胶，盖上盖玻片，室温晾干；⑩显
微镜下观察染色效果，４００×镜下拍照。
１．５　ＲＴ－ＰＣＲ检测心肌细胞内ＧＲＰ７８和ＧＲＰ９４
的ｍＲＮＡ表达
总ＲＮＡ提取：利用总 ＲＮＡ 提取试剂盒（天

根）提取样本总ＲＮＡ。反转录：将得到的ＲＮＡ样
本进行反转录，具体用量如下：正常组样本上样量
２．８μｌ，ＶＭＣ组样本上样量３．４μｌ；正常组ｄｄＨ２Ｏ
使用量７．７μｌ，ＶＭＣ组ｄｄＨ２Ｏ使用量７．１μｌ。对
实验所得的 ＲＮＡ样本进行反转录以得到对应的
ｃＤＮＡ。ＰＣＲ检测：首先将引物稀释至１０μｍｏｌ／Ｌ，
引物信息：ＧＲＰ７８－Ｆ（５＇３＇）ＣＡＧＣＣＡＡＣＴＧＴＡＡ－
ＣＡＡＴＣＡＡ，ＧＲＰ７８－Ｒ（５＇３＇）ＣＴＧＴＣＡＣＴＣＧ－
ＧＡＧＡＡＴＡＣＣＡ；ＧＲＰ９４－Ｆ（５＇３＇）ＴＧＡＡＧＧＣＡ－
ＣＡＡＧＣＡＴＡＣＣＡ，ＧＲＰ９４－Ｒ（５＇３＇）ＧＡＣＣＧＡＡＧＴ－
ＧＴＴＧＣＣＧＴＴＴ；β－ａｃｔｉｎＦ（５＇３＇）ＣＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣ－
ＴＡＣＧＡＧＧＧＣＴＡＴ；β－ａｃｔｉｎＲ（５＇３＇）ＴＴＴＧＡＴＧＴ－
ＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣ。在ＰＣＲ管中加入如下反
应体系：ｃＤＮＡ模板１μｌ，上下游引物各１μｌ，２×
Ｔａｑ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ－ｍｉｘ１０μｌ用ｄｄＨ２Ｏ 补足至２０

μｌ。扩增条件为：９４℃变性５ｍｉｎ后，进行２４～３２
个循环：９４℃变性１ｍｉｎ，６１．５℃复性１ｍｉｎ，７２℃延
伸１ｍｉｎ。最后７２℃延伸１０ｍｉｎ结束反应，置于
４℃５ｍｉｎ。电泳分析琼脂糖凝胶的配制：ＰＣＲ产
物电泳用１．５％的凝胶，将混合的凝胶液置于微波
炉中加热至沸腾，使胶完全融化，放置室温冷却，将
凝好的胶及制胶板放入电泳槽中，使电泳缓冲液刚
刚浸过胶面，进行点样，然后接通电泳仪电泳，电泳
过后利用凝胶成像系统对得到的凝胶进行拍照。

·０３１·
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ＮＩＵ　Ｘｉａｏｆｅｎｇ，ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＴＦＡ　ｏｎ　ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ　ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ　ｓｔｒｅｓｓ

１．６　统计学处理
两组均数比较用配对ｔ检验分析，采用统计软

件ＳＰＳＳ１５．０对数据进行检验，判断均数差异的显
著性。

２　结果
２．１　小鼠一般情况及心脏血流动力学改变
正常组小鼠活动正常，全部存活；ＶＭＣ组小鼠

在注射ＣＶＢ３后出现竖毛、蜷缩、不喜进食、活动减少
等体征，注射ＣＶＢ３后３ｄ起，开始出现死亡，至５～
７ｄ病死率达到高峰。黄芪总黄酮组无死亡。ＶＭＣ
组病变严重，外观心肌呈淡黄色，质地较软，呈松弛
扩张状态状态，与正常组小鼠相比心脏扩大。

ＨＥ染色结果：正常组小鼠心肌纤维排列整齐，
结构清晰，细胞核呈圆形或椭圆形，位于细胞中央，
未见心肌纤维变性坏死等病理性改变。ＶＭＣ组病
理改变明显，可见心肌纤维排列紊乱，心肌细胞坏
死和间质炎性细胞浸润，间质明显水肿。黄芪总黄
酮组小鼠心肌也出现一定程度的病理变化，较
ＶＭＣ组病变程度轻、病变范围小，心肌纤维排列尚
可，结构清晰，心肌纤维间隔略增宽，间质轻度水
肿，偶见淋巴细胞浸润。见图１。
各组血流动力学参数见表１。

表１　小鼠心脏的血流动力学参数变化

Ｔａｂｌｅ　１　Ｈｅｍｏｄｙｎａｍｉｃ　ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ 珚ｘ±ｓ

组别
ＬＶＰ／

（Ｐ·ｋＰａ－１）
＋ｄｐ／ｄｔ／
（ｋＰａ·ｓ－１）

－ｄｐ／ｄｔ
（ｋＰａ·ｓ－１）

正常组（１５只） １４．１±２．７　 ３１５±３１ －２６２±２９
ＶＭＣ组（１５只） ８．７±１．４１） ２５１±２６１） －１９３±２５１）

黄 芪 总 黄 酮 组
（１５只）

１０．９１±１．９２） ２８４±２８２） －２３４±３０２）

　　与正常组比较，１）Ｐ＜０．０５；与 ＶＭＣ组比较，２）Ｐ＜
０．０５。

２．２　心肌细胞凋亡情况
ＴＵＮＥＬ法检测结果显示，正常组小鼠仅有少

量凋亡细胞（ＡＩ＝４．４７±１．４１），ＶＭＣ组小鼠心
肌细胞凋亡明显，ＡＩ为３５．３１±７．１（Ｐ＜０．０１）；黄
芪总黄酮组小鼠心肌凋亡细胞 ＡＩ为１５．２４±
４．０５，较ＶＭＣ组明显减少（Ｐ＜０．０１）。见图２。
２．３　ＧＲＰ７８和ＧＲＰ９４的ｍＲＮＡ表达
与正常组比较，ＶＭＣ组心肌细胞内质网伴侣

蛋白ＧＲＰ７８和 ＧＲＰ９４的 ｍＲＮＡ表达明显增高，
与细胞凋亡的变化趋势基本一致（Ｐ＜０．０５）。与
ＶＭＣ组比较，黄芪总黄酮组 ＧＲＰ７８和 ＧＲＰ９４的
ｍＲＮＡ表达显著下降（Ｐ＜０．０５）。见表２、３。

从左至右依次为正常组、ＶＭＣ组和黄芪总黄酮组。
图１　各组小鼠心肌ＨＥ染色结果（×４００）

Ｆｉｇｕｒｅ　１　ＨＥ　ｓｔａｉｎｉｎｇ（×４００）

从左至右依次为正常组、ＶＭＣ组和黄芪总黄酮组。

图２　心肌凋亡细胞（×４００）

Ｆｉｇｕｒｅ　２　Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ（×４００）

·１３１·
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ＮＩＵ　Ｘｉａｏｆｅｎｇ，ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＴＦＡ　ｏｎ　ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ　ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ　ｓｔｒｅｓｓ

表２　各组小鼠心肌细胞内质网伴侣蛋白ＧＲＰ７８的ｍＲＮＡ表达

Ｔａｂｌｅ　２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ 珚ｘ±ｓ

组别 ＧＲＰ７８ β－ａｃｔｉｎ 比值 相对表达量

正常组（１５只） ５　２３６．１±４２７．０　 ３０　９７３　 ０．１７　 １．００
ＶＭＣ组（１５只） １９　１６８．０±８９５．０１） ３１　１７４　 ０．６１　 ３．６４
黄芪总黄酮组（１５只） ７　８６１．５±６３１．０２） ３０　５５５　 ０．２６　 １．５２

　　与正常组比较 ，１）Ｐ＜０．０５；与ＶＭＣ组比较，２）Ｐ＜０．０５。

表３　各组小鼠心肌细胞内质网伴侣蛋白ＧＲＰ９４的ｍＲＮＡ表达

Ｔａｂｌｅ　３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＧＲＰ９４ｍＲＮＡ 珚ｘ±ｓ

组别 ＧＲＰ９４ β－ａｃｔｉｎ 比值 相对表达量

正常组（１５只） ４　８７６．１±３９１．０　 ３０　９７３　 ０．１６　 １．００
ＶＭＣ组（１５只） １８　９７７．０±９１６．０１） ３１　１７４　 ０．６１　 ３．８７
黄芪总黄酮组（１５只） ７　４１１．０±５８３．０２） ３０　５５５　 ０．２４　 １．５４

　　与正常组比较 ，１）Ｐ＜０．０５；与ＶＭＣ组比较，２）Ｐ＜０．０５。

３　讨论
大量证据表明，在多种心脏疾病中，心肌细胞凋

亡可以引发心力衰竭。因此了解心肌细胞凋亡过程
及凋亡信号途径，并阻断凋亡的信号途径，可以增强
细胞抵御凋亡能力，就能够减少心肌细胞凋亡，从而
延缓心力衰竭的进程。凋亡的产生机制复杂，近年
发现ＶＭＣ介导的细胞凋亡是一条新的细胞凋亡信
号转导通路。内质网在心肌等肌细胞内称肌浆网，
主要参与膜蛋白和分泌蛋白修饰和折叠［９］。内质网
对外界环境变化较敏感，各种应激反应引起的代谢
异常、蛋白质糖基化抑制、二硫键形成障碍等原因均
可引起蛋白错误折叠以及未折叠蛋白在内质网腔内

聚集，破坏内质网稳态，引发内质网应激。内质网应
激发生后，内质网通过上调分子伴侣蛋白ＧＲＰ７８及
ＧＲＰ９４表达抑制蛋白质合成，加速错误折叠和未折
叠蛋白质降解等方式缓解内质网应激反应。然而持
续或较严重的内质网应激反应触发凋亡信号，诱导
ＣＨＯＰ、ｃａｓｐａｓｅ－１２、ＪＮＫ等促凋亡因子的表达及活
化，导致细胞凋亡［１０］。研究文献报道，内质网应激
反应可能对于诱导ＶＭＣ的心肌细胞凋亡有一定作
用［１１］。
中药黄芪具有显著的益气强心作用。现代药理

研究分析，黄芪的化学成份主要含有皂甙类、黄酮
类、多糖类以及氨基酸类等。黄酮的不同化学成份
具有不同的药理活性。黄芪总黄酮是从蒙古黄芪中
分离的主要活性成分，主要含有６种单体化合物，经
光谱分析分别鉴定为Ｂ－谷甾醇、芒柄花素、毛蕊异
黄酮、Ｂ－谷甾醇－３－Ｏ－Ｂ－Ｄ－葡萄糖苷、芒柄花素－７－Ｏ－
Ｂ－Ｄ－吡喃葡萄糖苷和毛蕊异黄酮－７－Ｏ－Ｂ－Ｄ－吡喃葡
萄糖苷。经计算，这６种化合物在黄芪总黄酮分离
出的单体化合物中重量组合比例为２３︰１１︰１２
︰３︰２２︰２９［１２］。本研究发现，黄芪总黄酮可以
明显减少ＶＭＣ心力衰竭小鼠心肌细胞凋亡，并使

ＶＭＣ心力衰竭小鼠内质网伴侣蛋白 ＧＲＰ７８和
ＧＲＰ９４的ｍＲＮＡ表达水明显降低。上述实验结果
提示黄芪总黄酮抑制内质网应激介导的心肌细胞凋

亡可能是黄芪总黄酮改善ＶＭＣ小鼠血流动力学的
原因之一。
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