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大豆异黄酮对大鼠心肌肥厚与纤维化的保护作用
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搞要：目前研究大豆异黄酮(daidzein．DD)对大鼠压力负荷性心肌肥厚及纤维化的保护作用及其机镧。方{砉

采用腹主动脉缩窄法制备太鼠心肌肥厚模型。大鼠随机分为假手术组、模型组、DD(30、60，120 mg／kg)组，4周后

处死大鼠，测量大鼠垒心质量指数(HW／BW)和左心室质量指教(LVW／BW，即LVI)，测定心肌纤维直径

(MD)；分别检测，tL,肌组织中脏原木平、血管竖张素t(Ang I)、一氧化氯(NO)的量和钙调神经磷酸酶(CAN)、

Na+，K+一ATP酶、Ca件一ATP薛活性。结果模型组大鼠的HW／BW、LVI、MD明显增大f心肌组织caN活性、腔

原水平及Ang I的量明显增高；N0水平和Na+，K4-_ATP酶、Ca抖一ATP酶活性显著降低。与横型组比较DD能

显著提高心肌组织N0量和Na+．K+一ATP酶、c一+-ATP酶活性，降低CaN话性I明显抑制心肌组织AngI和胺

原的产生；减轻心脏质量参数(HW／Bw、LVI)及MD，抑制心肌肥厚及纤维化。绪论DD对腹主动脉缩窄所致大

鼠心肌肥厚及纤维化有保护作用，可能与其升高NO量、降低CaN活性、抑制Ang I产生有关。

关量词：大豆异黄酮l心肌肥厚I纤维化；NOI血管紧张素I(AngI)·钙词神经磷酸酶(CAN)
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Protection of daidzein on myocardial hypertrophy and fibrosis in rats
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Abstract：Objective To investigate the protective effects of daidzein(DD)on myocardial

hypertrophy and fibrosis induced by pressure overload in rats and to study its mechanism．Methods

Myoeardial hypertrophy and fibrosis model of rats induced by pressure overload was prepared by

constricting abdominal aorta．The operated rats were randomly divided into sham operated control group，

aorta—constricted model group，and three DD groups(30，60，and 120 mg／kg)．Four weeks later，the

heart—weight(HW)，left ventricular weight(LVW)，the ratio of HW／BW and LVW／BW(LVI)，and the

cardio—myocyte diameters(MD)after dying by HE color were measured．The content of collagen and nitric

oxide(NO)，the activity of calcineurin(CAN)and Na+，K+一ATPase，Ca”一ATPase in the 1eft ventricle

were quantified with spectrophotometry．The angiotension I(Ang 1)in the 1eft ventricle was messured

with radioimmunoassay．Results In aorta—constricted model group，the ratio of HW／BW，LVI，and MD

as well as the content of collagen and Ang I。the activity of CaN in the left ventricle was significantly
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increased，and Na+，K+一ATPase，Ca”一ATPase activity and NO content in the left ventricle were

obviously decreased．After treatment of the hft ventricular with DD，N0 content，Na+，K+一ATPa8e，

Ca”一ATPase activity were significantly increased．the content of collagen and Of Ang I and the activity of

CaN in the left ventricle and the ratio of HW／BW，LVI，and MD were significantly reduced．Conclusion

DD has protective effects on ventricular reinodeling in rats with myoeardial hypertrophy and fibrosis

induced by pressure overload and its mechanism may be related to raising NO content and reducing the

level of Ang l and the activity of CaN．

Key words：daidzein(DD)；myocardial hypertrophyI fibrosisI nitric oxide(NO)I angiotension I

(Ang I)；calcineurin(CaN)

心肌肥厚与纤维化是心脏长期负荷过重时发生

的一种心室重构，除心肌细胞蛋白质合成增加和细

胞体积增大外，还伴随心肌细胞间结缔组织沉积l也

是多种心血管系统疾病的常见并发症和病理基础，

常导致严重的心律失常、心力衰竭，预防与逆转这种

改变是治疗的重要目标。近年来研究发现了钙调神

经磷酸酶(ealcineurin，CaN)介导的心肌肥厚通

路[1。]：多种原因引起胞浆内Ca“浓度增高，激活

CaN并通过一系列中间环节导致心肌肥厚与纤维

化。大豆异黄酮(daidzein，DD)即大豆苷元是一种

从大豆中分离提取的异黄酮类化合物，研究表明其

具有广泛的生物学作用，如雌激素样作用、抗肿瘤、

抗心律失常、抗脑缺血等作用o]，对心血管也有良好

的保护作用M，本实验研究DD对压力超负荷诱导

大鼠心肌肥厚与纤维化的抑制作用，并探讨其可能

的作用机制。

1材料与方法

1．1药品与试剂：大豆异黄酮，宜化化工有限责任

公司产品，质量分数>98％，批号4—18。羟脯氨酸、

NO、CaN、ATP酶和考马斯亮蓝蛋白测定试剂盒，

南京建成生物工程研究所；血管紧张素I(Ang 1)

放射免疫分析试剂盒，解放军总医院科技开发中心

东亚免疫所；其他常用试剂均为国产分析纯。

1．2仪器：722N可见光分光光度计，上海精密科学

仪器有限公司；KDC--2046低速冷冻离心机，合肥

科大创新股份有限公司中佳分公司；TG328B型光

学分析天平，湘仪天平仪器厂IsN一695型智能放

免7测量仪，上海核福光电仪器有限公司；麦克奥迪

病理图像分析系统，麦克奥迪公司。

1．3动物：Wistar大鼠，雄性，体重220～250 g，由

赣南医学院实验动物中心提供。

1．4模型制备：参照文献方法03制备大鼠心肌肥厚

模型。用lo％水合氯醛溶液(350 mg／kg，ip)麻

醉，在无菌条件下从大鼠左侧腹部切口，在肾动脉上

方0．5 cm处分离主动脉，用丝线将腹主动脉和8号

针头一同结扎，确认扎紧后抽去针头，造成该部位不

完全结扎，逐层缝合腹部切口。术后一周每只大鼠

im青霉素5×10‘U抗感染。假手术组动物分离腹

主动脉但不结扎，其余步骤同造模组。

1．5动物分组及给药；大鼠按体重随机分成5组，

即假手术组，模型组，DD低、中、高剂量组。DD组大

鼠于造模第2天开始分别ig给予DD 30、60、120

mg／(kg·d)，连续4周，假手术组和模型组太鼠每

日ig相同体积的溶剂。DD临用时溶于0．5％

CMC—Na溶剂中。

1．6心脏质量参数及左心室心肌纤维直径(MD)

测定：末次给药后禁食12 h，大鼠称体重(Bw)后

处死，取出心脏，去除大血管、心外膜脂肪组织，用

NS清洗，吸干后称全心质量(Hw)，剪除心房和右

心室，称左心室质量(LVW)，计算心脏指数(Hw／

BW)和左心室质量指数(LVW／BW，即LVl)。在

左心室长轴中点处垂直方向切取3～4 rnnx厚组织

片，用中性甲醛固定后，制成3 pm厚的切片，NE染

色，放大400倍，用麦克奥迪病理图像分析系统观

察切片，每张切片随机取5个视野，测30个心肌纤

维的直径(MD)，取平均值。

1．7左心室羟脯氨酸、NO水平和CaN、ATP酶性

测定：取50～80 mg左心室心靓组织，用碱水解法

按照试剂盒说明用分光光度法测定心肌组织羟脯氨

酸水平，由于羟脯氨酸在胶原中占13．4％．心肌胶

原水平(rag／g)=羟脯氨酸量×7．46；另取150 mg

左心室心肌组织，用NS在冰浴中制成10％组织匀

浆，4℃、3 500 r／min，离心10min，取上清液按照试

剂盒说明用硝酸还原酶法测定心肌组织NO水平，

按照试剂盒说明采用定磷法测定心肌组织CaN活

性，以每小时每毫克蛋白的CaN分解底物PNPP

产生1 gmol／L无机磷(Pi)的量为一个CaN的活

力单位，即Ftmol Pi／(mg．h)；按试剂盒说明采用定

磷法测定心肌组织Na+，K+-ATP酶、Ca”一ATP

酶活性，以每毫克每小时分解ATP产生的Pi的量
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表示酶活性，即pmolPi／(mg“)。蛋白定量采用考
马斯亮蓝法，以牛血清白蛋白为标准。

1．8 Ang I测定：取300 mg左心室心肌组织，用

NS在冰浴中制成35“匀浆，4℃、3 500 r／min，离

心10 rain，取上清液置于一20℃冰箱保存备用l检

测时按照试剂盒程序说明表进行，用放免分析法测

定心肌组织Ang I的量，放射标记物为”5I—Ang l。

1．9统计学处理：所有数据用z士5表示，多组问比

较用单因素方差分析，两两比较用口检验。

2结果

2。1 DD对大鼠心脏质量参数及左心室MD的影

响：由表l可见，与假手术组比较，模型组大鼠HW／

BW、LVI、MD的值显著增加(P<O．01)；DD 30、

60、120 mg／kg组大鼠的HW／BW、LVI、MD的值

与模型组比较均明显降低(P<O．05、0．01)。常规

HE染色在光学显微镜下观察，假手术组心肌纤维

排列整齐，横纹清楚，细胞核形态大小正常；模型组

心肌纤维增粗、紊乱、断裂，核增大，形态不规则，核

仁浓染，间质增生；DD治疗组心肌胶原排列趋于正

常，与模型组比较，心肌细胞未见明显异常，细胞核

寰1 DD对腹主动脉缩窄致大置心肌肥厚心脏质量指教

爰左心宣MD的影响G-l-s)

Table 1 Effect of DD on HW／Bw．LVl．and MD

in myocardial hypertrop’hy of abdominal

Borta-oonstrlcted rats(一士￡)

组剐?警。，鬻7。唧⋯／Bw川／LV下I／。，M，O。／(mg(tag·kg一1)R (Ⅱlg·91) ‘91) P“

假手术 一

模型 一

DD 30

60

120

7 2．99±0．18 2，1 9土0．15 42．28士g．45

7 3．53士0．2244 2 59+0．204。53．09士1．Z6。。

S 3．21士O．19’ 2，30士m 23‘ 47 7l士1．“‘‘

7 3．17士0．28。2，26土0．28。45．92士Z 45’’

7 3．14士0．20。‘2．z3士O 16’44 36士1．82。‘

与假手术组比较，44P<O．Ol

与模型组比较：’P<0．05一P<0．01

4。P<O⋯01 Sham group

‘P<0．05’’P<0⋯01 model group

肥大减轻，心肌损害明显较轻。

2．2 DD对左心室心肌组织胶原水平、NO和Ang

l量的影响：由表2可见，与假手术组大鼠比较，模

型组大鼠心肌组织胶原水平和Ang I的量显著升

高(P<O．05、0．01)，NO量显著下降(P<o．01)}

与模型组比较，DD 30、60、120 mg／kg治疗组大鼠

心肌组织胶原水平的量均显著降低(P<0．05、

0．01)，Ang I的量均明显降低(P<O．05)，NO水

平均显著升高(P<o．05、0．01)。 一

寰2 DD对腹主动辟绾窄致大鼠心肌肥厚左心窒心肌

组织胶原水平、NO．AngI■的影响“士F)

Table Z Effect of DD OU level of collagen,NO,and

Ang 1 in myocardial hypertrophIc left ventricle

of abdominal aorta-constricted rats(_士j)

。。 剂量／ 动物／ 歧原水平／ NO／ 心肌组织A吨I／

珂用(mg．虹一1>只(rag。g一1) (utmg一1) (雄。L-’)

但手术 一

模型 一

DD 30

60

1．94士0．45 19．41土5，46 291．Z土49．9

3．13士0．4544 11．56士1．274。547．5士193．24

2．54士0．30’15．30士4．71。343．B土57．3‘

2．24士0 67。17．89土3．33’‘336．B士91，2‘

2，09士0．67’’20．S3士^，06’。309-2土68．4‘

与僵手木组比较：’P<O．05 2。尸<0．01

与模璺组比较：。P<0．05+。P<0．01

。p<EO．05 44P<0．01 w Sham group

‘P<O-05‘。P<0．01州model group

2．3 DD对左心室心肌组织CaN、Na+·K+_ATP

酶和Ca“一ATP酶活力的影响：与假手术组大鼠比

较，模型组大鼠心肌组织CaN活力显著升高(P<

0．01)，Na+，K+一ATP酶和Ca抖一ATP酶活性显著

降低(P<0．01)，与模型组比较，DD 30、60、120

mg／kg治疗组大鼠心肌组织CaN话力均明显降低

(尸<0．01)．Na+，K+一ATP酶和Ca”一ATP酶活

性均显著提高(P<o．01)。结果见表3。

3讨论

腹主动脉缩窄术造成高负荷，导致心肌肥厚与

纤维化。本实验模型组的心脏质量指标(HW／BW，

裹3 DD对腹主动脉缩窄致大鼠心肌肥厚左心室心肌组织CaN、Na+，K一一ATP酶和Ca24-ATP酶活力的影响(；士$)

Table 3 Effect of DD OR CaN。Na+。K+一ATPase，and Ca”一ATPase actlvity In myocardial hypertrophic

left ventricle of abdominal aorta—constricted rats(；土j)

与假手术组比较t 44P<0．01} 与模型组比较。～p<o．Ol

44P<0．01 Y／$Sham groupI ’’P<0-01"model group
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LVI)、形态学指标(MD)及心肌组织胶原水平均显

著高于假手术组，DD在一定浓度内可抑制心脏质

量及形态学指标和心肌组织胶原水平的升高，说明

DD可减轻腹主动脉缩窄所致的大鼠心肌肥厚及纤

维化。

研究证实，血液动力学、神经内分泌等众多因素

参与了心肌肥厚的发生发展过程，心脏后负荷增加

导致的神经内分泌系统如肾紊一血管紧张素系统

(RAS)紊乱和NO合成减少在心肌肥厚与纤维化

中起重要作用。Ang I作为RAs的主要活性产物

在促进心肌肥厚和纤维化过程中发挥重要作用，尤

其以心脏局部分泌和释放的Ang I为重要“¨。，

Ang I通过激活心肌细胞膜AT。受体，促进多种生

长因子的表达，并激活多种细胞内信息转导过程，从

而促进细胞生长，引起心肌细胞肥大和间质增生，导

致心肌肥厚。NO是心血管内皮细胞分泌主要由

NOs合成的体内重要生长抑制因子，具有多种生物

学活性。NO可抑制心肌细胞和血管增殖、成纤维细

胞增生和间质胶原合成，而抑制心肌肥厚，心脏纤维

变性和心脏重构04】。本研究发现，DD对压力负荷

性心肌肥厚大鼠心室重构有明显的改善作用，检测

结果显示：模型组心肌组织中Ang I明显增高，表

明心肌局部RAS的激活；模型组心肌组织NO合

成减少，表明心室肥厚与NO水平密切相关。应用

DD治疗后，大鼠心肌组织Ang I量均显著降低；

NO量显著升高。提示DD可通过抑制心脏局部

Ang I的生成，增加心肌组织中NO的量；从而减

轻大鼠心肌肥厚与纤维化。

CaN是一种Ca”依赖的磷酸酶，研究表明，由

Ca2+活化的、CaN介导的信号通路在心肌肥厚中起

着至关重要的作用“12]。Ca“激活胞浆内CaN，后者

进一步活化T细胞棱因子(nuclear factivated T

cell，NF—AT。)，导致去磷酸化而转位人棱，入核后

的NF—ATs可与心肌细胞核内的转录因子GATA。

结合促使心肌肥厚反应性基因AFP、BNP、a-MHC、

}MHC等表达，从而产生心肌肥厚。ATP酶对调节

细胞内外离子浓度梯度，维持细胞膜电位有重要作

用}当心肌细胞膜Na+，K+-ATP酶和Ca29-ATP

酶活性下降，导致细胞内Na+、Ca”浓度升高时，胞

内Na+浓度升高触发Na+，Ca2+交换机制，进一步

加剧细胞内ca”浓度升高口’91；另一方面心肌肥厚

时局部Ang I生成增加，Ang I与心肌细胞膜

AT，受体结合，激活钙通道使细胞外钙内流Is3l两者

共同作用造成心肌细胞内钙超载，升高的Ca2+通过

CaN介导了心肌肥厚。有研究表明，在压力负荷JL

茶酚胺及Ang I诱导心肌肥厚中均存在CaN依赖

的信号通路话化“酊。本实验检测结果显示；模型组

大鼠CaN活性比假手术组显著升高，Na+，K+。

ATP酶和Ca”·ATP酶活性下降，Ang I生成增

加，说明压力超负荷诱导的心肌肥厚中也存在CaN

依赖的信号通路。应用DD治疗后，大鼠心肌组织

CaN活性显著下降，Na+，K+一ATP酶和Ca“一

ATP酶活性升高，Ang I的量显著降低；还可阻抑

心肌细胞膜Na+，K*-ATP酶和Ca”～ATP酶活

性下降，从而减轻心肌细胞内钙超载；并通过抑制

CaN信赖的信号通路的信号转导而减轻或抑制大

鼠心肌肥厚与纤维化，产生心肌保护作用。

综上所述，DD对腹主动脉缩窄所致大鼠心肌

肥厚及纤维化的保护作用与升高NO量，抑制心脏

局部Ang I的生成，提高肥厚心肌中Na+，K+一

ATP酶和Ca”一ATP酶活力，降低CaN的活力，减

轻心肌细胞内钙超载等有关。
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