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&&!摘&要"&目的&目前研究认为白藜芦醇能改善病毒性心肌炎$5@'%急性期小鼠心功能及心肌损伤'在体

外也具有抑制小鼠心肌纤维化的作用'但在 5@'慢性期小鼠模型上'是否具有抑制心肌纤维化的作用尚未见报

道& 该研究旨在探讨白藜芦醇对5@'慢性期心肌纤维化干预的效果'从而为临床治疗 5@'提供一定的实验依

据& 方法&柯萨奇病毒CD$'5CD%感染C9A9=W小鼠建立5@'慢性期动物模型'D$ 2 后将小鼠随机分为 5@'模

型对照组' 白藜芦醇小剂量组$!$ /P=QP%'中剂量组$!$$ /P=QP%及大剂量组$! $$$ /P=QP%'并设正常对照& D$ 2

后'处死小鼠摘取心脏及提取血液'酶联免疫吸附法测各组小鼠胶原前肽$1I81'1I'1及1III81%的血清浓度'心脏

切片行苏木精F伊红染色及苦味酸天狼猩红胶原组织化学染色并计算胶原容积积分& 结果&白藜芦醇大剂量组

$$7>" b$7!%%及中剂量组$!7$> b$7!#%心肌胶原容积积分较小剂量组$#7!> b$7!%%和5@'模型对照组$#7DD b

$7!:%明显减少'差异有显著性$3e$7$E%& 大剂量组和中剂量组比较差异无显著性'小剂量组和5@'模型对照组

比较差异无显著性& 与 5@'模型对照组比较'白藜芦醇高剂量组及中剂量组血清中
%

型前胶原羧基端前肽

$1I'1%及
)

型前胶原氨基端前肽$1III'1%含量明显减少'差异有显著性$3e$7$E%'而
%

型前胶原氨基端前肽

$1I81%含量明显增多'差异亦有显著性$3e$7$E%& 结论& 5@'慢性期小鼠模型上'白藜芦醇能抑制 5@'心肌

胶原的增生'具有抗心肌纤维化的作用& !中国当代儿科杂志#!""##$$$%%&!#$ &!#'"

!关&键&词"&白藜芦醇#病毒性心肌炎#纤维化#

%

*

)

型胶原#小鼠
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&&E); 4.9:0(&N.R[.43-4,6# 5)436/M,W342)-)R# B)Z4,R)R# ',663P.*RI3*2 III# @)W.

&&病毒性心肌炎$5@'%急性期患者经过治疗'大

多数可痊愈'但部分患者转入慢性期'大约有

!#7ES的患者可转化为扩张型心肌病$ 2)63-.2 W34F

2),/M,03-(M'J'@%而预后不良!! "̀"

& 心肌间质胶原
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纤维增生是5@'慢性期的主要病理改变'阻逆胶原

增生*防止心肌纤维化是防止 5@'向 J'@转化的

重要措施!E"

& 白藜芦醇是一种非黄酮类多酚化合

物'广泛存在于多种植物中'在体外具有抑制心肌成

纤维细胞增殖*分化而起到抗心肌纤维化的作

用!?"

'在5@'急性期'白藜芦醇能显著地改善心肌

损伤及心功能等作用!>':"

'但在 5@'慢性期'是否

具有抑制心肌纤维化而改善心功能'降低死亡率等

作用'尚未见相关的文献报道& 本实验通过观察白

藜芦醇对小鼠5@'慢性期心肌胶原的影响'以期为

临床治疗5@'提供一定的实验依据&

$F材料与方法

$7$F实验动物及材料

" 周龄C36Z=W小鼠'纯种'雄性'体重 !? !̀: P'

饲养于 U1B级环境中#病毒株'5C

D

$83*WM株'四川

大学基础与法医学院微生物教研室惠赠%&

实验药物(白藜芦醇$分子式('!"H!#$D#分子

量 ##:7#E%'含量 %:S'四川中弘天然药品有限公司

产品'批号( $>$!!E&

$7!F动物模型制作及分组

" 周龄雄性C36Z=W小鼠 !!$ 只'除正常对照组

!$ 只外'其余 !$$ 只腹腔接种 '5CD ! a!$

?

<'IJ

E$

$7D /A'D$ 2后成活小鼠为5@'慢性期模型$经苏

木精F伊红染色及苦味酸天狼猩红染色确定模型成

功%'共 ?# 只'按照随机数字表法分成 " 组'即 5@'

模型对照组 !? 只#白藜芦醇小剂量组 !? 只#白藜芦

醇中剂量组 !E 只#白藜芦醇大剂量组 !E 只&

$7GF给药方法

按小鼠体重称取白藜芦醇$白藜芦醇大剂量

组(! $$$ /P=QP'白藜芦醇中剂量组(!$$ /P=QP'白

藜芦醇小剂量组(!$ /P=QP%'先用 ! /A>ES乙醇溶

解'再加煮沸过的蒸馏水配制成相应浓度'每日

$7# /A灌胃'正常对照组和 5@'模型对照组每日

给予 $7# /A以上相同酒精浓度煮沸过的蒸馏水灌

胃& 喂药 D$ 2后'将存活小鼠进行以下处理&

$7%F标本处理

将所有存活小鼠取血并提取血清置入;#$o冰

箱冻存待测#心脏组织立即放入 !$S中性福尔马林

液'固定 #" ( 后进行组织病理学检测& 常规苏木

精F伊红染色'光学纤维镜显像& 苦味酸天狼猩红染

色F偏振光显微镜显像'照片用医学图像分析软件对

胶原容积积分进行的分析& 选取 E 张组织样本的连

续切片'每张切片随机选取 !$ 个视野'在 "$ a物

镜*! a拍摄镜下采用 +5'!":! 显微镜用摄像机对

视野中图像进行采集& 每个视野在间隔 "Ey角的情

况下采集两张图像'分析时'此两张图像的测量数据

取平均'合并为一张& 因血管胶原含量较多'视野旋

转时注意避开血管区域& 拍摄图片采用美国 @.2)3

'k公司的 I11E7$ 图像分析软件进行分析'

%

*

)

型胶原的分割采用彩色特征聚类方法'通过对图像

中
%

*

)

型胶原的选取获得& 分析区域选择是以图

像中心为圆心'宽度为直径的圆& 考虑到胶原纤维

自身交织在一起及有意义的是整个区域内胶原的参

数'所以无须考虑对胶原纤维进行计数& 检测指标

选择为图像分析的常规指标'包括胶原总面积*积分

光密度$)*-.P436,0-)W2.*R)-M' IKJ%*平均灰度*

%

*

)

型胶原的面积比值和连续切片的容积分数$W,663P.*

[,6Y/.X43W-),*' '5B%等& 在对胶原的分析中'IKJ

中光密度的理解有两种方式'一是投射率的对数值'

适用于显微镜透射光的明视场成像#二是光强度'如

荧光图像分析'通常为图像象素的灰度值& 由于胶原

在正交偏光下显示的是干涉色'并非透射光被衰减后

的表现'所以这里IKJ应该是一幅图像内所有像素灰

度值相加'而这里灰度值选择为NLC三色的平均值&

$7'F血清学检测

应用酶联免疫吸附法检测胶原前肽(III型前胶

原氨基端前肽 $1III81%'I型前胶原氨基端前肽

$1I81% 及 I型前胶原羧基端前肽 $1I'1%& 在

"%# */处测吸光度值'根据各样品9值在标准曲线

上查出所检测指标的含量&

$7LF统计学方法

实验数据以均数 b标准差$LbI%表示'采用

U1UU !D7$统计软件处理'组间比较采用单因素方差

分析和AUJ法$方差齐%及矫正 >检验$方差不齐%'

检验水准
/

m$7$E& 3e$7$E为差异有显著性意义&

!F结果

!7$F各组小鼠死亡率

正常对照组无死亡'5@'模型对照组死亡率

E$7$S$:=!?%'白藜芦醇小剂量组 "D7:S$>=!?%'

中剂量组 #$7$S$D=!E%'大剂量组 DD7DS$E=!E%&

!7!F肉眼观察

5@'模型对照组小鼠心脏病变以点状为主#白

藜芦醇小剂量组和中剂量组小鼠 %ES出现病变'心

脏扩大'外膜可见白色点状斑块*条索状病变'尤其

斑块居多#大剂量组和正常对照组心脏颜色鲜红'无

白色斑点&

!KGF显微镜观察

心脏切片苏木精F伊红染色$图 !%# 胶原天狼猩

红染色在光学显微镜下显像$图 #%# 苦味酸天狼猩

红染色偏振光显像$图 D%&

)#%#)
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FF图 $F心脏切片 $苏木精P伊红染色#

$̂""%F

=(正常对照组'小鼠心肌细胞结构清晰'

肌纤维连接完整'无任何炎症浸润*坏死*心肌纤维

化# I'B分别为5@'模型对照组和白藜芦醇小剂

量组'小鼠心肌内无淋巴细胞及心肌坏死'但可见明

显的心肌纤维化灶'部分地方呈玻璃样变性'纤维

化病灶与心肌相连# R'V分别为白藜芦醇中剂量组

和高剂量组'间质内可见增生的胶原纤维'但较5@'

模型对照组和白藜芦醇小剂量组明显减少&

FF图 !F光镜观察$天狼猩红染色# !̂""%

F

=(正常对照组'小鼠心肌胶原纤维主要分布在

血管周围'心肌细胞有少量的胶原纤维# I'B分别

为5@'模型对照组和小剂量白藜芦醇组'除血管

周围有胶原纤维外'心肌细胞间有大量纵横交错的

胶原纤维'排列紊乱#R'V分别为白藜芦醇中剂量

组和大剂量组'可见胶原纤维'但较5@'模型对照

组和白藜芦醇小剂量组明显减少&

FF图 GF偏振光显像$ !̂""%F

=(正常对照

组'小鼠
%

'

)

型胶原极少'分布于心肌纤维之间'

颜色较淡# I'B分别为5@'模型对照组和白藜芦

醇小剂量组'小鼠心脏间
%

'

)

型胶原明显增生'其

中
%

型胶原呈粗大亮红或火红色'反复重叠'杂乱

无序'呈团状'树枝状排列'

)

型胶原呈绿色'纤维

较细'穿插分布于
%

型胶原中# R'V分别为白藜芦

醇中剂量和大剂量组'小鼠心脏间质胶原较 5@'

模型对照组及白藜芦醇小剂量组明显减少'但仍可

见黄红色的I型胶原及绿色的
)

型胶原'但无明显

的胶原连接&

)D%#)
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!K%F五组小鼠心肌组织
#

#

$

型胶原容积图像分析

5@'模型对照组
%

*

)

型胶原面积明显大于正

常对照组$3e$7$E%#与5@'模型对照组及白藜芦

醇小剂量组比较'白藜芦醇大剂量及中剂量组
%

'

)

型胶原面积明显减少$3e$7$E%& 5@'模型对照

组和白藜芦醇小剂量组比较
%

'

)

型胶原面积差异

无显著性& 白藜芦醇大剂量组和中剂量组比较
%

'

)

型胶原面积差异无显著性$表 !%&

&表 $F各组小鼠心肌组织
#

#

$

型胶原容积积分对比

$LbI%

组别 鼠数
%

'

)

型胶原容积积分

正常对照组 !$ $7!D b$7!E

5@'模型对照组 :

#7DD b$7!:

3

白藜芦醇小剂量组 %

#7!> b$7!%

3

白藜芦醇中剂量组 !#

!7$> b$7!#

Z

白藜芦醇大剂量组 !$

$7>" b$7!%

Z

&&3(与正常对照组比较'3e$7$E# Z(与小剂量白藜芦醇组和

5@'模型对照组比较'3e$7$E

!7'F血清学检测结果

从表 # 可以看出(5@'模型对照组小鼠血清中

1I'1'1III81浓度明显高于正常对照组$3e$7$E%'

而1I81浓度明显低于正常对照组$3e$7$E%#与模

型对照组比较'白藜芦醇大剂量及中剂量组小鼠血

清中 1I'1'1III81浓度明显减少$3e$7$E%' 1I81

浓度明显增高$3e$7$E%& 白藜芦醇大剂量组较白

藜芦醇中剂量组小鼠血清中 1I'1'1III81浓度稍

低'1I81稍高'但差异无显著性& 白藜芦醇小剂量

组较模型组小鼠血清中 1I'1'1III81浓度亦稍低'

1I81稍高'但差异无显著性&

&&表 !F各组小鼠血清胶原前肽浓度的比较
$

&

P=A%

组别 鼠数 1I'1 1I81 1III81

正常对照组 !$ :7: bD7D E>7: bD7E D7# b$7%

5@'模型对照组 :

"#7? b"7#

3

#D7D b#7%

3

D"7! b#7#

3

白藜芦醇小剂量组 %

D?7E bD7!

3

#?7" b"7D

3

D#7> b:7:

3

白藜芦醇中剂量组 !#

#"7> bD7>

Z

D:7% bD7"

Z

!D7D b$7E

Z

白藜芦醇大剂量组 !$

##7" b#7:

Z

"?7> b"7:

Z

!!7# b$7:

Z

&&3(与正常对照组比较'3e$7$E#Z(与小剂量白藜芦醇组和5@'

模型组比较'3e$7$E

GF讨论

心脏胶原代谢与多种心血管疾病的发生发展相

关'心肌胶原病理性增生严重影响心肌顺应性'使心

功能下降!%"

& 尸检或心内膜心肌活检资料证实'

5@'慢性期主要病理特点是心脏间质纤维化'表现

为
%

'

)

型胶原在心脏间质内大量沉积'进而影响心

脏的收缩和舒张功能'成为J'@形成的重要病理机

制& 因此'临床预防及控制此类胶原增生应该是治

疗5@'慢性期的重要环节&

@91O$丝裂素活化蛋白激酶%基因家族在多种

慢性疾病的发生发展中都具有重要作用'在心肌肥

大中也亦起了关键性的作用'能够减弱或者抑制

@91O信号级联反应的物质'特别自然复合物'将会

成为预防和治疗慢性增殖性疾病的重要药物'白藜

芦醇的抗增殖效果已经证明了该种推测& 更多研究

表明'白藜芦醇能够抑制肿瘤细胞和平滑肌细胞的

增殖'而TNO!=# 基因是白藜芦醇作用的关键通路

目标!!$ !̀#"

& K6R,*等!?"研究表明'白藜芦醇通过抑

制心脏成纤维细胞$W342)3WX)Z4,Z63R-''BR%的增殖和

分化'预防心肌细胞转变为肌纤维母细胞'起到抗心

肌纤维化的作用& 其机制是白藜芦醇抑制了血管紧

张素
(

$98L

(

%诱导的细胞外信号调节激酶 !=#

$TNO%和TNO激酶$@TO%的活性'抑制 TNO磷酸

化'从而抑制'BR细胞增殖& 因此'本研究选取白藜

芦醇干预5@'慢性期动物模型心肌纤维化具有充

分的理论基础&

正常条件下'胶原在维持心脏的几何构型'保证

心肌舒缩协调性并参与心肌损伤的修复中发挥了重

要的作用'而胶原的张力及含量是决定心肌顺应性

的主要因素& 生理条件下'胶原的合成主要受胶原

基因/N89转录调节'而降解受到各种胶原酶的调

控!!D"

'心肌胶原病理性增生可严重影响心肌顺应

性'使心功能下降& 从病理学角度来讲'胶原的增生

包括两种过程'即修复性纤维化和反应性纤维化&

修复性纤维化属机体自身的一种保护机制'有利于

维持正常的心肌功能'而反应性纤维化则是胶原表

达失控的结果'属病理性增生'是心肌炎发展成为心

肌病的重要环节步骤& 从5@'急性期到恢复期*慢

性期可以描述为'修复性纤维化发展为修复性纤维

化d反应性纤维化*再发展为反应性纤维化这样一

个动态过程!!""

& 在5@'急性期阻断心肌胶原增生

不利于心功能改善'提示5@'急性期胶原增生属修

复性纤维化过程'有利于稳定心功能& 所以应在急

性期过后再考虑干预增多的胶原'才能达到预期的

治疗目的& 本研究中苏木精F伊红染色'胶原天狼猩

红染色光镜及偏振光显微镜观察结果均显示在正常

对照组组织中
%

'

)

型胶原纤维含量并不多'5@'

模型对照组小鼠心肌中有大量胶原沉积'胶原成分

明显增多'由此可以判断5@'模型对照组小鼠心肌

)"%#)
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发生了明显的纤维化'并且存在少量的炎症细胞浸

润& 白藜芦醇高剂量组及白藜芦醇中剂量组胶原沉

积明显减少'而白藜芦醇小剂量组胶原与5@'模型

对照组比较没有统计学意义& 提示白藜芦醇抑制了

5@'慢性期心肌胶原增生'并且呈剂量依赖性&

天狼猩红是一种很强的酸性染料'它可以与胶

原反应并大大增强胶原的折光现象'提高分辨率'胶

原在经苦味酸天狼猩红染色后'在偏振光下 I型胶

原纤维呈强双折射的红色或黄色的粗纤维'III型胶

原呈弱双折射的绿色细纤维'随着胶原含量的多少

及纤维化的程度各异'颜色可有改变'并且其结果可

有定量的测定技术检测& 因此我们利用此技术更能

客观地观察白藜芦醇干预 5@'慢性期心肌纤维化

的疗效&

本实验中胶原容积积分统计结果显示'5@'模

型对照组
%

'

)

型胶原面积明显大于正常对照组

$3e$7$E%'与5@'模型对照组及白藜芦醇小剂量

组比较'白藜芦醇大剂量及中剂量组
%

'

)

型胶原面

积明显减少$3e$7$E%& 5@'模型对照组和白藜

芦醇小剂量组比较'

%

'

)

型胶原面积差异无显著

性'白藜芦醇大剂量组和白藜芦醇中剂量组比较'

%

'

)

型胶原面积差异无显著性& 说明白藜芦醇高

剂量及中剂量组能有效地抗心肌纤维化的形成&

1I81'1I'1'1III81分别为构成心脏
%

'

)

型胶

原的前体多肽'能敏感地反映出胶原的合成及降解&

检测胶原前肽的变化不仅可以代替对心肌胶原含量

的检测'而且可以反映
%

型和
)

型胶原的代谢情况'

其中1I'1反应I型胶原的合成'1I81反映I型胶原

的降解'1III81主要反映
)

型胶原的合成!!E !̀>"

& 本

研究结果显示白藜芦醇高剂量及中剂量组 1

)

'1

和1

)

81含量明显降低'而1I81明显升高'提示胶

原合成明显减少而降解增加'白藜芦醇小剂量与

5@'模型对照组结果与白藜芦中*高剂量组刚好相

反& 说明白藜芦醇能促进心肌胶原的降解'减少心

肌胶原的合成'从而起到抗心肌纤维化的作用&

!参&考&文&献"

!!"&荆志成' 程显声' 杨英珍' 许增禄7病毒性心肌炎急性期预防

性干预心脏间质纤维化的实验研究 !+"7中华医学杂志'

!%%:' >:$%%(?%%F>$!7

!#"&蔡小芳'麦根荣'徐之良7小儿扩张型心肌病与病毒性心肌炎

的临床研究!+"7中国当代儿科杂志'#$$"'?$"%(D#EFD#>7

!D"&王述昀'马沛然'牟道玉7病毒性心肌炎小鼠心肌凋亡和坏死

的研究!+"7中国当代儿科杂志'#$$#'"$!%(EF>7

!""&李小青'张国成'许东亮'卫文峰'李如英7黄芪和大青叶治疗

小鼠病毒性心肌炎的对比研究!+"7中国当代儿科杂志'#$$D'

E$E%("D%F""#7

!E"&王振涛' 韩丽华' 朱明军' 尚东丽'陈瑞珍7心肌康对慢性

5@'小鼠心肌'C5D 病毒N89表达影响的研究!+"7中华实

用中西医杂志' #$$D' !?$!#%(!>#!F!>#D7

!?"&K6R,* TN' 83Y]6.+T' h(3*PG' C,/R.4+9' @.R_34,R+L7I*()F

Z)-),* ,XW342)3WX)Z4,Z63R-04,6)X.43-),* 3*2 /M,X)Z4,Z63R-2)XX.4.*F

-)3-),* ZM4.R[.43-4,6!+"79/+1(MR),6H.34-')4W1M(R),6' #$$E'

#::$D%(!!D!F!!D:7

!>"&k,R()23k' U(),)<' I_3/)<7N.R[.43-4,63/.6),43-.R.̂0.4)/.*-36

3Y-,)//Y*./M,W342)-)R!+"7')4W+' #$$>' >!$D%(D%>F"$"7

!:"&郝捍东'何立人'赵伟珍7白藜芦醇抗柯萨奇病毒感染性小鼠

心肌炎的治疗研究!+"7中成药'#$$D'#E$E%(D%:F"$!7

!%"&J,.4)*P'f' +36)6+T' +3*)WQ)+U' 1)WQ N' 9P()6)U' 9Z43(3/R

'' .-367',663P.* *.-\,4Q 4./,2.66)*P3*2 2)3R-,6)WR-)XX*.RR,X

-(.43-6.X-[.*-4)W6.\)-( 04.RRY4.,[.46,32 (M0.4-4,0(M!+"7'342F

),[3RWN.R' !%::' ##$!$%( ?:?F?%E7

!!$" kY N' H.ZZ345' O)/Jf' @3*26.Q34U' 1.__Y-,+@' O,*P

987N.R[.43-4,6)*()Z)-R0(,4Z,6.R-.43*2 j5F)*2YW.2 3W-)[3-,4

04,-.)* ! 3W-)[3-),* ZM)*-.4X.4)*P\)-( /)-,P.*F3W-)[3-.2 04,-.)* Q)F

*3R.03-(\3MR!+"7@,61(34/3W,6' #$$!' ?$$!%(#!>F##"7

!!!" TIF@,\3XM9@' f()-.NT7N.R[.43-4,6)*()Z)-R@91O3W-)[)-M

3*2 *YW6.34-43*R6W3-),* )* W,4,*34M34-.4MR/,,-( /YRW6.( 4.[.4R36

,X.*2,-(.6)*F! R-)/Y63-,4M.XX.W-R!+"7BTCU A.-' !%%%' "E!

$!%(?DF?>7

!!#" H3)2.4jL' U,4.RWY J' L4).*26)*POO' 5,66/349@'J)4RW( 5@7

N.R[.43-4,6RY004.RR.R3*P)--.*R)* IIF)*2YW.2 9Q-=14,-.)* Q)*3R.C

3*2 0>$ U? Q)*3R.0(,R0(,4M63-),* 3*2 RYZR.]Y.*-(M0.4-4,0(M)*

43-3,4-)WR/,,-( /YRW6.W.66R!+"7@,61(34/3W,6' #$$#' ?#$"%(

>>#F>>>7

!!D" 吴珂'欧阳静萍' 王保华'郑汉巧'杨梅鹭7苦参碱对血管紧张

素II诱导新生大鼠心肌成纤维细胞增殖和胶原合成的影响

!+"7武汉大学学报$医学版%'#$$D'#"$D%(#DEF#D:7

!!"" 荆志成'程显声'杨英珍7氯沙坦干预病毒性心肌炎恢复期*慢

性期心脏胶原表达及心功能的实验研究!+"7中华心血管病杂

志'!%%%'#>$#%(!"$F!"D7

!!E" lY.4.i.-3N' 534,8' A,0._C' A34/3* @' 94-)*3*,T' IY3* ''

.-367U.4Y/W34Z,̂MF-.4/)*3604,0.0-)2.,X04,W,663P.* -M0.I)R3

/34Q.4,X/M,W342)36X)Z4,R)R)* (M0.4-.*R)[.(.34-2)R.3R.!+"7

')4WY63-),*' #$$$' !$!$!"%(!>#%F!>DE7

!!?" lY.4.i.-3N' A,0._C' L,*_36._9' U3*W(._T' A34/3* @' @34F

-)*._jZ3P,+A' .-367I*W4.3R.2 W,663P.* -M0.IRM*-(.R)R)* 03F

-).*-R\)-( (.34-X3)6Y4.,X(M0.4-.*R)[.,4)P)*(4.63-),* -,/M,W342)F

36X)Z4,R)R!+"7')4WY63-),*' #$$"' !!$$!$%( !#?DF!#?:7

!!>" 8,iP3342 '' +,(3*R.* +U' '(4)R-.*R.* T' UQ,[P3342 A<' 14)W.

19' C.WQ.4j' .-367U.4Y/6.[.6R,XkOAF"$ 3*2 1III813R04,PF

*,R-)W/34Q.4R)* 03-).*-R\)-( 36W,(,6)W6)[.42)R.3R.!+"7+H.03F

-,6' #$$D' D%$#%(!>%F!:?7

$本文编辑(吉耕中%

)E%#)




