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摘要　目的：观察人参总皂苷（ＴｏｔａｌＧｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ，ＴＧ）对野百合碱（Ｍｏｎｏｃｒｏｔａｌｉｎｅ，ＭＣＴ）所致大鼠右心室肥厚的影响并探
讨其与细胞外信号调节激酶（ＥＲＫ）信号通路的关系。方法：雄性 ＳＤ大鼠随机分为正常对照组，ＭＣＴ模型组，ＴＧ２０ｍｇ／
（ｋｇ·ｄ）、４０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）、６０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）剂量组，各组动物均给药１８ｄ。测定各组大鼠的右室肥厚指数（ＲＶＨＩ）、右心重／
体重（ＲＶＷ／ＢＷ）；透射电镜观察心肌细胞超微结构的改变；ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴ－ＰＣＲ检测心肌组织 ＥＲＫ１ｍＲＮＡ的表达，Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测心肌组ＭＫＰ－１蛋白质的表达。结果：ＴＧ预防给药均使 ＲＶＨＩ、ＲＶ／ＢＷ表达明显降低，改善超微结构损
伤，降低心肌组织ＥＲＫ１ｍＲＮＡ和提高ＭＫＰ－１蛋白质的表达。结论：ＴＧ能明显改善ＭＣＴ诱导的大鼠右心室肥厚，其抗心
肌肥厚作用至少与抑制ＥＲＫ１信号转导通路有关。
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　　心肌肥厚是心肌对多种心血管刺激的适应性反
应，早期有一定代偿意义。但长期的心肌肥厚将发

展为心力衰竭、心律失常和猝死［１］。右室肥厚、右心

力衰竭是肺动脉高压死亡的主要原因［２］。因此，逆

转右室肥厚是提高患者生存率和生存质量的重要环

节。

人参主要活性物质人参皂苷有阻滞钙离子通

道［３－４］、抗血管平滑肌细胞增殖［５－６］、调节一氧化氮

（ＮｉｔｒｉｃＯｘｉｄｅ，ＮＯ）的释放［７－８］等作用。我们以前的

研究表明，人参皂苷 Ｒｂ１和 Ｒｇ１能显著对抗大鼠心
肌肥厚的作用，其机制可能与抑制钙调神经磷酸酶

和丝裂素活化蛋白激酶（Ｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎ
Ｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号通路有关［９－１０］，人参总皂苷的各

单体间结构相似，推测若干成分可能具有类似单体

的抗心肌肥厚作用，而且人参总皂苷相对便宜，来源

丰富，更易于开发利用，本研究拟探讨人参总皂苷

（ＴｏｔａｌＧｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ，ＴＧ）对 ＭＣＴ诱导的大鼠右心室
肥厚作用，为传统中药人参的开发利用提供基础药

理学依据。

１　材料和方法
１１　实验材料
１１１　实验动物　雄性 ＳＤ（Ｓｐｒａｇｙｅ－Ｄａｗｌｅｙ）大
鼠，清洁级，体重（２００±２０）ｇ。由第三军医大学大
坪 医 院 实 验 动 物 中 心 提 供 （许 可 证 号：

ＳＣＸＫ２００２０００３）。
１１２　试剂与材料　ＴＧ由北京天然药物研究院赵
锐教授惠赠（用ＪＴＹ－３００型反相制备色谱固定相分
离，纯度 ＞９３％）。ＭＣＴ（批号：１０６Ｋ１６０２，美国 Ｓｉｇ
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ｍａ公司）；ＥＲＫ１、β－ａｃｔｉｏｎ和逆转录试剂盒由大连
宝生物工程有限公司；ＳＹＢＲ ＧＲＥＥＮＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ（ＡＢＩ公司）。
１１３　实验仪器　实时荧光定量ＰＣＲ仪（美国ＢＩＯ
－ＲＡＤ公司）；逆转录（仪德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），
Ｍｏｄｅｌ５５０型酶标仪（美国 ＢＩＯ－Ｔｅｋ公司）；Ｉｃｙｃｌｅｒ
荧光定量ＰＣＲ仪（美国ＢＩＯ－ＲＡＤ公司）
１２　实验方法
１２１　ＭＣＴ模型制备及实验分组　实验大鼠随机
分成正常组对照、ＭＣＴ模型组、ＴＧ低、中、高剂量组，
每组１０只。除正常对照组外其他各组单次腹腔注
射（ｉｐ）２％ＭＣＴ６０ｍｇ／ｋｇ，２４ｈ后ＴＧ低、中、高剂
量组分别腹腔注射 ＴＧ２０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）、４０ｍｇ／（ｋｇ
·ｄ）、６０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），给药共１８ｄ。
１２２　右室肥厚指数测定　称右室（ＲＶ）和左室及
室间隔（ＬＶ＋Ｓ）的重量，计算右心肥厚指数，即
ＲＶＨＩ＝ＲＶ／（ＬＶ＋Ｓ）以及ＲＶ／ＢＷ。
１２３　右心肌组织超微结构的观察　取新鲜右心
室组织约１ｍｍ３，电镜液中固定，环氧树脂包埋，铀
铅双染色，超薄（６００Ａ）切片，日立Ｈ－６００型透射电
镜观察各组标本细胞核、细胞器、线粒体等超微结构

的变化。

１２４　 Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＲＴ－ＰＣＲ检测心肌组织
ＥＲＫ１ｍＲＮＡ的表达　右心肌组织总 ＲＮＡ的提取及
逆转录操作按试剂盒说明进行。以 ＰＣＲ仪逆转录
后，ＲＴ－ＰＣＲ仪进行扩增。β－ａｃｔｉｎ引物：正向５＇－
ＴＧＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡＧＧＡＧＡ －３＇，反 向 ５＇－
ＴＡＧＡＧＣＣＡＣＣＡＡＴＣＣＡＣＡＣＡ－３＇，扩增产物长度
１０４ｂｐ，ＥＲＫ１引物正向 ５＇－ＧＴＴＣＣＣＡＡＡＣＧＣＴ
ＧＡＣＴＣＣＡＡ－３＇，反向５＇－ＧＴＡＡＧＴＣＧＴＣＣＡＧＣＴＣＣＡ

ＴＧＴＣＡＡ－３＇，扩增产物长度１８２ｂｐ，ＰＣＲ反应
条件：９５℃，１０ｍｉｎ进入循环；９５℃，１５ｓ、６０℃，１
ｍｉｎ，循环４５次。以β－ａｃｔｉｎ为内参，用相对定量法
计算 ＥＲＫ１ｍＲＮＡ的表达水平。以循环阈值（Ｃｔ
值）为统计参数，用目的基因表达／β－ａｃｔｉｎ基因表
达对ＥＲＫ１ｍＲＮＡ进行相对定量。
１２５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测心肌组织中ＭＫＰ－１蛋
白表达　右心室组织约１００ｍｇ经Ｔ－ＰＥＲＴＭ蛋白提
取混合液处理后，取上清液用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白浓度检
测试剂盒进行蛋白定量。以１０％ ＳＤＳ聚丙烯酰胺
凝胶电泳分离，电压３６Ｖ，３ｈ电转。封闭、分别加
ＭＫＰ－１一抗（１∶４００）及内参 ａｎｔｉ－β－ａｃｔｉｎ（１∶２
０００），孵育２ｈ；二抗为辣根过氧化物酶标记羊抗兔
ＩｇＧ，孵育１ｈ后通过ＢＣＩＰ／ＮＢＴ进行显色，采用Ｓｙｎ

ｇｅｎｅ凝胶成像系统分析。
１２６　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１３０软件进行
ＡＮＯＶＡ或ｔ检验进行统计学处理，所有数据以均数
±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，Ｐ＜００５表示差异有统计学
意义。

２　结果
２１　大鼠一般状态的变化　正常对照组在用药前
后一般状态无明显差异，ＢＷ１８ｄ较前增加了３６％，
ＭＣＴ模型组大鼠在腹腔注射ＭＣＴ７ｄ出现活动明显
减少，毛发直立，口唇发绀，呼吸急促，食欲下降。１８
ｄ处死开胸，可见肺表面凹凸不平，弹性差，并可见
灶性瘀血；ＢＷ较前增加了２％，ＴＧ各预防给药组一
般状态较ＭＣＴ模型组明显好转（见图１）。

图１　ＴＧ４０ｍｇ／ｋｇ预防给药对大鼠体重的影响

（ｖｓＣｏｎｔｒｏｌ＃Ｐ＜００５，ｖｓＭｏｄｅｌＰ＜００５）

２２　ＴＧ对右心室肥厚指数的影响　与空白对照组
比较，ＭＣＴ模型组在腹腔注射ＭＣＴ１８ｄＲＶＨＩ、ＲＶＷ／
ＢＷ分别增加了 ３０％、４４％，ＴＧ各预防给药组与
ＭＣＴ模型组比较，上述指标明显降低（Ｐ＜００１），但
ＴＧ各剂量组之间无统计学意义。（见表１）
表１　ＴＧ预防给药对野百合碱诱导心肌肥厚大鼠肥厚

指标的影响（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

组别 ＲＶＨＩ ＲＶＷ／ＢＷ

对照组 ０２５１±００１６ ０４５９±００２１
ＭＣＴ组 ０３２７±００３２＃＃ ０６３２±００３７＃＃

ＭＣＴ＋ＴＧ２０ｍｇ／ｋｇ ０２７４±００１１ ０４９１±００１０

ＭＣＴ＋ＴＧ４０ｍｇ／ｋｇ ０２６９±００１３ ０４７６±０００９

ＭＣＴ＋ＴＧ６０ｍｇ／ｋｇ ０２５４±００１３ ０４５５±００１１

　　注：与对照组比较，＃＃Ｐ＜００１；与ＭＣＴ组比较，Ｐ＜００１。

２３　ＴＧ对心肌肥厚大鼠心肌超微结构的影响　正
常大鼠的超微结构无异常表现（Ｃ），ＭＣＴ模型组大
鼠心肌组织出现闰盘中断，肌丝稀疏，灶性溶解，并

出现空白水肿，收缩带形成；线粒体增生，肿胀变形，

嵴排列紊乱、溶解，巨线粒体形成；细胞核增大，核周

间隙增宽，核仁增多（Ｍ）。ＴＧ４０、６０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）预
防给药１８ｄ上述变化明显改善，肌丝排列尚可，线
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粒体轻度肥大，基质水肿不明显，未见闰盘中断和空

白水肿，但线粒体仍然明显增生（Ｍ
(

、Ｈ）。（见图
２）
２４　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴ－ＰＣＲ检测ＥＲＫ１ｍＲＮＡ的表达

ＲＴ－ＰＣＲ检测结果显示，正常对照组大鼠 ＲＶ
中 ＥＲＫ１ｍＲＮＡ表达较低。ＭＣＴ促进 ＥＲＫ１ｍＲＮＡ
的表达明显增加，与正常对照组比较，ＥＲＫ１ｍＲＮＡ
增加了２６倍（Ｐ＜００１）。ＴＧ预防给药均明显抑
制ＥＲＫ１ｍＲＮＡ的表达，与 ＭＣＴ模型组比较，ＴＧ２０
ｍｇ／ｋｇ使 ＥＲＫ１ｍＲＮＡ的表达减少 ２９３％（Ｐ＜
００１），各剂量组间差异无统计学意义。（见图３）

图２　ＴＧ预防给药对心肌细胞超微结构的影响

图３　ＴＧ预防给药对ＭＣＴ诱导心肌肥厚大鼠ＲＶ中
ＥＲＫ１ｍＲＮＡ表达的影响（ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）

２５　ＴＧ预防给药对ＭＣＴ诱导心肌肥厚大鼠ＲＶ中
ＭＫＰ－１蛋白质的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ实验结果
表明，与正常对照组比较，ＭＣＴ模型组ＭＫＰ－１蛋白
的表达稍有增高，ＴＧ预防给药能使提高 ＭＫＰ－１蛋
白的表达，与 ＭＣＴ模型组比较，低、中、高剂量组分
别增加了１１％、８１％、１９０％，但仅有中、高剂量组差
异有统计学意义（Ｐ＜００１）。（见图４、图５）
３　讨论

目前，心肌肥厚发展为心力衰竭在各种心血管

病症中死亡率占居首位［１１］。故对其预防和治疗的

研究显得尤为重要。本实验利用大鼠 ＭＣＴ右室肥
厚模型，观察了 ＴＧ对心肌肥厚的作用并分析其可
能的作用机制。

ＭＣＴ右室肥厚模型被广泛用于非原发于心脏
的右心室肥厚和心力衰竭研究［１２］。本实验结果表

明，大鼠在单次腹腔注射ＭＣＴ１８ｄ后，ＲＶＨＩ、ＲＶＷ／
ＢＷ均明显高于正常对照组，说明 ＭＣＴ右室肥厚的
模型制备成功，ＴＧ预防给药组能明显减轻上述指标
的增高，其中，由于模型组给药前后 ＢＷ无差别甚至
略低，与相应正常对照组比较明显偏轻，ＲＶ／ＢＷ可
能因模型组体重减轻而产生一定的非特异效应，但

ＲＶＨＩ的明显升高强烈提示ＲＶＨ的发生。单从检测
指标上看，ＴＧ高剂量给药组比低剂量效果更为明
显，然统计学分析表明，各剂量组间无明显差异。另

外，心肌组织透射电镜结果显示模型组心肌组织出

现了心肌肥厚的病理改变，而 ＴＧ能明显改善 ＭＣＴ
所引起的心肌超微结构的损伤，提示 ＴＧ对右室的
心肌线粒体具有保护作用。以上结果提示 ＴＧ具有
减轻ＭＣＴ引起心肌肥厚的作用。

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠右心室
　　ＭＫＰ－１蛋白质表达

　　注：Ａ为正常对照组，Ｂ为模型组，Ｃ为ＴＧ低剂量组，Ｄ为 ＴＧ中

剂量组，Ｅ为ＴＧ高剂量组

图５　ＴＧ对野百合碱诱导大鼠右心室ＭＫＰ－１蛋白质
表达变化的影响（ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）

　　结合以上实验结果，本研究进一步探讨了 ＴＧ
预防心肌肥厚可能的作用机制。ＭＡＰＫ是调节心肌
肥厚的重要信号通路，被认为是多种细胞外信号引

起细胞增生、肥大的细胞内信息传递的汇聚点或共

同通路，ＭＡＰＫ其成员 ＥＲＫｓ与细胞生长、分化和增
殖的调控关系最为密切，参与多种刺激引起的心肌

肥大［１３］。活化的 ＭＡＰＫ主要因被其磷酸酶去磷酸

·２６５· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ａｐｒ．２０１５，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．４



化而失活，在心肌细胞，ＭＫＰ－１是重要的 ＭＡＰＫ磷
酸酶，对ＭＡＰＫ的活性调节具有重要意义［１４］。另有

研究表明，许多人参皂苷单体（Ｒｂ１、Ｒｃ、Ｒｅ、Ｒｇ１、
Ｒｇ３）均能降低 ＴＰＡ诱导的 ＥＲＫ１／２的激活，降低
ＥＲＫ１／２蛋白表达水平［１５－１６］。本研究发现，ＭＣＴ模
型组ＥＲＫ１ｍＲＮＡ水平表达显著增高，ＭＫＰ－１蛋白
水平稍有增高，与正常对照组比较无统计学意义，

ＴＧ低、中、高预防给药都能降低 ＥＲＫ１ｍＲＮＡ的表
达，同时提高 ＭＫＰ－１蛋白表达水平，从而增加对
ＥＲＫ１的灭活，延缓心肌肥厚的发展进程。需要指出
的是，ＴＧ对 ＥＲＫ１ｍＲＮＡ表达的影响各个剂量组之
间差异无统计学意义，但对 ＭＫＰ－１蛋白水平的影
响各个剂量组之间差异有统计学意义，能剂量依赖

性提高蛋白的表达，其原因可能是本实验所用ＥＲＫ１
的引物不是针对其活性部分的；机体对 ＥＲＫ１活性
的调节发生在蛋白水平。ＴＧ抗心肌肥厚的作用至
少与调控ＭＡＰＫ信号通路有关。

心肌肥厚的发生发展是一个多因素参与的复杂

的病理生理过程，ＴＧ抗心肌肥厚的作用除影响
ＭＡＰＫ信号通路外，还可能与其他信号通路有关，值
得进一步研究。
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ｐｒｅｓｓｅｓｐｈｏｒｂｏｌｅｓｔｅｒ
!

ｉｎｄｕｃｅｄｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－９ｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆａｃｔｉｖａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ－１ａｎｄｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａ

ｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｉｎｈｕｍａｎａｓｔｒｏｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．

Ｃａｎｃｅｒ，２００６，１１８（２）：４９０－４９７．
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