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摘要　 目的　 探讨咖啡酸（ＣＡ）对阿霉素（ＡＤＭ）诱导的心

肌细胞损伤的保护作用及其机制。 方法 　 采用不同浓度

ＡＤＭ 诱导建立心肌细胞 Ｈ９ｃ２ 损伤模型，确定 ＡＤＭ 诱导的

最佳浓度。 其次，在心肌损伤模型的基础上给予不同浓度

ＣＡ，培养 ２４ ｈ 确定最适 ＣＡ 浓度。 将 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞分为模

型组（ＡＤＭ 组）、治疗组（ＡＤＭ ＋ ＣＡ 组）和空白对照组（Ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ 组），采用 ＭＴＴ 法测定心肌细胞的存活率，用 ＨＥ 染色观

察心肌细胞组织形态学变化。 测定 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞中乳酸

脱氢酶（ＬＤＨ）和活性氧（ＲＯＳ）水平、线粒体膜电位变化及

Ｎａ ＋ ⁃Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶和 Ｃａ２ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶活性，并运用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测 ＮＦ⁃κＢ⁃ｐ６５ 的表达水平。 结果 　 选择 ２. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＤＭ
作为诱导浓度，并选择 ４. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＡ 用于后续试验。 与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＡＤＭ 组中心肌细胞纤维排列紊乱，肌纤维变

形严重；ＬＤＨ 和 ＲＯＳ 水平升高，线粒体膜电位升高，且 Ｎａ ＋ ⁃
Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶和 Ｃａ２ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶活性降低，ＮＦ⁃κＢ⁃ｐ６５ 蛋白表达增

高。 与 ＡＤＭ 组比较，ＡＤＭ ＋ ＣＡ 组中心肌细胞肌束排列整

齐，ＬＤＨ 和 ＲＯＳ 水平降低，线粒体膜电位降低（Ｐ ＜ ０. ０５），
且线粒体 Ｎａ ＋ ⁃Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰ 和 Ｃａ２ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶活性提高 （ Ｐ ＜
０. ０５），ＮＦ⁃κＢ⁃ｐ６５ 蛋白表达降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　 ＣＡ 通

过抗氧化应激、降低线粒体膜电位、提高 Ｈ９ｃ２ 细胞内 ＲＯＳ
水平，并且通过调控 ＮＦ⁃κＢ 信号通路，参与保护 ＡＤＭ 诱导

的心肌损伤过程。
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　 　 阿霉素（ ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ，ＡＤＭ）是一种蒽环类抗生

素，抗癌效果显著，是目前最常用最重要的抗癌药物

之一［１］。 然而，长期给药会对心脏、骨髓、肾脏造成

不可逆毒性作用，严重阻碍其临床应用［２］。 ＡＤＭ 可

在体内形成多种氧自由基，导致心肌细胞及亚细胞

结构改变，破坏细胞膜引起钙超载，进而引起心肌细

胞凋亡。 因此，深入探讨 ＡＤＭ 诱导心肌毒性的内

在机制，并探究有效的心肌保护剂，对解决 ＡＤＭ 诱

导致毒问题十分必要。 咖啡酸（ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ，ＣＡ）是
酚酸类化合物，广泛存在于植物体内，具有抗炎、抗
菌、抗病毒等药理作用。 最近有研究［３］ 表明，ＣＡ 对

心血管疾病如动脉粥样硬化等具有保护作用。 但其

对 ＡＤＭ 心肌损伤的保护作用及具体机制尚不清

楚。 因此，该研究通过建立 ＡＤＭ 诱导大鼠心肌细

胞损伤模型，探讨 ＣＡ 对心肌损伤的保护作用及相

关机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １　 细胞与培养 　 实验细胞为大鼠 Ｈ９ｃ２ 细胞

系，江苏大学生命科学学院中心实验室保存。 在含

有 １０％胎牛血清（ＦＢＳ）的 ＤＭＥＭ 培养基培养，置于

３７ ℃含 ５％ ＣＯ２ 恒温培养箱中常规传代培养。
１． １． ２ 　 药品与试剂 　 ＣＡ（纯度≥９９％ ）购自美国

Ａｃｒｏｓ Ｏｒｇａｎｉｃｓ 公司，ＭＴＴ 细胞增殖及细胞毒性试剂

盒购自上海碧云天生物科技有限公司，ＡＤＭ、乳酸

脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＬＤＨ）活性检测试剂

盒和活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ）检测试剂

盒购自北京索莱宝科技有限公司，ＪＣ⁃１ 线粒体膜电

位检测试剂盒购自上海翊圣生物科技有限公司，线
粒体 Ｎａ ＋ ⁃Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶和 Ｃａ２ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶活性试剂盒购

自南京建成生物科技有限公司，ＮＦ⁃κＢ 和 β⁃ａｃｔｉｎ 抗

体购自英国 Ａｂｃａｍ 公司。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 细胞培养与处理 　 用 ＤＭＥＭ ＋ １０％ ＦＢＳ 培

养基培养 Ｈ９２ｃ 心肌细胞，细胞密度至 ８０％ 左右时

吸取多余培养基，用 ＰＢＳ 冲洗 ２ 次，０. ２５％胰酶消化

３ ｍｉｎ 后加入培养基中和，轻轻吹打至细胞脱落，按
照 １ ∶ ３ 传代数次至细胞状态稳定。
　 　 取对数生长期 Ｈ９２ｃ 心肌细胞，按每孔 ５ × １０３

个细胞接种于 ９６ 孔板中，每组平行设置 ５ 个复孔，
待细胞贴壁后，分别加入相关药物干预。 首先进行
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ＡＤＭ 浓度的筛选。 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞分别加入 ０（对
照组）、１. ０、２. ０、３. ０、４. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＤＭ（使 ＤＭＳＯ 最

终浓度 ＜ ０. １％ ）作用 １２ ｈ，选择接近其半抑制浓度

（ｈａｌｆ ｍａｘｉｍａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）值的浓度

进行后续研究。 其次进行给药模型的建立。 在最适

ＡＤＭ 浓度处理心肌细胞后，分别用 ０. ５、１. ０、２. ０、
４. ０、８. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＡ 处理 ２４ ｈ，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２

环境中培养。 设置 ＡＤＭ 处理组为模型组 （ ＡＤＭ
组）、不同浓度 ＣＡ 干预组为治疗组（ＡＤＭ ＋ ＣＡ 组）
及空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）。
　 　 在处理后，每孔加入终浓度为 ５ ｍｇ ／ ｍｌ 的 ＭＴＴ
１０ μｌ，培养 ４ ｈ 后添加 １００ μｌ ＤＭＳＯ 溶液，在 ４５０
ｎｍ 处测定吸光值，每组重复 ３ 次，计算细胞存活率

和 ＩＣ５０。
１． ２． ２ 　 细胞内 ＬＤＨ 水平检测 　 收集 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、
ＡＤＭ 组和 ＡＤＭ ＋ ＣＡ 组培养 ２４ ｈ 后的 Ｈ９ｃ２ 细胞，
按照 ＬＤＨ 活性检测试剂盒说明书测定上清 ＬＤＨ 含

量，并根据相关公式计算 ＬＤＨ 活力变化。
１． ２． ３　 细胞内 ＲＯＳ 水平检测　 分组同上所述，收
集各组细胞，加入 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＦ⁃ＤＡ，孵育 ２０ ｍｉｎ
后用荧光显微镜观察 ＲＯＳ 荧光强度。 荧光强度的

高低反映细胞内 ＲＯＳ 的水平。
１． ２． ４　 线粒体膜电位检测　 分组同上所述，在各组

样本中加入 ＪＣ⁃１ 使其达到所需终浓度，避光，３７ ℃
孵育 １５ ｍｉｎ，再用 ＰＢＳ 洗去多余的染料后测定。
１． ２． ５　 线粒体 Ｎａ ＋ ⁃Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶、Ｃａ２ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶活性

检测　 分组同上所述，收集各组细胞后用 ＰＢＳ 悬浮

细胞并破碎，离心取上清液，测定吸光度。 操作步骤

严格按照线粒体 Ｎａ ＋ ⁃Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶、Ｃａ２ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶活性

检测试剂盒进行。
１． ２． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达情况　
分组同上所述，提取各组细胞总蛋白。 取 ５０ μｇ 蛋

白样本进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测，以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，用
Ｍｕｌｔｉ⁃ａｎａｌｙｓｔ ｉｍａｇｅ 成像系统检测蛋白条带，并用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件定量。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １５. ０ 统计学软件进

行数据处理。 数据以 �ｘ ± ｓ 表示，组间差异显著性单

因素方差分析（ ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）检验，采用 Ｇｒａｐｈ⁃
ｐａｄ ６. ０ 作图，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＡＤＭ 诱导 Ｈ９ｃ２ 心肌损伤模型的建立 　 与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，１. ０、２. ０、３. ０ 和 ４. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＤＭ 处

理都会引起 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞存活率的显著下降，并

且随处理剂量增加细胞活力显著降低，具有剂量依

赖效应。 其中 １. ０ 、２. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＤＭ 处理与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较差异有统计学意义 （ Ｐ ＜ ０. ０５ ），３. ０、４. ０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＤＭ 处理与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较差异更显著（Ｐ
＜ ０. ０１）。 ＡＤＭ 对心肌细胞的损伤与浓度呈正相

关，当 ＡＤＭ 浓度为 ２. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时对细胞的损伤量

约在 ５０％ ，为药物 ＩＣ５０，因此选择 ２. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＤＭ
处理作为后续实验条件。 见图 １。

图 １　 不同浓度 ＡＤＭ 处理细胞后的 ＭＴＴ 细胞活力统计图

　 　 １：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：１. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＤＭ；３：２. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＤＭ；４：３. ０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＤＭ；５：４. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＤＭ；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５，
∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ２　 ＣＡ 对大鼠心肌组织损伤的保护作用 　 不同

浓度的 ＣＡ 对 ＡＤＭ 诱导的心肌细胞损伤有一定保

护作用，０. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＡ 即对 ＡＤＭ 诱导的心肌损伤

呈现保护效应（Ｐ ＜ ０. ０５），并且心肌细胞的存活率

随 ＣＡ 浓度增加显著提高，具有剂量依赖性。 当 ＣＡ
浓度为 ４. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时对 Ｈ９ｃ２ 保护效果最佳。 因

此，取 ２. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＤＭ 和 ４. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＡ 作为治

疗组进行后续实验。 见图 ２。

图 ２　 不同浓度 ＣＡ 保护损伤细胞后的 ＭＴＴ 细胞活力统计图

　 　 １： Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：２. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＤＭ；３：２. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＤＭ ＋ ０. ５
μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＡ；４：２. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＤＭ ＋ １. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＡ；５：２. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＡＤＭ ＋２. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＡ；６：２. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＤＭ ＋ ４. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＡ；７：２. ０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＤＭ ＋ ８. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＡ；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５； 与

ＡＤＭ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ３　 ＣＡ 对 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞形态的影响

　 　 ＨＥ 染色结果显示，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组心肌细胞排列整

齐致密、细胞形态正常。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＡＤＭ 组

心肌呈片状坏死、空泡性变性、心肌纤维增多、心肌

细胞片状溶解，心肌松散，细胞间隙增宽。 而，ＡＤＭ
＋ ＣＡ 组中心肌纤维化、变性等较轻，肌纤维变性减

少。 见图 ３。
２． ３　 ＣＡ 对 ＡＤＭ 损伤的心肌细胞内 ＬＤＨ 水平的

影响　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＡＤＭ 组中的 ＬＤＨ 水平显

著提高；而加入 ＣＡ 后治疗组中 ＬＤＨ 水平明显降

低，表明 ＣＡ 可以抑制细胞内 ＬＤＨ 在损伤后的显著

提高。 见图 ４。

图 ４　 各组心肌细胞上清的 ＬＤＨ 活力水平统计图

　 　 １： Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：ＡＤＭ 组；３：ＡＤＭ ＋ ＣＡ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：
∗Ｐ ＜ ０. ０５； 与 ＡＤＭ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ４　 ＣＡ 对 ＡＤＭ 损伤的心肌细胞内活性氧水平的

影响　 在荧光显微镜下观察各组细胞内荧光强度，
通过荧光强度的强弱反映 ＲＯＳ 水平的高低。 Ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ 组内平均荧光强度为（６３. １１０ ± ２. ２２３），而 ＡＤＭ
组中的平均荧光强度为（１３２. ０９８ ± ７. １１７），与 Ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ 组比较明显升高。 而 ＡＤＭ ＋ ＣＡ 组细胞内平均

荧光强度为（１０３. ５８２ ± ４. ９９２），较 ＡＤＭ 组显著下

降；利用单因子方差分析结果显示，各组间均差异有

统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０００ １，Ｆ ＝ ２２３. ９）。 结果表明，
ＣＡ 可以抑制 ＡＤＭ 诱导心肌细胞中 ＲＯＳ 激增过程。
见图 ５。

图 ５　 激光共聚焦显微镜下各组心肌细胞 ＲＯＳ 水平　 × ４００

２． ５　 ＣＡ 对 ＡＤＭ 损伤的心肌细胞内线粒体膜电位

的影响　 同样利用荧光强弱反映线粒体膜电位的水

平。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＡＤＭ 组细胞内红色荧光强度

明显下降，由 （２０７. ８７６ ± ５. ０７２） 降为 （９０. ９１８ ±
４. ６４９）；而 ＡＤＭ ＋ ＣＡ 组中红色荧光强度为（１０５. ２００
±３. ５０１）。 ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 统计分析结果显示，各组

间均差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１，Ｆ ＝ １ ０２５）。 结果

表明，ＡＤＭ 能够引发心肌细胞线粒体膜电位下降，而
加入 ＣＡ 则可以改善该过程。 见图 ６。
２． ６　 ＣＡ 对 ＡＤＭ 损伤的心肌细胞内线粒体 Ｎａ ＋ ⁃
Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶、Ｃａ２ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶活性的影响 　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较，ＡＤＭ 组心肌细胞 Ｈ９ｃ２ 中线粒体 Ｎａ ＋ ⁃Ｋ ＋ ⁃
ＡＴＰ 酶、Ｃａ２ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶的活性均呈现显著降低（Ｐ ＜
０. ０５）；而与 ＡＤＭ 组比较， ＡＤＭ ＋ ＣＡ 组线粒体

Ｎａ ＋ ⁃Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶、Ｃａ２ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶的活性则有了明显升

高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 表明 ＡＤＭ 造成了心肌细胞中线粒

体 Ｎａ ＋ ⁃Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶和 Ｃａ２ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶活性的降低，而
加入 ＣＡ 则能改善这种损伤。 见图 ７。
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图 ６　 荧光显微镜下各组细胞线粒体膜电位水平　 × ２００

图 ７　 各组心肌细胞内 Ｎａ ＋ ⁃Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶和 Ｃａ２ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶活性水平

　 　 １：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：ＡＤＭ 组；３：ＡＤＭ ＋ ＣＡ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：
∗Ｐ ＜ ０. ０５； 与 ＡＤＭ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ７　 ＣＡ 对 ＡＤＭ 损伤的心肌细胞内 ＮＦ⁃κＢ 信号

通路影响 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比

较，ＡＤＭ 组 ｐ６５ 蛋白的表达水平明显增高，而加入

ＣＡ 的治疗组中，ｐ６５ 蛋白的表达量则有所降低。 见

图 ８。

图 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组心肌细胞中 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达量

３　 讨论

　 　 ＡＤＭ 是一种高效的蒽醌类抗肿瘤药物，可以通

过抑制肿瘤细胞 ＤＮＡ 复制过程起到抗肿瘤作用。
然而长期使用 ＡＤＭ 会造成心肌细胞不可逆损

伤［４］，这严重限制了 ＡＤＭ 抗肿瘤的临床应用。 目

前，ＡＤＭ 导致心脏毒性的机制尚不明确［５］，因此探

寻 ＡＤＭ 对心肌细胞的损伤机制，并开发相应的保

护药物具有重要的临床意义。
　 　 研究表明［６］，ＡＤＭ 会诱发心肌细胞产生大量的

ＲＯＳ，从而导致心肌细胞处于氧化应激状态，本研究

中，ＡＤＭ 诱导的损伤 ＡＤＭ 组中 ＲＯＳ 水平高于 Ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ 组，与前人研究结果吻合［７］。 此外，心肌细胞含

有较多的线粒体，线粒体内膜含有大量的 Ｎａ ＋ ⁃Ｋ ＋ ⁃
ＡＴＰ 酶和 Ｃａ２ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶，以维持电位稳定，释放细胞

正常生命活动所需要的能量。 有报道称 ＡＤＭ 对线

粒体膜具有很强的亲和性，可能是通过还原性辅酶

Ⅱ或内皮型一氧化氮合酶转化为半醌 ＡＤＭ，并进一

步转化为 Ｃ７ 自由基，破坏细胞膜或细胞器膜，从而

导致心肌细胞的损伤［８ － ９］。 本研究结果显示，ＡＤＭ
会引起心肌细胞氧化应激水平增高、心肌细胞线粒

体膜电位和线粒体 Ｎａ ＋ ⁃Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶、Ｃａ２ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶活

性降低，表明 ＡＤＭ 是通过改变膜电位、影响线粒体

膜的稳定性损伤心肌细胞。
　 　 ＮＦ⁃κＢ 作为一种核转录因子，与免疫和炎症相

关。 当机体受到损伤及 ＲＯＳ 增多时，细胞内的 ＮＦ⁃
κＢ 进入细胞核，与特异性位点结合，调控靶基因表

达。 ＮＦ⁃κＢ 参与了 ＡＤＭ 诱导心肌损伤的过程，能引

起 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达增多［１０ － １１］。 因此 ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５ 很有可能是 ＡＤＭ 造成心肌损伤通路中的重要

环节。 本研究中检测了 ＡＤＭ 组、Ｃｏｎｔｒｏｌ 组与 ＡＤＭ
＋ ＣＡ 组细胞中 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的表达量，结果表明 ＣＡ
能够抑制 ＡＤＭ 引发的 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达量增高

过程，ＣＡ 可能通过 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 通路发挥对心肌细胞

的保护作用。 然而本研究缺少对 ＮＦ⁃κＢ 通路中其

他蛋白表达水平的检测，尚未进一步深入阐明 ＣＡ
在 ＮＦ⁃κＢ 通路中的保护机制。
　 　 ＣＡ 是一类天然酚类化合物，具有强抗氧化性。
ＣＡ 有多种药理作用，如抗菌、抗毒、抗炎、抗癌、抗动

脉粥样硬化、抗 ＨＩＶ、抗氧化等 ［３］。 研究［１２ － １３］ 表

明，ＣＡ 对淋巴细胞、脑、肾、肝等组织的氧化损伤也

有一定的保护作用。 本研究中，ＣＡ 治疗组中心肌细

胞中 ＲＯＳ 水平较 ＡＤＭ 组显著降低，表明 ＣＡ 可能

通过清除 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞内 ＲＯＳ 发挥了保护作用。
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此外，本研究显示，ＣＡ 可以提高 ＡＤＭ 诱导心肌损

伤后线粒体 Ｎａ ＋ ⁃Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶和 Ｃａ２ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶的活

性，能够稳定线粒体膜电位，这表明除清除 ＲＯＳ 之

外，ＣＡ 还有可能通过保护线粒体膜稳定性发挥其保

护作用。 这与 ＣＡ 能降低心肌细胞线粒体脂质的浓

度，保护线粒体，在异丙肾上腺素诱导心肌细胞梗死

模型中发挥保护作用的机制相似［１４］。
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基于基因组学与代谢组学分析
肠道菌群及其代谢物改变与心力衰竭发生的相关性

李　 丽１，２，张　 昕１，邹　 琳１，２

摘要　 目的　 探讨肠道菌群及其代谢物改变是否参与大鼠

心衰的发生、发展。 方法　 采用皮下注射异丙肾上腺素的方

法诱导大鼠心衰模型，饲养 ６ 周后用超声心动图评估模型是

否成功，并分为 ２ 组：心衰组和对照组。 高效液相色谱串联

质谱法测定两组大鼠血清中氧化三甲胺（ＴＭＡＯ）水平；收集

两组粪便样本进行细菌 ＤＮＡ 提取，并行 １６ＳｒＤＮＡ 高通量测

序，使用 ＮｏｖｏＭａｇｉｃ 云平台进行肠道菌群多样性、相对丰度、
差异物种及菌群功能差异分析。 结果　 与对照组比较，心衰

组血清中 ＴＭＡＯ 水平明显升高（Ｐ ＜ ０. ０５），两组粪便标本的

测序结果显示：在门水平上，占前 ３ 位菌种的包括厚壁菌门、
拟杆菌门、放线菌门；在属水平上占前 ３ 位的菌种为乳杆菌

属、Ａｌｌｏｂａｃｕｌｕｍ 属、杜氏杆菌属；两组菌群的多样性分析显

示，心衰组与对照组大鼠肠道菌群结构相似；ｔ 检验组间物种

差异分析图显示心衰组明显降低的菌群前 ５ 位为：Ａｃｉｄｏｂａｃ⁃
ｔｅｒｉｏｔａ 门、维鲁士菌门、硝化螺旋菌门、Ｍｅｔｈｙｌｏｍｉｒａｂｉｌｏｔａ 门、
泉古菌门（Ｐ ＜ ０. ０５）。 其他菌群的比较差异无统计学意义

（Ｐ ＞ ０. ０５）。 ＬＥｆＳｅ 分析显示心衰组与对照组间具有显著差

异（ＬＤＡ 绝对值 ＞ ４）的菌种为鼠乳杆菌、Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ、Ｂａｃ⁃
ｔｅｒｉａ。 结论　 肠道菌群变化及其代谢物 ＴＭＡＯ 水平改变参

与心衰的发生、发展。
关键词　 心衰；肠道细菌微环境；氧化三甲胺；高通量测序
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　 　 心力衰竭（简称心衰）患者多数预后不佳，有临

床症状患者的 ５ 年存活率与恶性肿瘤相仿，且心衰

的发病率持续增长，正在成为 ２１ 世纪最重要的心血

管病症之一。 近年来，胃肠道系统与心衰发生的相

关性日益受到关注。 研究［１］ 证实，由右心衰导致的

血流动力学问题，与心衰和预后不良有关，可能的病

理机制为肠道有害菌群生长，有益菌群减少，菌群代

谢物氧化三甲胺 （ ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ ｏｘｉｄｅ， ＴＭＡＯ） 增

多［２］。 该研究通过制作异丙肾上腺素（ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅ⁃
ｎｏｌ，ＩＳＯ）诱导的心衰大鼠模型，对比心衰组与对照

组肠道菌群和血清中 ＴＭＡＯ 水平的差异，探讨肠道

菌群参与心衰的发生发展的途径，为指导临床心衰

治疗提供新思路。

１　 材料与方法

１． １　 一般资料　 ６０ 只清洁级 ３ 月龄的 Ｗｉｓｔａｒ 雄性

大鼠，体质量 ２３０ ～ ２５０ ｇ，由内蒙古大学实验动物中

心提供。 ＩＳＯ 购自大连美仑生物有限公司；超纯水

Ｍｉｌｌ⁃Ｑ（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）、彩色多普勒超声诊断

仪（ＩＥ⁃３３）购自飞利浦电器科技集团（中国）有限公

司；高效液相色谱仪（ＡＢ ＳｃｉｅｘＥｘｉｏｎＬＣＴＭＡＤ）、质谱

仪（ＡＢ Ｓｃｉｅｘ ＱＴＲＡＰ® ６５００ ＋ ）、粪便 ＤＮＡ 提取试剂

盒（天根）、紫外分光光度计购自上海精密科学仪器

有限公司；引物由上海生工生物有限公司合成；Ｂｉｏ⁃
ｒａｄ Ｔ１００ 梯度 ＰＣＲ 仪、ＰＣＲ 产物纯化试剂盒（Ｇｅｎｅ⁃
ＪＥＴ 胶回收试剂盒）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司；建库试剂盒购自美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司、高通量测序

仪（ＮｏｖａＳｅｑ ６０００）、ＮｏｖｏｍＭｇｉｃ 云平台等。
１． ２　 方法

１． ２． １ 　 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠心衰模型的建立 　 ６０ 只雄性
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