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论　著

[摘要]　目的　探讨紫草素通过细胞外信号调节蛋白激酶1/2(ERK1/2)/核转录因子-κB(NF-κB)介导心肌细胞纤维

化对大鼠心房颤动(简称房颤)的改善作用。方法　30只SD大鼠随机分为正常对照组、模型组、紫草素组，每组10只。

紫草素组大鼠以4 mg/kg紫草素灌胃给药，正常对照组和模型组大鼠等量生理盐水灌胃，1次/d，连续7 d；除正常对照

组外，其余组大鼠按照1 ml/kg的剂量尾静脉注射乙酰胆碱-氯化钙(ACh-CaCl2)混合液1次/d、连续7 d建立房颤模型，

正常对照组大鼠尾静脉注射等量生理盐水，7 d后取材。心电图检测各组大鼠房颤诱发时间和持续时间；超声心动图

检测各组大鼠心功能；HE染色观察各组大鼠心肌组织病理学改变；Masson染色检测各组大鼠心肌组织胶原面积百分

比；Western blotting检测各组大鼠胶原蛋白Ⅰ(Col Ⅰ)、ERK1/2、p-ERK1/2、NF-κB p65和p-NF-κB p65蛋白表达情况。 

结果　正常对照组大鼠心肌细胞排列致密、整齐；模型组大鼠心肌细胞排列紊乱、肥大、间隙增宽；紫草素组大鼠心

肌细胞形态和结构较模型组有所改善。与正常对照组比较，模型组及紫草素组大鼠左心室射血分数(LVEF)、左心室缩

短分数(LVFS)降低，左心室收缩末期内径(LVESD)和左心室舒张末期内径(LVEED)增高，胶原面积百分比增加，Col Ⅰ、 

p-ERK1/2和p-NF-κB p65蛋白表达升高(P<0.05)；与模型组比较，紫草素组大鼠房颤诱发时间延长、持续时间缩短，

LVEF、LVFS升高，LVESD、LVEED缩短，胶原面积百分比减小，Col Ⅰ、p-ERK1/2和p-NF-κB p65蛋白表达明显降低

(P<0.05)。结论　紫草素可能通过抑制ERK1/2-NF-κB信号通路而减轻心肌纤维化，抑制房颤的发生，并改善心功能。

[关键词]　心房颤动；紫草素；纤维化；细胞外信号调节蛋白激酶1/2；核转录因子-κB

[中图分类号]　R541.7　　　　[文献标志码]　A　　　　[文章编号]　0577-7402(2021)08-0757-06

[DOI]　10.11855/j.issn.0577-7402.2021.08.03

Effect of shikonin on improving atrial fibrillation of rats by inhibiting ERK1/2-NF-κB pathway
Shu Li-Liang, Huang Gong-Cheng, Hao Shuang, Huang Chen, Zhu Xiao-Hua, Xu Jing

Department of Cardiovascular Surgery, the First Affiliated Hospital of Zhengzhou University, Zhengzhou 450052, China

This work was supported by the National Natural Science Foundation of China (81800319)

[Abstract]　Objective　To investigate the effect of shikonin on atrial fibrillation of rats with myocardial fibrosis mediated 

by extracellular signal-regulated protein kinase1/2(ERK1/2)/nuclear transcription factor-kappaB (NF-κB). Methods　Thirty 

SD rats were randomly divided into normal control group, model group, shikonin group (10 each). Rats in shikonin group were 

intragastrically given shikonin 4 mg/kg, in normal control and model groups were given the same amount of normal saline, 1 

time/d for consecutive 7 days; Rats in model and shikonin groups were tail intravenous injected with 1 ml/kg ACh-CaCl2 mixed 

liquor to establish atrial fibrillation model, 1 time/d for consecutive 7 days, and in normal control group were injected with the 

same amount of normal saline, taken materials after 7 days. Electrocardiogram was used to record the induced time and duration 

of atrial fibrillation, and the cardiac function was detected by echocardiography. The pathological condition of myocardial tissue 

was observed by HE staining. Masson staining was performed to detect the percentage of collagen area in myocardial tissue. The 

protein expressions of Collagen Ⅰ (ColⅠ), ERK1/2, p-ERK1/2, NF-κB p65 and p-NF-κB p65 were detected by Western blotting. 

Results　The cardiomyocytes were arranged in compact and orderly manner in normal control group, while in model group were 

disordered, hypertrophic and widened. Shikonin improved the morphology and structure of cardiomyocytes. Compared with normal 

control group, left ventricular ejection fraction (LVEF) and left ventricular fractional shortening (LVFS) decreased, left ventricular 

end-diastolic diameter (LVEDD), left ventricular end-systolic diameter (LVESD), percentage of collagen area, the expressions of 

ColⅠ, p-ERK1/2, p-NF-κB p65 protein increased (P<0.05) in model group and shikonin group; Compared with model group, the 

induced time of atrial fibrillation was longer, duration time was shorter in shikonin group, LVEF and LVFS increased, LVESD and 

LVEED, percentage of collagen area, and the expressions of ColⅠ, p-ERK1/2, p-NF-κB p65 protein were decreased in shikonin 

group (P<0.05). Conclusion　Shikonin may mitigate the myocardial fibrosis, inhibit the occurrence of atrial fibrillation, and 

紫草素抑制ERK1/2-NF-κB通路对大鼠心房颤动的改善作用
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improve myocardial function by inhibiting ERK1/2-NF-κB signaling pathway.

[Key words]　atrial fibrillation; shikonin; fibrosis; extracellular signal-regulated protein kinase 1/2; nuclear factor-kappaB

心房颤动(简称房颤)是心脏疾病患者常见的

一种临床表现，目前其治疗仍是世界难题[1-2]。心

肌纤维化造成的心房重构是导致房颤的主要原因

之一[3]，可能成为房颤干预的重要切入点。紫草素

(shikonin)是从紫草科植物紫草中提取的一种萘醌类

化合物，具有多种药理学作用，如抑制肿瘤细胞增

殖、迁移和浸润，减轻四氯化碳(CCl4)诱导的肝纤

维化，以及博来霉素诱导的肺纤维化等[4-7]，但是

否能改善大鼠房颤仍需进一步研究。本研究探讨紫

草素对大鼠心肌纤维化、房颤的影响，旨在为紫草

素作为临床治疗房颤的药物成分提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物　8周龄健康清洁级雄性SD大鼠30
只，体重180~200 g，购自北京维通利华实验动物技

术有限公司[SCXK(京)2017-0011]。实验过程符合

国家和单位有关实验动物管理和使用的规定。

1.2　试剂与仪器　紫草素(纯度≥98%)、乙酰胆碱

(ACh)、CaCl2购自美国Sigma-Aldrich公司；兔抗鼠

胶原蛋白Ⅰ(Collagen Ⅰ，Col Ⅰ)、细胞外信号调

节蛋白激酶1/2(extracellular signal-regulated protein 
kinase 1/2，ERK1/2)、p-ERK1/2、核转录因子-κB 
(nuclear factor-kappa B，NF-κB) p65、p-NF-κB p65、
GAPDH一抗购自英国Abcam公司；HRP标记的山羊

抗兔二抗购自美国Sigma公司；苏木精-伊红(HE)试
剂盒、Masson染色试剂盒购自上海碧云天生物科技

有限公司；TGL-16M高速离心机购自湖南长沙湘仪

仪器厂；EN61010-1水平电泳仪购自美国Bio-Rad公
司；电子心电图机购自成都泰盟科技有限公司。

1.3　分组与处理　30只大鼠适应性喂养2 d后，随

机分为正常对照组、模型组、紫草素组，每组10
只。紫草素组大鼠按照紫草素4 mg/kg(溶于0.2% 
DMSO)的剂量灌胃给药[8]，正常对照组、模型组大

鼠灌胃等量生理盐水，1次/d，连续7 d；1周后，

紫草素组和模型组大鼠按照1 ml/kg的剂量尾静脉注

射ACh-CaCl2混合液(66 μg ACh+10 mg/ml CaCl2溶于

0.9%的NaCl)，1次/d，连续注射7 d，正常对照组大

鼠尾静脉注射等量生理盐水，7 d后取材进行下一步

实验。

1.4　心电图数据采集　末次尾静脉注射ACh-CaCl2混

合液的同时，以1%戊巴比妥钠腹腔注射麻醉大鼠，

固定于鼠板上，电子心电图机进行肢体导联，记录

各组大鼠心电图。模型组和紫草素组大鼠给药后发

生阵发性房颤，以出现f波及p波消失为发生房颤的

标志，以f波消失及p波出现为房颤终止的标记[9]。 
记录房颤的诱发时间和持续时间。

1 . 5　超声心动图检测心功能　心电图记录完毕

后，进行超声心动图检测。大鼠胸部脱毛，采用

彩色多普勒超声诊断仪检测各组大鼠左心室射血

分数(left ventricular ejection fraction，LVEF)、左心

室缩短分数(left ventricular fractional shortening，
LVFS)、左心室收缩末期内径(left ventricular end-
systolic diameter，LVESD)、左心室传张末期内径

(left ventricular end-diastolic diameter，LVEDD)。
1.6　HE染色观察心肌组织病理学变化　超声心动

图检测完成后，30只大鼠脱颈处死，剥离心脏，生

理盐水清洗后切取部分心房组织，保存于–196 ℃
液氮中，用于蛋白提取。其余心房组织置于4%多

聚甲醛中固定24 h，脱水、包埋后做石蜡切片，每

张切片的厚度为4 μm。严格按照试剂盒说明书进行

HE染色，光学显微镜下观察心肌组织形态。

1 . 7　Ma s s o n染色检测心肌组织纤维化　石蜡切

片经60 ℃烤片30 min后，常规脱蜡，苏木精染色

5 min，酸性乙醇分化，酸性品红溶液染色3 min，
磷钼酸染色10 min，苯胺蓝溶液染色10 min，酸性

乙醇分化，常规脱水，透明，中性树胶封片。待中

性树胶凝固后，光学显微镜下观察大鼠心肌细胞间

隙胶原沉积情况。每张切片随机选取5个视野，采

用Image J软件测定每个视野蓝染区域面积，计算胶

原面积百分比。胶原面积百分比(%)=蓝染区面积/
整个视野面积×100%。

1 . 8　We s t e r n  b l o t t i n g检测心肌组织中Co l  Ⅰ、

p-ERK1/2、ERK1/2、p-NF-κB p65和NF-κB p65蛋
白表达水平　取出液氮中的心房组织，匀浆后，

加入RIPA裂解液提取总蛋白，BCA法测定蛋白浓

度，加入溴酚蓝后煮沸使蛋白稳定。每孔加入20 μl
蛋白样品，恒压1 2 0  V电泳，待溴酚蓝电泳至凝

胶底部时，停止电泳。0.3 A恒流湿转，2 h后结束

(采用PVDF膜)。TBST洗膜5 min×3次，封闭1 h。
加入Col Ⅰ、ERK1/2、NF-κB p65、p-ERK1/2、
p-NF-κB p65和GAPDH一抗4 ℃孵育过夜，TBST洗

膜5 min×3次，加入二抗室温孵育1 h，TBST洗膜

5 min×3次后ECL显色。ImageJ软件分析蛋白条带灰

度值，以目的蛋白条带灰度值与GAPDH蛋白条带

灰度值的比值作为目的蛋白的相对表达水平。

1.9　统计学处理　采用SPSS 22.0软件进行统计分

析。计量资料以x±s表示，两组间比较采用t检验；

多组间比较采用单因素方差分析，进一步两两比较
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采用LSD-t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　紫草素对房颤的影响　正常对照组大鼠心电

图可见明显p波，模型组和紫草素组大鼠尾静脉注

射ACh-CaCl2混合液后则出现典型房颤改变：f波出

现，p波消失(图1)。模型组房颤诱发时间和持续时

间分别为(4.53±0.41) s、(6.83±0.72) s，与模型组

比较，紫草素组房颤诱发时间[(7.57±0.58) s]明显

延长，持续时间[(3.82±0.81) s]明显缩短(P<0.05)。
2.2　紫草素对房颤大鼠心功能的影响　超声心动

图检测结果显示，与正常对照组比较，模型组及

紫草素组LVEF、LVFS降低，LVESD、LVEDD增高

(P<0.05)；与模型组比较，紫草素组LVEF、LVFS升
高，LVESD、LVEDD缩短(P<0.05)，差异均有统计

学意义(表1)。

图1　正常及房颤大鼠心电图表现

Fig.1　The ECG of normal rats and typical atrial fibrillation rats

表1　各组超声心动图参数比较(x±s, n=10)

Tab.1　Comparison of echocardiographic parameters in each group of rats (x±s, n=10)
组别 LVEF (%) LVFS (%) LVESD (mm) LVEDD (mm)

正常对照组 69.73±8.22 45.13±6.54 3.29±0.61 6.34±0.77

模型组 50.79±6.41(1) 25.09±5.23(1) 7.01±0.77(1) 9.71±0.84(1)

紫草素组 61.40±5.06(1)(2) 36.51±5.00(1)(2) 4.15±0.52(1)(2) 7.15±0.78(1)(2)

F 20.136 31.870 92.106 48.683

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

　　LVEF. 左心室射血分数；LVFS. 左心室缩短分数；LVESD. 左心室收缩末期内经；LVEDD. 左心室舒张末期内经；与正常对照组比

较，(1)P<0.05；与模型组比较，(2)P<0.05。

图2　各组心肌细胞形态和结构的HE染色结果(×400)

Fig.2　Myocardial cell morphology and structure of rats in each group (HE ×400)
A. 正常对照组；B. 模型组；C. 紫草素组

正常心电图 房颤心电图

p波 f波

A B C

2.3　紫草素对房颤大鼠心肌细胞形态和结构的影

响　HE染色结果显示，正常对照组大鼠心肌细胞

排列致密、整齐；模型组大鼠心肌细胞出现排列紊

乱、肥大、细胞间隙增宽；紫草素组大鼠心肌细胞

形态和结构损伤程度较模型组有所改善(图2)。
2.4　紫草素对房颤大鼠心肌纤维化的影响　Masson
染色结果显示，与正常对照组(1.02%±0.11%)比
较，模型组及紫草素组大鼠心肌组织胶原面积百分

比(分别为3.57%±0.42%、2.33%±0.30%)均明显增

加(P<0.05)；与模型组比较，紫草素组大鼠心肌组

织胶原面积百分比减小(P<0.05)(图3)。
2.5　紫草素对房颤大鼠心肌组织蛋白表达的影响

　Western blotting检测结果显示，与正常对照组比

较，模型组及紫草素组Col Ⅰ、p-ERK1/2、p-NF-κB 
p65蛋白表达明显升高(P<0.05)；与模型组比较，紫

草素组Col Ⅰ、p-ERK1/2、p-NF-κB p65蛋白表达明

显降低(P<0.05)；各组间ERK1/2、NF-κB p65蛋白

表达差异无统计学意义(P>0.05)(图4)。
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图3　各组心肌组织Masson染色结果(×400)

Fig.3　Myocardial tissue of rats in each group (Masson ×400)
A. 正常对照组；B. 模型组；C. 紫草素组

图4　各组心肌组织蛋白表达情况(n=10)

Fig.4　Protein expressions of myocardial tissue of rats in each group (n=10)
　　ColⅠ. 胶原蛋白Ⅰ；ERK1/2. 细胞外信号调节蛋白激酶1/2；NF-κB. 核转录因子-κB；与正常对照组比较，(1)P<0.05；与模型组比

较，(2)P<0.05。
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3　讨　　论

房颤是导致患者卒中发生率及病死率明显增高

的原因之一[10]。目前认为，房颤主要是由心房结构

重构、心房肌电重构以及自主神经失调引起，心房

结构重构包括心房肌细胞凋亡、心脏成纤维细胞增

殖或炎症等异常生理过程造成的细胞外基质沉积导

致的心房纤维化等改变。发生纤维化时，正常心肌

细胞周围包绕胶原纤维，心肌细胞间电传导的连续

性被破坏，导致心房相邻肌束之间解偶联，局部电

传导被阻滞，传导异质性增强，且传导速度减慢，

电传导在心房内形成折返环，从而引发房颤[11]。因

此，心肌纤维化可能是房颤治疗的一个潜在关键因

素和生物标志物[12-13]。紫草素在抑制炎症反应和纤

维化中的作用已有报道，但紫草素能否减轻房颤模

型大鼠心肌纤维化，改善心功能尚需进一步研究。

因此，本研究探讨了紫草素对ACh-CaCl2混合液引

起的房颤大鼠的保护作用及其可能的机制。

ACh作用于心房肌胆碱能M型受体，激活ACh
依赖性K+通道，K+外流增加，使心房肌细胞快速复

极，动作电位时长和有效不应期缩短，致使房颤持

续时间延长。心肌细胞外Ca2+浓度增加，使心肌细

胞膜上钙通道关闭，而L型钙通道在动作电位平台

期可将Ca2+由膜外转至膜内，一旦钙通道关闭将导

致Ca2+内流减少，心房肌细胞动作电位除极缓慢，

则可促发房颤。因此，本研究采用ACh-CaCl2混合

液尾静脉注射建立房颤大鼠模型，然后通过灌胃给

药研究紫草素对房颤的影响。心电图结果显示，

与模型组比较，紫草素治疗后f波出现时间延长，

持续时间缩短。超声心动图检测结果显示，与正常

对照组比较，模型组LVEF、LVFS降低，LVESD、

LVEDD增高，大鼠心功能严重损伤；与模型组比

较，紫草素组LVEF、LVFS升高，LVESD、LVEDD
降低，心功能改善，提示大鼠发生房颤时，心肌细

胞损伤严重，心肌组织出现明显纤维化，而紫草素

治疗后可明显减轻心肌细胞损伤，并抑制心肌纤维

化，与季佳文等[14]的研究结果一致。此外，还有研

究发现，紫草素可抑制多种脏器如肝脏[15]、肾脏[16]

等的纤维化。因此，紫草素可能通过抑制心肌纤维

化而改善房颤大鼠的心电功能。

NF-κB是一种普遍存在的转录因子，参与了大鼠

心肌细胞凋亡、脂多糖诱导的炎症反应、肿瘤细胞

增殖及迁移等多种下游基因的调控，与多种疾病的

发展过程有关[17-19]。NF-κB家族由P50、P52、P65、
c-Rel和ReIB 5个成员组成，其中P65是NF-κB家族中

主要的转录因子，在肾脏、肝脏、肺脏等器官的

纤维化中发挥调节作用[20-21]。ERK1/2-NF-κB信号通

路在调节炎症反应过程中具有重要作用，李霞等[22] 
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发现，复方钩藤降压片可通过抑制NF-κB信号通路

降低自发性高血压大鼠的炎症反应。姜京植等 [23] 

发现，葫芦素E可通过抑制ERK1/2-NF-κB信号通路

发挥抑炎作用，从而减轻哮喘小鼠的气道炎症。在

外界因素刺激下，ERK1/2被激活发生磷酸化，而

磷酸化的ERK1/2作用于NF-κB，使NF-κB二聚体解

体并发生磷酸化后从细胞质转位入细胞核，进一步

介导炎症反应。李小兵等[24]发现，房颤大鼠心肌组

织中ERK1/2-NF-κB信号通路被激活，炎性细胞浸

润，炎性因子升高，心肌细胞外胶原沉积。心肌细

胞外大量胶原沉积造成心肌纤维化，而心肌纤维化

可破坏心房组织的结构和功能，导致房颤的发生发

展。适量的炎性因子可促进心肌成纤维细胞增殖并

合成胶原，有利于坏死组织修复，但炎性因子的持

续分泌则可开启并放大炎症反应级联效应，合成大

量胶原并沉积，最终导致心肌纤维化。Wang等[25]

发现，紫草素抑制ERK/NF-κB信号通路可减轻过

敏性气道重塑。Yang等[26]发现，紫草素可通过抑制

NF-κB信号通路在脂多糖诱导的乳腺炎中发挥抗炎

作用。本研究通过紫草素灌胃治疗房颤模型大鼠，

并采用Western blotting检测ERK1/2-NF-κB信号通路

相关蛋白及纤维化标志性胶原蛋白Col Ⅰ的表达，

结果显示，房颤大鼠心房组织中Col Ⅰ、p-ERK1/2
及p-NF-κB p65蛋白表达水平升高，而紫草素治疗

后，大鼠心房组织中Col Ⅰ、p-ERK1/2及p-NF-κB 
p 6 5蛋白表达水平降低，提示紫草素可通过抑制

ERK1/2-NF-κB p65信号通路减少细胞外胶原沉积，

减轻心肌纤维化，改善房颤大鼠的心功能。

综上所述，紫草素可通过抑制ERK1/2-NF-κB
信号通路减轻心肌纤维化，抑制房颤的发生，并改

善心功能。但本研究仍存在一些不足之处：纤维化

是一个多因素网格化相互作用的过程，本研究仅探

讨了ERK1/2-NF-κB信号通路在此过程中的作用；

此外本研究缺乏ERK1/2-NF-κB信号通路激活引起

纤维化后加重房颤的直接证据。本研究为临床治疗

房颤提供了新的思路和方向，但后续仍需进一步探

讨更具体、全面的作用机制。
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