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[摘要] 　 旨在探讨 G 蛋白偶联受体 35(GPR35) / AMP 活化蛋白激酶(AMPK) / 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)信号轴介导的

线粒体能量代谢在放射性心肌纤维化中的作用机制及黄芪甲苷的干预作用。 将 40 只 Wistar 大鼠随机分为 4 组,每组 10 只。 除

空白组不予辐射外,其余各组大鼠均经麻醉后接受 40
 

Gy
 

X 射线单次局部胸部照射 1 次,建立放射性心肌纤维化大鼠模型。 辐

射后,黄芪甲苷各干预组以 80、160
 

mg·kg-1剂量分别灌胃,每日 1 次,连续给药 30
 

d。 连续给药 30
 

d 后,ELISA 法检测血清氨基末

端 BNP 前体(NT-proBNP)、心肌肌钙蛋白 I(cTnI)、肌酸激酶同工酶(CK-MB)含量;苏木素-伊红(HE)、Masson 染色观察心肌组

织病理变化;TUNEL 染色检测心肌细胞凋亡情况;比色法检测心肌能量代谢腺嘌呤核苷三磷酸( ATP)、腺嘌呤核苷二磷酸

(ADP)、腺嘌呤核苷一磷酸(AMP)水平及心肌线粒体呼吸链复合物Ⅰ~Ⅳ活性;荧光探针检测心肌组织 Ca2+荧光强度表达;透射

电镜检测心肌超微结构;免疫荧光及 Western
 

blot 检测心肌组织 GPR35、磷酸化 AMPK(p-AMPK)、磷酸化 mTOR(p-mTOR)、胱天

蛋白酶-3(Caspase-3)、胱天蛋白酶-9(Caspase-9)、B 细胞淋巴瘤-2 基因(Bcl-2)、Bcl-2 相关 X 蛋白(Bax)、Ⅰ型胶原蛋白(COL-Ⅰ)、α-
平滑肌肌动蛋白(α-SMA)荧光及蛋白表达。 结果显示,与空白组相比,模型组大鼠血清 NT-proBNP、cTnI、CK-MB 含量明显升高;
心肌组织可见局灶性心肌细胞坏死溶解,结缔组织增生,胶原纤维阳性面积增多;心肌细胞凋亡率升高;ATP 水平显著下降,AMP
和 ADP 水平明显升高,线粒体呼吸链复合物

 

Ⅰ~Ⅳ活性明显降低;心肌细胞 Ca2+荧光显著升高;心肌线粒体破损严重,呈絮状改

变,受损线粒体增多、肿胀、破裂、排列紊乱,嵴紊乱,部分线粒体出现空泡。 心肌组织 GPR35、p-AMPK、Bax、Caspase-3、Caspase-9、
COL-Ⅰ、α-SMA 蛋白及荧光表达明显升高,p-mTOR、Bcl-2 蛋白及荧光表达下降。 与模型组相比,黄芪甲苷可明显抑制 NT-proBNP、
cTnI、CK-MB 含量;心肌细胞凋亡率显著下降;ATP 水平显著升高,AMP 和 ADP 水平明显降低,线粒体呼吸链复合物

 

Ⅰ~Ⅳ活性明

显升高;Ca2+荧光强度降低;线粒体损伤缓解,排列较整齐;GPR35、p-AMPK、Bax、Caspase-3、Caspase-9、COL-Ⅰ、α-SMA 蛋白及荧光

表达明显下降,p-mTOR、Bcl-2 蛋白及荧光表达升高。 综上所述,黄芪甲苷对放射性心肌纤维化具有抑制作用,其机制可能是通

过调控 GPR35 / AMPK / mTOR 信号轴改善线粒体能量代谢发挥作用。
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[Abstract]　 This
 

study
 

aimed
 

to
 

elucidate
 

the
 

role
 

of
 

the
 

G
 

protein-coupled
 

receptor
 

35
 

( GPR35) / AMP-activated
 

protein
 

kinase
 

(AMPK) / mechanistic
 

target
 

of
 

rapamycin
 

(mTOR)
 

signaling
 

axis
 

in
 

mediating
 

mitochondrial
 

energy
 

metabolism
 

in
 

radiation-induced
 

myocardial
 

fibrosis
 

(RIMF)
 

and
 

to
 

evaluate
 

the
 

interventional
 

effect
 

of
 

astragaloside
 

Ⅳ
 

( AS-Ⅳ).
 

Forty
 

Wistar
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

four
 

groups
 

(n= 10
 

per
 

group).
 

Except
 

for
 

the
 

blank
 

group,
 

all
 

rats
 

were
 

anesthetized
 

and
 

subjected
 

to
 

a
 

single
 

40-Gy
 

local
 

thoracic
 

X-ray
 

irradiation
 

to
 

establish
 

the
 

RIMF
 

model.
 

After
 

irradiation,
 

AS-Ⅳ
 

was
 

administered
 

intragastrically
 

once
 

daily
 

at
 

doses
 

of
 

80
 

and
 

160
 

mg·kg-1
 

for
 

30
 

consecutive
 

days.
 

After
 

30
 

days
 

of
 

continuous
 

administration,
 

the
 

serum
 

levels
 

of
 

N-terminal
 

pro-
B-type

 

natriuretic
 

peptide
 

(NT-proBNP),
 

cardiac
 

troponinI
 

( cTnI),
 

and
 

creatine
 

kinase-MB
 

( CK-MB)
 

were
 

quantified
 

by
 

ELISA.
 

Hematoxylin-eosin
 

(HE)
 

and
 

Masson
 

staining
 

were
 

used
 

to
 

observe
 

myocardial
 

histopathological
 

changes,
 

and
 

TUNEL
 

staining
 

was
 

performed
 

to
 

detect
 

cardiomyocyte
 

apoptosis.
 

The
 

levels
 

of
 

adenosine
 

triphosphate
 

( ATP ),
 

adenosine
 

diphosphate
 

( ADP ),
 

and
 

adenosine
 

monophosphate
 

( AMP ),
 

as
 

well
 

as
 

the
 

activities
 

of
 

mitochondrial
 

respiratory
 

chain
 

complexes
 

Ⅰ-Ⅳ,
 

were
 

measured
 

colorimetrically.
 

The
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

Ca2+
 

in
 

myocardial
 

tissue
 

was
 

detected
 

using
 

a
 

fluorescent
 

probe,
 

and
 

ultrastructural
 

changes
 

were
 

observed
 

by
 

transmission
 

electron
 

microscopy.
 

The
 

fluorescence
 

intensity
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

GPR35,
 

phosphorylated
 

AMPK
 

(p-AMPK),
 

phosphorylated
 

mTOR
 

(p-mTOR),
 

Caspase-3,
 

Caspase-9,
 

B-cell
 

lymphoma-2
 

( Bcl-2),
 

Bcl-2-
associated

 

X
 

protein
 

(Bax),
 

type
 

Ⅰ
 

collagen
 

(COL-Ⅰ),
 

and
 

α-smooth
 

muscle
 

actin
 

(α-SMA)
 

in
 

myocardial
 

tissue
 

were
 

analyzed
 

by
 

immunofluorescence
 

and
 

Western
 

blot.
 

Results
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

blank
 

group,
 

serum
 

NT-proBNP,
 

cTnI,
 

and
 

CK-MB
 

levels
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
 

significantly
 

increased.
 

Myocardial
 

tissue
 

exhibited
 

focal
 

myocyte
 

necrosis
 

and
 

dissolution,
 

connective
 

tissue
 

hyperplasia,
 

and
 

an
 

increased
 

area
 

of
 

collagen
 

fiber
 

positivity.
 

The
 

cardiomyocyte
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

elevated.
 

Myocardial
 

ATP
 

levels
 

were
 

significantly
 

decreased,
 

while
 

ADP
 

and
 

AMP
 

levels
 

were
 

significantly
 

increased.
 

The
 

activities
 

of
 

mitochondrial
 

respiratory
 

chain
 

complexes
 

Ⅰ-Ⅳ
 

were
 

markedly
 

reduced.
 

The
 

Ca2+
 

fluorescence
 

intensity
 

in
 

myocardial
 

cells
 

was
 

significantly
 

enhanced.
 

Severe
 

mitochondrial
 

damage
 

was
 

observed,
 

showing
 

flocculent
 

changes,
 

increased
 

numbers
 

of
 

damaged
 

mitochondria,
 

swelling,
 

rupture,
 

disordered
 

arrangement,
 

disrupted
 

cristae,
 

and
 

partial
 

vacuolation.
 

The
 

fluorescence
 

intensity
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

GPR35,
 

p-AMPK,
 

Bax,
 

Caspase-3,
 

Caspase-9,
 

COL-Ⅰ,
 

and
 

α-SMA
 

in
 

myocardial
 

tissue
 

were
 

significantly
 

increased,
 

whereas
 

those
 

of
 

p-mTOR
 

and
 

Bcl-2
 

were
 

decreased.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

AS-Ⅳ
 

significantly
 

reduced
 

serum
 

NT-proBNP,
 

cTnI,
 

and
 

CK-
MB

 

levels,
 

markedly
 

decreased
 

the
 

cardiomyocyte
 

apoptosis
 

rate,
 

significantly
 

increased
 

ATP
 

levels
 

while
 

reducing
 

ADP
 

and
 

AMP
 

content,
 

enhanced
 

the
 

activities
 

of
 

mitochondrial
 

respiratory
 

chain
 

complexes
 

Ⅰ-Ⅳ,
 

diminished
 

Ca2+
 

fluorescence
 

intensity,
 

and
 

alleviated
 

mitochondrial
 

damage,
 

with
 

mitochondria
 

arranged
 

more
 

regularly.
 

The
 

fluorescence
 

intensity
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

GPR35,
 

p-AMPK,
 

Bax,
 

Caspase-3,
 

Caspase-9,
 

COL-Ⅰ,
 

and
 

α-SMA
 

were
 

significantly
 

decreased,
 

while
 

those
 

of
 

p-mTOR
 

and
 

Bcl-2
 

were
 

increased.
 

In
 

conclusion,
 

AS-Ⅳ
 

exerts
 

an
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

RIMF,
 

and
 

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

associated
 

with
 

the
 

regulation
 

of
 

the
 

GPR35 / AMPK / mTOR
 

signaling
 

axis
 

to
 

improve
 

mitochondrial
 

energy
 

metabolism.
[Key

 

words]　 astragaloside
 

Ⅳ; radiation-induced
 

myocardial
 

fibrosis; mitochondrial
 

function; energy
 

metabolism; GPR35 / AMPK /
mTOR

 

signaling
 

axis
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放射治疗是癌症治疗的重要手段之一,而在此

治疗过程中位于纵隔的心脏不可避免地受到辐射影

响,使得心肌受到不同程度的损害导致放射性心脏

病( RIHD ) [1-2] 。 放射性心肌纤维化 ( RIMF ) 是

RIHD 的晚期病理表现,会造成心脏重塑、心功能破

坏和心力衰竭,甚至心源性猝死[3] 。 在 RIMF 的过

程中,线粒体损伤是导致心肌凋亡和功能障碍的关

键因素之一。 此外,X 射线诱导的心脏线粒体能量

代谢障碍应该是放疗诱导细胞凋亡及纤维化的重要

原因之一。 研究表明,G 蛋白偶联受体 35(GPR35)
在缺血性心脏病及心力衰竭患者心肌组织中呈高表

达状态[4] 。 AMP 活化蛋白激酶( AMPK) 是细胞能

量感应器,其通过调节葡萄糖代谢和脂肪酸氧化,提
高心肌细胞的能量供应,增强心肌细胞的抗损伤能
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力[5] 。 在心肌损伤中,哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

(mTOR)的激活可以促进蛋白质合成和细胞生长,
有助于心肌细胞的修复和再生。 GPR35、AMPK 和

mTOR 三者共同构成一个精细调控的信号网络,参
与多种病理生理过程。 新兴证据表明,GPR35 作为

信号分子,GPR35 的激动剂能够激活 AMPK,控制

着细胞能量储存与消耗平衡的相关进程,并证明

GPR35 / AMPK 轴是调节细胞功能的关键通路[6] 。
二甲双胍可通过激活 AMPK / mTOR 通路介导的自

噬减轻柯萨奇病毒 B3 诱导的病毒性心肌炎[7] 。 因

此,深入研究 GPR35 / AMPK / mTOR 信号轴的调控

方式,有望为心肌损伤的防治提供新的视角。
目前临床上治疗心肌纤维化( MF) 主要使用

他汀类药物、血管紧张素转换酶抑制剂、血管紧张

肽受体阻滞剂、β 受体阻滞剂等,但临床疗效欠佳。
因此,迫切需要开发一种更为安全有效的防治

RIMF 药物。 黄芪是我国传统的益气活血类中药,
已被证明在抗肾和抗肺纤维化方面发挥着至关重

要的作用[8-9] ,而且黄芪还可通过调节 TGF-β1 /
Smads 和 MMPs 防治放射性心脏纤维化[10] 。 黄芪

甲苷( AS-Ⅳ)是黄芪主要的活性成分之一,具有较

强的抗 MF 的作用,通过调节能量代谢、干预炎症

反应等作用逐渐受到关注。 研究发现 AS-Ⅳ可能

通过 EGR1 / SIRT1 / PPARα / SCAD 信号通路改善脂

肪酸氧化,减轻 TAC 小鼠病理性心肌肥厚及纤维

化[11] 。 AS-Ⅳ可以抑制慢性心力衰竭大鼠 MF,其
机制可能是通过上调 LCAD、下调 PFK1、纠正能量

代谢异常实现的[12] 。 然而, AS-Ⅳ是否通过调控

GPR35 / AMPK / mTOR 信号轴抑制 MF 目前尚未明

确。 因此,本研究利用 X 射线建立 RIMF 大鼠模

型,给予 AS-Ⅳ治疗,观察 AS-Ⅳ对 RIMF 的作用并

研究其分子机制,以期为临床预防及治疗 RIMF 提

供实验基础。
1　 材料

1. 1　 动物　 6 周龄雄性 Wistar 大鼠 40 只,体质量

(200±20)g,购自斯贝福(北京)生物技术有限公司,
在甘肃中医药大学科研实验动物中心 SPF 级实验

室中进行饲养。 实验动物生产许可证号 SCXK(京)
2019-0010。 实验动物使用许可证号 SYXK ( 甘)
2021-0004。 动物于相对湿度 45% ~ 55%、温度(22±
1)℃ 、12

 

h 光暗循环的环境下,适应性饲养 2 周,自
由进食饮水。 动物实验经甘肃中医药大学科研实验

中心伦理委员会批准(批准号 SY2024-260)。
1. 2　 药物及试剂　 AS-Ⅳ(纯度≥98. 00%)购自美

国 GLPBIO 公司, 货号 84687-43-4。 苏木素-伊红

(HE)、Masson 染色试剂盒、磷酸化蛋白酶抑制剂、
电镜固定液(武汉赛维尔生物科技有限公司,货号

分别为 G1003、G1032、G2007-1ML、G1102-100ML);
TUNEL 试剂盒(武汉赛维尔生物科技有限公司,货
号 G1501-50T);GPR35 抗体(英国 Abcam 公司,货
号 ab150635);AMPK、胱天蛋白酶(Caspase)-9 抗体

(武汉 三 鹰 生 物 技 术 有 限 公 司, 货 号 YT0216、
YT0662);磷酸化 AMPK( p-AMPK)、mTOR、磷酸化

mTOR
 

( p-mTOR)、 Caspase-3、 GAPDH 抗体 ( 美国

GeneTex 公司,货号分别为 GTX139429、GTX101557、
GTX103429、GTX110543、 00118); B 细胞淋巴瘤-2
基因(Bcl-2)、Bcl-2 相关 X 蛋白(Bax)抗体(上海延

慕实业有限公司,货号分别为 YM3619、YM3041);
活性氧试剂检测盒(上海碧云天生物技术股份有限

公司,货号 S0033S);线粒体呼吸链复合物Ⅰ、Ⅱ、
Ⅲ、Ⅳ活性、ATP 含量检测试剂盒(北京索莱宝科技

有限公司,货号分别为 BC0510、 BC3230、 BC3245、
BC0940、BC0300);腺嘌呤核苷二磷酸(ADP)、腺嘌

呤核苷一磷酸(AMP)含量检测试剂盒(江苏酶免实

业有限公司,货号分别为 MM-70131R1、MM-0780R1)。
1. 3　 仪器　 透射电子显微镜(日本 HITACHI 公司,
型号

 

HT7800 / HT7700);X 射线辐照仪(美国 Faxi-
tron 公司,型号

 

X-RAD-225);包埋机(浙江省金华

市俊杰电子有限公司,型号
 

JB-L7);组织摊片机(浙

江省金华市科迪仪器设备有限公司,型号
 

KD-P);
正置荧光显微镜 ( 日本尼康公司, 型号 NIKON

 

ECLIPSE
 

C1);便携式数字化彩色超声诊断仪(苏州

飞依诺科技有限公司,型号 VINNO
 

6LAB);病理切

片机(上海徕卡仪器有限公司,型号 RM2016)。
2　 方法

2. 1　 X 射线建立放射性大鼠心肌纤维化模型　 依

据本实验课题组前期研究、预实验和相关文献,建
立 X 射线诱导大鼠心肌纤维化的模型[13] 。 使用 X
射线辐照仪对大鼠心脏进行局部照射,单次剂量

40
 

Gy,剂量率 2. 0
 

Gy·min-1 。 照射前 1
 

d 对大鼠

禁食禁水。 辐射时将大鼠进行戊巴比妥钠腹腔麻

醉;然后将动物固定在消毒干净的木板上。 充分

暴露胸壁,观察到心跳最突出的部位,并用黑色记

号笔进行标记。 用铅板进行全身保护,仅使标记
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(2
 

cm×2
 

cm)心脏区域接受单次剂量为 40
 

Gy 心

脏局部辐射。 照射后常规饲养 30
 

d 后,主要根据

心肌组织 HE
 

及 Masson
 

染色判断 RIMF 造模是否

成功。
2. 2　 分组及给药　 选取 40 只体质量(200±20)g 的

Wistar 大鼠适应性饲养 2 周后,采用随机数字表法

分为 4 组,每组 10 只:①空白( control) 组;②模型

(model)组;③黄芪甲苷低剂量( AS-Ⅳ-L) 组;④黄

芪甲苷高剂量( AS-Ⅳ-H) 组。 除空白组不予辐射

外,其余各组大鼠均经麻醉后接受辐射剂量 40
 

Gy
 

X 射线单次局部胸部照射 1 次,建立 RIMF 大鼠模

型。 辐射后,AS-Ⅳ低、高剂量组大鼠以 80、160
 

mg·
kg-1剂量配以无菌蒸馏水灌胃,空白组与模型组均

接受等体积生理盐水灌胃处理。 每日 1 次,连续灌

胃 30
 

d。
2. 3　 ELISA 法检测大鼠血清氨基末端 BNP 前体

(NT-ProBNP)、心肌肌钙蛋白(cTnI)、肌酸激酶同工

酶( CK-MB) 含量 　 采用 ELISA 试剂盒检测 NT-
proBNP、cTnI、 CK-MB 的浓度。 取各组大鼠血清,
4

 

℃ ,12
 

000
 

r·min-1离心 10
 

min,吸取上清液,使用

酶标测定仪在 450
 

nm 波长下进行检测,并根据检测

结果计算 NT-proBNP、cTnI、CK-MB 的含量。
2. 4　 观察心肌组织病理学形态变化　 取大鼠左心

室组织用 4%多聚甲醛固定,包埋切片,经脱蜡、水
化,进行 HE 及 Masson 染色,封片后在显微镜下观

察,并进行结果判定。
2. 5　 TUNEL 荧光染色评价心肌细胞凋亡　 取左心

室心肌组织切片,用 40%中性甲醛固定,脱水并包

埋后采用病理切片机制作成连续切片,厚度 4
 

μm,
 

严格根据 TUNEL 细胞凋亡原位检测试剂盒操作要

求进行,加入 TUNEL 反应混合液,于 37
 

℃湿盒中孵

育 60
 

s,用 PBS 充分冲洗,加入植物过氧化物酶

(POD)转化剂,同条件继续孵育 30
 

s,
 

PBS 充分冲

洗,加入辣根过氧化物酶显色底物( DAB)溶液,常
温孵育 3

 

s,PBS 溶液充分冲洗,苏木素复染,常规脱

水后采用中性树胶封片,显微镜下观察心肌细胞凋

亡情况。 细胞核红色荧光为凋亡细胞,凋亡率 = 阳

性细胞数 / 细胞总数×100%。
2. 6　 比色法检测大鼠心肌能量代谢( ATP、ADP、
AMP)水平　 用比色法检测心肌 ATP、ADP、AMP 水

平。 准确称量大鼠心脏组织,然后制成 10% 的匀

浆。 然后根据相关试剂盒的检测要求,进行 ATP、

ADP、AMP 含量检测。
2. 7　 比色法检测心肌细胞线粒体呼吸链复合物

Ⅰ~ Ⅳ活性　 首先心肌提取线粒体,随后测定其蛋

白质含量。 分别通过消毒、复苏、清洗组织、润洗组

织、匀浆组织、低速离心、高速离心、弃上清液等步

骤,
 

最后-80
 

℃ 冰箱保存。 然后采用比色法,按照

线粒体呼吸链复合物测定试剂盒说明书进行线粒体

呼吸链复合物Ⅰ~ Ⅳ活性的检测。
2. 8　 荧光探针检测大鼠心肌组织 Ca2+ 荧光强度表

达　 准备大鼠心脏组织样本,制作成冰冻切片。 对

切片进行固定处理,然后用 Ca2+ 特异性荧光抗体进

行孵育。 清洗掉未结合的抗体后,最后置荧光显微

镜下观察。
2. 9　 透射电镜观察大鼠心肌组织超微结构　 取大

鼠左心室心尖部组织后浸入电镜液中保存,进行固

定、脱水、浸透等步骤,最后用透射电镜观察。
2. 10　 免疫荧光检测大鼠心脏组织蛋白荧光表达　
取左心室,脱蜡水化,微波炉枸橼酸抗原修复 4 次,
冷却后用 5%

 

BSA 于 37
 

℃ 封闭 30
 

min, 滴加

GPR35、 p-AMPK、 p-mTOR、 Caspase-3、 Caspase-9、
Bax、Bcl-2、COL-Ⅰ、α-SMA 一抗(1 ∶100),4

 

℃过夜;
吸去一抗,PBS 冲洗 3 次,滴加 CY5 标记二抗,37

 

℃
孵育 1

 

h,PBS 冲洗,滴加 DAPI 染核,37
 

℃ 孵育 10
 

min 后,抗荧光淬灭剂封片,荧光显微镜扫片,观察

免疫荧光标记蛋白表达。 使用 ImagePro
 

Plus 软件

对蛋白的相对表达(平均灰度 = 灰度 / 面积)进行测

量和分析。
2. 11　 Western

 

blot 检测心肌组织蛋白表达 　 取右

心室组织并充分裂解提取总蛋白,用 BCA 试剂盒对

蛋白定量。 取各组蛋白样品进行 SDS-PAGE 电泳,
电转膜 1

 

h 至 PVDF 膜,转膜后以胎牛血清蛋白封

闭 2
 

h,TBST 洗 3 次,每次 5
 

min,将 GPR35、AMPK、
p-AMPK、p-mTOR、Bax、Bcl-2、Caspase-3、Caspase-9、
α-SMA、COL-Ⅰ、GAPDH(1 ∶ 2

 

000)用 TBST 稀释后

加入一抗,4
 

℃过夜。 次日加入二抗,37
 

℃ 孵育 2
 

h
后,TBST 洗 3 次,每次 5

 

min,用 ECL 显影,显影后,
用 ImageJ 分析软件计算其条带灰度相对表达量。
2. 12　 统计分析　 用 GraphPad

 

Prism
 

8. 0. 2 进行统

计分析。 本实验结果数据均为计量资料,且数据符

合正态分布,均以均数±标准差( �x±s)的形式表示。
多组间比较采用单因素方差分析,组间两两比较采

用 LSD-t 检验,P<0. 05 为差异有统计学意义。
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3　 结果

3. 1　 各组大鼠心脏解剖后体积、大小及形态观察　
空白组中心脏光泽度较好,湿润有弹性,颜色红润。
在 X 射线辐照 30

 

d 后,与空白组相比,模型组心脏

光泽度较暗,湿润度较差,弹性下降,颜色暗红,体积

增大;与模型组相比,AS-Ⅳ各干预组心脏体积明显

变小,光泽度较好,湿润度较高,弹性较好,颜色较鲜

亮,见中国知网本文增强出版附加材料。
3. 2　 AS-Ⅳ对各组大鼠血清 NT-proBNP、cTnI、CK-
MB 的影响 　 与空白组相比,模型组大鼠血清 NT-
proBNP、cTnI、 CK-MB 含量明显升高;与模型组相

比,AS-Ⅳ低剂量、高剂量组大鼠血清 NT-proBNP、
cTnI、CK-MB 含量明显降低,见表 1。

表 1　 各组大鼠血清 NT-proBNP、cTnI、CK-MB 的含量比较( �x
±s,n= 10)
Table

 

1 　 Comparison
 

of
 

serum
 

content
 

of
 

NT-proBNP,
 

cTnI
 

and
 

CK-MB
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

( �x±s,n= 10)

组别
 NT-proBNP
/ pg·mL-1

cTnI
/ U·L-1

CK-MB
/ U·L-1

control 237. 01±18. 11 218. 29±23. 05 515. 61±71. 21
model 360. 04±25. 292) 415. 58±50. 742) 1

 

069. 00±203. 642)

AS-Ⅳ-L 304. 62±19. 093) 354. 13±21. 373) 889. 56±77. 513)

AS-Ⅳ-H 266. 47±25. 924) 253. 74±23. 514) 688. 16±69. 244)

　 注:control. 空白组;model. 模型组;AS-Ⅳ-L. 黄芪甲苷低剂量组(80
 

mg·kg-1 );AS-Ⅳ-H. 黄芪甲苷高剂量组( 160
 

mg·kg-1 ) (图 1 ~ 6、表
2 ~ 6 同)。 与空白组比较1) P< 0. 05,2) P< 0. 01;与模型组比较3) P<
0. 05,4) P<0. 01(表 2 ~ 6 同)。

3. 3　 AS-Ⅳ对各组大鼠心肌组织病理形态学的影响

　 HE 染色显示空白组大鼠的心肌细胞排列整齐,
肌纤维连接紧密,胞核清晰;模型组大鼠心肌组织可

见局灶性肌细胞坏死溶解,结缔组织增生,肌纤维断

裂,排列较紊乱,有炎性细胞浸润;AS-Ⅳ低、高大鼠

心肌细胞排列较整齐,肌纤维断裂较少,部分间隙稍

有增宽。 Masson 染色显示空白组大鼠心肌组织结

构形态正常;与空白组相比,模型组大鼠心肌组织胶

原纤维阳性面积增多,心肌纤维化程度加重;与模型

组相比,AS-Ⅳ低、高剂量组大鼠心肌组织中胶原纤

维阳性面积减少,心肌纤维化程度减轻,见图 1、表 2。
3. 4　 AS-Ⅳ对各组大鼠心肌细胞凋亡影响　 与空白

组相比,模型组的心肌细胞凋亡率显著升高;给予

AS-Ⅳ低、高剂量组干预后心肌细胞凋亡率显著下

降,见图 2、表 2。

图 1　 各组大鼠心肌组织结构和纤维化分析

Fig. 1 　 Analysis
 

of
 

myocardial
 

tissue
 

structure
 

and
 

fibrosis
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

表 2　 各组大鼠心肌纤维化阳性面积和心肌细胞凋亡率的

比较( �x±s,n= 10)
Table

 

2　 Comparison
 

of
 

positive
 

area
 

of
 

myocardial
 

fibrosis
 

and
 

cardiomyocyte
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

( �x±s,n= 10)
%

组别 胶原纤维相对阳性面积 心肌细胞凋亡率

control 6. 81±1. 04 1. 97±0. 48
model 37. 49±3. 432) 18. 32±2. 212)

AS-Ⅳ-L 24. 76±4. 014) 9. 98±1. 984)

AS-Ⅳ-H 15. 75±4. 124) 6. 30±1. 514)

图 2　 各组大鼠心肌细胞凋亡率(TUNEL,×200)
Fig. 2 　 Cardiomyocyte

 

apoptosis
 

rate
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
(TUNEL,

 

×200)

3. 5　 AS-Ⅳ对各组大鼠心肌组织 ATP、AMP 及 ADP
含量的影响　 与空白组相比,模型组心肌组织 ATP
水平显著下降,AMP 和 ADP 含量明显升高;与模型

组相比,AS-Ⅳ低、高剂量组心肌组织 ATP 含量显著

增加,同时 AMP 和 ADP 含量明显降低,见表 3。
3. 6　 AS-Ⅳ对各组大鼠心肌线粒体呼吸链复合物

Ⅰ~ Ⅳ活性的影响　 与空白组相比,模型组心肌组织

线粒体呼吸链复合物Ⅰ~ Ⅳ活性呈明显降低;与模型

组相比,AS-Ⅳ低剂量、高剂量组心肌组织线粒体呼

吸链复合物Ⅰ~ Ⅳ活性明显升高,见表 4。
3. 7　 AS-Ⅳ对各组大鼠心肌组织 Ca2+荧光强度的影

响　 与空白组相比,模型组心肌细胞内 Ca2+ 荧光强
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　 　表 3 　 各组大鼠心肌组织 ATP、AMP 及 ADP 含量的比较

( �x±s,n= 10)
Table

 

3　 Comparison
 

of
 

ATP,
 

AMP,
 

and
 

ADP
 

contents
 

in
 

myo-
cardial

 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

( �x±s,n= 10) nmol·mg-1

组别 ATP AMP ADP

control 4
 

224. 58±289. 24 3
 

889. 65±141. 75 3
 

878. 43±221. 31
model 2

 

190. 29±238. 982) 5
 

816. 56±813. 071) 6
 

317. 52±408. 392)

AS-Ⅳ-L 2
 

732. 48±301. 613) 4
 

637. 52±376. 493) 5
 

222. 36±260. 503)

AS-Ⅳ-H 3
 

537. 51±346. 364) 4
 

180. 62±174. 644) 4
 

312. 55±251. 344)

度显著升高;与模型相比,AS-Ⅳ低、高剂量组大鼠心

肌细胞 Ca2+荧光强度明显降低,见图 3、表 4。
3. 8　 AS-Ⅳ对各组大鼠心肌超微架构的影响　 空白

组心肌肌丝完整,排列整齐紧密,线粒体排列整齐,
形态正常,边界清晰,嵴明显;模型组肌丝排列疏松

紊乱,心肌线粒体破损严重,呈絮状改变,受损线粒

体增多、肿胀、破裂、排列紊乱,形态不规则,嵴紊乱,
部分线粒体出现空泡;AS-Ⅳ低剂量组肌丝排列稍紊

　 　
表 4　 各组大鼠心肌线粒体呼吸链复合物Ⅰ~ Ⅳ活性及心肌组织 Ca2+荧光表达的比较( �x±s,n= 10)
Table

 

4　 Comparison
 

of
 

myocardial
 

mitochondrial
 

respiratory
 

chain
 

complex
 

Ⅰ-Ⅳ
 

activity
 

and
 

Ca2+
 

fluorescence
 

expression
 

in
 

myocar-
dial

 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

( �x±s,n= 10)

组别
线粒体呼吸链复合物Ⅰ

/ U·mg-1
线粒体呼吸链复合物Ⅱ

/ U·mg-1
线粒体呼吸链复合物Ⅲ

/ U·mg-1
线粒体呼吸链复合物Ⅳ

/ U·mg-1
Ca2+荧光强度

/ %
control 1

 

813. 16±52. 12 135. 54±4. 53 78. 84±4. 20 179. 25±17. 70 3. 12±0. 48
model 792. 64±110. 712) 34. 27±1. 552) 33. 08±5. 692) 76. 67±16. 542) 42. 47±4. 802)

AS-Ⅳ-L 910. 76±84. 893) 75. 18±4. 344) 59. 90±1. 874) 119. 56±8. 223) 34. 35±4. 164)

AS-Ⅳ-H 1
 

272. 82±56. 234) 119. 60±4. 234) 66. 24±5. 254) 134. 51±5. 114) 21. 28±2. 924)

图 3　 各组大鼠心肌组织 Ca2+表达变化(荧光探针,×200)
Fig. 3　 Changes

 

of
 

Ca2+
 

expression
 

in
 

myocardial
 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group(fluorescent
 

probe,×200)

乱,部分肌丝断裂,线粒体排列稍整齐,线粒体形态

不规则,嵴紊乱,部分有线粒体破裂和肿胀;AS-Ⅳ高

剂量组肌丝排列较整齐,线粒体排列较整齐,形态较

规则,个别线粒体轻微肿胀,嵴大多排列整齐,少量

断裂,细胞排列整齐,见图 4。
3. 9 　 AS-Ⅳ 对大鼠心肌组织 GPR35、 p-AMPK、
p-mTOR、 Caspase-3、 Caspase-9、 Bax、 Bcl-2、 COL-Ⅰ、
α-SMA 的荧光表达的影响　 与空白组相比,模型组

GPR35、 p-AMPK、 Bax、 Caspase-3、 Caspase-9、 COL-Ⅰ、
α-SMA 荧光表达明显升高,p-mTOR、Bcl-2 荧光强度

明显下降;与模型组相比,AS-Ⅳ低剂量、高剂量组

GPR35、 p-AMPK、 Bax、 Caspase-3、 Caspase-9、 COL-Ⅰ、
α-SMA 荧光表达明显下降,p-mTOR、Bcl-2 荧光表达

明显升高,见图 5、表 5。

红色箭头指示线粒体破损严重,肿胀、破裂,呈絮状改变,部分出现

空泡。

图 4　 各组大鼠心肌超微结构(透射电镜,×6
 

300)
Fig. 4　 Myocardial

 

ultrastructure
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

( trans-
mission

 

electron
 

microscope,×6
 

300)

3. 10 　 AS-Ⅳ 对 大 鼠 心 肌 组 织 GPR35、 AMPK、
p-AMPK、mTOR、p-mTOR、Caspase-3、Caspase-9、Bax、
Bcl-2、COL-Ⅰ、α-SMA 蛋白表达的影响 　 与空白组

相比,模型组 GPR35、p-AMPK、Caspase-3、Caspase-9、
Bax、COL-Ⅰ、α-SMA 蛋白表达显著升高,p-mTOR、
Bcl-2 蛋白表达降低;与模型组相比,AS-Ⅳ低剂量、
高剂量组 GPR35、 p-AMPK、 Caspase-3、 Caspase-9、
Bax、COL-Ⅰ、α-SMA 蛋白表达降低,p-mTOR、Bcl-2
蛋白表达升高,见图 6、表 6。
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图 5　 各组大鼠心肌组织 GPR35、p-AMPK、p-mTOR、Bax、Bcl-2、Caspase-3、Caspase-9、COL-Ⅰ、α-SMA 荧光表达变化( ×200)
Fig. 5　 Changes

 

of
 

GPR35,
 

p-AMPK,
 

p-mTOR,
 

Bax,
 

Bcl-2,
 

Caspase-3,
 

Caspase-9,
 

COL-Ⅰ,
 

and
 

α-SMA
 

fluorescence
 

expression
 

in
 

myocardial
 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

( ×200)

4　 讨论

X 射线会导致心肌顺应性下降、僵硬、收缩舒张

功能减退从而引发心力衰竭,最终病理结果发展为

MF。 中医学认为 RIMF 属于“胸痹、心悸”等范畴。
其基本病机是气血亏虚、血脉瘀阻,治疗以“益气养

血活血”为原则,药选补药之长的黄芪为宜。 黄芪,
味甘,性微温,归肺、脾经,有补气升阳,益卫固表,托
毒生肌之效;而且黄芪还能活血通络,扶正祛邪,被
广泛应用于治疗炎症、 病毒和细菌感染以及癌

症[14] 。 AS-Ⅳ是黄芪中活性最强的单体,具有抗炎、
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　 　表 5　 各组大鼠心肌组织 GPR35 / AMPK / mTOR 轴蛋白荧光表达的比较( �x±s,n= 10)
Table

 

5　 Comparison
 

of
 

fluorescence
 

expression
 

of
 

GPR35 / AMPK / mTOR
 

axis
 

protein
 

in
 

myocardial
 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

( �x±s,
n= 10)

组别 GPR35 p-AMPK p-mTOR Bax Bcl-2 Caspase-3 Caspase-9 COL-Ⅰ α-SMA
control 1. 86±0. 65 2. 56±0. 50 14. 38±2. 08 1. 77±0. 51 10. 86±1. 18 2. 62±0. 59 2. 11±0. 92 1. 66±0. 64 3. 35±0. 94
model 10. 82±1. 282) 14. 57±1. 982) 3. 10±1. 522) 11. 21±1. 492) 2. 37±0. 512) 10. 44±1. 192) 16. 49±1. 562) 10. 04±1. 102) 27. 46±3. 982)

AS-Ⅳ-L 7. 97±1. 153) 10. 54±0. 734) 6. 04±1. 574) 7. 21±1. 313) 3. 51±1. 033) 7. 43±1. 074) 10. 05±1. 264) 5. 78±0. 754) 15. 90±2. 254)

AS-Ⅳ-H 5. 95±0. 724) 6. 15±0. 684) 9. 67±1. 164) 3. 67±0. 594) 6. 60±1. 164) 4. 90±0. 894) 6. 82±0. 724) 3. 47±0. 754) 9. 42±1. 094)

图 6　 蛋白免疫印迹检测大鼠心肌中 GPR35 / AMPK / mTOR
轴、凋亡及纤维化相关蛋白表达

Fig. 6 　 Western
 

blot
 

analysis
 

of
 

GPR35 / AMPK / mTOR
 

axis,
 

apoptosis-related,
 

and
 

fibrosis-related
 

protein
 

expression
 

in
 

rat
 

myocardial
 

tissue

抗纤维化和抗氧化应激,抑制心肌纤维化,改善心室

重构等作用[15] 。 动物实验证实,AS-Ⅳ具有器官保

护作用,对脓毒症、呼吸衰竭模型动物心、肺、肠组织

均有抗损伤作用[16-17] 。 既往研究显示,AS-Ⅳ也可

联合曲美他嗪调节心力衰竭犬心肌能量代谢,维持

心肌细胞的功能[18] 。 此 外, AS-Ⅳ 可 通 过 激 活

PPAR 来增强脂肪酸氧化从而改善心力衰竭小鼠心

脏功能,也可通过抑制 Ca2+ 通道及改善脂肪酸代谢

从而抑制心室重构[19] 。 此外,AS-Ⅳ能够明显改善

AS 小鼠血脂水平及主动脉组织脂质沉积,其机制可

能与激活 Nrf2 / HO-1 / GPX4 信号通路、改善脂质代

　 　
表 6　 各组大鼠心肌组织 GPR35 / AMPK / mTOR 轴、凋亡及纤维化相关蛋白表达的比较( �x±s,n= 10)
Table

 

6　 Comparison
 

of
 

GPR35 / AMPK / mTOR
 

axis,apoptosis-related
 

and
 

fibrosis-related
 

protein
 

expression
 

in
 

myocardial
 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

( �x±s,n= 10)
组别 GPR35 p-AMPK / AMPK p-mTOR / mTOR Caspase-3 Caspase-9 Bcl-2 Bax COL-Ⅰ α-SMA

control 0. 73±0. 01 0. 82±0. 01 1. 22±0. 02 0. 78±0. 02 0. 69±0. 02 1. 01±0. 02 0. 65±0. 02 0. 66±0. 01 0. 54±0. 01
model 1. 14±0. 022) 1. 35±0. 022) 0. 74±0. 012) 1. 10±0. 012) 1. 04±0. 032) 0. 50±0. 012) 1. 02±0. 042) 1. 11±0. 022) 1. 09±0. 022)

AS-Ⅳ-L 0. 99±0. 014) 1. 25±0. 014) 0. 92±0. 014) 0. 99±0. 023) 0. 97±0. 014) 0. 73±0. 023) 0. 91±0. 014) 0. 98±0. 034) 0. 86±0. 034)

AS-Ⅳ-H 0. 80±0. 024) 1. 01±0. 024) 1. 12±0. 034) 0. 87±0. 014) 0. 82±0. 014) 0. 87±0. 034) 0. 77±0. 034) 0. 82±0. 014) 0. 67±0. 024)

谢平衡、减轻铁死亡有关[20] 。 本研究发现,以 AS-
Ⅳ干预 RIMF 大鼠后,血清 NT-proBNP、 CK-MB 和

cTnI 水平均显著降低;大鼠心肌组织坏死溶解减

少,肌纤维断裂较少,排列较整齐,胶原纤维阳性面

积减少。
近年来发现,线粒体能量代谢异常在 RIMF 病

理进程中起关键作用。 线粒体是独立的细胞器,通
过呼吸消耗氧气、燃烧糖类等生产约 95%的 ATP,
被称为细胞动力室[21] 。 线粒体功能受损源于 Ca2+

过度蓄积,引发心功能减退及纤维化改变。 心脏作

为高能量需求器官,正常生理活动依赖大量 ATP 供

应。 RIMF 发生时,心肌细胞 ATP 合成受阻,糖酵解

途径激活,Na+ -K+ -ATP 酶功能受抑,Na+ 浓度升高,
促使 Na+ / Ca2+ 逆向转运增强,胞外 Ca2+ 大量内流,
细胞内 Ca2+浓度异常升高并向线粒体转移,形成线

粒体 Ca2+超载。 随后,线粒体通透性转换孔开放,促
凋亡因子释放,激活细胞凋亡级联反应,造成 ATP
显著减少,加剧心肌细胞凋亡和心功能障碍[22-23] 。
此外,在心脏能量代谢异常过程中, ATP、 ADP 和

AMP 之间的转换是重要生化过程。 ATP 是细胞内

主要能量货币,心脏细胞通过有氧呼吸产生 ATP,依
赖脂肪酸和葡萄糖氧化代谢。 正常时,ATP 合成与

消耗保持动态平衡。 然而,心肌受损会使心脏能量

代谢异常,影响 ATP 生成和利用[24-25] 。 能量需求增

加或 ATP 水平下降时,ATP 去磷酸化转化为 ADP,
ADP 进一步去磷酸化生成 AMP。 AMP 是细胞能量

水平重要指标,其与 ADP、ATP 的比率影响心肌细

胞代谢反应。 心脏代谢异常时,ATP / ADP / AMP 比

率失衡,可能导致心肌细胞代谢重新编程,影响心脏

舒缩功能。 另外,线粒体呼吸链复合物酶在线粒体
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氧化磷酸化过程中起关键作用。 线粒体呼吸链复合

物Ⅰ~ Ⅳ位于线粒体内膜上,在氧化磷酸化过程中,
通过传递 H+产生电子势能,线粒体呼吸链复合物Ⅴ
利用梯度差将 ADP 转化为 ATP。 线粒体呼吸链复

合物活性降低会引发线粒体功能障碍、氧化磷酸化

受损, 进而影响 ATP 正常供应, 导致心功能下

降[26] 。 此外,心脏缺血缺氧时,线粒体呼吸链复合

物Ⅳ的亚单位三磷酸腺苷合成酶 δ 亚基( ATP5D)
低表达[27] ,导致 ATP 合成减少,ATP 降解为 ADP
或 AMP。 研究发现心肌缺血模型大鼠线粒体呼吸

链复合物Ⅲ活性下降会损害线粒体呼吸功能,且与

心脏功能障碍明显相关[28] 。 本研究中,模型组大鼠

心肌组织 Ca2+ 荧光强度明显升高;ATP 含量降低,
ADP、AMP 含量显著升高;线粒体复合物Ⅰ~ Ⅳ活性

降低;心肌肌丝排列疏松紊乱,心肌细胞破裂、线粒

体破损严重,呈絮状改变,受损线粒体增多、肿胀、破
裂、排列紊乱,形态不规则,嵴紊乱,部分线粒体出现

空泡;经 AS-Ⅳ干预后,心肌组织 Ca2+ 荧光强度降

低;心肌组织 ATP 含量升高,ADP、AMP 含量显著降

低。 线粒体呼吸链复合物Ⅰ~ Ⅳ活性升高;线粒体损

伤缓解,嵴大多排列整齐,细胞排列整齐。
辐射不仅损伤细胞 DNA,还会导致线粒体损

伤,诱导能量代谢障碍、细胞凋亡信号的激活等,从
而加剧心肌纤维化。 GPCR 作为体内最大的超家族

膜细胞表面受体,是心脏分化、生长、收缩和心率调

控的关键分子。 GPCR 活化在心血管疾病中扮演着

重要角色。 有研究者运用基因组方法对 12 例慢性

心力衰竭患者心肌样本分析发现,GPR35 表达明显

升高,揭示 GPR35 与心力衰竭之间的关联[29] 。 研

究发现,心力衰竭、压力负荷性心肌肥厚的代偿期和

失代偿期均可诱导 GPR35 蛋白表达增加,在上调

GPR35 表达后加速病理性心肌重塑和心力衰竭,特
异性抑制剂干预可部分逆转这种改变[30-31] 。 与此

同时,研究证实 AMPK / mTOR 信号通路的异常激活

在 MF 过程中发挥着重要的作用[32] 。 作为细胞能

量变化感受器的 AMPK,是一种“能量调节剂”,在
心肌线粒体生物发生中发挥着重要作用[33-34] 。
AMPK 被高比例的 AMP / ATP 激活,随后抑制 mTOR
和磷酸化的活性结节性硬化复合蛋白 2( TSC2),最
终导致能量代谢的激活。 同时,AMPK 可通过增加

Bax 的比例发挥抗凋亡作用。 然而,AMPK 的激活

同样会触发一系列细胞反应,包括促进细胞凋亡。

AMPK 通过对 mTOR 途径的负向调节影响细胞生长

和蛋白质合成,进一步导致细胞周期的中断和自噬

过程的增加。 在持续的压力下,mTOR 信号的抑制

推动细胞向凋亡方向发展[35] 。 在心肌纤维化发展

过程中,AMPK / mTOR 通路的失调与心肌细胞凋亡

的增加密切相关。 Caspase 家族在促细胞凋亡中起

重要作用,Caspase-3 和 Caspase-9 是细胞凋亡的执

行者[36] 。 心 肌 细 胞 凋 亡 释 放 的 信 号 因 子, 如

α-SMA,COL-Ⅰ等,能够促进成纤维细胞活化和细胞

外基质蛋白质的过度合成,造成心肌组织结构和功

能的障碍,进一步加重大量的胶原纤维沉积和增多,
最终导致心肌纤维化。 本实验结果显示,模型组心

肌细胞凋亡率显著增加, GPR35、 p-AMPK、 Bax、
Caspase-3、Caspase-9、COL-Ⅰ、α-SMA 荧光信号及蛋

白表达明显升高,p-mTOR、Bcl-2 荧光信号及蛋白表

达明显降低;而经 AS-Ⅳ干预后心肌细胞凋亡率明

显减少; Bax、 Caspase-3、 Caspase-9、 COL-Ⅰ、 α-SMA
荧光信号及蛋白表达降低,p-mTOR、Bcl-2 荧光信号

及蛋白表达升高。
综上所述,X 线辐射通过 GPR35 / AMPK / mTOR

轴引发心脏线粒体能量代谢紊乱,引起心肌细胞的

凋亡, 导致 RIMF 的发生。 AS-Ⅳ 可能通过调节

GPR35 / AMPK / mTOR 信号轴,改善心脏线粒体结构

和功能,提高线粒体氧化零酸化,改善心肌能量代

谢,抑制大鼠心肌细胞的凋亡,减少胶原纤维的沉

积,从而有效缓解 RIMF。
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