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　　【摘要】　目的　观察 ｎ唱３ 多不饱和脂肪酸（ｎ唱３ ＰＵＦＡ）对心力衰竭大鼠心肌组织中 Ｔｏｌｌ 样受体 ２／４
（ＴＬＲ２／４）表达的影响，并初步探讨作用机制。 方法　采用腹主动脉缩窄法复制慢性心力衰竭大鼠模型，分
为正常对照组 １０只、假手术组 １０只、心力衰竭组 １０只和 ｎ唱３ ＰＵＦＡ组 １０只。 进行超声心动图心功能检测和
心肌病理组织学检查；ＥＬＩＳＡ法检测各组大鼠血清中炎性细胞因子 ＩＬ唱１β、ＴＮＦ唱α的表达，ｒｅａｌ唱ｔｉｍｅ ＰＣＲ 法检
测假手术组、心力衰竭组及 ｎ唱３ ＰＵＦＡ治疗组心肌组织 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＮＦ唱κＢ、ＩＬ唱１β、ＴＮＦ唱αｍＲＮＡ表达；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测心肌组织 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４蛋白表达。 结果　ｎ唱３ ＰＵＦＡ 组大鼠与心力衰竭模型组相比各项心功能指标
均明显改善，左心室舒张末期内径（ＬＶＥＤＤ）和左心室收缩末期内径（ＬＶＥＳＤ）明显降低，左心室射血分数
（ＬＶＥＦ）及左心室短轴缩短率（ＬＶＦＳ）明显升高（P均＜０畅０５）；而且心肌损害明显减轻。 心力衰竭组与假手
术组相比，血清炎性细胞因子水平均明显升高（P均＜０畅０１）；经过 ｎ唱３ ＰＵＦＡ喂养后的心力衰竭大鼠血清 ＩＬ唱
１β、ＴＮＦ唱α与心力衰竭组相比明显降低（P均＜０畅０５），但仍高于假手术组（P均＜０畅０５）。 ｎ唱３ ＰＵＦＡ 治疗组
与心力衰竭组相比，心肌组织中 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＮＦ唱κＢ、ＩＬ唱１β、ＴＮＦ唱αｍＲＮＡ 的表达水平明显下降（P 均 ＜
０畅０５）；心力衰竭组心肌组织 ＴＬＲ２／４蛋白表达均高于假手术组（P均＜０畅０５），而 ｎ唱３ ＰＵＦＡ治疗组与心力衰
竭模型组相比，ＴＬＲ２、ＴＬＲ４表达则是下调的（P均＜０畅０５）。 结论　ｎ唱３ ＰＵＦＡ可能通过下调心力衰竭模型心
肌组织中 ＴＬＲ２／４表达，抑制 ＮＦ唱κＢ激活和前炎性细胞因子如 ＩＬ唱１β、ＴＮＦ唱α的表达来减轻心力衰竭大鼠的
症状。
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【Abstract】　Objective　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎ唱３ ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ （ ｎ唱３ ＰＵＦＡ） ｏｎ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔｏｌｌ唱ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ２／４ ｉｎ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ．Methods　Ｆｏｒｔｙ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ４
ｇｒｏｕｐｓ：ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ（n ＝１０）；ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ（n＝１０）；ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ（n ＝１０）；ｎ唱３ ＰＵＦＡ ｇｒｏｕｐ（n ＝１０）．ＣＨＦ
ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｏｒｔｉｃ ｃｏａｒｃｔａｔｉｏｎ．Ｔｈｅ ｎ唱３ ＰＵＦＡ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎ唱３ ＰＵＦＡ
ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌｌｙ ｄａｉｌｙ ｆｏｒ ８ ｗｅｅｋｓ．Ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｅｒｅ ｄｏｎｅ ｉｎ ａｌｌ ｔｈｅ ｒａｔｓ ．Ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＮＦ唱αａｎｄ ＩＬ唱１βｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ，ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ２，ＴＬＲ４，ＮＦ唱κＢ，
ＩＬ唱１β，ＴＮＦ唱αｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｏｆ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ，ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｎ唱３ ＰＵＦＡ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ
ｒｅａｌ唱ｔｉｍｅ ＰＣＲ．Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴＬＲ２ ａｎｄ ＴＬＲ４ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ．Results　Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｎ 唱３ ＰＵＦＡ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｍｐｒｏｖｅｄ．Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｓｕｒｇｅｒｙ ｇｒｏｕｐ，ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ （ａｌｌ P ＜０畅０１），ｗｈｉｌｅ
ａｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ唱１βａｎｄ ＴＮＦ唱αｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｎ唱３ ＰＵＦＡ ｇｒｏｕｐ（ａｌｌ P＜０畅０５）．Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＴＬＲ２，ＴＬＲ４，ＮＦ唱κＢ，ＩＬ唱１β，ＴＮＦ唱αｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｏｆ ｎ唱３ ＰＵＦＡ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
（ａｌｌ P＜０畅０５）．ＴＬＲ２／４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ （ａｌｌ P＜０畅０５），ｗｈｉｌｅ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｗｉｔｈ ｎ唱３ ＰＵＦＡ，ｔｈｅ ＴＬＲ２／４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｗａｓ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ （ａｌｌ P＜０畅０５）．Conclusions　ｎ唱３ ＰＵＦＡ
ｃａｎ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ２／４， ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ唱κＢ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
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ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｏｆ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ．
【Key words】　Ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ；　Ｔｏｌｌ唱ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２；　Ｔｏｌｌ唱ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４；　Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ，ｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ；　

Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅ

　　研究发现，ｎ唱３ 多不饱和脂肪酸（ｎ唱３ ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔ唱
ｅｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ，ｎ唱３ ＰＵＦＡ）作为营养治疗方式对慢性心力
衰竭（ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ）的防治具有一定意义，它可
以在既定的疗法基础上产生相加作用，而不施加消极
血流动力学的影响

［１］ 。 既往围绕 ｎ唱３ ＰＵＦＡ 阻碍心力
衰竭发展和进程的可能机制研究，主要围绕抗炎、调节
脂代谢、影响血压和心脏线粒体功能四个方面进
行［２唱３］ ，但是遗憾的是关于 ｎ唱３ ＰＵＦＡ 对心力衰竭作用
的确切机制目前尚无定论，其中抗炎细胞通路是一个
热点。 本课题组前期研究发现 ｎ唱３ ＰＵＦＡ 可改善心力
衰竭大鼠预后，该作用可能通过 ｎ唱３ ＰＵＦＡ的抗炎作用
介导，但具体信号通路不明。 已有研究提示 Ｔｏｌｌ 样受
体（ ｔｏｌｌ ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ）２ 和 ＴＬＲ４ 可能是治疗慢性
心力衰竭的新靶点，ＴＬＲ２／４ 通过对各种病原相关分子
模式（ｐａｔｈｏｇｅｎ唱ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎ，ＰＡＭＰ）的识
别来介导一系列的信号传递，最终激活核因子κＢ（ｎｕ唱
ｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ Ｂ，ＮＦ唱κＢ），诱导单核／巨噬细胞产生
炎性细胞因子以及黏附分子等，导致心脏功能的进一
步减退，故此推测对 ＴＬＲ２／４ 信号通路的抑制，有望成
为慢性心力衰竭新的治疗方法。 本研究通过腹主动脉
缩窄法建立慢性心力衰竭模型，观察 ｎ唱３ ＰＵＦＡ对心力
衰竭大鼠心肌组织中 ＴＬＲ２／４表达的影响，并初步探讨
其作用机制。

材料与方法

一、材料
１．实验动物：健康雄性 ＳＤ大鼠 ４０ 只，体重 １８０ ～

２００ ｇ，清洁级，由上海交通大学医学院实验动物中心提
供。 合格证号：ＳＹＸＫ ２０１２唱１唱０００３。

２．实验仪器和试剂：主要实验仪器：荧光定量 ＰＣＲ
仪（ＡＢＩ 公司）， ＳＤＡ唱ＰＡＧＥ 凝胶电泳仪 （Ｂｉｏ唱Ｒａｄ 公
司），半干转印仪（Ｂｉｏ唱Ｒａｄ 公司）。 主要试剂： Ｔｒｉｚｏｌ
ＲＮＡ 抽提试剂盒、 ｒｅａｌ唱ｔｉｍｅ ＰＣＲ 试剂盒、 ＩＬ唱１β及
ＴＮＦ唱αＥＬＩＳＡ试剂盒购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；抗大鼠
ＴＬＲ２／４ 抗体购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司；引物由上海生工生
物工程技术有限公司合成，以 ＧＡＰＤＨ 为内参。 ＴＬＲ２
上游引物为 ５′唱ＡＴＧＣＣＴＡＣＴＧＧＧＴＧＧＡＧＡＡＣ唱３′，下游
引物为 ５′唱ＴＧＣＡＣＣＡＣＴＣＡＣＴＣＴＴＣＡＣＡ唱３′；ＴＬＲ４ 上游
引物为 ５′唱ＡＣＣＴＧＡＧＣＴＴＴＡＡＴＣＣＣＣＴＧＡ唱３′，下游引物
为 ５′唱ＧＧＣＴＣＴＧＡＴＡＴＧＣＣＣＣＡＴＣＴＴ唱３′；ＩＬ唱１β上游引物
为 ５′唱ＡＴＧＡＴＧＧＣＴＴＡＴＴＡＣＡＧＴＧＧＣＡＡ唱３′，下游引物
５′唱ＧＴＣＧＧＡＧＡＴＴＣＧＴＡＧＣＴＧＧＡ唱３′；ＴＮＦ唱α上游引物为

５′唱ＧＡＧＧＣＣＡＡＧＣＣＣＴＧＧＴＡＴＧ唱３′， 下 游 引 物 为 ５′唱
ＣＧＧＧＣＣＧＡＴＴＧＡＴＣＴＣＡＧＣ唱３′；ＮＦ唱κＢ 上游引物为 ５′唱
ＡＡＧＡＴＣＡＡＴＧＧＣＴＡＣＡＣＡＧＧ唱３′，下游引物为 ５′唱ＣＣＴ唱
ＣＡＡＴＧＴＣＴＴＣＴＴＴＣＴＧＣ唱３′； ＧＡＰＤＨ 上游引物为 ５′唱
ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ唱３′， 下 游 引 物 为 ５′唱
ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ唱３′。
二、方法
１．造模方法：采用腹主动脉缩窄法复制慢性心力

衰竭大鼠模型。 大鼠行 ４％戊巴比妥钠（４０ ｍｇ／ｋｇ）腹
腔注射麻醉，剑突下腹正中切口，分层打开腹腔，在肾
动脉分支以上钝性游离腹主动脉，将 ７ 号注射器针头
平行置于腹主动脉上，用 ４ 号手术丝线将腹主动脉和
注射器一同结扎，然后缓慢将注射器撤出，关腹、分层
缝合，使大鼠腹主动脉直径缩窄为 ０畅７ ｍｍ。 假手术组
开腹后将手术丝线穿过腹主动脉，除不缩窄腹主动脉
外，其他操作与手术组完全相同。 术后 ８ 周行心脏超
声检查以及血流动力学监测，以心腔扩张，射血分数
（ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＥＦ）小于 ６０％为标准，入选心力衰竭
组。 随机抽取其中的数只行病理学检查。

２．动物分组及给药：实验分组：正常对照组 １０ 只、
假手术组 １０ 只、腹主动脉缩窄心力衰竭模型组 ２０ 只，
均统一饲养，白昼各 １２ ｈ。 参照本研究小组既往方
案

［４］ ，心力衰竭组再分为 ｎ唱３ ＰＵＦＡ组和安慰剂组各 １０
只，ｎ唱３ ＰＵＦＡ组经胃管每日喂养 ｎ唱３ ＰＵＦＡ ８ 周（购自
美国 Ｓｉｇｍａ唱Ａｌｄｒｉｃｈ公司），剂量为 ０畅６％体重，正常对
照、假手术组和安慰剂组则每日经胃管喂养相同剂量
生理盐水作为安慰剂。

３．心功能测定：苯巴比妥钠 ２０ ｍｇ／ｋｇ 腹腔注射后
轻度镇静大鼠，使用 １３ ＭＨｚ 线阵探头于术前及术后
１２ ｈ、２４ ｈ、ｎ唱３ ＰＵＦＡ治疗 ８ 周后分别采集大鼠胸骨旁
左心室长轴切面、短轴乳头肌切面二维动态图像，并于
短轴切面获得 Ｍ 型超声心动图。 调节帧频至 ２２４ ～
４８３ 帧／ｓ，图像深度 １ ｃｍ，采集左心室多普勒组织速度
图像。 测量左心室舒张末期内径（ＬＶＥＤＤ）、左心室收
缩末期内径（ＬＶＥＳＤ）、左心室射血分数（ＬＶＥＦ）和左心
室短轴缩短率（ＬＶＦＳ）。

４．心肌病理学观察：取心尖部组织 １０％甲醛常规
固定，乙醇梯度脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，切片厚度
４ μｍ，ＨＥ染色，显微镜下观察。

５．ＥＬＩＳＡ法测定炎性细胞因子的表达：处死大鼠，
心脏直接取血，３０００ ｒ／ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，上清冻存于
－８０ ℃冰箱， ＥＬＩＳＡ 法分别测定炎症因子 ＩＬ唱１β、

·３８６·中华临床医师杂志（电子版）２０１３ 年 １月第 ７ 卷第 ２期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｊａｎｕａｒｙ １５，２０１３，Ｖｏｌ．７，Ｎｏ．２



ＴＮＦ唱α的表达。
６．ＴＬＲ２ ｍＲＮＡ、ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ、ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ、ＩＬ唱１β

ｍＲＮＡ及 ＴＮＦ唱αｍＲＮＡ的表达：处死大鼠，取不同组心
肌标本，采用 ｒｅａｌ唱ｔｉｍｅ ＰＣＲ 法检测左心室心肌组织中
的 ＴＬＲ２ ｍＲＮＡ、ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ、ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ、ＩＬ唱１βｍＲ唱
ＮＡ及 ＴＮＦ唱αｍＲＮＡ的表达，用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取细胞总
ＲＮＡ，取 １ μｇ ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ，按常规方法建立
ｒｅａｌ唱ｔｉｍｅ ＰＣＲ反应体系和反应条件，采用美国公司 Ｉｎ唱
ｖｉｔｒｏｇｅｎ试剂盒，引物由上海生工生物工程技术有限公
司合成， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 引物序列如前。 在
ＡＢＩ７９００ＨＴ实时定量 ＰＣＲ 仪上，按照默认的反应程序
进行反应。 为消除加样误差，每个标本设 ３ 个重复管，
结果数据为 Ｃｔ 值。 首先计算所有标本 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、
ＮＦ唱κＢ、ＩＬ唱１βｍＲＮＡ及 ＴＮＦ唱α和ＧＡＰＤＨ ３ 个重复孔的
平均 Ｃｔ值。 ΔΔＣｔ 目的基因＝每个标本的目的基因 Ｃｔ
值－此标本的内参基因 ＧＡＰＤＨ Ｃｔ 值。 基因相对表达
量采用 ２ －ΔΔＣｔ方法计算。

７．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测心肌中 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４ 蛋白的
表达：分别取不同组心肌标本，按蛋白提取试剂盒提取
手册提取并收集心肌组织蛋白质，采用蛋白定量试剂
盒（美国Ｂｉｏ唱Ｒａｄ）测蛋白浓度。 再将样品加入５ ×变性
缓冲液混匀，１００ ℃下变性 ５ ｍｉｎ。 均取 ２０ μｇ 浓度蛋
白样品经 １０％ ＳＤＳ唱聚丙烯酰胺凝胶电泳，并电转移至
ＰＶＤＦ膜上。 以 ５％脱脂奶粉封闭 １ ｈ 后依次加入
ＴＬＲ２、ＴＬＲ４一抗 ４ ℃过夜、辣根过氧化酶（ＨＲＰ）偶联
的二抗室温孵育 １ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜后，ＥＣＬ 增强发光，Ｘ
线曝光，记录实验结果，记录目的蛋白条带与β唱ａｃｔｉｎ条
带的灰度值比值，实验重复 ３次。
三、统计学分析
采用 ＳＰＳＳ １３畅０ 统计软件进行数据分析，数据均以

均数±标准差（珋x ±s）表示，组间数据比较采用单因素
方差分析，P ＜０畅０５ 为差异具有统计学意义。

结　　果

一、超声心动图心功能检测
如表 １所示，假手术组大鼠各项心功能指标均在

正常范围之内，而心力衰竭模型组各项心功能指标均

发生了明显的变化，ＬＶＥＤＤ、ＬＶＥＳＤ明显高于假手术组
和对照组，而 ＬＶＥＦ 及 ＬＶＦＳ 则明显降低 （ P 均 ＜
０畅０１）；ｎ唱３ ＰＵＦＡ治疗组大鼠与心力衰竭组相比各项心
功能指标均明显改善，ＬＶＥＤＤ 和 ＬＶＥＳＤ 明显降低，
ＬＶＥＦ及 ＬＶＦＳ明显升高（P均＜０畅０５）。
二、大鼠心肌组织 ＨＥ染色观察
假手术组大鼠心肌细胞排列完整，肌纤维排列整

齐，间质细胞无增生，细胞无变性坏死、炎性浸润，胞质
着色均匀。 心力衰竭模型组则见心肌纤维组织着色不
均，纹理消失，心肌细胞核肿胀明显，核萎缩、消失或溶
解，局灶性内膜下纤维化，心肌纤维走行中断。 ｎ唱３ ＰＵ唱
ＦＡ组虽也有心肌纤维的轻度变形等损害，但与模型组
相比心肌损害明显减轻，见图 １。
三、各组大鼠血清中炎性细胞因子测定结果比较
各组大鼠血清中炎性细胞因子 ＩＬ唱１β、ＴＮＦ唱α测定

结果显示，对照组和假手术组间无显著性差异，而心力
衰竭组与假手术组相比，血清炎性细胞因子水平均明
显升高（P均＜０畅０１）；经过 ｎ唱３ ＰＵＦＡ喂养后的心力衰
竭大鼠血清 ＩＬ唱１β、ＴＮＦ唱α与心力衰竭组相比明显降低
（P均＜０畅０５），但仍高于假手术组（P 均 ＜０畅０５），见
图 ２。
四、各组大鼠心肌组织 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＮＦ唱κＢ、ＩＬ唱１β、

ＴＮＦ唱αｍＲＮＡ测定结果
我们在 ＲＮＡ水平定量检测了假手术组、心力衰竭

组及 ｎ唱３ ＰＵＦＡ 治疗组心肌组织 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＮＦ唱κＢ、
ＩＬ唱１β、ＴＮＦ唱αｍＲＮＡ 表达，结果显示与假手术组相比，
心力衰竭组上述各项指标均明显上调（P 均 ＜０畅０１）；
ｎ唱３ ＰＵＦＡ治疗组与心力衰竭组相比则明显下调心肌组
织中 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＮＦ唱κＢ、ＩＬ唱１β、ＴＮＦ唱αｍＲＮＡ 的表达
（P均＜０畅０５），见表 ２。
五、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测心肌组织 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４蛋白表

达结果分析

我们用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测心肌组织中 ＴＬＲ２、
ＴＬＲ４在蛋白水平的表达情况，结果显示见图 ３，４，假手
术组心肌组织中 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４ 均有表达，但 ＴＬＲ４ 表达
较 ＴＬＲ２弱；通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件及 ＳＰＳＳ １３畅０分析显示，心
力衰竭组 ＴＬＲ２／４表达均高于假手术组（P均＜０畅０５），

表 1　各组心功能检测指标的变化（珋x ±s，n＝１０）
组别 ＬＶＥＤＤ（ｍｍ） ＬＶＥＳＤ（ｍｍ） ＬＶＥＦ（％） ＬＶＦＳ（％）

正常对照组 ５ ��畅０２ ±０ 　畅４９ １ 噰噰畅３２ ±０ y畅２３ ８９ ss畅３２ ±６ e畅４５ ７５ 趑趑畅４２ ±４ 骀畅０５

假手术组 ５ ��畅１３ ±０ 　畅５１ １ 噰噰畅３６ ±０ y畅２６ ９０ ss畅０２ ±５ e畅４９ ７６ 趑趑畅３８ ±５ 骀畅２３

心力衰竭组 ６ 悙悙畅６２ ±０ 倐畅１９ ａｂ ３ hh畅７２ ±０ Z畅２４ ａｂ ５５ TT畅６２ ±２ F畅４２ ａｂ ４６ 照照畅７２ ±２ 乔畅４５ ａｂ

ｎ唱３ ＰＵＦＡ组 ５ 潩潩畅９５ ±０ 弿畅２３ ｃ ２ uu畅６８ ±０ g畅６５ ｃ ７８ aa畅６８ ±３ S畅４９ ｃ ６１ 忖忖畅０２ ±２ 栽畅６２ ｃ

　　注：与正常对照相比，ａP ＜０畅０１；与假手术对照组相比，ｂP ＜０畅０１；与心力衰竭组相比，ｃP ＜０畅０５
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表 2　各组大鼠心肌组织 ＴＬＲ２／４、ＮＦ唱κＢ及炎性细胞因子 ｍＲＮＡ 表达变化（珋x ±s，n＝１０）
组别 ＴＬＲ２ ｍＲＮＡ ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ ＩＬ唱１βｍＲＮＡ ＴＮＦ唱αｍＲＮＡ
假手术组 ０ 寣寣畅６１３ ±０ Ζ畅２１２ ０   畅０２７ ±０ ,畅０１６ ０ 槝槝畅０２１ ±０ 膊畅００７ ０   畅０１１ ±０ 8畅０１２ ０ いい畅０１６ ±０ 揪畅００６

心力衰竭组 １ 寣寣畅１０４ ±０ Ζ畅２２１ ａ ０   畅０５２ ±０ ,畅０１２ ａ ０ 槝槝畅０４７ ±０ 膊畅０１１ ａ ０   畅１３２ ±０ 8畅０１５ ａ ０ いい畅０４２ ±０ 揪畅０１２ ａ

ｎ唱３ ＰＵＦＡ组 ０ 寣寣畅８２４ ±０ Ζ畅２２１ ｂ ０   畅０３８ ±０ ,畅０１８ ｂ ０ 槝槝畅０３１ ±０ 膊畅００８ ｂ ０   畅０６８ ±０ 8畅０３４ ｂ ０ いい畅０２８ ±０ 揪畅０１２ ｂ

　　注：与假手术组相比，ａP ＜０畅０１；与心力衰竭组相比，ｂP ＜０畅０５

而 ｎ唱３ ＰＵＦＡ 治疗组与心力衰竭模型组相比，ＴＬＲ２、
ＴＬＲ４表达则是下调的（P均＜０畅０５），见图 ５。

讨　　论

慢性心力衰竭是各种心脏疾病的终末阶段，尽管
治疗方式不断改进，但就大多数国家而言，伴随着社会
老龄化的加重，慢性心力衰竭的发病率和致死率仍不
断攀升，因此迫切需要有效的治疗方式来防治心力衰
竭。 目前的研究来看，对人们最有吸引力的方式之一

为营养方式，如膳食补充 ｎ唱３ ＰＵＦＡ。 尽管已有一些大
规模临床试验支持 ｎ唱３ ＰＵＦＡ 能使慢性心力衰竭患者
在规范化治疗基础上获益

［５］ ，但遗憾的是，关于 ｎ唱３
ＰＵＦＡ对心力衰竭作用的确切生物学机制目前尚不明
确，因此有必要对其进行深入探讨。
近年来大量的证据提示免疫激活参与了慢性心力

衰竭的发生发展，这可能是慢性心力衰竭的重要机制
之一。 研究表明，慢性心力衰竭时伴随的免疫激活实
际上是一种免疫失衡，它主要表现为炎性细胞因子的
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增加和抗炎性细胞因子相对或绝对不足，也就是细胞
因子网络的失衡。 研究还发现 ｎ唱３ ＰＵＦＡ 的抗炎效应
可能与其调控转录因子表达的作用相关，细胞因子均
是通过核转录因子 ＮＦ唱κＢ 调控的，而其在慢性心力衰
竭时处于激活状态，本研究小组前期通过阿霉素诱导
的慢性心力衰竭模型，发现 ｎ唱３ ＰＵＦＡ不仅能减轻心力
衰竭症状，而且还下调炎性介质 ＩＬ唱１０ 和 ＴＮＦ唱α的产
生，调控心力衰竭所致的细胞因子网络失衡［４］ ，但具体
抗炎机制不明。 近来有体外研究发现，ｎ唱３ ＰＵＦＡ 能阻
断 ＬＰＳ诱导的 ＮＦ唱κＢ 激活和 ＴＮＦ唱αｍＲＮＡ 表达［６唱７］ ，
本研究通过腹主动脉缩窄法建立慢性心力衰竭的大鼠

模型，不仅再次证实了 ｎ唱３ ＰＵＦＡ能减轻心力衰竭大鼠
症状（超声心动图和病理组织学改变证实），而且还进
一步发现心力衰竭大鼠不仅血清细胞因子 ＩＬ唱１β和
ＴＮＦ唱α表达水平增加，其心肌组织中 ＮＦ唱κＢ、 ＩＬ唱１β、
ＴＮＦ唱αｍＲＮＡ 表达也上调，而 ｎ唱３ ＰＵＦＡ治疗后则能下
调心力衰竭大鼠心肌组织中 ＮＦ唱κＢ、ＩＬ唱１β、ＴＮＦ唱αｍＲ唱
ＮＡ的表达，降低血清中炎性细胞因子的水平。
近来的动物实验和临床研究发现，ＴＬＲ２／４ 可能参

与了慢性心力衰竭的发生和发展［８］ 。 Ｔｈｏｍａｓ 等［９］在

对烧伤后心力衰竭的小鼠模型研究中发现，无 ＴＬＲ４ 表
达的小鼠心力衰竭的发生率明显低于正常的小鼠。
ＴＬＲ２基因缺陷小鼠经冠状动脉结扎造模后，Ｓｈｉｓｈｉｄｏ
等［１０］发现死亡率和左心室功能不良发生率明显降低，
在相似的梗死面积条件下，与野生型小鼠相比，ＴＬＲ２
缺陷小鼠较少发生心室重塑。 胡有东等［１１］

研究发现，
随着心功能分级的升高和 ＬＶＥＦ的下降，老年慢性心力
衰竭患者外周血单核细胞表面 ＴＬＲ２ 和 ＴＬＲ４ 的表达
明显上调，由此他们推测 ＴＬＲ２ 和 ＴＬＲ４ 的表达显著上
调可能是促进老年慢性左心心力衰竭发生发展的机制

之一。 最近 Ｈｓｕｅｈ等［１２］
研究发现，ｎ唱３ ＰＵＦＡ能通过降

低 ＴＬＲ２介导的信号通路表达而抑制 ＬＰＳ诱导的 ｏｂ／ｏｂ
大鼠脂肪干细胞 ＩＬ唱６ 和 ＩＬ唱６ ｍＲＮＡ 表达，但该研究为
体外实验，本研究通过建立动物模型，结果发现无论是
在 ｍＲＮＡ 还是蛋白水平，心力衰竭组心肌组织中
ＴＬＲ２、ＴＬＲ４表达均是上调的，且 ＴＬＲ２ 的表达似乎高
于 ＴＬＲ４，而 ｎ唱３ ＰＵＦＡ 组则能明显降低心力衰竭大鼠
心肌组织中 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４ 的表达，因此本研究进一步证
实 ＴＬＲ２／４参与了慢性心力衰竭的发生和发展，且可能
与炎性细胞通路相关，而 ｎ唱３ ＰＵＦＡ则能明显抑制心力
衰竭心肌组织中的 ＴＬＲ２／４表达，影响下游 ＮＦ唱κＢ和前
炎性细胞因子的表达。

本研究尽管从整体水平初步提示 ｎ唱３ ＰＵＦＡ 可能
下调了心力衰竭心肌组织中 ＴＬＲ２／４ 表达，抑制 ＮＦ唱κＢ
激活和前炎性细胞因子如 ＩＬ唱１β、ＴＮＦ唱α表达，但这些
作用之间有无直接的相关性呢？ 是否直接通过下调
ＴＬＲ２／４唱ＮＦ唱κＢ唱ＣＫ这一信号通路而干预慢性心力衰竭
的发生进展呢？ 究竟是以 ＴＬＲ２ 还是 ＴＬＲ４ 信号通路
为主呢？ 因此，我们下一步的研究将通过在体外应用
ＴＬＲ２／４阻断剂来验证 ｎ唱３ ＰＵＦＡ是否通过抑制 ＴＬＲ２／
４唱ＮＦ唱κＢ唱ＣＫ信号通路而发挥抗炎作用，进而干预心力
衰竭的发展，以上问题的解决必将有利于明确 ｎ唱３ ＰＵ唱
ＦＡ干预慢性心力衰竭的机制。
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