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·基础论著· 

苦参碱对房颤犬心房肌胶原合成及 TNF-α、
TGF-β1 和 CTGF 的影响 

戴友平  李七一  张曙光  吴佳佳  王惠敏  朱萱萱   

【摘要】  目的  探讨苦参碱对犬心房颤动（房颤）心房肌组织中胶原合成以及肿瘤坏死因子（TNF-α）、
转化生长因子（TGF-β1）和结缔组织生长因子（CTGF）表达的影响。方法  健康比格犬 10 只采用快速右

心室起搏造房颤模型，随机分成房颤组和房颤＋苦参碱组各 5 只。采用天狼星红染色，计算胶原容积分数

（CVF）以测定纤维化程度；采用免疫组织化学法检测右心房 TNF-α、TGF-β1 和 CTGF 的蛋白表达情况；

用逆转录-聚合酶链反应（RT-PCR）技术检测 TNF-α、TGF-β1 和 CTGF 的 mRNA 水平表达情况。结果  与
房颤组相比，房颤＋苦参碱组纤维化程度降低，CVF 明显下降（P＜0.05），TNF-α、TGF-β1 和 CTGF 蛋

白表达水平下降，且 TNF-α 和 TGF-β1 的 mRNA 表达水平显著下降（P＜0.05，P＜0.01）。结论  苦参碱

可能通过抑制 TNF-α、TGF-β1 和 CTGF 的表达，抑制房颤心房肌胶原合成，改善心房组织纤维化程度。 
【关键词】  心房颤动；  苦参碱；  肿瘤坏死因子 α；  转化生长因子；  结缔组织生长因子 
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【Abstract】  Objective  To study the effects of matrine (mat) on collagen synthesis and expression of 
tumor necrosis factor alpha (TNF-α), transforming growth factor-β1 (TGF-β1) and connective tissue growth factor 
(CTGF) in atrial tissues of dogs with persistent atrial fibrillation (AF). Methods  Ten healthy beagle dogs were 
randomly divided into two groups: AF group (n＝5) and AF/Mat group (n＝5), using right ventricular pacing to 
establish AF model. The collagen volume fraction (CVF) in atrial tissue were detected by sirius red staining to 
determine the level of fabrication. The level of TNF-α, TGF-β1 and CTGF were detected by immunohisto- 
chemistry. The mRNA expression level of TNF-α, TGF-β1 and CTGF were detected by reverse transcription- 
polymerase chain reaction (RT-PCR). Results  Compared with the AF group, the fibration level of AF/Mat was 
decreased obviously (P＜0.05), the expression levels of TNF-α, TGF-β1 and CTGF were decreased, and the 
mRNA expression level were decreased significantly in atrial tissues (P＜0.05 and P＜0.01). Conclusion  Matrine may 
inhibit fibrosis in atrial tissues through inhibition collagen proliferation and expression of TNF-α, TGF-β1 and 
CTGF. 

【Key words】  Atrial fibrillation;  MATRINE;  Tumor necrosis factor-alpha;  Transforming growth 
factors;  Connective tissue growth factor 

  
 房颤（atrial fibrillation，AF）是最常见的心律失

常之一，人群中总发病率达 1%，且随年龄增加而升高，

75 岁以上达 10%，此外，器质性心脏病患者的房颤发
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生率高达 40%[1]，目前尚无一种较为满意的治疗方法。

房颤的危害不仅在于其发作时的临床症状（如心悸、

心功能不全等）会严重影响患者的生活质量，还在于

其高于正常人 5 倍的血栓栓塞并发症如脑卒中等的发

生率，显著增加致残、致死率[2]。临床和实验研究发现，

心房肌细胞在房颤期间发生了结构重构，其中，心房

间质纤维化在心房结构重构中可能起到了更为关键的

作用。苦参碱（Matrine，mat）是苦参中的活性成分，

有免疫抑制、抗肝纤维化、抗心律失常的作用，苦参
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碱可以抑制血管紧张素Ⅱ（AngⅡ）诱导的大鼠心成纤

维细胞增殖、胶原合成及转化生长因子β1（transforming 
growth factor-β1，TGF-β1）的表达[3]，通过抑制TGF-β1
的产生抑制高血压鼠心室纤维化[4]，通过抑制基质金属

蛋 白 酶 组 织 抑 制 因 子 （ tissue inhibitor of 
metalloproteinases 1，TIMP-1）、Ⅲ型前胶原（PCⅢ）

和Ⅳ型胶原（Col Ⅳ）的合成实现抗心肌纤维化的作

用[5]。本研究考察了Mat对于房颤犬心房肌细胞胶原合

成的影响以及对肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor 
alpha， TNF-α ）、TGF-β1 和结缔组织生长因子

（connective tissue growth factor，CTGF）的影响。 

材料和方法 

一、 材料 
10 只成年健康比格犬随机分为 2 组：AF 模型组和

AF/Mat 组，每组 5 只。起搏器埋植于右侧颈部皮下，

以 S1 400 ms 为基本周长，S2、S3、S4 -10 ms 逐级标

准程序刺激和短促刺激诱发房颤，完毕后电极导管固

定并和起搏器一起埋置于右侧颈部皮下以备后用。AF
组和 AF/Mat 组以 230 次/min 频率心室起搏 7 周。从手

术第 1 天开始，AF/Mat 组通过慢性测压导管静脉注射

苦参碱 5 mg·kg-1·d-1；AF 组灌注等量生理盐水，时间 7
周。7 周后处死动物前复查心电图、血常规，超声心动

图检查测定上述各项指标。麻醉处死后快速取心脏，

选取心房组织，常规甲醛固定，石蜡包埋保存待检。  
二、方法 
1. 组织学鉴定纤维化程度：取右心房组织，切

4 µm 厚片，放入 37 ℃恒温箱中 12 ～24 h，置于 4 ℃
冰箱保存。切片经脱蜡、脱苯后，浸入 0.1%饱和苦味

酸-天狼星红溶液中染色 1 h，流水冲洗 5 min，苏木素

复染数秒，流水充分冲洗，乙醇脱水，二甲苯透明，

中性树胶封片。染色后的心肌切片置于中心校正好的

Olympus BH2 偏光显微镜下进行照相分析。彩色图像

分析系统计算出胶原容积分数 CVF%＝胶原面积/全视

野面积×100%。 
2. 免疫组织化学检测：石蜡切片，常规脱蜡、水

化后，使用枸橼酸盐缓冲液（pH 6.0）进行中微波修复，

正常羊血清工作液封闭，滴加一抗（TGF-β1、CTGF
均来自 Santa Cruz 公司，TNF-α 来自 Abgent 公司）4 ℃
冰箱孵育过夜，转至室温 30 min，PBS 冲洗 3 次，每

次 5 min（用 PBS 缓冲液代替一抗作阴性对照）；滴

加二抗（SP 羊抗兔及兔抗羊免疫组化染色试剂盒，来

自福州迈新生物技术开发有限公司），37 ℃孵育

30 min，PBS 冲洗 3 次，每次 5 min；DAB/H2O2反应

染色，自来水充分冲洗。苏木素复染，干燥，封片。

每张切片随机取 5 个高倍镜视野（×400），拍照。 
3. mRNA 表达的检测：（1）Trizol-离心柱法提取

样本总RNA，取 1 μg总RNA参照逆转录试剂盒（Revert 
Aid First Strand cDNA synthesis Kit，购自 Fermentas 公司）

进行操作逆转录成 cDNA；（2）引物序列：TNF-α F：
5'-TTCTCCTTCCTCCTCGTCG-3'，TNF-α R：5'-GGC 
TTGTCACTTGGGGTTC-3'；TGF-β1 F：5'-CCAGCGA 
CACGCCAGAAT-3'，TGF-β1 R：5'-TGGGCACTGAG 
GCGAAAG-3'；CTGF F：5'-GCGGCGGTCTTGGACTG 
AT-3'，CTGF R：5'-ATGCTGCCTGGCTCCTGTG-3'；
GAPDH F：5'-AAGGCTGTGGGCAAGGTC-3'，GAPDH 
R ： 5'-GAAGGTGGAAGAGTGGGTGTC-3' ；（ 3 ）

Real-time PCR 体系（25 μl）：待测样品 cDNA 加水稀释

至 10.5 μl，iQ SYBR GREEN SUPERMIX 12.5 μl
（Bio-Rad 公司），上游引物（10 µmol/L）1 μl，下游

引物（10 µmol/L）1 μl；（4）PCR 反应条件：95 ℃预

变性 3 min，然后进入 PCR 循环，95 ℃变性 10 s，59 ℃
退火 20 s，70 ℃延伸 20 s 读数，30～40 个循环，熔点

曲线从 70～95 ℃，每 10 s 上升 0.5 ℃并读数。实验结

果由荧光定量 PCR 分析软件 BIO-RAD CFX Manager
进行统计和计算得出目的基因的 mRNA 相对表达量。  

三、统计学分析 
实验数据应用 SPSS 11.0 统计软件包进行统计分

析，所有指标均以均数±标准差（ sx ± ）表示，组间

差异采用 t 检验，P＜0.05 表示差异有统计学意义。 

结   果 

1. 心房肌纤维化改变：对犬心房纤颤组织进行天

狼星染色，可观察到：Ⅰ型胶原纤维：紧密排列，显

示很强的双折光性，呈黄色红色的纤维；Ⅱ型胶原纤

维：显示弱的双折光，呈多种色彩的疏松网状分布；

Ⅲ型胶原纤维：显示弱的双折光，呈绿色的细纤维；

Ⅳ型胶原纤维：显示弱的双折光的基膜，呈淡黄色（图

1）。AF 组主要以Ⅰ型胶原纤维为主，有少量Ⅲ型胶

原。而 AF/Mat 组Ⅰ型胶原含量明显下降，Ⅲ型胶原纤

维含量有所增加，但 CVF 值（2.7±0.8）较 AF 组

（22.5±13.8）显著降低（P＝0.012）。 
2. 免疫组织化学：实验结果显示，TNF-α 主要表

达在细胞质，TGF-β1 主要表达在细胞质和细胞核表

达，间质表达不明显，CTGF 主要表达在细胞质内，

部分细胞核有表达。阳性反应呈深褐色颗粒。相对应

AF 组，AF/Mat 组表达降低（图 2～4）。 
3. TNF-α、TGF-β1 和 CTGF mRNA 表达的比较：

与 AF 组相比，AF/Mat 组的 TNF-α mRNA 表达水平下

降（P＝0.036），TGF-β1 的 mRNA 表达水平显著下降 
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（P＝0.005），而 CTGF mRNA 表达水平的降低没有显

著性差异（P＞0.05）（图 5）。 

讨    论 

苦参是豆科槐属植物，主要成分为苦参碱、氧化

苦参碱等生物碱类以及苦参醇、苦参丁醇等黄酮类。

苦参中的生物碱成分能够抑制和逆转早期肝纤维化病

变，并已取得了一定的临床疗效。苦参碱还可以拮抗

血小板衍生生长因子和 AngⅡ的作用而抑制心肌成纤

维细胞、皮肤成纤维细胞、血管平滑肌增殖[6-7]，还可

以通过调节多种与增殖、细胞周期和凋亡相关基因的

表达来抑制肿瘤细胞增殖或诱导分化与凋亡[8-10]。 
TNF-α 表达异常是促使急性冠状动脉综合征发生

的主要机制之一。研究发现，TNF-α 持续灌注大鼠心

脏可致大鼠心腔扩大[11]，TNF-α 过度表达的转基因小

鼠存在显著的心房纤维化及较高的房性心律失常发生

率[12]，而抗 TNF-α 治疗可阻止心腔扩大，改善间质胶

原重构，减轻心肌纤维化[13]。研究显示 TNF-α 与心肌

重构密切相关。目前，对于引起房颤患者心房组织中

TNF-α 表达发生改变的详细通路尚不清楚。血管紧张

素系统（RAS）的激活对心肌 TNF-α 的表达起着促进

作用，有研究发现 AngⅡ能通过蛋白激酶 C（PKC）
途径上调哺乳动物心肌中 TNF-α 的 mRNA 转录和蛋

白表达水平[14]。 
研究发现，TGF-β1 是胶原纤维和其他细胞外基质

成分合成和沉积的强有力的始动因子。在病理条件下，
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过量的 TGF-β1 将导致细胞外基质的过度产生而发生

纤维化。血清内过量表达的 TGF-β1 与高血压的并发症

如左心室肥厚、血管重构密切相关。Rosenkranz 等[15]

研究表明，高表达 TGF-β1 的小鼠，心房纤维化增加，

更容易发生房颤。另一项研究表明 [16]，持续表达

TGF-β1 的小鼠可选择性引起心房而不是心室纤维化，

提示心房成纤维细胞可能对 TGF-β1 的刺激更敏感。 
TGF-β1 还可以通过激活位于 CTGF 启动子的

TGF-β1 反应元件，在不同的成纤维细胞中包括心脏成

纤维细胞，促进 CTGF 的合成。有学者在小鼠中发现，

心肌梗死后心肌 CTGF 的升高与 TGF-β1 和胶原表达

相平行，运用 CTGF 抗体可部分减弱 TGF-β1 诱导的

成纤维细胞胶原合成。CTGF 广泛存在于人类多种组

织器官中，作为 TGF-β1 的下游介质对结缔组织细胞起

作用。它促进细胞有丝分裂和成纤维细胞增殖，合成

胶原[17-19]，与机体组织的创伤修复过程密切相关。成

纤维细胞正常情况下处于静息状态，当受到刺激后即

活化并增殖、分化和发生表型转化，转变成肌成纤维

细胞，其合成胶原的能力大大增强[20-21]，目前关于心

房组织 CTGF 基因表达与心房纤维化及房颤的关系尚

不明确。 
本研究结果显示，AF 犬右心房组织存在Ⅰ型胶原

纤维明显增加的现象，在给予 5 mg·kg-1·d-1 Mat 后，Ⅰ

型胶原表达明显下降，Ⅲ型胶原含量表达增高，Ⅰ/Ⅲ
型胶原比例和 CVF 值明显下降（P＜0.05），说明 Mat
对于房颤组织的胶原比例有调整作用，且对于胶原合

成有明确的抑制作用。通过对于 TNF-α、TGF-β1 和

CTGF 蛋白和 mRNA 表达的考察发现，给予 Mat 的房

颤犬心房肌组织三者蛋白表达均有显著下降，且

TNF-α 和 TGF-β1 的 mRNA 表达也被明显抑制。但是

CTGF 的 mRNA 表达不存在显著差异，提示 CTGF 作

为 TGF-β1 的下游介质，其表达可能并非通过 mRNA
转录抑制实现。  

本实验结果表明，Mat 对房颤犬右心房肌组织有

明确的抗胶原合成的作用，且能够改善房颤引起的胶

原比例改变，其抑制作用可能是通过抑制 TNF-α、
TGF-β1 和 CTGF 的蛋白表达和转录水平实现的。该结

果显示 Mat 能够延缓心肌纤维化的过程，为临床应用

Mat 预防和治疗心肌纤维化提供了参考依据。 
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