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摘要 目的 观察熊果酸对高血压大鼠心肌纤维化的影响。方法 行腹主动脉结扎构建高血压大鼠心肌纤维化模型，分为假手术组、模型组、熊果酸低中高剂量组。测定心脏重量指数、左室重量指数、胶原体积分数和I型胶原蛋白表达。免疫印迹法测定p38磷酸化。免疫沉淀法测定p38活性。结果 熊果酸能显著降低模型组p38磷酸化及活性，下调心脏重量指数、左室重量指数、胶原体积分数和I型胶原蛋白表达。结论 熊果酸能抑制高血压大鼠心肌纤维化，抑制p38活化是其机制之一。
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[Abstract] Objective To observe effects of ursolic acid(UA) on hypertension-induced cardiac fibrosis. Methods After establishing the model of hypertension by ligation of abdominal aorta, animals were divided into sham-operation group, model group, low-dose UA group, middle-dose UA group and high-dose UA group. As indexes of cardiac fibrosis, collagen volume fraction, heart mass index, left ventricle mass index and Collagen I expression were measured. The phosphorylations of p38 were assessed using Western blot; the activity of p38 was assessed by immuno-precipitation. Results Ursolic acid decreased the indexes of cardiac fibrosis, inhibited the phosphorylations and activity of p38 MAPK. Conclusion Ursolic acid can lessen cardiac fibrosis of hypertensive rats and depression of p38 activation could be one of the mechanisms.
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熊果酸(ursolic acid, UA)是广泛存在于白花蛇舌草、女贞子、乌梅、夏枯草等天然植物中的一种五环三萜类化合物，有研究表明熊果酸具有镇静、抗炎、抗菌、抗糖尿病、降血糖等多种生物学效应[1,2]。近年研究发现，UA具有抗纤维化作用[3,4]，可抑制二甲基亚硝胺(DMN)诱导的大鼠肝纤维化，并能抑制肾间质纤维化，提示UA是一潜在抗纤维化药物。心肌纤维化是以高血压为代表的多种心血管病的常见并发症[5]，加重心肌组织缺血缺氧状态；影响心肌细胞间力的产生与传输。本研究组已证实熊果酸能减轻Ang II诱导离体培养的心肌成纤维细胞增殖、胶原分泌及合成速率[6]，具有明显的抗心肌成纤维细胞纤维化反应功能。本文将在以前工作基础上，在整体模型上观察熊果酸对高血压大鼠心肌纤维化的影响，为其用于临床提供实验依据。
材料与方法

动物与仪器：健康清洁级SD大鼠购于华中科技大学同济医学院实验动物中心，体重180～200 g，许可证号：092318。UA购至海南舒普生物科技有限公司。PMSF和leupeptin(Sigma)、PVDF膜(Amersham)、抗I型胶原抗体及抗p-p38和t-p38(Santa Cruz)。其余试剂为国产分析纯。垂直电泳仪及转膜系统(Biorad)。TGL216G离心机(上海安亭科学仪器厂)。FJ-2107P液体闪烁仪(国营二六二厂制造)。
大鼠心肌纤维化模型建立及分组：大鼠腹腔注射氯胺酮(100 mg/kg)麻醉后，打开腹腔，在左肾动脉上方分离腹主动脉，将直经约0.7mm的铁丝平行置于动脉外壁，用5号丝线对腹主动脉和垫扎针一起进行缩窄，结扎确实后抽出垫扎针，形成腹主动脉缩窄模型。高血压模型以术后4周大鼠血压维持在160 mmHg以上为准。将造模成功的大鼠随机分成：①假手术对照组，腹主动脉游离但不结扎；②模型组，行单纯结扎建立模型；③熊果酸低、中、高剂量组用量分别为10mg/kg/d、20mg/kg、40mg/kg。每组5只，各组干预两月后，断头处死动物，进行以下检测。
心脏重量指数和左室重量指数的测定：大鼠处死后，迅速分离出心脏，置入预冷的生理盐水中漂洗除血，滤纸吸干多余水分，称重，再取左室和室间隔称重，计算心脏重量指数(heart mass index, HMI)和左室重量指数(left ventricle mass index, LVMI)。HMI(mg•g-1)=心脏重量(heart weight, HW)/体重(body weight, BW); LVMI(mg•g-1)=左室重量(left ventricle mass, LVM)/BW。
胶原体积分数：心脏切下后经大体观察，由心内膜面剪取左室前壁约1 cm×1 cm×0.5 cm心肌标本，40 g·L-1多聚甲醛固定6 h。常规石蜡包埋，连续切片厚3 μm，采用Ven Gieson染色法。切片采用Leica-Q500MC型自动图像分析仪行图像分析，计算整个测量范围内的灰度值，计算出胶原体积分数(collagen volume fraction, CVF)。

免疫印迹法检测p38 MAPK和I型胶原蛋白表达：取左室心肌组织匀浆，按照1:9(W/V)加入裂解液(50mmol•L-1 HEPES, 5mmol•L-1 EDTA, 50mmol•L-1 NaCl, 1% Triton X-100, 1mmol•L-1 PMSF及40mg•L-1 aporotin)，4℃匀浆，冰上放置1h，4℃，12000r/min离心30min。上清液应用考马斯亮蓝法进行蛋白定量，各组取30μg总蛋白加入上样缓冲液煮沸3min变性，SDS-PAGE分离蛋白，电转移至硝酸纤维素膜。3%的脱脂奶粉室温封闭硝酸纤维素膜30min，加入分别1:1000稀释的p38及I型胶原l抗4℃孵育过夜，与l:10000稀释的2抗室温孵育lh，再与ECL温浴lmin后曝光、显影和定影，最后对结果进行吸光度扫描分析。

p38 MAPK活性测定：免疫沉淀法纯化蛋白并p38 MAPK活性试剂盒测定p38 MAPK活性。取0.5 ml蛋白样品，加入抗p38 MAPK抗体10 μl，4℃孵育12 h。加入20 μl含50%体积比蛋白A的琼脂糖，于4℃孵育2 h。然后1800 r/min，4℃离心1 min，弃上清，加入1ml裂解液，4℃孵育10min后离心；再重复两次，第三次用适量激酶活性测定缓冲液代替裂解液。弃去上清液，沉淀的蛋白进行激酶活性测定，在酶标仪450nm处读取灰度(optical density, OD)值。计算实验组OD值/对照组OD值×100％(活性比)，以此比值来衡量各组p38 MAPK活性。

统计学分析：数据采用
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±s表示，用SPSS 12.0统计软件包进行单因素方差分析。以p<0.05为差异具有统计学意义。

结果

心脏重量指数、左室重量指数及胶原体积分数　如表1所示，与假手术组相比，模型组的心脏重量指数、左室重量指数和胶原体积分数均明显上调(P<0.01)；与模型组相比，熊果酸各浓度组以上指标均明显降低(P<0.05)。n=5，见表1、图1。

表1 熊果酸对心肌纤维化指标的影响

Tab 1 Effects of ursolic acid on cardiac fibrosis 
	组别            HMI(mg•g-1)  LVMI(mg•g-1)  CVF(%)

	假手术组                         4.16±0.76     3.42±0.55   15.98±1.96

模型组                          5.79±0.75#                            5.21±0.67#                   32.11±3.78#      
熊果酸低剂量组                   5.21±0.75*             4.89±0.52*               28.66±2.91* 

熊果酸中剂量组          4.76±0.51**                      4.01±0.50**             24.21±4.22  **      
熊果酸高剂量组                     4.32±0.62**          3.78±0.47**   17.01±3.01** 


与假手术组相比，#P<0.01；与模型组相比，*P<0.05及**P<0.01 n=5
#P<0.01 compared with control; *P<0.05 and **P<0.01 compared with model group. n=5
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图1 熊果酸对心肌纤维化病理形态的观察

Figure 1 Effects of ursolic acid on the pathology of cardiac fibrosis

I型胶原蛋白表达 为进一步验证熊果酸抗心肌纤维化的有效性，检测各组I型胶原蛋白表达。结果显示，与假手术组相比，模型组的I型胶原蛋白表达明显上调；与模型组相比，熊果酸各浓度组I型胶原蛋白表达均明显降低。I型胶原蛋白作为心肌间质的主要蛋白，其表达上调是心肌纤维化的重要指标。n=5，见图2。
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图2 熊果酸对I型胶原蛋白表达的影响

Figure 2 Effects of ursolic acid on Collagen Type I expressions

p38磷酸化 为进一步验证熊果酸抗心肌纤维化的机制，检测各组p38磷酸化。结果显示，与假手术组相比，模型组的p-p38表达明显上调；与模型组相比，熊果酸各浓度组p-p38表达均明显降低。p38作为心肌纤维化信号通路丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein kinases, MAPKs)的主要蛋白，其磷酸化是心肌纤维化的重要机制。n=5，见图3。
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图3 熊果酸对p38磷酸化的影响

Figure 3 Effects of ursolic acid on p38 phosphorylation
p38活性的变化 以假手术组p38活性为(100±0.00)%，模型组的p38活性明显升高，为(233.22±35.11)%(P<0.01)；与模型组相比，熊果酸低中高浓度组p38活性明显降低(P<0.01)，分别为(177.68±17.38)%，(157.18±16.58)%，(129.39±14.22)%。n=5。

讨论  

高血压病是遗传和环境等多种因素引起的常见病和多发病。左室重构是高血压病常见的相关脏器损害，是影响高血压病患者致残率和死亡率的一个重要的独立危险因素。目前认为，心脏成纤维细胞过度增殖和细胞外基质蛋白合成增加，导致心肌纤维化，是高血压病左室肥厚的重要病理学基础之一[6]。在高血压时，肾素-血管紧张素系统激活，多条细胞内信号途径参与，包括G蛋白偶联受体、受体酪氨酸澈酶、蛋白激酶C、丝裂原活化的蛋白激酶(mitogen-activated protein kinases, MAPKs)信号级联反应等[7,8]。越来越多的研究表明，MAPKs在心肌纤维化过程中起重要作用。
MAPKs是一组可以被多种细胞外信号激活的蛋白丝/苏氨酸激酶，处于胞浆信号转导通路的终末位置，活化后转位到核内，作用于核内转录因子，调节功能基因表达。p38 MAPK在心肌纤维化中的作用受到学者关注[9, 10]。p38下游分子包括多种蛋白激酶、磷脂酶，及转录因子，通过磷酸化这些分子使它们活化，继而激活作用于下游的转录因子ELK、AP-1、NF-κB等，调节相关基因转录[10]。
本研究结果显示，与假手术组相比，模型组心脏重量指数、左室重量指数、胶原体积分数及I型胶原蛋白表达均明显上调；与模型组相比，各浓度熊果酸组以上指标明显下调，证明其能在整体模型上抗心肌纤维化。同时，与假手术组相比，模型组p38磷酸化和活性均明显上调；而与模型组相比，各浓度熊果酸组p38磷酸化和活性均明显下调。  

综上所述，本研究证实p38参与了熊果酸抗高血压大鼠心肌纤维化的作用，但是否有其他信号通路参与其作用，尚需进一步研究。
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