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天麻素对脑缺血致心肌损伤及NGF/TrkA表达的影响

产翠翠,范心雨,龚鑫

(皖南医学院人体解剖学教研室,安徽 芜湖 241002)

摘 要:目的 观察天麻素对脑缺血致心肌损伤大鼠的治疗效果及神经生长因子(NGF)/酪氨酸激酶受体 A(TrkA)的

表达影响,探讨天麻素对心脏的保护机制。方法 将40只雄性SD大鼠随机分为正常组、假手术组、模型组和天麻素组,

每组10只。模型组和天麻素组均采用栓塞大脑中动脉法(MCAO)制备右侧局灶性脑缺血大鼠模型,天麻素组通过腹腔

注射天麻素注射液[10mg/(kg·d-1)],干预14d。干预结束后,大鼠心肌组织病理学变化采用HE染色法检测,动脉血

清中炎性因子包括肿瘤坏死因子-α(TNF-α)和白细胞介素10(IL-10)的含量采用酶联免疫吸附法(ELISA)检测,心肌组

织中NGF、TrkA的表达采用免疫组织化学染色法(IHC)和蛋白免疫印迹法(WB)检测。结果 与正常组和假手术组相

比,模型组大鼠心肌纤维断裂明显,有大量炎性细胞浸润;动脉血清中促炎细胞因子TNF-α浓度明显升高(P<0.01);

大鼠心肌组织中NGF和TrkA的蛋白表达升高(P<0.05)。与模型组相比,天麻素组大鼠心肌纤维损伤有所改善,炎

性细胞浸润减少;动脉血清中促炎细胞因子TNF-α的浓度显著降低(P<0.01),抗炎细胞因子IL-10的浓度显著升高

(P<0.01);大鼠心肌组织中NGF(P<0.05)和TrkA(P<0.01)的蛋白表达明显升高。结论 脑缺血可使大鼠心肌

组织出现炎症性损伤,NGF/TrkA可能参与调节机体炎症反应过程;天麻素可能通过上调 NGF/TrkA、降低TNF-α、升

高IL-10来减轻脑缺血大鼠所致的心肌损伤。
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Effectofgastrodinonmyocardialinjurycausedbycerebral
ischemiaandtheexpressionofNGF/TrkA

ChanCuicui,FanXinyu,GongXin

(DepartmentofHumanAnatomy,WannanMedicalCollege,Wuhu241002,Anhui,China)

  Abstract: Objective Toobservethetherapeuticeffectofgastrodinonmyocardialinjuryinducedbycere-
bralischemiaandontheexpressionofnervegrowthfactor(NGF)/tyrosinekinasereceptorA(TrkA)inrats,
soastoexploretheprotectivemechanismofgastrodinontheheart. Methods FortymaleSDratswereran-
domlydividedintothenormalgroup,thesham-operationgroup,themodelgroupandthegastrodingroup,
with10ratsineachgroup.Theratmodelofrightfocalcerebralischemiawasestablishedbymiddlecerebralar-
teryocclusion(MCAO)inthemodelgroupandthegastrodingroup.Inthegastrodingroup,theratswerein-
traperitoneallyinjectedwithgastrodininjection[10mg/(kg·d-1)]for14days.Afterintervention,HEstai-
ningwasadoptedtodetectthehistopathologicalchangesofratmyocardium.Enzyma-linkedimmunosorbentas-
say(ELISA)wasemployedtodeterminethecontentsofinflammatoryfactorsincludingtumornecrosisfactor-
α(TNF-α)andinterleukin-10(IL-10)inarterialserum.TheexpressionsofNGFandTrkAinmyocardialtis-
sueweredetectedbyimmunohistochemicalstaining(IHC)andWesternblot(WB). Results Comparedwith
thenormalgroupandthesham-operationgroup,themodelgrouphadobviousmyocardialfiberfracture,abun-

—143—

第44卷 第3期          右江民族医学院学报           Vol.44No.3
2022年6月    JournalofYoujiangMedicalUniversityforNationalities    Jun.2022

基金项目:皖南医学院2020年度中青年科研基金项目(WK202027)

  第一作者简介:产翠翠(1990-),女,硕士,助教,研究方向:神经生物学,E-mail:1085114571@qq.com
  通讯作者简介:龚鑫(1979-),男,硕士,副教授,研究方向:神经生物学,E-mail:416074616@qq.com



dantinflammatorycellinfiltration,aswellassignificantlyincreasedconcentrationofpro-inflammatorycyto-
kinesTNF-αinarterialserum(P<0.01).TheyalsohadsignificantlyincreasedproteinexpressionsofNGF
andTrkAinthemyocardialtissueofrats(P<0.05).Comparedwiththemodelgroup,thegastrodingroup
hadimprovedmyocardialfiberfractureandreducedinflammatorycellinfiltration,butsignificantlydecreased
theconcentrationofpro-inflammatorycytokineTNF-αinarterialserum(P<0.01).Theyhadsignificantlyin-
creasedconcentrationofanti-inflammatorycytokineIL-10(P<0.01),andsignificantlyincreasedproteinex-
pressionsofNGF(P<0.05)andTrkA(P<0.01)inthemyocardialtissueofrats. Conclusion Cerebral
ischemiacancauseinflammatorydamageinratmyocardia,andNGF/TrkAmaybeinvolvedinregulatingthe
inflammatoryresponse.Gastrodinmayalleviatemyocardialinjuryinducedbycerebralischemiabymeansofup-
regulatingNGF/TrkA,decreasingTNF-αandincreasingIL-10.
  Keywords: gastrodin;nervegrowthfactor;tyrosinekinasereceptor;cerebralischemia;myocardialinju-

ry

  近年来,随着人口老龄化及饮食习惯的改变,脑血

管疾病成为常见病、多发病,缺血性脑卒中的发病率也

呈逐年上升趋势。临床数据表明,缺血性脑损伤患者

往往并发其他器官功能障碍,甚至衰竭[1]。“脑心综合

征”在临床上较为常见,即颅脑疾病并发心脏损害,如
心肌损伤、心力衰竭等,会显著提高患者的死亡率[2]。
而缺血性脑卒中所致的心肌损伤临床治疗规范性不

足,因此迫切需要寻找安全有效的治疗药物。目前认

为脑缺血致心肌损伤机制可能与免疫反应有关,脑缺

血后通过炎症级联反应引起全身性的炎症[3]。心肌细

胞往往受累,抗炎治疗可以减轻心肌损伤[4]。天麻素

(gastrodin)分离提取自中药天麻,被广泛应用于心脑

血管疾病的治疗,其抗炎活性可以有效减少心肌细胞

凋亡[5]。神经生长因子(nervegrowthfactor,NGF)
是神经营养因子家族的一种分泌型糖蛋白,可以调节

神经元的生长、发育、存活和再生[6],这种调节作用主

要是通过结合高亲和力酪氨酸激酶 A(tropomyosin-
relatedkinaseA,TrkA)受体产生生物学效应来实现

的[7]。NGF/TrkA可表达于心肌细胞中,并且参与心

肌梗塞后心肌细胞的损伤修复[8],同时还参与机体的

免疫调节[9]。因此天麻素是否可以通过调节 NGF/

TrkA缓解脑缺血所致的心肌损伤还有待进一步明

确。本研究通过大脑中动脉栓塞(middlecerebralar-
teryocclusion,MCAO)法制备脑缺血大鼠模型,探讨

天麻素和NGF/TrkA对脑缺血后心肌损伤的保护机

制。

1 材料和方法

1.1 实验动物 成年SPF级雄性SD大鼠,体重200
~230g,购买于青龙山动物实验中心[合格证号:

SCXK(浙)2019-0002]。遵照中华人民共和国科技部

颁布的2006年版《关于善待实验动物的指导性意见》
及伦理学规定完成实验中对大鼠的各种处理。

1.2 主要药物与试剂 天麻素注射液(天辽,规格:5
ml:500mg,西南药业股份有限公司),SABC免疫组

化试剂盒、苏木精-伊红(hematoxylin-esion,HE)染色

试剂盒、大鼠NGF抗体、大鼠TrkA抗体均购于武汉

博士德生 物 工 程 有 限 公 司(货 号 分 别 为:SA1022、

AR1180、BM4100、BA0404),大 鼠 TNF-α和IL-10
ELISA检测试剂盒均购于苏州卡尔文生物科技有限

公司(货号分别为:CK-E30635R、CK-E30651R)。

1.3 主要仪器 MCAO线栓(型号:2432A2,北京西

浓科技有限公司),石蜡切片机(德国 Leica公司),

Westernblot相关仪器(美国 Bio-Rad公司),生物显

微镜(型号:BX51,日本OLYMPUS公司)。

1.4 研究方法

1.4.1 实验分组 40只SD大鼠适应性喂养7d后,
随机分为4组:正常组(Norm 组)、假手术组(Sham
组)、模型组(MCAO组)和天麻素组(Gas组),每组10
只。

1.4.2 模型制备 应用 MCAO法制备右侧局灶性

脑缺血大鼠模型,隔夜禁食的大鼠用戊巴比妥钠(30
mg/kg)腹腔注射进行麻醉,整个实验过程使大鼠肛温

保持在(37±1)℃,在颈部作一中线切口,暴露右侧颈

总动脉、颈外动脉和颈内动脉,结扎颈内动脉的近心

端,将线栓由颈内动脉插入约17.5~18.5mm至阻力

出现,确保线栓到达大脑中动脉起始处后结扎线栓。
假手术组仅暴露右侧颈总动脉、颈外动脉和颈内动脉,
不结扎颈内动脉,不插线栓。结束手术后,将大鼠置于

适宜温度,待其完全苏醒,对其神经功能状态进行评

估。如果大鼠出现左侧肢体瘫痪、无法站立、提起尾巴

向一侧转圈等症状,则表示造模成功。

1.4.3 干预方法 造模成功1d后,Gas组腹腔注射

天麻素注射液[10mg/(kg·d-1)],干预14d。Sham
组和 MCAO组不进行干预。

1.5 标本采集与检测 干预结束后,每组大鼠取半数

进行戊巴比妥钠(30mg/kg)麻醉,取股动脉血,室温

自然凝固离心后(3000r/min,10min),收集上清液,
用于ELISA检测。采血完成后断头处死,取出心脏,
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摘取出左心室,分成两等份,一份用4%多聚甲醛固

定,24h后用于 HE染色;另一份装入冻存管,放入-
80℃冰箱保存,用于 Westernblot检测。每组另半数

大鼠麻醉后将其固定于仰卧位,经左心室用4%多聚

甲醛和0.9% NaCl溶液先慢后快依次进行灌注,取出

心脏,将左心室置于4%多聚甲醛固定液中,石蜡包埋

后,用于免疫组织化学染色。

1.5.1 酶联免疫吸附法(ELISA)检测 依次将标本、
标准品和HRP标记的检测抗体加入预先包被TNF-
α、IL-10抗体的包被微孔中,再进行温育和洗涤。最

后放入酶标仪中,选择450nm 波长,测定吸光度(OD
值),计算出最终样品浓度。

1.5.2 HE染色 左心室心肌组织块经4%多聚甲醛

固定后,常规石蜡包埋组织,切片后进行 HE染色,光
镜下观察各组大鼠心肌病理学改变。

1.5.3 免疫组织化学(IHC)染色 固定后的左心室

心肌组织经石蜡包埋后切片、脱蜡,用热修复法进行抗

原修复,再用山羊血清封闭液进行封闭,滴加一抗

(NGF1∶50,TrkA1∶100),4℃冰箱中保存过夜,
滴加二抗,再滴加SABC,再用DAB染色,最后脱水、
透明并封片。

1.5.4 Westernblot(WB)检测 首先将大鼠左心室

心肌组织进行裂解,再研磨离心后取上清液,用BCA
法测定蛋白浓度。配10%的分离胶、5%的浓缩胶,上
样、电泳、转膜,常温下用5%脱脂牛奶封闭,4℃冰箱

中孵育一抗(NGF1∶1000、TrkA1∶1000、GAPDH
1∶1000)过夜,孵育二抗后曝光,最后用软件测量并计

算出蛋白相对含量。

1.6 统计学方法 实验数据采用SPSS18.0进行统

计学分析,计量资料用(췍x±s)表示,单因素方差分析用

于多组比较,LSD检验用于组间差异分析,P <0.05
则代表差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 天麻素对大鼠心肌组织病理形态的影响 各组

大鼠心肌组织HE染色结果如图1所示,正常组和假

手术组心肌纤维排列有序,心肌细胞胞质均匀丰富、间
隙正常,炎性细胞浸润较少;模型组心肌纤维断裂明

显,胞质深染,细胞间隙增大,有大量炎性细胞浸润;天
麻素治疗组心肌纤维较模型组排列整齐,细胞间隙减

小,炎性细胞浸润减少。

图1 各组大鼠心肌组织病理形态 (HE染色,×200)

2.2 天麻素对大鼠动脉血清中炎症因子含量的影响

 ELISA检测各组大鼠动脉血清炎症因子TNF-α的

含量,结果如图2A所示,与正常组和假手术组相比,
模型组大鼠TNF-α的浓度明显增高(P<0.01)。与

模型组相比,天麻素治疗组则可以明显抑制TNF-α的

升高(P<0.01)。ELISA检测各组大鼠动脉血清炎

症因子IL-10的含量,结果如图2B所示,与正常组和

假手术组相比,模型组大鼠IL-10浓度未见明显增高,
差异无统计学意义(P>0.05),而天麻素治疗组大鼠

IL-10浓度有较大程度的增高(P<0.01)。

A:TNF-α的含量;B:IL-10的含量(n=5);

与Norm组和Sham组相比,**P<0.01;

与 MCAO组相比,##P<0.01。

图2 各组大鼠炎症细胞因子含量

2.3 免疫组化法观察天麻素对大鼠心肌组织中NGF
与TrkA表达的影响 免疫组化染色检测各组大鼠心

肌组织NGF和TrkA免疫阳性细胞的表达,结果如图

3A所示。与正常组和假手术组相比,模型组和天麻素

治疗组阳性细胞表达量均增高(P<0.01),见图3B、
图3C。与模型组相比,天麻素治疗组阳性细胞表达量

进一步增高(P<0.01),见图3B、图3C。

2.4 Westernblot观察天麻素对大鼠心肌组织NGF
与TrkA蛋白表达的影响 Westernblot检测各组大

鼠心肌组织NGF和TrkA蛋白的表达,结果如图4所

示。与正常组和假手术组相比,模型组(P<0.05)和
天麻素治疗组(P<0.01)大鼠心肌组织NGF与Tr-
kA的蛋白表达均增加;与模型组相比,天麻素治疗组

大鼠心肌组织NGF(P<0.05)与TrkA(P<0.01)
蛋白表达均进一步增加。
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A:免疫组化检测 NGF和TrkA的表达情况(×400);B:NGF
的平均光密度值;C:TrkA的平均光密度值(n=5);与 Norm
组和Sham 组相比,**P <0.01;与 MCAO 组 相 比,##P <
0.01。

图3 各组大鼠心肌组织NGF和TrkA免疫阳性细胞表达

A:Westernblot检测 NGF和TrkA蛋白表达情况;B:NGF蛋

白相对表达量;C:TrkA蛋白相对表达量(n=5);与 Norm组

和Sham 组 相 比,*P <0.05,**P <0.01;与 MCAO 组 相

比,#P<0.05,##P<0.01。

图4 各组大鼠心肌组织NGF和TrkA蛋白表达

3 讨论

心肌损伤是缺血性脑卒中患者最严重的并发症之

一,这一并发症的发生使得脑卒中患者死亡率大大增

加,而缺血性脑卒中致心肌损伤与机体的免疫炎症反

应有关[3],近期研究表明抑制机体炎症反应过程可以

有效减轻心肌损伤程度[4]。天麻素是中药天麻的提取

物,具有抗炎和抗氧化作用,可以减轻小鼠脑缺血损

伤[10-11]及过氧化氢诱导的神经元损伤[12];可以通过调

节 Wnt/β-catenin信号通路抑制小胶质细胞增殖和炎

症反应[13];可以通过上调 MiR-103减轻内毒素诱导

的 MRC-5细胞炎症损伤[14];天麻素还可通过激活

PI3K/Akt途径、抑制核因子κB(NF-κB)和 MAPKs
通路活性保护脂多糖诱导 H9c2心肌细胞的炎性损

伤[5]。
炎症细胞因子包括促炎和抗炎细胞因子,其中

TNF-α是主要的促炎细胞因子之一,其与脑缺血致心

肌损伤的发病过程密切相关,可引起心肌细胞的凋

亡[15];IL-10是关键的抗炎细胞因子,在抑制炎症反应

中起重要作用。研究表明,钙调蛋白依赖性蛋白激酶

Ⅱ可以通过调控IL-10的表达水平来减轻脂多糖诱导

的心肌细胞损伤[16]。在本研究中发现天麻素对大鼠

动脉血清中TNF-α的产生具有抑制作用,而对IL-10
的产生具有明显促进作用。与此同时HE染色检测大

鼠心肌组织病理形态,显示模型组出现了心肌纤维断

裂,心肌细胞胞质深染,且有炎性细胞浸润;而天麻素

治疗组大鼠心肌组织纤维断裂得到部分修复,炎性细

胞浸润也大大减少。以上结果提示天麻素可以通过上

调血液中抗炎细胞因子IL-10的浓度、下调促炎细胞

因子TNF-α的浓度而发挥抗炎作用,从而保护脑缺血

后受损伤的心肌细胞。

NGF不仅与神经元的生长有关,还与心肌组织中

血管生成和细胞的存活有关[8],甚至可以作为重要媒

介参与神经系统、内分泌系统和免疫系统的相互调

节[9]。研究表明实验性自身免疫性脑脊髓炎(EAE)
大鼠 NGF水平的上调,可使脑组织炎性细胞浸润减

少,神经损害得到有效控制[17-18]。因此 NGF在炎症

性疾病中可以发挥重要的抗炎作用,这与其对炎症因

子的调节密切相关。NGF与其功能性受体TrkA结

合后可以抑制 NF-κB通路的活性,使促炎细胞因子

TNF-α产生减少[19];促进PI3K/Akt途径的活性,使
抗炎细胞因子IL-10产生增加[20]。这与本研究中天

麻素治疗组结果一致,免疫组化染色及 WesternBlot
实验均显示天麻素治疗组大鼠NGF与TrkA表达水

平均上升,ELISA检测显示血 TNF-α减少,IL-10升

高,因此天麻素对炎性因子的调节可能是通过上调

NGF/TrkA的水平来实现的。
本研究还发现模型组大鼠虽然NGF与TrkA表

达水平上升,但相较于天麻素治疗组大鼠上升程度较

低,且血液中炎性因子的变化与之相反,即TNF-α水

平较高、IL-10水平较低,炎症反应更明显,心肌损伤

也较严重。说明NGF与TrkA表达量不同,对体内炎

症细胞因子的调节作用也不同,进而影响心肌炎症性

损伤的修复效果。研究表明,NGF的表达量与IL-10
的水平存在正向相关关系,NGF剂量越大,越能上调

IL-10的水平[21]。因此推测模型组 NGF与TrkA的

上调可能是机体的内源性保护机制,但由于上调的剂

量不足,使得抗炎细胞因子IL-10升高水平不够,未能

抑制机体的炎症反应。而天麻素治疗组较大程度地上

调了 NGF/TrkA的剂量,使得IL-10的水平明显升
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高,同时TNF-α水平下降,从而对脑缺血后心肌组织

的炎性损伤进行保护。
综上所述,天麻素可以修复脑缺血所致的炎症性

心肌损伤,可能与调节大鼠心肌组织中NGF/TrkA的

表达、血清中TNF-α和IL-10的水平有关,这为缺血

性脑卒中患者心肌损伤的临床治疗提供了一定思路。
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