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橙皮素调节Notch/Hes-1信号通路对慢性心力衰竭

大鼠心功能和心肌纤维化的影响
廖启发*  李文强  易胜利

(重庆市开州区人民医院全科医学科, 重庆 405400)

摘要      该文旨在探讨橙皮素(HSP)调节Notch/发状分裂相关增强子1(Hes-1)信号通路对慢性

心力衰竭(CHF)大鼠心功能和心肌纤维化的影响。构建CHF大鼠模型, 并将成功建模的大鼠随机

分为CHF组、HSP低剂量组(HSP-L组)、HSP中剂量组(HSP-M组)、HSP高剂量组(HSP-H组)、HSP
高剂量+Notch/Hes-1信号通路抑制剂DAPT组(DAPT组), 每组各15只。同时, 随机选取15只正常大

鼠为Con组。采用小动物超声影像系统检测各组大鼠心功能参数; ELISA法检测各组大鼠血清氨基

末端脑钠肽前体(NT-proBNP)和心肌酶水平; 检测各组大鼠心脏质量指数及左心室质量指数; HE和
Masson染色观察各组大鼠心肌组织形态学及纤维化变化; 羟脯氨酸(HYP)测试盒检测各组大鼠心

肌组织羟脯氨酸(HYP)含量; 免疫组化和Western blot检测各组大鼠心肌组织纤维化及Notch/Hes-1
信号通路相关蛋白表达。与Con组比较, CHF组大鼠心肌组织结构损伤严重, 可见心肌纤维结构紊

乱、断裂及局灶性溶解现象, 左室射血分数(LVEF)、左心室短轴缩短率(LVFS)以及Notch1、Hes-1
表达水平降低, NT-proBNP、肌酸激酶(CK)、肌酸激酶同工酶(CK-MB)、心脏质量指数、左心室

质量指数、胶原容积分数(CVF)、HYP含量、α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)荧光强度以及Ⅰ型胶原

蛋白(ColⅠ)、Ⅲ型胶原蛋白(ColⅢ)表达水平升高(P<0.05); 与CHF组比较, HSP-L组、HSP-M组、

HSP-H组大鼠心肌组织结构损伤和胶原纤维沉积改善, LVEF、LVFS以及Notch1、Hes-1表达水平

升高, NT-proBNP、CK、CK-MB、心脏质量指数、左心室质量指数、CVF、HYP含量、α-SMA荧

光强度以及ColⅠ、ColⅢ表达水平降低(P<0.05); 与HSP-H组比较, DAPT组大鼠心肌组织结构损伤

及纤维化加重, LVEF、LVFS以及Notch1、Hes-1表达水平降低, NT-proBNP、CK、CK-MB、心脏

质量指数、左心室质量指数、CVF、HYP含量、α-SMA荧光强度以及ColⅠ、ColⅢ表达水平升高

(P<0.05)。HSP能够改善CHF大鼠心功能和心肌纤维化, 可能与激活Notch/Hes-1信号通路有关。
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Effects of Hesperetin on Cardiac Function and Myocardial Fibrosis in Rats 
with Chronic Heart Failure by Regulating Notch/Hes-1 Signaling Pathway

LIAO Qifa*, LI Wenqiang, YI Shengli
(Department of General Medicine, Kaizhou District People’s Hospital of Chongqing, Chongqing 405400, China)

Abstract       This study aims to explore the effects of HSP (hesperetin) on cardiac function and myocardial fi-
brosis in rats with CHF (chronic heart failure) by regulating the Notch/Hes-1 (hairy and enhancer of split homolog 1) 
signaling pathway. A CHF rat model was constructed, and successfully modeled rats were randomly separated into 
CHF group, HSP low-dose group (HSP-L group), HSP medium-dose group (HSP-M group), HSP high-dose group 
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(HSP-H group), and HSP high-dose+Hotch/Hes-1 signaling pathway inhibitor DAPT group (DAPT group), with 15 
rats in each group. Another 15 normal rats were randomly selected as the Con group. The ultrasonic imaging system 
for small animals was used to detect the cardiac function parameters of each group of rats. ELISA was used to measure 
serum NT-proBNP (N-terminal pro-B-type natriuretic peptide) and myocardial enzymes; the cardiac mass index and 
left ventricular mass index of rats in each group were also measured. HE and Masson staining were used to observe 
the morphological changes and fibrosis in the myocardial tissues of each group of rats. The content of HYP (hydroxy-
proline) in myocardial tissue was detected by HYP test box. Immunohistochemistry and Western blot were used to de-
tect myocardial fibrosis and Notch/Hes-1 signaling pathway-related protein expression. Compared with the Con group, 
the CHF group showed severe damage to the myocardial tissue structure, and structural disorder, rupture and focal 
dissolution of myocardial fibers were observed. The LVEF (left ventricular ejection fraction), LVFS (left ventricular 
fractional shortening), the Notch1 and Hes-1 expression levels reduced, while the NT-proBNP, CK (creatine kinase), 
CK-MB (creatine kinase isoenzyme), cardiac mass index, left ventricular mass index, CVF (collagen volume frac-
tion), HYP content, α-SMA (α-smooth muscle actin) fluorescence intensity, and ColⅠ (collagen Ⅰ) and ColⅢ (collagen 
Ⅲ) expression levels elevated (P<0.05). Compared with the CHF group, the HSP-L group, HSP-M group, and HSP-
H group showed improvement in myocardial tissue structure damage and collagen fiber deposition, the LVEF, LVFS, 
and the Notch1 and Hes-1 expression levels elevated, while the NT-proBNP, CK, CK-MB, cardiac mass index, left 
ventricular mass index, CVF, HYP content, α-SMA fluorescence intensity, and the ColⅠ and ColⅢ expression levels 
reduced (P<0.05). Compared with the HSP-H group, the DAPT group showed aggravated myocardial tissue structural 
damage and fibrosis, the LVEF, LVFS, and the Notch1 and Hes-1 expression levels reduced, while the NT-proBNP, 
CK, CK-MB, cardiac mass index, left ventricular mass index, CVF, HYP content, α-SMA fluorescence intensity, and 
the ColⅠ and ColⅢ expression levels elevated (P<0.05). HSP can improve cardiac function and myocardial fibrosis in 
CHF rats, which may be related to the activation of the Notch/Hes-1 signaling pathway.

Keywords       hesperetin; Notch/hairy and enhancer of split homolog 1 signaling pathway; chronic heart fail-
ure; cardiac function; myocardial fibrosis

慢性心力衰竭 (chronic heart failure, CHF)作为心

血管疾病发展的终末阶段 , 是一种以心室收缩或舒张

功能障碍为特征的临床综合征 [1]。其核心病理特征表

现为心室收缩/舒张功能受损、心输出量持续降低, 继
而引发全身低灌注状态 , 引起心肌肥厚、心室扩张及

间质纤维化 , 这些结构改变与不良预后相关 [2]。CHF
患者常表现为活动耐量下降, 伴随日常活动能力受限, 
病情进展至终末期可出现静息状态下呼吸困难 , 导致

患者生活质量显著降低 [3]。在CHF病理过程中 , 心肌

纤维化扮演至关重要角色 , 这一病理改变导致心肌间

质中胶原纤维异常沉积和重构 , 最终造成心肌组织顺

应性下降 , 加剧心功能损害 [4]。因此 , 改善心肌纤维

化和心功能对于延缓CHF进展具有重要意义。橙皮

素 (hesperetin, HSP)是广泛存在于柑橘类水果中的天

然黄酮类化合物 , 展现出包括抗炎、抗肿瘤、神经保

护、软骨保护在内的多种药理学作用 [5]。已有研究显

示, HSP能够增强心脏肥大大鼠心脏抗氧化能力, 减轻

氧化应激损伤 , 改善病理性心脏重塑 , 对心肌损伤起

到保护作用 [6]。因此猜测HSP对CHF大鼠心功能损伤

的修复及纤维化进程的延缓可能具有调控作用。然

而 , HSP在CHF患者心肌纤维化发展中的作用机制尚

未得到充分阐明。Notch/发状分裂相关增强子1(hairy 
and enhancer of split homolog 1, Hes-1)信号通路在多种

生物过程 (包括分化调控、细胞增殖以及程序性死亡

等)中扮演核心角色, 对组织稳态维持至关重要 [7]。研

究表明, 激活Notch/Hes-1信号通路, 能够减少CHF大鼠

心肌细胞凋亡及心肌纤维化 , 减轻心肌损伤 , 从而改

善心脏功能 [8]。本研究通过建立CHF大鼠模型 , 探究

HSP对大鼠心功能和心肌纤维化的干预作用 , 以及其

与Notch/Hes-1信号通路的调控关系。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   实验动物      SPF级SD雄性大鼠(6周龄, 体质
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量200~220 g)由斯莱克实验动物有限责任公司[生产

许可证号 : SCXK(沪) 2022-0004]提供。所有实验动

物均饲养于SPF级实验环境中, 12 h光照/12 h黑暗循

环, 环境温度恒定维持在23~25 °C, 相对湿度控制在

60%~65%, 自由获取标准饲料和水。所有动物实验

方案均经过重庆市开州区人民医院动物伦理委员会

严格审查和批准(批准号: CZ2025-014)。
1.1.2   实验试剂及相关仪器       橙皮素(货号 : 
JKB0336)购自上海经科化学科技有限公司 ; 阿霉

素 (货号 : 51410ES10)购自翌圣生物科技 (上海 )有
限公司 ; Notch/Hes-1信号通路抑制剂DAPT(货号 : 
wlb1618)购自上海瓦兰生物科技有限公司 ; 大鼠氨

基末端脑钠肽前体 (N-terminal pro-B-type natriuretic 
peptide, NT-proBNP)、肌酸激酶 (creatine kinase, 
CK)、肌酸激酶同工酶 (creatine kinase isoenzyme, 
CK-MB) ELISA试剂盒以及羟脯氨酸 (hydroxypro-
line, HYP)测试盒(货号: FY-A014908、FY-A014699、
FY-A014596、FY-F01347)购自上海富雨生物科技有

限公司 ; HE、Masson染色试剂盒 (货号 : AC11547、
AG1340)购自上海吉至生化科技有限公司 ; 免疫荧

光染色试剂盒(货号: KGIF005)购自江苏凯基生物技

术股份有限公司 ; 抗体α-平滑肌肌动蛋白 (α-smooth 
muscle actin, α-SMA)、Ⅰ型胶原蛋白 (collagen I, 
ColⅠ)、Ⅲ型胶原蛋白 (collagen Ⅲ, ColⅢ)、Notch1、
Hes-1(货号 : HY-P83739、HY-P81227、HY-P81101、
HY-P80768、HY-P80155)购自MedChemExpress公司; 
小动物超声影像系统 (型号 : Vevo2100)购自维胜 (中
国 )有限公司 ; 酶标仪 (型号 : ELx800™)购自上海然

哲仪器设备有限公司; 荧光显微镜(型号: BX63)购自

仪景通光学科技 (上海 )有限公司 ; 凝胶成像系统 (型
号: GelDoc Go)购自伯乐生命医学产品(上海)有限公

司。

1.2   方法

1.2.1   CHF大鼠模型制备及分组干预      大鼠在标准

实验动物房中进行为期 7天的适应性饲养。参考郭

冰等[9]造模方法, 采用阿霉素腹腔注射诱导CHF大鼠

模型。将阿霉素以无菌生理盐水稀释至2 mg/mL浓
度。按1.5 mg/kg剂量, 每周2次腹腔注射, 持续7周, 累
计给药剂量达21 mg/kg。此剂量设计基于前期实验

结果。末次给药后观察1周 , 出现大鼠活动减少、反

应迟钝、毛发紊乱枯黄、腹水等现象 , 且左室射血

分数(left ventricular ejection fraction, LVEF)≤60%[10], 

则提示CHF大鼠模型建立成功。

将造模成功的大鼠随机分为CHF组、HSP低剂

量组(HSP-L组)、HSP中剂量组(HSP-M组)、HSP高
剂量组(HSP-H组)、HSP高剂量+Notch/Hes-1信号通

路抑制剂DAPT组 (DAPT组 ), 每组各15只。本研究

基于G*Power 3.1.9软件确定实验样本量 , 预设显著

性水平α为0.05, 统计检验效能1-β为0.8, 效应量 f值
采用0.4作为预设值, 分析方法选择单因素方差分析, 
理论计算结果显示, 在完全满足上述参数条件下, 每
组实验动物需要16只才能达到理想统计学效能。考

虑到动物伦理、实验条件设置及资源优化配置 , 最
终确定每组实验纳入15只大鼠 , 这样既能有效筛查

潜在的生物学效应 , 又能严格遵循动物实验 3R原

则。其中不同剂量HSP组分别通过灌胃进行HSP干
预, 剂量分别为7.5、15、30 mg/kg[11], 剂量确定主要

是依据参考文献 [11]中大鼠HSP使用剂量以及前期

预实验结果; DAPT组灌胃给予30 mg/kg HSP和腹腔

注射10 mg/kg DAPT[8]。随机选取15只正常大鼠为

Con组 , Con组和CHF组均给予等量生理盐水 , 持续

干预4周。

1.2.2   心功能参数检测      在完成药物干预周期后, 采
用腹腔注射20%乌拉坦(6 mg/kg)麻醉大鼠 , 通过小动

物超声影像系统对大鼠进行心功能检测 , 评估LVEF、
左心室短轴缩短率(left ventricular fractional shortening, 
LVFS), 至少测量3个连续心动周期取平均值。

1.2.3   血清氨基末端脑钠肽前体 (NT-proBNP)和心

肌酶水平检测      在心功能参数检测完成后, 对各组

大鼠进行称重并记录。通过腹主动脉穿刺收集大鼠

全血样本。采集后将血液样本于冰上静置1.5 h, 置
于离心机中于4 °C、3 000 r/min离心30 min, 收集上

层血清并分装保存。采用ELISA试剂盒对血清中

NT-proBNP、CK、CK-MB进行定量检测。整个实

验过程严格遵循试剂盒操作规范。

1.2.4   心脏质量指数及左心室质量指数检测      完
成腹主动脉取血后, 立即进行心脏解剖, 并使用4 °C
预冷的0.9%生理盐水进行清洗 , 滤纸吸附去除表面

液体。使用电子天平对心脏组织进行称重 , 然后切

除心房组织和右心室, 分离左心室进行称重, 计算心

脏质量指数即全心质量 (mg)/体质量 (g)以及左心室

质量指数即左心室质量(mg)/体质量(g)。
1.2.5   心肌组织形态学及纤维化变化      各组随机

取 5只大鼠左心室心肌组织 (样本量选取主要使用
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G*Power 3.1.9软件, 效应量d=1.5, α为0.05, power=0.8, 
计算得到每组需4.3个样本, 向上取整为5), 使用4%多

聚甲醛于4 °C冰箱中进行为期24 h的充分固定。随

后通过乙醇 (从70%、80%、90%、95%、100%逐渐

递增 )脱水 , 二甲苯透明处理后 , 利用石蜡进行渗透

包埋。使用切片机制备厚度为5 μm的连续切片 , 通
过HE和Masson染色试剂盒处理切片 , 光学显微镜下

观察心肌细胞形态学改变以及心肌间质纤维化程

度 , 计算大鼠胶原容积分数(collagen volume fraction, 
CVF)。
1.2.6   心肌组织HYP含量      剩余大鼠左心室心肌

组织随机选取5个 , 置于预冷的RIPA裂解缓冲液中 , 
使用组织匀浆器在冰浴条件下进行匀浆。将匀浆液

转移至离心管进行4 °C、12 000 r/min离心15 min, 吸
取上清液, 用HYP测定试剂盒处理样本, 酶标仪测定

吸光度(D)值, 计算HYP含量。

1.2.7   心肌组织α-SMA表达变化      取1.2.5中制备

的石蜡切片 , 采用梯度二甲苯脱蜡、水化处理 , 柠
檬酸盐缓冲液进行高压热修复 , 并经过0.1%硼氢化

钠溶液、75%乙醇脱水以及苏丹黑工作液处理。于

10%血清+5%牛血清白蛋白湿盒内室温下封闭1 h。
一抗α-SMA(稀释比例 湿盒过夜孵育(100׃1 (4 °C)。
接着使用荧光标记二抗(1200׃)避光室温下孵育1.5 h, 
DAPI工作液室温下孵育10 min, 抗荧光淬灭剂进行

复染, 荧光显微镜观察分析α-SMA荧光强度变化。

1.2.8   心肌组织纤维化及Notch/Hes-1信号通路相关

蛋白表达检测      将各组大鼠剩余的左心室心肌组

织置于组织裂解液中 , 使用机械匀浆充分裂解组织

样本, 通过低温离心机在4 °C条件下, 12 000 r/min离
心20 min分离上清液 , 然后测定蛋白浓度。每孔上

样等量蛋白并在恒定电压下进行电泳 , 电泳结束后 , 
采用湿转法将蛋白转移至PVDF膜。使用5%脱脂奶

粉室温封闭2 h, 并将膜置于ColⅠ、ColⅢ、Notch1、
Hes-1、GAPDH(稀释比例1000 2׃)一抗溶液中, 4 °C
冰箱中孵育过夜。TBST洗涤3次并通过对应种属二

抗(稀释比例1000 3׃)室温孵育1 h。使用化学发光试

剂显色 , 凝胶成像系统曝光显影 , 图形分析软件进

行灰度值测定, 以GAPDH为内参计算蛋白相对表达

量。

1.3   统计学分析

采用SPSS 26.0统计软件进行数据分析处理, 所
有计量资料均以均值±标准差 (x

_
±s)表示。在数据分

析过程中, 首先对数据进行正态性和方差齐性检验。

对于符合正态分布和方差齐性的数据 , 采用单因素

方差分析进行多组间差异比较。当组间差异具有统

计学意义时 , 进一步采用SNK-q检验进行事后多重

比较。显著性水平为P<0.05。

2   结果
2.1   HSP对大鼠心功能参数的影响

CHF组与Con组相比 , 大鼠LVEF、LVFS降低

(P<0.05); HSP-L组、HSP-M组、HSP-H组与CHF组
相比 , 大鼠LVEF、LVFS升高 (P<0.05); DAPT组与

HSP-H组相比, 大鼠LVEF、LVFS显著降低(P<0.05)。
见表1。
2.2   HSP对大鼠血清NT-proBNP、心肌酶水平的影

响

CHF组大鼠血清NT-proBNP、CK、CK-MB
水平比Con组高 (P<0.05); HSP-L组、HSP-M组、

HSP-H组大鼠血清NT-proBNP、CK、CK-MB水平

比CHF组低(P<0.05); DAPT组大鼠血清NT-proBNP、
CK、CK-MB水平比HSP-H组高(P<0.05)。见表2。
2.3   HSP对大鼠心脏质量指数及左心室质量指数

的影响

CHF组大鼠心脏质量指数及左心室质量指数

高于Con组 (P<0.05); HSP-L组、HSP-M组、HSP-H
组大鼠心脏质量指数及左心室质量指数低于CHF组
(P<0.05); DAPT组大鼠心脏质量指数及左心室质量

指数高于HSP-H组(P<0.05)。见表3。
2.4   HSP对大鼠心肌组织形态学的影响

Con组大鼠左心室心肌组织结构完整 , 心肌纤

维束整齐排列, 细胞核形态正常; CHF组大鼠心肌组

织结构破坏 , 心肌纤维断裂溶解 , 排列紊乱 ; HSP-L
组、HSP-M组、HSP-H组与CHF组相比 , 大鼠心肌

组织病理损伤有所改善 , 细胞水肿及心肌纤维损伤

减轻 ; DAPT组与HSP-H组相比 , 大鼠心肌组织病理

损伤加重, 心肌细胞核异型性改变明显。见图1。
2.5   HSP对大鼠心肌组织纤维化的影响

Con组大鼠心肌纤维呈现红色染色 , 胶原纤维

以蓝色染色规则分布 ; CHF组大鼠心肌细胞排列不

规则 , 胶原纤维沉积区域增加 , CVF、HYP含量较

Con组升高 (P<0.05); HSP-L组、HSP-M组、HSP-H
组心肌细胞排列趋于整齐 , 胶原纤维沉积区域减少 , 
CVF、HYP较CHF组降低 (P<0.05); DAPT组大鼠
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表1   各组大鼠LVEF、LVFS比较

Table 1   Comparison of LVEF and LVFS of rats in each group
组别

Groups
LVEF /% LVFS /%

Con 76.95±8.04 79.51±8.26

CHF 18.43±2.06* 25.76±3.58*

HSP-L 31.56±3.18# 38.28±4.09#

HSP-M 44.82±4.31#& 56.43±5.97#&

HSP-H 62.68±6.57#&@ 70.32±7.35#&@

DAPT 35.29±3.95$ 47.66±5.13$

*P<0.05, 与Con组比较; #P<0.05, 与CHF组比较; &P<0.05, 与HSP-L组比较; @P<0.05, 与HSP-M组比较; $P<0.05, 与HSP-H组比较。n=15, x
_
±s。

*P<0.05 compared with Con group; #P<0.05 compared with CHF group; &P<0.05 compared with HSP-L group; @P<0.05 compared with HSP-M 
group; $P<0.05 compared with HSP-H group. n=15, x

_
±s.

表2   各组大鼠血清NT-proBNP、CK、CK-MB水平比较

Table 2   Comparison of serum NT-proBNP, CK and CK-MB levels in rats of each group
组别

Groups
NT-proBNP /pg·mL–1 CK /pg·mL–1 CK-MB /pg·mL–1

Con 328.17±40.35   85.49±10.57 157.62±21.45

CHF 784.51±82.64* 315.68±33.96* 629.37±64.28*

HSP-L 579.73±58.26# 269.92±28.52# 546.54±55.85#

HSP-M 487.29±54.71#& 193.14±22.43#& 408.98±46.62#&

HSP-H 396.85±46.83#&@ 118.43±15.75#&@ 235.72±26.97#&@

DAPT 543.47±58.92$ 237.31±26.84$ 515.46±61.29$

*P<0.05, 与Con组比较; #P<0.05, 与CHF组比较; &P<0.05, 与HSP-L组比较; @P<0.05, 与HSP-M组比较; $P<0.05, 与HSP-H组比较。n=15, x
_
±s。

*P<0.05 compared with Con group; #P<0.05 compared with CHF group; &P<0.05 compared with HSP-L group; @P<0.05 compared with HSP-M 
group; $P<0.05 compared with HSP-H group. n=15, x

_
±s.

表3   各组大鼠心脏质量指数及左心室质量指数比较

Table 3   Comparison of heart mass index and left ventricular mass index of rats in each group 
组别

Groups
心脏质量指数

Heart mass index
左心室质量指数

Left ventricular mass index

Con 1.89±0.21 0.84±0.09

CHF 4.52±0.46* 2.79±0.29*

HSP-L 4.05±0.42# 2.35±0.26#

HSP-M 3.24±0.35#& 1.62±0.18#&

HSP-H 2.13±0.22#&@ 1.02±0.12#&@

DAPT 3.86±0.39$ 2.19±0.23$

*P<0.05, 与Con组比较; #P<0.05, 与CHF组比较; &P<0.05, 与HSP-L组比较; @P<0.05, 与HSP-M组比较; $P<0.05, 与HSP-H组比较。n=15, x
_
±s。

*P<0.05 compared with Con group; #P<0.05 compared with CHF group; &P<0.05 compared with HSP-L group; @P<0.05 compared with HSP-M 
group; $P<0.05 copared with HSP-H group. n=15, x

_
±s.

图1   大鼠心肌组织形态学变化

Fig.1   Histomorphological changes in rat myocardium

25 µm 25 µm 25 µm 25 µm 25 µm 25 µm

Con CHF HSP-L HSP-M HSP-H DAPT



407廖启发等: 橙皮素调节Notch/Hes-1信号通路对慢性心力衰竭大鼠心功能和心肌纤维化的影响

心肌细胞排列紊乱 , 胶原纤维沉积面积增加 , CVF、
HYP含量较HSP-H组升高(P<0.05)。见图2和表4。
2.6   HSP对大鼠心肌组织α-SMA表达的影响

与Con组比较 , CHF组大鼠心肌组织α-SMA绿

色荧光强度增加; 与CHF组比较, HSP-L组、HSP-M
组、HSP-H组大鼠心肌组织α-SMA绿色荧光强度降

低 ; 与HSP-H组比较 , DAPT组大鼠心肌组织α-SMA
绿色荧光强度显著增加。见图 3。这一结果说明

HSP能够通过抑制α-SMA表达 , 进一步改善CHF大
鼠心肌纤维化。

2.7   HSP对大鼠心肌组织纤维化及Notch/Hes-1
信号通路相关蛋白表达的影响

CHF组与Con组相比 , 大鼠心肌组织Notch1、
Hes-1表达水平降低 , ColⅠ、ColⅢ表达水平升高

(P<0.05); HSP-L组、HSP-M组、HSP-H组与CHF

组相比 , 大鼠心肌组织Notch1、Hes-1表达水平升

高 , ColⅠ、ColⅢ表达水平降低 (P<0.05); DAPT组
与HSP-H组相比 , 大鼠心肌组织Notch1、Hes-1表
达水平显著降低 , ColⅠ、ColⅢ表达水平显著升高

(P<0.05)。见图4和表5。这一结果表明HSP可能通

过激活Notch1/Hes-1通路 , 提升Notch1、Hes-1表达

水平, 降低ColⅠ、ColⅢ表达水平, 减缓CHF大鼠心肌

组织纤维化进程。

3   讨论
CHF作为多种心血管疾病病人死亡的重要原

因 , 五年生存率较低 , 是当代心血管医学领域的重

大挑战 [12]。其主要病理特征为心肌细胞代偿性肥

大暂时维持心脏泵血功能 , 但伴随胶原蛋白异常沉

积导致心肌纤维化程度加重 , 最终导致心室收缩、

图2   大鼠心肌组织纤维化变化

Fig.2   Changes in myocardial fibrosis in rats

25 µm 25 µm 25 µm 25 µm 25 µm 25 µm

Con CHF HSP-L HSP-M HSP-H DAPT

表4   各组大鼠CVF及HYP含量比较

Table 4   Comparison of CVF and HYP contents of rats in each group
组别

Groups
CVF /% HYP /μg·mg–1

Con   4.35±0.52   3.12±0.34

CHF 39.58±4.27* 12.68±1.52*

HSP-L 32.26±3.69#   9.87±1.06#

HSP-M 21.73±2.54#&   7.52±0.08#&

HSP-H   8.45±0.91#&@   4.76±0.57#&@

DAPT 28.17±3.36$   8.59±0.09$

*P<0.05, 与Con组比较; #P<0.05, 与CHF组比较; &P<0.05, 与HSP-L组比较; @P<0.05, 与HSP-M组比较; $P<0.05, 与HSP-H组比较。n=5, x
_
±s。

*P<0.05 compared with Con group; #P<0.05 compared with CHF group; &P<0.05 compared with HSP-L group; @P<0.05 compared with HSP-M 
group; $P<0.05 compared with HSP-H group. n=5, x

_
±s.

图3   大鼠心肌组织α-SMA表达变化

Fig.3   Expression changes of α-SMA in rat myocardial tissue

25 µm 25 µm 25 µm 25 µm 25 µm 25 µm

Con CHF HSP-L HSP-M HSP-H DAPT
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舒张功能进行性恶化 , 显著影响患者生活质量 [13]。

虽然目前 “新四联疗法 ”是心衰药物治疗方案的核

心, 能够改善患者预后, 降低心血管疾病死亡率, 但
许多患者预后仍然较差 [14]。因此 , 需要更深入了解

CHF发生心室重构的分子机制和研发新型药物用

于改善心肌纤维化。

HSP是重要的黄酮类化合物 , 广泛存在于柑橘

类水果中 , 近年来越来越多的研究揭示其在心血管

系统中展现出显著的保护作用。左新华等 [11]研究表

明 , HSP能够增加急性心肌梗死大鼠LVFS和LVEF, 
改善心肌组织损伤, 对心脏保护具有重要意义。LIU
等 [15]研究显示 , HSP通过调节异丙肾上腺素诱导的

小鼠心率 , 减轻心肌组织病理损伤 , 降低血清CK及

乳酸脱氢酶水平 , 缓解心肌缺血。以上研究结果均

说明HSP具有保护心脏的潜在作用。本研究通过阿

霉素构建CHF大鼠模型发现, 大鼠LVEF、LVFS降低, 
心脏质量指数及左心室质量指数增加 , 心肌组织结

构损伤严重, 与霍雨佳等[10]研究结果一致, 提示模型

构建成功。经过HSP治疗后, 大鼠LVEF、LVFS升高, 
心脏质量指数及左心室质量指数降低 , 心肌组织病

理损伤减轻 , 提示HSP能够减轻阿霉素导致的心肌

损伤, 有效改善CHF大鼠心功能。

NT-proBNP在心力衰竭诊断和预后评估中具

有重要意义。CK、CK-MB是心肌损伤标记物 , 与
心室重塑进程密切相关。本研究结果显示 , CHF大
鼠NT-proBNP、CK、CK-MB水平升高 , 与前人研

究结果[16]相似。经过HSP处理后, 大鼠NT-proBNP、
CK、CK-MB水平降低, 提示HSP可能减轻CHF大鼠

心肌损伤。心肌纤维化在CHF病理进程中发挥关键

作用 , 其本质特征在于细胞外基质异常沉积与结构

紊乱。而细胞外基质主要由ColⅠ、ColⅢ组成, 与心

脏功能密切相关。当心肌发生纤维化时 , 各型胶原

比例失调 , 能够导致心功能障碍 [17]。其中α-SMA是

心肌成纤维细胞向肌成纤维细胞转化的特异性分

子标志。本研究结果显示 , CHF大鼠心肌组织胶原

纤维沉积严重, CVF、HYP含量以及α-SMA、ColⅠ、
ColⅢ表达水平升高, 与前人研究结果[18]相似。通过

HSP干预后 , 大鼠心肌组织胶原纤维沉积显著减少 , 
α-SMA、ColⅠ、ColⅢ表达水平降低。这些结果均

表明HSP能够改善CHF大鼠心功能 , 减缓心肌纤维

图4   大鼠心肌组织ColⅠ、ColⅢ、Notch1、Hes-1蛋白表达情况

Fig.4   Protein expression of ColI, ColIII, Notch1 and Hes-1 in rat myocardial tissue

Con CHF
HSP-L

HSP-M
HSP-H

DAPT
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              ColI
        ColIII
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120 kDa

    30 kDa

140 kDa
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表5   各组大鼠Notch1、Hes-1、ColⅠ、ColⅢ蛋白表达比较 
Table 5    Comparison of protein expression of Notch1, Hes-1, ColI and ColIII in rats of each group

组别

Groups
Notch1 Hes-1 ColⅠ ColⅢ

Con 0.95±0.13 0.99±0.12 0.28±0.03 0.35±0.04

CHF 0.32±0.06* 0.37±0.04* 0.86±0.09* 0.92±0.12*

HSP-L 0.49±0.05# 0.54±0.06# 0.73±0.08# 0.76±0.08#

HSP-M 0.68±0.08#& 0.73±0.09#& 0.51±0.06#& 0.61±0.07#&

HSP-H 0.87±0.11#&@ 0.91±0.14#&@ 0.36±0.05#&@ 0.43±0.05#&@

DAPT 0.46±0.06$ 0.58±0.06$ 0.69±0.07$ 0.75±0.09$

*P<0.05, 与Con组比较; #P<0.05, 与CHF组比较; &P<0.05, 与HSP-L组比较; @P<0.05, 与HSP-M组比较; $P<0.05, 与HSP-H组比较。n=5, x
_
±s。

*P<0.05 compared with Con group; #P<0.05 compared with CHF group; &P<0.05 compared with HSP-L group; @P<0.05 compared with HSP-M 
group; $P<0.05 compared with HSP-H group. n=5, x

_
±s.
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化进程。

Notch1信号通路是一种高度保守的信号通路 , 
Hes-1作为Notch通路的关键效应分子 , 与心脏发育

和修复, 以及各种心血管疾病的治疗和预后相关[19]。

ZHOU等[20]研究发现, 激活Notch/Hes-1信号通路, 可
减缓横主动脉收缩诱导的大鼠心脏重塑 , 改善心功

能, 延缓心力衰竭病理进程。WEI等[21]研究表明, 激
活Notch/Hes-1信号通路, 能够抑制病理性心肌肥大, 
减轻心肌纤维化程度, 改善心脏功能, 参与压力超负

荷所致的心肌损伤保护过程。以上研究结果表明 , 
激活Notch/Hes-1信号通路可能对改善心脏纤维化

具有重要意义。本研究结果显示 , 经过HSP干预后 , 
Notch1、Hes-1表达水平升高 , 大鼠心功能和心肌纤

维化显著改善, 推测HSP改善心功能, 减轻心肌纤维

化 , 其机制可能与激活Notch/Hes-1信号通路有关。

回补实验中CHF大鼠经过高剂量HSP干预的同时引

入Notch/Hes-1通路抑制剂DAPT, 发现HSP对心肌组

织的改善作用被削弱 , 这提示激活Notch/Hes-1通路

可能是HSP发挥保护心脏作用的机制。

综上所述 , HSP可能通过激活Notch/Hes-1信号

通路 , 发挥改善CHF大鼠心功能和心肌纤维化的作

用。本文创新性在于初步探究HSP对CHF大鼠的潜

在疗效, 通过结合他人研究结果中指标的变化, 侧面

反映HSP具有心脏保护作用 , 为HSP未来能够成为

治疗CHF的候选药物提供充实依据。然而 , 本研究

不足之处在于未设置临床治疗药物对照组 , 后续研

究将进一步设置Hes-1敲除模型 , 明确Hes-1是否是

HSP调控的Notch1下游分子 , 并设置卡托普利阳性

药物组, 深入阐明HSP疗效及其作用机制。
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