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摘　 要　 目的:探讨川芎提取物对慢性心力衰竭大鼠的干预作用,并通过 Wnt / β-catenin 信号通路探究其作用机制。 方法:采用腹

主动脉缩窄法结合竭力式游泳建立慢性心力衰竭大鼠动物模型,通过心电图检测大鼠造模前后心电图变化,建模成功后将大鼠分

为模型组(n= 10)和实验组(n= 10),取 10 只未造模大鼠作为对照组。 实验组大鼠给予川芎提取物(100
 

mg / kg),1 日 1 次,连续

干预 4 周;对照组和模型组大鼠分别给予等量 0. 9%氯化钠溶液灌胃。 实验终点检测各组大鼠心率及呼吸频率,检测大鼠左心室

舒张末期内径(LVIDd)、左心室收缩末期内径(LVIDs)、左心室射血分数(LVEF)和左心室缩短分数(LVFS)。 采用苏木精-伊红

(HE)染色检测大鼠心脏组织病理状态,采用电子显微镜检测大鼠心脏组织超微结构变化,采用蛋白质印迹法检测大鼠心脏组织

Wnt / β-catenin 信号通路关键分子去水平段极性蛋白 3(Dvl3)、糖原合成酶激酶-3(GSKβ)和 β-连环蛋白(β-catenin)表达情况。 结

果:超声检查结果表明,模型组大鼠的 LVIDd、LVIDs 显著高于对照组,LVEF、LVFS 显著低于对照组;实验组大鼠的 LVIDd、LVIDs
显著低于模型组,LVEF、LVFS 显著高于模型组,差异均有统计学意义(P<0. 01)。 HE 染色结果和电镜结果表明,模型组大鼠心脏

组织出现损伤,而实验组大鼠损伤小于模型组。 蛋白质印迹法结果表明,模型组大鼠 Dvl3、GSKβ 和 β-catenin 表达水平显著高于

实验组,而实验组相比于模型组有显著下降趋势,差异均有统计学意义(P<0. 01)。 结论:川芎提取物对慢性心力衰竭大鼠心脏有

保护作用,其作用机制与 Wnt / β-catanin 信号通路的抑制有关。
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ABSTRACT　 OBJECTIVE:
 

To
 

explore
 

the
 

intervention
 

effects
 

of
 

Ligusticum
 

Chuanxiong
 

extract
 

on
 

rats
 

with
 

chronic
 

heart
 

failure
 

and
 

explore
 

its
 

mechanism
 

through
 

Wnt / β-catenin
 

signaling
 

pathway.
 

METHODS:
 

The
 

rat
 

model
 

of
 

chronic
 

heart
 

failure
 

was
 

established
 

by
 

abdominal
 

aortic
 

constriction
 

combined
 

with
 

strenuous
 

swimming.
 

Electrocardiogram
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

changes
 

of
 

electrocardiogram
 

before
 

and
 

after
 

modeling.
 

After
 

successful
 

modeling,
 

the
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

model
 

group
 

(n= 10)
 

and
 

experimental
 

group
 

(n= 10),
 

and
 

10
 

rats
 

without
 

model
 

were
 

set
 

as
 

the
 

control
 

group.
 

The
 

experimental
 

group
 

was
 

given
 

Ligusticum
 

Chuanxiong
 

extract
 

(100
 

mg / kg)
 

once
 

a
 

day
 

for
 

4
 

weeks,
 

and
 

the
 

control
 

group
 

and
 

model
 

group
 

received
 

the
 

same
 

amount
 

of
 

0. 9%
 

sodium
 

chloride
 

solution
 

gavage.
 

At
 

the
 

end
 

of
 

the
 

experiment,
 

the
 

heart
 

rate
 

and
 

respiratory
 

rate
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

were
 

detected,
 

and
 

LVIDd,
 

LVIDS,
 

LVEF
 

and
 

LVFS
 

were
 

detected.
 

The
 

pathological
 

state
 

of
 

rat
 

heart
 

tissue
 

was
 

detected
 

by
 

hematoxylin-eosin
 

(HE)
 

staining.
 

Ultrastructural
 

changes
 

of
 

heart
 

tissues
 

were
 

detected
 

by
 

electron
 

microscope,
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

key
 

molecules
 

Dvl3,
 

GSKβ,
 

β-catenin
 

in
 

heart
 

tissues
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blotting.
 

RESULTS:
 

Ultrasound
 

results
 

showed
 

that
 

LVIDd
 

and
 

LVIDS
 

of
 

the
 

model
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

control
 

group,
 

LVEF
 

and
 

LVFS
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

control
 

group,
 

LVIDd
 

and
 

LVIDs
 

of
 

experimental
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

model
 

group,
 

LVEF
 

and
 

LVFS
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

model
 

group,
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P< 0. 01).
 

HE
 

staining
 

and
 

electron
 

microscopy
 

results
 

showed
 

that
 

heart
 

tissues
 

of
 

the
 

model
 

group
 

were
 

damaged,
 

while
 

the
 

experimental
 

group
 

was
 

less
 

than
 

the
 

model
 

group.
 

Western
 

blotting
 

results
 

showed
 

that
 

expression
 

levels
 

of
 

Dvl3,
 

GSKβ
 

and
 

β-catenin
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
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significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

experimental
 

group,
 

and
 

there
 

was
 

a
 

significant
 

downward
 

trend
 

compared
 

with
 

the
 

model
 

group
 

(P<0. 01).
 

CONCLUSIONS:
 

Ligusticum
 

Chuanxiong
 

extract
 

has
 

protective
 

effects
 

on
 

the
 

heart
 

of
 

chronic
 

heart
 

failure
 

rats,
 

and
 

its
 

mechanism
 

is
 

related
 

to
 

the
 

inhibition
 

of
 

Wnt / β-catanin
 

signaling
 

pathway.
KEYWORDS　 Ligusticum
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extract;
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heart
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Wnt / β-catanin
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　 　 慢性心力衰竭( chronic
 

heart
 

failur,CHF) 是由于心肌梗

死、心肌病、血流动力学负荷过重及炎症等原因引起的心肌损

伤,患者临床表现主要为活动或生气时出现呼吸困难,还会出

现消化不良、腹胀等症状[1-2] 。 川芎提取物是伞形科植物川芎

根茎的提取物,可以抑制炎症反应、调控细胞凋亡、改善血管

收缩功能,治疗心力衰竭[3-4] 。 Wnt 信号通路可促进核内恶性

肿瘤相关基因转录调节分子,其功能最常见于胚胎发育和恶

性肿瘤,决定细胞的分化命运。 Wnt / β-catenin 信号通路也参

与心脏重要的生物学进程,心脏受损后,Wnt / β-catenin 信号促

进心脏成纤维细胞的纤维化、瘢痕形成和有害心肌扩张[5-6] 。
本研究将通过诱导大鼠 CHF 模型,探讨川芎提取物对 CHF 大

鼠的干预作用,并探究 Wnt / β-catenin 信号通路的变化,为临床

使用川芎提取物治疗及辅助治疗 CHF 提供分子基础和依据。

1　 材料
1. 1　 动物

雄性 8~ 10 周龄 SPF 级 SD 大鼠,购于北京维通利华实验

动物中心。
1. 2　 仪器

Leica
 

RM2015 型切片机(德国 Leica 公司);-80
 

℃超低温

保存箱(美国 Thermo 公司);4
 

℃ 冰箱(合肥美菱股份有限公

司);SC-3610 型低速离心机(安徽中科中佳科学仪器有限公

司);Western
 

blot 电泳仪(美国 BIO-RAD 公司)。
1. 3　 药品与试剂

川芎 提 取 物 购 自 广 州 朋 远 化 工 有 限 公 司 ( 批 号:
20150412,-20

 

℃避光保存,使用时用 2%吐温 80 先溶解,再用

0. 9%氯化钠溶液稀释,终浓度为 5
 

mg / mL;戊巴比妥钠(批号:
020919)购自天津市申泰化学试剂有限公司;苏木精(批号:
H9627)、伊红(批号:861006)购于美国 Sigma 公司;去水平段

极性蛋白 3 ( Dvl3 ) 抗体
 

( ab76081 )、 糖 原 合 成 酶 激 酶-3
(GSKβ) 抗 体

 

( ab185141 )、 β-连 环 蛋 白 ( β-catenin ) 抗 体

(ab32572)和二抗(ab150113)购于美国 Abcam 公司。

2　 方法
2. 1　 大鼠分组及饲养条件

8~ 10 周龄雄性 SD 大鼠于 SPF 级鼠房饲养,室温调节在

(25±2)℃ ,相对湿度 40% ~ 65%,12
 

h / 12
 

h 昼夜交替照明,自
由摄取食物和饮用水,适应性饲养 1 周后造模。
2. 2　 大鼠 CHF 模型的建立

大鼠称重后按 10%水合氯醛 0. 4
 

mL / 100
 

g 行腹腔注射麻

醉,将大鼠以背位固定于鼠板上,气管插管后将针形心电图导

联电极刺入大鼠四肢,观察并记录心电图,暴露左侧胸腔,于
左侧第 3—4 肋间开胸,逐层分离筋膜、肌肉,打开大鼠胸膜,
挤压大鼠右侧胸腔,托举心脏,钝性撕开心包膜,于距离左冠

状动脉前降支起点 2
 

mm 处用缝线结扎前降支,并予以利多卡

因注射液 0. 1
 

mL 防止发生室性心律失常。 结扎结束后缝合,
观测心电图可见 ST 段明显抬高,说明结扎成功。 造模后半量

饲料饥饿喂养,并对大鼠进行每日力竭式游泳 1 次[7] 。
2. 3　 大鼠分组及给药

随机选择 CHF 大鼠 20 只,分为模型组和实验组。 取

10 只未造模大鼠作为对照组。 实验组大鼠使用川芎提取物

(100
 

mg / kg)干预,1 日 1 次,连续干预 4 周。 对照组和模型组

大鼠分别给予等量 0. 9%氯化钠溶液灌胃。
2. 4　 大鼠心脏苏木精-伊红(HE)染色

取出各组大鼠心脏后,对组织进行包埋后切片,进行脱蜡

覆水,以苏木精染色 5
 

min,5%乙酸 1
 

min,伊红染色 1
 

min,脱
水:70%、80%、90%和 100%酒精各 10

 

s,二甲苯 1
 

min,通风橱

自然晾干再封片,于显微镜下进行检查[8] 。
2. 5　 大鼠心肌组织超微结构观察

 

取各组大鼠左室心尖心脏组织,置于 4%戊二醛固定液

中,固定后用磷酸盐缓冲液(PBS)清洗 2 次,1%锇酸固定,PBS
清洗 2 次,脱水,包埋后制备心肌超薄切片,厚度 50

 

nm,采用

枸橼酸铅-醋酸铀双重染色后,经透射电镜观察大鼠心肌组织

超微结构[9] 。
2. 6　 大鼠实验终点心率及呼吸频率检测

实验终点采用大 / 小鼠脉搏血氧呼吸监护仪对各组大鼠

心率及呼吸频率进行检测。 测量时,保持室温在 22~ 26
 

℃ ,每
次测量前,打开大鼠固定装置的电源开关,预热 15~ 20

 

min,达
到设定温度时加热灯泡自动熄灭,温度下降时灯泡自动开启,
维持加热板在 39~ 40

 

℃ ;将待测大鼠放入预热箱中固定,露出

尾部,安装袖带及光电容积搏动传感器,检测心率。 呼吸频率

采用注射麻醉,仰卧固定,记录呼吸频率。
2. 7　 大鼠实验终点大鼠左心室舒张末期内径(LVIDd)、左心

室收缩末期内径(LVIDs)、左心室射血分数(LVEF)和左心室

缩短分数(LVFS)检测

大鼠麻醉采用 5%戊巴比妥钠(以 0. 9%氯化钠溶液溶解

过滤)麻醉
 

4
 

min 后立即检测;检测:通过 M 型超声心功能的

测定仪检测大鼠 LVIDd、LVIDs、LVEF 和 LVFS。
2. 8　 蛋白质印迹法检测大鼠心脏组织 Dvl3、GSKβ和 β-catenin
蛋白的表达

对各组大鼠心脏进行研磨,采用 RIPA 蛋白裂解液心脏细

胞总蛋白,进行 SDS-PAGE 电泳,80
 

V、15
 

min,120
 

V、2
 

h,聚偏

二氟乙烯( PVDF)膜转模 120
 

V、2. 5
 

h,TBST 漂洗 3 次(每次

10
 

min), 使用 5% 脱脂奶粉封闭, TBST 漂洗 3 次 ( 每次

10
 

min),加入一抗,二抗温孵育后, TBST 漂洗 3 次 ( 每次

10
 

min),超敏化学发光液显色,发光仪曝光、拍照[10-11] 。
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2. 9　 统计学方法
 

采用 SPSS
 

22. 0 软件进行统计学分析,计量资料以 􀭰x±s 表
示,组间比较进行 t 检验,P<0. 05 为差异有统计学意义。

3　 结果
3. 1　 CHF 大鼠造模前后心电图变化情况

大鼠 CHF 造模前心电图表现为 P 波及 PR 间期明显,R
波降支与 T 波相交;大鼠 CHF 大鼠造模后心电图显示 T 波低

平或倒置明显, ST 段较术前明显抬高或下降 ( 绝对值 ≥
0. 1

 

mV),见图 1。
3. 2　 CHF 大鼠心脏 HE 染色比较

对照组大鼠心脏组织切片排列有序、细胞规则,心脏结构

完整,未见明显细胞损伤;模型组大鼠细胞肿胀,心脏细胞边

界不清晰,模糊,心肌细胞受损伤严重;实验组大鼠心脏损伤

相对于模型组有明显改善,见图 2。

图 1　 CHF 大鼠造模前后心电图比较

Fig
 

1　 Comparison
 

of
 

ECG
 

in
 

rats
 

with
 

chronic
 

heart
 

failure
 

before
 

and
 

after
 

modeling

图 2　 各组大鼠心脏 HE 染色情况比较(×200)
Fig

 

2　 Comparison
 

of
 

HE
 

staining
 

in
 

heart
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

(×200)

3. 3　 CHF 大鼠心脏超微结构比较

对照组大鼠心肌细胞排列整齐,胞核及胞膜清晰,明暗带

界限清,线粒体膜结构清晰,数量丰富,基质排列紧密,线粒体

内脊形态清晰可见,同时糖原颗粒完整,整体上细胞间质也无

水肿;模型组大鼠心肌排列紊乱,纤维断裂、消失,细胞间质出

现水肿,线粒体数量减少且肿胀,线粒体内脊紊乱甚至消失;实
验组大鼠心肌纤维结构较模型组均有改善,水肿有所减轻,糖
原数量有所增加,线粒体空泡化相比与模型组有所改善,见
图 3。

图 3　 各组大鼠心脏超微结构比较(×10
 

000)
Fig

 

3　 Comparison
 

of
 

cardiac
 

ultrastructure
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group(×10
 

000)

3. 4　 各组大鼠实验终点心率及呼吸频率比较

模型组大鼠的心率和呼吸频率显著高于对照组,实验组大

鼠的心率和呼吸频率显著低于模型组,差异均有统计学意义

(P<0. 05),见表 1。

表 1　 各组大鼠实验终点心率及呼吸频率比较(􀭵x±s,次 / min)
Tab

 

1　 Comparison
 

of
 

heart
 

rate
 

and
 

respiratory
 

rate
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

at
 

the
 

end
 

of
 

experiment
 

(􀭵x±s,times / min)
组别 心率 呼吸频率

对照组(n= 10) 398. 41±33. 36 94. 0±5. 82
模型组(n= 10) 450. 58±45. 44∗ 131. 83±9. 13∗∗

实验组(n= 10) 416. 45±39. 03∗# 105. 16±6.
 

32∗#

　 　 注:与对照组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05
Note:vs.

 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05;

 

vs.
 

the
 

model
 

group,
 #P<0. 05

3. 5　 各组大鼠实验终点 LVIDd、LVIDs、LVEF 和 LVFS 水平

比较

模型组大鼠的 LVIDd、 LVIDs 显著高于对照组, LVEF、
LVFS 显著低于对照组;实验组大鼠的 LVIDd、LVIDs 显著低于

模型组,LVEF、LVFS 显著高于模型组,差异均有统计学意义

(P<0. 05),见表 2。
表 2　 各组大鼠实验终点 LVIDd、LVIDs、LVEF 和 LVFS 水平

比较(􀭵x±s)
Tab

 

2　 Comparison
 

of
 

LVIDd、LVIDs、LVEF、LVFS
 

in
 

each
 

group
 

at
 

the
 

end
 

of
 

experiment
 

(􀭵x±s)
组别 LVIDd / cm LVIDs / cm LVEF / % LVFS / %
对照组(n= 10) 0. 41±0. 06 0. 18±0. 02 98. 21±3. 06 61. 13±5. 62
模型组(n= 10) 0. 58±0. 04∗ 0. 38±0. 03∗ 44. 53±5. 19∗∗ 35. 69±5. 33∗∗

实验组(n= 10) 0. 45±0. 03∗# 0. 26±0.
 

02∗∗# 69. 33±7. 69∗∗## 48. 54±5. 19∗∗#

　 　 注:与对照组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与模型组相比,#P<0. 05,##P<0. 01
Note:vs.

 

the
 

control
 

group,
 ∗P< 0. 05,

 ∗∗P< 0. 01;
 

vs.
 

the
 

model
 

group,
 #P< 0. 05,

 ##P<
0. 01

3. 6　 各组大鼠心脏组织 Dvl3、GSKβ及 β-catenin 蛋白表达水

平比较

与对照组相比,模型组大鼠 Dvl3、GSKβ 和 β-catenin 表达

水平有上升趋势;实验组大鼠 Dvl3、β-catenin 显著高于对照

组,而实验组相比于模型组有显著下降趋势,差异有统计学意

义(P<0. 05),见图 4。

4　 讨论
CHF 指持续存在的心力衰竭状态,是各种病因所致心脏
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∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;∗P<0. 05,∗∗P<0. 01
图 4　 各组大鼠心脏组织 Dvl3、GSKβ及 β-catenin 的蛋白

表达水平

Fig
 

4　 Protein
 

expression
 

levels
 

of
 

Dvl3,
 

GSKβ
 

and
 

β-catenin
 

in
 

heart
 

tissues
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

疾病的终末阶段,其主要特点为呼吸困难、水肿和乏力,一般均

有代偿性心脏扩大或肥厚及其他代偿机制参与,常伴有静脉压

升高导致的器官充血性病理改变,可有心房、心室附壁血栓和

静脉血栓形成,均可造成心肌结构和功能的变化,最后导致心

室泵血和充盈功能低下[12-13] 。 川芎常用于活血行气、祛风止

痛,其提取物成分主要为川芎嗪、黑麦草碱、川哚、藁本内酯和

洋川芎醌等,具有辛散、解郁、通达及止痛等功能[14] 。 本研究

通过结扎左冠状动脉前降支和竭力式游泳建立大鼠 CHF 模

型,并给予大鼠川芎提取物干预,探究川芎提取物对大鼠心力

衰竭的干预作用。 结果表明,川芎提取物可以显著降低大鼠心

脏组织的损伤,提高心肌组织线粒体结构的恢复。 线粒体占心

肌细胞中体积的 35% ~ 40%,心肌活动所需 95%的腺苷三磷酸

(ATP)均由线粒体产生。 本研究结果提示,川芎提取物可以逆

转线粒体受损,促进维持线粒体正常功能,进而部分恢复受损

的心脏功能。 本研究还发现,川芎提取物可以降低 CHF 引发

的呼吸急促,缓解心率增快的病症,稳定大鼠的心肺功能。 本

研究通过进一步比较 LVIDd、LVIDs、LVEF 和 LVFS 水平,证实

了川芎提取物能够改善大鼠心肌细胞收缩功能,起到恢复心脏

功能、降低心脏损伤的作用。
Wnt / β-catetin 信号通路是经典的 Wnt 信号通路,在进化

过程 中 高 度 保 守。 Wnt / β-catetin 由 Wnt1、 Wnt3、 Wnt3a、
Wnt7a 和 Wnt8 激活, 并参与转化。 Wnt 信号可通过上调

Caspase 抑制剂 Survivin 等抗凋亡蛋白来阻止细胞凋亡,并通

过上调血管内皮生长因子来刺激血管生成。 一些能够降解

细胞外基质的蛋白酶,如供应基质裂解蛋白、基质金属蛋白

酶( MMP ) 7 和 MMP26, 以 及 细 胞 黏 附 分 子, 如 CD44 和

NrCAM,都是 Wnt 的靶基因,并且可以促进肿瘤的侵袭和转

移。 心脏受损后,Wnt / β-catenin 信号同时参与心脏成纤维细

胞的纤维化、瘢痕形成和有害心肌扩张,同时 Wnt 信号通路

参与心肌梗死后心肌组织愈合过程的调控,参与心脏发育和

心肌诱导分化等重要过程[15-16] 。 本研究结果表明,CHF 大鼠

的 Wnt / β-catenin 信号通路关键分子 Dvl3、GSKβ 和 β-catenin
表达水平显著升高,而川芎提取物干预后, Dvl3、 GSKβ 和

β-catenin 表达水平显著降低;同时,川芎提取物干预后 Dvl3、
β-catenin 水平仍高于对照组,而 GSKβ 水平与对照组的差异

无统计学意义(P> 0. 05) ,提示川芎提取物对 Dvl3、β-catenin

的调控作用弱于对 GSKβ 的调控作用。 GSKβ 是进化上非常

保守的丝氨酸 / 苏氨酸激酶,可以使磷酸基团加到 β-catenin
氨基端的丝氨酸 / 苏氨酸残基上,磷酸化的 β-catenin 被蛋白

酶体降解,从而导致 β-catenin 表达水平降低。 总体上,本研

究推测,川芎提取物可以逆转 CHF 引发的 Wnt / β-catenin 激

活,从而起到心脏保护作用。
综上所述,川芎提取物对 CHF 大鼠的心脏有保护作用,其

作用机制与 Wnt / catanin 信号通路的抑制有关。
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