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● 基础研究 ●

心力衰竭大鼠组织中核因子KB的活化与细胞因子的表达

李彦华 王士雯 朱梅

【摘要】 目的探讨大鼠心力衰竭不同阶段主要脏器细胞因子水平的增高与NF-*B活化之间的关系及细胞因

子表达增高的发生机制。方法结扎冠状动脉前降支方法构建大鼠心肌梗死后心力衰竭模型。在术前、术后4周、

16周分别留取心力衰竭失代偿组及假手术组大鼠脏器组织，测定在不同组织中，同一组织心力衰竭不同时期NF-*B

活性变化。结果手术组肺脏内NF-．cB的活化水平明显增高，与细胞因子的浓度变化呈正相关，与相应的大鼠心脏

功能(主要比较指标为土dp／dt⋯)呈负相关。结论在大鼠心力衰竭发生过程中存在组织中细胞因子表达增高，且

增高的程度与相应组织中NF-KB的活化程度有关。

【关键词】心力衰竭，充血性；细胞因子类；白细胞介素一6；肿瘤坏死因子-a；核凶子一KB
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[Abstract]Objective To explore the relations between cytokines expression levels and activity of nuclear fac—

tor(NF-gB)in different tissue samples of congestive heart failure rat model．Methods Normotensive male Wistar

rats weighed(250土20)g were used．Infarction of the left ventricle(LV)was obtained by ligation of the left descend—

ing coronary artery under artificial ventilation．Sham operated rats und6rwent the same surgical procedure with the ex—

eeption of coronary ligation．At baseline，and 4 and 16 weeks after coronary ligation，all animals were assessed by

eehocardiography and cardiac catheterization．According to hemodynamic change，rats were divided into compensated

and decompensated groups．Nuclear proteins from the lung，the heart，the liver and the spleen were extracted sepa—

rarely using EMSA to assay the activity of NF-gB in the tissue samples．Results Compared with other organs，the

expression of TNF-a and IL-6 mRNA was significantly increased in the lung of rats with compensated heart failure，

which was positively correlated with the activity of NF-KB，and negatively correlated with heart function of the rats．

Conclusion Sustained activation of NF-gB and elevation of cytokines in chronic heart failure are correlated positively

with deteriorated cardiac function．Lung is all important source of synthesis and storage of cytokines at the early stage

in an experimental model of heart failure．It is an important organ that contributes to the development and progression

of heart failure．
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心力衰竭时存在体内细胞因子水平的增高及细

胞因子网络的紊乱。在既往的20年中，心力衰竭的

病理生理机制学说发生了革命性的变化。目前的心

力衰竭被认为是一种神经内分泌的异常，而不仅仅

是一种循环功能的异常。在循环中神经内分泌细胞
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因子水平的增高对预后有负性作用‘1|，尤其是肿瘤

坏死因子a(TNF—a)，但应用抗TNF—a的治疗没有

降低心力衰竭患者的死亡率，甚至会产生负面作用。

究其原因可能与细胞因子的产生有其自身复杂的网

络调控机制有关。不同细胞因子浓度变化时间、特

万方数据



中华老年多器官疾病杂志2009年10月第8卷第5期Chin J Mult Organ Dis Elderly Oct 2009 Voi 8 No 5 ·449·

点和发挥作用的机制也存在差异[2]。细胞因子水平

的增高受多种因素调节，其中核因子(neclear fac-

tor，NF)KB是调控细胞因子基因转录表达的关键因

子之一，启动和调节众多参与炎症反应、免疫反应的

基因表达[3]。笔者通过实验，研究组织NF-xB活化

与局部组织细胞因子表达之间的关系。

I材料与方法

1．1材料健康雄性清洁级Wistar大鼠40只，体

重(250±20)g，随机分为手术组30只，假手术组10

只。在冠状动脉前降支结扎术后4周随机选取手术

组的15只留取血清、超声心动图及血流动力学资

料，并处死大鼠，测定心肌梗死面积，将心肌梗死面

积>20％、血流动力学检测左室舒张末压力(1eft

ventricular end—diastolic pressure，LVEDP)<

15mmHg作为心力衰竭代偿期的组织标本，分别应

用液氮冻存及10％中性甲醛固定，用于进一步的实

验研究。分别留取假手术组、术后4周、16周大鼠

心、肝、脾、肺组织标本，大鼠LVEDP>15mmHg作

为血流动力学判断心力衰竭的标准[3]，组织标本分

为3组，即假手术组、心力衰竭代偿组、心力衰竭失

代偿组。·

1．2主要药品及试剂 注射用氧哌嗪青霉素钠，速

眠新，IL-6，TNF-a ELISA试剂盒，北京晶美生物工

程有限公司(美国ENDoGEN公司产品)，批内、批

间变异系数均<9．5％。IL-6，TNF—a小鼠抗人的细

胞因子抗体，第四军医大学免疫学教研室提供，批

内、批间变异系数均<9．5Vo。NF-^：B通用型寡核

苷酸探针(NF-KB序列：5，-AGT TGA GGG GAC

TTT CCC AGG C-3’)[r32P]ATP(亚辉生物医学

工程公司，北京)。NEN化学发光试剂、PVDF膜

(NEC，美国)。显影胶片(KODAK，日本)。牛血清

白蛋白(Sigma)。其余试剂均为国产分析纯。

1．3 主要仪器 RM一6000型多导生理记录仪，日

本光电公司。DH-140B型小动物呼吸机，浙江医科

大学实验仪器厂。心脏急救监护仪，上海医用电子

仪器厂。

1．4复制动物模型 应用结扎冠状动脉前降支的

方法构建大鼠心肌梗死后心力衰竭模型，术后抗感

染3d。假手术组大鼠进行同样的手术过程，但不结

扎冠状动脉。术前、术后4周、16周分别行大鼠心

脏超声、血流动力学检查，并于大鼠处死前留取相应

的血清学标本，一70℃冻存，用于循环中细胞因子的

水平检测。

1．5血流动力学参数测定术后4周对手术组、假

手术组大鼠再次行心脏超声检查，并留取相应资料。

应用随机数字的方法从手术组26只大鼠中抽取15

只，进行血流动力学检测，测量LVEDP等血流动力

学指标。

1．6 电泳动度迁移率法(EMSA)检测转录因子核

结合活性配制EMSA用液，抽提核蛋白和胞浆蛋

白，标记探针，DNA结合反应。在特异性竞争实验

中，同时加入50肛l的未标记探针；在非特异性竞争

实验中，同时加入50tA未标记的其他探针。加入

ltA的已标记探针室温孵育20min；加入6倍上样缓

冲液1．7tzl，终止反应；制备4％非变性聚丙烯酰胺

凝胶，350V预电泳30min；样品10 000×g离心10s

后上样，100V恒压电泳3h；干胶，-70℃放射自显影

12h；取X光片常规方法显影定影，应用凝胶成像系

统光密度扫描半定量分析显影带。

1．7统计方法计量资料用z士s表示；计数资料

用频数表示，应用SPSSl0．0软件进行统计分析处

理，组间比较采用单因素方差分析，同组间比较用双

侧t检验，频数及率的比较用z2检验。

2结 果

2．1心脏功能及细胞因子变化 见表1。

2．2 NF-KB的活性变化见表2，图1～4。手术组

肺脏内NF--cB的活化水平明显增高，与细胞因子的

浓度变化呈正相关，与相应的大鼠心脏功能(主要比

较指标为±dp／dk)呈负相关。在大鼠的心力衰竭失
代偿期，心脏、肝脏也存在NpIcB的活化，认为NF．出

表l各组血清细胞因子、射血分数及左室舒张末压

注：射血分数(EF)<45％为心脏超声判断大鼠心力衰竭的标准，LVEDP>15mmHg作为血流动力学判断心力衰竭的标准‘“。
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的活化与局部细胞因子的生成增加有关。

图1～4分别为不同的心功能分组大鼠心脏、肺

脏、肝脏和脾脏内NF—xB活化EMSA条带结果。

泳道从左到右依次为空白对照、假手术组、心力衰竭代

偿组、心力衰竭失代偿组。在第4泳道即心力衰竭失代偿组

泳道从左到右依次为空白对照、假手术组、心力衰竭代 核结合活性明显增强

偿组、心力衰竭失代偿组、非特异性竞争对照。上图可见在 图3大鼠肝脏NF-KB核结合活性的变化

第4泳道即心力衰竭失代偿组NF_KB核结合活性明显增

强，其他组间差异不显著

图1 大鼠心脏NF．KB核结合活性的变化

泳道从左到右依次为空白对照、假手术组、心力衰竭代

偿组、心力衰竭失代偿组。在心力衰竭代偿组及失代偿组核

结合活性均明显增强

图2大鼠肺脏NF-rda核结合活性的变化

泳道从左到右依次为空白对照、假手术组、心力衰竭代

偿组、心力衰竭失代偿组。四条泳道无明显差异，未观察到

心力衰竭失代偿组NF—JcB核结合活性的明显变化

圈4大鼠脾脏NF-rdi核结合活性的变化
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表2心力衰竭大鼠不同脏器NF-r,B的活性变化

3讨论

心衰时存在体内神经内分泌的激活及细胞因子网

络的紊乱已为人们的共识。大量研究报道，TNF-a、

IL-6是与心衰的发生关系最为密切的两种细胞因

子，在许多左室功能不全的心脏病中存在上述细胞

因子水平的升高，通过特异性受体，诱导基因表达、

细胞生长及凋亡。细胞因子的表达可以抑制心脏收

缩功能，导致左室重构，参与心衰的发病及疾病进

展[1]。笔者的实验发现，在心肌梗死后心力衰竭的

动物模型中，存在TNF-a及IL-6表达的增高，升高

的水平与NF—KB活化程度有关，肺组织内NF—JcB

活化较早，先于心脏、肝脏、脾脏等其他脏器，一方面

可能与肺循环系统最早受到心功能降低的影响、内

皮细胞功能异常有关；另外，肺内存在大量的巨噬细

胞，也是细胞因子合成及NF．KB活化的可能原因。

从心力衰竭的代偿期逐渐发展至失代偿期，细胞因

子的含量高于假手术组，并与NF_出活化水平具有正

相关性，提示细胞因子的生成及活化是通过NF-KB活

化来调控炎性细胞因子的表达[4]。NF-KB是一种对

氧化还原敏感的转录因子，对先天免疫及获得性免

疫均有调节作用，调节着一系列炎性细胞因子基因

的表达，NF-KB活化诱导炎性细胞因子的表达，在

心力衰竭的发病中发挥着重要的作用[5]。NF-gB

活化状态对维持细胞因子的稳态、心功能的稳定具

有重要意义L6J。
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