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罗氟司特对压力超负荷诱导的小鼠心肌重构的影响及其机制

杜高波,唐其柱∗

(武汉大学人民医院心内科,武汉大学心血管病研究所,心血管病湖北省重点实验室,武汉 430060)

【摘　 要】 　 目的　 探讨罗氟司特(RM)对压力负荷诱导的小鼠心肌重构的作用及机制。 方法　 利用主动脉缩窄术( AB)构建

小鼠心肌重构模型,采用随机数表法,将 40 只雄性 C57 / B6 小鼠( 8 ~ 10 周) 随机分为假手术组( Sham 组),AB 组,AB+RM
(1 mg / kg)组及 AB+RM(3 mg / kg)组,每组 10 只。 AB 术后第 2 天给予小鼠 RM 灌胃处理,连续灌胃至术后 6 周。 随后行超声

心动图检测各组小鼠心脏功能,包括左室射血分数( LVEF)、左室短轴缩短率( LVFS)、左室收缩末期内径( LVESD)及左室舒

张末期内径(LVEDD);采用 HE 及天狼猩红染色观察各组心脏组织肥厚及纤维化状况;采用 qPCR
 

法检测心肌肥厚,纤维化及

炎症相关基因的 mRNA
 

的表达,包括心钠素、脑利钠肽、β-MHC、结缔组织生长因子、fibronectin、collagen 1、collagan 3、白细胞介

素-6 ( IL-6)及肿瘤坏死因子-α(TNF-α);采用免疫组织化学染色标记 CD45 及 CD68 检测心肌组织白细胞和巨噬细胞浸润水

平;采用蛋白免疫印迹法检测心肌组织中磷酸化的 p38(P-p38)及总 p38(T-p38)的蛋白表达水平。 采用
 

SPSS
 

22. 0
 

统计学软

件进行数据分析。 结果　 术后 6 周,与 Sham 组相比,AB 组小鼠 LVEF 及 LVFS 水平显著降低,LVESD 及 LVEDD 水平明显升

高,心肌肥厚及心肌纤维化水平明显升高,心肌组织中 CD45、CD68、IL-6 及 TNF-α 的蛋白表达水平明显增高(P<0. 05);与 AB
组相比,AB+RM(1 mg / kg)组及 AB+RM(3 mg / kg)组小鼠心功能明显改善,心肌肥厚及纤维化水平明显被抑制,心肌组织炎

症水平明显降低(P<0. 05);免疫印迹结果显示,RM( 1 及 3 mg / kg) 能够明显抑制 AB 诱导的小鼠心肌组织 p38 的磷酸化

(P<0. 05)。 结论　 罗氟司特可减轻压力负荷诱导的小鼠心肌肥厚及纤维化,主要通过调节 p38 丝裂原激活的蛋白激酶信号

通路及炎症反应发挥上述作用。
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【Abstract】　 Objective　 To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

roflumilast
 

(RM)
 

on
 

cardiac
 

remodeling
 

induced
 

by
 

pressure
 

overload
 

in
 

mice
 

and
 

its
 

mechanism.
 

Methods　 Aortic
 

constriction
 

(AB)
 

was
 

used
 

to
 

construct
 

a
 

mice
 

model
 

of
 

cardiac
 

remodeling.
 

A
 

total
 

of
 

40
 

male
 

C57/ B6
 

mice
 

(8-10
 

weeks)
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

sham
 

group,
 

AB
 

group,
 

AB
 

+
 

RM
 

(1mg
 

/
 

kg)
 

group,
 

and
 

AB
 

+
 

RM
 

(3 mg / kg)
 

group
 

(n= 10 each).
 

At
 

d
 

2
 

after
 

AB
 

surgery,
 

the
 

mice
 

were
 

given
 

an
 

intragastric
 

administration
 

of
 

RM
 

for
 

6
 

weeks.
 

Echocardiography
 

was
 

performed
 

to
 

detect
 

cardiac
 

function
 

in
 

each
 

group,
 

including
 

left
 

ventricular
 

ejection
 

fraction
 

(LVEF),
 

left
 

ventricular
 

short
 

axis
 

fraction
 

shortening
 

(LVFS),
 

left
 

ventricular
 

end
 

systolic
 

diameter
 

(LVESD),
 

and
 

left
 

ventricular
 

end
 

diastolic
 

diameter
 

( LVEDD).
 

HE
 

and
 

Picrosirius
 

Red
 

staining
 

were
 

used
 

to
 

observe
 

cardiac
 

hypertrophy
 

and
 

fibrosis,
 

and
 

qPCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

cardiac
 

hypertrophy,
 

fibrosis
 

and
 

inflammation-related
 

genes,
 

including
 

atriopeptin,
 

brain
 

natriuretic
 

peptide,
 

β-MHC,
 

connective
 

tissue
 

growth
 

factor,
 

fibronectin,
 

collagen
 

1, collagan
 

3,
 

interleukin-6
 

( IL-6)
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α) .
 

Immunohistochemical
 

markers
 

CD45
 

and
 

CD68
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

leukocyte
 

and
 

macrophage
 

infiltration
 

in
 

cardiac
 

tissue.
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expression
 

level
 

of
 

phosphorylated
 

p38
 

(P-p38)
 

and
 

total
 

p38
 

(T-p38).
 

Results　 At
 

week
 

6
 

after
 

AB
 

surgery,
 

compared
 

with
 

the
 

Sham
 

group,
 

LVEF
 

and
 

LVFS
 

in
 

the
 

AB
 

group
 

were
 

significantly
 

reduced,
 

the
 

LVESD
 

and
 

LVEDD
 

were
 

significantly
 

increased,
 

the
 

cardiac
 

hypertrophy
 

and
 

fibrosis
 

were
 

significantly
 

increased,
 

and
 

CD45
 

and
 

CD68
 

in
 

cardiac
 

tissue,
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

IL-6
 

and
 

TNF-α
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0. 05) .
 

Compared
 

with
 

the
 

AB
 

group,
 

the
 

cardiac
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function
 

of
 

the
 

AB+RM
 

(1mg / kg)
 

group
 

and
 

the
 

AB+RM
 

(3mg / kg)
 

group
 

was
 

significantly
 

improved,
 

cardiac
 

hypertrophy
 

and
 

fibrosis
 

were
 

significantly
 

suppressed,
 

and
 

inflammation
 

was
 

significantly
 

reduced
 

(P<0. 05).
 

Western
 

blot
 

results
 

showed
 

that
 

RM
 

(1
 

and
 

3 mg / kg)
 

could
 

significantly
 

inhibit
 

the
 

p38
 

of
 

cardiac
 

tissue
 

induced
 

by
 

AB
 

surgery
 

(P< 0. 05).
 

Conclusion 　 Roflumilast
 

can
 

reduce
 

overload-
induced

 

cardiac
 

hypertrophy
 

and
 

fibrosis
 

in
 

mice
 

mainly
 

through
 

regulating
 

the
 

p38
 

MAPK
 

signaling
 

pathway
 

and
 

inflammatory
 

response.
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　 　 心肌重构是指在各种病理生理因素刺激下,
心脏结构、形态和功能发生的适应性代偿改变的现

象,是心力衰竭发生发展过程中的重要病理改

变[1] 。 心肌重构主要包括结构重构和电重构,以心

肌间质纤维化、心肌细胞肥大、心室顺应性降低和心

室电传导异常为主要特征,可直接影响心脏功能甚

至导致死亡[2,3] 。 因此,以心肌重构为靶点防治心

力衰竭具有重要意义和前景。 罗氟司特( roflumi-
last,RM)是第 1 个被美国食品和药物管理局批准上

市的磷酸二酯酶 4(phosphodiesterase
 

4,PDF4)抑制

剂,主要用于慢性阻塞性肺病 ( chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease,COPD)的治疗,具有良好的抗炎

特性及器官保护作用[4] 。 在细菌诱导的 COPD 小

鼠模型中,RM 能够显著抑制肺内白细胞浸润、支气

管壁重构及肺气肿[5] 。 此外,RM 还能够降低 COPD
患者血清中促炎症细胞因子的水平。 最近的一项研

究表明,RM 可通过抑制 p38 丝裂原激活的蛋白激

酶( mitogen-activated
 

protein
 

kinase, MAPK) 信号通

路改善脓毒症肝损伤,提高小鼠生存率[6] 。 而在心

脏中,p38
 

MAPK 信号通路及炎症反应的激活是导

致心肌重构的重要机制[7,8] 。 基于此,我们认为 RM
可能通过调节小鼠心肌中 p38

 

MAPK 信号及炎症反

应改善压力负荷诱导的心肌重构。 本研究通过主动

脉缩窄术(aortic
 

banding,AB)构建小鼠心肌重构模

型,观察 RM 对小鼠心肌重构及心功能的影响,同时

探讨了 RM 影响小鼠心肌重构的潜在机制,旨在为

今后心肌重构及心力衰竭的药物治疗提供一定的参

考依据。

1　 材料与方法

1. 1　 试验材料

　 　 RM 购自于美国 Sigma 公司,纯度≥98%;CD45
和 CD68 抗体购自于美国 Abcam 公司;总 p38( total-
p38, T-p38 )、 磷 酸 化 的 p38 ( phosphorylated-p38,
P-p38)及 GAPDH 抗体均购自于美国 Cell

 

Signaling
 

Technology 公司;免疫组织化学 DAB 试剂盒购于

美国 Gene-tech 公司;羊抗兔 IgG 抗体购自于美国

LICOR 公司。

1. 2　 实验动物及模型建立

　 　 雄性 C57/ B6 小鼠(8~10 周),体质量
 

255~320 g,
购自于中国医学科学院实验动物研究所(动物合格

证号:11401300036042),饲养于武汉大学心血管病

研究所动物中心。 采用随机数表法随机将 40 只小

鼠随机分为假手术组( Sham 组), AB 组, AB + RM
(1mg / kg) 组及 AB +RM(3 mg / kg) 组,每组 10 只。
AB 组,AB+RM(1 mg / kg)组及 AB+RM(3 mg / kg)组

小鼠均接受 AB 手术处理。 超声心动图检测术后

6 周是否成功建立压力负荷诱导的心肌重构模型。
AB+RM(1

 

mg / kg)组及 AB+RM(3 mg / kg)组小鼠于

AB 术后 2 d 开始,每天给予 1 及 3 mg / kg 的 RM 灌

胃处理,持续 6 周。 本研究中所有涉及动物的实验

均通过武汉大学动物护理和使用委员会批准。
1. 3　 AB 组小鼠手术方法

　 　 经腹腔注射的方式给予小鼠 3%异戊巴比妥麻

醉,同时经口给予气管插管辅助呼吸。 在小鼠胸部

2 ~ 3 肋间隙水平方向切开皮肤,仔细分离降主动

脉,将 26 号针置于主动脉旁并结扎。 结扎后迅速拔

出针头,逐层缝合小鼠肌肉及皮肤。
1. 4　 各组小鼠心脏形态学参数的收集

　 　 各组小鼠通过吸入 1. 5%异氟烷麻醉后,剔去

心前区毛发,固定于保温平板上,采用 MyLab
 

30CV
多普勒超声诊断仪(意大利 Biosound

 

Esaote 公司,频
率 10 MHz)检测。 在靠近乳头肌水平的胸骨旁长轴

和胸骨旁短轴上以二维模式成像后,记录一个二维

引导的穿过左心室前壁和后壁 M 型超声,随后收集

并计算心脏的形态学参数,心率(heart
 

rate,HR)、左
室短轴缩短率 ( left

 

ventricular
 

fraction
 

shortening,
LVFS)、左室射血分数( left

 

ventricular
 

ejection
 

frac-
tion, LVEF)、 左室收缩末期内径 ( left

 

ventricular
 

end-systolic
 

diameter,LVESD)及左室舒张末期内径

(left
 

ventricular
 

end-diastolic
 

diameter,LVEDD)。 各

参数最终取值为 3 个连续心动周期的平均值。
1. 5　 心肌肥厚与纤维化的形态学检测

　 　 通过颈椎脱臼法处死各组小鼠后,获取小鼠心

脏,用吸水纸擦干心脏残余液体,并称重(mg),获得

心重 / 体重( heart
 

weight / body
 

weight,HW / BW) 值。

·139·中华老年多器官疾病杂志　 2020 年 12 月28 日 第19 卷 第12 期 Chin
 

J
 

Mult Organ Dis Elderly, Vol. 19,
 

No. 12,
  

Dec. 28, 2020



同时取出小鼠下肢胫骨并测量其长度(cm),计算心

重 / 胫骨长( heart
 

weight /
 

tibia
 

length,HW / TL)。 随

后,迅速将心脏置于有 10%甲醛溶液的容器中固

定,随后进行石蜡包埋并制成厚度为 5
 

μm 的切片。
HE 染色评价心肌组织形态结构,天狼猩红染色评

价心肌组织间质及血管周纤维化状况。 用 Image-
ProPlus

 

6. 0 软件分析计算各组心肌细胞横截面积

及心肌组织中胶原百分比。
1. 6　 qPCR 检测肥厚、纤维化及炎症相关基因

1. 6. 1　 RNA 的提取　 各组取 30 mg 心肌组织剪碎并

加入 TRIzol,充分研磨后离心取上清液,加入 200 ml
三氯甲烷,静置 5 min。 12

 

000 g 离心 15 min(4 ℃),
取上清液转移至新的离心管,加入等体积异丙醇,静
置 10 min。 再次 12

 

000 g 离心 30 min(4 ℃ ),得到白

色沉淀。 75%乙醇进行漂洗,继续 7 500 g 离心 5 min
(4 ℃ )。 利用紫外分光光度计检测所获 RNA 的浓

度及纯度,当 A260 / A280 = 1. 8 ~ 2. 0 时,代表该样品达

标可用。
1. 6. 2　 AMV 逆转录　 取 0. 65 ml

 

EP 管,加入 4. 5 μl
 

DEPC 水,1 μl 引物及 1 μl 模板 RNA。 离心并沸水浴

后加入 0. 5 μl
 

dNTP,2 μl
 

5×
 

Buffer 及 1μl AMV 逆转

录酶,离心后进行逆转录,获取 cDNA。
1. 6. 3　 实时荧光定量 PCR　 将步骤 1. 6. 2 中获取的

cDNA 加 60 μl
 

DEPC 水稀释后,配置反应体系。 具体

如下:(1)SyBr
 

Green
 

10 μl;(2)DEPC 水:8 μl;(3)正
向引物及反向引物各 0. 5 μl。 最终以 GAPDH 作为内

参基因进行校正。 各待测基因引物详见表 1。
1. 7　 免疫组织化学法检测 CD45 和 CD68
　 　 首先将各组石蜡切片于 60 ℃ 温箱中脱蜡

30 min,采用柠檬酸盐高压法进行抗原修复;随后将

3%双氧水覆盖于心肌组织上孵育 15 min,
 

8%羊血

清封闭 30 min,一抗 CD45 和 CD68(1 ∶200,磷酸缓冲

液稀释)滴加并完全覆盖于心肌组织孵育,4 ℃ 过

夜。 次日,各组切片复温后滴加二抗 B 液,室温孵

育 30 min,冲洗后滴加显色剂二氨基联苯胺( Diami-
nobenzine,

 

DAB)工作液,并在光镜下严格控制显色

时间。 最后,苏木素复染各组切片,梯度乙醇脱水后

封片。 随机选取 10 张心肌组织不重复的区域观察,
记录视野中白细胞及巨噬细胞数量。
1. 8　 蛋白免疫印迹法检测

　 　 取约 30 g 的心肌组织用剪刀尽量剪碎,随后加

入放射免疫沉淀试验裂解液,于研磨仪中充分粉碎。
进一步超声(400 W,5 kHz)裂解后离心取上清液,二
喹啉甲酸法测定蛋白浓度后,将各组蛋白液定容

至等浓度。将所获蛋白用12%十二烷基硫酸钠聚

表 1　 qPCR 引物序列

Table
 

1　 Primers
 

used
 

in
 

qPCR

Primer Primer
 

sequence
 

(5′→3′) Size

ANP F:
 

ACCTGCTAGACCACCTGGAG
R:

 

CCTTGGCTGTTATCTTCGGTACCGG
356

BNP F:
 

GCGGTCACTCCTATCCTCTGG
R:

 

GCCATTTCCTCCGACTTTTCTC
298

β-MHC F:
 

CCGAGTCCCAGGTCAACAA
R:

 

CTTCACGGGGCACCCCTTGGA
192

Ctgf F:
 

TGTGTGATGAGCCCAAGGAC
R:

 

AGTTGGCTCGCATCATAGTTG
209

Fibronectin F:
 

CCGGTGGCTGTCAGTCAGA
R:

 

CCGTTCCCACTGCTGATTTATC
467

Collagen
 

1 F:
 

AGGCTTCAGTGGTTTGGATG
R:

 

CACCAACAGCACCATCGTTA
320

Collagen
 

3 F:
 

CCCAACCCAGAGATCCCATT
R:

 

GAAGCACAGGAGCAGGTGTAGA
298

IL-6 F:
 

GCCTTCTTGGGACTGATGCT
R:

 

TGTGACTCCAGCTTATCTCTTGG
448

TNF-α F:
 

GCCCTTTGAAGAGGTGAGGT
R:

 

GAATTCGCGGCCGCTCTC
564

GAPDH F:
 

TTG
 

TGA
 

TGG
 

GTG
 

TGA
 

ACC
R:

 

TTC
 

TGA
 

GTG
 

GCA
 

GTG
 

ATG
366

ANP:
 

atriopeptin;
 

BNP:
 

brain
 

natriuretic
 

peptide;
 

Ctgf:
 

connective
 

tissue
 

growth
 

factor;
 

IL-6:
 

interleukin-6;
 

TNF-α:
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α;
 

F:
 

forward;
 

R:
 

reverse.
 

丙烯酰胺凝胶( sodium
 

dodecyl
 

sulfate-polyacrylamide
 

gel,SDS-PAGE)电泳分离,随后转入聚偏二氟乙烯

(polyvinylidene
 

fluoride,PVDF)膜上,加入磷酸缓冲

液稀释的 P-p38(1 ∶500),T-p38(1 ∶5000)及 GAPDH
(1 ∶1000)抗体,4 ℃孵育过夜,次日将 PVDF 膜置于

羊抗兔二抗中避光孵育 60 min,利用 Odysse 扫描仪

(美国 LI-COR) 对各组蛋白条带扫描并定量,最终

以 GAPDH 作为内参蛋白进行校正。
1. 9　 统计学处理

　 　 采用
 

SPSS
 

22. 0 统计学软件进行数据处理。 所

有计量资料用均数±标准差( x±s)表示。 各组间比

较用 One-way
 

ANOVA 分析,2 组间比较采用 t 检验。
P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 4 组小鼠心功能的比较

　 　 超声心动图数据显示(图 1A),与 Sham 组相

比,AB 组小鼠心室壁厚度明显增加;与 AB 组相比,
AB+RM(1 mg / kg)组及 AB+RM(3

 

mg / kg)组小鼠心

室壁厚度明显减少;进一步分析发现,4 组小鼠 HR
无明显差异(P>0. 05),表明心功能各指标具有可比

性(图 1B)。 与 Sham 组相比,AB 组小鼠 EF 和 FS
百分数均显著降低 ( 均 P < 0. 05), 而 LVESD 及
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LVEDD 则显著升高(均 P<0. 05),表明 AB 手术成

功诱导了小鼠心功能不全;与 AB 组小鼠相比,AB+
RM(1 mg / kg)组及 AB+RM(3 mg / kg)组小鼠 EF 及

FS 显著升高(均 P<0. 05),而 LVESD 及 LVEDD 则

显著降低(均 P<0. 05),提示 RM 能够改善 AB 诱导

的小鼠心功能不全(图 1C ~ F)。
2. 2　 4 组小鼠心肌肥厚相关指标的比较

　 　 HE 染色结果显示,与 Sham 组相比,AB 组小鼠

心脏大体横截面积及心肌细胞横截面积均明显增

加,HW / BW 及 HW / TL 值明显上升(均 P< 0. 05);
与 AB 组相比, AB + RM ( 1 mg / kg) 组及 AB + RM
(3 mg / kg)组小鼠心脏大体横截面积及心肌细胞横

截面积显著降低,同时 HW / BW 及 HW / TL 值也明

显下降(均 P<0. 05;图 2A ~ D)。 进一步,我们分析

了 4 组小鼠心肌肥厚相关标志基因[心钠素(atrio-
peptin, ANP)、 脑利钠肽 ( brain

 

natriuretic
 

peptide,
BNP)及 β-MHC]的 mRNA 表达水平,结果显示 1 和

3 mg / kg 的 RM 干预能够显著抑制 AB 诱导的小鼠

心肌 ANP、BNP 及 β-MHC 的 mRNA 表达上调(均 P
<0. 05;图 2E ~ G)。
2. 3　 4 组小鼠心肌纤维化相关指标的比较

　 　 天狼猩红染色结果显示,与 Sham 组相比,AB
组小鼠心肌间质及血管周胶原沉积明显增加;与 AB

组相比,AB+RM(1 mg / kg)组及 AB+RM(3 mg / kg)
组小鼠心肌血管周及间质中胶原沉积明显降低

(均 P<0. 05;图 3A ~ C);同时,我们分析了心肌纤

维化相关标志基因 (Ctgf、 fibronectin、 collagen
 

1 和

collagen
 

3)的 mRNA 表达水平,结果显示,与 AB 组

相比,AB + RM ( 1 mg / kg) 组及 AB + RM ( 3 mg / kg)
组小鼠心肌组织中 Ctgf、 fibronectin、 collagen

 

1 和

collagen 3 的 mRNA 表达水平明显降低(均 P<0. 05;
图 3D ~ G)。
2. 4　 4 组小鼠心肌组织炎症反应及 p38

 

MAPK 的

激活状态

　 　 免疫组织化学染色结果提示,与 Sham 组相比,
AB 组小鼠心肌组织中 CD45 及 CD68 阳性细胞数目

明显增多,同时增加促炎症细胞因子白细胞介素

( interleukin-6,
 

IL-6)及肿瘤坏死因子-α( tumor
 

nec-
rosis

 

factor-α,TNF-α) 的表达,表明 AB 能够通过促

进心肌组织中白细胞及巨噬细胞浸润,激活心肌炎

症反应(均 P<0. 05);而不同剂量 RM 干预后均能

降低心肌组织中炎症细胞数目,抑制相关促炎症细

胞因子释放(均 P<0. 05;图 4A ~ E)。 免疫印迹结果

揭示,与 AB 组相比,AB +RM(1
 

mg / kg) 组及 AB +
RM(3

 

mg / kg)组小鼠心肌组织中 p38 蛋白磷酸化水

平明显被抑制(均 P<0. 05;图 4F,
 

G)。

图 1　 各组小鼠心功能状况

Figure
 

1　 Heart
 

function
 

of
 

mice
 

among
 

four
 

groups
AB:

 

aortic
 

banding;
 

RM:
 

roflumilast;
 

HR:
 

heart
 

rate;
 

LVEF:
 

left
 

ventricular
 

ejection
 

fraction;
 

LVFS:
 

left
 

ventricular
 

fraction
 

shortening;
 

LVESD:
 

left
 

ventricular
 

end-systolic
 

diameter;
 

LVEDD:
 

left
 

ventricular
 

end-diastolic
 

diameter.
 

Compared
 

with
 

sham
 

group,∗P<0. 05;
 

compared
 

with
 

AB
 

group,
 #P<0. 05.
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图 2　 4 组小鼠心肌肥厚相关指标的比较
Figure

 

2　 Comparison
 

of
 

hypertrophic
 

markers
 

of
 

mice
 

among
 

four
 

groups
AB:

 

aortic
 

banding;
 

RM:
 

roflumilast;
 

HW:
 

heart
 

weight;
 

BW:
 

body
 

weight;TL:
 

tibia
 

length;
 

ANP:
 

atriopeptin;
 

BNP:
 

brain
 

natriuretic
 

peptide.
 

Compared
 

with
 

sham
 

group,
 ∗P<0. 05;

 

compared
 

with
 

AB
 

group,
 #P<0. 05.

图 3　 4组小鼠心肌纤维化相关指标的比较

Figure
 

3　 Comparison
 

of
 

fibrotic
 

markers
 

of
 

mice
 

among
 

four
 

groups
AB:

 

aortic
 

banding;
 

RM:
 

roflumilast;
 

Ctgf:connective
 

tissue
 

growth
 

factor.
 

Compared
 

with
 

sham
 

group,∗P<0. 05;
 

compared
 

with
 

AB
 

group,
 #P<0. 05.
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图 4
 

　 4组小鼠炎症反应及 p38
 

MAPK信号的激活状况

Figure
 

4　 Inflammatory
 

response
 

and
 

activation
 

of
 

p38
 

MAPK
 

signaling
 

pathway
 

of
 

mice
 

among
 

four
 

groups
AB:

 

aortic
 

banding:
 

RM:
 

roflumilast;
 

IL-6:interleukin-6;TNF-α:tumor
 

necrosis
 

factor-α;
 

P-p38:
 

phosphorylated-p38;
 

T-p38:
 

total-p38.
 

Compared
 

with
 

sham
 

group,∗P<0. 05;
 

compared
 

with
 

AB
 

group,
 #P<0. 05.

 

3　 讨　 论

　 　 心肌重构是心脏应对各种内源性及外源性损伤

时的一种适应性反应。 一方面,长期压力负荷刺激

下,白细胞向心脏浸润,与巨噬细胞、T 淋巴细胞和心

脏成纤维细胞相互作用,导致心肌组织中促炎和抗炎

因子的平衡失调,同时促进心脏成纤维细胞向肌成纤

维细胞转化,分泌大量细胞外基质,最终导致心肌胶

原沉积和心脏纤维化[9] ;另一方面,p38
 

MAPK 信号

通路作为关键的胞内信号转导交汇点,可介导多条信

号通路导致心肌细胞肥大[10] 。 因此,抑制心肌组织

炎症激活,阻断 p38
 

MAPK 信号通路对干预心肌重

构、治疗心力衰竭具有重要意义。 本研究发现新型抗

COPD 药物能够显著抑制压力负荷诱导的小鼠心肌

肥厚及纤维化,可能与 RM 对心脏炎症激活的抑制剂

p38 磷酸化激活有关。
左心室功能障碍和心力衰竭与促炎细胞因子、T

细胞、白细胞及巨噬细胞浸润密切相关。 大量促炎症

细胞因子的累积不仅会导致心脏各类细胞死亡、阻断

β-肾上腺素信号、胚胎基因的激活、内皮细胞功能紊

乱及胶原沉积,还能够通过激活下游的 p38
 

MAPK 信

号通路、细胞外信号调节激酶及核因子-κb 信号促进

心肌肥厚。 同时,炎症急性期促炎症细胞因子基因表

达的增加可进一步通过自分泌和旁分泌的方式引起

“继发性炎症反应” [11,12] 。 临床研究表明,心力衰竭

患者外周血中促炎症细胞因子水平与心力衰竭严重

程度呈正相关[13] 。 动物实验表明,心脏特异性过表

达 TNF-α 能诱导小鼠发生自发性扩张型心肌病及心

肌纤维化[14] 。 此外,心脏特异性过表达 IL-1β 能导致

小鼠发生射血分数保留的心肌肥厚[15] 。 此外,抗炎

症细胞因子 IL-10 能够通过抑制 STAT3 依赖的核

因子-κb 信号明显逆转压力负荷诱导的小鼠心肌重

构[16] 。 上述研究提示抑制心肌炎症激活是预防心肌

重构的重要靶点。
p38

 

MAPK 隶属于 MAPK 家族,与多种心血管疾

病(高血压、心肌梗死及心力衰竭等)的发生发展密

切相关,可被缺血缺氧、紫外线、高糖、高渗、脂多糖、
氧化应激及炎症等多种损伤相关刺激激活。 心肌细

胞在受到上述刺激后,会产生大量活性氧自由基,通
过进一步激活 p38

 

MAPK 在内的相关促肥厚信号通

路,诱导心肌细胞 c-fos 大量转录,最终导致心肌细胞

体积增大[7] 。 同时,p38
 

MAPK 信号亦可调节心脏成
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纤维细胞,影响心肌纤维化。 体内实验表明 p38
 

MAPK 特异性抑制剂 PH797804 能够明显提高缺氧或

肺动脉缩窄所诱导的小鼠右心室重构,改善心功能。
体外实验进一步揭示 PH797804 可抑制 TGF-β 诱导

的心脏成纤维细胞胶原合成及应力纤维形成,其机制

可能与 p38
 

MAPK 对 Smad2 / 3 磷酸化及心肌素蛋白

核转位的调节有关[17] 。
RM 作为新型抗 COPD 的选择性 PDF4 抑制剂,

在改善 COPD 患者肺功能及减少急性加重频率方面

取得了良好效果。 最近的研究表明,RM 还能通过抑

制炎症及 p38 信号通路改善脓毒症诱导的小鼠肝损

伤[6] 。 此外,RM 可通过下调 iNOS,上调 cAMP 减轻

溃疡性结肠炎大鼠的炎症反应[18] 。 本研究发现 RM
可显著改善压力负荷诱导的小鼠心功能不全,减轻心

肌肥厚及纤维化。 进一步实验发现,RM 的抗心肌重

构作用可能与对炎症反应及 p38 磷酸化的抑制有关。
研究已证实,p38

 

MAPK 亦是介导心肌细胞炎症和凋

亡的重要原因之一[19] ,因此本研究中 RM 抑制心脏

炎症是否依赖于其对 p38
 

MAPK 信号通路的阻断还

需要进一步的实验来阐明。
综上,RM 可通过抑制心肌组织炎症细胞浸润及

p39
 

MAPK 信号激活改善压力负荷诱导的心肌重构,
但仍需要进一步研究探讨其具体分子靶点。
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