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降香通过抗氧化应激改善后负荷增加型心衰小鼠的心脏功能 *
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摘要 目的：研究降香对后负荷增加引起的的心脏功能下降的保护作用及其机制。方法：雄性 C57小鼠 30只，随机分为三组，分别

给予假手术（sham）、主动脉弓结扎（Transverse aortic constriction, TAC）手术和主动脉弓结扎手术降香治疗（TAC+DO）处理。通过

灌胃给药 4周，随后超声检测心脏功能、四腔心切片观察心肌重构，RT-PCR检测左心室琢MHC、茁MHC的 mRNA表达、相应试剂

盒心肌总抗氧化能力（TAOC）和丙二醇（MDA）含量。结果：同 sham组相比，TAC组射血分数（EF），琢MHC mRNA水平和 TOAC

均显著降低，且左室舒张末内径（LVIDd）、左室舒张期后壁厚度（LVPWd）、左室质量（LV mass）、心肌质量 /胫骨长度（HW/TL）及

茁及 茁度、MDA均显著增加。同 TAC组相比，DO组射血分数（EF），琢MHC mRNA水平和 TOAC均显著增加，且左室舒张末内径

（LVIDd）、舒张末室间隔厚度（IVSd）、左室质量（LV mass）、心肌质量 /胫骨长度（HW/TL）及 茁MHC、MDA均显著下降。在离体培

养的心肌细胞，H2O2可显著增加细胞内 ROS含量，给予降香或 TEMPOL处理均可减轻 H2O2诱导的氧化应激并增加心肌细胞存

活率。结论：降香可通过降低氧化应激抑制线粒体分裂并改善后负荷增加型心衰的心脏功能。
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Dalbergiae Odoriferae Reduces Oxidative Stress and Improves Cardiac
Dysfunction in Pressure Overload-induced Failing Heart*

To explore the protective effect of Dalbergiae Odoriferae (DO) on cardiac dysfunction in pressure over-

load-induced failing heart in mice and the underlying mechanisms. C57 mice (male, 6 weeks) were used for induction of HF

through pressure overload. Pressure overload was produced by transverse aortic constriction (TAC) as described previously. After

surgery, the mice were randomized to given vehicle or DO for 4 weeks. An in vitro study was performed on cultured cardiomyocytes sub-

jected to control, H2O2, H2O2+DO and H2O2+DO, H2O2+TEMPOL. Cardiac ejection fraction (EF) was decreased and myocardial

remodeling was significant in response to pressure overload, along with cardiac TOAC level was dropped and malondialdehyde (MDA)

production were significantly elevated, which led to dampened cardiac function and myocardial remodeling. DO treatment significantly

reduced MDA production and improved cardiac dysfunction. Importantly, incubation of cardiomyocytes with H2O2 significantly induced

cell death. Treatment with DO or ROS Scavenger TEMPOL reduced oxidative stress induced by H2O2 and increased cell viability.

DO treatment alleviates oxidative stress in the progress of heart failure, which improves cardiac dysfunction and normalized

myocardial remodeling.
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前言

心力衰竭是高血压等疾病的终末表现，其启动和发展有多

重机制参与[1]。近年来越来越多的研究表明氧化应激在心肌重

构及心衰发生发展中有重要作用[2]。心衰时氧自由基产生增多

伴随抗氧化能力下降，而抗氧化剂可以改善心肌重构，延缓心
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衰的进展。冠心丹参方由丹参、三七、降香等三味中药组成，具

有活血化瘀、行气止痛的作用,临床上主要用于心血管疾病的

治疗[3]。冠心 II号由已故的著名中医学家郭士魁先生所创制，

方含丹参、川芎、赤芍、红花和降香五味中药(比例 2：1：1：1：1)，

是治疗冠心病的经验方[4]。以往的研究显示,冠心丹参方及冠心

II号都可通过抗氧化应激起到保护心血管功能的作用,并有进

一步研究表明其主要作用成分为降香中的黄酮类化合物木犀

草苷[5]。但对于降香在后负荷增加型心脏病中是否依然具有心

肌保护作用尚未见报道。本研究采用主动脉弓结扎术建立小鼠

后负荷增加型心衰模型[6]。通过观察心脏功能、心脏重塑及左心

室琢、茁MHC的 mRNA表达、心肌总抗氧化能力（TAOC）和丙

二醇（MDA）含量及降香干预的效果，探究降香在后负荷增加

型心衰中的保护作用及其机制。

1 材料和方法

1.1 实验动物和试剂

6周龄 C57小鼠 30只，体质量 20-25 g。由第四军医大学

动物中心提供。降香（批号：130-526）购自玉成都普菲德生物技

术有限公司降香油的制备：取降香药材粉末，加入 8倍纯水，混

匀 12 h，蒸馏提取挥发油持续约 10小时，使用油水分离器收集

挥发油即得率为 2.09 %。TAOC及MDA检测试剂盒购于南京

建成生物工程研究所。高糖 DMEM培养基购于 Gibco公司。3-

( 4,5-二甲基噻唑 -2) -2,5+二苯基四氮唑溴盐(MTT)，二甲基亚

砜( DMSO)，标准胎牛血清( FBS) TEMPOL（ROS清除剂）均购

于大连新华生物有限公司。RT-PCR试剂盒购于 TAKARA公

司，引物由北京百盛技术有限公司合成：琢MHC，引上游序列：

5'-AGTATGTCACCAAGGGGCAG-3'，下游序列 5'-CGAACA-

TGTGGTTGAAG-3'；茁MHC 上游序列 5' -TGGCACCGTGCA-

TCAGCTCCAG-3' 下 游 序 列 5'-TACAGGTGCATCAGC-

TCCAG-3'；茁茁ACAGG 上 游 序 列 5'CCTAAGGCCAACCG-

TAAAG-3'，下游序列 5' -TCTTCATGGTAGGAGCCA-3'。

1.2 实验方法和步骤

1.2.1 后负荷增加型心衰动物模型雄性 C57小鼠经腹腔注

射戊巴比妥那麻醉，使用自制导管进行气管插管，呼吸机频率

维持在 200次 /min，潮气量 150 滋L，开胸暴露主动脉弓，以 27

号针垫于主动脉旁，7-0丝线结扎（主动脉约缩窄 80 %）。术后

48小时将 20只 TAC小鼠随机分为 TAC组（n=10）与 DO组

（n=10）。另有 sham组（n=10）开胸暴露主动脉弓后不结扎即关

胸。术后 48小时起 DO组给与降香灌胃 2 mL·kg-1·d-1处理[7]，

sham组及 TAC组给与等量生理盐水。维持四周。

1.2.2 心脏功能检测及结构 采用 1.5%异氟烷麻醉，左胸部

与腋下腿毛，仰卧位。采用 Vevo770小动物超声诊断仪，取左室

长轴及心尖两腔和四强新切面进行功能测量。戊巴比妥那麻醉

后取出心脏用生理盐水冲洗干净后滤纸吸干水分并进行称重，

取下完整胫骨测量长度，并计算心机重量胫骨长度比

（HW/TL）。随即取部分心肌组织于多聚甲醛中固定 24小时，经

四腔心切面切下约 5 滋m厚进行 HE染色。

1.2.3 大鼠乳鼠心肌细胞的分离和培养 心肌中琢MHC、

茁MHC表达量的检测 TRIZOL法提取组织 RNA，逆转录多聚

酶链反映（RT-PCR）检测 mRNA的表达。

1.2.4 心肌 TAOC和 MDA测定 取 -80℃冻存的心肌组织，

称重，于置于冰盒上的离心管中剪碎，匀浆，低温离心机离心

（5000 r/min，10 min）后取上清液制成 10 %匀浆液。采用

TAOC、MDA试剂盒检测新机组织匀浆中 TAOC和MDA水平。

1.2.5 大鼠乳鼠心肌细胞的分离和培养 取 1~3天龄乳鼠 75

%酒精消毒，开胸取出心脏，将心室部位于青霉素瓶中剪碎，加

入 0. 08%胰蛋白酶溶液消化 10 min，待自然沉淀后弃上清；剩

余组织块中加入混合消化酶(0. 08%胰蛋白酶 + 0. 04 %胶原酶

等量加入的混合液)置 37℃水浴消化约 10 min，静置后将上清

液移入盛有 15%胎牛血清的培养液的离心管中终止消化，并以

1000 r/min离心 10 min，弃去上清，随后加入培养液并充分吹打

成单细胞悬液。剩余沉淀用同样条件及方法反复消化，直至将

组织基本完全消化为止。收集各次消化所得细胞悬液接种于

100 mL培养瓶中。采取差速贴壁法并加入 Brdu分离纯化心肌

细胞。37℃、5 % CO2培养箱中孵育 1. 5~ 2 h，非心肌细胞贴壁

速度较快，首先附在瓶底而心肌细胞仍处于悬浮状态。吸出细

胞悬液离心，将沉淀混悬接种于 50 mL培养瓶，用培养基培养，

每 2~ 3天换一次液。

1.2.6 心肌细胞存活率及MDA的检测 将 30 mg的 MTT粉

末溶于 PBS磷酸缓冲液中，0.22 滋m微孔滤膜过滤，于 37℃避

光保存。心肌细胞以 5× 107个 /L的细胞浓度接种 96孔培养板

中，每孔加 100 滋L细胞悬液。心肌细胞分为对照组，H2O2组

（50 滋M）和 H2O2降香干预组（H2O2 50 滋m, DO100 滋m）及 H2O2

TEMPOL干预组（H2O2 50 滋m, TEMPOL10 mm）。继续培养 6 h

之后加入 10 滋L 5g/L的MTT，37℃孵育 4 h，再加 150 滋L/孔
DMSO振荡 10 min使结晶甲瓒充分溶解后用酶联免疫检测在

490 nm波长下检测吸光度 A值。细胞存活率(％) =(实验组平

均值 /正常组平均值)× 100％。细胞制成 10 %匀浆液体，根据

试剂盒说明书检测MDA含量。

1.3 统计学方法

实验数据均以 Mean ± SEM表示，采用 Graph Pad Prism

Software Version6.0统计程序进行统计学分析。多组间数据比

较采用方差分析(ANOVA)，若总体差异显著，再以 post hoct检

验分析相应两组间显著性差别。以 P<0.05为差异有显著性。

2 结果

2.1 降香显著改善 TAC引起的心功能下降

与 sham组相比，TAC组射血分数（Eject Fraction，EF）显著

降低（P<0.005），左室舒张末内径 (End-diastolic left ventricular

internal diameter, LVIDd)、左室舒张期后壁厚度(End-diastolic

left ventricular posterior wall thickness, LVPWd)、左室质量(LV

mass)显著增加（P<0.01）。与 TAC组相比，DO组射血分数(EF)

显著增加(P<0.01)，且左室舒张末内径(LVIDd)、舒张末室间隔

厚度(End-diastolic interventricular septal thickness, IVSd)、显著

下降(P<0.05)且左室质量（LV mass）显著下降(P<0.01）。证明给

予降香灌胃处理四周可显著改善后负荷增加引起的心脏功能

下降及心肌重构。见表 1、图 1。
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Note: Data are expressed as ± SEM, n=6. **P< 0.01 compared with Sham; #P< 0.05 compared with TAC.

表 1 降香改善后负荷增加导致的心肌重构

Table 1 Dalbergiae odoriferae improved myocardial remodelling of TAC mice

Sham TAC TAC+DO

LVIDd 3.26± 0.43 4.98± 0.35** 4.36± 0.13#

LVIDs 2.28± 0.25 2.76± 0.29 2.55± 0.26

LVPWd 0.59± 0.12 0.94± 0.06** 0.71± 0.18#

LVPWs 1.12± 0.21 1.21± 0.19 1.18± 0.12

IVSd 0.76± 0.07 0.91± 0.09 0.73± 0.12#

IVSs 1.09± 0.04 1.24± 0.19 1.14± 0.08

LV mass 95.22± 5.61 128.2± 17.50** 100.65± 12.21##

LV Vol;d 64.28± 1.15 92.30± 6.98* 72.65± 6.83

LV Vol;s 27.57± 2.68 36.84± 3.84** 30.51± 4.35

图 1降香显著升高 TAC小鼠的心脏功能。A、典型超声心动图。B、射血分数统计结果。

Fig. 1 DO treatment improved the cardiac ejection fraction of TAC mice. A. Typical images of echocardiogram. B. Statistical results of LV ejection

fraction

Note: Data are expressed as ± SEM, n=6. **P<0.01 compared with Sham; #P<0.05 compared with TAC.
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2.2 DO改善 TAC小鼠的心肌重构

与 sham组相比，TAC组心重与胫骨长度之比 (HW/TL)显

著增加(P<0.01)，四腔心切面 HE染色可见明显心肌肥厚及心

腔扩大。与 TAC组相比，DO组 HW/TL显著下降(P<0.05)，四

腔心切面 HE染色可见心肌肥厚及心腔扩大程度得到改善。表

明降香可改善后负荷增加引起的心肌重构。见图 2。

图 2 降香改善 TAC引起的心肌重构。A、DO改善心重 /胫骨长度。B、小鼠心脏四腔心切面 HE染色。比例尺 5 mm

Fig.2 DO treatment alleviated the myocardial remodeling of TAC mice. A. Four-chamber view cardiac sections stained with Hematoxylin and Eosin.

Scale bar, 5 mm. B. DO decreased heart weight-to-tibia length ratio.

Note: Data are expressed as ± SEM, n=5. **P<0.01 compared with Sham; #P<0.05 compared with TAC.

2.3 降香改善 TAC引起的MHC表达异常

与 sham组相比，TAC组 琢AC，表达降低(P<0.01)，茁茁0.表
达显著升高（P<0.01）。与 TAC组相比，DO组 琢MHC表达升高

(P<0.01)，茁MHC表达降低（P<0.05）。表明降香处理四周可改善

后负荷增加引起的MHC表达异常，见图 3。

2.4 降香改善心肌抗氧化能力

与 sham组相比，TAC组的MDA含量增高，TAOC含量降

低（P<0.01）。与 TAC 组相比，DO组的 MDA含量降低(P<0.

01)，TAOC含量增加（P<0.05）表明降香处理可以显著改善心肌

的抗氧化损伤能力。见图 3。

图 3 降香改善 TAC引起的MHC异常表达。A、DO增加琢MHC表达。B、DO降低 茁MHC表达。

Fig. 3 DO treatment improved the abnormal expression of MHC induced by TAC. A. DO increased the expression of 琢MHC B. DO decreased the

expression of 琢MHC

Note: Data are expressed as ± SEM, n=6. **P<0.01 compared with Sham; #P<0.05 compared with TAC.
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图 4 降香增强心肌细胞抗氧化能力。A、DO增加 TOAC浓度。B、DO降低MDA浓度。

Fig.4 DO treatment enhanced anti-oxidative stress ability. A. DO increased the concentration of TAOC.

B. DO decreased concentration of MDA.

Note: Data are expressed as ± SEM, n=6. **P<0.01 compared with Sham; #P<0.05 compared with TAC.

2.5 降香增加离体心肌细胞存活率并抗氧化应激损伤

TEMPOL为目前公认的抗氧化剂，作为降香组的阳性对

照。可见对照组、H2O2 组、H2O2+ 降香浓度梯度组和

H2O2+TEMPOL组细胞存活率分别为 98.08％、49.08％、51.83%、

63.00%、67.09％和 71.67％，与H2O2组比较，H2O2+DO50滋L/mL、

H2O2+DO150 滋L/mL 和 H2O2+TEMPOL组细胞存活率显著增

加 (P<0.01)。 与 H2O2 组 比 较 ，H2O2+DO150 滋L/mL 和
H2O2+TEMPOL组MDA含量显著降低(P<0.01)。表明 DO处理

可以增加心肌细胞存活率并降低氧化应激损伤。见图 5。

图 5 DO改善立体心肌细胞抗氧化能力并增加生存率。A、DO增加心肌细胞生存率。B、DO降低立体心肌细胞MDA含量

Fig. 5 DO treatment increased survival rate of isolated myocardial cell and increased anti-oxidative ability. A. DO increased survival rate of isolated

myocardial cell. B. DO decreased concentration of MDA.

Note: Data are expressed as ± SEM, n=6. **P<0.01 compared with Sham; #P<0.05 compared with TAC.

3 讨论

新世纪以来，随着生活水平不断改善，平均人口寿命不断

延长，心脏病的发病率不断上升，严重威胁人类健康和生活水

平，并严重加大了医疗负担，而心力衰竭是心血管疾病的终末

阶段，寻找治疗心力衰竭的有效方法一直是心血管研究领域的

热点。

近年来不少基础研究和临床实验均支持氧化应激与心衰

发展有密切关系[8]。氧化应激是机体内活性氧自由基产生过多，

并超过了机体的清除和使用能力，导致大量的活性氧自由基及

其相关的代谢产物在细胞内累积，可造成多重病理状态。生理

状态下机体在伴随氧化磷酸化的过程中也会有自由基产生，但

其产生和清除利用处于动态平衡，可参与转录因子激活、促进

细胞生长信号转导等多重生理功能。而在心力衰竭的发生发展
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过程中，大量的过氧化物异常聚集可导致心包膜磷脂等收到自

由基攻击发生脂质过氧化反映，产生脂质自由基并降解产生丙

二醛，导致心肌细胞膜流动性下降通透性增加，进一步导致细

胞内多种酶失活，引起能量代谢、离子转运及信号传导等多种

细胞功能的紊乱。尚有研究表明，过氧化物亦能引起 DNA碱基

修饰性发生改变，对染色体造成不可逆的损伤。这些损害最终

可以通过多重途径引起心肌细胞凋亡等重点事件，因此氧化应

激在心力衰竭的发生发展过程中具有重要作用，同时降低氧化

应激损伤也成为防治终末心脏病发生的重要靶点。结扎主动脉

弓导致后负荷增加最终产生心衰的过程中，代偿性肥厚阶段

SOD，GSH-PX等内源性抗氧化系统激活并有效清除过氧化物

减少对心肌的损害维持血流动力学稳定，在失代偿阶段，SOD，

GSH-PX明显降低，氧化与抗氧化系统失衡，出现血流动力学

障碍 [9,10]。临床上也观察到心衰患者 LPO水平明显增高，而

SOD，GXH-PH明显降低，且心功能分级与 LPO水平呈正相关

关系，而与 SOD呈负相关关系[11]。应用外源性康养护剂如 Vit

E ,Vit C可以提高心衰患者抗氧化水平，降低循环 LPO水平，

改善心衰的临床进程，这也证实抗氧化药物对心衰患者是有

益的[12]。

机制方面，氧化应激恶意激活基质金属蛋白酶，分解胶原

蛋白，进而导致各种生长因子表达使胶原重建，导致心肌重构
[13]。且有研究表明心肌重塑和心功能受损与氧化应激的水平呈

正相关[14]。超氧化物也可使神经体液系统异常激活，如导致交

感神经过度兴奋，增加心脏负荷且有直接的心脏毒性促进心衰

进程[15]。此外，氧化应激还可使线粒体酶活性下降，使心肌细胞

供能不足，引起舒缩功能障碍且加剧细胞损伤介导细胞凋亡[16,17]。

截至目前，中医药在抗氧化应激治疗方面的作用在不断被

发现[18]，近年来多重中药成分被发现具有抑制过氧化物产生、

对抗脂质过氧化反映、清除氧自由基等功能，如丹参中的丹参

酮可作用与细胞膜上的氧化酶提高过氧化物清除物质 SOD的

活性，保护细胞内皮。银杏达莫是银杏的提取物，可抑制心肌缺

血时氧自由基的产生，对抗细胞膜的脂质过氧化反映，并降低

血管壁张力，抑制血小板聚集，改善血液粘度，从而增加缺血组

织血供改善改善侧支循环对心肌梗死具有一定的治疗作用。降

香为豆科植物降香檀香树干和根的干燥心材，中医认为降香能

行气止痛、活血化瘀，常用于治疗心胸闷痛及跌打损伤[19]。其为

冠心 II号的主要成分之一[20]，近年来有动物实验及临床研究表

明该药物对冠心病、心绞痛等心血管疾病有较好的疗效，其机

制可能与抗氧化应激、抗凋亡相关[21,22]。但该药物是够对后负荷

增加导致的心功能不全有治疗作用及其机制尚未见报道。

我们课题组采用主动脉弓结扎小鼠制作后负荷增加诱导

的心衰模型，四周后，与 sham组相比，TAC后小鼠心脏功能受

损，左室射血分数明显下降，四腔心切面可见明显的心肌肥厚，

从心脏外观也可发现小鼠心脏明显增大，且心肌重量与胫骨长

度比值明显增加，这均表明小鼠心脏出现了明显的心肌重头。

此外，四周后检测其氧化应激相关的指标，发现 TAC小鼠的

TOCA即抗氧化应激能力出现明显下降，而与氧化应激损伤相

关的指标MDA表达增加，这表明在心衰发生的过程中心肌的

抗氧化能力下降且出现明显的氧化应激损伤。而 TAC后给与

四周降香干预可显著改善心脏功能，且心肌重构得到缓解，机

体的抗氧化能力得到保护，氧化应激损伤水平降低,表现为小

鼠的射血分数增加，心肌肥厚程度得到明显改善，琢MHC表达

升高，茁MHC表达降低，总抗氧化能力得到明显改善。证明降香

可以改善心衰时的氧化应激水平并可延缓后负荷增加诱导心

衰的发展进程。

在细胞水平，给与 H2O2刺激后心肌细胞氧化应激水平显

著增加，且导致细胞死亡，给予 ROS清除剂 TEMPOL做为阳

性对照，发现 TEMPOL可显著降低 H2O2导致的氧化应激水平

并保护心肌细胞，显著增加心肌细胞存活率，我们采用三个降

香的浓度梯度，发现在 50 滋L/mL和 150 滋L/mL时，降香干预
可得到与 TEMPOL类似的结果，即心肌细胞的存活率增加，且

与氧化应激损伤相关的MDA水平下降。从而进一步在在离体

水平证实了降香可以缓解氧化应激并改善心肌细胞存活率。

综上所述，主动脉弓结扎导致后负荷增加时，氧化应激的

过度激活是心肌重构和心衰发展恶化的重要因素。降香可改善

心肌重构并增强心脏功能，其机制可能与改善氧化应激水平有

关。但其具体分子机制及何种单体在此作用中更为重要尚待进

一步研究。
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