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鸢尾素对心肌梗死后大鼠心房颤动和心房间质纤维化的影响 *
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摘要 目的：探讨鸢尾素对心肌梗死后大鼠心房颤动和心房间质纤维化的影响。方法：通过结扎左前降支冠状动脉（LADCA）建立

急性心肌梗死（MI）大鼠模型，大鼠每天腹腔注射 100 滋g/kg的鸢尾素 1次，共治疗 4周。通过超声心动图检查左室舒张末期直径

（LVEDD）、左室收缩末期直径（LVESD）、左室射血分数（LVEF）、左室缩短分数（LVFS）。应用苏木精 -伊红（HE）染色和 Masson

三色染色评估大鼠心肌形态和纤维化情况。蛋白质印迹分析检测 TGF-茁1、Smad2、p-Smad2、Smad3、p-Smad3、MMP9、TIMP-1、

collagenⅠ、collagenⅢ、NLRP3、Caspase 1和 IL-1茁的表达。结果：与模型组相比，鸢尾素组大鼠的 LVEF和 LVFS升高，而 LVEDD

和 LVESD降低（P<0.05）；房颤诱发率和房颤持续时间显著降低（P<0.05）；心肌形态明显改善，纤维化面积显著降低（P<0.05）；
TGF茁1、p-Smad2/3、collagenⅠ、collagenⅢ和MMP9的蛋白表达水平显著降低，TIMP1的蛋白表达水平显著升高（P<0.05）；NLRP3
炎性体、cleaved-caspase-1和 IL-1茁的表达水平显著降低（P<0.05）。结论：鸢尾素可显著改善心肌梗死动物模型的心脏功能，抑制
心肌纤维化和房颤形成，具有较高的临床应用前景。
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Effects of Irisin on Atrial Fibrillation and Interstitial Fibrosis
in Rats after Myocardial Infarction*

To explore the effects of irisin on atrial fibrillation and interstitial fibrosis in rats after myocardial infarction.

A rat model of acute myocardial infarction (MI) was established by ligation of the left anterior descending coronary artery

(LADCA). Rats were intraperitoneally injected with irisin at 100 滋g/kg daily for 4 weeks. Left ventricular end-diastolic diameter

(LVEDD), left ventricular end-systolic diameter (LVESD), left ventricular ejection fraction (LVEF), and left ventricular fractional

shortening (LVFS) were examined by echocardiography. The rat myocardial morphology and fibrosis were evaluated by

hematoxylin-eosin (HE) staining and Masson's trichrome staining. Western blot analysis was used to detect the expression of TGF-茁1,
Smad2, p-Smad2, Smad3, p-Smad3, MMP9, TIMP-1, collagenⅠ , collagenⅢ , NLRP3, Caspase 1, and IL-1茁. Compared with

the model group, the LVEF and LVFS of the irisin group were significantly increased, while the LVEDD and LVESD were significantly

decreased (P<0.05). The induction rate and duration of atrial fibrillation in the irisin group were significantly reduced (P<0.05). The
myocardial morphology of the irisin group was significantly improved, and the fibrosis area was significantly reduced (P<0.05). The
protein expression levels of TGF茁1, p-Smad2/3, collagenⅠ, collagenⅢ and MMP9 in the irisin group were significantly reduced, while

the protein expression level of TIMP1 was significantly increased (P<0.05). Moreover, the expression levels of NLRP3 inflammasome,

cleaved-caspase-1, and IL-1茁 in irisin group were significantly reduced (P<0.05). Irisin could significantly improve the

cardiac function, inhibit the myocardial fibrosis and hypertrophy, and inhibit the formation of atrial fibrillation in an animal model of

myocardial infarction. Thus, it has a high clinical application prospect.
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前言

随着人口老龄化的发展，心房颤动（Atrial fibrillation，AF）

的发病率逐年升高[1]。心房间质纤维化（Atrial interstitial fibro-

sis，AIF）是心房结构重塑的主要方面，在房颤的发生和发展中

起着重要作用[2]。AIF通过降低传导速度来增加电传导的异质

性，是构成 AF形成的病理基础[3]。心房间质纤维化是未来房颤

预防和治疗的主要方向。胶原蛋白在细胞外基质（Extracellular

matrix，ECM）中的沉积主要通过转化生长因子 -茁1（Transform-
ing growth factor 茁1，TGF-茁1）来介导，该因子通过控制 Smads

介导的胶原蛋白基因转录和调节金属蛋白酶（Matrix metallo-

proteinases，MMPs）/金属蛋白酶组织抑制剂（Tissue inhibitor of

metalloprotenase，TIMPs）的平衡来促进 AIF[4]。此外，核苷酸结

合寡聚化结构域样受体 3（Nod-like receptor protein 3，NLRP3）

炎症体与心脏、肺、肝和皮肤等器官中的胶原蛋白沉积有关，

NLRP3炎性体在 AF发作中起重要作用[5，6]。鸢尾素（Irisin）是一

种 2012年发现的复合肌肉因子，也是一种脂肪因子[7]。鸢尾素

具有调节葡萄糖和脂肪代谢、胰岛素抵抗、抗炎、抗氧化、抗凋

亡等多种作用 [8-10]。最近研究报道，鸢尾素通过抑制 TGF

茁1/Smad2/3信号通路减轻血管紧张素 II诱导的活性氧（Reac-

tive oxygen species，ROS）生成和心脏纤维化[11]。鸢尾素通过抑

制 ROS-NLRP3炎症体信号通路减轻晚期糖基化终产物诱导

的人脐静脉内皮细胞中的炎症和内皮功能障碍[12]。这些结果提

示，鸢尾素可能是一种治疗 AF和 AIF的潜在药物。因此，本文

旨在探讨鸢尾素对心肌梗死后大鼠 AF和 AIF的影响，并从

TGF-茁1/Smad2/3和 NLRP3炎性体信号通路探讨其可能作用

途径。

1 材料与方法

1.1 实验动物与试剂

SPF级雄性 Sprague-Dawley大鼠源自空军军医大学第三

附属医院（许可证号：SYXK（陕）2020-004），体重为（254依
13.54）g，大鼠饲养环境：25℃、55%相对湿度、12 h光暗循环。鸢

尾素重组蛋白购自美国 Cayman公司。苏木精 -伊红（HE）染色

试剂盒、Masson三色染色试剂盒、RIPA裂解缓冲液购自上海

碧云天生物技术有限公司。Pierce BCA蛋白质测定试剂盒购自

美国 Thermo Fisher Scientific公司。聚偏二氟乙烯膜（PVDF）购

自美国 EMD Millipore公司。5%脱脂奶粉购自美国 Becton公

司。一抗均购自美国 Cell Signaling Technology公司。HRP标记

的山羊抗兔 IgG二抗购自美国 Jackson ImmunoResearch Labo-

ratories 公司。增强型 ECL 化学发光底物试剂盒购自美国

EMDMillipore公司。Vevo 2100超高分辨率小动物超声成像系

统购自美国 Visual Sonics公司。FCP-2155 12导联心电图购自

北京福田电子医疗仪器有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 急性心肌梗死（MI）大鼠模型制作及分组 通过结扎左

前降支冠状动脉（Left anterior descending coronary artery，LAD-

CA），建立急性心肌梗死（Acute myocardial infarction，MI）模

型[13]。大鼠连接呼吸机后实施左胸切开术和心包切开术，并使

用 7-0尼龙缝合线在左心耳下方 2 mm处结扎 LADCA。建模

后将大鼠随机分为 2组，即模型组（Model组，n=10）和鸢尾素

组（Irisin组，n=10），每组 10只。假手术组大鼠（Sham组，n=10）

进行相同的手术操作但不结扎 LADCA。鸢尾素组大鼠建模后

每天腹腔注射 100 滋g/kg的鸢尾素[14]，共治疗 4周。另外选取

10只大鼠作为对照组（Control组，n=10），不进行手术也不进行

药物治疗。对照组、假手术组和模型组大鼠腹腔注射等体积的

生理盐水。假手术大鼠也腹腔注射媒介物。

1.2.2 超声心动图检查 治疗完成后，使用配备 21 MHz线性

阵列换能器的 Visual Sonics Vevo 2100超高分辨率小动物超声

成像系统进行超声心动图检查。超声心动图参数包括：左室舒

张末期直径（Left ventricular end-diastolic diameter，LVEDD）、左

室收缩末期直径 （Left ventricular end-systolic dimension，

LVESD）、左室射血分数（Left ventricular ejection fraction，

LVEF）和左室缩短分数（Left ventricular fractional shortening，

LVFS）。

1.2.3 AF诱导试验 经超声心动图评估后，参考文献方法[13]

通过食道左心房高频电刺激诱发 AF。将大鼠用 60 mg/ kg的戊

巴比妥钠麻醉，然后气管插管，连接呼吸机，连接肢导联心电

图。4F电极导管置入左心房后壁与食道紧贴处，将电极尾线连

接心脏电生理刺激仪并测定起搏阈值。以 2倍阈值、50 Hz频

率、5 ms脉宽、30 s持续刺激诱发 AF。每只大鼠以 10 min的间

隔进行 3次测试，然后测量每次 AF诱发情况和持续时间。成

功诱发至少 1次且发作持续时间持续超过 5 s时表示 AF诱导

成功。

1.2.4 组织学检查 治疗完成后，分离大鼠心脏，用冷盐水冲

洗并石蜡包埋，制作 4 滋m厚的切片，将切片用苏木精 -伊红

（HE）染色和 Masson 三色染色，用于评估心肌形态和房间质

纤维化情况。使用 Image-Pro Plus 6.0软件测量纤维化面积百

分比。

1.2.5 蛋白质印迹分析 将大鼠左心房组织在含有 1%磷酸酶

抑制剂混合物的 1 mL RIPA裂解缓冲液中裂解提取蛋白质。使

用 Pierce BCA蛋白质测定试剂盒测定蛋白质浓度。将 50 滋g蛋
白在 8～12% SDS-PAGE上分离，并转移到聚偏二氟乙烯膜

（PVDF）。然后将膜溶解于 TBST的 5%脱脂奶粉室温下封闭 2

h，TBST洗涤三次，每次 5 min。然后在 4℃下与以下一抗过夜

孵育。GAPDH作为对照。一抗包括：肿瘤生长因子 -茁1（TGF-
茁1）、Smad2、p-Smad2、Smad3、p-Smad3、基质金属蛋白酶 9

（MMP9）、基质金属蛋白酶 1的组织抑制剂（TIMP-1）、Ⅰ型胶

原（collagenⅠ）、III型胶原（collagenⅢ）、核苷酸结合寡聚化结

构域样受体蛋白 3(NLRP3)、Caspase 1、白介素（IL）-1茁（IL-1茁）
和 GAPDH。第二天用 TBST洗涤三次，将膜与 HRP标记的山

羊抗兔 IgG二抗抗体在室温下孵育 1 h。通过使用增强型 ECL

化学发光底物试剂盒进行显影，并通过 Image Lab 5.2.1软件对

条带强度进行定量。

1.3 统计学分析

数据均以平均值依标准差表示。使用 SPSS 22.0软件进行

统计分析。通过 t检验和单因素方差分析及事后 LSD检验比较

组间差异。P＜0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果
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图 2鸢尾素对心肌梗死大鼠房颤诱发率和持续时间的影响

Fig. 2 Effect of irisin on the induction rate and duration of atrial fibrillation in rats with myocardial infarction

Note: Compared with Control group, *P<0.05; Compared with Model group, #P<0.05.

图 1鸢尾素对心肌梗死大鼠 LVEF、LVFS、LVEDD和 LVESD的影响

Fig. 1 Effect of irisin on LVEF, LVFS, LVEDD and LVESD in myocardial infarction rats

Note: A: LVEF; B: LVFS; C: LVEDD; D: LVESD; Compared with Control group, *P<0.05; Compared with Model group, #P<0.05.

2.1 鸢尾素改善了心肌梗死大鼠的心脏功能

与对照组和假手术组相比，模型组大鼠的 LVEF和 LVFS

明显降低，而 LVEDD和 LVESD显著增加（P<0.05）。鸢尾素组

大鼠的 LVEF和 LVFS明显高于模型组，而 LVEDD和 LVESD

明显低于模型组（P<0.05）。说明鸢尾素治疗可减少心脏功能的
恶化（LVEF和 LVFS）和心脏扩大（LVESD和 LVEDD）。见图1。

2.2 鸢尾素降低了心肌梗死大鼠的房颤诱发率和持续时间

与对照组和假手术组相比，模型组大鼠的房颤诱发率明显

升高，而鸢尾素组的房颤诱发率显著低于模型组（P<0.05）；模
型组大鼠的房颤持续时间也显著升高，而鸢尾素组的房颤持续

时间显著低于模型组（P<0.05）。见图 2。

2.3 鸢尾素改善了心肌梗死大鼠的心肌形态并抑制了心房纤

维化

HE和Masson三色染色结果显示，对照组和假手术组大鼠

心肌细胞排列规则、清晰，心房细胞间质胶原纤维未见明显增

生。模型组大鼠心肌排列不规则，炎性细胞浸润严重，心肌组织

坏死，间质大量胶原纤维聚集，部分心肌细胞明显肥大。与模型

组比较，鸢尾素组的心肌形态明显改善，炎性细胞浸润减少，间

质纤维化程度降低（P<0.05）（见图 3）。

2.4 鸢尾素对 TGF-茁1/Smad2/3信号通路的影响
在 TGF-茁1/Smad2/3信号通路中，与对照组和假手术组比

较，模型组大鼠心房组织中 TGF茁1、p-Smad2/3、collagenⅠ和
collagenⅢ的蛋白表达水平显著升高，同时MMP9的蛋白表达

水平显著升高，TIMP1的蛋白表达水平显著降低（P<0.05）。与

模型组比较，鸢尾素组大鼠心房组织中 TGF茁1、p-Smad2/3、col-
lagenⅠ和 collagenⅢ的蛋白表达水平显著降低，同时MMP9的

蛋白表达水平显著降低，TIMP1 的蛋白表达水平显著升高

（P<0.05）。见图 4。
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图 4 Western blot检测鸢尾素对心肌梗死大鼠 TGF-茁1/Smad2/3信号通路相关分子表达的影响
Fig. 4 The effect of irisin on the expression of TGF-茁1/Smad2/3 signaling pathway-related molecules in rats

with myocardial infarction detected byWestern blot

Note: A: TGF茁1 protein expression level; B: p-Smad2 protein expression level; C: p-Smad3 protein expression level; D: MMP9 protein expression level;

E: D: TIMP-1 protein expression level; F: collagenⅠ protein expression level; G: collagenⅢ protein expression level; H: Western blotting was used to

detect protein expression levels; Compared with Control group, *P<0.05; Compared with Model group, #P<0.05.

图 3 HE染色和Masson三色染色检测鸢尾素对心肌梗死大鼠心肌形态和心房纤维化的影响

Fig. 3 Effects of irisin on myocardial morphology and atrial fibrosis in rats with myocardial infarction detected

by HE staining and Masson's trichrome staining

Note: A: HE staining and Masson's trichrome staining images of myocardial tissue (200伊); B: Fibrosis area percentage measured in Masson's trichrome

staining; Compared with Control group, *P<0.05; Compared with Model group, #P<0.05.

2.5 鸢尾素对 NLRP3炎性体信号通路的影响

在 NLRP3炎性体信号通路中，与对照组和假手术组相比，

模型组大鼠心房组织中 NLRP3 炎性体、cleaved-caspase-1 和

IL-1茁的表达水平显著上调（P<0.05）；与模型组比较，鸢尾素组
大鼠心房组织中 NLRP3炎性体、cleaved-caspase-1和 IL-1茁的
表达水平显著下调（P<0.05）。见图 5。
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图 5 Western blot检测鸢尾素对心肌梗死大鼠 NLRP3炎性体信号通路相关分子表达的影响

Fig. 5 The effect of irisin on the expression of NLRP3 inflammasome signaling pathway-related molecules

in rats with myocardial infarction detected byWestern blot

Note: A: Relative protein expression level of NLRP3, cleaved-caspase-1 and IL-1茁; H: Western blotting was used to detect protein expression levels;

Compared with Control group, *P<0.05; Compared with Model group, #P<0.05.

3 讨论

心房颤动（Atrial fibrillation，AF）是最常见的持续性心律不

齐，随着人口老龄化的发展，心房颤动的发病率逐年升高[15，16]。

心房间质纤维化（Atrial interstitial fibrosis，AIF）是心房结构重

塑的主要方面 [17]，在房颤的发生和发展中起着重要作用[18，19]。

AIF通过降低传导速度来增加电传导的异质性，是构成 AF形

成的病理基础[20，21]。对 AIF的治疗被认为是房颤预防和治疗的

未来方向 [22]。本研究显示，鸢尾素组提高了心肌梗死大鼠的

LVEF和 LVFS，并降低了 LVEDD和 LVESD。说明鸢尾素治疗

可减少心脏功能的恶化和心脏扩大。

炎症介导的 AIF是房颤发病的关键机制之一，炎症通过介

导心房电重构和结构重构在房颤形成中起关键作用[23]。炎症会

影响钙稳态，从而引起心房 Ca2+超负荷并调节缝隙连接蛋白，

从而增加电传导的异质性[24]。本文研究发现鸢尾素显著改善了

大鼠的心肌形态，减少了间质纤维化面积，证实了鸢尾素对心

脏的保护作用。

胶原蛋白在细胞外基质（ECM）中的沉积主要通过

TGF-茁1来介导，该因子通过控制 Smads介导的胶原蛋白基因

转录和MMPs/TIMPs的平衡来促进 AIF[25]。TGF-茁1诱导的纤
维化可通过调节 Smad2/3的磷酸化和 Smad2/3/4异源寡聚体

的形成来实现，后者可易位进入细胞核并启动一系列促纤维化

细胞因子的转录[24]。TGF-茁1还可以诱导成纤维细胞分化为成
肌纤维细胞，该细胞在表型上被 琢-平滑肌肌动蛋白标记，从而
通过破坏 MMP9/TIMP1 的平衡，并导致 ECM 沉积 [25]。

MMP9/TIMP1 的失衡是纤维化疾病的主要诱因，表现为

MMP9的表达升高和 TIMP1的表达降低，纠正 MMP9/TIMP1

的失衡可抑制纤维化的进展[26-28]。抑制 TGF-茁1已成为用于 AF

的上游治疗的有效方法之一。本文研究显示鸢尾素处理显著抑

制 TGF-茁1/ Smad2/3信号通路机器下游因子 collagenⅠ、colla-

genⅢ的蛋白表达，并降低 MMP9/TIMP1比值，提示鸢尾素处

理可通过抑制 TGF-茁1/Smad2/3信号通路来抑制胶原沉积，从
而发挥抗纤维化作用。

最近的临床研究表明 NLRP3炎性体可能在 AF发作中起

作用[6]。NLRP3炎性体直接控制胶原蛋白的合成，从而导致器

官纤维化，例如肝、肺和心脏等[29]。NLRP3炎性体和 IL-1茁过度
活化与心房炎症高度相关[6]。此外，抑制 NLRP3炎性体具有抗

纤维化作用[30]。NLRP3炎性体可被活性氧和硫氧还蛋白相互作

用蛋白来激活，然后促进 caspase-1、IL-1茁的活化，从而促进胶
原蛋白的合成以及器官的纤维化[31]。本文研究发现鸢尾素处理

显著降低了 NLRP3炎性体及其下游基因 cleaved-caspase-1和

IL-1茁的表达。说明鸢尾素的抗纤维化作用与其对 NLRP3炎性

体通路的抑制有关。另外，最近的研究发现 NLRP3炎性体与房

颤有关，房颤患者的 NLRP3和 IL-1茁表达升高[6]。在阵发性房

颤或非阵发性房颤患者的外周血单个核细胞中，NLRP3 和

IL-1茁蛋白水平与心房肥大呈正相关，而与 LVEF呈负相关[6]。

本研究中发现鸢尾素处理显著降低了大鼠的房颤诱发率和持

续时间。这提示鸢尾素对房颤的抑制也部分归因于对 NLRP3

炎性体通路的抑制。

综上所述，本文研究表明鸢尾素可显著改善心肌梗死动物

模型的心脏功能，抑制心肌纤维化和房颤形成，具有较高的临

床应用前景。此外，鸢尾素的心脏保护机制部分归因于对

TGF-茁1/Smad2/3和 NLRP3炎性体信号通路的抑制。
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