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[摘要] 目的 探讨硫酸吲哚酚(IS)对心肌梗死(myocardialinfarction,MI)模型小鼠心肌重构的影响。方法

C57BL/6J 成年雄性小鼠50只,随机分为假手术组(Sham组)10只,硫酸吲哚酚组(Sham+IS组)10只,心肌梗死

组(MI组)15只,心肌梗死+硫酸吲哚酚组(MI+IS组)15只。采用左前降支冠状动脉结扎术构建小鼠 MI模型,

术后第24小时,Sham+IS组和 MI+IS组小鼠每天腹腔注射IS100mg/kg,Sham组和 MI组每天腹腔注射等体积

PBS,连续28d,期间记录各组小鼠存活情况。实验第30天,心脏超声检查评估各组小鼠心脏功能,超高效液相色

谱法检测各组小鼠血清中IS浓度,Masson染色评估各组小鼠梗死区心肌纤维化程度,RT-qPCR技术检测心肌组

织α-sma、CollagenⅠ基 因 的 表 达 水 平,Westernblot技 术 检 测 心 肌 组 织 TGF-β信 号 通 路 标 记 蛋 白 TGF-β、

p-Smad2、p-Smad3的表达水平。结果 实验第30天时,与 MI组相比,MI+IS组小鼠存活率显著下降(χ2=5.02,

P<0.05)。与Sham组相比,Sham+IS组小鼠血清中IS浓度显著升高(t=54.87,P<0.05),与 MI组相比,MI+IS
组小鼠血清中IS浓度显著升高(t=38.55,P<0.05)。心脏超声检查示,Sham组和Sham+IS组的小鼠左心室舒张

末期内径(LVIDd)、左心室收缩末期内径(LVIDs)、左心室射血分数(LVEF)、左心室短轴缩短率(LVFS)无显著差

异(P>0.05);与 MI组相比,MI+IS组小鼠LVIDd、LVIDs显著增大(t=3.96、4.31,P<0.05),LVEF、LVFS显著

降低(t=5.68、4.07,P<0.05)。Masson染色示,MI+IS组与 MI组比较小鼠心肌间质胶原纤维沉积明显增多。

RT-qPCR技术检测显示,MI+IS组与 MI组相比,小鼠心肌组织α-sma、CollagenⅠ基因的表达水平显著升高(t=
8.74、4.78,P<0.05)。Westernblot方法检测显示,MI+IS组与 MI组相比小鼠心肌组织中 TGF-β、p-Smad2、

p-Smad3蛋白的表达水平均显著升高(t=4.04~5.64,P<0.05)。结论 IS可加重小鼠 MI后病理性心肌重构,其
机制可能与TGF-β信号通路激活相关。
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Effectofindoxylsulfateonmyocardialremodelinginamousemodelofmyocardialinfarction FENG

Luxin,LIUTao,XUQingling,WAN Haoran,SUNZhiyu,GUOJunjie (DepartmentofCardiology,TheAffiliatedHospital

ofQingdaoUniversity,Qingdao266003,China)

[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheeffectofindoxylsulfate(IS)onmyocardialremodelinginamousemodelof

myocardialinfarction(MI). Methods Atotalof50adultmaleC57BL/6J micewererandomlydividedintosham-operation

group(Shamgroup)with10mice,shamoperation+indoxylsulfategroup(Sham+ISgroup)with10mice,myocardialinfarction

group(MIgroup)with15mice,andmyocardialinfarction+indoxylsulfategroup(MI+ISgroup)with15mice.Leftanteriorde-

scendingcoronaryarteryligationwasperformedtoestablishamousemodelofMI,andat24hoursaftersurgery,themiceinthe

Sham+ISgroupandtheMI+ISgroupweregivenintraperitonealinjectionofIS(100mg/kg),whilethoseintheShamgroupand

theMIgroupweregivenintraperitonealinjectionofanequalvolumeofPBS,onceadayfor28consecutivedays.Thesurvivalstatus

ofthemiceineachgroupwasrecordedduringthisperiodoftime.Onday30oftheexperiment,echocardiographywasperformedto

evaluatethecardiacfunctionofmiceineachgroup.Ultra-performanceliquidchromatographywasusedtomeasuretheserumcon-

centrationofIS.Massonstainingwasusedtoassessthedegreeofmyocardialfibrosisintheinfarctzone.RT-qPCRwasusedto

measurethemRNAexpressionlevelsofα-smaandCollagenⅠinmyocardialtissue.Westernblotwasusedtomeasuretheprotein

expressionlevelsoftheTGF-βsignalingpathwaymarkerproteinsTGF-β,p-Smad2,andp-Smad3inmyocardialtissue. Results

Onday30oftheexperiment,theMI+ISgrouphadasignificantreductioninthesurvivalrateofmicecomparedwiththeMIgroup
(χ2=5.02,P<0.05).ComparedwiththeShamgroup,theSham+ISgrouphadasignificantincreaseintheserumconcentrationof

IS(t=54.87,P<0.05),andcomparedwiththeMIgroup,theMI+ISgrouphadasignificantincreaseintheserumconcentration

ofIS(t=38.55,P<0.05).Echocardiographyshowednosignificant

differencesbetweentheShamgroupandtheSham+ISgroupinleft

ventricularinternaldiameteratend-diastole(LVIDd),leftventricu-

larinternaldiameteratend-systole(LVIDs),leftventricularejec-
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tionfraction(LVEF),andleftventricularfractionalshortening(LVFS)(P>0.05).ComparedwiththeMIgroup,theMI+IS

grouphadsignificantincreasesinLVIDdandLVIDs(t=3.96,4.31,P<0.05)andsignificantreductionsinLVEFandLVFS(t=

5.68,4.07,P<0.05).MassonstainingshowedthatcomparedwiththeMIgroup,theMI+ISgrouphadasignificantincreaseinin-

terstitialcollagenfiberdeposition.RT-qPCRshowedthatcomparedwiththeMIgroup,theMI+ISgrouphadsignificantincreases

inthemRNAexpressionlevelsofα-smaandCollagenⅠinmyocardialtissue(t=8.74,4.78,P<0.05).Westernblotshowedthat

comparedwiththeMIgroup,theMI+ISgrouphadsignificantincreasesintheproteinexpressionlevelsofTGF-β,p-Smad2,and

p-Smad3inmyocardialtissue(t=4.04-5.64,P<0.05). Conclusion IScanaggravatepathologicalmyocardialremodelingin

micewithMI,possiblybyactivatingtheTGF-βsignalingpathway.
[KEYWORDS] Indican;Myocardialinfarction;Diseasemodels,animal;Ventricularremodeling;Transforminggrowthfac-

torbeta;Signaltransduction

  在全球范围内,心肌梗死(MI)仍是导致人类死

亡的主要原因之一,尽管再灌注治疗策略在一定程

度上降低了患者的病死率,但 MI后心力衰竭的发

生,仍对患者的预后构成严重威胁[1]。以心肌肥大、
心肌纤维化等为特征的病理性心肌重构是 MI后心

力衰竭发生的重要机制之一[2]。硫酸吲哚酚(IS)是
一种小分子蛋白结合型尿毒症毒素[3],与心力衰竭、
心律失常等心血管疾病的发生密切相关[4-7],但目前

IS对 MI后病理性心肌重构的影响尚不明确。本研

究通过检测IS对 MI模型小鼠存活率、心功能等的

影响,探讨IS对 MI后心肌重构的影响及其作用机

制,旨在为 MI后病理性心肌重构的干预治疗提供

理论依据。

1 材料与方法

1.1 动物与材料

成年雄性C57BL/6J 小鼠50只,8~10周龄,
体质量20~22g,购买于北京华阜康生物科技公司。

IS、蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂购买于美国 Med-
ChemExpress公司。TRIzol购自美国Invitrogen
公司。RIPA裂解液、BCA蛋白浓度测定试剂盒购

自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司。Masson
染色液购自北京索莱宝科技有限公司。

1.2 动物分组及 MI模型的构建

将小鼠随机分为四组,即假手术组(Sham 组)

10只,硫酸吲哚酚组(Sham+IS组)10只,心肌梗

死组(MI组)15只,心 肌 梗 死+硫 酸 吲 哚 酚 组

(MI+IS组)15只。所有小鼠予以2%异氟烷吸入

麻醉后,在动物呼吸机支持下开胸并暴露心脏,MI
组和 MI+IS组小鼠采用左前降支冠状动脉结扎术

构建 MI模型,用6-0丝线在左心耳下缘2~3mm
处结扎,结扎点以下至心尖部心肌泛白,提示造模成

功;Sham组和Sham+IS组小鼠将6-0丝线在左心

耳下缘2~3mm处穿过,不进行结扎。术后24h,

Sham+IS组以及 MI+IS组小鼠每天腹腔注射IS

100mg/kg,Sham组及 MI组小鼠每天腹腔注射等

体积PBS,均连用28d。期间记录各组小鼠生存情

况,计算各组小鼠的存活率。

1.3 心脏超声检查评估小鼠心脏功能

在实验第30天时,各组小鼠以2%异氟烷吸入

麻醉,使用VINNO6LAB型动物超声成像系统(苏
州飞依诺科技有限公司),在小鼠乳头肌水平的胸骨

旁长轴视图中记录二维引导的 M 型图像。通过设

定的标准公式计算左心室舒张末期内径(LVIDd)、
左心室收缩末期内径(LVIDs)、左心室短轴缩短率

(LVFS)、左心室射血分数(LVEF)。

1.4 超高效液相色谱(UPLC)法检测小鼠血清中

IS浓度

心脏超声检查结束后,眼球取血法收集各组小

鼠血液样本,置于不含抗凝剂试管中,4℃静置过夜

后,以3000r/min室温离心10min,上清液即为血

清,将血清置于1.5mL的EP管中。参考既往研究

方法[8],用UPLC法检测各组小鼠血清IS浓度。

1.5 Masson染色评估小鼠心肌组织纤维化水平

各组小鼠眼球取血后,颈椎脱臼法处死,剥离心

脏,每组随机选取3只小鼠心脏组织,生理盐水冲洗

后置于4%多聚甲醛溶液中固定24h,梯度乙醇脱

水后,将心脏组织包埋在石蜡中。使用 Masson染

色液对心脏组织石蜡切片(厚度3~5μm)进行染

色,光学显微镜下观察各组小鼠心肌间质胶原纤维

沉积情况。

1.6 实时荧光定量PCR(RT-qPCR)技术检测小鼠

心肌组织α-sma、Collagen Ⅰ基因的表达水平

将各组小鼠剩余所有心肌组织漂洗后剪碎,分
别随机称取30mg置于1.5mL离心管,每管加入

1mLTRIzol后在组织研磨仪中充分研磨,按照试

剂盒说明书的操作要求完成总RNA提取,-80℃
保存备用。按照反转录试剂盒说明书步骤将1μg
RNA反转录为cDNA,继而以此为模板进行 RT-
qPCR。实验所用引物序列由生工生物工程(上海)
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股份有限公司设计合成,引物序列:α-smaF:5'-TG-
GAGCCTCATGTACCTGGTAACC-3',α-sma R:

5'-CTGCCGATCFCTGCCAATCACTG-3';Colla-
genⅠ F:5'-ACAGGCGAACAAGGTGACAGAG-
3',CollagenⅠ R:5'-AGGAGAACCAGGAGAAC-
CAGGAG-3';GAPDH F:5'-AACTTTGGCATT-
GTGGAAGGGCTC-3',GAPDH R:5'-TGGAAG-
AGTGGGAGTTGCTGTTGA-3'。以 GAPDH 为

内参照,采用2-△△CT方法计算目的基因的相对表达

量。实验重复3次,结果取均值。

1.7 蛋白质印迹(Westernblot)法检测小鼠心肌组

织TGF-β信号通路相关标记蛋白表达水平

随机取每组小鼠心肌组织碎块各20~30mg
置于1.5mLEP管中,按照RIPA裂解液∶蛋白酶

抑制剂∶磷酸酶抑制剂=100∶1∶1的比例,每管

中加入300μL的总裂解液,充分研磨后冰上静置

30min,提取组织总蛋白,BCA法测定蛋白浓度后

加入SDS-PAGE上样缓冲液蛋白loadingbuffer,

98℃煮沸10min变性,待冷却后-80℃储存备用。
蛋白样品(20~30μg)以10%SDS-PAGE凝胶电泳

分离后,转膜1h,使用快速封闭液(QuickBlockTM

BlockingBuffer)封闭15min以后,依次加入兔抗

鼠TGF-β多克隆抗体(1∶500)、兔抗鼠Smad2/3
单克隆抗体(1∶1000)、兔抗鼠p-Smad2单克隆抗

体(1∶1000)、兔抗鼠p-Smad3单克隆抗体(1∶
1000)、兔抗鼠 GAPDH 多克隆抗体(1∶10000)
后,于4℃孵育过夜,以TBST溶液清洗后,加入山

羊抗兔二抗(1∶5000)室温孵育1.5h,使用超敏

ECL发光液显影。使用ImageJ软件分析相关蛋白

的灰度值,以GAPDH 为内参照,目的蛋白的相对

表达水平以目的蛋白灰度值/内参照蛋白灰度值表

示。实验重复3次,结果取均值。

1.8 统计学分析

采用GraphPadPrism9.0软件对数据进行统

计分析,计量资料以􀭺x±s表示,多组间比较采用单

因素方差分析,进一步两两比较采用Dunnett-t检

验。绘制Kaplan-Meier生存曲线,采用log-rank检

验比较四组间生存率有无统计学差异。以P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 IS对各组小鼠存活率的影响

实验第30天时,Sham组与Sham+IS组小鼠

全部存活,MI组小鼠存活13只,MI+IS组小鼠存

活7只,Kaplan-Meier生存分析显示,各组小鼠存

活率比较差异有显著性(χ2=16.95,P<0.05),其中

MI+IS组与 MI组、Sham组、Sham+IS组相比,小
鼠存活率显著降低(χ2=5.02~7.20,P<0.05),

Sham组与Sham+IS组、Sham组与 MI组、MI组

与Sham+IS组相比,小鼠存活率差异无显著意义

(P>0.05)。见图1。

图1 各组小鼠的Kaplan-Meier生存曲线

2.2 IS对各组小鼠心脏功能的影响

实验第30天时,心脏超声检查结果显示,四组

小鼠的心脏功能各项指标比较差异均具有显著性

(F=48.41~140.60,P<0.05);其中 MI+IS组与

MI组、MI组与Sham组、MI组与Sham+IS组各

项指标比较差异均有显著性(t=3.96~14.54,P<
0.05),Sham+IS组与Sham组各项指标比较差异

无显著性(P>0.05)。见表1。

表1 各组小鼠心脏功能指标比较(􀭵x±s)

分组 n LVIDd
(d/mm)

LVIDs
(d/mm)

LVEF
(χ/%)

LVFS
(χ/%)

Sham组 10 3.35±0.11 2.28±0.1268.57±2.7734.06±2.02
Sham+IS组10 3.52±0.18 2.37±0.1267.36±2.4932.74±1.50
MI组 13 4.17±0.16 3.07±0.2351.75±3.1823.60±1.30
MI+IS组 7 4.95±0.51 3.61±0.2941.21±4.4119.08±2.91

2.3 各组小鼠血清中IS浓度比较

实验第30天时,Sham组、Sham+IS组、MI组

及 MI+IS组小鼠血清IS浓度分别为(0.09±0.01)、
(3.09±0.17)、(0.13±0.03)、(3.27±0.22)mg/L,各
组小鼠血清中IS浓度比较差异具有显著意义(F=
1449.00,P<0.05);Sham+IS组与Sham组、MI+
IS组与 MI组、Sham+IS组和 MI组比较,血清中

IS的浓度显著升高(t=38.55~54.87,P<0.05),

Sham组和 MI组比较血清中IS浓度差异无显著性

(P>0.05)。

2.4 IS对各组小鼠心肌纤维化的影响

各组小鼠心肌组织的 Masson染色结果显示,
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Sham组和Sham+IS组未见异常胶原纤维沉积,

MI组和Sham组相比,可见明显的胶原纤维沉积,

MI+IS组和 MI组比较,心肌间质胶原纤维沉积明

显增多(图2),图中蓝色染色部分为沉积的心肌间

质胶原纤维。各组小鼠α-sma、CollagenⅠ基因表

达水平比较差异有显著性(F=101.30、64.90,P<
0.05);MI+IS组与 MI组、MI组与Sham组比较,

α-sma、CollagenⅠ表达水平差异具有显著意义(t=
4.22~8.80,P<0.05),但Sham和Sham+IS组间

比较差异无显著性(P>0.05)。见表2。

2.5 IS对心肌组织中TGF-β信号通路相关标记蛋

白表达的影响

Westernblot方法检测结果显示,各组间心肌

组织中TGF-β、p-Smad2、p-Smad3蛋白表达水平比

较差异具有显著性(F=88.48~200.30,P<0.05);

MI+IS组和 MI组、MI组和Sham组比较,TGF-β、

p-Smad2、p-Smad3蛋白表达水平均性增高,差异具

有显著统计学意义(t=4.04~18.91,P<0.05),但
Sham+IS组和Sham 组比较差异无显著性(P>
0.05)。见表3。

A:Sham组,B:Sham+IS组,C:MI组,D:MI+IS组,Masson染色法,200倍

图2 各组小鼠梗死区心肌间质胶原纤维沉积情况

  表2 各组小鼠心肌纤维化相关基因的表达水平比较

(􀭵x±s)

分组 n α-sma Collagen Ⅰ

Sham组 3 1.01±0.01 1.01±0.01
Sham+IS组 3 1.24±0.27 1.11±0.14
MI组 3 5.15±2.40 9.06±2.24
MI+IS组 3 24.71±4.93 19.36±4.78

表3 各组小鼠心肌组织中TGF-β信号通路相关标记

蛋白表达水平比较(􀭵x±s)

分组 n TGF-β p-Smad2 p-Smad3

Sham组 3 0.17±0.03 0.13±0.04 0.17±0.04
Sham+IS组 3 0.20±0.01 0.18±0.02 0.19±0.04
MI组 3 0.71±0.06 0.42±0.06 0.42±0.05
MI+IS组 3 0.92±0.11 0.64±0.07 0.58±0.07

3 讨  论

得益于再灌注治疗策略的开展,MI患者的病死

率近几年显著下降,但梗死后心力衰竭的发生仍然

是影响患者长期预后的重要因素之一[2],而病理性

心肌重构则是梗死后心力衰竭发生的关键原因,其
病理过程涉及心肌肥厚、心肌纤维化、炎症过度激

活、细胞代谢失衡以及血管再生抑制等[2,8]。研究

表明,与肾功能正常 MI患者相比,慢性肾脏疾病

(CKD)患者 MI病死率显著升高[10-11],其中,尿毒症

毒素作为CKD相关危险因素在 MI后心肌病理性

改变过程中发挥重要作用[12]。IS因其蛋白结合特

性,常规透析治疗对其清除效果差[13]。临床研究发

现,IS可加重稳定型心绞痛或经皮冠状动脉介入术

后患者的左心室舒张功能不全[14]。此外,当透析患

者血液中IS水平超过32.35mg/L时,其首次心力

衰竭事件的发生率显著升高[15]。
本研究中发现,与 MI组相比,MI+IS组小鼠

生存率显著降低。为评估IS对 MI后心脏功能的

影响,对各组小鼠进行心脏超声检查,结果显示,与

MI组相比,MI+IS组小鼠心脏收缩功能显著降低,
但Sham组和Sham+IS组间无显著差异,提示IS
可能通过促进MI后的病理性心肌重构,加重MI后

的心功能障碍,导致小鼠 MI后生存率显著下降。
与本研究发现一致,在达尔盐敏感型高血压大鼠模

型中,IS通过激活心肌组织中 AhR/NF-κb信号通

路促进NLRP3炎症小体表达升高,导致大鼠心功

能障碍加重[16]。心肌纤维化是病理性心肌重构的

基本病理改变之一,本研究中,Masson染色结果显

示,与 MI组相比较,MI+IS组小鼠心肌间质胶原

纤维沉积显著增多;RT-qPCR结果显示,与 MI组

相比较,MI+IS组小鼠心肌组织纤维化相关基因

α-sma、CollagenⅠ表达水平显著增高,Sham+IS
组和Sham组相比差异无显著性,提示IS可能通过
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加重小鼠心肌纤维化,加速 MI后病理性心肌重构

的进展。
心肌纤维化是指细胞外基质(ECM)蛋白,例如

CollagenⅠ、CollagenⅢ,在心肌间质的过度沉积。

MI发生后,过度和持续的刺激(如尿毒症毒素)可诱

导心肌成纤维细胞分化、增殖活动增强,导致胶原纤

维大量分泌、ECM 成分(如TGF-β因子、基质金属

蛋白酶等)过度激活[17]。其中,TGF-β信号通路在

组织纤维化过程中发挥着重要作用[18],活化状态下

TGF-β通过诱导其下游Smad2、Smad3磷酸化,来
促进肌成纤维细胞的活化和增殖,以及ECM 的生

成[19-20]。磷酸化的Smad3可以直接调节α-sma及

ECM蛋白如胶原纤维的表达[19]。为明确IS是否

通过调控TGF-β信号通路参与 MI后心肌纤维化

过程,本研究对各组小鼠心肌组织行 Westernblot
检测,结果显示,与 MI组相比,MI+IS组小鼠心肌

组织中TGF-β、p-Smad2、p-Smad3表达水平均显著

升高,但Sham组和Sham+IS组间无显著性差异,
表明IS促进 MI后心肌TGF-β信号通路的持续激

活。SUN等[21]和CAI等[22]的研究也表明,在近端

肾小管细胞中,IS可诱导TGF-β信号通路的激活,
与本研究结果一致。

综上所述,IS可通过激活 MI后小鼠心肌组织

TGF-β信号通路,促进 MI后小鼠心肌纤维化进程,
加速小鼠的病理性心肌重构。本研究为降低CKD
患者 MI后的高病死率提供了新思路,为提高CKD
患者的长期生存率提供了实验数据支持。
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