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【摘要】目的:探讨三七总皂苷(PNS)对大鼠放射性心脏损伤(RIHD)的保护作用及相关作用机制。方法:选取50只大

鼠按数字表法随机分为正常对照组、单纯照射组及PNS小、中、大剂量组,每组各10只。除正常对照组外,其余各组均予以放

射线心脏照射(20
 

Gy);PNS小、中、大剂量组分别予以10
 

mg/kg、30
 

mg/kg、60
 

mg/kg
 

PNS灌胃处理,其余各组则予以等量

生理盐水灌胃,于放疗当天开始,每天连续给药,直至放疗4周。放疗照射结束后,检测大鼠心肌肌钙蛋白I(cTnI)、肌酸激酶

同工酶(CK-MB)、丙二醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)、细胞间黏附分子-1(ICAM-1)、肿瘤坏死因子α(TNF-α)、白细胞介

素1β(IL-1β)、转化生长因子β1(TGF-β1)水平;HE染色对大鼠心肌组织病理改变进行观察;蛋白质印迹法检测大鼠心肌组织

TGF-β1、Smad3蛋白表达水平。结果:与正常对照组比,单纯照射组大鼠血清cTnI、CK-MB、MDA、ICAM-1、TNF-α、IL-1β、

TGF-β1水平上升(P<0.05),血清SOD水平下降(P<0.05),且心肌组织病理评分增高(P<0.05)。相比于单纯照射组,

PNS各剂量组大鼠血清cTnI、CK-MB、MDA、ICAM-1、TNF-α、IL-1β、TGF-β1水平下降(P<0.05),血清SOD水平上升(P<
0.05),且心肌组织病理评分降低(P<0.05),这些指标的改变在小、中、大剂量组呈剂量依赖性(P<0.05)。结论:PNS对大

鼠RIHD具有保护作用,其机制可能与调控氧化应激、减轻炎症及抑制TGF-β1/Smad3信号通路有关。
【关键词】放射性心脏损伤;三七总皂苷;心肌损伤标志物;氧化应激;炎症反应;TGF-β1/Smad3信号通路
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【Abstract】Objective:To
 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

Panax
 

Notoginseng
 

Saponins
 

(PNS)
 

on
 

radiation-induced
 

heart
 

disease
 

(RIHD)
 

in
 

rats
 

and
 

explore
 

its
 

underlying
 

mechanism.Methods:A
 

total
 

of
 

50
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

5
 

groups
 

using
 

a
 

random
 

number
 

table:normal
 

control
 

group,radiation-only
 

group,and
 

low-,medium-,and
 

high-dose
 

PNS
 

intervention
 

groups,with
 

10
 

rats
 

in
 

each
 

group.Except
 

for
 

the
 

normal
 

control
 

group,rats
 

in
 

the
 

other
 

four
 

groups
 

received
 

a
 

single
 

20
 

Gy
 

cardiac
 

irradiation.Rats
 

in
 

the
 

low-,medium-,and
 

high-dose
 

PNS
 

groups
 

were
 

intragastrically
 

administered
 

with
 

10
 

mg/kg,

30
 

mg/kg,and
 

60
 

mg/kg
 

PNS,respectively,while
 

those
 

in
 

the
 

normal
 

control
 

and
 

radiation-only
 

groups
 

received
 

an
 

equal
 

volume
 

of
 

normal
 

saline.The
 

administration
 

was
 

initiated
 

on
 

the
 

day
 

of
 

irradiation
 

and
 

continued
 

daily
 

for
 

4
 

weeks
 

after
 

radiotherapy.After
 

the
 

irradiation,serum
 

levels
 

of
 

cardiac
 

troponin
 

I
 

(cTnI),creatine
 

kinase
 

isoenzyme
 

MB
 

(CK-MB),

malondialdehyde
 

(MDA),superoxide
 

dismutase
 

(SOD),intercellular
 

adhesion
 

molecule-1
 

(ICAM-1),tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α),interleukin-1β
 

(IL-1β),and
 

transforming
 

growth
 

factor-β1
 

(TGF-β1)
 

were
 

detected.Pathological
 

changes
 

of
 

myocardial
 

tissues
 

were
 

observed
 

using
 

hematoxylin-eosin
 

(HE)
 

staining.Western
 

blot
 

was
 

performed
 

to
 

determine
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

TGF-β1
 

and
 

Smad3
 

in
 

myocardial
 

tissues.Results:Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,the
 

radiation-
only

 

group
 

showed
 

increased
 

serum
 

levels
 

of
 

cTnI,CK-MB,MDA,ICAM-1,TNF-α,IL-1β,and
 

TGF-β1
 

(P<0.05),decreased
 

serum
 

SOD
 

level
 

(P<0.05),and
 

elevated
 

myocardial
 

pathological
 

score
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

radiation-only
 

group,

all
 

PNS
 

intervention
 

groups
 

exhibited
 

reduced
 

serum
 

levels
 

of
 

cTnI,CK-MB,MDA,ICAM-1,TNF-α,IL-1β,and
 

TGF-β1
 

(P<
0.05),increased

 

serum
 

SOD
 

level
 

(P<0.05),and
 

decreased
 

myocardial
 

pathological
 

score
 

(P<0.05).The
 

changes
 

of
 

these
 

indexes
 

were
 

dose-dependent
 

in
 

the
 

low,medium
 

and
 

high
 

dose
 

groups
 

(P<0.05).Conclusion:PNS
 

exerts
 

a
 

protective
 

effect
 

against
 

RIHD
 

in
 

rats,and
 

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

associated
 

with
 

regulating
 

oxidative
 

stress,alleviating
 

inflammatory
 

response,
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and
 

inhibiting
 

the
 

TGF-β1/Smad3
 

signaling
 

pathway.
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signaling
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  放疗作为恶性肿瘤综合治疗的核心手段之一,
显著改善了多种类型恶性肿瘤患者的生存结局。但

随着患者治疗后生存期的延长,放疗相关心脏毒性

所致的健康风险逐渐凸显,特别是胸部肿瘤患者接

受胸部放疗后,放射性心脏损伤(radiation-induced
 

heart
 

disease,RIHD)的风险显著升高,已成为威胁

患者预后的主要严重并发症之一[1-2]。尽管近年来

临床通过优化放疗剂量分割模式与靶区勾画技术,
较大程度降低了射线对心脏及周围的损伤,但放疗

仍是影响患者心血管预后的重要原因[3]。研究[4]证

实,心脏受照平均剂量与冠状动脉不良事件发生率

呈明确线性正相关,即心脏受照剂量每提升1
 

Gy,
冠状动脉事件的发生风险相应增加7.4%。鉴于

RIHD的高发生率及危害,探索其有效的防治手段

已成为当前临床亟待解决的关键问题。
三七是我国传统中药的一种,它的主要成分有

三七素、三七总皂苷(PNS)、氨基酸、黄酮、挥发油、
糖类等有效成分。研究[5]证实,PNS具有清除氧化

自由基,抑制脂质过氧化反应的作用,能够保护心肌

细胞形态学结构的完整,维持心脏功能。PNS对心

肌缺血再灌注损伤大鼠有保护作用[6],但作用机制

尚未阐明,且关于其是否在 RIHD中具有保护作

用,国内尚缺乏研究报道。基于此,本研究拟探讨

PNS对大鼠RIHD的保护作用和作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

SPF级SD大鼠(雄性)50只,体质量为(200±
20)g,购于武汉鼠来宝生物科技有限公司。实验方

案经本院动物伦理委员会审查批准。大鼠饲养于本

院医学动物中心,实验前进行7
 

d适应性饲养,温度

为(25±1)℃,环境湿度(48±2)%,自由摄食、饮水,
保持昼夜节律。

1.2 试剂及仪器

PNS(南京道斯夫生物科技有限公司);心肌肌

钙蛋白I(cTnI)、肌酸激酶同工酶(CK-MB)酶联免

疫检 测 试 剂 盒 (南 京 建 成 生 物 公 司);丙 二 醛

(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)检测试剂盒(南京

建成生物公司);细胞间黏附分子1(ICAM-1)、肿瘤

坏死因子α(TNF-α)、白细胞介素1β(IL-1β)、转化

生长因子β1(TGF-β1)酶联免疫检测试剂盒(武汉

华美生物工程有限公司);苏木精-伊红(HE)染色试

剂盒(上海碧云天生物技术公司);兔抗大鼠 TGF-

β1、Smad3、GAPDH(英国abcam 公司);超低温冰

箱(珠海格力电器);冷冻离心机(德国Eppendorf公

司);生物显微镜(日本Olympus公司)。

1.3 方法

1.3.1 建模及分组 50只大鼠经数字表法随机分

为正常对照组、单纯照射组以及PNS小、中、大剂量

组,每组各10只。除正常对照组外,其余各组均参

照文献[7]构建RIHD模型,大鼠麻醉后仰卧固定于

实验台上,采用直线加速器产生的6
 

MV
 

X射线对

心前区实施照射,同时以铅板对周围非靶区组织进

行屏蔽防护;照射参数设置如下:心前区剂量率调控

为300
 

MU/min,射野规格设定为1
 

cm×1
 

cm,照
射深度维持在

 

1
 

cm,采用单野照射模式对心脏靶区

予以单次20
 

Gy剂量的辐照处理。PNS小、中、大
剂量组分别予以10、30、60

 

mg/kg
 

PNS灌胃处理,
其余各组则予以等量生理盐水灌胃,于放疗照射当

天开始,每天连续给药,直至放疗4周。

1.3.2 取材 在放疗4周完成后,大鼠经异氟烷吸

入麻醉后实施样本采集操作。首先采用眼眶采血法

收集血液样本,将血液样本于室温静置1
 

h,离心处

理后收集上清液,将所得血清分装,至-80
 

℃超低

温冰箱保存。完成采血后,剪开小鼠胸腔,完整剥离

心脏组织,使用生理盐水充分漂洗以去除残留血液;
将心脏组织分为两部分,一部分立即浸入固定液中

以保持 组 织 形 态,另 一 部 分 经 液 氮 速 冻 后 置 于

-80
 

℃超低温冰箱留存,以备后续实验检测。

1.3.3 血清心肌损伤标志物的测定 取血清标本,
应用酶联免疫吸附法对血清cTnI、CK-MB水平进

行测定,严格按试剂盒说明书操作。

1.3.4 血清氧化应激指标的测定 取血清标本,应
用比色法检测血清 MDA、SOD水平,严格按试剂盒

说明书操作。

1.3.5 血清炎症因子和TGF-β1水平的检测 取

血清标本,应用酶联免疫吸附法检测血清ICAM-1、

TNF-α、IL-1β和TGF-β1水平,严格按试剂盒说明

书操作。

1.3.6 HE染色观察大鼠心肌组织病理学 大鼠

心肌组织经10%甲醛固定24
 

h后,采用标准石蜡包

埋技术制备切片,经HE染色后,于显微镜下对心肌

组织病理改变进行观察。并参照Rona评分标准[8]

进行心肌组织病理评分,从以下维度进行评价:心肌

细胞是否存在肥大、坏死及变性等形态学改变;间质

组织是否出现充血、水肿、炎症细胞浸润及结缔组织
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增生等病理表现;心内膜与心外膜组织是否伴随充

血、水肿及炎症细胞浸润现象。损伤程度评分划分

为0~4分,其中0分提示心肌组织形态结构无异

常,1~4分则对应损伤程度的逐级递增。

1.3.7 蛋白质印迹法检测大鼠心肌组织TGF-β1、

Smad3蛋白表达 取大鼠心肌组织标本,置于预冷

的放射免疫沉淀测定(RIPA)裂解液中充分匀浆,完
成总蛋白的提取与浓度定量。取20

 

μg总蛋白样本

依次开展变性处理、上样、聚丙烯酰胺凝胶电泳及全

湿法转膜操作;转膜完成后对膜进行封闭,随后分别

孵育相应抗体。一抗于4
 

℃条件下孵育过夜,二抗

于37
 

℃条件下孵育2
 

h。待各组蛋白条带显色后进

行成像采集,对条带灰度值实施定量分析,以GAP-
DH作为内参,计算并比较各组TGF-β1、Smad3蛋

白的相对表达水平。

1.4 统计学分析

实验数据均于SPSS
 

27.0中分析完成。计量

资料用(x-±s)表示,多组间对比用单因素方差分

析,进一步两两对比执行SNK-q检验。P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠血清心肌损伤标志物水平比较

相比正常对照组,模型组大鼠血清cTn
 

I、CK-
MB水平均上升(P<0.05);相比于模型组,PNS各剂

量组血清cTn
 

I、CK-MB水平均降低(P<0.05),且随

着PNS剂量提升,大鼠血清cTn
 

I、CK-MB水平逐渐

下降(P<0.05),具有剂量依赖效应。见表1。

表1 各组大鼠血清心肌损伤标志物水平比较(x-±s)

组别 cTn
 

I(ng/L) CK-MB(ng/mL)

正常对照组(n=10) 23.25±5.14 0.34±0.05
单纯照射组(n=10) 81.65±8.47① 0.76±0.10①

PNS小剂量组(n=10) 67.43±9.12② 0.65±0.08②

PNS中剂量组(n=10) 52.87±7.43②③ 0.53±0.09②③

PNS大剂量组(n=10) 39.68±7.96②③④ 0.42±0.08②③④

F 值 67.514 15.352

P 值 <0.001 <0.001

  ①P<0.05,与正常对照组相比;②P<0.05,与单纯照射组相

比;③P<0.05,与PNS小剂量组相比;④P<0.05,与PNS中剂量

组相比。

2.2 各组大鼠血清氧化应激指标比较

相比正常对照组,模型组血清 MDA水平上升

(P<0.05),SOD水平下降(P<0.05);相比于模型

组,PNS各剂量组血清 MDA 水平均 降 低(P<
0.05),SOD下降(P<0.05),且小、中、大剂量组呈

剂量依赖性(P<0.05)。见表2。

表2 各组大鼠血清氧化应激指标比较(x-±s)

组别 MDA(nmol/mL) SOD(U/mL)

正常对照组(n=10) 6.42±2.09 231.78±32.54

单纯照射组(n=10) 21.45±4.56① 118.46±28.41①

PNS小剂量组(n=10) 15.87±3.62② 151.68±27.55②

PNS中剂量组(n=10) 11.54±2.98②③ 184.36±24.87②③

PNS大剂量组(n=10) 9.14±2.37②③④ 211.36±25.32②③④

F 值 17.661 89.652

P 值 <0.001 <0.001

  ①P<0.05,与正常对照组相比;②P<0.05,与单纯照射组相

比;③P<0.05,与PNS小剂量组相比;④P<0.05,与PNS中剂量

组相比。

2.3 各组大鼠血清炎症因子和TGF-β1水平比较

相比正常对照组,模型组大鼠血清ICAM-1、

TNF-α、IL-1β和 TGF-β1水平上升(P<0.05);相
比于 模 型 组,PNS各 剂 量 组 大 鼠 血 清ICAM-1、

TNF-α、IL-1β和 TGF-β1水平下降(P<0.05),且
小、中、大剂量组呈剂量依赖性(P<0.05)。见表3。

 表3 各组大鼠血清炎症因子和TGF-β1水平比较(x-±s,

pg/mL)

组别 ICAM-1 TNF-α IL-1β TGF-β1

正常对照组(n=10) 14.32±2.11 4.26±0.68 16.41±2.78 21.65±3.75

单纯照射组(n=10) 32.72±3.59① 12.54±2.41① 34.78±3.69① 72.58±7.21①

PNS小剂量组(n=10) 26.32±3.14② 9.87±2.22② 29.34±3.14② 55.65±6.78②

PNS中剂量组(n=10) 23.78±2.96②③ 7.24±1.68②③ 25.47±3.57②③ 41.65±5.44②③

PNS大剂量组(n=10) 20.34±2.55②③④ 5.49±1.34②③④20.36±3.48②③④ 32.21±6.24②③④

F 值 23.547 19.368 30.432 36.781

P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  ①P<0.05,与正常对照组相比;②P<0.05,与单纯照射组相

比;③P<0.05,与PNS小剂量组相比;④P<0.05,与PNS中剂量

组相比

2.4 心肌组织病理学观察

正常对照组大鼠心肌组织中,心肌细胞形态正

常,排列规整,心肌纤维纹理清晰,胞质分布均匀,无
水肿、坏死病变等;相比之下,单纯照射组大鼠心肌

细胞表现出明显水肿,心肌组织缺血、坏死程度严

重,伴随大量炎症细胞浸润,横纹结构消失,细胞核

出现固缩或溶解等典型损伤特征;与模型组比,PNS
各剂量组大鼠心肌组织损伤程度减轻,炎症细胞浸

润减少。见图1。相比于正常对照组,单纯照射组

大鼠心肌组织病理评分显著上升(P<0.05);相比

于单纯照射组,PNS各剂量组大鼠心肌组织病理评

分降低(P<0.05),且小、中、大剂量组呈剂量依赖

性(P<0.05)。见表4。
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图 1 各组大鼠心肌组织病理改变（HE×200）
A. 正常对照组；B. 单纯照射组；C. PNS 小剂量组；D. PNS 中剂量组；E. PNS 大剂量组。

A B C

D E

表4 各组大鼠心肌组织病理评分(x-±s,分)

组别 病理学评分

正常对照组(n=10) 0.45±0.08
单纯照射组(n=10) 3.41±0.64①

PNS小剂量组(n=10) 2.76±0.52②

PNS中剂量组(n=10) 1.98±0.47②③

PNS大剂量组(n=10) 1.24±0.42②③④

F 值 12.352
P 值 <0.001

  ①P<0.05,与正常对照组相比;②P<0.05,与单纯照射组相

比;③P<0.05,与PNS小剂量组相比;④P<0.05,与PNS中剂量

组相比。

2.5 各组大鼠心肌组织TGF-β1、Smad3蛋白表达

比较

相比于正常对照组,单纯照射组大鼠心肌组织

TGF-β1蛋白和Smad3蛋白表达水平均上升(P<
0.05);相比于单纯照射组,PNS各剂量组大鼠心肌

组织TGF-β1蛋白和Smad3蛋白表达水平均下降

(P<0.05),且小、中、大剂量组呈剂量依赖性(P<
0.05)。见表5。

 表5 各组大鼠心肌组织 TGF-β1、Smad3蛋白表达比较

(x-±s)

组别 TGF-β1 Smad3
正常对照组(n=10) 1.17±0.18 0.31±0.08
单纯照射组(n=10) 2.34±0.39① 0.81±0.14①

PNS小剂量组(n=10) 2.06±0.35② 0.65±0.13②

PNS中剂量组(n=10) 1.74±0.29②③ 0.52±0.15②③

PNS大剂量组(n=10) 1.49±0.32②③④ 0.40±0.10②③④

F 值 13.412 11.325
P 值 <0.001 <0.001

  ①P<0.05,与正常对照组相比;②P<0.05,与单纯照射组相

比;③P<0.05,与PNS小剂量组相比;④P<0.05,与PNS中剂量

组相比。

3 讨论

RIHD作为胸部肿瘤放疗后常见且严重的并发

症,不仅会显著降低患者生活质量,还会提升患者后

续罹患心血管疾病的风险,严重危害患者身心健

康[9]。因此,有效进行RIHD的防治,对于改善胸

部肿瘤患者预后有着重要意义。PNS是三七的重

要活性成分,具有抗炎、调控氧化应激、改善心肌能

量代谢和抑制心肌纤维化等多种药理效应,对于心

肌肥大、心律失常、心肌炎及缺血性心脏病均有一定

治疗价值[10]。研究[11]证实,PNS可通过扩张血管、
改善心肌微循环,抑制血小板聚集和黏附,而对冠心

病患者产生心血管保护作用。PNS还可通过抑制

炎症反应而发挥抗心肌缺血再灌注损伤的作用[12]。
氧化应激和炎症反应在 RIHD的病理过程中

有着重要作用[13]。放射线对心肌组织的直接损伤

可激活氧化应激通路,而持续的氧化应激不仅会直

接损害心肌组织,还会促使内源性活性氧异常增多,
进而削弱心脏自身的抗氧化能力[14]。此外,放射治

疗可使机体处于促炎状态,心脏炎症反应的激活,继
而可促 使 心 脏 结 构 与 生 理 功 能 的 异 常 改 变[15]。

MDA、SOD是反映氧化应激状态的典型指标,其中

MDA作为脂质过氧化产物,其水平上升提示机体

氧化应激反应程度加剧;而SOD为机体抗氧化酶,
可抑制脂质过氧化,并对氧自由基有清除作用。

ICAM-1是炎症反应中的“桥梁分子”,其介导的白

细胞-心肌内皮细胞黏附作用增强,是心脏损伤发生

的重要机制之一[16]。TNF-α、IL-1β均为促炎因子,
当心脏细胞遭受放射线时,组织可出现明显炎症浸

润,外周血TNF-α、IL-1β水平表达上调[17]。本研究

发现,单纯照射组大鼠血清TNF-α、IL-1β水平显著

高于正常对照组,而PNS各剂量组大鼠血清TNF-α、

IL-1β水平均低于单纯照射组,提示PNS能够减轻

大鼠氧化应激和炎症反应,这可能是其发挥心脏保

护作用的重要机制。

056



赵继伟,等 三七总皂苷对大鼠放射性心脏损伤的保护作用及机制研究

心肌纤维化是各种心脏疾病的共同病理表现。
心肌纤维化的核心病理特征为心肌成纤维细胞的异

常增殖、向肌成纤维细胞的表型转化,以及细胞外基

质在心肌间质的过度沉积[18]。TGF-β1作为一种心

肌纤维化指标,参与了心肌肥大、心肌重构等心脏损

伤病理过程,在RIHD中也有着重要作用[19]。心肌

细胞受损后,肌成纤维细胞源性TGF-β1的分泌水

平升高,进而促使Smad3蛋白发生磷酸化,由此激

活调控肌成纤维细胞转化的关键转录通路。研

究[20]表明,TGF-β1/Smad3信号通路活化,可诱导

炎症反应,促进细胞凋亡,导致心脏重塑。因此,

TGF-β1/Smad3信号通路或许可作为 RIHD防治

的潜在靶点。PNS可抑制TGF-β1/Smad3信号通

路,减轻肝纤维化,产生肝脏保护作用[21]。本研究

发现,与正常对照组相比,单纯照射组大鼠血清

TGF-β1水平及心肌组织TGF-β1、Smad3蛋白表达

水平均上升,而相比于单纯照射组,PNS各剂量组

大鼠血清TGF-β1水平及心肌组织TGF-β1、Smad3
蛋白表达水平均下降。这提示PNS能够抑制TGF-

β1/Smad3信号通路,减轻心肌纤维化,这也可能是

其对RIHD的保护机制之一。
综上,PNS对大鼠RIHD具有保护作用,能够

减轻心脏病理损伤,其机制可能与调控氧化应激、减
轻炎症以及抑制 TGF-β1/Smad3信号通路有关。
本研究为PNS用于RIHD的临床防治提供了一定

的实验依据。但本研究不足在于仅针对 RIHD模

型,其结论的普适性可能有限,所得结果是否适用于

其他心脏损伤模型,仍需进一步研究加以验证。
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