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神经纤毛蛋白-1过表达对异丙肾上腺素诱导心衰大鼠
的保护作用研究

蒋芳萍 1，赵 玲 1，吴校伟 1，李 韫 2，赵天华 1，谢金洲 1

（1. 三六三医院心血管内科，成都 610041；2. 成都市第六人民医院心血管内科，成都 610051）

【摘 要】目的：探究神经纤毛蛋白-1（neuropilin-1）过表达对异丙肾上腺素（isoproterenol，ISO）诱导的心衰大鼠心脏功能及心肌
组织损伤的保护作用。 方法：构建 neuropilin-1 过表达的腺病毒载体（Ad-neuropilin-1），采用逆转录聚合酶链反应（reverse
transcription polymerase chain reaction，RT-PCR）结合Western blot检测过表达效率；选取 60只 SD大鼠，随机分为对照（control）
组、ISO组、ISO+Ad（阴性对照）组和 ISO+Ad-neuropilin-1组，除 control组外各组采用皮下注射 ISO制成心衰大鼠模型，检测各
组大鼠心脏功能，采用 RT-PCR和酶联免疫吸附法（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）检测各组大鼠心损标记物、炎性
因子水平，HE染色、缺口末端标记法（TdT-medated dUTP nick end labeling，TUNEL）染色观察心肌细胞凋亡情况，Western blot
检测增殖细胞相关抗原 Ki-67和半胱天冬酶（cysteine aspartase-3，Cas3）的表达。 结果：相比 control组，ISO+Ad-neuropilin-1组
neuropilin-1 mRNA和蛋白表达均升高（P<0.05）；相比 control组，ISO组大鼠心率（heart rate，HR）、左心室射血分数（left ventric－
ular ejection fraction，LVEF）、左室短轴缩短率（left ventricular fraction shortening，LVFS）、neuropilin-1、Ki-67蛋白表达水平均明
显降低，血清心肌肌钙蛋白（cardiac troponin，cTnI）、肌酸激酶（creatine kinase，CK）、肌酸激酶同工酶（creatine kinase-MB，CK-
MB）、一氧化氮合酶（inducible nitric oxide synthase，iNOS）和白细胞介素-10（interleukin-10，IL-10）mRNA水平、心肌细胞凋亡
率、cleaved caspase-3/Cas3水平明显升高（P<0.05）；相比 ISO组，ISO+Ad-neuropilin-1 组 HR、LVFS、LVEF、neuropilin-1、Ki-67
蛋白相对表达明显升高，cTnI、CK、CK-Mb、iNOS、IL-10 mRNA及外周血含量、心肌细胞凋亡率、cleaved caspase-3/Cas3水平均明
显降低（P<0.05）。 结论：neuropilin-1过表达可抑制 ISO诱导的心衰大鼠心肌细胞凋亡及炎症反应，改善其心脏功能。
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【Abstract】Objective：To explore the protective effect of neuropilin-1 overexpression on cardiac function and against myocardial tis－
sue injury in rats with isoproterenol（ISO） induced heart failure（HF）. Methods：The adenovirus vector of neuropilin-1 overexpression
（Ad-neuropilin-1）was constructed. The overexpression efficiency was detected by reverse transcription polymerase chain reaction
（RT-PCR） and Western blot. Sixty SD rats were enrolled and randomly divided into control group，ISO group，ISO+Ad group（nega－
tive control group）and ISO+Ad-neuropilin-1 group. Except control group，subcutaneous injection of ISO was conducted to prepare HF
rats models. The cardiac function in each group was detected. The levels of myocardial damage markers and inflammatory factors in
each group were detected by RT-PCR and enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）. The apoptosis of myocardial cells was
observed by HE staining and TdT-medated dUTP nick end labeling（TUNEL） staining. The expression of proliferation cells related
antigen Ki-67 and cysteine aspartase-3（Cas3） was detected by Western blot. Results：Compared with control group，neuropilin-1
mRNA and protein in ISO+Ad-neuropilin-1 group were increased（P<0.05）. Compared with control group，heart rate（HR），left
ventricular ejection fraction（LVEF），left ventricular fractional shortening（LVFS），and expression levels of neuropilin-1 and Ki-67
proteins were significantly decreased in ISO group，while levels of serum cardiac troponin（cTnI），creatine kinase（CK），creatine
kinase-MB（CK-MB），inducible nitric oxide synthase（iNOS） and interleukin-10（IL-10） mRNA，apoptosis rate of myocardial cells

and level of cleaved caspase-3/Cas3 were significantly increased
（P<0.05）. Compared with ISO group，HR，LVFS，LVEF，and
relative expression of neuropilin-1 and Ki-67 proteins in ISO+
Ad-neuropilin-1 group were significantly increased，while cTnI，
CK，CK-Mb，iNOS，content of peripheral blood IL-10 mRNA，
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心力衰竭（heart failure，HF）是各种心血管疾病
的终末阶段，同时也是死亡的最主要原因[1]。 HF是
一个复杂、连锁、动态的过程，这个病理生理过程涉
及多种神经激素和细胞因子的共同作用，上述分子
能对心脏和循环产生直接毒害作用，心肌损伤后细
胞因子的连锁激动能对心脏血流动力学及后期的
心室重塑产生重要影响[2-3]。 患者发生心衰时，机体
内免疫会出现失调、炎症反应、心肌细胞凋亡等现
象[4]。 神经纤毛蛋白-1（neuropilin-1）是目前研究较
多的一种蛋白，研究显示，小 RNA-124-3p 可靶向
neuropilin-1，调节胶质母细胞瘤的增殖和凋亡，并
在血管生成中有重要作用 [5]。 还有研究发现，neu－
ropilin-1可通过 Toll样受体 4-核因子 κB通路，调
控白细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）、一氧化氮合
酶（inducible nitric oxide synthase，iNOS）等炎性因子
水平，参与脓毒症的发生发展[6]。 由此推测，在大鼠
心肌损伤中，neuropilin-1 可以通过介导炎症因子
保护大鼠心肌细胞。 目前关于 neuropilin-1在 HF
中的研究较少。 本文观察了 neuropilin-1过表达对
异丙肾上腺素（isoproterenol，ISO）诱导的心衰大鼠
心脏功能及心肌组织损伤的影响，以期为心肌损伤
的治疗提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 动物 SPF级 3周龄 SD大鼠 60只，购自广东医学院
实验动物中心，粤监证字 2018A029号，本实验经过动物伦理
委员会批准同意。
1.1.2 主要试剂 腺病毒空载体（Ad vector）和 neuropilin-1
过表达的腺病毒载体（Ad-neuropilin-1）由上海汉恒生物科
技有限公司提供，一氧化氮合酶（inducible nitric oxide synthase，
iNOS）、白细胞介素-10（interleukin-10，IL-10）试剂盒购自上
海纪宁酶联科技有限公司；肌酸激酶（creatine kinase，MB）、
心肌肌钙蛋白（cardiac troponin，cTnI）试剂盒购自上海基免
实业有限公司；iNOS、肌酸激酶同工酶（creatine kinase-MB，
CK-MB）试剂盒购自安徽大千生物；neuropilin-1、增殖细胞
相关抗原 Ki-67、切割后半胱天冬酶 3/半胱天冬酶 3（cleaved
caspase-3/Cas3）单克隆抗体均购于美国 Santa Cruz公司；HRP
羊抗兔 IgG等二抗购自美国 Thermo公司。
1.1.3 仪器 小动物 Medlab生物信号采集系统购自南京美

易公司；彩色多普勒超声仪（型号：DW-T6）购自江苏大为医
疗有限公司；全自动生化分析仪（型号：Sysmex-chemix-180）
购自日本 Furuno Electric公司；凝胶成像系统购于以色列DNR
公司。
1.2 方法
1.2.1 建模、分组及处理 60只大鼠适应性喂养 1周，随机
分为对照（control）组、ISO组、ISO+Ad（阴性对照）组和 ISO+
Ad-neuropilin-1组，每组 15只；除 control组外，各组采用皮
下注射 ISO诱导制成心衰大鼠模型，注射剂量为 5 mg/kg，连
续注射 7 d，连接小动物 Medlab生物信号采集系统检测左心
室内压，当左心室内压最大上升速率和左心室内压最大下降
速率降到正常值的 2/3以下并维持 5 min以上，且无上升倾
向，可认定制作心衰模型成功，control组注射等量生理盐水。
ISO+Ad（阴性对照）组和 ISO+Ad-neuropilin-1组建模前 24 h
于心肌表面选取 5 个注射点，分别注射 Ad vector 和 Ad-
neuropilin-1，每个点注射 10 μL，共 50 μL，健康组和模型组
注射等量生理盐水。
1.2.2 逆转录聚合酶链反应（reverse transcription polymerase
chain reaction，RT-PCR）检测 neuropilin-1水平 取各组细胞
总 RNA，测定 RNA浓度和纯度后，反转录合成 cDNA后PCR
仪进行扩增，采用 2-ΔΔCt法计算 RNA的相对表达量，本实验
以 GADPH为内参。 取引物各 1 μL。 94℃变性 5 min，循环扩
增 94℃ 20 s，退火 60℃ 20 s，延伸 72℃ 20 s，循环 35 次。
GADPH：上游引物：5’-CTCAGACACCATGGGGAGGTGA-3’，
下游引物：5’-ATGATCTTGAGGCTGTTGTCATA-3’。 IL-10：
上游引物：5’-CAATGGCATGGATCTCAAAG-3’，下游引物：
5’-CAGAGCAATGACTCCAAAGT-3’。 neuropilin-1：上游引
物：5’-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3’，下游引物：5’-TTGC-
TGTTGAAGTCGCAGGAG-3’。
1.2.3 心脏功能检测 完成药物干预后 24 h，使用 DW-T6
彩色多普勒超声仪连接小动物 Medlab 生物信号采集系统
检测各组大鼠心率（heart rate，HR）、左心室射血分数（left
ventricular ejection fraction，LVEF）和左室短轴缩短率（left
ventricular fraction shortening，LVFS）。
1.2.4 酶联免疫吸附法（enzyme-linked immunosorbent assay，
ELISA）检测各组大鼠心损标记物和炎性因子含量 完成大
鼠心脏功能检测后从颈总动脉插管取血 0.5 mL，按照 ELISA
试剂盒操作说明书检测大鼠外周血 CK-MB、cTnI、MB、iNOS
及 IL-10含量。
1.2.5 病理染色观察心肌组织损伤情况 完成大鼠心损标
记物检测后断脖法处死大鼠，取大鼠心肌组织，常规进行 HE
染色和缺口末端标记法（TdT-medated dUTP nick end labeling，
TUNEL）染色，400倍镜下观察大鼠心肌细胞损伤和细胞凋亡
状态。

apoptosis rate of myocardial cells，and level of cleaved caspase-3/Cas3 were significantly decreased（P<0.05）. Conclusion：Neuropilin-
1 overexpression can inhibit cardiomyocytes apoptosis and inflammation response in rats with ISO-induced HF，and improve their
cardiac function.
【Key words】heart failure；neuropilin-1；immune disorder；isoproterenol；cardiac function
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1.2.6 Western blot检测蛋白表达水平 取上述大鼠心肌组
织提取总蛋白，使用 10%SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋
白，半干法将蛋白转移到 PVDF膜，置于 5%脱脂奶粉室温封
闭 2 h 后加入各需要检测蛋白的一抗、二抗孵育 2 h，以
GADPH为内参蛋白，采用显色液显色后行吸光度分析，计算
各蛋白相对表达量。
1.3 统计学处理

采用 Sigma 3.5软件。 数据采用均数±标准差（x±s）表
示。 多组间比较使用单因素方差分析，组间两两比较采用
LSD-t法。 检验水准 α=0.05。

2 结 果

2.1 RT-PCR结合Western blot检测过表达效率结果
相比 control 组 ，ISO +Ad -neuropilin -1 组 neuropilin -1

mRNA及蛋白相对表达明显升高（mRNA：t=47.361，P<0.001；
蛋白：t=28.561，P<0.001）；但 control 组和 ISO+Ad组上述指
标的比较，差异无统计学意义（P>0.05）（表 1）。

2.2 大鼠心脏功能检测结果
相比 control 组，ISO 组大鼠 HR、LVFS 和 LVEF 水平均

明显降低（HR：tD=7.717，P<0.001；LVFS：tD=11.180，P<0.001；
LVEF：t=16.194，P<0.001）；相比 ISO组，ISO+Ad-neuropilin-1

组大鼠 HR、LVFS和 LVEF水平均明显升高（HR：tD=5.898，
P<0.001；LVFS：tD=8.199，P<0.001；LVEF：tD=11.211，P<0.001），
但 ISO+Ad组上述指标无明显改变（P>0.05）（表 2）。
2.3 心损标记物检测结果

相比 control组，ISO组大鼠 neuropilin-1 蛋白相对表达
明显降低（tD=18.475，P=0.005），cTnI、CK、CK-Mb水平均明显
升高（cTnI：tD=16.432，P<0.001；CK：tD=17.100，P<0.001；CK-
Mb：t=14.707，P<0.001）；相比 ISO组，ISO+Ad-neuropilin-1组大
鼠 neuropilin-1蛋白相对表达明显升高（tD=10.970，P<0.001），
cTnI、CK、CK-Mb水平均明显降低（cTnI：tD=10.954，P<0.001；
CK：tD=13.317，P<0.001；CK-Mb：tD=7.930，P<0.001），但 ISO+
Ad组上述指标均无明显改变（P>0.05）（表 3）。
2.4 外周血炎症因子检测结果

相比 control组，ISO组大鼠 iNOS和 IL-10 mRNA（iNOS：
tD=30.341，P<0.001；IL-10：tD=6.607，P<0.001）及外周血含量水
平均明显升高（iNOS：tD=9.478，P<0.001；IL-10：t=3.880，P<
0.001）；相比 ISO 组，ISO+Ad-neuropilin-1 组大鼠 ISO 组大
鼠 iNOS和 IL-10 mRNA（iNOS：tD=22.756，P<0.001；IL-10：tD=
17.619，P<0.001）及外周血含量水平均明显降低（iNOS：tD=
5.986，P<0.001；IL-10：tD=12.609，P<0.001），而 ISO+Ad 组上
述指标均无明显改变（P>0.05）（表 4）。
2.5 大鼠心肌组织损伤情况观察

HE染色显示，control组大鼠心肌组织、肌外膜、心肌纤
维均正常且完整；ISO组心肌纤维弯曲，肌红蛋白溶解，同时
心肌肌细胞核固缩、溶解，肌束膜破裂；ISO+Ad-neuropilin-1
组大鼠心肌组织少量肌纤维断裂溶解弯曲（图 1）。 相比 control
组，ISO组大鼠心肌细胞凋亡率（tD=16.196，P<0.001）、cleaved
caspase-3/Cas3水平明显升高（tD=18.373，P<0.001），Ki-67蛋白
相对表达水平明显降低（tD=29.418，P<0.001）；相比ISO组，ISO+
Ad-neuropilin-1组大鼠心肌细胞凋亡率（tD=14.084，P<0.001）
和 cleaved caspase-3/Cas3水平明显降低（tD=16.077，P<0.001），
Ki-67蛋白相对表达水平明显升高（tD=22.732，P<0.001），但 ISO+
Ad组上述指标均无明显改变（P>0.05）（表 5）。

表 1 RT-PCR结合Western%blot检测过表达效率结果
（x±s，n=15）

组别
neuropilin-1%
mRNA

neuropilin-1
蛋白

control组
ISO+Ad组
ISO+Ad-neuropilin-1组
F值
P值

1.00±0.00
0.99±0.10
4.60±0.50a

749.775
<0.001

0.20±0.01
0.02±0.01
0.63±0.07a

866.765
<0.001

表 2 大鼠心脏功能检测结果（x±s，n=15）

组别 HR/（beat·min-1） LVFS/% LVEF/%

control组

ISO组

ISO+Ad组

ISO+Ad-neuropilin-1组

F值

P值

343.21±27.00

232.00±38.00a

236.00±47.00

317.00±43.00b

30.774

<0.001

22.00±4.00

%%%7.00±2.00a

%%8.00±3.00

%18.00±5.00b

61.019

<0.001

55.00±5.00%

16.00±7.00a

15.00±6.00%

43.00±8.00b

137.328

%%<0.010

注：a，与 control组相比，P<0.05；b：与 ISO+Ad组相比，P<0.05

注：a，与 control组相比，P<0.05

表 3 心损标记物检测结果（x±s，n=15）

组别 neuropilin-1蛋白 cTnI/（ng·mL-1） CK/（ng·mL-1） CK-Mb/（U·L-1）

control组

ISO组

ISO+Ad组

ISO+Ad-neuropilin-1组

F值

P值

0.35±0.06%

0.03±0.01a

0.03±0.02%

0.22±0.07b

163.278

%%<0.001

0.11±0.06%

0.56±0.10a

0.55±0.08%

0.26±0.05b

131.733

%%<0.001

33.00±18.00

146.00±21.00a

143.00±16.00

%%58.00±17.00b

154.473

%%%<0.001%

22.00±11.00

124.00±21.00a

120.00±25.00

%%69.00±16.00b

96.532

<0.001

注：a，与 control组相比，P<0.05；b：与 ISO+Ad组相比，P<0.05
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3 讨 论

心肌缺血再灌注损伤会出现心律失常，同时相
应血流动力学也会受到影响[7]。 检测心功能的血流
动力学主要指标包括 HR、LVFS、左心室收缩压（left
ventricular systolic pressure，LVSP）、LVEF。 HR指心
脏每分钟跳动的次数[8]。 LVFS是左心室舒张末期的
内径减去左心室收缩末期内径与左心室舒张末期
内径的百分比，可以有效反映心脏收缩和舒张能力[9]。
LVEF是每搏输出量占心室舒张末期容积量的百分
比，可以有效反映心脏收缩能力[10]。 本研究发现，相
比 ISO 组，ISO+Ad-neuropilin-1 组大鼠 HR、LVFS

和 LVEF水平均明显升高，说明 neuropilin-1过表达
可以有效改善大鼠心脏功能。
目前常见的心肌损伤的生物标志物主要包括

Mb、CK-MB、MB和 cTnI[11]。 周伟梁等[12]、Liebetrau C
等[13]的研究显示，当心肌细胞受损时，上述蛋白会通
过破裂的细胞迅速释放到细胞，因此可以作为心肌
损伤的生物标志物。 cTnI是一种在心肌细胞中的含
量丰富的特殊蛋白质，当心肌受损时，cTnI则会释放，
随后进入血液循环系统，使得外周血中 cTnI含量水
平升高[14]。 本研究发现，相比 ISO组，ISO+Ad-neu－
ropilin-1组大鼠 neuropilin-1蛋白相对表达明显升
高，CK-Mb、cTnI、Mb 水平均明显降低。 说明 neu－
ropilin-1过表达可以有效降低大鼠血清内的心损标

表 4 外周血炎症因子检测结果（x±s，n=15）

组别
iNOS% IL-10%

mRNA 血清含量/（pg·mL-1） mRNA 血清含量/（pg·mL-1）

control组

ISO组

ISO+Ad组

ISO+Ad-neuropilin-1组

F 值

P 值

1.00±0.00%

5.40±0.40a

5.50±0.50%

2.10±0.47b

501.506

%%<0.001

32.00±9.00%

127.00±36.00a

132.00±31.00%

%%67.00±26.00b

46.616

<0.001

1.00±0.00

1.60±0.20a

1.54±0.15

3.20±0.43b

218.488

%%<0.001

4.00±2.00

%8.00±1.70a

8.30±3.00

21.00±4.00b%%

102.520

%%<0.001

注：a，与 control组相比，P<0.05；b：与 ISO+Ad组相比，P<0.05

表 5 大鼠心肌组织损伤情况观察（x±s，n=15）

组别 细胞凋亡率/% Ki-67/GADPH值 cleaved%caspase-3/GADPH值

control组

ISO组

ISO+Ad组

ISO+Ad-neuropilin-1组

F 值

P 值

2.00±2.00

%%%48.00±11.00a

43.00±9.00

%%%8.00±6.00b

138.079

%%<0.001

0.68±0.10

0.02±0.01a

0.02±0.01

0.53±0.07b

468.179

%%<0.001

0.01±0.01

0.33±0.05a

0.28±0.07

0.05±0.04b

170.714

%%<0.001

注：a，与 control组相比，P<0.05；b：与 ISO+Ad组相比，P<0.05

图 1 HE染色结合 TUNEL染色观察大鼠心肌组织损伤情况（400×）

control组 ISO组 ISO+Ad组 ISO+Ad-neuropilin-1组

HE

TUNEL
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记物，这可能是因为过表达 neuropilin-1可以有效保
护心脏组织，防止心肌细胞破裂，抑制心肌细胞中
的心损标记物释放到血液中。蒋鲁生等[15]研究表明，
当外周血中心损标记物 Mb、CK-MB、MB和 cTnI降
低，说明心肌损伤明显改善，与本研究结论一致。

患者发生心衰时机体内免疫会出现炎症反应，
炎症因子分为促炎因子和抑炎因子[16]。 目前研究较
多的促炎因子由单核细胞和巨噬细胞和非免疫
细胞等分泌，包括肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis
factor-α）、IL-1β、iNOS等[17]。抑炎因子由主要由TH2
细胞分泌，主要包括 IL-10、IL-4、IL-13 等 [18]。 Ma
YS等[19]研究显示，内皮细胞中 neuropilin-1可调控
促炎因子高迁移率族蛋白 1的表达，参与血管内皮
炎症。 本研究发现，相比 ISO组，ISO+Ad-neuropilin-1
组大鼠 ISO组大鼠 iNOS和 IL-10 mRNA及外周血
含量水平均明显降低。 说明当大鼠体内 neuropilin-1
过表达有效降低了炎症因子的水平，提高了抑炎因子
的水平，大鼠体内的炎症明显改善。

抑制大鼠心衰后心肌细胞的凋亡也可以有效
保护大鼠心脏功能。 Ki-67是一种重要的增殖相关
蛋白，当 Ki-67高表达时，细胞有丝分裂加速，细胞
增殖加速[20]。 caspase-3是 caspase 家族中主要执行
凋亡基因，其高表达说明细胞处于凋亡阶段[21]。本研
究通过Western blot发现，相比 ISO组，ISO+Ad-neu－
ropilin-1 组大鼠心肌细胞凋亡率和 cleaved cas－
pase-3/Cas3水平明显降低，Ki-67蛋白相对表达水
平明显升高。 这一结果说明大鼠体内 neuropilin-1
过表达可以有效增加大鼠体内增殖相关蛋白的表
达，抑制凋亡蛋白的表达，使大鼠心肌细胞凋亡受
抑制。 宋湖平等[22]研究表明，neuropilin-1蛋白可以
有效抑制神经细胞凋亡，与本研究结论一致。

综上所述，neuropilin-1过表达可以抑制异丙肾
上腺素诱导的心衰大鼠心肌细胞凋亡及炎症反应，
有效改善心脏功能。
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