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摘要 目的：观察 ghrelin对心肌梗死(MI)大鼠心肌重塑和心脏功能的影响，并探讨其可能的机制。方法：应用冠状动脉结扎术创建

大鼠 MI模型，并设立假手术组作为对照；造模成功后每天 2次注射 ghrelin (100 滋g/kg)，持续 4周，以此作为 MI-ghrelin组，并以

每天注射生理盐水的MI大鼠作为 MI-生理盐水组。检测和比较各组大鼠左心室重塑和血流动力学的改变情况；非梗死心肌中白

介素(IL)-1茁、肿瘤坏死因子 -琢(TNF-琢)、基质金属蛋白酶(MMP)-2、MMP-9 mRNA和蛋白的表达；梗死边界心肌细胞的凋亡情况。

结果：Ghrelin可使心肌梗死后的 MI大鼠降低的缩短分数(FS)、左室内压最大变化率均显著下降(dP/dtmax)、疤痕厚度明显升高，

增加左室舒张末压(LVEDP)、左室收缩末内径(LVESD)、左室舒张末期内径(LVEDD)、梗死边界心肌细胞的凋亡指数显著降低。此

外，ghrelin可抑制心肌梗死后的 MI大鼠非梗死心肌中白介素 (IL)-1茁、肿瘤坏死因子 -琢 (TNF-琢)、质金属蛋白酶 (MMP)-2和

MMP-9的 mRNA和蛋白的表达。结论：Ghrelin可缓解 MI后大鼠 LV功能紊乱及心室重塑，这可能与其抑制炎症反应及基质金

属蛋白酶的表达有关。
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Effects and Mechanisms of Ghrelin on the Myocardial Remodeling and
Cardiac Function after Infarction*

To study the effects of ghrelin on the heart function and myocardial remodeling of myocardial infarction

rats, and discuss the mechanisms of ghrelin on myocardial protection. Ligation of a coronary artery was used to create a rat

model of MI. In MI-ghrelin group, ghrelin (100滋g/kg) was injected twice a day for 4 weeks; while saline was injected in the rats of

MI-saline group. The following items were examined: the remodeling of left ventricle and hemodynamics, mRNA and protein levels of

interleukin (IL)-1b, tumor necrosis factor-a (TNF-琢), matrix metalloproteinase (MMP)-2 and MMP-9 in non-infarcted myocardium, and

the apoptosis of the cardiomyocytes in the infarcted border. Compared with sham group, ghrelin administration significantly

decreased the left ventricular (LV) remodeling of post-MI rats, as indicated by increased LV maximum rate of pressure, LV fractional

shortening and scar thickness; and decreased LV end-diastolic pressure, LV end-systolic diameter, LV end-diastolic diameter and

cardiocytocytes apoptosis. Moreover, ghrelin inhibited the inflammatory response, as shown by decreased mRNA and protein levels of

interleukin (IL)-1band tumor necrosis factor-琢 (TNF-琢). Subsequently, the expression of matrix metalloproteinase (MMP)-2 and MMP-9

were also inhibited by ghrelin injection. Ghrelin alleviated LV dysfunction and ventricular remodeling of post-MI rats, which

might be contributed by the inflamination-inhibiting effect of ghrelin.
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前言

急性心肌梗死是冠状动脉急性、持续性缺血缺氧所引起的

心肌坏死，临床上多表现为剧烈而持久的胸骨后疼痛，休息及

硝酸酯类药物不能完全缓解，伴有血清心肌酶活性增高及进行

性心电图变化，可并发心律失常、休克或心力衰竭，常危及生

命。急性心梗转变成慢性后才发生心肌重塑。

心肌梗死 (myocardial infarction，MI) 后最常见左心室(left

ventricular，LV)进行性扩张，进而心肌壁张力升高，最终导致心

力衰竭。研究证明白介素 (interleukin，IL)-1茁和肿瘤坏死因子
-琢(tumor necrosis factor，TNF-琢)等多种促炎症细胞因子均可参

与心肌重塑，在心力衰竭发生和发展过程中起着重要作用[1]。这

些炎症因子可引起心肌肥大、促进细胞凋亡，而使心肌收缩力

下降。炎症因子持续存在可激活基质金属蛋白酶 (matrix met-

alloproteinases，MMPs)，引起胶原蛋白滑移，从而导致心脏扩张，

加重心肌重塑[2]。

Ghrelin是一种新型的生长激素释放肽，是生长激素促分

泌素受体(growth hormone secretagogue receptor，GHSR)的内源

性配体。研究表明 ghrelin在动物模型及人体内都可发挥心肌

保护作用[3]。在大鼠 MI模型中，ghrelin可显著增强心肌功能，

增大非梗死区 LV厚度，抑制 LV扩张[4]。此外，ghrelin可抑制

人 T细胞中促炎症细胞因子的表达[5]，TNF-琢引起的细胞因子
释放和人内皮细胞中 NF-资B的激活[6]。本研究旨在探讨 ghrelin

对心肌梗死后心肌重塑及心脏功能的影响及其可能机制。

1 材料和方法

1.1 心肌梗死大鼠模型的建立
选择 10周龄雄性 SD大鼠，参照 Pfeffer等文献制作 MI

模型[7]，方法如下：腹腔内注射 3 %戊巴比妥钠(30 mg/kg)麻醉

大鼠，沿左侧肋间切开胸廓，暴露心脏，视野下结扎左冠状动脉

前降支 (LAD)。假手术组大鼠仅切开胸廓及心包，但不结扎
LAD。
1.2 Ghrelin的给药方法

MI 大鼠造模成功 7 天后，连续注射 ghrelin 4 周 (100

滋g/kg，每日 2次，Alexis公司，美国)，以生理盐水作为对照组。

假手术组也同样注射 ghrelin 4周。
1.3 超声心动图及血液动力学测量

注射 ghrelin前后行超声心动图检测。腹腔注射戊巴比妥

钠轻度麻醉大鼠，左室二维短轴观测和 M追踪记录 LV收缩末

期内径(LVESD)及舒张末期内径(LVEDD)。LV射血分数测量

如下：(LVEDD-LVESD)/LVEDD× 100%。导管插入右冠状动脉

测量血流动力学，进入 LV记录 LV收缩压(LVSP)、LV舒张末

期压(LVEDP)、LV压力最大变化率(dP/dt)。
1.4 心肌梗死面积和梗死壁厚度的检测

血流动力学检测后，取出心脏，分离心房及右心室，LV在
10 %福尔马林溶液中固定，石蜡包埋，5 滋m 切片，行马松三色
(Masson's trichrome)染色。从每个梗死心脏选取四张切片测量

梗死面积和梗死壁厚度，梗死面积用梗死壁的表面积占整个

LV表面积的比值来计算，测量梗死最薄区域厚度来评估梗死

壁厚度。

1.5 白介素 -1茁(IL-1茁)和肿瘤坏死因子 -琢(TNF-琢)蛋白水平的

检测

用 ELISA 法测量非梗死左室壁 IL-1茁 和 TNF-琢 的蛋白
水平，具体方法参照试剂盒说明。所有样品测量 3次，取平均

值。最小测量浓度 IL-1茁<3 pg/ml，TNF-琢<0.1 pg/ml。ELISA试

剂盒购自美国 Biosource公司。
1.6 RT-PCR

非梗死左室壁中提取总 RNA，用 cDNA转录工具将 1 滋g

总 RNA转录成 cDNA，用 ABI Prism 7000使基因表达定量化。

以下条件下扩增 cDNA：94℃ 10 min，然后 94℃ 10 s，57℃ 30 s，45

个循环。每个 PCR样品测量 3次，取平均值。基因 mRNA水平

用 2-△△CT表示。具体基因引物序列见表 1。

1.7 Western blot

提取非梗死心肌组织中 30 滋g蛋白质，12%聚丙烯酰胺凝

胶中分离，然后转移到硝酸纤维素膜上。封闭液(T-TBS中 5%

脱脂牛奶含 0.05%混合液)封闭非特异性结合位点 1 h。膜在一

抗(抗 MMP-2和 MMP-9，1:1000，Beyotime公司和抗 GAPDH，
1:2000，Abcam公司)中孵育，4 ℃过夜。辣根过氧化物酶标记抗
兔 IgG(1:1500，Beyotime公司)作为二抗室温下孵育 1 h。每组
3~5个心脏行Western印记分析，ECL试剂盒购自 Beyotime公

司，Bio-Rad成像系统(Hercules公司)分析印记图像。
1.8 TUNEL分析

末端脱氧核糖转移酶 dUTP缺口标记(TUNEL)测定凋亡
心肌细胞，所有步骤均按 TUNEL试剂盒(Roche 公司)操作说

明执行。福尔马林溶液固定，石蜡包埋，5 滋m切片，400× 显微
镜下观察。在梗死灶周围区域随机选取 20个视野，计算心肌细

胞凋亡指数。

1.9 统计学分析
所有数据均用 mean± S.D.表示，两组间比较采用 t检验，

多组间比较采用单因素方差分析，单组间差异采用 N-K检验，

以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Ghrelin对心肌梗死大鼠存活率的影响
假手术组 15只大鼠，1只在术后 1天死亡，14 只存活(93

Gene Name Primers Sequence

IL-1茁 Forward:5'-GGGATGATGACGACCTGC-3'

Reverse:5'-CCACTTGTTGGCTTATGTT-3'

TNF-琢 Forward:5'-GCCACCACGCTCTTCTGTC-3'

Reverse:5'-GCTACGGGCTTGTCACTCG-3'

MMP-2
Forward:5'-GGAAGCATCAAATCGGACTG-3'

Reverse:5'-CACCCTCTTAAATCTGAAATCACC-3'

MMP-9
Forward:5'-AAGGATGGTCTACTGGCACA-3'

Reverse:5'-TTGCGTTTCCAAAGTAAGTG-3'

GAPDH
Forward:5'-GCAAGTTCAACGGCACAG-3'

Reverse:5'-CATTTGATGTTAGCGGGAT-3'

表 1 基因 RT-PCR引物序列

Table 1 The sequence of primers used in the real-time PCR assays

Gene Name
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Sham group

(n=14)

MI-saline group

(n=12)

MI-ghrelin group

(n=15)

IL-1茁
TNF-琢

IL-1茁 mRNA

TNF-琢 mRNA

11.5± 2.1

19.5± 2.2

1.5± 0.02

1.3± 0.02

19.2± 4.2*

33± 3.5*

18± 2.5*

22.6± 2.8*

13.8± 2.4*#

23.6± 3.8*#

12.5± 2.0*#

13.5± 2.4*#

Notes:*P<0.05 vs. sham group, #P<0.05 vs. MI-saline group.

表 3 Ghrelin对心肌梗死大鼠炎症因子表达的影响(pg/mg，x± s)

Table 3 The effect of ghrelin on the expression of inflammatory

factors of rats with MI(pg/mg, x± s)

%)。50只大鼠行 LAD结扎，16只在结扎后 7天死亡(32 %)，其

余 34 只随机分成 MI-ghrelin 组 (n=17) 和 MI- 生理盐水组
(n=17)。MI- 生理盐水组大鼠的死亡率 (5 只死亡，29 %)与
MI-ghrelin组(2只死亡，12 %)比较无显著差异(P>0.05)。
2.2 Ghrelin对心肌梗死大鼠血流动力学和 LV重塑的影响

与假手术组相比，MI-生理盐水组的 FS(t=12.28，P<0.05)

和 dP/dtmax (t=6.29，P<0.05) 均显著下降，LVEDP(t=2.26，
P<0.05)、LVESD (t=10.41，P<0.05)、LVEDD (t=11.32，P<0.05)显
著升高。而与 MI-生理盐水组相比，MI-ghrelin组 FS(t=13.24，
P<0.05)和 dP/dtmax(t=3.45，P<0.05)显著升高，LVEDP(t=3.22，
P<0.05)、LVESD (t=6.47，P<0.05)、LVEDD (t=4.04，P<0.05)显著

降低(见表 2)。

Sham group

(n=14)

MI-saline group

(n=12)

MI-ghrelin group

(n=15)

Hemodynamic data

Heart rate(beats/min)

End-systolic pressure(mmHg)

End-diastolic pressure(mmHg)

dP/dtmax (mmHg/s)

Echocardiographic data

End-diastloic dimension(mm)

End-systolic dimension(mm)

Fractional shortening(%)

Histomorphometric data

Infarct size(%)

Scar thickness(mm)

398± 25

108.7± 5.7

6.1± 1.8

5302± 565

3.34± 0.23

2.46± 0.31

26.3± 3.2

—

—

413± 27

85.4± 6.6*

18.1± 4.4*

3601± 673*

5.02± 0.43*

4.33± 0.5*

13.7± 1.1*

41.58± 3.35

0.37± 0.02

407± 21

87.8± 7.2*

12.8± 2.9*#

4596± 645*#

4.21± 0.49*#

3.14± 0.31*#

25.4± 2.7#

38.20± 4.17

0.51± 0.02#

Notes:*P<0.05 vs. sham group, #P<0.05 vs. MI-saline group.

2.3 Ghrelin对心肌梗死大鼠心肌梗死面积的影响
MI-ghrelin组与MI-生理盐水组大鼠的心肌梗死面积比较

无显著性差异(t=2.03，P=0.056)；但 MI-ghrelin处理组梗死壁的

厚度较MI-生理盐水组显著增加(t=16.02，P<0.05)(见表 2、图 1)。

表 2 各组大鼠血流动力学和 LV重塑的比较

Table 2 Comparison of the haemodynamics and left ventricular remodeling after myocardial infarction among different groups

图 1 注射 ghrelin4周后梗死心肌马松三色染色(标尺为 1 mm)

Fig. 1 Masson’s trichrome staining of the infarcted myocardium 4 weeks after treatment (scale bar = 1 mm)

2.4 Ghrelin对心肌梗死大鼠炎症因子表达的影响
ELISA检测结果显示：与假手术组大鼠相比，MI-生理盐

水组大鼠非梗死左室壁 IL-1茁(t=5.18，P＜ 0.05)和 TNF-琢(t=10.

33，P＜ 0.05)水平显著升高，而 MI-ghrelin组大鼠 IL-1茁(t=3.53，
P＜ 0.05)和 TNF-琢(t=5.75，P＜ 0.05)水平较 MI- 生理盐水组显

著降低。RT-PCR结果显示：与假手术组相比，MI-生理盐水组

大鼠 LV非梗死心肌 IL-1茁 mRNA(t=20.87，P＜ 0.05)和 TNF-琢
mRNA(t=24.05，P＜ 0.05)表达均显著增加，而 ghrelin可显著降

低MI大鼠升高的 IL-1茁 mRNA(t=5.43，P＜ 0.05)和 TNF-琢 mR-

NA(t=7.8，P＜ 0.05)水平(见表 3)。

6239· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.32 NOV.2014

2.5 Ghrelin对心肌梗死大鼠 MMP-2和 MMP-9表达的影响
MMP-2和 MMP-9在心肌梗死后细胞外基质重塑中发挥

重要作用，为进一步探索 ghrelin对心肌重塑的影响，本研究分

析了 ghrelin对 MI大鼠非梗死心肌组织中 MMP-2 和 MMP-9

表达的影响。结果显示，与假手术组相比，MI-生理盐水组组
MMP-2 mRNA (t=15.02，P＜ 0.05) 和 MMP-9 mRNA(t=16.75，
P＜ 0.05)表达均显著升高，而 ghrelin则可显著降低 MI大鼠的
MMP-2 mRNA(t=6.23，P＜ 0.05)和 MMP-9 mRNA (t=5.65，P＜

0.05)的表达，蛋白定量分析的结果与 mRNA相似(见表 4)。

2.6 Ghrelin对心肌梗死大鼠心肌凋亡的影响
TUNEL染色检测梗死边界的凋亡心肌细胞，结果显示凋

亡细胞核被染成棕褐色，与 MI-生理盐水组相比，MI-ghrelin组

大鼠的凋亡指数显著降低(t=9.89，P＜ 0.05)，而假手术组只有少

量凋亡细胞(表 5、图 2)。

3 讨论

研究证明，MI 7天后注射 ghrelin可显著改善心肌血液动
力学参数，这可能是心室重塑改善的结果，包括心室扩张减小、

心肌细胞凋亡减少、瘢痕厚度增加。CHF大鼠注射 ghrelin改善
心肌重塑也与炎症细胞因子降低和基质金属蛋白酶 MMP-2和
MMP-9表达减少有关。

既往的研究显示 ghrelin具有心血管保护作用，但是其具
体机制尚不清楚。Nagaya等 [4] 报道 ghrelin可升高 CHF大鼠
GH和胰岛素样生长因子 -1(IGF-1)水平，提示 ghrelin可能通过
GH对心肌发挥作用。本研究结果显示 ghrelin可抑制炎症细胞
和基质金属蛋白酶活性。早期的研究发现炎症细胞因子参与心

室重塑，CHF形成过程中 IL-1茁和 TNF-琢增多[8]。TNF过表达
的小鼠 LV 扩张，通过抗 TNF治疗可使其恢复[9]，且炎症因子

不仅可激活 NF-资B，NF-资B 反过来也可激活炎症因子。阻滞
NF-资B可改善心肌功能，抑制梗死后心肌重塑[10]。最近研究揭

示 ghrelin 可抑制人内皮细胞 TNF-琢，引起细胞因子释放及
NF-资B激活[6]。本研究证明 ghrelin显著抑制急性心肌梗死后炎
症反应，提示 ghrelin是心血管系统中一种抗炎因子。但是其对
假手术组大鼠却没有作用。总之，ghrelin可能在心室重塑中直
接发挥作用，而不依赖于 GH释放机制，但这种观点还需进一
步验证。

与 MI 生理盐水组相比，ghrelin 组可显著降低 LVEDP、
LVEDD和 LVESD，而 dP/dt和 FS显著升高，但两组间 LVESP
和梗死面积无改变。之前研究已证实血管紧张素转换酶(ACE)
抑制剂和血管紧张素 II受体 1阻滞剂(ARB)可抑制 MI后心肌
重构，但是不减少梗死面积[11]。Ghrelin对 MI后心肌功能的改
善与梗死面积无关。H9c2细胞不表达 ghrelin受体，ghrelin可
通过激活细胞外信号相关激酶(ERK) 1/2和 Akt激酶来抑制心
肌细胞凋亡[12]。本研究也发现 ghrelin可抑制心肌细胞凋亡。MI
ghrelin处理大鼠梗死区细胞凋亡抑制伴随 LV功能改善，提示
心肌细胞凋亡在介导心室重塑时心肌功能期重要作用。Ghrelin
抑制 LV扩张，增加瘢痕厚度，推测在心肌重塑中凋亡范围比
梗死面积可能更关键。

细胞因子对心肌重塑的作用可能依赖于对细胞外基质的

影响。炎症细胞因子 IL-1茁和 TNF-琢可激活 MMP[13]，此外，心

肌 TNF-琢过度表达可致 LV扩张，MMP抑制剂可拮抗这一作
用[14]，提示细胞因子对基质重塑的重要作用。IL-1茁 和 TNF-琢
可使 MMP表达上调，抑制 NF-资B可使其降低[15]，提示 NF-资B
可能介导 MMP 表达。本实验发现 ghrelin 可降低梗死心肌
IL-1茁 和 TNF-琢 水平，但没有测量 NF-资B 活性。Ghrelin 对
MMP作用可能是因为抑制了促炎因子和 NF-资B的激活。

MMP-2和 MMP-9可特异性抑制 LV重塑 [16]，MI大鼠模

Sham-operated

(n = 14)

MI-saline

(n = 12)

MI-ghrelin

(n = 15)

MMP-2 mRNA

MMP-9 mRNA

MMP-2 protein

MMP-9 protein

1.5± 0.03

1.6± 0.02

0.21± 0.1

0.25± 0.08

7.5± 1.5*

7.4± 1.3*

0.62± 0.12*

0.57± 0.09*

4.2± 1.2*#

4.9± 1.0*#

0.43± 0.11*#

0.37± 0.10*#

Notes:*P<0.05 vs. sham group. #P<0.05 vs. MI-saline group.

Sham-operated

(n=14)

MI-saline

(n=12)

MI-ghrelin

(n=15)

Apoptosis index 0.78± 0.29 6.1± 1.21 1.97± 0.91*

Notes: * P<0.05 vs. MI-saline group.

表 5 Ghrelin对心肌梗死大鼠心肌凋亡的影响(%，x± s)

Table 5 The effect of ghrelin on the apoptosis index of rats with MI

表 4 Ghrelin对心肌梗死大鼠 MMP-2和MMP-9表达的

影响(pg/mg，x± s)

Table 4 The effect of ghrelin on the expression of MMP-2 and

MMP-9 of rats with MI(pg/mg, x± s)

图 2 心肌凋亡细胞 TUNEL分析(凋亡细胞核被染成棕褐色)

Fig. 2 TUNEL analysis of cardiomyocytes apoptosis. Apoptosis nuclei

were stained brown
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型中选择性抑制MMP或针对性沉默基因与 LV壁变薄和扩张
相关 [17]。本研究显示与假手术组相比，MI 5 周后 MMP-2 和
MMP-9水平显著升高，结果与之前研究慢性重塑期间 MMP-2
和MMP-9活性升高相符[18]。

梗死后抑制炎症反应和基质金属蛋白酶活性可能会延缓

愈合。本研究中 MI后一周注射 ghrelin，与心室扩张加大不相
关，瘢痕厚度增加，梗死边界区域重塑。MMP活性在梗死后重
塑过程中起关键作用，控制 MMP活性成为治疗心肌重塑的一
个重要靶点，ghrelin可能成为一种治疗心力衰竭的新型制剂。

总之，急性心肌梗死后 CHF大鼠注射 ghrelin可抑制心室
重塑，改善心肌功能，而 ghrelin的心肌保护作用可能与其抗炎
作用有关。
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