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Ghrelin及其类似物 BIM-28131、BIM-28125对大鼠心衰模型肌肉生长抑
制素表达的影响 *
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摘要 目的：探讨 Ghrelin及其类似物对大鼠慢性心力衰竭（CHF）模型肌肉生长抑制素表达的影响。方法：实验组慢性心衰模型大

鼠分别注射两种不同浓度的 ghrelin、ghrelin类似物 BIM-28125和 BIM-28131（50和 500 nmol/kg/天）而对照组则注射等量的安慰

剂。通过渗透微型泵给药，RT-PCR和免疫印迹反应检测肌肉生长抑制素的表达，并且测定腓肠肌的重量以及血浆肿瘤坏死因子

琢（TNF-琢）水平。结果：与给予安慰剂的 CHF大鼠相比，假手术组大鼠腓肠肌肌肉重量显著增加；高浓度的 ghrelin类似物BIM-28125

和 BIM-28131可使肌肉生长抑制素 mRNA的表达显著减少；两种浓度的 ghrelin、BIM-28131及低浓度的 BIM-28125可使肌肉生

长抑制素蛋白表达明显减少。实验中使用的药物均能够缓解 CHF动物模型血浆 TNF-琢水平的增加。结论：在 CHF动物模型，应

用 ghrelin及类似物 BIM-28125和 BIM-28131后，肌肉生长抑制素的表达明显减少，这可能是由于抗炎作用导致的。
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Effect of Ghrelin and its Analogues, BIM-28131 and BIM-28125, on the
Expression of Myostatin in a Rat Heart Failure Model*

To investigate the influence of ghrelin or its analogues on myostatin in chronic heart failure (CHF).

In an animal model of CHF, Sprague-Dawley rats received either ghrelin or two ghrelin analogues BIM-28125 and BIM-28131 in two

different concentrations (50 and 500 nmol/kg/day) compared to placebo. The compounds were delivered using osmotic mini pumps. The

expression of myostatin was analyzed in skeletal muscle by RT-PCR and Western blot, and muscle mass of gastrocnemius muscle was
measured. The plasma levels of tumor necrosis factor alpha (TNF-琢) were measured. The relative weight of the gastrocnemius

muscle of the sham-operated group was significantly increased compared to placebo-treated CHF rats. The application of ghrelin ana-

logue BIM-28125 and BIM-28131 in their higher concentrations led to a significant reduction in myostatin mRNA expression in compari-

son to placebo. Myostatin protein expression was significantly reduced in both concentrations of ghrelin and BIM-28131 and in the lower

concentration of BIM-28125. The increase of TNF-琢 plasma concentration in the CHF-animals could be abolished by all used sub--
stances. In an animal model of CHF, the expression of myostatin is significantly reduced in the skeletal muscle after appli

cation of ghrelin and most concentrations of its analogues BIM-28125 and BIM-28131 possibly due to anti-inflammatory effects.
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前言

在西方国家，慢性心力衰竭（CHF）是最常见的致死原因之

一，确诊慢性心力衰竭的患者五年生存率为 50 %。约有 15 %的

慢性心力衰竭患者会并发心脏恶病质，这大幅度缩短了患者的

生命，致使 50 %的患者在 18个月内死亡。恶病质是一种消耗

性疾病，不仅仅影响了患者的脂肪含量，而且还能够影响患者

的肌肉含量。恶病质的诊断标准为非水肿患者的体重在 3-12
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个月内体重减轻超过 5 %[1]。到目前为止，虽然对于的治疗心脏

恶病质我们并没有找到有效的治疗方案，但是目前我们已经发

现能够缓解恶病质的药物。

肌肉生长抑制素，属于骨骼肌质量和转化生长因子 -茁家
族的一员，研究表明并发恶病质时，肌肉生长抑制素会增加[2]。

研究表明，TNF-琢等促炎症因子浓度增加可能能够诱发 CHF

的，而通过耐力运动训练则能够使浓度恢复至正常水平[3,4]。此

外，给小鼠注射这种负生长调节剂会使小鼠的肌肉萎缩。这种

肌肉萎缩不仅仅发生在骨骼，还发生在心脏肌肉。

Ghrelin是一种含有 28个氨基酸的激素，它的发现是由于

它能与下丘脑生长激素促分泌素受体 1A（GHSR-1a）结合，并

且能够刺激下丘脑释放生长激素（GH）。生长激素和胰岛素样

生长因子 1（IGF-1）是调节心肌生长和功能的重要激素。CHF

患者血清 GH水平明显升高，而血浆 IGF-1水平则明显下降，

在骨骼肌血浆 IGF-1 水平下降尤为明显。这表明病理性的
GH/IGF-1变化可能与恶病质综合征有关。目前已有研究表明，

使用 ghrelin治疗恶病质效果显著[5-8]。在心脏恶病质患者应用

ghrelin进行人体临床试验后，发现患者食欲、体重、心输出量明

显增加，并且没有发现明显的毒副作用[5]。已有研究表明，ghre-

lin及其类似物 BIM-28125和 BIM-28131（现称为 RM-131）能

够诱导 CHF动物模型体重增加[9]。体重增加时，BIM-28131似
乎能更好的诱导脂肪和肌肉平衡增加。目前尚未发现 ghrelin

能否直接影响肌肉生长抑制素。

1 材料和方法

1.1 实验动物

本研究选择体重为 215-235 g的雄性 SD大鼠 220只。其

中 200只做为手术组，对其左冠状动脉（LAD）进行结扎，从而

引起大鼠的心肌梗塞。我们采用剂量为 90 mg/kg的氯胺酮和

剂量为 0.5 mg/kg美托咪啶腹腔注射联合麻醉大鼠，麻醉后的

大鼠用聚乙烯管插管，保持呼吸道通畅。打开大鼠的左胸暴露

大鼠的心脏，在肺动脉和左心房间距离 LAD起源端 2-3 mm的

位置使用 7号缝合线结扎缝合 LAD。最后，将心脏归位于正常

的生理位置，尽量排尽胸腔内的空气并关闭胸腔。剩下的 20只

大鼠做为假手术组，其手术方案同手术组大鼠，但是没有结扎

LAD，仅轻触心脏。手术组大鼠 24小时死亡率为 35 %而假手

术组大鼠 24小时死亡率为 30 %[9]。将存活下来的老鼠安置在

循环光照下，保持合适的室温和湿度，所有大鼠均能够自由饮

食。手术后 2周，饮用水中添加利尿剂（剂量为 86 mg/l的速

尿）。术后 4周，将动物随机分成 7治疗组（每组 18只大鼠）。每

天分别给予安慰剂，人类 ghrelin，ghrelin类似物 BIM-28125或
BIM-28131。假手术组大鼠给予安慰剂（n=14）。连续给药 42

天。在第 56天处死大鼠，排除左心室梗塞面积小于 25 ％的样

本（n=5）。对符合要求的大鼠的腓肠肌称重后立即快速用液氮

冷冻，保存于 -80 ℃。所有动物实验均符合 "青岛大学实验动
物保护和使用管理办法 "。
1.2 称量腓肠肌肌肉重量

通过超声波探测量取胫骨长度，腓肠肌的计算采用胫骨的

相对重量，以避免因为个体差异导致的影响因素。

1.3 测量肌肉生长抑制素 mRNA的含量

使用 RNeasy试剂盒分离腓肠肌肌肉组织中的 RNA。使用

随机引物和 Sensiscript 逆转录酶将 RNA 样本逆转录成 cD-
NA。使用特异性引物和内部探针测定肌肉生长抑制素的含量。

我们使用的引物有：18S rRNA（5'-ATACAGGACTCTTTC-

GAGGCCC-3'，5'-CGGGACACTCA GCTAAGAGCAT-3'; 61℃

退火），肌肉生长抑制素（5'-GTCTTCACATCAATACTCTGC-

CA-3'，5'-CATGCCTACCGAGTCTGACTT-3';55℃退火），肌肉

生长抑制素的探针（5'-LC640-GTGCA AATCCTGAGACTCAT-

CAAACCCATG-PH-3'，5'-GAGAGCCGTCAAGACT CCTA-

CAACAG TGT-FL-3'）。
1.4 肌肉生长抑制素蛋白表达的分析

冷冻的组织样品进行匀浆裂解[10]，并进行 Western印迹分

析[11]。使用特异性抗体定量肌肉生长抑制素蛋白的表达。为了

弥补 blot-to-blot的变化，每个 SDS-聚丙烯酰胺凝胶含有内部

标准，在结果表示为样品与标准强度之间的比率。所有样品一

式两份进行分析。

1.5 测量血浆中 TNF-琢的含量
大鼠的血浆 TNF-琢水平通过高灵敏度的 ELISA法测定。

结果与标准曲线进行比较，并设定 TNF-琢 含量下限为 <10

pg/mL。
1.6 统计学分析

所有的实验结果均以平均数± 平均数标准误差的形式表
示。用 Pearson's检验检验相关性。以 ANOVA法对多样本数据

进行分析，两样本均数的比较采用 t检验。P＜ 0.05有统计学意

义。

2 结果

2.1 腓肠肌重量
接受安慰剂治疗的大鼠与其他应用药物治疗的大鼠相比，

腓肠肌的重量没有明显差异（图 1表 1）。假手术组大鼠与 CHF

安慰剂治疗组大鼠相比，腓肠肌的重量显著增加（504.4± 32.9
mg vs. 470.9± 38.7 mg，P<0.05，图 1表 1）。
2.2 肌肉生长抑制蛋白的 mRNA的转录

应用高剂量的 ghrelin类似物 BIM-28125和 BIM-28131治

疗的大鼠，与 CHF安慰剂治疗的动物相比，肌肉生长抑制素
mRNA 的转录显著降低（0.033± 0.007 and 0.038± 0.008，vs.

0.106± 0.015，P<0.05，图 2表 1）。假手术大鼠与 CHF安慰剂组

大鼠相比，mRNA 的水平显著降低（0.041± 0.008vs.0.106±
0.015，P<0.05）。
2.3 心衰大鼠肌肉生长抑制素的表达

每天给予大鼠剂量为 500 nmol/kg的 BIM-28125 与接受
安慰剂治疗的大鼠相比，肌肉生长抑制素蛋白的表达显著降低

（BIM-28125 50 nmol/kg/d 0.72± 0.06，P<0.001; BIM-281231 50

nmol/kg/d 1.22 ± 0.12，P<0.01；BIM-28131 500 nmol/kg/d 1.26
± 0.13，P<0.05；ghrelin 50 nmol/kg/d 1.15± 0.12，P<0.01；ghrelin

500 nmol/kg/d 1.24± 0.17，P<0.05；all vs. 2.03± 0.2；图 3表 1）。
2.4 大鼠心衰后血浆 TNF-琢水平变化

手术组大鼠血浆 TNF-琢水平与假手术组动物相比显著升
高（15.81± 0.93vs.5.69± 0.28任意单位，P<0.001）。任意治疗

方案都能改变 CHF对血浆 TNF-琢水平的影响（图 4表 1）。
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3 讨论

心脏恶病质是慢性心力衰竭并发症，具有极高的发病率和

死亡率。肌肉生长抑制素，能够抑制肌肉的生长，恶病质时肌肉

生长抑制素的水平上升[2-4]。Ghrelin，是一种强效生长激素刺激

素，已经证明在恶病质时对机体具有积极影响[5-8]。然而，ghrelin 对肌肉生长抑制素的影响是未知的。本研究中我们有三个重要

Sham placebo CHF placebo
BIM28125 (nmole/kg/d) BIM28131 (nmole/kg/d) Ghrelin (nmole/kg/d)

50 500 50 500 50 500

Relative

weight of

gastrocnemius

muscle（mg）

518± 140* 483± 122 489± 158 502± 168 491± 157 498± 146 478± 139 492± 143

Myo-

statin-mRNA

expression

（arb.units）

0.039± 0.011* 0.112± 0.029 0.045± 0.009 0.032± 0.008* 0.061± 0.015 0.028± 0.008* 0.072± 0.019 0.041± 0.012

Myostatin-pro-

tein expression

（arb.units）

1.3± 0.39* 2± 0.6 0.7± 0.18*** 2.3± 0.64 1.3± 0.38** 1.32± 0.41* 1.2± 0.37** 1.35± 0.42*

Plasma TNF-琢
（arb.units）

5.4± 1.67*** 16.5± 4.8 7.5± 2.18*** 7.6± 1.89*** 7.4± 2.18*** 7.55± 2.37*** 7.9± 2.12*** 8.9± 2.48***

Notes:* P<0.05 vs. sham-operated group. ** P<0.05 vs. sham-operated group. *** P<0.05 vs. sham-operated group.

表 1 各组大鼠生理指标（x± s）

Table 1 Physiological indexes of rats（x± s）

图 1 腓肠肌肌肉重量

Fig.1 Relative weights of thegastrocnemius muscle to thelength ofthe tibia

注：*P≤ 0.05与安慰剂治疗的心肌梗死大鼠相比。

Notes: *P≤ 0.05 vs. placebo-treated CHF rats.

图 2 大鼠肌肉生成抑制素蛋白 -mRNA的转录

Fig.2 Regulation of myostatin mRNA in gastrocnemius muscle after

induction of CHF by myocardial infarction

注：*P≤ 0.05与安慰剂治疗的心肌梗死大鼠相比。

Notes: *P≤ 0.05 vs. placebo-treated CHF rats.

图 3 大鼠肌肉生成抑制蛋白的表达

Fig. 3 Regulation of myostatin protein in gastrocnemius muscle after

induction of CHF by myocardial infarction

注：***P<0.001与安慰剂治疗的心肌梗死大鼠相比, **P<0.01与安慰

剂治疗的心肌梗死大鼠相比, *P<0.05与安慰剂治疗的心肌梗死大鼠

相比。

Notes: ***P<0.001, **P<0.01, and *P<0.05 vs. placebo-treated CHF rats.

图 4 心衰大鼠血浆 TNF-琢水平变化
Fig. 4 Concentration of TNF-琢 in the plasma of sham and CHF animals

注：***P<0.001与安慰剂治疗的心肌梗死大鼠相比。

Notes: ***P<0.001 vs. placebo-treated CHF rats.
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发现：首先，我们证明心肌梗死动物模型 8周后就能够检测到

肌肉萎缩。第二，ghrelin及其类似物 BIM-28125和 BIM-28131

能够显著降低肌肉生长抑制素的表达。第三，慢性心力衰竭动

物经过治疗，其血浆 TNF-琢水平显著降低。
慢性心力衰竭并发恶病质时肌肉生长抑制素对骨骼肌的

作用。

大鼠后肢半膜肌的横截面面积的评估表明，8只慢性心力

衰竭大鼠中有 5只骨骼肌出现了不同程度的肌肉横截面面积

减少[12]。有趣的是，这种影响可以通过为期 4周的运动训练逆
转[3]。最近，临床试验证实，晚期心力衰竭患者经过为期 4周的

耐力训练后肌肉生长抑制素水平显著降低[4]。

3.1 Ghrelin在慢性心力衰竭和恶病质的作用

恶病质时内源性 ghrelin 水平上升，使用 ghrelin 和其它
GHSR-1a治疗后，能够显著改善恶病质患者的食欲，并且增加

患者体重[13]。Ghrelin能够影响 GH的释放表明，ghrelin对患者

的影响比 GH更有效。正如其他能够并发恶病质的疾病那样，

心衰动物模型应用 ghrelin和 ghrelin受体激动剂能够增加机体

肌肉、脂肪的含量[14]。还有研究报告称，连续给药 3周能够使慢

性心力衰竭患者左心室射血分数增加[5]。

3.2 肌肉生长抑制素，ghrelin，GH和 IGF之间可能存在的关系

患有慢性心力衰竭时，循环的激素水平增加，IGF-1水平降

低[15]，骨骼肌肌肉生长抑制素水平升高[4]。这种异化的状况出现

在骨骼肌内，目前我们只能采取干预措置，比如通过运动训练

逆转[4,16]。这表明长期注射 ghrelin能够影响血浆循环 IGF-1水

平。但对 GH-IGF-1系统，ghrelin或 ghrelin受体激动剂的刺激
效应不会持续很长时间。Ghrelin生理功能并不包括调节生长

激素，因为 ghrelin的循环浓度与疾病状况相关。我们考虑这种

差异出现的原因是由于缺血再灌注损伤导致的。

Ghrelin和 ghrelin受体激动剂的另一个作用是影响抗炎性

细胞因子[17]。我们已经通过细胞培养实验证实，这种抗炎作用

不依赖于垂体 GH分泌[18,19]，ghrelin或 ghrelin受体激动剂能够

减少细胞因子的产生。但是，GH能够提高细胞因子的活性[20]。

在本研究中，我们证明 ghrelin或 ghrelin类似物能够使肌

肉生长抑制素减少。在 mRNA水平，两种 ghrelin类似物只有在

最高浓度时能够显著降低肌肉生长抑制素水平，说明这两种

ghrelin类似物具有强烈的剂量依赖效应。
Ghrelin及其类似物 BIM-28125和 BIM-28131的对肌肉生

长抑制素的影响似乎是 ghrelin的另一个作用。慢性心力衰竭

动物的腓肠肌内 TNF-琢 mRNA水平明显高于对照组[21]。

总之，慢性心力衰竭导致腓肠肌重量明显降低，以及肌肉

生长抑制素蛋白表达明显增高。给予 ghrelin 及其类似物
BIM-28125和 BIM-28131后能够缓解这种改变。这说明 ghrelin

及其类似物 BIM-28125 和 BIM-28131 的抗代谢效应可能与
ghrelin的抗炎潜力有关，但是这仍然需要进一步的研究证实。
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成和愈合有正面调节作用，这和其他作者使用生物活性透明质

酸或类似物治疗炎症性皮肤粘膜疾病的研究结果基本相同
[11-16]。以上研究结果提示生物活性透明质酸片段治疗皮肤创口

可能有类似激素的抗炎效果和防止伤口感染的作用，且无激素

的副作用。未来，我们可尝试使用对人无严重皮肤过敏反应的

重组人透明质酸酶取代对人有严重皮肤过敏反应的牛透明质

酸酶[4,17]制造生物活性透明质酸片段凝胶或液体创口贴用于控

制皮肤创口的炎症反应。

综上所述，细胞外基质大分子透明质酸可以被透明质酸酶

解活化，生成生物活性透明质酸片段，是快速有效、安全、方便

的抑制皮肤创口炎症和预防感染的物质，值得进一步尝试使用

安全的重组人透明质酸酶生产的凝胶或液体创口贴制剂。
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