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　 　 【摘　 要】 　 目的　 探究川陈皮素（Ｎｏｂ）调节受体相互作用蛋白激酶 １ ／受体相互作用蛋白激酶 ３ ／混合谱系激酶样

结构域蛋白（ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ３ ／ ＭＬＫＬ）信号通路对慢性心力衰竭（ＣＨＦ）大鼠心肌坏死性凋亡的影响及作用机制。 方法　 于

２０２２ 年 ９ 月—２０２３ 年 ３ 月在南方医科大学中心实验室进行实验。 建立大鼠 ＣＨＦ 模型，将造模成功的 ７５ 只大鼠按随机

数字表法分为模型组（ＣＨＦ 组）、川陈皮素低剂量组（Ｎｏｂ⁃Ｌ 组，７． ５ ｍｇ·ｋｇ －１·ｄ －１ Ｎｏｂ）、川陈皮素中剂量组（Ｎｏｂ⁃Ｍ 组，
１５ ｍｇ·ｋｇ －１·ｄ －１ Ｎｏｂ）、川陈皮素高剂量组（Ｎｏｂ⁃Ｈ 组，３０ ｍｇ·ｋｇ －１·ｄ －１ Ｎｏｂ）和通路抑制剂 Ｎｅｃｒｏｓｔａｔｉｎ⁃１ 组（Ｎｅｃ⁃１
组，２． ４５ ｍｇ·ｋｇ － １·ｄ － １ Ｎｅｃ⁃１），每组 １５ 只。 另取 １５ 只大鼠作为假手术组（Ｓｈａｍ 组）只打开胸腔不进行结扎。 干预

２８ ｄ 后，采用超声心动图检测左心室功能；酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测血清肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α）、白介素⁃１β
（ＩＬ⁃１β）、丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和总抗氧化能力（Ｔ⁃ＡＯＣ）水平；苏木精⁃伊红（ＨＥ）和马松（Ｍａｓｓｏｎ）
染色观察心肌组织病理变化及纤维化情况；原位末端转移酶标记技术（ＴＵＮＥＬ）观察心肌组织凋亡情况；蛋白质印迹

法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）检测心肌组织 ＲＩＰ１、ＲＩＰ３、ＭＬＫＬ 磷酸化水平及半胱氨酰天冬氨酸蛋白酶（Ｃａｓｐａｓｅ⁃８）蛋白表达。 结

果　 与 Ｓｈａｍ 组比较，ＣＨＦ 组心肌组织部分细胞损伤坏死、结构紊乱、心肌细胞肿胀、有大量的炎性细胞浸润，心肌组

织胶原蛋白沉积和纤维化增加，与 ＣＨＦ 组比较，Ｎｏｂ⁃Ｌ 组、Ｎｏｂ⁃Ｍ 组、Ｎｏｂ⁃Ｈ 组和 Ｎｅｃ⁃１ 组心肌纤维排列逐渐规则、心
肌细胞肿胀、坏死及炎性细胞浸润减少、胶原沉积和纤维化减少。 与 Ｓｈａｍ 组比较，ＣＨＦ 组左心室舒张末期内径

（ＬＶＥＤＤ）、左心室收缩末期内径 （ ＬＶＥＳＤ）、 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 和 ＭＤＡ 水平、细胞凋亡率、ｐ⁃ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ１、ｐ⁃ＲＩＰ３ ／ ＲＩＰ３、
ｐ⁃ＭＬＫＬ ／ ＭＬＫＬ表达显著增加，左心室射血分数（ＬＶＥＦ）、左心室轴缩短分数（ＦＳ）、ＳＯＤ 和 Ｔ⁃ＡＯＣ 水平、Ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 表达

显著降低；与 ＣＨＦ 组比较，Ｎｏｂ⁃Ｌ 组、Ｎｏｂ⁃Ｍ 组、Ｎｏｂ⁃Ｈ 组、Ｎｅｃ⁃１ 组上述指标均改善（Ｆ ／ Ｐ ＝ １０２． ５５７ ／ ＜ ０． ００１、１１７． ６８４ ／
＜ ０． ００１、３６４． ４０１ ／ ＜ ０． ００１、２６８． ０８７ ／ ＜ ０． ００１、１２４． ５６６ ／ ＜ ０． ００１、２２９． ００３ ／ ＜ ０． ００１、１９３． ５８５ ／ ＜ ０． ００１、１８２． １６４ ／ ＜
０． ００１、１４２． ６５７ ／ ＜ ０． ００１， １４０． ９００ ／ ＜ ０． ００１、 １６９． ６８０ ／ ＜ ０． ００１、 １０３． ４８５ ／ ＜ ０． ００１、 １０８． ２７７ ／ ＜ ０． ００１、
２００． ４３５ ／ ＜ ０． ００１），且 Ｎｏｂ⁃Ｌ 组、Ｎｏｂ⁃Ｍ 组、Ｎｏｂ⁃Ｈ 组的干预效果呈剂量依赖性（Ｐ ＜ ０． ０５）。 结论　 Ｎｏｂ 可能通过抑制

ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ３ ／ ＭＬＫＬ 信号通路的激活，减轻炎性反应及氧化应激，抑制 ＣＨＦ 大鼠的心肌坏死性凋亡，对 ＣＨＦ 大鼠发挥保

护作用。
【关键词】 　 慢性心力衰竭；川陈皮素；ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ３ ／ ＭＬＫＬ 信号通路；炎性反应；氧化应激；坏死性凋亡；大鼠

【中图分类号】 　 Ｒ５４１． ６　 　 　 　 【文献标识码】 　 Ａ

Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｎｏｂｉｌｅｔｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ３ ／ ＭＬＫＬ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｏｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｎｅｃｒｏｔｉｃ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ
ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ　 Ｚｈａｎｇ Ｐｅｎｇ， Ｌｉｎ Ｇｕｉｘｉｏｎｇ， Ｚｈｕｏ Ｙｕｆｅｎｇ， Ｃｈｅｎｇ Ｈｏｎｇｊｉ， Ｃｈｅｎ Ｑｉｎｘｉｕ， Ｘｉｅ Ｗｅｎｊｉｅ， Ｆｅｎｇ Ｙａｎ⁃
ｌｉｎｇ． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｎａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ⁃Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ， Ｐａｎｙｕ Ｈｅｘｉａｎ Ｍｅｍｏｒｉａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ， Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ，
Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１１４００，Ｃｈｉｎａ
Ｆｕｎｄｉｎｇ ｐｒｏｇｒａｍ： Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄ Ｐｒｏｊｅｃｔ （２０２１Ｂ１５５１１４００６４）； Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 To investigate the effect and mechanism of Nobiletin (Nob) on necrotic apoptosis in chronic
heart failure (CHF) rats by regulating the receptor interacting protein kinase 1/receptor interacting protein kinase 3/mixed line⁃
age kinase like domain protein (RIP1/RIP3/MLKL) signaling pathway. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 From September 2022 to March 2023, exper⁃
iment was conducted in Central Laboratory of Southern Medical University. A CHF rat model was established, and 75 suc⁃

·５０６·疑难病杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ２３ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｄｉｆｆｉｃ ａｎｄ Ｃｏｍｐｌ Ｃａｓ，Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ２３，Ｎｏ． ５



cessfully modeled rats were randomly divided into model group (CHF group ), low⁃dose Nob group (Nob⁃L group,
7.5 mg·kg - 1·d - 1 Nob), medium dose Nob group (Nob⁃M group, 15 mg·kg - 1·d - 1 Nob), high⁃dose Nob group (Nob⁃H
group, 30 mg·kg - 1·d - 1 Nob), and pathway inhibitor Nec⁃1 group (Nec⁃1 group, 2.45 mg·kg - 1·d - 1 Nec⁃1) according
to the random number table method, with 15 rats in each group. Another 15 rats were selected as the sham operation group
(Sham group), with only the thoracic cavity opened and no ligation performed. Echocardiography was applied to detect and
detect left ventricular function. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) was applied to detect the levels of serum tumor
necrosis factor⁃α (TNF⁃α), interleukin⁃1β (IL⁃1β), malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD), and total antioxi⁃
dant capacity (T⁃AOC). Hematoxylin eosin (HE) and Masson staining were applied to observe the pathological changes and
fibrosis of myocardial tissue. The terminal deoxynucleotidyl transferase⁃mediated dUTP⁃biotin nick end labeling (TUNEL)
was applied to observe the apoptosis of myocardial tissue. Western blot was applied to detect RIP1, RIP3, MLKL phospho⁃
rylation levels, and Caspase⁃8 protein expression. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Compared with the Sham group, some cells in the myocardial tis⁃
sue of the CHF group were damaged, necrotic, structurally disordered, with myocardial cell swelling, a large number of in⁃
flammatory cell infiltration, and collagen deposition and fibrosis in myocardial tissue increased, Compared with the CHF
group, the myocardial fiber arrangement of the Nob⁃L group, Nob⁃M group, Nob⁃H group, and Nec⁃1 group gradually be⁃
came regular, with myocardial cell swelling, necrosis, and the inflammatory cell infiltration decreased, collagen deposition and
fibrosis decreased. Compared with the Sham group, the levels of left ventricular end diastolic diameter (LVEDD), left ventric⁃
ular end systolic diameter (LVESD), IL⁃1β, TNF⁃α and MDA, cell apoptosis rate, and the expression of p⁃RIP1/RIP1, p⁃RIP3/
RIP3, and p⁃MLKL/MLKL proteins of the CHF group, Nob⁃L group, Nob⁃M group, Nob⁃H group and Nec⁃1 group were
obviously increased (P < 0.05), the levels of left ventricular ejection fraction (LVEF), left ventricular axis shortening fraction

� (FS), SOD, T⁃AOC, and the expression of Caspase⁃8 protein of the CHF group, Nob⁃L group, Nob⁃M group, Nob⁃H group and
Nec⁃1 group were obviously reduced (F/P = 102.557/ < 0.001, 117.684/ < 0.001, 364.401/ < 0.001, 268.087/ < 0.001, 124.566/ < 0.001,

� 229.003/ < 0.001, 193.585/ < 0.001, 182.164/ < 0.001, 142.657/ < 0.001, 140.900/ < 0.001, 169.680/ < 0.001, 103.485/ < 0.001, 108.277/ <
0.001, 200.435/ < 0.001), and the intervention effect of different dosage groups of Nob showed a dose⁃dependent relationship
(P < 0.05). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Nob may alleviate inflammation and oxidative stress by inhibiting the activation of the RIP1/RIP3/

� MLKL signaling pathway, inhibit necrotic apoptosis in CHF rats, and exert a protective effect on CHF rats.
【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Chronic heart failure; Nobiletin; RIP1/RIP3/MLKL signaling pathway; Inflammatory response; Oxidative

stress; Necrotic apoptosis; Rat

　 　 慢性心力衰竭（ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ，ＣＨＦ）是一种

临床综合征，其特征是心脏的结构 ／功能异常导致的心

脏收缩或舒张功能障碍。 心力衰竭是各种心脏疾病的

严重和终末阶段，是当今主要的心血管病之一，其发病

率较高，对患者呼吸、生活质量等产生极大影响。 目前

通过改善生活方式、单独或联合使用利尿剂、血管紧张

素转化酶抑制药、地高辛、伊伐布雷定等药物治疗心力

衰竭，虽取得一定效果，但对 ＣＨＦ 的治疗仍是一个巨

大的挑战［１］。 川陈皮素（Ｎｏｂｉｌｅｔｉｎ，Ｎｏｂ）是从柑橘类水

果皮中获得的类黄酮，具有抗炎、抗氧化等广泛的药理

活性［２］。 研究表明 Ｎｏｂ 能恢复受损的心脏收缩功能，
减弱心肌细胞凋亡，改善大鼠心肌缺血和再灌注损

伤［３］。 坏死性凋亡是一种受调节的坏死形式［４］，由受

体相互作用蛋白激酶 （ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉ⁃
ｎａｓｅ，ＲＩＰ）１ 和 ＲＩＰ３ 与混合谱系激酶结构域样蛋白

（ｍｉｘｅｄ ｌｉｎｅａｇｅ ｋｉｎａｓｅ ｄｏｍａｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＬＫＬ）介导。
ＲＩＰ１ 是引发坏死性凋亡的关键分子，ＲＩＰ３ 的表达与

坏死性凋亡有关，ＭＬＫＬ 是 ＲＩＰ３ 的重要底物，也是在

坏死性凋亡中起一定作用的重要信号分子［５］。 据报

道坏死性凋亡参与心血管疾病的发病机制，激活

ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ３ ／ ＭＬＫＬ 途径会促进坏死［６⁃７］。 Ｚｈａｎｇ 等［８］

的研究显示抑制 ＲＩＰ１、ＲＩＰ３ 和 ＭＬＫＬ 表达，可抑制

ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ３ ／ ＭＬＫＬ 介导的心肌细胞坏死，能够改善心

力衰竭中的心肌重塑和功能。 Ｎｏｂ 能改善心功能不

全，也能通过 ＮＢＰ１ 活性的功能调节抑制心肌细胞肥

大和心力衰竭的发展，有望成为治疗心力衰竭的潜在

药物［９］，ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ３ ／ ＭＬＫＬ 信号通路介导坏死性凋亡，
因此，推测 Ｎｏｂ 可能通过调节 ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ３ ／ ＭＬＫＬ 信号

通路对 ＣＨＦ 大鼠心肌坏死性凋亡产生影响，基于此，
本实验对其进行探究，为 ＣＨＦ 的治疗提供理论依据，
报道如下。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验动物：ＳＰＦ 级雄性大鼠 ９５ 只，体质量（２２０ ±
１０）ｇ，购自上海吉辉实验动物饲养有限公司，［许可

证：ＳＣＸＫ （沪） ２０２２⁃０００９］；所有大鼠在温度 （２４ ±
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２）℃，湿度 ５５％ ～６０％ ，光照 ／黑暗循环 １２ ｈ 及自由采

食饮水条件下适应性喂养。 本实验经南方医科大学动

物实验委员会批准［伦（审）２０２１⁃１０７］。
１． １． ２　 主要药物、试剂及仪器：Ｎｏｂ（ＨＹ⁃Ｎ０１５５）购自

ＭＣＥ 公司；通路抑制剂 Ｎｅｃｒｏｓｔａｔｉｎ⁃１ （ Ｓ８０３７ ） 购自

Ｓｃｅｌｌｃｋ 公司；肿瘤坏死因子⁃α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，
ＴＮＦ⁃α） （ Ｒ９８０５３６ ） 和白介素⁃１β （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β， ＩＬ⁃
１β）（Ｒ９８０５２１）酶联免疫吸附试验（ ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍ⁃
ｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒购自上海麦克

林生化科技股份有限公司；丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＭＤＡ） （ ＣＢ１０２３８⁃Ｒａ）、超氧化物歧化酶 （ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）（ＣＢ１０２５８⁃Ｒａ）和总抗氧化能力（ ｔｏｔａｌ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ， Ｔ⁃ＡＯＣ） （ ＣＢ１１０８１⁃Ｒａ） ＥＬＩＳＡ
检测试剂盒购自上海科艾博生物技术有限公司；原位

末端转移酶标记技术 （ ＴＵＮＥＬ） 检测试剂盒 （ Ｐ⁃ＣＡ⁃
３０３）购自武汉普诺赛生命科技有限公司；一抗 ＲＩＰ１
（Ａ７４１４ ）、 ｐ⁃ＲＩＰ１ （ ＡＰ１２３０ ）、 ＲＩＰ３ （ Ａ５４３１ ）、 ｐ⁃ＲＩＰ３
（ＡＰ１４０８）、ＭＬＫＬ（Ａ１９６８５）、ｐ⁃ＭＬＫＬ（ＡＰ１２４４）、半胱

氨酰天冬氨酸蛋白酶 （ Ｃａｓｐａｓｅ⁃８ ） （ Ａ０２１５）、 β⁃ａｃｔｉｎ
（ ＡＣ０３８ ） 和 二 抗 山 羊 抗 兔 免 疫 球 蛋 白 Ｇ （ ＩｇＧ ）
（ＡＳ０６３）购自武汉爱博泰克生物科技有限公司。

小动物超声设备（６ ＬＡＢ，北京益仁恒业科技有限

公司）、光学显微镜（ＢＸ５３Ｍ） ＯＬＹＭＰＵＳ；共聚焦显微

镜（Ｍｉｃａ，德国 Ｌｅｉｃａ 公司）；Ｔｈｅｒｍｏ⁃ｍａｘ 酶标仪（美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；蛋白电泳仪、转膜仪

（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
１． ２　 方法　 于 ２０２２ 年 ９ 月—２０２３ 年 ３ 月在南方医科

大学中心实验室进行实验。
１． ２． １　 ＣＨＦ 大鼠模型建立及分组处理：根据参考文

献［１０］建立 ＣＨＦ 大鼠模型。 随机选取 ８０ 只大鼠麻醉

消毒后，打开胸腔，于左前降支冠状动脉起源点 ３ ～
４ ｍｍ处结扎来诱导慢性心力衰竭症状。 大鼠的左心

室射血分数（ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＬＶＥＦ） ＜
６０％ ，被认为成功建立 ＣＨＦ 大鼠模型。 因感染等原

因，死亡 ５ 只，成功 ７５ 只。 另取 １５ 只大鼠作为假手术

组（Ｓｈａｍ 组）只打开胸腔不进行结扎，将造模成功的

ＣＨＦ 大鼠 ７５ 只按照随机数字表法分为模型组（ＣＨＦ
组）、Ｎｏｂ 低剂量组（Ｎｏｂ⁃Ｌ 组）、Ｎｏｂ 中剂量组（Ｎｏｂ⁃Ｍ
组）、Ｎｏｂ 高剂量组（Ｎｏｂ⁃Ｈ 组）和通路抑制剂 Ｎｅｃｒｏｓｔａ⁃
ｔｉｎ⁃１ 组（Ｎｅｃ⁃１ 组），每组 １５ 只。 Ｎｏｂ⁃Ｌ 组、Ｎｏｂ⁃Ｍ 组

和 Ｎｏｂ⁃Ｈ 组，分别腹腔注射 ７． ５ ｍｇ· ｋｇ － １ ·ｄ － １、
１５ ｍｇ·ｋｇ － １·ｄ － １ 和 ３０ ｍｇ·ｋｇ － １ ·ｄ － １ 的 Ｎｏｂ［１１］，
Ｎｅｃ⁃１ 组腹腔注射 ２． ４５ ｍｇ·ｋｇ － １·ｄ － １的通路抑制剂

Ｎｅｃｒｏｓｔａｔｉｎ⁃１［１２］。 Ｓｈａｍ 组和 ＣＨＦ 组大鼠腹腔注射等

量生理盐水，连续药物干预 ２８ ｄ。
１． ２． ２　 左心室功能检测：末次给药后，使用超声心动

图检测并记录大鼠左心室舒张末期内径（ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕ⁃
ｌａｒ ｅｎｄ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒ，ＬＶＥＤＤ）、左心室收缩末期内

径（ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒ，ＬＶＥＳＤ）及 ＬＶＥＦ、
左心室轴缩短分数（ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，ＦＳ）。
１． ２． ３　 血清炎性因子水平检测：将大鼠麻醉，采取腹

主动脉血 ０． ５ ｍｌ，离心（３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ）收集上清

液，严格按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒操作，检测血清中 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β 水平。
１． ２． ４　 心肌组织中氧化应激指标检测：各组随机取 ５
只大鼠安乐死，取出心肌组织，磨碎匀浆，离心后取上

清液，严格按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒操作，检测心肌组织中

ＭＤＡ、ＳＯＤ 和 Ｔ⁃ＡＯＣ 水平。
１． ２． ５　 心肌组织病理变化及纤维化检测：各组随机取

５ 只大鼠处死，取出心肌组织，固定并进行石蜡包埋、
切片、进行苏木精—伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）和马

松（Ｍａｓｓｏｎ）染色，光学显微镜下拍照观察心肌组织病

理变化及纤维化情况。
１． ２． ６　 心肌组织凋亡检测：取 １． ２． ５ 中石蜡切片，将
切片与 ＴＵＮＥＬ 染色液孵育 ６０ ｍｉｎ，后与 ４＇，６⁃二脒基⁃
２⁃苯基吲哚溶液孵育 １０ ｍｉｎ 复染细胞核，共聚焦显微

镜下拍照观察，并计算细胞凋亡率。
１． ２． ７　 相关蛋白表达检测：各组剩余 ５ 只大鼠处死，
使用放射性免疫沉淀法缓冲液裂解 １． ２． ４ 中的心肌组

织提取蛋白质，二喹啉甲酸试剂定量。 将蛋白质样品

进行 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶，后转到聚偏氟乙烯膜上。
５％脱脂乳封闭 １ ｈ（室温），将膜与一抗 ＲＩＰ１、ｐ⁃ＲＩＰ１、
ＲＩＰ３、ｐ⁃ＲＩＰ３、ＭＬＫＬ、ｐ⁃ＭＬＫＬ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 和 β⁃ａｃｔｉｎ 在

４°Ｃ 下过夜，后与第二抗体孵育 １ ｈ（室温），增强型化

学发光试剂显影。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件量化蛋白质条带

的强度。
１． ３　 统计学方法 　 应用 ＳＰＳＳ ２０． ０ 软件分析。 符合

正态分布计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，多组间比较采用单因

素方差分析，组间多重比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 Ｐ ＜ ０． ０５
为差异具有统计学意义。
２　 结　 果

２． １　 Ｎｏｂ 对 ＣＨＦ 大鼠左心室功能的影响 　 与 Ｓｈａｍ
组比较，ＣＨＦ 组大鼠 ＬＶＥＤＤ 和 ＬＶＥＳＤ 显著增加（Ｐ ＜
０． ０５），ＬＶＥＦ 和 ＦＳ 显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５）。 与 ＣＨＦ 组

比较， Ｎｏｂ⁃Ｌ 组、 Ｎｏｂ⁃Ｍ 组、 Ｎｏｂ⁃Ｈ 组 和 Ｎｅｃ⁃１ 组

ＬＶＥＤＤ 和 ＬＶＥＳＤ 显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５），ＬＶＥＦ 和 ＦＳ
显著增加（Ｐ ＜ ０． ０５），且 Ｎｏｂ 不同剂量组的干预效果

呈剂量依赖性，Ｎｏｂ⁃Ｈ 组与 Ｎｅｃ⁃１ 组比较差异无统计

学意义（Ｐ ＞ ０． ０５），见表 １。

·７０６·疑难病杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ２３ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｄｉｆｆｉｃ ａｎｄ Ｃｏｍｐｌ Ｃａｓ，Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ２３，Ｎｏ． ５



表 １　 Ｎｏｂ 对 ＣＨＦ 大鼠左心室功能的影响　 （�ｘ ± ｓ）

Ｔａｂ． １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｎｏｂ ｏｎ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ＣＨＦ ｒａｔｓ
组　 别 ｎ ＬＶＥＤＤ（ｍｍ） ＬＶＥＳＤ（ｍｍ） ＬＶＥＦ（％ ） ＦＳ（％ ）
Ｓｈａｍ 组 １５ ８． １２ ± ０． １２ ４． ７６ ± ０． ３２ ８７． ３７ ± ６． ６２ ４８． ３６ ± ３． ２７
ＣＨＦ 组 １５ １３． ７５ ± １． ０７ａ ９． ２１ ± ０． ８３ａ ４８． ６２ ± ４． ３５ａ ２３． １５ ± １． ４８ａ

Ｎｏｂ⁃Ｌ 组 １５ １１． ９４ ± ０． ９２ｂ ８． ０８ ± ０． ６７ｂ ５６． ４３ ± ４． ８１ｂ ２９． ０７ ± ２． ５１ｂ

Ｎｏｂ⁃Ｍ 组 １５ １０． ５１ ± ０． ８６ｂｃ ６． ７３ ± ０． ５９ｂｃ ６９． ２８ ± ５． １１ｂｃ ３６． ４２ ± ３． １６ｂｃ

Ｎｏｂ⁃Ｈ 组 １５ ９． ３２ ± ０． ６４ｂｃｄ ５． ６５ ± ０． ５４ｂｃｄ ８１． ０５ ± ５． ０７ｂｃｄ ４３． ８４ ± ３． ９２ｂｃｄ

Ｎｅｃ⁃１ 组 １５ ９． ２８ ± ０． ７５ｂ ５． ０９ ± ０． ７１ｂ ８４． ５４ ± ４． ９３ｂ ４５． ２３ ± ２． ８４ｂ

Ｆ 值 １０２． ５５７ １１７． ６８４ １４０． ９００ １６９． ６８０
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 注：与 Ｓｈａｍ 组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与 ＣＨＦ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５；与 Ｎｏｂ⁃Ｌ 组比较，ｃＰ ＜ ０． ０５；与 Ｎｏｂ⁃Ｍ 组比较，ｄＰ ＜ ０． ０５。

２． ２　 Ｎｏｂ 对 ＣＨＦ 大鼠血清炎性因子水平的影响　 与

Ｓｈａｍ 组比较，ＣＨＦ 组 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 水平显著增加

（Ｐ ＜ ０． ０５）。 与 ＣＨＦ 组比较，Ｎｏｂ⁃Ｌ 组、Ｎｏｂ⁃Ｍ 组、
Ｎｏｂ⁃Ｈ 组和 Ｎｅｃ⁃１ 组 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 水平显著降低

（Ｐ ＜ ０． ０５），且 Ｎｏｂ 不同剂量组的干预效果呈剂量依

赖性，Ｎｏｂ⁃Ｈ 组与 Ｎｅｃ⁃１ 组比较差异无统计学意义

（Ｐ ＞ ０． ０５），见表 ２。

表 ２　 Ｎｏｂ 对 ＣＨＦ 大鼠血清炎性因子水平的影响　 （�ｘ ± ｓ，ｎｇ ／ Ｌ）

Ｔａｂ．２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｎｏｂ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＣＨＦ ｒａｔｓ

组　 别 ｎ ＩＬ⁃１β ＴＮＦ⁃α
Ｓｈａｍ 组 １５ ６５． ７９ ± ５． ４２ ９１． ４３ ± １０． ２７
ＣＨＦ 组 １５ ２１７． ６２ ± ２２． ４１ａ ３０５． １５ ± ２６． ４８ａ

Ｎｏｂ⁃Ｌ 组 １５ １６５． ３７ ± １５． ８３ｂ ２４３． ６４ ± ２１． ５３ｂ

Ｎｏｂ⁃Ｍ 组 １５ １３８． ９１ ± １４． ７６ｂｃ １７２． ５９ ± １８． ６２ｂｃ

Ｎｏｂ⁃Ｈ 组 １５ ８６． ４３ ± ９． １５ｂｃｄ １１６． ３７ ± １３． ８６ｂｃｄ

Ｎｅｃ⁃１ 组 １５ ８１． ５４ ± ９． ６２ｂ １１０． ８２ ± １５． ３５ｂ

Ｆ 值 ３６４． ４０１ ２６８． ０８７
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 注：与 Ｓｈａｍ 组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与 ＣＨＦ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５；与 Ｎｏｂ⁃Ｌ

组比较，ｃＰ ＜ ０． ０５；与 Ｎｏｂ⁃Ｍ 组比较，ｄＰ ＜ ０． ０５。

２． ３　 Ｎｏｂ 对 ＣＨＦ 大鼠心肌组织中氧化应激指标的影

响　 与 Ｓｈａｍ 组比较，ＣＨＦ 组 ＭＤＡ 水平显著增加（Ｐ ＜
０． ０５），ＳＯＤ 和 Ｔ⁃ＡＯＣ 水平显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５）。 与

ＣＨＦ 组比较，Ｎｏｂ⁃Ｌ 组、Ｎｏｂ⁃Ｍ 组、Ｎｏｂ⁃Ｈ 组和 Ｎｅｃ⁃１
组 ＭＤＡ 水平显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５），ＳＯＤ 和 Ｔ⁃ＡＯＣ 水

平显著增加（Ｐ ＜ ０． ０５），且 Ｎｏｂ 不同剂量组的干预效

果呈剂量依赖性，Ｎｏｂ⁃Ｈ 组与 Ｎｅｃ⁃１ 组比较差异无统

计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５），见表 ３。
２． ４　 Ｎｏｂ 对 ＣＨＦ 大鼠心肌组织病理变化及纤维化的

影响　 与 Ｓｈａｍ 组比较，ＣＨＦ 组心肌组织结构紊乱、心
肌细胞肿胀、有大量的炎性细胞浸润，胶原蛋白沉积和

纤维化增加。 与 ＣＨＦ 组比较，Ｎｏｂ⁃Ｌ 组、Ｎｏｂ⁃Ｍ 组、
Ｎｏｂ⁃Ｈ 组和 Ｎｅｃ⁃１ 组心肌纤维排列逐渐规则，心肌细

胞肿胀及炎性细胞浸润减少、胶原沉积和纤维化减少，
见图 １ 和图 ２。

表 ３　 Ｎｏｂ 对 ＣＨＦ 大鼠心肌组织中氧化应激指标的影响　 （�ｘ ± ｓ）

Ｔａｂ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｎｏｂ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＣＨＦ ｒａｔｓ

组　 别 ｎ ＭＤＡ（ｎｍｏｌ ／ ｍｌ） ＳＯＤ（Ｕ ／ ｍｌ） Ｔ⁃ＡＯＣ（Ｕ ／ ｍｇ）
Ｓｈａｍ 组 ５ １． ６２ ± ０． １１ １３７． ４３ ± ７． ８９ ３４． ６２ ± ２． ８７
ＣＨＦ 组 ５ ４． ０６ ± ０． ２８ａ ７４． ６５ ± ３． １４ａ １１． ２３ ± ０． ９６ａ

Ｎｏｂ⁃Ｌ 组 ５ ３． ３５ ± ０． ２３ｂ ８６． １８ ± ３． ５６ｂ １７． ８５ ± １． ３２ｂ

Ｎｏｂ⁃Ｍ 组 ５ ２． ７２ ± ０． １９ｂｃ １０７． ９４ ± ５． ２８ｂｃ ２４． １７ ± １． ６８ｂｃ

Ｎｏｂ⁃Ｈ 组 ５ １． ９４ ± ０． １２ｂｃｄ １２４． ２９ ± ５． ３５ｂｃｄ ３１． ５９ ± ２． １５ｂｃｄ

Ｎｅｃ⁃１ 组 ５ １． ７３ ± ０． ２０ｂ １３０． ３７ ± ６． ６２ｂ ３２． ３４ ± ２． ３５ｂ

Ｆ 值 １２４． ５６６ １０３． ４８５ １０８． ２７７
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 注：与 Ｓｈａｍ 组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与 ＣＨＦ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５；与 Ｎｏｂ⁃Ｌ
组比较，ｃＰ ＜ ０． ０５；与 Ｎｏｂ⁃Ｍ 组比较，ｄＰ ＜ ０． ０５。

２． ５　 Ｎｏｂ 对 ＣＨＦ 大鼠心肌组织凋亡的影响　 与 Ｓｈａｍ
组比较，ＣＨＦ 组细胞凋亡率显著增加（Ｐ ＜ ０． ０５）。 与

ＣＨＦ 组比较，Ｎｏｂ⁃Ｌ 组、Ｎｏｂ⁃Ｍ 组、Ｎｏｂ⁃Ｈ 组和 Ｎｅｃ⁃１
组细胞凋亡率显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５），且 Ｎｏｂ 不同剂量

组的干预效果呈剂量依赖性，Ｎｏｂ⁃Ｈ 组与 Ｎｅｃ⁃１ 组比

较差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５），见图 ３ 和表 ４。

表 ４　 Ｎｏｂ 对 ＣＨＦ 大鼠心肌组织凋亡的影响　 （�ｘ ± ｓ）

Ｔａｂ．４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｎｏｂ ｏｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＣＨＦ ｒａｔｓ
组　 别 ｎ 细胞凋亡率（％ ）
Ｓｈａｍ 组 ５ ３． ４７ ± ０． １０
ＣＨＦ 组 ５ ３２． ８６ ± ２． ７５ａ

Ｎｏｂ⁃Ｌ 组 ５ ２６． １５ ± ２． ０３ｂ

Ｎｏｂ⁃Ｍ 组 ５ １８． ３９ ± １． ６４ｂｃ

Ｎｏｂ⁃Ｈ 组 ５ ９． ７３ ± ０． ７８ｂｃｄ

Ｎｅｃ⁃１ 组 ５ ７． ９２ ± １． ４６ｂ

Ｆ 值 ２２９． ００３
Ｐ 值 ＜ ０． ００１

　 　 注：与 Ｓｈａｍ 组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与 ＣＨＦ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５；与 Ｎｏｂ⁃Ｌ
组比较，ｃＰ ＜ ０． ０５；与 Ｎｏｂ⁃Ｍ 组比较，ｄＰ ＜ ０． ０５。
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图 １　 各组大鼠心肌组织病理变化（ＨＥ 染色， × ４００）
Ｆｉｇ． １　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ × ４００）

图 ２　 各组大鼠心肌组织纤维化情况（Ｍａｓｓｏｎ 染色， × ４００）
Ｆｉｇ． ２　 Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ （ × ４００）

图 ３　 ＴＵＮＥＬ 检测各组大鼠心肌组织凋亡情况

Ｆｉｇ． ３ 　 ＴＵＮＥＬ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ

２． ６　 Ｎｏｂ 对 ＣＨＦ 大鼠心肌组织 ＲＩＰ１、ＲＩＰ３、ＭＬＫＬ 和

Ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 蛋白表达的影响 　 与 Ｓｈａｍ 组比较，ＣＨＦ 组

ｐ⁃ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ１、ｐ⁃ＲＩＰ３ ／ ＲＩＰ３、ｐ⁃ＭＬＫＬ ／ ＭＬＫＬ 表达显著

增加（Ｐ ＜ ０． ０５），Ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 表达显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５）。
与 ＣＨＦ 组比较，Ｎｏｂ⁃Ｌ 组、Ｎｏｂ⁃Ｍ 组、Ｎｏｂ⁃Ｈ 组和Ｎｅｃ⁃１
组 ｐ⁃ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ１、ｐ⁃ＲＩＰ３ ／ ＲＩＰ３、ｐ⁃ＭＬＫＬ ／ ＭＬＫＬ 表达显

著降低 （Ｐ ＜ ０． ０５）， Ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 表达显著增加 （ Ｐ ＜
０． ０５），且 Ｎｏｂ 不同剂量组的干预效果呈剂量依赖性，
Ｎｏｂ⁃Ｈ 组与 Ｎｅｃ⁃１ 组比较差异无统计学意义 （ Ｐ ＞
０． ０５），见图 ４ 和表 ５。

注：Ａ． Ｓｈａｍ 组；Ｂ． ＣＨＦ 组；Ｃ． Ｎｏｂ⁃Ｌ 组；Ｄ． Ｎｏｂ⁃Ｍ 组；Ｅ． Ｎｏｂ⁃Ｈ 组；Ｆ． Ｎｅｃ⁃１ 组

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测各组大鼠心肌组织 ＲＩＰ１、ＲＩＰ３、ＭＬＫＬ
和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 蛋白水平

Ｆｉｇ．４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＩＰ１， ＲＩＰ３， ＭＬＫＬ， ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃８
ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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表 ５　 Ｎｏｂ 对 ＣＨＦ 大鼠心肌组织 ｐ⁃ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ１、ｐ⁃ＲＩＰ３ ／ ＲＩＰ３、ｐ⁃ＭＬＫＬ ／ ＭＬＫＬ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 蛋白表达的影响　 （�ｘ ± ｓ）

Ｔａｂ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｎｏｂ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ１， ｐ⁃ＲＩＰ３ ／ ＲＩＰ３， ｐ⁃ＭＬＫＬ ／ ＭＬＫＬ， ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃８ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ
ＣＨＦ ｒａｔｓ

组　 别 ｎ ｐ⁃ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ１ ｐ⁃ＲＩＰ３ ／ ＲＩＰ３ ｐ⁃ＭＬＫＬ ／ ＭＬＫＬ Ｃａｓｐａｓｅ⁃８
Ｓｈａｍ 组 ５ ０． １０ ± ０． ０１ ０． １２ ± ０． ０１ ０． ２１ ± ０． ０２ １． ３６ ± ０． １１
ＣＨＦ 组 ５ ０． ９４ ± ０． １０ａ ０． ８９ ± ０． ０７ａ ０． ９７ ± ０． １１ａ ０． ２５ ± ０． ０１ａ

Ｎｏｂ⁃Ｌ 组 ５ ０． ７５ ± ０． ０８ｂ ０． ６７ ± ０． ０８ｂ ０． ６２ ± ０． ０５ｂ ０． ５１ ± ０． ０３ｂ

Ｎｏｂ⁃Ｍ 组 ５ ０． ４６ ± ０． ０５ｂｃ ０． ４８ ± ０． ０５ｂｃ ０． ４８ ± ０． ０３ｂｃ ０． ８４ ± ０． ０６ｂｃ

Ｎｏｂ⁃Ｈ 组 ５ ０． １６ ± ０． ０２ｂｃｄ ０． ２４ ± ０． ０３ｂｃｄ ０． ３０ ± ０． ０３ｂｃｄ １． ２９ ± ０． ０８ｂｃｄ

Ｎｅｃ⁃１ 组 ５ ０． １４ ± ０． ０１ｂ ０． １９ ± ０． ０２ｂ ０． ２７ ± ０． ０２ｂ １． ３１ ± ０． １０ｂ

Ｆ 值 １９３． ５８５ １８２． １６４ １４２． ６５７ ２００． ４３５
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 注：与 Ｓｈａｍ 组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与 ＣＨＦ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５；与 Ｎｏｂ⁃Ｌ 组比较，ｃＰ ＜ ０． ０５；与 Ｎｏｂ⁃Ｍ 组比较，ｄＰ ＜ ０． ０５。

３　 讨　 论

　 　 Ｎｏｂ 是一种黄酮类化合物，主要从柑橘类植物的

果皮中分离出来，具有抗炎和抗氧化活性，对心血管疾

病发挥保护作用［１３］。 研究显示，Ｎｏｂ 能通过抑制铁死

亡减轻 ２ 型糖尿病大鼠心肌缺血再灌注损伤［１４］。 Ｎｏｂ
能改善大鼠心功能不全，减少氧化应激，抑制心肌细胞

凋亡，从而减轻冠状动脉微栓塞诱导的心肌损伤［１５］。
Ｎｏｂ 对心肌细胞具有抗肥大作用，在抑制 ＣＨＦ 发展中

具有治疗作用［９］。
　 　 本研究采用结扎左前降支冠状动脉来诱导 ＣＨＦ，
该方法对心力衰竭病理的模拟较理想，在实验中比较

常用，且操作简单，模型有效且可重复［１６］。 研究显示

ＣＨＦ 患者心脏压力升高，心室收缩障碍，最终导致

ＬＶＥＤＤ 和 ＬＶＥＳＤ 升高，ＬＶＥＦ 和 ＬＶＦＳ 降低［１７］。 本研

究中 Ｎｏｂ 可降低 ＬＶＥＤＤ 和 ＬＶＥＳＤ，增加 ＬＶＥＦ 和 ＦＳ，
抑制心肌组织炎性浸润、胶原蛋白沉积、纤维化和心肌

细胞凋亡，表明 Ｎｏｂ 能改善 ＣＨＦ 大鼠心脏功能损伤及

炎性发应，发挥保护作用。
　 　 炎性反应和氧化应激在 ＣＨＦ 中起重要作用，炎性

反应导致胶原蛋白沉积，过度的氧化应激导致心力衰

竭的心肌重塑，氧化分子的减少和抗氧化物质的升高

可以减轻心肌细胞损伤并缓解 ＣＨＦ［１８⁃１９］。 有研究显

示，坏死性凋亡可引发炎性发应和氧化应激的发生，
ＴＮＦ⁃α 在坏死性凋亡的启动中起关键作用，ＴＮＦ⁃α 结

合并激活肿瘤坏死因子受体 １（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ｒｅ⁃
ｃｅｐｔｏｒ １，ＴＮＦＲ１），引起 ＲＩＰ１ 和 ＲＩＰ３ 的积累和磷酸

化，而 ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ３ 作为程序性坏死中的关键信号分子，
其形成的复合体启动下游信号 ＭＬＫＬ 转导并导致

ＭＬＫＬ 磷酸化，破坏细胞的完整性、促进坏死体的形成

和触发坏死性凋亡，进而促进 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 等炎性因

子及 ＲＯＳ 的释放，增强炎性发应及氧化应激［２０⁃２１］。
Ｍａｒｕｎｏｕｃｈｉ 等［２２］ 研究表明 Ｈｓｐ９０ 抑制剂通过 ＲＩＰ１、

ＲＩＰ３ 和 ＭＬＫＬ 活化来减轻 ＴＮＦ⁃α 诱导的坏死细胞死

亡。 ＭＤＡ、ＳＯＤ 和 Ｔ⁃ＡＯＣ 是心血管疾病常见的氧化应

激指标，ＭＤＡ 是氧化代谢产物，能反映氧自由基对正

常细胞的损伤程度，ＳＯＤ 可抑制氧化自由基损伤，Ｔ⁃
ＡＯＣ 反映机体的总抗氧化能力，及时调节氧化应激水

平对 ＣＨＦ 的治疗有重要作用［２３］。 本研究中 Ｎｏｂ 治疗

后 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 和 ＭＤＡ 水平降低，ＳＯＤ 和 Ｔ⁃ＡＯＣ 水

平增加，表明 Ｎｏｂ 可以抑制 ＣＨＦ 大鼠体内炎性因子的

分泌，增强抗氧化能力，缓解炎性反应及氧化损伤，进
而改善 ＣＨＦ 大鼠心脏功能，抑制 ＣＨＦ 大鼠心肌坏死

性凋亡，这与 Ｎｏｂ 所具有的抗炎及抗氧化作用一致。
　 　 坏死性凋亡（程序性坏死的一种形式）是由一组

复杂的蛋白质协调的程序性过程，受 ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ３ ／
ＭＬＫＬ 途径调节，ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ３ ／ ＭＬＫＬ 信号通路的激活

导致阳离子稳态的破坏、质膜破裂，最终导致细胞死

亡［２４］。 越来越多的证据表明，坏死性凋亡可与心血管

疾病的发病机制有关，有研究显示 ＲＩＰ１、 ＲＩＰ３ 和

ＭＬＫＬ 的表达在 ＣＨＦ 患者中显著上调，与疾病严重程

度呈正相关，ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ３ ／ ＭＬＫＬ 信号通路的激活可能

促进 ＣＨＦ 的发生、发展，导致不良预后［２５］。 研究表明

Ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 的失活能将细胞死亡的方式从凋亡转变为

坏死，而半胱天冬酶⁃８ 的抑制诱导 ＲＩＰＫ１ 和 ＲＩＰＫ３ 磷

酸化并形成原坏死复合物或坏死体，导致坏死性凋

亡［２６］。 Ａｂｕｌｆａｄｌ 等［２７］ 研究表明激活 ＲＩＰＫ１、ＲＩＰＫ３、
ＭＬＫＬ，抑制 Ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 表达，下调 ＴＮＦ⁃α，促进坏死性

凋亡。 Ｍａ 等［２８］研究表明心肌梗死后凋亡相关标志物

ＲＩＰ１、ＲＩＰ３ 和 ＭＬＫＬ 的表达水平上调，通过抑制 ＲＩＰ１ ／
ＲＩＰ３ ／ ＭＬＫＬ 介导的坏死性凋亡预防缺血性心力衰竭。
本研究中 ＣＨＦ 组 ｐ⁃ＲＩＰ１、ｐ⁃ＲＩＰ３ 和 ｐ⁃ＭＬＫＬ 表达增

加，Ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 表达降低。 与 ＣＨＦ 组比较，Ｎｏｂ 可下调

ｐ⁃ＲＩＰ１、ｐ⁃ＲＩＰ３ 和 ｐ⁃ＭＬＫＬ 表达，上调 Ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 蛋白

表达，且 Ｎｏｂ 与通路抑制剂 Ｎｅｃ⁃１ 表现出相似的作用
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效果。 表明 Ｎｏｂ 可能通过抑制 ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ３ ／ ＭＬＫＬ 信

号通路激活，缓解机体炎性反应及氧化损伤，改善

ＣＨＦ 大鼠心脏功能，抑制 ＣＨＦ 大鼠坏死性凋亡。
　 　 综上所述，Ｎｏｂ 能减轻 ＣＨＦ 大鼠炎性反应及氧化

应激水平，增强机体抗氧化能力，抑制 ＣＨＦ 大鼠坏死

性凋亡，改善大鼠心肌损伤，其机制可能与抑制 ＲＩＰ１ ／
ＲＩＰ３ ／ ＭＬＫＬ 信号通路传导有关。 本文初步探讨了

Ｎｏｂ 调节 ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ３ ／ ＭＬＫＬ 信号通路对 ＣＨＦ 大鼠心

肌坏死性凋亡的影响，为 ＣＨＦ 的治疗提供一些思路。
利益冲突：所有作者声明无利益冲突

作者贡献声明

张鹏：设计实验方案，实施实验过程，论文撰写，论文修改；
林桂雄、卓裕丰、程宏基：实施实验过程，资料搜集整理；陈钦

修、谢文杰：进行统计学分析；冯燕玲：提出实验思路，分析实验

数据，论文审核

参考文献

［１］　 中华医学会心血管病学分会心力衰竭学组，中国医师协会心力

衰竭专业委员会，中华心血管病杂志编辑委员会． 中国心力衰竭

诊断和治疗指南 ２０１８［ Ｊ］ ． 中华心血管病杂志，２０１８，４６ （１０）：
７６０⁃７８９． ＤＯＩ：１０． ３７６０ ／ ｃｍａ． ｊ． ｉｓｓｎ． ０２５３⁃３７５８． ２０１８． １０． ００４．

［２］ 　 王敏，卢怀海，庞旭阳，等． 川陈皮素对脑梗死缺血再灌注大鼠的

保护作用及其机制研究［Ｊ］ ． 现代生物医学进展，２０２２，２２（１４）：
２６４２⁃２６４７． ＤＯＩ：１０． １３２４１ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｐｍｂ． ２０２２． １４． ００８．

［３］ 　 Ｚｈａｎｇ ＢＦ，Ｊｉａｎｇ Ｈ，Ｃｈｅｎ Ｊ，ｅｔ ａｌ． Ｎｏｂｉｌｅｔｉｎ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｉｓｃｈｅｍｉａ ａｎｄ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ａｔｔｅｎｕａｔｉｎｇ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ
ｓｔｒｅｓｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ｓｉｇ⁃
ｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１９，７３（１）：９８⁃１０７． ＤＯＩ：
１０． １０１６ ／ ｊ． ｉｎｔｉｍｐ． ２０１９． ０４． ０６０．

［４］ 　 Ｇｕｏ Ｘ，Ｃｈｅｎ Ｙ，Ｌｉｕ Ｑ． Ｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈ⁃
ａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｃａｒｄｉｏｌ，２０２２，
１６９（１）：７４⁃８３． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｙｊｍｃｃ． ２０２２． ０５． ００６．

［５］ 　 Ｘｕ Ｂ，Ｆａｎｇ Ｊ，Ｗａｎｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ＲＩＰ１ ／
ＲＩＰ３ ／ ＭＬＫＬ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｅｄａｒａｖｏｎｅ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｂｌｏｏｄ ｓｐｉ⁃
ｎａｌ ｃｏｒｄ ｂａｒｒｉｅｒ ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｍｅｄ
Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０２３，１６５（１）：１１５１６５⁃１１５１７５． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｂｉｏ⁃
ｐｈａ． ２０２３． １１５１６５．

［６］ 　 Ｙｉｎｇ Ｌ，Ｂｅｎｊａｎｕｗａｔｔｒａ Ｊ，Ｃｈａｔｔｉｐａｋｏｒｎ ＳＣ，ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＲＩＰＫ３⁃
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ ｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ
ｃａｒｄｉａｃ ｉｓｃｈａｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｐｈｙｓｉｏｌ （Ｏｘｆ），２０２１，
２３１（２）：１３５４１⁃１３５５２． ＤＯＩ：１０． １１１１ ／ ａｐｈａ． １３５４１．

［７］ 　 Ｚｈｏｕ Ｈ，Ｌｉｕ Ｌ，Ｍａ Ｘ，ｅｔ ａｌ． ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ３ ／ ＭＬＫＬ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｖｉｎｂｌａｓｔｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｄａｍａｇｅ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ
Ｂｉｏｃｈｅｍ，２０２１，４７６ （ ２ ）： １２３３⁃１２４３． ＤＯＩ： １０． １００７ ／ ｓ１１０１０⁃０２０⁃
０３９８５⁃３．

［８］ 　 Ｚｈａｎｇ ＸＪ，Ｌｉ Ｌ，Ｗａｎｇ ＡＬ，ｅｔ ａｌ． ＧＳＫ２７９５０３９ ｐｒｅｖｅｎｔｓ ＲＩＰ１⁃ＲＩＰ３⁃
ＭＬＫＬ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＮＡＤＰＨ ｏｘｉｄａｓｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］ ． Ｔｏｘｉｃｏｌ Ａｐｐｌ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０２３，４６３（１）：１１６４１２⁃１１６４２２．
ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｔａａｐ． ２０２３． １１６４１２．

［９］ 　 Ｓｕｎａｇａｗａ Ｙ，Ｆｕｎａｍｏｔｏ Ｍ，Ｓｕｚｕｋｉ Ａ，ｅｔ ａｌ． Ａ Ｎｏｖｅｌ ｔａｒｇｅｔ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｏｆ

ｎｏｂｉｌｅｔｉｎ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｃｉｔｒｕｓ ｐｅｅｌｓ ｈａｓ ａ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｐｏｔｅｎｃｙ ａｇａｉｎｓｔ
ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ［Ｊ］ ． Ｅｕｒ Ｃａｒｄｉｏｌ，２０１７，１２（２）：１０５．
ＤＯＩ：１０． １５４２０ ／ ｅｃｒ． ２０１７：２３：１４．

［１０］ 　 礼海，刘晓蕾，王懿，等． 参草通脉复方对慢性心力衰竭模型大鼠

心肌重构及心肾功能的影响研究［ Ｊ］ ． 实用心脑肺血管病杂志，
２０２２，３０ （ ６ ）： ５５⁃６０． ＤＯＩ： １０． １２１１４ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００８⁃５９７１． ２０２２．
００． １４６．

［１１］ 　 Ｌｉｕ Ｚ，Ｇａｏ Ｚ，Ｚｅｎｇ Ｌ，ｅｔ ａｌ． Ｎｏｂｉｌｅｔｉｎ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｃａｒｄｉａｃ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ
ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｃａｒｄｉａｃ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｆｔｅｒ ａｃｕｔｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ｉｎ
ｒａｔｓ ｖｉａ ＪＮＫ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ［ Ｊ］ ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｒｅｓ Ｐｅｒｓｐｅｃｔ，２０２１，９ （２）：
００７２８⁃００７３８． ＤＯＩ：１０． １００２ ／ ｐｒｐ２． ７２８．

［１２］ 　 Ｌｉｕ Ｈ，Ｚｈａｎｇ Ｍ，Ｄｏｎｇ Ｘ，ｅｔ ａｌ． Ｎｅｃｒｏｓｔａｔｉｎ⁃１ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｉｓｃｈｅ⁃
ｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｉｎ
ａ ｒａｔ ｆｌａｐ ｍｏｄｅｌ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｐｌａｓｔ Ｒｅｃｏｎｓｔｒ Ａｅｓｔｈｅｔ Ｓｕｒｇ，２０１９，７２（２）：
１９４⁃２０２． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｂｊｐｓ． ２０１８． １０． ０１９．

［１３］ 　 Ｉａｍｐａｎｉｃｈａｋｕｌ Ｍ，Ｐｏａｓａｋａｔｅ Ａ，Ｐｏｔｕｅ Ｐ，ｅｔ ａｌ． Ｎｏｂｉｌｅｔｉｎ ｒｅｓｏｌｖｅｓ ｌｅｆｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ａｎｄ ｒｅｎａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ２Ｋ⁃１Ｃ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉ
Ｒｅｐ， ２０２２， １２ （ １ ）： ９２８９⁃９２９９． ＤＯＩ： １０． １０３８ ／ ｓ４１５９８⁃０２２⁃
１３５１３⁃６．

［１４］ 　 Ｈｕａｎｇ Ｑ，Ｔｉａｎ Ｌ，Ｚｈａｎｇ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｎｏｂｉｌｅｔｉｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓ⁃
ｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｖｉａ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｔｙｐｅ⁃２ ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｍｅｌｌｉｔｕｓ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０２３，１６３（１）：１１４７９５⁃１１４８０５．
ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｂｉｏｐｈａ． ２０２３． １１４７９５．

［１５］ 　 Ｍａｏ Ｑ，Ｌｉａｎｇ Ｘ，Ｗｕ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｎｏｂｉｌｅｔｉｎ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｃｏｒｏｎａｒｙ ｍｉｃｒｏｅｍｂｏｌｉｚａｔｉｏｎ
ｖｉａ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｒａｔｓ［ Ｊ］ ． Ｎａｕｎｙｎ Ｓｃｈｍｉｅｄｅｂｅｒｇｓ
Ａｒｃｈ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１９，３９２（９）：１１２１⁃１１３０． ＤＯＩ：１０． １００７ ／ ｓ００２１０⁃
０１９⁃０１６６１⁃ｙ．

［１６］ 　 张倩，卫晓红，陈洁，等． 慢性心力衰竭常用动物模型的研究进展

及其在中医药研究中的应用［ Ｊ］ ． 中国中药杂志，２０２３，４８（３）：
６１４⁃６２４． ＤＯＩ：１０． １９５４０ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｃｊｃｍｍ． ２０２２０９１８． ２０１．

［１７］ 　 樊弘，左丹，蒋芳萍． 慢性心力衰竭左室超声测量参数与心功能

分级的关系研究［ Ｊ］ ． 川北医学院学报，２０２２，３７ （１２）：１５４６⁃
１５４９． ＤＯＩ：１０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５⁃３６９７． ２０２２． １２． ００８．

［１８］ 　 Ｓｕｅｔｏｍｉ Ｔ，Ｍｉｙａｍｏｔｏ Ｓ， Ｂｒｏｗｎ ＪＨ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｎｏｎ⁃ｉｓｃｈｅｍｉｃ
ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ： Ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｂｙ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ＣａＭＫＩＩ ａｎｄ ＮＬＲＰ３ ｉｎ⁃
ｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｈｅａｒｔ Ｃｉｒｃ Ｐｈｙｓｉｏｌ，２０１９，
３１７（１）：Ｈ８７７⁃Ｈ８９０． ＤＯＩ：１０． １１５２ ／ ａｊｐｈｅａｒｔ． ００２２３． ２０１９．

［１９］ 　 Ｌｉｕ Ｐ，Ｐａｎ Ｑ． Ｂｕｔｅｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏ⁃
ｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｖｉａ ＥＲＫ ／ Ｎｒｆ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］ ． Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｔｈｅｒ，２０２２，
２０２２（１）：８６８４０１４⁃８６８４０２４． ＤＯＩ：１０． １１５５ ／ ２０２２ ／ ８６８４０１４．

［２０］ 　 Ｈｕ Ｙ，Ｐａｎ Ｈ，Ｐｅｎｇ Ｊ，ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｍｅｄｉ⁃
ａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＴＮＦ⁃α ／ ＲＩＰ１ ／ ＲＩＰ３ ／ ＭＬＫＬ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｈｙｐｏｘｉａ ／
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Ｒａｄｉｃ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ，２０２０，１４６（１）：１９８⁃２１０． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｆｒｅｅｒａｄ⁃
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撰写医学论文主体部分的要求

１　 前言　 概述研究的背景、目的、研究思路、理论依据、研究方法、预期结果和意义等。 仅需提供与研究主题紧密

相关的参考文献，切忌写成文献综述。 一般以 ２００ ～ ３００ 个汉字为宜，占全文字数的 ５％左右。
２　 资（材）料与方法　 实验研究论文常写成“材料与方法”，临床研究论文常写成“资料与方法”。
２． １　 研究对象：研究对象为人，需注明时间、地点、分组方法、一般情况、选择标准与排除标准等，并说明经所在单

位伦理委员会批准，研究对象知情同意。 研究对象为实验动物，需注明动物的名称、种系、雌雄、年龄、饲养条件、
健康状况及合格证号等。
２． ２　 药品、试剂及仪器、设备：药品及化学试剂使用通用名称，并注明剂量、单位、纯度、批号、生产单位及给药途

径。 仪器、设备应注明名称、型号、规格、生产单位、精密度或误差范围，无须描述工作原理。
２． ３　 观察指标与方法：选用相应观察指标，详述新创的方法及改良方法的改进之处，以备他人重复。 采用他人方

法，以引用参考文献的方式给出即可。
３　 统计学方法　 说明所使用的统计学软件及版本，明确资料的表达及统计学方法的选择。 用 �ｘ ± ｓ 表达服从或

近似服从正态分布的计量资料， 可采用 ｔ 检验、方差分析；用 Ｍ（Ｑ１，Ｑ３）表达呈偏态分布的计量资料或生存时间

资料， 可采用秩和检验，若考虑协变量的影响，可采用协方差分析；用频数或率（％ ）表达计数资料或等级资料，可
采用卡方检验或秩和检验。
４　 结果　 是指与设计的观察指标相对应的实（试）验所得数据、观察记录，经过综合分析和统计学处理的结果，
而不是原始数据，更不是原始记录。 按逻辑顺序在正文的文字、表格和图中描述所获得的结果。 结果的叙述应实

事求是，简洁明了，数据准确，层次清楚，逻辑严谨。 以数据反映结果时，应注意不能只描述导数（如百分数），还
应同时给出据以计算导数的绝对数。 一般应对所得数据进行统计学处理，并给出具体的统计检验值，如：
ｔ ＝ ２． ８５，Ｐ ＜ ０． ０１。
５　 讨论　 是对研究结果的科学解释与评价，是研究所形成的科学理论，不必重述结果部分具体数据或资料。
着重讨论研究结果的创新之处及从中导出的结论，包括理论意义、实际应用价值、局限性，及其对进一步研究

的启示。 应将本研究结果与其他有关的研究相比较，并将本研究结论与目的联系起来讨论，同时列出相关参

考文献。

·２１６· 疑难病杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ２３ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｄｉｆｆｉｃ ａｎｄ Ｃｏｍｐｌ Ｃａｓ，Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ２３，Ｎｏ． ５


