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#阻断剂药物预处理后!大鼠心肌缺血再灌注损伤中血管紧张素受体的表达

与心肌重塑$方法
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分析显示
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分布弥散!
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术后初期有较高表达!晚期有衰减趋势'
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定位于心内膜下层的成纤维细胞膜&部分心肌细胞膜&心肌间质的成

纤维细胞膜'
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呈一过性表达!对照组
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时达峰值!
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组较对照组
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表达峰值提高&提前$结论
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能有效地抑制心肌间质重塑$

>B

术后
21,B

呈一过性表达$可能部分是由于相对较长时间术前
21*B

的阻断$

21,B

可

能具有抑制心肌细胞重塑的作用$
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肾素血管紧张素系统%

B20

&尤其是心脏局部
B20

在心脏

疾患中起重要作用#血管紧张素
(

",

型受体%

21,B

&主要分

布于胚胎组织!出生后大多数组织器官的
21,B

迅速衰减甚

至消失)

*

*

!因此
21,B

的研究有一定的困难#但新近研究表

明在某些病理状态下"如缺血性心脏病(扩张性心肌病(组织重

建(创伤修复(实验性心肌肥厚(心肌梗死(血管新生内膜损伤!

21,B

再度重新表达)

,

*

!而其在心脏中定位(分布(表达规律!

以及其与血管紧张素
(

"*

型受体%

21*B

&之间的相互作用关

系仍存在较大的争议#理论及实验证实
21*B

被长期阻断

后!

B20

发生负反馈激活!血中血管紧张素
(

%

25

R(

&升高#

本实验基于以上相关理论!采用术前相对较长时间的

21*B

阻断使大鼠体内
25

R(

反馈性升高!然后给予心肌缺

血!再灌注损伤!促使
21,B

的再度表达!并继续阻断
21*B

!

以使升高的
25

R(

作用于
21,B

来观察
21,B

激活后产生的

功能!以及
>B

损伤后
21,B

的表达规律#

B

"

材料与方法

B-B

"

动物模型制备
"

健康雄性
08

大鼠
*6J

只!体质量
*)+

"

,)+

R

#实验分四组"假手术组%

0O$#

组&

,J

只及对照组
6+

只

给予生理盐水灌胃'血管紧张素转换酶抑制剂%

2<!>

&组
6+

只

给予福辛普利
)#

R

0

U

R

\*

0

E

\*灌胃'血管紧张素受体阻滞剂

%

2B:H

&组
6+

只给予缬沙坦
*+#

R

0

U

R

\*

0

E

\*灌胃#各组术

前
6

周开始灌胃!手术采用开胸结扎左冠状动脉前降支!

D+

#%5

后松脱此结扎线!恢复血流再灌注!

0O$#

组开胸不结扎动

脉#术后第
,

天各组仍每日原药物灌胃!

0O$#

组术后
*

周处

死取材!其余三组%对照组(

2<!>

组(

2B:H

组&每组各分成
6

个亚组!每个亚组
*+

只大鼠!分别灌胃
D

(

I

(

*6

(

,JE

!于相应时

*)J,

重庆医学
,+**

年
*+

月第
6+

卷第
,J

期



间点处死取材#

B-C

"

标本取材及主要试剂
"

各时点心腔内注射氯化钾使心脏

停跳在舒张期并灌注生理盐水!再灌注
6Y

多聚甲醛以预固定

心脏'取出心脏标本再行固定
,6O

%

6]

&'常规石蜡包埋切

片#主要试剂"购买
0$53$<MQd

公司的兔抗鼠
'

型胶原抗体(

兔抗鼠
,

型胶原抗体'

f02

的天狼猩红
0%

R

#$

'武汉博士德生

物有限公司的即用型
02:<

(

82:

显色试剂盒(兔抗鼠
21*B

抗体(兔抗鼠
21,B

原抗体#

B-D

"

病理检查
"

常规苏木精
"

伊红%

[!

&染色#苦味酸
"

天狼

猩红%

S

%.M/H%MQH"MLE

!

C0B

&染色(常规免疫组化%

02:<

&染色#

半定量分析"间质胶原容积分数测定!

C0B

染色的切片!在光

镜下分为缺血区%

%H.OL#%$d/5L

!

>e

&和非缺血区%

5/5%H.OL#%$

d/5L

!

9>e

&!每区随机选取
6

个不含血管视野!用
>#$

R

LCM/

C&QH6-+

专业显微图像分析软件进行图像分析!计算每个视野

中胶原组织占整个视野面积的百分比%

./&&$

R

L5N/&Q#LPM$."

3%/5<V=

&!根据天狼猩红染色切片在偏振光下
'

型胶原呈红

色(黄色!

,

型胶原呈绿色来分析测量
'

型(

,

型胶原!并计算

'

$

,

#血管紧张素受体光密度值测量!随机取
6

个视野!高倍

镜下分为缺血区和非缺血区!用
>#$

R

LCM/C&QH6-+

专业显微

图像分析软件进行图像分析!通过灰度调节测量每个视野的光

密度值#

B-E

"

统计学处理
"

实验结果数值以
C_7

表示!利用
0C00

*+-+

统计软件包进行分析#两组间比较采用
3

检验!多组间比

较采用
D

Z

检验#

!

#

+-+)

为差异有统计学意义#

C

"

结
""

果

C-B

"

21,B

的定位
"

21,B

定位于心内膜下层的成纤维细胞

膜(部分心肌细胞膜(心肌间质的成纤维细胞膜#

C-C

"

>B

损伤心脏血管紧张素受体的动态变化
"

21*B

在各

手术组
>B

术后缺血区
DE

即有较高表达!

IE

时达峰值!晚期

有衰减趋势#

21,B

在对照组
>B

术后
DE

表达较低!

IE

时达

高峰值#

21,B

在
2B:H

组"

>B

术后
D

(

IE

时
21,B

高表达!

且它的这两个时间点光密度值相接近#

21,B

在
0O$#

组未

检出#

>B

术后
*6

(

,JE

时对照组(

2B:H

组
21,B

低检出#见

图
*

"

,

!插
(

图
D

#

图
*

""

缺血区
21*B

的变化

C-D

"

心肌重塑改变
"

对照组缺血区胶原容积随着时间进展逐

渐增加!于
>B

术后
*6

(

,JE

较
0O$#

组差异有统计学意义%

!

#

+-+)

&#

,JE

时胶原沉积量数倍于相应
0O$#

组#

2<!>

(

2B:H

组缺血区胶原容积增加缓慢#统计学上!术后
,JE

时

0O$#

组(对照组差异有统计学意义%

!

#

+-+)

&!高于
0O$#

组!

低于对照组'各时点胶原沉积
2<!>

组(

2B:H

组之间差异无

统计学意义#见表
*

(插
(

图
6

"

(

#

图
,

""

缺血区
21,B

的变化

表
*
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缺血区细胞外基质胶原沉积$

C_7

'

类别 组别
DE IE *6E ,JE

'

0O$#

组
(-+6_+-)D (-+6_+-)D (-+6_+-)D (-+6_+-)D

对照组
*,-,+_*-*)

,,-DJ_*-D*

%

D+-()_+-F(

%

DJ-F)_,-,*

%

2<!>

组
**-+J_*-+, *(-*+_*-,,

,*-)I_*-,(

%

,F-D+_*-ID

%(

2B:H

组
F-II_*-)( *6-I*_+-JJ

*F-J6_*-,(

%

,(-FI_*-6J

%(

,

0O$#

组
*-(D_+-*D *-(D_+-*D *-(D_+-*D *-(D_+-*D

对照组
D-D)_+-6, )-D,_+-)6

(-6(_+-I,

%

I-(+_+-IF

%

2<!>

组
,-J)_+-)* D-I)_+-)( 6-6I_+-I(

)-JD_+-)D

%(

2B:H

组
,-)J_+-)+ D-6F_+-)( 6-),_+-()

)-(6_+-)I

%(

'

$

,

0O$#

组
D-I+_+-*+ D-I+_+-*+ D-I+_+-*+ D-I+_+-*+

对照组
D-(J_+-66 6-,6_+-66 6-J+_+-)J )-*I_+-)I

2<!>

组
D-FJ_+-(F 6-DD_+-DJ 6-F,_+-(, )-+6_+-,J

2B:H

组
D-J)_+-(+ 6-,J_+-6F 6-66_+-6F 6-J,_+-)*
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%

"

!

#

+-+)

!与
0O$#

组比较'

(

"

!

#

+-+)

!与对照组比较#

D

"

讨
""

论

D-B

"

21,B

的分布(定位
"

21,B

的组织学定位因其与功能

密切相关近年来备受关注!也成为众多研究的热点#血管紧张

素
(

受体%

21B

&定位亦是众说纷纭)

D"6

*

#本实验发现"

21,B

定位于心内膜下层的成纤维细胞膜(部分心肌细胞膜(心肌间

质的成纤维细胞膜#目前!

21,B

的细胞类型定位争议较大#

[/M%Q.O%

等)

)

*

(

2U%HO%3$

等)

(

*发现
21,B

定位于成纤维细胞!

平滑肌细胞(内皮细胞表达
21,B

!与本实验观察较一致#而

=$KM%.L

等)

I

*发现
21,B

分布于肠系膜动脉的中膜或外膜上#

这种差异可能源于所观察的组织学对象"肠系膜动脉与本实验

的心肌组织的不同#

D-C

"

21B

表达的动态改变
"

新近的动物实验对于
21B

的表

达初步取得了一些突破"

21*B

(

21,B

在蛋白水平的变化与

信使核糖核酸%

#B92

&水平的转录调节是一致的!

21*B

表达

在心肌梗死%

A>

&后
DE

至
J

周显著增加!

21,B

在病理状态再

度重新表达)

J

*

#本实验发现"

21*B

在对照组 和 给 药 组

%

2<!>

(

2B:H

组&术后持续较高表达!晚期有衰减趋势!推测

可能系%

*

&

>B

手术本身刺激
21*B

的表达'%

,

&术前相对较长

时间的
21*B

阻断!受体与其阻断剂之间的相互作用使
21*B

蛋白表达增加'%

D

&

>B

的损伤是有限的!晚期与损伤有关的生

物因子有回复趋势#各实验组的
*6

(

,JE

时光密度值极低或

不能检测出'在对照组术后
DE

可以检测出
21,B

!

IE

时达峰

值'在
2B:H

组!可观察到术后
D

(

IE

时
21,B

的高表达!高于

其他实验组的各个时间点!且它的这两个时间点光密度值相接

近!推测其峰值可能在
D

"

IE

中的一个时间点'在非缺血区

21,B

表达低于各组相应时点的光密度值!

21,B

在本实验中

的表达规律提示在
>B

损伤中
21,B

的表达呈一过性!持续

21*B

的阻断可引起
21,B

表达提高!提前#由以上推测本实

验
21,B

表达可能系%

*

&心肌缺血再灌注损伤本身可能是引起

21,B

再度表达的最主要原因'%

,

&

21,B

可能对损伤更为敏感!

随着
>B

对心脏损伤作用的减弱!

21,B

迅速衰减'%

D

&术前相对

,)J,

重庆医学
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年
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月第
6+

卷第
,J

期



较长时间的
21*B

阻断可能参与了
2B:H

组
21,B

表达的提

高(提前#

@$5

R

等)

F

*发现
21*B

表达在
>B

后立即增加!

21,B

并未受影响#

[/M%Q.O%

等)

)

*发现
2A>

后梗死区和非梗死区术

后
*E21,B

受体密度即增加!

IE

时更进一步上调#

D-D

"

21B

与心肌重塑
"'

型和
,

型胶原的合理比例对维护

间质网络的结构与功能完整具有重要的意义!也能较好地反映

心肌纤维化程度)

*+

*

#

2<!>

(

2B:H

药物干预的动物实验(大型

临床实验研究表明此二类药物对心脏的保护作用已经得到认

同)

**

*

#

>B

术后
25

R(

通过
21*B

介导了胶原的沉积(间质的

重塑!而当
21*B

被阻断后!反馈性升高的
25

R(

与
21,B

结

合抑制了
21*B

的心脏重塑作用#提示在整个心室重塑的进

展变化中!由于
21,B

表达的量及增加(衰减的变化规律!

21,B

在心室重塑中的作用是有限的(次要的'而促进胶原沉

积作用的
21*B

的持续被阻断才是在
2B:H

抑制心室重塑中

起主要作用#以至于在作者的实验中看到虽然
2B:H

组术后

*6

(

,JE

时
21,B

的表达已经衰减到难以检出的程度!

2B:H

组由于
21*B

的持续被阻断!

>B

后期心脏的重塑仍处于持续

被抑制状态!并不因可能具有抑制效应的
21,B

的衰减而开

始发生心室重塑#

21,B

可能具有与
21*B

相拮抗的生物学

功能)

*,

*

#另外!

>B

术前
21*B

的相对较长时间的阻断对于术

后胶原沉积的抑制作用是不可忽视的"缬沙坦在内的
2B:H

一

类药物相对起效较为缓慢!要达到
21*B

的充分阻断需要一

个体内代谢过程!故实验中
2B:H

组术后观察到的胶原沉积抑

制效应是与术前的持续
21*B

的阻断密不可分的!且
2B:H

逆

转已发生的重塑和抑制重塑是有区别的#本研究与大部分的

文献报道相一致#而
XQ

等)

*D

*发现"

A>

后心脏重塑!血动学!

心脏功能的病理生理中
21,B

不是重要的调节!

21,B

只是在

21*B

被阻断后才抑制心肌细胞肥大!成纤维细胞增生!而出

现心脏保护作用!

://d

等)

*6

*认为!心血管重塑与
21*B

(

21,B

的分布比例有关!甚至可能与性别相关)

*)

*

#因此可以推测"在

抑制间质重塑中!

21*B

的阻断起主要作用!

21,B

的激活起

辅助作用#

综上所述!

>B

术后
21,B

呈一过性表达#

21,B

定位于

心内膜下层的成纤维细胞膜(部分心肌细胞膜(心肌间质的成

纤维细胞膜#

21,B

可能对抗
21*B

的部分作用!在心肌间质

重塑中
21*B

的阻断起主要作用!

21,B

的激活可能起部分次

要作用#
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