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·基础研究·

坎地沙坦酯干预对ＡＭＩ大鼠血管内皮功能及心肌ＥＲＫ、

ＣＲＥＢｍＲＮＡ的影响
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（１．重庆医科大学附属第一医院金山医院心内科，重庆４０１１２２；２．重庆医科大学附属第一医院

心内科，重庆４０００１６；３．四川省绵阳市第三人民医院心内科　６２１０００；

４．重庆市九龙坡区第一人民医院超声科　４０００５０）

　　摘　要：目的　探讨坎地沙坦酯（ＣＡＮ）干预对大鼠急性心肌梗死（ＡＭＩ）后内皮功能及梗死心肌胞外信号调节激酶（ＥＲＫ）

ｍＲＮＡ和ｃＡＭＰ反应元件结合蛋白（ＣＲＥＢ）ｍＲＮＡ表达的影响。方法　３０只动物被随机分为ＣＡＮ组、假手术（Ｓｈａｍ）组和ＡＭＩ

组。干预２周后，测量血压、血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）、血一氧化氮合酶（ＮＯＳ）、一氧化氮（ＮＯ）的水平、离体胸主动脉舒缩功能、梗

死面积及ＥＲＫ、ＣＲＥＢ的ｍＲＮＡ在梗死区心肌中的表达水平。结果　ＡＭＩ组较Ｓｈａｍ组血浆 ＡｎｇⅡ水平显著升高、血清 ＮＯ、

ＮＯＳ水平明显降低。同时内皮依赖性舒张（ＥＤＤ）功能减退、梗死区心肌ＥＲＫ、ＣＲＥＢ的 ｍＲＮＡ表达明显增加。ＣＡＮ治疗后，血

清ＮＯ、ＮＯＳ水平升高至Ｓｈａｍ组水平，同时升高血浆ＡｎｇⅡ水平、缩小心肌梗死面积、降低梗死区心肌中ＥＲＫ、ＣＲＥＢ的 ｍＲＮＡ

表达，伴ＥＤＤ功能明显改善，但组间血压并无明显差别。结论　ＣＡＮ显著改善ＡＭＩ后内皮功能紊乱（ＥＤ），缩小心肌梗死面积，

降低ＡＭＩ大鼠心肌ＥＲＫ、ＣＲＥＢｍＲＮＡ表达。
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　　内皮功能紊乱（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＥＤ）在急性心肌梗

死（ａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＡＭＩ）发生、发展的各个步骤均

起着重要作用，可能与ＥＲＫ／ＣＲＥＢ通路的改变有关
［１２］。有

研究表明坎地沙坦酯（ｃａｎｄｅｓａｒｔａｎｃｉｌｅｘｅｔｉｌ，ＣＡＮ）能保护高血

压患者和冠状动脉支架植入术后动物的血管内皮功能，但目前

尚未见ＡＭＩ后ＥＤ的发生及ＣＡＮ对此的干预效应。本文旨

在探讨ＡＭＩ大鼠血管内皮功能和ＥＲＫ／ＣＲＥＢ信号通路的改

变及ＣＡＮ干预的影响，希望能为临床 ＡＭＩ患者的内皮功能

干预治疗提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　试剂和仪器　ＣＡＮ（重庆圣华曦药业有限公司惠赠）；盐

酸去氧肾上腺素注射液（上海禾丰制药有限公司）；氯化乙酰胆
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碱（上海三爱思试剂有限公司）；亚硝基铁氰化钠（国药集团化

学试剂有限公司）；血管紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）放免

检测盒（解放军总医院科技开发中心）；一氧化氮（ｎｉｔｒｏｕｓｏｘ

ｉｄｅ，ＮＯ）检测盒（南京建成生物科技研究所）；一氧化氮合酶

（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＮＯＳ）检测盒（南京建成生物科技研究

所）；组织总ＲＮＡ抽提试剂盒（上海华舜生物工程有限公司）；

ＲＴＰＣＲ试剂盒（上海宝生物工程有限公司）；生物机能实验系

统（型号ＢＬ４１０，成都市泰盟科技有限公司）；新航肌肉张力换

能器（型号ＪＺ１００，高碑店新航机电设备有限公司）；ＤＦＭ９６型

多管放射免疫计数器（合肥众成机电技术公司）；７２１Ａ型分光

光度计（四川仪表九厂）；ＤＹＹ１０Ｃ型电泳仪（北京市六一仪器

厂）；Ｐ×２型ＰＣＲ仪（美国ＴｈｅｒｍｏＨｙｂａｉｄ公司）。

１．２　方法

１．２．１　动物　健康ＳＤ大鼠３０只（清洁级，雄性）。购自第三

军医大学大坪医院实验动物中心［体质量（２２０±２０）ｇ，６～８

周，许可证编号：ＳＣＸＫ军２００２００８］。

１．２．２　造模　麻醉大鼠行气管内插管，呼吸机人工呼吸，于左

胸３～４肋间行纵切口开胸，分离心包暴露心脏血管，用５０号

无创丝线对冠状动脉左前降支（ＬＡＤ）进行结扎。假手术

（ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ，Ｓｈａｍ）组只穿线不结扎。

１．２．３　分组及给药方案　将术后２４ｈ存活且经体表心电图

证实为ＡＭＩ的１７只大鼠随机分为：ＡＭＩ组（狀＝８）和ＣＡＮ组

（狀＝９），ＣＡＮ组给药剂量为３ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１。另设Ｓｈａｍ组

（狀＝７）。研碎ＣＡＮ原药，予以０．５％羧甲基纤维素钠助溶，配

成混悬液，术后２４ｈ开始每日１次灌胃给药，Ｓｈａｍ组及 ＡＭＩ

组给予等体积助溶剂灌胃，共干预２周。２周后各组存活大鼠

数量分别为：Ｓｈａｍ组６只、ＡＭＩ组５只、ＣＡＮ组７只。

１．２．４　检测指标

１．２．４．１　血压　分别在术前、术后２４ｈ（给药前）、１周和２周

（处死前）经大鼠尾动脉测量收缩压。

１．２．４．２　血清ＮＯＳ、ＮＯ水平　于术后２周时经眼眶后静脉

丛采血，分离血清，按试剂盒说明书采用化学法测定。

１．２．４．３　血浆 ＡｎｇⅡ水平　采血方法同１．２．４．２，取血浆按

试剂盒说明书采用放射免疫法测定。

１．２．４．４　胸主动脉条片离体灌流实验　术后２周时将大鼠麻

醉后开胸，迅速取出胸主动脉约２～３ｃｍ放入 Ｋｒｅｂ′ｓ液中，

Ｋｒｅｂ′ｓ液进行预冷处理并充以混合气体（含９５％ Ｏ２、５％

ＣＯ２），参照Ｇｓｃｈｗｅｎｄ等
［３］的方法，分别检测对去氧肾上腺素

（ｐｈｅｎｙｌｅｐｈｒｉｎｅ，ＰＥ）、乙酰胆碱（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，Ａｃｈ）及硝普钠

（ｓｏｄｉｕｍｎｉｔｒｏｐｒｕｓｓｉｄｅ，ＳＮＰ）的反应。

１．２．４．４．１　离体胸主动脉条片对ＰＥ的收缩反应　计算引起

最强收缩效应 ５０％ 的药物浓度（ＥＣ５０）和最强收缩效应

（Ｅｍａｘ），同时计算不同剂量下导致的收缩反应值与最强的收

缩反应值的百分率。ＰＥ终浓度为１０－１０～１０－４ｍｏｌ／Ｌ。

１．２．４．４．２　离体胸主动脉条片对 Ａｃｈ的舒张反应　以血管

条片对累积浓度Ａｃｈ舒张反应的幅度占血管条片对ＰＥ收缩

幅度之比表示，同时计算引起最强舒张效应５０％的药物浓度

（ＩＣ５０）和最强舒张效应（Ｅｍａｘ）。预收缩时所取 ＰＥ浓度为

１０－５ｍｏｌ／Ｌ；Ａｃｈ的终浓度为１０－９～１０－４ｍｏｌ／Ｌ。

１．２．４．４．３　离体胸主动脉条片对ＳＮＰ的舒张反应　方法同

１．２．４．４．２所述，ＳＮＰ的终浓度为１０－１０～１０－７ｍｏｌ／Ｌ。

１．２．４．５　测算 ＭＩ面积　将ＡＭＩ组和ＣＡＮ组大鼠的左室横

切面制成石蜡切片后使用 ＨＥ染色，制备病理切片。测量大鼠

左室横截面的内外周长和梗死区心肌的瘢痕组织弧长。

１．２．４．６　心肌ＥＲＫ１ｍＲＮＡ、ＣＲＥＢｍＲＮＡ表达的检测　于

术后２周麻醉大鼠后开胸，迅速将左心室分离，取梗死区心肌

组织，以 ＲＴＰＣＲ法检测 ＥＲＫ１ｍＲＮＡ、ＣＲＥＢｍＲＮＡ 的表

达。表达水平以目的基因与内参的电泳条带吸光面积积分比

值表示。反应条件如下：ＥＲＫ１引物序列：上游：ＡＴＣＴＣＴ

ＧＣＴＧＣＴＧＴＧＴＣＴＴＴ，下游：ＡＴＧＴＴＣＴＧＴＣＡＧＧＧＡ

ＡＡＡＴＧ，产物长度为１８０ｂｐ，退火温度为５５℃；ＣＲＥＢ引物

序列：上游：ＴＡＣＣＣＡ ＧＧＧ ＡＧＧ ＡＧＣＡＡＴ ＡＣＡ，下游：

ＧＧＴＧＣＴＧＴＧＣＧＡＡＴＣＴＧＧＴＡＴ，产物长度为２１９ｂｐ，退

火温度为５２ ℃；ＧＡＰＤＨ 引物序列：上游：ＡＡＴＧＣＡ ＴＣＣ

ＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡ，下游：ＧＴＡＧＣＣＡＴＡＴＴＣＡＴＴＧＴＣ

ＡＴＡ，产物长度为５１５ｂｐ，退火温度为５５℃。

１．３　统计学处理　采用ＳＡＳ８．２软件进行分析处理，数据以狓

±狊表示。组间比较均采用成组设计方差分析，多重比较采用

ＳＮＫｑ检验。血压比较采用重复测量方差分析。以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　血压　在不同时间点对大鼠的收缩压进行组间比较，差

异无统计学意义（犘＞０．０５）。术前Ｓｈａｍ组、ＡＭＩ组和ＣＡＮ

组收缩压分别为（１１０．００±１０．００）ｍｍＨｇ、（１１０．８０±１１．４５）

ｍｍＨｇ和（１０２．７０±１１．３９）ｍｍＨｇ，术后２周分别为（１０５．００

±８．６６）ｍｍ Ｈｇ、（１０８．６０±１１．３９）ｍｍ Ｈｇ和（１０５．００±

１０．４０）ｍｍＨｇ。

２．２　血清ＮＯ、ＮＯＳ、血浆ＡｎｇⅡ水平　与Ｓｈａｍ组比较，ＡＭＩ

组血清ＮＯ、ＮＯＳ水平明显降低，经ＣＡＮ干预后，ＮＯ、ＮＯＳ明

显升高，并恢复至Ｓｈａｍ组水平。ＡＭＩ组和ＣＡＮ组血浆 Ａｎｇ

Ⅱ水平较Ｓｈａｍ组均明显升高；ＣＡＮ组水平较 ＡＭＩ组显著增

高（表１）。

表１　　３组大鼠血ＮＯ、ＮＯＳ、ＡｎｇⅡ水平比较（狓±狊）

组别 狀 ＮＯ（μｍｏｌ／Ｌ） ＮＯＳ（Ｕ／ｍＬ） ＡｎｇⅡ（ｐｇ／ｍＬ）

Ｓｈａｍ组 ６ ５５．６９±１０．４０ ２３．８０±５．３６ １８１．３９±３２．７０

ＡＭＩ组 ５ ２４．４６±３．９５▲ １０．９２±５．９６▲ ２８１．１４±８４．９０▲

ＣＡＮ组 ７ ４３．６９±１３．３２ １７．７４±３．９７ ３８８．２７±８３．２４▲★

　　▲：犘＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；★：犘＜０．０５，与ＡＭＩ组比较。

２．３　胸主动脉条片离体灌流实验

２．３．１　胸主动脉条片对ＰＥ的反应　各组间比较差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。ＡＭＩ组、Ｓｈａｍ组和ＣＡＮ组的ＥＣ５０分别

为（７．７０±０．０１）×１０－８、（６．９８±０．０２）×１０－８和（７．５１±０．０２）

×１０－８ｍｏｌ／Ｌ。见图１。

图１　　主动脉条片对ＰＥ的收缩反应

２．３．２　胸主动脉条片对Ａｃｈ的舒张反应　ＡＭＩ组较Ｓｈａｍ组明

显减弱，ＣＡＮ组较 ＡＭＩ组显著改善，但较Ｓｈａｍ组仍然减退。

Ｓｈａｍ组、ＡＭＩ组和ＣＡＮ组的ＩＣ５０分别为（６．１５±０．０３）×１０
－８、
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（４．４５±０．２１）×１０－７和（２．３２±１．２２）×１０－７ｍｏｌ／Ｌ，见图２。

　　▲：犘＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；★：犘＜０．０５，与ＡＭＩ组比较。

图２　　主动脉条片对Ａｃｈ的舒张反应

图３　　主动脉条片对ＳＮＰ的舒张反应

图４　　ＡＭＩ组梗死区影像学表现（ＨＥ，×１００）

图５　　ＣＡＮ组梗死区影像学表现（ＨＥ，×１００）

表２　　３组心肌梗死面积及ＥＲＫ、ＣＲＥＢｍＲＮＡ

　　　表达的比较（狓±狊，％）

组别 狀 心肌梗死面积（％） ＥＲＫｍＲＮＡ ＣＲＥＢｍＲＮＡ

Ｓｈａｍ组 ６ ０ ０．５１±０．０９ ０．４０±０．１９

ＡＭＩ组 ５ ２０．６８±１．２９▲ １．２３±０．２２▲ １．１５±０．３０▲

ＣＡＮ组 ７ １３．２３±１．０２▲★ ０．８３±０．１９▲★ ０．８７±０．２０▲★

　　▲：犘＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；★：犘＜０．０５，与ＡＭＩ组比较。

２．３．３　胸主动脉条片对ＳＮＰ的舒张反应比较　各组间比较

差异无统计学意义。Ｓｈａｍ组、ＡＭＩ组、ＣＡＮ组的ＩＣ５０分别为

（８．４０±０．００）×１０－１０、（１．５０±０．００）×１０－９和（１．２７±０．００）

×１０－９ｍｏｌ／Ｌ。见图３。

２．４　心肌梗死面积比较　经ＣＡＮ干预后，心肌梗死面积显

著缩小。与Ｓｈａｍ组比较，ＥＲＫ、ＣＲＥＢｍＲＮＡ在ＡＭＩ组的表

达明显增加，ＣＡＮ显著抑制该表达。见表２、图４～５。

３　讨　　论

ＥＤ广泛存在于冠心病 ＡＭＩ病程发生、发展的各个环节，

内皮依赖性舒张（ＥＤＤ）功能异常为其特征。本实验采用健康

ＳＤ大鼠，通过结扎冠脉 ＬＡＤ制作 ＡＭＩ模型，结果显示，与

Ｓｈａｍ组比较，ＡＭＩ组大鼠血清 ＮＯＳ活性、ＮＯ水平均显著降

低，而血浆ＡｎｇⅡ水平显著升高，同时，ＡＭＩ组离体主动脉对

Ａｃｈ的ＥＤＤ反应明显减弱，表明ＡＭＩ导致了ＥＤ的发生。本

研究同时还显示，与Ｓｈａｍ组比较，ＡＭＩ后２周大鼠离体血管

条片对ＰＥ的收缩反应和对ＳＮＰ的非内皮依赖性舒张（ｎｏｎ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍｄｅｐｅｎｄｅｎｔｄｉａｓｔｏｌｅ，ＮＥＤＤ）反应均无显著性差异，

表明ＡＭＩ后２周血管平滑肌功能尚无明显变化。

ＣＡＮ是临床上常用的 ＡＲＢ之一，能高度选择性地阻止

ＡｎｇⅡ与ＡＴｌＲ的结合，从而拮抗ＡｎｇⅡ对心血管系统的不良

后果。目前已证实此药稳定、有效的降压作用，且可显著改善

冠脉内皮功能障碍患者［４］和冠脉支架植入术后猪 ＥＤＤ功

能［５］，对抗动脉硬化的进展［６］，而有关此药对ＡＭＩ后血管内皮

功能的保护作用如何目前尚未见报道。

本研究结果显示，与 ＡＭＩ组比较，ＣＡＮ 干预后，血清

ＮＯＳ活性及ＮＯ水平显著增高，离体胸主动脉条片ＥＤＤ显著

改善（犘 均＜０．０５），心肌梗死面积减小。与Ｓｈａｍ 组比较，

ＣＡＮ组血清 ＮＯ、ＮＯＳ水平差异无显著性。换言之，ＣＡＮ显

著改善后的内皮功能与Ｓｈａｍ组相似。已有研究证实 ＡＴ１Ｒ

阻断后可反馈性升高内源性 ＡｎｇⅡ水平，这与本研究结果一

致，表现为ＣＡＮ组血浆ＡｎｇⅡ水平较其他两组明显升高。这

可能与 ＡＴ１Ｒ阻断后 ＡＴ２Ｒ活化，从而介导血管舒张效应有

关。在ＡＴ２Ｒ高表达的血管平滑肌细胞中，血管紧张素诱导的

血管舒张反应依赖于缓激肽２型受体和ＮＯ／ｃＧＭＰ系统
［７］，表

明缓激肽依赖性血流量介导的血管舒张反应是通过活化

ＡＴ２Ｒ途径实现的
［８］。简言之，ＣＡＮ因高度选择性地阻断了

ＡｎｇⅡ与 ＡＴ１Ｒ的结合，致血中 ＡｎｇⅡ水平反馈性升高，大量

游离的ＡｎｇⅡ与ＡＴ２Ｒ结合，激活缓激肽ＮＯ级联反应，从而

使ＮＯＳ活性增加，促进ＮＯ生成
［９］。

目前，对ＥＤ发生的相关信号通路尚无定论，但有研究表

明ＥＲＫ／ＣＲＥＢ可能与ＥＤ发生有关。就ＣＡＮ对ＥＲＫ／ＣＲＥＢ

通路的影响效应，已有研究表明它可显著抑制由ＡｎｇⅡ导致的

细胞ＥＲＫ活化
［１０］，但有关它在ＡＭＩ后对ＥＲＫ／ＣＲＥＢ表达的

影响效应目前尚未见报道。本实验结果表明，与ＡＭＩ组比较，

ＣＡＮ能显著性抑制 ＡＭＩ大鼠心肌ＥＲＫｍＲＮＡ、ＣＲＥＢｍＲ

ＮＡ的表达，故推测ＣＡＮ可能通过阻断 ＡＴ１Ｒ而抑制ＥＲＫ／

ＣＥＲＢ基因水平的活化，从而发挥抗炎、抗氧化应激、抗血管重

塑等有害效应，达到保护内皮功能和缩小心肌梗死面积的

作用。

与ＰｅｒｒｏｎｅＦｉｌａｒｄｉ等
［１１］的结果一致，在本实验应用剂量

范围内，各组尾动脉收缩压比较无显著性差异，表明ＣＡＮ对

ＡＭＩ后血管内皮功能的保护效应独立于降血压效应外。进一

步研究ＡＭＩ发生ＥＤ的信号转导通路及ＣＡＮ改善ＥＤ的分

子机制，将为临床更好地防治冠心病及发现新的治疗靶点提供
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实验依据。
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吡咯烷酮２种单体按一定比例聚合成而成，吸附容量高，批次

间重现性好；美国Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ公司的ＳｔｒａｔａＣ１８Ｅ小柱的填

料是高度疏水的十八烷基键合硅胶基质端基封尾键合相；美国

ｗａｔｅｒｓｓｅｐｐａｋｖａｃＣ１８小柱的填料是十八烷基键合硅胶。

ＨＬＢ小柱的另一优点是柱床干涸对提取影响不大，而另２种

小柱在样品上样前，柱床不能干涸，否则需重新活化。

本研究表明，使用 ＷａｔｅｒｓＯａｓｉｓＨＬＢ小柱为固相填料进

行多烯紫杉醇的血浆样品萃取，比使用其他２种填料更加适合

用于血浆中多烯紫杉醇的测定。
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