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#的表达在
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后心室重塑发生中的作用$方法
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采用液氮冷冻

法建立大鼠
-W#

周和
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周模型$将
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大鼠随机分为
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对照组"
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组#%小鼠同型
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组"
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组#和
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抗体组"
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组#$每组又

随机分为
#

周和
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周亚组!每个亚组约
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只$另设假手术组
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组和
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组分别腹腔注射磷酸盐缓冲液

"

.Q+

#"

%0*HO.Q+

溶液!并注入
%0:HO

空气促使液体分散到腹腔内#!

'

组%

,

组分别注射小鼠同型
W
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b.Q+

溶液"

$%%

"

?

W

?
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溶于
%0*HO.Q+

!同样注入
%0:HO

空气#%小鼠抗人
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单克隆抗体
b.Q+

溶液"
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WO!$)

抗体溶于
%0*HO.Q+

溶

液!同样注入
%0:HO

空气#$每隔
$

天用药
$

次!连续用药
"

次$应用超声心动图及病理学方法测定胶原的表达以评价大鼠心功

能变化和心室重塑的过程!同时用
]=8>=B9CE2>

检测
WO!$)

蛋白表达水平$结果
!

超声心动图检测显示大鼠心室重塑模型构建

成功$与
+

组比较!

-W

组大鼠心肌组织
WO!$)

表达显著增加"
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#!与
-W

组比较!
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组
WO!$)

表达显著减少"
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#!超声

心动图各相关指标明显改善"
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胶原比例较之显著降低"
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组相比无明显差异"
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结论
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-W

后大鼠心肌组织
WO!$)

表达明显增加!

WO!$)

表达可能与
-W

后心室重塑的发生密切相关$
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细胞是一种新近发现的介导炎症反应的效应
NI#

b

辅助性
;

细胞亚型#白介素
!$)

$

WO!$)

%是其最重要和标志性的

细胞因子'

WO!$)

家族在免疫调节和炎症反应*稳定组织器官

的内环境及自身免疫性疾病的发生*发展中起关键的作用(

$

)

'

近来的研究表明
WO!$)

在心肌炎等多种心血管疾病中表达增

加#在心血管病慢性炎症性过程起到了一定作用'心肌梗死

$

-W

%后的炎症反应是心室重塑发生的机制之一#本文旨在研

究
WO!$)

在
-W

大鼠心肌中的表达及其在
-W

后心室重塑中的

作用'
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材料与方法
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!

动物模型的分组及制备
!

选用体质量$
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K

B@
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D=!I@LE=

M

雄性大鼠
$$%

只$华中科技大学同济医学院动

物实验中心提供%#实验动物许可证号!

+Ng[

$鄂%

:%$%!%%%5

'

于
:%$%

年
"

!

$:

月在湖北省生物靶向治疗研究重点实验室完

成#本研究遵循国家实验动物管理条例及国家实验动物管理实

施细则'称量大鼠体质量后用
$%P

水合氯醛$

#%H

?

"

Z

?

%腹腔

注射麻醉'同时连接心电图机#用肢体导联进行心电图监测'

气管切开后插入静脉输液套管针#连接奥尔科特生物公司

,ON!̂ *

型小动物呼吸机#潮气量
:

!

4HO

"

$%%

?

#吸呼比
$U

4

#呼吸频率
6%

次"分钟'经左前胸第
4

*

#

肋间开胸#充分暴露

心脏#剥除心包'用已浸入液氮内预冷
"H39

的铜质金属棒

$直径
"HH

#温度!

a$5)S

%充分接触左室游离壁
$"8

#同一

6%":

重庆医学
:%$:

年
*

月第
#$

卷第
:#

期



部位反复冷冻
#

!

"

次#制成
-W

模型'液氮冷冻范围内的心

肌明显肿胀*变暗*室壁运动减弱#心电监护示
+;

段抬高至少

%0"Ĥ

#且
4%H39

内不回落#表明
-W

模型制备成功#缝合胸

腔'术后腹腔内注射青霉素钠
:V$%

"

d

"

1

#连续
41

'造模成

功
):

只#造模成功率为
6"0#"P

#将大鼠随机分为
-W

对照组

$

N

组%*小鼠同型
W

?

'

组$

'

组%和
WO!$)

抗体组$

,

组%'每组

又随机分为
:

个亚组!

#

周组及
*

周组#

N

组至实验终点时分别

有
$%

只*

5

只进入结果分析#

'

组至实验终点时分别有
5

只*

*

只进入结果分析#

,

组至实验终点时分别有
$%

只*

*

只进入结

果分析'另设假手术组
*

只$

+

组%#大鼠进行以上同样的手术

过程#但不冷冻左室游离壁心肌$实验终点为术后第
"6

天#至

实验终点时仍有
*

只进入结果分析%'全部共
"#

只'

-W

大鼠

各组共死亡
$*

只#其中
*

只死于心力衰竭#

"

只死于感染#

4

只

死于心律失常#

:

只死于出血#

+

组无脱失或死亡'手术后第
$

天开始#根据文献(

:

)

+

组和
N

组分别腹腔注射磷酸盐缓冲液

$

.Q+

%$

%0*HO.Q+

溶液#并注入
%0:HO

空气促使液体分散

到腹腔内%#

'

组*

,

组分别注射小鼠同型
W

?

'

$

b.Q+

溶液

$

$%%

"

?

W

?

'

$

溶于
%0*HO.Q+

#同样注入
%0:HO

空气%$美国

/mI

公司%*小鼠抗人
WO!$)

单克隆抗体
b.Q+

溶液$

$%%

"

?

WO!$)

抗体溶于
%0*HO.Q+

溶液#同样注入
%0:HO

空气%$美

国
/mI

公司%'每隔
$

天用药
$

次#连续用药
"

次'在到达

各时间点后#处死各组大鼠#取出心脏标本#置于
a*%S

冰箱

冻存'

>0?

!

免疫组织化学方法测定心肌
'

"

*

胶原比例
!

石蜡切片

采用链霉卵白素
!

生物素
!

辣根过氧化物酶复合物法$

+.

法%#

常规脱蜡至水#

4PR

:

e

:

灭活内源性过氧化物酶#微波抗原修

复后#

$%P

正常山羊血清$

.Q+

稀释%封闭#滴加
"%

倍稀释的一

抗#

4)S

孵育
$A

#

.Q+

冲洗#

"H39V4

次'滴加生物素标记的

二抗&

4)S

孵育
$"H39

&

.Q+

冲洗#

"H39V4

次#滴加辣根酶标

记的链霉卵白素工作液&滴加
I,Q

显色#中性树胶封片#以

.Q+

代替一抗作阴性对照#测定非梗死区
'

*

*

型胶原染色阳

性$心肌细胞间隙及血管周围棕色条纹%区域面积#每个心脏标

本随机取
*

个高倍视野$

V:%%

%#胶原含量计为胶原占整个高

倍视野中心肌面积的百分率#取其平均值#计算
'

"

*

胶原

比例'

>0@

!

]=8>=B9CE2>

检测各组心肌组织
WO!$)

蛋白质表达
!

取

左心室游离壁心肌组织$

"%

!

$%%H

?

%#匀浆后#

.Q+

洗
4

次#加

入适量组织蛋白裂解液#冰上裂解
4%H39

#

#S$:%%%B

"

H39

离心
$"H39

#吸取上清液#按照
QN,

蛋白定量试剂盒说明进行

蛋白定量测定'在电泳仪上用等量蛋白质样品经
$"P +I+!

.,'_

分离后#转移于硝酸纤维素膜$

.̂ I(

%膜上'

$U$%%%

的兔抗大鼠
WO!$)

多克隆一抗
# S

$美国
,CG@H

公司#

@C)5%"6

%静置孵育过夜#

.Q+

洗涤
4

次#再以
$U$%%%%

过氧

化物酶标记的山羊抗兔
W

?

'

二抗$武汉飞羿公司%室温孵育
:

A

#

.Q+

充分洗涤后#在暗室用
_NO

试剂盒$美国
.W_/N_

公

司%发光显影#

g

光胶片压片曝光#同时检测
',.IR

$武汉飞

羿公司%的表达作为内参对照'图片经光密度图像扫描仪

$

R.

%扫描#使用
f@9>3>

M

e9=

程序对条带进行灰度测定'以
+

组条带灰度值为
$%%P

#其他各组条带灰度值与
+

组条带灰度

值的比值#即为其相对表达量$

P

%'

>0A

!

超声心动图相关指标
!

各组大鼠在手术
#

*

*

周后进行超

声心动图检查'大鼠麻醉后固定#应用美国
'_

公司
3̂<31)

型

彩色超声诊断仪#经胸壁高频超声
$%+

探头#频率
$$0#-R̀

#

图像深度
:0%GH

'鼠台向左倾斜
4%l

#将探头放置于胸骨左

侧#选取标准左室乳头肌短轴切面和长轴切面在二维影像指导

下采用
-

型超声测量以下指标!左室舒张期内径$

E=F><=9>B3G!

DE@B=91!13@8>2E3G13H=98329
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Ô _II

%*左室收缩内径$

E=F><=9!

>B3GDE@B=91!8

M

8>2E=13H=98329

#

Ô _+I

%*左室短轴缩短率$

E=F>

<=9>B3GDE@BFB@G>329@E8A2B>39

?

#

Ô (+

%*左室射血分数$

E=F><=9!

>B3GDE@B=

7

=G>329FB@G>329

#

Ô _(

%*舒张末期容积$

=91!13@8>2E3G

<2EDH=

#

_Î

%*收缩末期容积$

=91!8

M

8>2E=<2EDH=

#

_+̂

%'每

一测定值均取
4

个连续完整心动周期测量的平均值'

>0J

!

统计学处理
!

采用
+.++$40%

软件进行分析'实验数据

以
3XC

表示'两样本均数的比较采用
8

检验#多组间均数的

比较用方差分析
P

检验'以
!

#

%0%"

为差异有统计学意义'

?

!

结
!!

果

?0>

!

免疫组化检测
'

"

*

胶原比例
!

与
+

组相比#

-W

各组大

鼠心肌组织在
#

*

*

周时的
'

"

*

胶原比例均明显高于
+

组$

!

#

%0%"

%&与
N

组和
'

组相比#

,

组在
#

*

*

周的
'

"

*

胶原比例

明显改善$

!

#

%0%"

%&而
'

组与
N

组相比无明显变化$

!

'

%0%"

%#见表
$

'

表
$

!!

各组
'

)

*

胶原比例

组别
'

'

"

*

胶原比例

+

组
* :0:#X%0)"

N

组$

#

周%

$% #0*%X$05)

"

N

组$

*

周%

5 #06#X$06$

"

'

组$

#

周%

5 #05%X$0):

"

'

组$

*

周%

* #0#)X$04"

"

,

组$

#

周%

$% :0*"X%06*

"$

,

组$

*

周%

* :0)6X%0*5

"$

!!

"

!

!

#

%0%"

#与
+

组比较&

$

!

!

#

%0%"

#与
N

组和
'

组比较'

?0?

!

]=8>=B9CE2>

检测各组大鼠心肌
WO!$)

的表达
!

与
+

组

相比#

-W

各组大鼠心肌组织在
#

*

*

周时的
WO!$)

表达水平均

明显高于
+

组&与
N

组和
'

组相比#

,

组在
#

*

*

周的
WO!$)

表

达水平明显低于两组$

!

#

%0%"

%&而
'

组与
N

组相比无明显变

化$

!

'

%0%"

%'见图
$

'

!!

%

!

!

#

%0%"

#与
+

组比较&

,

!

!

#

%0%"

#

,

组与
N

组比较'

图
$

!!

]=8>=B9CE2>

检测各组大鼠心肌
WO!$)

的表达

?0@

!

超声心动图结果
!

超声心动图结果显示大鼠左心室结构

和功能呈现动态变化#

N

组*

'

组*

,

组大鼠
Ô _II

*

Ô _+I

*

_Î

*

_+̂

较
+

组均逐渐升高&

Ô _(

*

Ô (+

较
+

组均有所降

)%":

重庆医学
:%$:

年
*

月第
#$

卷第
:#

期



表
:

!!

各组大鼠超声心动图检查结果比较#

3XC

$

组别
' Ô _(

$

P

%

Ô (+

$

P

%

Ô _Î

$

HO

%

Ô _+̂

$

HO

%

Ô _+I

$

HH

%

Ô _II

$

HH

%

+

组
* *%0$X)06 "$06X)0$ %04$X%0%5 %0%*X%0%" :0)X%05 "0#X$0$

N

组$

#

周%

5 4*0"X)06

"

#$0"X#06

"

%0):X%0$4

"

%04$X%0%*

"

40$X%05

"

*0)X$06

N

组$

*

周%

5 4#0:X60#

""

440"X"0#

"

$0$:X%0:#

""

%0"4X%0%5

"

#0*X$0$

"

504X$05

"

'

组$

#

周%

* 450*X"0"

"

#%0*X"0#

"

%0*%X%0$6

"

%04*X%0$:

"

40#X%05

"

*0:X$0)

"

'

组$

*

周%

* 4"0)X"06

""

#:0"X60:

"

$0%*X%0::

""

%0"6X%0$4

""

#0:X%0*

"

50#X$06

""

,

组$

#

周%

* #*0"X60)

$

#)05X#0$

$

%0""X%0$#

$

%0::X%0$%

$

$05X%06

$

"0$X$0#

$

,

组$

*

周%

* ":0*X60$

$$

#60"X406

$

%06$X%0$6

$$

%04#X%0$$

$

40$X%05

$

"0"X$04

$$

!!

"

!

!

#

%0%"

#

""

!

!

#

%0%$

#与
+

组比较&

$

!

!

#

%0%"

#

$$

!

!

#

%0%$

#与同期
N

组和
'

组比较'

低$

!

#

%0%"

%#以
*

周最明显#提示
*

周后构建大鼠
-W

模型成

功#而
+

组各项指标无明显变化'与
N

组相比#

,

组大鼠

Ô _II

*

Ô _+I

*

Ô _Î

*

Ô _+̂

降低#而
Ô _(

*

Ô (+

升

高#心功能各项指标均有改善$

!

#

%0%"

%#而
'

组与
N

组相比

则未见明显改善$

!

'

%0%"

%'

*

周的变化趋势较
#

周更显著'

见图
:

*表
$

'

!!

,

!

+

组&

Q

!

N

组&

N

!

'

组&

I

!

,

组'

图
:

!!

*

周各组大鼠超声心动图

@

!

讨
!!

论

WO!$)

是
;A$)

细胞来源的强力炎症前细胞因子#可调节

前炎性因子*趋化因子等的产生及分泌#在多种自身免疫介导

的组织损伤及炎症过程中十分关键'

WO!$)

主要是通过诱导

细胞释放前炎症因子及动员中性粒细胞的细胞因子而发挥作

用#而近来的一些研究证明#

WO!$)

在多种心血管疾病中如!自

身免疫性心肌炎*病毒性心肌炎*扩张型心肌病*不稳定的冠心

病等表达增加#可能在心血管病慢性炎症性过程起到了一定

作用'

本研究发现#与
+

组相比#

N

组*

'

组和
WO!$)

抗体组
#

周*

*

周组大鼠心肌组织中
WO!$)

的表达均明显升高$

!

#

%0%"

%#

同时超声心动图相关参数明显恶化$

!

#

%0%"

%&

'

"

*

胶原比

例均明显高于
+

组$

!

#

%0%"

%&而
-W

大鼠经抗体干预处理后#

心肌组织
WO!$)

表达显著减少$

!

#

%0%"

%#

,

组在
#

周*

*

周的

'

"

*

胶原比例及超声心动图相关参数明显改善$

!

#

%0%"

%#

以上结果提示在
-W

发生*发展中#心室重塑的发生可能与心

肌组织
WO!$)

表达有关'

-W

的过程是炎症反应的过程#免疫

介导的炎症反应则起到加重心肌损伤和扩大
-W

范围的作用'

坏死的心肌组织引起补体的激活*细胞因子的释放*炎症和免

疫细胞的趋化和浸润#同时也通过病理性自身免疫应答参与了

心肌损伤'研究(

4!#

)发现#炎症性细胞因子#如肿瘤坏死因子
!

&

$

;&(!

&

%*白介素
!$

$

WO!$

%*白介素
!6

$

WO!6

%*

WO!$)

等#在不同

大鼠动物模型的血清或组织中水平较正常健康状态都有所升

高'

-W

后会伴随有一系列细胞因子和黏附分子的表达#

;&(!

&

*

WO!$

*

EO!6

和趋化性细胞因子是启动炎症反应的关键细胞因

子#又被称为前炎症细胞因子#前炎症细胞因子与
-W

后心室

重塑的发展有密切关系'在
-W

后梗死区和非梗死区都有炎

性细胞浸润#细胞因子参与的炎症反应被认为是心室重塑形成

的必备条件#心室重塑过程伴有神经
!

体液和炎症性细胞因子

的激活#同时这些因素的激活又促进心室重塑的发展'

I2E2B=8

等(

"

)认为#

WO!$)

可能通过自分泌和旁分泌机制影

响成纤维细胞的生物学活性#非免疫性细胞如小鼠心肌成纤维

细胞存在低水平的
WO!$)

基础分泌#

WO!$)

通过
WO!$)/,

和

WO!$)/N

依赖方式刺激成纤维细胞的胶原的产生#心脏成纤

维细胞通过刺激产生胶原和其他细胞外基质在心室重塑和纤

维化中起一定作用'

(=9

?

等(

:

)研究发现
WO!$)

通过
e.'

"

/,&[

"

/,&[O

和
--.

"

;W-.

系统参与自身免疫性心脏疾

病和非自身免疫性心脏疾病引起的心力衰竭心脏重塑的病理

过程#可能是各种心力衰竭心脏重塑的共同致病因子'

O3D

等(

6

)研究发现#

WO!$)

能显著增加心肌成纤维细胞
--.!:

和

--.!5

的表达和中等程度降低
;W-.!$

*

;W-.!:

的表达#给

予抗
WO!$)

抗体后#心肌成纤维细胞
--.!:

和
--.!5

的表

达显著减少#而
;W-.!$

和
;W-.!:

的表达则升高'

[@E3

M

!

@HDB>A3

等(

)

)研究发现人心肌成纤维细胞表达低水平的
--.!

$H/&,

*

WO!$)

呈时间*剂量依赖性诱导的表达#由
WO!$)

诱

导的
--.!$H/&,

表达的作用能被
WO!$)

或
WO!$)/

中和抗

体所阻滞'而且除
--.!$

外#

WO!$)

尚可诱导
--.!:

*

4

*

5

和

$4

的表达#后者在心肌重塑中起重要作用'因此#

WO!$)

有可

能是通过增加各种
--.8

包括
--.!$

的表达在
IN-

中起

一定作用#抑制
WO!$)

的表达可能会降低心肌炎症和损伤后的

纤维化和重塑'近来的研究发现#

WO!$)

同
WO!$

*

;&(!

&

有协

同作用(

*

)

#可以放大加强其致炎效应(

5!$%

)

#这可能是
WO!$)

导致

-W

后心室重塑的另一机制'联合运用
WO!$)

和
;&(!

&

抑制

剂能够更好地控制炎症及增强调节性
;

细胞的功能'本实验

研究也发现
WO!$)

在
*

周和
#

周的变化趋势与超声心动图相

关参数的变化趋势不尽相符#说明心室重塑除了
WO!$)

自身作

用外尚有其他的机制比如
;&(!

&

等其它细胞因子的作用

因素'

综上所述#

-W

后心肌组织大量表达
WO!$)

可能与
-W

后心

*%":
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室重塑的发生有关#抗
WO!$)

治疗可能成为心脏重塑治疗的潜

在策略和新的靶点#进一步研究
WO!$)

的作用可能会发现心室

重塑新的发生机制#从而为
-W

后心室重塑的预防和治疗带来

新的视角和方法'
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