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瑞舒伐他汀对心肌梗死后大鼠Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ蛋白的影响

李丹丹，万大国△

（郑州大学第二附属医院心内三科，郑州４５００１４）

　　摘　要：目的　观察瑞舒伐他汀（ＲＯＳ）对心肌梗死后大鼠Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ表达的影响，探讨其改善心肌重构的机制。方法　雌性

ＳＤ大鼠３０只，结扎左前降支建立急性心肌梗死（ＡＭＩ）模型，术后２４ｈ随机分为ＡＭＩ组和ＲＯＳ组各１５只；另设１５只为假手术

组（Ｓｈａｍ组），只穿线不结扎。ＲＯＳ组大鼠每天给予ＲＯＳ１０ｍｇ／ｋｇ（溶于２ｍＬ清水）灌胃，另两组每天以２ｍＬ清水灌胃。４周

后比较各组大鼠胶原容积分数（ＣＶＦ）、Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ蛋白及转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）和Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ的 ｍＲＮＡ表达差异。结果　与

ＡＭＩ组相比，ＲＯＳ组心肌ＣＶＦ、Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ蛋白及ＴＧＦβ１和Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ的ｍＲＮＡ均显著降低（犘＜０．０５），ＲＯＳ组和ＡＭＩ组上述指

标均显著高于Ｓｈａｍ组（犘＜０．０５）。结论　ＲＯＳ能够降低受损心肌中Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ表达水平，可能是其改善心肌重塑的机制之一。
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　　心肌梗死后心肌肥厚、左室扩张、间质纤维化，导致心室

重构，进而使心室功能进一步降低，从而导致心力衰竭发生。

鉴于Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ的病理性促纤维化与血管新生作用，越来越多

的研究者已经开始关注它在心血管疾病中的特殊功能。本研

究拟在利用瑞舒伐他汀（ＲＯＳ）调脂以外的作用，观察其对急性

心肌梗死（ＡＭＩ）后Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ的干预效果，探讨其改善心肌重

塑的机制，为利用ＲＯＳ改善ＡＭＩ后心肌重塑提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料　ＲＯＳ（阿斯利康制药有限公司提供）；Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ兔

多克隆抗体（上海萨博生物工程有限公司）；ＳＰ９０００试剂盒（北

京中杉生物工程公司）；ＤＡＢ试剂盒（北京中杉生物工程公

司）；ＲＴＰＣＲ试剂盒（Ｔｒａｎｓｇｅｎｅ公司）；引物由北京博大泰克

公司合成。

１．２　方法

１．２．１　动物模型的建立及分组　８周龄ＳＤ雌性大鼠，体质量

２５０～３００ｇ，由郑州大学实验动物中心提供。按照文献［１］的

方法结扎左前降支建立 ＡＭＩ模型。另设假手术组（Ｓｈａｍ组）

１５只在相应部位只穿线不结扎。术后每天给予青霉素预防感

染，共３ｄ。术后２４ｈ将３０只ＡＭＩ大鼠随机分为ＡＭＩ组（狀＝

１５）和ＲＯＳ组（狀＝１５）。ＲＯＳ组大鼠每天给予ＲＯＳ１０ｍｇ／ｋｇ

（溶于２ｍＬ清水）灌胃，ＡＭＩ组和Ｓｈａｍ组大鼠以２ｍＬ清水

灌胃。所有实验大鼠均自由饮食。４周后颈椎脱臼法处死动

物，摘取心脏，在梗死区沿左心室长轴一分为二，取梗死交界区

组织，一部分１０％甲醛固定后常规石蜡包埋切片；一部分液氮

保存，留做ＲＴＰＣＲ。

１．２．２　Ｍａｓｓｏｎ染色测定心肌胶原容积分数（ＣＶＦ）　切片脱

蜡至水，改良 Ｍａｓｓｏｎ染色法将胶原纤维染成绿色，将心肌染

为红色，在光学显微镜下（×４００）随机选择５个视野进行观察，

使用图像分析软件（ＢｉｏｓｅｎｓＤｉｇｉｔａｌＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍｖ１．６）进行

图像分析，ＣＶＦ的计算方法为：ＣＶＦ＝胶原面积／总面积。

１．２．３　免疫组化检测心梗交界区Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ蛋白的表达　免

疫组化染色（ＳＰ法）的操作步骤按照试剂盒的说明书进行，最

后经ＤＡＢ显色、苏木素复染后，阳染产物胞质呈棕黄色或棕褐

色。各组照片应用图像分析软件（ＢｉｏｓｅｎｓＤｉｇｉｔａｌＩｍａｇｉｎｇＳｙｓ
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ｔｅｍｖ１．６）进行图像分析，随机选５个点测量，然后取平均值。

阳性产物强度用图像处理系统灰度值表示。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测心梗交界区Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ和转化生长因子

β１（ＴＧＦβ１）ｍＲＮＡ的表达　用Ｔｒｉｚｏｌ试剂处理梗死交界区心

肌组织（约１００ｍｇ）提取总 ＲＮＡ。使用逆转录酶将８μＬ总

ＲＮＡ合成ｃＤＮＡ。扩增Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ序列上游引物：５′ＡＣＴＣＣＧ

ＴＧＴＣＴＴＣＧＴＧＴＡ ＴＣ３′，下游引物：５′ＣＴＴＴＣＴＴＣＡ

ＴＴＡＧＴＣＡＴＴＣＣＣＴ３′，扩增片段为２７９ｂｐ；扩增ＴＧＦβ１

序列上游引物：５′ＣＣＣＡＣＴＧＡＴＡＣＧＣＣＴＧＡＧ３′，下游引

物：５′ＧＧＴＴＧＴＡＧＡＧＧＧＣＡＡＧＧＡＣ３′，扩增片段为４６９

ｂｐ；内参 ＧＡＰＤＨ 序列上游引物：５′ＡＡＧ ＴＴＣ ＡＡＣＧＧＣ

ＡＣＡＧＴＣＡＡ３′，下游引物：５′ＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴＡＣＴＣＡ

ＧＣＡＣＣ３′，扩增片段为１２８ｂｐ。取２μＬ逆转录产物分别应

用各组上下游引物进行ＰＣＲ扩增。扩增条件如下：９４℃预变

性２ｍｉｎ，１个循环；９４℃变性３０ｓ，退火３０ｓ（Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ为５２

℃，ＴＧＦβ１为５４℃，ＧＡＰＤＨ为５５℃），７２℃延伸２ｍｉｎ，共

３５个循环；７２℃总延伸６ｍｉｎ。取５μＬＰＣＲ反应产物进行

２％琼脂糖凝胶电泳，在紫外线投射仪下观察电泳条带，用Ｄ

１４０图像记录分析系统进行分析，检测因子 ｍＲＮＡ的表达量

以检测因子的ＤＮＡ条带和ＧＡＰＤＨ 的ＤＮＡ条带灰度值比值

计算。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学处理，计

量资料以狓±狊表示，组间比较用单因素方差分析，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组胶原容积分数及Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ蛋白表达的比较　Ｍａｓ

ｓｏｎ染色结果显示：ＡＭＩ组大量胶原纤维形成，Ｓｈａｍ组有极少

量胶原纤维形成，ＲＯＳ组介于两者之间；免疫组化染色结果显

示：ＡＭＩ组大鼠心肌细胞胞质中有大量Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ表达，ＲＯＳ

组相对减少；ＡＭＩ组及ＲＯＳ组ＣＶＦ、Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ蛋白均显著高

于Ｓｈａｍ组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），ＲＯＳ组ＣＶＦ、Ｐｅｒｉ

ｏｓｔｉｎ蛋白与 ＡＭＩ组相比均显著降低（犘＜０．０５），见图１及

表１。

Ａ：Ｓｈａｍ组；Ｂ：ＡＭＩ组；Ｃ：ＲＯＳ组。

图１　　各组大鼠心肌组织的免疫组化染色（ＳＰ染色法，×４００）

表１　　ＲＯＳ对ＣＶＦ、Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ蛋白的

　　　影响（狓±狊，狀＝１０）

组别 ＣＶＦ Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ蛋白

Ｓｈａｍ组 １０．０４９±５．７４４ １０６．７２８±６．４４５

ＲＯＳ组 ３５．７３０±１１．７９４△ １２５．２０２±１３．０６２△

ＡＭＩ组 ４７．１０４±４．０８４ １５２．１１４±５．９９９

　　：犘＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；△：犘＜０．０５，与ＡＭＩ组比较。

　　Ａ：ＰｅｒｉｏｓｔｉｎｍＲＮＡ的表达；Ｂ：ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的表达；Ｍ：ＤＡＮ

ｍａｋｅｒ；１：Ｓｈａｍ组；２：ＡＭＩ组；３：ＲＯＳ组。

图２　　各组大鼠心肌组织ＰｅｒｉｏｓｔｉｎｍＲＮＡ的表达

２．２　各组ＰｅｒｉｏｓｔｉｎｍＲＮＡ表达的比较　ＲＴＰＣＲ结果显示，

ＡＭＩ组和ＲＯＳ组与Ｓｈａｍ组相比较，ＴＧＦβ１及ＰｅｒｉｏｓｔｉｎｍＲ

ＮＡ的表达均显著增加（犘＜０．０５）；ＲＯＳ组与 ＡＭＩ组相比，

ＴＧＦβ１及ＰｅｒｉｏｓｔｉｎｍＲＮＡ的表达均显著减少（犘＜０．０５），见

图２、表２。

表２　　ＲＯＳ对Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ、ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的

　　　影响（狓±狊，狀＝１０）

组别 Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ蛋白 ＴＧＦβ１

Ｓｈａｍ组 ０．０９８±０．０１７ ０．１２９±０．０２７

ＲＯＳ组 ０．３８７±０．０２０△ ０．３８０±０．０１０△

ＡＭＩ组 ０．４２２±０．０２２ ０．５２１±０．０３４

　　：犘＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；△：犘＜０．０５，与ＡＭＩ组比较。

３　讨　　论

心肌梗死后心肌细胞坏死使心肌整体收缩力下降，细胞外

基质、胶原纤维网发生异常变化，纤维化的增加使心室的顺应

性下降，重塑更趋明显，最终心力衰竭必然会出现。心肌梗死

后肾素血管紧张素醛固酮系统（ＲＡＡＳ）激活，血管紧张素Ⅱ

（ＡｎｇⅡ）可以刺激成纤维细胞等分泌ＴＧＦβ１，引起胶原合成

增多，从而促进导致纤维化的发生、发展。体外实验证实，

ＴＧＦβ１诱导胶原分泌增加，使大鼠心脏成纤维细胞Ⅰ型、Ⅲ型

胶原ｍＲＮＡ表达增高。ＴＧＦβ１在体内也刺激细胞外基质蛋

白表达，诱导心肌纤维化。
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Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ是一种主要由成纤维细胞分泌的细胞外基质蛋

白，在成年正常心肌中不表达，但心脏受到损伤时就会大量表

达［２］。最早研究的主要是其在肿瘤病理进程的作用，还有研究

报道其在皮肤［３］、肾脏及心脏瓣膜［４］、肌肉损伤等条件下亦有

表达。压力负荷、应激、炎症等均可引起骨膜蛋白表达上调。

Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ蛋白可与胶原Ⅰ、胶原Ⅴ、粘连蛋白等基质蛋白结

合参与生理性及病理性纤维化的形成［３］。有研究表明，Ｐｅｒｉｏｓ

ｔｉｎ蛋白参与病毒性心肌炎心肌纤维化的发生、发展，并与

ＡｎｇⅡ及ＴＧＦβ１有关
［５］。Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ蛋白还可通过血管生长

调节等途径促进动脉粥样硬化斑块的生长及不稳定性，从而参

与冠心病的发生、发展过程［６］。Ｉｅｋｕｓｈｉ等
［７］在 ＡＭＩ大鼠中使

用缬沙坦治疗后发现，缬沙坦可通过抑制 Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ表达来改

善心功能及心肌梗死后心室重塑。李佳等［８］发现芪苈强心

胶囊和雷米普利均能通过降低心肌梗死区ＰｅｒｉｏｓｔｉｎｍＲＮＡ表

达改善心室重构。然而他汀类药物对ＡＭＩ后心室重构的影响

是否也与Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ信号通路有关，目前仍未见报道。

本研究以检测心肌Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ的变化来反映 ＲＯＳ的抗心

肌重构作用。结果发现，与 ＡＭＩ组相比，ＲＯＳ组心肌Ｐｅｒｉｏｓ

ｔｉｎ、ＴＧＦβ１表达明显降低，胶原容积分数降低。实验结果证

实，ＲＯＳ能够降低梗死交界区心肌Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ的表达，可改善

ＡＭＩ后心肌重塑，其机制可能为ＲＯＳ通过降低ＴＧＦβ１的水

平，调节Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ的表达，从而减少胶原的沉积，这为治疗

ＡＭＩ后心室重构提供了实验依据，但深入的其他机制尚待进

一步探讨。
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