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·基础研究·

缬沙坦预处理后缺血再灌注损伤大鼠冠状动脉重构与ＡＴ２Ｒ表达

唐显军，钟艺华

（重庆市肿瘤研究所　４０００３１）

　　摘　要：目的　观察肾素血管紧张素阻断剂缬沙坦预处理后大鼠心肌缺血再灌注损伤中血管紧张素受体ＡＴ２Ｒ的表达与冠

状动脉重构。方法　将１２３只大鼠随机分成３组：假手术（Ｓｈａｍ）组、对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组、缬沙坦（ＡＲＢ）组。术前假手术组、对照组

给予生理盐水灌胃，缬沙坦组给予缬沙坦１０ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１灌胃４周，对照组、缬沙坦组予以手术开胸结扎大鼠心脏左冠状动脉

前降支３０ｍｉｎ后松脱结扎线建立缺血再灌注（ＩＲ）损伤动物模型，假手术组开胸不结扎，术后各组继续用生理盐水、缬沙坦灌胃，

分别于术后３、７、１４、２８ｄ４个时间点测量左心室舒缩压后处死大鼠并采集大鼠心脏标本。予天狼猩红染色、免疫组化链霉素亲和

素生物素过氧化酶复合物（ＳＡＢＣ）观察冠状动脉重构、冠周胶原沉积以及 ＡＴ２Ｒ在冠状动脉的定位、表达的动态变化。结果　

免疫组化分析显示ＡＴ２Ｒ定位于冠状动脉外膜呈放射状分布，尤以大血管管周密度较高，冠状动脉内膜也有部分表达。ＡＴ２Ｒ呈

一过性表达，对照组ＩＲ术后７ｄ时达峰值，缬沙坦组较对照组ＡＴ２Ｒ表达峰值提高、提前。ＩＲ术后３ｄ心脏舒张功能受损；缬沙

坦组左心室舒张末压（ＬＶＥＤＰ）显著性低于对照组。缬沙坦组冠周间质胶原沉积于术后２８ｄ显著性低于对照组；对照组心肌冠状

动脉周围胶原沉积随时间进展逐渐升高，术后１４、２８ｄ显著高于Ｓｈａｍ组。结论　缬沙坦可能通过心肌ＩＲ损伤后ＡＴ２Ｒ的一过

性高表达来抑制冠状动脉重构而保护心功能。
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　　心脏作为内分泌器官存在独立的肾素血管紧张素系统

（ＲＡＳ），它是心血管生理、病理最重要的调节系统，血管紧张素

Ⅱ（ＡｎｇⅡ）被证实可以引起血管重构，血管内皮细胞分泌的

ＡｎｇⅡ可促进血管平滑肌细胞的增殖与肥大
［１］。在某些病理

状态下：如缺血性心脏病、组织重建、心肌梗死、血管新生内膜

损伤、血管紧张素Ⅱ２型受体（ＡＴ２Ｒ）再度重新表达。

血管重构在原发性高血压研究颇多，而临床常见急性冠脉

缺血事件，反复的缺血及再血管化实则已触发了相应冠状动脉
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构型的变化。本实验采用术前相对较长时间的血管紧张素Ⅱ１

型受体（ＡＴ１Ｒ）阻断，缺血再灌注术后持续阻断ＡＴ１Ｒ来观察

大鼠冠状动脉重构与ＡＴ２Ｒ表达关系。

１　材料与方法

１．１　动物模型制备　健康雄性ＳＤ大鼠１２３只，体质量１５０～

２５０ｇ。随机分成３组：假手术（Ｓｈａｍ）组１１只；对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）

组即生理盐水灌胃组：１４只×４组（分设４个时间点：３、７、１４、

２８ｄ）；缬沙坦（ＡＲＢ）组即缬沙坦１０ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１灌胃组：

１４只×４组（分设４个时间点：３、７、１４、２８ｄ）。各组术前４周

开始灌胃。手术行气管切开插管，连通动物呼吸机（潮气量约

４０ｍＬ／ｋｇ，呼吸频率为每分钟７０次）。沿左侧胸骨旁斜切口，

手术采用开胸结扎左冠状动脉前降支，３０ｍｉｎ后松脱结扎线，

恢复血流再灌注，Ｓｈａｍ组开胸不结扎动脉。术后继续给药：前

３ｄ腹腔注射给药，剂量各组不变，３ｄ后改为灌胃，直至于相

应时间点（３、７、１４、２８ｄ）对照组，ＡＲＢ组各亚组处死取材，假

手术组７ｄ处死取材。

１．２　血流动力学检测　各时间点给予２．５％戊巴比妥钠腹腔

内注射麻醉大鼠，逐层切开皮肤、浅筋膜、深筋膜，分离出颈总动

脉，结扎远心端，近心端血管钳钳夹，插入聚苯乙烯心导管，松开

血管钳，将导管推送至主动脉，连接 ＭＰＡ２０００Ｍ型多道生理记

录仪，当数值稳定时记录动脉收缩压（ＳＢＰ）、动脉舒张压（ＤＢＰ）；

然后将导管插进左心室，当数值稳定时记录左室收缩压

（ＬＶＳＰ）、左室舒张末压（ＬＶＥＤＰ），左室压力上升、下降速率。

１．３　标本取材　各时间点大鼠测定完血流动力学后，导管退

出左心室，从导管内注射３０ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钾后拔除导管，活体

灌注生理盐水，再灌注４％多聚甲醛以预固定心脏；取出心脏

标本再行固定２４ｈ（４℃４％多聚甲醛）；常规石蜡包埋；自心

脏中部开始分别向上、向下沿左室长轴垂直每隔１ｍｍ横断面

连续切片，两张为一对（４μｍ 厚），分别标记＋１对、＋２对

……；－１对、－２对……。免疫组化（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，

ＩＨＣ）检测ＡＴ２Ｒ等均用配对切片。

１．４　主要试剂　兔抗鼠Ⅰ型胶原抗体、兔抗鼠Ⅲ型胶原抗体

（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；天狼猩红（Ｓｉｇｍａ，美国）；即用型ＳＡＢＣ、ＤＡＢ

显色试剂盒、兔抗鼠ＡＴ２抗体（武汉博士德生物有限公司）。

１．５　病理检查　血管周围胶原容积分数测定：每张经ＰＳＲ染

色的切片，在光镜下分为外径为１００μｍ以上（大冠状动脉）和

１００μｍ以下（小冠状动脉）的血管
［２］，用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ４．０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

所占面积与血管内腔面积之比值（划轮廓线计算面积）。并计

算中膜面积与内膜面积之比值以及Ｆ值。Ｆ＝１视为正圆，

０．７５≤Ｆ＜１视为椭圆，Ｆ＜０．７５的血管视为不规则弃之。血

管紧张素受体光密度值测量：随机取４个视野，用ＩｍａｇｅＰｒｏ

Ｐｌｕｓ４．０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。

１．６　统计学处理　实验结果以狓±狊表示，利用ＳＰＳＳ１０．０统

计软件包进行分析。两组间比较采用狋检验，多组间比较采用

狇′检验。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＡＴ２Ｒ的定位　ＡＴ２Ｒ定位于冠状动脉外膜呈放射状分

布。冠脉内膜也有部分表达，见图１。

　　Ａ：ＡＲＢ组３ｄ时小冠状动脉 ＡＴ２Ｒ的表达（ＩＨＣ×４００）；Ｂ：Ｃｏｎ

ｔｒｏｌ组７ｄ时大冠状动脉ＡＴ２Ｒ表达（ＩＨＣ×２００）。

图１　　血管紧张素受体分布

２．２　血流动力学改变　缺血再灌注损伤（ＩＲ）术后３ｄ心功

能明显下降，舒张功能受损尤为明显；２８ｄ心功能有明显恢复，

ＡＲＢ组各血流动力学指标恢复接近正常水平（表１）。

２．３　ＩＲ损伤后ＡＴ２Ｒ的动态变化　ＡＴ２Ｒ在对照组ＩＲ术

后３ｄ较低表达，７ｄ时达峰值。ＡＲＢ组ＩＲ术后３、７ｄ时

ＡＴ２Ｒ高表达，且它的这两个时间点光密度值相接近。ＡＴ２Ｒ

在Ｓｈａｍ组未检出。ＩＲ术后１４ｄ及２８ｄ时对照组、ＡＲＢ组

ＡＴ２Ｒ低检出（图２）。

２．４　冠状动脉重构　ＩＲ术后冠状动脉重构表现为血管周围

胶原沉积；血管中膜增生，血管腔狭窄。ＩＲ术后２８ｄ时大冠

状动脉血管周围胶原容积分数对照组高于假手术组和 ＡＲＢ

组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；而ＡＲＢ组略高于Ｓｈａｍ组，

差异无统计学意义。阻力小动脉血管周围胶原容积分数各实

验组差异无统计学意义。ＩＲ术后血管 Ｍ／Ｌ：在阻力小动脉、

大冠状动脉中对照组及 ＡＲＢ组较Ｓｈａｍ组高，但差异无统计

学意义（表２、图３）。

图２　　冠状动脉血管周围ＡＴ２Ｒ的变化

表１　　各实验组ＩＲ术后３、２８ｄ血流动力学变化（狓±狊）

组别 ＳＢＰ（ｍｍＨｇ） ＤＢＰ（ｍｍＨｇ） ＬＶＳＰ（ｍｍＨｇ） ＬＶＥＤＰ（ｍｍＨｇ） ＋ｄｐ／ｄｔ（ｍｍＨｇ／ｓ）－ｄｐ／ｄｔ（ｍｍＨｇ／ｓ）

Ｓｈａｍ １２４．９±９．３ ９４．８±６．２ １２９．７±１０．１ ４．８±１．２ ５０８５±２９４ ３５５９±２０６

Ｃｏｎｔｒｏｌ３ｄ ９１．６±７．０ ７５．３±６．０ ９６．３±５．０ １２．４±２．２ ４４２９±３０９ ２８６６±２４９

Ｃｏｎｔｒｏｌ２８ｄ ９９．６±３．８ ８２．５±５．７ １０３．０±６．２ ７．８±１．５ ４４６７±３１６ ２８７５±２０７

ＡＲＢ３ｄ ９３．０±９．１ ７３．２±６．３ ８９．０±１０．４ １０．６±３．５ ４５９０±３７７ ２８８１±３５３

ＡＲＢ２８ｄ １２４．２±８．２ ９３．８±７．１ １２４．９±６．６ ５．３±１．３ ５２１５±４０９ ３４６４±２１７

　　：犘＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较。
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表２　　ＩＲ术后２８ｄ冠状动脉重构（狓±狊）

组别
小冠状动脉

ＰＣＶＦ

大冠状动脉

ＰＣＶＦ

小冠状动脉

Ｍ／Ｌ

大冠状动脉

Ｍ／Ｌ

Ｓｈａｍ ０．３３±０．０４ ０．５３±０．０８ ０．５９±０．０８ ０．４０±０．０５

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．３９±０．０６ ０．８１±０．０８ ０．６６±０．０９ ０．４５±０．０５

ＡＲＢ ０．３７±０．０５ ０．６１±０．０７▲ ０．６２±０．０６ ０．４２±０．０５

　　：犘＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；▲：犘＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较。

　　Ａ：ＡＲＢ组２８ｄ时小冠状动脉胶原沉积（ＰＳＲ×４００）；Ｂ：ＡＲＢ组

２８ｄ时大冠状动脉胶原沉积（ＰＳＲ×２００偏振光）。

图３　　胶原沉积

３　讨　　论

本实验发现：ＡＴ２Ｒ定位于冠状动脉外膜呈放射状分布，

尤以大血管冠周密度较高，冠状动脉内膜也有部分表达。Ａｋ

ｉｓｈｉｔａ等
［３］认为 ＡＴ２Ｒ定位于冠状动脉管周区，成纤维细胞、

平滑肌细胞、内皮细胞表达ＡＴ２Ｒ，与本实验观察较一致。

血管重构一直以来受到学术界广泛的关注，有学者用中

膜／内腔比值来观察［４］。管腔狭窄、中膜平滑肌增生导致的中

膜增厚、血管周围胶原的沉积无一不影响着血管的生物学活

性，而不同口径的冠状动脉发生重构及其产生的生物学效应是

不完全一致的。相关文献报道：大动脉重构主要表现主动脉中

层ＶＳＭＣ增加，而小动脉主要通过持续收缩状态增加微循环

阻力，而其ＶＳＭＣ增殖和细动脉管壁纤维化的器质性病变不

明显［５］。

本实验因客观条件的限制粗略地将冠状动脉按内径大小

以１００μｍ为界值分成两组：大冠状动脉（内径远大于１００μｍ）

和小冠状动脉（内径小于１００μｍ）。为减少可能产生的误差，

在图像分析处理时，尽量采集规则圆形或近圆形分析。对照组

冠状血管周围胶原沉积，ＩＲ术后２８ｄ大冠状动脉血管周围胶

原容积分数对照组高于假手术组，差异具有统计学意义。而冠

状动脉中膜面积与内腔面积的比值虽然与Ｓｈａｍ组无显著性

差异，但大冠状动脉及阻力小动脉 Ｍ／Ｌ高于Ｓｈａｍ组，且阻力

小动脉 Ｍ／Ｌ增加的幅度相对高于主冠状动脉，这些结果提示：

在ＩＲ的冠状动脉重构中，大冠状动脉的血管周围胶原沉积可

能占相对优势，而阻力小血管中膜增厚可能会在此后更长时间

的小冠状动脉重构中会占相对优势。冠状动脉的这种形态结

构的几何改变与小冠状动脉阻力增加，大动脉的弹性、顺应性

下降等生物学行为变化是相关联的。冠状动脉构型的这种改

变最终将传导至心脏血流动力学的改变，以致本实验观察到Ｉ

Ｒ术后３ｄ心功能明显下降，尤以舒张功能受损明显。

在ＡＲＢ组作者观察到胶原在血管周围的沉积受到抑制，

在大冠状动脉管周ＰＣＶＦ与对照组比较明显下降，差异具有

统计学意义，２８ｄ时的ＰＣＶＦ较接近于Ｓｈａｍ组。同时，ＩＨＣ

染色发现ＡＴ２Ｒ在血管周围有一过性的高表达，血管内皮细

胞也有少量表达，在本实验中 ＡＴ２Ｒ在血管重构方面的这种

变化是与文献报道相一致的。不同级别的动脉血管发生重构

的形态学变化不同，其机制也不一致［６７］。血管紧张素转换酶

受体拮抗剂（ＡＲＢ）可通过阻断ＡｎｇⅡ的介导反应，从而抑制血

管内皮细胞的表达，影响血管重构，延缓动脉硬化及心血管病

的进展［８］。ＲＡＳ系统、血管重构之间存在着复杂的网络联系，

ＡｎｇⅡ在其中起关键调控作用
［９］。ＡｎｇⅡ还可能通过结缔组织

生长因子、炎症因子的表达刺激胶原纤维增生以及细胞外基质

沉积、加速血管平滑肌的生长发育，促进血管重构的形成［１０］。

因此作者推测ＩＲ损伤术后冠状动脉血管发生重构：主要

表现为大冠状动脉血管周围的胶原沉积，小冠状动脉 Ｍ／Ｌ增

加。ＡＴ２Ｒ在抑制胶原沉积，改变动脉中膜内腔比值中起重要

作用，缬沙坦可能正是通过心肌ＩＲ损伤后ＡＴ２Ｒ的一过性高

表达来抑制冠状动脉重构而达到保护心功能的目的。
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