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不同剂量的食用白酒对大鼠心脏结构与功能影响的研究
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　　摘　要：目的　观察不同剂量的食用白酒对大鼠心脏结构和功能的影响，并探讨其对心脏损害的机制。方法　将成年雄性

ＳＤ大鼠５４只分成生理盐水组、乙醇组和白酒组，每组各分为低、中和高剂量组。灌胃１２周后，监测大鼠左心室内压，计算左心室

内压变化幅度；测定全心质量指数；快速 Ｍａｓｓｏｎ染色观察心肌细胞纤维化情况；酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测心肌组织血管

紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）含量；荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）法检测心肌组织血管紧张素转换酶（ＡＣＥ）、ＡＣＥ２ｍＲＮＡ表达。结果　白

酒、乙醇增加了全心质量指数、左心室内压变化幅度，剂量依赖性地加重了心肌细胞变性，纤维组织增生，且剂量依赖性地增加了

心肌组织ＡｎｇⅡ含量及ＡＣＥｍＲＮＡ表达。低剂量的白酒、乙醇增加了心肌组织ＡＣＥ２ｍＲＮＡ表达，但其中、高剂量降低了心肌

组织ＡＣＥ２ｍＲＮＡ表达。结论　长期饮酒可破坏心肌内的ＡＣＥ和ＡＣＥ２平衡，使ＡＣＥ和ＡｎｇⅡ升高，ＡＣＥ２降低，导致心肌纤

维化，其纤维化的变化程度与饮酒量以及时间长短有关。
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　　饮酒对心脏的损害已成为威胁人类健康的世界性问

题［１２］，但其机制至今尚未完全清楚。乙醇可激活体内肾素血

管紧张素（ｒｅｎｎｉｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，ＲＡＳ），使血管紧张素Ⅱ

（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）生成增多，ＡｎｇⅡ与组织细胞的炎症、

纤维化有关［３］，且慢性饮酒可通过激活ＲＡＳ而影响心功能
［４］。

故认为ＡｎｇⅡ在促进心肌细胞肥大、增殖，以及心肌成纤维细

胞激活进而在心肌重塑的形成中起关键作用。据报道，血管紧

张素转换酶（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，ＡＣＥ）是惟一调节

ＡｎｇⅡ的关键酶，然而，随着 ＡＣＥ同源物 ＡＣＥ２的发现，该观

点受到挑战。ＡＣＥ２的主要作用是高效催化 ＡｎｇⅡ转化为

Ａｎｇ（１７），而Ａｎｇ（１７）具有拮抗 ＡｎｇⅡ的效应，是重要的心

血管功能调节剂，具有舒张血管，改善心功能等作用。因此认

为ＡＣＥ２在 ＲＡＳ各成员间的平衡中发挥着中枢性的调节作

用，本研究观察食用白酒对心肌组织ＡＣＥ、ＡＣＥ２ｍＲＮＡ表达

的影响，为人们科学而健康饮酒提供实验理论依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂　市售５２°贵州某品牌白酒，Ｔｒｉｚｏｌ、逆转录试

剂盒、ＳＹＢＲ?ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ
Ⅱ、βａｃｔｉｎ、ＡＣＥ、ＡＣＥ２引物购

自大连宝生物工程有限公司，大鼠 ＡｎｇⅡ ＥＬＩＳＡ检测试剂盒

购自美国ＲＤ公司，快速 Ｍａｓｓｏｎ染色试剂盒购自南京建成科

技有限公司。

１．２　主要仪器　ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＭａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒＧｒａｄｉｅｎｔ（德国，Ｅｐ

ｐｅｎｄｏｒｆ），ｉＣｙｃｌｅｒｉＱｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪（美国，ＢＩＯＲＡＤ），ＢＬ

４２０Ｓ生物实验系统（成都泰盟科技有限公司）。

１．３　实验动物及分组　５４只清洁级雄性成年ＳＤ大鼠，体质

量２００～２２０ｇ，购于第三军医大学大坪医院野战外科研究所实

验动物中心［（合格证书号：ＳＣＸＫ（渝）２００７０００５）］。大鼠适应

性喂养１周，用简单随机抽样方法分成生理盐水组、５２°食用

乙醇组和５２°白酒组，每组各分为低、中、高剂量组，每组６只。

按低剂量（０．２５ｍＬ·１００ｇ
－１·ｄ－１）、中剂量（０．５ｍＬ·１００

ｇ
－１·ｄ－１）、高剂量（１ｍＬ·１００ｇ

－１·ｄ－１），每日分两次（早８：

００和晚８：００）给予大鼠灌胃，连续灌胃１２周。每周称质量１

次，根据大鼠体重调整下１周的灌胃量。灌胃期间各组大鼠自

由进水、正常饮食。
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１．４　实验方法

１．４．１　大鼠左心室内压的测定　各组大鼠在灌胃１２周后禁

食１２ｈ，腹腔注射２５％氨基甲酸乙酯溶液麻醉，行左心室插

管，描记一段左心室压力曲线，计算左心室内压变化幅度（曲线

最高值－曲线最低值）。

１．４．２　大鼠全心质量指数　待上述测定结束后，迅速打开胸

腔，取出完整心脏，迅速用４℃生理盐水冲洗，滤纸吸干水分，

减去大血管，去掉脂肪及结缔组织，称质量，根据心脏质量与体

质量的比值计算获得每只大鼠的全心质量指数（ＨＷ／ＢＷ）值。

１．４．３　标本留取和快速 Ｍａｓｓｏｎ染色　采用上述称质量的心

脏标本，从心底部至心尖部依次分４份环形剪下心肌。取相应

３份分装放冻存管中后置于－８０℃低温冰箱保存备用。剩余

１份组织样品置于１０％的中性福尔马林溶液固定２４ｈ，脱水，

二甲苯透明，浸蜡，石蜡包埋，切片，并按试剂盒说明书进行快

速 Ｍａｓｓｏｎ染色。

１．４．４　ＥＬＩＳＡ检测心肌组织 ＡｎｇⅡ浓度　从－８０℃低温冰

箱取出冻存的１份心肌组织样品移入１．５ｍＬＥＰ管中，用冰

浴生理盐水冲洗，经剪碎后加入１ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ醋酸中，采用

匀浆器制成匀浆，９５℃水浴１０ｍｉｎ，冷却后４℃、１５０００ｒ／ｍｉｎ

离心２０ｍｉｎ，吸取上清液，按ＥＬＩＳＡ检测试剂盒说明书进行

操作。

１．４．５　荧光定量ＰＣＲ检测心肌组织 ＡＣＥ、ＡＣＥ２ｍＲＮＡ表

达　根据 Ｇｅｎｅｂａｎｋ数据库获取的待检基因序列为模版设计

引物（如表１所示），并交大连宝生物（ＴａＫａＲａ）公司合成。大

鼠心脏总ＲＮＡ按Ｔｒｉｚｏｌ一步法抽取，比色法测定总ＲＮＡ的

浓度和纯度。采用ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＭａｓｔｅｒＣｙｃｌｅｒＧｒａｄｉｅｎｔＰＣＲ仪

逆转录后，通过ｉＣｙｃｌｅｒｉＱｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪进行扩增。ＰＣＲ反

应条件：９５℃３ｍｉｎ，循环１次；９５℃１０ｓ，６０℃４５ｓ，循环４０

次。以Ｃｔ值为统计参数依次计算下列数据：（１）平均Ｃｔ＝（Ｃｔ１

＋Ｃｔ２）／２（重复管）；（２）ｄＣｔ＝平均Ｃｔ－中间值；（３）基因的表达

以２△
（ｄＣ
ｔ
）表示；（４）以目的基因的表达／βａｃｔｉｎ基因的表达比

值对ＡＣＥ、ＡＣＥ２ｍＲＮＡ表达进行相对定量。

表１　　ＡＣＥ、ＡＣＥ２和βａｃｔｉｎ的基因引物参数

基因名称 引物序列 扩增片段

ＡＣＥ 上游引物５′ＡＧＣＣＴＣＡＧＴＧＧＡＣＴＴＣＴＡ３′

下游引物５′ＣＣＣＡＴＴＴＣＧＴＧＧＴＧＧＧＣＴＡ３′ ９９ｂｐ

ＡＣＥ２ 上游引物５′ＡＡＴＣＧＴＡＧＧＣＴＣＴＧＧＧＣＴＴＧＧ３′

下游引５′ＴＴＣＧＡＴＣＡＡＣＴＧＧＴＴＴＣＧＧＴＴＧＴＡ３′ １９８ｂｐ

βａｃｔｉｎ 上游引物５′ＧＧＡＧＡＴＴＡＣＴＧＣＣＣＴＧＧＣＴＣＣＴＡ３′

上游引物５′ＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧ３′ １５０ｂｐ

１．５　统计学处理　利用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计分析。

数值变量资料经正态性和方差齐性检验后，满足条件者行犉

检验，有差异者进一步做两两比较的狇检验（ＳＮＫ检验），数据

采用狓±狊表示，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　大鼠全心质量指数　灌胃１２周后，低剂量白酒组的

ＨＷ／ＢＷ指数２．３２９６±０．２４３９和低剂量乙醇组２．４３８１±

０．１８０３与低剂量生理盐水组２．３６８３±０．０９０１相比较，差异

无统计学意义（犘＞０．０５）。而中、高剂量白酒组（２．６６０５±

０．２０１６、２．６３９６±０．２４３９）和中、高剂量乙醇组（２．６７２４±

０．１８１８、２．６２４２±０．１５３２）均高于中、高剂量生理盐水组

（２．３９２６±０．０８６８、２．３６３９±０．０８５７）。但各剂量白酒组与

乙醇组的 ＨＷ／ＢＷ指数之间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

　　Ａ：生理盐水组；Ｂ：低剂量乙醇组；Ｃ：低剂量白酒组；Ｄ：中剂量乙醇组；Ｅ：中剂量白酒组；Ｆ：高剂量乙醇组；Ｇ：高剂量白酒组。

图１　　各组大鼠心肌组织 Ｍａｓｓｏｎ染色结果（×４０）

２．２　大鼠左心室内压幅度变化　灌胃１２周后，低、中、高剂量

白酒组的左心室内压幅度分别为（１１２．２９６７±２１．０５７１）、

（１０３．０１６０±１８．１７９４）、（１０７．１２００±２０．３０７２）ｍｍ Ｈｇ和

低、中、高剂量乙醇组的（１０５．２４２３±２６．３００６）、（１２３．８０１６±

２０．０２２２）、（１０８．７２１４±９．６９０１）ｍｍＨｇ均比低、中、高剂量

生理盐水组（９３．０２１７±１０．０９５０）、（９２．３７００±１１．１４８０）、

（８５．５３００±１５．３３３３）ｍｍＨｇ有所增加（犘＜０．０５）。但各剂

量白酒组的左心室内压幅度与乙醇组之间无显著差异（犘＞

０．０５）。

２．３　大鼠心脏组织 Ｍａｓｓｏｎ染色　生理盐水组：心肌细胞胞

浆红染，细胞排列紧密、规则，细胞界限清楚，间质纤维呈蓝色，

分布均匀、纤细，见图１Ａ。白酒组、乙醇组中低剂量组细胞排

列尚规则，少量纤维组织增生，见图１Ｂ、１Ｃ；中剂量组局部心肌

细胞萎缩，纤维组织增生较明显，见图１Ｄ、１Ｅ；高剂量组心肌纤

维排列紊乱，存在空泡变性，间质纤维明显增生，见图１Ｆ、１Ｇ。

在各剂量组中，以乙醇组的心肌结构变化明显。

２．４　大鼠心肌组织ＡｎｇⅡ的含量　低、中、高剂量白酒组的心

肌组织ＡｎｇⅡ含量均高于生理盐水组（犘＜０．０５），且随剂量的
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增加而增加。中、高剂量白酒组的心肌组织ＡｎｇⅡ含量高于低

剂量组（犘＜０．０５），但中剂量组与高剂量组比较，ＡｎｇⅡ含量无

明显差异。各剂量乙醇组的心肌组织 ＡｎｇⅡ含量改变与白酒

组相似。

２．５　大鼠心肌组织ＡＣＥｍＲＮＡ表达　低、中、高剂量白酒组

的心肌组织 ＡＣＥ ｍＲＮＡ 表达分别高于生理盐水组（犘＜

０．０１）。中、高剂量白酒组的心肌组织 ＡＣＥｍＲＮＡ表达高于

低剂量组（犘＜０．０５），且高剂量组的 ＡＣＥｍＲＮＡ表达高于中

剂量组（犘＜０．０５）。各剂量乙醇组的心肌组织ＡＣＥｍＲＮＡ表

达出现与白酒组相似的改变。

２．６　大鼠心肌组织 ＡＣＥ２ｍＲＮＡ表达　低剂量白酒组的心

肌组织ＡＣＥ２ｍＲＮＡ表达高于生理盐水组（犘＜０．０１），中、高

剂量组的心肌组织 ＡＣＥ２ｍＲＮＡ表达均低于生理盐水组、白

酒低剂量组（犘＜０．０５），而中、高剂量组的心肌组织之间ＡＣＥ２

ｍＲＮＡ表达无明显差异（犘＞０．０５）。乙醇组出现与白酒组相

似的变化。

３　讨　　论

白酒的主要成分是乙醇和水，约占总量的９８％左右，它们

构成了白酒的主干，其余是非乙醇成分，那白酒对心脏的作用

是否与单纯乙醇不同？对此，本研究探索了白酒与乙醇对心脏

可能的影响。有实验表明，给予长期大剂量饮酒后的大鼠行超

声心动图检测，心脏主要表现为左室离心性肥大、舒张功能下

降，但其收缩功能尚未下降，而酒精性心脏损害与心肌细胞凋

亡和纤维化有关［５］。本研究发现白酒及乙醇剂量依赖性地加

重心肌细胞变性及纤维组织增生，提示心肌损伤的严重程度主

要与服用乙醇的剂量和持续时间相关。有趣的是各剂量乙醇

组的心肌细胞损伤程度重于相应的白酒组，推测白酒中所含的

其他成分可能对心肌有一定保护作用，但具体成分需要进一步

研究。

有研究显示：乙醇可激活体内 ＲＡＳ，使 ＡｎｇⅡ生成增多，

而ＡｎｇⅡ与组织细胞的炎症、纤维化有关
［３］。Ｃｈｅｎｇ等

［４］研究

也认为，慢性饮酒可通过激活ＲＡＳ系统而影响心功能。在心

脏内，ＡｎｇⅡ既可以由循环 ＲＡＳ产生，也可以由局部 ＲＡＳ产

生。与循环ＡｎｇⅡ比较，心肌局部的ＡｎｇⅡ含量对于心肌肥厚

更重要。ＡＴ１拮抗剂氯沙坦在预防和逆转心肌肥厚的同时，

循环ＡｎｇⅡ水平明显增高而心肌组织内ＡｎｇⅡ水平却降低
［６］。

本研究观察了 ＨＷ／ＢＷ 和左心室内压变化幅度，旨在间接反

映心肌肥厚和心功能变化，发现白酒和乙醇增加了 ＨＷ／ＢＷ、

左心室内压变化幅度，且剂量依赖性地增加了大鼠心肌组织

ＡｎｇⅡ含量，提示心肌肥厚、心肌顺应性下降与心肌组织内

ＡｎｇⅡ含量增加有关。

ＡＣＥ和ＡＣＥ２是ＡｎｇⅡ合成主要的限速酶，是ＲＡＳ的枢

纽。ＡＣＥ主要生理活性是将ＡｎｇＩ转换为ＡｎｇⅡ，而ＡＣＥ２主

要是降解ＡｎｇⅡ生成Ａｎｇ（１７）
［７］，二者具有相互拮抗的作用，

相互作用维持 ＲＡＳ平衡，共同调节心脏结构功能。据报

道［８９］，过表达的ＡＣＥ２明显改善 ＡｎｇⅡ介导的心肌细胞肥大

及心肌纤维化程度，心脏收缩、舒张功能也得到明显改善，但高

血压情况无明显改善。Ｂｕｒｒｅｌｌ等
［１０］研究认为，在心衰和心肌

梗死大鼠的心脏中ＡＣＥ２表达升高是对局部组织ＲＡＳ激活的

一种代偿性补偿，占主导作用的还是 ＡＣＥ。于继红等
［１１］观察

到在给 Ｗｉｓｔａｒ大鼠乙醇灌胃４周末时，肝组织 ＡｎｇⅡ水平即

表现为升高，８周末时进一步升高，１２周末达到高峰，并且明显

高于血浆ＡｎｇⅡ水平。本实验发现低剂量的白酒、乙醇增加了

心肌组织ＡＣＥ２ｍＲＮＡ表达，但其中、高剂量降低了心肌组织

ＡＣＥ２ｍＲＮＡ表达，这可能在乙醇早期刺激而光镜下心肌未

出现明显间质纤维化表现时，就激活心肌组织中ＲＡＳ，参与纤

维化的过程。心肌组织内增加的ＡＣＥ进一步促进ＡｎｇⅡ的生

成，从而发挥致纤维化作用，作为代偿机制，心肌组织内 ＡＣＥ２

表达增加发挥对心肌的保护作用，但随时间延长和灌酒量的增

加，心肌发生间质损伤后ＡＣＥ２表达下调，但ＡＣＥ表达仍呈增

加趋势，二者表达的失衡加剧使病情进展，间质纤维化进行性

发展。

总之，本研究发现长期饮酒可破坏心肌内的 ＡＣＥ 和

ＡＣＥ２平衡，使ＡＣＥ和ＡｎｇⅡ的升高，ＡＣＥ２降低，导致心肌纤

维化，其纤维化的变化程度与饮酒量以及时间长短有关。
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