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小鼠垂体中叶素对异丙肾上腺素诱导的小鼠心脏肥大的保护作用研究
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　　［摘要］　目的　利用异丙肾上腺素（ＩＳＯ）诱导的小鼠心脏肥大模型研究小鼠垂体中叶素（ＩＭＤ）拮抗心脏肥大的药理学作用

和机制。方法　建立小剂量ＩＳＯ皮下注射诱导心脏肥大的小鼠模型，研究ＩＭＤ给药后的小鼠血流动力学指标和心质量／体质量

比，然后利用心脏组织切片评价心肌细胞横截面积、凋亡和纤维化。采用荧光实时定量ＰＣＲ法检测心脏组织的心钠素（ＡＮＰ）、脑

钠肽（ＢＮＰ）、内源性ＩＭＤ及其受体系统的ｍＲＮＡ表达水平。结果　与ＩＳＯ诱导的小鼠心脏肥大模型组相比较，腹腔注射ＩＭＤ

治疗明显降低ＩＳＯ处理所增加的心质量／体质量比和心肌细胞横截面积、心脏肥大标志物ＡＮＰ及ＢＮＰ的ｍＲＮＡ水平，以及心肌

细胞凋亡率和心肌组织纤维化率。同时，改善心脏功能，左室压力、等容收缩期左心室内压力上升的最大和下降的最小速率、每搏

排血量、心输出量和射血分数明显增加，而左心室舒张末期压力显著降低。此外，ＩＳＯ处理明显诱导心脏组织内源性ＩＭＤ及其受

体的表达。结论　ＩＳＯ诱导心脏组织内源性ＩＭＤ及其受体的表达，外源性给与ＩＭＤ治疗可能通过ＩＳＯ活化的ＩＭＤ受体系统实

现其拮抗心脏肥大的药理学保护作用。
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　　心脏肥大是心脏对各种病理性肥大刺激的代偿反应，许多

心血管疾病如高血压、瓣膜病、心肌梗死和先天性心脏病等都

伴有心脏肥大，因此心脏肥大是心脏病发病和死亡的重要危险

因素［１２］。心脏肥大发生机制极其复杂［１３］，其中，心肌组织局

部旁／自分泌网络的失衡和内源性细胞因子活化是其主要特

征，这些活化的心血管活性因子对维持心肌功能具有重要的作

用，对肥大刺激具有防御作用［４５］。目前，研究和开发这些自分

泌／旁分泌因子的药理激动剂或拮抗剂是当前心脏肥大疾病防

治的重要手段和方向［４６］。

垂体中叶素（ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｎ，ＩＭＤ）是降钙素基因相关肽（ｃａｌ

ｃｉｔｏｎｉｎｇｅｎｅｒｅｌａｔｅｄｐｅｐｔｉｄｅ，ＣＧＲＰ）家族新成员，广泛分布于心

血管系统，是外周循环重要的生理调节因子，可舒张体、肺循环

血管，增强心肌收缩力，增加肾血流和钠盐排出［７８］。多种心血

管疾病状态下，内源性ＩＭＤ及其受体水平明显增加，以旁／自

分泌形式保护器官损伤［７］。ＣＧＲＰ家族成员ＣＧＰＲ和肾上腺

髓质素（ａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｌｉｎ，ＡＤＭ）具有明显拮抗心脏肥大的药理

学效应［７９］。ＩＭＤ的生物学效应和 ＡＤＭ 相似，并与ＣＧＲＰ和

ＡＤＭ共用相同的受体系统，即由降钙素受体样受体（ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ

ｒｅｃｅｐｔｏｒｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＲＬＲ）与受体活化修饰蛋白（ｒｅｃｅｐｔｏｒ

ａｃｔｉｖｉｔｙｍｏｄｉｆｙｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＲＡＭＰｓ）共同构成的受体复合

体［９］。已有报道表明，ＩＭＤ可保护心肌细胞拮抗氧化应激
［７］

和促肥大因子血管紧张素Ⅱ的刺激
［８］，提示作为一个内源性反

４２ 重庆医学２０１７年１月第４６卷第１期
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应调节肽，ＩＭＤ具有很强的心血管系统保护作用
［７９］。但目前

尚不清楚ＩＭＤ能否拮抗交感神经递质活化肾上腺素受体所诱

导的心脏肥大疾病［７８］。

本研究拟利用小剂量盐酸异丙肾上腺素（ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ，

ＩＳＯ）持续给药建立心脏肥大模型，研究心肌组织的内源性

ＩＭＤ及其受体系统在肥大过程中的变化，给予外源性ＩＭＤ保

护心脏肥大的药理学作用及机制，为临床心脏肥大疾病的防治

提供新的理论依据和治疗策略。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　雄性Ｃ５７小鼠２７只，８周龄，体质量１８～

２２ｇ，购自四川大学实验动物中心，置于符合标准温度、空气和

照明等条件的清洁级动物房进行饲养。

１．１．２　主要试剂　小鼠ＩＭＤ肽段（ＩＭＤ８４７）的结构如下：

　　其中，Ｎ末端的第３和第８位半胱氨酸残基之间由二硫键

连接，Ｃ末端为酰胺化的酪氨酸。实验用ＩＭＤ８４７由上海闪

晶生物技术公司采用Ｆｍｏｃ／ＰｙＢＯＰ固相合成方法，使用同时

性多重固相肽合成仪（ＰＳＳＭ８型多肽合成仪，岛津，日本东

京）合成。

ＤＭＥＭ细胞培养基（ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，

ＤＭＥＭ）购自Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清购自Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；ＩＳＯ、胰

蛋白酶购自Ｓｉｇｍａ公司；总ＲＮＡ抽提试剂ＴＲＩＺＯＬ购自Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司；ＭＭＬＶ 逆 转 录 酶 （ＭＭＬＶ ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔａｓｅ）购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；实时荧光定量ＰＣＲ（Ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ）试剂盒购自Ｔａｋａｒａ公司。兔抗小鼠ＩＭＤ抗血清购自北

京爱迪博生物科技有限公司；辣根过氧化物标记二抗（山羊抗

兔）购自北京中杉公司；末端脱氧核苷酸转移酶介导的ｄＵＴＰ

缺口末端标记凋亡测定［ｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

（ＴｄＴ）ｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ］试剂盒购

自罗氏公司；其他试剂均为国产分析纯级。

１．２　方法

１．２．１　ＩＳＯ诱导的心脏肥大小鼠模型的建立及药物处理　雄

性Ｃ５７小鼠分为３组，每组９只：对照组、ＩＳＯ造模组（ＩＳＯ组）

及ＩＭＤ治疗组（ＩＭＤＩＳＯ组，腹腔注射ＩＭＤ治疗的ＩＳＯ模型

小鼠）。小鼠正常进食，ＩＳＯ组每天背部皮下注射５ｍｇ／ｋｇＩＳＯ

１次，连续７ｄ；ＩＭＤＩＳＯ组在每次背部皮下注射５ｍｇ／ｋｇＩＳＯ

前２ｈ及给予ＩＳＯ 后２、４、８ｈ分别腹腔注射２００ｎｍｏｌ／ｋｇ

ＩＭＤ，连续７ｄ；对照组背部皮下注射等容积的生理盐水，连续

７ｄ。正常饲养１周，每天记录小鼠体质量。

１．２．２　ＰＶＬＯＯＰ检测心脏功能　小鼠腹腔注射戊巴比妥钠

（４５ｍｇ／ｋｇ）进行麻醉，固定于３７℃恒温电热板上；行气管插

管，连接小动物呼吸机（Ｈａｒｖａｒｄ），保持呼吸频率１２０次／分钟，

通气体积每次０．５ｍＬ；于２～３肋间剪开肋间肌肉，暴露心尖，

左心室插入压力容积感受器探头（加拿大Ｓｃｉｓｅｎｓｅ．公司），以

ｉＷｏｒｘ型生理多导仪（美国ｉＷｏｒｘ／ＣＢＳｃｉｅｎｃｅｓ．公司）记录左

心室压力（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＬＶＰ）容积曲线及相关参数，

包括小鼠ＬＶＰ、左心室容积（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅｖｏｌｕｍｅ，ＬＶＶ）、左心

室收缩（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅｅｎｄｓｙｓｔｏｌｉｃｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＬＶＥＳＰ）和舒张末

期压力（Ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅｅｎｄｄｉａｓｔｏｌｉｃｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＬＶＥＤＰ）、等容收

缩期左心室内压力上升的最大／最小速率（ｍａｘｉｍａｌａｎｄｍｉｎｉ

ｍａｌｖａｌｕｅｏｆｔｈｅｆｉｒｓｔｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｏｆＬＶｐｒｅｓｓｕｒｅ，ｄＰ／ｄｔｍａｘａｎｄ

ｄｐ／ｄｔｍｉｎ）、左心室收缩（ｅｎｄｓｙｓｔｏｌｉｃｖｏｌｕｍｅ，ＥＳＶ）和舒张末期

容积（ｅｎｄｄｉａｓｔｏｌｉｃｖｏｌｕｍｅ，ＥＤＶ）、每搏排血量 （ｓｔｒｏｋｅｖｏｌ

ｕｍｅ，ＳＶ）、心输出量（ｃａｒｄｉａｃｏｕｔｐｕｔ，ＣＯ）、射血分数（ｅｊｅｃｔｉｏｎ

ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＥＦ）、每搏功（ｓｔｒｏｋｅｗｏｒｋ，ＳＷ）、动脉弹回性（ａｒｔｅｒｉａｌ

ｅｌａｓｔｉｃｉｔｙ，ＡＥ）和心率（ｈｅａｒｔｒａｔｅ，ＨＲ）。心功能测定完成后，

肝素抗凝，小鼠腹腔下腔静脉取血，离心后分离血浆置－８０℃

低温冰箱待测，心脏取出后分为３个部分，心尖部分提取 ｍＲ

ＮＡ，中间部分置于Ｃａｒｎｏｙ′ｓ液固定约６～８ｈ，进一步进行组

织学检查。

１．２．３　心脏组织苏木素伊红（ＨＥ）染色及心肌细胞横截面积

的测量　心脏组织经固定、脱水和石蜡包埋，切成４μｍｏｌ／Ｌ的

切片，脱蜡后进行 ＨＥ染色。每个心脏切片拍摄３～５张高倍

镜照片，选取核圆位于中央的心肌纤维横截面约３０个，测量面

积，计算平均值。每个处理组检测９例。

１．２．４　心脏组织细胞凋亡染色（ＴＵＮＥＬ染色法）　取４

μｍｏｌ／Ｌ心肌组织石蜡切片脱蜡至水，３％ Ｈ２Ｏ２ 阻断内源性过

氧化物酶，蛋白酶 Ｋ孵育后按照试剂说明书进行ＴＵＮＥＬ染

色，４，６联脒２苯基吲哚二盐酸盐 （４′，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎ

ｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）负染细胞核，呈蓝色。荧光显微镜下照相，染为红

色的细胞核即指示凋亡的心肌细胞。选取至少５个非重叠的

４００倍高倍镜视野，计数凋亡心肌细胞数量和视野里的心肌细

胞总数，心肌细胞凋亡率＝凋亡心肌细胞数量／心肌细胞总

数×１００％。

１．２．５　心脏组织纤维化染色（Ｍａｓｓｏｎ染色）　取４μｍｏｌ／Ｌ心

脏组织石蜡切片脱蜡至水，按照 Ｍａｓｓｏｎ染色试剂盒说明书，

用丽春红酸性品红染液染色，磷钼酸水溶液分化，苯胺蓝染色

后再用磷钼酸水溶液分化，最后二甲苯透明、封片。取不同处

理组心脏的同一部位进行普通光镜镜检，４００倍高倍镜下照

相，利用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０图像分析软件计算染成蓝色的胶

原纤维面积占整个心肌组织面积的百分率。

１．２．６　心脏组织ＩＭＤ的免疫组织化学染色　取４μｍｏｌ／Ｌ心

脏组织石蜡切片脱蜡至水，３％Ｈ２Ｏ２ 封闭内源性过氧化物酶，

正常兔血清封闭，然后与ＩＭＤ抗血清共孵育。二抗处理后进

行二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色。棕黄色为ＩＭＤ免疫化学阳性染

色。光镜下选取至少５个非重叠的４００倍高倍镜视野照相。

利用ＩｍａｇｅＪ图像分析软件检测心肌组织ＩＭＤ阳性染色的灰

度值。

１．２．７　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测心脏心钠素（ａｔｒｉａｌｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃｐｅｐ

ｔｉｄｅ，ＡＮＰ）、脑钠肽（ｂｒａｉｎｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅ，ＢＮＰ）、内源性

ＩＭＤ及其受体的ｍＲＮＡ表达　ＴＲＩＺＯＬ试剂盒提取心脏组织

的总ＲＮＡ，用逆转录酶和通用引物ｏｌｉｇｏ（ｄＴ），以 ＲＮＡ 为模

板反转录合成ｃＤＮＡ 的第１链。再以ｃＤＮＡ 为模板，参照试

剂盒说明书利用不同目的基因的引物（表１）进行 Ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ实验。ＰＣＲ反应条件为：９５℃３０ｓ，９５℃５ｓ，６０℃３０

ｓ，７２℃６０ｓ，共４０个循环。采集荧光信号，制作融解曲线。

目的基因的相对表达率（ＲＱ）采用△△Ｃｔ计算方法，即ＲＱ＝

２－△△Ｃｔ。

１．３　统计学处理　采用Ｐｒｉｍｅｒ５统计软件进行统计分析。

计量资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，多组间资料采用

ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ方差分析和组间狇检验进行统计学分析，检

验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＩＭＤ处理对小鼠大体状况的影响　ＩＳＯ组与对照组相比

较，活动减少，毛发凌乱无光泽，心质量／体质量显著增加（犘＜
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表１　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ扩增所用的引物序列

目的基因 上游引物序列（５′３′） 下游引物序列（５′３′） 扩增片段大小（ｂｐ）

ＡＮＰ ＧＡＡＡＡＧＧＣＡＧＴＣＧＡＴＴＣＴＧＣ ＣＡＧＡＧＴＧＧＧＡＧＡＧＧＣＡＡＧＡＣ １９３

ＢＮＰ ＣＣＴＡＡＧＣＣＣＴＴＧＴＧＧＴＧＴＧＴ ＣＡＧＡＧＴＧＧＧＡＧＡＧＧＣＡＡＧＡＣ １５３

ＩＭＤ ＣＡＣＧＡＣＣＴＧＡＣＣＣＡＣＡＡＧ ＡＴＧＧＣＴＡＴＧＣＴＧＧＡＡＴＧＡ １６９

ＣＲＬＲ ＡＴＧＧＣＴＡＴＧＣＴＧＧＡＡＴＧＡ ＴＣＡＧＧＧＣＴＧＴＣＴＴＣＡＣＴＴ １９１

ＲＡＭＰ１ ＴＧＧＡＧＡＣＴＡＴＴＧＧＧＡＡＧＡＣＧ ＣＴＧＧＧＡＴＡＣＣＴＡＣＡＣＧＡＴＧＣ １１５

ＲＡＭＰ２ ＣＣＴＣＧＣＣＡＴＣＴＣＡＣＣＣＡＡ ＧＧＡＡＧＣＣＣＡＧＣＣＣＡＡＡＣＴ １９５

ＲＡＭＰ３ ＣＡＡＣＧＡＧＡＣＡＧＧＧＡＴＧＣＴ ＣＡＡＣＧＡＧＡＣＡＧＧＧＡＴＧＣＴ ２４８

ＧＡＰＤＨ ＴＧＣＣＡＣＴＣＡＧＡＡＧＡＣＴＧＴＧＧ ＧＴＣＣＴＣＡＧＴＧＴＡＧＣＣＡＧＧＡ ２３３

０．０１）；ＩＭＤＩＳＯ组与ＩＳＯ组相比较，小鼠的活动明显增加，毛

发有光泽，心质量／体质量显著降低（犘＜０．０１），见图１。ＩＳＯ

组与对照组比较，心脏肥大标志物 ＡＮＰ和ＢＮＰ的 ｍＲＮＡ水

平也显著增加（犘＜０．０１）。ＩＭＤＩＳＯ组与ＩＳＯ组比较，ＡＮＰ

和ＢＮＰ的ｍＲＮＡ水平也显著降低（犘＜０．０５），见图２。

图１　　对照组、ＩＳＯ组和ＩＭＤＩＳＯ组小鼠心

质量／体质量比值

图２　　小鼠心脏组织ＡＮＰ和ＢＮＰ基因的ｍＲＮＡ

表达与ＧＡＰＤＨ基因ｍＲＮＡ表达的比值柱状图

２．２　ＩＭＤ处理对小鼠心肌细胞横截面的影响　心脏组织经

固定后切片，ＨＥ染色后测量心肌纤维横截面积。与对照组小

鼠心脏相比较，ＩＳＯ组小鼠的心脏横截面积显著增加９３．０％

（犘＜０．０１）。与ＩＳＯ组相比较，ＩＭＤＩＳＯ组小鼠的心脏横截面

积显著减小２３．０％（犘＜０．０１），见图３。

２．３　ＩＭＤ处理对小鼠心肌细胞凋亡的影响　心脏组织切片

经ＴＵＮＥＬ染色，评价心肌细胞凋亡的情况。与对照组小鼠相

比较，ＩＳＯ组小鼠心脏的凋亡指数显著增加９．４倍（犘＜０．０１）。

ＩＭＤＩＳＯ组小鼠的心肌细胞凋亡指数比ＩＳＯ 组显著减少

４０．０％（犘＜０．０５），见图４。

２．４　ＩＭＤ处理对小鼠心脏组织纤维化的影响　心脏组织切

片经 Ｍａｓｓｏｎ染色评价纤维化情况，纤维组织呈蓝色染色。

ＩＳＯ组小鼠心脏的纤维化与对照组比较明显增加，纤维化率增

加１３．１倍（犘＜０．０１）。ＩＭＤＩＳＯ组小鼠的心脏纤维化程度明

显低于ＩＳＯ组，显著减少４４．６％（犘＜０．０５），见图５。

　　Ａ：心脏冠状面切片 ＨＥ染色的代表性图片（×４００），红色为胞质，

蓝色为胞核；Ｂ：ＩｍａｇｅＪ软件评价心肌细胞横截面的柱状图。

图３　　小鼠心脏组织 ＨＥ染色

２．５　ＩＭＤ处理对小鼠心脏功能的影响　用ＰＶＬＯＯＰ评价心

脏的功能，观察到与对照组相比较，ＩＳＯ组小鼠的心脏功能出

现明显的障碍，ＬＶＰ、ｄＰ／ｄｔｍａｘ、ｄｐ／ｄｔｍｉｎ、ＳＶ、ＣＯ和ＥＦ值明

显降低，而ＬＶＥＤＰ显著增加（表２）。与ＩＳＯ组相比较，腹腔注

射ＩＭＤ干预后，ＩＭＤＩＳＯ组小鼠的心脏功能明显改善，ＬＶＰ、

ｄＰ／ｄｔｍａｘ、ｄｐ／ｄｔｍｉｎ、ＳＶ、ＣＯ和ＥＦ明显增加，而ＬＶＥＤＰ显著

降低，见表２。

２．６　ＩＳＯ处理诱导心脏组织内源性ＩＭＤ及其受体的表达上

调　与对照组小鼠相比较，ＩＳＯ组小鼠心脏组织的ＩＭＤ及
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ＲＡＭＰ３ｍＲＮＡ水平分别显著上调２８．０倍和１１．４倍（犘＜

０．０１）；ＣＲＬＲ和 ＲＡＭＰ１ｍＲＮＡ表达水平分别上调４６．６％和

１３１．６％（犘＜０．０５）；而ＲＡＭＰ２ｍＲＮＡ表达差异无统计学意

义（犘＞０．０５），见图６。

　　Ａ：心脏冠状面切片ＴＵＮＥＬ染色的代表性图片（×４００），红色为

ＴＵＮＥＬ阳性凋亡胞核，蓝色为胞核；Ｂ：心肌细胞凋亡率柱状图。

图４　　心脏组织心肌细胞凋亡检测

２．７　ＩＳＯ处理诱导心脏组织内源性ＩＭＤ的蛋白表达上调　

用ＩＭＤ抗血清检测ＩＭＤ蛋白在心脏组织的蛋白表达，观察到

ＩＳＯ组小鼠心脏的内源性ＩＭＤ表达明显强于对照组 （犘＜

０．０１），见图７。

　　Ａ：心脏冠状面切片 Ｍａｓｓｏｎ染色的代表性图片（×４００），蓝色为纤

维化组织，红色为细胞质，黑色为细胞核；Ｂ：ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ６．０图像分

析软件计算胶原纤维面积占整个心肌组织面积的百分率柱状图。

图５　　小鼠心脏组织的纤维化

表２　　ＩＳＯ造模后１周用ＰＶＬＯＯＰ检测Ｃ５７小鼠心功能指标 （狓±狊）

指标 对照组 ＩＳＯ组 ＩＭＤＩＳＯ组

ＬＶＰ（ｍｍＨｇ） ８９．５６±４．０５ ６２．７４±８．９６ｂ ８０．４３±７．９２ａｄ

ＬＶＥＳＰ（ｍｍＨｇ） ７１．０８±４．００ ６１．６１±５．８６ｂ ７３．３７±４．２８ｄ

ＬＶＥＤＰ（ｍｍＨｇ） ３．２４±２．１６ １１．０７±４．８７ｂ ５．８６±１．５８ｄ

ｄＰ／ｄｔｍａｘ（ｍｍＨｇ／ｓ） ５０６６．５９±２０８．１５ ４４８０．１６±１７３．７８ｂ ５１８１．６１±２８７．６９ｄ

ｄｐ／ｄｔｍｉｎ（ｍｍＨｇ／ｓ） ４２４１．５５±２８８．４７ ３５７７．３４±３０３．２８ｂ －４０５５．５６±５８．４６ｄ

ＥＳＶ（μＬ） ２９．０５±２．２２ ４０．１７±２．５８ｂ ３９．８３±８．０３ｂ

ＥＤＶ（μＬ） ３８．６８±１．７１ ４５．７４±２．４０ａ ４６．７９±８．１１ｂ

ＳＶ（μＬ） ９．０２±１．９０ ５．１８±１．９１ｂ ６．８６±０．２９ｂｃ

ＣＯ（μＬ／ｍｉｎ） ３５７５．５７±２５７．１１ ２１５１．９８±６００．５８ｂ ２７２８．４９±３８８．２０ｂｄ

ＥＦ（％） ２３．２５±４．０６ １１．４４±３．９０ｂ １６．０９±３．４０ｂｄ

ＳＷ（ｍｍＨｇ／μＬ） ６０５．９９±１３０．６１ ３３９．０４±１１７．１７ｂ ４６４．６１±６０．８９ｂｃ

ＡＥ（ｍｍＨｇ／μＬ） ８．７９±１．７５ １１．９４±３．６１ｂ １１．９６±１．３３ａ

ＨＲ（次／分钟） ４３８．１８±３４．４３ ４５０．０１±７．１３ ４２２．４５±１９．６２ｃ

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｃ：犘＜０．０５，ｄ：犘＜０．０１，与ＩＳＯ组比较。
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图６　　小鼠心脏组织ＩＭＤ及其受体系统基因的ｍＲＮＡ

表达与ＧＡＰＤＨ基因ｍＲＮＡ表达的比值柱状图

　　Ａ：ＩＭＤ抗血清免疫组化染色代表性图（×４００），棕褐色为心肌组

织的ＩＭＤ阳性染色，深蓝色点为胞核；Ｂ：ＩＭＤ阳性染色的光密度值柱

状图。

图７　　内源性ＩＭＤ蛋白在心脏中的表达

３　讨　　论

　　ＣＧＲＰ家族与心脏肥大疾病有密切的关系
［５，７８］。Ｔｓｕｒｕｄａ

等［１０］报道该家族的另一个成员肾上腺素质素具有拮抗心肌肥

大的作用。ＩＭＤ与ＡＤＭ的基因核苷酸和多肽氨基酸序列具

有较高的同源性［９］，近来在主动脉弓缩窄的小鼠［１１］和腹主动

脉缩窄的大鼠［１２］心脏肥大模型中被证实具有拮抗压力过载诱

导的心肌肥大的作用［７］。

本研究采用背部皮下注射小剂量ＩＳＯ激动心肌肾上腺素

β１受体，模拟交感神经兴奋导致的心肌肥大病变，观察到ＩＳＯ

处理后，小鼠的心质量／体质量比和心肌细胞横截面积明显增

加，心肌的肥大标志物ＡＮＰ和ＢＮＰ的ｍＲＮＡ表达水平上调，

提示成功建立了心脏肥大模型。ＩＳＯ诱导心脏发生肥大的同

时，会促进大量心肌细胞发生凋亡，并刺激成纤维细胞等间质

细胞增殖，造成纤维化病变［１３１４］。进一步利用心脏组织切片

进行染色，观察到ＩＳＯ处理诱导心肌细胞凋亡和心肌组织纤

维化均明显增加。另外，检测小鼠的心功能，发现ＩＳＯ处理明

显损伤小鼠的心功能，特别是收缩功能发生明显障碍，射血相

关参数均显著降低。

ＩＭＤ分散表达于正常心脏和血管，尤其是内皮细胞
［７９］，

其作用为扩张血管、调节局部血流、增强心肌收缩力［７８］。近期

报道ＩＭＤ及其受体水平在充血性心力衰竭、高血压、慢性缺氧

性肺动脉高压及长期抑制一氧化氮合酶等情况下会增加［７］。

ＩＭＤ肽在病理状态的上调提示ＩＭＤ可能是对抗器官损伤起

重要保护作用的内源性自／旁分泌因子［７，８，１５］。本研究采用腹

腔注射ＩＭＤ的方式治疗ＩＳＯ诱导的小鼠心脏肥大病变，观察

到与ＩＳＯ组相比较，ＩＭＤ治疗后小鼠的心质量／体质量比和心

肌细胞横截面积均明显降低，心肌肥大标志物ＡＮＰ和ＢＮＰ的

ｍＲＮＡ表达水平下降，心肌细胞凋亡和心脏纤维化病变均明

显改善，表明ＩＭＤ具有很强的心肌细胞保护作用，可有效拮抗

心脏肥大和纤维化。此外，ＩＭＤ治疗还明显改善ＩＳＯ诱导的

左心室收缩功能障碍，射血相关参数均明显增加，提示ＩＭＤ还

具有保护心脏功能的作用。

ＩＭＤ与ＡＤＭ分享同一家族受体复合物，由ＣＲＬＲ分别

与３种ＲＡＭＰｓ之一结合组成
［７９］。ＲＡＭＰｓ作为ＣＲＬＲ运输

的伴侣蛋白，在不同类型细胞中与ＣＲＬＲ共同表达时表现出

与ＣＲＬＲ 不同程度的亲和 力
［９，１６］。有 研 究 认 为，ＩＭＤ 与

ＣＲＬＲ／ＲＡＭＰ１和ＣＲＬＲ／ＲＡＭＰ３受体复合物的亲和力较强，

而与ＣＲＬＲ／ＲＡＭＰ２受体复合物的亲和力较弱
［９］，故ＩＭＤ被认

为是ＣＲＬＲ／ＲＡＭＰ１和ＣＲＬＲ／ＲＡＭＰ３受体复合物的特异性

激动剂［９，１６］。ＩＭＤ可通过蛋白激酶Ｃ和蛋白激酶Ａ依赖的机

制迅速增强心肌细胞收缩力［７８］，通过ｃＧＭＰ依赖的途径舒张

大鼠肺动脉环［７］。本研究检测了心脏内源性ＩＭＤ及其受体系

统的ｍＲＮＡ和蛋白质的表达水平，观察到ＩＳＯ明显刺激心脏

组织的内源性ＩＭＤ 的转录和蛋白表达，显著增加 ＣＲＬＲ、

ＲＡＭＰ１和ＲＡＭＰ３的ｍＲＮＡ表达水平，但不影响ＲＡＭＰ２的

转录。这些结果表明，ＩＳＯ诱导的内源性ＩＭＤ 及其受体复合

物ＣＲＬＲ／ＲＡＭＰ１和ＣＲＬＲ／ＲＡＭＰ３的表达增加，可能是心

脏发生肥大病变时活化内源性保护通路的代偿性适应反应之

一，进而增强内源性ＩＭＤ及其受体介导的信号转导。此外，

ＩＳＯ刺激上调ＩＭＤ的受体复合物后，外源性给予的ＩＭＤ也可

以通过活化的受体复合物增强其拮抗心脏肥大和心肌细胞损

伤的作用。

本研究结果表明心脏肥大刺激因素ＩＳＯ上调内源性保护

因子ＩＭＤ及其受体系统的表达，外源性给予的ＩＭＤ也可能通

过受ＩＳＯ刺激所活化的ＩＭＤ受体系统，实现其抑制心肌细胞

肥大、心肌纤维化和凋亡、改善心功能的药理作用。
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增加。王晗等［１４］研究发现ＲＮＡ干扰沉默缺氧诱导因子１α能

够促进 ＭＣＦ７凋亡，下调 ＶＥＧＦ表达，推迟细胞周期。ＡＤ

ＡＭ１７在乳腺癌的形成和发展的过程中起到重要的作用，因此

以ＡＤＡＭ１７作为治疗乳腺癌药物研究的一个靶点，在缺氧环

境下利用ＲＮＡ干扰技术的优势进行抗肿瘤药物的研究，是对

现有乳腺癌基因靶向治疗起到重要的补充和完善作用。因此，

该试验研究将能够进一步地为乳腺癌的靶向治疗领域提供新

的研究方向。
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ｒｅｎａｌｓｙｓｔｅｍｓ［Ｊ］．ＢｒＪＰｈａｒｍａｃｏｌ，２００８，１５３Ｓｕｐｐｌ１：

Ｓ２４７２６２．

［８］ ＨｏｎｇＹ，ＨａｙＤＬ，ＱｕｉｒｉｏｎＲ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙｏｆ

ａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｌｉｎ２／ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｎ［Ｊ］．ＢｒＪＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０１２，

１６６（１）：１１０１２０．

［９］ＣｈａｎｇＣＬ，ＲｏｈＪ，ＨｓｕＳＹ．Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｎ，ａｎｏｖｅｌｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ

ｆａｍｉｌｙｐｅｐｔｉｄｅｔｈａｔｅｘｉｓｔｓｉｎｔｅｌｅｏｓｔｓａｓｗｅｌｌａｓｉｎｍａｍ

ｍａｌｓ：ａｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｏｔｈｅｒｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ／ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｎｆａｍｉ

ｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓｉｎｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓ［Ｊ］．Ｐｅｐｔｉｄｅｓ，２００４，２５（１０）：

１６３３１６４２．

［１０］ＴｓｕｒｕｄａＴ，ＪｏｕｇａｓａｋｉＭ，ＢｏｅｒｒｉｇｔｅｒＧ，ｅｔａｌ．Ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ

ａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｌｉｎｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｍｙｏｃｙｔｅｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙｉｎ

ｈｕｍａｎｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｈｅａｒｔ［Ｊ］．ＲｅｇｕｌＰｅｐｔ，２００３，１１２（１／

３）：１６１１６６．

［１１］ＣｈｅｎＨ，ＷａｎｇＸ，ＴｏｎｇＭ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｎｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ

ｐｒｅｓｓｕｒｅｏｖｅｒｌｏａｄｃａｒｄｉａｃｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙｔｈｒｏｕｇｈａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１３，８（５）：ｅ６４７５７．

［１２］ＬｕＷＷ，ＺｈａｏＬ，ＺｈａｎｇＪＳ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｎ１５３ｐｒｏｔｅｃｔｓ

ａｇａｉｎｓｔｃａｒｄｉａｃｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅ

ｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｖｉａａｃｔｉｖａｔｉｎｇＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉ

ｎａｓｅ［Ｊ］．ＪＨｙｐｅｒｔｅｎｓ，２０１５，３３（８）：１６７６１６８７．

［１３］ＴａｋａｋｉＭ．Ｃａｒｄｉａｃｍｅｃｈａｎｏｅｎｅｒｇｅｔｉｃｓｆｏｒｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ

ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌｉｎｄｕｃｅｄｒａｔｈｅａｒｔｆａｉｌｕｒｅ［Ｊ］．Ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏ

ｇｙ，２０１２，１９（３）：１６３１７０．

［１４］ＨｅａｔｈｅｒＬＣ，ＣａｔｃｈｐｏｌｅＡＦ，ＳｔｕｃｋｅｙＤＪ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅ

ｎｏｌｉｎｄｕｃｅｓｉｎｖｉｖｏｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｃａｂｎｏｒｍａｌｉ

ｔｉｅｓ：ｓｉｍｉｌａｒｔｏｔｈｏｓｅｆｏｕｎｄｉｎｔｈｅｉｎｆａｒｃｔｅｄｒａｔｈｅａｒｔ［Ｊ］．Ｊ

ＰｈｙｓｉｏｌＰｈａｒｍａｃｏｌ，２００９，６０（３）：３１３９．

［１５］ＫａｔｏＪ，ＴｓｕｒｕｄａＴ，ＫｉｔａｍｕｒａＫ，ｅｔａｌ．Ａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｌｉｎ：ａ

ｐｏｓｓｉｂｌｅａｕｔｏｃｒｉｎｅｏｒｐａｒａｃｒｉｎｅｈｏｒｍｏｎｅｉｎｔｈｅｃａｒｄｉａｃ

ｖｅｎｔｒｉｃｌｅｓ［Ｊ］．ＨｙｐｅｒｔｅｎｓＲｅｓ，２００３，２６Ｓｕｐｐｌ：Ｓ１１３１１９．

［１６］ＢａｒｗｅｌｌＪ，ＷｏｏｔｔｅｎＤ，ＳｉｍｍｓＪ，ｅｔａｌ．ＲＡＭＰｓａｎｄＣＧＲＰ

ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ［Ｊ］．ＡｄｖＥｘｐＭｅｄＢｉｏｌ，２０１２（７４４）：１３２４．

（收稿日期：２０１６０７１８　修回日期：２０１６０９０６）

２３ 重庆医学２０１７年１月第４６卷第１期


