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Ｌ精氨酸一氧化氮途径对病理性心肌肥厚形成的抑制作用及相关机制
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［摘要］　目的：从在体和离体水平分别探讨Ｌ精氨酸对病理性心肌肥厚的影响及相关机制。方法：（１）在体水平：将大鼠分

为假手术组、手术组、Ｌ精氨酸 （Ｌａｒｇｉｎｉｎｅ，ＬＡｒｇ）组和Ｌ硝基精氨酸甲酯 （ＮｎｉｔｒｏＬａｒｇｉｎｉｎｅｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ，ＬＮＡＭＥ）组

（ＬＡｒｇ＋ＬＮＡＭＥ组），利用腹主动脉缩窄制作大鼠模型。检测心肌内蛋白合成总量与心率、血压；比色法检测心肌内一氧化

氮（ＮＯ）含量、放射免疫法检测心肌ＡＴⅡ含量，ＲＴＰＣＲ检测心肌内血管紧张素转换酶（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，ＡＣＥ）

ｍＲＮＡ的表达水平。（２）离体水平：将原代培养的心肌细胞分为对照组、血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡＴⅡ）处理组、ＬＡｒｇ
处理组（ＡＴⅡ＋ＬＡｒｇ）及ＬＮＡＭＥ处理组（ＡＴⅡ＋ＬＡｒｇ＋ＬＮＡＭＥ）。ＲＴＰＣＲ检测原代培养心肌细胞诱导型一氧化氮合

酶 （ｉｎｄｕｃｉｂｌｅＮＯｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）、ＡＴⅡ的１型受体（ＡＴⅡｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅ１，ＡＴＲ１）和２型受体（ＡＴⅡｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅ２，

ＡＴＲ２）ｍＲＮＡ的表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测原代培养心肌细胞ｉＮＯＳ蛋白表达水平。结果：（１）ＬＡｒｇ提高了腹主动脉缩

窄大鼠心肌内ＮＯ含量，降低了心肌ＡＴⅡ含量、心肌蛋白合成总量、左心室质量／体质量比值以及 ＡＣＥｍＲＮＡ的表达量；Ｌ

ＮＡＭＥ可消除ＬＡｒｇ的上述作用；（２）在离体条件下，与ＡＴⅡ组相比，ＬＡｒｇ处理组心肌细胞ＮＯ含量、ｉＮＯＳｍＲＮＡ及蛋白

水平的表达量均有提高，ＡＴＲ１ｍＲＮＡ表达水平下降；ＬＮＡＭＥ处理组与 ＡＴⅡ处理组就上述指标相比无显著性差异；各组

细胞ＡＴＲ２ｍＲＮＡ表达水平无明显差异；（３）多元逐步回归分析显示心肌内蛋白合成总量与血压水平、心率之间均不存在回

归关系，而心肌ＮＯ和ＡＴⅡ含量则可作为心肌内蛋白合成总量的预测因子；（４）心肌内ＡＴⅡ含量、ＡＣＥｍＲＮＡ表达量及心肌

细胞ＡＴＲ１ｍＲＮＡ表达量均与ＮＯ含量之间存在线形负相关关系。结论：（１）心肌肥厚的形成与心肌内 ＮＯ、ＡＴⅡ含量密切

相关；（２）ＬＡｒｇ通过增强心肌ｉＮＯＳ表达，致ＮＯ生成增加。ＮＯ可减少心肌内ＡＴⅡ生成，并通过调控心肌ＡＣＥ及ＡＴＲ１表

达来抑制病理性心肌肥厚的形成；（３）ＡＴＲ２并未参与上述过程。

［关键词］　Ｌ精氨酸；一氧化氮；诱导型一氧化氮合酶；血管紧张素Ⅱ；心肌肥厚
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ＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ，ａｎｄｌｏｗｅｒＡＴＲ１ｍＲＮＡｌｅｖｅｌ；ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃｅｓｗｅｒｅｓｉｍｉｌａｒｂｅｔｗｅｅｎＡＴⅡ＋ＬＡｒｇ＋ＬＮＡＭＥｇｒｏｕｐａｎｄ
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ｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｒｅｖｅａｌｅｄｎｏｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｗｉｔｈｂｌｏｏｄｐｒｅｓｓｕｒｅｌｅｖｅｌｏｒｔｈｅｈｅａｒｔｒａｔｅ．
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ｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃａｒｄｉａｃＡＴⅡｃｏｎｔｅｎｔａｎｄＡＣＥａｎｄＡＴＲ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：（１）Ｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃａｒｄｉ
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００８，２９（２）：１７７１８３］

　　病理性心肌肥厚是高血压最常见的并发症，既
往认为是高血压时心脏射血后负荷增加引起心肌组

织代偿性生长的结果。近来认为，在心脏中尚存在
相对独立的肾素血管紧张素系统 （ｒｅｎｉｎａｎｇｉｏｔｅｎ
ｓｉｎｓｙｓｔｅｍ，ＲＡＳ），局部ＲＡＳ活化后，心肌组织内血
管紧张素转换酶 （ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，

ＡＣＥ）表达量增加，随后所产生的血管紧张素Ⅱ（ａｎ

ｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡＴⅡ）能够与心肌组织内相应的

ＡＴⅡ受体 （ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＴＲ）相结
合，从而发挥出生长因子样作用［１］。当心脏受到病
理性刺激时，通过 ＡＣＥ、ＡＴⅡ及 ＡＴＲ表达量的相
继改变，级联激活后续的多种信号转导激酶，最终促
进ＤＮＡ转录而使心肌肥厚形成。

　　Ｌ精氨酸（ＬＡｒｇ）是体内合成一氧化氮 （ＮＯ）
的前体，即 ＬＡｒｇ在一氧化氮合酶 （ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＮＯＳ）的催化下，生成 ＮＯ与Ｌ瓜氨酸，
而ＮＯ在缺血性心肌病中发挥着重要的作用。在心
肌组织中存在诱导型一氧化氮合酶 （ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ
ＮＯＳ，ｉＮＯＳ），ＬＡｒｇ通过ｉＮＯＳ所生成的ＮＯ对心
肌肥厚具有抑制作用。本实验分别从在体与离体水
平研究心肌肥厚形成过程中及该过程受到ＬＡｒｇ影
响时心肌 ＮＯ、ＡＴⅡ含量的变化以及ｉＮＯＳ、ＡＣＥ、

ＡＴＲ表达，来探讨ＮＯ、ＡＴⅡ、ＡＣＥ和ＡＴＲ在病理
性心肌肥厚形成过程中的作用及ＬＡｒｇ对心肌肥厚
作用的分子机制，从而为临床上对病理性心肌肥厚
的治疗提供新的思路和实验依据。

１　材料和方法

１．１　材料　１４～１６周龄雄性近交系ＳＤ大鼠，体质
量１８０～２２０ｇ，由河北医科大学实验动物中心提供。

ＬＡｒｇ、ＡＴⅡ、Ｌ硝基精氨酸甲酯 （ＮｎｉｔｒｏＬａｒｇｉ
ｎｉｎｅｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ，ＬＮＡＭＥ）均购自Ｓｉｇｍａ公司；
用于检测ｉＮＯＳ、ＡＣＥ、ＡＴＲ１、ＡＴＲ２ｍＲＮＡ表达的
引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成；反转录试剂盒、ＰＣＲ试

剂盒以及ｉＮＯＳ蛋白表达水平检测 （Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹）
用抗体及耗材亦购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；用于检测心
肌组织及细胞培养液 ＮＯ含量的亚硝酸盐／硝酸盐
比色法检测试剂盒由ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＭａｎｎｈｅｉｍ公司提
供；放射免疫法测定心肌ＡＴⅡ含量的检测试剂盒购
自北京北方免疫试剂研究所。

１．２　在体水平实验

１．２．１　模型与分组　戊巴比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ）腹腔
注射麻醉大鼠，在无菌条件下，在右肾动脉上方分离
一小段腹主动脉，用４号手术缝线，将一外径０．８
ｍｍ的钢针与腹主动脉一起结扎，再迅速抽出钢针，
造成腹主动脉缩窄。选取术后存活的大鼠，随机分
为３组，每组８只。（１）手术组：不用药；（２）ＬＡｒｇ
组：将ＬＡｒｇ溶解在饮水中，术毕即开始对大鼠进行
灌饲，使大鼠每日摄取 ＬＡｒｇ６００ｍｇ／ｋｇ；（３）Ｌ
ＮＡＭＥ组：将ＬＡｒｇ及ＮＯＳ抑制剂ＬＮＡＭＥ均溶
解在饮水中，术毕即开始对大鼠进行灌饲，使大鼠每
日摄取ＬＡｒｇ６００ｍｇ／ｋｇ，ＬＮＡＭＥ５０ｍｇ／ｋｇ。另
取８只大鼠作为对照（假手术组），只分离出腹主动
脉而不做缩窄处理。

１．２．２　平均动脉压（ＭＡＢＰ）及心率（ＨＲ）的测定　
术后６周，腹腔注射戊巴比妥钠４０ｍｇ／ｋｇ将大鼠麻
醉后，右 颈 总 动 脉 插 管，连 接 压 力 换 能 器，用

ＲＭ６２４０Ｂ多道生理信号采集处理系统采集 ＭＡＢＰ
（正常大鼠 ＭＡＢＰ９０～１００ｍｍＨｇ，１ｍｍＨｇ＝
０．１３３ｋＰａ；ＭＡＢＰ≥１２０ｍｍＨｇ定为高血压）及 ＨＲ
数据。

１．２．３　左心室质量指数（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｍａｓｓｉｎ
ｄｅｘ，ＬＶＭＩ）的测定　即左心室质量／体质量比值
（ｍｇ／ｇ）。麻醉后取大鼠心脏，切除右心室、双心房
及出入心的大血管根部，分离出左心室（包括室间
隔），用生理盐水冲洗后，滤纸吸干左心室附带的液
体，于电子称量记数天平上称量后计算ＬＶＭＩ。

１．２．４　左室心肌总蛋白含量（ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔ，
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ＴＰＣ）的测定［２］　在心尖与冠状沟之间的中点处（即
左室前乳头肌在左室前壁的投影点），于左室前壁取
约０．２ｇ心肌组织，准确称量后用１ｍｌ玻璃匀浆器
进行匀浆化处理。以牛血清白蛋白溶液制作标准曲
线及回归方程，利用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法作总蛋白含量测定。

１．２．５　心肌ＡＴⅡ含量测定　在心尖处取约０．１ｇ心
肌组织，准确称量后加入５倍体积０．５ｍｏｌ／Ｌ乙酸，于

１００℃水浴环境中煮沸１０ｍｉｎ，冷却后匀浆化处理，于

４℃以９５０×ｇ离心２０ｍｉｎ，取上清液。参照检测试剂
盒说明书，采用放射免疫法测量ＡＴⅡ含量。

１．２．６　心肌 ＮＯ含量测定　将心肌组织于冰浴环
境中剪碎，加入已预冷的０．３ｍｏｌ／Ｌ高氯酸后进行
匀浆化处理。收集匀浆液，于４℃环境中以１５０００×

ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清液。参照比色法检测试剂盒
说明书，测 定 每毫克蛋白中亚硝酸盐／硝酸盐
（ＮＯ２－／ＮＯ３－）含量（ｎｍｏｌ／ｍｇ），来间接反映 ＮＯ
的生成量。

１．２．７　检测心肌组织中 ＡＣＥｍＲＮＡ的表达　采
用一步法检测试剂盒，利用 ＲＴＰＣＲ测定心肌中

ＡＣＥｍＲＮＡ的表达量。心肌总 ＲＮＡ的提取依照
文献［３］所述进行，反转录合成ｃＤＮＡ参照试剂盒说
明进行。ＰＣＲ基本反应条件为：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０
ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃４５ｓ，３０个循环；７２℃７ｍｉｎ。针
对不同基因进行ＰＣＲ反应，其反应条件依照相关文
献所述而略有变动。引物序列（５′→３′）如下：ＡＣＥ
上游 ＧＴＣＡＧＣＴＴＣＡＴＣＡＴＣＣＡＧＴＴ，下游

ＡＧＧＡＡＧＡＧＣＡＧＣＡＧＣＣＡＣＴＧ，扩增片段长
度４０３ｂｐ；ＧＡＰＤＨ 上游 ＴＣＣＣＴＣ ＡＡＧ ＡＴＴ
ＧＴＣＡＧＣＡＡ，下游 ＡＧＡＴＣＣＡＣＡ ＡＣＧＧＡＴ
ＡＣＡＴＴ，扩增片段长度３０９ｂｐ。取ＰＣＲ产物，在

１．５％琼脂糖凝胶（含溴乙锭）上电泳，产物条带经光
密度检测仪 （ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ，ＢｉｏＲａｄ）分析，以目的
基因与ＧＡＰＤＨ光密度值的比值衡量目的基因ｍＲ
ＮＡ的相对表达量。

１．３　离体实验

１．３．１　离体心肌细胞的培养　采用出生后１～３ｄ
的健康 ＳＤ 大鼠，在无菌条件下取出心脏，置于

ＤＨａｎｋｓ液中，除去心房、右心室、出入心的血管及
心内、外膜后，将左心室剪成 １ ｍｍ３碎块，弃去

ＤＨａｎｋｓ液，加入０．１％胰酶１０ｍｌ，在３７℃水浴中
磁力搅拌消化５ｍｉｎ后，吸出上层细胞悬液，加入等
体积含２０％胎牛血清的 Ｍ１９９培养液以终止消化，
然后以４５０×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，收集细胞。相似
地，再向上述心肌组织中加入胰酶消化５ｍｉｎ，重复
上述步骤以收集细胞。反复消化８次后，将收集到

的全部细胞用含１５％血清的 Ｍ１９９培养液重悬，置
于含５％ＣＯ２的培养箱中。利用心肌细胞与非心肌
细胞短时间内贴壁能力不同的特点，采用差速贴壁
法纯化心肌细胞（将迅速贴壁的非心肌细胞除去）。
然后以１×１０５／ｍｌ的密度接种心肌细胞于２４孔培养
板（每孔１ｍｌ）。在培养液中加入５溴脱氧尿嘧啶核
苷 （５ｂｒｏｍｏｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，ＢｒｄＵ）０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ培
养４８ｈ后，更换为无血清培养液培养２４ｈ后开始药
物实验。

１．３．２　药物实验分组　（１）对照组：培养心肌细胞，
无处理因素；（２）ＡＴⅡ处理组：培养液中加入ＡＴⅡ（终
浓度０．１μｍｏｌ／Ｌ）；（３）ＬＡｒｇ处理组：培养液中同时加
入ＡＴⅡ（终浓度０．１μｍｏｌ／Ｌ）和ＬＡｒｇ（终浓度１００

μｍｏｌ／Ｌ）；（４）ＬＮＡＭＥ处理组：培养液中同时加入

ＡＴⅡ（终浓度０．１μｍｏｌ／Ｌ）、ＬＡｒｇ（终浓度１００μｍｏｌ／

Ｌ）和ＬＮＡＭＥ（终浓度１５μｍｏｌ／Ｌ）。各组所施加的处
理因素每隔１２ｈ分别追加１次，每２４ｈ更换培养液１
次，各组受处理因素影响合计４８ｈ。

１．３．３　心肌细胞培养液 ＮＯ浓度的检测　末次追
加处理因素后１２ｈ，取培养液０．５ｍｌ，按１．２．６项下
方法操作，用 ＮＯ２－／ＮＯ３－含量来间接反映 ＮＯ的
生成量。

１．３．４　ＲＴＰＣＲ 检测心肌细胞ｉＮＯＳ、ＡＴＲ１、

ＡＴＲ２ｍＲＮＡ的表达　弃去培养液，心肌细胞经胰
酶消化、离心、清洗、重悬，以锥虫蓝拒染实验检测各
组细胞存活率。然后收集各组细胞 （每个样本６孔，
每组８个样本）待测。离心后获得细胞沉淀，提取后
者总ＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ反应条件及定量方法参见步骤

１．２．７。引物序列（５′→３′）如下：ｉＮＯＳ上游 ＡＧＣ
ＴＣＣＣＣＡ ＴＴＣＴＧＡ ＡＧＣＣＣ，下游 ＴＧＧ ＡＧＣ
ＡＣＧＣＴＧＡＡＣＡＣＣＴＣ，扩增片段长度５２３ｂｐ；

ＡＴＲ１上游ＣＴＣＡＡＧＣＣＴＧＴＣＴＡＣＧＡＡＡＡＴ
ＧＡＧ，下游ＴＡＧＡＴＣＣＴＧＡＧＧＣＡＧＧＧＴＧＡＡ
Ｔ，扩增片段长度２０４ｂｐ；ＡＴＲ２上游 ＡＣＣＴＴＴ
ＴＧＡＡＣＡ ＴＧＧ ＴＧＣ ＴＴＴ Ｇ，下游 ＧＴＴ ＴＣＴ
ＣＴＧＧＧＴＣＴＧＴＴＴＧＣＴＣ，扩增片段长度２１８
ｂｐ；ＧＡＰＤＨ上游ＴＣＣＣＴＣＡＡＧＡＴＴＧＴＣＡＧＣ
ＡＡ，下游ＡＧＡＴＣＣＡＣＡＡＣＧＧＡＴＡＣＡＴＴ，扩
增片段长度３０９ｂｐ。阴性对照以ＰＢＳ代替ｃＤＮＡ
进行后续的ＰＣＲ反应。

１．３．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测心肌细胞ｉＮＯＳ蛋白表
达　收集各组细胞，离心、弃上清，将各组细胞沉淀
提取蛋白质并进行定量后，进行十二烷基硫酸钠聚
丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），上样量为２５μｌ。
电印迹转移法将凝胶内的蛋白转至硝酸纤维素膜
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上，用含１％小牛血清白蛋白的ＴＢＳＴ溶液室温封闭

１．５ｈ，然后与一抗（兔抗大鼠抗体，稀释度１５０００）
于４℃孵育过夜，经ＴＢＳＴ溶液洗脱３次后，再与二
抗（羊抗兔ＩｇＧ 抗体，稀释度１３０００）室温孵育

１ｈ，又经ＴＢＳＴ溶液洗脱３次后，与ＥＣＬ试剂反应

１ｍｉｎ。Ｘ线胶片压片曝光３０ｓ，然后测定阳性条带
的光密度。以βａｃｔｉｎ作为内参照物，计算ｉＮＯＳ条
带光密度值与βａｃｔｉｎ条带光密度值的比值，作为衡
量该组样品ｉＮＯＳ蛋白水平的相对表达量。

１．４　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示。多组间比较
采用方差分析及ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎＫｅｕｌ检验；两组
间比较采用ｔ检验；分析多因素与心肌肥厚的关系
采用多元逐步回归分析；分析两因素间关系采用

Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析。数据统计处理采用ＳＰＳＳ１３．０
软件，以Ｐ＜０．０５作为差异显著性的标准。

２　结　果

２．１　在体实验

２．１．１　ＬＡｒｇ对腹主动脉缩窄大鼠生理生化指标
的影响　腹主动脉缩窄术后６周，大鼠 ＭＡＢＰ、ＬＶ
ＭＩ、左室心肌总蛋白含量及心肌 ＡＴⅡ含量与假手
术组大鼠相比均有显著升高，说明利用腹主动脉缩
窄术式能够有效制备出带有高血压及心肌肥厚的动

物模型，同时证实了左室心肌总蛋白含量及ＬＶＭＩ
均可作为反映病理性心肌肥厚形成与否的指标。在
该大鼠模型中，心肌中 ＮＯ 含量显著降低；给予

ＬＡｒｇ６周后，腹主动脉缩窄大鼠心肌ＮＯ含量明显
升高，同时，心肌ＡＴⅡ含量、左室心肌总蛋白含量及

ＬＶＭＩ与手术组大鼠相比均有显著降低。ＬＡｒｇ的
上述作用能够有效地被 ＮＯＳ抑制剂 ＬＮＡＭＥ抵
消，说明ＬＡｒｇ通过ＮＯＳ所生成的ＮＯ对心肌肥厚
的发生与发展有显著的抑制作用。在本实验中亦观
察到，各组大鼠心率无明显差异。此外，ＬＡｒｇ在发
挥抑制心肌肥厚作用的同时，并未影响腹主动脉缩
窄大鼠的 ＭＡＢＰ，证实了病理性心肌肥厚的发生发
展过程存在着除血压以外的因素。详见表１。

表１　各组大鼠生理生化指标

Ｔａｂ１　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｒａｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝８，珚ｘ±ｓ）

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ Ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ ＬＡｒｇｇｒｏｕｐ ＬＮＡＭＥｇｒｏｕｐ

ＨＲｆ／ｍｉｎ－１ ３５７．７５±１４．３８ ３６６．５０±２２．８７ ３４９．８８±１７．２０ ３６０．５０±１２．５１
ＬＶＭＩ（ｍｇ·ｇ－１） ２．２４±０．１４ ３．４１±０．３１ ２．９３±０．２５△ ３．３１±０．２３▲

ＭＡＢＰｐ／ｍｍＨｇ ９８．１５±１０．３９ １４５．３４±２１．１７ １３２．０９±１４．５２ １４０．２８±１６．９４

ＴＰＣ（ｍｇ·ｇ－１） １６７．９２±１３．３８ ２２５．１９±２１．１３ １９８．５４±１７．２５△ ２３２．８９±２２．６３▲

ＡｎｇⅡ （ｎｇ·ｇ－１） ７．０１±１．１０ １６．４５±３．２７ １１．８１±２．２５△ １５．１８±２．４９▲

ＮＯ（ｎｍｏｌ·ｍｇ－１） ８０．１４±７．３０ ５２．５０±６．６６ ６７．３９±８．１８△ ４７．０９±６．８７▲

ＡＣＥｍＲＮＡ ０．１６±０．０５ ０．５０±０．０８ ０．２４±０．０６△ ０．５３±０．１１▲

　Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓＬＡｒｇｇｒｏｕｐ；１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ

２．１．２　心肌肥厚形成与多因素的关系　以左室心
肌总蛋白含量反映心肌肥厚的发展程度，作为因变
量（ｙ）；以 ＨＲ、ＭＡＢＰ、心肌 ＡＴⅡ含量及 ＮＯ含量
等４因素作为自变量，用逐步法探讨自变量与因变
量之间的回归关系 （概率准入标准Ｐ≤０．０５０，排除
标准Ｐ≥０．１００）。分析结果显示仅有心肌ＡＴⅡ含
量（ｘ１）和心肌 ＮＯ 含量（ｘ２）作为准入变量（Ｐ＝
０．０４５和Ｐ＝０．００４）进入回归方程，回归方程为ｙ＝
２４１．０４８－１．０７４ｘ２＋２．４９２ｘ１。心肌ＮＯ含量与心
肌ＡＴⅡ含量两因素能够解释左室心肌总蛋白含量
变异性的６２．７％，ＨＲ （Ｐ＝０．９１８）、ＭＡＢＰ（Ｐ＝
０．７９２）均未进入回归方程。此外，Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析
显示心肌ＮＯ含量与心肌ＡＴⅡ含量两因素之间存
在显著的负相关关系 （ｒ＝－０．７２３，Ｐ＜０．００１）。

２．１．３　ＬＡｒｇ对腹主动脉缩窄大鼠心肌 ＡＣＥ
ｍＲＮＡ表达的影响　腹主动脉缩窄术后６周，与假
手术组相比，术后大鼠心肌 ＡＣＥｍＲＮＡ的表达显
著上调 （表１，图１）。Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析显示 ＡＣＥ
ｍＲＮＡ的相对表达量与ＬＶＭＩ之间存在显著的正
相关关系 （ｒ＝０．８２８，Ｐ＜０．００１）。ＬＡｒｇ组大鼠

ＡＣＥｍＲＮＡ 的表达水平明显低于手术组，说明

ＬＡｒｇ能够明显抑制 ＡＣＥ ｍＲＮＡ 表达的上调；

ＬＡｒｇ对ＡＣＥｍＲＮＡ表达的抑制作用能够被添加
的ＬＮＡＭＥ取消，说明ＬＡｒｇ通过 ＮＯＳ途径所生
成的ＮＯ对 ＡＣＥｍＲＮＡ 的表达有明显的抑制作
用。此外，Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析亦证实心肌ＮＯ含量与
心肌ＡＣＥｍＲＮＡ的相对表达量之间存在明显的负
相关关系 （ｒ＝－０．７８０，Ｐ＜０．００１）。
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图１　各组大鼠心肌ＡＣＥｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ１　ＭｙｏｃａｒｄｉａｌＡＣＥｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（ＲＴＰＣＲ）

１：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；２：Ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；３：ＬＡｒｇＧｒｏｕｐ；４：

ＬＮＡＭＥｇｒｏｕｐ；５：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ：１００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ

２．２　离体实验

２．２．１　ＬＡｒｇ能够抑制ＡＴⅡ对心肌细胞ｉＮＯＳ表
达及ＮＯ合成的负调节作用　离体培养的心肌细胞
在经过不同的处理因素作用后，各组细胞存活率无
显著差异。与对照组相比，经 ＡＴⅡ作用４８ｈ后，

ＡＴⅡ处理组心肌细胞ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达水平及蛋
白表达水平均显著下调，心肌细胞培养液 ＮＯ浓度
明显降低；若同时给予ＬＡｒｇ，后者可抑制 ＡＴⅡ的
上述作用，增强心肌细胞ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达及蛋白
表达，并相应提高培养液 ＮＯ浓度；在ＬＮＡＭＥ处
理组，观察到ＬＡｒｇ对 ＡＴⅡ的上述抑制作用能被
同时添加的 ＮＯＳ 抑制剂 ＬＮＡＭＥ 取消，ｉＮＯＳ
ｍＲＮＡ表达水平、蛋白表达水平及培养液ＮＯ浓度

与ＬＡｒｇ组相比显著下降，与 ＡＴⅡ处理组相比无
显著性差异。详见图２、表２。此外，相关分析进一
步证实，培养液 ＮＯ浓度与心肌细胞ｉＮＯＳｍＲＮＡ
表达水平 （ｒ＝０．７１２；Ｐ＜０．００１）、ｉＮＯＳ蛋白表达水
平（ｒ＝０．７２２；Ｐ＜０．００１）分别具有显著的线性相关
关系。

图２　各组心肌细胞中ｉＮＯＳｍＲＮＡ（Ａ）和

ｉＮＯＳ蛋白 （Ｂ）的表达

Ｆｉｇ２　ｉＮＯＳｍＲＮＡ（Ａ，ＲＴＰＣＲ）ａｎｄｉＮＯＳ

ｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄ

ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：ＡＴⅡｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；３：ＬＡｒｇｔｒｅａｔｅｄＧｒｏｕｐ；

４：ＬＮＡＭＥｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；５：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ：１００ｂｐＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒ

表２　各组心肌细胞存活率、ＮＯ含量及ｉＮＯＳ、ＡＴＲ１和ＡＴＲ２表达

Ｔａｂ２　Ｍｙｏｃａｒｄｉｏｃｙｔｅｖｉａｂｉｌｉｔｙ，ＮＯｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ｉＮＯＳｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＡＴＲ１ａｎｄＡＴＲ２ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝８，珚ｘ±ｓ）

Ｉｎｄｅｘ Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ＡＴⅡ
ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ

ＬＡｒｇ
ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ

ＬＮＡＭＥ
ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ

Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ（％） ９１．８６±５．０１ ９４．０７±７．１９ ９２．３６±６．７３ ８９．４１±７．３５
ＮＯｃＢ／μｍｏｌ·Ｌ－１ ５５．６１±５．０７ ３４．８４±４．１５ ４６．３３±３．９１△ ３１．６６±４．４９▲

ｉＮＯＳｍＲＮＡ ０．９３±０．１３ ０．５３±０．０９ ０．７９±０．１２△ ０．５６±０．１４▲

ｉＮＯＳＰｒｏｔｅｉｎ ０．９１±０．１２ ０．４５±０．０７ ０．７１±０．１０△ ０．５５±０．１２▲

ＡＴＲ１ｍＲＮＡ ０．４１±０．０８ ０．６９±０．０６ ０．４９±０．０９△ ０．６７±０．０６▲

ＡＴＲ２ｍＲＮＡ ０．６１±０．０９ ０．５５±０．０８ ０．５８±０．１０ ０．５１±０．１２
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＡＴⅡｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓＬＡｒｇｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ

２．２．２　ＬＡｒｇ对受到ＡＴⅡ作用的心肌细胞ＡＴＲ１
及ＡＴＲ２ｍＲＮＡ表达的影响　施加处理因素后４８
ｈ，与对照组相比，ＡＴⅡ处理组心肌细胞ＡＴＲ１ｍＲ
ＮＡ的表达明显增强；ＬＡｒｇ处理组心肌细胞ＡＴＲ１
ｍＲＮＡ的表达水平较ＡＴⅡ处理组明显下调；与Ｌ
Ａｒｇ处理组相比，ＬＮＡＭＥ组心肌细胞ＡＴＲ１ｍＲ
ＮＡ的表达水平又显著上调。对于 ＡＴＲ２ｍＲＮＡ

的表达水平，各组心肌细胞之间无明显变化（表２，
图３）。相关分析显示，培养液ＮＯ浓度与心肌细胞

ＡＴＲ１ｍＲＮＡ表达水平之间具有显著的线性负相
关关系 （ｒ＝－０．７９６；Ｐ＜０．００１）；而培养液 ＮＯ浓
度与心肌细胞 ＡＴＲ２ｍＲＮＡ表达水平之间不具有
线性相关关系 （Ｐ＝０．０７６）。
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图３　各组心肌细胞ＡＴＲ１和ＡＴＲ２ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＴＲ１ａｎｄＡＴＲ２ｍＲＮＡ

ｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ（ＲＴＰＣＲ）

１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：ＡＴⅡｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；３：ＬＡｒｇｔｒｅａｔｅｄＧｒｏｕｐ；

４：ＬＮＡＭＥｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；５：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ：１００ｂｐＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒ

３　讨　论

３．１　心肌肥厚形成的机制　有研究证实［４］，ＡＴＲ１
的特异性拮抗剂依贝沙坦 （ｉｒｂｅｓａｒｔａｎ）可抑制腹主
动脉缩窄后心脏中肾素 （ｒｅｎｉｎ）、ＡＴⅡ和ＡＣＥ等含
量的升高，并有预防或减轻心肌肥厚的作用，同时，
该药却升高血液循环中肾素、ＡＴⅡ及ＡＣＥ的浓度，
提示血液循环中的ＲＡＳ与心脏局部的ＲＡＳ是两个
既相互联系又相互独立的系统，心脏局部ＲＡＳ与心
肌肥厚有更为密切的关系。在本实验中，缩窄大鼠
腹主动脉后，左室心肌ＡＴⅡ及ＮＯ含量、左室心肌
总蛋白合成量及循环系统 ＭＡＢＰ均发生了显著变
化，但多元逐步回归分析显示仅左室心肌 ＡＴⅡ及

ＮＯ含量与左室心肌总蛋白合成量之间存在回归关
系，心肌 ＡＴⅡ含量与心肌 ＮＯ含量两因素能够解
释左室心肌总蛋白含量变异性的６２．７％；而大鼠心
率及血压水平与左室心肌总蛋白含量之间不存在回

归关系。该实验结果进一步证实心脏局部的体液因
子较压力负荷更直接地介入了心肌肥厚的发生发展

过程，心肌内 ＡＴⅡ与 ＮＯ是影响心肌肥厚形成的
两个重要因子。

３．２　ＬＡｒｇＮＯ途径对心肌肥厚的抑制作用　近
年来，有关 ＮＯ 对心肌疾病的作用以及 ＬＡｒｇ与

ＮＯＳ的关系的研究［５６］开展较多，有助于进一步解
释心肌疾病的机制，寻找新的治疗靶点。ＬＡｒｇ是
一种碱性氨基酸，可在体内多种细胞所表达的ＮＯＳ

催化下，生成ＮＯ及Ｌ瓜氨酸，该过程即ＬＡｒｇＮＯ
途径［７］。鉴于ＮＯ弥散能力受到诸多化学性作用的
限制（如ＮＯ可以与超氧阴离子快速作用，还可以与
血红蛋白和其他血红素蛋白的铁中心结合以及与蛋

白质的巯基结合等［８］），目前认为ＬＡｒｇＮＯ途径所
产生的ＮＯ主要通过自分泌和（或）旁分泌的方式作
用于邻近的相关细胞，从而发挥其生理效应。体内

ＮＯＳ分三种亚型［９］：神经元型 （ｎｅｕｒｏｎａｌＮＯＳ，

ｎＮＯＳ）、内皮型 （ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌＮＯＳ，ｅＮＯＳ）及诱导型
（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅＮＯＳ，ｉＮＯＳ）。血管内皮细胞中存在

ｅＮＯＳ和ｉＮＯＳ，而神经系统的多种细胞主要表达

ｎＮＯＳ［１０］。心脏内细胞成分复杂，含有丰富的微血
管及多种间质细胞，在体心肌组织于生理状态下即
表达ｅＮＯＳ及ｉＮＯＳ，且ｅＮＯＳ及ｉＮＯＳ在心脏中的
表达模式具有同步化的特点。基于此，本研究以

ｉＮＯＳ的表达变化为着眼点，探讨不同处理因素对

ｉＮＯＳ表达水平及ＮＯ生成量的影响。

　　在本实验中，我们观察到离体培养的心肌细胞
可表达ｉＮＯＳ，ｉＮＯＳ的表达水平与培养液ＮＯ浓度
存在显著的正相关关系。ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达水平及
蛋白表达水平均可受到 ＡＴⅡ的抑制，随后通过Ｌ
ＡｒｇＮＯ途径所产生的ＮＯ也相应减少，培养液ＮＯ
浓度降低。ＡＴⅡ的这一效应与我们通过在体实验
所获得的结果相符合。在腹主动脉缩窄大鼠，心肌

ＡＴⅡ含量显著升高的同时ＮＯ含量明显降低，心肌

ＡＴⅡ含量与心肌 ＮＯ含量之间存在显著的负相关
关系。对于离体培养的心肌细胞，ＬＡｒｇ能够缓解

ＡＴⅡ对ｉＮＯＳ表达的抑制作用，上调受 ＡＴⅡ影响
的心肌细胞对ｉＮＯＳ的表达水平，从而进一步升高
了培养液中 ＮＯ浓度。ＬＡｒｇ的这一效应能够被

ＮＯＳ抑制剂ＬＮＡＭＥ取消，证实了ＬＡｒｇＮＯ途
径对于心肌细胞ＮＯ合成的重要性及特异性。在腹
主动脉缩窄大鼠，给予ＬＡｒｇ能够增加心肌 ＮＯ含
量，这一结果与离体实验相一致，提示ＬＡｒｇ能够提
升ｉＮＯＳ在腹主动脉缩窄大鼠心肌的表达水平，继
而增加ＮＯ合成量。同时，我们观察到，给予ＬＡｒｇ
后，腹主动脉缩窄大鼠心肌ＡＴⅡ含量下降，ＬＶＭＩ、
左心室组织总蛋白含量降低，说明ＬＡｒｇ减轻了大
鼠的心肌肥厚，这一效应亦可被 ＮＯＳ抑制剂 Ｌ
ＮＡＭＥ取消，证实ＬＡｒｇ减轻腹主动脉缩窄大鼠心
肌肥厚的作用是通过ＬＡｒｇＮＯ途径实现的。至于
大鼠心肌ＮＯ含量升高的同时ＡＴⅡ含量下降的机
制，目前认为这与 ＮＯ的生理效应有关。ＬＡｒｇ上
调心脏局部微环境中ｉＮＯＳ的表达水平后，ＮＯ生成
增加，随后ＮＯ以自分泌和（或）旁分泌的方式作用
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于心肌细胞及间质细胞。ＮＯ能够以完整的分子形
式弥散进入细胞核，继而影响原癌基因ｃｆｏｓ、ｃｊｕｎ、

ｃｍｙｃ等编码核内转录因子
［１１］，导致细胞对血管紧

张素原 （ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｏｇｅｎ）、ＡＴⅡ受体等生长因子受
体超家族成员的表达水平下降［１２］。本实验观察到，
除了上述因素外，通过ＬＡｒｇＮＯ途径生成的 ＮＯ
亦可下调腹主动脉缩窄大鼠心脏内ＡＣＥｍＲＮＡ的
表达水平，这可能与 ＮＯ直接弥散入核影响相关基
因转录有关［１３］。这样，从ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｏｇｅｎ到ＡＴⅡ
转变过程的多个环节均受到了 ＮＯ的抑制，可以解
释当给予ＬＡｒｇ后腹主动脉缩窄大鼠心脏内ＮＯ含
量升高而ＡＴⅡ含量下降的现象。

３．３　ＬＡｒｇＮＯ途径抑制心肌肥厚的机制　ＡＴⅡ
需要与ＡＴＲ结合才能发挥生理及病理效应。ＡＴＲ
属于受原癌基因调控的生长因子受体超家族成员，

ＡＴＲ包括两种亚型，ＡＴＲ１和ＡＴＲ２。目前已知的
由ＡＴⅡ产生的生理及病理效应，几乎均有 ＡＴＲ１
参与［１］；而对于 ＡＴＲ２的确切作用，目前尚存在争
议。本实验显示，在离体培养的心肌细胞，ＡＴⅡ能
够上调ＡＴＲ１ｍＲＮＡ的表达水平，这一效应可能与

ＡＴⅡ对 ＡＴＲ１的正反馈调节作用有关。ＡＴⅡ与

ＡＴＲ１结合后，通过受体内化过程形成内涵体，内涵
体再转位入核，直接与基因组的调控序列相结合，在
转录水平促进ｃｆｏｓ、ｃｊｕｎ、ｃｍｙｃ等原癌基因表达，
继而导致ＡＴＲ１的表达水平上调［１２］。我们观察到，

ＬＡｒｇ能够下调受 ＡＴⅡ影响的心肌细胞对 ＡＴＲ１
的表达水平，这一效应可被 ＮＯＳ抑制剂ＬＮＡＭＥ
取消；此外，培养液ＮＯ浓度与心肌细胞ＡＴＲ１的表
达水平之间具有显著的线性负相关关系，这些事实
均提示，通过ＬＡｒｇＮＯ途径生成的 ＮＯ对心肌细
胞ＡＴＲ１的表达具有抑制作用。我们推测该抑制
效应可能与ＮＯ直接弥散进入细胞核后，与基因组
的调控序列相互作用，进而影响原癌基因表达

ＡＴＲ１有关［１２］。在本实验中，未观察到心肌细胞

ＡＴＲ２ｍＲＮＡ的表达水平受到ＡＴⅡ和ＬＡｒｇ的显
著影响；并且，心肌细胞ＮＯ合成量与ＡＴＲ２表达水
平之间不存在线性相关关系，这些实验证据提示

ＡＴＲ２并未参与由ＡＴⅡ和ＬＡｒｇ分别介导的心肌
细胞肥大和消退过程。

　　综上所述，在腹主动脉缩窄大鼠，心肌肥厚的形
成与心肌内ＮＯ、ＡＴⅡ含量密切相关；ＬＡｒｇ通过增
强心肌ｉＮＯＳ表达，致 ＮＯ生成增加。通过ＬＡｒｇ
ＮＯ途径合成的ＮＯ可减少心肌内ＡＴⅡ生成量，并
通过下调心肌ＡＣＥ及ＡＴＲ１的表达水平来抑制病

理性心肌肥厚的形成。
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