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血管紧张素转化酶２过表达对大鼠心肌梗死后心室重构的影响

张　波，范晋奇，张全军，陈少杰，殷跃辉

重庆医科大学附属第二医院心血管内科，重庆４０００１０

　　［摘要］　目的　观察血管紧张素转化酶２（ＡＣＥ２）过表达对大鼠急性心肌梗死（ＡＭＩ）后心室重构的影响，并探讨其可能

的分子机制。方法　７５只 ＳＤ 大鼠随机分为假手术组（Ｓｈａｍ 组）、ＡＭＩ组、生理盐水组（ＡＭＩ＋ＮＳ组）、报告基因组
（ＡＭＩ＋ＡｄＥＧＦＰ组）和重组腺病毒ＡｄＡＣＥ２组（ＡＭＩ＋ＡｄＡＣＥ２组），每组１５只。结扎大鼠冠状动脉左前降支建立 ＡＭＩ模

型，ＡＭＩ＋ＮＳ、ＡＭＩ＋ＡｄＥＧＦＰ、ＡＭＩ＋ＡｄＡＣＥ２组于心肌梗死周边区各选取５个点分别注射生理盐水、ＡｄＥＧＦＰ和ＡｄＡＣＥ２，

Ｓｈａｍ组与ＡＭＩ组不予注射。建模４周后测量血流动力学指标和心室质量；用组织学方法评价心肌组织结构变化与胶原沉

积；用免疫组化染色检测心肌组织血管紧张素（Ａｎｇ）Ⅱ（ＡｎｇⅡ）、Ａｎｇ（１７）及α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）表达，蛋白质印迹法

检测心肌组织ＡＣＥ２、Ｓｒｃ同源结构域２蛋白酪氨酸磷酸酶１（ＳＨＰ１）、ＥＲＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２、ｐ３８、ｐｐ３８、αＳＭＡ及转化生长因

子β１（ＴＧＦβ１）蛋白的表达。结果　（１）与其他４组相比，ＡＭＩ＋ＡｄＡＣＥ２组ＡＣＥ２表达水平升高（Ｐ＜０．０５），同时Ａｎｇ（１７）
表达也升高（Ｐ＜０．０５）。（２）与Ｓｈａｍ组相比，ＡＭＩ、ＡＭＩ＋ＮＳ及ＡＭＩ＋ＡｄＥＧＦＰ组左室舒张末压，心室质量／体质量比值，胶

原沉积，梗死周边区 ＡｎｇⅡ、Ａｎｇ（１７）、ＳＨＰ１、ｐＥＲＫ１／２／ＥＲＫ１／２、ｐｐ３８／ｐ３８、αＳＭＡ、ＴＧＦβ１表达均升高（Ｐ＜０．０５）。

（３）与ＡＭＩ、ＡＭＩ＋ＮＳ及 ＡＭＩ＋ＡｄＥＧＦＰ组相比，ＡＭＩ＋ＡｄＡＣＥ２组 Ａｎｇ（１７）、ＳＨＰ１表达升高（Ｐ＜０．０５），ｐＥＲＫ１／２／

ＥＲＫ１／２、ｐｐ３８／ｐ３８、αＳＭＡ及ＴＧＦβ１表达降低（Ｐ＜０．０５）。结论　过表达 ＡＣＥ２可明显改善大鼠心肌纤维化进程，缓解心
室重构，其机制可能与 ＡＣＥ２激活酪氨酸磷酸酶ＳＨＰ１，负性调节肾素血管紧张素系统（ＲＡＳ）下游丝裂原活化蛋白激酶

（ＭＡＫＰｓ）活性有关。
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　　随着我国经济发展和人民生活方式的改变，冠

心病已成为严重危害人民健康与生命的高发疾病。

心肌长期慢性缺血和心室重构是冠心病发展成心力

衰竭（缺血性心肌病）的重要病理生理变化，除再血

管化治疗外，延缓心室重构是预防冠心病向心力衰

竭发展的重要治疗策略之一。近年研究表明，心室

重构与肾素血管紧张素系统（ｒｅｎｉｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｓｙｓ

ｔｅｍ，ＲＡＳ）的过度激活密切相关，其中血管紧张素Ⅱ
（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ Ⅱ，Ａｎｇ Ⅱ）发挥着重要作用［１２］。

ＡｎｇⅡ与其受体结合后激活丝裂原活化蛋白激酶

［ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫｓ；以ｐ３８

ＭＡＰＫ、细胞外调节蛋白激酶（ＥＲＫ）１／２为代表］级

联反应及随后的核内基因转录，导致成纤维细胞增

殖和细胞外分泌性基质蛋白表达增加［１，３］。与血管

紧张 素 转 化 酶 （ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，

ＡＣＥ）具有较高同源性的ＡＣＥ２作为ＡｎｇⅡ内源性

调节酶之一，可将胞外的 ＡｎｇⅠ和 ＡｎｇⅡ转化为

Ａｎｇ（１７），而ＡＣＥ２和Ａｎｇ（１７）具有拮抗ＡｎｇⅡ
所致的心肌肥大、间质纤维化增生、炎性反应以及氧

化应激等效应，被视为 ＲＡＳ重要的负性调节因

子［４６］。Ｓｒｃ同源结构域２蛋白酪氨酸磷酸酶 １
（ＳＨＰ１）的去磷酸化效应对蛋白酪氨酸激酶具有重

要的负性调节作用［７］。Ｃｕｉ等［８］和Ｇａｖａ等［９］研究表

明Ａｎｇ（１７）通过激活ＳＨＰ１从而抑制ｐ３８ＭＡＰＫ
及ＥＲＫ１／２的激活。然而，过表达 ＡＣＥ２能否激活

ＳＨＰ１，从而负性调节 ＭＡＰＫｓ活性，最终拮抗

ＡｎｇⅡ所致的纤维化效应鲜有报道。本研究通过建

立大鼠急性心肌梗死模型，将重组腺病毒 ＡｄＡＣＥ２
注射于梗死周边区，观察其对大鼠心肌梗死后心室

重构的影响，探讨ＳＨＰ１在ＡＣＥ２过表达后对ＲＡＳ
和 ＭＡＰＫｓ信号通路调节的分子机制。

１　材料和方法

１．１　大鼠急性心肌梗死模型的建立、分组及处理　
雄性ＳＤ大鼠７５只（由重庆医科大学实验动物中心

提供，体质量 ２５０～３００ｇ），随机分为假手术组

（Ｓｈａｍ组）、急性心肌梗死组（ＡＭＩ组）、生理盐水组

（ＡＭＩ＋ＮＳ组）、报告基因组（ＡＭＩ＋ＡｄＥＧＦＰ组）

和重组腺病毒ＡｄＡＣＥ２组（ＡＭＩ＋ＡｄＡＣＥ２组），每

组１５只，参照Ｏｌｉｖｅｔｔｉ等［１０］的手术方式结扎大鼠冠

状动脉左前降支建立急性心肌梗死模型。ＡＭＩ＋

ＮＳ、ＡＭＩ＋ＡｄＥＧＦＰ和 ＡＭＩ＋ＡｄＡＣＥ２各组分别

用微创注射器于梗死周边区分５点均匀注射生理盐

水、ＡｄＥＧＦＰ和ＡｄＡＣＥ２（长沙赢润生物技术有限公

司，病毒含量为１×１０９ｐｆｕ／１００μＬ）共１００μＬ，Ｓｈａｍ
组和ＡＭＩ组不予注射。术后各组大鼠肌注青霉素

４０万单位３ｄ，同等条件喂养４周后采集标本。

１．２　血流动力学指标测定　手术４周后，各组大鼠

均行血流动力学指标检测。术前称体质量并麻醉，

参照Ｆｒａｃｃａｒｏｌｌｏ等［１１］方法分离右颈外动脉并置入

微压力传感器，与生理记录仪相连，最后将导管逆行

送入左心室，测定左室压力变化情况。记录平均动

脉压（ｍｅａｎｂｌｏｏｄｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＭＢＰ）和左室舒张末压

（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｎｄｄｉａｓｔｏｌｉｃｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＬＶＥＤＰ）。

１．３　心室质量测定　血流动力学指标测定完毕后

经大鼠静脉注入１０％ ＫＣｌ，使心脏停跳于舒张末期。

迅速打开胸腔，取出心脏置于冰生理盐水中，去除心

房、大血管及心外结缔组织，冲洗干净，滤纸吸干后

称心室质量，并与体质量相除，计算心室质量／体质

量比值（单位：ｍｇ／ｇ）。

１．４　组织病理学检测　沿垂直于左室长轴方向切

取梗死周边区心肌组织，置于１０％甲醛溶液中固定，

常规脱水，石蜡包埋，切片。ＨＥ染色观察心肌组织
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形态结构及细胞形态变化，Ｍａｓｓｏｎ染色观察心肌间

质胶原表达情况。

１．５　免疫组化染色检测心肌组织ＡｎｇⅡ、Ａｎｇ（１７）

及α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）表达　５μｍ厚的石蜡

切片按ＳＰ检测试剂盒（北京中杉金桥生物技术有限

公司）说明书进行免疫组化染色，用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ

６．０软件进行图像分析。校正标准灰度值后每个标本

随机选取５个视野，测定平均光密度值（Ｄ值），均值作

为标本Ｄ值。ＡｎｇⅡ、Ａｎｇ（１７）抗体购自美国Ａｂｃａｍ
公司，αＳＭＡ抗体购自美国Ｓｉｇｍａ公司。

１．６　蛋白质印迹法检测心肌组织 ＡＣＥ２、ＳＨＰ１、

ＥＲＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２、ｐ３８、ｐｐ３８、ＴＧＦβ１、αＳＭＡ蛋

白的表达　常规提取心肌梗死周边区组织总蛋白，

ＢＣＡ法测定各组蛋白浓度。沸水变性后行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ，电转到ＰＶＤＦ膜，室温摇床封闭１ｈ，４℃孵

育一抗［ＡＣＥ２（１５００）、ＳＨＰ１（１２００）、ＥＲＫ１／２
（１１０００）、ｐＥＲＫ１／２（１１０００）、ｐ３８（１５００）、

ｐｐ３８（１１００）、ＴＧＦβ１（１１００）、αＳＭＡ（１２００）、

Ｔｕｂｕｌｉｎ（１１０００）］过夜，选取一抗来源相对应的辣

根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的二抗室温孵育１ｈ，ＥＣＬ
显影，Ｂｉｏｒａｄ凝胶成像分析系统扫描，用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ软件分析各样本灰度值。ＡＣＥ２一抗购自美国

Ａｂｃａｍ公司，ＳＨＰ１一抗购自美国 Ａｂｎｏｖａ公司，

ＥＲＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２、ｐ３８、ｐｐ３８、ＴＧＦβ１、αＳＭＡ、

Ｔｕｂｕｌｉｎ一抗购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，二抗购自北

京中杉金桥生物技术有限公司。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计

学分析。所有数据以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因

素方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ检验。检验水准

（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　动物一般情况　Ｓｈａｍ组大鼠在实验过程中无

死亡。建模４周后，ＡＭＩ组大鼠存活率为６６．７％（１０／

１５），ＡＭＩ＋ＮＳ组为７３．３％（１１／１５），ＡＭＩ＋ＡｄＥＧＦＰ
组为６０％（９／１５），ＡＭＩ＋ＡｄＡＣＥ２组为７３．３％（１１／

１５），各组间存活率差异无统计学意义。

２．２　血流动力学指标及心室质量测定　大鼠体质

量和 ＭＢＰ在各组间差异均无统计学意义。与Ｓｈａｍ
组相比，其他４组大鼠ＬＶＥＤＰ升高（Ｐ＜０．０５），心

室 质 量／体 质 量 比 值 增 加 （Ｐ＜０．０５）；ＡＭＩ＋

ＡｄＡＣＥ２组与ＡＭＩ、ＡＭＩ＋ＮＳ、ＡＭＩ＋ＡｄＥＧＦＰ组

相比，大鼠ＬＶＥＤＰ降低，心室质量／体质量比值下

降（Ｐ＜０．０５，表１）。

表１　建模４周后大鼠血液动力学指标和心室质量测定结果

Ｔａｂ１　Ｈｅｍｏｄｙｎａｍｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｎｄｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒＡＭＩｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ

珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＢＷｍ／ｇ ＨＷ／ＢＷｗＢ／（ｍｇ·ｇ－１） ＭＢＰｐ／ｍｍＨｇ ＬＶＥＤＰｐ／ｍｍＨｇ

Ｓｈａｍ １５ ３８２±８ ２．２１±０．１１ １１２±６ ３．７５±０．２８

ＡＭＩ １０ ３７２±１３ ３．０６±０．０７△ １１５±１２ ２３．６５±１．９１△

ＡＭＩ＋ＮＳ １１ ３７８±１１ ３．０４±０．０９△ １１７±１１ ２２．６１±２．５２△

ＡＭＩ＋ＡｄＥＧＦＰ ９ ３７４±１２ ２．９９±０．０３△ １１３±９ ２４．３８±１．６３△

ＡＭＩ＋ＡｄＡＣＥ２ １１ ３７５±１１ ２．６４±０．１１ １１２±１０ １４．３３±１．１７

　ＡＭＩ：Ａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ；ＮＳ：Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ；ＡｄＥＧＦＰ：Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ；ＡｄＡＣＥ２：

Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ２；ＢＷ：Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ；ＨＷ／ＢＷ：Ｈｅａｒｔｗｅｉｇｈｔ／ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ；ＭＢＰ：Ｍｅａｎａｒｔｅｒｉａｌ

ｐｒｅｓｓｕｒｅ；ＬＶＥＤＰ：Ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｎｄｄｉａｓｔｏｌｉｃｐｒｅｓｓｕｒｅ．１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ．Ｐ＜０．０５ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓ

ＡＭＩ＋ＡｄＡＣＥ２ｇｒｏｕｐ

２．３　组织学评价

２．３．１　ＨＥ染色　Ｓｈａｍ组大鼠心肌细胞排列整

齐，胞质纹理清晰，胞核明显，细胞间连接存在；

ＡＭＩ、ＡＭＩ＋ＮＳ、ＡＭＩ＋ＡｄＥＧＦＰ组大鼠梗死周边

区心肌纤维排列稀疏紊乱，肌丝断裂，胞质明显减少

甚至缺如，大量胞核浓缩、碎裂，炎细胞浸润，细胞间

连接消失；ＡＭＩ＋ＡｄＡＣＥ２组上述改变明显减轻。

见图１Ａ。

２．３．２　Ｍａｓｓｏｎ染色　Ｓｈａｍ组大鼠心肌间质有少

量胶原纤维（蓝色）沉积，ＡＭＩ、ＡＭＩ＋ＮＳ、ＡＭＩ＋

ＡｄＥＧＦＰ组大鼠梗死周边区心肌间质中有大量胶原

纤维沉积，而ＡＭＩ＋ＡｄＡＣＥ２组大鼠梗死周边区心肌

间质胶原纤维沉积较ＡＭＩ、ＡＭＩ＋ＮＳ及ＡＭＩ＋ＡｄＥ

ＧＦＰ组减少，但仍多于Ｓｈａｍ组。见图１Ｂ。
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２．４　ＡＣＥ２调节ＲＡＳ系统相关指标

２．４．１　免疫组化分析心肌组织 ＡｎｇⅡ、Ａｎｇ（１７）

表达结果　ＡｎｇⅡ、Ａｎｇ（１７）定位于心肌细胞，阳

性染色为棕黄色。与Ｓｈａｍ组相比，其他４组ＡｎｇⅡ

和 Ａｎｇ（１７）表 达 升 高 （Ｐ＜０．０５）；与 ＡＭＩ、

ＡＭＩ＋ＮＳ及 ＡＭＩ＋ ＡｄＥＧＦＰ 组 比 较，ＡＭＩ＋

ＡｄＡＣＥ２组ＡｎｇⅡ表达降低（Ｐ＜０．０５），Ａｎｇ（１７）

表达升高（Ｐ＜０．０５）。见图２。

图１　各组大鼠心肌梗死周边区组织学改变

Ｆｉｇ１　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｂｏｒｄｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｆｔｅｒａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ（ＡＭＩ）ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

ＮＳ：Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ；ＡｄＥＧＦＰ：Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ；ＡｄＡＣＥ２：Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ

ｅｎｚｙｍｅ２．Ａ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｂ：Ｍａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图２　各组大鼠心肌组织ＡｎｇⅡ、Ａｎｇ（１７）和αＳＭＡ蛋白表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｎｇⅡ，Ａｎｇ（１７）ａｎｄαＳＭＡｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｍｙｏｃａｒｄｉａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｖａｒｉｏｕｓｇｒｏｕｐｓ
ＡＭＩ：Ａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ；ＮＳ：Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ；ＡｄＥＧＦＰ：Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ；ＡｄＡＣＥ２：

Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ２；Ａｎｇ：Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ；αＳＭＡ：αＳｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ．ＡＣ：Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＡｎｇⅡ，Ａｎｇ（１７）ａｎｄαＳＭＡ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００）；Ｄ：ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡｎｇⅡ，

Ａｎｇ（１７）ａｎｄαＳＭＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｐ＜０．０５ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＡＭＩ＋ＡｄＡＣＥ２ｇｒｏｕｐ．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ
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２．４．２　蛋白质印迹法检测心肌组织ＡＣＥ２表达结

果　蛋白质印迹分析结果（图３Ａ）显示，４周后
ＡＭＩ＋ＡｄＡＣＥ２组大鼠心肌组织 ＡＣＥ２表达水平

明显高于其他各组（Ｐ＜０．０５）。

图３　蛋白质印迹分析检测各组大鼠心肌组织ＡＣＥ２（Ａ）、ＳＨＰ１（Ｂ）、ｐＥＲＫ１／２／ＥＲＫ１／２（Ｃ）、

ｐｐ３８／ｐ３８（Ｄ）、αＳＭＡ（Ｅ）和ＴＧＦβ１（Ｆ）蛋白表达

Ｆｉｇ３　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＣＥ２（Ａ），ＳＨＰ１（Ｂ），ｐＥＲＫ１／２／ＥＲＫ１／２（Ｃ），ｐｐ３８／ｐ３８（Ｄ），αＳＭＡ（Ｅ）ａｎｄＴＧＦβ１（Ｆ）

ｉｎｒａｔｍｙｏｃａｒｄｉａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ
ＡＭＩ：Ａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ；ＮＳ：Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ；ＡｄＥＧＦＰ：Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ；ＡｄＡＣＥ２：Ａｄｅｎｏｖｉ
ｒｕｓａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ２；ＳＨＰ１：Ｓｒｃｈｏｍｏｌｏｇｙ２ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ１；αＳＭＡ：αＳｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ；ＴＧＦβ１：Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１．Ｐ＜０．０５ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＡＭＩ＋ＡｄＡＣＥ２ｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珔ｘ±ｓ
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２．４．３　ＡＣＥ２调节ＳＨＰ１与 ＭＡＰＫｓ家族的表

达　蛋白质印迹法检测心肌梗死周边区ＳＨＰ１及

ＭＡＰＫｓ成员ＥＲＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２、ｐ３８及ｐｐ３８的

蛋白表达，结果显示：（１）与Ｓｈａｍ组相比，其他４组

ＳＨＰ１表达均升高（Ｐ＜０．０５），ＡＭＩ＋ＡｄＡＣＥ２组

升高更为显著（图３Ｂ）；（２）与Ｓｈａｍ组相比，其他４

组ｐＥＲＫ１／２／ＥＲＫ１／２ 及ｐｐ３８／ｐ３８表达均升高

（Ｐ＜０．０５）；与ＡＭＩ、ＡＭＩ＋ＮＳ及 ＡＭＩ＋ＡｄＥＧＦＰ

组相比，ＡＭＩ＋ＡｄＡＣＥ２组ｐＥＲＫ１／２／ＥＲＫ１／２及

ｐｐ３８／ｐ３８表达降低（Ｐ＜０．０５，图３Ｃ、３Ｄ）。

２．５　ＡＣＥ２直接下调纤维化相关指标

２．５．１　免疫组化分析心肌组织αＳＭＡ 表达结

果　αＳＭＡ定位于血管平滑肌细胞胞质内，少量表

达于心肌成纤维细胞胞质，呈棕黄色。与Ｓｈａｍ组

相比，ＡＭＩ、ＡＭＩ＋ＮＳ及ＡＭＩ＋ＡｄＥＧＦＰ组血管平

滑肌阳性染色细胞明显增加，且心肌细胞胞质

αＳＭＡ表达少量增加；ＡＭＩ＋ＡｄＡＣＥ２组与 ＡＭＩ、

ＡＭＩ＋ＮＳ及ＡＭＩ＋ＡｄＥＧＦＰ组相比阳性染色细胞

减少；Ｓｈａｍ组未见明显阳性表达（图２Ｃ）。

２．５．２　蛋白质印迹分析检测αＳＭＡ、ＴＧＦβ１表

达　蛋白质印迹分析结果（图３Ｅ、３Ｆ）显示，与Ｓｈａｍ

组相比，其他４组αＳＭＡ和 ＴＧＦβ１表达升高（Ｐ＜

０．０５），ＡＭＩ＋ＡｄＡＣＥ２组αＳＭＡ和 ＴＧＦβ１表达

低于ＡＭＩ、ＡＭＩ＋ＮＳ及 ＡＭＩ＋ＡｄＥＧＦＰ组（Ｐ＜

０．０５）。

３　讨　论

　　近年来大量研究表明，ＡＣＥ２在人和啮齿类动

物的组织器官中，尤其在心脏中表达丰富，且其具有

拮抗ＡＣＥ的作用。ＡＣＥ将ＡｎｇⅠ转化为强缩血管

物质ＡｎｇⅡ，ＡＣＥ２则将 ＡｎｇⅡ转化为强舒血管物

质Ａｎｇ（１７），并且 Ａｎｇ（１７）还具有抗增殖、抑制

血管重构和心肌肥厚，负性调节 ＲＡＳ 系统作

用［７，１２１３］。Ｂｕｒｒｅｌｌ等［１４］和 Ａｖｅｒｉｌｌ等［１５］研究证实

ＡＣＥ２可以通过心肌细胞、巨噬细胞、内皮细胞及平

滑肌细胞的旁分泌方式抑制成纤维细胞的促纤维化

效应。Ｋａｗａｎｏ等［１６］研究表明ＡｎｇⅡ引起胶原合成

增加，导致心肌纤维化，并且降低ＡｎｇⅡ的蓄积浓度

可以减少胶原的产生。相反，Ａｎｇ（１７）可以通过

ＡｎｇⅡ依赖或者非依赖的形式抑制心肌细胞和心肌

成纤维细胞导致的心室重构效应［１７１８］。现有的研究

表明ＡＣＥ２通过降解ＡｎｇⅡ和产生Ａｎｇ（１７）介导

心脏保护作用。本研究结果显示，心肌梗死大鼠过

表达ＡＣＥ２后，梗死周边区心肌组织ＡｎｇⅡ表达降

低，Ａｎｇ（１７）表达升高，与上述研究结果一致。

　　ＳＨＰ１是一种蛋白酪氨酸磷酸酶，最早发现于

造血细胞的胞质中，对细胞内的信号转导起负性调

节作用。在血管平滑肌细胞中，ＡｎｇⅡ ＡＴ２受体介

导的ＪＮＫ激活、ｃＪｕｎ表达和ＥＲＫ１／２磷酸化均与

ＳＨＰ１的激活密切相关［８，１９］。Ｇａｖａ等［９］的研究表

明在肾小管细胞中，Ａｎｇ（１７）通过激活ＳＨＰ１抑

制了高糖所致的ｐ３８ ＭＡＰＫ 的磷酸化。Ｔａｌｌａｎｔ

等［２０］在心肌细胞中的研究证实 Ａｎｇ（１７）通过

ＭＡＳ受体激活ＳＨＰ１抑制 ＭＡＰＫｓ激活。目前研

究认为 ＭＡＰＫｓ重要成员ＥＲＫ１／２、ｐ３８与细胞生

长、分化和增殖的调控密切相关［２１］。本研究结果表

明，大鼠心肌梗死后梗死周边区胶原合成明显增加，

心室重构明显，ＡｎｇⅡ及Ａｎｇ（１７）表达升高，相反，

在ＡＣＥ２过表达心肌梗死大鼠中，ＡｎｇⅡ的表达降

低，且Ａｎｇ（１７）的升高更为显著，同时，ＳＨＰ１的

表达也升高，作为 ＡｎｇⅡ信号通路下游的 ＭＡＰＫｓ

组分ＥＲＫ１／２、ｐ３８的磷酸化水平降低。因此，我们

推测 ＡＣＥ２是通过将 ＡｎｇⅡ转化为 Ａｎｇ（１７），

Ａｎｇ（１７）进一步激活ＳＨＰ１从而抑制 ＭＡＰＫｓ组

分ＥＲＫ１／２、ｐ３８的磷酸化，最终起到拮抗ＲＡＳ系统

的作用。

　　ＴＧＦβ１是 ＡｎｇⅡ信号通路下游一个重要的促

心室重构的细胞因子［２２２３］，在心肌梗死后的心肌细

胞中其基因表达明显增加［２４］，而且心肌梗死４周

后，ＴＧＦβ１表达与增加的胶原表达呈正相关
［２５］。

Ｏｋａｄａ等［２６］的研究也证实减少心肌梗死后ＴＧＦβ１

的表达可以缓解心室重构，并延长心肌梗死动物的

生存时间。体外实验进一步表明 ＴＧＦβ１具有刺激

心脏成纤维细胞分化为肌成纤维细胞的能力，促使

其标记物αＳＭＡ活化及表达，导致大量胶原合成，

从而加速心肌纤维化进程［２７］。本研究中，我们通过

Ｍａｓｓｏｎ染色分析梗死周边区心肌胶原的表达证实

ＡＣＥ２过表达组心肌梗死大鼠胶原沉积明显改善；
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蛋白质印迹分析也表明ＡＣＥ２过表达的大鼠αＳＭＡ

及ＴＧＦβ１的表达较 ＡＭＩ组降低；免疫组化也提示

ＡＣＥ２过表达组αＳＭＡ阳性染色细胞降低，蛋白表

达减少。这与上述的研究结果一致，证实 ＡＣＥ２过

表达可以有效降低梗死周边区胶原合成，并下调促

纤维化信号因子αＳＭＡ及ＴＧＦβ１的表达。

　　综上所述，本研究证实过表达 ＡＣＥ２能够有效

减少急性心肌梗死大鼠梗死周边区心肌纤维化，缓

解心室重构。其机制可能与激活蛋白酪氨酸磷酸酶

ＳＨＰ１，负性调节ＲＡＳ系统及其下游的 ＭＡＰＫｓ组

分ＥＲＫ１／２和ｐ３８的磷酸化，并减少直接促纤维化

信号因子αＳＭＡ及ＴＧＦβ１的表达相关，提示增加

梗死周边区ＡＣＥ２的表达活性（基因转染或者药物

刺激）对急性心肌梗死后心室病理重构具有重要的

保护作用，可能为心血管疾病提供新的药物靶点。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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