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硫化氢下调血管紧张素域1 型受体表达抑制高血压大鼠心肌重构
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[摘摇 要] 摇 目的摇 通过构建大鼠两肾一夹高血压模型(2K1C)造成心肌重构,观察硫化氢是否存在保护效应并初

步探索其可能机制。 方法摇 34 只健康成年雄性 SD 大鼠随机分为对照组、假手术组、手术组和硫化氢组,测量实验

前后收缩压、左心室质量指数、全心质量指数、左心室心重比,观察心肌细胞直径、横断面面积以及胶原沉积程度,
检测心肌细胞血管紧张素域1 型受体表达情况。 结果摇 手术组血压持续增高,左心室质量指数、全心质量指数以及

左心室心重比明显增加,镜下观察可见心肌纤维断裂、肌浆肿胀、部分空泡样、颗粒性改变以及灶性坏死、单核细胞

浸润。 硫化氢组血压呈先升高后下降趋势,左心室质量指数、全心质量指数以及左心室心重比较手术组降低,心肌

形态学改变明显减轻。 Masson 三色染色显示,硫化氢组血管壁渗出明显弱于手术组。 手术组血管紧张素域1 型受

体的表达明显上调,硫化氢组血管紧张素域1 型受体表达显著低于手术组。 结论摇 硫化氢能减轻两肾一夹模型大

鼠的心肌重构,此作用与下调血管紧张素域1 型受体蛋白表达有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of hydrogen sulfide on cardiac remodeling in rats, after the two鄄kid鄄
neys鄄one鄄clip (2K1C) model built. 摇 摇 Methods 摇 34 male Sprague鄄Dawley (SD) rats were randomly divided into four
groups: control group, sham鄄operated group, 2K1C model group and hydrogen sulfide (H2S) group. 摇 Systolic blood pres鄄
sure (SBP), the left ventricle weight / body weight ( LVW/ BW), the heart weight / body weight (HW/ BW) and the left
ventricle weight / heart weight (LVW/ HW) were measured to assess cardiac remodeling. 摇 The diameter, the cross鄄section鄄
al area of the myocardial cells were evaluated by HE stain. 摇 Collagen deposition were detected by Masson stain. 摇 Angio鄄
tensin 域 receptor鄄1 (AT1) expression in the myocardial cells were assessed by immunohistochemistry. 摇 摇 Results 摇
Compared with the control group, SBP increased persistently in 2K1C group and LVW/ BW, HW/ BW, LVW/ HW in鄄
creased accordingly. 摇 While in the H2S group, SBP elevated transiently and tended to decrease afterward. 摇 LVW / BW,
HW/ BW, LVW/ HW decreased in H2S group compared with 2K1C group. 摇 HE stain showed significantly milder myocar鄄
dial injury in H2S group than that in 2K1C group. 摇 Masson stain showed less collagen deposition in H2S group than that in
2K1C group. 摇 The expression of AT1 receptor was up鄄regulated in the 2K1C group, which can be reversed by treatment
with H2S. 摇 摇 Conclusion摇 H2S can attenuate cardiac remodeling in 2K1C rats by down鄄regulating AT1 expression.

摇 摇 近年研究发现哺乳动物体内能够内源性合成

硫化氢(hydrogen sulfide,H2S),在其生理性浓度下

参与调节许多生理过程[1],尤其是在心血管系统

中起着重要的调节作用。H2S已被界定为继一氧化
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碳、一氧化氮后的第 3 种气体信号分子[2]。 目前许

多研究证实硫化氢能够通过多条途径而起到强大

的心肌保护效应。 尚有研究表明 H2S 能通过舒张

血管降低大鼠的自发性高血压[3]。 本研究拟构建

大鼠两肾一夹高血压模型,缩窄一侧肾动脉引起急

性肾缺血,继而激活循环中的肾素鄄血管紧张素系统

(renin鄄angiotensin system,RAS),通过血压升高以及

RAS 对心脏的直接作用造成心肌重构,观察外源性

H2S 干预能否减轻心肌重构,以验证 H2S 对高血压

心肌重构的保护作用,并初步探索其可能机制。 从

而为心肌肥厚、心肌纤维化的治疗提供新的思路,
为硫化氢或其化合物作为一种心血管新药的研究

提供实验依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料与动物分组

摇 摇 健康雄性 SPF 级 SD 大鼠 34 只,体重 210 依 10
g,购自汕头大学医学院实验动物中心。 按随机化原

则分成如下各组:对照组,7 只,不做任何处理;假手

术组,7 只,无菌手术开腹,仅分离左肾动脉,未结扎

肾动脉;手术组,10 只,无菌手术开腹,结扎左肾动

脉;H2S 组,10 只,无菌手术开腹,结扎左肾动脉后,
NaHS 14 滋mol / (kg·d)腹腔注射给药[4]。 所有大

鼠饲养 11 周[5]后处死取标本检测各项指标。
1郾 2摇 动物模型制作

本实验利用两肾一夹模型 ( two鄄kidneys鄄one鄄
clip,2K1C),按参考文献建模[6]。 模型制作主要步

骤如下:健康雄性 SD 大鼠,用 10% 水合氯醛按 100
g 体重 0郾 33 mL 剂量腹腔注射麻醉后,将大鼠固定

于操作台,常规消毒铺巾,做腹部正中切口,暴露并

钝性分离左肾动脉,用直径 0郾 25 mm 的针灸针放置

于肾动脉上方,用 1 号缝合线连同针灸针一起结扎,
打结牢固后抽出针灸针以形成肾动脉狭窄。 关闭

腹腔之前,给予青霉素 40 万 U 清洗腹腔,逐层缝合

肌肉、皮肤切口。 假手术组除了不放置针灸针和缝

线结扎外其它操作同手术组。 术毕立即给予青霉

素 40 万 U 腹腔注射加强预防感染。 之后各组大鼠

自由进食及饮水。
1郾 3摇 标本处理

所有大鼠在手术前及处死前(术后第 11 周)通
过尾动脉测压仪测量收缩压(systolic blood pressure,
SBP)。 处死前秤取体重,处死后取出心脏,立即称

取全心重量以及左心室重量并分别计算左心室重

量与体重之比 ( LVW / BW) 做为左心室质量指数

(LVMI),全心重量与体重之比(HW/ BW)做为全心

质量指数,以及左心室重量与全心重量比值(LVW /
HW)做为左心室心重比。 取大鼠心尖部心室肌组

织,做组织切片,HE 和 Masson 常规染色,血管紧张

素域1 型受体( angiotensin 域 receptor鄄1,AT1)免疫

组织化学染色,光镜下观察结果。
1郾 4摇 常规 HE 染色、Masson 法胶原染色

心肌组织切片烤热后于二甲苯和梯度乙醇中脱

蜡水化,苏木精染色 5 min,流水稍洗,1%盐酸乙醇迅

速分化,流水稍洗,促蓝液返蓝数秒,流水冲洗,依次

行 HE 染色和 Masson 染色。 光镜下观察、摄片。 每

张 Masson 染色切片选取 3 个无血管视野( 伊40) 。
1郾 5摇 免疫组织化学染色

将心肌组织切片置于 60益烤箱中 30 min,依次

行二甲苯与梯度乙醇脱蜡水化,蒸馏水冲洗 2 min 伊
3 次;抗原修复,蒸馏水冲洗 3 min 伊 3 次;3% H2O2

室温孵育 10 min,PBS 冲洗 3 min 伊 3 次;山羊血清

封闭后室温孵育 15 min,滴加 1颐 150 兔抗鼠一抗工

作液(AT1 单抗) 37益孵育 2 h,PBS 冲洗 3 min 伊 3
次;加入抗兔二抗工作液后于 37益 温箱孵育 15
min,PBS 洗 3 min 伊 3 次;加入 ABC 复合物之类的抗

体后 37益温箱孵育 15 min,PBS 洗 3 min 伊 3 次;室
温下 DAB 显色 6 min,自来水充分冲洗;复染,脱水,
透明,封片。 每张切片中随机各取 3 个无血管视野。
1郾 6摇 免疫印迹分析 AT1 受体表达

取适量心肌组织用细胞裂解液(100 mmol / L
Tris鄄HCl,4% SDS,20% 甘油,蛋白酶抑制剂亮抑蛋

白酶肽 10 g / L)匀浆,4益,12 000 g 离心 10 min,取
上清保存于 - 20益。 BCA 法蛋白质定量。 相同量

蛋白质用于 10% 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶

电泳( sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel elec鄄
trophoresis,SDS鄄PAGE),转移至 PVDF 膜,3% 牛血

清白蛋白(bovine serum albumin,BSA)和 5%脱脂奶

粉溶液(溶于 TBS鄄T 缓冲液中)室温封闭 2 h,兔抗

AT1 抗体或小鼠抗 茁鄄肌动蛋白抗体 4益孵育过夜,
TBS鄄T 溶液洗膜 4 次,每次 15 min。 室温下加辣根

过氧化物酶标记兔抗羊 IgG 二抗,孵育 2 h,同前法

洗膜 4 次,用增强化学发光法显色,X 光片曝光显

影,Labwork 凝胶成像分析系统摄像分析。 将各组

AT1 蛋白的面积灰度值减去背景灰度值与经过同样

处理的 茁鄄actin 灰度值的比值进行半定量分析。
1郾 7摇 统计学分析

数据用x 依 s 表示,使用 SPSS 13郾 0 软件进行统计

学分析。 组间比较采用方差分析,两组间均数比较应
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用 t 检验。 P <0郾 05 为差异有显著性。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 大鼠收缩压变化

摇 摇 在单侧肾动脉结扎前、后分别测量鼠尾 SBP,结
扎后 8 天大鼠 SBP 明显升高,提示造模成功。 结扎

单侧肾动脉后、处死大鼠前(术后第 11 周)再次测

量鼠尾 SBP,H2S 组 SBP 明显低于手术组(表 1)。

表 1. 手术前、术后第 8天以及实验终点时大鼠收缩压(mmHg)
Table 1. Systolic pressure in rats before and 8 days, 11
weeks after the operation(mmHg)

分摇 组 n 手术前 术后第 8 天
术后第 11 周
(实验终点)

对照组 7 125郾 8 依 12郾 7 127郾 9 依 11郾 5 126郾 7 依 10郾 5
假手术组 7 126郾 2 依 13郾 7 126郾 1 依 6郾 2 125郾 5 依 9郾 3
手术组 10 129郾 2 依 10郾 5 157郾 3 依 2郾 5 155郾 0 依 4郾 6b

硫化氢组 10 129郾 3 依 8郾 3 157郾 3 依 3郾 7c 137郾 1 依 1郾 1a

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 001,与对照组比较;c 为 P < 0郾 001,与手术

前比较。

2郾 2摇 大鼠心脏指数变化

我们前期实验证实 2K1C 模型可以引起心肌重

构[6],模型建立后第 11 周处死大鼠发现手术组

LVW / BW、HW/ BW、LVW / HW 与对照组比较均有

明显增加。 硫化氢组与手术组相比,上述指标均有

明显下降,提示 H2S 可减轻心肌肥厚(表 2)。

表 2. 各组大鼠心脏指数比较

Table 2. Comparison of LVW/ HW, HW/ BW and LVW/
BW in each group

分摇 组 n LVW/ HW(g / g) HW / BW(g / g) LVW / BW(g / g)

对照组 7 0郾 174 依 0郾 008 0郾 253 依 0郾 011 0郾 688 依 0郾 023

假手术组 7 0郾 179 依 0郾 009 0郾 256 依 0郾 010 0郾 700 依 0郾 032

手术组 10 0郾 205 依 0郾 027b 0郾 282 依 0郾 029a 0郾 725 依 0郾 029a

硫化氢组 10 0郾 175 依 0郾 009d 0郾 254 依 0郾 014c 0郾 690 依 0郾 017c

a 为 P < 0郾 01,b 为 P < 0郾 001,与对照组比较;c 为 P < 0郾 01,d 为 P <
0郾 001,与手术组比较。

2郾 3摇 心肌结构改变

与假手术组比较,手术组心肌细胞明显淡染,普
遍肥大,心肌纤维嗜酸性增强,呈现局灶性肌浆模糊,
可见断裂心肌纤维、肌浆肿胀、部分空泡样和颗粒性

改变,并且出现灶性坏死,单核细胞浸润,替代以成纤

维细胞,细胞间隙明显增宽。 部分心肌细胞核固缩,
部分肿大透亮、溶解。 血管壁各层均增厚,管周基质

增多,与周围心肌细胞间隙增大。 与手术组比较,硫
化氢组心肌细胞结构变化相对较小,细胞排列较规

则,心肌纤维结构较清晰,局灶性心肌纤维断裂、空泡

样改变以及成纤维细胞替代均较少,细胞间隙稍有增

宽,提示心肌损伤较轻(图 1)。

图 1. 心肌细胞 HE 染色( 伊 400) 摇 摇 左为假手术组,中为手术组,右为硫化氢组。

Figure 1. HE stain of myocardium ( 伊400)

2郾 4摇 心肌组织胶原含量变化

与假手术组相比,手术组无论是动脉还是静

脉,血管壁各层、尤其是外膜以及外膜周围细胞的

间隙内可见大量蓝染,细胞间隙内亦有灶性蓝染,
动脉血管壁明显增厚,中膜及内膜明显,可见大量

渗出。 硫化氢组管周虽也有细胞间隙灶性蓝染,管

壁较对照组有不同程度的增厚,周围可见有少许渗

出,但与对照组的改变接近,无明显差异,表明其胶

原沉积较少(图 2)。
2郾 5摇 免疫组织化学检测心肌组织 AT1 表达变化

与假手术组比较,手术组心肌细胞的 AT1 受体

表达明显上调,而硫化氢组 AT1 受体的表达仅轻度
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上调(图 3)。

图 2. 心肌细胞 Masson 染色( 伊 400) 摇 摇 左为假手术组,中为手术组,右为硫化氢组。

Figure 2. Masson stain of myocardium ( 伊400)

图 3. 心肌细胞 AT1 受体免疫组织化学染色结果( 伊 400) 摇 摇 左为假手术组,中为手术组,右为硫化氢组。

Figure 3. Immunohistochemistry of AT1 in cardiomyocyte ( 伊400)

2郾 6摇 免疫印迹法检测心肌组织 AT1 蛋白表达

假手术组 AT1 表达水平较低,而手术组 AT1 蛋

白水平显著上调,其 AT1 蛋白水平是假手术组的大

约 5 倍(P < 0郾 01,n = 3)。 经硫化氢干预后,AT1 蛋

白水平显著回落,硫化氢组 AT1 水平显著低于手术

组(P < 0郾 01,n = 3)。 但硫化氢组 AT1 蛋白水平仍

然高于假手术组,其约为假手术组的 3 倍(图 4)。

3摇 讨摇 论

2K1C 模型是经典的血管紧张素域(Ang域)依

赖性肾性高血压模型。 一侧肾动脉结扎致狭窄后

造成急性肾缺血,引起肾素分泌增加,继而激活

RAS,使该系统的主要效应因子 Ang域浓度明显增

加。 已有大量研究证实 Ang域对心脏具有毒性作

用[7,8],是造成心肌重构的主要因子之一。 血压升

高以及 RAS 成员对心脏的直接作用可造成心肌组

织损伤[9鄄11]。 本实验采用两肾一夹造模,术后大鼠

图 4. 心肌细胞 AT1 受体表达的免疫印迹分析摇 摇 1 为假手

术组,2 为手术组,3 为硫化氢组。 a 为 P < 0. 01,n = 3。

Figure 4. Western blot of AT1 expresssion

SBP 明显升高,伴随着 AT1 受体表达增加,说明模

型构建成功。 研究结果发现,结扎大鼠肾动脉后出
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现血压升高、AT1 受体表达上调同时,出现左心室肥

厚,左心室质量指数、全心质量指数、左心室心重比

均较对照组明显增加(P < 0郾 001),提示已经出现了

心肌重构。 HE 染色提示心肌细胞结构破坏,Masson
染色证实间质胶原纤维增多,表明心肌重构的存在。

H2S 是有毒气体,但近年研究发现,内源性硫化

氢在其生理浓度下(大鼠 45郾 6 依 14郾 2 滋mol / L,人体

10 ~ 100 滋mol / L)能与其它内源性气态信号分子之

间相互作用,起到强大的心脏保护效应[12鄄14]。 本研

究发现,在 2K1C 模型中加入硫氢化钠作为供体,以
提供外源性硫化氢进行干预以后,大鼠收缩压出现

短暂升高后降低,心肌肥厚程度较手术组明显减

轻,显微检查也发现心肌细胞破坏程度、间质纤维

化程度明显减轻,AT1 表达下降,均提示硫化氢存在

抗心肌重构的保护效应。
国内外研究发现,硫化氢可能通过以下方式起

到保护心肌、抑制心肌重构的作用:(1)通过减少脂

质过氧化、增加抗氧化作用以及抑制氧化应激而保

护心肌[15];(2)通过前凋亡信号效应来限制细胞程

序性死亡[16]; (3) 通过舒张动脉,降低平均动脉

压[11]来减轻心脏后负荷;(4)通过减少胶原玉和

芋、弹力蛋白、转化生长因子 茁3( transforming growth
factor鄄茁3,TGF鄄茁3)蛋白的表达,且降低溶胶原(蛋
白) 玉和芋的 mRNA 表达,以及保护心肌内小动脉

的肥大和心肌纤维化,并且通过减少心肌活性氧

(reactive oxygen species,ROS)和共轭二烯水平,从
而减少心肌纤维化[17];(5)抑制平滑肌细胞增殖及

迁移[18];(6)开放肌纤维膜三磷酸腺苷敏感性钾通

道(ATP鄄sensitive potassium channel,KATP),增加细

胞活力,改善细胞功能,从而起到心脏保护效应[1]。
而我们发现硫化氢抑制心肌重构还与下调 AT1 表

达有关。
目前关于硫化氢作为信号分子的研究尚处于

动物实验阶段,硫化氢在什么条件以及何种浓度下

适合进行人体实验仍有待于进一步探讨。 未来是

否能像药物一样使用硫化氢用于治疗心血管疾病,
有可能成为心血管研究领域所关注的课题。
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