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下丘脑室旁核炎性细胞因子在依普利酮改善心力衰竭中的作用
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨下丘脑室旁核(PVN)炎性细胞因子在依普利酮(EPL)改善心力衰竭中的作用。 方法 摇
Wistar 大鼠分为假手术组(n = 6)、模型组(n = 10)、吡咯烷二硫基甲酸盐(PDTC)组(n = 10)、依普利酮组(n = 10)。
结扎左冠状动脉前降支诱导急性心肌梗死后心力衰竭,根据分组情况分别给予 PDTC[(150 mg / (kg·d)]、依普利

酮[30 mg / (kg·d)]和清洁蒸馏水灌胃,假手术组只在相同位置穿线而不结扎。 6 周后进行血流动力学测定,留取

下丘脑、血浆标本,检测 PVN 内肿瘤坏死因子 琢(TNF鄄琢)、核因子 资B / p65(NF鄄资B / p65)、促肾上腺皮质激素释放激

素(CRH)及血管紧张素域(Ang域)的表达,并检测血浆 TNF鄄琢、去甲肾上腺素(NE)、醛固酮(ALD)水平。 结果摇 依

普利酮和 PDTC 干预后大鼠心功能较模型组明显改善。 模型组血浆 ALD、NE、TNF鄄琢 水平显著升高,而依普利酮和

PDTC 干预后 ALD、NE、TNF鄄琢 水平降低(P < 0. 05)。 模型组 PVN 内 CRH、Ang域表达显著增多,依普利酮和 PDTC
干预后 PVN 内 CRH、Ang域表达显著减少(P < 0. 05),NF鄄资B / p65 在依普利酮组和 PDTC 组的表达较模型组显著降

低(P < 0. 05)。 依普利酮、PDTC 可降低 PVN 内 CRH 阳性神经元表达。 结论摇 心力衰竭时大鼠 PVN 内炎性细胞

因子表达增多,依普利酮可以改善心力衰竭大鼠心功能,与抑制 PVN 内炎性细胞因子过表达有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To study the effects of eplerenone (EPL) on heart failure and inflammatory cytokines in central
nervous system. 摇 摇 Methods摇 Wistar rats were divided into sham group (n = 6), PDTC treatment group (n = 10), EPL
treatment group ( n = 10 ) and model group ( n = 10 ). 摇 Then these rats were administrated with PDTC ( 150
mg / (kg·d)), EPL (30 mg / (kg·d)) and clean distilled water. 摇 After six weeks, hemodynamic data was measured,
then hypothalamus and serum samples were collected. 摇 Cytokines, nuclear factor kappa B (NF鄄资B), corticotropin relea鄄
sing hormone (CRH), aldosterone (ALD) and norepinephrine (NE) was measured. 摇 摇 Results摇 Eplerenone and PDTC
could improve heart function. 摇 In the model group, expression of ALD, NE, TNF鄄琢, CRH, Ang域 and NF鄄资B / p65 in鄄
creased. 摇 Eplerenone and PDTC decreased the expression of these indexes effectively. 摇 Expression of CRH positive neu鄄
rons in the hypothalamus of rats was significantly increased in the model group, which was decreased in eplerenone and
PDTC treated group. 摇 摇 Conclusions摇 Eplerenone could improve heart function in rats with heart failure, which may be
related to the inhibition of expression of inflammatory cytokines in hypothalamic paraventricular nucleus.

摇 摇 下丘脑是一个重要的内脏活动和神经内分泌

调节中心,尤其下丘脑室旁核(paraventricular nucle鄄
us of hypothalamus,PVN)在调节心血管活动和体液

平衡中起重要作用。 慢性心力衰竭时 PVN 内神经
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元代谢活性增加,神经元放电活动增强。 研究表

明,心衰患者 PVN 内白细胞介素 1茁(interleukin鄄1茁,
IL鄄1茁)、肿瘤坏死因子 琢 ( tumor necrosis factor鄄琢,
TNF鄄琢)、白细胞介素 6 和白细胞介素 18 等炎性细

胞因子水平升高[1鄄3],在心衰发生发展过程中发挥

重要作用。 醛固酮(aldosterone,ALD)在心室重构中

发挥 了 重 要 作 用, ALD 受 体 拮 抗 剂 依 普 利 酮

(eplerenone,EPL)可以显著改善心衰患者预后[4鄄5]。
但关于 PVN 内炎性细胞因子是否参与依普利酮改

善心衰的作用尚不明确。 本研究试图探讨依普利

酮改善心衰的新的机制。

1摇 材料和方法

1. 1摇 主要试剂与仪器

摇 摇 吡咯烷二硫基甲酸盐(PDTC)、依普利酮(美国

Sigma 公司),即用型 SABC 试剂盒、DAB 显色试剂

盒、辣根过氧化物酶(HRP)标记的链酶亲和素(武
汉博士德生物工程有限公司)。 生理信号记录仪

(MP150,日本 Biopac 公司),正置式荧光显微镜

(BX51鄄TR,日本 Olympus 公司)。
1郾 2摇 实验动物

成年雄性 SD 大鼠,体重 200 ~ 300 g,由山东中

医药大学实验动物中心提供。 所有动物研究全部

符合国家《实验动物管理条例》。
1郾 3摇 模型制备

大鼠麻醉后连接小动物呼吸机、心电图机,分
离皮下组织及肌肉,经第 4、5 肋间开胸,用丝线在左

心耳下缘 1 ~ 2 mm 进针,深度约 1 mm,于肺动脉圆

锥处出针,结扎左冠状动脉前降支。 以左心室壁颜

色发绀及运动减弱,心电图显示明显的 ST 段抬高

为结扎成功标志。 逐层缝合,增加呼吸机潮气量,
使肺充分膨胀。 缝合皮肤后向切口处均匀涂抹青

霉素钠预防感染。 待大鼠恢复自主呼吸后,撤呼吸

机。 另取 20 只大鼠仅开胸穿线,不结扎,作为假手

术组。 大鼠给药 4 周后心室导管经颈动脉插入左心

室,连接压力传感器,稳定 10 min 后记录左心室内

压最大上升或下降速率( 依 dp / dtmax)。
1郾 4摇 实验分组

将手术组大鼠随机分为三组,每组 10 只,术后

立即给药,持续 4 周。 PDTC 组给予核因子 资B(nu鄄
clear factor鄄资B, NF鄄资B ) 拮抗剂 PDTC 灌胃 ( 0. 2
g / kg),每日一次;伊普利酮组给予伊普利酮 [30
mg / (kg·d)]灌胃,每日一次;模型组以相同体积的

蒸馏水灌胃;假手术组以同体积蒸馏水灌胃。

1郾 5摇 Western blot 检测 PVN 内 TNF鄄琢、促肾上腺皮

质激素释放激素及血管紧张素域蛋白表达

大鼠麻醉后于活体组织剪下头部,留取脑髓质

即为下丘脑位置。 PBS 冲洗干净后,滤纸吸干液体,
提取下丘脑蛋白,BCA 试剂盒进行蛋白定量。 10%
SDS鄄PAGE 进行电泳,PVDF 膜印迹。 室温封闭 2 h,
加入一抗兔抗大鼠多克隆抗体,4益过夜,然后加入

辣根酶标记山羊抗兔 IgG 二抗,室温孵育 2 h。 ECL
化学发光显色,X 光片显影、定影。 将胶片进行扫描

或拍照,美国 UVP 公司 GDS800 摄取图像, IPP6. 0
分析软件对条带进行定量分析。
1郾 6摇 ELISA 检测血浆 TNF鄄琢、去甲肾上腺素、ALD
及下丘脑内 NF鄄资B / p65 水平

取大鼠血浆及 PVN 组织,按照 ELISA 试剂盒操

作步骤进行操作,检测大鼠血浆 NF鄄资B、去甲肾上腺

素(norepinephrine,NE)、ALD 水平。
1郾 7摇 免疫组织化学检测

大鼠脑组织经灌注固定后,包埋、切片。 实验组

加入兔抗大鼠的一抗,4益孵育过夜,滴加生物素化山

羊抗兔 IgG,室温孵育 20 min,再滴加链霉亲和素鄄生
物素鄄过氧化物酶复合物(SABC),室温孵育 20 min。
切片加入 DAB 反应液,苏木素轻度复染,常规梯度浓

度酒精脱水,二甲苯透明,中性树胶封片。 显微镜下

找到 PVN 所在区域,观察免疫阳性反应情况,其反应

CRH 阳性神经元的表达。 用 Image J 图像分析软件,
选取免疫组织化学标记的切片,测定切片的积分光密

度值(integrated optical density,IOD)。
1郾 8摇 统计学分析

实验数据以x 依 s 表示,组间比较采用单因素方

差分析,P < 0. 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 血流动力学改变

摇 摇 模型组大鼠左心室舒张期末压( left ventricular
end diastolic pressure,LVEDP)明显高于假手术组,
左心室内压最大上升或下降速率( 依 dp / dtmax)明显

低于假手术组(P < 0. 05)。 依普利酮和 PDTC 干预

的大鼠心功能较模型组明显改善。 模型组大鼠心

率显著高于假手术组,但依普利酮和 PDTC 干预的

大鼠心率显著低于模型组(P < 0. 05;表 1)。
2郾 2摇 血浆 TNF鄄琢、NE 和 ALD 水平

模型组血浆 TNF鄄琢、NE 和 ALD 水平显著高于

假手术组(P < 0. 05),伊普利酮和 PDTC 干预后血

浆 ALD、NE 水平低于模型组,但高于假手术组(P <
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0. 05;表 2)。

表 1. 大鼠血流动力学(x 依 s)
Table 1. Hemodynamics in each group(x 依 s)

分摇 组
LVEDP
(mmHg)

+ dp / dtmax

(mmHg / s)
- dp / dtmax

(mmHg / s)
心率

(次 / 分)
假手术组 3. 2 依 1. 5 6723 依 354 5897 依 371 356 依 56
模型组 13. 1 依 3. 4a 3754 依 213a 3149 依 208a 467 依 74a

伊普利酮组 6. 4 依 2. 8b 4692 依 296b 4241 依 309b 403 依 63b

PDTC 组 7. 3 依 3. 7b 4785 依 332b 4248 依 323b 394 依 59b

a 为 P < 0. 05,与假手术组比较;b 为 P < 0. 05,与模型组比较。

表 2. 血浆 TNF鄄琢、NE 和 ALD 水平(x 依 s)
Table 2. Plasma TNF鄄琢, NE and ALD levels(x 依 s)

分摇 组 n TNF鄄琢(ng / L) NE(ng / L) ALD(ng / L)
假手术组 6 7. 9 依 4. 5 131. 1 依 36. 3 0. 14 依 0. 07
模型组 10 24. 6 依 8. 2a 236. 8 依 47. 2a 0. 37 依 0. 09a

伊普利酮组 10 11. 3 依 3. 4ab 148. 5 依 29. 4ab 0. 21 依 0. 1ab

PDTC 组 10 12. 2 依 4. 8ab 151. 7 依 40. 8ab 0. 24 依 0. 11ab

a 为 P < 0. 05,与假手术组比较;b 为 P < 0. 05,与模型组比较。

2郾 3摇 PVN 内 TNF鄄琢、NF鄄资B / p65、促肾上腺皮质激

素释放激素、血管紧张素域的表达

与假手术组相比,模型组 PVN 内 TNF鄄琢、促肾

上腺皮质激素释放激素( corticotropin releasing hor鄄
mone,CRH)、血管紧张素域(angiotensin域,Ang域)
表达明显增多;伊普利酮和 PDTC 干预后这些指标

表达显著减少(P < 0. 05;图 1)。 NF鄄资B / p65 在伊普

利酮组和 PDTC 组的表达较模型组相比显著降低

(P < 0. 05),但与假手术组相比无显著差异(图 2)。

图 1. 大鼠 PVN 内 TNF鄄琢、Ang域及 CRH 的表达摇 摇 a 为 P
< 0郾 05,与假手术组比较;b 为 P < 0郾 05,与模型组比较。

Figure 1. Expression of TNF鄄琢, Ang域 and CRH in PVN in
rats

图 2. 大鼠 PVN 内 NF鄄资B / p65 的表达摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与模

型组比较。

Figure 2. Expression of NF鄄资B / p65 in PVN in rats

2郾 4摇 PVN 内 CRH 阳性神经元的表达

模型组 CRH 阳性神经元呈强阳性表达,棕黄色

颗粒散在性分布于室旁核神经元及神经胶质细胞

胞浆内。 假手术组大鼠 PVN 内表达的阳性细胞数

极少,伊普利酮和 PDTC 可降低 PVN 内 CRH 阳性

神经元表达,棕黄色颗粒较少(图 3)。

图 3. 大鼠 PVN 内 CRH 阳性神经元的表达( 伊 100) 摇 摇 A
为模型组,B 为假手术组,C 为伊普利酮组,D 为 PDTC 组。

Figure 3. CRH positive neurons in PVN in each group( 伊100)

3摇 讨摇 论

心衰发生发展的过程中伴随着交感神经活动过

度增强,交感神经活性可以加快心衰的进一步恶

化[6]。 相应的,通过某些措施使心衰过程中交感神经

的兴奋性下降成为当前临床治疗研究中的热点,但未

能从根源上解除心衰时交感神经过度激活的状态。
中枢神经体液机制的改变会使心衰时本就存在的水

钠潴留进一步加剧,导致心功能下降和心衰不断恶

化[7]。 而下丘脑鄄垂体鄄肾上腺轴(hypothalamus鄄pitui鄄
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tary鄄adrenal cortex axis,HPA)是联系中枢交感神经系

统和外周交感神经系统活性的主要通路,参与了交感

神经活性的调节[8]。 本研究中,PVN 内 CRH 水平升

高,而 PDTC 和伊普利酮干预的大鼠 PVN 内 CRH 水

平明显降低,提示心衰时外周交感神经的激活可能是

由于 PVN 中炎性细胞因子水平增高引起。 PVN 内

CRH 分泌增多,激活 HPA 轴,从而进一步通过外周交

感神经系统,并在肾素鄄血管紧张素鄄醛固酮系统(re鄄
nin鄄angiotensin鄄aldosterone system,RAAS)的参与下,
加速心衰的进展。 另有研究证实,炎性细胞因子有启

动 HPA 轴的效应[9鄄10]。
NF鄄资B 能在转录水平激活各种炎性细胞因子,

而细胞因子如 TNF鄄琢 又可进一步激活 NF鄄资B,因此

TNF鄄琢 出现在细胞因子级联放大反应的上游[11]。
炎性细胞因子不但是 NF鄄资B 的激活物,而且是 NF鄄
资B 调节的转录产物。 NF鄄资B 与炎性细胞因子之间

存在着广泛而且复杂的联系[12鄄13],在慢性心力衰竭

过程中 NF鄄资B 通路与炎性细胞因子的始动因素与

相互促进机制目前仍无明确结论。 本研究给予大

鼠 NF鄄资B 抑制剂 PDTC 干预,PDTC 干预的心衰大

鼠 PVN 内 TNF鄄琢、CRH、Ang域含量下降。 结果进一

步证实了 PDTC 确实可以通过抑制 NF鄄资B 通路而减

少心衰中炎性细胞因子的作用。 而降低中枢内炎

性细胞因子水平,可进一步减弱对 HPA 轴的兴奋作

用,进而减弱外周交感神经兴奋性。
盐皮质激素受体拮抗剂 (mineralocorticoid re鄄

ceptor antagonist, MRA) 是重要的 RAAS 阻断剂,
2012 年欧洲心脏病学会心力衰竭诊断与治疗指南

中明确指出,对于应用了血管紧张素转化酶抑制剂

和 茁 受体阻断剂的基础上加用 ALD 受体拮抗剂可

以改善预后。 依普利酮是一种新型MRA,2013 年美

国心脏病学年会(ACC2013)发布的 REMINDER 研

究也指出,急性心肌梗死后即使没有发生心衰,尽
早应用依普利酮改善临床转归。 依普利酮改善心

衰的具体机制尚不清楚,研究发现其可以通过抑制

心肌间质纤维化改善心肌重构[14鄄15]。 本研究首次

发现,依普利酮可以抑制 PVN 内炎性细胞因子表

达,这可能是依普利酮改善心室重构的一种机制。
本研究通过使用 NF鄄资B 抑制剂 PDTC 和盐皮质

激素受体拮抗剂伊普利酮对心衰大鼠进行干预,结
合本领域已有研究成果,进一步证实了心衰过程中

PVN 内确有炎性细胞因子参与。 本研究中提出了

一种新的依普利酮改善心室重构的机制,同时研究

还提示 PDTC 有望将来在心力衰竭的临床治疗中发

挥重要作用。
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