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果　 非诺贝特可显著抑制 ＡＡＣ 高血压大鼠左心室肥大ꎮ 与假手术组比较ꎬＡＡＣ 组左心室中 ＮＡＤＰＨ 氧化酶 Ｎｏｘ４
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　 　 高血压作为导致心力衰竭的一种重要的心血

管疾病备受重视ꎬ病理性心肌肥大是高血压发展为

慢性心力衰竭的重要病理基础ꎮ ＮＡＤＰＨ 氧化酶是

体内活性氧的主要来源ꎬ心肌中分布有 Ｎｏｘ２ 和

Ｎｏｘ４ 两种亚型ꎮ 在胸主动脉缩窄模型中ꎬＮＡＤＰＨ
氧化酶 Ｎｏｘ２ 敲除并不能显著改善压力超负荷诱导

的心肌肥大ꎬ而该模型中 Ｎｏｘ４ 表达显著增加[１￣２]ꎮ
基因敲除和过表达模型研究发现ꎬＮｏｘ４ 可促进压力

超负荷介导的心室肥大、间质纤维化以及心室功能

紊乱[３￣５]ꎮ 上述研究说明 ＮＡＤＰＨ 氧化酶 Ｎｏｘ４ 是压

力超负荷介导的心肌肥大的重要机制ꎮ 研究表明

过氧化体增殖物激活型受体 α(ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａ￣
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ｔｏｒｓ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ αꎬＰＰＡＲα)激动剂非诺贝特可

考虑作为单独或联合治疗心肌肥大的治疗药

物[６￣７]ꎮ 然而ꎬ目前研究尚未阐明非诺贝特的抗心

肌肥大效应是否与 Ｎｏｘ４ 有关ꎮ 因此ꎬ本研究以腹主

动脉缩窄(ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｒｔｅｒｙ ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎꎬＡＡＣ)的高血

压模型作为研究对象ꎬ拟阐明 ＮＡＤＰＨ 氧化酶 Ｎｏｘ４
调控非诺贝特抑制压力超负荷介导的心肌肥大ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 腹主动脉缩窄介导的高血压大鼠模型的制备

　 　 从中山大学动物实验中心购买雄性 ＳＰＦ 级 ＳＤ
大鼠 ５０ 只ꎬ体重约 １８０ ~ ２２０ ｇ(实验动物质量合格

证号:Ｎｏ. ００９６２７７)ꎮ 将其随机分为以下四组(每组

１２ 只):(１)假手术组ꎻ(２)ＡＡＣ 模型组ꎻ(３)ＡＡＣ 模

型＋非诺贝特低剂量组[６０ ｍｇ / (ｋｇｄ)] (非诺贝

特低剂量组)ꎻ(４) ＡＡＣ 模型＋非诺贝特高剂量组

[１２０ ｍｇ / (ｋｇｄ)] (非诺贝特高剂量组)ꎮ 非诺贝

特的临床人用剂量为 ５ ｍｇ / ｋｇꎬ按体表面积折算后ꎬ
大鼠临床等效剂量为 ３０ ｍｇ / ｋｇꎮ 本研究设非诺贝

特的低、高剂量分别为临床等效剂量的 ２ 倍 ( ６０
ｍｇ / ｋｇ)和 ４ 倍(１２０ ｍｇ / ｋｇ)ꎮ

用 ３％戊巴比妥钠(４５ ｍｇ / ｋｇꎬ临用前现配)腹

腔注射麻醉大鼠后ꎬ固定在手术台上ꎮ 剃除左侧腹

部皮毛后用碘伏消毒ꎬ沿腹中线左侧 １ ｃｍ 打开腹

腔ꎬ用止血钳钝性分离腹部肌肉组织ꎮ 仔细分离出

左肾动脉ꎬ沿左肾动脉向上分离ꎬ找到左肾动脉与

腹主动脉的分叉ꎻ从分叉处向上分离出一段腹主动

脉(约 ０.５ ｃｍ)ꎬ然后将 ７ 号注射针头紧贴腹主动脉

平行放置并用 ５ 号线一起结扎ꎻ抽出注射针头造成

腹主动脉部分狭窄ꎬ滴入几滴庆大霉素注射液预防

感染ꎬ逐层缝合腹腔肌肉、皮肤ꎮ 假手术组则接受

相同的手术步骤ꎬ但只穿线不结扎ꎮ 大鼠经口灌胃

给药(与临床用药途径相一致)ꎮ
１.２　 心肌肥大相关参数的检测

用 ２％异氟烷吸入麻醉大鼠后ꎬ剃除胸部毛ꎻ然
后在心脏乳头肌水平进行二维短轴和 Ｍ 型超声心

动图成像检测(探头频率为 ８.５ ＭＨｚ)ꎬ检测左心室

前壁 厚 度 ( ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌｒ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｗａｌｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓꎬ
ＬＶＡＷ)、左心室后壁厚度 ( ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌｒ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ
ｗａｌｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓꎬＬＶＰＷ)等参数ꎮ 行超声心动图检测

后ꎬ用 ３％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉大鼠ꎬ将其固定

于鼠板上ꎻ颈部备皮消毒后ꎬ用止血钳钝性分离右

侧颈总动脉ꎬ结扎远心端ꎬ用动脉夹阻断近心端动

脉血管ꎮ 用眼科剪在右颈总动脉远端剪一小口ꎬ将

一充满肝素的导管插入ꎬ松开动脉夹ꎬ逆行插管至

左心室ꎬ而导管另一端接 ＢＬ￣４２０Ｓ 生物信号记录仪ꎮ
待血压曲线平稳后ꎬ检测大鼠主动脉收缩压(ａｏｒｔｉｃ
ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬＡｏｓｐ)、主动脉舒张压( ａｏｒｔｉｃ
ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬ Ａｏｄｐ)、左心室收缩期末压

( ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ￣ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬＬＶＥＳＰ)、左心

室舒张期末压( ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ￣ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬ
ＬＶＥＤＰ)、 左 心 室 内 压 最 大 上 升 和 下 降 速 率

(ｍａｘｉｍａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅａｎｄ
ｄｅｃｒｅａｓｅꎬｄｐ / ｄｔｍａｘ)、心率( ｈｅａｒｔ ｒａｔｅꎬＨＲ)ꎮ 最后处

理大鼠ꎬ称量左心室重量、心脏重量和体重ꎬ分别计

算心重 / 体重比(ｈｅａｒｔ ｗｅｉｇｈｔ / ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔꎬＨＷ/ ＢＷ)
和左 心 室 重 量 指 数 ( ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ / ｂｏｄｙ
ｗｅｉｇｈｔꎬＬＶＷ / ＢＷ)ꎮ
１.３　 蛋白质免疫印迹法

将左心室组织在冰上匀浆后ꎬ加入蛋白裂解液

和苯甲基磺酰氟(ＰＭＳＦ)ꎬ冰上放置 ３０ ｍｉｎꎬ４℃ 下

１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ 后取上清ꎮ 用预冷的 ＰＢＳ
漂洗细胞后ꎬ加入蛋白裂解液及 ＰＭＳＦ 后轻轻刮下

细胞ꎬ并在冰上放置 ３０ ｍｉｎ(每 ５ ｍｉｎ 涡漩 １ 次)ꎻ
４℃下 １２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心ꎬ３０ ｍｉｎ 后取上清ꎮ 用考马

斯亮蓝法对上清进行蛋白定量ꎮ 取 ２０ μｇ 蛋白样

品ꎬ１０％ 十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶电泳

(１０％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)ꎬ１００ Ｖ 转移 １ ｈ 至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ放入

封闭液中 ３７℃封闭 １ ｈꎻ一抗 (Ｎｏｘ４ 抗体)４℃过夜ꎮ
用 碱 性 磷 酸 酶 标 记 的 抗 免 疫 球 蛋 白 Ｇ
( ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ＧꎬＩｇＧ)抗体室温孵育 １ ｈꎬ然后用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件定量分析蛋白免疫印迹的条带ꎮ
１.４　 实时定量聚合酶链反应

剪取 １５~２０ ｍｇ 左心室组织ꎬ用手术剪将组织

剪成小块ꎬ加入 １ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ 后在组织匀浆机中进行

组织匀浆ꎬ４℃×１２０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ转移上清至一

新 ＥＰ 管中ꎮ 然后按照试剂盒操作说明提取 ＲＮＡ、
进行逆转录以及实时定量 ＰＣＲꎮ Ｎｏｘ４ 引物为 ５′￣
ＡＧＣＴＧＣＣＣＡＣＴＴＧＧＴＧＡＡＣＧＣ￣３′ 和 ５′￣ＴＣＡＧＧＣ￣
ＣＣＧＧＡＡＣＡＧＴＴＧＴＧＡ￣３′ꎻ脑钠尿肽(ｂｒａｉｎ ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ
ｐｅｐｔｉｄｅꎬＢＮＰ)引物为 ５′￣ ＡＴＧＣＡＧＡＡＧＣＴＧＣＴＧＧＡＧＣＴ￣
ＧＡＴＡ￣３′和 ５′￣ＴＴＧＴＡＧＧＧＣＣＴＴＧＧＴＣＣＴＴＴＧＡＧＡ￣３′ꎻβ￣
肌球蛋白重链(ｍｙｏｓｉｎ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎꎬβ￣ＭＨＣ)引物为 ５′￣
ＡＧＴＧＡＡＧＡＧＣＣＴＣＣＡＧＡＧＴＴＴＧＣＴ￣３′ 和 ５′￣ＴＴＣＴＣＣＴ￣
ＴＣＡＧＧＴＣＧＴＣＡＴＴＧＧＣＡ￣３′ꎻＧＡＰＤＨ 引物为 ５′￣ＡＴＣＡＡ￣
ＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＣＡ￣３′和 ５′￣ＡＡＧＧＴＧＧＡＡＧＡＡＴＧＧ￣
ＧＡＧＴＴＧ￣３′ꎮ
１.５　 统计学分析

所有数据用 ＳＰＳＳ 软件进行分析ꎮ 数据均以ｘ±ｓ

８５５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ６ꎬ２０１６



表示ꎬ两样本统计学分析采用 ｔ 检验ꎬ多样本统计学

分析采用单因素方差分析ꎮ 利用 Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ １０.０ 软

件作统计图ꎮ Ｐ<０.０５ 被认为具有统计学差异ꎮ

２　 结　 果

２.１　 腹主动脉缩窄介导的高血压大鼠模型的构建

　 　 与假手术组比较ꎬＡＡＣ 模型组大鼠主动脉收缩

压和左心室收缩期末压均显著增加ꎻ与 ＡＡＣ 模型组

比较ꎬ非诺贝特低剂量组、高剂量组大鼠主动脉舒

缩压和左心室收缩期末压无明显变化(表 １)ꎮ 上述

结果提示我们成功构建了腹主动脉缩窄介导的高

血压大鼠模型ꎮ
２.２　 非诺贝特对腹主动脉缩窄介导的高血压大鼠

左心室肥大的影响

与假手术组比较ꎬＡＡＣ 模型组大鼠 ＨＷ/ ＢＷ、
ＬＶＷ / ＢＷ、ＬＶＡＷ、ＬＶＰＷ 以及左心室中肥大基因

ＢＮＰ 和 β￣ＭＨＣ 的 ｍＲＮＡ 水平显著增加ꎬ低剂量或

高剂量的非诺贝特干预均可显著抑制高血压大鼠

上述参数的变化(表 ２)ꎮ 因此ꎬ非诺贝特可抑制腹

主动脉缩窄介导的高血压大鼠左心室肥大ꎮ

表 １. 非诺贝特对腹主动脉缩窄大鼠血流动力学参数的影响(ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ １. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｅｎｏｆｉｂｒａｔｅ ｏｎ ｈｅｍｏｄｙｎａｍｉｃ ｄａｔａ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｒｔｅｒｙ ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ(ｎ＝ １０)

参　 数 假手术组 ＡＡＣ 模型组 非诺贝特低剂量组 非诺贝特高剂量组

Ａｏｓｐ (ｍｍＨｇ) １２４.３±８.６ １８０.６±１３.７ａ １７８.６±１４.１ １７６.１±１０.４
Ａｏｄｐ (ｍｍＨｇ) １１０.３±１３.５ １３０.５±１１.９ １２８.０±９.９ １２４.３±１０.８
ＬＶＥＳＰ (ｍｍＨｇ) １３４.３± ９.８ １８４.４±１１.４ａ １８０.８±１０.９ １７８.５±１０.７
ＬＶＥＤＰ (ｍｍＨｇ) ４.１±０.４ ８.１±１.０ａ ６.９±０.７ｂ ６.１±０.６ｂ

心率 (次 /分) ３４８.８±１８.２ ３５８.６±１６.１ ３５４.０±１５.２ ３５０.８±１２.８
＋ｄｐ / ｄｔｍａｘ(ｍｍＨｇ / ｓ) ５.０±０.３ ３.４±０.６ａ ４.５±０.４ｂ ４.８±０.３ｂ

－ｄｐ / ｄｔｍａｘ(ｍｍＨｇ / ｓ) ４.８±０.３ ３.１±０.４ａ ４.３±０.４ｂ ４.６±０.３ｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与假手术组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＡＡＣ 模型组比较ꎮ

表 ２. 非诺贝特对腹主动脉缩窄大鼠左心室肥大的影响

Ｔａｂｌｅ ２. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｅｎｏｆｒｉｂａｔｅ ｏｎ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｒｔｅｒｙ ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ

参　 数 ｎ 假手术组 ＡＡＣ 模型组 非诺贝特低剂量组 非诺贝特高剂量组

ＨＷ/ ＢＷ １０ １.９１±０.０９ ２.９７±０.１７ａ ２.４１±０.１９ｂ ２.１１±０.１８ｂ

ＬＶＷ/ ＢＷ １０ １.６７±０.０７ ２.７３±０.１９ａ ２.３７±０.０９ｂ ２.１３±０.１２ｂ

ＬＶＡＷ(ｍｍ) １０ １.９５± ０.１２ ２.５１±０.０７ａ ２.２８±０.０９ｂ ２.０５±０.１７ｂ

ＬＶＰＷ(ｍｍ) １０ １.８７±０.０４ ２.４３±０.０９ａ ２.１８±０.１７ｂ １.９６±０.０８ｂ

ＢＮＰ ｍＲＮＡ ３ １.０±０ ２.７２±０.２１ａ １.７１±０.１３ｂ １.２４±０.０８ｂ

β￣ＭＨＣ ｍＲＮＡ ３ １.０±０ ２.４９±０.２３ａ １.６３±０.０９ｂ １.１２±０.０３ｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与假手术组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＡＡＣ 模型组比较ꎮ

２.３　 非诺贝特对腹主动脉缩窄介导的高血压大鼠

左心室中 Ｎｏｘ４ 表达的影响

与假手术组比较ꎬＡＡＣ 模型组大鼠左心室中

Ｎｏｘ４ 蛋白和 ｍＲＮＡ 水平显著增加ꎻ与 ＡＡＣ 模型组

比较ꎬ低剂量非诺贝特可降低 ＡＡＣ 大鼠左心室中

Ｎｏｘ４ 的蛋白和 ｍＲＮＡ 水平ꎬ但差异无统计学意义ꎻ
高剂量非诺贝特干预可显著降低 ＡＡＣ 大鼠左心室

中 Ｎｏｘ４ 的蛋白和 ｍＲＮＡ 水平(图 １)ꎮ 上述结果说

明非诺贝特可剂量依赖性降低 ＡＡＣ 高血压大鼠左

心室中 Ｎｏｘ４ 表达水平ꎮ

３　 讨　 论

本研究可得出以下结论: ( １) 非诺贝特抑制

ＡＣＣ 介导的高血压大鼠左心室肥大ꎻ(２)非诺贝特

剂量依赖性降低 ＡＣＣ 高血压大鼠左心室中 ＮＡＤＰＨ
氧化酶 Ｎｏｘ４ 表达水平ꎮ

活性氧在体内具有重要的生理作用ꎬ但是过多

的活性氧可导致病理性心肌肥大ꎮ 过多的活性氧

调控心肌肥大的机制涉及转录因子和肥大信号激

酶的激活ꎬ如小 Ｇ 蛋白 Ｒａｓ、蛋白激酶 Ｃ、丝裂原活
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图 １. 非诺贝特对腹主动脉缩窄大鼠左心室中 Ｎｏｘ４ 表达水

平的影响(ｎ＝ ３)　 　 １ 为假手术组ꎬ２ 为 ＡＡＣ 模型组ꎬ３ 为非诺贝

特低剂量组ꎬ４ 为非诺贝特高剂量组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与假手术组比

较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＡＡＣ 模型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｅｎｏｆｒｉｂａｔｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｏｘ４
ｉｎ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｒｔｅｒｙ ｃｏｎ￣
ｓｔｒｉｃｔｉｏｎ(ｎ＝ ３)

化蛋白激酶 (ＭＡＰＫ) 信号通路和丝 /苏氨酸激酶

(ＡＫＴ)ꎮ 另外ꎬ活性氧和 ＡＴＰ 敏感性钾通道的相互

作用是调控心肌细胞损伤的重要机制[８]ꎮ Ｎｏｘ４ 是

心肌细胞中活性氧的重要来源ꎮ 我们以前的研究

结果显示ꎬＮｏｘ４ ｓｉＲＮＡ 可抑制血管紧张素Ⅱ介导的

心肌细胞肥大基因表达水平的增加ꎬ而 Ｎｏｘ４ 过表达

可增加原代心肌细胞中肥大基因表达水平[９]ꎮ 这

与其它研究的结果一致:在胸主动脉缩窄介导的高

血压模型中ꎬＮｏｘ４ 可增加左心室心肌横截面面积等

肥大相关参数[４￣５]ꎮ 因此ꎬＮｏｘ４ 是高血压心肌肥大

发生发展的重要机制ꎮ
贝特类降脂药非诺贝特临床适应症为饮食不能

控制的成人高脂血症ꎬ尤其对高甘油三酯血症疗效较

好ꎮ 作为 ＰＰＡＲα 特异性激动剂ꎬ非诺贝特调脂之外

的心血管保护效应正受到越来越多的关注ꎮ 非诺贝

特干预可降低胸主动脉缩窄和腹主动脉缩窄诱导的

高血压大鼠左心室重量、心脏体重的比值以及左心室

室壁厚度[７ꎬ１０]ꎮ 另外ꎬ研究报道非诺贝特降低自发性

高血压大鼠左心室重量和心脏体重的比值[１１]ꎮ 体外

研究结果显示ꎬ非诺贝特可显著抑制内皮素诱导的原

代心肌细胞蛋白合成增加[１２]ꎮ 上述研究结果与我们

的结果一致:非诺贝特可降低 ＡＣＣ 介导的高血压大

鼠心脏重量 /体重的比值、左心室重量 /体重的比值、

心室前壁厚度、心室后壁厚度以及左心室肥大基因

ｍＲＮＡ 水平ꎮ 上述研究提示非诺贝特可抑制压力超

负荷介导的心肌肥大ꎮ 我们的结果表明ꎬＡＣＣ 介导的

高血压大鼠左心室中 Ｎｏｘ４ 表达水平显著增加ꎬ而非

诺贝特干预可抑制压力超负荷介导的 Ｎｏｘ４ 表达增

加ꎮ 这提示 Ｎｏｘ４ 可能是非诺贝特发挥抗高血压心肌

肥大效应的作用靶点ꎮ
综上所述ꎬ降低 ＮＡＤＰＨ 氧化酶 Ｎｏｘ４ 表达可能

是非诺贝特发挥抗高血压心肌肥大效应的重要机

制ꎮ 这为将非诺贝特作为高血压心肌肥大的治疗

药物提供了进一步的理论依据和实验支持ꎮ
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