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盐皮质激素受体在 Ｄａｈｌ 盐敏感大鼠心肌纤维化中的作用
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[摘　 要] 　 目的　 探讨心肌组织中盐皮质激素受体(ＭＲ)在高血压大鼠心肌纤维化中的作用ꎮ 方法　 通过高盐

饮食以及加用选择性盐皮质激素受体拮抗剂依普利酮干预 Ｄａｈｌ 盐敏感大鼠血压ꎬ８ 周后通过心脏 / 体重比值、心肌

组织 ＡＺＡＮ 染色以及定量 ＰＣＲ 检测心肌组织胶原蛋白 ｍＲＮＡ 评估心肌纤维化水平ꎬ蛋白印迹法检测大鼠心肌组

织盐皮质激素受体的表达水平以及定量 ＰＣＲ 检测心肌组织炎症相关因子 ＰＡＩ￣１ 和 ＴＧＦ￣β１ ｍＲＮＡ 的表达水平ꎬ评
价盐皮质激素受体和心肌纤维化的关系ꎮ 结果 　 和低盐饮食组比较ꎬ高盐饮食诱导 Ｄａｈｌ 盐敏感大鼠血压升高

[１６８􀆰 １±１０􀆰 ８ ｍｍＨｇ 比 １２４􀆰 ３±１０􀆰 ２ ｍｍＨｇ]ꎬ心脏 / 体重比值明显增加[(０􀆰 ３４１±０􀆰 ００６)比(０􀆰 ２８７±０􀆰 ００４)]ꎬ大鼠心

肌组织纤维化比例[(１１􀆰 ７８％±０􀆰 ５４％)比(３􀆰 １２％±０􀆰 ５５％)]和胶原蛋白ⅣｍＲＮＡ[(３􀆰 ２３±０􀆰 ２１)比(１􀆰 ３２±０􀆰 ０６)]
表达均增加ꎻ大鼠心肌组织盐皮质激素受体的表达水平增加[(０􀆰 ３８±０􀆰 ０３) 比(０􀆰 ２１±０􀆰 ０７)]ꎻ心肌组织 ＰＡＩ￣１ 和

ＴＧＦ￣β１ ｍＲＮＡ 的表达水平增加[ＰＡＩ￣１: (０􀆰 ８８±０􀆰 １２)比(０􀆰 ５５±０􀆰 １８)ꎻＴＧＦ￣β１: (２􀆰 ２５±０􀆰 ３７)比(１􀆰 ２６±０􀆰 ４１)]ꎬ而
且同心肌组织纤维化呈正相关ꎮ 利用选择性盐皮质激素受体拮抗剂依普利酮后大鼠心脏 / 体重比值、心肌纤维化

比例、胶原蛋白 ｍＲＮＡ、盐皮质激素受体、ＰＡＩ￣１ 和 ＴＧＦ￣β１ ｍＲＮＡ 均明显下降ꎮ 结论　 盐皮质激素受体和相应的激

素相互作用ꎬ介导心肌炎症ꎬ引起心肌组织纤维化ꎮ 盐皮质激素受体拮抗剂可以缓解高血压引起的心肌纤维化ꎬ改
善心肌重构ꎮ
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　 　 肾素血管紧张素醛固酮系统的激活在心血管

疾病的发病机制中占重要的地位ꎬ血管紧张素Ⅱ和

醛固 酮 与 盐 皮 质 激 素 受 体 ( ｍｉｎｅｒａｌｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＭＲ)结合可以直接诱导组织的损伤ꎬ从而

导致心血管疾病的发生[１]ꎮ 多项临床试验证实阻

断血管紧张素Ⅱ的作用可以减少高危人群中的心

血管事件发生ꎬ同时盐皮质激素受体拮抗剂联合血

管紧张素转化酶抑制剂可以进一步改善心脏受损ꎬ
以及减少致死性心血管事件的发生[２￣３]ꎮ 以前的研

究表明盐皮质激素受体不仅在肾脏、血管等部位表

达ꎬ同时在心肌组织上也有表达[４￣５]ꎬ盐皮质激素受

体拮抗剂对心脏有明显的保护作用[６￣７]ꎬ但是它在

心肌损伤中的作用机制目前并不很明确ꎮ 我们通

过 Ｄａｈｌ 盐敏感高血压大鼠建立模型ꎬ通过用受体拮

抗剂阻断盐皮质激素受体的作用ꎬ探讨盐皮质激素

受体在心肌纤维化中的作用ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料与试剂

ＰＣＲ 用的试剂包括 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司)ꎬＲＴ 试剂盒(美国 ＡＢＩ 公司)和 ＣＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 荧

光试剂盒(日本 ＴＡＫＡＲＡ 公司)ꎮ 蛋白印迹用的抗体

包括兔抗大鼠 ＭＲ 抗体(美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎬ小鼠

抗大鼠 β￣ａｃｔｉｎ 抗体(美国 ＳＩＧＭＡ 公司)ꎬＨＲＰ 标记抗

兔及抗鼠 ＩｇＧ(Ｊａｃｋｓｏｎ ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ)和荧光标记

盒(美国 ＰＩＥＲＣＥ 公司)ꎮ
１􀆰 ２　 动物实验

约 ４~５ 周雄性 Ｄａｈｌ 盐敏感大鼠(Ｓａｎｋｙｏ Ｌａｂｏ￣
ｒａｔｏｒｙ 公司ꎬ日本)给予普通饲料进行适应性饲养一

周后按基线收缩压区组设计法随机分 ３ 组喂养 ８
周:低盐饲料(含 ０􀆰 ４５％氯化钠)组 ７ 只ꎬ高盐饲料

(含 ７％氯化钠)组(不含依普利酮)８ 只ꎬ高盐饲料

中含依普利酮(１００ ｍｇ / ｋｇ)组 ７ 只(依普利酮事先

由辉瑞公司按 １􀆰 ０ ｍｇ / ｇ 的浓度合成入饲料ꎬ并用食

用色素进行每组饲料标记) [８]ꎬ所有的饲料均购买

于 Ｎｉｐｐｏｎ Ｃｈａｒｌｅｓ Ｒｉｖｅｒꎮ 使用 ＢＰ￣９８Ａ 大鼠生理记

录仪(ＢＰ￣９８Ａꎻ 日本 Ｓｏｆｔｒｏｎ 公司)的尾环式感应器

测量大鼠血压心率ꎬ获得大鼠基线生理数据ꎬ并在

分组喂养 ４ 周及 ８ 周时再次检测生理数据ꎮ

１􀆰 ３　 标本的留取

大鼠喂养 ８ 周结束后采用乙醚麻醉下断头采

血ꎬ４℃下离心 ３ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ取上清为血浆ꎬ－２０℃冻

存后择期检测血清学指标ꎮ 立即解剖大鼠取得心

脏ꎬ称重后剪取自心尖部 ５ ｍｍ 部分保存于 １０％福

尔马林溶液中ꎬ进一步行心肌纤维化病理检查ꎮ 其

余心脏组织立即给予液氮冰冻后保存于－８０℃冰箱

择期进行分子生物学实验ꎮ
１􀆰 ４　 大鼠的心肌纤维化检测

心尖部组织用石蜡包埋后切成 ３ μｍ 厚度的切

片ꎬ脱水后进行 ＡＺＡＮ 染色ꎬ每组在心尖部及左心室

游离壁随机选择 ３０ 个区域ꎬ使用 ＷＩＮＲＯＯＦ 图像处

理软件进行心肌纤维化的计算[９]ꎮ
１􀆰 ５　 实时荧光定量 ＰＣＲ

按照试剂公司提供的方法用 Ｔｒｉｚｏｌ (美国 Ｉｎ￣
ｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)提取总 ＲＮＡꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 是

应用 ＣＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 试剂盒(ＴＡＫＡＲＡ 公司ꎬ 日本)和
ＡＢＩ ＰＲＩＳＭ ７０００ 荧光定量 ＰＣＲ 仪(ＡＢＩ￣７０００ꎬ美国

ＡＢＩ 公司)分析 ＭＲ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＶ、ＴＧＦ￣β１、ＰＡＩ￣１、１８Ｓ
ｍＲＮＡ 水平ꎬ每个样本的基因水平以对照组样本 Ｃｔ
为基准ꎬ运用 ２￣ΔΔＣｔ法计算相对定量值ꎮ 目标基因的

表达量用每个基因的原始数据和管家基因 １８Ｓ 归一

化处理后表示ꎮ 检测基因引物如下:
Ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＶ 序列:正向引物 ５′￣ＧＡＧＧＧＴＧＣＴＧ￣

ＧＡＣＡＡＧＣＴＣＴＴ￣３′ꎬ 反 向 引 物 ５′￣ＴＡＡＡＴＧＧＡＣＴＧ￣
ＧＣＴＣＧＧＡＡＴＴＣ￣３′ꎮ ＴＧＦ￣β１ 序 列: 正 向 引 物 ５′￣
ＴＡＣＴＡＣＧＣＣＡＡＡＧＡＡＧＴＣＡＣＣＣ￣３′ꎬ 反 向 引 物 ５′￣
ＣＣＣＧＡＡＴＧＴＣＴＧＡＣＧＴＡＴＴＧＡＡ￣３′ꎮ ＰＡＩ￣１ 序列:正
向引物 ５′￣ＴＧＧＡＧＡＧＧＣＡＣＡＣＣＡＡＡＧＧＴＡＴ￣３′ꎬ反向

引物 ５′￣ＣＣＴＣＴＡＡＧＡＡＧＧＧＧＧＴＣＴＴＣＣＡ￣３′ꎮ １８Ｓ 序

列:正向引物 ５′￣ＡＣＧＧＡＡＧＧＧＣＡＣＣＡＣＣＡＧＧＡ￣３′ꎬ
反向引物 ５′￣ＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＣＡＣＧＧＡＡＴＣＧ￣３′ꎮ
１􀆰 ６　 免疫印迹法检测大鼠 ＭＲ 蛋白表达

液氮研磨 ５０ ｍｇ 心肌组织后用 ＲＩＰＡ 裂解液ꎬ
裂解离心ꎬ取得蛋白样本ꎬ并用紫外线分光光度计

测定蛋白浓度ꎮ 分离的蛋白同量的蛋白样本行

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ转印到 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ予 ＭＲ 一抗及

ＨＲＰ 标记二抗孵育ꎬ显影并压片曝光ꎮ 免疫印迹信

号表达水平用图像分析系统测定蛋白质条带相对 β
肌动蛋白(β￣ａｃｔｉｎ)作为对照校正ꎮ
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１􀆰 ７　 统计学方法

应用 ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 统计软件处理数据ꎬ计量资料以ｘ
±ｓ 表示ꎬ两组均数间的比较应用 ｔ 检验ꎬ多个均数间的

比较用单因素方差分析ꎬ两两比较采用 ｑ 检验ꎬ Ｐ<０􀆰 ０５
为差异有统计学意义ꎮ ＰＡＩ￣１、ＴＧＦ￣β１ 和心肌纤维化

程度进行非线性相关分析(Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性检验)ꎮ

２　 结　 果

２􀆰 １　 高盐饮食对 Ｄａｈｌ 盐敏感大鼠心肌组织盐皮质

激素受体表达的影响

Ｄａｈｌ 盐敏感大鼠经过 ８ 周的不同饮食ꎬ高盐组

大鼠的血压较低盐饮食组明显升高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ高盐

饮食组大鼠的心脏 /体重比值较低盐组明显增加(Ｐ
<０􀆰 ０１ꎻ表 １)ꎮ 高盐组大鼠心肌组织盐皮质激素受

体蛋白表达水平较低盐组明显升高(０􀆰 ３８±０􀆰 ０３ 比

０􀆰 ２１±０􀆰 ０７ꎬＰ<０􀆰 ０１ꎻ图 １)ꎮ

表 １. 依普利酮改善高盐引起的 Ｄａｈｌ 盐敏感大鼠血压(ｍｍ￣
Ｈｇ)和心脏 /体重比值

Ｔａｂｌｅ １. Ｅｐｌｅｒｅｎｏｎｅ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ (ｍｍＨｇ)
ａｎｄ ｈｅａｒｔ / ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｄａｈｌ ｓａｌｔ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｈｙｐｅｒｔｅｎ￣
ｓｉｖｅ ｒａｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｓａｌｔ ｄｉｅｔ

分组
血压

０ 周 ４ 周 ８ 周

心脏 /体重比

８ 周

低盐组 １０３􀆰 ６±３􀆰 ７ １０９􀆰 ４±３􀆰 ６ １２４􀆰 ３±４􀆰 １ ０􀆰 ２８７±０􀆰 ００２
高盐组 １０２􀆰 ５±３􀆰 ６ １２８􀆰 １±２􀆰 ７ａ １６８􀆰 １±３􀆰 ８ａ ０􀆰 ３４１±０􀆰 ００３ａ

高盐＋依普利酮组 １０４􀆰 １±２􀆰 ８ １１２􀆰 ６±２􀆰 ４ａｂ １１７􀆰 ７±４􀆰 １ａｂ ０􀆰 ３１７±０􀆰 ００４ａｂ

ａ 为 Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ与低盐组比较ꎻ ｂ 为 Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ与高盐组比较ꎮ

２􀆰 ２　 高盐饮食大鼠的心肌纤维化

石蜡包埋大鼠的心肌组织ꎬ用 ＡＺＮＡ 染色ꎬ高盐

组的大鼠的血管以及间质组织的纤维化面积较低盐

组明显增加(图 ２Ａ)ꎬ其心肌组织的纤维化率约为低

盐饮食组的 ３􀆰 ８ 倍ꎻ高盐组心肌组织的胶原蛋白 ＩＶ
ｍＲＮＡ 水平较低盐组明显升高(Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ图 ２Ｂ)ꎮ

图 １. 依普利酮明显抑制高盐引起的 Ｄａｈｌ 盐敏感大鼠盐皮质激素受体　 　 Ａ 为不同组间 Ｄａｈｌ 盐敏感大鼠盐皮质激素受体的免疫印

迹代表性图片ꎬＢ 为用 β￣ａｃｔｉｎ 校正后不同组间 Ｄａｈｌ 盐敏感大鼠盐皮质激素受体的表达水平ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｐｌｅｒｅｎｏｎｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉｎｅｒａｌｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎ Ｄａｈｌ ｓａｌｔ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｈｉｇｈ ｓａｌｔ ｄｉｅｔｓ

图 ２. 依普利酮明显改善高盐引起的 Ｄａｈｌ 盐敏感大鼠心肌纤维化　 　 Ａ 为大鼠不同心肌部位 ＡＺＡＮ 染色代表性图片ꎬＢ 为实时荧光

定量 ＰＣＲ 检测不同组间大鼠心肌组织胶原蛋白 ＩＶ ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｐｌｅｒｅｎｏｎｅ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｏｆ Ｄａｈｌ ｓａｌｔ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｓａｌｔ ｄｉｅｔ

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



２􀆰 ３　 心肌组织纤维化和 ＰＡＩ￣１ 和 ＴＧＦ￣β１ 的基因表

达水平

实时荧光定量 ＰＣＲ 检测大鼠心肌组织 ＰＡＩ￣１
和 ＴＧＦ￣β１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ高盐组大鼠心肌组

织的 ＰＡＩ￣１ 和 ＴＧＦ￣β１ 基因表达较低盐组明显增加

(Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ图 ３)ꎮ 同时我们发现大鼠心肌组织的纤

维化程度和心肌 ＰＡＩ￣１( ｒ＝ ０􀆰 ４８１ꎬ Ｐ<０􀆰 ０１)和 ＴＧＦ￣
β１( ｒ＝ ０􀆰 ８５３ꎬ Ｐ<０􀆰 ０１)呈正相关ꎮ

图 ３. 依普利酮明显抑制高盐诱导的 Ｄａｈｌ 盐敏感大鼠心肌组织 ＰＡＩ￣１和 ＴＧＦ￣β１ 的ｍＲＮＡ 表达　 　 Ａ 为不同组间大鼠心肌组织

ＰＡＩ￣１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎬＢ 为不同组间大鼠心肌组织 ＴＧＦ￣β１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｐｌｅｒｅｎｏｎｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＡＩ￣１ ａｎｄ ＴＧＦ￣β１ ｉｎ Ｄａｈｌ ｓａｌｔ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｈｉｇｈ ｓａｌｔ ｄｉｅｔ

３　 讨　 论

盐皮质激素受体是醛固酮的细胞内受体ꎬ它的

激活参与心血管疾病发生和发展[１０]ꎮ 盐皮质激素

受体不仅可以被醛固酮直接激活而且还可以被血

管紧张素Ⅱ激活引起心肌组织损伤和心肌肥厚[１]ꎮ
本研究中使用 Ｄａｈｌ 盐敏感的大鼠ꎬ利用高盐饮食诱

导大鼠的血压明显增高(表 １)ꎬ我们发现高盐组大

鼠的心脏和体重比值明显升高ꎬ说明高盐饮食通过

诱导大鼠高血压从而导致了大鼠的心肌肥厚ꎮ 我

们用 ＷＢ 方法证实大鼠的心肌组织表达一定水平的

盐皮质激素受体ꎬ这同以前的研究一致[４￣５]ꎮ 高盐

组大鼠心肌组织的盐皮质激素受体的表达明显升

高ꎬ而且心肌组织表达的胶原蛋白 ｍＲＮＡ 增加ꎬ这
同盐皮质激素受体激活刺激心肌细胞胶原基因表

达的研究结果一致[１１]ꎮ 我们进一步通过 ＡＺＡＮ 染

色证实大鼠心肌的纤维化比例ꎬ更直观的表明心肌

纤维化的程度ꎮ 以前的研究表明肾素血管紧张素

醛固酮系统激活肾脏、血管等盐皮质激素受体ꎬ引
起局部的炎症[１２]ꎮ 因此ꎬ大鼠心肌的纤维化可能和

激活盐皮质激素受体激活继发炎症有关ꎮ 我们进

一步检测心肌组织的 ＰＡＩ￣１ 和 ＴＧＦ￣β１ 的基因表达

水平ꎬ我们发现盐皮质激素受体增加的心肌组织中

ＰＡＩ￣１ 和 ＴＧＦ￣β１ 的 ｍＲＮＡ 表达明显升高ꎬ这同肾小

球系膜细胞的盐皮质激素受体激活增加了 ＴＧＦ￣β１

合成结果一致[１３]ꎮ 这说明大鼠心肌纤维化与盐皮

质激素受体激活引起的炎症有关ꎮ 当然ꎬ我们利用

高盐饮食诱导盐皮质激素受体表达的其他作用也

可能参与了心肌的纤维化ꎮ
以前的研究表明拮抗盐皮质激素受体可以减

轻慢性高血压负荷鼠的心力衰竭程度以及降低氧

化应急、炎症反应ꎬ减少组织器官的损伤[１４￣１５]ꎮ 临

床实验也证实盐皮质激素受体拮抗剂可以减少高

危患者的不良心血管事件的发生率ꎬ改善心功

能[２ꎬ１６￣１７]ꎮ 我们利用盐皮质激素受体拮抗剂依普利

酮对 Ｄａｈｌ 盐敏感大鼠进行干预ꎬ发现依普利酮有效

降低高盐饮食引起的高血压ꎬ同时降低了大鼠心脏

和体重的比值ꎬ说明依普利酮改善心肌肥厚ꎮ 依普

利酮明显降低了心肌组织的盐皮质激素受体的蛋

白表达ꎬ改善心肌组织纤维化程度ꎬ降低了心肌组

织的 ＰＡＩ￣１ 和 ＴＧＦ￣β１ 的 ｍＲＮＡ 表达ꎬ证实了拮抗

盐皮质激素受体作用可以有效改善心肌炎性反应ꎬ
改善了心肌纤维化ꎬ这均支持盐皮质激素受体拮抗

剂改善心肌损伤的临床研究[６￣７]ꎮ
我们利用 Ｄａｈｌ 盐敏感大鼠ꎬ通过高盐饮食和盐

皮质激素受体拮抗剂调节大鼠心肌盐皮质激素受

体激活水平ꎬ说明心肌组织盐皮质激素受体激活ꎬ
介导了心肌炎症ꎬ从而引起心肌组织纤维化和心肌

肥厚ꎮ 心肌的盐皮质激素受体介导了心肌组织的

纤维化ꎬ因此通过使用盐皮质激素受体拮抗剂ꎬ可
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以有效的保护心脏ꎬ尤其对心肌肥厚的患者尤为重

要ꎬ这为临床应用盐皮质激素受体拮抗剂治疗心血

管疾病提供更多的理论依据ꎮ
(致谢:感谢日本金泽大学医学部研究科武田仁勇

教授的指导和帮助)
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