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[摘　 要] 　 目的　 观察血管平滑肌细胞(ＶＳＭＣｓ)表型在增龄与高血压过程中的变化特点ꎬ以及增龄与高血压对

ｍｉＲ￣１４３ / １４５ 表达的影响ꎬ从而探讨 ＶＳＭＣｓ 表型转换和 ｍｉＲ￣１４３ / １４５ 在增龄与高血压血管中的关系ꎮ 方法　 研究

对象为 １、３、９、１６ 月龄正常大鼠(ＷＫＹ 组)及原发性高血压大鼠(ＳＨＲ 组)ꎬ分别对其血压、肠系膜动脉形态、ＶＳＭＣｓ
表型标志蛋白、ｍｉＲ￣１４３ / １４５ 的表达进行定量ꎮ 结果　 血压和血管形态均随年龄和高血压发展有显著变化ꎬＶＳＭＣｓ
收缩表型标志蛋白 α￣ａｃｔｉｎ 和 Ｃａｌｐｏｎｉｎ 的表达在 ３ 月达到峰值后随年龄逐渐下降ꎬ合成表型标志蛋白 ＯＰＮ 在 ＳＨＲ
中随年龄上升ꎬα￣ａｃｔｉｎ、Ｃａｌｐｏｎｉｎ 和 ＯＰＮ 在同龄的各年龄段 ＷＫＹ 组和 ＳＨＲ 组之间差异均具有显著性(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
ｍｉＲ￣１４３ / １４５ 在发育过程中表达升高而随衰老减少ꎬ且在 ３ 月时 ＷＫＹ 组表达显著高于 ＳＨＲ 组(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　
高血压和增龄促进 ＶＳＭＣｓ 由收缩表型向合成表型转换ꎬｍｉＲ￣１４３ / １４５ 的表达在高血压和增龄发展过程中被抑制ꎬ
ｍｉＲ￣１４３ / １４５ 可能参与了高血压和增龄发生发展过程中 ＶＳＭＣｓ 的表型转换过程ꎮ
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　 　 血管平滑肌细胞(ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓꎬ
ＶＳＭＣｓ)是血管壁的主要细胞成分ꎬ是决定血管活

性、血管反应性和血管构型的重要因素ꎻ高血压阻

力血管结构变化主要是由于小动脉 ＶＳＭＣｓ 增殖ꎬ这

是引起外周阻力升高的主要原因[１]ꎮ 衰老作为独

立的因素同样可以导致血管系统受损ꎬ衰老个体的

心血管疾病发病率明显升高[２]ꎻ同时ꎬ衰老血管重

构中 ＶＳＭＣｓ 也表现出了表型转换的特征[３]ꎮ 可见ꎬ

０３２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ３ꎬ２０１７



血管发育衰老和高血压发生发展过程中均伴随着

血管的重构ꎬＶＳＭＣｓ 表型转换是一个动态的连续的

过程并在动脉血管重构中可能发挥了重要作用ꎮ
当衰老和高血压共同作用时可能加速了动脉血管

形态和功能的改变ꎬＶＳＭＣｓ 表型转换在这个过程中

的作用并不清楚ꎮ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲＮＡꎬ ｍｉＲ)是一类不含遗传信息

的非编码小 ＲＮＡꎬ它主要对 ｍＲＮＡ 进行转录后的负

向调节ꎮ 由于 ｍｉＲＮＡ 可以内源性地同时作用于与

高血压有关的靶基因ꎬｍｉＲＮＡ 可能为全面而深入地

了解高血压发病机制提供很好的切入点ꎮ 研究显

示ꎬｍｉＲ￣１４３ / １４５ 在收缩表型的 ＶＳＭＣｓ 中表达丰

富ꎬｍｉＲ￣１４３ / １４５ 在受损血管中被抑制ꎬ而其过表达

可以使培养的 ＶＳＭＣｓ 向收缩表型转换[４]ꎮ ｍｉＲ￣
１４３ / １４５ 在衰老的血管中的作用尚未见报道ꎻ特别

当衰老和高血压同时作用时ꎬｍｉＲ￣１４３ / １４５ 在血管

中的变化规律有待研究ꎮ
本实验检测增龄对正常血压和高血压大鼠血

压、肠系膜动脉形态和 ＶＳＭＣｓ 表型标志蛋白表达的

影响ꎬ观察小动脉平滑肌表型是否与血管形态及功

能在时程发展上相对应ꎬ同时观察 ｍｉＲ￣１４３ / １４５ 在

ＶＳＭＣｓ 表型转换的各阶段是否呈规律性表达ꎮ 研

究旨在探讨增龄与高血压两个因素共同作用下动

脉 ＶＳＭＣｓ 的表型变化规律及 ｍｉＲ￣１４３ / １４５ 在这个

过程中的作用ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 动物与分组

　 　 １ 月、３ 月、９ 月和 １６ 月龄原发性高血压大鼠

(ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓꎬ ＳＨＲ)和正常大鼠

(ｗｉｓｔａｒ ｋｙｏｔｏ ｒａｔｓꎬ ＷＫＹ)各 ２０ 只ꎬ购自北京维通利

华实验动物中心ꎬ于北京体育大学清洁级动物房饲

养ꎮ 国家标准啮齿动物饮料喂养ꎬ自由饮食和饮

水ꎻ饲养房温度为 ２０ ~ ２５℃ꎬ相对湿度为 ４５％ ~
５５％ꎬ昼夜 １２ / １２ ｈ 照明ꎮ
１.２　 无创尾动脉血压测量

大鼠在清醒状态时于安静温暖环境下进行适

应和测试ꎬ运用动物智能无创血压计(ＢＰ￣２０１０Ａꎬ北
京软隆)测量大鼠血压和心率(ｈｅａｒｔ ｒａｔｅꎬＨＲ)ꎬ方法

参照文献[５]ꎮ 每只大鼠间隔 １ ｍｉｎ 测量 ５ 次ꎬ取 ５
次测量的平均值作为大鼠动脉血压等相关数据ꎮ
１.３　 取材

大鼠腹腔注射戊巴比妥钠(５０ ｍｇ / ｋｇ)麻醉ꎬ剪开

腹腔ꎬ由腹腔静脉抽血后迅速剪下肠系膜动脉ꎮ 用于

ＨＥ 染色的肠系膜动脉置于生理缓冲液中ꎬ小心剖离

周围粘连的脂肪组织后将血管置入 ４％多聚甲醛溶液

中固定待用ꎻ用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测的肠系膜动脉快

速剖离周围粘连的脂肪组织和残余的血液后投入液

氮中保存待测ꎻ用于 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测的肠系膜动脉尽

量剥离周围粘连的脂肪组织和残余的血液ꎬ浸没于装

有 ＲＮＡ ｌａｔｅｒ 的冻存管中于－２０℃保存待测ꎮ
１.４　 ＨＥ 染色

组织经多聚甲醛固定后于乙醇中脱水ꎬ将样本

转移至二甲苯和石蜡的溶液中后再转移至纯石蜡

中ꎬ于冰上冷却ꎮ 每个组织石蜡块切片 ２０ 张ꎬ切片

厚度为 ５ μｍꎬ水浴中展片后于干燥箱烘干ꎬ使切片

贴于载玻片上并做好标记ꎮ 玻片用苏木素和伊红

染色后ꎬ中性树脂胶封片ꎬ于室温温存拍摄ꎮ 运用

倒置显微镜进行镜检ꎬ每个样本组织切片随机选取

５ 个视野ꎬ应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行测量ꎬ每个视野测

量 ３ 次并取平均值ꎬ将 ５ 个视野的平均值作为样本

组织切片的实验结果ꎮ
１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定

组织在液氮研磨粉碎后加入裂解液ꎬ充分裂解

后取上清待测ꎮ 采用 ＢＣＡ 测试方法ꎬ按照试剂盒说

明步骤对蛋白浓度进行测定ꎮ 采用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳

对各分子里样品蛋白进行分离(５％浓缩胶和 １０％
分离胶)ꎬ运用湿转法以恒定电流(２５０ ｍＡ)将蛋白

转膜至 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ 以 ５％ＢＳＡ 孵育 ＰＶＤＦ 膜 １.５ ｈ
后用含有稀释的一抗(α￣ａｃｔｉｎ １ ∶ ２００ꎬＣａｌｐｏｎｉｎ １ ∶
５００ꎬＯＰＮ １ ∶ １００) ４℃ 孵育过夜ꎮ ＴＢＳＴ 洗膜后将

ＰＶＤＦ 膜封入含有相应二抗 (一般稀释比例为

１ ∶ １ ０００)的塑料膜中孵育 １ ｈꎮ ＴＢＳＴ 漂洗 ＰＶＤＦ
膜ꎬ配制 ＥＣＬ 发光试剂反应液ꎬ滴加到 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ
待其反应一段时间放入凝胶成像系统 ( Ｂｉｏ￣ｒａｄꎬ
ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ ＸＲＳ＋ Ｓｙｓｔｅｍ)中进行拍摄ꎮ 利用 Ｉｍａｇｅ
Ｌａｂ 软件对拍摄出的条带影像进行分析ꎮ 将每个条

带的灰度值与相应样品的内参 ＧＡＰＤＨ 的灰度值进

行比较ꎬ计算出的目的条带的相对含量值ꎮ
１.６　 实时荧光定量 ＰＣＲ

采用 ｍｉＲｃｕｔｅ ｍｉＲＮＡ 提取分离试剂盒(ＴＩＡＮ￣
ＧＥＮꎬ ＤＰ５０１)ꎬ按照说明书步骤进行操作ꎮ 反转录

采用 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试剂

盒(Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ Ｋ１６２２)ꎬ按照说明书步骤进行

操作ꎮ ｍｉＲＮＡ 及其对应的内参 Ｕ６ 应用特异性茎环

引物进行反应ꎬ ｍｉＲ￣１４５ 逆转录引物:５′￣ＧＴＣ ＧＴＡ
ＴＣＣ ＡＧＴ ＧＣＡ ＧＧＧ ＴＣＣ ＧＡＧ ＧＴＡ ＴＴＣ ＧＣＡ ＣＴＧ
ＧＡＴ ＡＣＧ ＡＡＧ ＧＧＡ ＴＴＣ￣３′ꎻ ｍｉＲ￣１４３ 逆转录引物:
５′￣ＧＴＣ ＧＴＡ ＴＣＣＡ ＧＴＧ ＣＡＧ ＧＧＴ ＣＣＧ ＡＧＧ ＴＡＴ
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ＴＣＧ ＣＡＣ ＴＧＧ ＡＴＡ ＣＧＡ ＴＧＡ ＧＣＴ ＡＣ￣３′ꎻ Ｕ６ 逆转

录引物:５′￣ ＣＴＣ ＧＣＴ ＴＣＧ ＧＣＡ ＧＣＡ ＣＡＴ ＡＴＡ ＣＴ ￣
３′ꎮ ｃＤＮＡ 扩增采用 Ｐｏｗｅｒ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ 试剂盒 (Ａｐｐｌｉｅｄ ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓꎬ ４３６７２１８) 进行反

应ꎬ按照说明书步骤进行操作ꎻｍｉＲ￣１４５ 扩增引物为:
５′￣ＧＡＣ ＣＡＧ ＴＣＣ ＡＧＴ ＴＴＴ ＣＣＣ ＡＧ￣３′和 ５′￣ＴＣＧ ＴＡＴ
ＣＣＡ ＧＴＧ ＣＡＧ ＧＧＴ Ｃ￣３′ꎻ ｍｉＲ￣１４３ 扩增引物为: ５′￣
ＡＣＧ ＡＧＡ ＴＧＡ ＧＡＴ ＧＡＡ ＧＣＡ ＣＴ￣３′和 ５′￣ＴＣＧ ＴＡＴ
ＣＣＡ ＧＴＧ ＣＡＧ ＧＧＴ Ｃ￣３′ꎻＵ６ 扩增引物为:５′￣ ＣＴＣ
ＧＣＴ ＴＣＧ ＧＣＡ ＧＣＡ ＣＡＴ ＡＴＡ ＣＴ ￣３′和 ５′￣ＡＣＧ ＣＴＴ
ＣＡＣ ＧＡＡ ＴＴＴ ＧＣＧ ＴＧＴ Ｃ￣３′ꎮ 反应结束后导出数

据ꎬ 获 得 Ｃｔ 值ꎬ 计 算 △△Ｃｔ ＝ ( Ｃｔ实验组待测基因 －
Ｃｔ实验组参照基因)－(Ｃｔ对照组待测基因－Ｃｔ对照组参照基因)ꎬ目的基因

的相对表达量为 ２￣△△Ｃｔꎮ
１.７　 统计学分析

数据输入及计算采用 ＳＰＳＳ１６.０ 软件ꎮ 数据以ｘ
±ｓ 表示ꎻ对增龄和高血压的交互作用采用双因素方

差分析ꎻ各组间多重比较采用独立样本 ｔ 检验ꎮ 显

著性检验水平以 Ｐ<０.０５ 表示差异具有显著性ꎮ

２　 结　 果

２.１　 各组大鼠血压和心率的变化

　 　 大鼠达到性成熟后(即 ３、９、１６ 月龄)ꎬ与同龄

ＷＫＹ 组比较ꎬ心率、收缩压( ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬ
ＳＢＰ)、舒张压(ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬ ＤＢＰ)和平均

动脉压(ｍｅａｎ ａｒｔｅｒｉａｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬ ＭＡＰ)均显著升高(Ｐ
<０.０５)ꎬ而 １ 月龄 ＷＫＹ 组和 ＳＨＲ 组之间各数值差

异均未见显著性(表 １)ꎮ 正常大鼠与原发性高血压

大鼠在成年后ꎬ血压和心率均随着年龄增加而增加

(表 １)ꎮ 增龄和高血压对血压的交互作用显著ꎬ对
ＳＢＰ 和 ＭＡＰ 在 ９ 月和 １６ 月差异均具有显著性(Ｐ<
０.０５)ꎮ

表 １. 各组大鼠血压和心率的比较(ｘ±ｓꎬｎ＝ ２０)
Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎｄ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ± ｓ ꎬｎ＝ ２０)

组别 时间(月) ＨＲ (ｂｐｍ) ＳＢＰ(ｍｍＨｇ) ＤＢＰ(ｍｍＨｇ) ＭＡＰ(ｍｍＨｇ)

ＷＫＹ 组 １ ４２４.５±５.９ １２４.５±４.１ ８９.５±１.７ ９８.５±５.４
３ ３５５.４±９.６ １３４.９±２.６ ９３.７±４.６ １０７.４±２.８
９ ３５８.６±７.８ １４２.８±４.８ｂ １００.８±４.３ １１４.８±２.６ｂ

１６ ３６９.１±１２.８ｃ １５２.２±５.１ｂｃ １０６.３±４.３ １２１.３±３.３ｂ

ＳＨＲ 组 １ ３９９.５±１０.１ １２９.５±５.１ ９０.６±５.３ １０３.５±３.２
３ ４１２.１±１１.０ｄ １９１.６±２.３ａｄ １４５.６±４.２ａｄ １６０.９±５.２ａｄ

９ ４２５.６±１３.１ｄ ２０１.５±５.２ａｂｄ １５２.３±４.４ａｄ １６８.７±４.５ａｄ

１６ ４３９.５±１４.３ｃｄ ２１２.０±６.１ａｂｃｄ １５５.６±７.３ａｂｄ １７４.４±３.９ａｃｄ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与同组 １ 月大鼠比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与同组 ３ 月大鼠比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与同组 ９ 月大鼠比较ꎻｄ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与同龄 ＷＫＹ 组比较ꎮ

２.２　 大鼠肠系膜动脉形态学的变化

肠系膜动脉形态在 ＷＫＹ 组和 ＳＨＲ 组均随年龄

的增加出现了变化ꎬ在 ３ 月、９ 月、１６ 月年龄阶段ꎬ
ＳＨＲ 相对其同龄的 ＷＫＹꎬ肠系动脉内径和壁厚组

间差异均有显著性(Ｐ<０.０５)ꎬ表现为 ＳＨＲ 血管内

径小于 ＷＫＹ 组ꎬＳＨＲ 血管壁厚大于 ＷＫＹ 组ꎬ动脉

壁厚与其内径的比值在 ＳＨＲ 中也显著大于其同龄

的 ＷＫＹ 动脉(Ｐ<０.０５)ꎮ 观察正常血压大鼠 ＷＫＹ
肠系动脉的形态显示ꎬ３ 月后动脉壁厚随增龄显著

增加ꎬ而动脉内径趋于减小ꎬ动脉壁厚与内径的比

值也有增加的趋势ꎮ 在原发性高血压大鼠 ＳＨＲ 肠

系膜动脉中ꎬ随着年龄的增加动脉血管内径明显减

小ꎬ动脉血管壁厚增加ꎬ而成年后(３ 月)随着年龄增

加壁厚未出现明显升高ꎬ 其壁厚 /内径的比值随年

龄具有明显升高的趋势ꎬ肠系膜动脉 ＨＥ 染色及具

体变化趋势见图 １ꎮ 增龄和高血压对壁厚与内径的

比值有显著的交互作用ꎬ体现在 ３ 月、９ 月和 １６ 月

(Ｐ<０.０５)ꎮ
２.３　 大鼠肠系膜动脉 ＶＳＭＣｓ 表型标志蛋白的变化

２.３.１　 标志蛋白 α￣ａｃｔｉｎ 的变化　 　 正常和原发性

高血压大鼠动脉 ＶＳＭＣｓ 中 α￣ａｃｔｉｎ 随增龄的相对表

达变化见图 ２ꎮ 无论是 ＷＫＹ 还是 ＳＨＲ 中ꎬα￣ａｃｔｉｎ
表达在 ３ 月达到峰值ꎬ随着年龄的增加和衰老 α￣
ａｃｔｉｎ 表达逐渐呈现下降趋势ꎮ 在各年龄段 α￣ａｃｔｉｎ
表达在 ＷＫＹ 均显著高于其同龄 ＳＨＲ(Ｐ<０.０５)ꎮ 增

龄和高血压对 α￣ａｃｔｉｎ 的表达有显著的交互作用ꎬ协
同调节 α￣ａｃｔｉｎ 使之表达下降ꎬ在 ９ 月和 １６ 月具有

显著效应(Ｐ<０.０５)ꎮ
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图 １. 各组肠系膜动脉 ＨＥ 染色结果和形态变化趋势 (ｎ＝ ６)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与同组 １ 月大鼠比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与同组 ３ 月大鼠比

较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与同龄 ＷＫＹ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ａｒｔｅｒｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ ６)

图 ２. 高血压和增龄对 ＶＳＭＣｓ 表型标志蛋白 α￣ａｃｔｉｎ 表达的
影响 (ｎ＝ １２) 　 　 ａ 为 Ｐ< ０. ０５ꎬ与同组 １ 月大鼠比较ꎻｂ 为 Ｐ<
０􀆰 ０５ꎬ与同组 ３ 月大鼠比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与同组 ９ 月大鼠比较ꎻｄ 为
Ｐ<０.０５ꎬ与同龄 ＷＫＹ 组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ａｎｄ ａｇｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ α￣ａｃｔｉｎ(ｎ＝１２)

２.３.２　 标志蛋白 Ｃａｌｐｏｎｉｎ 的变化 　 　 正常和原发

性高血压大鼠动脉 ＶＳＭＣｓ 中 Ｃａｌｐｏｎｉｎ 随增龄的相

对表 达 变 化 见 图 ３ꎮ 在 各 年 龄 阶 段ꎬ ＷＫＹ 组

Ｃａｌｐｏｎｉｎ 表达均高于其同龄 ＳＨＲ 组且具有显著性

差异(Ｐ<０.０５)ꎻ正常大鼠肠系动脉 ＶＳＭＣｓ 中ꎬＣａｌ￣
ｐｏｎｉｎ 表达在 ３ 月出现了较明显的峰值ꎬ后随年龄表

达下降ꎻ在原发性高血压大鼠肠系膜动脉 ＶＳＭＣｓ 中

Ｃａｌｐｏｎｉｎ 表达并未见显著性变化ꎮ 增龄和高血压对

Ｃａｌｐｏｎｉｎ 的表达并无交互作用ꎮ
２.３.３　 标志蛋白 ＯＰＮ 的变化　 　 正常和原发性高

血压大鼠动脉 ＶＳＭＣｓ 中 ＯＰＮ 随增龄的相对表达变

化见图 ４ꎮ 在各年龄阶段ꎬＷＫＹ 组 ＯＰＮ 表达均显著

低于其同龄 ＳＨＲ 组(Ｐ<０.０５)ꎻ原发性高血压大鼠

肠系动脉 ＶＳＭＣｓ 中ꎬＯＰＮ 表达随年龄增加而增多ꎬ
在 ９ 月出现较明显的峰值后变化趋势不明显ꎻ正常

大鼠中 ＯＰＮ 表达在 ９ 月也达到最大值ꎬ整体随年龄

变化不显著ꎮ 增龄和高血压对 ＯＰＮ 的表达也无交

互作用ꎮ
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图 ３. 高血压和增龄对 ＶＳＭＣｓ 表型标志蛋白 Ｃａｌｐｏｎｉｎ 表达

的影响 (ｎ＝ １２) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与同组 １ 月大鼠比较ꎻｂ 为 Ｐ<
０􀆰 ０５ꎬ与同组 ３ 月大鼠比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与同龄 ＷＫＹ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ａｎｄ ａｇｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ Ｃａｌｐｏｎｉｎ(ｎ＝ １２)

图 ４. 高血压和增龄对 ＶＳＭＣｓ 表型标志蛋白ＯＰＮ 表达的影

响 (ｎ＝ １２)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与同组 １ 月大鼠比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ
与同龄 ＷＫＹ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ａｎｄ ａｇｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＯＰＮ(ｎ＝ １２)

２.４　 大鼠肠系膜动脉 ｍｉＲ￣１４３ 和 ｍｉＲ￣１４５ 表达的

变化

正常和原发性高血压大鼠动脉 ＶＳＭＣｓ 中 ｍｉＲ￣

１４３ 和 ｍｉＲ￣１４５ 表达随增龄的相对变化见图 ５ꎮ
ｍｉＲ￣１４５ 表达随年龄增加而增加ꎬＷＫＹ 和 ＳＨＲ 均在

９ 月达到峰值后下降ꎻｍｉＲ￣１４５ 在同年龄组间表达差

异在 １ 月和 ３ 月具有显著性(Ｐ<０.０５)ꎮ ｍｉＲ￣１４３ 的

变化较 ｍｉＲ￣１４５ 趋于平缓ꎬ随着年龄的增加其峰值

见于 ３ 月组ꎬ且在 ＷＫＹ 组更为明显ꎮ 增龄和高血

压对 ｍｉＲ￣１４５ 的表达具有显著的交互作用 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ见于 ９ 月和 １６ 月ꎻ而两因素对 ｍｉＲ￣１４３ 的交

互作用并不显著ꎮ

图 ５. 高血压和增龄对肠系膜动脉 ｍｉＲ￣１４５ 和 ｍｉＲ￣１４３ 表达

的影响 (ｎ＝ １２) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与同组 １ 月大鼠比较ꎻｂ 为 Ｐ<
０􀆰 ０５ꎬ与同组 ３ 月大鼠比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与同组 ９ 月大鼠比较ꎻｄ 为

Ｐ<０.０５ꎬ与同龄 ＷＫＹ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ａｎｄ ａｇｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｍｉＲ￣１４５ ａｎｄ ｍｉＲ￣１４３(ｎ＝１２)

３　 讨　 论

本研究对正常血压和高血压大鼠在增龄过程

中血压和血管形态进行观察ꎬ并对小动脉中 ＶＳＭＣｓ
表型标志蛋白 α￣ａｃｔｉｎ、Ｃａｌｐｏｎｉｎ 和 ＯＰＮ 的表达定

量ꎬ最后检测了在 ＶＳＭＣｓ 表型转换中重要的 ｍｉＲ￣
１４３ / １４５ 在各血管中的表达ꎮ 结果显示高血压和增

龄加速了小动脉 ＶＳＭＣｓ 表型转换ꎬ促进 ＶＳＭＣｓ 由

４３２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ３ꎬ２０１７



收缩表型向合成表型转换ꎻｍｉＲ￣１４３ / １４５ 表达随发

育增加而随衰老抑制ꎬｍｉＲ￣１４３ / １４５ 在成年后高血

压血管中显著高于高血压小血管ꎻ增龄和高血压也

协同作用于其表达ꎬ提示 ｍｉＲ￣１４３ / １４５ 可能参与了

高血压和增龄发生发展过程中 ＶＳＭＣｓ 的表型转换

过程ꎮ
３.１　 高血压对小动脉 ＶＳＭＣｓ 表型转换和 ｍｉＲ￣１４３ /
１４５ 表达的影响

高血压可以引起血管重构ꎬ其中小动脉阻力血

管的重构在调节血压中起了关键性作用ꎮ 本实验

中小动脉各形态指标在成年后的各阶段 ＳＨＲ 与

ＷＫＹ 比较均有显著性差异ꎮ 高血压阻力血管在结

构重塑和力学变化间的相互作用十分复杂ꎬ两者可

能互为因果ꎬ即血压的升高促进了血管的重塑而血

管重塑进一步改变化了血管中血流的力学变化ꎻ由
于血压过高使得动脉中膜肥厚而分担了管壁的压

力ꎬ这一过程抵消了血管壁由于成分的变化引起的

硬度增加[６￣７]ꎮ 高血压阻力血管结构变化主要是由

于小动脉 ＶＳＭＣｓ 增生肥大ꎬＶＳＭＣｓ 参与了高血压的

发生发展ꎬ是引起外周阻力升高的主要原因[１]ꎮ
虽然 ＶＳＭＣｓ 的表型调节在高血压已经明确ꎬ但

ＶＳＭＣｓ 的去分化程度与高血压严重程度的确切关

系尚未确立ꎮ 本研究选择了 α￣ａｃｔｉｎ、 Ｃａｌｐｏｎｉｎ 和

ＯＰＮ 作为界定 ＶＳＭＣｓ 表型的标志蛋白ꎬ其中 α￣
ａｃｔｉｎ 和 Ｃａｌｐｏｎｉｎ 是收缩表型标志蛋白ꎬ一般在成熟

分化的 ＶＳＭＣｓ 表达相对较多ꎬ而 ＯＰＮ 是合成表型

标志蛋白ꎬ在病理损伤血管 ＶＳＭＣｓ 表达较多ꎮ Ｃａｌ￣
ｐｏｎｉｎ 比较起 α￣ａｃｔｉｎ 对于高血压更为敏感ꎬＣａｌｐｏｎｉｎ
在各个年龄段的 ＳＨＲ 中与 ＷＫＹ 比均显著降低ꎬ在
正常血管中随增龄表达下降(与 α￣ａｃｔｉｎ 也有相同的

变化规律)ꎬ然而在高血压血管中保持较低的表达

水平ꎮ 收缩表型标志蛋白 ＯＰＮ 在 ４ 个年龄阶段中

ＳＨＲ 比较于 ＷＫＹ 其 ＯＰＮ 表达均显著偏高ꎬ表明

ＯＰＮ 可以区分各年龄段 ＶＳＭＣｓ 表型ꎮ ＶＳＭＣｓ 的表

型转换是相对的连续的过程ꎬ即在 ＶＳＭＣｓ 以收缩表

型为主的功能正常血管中依然含有少数收缩表型

肌细胞ꎬ而在以合成分泌表型 ＶＳＭＣｓ 为主的病理血

管还保持了血管的肌收缩特性ꎻ从单个 ＶＳＭＣｓ 来

说ꎬ在其由于体内外因素发生表型转换过程中ꎬ也
是一个连续可逆的过程ꎮ

ｍｉＲＮＡ 作为表观遗传调控的重要方面已经进

入研究者的视野ꎬ它主要对 ｍＲＮＡ 进行转录后的负

向调节ꎬ这个过程不涉及细胞基因序列的改变[８]ꎮ
在众多 ｍｉＲＮＡ 分子中 ｍｉＲ￣１４３ / １４５ 在 ＶＳＭＣｓ 丰富

表达并对 ＶＳＭＣｓ 表型调节研究最为广泛ꎬ如在体敲

除和离体转染实验都证明 ｍｉＲ￣１４３ / １４５ 可以促进

ＶＳＭＣｓ 维持其收缩表型[４ꎬ ９￣１０]ꎮ 本研究结果也显

示ꎬ在成年大鼠小动脉中ꎬ３ 月 ＳＨＲ 中 ｍｉＲ￣１４３ / １４５
表达显著低于其同龄的正常大鼠动脉ꎻ与以往研究

一致ꎬ无论是动物还是人体实验中ꎬｍｉＲ￣１４５ 的表达

均上调ꎬ靶向于 ｍｉＲ￣１４５ 的治疗方法可能成为新的

治疗途径[１１]ꎮ Ｆｕ 等[１２]发现人类编码 ｍｉＲ￣１４３ 基因

启动子区域( ｒｓ４７０５３４２)的多态性与原发性高血压

的发生密切相关ꎻＤｅｎｇ 等[１３] 证明 ｍｉＲ￣１４３ / １４５ 通

过调节 ＶＳＭＣｓ 参与了在肺动脉高压的病理过程ꎻ最
新研究也在小鼠和人体实验中证实了对 ｍｉＲ￣１４５ 表

达的抑制可以起到治疗肺动脉高压的效果[１４￣１５]ꎮ
另外ꎬＫｏｎｔａｒａｋｉ 等[１６]测量了原发性高血压患者和正

常人外周血液中各 ｍｉＲＮＡ 的变化ꎬ其中 ｍｉＲ￣１４３ 和

ｍｉＲ￣１４５ 在高血压患者血液中显著降低ꎮ
３.２　 增龄对小动脉 ＶＳＭＣｓ 表型转换和 ｍｉＲ￣１４３ /
１４５ 表达的影响

增龄过程包含了发育、性成熟和衰老等一系列

连续的阶段ꎬ血压也随着机体生长发育和逐渐衰老

呈现动态的变化ꎮ 正常人体的血压在生长发育阶

段逐渐升高ꎬ成年后保持在一定的范围ꎬ机体随年

龄衰老的同时血压也升高且主要体现在 ＳＢＰ 的

升高ꎮ
本研究选取了 ＳＨＲ 和 ＷＫＹ 各 ４ 个年龄段(１

月、３ 月、９ 月和 １６ 月)的大鼠作为研究对象ꎬ其中 １
月大鼠为幼年期ꎬ３ 月为青年性成熟期ꎬ９ 月为中年

期ꎬ１６ 月为老年期ꎮ 研究结果显示ꎬ无论是 ＳＢＰ 还

是 ＤＢＰ 在发育过程中均随年龄增加而升高ꎬ高血压

中 ＳＢＰ 和 ＤＢＰ 也随衰老持续升高ꎬ而单纯衰老因素

只升高了 ＳＢＰ 而对 ＤＢＰ 影响不大ꎮ 以往研究结果

也存在一定的差异性ꎬ如 Ｓｅｈｇｅｌ 等[１７]用胸腔穿刺测

量大鼠胸主动脉血压比较大血管中 ＳＢＰ、ＤＢＰ 和

ＭＡＰ 在 ４ 月和 １６ 月阶段 ＳＨＲ 和 ＷＫＹ 的血压差

异ꎬ结果显示两个年龄段中同龄 ＳＨＲ 的各血压值均

显著高于 ＷＫＹꎬＷＫＹ 由 ４ 月到 １６ 月各血压并未有

显著变化ꎬ而 ＳＨＲ 组只有 ＳＢＰ 随增龄显著升高ꎮ 结

果的不同可能是由于测量方法和测量血压部位造

成的ꎮ Ｈａｊｄｕ 等[１８] 在研究慢性持续性高血压过程

中报道 ６ 月的 ＳＨＲ 脑部动脉中较大的动脉舒张性

明显下降ꎬ而小动脉舒张性却上升了ꎬ证明大动脉

与小动脉的舒张功能存在一定的差异性ꎮ 人体研

究显示ꎬ血压各数值中 ＳＢＰ 随年龄增长最为明显ꎬ
在衰老人群中高血压患者占非常大的比例ꎬ在不同

的研究中为 ３０％ ~ ６５％ꎬ其中单纯的 ＳＢＰ 升高十分
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常见[１９￣２１]ꎮ 在衰老过程中ꎬ单纯的 ＳＢＰ 的进行性升

高主要是由大的容量血管扩张能力丧失而引起的ꎻ
老年高血压患者的大动脉僵硬度和外周血管阻力

升高[２２]ꎮ 大血管舒张能力的减弱抵消了本该伴随

外周血管阻力增加的 ＤＢＰ 的升高ꎬ然而因此提前由

血管壁返回的血流又使得 ＳＢＰ 进一步升高ꎮ 衰老

过程中同时伴随 ＳＢＰ 和 ＤＢＰ 升高的情况常见于在

其青年或中年就出现血压高的遗传性高血压患者ꎬ
与青年高血压患者比较ꎬ老年的高血压患者心输出

量和血管容量下降ꎬ而其外周血管阻力和左心室质

量升高[２３]ꎮ
与高血压血管结构改变类似ꎬ小血管结构和功

能的改变也是衰老过程中血压升高的标志[２４￣２５]ꎮ
本研究结果显示ꎬ正常和高血压大鼠小动脉形态随

增龄发生了连续动态的适应性变化ꎮ 正常小动脉

内径随发育逐渐增大ꎬ成年后保持稳定ꎻ而高血压

动脉内径随增龄持续减小ꎮ 小动脉壁随增龄增厚ꎬ
其中高血压大鼠小动脉在高血压刚建立时即刚成

年后动脉壁厚就达到峰值水平ꎬ随衰老保持这一高

水平ꎮ 动脉壁厚 /内径比值在两种大鼠动脉中随增

龄均呈明显的上升趋势ꎮ
与增龄相关的血管生理变化中ꎬ动脉 ＶＳＭＣｓ 所

表现的表型的可塑性也发挥了主要作用[２６]ꎮ 在性

成熟高血压建立前ꎬ血管 ＶＭＳＣ 处于表型变化活跃

阶段ꎬ细胞外基质增加、细胞中与合成和分泌功能

相关的细胞器减少、细胞内肌丝由少变多ꎬ此时细

胞外基质增加的速度也减慢ꎬ直至成年 ＶＳＭＣｓ 中收

缩表型成为细胞的主要表型类型ꎬ且细胞外基质和

纤维含量也保持稳定[２７￣２８]ꎻ而后衰老和高血压对

ＶＳＭＣｓ 表型有类似的作用ꎬ即 ＶＳＭＣｓ 又由具有收缩

功能的表型又向合成表型转换ꎮ 可见ꎬ血管重构中

ＶＳＭＣｓ 的相应的适应性变化也是血管发育和衰老

中的必经过程ꎮ 本研究中 α￣ａｃｔｉｎ 表达差异在同龄

ＳＨＲ 比较 ＷＫＹ 并不明显ꎬ但随发育和衰老有显著

影响ꎬ提示 α￣ａｃｔｉｎ 可以作为在增龄过程的 ＶＭＳＣ 表

型调节的重要指标ꎮ Ｃａｌｐｏｎｉｎ 作为 ＶＳＭＣｓ 特有的

分化蛋白在本研究中敏感地反应了各同龄大鼠动

脉 ＶＳＭＣｓ 表型差异性ꎬ而其在高血压大鼠动脉中的

普遍低表达说明 Ｃａｌｐｏｎｉｎ 在高血压增龄过程中并不

敏感ꎮ ＯＰＮ 作为 ＶＳＭＣｓ 合成表型标志蛋白ꎬ在正

常血管中随增龄未有明显的趋势ꎬ而在高血压血管

中随年龄逐渐升高ꎬ说明其在高血压血管中 ＯＰＮ 随

年龄变化敏感ꎻＯＰＮ 参与了血管损伤过程中 ＶＳＭＣｓ
增殖、迁移、分泌细胞外基质等病理生理过程ꎬ在血

管损伤修复中有重要的作用[２９￣３０]ꎮ
目前ꎬ尚未见有关增龄过程中 ｍｉＲ￣１４３ / １４５ 作

用于 ＶＳＭＣｓ 表型转换的报道ꎬ本研究显示ꎬｍｉＲ￣
１４３ / １４５ 随发育表达升高并随衰老抑制ꎬ在 ３ 月和 ９
月出现了表达的峰值ꎬ其表达与 ＶＳＭＣｓ 收缩表型标

志蛋白表达趋势一致ꎬ故 ｍｉＲ￣１４３ / １４５ 可能参与了

增龄过程中小动脉 ＶＳＭＣｓ 表型转换ꎮ
３.３　 高血压和增龄协同作用于小动脉 ＶＳＭＣｓ 表型

衰老和高血压两因素同时作用时使血压进一

步升高ꎬ其比单纯衰老或高血压因素升高血压更加

明显ꎻ在增龄和高血压双重因素作用下各血压数值

的变化也伴随着血管形态的改变ꎬ即血管重构ꎮ 小

动脉形态和功能的变化可能是由于 ＶＭＳＣ 表型变化

所致ꎬ本研究显示增龄和高血压协同抑制了 ＶＳＭＣｓ
表型标志蛋白 α￣ａｃｔｉｎ 的表达ꎮ Ｓｅｈｇｅｌ 等[１７] 研究显

示高血压使动脉 ＶＳＭＣｓ 的迁移黏附能力增强ꎬ且衰

老加重了这种效应ꎻ在增龄和高血压双重因素存在

时ꎬ动脉 ＶＳＭＣｓ 的功能都发生了改变ꎬ提示 ＶＳＭＣｓ
表型调节可能同时参与了这两个过程ꎮ

本研究中 ｍｉＲ￣１４５ 和 ｍｉＲ￣１４３ 在血管中的表达

均随发育增加随衰老而减少ꎬｍｉＲ￣１４５ 与 ｍｉＲ￣１４３
在 ３ 月正常和高血压大鼠间存在表达差异ꎮ 查阅文

献ꎬｍｉＲ￣１４３ / １４５ 参与发育和衰老血管中 ＶＳＭＣｓ 表

型转换却鲜有报道ꎮ 本研究中 ｍｉＲ￣１４３ / １４５ 的表达

规律与 ＶＳＭＣｓ 收缩表型标志蛋白表达基本一致ꎬ说
明 ｍｉＲ￣１４３ / １４５ 可能也在增龄过程中高血压小动脉

ＶＳＭＣｓ 表型转换发挥了作用ꎮ 在今后的研究中要

明确 ｍｉＲ￣１４３ / １４５ 在增龄和高血压过程中的确切机

制ꎬ需要通过在体转染等方式干扰 ｍｉＲ￣１４３ / １４５ 的

表达来进一步探索ꎮ
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