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[摘　 要] 　 目的　 用 ＲＮＡ 干扰下调血管紧张素转换酶(ＡＣＥ)和血管紧张素Ⅱ１ 型受体(ＡＴ１Ｒ)ꎬ观察其对自发性

高血压大鼠(ＳＨＲ)血压及脑组织损伤的影响ꎮ 方法 　 ＳＨＲ 随机分为 ５ 组:空白对照组、病毒对照组、Ａｄ５￣ＡＣＥ￣
ｓｈＲＮＡ 治疗组、Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组、Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组ꎬ同时设 ＷＫＹ 正常血压对照组ꎮ 各组大

鼠均于实验第 １、１７ 天各注射 １ 次ꎬ干预前后检测血压、心率的变化ꎮ 于首次注射后第 ３ 天ꎬ酶联免疫吸附法检测大

鼠脑组织中 ＡＣＥ、ＡｎｇⅡ含量ꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ 检测脑组织 ＡＣＥ ｍＲＮＡ、ＡＴ１Ｒ ｍＲＮＡ 表达ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测脑组

织 ＡＣＥ、ＡＴ１Ｒ 蛋白表达ꎮ 实验结束时做脑组织光镜病理检查观察脑结构ꎮ 结果　 于首次注射后第 ３ 天ꎬＡｄ５￣ＡＣＥ￣
ｓｈＲＮＡ 治疗组、Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组、Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组尾动脉压分别下降 ２５.２±５.３ ｍｍＨｇ、２３.５±
４.８ ｍｍＨｇ、２７.１±６.４ ｍｍＨｇꎬ第 １４ 天分别下降 ２４.４±５.６ ｍｍＨｇ、２３.６±４.９ ｍｍＨｇ、２６.３±６.９ ｍｍＨｇꎬ第 １７ 天时血压有所

回升ꎻ第 ２ 次注射后 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组、Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组、Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组尾动脉压再

次明显下降ꎬ第 ２３ 天时较首次注射前分别下降 ４０.２±４.５ ｍｍＨｇ、３７.８±３.９ ｍｍＨｇ、４３.７±７.３ ｍｍＨｇꎬ第 ３７ 天时血压有

所回升ꎬ第 ４０ 天时血压上升至第 ２ 次注射前水平ꎻ空白对照组和病毒对照组血压则持续升高 ２６ ｍｍＨｇꎬ两组比较

差异无统计学意义ꎻ正常血压对照组尾动脉压无明显变化ꎮ Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组、Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组、
Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组脑组织 ＡＣＥ、ＡｎｇⅡ显著低于空白对照组和病毒对照组(Ｐ<０.０５)ꎬ而与正常血压对照

组比较差异无统计学意义ꎮ Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组、Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组脑组织 ＡＣＥ ｍＲＮＡ 和 Ａｄ５￣
ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组、Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组脑组织 ＡＴ１Ｒ ｍＲＮＡ 的表达明显低于空白对照组、病毒对照组

(Ｐ<０.０５)ꎬ而与正常血压对照组比较差异无统计学意义ꎮ Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组、Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组、Ａｄ５￣
ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组脑组织 ＡＴ１Ｒ 蛋白表达显著低于空白对照组、病毒对照组(Ｐ<０.０５)ꎮ 光镜显示 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣
ｓｈＲＮＡ 治疗组、Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组、Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组脑组织结构明显改善ꎮ 结论 　 ＲＮＡ 干扰

下调 ＡＣＥ 和 ＡＴ１Ｒ 表达ꎬ降低 ＳＨＲ 血压并改善脑损伤ꎬ尤以 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组效果明显且副作用少ꎮ
ＲＮＡ 干扰对高血压的基因治疗具有良好应用前景ꎮ
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ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｖｉｒｕｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<
０.０５)ꎬ ｂｕｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＡＴ１Ｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎬ Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ａｄ５￣ＡＣＥ￣
ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｖｉｒｕｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５).　
Ｔｈｅ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎬ Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ ｔｒｅａｔ￣
ｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ. 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＡＣＥ ａｎｄ ＡＴ１Ｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｉｎ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｂｒａｉｎ ｉｎ￣
ｊｕｒｙꎬ ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｈａｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｌｅｓｓ ｓｉｄｅ ｅｆｆｅｃｔ.　 ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｈａｓ ａ ｇｏｏｄ ａｐ￣
ｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｓｐｅｃｔ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ.

　 　 高血压是心脑血管疾病最主要的危险因素之

一ꎬ与冠心病、心力衰竭、肾功能不全、脑卒中的发

生密切相关ꎬ导致全球每年约有 ７６０ 万人死亡[１￣３]ꎮ
研究表明脑卒中是引起中国成年人残疾的主要原

因ꎬ对患者和社会造成重大经济负担[４]ꎮ 目前ꎬ虽
有多 种 药 物 用 于 降 低 血 压ꎬ 但 控 制 率 仅 约

１１.２％[５￣９]ꎬ导致患者过早死亡和脑卒中的发生ꎬ究
其原因可能与降压药物半衰期相对短、副作用大、
依从性差、患者不易坚持服药等有关ꎮ 有效的降压

治疗可减少卒中及其他脑血管疾病的发生风险ꎬ故
寻求一种持续平稳且副作用少的降压药物成为目

前研究的热点ꎮ 众所周知ꎬ肾素￣血管紧张素系统

(ｒｅｎｉｎ￣ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ｓｙｓｔｅｍꎬＲＡＳ)在高血压的发生发

展、血管重构、心衰、肾衰及脑卒中的发生中起重要

作用ꎮ 多项研究发现ꎬ同时阻断血管紧张素转换酶

(ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅꎬＡＣＥ)和血管紧张素

受体 Ⅱ １ 型受体 ( ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ Ⅱ ｔｙｐｅ １ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ
ＡＴ１Ｒ)可显著改善高血压靶器官损害[１０￣１２]ꎮ

ＲＮＡ 干扰(ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅꎬＲＮＡｉ)是调节多

系统基因表达的基本生物过程ꎬ它多用于沉默基因

的表达ꎬ也成为标准的生物技术工具[１３]ꎬＲＮＡ 干扰

已在生命科学的各个领域取得了重大研究进展ꎮ
近年来研究发现ꎬＲＮＡ 干扰可达到持久平稳的降压

效果ꎬ同时对高血压引起的心肌损伤有保护作

用[１４]ꎬ但通过干预 ＡＣＥ 和 ＡＴ１Ｒ 对高血压脑组织损

伤的发生机制尚不清楚ꎮ 本研究运用 ＲＮＡ 干扰技

术ꎬ以 ＲＡＳ 中的 ＡＴ１Ｒ 和 ＡＣＥ 为靶点ꎬ设计并构建

单个及串联的短发夹 ＲＮＡ(ｓｈｏｒｔ￣ｈａｉｒｐｉｎ ＲＮＡꎬｓｈＲ￣
ＮＡ)表达载体ꎬ观察对高血压大鼠的治疗作用ꎬ为高

血压的基因治疗提供新方法ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物、材料和试剂

成年雄性自发性高血压大鼠( ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙ￣
ｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓꎬＳＨＲ)和 ＷＫＹ 正常血压对照鼠ꎬ均 １２
周龄ꎬ体重 ２７０~３２０ ｇ(中科院上海实验动物中心)ꎬ
分笼饲养ꎬ每笼 ３ ~ ５ 只ꎬ保持室温(２４±２)℃ꎬ相对

湿度 ６０％~６５％ꎬ１２ ｈ 人工昼夜循环照明ꎬ自由进食

进水ꎮ 表达 ＡＣＥ 特异 ｓｈＲＮＡ 的重组腺病毒载体

Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ、表达 ＡＴ１Ｒ 特异 ｓｈＲＮＡ 的重组腺

病毒 载 体 Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ、 同 时 表 达 ＡＣＥ 和

ＡＴ１Ｒ 特异 ｓｈＲＮＡ 的重组腺病毒载体 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣
ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 和 对 照 腺 病 毒 Ａｄ５ꎬ 感 染 性 滴 度

(ＴＣＩＤ５０ / ｍＬ)为 ４.５×１０９、４.５×１０９、 ２.２５×１０９ 和７.５×
１０９ꎬ均由北京本元正阳基因技术有限公司合成ꎮ 超

８５１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ２ꎬ２０１８



艳 ＵＮＩＱ￣１０ 柱总 ＲＮＡ 抽提试剂盒(上海生工工程

有限公司)ꎻＰＣＲ 引物、ＴａｑＭＡＮ 探针(上海基康生

物技术工程有限公司)ꎻＮＭＬＶ 逆转录系统、Ｔａｑ 酶、
ｄＮＴＰ(美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)ꎮ
１.２　 动物分组及干预方法

ＳＨＲ 随机分为 ５ 组:①空白对照组(ｎ ＝ １２)ꎬ注
射生理盐水 １ ｍＬꎻ②病毒对照组(ｎ ＝ １２)ꎬ注射 Ａｄ５
１ ｍＬꎻ③Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组 ( ｎ ＝ １２)ꎬ注射

Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ １ ｍＬꎻ④ Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组

(ｎ＝ １２)ꎬ注射 Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ １ ｍＬꎻ⑤Ａｄ５￣ＡＣＥ￣
ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组(ｎ＝ １２)ꎬ注射 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣
ｓｈＲＮＡ １ ｍＬꎮ 同时设 ＷＫＹ 正常血压对照组( ｎ ＝
１２)ꎬ注射生理盐水 １ ｍＬꎮ 通过尾静脉注射ꎬ时间为

实验开始的第 １、１７ 天ꎮ
１.３　 血压及心率的测定

分别于注射前及注射后每 ２ ~ ５ 天采用尾袖法

在安静环境中测量大鼠清醒状态下尾动脉收缩压

(ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬＳＢＰ)和心率ꎬ每次测量的时

间点相同ꎮ 将大鼠尾部预热至 ４０℃左右ꎬ固定于舒

适位置ꎬ引入加压袖口放置于大鼠尾根部ꎬ设定最

高血压为 ２７０ ｍｍＨｇꎬ充气加压ꎬ当压力达到 ２７０
ｍｍＨｇ 时自动缓慢减压ꎬ经压力换能器和放大器连

接于 Ｍｅｄｌｅｂ 生物机能实验系统记录血压和心率ꎮ
每只大鼠连续测量 ５ 次ꎬ取其平均值为该大鼠的动

脉收缩压和心率值ꎮ
１.４　 大鼠脑组织 ＡＣＥ、ＡｎｇⅡ含量检测

于首次注射后第 ３ 天ꎬ每组随机取 ６ 只大鼠ꎬ心
脏体外采血ꎬ同时取脑组织按照 ＡＣＥ 和 ＡｎｇⅡ酶联免

疫吸附测试盒说明操作:１)标本 ２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

２０ ｍｉｎꎬ取上清检测ꎻ２)取出酶标板ꎬ依照次序分别对

应加入 １００ μＬ 标准品于空白微孔中ꎻ３)分别标记样

品编号ꎬ加入 １００ μＬ 样品于空白微孔中ꎻ４)在标准品

孔和样品孔中加入 ５０ μＬ 酶标记溶液ꎬ轻柔混合１５ ｓꎻ
５)(３６±２)℃孵育反应 ６０ ｍｉｎꎻ６)洗板机清洗 ５ 次ꎬ每
次静置 １０~２０ ｓꎻ７)每孔加入底物 Ａ、Ｂ 液各 ５０ μＬꎬ
轻柔混合 ５ ｓꎻ８)(３６±２)℃下避光孵育 １５ ｍｉｎꎻ９)每孔

加入 ５０ μＬ 终止液ꎬ终止反应ꎻ１０)于波长 ４５０ ｎｍ 的

酶标仪上读取各孔的 ＯＤ 值ꎻ１１)以 Ｂ / Ｂ０％值为纵坐

标(Ｂ＝标准品 ＯＤ 值、Ｂ０ ＝标准品 ０ 点 ＯＤ 值)ꎬ以标

准品的浓度为横坐标ꎬ在对数坐标纸上绘制标准曲

线ꎻ１２)在标准曲线上查找对应的浓度范围ꎮ
１.５　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测脑组织 ＡＣＥ 和 ＡＴ１Ｒ
ｍＲＮＡ 的表达

于首次注射后第 ３ 天ꎬ每组随机取 ６ 只大鼠ꎬ取
脑组织 ０.５ ｇ 利用超艳 ＵＮＩＱ￣１０ 柱总 ＲＮＡ 抽提试剂

盒提取总 ＲＮＡꎬＮＭＬＶ 逆转录系统逆转录成 ｃＤＮＡ
进行实时荧光定量 ＰＣＲ 检测ꎮ 引物、探针的设计用

Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 设计完成ꎬ由上海基康生物技术工程有限

公司合成ꎮ ＡＣＥ 上游引物为 ５′￣ＧＣＣ ＴＣＣ ＣＡＡ ＣＧＡ
ＧＴＴ ＡＧＡ ＡＧＡ Ｇ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣ＣＧＧ ＧＡＣ ＧＴＧ
ＧＣＣ ＡＴＴ ＡＴＡ ＴＴ￣３′ꎬ探针序列为 ５′￣ＦＴＧ ＧＣＡ ＣＴＴ
ＧＴＣ ＴＧＴ ＣＡＣ ＴＧＧ ＡＧＣ ＣＴＧ ＡＴＰ￣３′ꎻＡＴ１Ｒ 上游引

物为 ５′￣ＣＡＡ ＣＣＴ ＣＴＡ ＣＧＣ ＣＡＧ ＴＧＴ ＧＴＴ Ｃ￣３′ꎬ下
游引物为 ５′￣ＧＴＧ ＡＣＴ ＴＴＧ ＧＣＣ ＡＣＣ ＡＧＣ ＡＴ￣３′ꎬ
探针序列为 ５′￣ＦＴＣ ＴＣＡ ＣＧＴ ＧＴＣ ＴＣＡ ＧＣＡ ＴＣＧ
ＡＣＣ ＧＰ￣３′ꎻ探针修饰:Ｆ 代表 ＦＡＭ、３′￣ＴＡＭＲＡ、 ３′￣
Ｐ０４ꎬＰ 代表 ＴＡＱＭＡＮ￣ＭＧＢ 基团ꎮ 制备标准曲线样

品:先将样品的目的基因及管家基因(β￣ａｃｔｉｎ)进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ其产物进行梯度稀释用于做标准曲线ꎮ
ＰＣＲ 反应体系:１０×Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬꎬＭｇＣｌ２ ２ μＬꎬｄＮＴＰ
０.５ μＬꎬ上游引物 ０. ２ μＬꎬ下游引物 ０. ２ μＬꎬ探针

０.２５ μＬꎬＴａｑ 酶 ０.５ μＬꎬ反应模板 ２ μＬꎬ无菌去离子

水补体积至 ２０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应条件:９４℃ 预变性

２ ｍｉｎꎬ９４℃变性 １５ ｓꎬ６０℃退火、延伸 ３０ ｓꎬ共 ３０ 个

循环ꎬ 加 于 荧 光 ＰＣＲ 管 中ꎬ 在 ＧｅｎｅＡｍｐ ５７００
ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｄｅｔｅｃｔｏｒ Ｓｙｓｔｅｍ 荧光定量 ＰＣＲ 检测仪上进

行扩增并收集荧光信号ꎬ分析结果ꎮ 为进一步消除

ｍＲＮＡ 定量、逆转录及 ＰＣＲ 反应效率的差异对结果

的影响ꎬ实验中同步进行内对照 β￣ａｃｔｉｎ 绝对拷贝数

的定量检测ꎬ以检测基因与 β￣ａｃｔｉｎ 绝对拷贝数之比

作为检测基因的相对表达量ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测脑组织 ＡＣＥ、ＡＴ１Ｒ蛋白的表达

于首次注射后第 ３ 天ꎬ每组随机取 ６ 只大鼠ꎬ取
脑组织进行检测ꎮ 蛋白质的提取按蛋白抽提试剂

盒说明操作:①取新鲜或冰冻组织 １００ ｍｇ 剪碎ꎬ用
ＰＢＳ 漂洗一次ꎬ弃去 ＰＢＳꎻ②加 ０.５ ~ １ ｍＬ 冰冷的

ＣＥＢ￣Ａꎻ③在超声匀浆机中匀浆ꎬ直到 ９０％的细胞破

碎ꎻ④４℃、１０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎻ⑤上清移到一新管ꎬ进
一步 ４℃、１２０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ再把上清移到一新管

中ꎬ加 ２０％甘油存贮于－７０℃备用ꎮ 蛋白浓度的测

定按 ＢＣＡ 试剂盒说明书进行蛋白浓度测定ꎮ 分装

后ꎬ－２０℃保存ꎮ
１.７　 脑组织光镜病理检查

无菌分离脑组织ꎬ用 １０％福尔马林液固定 ８ ~
１２ ｈꎬ石蜡包埋ꎬ５ μｍ 厚切片ꎬＨＥ 染色观察ꎮ
１.８　 肝、肾功能检测

实验结束时取各组大鼠血清ꎬ用 Ｂｅｃｋｍａｎ 全自

动生化分析仪按说明书步骤检测肝、肾功能ꎮ
１.９　 统计学分析

实验数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ血压和心率的比较采用
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重复测量方差分析ꎬ其余指标多组间比较采用单因

素方差分析ꎬ两两比较采用 ＳＮＫ 法ꎬ数据采用 ＳＰＳＳ
１３.０ 统计软件分析ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 干预前后血压及心率的变化

各组 ＳＨＲ 干预前尾动脉压均与正常血压对照

组有显著性差异(Ｐ<０.０１)ꎬ而各组 ＳＨＲ 之间干预

前尾动脉压差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ表明 ＳＨＲ
造模成功ꎬＳＨＲ 各组之间具有可比性ꎮ 于首次注射

后第 ３ 天ꎬ Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 治 疗 组、 Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣
ｓｈＲＮＡ 治疗组、Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组尾动

脉压分别下降 ２５. ２ ± ５. ３ ｍｍＨｇ、２３. ５ ± ４. ８ ｍｍＨｇ、
２７.１±６.４ ｍｍＨｇꎬ第 １４ 天分别下降 ２４.４±５.６ ｍｍＨｇ、

２３.６±４.９ ｍｍＨｇ、２６.３±６.９ ｍｍＨｇꎬ第 １７ 天时血压有

所回升ꎻ第 ２ 次注射后 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组、
Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治 疗 组、 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ
治疗组尾动脉压再次明显下降ꎬ第 ２３ 天时较首次注

射前分别下降 ４０. ２ ± ４. ５ ｍｍＨｇ、３７. ８ ± ３. ９ ｍｍＨｇ、
４３.７±７.３ ｍｍＨｇꎬ第 ３７ 天时血压有所回升ꎬ第 ４０ 天

时血压上升至第 ２ 次注射前水平ꎮ Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ
治疗组、Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组、Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣
ｓｈＲＮＡ 治疗组尾动脉压与治疗前及空白对照组和

病毒对照组比较差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ空白

对照组和病毒对照组尾动脉压持续升高ꎬ正常血压

对照组尾动脉压无明显变化ꎮ 各组大鼠干预前后

心率均无明显变化ꎬ组间比较差异无统计学意义

(图 １ 和 ２)ꎮ 每日观察动物的局部及全身反应ꎬ均
未发现食欲减退、体重下降、体温升高等异常反应ꎮ

图 １. 各组大鼠干预前后心率的变化(次 /分)
Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ ｖａｌｕｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｂｅａｔ / ｍｉｎ)

图 ２. 各组大鼠干预前后血压水平的变化　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ
与空白对照组或病毒对照组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｌｅｖｅｌｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２.２　 治疗后大鼠脑组织 ＡＣＥ 和 ＡｎｇⅡ含量

空白对照组、病毒对照组脑组织 ＡＣＥ、ＡｎｇⅡ明

显高于正常血压对照组 ( Ｐ < ０. ０５)ꎮ Ａｄ５￣ＡＣＥ￣
ｓｈＲＮＡ 治 疗 组、 Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治 疗 组、 Ａｄ５￣
ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组脑组织 ＡＣＥ、ＡｎｇⅡ显著

低于空白对照组和病毒对照组(Ｐ<０.０５)ꎬ而与正常

血压对照组无统计学差异(Ｐ > ０. ０５)ꎮ 说明 Ａｄ５￣
ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ、 Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ、 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣
ｓｈＲＮＡ 经尾静脉注射后明显降低脑组织 ＡＣＥ、ＡｎｇⅡ
水平(表 １)ꎮ
２.３　 脑组织 ＡＣＥ 和 ＡＴ１Ｒ ｍＲＮＡ 的表达

空白对照组、病毒对照组脑组织 ＡＣＥ 和 ＡＴ１Ｒ
ｍＲＮＡ 表达较正常血压对照组显著增高(Ｐ<０.０５)ꎻ
Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 治 疗 组、 Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治 疗

组、 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治 疗 组 脑 组 织 ＡＴ１Ｒ
ｍＲＮＡ 表达较空白对照组、病毒对照组显著降低

(Ｐ<０. ０５)ꎻＡｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组和 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣
ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组 ＡＴ１Ｒ ｍＲＮＡ 表达与正常血压
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对照组和 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组比较差异有统计

学差异(Ｐ<０.０５)ꎮ Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组和 Ａｄ５￣
ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组 ＡＣＥ ｍＲＮＡ 表达较空白

对照组、病毒对照组、Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组显著

降低(Ｐ<０.０５)ꎬ而与正常血压对照组无统计学差异

(Ｐ>０.０５)ꎮ 说明 ＳＨＲ 在尾静脉注射 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲ￣
ＮＡ、 Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ、 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 后ꎬ
ＡＣＥ 和 /或 ＡＴ１Ｒ ｍＲＮＡ 的表达明显降低(表 ２)ꎮ

表 １. 干预后第 ３ 天脑组织 ＡＣＥ 和 ＡｎｇⅡ含量(ｘ±ｓ)
Ｔａｂｌｅ １. Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＡＣＥ ａｎｄ ＡｎｇⅡ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ３ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ(ｘ±ｓ)

分　 组 ｎ ＡｎｇⅡ(ｐｇ / １００ ｍｇ) ＡＣＥ(ｎｇ / １００ ｍｇ)
空白对照组 ６ ９.５１±１.１３ａ ２０.９５±３.７２ａ

病毒对照组 ６ ９.３６±１.０２ａ ２１.８３±３.４３ａ

Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组 ６ ６.５３±１.４６ｂ １２.９６±２.７６ｂ

Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组 ６ ６.５９±１.７４ｂ １３.２５±３.６１ｂ

Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组 ６ ６.４７±１.６１ｂ １２.５６±２.３５ｂ

正常血压对照组 ６ ６.０２±１.２３ １１.６７±３.４１
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与正常血压对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对照组或病毒对照组比较ꎮ

表 ２. 干预后第 ３ 天脑组织 ＡＣＥ 和 ＡＴ１Ｒ ｍＲＮＡ 的表达(ｘ±ｓ)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＣＥ ａｎｄ ＡＴ１Ｒ ｍＲＮＡ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ３ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ(ｘ±ｓ)

分　 组 ｎ ＡＣＥ ｍＲＮＡ ＡＴ１Ｒ ｍＲＮＡ
空白对照组 ６ ０.３５２±０.０５２ａ ０.４２４±０.０３５ａ

病毒对照组 ６ ０.３４３±０.０４３ａ ０.４１８±０.０３２ａ

Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组 ６ ０.０８９±０.０１６ｂ ０.２１５±０.０２５ｂ

Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组 ６ ０.３３２±０.０２３ａｃ ０.１０４±０.０１６ａｂｃ

Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组 ６ ０.０８５±０.０１３ｂｄ ０.０９４±０.０１６ａｂｃ

正常血压对照组 ６ ０.０９７±０.０１４ ０.２１７±０.０１７
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与正常血压对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对照组或病毒对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组比较ꎻｄ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与 Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组比较ꎮ

２.４　 脑组织 ＡＣＥ 和 ＡＴ１Ｒ 蛋白的表达

空白对照组、病毒对照组脑组织 ＡＣＥ 和 ＡＴ１Ｒ
蛋白表达均较正常血压对照组显著增高(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组、Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组、
Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组脑组织 ＡＴ１Ｒ 蛋白表

达均较空白对照组、病毒对照组显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ
Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组和 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ
治疗组 ＡＴ１Ｒ 蛋白表达与正常血压对照组和 Ａｄ５￣
ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组差异有统计学差异(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组和 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治

疗组 ＡＣＥ 蛋白表达较空白对照组、病毒对照组、Ａｄ５￣
ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ而与正常血

压对照组无统计学差异(Ｐ>０.０５)ꎬ与实时荧光定量

ＰＣＲ 结果一致ꎮ 说明 ＳＨＲ 在尾静脉注射 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣
ｓｈＲＮＡ、 Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ、 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ
后ꎬ随着 ＡＣＥ 和 /或 ＡＴ１Ｒ ｍＲＮＡ 的表达降低ꎬ相应

功能蛋白的表达也随之降低(图 ３)ꎮ
２.５　 脑组织光镜检查结果

空白对照组和病毒对照组大脑皮层细胞明显

肥大ꎬ细小动脉充血、出血、水肿ꎮ 尾静脉注射 Ａｄ５￣

图 ３. 脑组织 ＡＣＥ 和 ＡＴ１Ｒ 蛋白表达　 　 １ 为空白对照组ꎬ２
为病毒对照组ꎬ３ 为正常血压对照组ꎬ４ 为 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组ꎬ５
为 Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组ꎬ６ 为 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组ꎮ ａ
为 Ｐ<０.０５ꎬ与正常血压对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对照组或病

毒对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组比较ꎻｄ 为Ｐ<
０.０５ꎬ与 Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＣＥ ａｎｄ ＡＴ１Ｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ
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ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ、Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ、Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ
后ꎬ大脑皮层细胞肥大和细小动脉充血、出血、水肿明

显减轻ꎬ尤以 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组改善明显

(图 ４)ꎮ

图 ４. ＲＮＡ 干扰对脑组织的影响(×１００)
Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ(×１００)

２.６　 对肝肾功能的影响

各组大鼠肝肾功能指标无统计学差异 (Ｐ >
０.０５)ꎬ表明各种干预对肝肾功能无影响(表 ３)ꎮ

表 ３. 干预后大鼠肝肾功能指标变化

Ｔａｂｌｅ ３. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ

分　 组 ｎ ＡＬＴ(ＩＵ / Ｌ) Ｓｃｒ(μｍｏｌ / Ｌ) ＢＵＮ(ｍｍｏｌ / Ｌ)

空白对照组 ６ ３１±５ ３５±７ ９.１±０.４
病毒对照组 ６ ３２±６ ３４±７ ９.２±０.５
Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组 ６ ２９±６ ３７±５ ８.９±０.８
Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组 ６ ２８±６ ３６±６ ８.７±０.９
Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组 ６ ２８±６ ３４±５ ８.６±１.２
正常血压对照组 ６ ２９±８ ４０±８ ８.８±１.４

２６１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ２ꎬ２０１８



３　 讨　 论

在高血压的发生发展和靶器官损害过程中ꎬＲＡＳ
激活起关键作用ꎬＡＣＥ 位于这个系统的中心ꎬ是 ＲＡＳ
活性的限速酶ꎬ能使血管紧张素Ⅰ(ＡｎｇⅠ)降解ꎬ生成

ＡｎｇⅡꎬＡｎｇⅡ是 ＲＡＳ 的主要效应物质ꎬ通过与体内受

体 ＡＴ１Ｒ 结合ꎬ对多种器官组织ꎬ如心脏、血管、肾脏、
脑组织等的生理功能产生重要影响ꎬ引起血管收缩、
交感神经系统活性增高、血管床构型重建ꎬ同时可刺

激肾上腺皮质球状带分泌醛固酮ꎬ促进水钠重吸收

等ꎬ在高血压的发生、发展过程中扮演重要角色ꎮ 目

前 ＡＣＥ、ＡＴ１Ｒ 已成为现代高血压、脑卒中、心衰、肾
衰等疾病治疗的重要靶点ꎮ 在使用 ＡＣＥＩ 的过程中ꎬ
ＡＣＥ 被抑制ꎬ但是 ＡｎｇⅡ仍可通过人体的脑、心脏、肾
脏器官的细胞和血管平滑肌及肾素的释放等方式产

生ꎬ这说明 ＡＣＥＩ 并不能完全阻断 Ａｎｇ Ⅱ的生成ꎮ
ＡＲＢ 抑制 ＡＴ１Ｒ 的同时ꎬＡＴ２Ｒ 表达增加ꎬ与 ＡｎｇⅡ结

合ꎬ产生心血管保护作用ꎮ ＡＲＢ 比 ＡＣＥＩ 能更好抑制

ＡｎｇⅡ的副作用ꎬ且不会影响缓激肽的降解ꎬ使不良反

应的发生明显减少ꎮ 因此ꎬ理论上 ＡＣＥＩ 和 ＡＲＢ 联合

治疗可以发挥协同作用ꎬ优势互补ꎮ 近年来相关研究

表明ꎬ联合应用这两种药物降压效果更好[１５￣１７]、明显

改善心衰患者的运动耐量[１０]及高血压肾病患者肾功

能[１１￣１２]等ꎮ
由于 ＲＮＡ 干扰的易于诱导性和高效性ꎬ因此已

广泛应用于整个科学领域ꎬ主要为肿瘤、昆虫、抗病毒

感染等方面ꎬ同时ꎬ大量动物实验研究已经证实 ＲＮＡ
干扰有望用于人类疾病的治疗[１８￣２６]ꎮ 近年来ꎬ国内外

已有学者运用该技术在高血压方面进行研究ꎬ取得了

很好的降压效果ꎬ为临床高血压患者提供了一种新的

降压治疗手段ꎬ并且避免了口服药物必须每天服用、
多药联用、药物副作用及依从性差等缺点ꎮ

在课题组前期的研究中ꎬ运用 ＲＮＡ 干扰技术已

经成功构建了质粒 ｐＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡꎬ并且有效抑

制了 ＡＣＥ 和 ＡＴ１Ｒ ｍＲＮＡ 及相应功能蛋白的表达ꎬ
为本研究的进行奠定了理论和技术基础ꎮ 腺病毒

载体具有多种优势ꎬ使其成为广泛使用的基因转移

载体之一ꎮ 本研究中ꎬ我们利用前期实验中构建好

的同时表达 ＡＴ１Ｒ 和 ＡＣＥ 基因的特异性 ｓｈＲＮＡ 重

组腺病毒载体ꎬ观察小剂量应用重组腺病毒介导的

ＡＣＥ 和 ＡＴ１Ｒ 串联的 ｓｈＲＮＡ 同时抑制 ＡＣＥ 和

ＡＴ１Ｒ 治疗 ＳＨＲꎬ并与分别表达 ＡＴ１Ｒ 和 ＡＣＥ 基因

的特异性 ｓｈＲＮＡ 重组腺病毒载体常规剂量单基因

分别抑制 ＡＣＥ 和 ＡＴ１Ｒ 表达来治疗 ＳＨＲ 进行比较ꎬ
观察 ＳＨＲ 血压和脑组织损伤等影响ꎮ 目的是为了

寻找一个最佳的 ＲＡＳ 阻断方式ꎬ在有效降低血压的

同时又可以减少高血压靶器官损害ꎬ还可以通过有

效使用剂量的减少降低副作用的发生ꎮ
我们课题组已成功运用 ＲＮＡ 干扰同时下调 ＳＨＲ

的 ＡＴ１Ｒ 和 ＡＣＥ 基因表达ꎬ持久有效地降低了血压及

减少了心肌重构[１１]ꎮ 但目前我们检索到的国内外文

献还没有两者联合应用在高血压脑损伤方面的报道ꎬ
两者合用对脑组织的损伤或保护作用尚无结论ꎮ 本研

究结果发现ꎬ每次注射后ꎬ各治疗组血压均显著下降ꎬ
单次给药后降压作用至少可维持 １５ 天ꎬ比现有的降压

药物有明显优势ꎬ同时降压作用不引起心率的变化ꎮ
本研究中小剂量应用 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 比普通剂

量应用 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ、Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 的降压作

用仍大 ２~３ ｍｍＨｇꎬ但降压作用无统计学意义ꎬ表明小

剂量应用 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 的降压疗效可能是

ＡＣＥ 和 ＡＴ１Ｒ 双基因同时抑制的协同效应ꎬ但因为观

察时间短ꎬ没有发现明显的差异ꎮ
众所周知ꎬＡｎｇⅡ水平过度增高对机体不利ꎮ 本

研究中ꎬ同时用 ＥＬＩＳＡ 测定脑组织 ＡＣＥ、ＡｎｇⅡ水平ꎬ
发现 Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组、Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 治

疗组和 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组脑组织 ＡＣＥ、
ＡｎｇⅡ含量显著降低ꎬ与正常血压对照组比较差异均

无统计学意义ꎮ 表明尾静脉注射 Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ、
Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 和 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 后在有效

降压的同时ꎬ抑制了高血压各主要脏器的病理性重

构ꎬ其作用并非通过影响循环 ＲＡＳꎬ而是通过抑制局

部组织的 ＡＣＥ、ＡｎｇⅡ水平来实现的ꎮ 局部组织 ＲＡＳ
异常可能是导致高血压并发症的主要因素之一ꎮ
Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 使组织内 ＡＣＥ、ＡｎｇⅡ水平下降的机

制在于 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ 对组织 ＡＣＥ 的直接作用ꎻ
Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗后血浆 ＡｎｇⅡ水平上升可能与

反馈性 ＲＡＳ 活性增加有关ꎬＡｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 使组织

内 ＡｎｇⅡ水平下降的机制在于其与循环中的 ＡｎｇⅡ竞

争性地结合 ＡＴ１Ｒꎬ使 ＡＴ１Ｒ 水平下降ꎬ通过受体空间

占位效应ꎬ使循环中的 ＡｎｇⅡ不能与 ＡＴ１Ｒ 结合ꎬＡｎｇ
Ⅱ细胞内摄作用减低ꎬ从而使组织ＡｎｇⅡ水平下降ꎮ 联

合沉默和单基因沉默后脑组织 ＡＣＥ 和 ＡｎｇⅡ浓度较

空白对照和病毒对照组明显减低ꎬ表明 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣
ｓｈＲＮＡ、Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 和 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ
经鼠尾静脉注射后被脑组织广泛吸收ꎬ有效发挥了基

因沉默作用ꎬ抑制了组织 ＡＣＥ 和 ＡｎｇⅡ浓度的升高ꎬ
同时也说明了局部 ＲＡＳ 在机体高血压进程中所起的

重要作用ꎮ Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 小剂量应用比

Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ、Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 常规剂量应用的

抑制作用更强一些ꎬ但差异无统计学意义ꎮ
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从脑组织分子及蛋白水平的研究发现ꎬ各治疗组

脑组织 ＡＣＥ 和 ＡＴ１Ｒ ｍＲＮＡ 及相关蛋白的表达均较空

白对照和病毒对照组明显降低ꎬ表明 ｓｈＲＮＡ 成功发挥

了基因沉默作用ꎬ在 ｍＲＮＡ 和蛋白水平有效干扰了基

因和蛋白的表达ꎬ因此产生了明显持续的降压作用ꎮ
Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 小 剂 量 使 用 比 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣
ｓｈＲＮＡ、Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 普通剂量使用对 ＡＣＥ 及

ＡＴ１Ｒ ｍＲＮＡ 和蛋白质的抑制作用更强一些ꎬ也许是由

ＡＣＥ 和 ＡＴ１Ｒ 联合基因沉默的共同效应ꎬ弥补了单基

因抑制 ＡＣＥ 和 ＡＴ１Ｒ 不足ꎬ还可显著抑制脑组织交感

神经活性ꎬ增强降压和靶器官保护作用ꎮ
脑组织病变是高血压病的重要病理变化ꎬ主要

表现为:①脑动脉病变:细小动脉纤维化、玻璃样

变ꎬ严重者可有纤维素样坏死ꎬ并发血栓及微动脉

瘤ꎻ②脑软化:由于动脉硬化ꎬ造成局部缺氧ꎬ脑组

织内可出现多数小软化灶ꎻ③脑出血ꎮ 光镜结果显

示:在尾静脉注射 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ、Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲ￣
ＮＡ、Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 后ꎬ大脑皮层细胞肥大

和细小动脉充血、出血、水肿明显减轻ꎬＡｄ５￣ＡＣＥ￣
ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 治疗组改善更明显ꎮ 表明 ＳＨＲ 在注

射 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ｓｈＲＮＡ、 Ａｄ５￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ、 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣
ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 后明显改善了脑组织的病理改变ꎮ 而

且小剂量注射 Ａｄ５￣ＡＣＥ￣ＡＴ１Ｒ￣ｓｈＲＮＡ 更显著地改

善了脑组织的结构ꎬ可能为同时抑制 ＡＣＥ 与 ＡＴ１Ｒ
ｍＲＮＡ 和蛋白质表达所产生的双基因联合沉默的协

同效应有关ꎮ
总之ꎬ高血压病程长ꎬ需终身服药ꎬ不易根治ꎬ

临床上主要采用口服降压药进行治疗ꎬ但目前降压

药物需每天服用ꎬ患者依从性差ꎬ导致血压达标率

低ꎮ 本研究中的降压策略能有效持久地降低血压ꎬ
同时对靶器官有保护作用ꎬ但其应用仅限于动物ꎬ
将该技术应用于人类尚需要进行大量的研究ꎬ我们

课题组将在此方向做进一步的探讨ꎮ
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