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苯肾上腺素对腹主动脉缩窄诱导心肌间质纤维化的影响
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[摘　 要] 　 目的　 观察苯肾上腺素对腹主动脉缩窄导致心肌纤维化的作用及可能机制ꎮ 方法　 雄性昆明(ＫＭ)
小鼠 ４２ 只ꎬ体重 ２４~３０ ｇꎬ其中 ２８ 只采用腹主动脉缩窄术(ＡＡＣ)建立压力超负荷诱导心肌反应性纤维化的动物模

型ꎬ８ 周后将模型小鼠随机分为 ４ 组ꎬＡＡＣ 组、苯肾上腺素(ＰＥ)组(ＡＡＣ＋ＰＥ 组)、哌唑嗪(Ｐｒａｚ)组(ＡＡＣ＋Ｐｒａｚ 组)
和普萘洛尔(Ｐｒｏｐ)组(ＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ 组)ꎬ每组 ７ 只ꎬ其中 ＡＡＣ＋ＰＥ 组给予 ＰＥ ０.６５ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ) 腹腔注射ꎬＡＡＣ＋Ｐｒａｚ
组予 Ｐｒａｚ ５ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)灌胃ꎬＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ 组给予 Ｐｒｏｐ １０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)灌胃ꎬＡＡＣ 组给等量生理盐水灌胃ꎬ连续 ４ 周ꎻ
另设空白对照组及假手术组各 ７ 只ꎬ其中假手术组只分离腹主动脉而不结扎ꎬ二组均给予等量生理盐水持续灌胃ꎮ
给药 ４ 周后处死动物ꎬ取左心室游离壁组织ꎬＨＥ 染色观察组织细胞形态学变化ꎬ胶原容积分数(ＣＶＦ)、羟脯氨酸

(Ｈｙｐ)含量测定及Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白免疫组化染色观察心肌胶原ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法测定 α￣平滑肌肌动蛋白(α￣
ＳＭＡ)、转化生长因子 β１(ＴＧＦ－β１)、ｐ￣Ｓｍａｄ２ 和 ｐ￣Ｓｍａｄ３ 蛋白表达ꎮ 结果　 ＡＣＣ 术后 １２ 周小鼠心脏均发生明显纤

维化ꎬ与空白对照组相比ꎬＣＶＦ、Ｈｙｐ 含量显著升高(Ｐ<０.０１)ꎬⅠ、Ⅲ型胶原表达增多(Ｐ<０.０１)ꎬα￣ＳＭＡ、ＴＧＦ￣β１、ｐ￣
Ｓｍａｄ２ 及 ｐ￣Ｓｍａｄ３ 蛋白表达增加(Ｐ<０.０１)ꎬ假手术组 ＣＶＦ、Ｈｙｐ 含量以及 α￣ＳＭＡ、 ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ２、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 蛋白

表达和Ⅰ、Ⅲ型胶原含量变化不明显ꎮ 与 ＡＡＣ 组比较ꎬＡＡＣ＋ＰＥ 组和 ＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ 组左心室 ＣＶＦ、Ｈｙｐ 含量及Ⅰ、Ⅲ
型胶原表达均明显减少(Ｐ<０.０１)ꎬα￣ＳＭＡ、ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ２ 和 ｐ￣Ｓｍａｄ３ 的蛋白表达水平降低(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ＡＡＣ＋
Ｐｒａｚ 组上述各指标无明显变化(Ｐ>０.０５)ꎻＡＡＣ＋ＰＥ 组与 ＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ 组相比ꎬ上述指标均无统计学差异(Ｐ>０.０５)ꎮ
结论　 苯肾上腺素可能通过 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄｓ 信号通路改善压力超负荷介导的小鼠心肌间质纤维化ꎬ其作用与普萘
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　 　 心肌纤维化(ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓꎬ ＭＦ) 存在于多

种心血管疾病ꎬ主要表现为正常的心肌组织结构中

胶原纤维过量积聚、胶原浓度显著升高或胶原成分

发生改变ꎬ是临床引发心律失常、心功能障碍甚至

心源 性 猝 死 的 主 导 原 因ꎬ 而 交 感 神 经 系 统

(ｓｙｍｐａｔｈｅｔｉｃ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍꎬＳＮＳ)活性与心肌纤维

化、心室重构密切相关ꎬ探讨其作用机制ꎬ对于心脏

病患者制定抗纤维化治疗策略至关重要ꎮ 以往认

为 ＳＮＳ 活化引起的儿茶酚胺水平升高通过肾上腺

素能受体(包括 α、β 两种肾上腺素能受体)启动并

促进心脏病理性重构ꎬ加快心脏的病理进程[１￣２]ꎬ但
近年研究发现 α１￣肾上腺素能受体(α￣ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃ ｒｅ￣
ｃｅｐｔｏｒꎬα１￣ＡＲ)能够激活心脏适应性肥厚、抑制心肌

细胞凋亡、 增强心肌收缩力ꎬ 具有心脏保护作

用[３￣５]ꎬ但 α１￣ＡＲ 兴奋对心肌纤维化是否有调节作

用报道较少ꎮ 本研究采用腹主动脉缩窄术建立小

鼠反应性心肌纤维化模型ꎬ以心脏胶原容积分数

( ｃｏｌｌａｇｅｎ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎꎬ ＣＶＦ )、 羟 脯 氨 酸

(ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅꎬＨｙｐ)含量以及Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白和

α￣平滑肌肌动蛋白(α￣ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎꎬα￣ＳＭＡ)
的表达为检测指标ꎬ观察 α１￣ＡＲ 激动剂苯肾上腺素

对心肌间质纤维化的影响及可能机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 动物与主要试剂

　 　 ５~７ 周龄ꎬ雄性健康昆明小鼠 ４２ 只ꎬ体重 ２４ ~
３０ ｇꎬ由新疆医科大学第一附属医院实验动物中心

提供(动物合格证号:ＳＣＸＫ(新)２０１１￣０００３)ꎮ
苯肾上腺素(ｐｈｅｎｙｌｅｐｈｒｉｎｅꎬＰＥꎻ０７１４０５０１ꎬ上海

禾丰)ꎬ哌唑嗪 ( ｐｒａｚｏｓｉｎꎬ Ｐｒａｚꎻ ５６１４０４０１ꎬ上海信

宜)ꎬ普萘洛尔( ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌꎬＰｒｏｐꎻ江苏亚邦)ꎬ水合

氯醛(ＸＫ１３￣０１１￣０００１７ꎬ天津巴斯夫)ꎮ 羟脯氨酸

(Ｈｙｐ)测定试剂盒(南京建成生物工程公司)ꎻＢＣＡ
蛋白定量分析试剂盒(赛默飞世尔科技)ꎻＣｏｌｌａｇｅｎ
Ⅰ兔抗鼠多克隆抗体(ｂｓ￣０５７８Ｒ)及 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ兔抗

鼠多克隆抗体(ｂｓ￣０５４９Ｒ)(北京博奥森)ꎬα￣ＳＭＡ 多

克隆抗体( ｓｃ￣３２２５１ꎬＳａｎｔａ Ｃｒｕｚ)ꎬＴＧＦ￣β 兔抗鼠多

克隆抗体 ( ＃ ３７１１ꎬ Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ )ꎬ ｐ￣
Ｓｍａｄ２ 兔抗鼠单克隆抗体(＃３１０８)及 ｐ￣Ｓｍａｄ 兔抗鼠

单克隆抗体 ( ＃９５２０) (Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ)ꎬ
ＧＡＰＤＨ 兔抗鼠多克隆抗体( ｓｃ￣２５７７８ꎬＳａｎｔａ Ｃｒｕｚ)ꎬ
β￣ａｃｔｉｎ 单克隆抗体(ＴＡ￣０９ꎬ北京中杉)ꎮ
１.２　 动物模型的建立与分组

昆明小鼠 ４２ 只适应性喂养 １ 周后随机分为 ６
组ꎬ空白对照组(ｃｏｎｔｒｏｌ)、假手术组( ｓｈａｍ)、腹主动

脉缩窄组(ＡＡＣ)、苯肾上腺素(α１￣ＡＲ 激动剂)组

(ＡＡＣ＋ＰＥ)、哌唑嗪(α１￣ＡＲ 抑制剂)组(ＡＡＣ＋Ｐｒａｚ)
和普萘洛尔(β￣ＡＲ 抑制剂)组(ＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ)ꎬ每组 ７
只ꎮ ＡＡＣ 组小鼠 １０％水合氯醛溶液 ０.３ ｍＬ / １００ ｇ
腹腔注射麻醉后ꎬ在左肾动脉分支上方分离小鼠腹

主动脉ꎬ用 ５.５ 号注射针头紧贴腹主动脉结扎ꎬ抽出

注射器针头ꎬ逐层缝合手术切口ꎮ 假手术组仅分离

腹主动脉而不结扎ꎮ 术后 ８ 周ꎬＡＡＣ＋ＰＥ 组给予 ＰＥ
０.６５ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)腹腔注射ꎬＡＡＣ＋Ｐｒａｚ 组给予 Ｐｒａｚ
５ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ) 灌胃ꎬ ＡＡＣ ＋ Ｐｒｏｐ 组给予 Ｐｒｏｐ １０
ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)灌胃ꎬＡＡＣ 组和假手术组给予等量生

理盐水灌胃ꎬ持续 ４ 周ꎮ
１.３　 心肌组织病理形态学观察及胶原定量分析

处死小鼠取心脏ꎬ剪取部分左心室游离壁心肌

组织ꎬ固定于 ４％多聚甲醛液中ꎬ常规脱水、石蜡包

埋ꎬ４ μｍ 厚切片ꎬ用苏木素￣伊红(ＨＥ)染色ꎬ观察细

胞病理学形态改变ꎻ用 Ｖａｎ￣Ｇｉｅｓｏｎ(ＶＧ) 染色法观

察胶原变化ꎬ光镜下可见:心肌细胞呈黄色ꎬ胶原呈

红色ꎮ 然后用 Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ５.１ 图像分析软件行图像处

理ꎬ测量左心室心肌的胶原容积分数 ( ｃｏｌｌａｇｅｎ
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ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎꎬＣＶＦ)ꎬＣＶＦ ＝左心室胶原面积 / 所测

视野面积ꎮ 随机取 ６ 个视野ꎬ以均值作为该心脏的

ＣＶＦꎮ 剩余心肌组织部分冻存于液氮中ꎬ待用ꎮ
１.４　 心肌羟脯氨酸测定

准确称取 ２０ ｍｇ 液氮中心肌组织放入试管中ꎬ
按试剂盒说明操作ꎬ比色法检测样本吸光度ꎬ计算

左心室心肌组织中羟脯氨酸含量ꎮ 间质胶原平均

包含 １３.４％羟脯氨酸ꎬ间质胶原按量等于羟脯氨酸

的含量乘以 ７.４６ꎬ结果用 μｇ / ｍｇ 表示每毫克心脏组

织中胶原的含量ꎮ
１.５　 免疫组织化学法检测心肌组织Ⅰ型胶原和Ⅲ
型胶原的表达

石蜡切片常规脱蜡脱水ꎬ３ ｍＬ / Ｌ 过氧化氢灭活

过氧化物酶ꎬ热修复抗原后ꎬ滴加Ⅰ、Ⅲ型胶原一

抗ꎬ４℃孵育过夜ꎻ滴加生物素标记的二抗ꎬ３７℃孵育

３０ ｍｉｎꎻ滴加辣根酶标记的链霉卵白素工作液ꎻＤＢＡ
显色ꎬ封片ꎮ 细胞间质中着棕黄色者为阳性表达ꎬ
细胞间质无棕色或与背景色一致者为阴性ꎮ 应用

Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ５.１ 图像分析软件对Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白表

达进行图像分析ꎬ每张切片取 ５ 个连续阳性表达视

野ꎬ测定积分光密度值( ＩＯＤ)ꎬＩＯＤ 值越高ꎬ则蛋白

表达量越多ꎬ进行半定量分析ꎮ
１.６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 α￣ＳＭＡ、ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ２
和 ｐ￣Ｓｍａｄ３ 蛋白的表达水平

提取心肌组织蛋白ꎬＢＣＡ 试剂盒检测蛋白浓

度ꎬ按每孔 ２０ μｇ 上样ꎬ聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ) 后转 ＰＶＤＦ 膜ꎬ脱脂牛奶或牛血清蛋白

(ＢＳＡ)室温封膜ꎬ加入 α￣ＳＭＡ、ＴＧＦ￣β、ｐ￣Ｓｍａｄ２、ｐ￣
Ｓｍａｄ３、β￣ａｃｔｉｎ 抗体ꎬ４℃过夜ꎮ ０.５％ＴＢＳＴ 洗膜ꎬ加
入二抗孵育 １ ｈꎬ洗膜后化学发光法按时曝光拍照ꎬ
用 Ｇｅｌ￣ｐｒｏ３２ 图像分析软件对结果进行定量分析ꎬ目
的蛋白表达量以其与内参照条带的灰度比值表示ꎮ
１.７　 统计学方法

数据用ｘ±ｓ 表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ１７.０ 统计软件分析ꎬ组
间资料比较在方差齐时用单因素方差分析ꎬ组间资料

两两比较应用 ＬＳＤꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 心肌组织病理形态学变化

　 　 光学显微镜下ꎬ空白对照组及假手术组心肌细胞

大小均匀ꎬ心肌纤维排列整齐ꎬ细胞核居中呈圆形或

椭圆形ꎻＡＡＣ 组可见心肌细胞横径增大ꎬ心肌纤维增

粗ꎬ排列紊乱ꎬ可见大量炎性细胞浸润ꎻ与 ＡＡＣ 组相

比ꎬＡＡＣ＋ＰＥ 组和 ＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ 组细胞肥大及炎性浸润

减轻ꎬ而 ＡＡＣ＋Ｐｒａｚ 组变化不明显(图 １)ꎮ
２.２　 心肌组织 ＶＧ 染色及胶原容积分数结果

ＶＧ 染色镜下观察ꎬ空白对照组和假手术组仅

在血管周围可见少量红色胶原纤维ꎬ黄染的心肌组

织分布均匀ꎬ呈条索状排列ꎬ而 ＡＡＣ 组、ＡＡＣ＋ＰＥ
组、ＡＡＣ＋Ｐｒａｚ 组及 ＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ 组心脏组织中均有较

多胶原沉积ꎬ分布不规则ꎬ细胞排列紊乱ꎬ其总体胶

原容积分数(ＣＶＦ)均明显高于空白对照组(Ｐ 均<
０.０１)ꎻ与 ＡＡＣ 组相比ꎬＡＡＣ＋ＰＥ 组和 ＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ 组

ＣＶＦ 显著降低(Ｐ 均<０.０１)ꎬ而 ＡＡＣ＋Ｐｒａｚ 组 ＣＶＦ
无明显变化(Ｐ>０.０５)ꎻＡＡＣ＋ＰＥ 组和 ＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ 组

间 ＣＶＦ 差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)(图 １ 和表 １)ꎮ
２.３　 心肌组织羟脯氨酸含量

根据公式计算ꎬＡＡＣ 组、ＡＡＣ＋ＰＥ 组、ＡＡＣ＋Ｐｒａｚ
组以及 ＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ 组羟脯氨酸含量均显著高于空白

对照组(Ｐ 均<０.０１)ꎻ与 ＡＡＣ 组相比ꎬＡＡＣ＋ＰＥ 组和

ＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ 组羟脯氨酸含量降低(Ｐ<０.０１)ꎬ而 ＡＡＣ
＋Ｐｒａｚ 组羟脯氨酸含量变化无统计学意义 ( Ｐ >
０.０５)ꎻ与 ＡＡＣ＋ＰＥ 组相比ꎬＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ 组羟脯氨酸

含量无明显变化(Ｐ>０.０５ꎻ表 １)ꎮ

表 １. 各组小鼠胶原容积分数、羟脯氨酸含量比较(ｎ＝ ７)
Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｌｌａｇｅｎ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ ｏｆ
ＫＭ ｍｉｃｅｓ ｉｎ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ (ｎ＝ ７)

分　 组 ＣＶＦ Ｈｙｐ(μｇ / ｍｇ) 胶原含量
(μｇ / ｍｇ)

空白对照组 ２.８４％±０.３９％ ０.２１±０.０１ １.５４±０.０６

假手术组 ３.０６％±０.５７％ ０.２２±０.０１ １.５８±０.０８

ＡＡＣ 组 １９.５９％±０.８３％ ａ ０.５８±０.０２ａ ４.３０±０.１１ａ

ＡＡＣ＋ＰＥ 组 １３.０６％±１.５９％ ａｂ ０.２８±０.０３ａｂ ２.０６±０.２５ａｂ

ＡＡＣ＋Ｐｒａｚ 组 １８.３２％±０.６６％ ａ ０.５６±０.０２ａ ４.１６±０.１６ａ

ＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ 组 １２.７３％±０.２９％ ａｂ ０.２７±０.０１ａｂ ２.００±０.０６ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＡＡＣ 组比较ꎮ

２.４　 心肌组织Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白表达

与空白对照组相比ꎬＡＡＣ 组、ＡＡＣ＋ＰＥ 组、ＡＡＣ＋
Ｐｒａｚ 组以及 ＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ 组心肌组织中均可见不同程

度Ⅰ、Ⅲ型胶原表达增加ꎬ着色变深ꎬ其 ＩＯＤ 值显著升

高(Ｐ 均<０.０１)ꎻ与 ＡＡＣ 组相比ꎬＡＡＣ＋ＰＥ 组和 ＡＡＣ＋
Ｐｒｏｐ 组心肌组织中可见Ⅰ、Ⅲ型胶原表达明显减少ꎬ着
色变浅ꎬ其 ＩＯＤ 值显著降低(Ｐ 均<０.０１)ꎬ而 ＡＡＣ＋
Ｐｒａｚ 组Ⅰ、Ⅲ型胶原表达差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ
ＡＡＣ＋ＰＥ 组与 ＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ 组相比Ⅰ、Ⅲ型胶原表达无明

显差异(Ｐ>０.０５)(图 ２ 和表 ２)ꎮ

９９０１ＣＮ ４３￣１２６２ / Ｒ　 中国动脉硬化杂志 ２０１６ 年第 ２４ 卷第 １１ 期



图 １.各组小鼠 ＨＥ 染色及 ＶＧ 染色形态学观察(１００×)　 　 Ａ 为空白对照组ꎬＢ 为假手术组ꎬＣ 为 ＡＡＣ 组ꎬＤ 为 ＡＡＣ＋ＰＥ 组ꎬＥ 为 ＡＡＣ＋

Ｐｒａｚ 组ꎬＦ 为 ＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ 组ꎮ 上两行为 ＨＥ 染色结果ꎬ下两行为 ＶＧ 染色结果ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ＶＧ ｓｔａｉｎｉｎｇ (１００×)

图 ２. 免疫组织化学法检测Ⅰ、Ⅲ型胶原的表达(１００×)　 　 Ａ 为空白对照组ꎬＢ 为假手术组ꎬＣ 为 ＡＡＣ 组ꎬＤ 为 ＡＡＣ＋ＰＥ 组ꎬＥ 为 ＡＡＣ＋

Ｐｒａｚ 组ꎬＦ 为 ＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ 组ꎮ 上两行为Ⅰ型胶原表达ꎬ下两行为Ⅲ型胶原表达ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣｏｌｌａｇｅｎⅠａｎｄ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ (１００×)
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表 ２. 各组Ⅰ、Ⅲ型胶原的积分光密度值(ｎ＝ ７)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＣｏｌｌａｇｅｎⅠａｎｄ
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ (ｎ＝ ７)

分　 组 Ⅰ型胶原 Ⅲ型胶原

空白对照组 ３.６７±０.１５ ３.６１±０.１５
假手术组 ３.７４±０.１６ ３.５５±０.２３
ＡＡＣ 组 １７.３４±０.３５ａ １６.４１±０.５０ａ

ＡＡＣ＋ＰＥ 组 ８.６９±０.４０ａｂ ８.７５±０.４２ａｂ

ＡＡＣ＋Ｐｒａｚ 组 １６.７８±０.４５ａ １５.９４±０.２７ａ

ＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ 组 ８.１７±０.４８ａｂ ８.４０±０.３８ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＡＡＣ 组比较ꎮ

２.５　 心肌组织 α￣ＳＭＡ 蛋白的表达

与空白对照组相比ꎬＡＡＣ 组 α￣ＳＭＡ 蛋白表达

明显增高(Ｐ<０.０１)ꎬ分别给予 ＰＥ 及 Ｐｒｏｐ 干预后ꎬ
α￣ＳＭＡ 蛋白表达明显减少(Ｐ<０.０５ 和 Ｐ<０.０１)ꎬ而
ＡＡＣ＋Ｐｒａｚ 组与 ＡＡＣ 组比较差异无统计学意义(Ｐ>
０.０５)ꎻＡＡＣ＋ＰＥ 组与 ＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ 组相比 α￣ＳＭＡ 蛋

白表达组间差异无统计学意义(Ｐ>０.０５) (图 ３)ꎮ
提示 α１￣ＡＲ 兴奋剂 ＰＥ 能减少腹主动脉缩窄致心肌

α￣ＳＭＡ 蛋白表达增高ꎬ其作用与 β￣ＡＲ 抑制剂 Ｐｒｏｐ
作用相似ꎬ而 α１￣ＡＲ 抑制剂无该作用ꎮ

图 ３. 各组 α￣ＳＭＡ 蛋白的表达　 　 １ 为空白对照组ꎬ２ 为假手术

组ꎬ３ 为 ＡＡＣ 组ꎬ４ 为 ＡＡＣ＋ＰＥ 组ꎬ５ 为 ＡＡＣ＋Ｐｒａｚ 组ꎬ６ 为 ＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ
组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与
ＡＡＣ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ᾱ ＳＭＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

２.６ 　 心肌组织 ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ２、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 蛋白的

表达

与空白对照组相比ꎬＡＡＣ 组 ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ２、
ｐ￣Ｓｍａｄ３ 蛋白表达均明显增加(Ｐ 均<０.０１)ꎻ与 ＡＡＣ

组相比ꎬ分别给予 ＰＥ 及 Ｐｒｏｐ 治疗后ꎬＴＧＦ￣β１、ｐ￣
Ｓｍａｄ２、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 蛋白表达明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ而给

予 Ｐｒａｚ 后ꎬ与 ＡＡＣ 组相比ꎬＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 蛋白表

达差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 与 ＡＡＣ＋ＰＥ 组比

较ꎬＡＡＣ＋Ｐｒａｚ 组 ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ２、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 蛋白表

达明显增加(Ｐ 均<０.０５)ꎬＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ 组 ＴＧＦ￣β１、ｐ￣
Ｓｍａｄ２、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 蛋白的表达无明显变化(Ｐ>０.０５ꎻ
图 ４)ꎮ

３　 讨　 论

心肌间质的主要成分是胶原蛋白ꎬ其中含量最

多的是Ⅰ、Ⅲ型胶原ꎬ心脏重构时Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白

含量和比值变化ꎬ细胞外基质( ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘꎬ
ＥＣＭ)大量沉积ꎬ导致间质网络重建和心肌纤维

化[６]ꎮ 大量临床和基础研究证实抑制 β￣ＡＲ 能够显

著改善心肌纤维化(ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓꎬ ＭＦ) [２]ꎬ但
不是阻断所有肾上腺素受体信号都是有益的ꎬ其中

α１￣ＡＲ 信号具有一定的心脏保护作用ꎮ 苯肾上腺素

是一种 α１￣ＡＲ 激动剂ꎬ其对 ＭＦ 是否具有调节作用

以及作用机制如何尚有待探讨ꎮ
本研究采用腹主动脉缩窄术成功建立小鼠心

肌纤维化模型ꎬ术后心脏发生病理性重构和 ＭＦꎬ肌
纤维增粗、排列紊乱ꎬ心肌组织总胶原及羟脯氨酸

含量明显增多ꎬ继续给予外源性 α１￣ＡＲ 兴奋剂苯肾

上腺素、α１￣ＡＲ 抑制剂哌唑嗪和心脏保护作用明确

的 β￣ＡＲ 抑制剂普萘洛尔干预 ４ 周后ꎬ结果苯肾上

腺素及普萘洛尔处理组小鼠心脏总胶原及羟脯氨

酸含量明显减少ꎬ间质纤维化程度减轻ꎬ而哌唑嗪

组变化不明显ꎬ提示苯肾上腺素与普萘洛尔作用相

仿ꎬ均可改善压力超负荷导致的心脏纤维化ꎮ 这与

Ｏ’ Ｃｏｎｎｅｌｌ 等[３ꎬ７] 报 道 α１Ａ、 α１Ｂ 受 体 双 敲 除

(α１ＡＢＫＯ)小鼠在行主动脉缩窄术后心肌细胞凋亡

及间质纤维化均较野生型小鼠明显加重ꎬ低于升压

剂量的 α１Ａ 特异性兴奋剂ꎬ可以逆转阿霉素诱导的

心脏细胞凋亡和病理性重构[８]的结果相一致ꎮ
心脏成纤维细胞( ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓꎬＣＦ)是心

肌纤维化的重要效应细胞ꎬ在 ＭＦ 中ꎬＣＦ 发生增殖

和表型转化ꎬ导致胶原合成分泌增加[９]ꎮ 有研究报

道ꎬ高浓度的苯肾上腺素处理体外培养的 ｒａｔ￣１ 成纤

维细胞通过 α１￣ＡＲ 引起抗增殖作用[１０]ꎬ心肌梗死后

大鼠在给苯肾上腺素干预后ꎬ非梗死区心肌Ⅰ、Ⅲ
型胶原容积分数降低[１１]ꎮ 本研究中ꎬＡＡＣ 组 ＣＦ 表

型分化标记物 α￣ＳＭＡ 的表达增加ꎬⅠ、Ⅲ型胶原蛋
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图 ４. 各组 ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ２ 和 ｐ￣Ｓｍａｄ３ 蛋白的表达　 　 １ 为空白对照组ꎬ２ 为假手术组ꎬ３ 为 ＡＡＣ 组ꎬ４ 为 ＡＡＣ＋ＰＥ 组ꎬ５ 为 ＡＡＣ＋Ｐｒａｚ

组ꎬ６ 为 ＡＡＣ＋Ｐｒｏｐ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬｄ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＡＡＣ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ꎬｐ￣Ｓｍａｄ２ ａｎｄ ｐ￣Ｓｍａｄ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

白含量高于空白对照组及假手术组ꎬ与以往报

道[１２￣１３]一致ꎮ 苯肾上腺素及普萘洛尔干预后ꎬα￣
ＳＭＡ 表达和Ⅰ、Ⅲ型胶原含量均下降且组间差异无

统计学意义ꎬ而哌唑嗪处理组变化不明显ꎬ提示苯

肾上腺素与普萘洛尔均可改善压力超负荷导致的

ＣＦ 活化和胶原合成ꎮ
转化生长因子 β( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ βꎬ

ＴＧＦ￣β)是重要的一种调节纤维化的多肽ꎬ在诸多因

素所致心肌纤维化过程中ꎬＴＧＦ￣β 的表达增加是其

共同通路ꎮ 在病理状态下ꎬ活化的 ＴＧＦ￣β１ 能使

Ｓｍａｄ２ / ３ 磷酸化并进入细胞核ꎬ通过诱导心肌成纤

维细胞表型分化ꎬ或与胞外信号调节激酶(ＭＡＰＫ)
通路和核因子 κＢ(ＮＦ￣κＢ)通路相互作用ꎬ从而产生

促进纤维化的作用[１４￣１５]ꎮ 本研究结果显示 ＡＡＣ 组

心肌组织 ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ２、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 蛋白的表达明

显高于空白对照组及假手术组ꎬ这与多数研究心脏

等器官组织纤维化过程中 ＴＧＦ￣β１ 表达增多ꎬ促进

下游 Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３ 信号的结论一致[１３ꎬ１６]ꎮ 在 Ｈ９Ｃ２
心肌 母 细 胞 中ꎬ ＴＧＦ￣β１ 促 进 多 沙 唑 嗪 诱 导 的

ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白的磷酸化ꎬ参与多沙唑嗪诱导的细胞

凋亡[１７]ꎮ 在巨噬细胞调节介质(ＭＰＣＭ)诱导的人

肾小球系膜细胞纤维化模型中ꎬ多沙唑嗪能够显著

减少纤维连接蛋白的表达ꎬ但对促纤维化因子 ＴＧＦ￣
β 及 ＭＭＰ￣３、ＭＭＰ￣９ 无影响[１８]ꎮ 本研究中ꎬＡＡＣ 小

鼠在给予哌唑嗪干预后ꎬ 心肌组织 ＴＧＦ￣β１、 ｐ￣
Ｓｍａｄ２、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 的蛋白表达变化不明显ꎬ与上述报

道相似ꎻ而苯肾上腺素处理组与普萘洛尔处理组

ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ２、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 的蛋白表达均明显减少ꎬ
提示苯肾上腺素改善心肌纤维化的作用可能与 α１￣
ＡＲ 激活并抑制 ＴＧＦ￣β１ 及其下游 Ｓｍａｄｓ 信号有关ꎮ

目前ꎬ国内外针对 α１￣ＡＲ 的心脏作用存在较大

争议ꎬ一些研究认为 α１￣ＡＲ 激活能够导致心脏病理

性重构和纤维化[１ꎬ６ꎬ９ꎬ１９]ꎬ也有报道 α１￣ＡＲ 的不同受

体亚型和不同细胞定位可能对心脏产生不同的病

理生理效应[７ꎬ８ꎬ２０]ꎬ研究结果间的差异是否与所用工

具药的作用部位和作用机制不同有关尚需进一步

探讨ꎮ
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