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雷米普利通过干预瞬时感受器阳离子通道 C3的表达对 

心肌纤维化的影响 

余冬梅，陈 明 

(重庆医科大学附属第一医院心内科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究雷米普~1](Ramipril，RAM)对自发性高血压大鼠(Spontaneously hypertensive rats，SHR)心肌纤维化时心脏瞬时 

感受器阳离子通道 c3亚族表达的影响。方法：12周龄 SHR大鼠随机分为安慰剂组、RAM组，同龄 WistarKyoto rats(WKY)为正常 

对照组 ，RAM给药 4周后测左室质量指数 、心肌胶原容积分数和心脏组织中瞬时感受器阳离子通道 C 3(Canonical transient 

potential receptorchannel 3，TRPC 3)的mRNA的表达和蛋白的表达。结果：安慰剂组左室质量指数，I、Ⅲ型胶原容积分数显著高 

于WKY组；RAM组上述指标较安慰剂组明显降低。3组心脏均有 TRPC3的表达，但安慰剂组 TRPC3mRNA及蛋白表达显著高于 

WKY组，RAM组TRPC3表达则明显少于SHR组( 0．05)。结论：SHR及 WKY大鼠存在TRPC3蛋白的表达，心脏 TRPC3蛋白可 

能参与了心肌纤维化发生发展的过程，RAM可能通过下调心脏 TRPC3 mRNA及蛋白的表达发挥抗心肌纤维化的作用。 
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The effect of ramipriI on the cardiac fibrosis in the Ieft ventricle Of spOntaneOuslV 

hype~ensive rats through intervening the expression of TRPC3 
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【Abstract】Objective：To investigate the effect of ramipril on the expression of TRPC3 in the overload induced cardiac fibrosis in the 1eft 

ventricle of spontaneously hypertensive rats(SHR)．Methods：12-week-old SHRs were divided into two groups：the placebo group 

(SHRs)and the Ramipril group(Ram-SHR)，the same aged Wistar Kyoto rats(WKYs)were used as control group(WKY ．Four weeks 

after drug intervention，the left ventricle mass index (LVMI)，the cardiac collagen volume fraction (CVF)and the expression of TRPC3 

mRNA and protein were detected．Results：The expression of TRPC3 mRNA and protein were detected in each group．Compared with the 

WKYs，the LVMI，CVF)and the expression of TRPC3 mRNA and protein were significantly increased in SHRs．These data mentioned 

above were decreased obviously in Ramipril group．Conclusion：Expression of TRPC3 mRNA and protein TRPC3 were found in both 

SHRs and WKYs．TRPC3 could have play an important role in the development of cardiac fibrosis．Rmipril could inhibit the cardiac fibrosis 

through down-regulating the expression of TRPC3 mRNA and protein． 
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心肌肥厚高血压最常见的靶器官损害之一，同时也是多 

种心血管疾病的后期病理改变，也可能是各种心血管事件的 

独立危险因素。心肌肥厚时，除了有心肌细胞的肥大，同时伴 

有非心肌细胞的增生和问质纤维化。间质纤维化主要是心肌 

细胞外基质(Extracellular matrix，ECM)增加，使 I、Ⅲ型胶原 

增加，心肌间质和心肌内冠脉小血管周围胶原过度增多、沉 

积 ，心肌僵硬度增加，导致心室功能不全，冠脉储备减少和室 

性心律失常。近来有研究报道心肌成纤维细胞内Ca2t的增加 

会激活钙调神经磷酸酶信号通路，但是引起这种钙离子变化 

的钙通道类型目前尚不明确。瞬时感受器阳离子通道 C亚族 

(Canonical transient receptor potential，TRPC)是一种非选择性 

的阳离通道，有 7个亚型。此通道广泛分布于各种组织中。近 

来有报道指出TRPC家族多种心血管疾病的病理生理过程 

密切相关。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

雷米普利(Ramipril，RAM)(赛诺菲安万特制药有限公司)； 

Trizol(Invitrogen公司)；反转录试剂盒(日本东洋纺 ，TOY— 

OBO)；2×Taq PCR MasterMix(天根生化科技有限公司)；DNA 

Marker(BioFlux)；PCR引物(上海生工生物技术有限公司)； 

PCR仪(美国 BIO—RAD)；兔抗 TRPC3多克隆抗体(Millipore 

公司)；BCA蛋白浓度测定试剂盒(北京博奥森生物技术有 

限公司)；膜蛋白提取试剂盒(贝博生物有限公司)；GAPDH 

多克隆抗体(Millipore公司)；硝酸纤维素膜(美 国 Millipore 

公司)；SHR及 Wistar Kyoto rats(wKY)大鼠『中国医学科学院 

中国协和医科大学实验动物研究所，许可证编号 SCXK(京 ) 

2009—0004]。 

1．2 方法 

1．2．1 动物模型及分组 12周龄自发性高血压大鼠(Sponta— 

neously hypertensive rats，SHR)12只随机分为 RAM组，RAM 

5 mg／(kg·d)溶于生理盐水灌胃)和安慰剂组(SHR组)，每组 

6只。同龄 Wistar Kyoto rats(WKY)6只为正常对照组(WKY 

组)。SHR组及 WKY组予以等量生理盐水灌胃。试验期间所 

以动物分笼饲养，喂食普通混合饮食及自来水，共喂养4周。 

1．2．2 左室质量指数(Left ventricle mass index，LVMI)的测定 

RAM干预 4周后，电子天平称重后以 3．5％水合氯醛(1 

mYlO0 mg)腹腔麻醉后，迅速开胸取出大鼠心脏 ，灭菌 DEPC 

灌洗 ，滤纸吸干水分 ，迅速分离左心室及室间隔称重 ，计算 

LVMI。 

1．23 胶原纤维的定性及半定量分析 左心室中部沿横轴切 

取 0．5 cm厚的心肌组织置于40 g／L多聚甲醛溶液(pH=7．4) 

中固定。常规石蜡包埋 ，连续切片，厚度为 4 m，每个标本切 

12张组织切片：6张组织切片行苏木精 一伊红(HE)染色，观 

察心肌细胞形态 6张行 Van—Gieson胶原染色，进行半定量 

分析 ，测定 I、Ⅲ型胶原容积分数(Collagen volume fraction， 

CVF)，通过灰度值来反映各组纤维化程度。 

1．2．4 左室心肌瞬时感受器阳离子通道 c 3(Canonical tran— 

sient potential receptor channel 3，TRPC 3)mRNA表达的检测 

各组取组织块 50 mg用液氮研磨成粉，加入 1 ml Trizol(Invit— 

rogen，USA)，使组织充分裂解提取总RNA。紫外分光光度计 

测定 A 及 A∞，选大于 1．8而小于 2．0的样本。取 2 g总 

RNA反转录生成 eDNA文库。1 l模板用于目的基因的PCR 

扩增。TRPC3及内参基因 GAPDH引物序歹lj见表 1。TRPC3的 

PCR反应条件 95℃ 预变性 5 min，95℃变性 40 S，62℃退火 

30 S，72cc延伸 40 S，共扩增 3O个循环 ，72℃再延伸 5 min。 

GAPDH的 PCR条件 ：95℃ 预变性 5 min，95℃变性 40 S， 

60cc退火 30 S，72 延伸 40 s，共扩增 30个循环，72℃再延 

伸 5 rain。反应结束后 ，各取 5 Ixl PCR产物在 1．5％琼脂糖凝 

胶进行电泳分析 ，凝胶成像系统进行灰度扫描，以TRPC条 

带灰度／GAPDH灰度 的比值，作为 TRPC mRNA的相对含 

量。 

1．2．5 左室心肌 TRPC3蛋白表达的检测 根据膜蛋白提取 

试剂盒的说明书提取大鼠心肌细胞膜蛋白。BCA试剂盒测定 

蛋白浓度。取 30 g蛋白，进行 SDS—PAGE凝胶电泳，电转至 

聚偏二氟乙烯膜(Polyvinylidene fluoride，PVDF)膜上。TBS冲 

洗，5％脱脂奶粉室温封闭 2 h；TBST洗膜 3次，每次 10 min； 

加一抗(TRPC3为 1：500，GAPDH为 1：400)4℃孵育过夜 ； 

TBST洗膜 3次，每次 10 min；加二抗室温孵育 2 h；TBST洗 

膜，ECL显色，X片曝光 1 min，显影 ，定影。凝胶成像系统采 

集图像，用TRPC蛋白条带灰度分别与其对应的 GAPDH蛋 

白标准条带的比值进行定量分析。 

1．2．6 统计学分析 采用 SAS9．1．3软件对数据进行处理 ，实 

验数据均以 ±S表示，组问差异采用方差分析，P<0．05为差 

异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 LVMI及 CVF的 变化 

如表 2所示 ，SHR组 LVMI、I、Ⅲ型 CVF均明显高 于 

WKY组(P<0．001)；RAM组 LVMI、I、Ⅲ型 CVF均较 SHR组 

明显减低(P≮0．001)。 

2 2 TRPC3 PCR扩增结果 

如图 1所示 ，TRPC3产物 电泳结果 ，扩增片段长度为 

443 bp。3组均可见清晰的条带 ，SHR组 TRPC3 mRNA显著 

高于 WKY组 (P<0．001)，TRPC3 RAM干预 4周后 ，TRPC3 

mRNA显著减少(火0．001)。各组TRPC3 mRNA／GAPDH灰度 

值见表 3。 

2．3 TRPC3的免疫印迹 结果 

图2为TRPC3 Western blot结果，将 3组的蛋白提取液 

进行实验，在相对分子量 84 kDa处可以见到清晰的蛋 白条 

带。3组均有 TRPC3的表达，SHR组 TRPC3蛋白的表达高于 

WKY组(P<0．001)，而雷米普利组 TRPC3蛋白较 SHR组显 
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的研究，探讨 TRPC3在心肌纤维化发生发展中的作用。本研 

究结果显示：SHR组 TRPC3 mRNA表达水平显著高于 WKY 

组，蛋白表达较 WKY组显著增加 77．42％(P<0．05 oKiselyovEg] 

通过研究证实了TRPC3钙库依赖性的激活机制，提示 TR— 

PC3可能是钙库调控钙离子通道。TRPC3作为 TRPC亚家族 

中重要的一员 ，具有较小的电导，短暂(<1 ms)的单通道开 

放，双向整流等特性l】01，因此可以传递长时程的钙离子信号 ， 

参与细胞增殖、凋亡等过程。TRPC3过表达可能通过介导钙 

库操纵的钙离子通道的开放 ，引起细胞内 Ca2+浓度的增加 ， 

从而激活钙神经磷酸酶信号通路引起心肌纤维化的发生。最 

新研究采用表达显性失活的 TRPC3、TRPC6、TRPC4基因的 

转基因小 鼠证实阻滞 TRPC3／6／7及 TRPC4／5亚家族的活性 

能减弱了神经 内分泌激动剂及压力负荷过重导致的心肌肥 

厚，且是通过抑制钙神经素 一活化性 T细胞核因子信号通路 

的活性来发挥作用⋯】。 

在本研究中，给予 RAM干预 4周后，SHR大鼠心脏中的 

TRPC3基因表达显著减，同时蛋白表达也显著减少38．7l％ 

(P<0．05)。血管紧张素转换酶抑制剂 RAM，可能通过减少血 

管紧张表 Ⅱ受体激活的SOCE，减少血管紧张素Ⅱ诱导的钙 

离子内流，降低细胞内 Ca2+浓度，抑制心肌纤维化的发生。 

TRPC作为TRP家族中的重要一员 ，在心血管系统中的 

作用的研究才刚刚起步。TRPC可能是受体激活的钙通道的 

实体结构，使其具有广阔的研究前景。本研究采用单药 RAM 

干预 SHR模型心肌纤维化的发生发展，研究结果显示 SHR心 

肌纤维化指标及 TRPC3基因和蛋白的表达显著高于 WKY， 

而 RAM可以显著降低心肌纤维化指标 ，同时减少 TRPC3基 

因及蛋白的表达，进一步证实了TRPC3蛋白表达的增加可 

能是导致心肌纤维化的细胞内 Ca2+浓度增加的离子通道基 

础，而血管紧张素转换酶抑制剂 RAM可能通过减少TRPC3 

蛋白的表达，减少心肌细胞内Ca 浓度 ，减轻钙超载，抑制心 

肌纤维化的发生。同时，本研究还提示TRPC作为新的药物 

靶点，寻找非电压门控性的TRPC离子通道特异性的激活剂 

和阻断剂具有重要的现实意义和广阔的发展前景，将为多种 

心血管疾病治疗的开拓新的思路，提供新的治疗途径。 
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