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卡维地洛改善腹主动脉缩窄术后大鼠左室肥厚的实验研究
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　　提　要:目的　对照观察卡维地洛(CAR)等药物干预对压力负荷性左室心肌胶原结合蛋白(A collagen-binding protein ,

Colligin)和肌凝蛋白同工酶(α β-MHC)表达的影响 , 探讨卡维地洛改善左室重塑的机制。方法　将腹主动脉缩窄术(CAB)

后 4周的雄性Wistar大鼠分为 CAR、美托洛尔(MET)、和特拉唑嗪(TER)干预组与 CAB 组 , 12 周后对有关指标进行检测。

结果　术后 16周大鼠左室明显肥厚 , α-MHC β-MHC mRNA的比值下降 , Colligin mRNA表达及 CollagenⅠ和Colligin蛋白含量

增加(P<0.05);卡维地洛能够明显改善左室肥厚 ,美托洛尔次之 ,而特拉唑嗪作用不明显;CAR组大鼠左室心肌 Collagen

Ⅰ和 Colligin 蛋白的表达下降 ,α-MHC β-MHCmRNA 表达比值增加 , Colligin mRNA 表达下调(P<0.05),但 MET组和 TER组

无显著变化(P>0.05)。结论　卡维地洛下调心肌细胞外基质蛋白和逆转肌凝蛋白同工酶转换的作用可能与其肾上腺素

受体阻滞无关 ,可能部分地与其抗增殖作用可能有关 ,是改善左室重塑和治疗心力衰竭的一个新机制。
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　　Abstract:Objective　To observe the changes of a collagen-binding protein(Colligin)and myosin heavy chain
isoform(α β-MHC)gene and protein expression in left ventricular hypertrophy following coarctation of abdominal aor-

ta(CAB)in rats and effects of three kinds of adrenergic receptor blockers:Carvedilol(CAR), metoprolol(MET)and
terazosin(TER), to elucidate the effects and new mechanism of CAR on cardiac remodeling regression.Methods　

Male Wistar rats undergoing coarctation of abdominal aorta were randomly divided into four groups after operation(n
=8):CAB , CAR , MET and TER.Hemodynamic , and ventricular remodeling parameters , expressions of Colligin

andα β-MHC mRNA , protein expression of type I collagen and Colligin were determined in the experimental animals
and sham operation after 12 weeks of treatment.Results　Hypertrophy was found in the left ventricle 16 weeks after

operation.The ratio ofα-MHC β-MHC mRNA decreased but expressions of type I collagen proteins and Colligin mR-
NA protein increased(P<0.05).CAR could ameliorate the left ventricular remodeling significantly prior to MET

and TER.CAR could also change gene and protein expressions ofα-MHC β-MHC , type I collagen and Colligin(P<
0.05), but MET and TER had no effect on their expressions(P >0.1).Conclusion　These results indicate that
the effects of CAR on left ventricular extracellular matrix proteins and MHC isoform shift regression may be due to the

antiproliferative effect , which has nothing to do with this unselective beta-adrenergic receptor antagonist.This repre-
sents a new mechanism of CAR that may contribute to the observed beneficial effects on congestive heart failure and

left ventricular remodeling.
　　Key words:left ventricular remodeling;beta-adrenergic receptor antagonist;collagen-binding protein;myosin

heavy chain isoform

　　心室肥厚是各种心血管疾病最常见的一个病理过

程 ,也是心功能减退 、心力衰竭的前奏。心肌肥厚包括
心肌细胞肥大和心肌纤维化。纤维化是指结缔组织在
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血管外和间质中蓄积 ,减少心脏氧的供给 ,抑制心脏舒

张。卡维地洛在心力衰竭的疗效及其对心室重构的影
响已得到公认

[ 1]
,但对左室肥厚的确切作用机制并不

完全清楚 。本研究观察卡维地洛对慢性压力超负荷左
室心肌胶原和肌凝蛋白同工酶基因和蛋白表达的干预

作用 ,并与选择性 β1-受体阻滞剂美托洛尔和α-受体阻

滞剂特拉唑嗪相比较 ,探讨卡维地洛改善心室重塑的

新机制。
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1　材料和方法

1.1　大鼠腹主动脉缩窄模型及实验分组
　　纯种雄性Wistar大鼠 40 只 ,由第三军医大学实验动物中心

提供。体质量(189±22.3)g 。以 0.5%戊巴比妥钠行麻醉后 , 按

Sahlgren[ 2]方法建立腹主动脉缩窄模型, 使腹主动脉缩窄达 65%

～ 70%。术后常规抗感染 3 d。将术后 4 周的动物分为每组 8

只:卡维地洛干预组(CAR ,以卡维地洛 30 mg·kg-1·d-1加入饮水

中)、美托洛尔干预组(MET , 美托洛尔 50 mg·kg-1·d-1加入饮水

中)、特拉唑嗪干预组(TER , 特拉唑嗪 2 mg·kg-1·d-1加入饮水

中)共 12 周, 腹主动脉缩窄组(CAB ,未加药物干预), 另以条件相

同的体质量为(179±31.3)g 大鼠在腹主动脉穿线但不结扎 , 作

为假手术组(sham-operation group , SH),术后观察16 周。

1.2　血流动力学指标检测及留取心肌组织标本
　　术后观察期满 ,各组大鼠用 10%氨基甲酸乙酯溶液(10 ml 

kg)行腹腔麻醉后 , 分离右颈动脉 、静脉 , 分别插管 , 以 RM-6000

型 8道生理记录仪(日本 Nihon Kohden 公司产)记录主动脉 、左

心室压力曲线 ,以及心率(HR)、主动脉收缩压(SAP)、主动脉舒

张压(DAP)及左室舒张末压(LVEDP)。 随后分别称取左心室

(包括室间隔)与右心室湿质量。以左 、右心室湿质量 体质量

作为相应的心肌肥厚指数(LVW BW、RVW BW)。取各组左室

心肌液氮冻存备用。全过程于冰浴中进行。

1.3　RT-PCR检测心肌Colligin和α β-MHC mRNA的表达
　　采用异硫氰酸胍-苯酚-氯仿一步法 ,按 TRIZOL试剂盒说明

提取心肌组织 RNA。甲醛变性琼脂糖凝胶电泳法鉴定 RNA 的

完整性。紫外分光法确定 RNA的量和纯度。取总 RNA 2.5μg

逆转录合成 cDNA , 然后按照分子克隆进行半定量 PCR 反应。

寡聚核苷酸引物的合成见表 1。α-MHC 反应条件:94 ℃变性

30 s , 54 ℃退火 30 s , 72 ℃延伸 1 min , 进行 26个循环 , 72 ℃延

伸10 min;β-MHC 反应条件:94 ℃变性 30 s , 60 ℃退火 30 s ,

72 ℃延伸 1 min ,进行 28 个循环 , 72 ℃延伸 10 min;Colligin 反

应条件:95 ℃变性 30 s , 60 ℃退火30 s , 72 ℃延伸1 min , 进行

30 个循环 , 72 ℃延伸 10 min;β-actin反应条件同α-MHC。反应

结束后 , 各取 PCR 产物 4 μl进行 1.2%琼脂糖电泳 , 并用 Gel

Doc 2000凝胶图像分析仪扫描 , PCR产物量以光密度值×面积

表示 ,目的片段与 β-actin 的光密度比值(D)作为目的片段 mR-

NA的相对含量。

表 1　PCR引物序列

Tab　PCR primer sequences

Upper primer Lower primer

α-MHC(440 bp) 5′-AC GCAGC CACGC CAGTA-3′ 5′-TCCAG CCAGC CG ATGTT-3′

β-MHC(569 bp) 5′-AC GCAGC CACGC CAGTA-3′ 5′-TGCTT TGCCT TTGCC CTTGT-3′

Colligin(699 bp) 5′-ACCTT ATGCC TCCTG GCTGT-3′ 5′-CCTGT CCGGT GCATC ATCGT-3′

β-actin(764 bp) 5′-TTGTA ACCAA CTGGG ACGAT ATGG-3′ 5′-GATCT TGATC TTCAT GGTGC TAGG-3′

1.4　聚丙烯酰胺电泳和免疫印迹
1.4.1　组织核蛋白提取方法　　在管中配制蛋白质匀浆缓冲

液 1 ml , 临用时加入苯甲磺酰氟(PMSF)50 μg ml。自液氮中取

出组织分装于 EP 管中 , 每克组织加上述配好的缓冲液 1 ml。

组织剪碎后 , 用超声波破碎 DNA。 -20 ℃冻存组织 20 min ,

12 000 r min , 4 ℃离心 20 min。 上清液移至另一 EP 管(100

μl 管)中 ,加热 100 ℃, 6 min。 Lowry 法测定蛋白浓度(60 ～ 100

μg μl较为理想)。每 EP管加等量加样缓冲液 100 μl , 根据蛋白

浓度计算所需上样量。

1.4.2　Western blotting 分析　　灌制 SDS-聚丙烯酰胺凝胶 ,

10%分离胶 , 5%浓缩胶。上样量 40 μg , 同时加蛋白分子量标

准(Promega公司产品)。电泳时 , 浓缩胶电压 75 V , 分离胶 150

V。电泳结束后 , 取出凝胶 ,和相同大小处理过的聚偏二氟乙烯

(PVDF膜)置于五层滤纸中间 , 放入 BioRad 转移槽中。电转膜

后 ,室温下封闭过夜。 0.01 mol L PBST 洗 PVDF 后 , 分别加入

0.01 mol L PBST(1∶1 000)配制的山羊多克隆抗体Colligin和 Col-

lagen Ⅰ(Santa Cruz),室温下孵育 3～ 4 h。洗膜后用 0.01 mol L

PBST配制兔抗羊辣根过氧化酶标记的二抗(北京中山), 室温

下孵育 1 ～ 2 h。洗膜后将 PVDF 膜置于 3 , 3′-二胺基联苯胺

(DAB)中反应 1～ 3 min 后 ,用 Gel Doc 2 000凝胶图像分析仪扫

描成像 ,并计算光密度值(D)。

1.5　统计学分析
　　数据用  x ± s表示 , 多组间比较用单因素方差分析(One

Way ANOV),两两比较用 Newman-Keuls 检验。

2　结果

2.1　大鼠一般情况
　　各组大鼠未出现呼吸困难 、水肿 、进食困难 、尿少等心衰症

状。药物干预后未见大鼠死亡。处理动物发现术后 16 周左室

肥厚明显 ,而右室未见明显改变。

2.2　大鼠血流动力学及心室重塑指标的改变 ,见表 2

表 2　大鼠血流动力学和心室重塑指标的改变(n=8 ,  x±s)

Tab 2　Changes of hemodynamical and ventricular remodeling parameters

in rats(n=8 ,  x±s)

Group
LVW BW

(mg g)

RVW BW

(mg g)

HR

(bpm)

MAP

(mmHg)

LVEDP

(mmHg)

SH 2.46±1.3 0.68±0.07 425±15 118.0±14.2 4.2±0.8

CAB 3.41±1.3■ 0.66±0.05 399±15■ 194.2±19.8■ 14.0±1.4■

CAR 2.79±1.1■＊0.66±0.05 345±20＊■ 146.0±17.0＊■ 8.3±0.7■＊

MET 3.15±1.3■＊0.66±0.06 351±23＊■ 151.0±23.7＊■11.1±1.1■＊

TER 3.35±1.0■ 0.65±0.04 415±36＊ 130.0±16.5＊ 12.0±0.1■

＊:P<0.05 , vs each group;■:P<0.05 , vs SH

2.3　Colligin 、α-MHC和 β-MHC 的 PCR扩增结果

　　Colligin、α-MHC和 β-MHC 产物电泳结果显示扩增片段长度分

别为 699、440、569 bp ,与预期设计的目的片段大小相同 ,见图 1。

＊:P<0.05, vs SH;#:P<0.05 , vs CAB

图 1　大鼠心肌 Colligin 和α β-MHC mRNA表达变化

Fig 1　Changes of expressions of Coll igin and the ratio of α β-MHC

mRNA in rats
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2.4　Colligin和Collagen Ⅰ免疫印迹结果及蛋白表达变化
　　见图 2。

＊:P<0.05, vs SH;#:P<0.05 , vs CAB

图 2　大鼠左室心肌 Colligin和 Collagen I蛋白表达变化

Fig 2　Changes of Colligin and type I collagen protein

expressions in left ventricle

3　讨论

　　胶原结合蛋白(Colligin)属丝氨酸蛋白酶抑制剂家

族 ,也是一种热休克蛋白 ,又名 HSP47。它是多个组织

胶原合成的重要分子伴侣(molecular chaperones )
[ 3]
。

未进入细胞外基质的前胶原在细胞内折叠和装配时需

要Colligin;此外 , Colligin 能够抑制前胶原的降解 ,因

此 ,Colligin在调控胶原的代谢中起重要作用
[ 4 , 5]
。Col-

ligin与 Ⅰ型和Ⅳ型胶原的亲和力高 ,几乎不与 Ⅲ型胶

原结合 。肌凝蛋白(MHC)包括α-MHC 和 β-MHC ,它们

分别由相反的调控基因编码。MHC 的 ATP 酶活性决

定于高活性 α-MHC 和低活性 β-MHC 二者的比值。

MHC的ATP 酶活性是心肌收缩速率的主要决定因素 ,

反映心室收缩储备。

　　本实验显示腹主动脉缩窄术后 16周左室明显肥

厚 ,α-MHC mRNA 表达减少 , β-MHC mRNA 的表达增

加 ,肌凝蛋白同工酶比值发生转换 , Colligin基因和蛋

白水平上调 , Ⅰ型胶原蛋白表达增加。说明压力超负

荷能够诱导细胞外基质蛋白表达 ,引起心肌纤维化。

12周药物干预显示:卡维地洛(30 mg·kg
-1
·d

-1
)减少

Colligin基因表达 ,减少压力超负荷诱导的细胞外基质

蛋白(包括 Ⅰ型胶原和 Colligin)的合成 ,逆转肌凝蛋白

同工酶的转换 ,从而逆转左室重塑。产生相同的血流

动力学效应的美托洛尔(50 mg·kg
-1
·d

-1
)和卡维地洛

(30 mg·kg
-1
·d

-1
)也降低心率和左室舒张末压 ,但对

左室肥厚指数的影响不如卡维地洛明显。3类肾上腺

素受体阻滞剂中 ,特拉唑嗪降低平均动脉压最显著 ,但

增加术后心率。美托洛尔和特拉唑嗪均不影响 α β-

MHC mRNA 、Colligin mRNA 和蛋白及 Ⅰ型胶原蛋白的

表达。以上表明:卡维地洛显著地降低细胞外基质蛋

白 、肌凝蛋白基因和蛋白的表达 ,这一作用与α受体和

β受体阻滞作用无关 。

　　Wei
[ 6]
发现:在心梗后大鼠的长期治疗中 ,产生相

同血流动力学效应的卡维地洛(150 mg·kg
-1
·d

-1
)和

美托洛尔(250 mg·kg
-1
·d

-1
)比较 ,仅仅卡维地洛能抑

制非梗塞部位胶原含量的增加 。两种药物效应的差异

是独立于血流动力学的 ,由内在的固有特性所决定 ,且

与血管紧张素转化酶抑制剂作用相似。Grimm等
[ 7]
通

过在体与离体实验证实:卡维地洛对培养的慢性压力

负荷性左室成纤维细胞有抗增生的作用 ,而且减少纤

粘连蛋白 、Ⅰ型和 Ⅲ型胶原的合成 ,其抗增生作用与

γ-干扰素相似 ,而美托洛尔和派唑嗪无此作用。本实

验的结果与这些作者的报道相一致 。

　　卡维地洛与美托洛尔对血流动力学的影响相似 ,

对左室肥厚都有不同程度的逆转的作用 ,但前者更明

显 ,说明血流动力学变化并非导致左室肥厚的惟一因

素。我们推测卡维地洛的独特效应可能部分地与其抗

增生作用有关。Massart等
[ 8]
发现卡维地洛改善心肌重

塑的作用并不完全依赖于血压的下降 ,而与抑制腹主

动脉缩窄诱导的前内皮素-Ⅰ的过度表达有关。因此

全面认识卡维地洛的这些特性 ,将有利于进一步提高

对高血压 、心力衰竭等常见心血管疾病的疗效 。
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