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大鼠肥厚心肌能量代谢胚胎型转换的分子机制及卡维地洛的作用

胡　琴 ,李隆贵 ,耿昭华 ,金　丰　　(第三军医大学附属新桥医院全军心血管内科中心 ,重庆 400037)

　　提　要:目的　观察腹主动脉缩窄术后大鼠肥厚心肌能量代谢转换及卡维地洛的作用 , 探讨卡维地洛减弱压力负荷

性心肌能量代谢胚胎型转换的分子调控机制。方法　用卡维地洛对腹主动脉缩窄术(CAA)后 4 周的雄性Wistar大鼠进行

干预 , 12 周后观察腹主动脉缩窄组(CAA)和卡维地洛干预组(CAR)及假手术组(SH)大鼠各项指标的变化。结果　CAA 组

大鼠左室心肌明显肥厚(3.41±1.30 vs 2.46±1.31 , P<0.05), 血清和心肌游离脂肪酸蓄积 , 左室肥厚心肌M-CPT-Ⅰ 和

MCAD mRNA 的表达下调(P<0.05)。卡维地洛治疗 12 周后能够明显改善上述各项指标的变化(P<0.05)。结论　压力

负荷性大鼠肥厚心肌能量代谢发生胚胎型转换;卡维地洛通过减少左室心肌脂肪酸氧化限速酶和关键酶的基因表达 , 减

弱心肌胚胎型能量代谢的转换从而改善肥厚心肌的能量代谢 , 这可能是卡维地洛心肌保护作用的机制之一。
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Molecular mechanism of the reversion back towards fetal energy metabolism occurring

with the development of cardiac hypertrophy and the role of Carvedilol
HU Qin , LI Long-gui , GENG Zhao-hua , JIN Feng (Department of Cardiology , Xinqiao Hospital , Third Military Medical University ,

Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To study the reversion of the metabolic gene expression pattern of hypertrophic cardiac

and role of Carvedilol and to explore the molecular regulatory mechanism of Carvedilol on attenuating the reversion

back towards fetal energy metabolism occurring with the development of cardiac hypertrophy.Methods　A model of

hypertrophy induced by coarctation of abdominal aorta(CAA)in male Wistar rats was employed and changes of pa-

rameters such as hemodynamics , ventricular remodeling parameters , free fatty acid in blood serum and cardiac my-

ocyte and expressions of muscle carnitine palmitoyltransferase-Ⅰ (M-CPT-Ⅰ)and medium chain acyl-CoA dehydro-

genase (MCAD)mRNA were investigated in the experimental animals in operation group(CAA), sham operation

group(SH)and Carvedilol intervention group(CAR)at 16 weeks after operation.Results　Significant hypertrophy

was found in the left ventricle in CAA group(3.41±1.30 vs 2.46±1.31 , P <0.05).Accumulated fatty acid and

down-regulated level of M-CPT-Ⅰ and MCAD mRNA were also found during hypertrophic growth(P <0.05).

Carvedilol could attenuate these changes after 12-week therapy(P <0.05).Conclusion　Pressure overload can

down-regulate the expression of rate-limiting enzyme and key enzym

滞剂卡维地洛对肥厚心肌能量代谢的影响及其分子调metabolic fetal

switch of energy substrate.Antihypertensive therapy with carvedilol , a vasodilating alpha-and beta-adrenoreceptor an-

tagonist , can attenuate this reversion of the metabolic gene expression pattern towards fetal levels through the up-regu-

lation of M-CPT-Ⅰ and MCAD mRNA expressions.This may be one of the mechanisms of cardiac protection of

Carvedilol.

　　Key words:pressure overload;the reversion back towards fetal energy metabolism;Carvedilol

　　哺乳动物在心脏发育过程中主要以葡萄糖和乳酸

作为能源 ,出生后则为以脂肪酸氧化为主 ,以便为心肌

提供更多的能量;但在病理性心肌肥厚时心脏能源又

向葡萄糖和乳酸转化 ,此即心肌能量代谢的“胚胎型
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转换”[ 1] 。随着病程进展 ,这一适应性改变终将导致心

肌能源的匮乏。探讨这一转换的发生机制 ,对阻遏心
力衰竭病理生理的恶性循环具有重要意义。本研究通

过腹主动脉缩窄大鼠左室心肌肥厚模型 ,观察脂肪酸
氧化限速酶———肌型肉碱棕榈酰易位酶 Ⅰ(Muscle

Carnitine Palmitoyltransferase-Ⅰ , M-CPT-Ⅰ)和关键酶
———中链脂酰辅酶 A 脱氢酶(Medium Chain Acyl-CoA

Dehydrogenase ,MCAD)基因表达变化 ,探讨第三代 β阻
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滞剂卡维地洛对肥厚心肌能量代谢的影响及其分子调

控机制。

1　材料与方法

1.1　建立大鼠腹主动脉缩窄模型及实验分组
　　纯种雄性Wistar大鼠 ,体质量(189±22.3)g , 由第三军医大

学实验动物中心提供。按 Sahlgren 法[ 2] , 大鼠腹腔麻醉后在左

肾动脉开口上方处游离腹主动脉 , 旁置一 6 号针头 , 以 1 号丝

线结扎后抽出针头 ,使腹主动脉缩窄达 65%～ 70 %;常规抗感

染 3 d , 密切观察动物反应。术后 4 周将 24只大鼠随机分为卡

维地洛干预(CAR)组:饮水中加入卡维地洛(30 mg·kg-1·d-1)

喂养 12周;腹主动脉缩窄组(CAA):不干预 , 观察 12 周。另以

条件相同的大鼠 ,体质量(179±31.3)g ,在腹主动脉穿线但不结

扎 ,作为假手术组(SH), 术后观察 16 周。

1.2　测定血流动力学指标及留取心肌组织标本
　　各组动物在观察期满后用 10 %氨基甲酸乙酯溶液(10 ml/

kg)腹腔注射麻醉 , 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)。随后立即开胸取出心脏 ,灌洗后分别称取左心室(包

括室间隔)、右心室湿质量。以左心室湿质量/体质量(LVW/

BW ,mg/g)和右心室湿质量/体质量(RVW/BW , mg/g), 分别代

表左 、右心室心肌的质量指数。取左室心肌冻存于液氮中。 同

时预留 1 ml血清和 100 mg新鲜的心肌组织备用。

1.3　检测血清和心肌游离脂肪酸含量
　　按Nixion[ 3]方法 ,根据吸光率计算 1 ml血清和 100 mg心肌

游离脂肪酸的含量(单位:nmol/L)。

1.4　RT-PCR检测心肌M-CPT-Ⅰ和MCAD mRNA的表达

　　采用异硫氰酸胍-苯酚-氯仿一步法 , 按 TRIZOL 试剂盒(上

海生工)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 2.5 μg 逆转录合成 cD-

NA ,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(上海生工)见表 1。M-CPT-I 反应条件:94 ℃变性

30 s , 54 ℃退火 30 s , 72 ℃延伸 1 min , 进行 42个循环 , 72 ℃延

伸 10 min;MCAD反应条件:94 ℃变性 30 s , 55 ℃退火 30 s , 72

℃延伸 1 min , 进行 35 个循环 , 72 ℃延伸 10 min;内参 β-actin 反

应条件同 MCAD。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 , 扩增片段与 β-actin 的光密度比值

(D)作为目的片段 mRNA 的相对含量。

表 1　RT-PCR 扩增产物的引物序列

Tab 1　Oligonucleotide sequences of primers for RT-PCR

Species Upper primer Lower primer

M-CPT-I(690 bp) 5′-TATGTGAGGATGCTGCTTCC-3′ 5′-CTCGGAGAGCTAAGCTTGTC-3′

MCAD(458 bp) 5′-AGCCTTCACCGGATTCATCG-3′ 5′-TAGCGAGCTGGTTGGCAATA/TC-3′

β-actin(764 bp) 5′-TTGTAACCAACTGGGACGATATGG-3′ 5′-GATCTTGATCTTCATGGTGCTAGG-3′

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　术后大鼠一般情况
　　3 组大鼠均未出现呼吸困难 、水肿 、进食困难 、尿少等心衰

症状。CAA 组动物术后 16 周左室明显肥厚 , 而右室未见明显

改变;CAR组左室心肌亦有增厚。

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( x±s)

Tab 2　Changes of hemodyanmics and ventricular remodeling

parameters in rats( x±s)

Group

(n=8)

HR

(beats/min)

MAP

(mmHg)

LVEDP

3　讨论

　　胚胎时心肌处于一个相对缺氧的环境 ,其能量底

物VW/BW

(mg/g)

SH 425±12＊ 118.0±14.2＊ 4.2±0.8＊ 2.46±1.31＊ 0.68±0.07
CAA 399±15■ 194.2±19.8■ 14.0±1.4■ 3.41±1.30■ 0.66±0.05

CAR 345±20＊ 146.0±17.0■＊ 8.3±0.7■＊ 2.79±1.10■＊ 0.66±0.05

＊:P<0.05 vs CAA;■:P<0.05 vs SH

2.3　血清和心肌游离脂肪酸的含量变化 ,见图1

＊:P<0.05 vs sham operation;#:P<0.05 vs CAA

图 1　3组大鼠血清和心肌游离脂肪酸含量的比较

Fig 1　Comparison of the contents of free fatty acid(FFA)in blood

serum and cardiac muscle in rats in the three groups

2.4　M-CPT-Ⅰ和MCADPCR扩增结果

　　M-CPT-Ⅰ和 MCAD的 RT-PCR产物电泳结果显示扩增片段

长分别为 690 bp 和 509 bp ,与预期设计的目的片段大小相同。

2.5　3 组大鼠心肌 M-CPT-Ⅰ和 MCAD mRNA 表达变

化 ,见图 2

＊:P<0.05 vs sham operation;#:P<0.05 vs CAA

图 2　大鼠心肌 M-CPT-Ⅰ和 MCAD mRNA表达变化的比较

Fig 2　Comparison of mRNA expressions of M-CPT-Ⅰ and MCAD by

RT-PCR in rats in the three groups
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3　讨论

　　胚胎时心肌处于一个相对缺氧的环境 ,其能量底

物来源于耗氧量较少的葡萄糖和乳酸代谢。出生后由

于哺乳动物的饮食含高脂肪的奶酪 ,使心肌迅速转为

主要利用脂肪酸 ,相应的伴有编码脂肪酸氧化酶的基

因表达急剧增加 。心脏存储脂质的能力是有限的 ,仅

够维持心肌数秒的功能。正常情况下进入心肌细胞的

脂肪酸大部分被氧化 。葡萄糖产能与脂肪酸氧化产能

是有区别的。脂肪酸氧化循环以大量耗氧为代价产生

更多的ATP。而葡萄糖氧化耗氧相对较少[ 3] 。已经发

现:先天脂肪酸氧化酶MCAD/极长链酰基辅酶A脱氢

酶(Very long-chain acyl-CoA dehydrogenase ,VLCAD)基因

突变的新生儿在应激诱导下发生低血糖 、肝功能不全 、

心肌病及猝死。这一结果说明脂肪酸氧化对心肌能量

生成的重要性。

　　本实验显示腹主动脉缩窄术后 16周左室心肌明

显肥厚;游离脂肪酸蓄积增加 ,利用减少 ,伴随线粒体

脂肪酸氧化限速酶 M-CPT-Ⅰ和脂肪酸氧化关键酶

MCAD基因表达下调;脂肪酸利用减少与 M-CPT-Ⅰ和

MCAD基因的表达下调相一致(r=0.999 , P=0.033)。

说明肥厚心肌存在脂肪酸氧化酶基因调控的改变 ,引

发脂肪酸利用障碍 ,导致心肌能量代谢模式向胚胎型

转换 。与既往许多学者的研究相一致[ 4 ,5] 。

　　卡维地洛作为第 3代的 β受体阻滞剂 ,兼有α受

体阻滞 、抗氧化 、抗凋亡 、抗心律失常 、抑制中性粒细胞

浸润等特性 ,为心血管疾病的防治提供了理论基础 ,已

经成为一个重要的心肌保护剂 。它已经获得 FDA 的

批准用于临床心衰治疗[ 6] 。但关于卡维地洛对心肌能

量代谢的研究甚少 ,尤其在体实验研究 。本研究重点

探讨了卡维地洛对肥厚心肌能量代谢的影响。采用

30 mg·kg
-1
·d
-1
的卡维地洛治疗腹主动脉缩窄术后 4

周的大鼠 ,治疗 12周后发现该剂量的卡维地洛在改善

心室肥厚的同时 ,能够减少血清和心肌游离脂肪酸的

蓄积 ,并且增加线粒体脂肪酸氧化限速酶 M-CPT-Ⅰ和

脂肪酸氧化关键酶MCAD基因的表达。这一结果说明

中等剂量的卡维地洛就能够促进压力负荷性肥厚心肌

对脂肪酸的利用 ,增加线粒体对脂肪酸的摄取和脂肪

酸的氧化 。卡维地洛改善肥厚心肌能量代谢可能与其

抗氧化作用有关 。这可能是卡维地洛心肌保护作用的

机制之一[ 7～ 9] 。

　　Sack等[ 10]采用 Nothern blot技术检测发现:卡维地

洛(治疗浓度为 2 400×10-6)能够上调自发性高血压

大鼠心肌脂肪酸氧化相关的酶—长链酰基辅酶 A 合

成酶(Long-chain acyl-CoA synthetase , LCAS)和中链脂酰

辅酶A脱氢酶(MCAD)的基因表达 ,增加心肌脂肪酸

的氧化 ,减弱肥厚心肌能量代谢的胚胎型演化。Sack

认为卡维地洛的这一作用与其 β受体阻滞有关 。因为

正常志愿者口服卡维地洛后 ,并不影响其血清游离脂

肪酸的含量 。那其它的 β受体阻滞剂是否也有上述作

用 ,尚不清楚。

　　结合前期的研究 ,本研究阐明了肥厚心肌能量代

谢胚胎型转换的分子机制和卡维地洛对肥厚心肌能量

代谢的改善作用 ,说明卡维地洛维持正常心肌能量代

谢模式是卡维地洛心肌保护作用的机制之一 。但是卡

维地洛心肌保护作用仍有待进一步的研究。
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