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法舒地尔对压力超负荷大鼠左心室肥厚的改善作用

蔡摇 辉,张蓓蓓,张摇 静,赵智明,赵凌杰,郭郡浩

[摘要]目的:探讨法舒地尔对压力超负荷大鼠左心室肥厚的影响及可能的作用机制。 方法:42 只 6 周龄 SD 大鼠行腹主动脉

缩窄术制备压力超负荷模型作为手术组,另取 8 只大鼠作为假手术组(Sham 组)。 术后 4 周将存活的 28 只腹主动脉缩窄大鼠

随机分为模型组(Model 组)、法舒地尔高剂量组(FH 组)和法舒地尔低剂量组(FL 组)。 4 周后,计算各组大鼠左心室质量指

数(LVMI),观察心肌病理改变,检测心肌细胞直径(MD),碱水法测定心肌羟脯氨酸(HYP)含量,酶联免疫吸附试验测定血浆

和心肌血管紧张素域(Ang域)浓度,免疫组织化学法半定量分析心肌磷酸化肌球蛋白磷酸酶靶蛋白亚基 1(p鄄MYPT1)、基质

金属蛋白酶 9(MMP9)和组织金属蛋白酶组织抑制剂 1(TIMP1)的表达水平。 结果:与 Sham 组比较,Model 组心肌细胞肥大,
间质大量胶原沉积,LVMI、MD、HYP 含量和 Ang域浓度均明显升高,p鄄MYPT1、MMP9 和 TIMP1 的表达显著上调,MMP9 / TIMP1
比值明显下降(P < 0. 01);与 Model 组比较,FH 组和 FL 组心肌细胞肥大和胶原沉积有所改善,LVMI、MD、HYP 和 Ang域含量

均下降(P < 0. 05 ~ P < 0. 01),p鄄MYPT1、MMP9 和 TIMP1 的表达均明显下调(P < 0. 01)。 结论:法舒地尔改善压力超负荷大鼠

左心室肥厚的作用可能与调节心肌 MMP9 和 TIMP1 表达有关。
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Protective effect of fasudil against left ventricular hypertrophy in rats with pressure overload
CAI Hui,ZHANG Bei鄄bei,ZHANG Jing,ZHAO Zhi鄄ming,ZHAO Ling鄄jie,GUO Jun鄄hao

(Department of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine,
Nanjing General Hospital of Nanjing Military Command,PLA,Nanjing Jiangsu 210002,China)

[Abstract] Objective:To investigate the effects of fasudil on left ventricular hypertrophy in rats with pressure overload, and its
possible mechanism. Methods: Pressure overload model in 42 male 6鄄week鄄old SD rats were established by abdominal aorta
constriction,and divided into the operation group. Eight healthy rats were set as sham group. Twenty鄄eight survival abdominal aorta
constriction rats after 4 weeks of operation were randomly divided into the model group,high dose fasudil group(FH group) and low
dose fasudil group( FL group). After four weeks of drug intervention, the left ventricular mass indexes ( LVMI) of all groups were
calculated. The myocardial pathological changes were observed. The myocyte diameters(MD) were detected. Myocardial hydroxyproline
(HYP) contents were determinated by alkali hydrolysis. Plasma and myocardial Ang域 concentrations were detected by enzyme linked
immunosorbent assay. Myocardial expression levels of phosphorylated myosin phosphatase targeting protein subunit 1(p鄄MYPT1),matrix
metalloproteinase 9(MMP9) and tissue inhibitor of metalloproteinase 1 ( TIMP1) were analyzed by immunohistochemical staining.
Results:Compared with the sham group,myocardial cells hypertrophy and collagen deposition in myocardial interstitium were found,the
levels of LVMI,MD,HYP,Ang域,p鄄MYPT1,MMP9 and TIMP1 increased significantly, and the ratio of MMP9 / TIMP1 decreased
significantly in model group(P < 0. 01). Compared with the model group,myocardial cells hypertrophy and collagen deposition were
improved,and the levels of LVMI,MD,HYP,Ang 域,p鄄MYPT1,MMP9,TIMP1 decreased significantly in FH group and FL group(P <
0. 05 to P < 0. 01). Conclusions:Fasudil improving left ventricular hypertrophy in pressure overload rats maybe related to the regulating
myocardial MMP9 and TIMP1 expression levels
[Key words] left ventricular hypertrophy;fasudil;pressure overload;rat

摇 摇 左心室肥厚是高血压、瓣膜病、急性心肌梗死及

先天性心脏病等心血管疾病的常见病理改变,是心

脏对急 /慢性血流动力学超负荷和以肾素 - 血管紧

张素 -醛固酮系统为代表的神经内分泌因素的一种

适应性反应,也是充血性心力衰竭和复杂室性心律

失常等发生的独立危险因素。 Rho 激酶是小 G 蛋白

Rho 的主要下游因子,能调控细胞增殖、迁移、收缩、
黏附、分裂和基因表达等行为。 Rho 激酶活性在许

多心血管疾病中均有所增加,而抑制 Rho / Rho 激酶

信号途径有益于改善患者心脏功能[1 - 2]。 目前关于

Rho 激酶特异性抑制剂法舒地尔对左心室肥厚作用

的报道较少,本实验旨在探究法舒地尔对压力超负
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荷模型大鼠左心室肥厚的作用及可能的作用机制。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物摇 清洁级 6 周龄雄性 SD 大鼠 50 只,
体质量(180 依 20) g[许可证号:SYXK(苏)2003 -
0032],由南京军区南京总医院动物实验中心提供。
饲养环境:室温 20 ~ 25 益,相对湿度 40% ~ 60% ,
周期光照时间为 8:00 ~ 20:00,常规饲料喂养,自由

进食、饮水。
1. 2摇 药品与主要试剂 摇 盐酸法舒地尔注射液(规
格:2 mL,30 mg)由天津红日药业股份有限公司惠

赠,血管紧张素域(Ang域)酶联免疫吸附试验试剂

盒购自上海雅吉生物公司,磷酸化肌球蛋白磷酸酶

靶蛋白亚基 1(p鄄MYPT1)一抗购自北京博奥森生物

公司,基质金属蛋白酶 9(MMP9)、组织金属蛋白酶

抑制剂 1(TIMP1)、辣根过氧化酶标记的 IgG 二抗、
DAB 显色剂、EliVision plus 免疫组织化学试剂盒购

自福州迈新生物技术有限公司。
1. 3摇 实验方法摇
1. 3. 1摇 左心室肥厚模型制备摇 大鼠适应性喂养 5 d
后,术前禁食 12 h,自由饮水。 编号后按照随机数字

表法抽取 8 只作为假手术组(Sham 组),另 42 只作

为手术组。 所有大鼠用 10 % 水合氯醛(0. 3 mL /
100 g)行腹腔注射麻醉。 常规备皮消毒后,于剑突

下沿腹正中线逐层开腹,在肾动脉上方分离腹主动

脉。 手术组在肾动脉上方 0. 5 cm 处用直径 0. 7 mm
银夹夹闭,使腹主动脉缩窄 60% ~ 70% ,而 Sham 组

不夹闭腹主动脉。 确认无出血,将脏器复位后逐层

关闭腹腔。 术后禁食 6 h,并给予青霉素 10 万 U·
kg - 1·d - 1肌内注射 3 d 预防感染。
1. 3. 2 摇 分组及药物干预摇 手术 4 周后,42 只手术

组大鼠死亡 14 只,8 只 Sham 组大鼠无死亡。 将手

术组大鼠存活的 28 只按照随机数字表法分为

Model 组(n = 10)、FH 组( n = 9)和 FL 组( n = 9)。
Model 组腹腔注射 0. 9%氯化钠注射液 2 mL·kg -1·
d -1;FH 组腹腔注射盐酸法舒地尔注射液 30 mg·
kg - 1·d - 1;FL 组腹腔注射盐酸法舒地尔注射液

10 mg·kg - 1·d - 1;Sham 组腹腔注射 0. 9 %氯化钠

注射液 2 mL·kg - 1·d - 1。
1. 3. 3摇 标本采集及左心室质量指数(LVMI)检测摇
药物干预 4 周后,Model 组大鼠死亡 3 只,FH 组和

FL 组大鼠各死亡 1 只,死亡原因均为严重心力衰

竭,而 Sham 组无死亡。 将最终存活的 31 只大鼠称

质量(BM)后,10%水合氯醛(0. 3 mL / 100 g)腹腔注

射麻醉,麻醉完全后打开胸腔,暴露心脏。 心脏穿刺

收集血液 5 ~ 10 mL。 剪取心脏,洗净后除去心房及

大血管,称取心脏质量(HM),再剪去右心室游离壁

保留左心室及室间隔,称取左心室质量(LVM)。 计

算心脏质量指数(HMI = HM / BM)和左心室质量指

数(LVMI = LVM / BM)。 透壁剪取左心室心尖部分

组织投入液氮中,其余标本放于 4 益的 4% 多聚甲

醛溶液中固定。 血液以 3 000 r / min 离心 10 min,取
上清液存放于 - 80 益冰箱待用。
1. 3. 4摇 左心室肌病理学分析摇 心肌标本于甲醛溶

液中固定 24 h 后,常规取材、脱水、石蜡包埋,沿左

心室长轴线每隔 1 mm 横断面切取数张 4 滋m 切片,
作 HE 和 Masson 染色。 400 倍光镜下观察组织形

态,每个 HE 标本随机取 5 个视野,每个视野选10 个

心肌细胞,采用专业图片分析软件 Image鄄Pro Plus
6. 0计算心肌细胞直径(MD)。
1. 3. 5摇 心肌羟脯氨酸(HYP)含量测定摇 HYP 几乎

只存在于胶原蛋白,其含量能反应心肌胶原的水平。
准确称取 60 mg 液氮中心肌组织放入试管中,按照

HYP 试剂盒说明书以碱水解法提取蛋白,比色法检

测样本吸光度 ,计算 HYP 含量。
1. 3. 6摇 酶联免疫吸附试验测定心脏和血浆 Ang域
的含量摇 取冻存的心肌组织 50 ~ 100 mg,研磨成匀

浆后离心,以 3 000 r / min 离心 10 min。 取上清液,
测定总蛋白浓度。 按照酶联免疫吸附试验试剂盒说

明书,分别测定心肌组织和血浆样品中 Ang域的浓

度。 结果以测定蛋白浓度 /总蛋白浓度的比值来

表示。
1. 3. 7摇 免疫组织化学法检测心肌 p鄄MYPT1、MMP9
及 TIMP1 的表达摇 切片烘烤后,常规二甲苯脱蜡及

乙醇梯度脱水,枸橼酸盐抗原修复缓冲液中进行抗

原修复。 灭活过氧化物酶,加入一抗孵育过夜,加入

HRP 标记二抗,DAB 显色,苏木精复染,脱水并封

片。 光镜下观察组织细胞中蛋白的表达情况,细胞

质中黄色为阳性,每张切片随机取 5 个视野拍照。
用 Image鄄Pro Plus 6. 0 测量区域的平均吸光度

(MOD),即阳性累积吸光度 /照片总面积。
1. 4摇 统计学方法摇 采用方差分析和 q 检验。

2摇 结果

2. 1摇 4 组大鼠病理学检查结果 摇 与 Sham 组比较,
Model 组心肌细胞明显肥大增宽,心肌纤维排列紊
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乱,间质和血管周围大量蓝色胶原沉积,肌束间隙呈

不同程度增大,FH 组心肌细胞增粗、紊乱明显改善,
接近 Sham 组,FL 组心肌细胞增粗、紊乱,间质和血

管周围胶原沉积,但较 Model 组减轻(见图 1)。

2. 2摇 4 组大鼠左心室肥厚程度比较摇 与 Sham 组比

较,Model 组大鼠 HMI、LVMI、MD 和 HYP 含量均显

著升高(P < 0. 01)。 与 Model 组比较,FH 组和 FL
组大鼠 HMI、LVMI、MD 及 HYP 含量均有不同程度

降低(P < 0. 05 ~ P < 0. 01)(见表 1)。

表 1摇 4 组大鼠 HMI、LVMI 和 MD 水平比较(x 依 s)

分组 n HMI / (mg / kg) LVMI / (mg / kg) MD/ 滋m HYP / (滋g / g)

Sham 组 8 2. 63 依 0. 13 2. 08 依 0. 11 6. 78 依 1. 07 445. 57 依 84. 48

Model 组 7 3. 23 依 0. 25** 2. 75 依 0. 20** 12. 61 依 1. 09** 858. 58 依 144. 95**

FH 组 8 2. 85 依 0. 15## 2. 31 依 0. 13## 8. 51 依 1. 20## 539. 46 依 73. 49##

FL 组 8 3. 00 依 0. 27# 2. 50 依 0. 23# 11. 19 依 0. 76## 695. 30 依 86. 26##

F — 11. 13 20. 16 40. 73 19. 49

P — <0. 01 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01
MS组内 — 0. 043 0. 030 1. 354 12 055. 057

摇 摇 q 检验:与 Sham 组比较 **P < 0. 01;与 Model 组比较 #P < 0. 05,##P < 0. 01

2. 3摇 4 组大鼠心肌组织和血浆 Ang域含量比较 摇
与 Sham 组比较,Model 组大鼠心肌组织和血浆 Ang
域含量均明显升高(P < 0. 01)。 与 Model 组比较,
FH 组和 FL 组大鼠心肌组织和血浆 Ang域含量均明

显降低(P < 0. 01)(见表 2)。
2. 4摇 各组大鼠心肌组织 p鄄MYTP1、MMP9 和 TIMP1
水平比较 摇 与 Sham 组比较, Model 组大鼠心肌

p鄄MYPT1、MMP9 和 TIMP1 的表达均明显升高(P <
0. 01),MMP9 / TIMP1 比值显著下降(P < 0. 01);与
Model 组比较,FH 组 p鄄MYPT1、MMP9 和 TIMP1 及

FL 组 p鄄MYPT1 与 TIMP1 的表达均明显下降(P <
0. 01),而 FL 组 MMP9 和 FH 组及 FL 组 MMP9 /
TIMP1 比值与 Model 组差异均无统计学意义(P >
0. 05)(见表 3)。

表 2摇 4 组大鼠心肌和血浆 Ang域含量比较(x 依 s)

分组 n
心肌 Ang域 /
(pg / mL)

血浆 Ang域 /
(pg / mL)

Sham 组 8 14. 31 依 2. 91 41. 93 依 8. 26

Model 组 7 30. 85 依 7. 12** 85. 16 依 8. 86**

FH 组 8 13. 82 依 1. 53## 43. 71 依 7. 70##

FL 组 8 19. 93 依 2. 03## 57. 23 依 8. 53##

F — 30. 3 42. 07

P — <0. 01 < 0. 01
MS组内 — 15. 136 69. 368

摇 摇 q 检验:与 Sham 组比较 **P <0. 01;与Model 组比较 ##P <0. 01

表 3摇 4 组大鼠心肌免疫组织化学染色半定量结果比较(x 依 s)

分组 n p鄄MYTP1 MMP9 TIMP1 MMP9 / TIMP1

Sham 组 8 0. 029 依 0. 014 0. 055 依 0. 002 0. 041 依 0. 002 1. 324 依 0. 052

Model 组 7 0. 063 依 0. 009**0. 079 依 0. 003**0. 077 依 0. 003**1. 033 依 0. 353**

FH 组 8 0. 029 依 0. 013## 0. 061 依 0. 003## 0. 054 依 0. 002## 1. 139 依 0. 019

FL 组 8 0. 040 依 0. 011## 0. 076 依 0. 004 0. 070 依 0. 003## 1. 075 依 0. 031

F — 13. 04 108. 26 312. 09 95. 603

P — <0. 01 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01
MS组内 — 0. 001 0. 000 0. 000 0. 001

摇 摇 q 检验:与 Sham 组比较 **P < 0. 01;与 Model 组比较 ##P < 0. 01

3摇 讨论

摇 摇 心肌细胞肥大和心肌间质纤维化是心室肥厚重

要的病理学基础,可影响心肌细胞的舒缩功能和电

传导性,导致心力衰竭、心律失常及心脏性猝死。
Rho / Rho 激酶信号通路参与心室肥厚的形成。 Rho
激酶单体 2 在肺动脉缩窄小鼠肥厚右心室和腹主动

脉缩窄肥厚左心室的表达均显著升高[3]。 伴有左

心室肥厚的高血压患者血浆中 p鄄MYPT1 的水平(即
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Rho 激酶活性)较无左心室肥厚的高血压患者增加

了 2 倍,而在离心性左心室肥厚时更高[4]。 Rho 激

酶单体 1 基因敲除对病理性代偿性肥厚的心肌细胞

凋亡和心力衰竭有明显改善作用[5]。
本实验采用腹主动脉缩窄法制备压力超负荷模

型,除了通过升高血压,增加左心室射血阻力外,还
通过减少肾脏血流,激活肾素 - 血管紧张素 - 醛固

酮系统,引起手术组大鼠左心室肥厚。 Ang域是肾

素 -血管紧张素 - 醛固酮系统最重要的效应因子,
能直接活化心肌细胞和心脏成纤维细胞(CFB)引起

心室肥厚。 手术 8 周后,大鼠 LVMI 和 MD 显著增

加,心肌间质大量胶原沉积,心肌和血浆 Ang域水平

明显升高,说明左心室肥厚模型已经建立。 并且,模
型大鼠心肌组织 Rho 激酶活性较 Sham 组明显升

高,法舒地尔能改善腹主动脉缩窄大鼠心肌细胞肥

大和间质纤维化,与文献[6]报道一致。
心脏受到压力超负荷、氧化应激和缺血缺氧等

刺激时,过度激活神经内分泌及细胞因子,心肌细胞

发生自噬、凋亡或坏死而丢失。 细胞外基质正常的

网状结构在 MMPs 的作用下遭到破坏,CFB 活化和

迁移,并通过分化为肌成纤维细胞(MFB)加强合成

胶原纤维的能力,以修复组织损伤。 MFB 持续存在

使心肌间质胶原容积 /成分改变,且排列紊乱。 同

时,残余心肌细胞肥大以暂时维持心脏功能。 在此

过程中,Rho 激酶介导的细胞骨架重组既是 CFB 迁

移和 MFB 分化的主要动力[7],也是促进心肌细胞肥

大的关键。 Rho 激酶可能通过激活 ERK1 / 2 和 p38
丝裂原活化蛋白激酶信号通路,诱导心肌细胞

肥大[3,8]。
另外,本实验发现法舒地尔在降低 Ang域水平

的同时,还能降低心肌 MMP9 和 TIMP1 的表达。
MMP9 在心肌肥厚中具有重要作用[9 - 10]。 TIMP1 一

方面可与 MMP9 酶原结合延缓后者的活化,另一方

面,可与活性 MMP9 以 1颐 1 比例共价结合形成不可

逆复合物,阻断 MMP9 与底物结合,从而减少胶原

的降解。 MMP9 / TIMP1 比值降低是间质胶原过度沉

积的重要因素。 FRANZ 等[11] 研究发现,高血压左

心室肥厚患者血清 MMP9、TIMP1 较正常人明显升

高,且离心性肥厚组 MMP9 水平较向心性肥厚组患

者低,但 2 组 TIMP1 水平并无显著差别。 从无心血

管疾病临床依据的志愿者获得的几组数据显示,随
年龄增长,血浆 MMP9 水平呈下降趋势,而 TIMP1
水平呈上升趋势,MMPs 和 TIMP1 的改变与左心室

向心性肥厚和左心室舒张功能障碍相关[12],这或许

能部分解释 MMP9、TIMP1 水平在不同研究中相悖

的原因。
综上所述,Rho 激酶活性在压力超负荷左心室

肥厚模型大鼠心肌明显升高,法舒地尔改善腹主动

脉缩窄大鼠左心室肥厚的作用与降低心肌 MMP9
和 TIMP1 表达有关。
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