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不同年龄自发性高血压大鼠血浆和心室肌 ＡｎｇⅡ及
心室肌 ＡＴＲ表达
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７１００６８）

［摘　要］目的：探讨年龄对血浆和心室肌血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）水平及心室肌受体血管紧张素受体（ＡＴＲ）
表达的影响。方法：雄性自发性高血压大鼠（ＳＨＲ）６０只均分为幼年组（７周龄）、成年组（２６周龄）及老年组（５１
周龄）；取各组大鼠ＳＨＲ血浆及心室肌组织，采用ＥＬＩＳＡ法检测循环血液和心室肌组织匀浆中的ＡｎｇⅡ水平，取
左心室石蜡染色、切片观察间质纤维化程度，免疫组化 ＳＡＢＣ法测定 ＡＴＲ亚型 ＡＴ１和 ＡＴ２表达。结果：３组
ＳＨＲ大鼠循环血浆中ＡｎｇⅡ含量随年龄增大而增加、但差异无统计学意义（Ｐ＞００５），心室肌匀浆中ＡｎｇⅡ含量
随年龄增加而升高、差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；３组ＳＨＲ大鼠心肌ＩＯＤ值随年龄增加而增加，差异有统计学
意义（Ｐ＜００１），且心肌胶原纤维沉积随年龄增加而明显增加，尤其在老年组；３组ＳＨＲ大鼠左室心肌中ＡＴ１的
ＧＤ值随年龄增加而降低，ＡＴ２的ＧＤ值在幼年组均高于成年及老年组（Ｐ＜００５）；老年组和成年组的 ＡＴ１／ＡＴ２
值均低于幼年组（Ｐ＜００１）。结论：年龄对ＳＨＲ循环血液中ＡｎｇＩＩ影响较小，但可引起心肌组织局部血管紧张
素受体（ＡＴＲ）的改变，导致心肌间质纤维化。
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　　流行病学研究表明，高血压是一种年龄相关疾
病，除引起血压升高外，还会导致左心室重构等靶

器官损害，高血压与左心室肥厚（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｈｙ
ｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＬＶＨ）均是心血管疾病发病和死亡的主
要危险因素［１］。在心血管系统，循环血液及局部

组织中均存在肾素－血管紧张素系统（ｒｅｎｉｎａｎｇｉｏ
ｔｅｎｓｉｎｓｙｓｔｅｍ，ＲＡＳ），有证据表明局部 ＲＡＳ较循环
ＲＡＳ对高血压发生、发展及其靶器官损害有着更
为重要的作用。血管紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，Ａｎｇ
Ⅱ）是血管局部ＲＡＳ中最主要的效应活性肽，主要
通过 ２个血管紧张素受体（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＡＴＲ）亚型【Ⅰ型（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＡＴ１）和Ⅱ
型（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＡＴ２）】发挥作用。ＡｎｇⅡ
与ＡＴ１结合后，主要发挥血管收缩和促醛固酮分
泌的作用，还能刺激产生细胞因子，促进细胞增殖、

促纤维化和促炎症反应；ＡＴ２的作用与 ＡＴ１相反，
过度表达的ＡＴ２起着对抗 ＡＴ１介导的生物效应，
包括血管舒张、抑制增殖等［３］。ＡＴＲ在线粒体、细
胞核或细胞膜的相对表达，决定了局部 ＲＡＳ激活
后的病理生理效应［４］。本研究通过探析不同年龄

自发性高血压大鼠（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒａｔｓ，
ＳＨＲ）心肌局部 ＡＴ１、ＡＴ２及二者比例与心肌结构
重塑的关系，从而为老年高血压患者心肌肥厚的治

疗提供理论基础。

１　材料与方法
１１　实验动物及试剂仪器

６０只雄性ＳＨＲ大鼠（第四军医大学动物实验
中心提供）均分为幼年组（７周龄）、成年组（２６周
龄）及老年组（５１周龄），每组各 ２０只。ＡＴ１及
ＡＴ２一抗由美国 ＡＤＩ４生物制剂公司生产，ＳＡ１０２２
即用型兔二抗 ＳＡＢＣ免疫纯化试剂盒为武汉博士
德生物工程有限公司生产，ＤＡＢ显色试剂盒购自
武汉博士德生物工程有限公司；其余试剂均为国产

分析纯级。仪器ＲＢＰＩ型大鼠血压心率测定仪由
中日友好医院临床研究所生产，ＱＷｉｎ５５０ＣＷ图像

系统由德国莱卡公司生产。

１２　方法
１２１　循环血浆中ＡｎｇⅡ浓度测定　所有大鼠自
由饮水，每１２ｈ光暗循环１次，温度１８～２５℃，湿度
４５％～６５％，氨浓度＜２０ｍｇ／Ｌ，换气量为１２７ｍ／ｈ。
各组ＳＨＲ大鼠预适应饲养１周，称取体质量（Ｂｏｄｙ
Ｍａｓｓ，ＢＭ），苯巴比妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉后从腹主
动脉抽取血液４～５ｍＬ至试管中，４℃３０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ后取上层血浆，－７０℃冰箱保存；取
０５ｇ心肌低温匀浆后，４℃ ３０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ；ＥＬＩＳＡ法测以上样品中ＡｎｇＩＩ含量，双孔法
取平均值。

１２２　心室肌标本的取材及胶原纤维和 ＡＴＲ的
检测　４％多聚甲醛灌注取材，取左心室固定２４ｈ，
石蜡包埋切片，Ｍａｌｌｏｒｙ染色观察胶原纤维，免疫组
化ＳＡＢＣ法（一抗１∶５０，二抗１∶２００）测定 ＡＴ１和
ＡＴ２表达。采用 ＱＷｉｎ５５０ＣＷ图像系统进行采集
与分析，测Ｍａｌｌｏｒｙ染色下蓝色胶原纤维的累积光
密度值（ｉｎｔｅｇｒａｌｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）。对于免疫组
化ＳＡＢＣ法染色，测定的 ＡＴＲ蛋白表达水平以每
个视野的阳性物质的灰度值（ｇｒａｙｄｅｎｓｉｔｙ，ＧＤ）表
示，在高倍镜下选３个视野，测定每个视野的阳性
物质的ＧＤ。
１３　统计学分析

用 ＳＰＳＳ１５０统计软件进行统计分析。数据
以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，符合正态分布且方差
齐的计量资料采用单因素方差分析，两两比较用

ＬＳＤｔ法检验。Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。

２　结果

２１　血浆及心室肌局部ＡｎｇⅡ
３组ＳＨＲ大鼠循环血浆 ＡｎｇⅡ含量随年龄增

加而升高，但差异无统计学意义（Ｐ＞００５），心室
肌匀浆ＡｎｇⅡ含量随年龄增加而升高，差异有统计
学意义（Ｐ＜００１），见表１。
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表１　各组ＳＨＲ大鼠血浆及心室肌组织
ＡｎｇⅡ的表达（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．１　ＰｌａｓｍａａｎｄｔｈｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｔｉｓｓｕｅＡｎｇⅡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓＳＨＲ

组别
ＡｎｇⅡ（ｎｇ／Ｌ）

循环血浆 心肌组织

幼年组 ７５６１±９３３ ７０２５±８９３
成年组 ８３２０±１５０９ ９６６６±１２０９（１）

老年组 ８１８６±１１４０ 　１１２２８±１０８３（１）（２）

（１）与幼年组比较，Ｐ＜００１；（２）与成年组比较，Ｐ＜００１

２２　心肌纤维化
３组ＳＨＲ大鼠心肌ＩＯＤ（ＩＯＤ的大小与纤维化

程度正相关）随年龄增加而增加，老年组（３４８±
２７）＞成年组（１６３±１８）＞幼年组（９０±２０），差异
有统计学意义（Ｐ＜００１）；且心肌胶原纤维沉积随
年龄增加而明显增加，尤其在老年组；见图１。老
年组Ｍａｌｌｏｒｙ染色可见心肌组织间冠状动脉中膜增
厚、纤维化，管腔变小，见图２。

幼年组　　　　　　　　　　　　　成年组　　　　　　　　　　　　　老年组
注：红色为心肌细胞，蓝色为胶原纤维沉积

图１　各组ＳＨＲ大鼠心室肌组织形态学结果（Ｍａｌｌｏｒｙ染色，×１００）
Ｆｉｇ．１　ＭｙｏｃａｒｄｉａｌＨｉｓｔｏｌｏｇｙｏｆｔｈｒｅｅＳＨＲｇｒｏｕｐｓ

图２　老年组ＳＨＲ心肌内冠状动脉重构
（Ｍａｌｌｏｒｙ染色，×１００）

Ｆｉｇ．２　Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｏｒｏｎａｒｙｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ
ｉｎｔｈｅｅｌｄｅｒｌｙｇｒｏｕｐ

２３　心肌ＡＴＲ表达
免疫组化及苏木素复染图片中，图像颜色越

深，代表蛋白表达量越高，而 ＧＤ值也越小。结果
提示ＡＴ１及ＡＴ２在各年龄组的表达有差异：左室
心肌中ＡＴ１的ＧＤ值随年龄增加而降低，ＧＤ值在
幼年组均高于成年及老年组（Ｐ＜００５，或 ＜
００１），成年组高于老年组（Ｐ＜００５），ＡＴ２的 ＧＤ
随年龄的增加而增加，幼年组均低于成年及老年组

（Ｐ＜００５），成年组与老年组比较，差异无统计学
意义（Ｐ＞００５）；老年组和成年组的 ＡＴ１／ＡＴ２值
均低于幼年组（Ｐ＜００１），但成年组大鼠与老年组
比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５），见表２和图３。

表２　各组ＳＨＲ心肌ＡＴＲ表达（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＩＯＤｖａｌｕｅｏｆＭａｌｌｏｒｙ

ｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｔｈｒｅｅＳＨＲｇｒｏｕｐｓ

组别 ＡＴ１（ＧＤ） ＡＴ２（ＧＤ） ＡＴ１／ＡＴ２
幼年组 １８０±１２ １４３±１６ １２５±００９
成年组 １５７±９（１） １９４±１３（１） ０８４±００８（２）

老年组　　１１８±１５（２）（３） １８８±２０（１） ０６１±０１０（２）

与幼年组比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１；（３）与成年组比较，Ｐ
＜００５

３　讨论

本课题组前期研究发现，高盐负荷能显著增加

心肌、主动脉及肠系膜上动脉壁局部 ＡＴ１和 ＡＴ２
表达，在血管中以中等直径的肠系膜上动脉壁改变

较为显著［５－６］，血管局部的 ＡＴ１和 ＡＴ２也随着年
龄增加有一定的改变［７］。本研究发现老年组 ＳＨＲ
大鼠心室肌纤维化增加，血浆ＡｎｇⅡ含量随年龄增
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注：Ａ、Ｄ为幼年组，Ｂ、Ｅ为成年组，Ｃ、Ｆ为老年组；Ａ、Ｂ、Ｃ为ＡＴ１，Ｄ、Ｅ、Ｆ为ＡＴ２，
图象颜色深度越浅，表示蛋白的表达越少

图３　各组ＳＨＲ大鼠心室肌细胞ＡＴ１及ＡＴ２表达（苏木素染色，×１００）
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＴ１ａｎｄＡＴ２ｉｎｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｉｎａｌｌｇｒｏｕｐｓ

高无明显变化，心肌匀浆中ＡｎｇⅡ含量随年龄增加
而升高，提示局部 ＲＡＳ表达改变对于心肌纤维化
的作用可能较循环ＲＡＳ更为重要。
３０ｄ和１００ｄＲｅｎ２转基因大鼠腹腔注射抗

ＡＴ１药物，除降压作用外，还可减少心肌肥厚，大幅
度改善血管紧张素依赖性血管收缩［８］。线粒体对

所有组织代谢和细胞凋亡起到关键作用，特别是在

老龄化过程中，已有报道在肾皮质、心肌细胞的线

粒体中存在ＡＴ１，幼龄动物线粒体 ＡＴ１水平很低，
随着年龄增长其在核及线粒体表达显著增加［９］。

ＡＴ２在大鼠心肌细胞线粒体膜高表达［１０］，并

在胚胎期高表达，出生后迅速下降；在高血压等病

理状态下，成年大鼠局部心肌 ＡＴ２的增高可能继
发于 ＡＴ１的增高，发挥一定的代偿作用。相较
ＡＴ１，线粒体中ＡＴ２表达随年龄增长逐步降低。与
本研究相似，Ｇｗａｔｈｍｅｙ等［９］发现年轻大鼠肾细胞

中ＡＴ２占 ＡＴＲ的８０％，随着年龄的增加，ＡＴ１占
８５％，线粒体中 ＡＴ２随年龄增加而减少，长期服用
血管紧张素受体拮抗剂后可以在体内恢复二者平

衡，增加线粒体ＡＴ２表达。
心脏中成纤维细胞约占到心肌结构的２／３，心

肌的细胞外基质主要由Ⅰ型和Ⅲ型胶原组成，尤其
是前者占心肌间质总胶原比重超过８０％。心肌纤
维化是心脏老化的一个重要特征，心肌间质纤维化

会引发心肌结构紊乱、僵硬度增加、心脏顺应性降

低、心律失常发生率增高，是心肌异常僵硬的结构

基础［１１］。一些临床研究已证实，高血压患者除心

肌重构外，心肌内小的冠状动脉也发生了结构重

构，中膜厚度／管腔比率增大和纤维化［１２］。纤维化

亦是高血压患者冠脉血管舒张能力受到损害的主

要因素。

因ＧＤ值与心肌细胞图象颜色深度呈反相关，
因此本研究中 ＡＴ１表达随年龄增加而升高，ＡＴ２
表达随年龄增加而降低，导致 ＡＴ１／ＡＴ２比值持续
变小，同时心肌胶原纤维沉积明显增加，尤其是老

年组。中年组与老年组 ＡＴ２无进一步减少，甚至
有增加的趋势，可能与血压和局部 ＡｎｇⅡ增加将上
调ＡＴ２的表达有关［１３］。此外，一系列体外实验显

示，局部 ＲＡＳ对心肌存在独立于血压外的重构作
用，组织纤维化发生可不依赖于血压升高［１４］。成

纤维细胞的激活与增生是导致年龄增长过程中转

化生长因子 β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦ
β１）过度表达和胶原沉积的原因［１５］，ＡｎｇⅡ和ＴＧＦ
β１增加抑制了基质金属蛋白酶活性，刺激蛋白酶
抑制剂的表达，导致胶原纤维的降解减少，促使心

肌纤维化［１１］。

综上所述，本研究结果显示心肌局部 ＡＴ１、
ＡＴ２及二者比例的改变可能是由于年龄增长导致
心肌重塑、胶原沉积的机制之一，提示防治高血压

年龄增加过程中的心肌纤维化对维持正常心脏结

构具有重要的意义。
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