
%&"% 年 # 月

第 %% 卷!第 # 期
中国比较医学杂志
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!摘要"!目的!探讨盐敏感性高血压形成和心肌细胞损害产生的机制) 方法!以辣椒辣素损伤 g/<7.C大鼠

感觉神经#饲喂高盐饲料#建立盐敏感性高血压大鼠模型) 苏木素3伊红染色观察大鼠组织病理学改变$分光光度

法检测心肌组织 /KNJ 活性和 KN含量$免疫组织化学方法检测心肌 FKNJ(/KNJ 蛋白表达$MO,PLM检测心肌

FKNJ(/KNJ -MKR的表达) 单细胞凝胶电泳检测心肌细胞凋亡) 结果!实验结束时各组比较体重无显著性差异

%P t&3&'&) 在第 %($(* 周时#辣椒辣素高盐组鼠尾收缩压与对照组相比差异显著%Pl&3&'&) 辣椒辣素高盐组

心肌细胞排列紊乱(细胞间隙明显增大#细胞核排列不整齐$心肌 /KNJ(KN水平升高%Pl&3&'&$FKNJ 蛋白表达减

少%Pl&3&'&与 FKNJ -MKR表达减少%Pl&3&"&$/KNJ 蛋白表达和 /KNJ-MKR表达显著增高%Pl&3&"&$凋亡细

胞数升高%Pl&3&'&) 结论!FKNJ -MKR和蛋白的低表达与感觉神经损伤性盐敏感性高血压大鼠形成相关)

/KNJ -MKR和蛋白的高表达及 /KNJ 活性升高使心肌组织局部产生大量 KN) KN可能使得感觉神经损伤性盐敏

感性高血压大鼠心肌细胞凋亡增加#从而加重心肌的损伤)

!关键词"!盐敏感性高血压$ 辣椒辣素$ FKNJ$ /KNJ$ 细胞凋亡
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!!在高血压研究中目前发现 "'& 多个基因编码的

蛋白质分别可从血压(生理(生化(代谢等途径参与

血压调节 -".

) 一氧化氮%KN&能促进血管平滑肌松

弛#导致血管舒张 -%.

#在高血压的形成和发展中具

有重要的作用) 一氧化氮合酶 %KNJ&催化左旋精

氨酸生成左旋瓜氨酸同时产生一氧化氮%KN&) 本

研究拟通过建立感觉神经损伤性盐敏感性高血压

大鼠模型#观察心肌内皮型一氧化氮合酶%FKNJ&和

诱导型一氧化氮合酶 %/KNJ&-MKR转录和蛋白表

达#分析其转录和蛋白表达与心肌中 KNJ 的活性及

KN含量之间的关系#探讨 FKNJ 和 /KNJ 的活性及

KN含量在盐敏性高血压及靶器官损害发生发展过

程中的作用#以及与心肌细胞凋亡的关系)

IN材料和方法

IQIN试剂和仪器

辣椒辣素 %LRP& %美国 J/;-.公司&$KN试剂

盒(KNJ 和考马斯亮蓝试剂盒 %南京建成生物工程

研究所&$FKNJ 一抗(/KNJ 一抗和免疫组化染色试

剂盒 %武汉博士德生物工程有限公司 &$ MKR/<5

P0B<(MO.<FQ,-Ud%%&& `9

%

U&(' wQ,-UdVBTTFC(

>KOPQ/E7BCF%各 %3' -Q&(O.b ZKRP50=-FC.<F%'

`9

%

U&(N0/;5%>O&

"G

PC/-FC%"&

%

Q&(MK.<FID6/1/75C

%*& `9

%

U&("&& 18 ZKRU.>>FC%大连宝生物工程有

限公司&) ZYYH)L型电泳仪%北京六一仪器厂&$

WY,JPLO水平电泳槽%北京君意东方电泳设备有限

公司&$VU,*"& 生物信号显示与处理系统%成都泰盟

电子有限公司&$eJU,% 荧光显微镜%重庆光电仪器

有限公司&$YZ,%&%L切片机%浙江金华市益迪医疗

设备 厂 &$ PLM 扩 增 仪 % 英 国# PC5;FDFOF46DF&$

KF5TB;F"'M台式高速冷冻离心机%上海力申科学仪

器有限公司&$O.D5D %'&& 凝胶成像系统%天能科技

有限公司&$ d̀,%(&% 型紫外分光光度计%尤尼柯仪

器有限公司&)

IQGN实验动物与建模

雄性 g/<7.C大鼠#初生体重 ( p) ;#由山西医科

大学生理学系实验动物室提供#生产许可证'JLê

%晋& %&&# H&&&"#动物使用许可证' JYê %晋 &

%&&# H&&&*) 参照 g.D;

-$. 和本室 -*. 的文献制备感

觉神经损伤性盐敏感性高血压大鼠模型) 将幼鼠

分为 % 大组'在出生第 " 天和第 % 天分别皮下注射

辣椒辣素 '& -;9_;%溶于含 "&o乙醇和 "&o吐温

G& 的生理盐水中&$对照组皮下注射同容积的含

"&o乙醇和 "&o吐温 G& 的生理盐水) 哺乳期%$ 周

龄&后#将每组再分为 % 组#共 * 个组%每组 ) 只&'

/对照组 v正常%含 "oK.L0&饲料$

0对照组 v高

盐%含 *oK.L0&饲料$

1辣椒辣素 v正常 %含 "o

K.L0&饲料$

2辣椒辣素 v高盐%含 *oK.L0&饲料#

连续 * 周)

IQTN指标检测

第 "(%($(* 周分别称重和测量收缩压) 鼠尾袖

套法进行尾部收缩压测量) 将大鼠置于 *&q环境

温度条件下#在安静(清醒状态下的进行尾动脉收

缩压测量#取三次测量的平均值) 辣椒辣素 v高盐

饲料组鼠尾收缩压大于 "'& --];即可) 用 %&o乌

拉坦 ' -U9_;腹腔注射麻醉大鼠) 取出心脏#生理

盐水充分灌洗#沿房室沟剪去上部左右心房#紧贴

室间隔剪去右室游离壁#余下左心室) 心尖部取约

"&& -;心肌组织#剪取一半约 '& -;心肌组织用于

单细胞凝胶电泳 -'.

#另一半置于冻存管中#液氮保

存#行 MO,PLM检测#另取约 "&& -;心肌组织用于

分光光度法检测#其余左心室以 "& o甲醛固定#预

备行病理学及免疫组化检测)

IQUN统计分析

采用 JPJJ ""3' 统计软件进行统计分析) 实

验结果以均数 s标准差 %

%

OsM&表示#用单因素方

差分析检验其显著性#Pl&3&' 为差异有统计学

意义)

GN结果

GQIN大鼠体重变化

* 周后#各组体重无显著性差异%表 "&)

%* 中国比较医学杂志 %&"% 年 # 月第 %% 卷第 # 期!L6/D WL5-8 QF># JF87F-1FC%&"%#d50@%%@K5@#



表 I!各组大鼠体重变化
0:;SI!L6.D;F<5T76F15>=?F/;675TC.7/D ;C5B8<

组别

cC5B8

& 周体重%;&

V5>=?F/;67

5D & ?FF_%;&

* 周体重%;&

V5>=?F/;675D

* ?FF_%;&

对照组 LNK,KJ )*3() s'3%& %"(3** s"%3G%

高盐组 LNK,]J )'3G# s(3#' %")3** s"$3#$

辣椒辣素组 LRP,KJ )#3%% s*3(G %"(3)G s""3%'

辣椒辣素高盐组 LRP,]J ))3%% s)3$G %"$3G# s"%3"#

注'与 LNK,KJ 比较#Pt&3&'

K57F' L5-8.CF> ?/76 76FLNK,KJ# Pt&3&'

GQGN大鼠鼠尾收缩压的测量结果

各组大鼠鼠尾收缩压均有明显增加) 在第 %(

$(* 周时#辣椒辣素高盐组鼠尾收缩压与高盐组相

比差异显著%Pl&3&'&) 其他组相比尾收缩压差异

不显著%Pt&3&'&) 第 * 周时#辣椒辣素高盐组鼠

尾收缩压与其它三组相比血压显著升高%表 %&)

GQTN大鼠心肌 0$(&+<$(&以及 $(的测定结果

辣椒辣素高盐组大鼠心肌 /KNJ 水平升高#与

对照组相比差别显著#有统计学意义 %Pl&3&'&)

辣椒辣素高盐组大鼠心肌 KN水平明显升高#与对

照组相比差别有统计学意义%Pl&3&"&) 其余各组

与对照组比较 OKNJ(/KNJ 以及 KN水平没有显著

差异%表 $& )

GQUN大鼠心肌组织病理学 "%染色结果

对照组心肌组织表现正常#心肌细胞排列整

!!

齐#细胞核排列整齐#大小均一) 辣椒辣素高盐组心

肌细胞排列紊乱(细胞间隙明显增大#肌纤维有断裂#

细胞核排列不整齐#且大小不一%彩插 $ 图 "&)

GQZN免疫组织化学检测大鼠心肌 =$(&+<$(&的

表达结果

光学显微镜观察#可见各组均有 FKNJ 蛋白表

达%棕黄色阳性细胞& %彩插 $ 图 %&#采用 I-.;F8C5,

P0B<图象分析软件对免疫组化染色切片进行计量分

析# 计 算 每 个 视 野 阳 性 染 色 的 累 积 光 密 度 值

%/D7F;C.7F> 587/4.0>FD</7=#INZ&#对免疫组化进行定

量分析#计算心肌组织中 FKNJ 蛋白表达量) 在心

肌组织中#辣椒辣素高盐组 FKNJ 蛋白表达减少%P

l&3&'&) 光学显微镜观察#可见各组均有 /KNJ 蛋

白表达#对免疫组化进行定量分析#计算心肌组织

中 /KNJ 蛋白表达量) 在心肌组织中#辣椒辣素高

盐组 /KNJ 蛋白表达显著增高#与对照组比较差别

有统计学意义%Pl&3&"&#辣椒辣素(高盐组 /KNJ

蛋白表达与 LNK,KJ 组比较无显著差别%表 *&)

GQWN大鼠心肌 <$(&+=$(&B*$+表达

MO,PLM分析心肌组织 /KNJ(FKNJ -MKR表

达#/KNJ(FKNJ(

!

H.47/D 分别在 $#'18(*)&18 和

%*& 18 区域有清晰明亮的条带 %图 $ H' &#证明

/KNJ(FKNJ -MKR表达) 采用凝胶成像系统半定

量分析#辣椒辣素高盐组 /KNJ-MKR表达增高#和

!!

表 G!各组大鼠血压的变化
0:;SG!L6.D;F<5T76F1055> 8CF<<BCF5TC.7/D ;C5B8<

组别 cC5B8

血 压 值%--];& V055> 8CF<<BCF%--];&

& 周 & ?FF_ " 周 " ?FF_ % 周 % ?FF_ $ 周 $ ?FF_ * 周 * ?FF_

对照组 LNK,KJ )&3() s*3** #"3%$ s)3(% "&%3"" s*3'" "&G3&& s"&3$# ""$3)G s(3&*

高盐组 LNK,]J )%3)G s(3&% G'3$# s(3G# "&"3"" s'3($ "&'3$$ sG3"G ""$3%% s'3&%

辣椒辣素组 LRP,KJ (#3)G s'3G$ G)3'( s(3$' "&&3G# s(3'% "&)3'( s#3&* "")3)G sG3G$

辣椒辣素高盐组 LRP,]J (#3)G s'3$G #$3() sG3($

"&#3"" s#3&(

!!

"%(3%G s(3"%

!!

"''3G# s(3))

!!

注'

!!与 LNK,KJ 比较#Pl&3&"

K57F'

!!

L5-8.CF> ?/76 76FLNK,KJ# Pl&3&"

表 T!各组大鼠心肌 OKNJ(/KNJ 以及 KN的测定值
0:;ST!QF.<BCF-FD75TOKNJ# /KNJ .D>

KN5TC.76F.C7/D ;C5B8<

组别

cC5B8

OKNJ

%`9-;8C57&

/KNJ

%`9-;8C57&

KN

% B-509;8C57&

对照组 LNK,KJ &3)G' s&3&## &3%$# s&3&'G %3'&* s&3&##

高盐组 LNK,]J &3G%$ s&3""& &3%() s&3&)' %3*(G s&3"&)

辣椒辣素组

LRP,KJ

&3G)$ s&3&G# &3%') s&3&G& %3**# s&3"&'

辣椒辣素高盐组

LRP,]J

&3G(' s&3"&&

&3$"# s&3&*%

!

%3(#& s&3"($

!!

注'

!!与 LNK,KJ 比较# Pl&3&"$

! 与 LNK,KJ 比较#Pl&3&'

K57F'

!!

L5-8.CF> ?/76LNK,KJ# Pl&3&"$

!

L5-8.CF> ?/76 LNK,KJ#

Pl&3&'

表 U!各组大鼠心肌 FKNJ 与 /KNJ 蛋白表达 INZ值分析
0:;SU!76FINZ.D.0=</<5TFKNJ .D> /KNJ 8C57F/D

FE8CF<</5D 5TC.7/D 6F.C7

组别 cC5B8 FKNJ /KNJ

对照组 LNK,KJ "('%#3$ s"$'G3# (*G"3) s**G@$

高盐组 LNK,]J "(*$&3$ s"*&"3$ ()&(3) s#'G@%

辣椒辣素组 LRP,KJ "($G)3* s"$)"3G (%*$3$ s''&@#

辣椒辣素高盐组

LRP,]J

"'&%$3' s"*)&3)

!

G&*)3) s"&)*@"

!!

注'

!!与 LNK,KJ 比较# Pl&3&"$

! 与 LNK,KJ 比较# Pl&3&'

K57F'

!!

L5-8.CF> ?/76LNK,KJ# Pl&3&"$

!

L5-8.CF> ?/76 LNK,KJ#

Pl&3&'

$*中国比较医学杂志 %&"% 年 # 月第 %% 卷第 # 期!L6/D WL5-8 QF># JF87F-1FC%&"%#d50@%%@K5@#



对照组比较差异有统计学意义%Pl&3&"&#辣椒辣

素(高盐组 /KNJ-MKR表达与对照组比较无显著差

别) 辣椒辣素高盐组大鼠心肌组织 FKNJ -MKR表

达减少#和对照组比较差异有统计学意义 %Pl

&3&"&#辣椒辣素(高盐组 FKNJ -MKR表达与对照

组比较无显著差别%表 '&)

图 TN心肌 !

H.47/D 表达电泳图

-<DST!

!

,.47/D FE8CF<</5D /D 6F.C7

"'LNK,KJ 组$%'LNK,]J 组$

$'LRP,KJ 组$*'LRP,]J 组$Q'Q.C_FC

图 UN心肌 /KNJ -MKR表达电泳结果

-<DSU!/KNJ -MKRFE8CF<</5D /D 6F.C7

"'LNK,KJ 组$%'LNK,]J 组$

$'LRP,KJ 组$*'LRP,]J 组$Q'Q.C_FC

图 ZN心肌 FKNJ -MKR表达电泳结果

-<DSZ!FKNJ -MKRFE8CF<</5D /D 6F.C7

"'LRP,]J 组$ %'LRP,KJ 组$

$'LNK,]J 组$ *'LNK,KJ 组$ Q'Q.C_FC

表 Z!各组大鼠心肌细胞 FKNJ 与
/KNJ -MKR表达

0:;SZ!O6FFKNJ .D> /KNJ -MKR

FE8CF<</5D 5TC.7/D 6F.C7

组别 cC5B8 FKNJ /KNJ

对照组 LNK,KJ &3(G s&3&$ &3$% s&3&(

高盐组 LNK,]J &3() s&3&% &3$" s&3&(

辣椒辣素组 LRP,KJ &3(G s&3&% &3$$ s&3&'

辣椒辣素高盐组 LRP,]J

&3(% s&3&%

!!

&3*$ s&3&)

!!

注'

!!与 LNK,KJ 比较# Pl&3&"

K57F'

!!

L5-8.CF> ?/76 LNK,KJ# Pl&3&"

GQ[N大鼠心肌细胞凋亡率

荧光显微镜下观察心肌细胞#可见凋亡细胞呈

头小尾大型#每组动物观察 '& 个细胞) 在心肌组织

中#辣椒辣素高盐组凋亡细胞数增高%Pl&3&'& %表

(&)

表 W!各组大鼠心肌细胞凋亡率

0:;SW!M.7F5T.85875</<5TC.7/D 6F.C74F0

组别 cC5B8

细胞数

LF00

DB-1FC

凋亡数

O6FDB-1FC5T

.858757/44F00<

凋亡率%o&

O6FC.7F5T

.85875</<

对照组 LNK,KJ $'& $ &3$* s&3'"

高盐组 LNK,]J $'& * &3** s&3'$

辣椒辣素组 LRP,KJ $'& * &3** s&3'$

辣椒辣素高盐组 LRP,]J $'& #

"3&& s&3)"

!

注'

! 与 LNK,KJ 比较# Pl&3&'

K57F'

!

L5-8.CF> ?/76LNK,KJ# Pl&3&'

TN讨论

盐敏感者在血压正常人群中的检出率为 "'o

p*%o#在高血压人群中#盐敏感性高血压则高达

%Go p)*o

-(.

) 盐敏感性高血压患者表现出心(

脑(肾等重要靶器官损害以及一系列涉及血压调节

的内分泌及生化代谢异常)

给新生大鼠适量的辣椒辣素可选择性和永久

性地破坏 #&o以上的外周无鞘传入神经) 引起感

觉神经受损会使抑制性降低#导致对盐的敏感性增

加#引起钠水排泄的减少引起盐敏感性高血压 -).

)

本实验辣椒辣素高盐组鼠尾收缩压都达到了 "'&

--];以上#符合实验的需求#同时也表明辣椒辣素

处理新生 g/<7.C大鼠后给予高盐饲料能获得较稳

定的高血压模型)

FKNJ 广泛分布于心脏(肾脏及血管内皮细胞#

主要负责基础 KN的合成#调节各种生理功能) 何

燕 -G. 等在自发性高血压大鼠中证明了 FKNJ 可以从

基因和蛋白水平对血压进行调节) 汪培华 -#. 等通

过雄性 J8C.;BF,Z.?0F=大鼠实验说明 FKNJ 基因的

导入有助于血压的降低) 因此#我们也可以推断

FKNJ 基因的缺失或表达量的改变可以使血压升

高) 本研究证明辣椒辣素高盐组大鼠心肌组织

FKNJ -MKR 和 蛋 白 表 达 减 少# 表 明 大 鼠 FKNJ

-MKR和蛋白表达减少参与盐敏感性高血压的

形成)

谭敦勇等 -"&. 运用肾动脉不全结扎方法制备 JZ

大鼠肾血管性高血压模型# 研究结果表明在肾血管

性高血压情况下#/KNJ 具有重要的代偿调节作用#
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血压升高是刺激 /KNJ 表达及活性的重要因素) 高

琳琳等 -"". 的自发性高血压大鼠% J]M& 研究结果提

示 KN生成增加与血压降低密切相关#当血压变化

的时候 /KNJ 的活性也发生变化) 然而以上研究没

有对血压变化时 /KNJ 的蛋白(-MKR表达及活性的

变化情况和 KN含量的变化是否与 /KNJ 的变化相

关#以及它们之间的相互作用在高血压时引起的结

果进行进一步的分析) 本研究结果表明盐敏感性

高血压大鼠在产生高血压后心肌组织 /KNJ 出现

-MKR(蛋白表达量及活性显著升高#同时 KN含量

水平也升高)

单细胞凝胶电泳方法 %彗星试验&是近些年发

展起来的在单细胞水平上检测 ZKR断裂的方法#实

验证 明 可 检 测 含 有 大 量 ZKR 碎 片 的 凋 亡 细

胞 -"%#"$.

) 本实验采用单细胞凝胶电泳方法检测细

胞凋亡#发现在心肌组织中#辣椒辣素高盐组凋亡

细胞数增高%Pl&3&'&) 心肌细胞凋亡是高血压病

发生与发展的重要细胞学基础 -"*.

#].-F7等 -"'. 应

用末端酶标记法% Ò K+U&及 ZKR凝胶电泳技术首

次发现自发性高血压大鼠 % J]M&心肌细胞凋亡的

证据) 江立生 -"(. 研究表明 J]M心肌肥大过程中心

肌细胞存在凋亡与增殖失衡#凋亡是心脏肥大形成

的主要原因和机制之一)

本研究结果表明#FKNJ -MKR和蛋白表达量的

减少可以导致高血压的形成#高血压形成过程中或

形成前存在心肌组织的 /KNJ-MKR和蛋白表达量

升高#从而使 /KNJ 表达量及活性升高导致局部大

量 KN生成#大量 KN在局部作用可能是使心肌细

胞产生凋亡的原因之一#当然#其它的凋亡相关基

因也可能参与心肌细胞的凋亡过程) 关于高血压

情况下#/KNJ 引起局部大量 KN生成的机制#可能

是由于 /KNJ 酶蛋白本身的变化#如蛋白变构或化

学修饰等导致酶活性升高从而产生更多 KN之外#

亦可能包括 /KNJ 蛋白的稳定性增加以及由 /KNJ

-MKR到 /KNJ 蛋白的翻译过程的易 化 等#致 使

/KNJ 酶蛋白分子的增加#这些作用机制还需要做进

一步研究)
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