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  [摘 要] 目的 探讨沙库巴曲缬沙坦对自发性高血压大鼠(SHR)心肌钠钙交换体(NCX)的影响。
方法 将16只雄性SPF级SHR随机分为对照组与观察组,每组8只,另将8只SFP级雄性 Wistar健康大鼠

作为正常组。观察组给予沙库巴曲缬沙坦治疗,对照组、正常组均给予等容积生理盐水。比较各组大鼠左心室

短轴收缩率(LVFS)、收缩末期室间隔厚度(IVSs)、心脏重量指数、心肌NCX蛋白表达水平,以及病理学染色情

况。结果 干预前,对照组、观察组大鼠IVSs高于正常组,而LVFS低于正常组,差异有统计学意义(P<
0.05)。干预前,对照组与观察组大鼠IVSs、LVFS比较,差异无统计学意义(P>0.05)。干预后,3组大鼠

IVSs、LVFS两两比较,差异有统计学意义(P<0.05)。观察组大鼠干预后IVSs低于干预前,差异有统计学意

义(P<0.05)。对照组大鼠心脏重量指数[(4.25±0.35)mg/g)]明显高于正常组心脏重量指数[(3.32±0.25)

mg/g],而观察组大鼠心脏重量指数[(3.66±0.25)mg/g]明显低于对照组心脏重量指数,差异有统计学意义

(P<0.05)。对照组大鼠蓝色区域明显增多,胶原纤维沉积为(12.42±0.66)%,显著高于正常组的(3.28±
0.26)%,差异有统计学意义(P<0.05)。观察组大鼠蓝色区域显著减少,胶原纤维沉积为(5.17±0.58)%,显

著小于对照组的(12.42±0.66)%,差异有统计学意义(P<0.05)。对照组、观察组、正常组大鼠心肌NCX蛋

白相对表达水平分别为(0.96±0.14)、(0.77±0.16)、(0.56±0.13),3组两两比较,差异有统计学意义(P<
0.05)。结论 沙库巴曲缬沙坦可抑制SHR心室重构,降低胶原纤维沉积,其作用机制可能与其下调NCX有关。
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

sacubitril
 

valsartan
 

on
 

myocardial
 

sodium-calcium
 

ex-
changer(NCX)

 

in
 

spontaneously
 

hypertensive
 

rats
 

(SHR).Methods A
 

total
 

of
 

16
 

male
 

specific
 

pathogen
 

free
(SPF)

 

SHRs
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

observation
 

group,with
 

8
 

in
 

each
 

group
 

and
 

8
 

healthy
 

male
 

SPF
 

Wistar
 

rats
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

normal
 

group.The
 

observation
 

group
 

was
 

treated
 

with
 

sacubitril
 

valsartan,and
 

the
 

control
 

group
 

and
 

normal
 

group
 

were
 

treated
 

with
 

equal
 

volume
 

of
 

normal
 

saline.The
 

left
 

ventricular
 

short
 

axis
 

systolic
 

rate(LVFS),end
 

systolic
 

interventricular
 

septal
 

thickness
(IVSs),heart

 

weight
 

index,myocardial
 

NCX
 

protein
 

expression
 

level
 

and
 

pathological
 

staining
 

were
 

compared
 

among
 

all
 

groups.Results Before
 

intervention,the
 

IVSs
 

in
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

observation
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

normal
 

group,while
 

the
 

LVFS
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

normal
 

group,the
 

differences
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were
 

statistically
 

significant(P<0.05).Before
 

intervention,there
 

were
 

no
 

significant
 

differences
 

in
 

IVSs
 

and
 

LVFS
 

between
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

observation
 

group(P>0.05).After
 

the
 

intervention,the
 

IVSs
 

and
 

LVFS
 

in
 

the
 

three
 

groups
 

were
 

compared,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant(P<0.05).The
 

IVSs
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

after
 

intervention
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

before
 

intervention,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant(P<0.05).The
 

heart
 

weight
 

index
 

of
 

the
 

control
 

group
 

[(4.25±0.35)mg/g]
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

normal
 

group
 

[(3.32±0.25)mg/g],while
 

the
 

observation
 

group
 

[(3.66±0.25)mg/g]
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group,with
 

statistical
 

significance(P<
0.05).The

 

blue
 

area
 

in
 

the
 

control
 

group
 

was
 

significantly
 

increased,and
 

the
 

collagen
 

fiber
 

deposition
 

was
 

(12.42±0.66)%,which
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

(3.28±0.26)%
 

in
 

the
 

normal
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant(P<0.05).The
 

blue
 

area
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

was
 

significantly
 

reduced,and
 

the
 

collagen
 

fiber
 

deposition
 

was
 

(5.17±0.58)%,which
 

was
 

significantly
 

less
 

than
 

(12.42±0.66)%
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant(P<0.05).The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

myo-
cardial

 

NCX
 

protein
 

in
 

the
 

control
 

group,the
 

observation
 

group
 

and
 

the
 

normal
 

group
 

were
 

(0.96±0.14),
(0.77±0.16),(0.56±0.13),respectively,and

 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

between
 

the
 

three
 

groups(P<0.05).Conclusion Sacubitril
 

valsartan
 

can
 

inhibit
 

ventricular
 

remodeling
 

and
 

reduce
 

collagen
 

fi-
ber

 

deposition
 

in
 

SHR,and
 

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

down-regulation
 

of
 

NCX.
[Key

 

words] Spontaneous
 

hypertension; Sacubitril
 

valsartan; Sodium-alcium
 

exchanger; Ventricu-
lar

 

remodeling; Rats

  高血压引起的左心室肥厚是心血管疾病中一个

独立的危险因素,会导致心肌组织缺氧和缺血,最终

导致心力衰竭。此外,电生理紊乱也可能引起各种恶

性心律失常,进一步增加不良事件发生率[1]。沙库巴

曲缬沙坦是由血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂缬沙坦和脑

啡肽酶抑制剂沙库巴曲复合而成的一种抗心力衰竭

药物,可显著降低心力衰竭患者住院率[2]。有临床试

验研究显示,沙库巴曲缬沙坦既可以控制血压又可以

预防高血压导致的靶器官(心脏、血管、肾脏等)损害,
因此沙库巴曲缬沙坦有望成为高血压左心室肥厚患

者获益最大的药物[3-4]。然而,沙库巴曲缬沙坦抑制

心肌重塑的作用机制尚不清楚。本研究探讨了沙库

巴曲缬沙坦对自发性高血压大鼠(SHR)心肌钠钙交

换体(NCX)的影响,进一步了解沙库巴曲缬沙坦抑制

心室重构的可能机制。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 24只大鼠均购自北京维通利华实

验动物技术有限公司,动物使用许可证号为SYXK
(宁)2020-0001,其中16只为SFP级雄性自发性高血

压大鼠(SHR),8只为SFP级雄性 Wistar健康大鼠。
将SFP级雄性 SHR 分为对照组(8只)与观察组

(8只),将SFP级雄性 Wistar健康大鼠作为正常组。
本研究获得医院医学伦理委员会批准(KYLL-2022-
0831)。
1.1.2 药品与试剂 沙库巴曲缬沙坦钠片(规格:
100毫 克/片)购 自 北 京 诺 华 制 药 有 限 公 司,NCX
(100

 

μL)购自美国ABCM 公司,BCA蛋白定量试剂

盒、全蛋白提取试剂盒、配胶试剂盒及电化学发光检

测试剂盒均购自江苏凯基生物技术有限公司。
1.2 方法 观察组大鼠给予沙库巴曲缬沙坦钠片治

疗,剂量为65
 

mg/(kg·d),对照组、正常组大鼠均给

予等容积生理盐水,每天灌胃给药1次,灌胃4周。
大鼠饲养环境:饲料喂养,室内温度(23±2)℃,自由

饮水。大鼠末次给药后,异氟烷吸入麻醉,取仰卧位

固定,用 二 维 超 声 检 测 大 鼠 左 心 室 短 轴 收 缩 率

(LVFS)、收缩末期室间隔厚度(IVSs)。用异氟烷麻

醉后立即称量大鼠体重(BW),仰卧位固定大鼠四肢,
迅速打开大鼠胸腔将心脏暴露在可见范围内,剪开心

脏右心耳,用4
 

℃生理盐水冲洗心脏中残留的液体,
取出心脏。然后,用滤纸吸除心脏表面的液体后精密

称量全心重量(HW),计算心脏重量指数(HW/BW),
将其作为判断心肌肥厚的指标。

使用滤纸吸去大鼠心脏表面液体后,将心脏置于

4%多聚甲醛溶液中固定,固定24
 

h后进行石蜡包埋、
脱蜡,最终切片(厚度6

 

μm)。Mosson染色步骤包

括:进行 Weigert铁苏木精染色(5
 

min),然后稍微冲

洗流水;使用1%盐酸乙醇进行分化,冲洗3
 

min后采

用红酸性品红染液染色10
 

min,然后略微冲洗流水;
紧接着处理磷钼酸溶液约1

 

min,随后使用苯胺蓝染

液对比染色6
 

min;采用1%冰醋酸处理1
 

min,使用

95%乙醇进行脱水数次;使用无水乙醇进行脱水,随
后用二甲苯进行透明处理,最后使用中性树胶进行

封固。
取冷冻冰箱中保存的SHR心肌组织,加入RIPA

裂解缓冲液提取总蛋白,并用BCA法检测蛋白水平。
将蛋白煮沸变性后,取40

 

μg蛋白样品用10%十二烷

基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离,用240
 

mA电流
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将蛋白转移到聚偏氟乙烯(PVDF)膜上,常温下用

5%脱脂奶粉封闭PVDF膜2
 

h。加入兔抗大鼠一抗

稀释液(1∶1
 

000),4
 

℃过夜孵育,次日用磷酸盐缓冲

液清洗3次。加入二抗稀释液(1∶5
 

000)孵育2
 

h,发
光显影后,以甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)为内参,
用Image-J软件测定各条带的灰度值,进行半定量

分析。
1.3 统计学处理 采用SPSS20.0软件进行统计学

分析,计量资料以x±s表示,多组间比较采用方差分

析,组间比较采用LSD-t检验,组内比较采用配对t
检验。P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 3组大鼠LVFS、IVSs比较 干预前,对照组、
观察组大鼠IVSs高于正常组,而LVFS低于正常组,
差异有统计学意义(P<0.05)。干预前,对照组与观

察组大鼠IVSs、LVFS比较,差异无统计学意义(P>
0.05)。干预后,3组大鼠IVSs、LVFS两两比较,差
异有统计学意义(P<0.05)。观察组大鼠干预后

IVSs低于干预前,差异有统计学意义(P<0.05)。对

照组、正常组大鼠干预后IVSs高于干预前,差异无统

计学意义(P>0.05)。观察组大鼠干预后LVFS高

于干预前,对照组、正常组大鼠LVFS低于干预前,差
异无统计学意义(P>0.05)。见表1。
2.2 3组大鼠心脏重量指数比较 对照组大鼠心脏

重量指数[(4.25±0.35)mg/g)]明显高于正常组心

脏重量指数[(3.32±0.25)mg/g],而观察组大鼠心

脏重量指数[(3.66±0.25)mg/g]明显低于对照组心

脏重量指数,差异有统计学意义(P<0.05)。
2.3 3组大鼠病理学染色染色情况 对照组大鼠蓝

色区域明显增多,胶原纤维沉积为(12.42±0.66)%,
显著高于正常组的(3.28±0.26)%,差异有统计学意

义(P<0.05)。观察组大鼠蓝色区域显著减少,胶原

纤维沉 积 为(5.17±0.58)%,显 著 小 于 对 照 组 的

(12.42±0.66)%,差异有统计学意义(P<0.05)。见

图1。

表1  3组大鼠LVFS、IVSs比较(x±s)

组别 n
IVSs(mm)

干预前 干预后

LVFS(%)

干预前 干预后

正常组 8 1.94±0.12 1.97±0.15 39.52±3.18 39.15±2.55

对照组 8 3.18±0.16a 3.29±0.16a 30.26±3.22a 27.76±2.32a

观察组 8 3.19±0.15a 2.74±0.19abc 30.03±3.28a 32.98±3.06ab

F - 152.60 91.98 16.90 26.01

P - <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:-表示无此项;与正常组比较,aP<0.05;与对照组比较,bP<0.05;与同组干预前比较,cP<0.05。

  注:心肌组织胶原沉积为红染,沉积胶原纤维为蓝染。

图1  3组大鼠心肌组织 Mosson染色情况(400×)

2.4 3组大鼠心肌NCX蛋白相对表达水平比较 对

照组、观察组、正常组大鼠心肌NCX蛋白相对表达水

平分别为(0.96±0.14)、(0.77±0.16)、(0.56±
0.13),3组两两比较,差异有统计学意义(P<0.05)。
见图2。

图2  3组大鼠心肌NCX蛋白表达情况

3 讨  论

  左心室肥厚(LVH)是由高血压引起的靶器官受

损的一个典型表现,其是由于心脏质量增加、胶原纤

维增生和心脏体积增大所致。长期高血压会导致

LVH,并最终导致心室重构[5]。LVH 是各种心脏疾

病的重要预测因子,而减轻LVH与改善心脏疾病预

后密切相关[6-7]。SHR的病理生理变化与人类原发性

高血压病的发展过程类似。有研究表明,SHR大约

在2个月大时开始出现自发性高血压,而在3个月大

时逐渐出现LVH症状[8]。沙库巴曲缬沙坦具有双重
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作用:(1)可以阻断肾素-血管紧张素-醛固酮系统,从
而改善心室重塑;(2)可以抑制脑啡肽酶的降解,增强

利钠肽系统的作用。因此,沙库巴曲缬沙坦在降低血

压、抗心肌纤维化及减轻心肌肥厚方面发挥着重要作

用[9-11]。本研究对SHR通过灌胃给予沙库巴曲缬沙

坦干预后发现,SHR心脏重量指数、IVSs降低,LVFS
增加,且病理染色结果显示心肌组织间胶原纤维沉积

明显得到改善,提示沙库巴曲缬沙坦具有保护心肌的

作用,但是其保护心肌的机制尚不清楚。
NCX是存在于心肌细胞膜上的一种双向转运

体,其在超压力负荷下可将钙离子由心肌细胞外转运

至心肌细胞内,导致心肌细胞内钙离子水平升高。高

水平钙离子会促进心肌细胞凋亡,说明 NCX在心肌

细胞内的功能异常可能导致心力衰竭的发展[12-13]。
既往在心力衰竭动物模型中的研究显示,神经调节蛋

白可以抑制 NCX1的增加[14]。SEA0400和 ORM-
11035被证实是有效的NCX慢性抑制剂,其可以帮助

维持心肌细胞内钙离子的稳定状态,并通过改善心脏

的舒张功能抑制心室重构。这些药物的应用有助于

提高心脏的整体功能,并预防心室重构。因此,该方

式可能成为治疗心脏疾病的一种有效策略[15-16]。本

研究结果显示,采用沙库巴曲缬沙坦干预后,SHR心

肌NCX蛋白相对表达水平明显降低,提示沙库巴曲

缬沙坦可能通过下调 NCX,以维持细胞内钙离子稳

态,从而通过抑制心室重构来保护心脏。
综上所述,沙库巴曲缬沙坦可抑制SHR心室重

构,降低胶原纤维沉积,其作用机制可能与其下调

NCX有关。
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