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摘要 目的：探讨氯沙坦联合螺内酯对预 N-硝基 -L-精氨酸甲酯（N'-nitro-L-arginine-methylesterhydrochloride，L-NAME）诱导高血

压模型大鼠肾脏纤维化及心室重塑的影响。方法：选择 8周龄Wistar大鼠为研究对象，通过给予 0.1 %的 L-NAME饮用水诱导高

血压模型。将大鼠根据随机数字表法分为三组：对照组，诱导组和联合治疗组。通过超声心动图比较室间隔厚度和左心室后壁厚

度。CODATM8无创血压系统监测大鼠心脏功能。通过蛋白印迹分析大鼠肾切片中 I型胶原、III型胶原和 CTGF的蛋白表达。

Masson的三色染色评估肾脏组织胶原含量沉积。通过 RT-PCR分析大鼠心脏肥大标志物和转录因子心房利钠肽（Atrial natri-

uretic peptide，ANP）和脑利钠肽（Brain natriuretic peptide，BNP）的表达。通过免疫组化和免疫比浊法分析大鼠肾小球硬化指数和

白蛋白尿。结果：模型组较对照组大鼠室间隔厚度和左心室后壁厚度、MAP和心脏 /体重比、I型胶原、III型胶原和 CTGF的蛋白

表达、ANP和 BNP的 mRNA表达、肾小球硬化指数和白蛋白尿以及 SMA和 TGF-茁1的蛋白表达均显著增加，FS显著降低（P<0.
05），联合治疗组较模型组室间隔厚度和左心室后壁厚度、MAP和心脏 /体重比、I型胶原、III型胶原和 CTGF的蛋白表达、ANP

和 BNP的 mRNA表达、肾小球硬化指数和白蛋白尿以及 SMA和 TGF-茁1的蛋白表达均显著降低，FS显著增加（P<0.05）。结论：
氯沙坦联合螺内酯可减轻 L-NAME诱导的高血压大鼠模型中心脏重塑和肾脏纤维化的发生。
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Effects of Losartan Combined with Spironolactone on Renal Fibrosis and
Ventricular Remodeling in Hypertensive Rats Induced by N-nitro-L-arginine

Methyl Ester*

To explore the effect of losartan combined with spironolactone on N'-nitro-L-arginine-methylesterhy-

drochloride (L-NAME) induced renal fibrosis and ventricular remodeling in hypertensive rats influences. Eight-week-old Wis-

tar rats were selected as the research object, and the hypertension model was induced by giving 0.1% L-NAME drinking water. The rats

were divided into three groups according to the random number table: the control group, the induction group and the combined treatment

group. The thickness of the interventricular septum and the thickness of the posterior wall of the left ventricle were compared by echocar-

diography. CODATM8 non-invasive blood pressure system monitors rat heart function. The protein expression of type I collagen, type III

collagen and CTGF in rat kidney sections was analyzed by Western blot. Masson's trichromatic staining assesses the deposition of colla-

gen content in kidney tissue. The expressions of rat cardiac hypertrophy markers and transcription factors Atrial natriuretic peptide (ANP)

and Brain natriuretic peptide (BNP) were analyzed by RT-PCR. Analyze rat glomerulosclerosis index and albuminuria by immunohisto-

chemistry and immunoturbidimetry. Compared with the control group, the thickness of the ventricular septum and the thickness

of the posterior wall of the left ventricle, the MAP and heart/weight ratio, the protein expression of type I collagen, type III collagen and

CTGF, the mRNA expression of ANP and BNP, the glomerulosclerosis index and the expression of the model group were compared with

those of the control group. Albuminuria and the protein expression of SMA and TGF-茁1 all increased significantly, while FS was signifi-
cantly reduced (P<0.05); The combined treatment group compared the thickness of the ventricular septum and the thickness of the left

ventricular posterior wall, the MAP and heart/weight ratio, the protein expression of type I collagen, type III collagen and CTGF, the mR-

NA expression of ANP and BNP, the glomerular sclerosis index and the whiteness of the model group. Proteinuria and the protein ex-
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pression of SMA and TGF-茁1 were significantly reduced, while FS increased significantly(P<0.05). Losartan combined with

spironolactone can reduce the occurrence of cardiac remodeling and renal fibrosis in the L-NAME-induced hypertensive rat model.

Losartan; Spironolactone; L-NAME; Hypertension; Heart remodeling; Renal fibrosis

前言

高血压是国家对公共健康日益关注的问题，其特征是起病

快和早期即可造成靶器官损伤[1,2]。相关研究显示：对高血压的

不良控制极大地增加了心血管疾病的负担以及相关的发病率

和死亡率[3]。研究表明，收缩压每降低 10 滋mmHg，就会有助于
使心脑血管风险降低[4]。高血压是世界范围内的常见疾病，也是

病理性心血管疾病的重要危险因素[5,6]。慢性高血压可导致左心

室肥大，纤维化，甚至可能损害目标器官，例如心脏、血管和肾

脏 [7,8]。L-NAME 是一氧化氮合酶活性的抑制剂，长期服用

L-NAME会导致 NO普遍减少，从而导致内皮功能障碍，这在

高血压的早期阶段就可以观察到[9-11]。L-NAME诱发的高血压

与激活的交感神经和广泛的血管收缩有关，其 ANP和 BNP的

表达增加[12,13]。此外，高血压会导致心肌与肾脏纤维化，这是其

肥大的特征，纤维化被认为是驻留纤维细胞分泌的胶原蛋白过

多积聚所致[14,15]。在临床上，目前尚无有效的方法来治疗心脏纤

维化。因此，需要寻找针对高血压，心脏肥大和纤维化并发症的

治疗方法。研究表明，由动脉高压引起的心肌纤维化会改变心

肌的结构和功能。其心肌纤维化的特征是 I型和 III型胶原的

病理性堆积[16]。此次研究，我们使用了醛固酮拮抗剂（螺内酯）

和血管紧张素 II拮抗剂（氯沙坦）以观察并阐明在 L-NAME大

鼠发生的心肌重塑和肾脏纤维化中的作用机制。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验大鼠 8周龄左右 Wistar大鼠，200± 20 g，室温

24℃，自然光照明。动物可自由使用大鼠食物和自来水。高血

压大鼠模型给予 0.1 %的 L-NAME饮用水，诱导期为 8周。

1.1.2 实验分组 将所有实验大鼠分为三组：对照组（给予

0.9% NaCl的生理盐水作为对照实验，n=8），诱导组（饮用水中

添加 0.1 %的 L-NAME诱导大鼠诱发高血压，n=8），联合治疗

组（在诱导组大鼠的基础上，通过日常管饲法给大鼠螺内酯

1 mg/kg和氯沙坦 20 mg/kg的药物处理，n=8）。

1.2 实验方法

1.2.1 超声心动图检查 在轻度异戊烷麻醉下对大鼠进行经

胸超声心动图检查。从短轴 B型超声心动图，我们确定了左心

室壁厚度。除壁厚外，还以舒张期（LVIDd）和收缩期（LVIDs）确

定左心室内腔直径。所有结果均为三个测量值的中位数，并计

算得出左心室缩短分数（FS）。

1.2.2 血压测量 使用无创尾巴容积描记法对大鼠的血压进

行测量。上午 8 点测量收缩压（SBP），舒张压（DBP）和心率

（HR）。SBP≥ 200 mmHg和 DBP≥ 160 mmHg的大鼠被认为是

高血压。平均动脉压（MAP）= 舒张压（DBP）+1/3 脉压差

（SBP-DBP），在此期间结束时，检测并定量测定的心脏重量 /

体重比（HW / BW）。

1.2.3 蛋白印迹分析 用 4-12%SDS-PAGE 凝胶在 4 ℃、200

V、35 min条件下分离总外体蛋白。在 4℃、200 mA条件下将

蛋白质转移到 PVDF膜上 2 h，在 TBST缓冲液中用 5 %脱脂

牛奶封闭 1 h。将 I型胶原、III型胶原和 CTGF的稀释一级抗体

在 4℃下过夜，与二级抗体孵育。用 ECL化学发光底物检测抗

体结合，并在 ImageQuant LAS 500上成像。

1.2.4 肾小球功能检测 将大鼠置于代谢笼中，并在基线时收

集 24小时尿液样本。收集后，在进行醛固酮的放射免疫测定之

前，将尿液储存在 208℃。尿白蛋白通过免疫比浊法（BN-2分

析仪）测量。两个肾脏都固定在 4%福尔马林中，并包埋在石蜡

中。准备检查整个肾脏的中央横截面，包括皮质和髓质。在 4毫

米厚的切片中测量肾小球硬化指数（GSI）和肾小管萎缩，并用

高碘酸 -希夫（Schiff）法染色。肾病理学家以盲法使用累积的

半结肠镜检查法计算了浅表和近肾小球肾小球和肾小管萎缩

整个间质区域的 GSI。

1.2.5 聚合酶链反应 用酸性硫氰酸胍 /苯酚 /氯仿提取方法

从每个左心室的 100 mg冷冻组织中分离总 RNA。23个 mR-

NA（1 滋g）用 oligo（dT）和 MMLV 逆转录酶（BRL）反转录为

cDNA。最终体积为 20 滋L。用大鼠 ANP、BNP，SMA和 TGF-茁1
以及 GAPDH扩增 2 滋L逆转录产物。所有 PCR均以 25 滋L的
体积进行。混合物包含 10 mmol/L dNTP，1× PCR缓冲液（10

mmol/L Tris-HCl，pH 8.3、50 mmol/L KCl，40%二甲基亚砜，

0.001%明胶，0.75 mmol/L MgCl2，将每个样品在 DNA热循环

仪（Perkin-Elmer Cetus）中孵育 25个循环，每个循环在 94℃下

进行 2分钟；通过 3%琼脂糖凝胶电泳分析 PCR片段，并通过

溴化乙锭染色可视化。

1.3 统计分析

结果表示为平均值± SEM。用一因素和两因素方差分析进

行统计分析，Bonferroni / Dunn检验以比较多个组。通过最小二

乘法获得相关系数。使用 statview 4.0软件分析数据。当 P<0.05
时，建立了统计学显著性。

2 结果

2.1 超声心动图分析

模型组较对照组大鼠室间隔厚度和左心室后壁厚度增加

（P<0.05），联合治疗组较模型组厚度降低（P<0.05）。（表 1）。

2.2 心脏功能检测

模型组较对照组大鼠 MAP和心脏 /体重比升高，FS降低

（P<0.05），联合治疗组较模型组 MAP 和心脏 / 体重比降低

（P<0.05），FS升高（P<0.05）。（表 2）。

2.3 蛋白印迹分析纤维化因子

模型组较对照组大鼠 I型胶原、III型胶原和 CTGF的蛋白

表达升高（P<0.05），联合治疗组较模型组降低（P<0.05）。（表 3）。
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Note: Compared with the control group, *P＜0.05; Compared with the model group, #P＜0.05.

Note: Compared with the control group, *P＜0.05; Compared with the model group, #P＜0.05.

2.4 RT-PCR分析大鼠心脏肥大标志物和转录因子 ANP、BNP

的表达

模型组较对照组大鼠 ANP 和 BNP 的 mRNA 表达升高

（P<0.05），联合治疗组较模型组 ANP和 BNP的 mRNA降低

（P<0.05）。（表 4）。

表 1 大鼠心室重塑分析（x± s）
Table 1 Analysis of ventricular remodeling in rats（x± s）

Groups Interventricular septal thickness（mm） Left ventricular posterior wall thickness（mm）

Control group 0.68± 0.14 0.59± 0.12

Model group 0.95± 0.18* 0.93± 0.17*

Combined treatment group 0.73± 0.15# 0.66± 0.14#

F 9.382 11.625

P 0.016 0.035

表 2 大鼠心脏功能分析（x± s）
Table 2 Cardiac Function Analysis of Rats（x± s）

Groups MAP（mmHg） FS（%） Heart/weight ratio（g/Kg）

Control group 129.46± 5.26 32.16± 4.79 3.63± 0.46

Model group 145.73± 6.44* 26.53± 2.84* 4.29± 0.68*

Combined treatment group 133.28± 4.18# 33.29± 5.01# 4.05± 0.33#

F 13.825 11.074 9.638

P 0.003 0.026 0.034

Note: Compared with the control group, *P＜0.05; Compared with the model group, #P＜0.05.

表 3 蛋白印迹分析纤维化因子（x± s）
Table 3 Fibrosis Factor Analysis byWestern blotting（x± s）

Groups Collagen I Collagen III CTGF

Control group 1.16± 0.08 1.09± 0.07 1.15± 0.08

Model group 2.24± 0.35* 2.15± 0.24* 1.95± 0.21*

Combined treatment group 1.37± 0.14# 1.18± 0.12# 1.21± 0.10#

F 11.473 9.026 13.644

P 0.013 0.025 0.006

Note: Compared with the control group, *P＜0.05; Compared with the model group, #P＜0.05.

表 4 RT-PCR分析大鼠心脏肥大标志物和转录因子 ANP、BNP的表达（x± s）
Table 4 RT-PCR Analysis of ANP, BNP expression of cardiac hypertrophy markers and transcription factors in rats（x± s）

2.5 大鼠肾小球结构功能检测

模型组较对照组大鼠肾小球硬化指数和白蛋白尿升高

（P<0.05），联合治疗组较模型组降低（P<0.05）。（表 5）。

2.6 蛋白印迹分析促纤维化因子的蛋白表达

模型组较对照组大鼠 SMA 和 TGF-茁1 的蛋白表达升高
（P<0.05），联合治疗组较模型组降低（P<0.05）。（表 6）。

Groups ANP BNP

Control group 1.18± 0.13 1.07± 0.15

Model group 2.36± 0.26* 1.98± 0.24*

Combined treatment group 1.26± 0.15# 1.18± 0.12#

F 13.528 11.043

P 0.014 0.022
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3 讨论

高血压引起的实验性左心室超负荷与心肌细胞表型的定

量和定性变化有关，在高血压中，左心室肥大也与间质空间和

冠状动脉周围的纤维化变化有关[17,18]。这种间质激活的主要结

果是纤维化，而间质纤维化是导致心脏病和肾病的主要原因之

一[19]。纤维化是由细胞外基质（主要由 I型和 III型胶原蛋白组

成）的合成和降解之间的失衡导致的，合成这些胶原的细胞是

间质和冠状周成纤维细胞[20,21]。导致成纤维细胞合成和积累胶

原的病理生理状况可以与激活心肌细胞肥大的病理生理状况

分离 [22]。纤维化可以在肥大的左心室和发生病变的肾脏中发

现。已经证明，使用一种特定的醛固酮受体拮抗剂治疗可阻止

大鼠中胶原蛋白密度的增加[23]。心脏成纤维细胞被认为是负责

在心脏细胞外基质内产生和沉积纤维状胶原蛋白的主要成分，

主要是 I型和 III型胶原蛋白[24]。调节成纤维细胞胶原蛋白合成

的因素仍存在争议。据推测，激素（醛固酮，Ang II）和 /或血液

动力学（心室超负荷，冠状动脉灌注压高）因素可直接或间接介

导成纤维细胞 "激活 "[25,26]。基质的积累似乎始于冠状动脉的外

膜（冠状动脉纤维化），并延伸至相邻的肌间质网络（间质纤维

化）。冠状动脉和间质纤维化与心肌僵硬异常有关，与间质和冠

状动脉纤维化同时，替代性纤维化在心肌细胞坏死后开始，诱

发慢性高血压的舒张和收缩功能障碍[27,28]。

本研究观察到诱导组大鼠的肾小球功能和心脏功能恶化，

而联合治疗后的高血压大鼠相关功能达到对照组大鼠水平，表

明：氯沙坦联合螺内酯可改善 L-NAME诱导的高血压大鼠舒

张末期容积，左心室重量和左心室收缩力。在一些高血压动物

模型中，已证明肾小球通透性依赖于血管紧张素 II[29,30]，结合本

研究结果可知：L-NAME给药可升高血压，诱导心脏重塑，室壁

增厚，肾脏纤维化，氯沙坦联合螺内酯可有效降低血压升高并

抑制心脏重塑和纤维化，药物的有益作用可解释是有助于血管

紧张素 II受体或血管紧张素 II转换酶的下调，它们是肾素 -血

管紧张素 -醛固酮系统的组成部分。

另外，本研究证明了模型组较对照组大鼠 I型胶原、III型

胶原和 CTGF的蛋白表达升高，而联合治疗组较模型组降低，

因此可有效减轻预先建立的高血压大鼠的心肌和肾脏的纤维

化，其抗纤维化作用是由于 ECM蛋白（例如 I型胶原，III型胶

原和 CTGF）的下调。Masson的三色染色表明，L-NAME的使

用可持续诱导胶原蛋白的积累，与对照组比较，心脏的纤维化

在诱导组的血管周围区域和间质心肌中特别明显，联合治疗可

抑制胶原蛋白沉积的增加。此外，氯沙坦联合螺内酯还降低了

L-NAME 诱导的 TGF-b1 和 SMA，它是成纤维细胞增殖和

ECM积累的细胞因子和介质。本次实验证明了氯沙坦联合螺

内酯治疗减弱了由超声心动图确定的左室重塑，并可缓解左室

间隔和后壁增厚。

综上所述，我们的研究结果表明，氯沙坦联合螺内酯可减

轻 L-NAME诱导的高血压大鼠模型中心脏重塑和肾脏纤维化

的发生，因此，氯沙坦和螺内酯可以为治疗纤维化或高血压的

心血管疾病提供一种新颖的具确切疗效的治疗方法。
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