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拉西地平对内质网应激导致左室重塑的保护作用 *
胡中伟 赵连友△ 郑强荪 刘沙沙 丁 璐 尚福军 艾永飞

（第四军医大学唐都医院心血管内科 陕西西安 710038）

摘要 目的：研究在高温高湿应激状态下拉西地平对葡萄糖调节蛋白（glucose-regulated protein 78,GRP78）和 C/EBP环磷酸腺苷反
应元件结合转录因子同源蛋白（C/EBP-homologous protein，CHOP）在大鼠心肌中表达及对心室重塑的影响。方法：将 30只雄性
Sprague-Dawly（SD）大鼠随机分为对照组、高温高湿组、拉西地平干预组，每组 10只。喂养 6周后颈动脉插管测定平均动脉压及
心率。B超检测左室形态结构。免疫组化法检测大鼠心肌 GRP78及 CHOP蛋白及表达水平。结果：高温高湿组的大鼠平均动脉
压（MBP）、隔厚度（IVST）、左室后壁厚度（LPWT）、左室重量指数（LVWI），GRP78及 CHOP蛋白表达水平与对照组相比均有显著
升高（p<0.01），拉西地平干预组能显著降低大鼠平均动脉压（MBP）、室间隔厚度（IVST）、左室重量指数（LVWI），GRP78及 CHOP
蛋白的表达水平（p<0.05）。结论：内质网应激可能参与了高温高湿诱导的左室重构；拉西地平可能通过降低 GRP78及 CHOP的表
达干预了 ERS介导的心肌肥厚通路，从而改善心脏功能。
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Protective effects of Lacidipine against left ventricular remodeling caused
by endoplasmic reticulum stress in rats*
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ABSTRACT Objective: To investigate the influence of Lacidipine on the expression of glucose-regulated protein 78 (GRP78) and
C/EBP-homologous protein (CHOP) in rat cardiomyocytes and the effects of it against left ventricular remodeling under the high temper
ature and humidity conditions. Methods: 30 male SD rats were randomly divided into control group, high temperature and humidity
group and high temperature and humidity + Lacidipine group (0.5 mg·kg-1·d-1 per gavage, n=10). 6 weeks later, the MBP and HR were
measured through carotid artery incubation, and the morphology of left ventricular was monitored by B- Ultrasound. The expression of
GRP78 and CHOP in rat cardiomyocyte were examined by immunohistochemistry. Results: The (mean arterial pressure) MBP, (inter
ventricular steptal thickness)IVST,( Left ventricular thick wall thickness)LPWT, (Left entricular mass index)LVWI, as well as the expres-
sion of GRP78 and CHOP in cardiomyocyte were remarkably increased in high temperature and humidity group when compared with
control group (P<0.01). While Lacidipine could significantly decrease MBP, IVST, PWT, LVWI of the rats and down-regulate the
expressions of GRP78 and CHOP in cardiomyocyte (P<0.05). Conclusion: The endoplasmic reticulum stress may be involved in the left
ventricular remodeling caused by high temperature and humidity. Lacidipine may exerts an protective effect on heart by inhibiting the
endoplasmic retieulum stress via down-regulating the expression of GRP78 and CHOP.
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前言

内质网稳态的破坏将导致大量错误或者未折叠蛋白质在
内质网中的聚集，通过相应的信号通路，引起一系列的细胞反
应，即内质网应激（endoplasmic reticulum stress，ERS）。近来研
究表明，ERS是由于某种原因而导致细胞内质网内稳态的失
衡，并引起生理功能发生紊乱的一种亚细胞器上的病理过程[1]。

大量的研究表明，ERS在冠心病、糖尿病等疾病的发生过程中
起重要作用。文献报道[2-3]高温高湿应激对机体的损伤效应广
泛，可造成机体血压升高及多脏器损伤，严重损害生命安全，但
其确切机制目前尚不十分清楚。

拉西地平（Lacidipine）是一种新型的二氢吡啶类钙离子拮
抗剂，其在平稳降压的同时可有效的保护靶器官[4]是一种具有
广阔发展前景的降压药物。对于拉西地平在应激状态下能够发
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2.2 高温高湿应激对大鼠室间隔厚度（IVST）、左室后壁厚度
（LPWT）及左室重量指数（LVWI）的影响

高温高湿应激 6周后，高温高湿组和拉西地平干预组与对

照组比较，IVST及 PWT均有差异，其中高温高湿组差异更显
著（p<0.01）。高温高湿组与拉西地平干预组比较拉西地平干预
组的 IVST及 PWT均低于高温高湿组有统计学差异（p<0.05）。

挥的作用及其可能的机制，一直未有文献报道。本研究通过建
造大鼠高温高湿应激模型，观察拉西地平对左室重塑心肌肥厚
的影响，并通过观察 ERS 相关因子葡萄糖调节蛋白 78
（GRP78）和 C/EBP环磷酸腺苷反应元件结合转录因子同源蛋
白（CHOP）在大鼠心肌中表达水平的变化来探论其可能机制。
为拉西地平的临床应用提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 材料
成年雄性 SD大鼠 30只，鼠龄 8-10周，体质量 180-220g

(第四军医大学动物实验中心提供)。兔抗大鼠 GRP78抗体（美
国 Bioword 公司）；碱性磷酸酶（AP）标记的羊抗兔 IgG(美国
Santacurz公司)；浓缩型二氨联苯胺（DAB）试剂盒（北京中杉金
桥生物试剂公司）；Bx41型光学显微镜（日本奥林巴斯株式会
社）；DP71型显微摄像系统（日本奥林巴斯株式会社）；图像分
析软件（Image Pro plus 6.0美国 Media Cybernetics公司）；仿真
模拟气候舱（宁波江南仪器厂）；HP Sonos 2500超声仪（第四军
医大学西京医院超声科提供）；RM-6280型多道智能生理记录
及分析处理系统（成都仪器厂）。
1.2 方法
1.2.1 大鼠高温高湿模型的建立及分组 将 30只 SD雄性大鼠
饲养一周后随机分为对照组、高温高湿组及高温高湿 +拉西地
平干预组。空白对照组饲养在 12h白昼（7AM-7PM），12h黑夜，
干球温度（24±1）℃和湿度（45±5）%环境中，不给予任何刺
激；高温高湿组平时饲养环境与空白对照组相同，但每天暴露
于干球温度（37±1）℃、相对温度（75±5）%范围内的仿真模拟
气候舱中（第四军医大学航空航天医学系提供），刺激 4小时；
高温高湿 +拉西地平干预组条件同高温高湿组，于每日 8时
-10时给予拉西地平 0.5mg/Kg/d灌胃。对照组及高温高湿组给
予生理盐水灌胃。三组大鼠实验时间为 6周。
1.2.2 大鼠平均动脉压（MAP）及心率(次 /分)的测量 在第 6w，
用颈动脉插管法测量各大组大鼠的血压值。测压前先称大鼠体
重，然后以 1%戊巴比妥钠 0.4ml/100g腹腔注射麻醉大鼠，仰卧
位固定于鼠台后，颈部剪毛，从外上到内下斜行切开 1-1.5cm，
分离出右侧颈总动脉，结扎颈总动脉远端，在动脉管壁上向心

做“V”型切口，插入内充 1%肝素生理盐水的测压导管到升主
动脉，稳定 20分钟后用多道生理记录仪描记心率，动脉收缩压
（SBP），舒张压（DBP）和平均动脉压（MBP）MBP=[DBP+1/3
（SBP-DBP）]。
1.2.3 室间隔厚度及左室后壁厚度的测定 对大鼠以 1%戊巴比
妥钠 0.4ml/100g腹腔注射麻醉，左前胸脱毛，仰卧位固定于鼠
台后，频率为 7.5MHz的探头置于大鼠胸骨左侧，取左心室长
轴切面，分别测量左心室舒张末期左室，测量指标均取 6个心
动周期的平均值做为结果。超声测量依据美国超声学会制定的
标准。
1.2.4 左室重量指数（LVWI）的测定 将大鼠平均动脉压测完
成后，迅速开胸取出心脏，预冷 PBS缓冲液洗涤数次，剪去周
围大血管，滤纸吸干，称全心质量（BW）。之后沿房室交界处剪
去心房及右室游离壁，保留左心室和室间隔，滤纸吸干后称重
（LVW）。计算左室重量指数（LVWI=LVW/BW，单位 g/Kg）。将
称重后的左心室，放入冷冻管中立即投入液氮中，用于免疫组
化标本。
1.2.5 心肌组织中 GRP78及 CHOP表达的免疫组化染色检测
切片常规脱蜡至水。微波修复抗原，分别加入 1：100稀释的兔
抗大鼠 GRP78抗体及 1:100稀释的兔抗大鼠 CHOP抗体后,放
入 4℃湿盒过夜。PBS冲洗后分别加入羊抗兔 IgG-辣根过氧化
酶，作用 30 min。DAB显色，复染后封片。
1.3 统计学处理

统计学处理所有数据均以均数±标准差 (x±s) 表示，以
SPSS13.0软件包进行统计学处理。多组均数间比较用单因素方
差分析 (ANOVA),2组均数间比较采用 LSD-t检验。检验水准
α=0.05，p<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 高温高湿应激对大鼠MBP及心率的影响
高温高湿应激 6周后，高温高湿组和拉西地平干预组的

MBP与对照组比较有差异，其中高温高湿组差异非常显著
（p<0.01）；高温高湿组与拉西地平干预组比较拉西地平干预组
的MBP低于高温高湿组，有统计学差异（p<0.05）。高温高湿组
和拉西地平干预组的心率与对照组比较无统计学差异，见表1。

表 1 高温高湿应激对大鼠MBP及心率的影响 （n=10, x±s）
Table.1 High temperature humidity stress on rat MBP and heart rate influence （n=10, x±s）

组 别 MBP（mmHg） heart rate（1/MIN）

对照组
(controls group)

108.65±9.84 388±11

高温高湿组
(high temperature and humidity)

148.92±9.38bc 393±14

拉西地平干预组
(Lacidipine intervention group)

129.65±9.84a 399±12

与对照组比较，ap<0.05, bp<0.01;与拉西在平干预组比较 cp<0.05

V.S. controls，ap<0.05, bp<0.01; V.S Lacidipine intervention group cp<0.05
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2.4 大鼠心肌中 CHOP表达的免疫组化法检测
高温高湿应激大鼠心肌的 CHOP的表达主要定位于心肌

细胞的胞浆中，染色呈棕黄色。半定量分析显示，高温高湿组和

拉西地平干预组均高于对照组，有显著差异(p<0.01)；高温高湿
组与拉西地平干预组比较，拉西地平干预组低于高温高湿组的
表达（p<0.05）。见图 2-1，1-2。

高温高湿组和拉西地平干预组的 LVWI均高于对照组，但无统
计学差异（p>0.05）。见表 2。
2.3 大鼠心肌中 GRP78表达的免疫组化法检测

高温高湿应激大鼠心肌的 GRP78的表达主要定位于心肌
细胞的胞浆中，染色呈棕黄色。半定量分析（用 0D值表示）显

示，高温高湿组和拉西地平干预组均高于对照组，其中高温高
湿组差异更显著(p<0.01)；高温高湿组与拉西地平干预组比较，
拉西地平干预组低于高温高湿组的表达，有统计学差异（p<0.
05），见图 1-1，1-2。

表 2 高温高湿应激对大鼠 IVST、LPWT及 LVWI的影响（n=10, x±s）
Table.2 High temperature humidity stress on IVST, LPWT and LVWI influence（n=10, x±s）

组 别

（group)

LVWI

(g/Kg)

对照组
(controls group)

2.06±0.14

高温高湿组
(high temperature and humidity)

2.18±0.15

拉西地平干预组
(Lacidipine intervention group)

2.11±0.15

IVST

(mm)

PWT

(mm)

1.87±0.14 1.94±0.09

2.42±0.15bc 2.55±0.10 bc

2.13±0.14a 2.21±0.08 a

与对照组比较，ap<0.05,bp<0.01;与拉西地平干预组比较，cp<0.05

V.S. controls，ap<0.05, bp<0.01; V.S Lacidipine intervention group cp<0.05。

图 1-1 各组大鼠心肌 GRP78的免疫组化染色法检测（×400）
A：对照组；B：高温高湿组；C：拉西地平干预组

Fig.1-1 Rat myocardial GRP78 immunohistochemical staining in

Each group（×400）
A：The control group；B：High temperature humidity group；C：

Lacidipine intervention group

图 1-2 各组大鼠心肌 GRP78表达的半定量分析
1：对照组；2：高温高湿组；3：拉西地平干预组

与对照组比较，ap<0.05，bp<0.01；与拉西地平干预组比较，cp<0.05；n=10,
x±s

Fig.1-2 Semi-quantitative analysis on the expression of Rat
myocardial GRP78.

1：The control group；2：High temperature humidity group；3：
Lacidipine with intervention group

V.S. controls，ap<0.05, bp<0.01; V.S Lacidipine intervention group
cp<0.05。cp<0.05；n=10, x±s

图 2-1 各组大鼠心肌 CHOP的免疫组化染色法检测（×400）
E：对照组；F：高温高湿组；G：拉西地平干预组

Fig.2-1 Rat myocardial CHOP immunohistochemical staining in

each group（×400）
E：The control group；F：High temperature humidity group；G：

Lacidipine with intervention group

图 2-2 各组大鼠心肌 CHOP表达的半定量分析
1：对照组；2：高温高湿组；3：拉西地平干预组

与对照组比较，ap<0.05，bp<0.01；与拉西地平干预组比较，cp<0.05；
n=10, x±s

Fig.2-2 Semi-quantitative analysis on the expression of Rat
myocardial CHOP.

1：The control group；2：High temperature humidity group；3：
Lacidipine with intervention group

V.S. controls，ap<0.05, bp<0.01; V.S Lacidipine intervention group
cp<0.05。cp<0.05；n=10, x±s。
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3 讨论

研究发现，ERS作为一种亚细胞器上的应激，能够在细胞
层面上反应多种疾病的病理过程[5]。如参与动脉粥样硬化，心肌
肥厚，左室重构，心衰等发病的病理生理过程。ERS相关因子
GRP78作为内质网稳态的感受器是启动 ERS和内质网稳态调
节的关键因子之一[6]。GRP78的表达在一定程度上可反映ERS
的启动和稳态调节功能。CHOP蛋白是 ERS诱导产生的凋亡
分子，其在细胞生长停止和细胞死亡中起重要作用[7]。本实验通
过建造大鼠高温高湿应模型，引起高血压，左室功能降低等心
脏功能改变，观察到有 ERS的发生。拉西地平可以降低ERS相
关因子 GRP78 蛋白及促凋亡编码基因 CHOP蛋白的过度表
达。

Brostrom等利用精氨酸加压素诱导的心肌细胞株一 H9c2
细胞肥大的模型发现，实验结果还显示，GRP78的合成增加并
不是由于翻译的上调导致的胞内钙离子也参与压力超负荷心
肌肥厚的形成，其机制可能是胞内钙离子浓度的升高可以作为
胞内第二信使导致早期反应基因 C-los表达，从而导致心肌肥
大的启动[8]最近研究证实，ERS是一条新的细胞凋 l亡信号传
导通路[9]。其可能的机制如下，caspase-12的活化途径。Caspase-12
作为凋亡起始因子发挥了关键作用。Caspase-12敲除实验证实
细胞能抵抗 ERS诱导的凋亡。Caspase-12位于内质网的胞浆
面，以前体形式存在，仅特异地被内质网信号通路水解活化。内
质网 Ca2+的异常及未折叠蛋白的增多均可激活 caspase-12，其
最终导致细胞凋亡的过程如上所述。有研究显示内质网 Ca2+失
衡时，激活 Ca2+蛋白酶。活化的 Ca2+蛋白酶切割内质网膜上的
caspase-12，产生活性 caspase-12 片段，最终启动 caspase 级联
反应。ERS也可引起细胞质内 caspase-7移位到内质网表面，在
caspase-7存在的条件下，位于内质网上的 caspase-12可被 ERS
激活而引发细胞凋亡。但 Xie等研究发现 caspase-12的活化与
caspase-7的进程一致，认为 caspase-12活化的主要机制不是
caspase-7的活化，而是与细胞 Ca2+平衡失调有关。。ERS时，
IRE1、PERK和 ATF6的活化均对促凋亡编码基因 CHOP产生
诱导，促使 CHOP的激活。正常情况下，CHOP表达十分低，在
ERS反应时，其表达显著增加，从而诱导细胞凋亡[10]。

钙离子则作为胞内第二信使参与引起心肌肥大的各种信
息的传递，能有效地逆转高血压左心室肥厚[11-12]，使 IVsT、PwT、
LVMI等指标明显改善。其机制可能为，阻止钙离子流人血管
平滑肌细胞内，扩张冠状动脉，改善心肌氧供，改善心脏高负荷
及缺血缺氧；持续阻断心肌细胞钙离子内流，阻滞血管紧张素 I
作用，逆转左室肥厚；也可能与其增加钠盐排泄抵消了肾上腺
素能活性有关。还有研究发现[13]拉西地平通过阻断钙离子内流
减弱 ERS的强度表现在 GRP78和 CHOP表达减弱。

综上所述，不难看出高温高湿应激可诱导心肌组织发生
ERS。高温高湿应激可使代表 ERS 及 ERS 启动的主要因子
GRP78 蛋白在心肌中超表达。也可以诱导代表凋亡因子的
CHOP蛋白在心肌中超表达。而拉西地平可以使高温高湿条件
下的 GRP78及 CHOP蛋白表达的减少。说明 ERS可能参与了
高温高湿诱导的左室重构；拉西地平可能是通过降低 GRP78

及 CHOP的表达干预了 ERS介导的心肌肥厚通路，从而改善
心脏功能。但在其过程中具体是什么途径尚不明确，有待于进
一步研究。
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