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血管紧张素转换酶一2在压力超负荷大鼠心肌中的表达

及替米沙坦干预的实验研究

王立军 马虹 廖新学 何建桂 张文武 田方 蔡乙明 顾海波 郝艳华

胡雪松邹红梅周秋玲

【摘要】 目的探讨血管紧张素转换酶一2(ACE2)在压力超负荷大鼠心肌中的表达，以及替米沙坦对其

表达的影响。方法将8周龄雄性SD大鼠60只随机分为假手术组、模型组和替米沙坦低、高剂量治疗组。制

备腹主动脉缩窄动物模型。替米沙坦高、低剂量组大鼠术前1 d开始分别给予替米沙坦10 mg·妇1·d1和

2 mg·k911·d1管饲，假手术组和模型组则饲以等量生理盐水，每日1次，持续3周。3周后留取血浆和心肌

组织标本，以放射免疫法检测血浆和心肌血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)浓度；以逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检

测心肌中ACE2和AcE的mRNA表达；以蛋白质免疫印迹法(western blotting)检测其蛋白表达。结果 与

假手术组比较，模型组血浆及心肌中AngⅡ浓度明显增高(血浆(495．1士55．6)ng／L比(269．2士39．5)ng／L，

心肌(103．6±23．7)ng儋比(49．5±13．5)ng／g，P均<o．01]，用替米沙坦干预可升高其水平(P均<o．05)，

高剂量组显著高于低剂量组[血浆(702．2±40．6)ng／L比(612．6±35．5)ng／L，心肌(211．5±21．5)ng／g比

(189．6±43．6)ng儋，P均<o．05]。模型组心肌AcE2蛋白及基因表达均增加(蛋白1．16±o．06比o．79±

o．04，基因o．54士O．08比0．41±o．04，P均<o．05)。与模型组比较，替米沙坦干预使心肌AcE2表达增加，呈

剂量依赖性，其中低、高剂量组ACE2蛋白表达分别增高1．o倍、1．6倍，基因表达分别增高1．3倍、1．6倍

(尸均<o．05)。模型组AcE蛋白及基因表达显著增加(蛋白2．10±1．07比1．02±O．05，基因1．93±o．09比

o．26土o．09，P均<o．01)，替米沙坦对其表达无显著影响(P均>o．05)。结论腹主动脉缩窄可显著上调心

肌ACE和ACE2的蛋白及基因表达；替米沙坦可能通过上调其水平来发挥治疗作用。

【关键词】血管紧张素转换酶一2； 替米沙坦； 肾素一血管紧张素系统； 高血压； 主动脉缩窄
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【Abstract】 objective To study the effect of hypertension and telmisartan treatment on the protein

and gene expression of cardiac angiotensin—converting enzyme 2(ACE2)in pressure—overloaded rats．Methods

Coarctation of suprarenal abdominal aorta was reproduced in 8 week—old male Sprague—Dawley(SD)rats

and then randomized into 4 groups，including a sham group(，z一1 5)，a suprarenal aortic coarctation group

(model group，咒=12)，a suprarenal aortic coarctation with low—dose Telmisartan treatment group(10w—dose

group，2 mg·kg 1·d一1，挖一1 1)and a suprarenal aortic coarctation with high—dose Telmisartan treatment

group(h逸h—dose group，1 0 mg·kg 1·d～，咒一13)．Telmisartan or equivalent amount of normal saline was

gavaged 24 hours before the operation and once every day afterwards for 3 weeks． At the end of 3 weeks，the

concentrations of angiotensin (AngⅡ) in plasma and myocardium were measured by radioimmunoassay．

Changes in both protein quantity and gene expressions of both ACE2 and ACE were determined by Western

blotting analysis and reverse transcription—polymerase chain reaction (RT—PCR) technique， respectively．

1tesults Suprarenal abdominal aortic coarctation induced a significant increase in the plasma and myocardium

AngⅡconcentration[plasma：(495．1±55．6)ng／L vs． (269．2±39．5)ng／L，myocardium：(103．6±

23·7)ng／g Vs． (49．5±13．5)ng／g，both P<O．01]and expressions of gene and protein of ACE(P<O．01)

and ACE2(P<O．05)．Telmisartan further increased the concentration of AngⅡ in plasma and myocardium

in a dose—dependent manner[plasma：(702．2±40．6)ng／L vs．(612．6士35．5)ng／L，myocardium(211．5±

21．5)ng／g vs． (189．6±43．6)ng／g，both P<O．05]，and induced a dose—dependent increase in both protein

and gene expression of ACE2(protein 1．16±0．06 vs．O．79±O．04，gene O．54±O．08 vs．O．41±O．04，both

P<O．05)． Expression of ACE2 protein in low—dose and high—dose groups was increased by 1．O and

1．58 folds respectively，and gene was increased bv 1．3 and 1．6 folds(all P<O．05)．The expression of ACE

protein and gene in model group increased significantly(protein：2．10士1．07 vs．1．02±O．05，gene：1．93士

O．09 vs． O．26±O．09，both P<0．01)． Telmisartan had no significant effect on ACE gene and protein

expressions (both P：>O．05)． Conclusion Suprarenal abdominal aortic coarctation induced a significant

increases of ACE and ACE2 gene and protein expressions．Telmisartan induces a dose—dependent increases of
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cardiac ACE2 gene and protein expression，which may be the mechanism of its therapeutic effects．

【Key words】 angiotensin—converting enzyme 2； telmisartan； renin—angiotensin system； hyperten

sion； suprarenal aortic coarctation

2000年，两个独立的研究小组几乎在同一时间

内报告了他们新发现的一种血管紧张素转换酶

(ACE)，分别被命名为ACE2n3和ACEH姐3，现在一

般称之为ACE2。初步研究表明，ACE2有拮抗ACE

的作用，是继血管紧张素一(1—7)[Ang一(1—7)]之后发

现的肾素一血管紧张素系统(RAS)的又一新成员∞3。

Ang一(1—7)不仅具有扩张血管、利钠利尿、降低血

压、抗炎、抗增生、纤溶调节的作用，还具有保护血管

内皮、保护心脏功能、促进伤口愈合等作用“。73，而体

内Ang一(1—7)主要来自ACE2对AngⅡ的水解n 3，

故深入研究ACE2表达的调控，对心血管疾病的防

治具有重要意义。

替米沙坦(telmisartan)为一种新型、长效的I

型AngⅡ受体(ATl)阻断剂(ARB)，不仅能有效降

低血压，还具有抗炎症、抗血栓等非降压作用。ARB

在阻断ATl的同时，可使血浆Ang一(1—7)水平升高

约5～25倍“3，其有关机制尚不清楚。我们新近完成

的研究表明，替米沙坦呈剂量(浓度)和时间依赖性

地显著上调人血管内皮细胞ACE2的蛋白及基因

表达“3。但ARB能否上调压力超负荷大鼠心肌

ACE2的表达，目前尚无一致结论。为此，我们采用

大鼠腹主动脉缩窄模型，从分子生物学角度观察替

米沙坦对压力超负荷大鼠心肌ACE2表达的影响。

1材料与方法

1．1 主要试剂：替米沙坦由德国Boehringer公司

提供；山羊抗大鼠ACE2单克隆抗体(单抗，一抗)

购于美国R＆D公司；辣根过氧化物酶标记的兔抗

山羊多克隆抗体IgG(多抗)和山羊抗大鼠ACE单

抗购于美国Santa Cruz公司；AngⅡ放射免疫试剂

盒购自中国同位素公司北方免疫试剂研究所，其检

测灵敏度为10 ng／L，批内变异系数<5％，批间变
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异系数<10％。

1．2腹主动脉缩窄动物模型的制备及分组：8周龄

雄性SD大鼠60只，体重250～300 g，由中山大学

实验动物中心提供。参考Jouannot等曲3介绍的方法

行腹主动脉缩窄术，致动脉狭窄约70％。假手术组

只切开，不缩窄腹主动脉。按随机数字表法将大鼠分

为4组：假手术组、腹主动脉缩窄组(模型组)、替米

沙坦低剂量(2 mg·kg_1·d_1)治疗组和替米沙坦

高剂量(10 mg·kg_1·d_1)治疗组，每组15只。各

组最后进入实验的大鼠分别有15、12、13和11只。

术前1 d替米沙坦组以替米沙坦1 ml后管饲，假手

术组及模型组则饲以等量生理盐水，持续3周。

1．3检测指标及方法

1．3．1 血浆及心肌AngⅡ浓度测定：在心脏停跳

前由右心室取血2 ml，注入含有抑肽酶的抗凝管中

摇匀，4℃下2 500×g离心15 min，分离血浆置于

一20℃冰箱保存待测。取左心室游离壁心肌，称重

后放入煮沸的醋酸中(1 mol／L)，20 min后取出，研

磨1 min，3 000×g离心15 min，上清液置于聚乙烯

管中一20℃保存待测。血浆及心肌AngⅡ浓度测定

均采用放射免疫法，严格按试剂盒说明书操作。

1．3．2 逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测心肌

ACE2和ACE的mRNA表达：①取左室游离壁组

织约100 mg，用TRIzol提取总RNA，一70℃保存

备用。②cDNA的PCR扩增：将RNA逆转录生成

的cDNA作为模板进行扩增。ACE2引物序列：上游

5’一CATTGGAGCAAGTGTTGGATCTT一3’，下游

57一GAGCTAATGCATGCCATTCTCA一3’，目的产

物扩增片段为298 bp。ACE引物序列：上游5 7一CC

GAAATACGTGGAACTCATCAA一37，下游57一CA

CGAGTCCCCTGCATCTACA一37，目的产物扩增

片段为243 bp。口一肌动蛋白(B—actin)引物序列：上游

57一GGACTCCTATGTGGGTGACGAGG一37，下游

57一GGGAGAGCATAGCCCTCGTAGAT一3 7，目的

产物扩增片段为866 bp。PCR反应条件：94。C变性

50 s，55℃退火50 s，72℃延伸1 min。循环32次，

最后延伸10 min。PCR产物定量：取5弘l扩增产物

用于琼脂糖凝胶电泳，用凝胶图像分析仪扫描并分

析各条带，并测定其吸光度(A)值，以恒量表达的

B—actin mRNA为内参照进行校正。
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1．3．3蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测

心肌ACE2和ACE的蛋白表达：取左心室游离壁

组织，用1 m1 RIPA(radio immunoprecipitation

assay)裂解液进行匀浆，离心取上清液，以考马斯亮

蓝法进行蛋白质定量。取30 pg蛋白质加5×十二烷

基硫酸钠(sDS)缓冲液，加热使蛋白质变性，然后进

行电泳分离、转膜、封闭，然后加入按1：500稀释的

一抗(山羊抗大鼠ACE2单抗或山羊抗大鼠ACE

单抗)培育过夜，用吐温(Tween)20的Tris缓冲液

(TBST)洗3次；力Ⅱ人按1：1 ooo稀释的二抗(辣根

过氧化物酶标记兔抗山羊IgG)培育1 h，TBST洗3

次，用化学发光法检测。结果用凝胶图像分析系统对

胶片扫描，各组间进行半定量分析和比较。

1．4统计学处理：使用SPSS 10．o统计软件，数据

以均数±标准差(z±s)表示，均数比较用方差齐性

检验和单因素方差分析(one—way ANoVA)，P<

o．05为差异有统计学意义。

2 结 果

2．1 替米沙坦对血浆和心肌AngⅡ水平的影响

(表1)：与假手术组比较，模型组血浆、心肌AngⅡ

浓度分别升高约109．3％、83．9％(P均<o．01)；与

模型组比较，替米沙坦低剂量组血浆、心肌AngⅡ

浓度分别升高约83．O％、23．7％，高剂量组升高约

104．2％、41．8％(P均<o．05)，且高、低剂量组间差

异也有统计学意义(P<o．05)。

2．2 替米沙坦对心肌ACE2蛋白表达的影响(表1，

图1)：基础状态下大鼠心肌组织即有一定量的

ACE2蛋白表达；模型组ACE2蛋白表达较假手术

组明显增加(P<o．05)；替米沙坦治疗组ACE2蛋

白表达显著增加，并呈剂量依赖性，高、低剂量组较

假手术组分别增加约2．8倍、1．9倍，较模型组分别

增加约1．6倍、1．O倍(P均<o．01)，高、低剂量组

间比较差异亦有统计学意义(P<o．05)。

2．3 替米沙坦对心肌ACE2 mRNA表达的影响

(表1，图2)：基础状态下大鼠心肌组织即有一定量

的ACE2 mRNA表达；模型组ACE2 mRNA表达

较假手术组明显增加(P<o．05)；替米沙坦治疗组

ACE2 mRNA表达显著增加，并呈剂量依赖性，高、

低剂量组较假手术组分别增加约2．4倍、2．o倍，较

模型组增加约1．6倍、1．3倍(P均<o．01)，高、低

剂量组间比较差异亦有统计学意义(P<o．05)。
＼

1～4依次为假手术组、模型组和替米沙坦低、高剂量组

图1替米沙坦对压力超负荷大鼠心肌ACE2蛋白表达的影响

l～4依次为假手术组、模型组和替米沙坦低、高剂量组

图2替米沙坦对压力超负荷大鼠心肌AcE2 mRNA表达的影响

2．4替米沙坦对心肌ACE蛋白表达的影响(表1，

图3)：基础状态下大鼠心肌组织有一定量ACE蛋

白表达；模型组ACE蛋白表达较假手术组显著增

加(P<O．01)；与模型组比较，高、低剂量的替米沙

坦对ACE蛋白表达均无显著影响(P均>O．05)。

1～4依次为假手术组、模型组手¨薛米沙坦低、高剂量组

图3替米沙坦对压力超负荷大鼠心肌AcE蛋白表达的影响

2．5 替米沙坦对心肌ACE mRNA表达的影响

(表1，图4)：在基础状态下，大鼠心肌组织即有一定

量的ACE mRNA表达；模型组ACE mRNA表达

表l 替米沙坦对压力超负荷大鼠血浆和心肌AngⅡ、心肌ACE2和ACE蛋白及mRNA表达的影响(；±s)

注：与假手术组比较，8P<o．05，6P<o．01；与模型组比较，。P<o．05，4P<o．01；与替米沙坦低剂量组比较，。P<o．05
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较假手术组显著增加(P<o．01)。与模型组比较，

高、低剂量的替米沙坦对ACE蛋白表达均无显著

影响(尸均>o．05)。

1～4依次为假手术组、模型组和替米沙坦低、高剂量组

图4替米沙坦对压力超负荷大鼠心肌AcE mRNA表达的影响

3讨 论

ACE和ACE2是血管紧张素合成主要的限速

酶，是RAS的枢纽。虽然ACE2与ACE的同源性

达42％，但其生物学作用却大不相同口。23。目前认

为，ACE2主要拮抗ACE，是RAS的负调节物。传

统的血管紧张素转换酶抑制剂(ACEI)对ACE2无

抑制作用∞3。本研究发现：①腹主动脉缩窄使血浆及

心肌中AngⅡ浓度均明显增高，替米沙坦使之进一

步升高；②替米沙坦显著上调腹主动脉缩窄大鼠心

肌ACE2的蛋白及基因表达，并呈剂量依赖性，在

ACE的蛋白及基因表达无显著影响。我们认为

ACE2表达增强是为了“弥补”RAS负性调节轴的

不足，可在某种程度上减轻AngⅡ的损害。作为两

种相互拮抗的物质，ACE2和ACE之间可能存在目

前尚不为人知的相互调节机制。

新近研究表明，ARB在降低血压的同时，可抑

制心肌梗死患者的心室重构¨”。动物实验研究表

明，ARB可抑制心肌梗死大鼠的心肌肥厚和纤维

化¨卜123，并使心肌ACE2基因表达增加n1’”。，但不

同的ARB在上调ACE2表达方面存在差异n”，这

些研究结果之间亦存在矛盾。我们以往的研究发现，

替米沙坦呈剂量(浓度)和时间依赖性显著上调人血

管内皮细胞ACE2蛋白和基因表达，此作用独立于

其对血管紧张素受体的阻断作用∞3。本研究从基因

和蛋白水平又证实替米沙坦可上调压力超负荷大鼠

心肌ACE2的表达，并呈剂量依赖性，在阐明ARB

的作用机制方面有一定价值。

ACE2表达上调，除直接降低AngⅡ水平外，还

可与ACE竞争同一底物Ang I，间接减少AngⅡ

的生成，并“利用”ACE，生成对AngⅡ起拮抗作用

的Ang一(1—7)，Ang一(1—7)在被ACE水解的同时，对

ACE有抑制作用口¨，从而直接或间接抑制由RAS

激活引起的氧化应激、促增生、缩血管等不利作用，
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故ACE2在一定范围内表达上调，对心血管系统起

保护作用，而ACE2表达低下与扩张型心肌病、心

功能不全的发病有关。Crackower等n钉将小鼠的

ACE2基因敲除，6个月龄时，超声心动图发现左心

室室壁运动显著减弱，室壁变薄，左心室舒张末期容

积增大，心肌、肾脏及血浆AngⅡ水平升高2倍。

ACE和ACE2基因双敲除小鼠在6个月龄时与野

生型比较，其心功能及血压无异常。自发性高血压

(SHR)大鼠心肌转染ACE2基因后，血压明显下

降，心肌肥厚和纤维化显著减轻，心功能改善n们；

ACE2是SHR的候选基因之一n"。心力衰竭时，人

类心肌组织ACE2表达上调，伴Ang一(1—7)生成增

加口83；未治疗sHR患者尿中Ang一(1—7)排泄率显著

低于正常人，其尿中浓度与血压成反比n∞；正常妊

娠时，肾脏中Ang一(1—7)水平增加，尿中Ang一(1—7)

排泄率也明显增加；先兆子痫患者血压升高，尿中

Ang一(1—7)排泄率显著低于正常妊娠者@”。故认为

人类高血压的发生可能与ACE2表达下调有关。本

研究证实替米沙坦可显著上调压力超负荷大鼠心肌

ACE2表达，可能是ARB的治疗作用之一。

ARB升高组织和血浆Ang一(1—7)水平的具体

机制至今仍未完全阐明。替米沙坦上调压力超负荷

大鼠心肌和人血管内皮细胞ACE2的表达，为ARB

升高Ang一(1—7)水平的机制提供了实验依据。ARB

一方面上调ACE2表达，另一方面在阻断ATl受体

的同时使组织和血浆中AngⅡ水平升高，为ACE2

提供更多底物，使组织和循环中Ang一(1—7)水平显

著升高；Ang一(1—7)又在受体和信号转导水平抑制

AngⅡ作用，加强ARB对ATl受体的阻断效应。

最近的研究发现。卜2扪：替米沙坦除有降低血压

作用外，还可降低糖尿病发生率，改善胰岛素抵抗；

通过干扰血栓素A。信号转导而抑制血小板活化；

通过激活过氧化物酶体增殖物激活受体7(PPAR7)

抑制炎症反应；通过活化蛋白激酶B使一氧化氮产

生及释放增加，防止内皮细胞凋亡。本研究结果表

明，替米沙坦对ACE2的上调独立于对AngⅡ受体

的阻断作用，其确切机制有待于进一步探讨。
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