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口服蛋氨酸饲料致大鼠心室重塑的研究

%&'*@AB*=3>

（天津医科大学第二医院心脏科，天津市心血管病离子与分子机能重点实验室' 天津心脏病学研究所，天津
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心力衰竭是许多心血管疾病的终末阶段，严重

影响患者的生存。人口老龄化和其他心血管疾病生

存率的提高使心力衰竭的发病率增加]%^。目前认为，

心室重构是心力衰竭发生、发展的重要机制]!^。心室

重构是各种原因导致心脏结构和（或）功能的改变，

其机制十分复杂，除了代偿机制外，心肌细胞的氧

化应激损伤、免疫和炎症改变，能量利用障碍、神经

体液调节失衡，细胞因子表达异常等因素的互相影

响也参与其中。

同型半胱氨酸（3+4）是蛋氨酸代谢的中间产

物，与冠心病、高血压等发病密切相关 ]#^，也与心力

衰竭的严重程度（543E 分级）相关](^。3+4 既是心

力衰竭的危险因素，也是判断心力衰竭患者预后的

预测因子。笔者先前的研究表明 3+4 致动脉粥样

硬化机制主要与内皮细胞损伤、平滑肌细胞增生、

氧化应激和炎症反应有关]&^。近年研究提出，同型半

胱氨酸引起心力衰竭的机制除了与血管机制有关，

还可以直接引起心肌损伤，导致心肌肥大、心肌细

胞凋亡和间质纤维化，引起心肌重塑]@^。程序性细胞
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死亡蛋白 !（!"#$"%&&'( )*++ (*,-. !"#-*/0 12 34541）

是一种抑癌基因，有促进细胞凋亡的作用，研究发

现 34541 在心肌纤维化中呈低表达。本研究通过

口服蛋氨酸饲料构建高 657 大鼠模型，探索 657

致大鼠心脏功能的变化，以及引起大鼠心室的病理

改变及 34541 信号通路在其中发挥的作用。

! !"#$%

898 !"#$ : 周龄健康雄性;/<-,"大鼠 =>只，

体质量（?>>" ?>）$，清洁级，购自北京华阜康公司，

适应性喂养 8 周后，随机分为对照组 8: 只，实验组

8: 只。对照组予普通饲料喂养，不做特殊处理；实验

组予 =@蛋氨酸饲料喂养。各组均不定量按需给食，

?:> &A 饮水瓶每日换水，每周记录体质量。

89? %&'()*+ 657 酶联反应试剂盒购自

上海抚生生物公司，大鼠 34541（,B:81C:）单克隆

抗体购自 ,B),& 公司，DE346 单克隆抗体购自天

津百倍生物科技公司，F*G#?8>> 小动物超声仪，

H/#",( 电泳仪。

89= ,-./+)01.23 各组大鼠分别喂

养 8? 周后检测心脏彩超，留取内眦静脉血，1#，

? >>> "!& $ ?> &/0离心制备血浆，处死动物，切取心

室，称体质量，用作组织学研究的心室用 1@的中性甲

醛固定，脱水，石蜡包埋，1%保存、备用；其余IJ>%

保存后续用于分子研究。

891 45 657 ) KLI!"#HK3 67 采用 MANOE

法测定已制备的血浆 657浓度，具体步骤为：（8）设

计标准孔与样本孔，标准孔加不同浓度的标准液

:> !A，样本每孔加样 :> !A。（?）加入酶标试剂

8>> !A。（=）=P%温育 Q> &/0。（1）洗涤 : 次。（:）加

入显色剂 =P%避光 8: &/0。（Q）终止反应。（P）测定，

以 1:> 0& 波长依序测定各孔吸光度。

89: 89:;.6< =@蛋氨酸饲养 8? 周后，实

验组与对照组大鼠均进行超声心动图检查。应用

DM F/G/( P 型超声仪，使用 P9: R6S 探头对大鼠行

心脏超声检查，应用 F*G# ?8>> 小动物超声系统用

来测量分析，配备 RI型超声，HI型超声和组织多普

勒。大鼠采用异氟醚麻醉，仰卧固定，胸前备皮，于

左侧胸骨旁取左室长轴切面，连续记录至少 = 个心

动周期，保存二维图像，测定室间隔厚度（NFO）、左

室收缩内径（AFMO）、左室舒张末径（AFM4）、左室后

壁厚度（AF3;）、左室收缩期容量（AFOF），计算射

血分数（MT@），缩短分数（TO@），所有测量数值取 =

次结果的平均值。

89Q 4=>?@AB.67 取大鼠称体质量，记

录，腹腔麻醉后仰卧固定，充分暴露手术区域。大鼠

左侧上肢、左右下肢通过尖端连接针穿刺皮下，另

一端连接于血流动力学换能机器上，连续记录肢体

导联心电图。连接压力传感器管路系统，压力传感

器系统血压调零，于大鼠颈部正中做一纵行切口，

钝性逐层分离肌肉，暴露出一侧的颈总动脉，动脉

夹夹闭动脉近心端，传入 ? 根 >>8 号手术缝线，远

心端结扎，近心端打单节，用动脉剪剪开动脉管径

的 8U=，将自制内径为 89: && 聚苯乙烯心导管（导

管内充满含有肝素的氯化钠注射液）通过切口插入

右颈总动脉内，导管的另一端通过三通、用压力换

能器与 HAI1?>O 生物机能试验系统相连，随后近心

端缝线结扎固定动脉及导管，防止导管脱出，用镊

子夹住导管固定，再松开动脉夹，并将导管缓慢插

入动脉内，计算机通过生物机能实验系统，进入血

流动力学模块。此时波形为动脉血压曲线，待血压

稳定 8 &/0。截取 8> 个心动周期的心电图及血压，

分别测量各种心电数据，分析测定 6V、血压测量主

动脉收缩压（OH3）、舒张压（4H3）、左室收缩压

（AFO3）、左室舒张压（AF43）等。

89P 6M CD 每个标本选取 = 张心肌石蜡切片进

行6M 染色，用 W+X&!Y< 5Z?8TON 光学显微镜留取

心肌组织结构图片。石蜡切片 : !& 厚，经过脱蜡、

染色、脱水、透明、封固后光镜观察。

89J R,<<#0 CD 每个标本选取 = 张心肌石蜡切

片按 R,<<#0 三色染色试剂盒说明进行染色。用

W+X&!Y< 5Z?8TON 光学显微镜观察心肌组织胶原纤

维沉积的情况，每张切片在同一光照强度下，随机

选取 : 个视野并在相同条件下拍照，应用 N&,$* !"#

!+Y< P9> 图像分析软件对组织切片进行图像分析。

89C EFGHI3 剪取一小块心室肌组织

（:> $），放入研钵内，冰上研磨，加入 VN3E 裂解液

（:>> !A）裂解 ?> &/0，收集裂解液，1%，8? :>> "U&/0，

离心 ?> &/0，取上清液。IJ>%保存备用。

898> ;*<-*"0 B+#- JK6 34541 .LM 配胶，

每孔加样品 : !A，经电泳，转膜后，:@脱脂奶粉室

温封闭 ? .，34541 （8[: >>>）一抗 1%孵育过夜

后，LHOL 洗 = 次，二抗室温孵育 8 .，LHOL 洗 =

次，曝光。

" &'

?98 NEOPQRST)UV<.67 随机分

组后，每周记录大鼠体质量，可见 =@蛋氨酸饲料喂

养组大鼠约 8 个月后出现体质量增长缓慢。并且，

实验组大鼠出现萎靡不振，毛发无光泽，进食减少

表现，个别出现体质量不增长或负增长（图 8）。

?9? 45 657 W KLI!"#HK3 XY =@蛋氨酸喂
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养组大鼠血浆 *+, 浓度明显高于对照组大鼠

-（.'&"!$'%%）!/0123 !"'（)4'".!$'.5）!/01236，两

组比较差异有统计学意义（#"$'$.），图 " 为标准

曲线。

"'4 !"#$ 经过统计后发现实验组大鼠的射

血分数，缩短分数，室间隔厚度减低，左室收缩末径

及左室舒张末径增加。左室收缩期末内径 -（4'(&!

$'&%）!"' 7%'((!$'%)8，#"$#$.6，舒张期末内径增高

-（&#59 !$#.$）!"# 75#%. !$#&"8，# "$#$.6， 射 血 分 数

-（5"#5&!5#4$）!"# 7&)#&(!.#5"8，#"$#$.6，缩短分数

-（%4#%$!&#&$）!"#74%#%.!%#4"8，#"$#$.6，室间隔厚度

降低-（)#5&!$#"&）!"#7)#4.!$#$58，#"$#$.6，图 4、%。

"#% %&'()*+ 血流动力学指标显示，4:

蛋氨酸组大鼠 ;<= 和 ><= 较对照组降低（#"$#$.）

3?;=3?>=、*@ 等在两组中无差异，见表 )。

"#. ,- 各组分别喂养 )" 周后，取大鼠心室肌

组织进行固定，切片，*A 染色光镜下可见，对照组

大鼠心肌细胞排列有序、胞浆均匀，心肌间隙小；实

验组大鼠心肌组织排列紊乱，大小不均，组织间隙

增大（图 .）。BCDD0E 染色显微镜下观察到，与对照

组相比，实验组大鼠心肌间质纤维化明显，纤维组

织增生显著，可见大量被染成蓝色的胶原纤维呈条

索状广泛分布。计算两组大鼠心室组织胶原容积分

数，结果显示实验组大鼠心肌组织胶原分数较对照

组升高，有统计学意义（图 &）。
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注：G'对照组；<'实验组

! : ;./012!

#$% : <(=,(>(7+6+$0( ;"'-8( (.*-.6,8$-%,6=*? $'6%( -9 +*( 0(7!

+,$.@(

"'$

)'.

)'$

$'.

$'$

对照组 实验组

H
?
;
2
/
/

3
?
>
>
2
/
/

G <

对照组 实验组

对照组 实验组

&

%

"

$

.$

%$

4$

"$

)$

$

3
?
;
>
2
/
/

)$

(

&

%

"

$

对照组 实验组

项目 对照组（$I).） 实验组（$I).） %

*@2（JK/） 4%5'"!"&') 4.$'"!"5'. $'()(

;<=27//*F8 ).$'&!)4'4 )4)'&!)"'9 "$'$.

><=2（//*F） ))5'5!9'. )$5'5!9'$ "$'$.

3?;=27//*F8 ).)'5!)&') )45'5!)5') $')$%

3?>=2（//*F） ))'5!5'5 )$')!&'9 $'&&4

注：*@：心率；;<=：收缩压；><=：舒张压；3?;=：左室收缩末内

压；3?>=：左室舒张末内压

($

&$

%$

"$

$

A
L
2
:

L
;
2
:

对照组 实验组

+ >

A

3 ! 4567892:;<=

&6A ! 3-'=6,$>-7 -9 *('-8?76'$. =6,6'(+(,> A(+)((7 +)- %,-/=>

注：H?;：室间隔；3?;>：左室收缩；3?>>：左室舒张内；L;:：缩

短分数；AL:：射血分数；与对照组相比 M#"$#$.；MMM#"$#$)

! B 1>/0?@AB=C

#$% B 3-'=6,$>-7 -9 (.*-.6,8$-%,6=*$. $78(C A(+)((7 +)- %,-/=>

!

4
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注：!"对照组；#"实验组；$"两组胶原容积分数比较；与对照组相比

%!!&"&'

! ! "#"#$$%&$%（(&"）

'() ! "#$$%& $*#(&(&) %+ ,-&*.(/01#. *($$0-$（(&"）

(") !"#$%& *+,-+./ 印迹实验显示，蛋氨

酸喂养大鼠 01$12 表达上调，见图 3。

2 &'

心力衰竭即心脏难以泵出足够的血液以满足

机体对血液和氧气的需求而导致机体出现相关症

状与体征的复杂的临床综合征。为多种心血管疾病

的终末阶段，其发病率高4有临床症状患者的 ' 年存

活率与恶性肿瘤相仿。近期心力衰竭的发病率持续

增长5正在成为 (6 世纪最重要的心血管病症738。据统

计5 人群中心力衰竭的患病率约为 6"'9#("&9，)'

岁以上可达 )9#6&9；在过去的 2& 年中，心力衰竭

导致的死亡增加了 ) 倍738。冠心病、心肌梗死、心律

失常、心肌病、心瓣膜病以及代谢性疾病等都可导

致心力衰竭的发生。心肌细胞死亡影响心室的收缩

功能，纤维化程度的增加导致心室舒张功能的下

降，心功能受损、心腔扩大进而导致心室重构，最终

发展为心力衰竭。

为了寻求心力衰竭的治疗，以往的研究构建了

多种动物模型，多以增高心脏前后负荷，或通过缺

血性心肌病，心脏快速起搏，或直接损伤心肌的药

物如蒽类抗癌药物来模拟心力衰竭7:;6&8。尚无成熟的

代谢性疾病导致心力衰竭的动物模型建立，<$= 是

多种心血管疾病的危险因素72566;6(8。随着生活水平的

提高，蛋白质摄入增多，中国人群的血 <$= 水平较

高76>8，高 <$= 血症的总体患病率高达 (3"'9，而中

国人群中不仅叶酸缺乏比例增高，?@<AB 基因突

变比例较高，单纯补充叶酸水平可能难以降低血

<$= 水平762;6'8。故模拟高 <$= 导致心力衰竭模型，

研究其对心室重塑的作用机制，寻求心力衰竭的新

的治疗手段，十分有必要。有研究表明高 <$= 血症

可致大鼠心力衰竭76)8。且有实验应用蛋氨酸喂养大

鼠构建高<$= 血症模型763;(&8，但应用蛋氨酸喂养构

建大鼠心力衰竭模型尚未得到广泛验证与认可。笔

者通过喂养 >9蛋氨酸饲料构建心力衰竭模型，证实

蛋氨酸喂养组血浆 <$= 浓度明显高于对照组

7（'")($&"22）!CDEFG "#（6>"('$&"'3）!CDEFG，!!&"&'8，

与 GHI 等 76)8实验中的 <$= 测量值有差异（<$=

%(& !CDEFG），可能与喂养时间、采血时间不同有关。

大鼠的超声心动图结果趋势与 GHI 实验中大鼠心功

能改变的趋势相似，两组间差别存在统计学意义，

故可以认为高蛋氨酸喂养大鼠心肌重塑模型成功，

之后笔者通过 <J 染色和 ?K,,D/ 染色证实了 <$=

对大鼠心肌的病理损害，可见实验组大鼠心肌细胞

排列紊乱，细胞肥大，组织疏松，心室肌纤维化明显。

经过蛋白定量实验证实蛋氨酸饲料喂养组大鼠的

心室肌 01$12 蛋白表达下调，表明蛋氨酸饲料喂

养大鼠导致的高 <$= 血症对心肌细胞的直接损伤

可能是通过下调 01$12 所致。

总之，笔者发现蛋氨酸在体内转化为 <$= 后

可直接作用于心肌，损伤心功能，其机制可能与下

调 01$12 通路有关，调控 01$12 通路表达，可能

成为心力衰竭治疗的新方向。
()*+3
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