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［摘　要］　目的　评价结缔组织生长因子（ＣＴＧＦ）与原发性高血压模型大鼠（ＳＨＲ）心肌纤维化的关系，以及ＣＴＧＦ
作为抗心肌纤维化靶点的敏感性。方法　将３２只１４周龄雄性ＳＨＲ随机分为ＳＨＲ对照组、卡托普利组、硝苯地平组和
螺内酯组各８只，ＳＨＲ对照组不给予任何药物，其他 ３组分别灌胃给予卡托普利 １００ｍｇ·ｋｇ１·ｄ１、硝苯地平
３０ｍｇ·ｋｇ１·ｄ１、螺内酯３０ｍｇ·ｋｇ１·ｄ１，共１２周。同时设８只同龄雄性ＳＤ大鼠为正常对照组。免疫组化法和 ＲＴ
ＰＣＲ法检测各组大鼠转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）和 ＣＴＧＦ表达情况，ＭＡＳＳＯＮ染色分析测量胶原容积分数（ＣＶＦ），碱水
解法测定羟脯氨酸（Ｈｙｐｒｏ）含量。结果　ＳＨＲ对照组左室重量指数（ＬＶＩ）、ＣＶＦ、Ｈｙｐｒｏ、ＣＴＧＦ、ＴＧＦβ１表达均明显高于正
常对照组（均Ｐ＜０．０１）；与ＳＨＲ对照组比较，卡托普利组和螺内酯组 ＬＶＩ、ＣＶＦ、Ｈｙｐｒｏ、ＣＴＧＦ、ＴＧＦβ１表达显著降低（均
Ｐ＜０．０５）；ＣＴＧＦ、ＴＧＦβ１、ＣＶＦ、Ｈｙｐｒｏ和ＬＶＩ呈高度正相关（Ｐ＜０．０１）。结论　ＣＴＧＦ与ＳＨＲ心肌纤维化关系密切，卡托
普利、螺内酯能抑制其表达，ＣＴＧＦ可作为新的抗心肌纤维化靶点。
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　　结缔组织生长因子（ＣＴＧＦ）是即刻早期反应基因
中的ＣＣＮ（ＣＴＧＦ、ＣＹＹ、ＮＯＶ）家族成员之一，可能是β
转化生长因子（ＴＧＦβ）促纤维化活性的下游信号递
质，可刺激细胞增殖及细胞外基质的形成，在组织纤维

化中有重要作用。本实验的目的在于通过给予原发性
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高血压大鼠（ＳＨＲ）不同降压药物后观察左室ＣＴＧＦ和
其他纤维化指标变化情况来评价 ＣＴＧＦ与 ＳＨＲ心肌
纤维化的关系，以及 ＣＴＧＦ作为新抗纤维化靶点的敏
感性，为临床选药提供科学依据。

１　材料与方法　
１．１　材料　１４周龄雄性 ＳＨＲ大鼠３２只［北京实验
动物研究中心提供，批号：００６７０９９，清洁度：ＳＰＦ级，实
验动物许可证号：ＳＣＸＫ（京）２００２２００３］，同龄雄性 ＳＤ
大鼠８只［湖北省实验动物研究中心提供，批号：
００７２５４，清洁度：ＣＬ级，实验动物许可证号：ＳＣＸＫ（鄂）
２００３０００５］；卡托普利片（常州制药厂生产，批号：
０６０３０７），硝苯地平片（湖北华中制药厂生产，批号：
２００５０６１３），螺内酯片（杭州民生制药厂生产，批号：
Ｔ０５Ｊ５２５）。山羊抗大鼠ＣＴＧＦ多克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ
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公司提供），兔抗大鼠ＴＧＦβ１多克隆抗体（博士德公司
提供），ＳＰ免疫组化试剂盒（中山试剂公司提供），
ＴＲＩＺＯＬ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司提供），ＭＭＬＶ逆转录酶
（Ｐｒｏｍｅｇａ公司提供），ＴａｑＤＮＡ聚合酶（Ｂｉｏｓｔａｒ公司提
供），ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００（ＴａＫａＲａ公司提供）。
１．２　方法　将３２只１４周龄雄性ＳＨＲ随机分为ＳＨＲ
对照组、卡托普利组、硝苯地平组和螺内酯组各８只。
ＳＨＲ对照组不灌药，其他３组分别灌胃给予卡托普利
１００ｍｇ·ｋｇ１·ｄ１、硝苯地平 ３０ｍｇ·ｋｇ１·ｄ１、螺内酯
３０ｍｇ·ｋｇ１·ｄ１。８只同龄雄性 ＳＤ大鼠设为正常对
照组。每２周用ＲＢＰ１型大鼠尾动脉血压测定仪（中
日友好医院临床医学研究所研制）测量大鼠清醒状态

下的尾动脉收缩压，测量３次取平均值。１２周后麻醉
各组大鼠，开胸取出心脏，电子天平准确测量左室干

重，并计算左室重量指数（ＬＶＩ，ＬＶＩ＝左室重量／体
重）。采用碱水解法羟脯氨酸测试盒（南京建成生物

工程研究所提供）按说明测定羟脯氨酸含量。取左室

中段横截面心肌组织常规固定、包埋和制片，进行苏木

精伊红（ＨＥ）和ＭＡＳＳＯＮ染色。采用免疫组化 ＳＰ法
检测ＴＧＦβ１、ＣＴＧＦ蛋白表达，操作步骤按试剂盒说
明，ＴＧＦβ１、ＣＴＧＦ抗体稀释度均为 １１００。采用
ＨＰＩＡＳ２０００型医学图像分析系统测量 ＭＡＳＳＯＮ染色
切片ＣＶＦ和免疫组化切片阳性物质平均灰度值。所
测标本均随机取４个视野测量，取平均值。采用 ＲＴ
ＰＣＲ检测ＴＧＦβ１、ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达，操作步骤按试剂
盒说明。引物均由上海生工合成，大鼠 ＣＴＧＦ的引物
序列：上游５′ＣＣＴＧＡＣＣＣＡＡＣＴＡＴＧＡＴＧＣ３′，下游５′
ＣＣＣＴＴＡＣＴＣＣＣＴＧＧＣＴＴＴ３′（４９９ｂｐ）；ＴＧＦβ１的引物
序列：上游 ５′ＧＧＡＣＴＡＣＴＡＣＧＣＣＡＡＡＧＡＡＧ３′，下游
５′ＴＣＡＡＡＡＧＡＣＡＧＣＣＡＣＴＣＡＧＧ３′（２９４ｂｐ）；ＧＡＰＤＨ
的引物序列：上游５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３′，
下游５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′（４５２ｂｐ）；ＰＣＲ
反应体系为５０Ｕ，ＰＣＲ反应参数：９４℃预变性５ｍｉｎ，
９４℃变性４５ｓ，退火４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，４０个循环；
７２℃后延伸５ｍｉｎ。ＣＴＧＦ、ＴＧＦβ１、ＧＡＰＤＨ的退火温

度分别为５８，５５，５９℃。ＰＣＲ扩增产物在琼脂糖凝胶
上进行电泳，ＵＶＰ凝胶成像系统（Ｇｅｎｅ公司）进行半
定量分析，目的基因相对表达值 ＝目的基因条带灰度
值／ＧＡＰＤＨ基因条带灰度值。
１．３　统计学方法　所有数据均以（ｘ±ｓ）表示，采用
ＳＰＳＳ１３．０软件进行单因素方差分析和直线相关分析，
Ｐ＜０．０５表示差异有显著性。
２　结果　
２．１　各组大鼠 ＳＢＰ、ＬＶＩ、ＣＶＦ、Ｈｙｐｒｏ值　见表１。由
表１可见，ＳＨＲ对照组ＬＶＩ、ＣＶＦ、Ｈｙｐｒｏ显著高于正常
对照组（均Ｐ＜０．０１），而卡托普利组和螺内酯组明显
降低（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５）。
２．２　各组大鼠心肌纤维化情况　正常对照组心肌壁
内冠状小动脉外膜有少量胶原沉积，但很少向周围间

质延伸，肌间隙中可见少量胶原占据。ＳＨＲ对照组血
管周围胶原增密，且较长距离的延伸至间质中，肌间隙

中的胶原明显增多，呈栅栏状排列紧裹心肌细胞。而

卡托普利组和螺内酯组胶原分布明显减少。

２．３　心肌组织中 ＣＴＧＦ、ＴＧＦβ１蛋白表达　ＣＴＧＦ和
ＴＧＦβ１主要在心肌细胞的胞质及间质内表达，其半定
量分析见表２。ＳＨＲ对照组ＣＴＧＦ和ＴＧＦβ１表达显著
高于正常对照组（均 Ｐ＜０．０１），而卡托普利组和螺内
酯组 ＣＴＧＦ、ＴＧＦβ１表达明显低于 ＳＨＲ对照组（Ｐ＜
０．０５或 Ｐ＜０．０１）。相关分析表明，ＣＴＧＦ与 ＴＧＦβ１
（ｒ＝０．９２７，Ｐ＜０．０１）、ＣＶＦ（ｒ＝０．８３０，Ｐ＜０．０１）、
Ｈｙｐｒｏ（ｒ＝０．８４４，Ｐ＜０．０１）和 ＬＶＩ（ｒ＝０．８０７，Ｐ＜０．
０１）呈高度正相关。
２．４　心肌组织中ＣＴＧＦ与ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达　见图
１。ＳＨＲ对照组 ＣＴＧＦ和 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达显著高于
正常对照组（Ｐ＜０．０１），而卡托普利组和螺内酯组明
显降低（Ｐ＜０．０５）。
３　讨论　

ＣＴＧＦ最初由ＢＲＡＤＨＡＭ等［１］于１９９１年用ＰＤＧＦ
筛选人脐静脉内皮细胞 ｃＤＮＡ文库时发现。ＣＴＧＦ
ｍＲＮＡ在心脏、脑、胎盘、肺、肝、肌肉、肾脏、胰脏中均

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　表１　５组大鼠ＳＢＰ、ＬＶＩ、ＣＶＦ、Ｈｙｐｒｏ测定结果　 ｘ±ｓ

组别
大鼠数／
只

ＳＢＰ／
ｍｍＨｇ

ＬＶＩ／

（ｍｇ·ｇ－１）
ＣＶＦ／
％

Ｈｙｐｒｏ／

（μｇ·ｇ－１）
卡托普利组 ８ １２０±５．３１ ２．２９±０．２０１ ５．５８±０．２３１ ３８７±２７．８１

硝苯地平组 ８ １２５±４．９１ ２．５３±０．１３ ６．５５±０．３５ ４６９±４７．２
螺内酯组 ８ １７８±１１．６１ ２．４６±０．１８２ ６．１７±０．２６１ ４６１±４０．４２

ＳＨＲ对照组 ８ １９３±９．９ ２．６７±０．１７ ６．９８±０．３８ ５０１±１０．２
正常对照组 ８ １１７±６．５１ ２．１１±０．１５１ ４．９４±０．２２１ ３４０±４３．２１

　　与ＳＨＲ对照组比较，１Ｐ＜０．０１，２Ｐ＜０．０５；１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ
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有表达，其生物效应包括促纤维化、肥大、黏附、增生、分

化、迁移、血管形成和凋亡。研究发现，在培养的人心脏

成纤维细胞中ＡｎｇⅡ通过激活 ＡＴ１诱导 ＣＴＧＦｍＲＮＡ迅
速表达［２］。ＣＴＧＦ反义寡核苷酸能减少 ＡｎｇⅡ诱导的
ＣＴＧＦ和纤连蛋白的上调［３］。ＡｎｇⅡ在心肌细胞通过
ＰＫＣ激活介导途径上调 ＣＴＧＦ的表达并引起心肌纤维
化［４］。上述结果都提示ＡｎｇⅡ确能引起ＣＴＧＦ表达增高，
ＣＴＧＦ在高血压引起的心肌纤维化中起重要作用。ＴＧＦ
β１是ＥＣＭ最重要的调节因子，在心脏的生长和修复中
起重要作用，它也是ＣＴＧＦ的强诱导药，在成纤维细胞和
心肌细胞中诱导ＣＴＧＦ的表达［５］。应用抗ＣＴＧＦ抗体或
ＣＴＧＦ寡核苷酸探针可以显著抑制 ＴＧＦβ１诱导的胶原
合成，证实了ＣＴＧＦ作为ＴＧＦβ１的下游因子起作用

［６］。

而ＴＧＦβ１在心肌细胞和成纤维细胞主要由ＡｎｇⅡ刺激
表达［７］，ＡｎｇⅡ在心肌成纤维细胞诱导胶原合成的能力
是通过增加ＴＧＦβ１的合成而介导

［８］。故ＡｎｇⅡ、ＴＧＦβ１
是ＣＴＧＦ强烈的刺激因子，可能心脏中这３种因子通过
ＡｎｇⅡ→ＴＧＦβ１→ＣＴＧＦ途径使心肌纤维化。

本实验用ＳＨＲ模拟原发性高血压导致的左室重
构和心肌纤维化。实验发现 ＣＴＧＦ在 ＳＨＲ心室肌中
表达明显增加，并与纤维化指标（ＣＶＦ、Ｈｙｐｒｏ、ＬＶＩ）及
ＴＧＦβ１的表达密切相关。给药１２周后卡托普利组和
螺内酯组心肌ＴＧＦβ１、ＣＴＧＦ表达明显减少，ＬＶＩ和纤
维化的程度明显减轻。卡托普利可能通过减少 ＡｎｇⅡ
依赖性ＣＴＧＦ形成，从而延缓心肌纤维化的发生发展，
而螺内酯可能是通过阻断盐皮质激素受体抑制 ＣＴＧＦ
表达。有研究表明，高血压大鼠心脏能产生内源性醛

甾酮并诱导 ＣＴＧＦ表达和心肌纤维化［９］，故螺内酯能

明显减轻ＳＨＲ心肌间质的纤维化［１０］。本实验硝苯地

平对心肌纤维化和ＣＴＧＦ、ＴＧＦβ１的表达都没有显著影
响。提示单纯降压虽能部分减轻心肌纤维化，但是达

不到预防高血压靶器官损害的效果。ＴＯＭＡＳＳＯＮＩ
等［１１］发现不同二氢吡啶类钙拮抗药显示不同抗纤维

化效果：马尼地平、氨氯地平和乐卡地平逆转 ＳＨＲ左
室纤维化有明显效果，而硝苯地平和依拉地平效果不

显著。这与本实验结果相符。

　　表２　５组大鼠心肌ＣＴＧＦ与ＴＧＦβ１相对含量　ｘ±ｓ
组别 ＣＴＧＦ ＴＧＦβ１

卡托普利组 １３４±３．１２１ １５８±２．９６１

硝苯地平组 １４９±４．０７ １７７±９．０７
螺内酯组 １４２±７．０４２ １６９±１１．４１

ＳＨＲ对照组 １５３±４．１１ １８７±６．５２
正常对照组 １２３±８．１１１ １４３±５．５９１

　　与ＳＨＲ对照组比较，１Ｐ＜０．０１，２Ｐ＜０．０５

　　图１　５组大鼠心肌组织 ＣＴＧＦ（Ａ）、ＴＧＦβ１（Ｂ）、ＧＡＰＤＨ
ｍＲＮＡ（Ｃ）表达结果及ＣＴＧＦ（Ｄ）、ＴＧＦβ１（Ｅ）基因相对表达值
　　１～５分别为卡托普利组、硝苯地平组、螺内酯组、ＳＨＲ对照

组和正常对照组；与ＳＨＲ对照组比较，１Ｐ＜０．０１，２Ｐ＜０．０５

心肌纤维化是一个复杂的过程，目前认为 ＴＧＦβ
是最重要的促纤维性细胞因子之一。但因 ＴＧＦβ除
了促纤维化效应，还有抗增生和抗炎症的效应，长期完

全阻断ＴＧＦβ系统势必产生严重后果，而 ＣＴＧＦ似乎
是ＡｎｇⅡ和ＴＧＦβ致纤维化共同的、最后的中介物之
一。故对于高血压心肌纤维化，ＣＴＧＦ可能是更好的药
理学靶目标，可以研究用中和抗体、反义寡核苷酸或

ｓｉＲＮＡ技术来预防和治疗心脏及其他纤维化疾病。
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壳聚糖对甲硝唑凝胶体外促透作用研究

刘新云１，余红梅２，何秀丽１，叶立红１，肖淼生１

（郧阳医学院附属太和医院１．药学部；２．内分泌科，湖北十堰　４４２０００）

［摘　要］　目的　考察壳聚糖（ＣＳ）对甲硝唑凝胶体外透皮速率的影响。方法　将１．０％ ＣＳ作为吸收促进剂用于
甲硝唑凝胶中，以泊洛沙姆ｐ４０７为凝胶基质，以含２％氮酮的甲硝唑凝胶作为阳性对照，不含任何促渗剂的甲硝唑凝胶
作为阴性对照，采用改良Ｆｒａｎｚ扩散池进行大鼠体外皮肤渗透实验，反相高效液相色谱法（ＲＰＨＰＬＣ）法测定接受液中甲
硝唑含量，计算累积透过量Ｑ，得出Ｑｔ回归方程及稳态渗透速率Ｊ。结果　１．０％ＣＳ组和氮酮组Ｊ分别为２．８４１，２．８７４
μｇ·（ｃｍ２）１·ｈ１，两者差异无显著性（Ｐ＞０．０５），而与阴性组相比均差异有显著性（均Ｐ＜０．０５），其透皮吸收行为符合
一级方程。结论　ＣＳ对甲硝唑凝胶的体外透皮吸收有较好的促进作用，值得进一步研究。

［关键词］　壳聚糖；甲硝唑；透皮吸收促进剂；凝胶；体外
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