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甲状腺功能亢进性心肌病兔血管紧张素转换酶及 

血管紧张素 Ⅱ型受体的表达 

张安 邓武 殷跃辉 

【摘要】 目的 探讨甲状腺功能亢进性心肌病(甲亢性心肌病)的发病机制。方法 将 4O只健康成年新 

西兰大白兔随机均分为空 白对照组、L一甲状腺素(L—Thy)组、咪哒普利组和缬沙坦组 4组。用 L—Thy 

45 g·kg_1·d 连续腹腔注射 28 d建立甲亢性心肌病动物模型。测定各组动物左右心室肥厚指数和心肌 

细胞直径；用 Masson染色法测定胶原容积分数；用放射免疫法检测血浆及组织血管紧张索 1(AngⅡ)浓度； 

用 逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)半定量法检测血管紧张素转换酶(AcE)、I型血管紧张素 I受体 

(AT1R)、I型血管紧张素 1受体(AT2R)的 mRNA 表达；用蛋 白质免疫印迹 法(Western blotting)检测 

ACE、AT1R、AT2R的蛋白表达。结果 L—Thy可诱导心肌肥厚及心肌纤维化，使血浆与局部组织AngⅡ浓 

度升高，并可使 ACE、AT1R、AT2R的mRNA及蛋白表达均上调(尸均<O．01)。咪哒普利和缬沙坦均可显著 

抑制 L—Thy诱导的心肌肥厚和纤维化(尸均<0．05)；咪哒普利还可降低血浆与局部心肌组织 AngⅡ水平 

(尸均<O．01)，对 AT1R、AT2R和 ACE的mRNA和蛋白表达均无影响(尸均>0．05)；缬沙坦能显著升高血 

浆 Ang 1浓度(P<O．01)，但不升高组织 Ang 浓度 (尸>0．05)，并能显著上调 AT1R、AT2R的mRNA及蛋 

白表达(P均<O．01)，对 ACE的mRNA和蛋白表达无影响(尸均>O．05)。结论 肾素一血管紧张素系统可能 

参与甲亢性心肌病的发病机制 咪哒普利和缬沙坦可以改善L—Thy诱导的心室重构。 

【关键词】 甲状腺功能亢进 ； 心肌病； 肾素一血管紧张素系统 
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[Abstract]Objective To explore the pathogenesis of hyperthyroid cardiomyopathy．Methods A rabbit 

model of hyperthyroid cardiomyopath was reproduced by daily intraperitoneal injection of L —thyroxine 

(L—Thy，45 g·kg一 ·d一 )for 28 consecutive days．Forty New Zealand rabbits were randomly divided 

into fours groups：control group，L—Thy group，imidapril group，and valsartan group．Ventricular tissues 

Were harvested after 4 weeks．Cardiac hypertrophy index and cardiomyocyte diameter were assessed．Cardiac 

fibrosis was shown by Masson s stain and collagen volume fraction (CVF)was measured using pathological 

image analytic system． Plasma and cardiac angiotensin I (Ang Ⅱ) concentration were measured with 

radioimmunoassay(RIAs)．mRNA expression of angiotensin converting enzyme(ACE)，one tape angiotensin 

recipient—I (AT1R)and AT2R were sami—quantified with reverse transcription—polymerase chain reaction 

(RT—PCR)．Expression of ACE，AT1R and AT2R protein were evaluated with Western blotting analysis． 

Results Compared with control group．rabbits treated with L —Thy only were found to have remarkable 

myocardial hypertrophy and extracellular matrix fibrosis．Increased plasma and',tissue Ang l were detected in 

L —Thy group．RT —PCR and W estern blotting analysis revealed enhanced mRNA and protein expression of 

ACE，AT1R and AT2R． It was also demonstrated that both imidapril and valsartan alleviated cardiac 

hypertrophy and extracellular matrix fibrosis induced by L —Thy．Compared with L —Thy and valsartan 

group．imidapril group showed significantly lower plasma／tissue Ang I concentration and more effective 

inhibition of extracellular matrix fibrosis．Imidapril did not alter the expression of ACE，ATIR or AT2R． 

P1asma concentration of Ang Ⅱ was markedly higher in valsartan group compared with L —Thy group， 

whereas tissue Ang I concentration showed no significant difference between two groups。 In valsartan 

group，ATIR and AT2R mRNA expressions were significantly upregulated，whereas valsartan did not 

change mRNA and protein expression of ACE．Conclusion Renin—angiotensha system (RAS)may play an 

important role in hyperthyroid cardiomyopathy． Imidapril and valsartan may exert benefical effects on 

hyperthyroid cardiomyopathy via retarding myocardial remodeling． 
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心脏是甲状腺素 的靶器官之一 ，超生理剂量的 

甲状腺素作用于心脏，可导致甲状腺功能亢进性心 

肌病 (甲亢性心肌病)，其发病机制 目前 尚未完全清 

楚。现有研究提示 ，肾素一血管紧张素系统(RAS)可 

能参与了甲亢性心肌病心肌肥厚 和间质改变 的过 

程。。。 。本研究选用左旋甲状腺素腹腔注射建立甲亢 

性心肌病动物模 型，通过 了解兔甲亢性心肌病心室 

组织血管紧张素转换酶(ACE)、I型血管紧张素 Ⅱ 

受体(AT1R)、Ⅱ型血管紧张素 Ⅱ受体(AT2R)的表 

达变化，以探讨甲亢性心肌病的发病机制。 

1 材料与方法 

1．1 动物模型建立和实验分组：健康新西兰大白兔 

4O只，雌雄不拘，体重 2．2O～2．85 ，购自重庆医 

科大学实验动物中心 。按随机数字表法分 4组 ：空白 

对照组、L一甲状腺素(L—Thy)组、咪哒普利组和缬 

沙坦组 ，每组 10只。参照文献。 方法 ，用L—Thy 

0．1 g／L~1]5 g／L羧甲基纤维素钠中充分研磨 ，除空 

白对照组外，各组均以L—Thy 45 g·kg- ·d 

连续腹腔注射 28 d制成甲亢性心肌病动物模型；空 

白对照组每 日腹腔注射 5 g／L羧 甲基纤维素钠 ，咪 

哒普利组每 Et灌服 1次咪哒普利 0．5 mg／kg，缬沙 

坦组每 Et灌服 1次缬沙坦 8 mg／kg，I 一Thy组及空 

白对照组每 日灌服等量生理盐水。 

1．2 标本采集与保存：兔称重后经耳缘静脉注射戊 

巴比妥钠 30 mg／kg麻醉 ，开胸切取心脏 ，沿室间隔 

分离左心室(包括室间隔)和右心室，冰冷生理盐水 

冲洗干净，迅速用清洁滤纸吸干水分后称左心室和 

右心室湿重。取左心室游离壁中部心室肌，一部分放 

人体积分数为 10 的中性甲醛 中固定 ，另一部分液 

氮中保存用作逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)及 

蛋白质免疫印迹法(Western blotting)。 

1．3 指标检测及方法 

1．3．1 心室肥厚指数计算：左心室湿重／体重比值 

(LVW／BW 比值，mg／g)和右心室湿重／体重比值 

(RVW／BW 比值 ，rag／g)即为左心室肥厚指数和右 

心室肥厚指数 。 

1．3．2 心肌细胞直径及胶原容积分数(CVF)测 

定 ：取中性 甲醛 固定 24～48 h后 的左心室游离壁中 

部心室肌 ，常规脱水、透明、石蜡包埋、切片(5 m)， 

行苏木素一伊红(HE)及 Masson染色 ，光镜下观察。 

①在 HE染色切片中，光镜下取心肌横断面，测定每 

个心肌细胞跨核处最窄的直径，测量 75个细胞，取 

其平均值。②在Masson染色切片中，用彩色图像分 

析系统(TD 2000，北京)计算心肌CVF[CVF( )一 

每一视野胶原面积／每一视野总面积 ×100 ]，每张 

切片按顺序移动统计 10个视野，取其平均值。 

1．3．3 血浆及组织血管紧张素 Ⅱ(AngⅡ)浓度测 

定：①血浆 AngⅡ浓度：经兔耳缘静脉采血 2 ml，按 

照放射免疫试剂盒说明书抗凝处理，放入 4 rC冰箱 

中2 h，取出后 3 000 r／rain(离心半径 10 cm)离心 

10 rain，分离血浆，分装置于一2O_C保存备用。②组 

织 AngⅡ浓度：取左心室游离壁组织 50 mg，用冰生 

理盐水洗净，剪碎后放入含 1 ml(0．1 mol／L)醋酸 

溶液试管中，置于 95 C水浴中加热 10 rain，冷却后 

用高速分散器制成匀浆，于 4℃下 10 000×g离心 

20 rain×2次，取上清液于一2O℃保存待测。按北京 

北方生物技术研究所试剂盒说 明测定。 

1．3．4 RT—PCR检测 ：①总 RNA提取 ：参照美国 

Promega公 司 TriPure M总 RNA提取试 剂盒说 明 

书进行。总 RNA溶于 5O l焦碳酸二乙酯(DEPC) 

中，用紫外分光光度计于波长 260 nm和 280 nm处 

测定吸光度(A)值，计算 A 。／A 。。比值，所有标本> 

1．8。②引物设计(表 1)由上海生物工程技术公司合 

成，肌动蛋白(actin)为内参照基因。⑧RT—PCR测 

定：一步法试剂盒由上海生物工程技术公司提供。反 

应体系(50 1)：总 RNA 1 g，RT／Taq Mix 1 td，上 

游引物 (10 gmol／I )1 l，下游引物(10 gmol／L)1 l 

加 DEPC双蒸水至5O l。循环参数：37℃cDNA合 

成 30 rain，94℃预变性2 rain；进入 PCR循环 ：94℃ 

变性 30 S，各 目标基因退火温度均为 55℃(ACE)、 

6O℃(AT1R)、60℃(AT2R)退 火 30 S，72℃延伸 

60 S，30个循环后 72 C延伸 5 rain。④电泳及图像 

扫描：取 actin和目标基因的共扩增产物 1O l，用质 

量分数为 2％的琼脂糖电泳 60 rain，电压 9O V，在 

凝胶成像系统(Bio～Rad，美国)de扫描成像，测定 目 

标基因和actin条带的 值比值，代表 目的基因的 

相对表达含量。 

表 1 目标基 因及 内参照 引物序 列 

Table 1 PCR primers of ACE ，AT1R，AT2R and actin gene 

1．3．5 Western blotting检测：①总蛋白提取：取 

100 mg心肌组织剪碎并于玻璃匀浆器充分匀浆，加 
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3～5倍体积的组织裂解液于冰盒中吹打 30 min， 

4℃下 12 000×g离心 10 min，取上清液。取 10 I 

蛋白提取液，用考马斯亮蓝法定量，其余蛋白一70℃ 

保存备用。②十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳 

(SDS—PAGE)：电泳 分离胶浓 度为质 量分数 5 

(ACE)和 1O (AT1R，AT2R)，积层胶浓度为 5％， 

取稀释并煮沸的蛋白质样品加入等体积的上样缓冲 

液，在 8O V电压下电泳至溴酚蓝从积层胶进入分离 

胶后，再将电压调至 100 V继续电泳至溴酚蓝到达 

凝胶底部为止。③电转印：电流 90 mA，4℃ 过夜。 

④杂交与显色：以质量分数为 5 的脱脂奶粉封闭， 

加入以封闭液稀释的ACE单克隆抗体(Novocastra 

Laboratories Ltd，Unided Kingdom )1：400、AT1R 

和 ATZR多克隆抗体 (武汉博士德公司产品)各 

1：200，室温下摇50 min，洗膜 3次，加入用封闭液 

稀释的辣根过氧化物酶标记的二抗(1：250)，室温 

下摇 50 min后 ，洗膜，3，3 一二氨基联苯胺(DAB)显 

色，待蛋白条带清晰后用 自来水冲洗、照相，结果用 

凝胶成像系统对目的条带进行吸光度分析，蛋白含 

量以相对吸光度 ×面积表示。 

1．4 统计学处理：各组数据以均数±标准差( ± ) 

表示，使用 SPSS软件分析，组间比较采用方差分析 

和g检验，P<O．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 心室肥厚指数、心肌细胞直径及 CVF结果 

(表 2)：L—Thy组左右心室肥厚指数、心肌细胞直 

径及 CVF均显著高于空白对照组(P均<0．01)；昧 

哒普利组和缬沙坦组各指标均较L—Thy组明显降 

低(P均<0．05)；咪哒普利组 CVF较缬沙坦组降低 

更明显(P<0．05)。 

2．2 血浆和组织 AngⅡ浓度(表 2)：L—Thy组血 

浆和组织 AngⅡ浓度显著高于空白对照组(P均< 

0．01)。与L—Thy组比较，咪哒普利组血浆和组织 

AngⅡ浓度显著降低(P均<0．01)；缬沙坦组血浆 

AngⅡ浓度显著升高(P<0．01)，而组织 AngⅡ浓 

度比较差异无统计学意义(P均>0．05)。 

2．3 ACE、AT1R、AT2R 的 mRNA 及 蛋 白表 达 

(表 3，图 1，图 2)：L—Thy组较空 白对照组 ACE、 

AT1R、AT2R 的 mRNA 及蛋 白表达 均显 著上 调 

(P均<0．01)；咪哒普利组和缬沙坦组 ACE mRNA 

及蛋 白表达及咪哒普利组 AT1R、AT2R 的mRNA 

及蛋白表达与 L—Thy组比较差异均无统计学意义 

(P均>0．05)；缬沙坦组 AT1R、AT2R 的 mRNA 

及蛋 白表达均显著高于 L—Thy组 (P均<0．01)。 

表 2 4组动物心室肥厚指数、心肌细胞直径、CVF及血浆和组织 AngⅡ浓度比较( ±s) 

Table 2 Comparison of cardiac hypertrophy index，cardiomyocyte diameter，CVF and 

plasma and tissue AngⅡ concentration in four groups(x~s) 

注：与空白对照组比较： P<o．O1；与 L—Thy组比较： P<O．O1；与咪哒普利组比较： P<O．05 

表 3 4组动物 ACE、AT1R和 AT2R的 mRNA及蛋 白表达水平( ±s) 

Table 3 mRNA and protein expression of ACE，AT1R and AT2R in four groups(x!s) 

注：与空白对照组比较： P<O．01；与L—Thy组比 
0 l 2 3 

赣  

较 ： P<0．01 

A：ACE；B：AT1R c：AT2R；M：Marker；0 空白对照组}i：L—Thy组；2：咪哒普利组；3：缬沙坦组；4：actin 

图1 抗 ACE单克隆抗体和抗 AT1R、AT2R多克隆抗体免疫印迹围 

Figure 1 Bands of W estern blotting with anti～ACE monoelonal antibody，an ti—AT1R and AT2R polyclonal antibody 
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· 经 验 交 流 · 

二维血流显像技术对糖尿病患者下肢动脉疾病的诊断价值 

金蓉 姬凤英 王众 李力 黄小元 焦彤 

【关键词】 二维血流显像； 糖尿病； 下肢动脉疾病 

探讨超声二维血流显像(B—Flow) 

技术在诊断糖尿病患者下肢动脉疾病方 

面的准确性和使用价值。 

1 临床资料 

1．1 一般资料：5O例患者中男 3O例， 

女 2O例；年龄 33~82岁，平均 53．5岁 

按患者下肢病变程度分为动脉粥样硬化 

组 (A，20例)、完全性闭塞组 (B，15例) 

和不完全闭塞组 (c，15例)，20例正常 

人为对照。用 GE—L0GIQ一700彩色多 

普勒超声诊断仪二维超声(2D)、彩色多 

普勒超声(CDFI)．脉冲多普勒(PWD)和 

B—Flow 4种显示模式进行观察。 

1。2 统计学分析：数据以均数±标准差 

(T-C-s)表示，采用配对 t检验，P<0．05 

为差异有统计学意义。 

2 结 果 

A组和 c组声像图表现为血管腔 

内单发或多发低回声、强回声或混合性 

斑块 ，A组斑块处管腔狭窄<50 ，C组 

斑块处管腔狭窄>5O ，B—Flow显示 

动脉管壁增厚不光滑，血流回声不均匀， 

病变部位见斑块凸入管腔，若出现管腔 

狭窄，狭窄处血流回声灰度增强。CDFI 

显示 A组和 c组斑块处血流充盈缺损， 

作者单位：300192 天津市第一中心医院 

作者简介：金蓉(1969一)，女 (回族)，天 

津市人，硕士研究生，副主任医师 

表 1 各组患者下肢动脉内中膜厚度及收缩期峰值流速比较( ±s) 

注：与正常组 比较 ： P<O．05 

PWD显示狭窄处的血流速度增高，频带 

增宽，狭窄下端血流流速减低，其峰值流 

速明显低于正常组。B组表现为腔内血 

栓回声，闭塞处探头无法压扁动脉，相伴 

的静脉血流正常，CDFI及 B—Flow显 

示闭塞处血流消失，闭塞远端血流流速 

减低，其峰值流速明显低于正常组 

3 讨 论 

B—Flow技术具有图像高桢频和高 

分辨率的特征，可以同时显示组织和血 

流信息，实现动、静脉同时成像。本结果 

发现糖尿病患者下肢动脉都有不同程度 

的粥样硬化改变，病变组的声像 图表现 

为见单发或多发低 回声、强回声和混合 

性斑块。用 CDFI技术显示会因多种调 

节因素使血流显示不清或出现血流外溢 

现象，影响细小斑快或低速血流的观察 ； 

PWD易受取样线与血管夹角及取样容 

积部位的影响；而 B—Flow技术弥补了 

以上技术的不足，能够清晰显示血管内 

血栓大小的形态、血栓与管壁的关系、血 

栓内及周围血液流动情况，为临床早期 

诊断糖尿病患者下肢动脉疾病的部位提 

供可靠的依据。 

B—Flow技术作为一种新的成像技 

术仍存在一定的问题，如存在图像闪烁 

现象，且只有一个焦点，只能进行单点聚 

焦，使图像不同深度的血管同时显示受 

到限制。其次，与CDFI一样在血管解剖 

部位和整体观察及显示侧支循环方面存 

在缺陷，对影像学疾病的诊断没有一定 

的数值量化，无法进行统计学分析，仍依 

赖于超 声医生 主观判断 ，需结 合彩 色多 

谱勒分析。 

(收稿日期；2007—06—10) 
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