
环孢酶素A对缺氧大鼠右心室心肌CaN活性及血浆NO、一氧化氮合酶、内皮
素-1水平的影响  

    缺氧、肺部炎症、肺发育不良等是致右心室心衰的常见原因，其中缺氧是最常见的原因。许多研究认为

慢性缺氧致肺动脉高压是引起右心室肥厚的主要原因，肺动脉高压的发病机制与一氧化氮(NO)和内皮素-1

(ET-1)的调节失衡有关。本研究观察抑制钙调神经磷酸酶(CaN)活性后周围血NO、ET-1及一氧化氮合酶

(iNOS)的变化，旨在探讨钙CaN在慢性缺氧性右心室心肌肥厚中的作用。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    1.1.1  实验动物   清洁级SD大鼠，8周龄，体质量(217.18±19.11) g，雌雄不拘，购自广东医学院

实验动物中心。 

    1.1.2  仪器和试剂   CYK-50型数字控氧仪及电磁阀购自杭州立华仪器有限公司，Optima7m LE-80K超

速离心机购自美国BECKMAN公司(湛江海洋大学分析测试中心提供)，PE LS-50B荧光分光光度计购自美国PE公

司，CaN活性测定试剂盒购自德国CALBIOCHEM公司，环孢酶素A(CsA)为Novartis公司产品，ET-1测定试剂盒

由北京东亚免疫技术研究所提供，NO和iNOS试剂盒由南京建成生物制品公司提供。 

    1.2  慢性持续缺氧致右心室肥大动物模型的建立 

    参照文献[1]的方法建立SD大鼠慢性缺氧致心肌肥厚模型。将大鼠每天24 h置于含氧浓度(10.0±

0.5)%、二氧化碳分压<0.2%的大型玻璃罐(自制)中，常规饲养。7 d可出现稳定的心肌肥大。模型建立成功的

标准：右心室/(左心室+室间隔)[RV/(LV+S)]、右心室/体质量(RV/BW)的比值增高，右心室心钠素水平增

高。 

    1.3  实验分组和处理 

    实验大鼠24只，分3组：缺氧组、CsA处理组和正常对照组，每组各8只。缺氧组持续缺氧连续14 d； 

CsA处理组持续缺氧，且每天腹腔注射CsA(20 mg/ kg·b.w.)；正常对照组于常氧下喂养。14 d后用10%乌拉

坦(1 ml/100 g·b.w.)腹腔麻醉，3组同时处死动物，快速取心脏，同时取心室内血，待测NO、ET-1和

iNOS。分离右心室及左心室和室间隔，并记录RV/(LV+S)、RV/BW比值，然后迅速将右心室标本液氮保存以备

用，进一步作CaN活性测定。 

    1.4  CaN活性检测 

    取50 mg右心室组织置匀浆器中，在液氮条件下研磨成粉，加入0.25 ml含蛋白酶抑制剂lysis缓冲液继

续匀浆。匀浆液4 ℃条件下150 000×g离心45 min，上清液经去盐凝胶树脂过滤除去样本中游离的磷酸盐；

按照CaN活性测定试剂盒说明，分别加样，于30 ℃反应30 min，然后每管加100 μl GREENTM终止反应，用酶

标仪分别测出D(620)，对照标准曲线求出相应的磷酸盐含量；按照试剂盒所提供的公式分别求出CaN相对应的

磷酸盐的含量，取两者的平均值，以每g心肌组织CaN相对应的磷酸盐含量表示该右心室组织CaN活性。 
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    1.5  血清NO、ET-1、iNOS测定 

    严格按照试剂盒要求，采用比色法测定硝酸盐和亚硝酸盐水平，间接测定NO浓度；免疫放射方法测定ET-

1水平；分光光度计检测iNOS活性。 

    1.6  统计学处理 

    采用SPSS软件处理数据，行One-Way AVOVA分析，两两比较用SNK法。 

    

2  结果 

    2.1  缺氧大鼠右心室肥厚程度的改变及CsA的作用 

    从表1可见，大鼠慢性持续缺氧14 d后缺氧组RV/(LV+S)、RV/BW较正常组均明显增高(P<0.01)；而CsA

处理组上述指标较缺氧组明显降低(P<0.01)，且与正常组差别无统计学意义(P>0.05)。 

    2.2  缺氧大鼠右心室心肌CaN活性及CsA的作用 

    从表2可见，大鼠慢性持续缺氧14 d后缺氧组CaN活性较正常组均明显增高(P<0. 01)；而CsA处理后CaN

活性明显低于缺氧组(P<0.01)，且与正常组差别无统计学意义(P>0.05)。 



    2.3  缺氧大鼠血浆NO、 ET-1 、iNOS水平变化及CsA的作用 

    从表3可见，大鼠慢性持续缺氧14 d后缺氧组血浆NO、iNOS水平明显低于正常组(P<0.01)，ET-1水平则

明显高于正常组(P<0.01)；而CsA处理后血浆NO、 iNOS水平明显高于缺氧组(P<0.01)，ET-1水平则明显低于

缺氧组(P<0.01)，与正常组差别无统计学意义(P>0.05)。 

    

3  讨论 

    CaN是受Ca2+/钙调素(CaM)调节的多功能信号酶，存在于多种细胞内。通过转基因动物发现了CaN信号通

路介导心肌细胞内Ca2+增加导致心肌细胞肥大这一重要过程，并在增加左心室后负荷和心肌培养等实验中得到

证实。心肌细胞内钙离子浓度升高通过Ca2+/CaM激活CaN，CaN通过去磷酸化胞质中的转移核因子NFAT3，

NFAT3进入细胞核与心肌的锌指转录因子GATA-4相互作用启动心肌肥大基因表达，最后导致心肌肥大。而特异

性抑制剂CsA、FK-506分别与CsA受体、FKBP12结合抑制CaN的活性，从而抑制心肌肥大[2][3]。本研究观察

慢性缺氧致大鼠右心室心肌肥厚，CaN活性增加，与正常组比较，差异有显著性意义，CsA处理可抑制慢性缺

氧所致右心室心肌肥厚，说明Ca2+/CaM/CaN信号通路可能参与了慢性缺氧致右心室心肌肥大的发病过程。 

    慢性缺氧引起肺动脉高压是右心室肥厚的主要原因。在肺动脉高压形成机制中，NO、iNOS和ET-1的失衡

起了重要作用[4][5][6]。近年CaN信号通路在调节iNOS和ET-1表达中的作用受到广泛重视。Kim等[7][8]

[9]研究显示CaN降解不同组织和细胞内IkB，激活NF-kB，后者发生核转移诱导心肌、上皮细胞、巨噬细胞等

的NOS表达(包括eNOS、iNOS)，从而合成NO增加；而CsA则可抑制这一通道，导致NO合成减少。Morimoto等

[10]研究发现肾上腺素等β受体激动剂引起心肌ET-1表达增加由CaN/GATA4介导，CaN抑制剂可拮抗ET-1表

达。本研究观察到慢性缺氧时ET-1水平明显高于对照组，而iNOS、NO明显低于对照组，此可能为缺氧时肺动

脉压力增高的原因；而CsA处理后大鼠周围循环NO、iNOS水平增高接近正常水平，ET-1则降低，此可导致肺动

脉压力下降，而肺动脉压力的下降有利于心肌肥厚的改善，所以研究结果提示CaN活性抑制剂CsA对心肌肥厚

的抑制作用可能与调节血NO、iNOS和ET-1水平、改善肺动脉压力等有关。但是血中NO、iNOS和ET-1水平的改

变与肺血管内皮细胞内分泌还是与心肌分泌有关，有待进一步阐明。另外，本实验未直接测定肺动脉压力，肺

动脉压力下降程度及其与右心室肥厚的改变亦需进一步研究。 
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