
肾上腺髓质素原N端20肽对血管紧张素刺激心肌成纤维细胞生成NO的影响  

    肾上腺髓质素(adrenomedullin, ADM)是1993年由Kitamura等[1]从肾上腺髓质瘤中发现的一种心血管

活性肽，来源于其基因编码的肾上腺髓质素原(proadrenomedullin，proADM)。proADM 分子中的成对碱性

氨基酸残基为内源性肽酶的加工位点。proADM在体内被酶解后生成4个肽段,分别为肾上腺髓质素原N端20肽

(proADM N-terminal 20 peptide, PAMP)、proADM45-92、ADM和肾上腺升压素(adrenotensin, ADT)

[2]。上述各肽段在体内各自发挥其独立的生物学效应，ADM具有很强的舒张血管、降低血压、抑制血管平滑

肌细胞、心肌成纤维细胞的增殖等生物学功能；PAMP有较弱的舒张血管、降低血压的效应，目前PAMP对心肌

成纤维细胞的影响仍是未知的[2]，[3]。NO作为一重要的舒血管因子，已证实心肌成纤维细胞分泌NO，并对

心肌重塑起着重要作用[4][5][6]。血管紧张素II(AngII)对血管平滑肌细胞、心肌成纤维细胞的增殖、胶原

生成具有重要作用。本文旨在探讨PAMP对AngII作用于心肌成纤维细胞合成NO的影响。 

    

1  材料与方法 

    1.1  材料 

    出生1～3 d的SD大鼠，本校实验动物中心提供。胰蛋白酶、四氮唑盐(MTT)、DMEM低糖型培养基为GIBCO

公司产品；和二甲基亚砜(DMSO)为美国Sigma公司产品；胎牛血清(FCS)购于杭州四季青生物工程材料研究

所；2500E型CO
2
培养箱(美国NuAire公司)；753型紫外可见光分光光度计(上海光学仪器制造厂)。 

    1.2  方法 

    1.2.1  CFs 培养   在无菌条件下，取出生后1～3 d的SD大鼠的心室，剪碎，用0.25%的胰酶在37 ℃

下分散细胞，每隔5 min收集1次细胞，收集第2～8次消化所得的细胞悬液至离心管，加入等量的含20 %新生

小牛血清的DMEM，离心(1 000 r/min，10 min)、弃上清，加入含200 ml/L FCS的DMEM吹打成细胞悬液后，

接种于培养瓶中。根据CFs较心肌细胞贴壁速度快的原理，在50 ml/L CO
2
、37 ℃、饱和湿度条件下培养60～

90 min ，采用差速贴壁法，倾去上清液，剩下的细胞即为CFs，加入含100 ml/L FCS的DMEM继续培养。细胞

生长接近融合状态时按1∶4传代。实验用第3代。 

    1.2.2  细胞鉴定   经倒置显微镜、透射电镜、免疫组化纤维粘连蛋白染色阳性和平滑肌肌动蛋白染色

阴性鉴定为CFs，纯度达98%，台盼蓝染色细胞活力大于98%。 

    1.2.3  实验分组   ①空白对照组；②10-9、10-8、10-7、10-6mol/L AngII组；③10-9、10-8、10-7、

10-6 mol/L PAMP组；④10-7 mol/L AngII+PAMP(10-9、10-8、10-7、10-6 mol/L)组。 

    1.2.4  用硝酸还原法测定NO的含量   NO在体外转化为NO
2
 和NO

3
，利用硝酸还原酶将NO

3
还原为NO

2
，通

过显色深浅测定NO
2
浓度推算NO含量。操作按试剂盒说明进行，NO含量以公式(测定管吸光度- 空白管吸光

度)/(标准管吸光度- 空白管吸光度)×100 μmol·L-1计算。 

    1.3  统计学处理 

    所有实验数据以 ±s 表示，组间差异比较采用多个样本均数比较的ANOVA方差分析，两两比较采用SNK
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检验，统计软件用SPSS10.0。 

    

2  结果 

    2.1  AngII对CFs的NO合成功能的影响 

    培养24 h后，10-9、10-8、10-7、10-6 μmol/L AngII 组细胞培养液中的浓度是：(73.88±2.23)、

(64.34±3.02)、(54.12±2.82)、(40.21±1.45) μmol/L，各组之间有显著性差异(P<0.001)。但空白组

与10-9 μmol/L AngII之间无显著性差异(P>0.05)。这表明随着AngII 的浓度增加，NO的合成显著性地减少

(表1)。 

    2.2   PAMP对CFs的NO合成功能的影响 

    10-9、10-8、10-7、10-6 μmol/L PAMP组细胞培养液中NO的浓度分别为74.40±3.42、74.91±2.66、

75.77±3.31、74.23±2.43 μmol/L，而空白组为74.57±2.49 μmol/L。各组之间无显著性差异(P>0.05，

表2)。 

    2.3  AngII与PAMP共同作用时对NO合成功能的影响 

    10-7 μmol/L AngII+(10-9、10-8、10-7、10-6 μmol/L)PAMP组培养液中NO合成浓度分别为(66.15±

2.95)、(80.58±3.77)、(88.67±1.46)、(96.22±2.96) μmol/L各组间有显著性差异(P<0.001)。AngII



浓度保持不变的情况下，随PAMP浓度增加，NO合成明显增多(表3)。 

    

3  讨论 

    在心血管疾病中，高血压心脏病，心力衰竭等疾病都会引起心室重塑，心肌重塑是由一系列复杂的分子

和细胞机制导致心肌结构、功能和表型的变化。目前的研究认为：心室重塑为心肌对心肌损伤及心脏超负荷的

一种反应，反映了生长促进因子(如细胞因子、生长因子、血管紧张素、去甲肾上腺素等) 及内源性生长抑制

因子(如心钠素、缓激肽及NO等) 之间效应的失衡。其确切机制尚不明确[7]。 

    AngII目前已证实其在高血压心脏病、动脉粥样硬化、血管平滑肌细胞、心肌成纤维细胞增生中起重要作

用[8]。本实验观察到AngII明显随着浓度的增大剌激心肌成纤维细胞合成NO。与以前所观察到的结果一样

[9]。 

    几乎所有组织都有PAMP分布，在心血管系统中，血管内皮细胞、血管平滑肌细胞、心肌成纤维细胞及心

肌细胞均可合成分泌PAMP[6]。研究发现,AngⅡ可以刺激离体大鼠心肌细胞及成纤维细胞分泌PAMP[10]，ADM

可以影响AngII心肌成纤维细胞NO合成。但PAMP对心肌成纤维细胞的影响未见报道。 

    本实验同以往实验一样观察到AngII呈剂量依赖性使CFs合成NO减少。但PAMP对CFs的合成NO无影响。而

当PAMP与AngII共同作用于CFs下，AngII保持不变时，随PAMP浓度增加，NO生成增多。 

    据文献报道[11]，AngⅡ有两种受体，AT1R 与AT2R，它们对心血管的作用基本相反。使用AT1R 拮抗剂

阻断Ang Ⅱ与AT1R 的结合，可使AngⅡ与AT2R 结合增加，促进缓激肽- 前列腺素- NO 途径的开放，使效应

细胞分泌NO 上升。如果使用AT2R 拮抗剂阻断AngⅡ与AT2R 的结合，可使Ang Ⅱ与AT1R 结合增加，抑抑制

缓激肽- 前列腺素- NO 途径的开放，使效应细胞分泌NO 下降。因此假设AngⅡ可通过与AT1R结合抑制成年

大鼠MFs分泌NO，同时又可通过其它受体途径促进NO 的分泌，一般情况下以前者为主；当AT1R 功能被阻断

后，后者效应会明显呈现。 

    本实验中用含0.5%胎牛血清DMEM培养CFs 24 h后，使其处于生长静息期时加入PAMP，观察到PAMP对CFs

合成NO无影响。因此推测，在CFs处于静息期时，PAMP对其合成NO无影响。但当PAMP与AngII共同作用于静息

期的CFs时，AngII可能通过作用于静息期的CFs，使其表面表达PAMP的特异受体，此时，PAMP通过其特异性

受体，并间接通过AT1R和AT2R受体机制，从而表现出促进CFs合成NO增多。 

    综上所述，CFs静息期时表面PAMP特异受体可能不表达，PAMP对处于静息期的CFs的合成NO也无影响；但

当AngII作用于CFs后，CFs活化表达PAMP特异性受体并抑制NO的合成，此时，PAMP通过作用于CFs表面PAMP特

异性受体，使合成NO增多。 
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