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摘要 目的 探讨肾素 － 血管紧张素系统在实验性血管性

痴呆大鼠心肌损伤中的作用。方法 24 只成年雄性 SD 大

鼠分为正常组、假手术组和模型组。Morris 水迷宫用于评估

大鼠学习记忆功能; 免疫染色法观察心肌细胞横截面积和间

质胶原蛋白分数以评估实验性血管性痴呆引起的心肌改变。

检测血清中血管紧张素Ⅱ( Ang Ⅱ) 和血管紧张素 1-7( Ang1-
7) 的浓度，以及心肌中血管紧张素转换酶( ACE) 、血管紧张

素转换酶 2( ACE2) 、Ang Ⅱ、Ang1-7、血管紧张素 1 型( AT1)

受体和 Mas 受体的蛋白表达水平。结果 与假手术组和正

常组比较，模型组大鼠存在明显的认知功能障碍( P ＜ 0. 01)

和心肌损伤( P ＜ 0. 000 1) 。此外，模型组大鼠心肌中肾素 －

血管紧张素系统的 ACE /Ang Ⅱ /AT1 轴上调( P ＜ 0. 01) ，而

ACE2 /Ang1-7 /Mas 轴下调( P ＜ 0. 05 ) 。结论 实验性血管

性痴呆大鼠心肌损伤可能与肾素 － 血管紧张素系统失调有

关。
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血管性痴呆( vascular dementia，VaD) 是第二大

痴呆类型，中国 VaD 的总体患病率约为 0. 96%［1］，

随着年龄的增长而增加。考虑到中国庞大的人口基

数和严峻的老龄化趋势，患有 VaD 并受其影响的人

数将是显著的。神经系统和心血管系统之间存在复

杂的相互作用，一个系统的功能障碍可能会导致另

一个系统的功能变化，这被称之为脑 － 心相互作用。
一方面，心血管疾病［2］，如心力衰竭和高血压，是

VaD 的危险因素。另一方面，心功能障碍也可能出

现在无原发性心脏病的 VaD 小鼠中［3］。肾素 － 血

管紧张素系统( renin-angiotensin system，ＲAS ) 是一

个复杂的网络，在心血管和神经退行性疾病的发展

中起着至关重要的作用。考虑到 ＲAS 对多个系统

和器官的影响，ＲAS 被认为参与了脑心之间的相互

作用。该研究旨在观察 VaD 发生后的心肌损伤及

ＲAS 的改变，增加对 VaD 发展过程 的 理 解，并 为

VaD 及其并发症的治疗提供新的思路。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验动物 24 只 8 周龄 SPF 级雄性 SD 大

鼠由安徽医科大学实验动物中心提供，体质量 180
～ 220 g。大鼠饲养于 12 h 光 /暗循环、温度 21 ～ 24
℃、湿度 55% ～ 75% 的环境中，并按照安徽医科大

学《研究动物护理和使用指导原则》进行饲养。实

验方案经安徽医科大学实验动物伦理委员会正式批

准( 批准号: LLSC20221234) 。
1． 1． 2 主要试剂 大鼠血管紧张素Ⅱ( angiotensin
Ⅱ，Ang Ⅱ) 、血管紧张素 1-7 ( angiotensin1-7，Ang1-
7) 试剂盒购于美国 ELK 生物技术公司; 兔单克隆血

管紧张素转换酶 2 ( angiotensin-converting enzyme 2，

ACE2) 抗体、兔多克隆抗 Ang1-7 Mas 受体抗体、兔

抗 AGTＲ1 抗体和兔单克隆 GAPDH 抗体购于武汉

三鹰生物技术有限公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 造模与分组 实验前大鼠先接受为期 1 周

的适应喂养。随后被随机均分为三组: 模型组、假手

术组和正常组。模型组采用改良的双侧颈总动脉结

扎法( 2-vessel occlusion，2VO) 来制备 VaD 大鼠［4］，

该过程包括用 10%的水合氯醛( 300 mg /kg) 溶液腹

腔麻醉大鼠，再在颈部正中切口，将右侧颈总动脉与

迷走神经分离，用 5-0 丝线永久结扎，1 周后，在左侧

颈总动脉上重复进行同样的手术。除血管结扎外，

假手术组仅切开颈部皮肤而不结扎血管，对照组无

手术干预。术后将大鼠放置在电热毯上，直到它们

恢复意识，再给予青霉素钠注射液( 4 × 104 U /d) ，共

3 d，以降低感染风险。
1． 2． 2 Morris 水迷宫实验 术后 3 周，对大鼠进行

水迷宫测试，以评估它们的空间学习和记忆能力。
圆形水迷宫池被平均分为 4 个象限，在第 4 象限放
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置 1 个直径为 10 cm 的透明平台，淹没在水面以下 2
cm 处。测试期共持续 5 d，其中第 1 天为适应性训

练，随后 3 d 为定位导航测试，第 5 天为空间探索测

试。在适应期和定位导航试验中，每天从不同的象

限开始，将大鼠头向池壁，靠近池壁放入池中。每次

试验的上限为 60 s，大鼠寻找平台的时间为逃逸潜

伏期。在大鼠未找到平台的情况下，逃逸潜伏期被

记录为 60 s。每次试验结束后，无论大鼠是否找到

了平台，都将被放置在平台上 15 s。平均逃逸潜伏

是根据在 3 d 内观察到的逃逸潜伏期计算得出。第

5 天移除平台，记录每只大鼠在 90 s 内穿过原始平

台区域的次数。
1． 2． 3 组织制备 水迷宫实验结束后，腹腔注射

10%水合氯醛深度麻醉大鼠。为了暴露心脏，在腹

腔内做 1 个切口，然后进行膈肌穿刺和胸腔解剖。
采用 21G 针头和 5 ml 注射器进行心脏穿刺采血。
以 3 000 r /min 的速度离心 10 min，分离血清，然后

在 － 80 ℃下保存至进一步使用。采血后，经主动脉

经心脏灌注预冷的 0. 9% 氯化钠溶液，直到所有血

液全部排出。灌注后用 4% 多聚甲醛固定液固定分

离脑和心脏，4 ℃在同一溶液中固定过夜。脱水后，

将固定组织用石蜡包埋，切片成 6 μm 厚的连续冠

状切片。
1． 2． 4 免疫染色 HE 染色评估海马 CA1 区的病

理变化，小天狼星红染色检测心肌间质胶原蛋白分

数( interstitial collagen fraction，ICF) 和心肌细胞横截

面积( myocyte cross-sectional area，MCSA) 。每个切

片分别分析了 5 个随机视图。在 × 200 放大的显微

镜下观察海马神经元和心肌组织的病理变化，并用

数码相机捕捉。使用 ImageJ 软件对海马 CA1 区存

活神经元数量、ICF 和 MCSA 进行半定量分析。
1． 2． 5 酶联免疫吸附测定法 ( enzyme-linked immu-
no sorbent assay，ELISA) 用玻璃均质器在 PBS 中

均质，并在冰上进行超声处理。3 000 r /min 离心 10
min，收集上清液。随后，使用大鼠 ELISA 试剂盒确

定血清和心脏组织中 Ang Ⅱ和 Ang1-7 的浓度。
1． 2． 6 Western blot 测定蛋白含量 使用 PMSF 裂

解缓冲液从心肌组织中提取蛋白质，使用 BCA 试剂

盒定量蛋白浓度。再加载到聚丙烯酰胺凝胶上进行

电泳并转移到聚偏二氟乙烯膜上。将膜在含有 5%
脱脂奶粉的封闭液中封闭 1 h，加入一抗，4 ℃ 孵育

过夜; 再将膜转移到含二抗的玻璃平皿中，于室温摇

床上孵育 2 h。洗涤后，ECL 显色，化学光敏模式曝

光显影，使用 ImageJ 软件进行定量。

1． 3 统计学处理 实验所得数据使用 Graph Pad
Prism8 软件进行统计分析。所有数据均以均数 ± 标

准误表示，三组间的分析采用单因素方差分析，采用

重复测量方差分析调查逃逸潜伏期随时间的变化。
P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 改良的 2VO 诱导大鼠认知功能障碍 在术后

3 周进行了 Morris 水迷宫测试 ( 图 1 ) 。图 1A 为

Morris 水迷宫中定位导航实验的代表性图像。在图

1B 中，三组大鼠在进行自适应训练的第 1 天和在第

2 天进行定位导航测试时，它们的逃逸潜伏期差异

无统计学意义。然而，在随后的第 3 天( q = 7. 693，

P ＜ 0. 001) 和第 4 天( q = 7. 150，P ＜ 0. 001 ) 的定位

导航测试中，模型组比正常组和假手术组表现出更

长的逃避潜伏期。图 1C 为 Morris 水迷宫中空间探

索实验的代表性图像。图 1D 显示，空间探索实验

中，与其他两组比较，模型组大鼠的穿越平台总数显

著减少( q = 5. 735，P = 0. 001 6) 。
2． 2 改良的 2VO 诱导大鼠海马神经元病理性改变

和心肌损害 术后 4 周，采用 HE 染色法观察海马

CA1 区神经元形态( 图 2A) 。HE 染色显示正常组

和假手术组心肌细胞结构有序、清晰，模型组的心肌

细胞出现组织紊乱，核变形明显，成纤维细胞增殖明

显( 图 2B ) 。通过小天狼星红染色测量 MCSA 和

ICF 来评估心肌肥大和纤维化程度( 图 2C) 。与正

常组和假手术组比较，模型组大鼠 CA1 区域的神经

元数量显著减少( q = 7. 917，P ＜ 0. 000 1) ，大鼠 VaD
造模成功( 图 2D) 。与正常组和假手术组比较，模

型组大鼠心肌细胞大小明显增加( q = 10. 820，P ＜
0. 000 1，图 2E ) ，表现出明显的心肌纤维化 ( q =
10. 570，P ＜ 0. 000 1，图 2F) ，间质纤维化加重。这

些发现提示改良的 2VO 可引起心肌细胞肥大和心

肌间质纤维化。
2． 3 血清和左心室心肌中 Ang Ⅱ和 Ang1-7 水平

的变化 如图 3A 所示，与正常组和假手术组比较，

模型大鼠的血清中 Ang1-7 的水平明显降低 ( q =
12. 530，P ＜ 0. 000 1) 。如图 3B 所示，模型组大鼠血

清中 Ang Ⅱ水平明显高于正常组和假手术组( q =
16. 210，P ＜ 0. 000 1) 。在左心室心肌中也观察到类

似的情况( 图 3C、D) 。正常组和假手术组的 Ang Ⅱ
水平和 Ang1-7 水平差异无统计学意义。
2． 4 左侧心室肌 ACE、ACE2、AT1、Mas 表达水平

的变化 与正常组和假手术组比较，模型组大鼠中
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图 1 改良 2VO 对大鼠认知功能的影响

A: Morris 水迷宫中定位导航实验的代表性图像; B: 不同时间点各组大鼠的逃脱潜伏期; C: Morris 水迷宫中空间探索实验的代表性图像; D:

各组大鼠穿越平台次数; a: 正常组; b: 假手术组; c: 模型组; 与模型组比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001; 与正常组比较: ##P ＜ 0. 01，###P ＜ 0. 001

ACE( q = 16. 320，P ＜ 0. 000 1 ) 和 AT1 ( q = 9. 962，P
= 0. 001 0 ) 的 表 达 水 平 显 著 升 高，而 ACE2 ( q =
7. 863，P = 0. 003 5) 和 Mas( q = 5. 900，P = 0. 013 9)

的表达水平降低，见图 4。结合 ELISA 结果提示，改

良的 2VO 诱导血管性痴呆增强了 ＲAS 中 ACE /Ang
Ⅱ /AT1 轴的表达，而下调了 ACE2 /Ang1-7 /Mas 轴

的表达。

3 讨论

VaD 是一种以海马神经元损伤和其他病理改变

为特 征 的 认 知 障 碍，常 与 慢 性 脑 灌 注 不 足 有 关。
2VO 可诱发脑灌注不足，导致认知功能障碍和海马

神经元损伤［5］。心肌纤维化是许多心血管疾病的

主要病理特征，与心脏电功能和机械功能的改变有

关［6］。心功能障碍可导致认知功能下降和痴呆，也

可由脑卒中、创伤性脑损伤和神经退行性疾病［7］等

引起。
本研究观察到 VaD 大鼠心肌中 ACE /Ang Ⅱ /

AT1 受体轴的激活增强，而 ACE2 /Ang1-7 /Mas 轴的

激活下调。实验性 VaD 可能通过几种途径破 坏

ＲAS 的平衡。一方面，ＲAS 可能在实验性 VaD 后由

于脑血流的变化、血压的降低或应激激素的增加而

被激活［8］。ＲAS 的激活主要放大了经典轴，导致血

管收缩、钠潴留、氧化应激和炎症。Ang Ⅱ是一种由

ACE 从 Ang I 转化而来的肽类激素，可引起血管收

缩、血压升高、炎症、细胞生长和氧化应激［9］。Ang
Ⅱ可损害内皮型一氧化氮合酶的功能。一氧化氮生

成减少可导致内皮功能障碍，这是动脉粥样硬化发

展的关键早期事件［10］。此外，Ang Ⅱ可以增加多种

促炎细胞因子和黏附分子的表达，如血管细胞黏附

分子-1、细胞间黏附分子-1 和单核细胞趋化蛋白

1［11］。这可以增强免疫细胞的黏附和浸润，导致血

管炎症，而阿齐沙坦，一种 Ang Ⅱ受体的特异性拮

抗剂，可以显著逆转这一反应［12］。AT1 受体存在于

血管、肾脏、肾上腺、心脏和大脑中。AT1 受体的激

活是 Ang Ⅱ的大多数有害影响的原因，如血管收

缩、高血压、氧化应激和炎症。ACE2 /Ang1-7 /Mas
轴被认为具有心脏保护作用。ACE2 可将 Ang Ⅱ转

化为 Ang 1-7。Ang 1-7 有助于保护心脏、血管和肾

脏免受过度活跃的肾素 － 血管紧张素系统和高 Ang
Ⅱ水平造成的损伤。Ang 1-7 通过激活位于心脏、血
管、肾脏和大脑的 G 蛋白偶联的 Mas 受体来发挥其

大部分的影响。通过 Ang 1-7 激活 Mas 受体可导致

血管舒张、抗炎、抗细胞生长和抗氧化活性。动物研

究发现［13］，AngⅡ诱导的小鼠高血压、心肌肥厚和纤

维化被细菌来源的 ACE2 样酶抑制。此外，Ang1-7
通过降低心脏重量和心室壁厚度，增加舒张末期压，

显示了其对心肌肥厚的保护作用［14］。
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图 2 改良 2VO 对海马和心肌病理改变的影响 × 200

A: 大鼠海马病理变化的代表性 HE 图像; B: 大鼠心肌病理改变的代表性 HE 图像; C: 心脏组织中小天狼星红染色的代表性图像; D: CA1 区

神经元数量的定量数据; E: MCSA 的定量数据; F: ICF 的定量数据; a: 正常组; b: 假手术组; c: 模型组; 与模型组比较: ＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1; 与正常

组比较: ####P ＜ 0. 000 1

图 3 改良 2VO 对大鼠血清和左心室心肌 Ang Ⅱ和 Ang1-7 的影响

A: 血清中 Ang1-7 水平; B: 血清中 Ang Ⅱ水平; C: 左心室心肌中 Ang1-7 水平; D: 左心室心肌中 Ang Ⅱ水平; a: 正常组; b: 假手术组; c: 模型

组; 与模型组比较: ＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1; 与正常组比较: ####P ＜ 0. 000 1
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图 4 改良 2VO 对大鼠左心室心肌 ACE、AT1、ACE2、Mas 表达的影响

A: ACE 的表达水平; B: ACE2 的表达水平; C: AT1 的表达水平; D: Mas 的表达水平; a: 正常组; b: 假手术组; c: 模型组; 与模型组比较: * P ＜

0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1; 与正常组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01，####P ＜ 0. 000 1

另一方面，大脑的某些区域，如下丘脑和脑干，

帮助调节 ＲAS。实验性 VaD 对这些区域的损伤可

能导致 ＲAS 失调。这可能进一步导致自主神经系

统功能障碍，引起诸如高血压或低血压、心律失常和

心力衰竭等问题。此外，除了全身性 ＲAS 外，在各

种器官中也存在局部 ＲAS，包括脑［15］。实验性 VaD
可能影响局部 ＲAS，特别是脑 ＲAS，进而影响血流

调节、细胞生长和炎症。这可能介导了 Ang Ⅱ的高

血压和心肌肥厚效应。
本研究的结果表明，实验性 VaD 大鼠的经典轴

过度激活而替代轴被抑制，可能介导了氧化应激和

炎症，进而导致心肌纤维化和心肌细胞肥大。然而，

本研究也存在一些不足之处。VaD 常继发于脑卒

中、高血压、糖尿病等慢性疾病，其病理机制复杂。
改良 2VO 诱导的实验性 VaD 可能不能充分反映真

实临床情况。此外，脑 － 心脏相互作用的机制中，自

主神经功能障碍和 ＲAS 等各种机制之间可能存在

潜在相互影响，有待进一步探索。
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Ｒole of the renin-angiotensin system in myocardial
injury in rats with vascular dementia

Li Jian，Zhu Bohan，Gao Peng，Chen Ji，Chen Hemu，Gao Xiaoping
( Dept of Ｒehabilitation Medicine，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To observe the role of the renin-angiotensin system in myocardial injury induced by experi-
mental vascular dementia． Methods Eighteen adult male rats were categorized into a normal group，sham group，

and modified 2-vessel occlusion group ( model) ． To assess the myocardial injury caused by experimental vascular
dementia，immunostaining was conducted to evaluate the interstitial collagen fraction and myocyte cross-sectional ar-
ea． The concentrations of angiotensin Ⅱ( Ang Ⅱ) and angiotensin 1-7 ( Ang1-7) in the serum，as well as the ex-
pression levels of angiotensin converting enzyme( ACE) ，angiotensin converting enzyme 2 ( ACE2 ) ，Ang Ⅱ，Ang1-
7，angiotensin type 1 ( AT1 ) receptor，and Mas receptor in the myocardium，were assessed． Ｒesults Modified 2-
vessel occlusion led to pronounced cognitive dysfunction ( P ＜ 0. 01 ) and myocardial injury ( P ＜ 0. 000 1 ) when
compared to the sham and normal groups． Additionally，modified 2-vessel occlusion induced significant upregulation
of the ACE /Ang Ⅱ /AT1 receptor axis( P ＜ 0. 01) and downregulation of the ACE2 /Ang1-7 /Mas axis( P ＜ 0. 05)

of the renin-angiotensin system in the myocardium． Conclusion Myocardial injury in rats with experimental vascu-
lar dementia may be related to dysregulation of the renin-angiotensin system．
Key words vascular dementia; renin-angiotensin system; myocardial injury; brain-heart interaction
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大麻二酚抑制创伤性脑损伤大鼠睾丸凋亡相关蛋白的表达
李佳丽1* ，凌腾晗1* ，曹 艳1，尹爱平1，李恒希1，杨 莉2，吴海鹰2，李 坪1

摘要 目的 研究创伤性脑损伤( TBI) 后大鼠睾丸的损伤

情况，并分析大麻二酚( CBD) 对 TBI 引起的睾丸损伤的干预

作用。方法 将 18 只 SD 大鼠随机分为 3 组: 假 手 术 组

( Sham 组) 、模型组( TBI 组) 和治疗组( TBI + CBD 组) 。采

用 HE 染色法观察大鼠睾丸组织病理学变化，采用 ELISA 法

检测大鼠血清中的睾酮水平。采用 TUNEL 染色法观察细胞
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凋亡，同时采用免疫荧光染色、Western blot 和 ＲT-qPCＲ 法检

测 Bax、Bcl-2、Cleaved Caspase-3 和肿瘤坏死因子-α( TNF-α)

蛋白及 mＲNA 表达。结果 HE 结果显示，与 Sham 组比较，

TBI 组大鼠睾丸出现病理改变。ELISA 检测表明，与 Sham
组比较，TBI 组的睾酮水平下降，但差异无统计学意义( P ＞
0. 05) 。免疫荧光结果显示，与 Sham 组比较，TBI 组大鼠睾

丸 Bax 荧光表达强度升高( P ＜ 0. 01) ; 而 CBD 干预后 Bax 荧

光强度下降且 Bcl-2 荧光强度升高( P ＜ 0. 01) 。Western blot
结果表明，大鼠经 CBD 治疗后降低了睾丸凋亡相关蛋白

( Bax 和 Cleaved Caspase-3，均 P ＜ 0. 05 ) 和 炎 症 相 关 蛋 白

( TNF-α，P ＜ 0. 01) 的蛋白水平，升高了抗凋亡蛋白 Bcl-2 的

蛋白水平( P ＜ 0. 05) 。ＲT-qPCＲ 结果趋势近似，与 TBI 组比

较，CBD 干预后 Bax( P ＜ 0. 05) 和 TNF-α( P ＜ 0. 01) 的 mＲNA
表达下降，而 Bcl-2 的 mＲNA 表达升高( P ＜ 0. 05 ) 。结论

TBI 导致睾丸损伤，CBD 能够减轻 TBI 大鼠睾丸组织的凋亡

和炎症反应。
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