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哇巴因或心房钠尿肽对大鼠动脉平滑肌
细胞分泌血管紧张素域的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨哇巴因、心房钠尿肽(ANP)对 WKY 大鼠和自发性高血压大鼠动脉平滑肌细胞(ASMC)自

分泌血管紧张素域(Ang域)的影响。 方法摇 组织块种植法培养 4 只自发性高血压大鼠和 4 只 WKY 大鼠胸主动脉

平滑肌细胞,用低、中、高 3 种浓度(分别为 1 伊 10 - 9 mol / L、1 伊 10 - 8 mol / L、1 伊 10 - 7 mol / L)哇巴因、ANP 干预两种大

鼠 ASMC,放射免疫法测定干预前及干预后 24 h 培养液中 Ang域水平。 1 伊 10 - 7 mol / L 哇巴因、ANP 干预自发性高

血压大鼠和 WKY 大鼠 ASMC,测定干预前及干预后 3 h、6 h、12 h、24 h 培养液中 Ang域水平。 结果摇 WKY 大鼠 Ang
域水平(8郾 48 依 2郾 50 pg / 106 cells)低于自发性高血压大鼠(14郾 06 依 4郾 62 pg / 106 cells),差异无统计学意义。 哇巴因

干预后,两种大鼠 Ang域水平显著增加,WKY 大鼠在干预 12 h 达到峰值(36郾 11 依 5郾 34 pg / 106 cells),自发性高血压

大鼠在干预 6 h 达到峰值(39郾 31 依 3郾 61 pg / 106 cells);随哇巴因浓度增高,两种大鼠 Ang域水平呈浓度依赖性升高,
在 WKY 大鼠升高更明显。 ANP 干预后,两种大鼠 Ang域水平迅速增加,WKY 大鼠在 3 h 达到峰值(39郾 75 依 6郾 71
pg / 106 cells),自发性高血压大鼠 Ang域水平随时间延长进行性升高;随 ANP 浓度增高,WKY 大鼠 Ang域水平升高

幅度呈浓度依赖性降低,自发性高血压大鼠 Ang域水平升高幅度呈浓度依赖性增高。 结论摇 哇巴因、ANP 明显促

进 WKY 大鼠和自发性高血压大鼠 ASMC 分泌 Ang域,哇巴因使自发性高血压大鼠 ASMC 分泌 Ang域的高峰前移;
ANP 促进自发性高血压大鼠 ASMC 分泌 Ang域失常。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effects of ouabain or atrial natriuretic peptide (ANP) on angiotensin域 se鄄
creted by artery smooth muscle cells (ASMC) in WKY rats and spontaneously hypertensive rats (SHR). 摇 摇 Methods摇
The thoracic ASMC isolated from SHR and WKY rats were cultured and interfered with different concentrations of ANP or
ouabain (1 伊 10 - 9 mol / L, 1 伊 10 - 8 mol / L and 1 伊 10 - 7 mol / L) respectively. 摇 The levels of angiotensin域 in culture鄄me鄄
dium were measured by radioimmunoassay before and after 3, 6, 12, and 24 hours of using ouabain or ANP (1 伊 10 - 7

mol / L). 摇 摇 Results摇 Angiotensin域 level in WKY rats was lower than that in SHR. 摇 After using ouabain, angiotensin域
level of two kinds of rats was remarkably increased, but in WKY rats angiotensin域 level reached the peak after 12 hours,
while in SHR reached the peak after 6 hours. 摇 With the increasing concentration of ouabain, angiotensin域 level in WKY
rats was increased in a concentration鄄dependent manner, and in SHR increased in a concentration鄄independent manner. 摇
After using ANP, the level of angiotensin域 of two kinds of rats was significantly increased, but in WKY rats reached the
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peak after 3 hours, and in SHR increased in a time鄄dependent manner. 摇 With the increase of concentration of ANP, the
level of angiotensin域 went down in WKY rats, whereas went up in SHR. 摇 摇 Conclusions摇 Ouabain or ANP can promote
the secretion of angiotensin域 of ASMC in both WKY rats and SHR, and the secretion peak of angiotensin域 induced by
ouabain is in advance in SHR. 摇 The secretion of Angiotensin域 induced by ANP is significantly abnormal in SHR.

摇 摇 高血压是最常见的心血管疾病,其发病机制尚

未完全阐明,目前认为,肾素鄄血管紧张素系统( re鄄
nin鄄angiotensin system,RAS)激活,动脉血管平滑肌

细胞(artery smooth muscle cells,ASMC)合成和分泌

的血管紧张素域(angiotensin域,Ang域)可通过自分

泌等方式对血压和 ASMC 增殖有重要的调节作

用[1,2]。 哇巴因是一种具有洋地黄活性的内分泌激

素,具有升高血压、激活 RAS、促进血管平滑肌细胞

增殖等作用。 心房钠尿肽(atrial natriuretic peptide,
ANP)是一种小分子肽类物质,不仅存在于心脏,也
可由 ASMC 合成和分泌,它具有扩血管、抗 ASMC 增

殖作用[3,4]。 但哇巴因、ANP 对培养的 WKY 大鼠和

自发性高血压大鼠( spontaneously hypertensive rats,
SHR)的 ASMC 分泌 Ang域的调节作用研究甚少。
本研究旨在探讨外源性哇巴因、ANP 对 WKY 大鼠

和 SHR 的 ASMC 分泌 Ang域的影响。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 12 周龄雄性 SHR 和 WKY 大鼠各 4 只(上海市

高血压研究所提供);胎牛血清、DMEM 培养基、胰
蛋白酶、哇巴因 (美国 Sigma 公司); ANP (美国

AnaSpec 公司)。 Ang域放射免疫试剂盒(北京北方

生物技术研究所);GC鄄2010酌 放射免疫计数器(科
大创新股份有限公司中佳分公司)。
1郾 2摇 细胞培养及干预方法

SHR 和 WKY 大鼠以 3%戊巴比妥钠 30 mg / kg
腹腔注射麻醉,断头处死,取胸主动脉中膜,用贴块

法分离、培养 ASMC,并传代 ASMC,用平滑肌细胞特

异性 琢鄄肌动蛋白单克隆抗体免疫细胞化学法进行

鉴定。 本研究测定所用细胞为生长良好的第 6 ~ 8
代细胞,分别加入 1 伊 10 - 7 mol / L 哇巴因和 ANP 干

预 3 h、6 h、12 h 及 24 h,以未经哇巴因、ANP 干预为

对照;分别加入哇巴因、ANP 至终浓度 1 伊 10 - 9

mol / L、1 伊 10 - 8 mol / L、1 伊 10 - 7 mol / L,以无血清培

养 24 h 的细胞培养液作为对照组。 实验经遵义医

学院动物伦理委员会批准。
1郾 3摇 血压及 Ang域水平检测

采用 BESN鄄II 多通道动物无创测压仪监测大鼠

尾动脉收缩压。 采用放射免疫法检测 ASMC 培养液

中 Ang域水平,按试剂盒内说明书的操作程序进行。
8 瓶细胞重复检测 8 次,每次测定 3 次取平均值。
1郾 4摇 统计学方法

实验数据以x 依 s 表示,组内数据采用重复测量

资料的方差分析,组间数据采用 t 检验,P < 0郾 05 为

差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 SHR 和 WKY 大鼠血压比较

摇 摇 SHR 尾动脉收缩压(177郾 9 依 6郾 4 mmHg)明显

高于 WKY 大鼠(114郾 7 依 8郾 0 mmHg),差异有统计

学意义(P < 0郾 01)。
2郾 2摇 哇巴因干预大鼠 ASMC 不同时间后 Ang域水

平比较

SHR Ang域水平(14郾 06 依 4郾 62 pg / 106 cells)与
WKY 大鼠(8郾 48 依 2郾 50 pg / 106 cells)比较有升高趋

势( P = 0郾 078)。 1 伊 10 - 7 mol / L 哇巴因干预后,
WKY 大鼠 Ang域水平显著增加(P < 0郾 01),随时间

延长,Ang域水平逐渐增加,12 h 达到峰值,随后降

低;SHR Ang域水平较干预前显著增加(P < 0郾 01),
随时间延长,Ang域水平迅速升高,6 h 达到峰值,随
后渐降低(图 1)。

图 1. 哇巴因干预大鼠 ASMC 不同时间对 Ang域的影响(n =8)
a 为 P <0郾 01,与对照组相比;b 为 P < 0郾 05,c 为 P < 0郾 01,与 3 h 组相

比;d 为 P <0郾 05,与 6 h 组相比;e 为 P <0郾 01,与 12h 组相比。

Figure 1. Effects of ouabain on release of Ang域 at different
time in ASMC of rats

2郾 3摇 不同浓度哇巴因对大鼠 ASMC分泌 Ang域的影响

哇巴因干预 24 h 后,WKY 大鼠 Ang域水平呈浓
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度依赖性升高,SHR Ang域水平显著升高,不同浓度

哇巴因对 ASMC 分泌 Ang域无显著性差异(图 2)。

图 2. 不同浓度哇巴因对大鼠 ASMC Ang域的影响(n = 8)
a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与对照组相比;c 为 P < 0郾 01,与 1 伊

10 - 9 mol / L 组相比;d 为 P < 0郾 05,与 1 伊 10 - 8mol / L 组相比。

Figure 2. Effects of ouabain on release of Ang域 at different
concentration in ASMC of rats

2郾 4摇 ANP 干预大鼠 ASMC 不同时间后 Ang域水平

比较

1 伊 10 - 7 mol / L ANP 干预后,WKY 大鼠 Ang域
水平迅速增加(P < 0郾 01), 并在 3 h 达到峰值,随时

间延长,Ang域水平逐渐降低;SHR Ang域水平较干

预前显著增加(P < 0郾 01),随时间延长,Ang域水平

仍有升高趋势(图 3)。

图 3. ANP 干预大鼠 ASMC 不同时间对 AngII 的影响(n = 8)
a 为 P < 0郾 01,与对照组相比;b 为 P < 0郾 05, c 为 P < 0郾 01,与 3 h 组

相比;d 为 P < 0郾 05,e 为 P < 0郾 01,与 6 h 组相比;f 为 P < 0郾 01,与
12 h组相比。

Figure 3. Effects of ANP on release of Ang 域 at different
time in ASMC of rats

2郾 5摇 不同浓度 ANP 对大鼠 ASMC 分泌 Ang域的

影响

ANP 干预 24 h 后,WKY 大鼠 ASMC 分泌 Ang
域水平显著升高 ( P < 0郾 01 ),不同浓度 ANP 对

ASMC 分泌 Ang域无显著性差异(P > 0郾 05);ANP 干

预 24 h 后,SHR Ang域水平显著升高(P < 0郾 01),且
呈浓度依赖性增高趋势(图 4)。

图 4. 不同浓度 ANP 对大鼠 ASMC Ang域的影响(n = 8) 摇 摇
a 为 P < 0郾 01,与对照组相比;b 为 P < 0郾 05,c 为 P < 0郾 01,与 1 伊

10 - 9mol / L 组相比。

Figure 4. Effects of ANP on release of Ang域 at different
concetration in ASMC of rats

3摇 讨摇 论

大量研究表明,Ang域、哇巴因、ANP 与高血压

有着密切的关系,生理情况下,其处于一种动态的

功能抗衡,以维持血管张力的相对稳定,但高血压

时,ASMC 作为血管活性物质的释放源兼靶细胞,在
介导病变进展过程中有着重要作用[5鄄7]。 Ang域是

一种多功能血管活性物质,是 RAS 的各种生理和病

理功能的主要发挥者。 本研究证实 WKY 大鼠和

SHR 的 ASMC 能分泌 Ang域,而且 SHR 的 ASMC 分

泌 Ang域较 WKY 大鼠有升高趋势,由此推测,高血

压时血压升高可能与大鼠 ASMC 分泌 Ang域有关。
研究证实, 经静脉、皮下、脑室内注入哇巴因均

可使非高血压大鼠的血压升高并维持在较高水平,
其促进血压升高机制是通过升高 Ang域实现;给大

鼠注射抗哇巴因抗体后,其血浆肾素、Ang域及醛固

酮水平降低,这些结果提示在哇巴因导致血压升高

的过程中 RAS 起着重要作用[8鄄10]。 郭宁等[10,11] 发

现,哇巴因升高血浆 Ang域水平,促进大鼠肾皮质分

泌 Ang域,但对心肌分泌 Ang域无明显影响。 本研

究发现, 哇巴因能促进 WKY 大鼠 ASMC 分泌

Ang域,随着哇巴因浓度升高,ASMC 分泌 Ang域进

行性升高;而且随哇巴因干预时间的延长,Ang域分

泌进一步升高,12 h 达到高峰,随后缓慢降低,提示

非高血压状态下哇巴因能促进血管 ASMC 分泌

Ang域,而且具有量效和时效关系。 但在 SHR,哇巴

因促进 ASMC 分泌 Ang域的高峰提前至 6 h,而且不

同浓度哇巴因对 Ang域水平无显著影响,提示高血

压状态下,短时间内(6 h 内)哇巴因能促进 ASMC
释放Ang域,但随着时间延长至 24 h,哇巴因促进

ASMC 释放 Ang域并不明显,这可能是导致血管平
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滑肌局部舒缩功能紊乱的因素之一。
研究表明,ANP 受体是一种单次跨膜蛋白,细

胞外结构域有 ANP 结合位点,细胞内结构域有鸟苷

酸环化酶催化位点,通过血管壁平滑肌细胞中的

ANP 受体介导,ANP 的结合会激活鸟苷酸环化酶产

生第二信使 cGMP,cGMP 同蛋白激酶 G 结合并使之

活化,被激活的蛋白激酶 G 能够使一些靶蛋白磷酸

化,诱导血管壁中的平滑肌细胞松弛,血管平滑肌

舒张,起到扩张动脉和静脉的作用[12,13];可抑制肾

素和醛固酮的分泌,Ang域水平下降[14],减少钠的重

吸收;ANP 松弛血管平滑肌,降低血压,并可对抗去

甲肾上腺素和 Ang域所致的缩血管效应,减轻心脏

的前后负荷;RAS 激活会促进 ANP 释放[15]。 油红

文等[16]研究表明,ANP 在高血压大鼠心室肌肥厚的

早期就有活跃的表达,当 Ang域被激活时,抗增殖的

ANP 的合成也平行地增加。 本研究表明,在 WKY
大鼠,ANP 促进 Ang域分泌,但不同浓度 ANP 对

Ang域分泌无明显影响,随着时间延长,Ang域分泌

在 3 h 即达到高峰,随后缓慢降低。 提示在正常情

况下,ANP 使 ASMC 分泌 Ang域升高,使 ANP 与

Ang域的分泌达到相对平衡,维持血管平滑肌正常

的舒缩功能和血压;在 SHR,随着 ANP 浓度增加,
ASMC 分泌 Ang域也进一步增加,在 24 h 内,随 ANP
作用时间延长,Ang域水平逐渐增加。 提示高血压

时,ASMC 对 ANP 的反应已经失去正常分泌规律,
而且 Ang域进一步增加,通过自分泌作用,可能导致

血管平滑肌本身不断增殖,这一结果也支持既往的

临床研究[17],原发性高血压患者血浆 Ang域、ANP
水平均升高。 由于本研究哇巴因、ANP 干预时间、
干预浓度有限,对于非高血压及高血压时 ASMC 多

种血管活性物质的自分泌及其调控机制目前仍不

能阐明,有待我们今后进一步深入研究。
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