
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.13 MAY.2014

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2014.13.005

依那普利叶酸片对高血压伴高同型半胱氨酸血症
大鼠左室肥厚干预的研究 *

张志敏 赵连友△ 邹 青 卢 凡 李 雪 丁 璐 卫聪颖
（第四军医大学唐都医院心血管内科 陕西西安 710038）

摘要 目的：观察高同型半胱氨酸对高血压大鼠心肌内质网应激相关因子 GRP94、caspase12表达的影响，及依那普利叶酸片（简

称依叶片）对其表达的干预作用。方法：30只雄性成年自发性高血压大鼠（SHR），随机分为对照组、模型组和依叶片组，每组 10

只。对照组给予普通颗粒饲料喂养同时给予双蒸水灌胃，模型组给予含 3 %蛋氨酸的颗粒饲料喂养同时给予双蒸水灌胃，依叶片

组给予含 3 %蛋氨酸的颗粒饲料喂养同时给予依叶片粉剂 20 mg/kg/d灌胃。实验第 8周末，用颈动脉插管法测各组大鼠平均动脉

压（MAP），同型半胱氨酸检测仪检测血清同型半胱氨酸（homocystein, Hcy）浓度，称取体质量、全心质量及左心室质量计算大鼠心

肌肥厚指数 HWI及 LVEI，通过 HE染色观察心肌细胞形态学改变，免疫组化检测大鼠心肌组织中 GRP94及 caspase12表达水

平。结果：①大鼠血清 Hcy水平的变化。对照组大鼠血清 Hcy值在正常值范围。与对照组相比，模型组大鼠血清 Hcy值显著增高

（P<0.01）；与模型组相比，依叶片组大鼠血清 Hcy值明显降低（P<0.01）。②大鼠 HWI、LVEI及 MAP的变化。模型组大鼠的 HWI

及 LVEI均明显高于对照组（P<0.05）；依叶片干预后大鼠的 HWI及 LVEI均明显降低（P<0.05）。对照组与模型组大鼠的 MAP均

明显增高，但两组大鼠的 MAP差异无统计学意义（P>0.05）；与模型组相比，依叶片干预后大鼠的 MAP明显降低（P<0.01）。③大

鼠心肌细胞内质网应激（endoplasmic reticulum stress, ERS）相关因子 GRP94及 caspase12表达。对照组及模型组大鼠心肌细胞
GRP94及 caspase12表达均增高。与对照组相比，模型组大鼠心肌细胞 GRP94、caspase12表达增高更为明显（P<0.05）。依叶片干

预后大鼠心肌细胞 GRP94、caspase12表达明显降低（P<0.05）。结论：高 Hcy通过 ERS途径使高血压大鼠左室肥厚程度加重；依叶

片可有效降低血清 Hcy及血压水平，抑制心肌细胞 ERS，从而有效逆转左室肥厚，其对左室肥厚干预的分子机制为“H型”高血压

的预防及治疗提供了新的理论依据。

关键词：高同型半胱氨酸；高血压；左室肥厚；内质网应激；GRP94；caspase12；依那普利叶酸片

中图分类号：Q95-3，R541.3 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2014）13-2417-05

Enalapril Maleate and Folic Acid Tables Intervention Effect of Left
Ventricular Hypertrophy in SHR Rats with Hyperhomocysteinemia*

To observe the influence of hyperhomocysteine on the expression of the correlation factors GRP94 and

caspase12 of endoplasmic reticulum stress in SHR rat heart, and the intervention effect of Enalapril Maleate and Folic Acid Tables
against it. Thirty male SHR rats were randomly divided into control group (hypertensive rats by feeding normal die group),

model group (hypertensive rats by feeding 3% methionin die group) and EMFA group (hypertensive rats by feeding 3% methionin die
plus Enalapril Maleate and Folic Acid Tables [20 mg/kg/d)] treatment). After 8 weeks treatment, plasma homocystein, HWI, LVWI and

mean arterial pressure (MAP) were measured, expression of GRP94 and caspase12 in rat myocardial tissues were examined by

immunohistochmistry. ① In control group, serum Hcy concentration was in the normal range, and it was dramatically higher in
model group than that in control group (P<0.01), and that was lower in EMFA group than in model group (P<0.01). ②The index of left

ventricular hypertrophy HWI, LVWI were significantly higher in model group than that in control group (P<0.05), and that was lower in
EMFA group than in model group (P<0.05). ③ The average value of MAP was significantly increased in control group and model group,

but there was no significant statistical difference between the two groups (P>0.05). Compared with model group, the average value of

MAP significantly decreased in EMFA group (P<0.01). ④ The average values of protein expressions of GRP94 and caspase12 were

higher in model group than those in control group (P<0.05), and those were lower in EMFA group than those in control group (P<0.05).

Hyperhomocysteine may be involved in ERS, which may exacerbate ERS induced by hypertension, and eventually results

in an increase in left ventricular hypertrophy. Enalapril Maleate and Folic Acid Tables can effectively reduce plasma homocystein and
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blood pressure levels, inhibit ERS, thus improve left ventricular hypertrophy. The molecular mechanisms provides a new theoritical basis

for prevention and treatment of H-type hypertension.

HHcy; Hypertension; Left ventricular hypertrophy; Endoplasmic reticulum stress; GRP94; Caspase12; Enalapril Maleate

and Folic Acid Tables

前言

同型半胱氨酸是一种含硫氨基酸，是蛋氨酸循环的重要中

间代谢产物，以遗传因素营养因素为主的多种因素均可使 Hcy

代谢失衡，导致血 Hcy水平升高[1]。人体血清中 Hcy水平在 10

滋mol/L以上称为高同型半胱氨酸血症（Hyperhomocysteinemia,

HHcy)[2]。HHcy作为一个新的心血管疾病危险因素日益受到重

视。近年来研究发现，HHcy不仅与冠心病、动脉粥样硬化、脑血

管病等密切相关[3]，还参于高血压左室肥厚的发生发展，影响左

心室结构及功能，具体机制尚不清楚[4,5]。以往研究证实，高血压

可触发心肌细胞 ERS，使心肌细胞内质网腔内未折叠和错误折

叠蛋白聚集及钙离子平衡紊乱，应激相关因子 GRP94、cas-

pase12表达增高，最终导致心肌细胞肥大凋亡，临床上出现左

室肥厚（Left Ventricular Hypertrophy, LVH）[6]。HHcy是否通过

ERS参于高血压 LVH尚不清楚。依那普利叶酸片为我国自主

研发的新型复合降压药，可有效治疗高血压合并 HHcy，适合

“H型”高血压患者，但对其改善心肌肥厚的效果及作用机制研

究甚少。本研究通过给予 SHR大鼠高蛋氨酸饮食建立高血压

伴 HHcy大鼠模型观察 HHcy对高血压大鼠心肌细胞 ERS相

关因子 GRP94、caspase12表达的影响，为进一步探讨 HHcy对

高血压左室肥厚的作用途径以及依叶片对其干预的分子机制

提供新的思路。

1 材料和方法

1.1 材料

成年雄性 SHR大鼠 30只，8-10周龄，体质量 200-240g（第

四军医大学实验动物中心提供）；蛋氨酸（美国 Sigma公司）；马

来酸依那普利叶粉剂（深圳奥萨制药有限公司）；兔抗大鼠

GRP94抗体及兔抗大鼠 caspase12抗体（美国 Abcam公司）；碱

性磷酸酶标记的羊抗兔 IgG（北京中杉金桥生技术有限公司）；

DAB 显色试剂盒（博士德公司）；AP90Hcy 检测试剂盒及

AUSA 340Ⅱ同型半胱氨酸检测仪（深圳奥萨制药有限公司）；

RM-6280型多道智能生理记录及分析处理系统（成都仪器厂）；

BX41型光学显微镜(日本奥林巴斯株式会社)；DP71型显微摄

像系统(日本奥林巴斯株式会社)；图像分析软件(美国 Media

Cybernetics公司)。

1.2 方法

1.2.1 高同型半胱氨酸血症大鼠模型的建立及实验分组 将

30只 SHR大鼠随机分为对照组、模型组及依叶片组，每组 10

只。对照组给予普通颗粒饲料喂养同时给予双蒸水灌胃，模型

组给予含 3 %蛋氨酸颗粒饲料喂养同时给予双蒸水灌胃，依叶

片组给予含 3 %蛋氨酸颗粒饲料喂养同时给予依叶片粉剂 20

mg/kg/d灌胃。8周后实验结束。

1.2.2 各组大鼠血压及心率的测量 称取大鼠体质量(BW)，用

1 %戊巴比妥钠(40 mg/kg)麻醉大鼠，将麻醉后的大鼠仰卧位固

定于鼠板上，颈部备皮，沿颈部正中线切开皮肤，拔开颈部肌肉

探寻及分离右颈总动脉，结扎远端颈总动脉，近端以血管钳夹

闭，于血管壁上做“V”形小切口，将测压导管抽满含 1 %肝素钠

生理盐水并将液体石蜡涂于导管前端管壁，缓慢将导管插入右

颈总脉至升主动脉，连接压力换能器，稳定 10 min 后，用多道

生理记录仪描记动脉收缩压(SBP)、舒张压(DBP)，计算平均动

脉压(MAP)，MAP=DBP+1/3(SBP-DBP)。

1.2.3 血清同型半胱氨酸的测定 将测压后的大鼠以心脏穿刺

取血 2 ml，室温下放置 30 min，3000 r/min离心 15 min，取上清

移至 EP管中，放入 -80 ℃冰箱保存，以便分批检测 Hcy值。取

冻存血清及 AP90Hcy检测试剂盒恢复至室温，按照同型半胱

氨酸检测仪操作步骤检测血清 Hcy值。

1.2.4 心肌肥厚指数 HWI及 LVEI的测定 心脏穿刺取血后，

迅速开胸取出大鼠心脏以 4 ℃ PBS冲洗，后将心脏置于冰上，

剪去多余血管及脂肪组织，滤纸吸干，称取全心质量（HW）。快

速剪去心房及右心室，保留室间隔及左心室，称取左室质量

（LVW）。计算 HWI（HW/BW）和 LVEI（LVW/BW）比值。后将心

肌组织置于 4 g/L多聚甲醛中固定，用于免疫组化检测。

1.2.5 大鼠心肌组织形态学观察 剪取大鼠左室心肌组织置于

4 ℃ 4 g/L多聚甲醛中固定，24 h后酒精梯度脱水，石蜡包埋，沿

纵轴连续切取 4 滋m厚切片数张，经 HE染色后于光镜下观察

心肌组织形态改变。

1.2.6 大鼠心肌组织中 GRP94及 caspase12表达的免疫组化检

测 将心肌组织的石蜡切片经烤片、脱蜡、水化、PBS 洗涤

后，30 ml/L双氧水封闭 15 min,高压锅至最大压力后连续喷

气 3 min 抗原修复，室温下山羊血清封闭 20 min，滴加 1:

500 稀释兔抗大鼠 GRP94 抗体孵育（4 ℃过夜）。复温 20

min 后 PBS 洗涤，滴加 1:500 稀释羊抗兔 IgG（37 ℃孵育 25

min），滴加 DAB 显色，复染、脱水、透明、中性树胶封片，镜

下观察结果并测定阳性物质的 OD 值。Caspase12 检测方法

同 GRP94。

1.3 统计学处理

实验数据以 x± s表示，使用 SPSS17.0统计软件进行统计学

分析。两组均数间比较采用单因素方差分析 (one way ANO-

VA)，多组均数间比较采用 LSD-t检验。P<0.05及 P<0.01表示

差异具有统计学意义。
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2 结果

2.1 各组大鼠血清 Hcy值结果

实验第 8周末，对照组大鼠血清 Hcy值在正常值范围。与

对照组比较，模型组大鼠血清 Hcy值显著增高（P<0.01)，且远

高于正常值范围。与模型组比较，依叶片干预后大鼠血清 Hcy

值明显下降(P<0.01)，结果见表 1。

2.2 各组大鼠血压及心率测定结果

对照组及模型组大鼠 MAP均明显增高，但两组间比较 MAP

差异无统计学意义(P>0.05)。依叶片干预后，大鼠 MAP较模型

组明显降低(P<0.01)。各组大鼠心率未见明显差异，结果见

表 1。

表 1 各组大鼠 Hcy、MAP及 HR的比较(n=10 ,x± s)

Table 1 Comparison of Hcy, MAP and HR of rats in each group (n=10,x± s)

Group Hcy(μ mol/L MAP(mmHg) HR(bit/min)

Controls group

Model group

EMFA group

7.56± 2.52

71.85± 12.73a

18.32± 5.51ab

172.83± 9.57

176.24± 10.84c

132.25± 4.26cd

358.32± 10.57

362.08± 11.25

355.67± 10.42

2.3 各组大鼠左室肥厚指标检测结果

对照组及模型组 HWI和 LVWI值均有增高，且模型组增

高较对照组更为明显(P<0.05)；与模型组相比，依叶片组 HWI

和 LVWI值明显降低(P<0.05)。结果见表 2。

注：与对照组比较，aP<0.01；与模型组比较，bP<0.01。与对照组比较，cP>0.05；与模型组比较，dP<0.01。

Note: V.S. controls, aP<0.05; V.S. model group, cP<0.05. V.S. controls, cP>0.05; V.S. model group, dP<0.01.

表 2 各组大鼠左室肥厚指标的比较(n=10, x± s)

Table 2 Comparison of HWI and LVWI of rats in each group (n=10, x± s)

Group BW(g) HW(g) HVW(g) LVWI(mg/g) HW/BW(mg/g)

Control group

Model group

EMFA group

348.12± 10.24

350.27± 8.36

345.68± 10.67

1.24± 0.0

1.52± 0.03

1.12± 0.02

1.05± 0.03

1.36± 0.01

0.79± 0.02

2.87± 0.12

3.62± 0.08a

2.16± 0.11ab

3.42± 0.12

4.21± 0.16a

3.15± 0.13ab

注：与对照组比较，aP<0.05；与模型组比较，bP<0.05。

Note: Compared with control group, aP<0.05; Compared with model group , cP<0.05.

2.4 各组大鼠心肌的组织病理学检测

HE染色结果示，对照组大鼠心肌细胞部分肥大，排列紊

乱。与对照组相比，模型组心肌细胞普遍肥大，排列紊乱，且细

胞核畸形，肌纤维断裂，细胞分支多。与模型组相比，依叶片组

大鼠心肌细胞未见明显增大、增粗，心肌纤维排列较为整齐，未

见明显肌纤维增粗，胞核较规则，胞浆染色均匀。见图 1。

图 1 各组大鼠心肌组织的 HE染色（× 400）

注：A对照组，B模型组，C依叶片组

Fig.1 The myocardial tissues of each group by HE staining (× 400)

Note: A control group, B model group, C EMFA group

2.5 免疫组化检测心肌细胞内质网应激相关因子 GRP94、

caspase12表达结果

心肌细胞 ERS相关因子 GRP94、capase12表达位于胞浆

中，阳性表达可见为棕黄色颗粒。实验 8周末，对照组大鼠心肌

组织中 GRP94、caspase12 呈阳性表达，OD 值分别为 0.59±

0.02 及 0.61± 0.03；与对照组相比，模型组大鼠心肌组织中

GRP94、caspase12表达增高更为明显，胞浆内充满棕黄色颗

粒，呈强阳性表达，OD值分别为 0.74± 0.03及 0.82± 0.02，均

高于对照组（P<0.05）；与模型组相比，依叶片组大鼠心肌组织

中 GRP94、caspase12表达明显减弱，为弱阳性表达，OD值分别

为 0.48± 0.02及 0.56± 0.02，均明显低于模型组（P<0.05）。见图

2-5。

3 讨论

原发性高血压伴有血清 Hcy水平升高被称为“H型”高血

压，与西方人群相比，我国人群的血浆 Hcy水平普遍偏高，高达
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75 %高血压患者伴有 HHcy，且两者协同作用使心血管病风险

比达到 11.3，远高于 HHcy与其它危险因素联合作用的风险[7,8]。

已有研究发现血浆 Hcy浓度与左心室心肌重量指数、左心室后

壁厚度、室间隔厚度呈正相关[9]。Blacher等发现在肾脏疾病终

末期的患者中校正其他影响因素后血浆 Hcy浓度与左心室重

量指数相关[10]。Sundstrom等在其心脏研究中心人选的 2697例

患者中发现血浆 Hcy浓度与女性患者左心室重量指数正相关
[11]。Walker等研究饮食诱导 2周的 HHcy大鼠模型心脏超声检

测舒张末和收缩末的左室容积增加、左室后壁变薄，心脏的舒

张功能下降而收缩功能未改变[12]。Joseph等在 HHcy的高血压

大鼠模型上观察到 HHcy能加重高血压引起的心脏重构如心

肌肥大、心肌纤维化的改变，使心脏舒张功能不全[13]。Sulochana

等研究发现长期高 Hcy对高血压大鼠心肌结构及功能有明显

的影响，但其具体作用机制目前仍不清楚[14]。

以往研究证实，内质网应激作为一种新的细胞凋亡通路，

参与了高血压 LVH的发生发展[15]。心肌细胞在理化因素的作

用下，内质网腔内未折叠及错误折叠蛋白增多和钙失调，引发

ERS。其过程主要为诱导伴侣蛋白 GRP94、GRP78与跨膜蛋白

IRE1、PERK、ATF解离来启动传导应激信号发生应激反应，持

久过强的 ERS激活促凋亡因子 caspase-12、CHOP/ GADD153

介导心肌细胞凋亡[16]。ERS是否为 HHcy与高血压协同作用机

制参与 LVH的发生发展尚未可知。

本实验给予 SHR大鼠含 3 %蛋氨酸颗粒饲料喂养，8周后

血清 HCY浓度可高达 86 滋mol/L，成功建立高血压伴 HHcy大

图 2 各组大鼠心肌组织 GRP94表达的免疫组化染色法检测 (× 400)

注：A对照组，B模型组，C依叶片组

Fig. 2 The expression of GRP94 in myocardial tissues of each group by immunohistochemistry (× 400)

Note: A control group, B model group, C EMFA group

图 3 各组大鼠心肌组织 caspase12表达的免疫组化染色法检测 (× 400)

注：A对照组，B模型组，C依叶片组

Fig. 3 The expression of caspase12 in myocardial tissues of each group by immunohistochemistry (× 400)

Note: A control group, B model group, C EMFA group

图 4 各组大鼠心肌组织中 GRP94表达的定量分析

（n=10）

注：与对照组比较，aP<0.05；与模型组比较，bP<0.05

Fig. 4 The quantitative analysis of GRP94 in

myocardial tissue in each group (n=10)

Note: Compared with Control group, aP<0.05;

Compared with model group , bP<0.05

图 5 各组大鼠心肌组织中 caspase12表达定量分析

（n=10）

Fig. 5 The quantitative analysis of caspase12 in

myocardial tissues in each group (n=10)

注：与对照组比较，aP<0.05；与模型组比较，bP<0.05

Note: Compared with Control group, aP<0.05;

Compared with model group , bP<0.05
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鼠模型，与孟斌等报道一致[17]。实验结果显示，伴 HHcy的高血

压大鼠较单纯高血压大鼠左室肥厚程度更为严重，左室重构指

数明显增高，与 Joseph等报道相符。研究还发现，对照组与模

型组大鼠心肌组织 ERS应激相关因子 GRP94、caspase12均有

过表达，模型组大鼠心肌组织应激相关因子 GRP94、caspase12

表达明显高于对照组。提示，HHcy可能通过 ERS参与高血压

左室肥厚的发生发展，ERS可能为 HHcy与高血压协同作用的

分子机制。

目前已知降低 Hcy最安全有效的方法是补充叶酸，可以合

并或不合并使用维生素 B12或维生素 B6[18]。依那普利叶酸片

是由我国自主研发的体现多重危险因素综合防治的创新型复

方制剂，叶酸和依那普利按一定的比例合成，既能有效降低血

Hcy水平减少长期服用叶酸带来的毒副作用，又能有效降低血

压水平，对于“H型”高血压具有双重治疗作用，在降低心血管

事件上具有显著的协同作用[19]。孙宁玲等研究发现，固定配方

中高叶酸剂量组较自由联合方案中高叶酸剂量组降低 Hcy相

对有效率提高 10 %，降压或降 Hcy相对有效率提高 22 %[20]。实

验使用依那普利叶酸片粉剂给高血压伴 HHcy大鼠灌胃，结果

发现大鼠血压及血清 Hcy水平均显著降低，有效率为 87 %。且

通过依那普利叶酸片的干预，大鼠左室肥厚程度明显减轻，肥

厚指标及心肌 ERS相关因子 GRP94及 caspase12表达明显降

低，表明依那普利叶酸片可能通过抑制 ERS延缓或逆转心肌

肥厚的发展。

综上所述，ERS可能是 HHcy与高血压对左室肥厚的协同

作用机制，依那普利叶酸片的双重治疗作用使得高血压及

HHcy得到控制，抑制心肌细胞的 ERS，从而有效改善左室肥

厚。我们从分子水平上进一步研究了 HHcy可能的致病机制，

以及依那普利叶酸片对其的干预途径，为更好地预防和治疗心

血管疾病提供了新的研究思路。随着分子生物学及基因学的发

展，我们将对 HHcy通过 ERS致病的信号传导通路进行深入的

研究，以提供更充分的理论依据。
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