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有氧运动抑制自发性高血压大鼠心肌中 HMGB1/TLR4炎症通路
赵浩茜 邹慧玲 胡 芳△

（成都信息工程大学 四川成都 610225）

摘要 目的：探讨有氧运动对自发性高血压大鼠心肌中高迁移率族蛋白 1（high mobility group box-1 protein, HMGB1）/Toll样受体

4（toll like receptor 4，TLR4）炎症通路的影响。方法：成年雄性大鼠分为三组：同源正常血压大鼠（Wistar-Kyoto rats，WKY），自发性

高血压大鼠（spontaneoully hypertensive rat, SHR），自发性高血压大鼠运动组（SHR + exercise，SHR+EX）。运动为中等强度跑台运

动，自制跑台，倾斜角设置为 10度，运动强度逐步增强，持续 12周。尾动脉检测血压，收集左心室，Masson染色检测心肌组织纤维

化水平，RT-PCR法检测心肌中纤维化相关基因的 mRNA水平，ELISA法检测炎症因子白介素 6（Interleukin 6, IL-6）和肿瘤坏死

因子 琢（tumor necrosis factor alpha, TNF-琢）的蛋白水平，Western blot法检测 HMGB1和 TLR4的蛋白表达。结果：有氧运动可以明

显降低 SHR大鼠心肌中 HMGB1（P<0.05）和 TLR4（P<0.05）的蛋白表达以及炎症因子 IL-6（P<0.05）和 TNF-琢（P<0.05）的蛋白水
平。经过的有氧运动之后，SHR大鼠的体重（P<0.05）、收缩压（P<0.05）、舒张压明显降低（P<0.05）；心肌纤维化水平和心肌中 I型

胶原（P<0.05）、转化生长因子 -茁（transforming growth factor-茁，TGF-茁，P<0.05)、琢平滑肌肌动蛋白（琢-smooth muscle actin，琢-SMA，

P<0.05）的 mRNA水平出现显著下降。结论：有氧运动可抑制自发性高血压大鼠心肌中 HMGB1/TLR4炎症通路。
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Aerobic Exercise Training Inhibits Cardiac HMGB1/TLR4 Pathway in
Spontaneously Hypertensive Rats

To investigate the role of high mobility group box-1 protein (HMGB1)/toll like receptor 4 (TLR4) pathway

in exercise-induced attenuation of cardiac fibrosis in spontaneously hypertensive rats (SHR). The adult male SHR were divided

into three groups as follows: (1) normotensive Wistar-Kyoto rats (WKY); spontaneously hypertensive rats (SHR); (3) SHR received exer-

cise (SHR+EX). The aerobic exercise training on treadmill with an incline of 10 degrees was performed for 12 weeks. The intensity of the

exercise training was moderate. Twenty-four hours after the last training session, blood pressure was measured, the left ventricles were

removed for morphometric analysis, RT-PCR analysis, ELISA and Western blot analysis. In this work, exercise training in SHR

suppressed protein expression of HMGB1(P<0.05) and TLR4 (P<0.05), and reduced protein levels of inflammatory cytokines including

interleukin 6 (IL-6, P<0.05) and tumor necrosis factor alpha (TNF-琢, P<0.05) in myocardium. Furthermore, aerobic exercise training in
SHR reduced blood pressure(P<0.05) and body weight (P<0.05), and effectively attenuated fibrosis (P<0.05) and reduced mRNA expres-

sion of fibrosis-related proteins including Collagen-I (P<0.05), transforming growth factor-茁(TGF-茁, P<0.05), and 琢-smooth muscle actin
(琢-SMA, P<0.05) in myocardium. Aerobic exercise training ameliorated fibrosis and inflammation in myocardium of SHR,

possibly via suppressing HMGB1/TLR4 pathway.
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前言

高血压诱发炎症反应继而导致心肌重构是慢性心力衰竭

的主要因素[1]。心肌重构过程中心肌纤维化重构的发生将导致

心肌电 -机械传动障碍以及心肌组织中营养供应不足[2]，并促

发心肌正常组织的破坏，增加心脏不良事件（包括心肌缺血，心

梗，心率失常等）的发生风险[3]。所以阻止或逆转心肌纤维化对

于治疗高血压心脏病是极其必要的。有氧运动是一种被广为接

受的可以用于预防和治疗高血压的非药物治疗手段[4,5]。临床研

究显示有氧运动可以降低血压[5,6]，改善循环系统的自主控制[7]，

改善心衰患者的最大养摄取能力[8]。然而其中的潜在的分子机

制尚未完全被阐明。考虑到有氧运动可以有效控制机体系统性
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低烈度炎症反应[9]，而炎症反应正是促进心肌纤维化的一项重

要因素 [10]。SHR是选择性近亲交配所得到的遗传性高血压模

型，在世界各地已得到广泛应用。SHR出生后血压随着年龄增

长而增加，3-4月龄时高血压得到确立，6月龄时血压增加到最

高水平。SHR的血压升高是多基因遗传所决定的，与人类的高

血压患者的发病相似，所以也是公认的研究高血压相关病变的

理想模型[11]。本文所采用的运动模型是，这是一种有氧运动，简

单且有效，广泛地用于研究运动在心血管疾病中的作用。决定

该运动强度的因素包括跑台的倾斜角度、跑台的速度、持续时

间[12]。本研究采用自发性高血压大鼠（spontaneoully hyperten-

sive rat, SHR），跑台运动模型持续 12周[13]，目的在于观察有氧

运动的保护作用。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

炎症因子 IL-6和 TNF-琢的 ELISA检测试剂盒（美国 R&D

生物技术公司），RIPA裂解液、总蛋白提取试剂盒、蛋白浓度检

测试剂盒（上海碧云天生物技术研究所），RT-PCR试剂盒（上

海吉玛制药技术有限公司），Masson染色试剂盒（上海博谷生

物科技有限公司），高迁移率族蛋白 1 （high mobility group

box-1 protein, HMGB1）和 Toll样受体 4（toll like receptor 4，

TLR4）抗体（美国 Abcam公司）。

1.2 动物及分组

雄性 12 周龄 Wistar-Kyoto 大鼠（WKY）和自发性高血压

大鼠（SHR，购自上海斯莱克实验动物有限责任公司）均以啮齿

类动物国家标准常规喂养。本课题实验分为 3组：WKY大鼠对

照组（WKY），自发性高血压大鼠非运动组（SHR），自发性高血

压大鼠运动组（SHR+EX）。

有氧运动设计方法：采用国际公认的大鼠有氧运动模型[12]，

结合本实验需要，自制一个专供大鼠用的跑台，放置于电动跑

步机上，跑台倾斜角设置为 10度，本实验周期为 12周。运动从

每天 9:00 开始，前 4 周为适应阶段（第 1-2 周，大鼠每天运动

0.5小时，跑步机速度定为 8米 /分钟；第 3-4周，每天 45分钟，

速度：12米 /分钟）；剩余 8周，大鼠每天运动为 1小时，速度提

高至 20米 /分钟。非运动组大鼠（包括 WKY和 SHR）仅将其

置于跑台上，跑步机不运作，其他设置条件不变。

最后一次运动结束 24小时后，各组大鼠检测血压，禁食

16小时后称重，断头处死，取左心室称重，部分中性甲醛固定

用于Masson染色（每组 6只），其余置于液氮中存放，部分用于

RT-PCR检测（每组 8只），部分用于检测实验设计中靶标蛋白

的水平（每组 7只）。

1.3 血压检测

最后一次运动 24小时后开始检测血压，头向里将大鼠保

温筒中，暴露鼠尾；用 37℃的温水预热鼠尾，约 0.5小时后鼠尾

充血泛红时，尾动脉充分扩张；将换能器固定于大鼠尾部腹侧

面，并与 BP2010A型裂齿类动物无创血压计连接，0.5小时维

持安静黑暗环境，记录大鼠脉搏稳定后的心率、收缩压、舒张压

数值。

1.4 Masson染色

采用Masson染色试剂盒评估左心室心肌纤维化程度，原

纤维呈蓝色，ImageJ软件计算纤维化面积所占的百分比。

1.5 RT-PCR检测

应用 RT-PCR试剂盒提取总 RNA，逆转录反应得到单链

DNA；利用 SYBRGreen I染料在 MJ Research Option2荧光定

量 PCR仪上检测 Collagen-I（引物：5'- AGGCATAAAGGGT-

CATCGTG -3'；5'- ACCGTTGAGTCCATCTTTGC -3'）、TGF-茁
（引物：5'- AGGGCTACCATGCCAACTTC -3'；5'- CCACGTAG-

TAGACGATGGGC -3'）、琢-SMA （引 物 ：5'- CTGTGCTAT-

GTCGCTCTGGA -3'；5'- ATAGGTGGTTTCGTGGATGC -3'）的

mRNA水平。以 GAPDH（引物：5'- GAGCTGAATGGGAAGC-

TCAC-3'；5'- AAAGGTGGAGGAGTGGGAGT -3'）为内参基

因。记录 threshold cycle值（CT值）并通过内参基因 GAPDH的

结果校正目的基因的结果，最后用 WKY组值为对照，计算得

到其他组的相对值。

1.6 ELISA检测

预冷的 RIPA裂解液匀浆组织，提取总蛋白，检测蛋白蛋

白，同时应用 ELISA试剂盒检测 IL-6和 TNF-琢的蛋白水平，
最后用蛋白浓度校正得到最终结果。

1.7 Western blot检测

RIPA裂解液使用前加入蛋白酶抑制剂，将心肌组织剪碎，

加入裂解液，冰上匀浆；4度离心（22500× g）10 min，收集上清，

同样条件再离心一次，吸取上清液。试剂盒测蛋白浓度。加热槽

中加热（95-100℃）10 min使蛋白质充分变性。制胶，每孔加入

10微克蛋白，电泳分离蛋白。湿法电转膜将蛋白转移至 PVDF

膜上；10%BSA溶液封闭膜上非特异性结合位点；加入一抗，

4℃冰箱放置过夜；加入二抗，室温下孵育 1小时；加入 ECL发

光底物，显色；扫描目的条带，通过 Bandscan软件测量灰度值。

1.8 统计分析

结果中计量资料均以均数± 标准差表示，采用 SPSS 12.0

统计软件分析，ANOVA（方差分析）进行组间差异显著性检验。

P<0.05定义为有统计学差异。

2 结果

2.1 有氧运动减轻自发性高血压大鼠心脏的纤维化

表 1结果显示，与WKY鼠相比，SHR鼠的体重、收缩压、

舒张压、心率明显增高，而经过有氧运动之后，SHR大鼠的体重

得到减轻，收缩压和舒张压水平出现显著降低，而心率并没有

得到明显改善。与WKY组相比，SHR组大鼠的左心室重 /体

重比值明显增加；经过有氧运动之后，SHR大鼠左心室重 /体

重比值进一步明显增加。

与WKY组相比，SHR组大鼠的心肌纤维化水平明显增加

（图 1A），心肌中纤维化进程相关的基因如 Collagen-I, TGF-茁,
和 琢-SMA的 mRNA水平明显增加（图 1B）。经过有氧运动之

后，SHR大鼠心肌纤维化水平减轻，Collagen-I、TGF-茁、琢-SMA

的 mRNA水平出现显著下降。

2.2 有氧运动减轻自发性高血压大鼠心脏的炎症反应

与 WKY 组相比，SHR 组大鼠心肌的 IL-6（图 2A）和

TNF-琢（图 2B）的蛋白水平显著增加；经过有氧运动之后，SHR

大鼠心肌中 IL-6和 TNF-琢的蛋白水平出现明显下降。
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Note: Data are expressed as x± SD, *P<0.05 compared with group WKY; #P<0.05 compared with group SHR.

图 1 有氧运动减轻自发性高血压大鼠心肌纤维化（A，Masson染色，200×），降低心肌中 Collagen-I, TGF-茁,和 琢-SMA的 mRNA水平（B）

Fig.1 Aerobic exercise training reduces cardiac fibrosis and downregulates cardiac mRNA expression of Collagen-I, TGF-茁, and 琢-SMA in SHR

Note: Data are expressed as x± SD, *P<0.05 compared with group WKY; #P<0.05 compared with group SHR.

2.3 有氧运动抑制自发性高血压大鼠心脏中HMGB1/TLR4通路

与WKY组相比，SHR组大鼠心肌 HMGB1和 TLR4的蛋

白表达水平明显增加（图 3）；经过有氧运动之后，SHR大鼠心

肌中 HMGB1和 TLR4的蛋白表达水平下降。

表 1 有氧运动对自发性高血压大鼠血压和体重的影响

Table 1 Effects of aerobic exercise training on blood pressure and body weight of spontaneously hypertensive rats

WKY（n=11） SHR（n=13） SHR+EX（n=12）

Body weight (g) 281.5± 20.0 328.4± 25.9* 291.2± 22.3#

Systolic blood pressure (mmHg) 135± 16 191± 22* 170± 18#

Diastolic blood pressure (mmHg) 102± 10 120± 11* 109± 8#

Heart rate (bpm) 283± 28 350± 37* 344± 30 *

Left ventricular weight/body weight (mg/g) 2.67± 0.34 3.25± 0.41* 3.58± 0.37#

图 2 有氧运动减轻自发性高血压大鼠心肌中 IL-6（A）和 TNF-琢（B）的蛋白水平
Fig.2 Aerobic exercise training reduces protein levels of IL-6 and TNF-琢 in left ventricles of SHR

Note: Data are expressed as x± SD, *P<0.05 compared with group WKY; #P<0.05 compared with group SHR.
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3 讨论

炎症在高血压诱导心肌重构、心脏功能损伤过程中发挥十

分重要的作用[10]。机体血压升高后的血流动力学改变以及随之

伴来的 "肾素 -血管紧张素 -醛固酮 "系统的激活，都会诱发

血管内皮损伤、血小板激活和炎性细胞的活化。内皮细胞损伤

后，其通透性的增加导致大量活化了的单核细胞、中性粒细胞

等炎性细胞渗透进入心肌组织中。接着这些炎性细胞释放大量

炎症因子，激活炎症通路，促进心脏成纤维细胞分化成为肌成

纤维细胞，最终引起心脏纤维化的发生[13]。

HMGB1作为一种高度保守的核蛋白，其亚细胞定位决定

其不同的作用。核内的 HMGB1可以调控核酸的重组、复制、修

复和转录，而核外的 HMGB1主要是炎性细胞在脂多糖、肿瘤

坏死因子和白介素 1或 6等刺激下主动分泌，也可以在组织损

伤和坏死早期由坏死的细胞被动释放出来[13]。分泌或释放出来

的 HMGB1具有显著的促炎效应，它可以作为内源性的 "损伤

信号分子 "，激活胞膜受体 TLR4，继而激活该通路下游的

MyD88及 NF-资B，进一步诱发炎症反应的级联放大[14]。目前在

高血压与 HMGB1的相关研究中发现在 SHR的下视丘脑室旁

核[15]和血管紧张素 II诱发的高血压鼠肾脏中 HMGB1的表达

上调[14]。在慢性心衰患者中，血液中上调的 HMGB1水平可以

预测患者的死亡风险[16]。本研究首次报道在成年 SHR心肌组

织中 HMGB1和 TLR4的蛋白水平明显上调。在肌成纤维细胞

中，HMGB1可以增加活性 TGF-茁的生成和释放，而 TGF-茁正
是参与心肌纤维化发生的关键因子[17]。在糖尿病心肌病小鼠模

型中，抑制 HMGB1可以减轻心脏的炎症反应和纤维化发生
[18]。抑制 HMGB1也可以减轻阿霉素诱导的心肌炎症和纤维化

的发生[19]。另外在血管紧张素 II诱发的高血压中，敲除下游的

TLR4基因可以减轻心肌的炎症反应和心肌的纤维化，改善心

脏功能[20]。所以 SHR心肌中 HMGB1/TLR4通路的上调对于促

进高血压心肌炎症的发生和纤维化的出现具有重要作用。

临床研究发现，急性心梗患者经过 6个月的有氧运动可以

显著降低血液中 HMGB1水平[21]。短期高强度间断运动和长期

中强度运动都可以降低 2型糖尿病患者体内白细胞中 TLR4

的表达水平[22]。在动物实验中发现有氧运动可以降低 SHR下

视丘脑室旁核中 HMGB1的蛋白表达[15]。在本研究中发现有氧

运动可以降低 SHR 心脏组织中 HMGB1 和 TLR4 的蛋白表

达。伴随着 HMGB1和 TLR4的蛋白表达下调，SHR心肌组织

中 IL-6和 TNF-琢的蛋白水平出现明显下降，提示心肌炎症得
到明显缓解。而Masson染色和 RT-PCR的数据也证实心肌纤

维化水平得到明显减轻。综上说述，本文的研究结果提示有氧

运动可以通过抑制心肌中 HMGB1/TLR4炎症通路，从而抑制

心肌中炎症反应的发生，最终有助于改善高血压模型大鼠的心

肌纤维化重构。
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