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沙库巴曲缬沙坦调控 RhoA/ROCK信号通路对慢性心力衰竭
心室重构的影响研究 *
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摘要 目的：分析沙库巴曲缬沙坦对慢性心力衰竭（CHF）动物模型 RhoA/ROCK信号通路的调控以及对心室重构的影响效应。方

法：将 45只 SD大鼠随机分成 3组：空白组（予以生理盐水）、模型组（予以阿霉素腹腔注射制备 CHF大鼠模型）和治疗组（予以

CHF大鼠 60 mg/kg沙库巴曲缬沙坦灌胃 4周)，每组 15只。比较 3组大鼠左心室射血分数（LVEF）、左心室舒张末期内径

（LVEDD）、室间隔厚度（IVST）、左心室心肌质量指数（LVMI）等心脏结构指标以及血浆 N末端脑钠肽前体（NT-proBNP）、基质金

属蛋白酶 9（MMP-9）、半乳糖凝集素 3（Gal-3）水平。比较 3组大鼠心肌组织形态学以及心肌胶原沉积程度。比较 3组大鼠心肌组

织 RhoA及 ROCK mRNA以及蛋白表达水平差异。结果：空白组大鼠 LVEF最高，且治疗组大于模型组（P<0.05）；空白组大鼠
LVEDD、IVST、LVMI最低，且治疗组小于模型组（P<0.05）。空白组大鼠 NT-proBNP、MMP-9及 Gal-3最高，且治疗组大于模型组

（P<0.05）。模型组心肌细胞增大，排列紊乱，心肌胶原沉积显著大于治疗组。空白组大鼠 RhoA及 Rock mRNA及蛋白水平最低，且

治疗组低于模型组（P<0.05）。模型组及治疗组大鼠 RhoA及 Rock mRNA以及蛋白的表达与 LVEDD、IVST、LVMI、NT-proBNP、

MMP-9及 Gal-3呈正相关，与 LVEF呈负相关（P<0.05）。结论：沙库巴曲缬沙坦通过靶向负调控 RhoA/ROCK信号通路影响 CHF

心室重构程度。
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Effect of Sacubitril/Valsartan on RhoA-ROCK Signaling Pathway to
Ventricular Remodeling in Rats with Chronic Heart Failure*

To analyze the regulation of sacubitril/valsartan to the RhoA-ROCK signaling pathway in rat with chronic

heart failure (CHF), and the effect of ventricular remodeling. A total of 45 SD rats were divided into 3 groups randomly, which

were control group (injected normal saline), model group (made CHF rat model by peritoneal injection with Adriamycin) and therapy

group (intragastric administration sacubitril/valsartan with 60 mg/kg 4 weeks to CHF rats). Each group had 15 rats. The cardiac function

indexes of left ventricular ejection fraction (LVEF), left ventricular end diastolic diameter (LVEDD), interventricular septal thickness

(IVST), left ventricular mass index (LVMI) and the plasma levels of N-terminal pro-brain natriuretic peptide (NT-proBNP), matrix metal-

loproteinase-9 (MMP-9), Galectin-3 (Gal-3) were compared among 3 groups. The cardiac histomorphology indexes and degree of my-

ocardial collagen deposition were detected and compared among 3 groups. The expression levels of RhoA and ROCK in myocardial tis-

sue were compared among 3 groups. The LVEF of rats in control group were highest, and the LVEF of rats in therapy group

were higher than in model group (P<0.05). The levels of LVEDD, IVST, LVMI in control group were lowest, and the levels of LVEDD,

IVST, LVMI in therapy group were lower than model group (P<0.05). The plasma levels of NT-proBNP, MMP-9, Gal-3 in control group

were highest, and the levels of NT-proBNP, MMP-9, Gal-3 in therapy group were higher than model group (P<0.05). The enlarged car-
diac cell and disorderly arrangement in model group were observed, and the degrees of myocardial collagen deposition in model group

were larger than therapy group. The expression levels of RhoA and ROCK of myocardial tissue were different among 3 groups, which the

indexes in control group were the lowest, and the therapy group was the second lowest, and the model group was the highest (P<0.05).
The positive relationship of the expression levels of RhoA and ROCK to the levels of LVEDD, IVST, LVMI, NT-proBNP, MMP-9 and

Gal-3 were confirmed (P<0.05), and the negative relationship to LVEF was also confirmed (P<0.05). Sacubitril/valsartan has

significant negative effect on the ventricular remodeling by the RhoA-ROCK signaling pathway in CHF.
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前言

慢性心力衰竭（chronic heart failure，CHF）是各种心血管疾

病的最终通路，临床统计显示，国内心力衰竭患病率为 0.9%，

已成为威胁我国人民群众身心健康的公共健康问题[1]。研究认

为[2]，CHF主要病理基础是心室肌细胞和间质的病理变化导致

心脏结构以及功能出现的病理性重构，即心室重构（ventricular

remodeling，VR），严重影响 CHF患者预后，因此抑制或逆转

VR是治疗改善 CHF患者预后的主要措施。近年来，沙库巴曲

缬沙坦作为治疗 CHF的新药，能够有效干预脑啡肽酶以及肾

素血管紧张素系统，对 VR具有一定的改善和逆转疗效，但是

具体作用机制尚未完全明确[3]。RhoA-ROCK信号转导通路已

被证实在 CHF进程中具有重要的调控作用，CHF 患者体内

RhoA以及 ROCK mRNA表达水平明显升高[4]，因此推测沙库

巴曲缬沙坦可能通过干预 RhoA-ROCK信号转导通路对 CHF

的 VR进行改善，为此本研究通过构建 CHF大鼠模型进行探

讨，以期明确沙库巴曲缬沙坦对心衰患者心室重构疗效的具体

分子机制。

1 材料和方法

1.1 实验动物

选择 8周龄 SD大鼠 45只，SPF级，雄性，体重（280± 20）g。

饮食及饮水依据常规，预养一周后进行实验。实验动物处置全

程按照实验动物伦理学相关规定要求执行，本研究全过程由我

院医学伦理委员会审核监管。

1.2 主要实验试剂及仪器

沙库巴曲缬沙坦片（商品名：诺欣妥，购自瑞士诺华制药有

限公司，规格：每片 50 mg），阿霉素（购自美国 Sigma公司），an-

tiRhoA一抗、antiROCK一抗（购自美国 Santa Cruz公司）。小动

物心脏超声仪（VeVO 3100 Imaging System），倒置显微镜（型号

DMI1, Leica），N 末端脑钠肽前体（N-terminal pro-brain natri-

uretic peptide, NT-proBNP）、基质金属蛋白酶 9（matrix metallo-

proteinase-9, MMP-9）、半乳糖凝集素 3（Galectin-3, Gal-3）

ELISA检测试剂盒购自赛默飞生命科技有限公司，酶标仪（型

号：F50，购自瑞士 TECAN公司），荧光显微镜（型号 TCS SP2，

购自美国 Leica公司）。

1.3 分组及给药

依据随机数字表法，将 45只 SD大鼠随机分成 3组，每组

15只。（1）模型组大鼠腹腔注射 0.8 mg/mL浓度的阿霉素溶液;

（2）空白组大鼠腹腔注射生理盐水；（3）治疗组大鼠在模型组造

模成功基础上予以 60 mg/kg 剂量标准的沙库巴曲缬沙坦

灌胃。3组每日 1次，每次腹腔注射量标准 5 mL/kg，灌胃量为

1 mL/100 g，治疗组予以沙库巴曲缬沙坦，模型组和空白组予以

生理盐水。共给药 8周。

1.4 心室超声结构检测

3组大鼠在给药结束后，予以心脏彩色超声检测，具体方

法：大鼠仰卧试验台上，予以异氟烷进行全身麻醉，心脏超声探

头采用小动物 S12超声探头，频率设定 6-12 MHz，探头切迹朝

向大鼠头部，观察大鼠心脏运动稳定后，测定左心室射血分数

(L left ventricular ejection fraction，VEF)、左心室舒张末期内径

(left ventricular end diastolic diameter，LVEDD)、室间隔厚度

(in terventricular septal thickness，IVST)、左心室心肌质量指数

(left ventricular mass index，LVMI)等心脏结构指标，每只大鼠均

选择 3个心动周期进行上述指标测量，最后选择 3次数据的平

均值为准。

1.5 血浆生化指标检测

3组大鼠均心脏彩超检查后自腹腔取静脉血，采用酶联免

疫吸附试验检测，严格按照试剂盒说明书要求操作，测定静脉

血标本 NT-proBNP、MMP-9和 Gal-3水平。

1.6 心室组织结构检测

断颈处死大鼠，完整剥离心脏，予以冰盐水冲洗并去除心

脏包膜及血管，选取部分左心室心肌组织作为标本，用 4%多聚

甲醛固定。按照常规染色要求，心肌标本予以 HE染色，观察 3

组大鼠左心室心肌组织形态以及间质成分变化；再予以 Mas-

son染色，观察并评估左心室心肌组织间质的胶原纤维沉积以

及排列情况。

1.7 心室组织 RhoA-ROCK信号通路检测

将大鼠剩余的左心室组织标本液氮速冻后，置于 -80℃冰

箱保存待检，用于 RT-PCR 及 Western blot 检测 RhoA 及

ROCK mRNA以及蛋白表达水平。

1.7.1 RT-PCR检测 mRNA水平 大鼠心脏组织打成匀浆后

4℃高速 12000 rpm离心 10 min，加 0.2 mL氯仿后室温 5 min

后再次 12000 rpm离心 10 min，将上层溶液转移至洁净的 EP

管，再与相同容量的异丙醇溶液混匀，置于室温 30 min，再次在

4℃下 12000 rpm高速离心约 8 min，取底层的沉淀层，转移后

用 75%乙醇溶液洗涤 3次，检测提取 RNA浓度和纯度。应用

qRT-PCR检测心室肌细胞中 RhoA 及 ROCK 的 mRNA 相对

表达水平。根据逆转录试剂盒(购自日本 TaKaRa公司)说明书

要求的操作步骤及规定，予以目标 RNA逆转录成相应的 cD-

NA。研究前分别设计目标引物序列，内参为 3-磷酸甘油醛脱

氢酶(GAPDH)。

RhoA：(F) 5'-ACCAGTTCCCAGAGGTGTATG-3'，

(R) 5'-TTGGGACAGAAGTGCTTGACTTC-3'；

ROCK：(F) 5'-CTGCGGGTACGAAGGTATCG-3'，

(R) 5'-AGCATCCAATCCATCCAGCA-3'；

GAPDH：(F) 5'-CGTTAAGGCCGCTAGACCCGGGA-3'，

(R) 5'-GCGGCCTTAAAGTACGTACA-3'。

上述反应体系的总体积为 10 滋L，各部分成分为：
RNAase-free H2O 3.0 滋L，5× 逆转录缓冲液 4.0 滋L，多链逆转录
酶溶液 1.0滋L，上下引物各 1.0滋L。反应条件为：在 37℃下 15min；

在 85℃下 5 s，4℃保存备用。

应用 SYBR Green 荧光法定量检测分析目标 RhoA 及

ROCK基因mRNA相对水平。反应扩增体系的总体积为 25 滋L，
各部分成分为：Taq聚合酶 1.0 滋L，目标 RhoA及 ROCK基因

引物分别 3 滋L，cDNA 2 滋L。反应条件为：94℃变性 120 s，60℃

退火 40 s，72℃延伸 300 s，扩增 40个循环，再予以 72℃延伸

5 min，终止扩增反应。应用 2-△ △ CT法计算目标 RhoA及 ROCK

基因的 mRNA水平相对定量值。

1.7.2 Western blot检测蛋白水平 3组大鼠心肌细胞应用细

胞裂解液裂解，收集溶液中的总蛋白。本研究以 茁-actin蛋白为
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内参，心肌细胞裂解液总蛋白以及 茁-actin蛋白分别提取 30 滋g
备用。（1）以 10%十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶

(SDS-PAGE)为分离胶，前期制备好后将心肌细胞裂解液总蛋

白进行电泳分离，再行转膜，室温下封闭 120 min。（2）分别加抗

大鼠 RhoA(滴度为 1:1500)，ROCK(滴度为 1:500)或 茁-actin一
抗稀释液，混匀后在 4℃环境下过夜。去一抗，再用 PBS洗涤 3

次。（3）加辣根过氧化物酶标记的兔抗大鼠 IgG二抗（滴度为 1:

500），在室温下继续孵育 120 min。再用 PBS溶液洗涤 2-3次，

每次约 5 min。（4）加入 ECL试剂进行显影定影，定量计算目标

RhoA及 ROCK蛋白条带的相对浓度，以此计算得到 RhoA、

ROCK蛋白与 茁-actin蛋白灰度相对比值。
1.8 统计学分析

应用 SPSS 20.0软件进行统计检验，计量资料以 x± SD表

示，3组指标比较采取 ANOVA检验，组间比较采取 LSD-t检

验。计数资料采取例数(%)表示，指标间比较应用 x2检验。应用
Pearson直线相关分析评估模型组及治疗组大鼠 RhoA及 Rock

表达水平与心室重塑指标的相关程度。P<0.05表示差异有统计
学意义。

2 结果

2.1 心室结构指标的比较

空白组大鼠 LVEF最高，且治疗组大于模型组（P<0.05）；
空白组大鼠 LVEDD、IVST、LVMI最低，且治疗组小于模型组

（P<0.05）。（表 1）。

Groups LVEF(%) LVEDD(mm) IVST(mm) LVMI(g/m2)

Control 86.42± 2.01 5.24± 0.31 1.45± 0.12 85.35± 9.21

Model 65.25± 3.22* 6.02± 0.26* 1.98± 0.18* 137.92± 16.21*

Therapy 71.48± 2.56*# 5.71± 0.35*# 1.67± 0.21*# 109.45± 12.36*#

F 6.438 6.257 6.024 6.985

P 0.002 0.015 0.032 <0.001

Note: *P＜0.05, compared with control group. #P＜0.05, compared with model group.

表 1 3组大鼠心室结构指标的比较(n=15)

Table 1 Comparison of the ventricular structure indexes among 3 groups (n=15)

2.2 心室重塑生化指标的比较

空白组大鼠血浆 NT-proBNP、MMP-9及 Gal-3水平最高，

且治疗组大鼠血浆 NT-proBNP、MMP-9及 Gal-3 水平均大于

模型组(P<0.05)。(表 2)。

Note: *P＜0.05, compared with control group. #P＜0.05, compared with model group.

表 2 3组大鼠心室重塑生化指标的比较(n=15)

Table 2 Comparison of the ventricular structure biochemistry indexes among 3 groups (n=15)

Groups NT-proBNP(ng/L) MMP-9(ng/L) Gal-3(滋g/L)

Control 1286.8± 122.5 152.6± 22.3 8.5± 1.2

Model 2757.2± 213.9* 341.0± 36.2* 19.2± 2.3*

Therapy 1872.4± 224.6*# 219.2± 27.6*# 13.7± 2.6*#

F 9.236 8.984 10.122

P <0.001 <0.001 <0.001

2.3 心肌组织病理变化的比较

HE染色显示：空白组大鼠心肌细胞结构完整，未见破裂、

死亡，心肌组织未见异常，细胞排列整齐，横纹清晰，细胞间质

未见炎性细胞浸润。模型组大鼠心肌细胞增大水肿，呈现多发

性灶状细胞坏死，心肌组织结构紊乱，有不同程度的间质性水

肿，细胞间质存在炎性细胞浸润。治疗组大鼠心肌结构基本完

整，间质有少量炎性细胞浸润，细胞核居中（图 1）。

Masson染色显示：空白组大鼠毛细血管病灶及组织间质

存在少许胶原纤维(图中蓝色条索状)，排列规则，面积最小。模

型组大鼠毛细血管病灶及组织间质胶原纤维面积显著增大，排

列明显紊乱。治疗组大鼠毛细血管病灶及组织间质胶原纤维面

积较模型组显著减少，排列基本整齐（图 2）。

2.4 RhoA-Rock信号通路分子表达水平的比较

RT-PCR检测显示，3组大鼠心室组织 RhoA及 Rock mR-

NA水平存在差异（P<0.05），其中空白组大鼠心室组织 RhoA

及 Rock mRNA水平最低，且治疗组大鼠心室组织 RhoA 及

Rock mRNA水平低于模型组（P<0.05）（表 3）。

Western blot检测显示，3 组大鼠心室组织 RhoA及 Rock

蛋白水平存在差异（P<0.05），空白组大鼠心室组织 RhoA水平

（0.26± 0.04）及 Rock水平（0.39± 0.08）水平最低，治疗组心室

组织 RhoA水平（0.42± 0.09）及 Rock水平（0.56± 0.11）水平其

次，模型组 RhoA水平（0.84± 0.14）及 Rock 水平（0.96± 0.17）

水平最高（P<0.05）（图 3、4）。

2.5 RhoA与 Rock表达水平与心室重塑指标的相关性分析

模型组及治疗组大鼠 RhoA及 Rock mRNA以及蛋白的表

达与 LVEDD、IVST、LVMI、NT-proBNP、MMP-9 及 Gal-3 呈正

相关，与 LVEF呈负相关（P<0.05）（表 4）。
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图 1 CHF大鼠心肌组织病理变化(HE染色, × 200)

Fig.1 The histopathological changes in cardiac tissues in rats with CHF (HE, × 200)

图 2 CHF大鼠心肌组织病理变化(Masson染色, × 200)

Fig.2 The histopathological changes in cardiac tissues in rats with CHF (Masson, × 200)

Note: *P＜0.05, compared with control group. #P＜0.05, compared with model group.

图 3 3组大鼠心室组织 RhoA与 Rock蛋白表达水平的比较(n=15)

Fig.3 Comparison of the protein levels of RhoA and Rock among 3 groups (n=15)

3 讨论

近年来，随着国内外研究对 CHF病理生理机制探讨的深

入，脑啡肽酶、肾素血管紧张素等内分泌系统的过度激活所导

致的心室重构已被证实是 CHF发生发展的重要机制之一[5]。心

室重构是在多因素作用下复杂多环节的病理状态，包含细胞成

表 3 3组大鼠心室组织 RhoA与 Rock mRNA表达水平的比较(n=15)

Table 3 Comparison of the mRNA levels of RhoA and Rock among 3 groups (n=15)

Groups RhoA mRNA Rock mRNA

Control 0.59± 0.17 0.67± 0.24

Model 1.64± 0.20* 1.38± 0.35*

Therapy 0.81± 0.14*# 0.84± 0.29*#

F 12.336 9.678

P <0.001 <0.001
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图 4 3组大鼠心室组织 RhoA与 Rock蛋白Western blot图(n=15)

Fig.4 Western blot of the protein levels of RhoA and Rock among 3

groups (n=15)

分、信号分子、细胞外基质以及内分泌激素等多种因子的相互

作用，是导致心功能逐渐恶化的关键因素[6]。目前认为，延缓以

及逆转心室重构是 CHF治疗长期获益、改善预后的主要治疗

原则[7-9]。近年来，沙库巴曲缬沙坦由于能同步抑制脑啡肽酶、肾

素血管紧张素两个内分泌系统活性受到关注，临床应用疗效以

及预后均有较好的收益[10,11]。既往临床研究证实[12-14]，沙库巴曲

缬沙坦能对 CHF患者心室重构起到显著的抑制效应，改善患

者心功能以及远期预后的作用。本研究结果显示，应用沙库巴

曲缬沙坦能显著降低 CHF大鼠 NT-proBNP、MMP-9 及 Gal-3

等心室重构指标，也证实了这一点。但是沙库巴曲缬沙坦通过

何种信号通路机制抑制心室重构尚未见临床予以报道。

表 4 RhoA与 Rock表达水平与心室重塑指标的相关性分析

Table 4 Relationship of the expression of RhoA and ROCK to the indexes of VR

Indexes LVEF LVEDD IVST LVMI NT-proBNP MMP-9 Gal-3

RhoA mRNA
r -0.823 0.798 0.721 0.832 0.865 0.741 0.762

P 0.017 0.023 0.033 0.016 0.010 0.030 0.028

Rock mRNA
r -0.726 0.736 0.711 0.799 0.837 0.652 0.706

P 0.032 0.031 0.034 0.023 0.015 0.045 0.035

RhoA protein
r -0.855 0.812 0.843 0.712 0.824 0.684 0.659

P 0.011 0.019 0.013 0.034 0.017 0.039 0.043

Rock protein
r -0.801 0.718 0.768 0.699 0.795 0.724 0.688

P 0.022 0.033 0.028 0.036 0.024 0.032 0.038

RhoA-Rock信号通路对细胞内微丝骨架构型具有较强的

干预作用，对炎症细胞迁移、细胞增殖等致心肌重构病理生理

过程具有较强的调控效应[15-18]。既往实验动物研究显示[19]，在压

力超负荷下成年大鼠心肌组织的 ROCK表达水平会显著增

加，表明 RhoA-Rock信号通路激活后会导致心肌受压力刺激

后的代偿性改变。既往研究证实，缬沙坦能够有效抑制

RhoA-Rock信号通路，明显改善心功能，减轻心室肥厚程度，而

沙库巴曲对 RhoA-Rock信号通路作用机制尚不明确[20]。国外研

究证实[21,22]，RhoA蛋白是组织中肾素血管紧张素系统对应的下

游作用位点，CHF病情越严重，病程越长，心肌 RhoA表达水平

就越高，提示 RhoA表达过度增加是 CHF易化过程的重要病

理生理机制。临床研究者推测 RhoA-ROCK信号通路介导的多

种炎性因子级联参与心室重构发生发展的各阶段，因此阻断

RhoA-Rock 信号通路可能会成为治疗心室重构新的靶点和

方法[23,24]。

NT-pro BNP是由心室肌细胞分泌的，能有效反映心功能

衰竭的敏感指标[25]，Gal-3作为一种可溶性 茁-半乳糖苷结合蛋
白，近年来研究证实与心力衰竭心室重构密切相关 [26]，而

MMP-9具有调控心肌间质降解和重塑的平衡，抑制心肌炎症

反应，改善心肌间质纤维化程度[27]。因此这三种生化指标是反

映心室重构的特异性指标[28]，本研究结果显示，模型组大鼠血

浆三种指标最高，结合心室结构改变，表明本研究 CHF大鼠心

室重构明确。而予以沙库巴曲缬沙坦的 CHF大鼠上述指标均

显著降低，这提示大鼠心室重构得到显著缓解，甚至是逆转。从

心室肌组织的形态学结构上也得到证实，治疗组大鼠的心肌组

织重构明显改善，间质的胶原纤维也显著减少，排列较为整齐。

进一步从 mRNA以及蛋白表达两个层面分析，均显示发生心

室重构的 CHF大鼠心肌组织 RhoA-Rock 信号通路分子也是

高表达，而在应用沙库巴曲缬沙坦后 RhoA-Rock信号通路高

表达被显著抑制，这表明沙库巴曲缬沙坦的抑制心室重构作用

与 RhoA-Rock信号通路被有效干预密切相关，从既往研究结

果推断此作用机制可能由缬沙坦所产生的[29,30]。同时本研究也

对 RhoA和 Rock表达水平与心室重构特异性指标进行分析，

不论是心室结构指标，还是生化指标，均存在相关性。

综上所述，沙库巴曲缬沙坦通过靶向负调控 RhoA-Rock

信号通路影响 CHF大鼠的心室重构水平，这也提示通过对

RhoA-Rock信号通路负向调控，可能为临床更好地诊治 CHF

以及改善预后提供新的靶点。下一步在本研究结果基础上，着

重探讨沙库巴曲对 RhoA-Rock信号通路是否存在干预效果，

以及假若存在，则具体机制是什么。并且深入分析 RhoA-Rock

信号通路激活后的下游分子机制是如何发挥效应，对心室重构

发生发展的病理过程进行影响。
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