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外源性 Apelin-13 对心力衰竭大鼠血浆血管紧张素Ⅱ
和肾上腺髓质素的影响

赵 乾 黄 晏 2△ 张胜叶 1 牛 欢
（1 兰州大学第一临床医学院 甘肃 兰州 730000; 2 兰州大学第一医院心内科 甘肃 兰州 730000）

摘要 目的：研究给予外源性 Apelin-13 治疗对血流动力学、血浆血管紧张素Ⅱ （Angiotensin-Ⅱ，AngⅡ） 和肾上腺髓质素

（Adrenomedulin，ADM）水平的影响。方法：将 50 只大鼠随机分为 3 组：心衰组（n=20）、治疗组（n=20）和正常对照组（n=10），阿霉

素（ADR）腹腔注射建立大鼠心衰模型，治疗组给药外源性 Apelin-13 治疗，检测大鼠血浆 AngⅡ和 ADM 水平（ELISA 法）以及血

流动力学的水平。结果：心衰组和治疗组血浆 AngⅡ和 ADM 水平比正常对照组增高，但治疗组血浆 AngⅡ和 ADM 水平比心衰

组明显降低，治疗组左心室内压最大升降速度 （LV±dp/dtmax）、左室最大收缩压 （LVESP） 比心衰组增高，左室舒张末期压

（LVEDP）比心衰组低（P 均 <0.05）。结论：外源性 apelin-13 抑制体内的 AngⅡ和 ADM 水平可能对 ADR 诱导的大鼠心衰有保护

作用。
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ABSTRACT Objective: To study the effect of exogenous apelin-13 on heart failure rats and detected the cardial function and the
levels of the plasma AngⅡ(angiotensin-Ⅱ) and ADM(adrenomedulin). Methods: A total of 50 rats were randomly divided into 3 groups
including heart failure group (n=20), therapy group (n=20) and normal group (n=10). Rats heart failure models were induced by
Adrenomedulin (ADR) injection intraperitoneally. When the models have created, the therapy groups were injected repectively with
aplelin-13 for 10 days. Then we detect the cardial function by ELISA and the levels of the plasma Angiotensin- Ⅱ (AngⅡ ) and
Adrenomedulin (ADM). Results: The plasma AngⅡ and ADM levels of the heart group and the therapy group were significant higher
than the normal group, The therapy group's plasma AngⅡ and ADM levels were lower than the heart failure group's. In therapy group，

the LV±dp/dtmax and LVESP were higher and LVEDP were lower than those in heart failure group （all P <0.05）.Conclusions: The
exogenous apelin-13 can protect rat heart failure which induced by ADR probably through inhibiting the levels of plasma AngⅡand
ADM.
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前言

Apelin 是 1998 年发现的一种孤儿受体（APJ）的内源配体，

是一种经 7 次跨膜的 G 蛋白超家族偶联受体[1]，在全身各处组

织均有分布并主要在中枢神经系统和心血管系统中发挥着生

理作用[2-6]。近来研究表明，在经预处理离体的老鼠心脏上应用

Apelin 具有强烈的正性肌力作用[7]。在慢性心力衰竭的病理生

理过程中，Apelin-APJ 信号通路被认为是一种重要的潜在介

质，心力衰竭病人比正常人左心室 Apelin 和 APJ 水平明显增

高[8, 9]。Goetze 等[9]发现慢性左心功能不全患者血浆中 Apelin-36
的水平较正常组下降 2.1 倍，而另一项较大样本研究测定了慢

性心力衰竭患者的血清 Apelin 浓度，结果发现，不论心力衰竭

的病因和心功能降低程度如何，心力衰竭患者血清 Apelin 水

平比正常对照组均显著降低，且 Apelin 浓度与左室射血分数

相关 [10]。但是，关于外源性给予 Apelin 对心衰的影响以及

Apelin 进入体内后对体内一些活性因子产生何种影响的研究

甚少。本实验通过建立阿霉素（ADR）建立大鼠心力衰竭模型，

观察外源性给予 Apelin-13 治疗后血流动力学以及血浆血管紧

张素Ⅱ（Angiotensin-Ⅱ，AngⅡ）和肾上腺髓质素（Adrenomedu-
lin，ADM）水平的影响作初步探讨。

1 材料和方法

1.1 材料

阿霉素 (浙江海正药业股份有限公司，批号：091203)；
Apelin-13多肽(上海吉尔生化有限公司，批号：PD91117-9988340)；
AngⅡ、ADM ELISA 检测试剂盒（购自 R&D 公司）；多道生理

仪 BL420F（成都泰盟有限公司）；酶联免疫反应仪器（WallAC
VICTOR2 1420 多功能时间分辨免疫荧光分析系统）。
1.2 动物模型的建立及实验分组
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50 只雄性 SD 大鼠由甘肃省中医学院动物实验中心提供，

体重 187-231 g，查随机数字表，随机分成 3 组：心衰组（n=20）
按照文献造模方法[11]，于 2、4 d ADR 1 mg/kg ip，6、8 d ADR 2
mg/kg ip．10、12 d ADR 3 mg/kg ip，14、16 d ADR 4 mg/kg ip；

治疗组（n=20）心衰造模方法同上，造模结束后，在造模组随机

选出两只作血流动力学检查，如 LVEDP 大于 15 mmHg，则证

明造模成功[12]，然后开始注射 Apelin-13，剂量为 3μg·kg-1·d-1，连

续 10 天。正常对照组（n=10）相同部位腹腔注射等容量的生理

盐水代替 ADR。
1.3 一般情况观察

每天早、中、晚观察大鼠的精神状态、活动情况、皮毛变化、
饮食情况。用天平分别称量末次给药 24 h 后取材时体重。
1.4 血流动力学测定

用戊巴比妥钠（40mg/kg）腹腔内注射麻醉大鼠，分离右颈

总 动 脉 ， 切 开 插 入 直 径 1mm 且 有 1％肝 素 的 心 导 管 ，接

BL-420F 生物机能分析系统，同时观察显示器上出现血压波后

再继续插入，当导管进入约 4-4.5 cm 时，如观察到显示器图形

上血压波突然出现波形变化（压力值升高），表示已进入左室，

记录左室最大收缩压（LVESP）、左室舒张末期压（LVEDP）及左

室内压最大升降速度（LV±dp/dtmax）。操作完毕后经颈动脉采

血备查。
1.5 血浆 AngⅡ和 ADM 水平的测定

取动脉血 2 ml 注入 EDTA 抗凝管中，2500 r/min 离心 10
min 离心后取上清液 -20℃保存待测。按照大鼠 AngⅡ ELISA
检测试剂盒操作说明书步骤进行。步骤如下：分别设空白孔、标
准孔、待测样品孔，在酶标包被上标准孔中加入稀释好的样品

50μl，待测样品孔中先加样品稀释液液 40μl，然后再加待测样

品 10μl，轻轻摇晃均匀，37℃反应 30 min；洗板 5 次，加入酶标

试剂 50μl，37℃反应 30 min；洗板 5 次，每孔先加入显色剂 A
50μl，再加入显色剂 B 50μl，轻轻摇晃均匀，37℃避光显色 10
min；取出酶标板，每孔加终止液 50μl，终止反应（此时黄色立转

黄色）；以空白孔调零，在 450 nm 波长下测定各孔的 OD 值（15
min 以内）；根据标准品的浓度及对应的 OD 值计算出标准曲

线的直线回归方程，在根据样品的 OD 值在回归方程上计算出

对应样品的浓度。大鼠 ADM ELISA 检测步骤同上。
1.6 心脏病理学检查

处死大鼠后，打开胸腔，取出心脏，用生理盐水反复冲洗心

腔内血液，用天平称出心脏重量，取部分左心室肌组织，以 10
%福尔马淋固定，常规石蜡切片，HE 染色，光镜观察及拍片。
1.7 统计学处理

所有数据均以 x±s 表示，采用 SPSS 18.0 软件的 One-Way
ANOVA 的 LSD 分析方法处理，P <0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠一般情况、血流动力水平及血清 AngⅡ和 ADM
水平

心衰组大鼠 10-12 d 起即出现中毒体征，其中 6 只于给药

造模后 14-18d 死亡，治疗组有 2 中于造模后 14 d 死亡，有 3 只

于给予 Apelin-13 治疗后 1 d 死亡，其余老鼠于 17-20 d 表现出

明显的心衰体征：表现体重下降，喜欢聚团，精神状态差，活动

能力下降，进食减少，皮毛松软，并可见脱毛，嘴唇及四肢发绀，

眼睑分泌物增多等现象。处死大鼠后打开胸腔，正常组心脏未

发现有异常表现。心衰组和 Apelin-13 治疗组大部分有不等量

的胸水，心脏明显变大。各组大鼠体重及心体指数见表 1。

表 1 各组大鼠的体重、心体指数、及 AngⅡ和 ADM 水平

Table 1 The weight and the heart body index, levels of the plasma AngⅡ and ADM in each group

Groups Weight(g) Heart body idex(g/kg) AngⅡ(pg/ml) ADM(pg/ml)

Normal group 343.86±12.93 2.57±0.11 415.42±45.95 33.44±3.86

Heart failure group 181.24±7.66*● 4.09±0.20*● 537.90±52.07*● 44.97±5.46*●

Therapy group 202.41±9.22* 3.55±0.09* 480.68±29.30* 38.13±2.55*

Note: *P<0.05 Compared with the normal group,●P＜0.05 the heart failure group compare with the therapy group, the differences

were statistically significant.

2.2 各组大鼠血清 AngⅡ和 ADM 水平及血流动力检测

与正常对照组相比，心衰组和治疗组血浆 AngⅡ及 ADM
水平均升高，但治疗组较心衰组血浆 AngⅡ及 ADM 水平明显

降低 （表 1）；与正常对照组相比，心衰组和治疗组 LVESP、

LV+dp/dtmax、LV-dp/dtmax 均降低，而 LVEDP 明显增高；与心衰

组相比较，治疗组 LV+dp/dtmax、LV-dp/dtmax、LVESP 均增高，而

LVEDP 降低，表明治疗组心功能改善（表 2），P 均 <0.05，差异

均有统计学意义。

表 2 各组大鼠血流动力学检测

Table 2 Basic conditions of pulmonary ventilation function (x±s)

Groups LVESP(mmHg) LVEDP(mmHg) LV+dp/dtmax(mmHg/s) LV-dp/dtmax (mmHg/s)

Normal group 111.66±7.62 7.63±2.37 2982.85±170.67 2733.50±162.71

Heart failure group 82.78±4.56*● 19.58±3.24*● 1767.67±200.74*● 1711.78±108.50*●

Therapy group 90.94±5.02* 15.69±2.11* 1958.77±109.61* 1879.96±118.60*

Note: *P<0.05 Compared with the normal group,●P＜0.05 the heart failure group compare with the therapy group, the differences

were statistically significant.
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3 讨论

Apelin 是 1998 发现的一种孤儿受体（APJ）的内源性配体
[1]。在动物实验中发现，Apelin 在中枢系统中起着控制着呼气、
调节动脉血压和水摄入的作用[2, 5]。研究还发现，由于 APJ 的基

因位于染色体 11 长臂的 q12 上，与血管紧张素受体（AT1）疏

水跨膜区域有 40%~50%的相同，APJ 和 AT1 有相似的组织分

布，APJ 可能还在心血管内环境稳态中扮演着重要角色 [2]。
Apelin 和 APJ 在心脏上均有表达[2-5]，人冠状动脉内皮细胞和冠

状动脉平滑肌细胞表达 Apelin，在贲门上部动脉的血管平滑肌

细胞有低密度的 APJ 表达[3, 8]。Apelin 和 APJ 在心肌组织上表

达很少，但仍能检测出[7, 8]。Apelin 在其他内脏的小动脉内皮细

胞也有表达，并能通过 NO 依赖性机制降低血压[2]，Apelin 有正

性肌力作用，在给经预处理的老鼠离体心脏注射 Apelin-16 发

现，2min 后心脏收缩力开始增强，24min 后正性肌力达到高

峰[7]。
临床研究发现在充血性心力衰竭患者 ADM 和 AngⅡ血

浆水平较正常人明显升高[9]。ADM 和 AngⅡ是心力衰竭患者血

液中比较重要的 2 种血管活性物质。ADM 能增强心肌收缩力、
舒张血管、降压、利尿、利钠、抑制心肌及血管重塑,对心功能有

保护作用，此作用与 AngⅡ的作用相拮抗[13]。但研究发现，心衰

患者血浆 ADM 水平随心衰程度的加重而升高，治疗后 ADM
水平下降，认为心衰时 ADM 的升高是一种代偿反应[14, 15]。本实

验结果表明在 ADR 诱导的大鼠心力衰竭模型中，在给予外源

性 Apelin-13 腹腔内注射后，治疗组血流动力学水平的改善可

能是通过降低血浆 AngⅡ水平实现。由此可推断 Apelin-13 在

心衰大鼠中起着 ACEI 相类似的作用，可能与 AngⅡ的作用相

拮抗，具有扩张血管、降低心脏负荷、增加心脏的顺应性和收缩

力而起着抗心衰的作用；因 AngⅡ能刺激 ADM 释放增加[13]，治

疗后血浆 ADM 水平的降低可能是 AngⅡ的降低所导致。实验

中我们还发现，Apelin-13 治疗组心体指数较心衰组小，病理切

片也提示心肌损伤程度也较轻，提示 Apelin-13 可能具有抑制

细胞凋亡、保护心肌细、逆转心肌重塑的作用。

一系列实验表明，Apelin 肯定能对心力衰竭产生有益的作

用[2, 7]，这在我们的实验也得到证实。另外应用 Apelin 治疗心衰

的剂量、疗程及给药途径；长期应用 Apelin 治疗心衰对机体其

他方面的影响；另外 Apelin-13 可能具有的抑制细胞凋亡、逆转

心肌重塑的作用机制在我们的实验中没有涉及，均有待进一步

的研究。
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2.2 各组大鼠心脏病理学检查

正常组心肌细胞形态、胞质、间质及横 / 纵纹均正常，肌纤

维排列整齐，胞质丰富均匀。而心衰组心肌排列紊乱，细胞水

肿，横 / 纵纹不清．坏死心肌周围有不同程度的炎症细胞浸润

和间质水肿，甚至出血，但治疗组炎症和和出血坏死程度比心

衰组轻微，横 / 纵纹可见。见图 1。

正常组（normal group） 心衰组（heart failure group） 治疗组（therapy group）
图 1 各组大鼠心脏病理切片检查（HE 染色×400）

Fig.1 The heart pathology of each groups(HE staining, 40×10)

（下转第 1453 页）
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支原体感染在细胞培养过程中是一种常见的污染类型，人胚胎

干细胞培养过程中除环境因素之外[5]，一些特定的培养物如胎

牛血清、feeder 细胞都有可能带来支原体感染的风险。
支原体感染后的细胞往往生长状态不佳，死细胞增多，甚

至遗传稳定性也受到影响[6]。因此，对细胞培养过程中支原体感

染的检测和控制就显得尤为重要。支原体检测的方法很多培养

法，DNA 荧光染色法，PCR 法[7]，单克隆抗体免疫荧光法[8]，生化

发光法，DNA 探针杂交法近年来均有文献报道, 在人胚胎干细

胞培养过程中使用的方法多为 DNA 荧光染色法，生化发光法

和 PCR 法。本文中使用的 Hoechest33258 染色为 DNA 荧光染

色法，该法操作简单，成本低廉，经过简介感染的方式能够很好

地检测人胚胎干细胞的支原体感染。生化发光法和 PCR 法较

DNA 荧光染色法敏感，但是成本相对较高且易造成假阳性，需

要有经验的实验室经过优化后采用。本文中也采用免疫荧光

法，利用 RNApolymerase Ⅱ作为指标检测支原体感染，可以作

为一种新参考。
对于支原体感染细胞的治疗，方法并不如临床治疗支原体

丰富[9，10]。支原体感染后的胚胎干细胞经过抗支原体药物处理

后能够在短时间内控制支原体的生长，但无法完全治愈。因此，

此法只适合短期内挽救细胞实验，不适合处理仍需继续培养的

人胚胎干细胞。由于同实验室内培养的细胞株之间容易交叉感

染，在没有找到更好的治疗支原体感染方法前，感染细胞建议

妥善管理或丢弃。
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