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［摘 要］ 目的：探讨ω⁃3多不饱和脂肪酸（ω⁃3 polyunsaturated fatty acids，n⁃3PUFAs）对腹主动脉缩窄（abdominal aorta coarcta⁃
tion，AAC）术后心肌肥厚大鼠心肌细胞外基质重塑的影响。方法：雄性SD大鼠40只，随机分为假手术组、模型组。模型组大

鼠行AAC术。术后1周，再随机将模型组分成AAC组、AAC+ n⁃3PUFAs低剂量组、AAC+ n⁃3PUFAs高剂量组，每组8只，后两组

分别予以400 mg/（kg·d）及1 000 mg/（kg·d）的n⁃3PUFAs灌胃，假手术组和AAC组给予等体积生理盐水灌胃。8周后处死大鼠，

留取心肌组织测定左心室质量指数（LVW/BW）和心脏质量指数（HW/BW），取心肌组织行HE染色及Masson染色，取血清用碱

水解法测定羟脯氨酸含量，用免疫蛋白印迹（Western blot）法分析心肌组织基质金属蛋白酶9（matrix metalloproteinase 9，MMP⁃
9）、基质金属蛋白酶抑制剂⁃1（tissue inhibitor of metalloproteinase⁃1，TIMP⁃1）及纤连蛋白（fibronectin，FN）的表达。结果：与假手

术组相比，模型组LVW/BW、HW/BW、羟脯氨酸含量明显升高（P < 0.05），病理染色示心肌细胞肥大，胶原纤维增加，MMP⁃9表
达增加，TIMP⁃1含量减少，FN表达增加，差异有统计学意义（P < 0.05）。与AAC组相比，AAC+ n⁃3PUFAs低剂量组、AAC+ n⁃
3PUFAs高剂量组LVW/BW、HW/BW、羟脯氨酸含量降低，病理染色示心肌细胞肥大减轻、胶原含量减少，MMP⁃9、FN表达减

少，TIMP⁃1表达增加（P < 0.05）。且AAC+ n⁃3PUFAs高剂量组较AAC+ n⁃3PUFAs低剂量组各项指标变化更为明显，差异均有

统计学意义（P < 0.05）。结论：n⁃3PUFAs对心肌肥厚有保护作用，其机制可能与抑制MMP⁃9、FN的过度表达，上调TIMP⁃1的表

达，影响心肌细胞外基质重塑相关。
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［Abstract］ Objective：To investigate the effects of omega⁃ 3 polyunsaturated fatty acids（n⁃3 PUFAs）on myocardial extracellular
matrix remodeling in rats with myocardial hypertrophy after abdominal aortic coarctation（AAC）. Methods：Forty male Sprague⁃Dawley
rats were randomly divided into sham operation group（group A）and model group. AAC was performed in model group. One week after
operation，the model group was randomly divided into three groups：AAC group（group B），AAC + n⁃3PUFAs low dose group（group C），
AAC+ n⁃3PUFAs high dose group（group D）. The group C and group D were given by gavage 400 mg/（kg·d）and 1 000 mg/（kg·d）n⁃3
PUFAs respectively，and the group A and group B were given an equal volume of normal saline. After 8 weeks，the rats were sacrificed，
and the left ventricular mass index（LVW/BW）and cardiac mass index（HW/BW）were measured. The myocardial tissues were stained
with HE and Masson. The serum hydroxyproline was determined by alkaline hydrolysis method. The content of matrix metalloproteinase
⁃9（MMP⁃9），tissue inhibitor of metalloproteinase⁃1（TIMP⁃1）and fibronectin（FN）in myocardial tissue were analyzed by Western blot.
Results：Compared with the group A，LVW/BW，HW/BW，and hydroxyproline content in groups B，C，and D increased significantly
（P < 0.05）. Pathological staining showed cardiomyocyte hypertrophy，collagen fiber and MMP⁃9 expression increasing. The expression

［基金项目］ 四川省教育厅科研课题（14ZA0137）
∗通信作者（Corresponding author），E⁃mail：jfeng⁃06@126.com

·基础研究·

南京医科大学学报（自然科学版）
Journal of Nanjing Medical University（Natural Sciences）

第39卷第7期
2019年7月··960



心肌肥厚（cardiac hypertrophy，CH）是心脏的

生理或病理状态，因响应各种内在、外在刺激而产

生。冠心病、心脏瓣膜病等损害可引起心肌肥厚，

心肌肥厚早期是心脏对心室壁张力增加的代偿性

反应，但持续性的心肌肥厚最终可导致心力衰竭、

猝死［1-2］。研究显示，心肌细胞外基质（extracellular
matrix，ECM）的生成和降解在心肌肥厚的发生过程

中起重要作用。研究发现，心肌肥厚与心肌ECM
病理性重塑相关［3］。基质金属蛋白酶是一组分解

ECM的蛋白酶家族。研究表明，基质金属蛋白酶⁃9
（matrix metalloproteinase⁃9，MMP⁃9）及基质金属蛋

白酶抑制剂 ⁃1（tissue inhibitor of metal metallopro⁃
teinase⁃1，TIMP⁃1）均参与心室重塑的形成过程［4］，

而心室重塑是心肌肥厚逐步发展到心力衰竭的关

键环节。纤连蛋白（fibronectin，FN）是MMP⁃9分解

细胞外基质时的底物之一，在心肌肥厚的形成过程

中亦起重要作用［5］。

ω⁃3多不饱和脂肪酸（ω⁃3 polyunsaturated fatty
acids，n⁃3PUFAs）是包含多个双键的多聚不饱和脂

肪酸，不能直接在人体内合成，必须通过饮食摄

取。n⁃3PUFAs主要来自深海鱼类，其成分主要包

括二十碳五烯酸（eicosapentaenoic acid，EPA）和二

十二碳六烯酸（docosahexaenoic acid，DHA）。目前

研究数据表明，n⁃3 PUFAs对心血管有保护作用［6-9］，

可能机制包括抗炎、抗氧化、抗凋亡、增加膜的流动

性、改善内皮功能［10-13］。然而，n⁃3PUFAs对ECM以

及心肌肥厚的影响尚不清楚，考虑到心肌肥厚在心

血管疾病发生、发展中的重要性以及心肌肥厚机制

的复杂性，有必要探讨 n⁃3PUFAs干预对心肌肥厚

的影响以进一步明确其作用。本实验以心肌细胞

外基质改变为出发点，试图揭示 n⁃3PUFAs对心肌

肥厚作用的可能机制，为心肌肥厚相关心血管疾病

的治疗提供新的思路。

1 材料和方法

1.1 材料

雄性SD大鼠40只，SPF级，体重250~270 g，购
自西南医科大学动物实验中心。饲养于西南医科

大学动物房，平均室温（23±2）℃。

n⁃3PUFAs软胶囊（EPA+DHA≥80%，北京百慧

公司，批号 171104）；羟脯氨酸测定试剂盒（南京

建成公司）；MMP⁃9单克隆抗体、TIMP⁃1单克隆抗

体、GAPDH抗体（Abcam公司，美国）；FN单克隆

抗体（武汉三鹰公司）；HRP⁃羊抗兔二抗（Aspen公

司，南非）。

1.2 方法

1.2.1 动物分组和处理

心肌肥厚模型的建立：40只雄性 SPF级 SD大

鼠，自由进食水、饲料，适应性喂养 1周，将其随机

分为假手术组（n=8）和模型组（n=32）。模型组大鼠

均行腹主动脉缩窄术（abdominal aorta coarctation，
AAC），建模具体步骤：术前禁食、禁饮12 h；术时大

鼠取仰卧位，固定于操作台上；常规消毒、铺巾后，

将大鼠用 2%戊巴比妥钠 40 mg/kg腹腔麻醉，剃去

腹部皮毛，于其剑突下 2~3 cm处沿前正中线切开

皮肤；找到左肾动脉，在其右方游离出腹主动脉，腹

主动脉外壁放置磨钝后的8号或9号针头，用3⁃0的
手术丝线于左肾动脉上方2~3 mm扎紧；移出针头，

剪去线头后，逐层缝合腹腔肌层、皮肤；碘伏消毒皮

肤后，予以5万U/只青霉素预防感染，连续3 d。假手

术组仍按上述操作至游离出腹主动脉，但仅穿线不

结扎。整个建模过程共死去7只大鼠，颈部严重感染

大鼠1只，药物干预时予以排除。

n⁃3PUFAs干预：术后1周，将剩余的24只模型

组大鼠随机分为AAC组（n=8）、AAC+n⁃3PUFAs低
剂量组（n=8）、AAC+n⁃3PUFAs高剂量组（n=8）。低

of TIMP⁃1 decreased（P < 0.05）. The expressions of FN in groups B，C and D were significantly higher than that in group A（P < 0.05）.
Compared with group B，LVW/BW，HW/BW，and hydroxyproline content in group C and group D decreased，the myocardial cells
shown less hypertrophy by pathological staining and the collagen content also decreased，and MMP⁃9 and FN expression decreased，
whereas TIMP⁃1 expression increased（P < 0.05）. Compared with group C，the changes of all the above indexes in group D were greater
（P < 0.05）. All these differences have statistical significance. Conclusion：n ⁃ 3PUFAs have protective effects on myocardial
hypertrophy after abdominal aortic coarctation. The mechanism may be related to the inhibition of overexpression of MMP⁃9 and FN，

the up⁃regulation of TIMP⁃1 expression，and the influence on the changes in extracellular matrix components.
［Key words］ n⁃3 PUFAs；cardiac hypertrophy；matrix metalloproteinase⁃9；matrix metalloproteinase inhibitor⁃1；fibronectin
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剂量组、高剂量组分别予以400［12］、1 000 mg/kg［13］的

n⁃3PUFAs灌胃，每日 1次，AAC组及假手术组予以

等量生理盐水灌胃作为对照，共干预8周。

1.2.2 左心室质量指数和心脏质量指数的测定

所有大鼠处理前称量体重（body weight，BW），

再予以戊巴比妥处死后迅速打开胸腔，将心脏分

离后立即置入冰生理盐水漂洗，然后将大血管、

结缔组织等非心肌组织剪除，用滤纸吸干后称重

即得全心重（heart weight，HW）。找到房室环，沿

其走行剪去左、右心房及右室游离壁，保留室间

隔和左心室游离壁，用滤纸吸干后，称重即得左

心室重量（left ventricular weight，LVW）。最后计

算左心室质量指数（LVW /BW）和全心质量指数

（HW/BW）。

1.2.3 HE染色、Masson、天狼星红染色

保留左室心肌组织，切取心尖部分，立即置其

于预冷的 4%多聚甲醛中固定，4 ℃冰箱保存，石蜡

包埋后组织切片机切片，将切片包被于载玻片上用

于HE染色、Masson染色。在光学显微镜下观察左

室心肌细胞形态结构，偏振光显微镜下观察胶原纤

维Ⅰ和胶原纤维Ⅲ。

1.2.4 羟脯氨酸含量的测定

留取血清，标号后置于-80 ℃冰箱保存。标本

解冻后按照羟脯氨酸测定试剂盒说明书测定羟脯

氨酸含量。

1.2.5 蛋白免疫印迹法检测TIMP⁃1、MMP⁃9、FN的

表达

取大鼠左心室心肌组织，缓冲液冲洗，加入适

当体积的细胞总蛋白提取试剂（使用前数分钟内加

入蛋白酶抑制剂）裂解，取上清液，按照BCA蛋白质

浓度测定试剂盒说明测定样品蛋白浓度。根据样

品浓度确定上样量，保证每个样品总蛋白上样量为

40 μg，在蛋白样品中加入适量的 5×蛋白上样缓冲

液，配制分离胶、浓缩胶。上样后按浓缩胶 80 V、分

离胶 120 V进行恒压电泳分离，转 PVDF膜。将转

好的膜加入封闭液室温封闭 1 h，除去封闭液，加

入已稀释好的一抗 4 ℃过夜，次日用TBST洗 3次，

每次 5 min，加入稀释好的二抗，室温孵育 30 min，
TBST洗 4次，每次 5 min。显色曝光，胶片扫描存

档，AlphaEaseFC软件处理系统进行分析。

1.3 统计学方法

计量资料采用均数±标准差（x ± s）表示，多组间

比较采用单因素方差分析，两两比较采用 LSD⁃t检
验。P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 大鼠LVW/BW和HW/BW水平比较

n⁃3PUFAs干预 8周后，与假手术组相比，AAC
组LVW/BW及HW/BW明显增加（P < 0.05），示AAC
组心肌肥厚。与AAC组比较，AAC+n⁃3PUFAs低剂

量组以及AAC+n⁃3PUFAs高剂量组 LVW/BW、HW/
BW比值降低（P < 0.05），与AAC+n⁃3PUFAs低剂量

组相比，AAC+n⁃3PUFAs高剂量组LVW/BW及HW/
BW比值更低（P < 0.05，表1）。

2.2 心肌细胞形态结构比较

HE染色示，假手术组心肌细胞排列整齐，形态

结构正常。AAC组心肌细胞排列紊乱，细胞较假手

术组肥大，心肌间质可见纤维结缔组织（绿色箭头

所示）。与AAC组相比，AAC+n⁃3PUFAs低剂量组

心肌细胞排列较之整齐，心肌细胞肥大减轻，心肌

间质纤维化减轻。AAC+n⁃3PUFAs高剂量组与AAC
组比较，心肌细胞排列整齐，与假手术组心肌细胞

相接近，心肌细胞肥大显著减轻程度较 AAC+n⁃
3PUFAs低剂量组更明显。心肌间质纤维结缔组织

较AAC+n⁃3PUFAs低剂量组减少（图1）。
Masson 染色：假手术组未见胶原纤维细胞。

AAC组可见明显胶原纤维细胞。AAC+n⁃3PUFAs低
剂量组与AAC组比较，胶原纤维细胞减少，AAC+n⁃
3PUFAs高剂量组与AAC组比较，胶原纤维细胞减

少更明显（图2）。
天狼星红染色：假手术组未见明显Ⅰ、Ⅲ型胶原

纤维。AAC组可见Ⅰ、Ⅲ型胶原纤维，且以Ⅰ型胶原

纤维为主。AAC+n⁃3PUFAs低剂量组与AAC组比

较，总胶原纤维减少，以Ⅰ型胶原纤维减少为主。

AAC+n⁃3PUFAs高剂量组与AAC组比较，总胶原纤

维减少，Ⅰ型胶原纤维细胞减少明显（图3）。

表 1 n⁃3PUFAs对心肌肥厚大鼠LVW/BW和HW/BW水

平的影响

Table 1 Effects of n⁃3 PUFAs on LVW/BW and HW/BW
in rats with cardiac hypertrophy

与假手术组比较，*P < 0.05；与AAC组相比，ΔP <0.05；与AAC+n
⁃3PUFAs低剂量组比较，#P < 0.05。

组别

假手术组

AAC组

AAC+n⁃3PUFAs低剂量

AAC+ n⁃3PUFAs高剂量

LVW/BW（mg/g）
1.55 ± 0.16*Δ#

2.66 ± 0.35*Δ#

2.20 ± 0.39*Δ#

1.86 ± 0.22*Δ#

HW/BW（mg/g）
2.53 ± 0.14*Δ#

3.56 ± 0.35*Δ#

3.27 ± 0.34*Δ#

2.90 ± 0.15*Δ#

（n=8，x ± s）
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与假手术组比较，*P < 0.05；与AAC组比较，ΔP < 0.01；与AAC+
n⁃3PUFAs低剂量组比较，#P < 0.01。

表2 各组大鼠羟脯氨酸含量

Table 2 Hydroxyproline content of each group of rats
（n=8，x ± s）

组别

假手术组

AAC组

AAC+n⁃3PUFAs低剂量组

AAC+n⁃3PUFAs高剂量组

羟脯氨酸含量（μg/mL）
23.61 ± 1.58
49.26 ± 1.34*

41.02 ± 1.86*Δ

29.50 ± 3.39*Δ#

2.3 羟脯氨酸含量比较

AAC组、AAC+n⁃3PUFAs低剂量组以及AAC+n⁃
3PUFAs高剂量组羟脯氨酸含量与假手术组相比明

显增加（P < 0.05）。与AAC组比较，AAC+n⁃3PUFAs
低剂量组以及AAC+n⁃3PUFAs高剂量组羟脯氨酸含

量显著下降（P < 0.01）。与AAC+n⁃3PUFAs低剂量

组相比，AAC+n⁃3PUFAs 高剂量组含量下降（P <
0.01，表2）。
2.4 Western blot检测TIMP⁃1、MMP⁃9、FN的表达量

与假手术组相比，AAC组、AAC+n⁃3PUFAs低剂

量组 TIMP⁃1表达量减少（P < 0.01），MMP⁃9、FN表

达量增加（P < 0.05），AAC+n⁃3PUFAs高剂量组MMP

⁃9、FN表达量增加（P < 0.05），TIMP⁃1表达量减少

（P < 0.05）。与AAC组相比，AAC+n⁃3PUFAs低剂量

组、AAC+n⁃3PUFAs高剂量组TIMP⁃9、FN表达量减

假手术组 AAC组 AAC+n⁃3PUFAs低剂量组 AAC+n⁃3PUFAs高剂量组

图1 各组大鼠心肌细胞HE染色（×400）
Figure 1 HE staining of rat cardiomyocytes（×400）

假手术组 AAC组 AAC+n⁃3PUFAs低剂量组 AAC+n⁃3PUFAs高剂量组

黑色箭头所指为胶原纤维细胞，呈蓝色，心肌细胞呈红色。

图2 各组大鼠心肌细胞Masson染色（×400）
Figure 2 Masson staining of rat cardiomyocytes（×400）

假手术组 AAC组 AAC+n⁃3PUFAs低剂量组 AAC+n⁃3PUFAs高剂量组

Ⅰ型胶原纤维呈黄色，Ⅲ型胶原纤维呈绿色。

图3 各组大鼠心肌细胞天狼星红染色（×400）
Figure 3 Sirius red staining of rat cardiomyocytes（×400）
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少（P < 0.05），TIMP⁃1表达量增加（P < 0.05）。与

AAC+n⁃3PUFAs低剂量组相比，AAC+n⁃3PUFAs高
剂量组TIMP⁃1表达量增加（P < 0.05），MMP⁃9表达

量减少（P < 0.05），FN表达量减少（P < 0.05，图4）。

3 讨 论

心肌肥厚是心血管疾病死亡率升高的独立危

险因素［14］，许多心血管疾病包含心肌肥厚的病理改

变，因此研究药物对心肌肥厚的干预作用有重要临

床意义。心肌肥厚的形成过程中，伴有心肌细胞肥

大、细胞排列紊乱、纤维细胞的增生。羟脯氨酸为

胶原蛋白特征性成分之一，而胶原蛋白为胶原纤维

的主要构成成分，其含量的增加提示纤维增生。本

研究AAC组HE染色显示细胞排列疏松紊乱，心肌

细胞直径较假手术组增大，并伴有纤维细胞的生

成，Masson、天狼星红染色示明显胶原纤维沉积，羟

脯氨酸含量较假手术组高，表现为典型的心肌肥

厚，示造模成功。AAC+n⁃3PUFAs低剂量组较AAC
组心肌细胞直径减少，总胶原纤维、Ⅰ型胶原纤维、

羟脯氨酸含量亦减少，AAC+n⁃3PUFAs高剂量组心

肌细胞直径、总胶原纤维、Ⅰ型胶原纤维、羟脯氨酸

含量减少程度更明显，提示n⁃3PUFAs可减轻心肌肥

厚和纤维化，其作用可能跟剂量相关。

研究表明，心肌细胞外基质在心血管疾病的进

展中担当重要角色。正常心肌组织，其细胞外基质

的降解和生成处于平衡状态，作为分解心肌细胞外基

质的MMP及其抑制剂的酶家族主要作用于该环节，

一旦调节失衡，则可导致心肌细胞外基质不良重塑，

引起心脏形态变化，最终出现心力衰竭、猝死等严重

后果。试验证明MMP⁃9与心律失常、心脏功能障碍

相关［15-16］，近期实验发现巨噬细胞衍生的MMP⁃9过表

达加剧了年龄依赖性的心肌肥厚，增加了炎症和纤维

化［17］。TIMPs参与心室重塑，且与心肌肥厚的保护作

用相关［18］。Castro等［19］发现抑制MMPs可作为高血压

引起的包括心肌肥厚在内的心血管病变的潜在治疗

策略。本研究发现，AAC+n⁃3PUFAs低剂量组、AAC+
n⁃3PUFAs高剂量组MMP⁃9蛋白表达量较AAC组相

比下调，TIMP⁃1上调，且高剂量组较低剂量组改变更

明显，提示n⁃3PUFAs可通过下调MMP⁃9，上调TIMP⁃
1表达量影响心肌细胞外基质重塑。

FN是MMP⁃9分解细胞外基质时的底物之一。

FN作为一种大分子糖蛋白，存在于血液、体液及各

种细胞表面，由成纤维细胞、内皮细胞、巨噬细胞、

肝细胞等产生，在细胞迁移、黏附、增殖、组织修复

等过程中都有广泛参与。近年，Konstandin等［5］用敲

除FN后的小鼠行体内体外实验，发现FN可以通过

激活活化 T细胞核因子（nuclear factor of activated T
cells，NFAT）造成病理性心肌细胞肥大。本研究发

现，与假手术组相比，AAC组 FN表达量明显增加，

表明FN的表达与病理性心肌肥厚相关，与Konstandin
等［5］的研究结果一致。本实验结果显示，与AAC组

相比，AAC+n⁃3PUFAs低剂量组、AAC+n⁃3PUFAs高
剂量FN表达量减少，提示 n⁃3PUFAs可能通过抑制

FN的表达减轻心肌肥厚。

综上所述，本研究通过建立心肌肥厚模型，观

察 n⁃3PUFAs对心肌肥厚大鼠的影响。结果表明，

n⁃3PUFAs可减轻心肌肥厚、延缓细胞外基质重塑，

其作用可能跟抑制MMP⁃9、FN的过度表达，上调

TIMP⁃1的表达，影响ECM成分相关。但本研究仅从

心肌细胞外基质变化方面着手，初步探讨了n⁃3PU⁃
FAs对心肌肥厚的保护作用，具体的信号通路仍有

待进一步研究。
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