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(１. 北京体育大学运动生理教研室ꎬ北京　 １０００８４ꎻ ２. 北京体育大学运动与体质健康教育部重点实验室ꎬ
北京　 １０００８４ꎻ ３. 北京体育大学中国运动与健康研究院ꎬ北京　 １０００８４)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣３２８(ｍｉＲ￣３２８)在有氧运动改善高血压大鼠胸主动脉平滑肌细胞 Ｌ 型电压门

控钙通道( ｖｏｌｔａｇｅ￣ｇａｔｅｄ Ｌ￣ｔｙｐｅ Ｃａ２＋ ｃｈａｎｎｅｌꎬＬＴＣＣ)表达的中促进作用ꎮ 方法 　 选取 １２ 周龄雄性正常血压大鼠

(Ｗｉｓｔａｒ ＫｙｏｔｏꎬＷＫＹ)与自发性高血压大鼠(ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔꎬＳＨＲ)随机分为正常血压对照组(ＷＫＹ￣
Ｃ)、正常血压运动组(ＷＫＹ￣ＥＸ)、高血压对照组(ＳＨＲ￣Ｃ)、高血压运动组(ＳＨＲ￣ＥＸ)ꎬ运动组进行 １２ 周中等强度跑

台训练ꎮ １２ 周后采用股动静脉置管术检测大鼠心血管反应ꎻ取大鼠胸主动脉ꎬ采用 ＨＥ 染色检测胸主动脉形态ꎬ
ｑＰＣＲ 检测 ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 亚基 ｍＲＮＡ、ｍｉＲ￣３２８ 表达ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 α１Ｃ和 β１ 亚基蛋白表达ꎮ 离体实验ꎬ培养

ＷＫＹ 胸主动脉平滑肌细胞ꎬ脂质体转染 ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ 和 ｍｉＲ￣３２８ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 使之过表达或沉默ꎬ检测 ＬＴＣＣ α１Ｃ及 β１

亚基 ｍＲＮＡ 和蛋白表达变化ꎮ 结果　 (１)有氧运动可显著降低 ＳＨＲ 体重、血压和心率ꎻ(２)运动可显著降低 ＳＨＲ
胸主动脉壁厚ꎻ(３)运动可显著降低 ＳＨＲ 对去甲肾上腺素的升压反应和硝苯地平 Ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ(ＬＴＣＣ 阻断剂)的降压

反应ꎻ(４)ＳＨＲ￣Ｃ 组的 ＬＴＣＣ α１Ｃ及 β１ 亚基 ｍＲＮＡ、蛋白表达显著高于 ＷＫＹ￣Ｃ 组ꎬ而 ＳＨＲ￣ＥＸ 组的 α１Ｃ及 β１ 亚基

ｍＲＮＡ、蛋白表达显著低于 ＳＨＲ￣Ｃ 组ꎻ(５)ＳＨＲ￣Ｃ 组中 ｍｉＲ￣３２８ 的表达显著低于 ＷＫＹ￣Ｃ 组ꎬ１２ 周有氧运动后 ｍｉＲ￣
３２８ 表达量显著增加ꎻ(６)离体实验中ꎬ与对照组相比ꎬ转染 ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ 组 α１Ｃ和 β１ 亚基 ｍＲＮＡ、蛋白表达显著下

调ꎬ而转染 ｍｉＲ￣３２８ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组 α１Ｃ和 β１ 亚基 ｍＲＮＡ、蛋白表达显著上调ꎮ 结论　 规律有氧运动可有效降低 ＳＨＲ 血

压ꎬ调控 ｍｉＲ￣３２８ 靶向抑制 ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 亚基的表达ꎬ可能是运动改善高血压胸主动脉 ＬＴＣＣ 重构的机制之一ꎮ
【关键词】 　 高血压ꎻｍｉＲ￣３２８ꎻ有氧运动ꎻＬＴＣＣꎻ血管平滑肌细胞
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ａｎｄ ＷＫＹ￣ＥＸ). Ｒａｔｓ ｉｎ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｗｅｒｅ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｍｏｄｅｒａｔｅ￣ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ １２ ｗｅｅｋｓ. Ｔｈｅ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ
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ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ (ＨＥ) ｆｏｒ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ａｓｓａｙｓ. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＬＴＣＣ α１Ｃ ａｎｄ β１ ｓｕｂｕｎｉｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣３２８ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＬＴＣＣ α１Ｃ ａｎｄ β１ ｓｕｂｕｎｉｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
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ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ ｏｆ ＷＫＹｓ. Ｂｏｔｈ ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ ａｎｄ ｍｉＲ￣３２８ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｒｔｅｒｉａｌ ｍｙｏｃｙｔｅｓ ｔｏ
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ｄｅｔｅｃｔｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔꎬ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬ ａｎｄ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ ｉｎ ＳＨＲｓ. Ａｅｒｏｂｉｃ
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Ｃ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＬＴＣＣ α１Ｃ ａｎｄ β１ ｓｕｂｕｎｉｔｓ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＳＨＲ￣ＥＸ
ｇｒｏｕｐꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＳＨＲ￣Ｃ ｇｒｏｕｐ. ｍｉＲ￣３２８ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＳＨＲ￣Ｃ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ
ＷＫＹ￣Ｃ ｇｒｏｕｐꎻ ｔｈｉｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ. Ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ( ＮＣ) ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ α１Ｃ ａｎｄ β１ ｓｕｂｕｎｉｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐꎻ ｔｈｅｓｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉＲ￣３２８
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｒｅｇｕｌａｒ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｍａｙ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｉｎ ＳＨＲ ａｎｄ
ｅｎａｂｌｅ ｍｉＲ￣３２８ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ ＬＴＣＣ α１Ｃ ａｎｄ β１ ｓｕｂｕｎｉｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｔｈｉｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍｉｇｈｔ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ｅｘｅｒｃｉｓｅ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ＬＴＣＣ ｃｈａｎｎｅｌ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｎ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎꎻ ｍｉＲ￣３２８ꎻ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅꎻ ＬＴＣＣꎻ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 据世界卫生组织最新的卫生统计数据ꎬ高血压

是一个主要的公共卫生问题ꎬ影响到 ２５ 岁及以上

４０％的成年人ꎬ其发病率和死亡率很高ꎮ 长期高血

压时ꎬ全身动脉系统受血管内高压力的影响会产生

病变ꎬ导致血管结构和功能的改变ꎮ 在高血压病理

过程中ꎬ大动脉长期承受高应力的影响ꎬ导致血管

顺应性下降ꎬ是心血管功能异常的主要原因ꎮ 血管

平滑肌细胞( ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎬＶＳＭＣ)是

构成血管壁结构和功能的主要成分ꎬＬ 型电压门控

钙通道( ｖｏｌｔａｇｅ￣ｇａｔｅｄ Ｌ￣ｔｙｐｅ Ｃａ２＋ ｃｈａｎｎｅｌꎬＬＴＣＣ)是

存在于 ＶＳＭＣ 膜上的一种主要钙通道ꎬ控制外钙内

流ꎬ是 ＶＳＭＣ 收缩的结构基础ꎬ在调节血管张力和血

压中起重要作用[１]ꎮ ＬＴＣＣ 由成孔 α１Ｃ 和辅助 β、
α２δ 和 γ 亚基组成ꎬ它们共同调节通道功能[２]ꎮ 其

中 α１Ｃ亚基是 ＬＴＣＣ 的门控装置和 Ｃａ２＋的渗透孔道ꎬ
作为支架蛋白ꎬβ 亚基可以定位和整合细胞内信号

以影响 ＬＴＣＣ 门控特性ꎮ 研究证实ꎬＶＳＭＣ 中 ＬＴＣＣ
的上调是高血压的一个标志性特征ꎬ且细胞膜中

ＬＴＣＣ 蛋白表达量与体内血压水平呈正相关[３]ꎬ但
其潜在的机制尚不清楚ꎮ 有研究发现ꎬ与正常血压

大鼠(Ｗｉｓｔａｒ ＫｙｏｔｏꎬＷＫＹ)相比ꎬ自发性高血压大鼠

(Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔꎬ ＳＨＲ) 肠系膜动脉

ＬＴＣＣ 转录水平略高ꎬ但其蛋白水平高 ３􀆰 ４ 倍[４]ꎮ
在猪肺动脉高压模型中ꎬ肺动脉 ＬＴＣＣ 蛋白表达显

著升高ꎬ但转录水平没有变化[５]ꎮ 因此ꎬ转录后调

控可能在 ＬＴＣＣ 表达中发挥更重要的作用ꎮ
ＭｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲＮＡꎬｍｉＲ) 是一种短的非编码

ＲＮＡ 片段ꎬ通过靶向 ｍＲＮＡ 在转录后调控基因和蛋

白质的表达[６]ꎮ ｍｉＲＮＡｓ 的失调可能导致疾病的发

展ꎬ因参与多种细胞功能ꎬ例如增殖、迁移和凋亡ꎮ
多篇综述报道 ｍｉＲＮＡ 在高血压的病理生理过程中

发挥重要作用[６－７]ꎮ 近期研究发现 ｍｉＲＮＡ 可能是

ＬＴＣＣ 转录后水平的一种调控机制ꎬｍｉＲ￣１、ｍｉＲ￣１４５
和 ｍｉＲ￣３２８ 直接靶向或调节 ＶＳＭＣ 中 ＬＴＣＣ 的功

能[８－９]ꎮ 在血管和心肌细胞中检测发现ꎬｍｉＲ￣３２８ 对

ＬＴＣＣ α１Ｃ 亚基基因 ( ＣＡＣＮＡ１Ｃ) 和 β１ 亚基基因

(ＣＡＣＮＢ１)有靶向作用ꎬ该研究发现ｍｉＲ￣３２８可以抑

制缺氧性肺动脉高压 ＬＴＣＣ 的表达ꎬｍｉＲ￣３２８的过表

达可以降低右心室收缩压和肺动脉壁厚度[１０－１１]ꎮ
长期规律运动是预防和控制高血压推荐的非

０５７
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药物疗法ꎮ 我们前期研究发现ꎬ有氧运动可逆转高

血压血管平滑肌 ＬＴＣＣ 结构和功能重构ꎬ改善血管

功能ꎬ调控血压水平[１２－１４]ꎬ但运动调控血管平滑肌

离子通道功能的潜在机制仍不清楚ꎮ 规律有氧运

动作为一种环境表观遗传调制器ꎬ可通过 ＤＮＡ 甲基

化、组蛋白修饰和 ｍｉＲＮＡ 等表观遗传修饰ꎬ调控心

血管相关基因表达ꎬ进而改善心血管结构和功

能[１５－１６]ꎮ ｍｉＲＮＡ 作为表观调控的重要组成部分在

心血管系统中高度表达ꎬ参与调节 ＶＳＭＣ 离子通道

功能[１１]ꎮ 规律有氧运动作为一种良性刺激ꎬ在逆转

高血压 ＬＴＣＣ 重构过程中ꎬｍｉＲ￣３２８ 是否参与其中ꎬ
目前尚不清楚ꎮ 因此ꎬ本研究通过建立有氧运动模

型ꎬ观察有氧运动对正常血压大鼠和高血压大鼠胸

主动脉中 ＬＴＣＣ 亚基和 ｍｉＲ￣３２８ 的表达影响ꎬ并探

讨 ｍｉＲ￣３２８ 在其中的调控作用ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 １２ 周龄雄性正常血压大鼠 ＷＫＹ 和自发

性高血压大鼠 ＳＨＲ 各 ２４ 只ꎬＷＫＹ 体重约 ２７０ ｇ、
ＳＨＲ 体重约 ２４５ ｇꎬ购于北京维通利华实验动物技

术有限公司【ＳＣＸＫ(京)２０１６－０００６】ꎬ饲养于北京体

育大学动物实验室【ＳＹＸＫ(京)２０１６－００３３】ꎮ 大鼠

自由饮水进食ꎬ温度 ２２ ~ ２４℃ꎬ相对湿度 ４０％ ~
６０％ꎬ所有实验方案获得北京体育大学运动科学实

验室伦理委员会批准(ＩＡＣＵＣ ２０１７００３Ａ)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

戊巴比妥钠、去甲肾上腺素 ( Ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅꎬ
ＮＥ)和硝苯地平(Ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ)均购买于 ｓｉｇｍａ 公司ꎬ
Ｒａｂｂｉｔ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉ￣α１Ｃ ( Ａｌｏｍｏｎｅ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓꎬ
Ｉｓｒａｅｌ)ꎬＡｎｔｉ －β１(ＳｉｇｍａꎬＵＳＡ)ꎬＧＡＰＤＨ(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ
ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬＵＳＡ)ꎬＲａｂｂｉｔ Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ｔｏ α￣ＳＭ￣ａｃｔｉｎ
(ＡｂｃａｍꎬＵＫ)ꎬＢＣＡ 试剂盒( ＰｉｅｒｃｅꎬＵＳＡ)ꎬｍｉＲｃｕｔｅ
ｍｉＲＮＡ 提取分离试剂盒(ＴｉａｎｇｅｎꎬＣｈｉｎａ)ꎬＲｅｖｅｒｔＡｉｄ
Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ ( Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ
ＵＳＡ)ꎬ Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ４８８ ｇｏａｔ ａｎｔｉ￣ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ ａｎｔｉｂｏｄｙ
(Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓꎬ ＵＳＡ)ꎬ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＲＮＡｉＭＡＸ
试剂( ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬＵＳＡ)ꎬＤＭＥＭ 培养基、ＨＢＳＳ 缓冲

液、胎牛血清、双抗 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ / ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ 均购买于

Ｇｉｂｃｏ 公司ꎮ
实验仪器包括智能无创血压仪 ( ＢＰ￣２０１０Ａꎬ

Ｓｏｆｔｒｏｎ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ 中 国 )ꎬ ＰｏｗｅｒＬａｂ 系 统

(ＰＬ３５０４ꎬＡＤ ＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓꎬＡｕｓｔｒａｌｉａ)ꎬ离体微血管环

张力测 定 系 统 ( ６２０ Ｍꎬ Ｄａｎｉｓｈ Ｍｙｏ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ
Ｄｅｎｍａｒｋ)ꎬＰＣＲ 仪(ＡＢＩꎬＵＳＡ)ꎬ荧光定量 ＰＣＲ 仪

(ＡＢＩꎬＵＳＡ)ꎬＣｈｅｍｉ ＤＯＣ ＸＲＳ ＋ 成像系统(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ
ＵＳＡ)ꎬＣＯ２ 细胞培养箱(ＴｈｅｒｍｏꎬＵＳＡ)ꎬ倒置生物显

微镜( ＩＸ７１￣Ｆ２２ＰＨꎬＯｌｙｍｐｕｓꎬＪａｐａｎ)ꎬＬｅｉｃａ ＳＰ８ ＴＣＳ
激光共聚焦系统(ＬｅｉｃａꎬＧｅｒｍａｎｙ)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 大鼠分组和有氧运动模型建立

ＷＫＹ 和 ＳＨＲ 随机分为安静对照组(ＷＫＹ￣Ｃꎬ
ＳＨＲ￣Ｃ)和有氧运动组(ＷＫＹ￣ＥＸꎬＳＨＲ￣ＥＸ)ꎬ每组各

１２ 只ꎮ 运动组大鼠先进行 １ 周的适应训练ꎬ之后进

行 １２ 周中等强度的跑台运动ꎬ坡度 ０°ꎬ每周 ５ ｄꎬ每
天 １ ｈꎬ速度为 ２０ ｍ / ｍｉｎꎬ相当于 ５５％ ~ ６５％ Ｖ􀅰Ｏ２

ｍａｘꎮ ＷＫＹ￣Ｃ 和 ＳＨＲ￣Ｃ 作为对照组不做运动干预ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 大鼠尾动脉无创血压监测

大鼠清醒、安静时的血压和心率 ( ｈｅａｒｔ ｒａｔｅꎬ
ＨＲ)采用鼠尾动脉智能无创血压仪 ( ＢＰ￣２０１０Ａ)
测量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 大鼠心血管反应测定

各组大鼠于 １２ 周有氧运动后ꎬ各选取 ６ 只ꎬ进
行股动静脉置管术测定大鼠心血管反应ꎮ 大鼠腹

腔注射戊巴比妥钠(５０ ｍｇ / ｋｇ)麻醉ꎬ分别于股动脉

和股静脉的近心端(２ 根线)和远心端(１ 根线)穿

线ꎬ用动脉夹夹住血管近心端ꎬ于远心端结扎部位

前剪一小口ꎬ将导管沿着血管行走方向插入管腔ꎬ
之后固定导管ꎬ注射 ５０ ＩＵ / ｍＬ 的肝素钠 ０􀆰 ５ ｍＬ 左

右进行封管ꎮ 术后 ２４ ｈ 大鼠恢复良好ꎬ在清醒安静

状态下测试ꎬ通过 ＰｏｗｅｒＬａｂ 系统连接股动脉插管外

侧头ꎬ记录大鼠基础血压ꎮ 之后在大鼠股静脉分别

注射去甲肾上腺素(ＮｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅꎬＮＥꎬ１８ μｇ / ｋｇ)
和 ＬＴＣＣ 阻断剂硝苯地平(Ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅꎬ１ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ观
察大鼠血压变化ꎬ每种药物的注射间隔时间在 ５ ｈ
以上ꎬ以保证血压恢复正常水平ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＨＥ 染色

取大鼠胸主动脉ꎬ剥离周边组织后进行固定ꎬ
经梯度乙醇二甲苯脱水后溶于石蜡ꎬ切片脱蜡后用

苏木素和伊红染色ꎬ乙醇二甲苯处理后封片并拍

摄ꎬ用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行测量ꎮ 每个样本组织切片随

机 ５ 个视野ꎬ每个视野测量 ３ 次并取平均值ꎬ将 ５ 个

视野的平均值作为胸主动脉壁厚ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 免疫蛋白印迹

大鼠胸主动脉低温下与裂解液混匀ꎬ离心后取

１５７
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上清液测定蛋白浓度ꎮ 用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分离等量

蛋白质(约 ５０ μｇ)并转至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ用 ５％ ＢＳＡ
封闭ꎮ 加入一抗 Ｒａｂｂｉｔ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉ￣α１Ｃ(１ ∶２００)ꎬ
Ａｎｔｉ－β１(１ ∶２００)和 ＧＡＰＤＨ(１ ∶ ５００) ４℃ 孵育过夜ꎮ
第 ２ 天加入二抗室温孵育 １ ｈꎬ滴加 ＥＣＬ 发光液到

ＰＶＤＦ 膜上ꎬ放入 Ｃｈｅｍｉ ＤＯＣ ＸＲＳ ＋ 成像系统显影ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ

ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 亚基 ｍＲＮＡ 测定ꎬ取胸主动脉

的总 ＲＮＡ 进行常规的 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲꎮ ｍｉＲ￣３２８ 测

定采用 ｍｉＲｃｕｔｅ ｍｉＲＮＡ 提取分离试剂盒提取胸主

动脉的 ｍｉＲＮＡꎻ采用 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔꎬ以 Ｕ６ 为内参基因ꎬ使用ｍｉＲ￣３２８含特

异茎环结构的引物[９]进行反转录反应ꎻｃＤＮＡ 扩增

采用 Ｐｏｗｅｒ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 进行反

应ꎮ ＬＴＣＣ α１Ｃ 亚基 (ＣＡＣＮＡ１Ｃ) 和 ＬＴＣＣ β１ 亚基

(ＣＡＣＮＢ１)以 ＧＡＰＤＨ 为内参照ꎬｍｉＲ￣３２８ 以 Ｕ６
为内参 照ꎮ 所 有 ＰＣＲ 反 应 均 重 复 进 行ꎬ 采 用

２ －△△Ｃｔ法进行评估ꎬ分析目的基因的相对表达ꎮ
扩 增 引 物 由 上 海 吉 玛 公 司 合 成ꎬ 序 列 如

下(表 １) :
表 １　 ＲＴ￣ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 ＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
正向引物

Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ
反向引物

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ
α１Ｃ ５′￣ＧＣＣＧＣＡＧＴＴＡＡＧＴＣＣＡＡＴＧＴ￣３′ ５′￣ＧＣＡＣＴＴＣＴＧＴＧＡＧＣＣＡＡＴＧＡ￣３′
β１ ５′￣ＧＣＣＧＣＧＡＣＴＡＣＴＧＣＴＡＡＴＧＴ￣３′ ５′￣ＧＣＡＣＴＴＡＧＣＴＧＡＧＴＣＡＡＴＧＡ￣３′

ｍｉＲ￣３２８ ５′￣ＡＴＴＡＴＡＴＣＴＧＧＣＣＣＴＣＴＣＴＧＣ￣３′ ５′￣ＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣ￣３′
Ｕ６ ５′￣ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴ￣３′ ５′￣ＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣ￣３′

ＧＡＰＤＨ ５′￣ＣＣＴＧＣＣＡＡＧＴＡＴＧＡＴＧＡＣ￣３′ ５′￣ＧＧＡＧＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣ￣３′

１􀆰 ２􀆰 ７　 ＶＳＭＣ 原代与传代培养

取 １２ 周龄健康雄性 ＷＫＹꎬ麻醉后ꎬ无菌条件下

取出大鼠胸主动脉ꎬ浸于 ＨＢＳＳ 溶液中ꎬ剥离干净动

脉周围的脂肪组织ꎬ并将动脉内血液排除ꎬ呈白色ꎻ
在胶原酶培养皿中ꎬ３７℃孵育大鼠动脉约４５ ｍｉｎꎬ剥
离动脉外膜ꎬ并去除内皮ꎻ转移至弹性蛋白酶培养

皿中ꎬ把动脉剪成细小碎片(１ ｍｍ × １ ｍｍ)ꎬ３７℃孵

育 ３０~３５ ｍｉｎꎬ用巴氏吸管进行反复吹打使组织碎

片消失ꎻ１８００ ｒｐｍ 离心 １０ ｍｉｎꎬ丢弃上清液ꎬ将原代

ＶＳＭＣ 用含 １０％胎牛血清和 １％双抗的 ＤＭＥＭ 培养

液培养ꎬ放入 ３７℃ 和 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养细胞ꎮ
当培养皿中 ＶＳＭＣ 密度达 ８０％ ~ ９０％时ꎬ加入胰酶

进行消化并传代ꎻＶＳＭＣ 传至 ５ ~ ７ 代且细胞密度达

６０％~８０％时进行转染ꎮ 使用平滑肌特异性肌动蛋

白 α￣ａｃｔｉｎ 鉴定 ＶＳＭＣꎬ纯度要达 ９０％ ~ ９５％方可进

行后续转染实验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ８　 ＶＳＭＣ 免疫荧光染色

吸走培养皿中的培养基ꎬＶＳＭＣ 于 ４％的多聚甲

醛固定 ３０ ｍｉｎꎻ用 ０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 对细胞进行膜

穿孔孵育 １５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎻ用 ５％ＢＳＡ 孵育 ６０
ｍｉｎꎬ封闭非特异性结合抗体部位ꎻ滴加一抗 Ｒａｂｂｉｔ
Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ｔｏ α￣ＳＭ￣ａｃｔｉｎ(１ ∶２００)ꎬ４℃过夜孵育ꎬＰＢＳ
清洗 ３ 次ꎻ滴加二抗 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ４８８ ｇｏａｔ ａｎｔｉ￣ｒａｂｂｉｔ
ＩｇＧ ａｎｔｉｂｏｄｙ(１ ∶１０００)ꎬ对细胞孵育 ６０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 漂

洗后滴加封片剂以盖玻片封片ꎮ 在 ２４ ｈ 后激光共

聚焦成像系统进行信号捕捉与成像ꎮ

１􀆰 ２􀆰 ９　 脂质体转染

取生长状态良好的 ＶＳＭＣꎬ将细胞随机分为三

组 ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ 组、ｍｉＲ￣３２８ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组和空脂质

体 ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ( ＮＣ ) 组ꎬ 采 用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＲＮＡｉＭＡＸ 试剂将各 ｍｉＲ￣３２８ 干扰 序 列 转 染 进

ＶＳＭＣ(表 ２)ꎮ 于转染后 ２４、４８、７２、９６ ｈ 收集 ＶＳＭＣ
进行蛋白指标检测ꎬ于转染后 １２、２４、４８、７２ ｈ 收集

ＶＳＭＣ 进行 ｍＲＮＡ 定量ꎮ
表 ２　 各组 ｍｉＲＮＡ 干扰序列

Ｔａｂｌｅ ２　 ｍｉＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
组别 Ｇｒｏｕｐｓ 序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃｓ ５′￣ＣＵＧＧＣＣＣＵＣＵＣＵＧＣＣＣＵＵＣＣＧＵ￣３′
５′￣ＧＧＡＡＧＧＧＣＡＧＡＧＡＧＧＧＣＣＡＧＵＵ￣３′

ｍｉＲ￣３２８ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ５′￣ＡＣＧＧＡＡＧＧＧＣＡＧＡＧＡＧＧＧＣＣＡＧ￣３′

ＮＣ ５′￣ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ￣３′
５′￣ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ￣３′

１􀆰 ３　 统计学分析

实验数据均以平均值 ± 标准误( 􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ )表示ꎬ
使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ７ 软件作图ꎬ采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 统

计软件进行单因素或双因素方差分析ꎬＰ< ０􀆰 ０５ 表

示差异具有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 有氧运动对高血压大鼠体重、血压和心率的

影响

各组大鼠于运动干预前(１２ 周龄)和 １２ 周有氧

运动干预后(２４ 周龄)采用尾动脉无创血压仪测量

２５７
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大鼠血压和心率ꎮ 运动前 ＳＨＲ￣Ｃ 组体重显著低于

ＷＫＹ￣Ｃ 组 (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ 而 ＳＨＲ￣Ｃ 组 的 收 缩 压

( ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬ ＳＢＰ )、 舒 张 压 ( ｄｉａｓｔｏｌｉｃ
ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬＤＢＰ)和 ＨＲ 显著高于 ＷＫＹ￣Ｃ 组(Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎮ ＷＫＹ￣ＥＸ 组和 ＳＨＲ￣ＥＸ 组体重、ＳＢＰ、ＤＢＰ
和 ＨＲ 与各自对照组相比均无显著差异(图 １)ꎮ

１２ 周有氧运动后ꎬＷＫＹ￣ＥＸ 组和 ＳＨＲ￣ＥＸ 组体

重均显著低于各自对照组(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬＳＨＲ￣Ｃ 组体重

仍显著低于ＷＫＹ￣Ｃ组(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ ＷＫＹ￣ＥＸ 组 ＳＢＰ

显著低于 ＷＫＹ￣Ｃ 组(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻＳＨＲ￣Ｃ组 ＳＢＰ、ＤＢＰ
和 ＨＲ 显著性高于 ＷＫＹ￣Ｃ 组ꎬ而 ＳＨＲ￣ＥＸ 组 ＳＢＰ、
ＤＢＰ 和 ＨＲ 显著低于 ＳＨＲ￣Ｃ 组(Ｐ < ０􀆰 ０１)(图 １)ꎮ
２􀆰 ２　 有氧运动对各组大鼠胸主动脉形态学的影响

ＨＥ 染色观察各组大鼠胸主动脉壁厚变化(图
２)ꎮ ＷＫＹ￣Ｃ 组和 ＷＫＹ￣ＥＸ 组大鼠胸主动脉壁厚无

明显差异ꎬ与 ＷＫＹ￣Ｃ 组相比ꎬＳＨＲ￣Ｃ 组胸主动脉管

壁明显增厚(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎻＳＨＲ￣ＥＸ 组胸主动脉壁厚显

著小于 ＳＨＲ￣Ｃ 组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ

注:与 ＷＫＹ￣Ｃ 组相比ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎻ与 ＳＨＲ￣Ｃ 组相比ꎬ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ (下图同)

图 １　 有氧运动对 ＷＫＹ 和 ＳＨＲ 体重、血压和心率的影响(ｎ＝ １２)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ ＷＫＹ￣Ｃꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐＳＨＲ￣Ｃꎬ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ＃＃Ｐ < ０􀆰 ０１. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｘｔ ｆｉｇｕｒｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔꎬ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎｄ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ ｏｆ ＷＫＹ ａｎｄ ＳＨＲ(ｎ＝ １２)

注:Ａ:胸主动脉的组织学结构(ＨＥ 染色ꎬ×４００ꎬ标尺＝ ５０ μｍ)ꎻＢ:胸主动脉壁厚统计柱状图ꎮ

图 ２　 有氧运动对各组大鼠胸主动脉壁厚的影响(ｎ＝ ６)
Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ (ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ×４００. Ｂａｒ ＝ ５０ μｍ). Ｂ. Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔｉｃ ｗａｌｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ｔｈｅ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔｉｃ ａｏｒｔａ ｏｆ ｒａｔｓ(ｎ＝ ６)

３５７



中国实验动物学报 ２０２０ 年 １２ 月第 ２８ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＤｅｃｅｍｂｅｒ ２０２０ꎬＶｏｌ. ２８ꎬ Ｎｏ. ６

２􀆰 ３　 有氧运动对各组大鼠心血管反应的影响

各组大鼠于 １２ 周有氧运动后ꎬ采用股动静脉置

管术监测大鼠的心血管反应ꎮ 在体股静脉注射 ＮＥ
(１８ μｇ / ｋｇ)后ꎬ四组大鼠血压均显著增加ꎻ与 ＷＫＹ￣
Ｃ 组相比ꎬＳＨＲ￣Ｃ 组注射 ＮＥ 后平均动脉压(ｍｅａｎ
ａｒｔｅｒｉａｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬＭＡＰ)升高幅度(△ＭＡＰ)显著增加

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ与 ＳＨＲ￣Ｃ 组相比ꎬＳＨＲ￣ＥＸ 组注射 ＮＥ

后△ＭＡＰ 显著下降(Ｐ< ０􀆰 ０５)(图 ３Ａ、３Ｃ)ꎮ
股静脉注射 Ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ(１ ｍｇ / ｋｇ)后ꎬ四组大鼠

血压明显下降ꎻＳＨＲ￣Ｃ 组大鼠 ＭＡＰ 下降幅度最明

显ꎬ且显著高于 ＷＫＹ￣Ｃ 组的下降幅度(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ
与 ＳＨＲ￣Ｃ 组相比ꎬＳＨＲ￣ＥＸ 组大鼠ＭＡＰ 降低幅度明

显减少(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻＷＫＹ￣Ｃ 组与 ＷＫＹ￣ＥＸ 组 ＭＡＰ
降低幅度无明显差异(图 ３Ｂ、３Ｄ)ꎮ

图 ３　 有氧运动对各组大鼠心血管反应的影响(ｎ＝ ６)
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｒａｔｓ(ｎ＝ ６)

２􀆰 ４　 有氧运动对高血压大鼠胸主动脉 ＬＴＣＣ α１Ｃ

和 β１ 亚基 ｍＲＮＡ 和蛋白表达的影响

ｑＰＣＲ 检测各组胸主动脉中 ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 亚

基与相应的 ＧＡＰＤＨ 的 ｍＲＮＡ 相对表达值(图 ４Ａ、
４Ｂ)ꎮ ＳＨＲ￣Ｃ 组 ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 的 ｍＲＮＡ 的表达量

明显高于 ＷＫＹ￣Ｃ 组(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎮ 经 １２ 周有氧运动

后ꎬＷＫＹ￣ＥＸ 组和 ＳＨＲ￣ＥＸ 组的 ＬＴＣＣ α１Ｃ 和 β１ 的

ｍＲＮＡ 表达量都呈现下降趋势ꎬ但与各自对照组相

比较ꎬＳＨＲ￣ＥＸ 的表达量显著性下调(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ而
ＷＫＹ￣ＥＸ 组表达量无显著性差异ꎮ

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测各组胸主动脉 ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１

亚基与相应的 ＧＡＰＤＨ 的蛋白相对表达值(图 ４Ｂ、
４Ｄ)ꎮ 与 ＷＫＹ￣Ｃ 组相比ꎬ ＳＨＲ￣Ｃ 组胸主动脉中

ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 表达显著上调(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎮ 与 ＳＨＲ￣
Ｃ 组相比ꎬＳＨＲ￣ＥＸ 组的 ＬＴＣＣ α１Ｃ蛋白表达呈显著

性下调(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＬＴＣＣ β１ 蛋白表达呈非常显著

性下调(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎮ ＷＫＹ￣ＥＸ 组中 α１Ｃ蛋白表达相

比于 ＷＫＹ￣Ｃ 组也有所下降ꎬ但表达不明显ꎮ
２􀆰 ５　 有氧运动促进高血压大鼠胸主动脉中 ｍｉＲ￣
３２８ 表达增加

运动对各组胸主动脉中 ｍｉＲ￣３２８ 与相应的 Ｕ６
相对表达值(图 ５)ꎮ 与 ＷＫＹ￣Ｃ 相比ꎬＳＨＲ￣Ｃ 组中

ｍｉＲ￣３２８ 的表达呈现显著性降低(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎮ 通过

１２ 周有氧运动后ꎬ与各自对照组相比ꎬＳＨＲ￣ＥＸ 组中

ｍｉＲ￣３２８ 表达明显升高 (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＷＫＹ￣ＥＸ 组无

显著性差异(图 ５)ꎮ

４５７
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图 ４　 各组大鼠胸主动脉 ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 亚基 ｍＲＮＡ 和蛋白表达(ｎ＝ ６)

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＴＣＣ α１Ｃａｎｄ β１ ｓｕｂｕｎｉｔｓ ｉｎ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ ｆｒｏｍ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ(ｎ＝ ６)

图 ５　 各组大鼠胸主动脉 ｍｉＲ￣３２８ 表达(ｎ＝ ６)
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣３２８ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ Ｕ６ ｉｎ

ｒａｔ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ(ｎ＝ ６)

２􀆰 ６ 　 ｍｉＲ￣３２８ 靶向调控 ＬＴＣＣ α１Ｃ 和 β１ 亚基

ｍＲＮＡ 和蛋白表达

２􀆰 ６􀆰 １　 ＶＳＭＣ 鉴定

如图 ６ 所示ꎬ大鼠 ＶＳＭＣ 原代提取、培养并传

代ꎬ用平滑肌特异性肌动蛋白 α￣ａｃｔｉｎ 免疫荧光染色

进行鉴定ꎬ通过激光共聚焦显微镜拍摄发现ꎬＶＳＭＣ
骨架蛋白 α￣ａｃｔｉｎ 清晰可见ꎬ细胞质内存在大量红色

的细丝ꎬ表明培养的细胞为 ＶＳＭＣꎮ
２􀆰 ６􀆰 ２　 ｍｉＲ￣３２８ 对 ＬＴＣＣ α１Ｃ亚基 ｍＲＮＡ 和蛋白表

达量的影响

离体转染 １２、２４、４８、７２ ｈ 后检测 ＶＣＳＭｓ 内

ＬＴＣＣ α１Ｃ亚基 ｍＲＮＡ 表达ꎬｑＰＣＲ 结果如图 ７Ａꎬ与
相同时间段的 ＮＣ 组相比ꎬα１Ｃ ｍＲＮＡ 表达在瞬时转

染 ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ 组 ２４ ｈ 出现下降趋势(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ
４８ ｈ 表达呈显著性降低(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎻ转染 ｍｉＲ￣３２８
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组的 α１Ｃ ｍＲＮＡ 表达量在 ２４ ｈ(Ｐ< ０􀆰 ０１)和
４８ ｈ (Ｐ< ０􀆰 ０５)呈显著性上调ꎮ

图 ６　 平滑肌特异性肌动蛋白 α￣ａｃｔｉｎ 免疫荧光

标记的 ＶＳＭＣ 代表图

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ
ＶＳＭＣ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ α￣ＳＭ￣ａｃｔｉｎ

离体转染 ２４、４８、７２、９６ ｈ 后检测 ＶＣＳＭｓ 内 ＬＴＣＣ
α１Ｃ亚基蛋白表达ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果如图 ７Ｂ、７Ｃꎬ与
同时间段 ＮＣ 组相比ꎬ转染 ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ 组的 α１Ｃ蛋

白表达量在 ４８ ｈ (Ｐ< ０􀆰 ０５)和 ７２ ｈ (Ｐ< ０􀆰 ０１)蛋白

５５７
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表达量显著降低ꎬ而ｍｉＲ￣３２８ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组中 α１Ｃ的蛋白

表达量在 ４８ ｈ(Ｐ< ０􀆰 ０１)和 ７２ ｈ (Ｐ< ０􀆰 ０５)显著上

调ꎮ 由此可见ꎬｍｉＲ￣３２８ 对体外培养的 ＶＳＭＣ 的

ＬＴＣＣ α１Ｃ亚基有明显的抑制作用ꎮ

图 ７　 ＶＳＭＣ 转染 ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ 或 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 后 ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 亚基 ｍＲＮＡ 和蛋白表达(ｎ＝ ６)

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＴＣＣ α１Ｃ ａｎｄ β１ｓｕｂｕｎｉｔｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ ｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｉｎ ＶＳＭＣ(ｎ＝６)

２􀆰 ６􀆰 ３　 ｍｉＲ￣３２８ 对 ＬＴＣＣ β１ 亚基 ｍＲＮＡ 和蛋白表

达量的影响

离体转染 １２、２４、４８、７２ ｈ 后检测 ＶＣＳＭｓ 内

ＬＴＣＣ β１ 亚基 ｍＲＮＡ 表达ꎬｑＰＣＲ 结果显示如图 ７Ｄꎬ
与相同时间段 ＮＣ 组相比ꎬ转染 ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ 组的

β１ ｍＲＮＡ 表达在 ２４ ｈ 显著下调(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ而转染

ｍｉＲ￣３２８ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组的 β１ ｍＲＮＡ 的表达量在 ２４ ｈ
(Ｐ< ０􀆰 ０５)、４８ ｈ(Ｐ< ０􀆰 ０１)和 ７２ ｈ (Ｐ< ０􀆰 ０５)呈显

著性上调ꎮ
离体转染 ２４、４８、７２、９６ ｈ 后检测 ＶＣＳＭｓ 内

ＬＴＣＣ β１ 亚基蛋白表达ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果如图 ７Ｂ、
７Ｅꎬ与同时间段 ＮＣ 组相比ꎬ转染 ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ 组

的 β１ 蛋 白 表 达 在 ４８ ｈ ( Ｐ < ０􀆰 ０１ ) 和 ７２ ｈ
(Ｐ< ０􀆰 ０５)呈显著性下调ꎬ而转染 ｍｉＲ￣３２８ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组中 β１ 的蛋白表达 ４８ ｈ ( Ｐ < ０􀆰 ０１ ) 和 ７２ ｈ
(Ｐ< ０􀆰 ０５)呈显著性上调ꎮ 由此可见ꎬｍｉＲ￣３２８ 对体

外培养的 ＶＳＭＣ 的 ＬＴＣＣ β１ 亚基有明显的抑

制作用ꎮ

３　 讨论

本文研究了 １２ 周规律有氧运动对 ＳＨＲ 胸主动

脉 ＬＴＣＣ 表达的影响ꎬ并探讨了 ｍｉＲ￣３２８ 在其中的

靶向作用ꎮ 结果表明ꎬ与 ＷＫＹ￣Ｃ 组相比ꎬＳＨＲ￣Ｃ 胸

主动脉 ｍｉＲ￣３２８ 表达下调ꎬＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 亚基的表

达上调ꎻ１２ 周有氧运动后可增加 ＳＨＲ 胸主动脉

ｍｉＲ￣３２８ 表达ꎬ靶向抑制 ＬＴＣＣ α１Ｃ 和 β１ 亚基的表

达ꎬ从而有效降低 ＳＨＲ 血压ꎮ
胸主动脉作为人体最大的弹性血管ꎬ在维持整

个心动周期中动脉血压的相对稳定起重要作用ꎮ
因此ꎬ我们选取胸主动脉作为研究对象ꎮ 研究表

明ꎬ高血压的发生、发展与血管结构和功能变化密

切相关ꎬ主要表现为血管内皮细胞功能障碍ꎬ血管

平滑肌细胞增生ꎬ血管壁增厚ꎬ管腔狭窄ꎬ血管顺应

性下降ꎬ导致血压增加[１７]ꎮ 有氧运动可有效降低高

血压大鼠的血压和心率作用涉及多种机制[１８]ꎮ 如

长期运动导致心脏和动脉结构及功能发生适应性

变化ꎬ心交感神经减弱ꎬ迷走张力增高ꎬ主动脉及大

动脉血管顺应性变大ꎬ外周血管阻力减弱ꎬ内皮功

能改善等ꎬ从而降低心率和血压[１９]ꎮ 本研究 ＳＨＲ￣Ｃ
组胸主动脉的管壁厚度明显高于 ＷＫＹ￣Ｃ 组ꎬ而

ＳＨＲ￣ＥＸ 组胸主动脉壁厚明显低于 ＳＨＲ￣Ｃ 组ꎬ说明

１２ 周有氧运动可以明显改善高血压大鼠血管壁厚

的现象ꎮ
ＬＴＣＣ 是 ＶＳＭＣ 上的一种 Ｃａ２＋ 通道ꎬ有两个主

要亚基 α１Ｃ 和 β１ꎬα１Ｃ 主要控制细胞外的钙离子内

流ꎬβ１ 则负责 α１Ｃ生理功能的激活ꎬ二者共同作用参

与 ＬＴＣＣ 功能的多样性[２０]ꎮ 研究证明ꎬ血管 ＬＴＣＣ
亚单位组成是动脉张力和血压水平的决定因素[２１]ꎮ

６５７
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ＬＴＣＣ 表达和功能异常会导致肌源性张力和血压的

异常变化ꎬＶＳＭＣ 中 ＬＴＣＣ 上调是高血压的一个特

异性标志[２２]ꎮ 为了研究 ＬＴＣＣ 功能在血压调控中

的作用ꎬ我们通过在体静脉注射 ＮＥ 和 Ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ
(ＬＴＣＣ 特异性阻断剂)ꎬ结果发现运动可明显降低

高血压大鼠对 ＮＥ 的升压反应和 Ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ 的降压

反应ꎮ 说明高血压大鼠 ＬＴＣＣ 功能显著上调ꎬ而有

氧运动后可显著降低 ＬＴＣＣ 在调控血压中的功能亢

奋ꎮ 高血压血管平滑肌 ＬＴＣＣ 表达的增多被认为是

其功能上调的原因ꎮ 高血压模型 ＶＳＭＣ 膜上 ＬＴＣＣ
表达增加ꎬ胞外 Ｃａ２＋ 内流增加ꎬ从而引起血管收

缩[２３]ꎮ 本研究 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 和 ｑＰＣＲ 检测结果亦表

明ꎬ高血压大鼠胸主动脉中 ＬＴＣＣ α１Ｃ 和 β１ 亚基

ｍＲＮＡ 和蛋白表达显著高于正常血压大鼠ꎬ而经 １２
周有氧运动后高血压大鼠的 ＬＴＣＣ α１Ｃ 和 β１ 亚基

ｍＲＮＡ 和蛋白表达明显降低ꎮ 运动后 ＬＴＣＣ 表达降

低可导致 ＬＴＣＣ 功能下调ꎬ这可能是导致血管功能

改善的因素之一ꎮ
表观遗传学是指在没有改变基因序列的情况

下发生的基因表达的变化ꎬ表观遗传修饰主要包括

ＤＮＡ 甲基化、组蛋白质修饰和非编码 ｍｉＲＮＡ[２４]ꎮ
已证实 ｍｉＲＮＡ 在高血压血管重构中具有重要作用ꎬ
可调控 ＶＳＭＣ 的增殖、分化、凋亡和表型转换ꎬ为心

血管疾病提供新的治疗靶点[２５]ꎮ ｍｉＲＮＡ 作为重要

的表观调控机制之一ꎬ很多研究表明ꎬ规律运动可

以通过表观遗传调控改善高血压[２６－２７]ꎮ 有氧运动

可使 ＳＨＲ 主动脉中 ｍｉＲ￣２７ａ 和 ｍｉＲ￣１５５ 上调ꎬｍｉＲ￣
１４３ 下调ꎬ改善肾素－血管紧张素系统平衡ꎬ进而减

弱胸主动脉重构和血压[２８]ꎮ Ｌｉａｏ 等[２９] 发现在运动

干预过程中ꎬｍｉＲ￣１４５ 上调可能参与了高血压动脉

ＶＳＭＣ 从去分化表型向收缩表型的转变ꎬ从而改善

血压ꎮ 在本研究中ꎬＳＨＲ￣Ｃ 组胸主动脉 ｍｉＲ￣３２８ 的

表达显著低于 ＷＫＹ￣Ｃ 组ꎬ而 ＳＨＲ￣ＥＸ 组胸主动脉

ｍｉＲ￣３２８ 表达显著高于 ＳＨＲ￣Ｃ 组ꎮ 说明 ｍｉＲ￣３２８ 的

表达与 ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 亚基 ｍＲＮＡ 和蛋白表达呈高

度负相关ꎬ有氧运动可诱导高血压大鼠胸主动脉

ｍｉＲ￣３２８ 升高ꎬ靶向抑制 ＬＴＣＣ 亚基表达从而降低血

压ꎮ 研究发现肺动脉高压时ꎬｍｉＲ￣３２８ 可以抑制

ＬＴＣＣ α１Ｃ 亚基的表达ꎬ减弱肺动脉重塑[１１]ꎮ Ｌｕ
等[１０]在小鼠心肌细胞培养过程中发现ꎬ敲除 ｍｉＲ￣
３２８ 导致 α１Ｃ和 β１ 蛋白表达的增高ꎮ 为了进一步验

证 ｍｉＲ￣３２８ 对胸主动脉 ＶＳＭＣ ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 亚基

表达的负调控作用ꎮ 我们进行了胸主动脉 ＶＳＭＣ 体

外 培 养ꎬ 脂 质 体 转 染 ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃꎬ ｍｉＲ￣３２８
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 使之过表达或沉默ꎬ也证实 ｍｉＲ￣３２８ 可靶向

抑制 ＬＴＣＣ α１Ｃ及 β１ 亚基 ｍＲＮＡ 和蛋白表达ꎮ
有氧运动可通过调节 ｍｉＲＮＡ 的水平ꎬ调控心血

管相关基因及蛋白表达ꎬ进而起到保护心血管作

用ꎮ 本研究通过股动静脉置管术、ＨＥ 染色、ｑＰＣＲ、
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ、细胞培养和转染等技术ꎬ从心血管反

应、动脉形态结构、ＬＴＣＣ 及 ｍｉＲ￣３２８ 表达ꎬ证明了规

律有氧运动可有效降低 ＳＨＲ 血压ꎬ调控 ｍｉＲ￣３２８ 在

转录后靶向抑制 ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 亚基的表达ꎬ提示

ｍｉＲ￣３２８ 可能是运动改善高血压胸主动脉 ＬＴＣＣ 重

构的机制之一ꎬ为运动促进心血管健康提供了理论
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