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　 　 【摘要】 　 目的　 心肌肥厚是一种缓慢发展的有效代偿功能,是对血流动力学或心肌损伤的适应性反应,是导

致心衰的独立风险因素。 已有报道显示,经异丙肾上腺素( isoproterenol,ISO)诱导的心肌肥厚大鼠模型,其给药途

径和诱导剂量差异很大,模型动物病理表型发展进程不均一。 方法　 综合以往方法的先进性、模型表型的均一性、
方法稳定性及复制的难易性等因素,本文利用皮下植入渗透泵的方式,采用低剂量长时程给予 ISO(4 mg / kg,持续

28 d)诱导构建心肌肥厚大鼠模型,并利用超声影像、病理组织学染色、免疫荧光染色及 Real-time PCR 等技术对模

型表型进行评估。 结果　 模型大鼠病理表型典型。 整体表型,包括增大的心脏体积、心室壁厚度及心重指数;细胞

表型,包括增大的心肌细胞,严重的心肌纤维化,心肌纤维断裂、溶解,线粒体脊消失、空泡化,心肌 Z 线、M 线以及

闰盘扭曲模糊等;分子表型,包括心肌肥厚标志物心钠肽(atrial natriuretic peptide,ANP)及脑钠肽(brain natriuretic
peptide,BNP)显著升高。 结论　 本文建立的心肌肥厚大鼠模型,方法稳定易复制,表型特征典型,更适于基因功能

分析及相关药物筛选等科学研究。
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　 　 【Abstract】　 Objective　 Cardiac hypertrophy (CH) is classified into physiologic and pathological types; it can be
induced under chronic stress and is an independent risk factor for heart failure. Previous reports have suggested that drug
delivery routes and dosage of isoprenaline ( ISO) vary widely. The pathological characteristic of CH animal models varies
induced by ISO treatment. Methods　 We established a rat CH model by subcutaneous implantation of an osmotic pump
with low dose of ISO and long duration (4 mg / kg, for 28 days). The phenotypes were determined by echocardiography,
histopathological observation, immunofluorescence and Real-time PCR. Results　 The pathological phenotypes of rats were
typical. The overall phenotypes included markedly increased heart size, heart weight to body weight ratio and heart wall
thickness. The cell phenotypes included enlarged cardiomyocytes and severe myocardial fibrosis, myocardial fiber rupture
and myolysis, mitochondria ridge disappearance and vacuolation, distortion of the Z-line, M-line and leap disk. The
molecular phenotypes including increased expression of ANP and BNP. Conclusions 　 The rat model established in this
study exhibited typical CH phenotypes. This method is stable and easy to replicate and this model can be used for scientific
research such as for gene function analysis and relevant drug screening.
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　 　 心肌肥厚,作为一种适应性效应,通常包括病

理性和生理性两种类型, 而病理性肥厚是导致心衰

的独立风险因素[1-2]。 心肌肥厚的主要特征包括心

重指数增大、收缩力增强,这些皆是心脏功能及心

肌耗氧量增加后的代偿效应,同时,它可以在某种

程度上维持相对正常的心输出量和血液循环功能。
所以,心肌肥厚是一个缓慢发展且有效的代偿进程。

尽管心肌肥厚在最初的阶段可以获得心肌功

能的代偿性适应效应,但长期的病理性心肌肥厚,
可以导致基因调控网络异常,诱发严重的心肌纤维

化和心肌功能受损,并最终失代偿发展为心衰,甚
至死亡。

动物模型是研究发病机制的重要工具,而目前

报道显示,通过手术或者药物皆可诱导建立心肌肥

厚动物模型。 通过手术诱导,如主动脉缩窄术

(transverse aortic constriction,TAC),对操作技术要

求较高,需要长期反复的练习,且因手法差异的原

因,不同技术员建立的模型,动物表型一致性较差,
实验室间数据变异亦较大。 利用药物诱导建立心

肌肥厚模型, 包括异丙肾上腺素 ( isoproterenol,
ISO),去甲肾上腺素(norepinephrine,NE)和血管紧

张素( angiotensin II,AngII)等药物[3-5],方法简易,
但造模剂量及给药方式差异较大,建立的模型动物

表型变异范围广。
异丙肾上腺素已广泛应用于临床基础医学研

究,包括疾病发病信号机制,疾病的代谢调节调控,
生理进程的应激反应等等多种生物进程。 其作为

非选择性 Beta 激动剂[6-9],其可诱发心脏骤停已经

心肌细胞传导障碍等,在这种情况下,增加处理剂

量后,可继而诱发心肌细胞的不可逆转的刺激和损

伤,进而引发心肌缺血性损伤[10-11]。 近年来,随着

研究的深入,其在血管内皮生成以及细胞氧化应激

损伤方面有了进一步的发现[7,12]。
ISO 可引起大鼠和小鼠心肌损伤、坏死、纤维化

和心室重构。 同时,随着心脏功能的下降,可出现

许多类似于人类心肌肥大的形态及代谢异常改变。
目前,已报道的经 ISO 建立的心肌肥厚动物模型,有
多种给药途径,且剂量范围差异亦较大,如大鼠皮

下注射 ISO(5 mg / (kg·d),7 d),大鼠皮下注射 ISO
(1 mg / (kg·d),10 d),微量渗透泵皮下植入小鼠

(50 mg / (kg·d),28 d)等。 此外,上述方法建立的

动物模型病理发展进程也存在不均一的问题[13-16]。
目前,心肌肥厚动物模型制备方法还没有统一的标

准,尤其是大鼠心肌肥厚模型的制备。
因此,我们通过总结已报道的构建方法,并综

合上述方法的先进性、模型表型的均一性,方法的

稳定性及复制的难易性等因素。 通过皮下植入渗

透泵给予 ISO,经低剂量长时程(4 mg / kg,持续 28
d)诱导建立心肌肥厚大鼠模型,从心脏整体形态及

功能改变、心肌细胞显微和超微结构的改变以及分

子标志物 3 个水平进行评估,结果显示模型动物间

病理表型均一性好,心肌肥厚表型典型。
综上所述,本研究建立的大鼠模型具有典型的

心肌肥厚表型,动物表型均一性好、方法稳定且易

于复制,更适合于基因功能分析及相关药物筛选等

科学研究。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 雄性 SPF 级 SD 大鼠 7 只(10 ~ 12 周龄,体重

250 ~ 300 g),由中国医学科学院医学实验动物研

究所实验动物资源研究中心繁育并提供[ SCXK
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(京)2019-0011],大鼠饲养于中国医学科学院医

学实验动物研究所屏障环境动物房内[ SYXK(京)
2019-0014],同时饲养房间,采用每 12 h 进行交

替明暗式照明。 同时,动物实验中涉及的操作已

得到中国医学科学院医学实验动物研究所实验动

物使用及管理委员会( IACUC,ZLF18003)的许可

认证。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 异丙肾上腺素(I5627, sigma,美国);WGA 抗体

(W7024, Invitrogen,美国);磷钨酸 ( Innochem,中

国); 重 铬 酸 钾 ( Innochem, 中 国 ); TRIzol 试 剂

(Solarbio,中国);10%福尔马林(益利,中国)。 小动

物超声影像系统(加拿大,Vevo3100);逆转录试剂

盒(TaKaRa,PrimeScript RT reagent Kit,美国);切片

扫描机(徕卡 TCS SP2,德国);干燥仪(泰斯特,中
国);渗透泵(MODEL 2004,ALZET,美国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 异丙肾上腺素药物处理

　 　 选择的渗透泵(MODEL 2004,ALZET)腔体容

积为 200 μL,泵药容积为 6 μL / d。 配制好的 ISO
(I5627,sigma,药物剂量为 4 mg / ( kg·d))注入渗

透泵,随后置入无菌生理盐水中浸泡至少 40 h
(37℃)方可使用。 对照组渗透泵注入生理盐水,后
续操作相同。

大鼠经异氟烷(1. 5% ~ 2. 0%)麻醉后,俯卧位

放置于手术台热垫上,四肢固定,颈部皮肤经备皮

及消毒后,剪取 1 cm 左右纵向切口,渗透泵从切口

处植入颈部皮下位置。 经缝合消毒后,动物解除麻

醉。 将动物放置观察笼内,直至苏醒并恢复正常活

动状态,随后常规饲养,每日记录动物状态,于手术

后 28 d 时,对大鼠模型的表型,包括整体形态和功

能,心肌细胞显微和超微结构的改变以及分子标志

物 3 个水平进行评估。
1. 3. 2　 超声影像学检查

　 　 大鼠于超声检查前,需经麻醉(异氟烷,浓度为

1. 5%~ 2. 0%)及备皮(胸前区脱毛,以降低对超声

波的干扰),动物固定于超声仪自带操作台面上(含
加热板,动物采取仰卧位),对大鼠的四肢进行固

定,以保持检查全程图像的稳定性。 动物麻醉至其

呼吸平稳后,利用 201 探头,经胸前区长轴和短轴两

个切面,采集灰阶模式和运动模式信号,经 3100 工

作站数据分析系统,导出超声参数。 包括左室内径

(收缩末期和舒张模型两个节点);左室容积(收缩

末期和舒张模型两个节点);左心室室壁厚度(收缩

末期和舒张模型两个节点)以及左心室收缩功能等

多项超声参数。
1. 3. 3　 苏木素伊红染色

　 　 在观察终点时,对动物实施安乐死,开胸腔后

摘除心脏,并于 0℃ ~ 4℃的生理盐水中将心脏中残

余血液清洗干净,随即转入预冷的福尔马林固定液

中固定过夜。 修整固定后心脏组织并脱水后制成

蜡块。
切取厚度为 4 μm 石蜡切片,经干燥仪制片。

HE 染色完成后,将切片扫描成电子文档,并于专业

工作站进行图像分析并截图。
1. 3. 4　 Masson 三原色染色

　 　 在观察终点时,对动物实施安乐死,开胸腔后

摘除心脏,并于 0℃ ~ 4℃的生理盐水中将心脏中残

余血液清洗干净,随即转入预冷的福尔马林固定液

中固定过夜。 修整固定后心脏组织并脱水后制成

蜡块。
切取厚度为 4 μm 石蜡切片,经干燥仪制片。

经丽春红染色、磷钨酸分化、亮绿染色后,随后经脱

水透明。 染色完成后,将切片扫描成电子文档,并
于专业工作站进行图像分析并截图。
1. 3. 5　 透射电镜观察

　 　 大鼠经安乐死后,摘取心脏,经生理盐水清洗,
摘取左室处约 2 mm3 心肌组织,置于 2. 5%的戊二

醛固定液中固定 24 h(4℃)。 经锇酸固定、梯度乙

醇脱水、环氧丙烷置换,最后经环氧树脂 Epon812 包

埋。 经透射电镜观察心肌组织超薄切片结构变化。
1. 3. 6　 免疫荧光观察

　 　 在观察终点时,对动物实施安乐死,开胸腔后

摘除心脏,并于 0℃ ~ 4℃的生理盐水中将心脏中残

余血液清洗干净,随即转入预冷的福尔马林固定液

中固定过夜。 修整固定后心脏组织并脱水后制成

蜡块。
切取厚度为 4 μm 石蜡切片,经干燥仪制片。

经抗原修复、Tritox-100 穿透、羊血清封闭后,孵育抗

体,于荧光显微镜下观察并导出图片。
1. 3. 7　 RNA 提取及实时荧光定量分析

　 　 大鼠经安乐死后,摘取心脏,经生理盐水清洗

后,摘取约 20 mg 心肌组织,于自动破碎仪及 TRIzol
Reagent 裂解后,经氯仿分层、异丙醇沉淀及乙醇清

洗,即获得总 RNA 提取物。 经逆转录获得 cDNA。
经 PCR 扩 增 ( ANP 引 物 序 列, F: 5 ’-
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GAGCCTGCGAAGGTCAAG-3 ’, R: 5 ’-
GTCTGTCCGTGGTGCTGA-3’; BNP 引物序列, F:
5 ’-TAGCCAGTCTCCAGAACAA-3 ’, R: 5 ’-
AACAACCTCAGCCCGTCA-3’; GAPDH 引物序列,
F: 5 ’-TATCGGACGCCTGGTTAC-3 ’, R: 5 ’-
TGCTGACAATCTTGAGGGA-3’),鉴定 ANP 及 BNP
的表达情况。.

图 1　 基于植入式渗透泵经 ISO 诱导心肌肥厚大鼠模型及表型评估流程图

Figure 1　 Flow diagram of establishment and evaluation of cardiac hypertrophy rat model induced by ISO administered through
subcutaneously implanted osmotic pump

1. 4　 统计学方法

　 　 本文数据采用 GraphPad 软件(版本 Prism 7)统
计处理,获得数据表示为平均数±标准差(􀭰x±s),间
采用 Student’ s t 分析,且 P < 0. 05 认为有统计学

差异。

2　 结果

2. 1　 模型大鼠心脏整体形态及功能表型评价

　 　 通过总结已报道的构建方法,并综合上述方法

的先进性、模型表型的均一性、方法稳定性及复制

的难易性等因素。 我们利用植入式渗透泵给予

ISO,经低剂量长时程(4 mg / kg,持续 28 d)诱导建

立了心肌肥厚大鼠模型,并利用超声影像、病理组

织学观察、免疫荧光染色及 Real-time PCR 等技术,
从心脏整体形态及功能、心肌细胞显微和超微结构

以及分子标志物 3 个水平,对模型表型进行评估

(图 1)。
首先,超声影像分析显示模型大鼠收缩末期前

壁和后壁厚度显著增高(图 2A ~ 2C,LVAWS,P =
0. 0327,n= 3;LVPWS,P = 0. 0275,n = 3),反映心脏

收缩功能的射血分数和短轴缩短率(图 2D ~ 2E,

EF%,P= 0. 0206,n= 3;FS%,P = 0. 0188,n = 3)亦显

著增高,而模型大鼠左室腔内径没有显著改变,这
与临床上观察到的心肌肥厚表型一致,即心室壁增

厚,心脏收缩功能增强,心室腔减少或不改变。
随后,我们利用病理组织学染色观察模型大鼠

心肌组织学改变,首先,通过模型大鼠心脏长轴整

体切片的 HE 染色,发现模型大鼠心脏整体增大,心
室壁增厚。 同时,大体解剖时经心脏湿重获得的心

重 /体重比显著增高 (图 3A ~ 3B, HW / BW, P =
0. 0202,n= 3)。 这些观察结果与超声影像学观察结

果一致。
2. 2　 模型大鼠心肌显微和超微水平表型评价

　 　 我们首先通过 HE 染色,对模型大鼠心肌显微

结构形态的改变进行分析,发现模型大鼠心肌纤维

发生不均一性肥大,排列紊乱(图 3C)。
随后通过 Masson 染色观察模型大鼠心肌胶原

沉积情况,发现模型大鼠纤维化程度显著增高(图
3D~3E,P<0. 0001,n= 3)。

为进一步观察模型大鼠心肌细胞形态并对肥

大细胞进行定量分析,我们利用模型大鼠心肌切片

进行细胞膜标志物 WGA (Wheat Germ Agglutinin
Conjugate)免疫荧光染色。 结果显示模型大鼠心肌

细胞不均一性肥大、排列不齐、细胞膜不连续、膜结

构破损严重,经心肌细胞横截面积定量分析,显示

模型大鼠心肌细胞显著增大 (图 4A ~ 4B, P <
0. 0001,n= 3)。

随后,我们通过透射电镜观察了模型大鼠心

肌组织超微结构形态的改变,我们发现模型大鼠
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注:A:超声影像分析运动模式截图;B:LVAWS,左室收缩末期前壁厚度;C:LVPWS,左室后壁厚度(为收缩末期节点);

D:LVEF,射血分数(左心室);E:LVFS,短轴缩短率(左心室)。 与对照组比较,∗P<0. 05。

图 2　 对照组与处理组大鼠超声影像分析

Note. A, Typical M-mode screenshot of echocardiography. B, LVAWS, Left ventricular( LV) anterior walls thickness at end-
systole. C, LVPWS, LV posterior walls thickness at end-systole. D, LVEF, LV ejection fraction. E, LVFS, LV fraction

shortening. Compared with control group, ∗P<0. 05.

Figure 2　 Echocardiographic analysis of rats in control group and treatment group

注:A:模型大鼠心脏 HE 染色(为长轴纵向切面);B:模型大鼠心重指数;C:模型大鼠心肌染色后高倍截图(HE 染色);D:模型大鼠心肌组织

Masson 染色;E:模型大鼠心肌胶原面积占比定量分析。 n= 3 只 / 组,n= 9 视野 / 只。 与对照组比较,∗P<0. 05,∗∗∗∗P<0. 0001。

图 3　 对照组与处理组大鼠心肌病理组织学检查

Note. A, Whole-heart longitudinal sections with HE staining. B, Ratio of heart weight / body weight. C, Magnification of the whole-heart longitudinal
sections with HE staining. D, Magnification of Masson trichrome-stained left ventricle section, myocytes are stained red, and collagen is stained green. E,

Quantitative analysis of collagen area. n= 3 rats per group and n= 9 fields per rat. Compared with control group, ∗P<0. 05, ∗∗∗∗P<0. 0001.

Figure 3　 Histological analysis in myocardial of rats in control group and treatment group
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注:A:模型大鼠心肌组织中细胞膜标志物 WGA 免疫荧光染色;B:心肌细胞横截面积定量分析。 n = 3 只 / 组,n = 18 视野 / 只。 与对照组比较,
∗∗∗∗P<0. 0001。

图 4　 对照组与处理组大鼠心肌细胞形态观察及定量分析

Note. A, Immunofluorescence detection of WGA in the heart tissues. B, Quantitative analysis of cross-sectional area of cardiomyocyte. n= 3 rats per group

and n= 18 fields per rat. Compared with control group, ∗∗∗∗P<0. 0001.

Figure 4　 Morphological observation and quantitative analysis of cardiomyocytes in control group and treatment group rats

注:利用透射电镜观察模型大鼠心肌超微结构变化。 红色箭头:心肌纤维断裂溶解,排列不齐;蓝色六角星:部分被肌浆网代替;红色四角星:线
粒体肿胀;黄色箭头:Z 线和 M 线模糊;绿色箭头:闰盘结构扭曲。

图 5　 对照组与处理组大鼠心肌超微结构观察

Note. Ultrastructural analysis in left ventricular of heart tissues. Red arrow, Myocardial fiber rupture and myolysis. Blue star, Myocardium was occupied by
the sarcoplasmic reticulum. Red star, Mitochondria swelling. Yellow arrow, Ridge smear in the Z-Line and M-line. Green arrow, Leap disk distorted.

Figure 5　 Ultrastructural observation of heart tissue in control group and treatment group rats

心肌纤维断裂,部分区域出现心肌溶解,并被肌

浆网代替,心肌线粒体出现脊消失,甚至空泡化,
心肌 Z 线、M 线以及闰盘出现严重扭曲模糊等

(图 5) 。
2. 3　 模型大鼠心肌分子水平表型评价

　 　 我们随后利用实时荧光定量 PCR 技术,分析模

型大鼠心肌组织内心肌肥厚标志物心钠肽( atrial
natriuretic peptide,ANP)和脑钠肽( brain natriuretic
peptide,BNP)的表达变化,从而在分子水平,观察模

型大鼠心肌肥厚表型.结果显示模型大鼠心肌组织

内,这两个分子标志物的表达水平显著增高(图 6A
~6B,P<0. 001,P<0. 001,n= 3)。

注:利用实时荧光定量 PCR 分析模型大鼠心肌组织内肥厚标志
物,心钠肽(A)和脑钠肽(B)的表达水平。 n= 3 只 / 组,n= 3 个重
复 / 只。 与对照组比较,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001。

图 6　 对照组与处理组大鼠心肌肥厚标志物分析
Note. Quantitative analysis of markers of cardiac hypertrophy, ANP (A)
and BNP(B), which determined by Real-time PCR. n=3 rats per group
and 3 repeats per rat. Compared with control group, ∗P < 0. 05,
∗∗∗P<0. 001.
Figure 6　 Level of markers of cardiac hypertrophy from
heart tissues in control group and treatment group rats
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3　 讨论

　 　 已有研究报道显示,ISO 作为肾上腺素能激动

剂,其可诱发细胞内钙分布紊乱,并导致细胞内钙

离子水平异常增高,进而引发心室收缩期缩短耗氧

量增大,长期诱导下的心肌细胞可发生缺血性梗

死[17]。 同时,其在代谢过程中产生的氧化应激损

伤,可继发磷脂的过氧化损伤,对心肌细胞造成损

害。 研究表明,异丙肾上腺素可引起心肌肥大,心
肌纤维化增高,心肌炎症,长期诱导可引起心室重

构等不可逆转性损伤[18-22]。
目前,国内外心肌肥厚动物模型应用最广泛的

诱导方式,包括手术诱导和药物诱导两种。 手术诱

导方式对技术人员的操作要求较高,因技术水平及

操作手法差异等因素,不同课题组建立的手术诱导

模型,动物表型的一致性较差,实验室间数据变异

亦较大。 利用药物诱导建立心肌肥厚模型,包括异

丙肾上腺素,去甲肾上腺素和血管紧张素等药

物[3-5],虽然诱导方法简易,但造模剂量及给药方式

差异极大,同时建立的动物模型表型变异也较大,
从急性心肌缺血,心肌肥厚到心肌重度纤维化,建
立的动物模型病理表型特点也存在明显差异。 如,
腹腔注射 ISO(2 mg / (kg·d))连续 10 d 可引起大

鼠心肌纤维化[23],皮下注射 ISO(85 mg / ( kg·d))
连续 2 d 可诱导大鼠急性心肌缺血[24],皮下注射

ISO(0. 25 mg / (kg·d)7 d 可诱导大鼠心肌肥厚[25],
Chowdhury 等[26]发现皮下注射 ISO(5 mg / (kg·d))
连续 14 d 可诱导心肌肥厚,Ardjmand 等[27] 发现每

24 h 皮下注射 ISO(0. 25 mg / (kg·d))连续 2 d 诱

导心肌损伤。
总结已报道方法,ISO 药物用量差异大,诱发的

病理表型发展变异性大。 目前,利用 ISO 诱导建立

的包括心肌肥厚在内的多种心血管疾病动物模型,
特别是大鼠心肌肥厚模型,尚无统一的标准。

渗透泵给药系统,在疾病机理研究、药物筛选、
药理及药物代谢调控等领域应用广泛,被认为是目

前较为先进的给药系统之一。 该系统依据渗透原

理输送靶药物,并且给药速度可控[28]。 渗透泵植入

动物皮下,由于泵内渗透压的作用,当达到平衡后,
药物以恒定的速率输送到靶部位[29]。

与传统给药方式相比,可连续给药及给药剂量

准确,为该系统的优势。 所以模型表型的稳定性和

均一性可大大提高。 在药物筛选和发病机制研究

中,可以大大减少使用的动物数量,提高动物福利,
降低成本,同时,获得的数据离散程度更小,结果更

可信。
因此,综合以往方法的先进性、模型表型的均

一性,方法稳定性及复制的难易性等因素,我们通

过皮下植入渗透泵经 ISO 建立心肌肥厚大鼠模型,
并采用低剂量长时程的给药方案。 获得的模型表

现出典型的心肌肥厚表型,包括整体功能和结构形

态,心肌细胞和分子标志物,3 个层面的表型分析。
此外,以往关于 ISO 诱导心肌肥厚模型的报道,

主要集中在整体和显微结构层面的变化分析,对其

超微结构的观察研究较少。 本研究中,我们利用透

射电镜技术,发现了明显的超微结构变化,包括心

肌纤维紊乱、断裂和肌溶解,肌浆网扩张,线粒体嵴

消失和空泡化,Z 线、M 线和闰盘结构的严重扭曲和

模糊,这些都为进一步理解心肌肥大的组织学特征

提供了证据和线索。
总结以往的报道和我们的研究发现,本文建立

的大鼠模型具有典型的心肌肥厚表型,方法稳定且

易于复制,更适合于基因功能分析和相关药物筛选

等科学研究。
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