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脂联素对大鼠慢性间歇性低氧所致心肌重塑的影响 

朱选风1,2，苏  梅1，丁文筱1，丁  宁1，黄  茂1，张希龙1* 
（1南京医科大学第一附属医院呼吸科，南京 212029；2江苏省老年医院呼吸科，南京 212004） 

【摘  要】目的  探讨慢性间歇性低氧（chronic intermittent hypoxia，CIH）对心肌重塑的影响及脂联素（adiponectin，

Ad）的干预作用。方法  将45只Wistar大鼠随机分为3组：正常对照组（NC），CIH组和CIH+Ad组。CIH 35d后，使用马

松染色分析方法检测左室纤维化程度及使用Western blot方法来衡量Ⅰ型胶原蛋白、Ⅲ型胶原蛋白和TGF-β/smad2/3通路蛋

白的表达。通过RT-PCR方法来研究基质金属蛋白酶−2（MMP2）/基质金属蛋白酶的组织抑制剂−2（TIMP-2）的mRNA表

达比值情况。结果  慢性间歇性低氧处理后，CIH组左心室的纤维化程度显著高于NC组和CIH＋Ad组（P＜0.05），但NC

组和CIH＋Ad组之间差异具有统计学意义（P＜0.05）。CIH组Ⅰ型胶原蛋白和Ⅲ型胶原蛋白和MMP2/TIMP-2的mRNA比值

表达最高，NC组表达最低，CIH＋Ad组居中，3组之间均差异具有统计学意义（P＜0.05）。TGF-β/smad通路蛋白在CIH组

中表达显著高于NC组和CIH组（P＜0.05），且NC组和CIH＋Ad组差异具有统计学意义（P＜0.05）。结论  慢性间歇性低

氧可引起左室重构，而Ad可能通过抑制TGF-β/smad2/3通路改善此损害。 

【关键词】间歇性低氧；心功能紊乱；脂联素 

【中图分类号】 R341.5        【文献标识码】 A        【DOI】 10.3724/SP.J.1264.2014.000178 

Effects of adiponectin on myocardiac remodeling induced by chronic 
intermittent hypoxia in Wistar rats 
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【Abstract】 Objective  To investigate the effects of chronic intermittent hypoxia (CIH) on myocardiac remodeling and intervention 

role of adiponectin (Ad) in the process. Methods  A total of 45 Wistar rats were randomly divided into 3 groups: normal control (NC) 

group, CIH group and CIH＋Ad group (10 µg Ad injection through caudal vein twice per week, for 5 weeks). After 35 days’ CIH 

exposure (in a chamber with 60 s nitrogen infusion to reduce the oxygen concentration to 5% followed by another 60 s oxygen 

infusion to increase the concentration to 20% for totally 8 h of each day), Masson analysis was used to detect the left ventricular 

fibrosis, and Western blot was used to measure the protein expression of collagen Ⅰ , collagen Ⅲ  and pathway proteins 

TGF-β/smad2/3. RT-PCR was used to study the expression of matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) and tissue inhibitor of 

metalloproteinase-2 (TIMP-2). Results  After CIH exposure, the left ventricular fibrosis was significantly more severe in CIH group 

than in NC group and CIH＋Ad group (P＜0.05), and there was statistical difference between the 2 latter groups (P＜0.05). In 

addition, the protein expression of collagen Ⅰ and collagen Ⅲ and the mRNA expression of MMP-2 and TIMP-2 were the highest 

in CIH group, the lowest in NC group, and CIH＋Ad group in the middle. There was a significant difference among 3 groups (all 

P＜0.05). The pathway proteins TGF-β/smad2/3 were most significantly expressed in CIH group (P＜0.05) , but there was still 

significant difference in their expression between NC group and CIH＋Ad group (P＜0.05). Conclusion  CIH may cause may left 

ventricular remodeling, while Ad supplement may ameliorate the impairment via inhibiting TGF-β/smad2/3 pathway. 
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阻塞性睡眠呼吸暂停低通气综合征（obstructive 

sleep apnea hypopnea syndrome，OSAHS）作为一种现

代常见病，其病理特征为睡眠期反复发生上气道塌陷，

导 致 体 内 的 慢 性 间 歇 性 低 氧 （ chronic intermittent 
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hypoxia，CIH）进而可引起多种OSAHS并发症，其中

以心血管并发症最为常见，已成为中老年心血管疾病

的常见诱因之一。已有报道OSAHS与心功能紊乱有关

而持续气道正压（continuous positive airway pressure，

CPAP）治疗OSAHS可改善该心功能紊乱[1−3]。然而，

OSAHS与心功能紊乱的相关机制尚不完全明了，有待

探讨和发现有效的治疗方法。由于诸多OSAHS患者尚

不能依从CPAP治疗，Matsumoto等[4]报道间歇性低氧

可诱导左心室重构。其他报道也显示氧化应激、TGF-β

和炎症因子可能在左心室重构中起到重要的作用[5]。

Kim等[6]报道阻塞性睡眠呼吸左心室结构和功能重构

有关。 

脂联素（adiponectin，Ad）是新近发现的由脂

肪细胞特异性分泌的一种蛋白质，是所有脂肪细胞

因子中唯一负性调节的激素，具有降糖、增加胰岛

素敏感性、抗炎、抗动脉硬化等作用[7−9]，与冠心病

等疾病密切相关，已成为近年来医学领域的研究热

点之一 [10]。新近研究发现Ad与OSAHS关系密切，

OSAHS患者存在低Ad血症，且CIH可导致低Ad血

症，提示Ad极可能在OSAHS发病、发展中起着不可

忽视的作用[11]。 

已有报道Ad具有心脏保护作用，Ad通过激活

PPARα可以防止血管紧张素Ⅱ诱导的心肌纤维化[12]。

然而，CIH与左心室重构之间的关系以及Ad的可能

干预作用尚未阐明。本研究通过建立大鼠的CIH模

型探讨相关作用和机制。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

选取的45只成年雄性Wistar大鼠（SPF级）由

南京医科大学实验动物中心提供。大鼠饲养在恒

温（24℃）鼠房，12h∶12h昼夜循环。大鼠可自

由接触食物和水。这项研究经过南京医科大学动

物伦理委员会的许可。 

1.2  CIH造模 

45 只 大 鼠 随 机 分 为 3 组 ： 对 照 组 （ normal 

control group，NC）、CIH组及CIH＋Ad组。将CIH

和CIH＋Ad组大鼠饲养在一个特殊的玻璃舱内，

连接一个气体控制系统，控制氮气和空气进入舱

内。120s为一个循环，前60s冲入氮气，使舱内氧

气浓度下降到5%，后面60s冲入空气，使氧气浓度

逐渐恢复到20%。8h/d，持续35d。NC组大鼠放入

相同的玻璃舱，持续冲入空气。同时，CIH＋Ad

组大鼠接受Ad治疗，2次 /周，持续5周。每只大鼠

每次尾静脉注射Ad 10µg，NC和CIH组大鼠尾静脉

注射生理盐水。 

1.3  组织处理 

造模结束，使用戊巴比妥麻醉大鼠。打开胸腔，

将心脏组织迅速分离，一部分被保存在-70℃，另一

部分保存在4%多聚甲醛中。 

1.3.1  Masson染色分析  使用Masson染色分析来检

测心脏纤维化程度。将心脏组织脱水，包埋后，使用

切片机切成5µm厚的石蜡切片。切片脱蜡和水化后，

将其在R1中孵育1min，然后在R2中孵育30s，接下来

在R3中孵育8min。最后在R4中孵育5min，封片，镜检。

为了评估心脏组织的纤维化程度，每张切片取10个高

倍镜视野（400×）。 

1.3.2  实时定量RT-PCR分析  将100mg左心室组织加

入1ml TRIzol试剂（Invitrogen，USA）后匀浆，按照

TRIzol法提取总的RNA。大鼠基质金属蛋白酶（matrix 

metalloproteinase，MMP）−2引物序列（Invitrogen，

USA）：正向（5'-AGGGCACCTCTTACAACAGC-3'）；

反向（5'-CCCGGTCATAATCCTCGGTG-3'）。大鼠

TIMP-2 （ Invitrogen ， USA ） 引 物 序 列 ： 正 向

（ 5'-CAACCCCATCAAGAGGATTC-3' ）； 反 向

（ 5'-CGCAAGAACCATCACTTCTC-3' ）。 大 鼠

β-actin （ Invitrogen ， USA ） 引 物 序 列 ： 正 向

（5'-CAGGGTGTGA TGGTGGGTATGG-3'）；反向

（5'-AGTTGGTGACAATGCCGTGTTC-3'）。所有

基因PCR扩增的荧光信号都以β-actin作为对照，

使用2-△ △ CT法进行统计分析。  

1.3.3  Western blot分析  使用含有氧化硫酰苯甲醇

（PMSF）（1mmol/L）和磷酸酶抑制剂混合物（Roche，

Germany）的组织蛋白提取试剂（Thermo Scientific，

USA）提取左心室蛋白。将30mg组织放入300µl裂解

液中制成匀浆。然后将匀浆物离心（10 000×g）5min，

收集上清液即为左心室蛋白。10%凝胶分离总蛋白，

各组上样量均为30µg。将凝胶上的蛋白电转移到

PVDF膜上。用含5%BSA、0.1%Tween-20，pH为7.6

的TBS室温封闭1h。然后将PVDF膜置于β-actin、胶原

蛋白（collagen） Ⅰ、Ⅲ、TGF-β、smad2/3兔单抗缓

冲液于4℃过夜。再用辣根过氧化物酶标记的羊抗兔孵

育2h。最后使用增强型ECL试剂盒（Thermo Scientific，

USA）检测条带，并利用数字成像系统（Image lab）

进行灰度值分析。 

1.4  统计学处理 

应 用 SPSS统 计 软 件 进 行 分 析 。 实 验 数 据 以

x±s表示。NC、CIH、CIH+Ad三组间心肌纤维化
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的表达、Western印迹（灰度值）、mRNA表达水平

的比较（计量资料）采用单因素方差分析法，组

间两两比较采用q检验。P＜0.05表示差异有统计

学意义。 

2  结  果 

2.1  CIH对心肌纤维化的影响 

CIH第35天结束 时，心肌 组织经Masson染色

分析显示 ，CIH组的 左心 室心肌纤 维化面 积较NC

组 和 CIH＋ Ad组 显 著 扩 大 （ P＜ 0.05）， NC组 和

CIH＋Ad组之间差异亦具有统计学意义（P＜0.05；

图 1）。 以 Western blot方 法 检 测 的 左 心 室 心 肌 胶

原蛋白Ⅰ 和胶原 蛋白Ⅲ 的表达在 CIH组 最高 ，NC

组 最 低 而 CIH＋ Ad组 居 中 。 3组 间 差 异 均 有 统 计

学意义（P＜0.05；图2）。  

 

 
图1  左心室心肌Masson染色分析 

Figure 1  The Masson analysis of the left ventricular myocardium(400×) 
The blue represents the fibrosis and the red represents the normal 
myocardium. NC: normal control group; CIH: chronic intermittent hypoxia 
group; CIH+Ad: chronic intermittent hypoxia and adiponectin group. 
Compred with NC group, *P＜0.05; compared with CIH group, #P＜0.05 

 

2.2  与CIH诱导心肌纤维化的相关分子表达 

在发现CIH可诱导左心室心肌纤维化后，我们

进一步探讨了TGF-β/smad2/3通道是否与此纤维化

有 关 。 以 Western blot 方 法 检 测 TGF-β 和 磷 酸 化

smad2/3发现，尽管NC和CIH＋Ad组之间差异具有

统计学意义（P＜0.05），但CIH组较其他两组均显著

增高（P＜0.05；图3）。我们还检测到基质金属蛋白

酶−2（matrix metalloproteinase 2，MMP-2）和MMP-9

的基因水平虽然NC和CIH＋Ad组之间差异具有统

计学意义（P＜0.05），但CIH组较其他两组均显著增

高（均P＜0.05）。此外，基质金属蛋白酶的组织抑

制剂−1（ tissue inhibitor of metalloproteinases 1， 

 
图2  胶原蛋白Ⅰ和胶胶原蛋白Ⅲ的蛋白质水平 

Figure 2  The protein levels of collagen Ⅰ and collagen Ⅲ 
NC: normal control group; CIH: chronic intermittent hypoxia group; 
CIH+Ad: chronic intermittent hypoxia and adiponectin group. Western blot 
bands of collagen Ⅰ  and collagen Ⅲ  were normalized to β-actin. 

Compared with NC group, *P＜0.05; compared with CIH group, #P＜0.05 

 
TIMP-1）和TIMP-2的基因表达水平在NC组最高，

CIH组最低，而CIH＋Ad组居中。3组间差异具有统

计学意义（P＜0.05；图4）。 

3  讨  论 

本研究通过建立大鼠CIH模型探讨了Ad对CIH

左心室重构的影响及Ad的干预作用，结果发现在

35d的CIH暴露之后，CIH的确可以诱导出左心室重

构，表现为心肌纤维化的面积增大以及心肌组织中

胶原蛋白Ⅰ和Ⅲ的蛋白表达增强。而在同样暴露于

CIH但补充了外源性Ad的CIH+Ad组，左心室重构现

象得到缓解。其机制可能与Ad抑制了TGF-β/smad2/3

通路有关。 

众所周知OSAHS是多种心血管疾病的危险因

素 [12]。已有报道提示CIH可以诱导小鼠或大鼠发生

左心室重构[4,13−15]。本研究证实了该病理改变，发

现了CIH组大鼠增强的左心室纤维化。由于我们曾

发现CIH可诱导氧化应激和心肌细胞凋亡 [16]，因而

推测氧化应激可能也是形成左心室重构的重要因

素 [17]。然而，随着对暴露于CIH的大鼠补充外源性

Ad，本研究又发现心肌纤维化的指标得到改善。Ad

具备心肌保护作用已有较多报道[10,18−20]。Fujita等 [12]  
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图3  TGF-β/smad2/3通道的蛋白水平  

Figure 3  The protein levels of TGF-β/smad2/3 pathway 
Western blot bands of TGF-β and smad2/3 were normalized to β-actin. 
Compared with NC group, *P＜0.05; Compared with CIH group, #P＜0.05 

 

 
图4  3组间心肌组织的MMP-2，MMP-9，TIMP-1和TIMP-2的

mRNA表达水平 
Figure 4  The mRNA levels of MMP-2, MMP-9, TIMP-1 and 

TIMP-2 in myocardial tissues of three groups 
PCR fluorescence signals of MMP-2, MMP-9, TIMP-1and TIMP-2 
were normalized those of β-actin. NC: normal control group; CIH: 
chronic intermittent hypoxia group; CIH+Ad: chronic intermittent 

hypoxia and adiponectin group; TIMP-1: tissue inhibitor of metalloproteinases 
1; TIMP-2:tissue inhibitor of metalloproteinases 2; MMP-2: matrix 
metalloproteinase 2; MMP-9: matrix metalloproteinase 9. Compared 
with NC group, **P＜0.01; compared with CIH group, #P＜0.05; 

compared with CIH group, ##P＜0.01 
 

研究发现，Ad能够保护心肌，防止由血管紧张素Ⅱ

诱导的心肌纤维化发生。Shimano等 [21]的研究显示，

Ad基因敲除的小鼠与WT小鼠相比，在TAC手术后

表现出明显增强的左心室间充质纤维化。因而提示

Ad可能缓解心肌纤维化和心脏质量（heart mass，

HS）/体质量（body mass，BS）比率。 

MMPs作为降解心肌细胞外蛋白的一族蛋白溶

解酶，是一类与左心室重构相关的蛋白质，从mRNA

水平可以检测出MMPs是否增高[4,22]。与以往的报道

相似，本研究发现CIH可以诱导MMP-2和MMP-9的

mRNA水平增高。TIMP系一种局部合成的蛋白质，

附着于活化的MMPs来调控蛋白水解活性[22]。在暴露

于CIH35d后，TIMP-1和TIMP-2的mRNA水平降低了，

而在补充了Ad的大鼠中，尽管同样暴露于CIH，

TIMP-1和TIMP-2的mRNA水平降低却部分改善了，

该现象提示Ad保护心肌防止纤维化。 

本研究结果显示，Ad能改善CIH诱导的左心室

重构。TGF-β，作为一种多效细胞因子，与许多生

物过程如细胞生长和分化、胚胎发育、纤维化、细

胞增殖与生存和调节炎症反应等有关[23]。TFG-β信

号经过跨膜受体激活smad2/3磷酸化，使磷酸化的

smad2/3复合体转位于细胞核内，然后诱导纤维前靶

基因表达[23−25]。有报道显示[24]，TGF-β信号在心脏

重构中起到重要的作用，而且TGF-β的过表达能增

强细胞间基质蛋白合成[26,27]。本研究发现CIH可以

诱导TGF-β信号加强，而补充Ad却能减轻TGF-β与

smad2/3的表达。 

总之，本研究结果提示，Ad可以保护心肌，减

轻CIH诱导的左心室重构。Ad的确切心脏保护机制

还有待进一步研究予以阐明。 
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