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摘 要：【目的】探讨脑钠肽（BNP）对压力负荷诱导的小鼠心力衰竭的影响和作用机制。【方法】用编码人源

性脑钠肽（hBNP）基因的腺相关病毒（AAV9）转染 C57/B6J 小鼠促进其体内表达 hBNP，3周后行主动脉缩窄术构

建压力负荷诱导的小鼠心力衰竭模型。构建模型 4周后通过超声心动图、心脏及肺脏质量比值来检测心脏功能

及结构变化，并使用Q-PCR技术来检测心肌肥厚标志物（ANP）mRNA水平。通过免疫荧光技术观察心肌组织内

毛细血管的变化，Image-J软件测量毛细血管密度和毛细血管/心肌细胞比值，Q-PCR和Western-Blotting检测心

肌组织内血管新生因子（AngⅠ，VEGFA）mRNA 转录和蛋白表达水平。【结果】AAV9-hBNP 能促进小鼠体内

hBNP 的表达。hBNP不仅显著改善压力负荷诱导的心力衰竭（P < 0.05），且能降低心脏、肺脏质量比值以及肥厚

标志物mRNA转录水平（P < 0.05）。hBNP增加小鼠心力衰竭模型心肌组织内毛细血管以及血管新生因子mRNA
转录和蛋白表达水平（P < 0.05）。【结论】BNP可能通过促进血管新生因子的表达来调控血管新生从而改善压力

负荷诱导的心力衰竭。
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Abstract：【Objective】The purpose of this study was to investigate the effect of brain natriuretic peptide（BNP）on
mice of heart failure induced by pressure overload in vivo and to clarify the mechanism underlying this effect.【Methods】
C57/B6J mice were transfected with adeno- associated virus（serotype 9，AAV9）encoding the human BNP（hBNP）
gene，and the mice of heart failure induced by pressure overload were generated by 3 weeks of aortic banding. After 4
weeks of aortic banding，echocardiography，the ratios of heart weight/body weight（HW/BW） and lung weight/body
weight（LW/BW）were used to evaluate the changes of cardiac function and structure，and the mRNA expression level of
cardiac hypertrophic marker（ANP）was detected by Q- PCR. The changes of cardiac capillaries were observed by
immunofluorescence staining，and the ratio of capillary/myocyte and capillaries density were determined by Image- J
software. The mRNA and protein expression of cardiac angiogenesis factors（VEGFA，AngⅠ）were examined by Q-PCR
and Western blotting.【Result】Our data showed that AVV9-hBNP notably promoted overexpression of hBNP in mice.
Treatment with hBNP not only significantly improved heart failure induced by pressure overload（P < 0.05），but also
decreased the ratios of HW/BW and LW/BW as well as the mRNA expression level of hypertrophic marker（P < 0.05）.
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Furthermore，Treatment with hBNP increased cardiac angiogenesis and the mRNA and protein expression level of
angiogenesis factors in mice of heart failure（P < 0.05）.【Conclusion】 Treatment with BNP can improve pressure
overload-induced heart failure by regulating angiogenesis through promoting the expression of angiogenesis factors.

Key words：BNP；heart failure；angiogenesis；pressure overload；mice
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2018，39（4）：510-520］

心力衰竭（heart failure，HF）是心脏对其容量、

压力超负荷以及心肌损伤的一种失代偿终末期反

应，主要表现为心室扩大、心功能受损以及心房钠

尿肽（atrial natriuretic peptide，ANP）等胚胎基因表

达［1］。心力衰竭主要是各种心脏结构或功能性疾

病（如高血压，心肌梗死和冠状动脉疾病等）所导

致的心室充盈和（或）射血分数受损，也是全世界

心血管病死亡最常见的原因之一［1-2］。心肌肥厚

是心力衰竭的发生发展过程中的主要代偿机制之

一［3］。在压力负荷刺激心肌肥厚的早期，心肌组

织内血管新生正常或增加，有助于保持心功能和

维持代偿性心肌肥厚；随着压力负荷的持续增加，

心室重构显著加重，心肌组织内血管新生下降，引

起心肌组织慢性缺氧、心肌细胞损伤以及心功能

下降，最终促使代偿性心肌肥厚向失代偿性心力

衰竭转变［4-5］。因此，血管新生减少是导致心力衰

竭发生发展的重要机制，但目前其准确的分子机

制 还 未 完 全 阐 明 。 脑 钠 肽（brain natriuretic
peptide，BNP）是心室肌细胞在生理和病理条件下

产生的一种内源性肽，具有利尿、利钠、舒张血管、

拮抗交感神经和调节血管新生等生物学效应［6］。

我们以往的研究表明 BNP 可以抑制心肌肥厚［6］、

心肌梗死后的心室重塑和心功能恶化［7］。但关于

BNP对压力负荷诱导的小鼠心力衰竭的作用和机

制还未见报道。另外，在肿瘤组织等血管过度生

长的疾病中，BNP可以抑制内皮细胞生长从而抑

制肿瘤的发生发展［8］。但在一些血管新生不足的

情况下，BNP又可以促进组织的血管新生［2，9］。在

心力衰竭中，BNP如何调控血管新生以及 BNP 是

否通过调控血管新生对心力衰竭产生作用也未见

报道。本研究旨在构建压力负荷诱导的小鼠心力

衰竭模型，用编码人源性脑钠肽（human brain
natriuretic peptide，hBNP）基 因 的 腺 相 关 病 毒

（adeno-associated virus，serotype 9，AAV9）转染小

鼠促进其体内表达 hBNP，通过检测心功能、结构

以及肥厚标志物来观察 hBNP 对压力负荷诱导的

小鼠心力衰竭的影响，同时检测心肌组织内血管

新生的情况来阐明 hBNP 对心力衰竭可能的作用

机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

SPF级 C57/B6J小鼠购于中山大学实验动物

中心，6～7 周龄，19～20 g，雄性。许可证号：

SCXK（粤）2011-0029。SPF 级 C57/B6J 小鼠饲养

于中山大学北校区实验动物中心。许可证号：

SYXK（粤）2012-0081。实验动物使用方案经过中

山大学医学伦理委员审核通过（IACUC-DB-16-
0915）。

1.2 主要试剂

AAV9-GFP和AAV9-hBNP（上海恒圆生物科

技有限公司）；RNA 提取试剂盒：Trizol reagent
（Sigma）；cDNA 逆 转 录 试 剂 盒 Revert Aid
（Fermentas）；5×SYBG（Roche）；普通 PCR 试剂盒

Dream Tap Green PCR Master Mix（Fermentas）；蛋

白提取试剂：Rapi（Cell Signaling Technology）；蛋白

BCA 定量试剂盒（Thermo Scientific）；hBNP 抗体

（Abcam）；小 鼠 GAPDH 抗 体（Cell Signaling
Technology）；小鼠 AngⅠ抗体（Abcam）；HPR标记

的二抗（Proteintech）；小鼠 CD31 抗体（Abcam）；

Cy3 标记的荧光二抗（Cell Signaling Technology）；

其他生化试剂均为进口分装或者国产分析纯。

1.3 主要仪器

PCR仪（MT-Reserch）；Q-PCR仪（Rohe480）；

超微量紫外分光光度计 NanoDrop2000（Thermo
Scientific）；荧光显微镜（Lexic，DMI8）；图像处理

分析系统（Image-J）；酶标仪（Thermo Scientific）；

蛋 白 电 泳 及 转 印 系 统 ：Mini- PROTEAN（Bio-
Rad）；荧光，化学发光成像分析系统（ImageQuant
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Las4000mini）；小动物呼吸机（Kent）；超声心动图

机（VisualSonics Vevo2100）。

1.4 实验方法

1.4.1 腺相关病毒转染 C57/B6J 小鼠 将 SPF级

C57/B6J小鼠随机分成 3组：生理盐水（control）组，

携带绿色荧光蛋白（green fluorescent protein，GFP）
基因的 AAV9（AAV9-GFP）对照组，携带 GFP 和

hBNP基因的 AAV9（AAV9-hBNP）处理组。按照

文献的方法，根据实验目的将AAV9-GFP对照病

毒液和AAV9-hBNP病毒液分别用生理盐水稀释

成 1.0 × 1012 μg/mL浓度后，再根据实验分组将生

理盐水或AAV9-GFP和AAV9-hBNP分别尾静脉

注射小鼠，注射体积为 150 μL。
1.4.2 建立压力负荷诱导的小鼠心力衰竭模型 将

AAV9-GFP和AAV9-hBNP分别转染小鼠 3周后，

每组均随机分成假手术组以及手术组。采用主动

脉缩窄（aortic banding，AB）术构建压力负荷诱导

的小鼠心力衰竭模型。手术组术前禁食物，自由

饮用，1.5%戊巴比妥钠 75 mg/kg腹腔注射麻醉，皮

肤用碘酊消毒。将小鼠左侧卧位于手术台固定，

于左侧第二，三肋间行垂直切口，切口约 1.5～2.0
cm，钝性分离胸主动脉，于胸主动脉弓部下方 0.5
cm处将胸主动脉挑起，平行放置 26号注射器钝性

针头，结扎，抽出针头，使胸主动脉部分缩窄，确认

无出血后，关闭胸腔。假手术组于胸主动脉弓部

下方 0.5 cm处挑起胸主动脉后，只穿线不结扎，余

同手术组。术后禁食 6 h，自由饮水，逐渐恢复正

常饮食。

1.4.3 超声心动图分析 术后第 4周，采用吸入

性麻醉剂异氟烷轻度麻醉小鼠，在小鼠自主呼吸

的情况下应用 30 MHz的超生探头进行超声心动

图检测。在二维模式下找到心室乳头肌水平，转

换至 M 模式，测量缩短分数（FS%）、射血分数

（EF%）、左心室舒张末期内径（LVEDd）、左心室收

缩末期内径（LVED）和左室舒张末期后壁厚度

（LVPWd）。

1.4.4 心脏、肺脏质量比值 术后第 4周，颈椎脱

臼处死小鼠后取出心脏和肺脏，剪去心脏根部大

血管后，用无菌纱布将心脏中残余的血液清洁干

净，称量心脏和肺脏质量，测量左侧后肢胫骨长

度，计算心脏质量/术前体质量的比值（HW/BW，

mg/g）、心脏质量/胫骨长度的比值（HW/TL，mg/
mm）、肺脏质量/术前体质量的比值（HW/BW，mg/

g）、肺脏质量/胫骨长度的比值（HW/TL，mg/mm）
作为评价心肺功能的参数。

1.4.5 Q-PCR检测心肌内 hBNP、心肌肥厚标志物

和血管新生因子的mRNA水平 Trizo法提取心脏

总RNA，经超微量紫外分光光度计测定核酸浓度

及纯度。按照说明书利用随机引物进行 cDNA合

成，取一定量的 cDNA和特异性的引物使用Q-PCR
仪（Roche）进行目的基因扩增。引物序列如下。

human BNP：Forward 5’-AAGATGGTGCAAGGGT
CTGG-3’，Reverse 5’-GGCCACTGGAGGAGCTGA-
3’；mouse BNP：Forward 5’-GCTGTAACGCACTG
AAGTTGT-3’，Reverse 5’-ATCACTTCAAAGGTG
GTCCCAG-3’；mouse ANP：Forward 5’-GTGTC
ACCCACAACGTGC-3’，Reverse 5’-AGGGCCACA
TAGCACAGC- 3’ ； vascular endothelial growth
factor A（VEGFA）：Forward 5’- TATTCAGCGGA
CTCACCAGC- 3’，Reverse 5’- AACCAACCTCCT
CAAACCGT-3’；angiogenin Ⅰ（AngⅠ）：Forward
5’- GGTGTTTTGCTAAAGGGAG GA-3’，Reverse
5’GCTTCCATCTTCCCGGTGTT- 3’ ；GAPDH：

Forward 5’- GTTGTCTCCTGCGACT TCAAC- 3’，

Reverse 5’-GCTGTAGCCGTATTCATTGTCA-3’。
扩增条件：首次循环 95 ℃ 5 min，其后 45个循环：

95 ℃ 10 s，60 ℃ 10 s和72 ℃ 20 s。结果以GAPDH
为内参，基因表达倍数的改变表示。

1.4.6 Western blotting检测 hBNP和血管新生因子

的蛋白表达 术后第 4周，取小鼠心脏组织研磨

并提取蛋白，提取出的蛋白液利用BCA试剂盒测

定其浓度。取 20～30 μg 蛋白，在 6%~12%的

SDS-PAGE 进行凝胶电泳，然后以恒流 250 mA，

150 min转印至 PVDF膜，再使用 5%BSA室温下封

闭 1 h，结合按目标的分子质量大小将封闭好的

PVDF 膜 切 开 ，孵 育 以 相 应 的 抗 体 4 ℃ 过 夜

（GAPDH 1∶1 000；human BNP 1∶1 000；VEGFA 1∶
1 000；AngⅠ 1∶1 000）孵育过夜后以 0.1％TBST洗

膜，而后加入相应 HRP标记二抗于室温孵育 1 h，
再次使用 TBST洗 膜，使用ECL试剂发光并使用 x
线 胶 片 记 录 。 结 果 以 GAPDH 为 内 参 ，使 用

Quantity One软件分析。

1.4.7 免疫荧光法观察心肌组织内毛细血管 术

后第 4周，用 10％KCl溶液将心脏收集并固定于

40 g/L的多聚甲醛溶液中。将左心室组织的横切

片包埋于OCT中，在心脏中央的乳头肌水平切下
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6 μm厚的冰冻切片并固定于玻片上。PBS清洗 3
次后使用 0.1%的 Triton X-100处理 10 min。PBS
清洗 3次后以 10％BSA封闭 1 h 30 min后使用小

鼠的 CD31特异性一抗（1∶50）4 ℃孵育过夜。孵

育过夜后使用 PBS 清洗 3 次加入 Cy3 标记的荧

光二抗（1∶100）室温避光孵育 1 h 30 min 后，再

次使用 PBS 清洗 3 次，接着使用 DAPI 染细胞核

（1∶1 000）10 min，最后 PBS 清洗 3 次后取出玻

片，在荧光显微镜（Lacix；DMi8）20 × 20倍下拍摄

图像以观察毛细血管。为了确定毛细血管/心肌

细胞比值（capillary/myocyte）和毛细血管密度

（capillaries/mm2），我们随机选取了 12个视野，并

采用图像分析软件 Image-J进行计算。

1.5 统计学处理

全部实验均独立重复至少 3次，实验数据使

用 SPSS 13.0（SPSS Inc.，Chicago，IL，USA）进行统

计分析，数据以均数 ± 标准差表示（x ± s），两组间

均数差异性检验采用 t-test，多组间均数差异性检

验采用单因素方差分析（one-way ANOVA），再采

用Post Hoc多重检验方法进行两两检验，定义P <
0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 hBNP在C57/B6J小鼠体内的表达

为明确 AVV9 病毒载体是否成功转染 C57/
B6J小鼠，我们选用生理盐水（control）和携带GFP
基因的 AAV9-GFP对照病毒液分别转染小鼠，3
周后取心脏组织制作冰冻切片。与 control 组相

比，AAV9-GFP组小鼠的心肌组织于荧光显微镜

镜下可见心肌细胞呈自发绿色荧光，说明 AAV9
载体成功转染心肌组织（图 1A）。

在心力衰竭发生发展的过程中，鼠源性

mouse BNP（mBNP）基因转录被激活，作为心力衰

竭标志物之一鼠源性mBNP蛋白会增加［10］，所以

我们通过 AAV9转染系统编码人源性 hBNP基因

以区分鼠源性mBNP。为了解 hBNP在小鼠体内

mRNA转录和蛋白表达，在 AAV9-GFP对照病毒

液和AAV9-hBNP病毒液分别转染小鼠 3周后，我

们检测了 2组小鼠心肌组织内鼠源性mBNP和人

源性 hBNP的mRNA转录与蛋白表达的水平。首

先，我们观察到AAV9-GFP对照组与AAV9-hBNP
处理组鼠源性mBNP的mRNA转录水平未见明显

变化说明通过 AAV9转染入体内的人源性 hBNP
不影响鼠源性mBNP的表达（图 1B）。接着，我们

观察到在 AAV9-GFP对照组中 hBNP的mRNA转

录和蛋白几乎不表达（图 1C、D，P < 0.05），而 Q-
PCR检测AAV9-hBNP处理组中 hBNP 的mRNA转

录 水 平 增 加 超 过 3000 倍（图 1C，P < 0.05），

Western Boltting 检测该组中 hBNP 蛋白表达水平

增加超过 1.7倍（图 1D，P < 0.05）。以上 hBNP的

mRNA转录及蛋白表达水平的改变提示我们通过

AAV9-hBNP转染的方法在小鼠体内成功地实现

了 hBNP的表达。

2.2 BNP对压力负荷诱导的小鼠心力衰竭的影

响

2.2.1 心脏超声的改变 为了解BNP对小鼠心力

衰竭模型的心功能不全和心室扩张的作用，在假

手术（sham）或主动脉缩窄（AB）术后第 4周，我们

分析不同术式后 AAV9-GFP 对照组与 AAV9-
hBNP处理组的超声心动图参数。与 sham对照组

相比，AB 对照组的缩短分数（FS%）和射血分数

（EF%）明显降低（图 2A-C，P < 0.05），左心室舒张

末 期 内 径（LVEDd）、左 心 室 收 缩 末 期 内 径

（LVEDs）和左室舒张末期后壁厚度（LVPWd）明显

增加（图 2D-F，P < 0.05）。与AB对照组相比，AB
术后的 AAV9- hBNP 处理明显增加缩短分数

（FS%）和射血分数（EF%），提示小鼠心力衰竭模

型的心功能有所改善（图 2B、C，P < 0.05）；AB术

后的AAV9-hBNP处理组的左心室舒张末期内径

（LVEDd）、左心室收缩末期内径（LVEDs）和左室

舒张末期后壁厚度（LVPWd）也减少（图 2D-F，
P < 0.05），这提示小鼠心力衰竭模型的心室扩张

得到改善。

2.2.2 心脏、肺脏质量比值以及心肌肥厚标志物

的改变 为评价BNP对小鼠心力衰竭模型的心室

重构以及肺水肿的影响，在 sham或 AB术后第 4
周，我们分析不同术式后 AAV9-GFP 对照组与

AAV9-hBNP处理组的心脏、肺脏质量比值以及心

肌肥厚标志物（ANP）的改变。与 sham对照组相

比，AB 对照组的心脏质量/术前体质量（HW/
BW）、心脏质量/胫骨长度（HW/TL）、肺脏质量/术
前体质量（LW/BW）、肺脏质量/胫骨长度（LW/TL）
和 ANP 的 mRNA 转录水平显著增加（图 3A-E，
P < 0.05）。与AB对照组相比，AB术后的AAV9-
hBNP 处理降低 HW/BW、HW/TL 和 ANP 的 mRNA

刘帅烨，等 . 脑钠肽对压力负荷诱导的小鼠心力衰竭的影响及作用机制 513



中山大学学报（医学版） 第39卷

转录水平等指标说明小鼠心力衰竭模型的心室重

构得到改善（图 3A-B、E，P < 0.05）。同时，与AB
对照组相比，可以观察到AB术后的AAV9-hBNP
处理组的LW/BW和LW/TL也明显下降（图 3C、D，

P < 0.05），说明心力衰竭所致的肺水肿也得到了

缓解。

2.3 BNP对小鼠心力衰竭模型心肌组织内血管

新生的作用

2.3.1 毛细血管的改变 为了探索BNP改善心力

衰竭的机制是否与心肌内血管新生有关，在 sham
或 AB 术后第 4 周，我们检测不同术式后 AAV9-
GFP对照组与AAV9-hBNP处理组的心肌组织内

A：A representative alteration of green fluorescent protein（GFP）expressed by AAV9-GFP in hearts of C57/B6J mice at 3 weeks after transfec⁃
tion. Scale bar = 50 μm. B，C：Q-PCR analysis of the mRNA expression levels of mouse BNP and human BNP in C57/B6J mice transfected with
AAV9-GFP or AAV9-hBNP at 3 weeks，respectively. D：Representative Western blot and a semi-quantification of human BNP and GAPDH levels
in hearts of C57/B6J mice transfected with AAV9-GFP or AAV9-hBNP at 3 weeks. GADPH was used as an internal control. 1）P < 0.05 vs AAV9-
GFP group. n = 8.

图 1 hBNP在AAV9-hBNP转染C57/B6J小鼠心肌组织内的表达

Fig.1 Expression of hBNP in hearts of C57/B6J mice transfected with AAV9-hBNP
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A：Echocardiographic assessments in hearts of AAV9-GFP group or AAV9-hBNP group at 4 weeks after sham or AB surgery. B-F：The frac⁃
tional shortening（FS）% ，ejection fraction（EF）% ，left ventricular end- diastolic diameter（LVEDd），left ventricular end- systolic diameter
（LVEDs）and left ventricular end-diastolic posterior wall thickness（LVPWd）of AAV9-GFP group or AAV9-hBNP group at 4 weeks after sham or
AB surgery，respectively. 1）P < 0.05 vs sham + AAV9-GFP group；2）P < 0.05 vs AB + AAV9-GFP group. n = 5～7.

图 2 hBNP对压力负荷诱导的小鼠心力衰竭模型的心功能和心室结构的作用

Fig.2 Effect of hBNP treatment on cardiac function and ventricular structure in mice of pressure overload-induced heart
failure
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毛细血管密度（capillaries/mm2）和毛细血管/心肌

细胞比值（capillary/myocyte）。首先，我们评价心

肌组织内血管新生与心力衰竭的关系。与 sham
对照组相比，AB对照组的心肌组织内毛细血管密

度与毛细血管/心肌细胞比值明显降低（图 4A-C，
P < 0.05）。接着，我们了解 hBNP对小鼠心力衰竭

模型心肌组织内血管新生的作用。与AB对照组

相比，AB术后 hBNP处理组的心肌组织内毛细血

管密度和毛细血管/心肌细胞比值明显上调（图 4
A-C，P < 0.05）。我们的实验结果表明心肌组织

内血管新生的改变与心功能不全及心室重构的改

善呈现出一致性，这提示 hBNP改善心力衰竭的机

制与血管新生的上调有关。另外，我们还发现与

sham对照组相比，sham术后 hBNP处理组的心肌

组织内毛细血管密度与毛细血管/肌细胞比值也

明显上调（图 4 A-C，P < 0.05），这表明无论在正

常小鼠还是心力衰竭的小鼠中，hBNP都能促进心

肌组织内的血管新生。

2.3.2 血管新生因子的改变 为了进一步确认

BNP 与血管新生的关系，在 sham 或 AB 术后第 4
周，我们检测不同术式后 AAV9-GFP 对照组与

AAV9-hBNP处理组的心肌组织内血管新生因子

（AngⅠ，VEGFA）的表达水平。与 sham对照组对

比，AB 对照组心肌组织内 AngⅠ和 VEGFA 的

mRNA转录与蛋白表达水平明显下调（图 5A-D，

P < 0.05）。与AB对照组相比，AB术后 hBNP处理

组心肌组织内VEGFA和AngⅠ的mRNA转录以及

蛋白表达水平明显上调（图 5A-D，P < 0.05），进一

步提示 hBNP可能通过促进血管新生因子的表达

来调控血管新生，从而改善小鼠心力衰竭。同样，

我们观察到与 sham对照组相比，sham术后 hBNP
处理组的心肌组织内VEGFA，AngⅠ的表达均也

A-D：The ratios of heart weight/body weight（HW/BW），heart weight/tibia length（HW/TL），lung weight/body weight（LW/BW），lung weight/
tibia length（LW/TL）of AAV9-GFP group or AAV9-hBNP group at 4 weeks after sham or AB surgery，respectively. E：Q-PCR analysis of the
mRNA expression level of cardiac hypertrophic maker mouse ANP in hearts of AAV9-GFP group or AAV9-hBNP group at 4 weeks after sham or AB
surgery. 1）P < 0.05 vs sham + AAV9-GFP group；2）P < 0.05 vs AB + AAV9-GFP group. n = 5～7.

图 3 hBNP对压力负荷诱导的小鼠心力衰竭模型的心室重构和心肌肥厚的作用

Fig.3 Effect of hBNP treatment on ventricular remodeling and hypertrophy in mice of pressure overload-induced heart
failure
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A: Representative images of CD31-stained capillaries in cardiac sections of AAV9-GFP group or AAV9-hBNP group at 4 weeks after sham or
AB surgery. Scale bar = 50 μm. B，C: Quantitative analysis of the ratio of capillary density（capillaries/mm2）and capillary/myocyte in the hearts of
AAV9-GFP group or AAV9-hBNP group at 4 weeks after sham or AB surgery，respectively. 1）P < 0.05 vs sham + AAV9-GFP group；2）P < 0.05
vs AB + AAV9-GFP group. n =5～7.

图 4 hBNP对压力负荷诱导的小鼠心力衰竭模型心肌组织内毛细血管的作用

Fig.4 Effect of hBNP treatment on cardiac capillaries in mice of pressure overload-induced heart failure
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上调（图 5A-D，P < 0.05），这与心肌组织内毛细血

管密度和毛细血管/心肌细胞比值的变化一致。

3 讨 论

虽然大量的基础研究表明，BNP具有抑制心

肌肥厚［6］、心肌纤维化［12］和改善心室重构［7］等多

种心血管保护作用及调节血管新生作用［9］，但是

目前关于BNP对压力负荷诱导的小鼠心力衰竭的

作用及机制还未见报道。另外，血管新生减少是

心力衰竭发生发展的重要机制，以及既往有研究

发现促进血管新生能改善压力过负荷诱导的左室

功能减退［13］。目前 BNP是否通过调控血管新生

而对心力衰竭产生作用也尚未见文献报道。因
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A，B：Q-PCR analysis of the mRNA expression levels of angiogenic factors AngⅠ and VEGFA in hearts of AAV9-GFP group or AAV9-hBNP
group at 4 weeks after sham or AB surgery，respectively. B，C：Representative Western blots and semi-quantification of Ang 1，VEGFA and GAP⁃
DH levels in hearts of AAV9-GFP group or AAV9-hBNP group at 4 weeks after sham or AB surgery，respectively. GADPH was used as an internal
control. 1）P < 0.05 vs sham + AAV9-GFP group；2）P < 0.05 vs AB + AAV9-GFP group. n = 5～10.

图 5 hBNP对压力负荷诱导的小鼠心力衰竭模型心肌组织内血管新生因子的作用

Fig.5 Effect of hBNP treatment on cardiac angiogenic factors in mice of pressure overload-induced heart failure
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（F = 48.63，P < 0.0001） （F = 56.81，P = 0.0003）

此，本研究利用AAV9-hBNP转染小鼠促进其体内

持久且恒定地表达 hBNP，在通过主动脉缩窄术构

建压力负荷诱导的小鼠心力衰竭模型的基础上，

来阐明BNP对压力负荷诱导的小鼠心力衰竭的影

响和作用机制。

我们的研究结果发现通过AAV9-hBNP转染

C57/B6J小鼠后成功促进体内 hBNP的表达，并且

hBNP能明显改善小鼠心力衰竭模型的心功能不

全和心室重构［7］。更重要的是，我们发现 hBNP可

能通过促进血管新生因子的表达来调控血管新生

从而改善心力衰竭。本实验仅在压力负荷诱导的

小鼠心力衰竭模型上完成，未在细胞水平上证实，

这是本实验最大的局限性，需要后续进一步在细

胞水平上验证。
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在我们的实验中显示 hBNP可以显著增加小

鼠心力衰竭模型的缩短分数（FS%）和射血分数

（EF%），降低左心室舒张末期内径（LVEDd）、左心

室收缩末期内径（LVED）和左室舒张末期后壁厚

度（LVPWd），这说明 hBNP明显改善压力负荷诱

导的小鼠心力衰竭模型的心功能不全和心室扩

张。另外，我们的实验中显示 hBNP可以逆转小鼠

心力衰竭模型的心脏质量/术前体质量（HW/
BW）、心脏质量/胫骨长度（HW/TL）、肺脏质量/术
前体质量（LW/BW）、肺脏质量/胫骨长度（LW/TL）
以及肥厚标志物ANP的mRNA转录水平的变化，

进一步说明 hBNP改善压力负荷诱导的小鼠心力

衰竭模型的心室重构和肺水肿。这与我们以往研

究结果类似，我们既往研究表明BNP可以抑制心

肌梗死后心功能的恶化和心室重塑［7］。因此，我

们的实验结果表明BNP可以改善压力负荷诱导的

小鼠心力衰竭。

在我们的实验中显示在压力负荷诱导的小鼠

心力衰竭模型中，心肌组织内血管新生明显下

降。这与以往的研究类似，Tsagalou等［14］在临床

研究中发现心力衰竭患者心肌组织内血管新生明

显低于健康个体。我们实验显示小鼠心力衰竭模

型心肌内毛细血管密度的降低程度大于毛细血

管/心肌细胞比值，我们考虑这是因为当心室内毛

细血管总数目减少的同时，根据以往的研究［15］得

知压力负荷也会增加心肌细胞横截面积从而增大

心室的总面积，这使得毛细血管密度的降低程度

更明显。另外，我们的实验通过AAV9-hBNP转染

后，显示 hBNP明显促进小鼠心力衰竭模型心肌组

织内血管新生。这与以往的研究类似，Yamahara
等［9］研究 BNP转基因小鼠后肢局部缺血时，发现

BNP可以有效地加速新生血管的形成，从而修复

血管的生成。但Moilanen等［2］在研究通过腺病毒

转染 hBNP作用于心肌梗死模型后，发现心肌内毛

细血管密度和毛细血管面积没有明显差异。这其

中差异可能主要源于使用 hBNP治疗的持续时间

不同。在Moilane等研究的心肌梗死模型中，心脏

组织在 hBNP作用 1周或 2周时被收集；而在我们

的研究中，先使用AAV9-hBNP转染小鼠 3周，再

行主动脉缩窄术构建心衰模型，造模 4周后才收

集心脏组织。所以，hBNP对Moilanen等研究的心

梗模型心肌内血管新生未产生明显影响可能是

BNP持续治疗时间的不足造成。

在我们的研究中，hBNP促进小鼠心衰模型心

肌组织内血管新生，伴随着心室重塑和心功能不

全的改善。在小鼠心衰模型中，BNP对心肌内血

管新生的调控作用与心功能不全及心室重构的变

化呈现一致性，因此我们考虑BNP改善心衰的机

制可能与血管新生有关。

血管内皮生长因子（VEGFA）是一种内皮细

胞有丝分裂原，在血管新生和血管生长中都起着

重要作用［16］。在 Izumiya等［1］研究中阻断压力负

荷诱导的小鼠心肌肥厚模型VEGFA的表达后，降

低了心肌内毛细血管密度，同时加速了收缩功能

障碍、心室扩大和心肌重塑。同样，既往还有研究

表明血管新生相关转录因子基因敲除的小鼠在肥

厚刺激下更容易出现心力衰竭，而且这种失代偿

可以被血管新生因子VEGFA部分逆转［17］。与以

往的研究相似，我们的研究发现 hBNP在改善心力

衰竭的同时，可以上调小鼠心衰模型心肌内

VEGFA的表达。这进一步提示 BNP可能通过促

进血管新生发挥改善心力衰竭的作用 。

血管生成素Ⅰ（AngⅠ）是促血管成熟的内皮

细胞特异性调节因子，不仅对心血管的发育至关

重要，而且在治疗心脏病的过程中发挥着日益重

要的作用［18-19］。在 Dallabrida等［18］的研究中显示

在盐酸苯肾上腺素（PE）诱导的小鼠心肌肥厚模

型中，上调AngⅠ的表达促进血管新生能发挥心

脏保护作用。与前人的研究类似，我们的研究发

现 hBNP也能明显上调小鼠心力衰竭模型心肌内

AngⅠ的表达。另外，我们的研究显示 hBNP还能

提高普通小鼠心肌内 VEGFA和 Ang1的表达，这

与我们在 hBNP处理普通小鼠后观察到其心肌内

毛细血管密度、毛细血管/心肌细胞比值的变化一

致，进一步表明BNP可能通过促进血管新生因子

的表达来调控血管新生，从而改善小鼠心力衰竭。

综上所述，我们的研究发现 BNP可能通过促

进血管新生因子的表达调控心肌内血管新生，从

而改善心力衰竭。在临床上，BNP目前可用来治

疗急性心力衰竭的症状［20］。我们的研究结果阐

明了 BNP 对心肌组织内血管新生的调控以及其

在改善心衰中所起的作用。这为 BNP未来作为

临床上治疗慢性心力衰竭的药物提供了新的理

论依据。
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