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犆犅犛ｍＲＮＡ在自发性高血压大鼠脑组织中的表达和分布
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（甘肃省第二人民医院检验科，甘肃兰州７３００００）

　　摘　要：目的　探讨自发性高血压大鼠（ＳＨＲ）脑组织胱硫醚β合酶（ＣＢＳ）的表达及分布情况。方法　选择ＳＤ（ＳｐｒａｇｕｅＤａｗ

ｌｅｙ）大鼠和ＳＨＲ各８只，采用逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）和ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术检测其大脑皮层、小脑、延髓、下丘脑、海马组

织犆犅犛ｍＲＮＡ的表达。结果　ＲＴＰＣＲ检测，ＳＨＲ下丘脑、海马、小脑、大脑皮层及延髓组织的犆犅犛ｍＲＮＡ表达水平分别为

０．９３±０．０１、０．０９±０．０３、０．３６±０．０６、０．０７±０．０１及０．３９±０．０２，显著低于ＳＤ大鼠（犘＜０．０５）。ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测，ＳＤ大鼠脑

组织犆犅犛ｍＲＮＡ的表达水平从高到低依次为大脑皮层、海马、延髓、下丘脑、小脑。ＳＨＲ脑组织犆犅犛ｍＲＮＡ的表达从高到低依

次为下丘脑、延髓、大脑皮层、海马及小脑。ＳＨＲ脑组织犆犅犛ｍＲＮＡ的表达水平低于ＳＤ大鼠（犘＜０．０５）。结论　ＳＨＲ脑组织

中犆犅犛ｍＲＮＡ的表达下调，可能通过中枢机制参与高血压的发病。
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　　硫化氢是一种无色、有臭鸡蛋气味的高水溶性气体，最初

被认为能通过抑制呼吸中枢而致人死亡［１］。１９８９年在牛、鼠

和人等哺乳动物脑中发现有较高浓度的内源性硫化氢存在

（５０～１６０ｍｍｏｌ／Ｌ）。内源性硫化氢由Ｌ半胱氨酸在胱硫醚β
合酶 （ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅｂｅｔａｓｙｎｔｈａｓｅ，ＣＢＳ）、胱 硫 醚γ裂 解 酶

（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅγｌｙａｓｅ，ＣＳＥ）及半胱氨酸转移酶的催化下而产

生，具有抑制平滑肌细胞增殖、舒张血管等多种生理功能［２］。

在中枢神经系统内，硫化氢能通过选择性增强 Ｎ甲基Ｄ天氡

氨酸（ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄ，ＮＭＤＡ）受体介导的反应，易化

海马的长时程动作电位，调节下丘脑促肾上腺皮质激素释放激

素（ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＣＲＨ）的释放，松弛脑血管

平滑肌，抗氧化应激等［３５］。笔者前期研究表明，内源性硫化氢

可能通过中枢机制参与心血管活动的调节［６８］，推测高血压状

态下，脑组织内局部硫化氢浓度的改变可能参与了高血压发

病，但有关自发性高血压大鼠（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒａｔ，

ＳＨＲ）脑内ＣＢＳ的表达情况尚未见文献报道。因此，本实验采

用逆转录聚合酶链反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ

ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）和ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测犆犅犛ｍＲＮＡ在ＳＨＲ

脑组织中的分布及表达情况，为探讨脑组织犆犅犛ｍＲＮＡ表达

水平的改变是否参与高血压的发病提供依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物　清洁级成年雄性ＳＤ（ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ）大鼠

和ＳＨＲ各８只，分别购自甘肃中医学院实验动物中心［动物许

可证：ＳＣＸＲ（甘）２００５０００７］和北京维通利华实验动物技术有

限公司［动物许可证：ＳＣＸＫ（京）２００２０００３］。

１．２　主要试剂与仪器　主要试剂：ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、鸟类成髓细

胞性白血病病毒（ａｖｉａｎｍｙｅｌｏｂｌａｓｔｏｓｉｓｖｉｒｕｓ，ＡＭＶ）逆转录酶、

ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ、Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８引物、ＴａＫａＲａＳＹＢＲＥｘＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒均购自大连宝生物有限公司；引物由大

连宝生物有限公司设计合成。主要仪器：ＳｔｒａｔａｇｅｎｅＭｘ３０００Ｐ

实时荧光定量ＰＣＲ仪（美国Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司）、ＲＭ６２４０生物信

号采集处理系统（成都仪器厂）。

１．３　血压、心率的测定　准确称量大鼠质量后，腹腔注射戊巴

比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）麻醉，右股动脉、股静脉插管，动脉导管连

接压力传感器并通过ＲＭ６２４０生物信号采集处理系统监测血

压和心率，记录２０ｍｉｎ。用颈椎脱臼法处死，于冰盒上迅速分

离大脑皮层、小脑、延髓、下丘脑、海马组织，置－８０℃冰箱保

存备用。血压以平均动脉压（ｍｅａｎａｒｔｅｒｉａｌｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＭＡＰ）表

·３４２１·国际检验医学杂志２０１４年５月第３５卷第１０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１０



示，ＭＡＰ＝舒张压＋（收缩压舒张压）÷３。

１．４　脑组织犆犅犛ｍＲＮＡ的ＲＴＰＣＲ检测　取－８０℃冰箱冻

存标本，称质量，加入ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ进行匀浆，经氯仿、异丙醇

过滤、沉淀后，提取总ＲＮＡ，以此为模板，用Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８引物、

ＡＭＶ逆转录酶合成ｃＤＮＡ。ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）：犜犪狇聚合

酶０．２５μＬ，ＭｇＣｌ２２．５μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ

４．０μＬ，模板ＤＮＡ１．０μＬ，目的基因及甘油醛３磷酸脱氢酶

（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）基因上、

下游引物各０．５μＬ，加灭菌蒸馏水至２５μＬ。反应条件：９４℃

预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，

共３０个循环。ＰＣＲ产物经１．５％琼脂凝胶电泳，采用凝胶成

像系统扫描，并进行定性分析。

１．５　脑组织犆犅犛ｍＲＮＡ的ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测　ＲＮＡ提取

及逆转录同 ＲＴＰＣＲ。ＰＣＲ反应体系：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇

１２．５μＬ，ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅⅡ（５０×）０．５μＬ，模板 ＤＮＡ

１．０μＬ，上、下游引物各０．５μＬ，加水至２５μＬ。反应条件：

９５℃预变性２ｍｉｎ，９５℃变性１０ｓ，６３℃退火２０ｓ，７２℃延伸

３０ｓ，共４０个循环，引物序列见表１。通过分析融解曲线和扩

增曲线确认目的基因和内参基因的Ｃｔ值及ＰＣＲ反应的特异

性；采用２ΔΔＣｔ法［ΔＣｔ＝Ｃｔ目的基因－ＣｔＧＡＰＤＨ，ΔΔＣｔ＝ΔＣｔ实验组－

ΔＣｔ对照组］分析犆犅犛的相对表达水平，将ＳＤ大鼠的表达水平

视作“１”，进行样品间相对表达水平的比较
［９］。

表１　　ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应引物

基因 引物
循环

数

片段

大小（ｂｐ）

犆犅犛 Ｆ：５′ＴＣＡＴＣＣＴＧＣＣＣＧＡＣＴＣＴＧＴＧ３′ ４０ １４８

Ｒ：５′ＧＧＴＧＣＴＧＡＴＡＧＧＣＴＣＡＧＣＴＣＴＴＧ３′４０

犌犃犘犇犎 Ｆ：５′ＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＴＧ３′ ４０ １４３

Ｒ：５′ＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＡ３′ ４０

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，组间比较采用单样本狋检验，以α＝０．０５

为检验水准，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＳＤ大鼠和ＳＨＲ的血压和心率　ＳＤ大鼠、ＳＨＲ的血压

分别为（１０５．０７±６．１４）、（１５３．３９±５．２３）ｍｍＨｇ，其心率分别

为（３９８．７７±２５．２９）、（４０２．４４±２６．３６）次／ｍｉｎ。ＳＨＲ血压显

著高于ＳＤ大鼠（犘＜０．０５），但二者心率的差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。

２．２　ＳＤ大鼠和ＳＨＲ脑组织犆犅犛ｍＲＮＡ的表达

２．２．１　ＲＴＰＣＲ检测　ＳＤ大鼠和ＳＨＲ下丘脑、海马、小脑、

大脑皮层及延髓组织的 ＲＴＰＣＲ检测均显示单一扩增产物，

提示二者上述组织中均有犆犅犛ｍＲＮＡ表达，片段长度与目的

产物相符，且ＳＤ大鼠脑组织电泳条带的亮度明显高于ＳＨＲ，

见图１。

２．２．２　ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测　设ＳＤ大鼠下丘脑、海马、小脑、

大脑皮层及延髓组织的犆犅犛ｍＲＮＡ表达水平为“１”，ＳＨＲ上

述组织的犆犅犛ｍＲＮＡ表达水平分别为０．９３±０．０１、０．０９±

０．０３、０．３６±０．０６、０．０７±０．０１及０．３９±０．０２，后者显著降低，

二者差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．３　ＳＤ大鼠脑组织犆犅犛ｍＲＮＡ的分布和表达　以ＳＤ大鼠

下丘脑犆犅犛ｍＲＮＡ的表达作为对照，将其表达水平设为“１”，

然后与其他脑组织犆犅犛ｍＲＮＡ的表达进行比较。ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ结果显示：ＳＤ大鼠海马、大脑皮层、延髓组织犆犅犛ｍＲＮＡ

的表达水平分别为４．６３±０．０３、１０．９０±０．０９、１．９９±０．０１，其

中以大脑皮层的表达水平最高，差异均有统计学意义（犘＜

０．０５），而小脑犆犅犛ｍＲＮＡ的表达水平较低（０．８６±０．０１，犘＜

０．０５）。提示ＳＤ大鼠脑组织犆犅犛ｍＲＮＡ的表达水平从高到

低依次为：大脑皮层、海马、延髓、下丘脑、小脑。

２．４　ＳＨＲ脑组织犆犅犛ｍＲＮＡ的分布和表达　以ＳＨＲ下丘

脑犆犅犛ｍＲＮＡ的表达作为对照，将其表达水平设为“１”，然后

与其他脑组织犆犅犛ｍＲＮＡ的表达进行比较。ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

结果显示：ＳＨＲ海马、延髓、皮层和小脑组织犆犅犛ｍＲＮＡ的表

达水平分别为０．５０±０．０６、０．８３±０．０３、０．７９±０．０１及０．３３±

０．０５，其中以小脑的表达最低（０．３３±０．０５，犘＜０．００１）。

　　１：ＳＤ大鼠；２：ＳＨＲ；Ａ：下丘脑组织；Ｂ：海马组织；Ｃ：小脑组织；Ｄ：

大脑皮层组织；Ｅ：延髓组织。

图１　　ＳＤ大鼠及ＳＨＲ脑组织的ＲＴＰＣＲ检测

３　讨　　论

内源性硫化氢是继一氧化氮和一氧化碳之后发现的气体

信号分子，由ＣＢＳ、ＣＳＥ和半胱氨酸转移酶催化产生，中枢神

经系统内硫化氢主要通过ＣＢＳ代谢产生，且ＣＢＳ的表达具有

组织特异性［２］。本实验结果表明，正常大鼠及ＳＨＲ脑组织中，

延髓、下丘脑、海马、小脑、大脑皮层等部位均有犆犅犛ｍＲＮＡ

的表达。ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果进一步提示，犆犅犛ｍＲＮＡ在正常

大鼠脑组织内的表达从高到低依次为大脑皮层、海马、延髓、下

丘脑及小脑，ＳＨＲ脑组织犆犅犛ｍＲＮＡ的表达从高到低依次为

下丘脑、延髓、大脑皮层、海马及小脑。ＳＨＲ脑组织各部位

犆犅犛ｍＲＮＡ的表达水平均低于ＳＤ大鼠，尤其是大脑皮层、海

马、小脑和延髓。因ＳＨＲ大脑皮层和海马犆犅犛ｍＲＮＡ表达

降低而产生的生理学意义有待进一步研究。

延髓是心血管活动的基本中枢。头端延髓腹外侧区（ｒｏｓ

ｔｒａｌｖｅｎｔｒｏｌａｔｅｒａｌｍｅｄｕｌｌａ，ＲＶＬＭ）及所含的前交感神经元不仅

接受尾端延髓腹外侧区和下丘脑室旁核等多个心血管中枢的

传入，同时发出纤维与脊髓中间外侧柱交感节前神经元发生单

突触联系，以控制外周的交感神经活动，是中枢交感输出的最

后共同通路［１０］。孤束核是压力感受性反射的第一个接替核，

接受颈动脉窦和主动脉弓传入神经的信号传递，在压力感受性

反射中起重要作用［１１］。以往研究表明，在ＳＤ大鼠或ＳＨＲ侧

脑室注射硫化氢供体———氢硫化钠，能通过抑制ＲＶＬＭ 烟酰

胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＮＡＤＰＨ）氧化酶的活性、减少活性氧的生成或开放

ＡＴＰ敏感性钾通道（ＡＴＰｓｅｎｓｉｔｉｖｅＫ＋ｃｈａｎｎｅｌｓ，ＫＡＴＰ），而产

生降低大鼠血压和心率的心血管效应［６７，１２］。升高大鼠孤束核

内硫化氢浓度（孤束核注射微量氢硫化钠或Ｓ腺苷蛋氨酸），

能够通过开放ＫＡＴＰ或激动谷氨酸受体机制降低血压和减慢

心率［８］。上述结果表明，硫化氢通过延髓机制调节心血管活

动。本实验结果提示，犆犅犛ｍＲＮＡ在正常大鼠和ＳＨＲ延髓中

均有分布，且ＳＨＲ延髓组织犆犅犛ｍＲＮＡ的（下转第１２４７页）
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抵抗。ＨＨＥＸＩＤＥ基因区域是一个跨度为２９５ｋｂ的基因组

区域，包含多个 Ｔ２ＤＭ 相关ＳＮＰ，涉及 犎犎犈犡、犓犐犉１１、犐犇犈

基因。其中，ＨＨＥＸ基因编码含同源框的转录因子，高表达于

胚胎及成熟的胰腺中，其转录受 Ｗｎｔ信号通路调控；犎犎犈犡

基因敲除小鼠还可出现胰腺发育缺陷；而犐犇犈基因则编码一

种细胞间金属肽酶，其降解产物包括胰岛素和多种淀粉样蛋白

等。犆犇犓犖２犃和犆犇犓犖２犅 基因位于９号染色体（９ｑ２１），分

别编码Ｐ１６ＩＮＫ４ａ和Ｐ１５ＩＮＫ４ｂ蛋白，这２种蛋白均高表达于

胰岛细胞中。动物模型研究显示，Ｐ１６ＩＮＫ４ａ蛋白的过度表达

将导致胰岛细胞分裂能力的降低；同样，Ｐ１５ＩＮＫ４ｂ异常高表

达也可引起小鼠胰岛发育不全并出现糖尿病症状。本研究发

现，犆犇犓犖２犃犆犇犓犖２犅（ｒｓ１０８１１６６１）、犜犆犉７犔２（ｒｓ７９０３１４６）及

犎犎犈犡犐犇犈（ｒｓ１１１１８７５）这３个ＳＮＰ检测位点的基因分布差

异无统计学意义，与Ｓｈａａｔ等
［６］及Ｃｈｏ等

［１０］的研究结果并不

一致，也许与样本数量及地域差异有关，另外，在 犜犆犉７犔２

（ｒｓ７９０３１４６）的基因分型中，Ｔ的等位基因携带率极小，检验效

能无法保证，也可能与结果差异有一定关系。因此，接下来的

研究应尽可能增大样本量及样本分布地区，进一步完善数据，

为ＧＤＭ的易感基因调查提供更全面、可靠的分析。

糖尿病是威胁人类健康的重要疾病之一，其持续增长的流

行病趋势构成严重的全球性公共卫生问题。因此，通过对基因

多态性与ＧＤＭ易感性关系的研究，阐明基因型和表型之间的

联系，对认识ＧＤＭ 的发生机制，进一步阐明其发病的分子遗

传学机制，预测转归具有重要意义，并为个性化治疗奠定坚实

的理论基础，可有效改善妊娠结局，减少产科合并症的发生，避

免或延缓ＧＤＭ发展为Ｔ２ＤＭ。
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表达水平明显低于正常大鼠，提示内源性硫化氢在延髓组织局

部产生减少，可能与高血压发病有一定的关联。

综上所述，本实验研究表明，正常大鼠及ＳＨＲ脑组织中

均有犆犅犛ｍＲＮＡ表达，且ＳＨＲ脑组织中犆犅犛ｍＲＮＡ的表达

均下调，提示脑组织内源性硫化氢生成减少可能通过延髓等中

枢机制参与高血压的发病。
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