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项目名称：下丘脑室旁核神经递质在心血管疾病中的作用机制研究
完成单位：西安交通大学、西北农林科技大学
完成人：康玉明、于晓静、齐杰、李迎、李宏宝、贺娟、王进义、刘进军、高红丽、苏青、张燕
项目简介：1．所属科学技术领域：本研究属于基础医学领域的病理生理学范畴，研究方向为下丘脑室旁核神经递质在心血管疾病中的作用机制。
2．主要研究内容：本研究应用植入式无线遥测系统、分子生物学和免疫组化等实验技术，对下丘脑室旁核神经递质在心血管疾病中的作用及其机制进行了深入研究。本研究经双侧室旁核或外周给予高血压模型动物炎性细胞因子抑制剂、中药提取物等药物，采用植入式无线遥测系统记录血压和肾交感神经活动，检测室旁核肾素-血管紧张素系统(RAS)组分、神经递质、NF-κB、炎性细胞因子(PICs)、活性氧簇(ROS)的变化，观察血压等指标变化，探讨心血管疾病时室旁核活动增强，交感神经活动改变与血压变化的机制；从整体、离体以及细胞和分子水平探讨下丘脑室旁核神经递质在心血管疾病中的作用及其机制。
3．研究成果：本研究发现下丘脑室旁核活性氧簇增多引起NF-κB活性增强、炎细胞因子增多、肾素-血管紧张素系统激活，导致神经递质失平衡，引起交感神经活动增强；高血压时室旁核兴奋性神经递质与抑制性神经递质失平衡，炎性细胞因子和抗炎细胞因子失平衡以及活性氧簇的生成增多并伴有外周交感神经活动增强；采用双侧室旁核慢性给药的方法，发现：（1）高盐饮食会导致PVN神经递质失衡，从而增加血压和交感神经活动。而使用盐敏感大鼠的研究中发现，交配、怀孕和哺乳期间母体高盐饮食摄入会影响后代平均动脉压（MAP），并提高后代PVN中p-Src、促炎细胞因子和兴奋性神经递质的水平。双侧PVN输注c-Src抑制剂结合母体高盐饮食可降低后代的MAP，并改善后代PVN中抑制性神经递质的水平，这恢复了雄性后代中兴奋性抑制性神经传递素的平衡。（2）黄连素（BBR）广泛应用于高血压等心血管疾病的临床治疗，我们发现BBR可通过影响中枢神经系统来减轻高血压。两肾一夹（2K1C）肾血管性高血压大鼠显示出较高的平均动脉压和血浆去甲肾上腺素（NE）水平、PVN NOX2、NOX4、Erk1/2和iNOS水平以及较低的铜/锌超氧化物歧化酶（Cu/Zn-SOD）水平。慢性输注BBR可降低MAP、血浆NE水平，降低NOX2、NOX4、Erk1/2、iNOS，并诱导PVN中Cu/Zn-SOD表达，BBR通过ROS/Erk1/2/iNOS途径减轻2K1C肾血管性高血压大鼠的高血压和交感神经兴奋。（3）盐诱导高血压大鼠的平均动脉压、肾交感神经活性（RSNA）和血浆NE、白介素-6、白介素-1β、肿瘤坏死因子α和单核细胞趋化蛋白-1的水平升高，以及PVN中gp91phox的表达和超氧化物的产生升高。向高血压大鼠的双侧PVN中微量注射Ang-（1-7）拮抗剂A-779不仅降低了MAP、RSNA和NE，还降低了PVN中的PICs和氧化应激，表明盐诱导高血压中MAP和交感神经活性的增加可以通过调节PICs和氧化应激、阻断PVN中内源性Ang-（1-7）来抑制。（4）α-硫辛酸（ALA）被广泛认为具有强大的超氧化物抑制特性，我们发现补充ALA能减轻高盐诱导高血压模型鼠下丘脑脑室旁核（PVN）的氧化应激，从而降低交感神经活性和动脉压。高盐摄入导致肾交感神经活性（RSNA）和平均动脉压（MAP）升高并且室旁核中超氧化物、gp91（phox）、gp47（phox，NAD（P）H氧化酶的亚基）、血管紧张素转换酶（ACE）、血管内皮素II 1型受体（AT1-R）、白介素-1β（IL-1β）、白细胞介素-6（IL-6）水平较高，白介素-10（IL-10）和铜/锌超氧化物歧化酶（Cu/Zn-SOD）水平较低。与高盐诱导的高血压大鼠相比，ALA治疗显著降低了超氧化物、gp91（phox）、gp47（phox、ACE、AT1-R、IL-1β和IL-6的水平，增加了IL-10和Cu/Zn-SOD的水平，并降低了MAP和RSNA。这些发现表明，补充ALA可以通过改善超氧化物抑制特性、抑制RAS的激活以及恢复PVN中促炎细胞因子和抗炎细胞因子之间的平衡，从而显著降低高盐高血压患者的交感神经活性和动脉压。（5）Salusinβ是一种新发现的生物活性肽，具有外周降压、促分裂和促动脉粥样硬化作用。我们发现，在SHR的孤束核（NTS）中双侧或单侧微量注射salusinβ（0.4-40pmol）以剂量依赖的方式降低了平均动脉压和心率，且该过程与神经递质GABA的A型受体有关。NTS内双侧微量注射salusinβ（4pmol）可改善SHR的压力反射敏感性功能。在SHR的NTS中预处理谷氨酸受体拮抗剂犬尿酸（5nmol）不会改变salusinβ（4pmol）诱导的低血压和心动过缓。同样，双侧迷走神经切断术也不会改变salusinβ（4pmol）引起的低血压和心动过缓。然而，在SHR的延髓头端腹外侧（RVLM）内用GABAA受体激动剂muscimol（100 pmol）预处理几乎完全消除了NTS内salusinβ（4 pmol）诱发的低血压和心动过缓。这些结果表明，通过抑制SHR RVLM中前交感神经神经元的活动，向NTS中微量注射salusinβ可产生低血压和心动过缓，并改善压力反射敏感性功能。（6）大脑中的肾素-血管紧张素系统（RAS）参与高血压的发病机制。我们发现抑制PVN中血管紧张素转换酶（ACE）可通过恢复神经递质和细胞因子来减轻血管紧张素II（ANG II）诱导的高血压。大鼠皮下输注ANG II或盐水可导致平均动脉压升高和心肌肥厚，PVN中谷氨酸、去甲肾上腺素、酪氨酸羟化酶、促炎细胞因子（PICs）和趋化因子单核细胞趋化蛋白-1水平较高，γ-氨基丁酸、白介素（IL）-10和67kDa同种型谷氨酸脱羧酶（GAD67）含量较低，以及较低的血浆IL-10和较高的肾交感神经活性。而双侧PVN输注ACE抑制剂依那普利（ENL，2.5μg/h）减弱了这些变化。这些结果表明，ANG II输注导致PVN中兴奋性神经递质和抑制性神经递质之间的失衡以及促炎细胞因子和抗炎细胞因子之间的失衡，而在PVN中抑制RAS可恢复PVN中的神经递质和细胞因子平衡，从而减轻ANG II诱导的高血压和心脏肥大。（7）高血压会增加心脏负荷引起高血压性心脏病和冠状动脉硬化性心脏病。我们利用微流控芯片技术建立了一种体外受损心肌模型，同时还可以模拟体内细胞移植过程，用于监测骨骼肌成肌细胞与缺氧损伤心肌细胞之间相互作用。首先用羟基氰酯-3-氯苯基腙（FCCP）构建心肌缺氧损伤的模型，然后将成肌细胞L6与缺氧损伤的心肌细胞H9c2进行共同培养，通过细胞形态学、细胞肌动蛋白、细胞膜电位等分析对细胞直接和间接共培养及心肌细胞的修复情况进行研究。结果表明，骨骼成肌细胞主要通过细胞间的直接相互作用修复缺氧损伤的心肌细胞。这是一种利用微流控芯片在体外模拟受损心肌细胞修复过程的模型，为体外模拟体内微环境研究心肌梗塞发生、治疗机理及药物筛选等提供了新思路和研究平台。（8）PVN中的血管紧张素II 1型受体（AT1-R）和核因子κB（NF-κB）在心力衰竭（HF）中起重要作用，然而AT1-R和NF-κB参与HF交感神经兴奋的中枢机制尚不清楚。本成果中我们确定了PVN中AT1-R和NF-κB之间的相互作用可调节神经递质平衡、并促进HF时NAD（P）H氧化酶依赖性氧化应激、使交感神经过渡兴奋。使用的实验方法是向心肌梗死（MI）模型大鼠双侧PVN输注溶媒、氯沙坦（LOS，10μg/h）（AT1-R拮抗剂），或吡咯烷二硫代氨基甲酸酯（PDTC，NF-κB抑制剂，5μg/h）。与SHAM大鼠相比，MI大鼠的PVN中谷氨酸（Glu）、去甲肾上腺素（NE）和NF-κB p65活性水平较高，γ-氨基丁酸（GABA）水平较低，磷酸化IKKβ和gp91（phox）阳性神经元较多。MI大鼠还具有较高水平的肾交感神经活性（RSNA）和血浆促炎细胞因子（PIC）、NE和肾上腺素。输注LOS或PDTC减轻了MI大鼠PVN中GABA的降低程度和gp91（phox）、NF-κB活性、Glu和NE的增加程度，同时使MI大鼠RSNA降低、血浆PICs、NE和肾上腺素增加。这些发现表明，PVN中AT1受体和NF-κB之间相互作用并通过调节神经递质平衡促进氧化应激和交感神经兴奋，加重心力衰竭中的各类症状。
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