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氯喹在血管紧张素 II 诱导的小鼠血管重塑中的作用

田孝祥，赵晓杰，刘丹，张艳，屈莉莉，吴鹏，何廉旗

(沈阳军区总医院心血管病研究所心内科，沈阳 110016)

[摘　要] 目的：探讨氯喹(chloroquine，CQ)对血管紧张素II(angiotensin II，AngII)诱导的小鼠血管重塑的

作用及可能机制。方法：将32只8周龄雄性C57 BL/6小鼠随机分为4组，分别为对照组、AngII处理

组、AngII+CQ低剂量组及AngII+CQ高剂量组，每组8只。对照组不做任何处理，AngII组通过皮

下埋置微渗透泵持续给予AngII，剂量为490 ng/(kg·min)。AngII+CQ低剂量及高剂量组小鼠在接受

AngII基础上，按10 mg/(kg·d)及50 mg/(kg·d)剂量每天腹腔注射CQ。各组处理时间均为28 d。分

别在第0，3，7，14，21及28天用尾套法测定各组小鼠血压及心率。在第28天时处死小鼠，取主动

脉，采用HE染色及Masson染色评价主动脉血管重塑情况。采用Western印迹检测主动脉I型、III型

胶原蛋白(collagen I/III)及自噬通路分子(LC3B-II与P62)表达。结果：与对照组相比，AngII处理组

小鼠血压升高，主动脉管壁增厚，主动脉发生明显纤维化，collagen I/III表达增加，自噬发生标志

LC3B-II表达增加，自噬底物P62表达降低。与AngII处理组相比，CQ低剂量及高剂量处理组小鼠

血压降低，主动脉管壁变薄，纤维化减轻，collagen I/III表达减少，LC3B-II及P62表达均增加；并

且CQ高剂量组较低剂量组上述各指标的改变程度更大。结论：CQ可剂量依赖性地抑制AngII诱导

的小鼠主动脉重塑，其机制可能与抑制自噬过度激活有关。
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Abstract Objective: To investigate the effect and potential mechanism of chloroquine (CQ) in angiotensin II (AngII) 

induced murine vascular remodeling. Methods: A total of 32 male C57 BL/6 mice aged 8 weeks were randomly 

divided into a control group, an AngII group, an AngII + low-dose CQ and an AngII + high-dose CQ (8 mice 

for each). Control group was left untreated. AngII group received 490 ng/(kg·min) AngII by subcutaneously 

imbedded osmotic pump. AngII + low-dose and AngII high-dose CQ group were injected intraperitoneally 

with 10 mg/(kg·d) and 50 mg/(kg·d) CQ respectively based on AngII treatment for 28 days. Mouse blood 
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血 管 重 塑 是 指 血 管 壁 对 血 管 损 伤 、 血 流 改

变及血管老化等因素作出的一系列结构及功能改

变 [ 1 ]。 血 管 重 塑 在 高 血 压 [ 2 ]、 动 脉 粥 样 硬 化 [ 3 ]、

糖尿病性大血管病变、血管成型术后再狭窄 [ 4 ]等

多种疾病的发生发展中发挥重要作用，但其机制

尚未阐明。目前临床上除血管紧张素转换酶抑制

剂外，仍缺乏有效对抗血管重塑的药物 [ 5 ]。氯喹

(chloroquine，CQ)是一种经典的抗疟疾药，近年

研究 [6-11]发现：CQ可调节免疫、对抗炎症反应、

抑制自噬过度激活，对系统性红斑狼疮、类风湿

性关节炎、癌症、艾滋病等疾病均有治疗作用。

CQ还可减轻肺动脉高压，而血管重塑在肺动脉高

压的发生、发展中发挥重要作用。但CQ在血管重

塑中的作用尚不清楚。因此，本研究拟利用血管

紧张素II(angiotensin II，AngII)诱导的小鼠血管重

塑模型，观察CQ对血管重塑的作用，并从自噬角

度探讨其可能的作用机制。

1  材料与方法

1.1  动物及材料

C57 BL/6小鼠购自北京维通利华公司。AngII 
购自大连美仑生物技术公司。1 0 0 4型2 8  d微渗透

泵 购 自 美 国 A l z e t 公 司 。 C Q 、 苏 木 精 - 伊 红 ( H E)
染液、三色(Ma s s o n)染色试剂盒购自美国Si g ma -
Aldrich公司。兔抗collagen I、兔抗collagen III、兔

抗LC3B-I/II、小鼠抗P62及小鼠抗β-tubulin抗体购

自美国A b c a m公司。辣根过氧化物酶标记驴抗兔

及驴抗小鼠二抗购自美国Jackson ImmunoResearch
公 司 。 蛋 白 酶 抑 制 剂 、 放 射 免 疫 沉 淀 法

(radioimmunoprecipitation assay，RIPA)缓冲液、

双辛丁酸(bicinchoninic acid，BCA)蛋白浓度测定

试剂盒及增强型化学发光试剂盒购自美国Thermo 
公司。

1.2  方法

1.2.1  小鼠分组及处理

将32只8周龄雄性C57 BL/6小鼠随机分为4组 
( 每 组 8 只 ) ， 分 别 为 对 照 组 、 A n g I I 处 理 组 、

A ng I I + CQ低剂量组及A ng I I + CQ高剂量组。对照

组不做任何处理。Ang II及CQ处理组均需Ang II处

理，具体方法为将AngII溶于无菌生理盐水(终浓度

为4.3 mg/mL)，取100 μL注入到微渗透泵中，然后

将装载有AngII的微渗透泵埋置到小鼠背部皮下。

AngII以490 ng/(kg·min)(按小鼠平均体重22 g计算)
剂量泵入小鼠皮下，并持续28 d。CQ低剂量组及

高剂量组还需接受CQ处理，CQ低剂量与高剂量的

选择参照既往研究[12]，具体方法为将CQ溶于无菌

生理盐水(终浓度分别为2.2 mg/mL及11 mg/mL)， 
每天腹腔注射100 μL[按体重22 g计算，给药剂量分

别为10 mg/(kg·d)及50 mg/(kg·d)]。实验观察周期

为28 d。本研究经沈阳军区总医院实验动物伦理委

员会审核批准。

1.2.2  小鼠血压及心率测量

在第0，3，7，14，21及28天，于固定时间用

尾套法(Softron BP-2010，北京软隆生物技术有限

公司)测定各组小鼠鼠尾血压及心率。血压及心率

结果通过BPEditU 1.1.0.0软件(北京软隆生物技术

有限公司)导出，并进行后续统计分析。

1.2.3  主动脉取材

第28天，血压测量结束后，脱颈处死小鼠，取

小鼠全长主动脉。取升主动脉固定于4%多聚甲醛

pressure and heart rate were monitored by using tail-cuff method on day 0, 3, 7, 14, 21 and 28. On day 28, all 

the mice were sacrificed to collect aortas for H&E and Masson’s staining to access aortic remodeling. Western 

bolt was performed to detect expression of collagen I/III and autophagy related molecules (LC3B-II and P62).  

Results: Compared with control group, AngII group presented with elevated blood pressure, thickened aortic 

vessel wall, significant aortic fibrosis, increased collagen I/III expression, increased autophagic indicator LC3B-II 

expression and decreased autophagy substance P62. In contrast to AngII group, both low-dose and high dose CQ 

treatment produced lower blood pressure, thinned aortic vessel, alleviated fibrosis, lowered collagen I/III, more 

LC3B-II and P62 abundance. Moreover, high-dose CQ treatment showed better improvement than low-dose CQ 

treatment in terms of all the measurements mentioned above. Conclusion: CQ inhibited AngII induced murine 

aortic remodeling in a dose dependent manner, which might be mediated through inhibiting over-activated 

autophagy.

Keywords chloroquine; vascular remodeling; angiotensin II; autophagy
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溶液中用于组织学分析，取胸主动脉保存于−80 ℃
低温冰箱，用于蛋白提取及Western印迹分析。

1.2.4  HE 染色及 Masson 染色

对固定后的主动脉组织，进行常规石蜡包埋

及切片。切片后脱蜡、水化，进行常规HE染色，

乙醇脱水、二甲苯透明后封片。显微镜下观察血

管形态。另外，利用Masson三色染色试剂盒，根

据试剂盒操作步骤，对切片进行Masson染色，观

察主动脉纤维化情况。

1.2.5  Western 印迹检测

取 冻 存 的 胸 主 动 脉 ， 称 重 后 剪 成 大 小 约  
1  m m 3 的 小 块 。 置 于 冰 冷 的 组 织 研 磨 器 中 ， 加

入 含 有 蛋 白 酶 抑 制 剂 的 R I PA 缓 冲 液 进 行 研 磨 。

研磨后冰上放置2 0  m i n。1 2  0 0 0  r / m i n  4  ℃离心  
1 5  m i n，取上清为所提蛋白。B C A法测定蛋白浓

度。按20 μg上样，根据分子量大小选择合适浓度

的聚丙烯酰胺凝胶进行电泳。90 V湿转120 min， 
将 蛋 白 转 印 到 聚 偏 二 氟 乙 烯 ( p o l y v i n y l i d e n e 
f luoride，PVDF)膜上。用含5%脱脂奶粉的TBS -T
缓 冲 液 室 温 封 闭 1  h 。 一 抗 4  ℃ 摇 晃 孵 育 过 夜 。

TBS-T洗3遍。二抗室温孵育1 h。用增强化学发光

(enhanced chemi luminescence，ECL)发光试剂盒

在暗室显影。将显影的胶片扫描，并用Q u a n t i t y 
One v4.5(美国Bio -R ad公司)软件对蛋白条带进行

灰度分析。

1.3  统计学处理

采用SPSS 19.0统计软件进行数据分析。计量

资料以均数±标准差(x±s)表示。采用单因素方差分

析进行多组间均数比较，在方差齐性基础上采用

最小显著性差异(least signif icant difference，LSD)
进行组内两两均数比较。P < 0 . 0 5为差异有统计学 
意义。

2  结果

2.1  CQ 减轻 AngII 诱导的小鼠血压升高

对照组在各时间点血压没有明显变化。AngII
处理组在第3天时，收缩压较对照组显著升高，在

第14天收缩压达到高峰，在第21及28天时收缩压

维持在较高水平。CQ低剂量组和高剂量组收缩压

在第3及第7天时较单纯AngII组均有降低趋势，但

差异无统计学意义。在第14天后，CQ低剂量及高

剂量处理组收缩压较Ang II组显著降低(P<0.05)，

且CQ高剂量组较低剂量降低更显著(P<0.05)，但

未降低到对照组水平(图1A)。各组小鼠心率无显

著差别，排除了心率对血压的影响(图1B)。

2.2  CQ 减轻 AngII 诱导的血管壁增厚及纤维化

H E 及 M a s s o n 染 色 结 果 示 ： 与 对 照 组 相 比 ，

AngII处理后小鼠主动脉管壁明显增厚，纤维化增

多。与AngII组相比，CQ低剂量及高剂量处理均能

降低血管壁厚度及血管纤维化程度；其中CQ高剂

量组较低剂量组降低程度更明显(图2)。

We s t e r n 印 迹 法 检 测 主 动 脉 中 纤 维 化 的 标 志 
col lagen I/III的表达，其变化趋势与Masson染色结

果一致，即AngII处理后collagen I及collagen III表达

量明显增加，CQ低剂量可降低AngII处理后上述2
种蛋白的表达水平，CQ高剂量组降低程度最明显

(图3)。

图1 CQ对AngII处理后小鼠收缩压(A)及心率(B)的影响

Figure 1 Effect of CQ on systolic blood pressure (A) and heart rate (B) in mice treated with AngII

与AngII组相比，*P<0.05；与AngII+CQ低剂量组相比，&P<0.05。

Compared with the AngII group, *P<0.05; compared with AngII + CQ low-dose group, &P<0.05.

1 mmHg=0.133 kPa.
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图2 HE及Masson染色评价CQ对AngII诱导的小鼠主动脉重构的影响

Figure 2 Effect of CQ in AngII induced mouse aortic remodeling assessed by HE and Masson’s staining
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图3 Western印迹评价CQ对AngII处理后小鼠主动脉胶原蛋白表达的影响

Figure 3 Effect of CQ in AngII induced collagen expression in mouse aorta assessed by Western blot

图4 Western印迹评价CQ对AngII处理后小鼠主动脉自噬流的影响

Figure 4 Effect of CQ in AngII induced autophagy flux in mouse aorta assessed by Western blot

2.3  CQ 抑制 AngII 诱导的主动脉自噬过度激活

与对照组相比，AngII处理组主动脉中自噬发

生标志物LC3B -I I表达增加，而自噬底物P62表达

降低，表明AngII处理后血管中自噬过度激活。与

Ang II组相比，低剂量CQ处理后LC3B -II及自噬底

物P62均升高，表明CQ可抑制自噬过度激活。与

CQ低剂量组相比，CQ高剂量组LC3B-II及P62水平

进一步升高(图4)。
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3  讨论

本研究采用经典的Ang II[490 ng/( kg·d]) [13-15]

持续皮下泵入方法制备小鼠血管重塑模型，发现

AngII处理后小鼠血压升高、主动脉管壁增厚、主

动脉纤维化增加，表明模型构建成功。血管重构

的发生机制目前仍不清楚，但有研究 [16]表明自噬

过度激活可能在血管重构中发挥重要作用。

自噬是指细胞将自身的长寿命蛋白质或受损

细胞器等运送到溶酶体，在溶酶体中降解并被细

胞重新利用的过程，是维持细胞存活的基本生理

功能之一 [17]。根据被降解物质进入溶酶体的方式

不同，自噬可分为巨自噬、微自噬和分子伴侣介导

的自噬。通常所说的自噬是指巨自噬 [18]。自噬发

生时，首先由双层膜结构的小泡包裹一部分细胞质

形成自噬体，继而自噬体与溶酶体或晚期内体融合

形成自噬溶酶体，发挥降解功能，这一动态过程

被成为自噬流。在评价自噬时，不仅要检测自噬

发生标志物微管相关蛋白1轻链3(LC3II)，还要检

测自噬降解底物P62水平，才能反映自噬流是否通 
畅 [19]。本研究发现：AngII处理后小鼠主动脉中自

噬过度激活，表现为LC3B-II增加而P62降低，这与

Yu等 [16]在AngII诱导的大鼠血管重构模型中的发现

相符。提示抑制自噬过度激活可能成为血管重构的

治疗靶点[20]。

CQ是一种很早就应用于临床的抗疟疾药物。

CQ及其类似物具有抗炎及调节免疫等多种非抗疟

作用，目前已被用于系统性红斑狼疮、类风湿性

关节炎等疾病的治疗 [8]。此外，CQ可通过破坏溶

酶体酸性环境抑制溶酶体功能，而溶酶体是自噬

的最终效应细胞器，因此CQ也是一种经典的自噬

抑制剂 [21-23]。本研究发现：CQ可剂量依赖性地抑

制AngII诱导的血压升高及血管重塑；进一步检测

血管自噬情况发现，CQ可抑制A ng I I诱导的自噬

过度激活，表现为LC3B-II与P62表达增加。LC3B-
I I 增加有两种情况，一种是自噬激活，自噬体形

成增多；另一种是自噬受到抑制，自噬流受阻，

LC3B-II不能降解[19]。CQ处理后，自噬的终末环节

受到抑制，LC3-II及P62的降解减少，因此表现为

LC3-II及P62均增高。

本 研 究 的 不 足 之 处 在 于 ： 研 究 对 象 主 要 为

动物，而主动脉中包括内皮细胞、血管平滑肌细

胞 、 血 管 外 膜 成 纤 维 细 胞 及 巨 噬 细 胞 等 多 种 成

分，CQ通过哪一种或哪几种细胞发挥作用、CQ发

挥作用的具体分子机制等问题仍有待在今后的研

究中深入探讨。

综上所述，本研究在动物水平发现CQ具有对

抗血管重构的作用，并初步探讨了其自噬机制，

可为CQ的抗疟以外作用提供实验依据，并可能为

未来拓展CQ适应症及开发新的血管重塑治疗药物

提供新的靶点。
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