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PM2.5暴露导致老年小鼠可逆性心肌肥大 
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摘要：本研究采用 10 月龄 C57BL/6 雌性小鼠作为实验模型，将小鼠分为对照和 PM2.5染毒组两组。将染毒组小鼠采用 3 mg·kg-1 PM2.5暴露四周后，

分别在最后一次暴露后 1 天、1 周和 2 周处死小鼠。采用苏木素-伊红染色(H&E)对小鼠心脏组织进行观察；采用荧光定量 PCR 技术检测心肌肥大

相关因子 ANP 和 β-MHC 以及基质金属蛋白酶 MMP2 和 MMP9 的 mRNA 水平；并采用 Western Blot 技术检测 TGFβ1 和 MMP2 的蛋白表达水平。

结果发现，与对照组相比，经 PM2.5暴露四周后，小鼠心肌细胞核质比显著降低，心脏组织中 ANP、β-MHC、MMP2 和 MMP9 的 mRNA 表达水

平以及 TGFβ1 和 MMP2 的蛋白表达水平显著上升。停止暴露恢复 1 周后，小鼠心肌细胞核质比降低仍有显著差异，TGFβ1 和 MMP2 蛋白表达水

平仍显著上升，而各基因 mRNA 表达水平与对照组相比无显著变化。停止暴露恢复 2 周后，小鼠心肌细胞核质比、上述基因的 mRNA 和蛋白表

达均无显著性差异。实验表明 PM2.5暴露可导致小鼠可逆性心肌肥大，提示 PM2.5所造成的心肌肥大损伤效应是可逆的，在暴露停止后机体可以通

过自我修复等过程逐渐恢复正常。 
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Abstract：10-month-old C57Bl/6 female mice were divided into control and PM2.5 exposure groups. The mice in PM2.5 group were 

exposed to PM2.5 (3 mg·kg-1) for 4 weeks. Mice were sacrificed 24 h, one week, or two weeks after the final exposure, respectively. 

Histological assessments were detected by H&E stain. The mRNA levels of myocardial hypertrophy related factors (ANP and 

β-MHC) and matrix metalloproteinases (MMP2 and MMP9) were analysed by real-time PCR. And the protein levels of TGFβ1 

and MMP2 were detected by Western Blot. The results showed that PM2.5 significantly decreased the nucleus/cytoplasm ratio, 

elevated the mRNA levels of ANP, β-MHC, MMP2, and MMP9 of mice hearts compared with the control group. And the protein 

levels of TGFβ1 and MMP2 in hearts increased significantly after PM2.5 exposure. After withdrawal from PM2.5 exposure for one 

week, the nucleus/cytoplasm ratio of myocardial cell in mice was significantly decreased. The protein levels of TGFβ1 and MMP2 

increased significantly, while the mRNA levels were restored after withdrawal from exposure to PM2.5 for one week. All the above 

indexes were restored after withdrawal from exposure to PM2.5 for two weeks. The results proved that PM2.5 exposure caused a 

reversible myocardial hypertrophy in mice. It indicated that the myocardial hypertrophy by PM2.5 exposure is reversible. It could 

be recovered to normal by self-repair of organism. 

Key words：PM2.5; myocardial hypertrophy; reversible; restore 

1 引言(Introduction) 

近年来，随着我国工业化步伐的快速前进，化石燃料的燃烧、汽车尾气的排放和金属冶炼等

带来了严重的大气污染，大气污染形势日益严峻，对人类健康造成的恶劣影响也日益突显，大气污染已

成为广泛关注的环境和社会问题。其中，大气颗粒物是影响人类健康的主要污染物之一。PM2.5 是指环境

空气中空气动力学当量直径≤2.5μm 的颗粒物，也称为细颗粒物。 

PM2.5是目前影响我国空气质量状况的关键指标。最近一项全球性疾病负担评估排名将 PM2.5 作为世

界范围内死亡和致残的主要因素之一(Lim et al., 2012)。除了对呼吸系统的影响外，PM2.5 对心血管系统

的损害也日益受到关注，国内外流行病学研究均发现，PM2.5 所造成的心血管疾病(CVD)与其所致肺部疾

病的后果相等甚至更严重(Brook et al., 2010；Zhou et al., 2014)。谢鹏等(2009)对我国人群大气颗粒物污染

进行的 meta 分析发现，PM2.5 浓度每增加 10 μg/m3，人群心血管疾病的住院率增加 2.81%，死亡率增加

0.53% (95%CI：1.45%～2.74%)。 

研究证实：PM2.5 对雄性自发性高血压大鼠的心脏有一定的急性毒作用，可引起心脏重构，心脏组

织中转化生长因子 β1(transforming growth factor-β1，TGF-β1)的 mRNA 表达明显升高(董晨等, 2006；Chin 
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et al., 2015)。最新研究报道，长期暴露于浓缩大气颗粒物(concentrated ambient particulate matter, CAP)可

引起自发性高血压大鼠可逆性心脏功能障碍和心肌肥大(Ying et al., 2009)。 

目前，大量的临床试验已经证明，长期暴露于 PM2.5 与左心室肥厚(LVH)有关(Ying et al., 2015)，也

有研究表明，长期暴露于 CAP 引起了 C57BL/6 小鼠心肌肥大(Chin et al., 2015)，但对停止 PM2.5 暴露后

对心肌肥大/纤维化恢复状况的研究甚少。不同人群对 PM2.5 的敏感性有所不同，流行病学研究发现，相

较于正常人群，老年人、妇女及冠心病和糖尿病患者在暴露于 PM2.5 后心血管疾病的发病和病死风险程

度更高(Lee et al., 2014; Brook et al., 2010)。在前期研究的工作中，我们分别对 4 周、4 月及 10 月龄 C57BL/6

小鼠进行了 PM2.5 染毒，发现 10 月龄小鼠对 PM2.5 最为敏感，其心脏功能紊乱及心肌肥大/纤维化程度最

为严重。因此，在本研究中，我们对 10 月龄 C57BL/6 小鼠进行为期 4 周的 PM2.5 暴露后，对停止暴露

后分别恢复 1 天、1 周和 2 周三个时间点的心脏病理学切片进行了观察，以心肌细胞 β-肌球蛋白重链

(β-myosin heavy chain, β-MHC)和心房钠尿肽(Atrial natriuretic peptide, ANP)作为心肌细胞肥大标志物来

确定心肌肥大随恢复时间变化的状况，并检测了 TGF-β1 和基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinase, 

MMPs)MMP2 和 MMP9 的表达水平。 

2 材料与方法(Materials and methods) 

2.1 PM2.5 采集及其悬浊液的制备 

在 2012 和 2013 年之间，采用石英滤膜和 TH-150 CⅢ型智能中流量空气采样器采集了太原市大气中

PM2.5。采样流量为 100 L/min-1，每天采样时间设置为 22 h，并在采样前后称量石英滤膜的重量，将采集

完成的滤膜密封在铝箔中，4℃储藏。将滤膜剪碎、超声振荡、过滤后，在真空中冷冻干燥。 

2.2 实验动物处理 

体重 18~24 g 的 10 月龄 C57BL/6 雌性小鼠 54 只，购自南京君科生物工程有限公司，随机分为 2 组，

每组 27 只，分别为对照组和 PM2.5 组。小鼠在不锈钢笼中，12 h 昼夜周期循环，保证外界温度为(24±2)℃，

湿度为 50%±5%。两组小鼠均采用咽后壁滴注法，将小鼠麻醉后置于倾斜平台上，轻轻将舌头拉起，将

生理盐水或 3mg·kg-1 PM2.5 悬浊液从舌根注入，每 2 天滴注 1 次，共暴露 4 周。PM2.5 暴露剂量是根据小

鼠的通气量（90 mL/min）及中国环境空气质量标准（GB3095-2012）日平均 PM2.5 二级浓度限值(75 μg/m3)

的 3 倍来计算得到的，在重污染情况下，小鼠每天吸入的 PM2.5量：75 μg/m3 × 3 ×90 mL/min × 10-6 × 60 min 

× 24 h = 0.02916 mg；以小鼠体重平均 20g 来计算每日吸入的 PM2.5剂量：0.02916 mg ÷ 0.02 kg = 1.458 

mg/kg bw。因为每 2 天进行一次染毒，则每次染毒量应为 1.458 × 2 = 2.916 ≈ 3 mg/kg bw。每组小鼠分别
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于暴露后 1 天、1 周或 2 周被处死，取出心脏组织，每组取 3 只小鼠的左心室心尖部进行固定，其余组

织液氮速冻后转入-80℃冰箱中保存。 

2.3HE 染色组织学分析 

将小鼠处死后，立即取出心脏组织，在 4%的多聚甲醛中固定，用常规梯度酒精和二甲苯脱水，用

石蜡包埋。组织切成 5 μm 厚的切片常规脱蜡烘干后，苏木素染色，蒸馏水洗涤，氨水反蓝 30 s，蒸馏水

洗涤。伊红染色 3 min，蒸馏水洗涤。脱水，晾干，封片，显微镜下观察并拍照。使用图像 IPWIN32 软

件进行分析，以细胞核面积与细胞质面积之比量化得到心肌细胞核质比。 

2.4 总 RNA 的提取与荧光定量 PCR 

称取 80~100 mg 心脏组织，用 Trizol 匀浆提取总RNA，通过测定 RNA 在 260 nm处的吸光度来定量。

使用 PrimeScriptTM 反转录试剂盒(TaKaRa)将提取的 RNA 反转录成 cDNA，放置于-80℃备用。使用

Analytikjena 荧光定量 PCR 仪进行 PCR 反应，所需引物均采用 Primer Premier 5.0 软件进行设计，所用引

物的序列见表 1。 

PCR 反应总体积为 20 μL，其中含有 1 μL cDNA，10μL SYBR Premix Ex Taq，上、下游引物各 1 μL

和 7 μL dd H2O。反应条件为：95℃预变性 3 min；95℃20 s，55℃20 s，72℃20 s，扩增 45 个循环。所有

PCR 扩增片段的大小均经过溴化乙啶染色的琼脂糖凝胶电泳证实，最终结果以目的基因与内参基因

GAPDH 表达的比值来表示。 

表 1 荧光定量 PCR 所用引物序列 

Table 1  Primers used in real time PCR 

基因 基因 bank 号 引物 

GAPDH NM_008084 上游：5̒-CTTTGGCATTGTGGAAGGGC-3̒ 下游：5̒-CAGGGATGATGTTCTGGGCA-3 ̒ 

ANP NM_008725.2 上游：5̒-GCTTCGGGGGTAGGATTGAC-3 ̒ 下游：5̒-CACACCACAAGGGCTTAGGA-3̒ 

b-MHC NM_080728.2 上游：5̒-TCTTGTGCTACCCAGCTCCA-3 ̒ 下游：5̒-TTCCACCTAAAGGGCTGTTGC-3̒ 

MMP2 NM_008610.2 上游：5̒-GCCCCCATGAAGCCTTGTTT-3 ̒ 下游：5̒-TAGCGGTCTCGGGACAGAAT-3 ̒ 

MMP9 NM_013599 上游：5̒-CCGACTTTTGTGGTCTTCCC-3 ̒ 下游：5̒-TTTGGAATCGACCCACGTCT-3 ̒ 

2.5 总蛋白的提取与 Western blot 

取小鼠心脏组织 50~80 mg，加入 1ml 蛋白裂解工作液进行匀浆，裂解工作液成分为：1% Nonidet P40，

1 mmol/LEDTA，125 mmol/L sodium fluoride，0.5 mmol/L sodium vanadate，2.5 μg/mL aprotinin, 5 μg/mL 

pepstatin， 50 μg/mL leupeptin， 25 μmol/L PMSF，25 μg/mL trypsin inhibitor。匀浆至无组织块，4℃下
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放置 20 min，13000 r/min 离心 15 min，取出上清液，以 BSA 为标准蛋白，使用考马斯亮蓝法测定蛋白

质浓度，-80℃下储存备用。用 Western Blot 方法检测目的基因蛋白表达水平，以 50 μg 蛋白上样量，加

入蛋白上样缓冲液，聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，将目的蛋白电转至硝酸纤维素膜(NC 膜)上，封闭，

加相应一抗与特定蛋白发生免疫反应，4℃孵育过夜，洗一抗，加荧光二抗与一抗结合孵育，洗二抗，使

用 LI-COR Odyssey 红外荧光系统扫描检测，结果表示为目的蛋白与 GAPDH 蛋白的灰度比值。 

2.6 数据统计学处理 

用 SPSS 统计软件进行统计分析数据，用 origin 软件作图，结果以均值±标准误(mean ± SE)的形式来

表示，用 One way ANOVA 法检验处理组与对照组的显著性差异。当 P＜0.05 时被认为具有统计学显著

性。 

3 结果(Results) 

3.1 PM2.5 暴露导致老年小鼠可逆性心肌细胞肥大 

如图 1 所示，HE 染色结果显示，老年 C57BL/6 雌性小鼠经 3 mg·kg-1 PM2.5 暴露 4 周后，心肌纤维

明显增粗并趋于紊乱，心肌细胞胞浆染色变淡。根据核质比结果分析可知，与对照组相比，4 周暴露后

恢复 1 天及恢复 1 周组的心肌细胞核质比显著降低，提示 PM2.5 暴露可导致心肌细胞肥大，恢复 2 周组

心肌细胞核质比与对照组相比无显著变化，表明 PM2.5 暴露所致心肌细胞肥大是可逆的，在停止暴露 2

周后可有效恢复。 

 

图 1  PM2.5 暴露后恢复不同时间心脏组织学检测（a,增粗的心肌纤维） 

Fig.1  Histological assessments of PM2.5-exposed hearts after withdraw PM2.5 for different time. 
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3.2 PM2.5 暴露可致小鼠心肌肥大相关基因 mRNA 表达上升 

如图 2 所示，PM2.5 暴露后恢复 1 天组中，ANP、β-MHC、MMP2 和 MMP9 的 mRNA 表达水平均

显著升高。表明 PM2.5 暴露 4 周可以引起老年小鼠心肌肥大标志物 ANP 和 β-MHC 的 mRNA 表达升高，

同时，MMP2 和 MMP9 表达也升高。恢复 1 周组和恢复 2 周组中，上述基因的 mRNA 表达水平与对照

组相比均无显著性差异。 
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图 2  PM2.5 暴露后恢复不同时间对心肌肥大相关基因 mRNA 表达的影响 

Fig.2  Effect of myocardial hypertrophy related genes mRNA levels in mice after withdraw PM2.5 for different time. 

3.3 PM2.5 暴露导致小鼠 TGFβ1 和 MMP2 蛋白表达上升 

如图 3 所示，与对照组相比，PM2.5 暴露后恢复 1 天组和恢复 1 周组小鼠心脏组织中 TGFβ1 和 MMP2

的蛋白表达显著升高，而恢复 2 周组无显著性差异。心肌肥大/纤维化状况明显改善，恢复两周后，心肌

细胞基本恢复正常。 
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图 3  PM2.5 暴露后恢复不同时间对 TGFβ1 和 MMP2 蛋白表达的影响 

Fig.3  Effect of TGFβ1 and MMP2 protein levels in mice after withdraw PM2.5 for different time. 

4 讨论(Discussion) 

左室心肌肥大是心血管事件中一个强有力的独立预测因子。流行病学研究已经证明长期暴露于PM2.5 

与 LVH 有关(Ying et al., 2009)，研究表明，抽烟可导致高血压模型大鼠心肌肥大的发生(Meurrens et al., 

2007)。短期 CAP 暴露引起了血管紧张素 II 处理的小鼠左心室肥厚(Ying et al., 2009)，9 个月 CAP 暴露可

致小鼠心肌肥大(Wold et al., 2012)。CAP 暴露 15 周可诱导高血压大鼠心肌肥大的发生，在停止暴露 5 周

后恢复正常(Ying et al., 2009)。我们的研究发现 PM2.5 暴露 4 周可致老年小鼠心肌细胞核质比降低，反映

有心肌肥大的发生，但停止暴露 2 周后心肌细胞可自我恢复至正常水平。 

心肌肥大是指心肌细胞体积增大为特征的重塑过程，早期可代偿性出现心室壁增厚与心肌收缩能力

增强，但在持久病理性应激情况下，逐渐严重的心肌肥大伴随着间质纤维化、收缩功能失调以及基因表

达、能量代谢和电生理特征异常，最终可出现失代偿性心功能衰竭，是多种心血管疾病的独立危险因素。

ANP 为胚胎期表达基因，在正常心肌细胞中表达量很低，在病理状态下，心肌组织胚胎期基因重演，

ANP mRNA 表达量明显增加，为病理性心肌肥大的可靠指标。β-MHC 基因表达量在发育、衰老、压力

超负荷、心肌肥厚、运动等生理病理条件下会发生改变(Zile et al., 2002)。因此，在本研究中将 ANP 与

β-MHC 这两种基因作为心肌肥大标志物, 来反映心肌肥大情况。在心肌肥大的过程中，往往伴随着心肌

纤维化的发生，主要表现为间质中胶原的合成増加和分解减少。心肌组织中的 MMPs 主要由心肌成纤维

细胞分泌，介导心肌细胞外基质的降解。TGFβ1 在心肌肥厚和纤维化发生过程中促进心肌细胞的生长、

成纤维细胞的激活和细胞外基质的沉积(Schiller et al., 2004)，可通过多重途径促进心肌纤维化的发生与发
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展。CAP 暴露引起血管紧张素 II 处理的小鼠左心室肥厚的同时，也发现 ANP、MMP2 和 TGFβ 表达上

升(Ying et al., 2009)。9 个月 CAP 暴露致小鼠心肌肥大的同时，也发现 ANP、β-MHC 和 TGFβ 表达上升

(Wold et al., 2012)。我们的研究结果表明，PM2.5 暴露 4 周可致小鼠心肌肥大相关基因 ANP、β-MHC、

MMP2 和 MMP9 mRNA 表达上升，但停止暴露 1 周后 mRNA 可经机体自我恢复至正常水平。而 MMP2

和 TGFβ1 的蛋白水平在 PM2.5 暴露 4 周表达上升，在停止暴露 2 周后蛋白表达可恢复至对照组水平。 

本研究证实了 PM2.5 暴露可以引起正常血压的老年小鼠可逆性心肌肥大。但实验也存在有一定的局

限性，对心肌肥大恢复的分子机制并未做深入研究，在下一步工作中我们将对其分子机制进行深入研究。

但本研究结果为大气污染诱发的心肌肥大的预防和治疗提供了理论基础。 

4  结论(Conclusions) 

1)老年小鼠经 PM2.5 暴露 4 周可导致心肌细胞核质比降低、心肌肥大标志物(ANP 与 β-MHC)及相关

基因(MMP2、MMP9 和 TGFβ1)表达升高。 

2)停止 PM2.5 暴露后恢复两周，心肌细胞核质比、心肌肥大标志物及相关基因表达基本恢复正常。 
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