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骨形成蛋白４诱导大鼠 Ｈ９ｃ２心肌细胞肥大的作用机制

刘亚坤１，吕风华１，司澳洋１，王　卓１，吴　林２

（１．新乡医学院第一附属医院心内科，河南　卫辉　４５３１００；２．河南大学淮河医院心内科，河南　开封　４７５０００）

摘要：　目的　探讨骨形成蛋白４（ＢＭＰ４）诱导大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞肥大的作用机制。方法　培养大鼠心肌细胞
株Ｈ９ｃ２，使细胞同步化。实验分２部分，第１部分取同步化的心肌细胞，加５０μｇ·Ｌ－１ＢＭＰ４６０μＬ进行干预，分别在
干预后０、１、４、８、１２、２４ｈ检测磷酸化蛋白激酶Ｂ（ＰＡｋｔ）蛋白的表达；第２部分将同步化的心肌细胞随机分为对照组、
ＢＭＰ４组、ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组及ＢＭＰ４＋３ＭＡ组。对照组细胞应用体积分数１％胎牛血清培养基培养；ＢＭＰ４组细胞
应用含５０μｇ·Ｌ－１ＢＭＰ４的体积分数１％胎牛血清培养基培养；ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组细胞先应用２５μｍｏｌ·Ｌ－１的
ＬＹ２９４００２预处理１２０ｍｉｎ，再以含５０μｇ·Ｌ－１ＢＭＰ４的体积分数１％胎牛血清培养基培养；ＢＭＰ４＋３ＭＡ组细胞先应用
１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的自噬抑制剂３ＭＡ预处理１２０ｍｉｎ，再以含５０μｇ·Ｌ－１ＢＭＰ４的体积分数１％胎牛血清培养基培养。各
组细胞给予 ＢＭＰ４４８ｈ后采用 ＩｍａｇｅＪ软件测量细胞表面积。二喹啉甲酸法检测各组心肌细胞内蛋白含量。采用
ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞给予ＢＭＰ４１ｈ后磷酸化磷脂酰肌醇３（ＰＰＩ３Ｋ）、ＰＡｋｔ及自噬微管相关蛋白１轻链３（ＬＣ３）
蛋白的表达，给予ＢＭＰ４４８ｈ后检测脑钠肽（ＢＮＰ）、α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）的表达。结果　ＢＭＰ４作用心肌细胞
０、１、４、８、１２、２４ｈ后ＰＡｋｔ蛋白相对表达量分别为０．５６±０．０２、０．９２±０．１２、０．４２±０．１０、０．６３±０．１１、０６４±０．２３、
０２９±０．０８，ＢＭＰ４作用大鼠心肌细胞１ｈ后ＰＡｋｔ蛋白相对表达量均高于其他时间点（Ｐ＜０．０５）。ＢＭＰ４组大鼠心肌
细胞表面积及总蛋白含量高于对照组（Ｐ＜０．０１）；ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组与对照组大鼠心肌细胞表面积及总蛋白含量
比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＢＭＰ４＋３ＭＡ组大鼠心肌细胞表面积大于对照组（Ｐ＜０．０１），ＢＭＰ４＋３ＭＡ组与对
照组大鼠心肌细胞总蛋白含量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２、ＢＭＰ４＋３ＭＡ组 Ｈ９ｃ２大鼠心肌
细胞表面积及总蛋白含量均低于ＢＭＰ４组（Ｐ＜００５）；ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组与ＢＭＰ４＋３ＭＡ组大鼠心肌细胞表面积及
总蛋白含量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＢＭＰ４组、ＢＭＰ４＋３ＭＡ组大鼠心肌细胞内ＰＰＩ３Ｋ蛋白表达水平高于
对照组，ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组心肌细胞内 ＰＰＩ３Ｋ蛋白表达水平低于对照组（Ｐ＜００１）；ＢＭＰ４、ＢＭＰ４＋３ＭＡ、ＢＭＰ４＋
ＬＹ２９４００２组大鼠心肌细胞内ＰＰＩ３Ｋ蛋白表达水平呈逐渐降低趋势，３组大鼠心肌细胞内ＰＰＩ３Ｋ蛋白表达水平两两
比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＢＭＰ４、ＢＭＰ４＋３ＭＡ组大鼠心肌细胞内 ＰＡｋｔ、ＬＣ３蛋白表达水平高于对照组
（Ｐ＜０．０１），ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组与对照组大鼠心肌细胞内 ＰＡｋｔ、ＬＣ３蛋白表达水平比较差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）；ＢＭＰ４＋３ＭＡ、ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组大鼠心肌细胞内ＰＡｋｔ、ＬＣ３蛋白表达水平低于ＢＭＰ４组（Ｐ＜０．０５）；ＢＭＰ４＋
３ＭＡ组与ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组大鼠心肌细胞内ＰＡｋｔ、ＬＣ３蛋白表达水平比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＢＭＰ４
组大鼠心肌细胞内αＳＭＡ蛋白表达水平高于对照组（Ｐ＜０．０１），ＢＭＰ４＋３ＭＡ、ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组与对照组大鼠心
肌细胞内αＳＭＡ蛋白表达水平比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＢＭＰ４＋３ＭＡ、ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组大鼠心肌细胞
内αＳＭＡ蛋白表达水平低于ＢＭＰ４组（Ｐ＜０．０５）；ＢＭＰ４＋３ＭＡ组大鼠心肌细胞内αＳＭＡ蛋白表达水平高于ＢＭＰ４＋
ＬＹ２９４００２组（Ｐ＜０．０５）。ＢＭＰ４、ＢＭＰ４＋３ＭＡ组大鼠心肌细胞内ＢＮＰ蛋白表达水平高于对照组（Ｐ＜０．０１）；ＢＭＰ４＋
ＬＹ２９４００２组与对照组大鼠心肌细胞内ＢＮＰ蛋白表达水平比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＢＭＰ４＋３ＭＡ、ＢＭＰ４＋
ＬＹ２９４００２组大鼠心肌细胞内ＢＮＰ蛋白表达水平低于 ＢＭＰ４组（Ｐ＞０．０５）。结论　ＢＭＰ４可能通过激活 ＰＩ３ＫＡｋｔ通
路增加自噬活性，从而诱导大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞肥大。
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ｔｗｅｅｎｔｈｅＢＭＰ４＋３ＭＡｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐ（Ｐ＞００５）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡｐｒｏｔｅｉｎｉｎｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＢＭＰ４ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎ
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ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡｐｒｏｔｅｉｎｉｎｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＢＭＰ４＋３ＭＡｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＢＭＰ４＋
ＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＢＭＰ４ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡｐｒｏｔｅｉｎｉｎｍｙｏｃａｒ
ｄｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＢＭＰ４＋３ＭＡｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｏｆＢＮＰｐｒｏｔｅｉｎｉｎｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＢＭＰ４ｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＢＭＰ４＋３ＭＡｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅＢＮＰｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐ
ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＮＰｐｒｏｔｅｉｎｉｎｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＢＭＰ４＋３ＭＡｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅ
ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＢＭＰ４ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎ
ｔｈｅＢＮＰｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＢＭＰ４＋３ＭＡｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ＢＭＰ４ｍａｙｉｎｄｕｃｅＨ９ｃ２ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇＰＩ３ＫＡｋｔｐａｔｈｗａｙａｎｄｉｎｃｒｅａｓｉｎｇａｕｔｏｐｈａｇｙａｃｔｉｖｉｔｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ４；ｃａｒｄｉａｃｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ；ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢｓｉｇｎａｌ
ｐａｔｈｗａｙ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ

　　心肌肥大是心肌对各种刺激产生的一种适应性
反应，其主要病理改变是心肌细胞表型变化、体积增

大及蛋白质合成增加。早期肥大有一定的代偿意

义，长期肥大则是引发多种心血管疾病和患者死亡

的危险因素。目前，心肌肥大的机制尚未完全明确。

骨形成蛋白４（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ４，ＢＭＰ４）

·１６２·第４期　　　　　　　　　　　　　刘亚坤，等：骨形成蛋白４诱导大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞肥大的作用机制



是一种分泌性多功能蛋白，是转化生长因子β
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）超家族的成员
之一，在细胞的增殖、分化、迁移、凋亡方面发挥多种

作用［１２］。研究表明，ＢＭＰ４可诱导病理性心肌肥
大［３］，其具体机制仍在研究中。磷脂酰肌醇３激酶
（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）蛋白激酶 Ｂ
（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，Ａｋｔ）是膜受体信号向细胞内转导
的途径之一，参与细胞的生长代谢、增殖、分化、凋亡

等多种生物过程。有研究报道，心脏过表达ＰＩ３Ｋ的
小鼠表现为心肌细胞肥大，Ａｋｔ可能是重要的下游
效应分子［４５］。自噬是通过包裹待降解物形成自噬

体，并与溶酶体融合形成自噬溶酶体，降解所包裹的

内容物，以实现细胞本身的代谢需要。研究发现，自

噬与心肌肥大关系密切［６８］，但具体作用机制说法不

一，故探讨自噬在心肌细胞中的作用对于阐明心肌

肥大的分子机制具有一定指导意义。有研究证实，

ＢＭＰ４可能通过激活细胞外信号调节激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌ
ｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅｓ，ＥＲＫ１／２）而诱导大鼠Ｈ９ｃ２心
肌细胞肥大［９］。本研究以大鼠 Ｈ９ｃ２细胞为对象，
通过ＢＭＰ４刺激，观察心肌细胞中 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、自噬
微管相关蛋白１轻链 ３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏ
ｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）、脑钠尿肽（ｂｒａｉｎｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ
ｐｅｐｔｉｄｅ，ＢＮＰ）及 α平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓ
ｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）的表达，并探讨 ＰＩ３ＫＡｋｔ通路和
自噬在心肌细胞中的作用。

１　材料与方法

１．１　细胞、试剂与仪器　大鼠 Ｈ９ｃ２心肌细胞株
（中国科学院上海细胞库），ＢＭＰ４、ＰＩ３ＫＡｋｔ抑制剂
ＬＹ２９４００２（美国ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司），自噬抑制剂３ＭＡ
（美国 Ｓｅｌｌｅｃｋｃｈｅｍ公司），达尔伯克改良伊格尔培
养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）、
胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）（美国 Ｇｉｂｃｏ公
司），２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶、青链霉素混合液（北京索
莱宝公司），蛋白磷酸酶抑制剂混合物、二喹啉甲酸

（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白定量试剂盒、十二烷
基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｅｃｙｌｓｕｌ
ｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）凝
胶制备试剂盒、高灵敏度化学发光试剂盒、抗甘油醛

３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏ
ｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）兔多克隆抗体（北京康为世纪生物
技术有限公司），αＳＭＡ抗体（美国 Ａｂｃａｍ公司）、
脑钠尿肽（ｂｒａｉｎｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅ，ＢＮＰ）抗体（南京
恩晶生物公司），ＰＩ３ＫＡｋｔ及磷酸化 ＰＩ３ＫＡｋｔ信号
通路抗体、ＬＣ３抗体（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司），山羊抗鼠 ＩｇＧ、羊抗兔ＩｇＧ二抗（美国 Ｊａｃｋ

ｓｏｎＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ公司）；电转移仪（北京君意东
方电泳设备有限公司），ＡｍｅｒｓｈａｍＩｍａｇｅｒ凝胶成像
系统（美国通用电器公司）。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养及分组　取 Ｈ９ｃ２细胞接种于含
体积分数１０％ ＦＢＳ的高糖培养基中常规培养，待细
胞生长至约７０％融合后用含体积分数１％ＦＢＳ的培
养基培养２４ｈ，使细胞同步化。实验分２部分，第１
部分不进行分组，取同步化细胞加５０μｇ·Ｌ－１ＢＭＰ４
６０μＬ进行干预，分别在干预后０、１、４、８、１２、２４ｈ测
ＰＡｋｔ蛋白表达；第２部分将同步化的心肌细胞随机
分为对照组、ＢＭＰ４组、ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组及ＢＭＰ４＋
３ＭＡ组。对照组细胞应用体积分数１％ＦＢＳ培养基
培养；ＢＭＰ４组细胞应用含５０μｇ·Ｌ－１ＢＭＰ４的体积
分数１％ＦＢＳ培养基培养；ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组细胞
先应用含２５μｍｏｌ·Ｌ－１的ＬＹ２９４００２预处理１２０ｍｉｎ，
再以含５０μｇ·Ｌ－１ＢＭＰ４的体积分数１％ＦＢＳ培养
基培养；ＢＭＰ４＋３ＭＡ组细胞先用含１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

的自噬抑制剂 ３ＭＡ 预处 理 １２０ｍｉｎ，再 以 含
５０μｇ·Ｌ－１ＢＭＰ４的体积分数１％ＦＢＳ培养基培养。
各组细胞在给予 ＢＭＰ４１ｈ后检测 ＰＰＩ３Ｋ、ＰＡｋｔ、
ＬＣ３蛋白的表达，给予 ＢＭＰ４４８ｈ后检测 ＢＮＰ、α
ＳＭＡ蛋白的表达。
１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组大鼠心肌细胞内
ＰＰＩ３Ｋ、ＰＡｋｔ、ＬＣ３、αＳＭＡ及ＢＮＰ蛋白的表达　
提取各组细胞总蛋白，按体积比４１加入缓冲液，
于１００℃下变性５ｍｉｎ；电泳（浓缩胶９０Ｖ，分离胶
１２０Ｖ）。电 泳 后 转 至 聚 偏 二 氟 乙 烯 膜 膜 上
（２５０ｍＡ，８０ｍｉｎ），三羟甲基氨基甲烷缓冲盐溶液
（ｔｒｉｓｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅｔｗｅｅｎ，ＴＢＳＴ）室温封闭２ｈ；分别
加入一抗 αＳＭＡ（１５０００）、ＢＮＰ（１１００）、ＬＣ３
（１５０００）、ＰＩ３Ｋ（１１０００）、ＰＰＩ３Ｋ（１１０００）、
ＰＡｋｔ（１１０００）、Ａｋｔ（１１０００）及 ＧＡＰＤＨ（１
１００００），４℃过夜。ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１５ｍｉｎ，加
入对应二抗（１５０００），室温孵育１ｈ。加入高灵敏
化学发光剂，置入 ＡｍｅｒｓｈａｍＩｍａｇｅｒ凝胶成像系统，
曝光。应用ＩｍａｇｅＪ软件分析目的蛋白条带的灰度
值。αＳＭＡ、ＢＮＰ以 ＧＡＰＤＨ为标准化，ＬＣ３Ⅱ与
ＬＣ３Ⅰ条带的比值代表 ＬＣ３蛋白表达水平，ＰＰＩ３Ｋ、
ＰＡｋｔ以ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ进行标准化。
１．２．３　细胞表面积测量　各组大鼠心肌细胞干预
４８ｈ后，倒置显微镜下拍照（×２００），每组观察５个
视野，每个视野随机选取１５个细胞，用ＩｍａｇｅＪ软件
测量细胞表面积，取均值。

１．２．４　ＢＣＡ法检测各组大鼠心肌细胞总蛋白含量　
各组细胞干预至预定时间后，４℃下２０００ｒ·ｍｉｎ－１
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离心５ｍｉｎ，弃上清液，磷酸盐缓冲液漂洗３次。将
放射免疫沉淀分析蛋白裂解液与蛋白酶抑制剂按

９９１混匀后加入细胞中，轻轻吹打数次，冰上裂解
１ｈ，４℃下１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ２０ｍｉｎ取上清液，
计算各组体积。以牛血清白蛋白（２ｇ·Ｌ－１）为标准
品绘制标准曲线，测定蛋白浓度。根据各组蛋白浓

度、体积、细胞计数计算各组细胞中每个细胞的平均

蛋白含量。

１．３　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据
分析，所有实验均重复３次，取均值，数据以均数±
标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用重复测量数据的方差分析
比较不同时间点 ＰＡｋｔ的差异，多组间均数的比较
采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意
义。

２　结果

２．１　各组大鼠心肌细胞表面积及总蛋白含量比较
　结果见表１。ＢＭＰ４组大鼠心肌细胞表面积及总
蛋白含量高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）；ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组与对照组大鼠心肌细胞
表面积及总蛋白含量比较差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）；ＢＭＰ４＋３ＭＡ组大鼠心肌细胞表面积大于对
照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），ＢＭＰ４＋３ＭＡ
组与对照组大鼠心肌细胞总蛋白含量比较差异无统

计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２、ＢＭＰ４＋
３ＭＡ组大鼠心肌细胞表面积及总蛋白含量均低于
ＢＭＰ４组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＢＭＰ４＋
ＬＹ２９４００２组与ＢＭＰ４＋３ＭＡ组大鼠心肌细胞表面
积及总蛋白含量比较差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。
表１　各组大鼠心肌细胞表面积、蛋白含量比较
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｒｅａａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆｒａｔｓ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｉｎｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ 细胞表面积／μｍ２ 总蛋白含量／ｐｇ
对照组 ３ ２７４．２７±５２．５６ １４２．９１±１４．９７
ＢＭＰ４组 ３ ５９３．７３±５３．７２ａ ２１４．２１±１９．２２ａ

ＢＭＰ４＋３ＭＡ组 ３ ３５６．３３±４７．７３ａｂ １５７．０６±１１．１２ｂ

ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组 ３ ２５６．４１±５１．３１ｂ １３４．７３±１３．８３ｂ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０１；与ＢＭＰ４组比较ｂＰ＜０．０５。

２．２　ＢＭＰ４干预后不同时间大鼠心肌细胞内 Ｐ
Ａｋｔ蛋白表达　结果见图１。ＢＭＰ４作用于大鼠心
肌细胞０、１、４、８、１２、２４ｈ后 ＰＡｋｔ蛋白相对表达量
分别为０．５６±０．０２、０．９２±０．１２、０．４２±０．１０、
０６３±０．１１、０．６４±０．２３、０．２９±０．０８。ＢＭＰ４作用
于心肌细胞后ＰＡｋｔ蛋白相对表达量随时间出现先
增高后降低的趋势，１ｈ时达高峰，各时间点 ＰＡｋｔ
蛋白相对表达量总体上比较差异有统计学意义

（Ｆ＝１０．４６５，Ｐ＜０．０５）；ＢＭＰ４作用于大鼠心肌细
胞１ｈ时ＰＡｋｔ蛋白相对表达量均高于其他时间点
（Ｐ＜００５）。

图１　ＢＭＰ４作用不同时间时大鼠心肌细胞内 ＰＡｋｔ蛋白
表达（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅＰＡｋｔｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｒａｔｓｃａｒｄｉｏ
ｍｙｏｃｙｔｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓｏｆＢＭＰ４ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ（ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ）

２．３　ＢＭＰ４干预 １ｈ后各组大鼠心肌细胞内 Ｐ
ＰＩ３Ｋ、ＰＡｋｔ及 ＬＣ３蛋白表达　结果见图２、图３、
图４和表２。ＢＭＰ４组、ＢＭＰ４＋３ＭＡ组大鼠心肌细
胞内 ＰＰＩ３Ｋ蛋白表达水平高于对照组，ＢＭＰ４＋
ＬＹ２９４００２组大鼠心肌细胞内ＰＰＩ３Ｋ蛋白表达水平
低于对照组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；
ＢＭＰ４＋３ＭＡ组、ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组大鼠心肌细胞
内ＰＰＩ３Ｋ蛋白表达水平低于ＢＭＰ４组，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５），ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组大鼠心肌
细胞内ＰＰＩ３Ｋ蛋白表达水平低于 ＢＭＰ４＋３ＭＡ组，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＢＭＰ４、ＢＭＰ４＋
３ＭＡ组大鼠心肌细胞内ＰＡｋｔ蛋白及自噬相关蛋白
ＬＣ３表达水平高于对照组（Ｐ＜０．０１），ＢＭＰ４＋
ＬＹ２９４００２组与对照组大鼠心肌细胞内 ＰＡｋｔ蛋白
及自噬相关蛋白 ＬＣ３表达水平比较差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）；ＢＭＰ４＋３ＭＡ、ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组
大鼠心肌细胞内ＰＡｋｔ蛋白及自噬相关蛋白ＬＣ３表
达水平低于 ＢＭＰ４组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；ＢＭＰ４＋３ＭＡ组与 ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组大鼠
心肌细胞ＰＡｋｔ蛋白及自噬相关蛋白ＬＣ３表达水平
比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

１：对照组；２：ＢＭＰ４组；３：ＢＭＰ４＋３ＭＡ组；４：ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组。

图２　ＢＭＰ４干预大鼠心肌细胞 １ｈ后 ＰＰＩ３Ｋ蛋白表达
（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＰＩ３ＫｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒＢＭＰ４ｉｎｔｅｒｖｅｎ
ｔｉｏｎｉｎｒａｔｓｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｆｏｒ１ｈ（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
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１：对照组；２：ＢＭＰ４组；３：ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组；４：ＢＭＰ４＋３ＭＡ组。

图３　ＢＭＰ４干预大鼠心肌细胞 １ｈ后 ＰＡｋｔ蛋白表达
（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＡｋｔｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒＢＭＰ４ｉｎｔｅｒｖｅｎ
ｔｉｏｎｉｎｒｔａｓｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｆｏｒ１ｈ（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

１：对照组；２：ＢＭＰ４组；３：ＢＭＰ４＋３ＭＡ组；４：ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组。

图４　各组大鼠心肌细胞自噬相关蛋白 ＬＣ３表达（ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎＬＣ３ｉｎｒａｔｓ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
表２　ＢＭＰ４干预１ｈ后各组大鼠心肌细胞内ＰＰＩ３Ｋ及Ｐ
Ａｋｔ蛋白表达比较
Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＰＩ３Ｋ ａｎｄＰＡｋｔ
ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒａｔｓｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｆｔｅｒ１ｈｉｎｔｅｒ
ｖｅｎｔｉｏｎｏｆＢＭＰ４ （珔ｘ±ｓ）
组别 ｎ ＰＰＩ３Ｋ蛋白 ＰＡｋｔ蛋白 ＬＣ３
对照组 ３ ０．５６±０．０６ ０．８３±０．２７ １．５３±０．２１
ＢＭＰ４组 ３ ０．８８±０．１０ａ １．８４±０．２４ａ ３．２７±０．３２ａ

ＢＭＰ４＋３ＭＡ组 ３ ０．７３±０．２１ａｂ １．２１±０．１７ａｂ ２．２８±０．４０ａｂ

ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组 ３ ０．３８±０．１１ａｂｃ ０．９６±０．３４ｂ １．７７±０．５２ｂ

Ｆ ２５．０９１ ２７．０３０ ２８．２１２
Ｐ ０．０２１ ０．０３６ ０．０２０

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０１；与 ＢＭＰ４组比较ｂＰ＜０．０５；与 ＢＭＰ４＋３ＭＡ

组比较ｃＰ＜０．０５。

２．４　ＢＭＰ４作用４８ｈ后各组大鼠心肌细胞内 α
ＳＭＡ和ＢＮＰ蛋白表达　结果见图５和表３。ＢＭＰ４
组大鼠心肌细胞内 αＳＭＡ蛋白表达水平高于对照
组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＢＭＰ４＋３ＭＡ、
ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组大鼠心肌细胞内 αＳＭＡ蛋白
表达水平与对照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）；ＢＭＰ４＋３ＭＡ组、ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组大鼠心
肌细胞内αＳＭＡ蛋白表达水平低于 ＢＭＰ４组，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５），ＢＭＰ４＋３ＭＡ组大鼠心肌
细胞 内 αＳＭＡ 蛋 白 表 达 水 平 高 于 ＢＭＰ４＋
ＬＹ２９４００２组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
ＢＭＰ４、ＢＭＰ４＋３ＭＡ组大鼠心肌细胞内 ＢＮＰ蛋白表
达水平高于对照组（Ｐ＜０．０１），ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２
组大鼠心肌细胞内 ＢＮＰ蛋白表达水平与对照组比

较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＢＭＰ４＋３ＭＡ、
ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组大鼠心肌细胞内 ＢＮＰ蛋白表
达水平低于 ＢＭＰ４组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。

１：对照组；２：ＢＭＰ４组；３：ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组；４：ＢＭＰ４＋３ＭＡ组。

图５　各组大鼠心肌细胞内αＳＭＡ和ＢＮＰ蛋白表达（ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡａｎｄＢＮＰｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒａｔｓｃａｒ
ｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
表３　ＢＭＰ４作用４８ｈ后各组大鼠心肌细胞内 αＳＭＡ及
ＢＮＰ蛋白表达比较
Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡａｎｄＢＮＰｐｒｏ
ｔｅｉｎｉｎｒａｔｓｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｆｔｅｒ４８ｈｉｎｔｅｒ
ｖｅｎｔｉｏｎｏｆＢＭＰ４ （珔ｘ±ｓ）
组别 ｎ αＳＭＡ蛋白 ＢＮＰ蛋白
对照组 ３ ０．９７±０．０８ ０．５３±０．０５
ＢＭＰ４组 ３ １．６１±０．０６ａ １．４５±０．１２ａ

ＢＭＰ４＋３ＭＡ组 ３ １．３２±０．２４ｂ ０．７４±０．０８ａｂ

ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组 ３ ０．５８±０．２４ｂｃ ０．４５±０．０９ｂ

Ｆ ２８．３５１ ７８．４６８
Ｐ ０．００９ ０．０１８

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０１；与 ＢＭＰ４组比较ｂＰ＜０．０５；与
ＢＭＰ４＋３ＭＡ组比较ｃＰ＜０．０５。

３　讨论
心肌肥大是多种心血管疾病发展到一定阶段的

病理过程，已被公认为是猝死、心律失常等心血管事

件的独立危险因素。心肌肥大的本质是核内基因表

达改变，如β肌球蛋白重链、ＳＭＡ、心房利钠肽（ａｔｒｉ
ａｌｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅ，ＡＮＰ）等基因的表达上调。因
此，探讨其发生的病理生理机制，寻找心肌肥大的潜

在靶点，对于改善心肌功能及心血管疾病的治疗有

重要意义。多种因素均可诱导心肌肥大的发生，如

机械应激和神经体液因子、容量及压力负荷的增加、

炎症刺激等［１０］。ＢＭＰ４是 ＴＧＦβ超家族中的一员，
最早由ＯＺＫＡＹＮＡＫ等［１１］从牛成骨蛋白提取物中分

离出来，在软骨、骨的形成和修复过程中有独特的诱

导活性。ＳＵＮ等［３］研究发现，ＢＭＰ４能诱发病理性心
肌肥大，在压力负荷构建的病理性心肌肥大模型中

ＢＭＰ４及心肌肥大标志物 ＡＮＰ、ＢＮＰ表达增加，而在
游泳训练导致的生理性肥大小鼠模型中ＢＭＰ４、ＡＮＰ
及ＢＮＰ的表达未见明显改变。本研究发现，用
５０μｇ·Ｌ－１ＢＭＰ４刺激大鼠心肌细胞后，ＢＭＰ４组心
肌细胞的细胞表面积明显大于不给予ＢＭＰ４刺激的
对照组，总蛋白含量也高于对照组；同时，ＢＮＰ、α
ＳＭＡ表达也高于对照组。而 ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２、
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ＢＭＰ４＋３ＭＡ组心肌细胞的细胞表面积、总蛋白含量、
ＢＮＰ表达少于 ＢＭＰ４组。说明 ＬＹ２９４００２、３ＭＡ在一
定程度上抑制了心肌肥大的发生。

ＰＩ３ＫＡｋｔ通路是膜受体信号向细胞内转导的
重要途径，可介导细胞的生长、增殖和分化。ＰＩ３Ｋ
是一种细胞内蛋白激酶，其是由１个催化亚基 ｐ１１０
和１个调节亚基ｐ８５构成的异源二聚体。Ａｋｔ属于
丝氨酸苏氨酸蛋白激酶家族成员，是一种相对分子
量为６００００的蛋白质。无活性的调节亚基 ｐ８５和
催化亚基ｐ１１０复合物存在于细胞质，当受到某些刺
激激活后在细胞膜上生成第２信使ＰＩＰ３，ＰＩＰ３可使
下游分子Ａｋｔ磷酸化，进一步发挥生物学功能［１２１３］。

有研究发现，转基因小鼠心脏过表达活性ＰＩ３Ｋ可引
起心肌细胞体积增大，Ａｋｔ可能是重要的下游效应
分子［４］。ＰＩ３ＫＡｋｔ通路的激活及 ＰＰＩ３Ｋ、ＰＡｋｔ蛋
白表达的增高可能是心肌肥厚发生的机制［５］。ＷＵ
等［１４］研究发现，ＢＭＰ４可通过激活 ＰＩ３ＫＡｋｔ通路而
减少肺动脉平滑肌细胞凋亡。本研究以５０μｇ·Ｌ－１

ＢＭＰ４刺激大鼠心肌细胞不同时间后发现，ＰＡｋｔ蛋
白表达在１ｈ达到高峰，随后呈下降趋势。同时还
发现，ＢＭＰ４作用于大鼠心肌细胞１ｈ时，ＢＭＰ４组
大鼠心肌细胞内 ＰＰＩ３Ｋ、ＰＡｋｔ蛋白表达水平明显
高于对照组，而 ＢＭＰ４＋ＬＹ２９４００２组大鼠心肌细胞
内ＰＰＩ３Ｋ、ＰＡｋｔ蛋白表达变化不明显，提示 ＢＭＰ４
可能是在早期通过激活 ＰＩ３ＫＡｋｔ通路而诱导心肌
细胞肥大。

自噬的主要生理功能是将胞质中的大分子物质

和一些细胞内源性底物在单位膜包裹的囊泡中大量

降解，实现再循环，以维持内环境自身的稳定。自噬

在维持心肌细胞大小、结构和功能等方面发挥重要

作用［１５１６］。有研究表明，心肌肥大和心脏衰竭中自

噬增加［１７］。ＮＡＫＡＩ等［６］研究表明，自噬基因 Ａｔｇ７
敲除后大鼠心肌细胞进一步肥大，提示抑制自噬可

能诱导心肌细胞肥大。而 ＺＨＵ等［７］采用主动脉缩

窄法建立了心力衰竭小鼠模型，结果显示，病理状态

下心肌细胞自噬能诱导细胞肥大，在心肌缺血再灌

注时能够诱导心肌细胞自噬，从而增加对心肌的保

护作用，因此，在不同诱导因素及心肌肥大的不同阶

段，自噬发挥的作用可能不同，具体机制仍待进一步

研究。本研究发现，在 ＢＭＰ４诱导大鼠心肌细胞肥
大的过程中自噬活性增加，自噬相关蛋白 ＬＣ３表达
水平明显增高。ＢＭＰ４＋３ＭＡ组大鼠心肌细胞内
ＬＣ３蛋白表达降低，自噬活性降低，该组大鼠心肌细
胞表面积及ＢＮＰ表达较 ＢＭＰ４组少，提示 ＢＭＰ４可
能通过激活自噬而诱导心肌肥大。

ＢＭＰ４诱导大鼠心肌细胞肥大可能与激活
ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路有关，而特异性抑制剂ＬＹ２９４００２
可减弱ＢＭＰ４诱导的心肌肥大。同时，心肌肥大中
的自噬受到激活，而抑制自噬可以减少心肌肥大的

发展，提示自噬可能也是 ＢＭＰ４诱导心肌肥大的一
个因素。本研究在一定程度上丰富了心肌肥大的分

子机制，为临床提供一定的理论基础，也为心肌肥大

的预防及治疗提供新的方向。
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