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本文引用!杨莉&贺静&孙晓慧&等#E5:=?VIW2!&/ 对血管紧张素
!

介导的心肌细胞肥大和凋亡的影响'@(#新乡

医学院学报&,"!-&'%"!!#!!",02!",-#ABC!!"#$%&'())*)*)+#,"!-#!!#""/#

"基础研究#

=.'4*>J;HAXQ对血管紧张素
!

介导的心肌细胞肥大和凋亡的影响

杨D莉!

! 贺D静!

! 孙晓慧!

! 乌宇亮,

"!#泾河工业园长庆油田职工医院心血管内科&陕西D西安D$!","!$,#西安交通大学第一附属医院心血管内科&陕西

D西安D$!""%!#

摘要!D目的D探讨 E5:=?VIW2!&/"35V2!&/#对血管紧张素
!

"W89

!

#介导的心肌细胞肥大及凋亡的影响%

方法D将心肌细胞系\-:, 细胞随机分为对照组)W89

!

处理组)阴性对照组和35V2!&/ 过表达组% 对照组细胞采用

常规培养$W89

!

处理组细胞常规培养&并给予W89

!

处理$阴性对照组细胞使用含35V2!&/ 阴性对照"IM#的无血清

培养基处理 ,0 ;后给予W89

!

处理$35V2!&/ 过表达组细胞使用含35V2!&/ 模拟物"35V2!&/ 3535:#的无血清培养基

培处理 ,0 ;后给予W89

!

处理% 采用实时定量聚合酶链反应检测各组细胞中 35V2!&/)心房钠尿肽"WIG#)脑钠肽

"dIG#)

$

2肌球蛋白重链"

$

2E\M#和细胞分裂周期蛋白 0,"MAM0,# 3VIW表达&应用细胞计数试剂盒2& 检测各组细

胞活性&细胞凋亡检测试剂盒测定各组细胞凋亡小体富计因子水平&QLRSL=8 +6?S法测定各组细胞中活化型多聚腺苷

二磷酸核糖聚合梅":6L4aL< GWVG#)活化型:4RK4RL' 和MAM0, 蛋白表达% 结果D与对照组比较&W89

!

处理组和阴

性对照组细胞中35V2!&/ 相对表达量)细胞活性显著降低"!U"#"/#&WIG)dIG)

$

2E\M和 MAM0, 3VIW相对表达

量)细胞凋亡小体富计因子及活化型GWVG)活化型 :4RK4RL' 和MAM0, 蛋白相对表达量显著升高"!U"#"/#% 阴性对

照组与W89

!

处理组细胞中35V2!&/ 和WIG)dIG)

$

2E\M)MAM0, 3VIW相对表达量)细胞活性)凋亡小体富计因子

及活化型 GWVG)活化型:4RK4RL')MAM0, 蛋白相对表达量比较差异均无统计学意义"!T"#"/#% 与W89

!

组和阴性

对照组比较&35V2!&/ 过表达组细胞中 35V2!&/ 相对表达量)细胞活性显著升高"!U"#"/#&WIG)dIG)

$

2E\M和

MAM0, 3VIW相对表达量)细胞凋亡小体富计因子及活化型 GWVG)活化型 :4RK4RL')MAM0, 蛋白相对表达量显著降

低"!U"#"/#% 结论D35V2!&/ 可能通过下调心肌细胞中 MAM0, 水平来减轻 W89

!

介导的心肌细胞损伤&抑制

W89

!

介导的心肌细胞肥大和凋亡&改善心肌细胞活性&从而发挥心肌保护作用%

关键词!D35:=?VIW2!&/$血管紧张素
!

$心肌肥大$细胞凋亡$细胞分裂周期蛋白 0,

中图分类号! V/0,#,D文献标志码! WD文章编号! !""02$,'-","!-#!!2!",02"%

$%%&'(*%M.'4*>J;HAXQ */2/6.*(&/)./

!

M&5.2(&5'245.*M:*':(&1:7&4(4*71: 2/527*7(*).)

ZWIY]5

!

&\1@589

!

&JNI_54?2;H5

!

&QNZH265489

,

"!"B$7'*+C$/+)2>'*03)='6.?4'*;$03.3/$&K3/:,$H/0?6+*3'4!'*L>,'/:S3/: J3423$40 T)*L$*P65)673+'4&83P'/ $!","!&

-,''/93!*)=3/.$&>,3/'$,"B$7'*+C$/+)2>'*03)='6.?4'*;$03.3/$&+,$F3*6+122343'+$0 5)673+'4)283P'/ K3')+)/: </3=$*63+%&

83P'/ $!""%!&-,''/93!*)=3/.$&>,3/' #

;0)(42'(!D"0<&'(.3&D ?̀RSH<*S;LLbbL:S?b35:=?VIW2!&/ "35V2!&/# ?8 4895?SL8R58

!

"W89

!

#23L<54SL<

:4=<5?3*?:*SL;*KL=S=?K;*48< 4K?KS?R5R% =&(1*5)DE*?:4=<546:L66658L\-:, :L66R7L=L=48<?36*<5a5<L< 58S?:?8S=?6

9=?HK&W89

!

9=?HK&8L94S5aL:?8S=?69=?HK 48< 35V2!&/ ?aL=L)K=LRR5?8 9=?HK#̀;L:L66R58 S;L:?8S=?69=?HK 7L=L:H6SH=L<

:?8aL8S5?8466*$S;L:L66R58 S;LW89

!

9=?HK 7L=LS=L4SL< 75S; "#!

"

3?6*]

.!

W89

!

b?=,0 ;?H=R$S;L:L66R58 S;L8L94S5aL

:?8S=?69=?HK 7L=LS=L4SL< 75S; W89

!

4bSL=S=48RbL:S5?8 75S; RL=H32b=LL3L<5H3:?8S45858935V2!&/ 8L94S5aL:?8S=?6b?=,0

;?H=R&48< :L66R58 S;L35V2!&/ ?aL=L)K=LRR5?8 9=?HK 7L=LS=L4SL< 75S; W89

!

4bSL=S=48RbL:S5?8 75S; RL=H32b=LL3L<5H3

:?8S45858935V2!&/ 3535:b?=,0 ;?H=R#̀ ;L3VIW6LaL6R?b4S=54684S=5H=LS5:KLKS5<L"WIG#& +=458 84S=5H=LS5:KLKS5<L

"dIG# 48<

$

23*?R58 ;L4a*:;458 "

$

2E\M# 48< :L66<5a5R5?8 :*:658 0, "MAM0,# 7L=L<LSL:SL< +*=L46S53L2̂H48S5S4S5aL

K?6*3L=4RL:;458 =L4:S5?8 "V̀ 2̂GMV##̀;L:L66a54+565S*74R<LSL:SL< +*:L66:?H8S589P5S2&#̀;L6LaL6R?b4K?KS?R5R:L66+?<*

L8=5:;3L8Sb4:S?=R7L=L<LSL:SL< +*:L664K?KS?R5R<LSL:S5?8 P5S#̀ ;LL)K=LRR5?8R?b:6L4aL< K?6*WAG2=5+?RLK?6*3L=4RL

"GWVG#&:6L4aL< :4RK4RL' 48< MAM0, K=?SL58 7L=L<LSL=358L< +*QLRSL=8 +6?S#>&),+()DM?3K4=L< 75S; S;L:?8S=?69=?HK&

58 S;LW89

!

9=?HK 48< 8L94S5aL:?8S=?69=?HK&S;LL)K=LRR5?8 ?b35V2!&/ 48< :L66a54+565S*7L=LR5985b5:48S6*<L:=L4RL< "!U

"#"/#&S;L3VIW6LaL6R?bWIG&dIG&

$

2E\M48< MAM0,&4K?KS?S5:L8=5:;3L8Sb4:S?=R&48< S;LL)K=LRR5?8R?b:6L4aL<
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GWVG&:6L4aL< :4RK4RL' 48< MAM0, K=?SL58 7L=L?+a5?HR6*58:=L4RL< "!U"#"/##̀;L=L74R8?R5985b5:48S<5bbL=L8:L58 S;L

35V2!&/ 6LaL6&S;L3VIW6LaL6?bWIG&dIG&

$

2E\M48< MAM0,&:L66a54+565S*&4K?KS?S5:=5:; b4:S?=&48< S;LL)K=LRR5?8 ?b

:6L4aL< GWVG&:6L4aL< :4RK4RL' 48< MAM0, K=?SL58 +LS7LL8 S;LW89

!

9=?HK 48< 8L94S5aL:?8S=?69=?HK "!T"#"/##

M?3K4=L< 75S; S;LW89

!

9=?HK 48< 8L94S5aL:?8S=?69=?HK&S;L6LaL6?b35V2!&/ 48< :L66a54+565S*7L=LR5985b5:48S6*58:=L4RL<

"!U"#"/#&48< S;LL)K=LRR5?8 ?bWIG&dIG&

$

2E\M48< MAM0, 3VIW&4K?KS?S5:=5:; b4:S?=R&S;LL)K=LRR5?8 ?b:6L4aL<

GWVG&:6L4aL< :4RK4RL' 48< MAM0, K=?SL58 58 S;L35V2!&/ ?aL=L)K=LRR5?8 9=?HK 7L=LR5985b5:48S6*<L:=L4RL< 58 S;L35V2!&/

?aL=L)K=LRR5?8 9=?HK "!U"#"/##?*/'+,).*/D35V2!&/ 34*=L<H:LW89

!

23L<54SL< :4=<5?3*?:*SL58pH=*&58;5+5SW89

!

23L<52

4SL< :4=<5?3*?:*SL;*KL=S=?K;*&53K=?aL:4=<5?3*?:*SL4:S5a5S*&58;5+5S:4=<5?3*?:*SL4K?KS?R5R&48< K64*4=?6L58 3*?:4=<546

K=?SL:S5?8 +*<?782=L9H64S589S;LMAM0, 6LaL6?b:4=<5?3*?:*SLR#

@&: 9*45)!D35:=?VIW2!&/$4895?SL8R58

!

$:4=<54:;*KL=S=?K;*$:L664K?KS?R5R$:L66<5a5R5?8 :*:6L0,

DD病理性心肌肥厚是猝死)心力衰竭等心血管疾

病的危险因素&其涉及心肌细胞肥大)凋亡)自噬及

炎症反应等相关机制'!(

% 寻找有效阻碍心肌细胞

肥厚和凋亡的靶分子对改善心肌肥厚具有重要意

义% 研究证实&微小核糖核苷酸 "35:=?VIW&35V2

IW#参与调控心脏疾病的发生)发展',(

&35V2!&/ 在

心肌肥厚模型中表达下调''(

&但其对心肌细胞肥大

及凋亡的影响尚不清楚% 心房钠尿肽"4S=54684S=52

H=LS5:KLKS5<L&WIG#)脑钠肽"d2S*KL84S=5H=LS5:KLK2

S5<L&dIG# 和
$

2肌球蛋白重链 "

$

23*?R58 ;L4a*

:;458&

$

2E\M#是心肌细胞肥大的标志物&这些指标

升高表明存在心肌细胞肥大% 细胞分裂周期蛋白

0,":L66<5a5R5?8 :*:6L0,&MAM0,#是35V2!&/ 的一个

靶分子&与心肌细胞肥大和凋亡有一定关系&其在压

力超负荷的心脏和体外培养的心肌细胞中可被多种

激动剂包括血管紧张素
!

"4895?SL8R58

!

&W89

!

#

和异丙肾上腺素激活&具有心肌损伤作用% 活化型

多聚腺苷二磷酸核糖聚合酶"K?6*WAG2=5+?RLK?6*2

3L=4RL&GWVG#和活化型 :4RK4RL' 是细胞凋亡的分

子标志物% 本研究通过观察35V2!&/ 对W89

!

介导

的心肌细胞系 \-:, 细胞中 WIG)dIG)

$

2E\M和

MAM0, 3VIW表达水平及细胞活性)细胞凋亡小体

富计因子)活化型 GWVG和活化型 :4RK4RL' 的影

响&旨在探讨35V2!&/ 影响心肌细胞肥大及凋亡的

作用机制&为35V2!&/ 在心脏疾病防治中的应用提

供理论支持%

AB材料与方法

ACAB细胞D心肌细胞系 \-:, 细胞由中国科学院

细胞库提供&冻存于含二甲基亚砜" <53LS;*6RH6b?)2

5<L&AEJB#的胎牛血清"bLS46+?a58LRL=H3&XdJ#中&

液氮保存%

ACDB主要试剂与仪器DW89

!

)青链霉素)达尔伯

克改良伊格尔培养基"AH6+L::?oR3?<5b5L< 1496LoR

3L<5H3&AE1E#)XdJ购自美国\*:6?8L公司&AEJB

购自美国 J5934公司&35V2!&/ 模拟物 "35V2!&/

3535:#和35V2!&/ 阴性对照购自上海吉玛制药技术

有限公司&实时定量 JZdVE5)试剂盒购自德国

m549L8 公司& V̀Ce?6试剂盒)65K?b4:S4358L,""" 试剂

购自美国C8a5S=?9L8公司&细胞凋亡检测试剂盒购自

德国罗氏公司&细胞计数试剂盒2& ":L66:?H8S589

P5S2&&MMF2&#)二喹啉甲酸"+5:58:;?8585:4:5<&dMW#

蛋白定量试剂盒) 放射免疫沉淀分析 " =4<5?

533H8?K=L:5K5S4S5?8 4RR4*&VCGW#裂解液和胰蛋白酶

细胞消化液购自上海碧云天生物技术有限公司&辣

根过氧化酶标志羊抗兔二抗购自北京中杉金桥生物

技术有限公司&蛋白显色液购自美国E5665K?=L公司&

抗GWVG)活化型 :4RK4RL')MAM0, 抗体购自美国

ML66J59846589̀ L:;8?6?9*公司&双荧光素酶报告3V2

IW试剂盒和反转录试剂盒购自美国G=?3L94公司$

'$ h恒温培养箱购自德国 \L=4LHR公司&细胞培养

板购自美国 M?=589公司&WdC$/"" 聚合酶链反应

"K?6*3L=4RL:;458 =L4:S5?8&GMV#仪购自美国WKK65L<

d5?R*RSL3R公司&低温高速离心机和多功能酶标仪

购自美国 ;̀L=3?X5R;L=公司%

ACEB实验方法

ACECAB细胞培养D取冻存的\-:, 细胞&'$ h温水

迅速融化&并悬浮于含体积分数 ,"fXdJ 的 AE1E

中&混匀后转移至新的离心管&! """ =*358

.!离心

!" 358&弃培养基&沉淀的细胞加入 !" 3]AE1E&

混匀&接种于 !" :3培养皿中&置于'$ h)含体积分

数 /f MB

,

的培养箱中培养 0& ; 后进行细胞传代%

传代 , 次后用于后续实验%

ACECDB细胞分组及转染D取传代 , 次的 \-:, 细

胞接种于 % 孔板&培养 ,0 ;后随机分为对照组)W89

!

处理组)阴性对照组和 35V2!&/ 过表达组% 对照

组细胞采用无血清培养基培养 / ; 后更换为完全培

养基&继续培养0' ;$W89

!

处理组细胞采用无血清培

养基培养 / ; 后更换为完全培养基&继续培养 !- ;&

给予 "#!

"

3?6*]

.!

W89

!

处理 ,0 ;$阴性对照组细

胞采用含 /" K3?6*]

.!

35V2!&/ 阴性对照的无血清

培养基培养 / ;&更换为完全培养基继续培养 !- ;&

给予 "#!

"

3?6*]

.!

W89

!

处理 ,0 ;$35V2!&/ 过表

达组细胞采用含 /" K3?6*]

.!

35V2!&/ 3535:的无

*/,"!*第 !! 期DDDDDDDDDDD杨D莉&等!E5:=?VIW2!&/ 对血管紧张素
!
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血清培养基培养 / ;&更换为完全培养基继续培养

!- ;&给予 "#!

"

3?6*]

.!

W89

!

处理 ,0 ;% 阴性对

照组和35V2!&/ 过表达组细胞使用的转染试剂为

65K?bL:S4358L,"""%

ACECEB实时定量 G?>检测各组细胞中 M.>HAXQ

及;JG$\JG$

"

H=T?$?!?KD M>J;表达D取

/!#'#, 项0培养的各组细胞&用磷酸盐缓冲液

"K;?RK;4SL+HbbL=L< R?64S5?8&GdJ#清洗 ' 次&各孔加

入! 3] V̀Ce?6试剂&于冰上反应 !" 358&提取细胞总

VIW% 按照反转录试剂盒说明书将 VIW反转录为

:AIW% 反转录体系为!, lGMV缓冲液 !,#/

"

]&

:AIW!

"

]&上游引物 "#/

"

]&下游引物 "#/

"

]&

JZdVY=LL8 C"#/

"

]&灭菌蒸馏水 !"#"

"

]&总体积

为 ,/

"

]% 每组设置 ' 个复孔&使用 WdC$/"" GMV

仪进行实时定量&工作程序设定为! -0 h预热

, 358&-0 h变性 !/ R&%" h退火 '" R&$, h 延伸

'" R&共 0"个循环% 以N%作为35V2!&/的内参&

$

24:2

S58 作为 WIG)dIG)

$

2E\M和 MAM0, 的内参% 采用

,

.

((

MS法计算目的3VIW和35V2!&/的相对表达量%

ACECKB??@HX 法检测各组细胞活性D取/!#'#,

项0培养的各组细胞&弃培养基&各孔加入 !""

"

]

GdJ洗涤 , 次&加入 !""

"

]培养基和 !"

"

]MMF2&

溶液混匀$同时设置空白孔&加入 !""

"

]培养基和

!"

"

]MMF2&溶液$'$ h培养箱中孵育 , ;&采用多功

能酶标仪于 0/" 83波长处测定各组细胞的吸光度值

"1#&细胞活性 "U# j"1实验组 .1空白组 #V"1对照组 .

1空白组# l!""U% 其中 1实验组代表对照组)W89

!

处

理组)阴性对照组和 35V2!&/ 过表达组细胞 1值%

每组设 ' 个复孔&取均值%

ACECQB细胞凋亡检测试剂盒检测各组细胞凋亡情

况D取/!#'#, 项0培养的各组细胞&弃培养基&用

GdJ清洗 ' 次&胰蛋白酶消化后将细胞重悬于 GdJ

中&&"" l: 离心 !" 358&弃上清液&加入 ,""

"

]裂

解液&室温反应 '" 358$&"" l: 离心 !" 358% 取

,"

"

]上清液加至链霉亲和素包被的微孔板中&再加

入&"

"

]免疫反应试剂"偶联有过氧化物酶的抗2

AIW单克隆抗体)抗组蛋白2生物素)温育缓冲液&

!.!.!& 混合#&在摇床上避光室温反应 , ;&弃上

清液&加入 ,/"

"

]温育缓冲液清洗 ' 次&弃上清%

加入!""

"

],&,n2联氮2双2'2乙基苯并噻唑啉2%2磺酸

二铵盐&室温孵育0/ 358% 另设 ! 个孔&加入 !""

"

]

,&,o2联氮2双2'2乙基苯并噻唑啉2%2磺酸二铵盐作

为空白对照孔"不含细胞裂解液# % 于 0"/ 83波

长处测定各孔 1值&每组设置 ' 个复孔% 结果用

凋亡小体富计因子表示&富计因子 j"1实验组 .

1空白对照组# V1对照组% 其中 1实验组代表对照组)W89

!

入理组)阴性对照组和35V2!&/ 过表达组细胞1值%

富计因子越大&表明细胞凋亡水平越高%

ACECVBF&)(&4/0+*(法测定各组细胞中活化型

G;>G$活化型 '2)72)&E 和 ?!?KD 蛋白表达D取

/!#'#, 项0培养的各组细胞&GdJ 清洗 ' 次&每孔加

入&"

"

]蛋白裂解液&于冰上反应 !/ 358&收集细胞

总蛋白&dMW法测定各组细胞的蛋白浓度% 每组取

/"

"

9蛋白样品&在十二烷基硫酸钠2聚丙烯酰胺凝

胶电泳 " <?<L:*6RH6b4SL&R?<5H3 R46S2K?6*4:=*6435<L

9L6L6L:S=?K;?=LR5R&JAJ2GWY1#中进行电泳分离&采

用 ,"" 3W恒流湿转移法将蛋白转移至硝酸纤维素

膜&室温条件下采用 /" 9*]

.!牛血清白蛋白封闭

! ;&加入抗 GWVG" ! . /"" #)活化型 :4RK4RL'

"!./""#)MAM0,"!.! """#和
$

24:S58"!./ """#

一抗&0iM过夜孵育&加入羊抗兔二抗"!./ """#室

温孵育 , ;&每张膜上加入 ,""

"

]显色液&进行 _

胶片曝光显影&采用C349L@软件分析各条带的灰度

值% 实验重复 ' 次&取均值%

ACKB统计学处理D应用 Y=4K;G4< G=5R3/#" 软件

进行统计分析&计量资料以均数 g标准差"

#

9g6#表

示&组间比较采用+检验&多组间比较采用单因素方

差分析&!U"#"/ 为差异有统计学意义%

DB结果

DCABK 组细胞中 M.>HAXQ 及 ;JG$\JG$

"

H=T?

M>J;$?!?KD M>J;相对表达量比较D结果见

表 !% 与对照组比较&W89

!

处理组和阴性对照组

细胞中35V2!&/ 相对表达量显著下降&WIG)dIG)

$

2E\M和MAM0, 3VIW相对表达量显著升高&差异

均有统计学意义"!U"#"/#% W89

!

处理组与阴性

对照组细胞中 35V2!&/ 及 WIG) dIG)

$

2E\M)

MAM0, 3VIW相对表达量比较差异无统计学意义

"!T"#"/#% 与W89

!

处理组和阴性对照组比较&

35V2!&/ 过表达组细胞中 35V2!&/ 相对表达量显著

升高&WIG)dIG)

$

2E\M)MAM0, 3VIW相对表达量

显著下降&差异均有统计学意义"!U"#"/#%

表 ABK 组细胞中 M.>HAXQ 及 ;JG$\JG$

"

H=T?$?!?KD

M>J;相对表达量比较

L20CAB?*M724.)*/*%4&+2(.3&&-74&)).*/)*%M.>HAXQ 2/5

;JG'\JG'

"

H=T? 2/5?!?KD M>J; 2M*/6 (1&%*,4

64*,7) %

$

! N"&

组别 / 35V2!&/ WIG3VIW dIG3VIW

$

2E\M3VIW MAM0, 3VIW

对照组 ' !#", g"#", "#-% g"#", "#-& g"#"' !#!, g"#"0 !#", g"#"'

W89

!

处理组 '

"#0' g"#"0

4

0#%, g"#'

!4

0#!% g"#'

!4

'#%$ g"#,$

4

,#0, g"#!/

4

阴性对照组 '

"#/! g"#"/

4

/#"& g"#'$

4

0#,& g"#0%

4

0#"/ g"#'/

4

,#/! g"#,'

4

35V2!&/过表达组 '

!#$& g"#,%

+:

'#"! g"#!,

+:

,#0- g"#,$

+:

,#!% g"#!&

+:

!#%& g"#!!

+:

DD注!与对照组比较4

!U"#"/$与W89

!

处理组比较+

!U"#"/$与

阴性对照组比较:

!U"#"/%
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DCDBK 组细胞活性比较D对照组)W89

!

组)阴性对

照组和35V2!&/过表达组细胞活性分别为"!""#"' g

!#,-#f) "0'#,% g%#"%#f) "'%#!& g0#,$#f和

"$-#,& g/#!&#f% 与对照组比较&W89

!

处理组和阴

性对照组细胞活性显著降低&差异有统计学意义

"!U"#"/#% 阴性对照组与W89

!

处理组细胞活性比

较差异无统计学意义"!T"#"/#% 与W89

!

处理组和

阴性对照组比较&35V2!&/过表达组细胞活性升高&差

异有统计学意义"!U"#"/#%

DCEBK 组细胞凋亡情况比较D对照组)W89

!

处理

组)阴性对照组和 35V2!&/ 过表达组细胞凋亡小体

富计因子分别为 "#!, g"#",)"#/% g"#"%)"#0- g

"#"0 和 "#'- g"#"0% 与对照组比较&W89

!

处理组

和阴性对照组细胞凋亡小体富计因子显著增高&差

异有统计学意义"!U"#"/#% 阴性对照组与W89

!

处理组细胞凋亡小体富计因子比较差异无统计学意

义"!T"#"/#% 与 W89

!

处理组和阴性对照组比

较&35V2!&/ 过表达组细胞凋亡小体富计因子显著

降低&差异有统计学意义"!U"#"/#%

DCKBK 组细胞活化型 G;>G$活化型 '2)72)&E 和

?!?KD 蛋白相对表达量比较D结果见图 ! 和表 ,%

与对照组比较&W89

!

处理组和阴性对照组细胞中

活化型GWVG)活化型:4RK4RL' 和MAM0, 蛋白相对

表达量显著增高&差异有统计学意义"!U"#"/#%

阴性对照组与 W89

!

处理组细胞中活化型 GWVG)

活化型:4RK4RL' 和 MAM0, 蛋白相对表达量比较差

异无统计学意义"!T"#"/#% 与W89

!

处理组和阴

性对照组比较&35V2!&/ 过表达组细胞中活化型

GWVG)活化型 :4RK4RL' 和 MAM0, 蛋白相对表达量

降低&差异有统计学意义"!U"#"/#%

W!对照组$d!W89

!

处理组$M!阴性对照组$A!35V2!&/ 过表达组%

图 ABK 组细胞中活化型 G;>G$活化型 '2)72)&E$?!?KD

蛋白的表达%F&)(&4/0+*(&

P.6CAB$-74&)).*/*%'+&23&5G;>G''+&23&5'2)72)&E 2/5

?!?KD 74*(&././(1&%*,464*,7)%F&)(&4/0+*(&

表 DBK 组细胞中活化型G;>G$活化型'2)72)&E 和?!?KD

蛋白相对表达量比较

L20CD B ?*M724.)*/ *%4&+2(.3&&-74&)).*/)*%'+&23&5

G;>G''+&23&5'2)72)&E 2/5?!?KD 74*(&./2M*/6 (1&

%*,464*,7) %

$

! N"&

组别 / 活化型GWVG活化型:4RK4RL' MAM0,

对照组 ' !#", g"#"' "#-/ g"#"' !#"! g"#",

W89

!

处理组 '

0#,% g"#'&

4

%#&$ g"#$!

4

'#0- g"#,!

4

阴性对照组 '

'#-0 g"#0/

4

$#"' g"#%!

4

'#,& g"#',

4

E5V2!&/ 过表达组 '

,#'& g"#,/

+:

0#"/ g"#'%

+:

!#/0 g"#!/

+:

DD注!与对照组比较4

!U"#"/$与W89

!

处理组比较+

!U"#"/$与

阴性对照组比较:

!U"#"/%

EB讨论

心肌肥厚分为生理性肥厚和病理性肥厚&生理

性心肌肥厚常发生于儿童猛长期)女性孕期及运动

员&病理性心肌肥厚是由长期的压力负荷导致异常

血流动力学应激)高血压)心肌梗死等因素引起% 早

期心肌肥厚有利于维持正常心功能&但肥厚的心肌

耗氧量增加&心肌顺应性降低&故长期病理性心肌肥

厚会引起心律失常)心力衰竭或者猝死&增加患者死

亡风险% 研究证实&靶向抑制病理性心肌肥厚能够

有效改善心功能'0(

&因此&如何阻碍心肌肥厚的发

生)发展已成为研究热点% 心肌肥厚的发生机制复

杂&除压力负荷外&交感神经兴奋性增强)肾素2血管

紧张素2醛固酮系统激活)胰岛素抵抗)自噬及氧化

应激均参与心肌肥厚的发展过程'/2%(

% 目前&研究者

着重于探索能够靶向阻碍心肌细胞肥大的分子或者

药物&W89

!

处理心肌细胞能够建立体外心肌肥厚

模型&可用于心肌肥厚发生机制的研究'$(

% W89

!

是W89

&

在血管紧张素转化酶作用下产生的一种

多肽物质% 有研究证实&W89

!

通过激活血管紧张

素受体 !&经M4

, k

2磷脂依赖性蛋白激酶途径&使细胞

内M4

, k浓度增加&导致心脏后负荷增加&引起心肌

肥厚'&(

% 在W89

!

介导的心肌细胞损伤中&心肌细

胞肥大的标志因子 WIG)dIG和
$

2E\M表达显著

上调'-2!"(

% 本研究中&W89

!

处理组细胞中 WIG)

dIG和
$

2E\M3VIW相对表达量较对照组显著升

高&提示W89

!

成功诱导了心肌细胞肥大$阴性对

照组细胞中 WIG)dIG和
$

2E\M3VIW相对表达

量与W89

!

处理组比较差异无统计学意义&表明细

胞转染35V2!&/ 阴性对照对W89

!

造成的心肌细胞

肥大无明显影响%

E5VIW是一类长度约 ," O,0 个核苷酸的小

*$,"!*第 !! 期DDDDDDDDDDD杨D莉&等!E5:=?VIW2!&/ 对血管紧张素
!

介导的心肌细胞肥大和凋亡的影响



VIW&研究显示&35VIW能够作为疾病诊断及预后

判断的标志物&同时&35VIW参与调控心血管疾病)

肿瘤等多种疾病的发生)发展'!!(

% 研究发现&35V2

!&/ 通过调控癌细胞增殖)凋亡)自噬)侵袭和迁移

而参与癌症的发生和发展'!,2!'(

% 有研究证实&

W89

!

处理心肌成纤维细胞可导致细胞中 35V2!&/

表达水平下调'!0(

% 目前&35V2!&/ 对 W89

!

介导的

心肌细胞肥大的作用机制尚不明确% 因此&本研究

就35V2!&/ 对W89

!

介导的心肌细胞系 \-:, 细胞

肥大的作用进行探讨&结果显示&W89

!

处理组细胞

中35V2!&/ 表达较对照组下调&提示 35V2!&/ 可能

参与调控W89

!

介导的心肌细胞损伤$W89

!

处理

组与阴性对照组细胞中35V2!&/ 相对表达量比较差

异无统计学意义&表明细胞转染 35V2!&/ 阴性对照

对35V2!&/ 表达无明显影响$同时&与 W89

!

处理组

和阴性对照组比较&35V2!&/ 过表达组细胞中 35V2

!&/ 相对表达量显著升高&而 WIG)dIG和
$

2E\M

3VIW相对表达量下降&提示过表达 35V2!&/ 可以

抑制W89

!

介导的心肌细胞肥大%

W89

!

通过促进心肌细胞肥大)成纤维细胞增

殖而参与心脏重构% 体外实验研究证实&W89

!

能

够诱导心肌细胞凋亡'!/(

&在体内应用血管紧张素转

换酶抑制剂可以阻止心肌细胞凋亡'!%(

% 细胞凋亡

是心血管疾病中一个重要的病理过程&阻止或者减

少心肌细胞凋亡是保护心肌细胞)改善心功能的一

个重要措施% 有研究显示&35V2!&/ 促进肺上皮细

胞凋亡'!$(

$但在内质网应激介导的心肌细胞损伤模

型中&过表达 35V2!&/ 可抑制心肌细胞凋亡'!&(

$这

些研究表明&35V2!&/ 对不同细胞的作用不完全一

致% M4RK4RL家族成员在细胞凋亡中具有重要作用&

其家族成员主要包括凋亡启动因子和凋亡执行因

子% M4RK4RL' 是关键的凋亡执行因子&是细胞凋亡

过程中的主要效应因子&其活化是凋亡进入不可逆

阶段的标志% 活化型 :4RK4RL' 能够对其底物进行

切割&GWVG就是活化型:4RK4RL' 的底物之一&被活

化型:4RK4RL' 切割后&得到的活化型 GWVG也是细

胞凋亡早期标志因子'!-2,"(

% 因此&可以通过测定活

化型:4RK4RL'和活化型GVWG来评价细胞凋亡水平%

本研究结果显示&W89

!

处理组细胞较对照组细胞活

性降低&细胞凋亡小体富计因子显著升高&活化型

:4RK4RL'和活化型 GWVG蛋白表达水平上调&表明

W89

!

可以降低心肌细胞活性&诱导心肌细胞凋亡$阴

性对照组与W89

!

处理组细胞活性及细胞中凋亡小体

富计因子)活化型:4RK4RL'和活化型GWVG蛋白表达

水平比较差异无统计学意义&表明细胞转染35V2!&/

阴性对照对W89

!

造成的心肌细胞活性降低和凋亡无

影响$与W89

!

处理组和阴性对照组比较&35V2!&/ 过

表达组细胞活性增高&细胞凋亡小体富计因子显著降

低&活化型:4RK4RL' 和活化型GWVG蛋白表达下调&

提示35V2!&/过表达可以改善W89

!

导致的心肌细胞

活性降低&抑制心肌细胞凋亡%

MAM0, 是肾素2血管紧张素系统同系物家族成

员之一&具有心肌损伤作用% 与野生型小鼠相比&特

异性敲除心脏 MAM0, 的小鼠在第 ,)& 周心肌肥厚

程度加重&并很快转变为心力衰竭',!(

% 胚胎心肌细

胞 MAM0, 缺失会导致右心室发育不良',,(

&且

MAM0, 可促进缺血再灌注诱导的心肌细胞凋亡','(

%

MAM0, 在压力超负荷的心脏和体外培养的心肌细

胞中可被多种激动剂包括 W89

!

和异丙肾上腺素

激活% 本研究发现&与对照组比较&W89

!

处理组细胞

中MAM0, 3VIW和蛋白相对表达量显著增高&提示

MAM0,参与W89

!

介导的细胞损伤$阴性对照组细胞

中MAM0, 3VIW和蛋白相对表达量与W89

!

组比较

差异无统计学意义&表明细胞转染35V2!&/ 阴性对照

对W89

!

造成的MAM0, 3VIW和蛋白表达无明显影

响$与W89

!

处理组和阴性对照组比较&35V2!&/ 过表

达组细胞中MAM0, 3VIW和蛋白相对表达量显著下

调&表明35V2!&/能够抑制MAM0,表达%

综上所述&35V2!&/ 可能通过下调心肌细胞

MAM0, 水平来减轻W89

!

介导的心肌细胞损伤&抑

制W89

!

介导的心肌细胞肥大&改善心肌细胞活

性&抑制心肌细胞凋亡&从而发挥心肌保护作用%
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