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神经调节蛋白１原核表达及其对阿霉素致大鼠心肌细胞毒性的
保护作用

刘永强１，韩培立１，刘　辉２

（１．新乡医学院第一附属医院心外科，河南省神经修复重点实验室，河南　卫辉　４５３１００；２．新乡医学院第一附属医院
心内科，河南　卫辉　４５３１００）

摘要：　目的　探讨神经调节蛋白１（ＮＲＧ１）对减轻阿霉素（ＤＯＸ）所致大鼠心肌细胞毒性的作用及其机制。
方法　提取ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）胎鼠的心室肌细胞总ＲＮＡ并原核表达ＮＲＧ１蛋白；分离并培养ＳＤ乳鼠原代心肌细
胞，应用细胞计数试剂盒（ＣＣＫ８）测定不同浓度ＤＯＸ作用下大鼠原代心肌细胞的活性；并将心肌细胞分为正常对照
组、ＤＯＸ（５．０μｍｏｌ· Ｌ－１）组、ＤＯＸ（５．０μｍｏｌ· Ｌ－１）＋ＮＲＧ１（１１．０ｎｍｏｌ· Ｌ－１）组和ＮＲＧ１（１１．０ｎｍｏｌ· Ｌ－１）组，
培养７ｄ后分别采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法和荧光定量聚合酶链反应检测大鼠原代心肌细胞的Ｎａ＋Ｃａ２＋交换体（ＮＣＸ１）和
心肌球蛋白轻链激酶（ｃＭＬＣＫ）蛋白和ｍＲＮＡ表达。结果　原核表达 ＮＲＧ１蛋白成功；ＤＯＸ的心肌细胞毒性随其浓
度增高而加重；ＮＲＧ１对不同浓度ＤＯＸ干预的大鼠心肌细胞活力均有恢复作用（Ｐ＜０．０５），ＤＯＸ浓度继续增高时其
恢复作用受限（Ｐ＜０．０５），同时 ＮＲＧ１浓度越高其细胞活力恢复越好（Ｆ＝３６０６．２８、２０１０．６０、２１５．４１，Ｐ＜０．０５）；
５．０μｍｏｌ· Ｌ－１ＤＯＸ能抑制ｃＭＬＣＫ蛋白和ｍＲＮＡ的表达（Ｐ＜０．０５），也能提高ＮＣＸ１蛋白和ｍＲＮＡ的表达（Ｐ＜０．０５），
而１１．０ｎｍｏｌ· Ｌ－１ＮＲＧ１能够逆转ＤＯＸ的上述作用（Ｐ＜０．０５）。结论　ＮＲＧ１能够改善ＤＯＸ所致大鼠心肌细胞毒
性，其机制可能与ｃＭＬＣＫ表达上调及ＮＣＸ１表达下调有关。
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　　阿霉素（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，ＤＯＸ）是一种有效的抗肿
瘤药物［１］，能够成功诱导多种肿瘤达到临床缓解，

然而，其严重的心脏毒性是限制其大剂量和（或）长

期临床应用的重要因素之一。ＤＯＸ的心脏毒性主
要表现为用药早期诱发的各种心律失常，以及晚期

出现剂量依赖性和充血性心力衰竭，而且，一旦出现

充血性心力衰竭，其病死率高达５０％［２］。因此，研

究和寻找既能减轻ＤＯＸ的心脏毒性，又能保持其抗
肿瘤活性的药物具有十分重要的意义。迄今为止，

ＤＯＸ引起心脏毒性的机制尚未完全阐明，一般认为
与活性氧自由基、细胞凋亡及细胞能量代谢障碍有

关，ＢＨＡＴＴ等［３］认为，氧自由基和氧化应激在 ＤＯＸ
所致心脏毒性中起主要作用。ＸＵ等［４］研究发现，

神经调节蛋白１（ｎｅｕｒｅｇｕｌｉｎ１，ＮＲＧ１）可以减轻新
生大鼠心肌细胞的氧化应激和内质网（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ，ＥＲ）应激，是一种潜在的心肌保护剂。本
研究通过克隆大鼠ＮＲＧ１基因并原核表达该蛋白，
观察其对不同浓度 ＤＯＸ所致原代心肌细胞毒性的
保护作用，并探讨其可能机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物、试剂与仪器　新生７２ｈ内Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠１０只及妊娠大鼠２只由新乡医学
院实验动物中心提供，动物合格证号：ＳＹＸＫ（豫）
２００９０００２；ｐＥＴ２８ａ（＋）载体和 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）
菌株均由新乡医学院实验室保存；Ｎｉ氮基三乙酸
（Ｎｉｎｉｔｒｉｌｏｔｒｉａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＮｉＮＴＡ）试剂盒购自安诺伦
（北京）生物科技有限公司，ＤＯＸ购自浙江海门制药
厂（批号：９７１１７４），胎牛血清和达尔伯克改良伊格尔
培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）
购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，Ｎａ＋Ｃａ２＋交换体（Ｎａ＋Ｃａ２＋

ｅｘｃｈａｎｇｅｒ，ＮＣＸ１）抗体、甘油醛３磷酸脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）抗
体、心肌球蛋白轻链激酶（ｃａｒｄｉａｃｍｙｏｓｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ
ｋｉｎａｓｅ，ｃＭＬＣＫ）抗体以及对应的二抗购自美国Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司，二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白
定量试剂盒购自美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，ＤＮＡ胶
回收试剂盒购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，Ｔａｑ酶、荧光定
量聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）试
剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ公司，引物由南京金思瑞生
物科技有限公司合成；大容量低温离心机及核酸蛋

白检测仪购自美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司，荧光定量ＰＣＲ仪
购自美国ＡＢＩ公司，电泳仪、垂直板蛋白电泳装置、
凝胶图像分析仪购自美国ＢｉｏｒａｄＧｅｌＤｏｃ公司。
１．２　ＮＲＧ１蛋白表达与纯化
１．２．１　ＮＲＧ１基因获得及原核表达载体构建　取
ＳＤ妊娠大鼠２只，麻醉后以体积分数７５％乙醇浸
泡消毒，开腹取出胎鼠，将胎鼠开胸摘取心尖部心室

组织，以预冷ＤＨａｎｋ′ｓ液洗涤心室组织３遍并将其
剪碎。ＴＲＩｚｏｌ法提取胎鼠心室肌细胞总 ＲＮＡ，反转
录后应用ＮＲＧ１引物扩增，所有操作严格按照试剂
盒说明书进行，以 ＧＡＰＤＨ作为内参照。ＮＲＧ１上
游引 物 序 列 为 ５′ＧＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＴＣＴＧＡＧＣＧ
ＣＡＡＡＧ３′，下游引物序列为 ５′ＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＴＡＴ
ＡＣＡＧＣＡＡＴＡＧＧ３′；ＧＡＰＤＨ上游引物序列为５′ＣＴ
ＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴ３′，下游引物序列为５′
ＡＴＧＧＧＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧ３′。将 ＰＣＲ 产 物 及
ｐＥＴ２８ａ（＋）载体进行ＥｃｏＲＩ和ＳａｌⅠ双酶剪切４ｈ，
对目的片段和ｐＥＴ２８ａ（＋）载体片段进行琼脂糖凝
胶电泳及回收。回收后的目的片段连接并转化到

Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）表达菌株中，挑取克隆鉴定后备用。
１．２．２　ＮＲＧ１蛋白表达与纯化　选取鉴定正确的
克隆菌株，使用１ｍｍｏｌ· Ｌ－１异丙基βＤ硫代半乳
糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌβＤｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）进行小量
诱导，并应用十二烷基苯磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电
泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏ
ｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）分析，比较０、１、２、３、４ｈ时蛋
白条带的变化，鉴别目的蛋白条带并观察其表达。

ＮＲＧ１蛋白条带大小为７３７００。ＩＰＴＧ诱导１Ｌ目的
菌，超声破菌后３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清液和
沉淀，分别进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，发现蛋白大部分在沉
淀中，说明是包涵体表达。严格参照ＮｉＮＴＡ试剂盒说
明书，应用多聚组氨酸标签（ＨｉｓＴａｇ）纯化目的蛋白，通
过紫外分光光度仪测定目的蛋白ＮＲＧ１的浓度和纯
度，纯化产物行蛋白定量后，鉴定蛋白活性。

１．３　大鼠心肌原代细胞分离与培养　取新生７２ｈ
内ＳＤ大鼠１０只，处死后以体积分数７５％乙醇浸泡
消毒并获取心室组织，应用预冷ＤＭＥＭ培养基冲洗
后将心室组织置于小塑料皿中剪碎。加入６ｍＬ胰
蛋白酶，使用吸管将含心尖碎块的胰蛋白酶移入

２５ｃｍ２培养瓶中，３７℃水浴轻摇，１００ｒ· ｍｉｎ－１消化
１５ｍｉｎ；吸弃上清液后再加入４ｍＬ消化液（消化液含
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３．２ｍＬ磷酸缓冲盐溶液、０．４ｍＬ胶原酶、０．４ｍＬ胰
蛋白酶），３７℃轻摇，１００ｒ· ｍｉｎ－１消化１０ｍｉｎ；将
上清液转移至新的离心管中并加入牛血清５ｍＬ，混合
后室温放置；重复以上实验步骤直至组织块完全消化，

收集上清液于同一离心管内，１０００ｒ· ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ，弃上清液；ＤＭＥＭ完全培养液重悬沉淀；将
细胞悬液转移到未包被的培养皿中，３７℃静置
４５ｍｉｎ；轻轻摇匀细胞悬液，转移到新的培养皿中，
重复上步操作步骤 ２次；收集细胞悬液，计数，按
所需接种密度将细胞转移到培养皿中培养，细胞

贴附后进行后续实验。

１．４　ＤＯＸ浓度的确定　取对数生长期细胞，将细胞
密度调整为１×１０６Ｌ－１，接种于１２孔细胞培养板；调
整 ＤＯＸ终 浓 度 为 ０．０、１．０、２．５、５．０、１０．０、
２０．０μｍｏｌ· Ｌ－１。每孔加入相应浓度的 ＤＯＸ，置于
３７℃、含体积分数５％ＣＯ２的培养箱中培养，每隔
２４ｈ换液１次，连续培养７２ｈ，观察细胞生长情况，
选取心肌细胞毒性相对显著的 ＤＯＸ浓度进行后续
实验。

１．５　细胞计数试剂盒（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）
测定细胞活力　取对数生长期细胞，按每孔１×１０４

个细胞接种于９６孔培养板，将细胞分为５．０、１０．０、
２０．０μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＯＸ组，ＮＲＧ１浓度分别为０．００、
０．１４、０．４１、１．２２、３．６７、１１．００、３３．００和９９．００ｎｍｏｌ·Ｌ－１。
每组心肌细胞给予该组固定浓度的 ＤＯＸ处理的同
时，同组的８孔细胞每孔加入固定浓度的ＮＲＧ１，置
于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２的培养箱中培养２４ｈ，
换液，干预７ｄ后测定细胞活力。用无血清 ＤＭＥＭ
配制体积分数１０％的ＣＣＫ８溶液１５ｍＬ，去除培养
孔中的培养基，每孔加入ＣＣＫ８溶液 １００μＬ，３７℃
孵育２～４ｈ，测定４５０ｎｍ波长处的吸光度值，细胞
活力（％）＝（加药细胞吸光度值 －空白孔吸光度
值）／（对照细胞吸光度值 －空白孔吸光度值）×
１００％。根据实验结果，选取心肌细胞活力升高相对
显著的ＤＯＸ和ＮＲＧ１浓度进行后续实验。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测心肌细胞中 ｃＭＬＣＫ和
ＮＣＸ１蛋白表达　取对数生长期细胞，将细胞分为
正常 对 照 组、ＤＯＸ （５．０μｍｏｌ· Ｌ－１）组、ＤＯＸ
（５．０μｍｏｌ·Ｌ－１）＋ＮＲＧ１组（１１．０ｎｍｏｌ· Ｌ－１）、
ＮＲＧ１组（１１．０ｎｍｏｌ· Ｌ－１）。正常对照组不加用
任何药物，其他组根据分组加入相应药物处理，置于

３７℃、含体积分数５％ＣＯ２的培养箱培养，每隔２４ｈ
换液１次，７ｄ后收取细胞。提取细胞全蛋白，以ＢＣＡ
试剂盒测定总蛋白浓度，具体操作步骤参照说明书

进行。蛋白置于水锅中煮沸５ｍｉｎ，根据测定结果，
每组分别取含 ５μｇ蛋白的样品液进行 ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳，然后将蛋白转移至聚偏氟乙烯膜，脱脂奶粉室

温封闭 ２ｈ，依据目的蛋白相对分子质量截取蛋白
条带置于小盒中，加入相应一抗（ｃＭＬＣＫ、ＮＸＣ１及
ＧＡＰＤＨ，１１０００比例稀释），４℃孵育过夜，加入二
抗（１５０００），室温孵育１～２ｈ，采用增强化学发光
显色，以 Ｔａｎｏｎ软件拍摄图像并分析心肌细胞中
ｃＭＬＣＫ、ＮＸＣ１蛋白的表达。
１．７　荧光定量ＰＣＲ检测心肌细胞中ｃＭＬＣＫ、ＮＣＸ１
ｍＲＮＡ表达　取“１．６项”中各组样本，用磷酸盐缓
冲溶液清洗３次，分别加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ试剂，于冰
上反应１０ｍｉｎ，提取样本总 ＲＮＡ。以 ＧＡＰＤＨ为内
参进行荧光定量 ＰＣＲ。ＮＣＸ１上游引物序列为
５′ＧＧＡＡＧＡＴＧＡＴＧＡＣＧＡＣＧＡＴ３′，下游引物序列为
５′ＣＡＧＣＣＡＴＴＣＣＡＧＴＡＴＴＣＡＧＴ３′；ｃＭＬＣＫ上游引
物序列为 ５′ＣＡＣＴＧＡＧＧＣＡＧＧＧＡＧＴＴＧＡ３′，下游引
物序列为 ５′ＧＧＣＴＴＧＣＴＧＧＡＴＧＡＧＧＴＴ３′；ＧＡＰＤＨ
上游引物序列为 ５′ＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴ３′，
下游引物序列为 ５′ＡＴＧＧＧＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧ３′。
采用 ２－ΔΔＣｔ法计算 ｃＭＬＣＫ、ＮＣＸ１ｍＲＮＡ的表达
水平。

１．８　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行数据
统计与分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，
多组间比较采用单因素方差分析，组间多重比较采

用Ｔｕｋｅｙ法，组间变化趋势采用方差分析线性趋势
检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＮＲＧ１表达载体的琼脂糖凝胶电泳结果　
ＮＲＧ１ＰＣＲ基因扩增产物琼脂糖凝胶电泳结果显
示，产物大小在２０００ｂｐ附近，符合１９２９ｂｐ的预期
（图１Ａ）；ｐＥＴ２８ａ（＋）ＮＲＧ１酶切４ｈ后琼脂糖凝
胶电泳结果显示，得到了２０００ｂｐ和５０００ｂｐ左右
的２个片段，前者为ＮＲＧ１片段（１９２９ｂｐ），后者为
载体ｐＥＴ２８ａ（＋）片段（５３６９ｂｐ）（图１Ｂ）。表明成
功构建了ｐＥＴ２８ａ（＋）ＮＲＧ１原核表达载体。

Ａ：ＮＲＧ１ＰＣＲ基因扩增结果；Ｍ：ＤＬ２０００；１：ＮＲＧ１。Ｂ：ｐＥＴ２８ａ
（＋）ＮＲＧ１双酶切结果；Ｍ：ＤＬ２０００；ａ：ｐＥＴ２８ａ（＋）；ｂ：ＮＲＧ１。

图１　心肌组织中 ＮＲＧ１基因及 ＥＴ２８ａ（＋）ＮＲＧ１酶切
产物琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ．１　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ
ＮＲＧ１ｇｅｎｅａｎｄｅｎｚｙｍｅｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐＥＴ２８ａ（＋）ＮＲＧ１
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２．２　ＮＲＧ１蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳和纯化结果
与０ｈ比较，ＩＰＴＧ诱导１、２、３、４ｈ时在相对分子质
量７２０００左右的位置出现了１个条带，且随着时间
的延长，条带越粗，其他条带无明显变化，表明细菌

高表达目的蛋白（图２）。诱导后经过 ＮｉＮＴＡ纯化
的 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果显示，在相对分子质量
７２０００处出现单一条带，且与未纯化时随时间延长
而增粗的条带相对应，提示成功纯化目的蛋白（图３）。
ＮＲＧ１纯化后通过紫外分光光度仪测定蛋白浓度
和纯度，Ａ２６０／Ａ２８０＝０．９９８。

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ。

图２　ＮＲＧ１蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ结果
Ｆｉｇ．２　ＳＤＳＰＡＧＥｒｅｓｕｌｔｓｏｆＮＲＧ１ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；未纯化：ＩＰＴＧ诱导３ｈ的 ＮＲＧ１蛋白未纯化结果；纯化：

ＩＰＴＧ诱导３ｈ的ＮＲＧ１蛋白纯化结果。

图３　ＮＲＧ１未纯化蛋白和纯化蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ结果
Ｆｉｇ．３　ＳＤＳＰＡＧＥｒｅｓｕｌｔｓｏｆＮＲＧ１ｕｎｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ
ａｎｄｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

２．３　不同浓度 ＤＯＸ干预下大鼠心肌细胞的分离
培养　ＤＯＸ浓度为０．０μｍｏｌ·Ｌ－１时，大鼠心肌细胞
呈贴壁生长，细胞凸起明显，伴有伪足（图４Ａ）；随着
ＤＯＸ浓度的增加，细胞形态逐渐萎缩，伪足减少（图
４Ｂ、４Ｃ）；当ＤＯＸ浓度增加至５．０μｍｏｌ· Ｌ－１时，心肌
细胞开始出现死亡（图４Ｄ）；ＤＯＸ浓度增加至１０．０、
２０．０μｍｏｌ·Ｌ－１时，死亡心肌细胞明显增加，细胞密
度明显降低（图４Ｅ、４Ｆ）。故后续实验选择５．０、１０．０、
２０．０μｍｏｌ· Ｌ－１作为ＤＯＸ的实验浓度。

Ａ：０．０μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＯＸ；Ｂ：１．０μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＯＸ；Ｃ：２．５μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＯＸ；

Ｄ：５．０μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＯＸ；Ｅ：１０．０μｍｏｌ· Ｌ－１ＤＯＸ；Ｆ：２０．０μｍｏｌ· Ｌ－１

ＤＯＸ。

图４　不同浓度 ＤＯＸ干预下大鼠心肌细胞原代培养
（×１００）
Ｆｉｇ．４　Ｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｏｆｒａｔｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｕｎｄｅｒｔｈｅｉｎ
ｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＤＯＸｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２．４　不同干预条件下大鼠心肌细胞活力比较　结果
见表 １。随 着 ＮＲＧ１浓 度 增 高，５．０、１０．０、
２０．０μｍｏｌ· Ｌ－１ＤＯＸ组心肌细胞活力均有逐渐升
高趋势（Ｆ＝３６０６．２８、２０１０．６０、２１５．４１，Ｐ＜０．０５），
其中５．０μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＯＸ组升高最明显（Ｐ＜０．０５）；
当ＮＲＧ１浓度增加至３３．０ｎｍｏｌ·Ｌ－１后，５．０、１０．０、
２０．０μｍｏｌ· Ｌ－１ＤＯＸ组心肌细胞活力反而下降。
故后续实验选择 ５．０μｍｏｌ·Ｌ－１作为 ＤＯＸ的实验浓
度，１１．０ｎｍｏｌ·Ｌ－１作为ＮＲＧ１的实验浓度。

表１　３组大鼠心肌细胞活力比较
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒａｔｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌａｃｔｉｖｉｔｙａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＮＲＧ１／（ｎｍｏｌ· Ｌ－１）

０．００ ０．１４ ０．４１ １．２２ ３．６７ １１．０ ３３．０ ９９．０
Ｆ Ｐ

５．０μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＯＸ组 ５ ５５．１０±１．２８ａ ７３．００±２．３０ａ ８３．８０±２．５９ａ ８６．４０±１．３１ａ ９３．２０±１．１５ａ １０２．１６±２．０８ａ １１２．１０±１．８５ａ １１１．８０±１．９２ａ ３６０６．２８ ０．００

１０．０μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＯＸ组 ５ ４６．４０±１．６４ ５２．２０±１．７４ ５６．１０±１．９６ ６１．６０±１．６５ ６８．００±１．０６ ７１．５０±１．３８ ７９．３０±１．０９ ７５．００±１．１０ ２０１０．６０ ０．００

２０．０μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＯＸ组 ５ ４１．１０±０．９４ ４４．２０±０．９６ ４８．１０±０．９８ ４９．６０±１．４６ ５０．００±１．１６ ５１．５０±１．５２ ５１．３０±１．２７ ４９．００±１．０５ ２１５．４１ ０．００

　　注：与１０．０μｍｏｌ· Ｌ－１ＤＯＸ组、２０．０μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＯＸ组比较ａＰ＜０．０５。
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２．５　各组大鼠心肌细胞中ｃＭＬＣＫ和ＮＣＸ１蛋白
表达水平比较　结果见图５和表２。４组心肌细胞
中ＮＣＸ１和ｃＭＬＣＫ蛋白表达比较差异均有统计学
意义（Ｆ＝９．３１６、３１．９５５，Ｐ＜０．０５）。与正常对照组
比较，ＤＯＸ组心肌细胞中 ＮＣＸ１蛋白表达显著升
高，ｃＭＬＣＫ蛋白表达显著降低，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；与 ＤＯＸ组比较，ＤＯＸ＋ＮＲＧ１组细胞
中ＮＣＸ１蛋白表达显著降低，ｃＭＬＣＫ蛋白表达显著
升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＤＯＸ＋ＮＲＧ１
组心肌细胞中 ｃＭＬＣＫ蛋白表达高于 ＮＲＧ１组，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），２组心肌细胞中ＮＣＸ１
蛋白表达比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

图５　４组大鼠心肌细胞中 ｃＭＬＣＫ和 ＮＣＸ１蛋白表达

（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃＭＬＣＫａｎｄＮＣＸ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅ

ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

表２　４组大鼠心肌细胞中ｃＭＬＣＫ和ＮＣＸ１蛋白表达比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃＭＬＣＫ ａｎｄ

ＮＣＸ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒ

ｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＮＣＸ１蛋白 ｃＭＬＣＫ蛋白
正常对照组 ５ ０．９４２±０．５９８ １．１６６±０．４７８
ＤＯＸ组 ５ ２．６７２±０．８７１ａ ０．４１４±０．２１４ａ

ＤＯＸ＋ＮＲＧ１组 ５ １．１７２±０．４７０ｂ １．７７８±０．３４９ｂ

ＮＲＧ１组 ５ ０．９０８±０．４２１ ２．５７０±０．３５６ｃ

Ｆ ９．３１６ ３１．９５５
Ｐ ０．００１ ０．０００

　　注：与正常对照组比较ａＰ＜０．０５；与 ＤＯＸ组比较ｂＰ＜０．０５；与

ＤＯＸ＋ＮＲＧ１组比较ｃＰ＜０．０５。

２．６　各组大鼠心肌细胞中ｃＭＬＣＫ、ＮＣＸ１ｍＲＮＡ表
达水平比较　结果见表 ３。４组心肌细胞中
ＮＣＸ１、ｃＭＬＣＫｍＲＮＡ的表达比较差异均有统计学
意义（Ｆ＝１６０．９５８、９８．８７７，Ｐ＜０．０５）。与正常对照
组比较，ＤＯＸ组心肌细胞中ＮＣＸ１ｍＲＮＡ表达显著
升高，ｃＭＬＣＫｍＲＮＡ表达显著降低，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）；与 ＤＯＸ组比较，ＤＯＸ＋ＮＲＧ１组
心肌细胞中 ＮＣＸ１ｍＲＮＡ表达显著降低，ｃＭＬＣＫ

ｍＲＮＡ表达显著升高，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；ＤＯＸ＋ＮＲＧ１组心肌细胞中 ｃＭＬＣＫｍＲＮＡ
表达高于ＮＲＧ１组（Ｐ＜０．０５），但２组心肌细胞中
ＮＣＸ１ｍＲＮＡ表达比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
表３　４组大鼠心肌细胞中ｃＭＬＣＫ、ＮＣＸ１ｍＲＮＡ表达比较
Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＣＸ１ａｎｄｃＭＬ
ＣＫｍＲＮＡｉｎｔｈｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒ
ｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ ＮＣＸ１ｍＲＮＡ ｃＭＬＣＫｍＲＮＡ
正常对照组 ５ ０．９４６±０．５０５ １．１１０±０．１６４
ＤＯＸ组 ５ ５．７６２±０．５１７ａ ０．３７８±０．２０５ａ

ＤＯＸ＋ＮＲＧ１组 ５ １．８００±０．２０９ｂ ２．４１４±０．３７６ｂ

ＮＲＧ１组 ５ １．０８０±０．２７４ ３．２５２±０．３５３ｃ

Ｆ １６０．９５８ ９８．８７７
Ｐ ０．０００ ０．０００

　　注：与正常对照组比较ａＰ＜０．０５；与 ＤＯＸ组比较ｂＰ＜０．０５；与
ＤＯＸ＋ＮＲＧ１组比较ｃＰ＜０．０５。

３　讨论

ＮＲＧ１是神经调节素家族成员之一，具有广泛
的心血管保护作用［５］。同时，ＮＲＧ１在心脏发育过
程中也发挥重要作用，ＮＲＧ１基因缺失的胎鼠心脏
会出现发育缺陷［６］，由此推测 ＮＲＧ１可能对 ＤＯＸ
引起的心脏毒性有一定抑制或逆转作用。本研究采

用ＴＲＩｚｏｌ法提取 ＳＤ胎鼠的心室肌细胞总 ＲＮＡ，将
ＳＤ胎鼠的 ＮＲＧ１基因克隆测序，利用原核表达系
统提高 ＮＲＧ１基因表达，目的基因片段被转化到
ｃｏｌｉ．ＢＬ２１（ＤＥ３）表达菌株中，经 ＩＰＴＧ诱导、ＮｉＮＴＡ
纯化，最终成功获得了ＳＤ大鼠的ＮＲＧ１蛋白，为该
蛋白的生物学活性研究提供了基础。

ＡＳＥＮＳＩＯＬ?ＰＥＺ等［７］研究认为，ＤＯＸ作为化
学治疗药物，其心脏毒性作用主要归因于活性氧的

产生。有关ＤＯＸ诱导的心脏毒性，已知的机制主要
涉及氧化应激、线粒体功能障碍和自噬失调等［８］。

目前，ＤＯＸ所致心脏毒性已被学界重视，但其作用
机制仍需进一步研究。本研究中，在 ＤＯＸ的干预
下，大鼠原代心肌细胞生长活性随ＤＯＸ浓度的增高
而降低，细胞生长受到不同程度的抑制，尤其当

ＤＯＸ浓度为５．０、１０．０、２０．０μｍｏｌ· Ｌ－１时，心肌细
胞可发生不可逆性变化，从而导致心肌细胞损伤和

死亡。如果能抑制 ＤＯＸ引起的心肌细胞氧化应激
等因素，心肌细胞损伤或凋亡就有可能被逆转，心肌

细胞就能得到有效保护。ＧＡＯ等［９］研究表明，

ＮＲＧ１能够改善心力衰竭患者心肌结构，增加射血
分数。也有研究表明，ＮＲＧ１的功能是多样性
的［１０］；体外研究表明，ＮＲＧ１有调节心肌细胞氧化
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的能力［１１］。如果ＮＲＧ１能够对ＤＯＸ毒性心肌细胞
起保护作用，那么，当ＤＯＸ干预的心肌细胞在一定浓
度ＮＲＧ１作用下，心肌细胞活性会得到不同程度的
恢复。本研究结果显示，ＮＲＧ１对由５．０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＤＯＸ引起的心肌细胞活力下降具有明显的恢复作
用，对由１０．０μｍｏｌ· Ｌ－１ＤＯＸ引起的心肌细胞活
力下降具有一定的恢复作用；当 ＤＯＸ浓度过高
时，ＮＲＧ１对心肌细胞的保护有限甚至无保护作
用，可能是由于心肌细胞发生了不可逆性损伤或

死亡。

肌球蛋白轻链激酶是平滑肌细胞收缩的关键调

节蛋白，ＭＬＣＫ结构组成包括 Ｎ末端肌动蛋白结合
区、中心激酶区、钙调蛋白（ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ，ＣａＭ）结合区
及Ｃ端的肌球蛋白结合区。ＭＡＳＳＥＮＧＩＬＬ等［１２］研

究表明，ｃＭＬＣＫ是心肌特异性肌球蛋白轻链激酶，
在心肌细胞收缩中起关键作用，ｃＭＬＣＫ缺失可导致
成年小鼠急性心力衰竭伴心肌细胞萎缩。ＴＳＵＫＡ
ＭＯＴＯ等［１３］提出，ｃＭＬＣＫ对心脏应激具有保护作
用。本研究发现，在受到 ＤＯＸ的持续作用后，
ｃＭＬＣＫｍＲＮＡ和蛋白表达水平均明显下降，在与不
同浓度ＮＲＧ１共同作用后，ｃＭＬＣＫｍＲＮＡ和蛋白表
达水平升高，甚至达到正常水平之上，同时细胞生长

得到改善。ＮＣＸ１是可兴奋细胞膜上一种重要的双
向离子转运蛋白，其主要功能是排出细胞兴奋过程

中进入细胞内的Ｃａ２＋，使细胞内Ｃａ２＋恢复到静息状
态水平。在每排出１个 Ｃａ２＋的同时，转入细胞内３
个Ｎａ＋，因此有一个净电荷的跨膜移动，产生跨膜电
流［１４］。ＮＣＸ１表达的变化特别是异常升高可能引
起细胞膜损伤，进而导致膜电位异常，膜通透性改

变，使大量 Ｎａ＋进入细胞，此时 Ｎａ＋Ｃａ２＋逆向交换
被激活，引起细胞内 Ｃａ２＋超载，从而加重细胞损伤
和死亡。本研究结果显示，ＤＯＸ可以导致大鼠心肌
细胞中ＮＣＸ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平升高，但在不
同浓度ＮＲＧ１的共同作用下，这种升高作用受到很
大程度的抑制。

综上所述，ＮＲＧ１能够对ＤＯＸ引起的大鼠心肌
细胞毒性产生一定的保护作用，其机制可能与ｃＭＬ
ＣＫ表达上调、ＮＣＸ１表达下调有关。但本研究仅对
ｃＭＬＣＫ、ＮＣＸ１等部分因素进行了初步研究，ＮＲＧ１
改善 ＤＯＸ心肌细胞毒性作用的具体机制仍有待进
一步探究。
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