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探测
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明显减少
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心脏在各种压力$如压力负荷,体内神经体液因子等%刺激

下#促进心脏代偿性心肌肥厚#最终会进展成为心力衰竭)既

往研究表明#左心室肥厚是心脑血管事件的独立危险因素&
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为此#探索抑制心脏肥厚的新机制有望为心力衰竭的防治提供

重要的线索)血管紧张素
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荷诱导心脏肥厚的发生,发展及维持中有着至关重要的作用)

有研究表明#微
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脏肥厚的心脏组织
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基因芯片测定表明#

5#647.1%0
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达下调&
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(而作者前期研究发现#压力负荷诱导的心脏肥厚其

心肌组织中存在自噬微管相关蛋白轻链
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<3'V

的表达及其对
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诱导原代大

鼠心肌细胞肥大为模型#探讨
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靶向
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心肌肥厚中的作用)

@

!

材料与方法

@&@

!

材料
!

$

$

%动物!

$

#

'!

的
89

乳鼠由广州医科大学实验

动物中心提供#体质量
:

#

$%

N

)$

1

%试剂及仪器!

Y&̀ &4&

7DZV;""!947T#A

反应试剂盒购自美国
5̂@

N

I

公司(

F

W<'

荧光报告质粒及内对照质粒
F

6<.DT

购自
#,L#AB"

N

@,

公司(

7,

N!

购自美国
8#

N

5I

公司(

7;@EI[;M"B:::>=I;;"#!#,

购自美

国
Q,L#AB"

N

@,

公司(

DB#K";

购自美国
Q,L#AB"

N

@,

公司(

>B#5@.

:-$$

重庆医学
1%$-

年
'

月第
0)

卷第
(

期

This is trial version
www.adultpdf.com



8HB#

F

A

!

$+A8ABI,!H9478

J

,A=@+#+P#A

购自日本
DIPIBI

公

司(定量
>36

试剂盒
8UV6>B@5#EYEDI

i

DZ

!

T#A

购自日本

DIPIBI

公司(

4>.0%

裂解液购自上海
V@

J

"A#5@

公司(单克隆抗

体
<3'V

购自
3@;;8#

N

,I;#,

N

D@H=,";"

NJ

公司(单克隆抗体

W7>92

购自
Y

F

#A"5#H+

公司(免疫二抗体购自武汉
V̂ Q.

? 6̂<9

公司(曝光液购自上海
V@

J

"A#5@

公司(阴性对照慢病

毒载体,

5#647.1%0

慢病毒过表达载体由上海吉玛公司构建(

@̀#++<8Z-$%

的激光共聚焦仪购自德国公司)
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反应试剂盒的操作
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)大鼠
<3'V'e.R6D
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荧光细胞收集仪测定海肾素酶和萤火素酶的活性)通

过内对照载体
F

6<.DT

提供海肾素霉活性的表达来标准化萤

火素霉活性的表达量)

@&B

!

统计学处理
!

采用
8>881%&%

软件进行统计分析#计量

资料以
Ib?

表示#数据采用
8=

F

#B".?#;P

检验是否符合正态分

布#组间比较采用
9

检验#以
!

$

%&%:

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

对照组与
7,

N!

组心肌细胞表面积比较
!

浓度为

$

"

5";

"

<

的
7,

N!

刺激心肌细胞
0/=

#心肌细胞表面积较对照

组明显增大#通过
Q5I

N

@.>B">;M+)&%

测定平均细胞表面积进

行比较#

7,

N!

组平均细胞表面积较对照组增多#差异有统计

学意义$

!

$

%&%:

%#见图
$

)

!!

7

!对照组(

V

!

7,

N!

组(

3

!两组细胞表面积比较(

I

!

!

$

%&%:

#与对照组比较)

图
$

!!

对照组与
7,

N!

组心肌细胞表面积比较
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!!

I

!

!

$

%&%:

#与对照组比较)

图
1

!!

对照组与
7,

N!

组肥大心肌细胞中
5#647.1%0

和
<3'V

表达水平比较

!!

7

!联合
$

组(

V

!联合
1

组(

3

!两组蛋白印迹检测(

9

!两组细胞
<3'V

表达比较(

I

!

!

$

%&%:

#与联合
$

组比较)

图
'

!!

联合
$

%

1

组心肌细胞表面积和
<3'V

表达比较

表
$

!!

双荧光素酶活性分析
5#647.1%0

靶向
<3'V

的相对表达量&

Ib?

(

报告基因载体
5#647

对照组
5#647.1%0

模拟物
+#647

对照组
5#647.1%0

抑制物

>W<'&%.?D.<3'V $&%%b%&%0 %&))b%&%-

I

$&%%b%&$: $&0$b%&%)

C

>W<'&%.ZD.<3'V $&%%b%&%' $&%0b%&%: $&%%b%&%) $&%:b%&%1

!!

I

!

!

$

%&%:

#与
5#647

对照组比较(

C

!

!

$

%&%:

#与
+#647

对照组比较)

A&A

!

对照组与
7,

N!

组肥大心肌细胞中
5#647.1%0

和
<3'V

表达水平比较
!

心肌细胞予
7,

N!

刺激
0/=

后行
5#647.

1%0

及
<3'V

蛋白表达测定#与对照组比较#

7,

N!

组
5#647.

1%0

表达下调#而
<3'V

蛋白表达上调#两组比较差异有统计

学意义$

!

$

%&%:

%#见图
1

)

A&B

!

联合
$

,

1

组心肌细胞表面积和
<3'V

表达比较
!

在
7,

N

!

诱导的心肌细胞肥大中#通过慢病毒转染心肌细胞过表达

5#647.1%0

#观察其对心肌细胞肥大及
<3'V

表达的作用)结

果显示#联合
$

组相对细胞表面积为
$&/1b%&$%

#联合
1

组为

$&%0b%&%-

#两组比较差异有统计学意义$

!

$

%&%:

%(与联合
$

组比较#联合
1

组
<3'V

表达下调$

!

$

%&%:

%#见图
'

)

A&C

!

<3'V

是
5#647.1%0

的靶向基因
!

当心肌细胞转染

<3'V'e.R6D

野生型载体后#同时转染
5#647.1%0

模拟物和

对照物,

5#647.1%0

抑制物和对照物时#转染模拟物较对照物

的荧光素霉活性下调$

!

$

%&%:

%(转染抑制物较对照物比较荧

光素霉活性上调$

!

$

%&%:

%)然而#当心肌细胞转染
<3'V'e.

R6D

突变型载体后#同时转染
5#647.1%0

模拟物和对照物,

5#647.1%0

抑制物和对照物时#其与各自的对照物比较荧光

素霉活性变化均差异无统计学意义$

!

%

%&%:

%#见表
$

)

B

!

讨
!!

论

7,

N!

作为重要的神经体液因子#是心肌肥厚作用的重要

启动子&

-

'

)本研究通过
7,

N!

刺激原代大鼠心肌细胞构建体

外心肌细胞肥大模型)本研究结果表明#

7,

N!

刺激的心肌细

胞肥大中#存在
5#647.1%0

表达下调和
<3'V

蛋白表达增高(

同时#通过慢病毒载体感染心肌细胞过表达
5#647.1%0

可抑

制
7,

N!

诱导的
<3'V

蛋白表达和心肌细胞肥大加剧(最后#

通过双荧光素酶基因报告测定证实
<3'V

是
5#647.1%0

的靶

向基因)因此#实验结果进一步证实#

5#647.1%0

靶向
<3'V

的表达来抑制
7,

N!

诱导的心肌细胞肥大)

5#647.1%0

的表达水平在不同的疾病状态各有差异)在

衰老相关的海马神经组织表达上调&

/

'

#然而在一些肿瘤相关的

疾病#如肾细胞癌&

(

'和前列腺癌细胞&

$%

'中其表达明显下调)

关于
5#647.1%0

在心血管疾病方面的研究表明#在心肌细胞

缺血再灌注损伤中其表达下调&

$$

'

(同时在
%

.

甘油诱导的动脉

钙化中#动脉平滑肌细胞的
5#647.1%0

表达下调#过表达

5#647.1%0

可抑制平滑肌细胞向成骨细胞分化进而减轻血管

钙化&

$1

'

)既往压力负荷诱导心脏肥厚的心肌组织发现
5#6.

47.1%0

表达下调&

'

'

#本研究在
7,

N!

诱导的心肌细胞肥大中#

也发现其表达下调)然而#其在心肌肥厚的确切作用仍不明

确)事实上#

5#647.1%0

与其他
5#647

一样#可以通过结合

不同的目的基因的非编码区域的互补片段进而在基因转录水

平上调控其表达参与疾病的发生和发展)如
5#647.1%0

调控

6M,E1

蛋白的表达参与调控平滑肌细胞向成骨细胞分化&

$1

'

(

5#647.1%0

抑制食管癌细胞
[̂ SZ$

基因的表达#进而抑制

其侵袭及上皮
.

间质转化&

$'

'

)本研究体外实验发现#

7,

N!

诱

导的心肌细胞肥大中#

<3'V

基因表达上调(通过慢病毒感染

心肌细胞过表达
5#647.1%0

可以抑制
<3'V

蛋白的表达#同

时减轻
7,

N!

诱导的心肌细胞肥大)进一步的双荧光素酶基

--$$

重庆医学
1%$-

年
'

月第
0)

卷第
(

期

This is trial version
www.adultpdf.com



因报告检测证实#

5#647.1%0

可结合
<3'V

基因的
'e.R6D

片

段#抑制其表达)本研究结果表明#

5#647.1%0

可抑制
7,

N!

诱导的心肌细胞肥大#其作用可能是通过靶向
<3'V

基因表达

而实现)
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