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ＡＭＰＫ激活对大鼠心肌细胞蛋白降解的影响
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　　摘　要：目的　探讨单磷酸腺苷激活蛋白激酶（ＡＭＰＫ）对体外培养心肌细胞蛋白降解的影响。方法　分离培养新生Ｓｐｒａ

ｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠心肌细胞，用 ＡＭＰＫ特异性激动剂５氨基咪唑４甲酰胺１βＤ呋喃核糖苷（ＡＩＣＡＲ）（２．０ｍｍｏｌ／Ｌ）、抑制剂

ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ（０．５ｍｍｏｌ／Ｌ）干预，按干预方式分为：对照组、ＡＩＣＡＲ组、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组及 ＡＩＣＡＲ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组。Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ检测心肌细胞ＡＭＰＫ、ｐＡＭＰＫ蛋白的表达水平；高效液相色谱法检测细胞培养基中３甲基组氨酸（３ＭＨ）的浓度。结果　

各组心肌细胞总ＡＭＰＫ蛋白水平没有明显变化，ＡＩＣＡＲ可上调心肌细胞ｐＡＭＰＫ蛋白水平，ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ下调心肌细胞ｐ

ＡＭＰＫ蛋白水平，并抑制ＡＩＣＡＲ对ｐＡＭＰＫ蛋白的上调作用。ＡＭＰＫ激活后心肌细胞３ＭＨ释放增加，而ＡＭＰＫ活性受到抑

制后，３ＭＨ释放减少。结论　ＡＭＰＫ激活能促进心肌细胞的蛋白降解。

关键词：蛋白激酶类；心肌；细胞，培养的；酶激动剂类；蛋白激酶抑制剂
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　　单磷酸腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＭＰ）激活蛋白激

酶（ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）是真核细胞生物中

一个重要的丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶［１］。在运动、缺血、缺氧等

情况下，细胞内ＡＭＰ／ＡＴＰ比值显著升高时，ＡＭＰＫα亚基的

Ｔｈｒ１７２残基发生磷酸化修饰后激活而具有生物活性
［２］。

ＡＭＰＫ的下游靶蛋白主要与糖、脂以及蛋白质等能量代谢调

节有关［３４］。有研究表明 ＡＭＰＫ在平滑肌中参与了蛋白质降

解的调控［５］，然而，ＡＭＰＫ是否参与心肌细胞蛋白质降解的调

控，国内、外尚无相关报道。

３甲基组氨酸（３ｍｅｔｈｙｌｈｉｓｔｉｄｉｎｅ，３ＭＨ）是存在于肌动蛋

白和肌球蛋白中的一类转录后修饰的氨基酸［６７］。由于缺乏特

异性的ｔＲＮＡ，肌肉蛋白质在分解代谢时释放的３ＭＨ不能作

为ｔＲＮＡ的底物参与新蛋白质的合成，因此，３ＭＨ被认为是

肌细胞蛋白质降解的生物学标志［８９］。通过测定心肌细胞培养

基中３ＭＨ的浓度能够反应心肌细胞肌纤维蛋白的降解率。

本研究通过观察 ＡＭＰＫ激动剂５氨基咪唑４甲酰胺１βＤ

呋 喃 核 糖 苷 （５ａｍｉｎｏｉｍｉｄａｚｏｌｅ４ｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅ１βＤｒｉｂｏ

ｆｕｒａｎｏｓｉｄｅ，ＡＩＣＡＲ）对培养心肌细胞３ＭＨ 释放率的影响，旨

在探讨 ＡＭＰＫ 在调控心肌细胞蛋白质分解代谢中的可能

作用。

１　材料与方法

１．１　材料
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１．１．１　实验动物　出生１～３ｄ的ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠，

清洁级，由中山大学实验动物中心提供。本实验通过动物伦理

委员会许可。

１．１．２　主要试剂及仪器　Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ改良Ｅａｇｌｅ培养基（Ｄｕｌ

ｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）／Ｆ１２培养基、胎牛

血清为美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司产品，Ⅰ型胶原酶、胰蛋白酶购自美

国Ｇｉｂｃｏ公司，ＡＩＣＡＲ、兔抗大鼠ｐＡＭＰＫα（Ｔｈｒ１７２）抗体、兔

抗大鼠 ＡＭＰＫα抗体购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ（ＣＳＴ）公司，

ＡＭＰＫ抑制剂ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ为德国 Ｍｅｒｃｋ公司产品，小鼠抗

大鼠甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙ

ｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＤＰＨ）抗体购自上海康成生物工程有限公司，小

鼠抗大鼠 αａｃｔｉｎｉｎ抗体、羊抗小鼠ＩｇＧ辣根过氧化物酶

（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）以及羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ购自武

汉博士德生物工程有限公司，免疫印迹发光试剂盒为美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司产品，３ＭＨ标准品购自美国Ｓｉｇｍａ公司，色谱

纯甲醇为美国ＴＥＤＩＡ公司产品。主要仪器包括：显微成像分

析系统（日本ＯＬＹＭＰＵＳ公司）、电泳系统（美国ＢＩＯＲＡＤ公

司）、ＬＣ２０Ａ高效液相色谱仪（日本岛津公司）、Ｃ１８色谱柱

（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ，日本ＧＬＳｃｉｅｎｃｅｓ公司）等。

１．２　方法

１．２．１　原代心肌细胞培养　在超净工作台内，无菌条件下取

出乳鼠心脏，洗净后将心室心肌组织剪碎成约１ｍｍ３ 大小，先

后用０．０５％Ⅰ型胶原酶和０．１２５％ 胰蛋白酶消化，收集心肌

细胞悬液至含１０％ 胎牛血清的培养基中，置于３７℃，含５％

ＣＯ２ 的培养箱内培养６０ｍｉｎ，差速贴壁法去除成纤维细胞，重

悬的心肌细胞以５×１０５／ｍＬ的密度接种于６孔板，再放入５％

ＣＯ２ 的培养箱内培养。待培养后细胞生长融合成片并出现同

步收 缩，换 成 无 血 清 的 培 养 基，饥 饿 ２４ｈ 后 进 行 分 组

干预［１０１１］。

１．２．２　心肌细胞的免疫化学染色鉴定　制作心肌细胞爬片，

用４％多聚甲醛固定；再以３％Ｈ２Ｏ２ 孵育１０ｍｉｎ；滴加非免疫

动物血清孵育１０ｍｉｎ；再滴加αａｃｔｉｎｉｎ第一抗体（１∶２００）４℃

过夜。次日加生物素标记的第二抗体，室温下孵育２０ｍｉｎ后

滴加链霉素抗生物素蛋白过氧化物酶，１０ｍｉｎ后二氨基联苯

胺（３，３′ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色，镜下观察。

１．２．３　心肌细胞的分组及总蛋白质的提取　为观察 ＡＭＰＫ

特异性激动剂 ＡＩＣＡＲ 和 ＡＭＰＫ 抑制剂 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ 对

ＡＭＰＫ蛋白表达以及磷酸化活性的影响，将心肌细胞按处理

方式分为：对照组（未进行特殊处理）、ＡＩＣＡＲ组（培养基含

ＡＩＣＡＲ１ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组（培养基含 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ

１μｍｏｌ／Ｌ）及 ＡＩＣＡＲ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ 组（培养基含 ＡＩＣＡＲ

１ｍｍｏｌ／Ｌ及ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ１μｍｏｌ／Ｌ）。干预６ｈ后提取总蛋

白，采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法计算出样品总蛋白浓度（μｇ／μＬ）。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　各取５０μｇ样品蛋白进行８％十

二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ

ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ），电泳结束后蛋

白转移到聚偏氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜上

（８０Ｖ，１２０ｍｉｎ），５％脱脂奶粉封闭１ｈ，分别加入第一抗体工

作液中，ｐＡＭＰＫα兔抗大鼠（１∶１０００）、ＡＭＰＫα兔抗大鼠

（１∶１０００）、ＧＡＤＰＨ小鼠抗大鼠 （１∶２００００），４℃孵育过夜；

次日ＰＶＤＦ膜再分别与 ＨＲＰ标记的羊抗兔或羊抗小鼠第二

抗体室温下孵育１ｈ；免疫印迹用增强化学发光法（ｅｎｈａｎｃｅｄ

ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）显影、曝光，采用ＩＰＰ６．０图像分析软

件检测。以ＧＡＰＤＨ作为内参，以灰度比值表示所检测蛋白

质的相对含量，实验重复４次。

１．２．５　高效液相色谱仪检测心肌细胞３ＨＴ释放量　参照课

题组以前介绍的方法［１１］，取０．５ｍＬ心肌细胞培养基加入

１００μＬ乙腈萃取。取１００ｕＬ上清液加入１００μＬ衍生化试剂

和１ｍＬ硼酸缓冲液中（０．４ｍｏｌ／Ｌ），用０．２２μｍ的针头过滤

器过滤后立即进样２０μＬ分析。用３ＭＨ标准品准确配成一

定浓度的标准液，将５个梯度体积的标准液制作标准曲线。将

样品中３ＭＨ的峰面积带入，计算出其含量。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０统计软件包进行统计学处

理。计量资料用狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析

（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），各组两两比较采用 ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎ

Ｋｅｕｌ′ｓ（ＳＮＫ）检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　心肌细胞的鉴定及纯度　显微镜下观察，体外培养的心

肌细胞展开，８０％以上融合成片，呈同步收缩。αａｃｔｉｎｉｎ免疫

细胞化学染色显示，阳性率大于９９％，培养４８ｈ后的心肌细胞

达到实验要求。

２．２　ＡＩＣＡＲ对心肌细胞 ＡＭＰＫ活性的影响　ＡＩＣＡＲ干预

细胞６ｈ后，各组心肌细胞总ＡＭＰＫ的表达无明显差异，对照

组、ＡＩＣＡＲ组、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组及 ＡＩＣＡＲ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组心

肌细胞ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ的灰度比值分别为：０．４７±０．０３４、

０．８３±０．０７、０．３２±０．０３及０．６２±０．０５。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

显示，与对照组比较，ＡＩＣＡＲ组心肌细胞ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ灰

度比值增高（犘＜０．０５），ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ 组心肌细胞ｐＡＭＰＫ／

ＡＭＰＫ灰度比值降低（犘＜０．０５），提示 ＡＩＣＡＲ激活心肌细胞

ＡＭＰＫ，而ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ则抑制 ＡＭＰＫ激活；与 ＡＩＣＡＲ组与

比较，ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ＋ＡＩＣＡＲ组ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ灰度比值降

低（犘＜０．０５），提示ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ逆转了 ＡＩＣＡＲ对心肌细胞

ＡＭＰＫ的激活作用。见图１。

　　：犘＜０．０５，：犘＜０．０１，与对照组比较；＃：犘＜０．０５，与ＡＩＣＡＲ

组比较。

图１　　ＡＩＣＡＲ对ＡＭＰＫ磷酸化激活的影响

２．３　ＡＭＰＫ活性对心肌细胞蛋白降解的影响　以３ＭＨ 的

色谱峰面积（犢）为纵坐标，浓度（犡）为横坐标，利用不同浓度的

３ＭＨ 标准品与各自对应的峰面积建立回归方程：犢＝

７３１２４１犡＋８９６．８６，相关系数狉＝０．９９９８，在１．６μｍｏ／Ｌ至

２２１ 重庆医学２０１３年１月第４２卷第２期



１０７μｍｏ／Ｌ的浓度范围内３ＭＨ浓度与峰面积线性关系良好。

本实验中所检测的培养基中，３ＭＨ浓度在４．８～６８．３μｍｏ／Ｌ

范围。研究结果显示，与对照组比较，ＡＩＣＡＲ明显促进细胞蛋

白降解（犘＜０．０１），ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ能够抑制心肌细胞蛋白降解

（犘＜０．０１）；ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ还逆转了ＡＩＣＡＲ对蛋白降解的促进

作用（犘＜０．０１）。见图２。

　　：犘＜０．０１，与对照组比较；＃：犘＜０．０５，与ＡＩＣＡＲ组比较。

图２　　ＡＩＣＡＲ对心肌细胞３ＭＨ释放量的影响

３　讨　　论

ＡＭＰＫ是由一个相对分子质量为６３×１０３ 的α亚基，一个

相对分子质量为４３×１０３ 的β亚基以及一个相对分子质量为

３８×１０３ 的γ亚基组成的异源三聚体
［１］，是能量代谢的重要调

节酶，对调控细胞的生长，增殖有重要作用［１２］。作为机体能量

调节器，ＡＭＰＫ能对心肌细胞内 ＡＭＰ／ＡＴＰ比例变化反应迅

速。在缺血、缺氧、葡萄糖缺乏、饥饿等情况下，心肌组织能量

缺乏，ＡＭＰ／ＡＴＰ比例增加，继而ＡＭＰＫ磷酸化激活。ＡＭＰＫ

激活后通过调控代谢相关酶发挥能量代谢的调控作用［１３１４］，

如 ＡＭＰＫ 磷 酸 化 激 活 乙 酰 辅 酶 Ａ 羧 化 酶 （ａｃｅｔｙｌＣｏＡ

ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＡＣＣ）后增加脂肪酸的摄取和氧化；促进葡萄糖转

移酶４加速葡萄糖的摄取，刺激糖酵解，增加 ＡＴＰ生成；同时

为了保存细胞内ＡＴＰ水平，抑制蛋白质以及脂质合成，使细胞

耗能活动减弱。以上这些调节反应使心肌细胞得以保持 ＡＴＰ

的水平，有助于维持心肌细胞的功能。而蛋白质降解也是能量

缺乏时机体反应的一部分，ＡＭＰＫ是否参与心肌细胞蛋白质

降解的调控尚不清楚。本研究中，通过ＡＭＰＫ激动剂ＡＩＣＡＲ

和抑制剂ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ干预离体培养的心肌细胞，并应用高效

液相色谱法检测心肌细胞培养基中 ３ＭＨ 释放量，发现

ＡＭＰＫ激活后３ＭＨ释放明显增加，而抑制ＡＭＰＫ活性后３

ＭＨ释放显著减少，以上结果提示 ＡＭＰＫ能够促进３ＭＨ释

放，参与心肌细胞蛋白质降解的调控。

与其他组织、器官一样，心肌细胞的蛋白质合成与降解之

间有序的动态平衡受到严密调控。蛋白转换同时存在于心肌

细胞肥大和萎缩这两种不同的病理过程中，只是合成与分解的

相对比例不同［１５］。心肌肥大和萎缩的本质是细胞内肌纤维蛋

白量增减，因此，对心肌细胞肌纤维蛋白降解的检测将有助于

寻找有效逆转心肌肥大的药物以及客观评价逆转肥大药物的

治疗效果。本研究结果发现，作为心肌细胞能量代谢重要调节

酶的ＡＭＰＫ不仅调控心肌细胞葡萄糖和脂肪代谢，还参与蛋

白降解的调控，提示其可能是心肌细胞肥大的治疗靶点，为今

后ＡＭＰＫ激活逆转心肌细胞肥大的治疗提供理论依据。然

而，这需要通过构建心肌细胞肥大模型来进一步论证。此外，

ＡＭＰＫ是一个蛋白激酶，并没有水解功能，其如何调控蛋白降

解也需要进一步探讨。
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胎上皮发育过程中，犐犚犉６基因是角质形成、细胞增殖与分化

的关键因素，与部分基因突变所致的表型有重叠现象［１３１５］。

研究还发现，在胚胎腭融合过程中，腭突中线边缘的犐犚犉６

基因均呈高水平表达［３，７］。ＧＤ１１～１４是腭突发育的关键期，

此阶段发生舌的下降、双侧腭板的上抬、粘连、融合等一系列复

杂事件，上述任一事件受到干扰，如腭突生长缺陷、腭突上抬延

迟或失败、腭突融合、腭中嵴上皮细胞死亡、间充质固化和分化

过程失败等，均会导致腭裂的发生［８］。

本研究应用Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ近交系小鼠，依次剪取 ＧＤ１３．０、

ＧＤ１４．０、ＧＤ１４．５及ＧＤ１５．０时的胚头，经免疫组织化学检测

后，用网格测试法在高倍镜视野下计数腭突中全部间充质细胞

的阳性细胞数。结果发现，ＧＤ１３．０时，腭突上皮可见ＩＲＦ６蛋

白的表达；ＧＤ１４．５时，腭突上皮中ＩＲＦ６蛋白表达达到高峰；

ＧＤ１５．０时，腭突融合后，仅在腭突的口腔面及鼻腔面的上皮

细胞中可见ＩＲＦ６蛋白表达。本研究证明了在小鼠次发腭融

合期间，ＩＲＦ６蛋白在腭中嵴上皮细胞中持续表达。在腭突融

合前的接触期，ＩＲＦ６蛋白表达水平达到高峰；在腭突融合后，

ＩＲＦ６蛋白表达水平下降。表明ＩＲＦ６蛋白在两侧腭胚突的接

触期及黏附融合期发挥调节作用，ＩＲＦ６蛋白在胚胎腭突中嵴

上皮细胞的凋亡或腭中嵴上皮向间充质的转化过程中发挥

作用。

研究通过在腭突融合过程中对ＩＲＦ６蛋白表达情况的动

态检测，证明其在腭突融合过程中具有重要作用。证实了

犐犚犉６基因是一个重要的先天性唇腭裂候选基因，犐犚犉６基因

突变可能会导致腭裂的发生，为进一步了解并明确腭裂的发生

机制提供理论依据，以后犐犚犉６基因或可作为孕前筛查的标

志，从而针对唇腭裂高危人群进行早期诊断和干预性预防，具

有重要意义。
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