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心肌肥大是老年患者充血性心力衰竭的重要病理生理过
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*

$>#,

#循环

'2

次#最后
-1]

延伸
$%>#,

)

@&A&I

!

MB+CB,N"JC

法检测心肌细胞的
?@6$

!

表达
!

提取心

肌细胞总蛋白#

0

#

0.

二羧基酸
.1

#

1.

二喹啉$

[9?

&法测定蛋白浓

度#完毕后将其加入
2;

十二烷基环酸钠$

8\8

&加样缓冲液中

煮沸
2>#,

#以使蛋白质样品变性#置于
Z/%]

冻存备用)按

$(/1

重庆医学
1%$2

年
-

月第
00

卷第
1$

期



每孔上样量
2%

'

D

进行
8\8.S?43

电泳#稳压冰浴电转至醋

酸纤维素膜上#

2;

脱脂牛奶封闭
$K

#一抗孵育
0 ]

过夜

$

?@6$

!

$e2%%

&#

@[8@

洗涤后加入荧光的山羊抗兔
W

D

4

$

$e$2%%%

&室温孵育
$K

#采用化学发光法于暗匣中曝光)最

后用显影*定影试剂进行显影和定影)将胶片进行扫描存档#

[#".[E!

公司
_LE,C#C

O

.Y,B

软件处理系统分析目标带的光密

度值)蛋白表达量用目的蛋白"
4?S\X

的吸光度比值表示)

@&B

!

统计学处理
!

每组进行独立重复
'

次试验#用
8S88$'&%

统计软件对数据进行分析)数据采用
PkA

表示#两组之间比

较使用
8

检验%多组间比较采用单因素方差分析#后以
@LUB

O

c+

G

"+C.CB+C

进行检验#检验水准
"

<%&%2

#以
!

#

%&%2

为差异有

统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

心肌细胞
>#6.$22

模拟物转染与
>#6.$22

表达水平
!

转

染
10K

后#在激光共聚焦显微镜的蓝光激发状态下#可见绿色

荧光在视野下成簇分布$图
$[

&)与同一视野下明场细胞照片

$图
$?

&进行融合后发现绿色荧光主要分布在细胞质中$图

$9

&)证实
>#6.$22

模拟物通过脂质体转染方法成功转染入

细胞内)实时荧光定量
S96

显示#与
?,

D$

组对比#

?,

D$

加

模拟物组心肌细胞
>#6.$22

水平明显升高达
'

"

0

倍'$

'&2/k

%&%)

&

DA&

$

$&%%k%&%1

&#

!

#

%&%2

(%

?,

D$

加抑制物组心肌细

胞
>#6.$22

水平下降'$

%&0)k%&%$

&

DA4

$

$&%%k%&%1

&#

!

#

%&%2

()

!!

?

!转染
>#6.$22

化合物后白色背景下心肌细胞%

[

!转染后可见荧光成簇分布于视野内%

9

!将图
?

与
9

融合后可见荧光分布于细胞胞浆内)

图
$

!!

转染后心肌细胞荧光分布$荧光显微镜
0̂%%

%

!!

?

!对照组%

[

!模拟物组%

9

!

>#6.$22

抑制物组%

\

!

?,

D$

组%

3

!

?,

D$

加模拟物组%

5

!

?,

D$

加抑制物组)

图
1

!!

各组心肌细胞图片$

1̂%%

%

1(/1

重庆医学
1%$2

年
-

月第
00

卷第
1$

期



A&A

!

心肌细胞表面积改变
!

与对照组相比#在
?,

D$

作用下#

?,

D$

组心肌细胞表面积出现扩大$

!

#

%&%2

&%而模拟物组与

抑制物组#心肌细胞表面积仅有增加趋势#但无明显统计学意

义$

!

%

%&%2

&%与
?,

D$

组比较#转染
>#6.$22

模拟物及
>#6.

$22

抑制物入心肌细胞后再给予刺激#

?,

D$

加模拟物组心肌

细胞表面积明显缩小$

!

#

%&%2

&#见图
1

和图
'

)

!!

E

!

!

#

%&%2

#与对照组比较%

N

!

!

#

%&%2

#与
?,

D$

组比较)

图
'

!!

各组心肌细胞表面积比较

A&B

!

?@6$

!

>67?

和蛋白表达
!

与对照组相比#模拟物组

和
>#6.$22

抑制物组的
?@6$

!

>67?

和蛋白表达水平差异

无统计学意义$

!

%

%&%2

&)与
?,

D$

组对比#

?,

D$

加模拟物

组心肌细胞
?@6$

!

>67?

和蛋白表达水平均下降$

!

#

%&%2

&#见图
0

)

!!

?

!

?4@6$

!

>67?

与内参
4?S\X

的
S96

条带对比%

[

!

?4@6$

!

蛋白与内参
4?S\X

的蛋白电泳条带对比%

9

!

?4@6$

!

>6.

7?

及蛋白表达与内参
4?S\X

信使
67?

及蛋白表达相对比值对

比#

E

!

!

%

%&%2

#与
?,

D$

组对比)

图
0

!!

各组细胞
?@6$

!

>67?

和蛋白表达比较

A&F

!

心肌肥大标记物
(

.RX9

及
?7S>67?

表达
!

与对照

组相比#模拟物组和
>#6.$22

抑制物组的
(

.RX9>67?

表达

水平无明显增加$

!

%

%&%2

&%与
?,

D$

组相比#

?,

D$

加模拟

物组的
(

.RX9

表达明显减少$

!

#

%&%2

&见图
2

*

)

)与对照组

相比#模拟物组和
>#6.$22

抑制物组的
?7S>67?

表达水平

无明显增加$

!

%

%&%2

&%与
?,

D$

组相比#

?,

D$

加模拟物组

的
?7S>67?

表达明显减少$

!

#

%&%2

&见图
-

*

/

)

!!

$

!对照组%

1

!

?,

D$

组%

'

!模拟物组%

0

!

>#6.$22

抑制物组%

2

!

?,

D

$

加模拟物组%

)

!

?,

D$

加抑制物组)

图
2

!!

各组细胞
(

.RX9

与
4?S\XS96

条带密度比较

图
)

!!

各组细胞
(

.RX9

相对表达量分析图

!!

$

!对照组%

1

!

?,

D$

组%

'

!模拟物组%

0

!

>#6.$22

抑制物组%

2

!

?,

D

$

加模拟物组%

)

!

?,

D$

加抑制物组)

图
-

!!

各组细胞
?7S

与
4?S\XS96

条带密度比较

!!

E

!

!

#

%&%2

#与对照组比较%

N

!

!

#

%&%2

#与
?,

D$

组比较)

图
/

!!

各组细胞
?7S

相对表达量分析图

B

!

讨
!!

论

!!

>#6

是一类内源性非蛋白编码的单链小分子
67?

#能在

转录后水平抑制靶基因的表达或翻译#可在不同生理和病理状

态下调节心肌细胞的增殖*分化及凋亡#对机械重塑*心电重塑

均有重要影响'

/

(

)本研究使用实时荧光定量
S96

方法成功检

测出体外培养心肌细胞株的
>#6.$22

表达%而在
>#6.$22

>#>#=+

转入心肌细胞后可明显观察到
>#6.$22

表达增加到基

础水平的
'

"

0

倍#而
>#6.$22#,K#N#C"H+

可有效抑制
>#6.$22

表达%提示使用
>#6.$22

合成物可成功调节细胞内
>#6.$22

的

表达水平#为进一步研究
>#6.$22

对细胞的影响提供了条件)

>#6.$22

过表达能够有效抑制
?,

D$

诱导的肥大心肌细

'(/1

重庆医学
1%$2

年
-

月第
00

卷第
1$

期



胞表面的
?@6$

!

基因和蛋白的表达#心肌肥厚的相关基因

?7S

*

(

.RX9

的表达明显减少#心肌细胞表面积也明显减少#

提示
>#6.$22

过表达可能通过下调
?@6$

!

表达进而达到改

善心肌肥大的作用)

9KB,

D

等'

(

(通过
>#6.$22

过表达干预严

重子痫患者的体外培养脐静脉内皮细胞#观察到
>#6.$22

过表

达可明显下调
?@$6

基因和蛋白水平的表达%这与本研究观

察结果是相似的)研究还发现#对于未给以
?,

D$

刺激诱导的

肥厚心肌细胞#

>#6.$22

过表达或者抑制表达均未表现出对

?@6$

!

显著的调节作用#也未表现出显著的改变心肌细胞肥

大标记物
(

.RX9

*

?7S

表达及改变心肌细胞表面积的作用#

提示
>#6.$22

对正常心肌细胞和肥大心肌细胞
?@6$

!

*

(

.

RX9

*

?7S

基因的调控具有时间分布的差异)

:L,!B

等'

$%

(使

用
>#6

基因芯片方法检测主动脉缩窄心肌肥厚大鼠模型心肌

中
>#6

表达时发现在主动脉缩窄造模后的
$

"

$0!

均不能检

测出
>#6.$22

表达#在
$0!

后心肌肥厚程度较明显时才能检

测到
>#6.$22

表达#与本研究的推测一致%提示
>#6.$22

主要

在心肌肥大的晚期调控中发挥作用)

XB

O

>E,+

等'

$$

(

*

8B"U

等'

$1

(发现
>#6.$22

过表达可通过多

种途径促进心肌肥大和心力衰竭发生#沉默
>#6.$22

则改善心

肌肥大#与本研究的结果不一致)分析可能与
>#6

对细胞功

能的调节过程往往涉及多个信号通路#且多个
>#6

参与其中#

>#6

之间也存在调节网络#其调节受到多因素的调控'

$'

(

%而动

物模型的差异导致不同信号通路的激活不同#得到不一致的结

果#本研究组拟进一步在不同心肌肥厚的动物模型中验证

>#6.$22

对心肌肥厚的具体作用及探讨其涉及的调节通路)

因此#通过本研究可证实
>#6.$22

能够有效抑制
?@6$

!

基因

和蛋白水平的表达#抑制由
?,

D$

介导的心肌肥大)因此

>#6.$22

可作为高血压心肌肥大的调控靶点进一步进行深入

的研究)
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