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高迁移率族蛋白
$

及其炎症信号通路在大鼠扩张型

心肌病中的表达及意义"

沈丽娟$

!陆
!

曙$

#

!周永华1

!邢清敏$

!李
!

岚$

!周春刚$

"

$&

南京中医药大学无锡附属医院!江苏无锡
1$0%-$

#

1&

江苏省血吸虫病防治研究所'

卫生部重点实验室!江苏无锡
1$0%)0

$

!!

"摘要#

!

目的
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研究高迁移率族蛋白
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$及其炎症信号通路(
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细胞因子)在大鼠扩张型心肌病"

L>P

$中的表达!并探讨其在
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发生&发展中的意义%方法
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以
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大鼠构建
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模型!雄性大鼠
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只!分为对照组"
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只$和
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组"
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只$%以腹腔注射阿霉素进行造模!
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组腹腔注

射阿霉素
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$!对照组腹腔注射等量生理盐水!
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周
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次!用药
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周!停药观察
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周%造模后随

机抽取
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只大鼠行心脏彩超及病理检查证实造模是否成功!余大鼠行心脏彩超检查#留取血标本!进行血清白细胞介素"
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表达测定#进行心肌组织病理及电镜检查%结果
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周后对照组无死亡!
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组死

亡
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只!其余
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只大鼠证实造模成功%
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组左心室舒张末期内径"
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细胞因子$在大鼠
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中呈现高表达!并与心腔大小及心功能相关!提示其可能是
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发生&发展的病理生理机制之一%
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扩张型心肌病$
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L>P

&是一种以一

侧或双侧心腔扩大*心脏收缩功能障碍为主要表现的心肌疾

病#其临床表现以心力衰竭*心律失常*血栓事件或猝死为多

见'

$

(

)

L>P

是多种致病因素引起心肌损害的最后结果#是心

力衰竭的第三位原因#也是心脏移植的最常见原因'

1

(

)虽然

L>P

的发病机制未完全明确'

'

(

#但大量研究证实#炎性反应是

介导
L>P

发生的重要机制之一'

0

(

#持续的炎性反应是心肌细

胞受损*心肌间质纤维化及心脏重构*心脏收缩功能降低的主

要原因'
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)高迁移率族蛋白
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RP2T$

&是一种典型的核内非组蛋白#其可以通过活化细胞

的主动分泌和坏死细胞的被动释放两种方式到达胞外#并参与

炎性反应#它是一种重要的炎症介质和促炎细胞因子'

)

(

)研究

显示#

RP2T$

及炎症细胞因子可能参与了
L>P

的病理生理

进程'
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)但在
L>P

中#

RP2T$

是通过什么信号通路发挥作

用的#是通过直接抑制下游炎症因子白细胞介素$

_]

&

.)

*

>

反

应蛋白$
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&等发挥作用#还是通过对
A"99

样受体$
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&或者晚期糖基化终产物受体$
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&信号通路的调节干预

L>P

的发生*发展#前期研究也未能阐释)

本研究拟通过构建大鼠
L>P

模型来研究
RP2T$

及其

炎症信号通路$
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细胞因子&在大

鼠
L>P

中的表达#探讨其在
L>P

发生*发展中的意义#为后

期用相关特异性抗体或者中草药延缓甚至逆转心腔扩大和心

力衰竭的发展提供理论依据)

>

!

材料与方法
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/

周龄雄性
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(#体质量
15%

"

1/%

N

)

>&?

!

仪器设备
!

%0$T:$$$011T#".:@L
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公司&%多用脱色摇床
Za>.1$%$

$苏州捷美&%
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全

自动组织包埋机$常州派斯杰医疗&%
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倒置显微

镜$北京中仪光科科技发展有限公司&%
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切片机

$北京中仪光科科技发展有限公司&%

SYP.$%$%

透射电子显微

镜$日本电子公司&%

>b:_YPY?AM:'

型活度计$德国
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公司&%

@Z1$%

型电子天平$德国
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公司&%
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超声诊断仪及
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超声探头$美国
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+
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Y9E./%%

酶联免疫分析仪$美国
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公司&%
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试剂盒$苏州科创生物技术有限公司&%苏木素伊红染
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$深

圳万乐药业有限公司&%氯仿$上海静融生物科技有限公司&%异

丙醇$上海联试化工试剂有限公司&%

LY=>

水$上海申能博彩
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(构建阿霉素诱导的
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只大鼠行心脏彩超

及病理检查证实造模是否成功)
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定#左胸部脱毛#放置探头#获得满意的左室长轴切面*心脏四腔

切面和
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末期内径$

97G8J7,83#HK9;37,!+

B

+8"9#H!#;<7873

#

]cYZL

&*左心

室射血分数$

97G8J7,83#HK9;37

*

7H8#",G3;H8#",

#

]cYO

&*短轴缩

短率$

G3;H8#",+D"387,#,

N

#

OZ

&等数据)

>&A&@

!

大鼠血液*心肌标本的采集
!

提前禁食
$1D

#造模前经

尾静脉采血#造模后通过下腔静脉采血#后处死#摘取心脏#生

理盐水冲洗#滤纸吸干水分#解剖获得左心室心肌)取一

块
X/%[

保存用于
<:?@

测定%取一块用多聚甲醛固定#用

于
RY

染色%取一块用戊二醛固定#用于电镜检查)

>&A&A

!

大鼠血清
_].$

*

_].)

*肿瘤坏死因子
%

$

A?O.

%

&*

>:=

*

脑利钠肽$

T?=

&检测
!

将血液试管置于离心机中#于
'%%%3

"

<#,

离心
$5<#,

)提取上清液于
Y=

管中#标记后于
X-%[

冰

箱保存#后统一用按照说明书使用
Y]_Z@

法测定表达水平)

>&A&B

!

大鼠左室心肌组织匀浆制备与
RP2T$

*

A]:0

*

:@2Y

*

?O.

,

T<:?@

表达
!

将
5%<

N

的冷冻心肌组织按照

说明书提取总
:?@

)

X/% [

保存)参考文献方法'

(

(采用

:A.=>:

两步法进行检测#通过溶解曲线*

1\

琼脂糖凝胶电泳

确定产物的准确性#采用
:7;98#<7.=>:

方法进行相对定量#

标准化比值计算公式采用
1

X

##

>A法'

$%

(

)以大鼠
&

.;H8#,

作为

内参基因#检验所用引物序列见表
$

)

表
$

!!

大鼠心肌目的基因和内参基因引物序列

名称 序列
=>:

产物大小

RP2T$

!

正向引物
5Q.@>>>22@A2>AA>A2A>@@>.'Q 1$(4

F

!

反向引物
5Q.@>@@2@@22>>2@@22@22>.'Q

:@2Y

!

正向引物
5Q.>@222A>@>@2@@@>>22.'Q 1$04

F

!

反向引物
5Q.@AA>@2>A>A2>@>2AA>>A.'Q

A]:0

!

正向引物
5Q.@2@@A2@22@>A222A2@.'Q $%%4

F

!

反向引物
5Q.@2>22>A@>A>@2@@@>A.'Q

?O.

,

T

!

正向引物
5Q.2>@@@>>A222@@A@>AA>@A2A2@>A@@2.'Q $1'4

F

!

反向引物
5Q.@A@22>@@22A>@2@@A2>@>>@2@@2A>>.'Q

&

.;H8#,

!

正向引物
5Q.>>A>A@A2>>@@>@>@2A2>.'Q

!

反向引物
5Q.@>@A>A2>A22@@22A22@>.'Q

>&B

!

统计学处理
!

采用
Z=ZZ1$&%

软件进行处理#计量资料

以
Kg2

表示#两样本组间比较采用两样本
7

检验%相关性分析

采用
=7;3+",Q+

相关分析)

!

%

%&%5

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

大鼠一般情况及病死率
!

/

周后对照组大鼠毛发有光

泽#活动度*进食如常#体质量稳步增长#无腹水形成#无死亡)

L>P

组大鼠毛发凌乱#无光泽#活动度差#进食量减少#第
'

周

体质量开始下降#第
5

周又呈上升趋势$考虑与腹水形成有

/50$

重庆医学
1%$-

年
0

月第
0)

卷第
$$

期



关&)

L>P

组
-1&-\

$

$)

"

11

&大鼠腹水形成#

$/&1\

$

0

"

11

&大

鼠死亡)尸体解剖发现死亡大鼠肝脏肿大#腹腔中等量至大量

腹水)见图
$

)

图
$

!!

两组大鼠体质量变化曲线及生存分析图

?&?

!

心脏超声
!

/

周后
L>P

组大鼠
]cYLL

*

]cYZL

大于对

照组$

!

%

%&%5

&#

]cYO

*

OZ

小于对照组$

!

%

%&%5

&)见表
1

)

?&@

!

两组心肌组织
RP2T$

*

A]:0

*

:@2Y

*

?O.

,

T<:?@

表

达及相关性分析
!

L>P

组心肌组织
RP2T$

*

A]:0

*

:@2Y

*

?O.

,

T<:?@

表达较对照组明显升高#差异有统计学意义

$

!

%

%&%5

&#见图
1

*

'

#表
'

)

L>P

组心肌组织
RP2T$<:?@

表达分别与
A]:0

*

:@2Y

*

?O.

,

T<:?@

表达呈正相关关系

$

;̀ %&/-'

#

!`%&%%5

%

;`%&(0(

#

!`%&%%%

%

;`%&/(/

#

!`

%&%%1

&#见图
0

)

表
1

!!

两组大鼠心脏超声结果比较%

Kg2

&

组别
$ ]cYLL

$

<<

&

]cYZL

$

<<

&

]cYO

$

\

&

OZ

$

\

&

对照组
1% 0&/-g%&'0 $&5)g%&$$ ()&$-g%&-$ )/&$$g$&-0

L>P

组
$)

)&0/g%&1(

"

0&%(g%&5'

"

-$&/$g(&15

"

')&--g)&/-

"

!!

"

!

!

%

%&%5

#与对照组比较)

表
'

!!

两组大鼠心肌组织
<:?@

表达比较%

Kg2

&

组别
$ RP2T$<:?@ A]:0<:?@ :@2Y<:?@ ?O.

,

T<:?@

对照组
1% %&)'g%&'5 %&-(g%&1' %&-0g%&$( %&-0g%&1(

L>P

组
$)

$&$0g%&5-

"

$&11g%&5%

"

$&%-g%&0$

"

$&%/g%&'$

"

!!

"

!

!

%

%&%5

#与对照组比较)

图
1

!!

RP2T$

)

A]:0

)

:@2Y

)

?O.

,

T<:?@

溶解率

?&A

!

两组血清
_].$

*

_].)

*

A?O.

%

*

>:=

*

T?=

水平及相关性分

析
!

L>P

组血清
_].$

*

_].)

*

A?O.

%

*

>:=

*

T?=

水平较对照组

明显升高#差异有统计学意义$

!

%

%&%5

&#见表
0

)

L>P

组心

肌组织
RP2T$<:?@

表达分别与血清
_].$

*

_].)

*

A?O.

%

*

>:=

水平呈正相关关系$

;`%&(00

#

!`%&%%%

%

;`%&(//

#

!`

%&%%%

%

;̀ %&()/

#

! %̀&%%%

%

;̀ %&()$

#

! %̀&%%%

&#见图
5

)

图
'

!!

RP2T$

)

A]:0

)

:@2Y

)

?O.

,

T<:?@

溶解曲线

!!

@

!

RP2T$

与
A]:0

的关系%

T

!

RP2T$

与
:@2Y

的关系%

>

!

RP2T$

与
?O.

,

T

的关系)

图
0

!!

L>P

组心肌组织
RP2T$<:?@

与
A]:0

)

:@2Y

)

?O.

,

T<:?@

表达相关性分析

表
0

!!

两组大鼠血清
_].$

)

_].)

)

A?O.

%

)

>:=

)

T?=

水平比较%

Kg2

&

组别
$ _].$

$

,

N

"

<]

&

_].)

$

,

N

"

<]

&

A?O.

%

$

,

N

"

<]

&

>:=

$

,

N

"

<]

&

T?=

$

FN

"

<]

&

对照组
1% (&'%g'&-% 1%)&%0g0'&(- 1''&'0g55&'5 1/&-0g'&/( 050&/%g$1(&'%

L>P

组
$) 1-&)1g$$&5)

"

0$1&-/g$%$&'(

"

''-&/%g-/&-(

"

0%&1%g$%&'0

"

$$0-&%%g'1)&-)

"

!!

"

!

!

%

%&%5

#与对照组比较)
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!!

@

!

RP2T$

与
A]:0

的关系%

T

!

RP2T$

与
:@2Y

的关系%

>

!

RP2T$

与
A?O.

%

的关系%

L

!

RP2T$

与
>:=

的关系)

图
5

!!

L>P

组心肌组织
RP2T$<:?@

与血清
_].$

)

_].)

)

A?O.

%

)

>:=

水平相关性分析

图
)

!!

两组病理
RY

染色及电镜结果比较

?&B

!

病理
RY

染色及电镜检查
!

RY

染色!对照组大鼠心肌

纤维无断裂#排列整齐#心肌细胞胞质均匀丰富#无破坏%细胞

排列整齐#无间质纤维化#细胞间隙正常)

L>P

组大鼠心肌细

胞变性*坏死#心肌组织受损%心肌细胞排列紊乱#组织间质纤

维化#细胞间隙增宽#炎症细胞浸润#呈心肌病样改变)电镜!

对照组心肌纤维排列整齐#线立体大小均匀#无肿胀#内膜嵴正

常)

L>P

组心肌纤维断裂#线立体肿胀#空泡变性#内膜嵴缺

失)见图
)

)

@

!

讨
!!

论

L>P

是多种致病因素引起心肌损害的最后结果'

1

(

)虽然

L>P

的发病机制并未完全明确'

'

(

#但主要机制可能与病毒持

续感染*自身免疫反应*基因与遗传等有关'

0

(

)大量研究证实#

炎性反应是介导
L>P

发生的重要机制'

5

(

#持续的炎性反应是

心肌细胞受损*心肌间质纤维化及心脏重构*心脏收缩和舒张

功能降低的主要原因'

)

(

)

>:=

是一种急性时相反应蛋白#研究发现
L>P

患者的心

肌细胞*心内膜内皮细胞和微血管上皮细胞内有
>:=

和其

<:?@

的合成和表达'

$$

(

)

>:=

通过激活补体系统和诱导巨

噬细胞的趋化导致心肌损伤'

$1

(

)在
L>P

患者中#

>:=

的升

高与炎症的活动相关#并与心功能不全相关#可反映
L>P

的

预后'

$'

(

)细胞因子主要分为两大类!促炎性细胞因子和抗炎

性细胞因子#

_].$

*

_].)

*

A?O.

%

为促炎性细胞因子#

_].$

*

A?O.

%

与相应受体结合后#可启动级联机体免疫及炎性反应)研究

证实#

L>P

患者
A?O.

%

*

_].)

*

_].$

&

等异常增高'

$0

(

)

A?O.

%

*

_].)

#

_].$

&

等通过直接降低心肌收缩力*促进心肌细胞增生肥

大*进行性凋亡#导致心肌重构%其还可以诱导氧化应激#降低

心肌细胞抗氧化能力'

$5

(

)

RP2T$

是典型的核内非组蛋白#可以通过活化细胞的主

动分泌和坏死细胞的被动释放两种方式到达胞外#并介导炎性

反应#它是一种重要的炎症介质和促炎性细胞因子'

)

(

#它既是

炎症的早期启动者$坏死细胞被动释放
RP2T$

&#又是炎症晚

期的促进者$

RP2T$

从巨噬细胞的主动分泌&

'

$).$-

(

)胞外

RP2T$

的受体有两个#一个是
:@2Y

#另一个是
A]:

)

RP2T$

与
:@2Y

或
A]:

结合可诱导趋化因子和细胞因子产

生#并参与免疫细胞成熟*迁移和表面受体表达)

有研究证实#

RP2T$

与
:@2Y

在细胞表面结合可引起

:@2Y

表达上调'

$/

(

)

RP2T$

与
:@2Y

结合后经偶联
2

蛋

白#活化
:;+

"

:;G

*

:;H

"

H!H01

#激活丝裂原活化蛋白激酶$

<#8".

N

7,;H8#J;87!

F

3"87#,e#,;+7+

#

P@=d

&级联通路#活化
P@=d

家族中的
F

'/P@=d

*

H.SK,?

端激酶$

H.SK,?.873<#,;9e#,;.

%)0$

重庆医学
1%$-

年
0
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0)

卷第
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期



+7+

#

S?d

&*细胞外信号调节激酶$

7E83;H799K9;337

N

K9;87!

F

3".

87#,e#,;+7+

#

Y:d$

&#激活下游的
?O.

,

T

的转录'

$(.1%

(

)

?O.

,

T

与靶基因调控元件中的
,

T

序列特异性结合#使含有
,

T

结合

位点的其他炎症因子和黏附分子共同转录#如!

A?O.

%

*

_].$

*

_].)

*血管细胞黏附分子
.$

$

c>@P.$

&*细胞间黏附分子
.$

$

_>@P.$

&#诱发大量炎性因子释放引起严重的全身性炎性反

应*多器官功能障碍综合征$

<K98#

F

97"3

N

;,!

B

+GK,H8#",+

B

,.

!3"<7

#

PMLZ

&

'

1$

(

#进一步导致组织细胞坏死#刺激免疫细胞

大量释放
RP2T$

至胞外#引起正反馈调节)有研究发现#阻

断
RP2T$

和
:@2Y

的结合能抑制
P@=d

和
?O.

,

T

活化及

转录'

$/

(

#亦可部分抑制
RP2T$

诱导的炎性细胞因子的

产生'

11

(

)

A]:1

"

0

是
RP2T$

的另一种受体)

A]:

广泛存在于机

体的免疫细胞和非免疫细胞$如!心肌细胞&中)通过髓样分化

蛋白$

P

B

L//

&

.

肿瘤坏死因子受体相关受体$

A:@O+

&

._.

,

T

诱

导激酶$

_dd+

&通路#使
?O.

,

T

从
?O.

,

T

"

_.

,

T

复合体中活化)

另外在
A:@O+

处与
RP2T$.:@2Y

信号通路存在重叠交叉#

即通过
A:@O+

可以激活
PYd

激酶$

PYdd+

&#进而活化

P@=d+

和下游的
?O.

,

T

'

1'

(

)研究显示#在缺血"再灌注损伤

模型中#抑制
A]:0

可减少其与
RP2T$

的相互结合#抑制了

下游信号通路的激活#阻止了组织器官发生损伤的级联

反应'

10

(

)

RP2T$

可能通过上述信号传导通路引起炎性反应*组织

修复再生和心力衰竭'

15

(

)研究证实#

RP2T$

在动脉粥样硬

化*心肌梗死*缺血再灌注损伤*心力衰竭等心血管疾病中高表

达'

15

(

)炎症在心力衰竭患者中普遍存在#并成为不良预后的

预测因子'

1)

(

)胞外
RP2T$

是一种重要的炎症介质和促炎细

胞因子)细胞水平实验证实#若离体心肌细胞暴露于
RP2T$

中#其肌原纤维收缩力几分钟内即能下降
-%\

#提示
RP2T$

参与了心力衰竭的发展#加速了心功能的减退'

1-

(

)抑制

RP2T$

表达后#

'

*

(

型胶原蛋白表达下降'

11

(

#能抑制心肌

纤维 化 和 心 室 重 构'

1'

(

)动 物 实 验 发 现#小 鼠 腹 腔 注 射

RP2T$

#发现小鼠并没有立即表现出心肌的功能障碍#而表

现为血循环中
RP2T$

水平的升高#循环
RP2T$

水平升高可

能与随后的小鼠心肌功能障碍有关#同时#通过腹腔注射

RP2T$

拮抗剂
@.4"E

或
RP2T$

抑制剂可以缓解这种心肌

功能障碍'

1/

(

)临床观察提示#心力衰竭患者血浆
RP2T$

水

平升高#与心力衰竭的严重程度密切相关#可作为心脏终点事

件和心脏移植的独立预测因子)提示
RP2T$

可能作为一种

炎症介质参与了心力衰竭的炎症过程'

1)

(

)

目前关于
RP2T$

与
L>P

关系的研究相对较少#离体实

验显示#

RP2T$

的负性收缩作用与
:@2Y

和
A]:0

有关'

1)

(

)

临床研究显示#

RP2T$

及炎症细胞因子$

A?O.

%

*

_].)

&可能参

与了
L>P

的病理生理进程'

)

(

)但在
L>P

中
RP2T$

是通过

与哪个受体结合激活下游信号通路参与
L>P

发生*发展的#

目前暂无研究报道)

本研究通过构建
L>P

大鼠模型#观察
RP2T$

及其炎症

信号通路$

RP2T$.A]:0

"

:@2Y.?O.

,

T.

细胞因子&在
L>P

大鼠心肌组织中的表达#发现
L>P

大鼠心肌组织
RP2T$

的

基因表达高于对照组#同时
RP2T$

与
T?=

水平*

]cYLL

呈

正相关关系#与
]cYO

呈负相关关系)这与上述研究结果一

致#提示
RP2T$

参与了
L>P

的发生*发展)本研究还发现#

L>P

大鼠心肌组织
A]:0

*

:@2Y

*

?O.

,

T

的基因表达均高于

对照组#

RP2T$

分别与
A]:0

*

:@2Y

*

?O.

,

T

呈正相关关系#

本研究还发现
RP2T$

分别与
A?O.

%

*

_].$

*

_].)

*

_].$%

*

>:=

呈正相关关系#提示
RP2T$

参与
L>P

的病理生理进程可能

是通过与
A]:0

或者
:@2Y

结合#激活
?O.

,

T

的释放#促使后

续细胞因子及炎性介质的释放#介导心肌细胞损伤#最终导致

心腔扩大#心功能减退)

目前对
RP2T$

及其炎症信号通路与
L>P

关系的研究

尚处于起步阶段#虽然已经取得一定的进展#但仍有很多问题

有待进一步研究#比如各种病原微生物是如何通过
RP2T$

信

号通路对
L>P

产生不同的生物学效应#针对
RP2T$

及其炎

症信号通路的药物和特异性抑制剂的研发等)这些问题的解

决#势必为
RP2T$

在临床上作为重要靶点提供全新的视野#

也将为
L>P

病因的阐明及其治疗开创美好的前景)
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