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"摘要#
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目的
!

探讨线粒体钙单向转运体"

EF]

$在异丙肾上腺素"

KD>

$诱导小鼠心肌肥厚中的作用%方

法
!

将野生型小鼠和
EF]

基因敲除小鼠分为正常对照组'野生造模组'敲除对照组和敲除造模组%造模组通

过注射异丙肾上腺素"

KD>

$建立心肌肥厚模型!处死动物后计算心质量&体质量比值"

=G

&

NG

$'肺质量&体质量

比值"

@G

&

NG

$%苏木素
.

伊红"

=Q

$染色观察心肌组织形态学变化!

E9++",

染色观察纤维化程度!实时荧光定

量
JF<

检测心肌肥厚标志物
RSJ

'

GSJ8<SR

的表达及凋亡相关因子
G6:.1

'

G9A

'

69+

4

9+7.'

'

69+

4

9+7.(8<.

SR

的表达%结果
!

与各自对应的对照组比较!造模组
=G

&

NG

'

@G

&

NG

增加及心肌肥厚标志物
RSJ

'

GSJ

8<SR

的表达升高#实时荧光定量
JF<

检测凋亡相关因子显示(

G6:.18<SR

的表达下降!

G9A

'

69+

4

9+7.'

'

69+

4

9+7.(8<SR

的表达增加%与野生造模组相比!敲除造模组小鼠
=G

&

NG

'

@G

&

NG

比值增加!心肌肥厚标

志物
RSJ

'

GSJ8<SR

的表达明显升高#

G6:.18<SR

的表达下降!

G9A

'

69+

4

9+7.'

'

69+

4

9+7.(8<SR

的表达增

加%

=Q

染色显示野生造模组小鼠肌丝排列紊乱'心肌细胞体积明显增大#

E9++",

染色显示(胶原纤维网断

裂!心肌内胶原纤维增多%与野生造模组相比!敲除造模组
=Q

染色显示的以上病理改变更加明显#

E9++",

染

色显示的心肌肥厚'心肌纤维化改变也更加明显%结论
!

EF]

对
KD>

诱导心肌肥厚纤维化具有一定的保护作

用!其作用可能是通过抑制心肌细胞凋亡实现的%
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心血管疾病是全球死亡的常见原因之一%近年来

我国心血管病疾病的患病率和病死率逐年上升%心血

管病已成为我国居民的首位死亡原因'

$

(

)有研究表

明%心肌肥厚是导致心血管疾病发生率和病死率增高

的独立危险因子%是众多心血管疾病的共同病理过

程'

1

(

%其发生机制尚未完全阐明%认为与细胞内
F9

1a

稳态失衡有密切关系)因此%抑制心肌肥厚对改善心

脏损伤极其重要)线粒体是心肌细胞能量的来源%在

细胞内钙的调节中起重要作用'

'.0

(

)国外最新的研究

结果表明%线粒体钙单向转运体#

8#3"62",!O#9:69:6#.

Y8Y,#

4

"O37O

%

EF]

$是线粒体内膜上的一个蛋白复

合体%其成分由
EF]

*

EF]P

*

EKF]$ EKF]1

及

QE<Q

构成'

;.)

(

%能够介导
F9

1a从细胞质进入到线粒

体基质%在细胞内
F9

1a信号转导*

F9

1a稳态*线粒体

能量代谢和细胞凋亡通路方面具有重要意义)异丙

肾上腺素#

#+"

4

O"37O7,":

%

KD>

$是
%

受体激动剂%可以

通过激活
ERJg

信号通路导致心肌肥厚%与手术造

模方法相比较%皮下注射
KD>

对小鼠损伤小%动物模

型成功率高%同时也更加简单*经济*可靠'

-

(

)目前%

EF]

对心肌肥厚的作用研究多是通过体外实验得到

的结果%而在人体或动物体内
EF]

的作用研究较少%

本实验旨在小鼠探讨
EF]

基因敲除对
KD>

诱导心

肌肥厚损伤的影响%为
EF]

在心肌肥厚损伤中发挥

保护作用提供更多的理论依据%现报道如下)

D

!

材料与方法

D&D

!

主要试剂与仪器
!

KD>

#上海阿拉丁公司$&生理

盐水*

E9++",

染色试剂盒#南京建成试剂公司$&

<SR

提取试剂盒#美国
>87

V

9

试剂公司$&反转录试剂盒

#美国
<"627

公司$&苏木素
.

伊红#

=Q

$染色试剂#北

京中生瑞泰公司$&

G6:.1

*

G9A

*

69+

4

9+7.'

*

69+

4

9+7.(.

JF<

引物#上海生工生物工程公司$&荧光定量
JF<

仪*

D$%%JF<

自动系列化分析仪及
E":76Y:9OK89

V

7O

凝胶成像系统#美国
G#".<9!

公司$&光学显微镜#日

本
>:

X

8

4

Y+

公司$)

D&E

!

方法

D&E&D

!

实验动物分组与处理
!

无特定病原体#

DJT

$

级雄性
FB$

野生型小鼠及
EF]

基因敲除小鼠各
$)

只%体质量#

'%d;

$

V

%鼠龄
$1

周%由中国军事医学科

学院潘欣博士后赠送%动物许可证号!

DFLg

#军$

1%$1.%%%0

)按照体质量分为
0

组%每组
/

只)分别为

正常对照组*野生造模组*敲除对照组和敲除造模组)

参照文献'

-

(方法操作%在禁食
$12

后%根据体质量%

造模组小鼠皮下注射
KD>;8

V

"

5

V

%每天早晚各注射

$

次%间隔
$12

%对照组小鼠以等容积的生理盐水进行

皮下注射%各组连续注射
$0!

)试验结束后%采用颈

椎脱臼法将小鼠处死%取心脏和肺称质量并记录)随

后将小鼠各组部分心脏的心房切掉%然后再分离左心

室和右心室%将分离的左心室装入
$&;8@

的
QJ

管

中并放在液氮中保存%最后按顺序放入指定的盒子里

并放入
I/%`

冰箱冷冻&各组另一部分小鼠的心脏放

入装有
0_

多聚甲醛溶液的
;8@QJ

管中固定%等待

组织包埋)

D&E&E

!

心质量"体质量比#

=N

"

GN

$*肺质量"体质

量比#

@N

"

GN

$检测
!

据测量的小鼠心质量*肺质量

及体质量%计算
=N

"

GN

*

@N

"

GN

)

D&E&F

!

实时荧光定量
JF<

!

用
<SR

提取试剂盒提

取各组小鼠心肌组织总
<SR

%反转录成
6BSR

)

JF<

反应体系包括
6BSR1&%

&

@

*

DeG<fO77,E#A(&%

&

@

*引物各
%&/

&

@

和超纯水
-&0

&

@

%总体积
1%&%

&

@

)

JF<

反应扩增条件!

(;`

预变性
$%8#,

%

(;`

变性
$%+

%

)%`

退火
1%+

%

-1`

延伸
$%+

%共
0%

个循

环)计算
F3

值*

1

I

##

F3值 )以
%

.963#,

为内参%引物

序列如表
$

)

表
$

!!

JF<

扩增引物序列

基因 上游引物#

;h.'h

$ 下游引物#

;h.'h

$ 产物大小#

P

4

$

%

.963#, ?RRRRFfFRfF?FRf?RRFRf?Fff ?fFRR?FF?f?ffFR?FFR?fRRRF '0(

RSJ fRRFF?fF?RfRFFRFF? FF?Rf?FFRF?F?fffF? '$1

GSJ RRfF?fF?ffRfF?fR?RRfR f??RFRfFFFRRRFfRF?fRF 111
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69+
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!

=Q

染色
!

将多聚甲醛固定的心脏组织常规

脱水%透明%石蜡包埋%用
W7#69

旋转式切片机切片%厚

度
0

&

8

%行
=Q

染色)步骤如下%

);`

烘片
02

)将

石蜡切片放入二甲苯溶液中%浸泡
)8#,

后取出%再

放入另
$

个二甲苯溶液中浸泡
)8#,

)乙醇水化%苏

木素染剂浸泡
$%8#,

%盐酸乙醇溶液浸泡
'+

%蒸馏水

稍洗
1%+

%

%&%0_

氨水溶液返蓝
'%+

%伊红染色%自来

水冲洗%乙醇脱水%二甲苯透明%中性树脂封片)

D&E&H

!

心肌纤维化的检测
!

同
$&;

切片%进行
E9+.

+",

染色)步骤如下%

);`

烘片
02

)将石蜡切片放

入二甲苯溶液中%浸泡
)8#,

后%再放入另
$

个二甲苯

溶液中浸泡
)8#,

)切片放入
G"Y#,

液%然后放入
'-

`

的温箱内
12

%取出后用蒸馏水冲洗%至切片上的黄

色消失)青石蓝染色液滴染
18#,

后%自来水冲洗)

苏木素染色液滴染
18#,

后%自来水冲洗)酸性乙醇

分化
1%+

后%蒸馏水冲洗
$%8#,

)丽春红滴染
$%

8#,

%蒸馏水冲洗)磷钼酸溶液处理
$%8#,

%直接滴入

苯胺蓝染色
;8#,

)将切片用弱酸溶液处理
18#,

%

(;_

乙醇快速脱水%

$%%_

乙醇溶液反复浸泡
'

次%

每次
$%+

%二甲苯溶液反复浸泡
'

次%每次
18#,

%最

后中性树脂封片)

D&F

!

统计学处理
!

数据用
fO9

4

2

4

9!JO#+8;&%

软件

进行统计与分析%计量资料以
PdL

表示%组间比较采

用
A

检验%多组间比较采用单因素方差分析%以
O

$

%&%;

为差异有统计学意义)

E

!

结
!!

果

E&D

!

KD>

诱导的心肌肥厚模型的鉴定

E&D&D

!

小鼠
=N

"

GN

和
@N

"

GN

的改变
!

与各自

对应的对照组比较%两造模组小鼠
=N

"

GN

*

@N

"

GN

均升高%差异均有统计学意义#

O

$

%&%;

$)与野生造

模组比较%敲除造模组小鼠
=N

"

GN

*

@N

"

GN

明显

升高%差异均有统计学意义#

O

$

%&%$

$%见图
$

)

E&D&E

!

小鼠心肌肥厚标志物表达的改变
!

与各自对

应的对照组比较%两造模组小鼠
RSJ

*

GSJ8<SR

的表达均明显升高%差异均有统计学意义#

O

$

%&%$

$&

与野生造模组比较%敲除造模组小鼠
RSJ

*

GSJ8<.

SR

表达明显升高%差异均有统计学意义#

O

$

%&%$

$%

见图
1

)

E&D&F

!

小鼠心肌组织形态学的改变
!

正常对照组小

鼠心肌组织心肌肌原纤维细胞排列整齐*致密*形态

完整%细胞核及核仁结构清晰&野生造模组小鼠肌丝

排列紊乱*松散心肌细胞体积明显增大%形态不规整%

细胞核深染*增大*畸形%核仁模糊&与野生造模组比

较%敲除造模组小鼠心肌组织病理改变更为明显%见

图
'

)

E&E

!

EF]

基因敲除对
KD>

诱导小鼠心肌肥厚心肌

纤维化的影响
!

正常对照组小鼠心肌组织胶原分布

均匀%相邻的胶原纤维网完好%胶原纤维的含量少&野

生造模组心肌内胶原纤维明显增多%胶原纤维网断

裂%排列紊乱&与野生造模组比较%敲除造模组小鼠心

肌纤维化面积明显增加)见图
0

)
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的影响
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图
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KD>

对小鼠心肌肥厚标志物表达影响

E&F

!

EF]

基因敲除对
KD>

诱导小鼠心肌肥厚凋亡

相关基因表达的影响
!

与各自对应的对照组比较%两

造模组小鼠
G9A

*

69+

4

9+7.'

*

69+

4

9+7.(8<SR

的表达

明显升高%

G6:.1

的表达明显降低%差异均有统计学意

义#

O

$

%&%$

$&与野生造模组比较%敲除造模组小鼠

G9A

*

69+

4

9+7.'

*

69+

4

9+7.(

的表达明显升高%

G6:.1

的表

达明显降低%差异均有统计学意义#
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图
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!正常对照组&
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!野生造模组&
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!敲除对照组&
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基因敲除
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诱导的小鼠心肌胞厚心肌组织形态学的影响%
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诱导小鼠心肌肥厚心肌纤维化的影响 %
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EF]

基因敲除对
KD>

诱导小鼠心肌肥厚凋亡相关基因表达的影响

F

!

讨
!!

论

!!

心肌肥厚是各种生理或病理刺激下心脏的适应

性反应%但是%慢性心肌肥厚会使心脏功能逐渐减退%

并最终发展为心律失常*心力衰竭%甚至猝死'

/

(

)随

着分子生物学时代的到来%心肌肥厚在基因水平上研

究的不断深入%多个基因被发现在心肌肥厚中发挥重

要作用'

(

(

)小鼠心肌肥厚模型的构建主要有手术和

药物两种方式%手术方式死亡率高*效率低%药物方法

更为简单*方便)

KD>

是儿茶酚胺类
%

肾上腺素受体

激动药之一%半衰期相对较长%能更真实的模拟自然

病程%而且皮下注射
KD>

也更为简单*经济)研究表

明%交感神经系统的过度兴奋%主要的原因是通过增

加压力"容量负荷而诱导心肌肥厚的发生发展)而在

构建心肌肥厚的动物模型中也证明了这一点%使小鼠

的交感神经系统兴奋也成为构建小鼠心肌肥厚模型

的主要方法'

-

%

$%.$$

(

)

EF]

基因敲除小鼠%除体形上较野生型小鼠小

表型上与野生型小鼠几乎没有变化)基础代谢方面

EF]

敲除小鼠同野生型小鼠一样)在离体心脏缺

血
.

再灌注损伤中%

EF]

敲除小鼠与野生型小鼠比

较%梗死面积无差异%且功能损伤也无差异&但在骨骼

肌上%表现为产能的缺陷'

$1

(

)随后的研究表明野生型

小鼠和
EF]

基因敲除小鼠心功能在静息和应激情况

下%二者心功能正常'

$'

(

)但近年来也有报道显示%在

心肌细胞中%敲除
EF]

基因%可增加
EF]

复合体的

活性%促进心肌细胞凋亡%降低心肌功能'

$0.$;

(

)

本实验结果显示%模型组小鼠
=N

"

GN

*

@N

"

GN

明显增加%

RSJ

*

GSJ8<SR

的表达升高%

=Q

染色

出现肌丝排列紊乱*形态不规整%证实本实验
KD>

诱

导心肌肥厚造模成功)实验中%经
KD>

干预后%

EF]

基因敲除小鼠
=N

"

GN

*

@N

"

GN

较敲对照组增加%

RSJ

*

GSJ8<SR

的表达较敲除对照组均显著升高&

E9++",

染色出现心肌组织纤维化病变%胶原沉积显

著&与各自对照组比较%两模型组
G9A

*

69+

4

9+7.'

*

69+

4

9+7.(8<SR

的表达均上调%

G6:.1

的表达下降%

而与野生造模组比较%敲除造模组以上变化更明显)

提示
EF]

基因敲除可加重
KD>

诱导的心肌肥厚损

伤%使心肌纤维化面积增加%并促进心肌细胞凋亡%说

明
EF]

具有保护心肌的作用)
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