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整合素连接激酶在大鼠心脏生长发育过程中的表达及意义
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察整合素连接激酶在大鼠心脏不同生长发育阶段的表达变化,探讨整合素连接激酶与正常心

肌细胞增殖能力的关系。 方法摇 取胚胎期(孕 16 天)、出生后 1 天、3 天、7 天、2 月、1 年、1. 5 年 7 个时间点的大鼠

心脏,采用实时定量 PCR 和 Western blot 方法检测心肌组织内整合素连接激酶及反映心肌细胞增殖能力的细胞周

期蛋白 D1 的表达。 结果摇 整合素连接激酶在大鼠心脏生长发育的不同阶段均有表达,表现为在胚胎期心肌组织

内的表达水平最高,出生后迅速下降并随鼠龄的增加呈递减趋势,至出生后 2 月趋于稳定。 细胞周期蛋白 D1 的表

达变化与整合素连接激酶的表达变化呈相似趋势,相关分析提示整合素连接激酶与细胞周期蛋白 D1 的表达水平

呈正相关。 结论摇 在大鼠心脏生长发育过程中伴随有整合素连接激酶的表达下降,这与哺乳动物心肌细胞增殖能

力的变化规律相一致。 并且整合素连接激酶与细胞周期蛋白 D1 的表达水平呈正相关,提示整合素连接激酶可能

与心肌细胞增殖能力有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 In order to investigate the relationship between integrin鄄linked kinase (ILK) and proliferative
capacity of cardiac myocytes, we observed the expression of ILK and cyclin D1 in cardiomyocytes of Sprague鄄Dawley (SD)
rats at different development stages (embryonic, newborn, adult and old). 摇 摇 Methods摇 Hearts of SD rats at different
development stages (fetal day 16, postnatal day 1, 3, 7, postnatal month 2, postnatal year 1, 1郾 5) were used to study. 摇
Real time polymerase chain reaction (real time PCR) and Western blot analysis were used to assess ILK and cyclin D1 ex鄄
pression. 摇 摇 Results摇 The expression of ILK in myocardial tissue decreased progressively with aging in SD rats. 摇 Expres鄄
sion of ILK was the highest in the fetal life (16 days gestation), and the level of ILK tended to be stable at 2 month after
birth. 摇 Expression of cyclin D1 was positively correlated with ILK content. 摇 摇 Conclusions摇 The altered ILK and cyclin
D1 parallel normal cardiac development, and expression of cyclin D1 is positively correlated with ILK content. 摇 ILK may
be correlated with proliferative capacity of cardiac myocytes.

摇 摇 心脏疾病是世界范围内引起死亡的主要病因,
其病理特征主要表现为有功能的心肌细胞减少[1]。
目前,心脏病的常规治疗方法旨在挽救残存的心肌

细胞,而无法逆转心肌细胞的丢失。 近来研究发现

神经调节素 1[2](neuregulin 1,NRG1)和骨膜蛋白[3]

(periostin)可诱导心肌细胞的增殖来促进心脏的损

伤修复。 因此,如何促进心肌细胞增殖的相关研究

很可能为心脏疾病的治疗带来突破。
整合素连接激酶(integrin鄄linked kinase,ILK)是

一种丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶[4],在哺乳动物的心

脏中有较高的表达。 ILK 是心脏机械牵张感受器的

重要组成部分,有研究表明在急性心肌梗死后,ILK
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参与了心肌对机械应力的适应性反应[5]。 近年来

研究发现 ILK 与心脏的生长和修复密切相关[6,7]。
在非心肌组织中, ILK 表达上调可诱导肿瘤的发

生[8],相反,ILK 失活可抑制人肠上皮细胞、软骨细

胞的增殖生长[9,10]。 这些研究表明 ILK 与多种细胞

的增殖有关。 但是 ILK 是否与心肌细胞的增殖相

关,目前尚无文章报道。 本实验通过观察不同生长

发育阶段大鼠心肌细胞中 ILK 的表达情况,探讨

ILK 与心肌细胞增殖能力的关系。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验动物及分组

摇 摇 SPF ( specific pathogen free) 级 Sprague鄄Dawley
(SD)大鼠,由鼓楼医院动物实验中心提供。 将大鼠

按照生长发育的不同时间点(胚胎期 16 天、出生后

1 天、3 天、7 天、2 月、1 年、1. 5 年)分为 7 组,每组 6
只(雌、雄不限)。
1郾 2摇 标本采集

取出各个时间点的大鼠心脏,置于 1 mL EP 管

中, - 70益存放备用。
1. 3摇 Western blot 检测心肌组织 ILK、Cyclin D1 的

蛋白水平

取 40 mg 心肌组织剪碎匀浆离心后,加入细胞

裂解液[10 mmol / L Tris鄄HCl (pH 7. 2),150 mmol / L
NaCl,0. 1%十二烷基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate,
SDS),1% Triton X鄄100,1% 去氧胆酸钠( sodium de鄄
oxycholate,DOC),5 mmol / L 乙二胺四乙酸 ( ethyl鄄
enediamine tetraacetic acid, EDTA ), 1 mmol / L
Na3VO4,50 mmol / L NaF,0. 2 mmol / L 苯甲基磺酰氟

(phenylmethanesulfonyl fluoride,PMSF)和蛋白酶抑

制剂混合物(protease inhibitor cocktail,不含 EDTA,
Roche 公司)],冰上震荡 40 min,4益、12 000 g 离心

力离心 15 min,取上清蛋白溶液。 BCA 蛋白测试试

剂盒(Pierce 公司)测蛋白浓度。 取 40 滋g 变性蛋白

样品上样,经 10%聚丙烯酰胺凝胶电泳后,湿转法 2
h 将蛋白转至二氟化树脂( polyvinylidene fluoride,
PVDF)膜(Millipore 公司)上,5%牛奶封闭 2 h,一抗

[小鼠抗 ILK 单克隆抗体 1颐 3 000,BD 公司;兔抗细

胞周期蛋白 D1(Cyclin D1)单克隆抗体 1颐 500,Bio鄄
world 公司;羊抗 茁鄄肌动蛋白(茁鄄actin)单克隆抗体

1颐 1 000,Santa Cruz 公司]37益孵育 4 h,TBST ( tris鄄
buffered saline and tween 20)洗膜,二抗[分别为辣

根过氧化物酶(horseradish peroxidase,HRP)标记的

羊抗小鼠 IgG 1颐 2 000,羊抗兔 IgG 1颐 1 000,兔抗羊

IgG 1颐 2 000,均为联科生物技术有限公司产品]室

温孵育 2 h,TBST 洗膜,于暗室中进行增强化学发光

法( enhanced chemiluminescence,ECL) (Millipore 公

司) 显影并于柯达胶片上曝光。 目标条带采用

Quantity One 图象分析软件(Bio鄄Rad 公司)分析其

光密度,将待测蛋白条带与同一泳道 茁鄄actin 条带的

光密度比值作为结果。
1郾 4摇 实时定量 PCR 检测心肌组织 ILK、Cyclin D1
mRNA 表达

取大鼠心肌组织 100 mg,加入 Trizol(Invitroge 公

司)试剂提取总 RNA。 用 PrimeScriptTM RT 试剂盒

(TaKaRa 公司)逆转录生成 cDNA 用于 ILK、Cyclin D1
及 茁鄄actin 基因的聚合酶链反应(polymerase chain reac鄄
tion,PCR)扩增。 用 PrimeScriptTM 试剂盒(TaKaRa 公

司)配制实时定量 PCR(real time PCR)反应液,采用

ABI PRISM 7500 Real鄄Time PCR 仪(Applied Biosystems
公司)进行 real time PCR 反应。 记录 CT 值,采用

2 -吟吟Ct法计算 ILK mRNA 和Cyclin D1 mRNA 的相对表

达量。 引物序列: ILK 上游 5忆鄄CAACCCTCATCACA鄄
CACTGG鄄3忆,下 游 5忆鄄GCCATGTCCAAAGCAAACTT鄄3忆;
Cyclin D1 上游5忆鄄GCGTACCCTGACACCAATCT鄄3忆,下游

5忆鄄GCTCCAGAGACAAGAAACGG鄄3忆; 茁鄄actin 上 游 5忆鄄
GTACCACTGGCATCGTGATGGACT鄄3忆,下游 5忆鄄CCGCT鄄
CATTGCCAATGGTGAT鄄3忆。
1郾 5摇 统计学处理

所有数据均以x 依 s 表示。 组间比较采用单因素方

差分析,ILK 与 Cyclin D1 的蛋白水平及基因水平分别

进行相关分析。 所有统计学分析由 SPSS 18. 0 软件完

成,P <0. 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 不同生长发育阶段大鼠心脏中 ILK 的表达

情况

实时定量 PCR 结果显示:ILK 的 mRNA 水平在

胚胎期(孕 16 天)心肌组织中最高,出生后 1 天开

始迅速下降并随着鼠龄的增加逐渐减少,从出生后

第 7 天开始趋于稳定,其中胚胎期(孕 16 天) ILK
mRNA 水平是成年期(2 月)的 18 倍(图 1)。 West鄄
ern blot 检测结果与 PCR 结果相似,即 ILK 在大鼠

胚胎期(孕 16 天)的心脏中表达水平最高,出生后

迅速降低,至成年期(2 月)开始趋于稳定,其中胚胎

期(孕 16 天)ILK 的蛋白水平是成年期(2 月)的 3.
3 倍(图 2)。 这些结果提示在大鼠心脏生长发育过

程中伴随有 ILK 表达的下降。
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图 1. 实时定量 PCR 检测大鼠心脏生长发育过程中 ILK mR鄄
NA 表达变化(n = 6) 摇 摇 a 为 P < 0. 05,与前一时间点比较。

Figure 1. Real time PCR showing ILK mRNA expression of
rat hearts at different development stages (n =6)

图 2. Western blot 检测大鼠心脏生长发育过程中 ILK 蛋白

表达变化(n = 6) 摇 摇 a 为 P < 0. 05,与前一时间点比较。

Figure 2. Western blot showing ILK protein expression of
rat hearts at different development stages (n =6)

2郾 2摇 不同生长发育阶段大鼠心脏中 Cyclin D1 表达

情况

实时定量 PCR 结果显示:Cyclin D1 的 mRNA
水平在胚胎期(孕 16 天)心肌组织中最高,出生后 1
天没有明显变化,但从出生后 3 天开始迅速下降,至
出生后 2 月趋于稳定,其中胚胎期 Cyclin D1 的 mR鄄
NA 水平是成年期(2 月)的 7. 7 倍(图 3)。 蛋白检

测结果与 PCR 检测结果相似,即 Cyclin D1 在大鼠

胚胎期(孕 16 天)的心脏中表达最高,从出生后 1
天开始迅速下降,至出生后 7 天趋于稳定,其中胚胎

期 Cyclin D1 的蛋白水平是成年期(2 月)的 11 倍

(图 4)。 提示在大鼠不同生长发育阶段,Cyclin D1
的表达变化与 ILK 呈相似趋势。
2郾 3摇 不同生长发育阶段大鼠心脏中 ILK 与 Cyclin
D1 表达水平的相关性分析

将 ILK 与 Cyclin D1 的 mRNA 表达量(图 5A)
和蛋白表达量(图 5B)分别进行相关分析,结果为 r

= 0. 828,r = 0. 934,均 P < 0. 01,提示 ILK 与 Cyclin
D1 的表达水平呈正相关。

图 3. 实时定量 PCR 检测大鼠心脏生长发育过程中 Cyclin
D1 mRNA 表达变化(n = 6) 摇 摇 a 为 P < 0. 05,与前一时间点

比较。

Figure 3. Real time PCR showing cyclin D1 mRNA expres鄄
sion of rat hearts at different development stages (n =6)

图 4. Western blot 检测大鼠心脏生长发育过程中 Cyclin D1
蛋白表达变化(n = 6) 摇 摇 a 为 P < 0. 05,与前一时间点比较。

Figure 4. Western blot showing cyclin D1 protein expression of
rat hearts at different development stages (n =6)

3摇 讨摇 论

在低等脊椎动物(如蝾螈、斑马鱼)心脏中,心
肌始终保持着较强的增殖能力,一旦心脏遭受损

伤,损伤周围区的心肌细胞就会迅速增殖,修复损

伤[1]。 而哺乳动物心肌细胞的增殖能力在出生后
却大不相同。 Porrello 等[11] 对出生后 1 天的乳鼠行
左室心尖部切除术,结果发现术后 3 周其缺损部分

可完全由新生的心肌细胞代替,8 周后心肌收缩功

能可恢复正常。 但出生 7 天的乳鼠在行相同手术后

却无法再生心肌组织,并且心肌收缩功能也无法得

到恢复。 这提示哺乳动物心肌细胞增殖能力在出
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图 5. ILK 与 Cyclin D1 的 mRNA 水平(A 图)及蛋白水平(B 图)均呈正相关

Figure 5. Cyclin D1 expression was significantly correlated with ILK content

生后不久迅速丧失。 一般认为[1,12]哺乳动物的心肌

细胞在胚胎期处于大量增殖阶段,出生后不久(鼠
类为 7 天,人类约为 1 个月)其增殖能力显著下降,
到成年期主要表现为生理性肥大。 故根据这一规

律我们将 SD 大鼠按胎鼠期 (孕 16 天)、新生期(出
生后 1、3、7 天)、成年期(2 月)及老年期(1、1. 5 年)
4 个生长时期分为 7 组,取出心肌组织,应用 West鄄
ern blotting 和实时定量 PCR 两种方法检测了不同

生长发育阶段大鼠心脏中 ILK 的表达水平,结果发

现在大鼠心脏生长发育过程中伴随有 ILK 的表达下

调,这与心肌细胞增殖能力的变化趋势相同。
细胞周期蛋白 D1 是细胞周期最关键的调节因

子之一[13],它通过磷酸化视网膜母细胞瘤蛋白(ret鄄
inoblastoma pocket protein,pRB)来促进细胞周期由

G1 期向 S 期转化,从而启动细胞增殖。 Soonpa
等[14]观察了 Cyclin D1 在大鼠心脏生长过程中的蛋

白表达情况,结果发现 Cyclin D1 的蛋白水平在胚胎

期最高,出生后 1 天下降,至成年期已非常低,这与

心肌细胞增殖能力的变化趋势相一致。 Brook 等[15]

认为心肌细胞在出生后不久即退出细胞周期可能

与 Cyclin D1鄄3 等蛋白的表达下降有关。 此外有研

究发现高表达 Cyclin D1 可促进心肌细胞 DNA 合成

和细胞核分裂[14]。 这些结果表明 Cyclin D1 与心肌

细胞的增殖能力有关。 在本实验中我们发现在大

鼠心脏的生长发育过程中伴随有 Cyclin D1 的表达

下降,而这与 ILK 的表达变化具有相似的趋势。 因

此为明确 ILK 与 Cyclin D1 的关系,我们对两者的实

时定量 PCR 结果和 Western blot 结果分别进行了相

关分析,结果发现 ILK 与 Cyclin D1 的表达水平呈正

相关,提示 ILK 与心肌细胞增殖能力相关。
有研究发现[9] ILK 基因敲除可下调 Cyclin D1

的水平,从而抑制人肠上皮细胞的增殖、生长;另一

项研究表明 ILK 失活可抑制 Cyclin D1 的表达,最终

导致软骨细胞增殖能力下降,软骨发育不良[10]。 此

外,Liu 等[16]发现在 3T3 细胞中,ILK 对血小板源性

生长因子(platelet鄄derived growth factor,PDGF)诱导

的 Cyclin D1 表达和 DNA 合成是必须的。 这提示

ILK 对 Cyclin D1 具有一定的调节作用,并且 ILK鄄
Cyclin D1 通路与细胞的增殖有关。 在本实验中我

们发现大鼠心脏中的 ILK 表达水平在出生后迅速降

低,并且 ILK 与 Cyclin D1 的表达水平呈正相关,由
此我们推测出生后心肌细胞增殖能力的迅速下降

可能与 ILK鄄Cyclin D1 通路的下调有关。
本实验中我们发现在大鼠心脏生长发育过程

中伴随有 ILK 的表达下降,这与哺乳动物心肌细胞

增殖能力的变化规律相一致。 并且 ILK 与 Cyclin
D1 的表达水平呈正相关,提示 ILK 可能与心肌细胞

增殖能力有关。 那么是否高表达 ILK 能够促进心肌

细胞增殖,这需要进一步的研究。
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