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泛素蛋白酶体抑制剂抑制钙调神经磷酸酶依赖的心肌细胞肥大
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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究泛素蛋白酶体抑制剂 MG262 对钙调神经磷酸酶信号通路的影响,探讨其抑制心肌细胞肥

大的机制。 方法摇 在去甲肾上腺素诱导培养的乳鼠肥大心肌细胞中加入 MG262,通过 Phalloidin 染色观察细胞的

形态,RNA Dot Blot 检测胚胎蛋白基因表达,Western blot 检测细胞中钙调神经磷酸酶蛋白含量,免疫荧光标记观察

活化 T 细胞核因子 c4(NFATc4)蛋白在细胞内分布。 结果摇 去甲肾上腺素使细胞面积增大近 1郾 1 倍,胚胎基因心

房利钠因子(ANF)、脑钠肽(BNP)、茁 肌球蛋白重链(茁鄄MHC)的 mRNA 表达上调,细胞核内 NFATc4 蛋白表达水平

增加。 MG262 明显抑制去甲肾上腺素诱导的细胞肥大(P < 0郾 05)和 ANP、BNP、茁鄄MHC 的 mRNA 表达上调(P <
0郾 05),细胞面积下降了 33% ;同时 MG262 使去甲肾上腺素诱导的细胞钙调神经磷酸酶蛋白表达水平下降,抑制

NFATc4 核内转位。 结论摇 MG262 可能通过抑制钙调神经磷酸酶信号通路,减轻心肌细胞肥大。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To demonstrate the mechanisms of proteasome inhibition on norepinephrine (NE)鄄induced hy鄄
pertrophic growth of neonatal rat cardiomyocytes(NRC) via studying the alteration of calcineurin(CaN) signaling pathway.
Methods摇 Proteasome inhibitor MG262 was cotreated with NE in NRC. 摇 Cell size was observed by phalloidin鄄stained tech鄄
nique. 摇 The expression of fetal genes and CaN was detected by using RNA dot blot analysis and Western blot analysis respec鄄
tively. 摇 The fixed cells were immunofluorescence labeled with nuclear factor of activated T cell c4 (NFATc4) and visualized
by fluorescence microscopy. 摇 摇 Results摇 Fetal genes of atrial natriuretic factor (ANF), brain natriuretic peptide (BNP)
and 茁鄄myosin heavy chain (茁鄄MHC) mRNA as well as expression of CaN were upregulated and NFATc4 was predominantly
expressed in nucleus on NE induced NRC. 摇 However, more than 2. 1 fold NE鄄induced increase in cardiomyoctyes was
markedly supressed by cotreatment with MG262(P <0郾 05). 摇 NE鄄induced upregulation of CaN and fetal gene expression was
significantly relieved by MG262(P <0郾 05). 摇 NFATc4 was relocated from nucleus to cytoplasm. 摇 摇 Conclusion摇 MG262
attenuates agonist induced cardiomyocyte hypertrophy, at least in part, via inhibiting CaN signaling pathway.

摇 摇 心肌肥厚是心血管疾病死亡率的独立预测因

子。 多种病理应激如高血压病和心脏瓣膜病可导

致心肌肥厚。 钙调神经磷酸酶(calcineurin,CaN)信
号通路在不同刺激介导的心肌肥大中起枢纽作用。

钙调神经磷酸酶转基因小鼠显示腺粒体功能受损、
心肌肥厚和心力衰竭;在醛固酮诱导的肥大心肌细

胞中钙调神经磷酸酶活性及其 mRNA 表达均增高,
应用血管紧张素受体拮抗剂或钙调神经磷酸酶抑
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制剂环孢素可部分阻止醛固酮诱导的心脏肥大及

纤维变性,防止盐皮质激素性高血压[1,2]。 泛素蛋

白酶体系统(ubiquitin proteasome system,UPS)是体

内降解细胞内泛素化蛋白质主要途径。 小鼠肥厚

的心肌组织蛋白酶体活性增加,使用蛋白酶体抑制

剂可逆转左心室的肥厚[3,4]。 但蛋白酶体抑制剂逆

转心肌肥厚的具体机制仍然不清楚。 由于钙调神

经磷酸酶和其信号通路下游活化 T 细胞核因子(nu鄄
clear factor of activated T cell,NFAT) 为泛素化蛋

白[5,6],因此我们设想蛋白酶体抑制剂可以调控钙

调神经磷酸酶信号通路,阻断心肌细胞的肥大。 本

研究拟在去甲肾上腺素(norepinephrine,NE)诱导的

肥大心肌细胞上加入蛋白酶体抑制剂 MG262,观察

其对钙调神经磷酸酶信号通路的影响,探讨 MG262
减轻心肌细胞肥大的分子机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 药品和试剂

摇 摇 MG262 购自 Biomol 公司;NE 购自 Sigma 公司;
Alexa Fluor 586 conjugated Phalloidin 和 Alexa Fluor
488 荧光标记二抗购自 Molecular Probes 公司;荧光

肽底物芋(Suc鄄LLVY鄄aminomethylcoumarin,AMC)购
自 Calbiochem 公司;ECL 化学发光试剂盒购自 Am鄄
ersham Pharmacia Biotech 公司;兔抗 NFATc4 多克隆

抗体和辣根过氧化物酶标记羊抗兔 IgG 购自 Santa
Cruz 公司;Tri Reagent 购自 Molecular Research Cen鄄
ter Inc 公司;鼠抗钙调神经磷酸酶单克隆抗体购自

BD Biosciences 公司。
1郾 2摇 乳鼠心肌细胞培养

按照 Simpson 改良法分离培养新生大鼠心肌细

胞(neonatal rat cardiomyocytes,NRC)。 将出生 1 至

2 天龄 SD 大鼠心室切成 1 至 2 mm3 大小,0郾 25%胰

蛋白酶消化分离心肌细胞,用差速贴壁法使心肌成

纤维细胞分离。 将细胞混悬于含 5鄄溴脱氧尿嘧啶

和 10%胎牛血清 DMEM 培养液中,置 37益、5% CO2

培养箱中培养。 实验前用无血清培养液培养 24 h,
然后加入含 10 滋mol / L 去甲肾上腺素和 / 或 0郾 1
滋mol / L MG262 无血清培养液再培养 24 h 或 48 h,
0郾 1%二甲基亚砜为溶剂控制。 将 NRC 随机分成四

组:细胞中加入二甲基亚砜为对照组、MG262 组、NE
组以及加入 NE 和 MG262 为 NE + MG262 组。 代表

性的数据来自同一组实验,细胞培养重复 3 次。
1郾 3摇 糜蛋白酶样蛋白酶体活性检测[7]

25 mmol / L Tris·HCl(pH 7郾 5)提取细胞蛋白,

BAC 法行蛋白定量。 取 30 滋g 细胞蛋白,加入

AMC,底物终浓度为 25 滋mol / L,反应物体积达 200
滋L,37益孵育 90 min,加入 300 滋L 乙醇终止反应,
发光光谱仪(Perkin鄄Elmer)测定荧光强度,激发和发

射波长分别为 350 nm 和 440 nm。 将对照组糜蛋白

酶样蛋白酶体活性设为 100% 。
1郾 4摇 心肌细胞面积测量[7]

NRC 加入去甲肾上腺素和 / 或 MG262 48 h 后,
4%多聚甲醛固定细胞,Alexa Fluor 586 Conjugated
Phalloidin 染色。 用 SCION IMAGE 软件 (Scion Cor鄄
poration)计算细胞的表面积,每组检测 5 个视野,每
个视野用单盲法检测 20 个细胞,取其平均值。 将对

照组表面积设置为一任意单位(arbitrary unit,AU)。
1郾 5摇 RNA Dot blot 分析[8]

细胞中加入去甲肾上腺素和 MG262 24 h 后按

说明书用 Tri Reagent 提取心肌细胞中的总 RNA,紫
外分光光度计测 RNA 样品浓度。 将 4 滋g 变性 RNA
点样于尼龙膜,在真空条件下 80益 烤膜;用 P32 鄄
dCTP 标记寡核苷酸探针;将膜用 20 伊 SSC 浸湿,再
加入预杂交液,68益恒温水浴摇床中振荡水浴 8 h,
然后倾出预杂交液,加入杂交液和标记探针 68益杂

交过夜,第二天洗膜,凉干后,将其置于 X 射线胶片

增感屏暗盒中进行放射自显影曝光处理,Typhoon
扫描,Quantity鄄One 软件分析条带光密度,以 GAPDH
为内参照。 核苷酸探针序列:ANF 为 5忆鄄AAT GCG
ACC AAG CTG TGT GAC ACA CCG CAA GGG CTT
GGG ATC TTT TGC GAT CTG CTC GAG鄄3忆,BNP 为

5忆鄄CAG CTT GAA CTA TGT GCC ATC TTG GAA TTT
CGA AGT CTC TCC TGG ATC CGG AAG GCG CTG鄄
3忆,茁鄄MHC 为 5忆鄄AAG GCT CCA GGT CTC AGG GCT
TCA CAG GCA TCC TTA GGG TTG GGT AGC ACA
AGA TCT A鄄3忆,GAPDH 为 5忆鄄GGA ACA TGT AGA
CCA TGT AGT TGA GGT CAA TGA AG鄄3忆。
1郾 6摇 Western blot 分析

NRC 加入去甲肾上腺素和 / 或 MG262 24 h 后,
用 RIPA 提取细胞蛋白,BAC 法行蛋白定量。 取 30
滋g 蛋白,行 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳,电转移转膜

2 h,将膜蛋白转移到 PVDF 膜置含 5% 脱脂牛奶和

3%BSA 的 PBST 封闭液 1 h,再先后加入鼠抗钙调

神经磷酸酶单抗克隆抗体(1颐 250)、鼠抗 GAPDH 单

抗克隆抗体(1 颐 1000)和结合辣根过氧化物酶的二

抗,反复洗膜,加入 ECL 发光底物,VersaDox 成像系

统显像,用 Quantity鄄One 软件分析条带光密度,以
GAPDH 为内参照。
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1郾 7摇 心肌细胞的免疫标记

PBS 漂洗 NRC,4%甲醛 PBS 固定,分别孵育在

含 0郾 1 mol / L 甘氨酸 PBS 和 0郾 5% Triton X鄄100 PBS
中 1 h,用 1% BSA鄄PBS 封闭 1 h,先后加入兔抗

NFATc4 多克隆抗体(1颐 50)、Alexa Fluor 488 荧光标

记二抗和 Alexa Fluor 586 Conjugated Phalloidin,PBS
漂洗,封片,荧光显微镜下观察。 免疫荧光结果判读

依据为未发生核转位的细胞 NFATc4 荧光标记主要

分布于胞质区, 核区很少,发生核转位的细胞

NFATc4 荧光标记浓集于核区,胞质区减少。 连续

计数 150 个细胞,计算发生核转位的细胞百分数。
1郾 8摇 统计学分析

实验数据以x 依 s 表示,组间比较采用 One鄄way
ANOVA,两两比较采用 q 检验。 P < 0郾 05 为差异有

显著性。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 MG262 对糜蛋白酶样蛋白酶体活性的影响

糜蛋白酶样蛋白酶体活性在对照组、NE 组、NE +
MG262 组和 MG262 组分别为(100郾 0 依 5郾 1)%、(104郾 9
依4郾 5)%、(39郾 9 依2郾 8)%和(38郾 0 依2郾 6)%。 与对照组

相比,NE +MG262 组和 MG262 组糜蛋白酶样蛋白酶体

活性分别下降了约 60%和 62%(P <0郾 05)。
2郾 2摇 MG262 对心肌细胞形态的影响

细胞表面积在对照组、NE 组、NE + MG262 组和

MG262 组分别为(1郾 0 依0郾 21)AU、(2郾 09 依0郾 36)AU、

(1郾 41 依 0郾 24)AU 和 (1郾 23 依 0郾 27)AU。 与对照组

比较,NE 组细胞表面积增加了 1郾 1 倍,而 NE +
MG262 组细胞表面积较 NE 组相比下降了约 33%
(P < 0郾 05;图 1)。

图 1. MG262 对乳鼠心肌细胞表面积的影响 摇 摇 A 为对照

组,B 为 NE 组,C 为 MG262 组,D 为 NE + MG262 组。

Figure 1. Morphometric analysis of neonatal rat cardio鄄
myocytes treated with MG262

2郾 3摇 MG262 对胚胎基因表达的影响

与对照组和 MG262 组相比较,NE 组 ANF、BNP
和 茁鄄MHC 的 mRNA 表达明显增加(P < 0郾 05),而
NE + MG262 组 ANF、BNP 和 茁鄄MHC 的 mRNA 表达

较 NE 组显著下降(P < 0郾 05),但 BNP 和 茁鄄MHC 的

mRNA 表达仍比对照组明显增高(P < 0郾 05;图 2)。

图 2. MG262 对心肌细胞胚胎基因表达的影响摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 NE 组比较。

Figure 2. Effect of MG262 on expression of fetal genes in neonatal rat cardiomyocytes

2郾 4摇 MG262 对钙调神经磷酸酶信号通路的影响

去甲肾上腺素使细胞钙调神经磷酸酶蛋白表

达水平增加,而同时加入 MG262 后钙调神经磷酸酶

蛋白表达水平明显下降,但仍较对照组和 MG262 组

升高(P < 0郾 05);对照组、NE 组和 NE + MG262 组的

NFATc4 在 胞 核 比 例 分 别 为 7郾 6% 、 45郾 4% 和

28郾 3% 。 对照组 NFATc4 主要分布在胞浆和核周,
而 NE 组和 NE + MG262 组 NFATc4 主要分布在胞
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浆和胞核,但 NE + MG262 组 NFATc4 核内分布明显

较 NE 组减少(P < 0郾 05;图 3)。

图 3. MG262 对心肌细胞的钙调神经磷酸酶信号通路的影

响摇 摇 上图为 CaN 蛋白表达,下图为 NFATc4 免疫标记。

Figure 3. Effect of MG262 on CaN signaling pathway in
neonatal rat cardiomyocytes

3摇 讨摇 论

心肌肥厚是心脏为适应各种刺激而产生的心

肌细胞体积增大,重量增加。 心肌肥厚与信号转导

通路、转录因子、兴奋收缩耦合、收缩蛋白和能量代

谢等因素有关,而蛋白质周转即蛋白质的合成和降

解是关键因素之一。 UPS 是蛋白质降解的主要途

径,与心肌肥厚密切相关[9,10]。 UPS 的 20S 核心颗

粒中含有 3 个活性位点 茁1、茁2 和 茁5,对应负责肽基

谷氨酰肽水解酶样、胰蛋白酶样和糜蛋白酶样的蛋

白酶体活性,对维持细胞周期、增殖、生存等细胞生

物学行为的正常具有极其重要的作用。 在主动脉缩

窄所致压力负荷型和自发性高血压大鼠肥厚的心

肌组织中可见蛋白酶体亚基表达增加和蛋白酶活

性增高,应用蛋白酶体抑制剂能够部分或完全逆转

心肌肥厚[11]。 考虑到 MG262 对心肌细胞的毒性作

用,本研究选择不同浓度 MG262 做预实验,发现

0郾 1 滋mol / L MG262 就足以使心肌细胞糜蛋白酶样

蛋白酶体活性下降约 60% ,明显抑制去甲肾上腺素

刺激引起的心肌细胞表面积增大和胚胎基因 ANF、

BNP 和 茁鄄MHC 的 mRNA 表达上调,而对心肌细胞

的活性没有显著影响(部分资料未列出)。
钙调神经磷酸酶是目前所知的唯一依赖于

Ca2 + /钙调素的磷蛋白磷酸酶,心肌细胞内钙离子

浓度增高,激活钙调神经磷酸酶,使 NFAT 去磷酸

化。 去磷酸化的 NFAT 通过暴露其上的核定位信

号,转位入细胞核,再与心肌细胞核内的转录因子

相互作用,启动心肌细胞肥大基因表达,导致心肌

细胞蛋白核酸合成增加,心肌细胞体积增大,形成

心肌肥大[12,13]。 已有研究显示 UPS 对钙调神经磷

酸酶信号通路起着重要的调控作用[14]。 E3 泛素连

接酶 Atrogin鄄1 可通过泛素化降解钙调神经磷酸酶,
抑制其活性,而用 RNA 干扰技术下调 Atrogin鄄1 的

表达水平,可增加外界刺激引起的钙调神经磷酸酶

水平并促进心肌肥大,且 Atrogin鄄1 能提高 Forkhead
转录因子 Foxo1 和 Foxo3a 的活性,抑制由苏氨酸激

酶导致的心肌肥大[5]。 体内实验表明行主动脉缩

窄术的 Atrogin鄄1 转基因小鼠,心肌组织钙调神经磷

酸酶蛋白表达水平下降,心肌肥厚被抑制[15]。 同样

对于钙调神经磷酸酶的下游因子 NFAT,研究表明

糖原合成酶 3茁 可增强 NFATc4 与赖氨酸 48 连接形

成的多聚泛素链而泛素化,从而降低 NFATc4 蛋白

的表达和转录活性,抑制心肌特异性基因表达[6],
而巨噬细胞集落刺激因子通过 Src 激酶依赖的方式

诱导 NFATc1 蛋白的泛素化途径降解来调节破骨细

胞的分化和功能[16]。 本研究结果显示去甲肾上腺

素使心肌细胞蛋白提取物中钙调神经磷酸酶蛋白

表达和 NFATc4 细胞核内转移增加,而加入 MG262
则明显抑制去甲肾上腺素诱导的细胞钙调神经磷

酸酶蛋白表达水平和 NFATc4 核内转位, 提示

MG262 通过调控 CaN鄄NFATc4 信号通路,部分阻断

心肌细胞肥大。
本实验证实了 MG262 能改善激动剂诱导的心

肌细胞肥厚,为心肌肥厚的治疗提供了一种新的思

路和方法。 由于 UPS 调节体内许多心肌肥大的信

号转导通路,因此 MG262 抑制心肌细胞肥大,可能

是作用于不同心肌肥大的信号通路结果,但至少本

研究初步阐明了蛋白酶体抑制剂阻断心肌细胞的

肥大是通过调控 CaN鄄NFATc4 信号通路来实现。
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