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[摘　 要] 　 目的　 探讨转化生长因子 β１(ＴＧＦ￣β１)诱导的大鼠心肌细胞肥大中 Ｓｍａｄ 信号通路及其目的蛋白 ｐ１５
的表达ꎮ 方法　 建立 ＴＧＦ￣β１ 诱导的体外大鼠心肌细胞肥大模型ꎮ ＰＩ 染色标记细胞双链 ＲＮＡ 法检测心肌细胞

ＲＮＡ 表达量ꎬ间接检测心肌细胞肥大ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测心肌细胞肥大相关基因 β 肌球蛋白重链(β￣ＭＨＣ)
的表达ꎮ Ｓｍａｄ２ ｓｉＲＮＡ 干扰 Ｓｍａｄ 信号通路表达并检测其相关蛋白表达ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测心肌细胞 ｐ￣Ｓｍａｄ２、
Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ２ / ３、ｐ１５ 及 ｃ￣Ｍｙｃ 蛋白表达ꎮ 结果　 ＴＧＦ￣β１ 可诱导体外培养的心肌细胞肥大基因的表达ꎬβ￣ＭＨＣ 的

表达明显高于对照组(Ｐ<０.０１)ꎮ ＰＩ 染色标记细胞双链 ＲＮＡ 法检测发现ꎬＴＧＦ￣β１ 组 ＲＮＡ 含量明显增高(Ｐ<０.０１)ꎬ
与对照组相比ꎬＴＧＦ￣β１ 可明显上调 ｐ￣Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ２ / ３ 及 Ｓｍａｄ 通路目的蛋白 ｐ１５、ｃ￣Ｍｙｃ 的表达(Ｐ<０.０１)ꎮ
给予 Ｓｍａｄ２ ｓｉＲＮＡ 特异性干扰后ꎬｐ１５ 表达较 ＴＧＦ￣β１ 组减少(Ｐ<０.０１)ꎮ 结论　 ＴＧＦ￣β１ 可能通过 Ｓｍａｄ 蛋白通路

诱导心肌细胞肥大形成ꎬ此过程中相关目的蛋白 ｐ１５ 表达增加ꎮ
[中图分类号] 　 Ｒ３６３ [文献标识码] 　 Ａ

Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｐ１５ ａｎｄ ｃ￣Ｍｙｃ ｗｉｔｈ ＴＧＦ / Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｈｙｐｅｒｔｒｏ￣
ｐｈｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＴＧＦ￣β１ ｉｎ ｒａｔ
ＳＨＩ Ｙｏｎｇ￣Ｙｉｎｇ１ꎬ ＬＵ Ｊｕｎ￣Ｊｉａｎｇ２ꎬ ＣＨＥＮ Ｇｕａｎｇ￣Ｙｕａｎ３ꎬ ＬＩＵ Ｓｈｉ￣Ｍｉｎｇ４ꎬ ＣＨＥＮ Ｍｉｎ￣Ｓｈｅｎｇ５

(１.Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｇｅｒｉａｔｒｉｃｓꎬ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ＆ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏ￣
ｖａｓｃｕｌａｒ Ｄｉｓｅａｓｅꎬ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ５１０１２０ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙꎬ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｃｈｅｓｔ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｇｕａｎｇ￣
ｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ５１００９５ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３.Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｇｅｒｉａｔｒｉｃｓꎬ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ
Ｇｕａｎｇｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ５１０１２０ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ４.Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ＆ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ Ｄｉｓｅａｓｅꎬ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ５１０２６０ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ５.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ Ｄｉｓ￣
ｅａｓｅꎬ Ｚｈｕｊｉａｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ５１０５１５ꎬ Ｃｈｉｎａ)
[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣β１ꎻ　 Ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙꎻ　 ＴＧＦ / Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙꎻ　 ｐ１５ꎻ　
ｃ￣Ｍｙｃ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｐａｔｈｗａｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｂｏｕｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣β１ (ＴＧＦ￣β１) ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ.　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｒｅｓｈ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｎｅｏｎａｔａｌ ｒａｔ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＴＧＦ￣β１ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘ￣
ａｍｉｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐａｔｈｗａｙ.　 ｐ￣Ｓｍａｄ２ꎬ Ｓｍａｄ２ꎬ Ｓｍａｄ２ / ３ꎬ ｐ１５ ａｎｄ ｃ￣Ｍｙｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.　
Ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＰＩ ｓｔａｔｉｎｉｎｇ ａｎｄ ＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ. 　 Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＴＧＦ￣β１ ａｎｄ ｓｉＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ. 　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 ＴＧＦ￣β１
ｃｏｕｌｄ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃ ｇｅｎｅ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ β￣ＭＨＣ ｗａｓ ｓｉｇ￣
ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０１). 　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＲＮＡ ｉｎ ＴＧＦ￣β１ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ￣
ｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇ (Ｐ <０.０１). 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＴＧＦ￣β１ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｐ１５ ａｎｄ ｃ￣Ｍｙｃ ｉｎ ｐ￣Ｓｍａｄ２ꎬ Ｓｍａｄ２ꎬ Ｓｍａｄ２ / ３ ａｎｄ Ｓｍａｄ ｐａｔｈｗａｙ (Ｐ<０.０１). 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ１５ ｏｆ Ｓｍａｄ２ ｓｉＲＮＡ
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ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０１). 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＴＧＦ￣β１ ｍａｙ ｉｎｄｕｃｅ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ Ｓｍａｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐａｔｈｗａｙꎬ ａｎｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｐｒｏｃｅｓｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ１５ ｉｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ.

　 　 高血压是主要的中老年慢性疾病之一ꎮ 近年

流行病学调查显示ꎬ我国高血压发病率逐年增高ꎬ
疾病知晓率及血压控制达标率虽也逐渐增高ꎬ但总

体仍处于较低的状态[１]ꎮ 高血压靶器官损伤相关

疾病的发病率及致残率仍在逐年增加ꎮ 高血压左

心室肥厚最终导致心力衰竭ꎬ高血压相关脑血管意

外是最常见的靶器官相关疾病ꎬ给患者生活质量带

来明显影响ꎬ并消耗了大量医疗资源ꎮ 逆转左心室

肥厚及心功能异常、保护靶器官功能ꎬ是高血压防

治的主要目标之一ꎬ已经成为高血压研究领域的新

热点[２]ꎮ
转化生长因子 β１ ( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣

β１ꎬＴＧＦ￣β１)是近年来研究较多的生长转化因子ꎬ是
具有调节细胞增殖、凋亡、转化等多项功能的细胞

因子[３]ꎮ ＴＧＦ￣β１ 在心肌细胞及心肌成纤维细胞中

均有受体表达[４]ꎮ 多项研究发现ꎬＴＧＦ￣β１ 在高血

压心肌肥大中发挥作用[５]ꎮ 动物实验及人体研究

显示ꎬＴＧＦ￣β１ 主要通过激活细胞内 Ｓｍａｄ 信号通路

表达功能ꎬＴＧＦ￣β / Ｓｍａｄ 通路在细胞内还与 ＭＡＰＫ
等信号通路有交互作用[６]ꎮ 但是关于 ＴＧＦ / Ｓｍａｄ 通

路的下游目的蛋白国内外并无相关研究报道ꎮ
本研究建立 ＴＧＦ￣β１ 诱导的心肌细胞肥大模

型ꎬ观察 ＴＧＦ￣β１ 对肥大的心肌细胞 Ｓｍａｄ 通路的作

用ꎬ初步探讨 Ｓｍａｄ 通路下游目的蛋白 ｐ１５ 和 ｃ￣Ｍｙｃ
的表达及与心肌细胞肥大的相关性ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物和试剂

１~３ 天龄 ＳＤ 大鼠为实验对象ꎮ ＴＧＦ￣β１ 为 Ｃａｌ￣
ｂｉｏｃｈｅｍ 公司产品ꎻＴｒｉｚｏｌ 总 ＲＮＡ 提取试剂、ＲＴ￣ＰＣＲ
两步法试剂盒 Ｓｕｐｅｒ ＳｃｒｉｐｔＴＭⅢ为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司产

品ꎻＲＮＡ 引物由 ＴａＫａＲａ 公司合成ꎻＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 荧

光定量 ＰＣＲ 试剂盒为 Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ 公司产品ꎻｐ￣Ｓｍａｄ、
β￣ａｃｔｉｎ、ｐ１５ 及 ｃ￣Ｍｙｃ 抗体为 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌ 公司产品ꎮ
１.２　 实验分组

第一部分ꎬ实验分为五组ꎬ包括正常对照组、
ＴＧＦ￣β１ 不同剂量组[７￣８](０.１ μｇ / Ｌ、１ μｇ / Ｌ、３ μｇ / Ｌ、
１０ μｇ / Ｌ)观察心肌细胞肥大ꎻ第二部分ꎬ实验分六

组ꎬ３ μｇ / Ｌ ＴＧＦ￣β１ 分别作用 ０ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、
１ ｈ、２ ｈ 及 ２４ ｈ 观察 Ｓｍａｄ 信号通路相关蛋白表达

及下游目的蛋白表达ꎮ

１.３　 原代心肌细胞的培养

按照 Ｓｉｍｐｓｏｎ 改良法[９￣１０] 选用 １ ~ ３ 天龄 ＳＤ 大

鼠ꎬ０.２５％胰酶溶液消化心肌ꎬ５％ ~ １５％胎牛血清终

止消化ꎻ重复消化 １２ 次ꎬ直至将组织基本消化完为

止ꎮ 将收集的细胞液离心ꎬ加培养液吹打细胞成单

细胞悬液接种ꎮ 差速贴壁分离法使心肌成纤维细

胞分离ꎮ 吸出未贴壁的心肌细胞悬液ꎬ将细胞混悬

于含 ５￣溴脱氧尿嘧啶及 ２０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培

养液中ꎬ按 １×１０９ Ｃｅｌｌｓ / Ｌ 密度接种于不同细胞培养

板中ꎬ分别置 ３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养ꎮ ４８ ｈ 后

更换为 １０％胎牛血清的培养液ꎮ ４８ ｈ 后换无血清

培养液ꎮ 无血清培养 ２４ ｈ 后加入药物刺激心肌细

胞 ０ ~ ２４ ｈꎮ３Ｈ￣亮氨酸掺入法检测心肌细胞蛋白合

成速率ꎮ 倒置相差显微镜下进行心肌细胞形态学

观察及鉴定[１１]ꎮ
１.４　 ＰＩ 染色标记心肌细胞双链 ＲＮＡ[１２￣１３]

ＰＩ 是一种荧光染料ꎬ可以对双链 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ
进行荧光标记ꎮ 细胞经药物刺激 ２４ ｈ 后用无水乙

醇于－２０℃固定过夜ꎻ用 ＤＮＡａｓｅ 消化 ＤＮＡꎻ３７℃下

温育 ４０ ｍｉｎꎮ 用 Ｄ￣Ｈ 液稀释 ＰＩ 染料(０.０５ ｇ / Ｌ)ꎬ
４℃放置 ３０ ｍｉｎꎮ 荧光倒置显微镜下观察并记录结

果ꎻＩｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 图像分析软件分析图像结果ꎮ
１.５　 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测

Ｔｒｉｚｏｌ 法经裂解、纯化、沉淀、洗涤及溶解等步骤

提取总 ＲＮＡꎬＡ２６０ / Ａ２８０比值为 １.８~２.０ꎬＲＮＡ 电泳 ２８
Ｓ 和 １８ Ｓ 两条带吸光度值比约 ２ ∶ １ꎮ 根据基因库

中序列ꎬ利用软件 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５. ０ 设计特异引

物ꎬβ 肌球蛋白重链(β￣ｍｙｏｓｉｎ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎꎬβ￣ＭＨＣ)
上游引物为 ５′￣ＴＧＣ ＡＧＴ ＴＡＡ ＡＧＧ ＴＧＡ ＡＧＧ Ｃ￣３′ꎬ
下游引物为 ５′￣ＣＡＧ ＧＧＣ ＴＴＣ ＡＣＡ ＧＧＣ ＡＴ￣３′ꎬ合
成产物 ２０３ ｂｐꎻ内参 ＧＡＰＤＨ 上游引物为 ５′￣ＣＧ￣
ＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＧＧＴＡＴ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣
ＡＧＣ ＣＴＴ ＣＴＣ ＣＡＴ ＧＧＴ ＧＧＴ ＧＡＡ ＧＡＣ￣３′ꎬ合成产

物 １３０ ｂｐꎻ按 Ｓｕｐｅｒ ＳｃｒｉｐｔＴＭⅢ说明书进行两步法逆

转录及 ＰＣＲ 说明进行普通 ＰＣＲꎬＰＣＲ Ｍａｒｋｅｒ 作为

标准分子量参照进行产物鉴定ꎮ 在 Ｍｘ３０００Ｐ 荧光

定量 ＰＣＲ 仪上用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 法检测心肌细胞中各

ＲＮＡ 表达ꎮ Ｅｘｃｅｌ 工作表分析循环阈值(Ｃｔ 值)ꎮ
ｍＲＮＡ 的量用内对照 ＧＡＰＤＨ 标准化ꎮ 所有 ＰＣＲ 反

应均重复 １ 次ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关信号蛋白表达

心肌细胞用 ＰＢＳ 冲洗后ꎬ收集细胞ꎬ用细胞裂

６４２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ３ꎬ２０１８



解液分离蛋白ꎮ Ｂｒａｄ￣Ｆｏｒｄ 法测定蛋白浓度ꎮ 分别

用 １０％ 及 ５％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶分离蛋白ꎬ分别给予

１ ∶ １０００稀释的一抗和 β￣ａｃｔｉｎꎬ４℃ 孵育过夜ꎬ再分

别用 ＨＲＰ￣二抗(１ ∶ ２０００)孵育ꎮ 经化学发光法得

到条带ꎬ并用 Ｉｍａｇｅ ｐｒｏ￣ｐｌｕｓ 软件系统进行定量

分析ꎮ
１.７　 统计学分析

数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ采用方差分析及 ｔ 检验ꎮ Ｐ<
０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 原代心肌细胞培养过程中的形态学变化

倒置相差显微镜下ꎬ刚分离的心肌细胞呈球

形ꎮ 培养 ２４ ｈ 细胞贴壁生长ꎬ伸出伪足呈三角形、
多边形等ꎮ 多数单个或成团细胞出现自发性搏动ꎮ
４８ ｈ 后细胞伸出伪足相互交织成网ꎬ逐渐形成细胞

簇或细胞单层ꎬ放射状排列的同心圆状ꎬ搏动呈同

步性ꎮ 培养的心肌细胞在 ３ ~ ７ 天内细胞形态和细

胞搏动良好(图 １)ꎮ

图 １. 相差显微镜下观察原代体外培养的心肌细胞第 ４ 天细胞形态　 　 左图:５０×ꎬ右图:１００×ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ｐｈａｓｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｏｎ ｄａｙ ４

２.２　 ＴＧＦ￣β１ 对心肌细胞蛋白合成速率的影响
３Ｈ￣亮氨酸掺入法检测心肌细胞蛋白合成速率ꎬ

不同浓度 ＴＧＦ￣β１ 刺激心肌细胞 ２４ ｈ 后ꎬ心肌细胞

蛋白合成速率均高于对照组ꎬ并呈剂量依赖性(Ｐ<

０.０１)ꎬＴＧＦ￣β１ ３ μｇ / Ｌ 组心肌细胞蛋白合成速率最

高ꎬ抑制 Ｓｍａｄ２ 后心肌细胞蛋白合成速率较 ＴＧＦ￣
β１ 组明显下降(Ｐ<０.０１ꎻ图 ２)ꎮ

图 ２. 心肌细胞中３Ｈ￣亮氨酸掺入量(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ６)　 　 Ａ 为不同剂量 ＴＧＦ￣β１ 组心肌细胞中３Ｈ￣亮氨酸掺入量比较ꎻＢ 为 ＴＧＦ￣β１ ３ μｇ / Ｌ 组

与 ｓｉＲＮＡ Ｓｍａｄ２ 组心肌细胞中３Ｈ￣亮氨酸掺入量比较ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＴＧＦ￣β１ ３ μｇ / Ｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. ３Ｈ￣ｌｅｕｃｉｎｅ ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ６)

２.３　 ＴＧＦ￣β１ 对心肌细胞双链 ＲＮＡ 含量的影响

ＰＩ 染色标记心肌细胞双链 ＲＮＡꎬ被标记的心肌

细胞荧光亮度增强以及面积增高增大表示细胞内

ＲＮＡ 表达量高ꎬ间接表示心肌细胞呈肥大表现ꎮ 不
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同浓度 ＴＧＦ￣β１ 组心肌细胞 ＲＮＡ 含量与对照组相

比差异显著(Ｐ<０.０１)ꎬ随着 ＴＧＦ￣β１ 剂量的增加心

肌细胞 ＲＮＡ 含量逐渐增加ꎬＴＧＦ￣β１ ３ μｇ / Ｌ 组 ＲＮＡ

含量最高ꎬ而 ＴＧＦ￣β１ １０ μｇ / Ｌ 组心肌细胞 ＲＮＡ 含

量较 ＴＧＦ￣β１ ３ μｇ / Ｌ组有所下降(Ｐ<０.０１ꎻ图 ３)ꎮ

图 ３. ＰＩ 染色检测心肌细胞 ＲＮＡ 含量　 　 Ａ 为对照组ꎬＢ 为 ＴＧＦ￣β１ ０.１ μｇ / Ｌ 组ꎬＣ 为 ＴＧＦ￣β１ １ μｇ / Ｌ 组ꎬＤ 为 ＴＧＦ￣β１ ３ μｇ / Ｌ 组ꎬＥ 为

ＴＧＦ￣β１ １０ μｇ / ＬꎬＦ 为不同剂量 ＴＧＦ￣β１ 诱导后心肌细胞 ＲＮＡ 含量定量分析ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＴＧＦ￣β１ ３ μｇ / Ｌ 组

比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＮＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｂｙ ＰＩ ｓｔａｔｉｎｇ

２.４　 ＴＧＦ￣β１ 对心肌细胞 β￣ＭＨＣ 表达的影响

ＲＴ￣ＰＣＲ检测心肌细胞肥大因子表达ꎬ相对于对照

组ꎬ不同浓度 ＴＧＦ￣β１ 组 β￣ＭＨＣ 表达明显增高(Ｐ<
０.０１)ꎬ其中 ＴＧＦ￣β１ ３ μｇ / Ｌ 组 β￣ＭＨＣ 表达最高(图 ４)ꎮ

图 ４. ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＴＧＦ￣β１ 对大鼠心肌细胞 β￣ＭＨＣ ｍＲＮＡ 表达的影响(ｎ ＝ ７) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与
ＴＧＦ￣β１ ３ μｇ / Ｌ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＴＧＦ￣β１ １０ μｇ / Ｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ β￣ＭＨＣ ｍＲＮＡ ｉｎ ｒａｔ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ(ｎ＝ ７)

２.５　 ＴＧＦ￣β１ 对心肌细胞 Ｓｍａｄ 信号通路及其相关

蛋白表达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测心肌细胞内相关信号通路蛋白

的表达ꎬ结果显示ꎬＴＧＦ￣β１ 可诱导大鼠心肌细胞 Ｓｍａｄ２

蛋白磷酸化表达明显增加(Ｐ<０.０１)ꎬ作用２ ｈ 其蛋白表

达达峰值(Ｐ<０.０５)ꎻＴＧＦ￣β１ 刺激后 ２４ ｈ 仍有 ｐ￣Ｓｍａｄ２
高表达ꎬ但较 ２ ｈ 有所下降(Ｐ<０.０１)ꎻＳｍａｄ２/ ３ 蛋白表

达与 ｐ￣Ｓｍａｄ２ 表达趋势基本一致ꎮ 结果表明ꎬＴＧＦ￣β１

８４２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ３ꎬ２０１８



可诱导心肌细胞 Ｓｍａｄ２ 磷酸化反应显著增强ꎬＳｍａｄ２/ ３
表达增加ꎮ 同样ꎬ给予 ３ μｇ / Ｌ ＴＧＦ￣β１ 刺激心肌细胞

后ꎬｃ￣Ｍｙｃ 蛋白表达在刺激早期即升高ꎬ作用 ２ ｈ 表达

最高ꎬ２４ ｈ 表达下降(Ｐ<０.０５)ꎮ ｐ１５ 蛋白在 ＴＧＦ￣β１ 作

用早期表达增加不明显ꎬ至 ２４ ｈ 表达明显增加(Ｐ<
０.０１ꎻ图 ５)ꎮ

Ｓｍａｄ２ ｓｉＲＮＡ 与 ＴＧＦ￣β１(３ μｇ / Ｌ)共孵育 ２ ｈ
及 ２４ ｈ 后ꎬｐ￣Ｓｍａｄ２ 蛋白表达明显下降(Ｐ<０.０１)ꎮ
心肌细胞蛋白合成速率与 ｐ￣Ｓｍａｄ２ 表达呈正相关

(ｒ＝ ０.８９９ꎬＰ＝ ０.０１４ꎻ图 ６)ꎬ提示心肌细胞蛋白合成

速率与 ｐ￣Ｓｍａｄ２ 的表达有一定的相关性ꎮ
Ｓｍａｄ２ ｓｉＲＮＡ 与 ＴＧＦ￣β１(３ μｇ / Ｌ)共孵育 ２ ｈ

后ꎬｃ￣Ｍｙｃ、ｐ１５ 蛋白表达较 ＴＧＦ￣β１ 组无明显改变

(Ｐ>０.０５)ꎻＳｍａｄ２ ｓｉＲＮＡ 与 ＴＧＦ￣β１(３ μｇ / Ｌ)共孵

育 ２４ ｈ 后ꎬｐ１５ 蛋白表达与对照组相比无明显升高

(Ｐ>０.０５)ꎬ与 ＴＧＦ￣β１ 组相比明显减少(Ｐ<０.０１)ꎬ
而 ｃ￣Ｍｙｃ 蛋白表达与 ＴＦＧ￣β１ 组相比无明显改变

(Ｐ>０.０５)ꎮ ｐ￣Ｓｍａｄ２ 与 ｐ１５ 蛋白表达呈正相关( ｒ ＝
０.８８６ꎬＰ＝ ０.０４５ꎻ图 ７)ꎬ提示 ｐ１５ 蛋白表达与 Ｓｍａｄ
信号通路的表达有一定的相关性ꎮ

图 ５. ＴＧＦ￣β１ 对 Ｓｍａｄ 信号通路蛋白表达的影响及下游目的蛋白 ｃ￣Ｍｙｃ、ｐ１５ 的表达(ｎ＝ ７)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为

Ｐ<０.０５ꎬ与作用 １５ ｍｉｎ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｔａｒｇｅｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｃ￣Ｍｙｃ ａｎｄ ｐ１５(ｎ＝ ７)

图 ６. Ｓｍａｄ２ ｓｉＲＮＡ 干扰后 Ｓｍａｄ２、ｐ￣Ｓｍａｄ２ 的表达(ｎ＝ ７)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＴＧＦ￣β１ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<
０.０１ꎬ与 ＴＧＦ￣β１ 作用同时段比较ꎻｄ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ２ ｈ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｍａｄ２ ａｎｄ ｐ￣Ｓｍａｄ２ ａｆｔｅｒ Ｓｍａｄ２ ｓｉＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ(ｎ＝ ７)

３　 讨　 论

ＴＧＦ￣β１ 在心脏心肌细胞、成纤维细胞中均有表

达ꎮ 体外实验发现ꎬＴＧＦ￣β１ 对心肌细胞的效应完全

类似于慢性左心室心肌纤维化、肥厚、衰竭、重塑的

病理生理过程[１４]ꎮ ＴＧＦ￣β１ 可引起高血压心肌细胞

肥大[１５]ꎬ但具体作用机制并不明确ꎮ ＴＧＦ￣β１ 在血

管紧张素Ⅱ(ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡꎬＡｎｇⅡ)诱导的心肌肥大
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图 ７. Ｓｍａｄ２ ｓｉＲＮＡ 干扰后 ＴＧＦ￣β１ 对 Ｓｍａｄ 通路下游目的蛋白 ｃ￣Ｍｙｃ、ｐ１５ 表达的影响(ｎ＝ ７)　 　 Ａ 为 Ｓｍａｄ２ ｓｉＲＮＡ 干预 ２ ｈꎬ Ｂ
为 Ｓｍａｄ２ ｓｉＲＮＡ 干预 ２４ ｈꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｓｍａｄ２ ｓｉＲＮＡ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃ￣Ｍｙｃ ａｎｄ ｐ１５ ａｆｔｅｒ Ｓｍａｄ２ ｓｉＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒ￣
ｅｎｃｅ(ｎ＝ ７)

在心肌细胞增殖及细胞外基质纤维化中均有作

用[１６￣１７]ꎬ本课题组前期实验发现 ＴＧＦ￣β１ 可直接诱

导心肌细胞肥大[１８]ꎬ且与给药浓度有一定的相关

性[１９]ꎮ ＴＧＦ￣β１ 通过激活心肌细胞 Ｓｍａｄ 信号通路

激活下游目的蛋白表达ꎬ使心肌细胞表现肥大表型ꎮ
左心室肥厚是一个适应性重塑的过程ꎬ是各种

诱因作用下心肌细胞一系列基因表达的结果ꎮ 心

肌细胞肥大时从成熟的“收缩状态”向“胚胎型合成

状态” 转化ꎬ此时心肌细胞 β￣ＭＨＣ 表达明显增

多[２０]ꎮ 癌基因表达过盛则是左心室肥厚病理过程

中的表现之一[２１]ꎮ 原癌基因存在于正常心肌细胞ꎬ
在生长和发育过程中都有表达ꎬ为心脏发育所必

须ꎮ 抑癌基因在诱导因素作用下也可在心肌细胞

中激活ꎬ并在细胞生长发育过程中异常表达ꎮ 高血

压、动脉粥样硬化、心肌肥厚的发生不仅与原癌基

因 ｃ￣ｊｕｎ、ｃ￣ｆｏｓ、ｃ￣Ｍｙｃ 等的激活有密切的关系ꎬ而且

与抑癌基因 ｐ５３、 ｐ１５、 ｐ１６ 等结构和表达异常有

关[２２]ꎮ 机械牵张能诱发释放 ＡｎｇⅡ、ＴＧＦ￣β１ 等因

子ꎬ可通过不同信号通路诱导产生核内信号以增加

原癌基因表达ꎬ并可能通过激活蛋白激酶 Ｃ(ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ ＣꎬＰＫＣ)直接诱发原癌基因表达[２３]ꎮ 将大鼠

主动脉结扎造成后负荷增加ꎬｃ￣Ｍｙｃ 和 ｃ￣ｆｏｓ 癌基因

转录增加ꎬ心肌细胞开始增殖肥大ꎬ说明癌基因参

与心肌肥厚的形成[２４]ꎮ 因此ꎬ超负荷时原癌基因的

激活可能是心室肥厚结构重建的始动因素ꎮ
ｃ￣Ｍｙｃ 是位于染色体 ８ｑ２４ 位点的永生性细胞

原癌基因ꎬ其编码的核蛋白通过与核蛋白 Ｍｘａ 形成

二聚体结合特异的 ＤＮＡ 激活靶基因转录[２５]ꎮ 去甲

肾上腺素、ＡｎｇⅡ诱导的心肌细胞培养液中ꎬｃ￣Ｍｙｃ、
ｃ￣ｊｕｎ、ｃ￣ｆｏｓ 等原癌基因表达迅速加强ꎬ蛋白质合成

增加ꎬ诱导心肌细胞肥大ꎮ 自发性高血压大鼠颈动

脉组织中抑癌基因 ｐ５３ 和原癌基因 ｃ￣Ｍｙｃ 也均有高

表达ꎬ显示癌基因的活化可能与自发性高血压大鼠

颈动脉血管重构有关[２６]ꎮ 研究表明ꎬ下调 ｃ￣Ｍｙｃ 导

致细胞生长受到限制ꎮ 本研究结果发现ꎬｃ￣Ｍｙｃ 在

ＴＧＦ￣β１ 诱导早期蛋白表达增加ꎬ但后期表达下降ꎬ
Ｓｍａｄ 抑制后 ｃ￣Ｍｙｃ 表达无明显改变ꎬ表明 ｃ￣Ｍｙｃ 可

能参与 ＴＧＦ￣β１ 诱导的心肌细胞肥大作用ꎬ但具体

机制并不明确ꎮ
ｐ１５ 是定位于染色体 ９Ｐ２１ 区的抑癌基因[２７]ꎬ

其编码的蛋白与周期素依赖性蛋白激酶 ４( ｃｙｃｌｉｎ￣
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅ￣４ꎬＣＤＫ４)或 Ｃｙｃｌｉｎ￣ＣＤＫ 复合物结

合ꎬ抑制 ＣＤＫ４ / ６ 活性ꎬ阻止 Ｒｂ 高磷酸化ꎬ阻止细胞

ＤＮＡ 合成ꎬ从而抑制细胞增殖ꎬ使细胞周期 Ｇ１ / Ｓ 期

转换停滞ꎬ对细胞周期起负调控作用ꎮ ｐ１５ 与 ｐ１６
基因有 ９３％的同源性ꎬ而 ｐ１６ 是细胞老化的标志之

一[２８]ꎬ老年大鼠大于 ８０％的心肌细胞表达 ｐ１６ꎬ端
粒体的长度与老化程度呈反比ꎮ 研究表明ꎬＴＧＦ￣β１

０５２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ３ꎬ２０１８



可诱导 ｐ１５ 基因的表达[２９]ꎮ ｐ１５ 表达增加是否与

细胞肥大有关ꎬＴＧＦ￣β１ 对它的诱导是否通过特异途

径表达有待在心肌细胞中的实验研究ꎮ 本研究通

过 ＴＧＦ￣β１ 诱导心肌细胞肥大及 Ｓｍａｄ２ ｓｉＲＮＡ 特异

性抑制 Ｓｍａｄ 信号通路后检测 ｐ１５ 蛋白表达ꎬ结果

发现 ｐ１５ 蛋白在 ＴＧＦ￣β１ 诱导后期表达增加ꎬ抑制

Ｓｍａｄ 信号通路后无明显增加ꎬ结果表明 ｐ１５ 蛋白可

能作为 Ｓｍａｄ 的下游目的蛋白参与心肌细胞肥大ꎮ
ＴＧＦ￣β１ 可以阻止 ｃ￣Ｍｙｃ 与 Ｉｎｒ 结构结合ꎬ诱导

Ｍｉｚ￣１ 与 Ｓｍａｄ 形成复合物结合于该位点而激活 ｐ１５
基因转录[３０]ꎮ 非 Ｉｎｒ 激活途径ꎬ即 Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３ 则

与核转录因子 Ｓｐ１ 形成复合物结合于 ｐ１５ 基因启动

子 Ｓｍａｄ￣Ｓｐ１ 结合位点激活转录[３１]ꎮ 在 ｃ￣Ｍｙｃ 对

ｐ１５ 基因启动子抑制中 Ｓｍａｄ２ / ｃ￣Ｍｙｃ 复合物作用稳

定ꎮ ＴＧＦ￣β / Ｓｍａｄ 的以上作用是否在心肌细胞发生

有待实验研究证实ꎮ
ＴＧＦ￣β１ 在心肌细胞中可通过 Ｓｍａｄ 信号通路

的活化表达产生多种作用ꎬＴＧＦ￣β / Ｓｍａｄ、ｃ￣Ｍｙｃ、ｐ１５
也可能参与了心肌细胞肥大过程的调控ꎮ 本研究

发现 ＴＧＦ￣β１ 诱导的心肌细胞中 ｐ１５、ｃ￣Ｍｙｃ 的表达

均升高ꎬｃ￣Ｍｙｃ 在 ＴＧＦ￣β１ 的刺激下随 Ｓｍａｄ 的表达

早期表达升高ꎬｐ１５ 则在刺激后期才出现蛋白表达ꎬ
而特异性抑制 Ｓｍａｄ２ 后 ｐ１５ 表达下降ꎮ 因此ꎬｐ１５
和 ｃ￣Ｍｙｃ 的增高可能与 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ 信号通路的

诱导有关ꎮ 本研究结果显示ꎬ早期 ｃ￣Ｍｙｃ 随 ＴＧＦ￣β１
刺激表达升高ꎬ发挥抑制生长的作用ꎬ促进细胞肥

大ꎻｃ￣Ｍｙｃ 形成 Ｓｍａｄ２ / ｃ￣Ｍｙｃ 复合物抑制 ｐ１５ 表达ꎮ
ｐ１５ 在 ＴＧＦ￣β１ 作用的后期蛋白表达增加ꎬ推测随着

ｃ￣Ｍｙｃ 蛋白表达下降ꎬ对 ｐ１５ 的抑制降低ꎬ而 ＴＧＦ￣
β１ 刺激因素仍存在的情况下 ｐ１５ 蛋白表达增加ꎮ
激活的癌基因在心肌细胞肥大中的具体作用有待

于进一步研究ꎮ
大量实验证据表明ꎬＴＧＦ￣β / Ｓｍａｄ 信号通路在

心肌肥厚中发挥重要作用ꎬ本研究也发现细胞通路

可能最终通过下游目的蛋白的表达调控细胞功能ꎮ
随着对 ＴＧＦ￣β / Ｓｍａｄ 通路及其目的蛋白的深入研

究ꎬ通过特异性抑制剂阻断肥大信号的传递ꎬ阻止

心肌肥厚及心力衰竭的发生发展ꎬ为高血压靶器官

疾病的防治提供新的思路和方法ꎮ
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