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心肌细胞自噬的研究
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[摘　 要] 　 目的　 探讨内源性二氧化硫(ＳＯ２)对血管紧张素Ⅱ(ＡｎｇⅡ)致心肌肥厚小鼠心肌细胞自噬的抑制作

用ꎮ 方法　 ９ 周龄健康 Ｃ５７ＢＬ 小鼠 １６ 只ꎬ按随机数字表法随机分为野生型对照组(ＷＴ Ｃｏｎ 组)、野生型＋ＡｎｇⅡ组

(ＷＴ ＡｎｇⅡ组)ꎻ心肌特异性天冬氨酸氨基转移酶 ２(ＡＡＴ２)转基因小鼠 １６ 只ꎬ按随机数字表法随机分为 ＡＡＴ２ 对

照组(ＡＡＴ２ Ｃｏｎ 组)、ＡＡＴ２＋ＡｎｇⅡ组(ＡＡＴ２ ＡｎｇⅡ组)ꎮ 每组 ８ 只ꎮ 每只小鼠在背部皮下植入预装生理盐水或 Ａｎｇ
Ⅱ的胶囊渗透压泵ꎬ连续给药 ４ 周ꎮ 检测 ４ 组小鼠全心重 / 体重(ＨＷ/ ＢＷ)比值ꎻＨＥ 染色观察心肌细胞结构变化ꎻ
免疫组织化学染色检测心肌标志分子 α 重链肌球蛋白(α￣ＭＨＣ)的表达ꎻ高效液相色谱检测心肌组织 ＳＯ２ 含量ꎻ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测内源性 ＳＯ２ 生成酶 ＡＡＴ１ 和 ＡＡＴ２、心肌表型标志分子 α￣ＭＨＣ 和 β￣ＭＨＣ 以及心肌自噬标志分子

Ｂｅｃｌｉｎ￣１、ＬＣ３、Ａｔｇ４Ｂ 以及 ｐ６２ 蛋白表达变化ꎮ 结果　 与 ＷＴ Ｃｏｎ 组相比ꎬＷＴ ＡｎｇⅡ组心肌组织 ＳＯ２ 含量显著降低

(Ｐ<０.０１)ꎬＡＡＴ１ 蛋白表达无明显变化(Ｐ>０.０５)ꎬＡＡＴ２ 蛋白表达显著减少(Ｐ<０.０５)ꎬＨＷ/ ＢＷ 明显增加(Ｐ<０.０１)ꎬ
心肌纤维明显增粗ꎬ免疫组织化学法显示心肌细胞浆中 α￣ＭＨＣ 蛋白表达明显减弱ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示心肌细胞

α￣ＭＨＣ 蛋白表达显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬβ￣ＭＨＣ 蛋白表达显著升高(Ｐ<０.０１)ꎬ心肌组织 ＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ比值显著升高ꎬ
Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 和 Ａｔｇ４Ｂ 蛋白表达显著升高ꎬｐ６２ 蛋白表达显著降低(均 Ｐ<０.０１)ꎮ 与 ＷＴ Ｃｏｎ 组相比ꎬＡＡＴ２ ＡｎｇⅡ组小鼠

心肌组织 ＳＯ２ 含量和 ＡＡＴ２ 蛋白表达显著升高(Ｐ<０.０１)ꎬＡＡＴ１ 的蛋白表达无显著变化(Ｐ>０.０５)ꎬＨＷ/ ＢＷ 显著降

低(Ｐ<０.０５)ꎬ心肌纤维的增粗显著减轻ꎬα￣ＭＨＣ 蛋白向 β￣ＭＨＣ 蛋白的转化显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬ心肌细胞自噬水平

显著降低ꎮ 结论　 内源性 ＳＯ２ / ＡＡＴ２ 体系可抑制 ＡｎｇⅡ致小鼠心肌肥厚及心肌细胞自噬ꎮ
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄꎻ Ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ α￣ＭＨＣ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｏ β￣ＭＨＣ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ (Ｐ<０.０１)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ. 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ＳＯ２ / ＡＡＴ２ ｓｙｓｔｅｍ ｃａｎ
ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ｉｎ ｔｈｅ ＡｎｇⅡ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｍｉｃｅ.

　 　 心肌肥厚是多种心血管疾病所普遍存在的病

理改变[１]ꎬ但是心肌肥厚的病理机制十分复杂ꎮ 以
往研究发现ꎬ内皮素、钙调蛋白、ｍｉｃｒｏＲＮＡ 等众多介

质通过影响基因转录、钙处理、蛋白质合成、自噬、
氧化应激以及炎症等参与心肌肥厚的发生[２￣３]ꎮ 但

是ꎬ心肌肥厚的发病机制至今仍未完全明确ꎮ 自噬

是进化上高度保守的细胞降解代谢的过程ꎬ自噬在

心肌细胞中持续存在ꎻ在正常的心肌细胞中ꎬ自噬

途径可以降解老化或者异常的细胞器或蛋白ꎬ完成

心肌细胞的自我更新ꎬ并为细胞代谢提供能量ꎬ但
是过度的自噬反而对心肌细胞造成损伤[４]ꎮ 研究

发现ꎬ血管紧张素Ⅱ(ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ⅡꎬＡｎｇⅡ)可促进

心肌细胞自噬ꎬ诱导心肌肥大[５]ꎮ 本课题组前期研

究发现ꎬ心血管系统中内源性二氧化硫(ｓｕｌｐｈｕｒ ｄｉ￣
ｏｘｉｄｅꎬＳＯ２)可经天冬氨酸氨基转移酶(ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉ￣
ｎｏｔｒａｆｅｒａｓｅꎬＡＡＴ)代谢产生ꎬＡＡＴ 是内源性生成 ＳＯ２

的关键酶ꎬ有两种同工酶 ＡＡＴ１ 和 ＡＡＴ２ꎬＡＡＴ１ 主要

分布在细胞质中ꎬＡＡＴ２ 主要分布在线粒体中ꎮ 内
源性产生的 ＳＯ２ 在心肌损伤、血管重构中发挥重要

的病理生理学调节作用[６]ꎮ 前期研究发现在 ＡｎｇⅡ
诱导心肌肥厚小鼠中ꎬ心肌组织内源性 ＳＯ２ / ＡＡＴ２
体系显著下调[７]ꎮ 本研究采用心肌特异性 ＡＡＴ２ 转
基因小鼠ꎬ研究内源性 ＳＯ２ 对 ＡｎｇⅡ诱导心肌细胞
自噬的作用ꎬ以期深化内源性 ＳＯ２ 抑制心肌肥厚的

心脏保护机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 动物及分组

　 　 ９ 周龄雄性健康 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ 野生型小鼠 １６

只和 ９ 周龄雄性健康 ＳＰＦ 级心肌特异性 ＡＡＴ２ 转基

因小鼠 １６ 只ꎮ 按随机数表法随机将野生型小鼠分

为 ２ 组:(１)野生型对照组(ＷＴ Ｃｏｎ 组)ꎻ(２)野生型

＋ＡｎｇⅡ组(ＷＴ ＡｎｇⅡ组)ꎮ 将心肌特异性 ＡＡＴ２ 转

基因小鼠分为 ２ 组:(１) ＡＡＴ２ 对照组(ＡＡＴ２ Ｃｏｎ
组)ꎻ(２)ＡＡＴ２＋ＡｎｇⅡ组(ＡＡＴ２ ＡｎｇⅡ组)ꎮ 每组 ８ 只小

鼠ꎮ ＷＴ Ｃｏｎ 组和 ＡＡＴ２ Ｃｏｎ 组小鼠背部皮下植入预

装生理盐水的胶囊渗透压泵ꎬＷＴ ＡｎｇⅡ组和 ＡＡＴ２
ＡｎｇⅡ组小鼠背部皮下植入预装 １４４０ ｎｇ / (ｋｇ􀅰ｍｉｎ)的
ＡｎｇⅡ胶囊渗透压泵[８]ꎬ常规饲养ꎬ４ 周后取材ꎮ ４ 组

小鼠均为 ＳＰＦ 级常规饲养ꎬ动物实验获得北京大学第

一医院动物伦理委员会批准(伦理批准号:Ｊ２０１７１３)ꎬ
严格按照北京大学动物伦理有关规定进行ꎮ 胶囊渗

透压泵购于美国 Ａｌｚｅｔ 公司(型号:ＭＯＤＥＬ ２００４)ꎬ
ＡｎｇⅡ购于美国 Ｐｈｏｅｎｉｘ 公司ꎮ
１.２　 实验动物标本的留取与处理

小鼠背部皮下植入微量渗透泵给药 ４ 周后ꎬ脱
颈处死ꎬ迅速打开胸腔ꎬ取出心脏ꎬ用生理盐水将血

冲洗干净ꎬ滤纸吸干ꎬ称量全心重量ꎬ在心室中段切

取 ３ ｍｍ 厚度的心脏组织ꎬ４％多聚甲醛固定 ２４ ｈ
后ꎬＰＢＳ 冲洗ꎬ浸入 ２０％的蔗糖溶液中ꎬ随后进行石

蜡包埋切片ꎬ剩余的左心室组织经液氮速冻后ꎬ
－８０℃冰箱保存备用ꎮ
１.３　 高效液相色谱法测定心肌组织及细胞上清中

的 ＳＯ２ 含量

按照 １ ｇ 组织加入 １０ ｍＬ ０.０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 制备

组织匀浆ꎬ离心分离上清作为样本待测ꎮ 配制亚硫

酸盐标准品:将亚硫酸钠粉末溶于 ０.０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ
中ꎬ浓度依次为 １、５、１０、１５、２０、５０、１００ μｍｏｌ / Ｌꎬ现

４４５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ６ꎬ２０１８



配现用ꎮ １００ μＬ 标准品或组织匀浆液加入新鲜配

制的 ０. ２１２ ｍｏｌ / Ｌ 硼氢化钠 ７０ μＬꎬ３７℃ 放置 ３０
ｍｉｎꎮ 在每个 ＥＰ 管中加 ７０ ｍｍｏｌ / Ｌ 单溴二铵 ５ μＬꎬ
混匀ꎬ置于 ４２℃水浴锅中放置 １０ ｍｉｎꎮ 取出后每个

ＥＰ 管中加 １.５ ｍｏｌ / Ｌ 高氯酸 ４０ μＬꎬ混匀后在室温

以 １２４００ ｇ 离心力离心 １０ ｍｉｎꎮ 离心后留取上清ꎬ
加入 １０ μＬ(ｐＨ ３.０)Ｔｒｉｓ 混匀ꎬ室温离心 １０ ｍｉｎꎮ 取

上清 １００ μＬ 于避光瓶中ꎬ用高效液相色谱 ( ｈｉｇｈ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬＨＰＬＣ)仪进行检

测ꎬ取标本 １０ μＬ 进样分析ꎮ 流速控制为 １. ０
ｍＬ / ｍｉｎꎬ激发波长 ３９２ ｎｍꎬ检测波长 ４７９ ｎｍꎮ
１.４　 ＨＥ 染色观察心肌组织的显微结构

石蜡切片进行脱蜡处理后ꎬ依次浸入苏木素和

伊红染液染色ꎬ在显微镜下观察心脏结构改变以及

心肌细胞显微结构改变ꎮ
１.５　 免疫组织化学法检测心肌组织 α 重链肌球蛋

白表达

石蜡切片进行脱蜡处理ꎬ３％Ｈ２Ｏ２ 封闭 １２ ｍｉｎꎬ
ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ乙二胺四乙酸(ＥＤＴＡ)微波修复ꎬＰＢＳ 洗

３ 次ꎬ室温下胎牛血清蛋白封闭 １ ｈꎬ滴加 α 重链肌球

蛋白(α￣ｍｙｏｓｉｎ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎꎬα￣ＭＨＣ)一抗(１ ∶ ５０稀
释ꎻ美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎬ４℃过夜ꎮ ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ滴
加用生物素标记的羊二抗ꎬ３７℃孵育 １ ｈꎬＰＢＳ 洗 ３
次ꎬ二氨基联苯胺(ＤＡＢ)显色ꎬ苏木素染核ꎬ１％盐酸

酒精脱色分化ꎬ冲洗ꎬ封片ꎬ在光学显微镜下观察心肌

组织 α￣ＭＨＣ 的表达ꎮ 阳性染色在显微镜下观察呈黄

色ꎬ主要在心肌细胞的细胞浆中表达ꎮ
１.６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测小鼠心肌 ＡＡＴ１、ＡＡＴ２、α￣
ＭＨＣ、β￣ＭＨＣ 及自噬相关蛋白的表达

称取适量的小鼠左心室组织ꎬ加入组织裂解

液ꎬ研磨离心后取上清ꎬ蛋白定量后加入等体积的 ２
×凝胶上样缓冲液ꎬ煮沸 １０ ｍｉｎꎮ 配制 ８％ＳＤＳ 聚丙

烯酰胺凝胶分离蛋白ꎬ采用湿转法将蛋白从凝胶转

印至硝酸纤维膜上ꎬ丽春红染色后参照蛋白 Ｍａｒｋｅｒ
标记待测目的蛋白条带ꎮ ５％脱脂牛奶室温封闭 １
ｍｉｎꎬ一 抗 室 温 孵 育 １ ｍｉｎ ( ＡＡＴ１ꎬ Ｓｉｇｍａ 公 司ꎬ
１ ∶ １０００ꎻＡＡＴ２ꎬＳｉｇｍａ 公司ꎬ１ ∶ １０００ꎻα￣ＭＨＣꎬＳａｎｔａ
Ｃｒｕｚ 公 司ꎬ １ ∶ １００ꎻ α￣ＭＨＣꎬ Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公 司ꎬ
１ ∶ １００ꎻβ￣ＭＨＣꎬＳａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎬ１ ∶ １００ꎻＬＣ３ꎬＣＳＴ
公司ꎬ１ ∶ ５００ꎻＡｔｇ４ＢꎬＣＳＴ 公司ꎬ１ ∶ １０００ꎻｐ６２ꎬＣＳＴ
公司ꎬ １ ∶ １０００ꎻ Ｂｅｃｌｉｎ￣１ꎬ ＣＳＴ 公 司ꎬ １ ∶ １０００ꎻ
ＧＡＰＤＨꎬ上海康成公司ꎬ１ ∶ ４０００)ꎬ４℃过夜ꎮ ０.２％
ＴＰＢＳ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ 二抗室温孵育 １ ｈ(兔
抗羊 ＩｇＧꎬ１ ∶ ２０００ꎻ羊抗鼠 ＩｇＧꎬ１ ∶ ５０００ꎻ羊抗兔

ＩｇＧꎬ１ ∶ ２０００)ꎬ０.２％ ＴＰＢＳ 洗膜 ４ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ

取等体积的 ＥＣＬ 发光液 Ａ 液和 Ｂ 液(避光ꎬ现配现

用)充分混匀ꎬ均匀滴加在目的条带上ꎬ将目的条带

放置于发光仪中ꎬ采用 ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒ ３４００ 凝胶图像

采集系统进行曝光ꎮ 通过 Ａｌｐｈａ Ｅａｓｅ ＦＳ 软件分析

条带灰度值ꎬ以内参 ＧＡＰＤＨ 条带的灰度值做校正ꎮ
１.７　 统计学分析

应用 ＳＰＳＳ ２０.０ 统计软件进行实验数据分析ꎮ
数据以 ｘ±ｓ 表示ꎮ 数据呈正态分布时ꎬ多组之间比

较使用单因素方差分析(Ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ两组间

比 较 采 用 最 小 显 著 性 差 异 ( ｌｅａｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅꎬＬＳＤ)法ꎮ 当数据不符合正态分布时ꎬ则
采用 Ｋｒｕｓｋａｌ￣Ｗａｌｌｉｓ 秩和检验分析ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异

具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 小鼠心肌 ＳＯ２ / ＡＡＴ 体系表达的改变

４ 组小鼠心肌组织 ＳＯ２ 含量和 ＡＡＴ２ 蛋白表达

有统计学差异 ( ＳＯ２ 含量:Ｆ ＝ １２３. ６３２ꎬＰ < ０. ０１ꎻ
ＡＡＴ２:Ｆ＝ ２４.４６２ꎬＰ<０.０５)ꎬ而 ＡＡＴ１ 蛋白表达则无

统计学差异(Ｆ＝ ０.０２９ꎬＰ＝ ０.９９３)ꎮ 与 ＷＴ Ｃｏｎ 组小

鼠相比ꎬＡＡＴ２ Ｃｏｎ 组小鼠心肌组织 ＡＡＴ２ 蛋白表

达、ＳＯ２ 含量显著升高(Ｐ<０.０１)ꎬＡＡＴ１ 蛋白表达无

显著差异(Ｐ>０.０５)ꎬ提示心肌特异性 ＡＡＴ２ 转基因

小鼠构建成功ꎮ
与 ＷＴ Ｃｏｎ 组小鼠相比ꎬＷＴ ＡｎｇⅡ组小鼠心肌

组织 ＡＡＴ２ 蛋白含量显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬＡＡＴ１ 蛋

白含量无显著差异(Ｐ>０.０５)ꎬ心肌组织 ＳＯ２ 含量显

著降低(Ｐ<０.０１)ꎮ 与 ＷＴ ＡｎｇⅡ组小鼠相比ꎬＡＡＴ２
ＡｎｇⅡ组小鼠心肌组织 ＡＡＴ２ 蛋白表达、ＳＯ２ 含量显

著升高(Ｐ<０.０１)ꎬＡＡＴ１ 蛋白含量无显著差异(Ｐ>
０.０５)ꎬ提示 ＡＡＴ２ 转基因可阻断 ＡｎｇⅡ对小鼠心肌

内源性 ＳＯ２ / ＡＡＴ２ 体系的抑制效应(图 １)ꎮ
２.２　 小鼠心脏比重与心肌大体及显微结构的改变

４ 组小鼠全心重 /体重比值有统计学差异(Ｆ ＝
９.７８５ꎬＰ<０.０１)ꎮ 与ＷＴ Ｃｏｎ 组小鼠相比ꎬＷＴ ＡｎｇⅡ
组小鼠全心重 /体重比值增加(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＷＴ Ａｎｇ
Ⅱ组小鼠相比ꎬＡＡＴ２ ＡｎｇⅡ组小鼠全心重 /体重比

值降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 小鼠心脏大体观察结果与全心

重 /体重比值变化趋势一致ꎮ 提示 ＡＡＴ２ 转基因可

显著抑制 ＡｎｇⅡ诱导小鼠心脏肥厚ꎮ ＨＥ 染色结果

显示ꎬＷＴ Ｃｏｎ 组小鼠心肌细胞大小正常ꎬ而 ＷＴ
ＡｎｇⅡ组小鼠心肌细胞肥大ꎬＡＡＴ２ Ｃｏｎ 组小鼠与

ＡＡＴ２ ＡｎｇⅡ组小鼠心肌细胞大小均正常(图 ２)ꎮ
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图 １. 小鼠心肌组织内源性 ＳＯ２ / ＡＡＴ 体系的变化(ｎ＝ ８)　 　 Ａ 为心肌组织 ＡＡＴ１ 蛋白表达ꎻＢ 为心肌组织 ＡＡＴ２ 蛋白表达ꎻＣ 为心肌组

织 ＳＯ２ 含量ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＷＴ Ｃｏｎ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＷＴ ＡｎｇⅡ组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ＳＯ２ / ＡＡＴ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ (ｎ＝ ８)

图 ２. 小鼠全心重 /体重比值、心脏大体观及心肌组织 ＨＥ 染色(ｎ＝ ８)　 　 Ａ 为小鼠全心重 / 体重比值ꎻＢ 为 ４ 组小鼠心脏横截面大体

观ꎻＣ、Ｄ、Ｅ、Ｆ 为心肌组织 ＨＥ 染色ꎬ其中 Ｃ 为 ＷＴ Ｃｏｎ 组ꎬＤ 为 ＷＴ ＡｎｇⅡ组ꎬＥ 为 ＡＡＴ２ Ｃｏｎ 组ꎬＦ 为 ＡＡＴ２ ＡｎｇⅡ组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＷＴ Ｃｏｎ 组

比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＷＴ ＡｎｇⅡ组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｈｅａｒｔ ｗｅｉｇｈｔ / ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｉｏꎬ ｃａｒｄｉａｃ ｇｅｎｅｒａｌ ｖｉｅｗ ａｎｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｍｉｃｅ (ｎ＝ ８)

２.３　 小鼠心肌细胞表型的改变

４ 组小鼠心肌组织 α￣ＭＨＣ 和 β￣ＭＨＣ 蛋白表达

有显著性差异(α￣ＭＨＣ:Ｆ ＝ ７.２１ꎬＰ<０.０１ꎻβ￣ＭＨＣ:Ｆ
＝ １０.０５ꎬＰ<０.０１)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ野生型

小鼠给予 ＡｎｇⅡ后ꎬ心肌细胞表型由收缩型向分泌

型转化增多ꎬ即与 ＷＴ Ｃｏｎ 组相比ꎬＷＴ ＡｎｇⅡ组心

肌组织 α￣ＭＨＣ 蛋白表达显著减少 (Ｐ < ０. ０１)ꎬβ￣
ＭＨＣ 蛋白表达显著增多(Ｐ<０.０１)ꎮ 然而ꎬ心肌特

异性过表达 ＡＡＴ２ 可阻断 ＡｎｇⅡ诱导小鼠心肌细胞

表型转化ꎬ与 ＷＴ ＡｎｇⅡ组相比ꎬＡＡＴ２ ＡｎｇⅡ组心肌

细胞由收缩型向分泌型转化显著减少ꎬ即 α￣ＭＨＣ
蛋白表达显著升高和 β￣ＭＨＣ 蛋白表达显著降低(Ｐ
<０.０１)ꎮ 免疫组织化学染色结果显示ꎬＷＴ Ｃｏｎ 组

心肌细胞浆中 α￣ＭＨＣ 蛋白阳性表达强ꎬＷＴ ＡｎｇⅡ

组心肌细胞浆 α￣ＭＨＣ 蛋白阳性表达减弱ꎮ 在心肌

特异性 ＡＡＴ２ 转基因小鼠 ＡＡＴ２ Ｃｏｎ 组心肌细胞浆

α￣ＭＨＣ 蛋白阳性表达强ꎬ而 ＡＡＴ２ ＡｎｇⅡ组心肌细

胞浆 α￣ＭＨＣ 蛋白阳性表达仍然较强(图 ３)ꎮ
２.４　 小鼠心肌细胞自噬水平的变化

通过 检 测 自 噬 标 志 性 蛋 白 Ｂｅｃｌｉｎ￣１、 ＬＣ３、
Ａｔｇ４Ｂ、ｐ６２ 蛋白表达反映心肌细胞自噬水平的变

化ꎮ 结果发现 ４ 组小鼠心肌细胞中 ＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ比

值和 Ｂｅｃｌｉｎ￣１、Ａｔｇ４Ｂ 及 ｐ６２ 蛋白表达均存在显著性

差异(ＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ:Ｆ ＝ ７.３４ꎬＰ<０.０１ꎻＢｅｃｌｉｎ￣１:Ｆ ＝
２１.７５ꎬＰ<０.０１ꎻＡｔｇ４Ｂ:Ｆ ＝ １６.７８４ꎬＰ<０.０１ꎻｐ６２:Ｆ ＝
１１.５８１ꎬＰ<０.０１)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ在野生型

小鼠给予 ＡｎｇⅡ后ꎬ心肌细胞自噬显著增强ꎬ表现为

与 ＷＴ Ｃｏｎ 组相比ꎬＷＴ ＡｎｇⅡ组心肌组织 Ｂｅｃｌｉｎ￣１
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蛋白表达显著增高(Ｐ<０.０１)ꎬＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ比值显

著升高(Ｐ < ０. ０１)ꎬＡｔｇ４Ｂ 蛋白表达显著增高(Ｐ <
０.０１)ꎬｐ６２ 蛋白表达显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬ提示 Ａｎｇ
Ⅱ可显著增强小鼠心肌细胞自噬水平ꎮ 然而ꎬ心肌

特异性 ＡＡＴ２ 转基因小鼠可以阻断 ＡｎｇⅡ诱导的小

鼠心肌细胞自噬的增强ꎬ表现为与 ＷＴ ＡｎｇⅡ组相

比ꎬＡＡＴ２ ＡｎｇⅡ组心肌细胞 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 蛋白表达显著

降低 ( Ｐ < ０. ０１)ꎬ Ａｔｇ４Ｂ 蛋白表达显著降低 ( Ｐ <
０.０５)ꎬＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ比值显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬｐ６２
蛋白表达显著升高(Ｐ<０.０１)(图 ４)ꎮ

３　 讨　 论

心肌肥厚是心肌细胞受到各种有害刺激所发

生的反应性应答的结果ꎬ心肌失代偿肥大是猝死、
冠心病和心力衰竭等的独立性危险因素[９￣１２]ꎮ 心肌

肥厚的机制十分复杂ꎬ目前尚未完全明确ꎮ 本课题

组前期研究发现ꎬ内源性 ＳＯ２ 可在心血管系统经

ＡＡＴ 催化内源性产生[１３]ꎬ在心血管系统中具有重要

的生理和病理作用[１４￣１５]ꎮ 生理浓度的 ＳＯ２ 可通过

抑制心肌细胞 Ｌ 型钙通道ꎬ发挥负性肌力调节作

用[１６]ꎻ心肌组织内源性 ＳＯ２ / ＡＡＴ 体系下调是异丙

肾上腺素诱导心肌损伤的重要发病机制[１７]ꎻＳＯ２ 预

处理通过增强内质网应激拮抗心肌缺血再灌注损

伤[１８]ꎮ 上述研究提示内源性 ＳＯ２ 是心脏调节的重

要信号分子ꎮ 前期研究结果发现ꎬＡｎｇⅡ诱导心肌

肥厚的小鼠心肌组织中 ＳＯ２ / ＡＡＴ２ 体系显著下

调[７]ꎬ本研究构建了心肌特异性 ＡＡＴ２ 转基因小鼠ꎬ
在此基础上探索内源性 ＳＯ２ / ＡＡＴ 体系对 ＡｎｇⅡ诱

导小鼠心肌肥厚的调节作用及机制ꎮ
本研究发现ꎬ内源性 ＳＯ２ 不足是心肌肥厚的重

要病理机制ꎮ 给予野生型小鼠 ＡｎｇⅡ刺激后ꎬ小鼠

心脏重量显著增加ꎬ心脏大体标本观察到左心室壁

增厚ꎬ显微结构观察发现肌纤维增粗ꎮ 在正常的心

肌组织中 ＭＨＣ 以收缩型即 α￣ＭＨＣ 为主ꎬ维持心肌

正常的收缩功能ꎬ在肥厚的心肌组织中心肌细胞

ＭＨＣ 由收缩型向分泌型转化增多ꎬ表现为分泌型即

β￣ＭＨＣ 为主ꎬ影响心脏的正常收缩功能ꎮ 本研究在

给予 ＡｎｇⅡ刺激的小鼠心肌组织中发现心肌细胞中

ＭＨＣ 由收缩型向分泌型转化增多ꎬ由此表明 ＡｎｇⅡ
诱导小鼠出现心肌肥厚ꎮ 但是在心肌特异性 ＡＡＴ２
转基因小鼠 ＡｎｇⅡ刺激后ꎬ发现 ＡＡＴ２ 转基因小鼠

心脏重量未有明显增加ꎬ心脏大体以及显微结构均

未观察到明显变化ꎬ心肌细胞 ＭＨＣ 由收缩型向分

泌型的转化作用消失ꎮ 上述研究提示心肌特异性

ＡＡＴ２ 转基因可阻断 ＡｎｇⅡ诱导小鼠心肌肥厚ꎬ表明

图 ３. 小鼠心肌细胞表型的改变(ｎ＝ ８) 　 　 Ａ 为心肌组织 α￣ＭＨＣ 蛋白表达ꎻＢ 为心肌组织 β￣ＭＨＣ 蛋白表达ꎻＣ、Ｄ、Ｅ、Ｆ 为心肌组织 α￣

ＭＨＣ 蛋白免疫组织化学染色ꎬ其中 Ｃ 为ＷＴ Ｃｏｎ 组ꎬＤ 为ＷＴ ＡｎｇⅡ组ꎬＥ 为 ＡＡＴ２ Ｃｏｎ 组ꎬＦ 为 ＡＡＴ２ ＡｎｇⅡ组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与ＷＴ Ｃｏｎ 组比较ꎻ

ｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＷＴ ＡｎｇⅡ组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ (ｎ＝ ８)
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图 ４. 小鼠心肌细胞自噬水平的改变(ｎ＝ ８)　 　 Ａ 为 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 蛋白表达ꎻＢ 为 Ａｔｇ４Ｂ 蛋白表达ꎻＣ 为 ＬＣ３ 蛋白表达ꎻＤ 为 ｐ６２ 蛋白表达ꎮ ａ

为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＷＴ Ｃｏｎ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＷＴ ＡｎｇⅡ组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ (ｎ＝ ８)

内源性 ＳＯ２ / ＡＡＴ２ 体系下调是心肌肥厚的重要发病

机制ꎮ
然而ꎬ内源性 ＳＯ２ 调节心肌肥厚的机制目前尚

未清楚ꎬ本课题组前期研究发现ꎬＳＯ２ 可激活 ＰＩ３Ｋ /
Ａｋｔ 信号通路诱导心肌细胞内质网应激ꎬ通过 Ｂｃｌ￣
２ / Ｂａｘ 通路抑制心肌细胞凋亡[１９￣２０]ꎮ 有研究显示ꎬ
ＡｎｇⅡ可诱导细胞出现病理性自噬[２１￣２２]ꎬ以往的研

究发现ꎬＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 也是心肌细胞自噬的重要

调节分子[２３￣２５]ꎬ过度的心肌细胞自噬可对心肌细胞

造成病理损伤[２６]ꎬ过度激活的心肌细胞自噬可加重

心肌细胞肥大[２７]ꎬ促进疾病的进展ꎮ 而心肌细胞自

噬是否参与了内源性 ＳＯ２ 对心肌肥厚的调节ꎬ目前

尚不清楚ꎮ 本研究通过检测自噬的标志性蛋白来

观察心肌细胞自噬水平的改变ꎮ 自噬作用开始于

自噬起始复合物 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 等蛋白结合ꎬ形成 ＰＩ３Ｋ 复

合物参与吞噬小体的成核过程ꎬ随后细胞新合成的

ＬＣ３ 的碳末端立即被 Ａｔｇ４Ｂ 加工生成 ＬＣ３Ⅰꎬ自噬

水平处于激活状态时ꎬＬＣ３Ⅰ在泛素样反应酶的作

用下与磷脂酰乙醇胺偶联生成 ＬＣ３Ⅱꎬ参与吞噬小

体的延伸ꎬ在自噬小体形成的中后期 ｐ６２ 偶联于

ＬＣ３ꎬ以调节因子的形式参与自噬小体的构成ꎬ最后

封闭形成完整的自噬小体[２８]ꎮ 在自噬水平增高的

组织中 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 蛋白表达显著升高ꎬ可通过检测 Ｂｅ￣
ｃｌｉｎ￣１ 蛋白表达来反映自噬水平ꎮ 自噬水平处于激

活状态时ꎬＡｔｇ４Ｂ 蛋白表达增加ꎬ使 ＬＣ３Ⅰ向 ＬＣ３Ⅱ
的转化增多ꎬＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ比值显著增高ꎮ 除此之

外ꎬ自噬的底物最普遍的主要包括 ｐ６２ 和长寿命蛋

白ꎬｐ６２ 在自噬中晚期被降解ꎬ在自噬水平高的组织

中 ｐ６２ 降解显著增强ꎬ组织中 ｐ６２ 的蛋白含量显著

降低ꎮ 故而ꎬ本实验通过检测 Ｂｅｃｌｉｎ￣１、ＬＣ３、Ａｔｇ４Ｂ
和 ｐ６２ 的蛋白表达来反映心肌细胞自噬的变化ꎬ从
心肌细胞自噬的角度探索 ＳＯ２ 抑制心肌肥厚的保护

机制ꎮ 我们的研究结果发现ꎬＡｎｇⅡ可显著增加小

鼠心肌肥厚和心肌细胞表型转化ꎬ同时观察到心肌

细胞自噬水平显著增加ꎬ即 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 的蛋白表达显

著升高ꎬＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ比值显著增加ꎬＡｔｇ４Ｂ 的蛋白

表达显著升高ꎬｐ６２ 的蛋白表达显著降低ꎮ 心肌特

异性 ＡＡＴ２ 转基因小鼠心肌组织中 ＳＯ２ / ＡＡＴ２ 体系

显著上调ꎮ 给予心肌特异性 ＡＡＴ２ 转基因小鼠 Ａｎｇ
Ⅱ刺激后ꎬ可显著抑制小鼠心肌肥厚和心肌细胞表

８４５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ６ꎬ２０１８



型转化ꎬ检测心肌自噬水平发现小鼠心肌细胞自噬

水平未有显著升高ꎬ具体表现为在给与 ＡｎｇⅡ后自

噬标志蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ￣１、ＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ、Ａｔｇ４Ｂ、ｐ６２ 的

蛋白表达与未给予 ＡｎｇⅡ的 ＡＡＴ２ 转基因小鼠相比

没有显著差异ꎬ提示心肌细胞自噬可能参与了内源

性 ＳＯ２ 对心肌肥厚的调节机制ꎮ
综上ꎬ本研究揭示了内源性 ＳＯ２ / ＡＡＴ２ 体系对

ＡｎｇⅡ诱导心肌肥厚小鼠的心肌细胞自噬具有显著

抑制作用ꎬ深化了心肌肥厚的发生机制ꎬ为心肌肥

厚的防治研究提供了新的思路和方向ꎮ 本研究也

存在一些不足之处ꎬ由 ＡｎｇⅡ诱导的小鼠心肌肥厚

模型不能涵盖所有心肌肥厚的病理改变ꎬ有待以后

进一步的研究ꎮ
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