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CRTC2 通过抑制心肌细胞铁死亡减轻心肌细胞肥大
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[摘　 要] 　 [目的] 　 探究 CREB 调节转录共激活因子 2(CRTC2)在心肌细胞肥大中的作用及其调控机制。 [方
法] 　 通过腹腔注射异丙肾上腺素( ISO)构建 C57BL / 6 小鼠病理性心肌细胞肥大模型,并采用 Western blot 检测心

脏组织中 CRTC2 的表达。 构建 CRTC2 基因敲除小鼠模型,利用小动物心动超声仪检测小鼠心功能,通过 Masson
染色检测小鼠心脏组织中胶原纤维含量,采用 Western blot 检测小鼠心脏组织中心肌细胞肥大相关蛋白———骨骼

肌 α1-肌动蛋白(ACTA1)、脑钠肽(BNP)和铁死亡相关蛋白———酰基辅酶 A 合成酶长链家族成员 4(ACSL4)、溶质

载体家族 7 成员 11(SLC7A11)及谷胱甘肽过氧化物酶 4(GPX4)表达,使用铁离子试剂盒检测小鼠心脏组织中铁离

子含量,评估 CRTC2 与心肌细胞肥大和铁死亡的相关性。 用 ISO 诱导 H9c2 细胞构建心肌细胞肥大体外模型,使
用铁死亡抑制剂 Ferrostatin-1(Fer-1)干预后,检测 CRTC2、ACTA1、BNP、ACSL4、SLC7A11 及 GPX4 的蛋白表达。 通

过 ISO 诱导 CRTC2 过表达的 H9c2 细胞构建心肌细胞肥大体外模型,检测与心肌细胞肥大及铁死亡相关的指标,
以探究 CRTC2 在心肌细胞肥大中的作用机制。 [结果] 　 与对照组相比,ISO 诱导的心肌细胞肥大小鼠心脏组织中

CRTC2 蛋白的表达增加(P<0. 05)。 与野生型小鼠相比,CRTC2- / - 小鼠心功能恶化,表现为左心室舒张末内径

(LVEDD)、左心室收缩末内径(LVESD)、左心室后壁厚度(LVPWT)、心重 / 胫骨长度(HW/ TL)和心重 / 体重(HW/
BW)增加,短轴缩短率(FS)和射血分数(EF)降低,心脏组织中胶原纤维含量增加,心肌细胞肥大相关蛋白 ACTA1
和 BNP 的表达升高,铁死亡相关蛋白 ACSL4 的 mRNA 和蛋白表达升高,SLC7A11 和 GPX4 的 mRNA 和蛋白表达降

低,心脏组织中铁离子含量升高(P<0. 05 或 P<0. 01)。 体外实验显示,与 ISO 组相比,ISO+Fer-1 组 CRTC2 蛋白表

达无明显变化(P>0. 05),ACTA1 和 BNP 蛋白的表达降低,心肌细胞表面积减少,ACSL4 蛋白的表达降低,SLC7A11
和 GPX4 蛋白的表达升高(P<0. 05 或 P<0. 01);与 ISO 组相比,LV-CRTC2+ISO 组心肌细胞表面积减少(P<0. 01),
ACTA1、BNP 和 ACSL4 蛋白的表达降低,SLC7A11 和 GPX4 蛋白的表达增加,ROS 和铁离子含量降低(P<0. 05 或

P<0. 01)。 [结论] 　 CRTC2 可通过抑制心肌细胞铁死亡减轻心肌细胞肥大,保护心功能。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the role and regulatory mechanism of CREB regulated transcription coactivator 2
(CRTC2) in cardiomyocyte hypertrophy. 　 　 Methods　 A pathological cardiomyocyte hypertrophy model was established
in C57BL / 6 mice by intraperitoneal injection of isoproterenol (ISO), the expression of CRTC2 in cardiac tissue was detec-
ted by Western blot. 　 The CRTC2 knockout mice model was constructed, the cardiac function of mice was detected by
small animal echocardiography, the collagen fiber content in mice cardiac tissue was detected by Masson staining, the car-
diomyocyte hypertrophy related proteins: skeletal muscle α1-actin (ACTA1) and brain natriuretic peptide (BNP), as well
as ferroptosis related proteins: acyl-CoA synthetase long chain family member 4 (ACSL4), solute carrier family 7 member
11 (SLC7A11) and glutathione peroxidase 4 (GPX4) in mice cardiac tissue were detected by Western blot, the iron ion
content in mice cardiac tissue was detected by iron ion kit, to evaluate the correlation between CRTC2 and cardiomyocyte
hypertrophy and ferroptosis. 　 H9c2 cells were induced by ISO to construct an in vitro model of cardiomyocyte hypertrophy,
the protein expressions of CRTC2, ACTA1, BNP, ACSL4, SLC7A11 and GPX4 were detected after intervention with fer-
roptosis inhibitor ferrostatin-1 (Fer-1). 　 H9c2 cells with CRTC2 overexpression induced by ISO were used to construct an
in vitro model of cardiomyocyte hypertrophy, the related indicators of cardiomyocyte hypertrophy and ferroptosis were detec-
ted to explore the mechanism of CRTC2 in cardiomyocyte hypertrophy. 　 　 Results　 Compared with the control group, the
expression of CRTC2 protein in the cardiac tissue of ISO induced cardiomyocyte hypertrophy mice was increased (P <
0. 05). 　 Compared with wild-type mice, CRTC2- / - mice showed worsened cardiac function, manifested as increased left
ventricular end-diastolic diameter (LVEDD), left ventricular end-systolic diameter ( LVESD), left ventricular posterior
wall thickness (LVPWT), heart weight / tibia length (HW/ TL) and heart weight / body weight (HW/ BW), decreased
short axis shortening (FS) and ejection fraction (EF), increased collagen fiber content in cardiac tissue, upregulated ex-
pression of cardiomyocyte hypertrophy-related proteins ACTA1 and BNP, increased mRNA and protein expression of ferrop-
tosis-related protein ACSL4, decreased mRNA and protein expression of SLC7A11 and GPX4, and elevated iron ion
content in cardiac tissue (P<0. 05 or P<0. 01). 　 In vitro experiments showed that compared with ISO group, the ISO+
Fer-1 group had no significant change in CRTC2 protein expression (P>0. 05), the expression of ACTA1 and BNP protein
decreased, the surface area of cardiomyocyte reduced, the expression of ACSL4 protein decreased, and the expression of
SLC7A11 and GPX4 proteins increased (P<0. 05 or P<0. 01). 　 Compared with the ISO group, the LV-CRTC2 + ISO
group showed a decrease in surface area of cardiomyocytes (P<0. 01), a decrease in ACTA1, BNP and ACSL4 protein ex-
pression, an increase in SLC7A11 and GPX4 protein expression, and a decrease in ROS and iron ion content (P<0. 05 or
P<0. 01). 　 　 Conclusion　 CRTC2 alleviates cardiomyocyte hypertrophy and protect cardiac function by suppressing fer-
roptosis in cardiomyocytes.
[KEY WORDS]　 CREB regulated transcription coactivator 2;　 cardiomyocyte hypertrophy;　 ferroptosis;　 isoproterenol

　 　 心肌细胞肥大是心脏在长期承受过重负荷、氧
化应激、缺血缺氧或心肌细胞损伤等刺激下,产生

的一种代偿性增生现象。 其特征表现为心脏体积

增大、顺应性降低及功能衰退。 依据病理生理学的

特性,心肌细胞肥大可以划分为生理性和病理性两

种类型:当生理性肥大时,心肌组织的结构和收缩

功能保持正常;相反,病理性肥大与心肌细胞的死

亡、心肌纤维化紧密相关,通常伴随着收缩和舒张

功能的障碍,最终可能导致心力衰竭[1]。 作为心血

管疾病的独立危险因素,病理性心肌细胞肥大的关

键病理特征涉及心肌细胞肥大和肌节结构紊乱等

变化[2]。 目前临床上治疗心肌细胞肥大的药物以

血管紧张素转化酶抑制剂、β 受体阻滞剂等为主,但
疗效有限。 因此,深入探究心肌细胞肥大的发病机

制并寻找新的治疗靶点具有重要的意义。
近年来的研究表明,病理性心肌细胞肥大的发

展过程涉及多种病理环节,包括代谢重编程、细胞

死亡(如凋亡、坏死性凋亡和铁死亡)、氧化应激、线
粒体功能障碍等[3-5]。 其中,铁死亡是一种铁依赖

性细胞程序性死亡方式,近年来其在心血管疾病发

病机制中的重要作用逐渐被揭示。 这种死亡方式

具有以下典型特征:铁代谢紊乱、脂质过氧化物的积

累和谷胱甘肽过氧化物酶 4(glutathione peroxidase 4,
GPX4)的活性受抑制,其分子标志物包括酰基辅酶

A 合成酶长链家族成员 4( acyl-CoA synthetase long
chain family member 4,ACSL4)、溶质载体家族 7 成

员 11(solute carrier family 7 member 11,SLC7A11)和
GPX4 等[6]。 多项研究证实,铁死亡途径的异常激
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活显著参与心血管疾病的发生,尤其是促进动脉粥

样硬化的发展和心力衰竭的恶化[7-10]。 在大鼠心肌

细胞肥大模型中,心肌肥厚的发展伴随着心肌氧化

还原平衡的破坏、心肌铁蓄积以及心肌重构等病理

性变化。 心脏铁蛋白的铁储存功能在维持心脏铁

稳态和抗氧化应激方面发挥着至关重要的作

用[11-12]。 例如,心肌细胞特异性铁蛋白重链敲除小

鼠表现出明显的心肌细胞肥大和损伤,而这种病理

改变可以通过 SLC7A11 过表达得到逆转[13],这提

示靶向铁死亡的调控可能成为防治心肌细胞肥大

的新策略。
CREB 调节转录共激活因子 2(CREB regulated

transcription coactivator 2,CRTC2)作为能量代谢的

关键调控因子,在糖脂代谢中发挥着重要作用[14] 。
此外,CRTC2 可以诱导过氧化物酶体增殖物激活

受体 α( peroxisome proliferator-activated receptor α,
PPARα)的表达,而 PPARα 已被证实能够抑制铁

死亡的发生[15-16] 。 在心血管系统中,胰高血糖素样

肽 1 ( glucagon-like peptide-1, GLP-1) 通过 ROCK /
PPARα 通路发挥心脏保护作用[17-18],并能改善心力

衰竭患者的左心室射血分数 ( ejection fraction,
EF) [19],这提示 CRTC2 / PPARα 信号轴可能参与心

肌保护。
基于前述研究背景, 本项研究致力于探索

CRTC2 在心肌细胞肥大过程中的作用及其潜在机

制,为心力衰竭的病理机制提供新的理论视角,并
识别潜在的治疗靶标,为临床防治策略的优化提供

科学依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验细胞

H9c2 细胞,购自中国科学院上海分子细胞科学

中心。
1. 2　 主要试剂和仪器

异丙肾上腺素[( isoproterenol,ISO),上海阿达

玛斯试剂有限公司];CRTC2 慢病毒载体(长沙奥诺

基因有限公司);BCA 蛋白定量试剂盒、SYBR qPCR
Mix 和 HiFi-MMLV cDNA 第一链合成试剂盒(北京

康为世纪生物科技公司);Masson 染色试剂盒和麦

胚凝集素(wheat-germ agglutinin,WGA)红色荧光标

记试剂染色液 (北京索莱宝科技有限公司); β-
actin、脑钠肽( brain natriuretic peptide,BNP)、骨骼

肌 α1-肌动蛋白( skeletal muscle α1-actin,ACTA1)、
ACSL4、SLC7A11、GPX4 及 CRTC2 多克隆抗体(美

国 Proteintech Group 公司);小动物心动超声仪(飞
依诺科技股份有限公司);小动物心电图机(浙江康

泰医疗器械有限公司);石蜡切片机(德国 Leica 公

司);PCR 仪和正置倒置一体荧光显微镜 (美国

Thermo Fisher Scientific 公司);化学发光成像分析系

统(上海天能科技有限公司)。
1. 3　 实验动物

将 C57BL / 6 小鼠使用 CRISPR / Cas9 技术构建

CRTC2 基因敲除纯合子小鼠模型,由剑桥-苏大基因

组资源中心构建,并由南京大学杨中州实验室赠

送,均为雄性,饲养至 12 月龄,体重(40±5) g。 野生

型 C57BL / 6 小鼠购自常州卡文斯实验动物有限公

司,所有 C57BL / 6 小鼠均饲养于南华大学实验动物

中心,环境参数严格控制在以下范围:温度维持在

18 ~ 22 ℃,湿度保持在 50% ~60%的 SPF 级屏障系

统内;实行 12 h 昼夜交替照明,并以普通小鼠饲料

进行喂养。 本研究所采用的实验程序均经南华大

学实验动物福利伦理委员会审核及监督(批准号:
SYXK2020-0002)。
1. 4　 细胞培养

H9c2 细胞用含有 10%胎牛血清和 1% 青霉素-
链霉素双抗的 DMEM 培养基置于 37 ℃、5% CO2 培

养箱中培养。
1. 5　 ISO 诱导的小鼠病理性心肌细胞肥大模型的

构建

C57BL / 6 小鼠在适应性喂养 1 周后,随机分为

两组:对照组腹腔注射等体积的生理盐水;模型组

腹腔注射 ISO[5 mg / (kg·d)]14 天,复制小鼠病理

性心肌细胞肥大模型[20-21]。
1. 6　 小鼠心功能检测

小鼠经三溴乙醇(350 mg / kg)麻醉后,左胸前

区脱毛并清洁。 仰卧位涂抹超声耦合剂,采用高

频小动物心动超声仪获取左心室乳头肌短轴切面

M 型超声图像,并测量左心室舒张末内径( left ven-
tricular end-diastolic diameter,LVEDD)、左心室收缩

末内径( left ventricular end-systolic diameter,LVESD)、
左心室后壁厚度( left ventricular posterior wall thick-
ness,LVPWT)、EF 及短轴缩短率( fractional shorten-
ing,FS)。
1. 7　 Masson 染色

经过梯度乙醇和二甲苯处理的石蜡切片,首先

使用 Weigert 铁苏木精对细胞核进行染色,随后通

过酸性乙醇分化并蓝化处理。 接着,丽春红品红染

液被用来显现胞质成分,呈现为红色。 磷钼酸的处

理步骤用于区分胶原与非胶原结构,而苯胺蓝染液
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则使得胶原纤维染成蓝色。 最后,通过梯度乙醇脱

水和二甲苯透明处理,使用中性树胶进行封片;在
完成切片扫描后,利用 Image-pro plus 6. 0 软件计算

得出胶原容积分数(collegen volume fraction,CVF),
即胶原面积与组织总面积的比值。
1. 8　 Western blot 检测

用 PIPA 和 PMSF 裂解细胞或者心脏组织,提取

蛋白质,用 BCA 法检测蛋白总浓度。 接着,以蛋白量

为 25 μg / 孔进行电泳(110 V、90 min),转膜(400 mA、
35 min),用 5%脱脂牛奶室温封闭 2 h。 之后,孵育

一抗(4 ℃ 摇床过夜),孵育二抗(室温摇床 2 h)。
最后,用全自动化学发光图像分析系统显影,并用

Image J 软件对蛋白条带灰度值进行统计分析。
1. 9　 RT-qPCR 检测

提取细胞或组织总 RNA,对提取的 RNA 进行

纯度和浓度测定后,用反转录试剂盒将提取的 RNA
反转录为 cDNA,以 β-actin 为内参,进行 qPCR 检

测,采用 2-ΔΔCt 计算 mRNA 水平。 引物序列见表 1。

表 1. 引物序列

Table 1. Primer sequences

引物名称 引物序列

β-actin 正向 5′-TATGCTCTCCCTCACGCCATCC-3′

反向 5′-GTCACGCACGATTTCCCTCTCAG-3′

CRTC2 正向 5′-CCTACCTGACCTCACCAACCTAC-3′

反向 5′-GACCTCCACTGATGCCCAAATG-3′

ACSL4 正向 5′-CTTCCTCTTAAGGCCGGGAC-3′

反向 5′-TGCCATAGCGTTTTTCTTAGATTT-3′

SLC7A11 正向 5′-GTTCGCTGTCTCCAGGTTATTCTAC-3′

反向 5′-AGAGCATCACCATCGTCAGAGG-3′

GPX4 正向 5′-ATACGCTGAGTGTGGTTTGC-3′

反向 5′-CTTCATCCACTTCCACAGCG-3′

1. 10　 活性氧检测

根据活性氧( reactive oxygen species,ROS)检测

试剂盒的说明书,将 DCFH-DA 用无血清培养液按

照 1 ∶ 1 000 的比例稀释,终浓度调整至 10 μmol / L。
移除细胞培养液,加入已稀释的 DCFH-DA 溶液,确
保溶液能够完全覆盖细胞表面。 随后,将细胞置于

37 ℃的培养箱中孵育 20 min,再使用无血清细胞培

养液洗涤细胞 3 次,以彻底清除未被细胞吸收的

DCFH-DA。 最后,通过荧光显微镜进行观察。
1. 11　 WGA 染色

使用 HBSS 缓冲液清洗细胞 2 次,添加 100 μL

iFluor 594-WGA 工作溶液,在 37 ℃下孵育 10 ~30 min,
再次用 HBSS 缓冲液清洗细胞 2 次。 接着,用 DAPI
工作液于 37 ℃孵育细胞 3 min,用 HBSS 缓冲液清

洗 3 次后,使用荧光显微镜观察并拍照。 使用

Image-pro plus 6. 0 软件对细胞表面积进行统计

分析。
1. 12　 铁离子含量检测

取裂解后离心的细胞上清液或组织匀浆后离

心的上清液作为待测样本,将 0. 5 mL 双蒸水和

1. 5 mL 铁显色液置于空白管中,将 0. 5 mL 2 mg / L
铁标准应用液和 1. 5 mL 铁显色液置于标准管中,将
0. 5 mL 待测样本和 1. 5 mL 铁显色液置于测定管

中,混匀后,沸水浴 5 min,流水冷却,取离心后的上

清液 100 μL 放入 96 孔板中,使用酶标仪测 520 nm
处的光密度(optical density,OD)值。 铁离子含量 =
[(测定 OD 值-空白 OD 值) / (标准 OD 值-空白 OD
值)]×标准品浓度÷待测样本蛋白浓度。
1. 13　 统计学分析

采用 GraphPad Prism 8 软件进行统计分析,正
态分布数据以 x±s 表示,两组间比较采用独立样本 t
检验,多组间比较采用单因素方差分析;非正态分

布数据以中位数(四分位间距)表示,组间比较采用

Kruskal-Wallis H 检验。 P<0. 05 为差异具有统计学

意义。

2　 结　 果

2. 1　 心肌细胞肥大小鼠心脏组织中 CRTC2 的表达

上调

超声心动图结果显示,与对照组相比,ISO 组小

鼠的 EF 降低 ( P < 0. 05 ),心重 /胫骨长度 ( heart
weight / tibia length, HW / TL ) 和 心 重 /体 重 ( heart
weight / body weight,HW / BW)增加(P <0. 05 或 P <
0. 01)。 Western blot 结果显示,与对照组相比,ISO
组心脏组织中 ACTA1 和 BNP 蛋白的表达增加(P<
0. 05),提示心肌细胞肥大模型构建成功;心脏组织

中 CRTC2 蛋白的表达增加(P<0. 01),提示 CRTC2
可能参与心肌细胞肥大的病理生理过程(图 1)。
2. 2　 CRTC2- / -小鼠心功能降低且心肌细胞肥大

Western blot 和 RT-qPCR 结果显示,与对照组

相比,CRTC2- / -组小鼠心脏组织中 CRTC2 mRNA 和

蛋白的表达显著降低 ( P < 0. 01;图 2 ),这表明

CRTC2- / -小鼠构建成功。
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以 C57BL / 6 小鼠为对照,CRTC2- / -小鼠的心电

图显示出 ST 段压低,提示心肌细胞肥大,心肌相对

缺血。 超声图像显示,CRTC2- / -小鼠心功能变化明

显,表现为 CRTC2- / - 小鼠 LVEDD 和 LVESD 增加,
FS 和 EF 下降低,LVPWT、HW / TL 和 HW/ BW 增加

(P<0. 05 或 P<0. 01)。 与 WT 小鼠相比,CRTC2- / -

小鼠心脏体积明显增大(P<0. 05)。 Masson 染色显

示,与 WT 组小鼠相比,CRTC2- / -小鼠心脏组织胶原

纤维含量升高(P<0. 01)。 Western blot 结果显示,
与 WT 型小鼠相比,CRTC2- / - 小鼠的心脏组织中

ACTA1 和 BNP 蛋白的表达增加(P<0. 01;图 3)。
以上结果表明,CRTC2- / -小鼠发生心肌细胞肥大,心

功能显著降低。
2. 3　 CRTC2- / -小鼠心肌细胞明显发生铁死亡

RT-qPCR 结果显示,与对照组相比,ISO 组小鼠

ACSL4 mRNA 的 表 达 升 高, SLC7A11 和 GPX4
mRNA 的表达降低(P<0. 05 或 P<0. 01),提示 ISO
诱导的心肌细胞肥大小鼠心肌细胞发生铁死亡。
与 WT 小鼠相比,CRTC2- / -小鼠心肌铁离子含量升

高(P<0. 05)。 Western blot 结果显示,与 WT 小鼠

相比, CRTC2- / - 小 鼠 ACSL4 蛋 白 的 表 达 升 高,
SLC7A11 和 GPX4 蛋白的表达降低(P<0. 05 或 P<
0. 01;图 4)。 以上结果表明,CRTC2- / - 小鼠心肌细

胞肥大的发生可能与铁死亡有关。

图 1. ISO 诱导小鼠心肌细胞肥大及 CRTC2 表达上调

A 为小鼠超声心动图,B、C 和 D 分别为小鼠 EF、HW/ BW 和 HW/ TL 统计分析图,E 为 Western blot 检测小鼠心脏组织 ACTA1、
BNP 和 CRTC2 蛋白表达及其统计分析图。 n=3。 a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较。

Figure 1. ISO induced cardiomyocyte hypertrophy and upregulation of CRTC2 expression in mice

图 2. 小鼠心脏组织 CRTC2 的 mRNA 和蛋白表达

A 为 Western blot 检测小鼠心脏组织 CRTC2 蛋白表达及其统计分析图,B 为 RT-qPCR 检测小鼠心脏组织 mRNA 表达。
n=3。 a 为 P<0. 01,与对照组比较。

Figure 2. The expression of CRTC2 mRNA and protein in mice cardiac tissue
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图 3. CRTC2 敲除促进小鼠心肌细胞肥大

A 为小鼠心电图(Ⅱ导联),B 为小鼠超声心动图,C-I 为小鼠 LVEDD、LVESD、FS、EF、LVPWT、HW/ TL 及 HW/ BW 统计分析图,
J 为小鼠心脏整体形态和大小,K 为心脏组织 Masson 染色及其统计分析图(Bar=150 μm),L 为 Western blot 检测小鼠心脏组织 ACTA1 和

BNP 蛋白表达及其统计分析图。 n=3。 a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较。

Figure 3. CRTC2 knockout promoted cardiomyocyte hypertrophy in mice

图 4. CRTC2 敲除促进小鼠心肌细胞铁死亡

A 为 RT-qPCR 检测小鼠心脏组织铁死亡相关指标 mRNA 表达,B 为铁离子含量检测,C 为 Western blot 检测小鼠心脏组织中 ACSL4、
SLC7A11 和 GPX4 蛋白表达及其统计分析图。 n=3。 a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较。

Figure 4. CRTC2 knockout promoted cardiomyocyte ferroptosis in mice

2. 4　 Ferrostatin-1 抑制 ISO 诱导的心肌细胞肥大

为了进一步验证心肌细胞肥大与铁死亡的关系,
使用 ISO(25 mg / L)联合铁死亡抑制剂 Ferrostatin-1
(Fer-1,10 μmol / L)处理 H9c2 细胞,并将细胞分为 3
组:对照组、ISO 组和 ISO+Fer-1 组。 Western blot 结

果显示,与对照组相比,ISO+Fer-1 组 CRTC2 蛋白的

表达降低(P<0. 05);与 ISO 组相比,ISO+Fer-1 组

CRTC2 蛋白的表达无明显变化,ACTA1 和 BNP 蛋

白的表达降低(P<0. 01),心肌细胞表面积减少(P<
0. 01)。 与 ISO 组相比,ISO+Fer-1 组 ACSL4 蛋白的
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表达降低,SLC7A11 和 GPX4 蛋白的表达升高(P<
0. 05 或 P<0. 01;图 5)。 以上结果表明,抑制铁死亡

可以减轻 ISO 诱导的心肌细胞肥大。

图 5. Fer-1减轻 ISO 诱导的 H9c2 细胞肥大和铁死亡

A 为 Western blot 检测 H9c2 细胞中 CRTC2、ACTA1 和 BNP 蛋白表达及其统计分析图(n=3),B 为 WGA 染色检测 H9c2 细胞表面积及其

统计分析图(n=8,Bar=50 μm),C 为 Western blot 检测 H9c2 细胞中 ACSL4、SLC7A11 和 GPX4 蛋白表达及其统计分析图(n=3)。
a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较;c 为 P<0. 05,d 为 P<0. 01,与 ISO 组比较。

Figure 5. Fer-1 alleviated ISO induced hypertrophy and ferroptosis in H9c2 cells

2. 5　 CRTC2 过表达减轻 ISO 诱导的心肌细胞肥大

为了进一步探究 CRTC2 是否可以调控心肌细

胞肥大,构建了 CRTC2 过表达的 H9c2 细胞模型,并
将细胞分为 3 组: ISO 组、 LV-NC + ISO 组和 LV-
CRTC2+ISO 组。 WGA 染色结果显示,与 ISO 组相

比,LV-CRTC2+ISO 组细胞表面积减少(P<0. 01)。
Western blot 结果显示,与 ISO 组相比,LV-CRTC2+ISO
组 ACTA1 和 BNP 蛋白的表达降低(P<0. 05;图 6)。
2. 6　 CRTC2 过表达减轻 ISO 诱导的 H9c2 细胞铁

死亡

为了探究过表达 CRTC2 是否可以减轻心肌细

胞铁死亡,检测了 ISO 诱导的过表达 CRTC2 的

H9c2 细胞铁死亡相关蛋白的表达、铁离子和 ROS

含量。 Western blot 结果显示,与 ISO 组相比,LV-
CRTC2+ ISO 组 ACSL4 蛋白的表达降低,SLC7A11
和 GPX4 蛋白的表达升高(P<0. 05 或 P<0. 01)。 荧

光显微镜观察结果显示,与 ISO 组相比,LV-CRTC2+
ISO 组 ROS 和铁离子含量降低 (P < 0. 05 或 P <
0. 01;图 7)。 以上结果说明,过表达 CRTC2 可以在

一定程度上减轻 H9c2 细胞铁死亡的发生。

3　 讨　 论

病理性心肌细胞肥大是高血压、冠心病和瓣膜

病等多种心血管疾病进展中的代偿性改变[22],同时

也是心血管事件发生和发展的独立危险因素[23]。
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图 6. CRTC2 过表达减轻 ISO 诱导的 H9c2 细胞肥大

A 为荧光检测 H9c2 细胞经 CRTC2 慢病毒空载体和慢病毒感染情况(n=3,Bar=750 μm),B 为 RT-qPCR 检测 CRTC2 mRNA 表达及其

统计分析图(n=3),C 为 WGA 染色检测 H9c2 细胞表面积及其统计分析图(n=8,Bar=50 μm),D 为 Western blot 检测 H9c2 细胞中

ACTA1 和 BNP 蛋白表达及其统计分析图(n=3)。 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,c 为 P<0. 01,与 ISO 组比较。

Figure 6. Overexpression of CRTC2 alleviated ISO induced hypertrophy in H9c2 cells

若病理性刺激持续存在,最终可能导致心力衰竭或

心源性猝死[24]。 因此,探索病理性心肌细胞肥大的

调控机制对心血管疾病的早期防治具有重要意义。
CRTC2 是一种关键的蛋白质编码基因,作为反

应元件结合蛋白的重要转录共激活因子,可以增强

CREB 的转录活性,调控下游靶基因的表达,参与多

种细胞过程[15]。 为探究 CRTC2 在心肌细胞肥大中

的作用,首先,以腹腔注射 ISO 构建心肌细胞肥大小鼠

模型,发现 CRTC2 的表达上调。 随后,利用 CRTC2-/ -

小鼠进行长期观察,发现 12 月龄 CRTC2- / -小鼠心功

能降低,表现为 EF 降低、LVPWT 增厚、HW / BW 升

高。 此外,心肌细胞肥大相关蛋白 ACTA1、BNP 和

HW/ TL 的表达增加,提示 CRTC2 敲除可促进心肌

细胞肥大的发生。
近年研究表明,铁死亡在心血管疾病的发生发

展中扮演着关键角色。 CRTC2 的转录共激活因子

PPARα 已被证实能够减轻铁过载诱导的小鼠肝脏

铁死亡程度[16,25]。 一项基于人群的研究显示,血清

铁水平与心力衰竭风险呈显著正相关[26]。 此外,混
合谱系激酶 3 作为 MAP3K 的家族成员,可通过诱

导细胞焦亡和铁死亡加剧心肌细胞肥大和纤维化

进程[27]。 这些发现共同表明,铁死亡可能是调控心

肌细胞肥大的一个重要机制。 CRTC2 敲除是否通

过促进铁死亡导致心肌细胞肥大? 为验证这一假

设,本研究首先检测了 CRTC2- / -小鼠心脏组织的铁

死亡和心肌细胞肥大相关指标,结果发现,与野生

型小鼠相比,CRTC2- / -小鼠心脏组织发生了铁死亡

和心肌细胞肥大。
为了深入探究 CRTC2 与铁死亡以及心肌细胞

肥大的关联,本研究通过 ISO 诱导 H9c2 细胞构建

了心肌细胞肥大模型,并设立了 ISO 与 Fer-1 共同

作用的实验组。 结果发现, 在 Fer-1 的作用下,
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图 7. CRTC2 过表达减轻 ISO 诱导的 H9c2 细胞铁死亡

A 为 Western blot 检测细胞中 ACSL4、SLC7A11 和 GPX4 蛋白表达及其统计分析图,B 为 H9c2 细胞中 ROS 含量及其

统计分析图(Bar=150 μm),C 为铁离子含量检测。 n=3。 a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与 ISO 组比较。

Figure 7. Overexpression of CRTC2 alleviated ISO induced ferroptosis in H9c2 cells

CRTC2 的表达未见显著变化,然而心肌细胞肥大和

铁死亡现象均得到了明显缓解。 此外,通过构建

CRTC2 过表达的大鼠心肌细胞模型,发现过表达

CRTC2 能够减轻由 ISO 诱导的心肌细胞肥大和铁

死亡。 这些结果表明,CRTC2 在铁死亡的上游调控

中扮演着重要角色,抑制铁死亡的发生有助于缓解

心肌细胞肥大。
综上所述,本研究表明 CRTC2 敲除可以诱导小

鼠心肌细胞肥大的发生,并且这种心肌细胞肥大与

铁死亡有关,铁死亡可能是 CRTC2 调控心肌细胞肥

大的关键下游机制。 这一发现为心肌细胞肥大的

病理生理进程提供了新的思路。
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