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　　［摘要］　目的　探讨 ＮＥＤＤ４在心肌细胞慢性缺氧适应过程中的作用及其可能的机制。方法　
①收集手术矫正的先心病患儿３２例，其中紫绀型先心病１８例，非紫绀型先心病１４例。取术中切除的
右室流出道心肌组织作为标本，用免疫组化染色检测ＮＥＤＤ４在心肌细胞中表达的分布，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测ＮＥＤＤ４在心肌组织中的表达情况；②将Ｈ９ｃ２心肌细胞分为常氧组、慢性缺氧组和阳性对照组，其中
慢性缺氧组又分为对照组、空白转染组和干扰转染组，设计合成以心肌细胞 ＮＥＤＤ４基因为靶标的
ｓｉＲＮＡ，通过阳离子脂质体将合成的ｓｉＲＮＡ转染至Ｈ９ｃ２心肌细胞中，常氧培养（７４％ Ｎ２，５％ ＣＯ２，２１％
Ｏ２）４８ｈ后开始对慢性缺氧组心肌细胞进行缺氧刺激（９４％ Ｎ２，５％ ＣＯ２，１％ Ｏ２），缺氧刺激７２ｈ后
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＥＤＤ４、ｐＡＭＰＫ表达水平变化，流式细胞术检测缺氧刺激所致心肌细胞损伤情况。
结果　①紫绀组患儿术前血氧饱和度明显低于非紫绀组（Ｐ＜０．０５）；免疫组化染色结果显示ＮＥＤＤ４主
要分布于心肌细胞质中；与非紫绀组相比，紫绀组患儿心肌组织中 ＮＥＤＤ４表达水平显著下降［ＮＥＤＤ４／
βａｃｔｉｎ条带灰度比值：非紫绀组（０．７２±０．０７）；紫绀组（０．４２±０．０６），Ｐ＜０．０５］；②与常氧组相比，对
照组心肌细胞死亡比例显著增加（Ｐ＜０．０５）；但干扰 ＮＥＤＤ４表达后，缺氧所致心肌细胞损伤比例降低
（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与空白转染组相比，干扰转染组 ＡＭＰＫ磷酸化水平显著增加
［ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ条带灰度比值：空白转染组（０．２１±０．０１），干扰转染组（０．８８±０．０４），Ｐ＜０．０５］。
结论　ＮＥＤＤ４可能通过调控ＡＭＰＫ活性参与慢性缺氧情况下心肌细胞代谢的适应调节。
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　　［中图法分类号］　Ｒ３２２．１１；Ｒ３６３．２７；Ｒ３６４．４ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１２７０２２８，８１３７０００４）
［通信作者］　肖颖彬，Ｅｍａｉｌ：ｘｉａｏｙｂ＠ｖｉｐ．ｓｉｎａ．ｃｏｍ
［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１５０４１０．１５０７．０１４．ｈｔｍｌ（２０１５０４１０）

ＮＥＤＤ４ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓｉｎｍｙｏｃａｒｄｉａｌａｄａｐｔａｔｉｏｎｔｏｃｈｒｏｎｉｃｈｙｐｏｘｉａｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ＡＭＰＫ
ＪｕＳｈｅｎｇｊｉｅ，ＬｉＴｉａｎｂｏ，ＪｉａｎＺｈａｏ，ＭａＲｕｉｙａｎ，ＬｉＪｉｎｇｗｅｉ，ＪｉａＷｅｉｋｕｎ，ＴａｎｇＦｕｑｉｎ，ＸｉａｏＹｉｎｇｂｉｎ（Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆ
ＣａｒｄｉａｃＳｕｒｇｅｒｙ，ＸｉｎｑｉａｏＨｏｓｐｉｔａｌ，ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３７，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆｎｅｕｒｏｎａｌｐｒｅｃｕｒｓｏｒｃｅｌｌｅｘｐｒｅｓｓｅｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｌｙ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ４（ＮＥＤＤ４）ｉｎｍｙｏｃａｒｄｉａｌａｄａｐｔａｔｉｏｎｔｏｃｈｒｏｎｉｃｈｙｐｏｘｉａａｎｄｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ①Ａｔｏｔａｌｏｆ３２ｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅｓ［ｃｙａｎｏｔｉｃ（ｎ＝１８）ｏｒａｃｙａｎｏｔｉｃ
ｃａｒｄｉａｃｄｅｆｅｃｔｓ（ｎ＝１４）］ａｄｍｉｔｔｅｄｉｎｏｕｒｉｎｓｔｉｔｕｔｅｗｅｒｅｒｅｃｒｕｉｔｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ．Ｔｈｅｉｒｔｉｓｓｕｅｓａｍｐｌｅｓｏｆｔｈｅ
ｒｉｇｈｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｍｙｏｃａｒｄｉｕｍｔａｋｅｎｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙａｆｔｅｒａｏｒｔｉｃｃｌａｍｐｉｎｇｗｅｒｅｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＥＤＤ４ｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌａｓｓａｙａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
② Ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｕｎｄｅｒｎｏｒｍｏｘｉｃｏｒｈｙｐｏｘｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎ．Ｔｈｅｈｙｐｏｘｉｃｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ
ＮＥＤＤ４ｓｉＲＮＡｂｙＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＲＮＡｉＭＡＸＲｅａｇｅｎｔｔｏｋｎｏｃｋｄｏｗｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＥＤＤ４．Ｔｈｅｃｅｌｌｓ
ｗｉｔｈｏｕｔｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｎｏｎｔａｒｇｅｔｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡｓｅｒｖｅｄａｓｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｎｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅ
ｃｕｌｔｕｒｅｄｕｎｄｅｒｎｏｒｍｏｘｉａ（７４％ Ｎ２，５％ ＣＯ２ａｎｄ２１％ Ｏ２）ｆｏｒ４８ｈｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｈｙｐｏｘｉａ（９４％ Ｎ２，５％ ＣＯ２

１９８
第３７卷第９期
２０１５年５月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．９
Ｍａｙ１５　２０１５



ａｎｄ１％ Ｏ２）ｆｏｒ７２ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＮＥＤＤ４ａｎｄｐｈｏｓｐｈｏＡＭＰＫ ａｎｄｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｄａｍａｇｅｄｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　
① Ｃｙａｎｏｔｉｃｃｈｉｌｄｒｅｎｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｏｘｙｇｅｎｓａｔｕｒａｔｉｏｎｔｈａｎｎｏｎｃｙａｎｏｔｉｃｇｒｏｕｐｂｅｆｏｒｅｓｕｒｇｅｒｙ（Ｐ＜
００５）．ＮＥＤＤ４ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｍａｉｎｌｙｌｏｃａｔｅｄｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍ．Ａｎｄｉｔｓｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｌｏｗｅｒｉｎｔｈｅ
ｃｙａｎｏｔｉｃｃｈｉｌｄｒｅｎｔｈａｎｔｈｅａｃｙａｎｏｔｉｃｏｎｅｓ（０．４２±０．０６ｖｓ０．７２±０．０７，Ｐ＜０．０５）．② Ｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆ
ｄｅａｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｗａｓｌａｒｇｅｒｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｈｙｐｏｘｉａｔｈａｎｔｈｏｓｅｕｎｄｅｒｎｏｒｍｏｘｉｃｃｕｌｔｕｒｅ（Ｐ＜０．０５）．Ｂｕｔ
ＮＥＤＤ４ｓｉＲＮＡｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｙｐｏｘｉａ（Ｐ＜０．０５）．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｐＡＭＰＫｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｔｈａｎｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｅｌｌｓ（０．８８±０．０４
ｖｓ０．２１±０．０１，Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＮＥＤＤ４ｍａｙｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｉｎｍｙｏｃａｒｄｉａｌａｄａｐｔａｔｉｏｎｔｏｃｈｒｏｎｉｃ
ｈｙｐｏｘｉａｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＡＭＰＫ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｎｅｕｒｏｎａｌｐｒｅｃｕｒｓｏｒｃｅｌｌｅｘｐｒｅｓｓｅｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ４；ａｄｅｎｏｓｉｎｅ５

ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ；ａｄａｐｔａｔｉｏｎｔｏｃｈｒｏｎｉｃｈｙｐｏｘｉａ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１２７０２２８，８１３７０００４）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＸｉａｏＹｉｎｇｂｉｎ，Ｅｍａｉｌ：
ｘｉａｏｙｂ＠ｖｉｐ．ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　　慢性缺氧是多种心脏疾病的共同病理生理过程。
临床常见的包括紫绀型先天性心脏病、冠状动脉粥样

硬化性心脏病、代偿性心肌肥厚、高原性心脏病等。慢

性缺氧可引起心肌在组织、细胞、分子水平一系列的适

应性代偿反应，对心肌产生一定的保护作用［１］。其

中，心肌细胞的能量代谢调节是心肌慢性缺氧适应的

重要部分，深入研究慢性缺氧过程中心肌细胞能量代

谢调节分子机制对指导慢性缺氧性心脏病的临床治疗

具有重要意义。

　　腺苷酸活化蛋白激酶（Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ５ｍｏｎｏｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）是一种在真核细
胞中广泛存在的丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，被认为是能
量代谢调节的关键分子。但是，既往针对 ＡＭＰＫ在心
肌细胞中活性调节方式的研究报道甚少，ＡＭＰＫ活性
调节的确切机制尚不清楚。神经前体细胞表达的发育

下调基因 ４（ｎｅｕｒｏｎａｌｐｒｅｃｕｒｓｏｒｃｅｌｌｅｘｐｒｅｓｓｅｄｄｅｖｅｌｏｐ
ｍｅｎｔａｌｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ４，ＮＥＤＤ４）是肿瘤抑制因子磷
酸酯酶与张力蛋白同源物（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍ
ｏｌｏｇ，ＰＴＥＮ）的泛素连接酶［２］，其结构中的 ＷＷ基序可
以通过磷酸化丝氨酸／苏氨酸残基识别底物并相互作
用［３］。Ｋａｌｉｎｉｃｈｅｎｋｏ等［４］发现，ＮＥＤＤ４可识别 ＡＭＰＫ
样蛋白激酶（ＭＡＫＶ）并参与其活性的调节。因此我
们推测：在心肌细胞中 ＮＥＤＤ４可能参与 ＡＭＰＫ活性
的调节。本研究将观察 ＮＥＤＤ４在慢性缺氧心肌标本
中的表达变化，采用 ｓｉＲＮＡ干扰技术建立 ＮＥＤＤ４低
表达细胞模型，检测干扰 ＮＥＤＤ４表达对心肌细胞慢

性缺氧耐受的影响及 ＡＭＰＫ活化水平的变化，旨在探
讨ＮＥＤＤ４对 ＡＭＰＫ活性的调控作用在心肌细胞慢性
缺氧适应中的作用。

１　材料与方法

１．１　临床病例与分组
　　研究经第三军医大学新桥医院伦理委员会批准，
在术前争得患儿家属同意并签署知情同意书。以入院

后我科复查的心脏多普勒彩超为主要诊断标准，常温

环境不吸氧１ｈ以上测四肢血压和血氧饱和度。纳入
标准：非紫绀组，平均血氧饱和度＞９５％且四肢血氧饱
和度差异≤２％，临床诊断为室间隔缺损合并右室流出
道狭窄（ＶＳＤ＋ＲＶＯＳ），术中行室间隔缺损修补术加右
室流出道疏通术；紫绀组，平均血氧饱和度＜８５％且四
肢血氧饱和度差异≤２％，临床诊断为法洛四联症
（ＴＯＦ）或右室双出口（ＤＯＲＶ），需要行右室流出道疏
通术。排除标准：患儿合并其他心脏畸形、多次行心脏

矫治手术及其他系统疾病。根据以上标准，入选２０１３
年１月至２０１４年１月在本科行手术治疗的先心病患
儿３２例，入组患儿资料见表１。
１．２　实验试剂
　　Ｈ９ｃ２心肌细胞株（购自 ＡＴＣＣ细胞库，并由本实
验室冻存保育），ＤＭＥＭ高糖培养基（Ｇｉｂｃｏ），胎牛血
清（Ｇｉｂｃｏ），双抗（ＨｙＣｌｏｎｅ），胰酶（Ｓｉｇｍａ），ＰＢＳ（中杉
金桥），ＲＩＰＡ裂解液（碧云天），ＤＴＴ（碧云天），ＰＭＳＦ
（碧云天），蛋白磷酸酶抑制剂（碧云天），ＢＣＡ试剂盒

表１　３２例紫绀组与非紫绀组患儿临床资料
组别 ｎ 女／男 年龄（月） 临床诊断 血氧饱和度（％，珋ｘ±ｓ） 血红蛋白（ｇ／Ｌ，珋ｘ±ｓ） 射血分数［（珋ｘ±ｓ）％］

非紫绀组 １４ ８／６ ２５．４±３．８ ＶＳＤ＋ＲＶＯＳ ９７．６±２．５ １２９．４±３．１ ６６．７±２．１
紫绀组 １８ ９／９ ２０．４±４．３ ＴＯＦ、ＤＯＲＶ ７９．３±３．０ａ １３４．３±２．５ ６４．０±３．１

ａ：Ｐ＜０．０５，与非紫绀组比较
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（碧云天），ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液（５×，碧云
天），ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶（自配），ＢＳＡ封闭液（碧云天），
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳液（自配），Ｗｅｓｔｅｒｎ转膜液（自配），
ＴＢＳＴ缓冲液（自配），ＰＶＤＦ膜（Ｗｈａｔｍａｎ），ＰａｇｅＲｕｌｅｒ
预染蛋白（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ），ＡＭＰＫα抗体（兔抗人，
ＣＳＴ），ＰｈｏｓｐｈｏＡＭＰＫα抗体（兔抗人，ＣＳＴ），ＮＥＤＤ４抗
体（兔抗人，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），βａｃｔｉｎ抗体（兔抗人，博奥森），
ＨＲＰ标记的ＩｇＧ（山羊抗兔，中杉金桥），ＯｐｔｉＭＥＭＭｅ
ｄｉｕｍ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＲＮＡｉＭＡＸＲｅａｇｅｎｔ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），ＳｔｅａｌｔｈＲＮＡｉＴＭＰｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄｓｉＲＮＡ（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ），ＳｔｅａｌｔｈＲＮＡｉ ＮｅｇａｔｉｖｅＣｏｎｔｒｏｌＤｕｐｌｅｘｅｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ），ＢＬＯＣＫｉＴＴＭＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ＲｅｄＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔＣｏｎｔｒｏｌ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ双染（ＢＤ）等。
１．３　方法
１．３．１　标本的采集　　常规麻醉、胸骨正中切口开胸
建立体外循环，取手术中切除的右室流出道心肌组织

作为标本，将标本分为两部分，一部分立刻放入液氮中

冻存，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＮＥＤＤ４表达，另一部分放入
１０％福尔马林固定，免疫组化检测ＮＥＤＤ４蛋白在心肌
细胞中的分布。

１．３．２　免疫组化检测ＮＥＤＤ４在心肌细胞中的定位　
　心肌组织固定后用石蜡包埋，常规切片４μｍ厚度，
一抗为兔抗人 ＮＥＤＤ４抗体，稀释浓度为１∶５００，二抗
为生物素标记的ＨＲＰ山羊抗兔ＩｇＧ抗体，具体步骤按
照试剂盒说明书操作，显微镜观察 ＮＥＤＤ４在心肌中
的定位及其密度变化。

１．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测心肌组织 ＮＥＤＤ４表达变化
　　在液氮中取出冻存的心肌组织，取１００ｍｇ研碎并
溶解于 ＳＤＳ裂解液中制成匀浆，冰上裂解３０ｍｉｎ后，
离心（ｒ＝１０ｃｍ，１２０００ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ，４℃）后取上清
液，运用ＢＣＡ试剂盒检测蛋白质含量。各标本取等量
蛋白质样品沸水浴５ｍｉｎ后，加入８％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶
中进行电泳，湿转法将蛋白质转印至 ＰＶＤＦ膜上，用
５％ ＢＳＡ室温封闭１ｈ。加入一抗缓冲液（ＮＥＤＤ４抗
体 １∶５０００），４℃摇床过夜，ＴＢＳＴ漂洗５ｍｉｎ×３遍，
以βａｃｔｉｎ为内参，室温二抗（ＨＲＰ标记的山羊抗兔
ＩｇＧ１∶１０００）封闭１ｈ，ＴＢＳＴ漂洗５ｍｉｎ×３遍，化学发
光后显影，测定目的条带和内参条带的灰度值，将目的

条带和内参条带的灰度值的比值作为目的蛋白的相对

表达含量。

１．３．５　细胞培养与转染　　用含有８％胎牛血清的
高糖ＤＭＥＭ培养基培养 Ｈ９ｃ２心肌细胞于３７℃、５％
ＣＯ２培养箱中。将Ｈ９ｃ２心肌细胞分为常氧组、慢性缺
氧组和阳性对照组，慢性缺氧组再分为对照组、空白转

染组和干扰转染组，采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＲＮＡｉＭＡＸ
Ｒｅａｇｅｎｔ转染ｓｉＲＮＡ至慢性缺氧组和阳性对照组心肌
细胞中（其中阳性对照组转染的 ｓｉＲＮＡ带有荧光片

段，主要用于检测转染试剂的转染效率），具体步骤按

说明书操作，转染后置入常氧箱（７４％ Ｎ２，５％ ＣＯ２，
２１％ Ｏ２）培养４８ｈ，荧光显微镜观察阳性对照组心肌
细胞检测转染效率，同时将缺氧组心肌细胞置入缺氧

箱（９４％ Ｎ２，５％ ＣＯ２，１％ Ｏ２）继续培养７２ｈ后收集细
胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＥＤＤ４、ｐＡＭＰＫ表达量变化，流
式细胞术检测心肌细胞损伤比例。

１．３．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＮＥＤＤ４、ｐＡＭＰＫ表达量变
化　　取出培养板后吸出培养液，用预冷的 ＰＢＳ漂洗
３遍，加入ＲＩＰＡ裂解液，置冰上３０ｍｉｎ后收集细胞裂
解液，离心（ｒ＝１０ｃｍ，１２０００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ，４℃）后取
上清，ＢＣＡ法测蛋白浓度，与 ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓
冲液（５×）按４∶１比例混合，取等量蛋白质样品沸水浴
５ｍｉｎ后上样，余下步骤同１．３．３。
１．３．７　流式细胞术检测　　收集上述处理后的各组
细胞，离心（ｒ＝１０ｃｍ，１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）弃取培养
液，加入预冷ＰＢＳ和ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ检测液重新悬浮
细胞，同时加入碘化丙啶染色液，轻轻摇匀，室温避光

孵育２０ｍｉｎ，随即进行流式细胞仪检测。
１．４　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，数值均以 珋ｘ±ｓ表示。
多组比较行单因素方差分析法，两两比较行 ＬＤＳ法，
两组比较行ｔ检验。

２　结果

２．１　人心肌组织中ＮＥＤＤ４表达的检测
　　免疫组化特异性染色结果显示，ＮＥＤＤ４蛋白表达
阳性染色呈棕褐色颗粒，发现ＮＥＤＤ４蛋白表达主要定
位于心肌细胞胞质中；与非紫绀组相比，紫绀组先心病

患儿心肌组织中ＮＥＤＤ４蛋白表达量显著降低（图１）。

!

"

Ａ：非紫绀组；Ｂ：紫绀组
图１　２组先心病患儿免疫组化检测ＮＥＤＤ４蛋白在慢性

缺氧心肌中表达　（ＳＡＢＣ×４００）

２．２　人慢性缺氧心肌组织中ＮＥＤＤ４蛋白表达水平的
变化

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测人心肌组织中 ＮＥＤＤ４蛋白表
达，其特异性条带见图２。与非紫绀组相比，紫绀组先
心病患儿心肌细胞中 ＮＥＤＤ４蛋白表达水平显著降低
［ＮＥＤＤ４／βａｃｔｉｎ条带灰度比值：非紫绀组（０．７２±
００７），紫绀组（０．４２±０．０６），Ｐ＜００５］。

３９８
第３７卷第９期
２０１５年５月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．９
Ｍａｙ１５　２０１５



! " # $ % &

'())$!!!%!!*

#

"!

!"+,-./!$"!!*

#

"!

１～３：非紫绀组；４～６：紫绀组
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２组先心病患儿心肌组织中

ＮＥＤＤ４蛋白表达

２．３　干扰ＮＥＤＤ４表达对ＡＭＰＫ磷酸化水平的影响
　　ｓｉＲＮＡ转染至 Ｈ９ｃ２心肌细胞的转染效率见图
３Ａ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＮＥＤＤ４蛋白表达特异性条带见
图３Ｂ。成功转染ｓｉＲＮＡ的Ｈ９ｃ２心肌细胞（红色荧光
细胞）约占总心肌细胞数（同一视野非荧光模式下观

察的细胞数）的９５％；与常氧组［ＮＥＤＤ４／βａｃｔｉｎ条带灰
度比值（１．２０±０．０７），ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ条带灰度比值
（０．０８±０．０１）］相比，对照组ＮＥＤＤ４［ＮＥＤＤ４／βａｃｔｉｎ条
带灰度比值（０．６５±０．０２）］表达降低、ＡＭＰＫ磷酸化水
平［ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ条带灰度比值（０．２２±０．０２）］升高
（Ｐ＜０．０５）；与空白转染组［ＮＥＤＤ４／βａｃｔｉｎ条带灰度比
值（０．７０±０．０３），ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ条带灰度比值（０．２１±
００１）］相比，干扰转染组 ＮＥＤＤ４表达［ＮＥＤＤ４／βａｃｔｉｎ
条带灰度比值（０．１５±０．０１）］降低、ＡＭＰＫ磷酸化水
平［ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ条带灰度比值（０．８８±０．０４）］升
高（Ｐ＜０．０５）；对照组与空白转染组相比，ＮＥＤＤ４表
达和ＡＭＰＫ磷酸化水平无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。
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Ａ：荧光显微镜观察成功转染的心肌细胞数占总细胞数的
比例（×２００）；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组心肌细胞 ＮＥＤＤ４、
ｐＡＭＰＫ表达　１：常氧组；２：对照组；３：空白转染组；４：干
扰转染组

图３　干扰ＮＥＤＤ４表达对ＡＭＰＫ磷酸化水平的影响

２．４　流式细胞术检测心肌细胞凋亡结果
　　流式细胞术结果见图４，以损伤细胞比例（％）＝
Ｑ２（晚凋细胞＋坏死细胞）＋Ｑ３（早凋细胞）评价心肌
细胞损伤水平。常氧组１１．６２％，对照组２４．７２％，空
白转染组２６．１５％，干扰转染组１２．５８％。
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Ａ：常氧组；Ｂ：对照组；Ｃ：空白转染组；Ｄ：干扰转染组
图４　流式细胞术检测干扰ＮＥＤＤ４表达后各组心肌细胞凋亡

３　讨论

　　慢性缺氧是很多心脏疾病共同的病理生理过程。
心肌细胞长期面对缺氧刺激，会产生一系列的适应性

代偿反应，其主要的分子机制包括 ＡＴＰ敏感性钾通道
激活、活性氧增加、一氧化氮生成增加及蛋白激酶 Ｃ、
丝裂原活化蛋白激酶等蛋白激酶的活化等［５］。另外，

缺氧诱导因子１稳定性的增加和促红细胞生成素水平
的升高亦是心肌慢性缺氧适应的重要方面［６－８］，但能量

代谢调节仍是心肌细胞慢性缺氧适应的重要方面。

　　ＡＭＰＫ是能量代谢调节的关键分子，ＮＥＤＤ４作为
可识别磷酸化丝氨酸／苏氨酸残基的泛素连接酶，可能
通过调节 ＡＭＰＫ活性参与能量代谢调控。我们观察
到，ＮＥＤＤ４蛋白表达主要定位于心肌细胞胞质中，与
非紫绀型先心病患儿相比，紫绀型先心病患儿心肌组

织中 ＮＥＤＤ４蛋白表达降低（图 ２）。为进一步验证
ＮＥＤＤ４表达下降在心肌慢性缺氧适应过程中的作用，
我们转染ｓｉＲＮＡ至 Ｈ９ｃ２心肌细胞干扰 ＮＥＤＤ４表达
并进行缺氧刺激，流式细胞术检测细胞凋亡结果显示，

与常氧组相比，缺氧组心肌细胞死亡比例显著增加；但

干扰ＮＥＤＤ４表达后，缺氧所致心肌细胞损伤比例降
低（图４），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，随着 ＮＥＤＤ４表
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达水平的降低，ｐＡＭＰＫ水平显著增强，但ＡＭＰＫ表达
水平无明显变化（图３），这说明ＮＥＤＤ４对ＡＭＰＫ活性
的调节可能是磷酸化依赖性的。因此，我们认为

ＮＥＤＤ４表达降低可增强心肌细胞的缺氧耐受，其可能
机制是ＮＥＤＤ４表达的下调增强了ＡＭＰＫ活化水平。
　　既往研究已经证实，慢性缺氧会导致机体三磷酸
腺苷（ＡＴＰ）合成减少，并影响其他的代谢过程［９－１０］，

活化的 ＡＭＰＫ可通过调节糖类、脂质、蛋白质等大分
子物质的代谢过程而增加心肌细胞能量的生成［１１］。

ＡＭＰＫ亦能通过促进 ＰＧＣ１α磷酸化途径增加慢性缺
氧时心肌细胞线粒体生物合成［１２－１３］，导致线粒体绝对

数量增加，提高对有限氧的利用效率，为维持心肌细胞

的正常功能提供能量。在棕色脂肪组织 ＡＭＰＫ受到
Ｃｉｄｅａ介导的泛素化作用降解［１４］，ＡｌＨａｋｉｍ等［１５］发现

在 ＨＥＫ２９３细胞中 ＡＭＰＫ蛋白激酶 ＮＵＡＫ１和
ＭＡＲＫ４受到去泛素化酶 ＵＳＰ９Ｘ的调节，泛素化系统
在 ＡＭＰＫ的活性调节中的作用开始被人们逐步地重
视。本研究证实了 ＮＥＤＤ４对 ＡＭＰＫ活性的调控作
用。但在慢性缺氧心肌细胞中，ＮＥＤＤ４蛋白本身受到
哪些因素的调节以及 ＮＥＤＤ４调控 ＡＭＰＫ活性的确切
信号通路尚不完全清楚。进一步研究在慢性缺氧过程

中ＮＥＤＤ４对细胞代谢调节的具体机制，可为改善慢
性缺氧性心脏病的临床治疗提供新的策略。
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