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组织蛋白酶Ｋ在酒精性心肌病小鼠心功能不全中的作用及其损伤机制研究
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　　［摘要］　目的　探讨组织蛋白酶 Ｋ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎＫ，ＣａｔＫ）在酒精性心肌病（ａｌｃｏｈｏｌｉｃｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，
ＡＣＭ）小鼠心功能不全中的作用及其损伤机制。方法　４８只８周龄 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠按随机数字表
法分为对照组（ｎ＝１２，等热量麦芽糖糊精对照液体饲料喂养）和模型组（ｎ＝３６，４％乙醇 ＬｉｅｂｅｒＤｅＣａｒｌｉ
液体饲料喂养）。８周后，以超声心动图心脏收缩功能下降的模型组小鼠为 ＡＣＭ，按随机数字表法分
为：ＡＣＭ组、ｓｈＮＣ组、ｓｈＣａｔＫ组，每组１２只。分别向 ｓｈＮＣ组和 ｓｈＣａｔＫ组小鼠鼠尾静脉注射１×１０９

ｖｇ（１００μＬ）ＳｃｒａｍｂｌｅｓｈＲＮＡ和ＣａｔＫｓｈＲＮＡ的重组腺病毒。在第１２周末，采用Ｍ型超声心动图测量心
功能。免疫组织化学检测ＣａｔＫ和Ｎｏｘ４蛋白表达。体外实验以Ｈ９ｃ２心肌细胞为研究对象，评价ＣａｔＫ
ｓｈＲＮＡ介导的ＣａｔＫ沉默对乙醇诱导的心肌细胞损伤的影响。采用蛋白质印迹法分析 ＡＭＰＫ／Ｎｏｘ４信
号通路蛋白表达；采用流式细胞仪分析 Ｈ９ｃ２细胞凋亡情况。应用荧光染料二氢乙胺测定小鼠心肌组
织和体外培养的Ｈ９ｃ２细胞的活性氧水平。结果　ＡＣＭ组心肌细胞表面积，心肌纤维化面积，心肌组织
中ＣａｔＫ、Ｎｏｘ４蛋白表达和超氧化物的产生均较对照组显著增加（Ｐ＜０．０５）。与ＡＣＭ组相比，ｓｈＣａｔＫ组
心肌细胞表面积，心肌纤维化面积，心肌组织中ＣａｔＫ、Ｎｏｘ４蛋白表达和超氧化物的产生均显著降低（Ｐ＜
０．０５）。体外结果显示，随着暴露于乙醇中的时间不断延长，Ｈ９ｃ２细胞中 ＣａｔＫ蛋白表达不断增加（Ｐ＜
０．０５）。ＣａｔＫ抑制处理显著降低了Ｈ９ｃ２细胞凋亡和氧化应激水平（Ｐ＜０．０５），并上调了ＡＭＰＫ磷酸化
（Ｐ＜０．０５），进而导致Ｎｏｘ４蛋白、纤维细胞胶原ＣＯＬ１和ＴＧＦβ表达降低（Ｐ＜０．０５）。结论　ＣａｔＫ参与
ＡＣＭ小鼠心功能不全的病理过程，其机制与促进ＡＭＰＫ／Ｎｏｘ４信号通路介导的氧化应激有关。
　　［关键词］　 组织蛋白酶Ｋ；小鼠；酒精性心肌病；心功能；ＡＭＰＫ／Ｎｏｘ４信号
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　　饮酒会导致严重的心血管并发症，尤其是酒精性

心肌病（ａｌｃｏｈｏｌｉｃｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＡＣＭ）。ＡＣＭ主要表

现为间质纤维化和心肌功能不全，最终演变为心力衰

竭［１］。虽然ＡＣＭ的确切机制尚不清楚，但目前认为

氧化应激在ＡＣＭ的发生发展中起着重要作用。大量

研究指出，饮酒引起的氧化应激增加了心肌纤维化，加

重了心功能损害［２］。在心肌纤维化期间，心肌胶原含

量增加。研究发现，在病理条件下，心肌胶原在正常水

平以上增加 ２～３倍会导致左室僵硬和功能障碍增

加［３］。组织蛋白酶 Ｋ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎＫ，ＣａｔＫ）是最有效的

哺乳动物胶原酶之一［４］，最近的证据表明，ＣａｔＫ参与

介导细胞蛋白质周转、胶原降解和细胞外基质重

塑［５］。此外，ＣａｔＫ在肥厚和衰竭心脏中的表达增加，

而敲除ＣａｔＫ可以减轻肥胖和压力超负荷相关的心功

能不全［６］。然而，ＣａｔＫ在 ＡＣＭ中的明确作用或潜在

机制仍不清楚。因此，本研究探讨 ＣａｔＫ抑制对 ＡＣＭ

引起的心脏结构和功能改变的作用及机制。

１　材料与方法

１．１　ＡＣＭ模型的建立
　　４８只８周龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠购自北京维通利
华实验动物技术有限公司［合格证编号：ＳＣＸＫ（京）
２０１６０００６］，置于温控室内、１２ｈ／１２ｈ的光／暗循环环
境下饲养。将小鼠按随机数字表法分为对照组（ｎ＝
１２，等热量麦芽糖糊精对照液体饲料喂养，南通特洛
菲饲料科技有限公司）和模型组（ｎ＝３６，４％乙醇
ＬｉｅｂｅｒＤｅＣａｒｌｉ液体饲料喂养，南通特洛菲饲料科技有限
公司）［７］。８周后，用 ＶＥＶＯ３１００超声系统（日本
Ｆｕｊｉｆｉｌｍｖｉｓｕａｌｏｎｉｃｓ公司）检测小鼠的心功能。以超声
心动图心脏收缩功能下降的模型组小鼠为 ＡＣＭ，将
ＡＣＭ小鼠分为：ＡＣＭ组、ｓｈＮＣ组、ｓｈＣａｔＫ组，每组
１２只。分别向ｓｈＮＣ组和ｓｈＣａｔＫ组小鼠鼠尾静脉注
射１×１０９ｖｇ（１００μＬ，生理盐水溶解）ＳｃｒａｍｂｌｅｓｈＲＮＡ
和ＣａｔＫｓｈＲＮＡ的重组腺病毒。表达 ＣａｔＫｓｈＲＮＡ的
重组腺病毒载体以及 ＳｃｒａｍｂｌｅｓｈＲＮＡ阴性对照由上
海吉玛制药技术有限公司设计并合成。重组腺病毒注
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射后４周处死小鼠，收集被处死小鼠的左心室心肌作
进一步实验。

１．２　超声心动图
　　在第８周末和第１２周末，小鼠用１．５％异氟醚麻
醉后进行经胸超声心动图检查。采用 Ｍ型超声心动
图测量以下心脏参数：射血分数、短缩分数、收缩期左

室后 壁 厚 度 （ｓｙｓｔｏｌｅｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅｐｏｓｔｅｒｉｏｒｗａｌｌ
ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，ＬＶＰＷｓ）、舒张期左室后壁厚度（ｄｉａｓｔｏｌｅｌｅｆｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｌｅｐｏｓｔｅｒｉｏｒｗａｌｌｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，ＬＶＰＷｄ）。
１．３　组织病理学和免疫组织化学
　　左心室心肌用４％多聚甲醛固定，乙醇梯度脱水，
石蜡包埋。制备４．５μｍ厚的组织切片。苏木精伊红
（ＨＥ）染色和Ｍａｓｓｏｎ三色染色评价心肌细胞横截面积
和心肌间质纤维化。将连续切片脱石蜡和再水化，然

后与抗 ＣａｔＫ（１∶２５０，英国 Ａｂｃａｍ公司）和 Ｎｏｘ４
（１∶２００，上海Ａｂｗａｙｓ公司）一起孵育过夜。然后在室
温下用二级抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）染色１ｈ。使
用ＣＸ３１显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）进行检查。
１．４　细胞培养
　　Ｈ９ｃ２小鼠心肌细胞系从上海生物化学与细胞生
物学研究所获得，接种在含有４．５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖、
１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００ｍｇ／ｍＬ链霉素
的高糖ＤＭＥＭ培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）中生长。为
了评价乙醇对 Ｈ９ｃ２细胞中 ＣａｔＫ蛋白表达的影响，将
Ｈ９ｃ２细胞暴露于不同时间（０、４、８、１６、２４和４８ｈ）的
乙醇中。为了评价 ＣａｔＫｓｈＲＮＡ介导的 ＣａｔＫ沉默对
酒精诱导的心肌细胞损伤的影响，将细胞接种于６孔
板上，转染 ＳｃｒａｍｂｌｅｓｈＲＮＡ或 ＣａｔＫｓｈＲＮＡ，将 Ｈ９ｃ２
分为 ４组：对照组（不含乙醇），乙醇组（含乙醇，
２００ｍｍｏｌ／Ｌ［８］），乙 醇 ＋ＳｃｒａｍｂｌｅｓｈＲＮＡ（ｓｈＮＣ，
１０ｎｍｏｌ／Ｌ）组和乙醇＋ＣａｔＫｓｈＲＮＡ（ｓｈＣａｔＫ，１０ｎｍｏｌ／Ｌ）
组。２４ｈ后收集细胞和培养基进行进一步实验。
１．５　蛋白质印迹分析
　　将上述处理的Ｈ９ｃ２细胞在含有磷酸酶和蛋白酶
抑制剂（美国ＭｅｒｃｋＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ公司）的细胞裂解缓冲
液（美国Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）中裂解，并通过
ＢＣＡＢｒａｄｆｏｒｄ蛋白分析试剂盒（上海 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司）
测定蛋白含量，然后将蛋白质与负载缓冲液混合并煮

沸 １０ｍｉｎ。用 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶分离等量提取物
（５０μｇ）并转移到硝化纤维素膜（美国 Ｂｉｏｒａｄ公司）。
用５％的脱脂奶粉封闭细胞膜２ｈ，然后在４℃下与抗
ＣａｔＫ（１∶１０００，英国 Ａｂｃａｍ公司）、Ⅰ型胶原（ＣＯＬ１，
１∶１０００，武汉 Ｂｏｓｔｅｒ公司）、转化生长因子β（ＴＧＦβ，

１∶１０００，武汉 Ｂｏｓｔｅｒ公司）、ＡＭＰＫ（１∶１０００，上海
Ａｂｗａｙｓ公司）、ｐＡＭＰＫ（１∶１０００，上海Ａｂｗａｙｓ公司）、
Ｎｏｘ４（１∶１０００，上海Ａｂｗａｙｓ公司）和βａｃｔｉｎ（１∶３０００，
上海Ａｂｗａｙｓ公司）孵育过夜。第２天，用适当的辣根
过氧化物酶结合二级抗体（１∶１００００，上海 Ａｂｗａｙｓ公
司）在室温下孵育 １ｈ。通过 Ｔａｎｏｎ５２００化学发光成
像系统（上海天能科技有限公司）观察免疫复合物。

１．６　流式细胞仪分析
　　应用ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒（江苏凯基
生物技术股份有限公司）进行流式细胞术检测 Ｈ９ｃ２
细胞凋亡。取处理后细胞，用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ和 ＰＩ双重染
色。然后用流式细胞仪（美国 ＢＤ公司）对细胞进行
分析。

１．７　ＭＤＡ、ＳＯＤ活性测定
　　用荧光染料二氢乙胺（ｄｉｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｕｍ，ＤＨＥ）测
定小鼠心肌组织和体外培养的 Ｈ９ｃ２细胞的活性氧
（ＲＯＳ）生成。将新鲜冷冻心肌切片和 Ｈ９ｃ２细胞在
３７℃下用ＤＨＥ（１０μｍ）孵育３０ｍｉｎ。在ＣＸ３１显微镜
下观察组织切片和细胞的荧光图像（激发 ５２０ｎｍ和
发射５９０ｎｍ）。使用试剂盒（中国南京建城生物工程
研究所）测定小鼠心肌组织中ＭＤＡ水平和ＳＯＤ活性。
１．８　统计学分析
　　使用ＳＰＳＳ２１．０进行统计分析，数据以 珋ｘ±ｓ表示。
采用非配对ｔ检验对两组数据进行分析。采用单因素
方差分析（ＡＮＯＶＡ）和Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ事后检验来确定多组
间的统计差异。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣａｔＫ在ＡＣＭ小鼠心功能不全中的作用
　　乙醇喂养１２周后，小鼠表现出明显的ＡＣＭ症状，
包括射血分数和缩短分数降低，并伴有左室后壁舒张

内径的增加（表 １）。ＨＥ染色和 Ｍａｓｓｏｎ染色显示，
ＡＣＭ组心肌细胞表面积和心肌纤维化面积较对照组
均显著增加（Ｐ＜０．０５），表明乙醇诱导心肌细胞肥大
（图１Ａ～Ｃ）。通过免疫组化检测 ＣａｔＫ在各组中的表
达情况。与对照组相比，ＡＣＭ组心肌组织中 ＣａｔＫ蛋
白显著增加（Ｐ＜０．０５），而 ｓｈＣａｔＫ治疗显著抑制了
ＡＣＭ小鼠心肌组织中 ＣａｔＫ蛋白表达（Ｐ＜０．０５，图
１Ｄ），并且显著降低了ＡＣＭ小鼠心肌细胞表面积和心
肌纤维化面积（Ｐ＜０．０５）。表明 ｓｈＣａｔＫ治疗显著减
轻了乙醇诱导的心功能不全，但对血液乙醇水平没有

影响，提示ｓｈＣａｔＫ对ＡＣＭ小鼠心脏保护作用并非归
因于血清乙醇的清除（表１）。
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表１　造模成功后各组小鼠经胸超声心动指标对比（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

指标 对照组 ＡＣＭ组 ｓｈＮＣ组 ｓｈＣａｔＫ组

心脏质量／体质量／ｍｇ·ｇ－１ ５．１６±０．３４ ６．２４±０．０７ａ ６．３５±０．０１ａ ５．４０±０．１６ｂ

心率／次·ｍｉｎ－１ ４５６±４　 ４３８±３　 ４３１±２　 ４５０±６　

射血分数（％） ６５．００±３．１７ ４０．３９±１．８６ａ ４０．０４±２．５１ａ ６７．７５±２．７２ｂ

缩短分数（％） ３５．１５±２．９０ １８．６４±１．３４ａ １８．８５±１．３２ａ ３７．０７±２．０７ｂ

左室质量／ｍｇ ５９．９０±２．８２ ８８．７６±２．９４ａ ８７．８０±３．５７ａ ６９．９５±２．７６ｂ

ＬＶＰＷｓ／ｍｍ １．１５±０．０２ １．０２±０．０７ １．００±０．０６ １．１７±０．０８

ＬＶＰＷｄ／ｍｍ ０．６５±０．０２ ０．７８±０．０２ａ ０．７８±０．０３ａ ０．６６±０．０３ｂ

血液酒精／ｍｇ·ｄＬ－１ － ３．３０±０．１７ ３．３６±０．１８ ３．２７±０．１５

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＡＣＭ组比较
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图１　ＣａｔＫ在ＡＣＭ小鼠心功能不全中的作用（ｎ＝６）

２．２　抑制ＣａｔＫ改善ＡＣＭ小鼠氧化应激
　　通过ＤＨＥ染色法测定小鼠心脏组织氧化应激水
平。与对照组相比，ＡＣＭ组小鼠心肌组织中超氧化物
的产生、脂质过氧化标志物 ＭＤＡ水平以及 Ｎｏｘ４蛋白

表达明显增加（Ｐ＜０．０５），而抗氧化酶 ＳＯＤ活性明显
降低（Ｐ＜０．０５）。ＣａｔＫ抑制减少了 ＡＣＭ小鼠心肌组
织中超氧化物的产生、ＭＤＡ水平和 Ｎｏｘ４蛋白表达
（Ｐ＜０．０５），同时增加了ＳＯＤ活性（Ｐ＜０．０５）。见图２。
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组心肌组织中Ｎｏｘ４蛋白表达及定量分析

图２　ＣａｔＫ抑制改善ＡＣＭ小鼠氧化应激水平（ｎ＝６）

２．３　抑制ＣａｔＫ减轻乙醇诱导的心肌细胞凋亡及氧化
应激

　　随着暴露于乙醇中的时间不断延长，Ｈ９ｃ２细胞中
ＣａｔＫ蛋白表达不断增加，并在 ２４ｈ达到峰值（Ｐ＜
０．０５，图３Ａ）。在乙醇存在下，Ｈ９ｃ２细胞凋亡率和氧
化应激水平明显增加（Ｐ＜０．０５），而 ＣａｔＫ抑制处理显
著降低了Ｈ９ｃ２细胞凋亡和氧化应激水平（Ｐ＜０．０５，图
３Ｂ、Ｃ）。研究进一步检测 ＡＭＰＫ／Ｎｏｘ４信号通路是否
参与ＣａｔＫ对心肌细胞的作用。如图３Ｄ所示，Ｈ９ｃ２细
胞暴露于乙醇后 ＡＭＰＫ磷酸化表达减弱，Ｎｏｘ４蛋白、
纤维细胞胶原 ＣＯＬ１和 ＴＧＦβ表达增强，而 ＣａｔＫ抑
制处理逆转了这些变化（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　ＡＣＭ是一种在长期饮酒人群中常见的心血管并
发症，最终导致心力衰竭［９］。ＡＣＭ与心脏的结构和功
能改变有关，导致舒张和收缩功能障碍以及氧化损伤。

因此，亟需确定ＡＣＭ相关心功能不全的靶点。在目前
的研究中，体内实验显示，ＡＣＭ小鼠中 ＣａｔＫ的过度表
达引起细胞外基质的沉积和心功能的恶化。同样，体

外实验结果表明，乙醇刺激了 Ｈ９ｃ２心肌细胞中 ＣａｔＫ
上调，并诱导细胞凋亡、氧化应激水平增加以及促纤维

化因子的产生。此外，ｓｈＲＮＡ介导的 ＣａｔＫ沉默可抑
制乙醇的这些不良作用。这些数据表明 ＣａｔＫ可以作
为减轻ＡＣＭ相关心脏功能障碍的治疗靶点。
　　先前研究证实，在人类动脉粥样硬化病变中，ＣａｔＫ
的表达增加［１０］，与大多数其他胱氨酰组织蛋白酶不

同，ＣａｔＫ具有强大的胶原蛋白溶解和弹性蛋白溶解活
性［１１］。在主动脉中，弹性蛋白溶解和胶原溶解削弱了

动脉壁，有利于血管扩张，增加了血液中的白细胞浸

润，最终导致破裂［１０］。ＣａｔＫ敲除减少了动脉弹性蛋
白溶解和胶原溶解，如在ＣａｔＫ－／－小鼠出现了较小的动
脉粥样硬化和动脉瘤病变［１２］。此外，有研究证明，

ＣａｔＫ基因敲除可以防止高脂饮食和腹主动脉收缩引

４３３１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：蛋白质印迹分析不同乙醇暴露对Ｈ９ｃ２细胞中ＣａｔＫ蛋白表达影响及定量分析；ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｈ比较；Ｂ：流
式细胞分析各组细胞凋亡及定量分析；Ｃ：各组细胞的 ＤＨＥ荧光染色；Ｄ：蛋白质印迹分析各组细胞的 ＡＭＰＫ／
Ｎｏｘ４信号通路表达及定量分析；１：对照组；２：乙醇组；３：乙醇＋ｓｈＮＣ组；４：乙醇＋ｓｈＣａｔＫ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照
组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与乙醇组比较

图３　ＣａｔＫ抑制减轻乙醇诱导的心肌细胞凋亡及氧化应激（ｎ＝３）

起的心肌肥大和功能障碍［５］，与先前观察结果一致。

在本研究中，饮酒导致小鼠心室扩大［１３］，而ＣａｔＫ基因
抑制可减轻ＡＣＭ相关的左室质量、ＬＶＰＷｄ增加以及
射血分数、缩短分数降低。心肌纤维化是导致心功能

不全的主要诱因之一，无论病因如何，心脏纤维化都会

增加终末期心力衰竭患者心脏病发病率和病死率的风

险［１４］。本研究结果表明，饮酒诱导小鼠心肌纤维化面

积增加，ＣａｔＫ抑制降低ＡＣＭ小鼠心肌纤维化面积，并

减轻乙醇诱导的 Ｈ９ｃ２心肌细胞胶原和 ＴＧＦβ的生
成。这些数据表明，ＣａｔＫ活性降低可能对 ＡＣＭ引起
的心脏改变有保护作用。

　　本研究数据表明，ＣａｔＫ在心肌损伤中起着一定作
用，因为ＣａｔＫ抑制的 ＡＣＭ小鼠体内心肌氧化应激水
平明显下降，氧化应激参与了ＡＣＭ的病理过程。作为
氧化应激ＮＡＤＰＨ氧化酶（Ｎｏｘ）的一个常见来源，Ｎｏｘ４
在心脏中大量表达，其介导了心肌成纤维细胞向肌成

５３３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１３）



纤维细胞的分化［１５－１６］。酒精摄入引起的乙醛累积可

上调Ｎｏｘ４及其亚单位的蛋白表达，从而增加心肌细胞
线粒体衍生的 ＲＯＳ［１７］。本研究结果表明，ＣａｔＫ抑制
减少了ＡＣＭ小鼠心肌组织中超氧化物的产生和ＭＤＡ
水平，同时增加了ＳＯＤ活性，这些作用可能与 Ｎｏｘ４蛋
白表达下调有关。氮氧化物衍生的活性氧参与多种心

血管疾病。据报道，Ｎｏｘ４ＲＯＳ途径会加重衰竭心脏的
促纤维化反应、重塑过程和心功能恶化［１８］。ＰＡＮ
等［１９］发现Ｎｏｘ４的敲除减弱了由 ＡｎｇⅡ刺激的心肌成
纤维细胞中 ＲＯＳ的产生和心肌纤维化反应。最近的
研究发现，ＡＭＰＫ作为一种抗氧化剂，其通过抑制
Ｎｏｘ４信号表达减少主动脉内皮细胞中活性氧的产生，
在血管平滑肌细胞重构中发挥作用［２０］。本研究中，

ＣａｔＫ抑制促进了Ｈ９ｃ２细胞中 ＡＭＰＫ磷酸化，进而减
弱了Ｎｏｘ４蛋白、纤维细胞胶原ＣＯＬ１和ＴＧＦβ表达。
因此，ＣａｔＫ可能通过 ＡＭＰＫ／Ｎｏｘ４信号通路参与 ＡＣＭ
引起的心功能不全。

　　综上所述，饮酒导致心肌重塑，最终出现心功能不
全。ＣａｔＫ通过促进ＡＭＰＫ／Ｎｏｘ４信号通路介导的氧化
应激参与ＡＣＭ小鼠心功能不全的病理过程，ＣａｔＫ可
能作为减轻ＡＣＭ相关心脏功能障碍的治疗靶点。
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