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转录因子ＦＬＩ１通过上调Ｋｌｏｔｈｏ基因改善心肌细胞肥大
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　　［摘要］　目的　探讨转录因子 ＦＬＩ１通过 Ｋｌｏｔｈｏ介导的 ＩＧＦ１Ｒ／Ｇｉ／ＰＬＣ途径对心肌细胞肥大的
影响。方法　将大鼠心肌细胞（Ｈ９ｃ２）分为对照组、模型组、模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ组、模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１组、
模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ＋ＮＣｓｉＲＮＡ组、模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ＋ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ组、模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋ＮＣｓｉＲＮＡ组和模
型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ组等共８组。通过用异丙肾上腺素（ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ，ＩＳＯ）处理细胞，建立心
肌细胞肥大模型，细胞分别转染ｐｃＤＮＡＦＬＩ１和ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ。采用流式细胞术观测细胞凋亡，鬼笔环
肽染色观测细胞肥大面积；采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞凋亡、肥大及ＩＧＦ１Ｒ／Ｇｉ／ＰＬＣ途径相关蛋白的表
达。结果　与对照组比较，模型组细胞凋亡率、心肌细胞表面积及 ＩＧＦ１Ｒ、ＧＮＡＩ１和 ＰＬＣＧ１表达显著
增加（Ｐ＜０．０５），表明建模成功；与模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ组比较，模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１组细胞凋亡、心肌细胞表
面积及ＩＧＦ１Ｒ、ＧＮＡＩ１和ＰＬＣＧ１表达显著降低（Ｐ＜０．０５）。与模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ＋ＮＣｓｉＲＮＡ组相比，模型
＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ＋ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ组细胞凋亡、心肌细胞表面积及ＩＧＦ１Ｒ、ＧＮＡＩ１和ＰＬＣＧ１表达显著增加（Ｐ＜
０．０５）；与模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋ＮＣｓｉＲＮＡ组相比，模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ组细胞凋亡、心肌细
胞表面积及ＩＧＦ１Ｒ、ＧＮＡＩ１和ＰＬＣＧ１表达显著降低（Ｐ＜０．０５）。结论　ＦＬＩ１能够通过上调 Ｋｌｏｔｈｏ抑
制ＩＧＦ１Ｒ／Ｇｉ／ＰＬＣ途径，减轻心肌细胞凋亡及心肌细胞肥大面积。
　　［关键词］　 心肌细胞肥大；ＦＬＩ１；Ｋｌｏｔｈｏ；ＩＧＦ１Ｒ／Ｇｉ／ＰＬＣ途径；细胞凋亡
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　　心肌细胞肥大在心脏受到各种刺激时产生，而在
对心肌细胞刺激长期存在情况下，往往会导致心肌肥

厚（ｃａｒｄｉａｃｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ，ＣＨ）［１］。ＣＨ可分为生理性和
病理性，生理性心肌肥厚主要是由于运动、怀孕等因素

所导致，如适当的运动可使心肌细胞增大，加强心肌细

胞抗凋亡的能力，从而保护心脏组织，是一种有益的、

可逆的ＣＨ；而病理性心肌肥厚的发生常与肥胖、糖尿
病、高血压、心肌缺血缺氧等疾病相关，当心肌细胞处

于持续的病理性刺激下，导致心肌细胞无法维持正常

功能而产生代偿性肥厚，而持续的心肌肥厚则会造成

心力衰竭，甚至会导致猝死，给患者健康造成威

胁［２－３］。目前还没有治疗的特效药，故阐明ＣＨ的发病
机制，找到对ＣＨ具有调节作用的关键靶点十分重要。
　　Ｅ２６转化特异性因子（Ｅ２６ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ，
ＥＴＳ）家族包含 ３０多个成员，是细胞内较大转录调控
因子家族之一，具有促进细胞分化、增殖、抑制凋亡和

细胞间相互作用等功能［４］。而弗莱德白血病病毒整

合位点１（Ｆｒｉｅｎｄｌｅｕｋｅｍｉａｖｉｒｕｓｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ１，ＦＬＩ１）作
为ＥＴＳ家族的转录因子，可能与细胞增生、凋亡、肿瘤
发生及血管形成有关［５］。已知ＦＬＩ１降低可诱导心脏
肥大和纤维化的发生［６］。且ＦＬＩ１能够在肿瘤细胞中
通过调节Ｋｌｏｔｈｏ的表达而抑制肿瘤生长［７］。Ｋｌｏｔｈｏ作
为近年来发现的具有抗衰老作用的基因，不仅具有调

节氧化应激、钙磷代谢及钙离子通道的作用，而且还能

对心血管系统功能进行调控［８］。研究证实，体内

Ｋｌｏｔｈｏ表达降低会导致心肌细胞肥大和心脏纤维化增
加，从而导致心力衰竭［９］。Ｋｌｏｔｈｏ可通过调节胰岛素
生长因子１（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１，ＩＧＦ１）通路从
而减轻高血压、心肌肥大及心肌纤维化等心脏不良症

状［１０］。而胰岛素生长因子１受体（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＩＧＦ１Ｒ）／Ｇｉ／ＰＬＣ途径与 ＣＨ的形成
密切相关，ＩＧＦ１Ｒ作为胰岛素生长因子受体，能够通
过激活Ｇｉ促进ＰＣＬ表达，最终导致ＣＨ的形成。但目
前还未见ＦＬＩ１作用ＩＧＦ１Ｒ／Ｇｉ／ＰＬＣ途径在 ＣＨ的相
关报道，故本研究建立心肌细胞（Ｈ９ｃ２）肥大模型，在
Ｈ９ｃ２肥大细胞中过表达 ＦＬＩ１和沉默 Ｋｌｏｔｈｏ，探究
ＦＬＩ１通过Ｋｌｏｔｈｏ介导 ＩＧＦ１Ｒ／Ｇｉ／ＰＬＣ途径对心肌细
胞肥大的影响。

１　材料与方法

１．１　细胞株和主要试剂
　　大鼠心肌细胞（Ｈ９ｃ２）购自武汉普诺赛生命科技

有限公司；ＤＭＥＭ高糖培养基购自塞维尔生物科技有限
公司；胎牛血清购自上海龙田生物科技有限公司；双抗、

胰酶购自Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司；异丙肾上腺素盐酸盐购自上海
麦克林生化科技股份有限公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ／ＰＩ双
染细胞凋亡检测试剂盒购自南京凯基生物科技发展有

限公司；ＲｉｂｏＦｅｃｔＴＭＣＰＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＫｉｔ购自广州锐博生
物科技有限公司；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
Ｒｅａｇｅｎｔ购自美国赛默飞世尔科技公司；Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＢＮＰ、
ＩＧＦ１Ｒ、ＮＰＰＡ、ＰＬＣＧ１、βＭＨＣ、βａｃｔｉｎ等兔克隆抗体购
自武汉爱博泰克生物科技有限公司；Ｃａｓｐａｓｅ３、生物素化
山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）购自美国 ａｆｆｉｎｉｔｙ公司；ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３兔克隆抗体购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司；ＧＮＡＩ１兔克隆抗体购自英国Ａｂｃａｍ公司。
１．２　细胞培养
　　将Ｈ９ｃ２细胞冻存管从液氮罐中取出，在３７℃水
浴锅中融化细胞，离心，在超净工作台中弃上清后加入

含有１０％胎牛血清和１％双抗的 ＤＭＥＭ培养基，混匀
后加入培养瓶中，置于 ３７℃，５％ＣＯ２培养箱中培养，
待细胞生长至生长对数期时，进行传代，将细胞转入超

净工作台中，用ＰＢＳ洗涤２次，加入胰酶消化２５ｓ，后
弃胰酶加入带血清的培养基终止消化，将细胞吹打下

来后加入培养基并以１∶２的比例进行传代培养。
１．３　心肌细胞肥大模型的构建
　　将Ｈ９ｃ２细胞以３×１０５／孔接种于６孔板中，在细胞
中加入浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ的异丙肾上腺素（ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ，
ＩＳＯ），３７℃，５％ＣＯ２孵育２４ｈ，建立Ｈ９ｃ２细胞肥大模
型［１１］，根据细胞凋亡率和心肌细胞肥大面积判定建模

成功与否。

１．４　细胞分组及转染
　　为验证 ＦＬＩ１对心肌细胞凋亡的影响，将细胞分
为对照组、模型组、模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ组、模型＋ｐｃＤＮＡ
ＦＬＩ１组；为验证沉默Ｋｌｏｔｈｏ介导ＦＬＩ１过表达对心肌
细胞凋亡的影响，将细胞分为对照组、模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ
＋ＮＣｓｉＲＮＡ组、模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ＋ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ组、模
型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋ＮＣｓｉＲＮＡ组和模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋
ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ组。对照组不做任何处理；模型组建立
Ｈ９ｃ２细胞肥大模型；模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ组、模型＋
ｐｃＤＮＡＦＬＩ１组按照转染试剂盒说明书分别转染ＦＬＩ１
的空载体及质粒；模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ＋ＮＣｓｉＲＮＡ组、模型＋
ＮＣＶｅｃｔｏｒ＋ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ组、模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋ＮＣ

２３２２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｓｉＲＮＡ组和模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ组等分
别转染ＦＬＩ１的空载体及 ＦＬＩ１质粒和 ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ，
培养４８ｈ。
１．５　流式细胞术检测细胞凋亡
　　吸取细胞上清至对应离心管中备用，将各组细胞
用ＰＢＳ洗涤，用不含 ＥＤＴＡ的胰酶消化，依次加入收
集的细胞上清终止消化并将细胞收集各组细胞，２５０×ｇ
离心弃上清，加入ＰＢＳ洗涤并将悬液转入１．５ｍＬＥＰ
管中，２５０×ｇ离心弃上清，加入 ５００μＬ的 Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ对细胞重悬，后依次加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ和 ＰＩ
混匀，室温避光反应１５ｍｉｎ，用流式细胞仪进行检测。
用ＣｙｔＥｘｐｅｒｔ软件分析流式凋亡结果。
１．６　鬼笔环肽染色观测细胞肥大
　　将各组细胞弃上清，４％的多聚甲醛固定 １５ｍｉｎ
后ＰＢＳ洗涤３次，用０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００透化１０ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗涤３次；滴加山羊血清封闭液室温孵育２０ｍｉｎ；
然后用ＦＩＴＣ鬼笔环肽室温避光孵育３０ｍｉｎ，倒置荧光
显微镜观察结果，采用ＩｍａｇｅＪ软件测量心肌细胞表面
积，以反映心肌细胞肥大程度。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达水平
　　对各组 Ｈ９ｃ２细胞用蛋白试剂盒提取总蛋白，用
ＢＡＣ蛋白定量试剂盒进行蛋白定量，后通过ＳＤＳ凝胶
电泳、转膜、封闭，后加入稀释后的一抗（ＢＮＰ１∶２０００；
ＮＰＰＡ１∶２７００；βＭＨＣ１∶２０００；Ｂａｘ１∶２０００；Ｃａｓｐａｓｅ３

１∶１０００；Ｂｃｌ２１∶２０００；ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３１∶１０００、
ＩＧＦ１Ｒ１∶２０００；ＧＮＡＩ１１∶１００００；ＰＬＣＧ１１∶２０００；
βａｃｔｉｎ１∶５００００），４℃孵育过夜，加入二抗［生物素化
山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）］，室温孵育 ２～３ｈ，ＥＣＬ显色试
剂盒显色后用凝胶成像仪拍照。以βａｃｔｉｎ作为内参，
计算目的蛋白的相对表达量。

１．８　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析。计量资料以
珋ｘ±ｓ表示，两两比较采用ｔ检验，多样本均数间比较采用
单因素方差分析，以Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＦＬＩ１对ＩＳＯ诱导的Ｈ９ｃ２细胞的影响
２．１．１　ＦＬＩ１对心肌细胞凋亡的影响　　流式细胞术
检测ＦＬＩ１对 Ｈ９ｃ２细胞凋亡的影响见图１Ａ、Ｂ，与对
照组相比，模型组 Ｈ９ｃ２细胞凋亡率增加（Ｐ＜０．０１）；
与模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ组相比，模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１组
Ｈ９ｃ２细胞凋亡率降低（Ｐ＜０．０１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
结果显示，与对照组相比，模型组细胞中 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２、
ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３／Ｃａｓｐａｓｅ３等凋亡相关蛋白表达增加
（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１，图１Ｃ）；与模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ组相
比，模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１组细胞中 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２、ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３／Ｃａｓｐａｓｅ３等凋亡相关蛋白表达降低（Ｐ＜
０．０５或Ｐ＜０．０１，图１Ｃ）。
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１：对照组；２：模型组；３：模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ组；４：模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ、Ｂ：流式细胞仪检测各组细胞凋亡；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞凋亡相关蛋白表达及半定量分析

图１　ＦＬＩ１降低ＩＳＯ诱导的Ｈ９ｃ２细胞凋亡

３３２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）



２．１．２　ＦＬＩ１对心肌细胞肥大的影响　　鬼笔环肽染
色检测各组Ｈ９ｃ２细胞的肥大程度见图２Ａ、Ｂ，与对照
组相比，模型组 Ｈ９ｃ２细胞表面积增大（Ｐ＜０．０１），与
模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ组相比，模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１组 Ｈ９ｃ２
细胞表面积降低，恢复为正常细胞大小（Ｐ＜０．０１）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与对照组相比，模型组细
胞中ＢＮＰ、ＮＰＰＡ和βＭＨＣ等肥大相关蛋白的表达显
著增加（Ｐ＜０．０１，图 ２Ｃ）；与模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ组相比，

模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１组细胞中 ＢＮＰ、ＮＰＰＡ和 βＭＨＣ
等肥大相关蛋白的表达降低（Ｐ＜０．０５，图２Ｃ）。
２．１．３　ＦＬＩ１对ＩＳＯ诱导的Ｈ９ｃ２细胞中ＩＧＦ１Ｒ／Ｇｉ／
ＰＬＣ途径活性的影响　　结果见图３，与对照组相比，
模型组Ｈ９ｃ２细胞中ＩＧＦ１Ｒ、ＧＮＡＩ１和ＰＬＣＧ１表达增
加（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）；与模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ组相比，
模型 ＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１组细胞中 ＩＧＦ１Ｒ、ＧＮＡＩ１和
ＰＬＣＧ１表达降低（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。
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１：对照组；２：模型组；３：模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ组；４：模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：鬼笔环肽染色观察细胞肥大程度；Ｂ：各组心肌细胞表面积分析；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肥大相关因子蛋白表达及
半定量分析

图２　ＦＬＩ１对心肌细胞肥大的影响
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：对照组；２：模型组；３：模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ组；４：模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１组；Ｂ：半定量分析　
ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１

图３　ＦＬＩ１抑制ＩＳＯ诱导的Ｈ９ｃ２细胞中ＩＧＦ１Ｒ／Ｇｉ／ＰＬＣ表达

４３２２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．２　沉默Ｋｌｏｔｈｏ介导ＦＬＩ１过表达对心肌细胞的影响
２．２．１　沉默 Ｋｌｏｔｈｏ介导 ＦＬＩ１过表达对心肌细胞凋
亡的影响　　流式细胞术检测沉默 Ｋｌｏｔｈｏ介导 ＦＬＩ１
过表达对心肌细胞凋亡结果见图 ４Ａ、Ｂ，与模型＋ＮＣ
Ｖｅｃｔｏｒ＋ＮＣｓｉＲＮＡ组相比，模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ＋Ｋｌｏｔｈｏ
ｓｉＲＮＡ组Ｈ９ｃ２细胞凋亡率增加（Ｐ＜０．０１）；与模型＋
ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋ＮＣｓｉＲＮＡ组相比，模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋
ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ组 Ｈ９ｃ２细胞凋亡率增加（Ｐ＜０．０１）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ＋ＮＣ
ｓｉＲＮＡ组相比，模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ＋ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ组细胞
中Ｂａｘ／Ｂｃｌ２、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３／Ｃａｓｐａｓｅ３等凋亡相关
蛋白表达增加（Ｐ＜０．０５，图４Ｃ）；与模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１
＋ＮＣｓｉＲＮＡ组相比，模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ
组细胞中 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３／Ｃａｓｐａｓｅ３等凋
亡相关蛋白表达增加（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１，图４Ｃ）。
２．２．２　沉默 Ｋｌｏｔｈｏ介导 ＦＬＩ１过表达对心肌细胞肥
大的影响　　鬼笔环肽染色检测各组 Ｈ９ｃ２细胞的肥
大程度见图５Ａ、Ｂ，与模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ＋ＮＣｓｉＲＮＡ组相
比，模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ＋ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ组 Ｈ９ｃ２细胞表面
积增大（Ｐ＜０．０５），与模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋ＮＣｓｉＲＮＡ
组相比，模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ组 Ｈ９ｃ２细
胞表面积增大（Ｐ＜０．０１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显
示，与模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ＋ＮＣｓｉＲＮＡ组相比，模型＋ＮＣ

Ｖｅｃｔｏｒ＋ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ组细胞中 ＢＮＰ、ＮＰＰＡ和 βＭＨＣ
等肥大相关蛋白的表达显著增加（Ｐ＜０．０１，图５Ｃ）；与
模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋ＮＣｓｉＲＮＡ组相比，模型＋ｐｃＤＮＡ
ＦＬＩ１＋ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ组细胞中ＢＮＰ、ＮＰＰＡ和βＭＨＣ等
肥大相关蛋白的表达增加（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１，图５Ｃ）。
２．２．３　沉默 Ｋｌｏｔｈｏ介导 ＦＬＩ１过表达对 ＩＧＦ１Ｒ／Ｇｉ／
ＰＬＣ途径活性的影响　　结果见图 ６，与模型＋ＮＣ
Ｖｅｃｔｏｒ＋ＮＣｓｉＲＮＡ组相比，模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ＋Ｋｌｏｔｈｏ
ｓｉＲＮＡ组细胞中 ＩＧＦ１Ｒ、ＧＮＡＩ１和 ＰＬＣＧ１表达增加
（Ｐ＜０．０５）；与模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋ＮＣｓｉＲＮＡ组相比，
模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ组细胞中 ＩＧＦ１Ｒ、
ＧＮＡＩ１和ＰＬＣＧ１表达增加（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　心肌肥大是造成心血管疾病如高血压、主动脉狭
窄和冠状动脉缺血等疾病发生的关键因素，作为心脏

的一种代谢性补偿途径，会增加心脏氧气消耗，引起冠

状动脉供氧不足，导致心衰的发生［１２］。其发生过程中

常伴随着胎儿基因（ＢＮＰ、ＮＰＰＡ和 βＭＨＣ）表达、心
脏收缩功能障碍及心肌间质纤维化增加［１３］。心肌肥

大可由多种因素诱导，ＩＳＯ作为制备心肌肥大模型的
常用药物，能够通过激动心脏 β受体而导致心肌细胞
发生氧化应激、炎症因子及细胞凋亡增加，造成心肌细
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１：对照组；２：模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ＋ＮＣｓｉＲＮＡ组；３：模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ＋ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ组；４：模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋ＮＣ
ｓｉＲＮＡ组；５：模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：流式细胞仪检测细胞凋亡；Ｂ：各组凋亡率分析；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞凋亡相关蛋白表达及半定量分析

图４　沉默Ｋｌｏｔｈｏ介导ＦＬＩ１过表达对心肌细胞凋亡的影响

５３２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）
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１：对照组；２：模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ＋ＮＣｓｉＲＮＡ组；３：模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ＋ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ组；４：模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋ＮＣ
ｓｉＲＮＡ组；５：模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：鬼笔环肽染色观察细胞肥大程度；Ｂ：各组心肌细胞表面积分析；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肥大相关蛋白的表达及半
定量分析

图５　沉默Ｋｌｏｔｈｏ介导ＦＬＩ１过表达对心肌细胞肥大的影响
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：对照组；２：模型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ＋ＮＣｓｉＲＮＡ组；３：模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋ＮＣｓｉＲＮＡ组；４：模
型＋ＮＣＶｅｃｔｏｒ＋ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ组；５：模型＋ｐｃＤＮＡＦＬＩ１＋ＫｌｏｔｈｏｓｉＲＮＡ组；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５

图６　沉默Ｋｌｏｔｈｏ介导ＦＬＩ１过表达对ＩＧＦ１Ｒ／Ｇｉ／ＰＬＣ途径活性的影响

胞肥大［１４］。本研究通过在心肌细胞中加入 ＩＳＯ建立
心肌细胞肥大模型，结果显示模型组心肌细胞中细胞

凋亡及心肌肥大程度增加，表示建模成功。

　　ＦＬＩ１在多种癌症细胞（乳腺癌、白血病、淋巴瘤
和骨髓瘤等）中起着重要作用，与细胞的增殖、凋亡、

血管生成及免疫调节相关。近来研究证实，ＦＬＩ１与心

血管疾病密切相关，如 ＴＡＮＡＫＡ等［１５］研究证实在小

鼠体内ＦＬＩ１表达缺失会导致小鼠心肌细胞的凋亡和
细胞死亡。在心肌肥大的过程中往往伴随着心肌细胞

凋亡，心肌细胞能够通过凋亡的形式清除受损细胞来

维持细胞平衡，包含 Ｂｃｌ２和 Ｃａｓｐａｓｅｓ家族［１６］。Ｂｃｌ２
主要通过线粒体凋亡途径维持促凋亡（如 Ｂａｘ）／抗凋

６３２２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



亡（如 Ｂｃｌ２）因子的平衡来对凋亡进行调节［１７］。

Ｃａｓｐａｓｅｓ作为凋亡的执行者，当其在内源性通路中激
活会导致ＰＡＲＰ降解，最终诱导凋亡的发生［１８］。故验

证ＦＬＩ１对心肌细胞肥大及凋亡的作用十分重要，本研
究通过对心肌细胞肥大和凋亡指标检测结果显示，ＦＬＩ１
过表达后，心肌细胞中肥大（ＢＮＰ、ＮＰＰＡ和 βＭＨＣ）
及凋亡（Ｂａｘ／Ｂｃｌ２、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３／Ｃａｓｐａｓｅ３）等相关
蛋白的表达降低，表示过表达 ＦＬＩ１具有降低心肌细
胞肥大及凋亡的作用。

　　Ｋｌｏｔｈｏ是一种抗衰老基因，主要在肾脏远端小管
上皮细胞和脑脉络丛中表达。研究证实 Ｋｌｏｔｈｏ具有
调节心肌肥大的作用。研究表明，Ｋｌｏｔｈｏ可通过抑制
ＴＧＦβ１通路减轻小鼠心肌肥大、纤维化及心脏功能障
碍［１９］。Ｋｌｏｔｈｏ缺乏加重异丙肾上腺素诱导的病理性
心肌肥大和重塑，而 Ｋｌｏｔｈｏ过表达缓解异丙肾上腺素
诱导的心脏病理改变，并改善其长期存活率［２０］。

Ｋｌｏｔｈｏ可调节 ＦＧＦ信号、胰岛素样生长因子１受体
（ＩＧＦ１Ｒ）和 Ｗｎｔ等通路的激活［２１］。其中 ＩＧＦ１Ｒ与
心脏的生理生长有关，可参与生理性和病理性心脏肥

大，当细胞中ＩＧＦ１Ｒ含量增加时会通过调节下游因子
促进心肌细胞肥大加剧［２２］。本研究结果显示沉默

Ｋｌｏｔｈｏ的表达后，心肌细胞中 ＩＧＦ１Ｒ、ＧＮＡＩ１和
ＰＬＣＧ１表达增加，表明沉默 Ｋｌｏｔｈｏ的表达会逆转过表
达ＦＬＩ１对细胞肥大的治疗作用，从而增加心肌细胞
肥大程度。

　　综上所述，本研究提示ＦＬＩ１可能通过上调Ｋｌｏｔｈｏ
来抑制ＩＧＦ１Ｒ／Ｇｉ／ＰＬＣ表达，减轻心肌细胞凋亡及心
肌细胞肥大，为心肌肥大的治疗提供潜在的治疗靶点。
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