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泛素Ｃ末端水解酶１抑制ＣａＭＫⅡ泛素化促进心房颤动
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　　［摘要］　目的　分析泛素Ｃ末端水解酶１（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎＣｔｅｒｍｉｎａｌｈｙｄｒｏｌａｓｅ１，ＵＣＨＬ１）在促进心房颤
动（ａｔｒｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ，ＡＦ）发生中的作用和潜在分子机制。方法　４０只雄性 ＳＤ大鼠（８周龄，体质量
２４０～２６０ｇ）采用随机数字表法分为４组，每组１０只：Ｓｈａｍ＋ＤＭＳＯ组、Ｓｈａｍ＋ＬＤＮ（ＵＣＨＬ１抑制剂）组、
ＡＦ＋ＤＭＳＯ组和 ＡＦ＋ＬＤＮ组。分组后，ＡＦ＋ＤＭＳＯ组和 ＡＦ＋ＬＤＮ组通过皮下植入血管紧张素Ⅱ
（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）渗透性微型泵诱导 ＡＦ模型。４周后，使用心电图记录监测 ＡＦ的持续时间；
Ｍａｓｓｏｎ三色染色左心房组织以观察纤维化水平；采用超声心动图检查心脏功能；从１～３日龄的ＳＤ大鼠
心脏中分离新生大鼠心肌细胞（ｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ，ＮＲＣＭ），通过在ＮＲＣＭ细胞中过表达或敲低
ＵＣＨＬ１验证其作用；进行免疫沉淀质谱分析，评估 ＵＣＨＬ１对 ＮＲＣＭ中钙／钙调素依赖性蛋白激酶Ⅱ
（ｃａｌｃｉｕｍ／ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅⅡ，ＣａＭＫⅡ）的功能调节机制；采用蛋白质印迹分析纤维化
蛋白表达。结果　在ＡＦ组大鼠心脏组织和 ＡｎｇⅡ处理的 ＮＲＣＭ中，ＵＣＨＬ１蛋白表达增加。与 ＡＦ＋
ＤＭＳＯ组相比，ＡＦ＋ＬＤＮ组大鼠的心脏射血分数（ｅｊｅｃｔｉｏｎｆｒａｃｔｉｏｎ，ＥＦ）和缩短分数（ｆｒａｃｔｉｏｎａｌｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，
ＦＳ）显著升高（Ｐ＜０．０１），Ｍａｓｓｏｎ三色染色纤维化程度、促纤维化蛋白αＳＭＡ、ＣｏｌⅠ表达和ＡＦ的持续时
间显著降低（Ｐ＜０．０１）。体外实验中，ＵＣＨＬ１的敲低可减轻ＡｎｇⅡ诱导的 ＮＲＣＭ纤维化（Ｐ＜０．０５）。免
疫沉淀质谱显示ＵＣＨＬ１与ＡｎｇⅡ刺激的 ＮＲＣＭ中的 ＣａＭＫⅡ相互作用，并通过去泛素化促进其上调。
ＣａＭＫⅡ过表达降低了 ＵＣＨＬ１敲低对 ＡｎｇⅡ刺激的 ＮＲＣＭ中纤维化反应的抑制作用（Ｐ＜０．０５）。
结论　ＵＣＨＬ１与ＣａＭＫⅡ相互作用，并通过去泛素化上调ＣａＭＫⅡ，从而促进ＡＦ的心脏纤维化。
　　［关键词］　泛素Ｃ末端水解酶１；钙／钙调素依赖性蛋白激酶Ⅱ；心房颤动；纤维化
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡａｎｄＣｏｌⅠ ａｎｄｄｕｒａｔｉｏｎｏｆＡＦｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０１）．Ｉｎｖｉｔｒｏ，
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｎｄｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＵＣＨＬ１ａｔｔｅｎｕａｔｅｄＡｎｇⅡｉｎｄｕｃｅｄｆｉｂｒｏｓｉｓｏｆＮＲＣＭ （Ｐ＜０．０５）．
ＩｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔＵＣＨＬ１ｉｎｔｅｒａｃｔｅｄｗｉｔｈＣａＭＫⅡ ｉｎＮＲＣＭｓｉｍｕｌａｔｅｄｂｙ
ＡｎｇⅡａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＵＣＨＬ１ｔｈｒｏｕｇｈｄｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ．ＣａＭＫⅡ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＵＣＨＬ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｎｔｈｅｆｉｂｒｏｔｉｃｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎＡｎｇⅡｉｎｄｕｃｅｄＮＲＣＭ （Ｐ＜０．０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＵＣＨＬ１ｉｎｔｅｒａｃｔｓｗｉｔｈＣａＭＫⅡ ａｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓＣａＭＫⅡ ｔｈｒｏｕｇｈｄｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ，ｔｈｅｒｅｂｙ
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　　心房颤动（ａｔｒｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ，ＡＦ）是导致心血管疾
病高发病率和高死亡率的主要原因之一。目前，传统

的药物疗法在ＡＦ中的疗效有限，进一步研究ＡＦ的发
病机制是必要的［１－２］。泛素蛋白酶体系统是细胞内
蛋白质降解的主要途径，在维持蛋白质稳态和心脏功

能方面发挥着关键作用［３］。泛素化作为主要的蛋白

质翻译后修饰形式，参与调节膜运输和蛋白质降

解［４］。由于去泛素化酶的存在，泛素化是一个可逆过

程，去泛素化酶可以从泛素修饰的蛋白质中切割泛素。

泛素Ｃ末端水解酶１（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎＣｔｅｒｍｉｎａｌｈｙｄｒｏｌａｓｅ１，
ＵＣＨＬ１）是一种去泛素化酶，负责从靶蛋白中去除泛
素或多聚泛素［５］。ＵＣＨＬ１失调参与多种疾病的发病
机制，包括肿瘤、神经退行性疾病和肝纤维化［５－６］。最

近研究发现，心肌梗死后，心肌细胞中 ＵＣＨＬ１的表达
高度上调，并与泛素表达增加有关；此外，ＵＣＨＬ１抑制
剂通过调节成纤维细胞中的核因子κＢ信号传导减弱
心脏纤维化［７］。关于 ＵＣＨＬ１是否通过诱导心脏纤维
化参与ＡＦ的病理过程尚不清楚。本研究观察ＵＣＨＬ１
在ＡＦ大鼠心脏组织中的表达情况，通过过表达或敲
低ＵＣＨＬ１探讨其在 ＡＦ中的调节作用，旨在为 ＡＦ心
脏纤维化的治疗提供新的靶点。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　６４只健康成年雄性ＳＤ大鼠（８周龄，体质量２４０～
２６０ｇ）和１０只雄性ＳＤ大鼠（１～３日龄，体质量１０～１４ｇ）
购自北京华阜康生物科技股份有限公司［ＳＣＸＫ（京）
２０１９０００８］。在特定的无病原体条件下，大鼠可随意
获取食物和水，并保持 １２ｈ的暗／光周期（室温 ２０～
２４℃，相对湿度 ４０％～７０％）。将渗透性微型泵植入
大鼠皮下前用 ２％ （体积分数）异氟醚／氧气吸入麻

醉。为了考察 ＵＣＨＬ１表达在 ＡＦ发病中的作用，采用
随机数字表法将２４只大鼠分为４组，每组６只，然后建
立ＡＦ模型。①假手术（Ｓｈａｍ）组：将不含血管紧张素
（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）的渗透性微型泵植入大鼠皮
下；②ＡＦ１周组：使用渗透性微型泵（２００４型；美国
Ａｌｚｅｔ公司）通过慢性ＡｎｇⅡ输注１周（２００ｎｇ·ｋｇ－１·
ｍｉｎ－１，美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）诱导大鼠心房纤维化；
③ＡＦ２周组：使用渗透性微型泵通过慢性 ＡｎｇⅡ输注
２周（２００ｎｇ·ｋｇ－１·ｍｉｎ－１）诱导大鼠 ＡＦ；④ＡＦ４周
组：使用渗透性微型泵通过慢性 ＡｎｇⅡ输注４周（２００
ｎｇ·ｋｇ－１·ｍｉｎ－１）诱导大鼠 ＡＦ。为了考察 ＵＣＨＬ１抑
制剂（ＬＤＮ）对 ＡＦ大鼠的改善作用，采用随机数字表
法将４０只大鼠分为 ４组，每组 １０只：①Ｓｈａｍ＋ＤＭＳＯ
组：将不含ＡｎｇⅡ的渗透性微型泵植入大鼠皮下，每天
尾静脉注射 ＤＭＳＯ（１ｍＬ／ｋｇ，美国 ＭＣＥ公司），持续
４周；② Ｓｈａｍ＋ＬＤＮ组：将不含ＡｎｇⅡ的渗透性微型泵
植入大鼠皮下，每天尾静脉注射 ＵＣＨＬ１抑制剂 ＬＤＮ
５７４４４（ＬＤＮ；４０μｇ／ｋｇ，美国 ＭＣＥ公司），持续 ４周。
③ＡＦ＋ＤＭＳＯ组：参照文献［８］的方法，使用渗透性微
型泵通过慢性ＡｎｇⅡ输注４周（２００ｎｇ·ｋｇ－１·ｍｉｎ－１）
诱导大鼠ＡＦ，每天尾静脉注射ＤＭＳＯ（１ｍＬ／ｋｇ），持续
４周。④ＡＦ＋ＬＤＮ组：参照ＡＦ＋ＤＭＳＯ组诱导ＡＦ４周。
每天尾静脉注射ＬＤＮ（４０μｇ／ｋｇ），持续４周。
１．２　心电图记录与分析
　　在ＡｎｇⅡ输注结束时（４周后），大鼠用戊巴比妥
钠（４０ｍｇ／ｋｇ）麻醉。将１２导联心电图的肢体导联插
入动物的四肢，记录心电图波形。造模成功标准：ＡｎｇⅡ
停药后心电图有典型的房颤波改变。房颤的持续时间

定义为房颤发作后快速和不规则心房节律与第一次正

常窦性心律发作之间的时间间隔。

１．３　超声心动图
　　在ＡｎｇⅡ输注结束时（４周后），大鼠用戊巴比妥

６７２２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



钠（４０ｍｇ／ｋｇ）麻醉。使用Ｖｅｖｏ１１００高分辨率超声成
像系统（加拿大Ｖｉｓｕａｌｓｏｎｉｃｓ公司）进行超声心动图分
析。分别在Ｂ模式和 Ｍ模式下获得心脏的长轴和短
轴视图。在两个乳头肌之间获取 Ｍ模式图像。由超
声心动图软件自动计算左心室射血分数（ｅｊｅｃｔｉｏｎ
ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＥＦ）和缩短分数（ｆｒａｃｔｉｏｎｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，ＦＳ）。所
有测量值为３个连续心动周期的平均值。
１．４　组织病理学检查
　　取出心脏并在４％多聚甲醛（北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司）
中固定 ２４～４８ｈ，然后包埋在石蜡中。将样品切成
３μｍ切片，并使用 Ｍａｓｓｏｎ三色染色（美国 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司），蓝色被染区域为纤维化区域。采用随
机数字表法从每个样本选取１０个随机场的图像进行
拍摄，并通过ＩｍａｇｅＪ软件进行分析。
１．５　细胞培养和分组
　　参照文献［９］的方法，从 １～３日龄的 ＳＤ大鼠心
脏中酶促分离新生大鼠心肌细胞 （ｎｅｏｎａｔａｌｒａｔ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ，ＮＲＣＭ）。ＮＲＣＭ接种在含１０％胎牛血
清的营养培养基Ｆ１２（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）中培养１８ｈ，
用于后续实验。

　　实验１考察 ＬＤＮ对 ＮＲＣＭ纤维化的影响。将细
胞分为：对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ组）、ＬＤＮ组、ＡｎｇⅡ组、ＡｎｇⅡ＋
ＬＤＮ组。为了抑制 ＬＤＮ组和 ＡｎｇⅡ＋ＬＤＮ组 ＵＣＨＬ１
活性，在ＡｎｇⅡ刺激前，加入５μｍｏｌ／ＬＬＤＮ处理６ｈ。
ＡｎｇⅡ组和ＡｎｇⅡ＋ＬＤＮ组加入ＡｎｇⅡ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）刺
激细胞２４ｈ。对照组和 ＬＤＮ组则加入等量 ＤＭＳＯ处
理细胞。

　　实验２考察ＵＣＨＬ１敲低对ＮＲＣＭ纤维化的影响。
将细胞分为：对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ组）、ｓｉＮＣ组和 ｓｉＵＣＨＬ１
组。ｓｉＮＣ组和 ｓｉＵＣＨＬ１组在 ＡｎｇⅡ刺激前，分别使
用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）将ｓｉＮＣ或
ｓｉＵＣＨＬ１转染细胞２４ｈ，然后加入ＡｎｇⅡ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）
刺激细胞２４ｈ。对照组则加入等量ＤＭＳＯ处理细胞。
　　实验 ３考察 ＵＣＨＬ１过表达对 ＮＲＣＭ的钙／钙调
素依赖性蛋白激酶Ⅱ（ｃａｌｃｉｕｍ／ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅⅡ，ＣａＭＫⅡ）表达影响。将细胞分为：
Ｖｅｃｔｏｒ组和 ＵＣＨＬ１组。Ｖｅｃｔｏｒ组和 ＵＣＨＬ１组在
ＡｎｇⅡ刺激前，分别使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）将 Ｖｅｃｔｏｒ或 ＵＣＨＬ１过表达质粒转染
细胞２４ｈ，然后加入ＡｎｇⅡ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）刺激细胞２４ｈ。
　　实验 ４考察 ＵＣＨＬ１对纤维化的影响是否与
ＣａＭＫⅡ有关。将细胞分为：对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ组）、
ＡｎｇⅡ＋ｓｉＮＣ＋Ｖｅｃｔｏｒ组、ＡｎｇⅡ＋ｓｉＵＣＨＬ１组、ＡｎｇⅡ＋
ｓｉＵＣＨＬ１＋ＣａＭＫⅡ组。除对照组外，其他组在 ＡｎｇⅡ

刺激前，分别使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将 ｓｉＮＣ、Ｖｅｃｔｏｒ、
ｓｉＵＣＨＬ１或ＣａＭＫⅡ转染细胞 ２４ｈ，然后加入 ＡｎｇⅡ
（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）刺激细胞２４ｈ。对照组则加入等量ＤＭ
ＳＯ处理细胞。
１．６　质粒构建和寡核苷酸转染
　　为了建立ＵＣＨＬ１、ＣａＭＫⅡ稳定过表达的细胞系，
将 ＵＣＨＬ１和 ＣａＭＫⅡ的 ｃＤＮＡ序列克隆到从上海
ＨａｎｂｉｏＢｉｏｔｅｃｈ公司获得的 ｐＨＢＬＶＣＭＶｃｒＲＮＡ质粒
慢病毒载体中。用嘌呤霉素（２μｇ／ｍＬ）选择转染的细
胞。ＵＣＨＬ１特异性 ｓｉＲＮＡ（ｓｉＵＣＨＬ１）及其对照
（ｓｉＮＣ）由上海ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ公司设计和合成。
１．７　免疫共沉淀（ｃｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，ＣｏＩＰ）
　　使用ＰｉｅｒｃｅＣｌａｓｓｉｃＭａｇｎｅｔｉｃＩＰ／ＣｏＩＰ试剂盒（美
国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｃｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）进行 ＣｏＩＰ。使用裂
解缓冲液从 ＮＲＣＭ中提取样品。将样品与兔 ＵＣＨＬ１
抗体（１∶１００，Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃ）、兔 ＣａＭＫⅡ抗体（１∶１００，Ｐｒｏ
ｔｅｉｎｔｅｃｈ）或兔同种型对照ＩｇＧ（１∶２５０，美国ＡＢｃｌｏｎａｌ公
司）在４℃下搅拌旋转过夜。将２５μＬ蛋白Ａ／Ｇ磁珠
添加到样品中，并在４℃下孵育４ｈ。用裂解缓冲液洗
涤珠子３次以去除未结合的蛋白质，并使用２０μＬ洗
脱缓冲液洗脱结合的蛋白质，并在室温下摇动１０ｍｉｎ。
使用洗脱的蛋白质进行质谱分析或蛋白质印迹分析。

１．８　蛋白质印迹分析
　　使用ＲＩＰＡ缓冲液（上海Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司）从心脏组
织或ＮＲＣＭ中提取蛋白质。使用 ＢＣＡ试剂盒（上海
Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司）对蛋白质浓度进行量化。对等量的蛋
白质（５０～１００μｇ）进行６％～１２％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳并转
移到硝酸纤维素膜上。用 ＱｕｉｃｋＢｌｏｃｋＢｌｏｃｋｉｎｇＢｕｆｆｅｒ
（上海 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司）封闭 ３０ｍｉｎ后，将膜与针对
ＵＣＨＬ１（１∶２０００，美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司），ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ
（ＣｏｌⅠ，１∶５００，英国 Ａｂｃａｍ公司），αＳＭＡ（１∶１０００，
美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司），钙调素依赖性蛋白激酶Ⅱ
（Ｃａ２＋／ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅⅡ，ＣａＭＫⅡ）
（１∶１０００，美国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司），泛素 （１∶１０００，英国
Ａｂｃａｍ公司）和 α微管蛋白 （１∶１０００，美国 Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｅｃｈ公司）孵育过夜。次日，将膜与各自的 ＨＲＰ偶联
二抗（武汉Ｂｏｓｔｅｒ公司）一起孵育 ２ｈ，并使用 Ｃｈｅｍｉ
ＤｏｃＴｏｕｃｈＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）进行可
视化。使用ＩｍａｇｅＪ分析特定条带。
１．９　免疫沉淀质谱分析（ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｍａｓｓ

ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ，ＩＰＭＳ）
　　对洗脱蛋白的免疫沉淀剂进行 ＳＤＳＰＡＧＥ。在考
马斯亮蓝染色后切除凝胶泳道，使用 ＯｒｂｉｔｒａｐＥｌｉｔｅ质谱
仪（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）进行质谱分析。
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１．１０　免疫荧光染色
　　将接种 ＮＲＣＭ的切片于室温下在 ＱｕｉｃｋＢｌｏｃｋ
ＢｌｏｃｋｉｎｇＢｕｆｆｅｒ中封闭１ｈ后，与抗 αＳＭＡ（１∶１００）、
ＵＣＨＬ１（１∶２００）和 ＣａＭＫⅡ（１∶２００）的一抗在４℃下
孵育过夜。此后，在室温下使用二抗（山羊抗兔 Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ５５５偶联抗体，山羊抗兔 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８偶联抗
体，均购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）进行荧
光标记１ｈ。用ＤＡＰＩ（１∶２０００，美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公
司）对细胞核进行复染。所有图像使用 ＬＳＭ８００共聚
焦显微镜（德国Ｚｅｉｓｓ公司）捕获。
１．１１　泛素化测定
　　ＮＲＣＭ用ｓｉＮＣ或ｓｉＵＣＨＬ１处理２４ｈ。在收获细
胞前１２ｈ加入蛋白酶体抑制剂 ＭＧ１３２（１０μｍｏｌ／Ｌ，
英国Ａｂｃａｍ公司）。用抗 ＣａＭＫⅡ抗体免疫沉淀全细
胞裂解物，然后用抗泛素（Ｕｂ）抗体进行免疫印迹以评
估ＣａＭＫⅡ蛋白的泛素化水平。
１．１２　统计学分析
　　使用ＳＰＳＳ２２．０进行统计分析。定量资料以 珋ｘ±ｓ
表示，使用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验分析两个实验组之间的差
异，并使用单向ＡＮＯＶＡ分析多个组之间的差异，组间
两两比较采用Ｔｕｋｅｙ检验。Ｐ＜０．０５认为差异具有统
计学意义。

２　结果

２．１　ＵＣＨＬ１表达在ＡＦ发病中的作用
　　通过向大鼠皮下注入ＡｎｇⅡ诱导ＡＦ，发现大鼠在
４周后心电图有典型的房颤波改变，表明大鼠ＡＦ模型
建立成功（图 １Ａ）。与 Ｓｈａｍ组相比，ＡＦ组心脏组织
中ＵＣＨＬ１蛋白表达以时间依赖性方式增加（图１Ｂ）。
此外，在 ＡｎｇⅡ处理的 ＮＲＣＭ中，ＵＣＨＬ１的蛋白质水
平表现出时间依赖性方式增加（图１Ｃ）。这些结果表
明ＵＣＨＬ１上调可能在ＡＦ发病中起关键作用。
２．２　ＵＣＨＬ１的敲低可在体外减轻ＮＲＣＭ纤维化
　　采用ＬＤＮ抑制ＮＲＣＭ中ＵＣＨＬ１的活性。与对照
组比较，ＡｎｇⅡ组 ＮＲＣＭ中的促纤维化蛋白 ＣｏｌⅠ和
αＳＭＡ表达显著增加（Ｐ＜０．０５）。ＡｎｇⅡ＋ＬＤＮ组纤维
化蛋白 ＣｏｌⅠ和 αＳＭＡ表达较 ＡｎｇⅡ组显著降低
（Ｐ＜０．０５，图 ２Ａ）。使用 ｓｉＲＮＡ敲低 ＮＲＣＭ 中的
ＵＣＨＬ１（图 ２Ｂ），结果发现，与 ＡｎｇⅡ＋ｓｉＮＣ组比较，
ＡｎｇⅡ＋ｓｉＵＣＨＬ１组 ＣｏｌⅠ和 αＳＭＡ表达显著降低
（Ｐ＜０．０５，图 ２Ｃ）。免疫荧光染色显示，ＡｎｇⅡ＋ｓｉ
ＵＣＨＬ１组的αＳＭＡ荧光强度显著低于 ＡｎｇⅡ＋ｓｉＮＣ
组（Ｐ＜０．０５，图２Ｄ）。结果表明ＵＣＨＬ１调节ＮＲＣＭ的
纤维化反应。
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Ａ：ＡＦ模型大鼠ＥＣＧ表现；Ｂ：蛋白质印迹分析ＡＦ后第１、
２、４周心脏组织中 ＵＣＨＬ１蛋白水平；Ｃ：蛋白质印迹分析
不同时间点暴露于 ＡｎｇⅡ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）的 ＮＲＣＭ中
ＵＣＨＬ１蛋白水平

图１　ＵＣＨＬ１表达在ＡＦ发病中的作用

２．３　ＬＤＮ对ＵＣＨＬ１的抑制减轻了ＡＦ大鼠心脏纤维
化并增强了心脏功能

　　为评估 ＵＣＨＬ１是否在体内介导 ＡＦ大鼠心脏纤
维化，使用ＬＤＮ抑制ＵＣＨＬ１。与Ｓｈａｍ＋ＤＭＳＯ组相比，
ＡＦ＋ＤＭＳＯ组心脏中的ＥＦ和ＦＳ显著降低（Ｐ＜０．０１）；间
质纤维化面积和促纤维化蛋白 αＳＭＡ、ＣｏｌⅠ表达显
著增加（Ｐ＜０．０１）。ＵＣＨＬ１抑制剂 ＬＤＮ显著抑制 ＡＦ
诱导的相关变化（图３Ａ～Ｃ）。此外，与 ＡＦ＋ＤＭＳＯ组
相比，ＡＦ＋ＬＤＮ组ＡＦ的持续时间显著缩短（Ｐ＜０．０１，
图３Ｄ）。
２．４　ＵＣＨＬ１与ＣａＭＫⅡ相互作用
　　为确定ＵＣＨＬ１对ＡｎｇⅡ介导的纤维化潜在机制，
在ＡｎｇⅡ诱导的ＮＲＣＭ中进行免疫沉淀质谱（ＩＰＭＳ）
以发现ＵＣＨＬ１相互作用物。通过分析 ＭＳ数据，列出
ＰＳＭ数量＞２０的蛋白质作为与 ＵＣＨＬ１发生免疫沉淀
（ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，ＩＰ）的候选者，且ＣａＭＫⅡ位居榜
首（表１）。检测ＵＣＨＬ１和ＣａＭＫⅡ之间是否存在串扰，
结果发现ＵＣＨＬ１与使用ＣｏＩＰ的ＡｎｇⅡ刺激的 ＮＲＣＭ
中的ＣａＭＫⅡ相互作用（图４Ａ）。为确定ＣａＭＫⅡ是否
受ＵＣＨＬ１调节，检测 ＣａＭＫⅡ蛋白水平，发现 ＮＲＣＭ
中ＵＣＨＬ１过表达提高了 ＣａＭＫⅡ蛋白水平（图 ４Ｂ）。
此外，ＵＣＨＬ１过表达降低了 ＣａＭＫⅡ的多泛素化
（图４Ｃ）。结果表明 ＵＣＨＬ１与 ＣａＭＫⅡ相互作用，并
通过去泛素化促进其上调。

８７２２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：ＬＤＮ和ＡｎｇⅡ处理的ＮＲＣＭ中ＣｏｌⅠ和αＳＭＡ蛋白水平；Ｂ：ｓｉＵＣＨＬ１敲低的ＮＲＣＭ中ＵＣＨＬ１蛋白水平；Ｃ：ＡｎｇⅡ处理后
ｓｉＵＣＨＬ１敲低的ＮＲＣＭ中ＣｏｌⅠ和αＳＭＡ蛋白水平；Ｄ：ＡｎｇⅡ处理的ｓｉＵＣＨＬ１敲低的ＮＲＣＭ中ＣｏｌⅠ和αＳＭＡ蛋白表达　
ａ：Ｐ＜０．０５，与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＡｎｇⅡ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＡｎｇⅡ＋ｓｉＮＣ组比较

图２　ＵＣＨＬ１的抑制敲低均下调ＡｎｇⅡ介导的ＮＲＣＭ中促纤维化蛋白的表达　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

９７２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２２）
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Ａ：超声心动图的代表性Ｍ模式图像和ＥＦ、ＦＳ定量分析　实线：示突发起搏；虚线：示 ＡＦ；Ｂ：Ｍａｓｓｏｎ三色染色显示心肌边界区
胶原沉积（×２００）；Ｃ：ＡＦ大鼠心脏中ＣｏｌⅠ和αＳＭＡ蛋白表达水平；Ｄ：ＡＦ大鼠的代表性心房电图记录和总ＡＦ持续时间　
ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｈａｍ＋ＤＭＳＯ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＡＦ＋ＤＭＳＯ组比较

图３　ＬＤＮ对ＵＣＨＬ１的抑制对ＡＦ大鼠心脏纤维化与心脏功能的影响　（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）
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表１　与ＵＣＨＬ１发生ＩＰ的候选蛋白质

与ＵＣＨＬ１发生ＩＰ的蛋白质 ＰＳＭｓ数目

钙调素依赖性蛋白激酶Ⅱ ３０

膜联蛋白Ａ６ ２７

Ｏ棕榈酰转移酶１ ２６

糖原磷酸化酶脑型 ２３

延伸因子Ｔｕ，线粒体 ２２

富含半胱氨酸和甘氨酸的蛋白质３ ２２

２．５　ＣａＭＫⅡ降低了 ＵＣＨＬ１敲低对 ＡｎｇⅡ刺激的
ＮＲＣＭ中纤维化反应的抑制作用

　　考察ＵＣＨＬ１对纤维化的影响是否与 ＣａＭＫⅡ有
关。免疫印迹和免疫荧光共同发现ＮＲＣＭ中ＣａＭＫⅡ
蛋白水平被ＡｎｇⅡ上调（Ｐ＜０．０５），并且ＵＣＨＬ１的敲低
导致ＡｎｇⅡ诱导的ＣａＭＫⅡ水平下调（Ｐ＜０．０５，图５Ａ、
图６）。此外，与 ＡｎｇⅡ＋ｓｉＵＣＨＬ１组相比，ＡｎｇⅡ＋ｓｉ
ＵＣＨＬ１＋ＣａＭＫⅡ组ＣｏｌⅠ和αＳＭＡ表达显著增加（Ｐ＜
０．０５，图５Ｂ）。
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Ａ：ＵＣＨＬ１蛋白与ＣａＭＫⅡ蛋白在ＡｎｇⅡ刺激的ＮＲＣＭ中的ＣｏＩＰ；Ｂ：ＵＣＨＬ１过表达的ＮＲＣＭ中ＣａＭＫⅡ蛋白水平的代表性免
疫印迹分析；Ｃ：ＣａＭＫⅡ蛋白在ＡｎｇⅡ刺激ＵＣＨＬ１过表达的ＮＲＣＭ中的泛素化水平　ＩＢ：免疫印迹（ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ）

图４　ＵＣＨＬ１与ＣａＭＫⅡ相互作用
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Ａ：ｓｉＵＣＨＬ１敲低的ＮＲＣＭ中的ＣａＭＫⅡ蛋白水平；ａ：Ｐ＜０．０１，与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＡｎｇⅡ＋ｓｉＮＣ组比较；Ｂ：ＡｎｇⅡ
处理的ｓｉＵＣＨＬ１敲低和／或ＣａＭＫⅡ过表达的ＮＲＣＭ中ＣｏｌⅠ和αＳＭＡ蛋白水平　ａ：Ｐ＜０．０１，与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与
ＡｎｇⅡ＋ｓｉＮＣ＋Ｖｅｃｔｏｒ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＡｎｇⅡ＋ｓｉＵＣＨＬ１组比较

图５　ＣａＭＫⅡ降低了ＵＣＨＬ１敲低对ＡｎｇⅡ刺激的ＮＲＣＭ中纤维化反应的抑制作用　（珋ｘ±ｓ）

１８２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２２）
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图６　免疫荧光检测ＡｎｇⅡ处理的ｓｉＵＣＨＬ１敲低的ＮＲＣＭ中ＵＣＨＬ１和ＣａＭＫⅡ蛋白表达　（珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　近来，ＵＣＨＬ１在心肌梗死、肥厚性心脏病、高血压
等多种心血管疾病中的作用备受关注［１０］。ＵＣＨＬ１调
节ＡＦ的具体机制尚不清楚。心房纤维化是诱导 ＡＦ
的关键。高活性和大量的内源性ＡｎｇⅡ（肾素血管紧
张素系统的一个因子）参与了心肌纤维化的机制，并

且通常认为 ＡｎｇⅡ在心房纤维化中起重要作用［１１］。

ＺＨＡＮ等［１２］报道，用 ＡｎｇⅡ持续皮下刺激会导致大鼠
间质心房纤维化和ＡＦ诱导率增加。有研究表明ＡｎｇⅡ
可通过激活素 Ａ／激活素受体样激酶途径引起心房纤

维化［１３］。本研究发现ＡｎｇⅡ治疗的大鼠心房纤维化显
著增加，并且用 ＡｎｇⅡ处理的 ＮＲＣＭ细胞中 αＳＭＡ、
ＣｏｌⅠ上调。ＵＣＨＬ１抑制剂可减轻 ＡＦ后的心功能不
全、房颤持续时间和纤维化。ＵＣＨＬ１与 ＣａＭＫⅡ相
互作用，并通过去泛素化促进其上调。在 ＡｎｇⅡ刺激
和 ＵＣＨＬ１抑制下，ＣａＭＫⅡ过表达逆转了 ＵＣＨＬ１敲
低的抗纤维化作用。因此，ＵＣＨＬ１ＣａＭＫⅡ轴可能是
ＡＦ心脏纤维化治疗的新靶点。
　　ＵＣＨＬ１是一种去泛素化酶，其通过消除多种蛋白
质的泛素化，包括 ｃＪｕｎ激活结构域结合蛋白１、缺氧
诱导因子１α和核因子κＢα，在调节癌症、神经退行性

２８２２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



疾病和炎症反应中具有重要作用［７，１４－１５］。既往研究表

明，ＵＣＨＬ１在健康组织中的表达水平较低，但在几种
形式的癌症和肺肿瘤细胞系中表达上调且可能与肺高

压及成肌细胞的增殖与分化相关［６，１６－１７］。此外，

ＵＣＨＬ１与调节ｈＩＡＰＰＴｇ小鼠的β细胞凋亡和糖尿病
进展有关［１８］。本研究结果显示，在 ＡｎｇⅡ输注后，心
房中ＵＣＨＬ１的表达增加，表明 ＵＣＨＬ１表达上调可能
影响ＡＦ易感性。心房纤维化通常被认为是 ＡＦ患者
最显著的结构重塑类型，也是 ＡＦ持续存在的结构基
础［１９］。细胞外基质蛋白过度沉积是心房纤维化相关

病理变化的主要原因。本研究证明了抑制剂 ＬＤＮ和
ｓｉＲＮＡ敲低对 ＵＣＨＬ１活性的抑制减弱了 ＡｎｇⅡ诱导
的心脏纤维化并增强了心脏功能，表明 ＵＣＨＬ１在 ＡＦ
病理发展中的重要作用。

　　为了找到ＵＣＨＬ１的潜在机制，本研究使用 ＩＰＭＳ
筛选了它的相互作用蛋白，并将 ＣａＭＫⅡ确定为候选
相互作用蛋白。这与 ＣａＭＫⅡ在 ＮＲＣＭ细胞中与
ＵＣＨＬ１共定位的发现一致。为了确定 ＵＣＨＬ１和
ＣａＭＫⅡ之间是否存在直接相互作用，本研究通过共免
疫沉淀验证了 ＵＣＨＬ１和 ＣａＭＫⅡ 的相互作用。
ＣａＭＫⅡ是一种多功能丝氨酸苏氨酸蛋白激酶，在心
脏中大量表达。ＣａＭＫⅡ是 Ｃａ２＋连接信号传导的主要
调节剂，能够调节心肌细胞膜的兴奋性［２０］。ＣａＭＫⅡ
激活依赖于 Ｃａ２＋／ＣａＭ结合，然后诱导底物磷酸化和
自磷酸化［２１］。ＣａＭＫⅡ的功能障碍会增加 Ｃａ２＋处理异
常。ＬＩＵ等［２１］证明ＣａＭＫⅡ的表达和活性在起搏引起
的房性心动过速的狗模型中增加。ＧＲＡＮＤＩ等［２２］发

现ＣａＭＫⅡ表达在患有 ＡＦ的山羊模型中增加。本研
究还证实，用ＵＣＨＬ１处理的ＮＲＣＭ中ＣａＭＫⅡ显著增
加，并且其上调是由于ＵＣＨＬ１过表达导致泛素化减少
所致。为了解 ＵＣＨＬ１是否通过上调 ＣａＭＫⅡ在心脏
纤维化过程中发挥其促纤维化作用，使用 ＣａＭＫⅡ质
粒过表达ＮＲＣＭ细胞中ＣａＭＫⅡ，并发现ＣａＭＫⅡ降低
了ＵＣＨＬ１敲低对 ＡｎｇⅡ刺激的 ＮＲＣＭ中纤维化反应
的抑制作用。本研究数据表明 ＵＣＨＬ１ＣａＭＫⅡ复合
物在ＡＦ心脏纤维化中起重要调节作用。
　　综上所述，ＵＣＨＬ１与 ＣａＭＫⅡ相互作用并通过去
泛素化上调ＣａＭＫⅡ，从而促进ＡＦ的心脏纤维化。针
对ＵＣＨＬ１ＣａＭＫⅡ相互作用的干预措施可能是针对
ＡＦ心脏纤维化的潜在治疗策略。
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