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大鼠心室肌α1-肾上腺素能受体介导的 c-fos 、c-myc 表达

刘晓红 ,魏振宇 ,高　原　　(遵义医学院生理学教研室 , 遵义 563003)

　　提　要:目的　探讨去甲肾上腺素(NE)诱导心肌细胞原癌基因的超常表达与适应性心肌肥大的关系及其受体介导

和跨膜信号转导的作用。方法　以 10-6 mol L NE灌流大鼠离体心脏 1 h , 采用逆转录—多聚酶链反应(RT-PCR)方法 , 测定

不同实验条件下左心室 c-fos和 c-myc 表达水平。结果　10-6 mol L NE 灌流心脏后 c-fos 和 c-myc 表达均显著增强;用 5×

10 -6 mol L的哌唑嗪预先灌流可完全阻断NE 诱导的 c-fos和 c-myc 表达增强的效应;分别用 50 mmol L的新霉素和 10μmol 

L的钌红预先灌流心脏 ,可显著抑制 NE诱导的 c-fos和 c-myc 表达。结论　NE 经α1-受体介导 , 可诱导心肌 c-fos 和 c-myc

表达增强;磷酸肌醇—钙信号系统和二酰基甘油—蛋白激酶 C信号系统可能与NE 诱导心肌 c-fos和 c-myc 表达增强有关。
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Expressions of c-fos and c-myc mediated by α1-adrenergic receptor in rat ventricular

muscles
LIU Xiao-hong , WEI Zhen-yu , GAO Yuan (Department of Physiology , Zunyi Medical College , Zunyi 563003 , Guizhou Province , China)

　　Abstract:Objective　To study the signal transduction pathway of norepinephrine(NE)-induced expressions of

oncogenes c-fos and c-myc in the rat heart.Methods　mRNA levels of c-fos and c-myc in the left ventricle of the

Langendorff-perfused rat heart was quantitated by reverse transcription and polymerase chain reaction (RT-PCR).

Results　NE increased the expressions of c-fos and c-myc while the effects of NE on the expressions of c-fos and c-

myc were blocked byα1-adrenergic blocker prazosin(5×10
-6

mol L)completely.Neomycin(5mmol L)and ruthe-

nium red(10 μmol L)decreased the NE-induced c-fos and c-myc mRNA levels.Conclusion　NE can induce the

expressions of oncogenes c-fos and c-myc in the ventricle mediated by α1-adrenergic receptor.The signal transduction

pathway of NE-induced c-fos and c-myc expressions may be associated with inositol phosphates-Ca
2+

system and dia-

cylglycerol-protein kinase C system.

　　Key words:norepinephrine;α1-adrenergic receptor;c-fos;c-myc;signal transduction;rat

　　儿茶酚胺不仅有重要的血流动力学作用 ,而且还

能直接作用于心肌 ,引起心肌 c-fos 、c-myc 等原癌基因

表达 ,继而引起 RNA 、蛋白质合成增加和细胞体积增

大
[ 1 ～ 3]

。在心血管系统压力负荷持续性增加时 ,心交

感节后纤维大量释放去甲肾上腺素(norepinephrine ,

NE),继之往往又出现代偿性心肌肥大 。因此 ,NE 对

c-fos 、c-myc 等原癌基因表达的作用机制自然引起人们

的关注。从现有文献看 ,在整体水平和细胞培养水平 ,

NE均能引起 c-fos和 c-myc 等原癌基因表达和细胞肥
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大 ,且用α1-受体拮抗剂可以阻断NE诱导的原癌基因表

达和心肌肥大 ,而 β-受体拮抗剂则无效
[ 1 , 3, 4]

。这些结果

说明NE经α1-受体介导可诱发心肌原癌基因表达。

　　关于α1-受体介导的信号转导途经 ,比较经典的是

“磷酸肌醇 —钙”和“二酰基甘油 —蛋白激酶 C”信号系

统。值得探讨的问题是 ,心肌的α1-受体究竟如何通过

上述两个信号转导系统将细胞外NE 的化学信息进行

传递 、放大而产生原癌基因表达增强的生物学效应的。

为此 ,本实验以 NE对离体的大鼠心脏进行灌流。针

对磷酸肌醇—钙信号系统和二酰基甘油 —蛋白激酶 C

信号系统中的一些重要环节 ,观察肾上腺素能受体 、磷

脂酶 C(PLC)、胞浆内 Ca
2+
等因素在NE诱导心肌 c-fos

和 c-myc 表达中的作用 ,以探讨上述问题。
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1　材料和方法

1.1　材料和试剂
　　实验用 Wistar大鼠(雌雄不拘),共 96 只 ,体质量 150 ～ 200

g , 由遵义医学院实验动物中心提供。去甲肾上腺素购自上海

禾丰制药有限公司;新霉素购自上海生工生物公司;哌唑嗪系

南京药科大学赠;钌红系中山医科大学赠;溴化乙锭(E.B)、

dNTP、Rnasin、Mops、Tris 、Tag DNA 聚合酶购自上海化美公司;

AMV反转录酶购自Promega;Oligo(dT)15 Primer购自Amresco 公

司 。本实验所需其余试剂均为国产或进口分析纯。

1.2　离体心脏灌流
　　用戊巴比妥钠腹腔麻醉(40 ～ 50 mg kg), 开胸取出心脏后 ,

通过主动脉将心脏悬挂于 Langendorff 心脏灌流装置上。 用

95%O2 和 5%CO2 混合气饱和的 37 ℃的 Krebs-Henseleit溶液灌

流心脏 ,灌流压为 8 kPa。在灌流液中加入药物前至少平衡灌

流15 min , 或先用拮抗剂灌流 10 min 后再加入 NE 灌流 1 h , 灌

流毕取左心室置于液氮中备用。

1.3　心脏总 RNA的提取和引物合成

　　RNA提取用异硫氰酸胍一步法[5] 。引物参照Oliver Stepien

等提供的序列 ,根据电脑基因库核苷酸顺序资料 , 由上海生工

生物公司合成。引物序列为:

　　c-fos[ 6] :　sense:5′-AGCTGACAGATACGCTCCAA-3′

　　　　　　antisense:5′-TAGGTGAAGACAAAGGAAGACG-3′

　　c-myc[ 6] :　sense:5′-CCACAAGGAAGGACTATCCAGC-3′

　　　　　　antisense:5′-TTGTGCTCATCTGCTTGAACGG-3′

1.4　cDNA合成和 PCR扩增体积制备

　　5 μgRNA , 5 μl 寡核苷酸 dT 引物 , 5 μl dNTP , Ransin 20 U ,

AMV反转录酶 10 U , 加灭菌三蒸水至总体积 20 μl , 42 ℃, 1 h。

选定扩增循环数为 30。取逆转录 cDNA 4 μl , 10×扩增缓冲液5

μl ,MgCl2 3μl , dNTP 4μl ,上 、下游引物 25 Pmol , Taq DNA 聚合酶

1 μl ,加灭菌三蒸水至总体积 50 μl。在 PCR仪上扩增 , 反应条

件:94 ℃ 1 min , 60 ℃ 1 min , 72 ℃ 1.5 min。 扩增 30 循环。 全

部周期结束后于 72 ℃延伸 5 min。

1.5　PCR产物分析
　　取 15μl扩增产物用 2.5%的琼脂糖凝胶电泳 , 100 V , 1 h。

溴乙锭(E.B)染色 , 紫外灯下观察并照相记录结果。用 Mias 99-

B 图像分析系统对底片的灰度进行分析。

1.6　统计学分析
　　所有数据以 x±s表示 , 用 t检验。

2　结果

2.1　NE诱导左心室 c-fos 、c-myc 基因表达
2.1.1　NE 作用的量效关系　　用含不同浓度 NE(10-8 ～ 10-4

mol L)的 K-H 液灌流心脏 1 h ,观察不同浓度的 NE 对 c-fos mR-

NA、c-myc mRNA含量的影响。随着灌流液中 NE浓度的升高 ,

c-fos 、c-myc 基因表达逐渐增强。在 NE 浓度为 10-6 mol L时 , c-

fos 、c-myc基因表达达峰值 ,分别为对照组的 2.5倍和 3.9倍(P

值均小于 0.01)(图 1)。

A:c-fos;B:c-myc

图 1　c-fos 、c-myc RT-PCR产物电泳图

Fig 1　Electrophoretic picture of c-fos and c-myc RT-PCR production

2.1.2　NE作用的时间过程　　在同一批实验中 , 用 10-6 mol L

NE分别灌流心脏 15、30、60、90、120 min , 分别测定 c-fos mRNA、

c-myc mRNA水平。灌流 15 min 时 , c-fos基因表达增强 , 60 min

达峰值。而 c-myc 在灌流 30 min 时表达 , 90 min才达峰值 , 随后

逐渐下降。

2.2　哌唑嗪对 NE 诱导左心室 c-fos 、c-myc 基因表达

的影响
　　用 10-6 mol L NE 灌流心脏 1 h , c-fos、c-myc 的表达比对照

组明显增高(P<0.01)。预先加入哌唑嗪(5×10-6 mol L)灌流

10min , 然后再加入NE(10-6 mol L)灌流 1 h ,测得的 c-fos mRNA、

c-myc mRNA 水平明显低于单独用 NE 灌流组(P <0.01), 与对

照组相比无显著性差异(P>0.05)(表 1)。 预先加入 β-受体阻

断剂心得安(10-6 mol L)灌流 , 再加 NE(10-6 mol L)灌流 , 测得

的 c-fos mRNA、c-myc mRNA 水平与单独用 NE(10-6 mol L)灌流

组相比无显著性差异(P>0.05)(图表上未显示)。

2.3　新霉素对 NE 诱导左心室 c-fos 、c-myc 基因表达

的影响
　　预先用新霉素(5 mmol L)灌流 , 然后加 NE(10-6 mol L)灌

流心脏 ,测得 c-fos 、c-myc基因表达水平与单独用NE(10-6 mol 

L)灌流组相比 , c-fos 、c-myc表达明显降低(P 值均小于 0.01),

c-fos mRNA 、c-myc mRNA 比单独用 NE(10-6mol L)灌流组分别

下降(52±7.0)%和(30.5±6.6)%(表 1)。

表 1　NE、哌唑嗪 、新霉素和钌红对心室肌 c-fos 和 c-myc

表达的影响(n=6)( x±s)

Tab 1　Effects of NE , prazosin , neomycin , and ruthenium red

on c-fos and c-myc gene expressions in the left ventricle

(n=6)( x±s)

Group c-fos c-myc

K-H 8.11±4.30 11.13±5.52

NE(10-6 mol L) 20.65±2.21## 43.35±4.48##

Prazosin+NE(5×10-6 mol L) 7.28±2.64＊＊ 9.34±2.55＊＊

Neomycin+NE(50 mmol L) 9.89±1.32＊＊ 30.10±6.51＊＊

Ruthenium red+NE(10 μmol L) 11.87±5.31＊＊ 22.51±8.65＊＊

##:P<0.01 , vs K-H;＊＊:P<0.01 , vs NE

2.4　钌红对NE诱导的 c-fos 、c-myc 基因表达的影响
　　预先用肌质网 Ca2+释放抑制物钌红(10 μmol L)灌流 10

min , 然后加NE(10-6 mol L)灌流 , 测得左心室 c-fos 、c-myc 基因

表达水平与单独用 NE(10-6 mol L)灌流组相比 , c-fos 、c-myc 表

达明显降低(P 值均小于 0.01), c-fos mRNA 、c-myc mRNA水平

分别下降(42.5±15.5)%和(48±16.3)%(表 1)。
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3　讨论

　　根据文献报道 ,给大鼠静脉输注 NE
[ 1 ～ 3]

,或在心

肌细胞培养液中加入 NE
[ 4]
,都能诱导心肌原癌基因 c-

fos 和 或 c-myc 超常表达 。在本实验中以 10
-6

mol L

的NE灌流离体的大鼠心脏1 h ,也得到左心室 c-fos和

c-myc 基因表达显著增强的结果。在不同的实验性心

肌肥大反应中 ,首先有 c-fos 、c-myc 等原癌基因表达增

强 ,然后才有 RNA 、蛋白质合成增加和细胞体积增

大
[ 1 ～ 3 , 7]

。这一事实表明 NE诱导心肌细胞 c-fos和 c-

myc基因表达可能与心肌肥大有着密切的关系。

　　NE诱导心肌细胞原癌基因 c-fos 和 c-myc 表达增

强的效应看来是通过α1-受体介导的 。因为α1-受体拮

抗剂—哌唑嗪能阻断 NE诱导的在体的心肌
[ 1, 3]
和离

体培养的心肌细胞
[ 4]

c-fos 、c-myc基因表达及心肌肥大

反应 ,而 β-受体阻断剂则无效 。本实验也证实α1-受体

拮抗剂-哌唑嗪可有效抑制 NE 诱导左心室 c-fos和 c-

myc基因表达增强的效应 ,而 β-受体阻断剂-心得安对

NE的这一效应无影响 。这一结果再次肯定了心肌细

胞的α1-受体在NE诱导心肌原癌基因表达增强效应中

的作用。

　　在激动α1-受体后的诸多信号系统
[ 8]
中 ,以“磷酸

肌醇-钙信号系统”和“二酰基甘油-蛋白激酶 C 信号系

统”最受关注。本实验针对以上两个信号系统中的一

些重要环节进行了初步的探讨 。结果显示 ,磷脂酶 C

抑制剂-新霉素能显著削弱 NE 诱导左心室 c-fos和 c-

myc基因表达增强的效应 。磷脂酶 C 激活是磷酸肌醇

-钙信号系统和二酰基甘油—蛋白激酶 C 信号系统激

活的前提 ,此结果提示 NE诱导左心室 c-fos 和 c-myc

表达可能与这两个信号系统有关。Ca
2+
是细胞内最普

遍而重要的信号转导成分 ,在诱导原癌基因表达和心

肌肥大中起着重要作用 。钙通道阻断剂 verpamil 和

nifedipine可阻断心肌细胞蛋白质合成
[ 9]
。本实验观察

到 ,预先用肌质网Ca
2+
释放抑制剂-钌红灌流大鼠离体

心脏 ,NE诱导左心室 c-fos和 c-myc 基因表达增强的效

应显著削弱。由此可知 ,在 NE 诱导左心室原癌基因

c-fos和 c-myc 表达增强的信号转导过程中 , 肌质网

Ca
2+
释放起着重要的作用。
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关于数字的用法

　　在各种出版物上数字的用法总的原则是:凡是可以使用阿拉伯数字 ,而且又很得体的地方均应使用阿拉伯数

字。以下两种情况必须使用阿拉伯数字:
　　1　公历世纪 、年代 、年 、月 、日和时刻　　例如:公元前 5世纪 、20世纪 90年代 、1995年 6月8日 14时30分。

　　表示年份要写全称 ,1995年不能写成 95年或' 95年;1953-1958年不能写成 1953-58年 。年月日可以写成
1995-06-08。时刻用“ :”分隔的形式。如:13时 45分 8秒可以写成 13:45:08。

　　2　计数和计量(整数 、小数 、分数 、百分数 、均数)包括序数 、编号　　4位和 4 位以上的数字采用三位分节

法 ,不用“千分撇” ,节与节之间留半个阿拉伯数字的空隙(如 2，431改为 2 431)。年份 、部分代号 、仪器型号等非
计量数字不用分节 ,也不加千分撇。尾数“0”多 ,5位以上的数字 ,可以用“万”“亿”表示 ,但不得以十 、百 、千 、百

万 、十亿等汉字表示 ,例如 3 579 000可写成 357.9万但不能写成 3百 57万千或 357万 9千。
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