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钙激动剂对心肌肥大有关信号转导的作用

杨永健1 ,祝善俊1 ,祝之明2 ,胡厚祥2 ,钟　键2 ,丁　刚2　　(第三军医大学:1 附属新桥医院心血管内科 ,重庆 400037;
2 附属大坪医院野战外科研究所高血压中心 , 重庆 400042)

　　提　要:目的　探讨钙激动剂对心肌细胞丝裂素活化蛋白激酶(MAPK)活性 , c-fos、c-myc 蛋白核转位表

达 ,及蛋白核酸合成的影响。方法　应用血管紧张素Ⅱ(Ang Ⅱ , 10-7 mol/ L)剌激原代培养的心肌细胞钙内

流 ,雷尼丁(RY , 10-7 mol/ L)剌激胞内钙释放;剌激 5 min 时测MAPK活性 , 免疫组化方法检测剌激5 、10、20、30

min时 c-fos、c-myc蛋白定位表达;3H-Leu 和3H-TdR 掺入法检测剌激 24 h 心肌细胞蛋白核酸合成。 结果　

AngⅡ和 RY剌激心肌细胞 5 min 时MAPK活性均明显增高 , 与对照心肌细胞相比差异显著(P <0.01)。免疫

组化结果显示 , RY剌激心肌细胞 c-fos、c-myc蛋白核转位表达早于 AngⅡ 。 Ang Ⅱ和 RY剌激 24 h , 心肌细胞

蛋白核酸合成显著增高 ,与对照组心肌细胞相比差异显著(P <0.01)。结论　剌激钙内流及钙释放均在早

期激活心肌细胞MAPK。钙释放导致的心肌细胞 c-fos 、c-myc蛋白核转位表达早于钙内流 , 同时引起心肌细

胞蛋白核酸合成明显增加。本研究为通过干预细胞内钙变化来改善心肌肥大提供了实验依据。
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Effect of calcium activators on signaling transduction of myocardium

hypertrophy in cardiac myocytes in vitro
YANG Yong-jian , ZHU Shan-jun , ZHU Zhi-ming , HU Hou-xiang , ZHONG Jian , DING Gang(Department of Cardiology , Xinqiao
Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the effects of calcium activators on the activity of mitogen acti-

vated protein kinase(MAPK), expression and distribution of c-fos and c-myc protein , synthese of protein
and nucleic acid in cardiomyocytes.Methods　Ca2+ influx and intracellular Ca2+ release in cultured

neonatal rat cardiomyocytes were stimulated by Angiotensin Ⅱ(AngⅡ , 1×10
-7
mol/L)and Ryanodine

(RY , 1×10-7 mol/L)respectively.MAPK activity were measured at 5 min after the stimulation with

γ-
32
P-ATP substrate , local expression of c-myc and c-fos by immunohistochemical methods , and the syn-

theses of protein and nucleic acid 24 h later by 3H-Leu/ 3H-TdR incorporation.Results　MAPK activity

was increasedmarkedly at the 5th min in the cells with both AngⅡand RY stimulation , with a significant
difference from the control cardiac myocytes(P <0.01).Transnuclei expressions of c-fos and c-myc

protein was earlier in the cells stimulated by RY than in those by AngⅡ.In 24 h after the stimulation
with AngⅡ and RY , the syntheses of protein and nucleic acid were significantly increased compared with
those of control myocytes(P <0.01).Conclusion　MAPK of cardiomyocytes can be activated by both

calcium influx and intracellular release.The c-fos and c-myc proteins are expressed earlier in the cells
stimulated to intracellular Ca2+ release than those to Ca2+ influx , and the syntheses of protein and nucle-

ic acid are increased in the cells at the same time.These results gives a basis for further research on alle-
viating the degree of myocardial hypertrophy by altering the intracellular Ca2+ level.
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　　心肌细胞内钙的变化是触发心肌肥厚相关信号转

导的始动因素[ 1] ,引起心肌细胞内钙增高的血管活性

物质较多 ,如血管紧张素 Ⅱ(Angiotensin Ⅱ ,AngⅡ)和

雷尼丁(Ryanodine , RY)等 ,但两者导致胞内钙增加的

机制不同 ,前者与受体结合通过激活钙通道和三磷酸

肌醇(IP3)受体引起钙内流 ,而后者则与肌浆网 RY受

体结合 , 使内贮钙释放
[ 2 , 3]
。丝裂素活化蛋白激酶

(Mitogen activated protein kinase ,MAPK)存在于胞浆内 ,

是细胞生长和分化的重要信号转导成份[ 4] ,但与细胞

内钙变化的关系知之甚少。因此 ,本研究以培养的心

肌细胞为研究对象 ,用 AngⅡ剌激钙内流 , RY剌激钙

释放 ,观察剌激后 MAPK 活性变化 、胚胎型心脏基因

c-fos 、c-myc蛋白定位表达 ,及对心肌细胞蛋白核酸合

成的影响 ,以明确钙激动剂对心肌重构的作用 。

1　材料与方法

1.1　主要试剂
　　M199 , Ang Ⅱ , RY ,髓样磷脂碱性蛋白(MBP)(Sigma 公司);

c-fos , c-myc抗体(Santa Cruz 公司);ABC 试剂盒(包括山羊血清 、

生物素标记二抗等)(武汉博士德公司);氚-亮氨酸(3H-Leu , 中

科院上海核技术开发公司);氚-胸腺嘧啶(3H-TdR, 北京原子能

科学研究院);Wistar大鼠乳鼠由附属大坪医院实验动物中心提

供。

1.2　心肌细胞培养及实验分组
　　取新生 1 ～ 3 d Wistar 大鼠乳鼠的心脏 , 按 Scott法原代培

养。本实验 AngⅡ 、RY 剌激浓度均为 10-7 mol/ L , 分为正常对

照心肌细胞(对照组), Ang Ⅱ剌激心肌细胞(AngⅡ剌激组), RY

剌激心肌细胞(RY剌激组)3组。

1.3　MAPK活性测定
　　原代培养心肌细胞 48 h 后 ,用无血清培养基培养 24 h , 再

分别用 AngⅡ 、RY剌激 5 min , 取细胞提取液 , 按李田昌[ 5]的方

法 ,用γ-
32
P-ATP磷酸化底物MBP 测心肌细胞MAPK活性 ,重复

3 次。

1.4　免疫组化
　　原代培养的心肌细胞 48 h 后 , 用无血清培养基培养 24 h ,

再分别用 AngⅡ 、RY剌激 5、10 、20、30 min , 用 4%多聚甲醛固定

30 min ,作免疫组化。 ABC 免疫组化法:①PBS 漂洗 15 min×3

次;②二抗(1∶200)在 37 ℃孵育 24 h , PBS 漂洗 15 min×3 次;③

二抗 37 ℃孵育 1 h , PBS 漂洗 15 min×3次;④S-P 复合物 37 ℃

孵育 1 h , PBS 漂洗 15 min×3 次;⑤DAB 显色 10 min。

1.5　
3
H-Leu和

3
H-TdR掺入

　　将消化的乳鼠心肌细胞配制成 3×105 个/ ml的细胞悬液 ,

接种于 24孔板 , 每孔 1 ml , 24 h 后加入无血清M199 培养 24 h。

分为对照组 、Ang Ⅱ剌激组 、RY 剌激组 , 分别加入3H-Leu 或
3H-TdR 18.5 kBq/孔 , 每组重复 3孔 , 24 h后用 0.25%的胰酶消

化细胞 , 多管细胞收集器将细胞吸附于玻璃纤维纸上 , 烘干后

加入闪液进行液闪计数。

1.6　统计学处理
　　数据以 x±s表示 , 组间比较进行 t检验。

2　结果

2.1　MAPK活性
　　AngⅡ剌激心肌细胞 5 min 时 MAPK 活性为(117±11)Bq/

well , RY剌激 5 min 为(124±4)Bq/well ,正常对照为(33±3)Bq/

well。AngⅡ和 RY剌激组与对照组MAPK活性相比差异非常显

著(P<0.01)。

2.2　免疫组化
　　AngⅡ剌激组 10 min 时 , c-fos 、c-myc蛋白主要表达于胞浆 ,

见图 1、2;30 min 时 , c-fos、c-myc蛋白主要表达于胞核 , 见图 3、

4;随 AngⅡ剌激时间延长即 c-fos、c-myc蛋白表达由胞浆向胞核

内转移 ,完成核转位。

图 1　AngⅡ剌激 10 min心肌细胞 c-fos蛋白表达　(ABC×200)
Fig 1　Expression of c-fos protein in cardiomyocytes stimulated by AngⅡ for 10 min　(ABC×200)

图 2　AngⅡ剌激 10 min心肌细胞 c-myc蛋白表达　(ABC×200)
Fig 2　Expression of c-myc protein in cardiomyocytes stimulated by AngⅡ for 10 min　(ABC×200)
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图 3　AngⅡ剌激 30 min心肌细胞 c-fos蛋白表达　(ABC×200)

Fig 3　Expression of c-fos protein in cardiomyocytes stimulated by AngⅡ for 30 min　(ABC×200)

图 4　AngⅡ剌激 30 min心肌细胞 c-myc蛋白表达　(ABC×200)

Fig 4　Expression of c-myc protein in cardiomyocytes stimulated by AngⅡ for 30 min 　(ABC×200)

　　RY 剌激组 5 min c-fos、c-myc 蛋白主要表达于胞浆内;20

min时 , c-fos、c-myc蛋白表达以胞核为主 , 完成核转位。 RY 剌

激心肌细胞后 c-fos 、c-myc蛋白表达早于 Ang Ⅱ , 完成核转位的

过程也较AngⅡ早。

2.3　3H-Leu和3H-TdR掺入
　　AngⅡ剌激和 RY剌激组 24 h 3H-Leu 和3H-TdR掺入量与对

照组相比差异非常显著(P<0.01), 见图 5、6。

图 5　心肌细胞3H-Leu掺入量

Fig 5　3H-Leu incorperation of cardiomycytes

图 6　心肌细胞
3
H-TdR掺入量

Fig 6　3H-TdR incorperation of cardiomycytes

3　讨论

　　有关心肌肥厚的临床及实验研究已有较多报道 ,

但对钙激动剂和心肌细胞生长信号转导之间的关系仍

知之甚少。钙离子是多种信号转导的交汇点 ,在多途

径信号转导中起中心调节作用[ 1 ,6] 。Ang Ⅱ、RY是心

肌细胞肥大剌激因子 ,也是胞内钙激动剂 ,AngⅡ剌激

胞外钙内流 ,RY剌激胞内钙释放 ,它们与心肌肥大有

关信号转导之间的关系一直是人们关注的问题。

MAPK在心肌重构中起重要作用 ,其活性在剌激早期

很快升高 ,肥大形成后其活性下降甚至恢复正常水

平[ 4] 。本研究用AngⅡ、RY(10-7 mol/L)剌激心肌细胞

5 min时 ,MAPK 活性明显增加 ,与正常对照心肌细胞

相比有显差异著性。说明心肌细胞钙内流及内钙释放

均可在早期促使 MAPK活化。

　　AngⅡ主要与其特异受体(AT1)结合 ,通过 G蛋白

耦联的磷酯酶 C(β)和酪氨酸激酶相关的磷脂酶(γ)信

号通路导致细胞内第二信使分子改变 ,并介导一系列

反应 ,使心血管细胞重塑[ 2] ;RY与肌浆网和线粒体上

的 RY受体结合引起内贮钙的释放 ,在介导兴奋-收缩

耦联过程中发挥关健作用 。本实验发现这两种钙激动

剂剌激早期可活化MAPK。激活的MAPK可直接剌激

一系列的信号转导 ,表现为胞浆胞核的初级和次级反

应发生 ,初级反应包括活化多种心肌肥厚的相关基因

如 c-fos 、c-myc的表达[ 4] 。 c-fos 、c-myc是较早发现的癌

基因 ,参与正常心肌细胞的分化 、发育 ,在心血管疾病

细胞增殖过程中起重要的调节作用
[ 1 ,7]
。原癌基因要

实现其调控功能必须活化及完成入核过程 ,通过它勾
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通核内外信息传递[ 1 ,5 ,7] 。本研究用AngⅡ剌激细胞外

钙内流 、RY剌激肌浆网钙释放 ,同时观察 c-fos 、c-myc

蛋白的定位表达 。结果发现 ,10
-7
mol/L AngⅡ剌激心

肌细胞10 min 时 , c-fos 、c-myc蛋白主要表达于胞浆;

剌激 30 min时 , c-fos 、c-myc蛋白主要表达于胞核 ,即胞

浆向胞核转移 ,完成核转位。10-7 mol/L RY剌激心肌

细胞 5 min c-fos 、c-myc蛋白主要表达于胞浆;剌激 20

min时 , c-fos 、c-myc蛋白主要表达于胞核 ,完成核转位。

以上结果说明 ,这两种不同方式激发胞内钙离子浓度

增加 ,剌激心脏早期基因表达的方式基本一致;但 RY

剌激胞内贮存钙的释放导致的 c-fos、c-myc 蛋白表达

早于AngⅡ引起的钙内流 ,完成核转位的过程也较早。

这也提示不同的心肌肥厚剌激因子在影响心肌细胞胚

胎型基因表达方面还是有所差异的 。

　　MAPK激活的次级反应始发于初级反应的改变 ,

其表现在转录水平受初级反应基因 c-fos 、c-myc 等的

调控[ 2 ,4] ,直接引起心肌细胞蛋白合成增加 ,细胞体积

增大 ,激素分泌 ,间质细胞增生 。本实验结果表明 ,两

种钙激动剂剌激心肌细胞 24 h 后均可导致心肌细

胞3H-Leu和3H-TdR掺入量增加 ,提示钙内流及钙释放

均可导致心肌细胞蛋白核酸合成增加 ,而引起心肌细

胞肥大。

　　本研究为通过干预细胞内钙变化来改善心肌肥大

而逆转心肌重构提供了实验依据。
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2.2　各散光度数段电脑验光与人工验光之散光轴向

相符率见表 2

表 2　电脑验光与人工验光散光轴向相符率

<1.00 DC 1.00～ 1.75 DC 2.00～ 4.00 DC >4.00 DC

例数 45眼 27眼 25眼 7眼

<5°相符率 44% 70% 76% 100%

3　讨论

　　本实验表明年龄与电脑验光准确性的关系很大。这主要

是调节因素的作用 , 年龄越小调节力越大 , 成年后调节能力逐

渐减弱。电脑验光与人工验光相符率随年龄增大而增大 ,远视

患者相符率远远低于近视患者。电脑验光仪在小瞳下 , 可以对

40 岁以上患者进行验光[ 2] ,还可以对 17 岁以上的近视患者进

行验光。40 岁以下的远视患者小瞳下验光准确性稍差[ 1] 。

　　本实验散光值相符率普遍较高 , 但轴向的差异较大 , 其中

1.00 DC 以下的散光轴向相符率只有 44%, 1.00～ 4.00 DC 的均

小于70%～ 80%, 与文献[ 3 , 4] 报道相符 ,建议试片时注意。 16

岁以下患者由于调节因素过大 , 不主张在小瞳下验光 , 扩瞳后

可以对小儿进行验光
[ 3, 4]
。远视必须扩瞳验光。所有的电脑验

光都需试片。试片的原则是最低的度数 , 最好的视力(1.0 以

上), 按照患者的感受和适应能力适当调整 , 根据全面情况最后

给处方[ 5] 。

　　关键词:电脑验光;人工验光

　　中图法分类号:R778.2　　　文献标识码:B
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