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·基础研究·

解耦联蛋白一2与压力超负荷大鼠心肌肥厚中的细胞凋亡

杭涛 江时森 宫剑滨 张启高 汪春晖 谢渡江 任海玲 邹英

【摘要】 目的探讨心肌解耦联蛋白一2(UCP2)与压力超负荷心肌肥厚中心肌细胞凋亡的关系。方法采用腹

主动脉缩窄法建立大鼠压力超负荷模型，假手术大鼠作为对照组。术后1，2，4，7，14，21，30d，RT-PCR法测定UCP2

mRNA含量，TUNEL法检测心肌细胞凋亡水平。结果(1)与对照组比较，压力超负荷组在术后4d UCP2 mRNA

含量上调，并持续增高至30d。(2)压力超负荷组心肌细胞凋亡在术后1d即升高，在4d时进入高峰期并持续至7d，

其后低水平持续存在，直至实验结柬。丽对照组未发现凋亡细胞。结论UCP2可能参与了压力超负荷心肌肥厚中

细胞凋亡的调控，但其确切机制有待进一步研究。
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Uncoupling protein。-2 and apoptosis in pressure

overload--induced cardiac hypertrophy in rats
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[Abstract] Objective To explore the relationship between uncoupling protein-2(UCP2)and apoptosis in

pressure overload—induced cardiac hypertrophy．Methods The pressure overload animal model was established in

rats by abdomial aorta coarctation and an equal number of sham—operated rats served as controls．The time course was

1，2，4，7，14，21 and 30 days after operation．The UCP2 mRNA expression was evaluated by RT-PCR．The

TUNEI。method was applied to detect the myocardial apoptosis．Results (1)Compared with control group，the ex—

pression of UCP2 mRNA was upregulated at 4 days．and developed progressively to 30 days．(2)The apoptosis in—

creased significantly at d l，and reached a plateau between d 4-d 7；afterwards，it decreased continuously to low level．

However，the apoptosis was so rare that it was undetectable in control group．Conclusion Although the precise role

for UCP2 need to be clarified in the future works，it may participate in the regulation of apoptosis during the pressure

overload—induced cardiac hypertrophy．
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心脏工作负荷增加致心肌肥厚的机制目前仍未

完全明了，但细胞凋亡可能在这一过程中起了重要

作用[1]。大多数研究表明，线粒体在凋亡的信号传

导中扮演了重要的角色E21，尤其是位于线粒体内膜

的解耦联蛋白(uncoupling protein，UCP)-2。

UCP是线粒体内膜上参与机体能量代谢的一

个重要的转运蛋白。UCP被激活时，形成质子通

道，使得ATP合成所依赖的线粒体内膜上的电化

学梯度改变，氧化磷酸化解耦联，合成ATP减少，

使产能转化为产热[3]。目前的研究表明，在哺乳动

物中的组织细胞中UCP有4种同型异构体(UCPl—

4)E引，UCPl主要在棕色脂肪组织中表达，UCP2在

人类和啮齿类动物的各组织中均有发现。UCP3主

要在骨骼肌和棕色脂肪组织中表达，而UPC4则仅

在大脑组织中表达。

线粒体作为细胞的能量工厂，它通过将ATP

水解为ADP和Pi，进而调控ATP和ADP的比例，

但这一过程的副产品是活性氧簇(ROS)。有研究表

明，RoS参与了凋亡信号转导通路的不同阶段，例

如线粒体渗透性转运的诱导，细胞内胱冬肽酶

(caspase)和DNA损伤的激活等[5]。体外研究表

明，UCP2可以通过降低线粒体跨膜电压，从而减少
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ROS的生成[6]，同时，UCP2过表达能够抑制由过

氧化氢所诱导的细胞凋亡L7]，上述发现提示UCP2

是一个重要的凋亡调节基因。在压力超负荷致心肌

肥厚中心肌细胞凋亡的存在已被证实[8]。但关于

UCP2与这一过程中心肌细胞凋亡调控的关系则尚

未见报道。

1材料和方法

1．1材料本实验中所用总RNA抽提试剂盒rift—

pur为瑞士Roche公司产品，TUNEL检测试剂盒为

德国Boehringer Mannheim公司产品；其余分子生物

学试剂均为美国Promega生物有限公司产品。

1．2 压力负荷大鼠模型的建立 42只成年SD大

鼠，体重(200土30)g，购自南京军区动物实验中心，

大鼠被随机分为2组。(1)手术组：戊巴比妥钠

(40mg／kg，腹腔注射)麻醉，开腹后在左右肾动脉分

支间以0．45mm注射针头与腹主动脉一起结扎，随

后抽出注射针头，造成腹主动脉缩窄。观察周期

30d，7个时间点，分别为术后1，2，4，7，14，21，30d，

每个时间点3只大鼠，共21只大鼠。(2)对照组：不

结扎腹主动脉，余处理同手术组，每个时间点3只大

鼠，共21只大鼠。实验过程中，大鼠生活和手术环

境温度均控制在18～22℃，饲料成分不予限制，不

控制每日摄人量。

1．3取样方法 各组大鼠在预定时间点称量体重

(body weight，BW)，随后以戊巴比妥钠(35mg／kg，

腹腔注射)麻醉，开腹后在腹主动脉结扎点上方穿

刺，利用SIMENS SIRCUST 960生理记录仪(西门

子公司，德国)记录压力曲线，得到收缩压(SBP)和

舒张压(DBP)，并计算平均动脉压(MAP)，计算公

式为：MAP=DBP+1／3(SBP-DBP)，随后开胸取出

心脏，4℃预冷生理盐水冲洗，称心脏重量(cardiac

weight，CW)，计算心重指数(cardiac weight index，

CWI)，计算公式为：CWI—CW／BW。随后将左、右

心房及右心室去除，留取左心室，于左心室心尖部切

取心肌100mg，保存于-80℃液氮中，用于总RNA

的抽提；剩余的左室心肌，以lo％甲醛液浸泡固定，

并制成石蜡切片，用于心肌细胞凋亡的检测。

1．4组织总I矾A的抽提按照Roche公司总RNA

抽提试剂盒(Tripure)的操作步骤，从100rag心肌组

织中提取并纯化总RNA约lOOp．g，其A：。。_／A280。为

1．9左右。甲醛变性琼脂糖凝胶电泳分析，18S，28S

条带清晰，总RNA片段完整未降解。

1．5 PCR引物的设计及RT-PCR的操作步骤

UCP2，p一肌动蛋白(pactin)的PCR引物参考Gene—

Bank所报道的各自的cDNA序列(GeneBank index：

9507230，13592132)，计算机辅助设计引物，所用软件为

DNA aub。各目的基因的引物序列见表1。

逆转录反应以提取的总RNA 10t生g为模板，

Oligo(dT)15 primer为逆转录引物，70℃水浴5min

后快速冰块降温，再依次加入RNAsin，dNTP mix，

M—MLV 5×Buffer，DEPC处理的双蒸水，最后按

lOOU／tzg mRNA加入M—MLV逆转录酶，反应总

体积为50肚1，42℃水浴2h，合成第一条cDNA链。

PCR反应以逆转录产物lOtA为模板，目的基因及

内参8-肌动蛋白引物200nmol／L，加入Taq DNA

聚合酶2．5U，总反应体积为25“l，PCR条件为92℃

变性45s，58℃退火50s，72℃延伸70s，30个循环，

最后72℃延伸7min。

1．6 凝胶成像分析系统检测各目的基因的表达

水平PCR产物10ul于2％琼脂糖凝胶上电泳，

50V，电泳1．5h后，用KODAK EDA$290凝胶成

像分析系统成像，图像分析使用KoDAK 1D图

像分析软件，分别得到目的基因及内参p-肌动蛋

白的灰度值，随后计算目的基因的表达水平，计

算公式为：目的基因表达水平=目的基因灰度

值／伊肌幼蛋白灰度值。

1．7 TUNEL法检测心肌细胞凋亡 按照

TUNEI。检测试剂盒标准操作步骤对切片染色，应

用HPIAS-1000高清晰度彩色病理图文分析系统

(同济千屏影像公司，中国天津)进行半定量分析，每

张切片随机选取5个视野，光镜下40倍，分别计数

阳性细胞数和细胞总数，其比值即为心肌细胞凋亡

指数(myocardial apoptosis index，MAI)。

1．8统计学分析 结果数据均以硅s表示，统计学
检验采用成组t检验，P<O．05认为差异有统计学意义。

表1 UCP2，}肌动蛋白PCR引物序列
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2结 果

2．1 各组大鼠平均动脉压和心重指数从图1可见，

与对照组相比较，手术组大鼠腹主动脉MAP在术后

1d即开始增高((122±6)mmHg邯(95±3)mmHg，

P<o．053，并持续增加，直至30d达最大值[(188±

4)mmHg VS(102±6)mmHg，Pd0．05)。

手术后天最(d)

与对照组比较，。P<O．05

图1压力超负荷大鼠平均动脉压(MAP)

由图2可知，与对照组比较，CWI于手术后4d方开

始增加(3．45±0．20 VS 3．06±0．07，P<0．05)，随

后持续增长直至本实验结束(4．55士0．32 VS 3．22±

O．03，P<O．05)。综合上述改变证实了压力超负荷

模型的有效性。

手术届天囊∞

与对照组比较，’P<O．05

图2压力超负荷大鼠心重指数(CWl)

2．2 压力超负荷大鼠心肌UCP2 mRNA的相

对含量从图3可见，与对照组比较，UCP2 mRNA

的表达水平在术后4d上调(O．28±0．02 vs 0．19士

O．03，P<0．05)，随后持续增高直至30d(0．33±

0．02 VS 0．22±0．04，Pd0．05)。

术后天藏(d)

与对照组比较，’P<O．05

图3 压力超负荷大鼠心肌线粒体UCP2 mRNA表达水平

2．3 压力负荷模型大鼠心肌细胞凋亡指数 从图

4中可知，手术组大鼠MAI在术后1d即有升高

(O．18土0．03)，在4d时进入高峰期(O．31±0．06)，

并持续至7d(0．30±0．04)，其后低水平持续存在，

直至实验结束。而对照组的凋亡水平极低以至无法

测及(MAI=0)。手术组和对照组大鼠的TUNEL

染色分别见图5和图6。

l 2 4 7 1． 2l 30

手术后天藏(d)

与对照组比较，。P<0．05

图4压力超负荷大鼠心肌细胞凋亡指数(MAI)

3讨论

本实验发现，与对照组比较，心肌细胞的凋亡于

术后1d即升高，并于4～7d达峰值水平，随后即迅

速下降至较低水平。离体研究发现，过度牵张成年

大鼠心肌细胞可诱导心肌细胞凋亡，且凋亡的发生

率与心肌细胞所承载的张力强度相关[9’10。。在体的

研究中，升主动脉结扎造成左室压力超负荷已被证
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实可诱导心肌细胞凋亡[8]。由于血压的升高可致室

壁张力增加，进而使心肌细胞受到牵拉，因此，上述

发现提示压力超负荷可能在心肌细胞的凋亡中起了

重要的作用。但本研究中MAP在术后1d即开始

升高，并持续增加至研究结束，结合心肌细胞凋亡的

变化，可见血压水平与心肌细胞凋亡的变化似乎并

不完全直接相关。实际上已有研究表明，自发性高

血压大鼠左室心肌细胞凋亡与血压的即刻变化并无

相关性[1妇；同时，经氯沙坦处理的自发性高血压大

鼠，即使其血压仍然增高，但心肌细胞的凋亡已明显

降低[1ZJ。因此，尽管不能排除压力超负荷作为诱导

心肌细胞凋亡的一个因素，但某些其他的机制可能

起到了更为重要的作用。

本研究中，心肌UCP2表达的上调滞后于心肌

细胞凋亡的增长。Pecqueur等口33发现，氧化应激可

以诱导UCP2的表达，同时，研究已经证实压力超

负荷可诱导心肌细胞产生氧化应激，这就意味着

ROS含量的急剧增加。此外，有研究者发现ROS

参与了线粒体途径的凋亡信号转导通路的不同阶

段[5]。将上述发现结合本研究的结果，提示UCP2

的上调可能是对氧化应激及其诱导的早期心肌细胞

凋亡的一种保护性反应，而具体的机制仍需进一步

阐明。

本研究中最为重要的发现是凋亡在术后7d急

剧降至低水平，而UCP2却持续增高。Arsenijevic

等[63发现，UCP2可以通过降低线粒体的跨膜电压

从而限制ROS的生成。还有研究者发现，UCP2通

过诱导一氧化氮合酶的表达在大鼠缺血预适应中对

心肌产生保护性作用[1引。此外，离体研究表明，

UCP2的过表达能够抑制由过氧化氢所诱导的心肌

细胞凋亡[7]。上述发现进一步提示，本研究中凋亡

的回落可能是由UCP2的上调所介导。即UCP2可

能通过抑制压力超负荷致左室肥厚中的心肌细胞凋

亡，进而对心肌细胞产生保护效应。然而，在HeLa细

胞中，UCP2的过表达却能够通过显著降低线粒体

跨膜电压促进细胞的死亡[1引。此外，在大鼠原始心

肌细胞中UCP2的过表达对细胞的存活未产生影

响，但在UCP2过表达的成年大鼠心肌细胞进行缺

氧一再氧合后，细胞存活数较对照组明显减少[1 6。。

尽管不能解释这种差异的原因，但在不同类型的细

胞及病理生理状况下，UCP2的过表达可能导致不

同的继发效应。实际上，在成纤维细胞中，UCP2的

过表达对细胞生长及存活未产生影响，但在HeLa

细胞中却产生了致命性反应[15]。此外，在神经细胞

中，UCP2的表达水平与细胞凋亡的一个重要标志

物，胱冬肽酶一3的活力成反比[1川。上述发现提示，

UCP2在大脑和心脏中对细胞凋亡的调控作用可能

是相似的。

综上所述，心肌线粒体UCP2可能参与了压力

超负荷心肌肥厚中细胞凋亡的调控，但其确切的作

用机制有待进一步研究。
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要的角色，如何阻止或延缓这一过程的发生为今后

的研究工作提出了新的问题和思路。
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