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基础研究·

压力超负荷致左室肥厚大鼠心肌细胞凋亡的动态变化

与腺嘌呤核苷酸转运体一1的表达

杭涛 江时森 宫剑滨 汪春晖 谢渡江 任海玲诸葛海鸿

【摘要】 目的探讨心肌线粒体腺嘌呤核苷酸转运体一1(ANTl)对压力超负荷致左心室肥厚中心肌细胞凋亡

的影响。方法利用腹主动脉缩窄法建立大鼠压力超负荷模型，观察时间点为术后1，2，4，7，14，21，30d。ANTl

mRNA含量的测定采用RT-PCR法，利用TUNEL法检测心肌细胞的凋亡。结果 (1)与对照组比较，缩窄后4d

ANTl mRNA的含量上调，并于第7天达到峰值，术后14d其含量回落至对照组水平，并保持至30d。(2)手术组心

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，直至实验结束。而对照组未

发现凋亡的存在。结论(1)心肌细胞凋亡是心肌适应后负荷增加的一个重要的参与机制；(2)ANTl部分介导了压

力超负荷致左室肥厚中心肌细胞的凋亡。

【关键词】凋亡；肥大，左心室；大鼠
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[Abstract]Objective To explore the effects of adenine nucleotide translocator-1(ANTl)on cardiomyocyte ap-

optosis in pressure overload-induced left ventricular hypertrophy．Methods The pressure overload rat model was es-

tablished by abdominal aorta coarctation．The observation time points were 1，2，4，7，14，21 and 30 days after oper-

ation．The ANTl mRNA expression was evaluated by RT-PCR．The TUNEL method was applied to detect the car—

diomyocyte apoptosis．Results 1．Compared with control group，the expression of ANTl mRNA was upregulated

on 4th day after coarctation，and peaked on 7th day，then it returned to control level on 14th day and persisted until

30th day．2．The apoptosis increased significantly 1 day after operation，and reached a plateau between 4 and 7 day．

Afterwards，it decreased continuously to a low level．However，the apoptosis was so rare that it was undetectable in

control group．Conclusion Apoptosis is an important regulatory mechanism involved in cardiac adaptive response to

pressure overload，and it may be mediated，in part，by ANTl．

[Key worasl apoptosis；hypertrophy，left ventricular；rat

心脏工作负荷的增加致心肌重塑的机制目前仍

未完全明了，但心肌细胞的凋亡及能量代谢的紊乱无

疑在这一过程中起了重要的作用m引。大多数研究表

明，线粒体不仅是细胞的能量工厂，其在凋亡的信号

传导中同样扮演了重要的角色‘3|，特别是位于线粒体
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内膜的腺嘌呤核苷酸转运体(adenine nucleotide

trans|ocator，ANT)。ANT是一种载体蛋白，也是线

粒体内膜含量最多的蛋白(约占线粒体内膜总蛋白含

量的10％)，其基本功能是负责线粒体基质和细胞质

之间ATP／ADP的转运；同时ANT还是线粒体渗透

性转运孔(mitochondrial permeability transition pore，

mPTP)的核心成分，当某些促凋亡刺激作用于细胞

时，ANT可以转变为一种非特异性孔道，使细胞色素

C，凋亡诱导因子(apoptosis inducing factor，AIF)等释

放至细胞质中，并激活凋亡通路下游的级联反应[4]。

人类ANT有3种同型异构体，分别是ANTl，ANT2，
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ANT3，而大鼠和小鼠的ANT则仅有两种同型异构

体，即ANTl．和ANT2；这些同型异构体的表达具有严

格的组织特异性，在心肌中表达占优势的主要为

ANTl[5]。体外的研究表明ANTl的过表达可诱导细

胞凋亡[6]，在体研究则表明敲除ANTl基因的小鼠其

心肌肥厚发展较正常对照组更为迅速[7]，但关于ANTl

在压力超负荷致左心室肥厚中的动态表达情况及对这

一过程中心肌细胞凋亡的影响则尚未见报道。

1材料和方法

1．1材料本实验中所用TUNEL检测试剂盒购

自德国B0ehringer Mannheim公司；其余分子生物

学试剂均购自美国Promega生物有限公司。

1．2 压力超负荷大鼠模型的建立 42只成年SD

大鼠，体重(200±30)g，被随机分为两组：(1)手术

组：戊巴比妥钠(40mg／kg，ip)麻醉，开腹后在左右

肾动脉分支间以0．45ram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(20±2)℃，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，

ip)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(systolic blood

pressure，SBP)和舒张压(diastolic blood pressure，

DBP)，并计算平均动脉压(mean aortic pressure，

MAP)，计算公式为：MAP—DBP+1／3(SBP—

DBP)，随后开胸取出心脏，CC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

一80℃液氮中，用于总RNA的抽提；剩余的左室心

肌，以10％甲醛液浸泡固定，用于心肌细胞凋亡及

心肌纤维化的病理形态学检测。

1．4 组织总RNA的抽提 按照Promega公司总

RNA抽提试剂盒(TripureTM Isolation Reagent)

的操作步骤，从100mg新鲜大鼠的心肌组织中提取

并纯化总RNA约100t』g，其A260／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

ANTl，p—actin的PCR引物参考Gene bank所报道

的各自的cDNA序列(Gene bank index：398592，

13592132)，计算机辅助设计引物，所用软件为DNA

Club。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-g为模板，Oligo

(dT)15 primer为逆转录引物，70℃水浴5rain后快速冰

块降温，再依次加人RNAsin，dNTP mix，M-MLV 5×

Buffer，DEPC处理的双蒸水，最后按100U／弘g mRNA

加入M-MLV逆转录酶，反应总体积为50ttl，42℃水

浴2h，合成第一条eDNA链。PCR反应以逆转录产

物10肛l为模板，目的基因及内参pactin引物

200nmol／L，加入Taq DNA聚合酶2．5U，总反应体积

为25t11，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10td于2％的琼脂糖凝胶上电泳，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-actin的灰度值，随后计算

目的基因的相对表达水平，计算公式为：目的基因的

相对表达水平一目的基因灰度值／1]-actin的灰度值。

1．7心肌细胞凋亡的检测(TI烈日，法) 按照试剂盒

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，每张切片选5个视野，光镜下40

倍，分别记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，MAD。

表1 ANTl及}actin PCR引物序列
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1．8统计学分析本实验所有涉及数据均以彳士s

表示，统计学检验采用成组t检验，PG0．05认为差异

有统计学意义。

2 结 果

2．1各组大鼠MAP和CWI 从图1可见，与对照

组相比较，手术组大鼠MAP在术后1d即开始增高

(122±6／95±3，PG0．05)，并持续增加，直至30d达

最大值(188±4／102-1-6，PG0．05)。由图2可知，与

对照组比较，CWI于手术后4d方开始增加(3．45±

0．20／3．06±0．07，PG0．05)，随后持续增长直至本

实验结束(4．55±0．32／3．22±0．03，PG0．05)。综

合上述改变证实了压力超负荷模型的有效性。

1 2 4 7 14 21 30

手术后天数(d)

与对照组比较，’P％0．05

图1压力超负荷大鼠平均动脉压

与对照组比较，‘P％0．05

图2压力超负荷大鼠心重指数

2．2压力超负荷大鼠心肌ANTl mRNA的相对

含量 与对照组比较，ANTl mRNA的表达水平在

术后4d上调(1．78±0．11／1．41±0．12，PG0．05)，

7d时达到峰值水平(3．07±0．28／1．38±0．07，P<

0．05)，随后快速下降，于14d时回复至对照组水平

并持续至实验结束(图3)

2．3 压力超负荷模型大鼠MAI 从图4中可知，

MAI在术后1d即有升高(0．18±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，而在对照组的

凋亡水平极低以至无法测及(MAI=o)。

1 2 4 7 14 21 30

丰术后夭数(d)

与对照组比较，。P<0．05

图3压力超负荷大鼠心肌线粒体

ANTl mRNA表达水平

1

图4

2 4 7 14 21 30

羊未后天数rd、

与对照组比较，’P％0．05

压力超负荷大鼠心肌细胞凋亡指数

3讨 论

该实验发现，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

速下降至对照组水平，而ANTl mRNA的表达于

术后4d方明显上调，其可能的原因是：(1)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，利用结扎肺动脉的方

法致右室压力超负荷，术后1d右室心肌细胞凋亡即

开始增加，并与促凋亡基因p53及Bax的含量升高

有关[1妇；而升主动脉结扎造成左室压力超负荷已被

证实可诱导心肌细胞凋亡[1幻；由于血压的升高可致
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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。但该研究中MAP在术后1d即开

始升高，并持续增加至本研究结束，结合心肌细胞凋

亡的变化，可见血压的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胡；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[1 4|。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。(2)ANTl是线

粒体内膜含量最高的蛋白，此外，ANTl对于由促凋

亡基因Bax所诱导的细胞凋亡是必需成分[1印；生理

情况下，其凋亡诱导的活力被另一个mPTP的组成

成分，cyclophlin D所抑制，而当促凋亡刺激作用于

细胞时，特别是Bax基因，通过其与ANTI的相互

作用，上述cyclophlin D的抑制作用减弱或消失[6]。

由于多数研究表明Bax在压力超负荷致心肌肥厚

过程中其表达是上调的[14,16,17]，因此，在该研究中，

尽管术后短时间内ANTI的表达与对照组相比无

显著差异，其在这一时期凋亡调控中的作用仍不能

被完全排除，并有待于将来的工作进一步探讨。

该研究中最为重要的发现是在术后4～7d，即

心肌肥厚的指标CWI于第4天始与对照组比较有

显著差异；ANTl的表达于术后4d开始上调，并于

第7天达到峰值；而凋亡则在4～7d时达到一个较

高的平台期。其可能的原因为：(1)能量需求和供应

的平衡对于维持心功能的稳定非常重要，生理情况

下，血压存在一定的波动，这就导致了心肌对能量的

需求也是处于波动之中。(2)ANTl是已知的惟一

负责ATP／ADP转运的载体，也是线粒体内膜含量

最高的蛋白之一；此外，利用离体的自发性高血压大

鼠心肌线粒体进行研究后发现，ANTl可以决定

ATP合成的速率口8|。因此，在该实验中血压上升

的最初时期，虽然能量需求增高了，但ANTl的高

表达水平可能使其在一定的范围内仍能满足心肌能

量需求的增加并维持心功能，这从本实验中ANTl

的表达及CWI并没有在术后立即升高也间接地印

证了这一点。(3)该实验中，血压是持续升高的，当

血压升高所致的心肌能量需求的增加打破了原先生

理状态下最大平衡时，ANTl的表达上调，从而增加

能量的供应，同时，心肌发生肥厚，二者共同代偿了

由于压力超负荷所引起的心肌病理生理变化，以维

持心功能。(4)体外研究表明，ANTI的过表达可以

诱导细胞的凋亡[6]。而对肥厚性心肌病的研究表

明，心肌细胞ANTI的表达异常增高，并伴随心肌

细胞凋亡的大量增加[1
9’20【。将以上发现结合该实

验的结果，提示4～7d这一时间段凋亡的峰值变化

可能主要是由于ANTl的表达增高所引起。

该研究中，ANTl的表达于术后14d回归至对

照组水平，并保持至30d；心肌细胞的凋亡则于7d

后从平台期逐渐降低，但仍以低水平持续存在。对

这一变化，可能与以下原因有关：(1)Kayer等Czl3利

用肾动脉钳夹法，建立压力超负荷大鼠模型，30d后

发现，与对照组比较，静息状态下的心输出量与对照

组相比无明显差异，但心脏平均重量增加了30％，

心肌线粒体容积增加了80％，由此可以以推测出单

位重量的心肌中线粒体容积是增加的，即线粒体增

生，并提示单个心肌细胞的负荷加重。(2)心肌细胞

是一种终末分化期细胞，凋亡的心肌细胞必然为纤

维组织代替，而该实验中，ANTl的表达在术后14d

回归至对照组水平并保持至30d，结合Kayer等的

发现，提示单个心肌细胞中ANTl的含量是持续增

加的，也与血压持续增高导致心肌能量需求的增加

是相一致的。但ANTl的增高并没有伴随心肌细

胞凋亡的增加，相反，该实验中心肌细胞凋亡于7d

后从平台期逐渐回落，并以低水平持续存在。有作

者[223在肾血管性高血压的大鼠模型的研究中发

现，术后2周利用TUNEL法没有发现心肌细胞凋

亡的直接证据，但抗凋亡基因Bcl一2的表达较对照

组显著增高，并认为这可能是对于术后早期所出现

的细胞凋亡的一种保护性机制；此外，有研究表明，

在压力超负荷致心肌肥厚及心衰的过程中，抗凋亡

基因BCL—xl的表达是持续增加的心3|。因此本研究

中凋亡在7d后逐渐降低并以低水平持续存在可能

是促凋亡机制与抗凋亡机制相互综合的结果，而具

体原因仍需进一步阐明。

近年，有研究将离体的小鼠肝细胞ANTl和

ANT2基因同时敲除后，发现肝细胞仍能够发生凋

亡，因此认为ANT对凋亡的调控并不是必需的基

本成分∞4|。但正如笔者所述，ANT的各同型异构

体的表达具有严格的组织特异性，在心肌中表达的

主要是ANTI，而在肝脏中表达的则主是ANT2[5]，

此外，在由ANTl基因突变所致的进行性外眼肌麻

痹的研究中并没有发现细胞凋亡存在的证据[2 5|，

这就提示在不同的组织中，细胞凋亡的调控机制以

及ANTl在这一过程中所起的作用可能存在差异。

综上所述，心肌线粒体ANTl是压力超负荷致

心肌重塑这一过程中心肌细胞凋亡的重要调控因子
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之一，并可能影响了这一过程的发生和发展。虽然

其确切的作用还需要进一步的研究和探讨，但 [-14]

ANTl极有希望成为对这一过程进行干预的一个新

的靶基因。
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