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血管紧张素Ⅱ诱导小鼠心肌肥大差异

表达蛋白的鉴定与分析

冯　 梦ꎬ朱欣然ꎬ郑盈盈ꎬ张　 朝ꎬ张　 茵

(南京师范大学生命科学学院ꎬ江苏省分子医学生物技术重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 采用蛋白质组学方法研究血管紧张素(Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ⅡꎬＡｎｇ Ⅱ)诱导小鼠心肌肥大模型中心脏蛋白差异

表达的变化情况并探讨其病理生理学意义. 构建 Ａｎｇ Ⅱ诱导的小鼠心肌肥大模型ꎬ提取小鼠的心脏蛋白ꎬ采用

双向电泳技术分离差异表达的蛋白ꎬ凝胶考染后切取差异蛋白点进行质谱检测(ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ)分析ꎬ获取的数据

采用 Ｍａｓｃｏｔ 软件在 ＮＣＢＩｎｒ 数据库内检索. 结果发现 Ａｎｇ Ⅱ模型组小鼠心脏蛋白图谱中有 ３４ 个蛋白点表达量

与对照组有显著差异ꎬ质谱鉴定出 １４ 种差异表达的蛋白ꎬ其中高表达的蛋白有 ２ 个ꎬ低表达的蛋白有 １２ 个.
Ａｎｇ Ⅱ诱导小鼠心肌肥大模型中表达有差异的蛋白主要与能量代谢、氧化应激和细胞骨架有关.
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心肌肥大是长期高血压、肥厚型心肌病等多种心脏疾病的共同病理过程. 早期的心肌肥大是一种应

激状态下的代偿反应[１]ꎬ但是长期适应不良性心肌肥大往往导致心衰和猝死. 据统计ꎬ全球每 １ ０００ 人中

就有 ９ 名心衰患者ꎬ约 ６０％的患者在确诊 ５ 年内死亡. 因此ꎬ阐明心肌肥大的发生机制对于理解心力衰竭

的病理过程极其重要.
压力负荷的应激和多种神经体液因子的刺激是心肌肥大的主要诱发因素ꎬ其中血管紧张素Ⅱ

(Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ⅡꎬＡｎｇ Ⅱ)是肾素－血管紧张素－醛固酮系统(Ｒｅｎｉｎ￣Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ￣Ａｌｄｏｓｔｅｒｏｎｅ ＳｙｓｔｅｍꎬＲＡＡＳ)

—８７—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉



冯　 梦ꎬ等:血管紧张素Ⅱ诱导小鼠心肌肥大差异表达蛋白的鉴定与分析

中最重要的活性激素ꎬ也是目前最强的致心肌肥大的因素. Ａｎｇ Ⅱ主要通过与 ＡＴＩ 受体结合ꎬ激活参与心

肌肥大的多种信号分子[２] . ＲＡＡＳ 的持续激活可以使心肌发生肥大、纤维化和坏死ꎬ导致心脏功能由代偿

逐渐走向失代偿. 因此ꎬＡｎｇ Ⅱ缓释刺激诱导的动物心肌肥大或心衰是理想的研究模型.
蛋白质组是对基因组的补充ꎬ比较不同生理或病理条件下蛋白质表达的情况ꎬ从而揭示蛋白质对生命

活动的影响. 心脏肥大向心力衰竭的转变过程是病理性重塑的过程ꎬ在这个过程中ꎬ参与结构和代谢重塑

的一些关键蛋白的表达也会发生变化[３] . 因此ꎬ鉴定出这些发生差异变化的蛋白并认识它们的功能ꎬ将有

助于我们更好地了解心肌肥大的发生机制. 在本研究中ꎬ我们借助蛋白质组学的方法ꎬ从整体上比较

Ａｎｇ Ⅱ诱导的心肌肥大模型组和对照组小鼠心脏蛋白表达的差异并探讨其病理生理学意义.

１　 材料与方法

１.１　 实验材料

１.１.１　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ / ＢＬ６ 小鼠ꎬ８~１０ 周龄ꎬ购于南京大学模式动物研究所.
１.１.２　 实验试剂

Ａｎｇ Ⅱ购于 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻＭｉｃｒｏ￣ｏｓｍｏｔｉｃ Ｐｕｍｐ(ｍｏｄｅｌ １００２)购于 Ａｌｚｅｔ 公司ꎻＩＰＧ 胶条(２４ ｃｍꎬｐＨ ３－１０
ＮＬ)购于 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司.
１.２　 实验方法

１.２.１　 动物分组

Ｃ５７ / ＢＬ６ 小鼠随机分为两组ꎬ分别为模型组(Ａｎｇ Ⅱ组)和对照组(Ｃｔｒｌ 组)ꎬ每组 １０ 只ꎬ模型组:以
１.４ ｍｇ􀅰ｋｇ－１􀅰ｄ－１的速度缓释 Ａｎｇ Ⅱ １４ ｄꎻ对照组:缓释生理盐水.
１.２.２　 Ａｎｇ Ⅱ诱导小鼠心肌肥大模型制备

用生理盐水溶解 Ａｎｇ Ⅱꎬ每只 Ｍｉｃｒｏ￣ｏｓｍｏｔｉｃ Ｐｕｍｐ 中注入配制好的 Ａｎｇ Ⅱ或生理盐水ꎻ腹腔注射三溴

乙醇溶液ꎬ麻醉小鼠ꎻ小鼠背部皮肤脱毛后ꎬ用碘伏消毒ꎬ剪开背部皮肤ꎬ向皮下植入 Ｍｉｃｒｏ￣ｏｓｍｏｔｉｃ Ｐｕｍｐꎻ
缝合皮肤. １４ ｄ 后做后续检测.
１.２.３　 心脏超声检测

超声心动实验于南京医科大学动物实验中心完成ꎬ采用 Ｖｅｖｏ ２１００ 系统进行无创二维超声检测.
１.２.４　 心脏组织 Ｈ＆Ｅ 染色

分离模型组和对照组小鼠的心脏ꎬ并用 ４％多聚甲醛固定ꎬ进行石蜡包埋和切片. 将切好的石蜡切片

放置二甲苯中脱蜡ꎬ二甲苯Ⅰ:５ ｍｉｎ、二甲苯Ⅱ:５ ｍｉｎ. 通过梯度酒精进行复水ꎬ１００％酒精:２ ｍｉｎꎻ９５％酒

精:２ ｍｉｎꎻ８０％酒精:２ ｍｉｎꎻ双蒸水:４ ｍｉｎ. 用苏木素染色 ３ ｍｉｎꎬ１％氨水溶液返蓝 ５ ｓꎬ双蒸水冲洗 ３ 次ꎬ伊
红染色 １ ｍｉｎꎬ无水乙醇脱水 ３ 次ꎬ中性树胶封片ꎬ显微镜下观察.
１.２.５　 心室蛋白提取

颈椎脱臼法处死小鼠后ꎬ迅速取出心脏ꎬ在预冷的 ＰＢＳ 缓冲液中排出残留的血液ꎬ剪取心室组织称

重ꎬ置于玻璃匀浆器中ꎬ按 １ / １５ 加入蛋白裂解液(临用前加入蛋白酶抑制剂 Ｃｏｃｋｔａｉｌ 和 ＰＭＳＦ)充分匀浆ꎻ
冰上超声 １０ ｍｉｎꎻ加入 ＤＮＡａｓｅꎬ补加 ＰＭＳＦꎬ４ ℃混匀 ２ ｈꎻ１２ ０００ ｒｐｍꎬ４ ℃离心 ４５ ｍｉｎꎬ收集上清ꎻＢｒａｄｆｏｒｄ
法进行蛋白定量.
１.２.６　 双向凝胶电泳

取 ８００ μｇ 的蛋白样品ꎬ加入水化上样缓冲液ꎬ混合均匀ꎬ组成 ５００ μＬ 上样体系ꎬ缓慢均匀加入胶条槽

中ꎻ剥去 ＩＰＧ 胶条的保护膜ꎬ胶面朝下置于聚焦槽中的样品溶液上ꎬ每根 ＩＰＧ 胶条上覆盖 ２ ｍＬ 矿物油ꎬ盖
上盖子ꎬ水化过夜(１２ ｈ~１４ ｈ)ꎻ将 ＩＰＧ 胶条从水化盘中取出ꎬ胶面朝上放入聚焦盘ꎬ设置 ＩＰＧｐｈｏｒ 仪器运

行参数ꎬ进行等点聚焦ꎬ２００ Ｖ １ ｈꎬ５００ Ｖ １ ｈꎬ５００ Ｖ~１０ ０００ Ｖ １ ｈꎬ１０ ０００ Ｖ ２ ｈ. 等电点聚焦结束后ꎬ迅速

将 ＩＰＧ 胶条取出ꎬ依次放入平衡缓冲液 Ａ(含有碘乙酰胺)和 Ｂ(含有 ＤＴＴ)中ꎬ各平衡 １５ ｍｉｎꎻ将 ＩＰＧ 胶条

轻轻润洗之后ꎬ放入第二向 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶中ꎬ最后用琼脂糖封顶ꎻ进行电泳(电流 １０ ｍＡ / ｇｅｌꎬ持续 ３０ ｍｉｎ
后换用 ３０ ｍＡ / ｇｅｌ)直至溴酚蓝到达距凝胶下缘 １ ｃｍ 处终止电泳. 电泳结束后ꎬ剥胶进行考马斯亮蓝染

色:固定 ２ ｈꎻ染色 １６ ｈ~２４ ｈꎻ漂洗 ２ 次ꎻ最后放入(ＮＨ４) ２ＳＯ４ 中稳定蛋白质－染料复合物.
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１.２.７　 凝胶扫描及图像分析

考染的凝胶通过 ＩｍａｇｅＳｃａｎｎｅｒ(ＧＥ ＨｅａｌｔｈｃａｒｅꎬＵＳＡ)扫描仪获取图像ꎬＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ ２Ｄ Ｐｌａｔｉｎｕｍ ６.０
(ＧＥ ＨｅａｌｔｈｃａｒｅꎬＵＳＡ)进行分析统计ꎬ筛选出差异蛋白点.
１.２.８　 蛋白质胶内酶解

将蛋白差异点挖取后ꎬ加入 ２００ μＬ 脱色液(１００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３ / ３０％ ＡＣＮ)ꎬ脱色至透明ꎻ冻干后

加入胰酶ꎬ４ ℃静置 ３０ ｍｉｎ 使胶块充分吸胀ꎻ加入 ２０ μＬ~３０ μＬ ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３ 缓冲液ꎬ３７ ℃反应

２０ ｈ 左右ꎻ酶解后的胶粒用 １００ μＬ ６０％ ＡＣＮ / ０.１％ＴＦＡ 提取肽段ꎬ冻干浓缩.
１.２.９　 质谱分析与蛋白数据库检索

用 ５ μＬ ０.１％ ＴＦＡ 溶解肽段干粉ꎬ点样ꎬ进行质谱分析(ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ) . 质谱数据采用 Ｍａｓｃｏｔ 软件在

ＮＣＢＩｎｒ 数据库内进行检索.
１.２.１０　 ｍＲＮＡ 提取以及 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析

颈椎脱臼法处死小鼠后ꎬ迅速取出心脏ꎬ称重ꎬ用预冷的 ＰＢＳ 洗净残留的血液ꎬ剪取合适大小的心室

组织ꎬ使用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取组织中的 ｍＲＮＡꎬ按照 Ｔａｋａｒａ 反转录试剂盒反转录得到 ｃＤＮＡꎬ并用 ＮａｎｏＤｒｏｐ
分光光度计测定其浓度ꎬ最后 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测肥大基因和差异蛋白的转录水平.
１.２.１１　 蛋白提取以及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

颈椎脱臼法处死小鼠后ꎬ迅速取出心脏ꎬ称重ꎬ用预冷的 ＰＢＳ 洗净残留的血液ꎬ剪取合适大小的心室

组织ꎬ按照每 １ ｍｇ 组织加 １０ μＬ 裂解液的比例加入含有蛋白酶抑制剂 ＰＭＳＦ 和 Ｃｏｃｋｔａｉｌ 的 ＲＩＰＡ 裂解液ꎬ
冰上匀浆ꎬ用玻璃匀浆器匀浆至均匀、无可见组织块. １２ ０００ ｒｐｍꎬ４ ℃离心 １５ ｍｉｎꎬ转移上清至新的 ＥＰ 管

中ꎬ经 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法蛋白定量ꎬ加入 ５×Ｓａｍｐｌｅ Ｂｕｆｆｅｒꎬ于 ９９ ℃煮样器中煮样 ５ ｍｉｎꎬ冷却后开始上样. 先 ６０ Ｖ
恒压电泳使蛋白样品通过浓缩胶ꎬ进入分离胶后改用 １００ Ｖ 电压继续电泳ꎬ３５０ ｍＡ 恒流转膜 ８０ ｍｉｎ. 用

５％的脱脂牛奶封闭膜 １ ｈꎬ一抗 ４ ℃孵育过夜ꎬ室温孵育二抗 １ ｈ~２ ｈꎬ利用 ＥＣＬ 显色并用化学发光成像

系统显色目的条带.
１.３　 统计学处理

采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对细胞面积进行统计以及对Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果进行灰度分析ꎬ用 ＳＰＳＳ １６.０ 统计软件

进行数据分析ꎬＯｒｉｇｉｎ ８.０ 软件进行图表制作. 数据均采用均数±标准差(ｍｅａｎ±ＳＤ)表示ꎬ两样本数据之间

的差异比较用独立样本 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异显著ꎬＰ<０.０１ 为差异极显著.

２　 实验结果

２.１　 Ａｎｇ Ⅱ诱导小鼠心脏发生肥大反应

心肌肥大的基本特征包括心肌细胞体积増大、胶原纤维密度增加以及胚胎期基因的重新表达等. 为

了检测 Ａｎｇ Ⅱ对心肌细胞的影响ꎬ我们用 Ａｎｇ Ⅱ持续给药 １４ ｄ 后ꎬ对小鼠进行多重肥大指标的检测. 如

图 １所示ꎬＡｎｇ Ⅱ组小鼠的心脏体积和心重体重比明显大于对照组. 同时心肌细胞肥大的标志分子 ＡＮＰ、
ＢＮＰ 和 β￣ＭＨＣ 的 ｍＲＮＡ 表达显著升高. Ｈ＆Ｅ 染色显示 Ａｎｇ Ⅱ组小鼠心肌细胞的横截面积明显大于对照

组. 而 Ａｎｇ Ⅱ组小鼠的肺重体重比没有变化ꎬ说明模型组小鼠没有出现肺水肿现象. 另外 Ａｎｇ Ⅱ组与对照

组小鼠的左室射血分数和短轴缩短率基本处于同一水平ꎬ说明模型组小鼠的心脏收缩能力是正常的ꎬ处于

肥大的代偿阶段. 以上检测结果说明 Ａｎｇ Ⅱ诱导小鼠的心脏出现肥大现象.
２.２　 心脏差异蛋白的表达与鉴定

我们提取 Ａｎｇ Ⅱ组和对照组小鼠的心室蛋白进行双向电泳检测和质谱分析. 用 ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ ２Ｄ
Ｐｌａｔｉｎｕｍ ６.０ 软件对 Ａｎｇ Ⅱ组和对照组小鼠的心脏蛋白图谱进行分析比较ꎬ发现 Ａｎｇ Ⅱ组小鼠心脏蛋白

图谱中有 ３４ 个蛋白点表达量与对照组有显著差异(Ｐ<０.０５) . 在凝胶上切取上述差异蛋白点进 ＭＡＬＤＩ￣
ＴＯＦ 质谱检测ꎬ对获取的数据采用 Ｍａｓｃｏｔ 软件在 ＮＣＢＩｎｒ 数据库内检索. 结果共鉴定出 １４ 个差异表达的

蛋白ꎬ见表 １ꎬ这 １４ 个蛋白在双向电泳图谱中的位置如图 ２ 所示ꎬ其中有 ９ 个蛋白定位于线粒体ꎬ３ 个位于

细胞骨架ꎬ１ 个位于细胞质中ꎬ还有 １ 个是胞外分泌蛋白. 与对照组相比ꎬＡｎｇ Ⅱ组表达上调的蛋白有

２ 个ꎬ表达下调的蛋白有 １２ 个.
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冯　 梦ꎬ等:血管紧张素Ⅱ诱导小鼠心肌肥大差异表达蛋白的鉴定与分析

　 　 Ａ:生理盐水对照组和 Ａｎｇ Ⅱ处理组中小鼠心脏的体积大小. Ｂ:小鼠的心重体重比. Ｃ:ＡＮＰꎬＢＮＰ 和 β￣ＭＨＣ
的 ｍＲＮＡ 表达. Ｄ:Ｈ＆Ｅ 染色检测小鼠心肌细胞的横截面积(标尺:１００μｍ) . Ｅ:对 Ｄ 图细胞面积的统计. Ｆ:小鼠

的肺重体重比. Ｇ:左室射血分数. Ｈ:左室短轴缩短率. ∗:与对照组相比 Ｐ<０.０５ꎻ∗∗:与对照组相比 Ｐ<０.０１.
图 １　 心脏肥大的表型特征

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ

图 ２　 Ａｎｇ Ⅱ组小鼠心脏差异蛋白点表达的双向电泳图谱

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ２Ｄ ｇｅｌ ｍａｐ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｐｏｔｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｏ ｂｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅａｒｔｓ ｏｆ Ａｎｇ Ⅱ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｍｉｃｅ
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表 １　 Ａｎｇ Ⅱ组小鼠心脏差异表达的蛋白

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅａｒｔｓ ｏｆ Ａｎｇ Ⅱ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｍｉｃｅ
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ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔꎬｕｂｉｑｕｉｎｏｎｅ ｂｉｏ￣
ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ３５ ２３２ ５.６０ ６５ －３.６９７ ４５ Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ

１３ ＮＰ＿０８０１７５.１ Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｂ － ｃ１ ｃｏｍｐｌｅｘ
ｓｕｂｕｎｉｔ ２

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔꎬ ｕｂｉｑｕｉｎｏｌ ｔｏ
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃꎬｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎꎬａｅｒｏｂｉｃ
ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ　

４８ ２６２ ９.２６ ６２ －８.３０５ ９ Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ

１４ ＮＰ＿０８０１７５.１ Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｂ － ｃ１ ｃｏｍｐｌｅｘ
ｓｕｂｕｎｉｔ ２

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔꎬ ｕｂｉｑｕｉｎｏｌ ｔｏ
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃꎬｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎꎬａｅｒｏｂｉｃ
ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ　

４８ ２６２ ９.２６ ６３ －８.９６１ ５８ Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ

　 　 Ａ:差异蛋白基因的 ｍＲＮＡ 表达ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 Ｉｄｈ３ａ 和 ＭｎＳＯＤ 的蛋白表达及其相对表达量分析 􀆰
∗∗:与对照组相比 Ｐ<０.０１.

图 ３　 心脏差异蛋白的 ｍＲＮＡ 和蛋白水平表达变化

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅａｒｔｓ

２.３　 心脏差异蛋白的 ｍＲＮＡ 和蛋白水平表达变化

为了验证双向电泳的分析结果ꎬ我们分别检测了差异蛋白基因 Ｅｃｈ１ꎬＩｄｈ３ａꎬＡＫ１ꎬＭｎＳＯＤ 和 ＭＹＬ４ 的

ｍＲＮＡ 表达变化以及 Ｉｄｈ３ａ 和ＭｎＳＯＤ 的蛋白表达变化. 如图 ３Ａ 所示ꎬＡｎｇ Ⅱ组的 ｓｐｏｔ３ 二烯酰－辅酶 Ａ 异

构酶(Ｅｃｈ１)、ｓｐｏｔ１０ 异柠檬酸脱氢酶( Ｉｄｈ３ａ)、ｓｐｏｔ９ 腺苷酸激酶(ＡＫ１)和 ｓｐｏｔ２ 线粒体超氧化物歧化酶

—２８—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉



冯　 梦ꎬ等:血管紧张素Ⅱ诱导小鼠心肌肥大差异表达蛋白的鉴定与分析

(ＭｎＳＯＤ)的 ｍＲＮＡ 表达明显低于对照组ꎬｓｐｏｔ１ 肌球蛋白轻链 ４(ＭＹＬ４)的 ｍＲＮＡ 表达明显高于对照

组. 而 Ａｎｇ Ⅱ组的 Ｉｄｈ３ａ 和 ＭｎＳＯＤ 的蛋白表达水平明显低于对照组(图 ３Ｂ)ꎬ与双向电泳检测的蛋白的表

达变化一致.

３　 讨论

我们采用蛋白质组学的方法从整体上比较了 Ａｎｇ Ⅱ诱导的心肌肥大模型组和对照组小鼠的心脏蛋

白的表达变化. 我们的研究发现ꎬ与对照组相比ꎬ模型组中表达有差异变化的蛋白主要与能量代谢、氧化

应激和细胞骨架有关. 在这里我们着重探讨上述蛋白的表达变化对心脏功能的影响及其病理生理学意义.
心脏是对能量需求最高的器官ꎬ而 ＡＴＰ 是心肌活动最直接的能量来源. 正常情况下ꎬ心脏维持收缩功

能和基础代谢所需要的 ＡＴＰ 主要由脂肪酸和葡萄糖氧化代谢提供ꎬ其中脂肪酸是心脏优先选择的能量来

源[４] . 我们的研究发现ꎬ参与脂肪酸 β－氧化的辅酶二烯酰－辅酶 Ａ 异构酶和三羧酸循环中的关键酶异柠

檬酸脱氢酶在模型组中表达下调ꎬ这提示我们当心脏发生肥大时ꎬ心脏对底物的利用发生了变化ꎬ能量代

谢发生紊乱.
腺苷酸激酶(ＡＫ１)通过催化核苷酸的磷酰基团交换和下游的 ＡＭＰ 信号通路构成了一个完整的能量

代谢监控系统ꎬ通过调节糖酵解和糖原分解的酶的活性ꎬ对能量需求做出快速应答[５] . ＡＭＰ 水平的高低通

常和糖尿病、肥胖、肥大型心肌病等代谢性疾病联系在一起[６] . 模型组中 ＡＫ１ 表达的降低反映了核苷酸比

率(ＡＴＰ / ＡＤＰ)和能量代谢的异常.
线粒体产生的活性氧能诱导心肌内活性酸的形成并损伤心肌线粒体和心肌功能ꎬＭｎＳＯＤ(ＳＯＤ２)是

线粒体超氧化物歧化酶ꎬ可以中和超氧阴离子. ＭｎＳＯＤ 对于健康的有氧代谢是至关重要的ꎬＭｎＳＯＤ 敲除

鼠中琥珀酸脱氢酶和顺乌头酸酶的活性明显降低[７] . 当 ＭｎＳＯＤ 活性下降 ５０％时ꎬ会导致细胞核和线粒体

ＤＮＡ 出现氧化性损伤[７] . 我们的研究发现ꎬ与对照组相比ꎬ模型组 ＭｎＳＯＤ 的表达下调ꎬ这提示我们 Ａｎｇ Ⅱ
诱导心肌肥大后ꎬ心脏有可能会出现氧化应激.

肌球蛋白轻链 ４(ＭＹＬ４ꎬＥＬＣａ)与横纹肌的收缩功能有关ꎬ胚胎期时在心房和心室中都有表达ꎬ成年

后只表达在心房中[８] . 最近的研究发现 ＭＹＬ４ 是维持心房电生理、功能以及结构完整性所必需的[９]ꎬ
ＭＹＬ４ 敲除后会出现家族性肥大型心肌病的表型ꎬ心房电生理活动和收缩功能异常. 在心衰或肥大的心脏

中ꎬＭＹＬ３ 表达下调ꎬ而 ＭＹＬ４ 重新表达ꎬ是典型的心室病理性重塑. ＥＬＣａ 取代了由 ＭＹＬ３ 编码的 ＥＬＣｖ
后ꎬ与钙离子相关的肌球蛋白横桥动力学增加ꎬ导致心脏收缩功能增加ꎬ因此心衰病人的心脏中 ＥＬＣａ 的

累积被认为是一种补偿性的应答[８] . 在 Ａｎｇ Ⅱ诱导的小鼠心肌肥大模型组中发现 ＭＹＬ４ 表达上调ꎬ这可

能也是一种代偿性应答.
此外ꎬ很多研究表明心脏中的一些关键蛋白发生修饰后会影响心脏的功能. 缺血－再灌注损伤的病人

心脏中ꎬ由于活性氧(ＲＯＳ)产生过多ꎬ会使一些蛋白发生亚硝基化等氧化翻译后修饰[１０] . 在心脏病的发展

变化过程中翻译后修饰发挥着重要的作用ꎬ尤其是在初期的时候ꎬ蛋白的变化主要源于翻译后修饰[３] . 本

实验观察到二烯酰－辅酶 Ａ 异构酶、异柠檬酸脱氢酶和细胞色素 ｂ－ｃ１ 复合体这三种蛋白在双向电泳图谱

上分别有两个点ꎬ说明这些蛋白在体内可能是有不同的修饰或剪切存在ꎬ但是究竟发生了哪种修饰及其对

心肌肥大的影响还有待于进一步的研究.
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