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κ阿片受体激动对异丙肾上腺素诱导的乳大鼠心肌细胞肥厚的抑制作用

吴国强，王洪新，荆　黎
（辽宁医学院分子生物学与新药开发重点实验室，辽宁 锦州　１２１００１）

摘要：目的　通过观察选择性 κ阿片受体（κＯＲ）
激动剂Ｕ５０４８８Ｈ抑制异丙肾上腺素（Ｉｓｏ）诱导乳大
鼠心肌细胞肥厚的作用及其对细胞内游离钙离子浓

度（［Ｃａ２＋］ｉ）瞬变及钙调素依赖蛋白激酶Ⅱ（ＣａＭＫ
Ⅱ）表达的影响，研究 κＯＲ激动抑制 Ｉｓｏ诱导的大
鼠心肌细胞肥厚的信号传导机制。方法　以体外培
养的乳大鼠心肌细胞为模型，应用 β肾上腺素受体
激动剂 Ｉｓｏ１０μｍｏｌ·Ｌ－１诱导心肌肥大，观察
Ｕ５０４８８Ｈ１μｍｏｌ·Ｌ－１的作用，并进一步探讨在
ＣａＭＫⅡ特异性抑制剂ＫＮ９３０．２μｍｏｌ·Ｌ－１，普萘洛
尔２μｍｏｌ·Ｌ－１及Ｌ钙通道阻滞剂维拉帕米１μｍｏｌ·
Ｌ－１存在情况下，κＯＲ的激活对心肌肥厚的作用。
用Ｌｏｗｒｙ法检测心肌细胞蛋白含量；消化分离法及
计算机图像分析系统检测心肌细胞体积；［３Ｈ］亮氨
酸掺入法测定心肌细胞蛋白的合成；采用 Ｔｉｌｌ阳离
子测定系统，以 Ｆｕｒａ２／ＡＭ为荧光探针，观察心肌
细胞［Ｃａ２＋］ｉ瞬间变化；用 Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹法测定
ＣａＭＫⅡδＢ表达。结果　Ｉｓｏ１０μｍｏｌ·Ｌ－１使心肌细
胞总蛋白含量、体积和蛋白合成明显增加，Ｕ５０４８８Ｈ
１μｍｏｌ·Ｌ－１抑制 Ｉｓｏ诱导的心肌肥大，且抑制程度
与ＫＮ９３０．２μｍｏｌ·Ｌ－１，普萘洛尔２μｍｏｌ·Ｌ－１及维
拉帕米１μｍｏｌ·Ｌ－１相似，在 ＫＮ９３存在的情况下，
Ｕ５０４８８Ｈ抑制 Ｉｓｏ诱导的心肌肥大作用增强；
Ｕ５０４８８Ｈ能降低 Ｉｓｏ引起的心肌细胞［Ｃａ２＋］ｉ瞬间
变化升高；Ｉｓｏ能明显增强心肌细胞内ＣａＭＫⅡδＢ的
表达，Ｕ５０４８８Ｈ能降低其表达。结论　κＯＲ激动
剂Ｕ５０４８８Ｈ可能通过降低心肌细胞［Ｃａ２＋］ｉ瞬
间变化和减少心肌细胞内ＣａＭＫⅡδＢ的表达，抑制
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Ｋａｐｐａ阿片受体（ｋａｐｐａｏｐｉｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，κＯＲ）
存在于心脏［１］，并参与心脏功能的调节。它的激活

可以抑制β肾上腺素受体（βａｄｒｅｎｅｒｇｉｃｒｅｃｅｐｔｏｒ，β
ＡＲ）激动剂异丙肾上腺素（ｉｓｏｐｒｅｎａｌｉｎｅ，Ｉｓｏ）诱导
的心肌肥厚［２］及减少心肌细胞内游离钙离子浓度

（［Ｃａ２＋］ｉ）
［３］。本实验室曾报道，κ受体的激活可

以抑制体外培养心肌细胞的生长［４］以及去甲肾上

腺素诱导的心肌细胞肥大［５］，并表明选择性 κＯＲ
激动剂 Ｕ５０４８８Ｈ通过激活 κＯＲ与 β１ＡＲ交互作
用抑制Ｉｓｏ所诱导的心肌细胞肥大［６］。大量实验表

明，Ｃａ２＋信号在心肌肥厚和基因表达中发挥中心作
用，其中钙／钙调素依赖蛋白激酶（Ｃａ２＋／ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ，Ｃａ２＋／ＣａＭＫ）家族中的ＣａＭＫⅡ发
挥重要作用，而ＣａＭＫⅡδＢ亚基是这一通路中重要
的一环，δＢ在转录反应和基因表达方面发挥重要作
用［７－９］。为了进一步探索 κＯＲ激动抑制 Ｉｓｏ诱导
的乳大鼠心肌细胞肥厚的作用机制，本研究在 Ｉｓｏ
体外诱导心肌细胞肥大的基础上，重点观察应用选

择性κＯＲ激动剂Ｕ５０４８８Ｈ及选择性ＣａＭＫⅡ阻断
剂ＫＮ９３对心肌细胞肥大的影响，并进一步观察 κ
ＯＲ激动对心肌细胞［Ｃａ２＋］ｉ及心肌细胞内ＣａＭＫⅡ
δＢ表达的影响。

１　材料与方法

１．１　动物
出生２～３ｄ的ＳＤ乳大鼠，雌雄兼用，由辽宁医

学院实验动物中心提供，动物合格证号：ＳＣＸＫ（辽）
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２００３０００７。
１．２　药品和试剂

Ｉｓｏ、胰蛋白酶、十二烷基硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌ
ｓｕｌｆａｔｅ，ＳＤＳ）、ＫＮ９３、普萘洛尔（ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌ）、维拉
帕米（ｖｅｒａｐａｍｉｌ）和低糖 ＤＭＥＭ培养基均为美国
Ｓｉｇｍａ公司产品；Ｕ５０４８８Ｈ购自美国 ＴｏｃｒｉｓＣｏｏｋｓｏｎ
公司；牛血清白蛋白为北京化学试剂公司产品；小牛

血清为杭州四季青生物材料研究所产品；［３Ｈ］亮氨
酸为上海原子核研究所产品；ＣａＭＫⅡδＢ一抗购自
美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；其他试剂均为分析纯。
１．３　体外乳大鼠心肌细胞培养

在无菌条件下，取出生２～３ｄ的 ＳＤ乳大鼠，
开胸取出心脏，ＤＨａｎｋｓ液冲洗３次后剪成约１ｍｍ３

大小的碎块，加入０．８ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶消化细胞，取
消化完毕的细胞，加入体积分数为 ０．１５的小牛血
清、０．８４的ＤＭＥＭ培养基及０．０１的含双抗液（１００
ｋＵ·Ｌ－１青霉素，１００ｍｇ·Ｌ－１链霉素）的培养基，吹打
均匀后以５×１０７Ｌ－１接种于２４孔培养板，送入５％
ＣＯ２及９５％空气的孵箱中培养。
１．４　分组及给药

常规培养心肌细胞２ｄ后，换液，为了减少血清
成分对实验结果的影响，换液时更换含体积分数为

０．０００４的小牛血清的培养基及各种浓度的试剂。
设对照组，其他组分别加入 Ｉｓｏ１０μｍｏｌ·Ｌ－１；Ｉｓｏ１０
μｍｏｌ·Ｌ－１＋Ｕ５０４８８Ｈ１μｍｏｌ·Ｌ－１；Ｉｓｏ１０μｍｏｌ·Ｌ－１＋
ＫＮ９３０．２μｍｏｌ·Ｌ－１；Ｉｓｏ１０μｍｏｌ·Ｌ－１＋Ｕ５０４８８Ｈ
１μｍｏｌ·Ｌ－１＋ＫＮ９３０．２μｍｏｌ·Ｌ－１；ＫＮ９３０．２μｍｏｌ·
Ｌ－１；Ｉｓｏ１０μｍｏｌ·Ｌ－１＋普萘洛尔２μｍｏｌ·Ｌ－１；Ｉｓｏ１０
μｍｏｌ·Ｌ－１＋维拉帕米１μｍｏｌ·Ｌ－１。给药４８ｈ后进
行各项指标的测定。

１．５　培养心肌细胞蛋白质含量的测定
吸去培养板各孔中的培养液，用 ＤＨａｎｋｓ液快

速冲洗３次后，加入１０ｇ·Ｌ－１ＳＤＳ０．５ｍＬ溶解细
胞，根据计数，每孔细胞数约为 ５×１０５个，Ｌｏｗｒｙ
等［１０］方法测定每孔细胞蛋白质含量。

１．６　培养心肌细胞体积的测定
细胞体积是通过测量细胞直径获得的。用 Ｄ

Ｈａｎｋｓ液快速冲洗长满细胞的培养孔３次，每孔加
０．３ｍＬ胰蛋白酶（１ｇ·Ｌ－１），放入３７℃恒温箱中３０
ｍｉｎ后，再加入０．２ｍＬ含有体积分数为０．１血清的
培养基终止消化，收集细胞注入一细胞室内（该细

胞室底部是一经硅化的盖玻片，以防心肌细胞贴

壁），在放大４００倍的倒置显微镜下观察细胞，几乎

均呈球形。用计算机 ＣＩＡＳ大恒细胞图像分析系统
测量单个细胞的直径，进而计算出细胞的体积。每

孔随机选择４个视野，每个视野测２０个细胞。
１．７　培养心肌细胞蛋白质合成的测定

将生长在２４孔培养板上无血清静止培养４８ｈ
的细胞培养液倒掉，代之以含有３７ＴＢｑ·Ｌ－１［３Ｈ］亮
氨酸及各种浓度的试剂，另备一组无任何细胞的单

纯培养基组，同样加入３７ＴＢｑ·Ｌ－１［３Ｈ］亮氨酸与其
他组一起培养 ７２ｈ。吸掉每孔的培养液，用冷 Ｄ
Ｈａｎｋｓ液快速冲洗３次，加１ｍＬＳＤＳ（１０ｇ·Ｌ－１）溶
解细胞，应用４９型玻璃纤维滤膜过滤，之后用２ｍＬ
三氯醋酸（０．２ｋｇ·Ｌ－１）沉淀蛋白，２ｍＬ体积分数
０．９５～０．９９乙醇抽滤，烘干滤膜，用液闪仪（Ｐａ
ｃｌａｒｄ，Ｔｒｉｃａｒｄ２２００ＣＡ，美国）测量［３Ｈ］亮氨酸的结
合，进行蛋白合成的分析。根据计数，每孔的细胞数

大致为５×１０４个，实验结果以每孔的ｃｐｍ值计算。
１．８　培养心肌细胞［Ｃａ２＋］ｉ瞬间变化的测定

将长有自发性搏动的心肌细胞的盖玻片从培养

皿中取出置于含有 Ｆｕｒａ２／ＡＭ（３μｍｏｌ·Ｌ－１）的
ＤＭＥＭ培养基中，其中含有白蛋白０．２％，在３７℃
水浴中孵育３０ｍｉｎ，取出盖玻片，用 ＨＥＰＥＳ缓冲液
冲洗后。放于荧光显微镜下的灌流槽中，恒温

３７℃，用 ＨＥＰＥＳ缓冲液灌流，灌流速度为 １ｍＬ·
ｍｉｎ－１，所有药物均在指定时间加入灌流液中。所
用的测定仪器为 Ｔｉｌｌ阳离子测定系统（德国）采用
ＤＭ３０００软件。激发光波长分别为３４０及３８０ｎｍ，
发射光波长为５０５ｎｍ，采样间隙为３００ｍｓ。每次选
取５～１０个细胞，测量心肌细胞［Ｃａ２＋］ｉ的瞬间变
化，连续记录心肌细胞在给药前后的荧光强度。根

据文献［１１］方法计算心肌细胞［Ｃａ２＋］ｉ，计算
［Ｃａ２＋］ｉ前应减去细胞自身的荧光。
１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹法测定心肌细胞内 ＣａＭＫ
ⅡδＢ蛋白表达

细胞加药作用４８ｈ后，用细胞刮刀刮下细胞，
用ＰＢＳ冲洗下来，９０×ｇ离心１５ｍｉｎ，弃上清，把细
胞沉淀置于－７０℃冰箱备用，测定指标时，取出样品
放入ＲＩＰＡ缓冲液，并加入１０ｇ·Ｌ－１ＰＭＳＦ，超声裂
解后离心提取上清液。ＢＣＡ法进行蛋白浓度测定。
分取５０μｇ加等体积的２×ＳＤＳ上样缓冲液并煮沸，
然后各取１０μＬ样品以及蛋白质标准品点样。Ｔｒｉｓ
ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳３～５ｈ，转膜８～１２ｈ；
封闭，洗膜，然后以稀释后的羊抗大鼠 ＣａＭＫⅡδＢ
抗体（１∶１０００）室温反应２ｈ，再与二抗（１∶１５００）各
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反应 ｌｈ，Ｓｕｐｅｌ′ＳｉｇｎａｌＷｅｓｔＰｉｃｏ试剂盒中反应 ５
ｍｉｎ。显影条带经 １２００Ｐｒｏ型图像扫描仪扫描，
ＣＡＭＩＡＳ００８图像分析系统处理，根据积分吸光度值
对比分析条带的强弱。以 β肌动蛋白为内参照，显
影条带经１２００Ｐｒｏ型图像扫描仪扫描，ＣＡＭＩＡＳ００８
图像分析系统进行半定量分析，即以 ＣａＭＫⅡδＢ／β
肌动蛋白的吸光度比值表示 ＣａＭＫⅡδＢ的相对表
达水平。

１．１０　统计学分析
数据均以 珋ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析及

ＬＳＤ法进行统计学处理。

２　结果

２．１　在Ｉｓｏ存在下，不同处理因素对心肌细胞蛋白
含量的影响

表１结果显示，与对照组相比，Ｉｓｏ组心肌细胞
蛋白含量增加了４９．５％，ＫＮ９３组蛋白含量未见明
显改变，表明 ＫＮ９３对正常心肌细胞蛋白含量无影
响。与 Ｉｓｏ组相比，Ｉｓｏ＋Ｕ５０４８８Ｈ组、Ｉｓｏ＋ＫＮ９３
组、Ｉｓｏ＋普萘洛尔组和 Ｉｓｏ＋维拉帕米组的心肌蛋
白含量均降低，分别降低了３２．１％，３４．９％，２８．１％
及３２．５％，表明 Ｕ５０４８８Ｈ、ＫＮ９３、普萘洛尔及维拉
帕米均能抑制 Ｉｓｏ诱导的心肌细胞蛋白含量的增
加，且Ｕ５０４８８Ｈ的抑制作用与其他抑制剂的作用相
似；与Ｉｓｏ＋ＫＮ９３组相比，Ｉｓｏ＋ＫＮ９３＋Ｕ５０４８８Ｈ组
蛋白含量降低了２２．８％。

Ｔａｂ１．　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｎｔｓｏｎｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎ
ｔｅｎｔｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｍｙｏｃｙｔｅｓｆｒｏｍｎｅｏｎａｔａｌ
ｒａｔｓ

Ｄｒｕｇ／μｍｏｌ·Ｌ－１
Ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔ／μｇ
（ｉｎ５×１０５ｃｅｌｌｓ）

Ｃｏｎｔｒｏｌ １７．０３±２．７４
Ｉｓｏ１０ ２４．９３±２．７２

ＫＮ９３　０．２ １５．５３±１．１８
Ｉｓｏ１０＋Ｕ５０４８８Ｈ１ １６．９２±２．４２＃

Ｉｓｏ１０＋ＫＮ９３０．２ １６．２０±０．９８＃

Ｉｓｏ１０＋ＫＮ９３０．２＋Ｕ５０４８８Ｈ１ １３．５４±１．０４＃＃△

Ｉｓｏ１０＋ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌ２ １７．９８±２．１１＃

Ｉｓｏ１０＋ｖｅｒａｐａｍｉｌ１ １６．８３±１．４２＃

Ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｕｇｓｆｏｒ４８ｈ．Ｉｓｏ：ｉｓｏｐｒｅ
ｎａｌｉｎｅ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝６． Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ；
＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＩｓｏｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＩｓｏ＋ＫＮ９３ｇｒｏｕｐ．

２．２　在Ｉｓｏ存在下，不同处理因素对心肌细胞体积
的影响

表２显示，与对照组相比，Ｉｓｏ组心肌细胞体积
增大了９３．５％，ＫＮ９３组未见明显改变，表明 ＫＮ９３
对正常心肌细胞体积无影响。而与 Ｉｓｏ组相比，
Ｉｓｏ＋Ｕ５０４８８Ｈ组、Ｉｓｏ＋ＫＮ９３组、Ｉｓｏ＋普萘洛尔组和
Ｉｓｏ＋维拉帕米组心肌细胞体积均减小，分别减小了
５０．５％，５１．２％，５２．１％及５１．１％，表明 Ｕ５０４８８Ｈ、
ＫＮ９３、普萘洛尔及维拉帕米均能抑制 Ｉｓｏ诱导的
心肌细胞体积的增大，且 Ｕ５０４８８Ｈ的抑制作用与
其他抑制剂的作用相似；与 Ｉｓｏ＋ＫＮ９３组相
比，Ｉｓｏ＋ＫＮ９３＋Ｕ５０４８８Ｈ组的细胞体积减小了
１２．６％。

Ｔａｂ２．　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｎｔｓｏｎｃｅｌｌｓｉｚｅｏｆ
ｃｕｌｔｕｒｅｄｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｍｙｏｃｙｔｅｓｆｒｏｍｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓ

Ｄｒｕｇ／μｍｏｌ·Ｌ－１ Ｃｅｌｌｓｉｚｅ／μｍ３　

Ｃｏｎｔｒｏｌ １１９２±１３３

Ｉｓｏ１０ ２３０５±１８９

ＫＮ９３　０．２ １１７７±１２３

Ｉｓｏ１０＋Ｕ５０４８８Ｈ１ １１４１±１１５＃

Ｉｓｏ１０＋ＫＮ９３０．２ １１２５±２１４＃

Ｉｓｏ１０＋ＫＮ９３＋Ｕ５０４８８Ｈ１ ９８３±１０８＃＃△

Ｉｓｏ１０＋ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌ２ １１０３±１５８＃

Ｉｓｏ１０＋ｖｅｒａｐａｍｉｌ１ １１２６±１４０＃

ＳｅｅＴａｂ１ｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝８０ｃｅｌｌｓ．Ｐ＜０．０５，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ；＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
Ｉｓｏｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＩｓｏ＋ＫＮ９３ｇｒｏｕｐ．

２．３　在Ｉｓｏ存在下，不同处理因素对心肌细胞蛋白
质合成的影响

表３结果显示，与对照组相比，Ｉｓｏ组心肌细胞
蛋白合成增加了６２．８％，ＫＮ９３组未见明显改变，表
明ＫＮ９３对正常心肌细胞蛋白合成无影响。而与
Ｉｓｏ组相比，Ｉｓｏ＋Ｕ５０４８８Ｈ 组、Ｉｓｏ＋ＫＮ９３组、
Ｉｓｏ＋普萘洛尔组、Ｉｓｏ＋维拉帕米组心肌蛋白合成均
降低，分别降低了 ３５．５％，４２．９％，４２．３％ 及
３８．１％，表明Ｕ５０４８８Ｈ、ＫＮ９３、普萘洛尔及维拉帕米
均能抑制Ｉｓｏ诱导的心肌细胞蛋白含量的增加，且
Ｕ５０４８８Ｈ的抑制作用与其他抑制剂作用相似；与
Ｉｓｏ＋ＫＮ９３组相比，Ｉｓｏ＋ＫＮ９３＋Ｕ５０４８８Ｈ组蛋白合
成减少了１７．５％。
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Ｔａｂ３．　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｎｔｓｏｎ［３Ｈ］ｌｅｕｃｉｎｅ
ｕｐｔａｋｅｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｍｙｏｃｙｔｅｓｆｒｏｍｎｅｏ
ｎａｔａｌｒａｔｓ

Ｄｒｕｇ／μｍｏｌ·Ｌ－１
Ｐｒｏｔｅｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（［３Ｈ］ｌｅｕｃｉｎｅ　　

ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ／ｃｐｍｉｎ　　
５×１０４ｃｅｌｌｓ）　　

Ｃｏｎｔｒｏｌ １１０２±１７６

Ｉｓｏ１０ １７９４±１６５

ＫＮ９３　０．２ １０４８±１６６

Ｉｓｏ１０＋Ｕ５０４８８Ｈ１ １１５８±２１７＃

Ｉｓｏ１０＋ＫＮ９３０．２ １０２４±２７１＃

Ｉｓｏ１０＋ＫＮ９３＋Ｕ５０４８８Ｈ１ ８４４±１２７＃＃△

Ｉｓｏ１０＋ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌ２ １０３９±１９８＃

Ｉｓｏ１０＋ｖｅｒａｐａｍｉｌ１ １１１０±１７５＃

ＳｅｅＴａｂ１ｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝６．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ；＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＩｓｏｇｒｏｕｐ；
△Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＩｓｏ＋ＫＮ９３ｇｒｏｕｐ．

２．４　不同处理因素对心肌细胞［Ｃａ２＋］ｉ瞬间变化

的影响

Ｕ５０４８８Ｈ１μｍｏｌ·Ｌ－１及ＫＮ９３０．２μｍｏｌ·Ｌ－１未
明显改变正常心肌细胞［Ｃａ２＋］ｉ瞬间变化（图１，表

４）。Ｉｓｏ１０μｍｏｌ·Ｌ－１能使心肌内钙离子瞬间变化幅
度增高，但不影响基线水平，使心肌细胞自发搏动频

率加快；Ｕ５０４８８Ｈ能降低由 Ｉｓｏ诱导的心肌内钙离
子瞬间变化幅度增高，且减慢由 Ｉｓｏ诱导心肌细胞
自发搏动频率加快作用，其作用与普萘洛尔１μｍｏｌ·
Ｌ－１、ＫＮ９３０．２μｍｏｌ·Ｌ－１和维拉帕米１μｍｏｌ·Ｌ－１的
作用效果相似，四者对心肌细胞内静息钙负荷均无

影响。在ＫＮ９３预处理的情况下，Ｕ５０４８８Ｈ能继续
降低由Ｉｓｏ诱导的心肌［Ｃａ２＋］ｉ瞬间变化水平。

２．５　 不同处理因素对 Ｉｓｏ作用的心肌细胞
ＣａＭＫⅡδＢ表达的影响

与对照组相比，Ｉｓｏ组ＣａＭＫⅡδＢ表达明显增

Ｆｉｇ１．　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｎｔｓｏｎｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ［Ｃａ２＋］ｉｔｒａｎｓｉｅｎｔｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｍｙｏｃｙｔｅｓｆｒｏｍ
ｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓ．ＳｅｅＴａｂ１ｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

Ｔａｂ４．　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｎｔｓｏｎ［Ｃａ２＋］ｉｔｒａｎｓｉｅｎｔａｍｐｌｉｔｕｄｅａｎｄｆｒｅｑｕｅｎｃｙｉｎｃｕｌｒｕｒｅｄｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｍｙｏｃｙｔｅｓｆｒｏｍｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓ

Ｄｒｕｇ／μｍｏｌ·Ｌ－１
［Ｃａ２＋］ｉ

Ｐｅａｋａｍｐｌｉｔｕｄｅ／ｎｍｏｌ·Ｌ－１ Ｒｅｓｔｉｎｇ／ｎｍｏｌ·Ｌ－１
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
／ｍｉｎ－１

Ｃｏｎｔｒｏｌ １９２．６±１０．０ １１４．６±１１．７ ５８．５±１．３
Ｉｓｏ１０ ２９１．８±９．５ １２１．２±６．４ ８９．５±２．６

Ｕ５０４８８Ｈ１ １９１．８±１０．６ １１０．２±３．９ ５７．３±３．７
ＫＮ９３　０．２ １８６．７±１１．８ １１３．９±５．４ ５８．０±２．３
Ｉｓｏ１０＋Ｕ５０４８８Ｈ１ １８５．７±９．９＃ １１６．８±１０．５ ５６．６±１．５＃

Ｉｓｏ１０＋ＫＮ９３０．２ １９１．５±１２．３＃ １０６．７±３．７ ５７．０±２．４＃

Ｉｓｏ１０＋ＫＮ９３＋Ｕ５０４８８Ｈ１ １６５．６±９．９＃＃△ １１６．５±１１．４ ５５．８±２．２＃＃△

Ｉｓｏ１０＋ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌ２ １９３．６±１０．０＃ １１２．０±１２．５ ５６．０±３．２＃

Ｉｓｏ１０＋ｖｅｒａｐａｍｉｌ１ １８８．２±１２．７＃ １１５．２±５．８ ５８．８±３．３＃

ＳｅｅＴａｂ１ｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝４．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＩｓｏｇｒｏｕｐ；
△Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＩｓｏ＋ＫＮ９３ｇｒｏｕｐ．
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加，增加了２０．４％；与对照组相比，ＫＮ９３组表达未
见改变，表明 ＫＮ９３并不影响正常心肌细胞
ＣａＭＫⅡδＢ表达；与 Ｉｓｏ组相比，Ｉｓｏ＋Ｕ５０４８８Ｈ组、
Ｉｓｏ＋ＫＮ９３组、Ｉｓｏ＋普萘洛尔组、Ｉｓｏ＋维拉帕米组
ＣａＭＫⅡδＢ表达降低，分别降低了 ２１．５％，２６．８％，
１６．５％及１３．７％。Ｕ５０４８８Ｈ的抑制作用与 ＫＮ９３，
普萘洛尔和维拉帕米的作用相似；与 Ｉｓｏ＋ＫＮ９３组
相比，Ｉｓｏ＋ＫＮ９３＋Ｕ５０４８８Ｈ组ＣａＭＫⅡδＢ表达降低
了１８．２％，表明 Ｕ５０４８８Ｈ可能直接降低ＣａＭＫⅡδＢ
表达，和（或）通过β受体降低心肌内Ｃａ２＋水平而减
少ＣａＭＫⅡδＢ表达，从而起到抑制心肌肥厚的作用
（图２）。

Ｆｉｇ２．　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｎｔｓｏｎＣａＭＫⅡδＢ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓｏｆｎｅｏｎａｔａｌ
ｒａｔｓ．ＣａＭＫⅡ：ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅⅡ．１：ｃｏｎｔｒｏｌ；
２：Ｉｓｏ１０μｍｏｌ·Ｌ－１；３：ＫＮ９３０．２μｍｏｌ·Ｌ－１；４：Ｉｓｏ１０μｍｏｌ·
Ｌ－１＋Ｕ５０４８８Ｈ１μｍｏｌ·Ｌ－１；５：Ｉｓｏ１０μｍｏｌ·Ｌ－１＋ＫＮ９３
０．２μｍｏｌ·Ｌ－１；６：Ｉｓｏ１０μｍｏｌ·Ｌ－１＋ＫＮ９３０．２μｍｏｌ·Ｌ－１＋
Ｕ５０４８８Ｈ１μｍｏｌ·Ｌ－１；７：Ｉｓｏ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ ＋ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌ
１μｍｏｌ·Ｌ－１；８：Ｉｓｏ１０μｍｏｌ·Ｌ－１＋ｖｅｒａｐａｍｉｌ１μｍｏｌ·Ｌ－１．
珋ｘ±ｓ，ｎ＝４．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ；＃Ｐ＜０．０５，
＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＩｓｏｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈＩｓｏ＋ＫＮ９３ｇｒｏｕｐ．

３　讨论

心肌肥大是指心肌细胞增大而无细胞分裂，是

对血液动力超负荷和（或）神经体液刺激的适应性

反应。疾病的初始阶段，心肌肥厚可以通过平衡应

激的增加改善心脏的功能，然而，长时间应激所致的

持续性心肌肥厚最终会因心脏功能失常导致心力衰

竭。目前，心肌肥厚已被公认为是猝死、心力衰竭等

心血管事件强有力的独立危险因素［１２］。因此，

探讨其发生发展机制一直是心血管领域的重要课

题［１３］。

许多研究已经表明，［Ｃａ２＋］ｉ变化是心肌肥大
的一个信号。在心肌细胞被牵拉和心脏负荷增加导

致的心肌肥大中，［Ｃａ２＋］ｉ增加；各种体液因子包括
血管紧张素Ⅱ、苯肾上腺素（ｐｈｅｎｙｌｅｐｈｒｉｎｅ）、内皮
素１诱导的心肌细胞肥大反应中，［Ｃａ２＋］ｉ也增加。
大量实验表明，［Ｃａ２＋］ｉ的改变能通过多种钙调节
酶来传导不同信号，其中Ｃａ２＋／ＣａＭＫ家族中钙调素
依赖蛋白激酶发挥重要作用［７－８］。体外及体内实验

均表明，Ｃａ２＋／ＣａＭＫ家族中ＣａＭＫⅡδＢ是心肌肥厚
发生发展通路中的重要一环，具有核定位信号，所以

胞核δＢ在转录反应和基因表达方面发挥重要作
用［１４－１５］。

本研究发现，Ｕ５０４８８Ｈ１μｍｏｌ·Ｌ－１能够抑制Ｉｓｏ
诱导的心肌肥大，并发现特异性 ＣａＭＫⅡ抑制剂
ＫＮ９３、β受体阻断剂普萘洛尔及Ｌ型钙通道阻滞剂
维拉帕米也能抑制 Ｉｓｏ诱导的心肌肥大，且四者的
作用相似，提示 Ｃａ２＋及 ＣａＭＫⅡ参与了 κＯＲ激动
抑制心肌肥厚的过程。本研究观察到 Ｕ５０４８８Ｈ及
ＫＮ９３不仅对Ｉｓｏ诱导的心肌肥厚具有抑制作用，还
发现二者对细胞内钙离子瞬间变化有明显的影响，

提示二者对心肌肥厚的作用可能通过调节细胞内钙

稳态来达到。为了证明这一观点，本研究应用了维

拉帕米，发现其对 Ｉｓｏ诱导的心肌肥厚同样具有抑
制作用，证实了钙稳态在 κＯＲ激动抑制心肌肥厚
的过程中发挥了重要作用。Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹法结
果表明，κＯＲ激动抑制 ＣａＭＫⅡδＢ表达增加从而
抑制心肌肥厚，其对 ＣａＭＫⅡδＢ表达的影响的机制
还不是很清楚。普萘洛尔能够抑制 Ｉｓｏ诱导的心肌
肥大，且Ｕ５０４８８Ｈ与其作用具有相似性，提示可能
是通过 κＯＲ激动抑制兴奋性鸟苷酸结合蛋白
受体，进而抑制细胞内钙离子水平，从而降低

ＣａＭＫⅡδＢ表达，或存在其他信号机制，尚待进一步
研究。

本研究发现，在应用 ＫＮ９３的基础上，Ｕ５０４８８Ｈ
对心肌肥厚的抑制作用更为显著，提示 κＯＲ激动
抑制心肌肥厚可能还存在其他的信号传导通路，具

体机制还需进一步研究。
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ｖｉａａｔｔｅｎｕａｔｉｎｇｔｈｅａｕｇｍｅｎｔｏｆ［Ｃａ２＋］ｉａｎｄｔｈｅ
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ｏｐｉｏｉｄ，ｋａｐｐａ；ｍｙｏ
ｃａｒｄｉａｌｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ；Ｕ５０４８８Ｈ；Ｃａ２＋ｃａｌｍｏｄｕ
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　　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｉｔｅｍ：ＴｈｅｐｒｏｊｅｃｔｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｕｒａｌＳｃｉ
ｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＬｉａｏｎｉｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ（２００４２１７０）
　　Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．

（本文编辑　乔　虹）

欢迎订阅《中国神经再生研究（英文版）》杂志

《中国神经再生研究（英文版）》（ＮＲＲ）杂志是一本在神经再生研究领域具有国际水平的以国际通用语言英语为沟通平
台的专业杂志。由卫生部主管、中国康复医学会主办，全球范围内公开发行。ＣＮ１１５４２２／Ｒ，ＩＳＳＮ１６７３５３７４，月刊。

编委会具有学术权威性。国际编委２８１名，来自全球４７个国家的专业学者。力求高质量、高时效出版（１２０～１５０天）。
ＮＲＲ具有良好的国际影响力及学科专业影响力，已被下列国际及国内的著数据库收录：

○ 美国《化学文摘》（ＣＡ）
○ 荷兰《医学文摘库／医学文摘》（ＥＭ）
○ 波兰《哥伯尼索引》（ＩＣ）
○ 中国英文版科技期刊数据库（统计源期刊）
○ 中国科学引文数据库核心库（ＣＳＣＤ）
○ 中国学术期刊文摘
ＮＲＲ２００８年出版重点：神经发育、神经可塑性、神经信号转导研究；突触发育及可塑性、突触信号、突触生理学研究；神经

环路发育、神经环路与动物行为研究；树突发育与神经环路形成、神经网络功能研究；视知觉机制、视觉神经生理学研究；感觉

系统、感觉整合和行为研究；基底神经核发育及其退行性疾病研究；以及神经系统疾病的神经生物学研究。重点推出：神经干

细胞研究、神经组织工程研究、中医药干预后神经元变化的分子生物学研究、神经再生的相关因子研究。

联系方式：

咨询电邮：ＮＲＲ３０００１＠１６３．ＣＯＭ
电话：＋８６０２４２３３８１０８５
传真：＋８６０２４２３３９４１７８
投稿电邮：ｓｊｚｓ１０１＠１６３．ｃｏｍ

ｓｊｚｓ１０２＠１６３．ｃｏｍ
国内订阅邮发代号：８５８５
本社订阅：辽宁省沈阳１２３４邮政信箱
邮编：１１０００４
定价：１５元／册。
更多信息详见ｗｗｗ．ｓｊｚｓｙｊ．ｃｏｍ

·２９１· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ　２００８　Ｊｕｎ；２２（３）



·３９１·中国药理学与毒理学杂志　　２００８年６月；２２（３）


