
近年来研究证明，心肌肥厚发生过程中，心肌细

胞核功能发生严重紊乱，基因表达发生重调，表现为

胚胎型基因上调，成熟型基因下调。而 !"# $ 是细胞

内重要的第二信使，参与许多生命过程的调节。胞

浆游离钙 % &!"# $ ’ ( )调节细胞功能、物质代谢、分泌、

舒缩活动，细胞核 !"# $ 调节基因转录表达、细胞增

殖、分化等核功能 &* ’。有研究发现，某些病理情况下，

心肌细胞核钙转运发生严重紊乱 &# ’，推测心肌肥厚

过程中始于细胞膜的肥大信号到心肌细胞核基因表

达重排的分子机制可能也与细胞核钙调节有关，但

细胞核的钙转运在其发生中的变化目前尚缺乏研

究。本工作拟采用分离纯化的大鼠心肌细胞核，观

察压力超负荷性心肌肥厚心肌细胞核的钙转运和钙

泵活性变化，从而揭示心肌重塑时心肌细胞核钙转

导异常的环节。

! 材料和方法

! " ! 材料与试剂

健康雄性 +(,-". 大鼠由本校试验动物中心提

供 ， /0 12"#、 340/、 5(-6(7-6.8(-79 %50 0 )、
168:;9<8-6;9,=9>7:;9 ?9=7.(@8 %1A B? )、1C/、

1C! 抑制剂 D(,(:@79;9<"98(<(@8 和钙调素抑制剂

E"9<(@"F79(=< 以及标志酶测定试剂购自 B(G<" 公

司，18H,-"- (: /、98=H8H- (:、/H.7- (:(: 购自 A 798EI

=9". 1.7D8, 公司，JK!"!9# % LJ A MN O <9 ) 为 /<8.I
,6"< 产品。其余试剂均为国产 4P 或 /P 级。

! " # $$% 模型制备

健 康 雄 性 +(,-". 大 鼠 % *KQ R *SQG )， 采 用

T6U=," 等 &V ’介绍的方法制备 //! 模型。大鼠常规

饲养 J 周。用生理多道仪记录血流动力学指标，然

后取出心脏，均沿室间隔剔除心房和右心室，称左

心重，心肌肥大程度以左室重量指数表示。

! " & 心肌细胞核的提纯

按王培勇等介绍的方法 &J ’ 进行。所有操作在

Q R JW下进行。酶鉴定排除法确定提纯的心肌细胞

核，其他细胞器标志酶的污染小于 KX %质膜：2" $

C $ R /0 1",8，内质网：葡萄糖 Y 磷酸酶，线粒体：琥

珀酸脱氢酶 )。采用 Z7[ .; 法行蛋白质定量。用分离

纯化的心肌细胞核进行下述实验。

! " ’ 核 %(# ) * $+,(-. 活性测定 /# 0

反应液为下述成分 %<<79 O Z ) \ C!9 *QQ ] Q，
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摘要：通过腹主动脉缩窄 % "D@7<(:"9 "7.- (E E7".E-"- (7:，//! )心肌肥厚大鼠模型制备、差速离心提纯心肌细

胞核、酶学方法测定 !"# $ R /0 1",8 活性、JK!"# $ 同位素法测定核钙摄取和荧光分光光度计测定细胞核内自由钙浓

度，初步揭示压力超负荷心肌肥厚大鼠心肌细胞核钙转导异常的环节。结果发现：心肌细胞核上存在具有 &!"# $ ’和
/0 1 依赖性的高亲和力 !"# $ R /0 1",8，以 &!"# $ ’ 依赖的方式摄取 JK!"# $ ，并呈先升高后降低趋势。//! 术后 J
周大鼠心肌显著肥厚，伴有明显的血流动力学异常，与对照组比较，//! 大鼠心肌细胞核 !"# $ R /0 1",8 活性减少

K*] ^VX %H b Q] QQ*)，但核 JK!"# $ 摄入量 %核外 &!"# $ ’浓度为 SQQ R *YQQ :<79 O Z 时 )和核内 &!"# $ ’ %核外 &!"# $ ’浓
度为 Q R *QQQ:<79 O Z 时 ) 均明显增加 % H b Q ] QK)；正常组离体心肌细胞核 !"# $ 摄取受 1C/ 刺激 % H b Q ] QK)，而被

1C! 抑制剂和 !"A 抑 制 剂 显 著 抑 制 % H b Q ] QK)，//! 大 鼠 心 肌 细 胞 核 !"# $ 摄 取 仅 受 !"A 抑 制 剂 抑 制

% H b Q ] Q*)，而 1C/ 和 1C! 抑制剂对其无明显影响 % H c Q ] QK)。结论为心肌肥厚时，心肌细胞核 !"# $ 转运系统及

其磷酸化调节可能发生改变。
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%&’( &)&*+ ,$ - $，. /01# , - $，232! 4$ - $，5%6- ,，加

入 ,$!/ 细胞核，终反应体积为 4 - $71。反应液中的

游离 03# 8 浓度 " - $!791 : ;，所需要的 <=>? 和总

@03# 8 A 计算，根据 0BC&’ D3( (9* 的软件 E&*.?F0
GB( (5 H : : I II - ’(3*J9C) - +)K : L53( (9* : 73ML -
B(71 N的多元缓冲对确定，双平行管测定。!6O预温

,7&* 后，通过加入 ?> D #- $7791 : ; 始动反应，

!6O孵育反应 4$7&*。之后加入终止液 G $ - P4#/ : ;
孔雀石绿：#! - #/ : ; 聚乙烯醇：,6 - #/ : ; 钼酸铵：超

纯水 Q #：4：4：#N # - ,71，同时加入 ! - "R的柠檬酸

钠防止 ?> D 分解，用分光光度计在波长 S#! *7 测

定无机磷产量。在酶活性与 @03# 8 A T 反应关系研究

中，?> D 浓度为 # - $7791 : ;。在酶活性与 @?> D A T
反应关系研究中，游离 03# 8 浓度为 " - $791 : ;。

03# 8 T ?> D3’+ 活性为总 ?> D3’+ 活性与非钙 ?> U
D3’+ 活性之差。酶活性单位为!791 : G7 &*·7/ N。
! " # 核 $#%&’ ( 摄取的测定 )# *

反应液为 G7791 : ; N H > C&’ : %01 ,$ - $，蔗糖

#,$ - $，. /01# " - $，V#%DW" " - $，<=>? #- $，

5% 6- $，?> D #- $，",03# 8 # - $!0& : 71，终反应体积

$ - #71，反应均双复管。!6O预温 ,7&* 后通过加入

$ - 47/ 细胞核，始动反应，!6O孵育 4$7&*，迅速在

. &11&59C+ 抽滤器上以 $ - ",!7 微孔滤膜抽滤，用预

冷的反应液冲洗三次。滤膜干燥后加入闪烁液，在

"T 液闪计数仪上测定 ",03# 8 的放射强度。同时做非

特异性摄入管，操作同上，但反应液中不加 ?> D。钙

摄取的 @03# 8 A 反应关系测定时，反应液中的 @03# 8 A
为 $ T !- #!791 : ;。核 ",03# 8 转运 Q 总摄入 T 非特异

摄入，以 *791 :7/ 蛋白质表示。

! " + 蛋白磷酸化对核 $#%&’ ( 摄取的影响

方法同 4 - ,，核反应液中加入 DV? $- 47/ :71，
DV0 抑制剂 X&’&*)91Y1731+&7&)+ ,!791 : ; 和钙调

素抑制剂 L317&)3Z91&K7 4- $!791 : ;。

! " , 核外 %&’ ( 浓度对心肌细胞核钙的影响

提纯的心肌细胞核于 [1K9 T " : ?. G终浓度为

"!791 : ; N和 #$R的 [4#6G #!1 :7 1 N的等渗核保存液

G7791 : ; H %<D<\ #,，V01 4#, - $，V%#DW" # - $，

. /01# " - $，<=>? 4- $，5% 6- $N 中，室温下负载

!$7&*， 之 后 加 入 4$ 倍 体 积 的 核 保 存 液 离 心

G 4#$$$C : 7 &*，,7&* N 洗涤，用滤纸充分吸净离心管

的残留液体，核经洗涤后悬浮于 4 - $71 含有 ?> D
4- $7791 : ; 和不同浓度的自由钙 G $、4 ] 4$ T 6、

4 ] 4$TS、4 ] 4$T,、4 ] 4$T" 和 4 ] 4$T! 791 : N的等渗

核保存液中，在由 [; E&*13X 软件控制的 D<^V_2
<;.<^ ;\ T ,$‘ 型荧光分光光度计上，激发波长

"a"*7，发射波长 ,#$*7 时测定核 @03# 8 A 荧光值。

均三复管测定。 @03# 8 A浓度按下列公式计算 H
@03# 8 A Q ! ) @ G " T "7 &* N : G "73M T " N A G *791 : ; N

! ) 为解离常数 G !",*791 : ; N，" 为测定的荧光

强度，"73M 为加入 03# 8 &9*95B9C+ " T XC979 T
?#!4P6 G 4$ T,791 : ; N和 0301# # - $7791 : ; 后测得

的最大荧光强度，"7 &* 为加入 <=>? G,7791 : ; N
后测得的最小荧光强度。

! " - 统计学处理

实验数据以均值 b 标准差表示 G#! b $ N，两组比

较采用 E+1(LB ( 检验，多组间比较采用方差分析

G 9*+ I 3Y ?2Wc? 9C (I 9 I 3Y ?2Wc? N 组间 d
检验。

’ 结 果
’ " ! 血流动力学指标

实 验 组 大 鼠 与 对 照 组 大 鼠 体 重 无 显 著 差 异

G #!# b "- P e’ #!6 b $- "/ N，??0 大鼠左室重量指

数较对照增加 ,# - SR，平均颈总动脉压较对照组高

"# - ,R，颈总动脉收缩压增加 "" - 6R，颈总动脉舒

张压增加 "" - PR，左室收缩末压增加 #S - 4R，左室

舒张末压减少 ,P - PR，b )5 : )(73M 分别下降 ## - 4R
和 #6 - !R，% 值均小于 $ - $4G见表 4N。
’ " ’ ..% 大鼠心肌细胞 %&’ ( / .01&23 活性变化

心肌细胞核钙 03# 8 T ?> D3’+ 活性具有 @03# 8 A

=C9K5
;cE :‘E \?D f?D .?‘D ;c\D ;cf<D 8 )5 :)(7 3M T )5 :)(7 3M

G7/ : / N GgD3 N GgD3 N GgD3 N GgD3 N GgD3 N GgD3 : ’ N GgD3 : ’ N

09*(C91
# - !$ b 4P - # b 44 - 6 b 4" - " b #4 - # b # - 6 b 4!## b 44#P b
$ - #" 4 - , # - $ 4 - 6 # - $ $ - S 4,$ #$P

093CL(3( &9*
! - ,4 b #S - ! b 4S - a b #$ - S b #S - 6 b 4 - 4 b 4$#a b P#$ b
$ - """" ! - !"" 4 - P"" # - #"" # - a"" $ - 6"" 4Pa"" #Pa""

""% h $- $4 e’ 09*(C91 i ‘E H X9)Y I +&/B( i ;cE H 1+J( e+*(C&LK13C I +&/B( i \?D H ’Y’(91&L 3C(+C&31
5C+’’KC+ i f?D H )&3’(91&L 3C(+C&31 5C+’’KC+ i .?‘D H 7+3* 3C(+C&31 X199) 5C+’’KC+ i ;c\D H 1+J( e+*U
(C&LK13C ’Y’(91&L 5C+’’KC+ i ;cf<D H 1+J( e+*(C&LK13C )&3’(91&L +*) 5C+’’KC+ i )5 : )( H )+e+195&*/ 5C+’’KC+

0&453 ! %+79)Y*37&L LB3*/+’ 9J BY5+C(C95BY /C9K5 G#! b $ ，& Q 4# N
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!"# $ % $ % &’() * + , -./012/. 34-5. 16 7813(-9:(;
243;.(- ’() * , $< =(/. (3> :5:>8 ? @ % &$< = + ,
-./012/. 34-5. 16 243;.(- ’() * , $< =(/. (3> :5:>8
A ! B "，"! C # D

!"# $ & < E. 3E(2F./ 16 -(> 3(-9:(3 243;.(-
’() * , $< =(/. (3> :5:>8 94-:2F 0-.//4-. 15.-G
;1(9 , :2943.9 3(-9:(3 E80.->-10E8 A ! B H，"! C #，

"""$ I J? JJ! 5/ 312>-1; F-140 D

!"# $ ’ &’() * + , -./012/. 34-5. 16 7813(-9:(;
243;.(- K#’() * >-(2/01-> (29 >E. (;>.-(> :12 :2
3(;3:47 40>(L. 94-:2F 0-.//4-. 15.-;1(9 ,
:2943.9 3(-9:(3 E80.->-10E8 A ! B "，"! C #，M(3E
01:2> /E1N 2 :2 >E. 6:F4-. :/ >E. (5.-(F. 16
011;.9 5(;4./ 6-17 614- (2:7(;/ 16 .(3E F-140，

"$ I J? J# 5/ 312>-1; F-140 D

和 $< = 依赖性。当 &$< = +为 ) ? J 771; O P 时，游离

&’() * + 在 J Q )!71; O P 范围内，心肌细胞核 ’() * ,
$< =(/. 活性随 &’() * + 增加而增加。当 &’() * + 超过

)!71; O P 时，’() * , $< =(/. 活性则维持在高水

平。如图 !A$ D所示。

当反应液中的 &’() * +为 K ? J!71; O P 时，’() * ,

$< =(/. 活 性 随 $< = 增 加 而 增 加 ， % 7(R 为

!S ? J!#!71; O A7 :2·7F D，& 7 值为 J ? !T#!71; O
P。如图 !A@ D所示。

在反应液中的自由 &’() * +为 K ? J!71; O P 时，与

对照组相比，$$’ 大鼠心肌细胞核 ’() * , $< =(/.
活 性 降 低 #! ? U"V AK ? TU! C J? #K! 5/ U ? H#H C
J? K)T!71; O A7 :2·7F D，$ I J? JJ!D。见图 )。

& $ ’ 心肌细胞核 ()& * 转运改变

在 ) ? J771; O P 终浓度的 $< = 存在下，心肌细

胞核 K#’() * 摄取具有 &’() * + 浓度依赖性，呈先升高

后降低的趋势。与对照组相比较，核外 &’() * +浓度为

#J Q KJJ 和 ")JJ271; O P 时，$$’ 组心肌细胞核
K#’() * 摄入量均增加不显著 A $ W J? J#D，而核外

&’() * +浓度为 SJJ , !TJJ 271; O P 时，核 K#’() * 摄入

显著增加 A $ I J? J#D。见图 " 所示。

& $ + ,-.、,-( 抑制剂和钙调素抑制剂对心肌细

胞核 ()& * 转运的影响

&’() * + 浓度为 !TJJ271; O P 时，=X$ 使正常组

心肌细胞核 ’() * 摄取明显增加 A $ I J? J#D，=X’ 抑

制 剂 A Y:/:291;8;7(;.:7:9. D 和 ’(Z 抑 制 剂

A 3(;7:9([1;:47 D显著抑制其摄取 A $ I J? J#D。$$’
大鼠心肌细胞核 ’() * 摄取仅受 ’(Z 抑制剂抑制

A $ I J? J!D，而 =X$ 和 =X’ 抑制剂对其无明显影

响 A $ W J? J#D。见表 )。

& $ / 核外 ()& * 浓度对心肌细胞核钙的影响

核内 &’() * +浓度与核外 &’() * +浓度的变化不完

全同步，在核外 &’() * + 为 J271; O P 时，核内 &’() * +
仍高于核外。正常心肌细胞核钙含量在核外 &’() * +
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%&’()*+ ,-.*# / &01*2) 3%45( 647 0+51)8% 9
.5%1+5( .5*+’1*1 85%

:5 ;+&7 , < =>, ? $< >$, @< !@> ? #< #=A
BCD "< $AA ? =< $=-! >< >$" ? =< #A=

3 E 9BC. #< $#> ? $< "->! -< >=- ? =< =$$
3 E 9.*F #< #,, ? =< A$,! !< "-@ ? =< =A, G G

!! H $< $- IJ %5 ;+&7 8% ’5%1+5( 7+5&0 K
G G ! H $< $= IJ %5 ;+&7 8% ’5*+’1*1 85% 7+5&0

!"#$% & LMM)’1J 5M N8J8%;5(O(4*()84 8;) P ’*(48;*Q
R5(8&4 *%; BCD 5% ,-.*# / &01*2) 5M +*1 4O5’*+;8*(
%&’()*+ 8% ="$$ %45( 6 S )T 1+*%&’()*+ U.*# / V 3L*’W
M87&+) 8J 1W) *I)+*7) 5M 055(); I*(&)J M+54 M5&+
*%84*(J 5M )*’W 7+5&0，" X !，#" ? $，%45( 647 9

为 $ E =$$$%45( 6 S 时基本维持不变，DD. 组随核

外 U.*# / V 的增加，核内游离 U.*# / V 呈先升高后降低

趋势，正常组高峰在 =-$$%45( 6 S，而 DD. 组于

>$$ E =$$$%45( 6 S 核外 .*# / 时，核内 U.*# / V 达高

峰。

在核外 U.*# / V浓度为 $ E =$$$%45( 6 S 范围时，

DD. 组核内 U.*# / V 明显高于对照组 3 ! H $< $- 5+
! H $< $$=9，在核外 U.*# / V 为 =-$$ E #$$$%45( 6 S
时，两组间无显著差异 3 ! Y $< $-9。见图 ,。

’ 讨 论
压力负荷引起心肌肥厚的机制已进行了大量的

研究。近年来的研究证明，胞内 .*# / 信号途径与心

肌肥厚的发生有关，.*# / 的调节是多种信号传导通

路的中心环节，.*# / 既能作为诱导心肌肥厚的胞外

刺激，又直接参与各种肥大信号在胞内的传导。然

而，胞浆 .*# / 如何通过影响核 .*# / 进一步参与心肌

肥大信号的转导尚不清楚。最新的研究提示，心肌

细胞核上可能存在 .*# / 调节系统 U" V。推测心肌重塑

从本质上可能是细胞 .*# / 稳态失衡引起核 .*# / 调

节紊乱进而引起核反应异常的过程，而 .*# / 跨膜转

运是心肌核 .*# / 信号转导的关键环节。本文试图研

究心肌重塑时核钙转运系统的改变。

.*# / E DZ B*J) 是 .*# / 摄取的关键酶，最早发

现它存在于内质网、肌浆网，而新近研究表明肝细胞

核膜上也存在此 .*# / 泵，并证实存在 DZ B 介导的

核 .*# / 摄取，核被膜上的 .*# / E DZ B*J) 是调节核

.*# / 浓度的关键酶 U,，@ V。本研究发现心肌细胞核上存

在高活性的 .*# / 泵，心肌肥厚时，细胞核 .*# / E
DZ B*J) 活性显著降低，心肌细胞核在 DZ B 存在下

可以主动摄取 .*# / ，在核外 .*# / 低于 ="$$%45( 6 S
时，心肌肥厚大鼠心肌细胞核 ,-.*# / 摄取能力增强，

心肌细胞核 .*# / E DZ B*J) 和 ,-.*# / 摄取的变化不

一致，推测心肌细胞核上可能还存在其它类型的

.*# / 摄取方式，其机制尚不清楚。有研究报道，肝细

胞核上除存在 .*# / E DZ B*J) 外，还有 [B, 受体参

与调节核 .*# / 摄取，即存在 [B, 介导的不依赖 DZ B
的 .*# / 摄取 U> V。但 [B, 受体是否介导压力负荷心肌

肥厚细胞核钙摄取增加，尚待进一步研究和证实。

蛋白质磷酸化与去磷酸化是受体、离子通道等

功能蛋白活性调节的最重要和最普遍的方式，也是

细胞信号转导的中心环节，细胞核作为生物信息细

胞内传递的最终场所，是细胞内蛋白磷酸化活性最

高的部位。本实验发现 BCD 使心肌细胞核 .*# / 摄

取增加，.*F 抑制剂和 BC. 抑制剂引起心肌细胞

核 .*# / 摄取下降，说明 BCD、BC. 和 .*F 可能通

过蛋白质磷酸化调节，刺激核 .*# / 摄取。而经 BCD
和 BC. 抑制剂作用后，正常组细胞核 ,-.*# / 摄取显

著增加，但心肌肥厚组心肌细胞核 ,-.*# / 摄入改变

均无显著变化，说明心肌肥厚时，细胞核 ,-.*# / 摄取

的 BCD 和 BC. 磷酸化调节可能发生改变。有研究

发现 ’DF B 3=$ E ! 和 =$ E ,45( 6 S 9 和 [B! 3 =$ E - 和

=$ E"45( 6 S 9 可显著抑制大鼠肝细胞核 .*# / E DZ B
酶活性 UA V，而 BCD 磷酸化和钙调素则刺激其活

性 U=$，== V。推测细胞信号转导第二信使的启动和胞内

蛋白磷酸化去磷酸化修饰，可能在 .*# / E DZ B*J)
活性调节和核 .*# / 摄取中起重要作用。

我们进一步采用 M(&5, 6 DF 负载心肌细胞核，

进行荧光分光光度计测定，发现核外 U.*# / V 浓度为

$%45( 6 S 时，核内 U.*# / V 仍高于核外，且正常组心

()* + , LMM)’1J 5M )T 1+*%&’()*+ U.*# / V 5% 1W)
’W*%7)J 5M 8%1+*%&’()*+ U.*# / V 8% 0+)JJ&+)
5I)+(5*; E 8%;&’); ’*+;8*’ WO0)+1+50W8’ %&’()8 <
3 " X "，#" ? $，%45( 6 S，!! H $< $-，!!!! H $< $$=
IJ ’5%1+5( 9
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肌细胞核钙含量在核外 $%&’ ( ) 为 * + !***,-./ 0 1
时基本维持不变，说明离体心肌细胞核对 %&’ ( 并非

自由通透，而是具有屏障功能。在核外 $%&’ ( )为 * +
!***,-./ 0 1 范围时，心肌肥厚组核内 $%&’ ( ) 随核

外 $%&’ ( ) 浓度的升高而升高，且较对照组明显增

加，此结果与核 23%&’ ( 的摄取结果大体一致，说明在

核外 %&’ ( 4 !3**,-./ 0 1 时，核 %&’ ( 摄取系统起主

要作用，心肌肥厚组的核 %&’ ( 摄取能力明显增强。

但在核外 $%&’ ( )为 !3** + ’*** ,-./ 0 1 时，心肌肥

厚组核内 $%&’ ( ) 随核外 $%&’ ( ) 浓度的升高而显著

下降，核 23%&’ ( 摄取实验也发现此现象，在核外

$%&’ ( ) 为 !5** + "’**,-./ 0 1 范围时，心肌肥厚组

心肌细胞核 23%&’ ( 摄入随 $%&’ ( )增加而明显下降。

此改变的机制尚待进一步研究，推测心肌肥厚时，

核内高 %&’ ( 摄取可能启动心肌细胞核的 %&’ ( 释放

和外排，进一步引起核 %&’ ( 降低，提示心肌肥厚时，

除核 %&’ ( 摄取系统发生改变外，核 %&’ ( 释放系统

也可能发生了改变，它可能是一种 %&’ ( 引起 %&’ (

释放机制，且 %&’ ( 引起核 %&’ ( 释放的阈值下降。
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