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摘要  目的 研究去甲肾上腺素 ∞ 引起心肌肥厚与胶原 型 表达水平之间的关系 及兼具 Α 受体

阻断作用及钙离子拮抗作用的 2 2二甲基苯氧基 2 2 2二甲氧基苯乙胺基 丙烷盐酸盐 ⁄⁄° 的影响 ∀方

法 培养的新生鼠心肌成纤维细胞 加 ∞孵育 胶原 型 表达水平用 ×2°≤ 方法测定 ∀结果 心肌成

纤维细胞 加 Λ # ∞孵育 导致胶原 型表达水平分别增加 1 倍 但 ⁄⁄° 可使其表达水平

显著降低 ∀结论 ⁄⁄° 可抑制心肌成纤维细胞胶原 型 的表达 ∀

关键词  型胶原 型胶原 成纤维细胞 去甲肾上腺素 2 2二甲基苯氧基 2 2 2二甲氧基苯乙胺

基 丙烷盐酸盐

  左室心肌肥厚包括心肌细胞和非心肌细胞肥大

和增生 其中心肌成纤维细胞合成胶原增多 胶原堆

积 !心肌纤维化是心室重构的一个重要因素≈ ∀

心室重构过程中 细胞外基质组成成分的基因表达

水平发生改变 ∀ 型胶原是心肌细胞外基质的

基本组成成分 对保持心功能的完整性起着重要作

用≈ ∀

关于儿茶酚胺类诱导心肌细胞肥大 致 ⁄ !

蛋白质合成增加的报道≈ 较多 而研究其刺激心

脏成纤维细胞增殖的实验工作则较少 ∀ 2 2二

甲基苯氧基 2 2 2二甲氧基苯乙胺基 丙烷盐酸

盐 ⁄⁄° 是中国药科大学设计合成的新化合物

为 Α 受体阻断剂 并兼具钙离子拮抗作用 ∀现已作

为降压药进入临床试验 ∀本实验用体外培养的成纤

维细胞 观察 ⁄⁄° 对胶原 亚型 表达

水平的影响 为进一步研究 ⁄⁄° 逆转心肌肥厚提

供新的实验依据 ∀

材 料 与 方 法

  动物  ≥ ∏2⁄ ≥⁄ 大鼠乳鼠 出生 ∗

由同济医科大学实验动物中心提供 ∀

药品及仪器  ⁄⁄° 由中国药科大学自行合成

收稿日期 2 2
3 × ƒ ¬

∞2 ∏ ∏

和提供 纯度 1 以上 去甲肾上腺素 ∞ 购自

ƒ ∏ 公司 ∀小牛血清 !胰蛋白酶和 ⁄ ∞ ƒ 培

养基为 产品 酶抑制剂 ∏

! ∂ 逆转录酶 ! × 酶和

×°均为 ° 公司产品 胶原 亚型及 Β2

对引物为西安美联公司合成 ∀低温离心机为

√ 公司产品 °≤ 仪为 ° 2∞ 公司产

品 紫外凝胶成像系统为 ∂ °公司产品 ∀

体外乳鼠心肌成纤维细胞的原代培养  无菌条

件下 取出生 ∗ ≥⁄大鼠心室 置于 ⁄2 液

中剪碎 用 1 胰蛋白酶在磁力搅拌下分散细

胞 温度控制在 ? ε 每 收集一次细

胞 反复 次 将离心后所得分离细胞置于含有

小牛血清的 ⁄ ∞ ƒ 培养基中 在二氧化

碳培养箱中孵育 用时差法将成纤维细胞与心肌细

胞分离 ∀

药物刺激  将培养 的成纤维细胞换无血清

培养基 加不同药物 ∀实验分组 对照组 换无

血清培养基继续培养 换无血清培养基添加 ∞

Λ # 换无血清培养基添加 ∞

Λ # ⁄⁄° Λ # 继续培养 ∀

培养细胞总 Ρ ΝΑ制备  收获细胞用 ∗

细胞裂解液 ⁄液 溶解 移于 离心管 再

加入等量 ∗ 苯酚溶液 量乙酸钠

量氯仿2异戊醇 Β 混合液 振摇 置冰浴

∀ ε 离心 ≅ ∀ 吸上层水相

至新的离心管中 加等体积异戊醇 混匀 ε 沉
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淀 以上 ∀ ε 离心 ≅ ∀ 弃

上清液 沉淀物溶解于 1 ⁄液中 移至 1

∞ 管中 加等体积异戊醇 混匀 ε 再

次沉淀 以上 ∀ ε 离心 ≅ ∀

弃上清液 沉淀物用 Λ ×∞≥溶液溶解 加

Λ 乙酸钠 # 双倍体积 Λ 无水

乙醇 摇匀 置 ε 冰箱 ∗ ∀ ε 离心

≅ ∀ 弃上清液 沉淀 经

真空干燥 溶于 ∗ Λ ⁄∞°≤ 水中 置 ε 冰

箱 待用 ∀ 浓度定量 用分光光度法测定

和 的吸光度 在 的读数

用于计算样品中的核酸浓度 值为 相当于

Λ # 的 ∀

ΡΤ2ΠΧΡ 引物  按文献≈ 设计 ≤

及 ≤ 引物 ≤ 引物区域定位于外显子 和

≤ 引物区域定位于外显子 和 ∀引物序列见

表 ∀

Ταβ 1  Ολιγονυχλεοτιδεσεθυενχεσ οφ 5. ανδ 3. πριµερσ υσεδ φορ ΡΤ2ΠΧΡ

. ° . ° ° ∏

≤ . ≤ ≤≤ ≤ × ≤ ≤ ≤≤ ≤ . . × × ≤ ≤ × × ≤ × ≤ ≤≤ .

≤ . × × × × ≤≤ ≤ × ≤≤ . . ≤ × ≤ ≤ ≤ × × ≤ × × ≤ ≤ .

 

  ΡΤ2ΠΧΡ 定量  以 Β2 为内对照 用相同

为模板 进行 ×2°≤ 扩增 对扩增产物进

行半定量 ∀ Β2 引物序列≈ 上游引物 . 2

× ≤ × ≤ ≤≤≤ ≤ ≤ × × ≤≤≤ × ≤ × 2 .

下游引物

. 2≤× ≤ ××× ≤ × ≤ × 2 . ∀

ΡΤ2ΠΧΡ 反应  ⁄ 第 链的合成 反应

体积为 Λ 成分如下 样品总 或

Λ ≅ 逆转录酶缓冲液 Λ ∂ 逆转录酶

×° Λ 下游引物

去离子水补至 Λ ∀ ε 反应 ∗ ε

灭活逆转录酶 ∀ °≤ 上述逆转录产物

Λ ≅ °≤ 反应液 Λ 上游引物

× 酶 1 去离子水补至 Λ 在适当温度下

扩增 个循环 ∀应用 琼脂糖凝胶电泳分离

×2°≤ 产物 用 ∂ °公司透射扫描仪对琼脂糖凝

胶电泳 ×2°≤ 产物进行峰体积定量测定 ∀

统计学处理  所有实验数据均以 ξ ? σ表示

用 τ检验进行统计学分析 ∀

结 果

1  ∆∆ΠΗ对成纤维细胞 Χολλαγεν ΙΙΙ µ Ρ ΝΑ表达水

平的影响

由表 可见 ∞ Λ # 孵育成纤维细胞

≤ ×2°≤ 产物 ≤ Β2 比

值为对照组成纤维细胞 ×2°≤ 产物 ≤ Β2

比值的 1 倍 ⁄⁄° 组 ≤ 表达水平降

低为 ∞ 组的 1 提示 ∞ Λ # 刺激

成纤维细胞 ≤ 表达水平显著增加 此作

用可被 ⁄⁄° 部分拮抗 ∀

Ταβ 2  Εφφεχτσ οφ 12(2 ,62διµετηψλπηενοξψ)222(3 ,42

διµετηοξψπηενψλετηψλαµινο) προπανε ηψδροχηλοριδε

(∆∆ΠΗ) ον τηεεξπρεσσιον λεϖελ οφ Χολλαγεν(Χο) ΙΙΙ

µ Ρ ΝΑ ιν χυλτυρεδ ρατ χαρδιαχ φιβροβλαστσ

∏
∂ ∏ Λ

≤ Β2

≤ Β2

≤ ? ? ?

∞ ? 3 3 ? ? 3 3

∞ ⁄⁄° ? 3 ? ? 3

ξ ? σ ν 3 Π 1 3 3 Π 1

Π 1 Π 1 ∞

  结果如图 所示 第 栏为 ° ≥° 分

子量参照 第 栏为对照组 第 栏为刺激剂 ∞

组 第 栏为 ∞ ⁄⁄° Λ # 组 ∀结果提示

⁄⁄° 在浓度为 Λ # 下能明显抑制 ∞诱导

的乳鼠成纤维细胞 ≤ 的表达 ∀

2  ∆∆ΠΗ对成纤维细胞 Χο Ι µ Ρ ΝΑ表达水平的影

响

∞ Λ # 孵育成纤维细胞 ≤

×2°≤ 产物 ≤ Β2 比值为对照组成

纤维细胞 ×2°≤ 产物 ≤ Β2 比值的 倍

⁄⁄° 组 ≤ 表达水平降低为 ∞ 组的

1 提示 ∞ Λ # 刺激成纤维细胞 ≤

表达水平显著增加 此作用可被 ⁄⁄° 部分
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拮抗 ∀见表 ∀

结果如图 所示 第 栏为 ° ≥° 分

子量参照 第 栏为对照组 第 栏为刺激剂 ∞

组 第 栏为 ∞ ⁄⁄° Λ # 组 ∀提示

⁄⁄° 在浓度为 Λ # 下能明显抑制 ∞诱导

的乳鼠成纤维细胞 ≤ 的表达 ∀

ƒ  ∞ ⁄⁄° ¬ ≤

∏ ∏

∞ ∞ ⁄⁄° ≤

Β2 ×2°≤ ∏ ∏

⁄ ×

°≤ ≤

Β2 ⁄ 2 2
√ ° ≥°

∏ ∏

∞ Λ # ∏ ∞

Λ # ⁄⁄° Λ # ∏

ƒ  ∞ ⁄⁄° ¬ ≤

∏ ∏

∞ ∞ ⁄⁄° ≤ Β2 ×2°≤
∏ ∏ ⁄

× °≤

≤ Β2 ⁄

2 2 √

° ≥° ∏

∏ ∞ Λ #
∏ ∞ Λ # ⁄⁄°

Λ # ∏

Ταβ 3  Εφφεχτσ οφ ∆∆ΠΗ ον τηε εξπρεσσιον λεϖελ οφ

Χο Ι µ Ρ ΝΑ ιν χυλτυρεδ ρατ χαρδιαχ φιβροβλαστσ

∏
∂ ∏ Λ

≤ Β2

≤ Β2

≤ ? ? ?

∞ ? 3 3 ? ? 3 3

∞ ⁄⁄° ? 3 ? ? 3

ξ ? σ ν 3 Π 1 3 3 Π 1

Π 1 ∞

讨 论

  ∞通过激动肾上腺素受体 致心肌细胞肥大

和成纤维细胞增殖 胚胎型基因表达水平升高≈ ∀

关于肾上腺素受体调控心肌细胞肥大和成纤维细胞

增殖的信号转导途径尚未完全清楚 ∀最近

∏ 等≈ 实验证实 Α2肾上腺素受体不仅可

激动鸟苷酸调节蛋白 联结受体 还可通

过激动 2依赖激活的丝裂原激活的蛋白激酶

2 √ 和细胞外信

号调 节 蛋 白 激 酶 ¬ ∏ 2 ∏

∞ 以及 激酶 2 √

2依赖激活 2 ∏ 2末端激酶 2 ∏

∀提示 °激酶超级

家族的多个成员参与心肌细胞肥大的信号转导 ∀

等≈ 报道 大鼠 √ ∞ 胶原 !× ƒΒ 表

达水平显著增加 此作用可被 Α2肾上腺素受体阻断

剂酚妥拉明适度阻滞 而 Β2肾上腺素受体阻断剂普

萘洛尔抑制胶原 !× ƒΒ 表达水平的作用更强 ∀提

示激活 Α Β2肾上腺素受体的信号转导途径可调控胶

原 !× ƒΒ 表达水平 ∀

本实验证实 ⁄⁄° 可显著抑制 ∞引起的体外

培养的心肌成纤维细胞 ≤ 表达水平

的增加 ∀因 ⁄⁄° 兼具 Α 受体阻断作用及钙通道

阻滞作用 既可直接阻滞 Λ2型钙通道的钙电流 也
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可通过阻滞作为信号转导系统中间环节第二信使钙

的升高来阻断引起心肌成纤维细胞增殖的信号转导

途径 ∀ ⁄⁄° 对引起心肌成纤维细胞增殖的 °

激酶系统的作用有待进一步确认 ∀
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¬ ∏ ¬ ∞≤ ∏ × ∏
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∏ ≤ ≤ ¬ 2 2 ¬ 2 2 2
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ΡΕΣΥΛΤΣ : ≥ ∏ Λ # ∏

≤ ≤ 1 × ¬

√ ⁄⁄° ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ: × ≤ ≤ √

∏2 ∏ √ ∏ ⁄⁄°

¬ √ ≤ ≤

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ  2 2 ¬ 2 2
2 ¬
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