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家兔心力衰竭早期心肌受磷蛋白磷酸化程度增加
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　　【摘要】　目的：探讨心力衰竭（心衰）心肌细胞磷酸化受磷蛋白表达异常的临床意

义。　方法：将２０只家兔随机分为两组：假手术组和心衰组，各１０只。通过超容量负荷

联合压力负荷建立家兔心衰模型，利用心导管术和心脏多普勒观察手术前后家兔血流动

力学及心脏结构和功能的变化。采用蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法测定心肌组织蛋白

激酶Ａ（ＰＫＡ）、总受磷蛋白（ＴＰＬＢ）和第１６位丝氨酸磷酸化受磷蛋白（ｓｅｒ１６ＰＰＬＢ）表

达水平。　结果：家兔心衰组与假手术组相比，左室舒张末压明显增加，为（－７±４．６）

ｍｍＨｇ对（２４．６±６．７）ｍｍＨｇ，左室短轴缩短率［（３９．３±５．５３）％对（２３．８±７．３０）％］和

左室射血分数［（７２．７６±４．８５）％对（４７．８±６．０５）％］均明显降低（犘＜０．０１）。心肌组织

ＴＰＬＢ表达无明显差异，ＰＬＢ磷酸化程度Ｓｅｒ１６ＰＰＬＢ／ＴＰＬＢ和ＰＫＡ表达均增加。　

结论：心衰早期心肌受磷蛋白磷酸化程度表达增加，与蛋白激酶Ａ表达增加有关。
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　　受磷蛋白（ＰＬＢ）是肌浆网钙泵（ＳＥＲＣＡ２ａ）的

一种功能调节蛋白［１］。ＰＬＢ第１６位丝氨酸通过

蛋白激酶 Ａ（ＰＫＡ）介导磷酸化（Ｓｅｒ１６ＰＰＬＢ）对

ＳＥＲＣＡ２ａ功能调节起主要作用
［２］。正常情况下，

交感神经系统通过β１ 受体、Ｇ蛋白、ｃＡＭＰ途径激

·４４· 国际心血管病杂志２０１２年１月第３９卷第１期 　ＩｎｔＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１２，Ｖｏｌ．３９，Ｎｏ１



活ＰＫＡ。Ｓａｎｄｅ等
［３］研究表明，心衰时ＰＬＢＳｅｒ１６

磷酸化程度降低，但也有实验显示心衰时 ＰＬＢ

Ｓｅｒ１６磷酸化程度无明显变化
［４］。这与慢性心衰

时交感神经系统亢进似乎不符。因此，我们利用

超容量负荷联合压力负荷建立兔心衰模型，测定

家兔心衰心肌组织总受磷蛋白（ＴＰＬＢ）、Ｓｅｒ１６Ｐ

ＰＬＢ、ＰＫＡ蛋白表达水平，探讨其在心衰发展中的

作用。

１　材料和方法

１．１　实验动物和材料

家兔２０只，雌雄不限，体重２．０～２．５ｋｇ，购于

苏州大学实验动物中心。ＰＬＢ一抗购于Ｔｈｅｒｍｏ公

司，ＰＫＡ和Ｐｓｅｒ１６ＰＬＢ一抗购于ａｂｃａｍ 公司，二

抗羊抗鼠ＩｇＧ、羊抗兔ＩｇＧ、蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ）试剂盒购于上海西唐生物科技有限公司。

１．２　方法

１．２．１　实验动物分组及模型建立　动物常规饲

养，经过超声心动图检查排除心脏器质性病变后，

随机分为假手术组和心衰组，每组各１０只。采用超

容量负荷联合联合超压力负荷构建家兔心衰模

型［５７］。首先诱导主动脉瓣关闭不全，两周后行腹主

动脉缩窄，再观察４～５周。各组兔术后标准饲料喂

养，密切观察其精神状态、食欲、活动量、呼吸困难

及肺部音等心衰表现。

１．２．２　超声心动图　利用Ｓｏｎｏｓ７５００型超声诊断

仪，探头频率５～１２ＭＨｚ，分别于术前和术后６～７

周行心脏超声检查，测量左室射血分数（ＬＶＥＦ），心

衰标准为ＬＶＥＦ＜５０％。

１．２．３　血流动力学检测　在术前和实验观察终点

时，经颈总动脉行左心导管术。将４Ｆ导管送至左

室，与多道生理信号记录系统（成都仪器厂ＲＭ６２４０

生物信号采集处理系统）连接后测量心率（ＨＲ）、左

室收缩压（ＬＶＳＰ）、左室舒张末压（ＬＶＥＤＰ）、压力上

升最大速率（＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ）、压力下降最大速率（ＬＶ

ｄｐ／ｄｔｍａｘ），并用 Ｗｅｉｓｓ公式计算左室收缩指数、左室

短轴缩短率（ＬＶＦＳ）。完成上述指标测定后，开胸

取出心脏，迅速放于４℃生理盐水的烧杯中，洗净残

血，去除脂肪组织，－７０℃保存备用。

１．３　蛋白表达的测定
［１，８］

１．３．１　总蛋白的提取　取左心室肌组织标本

１００ｍｇ，剪碎，置于离心管中，加入细胞裂解液及蛋

白酶抑制剂，在冰上用高速匀浆器打碎。４℃离心

１００００ｒ／ｍｉｎ、１０ｍｉｎ，用ＢＣＡ法测定蛋白浓度，－

７０℃保存。

１．３．２　ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳　取含２５μｇ总

蛋白的标本，于９５℃煮沸５ｍｉｎ，用非连续梯度ＳＤＳ

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白（相对分子质量：ＰＫＡ

４３０００，ＴＰＬＢ２５０００，Ｓｅｒ１６ＰＰＬＢ６５００）。分离胶

浓度为１５％，浓缩胶浓度为５％。首先电压３５Ｖ、电

泳４０ｍｉｎ直到样品在浓缩胶底部成一直线，然后

１００Ｖ、电泳８０ｍｉｎ（Ｓｅｒ１６ＰＬＢ电压为１００Ｖ、电泳

６０ｍｉｎ）至溴酚蓝到达分离胶底部。

１．３．３　蛋白免疫印迹　在冰水中将凝胶上的蛋白

电转移到硝酸纤维膜上，电压１１０Ｖ、７５ｍｉｎ（Ｓｅｒ１６

ＰＬＢ为１１０Ｖ、４５ｍｉｎ）；然后硝酸纤维膜置于封闭液

中，室温平缓摇动温育１ｈ；再加入一抗（抗体滴度

为１∶１０００），４℃冰箱过夜。第２天用洗脱液在平

缓摇动条件下漂洗４次，第一次１０ｍｉｎ、后三次为

５ｍｉｎ，再加入１∶１０００二抗（ＰＬＢ、ＰＫＡ为羊抗鼠

ＩｇＧ，Ｓｅｒ１６ＰＬＢ为羊抗兔ＩｇＧ），室温下摇床孵育１

ｈ；然后用洗脱液漂洗４次（方法同前）。最后将显色

剂ＬｕｍｉＧＬＯＡ液和Ｂ液按１∶１混合，直接加到硝

酸纤维膜上，１ｍｉｎ后将显色液用滤纸吸干，放入暗

盒，加盖一层透明薄膜，曝光３～５ｍｉｎ。

１．３．４　蛋白表达半定量分析　将胶片扫描至计算

机内，应用ＵＶＩＤｏｃ成像仪进行条带灰度分析。目

标蛋白与βａｃｔｉｎ灰度比值表示蛋白表达半定量水

平；ＰＳｅ１６ＰＬＢ／ＴＰＬＢ表示受磷蛋白１６位丝氨酸

磷酸化程度。

１．４　统计学分析

应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件包进行数据处理，组

间均数比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ狋检验，犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结果

２．１　心功能指标比较

家兔饲养过程中，心衰组２只死亡，假手术组无

死亡。心衰组家兔７周时均表现不同程度的精神萎

靡、进食和活动减少、呼吸频率增快。与假手术组

相比，心率、ＬＶＥＤＰ明显增加，ＬＶＥＦ、ＬＶＦＳ及左

室收缩指数明显降低（犘＜０．０１，见表１）。

２．２　磷酸化受磷蛋白表达半定量分析比较

蛋白免疫印迹结果显示，与假手术组相比，心

衰组家兔心肌ＴＰＬＢ表达无明显差别，而ＰＫＡ和

Ｐｓｅｒ１６ＰＬＢ表达增加（见图１）。半定量分析显示，

两组间差异有统计学意义（见表２）。
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表１　两组家兔心功能比较（珔狓±狊）

假手术组 心衰组

心率（次／分） ２２３±２１．９ ２６８±１６．７（１）

ＬＶＳＰ（ｍｍＨｇ） １０６．１±１５．２ １１４．８±１３．２

ＬＶＥＤＰ（ｍｍＨｇ） －７±４．６ ２４．６±６．７（１）

ＬＶ＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ（ｍｍＨｇ／ｓ） ４６３９．９±９８９．８ ３５４０±６７２．５（１）

收缩指数（ｓ１） ４４±１１ ２７±７（１）

ＬＶｄｐ／ｄｔｍａｘ（ｍｍＨｇ／ｓ） －３７４２±９０５ －３６２１±５２３

ＬＶＥＦ（％） ７２．７６±４．８５ ４７．８±６．０５（１）

ＬＶＦＳ（％） ３９．３±５．５３ ２３．８±７．３０（１）

　　注：与假手术组比较，
（１）犘＜０．０１

图１　各组蛋白免疫印迹结果

表２　两组家兔心肌蛋白表达水平半定量分析比较

假手术组 心衰组

ＴＰＬＢ １．１２±０．０２３ １．１１±０．０４５

Ｐｓｅｒ１６ＰＬＢ ０．４４±０．１４４ ０．８６±０．１５６（１）

Ｐｓｅｒ１６ＰＬＢ／ＴＰＬＢ（％） ３９．２４±４．２６３ ７２．８８±５．０４７（１）

ＰＫＡ ０．３８±０．１０２ ０．８８±０．１５１（１）

　　注：与假手术组相比，
（１）犘＜０．０５

３　讨论

本试验采用超容量联合超压力负荷构建家兔

心衰模型。结果显示，与假手术组相比，心衰组家

兔ＬＶＥＤＰ明显增加，ＬＶＦＳ、收缩指数、ＬＶＥＦ显著

降低；心衰组家兔心肌组织ＴＰＬＢ表达未见明显差

异，而ＰＫＡ和Ｐｓｅｒ１６ＰＬＢ表达增加。

ＰＬＢ最初是从心脏微粒体中提取，是ｃＡＭＰ依

赖蛋 白 激 酶 的 主 要 底 物 和 心 肌 肌 浆 网 钙 泵

（ＳＥＲＣＡ）的主要调节蛋白
［９１２］。ＰＬＢ的磷酸化状

态主要受一些磷酸激酶如ｃＡＭＰ 依赖的 ＰＫＡ、

Ｃａ２＋依赖性蛋白激酶Ⅱ等影响，当这些蛋白激酶表

达和活性升高时，就使ＰＬＢ磷酸化程度增高而导致

ＳＥＲＣＡ２ａ的活性升高
［１３１５］。大量研究证实，ＰＬＢ

第１６位丝氨酸和第１７位苏氨酸分别被ＰＫＡ 和

ＣａＭＫⅡ激酶磷酸化可增强ＳＥＲＣＡ的活性
［９１２，１６］。

ＰＬＢ 去 磷 酸 化 时 与 ＳＥＲＣＡ２ａ 结 合，抑 制 了

ＳＥＲＣＡ２ａ对钙 离 子 的 亲 和 力，而 磷 酸 化 后 与

ＳＥＲＣＡ２ａ解离，ＳＥＲＣＡ２ａ对钙离子亲和力增加，

肌浆网钙回摄能力提高［１７］。ＰＬＢ有３个磷酸化位

点，但主要发挥作用的是Ｓｅｒ１６位点的磷酸化。

Ｉｔｏ等
［１８］通过主动脉缩窄建立的鼠肥厚性心肌

病模型，在心衰早期心肌ＰＬＢ表达水平不变。Ｂａｂｕ

等［１９］发现，鼠主动脉结扎后产生压力超负荷诱导心

衰的模型中，心肌ＰＬＢ蛋白表达水平降低。在人终

末期心衰的心肌也发现ＰＬＢ表达下降
［２０］。也有实

验发现心衰时心肌ＰＬＢ表达水平不变
［２１］，这可能

与不同的心衰动物模型、动物种类以及心衰不同阶

段有关。本研究结果显示，心衰家兔心肌总ＰＬＢ表

达水平无差异，但ＰＳｅｒ１６ＰＬＢ表达增加，与ＰＫＡ

表达增加有关。Ｃｕｒｒｉｅ等
［２２］发现，心衰家兔心肌细

胞ＰＬＢＳｅｒ１６磷酸化增强，Ｂｏｋｎｉｋ等
［２３］亦发现心

衰大鼠心肌组织中ＰＬＢ磷酸化程度增强。有研究

表明，心衰时ＰＬＢＳｅｒ１６磷酸化程度减低
［３］，但也有

实验显示心衰时ＰＬＢＳｅｒ１６磷酸化程度无明显变

化［１３，２４］，与本实验结果不完全一致。

慢性心衰时交感神经系统持续激活，早期通过

β１ 受体介导激活ＰＫＡ，但在后期由于β１ 受体密度

下调，胞内ｃＡＭＰ水平下降，ＰＫＡ 活性下调。因

此，ＰＬＢＳｅｒ１６磷酸化程度在不同心衰实验中结果

不一致，除与不同动物模型有关之外，可能更重要

的是心衰程度不同。本实验心衰组家兔处于心衰

早期，ＰＫＡ表达增加，使ＰＬＢ第１６位Ｓｅｒ磷酸化

程度增加，ＳＥＲＣＡ２ａ活性增强，这有助于维持心肌

舒缩功能。
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