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Ｃｒｉｍ１在乳鼠肥大心室肌细胞中的表达及

ＡＴ１Ｒ对Ｃｒｉｍ１表达的调控作用
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　　【摘要】　目的：探讨富含半胱氨酸型运动神经元蛋白１（Ｃｒｉｍ１）在肥大心室肌细胞中

的表达情况及血管紧张素Ⅱ受体１型（ＡＴ１Ｒ）对其表达的调控作用。　方法：分离获取

１日龄ＳＤ大鼠乳鼠的原代心室肌细胞，培养４８ｈ后换无血清培养基，分为４组：对照组，

不予其他干预，培养２６ｈ；牵张组，培养２ｈ后牵张刺激２４ｈ；氯沙坦组，氯沙坦（终浓度为

１０μｍｏｌ／Ｌ）干预２６ｈ；氯沙坦＋牵张组，氯沙坦（终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ）预处理２ｈ后牵张

刺激２４ｈ。检测各组心室肌细胞蛋白／ＤＮＡ比值、心室肌细胞表面积、Ｃｒｉｍ１的ｍＲＮＡ

和蛋白表达水平。　结果：牵张组心室肌细胞蛋白／ＤＮＡ比值（１．８３±０．１５对１．１６±０．０７，

犘＜０．００１）、心室肌细胞面积［（５９１．８５±１８０．２０）μｍ
２对（２５９．９６±５４．２０）μｍ

２，犘＜０．００１］均

明显高于对照组，氯沙坦＋牵张组心室肌细胞蛋白／ＤＮＡ比值（１．６８±０．１３对１．８３±０．１５，

犘＜０．００１）、心室肌细胞面积［（３７２．２５±１１６．１３）μｍ
２对（５９１．８５±１８０．２０）μｍ

２，犘＜０．００１］

均明显低于牵张组。牵张组Ｃｒｉｍ１的ｍＲＮＡ表达水平（１．１４±０．３８对４．２７±０．１１，犘＜

０．００１）、蛋白表达水平（１９２３０．９７±２２０５．７４对３７１７８．９４±１１３０．５７，犘＜０．００１）均明显低

于对照组，氯沙坦＋牵张组Ｃｒｉｍ１的ｍＲＮＡ表达水平（２．２４±０．４４对１．１４±０．３８，犘＜

０．０５）、蛋白表达水平（２８９３４．４７±１８９７．０６对１９２３０．９７±２２０５．７４，犘＜０．０５）均明显高于

牵张组。　结论：肥大心室肌细胞中Ｃｒｉｍ１表达下调，ＡＴ１Ｒ可能参与了对肥大心室肌

细胞中Ｃｒｉｍ１表达的调控。
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１ｒｅｃｅｐｔｏｒ

　　心肌肥大是心脏对各种原因引起的工作负荷

增加所产生的一种代偿性反应［１］。病理性心肌肥大

是导致心力衰竭的主要危险因素［２］。在压力负荷和

血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）诱导的心肌肥大中，骨形态

发生蛋白（ＢＭＰｓ）家族成员骨形态发生蛋白４

（ＢＭＰ４）表达上调，进而诱导心肌细胞肥大、凋亡和

心肌纤维化［３］。ＢＭＰ４介导的这些效应可被ＢＭＰ４

抑制剂ｎｏｇｇｉｎ和ＤＭＨ１所抑制
［３］。ＡｎｇⅡ产生的

心肌肥大效应主要通过激活血管紧张素Ⅱ受体１型

（ＡＴ１Ｒ）实现。心肌细胞在牵张刺激下产生

ＡｎｇⅡ，继而结合ＡＴ１Ｒ并使之激活，诱导肥大基因

表达，促进心肌细胞肥大［４］。以上研究提示牵张刺

激可能通过 ＡｎｇⅡ激活 ＡＴ１Ｒ，进而调控心肌中

ＢＭＰ信号通路，促进心肌肥大。

富含半胱氨酸型运动神经元蛋白１（ｃｙｓｔｅｉｎｅ

ｒｉｃｈｍｏｔｏｒｎｅｕｒｏｎ１，Ｃｒｉｍ１）在心脏中有较高表

达［５］，其拥有ｖＷＦＣ型富含半胱氨酸重复片段

（ＣＲＲ）的跨膜结构域，结构类似于ＢＭＰ拮抗剂

Ｃｈｏｒｄｉｎ
［６］。Ｃｒｉｍ１在肥大心肌中的表达如何，

ＡＴ１Ｒ是否调控Ｃｒｉｍ１的表达，目前尚未见相关报

道。本研究以牵张刺激诱导ＳＤ大鼠乳鼠的心室肌

细胞肥大，观察Ｃｒｉｍ１在肥大心室肌细胞中的表达

情况以及ＡＴ１Ｒ的调控作用。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂

细胞牵张刺激装置为北京航空航天大学制

作部根据国外文献提供的方案制备的等双轴牵

张装置［７］。氯沙坦购自美国Ｓｉｇｍａ公司，兔抗大

鼠α横纹肌肌动蛋白（αＳＣＡ）抗体、羊抗兔

ＦＩＴＣＩｇＧ、羊抗兔辣根过氧化物酶ＩｇＧ、ＢＣＡ蛋

白质定量试剂盒购自北京中杉金桥公司，ＤＮＡ／

ＲＮＡ／蛋白质共提取试剂盒购自美国 Ｏｍｅｇａ生

物技术公司，兔抗大鼠Ｃｒｉｍ１抗体购自北京博奥

森 公 司，兔 抗 大 鼠 甘 油 醛３磷 酸 脱 氢 酶

（ＧＡＤＰＨ）抗 体 购 自 美 国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公 司，

ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ○
Ｒ

ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ＳｕｐｅｒＭｉｘ、ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ○
Ｒ

ＴｏｐＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ

购自北京全式金生物技术有限公司，ＥＣＬ发光液

购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司。

１．２　原代心室肌细胞的培养及鉴定

清洁级ＳＤ大鼠１日龄乳鼠由北京大学医学部

动物中心提供，雌雄不限，许可证号为［ＳＹＸＫ（京）

２０１１００３９］。乙醚气雾麻醉大鼠，取近心尖中下２／３

部心室，洗去血液，剪至约１×１ｍｍ大小组织块。

予含０．０５％胰酶和０．０８ｍｏｌ／ｍＬⅡ型胶原酶的消

化液消化，差速贴壁法纯化获得心室肌细胞，于

３７℃、饱和湿度、９５％ＣＯ２ 培养箱中培养。培养

４８ｈ后采用免疫荧光法鉴定心室肌细胞，一抗为兔

抗大鼠αＳＣＡ抗体，二抗为羊抗兔ＦＩＴＣＩｇＧ，阴性

对照采用同批差速贴壁培养的成纤维细胞［８］。

１．３　实验分组

原代心室肌细胞于牵张装置中培养４８ｈ后换

无血清ＤＭＥＭ培养基分组培养２６ｈ。分组情况如

下：牵张组，培养２ｈ后增加２０％膜面积培养２４ｈ；

氯沙坦组，予氯沙坦（终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ）处理

２６ｈ；氯沙坦 ＋ 牵张组，予氯沙坦 （终浓度为

１０μｍｏｌ／Ｌ）预处理２ｈ，继而增加２０％膜面积刺激

２４ｈ；对照组，不予干预。干预结束后，取心室肌细

胞进行后续实验。

１．４　结晶紫染色评价各组细胞表面积

各组心室肌细胞加入０．１％结晶紫溶液１ｍＬ，

染色１０ｍｉｎ，显微镜下观察，每组随机拍摄４张图
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片，每张图片随机选取３０个细胞，通过ＩｍａｇｅＪ软

件计算各组细胞的平均表面积。

１．５　心室肌细胞蛋白质／ＤＮＡ的提取

用ＤＮＡ／ＲＮＡ／蛋白质共提取试剂盒按照说明

书分别提取各组心室肌细胞的蛋白质和ＤＮＡ，分别

测定含量，计算蛋白／ＤＮＡ比值。

１．６　实时荧光定量ＰＣＲ检测心室肌细胞Ｃｒｉｍ１的

ｍＲＮＡ表达水平

采用 Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取各组心室肌细胞总

ＲＮＡ，检测总ＲＮＡ含量及纯度。按反转录试剂盒

ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ○
Ｒ

ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ

说明书步骤取１．５μｇＲＮＡ进行反转录。将２μｇ反

转录产物按ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ○
Ｒ

ＴｏｐＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ

说明书步骤进行实时荧光定量ＰＣＲ检测。以大鼠

ＧＡＰＤＨ 作 为 内 参。大 鼠 Ｃｒｉｍ１ 上 游 引 物 为

５′ＧＴＣＴＴＴＣＣＣＣＧＧＣＧＡＴＣＡ３′，下 游 引 物 为

５′ＴＴＧＴＴＧＣＡＧＧＴＴＣＧＧＡＴＧＧＴ３′。ＧＡＰＤＨ 上

游引物为５′ＧＴＣＡＧＴＧＧＴＧＧＡＣＣＴＧＧＡＣＣＴ３′，下

游引物为５′ＡＧＧＧＧＡＧＡＴＴＣＡＧＴＧＴＧＧＴＧ３′。反

应条件为９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，６０℃退

火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，４０个循环。以２－ΔΔＣｔ计算

Ｃｒｉｍ１ｍＲＮＡ的相对表达水平。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测心室肌细胞Ｃｒｉｍ１的蛋白

表达水平

提取心室肌细胞总蛋白，测定蛋白浓度，按

４０μｇ上样量进行十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶

电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）。转膜后用５％羊血清３７℃封闭

２ｈ，加入兔抗大鼠Ｃｒｉｍ１抗体或兔抗大鼠ＧＡＰＤＨ

抗体，４℃过夜，再加入羊抗兔辣根过氧化物酶ＩｇＧ，

３７℃孵育２ｈ。ＥＣＬ显色后，采用ＢｉｏＲａｄ化学发

光仪进行检测。利用ＩｍａｇｅＪ软件对条带进行半定

量分析，以ＧＡＰＤＨ作为内参。

１．８　统计学分析

采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ６软件进行统计学分析。

数据采用均数±标准差表示，多组间两两比较采用

单因素方差分析及Ｔｕｋｅｙ检验，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结果

２．１　原代心室肌细胞的鉴定

原代心室肌细胞于倒置显微镜下观察，可见细胞

呈长梭形、三角形和不规则形，核仁清晰可见，单个细

胞贴壁后可见节律性舒缩搏动，细胞搏动频率随着培

养时间延长呈现由慢到快再变慢的规律。免疫荧光

染色显示心室肌细胞αＳＣＡ阳性（见图１）
［８］。

注：Ａ为心室肌细胞αＳＣＡＦＩＴＣ染色；Ｂ为心室肌细胞核ＤＡＰＩ染色；

Ｃ为成纤维细胞αＳＣＡＦＩＴＣ染色；Ｄ为成纤维细胞核ＤＡＰＩ染色

图１　心室肌细胞和成纤维细胞α横纹肌肌动

蛋白（α犛犆犃）免疫荧光染色（×１００）

２．２　氯沙坦抑制牵张刺激诱导的心室肌细胞肥大

效应

对各组心室肌细胞蛋白质／ＤＮＡ比值进行测定，

牵张组蛋白／ＤＮＡ比值较对照组及氯沙坦组明显升

高，氯沙坦＋牵张组蛋白／ＤＮＡ比值较牵张组明显下

降（犘均＜０．００１），氯沙坦组蛋白／ＤＮＡ比值与对照

组相比无统计学差异，见表１。

对各组心室肌细胞进行结晶紫染色并测量细胞

表面积，牵张组心室肌细胞表面积较对照组及氯沙坦

组明显增大，氯沙坦＋牵张组心室肌细胞表面积较牵

张组明显减小（犘均＜０．００１），氯沙坦组心室肌细胞

表面积与对照组相比无统计学差异，见图２、表１。

注：Ａ为对照组；Ｂ为牵张组；Ｃ为氯沙坦组；Ｄ为氯沙坦＋牵张组

图２　各组心室肌细胞结晶紫染色（×１００）

表１　各组心室肌细胞蛋白／犇犖犃比值及细胞表面积的比较

分组 蛋白／ＤＮＡ比值 心室肌细胞表面积／μｍ
２

对照组 １．１６±０．０７ ２５９．９６±５４．２０

牵张组 １．８３±０．１５（１）（２） ５９１．８５±１８０．２０（１）（２）

氯沙坦组 １．２５±０．０７ ２５７．８２±７０．１６

氯沙坦＋牵张组 １．６８±０．１３（３） ３７２．２５±１１６．１３（３）

　　注：与对照组相比，（１）犘＜０．００１；与氯沙坦组相比，（２）犘＜

０．００１；与牵张组相比，（３）犘＜０．００１

·２６１· 国际心血管病杂志２０１８年５月第４５卷第３期 　ＩｎｔＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｍａｙ２０１８，Ｖｏｌ．４５，Ｎｏ３



２．３　氯沙坦抑制牵张刺激诱导的肥大心室肌细胞

中Ｃｒｉｍ１的表达下调

牵张组心室肌细胞Ｃｒｉｍ１的ｍＲＮＡ和蛋白表

达水平均较对照组及氯沙坦组下降，氯沙坦＋牵张

组心室肌细胞Ｃｒｉｍ１的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均

较牵张组显著升高（犘均＜０．０５），氯沙坦组心室肌

细胞Ｃｒｉｍ１的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平与对照组相

比无统计学差异，见表２、图３。

表２　各组心室肌细胞犆狉犻犿１犿犚犖犃和

蛋白相对表达水平的比较

分组 ｍＲＮＡ表达水平 蛋白表达水平

对照组 ４．２７±０．１１ ３７１７８．９４±１１３０．５７

牵张组 １．１４±０．３８（１）（２） １９２３０．９７±２２０５．７４（１）（２）

氯沙坦组 ４．６１±０．１６ ３８５９２．９８±４８０４．７３

氯沙坦＋牵张组 ２．２４±０．４４（３） ２８９３４．４７±１８９７．０６（３）

　　注：与对照组相比，（１）犘＜０．００１；与氯沙坦组相比，（２）犘＜

０．００１；与牵张组相比，（３）犘＜０．０５

图３　各组心室肌细胞犆狉犻犿１的蛋白表达水平

３　讨论

本研究通过牵张刺激诱导ＳＤ大鼠乳鼠的心室

肌细胞肥大，证实心室肌细胞肥大时Ｃｒｉｍ１表达下

调。运用血管紧张素受体阻滞剂（ＡＲＢ）阻断ＡＴ１Ｒ

信号，不仅可以抑制心室肌细胞肥大，而且增加了

Ｃｒｉｍ１在肥大心室肌细胞中的表达。ＡＴ１Ｒ信号通

路可能参与对肥大心室肌细胞中Ｃｒｉｍ１表达的

调控。

人源和鼠源Ｃｒｉｍ１基因编码了６个高度保守

的ＣＲＲ片段，被称为ｖＷＦＣ结构域。这种结构使

Ｃｒｉｍ１成为ＢＭＰｓ的调控分子。Ｃｒｉｍ１通过ＣＲＲ

片段与ＢＭＰ４、ＢＭＰ７结合，对ＢＭＰｓ起抑制作用，

当这些蛋白在细胞高尔基体中共表达时，Ｃｒｉｍ１主

要通过３种方式实现对ＢＭＰｓ的抑制作用：（１）阻断

ＢＭＰｓ的加工成熟；（２）将ＢＭＰ前体（ｐｒｅＢＭＰ）限

制于细胞表面；（３）减少成熟ＢＭＰ的分泌
［９］。本研

究予ＳＤ大鼠乳鼠的心室肌细胞牵张刺激，结果显

示牵张刺激后心室肌细胞蛋白／ＤＮＡ比值、心室肌

细胞表面积均增加，提示牵张刺激成功诱导了ＳＤ

大鼠乳鼠的心室肌细胞肥大，而在肥大心室肌细胞

中Ｃｒｉｍ１ｍＲＮＡ和蛋白表达均明显下调。近年来

的研究发现，ＢＭＰ信号通路参与心肌肥大的发生发

展［３，１０１１］。因此我们推测，在致心肌肥大的刺激下，

ＢＭＰ信号通路的激活可能是由于Ｃｒｉｍ１表达下降，

使Ｃｒｉｍ１对ＢＭＰｓ的抑制作用削弱所致。

在压力负荷和ＡｎｇⅡ诱导的心肌肥大小鼠模

型中，成熟ＢＭＰ４蛋白、ＢＭＰ４蛋白前体及ＢＭＰ４

ｍＲＮＡ的表达均上调；ＡｎｇⅡ诱导的体外肥大心肌

中也同样存在ＢＭＰ４ｍＲＮＡ和蛋白表达水平的增

加［３］。机械刺激能通过ＡｎｇⅡ激活ＡＴ１Ｒ，从而诱

导心肌细胞肥大效应，ＡＲＢ类药物可抑制这种效

应［１２］。体内外实验证实，机械刺激诱导心肌肥大

时，心肌细胞自身能产生ＡｎｇⅡ激活ＡＴ１Ｒ，ＡＴ１Ｒ

也能不依赖于ＡｎｇⅡ而被激活，参与心肌肥大的发

生发展过程［１３１６］。由此推测，压力负荷和ＡｎｇⅡ在

诱导心肌肥大过程中有共同的信号分子ＡＴ１Ｒ，且

在压力负荷诱导的心肌肥大中，ＡＴ１Ｒ的作用可能

更加重要。ＡＴ１Ｒ的激活可能与肥大心肌中ＢＭＰ

信号通路的激活有关，我们推测ＡＴ１Ｒ激活后通过

Ｃｒｉｍ１调控ＢＭＰ信号通路，进而促进心肌细胞肥

大。我们应用氯沙坦在体外对受牵张刺激的心室

肌细胞进行干预，发现其蛋白／ＤＮＡ比值、细胞表面

积较牵张组心室肌细胞明显减小，提示氯沙坦抑制

了牵张刺激诱导的心肌细胞肥大，这与本课题组前

期研究中替米沙坦抑制牵张刺激诱导的心室肌细

胞肥大的结果一致［１７］。我们还发现，应用氯沙坦对

受牵张刺激的心室肌细胞进行干预，心室肌细胞的

Ｃｒｉｍ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平较牵张组明显上调，

说明氯沙坦在抑制心室肌细胞肥大的同时上调了

心室肌细胞中Ｃｒｉｍ１的表达，提示ＡＴ１Ｒ的激活可

能参与了对肥大心室肌细胞中Ｃｒｉｍ１的调控。
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