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　　【摘要】　目的：探讨半胱氨酸丰富跨膜成骨蛋白调控因子（Ｃｒｉｍ１）对肥大乳鼠心室

肌细胞瞬时外向钾电流（Ｉｔｏ）的调控作用。　方法：将１ｄ龄ＳＤ乳鼠心室肌细胞培养

４８ｈ后分组干预。重组腺病毒空载体（Ａｄｎｕｌｌ）组给予Ａｄｎｕｌｌ感染细胞３２ｈ。重组腺

病毒空载体＋苯肾上腺素（Ａｄｎｕｌｌ＋ＰＥ）组予Ａｄｎｕｌｌ感染细胞８ｈ后，再予苯肾上腺素

（ＰＥ）干预２４ｈ。Ｃｒｉｍ１过表达重组腺病毒＋苯肾上腺素（ＡｄＣｒｉｍ１＋ＰＥ）组给予携带

Ｃｒｉｍ１基因的重组腺病毒感染细胞８ｈ后，再予ＰＥ干预２４ｈ。结晶紫染色培养细胞，

ＩｍａｇｅＪ软件计算细胞表面积。全细胞膜片钳技术检测Ｉｔｏ，计算电流密度。　结果：ＰＥ

干预诱导心室肌细胞肥大，减小Ｉｔｏ电流密度；该效应可被过表达Ｃｒｉｍ１所抑制。　结

论：过表达Ｃｒｉｍ１可抑制ＰＥ诱导的心室肌细胞肥大及Ｉｔｏ改变。
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　　病理性心肌肥大导致的心室重构是慢性充血

性心力衰竭（ＣＨＦ）最主要的病理生理机制
［１２］。心

脏性猝死是ＣＨＦ患者主要的死亡原因
［３］。心室肌

细胞离子通道重构是导致心室肌细胞动作电位改

变，进而引发恶性室性心律失常的重要病理生理

基础［４５］。

半胱氨酸丰富跨膜成骨蛋白调控因子（Ｃｒｉｍ１）

是调控胚胎组织器官发育的重要因子，并参与心室

肌细胞及心室组织肥大的调控［６７］。Ｃｒｉｍ１是否参

与肥大心肌细胞离子通道重构的调控目前尚不清

楚。研究发现，在培养的肥大乳鼠心室肌细胞模型

中，编码瞬时外向钾电流（Ｉｔｏ）离子通道α亚基的

Ｋｖ４．２基因和蛋白表达下调，心室肌细胞Ｉｔｏ离子

通道失活加快，而致Ｉｔｏ电流密度减小，细胞动作电

位时程（ＡＰＤ）延长
［８］。本研究旨在探讨Ｃｒｉｍ１过

表达对肥大心室肌细胞Ｉｔｏ的调控作用。

１　对象与方法

１．１　主要试剂和仪器

兔抗鼠Ｃｒｉｍ１抗体（北京博奥森公司），兔抗鼠甘

油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公

司），羊抗兔辣根过氧化物酶ＩｇＧ（北京中杉金桥公

司），胰酶和Ⅱ型胶原酶（Ｓｉｇｍａ公司）。高糖ＤＭＥＭ

培养基、特优级胎牛血清（ＦＢＳ）、苯肾上腺素（ＰＥ）、

５溴脱氧尿嘧啶核苷（５ＢｒｄＵ）均为Ｇｉｂｃｏ公司产品。

携带Ｃｒｉｍ１基因的重组腺病毒（ＡｄＣｒｉｍ１）、腺病毒空

载体（Ａｄｎｕｌｌ）购自上海ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳＣＩＥＮＴＩＦＩＣ

公司。Ａｘｏｐａｔｃｈ７００Ｂ膜片钳放大器及Ｄｉｇｉｄａｔａ１３２２

数据转换器（美国Ａｘｏｎ公司），Ｓｕｔｔｅｒｐ９７微电极拉

制仪（美国Ｓｕｔｔｅｒ公司），ＢＪ４０玻璃微电极（北京正天

易科贸有限公司）。

记录钾电流的细胞外液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＮａＣｌ１３６，

ＨＥＰＥＳ１０．０，ＫＣｌ５．４，ＭｇＣｌ２ ·６Ｈ２Ｏ１．０，

Ｇｌｕｃｏｓｅ·Ｈ２Ｏ１０．０，ＮａＨ２ＰＯ４０．３３，ＢａＣｌ２０．５，

ＣｄＣｌ２０．３，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ２．０，用ＮａＯＨ溶液将ｐＨ

值调至７．４。电极内液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：Ｎａ２·ＡＴＰ５．０，

ＫＣｌ１４０，ＨＥＰＥＳ１０．０，ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ１．０，ＥＧＴＡ

５．０，用ＫＯＨ溶液将ｐＨ值调至７．２。含钙台氏液

（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＮａＨ２ＰＯ４０．３３，ＮａＣｌ１３６，ＫＣｌ５．４，葡

萄糖１０．０，ＨＥＰＥＳ１０．０，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ２．０，用

ＮａＯＨ溶液将ｐＨ值调至７．４。

１．２　实验动物

清洁级１ｄ龄ＳＤ大鼠乳鼠，雌雄不限，购于北

京大学医学部动物中心［许可证号ＳＹＸＫ（京）２０１１

００３９］。此动物实验通过贵州省人民医院伦理委员

会批准（院伦理审查［２０１２］００１号）。

１．３　原代乳鼠心室肌细胞的分离和培养

乙醚气雾麻醉下处死乳鼠，７５％乙醇体表消毒。

分离左心室，保留室间隔。剪碎心肌组织，给予终浓

度分别为０．１％的胰蛋白酶和０．０３％的２型胶原酶

混合酶解液分离细胞。差速贴壁与ＢｒｄＵ结合处理

获得纯化的心肌细胞［７，９１０］。加入１０％ＦＢＳＤＭＥＭ

培养基，于３７℃５％ＣＯ２培养箱中培养４８ｈ后换成无

血清ＤＭＥＭ高糖培养基进行后续实验。

１．４　重组腺病毒感染原代心室肌细胞的有效性鉴定

细胞培养４８ｈ后换成无血清ＤＭＥＭ高糖培养

基，分４组，分别给予Ａｄｎｕｌｌ和ＡｄＣｒｉｍ１［分３

组，感染复数（ＭＯＩ）分别为２５、１００、２００］感染原代

心室肌细胞３２ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｃｒｉｍ１蛋白表

达，验证ＡｄＣｒｉｍ１感染过表达的有效性，并据此筛

选出合适的病毒感染滴度用于后续实验。

１．５　细胞分组干预

心室肌细胞培养４８ｈ后更换无血清ＤＭＥＭ高

糖培养基，按干预方式不同分为３组。重组腺病毒

空载体（Ａｄｎｕｌｌ）组：Ａｄｎｕｌｌ感染细胞３２ｈ。重组

腺病毒空载体＋苯肾上腺素（Ａｄｎｕｌｌ＋ＰＥ）组：

Ａｄｎｕｌｌ感染细胞８ｈ后，予ＰＥ干预２４ｈ。Ｃｒｉｍ１过

表达的重组腺病毒＋苯肾上腺素（ＡｄＣｒｉｍ１＋ＰＥ）

组：ＡｄＣｒｉｍ１感染细胞８ｈ后，予ＰＥ干预２４ｈ。

１．６　心室肌细胞结晶紫染色

结晶紫行活细胞染色。每组细胞在４００倍显微

镜下随机拍照１０个视野，ＩｍａｇｅＪ软件测量细胞表

面积，计算细胞平均面积。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

提取总蛋白。细胞蛋白按４０μｇ上样量进行电

泳。转膜后用５％羊血清３７℃封闭２ｈ，加入一抗

兔抗鼠 Ｃｒｉｍ１抗体（１∶１００）或兔抗 ＧＡＰＤＨ

（１∶１０００），４℃孵育过夜，再与二抗羊抗兔辣根过

氧化物酶ＩｇＧ，３７℃孵育２ｈ。ＢｉｏＲａｄ化学发光仪

进行检测。利用ＩｍａｇｅＪ专业图像分析软件对发光

条带进行半定量分析，以ＧＡＰＤＨ为内参进行校

正。每组样本重复３次实验。

１．８　全细胞膜片钳检测心室肌细胞Ｉｔｏ

预温的０．１２５％胰酶消化心室肌细胞，制成单

细胞悬液。于直径３５ｍｍ培养皿中调整细胞数约
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为１×１０２个／ｍＬ，３７℃９５％ＣＯ２培养２～３ｈ使细

胞贴壁。选择立体感强，大小适中的细胞进行实

验。玻璃微电极充灌电极液后电阻为２～４ＭΩ。

施加负压使电极与细胞表面形成１ＧΩ以上高阻抗

封接。破膜，给予慢电容补偿，形成全细胞记录。

设置钳制电压为－８０ｍＶ，给予指令电位从－４０～

＋７０ｍＶ，跃阶电压１０ｍＶ，波宽３００ｍｓ，频率

０．２Ｈｚ的刺激，记录Ｉｔｏ。５ｍｍｏｌ／Ｌ的４氨基吡啶能

阻断该电流，证实该电流为Ｉｔｏ。为避免因细胞大小

所造成的误差，采用电流密度分析，电流密度

（ｐＡ／ｐＦ）＝电流强度／电容。电流信号经Ａｇ／ＡｇＣｌ

电极引导，由膜片钳ＡＸＯＮ７００Ｂ放大器放大，通过

ＡＤ／ＤＡ转换板，存储于计算机硬盘中。实验过程由

ｐＣＬＡＭＰ１０．０软件程进行序刺激发放和信号采集。

１．９　统计学处理

采用ｐＣＬＡＭＰ１０．０软件进行数据和图形转

换，运用ＳｉｇｍａＰｌｏｔ软件绘制离子通道电流密度电

压曲线。采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计分析。数

据以均数±标准差表示。应用单因素方差分析进

行多组间比较，多组间两两比较方差齐性时用ＬＳＤ

检验，方差不齐性时用ＤｕｎｎｅｔｔＴ３检验，犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡｄＣｒｉｍ１感染心室肌细胞促Ｃｒｉｍ１蛋白

表达

为证实ＡｄＣｒｉｍ１感染原代心室肌细胞促Ｃｒｉｍ１

蛋白表达的有效性，分别用ＡｄＣｒｉｍ１或者Ａｄｎｕｌｌ

感染原代心室肌细胞３２ｈ。当ＡｄＣｒｉｍ１滴度为分

别ＭＯＩ２５、１００及２００时，ＡｄＣｒｉｍ１３组心室肌细

胞Ｃｒｉｍ１蛋白相对表达水平均较Ａｄｎｕｌｌ组（Ａｄ

ｎｕｌｌ组为１）明显升高，分别为１．８３±０．１３、２．５１±

０．１２和２．８２±０．２７（犘均＜０．０５），说明ＡｄＣｒｉｍ１

感染原代心室肌细胞促Ｃｒｉｍ１蛋白表达有效。Ａｄ

Ｃｒｉｍ１３组中 ＭＯＩ２５组Ｃｒｉｍ１蛋白表达水平较

ＭＯＩ１００组和 ＭＯＩ２００组低，而 ＭＯＩ１００组和

ＭＯＩ２００组表达水平相近。因此，后续实验选取

ＡｄＣｒｉｍ１感染心室肌细胞的病毒滴度为 ＭＯＩ＝

１００。见图１。

图１　腺病毒感染培养的心室肌细胞促犆狉犻犿１蛋白表达

２．２　过表达Ｃｒｉｍ１抑制ＰＥ诱导的心室肌细胞

肥大

结晶紫染色显示Ａｄｎｕｌｌ组、Ａｄｎｕｌｌ＋ＰＥ组和

ＡｄＣｒｉｍ１＋ＰＥ组心室肌细胞大小有差异，见图２。

ＩｍａｇｅＪ软件测量Ａｄｎｕｌｌ组、Ａｄｎｕｌｌ＋ＰＥ组和Ａｄ

Ｃｒｉｍ１＋ＰＥ组心室肌细胞面积分别为（２７９．７６±

７３．７１）μｍ
２、（５６８．２９±８４．３７）μｍ

２ 和（３９６．８２±

４５．６４）μｍ
２。ＰＥ干预２４ｈ诱导心室肌细胞面积明显

增大，该效应可被过表达Ｃｒｉｍ１抑制（犘均＜０．００１）。

注：Ａ为Ａｄｎｕｌｌ组；Ｂ为Ａｄｎｕｌｌ＋ＰＥ组；Ｃ为ＡｄＣｒｉｍ１＋ＰＥ组

图２　各组心室肌细胞结晶紫染色 （×４００）

２．３　过表达Ｃｒｉｍ１抑制ＰＥ诱导的心室肌细胞Ｉｔｏ

改变

在刺激电压为２０～７０ｍＶ时，Ａｄｎｕｌｌ＋ＰＥ组

细胞Ｉｔｏ电流密度较Ａｄｎｕｌｌ组明显减小，而Ａｄ

Ｃｒｉｍ１＋ＰＥ组较 Ａｄｎｕｌｌ＋ＰＥ组明显增大（犘＜

０．０５），见图３、表１。

３　讨论

Ｃｒｉｍ１是Ⅰ型跨膜蛋白，在胎儿生长发育过程

中的多个组织器官表达，调控胚胎发育，包括心脏

的发育调控［１１１５］。Ｃｒｉｍ１对于胚胎期心脏发育的影

响提示其可能参与出生后心肌肥大的病理生理过

程，然而，相关证据极少。在培养的牵张刺激肥大
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乳鼠心室肌细胞和在体腹主动脉结扎肥大大鼠心

室肌组织模型中发现，Ｃｒｉｍ１基因和蛋白表达皆明

显下调；给予氯沙坦或替米沙坦干预能显著减轻心

室肌细胞肥大和心室肥大，同时上调Ｃｒｉｍ１基因和

蛋白的表达，提示Ｃｒｉｍ１可能参与对此模型心室肌

细胞及心室组织肥大的调控，且Ｃｒｉｍ１表达对病理

性心肌肥大为负性调节作用［６７］。

本研究发现，给予肾上腺素能α受体激动剂ＰＥ

干预培养的乳鼠心室肌细胞，导致细胞肥大、细胞

Ｉｔｏ电流密度减小；通过重组腺病毒感染心室肌细胞

获得Ｃｒｉｍ１蛋白过表达干预，可明显抑制ＰＥ诱导

的上述效应，证明Ｃｒｉｍ１参与心室肌细胞肥大的调

控，并证实Ｃｒｉｍ１参与肥大心室肌细胞离子通道重

构的调控。 图３　心室肌细胞瞬时外向钾电流电流的密度

表１　各组不同电压下的瞬时外向钾电流的电流密度比较 （狆犃／狆犉，狀＝１０）

组别 １０ｍＶ ２０ｍＶ ３０ｍＶ ４０ｍＶ ５０ｍＶ ６０ｍＶ ７０ｍＶ

Ａｄｎｕｌｌ组 ５．４１±０．８７ ８．１７±０．８９ １１．３２±０．９３ １４．６３±０．９５ １７．９０±１．１４ ２１．５８±１．０２ ２４．７２±１．３６

Ａｄｎｕｌｌ＋ＰＥ组 ４．０１±１．００（１） ５．１８±１．０９（１） ６．３９±０．９０（１） ７．７６±０．９６（１） ９．０５±０．９７（１） １０．６０±１．３５（１） １１．９７±１．８８（１）

ＡｄＣｒｉｍ１＋ＰＥ组 ５．２６±０．７０（２） ６．４９±１．９０（２） ９．２７±０．６５（２） １１．３７±０．７８（２） １３．９５±１．２１（２） １６．０５±１．５６（２） １８．７３±１．５８（２）

　　注：Ａｄｎｕｌｌ组相比，（１）犘＜０．００１；与Ａｄｎｕｌｌ＋ＰＥ组相比，（２）犘＜０．００１

　　Ｉｔｏ是一种快速激活和快速失活的外向钾电流，

主要参与动作电位的１期，与心室肌细胞动作电位

的形状和时程有关。Ｉｔｏ减小可延缓动作电位１期

复极化，减小１期切迹深度，从而影响其他离子通道

活性。在器质性心脏病的肥大心室肌中，尤其是合

并心力衰竭、心肌损伤时，心室肌细胞编码Ｉｔｏ离子

通道的Ｋｖ４．３基因及其蛋白表达皆下调，Ｉｔｏ离子

通道功能活性减低，导致早期复极异常、复极延迟

和ＡＰＤ延长，易发生致命性室性心律失常
［１６１８］。

本研究结果显示，Ｃｒｉｍ１过表达对心室肌细胞

肥大及伴随的Ｉｔｏ电流密度改变有抑制作用，针对

Ｃｒｉｍ１的干预，有可能对心室肥大及伴随的室性心

律失常具有防治作用。
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