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ＰＬＰ２在心肌重构中的动态表达变化
吴青青　唐其柱

摘　要　目的　探讨 ＰＬＰ２蛋白在心肌重构心脏组织和心脏各类细胞中的表达改变。方法　用冠状动脉左前降支结扎术建

立小鼠心肌梗死后的心脏重构模型、异丙肾上腺素（ＩＳＯ）皮下注射 ２周建立小鼠急性心脏损伤模型；胸主动脉结扎术（ａｏｒｔｉｃｂａｎ

ｄｉｎｇ，ＡＢ）建立小鼠心肌肥厚的模型。苯肾上腺素诱（ＰＥ）导心肌细胞肥大模型；转化生长因子（ＴＧＦ）β刺激心肌成纤维细胞激

活。采用 ＲＴ－ＰＣＲ检测上述各种心脏重构模型中 ＰＬＰ２转录水平的改变。结果　ＰＬＰ２在小鼠心肌梗死（ｍｉｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，

ＭＩ）术后 ２周表达明显增高（Ｐ＜０．０５）；在 ＩＳＯ诱导的急性心脏损伤后 ２周表达增高（Ｐ＜０．０５）；在 ＡＢ术后 １周表达开始增高

（Ｐ＜０．０５），在 ＡＢ术后 ２周达到高峰（Ｐ＜００５），持续到 ＡＢ术后 ８周（Ｐ＜０．０５）。ＰＬＰ２在 ＰＥ诱导的心肌细胞肥大模型中表达

增高；在 ＴＧＦβ刺激的成纤维细胞中表达明显增高。结论　ＰＬＰ２的表达在不同模型的心脏重构中均发生明显改变，且呈现动态变

化，提示其可能参与心脏重构的发生、发展。
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　　心肌重构是临床上高血压、缺血性心脏病、瓣膜
病等多种心血管疾病发展为心力衰竭所共有的病理

过程
［１］
。心肌重构指由一系列复杂的分子机制导致

的心脏形态、结构和功能的改变，包括心脏重量增加、

心肌间质细胞增殖、心肌细胞外基质改建、心肌细胞

体积变大以及胚胎基因表达增加
［１～３］

。据证实，心肌

重构一旦发展成为心力衰竭，就难以用目前的治疗手

段逆转恶化的心功能
［３，４］
。近年来，尽管心肌肥厚的

发生机制已取得重要进展，但是临床上尚无十分有效

的防治方法，心力衰竭的发生率和病死率仍居高不

下。因此，深入研究心肌肥厚的关键靶分子和调控机

制，探寻心肌肥厚和心力衰竭治疗的新策略迫在眉

睫。

蛋白脂质蛋白２（ＰＬＰ２）是一个新发现的内质网
膜蛋白，其表达和功能尚不明确

［５］
。研究表明，ＰＬＰ２

位于内质网膜，当细胞受到外界刺激时调节细胞内质

网应激信号通路。ＰＬＰ２基因缺失可扰乱内质网的平
衡，当细胞受到外界刺激时，ＰＬＰ２基因缺失的内质网
更容易受到损伤诱导细胞凋亡

［６］
。在成纤维细胞和

神经元细胞中 ＰＬＰ２基因缺失增加内质网应激诱导
的细胞凋亡。该研究提示 ＰＬＰ２可以缓解内质网应
激诱导的细胞凋亡

［６］
。然而 ＰＬＰ２是否在心脏中表

达，其是否表达于心肌细胞和成纤维细胞，在心肌重
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构过程中 ＰＬＰ２是否发挥作用尚未报道。本研究通
过检测 ＰＬＰ２在不同心肌重构模型中的表达，检测肥
大心肌细胞和激活的成纤维细胞中 ＰＬＰ２的表达改
变，探讨 ＰＬＰ２是否参与心肌重构的发展。

材料与方法

１．实验动物：所有针对动物的操作都遵循武汉大
学人民医院动物护理和使用委员会批准。各组手术

过程和实验数据分析都采用单盲模式。本实验采用

Ｃ５７成年雄性小鼠（ｎ＝６０，年龄为 ８～１０周，购自北
京华富康生物科技有限公司）。小鼠的饲养在武汉

大学心血管研究所。实验动物购回后，适应实验环境

至少１周，随后被随机分为 ４组：对照组（ｎ＝１０），心
肌梗死模型组（ｎ＝２０），ＩＳＯ皮下注射组（ｎ＝１０），ＡＢ
手术组（ｎ＝２０）。

２．心肌梗死模型建立：采用冠状动脉左前降支结
扎术建立心肌梗死模型。用 ３％戊巴比妥钠腹腔注
射麻醉小鼠，在胸骨左缘纵行切开皮肤 １．５ｃｍ，暴露
心脏，在左心耳下缘２～３ｍｍ处用 ８０的聚丙烯缝线
结扎冠状动脉，假手术组以相同的方法挂线，但是不

结扎。迅速将心脏送回胸腔，缝合胸壁。

３．ＩＳＯ诱导急性心肌损伤模型建立：小鼠给予
５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）的 ＩＳＯ皮下注射，持续１４天。

４．主动脉缩窄（ａｏｒｔｉｃｂａｎｄｉｎｇ，ＡＢ）诱导心肌肥
厚模型建立：小鼠给予 ３％戊巴比妥钠腹腔注射麻
醉。小鼠经口气管插管仰卧于加热垫上，使用啮齿动

物呼吸机（Ｓｏｍｎｏｓｕｉｔｅ模型；Ｋｅｎｔ科技有限公司，美
国，ＣＴ，托灵顿）进行辅助呼吸。在小鼠胸部第 ２、３
肋间做切口，暴露主动脉弓分支。采用 ２６Ｇ／２７Ｇ注
射器针头与血管平行放置结扎（Ｓｈａｍ组只挂线不结
扎），随后快速抽掉针管使血管缩窄，逐层关闭胸腔。

之后在切口周围皮下注射 ０．１ｍｌ０．５％的布比卡因
（美国 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司）以减轻术后疼痛。

５．原代大鼠心肌细胞和成纤维细胞的分离培养：
取出生后 １～３天的大鼠乳鼠剪出心脏后加入到
１０ｍｌＤＭＥＭ－Ｆ１２；清洗后弃去培养基，用剪刀将心
脏剪成１～２ｍｍ３的组织碎块；加入０．１２５％的胰酶消
化１０ｍｉｎ，消化 ５次，弃去第 １次消化液，收集后 ４次
消化液 ；４０μｍ过滤网滤去细胞团块。将滤液种于两
个１０ｃｍ的培养皿中进行差时贴壁 ９０ｍｉｎ，成纤维细
胞贴壁，心肌细胞仍悬浮，吸出含心肌细胞的培养基，

过滤后培养与６孔板内，４８ｈ后采用 ＰＥ刺激 ２４ｈ诱
导心肌细胞肥大。贴壁的成纤维细胞，以第 ２～３代
的成纤维细胞用于后续实验，采用 ＴＧＦ－β刺激 ２４ｈ

诱导成纤维细胞活化增殖。

６．ＲＴ－ＰＣＲ：ＴＲＩｚｏｌ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，１５５９６－
０２６）提取心脏的总 ＲＮＡ，反转录试剂盒（瑞士 Ｒｏｃｈｅ
公司，０４８９６８６６００１）将每组 ２ｍｇ的总 ＲＮＡ反转录为
ｃＤＮＡ。利用 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光定量
ＰＣＲ仪进行 ＰＣＲ反应。每个样品设 ３个复管。并用
将其结果与 β－ａｃｔｉｎ基因的表达进行对比。

７．统计学方法：使用 ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行
统计分析，所有数据用均数 ±标准误（ｘ±ＳＤ）表示，
两组之间的比较用非配对 ｔ－检验；多组之间的比较
用多因素方差分析，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意
义。

结　　果
１．ＰＬＰ２在各种模型诱导的心肌重构中表达明显

增高：ＲＴ－ＰＣＲ结果显示：在 ＭＩ术后 ２周，ＩＳＯ皮下
注射２周和 ＡＢ术后１周，ＰＬＰ２的转录水平均明显增
高（Ｐ＜０．０５）。在 ＭＩ模型组和 ＡＢ模型组，ＰＬＰ２的
转录水平明显高于 ＩＳＯ模型组（Ｐ＞０．０５，图 １）。
ＰＬＰ２在不同心肌重构模型中的表达变化与肥厚标志
物 ＡＮＰ，纤维化标志物Ⅰ型胶原蛋白（ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ）的
表达一致。

图 １　ＰＬＰ２在不同心肌重构模型中的表达
　

２．ＰＬＰ２在压力负荷诱导的心肌重构中表达呈动
态改变：ＲＴ－ＰＣＲ结果显示：在 ＡＢ术后 １周，ＰＬＰ２
的转录水平明显高于假手术组；而在 ＡＢ术后 ２周
ＰＬＰ２的转录水平达到高峰；ＡＢ术后 ４周和 ８周
ＰＬＰ２呈现持续高表达状态（Ｐ＜０．０５），但总体低于
ＡＢ术后２周水平（Ｐ＜０．０５，图２）。

３．ＰＬＰ２在心肌细胞肥大模型中的表达改变：
ＲＴ－ＰＣＲ结果显示：在心肌细胞中，ＰＬＰ２的转录水
平在 ＰＥ刺激１２ｈ时明显高于对照组（Ｐ＜０．０５），ＰＥ
刺激２４ｈ时其转录达到高峰，在 ＰＥ刺激 ４８ｈ时开始
下降，但仍然高于对照组（Ｐ＜０．０５，图３）。

·６２·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｊｕｎ２０１８，Ｖｏｌ．４７Ｎｏ．６　　



图 ２　ＰＬＰ２在 ＡＢ术后的动态表达改变

与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与 ＡＢ术后２周比较，＃Ｐ＜０．０５

　

图 ３　ＰＬＰ２在肥大心肌细胞中的动态表达

与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与 ＰＥ刺激２４ｈ比较，＃Ｐ＜０．０５

　

４．ＰＬＰ２在成纤维细胞活化中的表达改变：ＲＴ－
ＰＣＲ结果显示，在成纤维细胞中，ＰＬＰ２的转录水平在
ＴＧＦ－β刺激 １２ｈ时明显低于对照组（Ｐ＜０．０５），在
ＴＧＦ－β刺激２４～４８ｈ其转录持续降低（Ｐ＜０．０５，图
４）。

图 ４　ＰＬＰ２在成纤维细胞中的动态表达

与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与 ＴＧＦ－β刺激１２ｈ比较，＃Ｐ＜０．０５

　

讨　　论
内质网是一种多功能的细胞器，参与蛋白质合

成、蛋白质折叠、蛋白质转运，钙平衡和脂类的生物合

成。当心脏发生病理性损伤（活性氧的产生，缺血／
再灌注，Ｃａ２＋稳态失衡，炎性细胞因子）会导致错误
折叠的蛋白质在内质网腔的积累，这种情况称为内质

网应激
［７］
。在心肌重构代偿早期，自噬和蛋白酶体

降解系统都可以清除损伤的蛋白质。因此，在此阶段

的内质网应激可清楚错误折叠蛋白抑制细胞死

亡
［８］
。然而当损伤持续的状态下，未折叠蛋白反应

并不能高效地清除错误折叠蛋白，此时过度激活的内

质网应激可通过内源性和外源性途径诱导细胞凋

亡
［９］
。目前，内质网应激与多种心血管疾病密切相

关，如心肌病、心脏发育、心肌肥厚、心脏缺血／再灌注
损伤以及心力衰竭

［１０～１２］
。

ＰＬＰ２是一类内质网膜蛋白，其在内质网的稳态
平衡中发挥重要作用。研究表明 ＰＬＰ２通过稳定内
质网，减少内质网应激诱导的细胞凋亡，保护缺血／再
灌注损伤的神经元细胞

［６］
。此外，研究报道 ＰＬＰ２还

参与肿瘤的代谢和转移
［５，１３］

。然而 ＰＬＰ２是否在心
肌重构和心力衰竭中发挥作用，尚不清楚。本研究显

示，ＰＬＰ２在心肌梗死，ＩＳＯ注射和主动脉缩窄诱导的
心肌重构模型中表达显著增高，且 ＰＬＰ２的表达与心
肌重构标志物的表达一致，在心肌梗死和 ＡＢ术诱导
的重构心脏中表达高于 ＩＳＯ组，提示 ＰＬＰ２的表达与
心肌重构的程度可能存在相关性。ＰＬＰ２在 ＡＢ术后
的表达同样呈现动态改变，在术后 １周表达增高，术
后２周达到峰值，随后出现下降趋势，提示 ＰＬＰ２在心
肌重构早期代偿期可能发挥一定保护作用，而在心肌

重构发展成为心力衰竭的过程中表达下降，保护作用

降低，造成心功能恶化。ＰＬＰ２在心肌重构中的具体
作用，尚待探明。本研究进一步发现，ＰＬＰ２在心肌细
胞和成纤维细胞中均表达，且 ＰＬＰ２在心肌细胞中的
表达与动物实验一致，表现为早期升高，随后降低的

过程；而 ＰＬＰ２在激活的成纤维细胞中的表达却持续
下降，提示 ＰＬＰ２在两种细胞中发挥的作用存在不一
致。

综上所述，ＰＬＰ２在不同模型诱导的心肌重构中
均发生表达改变，且其表达在心肌重构中呈现动态变

化，提示 ＰＬＰ２参与心肌重构向心力衰竭的病理发
展，本研究为深入了解心肌重构和心力衰竭的发展机

制提供了新的理论基础，基于 ＰＬＰ２的分子靶点可能
作为心肌重构和心力衰竭的治疗新方向。
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联合使用聚合酶链式反应和培养法可以

提高培养细胞支原体的检出率

卞晓翠　王晓婉　杨振丽　赵晓梅　李　姜　刘玉琴

摘　要　目的　分析国家实验细胞资源共享服务平台及其他实验室细胞支原体污染的情况，探讨聚合酶链式反应（ＰＣＲ）和

培养法在实验细胞支原体检测中的一致性。方法　通过 ＰＣＲ法对 ２４５例细胞培养上清进行了支原体检测，并检测了阳性样品支

原体感染的种类；对其中 １２７例新鲜上清同时进行了培养法检测，通过 ＭｃＮｅｍａｒ检验分析了二者的一致性。对二者检测不一致

的细胞进行复检，同时使用生物发光法进行验证。结果　国内培养细胞支原体感染率在 １９％ ～６６％；培养法和 ＰＣＲ法检测支原

体只有假阴性，没有假阳性；延长取样前细胞在无抗生素培养基中的培养时间至９６ｈ，可以提高低效价支原体感染样品的检出率。

结论　ＰＣＲ法和培养法检测支原体具有较好的一致性，应联合使用两种方法对培养细胞进行定期检测，提高支原体的检出率。

在细胞培养过程中使用合格制剂，严格无菌操作，预防为主。

关键词　细胞培养　质量控制　支原体污染　ＰＣＲ　培养法
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