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ＴＡＫ１／ＮＦ－κＢ在小鼠心肌肥厚中的变化及意义
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摘　要　目的　研究转化生长因子活化激酶 １／核因子 －κＢ（ＴＡＫ１／ＮＦ－κＢ）与炎性反应在心肌肥厚中的作用，探索心肌肥

厚的分子机制并寻找潜在的防治靶点。方法　使用野生型 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，以主动脉缩窄术（ＡＢ）建立压力负荷诱导的心肌肥厚

模型，假手术（Ｓｈａｍ）组作为对照组。ＡＢ术后 ８周超声心动图评估小鼠心室结构与功能，处死小鼠称量心脏质量。ＨＥ与 ＰＳＲ进

行心肌组织病理学与纤维化。ＣＤ６８免疫荧光检测单核 －吞噬细胞浸润，实时定量 ＲＴ－ＰＣＲ检测炎性反应标志物的表达，Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＴＡＫ１／ＮＦ－κＢ通路蛋白质磷酸化水平。结果　与 Ｓｈａｍ组比较，ＡＢ组小鼠的室壁厚度、室腔大小及心脏质量／体

质量明显增加（Ｐ＜０．０５），心功能下降（Ｐ＜０．０５），心肌细胞横截面积与胶原沉积量显著增大（Ｐ＜０．０５）。此外，ＡＢ组心肌组织

中 ＣＤ６８阳性细胞数明显增多（Ｐ＜０．０５），ＴＮＦ－α与 ＩＬ－１β等炎性反应标志物的 ｍＲＮＡ表达水平明显升高（Ｐ＜０．０５）；ＡＢ组

ＴＡＫ１、κＢ抑制蛋白激酶 β与 κＢ抑制蛋白 α（ＩκＢα）的磷酸化水平较对照组明显上调，ＩκＢα总蛋白水平降低，ＮＦ－κＢｐ６５磷酸化

水平增加。结论　压力负荷诱导的心肌肥厚伴有 ＴＡＫ１／ＮＦ－κＢ通路激活与心肌组织炎性浸润，提示 ＴＡＫ１／ＮＦ－κＢ参与了心

肌肥厚的发生、发展。
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　　心肌肥厚是心脏负荷增加或遭受损伤时的一种
代偿性反应，虽然在早期可以减轻心室壁压力和维持

心排出量，但长期持续的心肌肥厚会发展为失代偿，

导致心室功能障碍，最终发生心力衰竭
［１］
。压力负

荷是心肌肥厚最常见的原因之一，高血压、主动脉瓣

狭窄等疾病均会导致左心室压力负荷的升高，促进心

肌肥厚发生。心肌肥厚涉及心肌细胞增大和功能障
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碍、间质纤维化等多种病理生理反应，参与心肌肥厚

的分子机制也非常复杂，目前尚未完全阐明。虽然针

对神经体液机制的治疗能够在一定程度上改善心肌

肥厚，但是仍有相当数量的心肌肥厚与心力衰竭患者

疗效不佳
［２］
。探索心肌肥厚的发生、发展机制，寻找

潜在的防治靶点，对于减少高血压等心血管疾病的并

发症、遏制心力衰竭的发展具有重要意义。

近年来研究显示，炎性反应与心肌肥厚及心力衰

竭关系密切，可能成为调节心肌肥厚进程的新靶

点
［３］
。转化生长因子活化激酶 １（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒ－βａｃｔｉｖａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１，ＴＡＫ１）是促炎细胞信号
转导通路中的关键分子，能够激活下游的核因子（ｎｕ
ｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ，ＮＦ）－κＢ，促进炎性细胞因子释放，介导
炎性反应发生

［４］
。然而，ＴＡＫ１在心肌肥厚中的作用

尚不明确。本研究拟通过胸主动脉缩窄术（ａｏｒｔｉｃ
ｂａｎｄｉｎｇ，ＡＢ）建立压力负荷诱导的心肌肥厚模型，检
测心肌组织中 ＴＡＫ１／ＮＦ－κＢ与炎性反应水平，以探
索 ＴＡＫ１／ＮＦ－κＢ介导的炎性反应在心肌肥厚中的
作用，为防治心肌肥厚与心力衰竭提供新的潜在分子

靶点。

材料与方法

１．实验动物：以８～１０周龄、体质量２３．５～２７．５ｇ
的雄性野生型 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠为研究对象。小鼠饲
养于 ＳＰＦ级动物中心的独立送回风净化笼具（ＩＶＣ）
中，饮用水经高压处理，饲料经

６０Ｃｏ照射灭菌。系统
温度维持于２２～２４℃，湿度为５０％ ～６０％，１２ｈ明暗
交替。小鼠随机分为两组：假手术对照（Ｓｈａｍ）组与
心肌肥厚模型（ＡＢ）组。

２．心肌肥厚模型的建立：采用胸主动脉缩窄术建
立小鼠心肌肥厚模型。腹腔注射 ３％戊巴比妥钠麻
醉小鼠，沿第２～３肋间水平切开皮肤，分离肌肉及软
组织，游离胸主动脉，以７－０手术缝线横穿主动脉下
方，将去尖的 ２６Ｇ（小鼠体质量 ２５．０～２７．５ｇ）或 ２７Ｇ
（小鼠体质量２３．５～２５．０ｇ）注射器针头平行放置于
血管上方，针头连同主动脉一起结扎，随后立即抽出

针头，使用超声多普勒检测评估主动脉狭窄程度，以

确定手术造成了主动脉约 ７０％狭窄［５］
。对照组在分

离出主动脉后，只挂线不结扎，其余手术步骤与 ＡＢ
组相同。术后８周进行各项指标检测。

３．超声心动图：异氟烷（１．５％ ～２．０％）持续吸
入麻醉，麻醉状态稳定后，小鼠左侧卧位，采用高频超

声诊断仪，频率为 １５ＭＨｚ。取胸骨旁左心室乳头肌
水平短轴切面，测量舒张期室间隔厚度（ＩＶＳＤ）、舒张

期左心室后壁厚度（ＬＶＰＷＤ）、左心室收缩末期内径
（ＬＶＥＳＤ）、左心室舒张末期内径（ＬＶＥＤＤ）以及短轴
缩短率（ＦＳ）等指标。

４．心脏取材：称量小鼠体质量，采用颈椎脱臼法
处死小鼠，立即取出心脏，称量心脏质量。取材完成

后半数心脏放至 －８０℃冰箱保存，用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
法与 ＲＴ－ＰＣＲ法检测。其余心脏放入 ４％甲醛溶液
中固定，用于病理学与免疫荧光检测。

５．病理学检测：将固定后的小鼠心脏横切，进行
脱水、透明、浸蜡，包埋入石蜡块。制备出 ４～５μｍ厚
的组织切片，进行常规 ＨＥ与天狼猩红染色，显微镜
下观察、拍照。使用图像分析软件（ＩｍａｇｅＰｒｏ－Ｐｌｕｓ
６．０）计算心肌细胞横截面积与心肌组织胶原容积分
数。

６．免疫荧光：组织切片采用柠檬酸盐高压修复法
进行抗原修复，１０％羊血清 ３７℃孵育 ６０ｍｉｎ进行封
闭。ＣＤ６８一抗 ４℃孵育过夜，绿色荧光标记的二抗
湿盒中３７℃孵育６０ｍｉｎ。滴加含有 ＤＡＰＩ的封片剂封
片，放置 ５ｍｉｎ左右后，在荧光显微镜下观察、拍照。
拍照时在同一视野下分别拍摄绿色激发荧光与蓝色

激发荧光两张图片，并使用 Ｉｍａｇｅ－ｐｒｏｐｌｕｓ６．０软件
合成，计算各组 ＣＤ６８阳性细胞数。

７．实时定量 ＲＴ－ＰＣＲ法：ＴＲＩｚｏｌ提取心肌组织
总 ＲＮＡ，分光光度法检测 ＲＮＡ纯度及浓度。每个样
本取２μｇ总 ＲＮＡ，使用反转录试剂盒（２０μｌ反应体
系）进行反转录。得到的 ｃＤＮＡ以 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１ＭａｓｔｅｒＭｉｘ反应体系进行 ＰＣＲ扩增：
９５℃变性１０ｍｉｎ，随后９５℃ １５ｓ进行４０个循环，ＧＡＰ
ＤＨ作为内参。

８．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法：使用 ＲＩＰＡ裂解液研磨心肌组
织，ＢＣＡ蛋白定量试剂盒进行蛋白定量。蛋白样品
经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ进行分离，然后转移至 ＰＶＤＦ膜，于封
闭液中封闭２ｈ。继以待测蛋白的一抗４℃孵育过夜，
荧光标记的二抗室温孵育 １ｈ，置于双通道荧光扫描
仪中扫膜，计算机分析结果。

９．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１３．０统计学软件对数
据进行统计分析，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，两组间差异比较采用两独立样本的 ｔ检验，以Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．超声心动图与心脏质量：ＡＢ术后 ８周的模型

组小鼠左心室室壁厚度与室腔大小明显增加，而短轴

缩短率明显下降，出现了明显的左心室结构异常与心

·２３·
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功能障碍（表１）。心肌肥厚模型组小鼠心脏质量／体
质量（ＨＷ／ＢＷ，ｍｇ／ｇ）较对照组明显增加（４．０７±

０１２ｍｇ／ｇｖｓ８．０７±０４５ｍｇ／ｇ，Ｐ＜０．０５）。

表 １　两组小鼠超声心动图检测结果（ｘ±ｓ）

组别 ＩＶＳＤ（ｍｍ） ＬＶＰＷＤ（ｍｍ） ＬＶＥＳＤ（ｍｍ） ＬＶＥＤＤ（ｍｍ） ＦＳ（％）
Ｓｈａｍ组 ０．６４±０．０１ ０．６８±０．０１ ２．１０±０．０４ ３．７０±０．０４ ８０．００±０．７３
ＡＢ组 ０．８２±０．０１ ０．８１±０．０２ ３．７０±０．１８ ５．００±０．１４ ５６．００±２．７０

　　与 Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０５

　　２．病理学检测结果：ＨＥ染色显示，模型组小鼠
心肌细胞排列紊乱，横截面积较对照组明显增大，出

现了明显的心肌肥厚（图１）。ＰＳＲ染色显示，模型组

小鼠组织间隙染为红色的胶原成分明显增多，心肌组

织胶原沉积、纤维化（图２）。

图 １　心肌组织 ＨＥ染色结果（×４００）
Ａ．Ｓｈａｍ组；Ｂ．ＡＢ组

　

图 ２　心肌组织 ＰＳＲ染色结果（×４００）
Ａ．Ｓｈａｍ组；Ｂ．ＡＢ组

　

　　３．肥厚心肌组织中炎性反应增加：通过 ＣＤ６８免
疫荧光标记单核 －吞噬细胞，检测心肌组织炎性浸润

情况。心肌肥厚模型组小鼠心肌组织中 ＣＤ６８阳性
细胞数明显多于对照组（图３）。此外，ＲＴ－ＰＣＲ检

图 ３　心肌组织 ＣＤ６８免疫荧光检测（×４００）

　
·３３·
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测发现，心肌组织肿瘤坏死因子 －α（ＴＮＦ－α）与白
介素 －１β（ＩＬ－１β）等炎性反应标志物的 ｍＲＮＡ表达
水平在模型组中明显升高（图４）。

４．肥厚心肌组织中 ＴＡＫ１／ＮＦ－κＢ通路激活：
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果显示，心肌肥厚模型组小鼠
心肌组织中 ＴＡＫ１、κＢ抑制蛋白激酶 β（ＩＫＫβ）与 κＢ
抑制蛋白 α（ＩκＢα）的磷酸化水平较对照组明显上
调，ＩκＢα总蛋白水平降低，ＮＦ－κＢｐ６５磷酸化水平
增加，ＴＡＫ１／ＮＦ－κＢ信号通路的激活（图５）。

图 ４　心肌组织炎性反应标志物表达结果
Ａ．ＴＮＦ－α；Ｂ．ＩＬ－１β

　

图 ５　肥厚心肌组织中 ＴＡＫ１／ＮＦ－κＢ信号通路的激活
　

讨　　论
心肌肥厚是心力衰竭的关键性临床阶段，是多种

心血管疾病向心力衰竭发展的共有病理生理过程，涉

及心肌细胞增大、排列紊乱和功能障碍、间质纤维化

等多种病理改变。本研究通过主动脉缩窄术成功建

立了压力负荷诱导的心肌肥厚模型，并使用超声心动

图、ＨＥ与 ＰＳＲ染色进行评估，在术后 ８周观察了模
型组小鼠心肌肥厚、室腔扩大、心功能不全以及各种

病理学表现。

然而，参与心肌肥厚的分子机制非常复杂，迄今

尚未完全阐明。近年来，炎性反应及其相关信号通路

在心肌肥厚中的作用逐渐受到重视。临床研究显示，

左心室肥厚患者体内存在系统性炎性反应，其血清中

的炎性反应标志物 ＣＲＰ以及促炎性细胞因子 ＴＮＦ－
α、ＩＬ－１β与 ＩＬ－６的表达均明显升高［６］

。另外，心

肌组织中包括心肌细胞在内的多种细胞能够分泌炎

性细胞因子，并表达炎性细胞因子受体；心脏既是炎

性细胞因子产生的场所，也是其作用的靶器官
［７］
。

因此，炎性反应不仅仅是心肌肥厚与心力衰竭的标志

物与预后指标，同时参与了心肌肥厚的进程，与心肌

细胞肥大与心肌间质纤维化等病理过程密切相

关
［８］
。本研究显示，心肌肥厚模型组小鼠心肌组织

中 ＣＤ６８阳性细胞数明显增多，ＴＮＦ－α与 ＩＬ－１β等
炎性反应标志物的 ｍＲＮＡ表达水平也明显升高，提
示心肌出现炎性细胞浸润与促炎性细胞因子的产生。

ＮＦ－κＢ是调节炎性反应的关键转录因子，在细
胞生长、增殖、凋亡和细胞外基质重塑等多种病理生

理过程中也发挥重要作用
［９］
。ＮＦ－κＢ二聚体（经典

组合为 ｐ６５和 ｐ５０）通过与 ＮＦ－κＢ抑制剂（ＩκＢｓ）结
合而失活，ＩκＢｓ在静息状态的细胞胞质维持 ＮＦ－κＢ
的稳定

［１０］
。而在应激情况下，ＩκＢｓ可被 ＩκＢ激酶

（ＩＫＫｓ，如 ＩＫＫβ）磷酸化，导致 ＩκＢｓ的泛素化并降解，
解除 ＩκＢｓ对 ＮＦ－κＢ的抑制，进而引起 ＮＦ－κＢ的释
放和活化

［１１］
。已有研究发现，在体外培养的大鼠心

肌细胞中，ＮＦ－κＢ可被多种肥厚刺激物激活，包括
血管紧张素Ⅱ、苯肾上腺素和内皮素 －１［１２］。本研究
结果显示，ＡＢ组 ＩＫＫβ与 ＩκＢα的磷酸化水平较对照
组明显上调，ＩκＢα总蛋白水平降低，ＮＦ－κＢｐ６５磷
酸化水平增加，进一步证实 ＮＦ－κＢ信号通路可在压
力负荷诱导的心肌肥厚中激活。

·４３·
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但是，ＮＦ－κＢ在心肌肥厚中的作用尚存争议。
过表达 ＮＦ－κＢ会促进肥厚刺激引起的心房利钠肽
的表达和心肌细胞的增大，而超抑制型 ＩκＢα突变体
或显性负性ＩＫＫβ突变体的表达会抑制ＮＦ－κＢ并减
轻这些肥厚

［１２］
。小鼠心脏特异性 ｐ６５缺失可缓解压

力负荷诱导的心肌肥厚，改善病理性心肌重构，增强

心脏收缩功能
［１３］
。以 ｓｈ－ｐ６５ＲＮＡ转染心脏，抑制

ＮＦ－κＢ，可减轻 Ｍｙｏ转基因小鼠的自发性心肌肥
厚

［１４］
。这些发现提示 ＮＦ－κＢ具有促进心肌肥厚的

作用，然而，也有一些研究存在相反的结果。Ｈｉｋｏｓｏ
等

［１５］
报道，心脏特异性敲除 ＩＫＫβ会降低 ＮＦ－κＢ活

性，但却加重了压力负荷诱导的心肌肥厚、心室扩张

以及心功能障碍。ＮＦ－κＢ必须调节蛋白（ＮＦ－
κＢ－ｅｓｓｅｎｔｉａｌｍｏｄｕｌａｔｏｒ，ＮＥＭＯ）是 ＩＫＫ复合物的调
节亚基，通过其心脏特异性缺失可抑制 ＮＦ－κＢ通
路，并促进压力负荷诱导的心肌肥厚与心力衰竭

［１６］
。

这些结果则提示 ＮＦ－κＢ通路对心肌肥厚也具有保
护作用。ＮＦ－κＢ在心肌肥厚中作用不一致的原因
可能是由于模型构建的不同、实验环境的不同、ＮＦ－
κＢ作用靶点的多样性以及 ＮＦ－κＢ上游调控分子的
多样性所导致的。

ＴＡＫ１是一种丝氨酸／苏氨酸激酶，能够被转化
生长因子 －β、Ｔｏｌｌ样受体、ＮＯＤ样受体等多种因素
激活，是 ＮＦ－κＢ信号通路关键的上游调节因子［１７］

。

ＴＡＫ１可以使 ＩＫＫ磷酸化，激活 ＩＫＫ复合物，促进 ＩκＢ
的磷酸化与降解，致使 ＮＦ－κＢ的游离及活化入核，
诱导 ＴＮＦ－α等促炎性细胞因子表达［１８，１９］

。但是，心

肌肥厚过程中 ＴＡＫ１的作用及其与 ＮＦ－κＢ和炎性
反应的关系，尚不明确。本研究在心肌肥厚小鼠模型

中发现，ＴＡＫ１的磷酸化水平较对照组明显增加，与
ＮＦ－κＢｐ６５的变化趋势一致，同时伴有心肌组织炎
性浸润，提示 ＴＡＫ１可能作为上游分子激活 ＮＦ－κＢ
以及炎性反应，并参与心肌肥厚的发生、发展。

综上所述，本研究在压力负荷诱导的小鼠心肌肥

厚模型中，发现了 ＴＡＫ１／ＮＦ－κＢ通路的激活与心肌
组织炎性浸润，提示 ＴＡＫ１／ＮＦ－κＢ及其介导的炎性
反应参与了心肌肥厚的发生、发展，为探索心肌肥厚

的分子机制与寻找潜在的防治靶点提供了一定的理

论基础。
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