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ＴＭＡＯ通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路影响
心脏原代成纤维细胞的增殖

赵　雨　刘向东　吕家顺　张庆勇

摘　要　目的　探讨研究氧化三甲胺（ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ－Ｎ－ｏｘｉｄｅ，ＴＭＡＯ）通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路影响心脏原代成纤

维细胞的增殖的机制。方法　分别用 ０、０．５、１．０、２．５、５．０、１０．０、２５．０、５０．０μｍｏｌ／Ｌ的 ＴＭＡＯ培养心脏原代成纤维细胞 ４８ｈ，作为

浓度梯度组；用 ＴＭＡＯ分别处理心脏原代成纤维细胞 ０、１５、３０、６０ｍｉｎ，作为时间梯度组；在用 ＴＭＡＯ处理细胞前，加入 ＰＩ３Ｋ抑制

剂 ＬＹ２９４００２预处理细胞 ３０ｍｉｎ，作为抑制剂组。裂解细胞收集蛋白，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测蛋白表达量。结果　ＴＭＡＯ增加了

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ细胞增殖信号通路中 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ、ｐ－ｍＴＯＲ的表达量，ｐ－ＰＩ３Ｋ在 ＴＭＡＯ为 １０μｍｏｌ／Ｌ、处理 ３０ｍｉｎ的时

候表达量最高，ｐ－ＡＫＴ和 ｐ－ｍＴＯＲ在 ＴＭＡＯ为 ２５μｍｏｌ／Ｌ处理 ６０ｍｉｎ的时候表达量最高。在抑制剂组中，与单纯用 ＴＭＡＯ处

理的细胞比较，同时用 ＰＩ３Ｋ抑制剂处理组，其 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ、ｐ－ｍＴＯＲ的表达量明显减少。结果较对照组差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＭＡＯ可能促进心脏原代成纤维细胞的增殖，且是通过激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路起作用。
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ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴＭＡＯｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｃａｒｄｉａｃｐｒｉｍａｒｙｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓａｎｄａｃｔｉｖａｔｅｓ

ｔｈｅＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ－Ｎ－ｏｘｉｄｅ；Ｐｒｉｍａｒｙｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ；Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

　　在人体摄入富含卵磷脂、胆碱、Ｌ－肉碱的高脂
营养物质后，经某些特定的肠道微生物酶复合物的分

解代谢，首先产生三甲胺（ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ，ＴＭＡ）。
ＴＭＡ进入门静脉系统后，经肝脏含黄素单氧化酶
（ｆｌａｖｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅｓ）氧化，即产生

ＴＭＡＯ［１］。ＴＭＡＯ除了与慢性肾脏疾病、２型糖尿病
及肥胖关系密切外，还参与心血管代谢性疾病，如心

肌肥大、心脏纤维化。ＴＭＡＯ的产生、代谢过程与心
血管疾病的发生高度相关，可作为心血管疾病治疗的

潜在靶点
［２，３］
。

心脏间充质细胞，也被简称为“成纤维细胞”，是

心脏中分布最广的细胞类型之一
［４］
。哺乳动物心脏

的正常功能主要由心肌细胞和心脏成纤维细胞（ＣＦ）
相互协调、相互作用来维持的，这两种细胞占心脏细

胞的 ９０％［５］
。在人类心脏中，心脏成纤维细胞占

·９２·
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６０％ ～７０％，是细胞外基质的主要来源，除在细胞和
非细胞组分间的机械、化学、电信号的转导中发挥作

用外，在高血压、心肌梗死及心力衰竭发生时的心脏

重构过程中也发挥重要作用
［６］
。肠道菌群代谢对人

体的影响日益受到关注，但其代谢产物是如何影响人

体病理生理进程的，是否会对心脏重构造成影响，尚

缺乏足够研究，本研究旨在探索 ＴＭＡＯ影响心脏成
纤维细胞增殖的可能作用机制。

材料与方法

１．材料：小鼠原代心脏成纤维细胞购自上海拜
力生物科技有限公司；一抗抗体 ＰＩ３Ｋ（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ
ｉｎｏｓｉｔｏｌ３－ｋｉｎａｓｅ，＃４２９２）、ｐ－ＰＩ３Ｋ（Ｔｙｒ４５８，＃４２２８）、
ＡＫＴ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，＃９２７２）、ｐ－ＡＫＴ（Ｔｈｒ３０８，
＃１３０３８）、ｍＴＯＲ（ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，
＃２９７２）、ｐ－ｍＴＯＲ（＃２９７４）、ＧＡＰＤＨ（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ
３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，＃５１７４）购自美国 Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；二抗山羊抗兔购自北京博
奥森公司；ＤＭＥＭ（ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉ
ｕｍ）、胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ公 司；氧化三甲胺

（ＴＭＡＯ）、ＬＹ２９４００２（ＰＩ３Ｋ抑制剂）、二甲基亚砜
（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；
ＢＣＡ蛋白定量试剂盒购自碧云天生物技术公司；增
强型化学发光（ｅｎｈａｎｃｅｄｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）显
影液购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＰｏｗｅｒＰａｃＵｎｉｖｅｒｓａｌ电泳
装置购自美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司；ＥＰＯＣＨ型酶标仪购
自美国 ＢｉｏＴｅｋ公司。

２．方法：（１）细胞培养：在５％ ＣＯ２、３７℃的培养
条件下培养原代心脏成纤维细胞。培养液为含 １０％
胎牛血清的 ＤＭＥＭ。待细胞长满后使用 ＰＢＳ２毫升／
次冲洗 ２次，然后加入 ２ｍｌ０．２５％的胰酶消化 １ｍｉｎ，
再加入２ｍｌ培养液终止消化。使用枪头将贴壁细胞
吹打下来，将细胞悬液吸入１５ｍｌ离心管以 ０．９×ｇ速
度离心 ３ｍｉｎ，离心后弃去上清，将细胞混匀后按以
５×１０５细胞密度接种于 ６孔板中。（２）细胞处理：
浓度梯度组：分别用含 ０、０５、１．０、２．５、５．０、１０．０、
２５．０、５０．０μｍｏｌ／ＬＴＭＡＯ的培养基培养原代心脏成
纤维细胞，４８ｈ后收集细胞；时间梯度组：分别用
ＴＭＡＯ处理原代心脏成纤维细胞 ０、１５、３０、６０ｍｉｎ；抑
制剂组：在用 ＴＭＡＯ处理细胞前，加入 ＰＩ３Ｋ抑制剂
ＬＹ２９４００２１０μｍｏｌ／Ｌ预处理细胞３０ｍｉｎ。（３）Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法检测蛋白表达：处理结束后，每孔加入 １００μｌ
含 １％苯甲基磺酰氟（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ，
ＰＭＳＦ）和 １０％磷酸酶抑制剂的细胞裂解液裂解细

胞。待细胞充分裂解后离心，取上清后使用 ＢＣＡ检
测试剂盒进行蛋白定量，浓度调齐后煮沸 １５ｍｉｎ。聚
丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）跑完后用二氟乙
烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜进行转膜。然后
４０ｍｌＴＢＳＴ中加入２ｇ牛奶混匀后于室温下将膜封闭
２ｈ，一抗 ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐ－ＡＫＴ、ｍＴＯＲ、ｐ－
ｍＴＯＲ、ＧＡＰＤＨ４℃ 孵育过夜。ＴＢＳＴ１０分钟／次将膜
洗涤３次。室温下孵育二抗 ２ｈ，ＴＢＳＴ１０分钟／次将膜
洗涤 ３次。使用 ＩｍａｇｅＱｕａｎｔＬＡＳ４０００ｍｉｎｉ进行显影。

３．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１７．０统计学软件对数
据进行统计分析处理。定量资料以均数 ±标准差
（ｘ±ｓ）表示，两组间比较选用 ｔ检验，而多组均数间
的比较选用单因素方差分析，以 Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

结　　果
１．在用不同浓度的 ＴＭＡＯ处理心脏成纤维细胞

后，各蛋白表达量的变化：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果表
明，随着 ＴＭＡＯ浓度不断提高，ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ、
ｐ－ｍＴＯＲ的表达量呈增加趋势，其中 ｐ－ＰＩ３Ｋ在
ＴＭＡＯ为 １０μｍｏｌ／Ｌ的时候表达量最高，ｐ－ＡＫＴ和
ｐ－ｍＴＯＲ在 ＴＭＡＯ为２５μｍｏｌ／Ｌ的时候表达量最高。

２．用浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ的 ＴＭＡＯ，分别处理心脏
成纤维细胞 ０、１５、３０、６０ｍｉｎ后，各蛋白表达量的变
化：随着培养时间延长，ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ、ｐ－ｍＴＯＲ
的表达量呈增加趋势，其中 ｐ－ＰＩ３Ｋ在培养 ３０ｍｉｎ
的时候表达量最高，ｐ－ＡＫＴ和 ｐ－ｍＴＯＲ在培养
６０ｍｉｎ的时候表达量最高。

３．ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路各蛋白表达量的
变化：用 ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＬＹ２９４００２预处理细胞 ３０ｍｉｎ
后，再用 １０μｍｏｌ／Ｌ的 ＴＭＡＯ处理细胞后，与单纯用
ＴＭＡＯ处理的细胞比较，同时用 ＰＩ３Ｋ抑制剂处理组，
其 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ、ｐ－ｍＴＯＲ的表达量明显减少。

讨　　论
一直以来，饮食都被认为与心血管疾病的发生有

关，而近几年的研究也表明，营养摄入、肠道菌群代谢

参与宿主心血管疾病的发生、发展。此外，宿主体内

微生物产生的多种代谢物，如氧化三甲胺、短链脂肪

酸（ｓｈｏｒｔｃｈａｉｎｆａｔａｃｉｄｓ，ＳＣＦＡｓ）和次级胆汁酸（ｓｅｃ
ｏｎｄａｒｙｂｉｌｅａｃｉｄｓ），也会参与心血管疾病的病理生理
过程。尽管一些强效降脂药已广泛应用于临床，心血

管疾病位居是发达国家人口死亡原因之首，因此进一

步明确心血管疾病治疗的靶点势在必行
［７］
。近１０年

来的研究发现，氧化三甲胺（ＴＭＡＯ）、短链脂肪肪酸
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图 １　ＴＭＡＯ不同浓度处理后，信号通路各蛋白表达量的变化
Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测不同浓度的 ＴＭＡＯ处理心脏成纤维细胞后各磷酸化蛋白表达的变化；

Ｂ．ｐ－ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ；Ｃ．ｐ－ＡＫＴ／ＡＫＴ；Ｄ．ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ

图 ２　ＴＭＡＯ不同时间处理后，信号通路各蛋白表达量的变化
Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测用浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ的 ＴＭＡＯ处理心脏成纤维细胞不同时间后各磷酸化蛋白表达量的变化；

Ｂ．ｐ－ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ；Ｃ．ｐ－ＡＫＴ／ＡＫＴ；Ｄ．ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ

（ＳＣＦＡｓ）和次级胆汁酸在心血管疾病的发展中发挥
特定作用，尽管一些大型抗生素治疗试验未能发现可

以让心血管疾病患者获益，但目前心血管药物研究俨

然已进入以肠道菌群代谢产物为靶点的新领域
［８，９］
。

有研究发现，ＴＭＡＯ可以通过 ＴＧＦ－β／ＳＭＡＤ３信号
通路促进心脏和肾脏的纤维化

［１０］
。

在健康的心脏中，成纤维细胞是参与心脏结缔组

织形成和维持的主要细胞类型。心脏结缔组织包含

细胞和非细胞成分，其中的细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）可以为心肌细胞提供稳定的结构，使心

脏成为一个整体
［６］
。而纤维化是许多常见心血管疾

病诸如心肌梗死和高血压的自然后遗症，并且通常加

剧心血管疾病和心力衰竭的进展，此外，心脏局部瘢

痕和散在纤维化也是扰乱正常电生理活动、导致心律

失常发生的独立因素，但目前还没有专门针对纤维化

的治疗方法
［１１］
。因此，控制心脏成纤维细胞和肌成

纤维细胞增殖、表型转化和基质合成这些行为的调节

过程和细胞内信号转导途径代表了抗纤维化治疗发

展的研究重点
［１２］
。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路可通

过多种潜在机制影响细胞生长、细胞增殖、细胞存活

·１３·
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图 ３　ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＬＹ２９４００２预处理后，信号通路各蛋白表达量的变化

Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测经 ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＬＹ２９４００２预处理心脏成纤维细胞后各磷酸化蛋白表达的变化；

Ｂ．ｐ－ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ；Ｃ．ｐ－ＡＫＴ／ＡＫＴ；Ｄ．ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ。与抑制剂预处理组比较，Ｐ＜０．０５

及糖吸收
［１３］
：ＰＩ３Ｋ通过产生三磷酸磷脂酰肌醇引起

信号级联放大反应，并激活 ＡＫＴ；ＡＫＴ可以对胞内胞
外多种刺激作出反应，是细胞存活重要的调节器；

ｍＴＯＲ作为一种相对分子质量为 ２８９０００的非典型丝
苏氨酸蛋白激酶，可调节细胞生长，主要受 ＰＩ３Ｋ／

ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路的调控［１４］
。

本研究发现，ＴＭＡＯ增加了 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ细
胞增殖信号通路中 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ、ｐ－ｍＴＯＲ的表
达量，说明 ＴＭＡＯ可能通过激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信
号通路影响心脏成纤维细胞的增殖。为了进一步验

证，笔者使用了 ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＬＹ２９４００２将 ＰＩ３Ｋ的活性
抑制后，ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ、ｐ－ｍＴＯＲ的表达量均明显
降低，即使加入 ＴＭＡＯ处理，ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ、ｐ－
ｍＴＯＲ的表达量也未发生明显升高，进一步表明了
ＴＭＡＯ可以通过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路发挥作用。

综上所述，本研究发现 ＴＭＡＯ可以激活 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路，并可能通过该信号通路促进
心脏成纤维细胞的增殖，这有助于进一步了解 ＴＭＡＯ
促进心脏纤维化的分子机制，而 ＴＭＡＯ促纤维化是
否还有其他分子机制参与，尚需进一步探究。
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