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沉默犆狉犽犔对缺氧／复氧诱导的心肌细胞凋亡和生存力的影响及其机制
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　　［摘要］　目的　探讨沉默ＣｒｋＬ对缺氧／复氧诱导的心肌细胞凋亡和生存力的影响及其机制。方法　分别用空白试剂、

阴性慢病毒和ＣｒｋＬＲＮＡｉ慢病毒（沉默ＣｒｋＬｍＲＮＡ）感染 Ｈ９Ｃ２心肌细胞，并进行缺氧／复氧（Ｈ／Ｒ）干预。实验分为空白组、

阴性病毒组、ＣｒｋＬ沉默组、空白＋Ｈ／Ｒ组、阴性病毒＋Ｈ／Ｒ组、ＣｒｋＬ沉默＋Ｈ／Ｒ组。用ＲＴＰＣＲ法检测心肌细胞ＣｒｋＬｍＲ

ＮＡ的表达，蛋白印迹分析法检测心肌细胞ＣｒｋＬ蛋白、ｐＥＲＫ１／２蛋白表达，ＭＴＴ法检测细胞的增殖率，流式细胞术检测细

胞的凋亡率。结果　ＣｒｋＬ沉默组较空白组和阴性病毒组，ＣｒｋＬ沉默＋Ｈ／Ｒ组较空白＋Ｈ／Ｒ组和阴性病毒＋Ｈ／Ｒ组ＣｒｋＬ

ｍＲＮＡ、ＣｒｋＬ蛋白、ｐＥＲＫ１／２蛋白、细胞增殖率均降低（犘＜０．０５或犘＜０．０１），细胞凋亡率均增加（犘＜０．０１）。结论　沉默

ＣｒｋＬ能加重缺氧／复氧诱导的心肌细胞凋亡和生存力降低。该过程可能是由ｐＥＲＫ１／２蛋白表达降低介导的。
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　　［中图分类号］　Ｒ５４１．４　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１４）１１１２７２０５

犈犳犳犲犮狋狅犳犆狉犽犔狊犻犾犲狀犮犲狅狀犺狔狆狅狓犻犪／狉犲狅狓狔犵犲狀犪狋犻狅狀犻狀犱狌犮犲犱犪狆狅狆狋狅狊犻狊犪狀犱狊狌狉狏犻狏犪犾犻狀犺犻犫犻狋犻狅狀犻狀犮犪狉犱犻狅犿狔狅犮狔狋犲狊

犪狀犱狋犺犲狌狀犱犲狉犾狔犻狀犵犿犲犮犺犪狀犻狊犿狊

ＺＨＡＮＧＺｈｉｓｈｅｎｇ，ＹＡＮＧＤｏｎｇｙａｎ，ＺＨＡＮＧＬｅｉ，ＬＩＧａｎｇ，ＦＵＹａｎｂｏ

ＤｉｖｉｓｉｏｎｏｆＣａｒｄｉｏｌｏｇｙ，ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＧｅｒｉａｔｒｉｃｓ，ＴｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ

４０００１６，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１４０２１８　　　　［接受日期］　２０１４０７２６

［基金项目］　重庆市卫生局医学科学技术研究项目（２００９２２９０，０４２１５４），重庆市科委自然科学基金计划资助项目（ＣＳＴＣ２００７ＢＢ５２７６）．

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅ＆ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｊｅｃｔｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＨｅａｌｔｈＢｕｒｅａｕ（２００９２２９０，０４２１５４）ａｎｄｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ

ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＳｃｉｅｎｃｅ＆ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏｍｍｉｓｓｉｏｎ（ＣＳＴＣ２００７ＢＢ５２７６）．

［作者简介］　张志升，硕士生．Ｅｍａｉｌ：ｗｅｎｓｈｅｎｇ７２７９０５６６０＠１６３．ｃｏｍ

通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２３８９０１１６４０，Ｅｍａｉｌ：ｇａｎｇｌｉｃｑｍｕ＠１２６．ｃｏｍ

　　［犃犫狊狋狉犪犮狋］　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＣｒｋＬｓｉｌｅｎｃｅｏｎｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ（Ｈ／Ｒ）ｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄ

ｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｉｎｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓａｎｄｔｈｅｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ．犕犲狋犺狅犱狊　Ｈ９Ｃ２ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋ，

ｎｅｇａｔｉｖｅｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓａｎｄ ＣｒｋＬ ＲＮＡｉｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ （ＣｒｋＬ ｍＲＮＡ ｓｉｌｅｎｃｅ），ａｎｄｔｈｅｎｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ／Ｒ ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ．Ｔｈｅ

ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，ｎｅｇａｔｉｖｅｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｇｒｏｕｐ，ＣｒｋＬｓｉｌｅｎｃｅｇｒｏｕｐ，ｂｌａｎｋ＋ Ｈ／Ｒｇｒｏｕｐ，ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ＋ Ｈ／ＲｇｒｏｕｐａｎｄＣｒｋＬｓｉｌｅｎｃｅ＋ Ｈ／Ｒｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｒｋＬｍＲＮＡｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ，ａｎｄｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｒｋＬａｎｄｐＥＲＫ１／２ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ．Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｗａｓ

ａｎａｌｙｚｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＭＴＴ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅ

ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｇｒｏｕｐｓ，ＣｒｋＬｓｉｌｅｎｃｅｇｒｏｕｐｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄＣｒｋＬｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ，ｐＥＲＫ１ｐｒｏｔｅｉｎ，ｐＥＲＫ１／２ｐｒｏｔｅｉｎ

ａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅ（犘＜０．０５ｏｒ犘＜０．０１），ａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（犘＜０．０１）．ＴｈｅｓａｍｅｗａｓｔｒｕｅｆｏｒＣｒｋＬ

ｓｉｌｅｎｃｅ＋ Ｈ／Ｒｇｒｏｕｐｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂｌａｎｋ＋ Ｈ／Ｒａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ＋ Ｈ／Ｒｇｒｏｕｐｓ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＣｒｋＬｓｉｌｅｎｃｅ

ｃａｎａｇｇｒａｖａｔｅＨ／Ｒｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｉｎｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ，ｗｈｉｃｈｍｉｇｈｔｂｅｍｅｄｉａｔｅｄｂｙｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｅｏｆｐ

ＥＲＫ１／２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

　　［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ＣｒｋＬ；ｃａｒｄｉａｃｍｙｏｃｙｔｅｓ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ；ｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（１１）：１２７２１２７６］

　　心肌细胞凋亡增加和生存力降低是缺血（缺

氧）／再灌注（复氧）诱导的心肌损伤、梗死后病理性

心肌重塑、心力衰竭等疾病的重要发病机制［１３］。研

究表明整合素（ｉｎｔｅｇｒｉｎ）的功能对心脏正常发育和

心肌与细胞外基质黏附、生长及其生存能力的调节

是必要的［４５］。近年来的研究显示，整合素通路的β１
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亚基、整合素连接激酶 （ＩＬＫ）和焦点黏附激酶

（ＦＡＫ）等组分可抑制心肌细胞凋亡、促进其存活，阻

滞缺血（缺氧）／再灌注（复氧）诱导的心肌损伤、梗死

后病理性心肌重塑、心力衰竭等疾病的发生发

展［６８］。接头蛋白ＣｒｋＬ亦是整合素通路的组分之

一［９］，我们的前期研究发现ＣｒｋＬ蛋白在梗死灶周围

非梗死区心肌细胞中存在表达［１０］，但ＣｒｋＬ蛋白是

否具有抗心肌细胞凋亡、促心肌细胞生存等作用及

其机制，目前仍不完全清楚。本研究通过慢病毒介

导的ＲＮＡ干扰技术下调ＣｒｋＬ蛋白的表达水平并

进行缺氧／复氧（Ｈ／Ｒ）干预，探讨沉默ＣｒｋＬ对缺氧／

复氧诱导的Ｈ９Ｃ２心肌细胞凋亡、生存力的影响，以

及ｐＥＲＫ１／２蛋白表达的影响，以期对缺血／再灌注

诱导的心肌损伤、梗死后病理性心肌重塑、心力衰竭

等疾病发病机制的阐明及其防治寻找新的思路。

１　材料和方法

１．１　实验材料　大鼠 Ｈ９Ｃ２心肌细胞株（中国科学

院上海生命科学研究院细胞资源中心，源自 ＡＴＣＣ

细胞库）。阴性慢病毒和ＣｒｋＬＲＮＡｉ慢病毒（沉默

ＣｒｋＬｍＲＮＡ）均由上海吉凯公司合成，ＣｒｋＬＲＮＡｉ

慢病毒作用有效的 Ｈ９Ｃ２心肌细胞 ｍＲＮＡ的靶序

列 为 ５′ＧＧＴＴＴＧＡＴＴＣＴＴＣＡＧＡＣＣＧＴＴ３′。

ＤＭＥＭＦ１２培养基、胎牛血清均购自Ｇｉｂｃｏ公司。

ＲＮＡ提取、反转录以及ｃＤＮＡ 扩增试剂盒均购自

ＴａＫａＲａ公司，小鼠抗大鼠βａｃｔｉｎ抗体 （ｓｃ４７７７８）

购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，小鼠抗大鼠ＣｒｋＬ抗体

（３１８２）及兔抗大鼠ｐＥＲＫ１／２抗体（４３７０）均购自

ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司。四甲基氮唑盐 （ＭＴＴ）为Ｓｉｇ

ｍａ公司产品，流式细胞技术实验所使用的流式检测

试剂盒（ＡｎｎｅｘｉｎＰＥ、７ＡＡＤ）购自碧云天生物技术

研究所。

１．２　Ｈ９Ｃ２心肌细胞培养、慢病毒感染及 Ｈ／Ｒ干

预　将５×１０
５Ｈ９Ｃ２心肌细胞分别接种于６个直径

为１０ｃｍ培养皿中，用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭＦ

１２培养基正常培养（条件为３７℃，９５％ 空气，５％

ＣＯ２），在细胞密度达到５０％左右时更换新鲜的培养

基，分别用空白试剂、阴性病毒、ＣｒｋＬ沉默病毒感染

细胞，将细胞分为空白组、阴性病毒组、ＣｒｋＬ沉默组

３组，每组备两份，１２ｈ后更换为新鲜的培养基，再

培养１２ｈ（感染后２４ｈ）。荧光显微镜下显示阴性病

毒组和ＣｒｋＬ沉默组细胞的感染率均达９０％以上。

重新消化细胞，细胞计数，取相同数量细胞，分别

接种于６个培养皿（ＲＴＰＣＲ和蛋白印迹检测时）

或多孔板中（ＭＴＴ检测时用９６孔板；流式细胞计

数时用６孔板）。从上述３组中随机各取一份细

胞，将细胞培养基置换为新鲜的培养基，在正常条

件下再培养４８ｈ（感染后７２ｈ）；同时，另一份的３

组细胞将培养基置换为生理盐水，置于缺氧孵箱

（条件为３７℃，１％ 空气，９４％ Ｎ２，５％ ＣＯ２）缺氧

３ｈ后，重新置换回新鲜的培养基，在正常条件下

复氧继续培养４５ｈ（感染后７２ｈ）。此时细胞分为

空白组、阴性病毒组、ＣｒｋＬ沉默组、空白＋Ｈ／Ｒ

组、阴性病毒＋Ｈ／Ｒ组、ＣｒｋＬ沉默＋Ｈ／Ｒ组。然

后，收集细胞进行 ＲＴＰＣＲ、蛋白质印迹、ＭＴＴ、

流式细胞计数等实验［１１］。

１．３　ＲＴＰＣＲ检测ＣｒｋＬｍＲＮＡ　提取各组的总

ＲＮＡ，分别逆转录为ｃＤＮＡ，进行ＰＣＲ扩增。引物

序列：大鼠 βａｃｔｉｎ上游５′ＡＧＡＴＧＡＣＣＣＡＧＡＴ

ＣＡＴＧＴＴＴＧＡ３′， 下 游 ５′ＴＴＧＧＣＡＴＡＧＡＧ

ＧＴＣＴＴＴＡ３′。大 鼠 ＣｒｋＬ 上 游 ５′ＣＧＣＡＴＡＴ

ＧＣＴＣＡＡＣＣＴＣＡＧＡ３′， 下 游 ５′ＡＴＡＴ

ＧＡＡＡＧＴＣＧＧＣＣＡＣＣＡＧ３′。反转录反应条件为：

３７℃１５ｍｉｎ，８５℃５ｓ，４℃５ｍｉｎ。ＰＣＲ反应条件

为：９４℃预变性３ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，退火 （温度

分别为大鼠βａｃｔｉｎ５５℃、大鼠 ＣｒｋＬ５８℃）３０ｓ，

７２℃延伸３０ｓ，共进行３０个循环。分别等量取各组

的上述不同基因ＰＣＲ产物加入同一电泳通道，电泳

成像后进行光密度（犇）值定量分析。大鼠 ＣｒｋＬ

ｍＲＮＡ光密度值／大鼠βａｃｔｉｎ光密度值表示大鼠

ＣｒｋＬｍＲＮＡ的相对表达量
［１１］。

１．４　蛋白免疫印迹检测心肌细胞 ＣｒｋＬ 及 ｐ

ＥＲＫ１／２蛋白表达　分别提取各组细胞总蛋白，用

ＢＣＡ法测定蛋白浓度，用１０％ＳＤＳ聚丙烯酰胺分离

凝胶，上样５０μｇ蛋白，电泳分离后电转至ＰＶＤＦ膜

上。５％牛奶封闭２ｈ后，孵一抗，过夜，洗膜，孵二

抗，然后洗膜，再用ＥＣＬ发光试剂盒显影成像，进行

光密度值定量分析。以ＣｒｋＬ光密度值／βａｃｔｉｎ光密

度值表示心肌细胞ＣｒｋＬ蛋白的相对表达量，以ｐ

ＥＲＫ１的光密度值／βａｃｔｉｎ光密度值表示ｐＥＲＫ１

蛋白的相对表达量，用ｐＥＲＫ２的光密度值／βａｃｔｉｎ

光密度值表示ｐＥＲＫ２蛋白的相对表达量
［１１］。
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１．５　ＭＴＴ法检测细胞增殖率　分别检测各组转染

后２４ｈ、７２ｈ细胞的吸光度值，在上述时间点取细胞

分别加 ＭＴＴ液２０μＬ（５ｍｇ／ｍＬ），４ｈ后弃液体，

加２００μＬＤＭＳＯ，３７℃摇床培养３０ｍｉｎ后，用酶标

仪 （５７０ｎｍ 波长）测定光密度值。细胞增殖率 ＝

（７２ｈ光密度值－２４ｈ光密度值）／２４ｈ光密度值×

１００％
［１１］。

１．６　流式细胞术检测细胞凋亡率　分别检测各组

转染后７２ｈ的凋亡率。重新消化细胞，终止，离心，

用１ｍＬＰＢＳ重悬后加入ＡｎｎｅｘｉｎＰＥ、７ＡＡＤ，用流

式细胞仪检测细胞凋亡。ＡｎｎｅｘｉｎＰＥ标记凋亡和

坏死的细胞，７ＡＡＤ标记坏死的细胞，ＡｎｎｅｘｉｎＰＥ

染色阳性、７ＡＡＤ染色阴性的细胞为凋亡细胞。细

胞凋亡率＝凋亡细胞数／总细胞数×１００％
［１１］。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件分析，计量

数据以珔狓±狊表示，多组间比较采用单因素方差分析

（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），两组间比较采用Ｔｕｋｅｙ检验，

检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　心肌细胞ＣｒｋＬｍＲＮＡ的表达　ＲＴＰＣＲ结

果显示（图１），较空白组和阴性病毒组，ＣｒｋＬ沉默组

的ＣｒｋＬｍＲＮＡ表达明显降低（犘＜０．０１），而空白组

和阴性病毒组之间ＣｒｋＬｍＲＮＡ的表达差异无统计

学意义。经过Ｈ／Ｒ干预后，ＣｒｋＬ沉默＋Ｈ／Ｒ组的

ＣｒｋＬｍＲＮＡ的表达明显较空白＋Ｈ／Ｒ组和阴性病

毒＋Ｈ／Ｒ组低（犘＜０．０１），而空白＋Ｈ／Ｒ组和阴性

病毒＋Ｈ／Ｒ组之间差异无统计学意义。并且经 Ｈ／

Ｒ干预后，较未干预组（空白组、阴性病毒组、ＣｒｋＬ

沉默组），各干预组（空白＋Ｈ／Ｒ组、阴性病毒＋Ｈ／

Ｒ组、ＣｒｋＬ沉默＋Ｈ／Ｒ组）的ＣｒｋＬｍＲＮＡ表达均

明显降低（犘＜０．０１）。

图１　犎９犆２心肌细胞犆狉犽犔犿犚犖犃表达

Ｍ：标记物；Ａ：空白组；Ｂ：阴性病毒组；Ｃ：ＣｒｋＬ沉默组；Ｄ：空白＋Ｈ／Ｒ组；Ｅ：阴性病毒＋Ｈ／Ｒ组；Ｆ：ＣｒｋＬ沉默＋Ｈ／Ｒ组；

Ｈ／Ｒ：缺氧／复氧．犘＜０．０１与空白组比较；△△犘＜０．０１与阴性病毒组比较；▲▲犘＜０．０１与ＣｒｋＬ沉默组比较；
!!

犘＜０．０１

与空白＋Ｈ／Ｒ组和阴性病毒＋Ｈ／Ｒ组比较．狀＝７，珔狓±狊

２．２　心肌细胞ＣｒｋＬ及ｐＥＲＫ１／２蛋白表达　图２

可见，与空白组及阴性病毒组比较，ＣｒｋＬ沉默组

ＣｒｋＬ、ｐＥＲＫ１、ｐＥＲＫ２蛋白表达明显降低（犘＜

０．０１）；与空白＋Ｈ／Ｒ组及阴性病毒＋Ｈ／Ｒ组比较，

ＣｒｋＬ沉默＋Ｈ／Ｒ组ＣｒｋＬ、ｐＥＲＫ１／２蛋白表达均

明显降低（犘＜０．０１或犘＜０．０５）；较未干预组（空白

组、阴性病毒组、沉默病毒组），各干预组（空白＋Ｈ／

Ｒ组、阴性病毒＋Ｈ／Ｒ组、ＣｒｋＬ沉默＋Ｈ／Ｒ组）的

ＣｒｋＬ（犘＜０．０１）、ｐＥＲＫ１／２蛋白表达均降低（犘＜

０．０５或犘＜０．０１）。

２．３　心肌细胞增殖率　图３可见，较空白组、阴性

病毒组，ＣｒｋＬ沉默组的细胞增殖率明显降低（犘＜

０．０１）；较空白＋Ｈ／Ｒ组、阴性病毒＋Ｈ／Ｒ组，ＣｒｋＬ

沉默＋Ｈ／Ｒ组的细胞增殖率明显降低（犘＜０．０１）。

图２　犎９犆２心肌细胞犆狉犽犔、狆犈犚犓１／２蛋白表达

Ａ：空白组；Ｂ：阴性病毒组；Ｃ：ＣｒｋＬ沉默组；Ｄ：空白＋Ｈ／Ｒ组；

Ｅ：阴性病毒＋Ｈ／Ｒ组；Ｆ：ＣｒｋＬ沉默＋Ｈ／Ｒ组；Ｈ／Ｒ：缺氧／

复氧．犘＜０．０１与空白组比较；△△犘＜０．０１与阴性病毒组

比较；△犘＜０．０５与阴性病毒组比较；▲▲犘＜０．０１与 ＣｒｋＬ沉

默组比较；▲犘＜０．０５ＣｒｋＬ沉默组比较；
!!

犘＜０．０１与空白＋

Ｈ／Ｒ组和阴性病毒＋Ｈ／Ｒ组比较．狀＝７，珔狓±狊
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图３　犎９犆２心肌细胞的增殖率

Ａ：空白组；Ｂ：阴性病毒组；Ｃ：ＣｒｋＬ沉默组；Ｄ：空白＋Ｈ／Ｒ

组；Ｅ：阴性病毒＋Ｈ／Ｒ组；Ｆ：ＣｒｋＬ沉默＋Ｈ／Ｒ组；Ｈ／Ｒ：缺

氧／复氧．犘＜０．０１与空白组比较；△△犘＜０．０１与阴性病

毒组比较；▲▲犘＜０．０１与ＣｒｋＬ沉默组比较；
!!

犘＜０．０１与

空白＋Ｈ／Ｒ组和阴性病毒＋Ｈ／Ｒ组比较．狀＝１２，珔狓±狊

较未干预组，各干预组（空白＋Ｈ／Ｒ组、阴性病毒＋

Ｈ／Ｒ组、ＣｒｋＬ沉默＋Ｈ／Ｒ组）的细胞增殖率均明

显降低（犘＜０．０１）。

２．４　心肌细胞凋亡率　图４可见，较空白组、阴性

病毒组，ＣｒｋＬ沉默组的细胞凋亡率明显增加（犘＜

０．０１）；较空白＋Ｈ／Ｒ组、阴性病毒＋Ｈ／Ｒ组，ＣｒｋＬ

沉默＋Ｈ／Ｒ组的细胞凋亡率明显增加（犘＜０．０１）；

较未干预组，各干预组（空白＋Ｈ／Ｒ组、阴性病毒＋

Ｈ／Ｒ组、ＣｒｋＬ沉默＋Ｈ／Ｒ组）的细胞凋亡率均明显

增加（犘＜０．０１）。

图４　 犎９犆２心肌细胞的凋亡率

Ａ：空白组；Ｂ：阴性病毒组；Ｃ：ＣｒｋＬ沉默组；Ｄ：空白＋Ｈ／Ｒ组；Ｅ：阴性病毒＋Ｈ／Ｒ组；Ｆ：ＣｒｋＬ沉默＋Ｈ／Ｒ组；Ｈ／Ｒ：缺氧／复

氧．犘＜０．０１与空白组比较；△△犘＜０．０１与阴性病毒组比较；▲▲犘＜０．０１与ＣｒｋＬ沉默组比较；
!!

犘＜０．０１与空白＋Ｈ／Ｒ

组和阴性病毒＋Ｈ／Ｒ组比较．狀＝７，珔狓±狊

３　讨　论

研究表明整合素信号通路组分，如整合素β１、

β３亚基及其下游的ＦＡＫ、ＩＬＫ具有抗心肌细胞凋亡

和生存力降低的作用，可阻滞扩张性心肌病、梗死后

缺血性心肌病和心力衰竭的进展［６８，１２］。过表达

ＩＬＫ、鸟苷酸交换因子Ｄｏｃｋ１８０、Ｃ３Ｇ可抗心肌细胞

凋亡和生存力降低［１１１３］，且可抑制Ｈ／Ｒ诱导的心肌

细胞凋亡增加和生存力降低［１１，１３］，从而可改善梗死

后缺血性心肌病和心力衰竭［７］。且研究表明整合素

信号通路抗心肌细胞凋亡和生存力降低的作用是通

过其下游促生存信号分子如 ＥＲＫ
［１１，１４１６］、ＰＩ３Ｋ／

ＡＫＴ／ｍＴＯＲ／ｐ７０Ｓ６Ｋ
［１３，１５１９］而介导的。ＣｒｋＬ是整

合素信号通路中的一种接头蛋白，其ＳＨ２结构域与

上游的Ｃａｓ等整合素组分交互作用，其ＳＨ３结构域

与下游的Ｄｏｃｋ１８０、Ｃ３Ｇ、Ｓｏｓ等鸟苷酸交换因子交

互作用［２０２１］。由此可以推测，ＣｒｋＬ通过与上述整合

素通路组分相互作用，从而也具有抑制心肌细胞凋

亡、促进心肌细胞存活的作用。

本研究结果显示，沉默ＣｒｋＬ后 Ｈ９Ｃ２心肌细

胞生存力明显降低，细胞凋亡率明显增加，并且能够

降低 Ｈ／Ｒ诱导的 Ｈ９Ｃ２心肌细胞增殖，增加细胞凋

亡率。本研究还发现，沉默ＣｒｋＬ可使ｐＥＲＫ１／２表

达降低。本研究结果提示，沉默ＣｒｋＬ可促进心肌

细胞凋亡，其机制可能与沉默 ＣｒｋＬ 导致的 ｐ

ＥＲＫ１／２蛋白表达、心肌细胞增殖降低有关。ＣｒｋＬ

有望成为治疗心血管疾病的潜在重要靶点。
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