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ＰＲＫＡＧ２基因Ｇ１００Ｓ新突变对心肌细胞钙稳态和糖原含量的影响
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　　［摘要］　目的　探讨首次在国人 ＷＰＷ 综合征（ＰＲＫＡＧ２心脏综合征）家系中发现的一个新的错义突变 ＰＲＫＡＧ２
Ｇ１００Ｓ引起心肌肥厚的可能机制。方法　 使用Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ的ＧａｔｅｗａｙＴＭ重组系统构建含有人全长ＰＲＫＡＧ２基因新突变体

（ＰＲＫＡＧ２Ｇ１００Ｓ）的重组腺病毒载体；以增强型绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）为报告基因，将病毒分别感染 Ｈ９ｃ２大鼠胚胎心肌细胞

和ＳＤ乳鼠心肌细胞后采用蛋白质印迹方法检测ＰＲＫＡＧ２蛋白的表达。重组腺病毒感染 Ｈ９ｃ２大鼠胚胎心肌细胞４８ｈ前后

以Ｒｏｈｄ２／ＡＭ孵育并测定细胞内游离Ｃａ２＋浓度；感染乳鼠心肌细胞４８～７２ｈ后以过碘酸雪夫（ＰＡＳ）法测定细胞内糖原含

量。结果　重组腺病毒分别感染 Ｈ９ｃ２大鼠胚胎心肌细胞和ＳＤ乳鼠心肌细胞４８ｈ后荧光显微镜下可观察到绿色荧光，用
ＰＲＫＡＧ２单抗能检测到靶蛋白。与野生型ＰＲＫＡＧ２和ＥＧＦＰ组比较，重组腺病毒感染 Ｈ９ｃ２大鼠胚胎心肌细胞４８ｈ后突变

体ＰＲＫＡＧ２Ｇ１００Ｓ组细胞内游离Ｃａ２＋浓度无明显变化；重组腺病毒感染 Ｈ９ｃ２大鼠胚胎心肌细胞４８ｈ前后的细胞内游离

Ｃａ２＋浓度无明显变化。在重组腺病毒感染乳鼠心肌细胞４８ｈ后，ＰＲＫＡＧ２Ｇ１００Ｓ组能检测到明显的心肌细胞内糖原累积。

结论　ＰＫＲＡＧ２Ｇ１００Ｓ新突变导致心肌肥厚的主要发病机制可能是细胞内糖原累积，Ｃａ２＋及其介导的细胞内信号转导途径
可能未参与心肌肥厚的发生。

　　［关键词］　ＰＲＫＡＧ２综合征；基因；突变；钙；糖原
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　　ＰＲＫＡＧ２基因突变可导致产生一种特异的心
脏综合征，主要表现为家族性心室预激及快速性心
律失常（ＷｏｌｆｆＰａｒｋｉｎｓｏｎＷｈｉｔｅｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＷＰＷ 综

合征），进展性的传导系统病变及心肌肥厚，这个综
合征过去经常被诊断为肥厚性心肌病［１］。在携带

ＰＲＫＡＧ２突变基因的患者中，超过８０％的患者存在
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心肌肥厚［２］；而且心肌肥厚通常是进展性的，患者逐
渐出现左心功能不全及心脏肥大［３４］。然而，与编码
肌小节蛋白的基因突变引起的典型肥厚性心肌病相

比较，组织病理学检查发现ＰＲＫＡＧ２突变患者心肌
纤维排列紊乱罕见，心肌间质纤维化程度也很低［５］，
表明ＰＲＫＡＧ２突变导致心肌肥厚的发病机制与肥
厚性心肌病可能并不相同。２００２年，Ｇｏｌｌｏｂ等［６］提

出假说，认为ＰＲＫＡＧ２基因突变导致产生一种异常
的心脏糖原累积综合征并将其命名为ＰＲＫＡＧ２心
脏综合征。２００７年［７］我们发现了一个类似家族性肥

厚性心肌病的家系，家系患者临床表现符合国外

ＰＲＫＡＧ２心脏综合征家系报道的共性；经全基因测
序发现ＰＲＫＡＧ２基因第２９８位碱基发生 Ｇ→Ａ的
错义突变，导致翻译后的第１００位甘氨酸（ｇｌｙｃｉｎｅ，

Ｇ）被丝氨酸（ｓｅｒｉｎｅ，Ｓ）取代。ＰＲＫＡＧ２Ｇ１００Ｓ是
首次在国人ＰＲＫＡＧ２心脏综合征家系中发现的新
突变，国内外均未见报道。

　　细胞内Ｃａ２＋是心肌细胞收缩的主要调节因子，

Ｃａ２＋稳态的改变在心肌细胞机械收缩或电活动功能
异常中均发挥重要作用，肥厚性心肌病和压力超负
荷引起的心肌肥厚的发生及发展常伴随心肌细胞内

Ｃａ２＋稳态失衡，胞质内Ｃａ２＋浓度增加以及Ｃａ２＋介导
的细胞内信号转导途径激活［８９］。本研究拟通过已
成功构建的含人ＰＲＫＡＧ２Ｇ１００Ｓ及野生型ＰＲＫ
ＡＧ２ｃＤＮＡ的重组腺病毒载体，分别感染体外培养
的 Ｈ９ｃ２大鼠胚胎心肌细胞及ＳＤ乳鼠心肌细胞，观
察细胞内Ｃａ２＋稳态以及糖原含量的变化，旨在探讨

ＰＲＫＡＧ２Ｇ１００Ｓ引起心肌肥厚的可能的发病机制。

１　材料和方法

１．１　材料　突变体ＰＲＫＡＧ２Ｇ１００Ｓ及以增强型绿
色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）为报告基因的野生型ＰＲＫＡＧ２
重组腺病毒由上海瑞赛生物公司构建；ＤＭＥＭ／Ｆ１２
低糖培养基干粉（Ｇｉｂｃｏ公司，美国）；优级胎牛血清
（ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄＦＢＳ，Ｈｙｃｌｏｎ公司，美国）；Ｈ９ｃ２大鼠胚
胎心肌细胞株（中国科学院上海生命科学院细胞资源
中心）；Ｃａ２＋荧光探针Ｒｏｈｄ２／ＡＭ （日本同仁化学研
究所）；过碘酸雪夫（ｐｅｒｉｏｄｉｃａｃｉｄＳｃｈｉｆｆ，ＰＡＳ）糖原染
色试剂盒（ＧｅｎｅｍｅｄＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃｓ公司，美国）；α２肌动蛋
白（ａｃｔｉｎ）单克隆抗体 （Ｓｉｇｍａ公司，美国）；青链霉素混
合液（青霉素１００ＩＵ／ｍｌ，链霉素１００μｇ／ｍｌ）、胰蛋白
酶（０．２５％ ）溶液、无水乙醇、丙酮（武汉博士德公司）；

ＰＢＳ（ｐＨ７．２，０．０１ｍｏｌ／Ｌ）由国产分析纯试剂配制；流
式细胞仪 （ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，美国）。

１．２　乳鼠心肌细胞的培养　取１～３ｄ龄新生ＳＤ
大鼠，摘下心脏，通过分步消化和差速贴壁的方法分

离纯化心室肌细胞，用含２０％胎牛血清的ＤＭＥＭ／

Ｆ１２培养液培养；用抗横纹肌α２ａｃｔｉｎ抗体进行免疫
荧光染色鉴定。

１．３　重组腺病毒感染　将生长状态良好的 Ｈ９ｃ２大
鼠胚胎心肌细胞及 ＳＤ 乳鼠心肌细胞分为实验
（ＰＲＫＡＧ２Ｇ１００Ｓ）组、阴性对照（ＰＲＫＡＧ２）组和空
白对照（ＥＧＦＰ）组，Ｈ９ｃ２胚胎心肌细胞按５×１０５／孔
每组分别接种于６孔板内（每组各设３个复孔，共９
孔），乳鼠心肌细胞按５×１０３／孔接种于２４孔板内
（每组各设２个复孔，按０、１、３、５ｄ感染，共２４孔）；

Ｈ９ｃ２胚胎心肌细胞以含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ，

３７℃，５％ＣＯ２条件培养４ｄ，每天加入０．１μｍｏｌ／Ｌ
全反式维Ａ酸，２４ｈ换一次液；培养第３天用含１％
胎牛血清的ＤＭＥＭ培养，以维持心肌细胞表型。在
感染前２４ｈ将细胞培养液更换成不含青链霉素混合
液的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液，在上述３组细胞中分别加
入５～１０μｌ重组腺病毒 ＡｄＰＲＫＡＧ２Ｇ１００ＳＥＧ
ＦＰ、ＡｄＰＲＫＡＧ２ＥＧＦＰ及ＡｄＥＧＦＰ。

１．４　Ｈ９ｃ２胚胎心肌细胞内游离Ｃａ２＋测定　去除
长有 Ｈ９ｃ２胚胎心肌细胞的６孔板内的培养液，胰酶
消化后转入离心管，加入４μｍｏｌ／ＬＲｏｈｄ２／ＡＭ 钙
离子荧光探针负载细胞，ＣＯ２孵育箱中温孵２０ｍｉｎ，
再加入含１％胎牛血清的ＨＢＳＳ液３．５ｍｌ，ＣＯ２孵育
箱中温孵４０ｍｉｎ，弃ＨＢＳＳ液，用Ｈｅｐｅｓ缓冲液漂洗

２～３次，３０μｌＨｅｐｅｓ缓冲液重悬细胞，进行流式细
胞分析。

１．５　乳鼠心肌细胞内糖原测定　采用ＰＡＳ实验进
行糖原染色，ＰＡＳ阳性反应产物表现为细胞质有紫
红色球状颗粒。

１．６　统计学处理　以ＳＰＳＳ１１．０统计学分析软件处
理数据，计量数据以珔ｘ±ｓ表示，多个不同处理组间均
数比较采用单因素方差分析，两均数间比较采用独立
样本的ｔ检验，检验水平（ɑ）为０．０５。

２　结　果

２．１　Ｈ９ｃ２大鼠胚胎心肌细胞及ＳＤ乳鼠心肌细胞
内重组蛋白的表达　重组腺病毒（ＡｄＰＲＫＡＧ２
Ｇ１００ＳＥＧＦＰ）分别感染 Ｈ９ｃ２大鼠胚胎心肌细胞及

ＳＤ乳鼠心肌细胞４８ｈ后，荧光显微镜下观察到绿色
荧光（图１Ａ、１Ｂ）。用抗ＰＲＫＡＧ２单抗进行蛋白质
印迹检测 Ｈ９ｃ２大鼠胚胎心肌细胞及ＳＤ乳鼠心肌
细胞内重组蛋白的表达情况，可见目的蛋白条带（图

１Ｃ、１Ｄ）。

２．２　 Ｈ９ｃ２ 大 鼠 胚 胎 心 肌 细 胞 内 游 离 Ｃａ２＋

（［Ｃａ２＋］ｉ）含量　重组腺病毒感染 Ｈ９ｃ２大鼠胚胎心
肌细胞２４～４８ｈ及４８～７２ｈ后，ＥＧＦＰ组、野生型



第１１期．陈长源，等．ＰＲＫＡＧ２基因Ｇ１００Ｓ新突变对心肌细胞钙稳态和糖原含量的影响 ·１１６７　 ·

ＰＲＫＡＧ２组和突变体ＰＲＫＡＧ２组之间［Ｃａ２＋］ｉ差异
均无统计学意义；重组腺病毒感染 Ｈ９ｃ２心肌细胞

４８ｈ前后，各组间［Ｃａ２＋］ｉ差异也均无统计学意义
（Ｐ＞０．０５，表１）。

图１　培养的Ｈ９ｃ２心肌细胞及ＳＤ乳鼠

心肌细胞重组蛋白过表达的鉴定

Ｆｉｇ１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄＨ９ｃ２ｃｅｌｌｓａｎｄｎｅｏｎａｔａｌＳＤｒａｔｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ
Ａ，Ｂ：ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｆＨ９ｃ２ｃｅｌｌｓａｎｄｎｅｏｎａｔａｌ

ＳＤｒａｔｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ．Ｃ，Ｄ：Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｉｔｈＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｉｎＨ９ｃ２ｃｅｌｌｓａｎｄｎｅｏｎａｔａｌ

ＳＤｒａｔｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１０（Ａ，Ｂ）

表１　腺病毒感染Ｈ９ｃ２胚胎

心肌细胞４８ｈ前后Ｒｏｈｄ２相对值

Ｔａｂ１　Ｒｏｈｄ２ｒａｔｉｏｏｆＨ９ｃ２ｃｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅａｎｄ

４８ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡｄＥＧＦＰ，

ＡｄＰＲＫＡＧ２ａｎｄＡｄＰＲＫＡＧ２Ｇ１００Ｓ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｔ／ｈ

２４４８ ４８７２
ＥＧＦＰ １２．７２±７．６８ ２４．１８±２．４３
ＰＲＫＡＧ２ １７．２８±７．７９ ２６．２４±４．７７
ＰＲＫＡＧ２Ｇ１００Ｓ １９．３３±５．５０ ２６．０４±５．７１

２．３　ＳＤ乳鼠心肌细胞糖原表达　重组腺病毒感染
乳鼠心肌细胞后第３天，ＰＡＳ法测定实验组乳鼠心
肌细胞内有明显的糖原累积。与对照组比较（图

２Ａ），实验组细胞ＰＡＳ反应检测结果显示，紫红色糖
原沉积区域增大，出现紫红色区域的细胞增多（图

２Ｃ）。感染后第５天与第３天相比较，各组糖原累积
结果无明显变化（资料未显示）。

３　讨　论

　　ＰＲＫＡＧ２突变经常导致患者出现心肌肥厚和
猝死。ＰＲＫＡＧ２是 ＡＭＰＫγ２调节亚基的编码基
因。ＡＭＰＫ是一种丝氨酸／苏氨酸激酶，由α、β、γ亚
基组成异质三联体，在细胞中发挥代谢感受器的功

能，监测细胞内的 ＡＭＰ／ＡＴＰ比值，在缺氧、缺血、
运动等应激状态下，ＡＭＰ浓度升高，ＡＭＰＫ激活，
一方面关闭消耗ＡＴＰ的合成代谢途径；另一方面启
动产生ＡＴＰ的分解代谢途径，在心肌物质代谢和能
量平衡的调节过程中发挥关键作用［１０１１］。ＰＲＫＡＧ２
突变导致心肌肥厚的致病机制，有研究认为是由于

ＡＭＰＫ基础活性异常增高，心肌细胞摄取葡萄糖增
加，但对葡萄糖利用不足，心肌能量代谢障碍，导致
心肌细胞内糖原累积，糖原和细胞内高渗状态下水
分聚集引起心肌细胞肥大［１２］。但是，Ｂａｎｅｒｊｅｅ等［１３］

研究发现，ＰＲＫＡＧ２Ｔ４００Ｎ突变导致增加的心肌重
量，只有４％左右能用糖原累积解释［１４］。因此，糖原
累积并不能完全说明心肌肥厚的发生机制。由于

ＡＭＰＫ不但是一个“细胞能量的调节器”，同时还调
节多种编码细胞因子的基因转录，影响细胞内许多
细胞因子的表达［１５］，提示可能有ＡＭＰＫ相关的细胞
内信号通路参与心肌重塑过程。

图２　培养的ＳＤ乳鼠心肌细胞内糖原含量的鉴定

Ｆｉｇ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｇｌｙｃｏｇｅｎｗｉｔｈＰＡＳ

ｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｎｅｏｎａｔａｌＳＤｒａｔｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ
Ａ：Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＰＲＫＡＧ２Ｇ１００Ｓ

ｇｒｏｕｐ．ＰＡＳｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｇｒｅａｔｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｇｌｙｃｏｇｅｎａｃｃｕｍｕｌａ

ｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

　　［Ｃａ２＋］ｉ升高是心肌肥厚信号转导发生、发展的

中心环节。当心肌细胞受到机械牵张或心脏负荷增

加时，心肌细胞内Ｃａ２＋浓度出现反应性增加，多种能

引起心肌肥大的体液因子如：血管紧张素Ⅱ、苯肾上

腺素、内皮素１等，进一步使心肌细胞内Ｃａ２＋浓度

增加。心肌细胞［Ｃａ２＋］ｉ持续增高会损害心脏的舒

张功能，导致心脏舒张功能障碍；而且心肌细胞质内
［Ｃａ２＋］ｉ的升高可激活细胞内一系列依赖 Ｃａ２＋的

ＡＴＰ酶，使ＡＴＰ降解增加，不仅使肌球蛋白和肌动
蛋白脱耦联受到抑制，而且使肌浆网和质膜的Ｃａ２＋

转运受损，进一步使胞质内［Ｃａ２＋］ｉ升高，形成恶性
循环，导致Ｃａ２＋超载。Ｃａ２＋超载可启动Ｃａ２＋介导的
信号转导途径参与心肌肥厚的发生和发展。

　　Ｅｖａｎｓ等［１６］研究发现，缺氧可以激活 ＡＭＰＫ，
通过ｃＡＤＰ受体途径诱导肺动脉平滑肌细胞雷尼丁
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（ｒｙａｎｏｄｉｎｅ，ＲＹ）敏感的内质网（ｓａｒｃｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕ
ｌｕｍ，ＳＲ）储存钙释放进入胞质，引起肺动脉收缩；还
可通过诱导颈动脉体球细胞外的Ｃａ２＋跨膜内流，引
起颈动脉体兴奋；Ｅｖａｎｓ等同时应用 ＡＭＰＫ 激动
剂———ＡＩＣＡＲ，在肺动脉平滑肌细胞及颈动脉体球
细胞中得到了相同的结果，表明缺氧可以通过激活

ＡＭＰＫ来调节氧敏感细胞的Ｃａ２＋信号转导。体外
细胞转染及转基因动物实验均表明［１７１８］，ＰＲＫＡＧ２
突变使ＡＭＰＫ的基础活性异常增加，因此我们提出
假说：ＰＲＫＡＧ２Ｇ１００Ｓ可能导致心肌细胞内游离

Ｃａ２＋浓度升高。

　　在本研究中，ＰＲＫＡＧ２Ｇ１００Ｓ实验组与野生型

ＰＲＫＡＧ２阴性对照组及ＥＧＦＰ空白对照组间以及

ＰＲＫＡＧ２蛋白表达高峰（４８～７２ｈ）前后，均未能检
测到 Ｈ９ｃ２大鼠胚胎心肌细胞［Ｃａ２＋］ｉ发生明显异
常变化，表明ＰＲＫＡＧ２Ｇ１００Ｓ未能引起心肌细胞内
钙稳态失衡，可能ＰＲＫＡＧ２Ｇ１００Ｓ引起心肌肥厚的
分子发病机制与钙稳态失衡及Ｃａ２＋介导的细胞内
信号转导途径无关。同时，ＰＲＫＡＧ２Ｇ１００Ｓ未能影
响心肌细胞的钙稳态，也表明细胞能量代谢障碍可
能对钙稳态的影响较小。

　　本研究首次在体外培养的ＰＫＲＡＧ２Ｇ１００Ｓ重组
腺病毒感染的乳鼠心肌细胞内发现了糖原累积，表明

ＰＲＫＡＧ２Ｇ１００Ｓ可能导致一种心脏糖原累积综合征，
其导致心肌肥厚的发病机制可能主要与心肌细胞内

糖原累积有关。本研究为 Ｇｏｌｌｏｂ等［６］提出的假说：

ＰＲＫＡＧ２心脏综合征是能量代谢障碍导致的心脏特
异的糖原累积综合征进一步提供了支持依据。体外
细胞实验由于心肌细胞存活时间较短及缺乏体内特

殊的生理环境，有其研究局限性，利用转基因动物研
究ＰＲＫＡＧ２Ｇ１００Ｓ对心肌细胞能量代谢和细胞内信
号转导途径的影响应该是下一步的研究重点。
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