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大鼠非梗死区心肌Ｄｏｃｋ１蛋白表达改变

刘小兰，赵文菊，李　刚，王志华，王丽平
重庆医科大学附属第一医院老年科心血管病组，重庆４０００１６

　　［摘要］　目的　探讨大鼠非梗死区心肌Ｄｏｃｋ１蛋白的表达改变。方法　建立ＳＤ大鼠实验性心肌梗死（２２只）及假手术
模型（２０只）。分别于术后２４ｈ和１２周时处死心肌梗死组和假手术组大鼠（各８只），获取心脏标本，应用免疫印迹法检测非

梗死区心肌及假手术组心肌Ｄｏｃｋ１蛋白的表达。结果　术后２４ｈ时，心肌Ｄｏｃｋ１蛋白表达在梗死组（０．１３±０．０３）与假手术
组（０．１０±０．０４）间的差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；但术后１２周时，梗死组（０．１７±０．０４）较假手术组（０．１１±０．０５）表达增加，

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；术后１２周时的梗死组心肌Ｄｏｃｋ１蛋白表达较２４ｈ时的梗死组和假手术组均增加，差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　心肌中存在Ｄｏｃｋ１蛋白的表达；梗死后１２周时非梗死区心肌Ｄｏｃｋ１蛋白表达增加。
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　　整合素（ｉｎｔｅｇｒｉｎ）信号通路对心肌细胞的生长

存活至关重要［１２］。整合素β１ 亚基和整合素连接激

酶（ｉｎｔｅｇｒｉｎｌｉｎｋｅｄｋｉｎａｓｅ，ＩＬＫ）可以降低大鼠非梗

死区心肌细胞的凋亡，阻止梗死后心脏重塑、缺血性

心肌病及心力衰竭的发生和发展［３４］。鸟嘌呤核苷

交换因子 Ｄｏｃｋ１（１８００００ｐｒｏｔｅｉｎｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｏｆ

Ｃｒｋ）作为整合素通路的组分之一［１］，推测其亦可影

响心肌细胞的存活或凋亡，从而参与梗死后心脏重

塑、缺血性心肌病及心力衰竭的发生和发展。本研

究观察Ｄｏｃｋ１蛋白在非梗死区心肌中的表达，探讨

其与心肌梗死（心梗）后心脏重塑、心肌纤维化、缺血

性心肌病及心力衰竭的关系。
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１　材料和方法

１．１　材料　３～４个月龄清洁级（ＳＰＦ级）雄性ＳＤ
大鼠５０只，购自重庆医科大学实验动物中心［ＳＣＸＫ
（渝）２００７００１］，体质量（２０７．２６±２２．５５）ｇ；小型动

物呼吸机购自上海精密仪器厂；彩色多普勒超声仪

购自美国ＧＥ公司；ＳＤＳ裂解液、ＢＣＡ蛋白浓度测定

试剂盒购自碧云天生物技术研究所；小鼠抗βａｃｔｉｎ
抗体（ｓｃ４７７７８）、小鼠 Ｄｏｃｋ１抗体（ｓｃ１３１６３）购自

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；辣根过氧化物酶标记的二抗购自

北京中杉金桥生物技术有限公司。

１．２　模型制作与实验分组　随机选取大鼠，１０％水

合氯醛３ｍｌ／ｋｇ腹腔注射麻醉，在左心耳下缘结扎

冠状动脉左前降支，若心电图ＳＴ段抬高则提示心梗

模型建立成功；假手术组在上述部位只穿线不结

扎［５］。心梗组手术刚完成时仍存活的大鼠有２２只，

假手术组２０只。术后均肌注青霉素３０万单位，３
次／ｄ，共３ｄ，常规饲养。

１．３　心脏结构和功能　术后２４ｈ和１２周时，称质

量，麻醉后用彩色多普勒超声仪测定左心室舒张末

内径 （ＬＶＩＤｄ）、左心室射血分数 （ＬＶＥＦ）、心率

（ＨＲ）。然后分别随机处死心梗组大鼠８只，假手术

组８只。取出心脏，沿房室沟去掉两心房和大血管

后，沿室间沟剪下右心室，室间隔与左心室保留在一

起，放入生理盐水中洗去血液，沾干，称质量（ＬＶ），

得到左心室质量与体质量比（ＬＶ／ＢＭ，ｍｇ／ｇ）。将左

心室分成２份，含梗死区的心尖部放入４％多聚甲醛

固定，做组织学检测；靠心底的非梗死区心肌组织

于－８０℃保存，做蛋白质免疫印迹检测。

１．４　组织学检测　含梗死区的心尖部固定２４ｈ后

石蜡包埋，４μｍ切片，分别用苏木精伊红（ＨＥ）、苦

味酸天狼星红染色，普通光镜下观察心肌组织结构，

测胶原含量容积百分比（ＣＶＦ）。随机选择非梗死区

无血管区照相，用Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ６．０软件进行

ＣＶＦ定量。

１．５　蛋白质免疫印迹检测　取非梗死区左心室心

肌组织，提取蛋白，电泳，转膜，孵育一抗、二抗，显

色。用Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件分析图像，以 Ｄｏｃｋ１蛋白

条带与β肌动蛋白条带光密度比值表示Ｄｏｃｋ１蛋白

的相对表达水平。

１．６　统计学处理　计量数据以珚ｘ±ｓ表示，采用

ＳＰＳＳ１９．０统计软件包进行统计分析，组间比较采

用方差分析，两两比较采用ＬＳＤ法。检验水平（α）

为０．０５。

２　结　果

２．１　心脏结构和心功能改变　术后２４ｈ梗死组较

假手术组ＬＶ／ＢＭ增加（Ｐ＜０．０５）。术后１２周时梗

死组较假手术组ＬＶＩＤｄ增大，ＬＶ／ＢＭ 增加，ＬＶＥＦ
降低（Ｐ＜０．０５）。术后１２周时梗死组和假手术组与

２４ｈ 比较，ＬＶＩＤｄ 均增大，ＬＶ／ＢＭ 均降低；而

ＬＶＥＦ仅梗死组降低（Ｐ＜０．０５，表１）。

表１　各组大鼠心脏结构、功能和ＣＶＦ改变

Ｔａｂ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｃａｒｄｉａｃｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎ（ＣＶＦ）ｉｎｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ
２４ｈａｆｔｅｒｌｉｇａｔｉｏｎｏｆＬＡＤ

ＬＶＩＤｄｄ／ｍｍ ＬＶ／ＢＭｍＢ／（ｍｇ·ｇ－１） ＬＶＥＦ ＨＲｆ／ｍｉｎ－１ ＣＶＦ
Ｓｈａｍ ５．５５±０．７３ ２．１７±０．１２ ０．６７±０．１０ ４３６±５３ ０．０６６±０．０１８
ＭＩ ５．６７±０．６６ ２．４５±０．１４ ０．６６±０．０９ ４４８±５８ ０．０６３±０．０２３

Ｇｒｏｕｐ
１２ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ

ＬＶＩＤｄｄ／ｍｍ ＬＶ／ＢＭｍＢ／（ｍｇ·ｇ－１） ＬＶＥＦ ＨＲｆ／ｍｉｎ－１ ＣＶＦ
Ｓｈａｍ ６．４０±０．６３ １．７２±０．１６ ０．６５±０．０９ ４２０±５４ ０．０８１±０．０４２
ＭＩ ７．４６±０．４８△▲ １．９４±０．１５△▲ ０．４４±０．０９△▲ ４２５±５２ ０．１６２±０．０５８△▲

　Ｓｈａｍ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；ＭＩ：Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；ＬＡＤ：Ｌｅｆｔａｎｔｅｒｉｏｒｄｅｓｃｅｎｄｉｎｇｂｒａｎｃｈｏｆｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙ；ＬＶＩＤｄ：Ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ

ｉｎｔｅｒｎａｌｄｉａｍｅｔｅｒａｔｅｎｄｄｉａｓｔｏｌｅ；ＬＶ／ＢＭ：Ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｍａｓｓ／ｂｏｄｙｍａｓｓ；ＬＶＥＦ：Ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｊｅｃｔｉｏｎｆｒａｃｔｉｏｎ；ＨＲ：Ｈｅａｒｔｒａｔｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓ

ｓｈａｍｇｒｏｕｐａｔ２４ｈａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐａｔ１２ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓＭＩｇｒｏｕｐａｔ２４ｈａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ

２．２　组织学改变　术后２４ｈ梗死组（图１Ｂ）较假手
术组（图１Ａ）心肌细胞明显肿胀，炎症细胞明显增
加；术后１２周梗死组（图１Ｄ）较假手术组（图１Ｃ）心
肌细胞明显肥大。术后２４ｈ假手术组与梗死组间

ＣＶＦ差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；术后１２周梗死
组ＣＶＦ高于假手术组（Ｐ＜０．０５），且较２４ｈ梗死组
与假手术组增加（Ｐ＜０．０５，表１和图２）。
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图１　心肌ＨＥ染色结果

Ｆｉｇ１　ＨｉｓｔｏｌｏｇｙｏｆｍｙｏｃａｒｄｉｕｍｂｙＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ
图２　心肌苦味酸天狼星红染色结果

Ｆｉｇ２　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙｏｆｍｙｏｃａｒｄｉｕｍｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｐｉｃｒｉｃａｃｉｄ＆ｓｉｒｉｕｓｒｅｄ
Ａ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｔ２４ｈａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ；Ｂ：Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｔ２４ｈａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ；Ｃ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｔ１２ｗｅｅｋｓ

ａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ；Ｄ：Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｔ１２ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．３　非梗死区心肌Ｄｏｃｋ１蛋白表达改变　术后２４

ｈ，梗死组（０．１３±０．０３）与假手术组（０．１０±０．０４）心

肌 Ｄｏｃｋ１蛋白表达的差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）；但术后１２周，梗死组心肌 Ｄｏｃｋ１蛋白表达

（０．１７±０．０４）较假手术组（０．１１±０．０５）增加（Ｐ＜
０．０５），且较２４ｈ时的梗死组和假手术组均增加

（Ｐ＜０．０５，图３）。

图３　心肌Ｄｏｃｋ１蛋白表达改变

Ｆｉｇ３　ＣｈａｎｇｅｏｆＤｏｃｋ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ
Ｓｈａｍ：Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；ＭＩ：Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；
Ｐ＜０．０５ｖｓＳｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｔ２４ｈａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ；△Ｐ＜

０．０５ｖｓＳｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｔ１２ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ；▲Ｐ＜

０．０５ｖｓＭＩｇｒｏｕｐａｔ２４ｈａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ．ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　本研究主要发现：心肌中存在Ｄｏｃｋ１蛋白表达；

且梗死后１２周时，非梗死区心肌Ｄｏｃｋ１蛋白表达增

加，心室腔明显扩大，心室质量增加，射血分数下降，

心肌细胞肥大，胶原含量增加，心肌纤维化，提示存

在心脏重塑及心力衰竭。

　　研究显示整合素是细胞膜上负责双向传递细胞

信号的分子。它能把细胞外的机械张力信号转化为

细胞内的生化信号，反之亦然［６］。研究显示心梗后

非梗死区心肌整合素亚基表达增加［７］；而基因敲除

整合素信号通路的整合素β１亚基、ＩＬＫ、ＦＡＫ（ｆｏｃａｌ

ａｄｈｅｓｉｏｎｋｉｎａｓｅ）等组分后可加速压力负荷诱导的

心脏重塑及扩张型心肌病的发生、发展，使心肌细胞

凋亡增加，生存力降低［１，３，８１０］。而过表达ＩＬＫ可抑

制心肌细胞凋亡，促进心肌细胞增殖、存活［１１］，可减

缓心梗后心脏的重塑，改善心脏功能［４］。提示整合

素信号通路的整合素β１亚基、ＩＬＫ、ＦＡＫ等组分具

有抑制心肌细胞凋亡，促进心肌细胞生存力的作用；

可减缓心梗后心脏的重塑。

　　Ｄｏｃｋ１亦是整合素信号通路的组分之一，研究

发现它能与该信号通路的接头蛋白Ｃｒｋ（ＣＴ１０ｒｅｇ

ｕｌａｔｏｒｏｆｋｉｎａｓｅ）的ＳＨ３结构域结合，形成Ｄｏｃｋ１

Ｃｒｋｐ１３０Ｃａｓ（Ｃｒｋａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｕｂｓｔｒａｔｅ）复合体，激
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活 ＲａｃＧＴＰ酶，与细胞的伸展、迁移、细胞骨架调节

等有关［１２１４］。敲除Ｄｏｃｋ１可影响肌纤维的发育，导

致骨 骼 肌 量 明 显 减 少［１５］和 心 血 管 发 育 严 重

障碍［１６］。　　　　

　　本研究发现Ｄｏｃｋ１在成年大鼠心肌中存在表

达。梗死后非梗死区心肌Ｄｏｃｋ１蛋白表达增加，该

结果与文献报道相似［７］，推测其与心梗后心脏重塑、

心肌纤维化、缺血性心肌病和心力衰竭等引起的心

脏腔室内张力增加及整合素信号通路激活有关。另

外，亦提示Ｄｏｃｋ１参与了心梗后心脏重塑、心肌纤维

化、缺血性心肌病和心力衰竭的发生、发展，但其机

制仍然有待进一步阐明。
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