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载有人心肌细胞钠离子通道及犘犚犓犃犌２基因的犎犈犓２９３犜细胞模型的

建立

王　君
１，２，郑　兴
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１．第二军医大学长海医院心内科，上海２００４３３

２．大连市第五人民医院心内科，大连１１６０００

　　［摘要］　目的　尝试建立类似ＰＲＫＡＧ２心脏综合征钠离子通道功能的 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞模型，为探讨ＰＲＫＡＧ２心脏综

合征心律失常机制奠定基础。方法　分别构建人犘犚犓犃犌２基因质粒载体和犛犆犖５犃基因质粒载体，共转人胚肾细胞（ＨＥＫ

２９３Ｔ）；应用免疫荧光法、ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ、蛋白质印迹法检测 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞转染结果及基因表达情况。结果　转染４８ｈ后，

ＨＥＫ２９３Ｔ细胞在细胞免疫荧光显微镜下可见红色荧光和绿色荧光。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及蛋白印迹结果证实：单独转染ＳＣＮ５Ａ

组、ＳＣＮ５Ａ＋ＰＲＫＡＧ２组、ＳＣＮ５Ａ＋Ｇ１００Ｓ组、ＳＣＮ５Ａ＋Ｒ３０２Ｑ组ＳＣＮ５Ａ基因及蛋白均有表达，而在空白对照组无表达，差

异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＳＣＮ５Ａ＋ＰＲＫＡＧ２组ＰＲＫＡＧ２基因及蛋白高表达，而空白对照组、ＳＣＮ５Ａ组、ＳＣＮ５Ａ＋Ｒ３０２Ｑ

组、ＳＣＮ５Ａ＋Ｇ１００Ｓ组表达量较低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　成功建立类似ＰＲＫＡＧ２心脏综合征钠离子通道

的 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞模型，为后续研究奠定了基础。
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　　ＰＲＫＡＧ２心脏综合征是由于编码单磷酸腺苷

激活蛋白激酶（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）γ２亚基的犘犚犓犃犌２基因发

生点突变而导致的罕见常染色体显性遗传性心脏

病，主要表现为家族性心肌肥厚、心室预激和心肌糖

原沉积［１２］。与预激综合征等不同，ＰＲＫＡＧ２心脏综

合征所致心室预激等心律失常的发病机制尚不清

楚，值得深入探讨。因此，本研究拟建立载有人心肌
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细胞钠离子通道及ＡＭＰＫγ２亚基的ＨＥＫ２９３Ｔ细

胞模型，为进一步研究ＰＲＫＡＧ２心脏综合征心律失

常发病机制奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　质粒 ｐＣＤＨＧＦＰ、质粒

ｐ３×ＦＬＡＧＣＭＶ７．１、犘犚犓犃犌２基因、ＨＥＫ２９３Ｔ

细胞由本实验室保存，转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ
ＴＭ

２０００购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，人心肌细胞钠离子

通道（犛犆犖５犃）基因由华大基因合成，其他试剂购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、ＴａＫａＲａ公司、ＢｉｏｔｅｋｅＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、国

药集团、碧云天生物工程有限公司、上海国药等

公司。

１．２　质粒载体的构建及转染　通过ＰＣＲ技术扩增

目的基因，后将载体与目的基因通过酶切反应及连

接反应构建质粒载体，构建ＳＣＮ５Ａ过表达载体ｐＣ

ＤＨＧＦＰＳＣＮ５Ａ 及 ＰＲＫＡＧ２过表达载体 ｐ３×

ＦＬＡＧＣＭＶ７．１ＰＲＫＡＧ２，应用突变试剂盒在载体

ｐ３×ＦＬＡＧＣＭＶ７．１ＰＲＫＡＧ２基础上构建Ｒ３０２Ｑ

突变体及 Ｇ１００Ｓ突变体载体。按每孔２×１０５ 个

ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，质粒（μｇ）∶Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ
ＴＭ２０００

（μＬ）＝１∶２进行转染，置于细胞培养箱３７℃、５％

ＣＯ２ 条件下培养４８ｈ。在４～６ｈ的时候可以取出

培养板，小心吸去培养基，每孔加１ｍＬ新鲜的含

１０％血清 ＨＤＭＥＭ 培养基，３７℃、５％ＣＯ２ 继续培

养４８ｈ。

１．３　ＨＥＫ２９３Ｔ细胞免疫荧光染色　载体ｐ３×

ＦＬＡＧＣＭＶ７．１ＰＲＫＡＧ２载有 ＧＦＰ绿色荧光标

记蛋白基因，载体ｐＣＤＨＧＦＰＳＣＮ５Ａ载有ＦＬＡＧ

标签蛋白基因，经过细胞免疫荧光染色后，可在荧光

显微镜下看到红色荧光。ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞共转染

４８ｈ后在荧光显微镜下观察细胞荧光情况。

１．４　ＨＥＫ２９３Ｔ细胞ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ验证　共转染

４８ｈ后的 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，提取细胞总ＲＮＡ进行

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ验证。首先提取总 ＲＮＡ，而后合成

ｃＤＮＡ，最后进行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应。

１．５　ＨＥＫ２９３Ｔ细胞 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹验证　共转染

４８ｈ后的 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，提取细胞总蛋白进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹验证。先将各组细胞进行蛋白质抽提

及浓度鉴定，之后进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳、蛋白质转

移、蛋白质显像、免疫检测、化学发光检测。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１４．０统计软件对实验

数据进行分析，所有计量资料均采用珔狓±狊表示，检验

水准（α）＝０．０５。

２　结　果

２．１　转染后 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞荧光检测　结果（图

１）发现：各组在曝光量相同情况下，ＳＣＮ５Ａ（Ｓ）组可

见绿色荧光标记，ＳＣＮ５Ａ＋ＰＲＫＡＧ２野生型组（Ｓ＋

Ｐ）、ＳＣＮ５Ａ＋Ｇ１００Ｓ组（Ｓ＋Ｇ）、ＳＣＮ５Ａ＋Ｒ３０２Ｑ组

（Ｓ＋Ｒ）细胞内均可见绿色和红色荧光标记，表明

犘犚犓犃犌２基因及犛犆犖５犃基因均被转染入细胞内。

图１　转染后犎犈犓２９３犜细胞免疫荧光染色

犉犻犵１　犐犿犿狌狀狅犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳犮狅狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱犎犈犓２９３犜犮犲犾犾狊

Ｓ：ＳＣＮ５Ａ；Ｓ＋Ｐ：ＳＣＮ５Ａ＋ＰＲＫＡＧ２；Ｓ＋Ｇ：ＳＣＮ５Ａ＋Ｇ１００Ｓ；Ｓ＋Ｒ：ＳＣＮ５Ａ＋Ｒ３０２Ｑ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．２　转染后 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 验

证　结果表明：ＳＣＮ５Ａ组、ＳＣＮ５Ａ＋ＰＲＫＡＧ２野生

型组、ＳＣＮ５Ａ＋Ｒ３０２Ｑ 组、ＳＣＮ５Ａ＋Ｇ１００Ｓ 组

犛犆犖５犃基因均表达，而空白对照组未表达（图２Ａ），

差异有统计学意义（犘＜０．０１）；ＳＣＮ５Ａ＋ＰＲＫＡＧ２

野生型组 犘犚犓犃犌２基因高表达，而 ＳＣＮ５Ａ 组、

ＳＣＮ５Ａ＋Ｒ３０２Ｑ组、ＳＣＮ５Ａ＋Ｇ１００Ｓ组表达量较

低（图２Ｂ），差异有统计学意义（犘＜０．０１）。
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图２　转染后犎犈犓２９３犜细胞狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚验证

犉犻犵２　犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚狏犲狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犮狅狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱犎犈犓２９３犜犮犲犾犾狊

Ａ：ＳＣＮ５ＡＲＮＡ；Ｂ：ＰＲＫＡＧ２ＲＮＡ．Ｓ：ＳＣＮ５Ａ；Ｓ＋Ｐ：ＳＣＮ５Ａ＋ＰＲＫＡＧ２；Ｓ＋Ｇ：ＳＣＮ５Ａ＋Ｇ１００Ｓ；Ｓ＋Ｒ：ＳＣＮ５Ａ＋

Ｒ３０２Ｑｇｒｏｕｐ．犘＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；狀＝９，珔狓±狊

２．３　转染后 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞的 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹验

证　结果（图３）表明：与空白对照组相比 Ｎａｖ１．５

蛋白在ＳＣＮ５Ａ组（Ｓ）、ＳＣＮ５Ａ＋ＰＲＫＡＧ２野生型

组（Ｓ＋Ｐ）、ＳＣＮ５Ａ＋Ｒ３０２Ｑ组（Ｓ＋Ｒ）、ＳＣＮ５Ａ＋

Ｇ１００Ｓ组（Ｓ＋Ｇ）均有表达，表达量基本相同，而在

空白对照组无表达，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

与空白对照组相比，ＡＭＰＫＲ２（犘犚犓犃犌２基因编码

蛋白）在Ｓ＋Ｐ组高表达，而在Ｓ组、Ｓ＋Ｒ组、Ｓ＋Ｇ

组表达量较低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

图３　转染后犎犈犓２９３犜细胞的 犠犲狊狋犲狉狀印迹验证

犉犻犵３犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊犳狅狉狏犲狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳

犮狅狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱犎犈犓２９３犜犮犲犾犾狊

Ｓ：ＳＣＮ５Ａ；Ｓ＋Ｐ：ＳＣＮ５Ａ＋ＰＲＫＡＧ２；Ｓ＋Ｇ：ＳＣＮ５Ａ＋

Ｇ１００Ｓ；Ｓ＋Ｒ：ＳＣＮ５Ａ＋Ｒ３０２Ｑ．犘＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ；狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

ＡＭＰＫ是一种丝氨酸／苏氨酸激酶，是由１个

催化亚基（α）和２个调节亚基（β、γ）组成的异源三聚

体复合物。其中α亚单位的 Ｔｈｒ１７２位点是调节

ＡＭＰＫ功能的至关重要的磷酸化位点；β亚基包含

２个保守的区域———中间的糖原结合区和Ｃ末端与

其他两个亚基的结合区；γ亚基包含４个ｃｙｓｔａｔｈｉ

ｏｎｉｎｅβｓｙｎｔｈａｓｅ串联重复序列，组成２个Ｂａｔｅｍａｎ

域，每个 Ｂａｔｅｍａｎ 域能结合１个 ＡＭＰ或 ＡＴＰ。

ＡＭＰＫ的活化主要通过以下３种机制：（１）变构激

活；（２）通过 ＡＭＰＫ的上游激酶（ＡＭＰＫＫｓ）促使α

亚基 Ｔｈｒ１７２的磷酸化；（３）抑制ＰＰＳ的去磷酸化

作用。ＡＭＰＫ是重要的能量调节酶，通过增加产能

和减少耗能来弥补能量不足［１２］。经过研究发现，

ＡＭＰＫ参与了多种心脏病发生和发展，包括心肌肥

厚、心力衰竭、心肌缺血再灌注损伤以及调节心肌细

胞离子通道功能，研究发现调节ＡＭＰＫ活性可使心

脏获益［４６］。因此人们越来越认识到，ＡＭＰＫ对心

脏来说起着至关重要的作用［１，３］，极有可能成为未来

心脏病治疗的新靶点。

心脏的电压门控钠离子通道是位于心肌细胞

的细胞膜跨膜蛋白。钠通道由α亚基及β亚基组

成，其中α亚基———Ｎａｖ１．５（由犛犆犖５犃 基因编码）

由４个结构域（ＤⅠ～ＤⅣ）组成，每个结构域包含６

个跨膜α螺旋片段（Ｓ１～Ｓ６），其中每个结构域的带

正电荷的Ｓ４形成了电压感应器，在细胞膜去极化时
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促使通道激活，Ｓ５、Ｓ６组成了钠离子孔道
［７８］。通过

钠离子孔道进入心肌细胞内的钠离子参与了心肌细

胞０期快速去极化，在心肌细胞电活动的产生及传

导过程中起着核心作用。在生理情况下，钠离子通

道的激活和失活受到严格调控，从而保持心肌的兴

奋性。先天性或获得性钠离子通道功能异常可导致

致命性心律失常的发生，ＰＲＫＡＧ２心脏综合征就是

由于编码ＡＭＰＫγ２亚基（由犘犚犓犃犌２基因编码）

的基因点突变的先天性心脏病。Ｌｉｇｈｔ等
［９］研究发

现ＰＲＫＡＧ２突变体可导致钠通道失活延迟，进而导

致心律失常。２００７年由张静等
［１０］首次发现汉族人

ＰＲＫＡＧ２心脏综合征家系，对该家系进行基因分析

发现了一个新的 犘犚犓犃犌２ 基因突变位点———

Ｇ１００Ｓ，该位点区别于之前发现的所有突变位点，它

位于非 ＣＢＳ区域。通过对犘犚犓犃犌２基因非 ＣＢＳ

区域的Ｇ１００Ｓ突变进行功能研究，可以明确这一新

突变在汉族人ＰＲＫＡＧ２心脏综合征家系心律失常

发病中的作用通路，并加深对ＡＭＰＫγ２亚基非ＣＢＳ

区域的功能认识，对全面阐述ＡＭＰＫγ２亚基在遗传

性心脏病中的作用具有重要价值。

本实验通过将编码人心肌细胞钠离子通道的

犛犆犖５犃基因质粒载体及犘犚犓犃犌２基因质粒载体

共转染 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，建立了犘犚犓犃犌２基因突

变体对心肌细胞钠离子通道影响的研究模型，从而

为研究ＰＲＫＡＧ２Ｇ１００Ｓ突变体对ＰＲＫＡＧ２心脏综

合征心律失常发病机制的影响奠定了基础。
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