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［摘要］ 目的　探讨抑制钙离子 / 钙调素依赖性蛋白激酶Ⅱ（CaMK Ⅱ）调控压力负荷心力衰竭小鼠心肌细胞

肥大和凋亡的作用及机制。方法　取 6～8 周雄性C57BL/6 小鼠 24 只，随机分为 4 组：假手术组、假手术＋KN-93 组、

主动脉缩窄术（TAC）组、TAC＋KN-93 组，每组 6 只。称各组小鼠体重和心脏质量，计算心脏质量指数（HWI）；

通过超声心动图评价小鼠心脏结构和功能；WGA、Masson 及 TUNEL 染色分别检测小鼠心肌细胞横截面积、纤维化

程度和凋亡水平；qRT-PCR 检测心房钠尿肽（ANP） mRNA 表达，蛋白质印迹法检测 ANP、脑钠肽（BNP）、β 肌

球蛋白重链（β-MHC）、活化的 Caspase 3、活化的 Caspase 9、Bcl-2、B 淋巴细胞瘤 2 相关 X 蛋白（Bax）、磷酸化

CaMK Ⅱ（p-CaMK Ⅱ）和沉默调节蛋白 3（Sirt3）的表达。结果　与假手术组相比，TAC 组小鼠 HWI、左心室舒

张末期直径（LVEDD）、左心室收缩末期直径（LVESD）均增加（P 均＜0.05），左心室射血分数（LVEF）和左心

室短轴缩短率（LVFS）均降低（P 均＜0.05）；心肌细胞横截面积增大（P＜0.05），心肌组织 ANP mRNA 和蛋白

及 BNP、β-MHC 蛋白表达均增加（P 均＜0.05），心肌纤维化和心肌细胞凋亡均增加（P 均＜0.05），心肌组织凋亡

蛋白活化的 Caspase 3、活化的 Caspase 9 和 Bax 相对表达量均增加（P 均＜0.05），抗凋亡蛋白 Bcl-2 相对表达量降

低（P＜0.05），p-CaMK Ⅱ /CaMK Ⅱ比值下降（P＜0.05），Sirt3 相对表达量增加（P＜0.05）。而给予 CaMK Ⅱ

抑制剂 KN-93 后，TAC＋KN-93 组小鼠上述指标均被逆转，与 TAC 组相比差异均有统计学意义（P 均＜0.05）。 

结论　抑制 CaMK Ⅱ能够减轻压力负荷心力衰竭小鼠的心功能不全，抑制心肌细胞肥大及凋亡，且其作用机制与

Sirt3 有关。
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［Abstract］　Objective　To elucidate the role and mechanisms of inhibiting Ca2＋/calmodulin-dependent protein kinase 
Ⅱ (CaMKⅡ) in cardiac hypertrophy and apoptosis in pressure overload-induced heart failure mice. Methods　Twenty-four 
 male C57BL/6 mice aged 6-8 weeks were evenly randomized into four groups: sham operation group, sham operation＋
KN-93 group, transverse aortic constriction (TAC) group, and TAC＋KN-93 group. The body and heart weights of mice in 
each group were recorded, and the heart weight index (HWI) was calculated; the geometry and function of mouse heart were 
evaluated by echocardiography; the cross-sectional area, fibrosis degree and apoptosis level of mouse cardiomyocytes were 
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detected by triticum vulgaris lectin (WGA), Masson’s trichrome and TUNEL staining, respectively. The mRNA expression 
of atrial natriuretic peptide (ANP) was determined by qRT-PCR; Western blotting was used to detect the protein expression 
of ANP, brain natriuretic peptide (BNP), β-myosin heavy chain (β-MHC), cleaved Caspase 3, cleaved Caspase 9, B-cell 
lymphoma-2 (Bcl-2), B-cell lymphoma-2-related X protein (Bax), phosphorylated-Ca2＋/calmodulin-dependent protein 
kinase Ⅱ (p-CaMKⅡ) and sirtuin3 (Sirt3). Results　The HWI, left ventricular end-systolic diameter (LVESD) and left 
ventricular end-diastolic diameter (LVEDD) were higher (all P＜0.05), while the left ventricular ejection fraction (LVEF) 
and left ventricular fraction shortening (LVFS) were lower in TAC group compared with those in the sham group (both  
P＜0.05). The cardiomyocyte cross-sectional area, the ANP mRNA level and the protein expressions of ANP, BNP, and β-MHC, 
and the myocardial fibrosis and cardiac apoptosis were significantly increased in TAC group compared with the sham group 
(all P＜0.05). TAC group also had significantly increased protein expression of apoptosis-related proteins (cleaved Caspase 3,  
cleaved Caspase 9 and Bax) and decreased anti-apoptosis protein Bcl-2 compared with the sham group (all P＜0.05); 
moreover, the ratio of p-CaMKⅡ/CaMKⅡ was decreased and the expression of Sirt3 was significantly increased in TAC 
group (both P＜0.05). However, the above indexes were significantly reversed in TAC＋KN-93 group compared with those 
in TAC group after the administration of KN-93, a CaMKⅡ inhibitor (all P＜0.05). Conclusion　Inhibition of CaMKⅡ can 
alleviate cardiac dysfunction and inhibit cardiac hypertrophy and apoptosis in pressure overload-induced heart failure mice by 
regulating Sirt3.

［Key words］　heart failure; transverse aortic constriction; pressure overload; cardiac hypertrophy; calcium-calmodulin-
dependent protein kinase type 2; sirtuin 3

［Acad J Sec Mil Med Univ, 2020, 41(12): 1314-1321］

心力衰竭因缺少有效的防治措施导致其发病

率和死亡率不断上升，已成为全球健康防治领域的

重要难题。研究发现，随病程延长，心力衰竭患者

病情加重，健存的心肌细胞数目也越来越少，提示

心肌细胞凋亡是心脏衰老的基础［1-3］。心肌细胞的

凋亡启动了代偿性结构重构，包括心肌细胞肥大、

心脏成纤维细胞增殖，进一步发展则导致病理性

重构，引发心肌肥厚、心肌僵硬度增加和心脏顺

应性下降，最终造成心脏舒张功能不全，发展为心

力衰竭［4］。但目前对于心力衰竭的发病机制尚不

清楚。钙离子 / 钙调素依赖性蛋白激酶Ⅱ（Ca2＋/
calmodulin-dependent protein kinase Ⅱ，CaMK Ⅱ）

是一种多功能的丝氨酸 -苏氨酸蛋白激酶，它可以

通过自身磷酸化并磷酸化其底物造成级联效应［5］。

研究显示，CaMK Ⅱ能促进心肌肥大并引起心脏功

能异常［6］，但抑制 CaMK Ⅱ是否能够抑制压力负

荷引起的病理性心肌细胞肥大及凋亡仍不清楚，其

相关下游机制仍需进一步探索。本研究旨在探讨抑

制 CaMK Ⅱ调控压力负荷心力衰竭小鼠心肌细胞

肥大和凋亡的作用及机制。

1　材料和方法

1.1　实验动物与试剂 6～8 周龄雄性 C57BL/6 小

鼠 24 只，北京百奥赛图基因生物技术有限公司，

实验动物生产许可证号：SCXK（京）2015-0008。
异氟醚，河北一品制药有限公司；CaMK Ⅱ抑制剂

KN-93，美国 Selleck Chemicals 公司；心房钠尿肽

（atrial natriuretic peptide，ANP）、 脑 钠 肽（brain 
natriuretic peptide，BNP）、β肌球蛋白重链（β-myosin 
heavy chain，β-MHC）、活化的 Caspase 3、活化的

Caspase 9、Bcl-2、B淋巴细胞瘤 2相关X蛋白（B-cell 
lymphoma-2-related X protein，Bax） 一 抗，美 国 
Cell signaling 公司；沉默调节蛋白 3（sirtuin 3，
Sirt3），英 国 Abcam 公 司； 磷 酸 化 钙 离 子 / 钙
调 素 依 赖 性 蛋 白 激 酶 Ⅱ（phosphorylated-Ca2＋/
calmodulin-dependent protein kinaseⅡ，p-CaMKⅡ）、

GAPDH 一抗和 cDNA 合成试剂盒、SYBR Green 
qPCR Master Mix 试 剂 盒， 美 国 Thermo Fisher 
Scientific 公 司； 麦 胚 凝 集 素（triticum vulgaris 
lectin，WGA），美国 Sigma 公司；TUNEL 染色试

剂盒，美国 Roche 公司；Vevo2100 型高分辨率小

动物超声系统，加拿大 VisualSonics 公司；Masson
染色试剂盒，南京建成生物工程研究所有限公司；

抗生素，西安顶尖生物有限公司。

1.2　方法

1.2.1　模型建立及实验分组 小鼠术前胸部脱

毛并禁食 12 h，然后经 2% 异氟醚吸入麻醉，参

照文献［7］进行主动脉缩窄术（transverse aortic 
constriction，TAC）。根据实验目的将小鼠分为 
4 组：假手术组、假手术＋KN-93 组、TAC 组、

TAC＋KN-93 组，每组 6 只。假手术组除分离小鼠

主动脉弓但不结扎外，其他处理与 TAC 组相同。
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手术后连续肌内注射抗生素 3 d。KN-93 给药方式：

术前 3 d 予小鼠腹腔注射 KN-93 5 mg/kg，每天注

射 1 次，连续注射至术后 21 d。
1.2.2　心脏质量指数（heart weight index，HWI）
测定　称小鼠体重，经 2% 异氟醚吸入麻醉后仰卧

固定，摘取心脏，放入预冷的 PBS 中洗涤，滤纸吸

干 PBS 后称心脏质量并计算 HWI，HWI＝心脏质

量（mg）/ 体重（g）。

1.2.3　超声心动图检测小鼠心脏结构变化　小鼠

胸部脱毛，经高分辨率小动物超声系统评价小鼠

心脏结构和功能。通过 M 模式测定 5 个心动周期

左心室舒张末期直径（left ventricular end-diastolic 
diameter，LVEDD）、左心室收缩末期直径（left 
ventricular end-systolic diameter，LVESD）评价心

脏结构。通过计算左心室射血分数（left ventricular 
ejection fraction，LVEF） 和 左 心 室 短 轴 缩 短 率

（left ventricular fraction shortening，LVFS） 评 价

收缩功能。LVEF（%）＝（LVEDD3－LVESD3）/ 
LVEDD 3×100%，LVFS（%）＝（LVEDD－

LVESD）/LVEDD×100%。

1.2.4　WGA、Masson 及 TUNEL 染色检测小鼠心肌

组织变化　取小鼠新鲜心肌组织置于 4% 多聚甲醛

溶液固定 48 h，进行石蜡包埋及切片。切片脱蜡后

使用双蒸水洗涤 5 min，PBS洗涤 3 次，每次 2 min，
然后分别进行WGA、Masson及TUNEL染色。

WGA 染色：20 µg/mL 蛋白酶 K 孵育 0.5 h，
PBS 多次洗涤；20 µg/mL WGA 于 37 ℃ 避光孵

育 1 h。PBS 再次充分漂洗 3 次。用倒置荧光显微

镜观察、拍照，用 ImageJ 软件测量心肌细胞横截 
面积。

Masson 染色：严格按照 Masson 染色试剂盒说

明书进行染色，用倒置荧光显微镜观察、拍照，用

ImageJ 软件测量 Masson 染色心肌纤维化面积。

TUNEL染色：20 µg/mL蛋白酶K孵育 30 min， 
PBS 多次洗涤；参照 TUNEL 染色试剂盒说明书加

入 TUNEL 染色液，室温避光孵育 2 h，PBS 多次洗

涤；DAPI 1 µg/mL室温避光孵育 15 min，PBS漂洗。

用倒置荧光显微镜观察、拍照，用 ImageJ 软件进

行 TUNEL 染色图片分析。

1.2.5　qRT-PCR 检 测 小 鼠 心 肌 组 织 ANP mRNA 
表达 取各组小鼠心肌组织 10 mg，用 TRIzol 法
提取总 RNA，以总体积 20 μL、RNA 500 ng 的反

应体系进行反转录，合成 cDNA。然后利用 SYBR 
Green qPCR Master Mix 试剂盒进行 qRT-PCR。引

物序列：ANP 上游引物 5′-GATAACAGCCAGGGA 

GGACAA-3′，下游引物 5′-CTGCAGCTTAGATGG 
GATGA-3′；GAPDH 上游引物 5′-TGTGTCCGTCG 
TGGATCTGA-3′，下游引物 5′-TTGCTGTTGAAGT 
CGCAGGAG-3′。以 GAPDH 为内参照，通过 2－ΔΔCt

法计算 ANP mRNA 相对表达量。

1.2.6　蛋白质印迹法检测小鼠心肌组织蛋白 
表达　称取 100 mg 小鼠心肌组织，加入 RIPA 裂

解液（强）0.3 mL 提取总蛋白。以每孔道 25 μg
蛋白上样进行电泳，转膜后用 50 g/L 脱脂奶粉溶

液封闭 2 h。一抗 4 ℃ 孵育过夜，TBST 漂洗；二

抗室温孵育 90 min，TBST 漂洗；ECL 化学发光显

色。以 GAPDH 为内参照，计算各目的蛋白相对表 
达量。

1.3　统计学处理　应用 SPSS 18.0 软件进行统计学

分析。所有实验至少重复 3 次。数据以 x±s 表示，

多组间比较采用单因素方差分析，若差异有统计学

意义则使用最小显著性差异法进行两两比较。检验

水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　各组小鼠心脏结构与功能　假手术组、假手

术＋KN-93 组、TAC 组、TAC＋KN-93 组 小 鼠 体

重差异无统计学意义（F＝1.834，P＝0.181 5）。

与假手术组相比，TAC 组小鼠 HWI、LVEDD 和

LVESD 均增加（t＝－5.156、－15.385、－19.646， 
P 均＜0.05），LVEF 与 LVFS 均降低（t＝18.102、
16.207，P 均＜0.05）。给予CaMK Ⅱ抑制剂KN-93 
处理后，与TAC 组相比，TAC＋KN-93 组小鼠HWI、 
LVEDD、LVESD均降低（t＝3.081、8.339、11.825，
P 均＜0.05），LVEF、LVFS 均升高（t＝－10.898、 
－11.702，P 均＜0.05）。见图 1。
2.2　各组小鼠心肌细胞横截面积　WGA 染色结果

显示，与假手术组相比，TAC 组小鼠心肌细胞横截

面积增大（t＝－22.826，P＜0.05）；给予 KN-93
抑制 CaMK Ⅱ后，TAC＋KN-93 组小鼠心肌细胞

横截面积较 TAC 组减小（t＝12.428，P＜0.05）。 
见图 2。
2.3　各组小鼠心肌纤维化程度　Masson 染色结果

显示，假手术组小鼠心肌纤维呈红色，TAC 组小

鼠心肌纤维间可见蓝染的胶原纤维，提示 TAC 组

小鼠发生心肌纤维化，纤维化程度与假手术组相

比差异有统计学意义（t＝－22.618，P＜0.05）；

而给予 KN-93 抑制 CaMK Ⅱ后，TAC＋KN-93 组

小鼠心肌纤维化程度较 TAC 组降低（t＝17.685， 
P＜0.05）。见图 3。
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图 3　Masson 染色检测各组小鼠心肌纤维化程度

Fig 3　Fibrosis of mouse myocardial in each group 

detected by Masson staining
KN-93 is an inhibitor of CaMK Ⅱ . TAC: Transverse aortic 

constriction; CaMK Ⅱ: Ca2＋/calmodulin-dependent protein 

kinase Ⅱ . Scale bar＝50 μm. *P＜0.05 vs sham group;  
△P＜0.05 vs TAC group. n＝6, x±s

图 1　各组小鼠心脏结构与功能

Fig 1　Cardiac geometry and function of mice in each group
KN-93 is an inhibitor of CaMKⅡ. TAC: Transverse aortic constriction; HWI: Heart weight index; LVEDD: Left ventricular end-diastolic 

diameter; LVESD: Left ventricular end-systolic diameter; LVEF: Left ventricular ejection fraction; LVFS: Left ventricular fraction 

shortening; CaMKⅡ: Ca2＋/calmodulin-dependent protein kinase Ⅱ. *P＜0.05 vs sham group; △P＜0.05 vs TAC group. n＝6, x±s 

图 2　WGA 染色检测各组小鼠心肌细胞横截面积

Fig 2　Cross-sectional area of mouse cardiomyocytes in 

each group detected by WGA staining
KN-93 is an inhibitor of CaMKⅡ. WGA: Triticum vulgaris 

lectin; TAC: Transverse aortic constriction; CaMKⅡ: Ca2＋/ 

calmodulin-dependent protein kinase Ⅱ. Scale bar＝50 μm.  
*P＜0.05 vs sham group; △P＜0.05 vs TAC group. n＝6, x±s
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2.4　 各 组 小 鼠 心 肌 组 织 ANP、BNP 及 β-MHC 
表达　qRT-RCR 和蛋白质印迹法检测结果显示，与

假手术组相比，TAC 组小鼠心肌组织 ANP mRNA
及蛋白表达均增加（t＝－23.448、－19.161，P 均＜ 

0.05）； 给 予 KN-93 抑 制 CaMK Ⅱ 后，TAC＋
KN-93 组 ANP mRNA 及蛋白表达均较 TAC 组下

降（t＝12.786、15.422，P 均＜0.05）。与 ANP 蛋

白表达相似，TAC 组小鼠心肌组织 BNP 和 β-MHC
蛋 白 表 达 均 较 假 手 术 组 增 加（t＝－23.975、 
－16.417，P 均＜0.05）； 而 TAC＋KN-93 组 BNP
和 β-MHC 蛋白表达均较 TAC 组下降（t＝15.182，
8.154，P 均＜0.05）。见图 4。

图 4　各组小鼠心肌组织中 ANP、BNP 及 β-MHC 表达

Fig 4　Expression of ANP, BNP and β-MHC in myocardial tissues of mice in each group
A: qRT-PCR detecting the mRNA expression of ANP; B-D: Western blotting detecting the protein expressions of ANP (B), BNP (C) and β-MHC 

(D). KN-93 is an inhibitor of CaMKⅡ. ANP: Atrial natriuretic peptide; BNP: Brain natriuretic peptide; β-MHC: β-myosin heavy chain; 

GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; TAC: Transverse aortic constriction; CaMKⅡ: Ca2＋/calmodulin-dependent protein 

kinase Ⅱ; qRT-PCR: Quantitative real-time polymerase chain reaction. *P＜0.05 vs sham group; △P＜0.05 vs TAC group. n＝6, x±s

2.5　各组小鼠心肌细胞凋亡情况　TUNEL 染色结

果显示，假手术组小鼠心肌组织未见黄色荧光细胞

核，而 TAC 组可见部分黄色荧光细胞核，心肌细胞

凋亡指数高于假手术组，差异有统计学意义（t＝ 

－23.412，P＜0.05）；给予KN-93 抑制CaMK Ⅱ后，

TAC＋KN-93 组仅有极少数黄色荧光细胞核，心肌

细胞凋亡指数较 TAC 组降低，差异有统计学意义 
（t＝18.263，P＜0.05）。见图 5。
2.6　各组小鼠心肌组织凋亡相关蛋白表达 蛋白

质印迹法检测结果显示，与假手术组相比，TAC
组小鼠心肌组织中凋亡蛋白活化的 Caspase 3、
活化的 Caspase 9 和 Bax 相对表达量均增加（t＝ 
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图 6　蛋白质印迹法检测各组小鼠心肌组织凋亡相关蛋白表达

Fig 6　Apoptosis-related protein expression in mouse myocardial tissues in each group detected by Western blotting
KN-93 is an inhibitor of CaMKⅡ. TAC: Transverse aortic constriction; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase;  

Bcl-2: B-cell lymphoma-2; Bax: B-cell lymphoma-2-related X protein; CaMKⅡ: Ca2＋/calmodulin-dependent protein kinase Ⅱ.  
*P＜0.05 vs sham group; △P＜0.05 vs TAC group. n＝6, x±s

图 5　TUNEL 染色检测各组小鼠心肌细胞凋亡情况

Fig 5　Apoptosis of mouse cardiomyocytes in each group detected by TUNEL staining
KN-93 is an inhibitor of CaMK Ⅱ . TUNEL: Terminal dexynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling;  

DAPI: 4,6-diamino-2-phenylindole; TAC: Transverse aortic constriction; CaMK Ⅱ: Ca2＋/calmodulin-dependent protein kinase Ⅱ. 

Scale bar＝50 μm. *P＜0.05 vs sham group; △P＜0.05 vs TAC group. n＝6, x±s
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－22.658、－11.717、－18.098，P 均＜0.05），

抗凋亡蛋白 Bcl-2 相对表达量降低（t＝14.148， 
P＜0.05）。给予 KN-93 抑制 CaMK Ⅱ后，TAC＋ 

KN-93 组活化的 Caspase 3、活化的 Caspase 9 和

2.7　各组小鼠心肌组织p-CaMKⅡ和Sirt3表达 蛋白 

质印迹法检测结果显示，与假手术组相比，给

予 KN-93 抑 制 CaMK Ⅱ 后， 假 手 术＋KN-93 组

小 鼠 心 肌 组 织 p-CaMK Ⅱ /CaMK Ⅱ 比 值 下 降 
（t＝2.633，P＜0.05），Sirt3 相 对 表 达 量 增 加 
（t＝－29.413，P＜0.05）。TAC 组小鼠心肌组织 

Bax 相 对 表 达 量 均 较 TAC 组 降 低（t＝18.442、 
9.586、12.723，P 均＜0.05），Bcl-2 相对表达量较

TAC 组增加（t＝－6.426，P＜0.05）。见图 6。

p-CaMK Ⅱ /CaMK Ⅱ比值与假手术组相比升高 
（t＝－22.679，P＜0.05），Sirt3 相对表达量与假手

术组相比减少（t＝12.643，P＜0.05）。然而 TAC＋
KN-93 组小鼠心肌组织 p-CaMK Ⅱ /CaMK Ⅱ比值较

TAC 组下降（t＝26.083，P＜0.05），Sirt3 相对表

达量增加（t＝－34.384，P＜0.05）。见图 7。

第 12 期．葛广全，等．钙离子/钙调素依赖性蛋白激酶Ⅱ调控压力负荷心力衰竭小鼠心肌细胞肥大和凋亡的作用及机制

26

20

Bcl-2

Bax

1.5

1.0

0.5

    0

*

△

Sham Sham＋KN-93

TAC TAC＋KN-93

Mr (×103)

37GAPDH

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

    0

*

△

Sham

Sham＋KN-93 TAC

TAC＋KN-93

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 
of

 c
le

av
ed

 C
as

pa
se

 9
 p

ro
te

in3

2

1

0

*

△

Sham

17

37

37

Sham＋KN-93

TAC TAC＋KN-93

Cleaved Caspase 3

Cleaved Caspase 9

GAPDH

Mr (×103)

Sham

Sham＋KN-93 TAC

TAC＋KN-93

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 
of

 c
le

av
ed

 C
as

pa
se

 3
 p

ro
te

in

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 
of

 B
ax

 p
ro

te
in

Sham

Sham＋KN-93 TAC

TAC＋KN-93

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

*

△

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

of
 B

cl
-2

 p
ro

te
in

Sham

Sham＋KN-93 TAC

TAC＋KN-93



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　   2020 年 12 月，第 41 卷· 1320 ·

3　讨　论 

2010 年 WHO 流行病学调查显示，当前全球

心力衰竭患者数量逐年增加，已超过 2 250 万例以 
上［8］。高血压、肥胖、糖尿病及吸烟等因素均能

促进心肌缺血、病理性重构，从而导致心脏收缩功

能障碍、心肌肥厚及心室重构，最终发展为心力衰

竭。心力衰竭的诊断和治疗水平不断提高，但心力

衰竭 5 年死亡率仍高达 45%［9］。因此阐明心力衰

竭的发病机制并寻找改善心力衰竭患者心脏功能方

法是亟待解决的问题。

CaMK Ⅱ是介导病理性心肌重构的重要分子，

在心肌细胞中通过使其底物广泛磷酸化而引起心

肌肥大，最终导致心力衰竭及心律失常［5,10］。Hoch 
等［11］研究发现，CaMK Ⅱ在心力衰竭患者左心室心

肌组织中的表达增加。2003 年一项发表在 Circ Res
的研究显示，CaMK Ⅱ表达和活性的升高与心力

衰竭转化有关［12］。CaMK Ⅱ在心肌肥厚小鼠模型

心肌组织中表达上调，CaMK Ⅱ基因敲除可减轻血

管紧张素Ⅱ诱导的心肌肥厚，还可抑制心肌细胞凋 
亡［13-14］。以上结果提示，CaMK Ⅱ可能是一个潜在

的心力衰竭治疗靶点。但能否通过抑制 CaMK Ⅱ

改善压力负荷引起的病理性心肌细胞肥大与损伤，

及相关分子信号通路改变仍需进一步研究。

本实验采用 TAC 建立压力负荷小鼠心力衰竭

模型，并在 TAC 术后 3 周利用超声心动图评价小

鼠心脏结构及功能。结果显示，TAC 组小鼠出现

心脏肥厚，左心室扩大，LVEF 下降，提示压力负

荷致小鼠心力衰竭。本研究还观察到 TAC 组小鼠

心肌细胞肥大，部分心肌组织发生了纤维化改变，

并且心肌细胞凋亡增加，凋亡蛋白表达增加，抗凋

亡蛋白表达减少，p-CaMK Ⅱ /CaMK Ⅱ比值上升。

但给予 CaMK Ⅱ抑制剂 KN-93 后，上述改变均被

逆转。表明抑制 CaMK Ⅱ能改善小鼠心力衰竭模

型心肌细胞凋亡与肥大。

Sirt3 是沉默调节蛋白家族成员之一，是一种位

于线粒体的应激反应性脱乙酰酶，在心、肝、脑、

肾等高代谢器官表达丰富，主要调控细胞代谢、凋

亡和生长等［15］。研究表明，Sirt3 能够通过调节线

粒体相关蛋白质参与代谢、氧化应激，抑制心肌肥

大、抵抗应激介导的细胞死亡，从而改善心力衰竭

相关心功能不全［16］。研究发现，Sirt3 与冠状动脉

粥样硬化、心肌肥厚和心肌梗死等心血管疾病的发

生、发展有关，其在心力衰竭和糖尿病心肌病患者

血液中的表达低于正常患者［17-18］。本研究结果也

证实了这一观点，TAC 组小鼠心肌组织中 Sirt3 表

达较假手术组降低，提示心脏 Sirt3 表达下调参与

了心力衰竭的发生、发展。此外，Ren 等［19］研究发

现，在神经元中线粒体Ca2＋超载调节Sirt3的表达。

CaMK Ⅱ作为细胞内 Ca2＋感受器反馈调节 Ca2＋浓

度，在心脏受损后，激活的 CaMK Ⅱ通过促进线粒

体发生 Ca2＋泄漏而触发心肌细胞肥大与凋亡［20］。

但在心肌细胞中 CaMK Ⅱ能否调控 Sirt3 的表达，

以及心力衰竭小鼠激活的 CaMK Ⅱ与 Sirt3 上调是

否存在相关性，还需进一步研究。本研究通过蛋白

质印迹法检测发现，使用 KN-93 抑制 CaMK Ⅱ后

小鼠心肌细胞 Sirt3 表达上调，小鼠心功能改善，提

示抑制 CaMK Ⅱ可通过促进 Sirt3 表达减轻压力负

荷心力衰竭小鼠的心肌细胞肥大及凋亡，从而改善

心功能。

图 7　蛋白质印迹法检测各组小鼠心肌组织中 p-CaMK Ⅱ和 Sirt3 表达

Fig 7　Expression of p-CaMK Ⅱ and Sirt3 in mouse myocardial tissues in each group detected by Western blotting
KN-93 is an inhibitor of CaMKⅡ. p-CaMKⅡ: Phosphorylated-Ca2＋/calmodulin dependent protein kinase Ⅱ; Sirt3: Sirtuin 3;  

TAC: Transverse aortic constriction; CaMKⅡ: Ca2＋/calmodulin-dependent protein kinase Ⅱ; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase. *P＜0.05 vs sham group; △P＜0.05 vs TAC group. n＝6, x±s
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总之，压力负荷诱导的心力衰竭小鼠心肌细

胞肥大及凋亡伴随 CaMK Ⅱ激活和 Sirt3 表达降

低。抑制 CaMK Ⅱ激活能通过上调 Sirt3 表达，降

低 ANP、BNP 和 β-MHC 蛋白表达，抑制凋亡蛋白

Bax、活化的 Caspase 3 和活化的 Caspase 9 表达，

促进抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达，从而介导心肌细胞肥

大与凋亡，减轻压力负荷诱导的心力衰竭小鼠的心

功能不全。这为心力衰竭的防治提供了新的靶点和

治疗策略。但本研究未深入探讨 Sirt3 与下游信号

通路的关系，并且 CaMK Ⅱ /Sirt3 信号通路在心力

衰竭小鼠心肌组织中的作用机制仍需体外实验进一

步研究。
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