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　　［摘要］　目的　研究组蛋白乙酰化转移酶亚型类固醇受体共激活因子１（ＳＲＣ１）在小鼠心脏中的时空表达规律，初步探
讨其与心脏发生发育的关系。方法　取胎龄Ｅ７．５～１８、出生１ｄ和３个月成年小鼠正常心脏，每个时间点选９个标本，采用
免疫组织化学ＳＰ法观察ＳＲＣ１蛋白在不同发育阶段心脏的空间表达；每个时间点选６组标本，利用蛋白质印迹分析技术检测

其在小鼠心脏发育过程中时序性表达变化。结果　免疫组织化学结果显示，ＳＲＣ１蛋白在Ｅ７．５胚胎心脏原基中不表达；
Ｅ８．５～Ｅ９．５心管中微弱表达；Ｅ１０．５后心脏发育各时期，小梁弱表达，心脏其他区域均有较强而广泛表达。蛋白质印迹分析结

果显示，Ｅ１０．５以后的心脏发育阶段，ＳＲＣ１蛋白在Ｅ１０．５较低表达，与Ｅ１１．５、Ｅ１２．５相比表达差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），

与其他发育时间点相比表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；Ｅ１１．５～Ｅ１２．５达到表达高峰，此两个发育时间点相比表达差异无

统计学意义（Ｐ＞０．０５），与其他发育时间点相比表达差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；此后表达下降并持续低表达至成年鼠期，

此阶段表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＳＲＣ１蛋白广泛表达于Ｅ８．５后的发育心脏，并呈时空动态变化，提示其参
与了心脏发育的整体调控，可能与心脏间隔早期的诱导形成关系更为密切。
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第７期．陈国珍，等．组蛋白乙酰化转移酶亚型类固醇受体共激活因子１在发育心脏的时空表达 ·７４５　　 ·

　　心脏发育复杂而精密，涉及相关基因在不同时
间和空间上的顺序表达及众多转录因子和转录辅助

因子的调控［１］。转录辅助因子包括转录激活因子和
转录抑制因子。大部分组蛋白乙酰化转移酶（ｈｉｓ
ｔｏｎｅａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，ＨＡＴｓ）同时也是转录激活
因子，参与了心脏发育的调控，并且研究证实 ＨＡＴｓ
引起的组蛋白乙酰化修饰是心脏发育的关键“调控
环节”［２］。目前，已鉴定的 ＨＡＴｓ有六大类［３］，类固
醇受体共激活因子１（ｓｔｅｒｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ１，

ＳＲＣ１）是其中重要的一个亚型［４］，其在心脏发育过
程中的表达规律及相关功能，尚未见报道。本研究
详细检测了ＳＲＣ１蛋白在发育心脏中的时空表达规
律，为探讨ＳＲＣ１在正常和异常心脏发育过程中的
作用及调控机制奠定基础。

１　材料和方法

１．１　胎龄计算及标本制备　成年健康昆明小鼠，雌
性：６周龄，体质量２８～３２ｇ；雄性：８周龄，体质量

３８～４０ｇ，清洁级，由重庆医科大学实验动物中心提
供［实验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（渝）２００９０００１，使
用许可证号：ＳＹＸＫ（渝）２００９０００５］。按雌雄２１比
例合笼，次晨检查阴栓，以观察到阴栓脱落的最早时
间计为胎龄０．５ｄ，即Ｅ０．５。孕鼠分笼饲养，分别于孕
期７．５～１８ｄ处死孕鼠，每日龄选不同窝别９只胎鼠，

Ｅ７．５～Ｅ９．５全胚固定，Ｅ１０．５～Ｅ１８全心脏固定。取
不同窝别生后１ｄ仔鼠、３个月小鼠各９只，脱颈处死
后立即取全心脏固定。标本于１０％中性甲醛溶液固
定３～４８ｈ，常规石蜡包埋切片，厚７μｍ，用于免疫组
织化学检测。取Ｅ１０．５～Ｅ１８胎鼠心脏、生后１ｄ仔鼠
和成年鼠新鲜心脏，提取核蛋白，用于蛋白质印迹分
析。

１．２　主要试剂及仪器　ＳＲＣ１兔多克隆抗体（Ａｂ
ｃａｍ公司，货号ａｂ２８５９）；ＧＡＰＤＨ 兔多克隆抗体
（Ａｂｃａｍ公司，货号ａｂ９４８５）；ＨＲＰ标记山羊抗兔二
抗（北京中杉金桥生物技术有限公司）；免疫组织化
学试剂盒 （上海晶美生物技术有限公司，货号

ＬＨＫ６１２）；蛋白提取试剂盒（Ａｃｔｉｖｅｍｏｔｉｆ公司，货号

４００１０）；荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ公司）；凝胶自动成像分
析仪（ＢｉｏＲａｄ公司）。

１．３　免疫组织化学染色　参照免疫组织化学ＳＰ法
试剂盒说明书并改良，各步骤间用ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×
３，主要步骤为：３％Ｈ２Ｏ２甲醇室温孵育１０ｍｉｎ；枸
橼酸盐缓冲液微波修复煮沸３次，每次间隔８ｍｉｎ，
室温冷却２０ｍｉｎ；０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温浸泡１０
ｍｉｎ；１０％正常山羊血清室温孵育１０ｍｉｎ；一抗４℃
孵育过夜（ＳＲＣ１，１３００）；生物素化二抗３７℃温育

３０ｍｉｎ；ＨＲＰ标记链霉亲和素３７℃温育３０ｍｉｎ；

ＤＡＢ显色液，镜下控制显色；蒸馏水终止反应，苏木
精复染核，常规脱水透明，封片，光镜下观察摄片。

ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。结果判定：阳性颗粒定
位于细胞核，呈棕黄色，复染阳性表达细胞核为蓝黑
色，复染阴性表达细胞核为淡蓝色。

１．４　蛋白质印迹分析检测ＳＲＣ１蛋白表达　选择
与１．１项相同的时间点，每个时间点采集６组心脏
标本。采集的心脏标本置预冷的 ＰＢＳ中洗涤，去

ＰＢＳ后严格按试剂盒说明书提取心脏组织核蛋白，

－８０℃保存备用。每个样品取２０μｌ蛋白加入５μｌ
上样缓冲液，１００℃一起煮沸５ｍｉｎ，定性ＳＤＳＰＡＧＥ
后移至ＰＶＤＦ膜上，用含５％ 脱脂奶粉的ＴＢＳＴ缓
冲液封闭１ｈ，ＰＶＤＦ膜分别与ＳＲＣ１（１１０００）和
管家基因 ＧＡＰＤＨ（１１０００）抗体孵育４℃过夜，

ＴＢＳＴ漂洗后与ＨＲＰ标记二抗（１５０００）室温下孵
育２ｈ，ＴＢＳＴ漂洗后ＥＣＬ反应２ｍｉｎ，ＢｉｏＲＡＤ图
像分析仪进行图像扫描并用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ分析软件
对扫描结果进行灰度值测定，ＳＲＣ１与ＧＡＰＤＨ灰度
值之比表示ＳＲＣ１蛋白校正后的相对表达量。

１．５　统计学处理　全部数据用珚ｘ±ｓ表示，采用

ＳＡＳ９．０软件进行统计学分析。对蛋白质印迹分析
结果，用重复测量设计资料的方差分析进行各组内
数据比较。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　免疫组织化学染色结果　ＳＲＣ１在Ｅ７．５胚胎心
脏原基中不表达（图１Ａ），在Ｅ８．５～Ｅ９．５的心管中微
弱表达（图１Ｂ、１Ｃ）；Ｅ１０．５后心脏发育各个阶段，小梁
弱表达，心脏其他区域均较强而广泛表达（图１Ｄ～
１Ｊ）；阴性对照切片中无棕黄色颗粒，只有均一的浅黄
色背景染色（图１Ｋ），复染细胞核为淡蓝色（图１Ｌ）。

２．２　蛋白质印迹分析结果　Ｅ１０．５以后的发育阶
段，心脏组织中ＳＲＣ１蛋白表达水平呈现动态变化
（图２）：ＳＲＣ１蛋白在Ｅ１０．５较低表达，与Ｅ１１．５、

Ｅ１２．５相比表达差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），与其
他发育时间点相比，表达差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）；Ｅ１１．５～Ｅ１２．５达到表达高峰，此两个发育时
间点相比，表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），与其
他发育时间点相比，表达差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；此后表达下降并持续低表达至成年鼠期，此
阶段表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

３　讨　论

　　研究心脏发育过程中关键调控因子的时空表达
规律及功能特点对阐明正常和异常心脏形态发生的
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分子机制非常必要。近年来，报道了几种 ＨＡＴｓ亚
型对心脏发育的调控至关重要［５７］。ＳＲＣ１作为

ＨＡＴｓ的一个重要亚型，最初被鉴定为能够提高核
内类固醇激素受体转录活性的辅助因子［８］，参与多
种基因转录调节，后来发现ＳＲＣ１主要通过影响器
官对激素的反应性而调控胚胎发育。缺失ＳＲＣ１蛋
白的小鼠可正常成长生育，但表现出类固醇激素抵

抗［９］。敲除ＳＲＣ１基因的小鼠可顺利出生，并只表
现出明显的甲状腺素抵抗［１０］。２００８年，Ｍｄｄｅｒ
等［１１］还报道ＳＲＣ１基因敲除雌鼠表现出骨骼对雌激
素反应能力的下降。Ｎｉｓｈｉｈａｒａ等［１２］研究发现ＳＲＣ１
对体外培养的神经干细胞向神经细胞转化具有重要

作用。但ＳＲＣ１在心脏发育中的表达及功能研究报
道甚少。

图１　ＳＲＣ１在不同发育阶段心脏的表达

Ｆｉｇ１　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＳＲＣ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇｈｅａｒｔｓ（ＳＰ）

Ａ：ＥｍｂｒｙｏａｔＥ７．５．Ａｒｒｏｗｈｅａｄｉｎｄｉｃａｔｅｓｃａｒｄｉａｃｃｒｅｓｃｅｎｔ，ｓｈｏｗｉｎｇｎｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＣ１；Ｂ：ＥｍｂｒｙｏａｔＥ９．５．□ｉｎｄｉｃａｔｅｓｌｏｏｐｉｎｇｃａｒｄｉａｃ

ｔｕｂｅ（１：ｏｕｔｆｌｏｗｔｒａｃｔ；２：ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ；３：ａｔｒｉｕｍ）；Ｃ：ＣａｒｄｉａｃｔｕｂｅａｔＥ９．５，ｗｅａｋｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＣ１．▲ｉｎｄｉｃａｔｅｍｙｏｃａｒｄｉｕｍａｎｄｅｐｉｃａｒ

ｄｉｕｍ；ａｒｒｏｗｈｅａｄｓｉｎｄｉｃａｔｅｅｎｄｏｃａｒｄｉｕｍｐｒｉｍｏｒｄｉｕｍ；Ｄ：ＥｍｂｒｙｏｈｅａｒｔａｔＥ１０．５，ｗｅａｋｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＣ１ｉｎｔｈｅｔｒａｂｅｃｕｌａｅ（ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙａｒ

ｒｏｗｈｅａｄ），ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｓｔｒｏｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＣ１ｉｎｔｈｅｍｙｏｃａｒｄｉｕｍｏｆｖｅｎｔｒｉｃｌｅ（ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙ▲）ａｎｄｍｕｓｃｕｌａｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｓｅｐｔｕｍｐｒｉｍｏｒｄｉ

ｕｍ（ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙ★）；Ｅ：ＥｍｂｒｙｏｈｅａｒｔａｔＥ１１．５，ｗｅａｋｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＣ１ｉｎｔｈｅｔｒａｂｅｃｕｌａｅ（ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙａｒｒｏｗｈｅａｄｓ），ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｓｔｒｏｎｇｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＣ１ｉｎｍｙｏｃａｒｄｉｕｍｏｆｖｅｎｔｒｉｃｌｅ（ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙ▲）ａｎｄｍｕｓｃｕｌａｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｓｅｐｔｕｍｐｒｉｍｏｒｄｉｕｍ（ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙ★）；Ｆ：Ｅｍｂｒｙｏ

ｈｅａｒｔａｔＥ１２．５，ｗｅａｋｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＣ１ｉｎｔｈｅｔｒａｂｅｃｕｌａｅ（ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙａｒｒｏｗｈｅａｄｓ），ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｓｔｒｏｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＣ１ｉｎｔｈｅｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ

ｏｆｖｅｎｔｒｉｃｌｅ（ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙ▲）ａｎｄｍｕｓｃｕｌａｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｓｅｐｔｕｍ（ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙ★）；Ｇ：ＥｍｂｒｙｏｈｅａｒｔａｔＥ１５．５，ｗｅａｋｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＣ１ｉｎ

ｔｈｅｔｒａｂｅｃｕｌａｅ（ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙａｒｒｏｗｈｅａｄ），ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｓｔｒｏｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＣ１ｉｎｔｈｅｍｙｏｃａｒｄｉｕｍｏｆｖｅｎｔｒｉｃｌｅ（ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙ▲）ａｎｄｍｕｓｃｕｌａｒｉｎ

ｔｅｒｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｓｅｐｔｕｍ（ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙ★）；Ｈ：ＥｍｂｒｙｏｈｅａｒｔａｔＥ１６．５，ｗｅａｋｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＣ１ｉｎｔｈｅｔｒａｂｅｃｕｌａｅ（ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙａｒｒｏｗｈｅａｄ），ｒｅｌａ

ｔｉｖｅｌｙｓｔｒｏｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＣ１ｉｎｍｙｏｃａｒｄｉｕｍｏｆｖｅｎｔｒｉｃｌｅ（ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙ▲）；Ｉ：ＥｍｂｒｙｏｈｅａｒｔａｔＥ１８，ｗｅａｋｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＣ１ｉｎｔｈｅｔｒａｂｅｃｕ

ｌａｅ（ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙａｒｒｏｗｈｅａｄｓ），ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｓｔｒｏｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＣ１ｉｎｍｙｏｃａｒｄｉｕｍｏｆｖｅｎｔｒｉｃｌｅ（ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙ▲）ａｎｄｍｕｓｃｕｌａｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ

ｓｅｐｔｕｍ（ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙ★）；Ｊ：Ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｗａｌｌｏｆａｄｕｌｔｍｏｕｓｅ，ｗｅａｋｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＣ１ｉｎｔｈｅｍｙｏｃａｒｄｉｕｍｏｆｖｅｎｔｒｉｃｌｅ；Ｋ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，

ｕｎｉｆｏｒｍｂｕｆｆｉｎｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ；Ｌ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｒｅｓｔａｉｎｅｄｎｕｃｌｅｕｓｂｙｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ，ｌｉｇｈｔｂｌｕｅｇｒａｎｕｌｏｎｕｃｌｅｕｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×

１００（Ｂ），×２００（Ａ），×４００（ＣＬ）

　　为了阐明ＳＲＣ１对心脏发育的影响，本研究首
先检测了该蛋白在心脏发育过程中的时空表达规

律，发现ＳＲＣ１广泛表达于Ｅ８．５后的心脏，与以往
研究报道一致［１３］。本研究还进一步观察到ＳＲＣ１在

Ｅ８．５～Ｅ９．５心管中微弱表达，Ｅ１０．５后心脏发育各
个阶段，小梁弱表达，心脏其他区域均较强表达。且

ＳＲＣ１蛋白在Ｅ１１．５～Ｅ１２．５出现表达高峰，该时期
是心脏间隔形成早期，这提示其参与了心脏发育整
个过程的调控，可能与心脏间隔早期的诱导形成关
系更为密切。ＳＲＣ１极有可能通过调控心脏特异性
发育基因或调节激素对心脏的反应性而发挥作用，
那么进一步研究其在心脏发育过程中的具体调控功
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能及其在心脏的表达异常对心脏发育的影响，具有
重要的科学意义。

图２　Ｅ１０．５到成年鼠期小鼠发育

心脏组织中ＳＲＣ１蛋白表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＣ１ｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎｍｏｕｓｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｈｅａｒｔｆｒｏｍＥ１０．５ｔｏａｄｕｌｔ
Ｎ１：１ｄｎｅｏｎａｔｅｍｏｕｓｅｈｅａｒｔ；Ａ：Ａｄｕｌｔｍｏｕｓｅｈｅａｒｔ．Ｐ＜０．０５ｖｓ

Ｅ１０．５；△Ｐ＜０．０５ｖｓＥ１３．５；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

　　有研究表明ＳＲＣ１与其他 ＨＡＴｓ亚型ｐ３００、

ＣＢＰ（ＣＲＥＢｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ）及ＰＣＡＦ（ｐ３００／ＣＲＥＢ

ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆａｃｔｏｒ）存 在 相 互 作

用［４，１４］，在本课题组前期研究中，报道了 ＨＡＴｓ亚型

ｐ３００、ＣＢＰ、ＧＣＮ５和ＰＣＡＦ在小鼠心脏发育过程中

有不同时空表达规律［１５１６］。可见，心脏发育过程中

有多个 ＨＡＴｓ亚型共同表达，它们也必将共同发挥

作用。研究不同 ＨＡＴｓ亚型在心脏发育中的个体

和相互作用，阐明心脏发育过程中多基因时序表达

的染色质重塑调控模式，这将是当前国内外热点重

大课题“心脏发育及先心病发生表观遗传调控”的首

要目标和前沿方向。
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