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Popdc2在心脏肥大中的表达及其
对病理性心脏肥大的影响*

魏飞宇1 吕丽2 张进1 王礼琳1 丁立群1 李颖1 范洁1

  [摘要] 目的:探讨心脏胚胎基因———Popdc2在小鼠心脏肥大中的差异表达,研究Popdc2对病理性心脏肥

大的保护作用。方法:通过游泳锻炼构建小鼠生理性心脏肥大模型,主动脉缩窄术建立病理性心脏肥大模型,采
用异丙肾上腺素(PE)诱导心肌细胞病理性肥大,qRT-PCR和 Westernblot检测Popdc2及相关基因mRNA和蛋

白表达水平,TUNEL实验检测各组心肌细胞凋亡比例。结果:成功构建生理性及病理性心脏肥大模型。和对照

组相比,生理性心脏肥大中Popdc2mRNA(3.64±0.29︰1.08±0.44,P<0.01)和蛋白(0.52±0.04︰0.29±
0.03,P<0.01)表达升高,而在病理性心脏肥大中Popdc2mRNA(0.60±0.05︰1.05±0.13,P<0.05)和蛋白

(0.03±0.01︰0.07±0.01,P<0.01)表达下降。心肌细胞病理性肥大的过程中Popdc2mRNA(0.47±0.05︰

1.04±0.08,P<0.01)和蛋白(0.53±0.11︰1.22±0.11,P<0.01)表达也下降。过表达Popdc2可减少病理性

心脏肥大过程中的细胞凋亡(0.95±0.07︰1.63±0.11,P<0.01)、病理性标志基因心房利钠肽、B型利钠肽和

纤维化蛋白CollagenⅠ、CollagenⅡ的mRNA表达。结论:Popdc2在生理性和病理性心脏肥大中呈现出不一致的

变化趋势,且Popdc2可改善心肌细胞的病理性肥大,可能成为区别2种不同心脏肥大分子标志物及成为拮抗病

理性心脏肥大、心力衰竭的作用靶点。
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  Abstract Objective:ToexploretheexpressionofPopdc2incardiachypertrophyinmice,andtostudytheeffectof
Popdc2onpathologicalcardiomyocyteshypertrophy.Method:Physiologicalcardiachypertrophymodelswreestablishedby
swimmingtrainingandpathologicalcardiachypertrophymodelswereestablishedbytransverseaorticcoarctation.Patho-
logicalcardiachypertrophywasinducedbyisoproterenol(PE)invitro.CellsapoptosisweredetectedwithTUNELex-
periments.ThemRNAandproteinofANP,BNP,Popdc2collagenⅠandⅡ(CollagenⅠandCollagenⅡ)expressionwas
determinedbyqRT-PCRandwesternblot.Result:Physiologicalandpathologicalcardiachypertrophymodelsweresuccess-
fullyconstructed.TheexpressionofPopdc2mRNA(3.64±0.29vs1.08±0.44,P<0.01)andprotein(0.52±0.04
vs0.29±0.03,P<0.01)wasincreasedinphysiologicalcardiachypertrophy,andtheexpressionofPopdc2mRNA
(0.60±0.05vs1.05±0.13,P<0.05)andprotein(0.03±0.01vs0.07±0.01,P<0.01)wasdecreasedinpatholog-
icalcardiachypertrophyinvivo.TheexpressionofPopdc2mRNA(0.47±0.05vs1.04±0.08,P<0.01)andprotein
(0.53±0.11vs1.22±0.11,P<0.01)wasdecreasedinpathologicalcardiomyocyteshypertrophyinvitro.Thecellap-
optosisrate(0.95±0.07vs1.63±0.11,P<0.01)wasreducedandtheexpressionofANP,BNP,CollagenⅠandⅡ
mRNAwasdecreasedinover-expressionofAd-Popdc2groupthanthatincontrolgroup.Conclusion:Theexpressionof
Popdc2isnotconsistentinphysiologicalandpathologicalcardiachypertrophy,andoverexprssionofPopdc2amelioratethe
pathologicalcardiachypertrophy.Popdc2maybeasamolecularmarkerbetweentwodifferentcardiachypertrophymodel
andbecomethetargetofantagonisticpathologicalcardiachypertrophyandheartfailure.

Keywords cardiachypertrophy;transverseaorticcoarctation;Popdc2;apoptosis

  慢性心力衰竭(chronicheartfailure,CHF)是
指任何原因引起心脏结构或功能变化,心室充盈或

射血障碍导致的一组复杂临床综合征[1]。目前我

国心力衰竭(心衰)患者已高达400万,每年约有60
万人死亡,被认为是当今世界致残与致死的主要原

因[2-3]。有研究报道,心肌肥大是心血管疾病的独

立危险因素[4]。尽管目前β受体阻滞剂、血管紧张

素转化酶抑制剂(ACEI)等改善病理性心脏肥大和

心室重构药物广泛应用,但CHF的发病率仍居高

不下[5]。因此,病理性心脏肥大发生与发展的分子

机制,可能为临床拮抗病理性心室重构、心衰提供

治疗靶点。
目前运动锻炼已被推荐为心血管疾病预防和治

疗的辅助干预措施。运动可促进生理性心脏肥大,
包括心肌细胞变大和心肌细胞再生,但是由于其再

生能力有限,目前应用仍受限[6]。此外,运动诱导

生理性心脏肥大可改善病理性心脏肥大并保护心

脏在病理刺激下的心功能,但其机制有待进一步探

讨[7]。因此,明确运动诱导生理性心脏肥大对病理

性心脏肥大保护作用及其信号通路,不仅可以增加

心肌细胞增殖的潜能,而且可以改善心脏在病理性

情况下的心功能,可成为未来治疗心衰的新策略。
研究报道显示,病理性心脏肥大的病理过程主

要包括心肌细胞肥大、细胞凋亡及纤维化,涉及一

系列基因激活及失落[8-9]。Popdc2属于心脏胚胎

基因Popdc家族成员,是一组高表达于心脏和发育

相关结构蛋白,是心肌细胞 分 化 的 一 个 标 志 基

因[10]。Popdc2通过调节转录因子TBX20表达及

Akt蛋白磷酸化促进新生大鼠心肌细胞增殖,下调

Popdc2表达会导致斑马鱼胚胎心肌细胞和心脏传

导系统发育异常[11-12]。且Popdc在终末期心衰患

者心肌组织中表达低于正常人心肌组织[13]。但目

前未见关于Popdc2在生理性心脏肥大和病理性心

脏肥大中的表达情况,及其是否可改善病理性心脏

肥大进而延缓心衰发生的报道。本研究先通过运

动锻炼构建生理性心脏肥大和主动脉缩窄术建立

病理性心脏肥大模型,检测Popdc2在不同心脏肥

大中的表达情况,同时探讨过表达Popdc2在心肌

细胞病理性肥大过程中对心肌细胞凋亡及纤维化

的作用,为寻求拮抗病理性心脏肥大的治疗提供新

的作用靶点。
1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

雄性C57/BL6小鼠购于中国科学院昆明动物

研究所,并饲养于云南省第一人民医院动物实验中

心,平衡饮食1周后,将小鼠随机生理性肥大模型

组和病理性肥大组,每组24只。所有实验动物使

用符合美国国家卫生研究院发表的生物医学研究

条例,实验方案经云南省第一人民医院实验动物伦

理委员会批准。
1.2 建立生理性心脏肥大模型

取8周龄的小鼠24只用以建立生理性心脏肥

大模型,随机将小鼠分为对照组和游泳组,每组12
只。游泳组第1天游泳2次,10min/次,之后每天

的游泳时间增加10min,直至达到90min/d,共3
周(21d);对照组正常饲养[14]。
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1.3 建立病理性心脏肥大模型

将病理性心脏肥大组的24只小鼠随机分为假

手术组和主动脉缩窄(TAC)手术组,每组12只。
TAC手术组通过横向TAC手术建立病理性心脏

肥大模型,将小鼠经腹腔注射氯胺酮(8mg/100
g)、甲苯噻嗪(2mg/100g)和阿托品(0.06mg/100
g)混合麻醉剂后,气管插管连接呼吸机控制呼吸,
潮气量2~3ml,呼吸频率90~110次/min。清洁

手术区域,取胸前正中切口开胸至第2肋,分离胸

腺,暴露主动脉弓。根据主动脉弓的直径(1.0~
1.1mm)选择针头垫孔,用26~27G垫扎针头(直
径0.4~0.6mm)垫扎。用5号丝线在右颈总动脉

分出后0.3cm处,对主动脉进行缩窄,结扎牢固后

抽出垫扎针,逐层关闭纵膈,待小鼠自主呼吸恢复

后,拔出气管插管,转笼常规饲养。假手术组不进

行主动脉弓结扎,余过程同手术组。
1.4 心肌细胞分离及建立病理性心肌细胞肥大

模型

取出生0~2d的C57/BL6小鼠,将左心室剪

成1mm3 的小碎块,用0.06%胰酶(Sigma,p1750,
美国),0.04%胶原酶Ⅱ(Worthington,LS004176,
美国)消化30min,胎牛血清中和后离心收集细胞

沉淀,重复上述步骤直至全部消化完成,细胞置于

37℃、5%CO2 的培养箱中差速贴壁30min,参照

percoll分层液(Sigma,p1644,美国)说明书纯化心

肌细胞,贴壁培养24h。随机分为对照2组和实验

组,对照2组加入生理盐水,实验组加10μmol/L
异丙肾上腺素(PE)诱导心肌细胞肥大,建立病理

性心肌细胞肥大模型。
1.5 免疫荧光检测

细胞经前期处理后,4%多聚甲醛固定20min,
0.2%triton100破膜20min,10%山羊血清封闭

1h,根据需要加入一抗α-actinin(A7811,Sigma)标
记心肌细胞,4℃孵育过夜,次日PBS洗3遍,根据

一抗加相应二抗室温孵育1h,DAPI染细胞核

10min,日本nikon荧光倒置显微镜观察细胞。
1.6 RNA提取及qRT-PCR检测

按照说明书,采用试剂盒(Qigen,74134,德国)提
取组 织 和 细 胞 总 RNA,然 后 反 向 转 录 成cDNA
(A360,Takara),以cDNA为模板,采用SYBR法在

realtime-PCR7900仪上行定量PCR扩增,反应体系:
cDNA1μl,上游引物0.5μl,下游引物0.5μl,SYBR
5μl,水3μl,反应条件:95℃1min→95℃15s→
60℃60s→95℃15s→60℃15s→95℃15s,第2
~4步35~40个循环。本研究引物如下(正向引物

和反向引物):Popdc2:AGGAGCTGGAAACCGGAT-
GTA 和GACGATGTCTAGTCCACAAGC';心房利

钠 肽(ANP):AGCCGTTCGAGAACTTGTCTT 和

CAGGTTATTGCCACTTAGGTTCA ;B 型 利 钠 肽

(BNP):GAGGTCACTCCTATCCTCTGG 和 GC-
CATTTCCTCCGACTTTTCTC;CollagenⅠ,ATCG-
GATACTCCTTCCTCATGC 和 CCAGGGGAGAC-
TA-GGGACTG;CollagenⅡ:GGAATGCCGGGGT-
TCAAGG 和 AGTCCTCTTAATCCTCGTGGG-3';
GAPDH:TGGATTTGGACGCATTGGTC 和 TTT-
GCACTGGTACGTGTTGAT。以GAPDH为内参,
利用2-ΔΔCt方法计算mRNA相对表达量。
1.7 蛋白提取及 Westernblot

采用cocktail蛋白裂解液(蛋白酶抑制剂、磷酸

酶抑制剂、PMSF)提取总蛋白,BCA 法测蛋白浓

度。取相同量总蛋白行SDS-PAGE电泳,80V电

压20~30min,120V电压约90min。300mA湿

转印120min,将蛋白转印到PVDF膜,用5%脱脂

奶粉室温封闭1h,根据需要加入一抗,4℃孵育过

夜,次日TBST洗膜3次,根据一抗加入相应的二

抗,TBST洗膜3次,ECL发光液在 ChemiDocTM

XRS+System(BIO-RAD)显影,用Image软件曝

光加灰度值分析。
1.8 腺病毒载体系统构建及转染

在Genebank中找到β-MHC基因启动子序列

片段,通过引入酶切位点将β-MHC启动子序列和

Popdc2基因的cDNA同时转入质粒,再转化大肠

杆菌进行扩增,筛查出阳性菌落,经测试证实目的

基因正确转入。再将含Popdc2和β-MHC转入质

粒进行扩增,采取 Lipofectamine2000转染至293
细胞,经扩增制备高表达的重组腺病毒载体β-
MHC-Popdc2(Ad-Popdc2)。以复感染指数(MOI)
值10,加入感染培养基(基础培养5mg/Lpoly-
brene)和病毒,加入心肌细胞。37℃、5%CO2 培养

12h,更换新鲜基础培养基,72h后荧光显微镜观

察感染率。
1.9 统计学处理

所有结果用x±s表示,2组间的比较用非配对

t检验,多组比较用单因素方差分析,所有数据采用

GraphPadPrism6.0进行分析和作图,以P<0.05
为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 Popdc2在生理性心脏肥大中的表达变化

  经过21d的持续游泳锻炼后,游泳组小鼠心脏

体积较对照组表现为肉眼可见的增大(图1);统计

结果表明,游泳组小鼠的心脏质量参数(心质量/体

质量比、心质量/胫骨长)显著增大,证明小鼠在游

泳后出现心脏肥大。对游泳后小鼠的心脏病理性

肥大相关指标———ANP、BNP进行检测,发现其

ANP、BNP的 mRNA 表达与对照组相比并未增

高,提示其为生理性肥大。见表1。
游泳组心脏组织中 Popdc2mRNA(3.64±

0.29︰1.08±0.44)及蛋白的表达(0.52±0.04︰
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0.29±0.03)均高于对照组,2组比较差异有统计

学意义(均P<0.05)。为确定Popdc2升高是否为

心脏组织特异性,对2组骨骼肌中Popdc2表达的

检测,结果显示2组Popdc2mRNA表达(1.07±
0.08︰1.03±0.18)并无统计学差异。

图1 对照组和游泳组小鼠心脏大体观

Figure1 Generalviewoftheratheart

2.2 Popdc2在病理性心脏肥大中的表达变化

与假手术组比较,TAC手术组小鼠心质量/体

质量比增大,心脏二维超声 显 示 左 室 射 血 分 数

(LVEF)减少。qRT-PCR结果显示 TAC手术组

病理性心肌细胞肥大标志基因 ANP、BNPmRNA
的表达明显高于假手术组。TAC手术组心脏组织

Popdc2mRNA及蛋白表达量均低于假手术组(均

P<0.01)。见表2。
2.3 过表达Popdc2对病理性心肌细胞肥大的

影响

为了探讨过表达Popdc2对病理性心肌细胞肥

大的影响,笔者分离小鼠心室肌细胞,通过PE诱导

体外病理性心肌细胞肥大,使腺病毒载体(Ad-Pop-
dc2、Ad-null)转染心肌细胞致Popdc2表达上调,
然后分为4组:对照组、PE组、PE+Ad-null组和

PE+Ad-Popdc2组。qRT-PCR和westernblot显

示在PE诱导的病理性心肌细胞肥大中,Popdc2
mRNA(0.47±0.05︰1.04±0.08,P<0.01)和蛋

白(0.53±0.11︰1.22±0.11,P<0.01)表达水平

均下降。与Ad-null+PE组相比,Ad-Popdc2+PE
组的病理性心肌细胞肥大标志基因 ANP、BNP和

纤维化指标胶原纤维Ⅰ和Ⅱ型的表达减少,见表3。
TUNEL染色显示过表达Popdc2可减少病理性心

肌细胞肥大过程中的细胞凋亡(0.95±0.07︰

1.63±0.11,P<0.01),见图2。
3 讨论

尽管目前有证据支持运动使心血管疾病患者

获益,可成为治疗CHF的辅助治疗措施,但对其确

切作用机制尤其是在运动改善心衰心功能的作用

机制方 面 仍 然 知 之 甚 少[15]。有 报 道 显 示,运 动

表1 对照组与游泳组心脏质量参数及ANP、BNPmRNA表达

Table1 CardiacweightparametersandexpressionsofANPandBNPmRNA x±s

组别
心质量/体质量

/(mg·g-1)
心质量/胫骨长

/(mg·cm-1)
ANPmRNA BNPmRNA Popdc2mRNA Popdc2蛋白

对照组(12只) 4.33±0.20 45.01±2.89 0.95±0.10 0.93±0.09 1.08±0.44 0.29±0.03
游泳组(12只) 6.60±0.161) 65.23±3.261) 1.10±0.071) 1.01±0.151) 3.64±0.291) 0.52±0.041)

  与对照组比较,1)P<0.01。

表2 假手术组与TAC手术组心脏质量参数、LVEF及ANP、BNPmRNA表达

Table2 Cardiacweightparameters,LVEFandexpressionsofANPandBNPmRNA x±s

组别
心质量/体质量

/(mg·g-1)
LVEF/% ANPmRNA BNPmRNA Popdc2mRNA Popdc2蛋白

假手术组(12只) 5.37±0.45 64.73±2.58 0.98±0.20 0.99±0.19 1.05±0.131) 0.07±0.011)

TAC手术组(12只)9.47±0.591) 52.93±3.371) 6.14±0.491) 6.52±0.651) 0.60±0.051) 0.03±0.011)

  与假手术组比较,1)P<0.01。

图2 TUNEL阳性细胞

Figure2 TUNELpositivecells
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表3 各组ANP、BNPmRNA水平及胶原纤维Ⅰ和Ⅱ的表达

Table3 ExpressionlevelsofANP,BNPmRNAandcollageⅠ,Ⅱ x±s

组别 ANPmRNA BNPmRNA 胶原纤维Ⅰ 胶原纤维Ⅱ

对照组 0.93±0.17 0.91±0.21 0.93±0.87 1.36±0.47
PE组 7.25±0.491) 5.34±0.331) 5.57±0.491) 3.67±0.351)

Ad-null+PE组 7.66±0.84 6.05±0.57 5.61±0.37 3.73±0.37
Ad-Popdc2+PE组 4.62±0.732) 3.08±0.352) 3.24±0.172) 2.14±0.172)

  1)与对照组比较,P<0.01;2)与Ad-null+PE组比较,P<0.01。

锻炼诱导生理性心脏肥大过程有胚胎基因激活,通
过促进心肌变大和心肌细胞增殖,保护心脏在病理

情况下的心功能和改善心脏病理性肥大[8,16]。但

是目前有关生理性心脏肥大调控信号的研究甚少,
特别是运动诱导生理性心脏肥大对病理性心脏肥

大保护作用机制方面。本研究首先通过游泳训练

建立生理性心脏肥大模型,筛选差异表达基因,发
现胚胎发育相关基因Popdc2在生理性心脏肥大中

表达上调。其次通过TAC术建立小鼠病理性心脏

肥大模型,检测Popdc2表达,发现Popdc2在病理

性心脏肥大过程中的表达下降,提示Popdc2可能

参与运动诱导生理性心脏肥大对心衰起保护作用。
进一步通过分离小鼠心肌细胞和体外诱导病理性

心肌肥大,结果显示过表达Popdc2可减少病理性

心肌细胞肥大过程中的细胞凋亡,纤维化标志蛋白

胶原纤维Ⅰ和Ⅱ表达减少,提示Popdc2可改善病

理性心肌细胞肥大。
心脏生理性肥大是心脏的一种适应性肥大,与

病理性肥大心室重构和纤维化形成有着本质上的

不同,不仅不会进展为疾病状态,还可以保护病理

性心脏肥大和改善心功能[17]。然而心脏生理性肥

大和病理性肥大的早期具有相似的形态学变化,而
后续相关调控因子的不同导致了其不同的进展状

态[18]。研究报道生理性心脏肥大和病理性心脏肥

大过程中有不同信 号 通 路 参 与,如IGF-1-PI3K
(p110α)-Akt信号通路是生理性心脏肥大调控的

必要通路,而 Gαq通路主要参与病理性心脏肥

大[19-20]。最近多个研究报道,Neuregulin1/ErbB4
和miR-222等在生理性心脏肥大和病理性心脏肥

大中的表达呈现相反趋势,Neuregulin1/ErbB4和

miR-222参与生理性心脏肥大,且过表达后可改善

心衰后的心室重构和心功能[21-22]。前期报道显示,
Popdc2在大鼠出生后表达升高并促进心肌细胞增

殖,而出生后心肌细胞特性由胚胎时期增殖为主转

化为心肌细胞肥大为主,且发现Popdc2在CHF心

肌中表达下降[11-12]。但目前没有关于Popdc2在生

理性和病理性心脏肥大中的作用报道,本研究对其

深入探讨,发现Popdc2在生理性心脏肥大中表达

升高,而在病理性心脏肥大中表达下降。提示Pop-
dc2可能成为生理性心脏肥大和病理性心脏肥大调

控桥梁,可能作为预测生理性和病理性心脏肥大的

分子标志物,并可能作为病理性心脏肥大的潜在治

疗靶点。
病理性心脏肥大的一个重要标志就是细胞坏

死和凋亡导致心肌细胞减少,进而纤维化形成后导

致心脏功能下降[23-24]。运动锻炼被证明可以减少

心肌细胞凋亡,通过增加心肌细胞的更新使心衰患

者获益。研究发现Popdc2可能参与细胞凋亡调

控,下调Popdc2表达可促进细胞凋亡从而抑制心

脏发育[25]。本研究结果发现Popdc2在PE诱导的

病理性心肌细胞肥大过程中表达下降,且过表达

Popdc2可减少病理性心肌细胞肥大过程中的细胞

凋亡和纤维化形成,提示Popdc2可通过抑制心肌

细胞凋亡和减少纤维化改善病理性心脏肥大,为运

动锻炼促进生理性心脏肥大使心血管疾病患者获

益提供理论基础,但需要体内进一步研究证实。
病理性心脏肥大是心血管疾病的独立危险因

素,在心衰发生、发展中起着重要作用,ANP、BNP
在心房、心室受牵拉分泌增多,分泌时间较早,在心

肌细胞肥大和心衰早期即出现,是病理性心脏肥大

标志物蛋白,特别是BNP,与心衰的关系密切,目前

已成 为 临 床 早 期 心 衰 诊 断 和 预 后 随 访 的 标 志

物[26]。本研究发现ANP、BNPmRNA在游泳锻炼

的小鼠生理性心脏肥大中升高不明显,而在病理性

心脏肥大明显升高,过表达Popdc2可减少病理性

心肌细胞肥大过程中 ANP、BNP和纤维化相关蛋

白collagenⅠ和collagenⅡ蛋白表达,说明Popdc2
可改善病理性心肌细胞肥大和心肌纤维化,可能延

缓心衰发生及发展,提示Popdc2可能成为病理性

心脏肥大的潜在治疗靶点。
综上所述,Popdc2在生理性心脏肥大中表达

上升,而在病理性心脏肥大中表达下降,呈现出不

一致的变化趋势,过表达Podpc2可减少病理性心

肌细胞肥大过程细胞凋亡和心肌纤维化,改善病理

性心脏肥大,提示Popdc2可能作为区别2种不同

心脏肥大的分子标志物,并成为拮抗病理性心脏肥

大的新的作用靶点。
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