
血管紧张素Ⅱ对乳大鼠心肌细胞时钟基因表达的影响

黄新艳１，魏 立１，李晓林１，朱东亚２，李庆平１

（南京医科大学 １．心血管药理学研究室，２．药学院药理学教研室，江苏 南京 ２１００２９）

摘要：目的 为研究血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）致左心
室肥厚是否与时钟机制有关。方法 分离纯化培养

的７ｄ龄乳大鼠心肌细胞，分别加入ＡｎｇⅡ和（或）替
米沙坦（Ｔｅｌ）处理，然后提取总ＲＮＡ，用ＲＴＰＣＲ检测
评价心肌细胞时钟基因（Ｂｍａｌ１，ｍＰｅｒ２，Ｄｂｐ）的转
录水平。结果 与对照组心肌细胞相比，０．１μｍｏｌ·
Ｌ－１ＡｎｇⅡ处理７２ｈ使心肌细胞时钟基因转录水平
显著上调；０．１μｍｏｌ·Ｌ

－１Ｔｅｌ能拮抗 ０．１μｍｏｌ·Ｌ
－１

ＡｎｇⅡ对心肌细胞时钟基因转录上调的作用。结论
在正常培养乳大鼠心肌细胞中，时钟基因以日周期

节律方式振荡表达，ＡｎｇⅡ诱导其表达增强，Ｔｅｌ从受
体水平拮抗ＡｎｇⅡ的诱导作用。
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昼夜生物节律是广泛存在的生命现象，是由体

内的生物钟决定的。中枢生物钟位于下丘脑视交叉

上核，而外周组织甚至体外培养的细胞亦拥有生物

钟。生物钟主要的分子基础是时钟基因，包括

ｍＰｅｒ，ｍＣｒｙ，Ｃｌｏｃｋ，Ｂｍａｌ１和时钟输出基因 Ｄｂｐ，
Ｈｌｆ，Ｔｅｆ；时钟基因及其蛋白质产物构成的自主调节
的转录和翻译反馈循环，是生物钟运转的分子基

础［１，２］。

哺乳动物心血管活动（血压、心率、心输出量、血

管张力）表现出明显的日周期节律现象。病理状况
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下，几乎所有的急性心血管事件都表现出明显的日

周期节律，例如急性心肌梗死、室性心律失常、心源

性猝死、血栓栓塞等事件在清晨时分发生率较高［３］。

心血管参数及心血管事件的日周期节律性，暗

示心血管功能和生物钟时钟基因之间可能存在密切

联系［４］。生物钟的紊乱，很可能促进心血管疾病的

发生和发展；反之，心血管疾病也可能造成生物钟时

钟基因表达改变，继而影响其他生理活动。研究时

钟机制可能为治疗心血管疾病开辟新的途径。

血管紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）是心血管
系统的重要调节因子，促进细胞蛋白质合成增加导

致心肌肥厚。为探讨 ＡｎｇⅡ致心肌肥厚的钟控机
制，本实验用 ＡｎｇⅡ诱导培养的乳大鼠心肌细胞肥
大，并分析肥大心肌细胞时钟基因 ｍＰｅｒ２，Ｂｍａｌ１１
及Ｄｂｐ表达的改变，为阐明心肌肥厚发生的分子机
制及寻找有效的防治措施提供依据。

１ 材料和方法

１．１ 动物、试剂与仪器

新生７ｄ清洁级 ＳＤ大鼠购自南京医科大学实
验动物中心；５溴脱氧尿苷、ＡｎｇⅡ、替米沙坦（ｔｅｌｍｉ
ｓａｒｔａｎ，Ｔｅｌ）购于美国 Ｓｉｇｍａ公司，Ｔｒｉｚｏｌ购于美国
Ｇｉｂｃｏ公司；ＭＭＬＶ反转录酶、ＴａｑＤＮＡ聚合酶购于
美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＲＮＡ酶抑制剂（ＲＮａｓｉｎ）购于上海
华美公司；ＰＣＲ引物由上海生工公司合成；其余试
剂均为国产分析纯。江苏捷达凝胶图像分析仪。

１．２ 乳大鼠心肌细胞体外培养

取出生后７ｄ的ＳＤ乳大鼠，无菌条件下开胸剪
取心尖部分，ＤＨａｎｋｓ液清洗去除残血，将其剪成
１～３ｍｍ３组织块，０．１％胰蛋白酶 ３７℃反复消化直
至获得足量的细胞。每次消化５ｍｉｎ，弃去第一次消
化的上清，收集以后消化的上清，转移到含有血清的

ＤＭＥＭ培养基中以终止胰酶作用。３００×ｇ离心 ７
ｍｉｎ，弃上清取细胞沉淀加入含 １５％新生牛血清
（ＮＢＳ）的 ＤＭＥＭ培养基制备成细胞悬液，在 ３７℃，
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５％ＣＯ２培养箱中培养９０ｍｉｎ，以差速贴壁法纯化心
肌细胞，以１×１０９Ｌ－１的细胞密度接种至２５ｍＬ培养
瓶继续培养７２ｈ开始实验。培养的前７２ｈ加入０．１
ｍｍｏｌ·Ｌ－１５溴脱氧尿苷。
１．３ 实验分组

在原代培养７２ｈ后，将细胞分为３组：对照组，
以 ＤＭＥＭ（含 １０％ＮＢＳ）培养基培养细胞；ＡｎｇⅡ组，
ＤＭＥＭ（含１０％ＮＢＳ）培养基中加入 ＡｎｇⅡ，终浓度为
０．１μｍｏｌ·Ｌ

－１；Ｔｅｌ组，ＤＭＥＭ（含１０％ＮＢＳ）培养基中
加入Ｔｅｌ和ＡｎｇⅡ，其终浓度均为０．１μｍｏｌ·Ｌ

－１。细

胞培养７２ｈ以后开始在每日固定时间（每日下午 ６
时整）换液给药，并以此时间作为生理节律时间 ０
（ｃｉｒｃａｄｉａｎｔｉｍｅ０，ＣＴ０）。ＣＴ０指每一日周期的起始
点，ＣＴ４指起始后４ｈ，依此类推。通常将换液给药
时间点作为起始点。每２４ｈ按上述方案连续换液３
次后，ｄ７的 ＣＴ０时，换不含血清、ＡｎｇⅡ及 Ｔｅｌ的
ＤＭＥＭ培养基，并开始每隔 ４ｈ收取细胞提取总
ＲＮＡ。
１．４ 心肌细胞肥大鉴定

１．４．１ 心肌细胞表面积测定

心肌细胞经ＡｎｇⅡ ０．１μｍｏｌ·Ｌ
－１诱导７２ｈ后加

换无血清培养液，２４ｈ后将贴壁生长的心肌细胞消
化脱落，收集细胞。用激光共聚焦显微镜扫描，ＬＳＭ
５１０软件测定细胞表面积，每次测 １０个视野，每视
野测１０个细胞。
１．４．２ 心肌细胞蛋白质含量测定

参照南京建成生物工程公司考马斯亮蓝蛋白检

测试剂盒说明测定心肌细胞蛋白质含量，蛋白含量

（ｇ·Ｌ－１）＝（Ａ测定管 －Ａ空白管）／Ａ标准管 －Ａ空白管／标准
管浓度／稀释倍数。根据细胞计数结果，将蛋白含量
单位（ｇ·Ｌ－１）换算为蛋白含量单位（ｇ／１０９ｃｅｌｌｓ）。
１．５ 心肌细胞时钟基因表达检测

应用ＲＴＰＣＲ法对心肌细胞 ｍＰｅｒ２，Ｂｍａｌ１，Ｄｂｐ
ｍＲＮＡ进行半定量。在７个时间点（ＣＴ０，ＣＴ４，ＣＴ８，
ＣＴ１２，ＣＴ１６，ＣＴ２０，ＣＴ２４）按 Ｔｒｉｚｏｌ说明书步骤提取
每瓶心肌细胞的总ＲＮＡ，用紫外分光光度计测 Ａ２６０和
Ａ２８０，确定ＲＮＡ的浓度和纯度，重复测定３次，计算样
品总ＲＮＡ浓度，Ａ２６０：Ａ２８０比值为１．８～２．０。

逆转录：以Ｏｌｉｇｏ（ｄｔ）为随机引物，１０μＬＲＮＡ＋
０．１５μｇＯｌｉｇｏ（ｄｔ）在０．２ｍＬＰＣＲ管内混匀，７０℃孵育
５ｍｉｎ，打开ＲＮＡ二级结构，立即冰水浴。然后加入
５×ＭＭＬＶ缓冲液６μＬ，无核酸酶水６．５μＬ，１０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１ｄＮＴＰ２μＬ，４０μＵ·Ｌ

－１ＲＮａｓｉｎ０．５μＬ，０．２ｍＵ·

Ｌ－１ＭＭＬＶ２μＬ，反应条件为３７℃孵育１ｈ，９５℃孵
育１０ｍｉｎ，４℃保温，－２０℃保存。

ＰＣＲ反应：以上述 ｃＤＮＡ产物为模板进行 ＰＣＲ。
ｍＰｅｒ２其扩增引物：上游 ５′ＧＣＡＧＣＣＴＴＴＣＧＡＴＴＡ
ＴＴＣＴＴＣ３′；下游３′ＧＡＡＧＴＡＧＴＴＧＧＧＣＡＣＣＴＣＧ
５′；片段长度 ９５ｂｐ。Ｂｍａｌ１扩增引物：上游 ５′ＡＧＧ
ＡＴＧＴＧＡＣＣＧＡＧＧＧＡＡＧＡ３′；下游 ３′ＧＡＡＧＣＧ
ＧＡＧＧＴＧＧＡＣＡＡＧＴ５′；片段长度 ３２５ｂｐ。Ｄｂｐ其
扩增引物：上游５′ＴＧＧＣＡＣＴＴＣＡＧＧＡＧＡＡＣＡＡＡ
３′；下游３′ＡＧＧＧＡＣＡＧＴＡＣＧＧＡＴＧＧＡＡ５′；片段
长度３５２ｂｐ。退火温度分别为５７℃，５７℃，５８℃。总
循环数为 ３０次。内参照为β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）。
ＰＣＲ详细反应条件见文献［５］。

１．５％琼脂糖凝胶电泳：取ＲＴＰＣＲ产物５μＬ加
１μＬ上样缓冲液，在含 ５００μｇ·Ｌ

－１溴化乙锭的

１．５％琼脂糖凝胶上电泳，１００Ｖ，２０ｍｉｎ，用凝胶成像
系统拍摄打印实验结果，条带用计算机图像分析系

统扫描定量。所有实验均重复３次。
１．６ 统计学方法

每一基因的 ｍＲＮＡ半定量分析，每个时间点 ３
个样品，扩增后的条带灰度校正后以珋ｘ±ｓ表示，采
用 ｔ检验。

２ 结果

２．１ 建立肥大心肌细胞

心肌细胞生长７２ｈ长成单层，同步搏动。经７２
ｈＡｎｇⅡ ０．１μｍｏｌ·Ｌ

－１诱导，组间心肌细胞数量无明

显差异，说明ＡｎｇⅡ不引起细胞增殖，而心肌细胞表
面积对照组为（２２０±３０）μｍ

２，ＡｎｇⅡ组为（３７０±７０）

μｍ
２，表明ＡｎｇⅡ具有诱导心肌细胞体积肥大的作用

（Ｐ＜０．０５，ｎ＝３），细胞肥厚模型建立（图 １）。与对
照组细胞总蛋白含量〔（１．８３±０．２６）ｇ／１０９ｃｅｌｌｓ〕相
比，ＡｎｇⅡ组细胞总蛋白含量〔（２．８±０．３）ｇ／１０９ｃｅｌｌｓ〕
明显增高，进一步表明细胞肥厚模型建立成功。

２．２ ＡｎｇⅡ对培养乳大鼠心肌细胞时钟基因表达
的影响

将对照组、ＡｎｇⅡ组和Ｔｅｌ组各时间点（ＣＴ０，ＣＴ
４，ＣＴ８，ＣＴ１２，ＣＴ１６，ＣＴ２０，ＣＴ２４）提取的时钟基
因ＲＴＰＣＲ扩增产物电泳，可见各时间点的待测时
钟基因ｍＲＮＡ均有表达（图２）。将其与同时间点β
肌动蛋白扩增产物带的灰度进行比值分析，发现

正常心肌细胞时钟基因表达呈现明显的２４ｈ日周
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Ｆｉｇ１． Ｃｅｌｌｓｕｒｆａｃｅｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ．（Ａ）Ｃｏｎｔｒｏｌｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ．（Ｂ）Ｒａｔｃａｒｄｉｏｍｙ
ｏｃｙｔｅｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ０．１μｍｏｌ·Ｌ

－１ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ（ＡｎｇⅡ）ｆｏｒ７２ｈ．

Ｆｉｇ２． ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＲＴＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｎ
１．５％ ａｇａｒｏｓｅ．ＳｅｅＦｉｇ１ｆｏｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＡｎｇ
Ⅱ ｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｏｆｔｅｌｍｉｓａｒｔａｎ（Ｔｅｌ）ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ０．１
μｍｏｌ·Ｌ

－１Ｔｅｌｆｏｒ７２ｈｃｏｍｐａｎｙｉｎｇｗｉｔｈＡｎｇⅡ．ＣＴ０ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅ
ｃｏｍｍｅｎｃｅｍｅｎｔｏｆｃｉｒｃａｄｉａｎｔｉｍｅ－ｕｓｕａｌｌｙｔｈｅｔｉｍｅｏｆｒｅｆｒｅｓｈｉｎｇｔｈｅ
ｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ．ＣＴ４ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｍｏｍｅｎｔｏｆ４ｈａｆｔｅｒＣＴ０．Ｔｈｅ
ｏｔｈｅｒｓａｒｅａｎａｌｏｇｏｕｓ．

期节律性，而ＣＴ８，ＣＴ１２时间点时钟基因的表达值
达到高峰，在 ＣＴ０和 ＣＴ２４时间点为谷值；与对照
组相比，ＡｎｇⅡ组时钟基因表达有增高趋势，在 ＣＴ
０，ＣＴ４，ＣＴ８及ＣＴ１２时间点的表达水平显著高于
对照组，在ＣＴ１６，ＣＴ２０及 ＣＴ２４时间点表达水平
却衰减下降。Ｔｅｌ组时钟基因的表达水平较 ＡｎｇⅡ
组急剧下降（图３）。

３ 讨论

在本实验中，作者证实在心肌细胞中存在分子

时钟振荡，血管紧张素Ⅱ可以诱导心肌细胞中时钟

基因的节律性表达。

本研究在培养乳大鼠心肌细胞中检测出时钟基

Ｆｉｇ３． Ｒｅｌａｔｉｖｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｌｏｃｋｇｅｎｅｓｉｎ
ｃｕｌｔｕｒｅｄｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ
ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
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因的表达，并以看家基因β肌动蛋白作内标进行相
对定量，发现时钟基因在正常培养的乳大鼠心肌细

胞中其表达呈日周期节律性（图 ３），这与文献报道
认为体外培养的细胞也拥有生物钟相一致［１］。

ＡｎｇⅡ刺激组的乳大鼠心肌细胞时钟基因与对
照组正常培养心肌细胞时钟基因表达有所不同。为

排除假阳性可能，本实验中 ＡｎｇⅡ刺激组和对照组
采用同一批培养的乳大鼠心肌细胞，所有可能影响

到时钟基因表达的培养条件均保证一致（同一批

ＤＭＥＭ培养液、同浓度血清），保证心肌细胞活力状
态一致，使 ＡｎｇⅡ刺激组和对照组的实验结果可靠
并具有可比性。在 ＡｎｇⅡ刺激下，时钟基因的表达
先明显升高继而显著下降接近正常水平，这暗示

ＡｎｇⅡ对乳大鼠心肌细胞的刺激作用，ＡｎｇⅡ可诱导
核内时钟基因表达增强，但消除培养液中的 ＡｎｇⅡ
后其诱导作用亦逐渐减弱消失直至正常表达水平。

在Ｎｏｎａｋａ等［６］的实验中，采用 ＡｎｇⅡ瞬时（２ｈ）
刺激培养大鼠主动脉血管平滑肌细胞，时钟基因表

达启动初期，其表达量存在一个瞬时的高峰，其后时

钟基因表达降低但呈节律性表达持续了至少３个日
周期。本实验与 Ｎｏｎａｋａ等实验均认为，ＡｎｇⅡ可诱
导增强时钟基因的表达，但表达振幅和相位不完全

相同。其影响因素可能有三：①ＡｎｇⅡ作用的对象不
同，本实验作用对象是出生７ｄ的乳大鼠心肌细胞，
而不是大鼠的血管平滑肌细胞（文献未报道大鼠为

成年鼠或是新生鼠），细胞类型不同而且新生鼠和成

年鼠细胞的生长特点完全不同；②ＡｎｇⅡ刺激持续的
时间不同，本实验刺激持续７２ｈ，而不是２ｈ；③虽然
文献［７］报道明暗周期对培养大鼠１型成纤维细胞时
钟基因的日周期表达没有影响，因此培养细胞操作

均在人工照明条件下完成，但是给药刺激的时间点

及取材时间点均设定在 ＣＴ０，可能对节律性表达的
相位有影响，本实验认为这一点可能也是导致两实

验时钟基因表达周期相位不一致的原因。

在Ｙｏｕｎｇ等［８］实验中，在整体心肌肥厚的大鼠
模型中，时钟基因（Ｄｂｐ）的表达有所改变，暗示时钟
基因的表达与心肌肥厚有相关关系。本实验 ＡｎｇⅡ
持续３ｄ作用于心肌细胞，使乳大鼠心肌细胞蛋白
合成以及细胞表面积的增加，成功诱导心肌肥厚模

型。然而在肥大的心肌细胞中，时钟基因的表达随

着ＡｎｇⅡ的消失逐渐减低。这似乎暗示在心肌细胞
肥大与时钟基因表达量的改变两者之间没有密切关

系。两实验结果的差别可能原因有二：①新生期与

成年期心肌细胞的生长性质明显不同；②本实验

ＡｎｇⅡ刺激时间较短，基于以上两点原因所建立的体
外心肌细胞肥大模型，与体内心肌肥大模型不完全

一致。鉴于整体实验的优越性，有必要在动物整体

水平研究ＡｎｇⅡ对心肌肥厚及时钟基因表达的调控
作用。利用ＡｎｇⅡ渗透微泵技术制作的心肌肥厚模
型和大鼠主动脉缩窄致心肌肥厚模型有助于解决这

一问题。总之，体外实验的结果仍然需要整体实验

来证实。

本实验结果表明，Ｔｅｌ拮抗了ＡｎｇⅡ诱导的时钟
基因表达增加，这说明 ＡｎｇⅡ对乳大鼠心肌细胞的
刺激作用是通过ＡＴＩ受体实现的。正常培养的乳大
鼠心肌细胞的 ｍＰｅｒ２，Ｂｍａｌ１和Ｄｂｐ的ｍＲＮＡ表达水
平呈日周期节律性振荡。ＡｎｇⅡ诱导培养乳大鼠心
肌细胞表达 ｍＰｅｒ２，Ｂｍａｌ１，ＤｂｐｍＲＮＡ增强。Ｔｅｌ
从受体水平拮抗ＡｎｇⅡ的诱导作用。
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