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摘要　目的　探讨磷酸酯酶与张力蛋白同源物（ＰＴＥＮ）过表达对小鼠原代心脏成纤维细胞自噬的影响。方法　购入１～３ｄ
小鼠乳鼠，行手术对心脏取材，消化后分离心脏成纤维细胞进行培养。细胞贴壁生长后使用雷帕霉素（Ｒａｐａ）刺激构建心脏成
纤维细胞自噬模型，模型构建成功后，向细胞转染ＰＴＥＮ过表达质粒（ＰＴＥＮ过表达组）和空载质粒（空载组），培养２４～４８ｈ。
通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＲＴｑＰＣＲ的方法在分子层面对ＰＴＥＮ、自噬相关蛋白微管相关蛋白轻链３（ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ）、苄青素１（Ｂｅｃｌｉｎ１）和
纤维化标志物胶原蛋白Ⅰ（ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ）的表达进行检测；通过 ｍＣｈｅｒｒｙＧＦＰＬＣ３荧光染色测定自噬过程，检测心脏成纤维细
胞自噬活性的变化。最后，通过透射电镜观察心脏成纤维细胞自噬体的变化。结果　在 Ｒａｐａ刺激构建的心脏成纤维细胞自
噬模型中，相较于对照组，模型组的ＰＴＥＮ蛋白及ｍＲＮＡ水平下降（Ｐ＜００５），自噬相关蛋白ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１和纤维化标志
物ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋白及ｍＲＮＡ表达升高（Ｐ＜００５）。另外，过表达组心脏成纤维细胞中ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１和ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋白及
ｍＲＮＡ的表达水平相较于空载组下降（Ｐ＜００５）。ｍＣｈｅｒｒｙＧＦＰＬＣ３荧光染色实验表明，ＰＴＥＮ过表达组心脏成纤维细胞自噬
活性较空载组明显下降（Ｐ＜００５）。透射电镜结果表明，ＰＴＥＮ过表达组心脏成纤维细胞自噬体较空载组减少（Ｐ＜００５）。
结论　过表达ＰＴＥＮ能够抑制心脏成纤维细胞的自噬，提示ＰＴＥＮ可能是参与调控心脏成纤维细胞自噬的关键基因。
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１３５１４９６４８５８＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　心肌纤维化是一种慢性间质性心脏病，几乎是
所有类型心脏病的终末期特征［１］，并是各类心血管

疾病共同病理生理过程之一，其主要表现为细胞外

基质的成分增加和分布不均［２］。心脏成纤维细胞

是心脏细胞外基质蛋白的主要分泌细胞，在心肌纤

维化发生发展的过程中起核心作用，其凋亡、自噬、

增殖活化是心肌纤维化的重要环节［３］。自噬是一

种高度保守的溶酶体降解途径，对维持细胞稳态至

关重要［４］。自噬在感染、肿瘤及心血管疾病等疾病

过程中都起着重要的作用［５］。近年来，随着对自噬

研究的增加，研究人员逐渐意识到自噬与心肌纤维

化之间的特定关联［６］。磷酸酯酶与张力蛋白同源

物（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇ，ＰＴＥＮ）是一种肿
瘤抑制因子，与衰老和自噬密切相关［７］。有研究［８］

表明，抑制自噬会增加 ＰＴＥＮ，而诱导自噬则降低
ＰＴＥＮ水平。Ｂｕｅｎｏｅｔａｌ［９］发现，敲除肺泡上皮细胞
中的ＰＴＥＮ基因后，肺纤维化程度加重。在 Ｈｕａｎｇ

ｅｔａｌ［１０］发现，ＰＴＥＮ过表达可下调肝纤维化和自噬
水平。这些结果表明ＰＴＥＮ在肝纤维化中通过调节
多种细胞的自噬活性发挥作用。然而，ＰＴＥＮ在心
肌纤维化中是否影响心脏成纤维细胞的自噬尚不明

确。本研究应用雷帕霉素（ｒａｐａｍｙｃｉｎ，Ｒａｐａ）刺激构
建心脏成纤维细胞自噬模型，并转染 ＰＴＥＮ质粒，检
测其对细胞分子水平及自噬活性的影响，探究

ＰＴＥＮ在心脏成纤维细胞自噬中的作用。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　实验动物　从安徽医科大学实验动物中心
购入５０只 ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠乳鼠（雄性，１～３
ｄ，２０～３０ｇ），将小鼠安置在动物房的通风笼中，
饲养环境为１２ｈ光照和１２ｈ黑暗周期，用以完成心
脏成纤维细胞的提取分离及培养。伦理编号为

ＬＬＳＣ２０２３２１５７。
１．１．２　主要试剂　Ⅱ型胶原酶（货号：Ｃ９１７４２６）购
自上海麦克林公司；胎牛血清、ＤＭＥＭ高糖培养基
（货号：１０２７０１０６、１１９６５１１８）购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；
Ｒａｐａ（货号：ＨＹ１０２１９）购自美国ＭＣＥ公司；胰蛋白
酶（货号：３２５０４１ＥＬ）购自加拿大 ＷＩＳＥＮＴ公司；
ＴＲＩｚｏｌ（货号：１５５９６０１８）购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；
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逆转录和 ＲＴｑＰＣＲ（货号：ＡＧ１１７２１）试剂盒购自长
沙艾科瑞公司；蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰氟（ｐｈｅｎｙｌ
ｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）、细胞裂解液 ＲＩＰＡ、
蛋白浓度测定 ＢＣＡ试剂盒、胰酶细胞消化液、抗荧
光淬灭封片液（含 ＤＡＰＩ）（货号：ＳＴ５０６、Ｐ００１３Ｂ、
Ｐ００１２、Ｃ０２０１、Ｐ０１３１）购自上海碧云天公司；βａｃｔｉｎ
一抗、ＰＴＥＮ一抗、骨膜素（ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ，ＰＯＳＴＮ）一抗、
自噬相关蛋白微管相关蛋白轻链３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓ
ｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ）一抗、苄
青素１（Ｂｅｃｌｉｎ１）一抗和纤维化标志物胶原蛋白Ⅰ
（ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ）一抗（货号：６６００９１Ｉｇ、２９２４６１ＡＰ、
１９８９９１ＡＰ、１４６００１ＡＰ、１１３０６１ＡＰ、６７２８８１Ｉｇ）均
购自武汉 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；兔源二抗及鼠源二抗
（货号：ａｂ２０５７１８、ａｂ２０５７１９）购自美国 Ａｂｃａｍ公司；
ｍＣｈｅｒｒｙＧＦＰＬＣ３质粒（货号：Ｄ２８１６）购自美国
Ｇｉｍａｇｅｎ公司；戊二醇固定液、４％多聚甲醛固定液、
无菌 ＰＢＳ缓冲液（货号：ＢＬ９１１Ａ、ＢＬ５３９、ＢＬ３０２Ａ）
购自合肥白鲨公司；锇酸（货号：１１５３５５）购自长沙
艾科试剂公司；牛血清白蛋白 ＢＳＡ、ＴｒｉｔｏｎＸ１００（货
号：Ａ８０１０、Ｔ８２００）购自北京索莱宝公司；ＰＴＥＮ过表
达质粒和空载质粒购自上海吉玛基因有限公司；相

关ｑＰＣＲ引物由上海生工公司合成提供（表１）。

表１　引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）
ＰＴＥＮ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＣＡＡＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＧＡＧＧＣＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＡＧＴＧＣＣＡＣＧＧＧＴＣＴＧＴＡＡＴ
ＬＣ３ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＴＣＡＴＣＧＡＧＣＧＣＴＡＣＡＡＧＧＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＡＧＡＴＧＴＣＡＧＣＧＡＴＧＧＧＴＧＴＧ
Ｂｅｃｌｉｎ１ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＧＣＡＧＣＴＧＧＡＧＴＴＧＧＡＴＧＡＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＣＡＧＡＴＧＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＣＡＴ
ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＧＡＴＧＧＡＴＴＣＣＣＧＴＴＣＧＡＧＴ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＡＧＧＣＣＴＣＧＧＴＧＧＡＣＡＴＴＡＧ
βａｃｔｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＣＡＣＣＡＴＧＴＡＣＣＣＡＧＧＣＡＴＴ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＣ

１．１．３　实验仪器　细胞培养箱（型号：ＢＢ１５０）、
ＶａｒｉｏｓｋａｎＬＵＸ酶标仪（型号：ＶＬＢＬ０ＴＧＤ２）购自美
国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；低温离心机（型号：
Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４３０／５４３０Ｒ，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；实时
荧光定量 ＰＣＲ仪（型号：ＣＦＸ９６，美国 ＢｉｏＲａｄ公
司）；激光共聚焦显微镜、透射电子显微镜（型号：

ＬＳＭ７００Ｓｕｐｒａ５，德国ＣａｒｌＺｅｉｓｓ公司）。
１．２　方法
１．２．１　心脏成纤维细胞的提取分离与培养　将购
买的１～３ｄ的小鼠乳鼠用吸入麻醉（异氟烷）的方

法麻醉后，用酒精棉球仔细消毒体表３次后置于已
消毒的细胞台，使用高压灭菌后的手术器械逐层解

剖乳鼠胸腔直至暴露心脏。将心底部大血管游离并

结扎后小心剪取完整的心脏组织，使用预冷的无菌

ＰＢＳ清洗心脏表面及心腔内残余的血液，使用精细
程度较高的眼科剪将心脏组织破碎成直径约１ｍｍ
的小块，加入提前准备好的消化液（２ｍｌ胰蛋白酶
与１ｍｌⅡ型胶原酶的混合物），之后使用３７℃恒温
水浴锅消化心脏组织，时长约 １５ｍｉｎ，重复消化 ３
次；对含有心脏组织的消化液使用２００目滤网进行
过滤，最后向滤液中加入含有血清的培养基终止其

消化。１４００ｒ／ｍｉｎ离心６ｍｉｎ，弃去上清液，使用适
量的培养基将离心管中的细胞重悬，转移至细胞培

养瓶中进行培养。依据细胞差速贴壁原理，对培养

４ｈ的细胞进行换液，此时贴壁的细胞即为心脏成
纤维细胞。

１．２．２　心脏成纤维细胞染色　细胞培养瓶中的心
脏成纤维细胞消化后对细胞进行计数，将细胞以每

孔４０００个的数量接种于２４孔板的细胞爬片上，加
入培养基孵育２４～４８ｈ后使用无菌ＰＢＳ清洗细胞；
在室温下使用 ４％多聚甲醛固定液对细胞固定 ２０
ｍｉｎ，随后使用无菌 ＰＢＳ清洗细胞；用０５％ＴｒｉｔｏｎＸ
１００通透２０ｍｉｎ后，再次使用无菌 ＰＢＳ清洗细胞；
用５％ＢＳＡ封闭１ｈ，随后４℃孵育目的蛋白ＰＯＳＴＮ
（１∶４０００）的一抗过夜、无菌ＰＢＳ清洗３次（每次５
ｍｉｎ）、３７℃烘箱避光孵育相应的鼠二抗（１∶１０００）
１ｈ、再次使用无菌ＰＢＳ清洗３次（每次５ｍｉｎ），随后
将细胞爬片取出，使用抗荧光淬灭封片液（含 ＤＡ
ＰＩ）封片。最后使用激光共聚焦显微镜观察细胞。
１．２．３　实验分组和处理　分组：① 空白对照组
（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）：不进行任何处理。② 模型组（Ｒａｐａ
组）：将细胞培养瓶中的心脏成纤维细胞消化后接

种于无菌６孔细胞培养板中，培养３～４ｈ至细胞完
全贴壁后，换用含有 Ｒａｐａ的培养基继续培养４８ｈ。
③ 质粒过表达组（Ｒａｐａ＋ＯＥＰＴＥＮ组）：Ｒａｐａ刺激
４８ｈ后转染ＰＴＥＮ过表达质粒，首先消化细胞，使用
细胞计数仪对细胞准确计数，接着将细胞等量接种

于６孔细胞培养板中，细胞密度约占５０％时，然后
取两个洁净无菌离心管，分别加入不含血清的培养

基，其中一个无菌离心管按照说明书上的比例将转

染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００稀释于培养基中，另一个
无菌离心管按照１１０∶１的稀释比例稀释质粒，稀释
液准备好后，将两者混合均匀，静置１５ｍｉｎ形成转
染复合物。随后将转染复合物均匀滴加到６孔细胞
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培养板中轻轻混匀。等待转染试剂处理细胞２４～
４８ｈ后对各组细胞进行换液培养，随后将细胞应用
于进一步实验。④ 质粒空载组（Ｒａｐａ＋Ｖｅｃｔｏｒ组）：
Ｒａｐａ刺激４８ｈ后转染空载质粒，除了另一个无菌
离心管按照１１０∶１的稀释比例稀释空载质粒外，其
他转染步骤同Ｒａｐａ＋ＯＥＰＴＥＮ组。
１．２．４　细胞总ＲＮＡ提取和逆转录　将细胞培养液
弃去，使用预冷的 ＰＢＳ清洗细胞３次；使用购买的
ＴＲＩｚｏｌ试剂对细胞总 ＲＮＡ进行抽提。然后根据购
入的逆转录试剂盒说明书将 ＲＮＡ进行逆转录为
ｃＤＮＡ。
１．２．５　ＲＴｑＰＣＲ检测各组细胞 ＰＴＥＮ、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、
Ｂｅｃｌｉｎ１和ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ的 ｍＲＮＡ表达　取各组 ｃＤ
ＮＡ，根据购买的试剂盒说明配制反应体系并使用
ＲＴｑＰＣＲ仪进行扩增。将 βａｃｔｉｎ作为内参，使用
２－ΔΔＣＴ法计算各组ｍＲＮＡ的相对表达量。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞 ＰＴＥＮ、ＬＣ３Ⅱ／
Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１和ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ的蛋白表达　收集各组细
胞标本，使用ＰＭＳＦ与ＲＩＰＡ（１∶１００）的混合液对细
胞进行裂解处理，获取总蛋白后使用蛋白浓度测定

试剂盒对各组蛋白进行定量。加入合适体积的上样

缓冲液后将蛋白置于１００℃的金属加热架加热１０
ｍｉｎ。完成变性的蛋白用于后续实验：ＳＤＳＰＡＧＥ电
泳、转膜、使用脱脂牛奶封闭３ｈ、ＴＢＳＴ清洗３次（每
次１０ｍｉｎ）、４℃孵育目的蛋白 ＰＴＥＮ（１∶２０００）、
ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ（１∶１０００）、Ｂｅｃｌｉｎ１（１∶２５００）、Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅰ（１∶５０００）和 βａｃｔｉｎ（１∶５０００）的一抗过夜，
ＴＢＳＴ清洗３次（每次１０ｍｉｎ）、室温孵育相应的兔
和鼠二抗９０ｍｉｎ（１∶１０００）、再次用ＴＢＳＴ清洗后使
用ＥＣＬ法对条带进行显影。对显影结果使用 Ｉｍ
ａｇｅＪ进行定量分析，通过灰度值的差异计算各蛋白
的相对表达量。

１．２．７　ｍＣｈｅｒｒｙＧＦＰＬＣ３荧光染色检测心脏成纤
维细胞自噬活性　将处理后的各组心脏成纤维细胞
接种于２４孔培养皿中，放置过夜。使用 ｌｉｐ６０００将
ｍＣｈｅｒｒｙＧＦＰＬＣ３转染细胞。用４％多聚甲醛固定
液固定心脏成纤维细胞３０ｍｉｎ，随后用 ＰＢＳ洗涤心
脏成纤维细胞。最后在倒置显微镜下观察。

１．２．８　透射电镜观察心脏成纤维细胞自噬体　将
各组细胞处理４８ｈ后弃培养基，加入胰酶细胞消化
液消化１０～２０ｓ，培养基终止消化，用移液枪把细胞
吹打下来；悬浮细胞置于５ｍｌ离心管，１２００ｒ／ｍｉｎ
离心３ｍｉｎ；弃上清液，加入２５％的常温戊二醇固
定液，把细胞团轻轻挑起，悬浮于固定液中，室温固

定３０ｍｉｎ；然后用１％的锇酸固定，用不同梯度的乙
醇浸泡脱水，每次１５～２０ｍｉｎ，以及浸泡在丙酮和包
埋剂中。然后置于３７℃烘箱中过夜，４５℃烘箱１２
ｈ，６０℃烘箱２４ｈ依次固化，之后切成５０～７０ｎｍ
的薄片；最后染色，在透射电子显微镜下观察。

１．２．９　统计学处理　所有数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ８０进行分析。数据以 珋ｘ±ｓ表示，所有实验均
独立重复３次以上，两组间差异比较采用ｔ检验。

２　结果

２．１　成功提取、分离与培养心脏成纤维细胞　按照
上述方法提取、分离心脏成纤维细胞。依据细胞差

速贴壁原理，对培养４ｈ的细胞进行换液，此时贴壁
的细胞即为心脏成纤维细胞。如图１所示，倒置显
微镜下，可见心脏成纤维细胞生长状态良好，呈网状

分布。在荧光显微镜下，乳鼠心脏成纤维细胞分离

后心脏成纤维细胞标志蛋白ＰＯＳＴＮ染色阳性。

图１　ＣＦｓ在显微镜下的观察与鉴别

Ｆｉｇ．１　ＯｂｓｅｒｖａｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＣＦｓｕｎｄｅｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

　　Ａ：Ｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ×１００；Ｂ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

×２５００．

２．２　Ｒａｐａ刺激后心脏成纤维细胞自噬相关蛋白、
纤维化标志物蛋白和 ｍＲＮＡ表达情况　如图２所
示，ＰＴＥＮ的 ｍＲＮＡ水平（ｔ＝６５５９，Ｐ＜００５）和蛋
白表达水平（ｔ＝５９７２，Ｐ＜００５）在模型组中均下
降，表明Ｒａｐａ刺激成功构建了心脏成纤维细胞自噬
模型。使用 Ｒａｐａ作用于细胞４８ｈ后，提取细胞总
蛋白及总 ＲＮＡ进行相关实验。ＲＴｑＰＣＲ检测显
示，模型组（Ｒａｐａ组）的 ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１和 Ｃｏｌｌａ
ｇｅｎⅠ的 ｍＲＮＡ相对表达量较对照组升高（ｔ＝
１０２８０、７５４３、７７１７，均 Ｐ＜００５）（图 ２Ａ）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示（图 ２Ｂ），模型组（Ｒａｐａ
组）的ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋白表达量
较对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）升高（ｔ＝１０９３０、９７１８、
５７５８，Ｐ＜００５）。提示ＰＴＥＮ的降低可能在心脏成
纤维细胞自噬过程中发挥作用。
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图２　Ｒａｐａ处理后相关基因在蛋白及ｍＲＮＡ水平中的表达差异（ｎ＝３）

Ｆｉｇ．２　ＡｆｔｅｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＲａｐａ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｗａｓ

ｏｂｓｅｒｖｅｄａｔｂｏｔｈｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓ（ｎ＝３）

　　Ａ：ＲＴｑＰＣＲｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｈａｎｇｅｓｉｎｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｈａｎｇｅｓｉｎｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ

ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图３　Ｒａｐａ处理后细胞自噬活性的变化

Ｆｉｇ．３　ＣｈａｎｇｅｓｉｎａｕｔｏｐｈａｇｙａｃｔｉｖｉｔｙａｆｔｅｒＲａｐａｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

２．３　ｍＣｈｅｒｒｙＧＦＰＬＣ３荧光染色和透射电镜检
测心脏成纤维细胞模型组自噬活性情况　使用
ｍＣｈｅｒｒｙＧＦＰＬＣ３荧光染色对各组细胞自噬活性进
行检测，结果如图 ３所示，相较于对照组，模型组
（Ｒａｐａ组）出现了红色荧光增强（ｔ＝８７７３，Ｐ＜
０００１）而绿色荧光减弱（ｔ＝２９３９，Ｐ＜００）的情
况，说明经Ｒａｐａ刺激后，心脏成纤维细胞自噬活性
升高。如图４所示，在经过 Ｒａｐａ处理后，模型组的
心脏成纤维细胞自噬体增多。

２．４　转染ＰＴＥＮ过表达质粒后心脏成纤维细胞自
噬相关分子的表达变化　对完成转染的细胞进行
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴｑＰＣＲ实验检测 ＰＴＥＮ的蛋白和
ｍＲＮＡ的表达差异，结果见图５，质粒过表达组（Ｒａ
ｐａ＋ＯＥＰＴＥＮ组）ＰＴＥＮ的蛋白和ｍＲＮＡ表达量

图４　Ｒａｐａ处理后细胞自噬体的变化（红色箭头代表自噬体）

Ｆｉｇ．４　ＣｈａｎｇｅｓｉｎａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓｉｎｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＲａｐａ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ（Ｒｅｄａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓ）

（ｔ＝９３７６、１５１９０，均 Ｐ＜０００１）较质粒空载组
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（Ｒａｐａ＋Ｖｅｃｔｏｒ组）均增加，证实 ＰＴＥＮ过表达质粒
转染成功。进一步检测各组细胞ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１
和纤维化标志物ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ的蛋白和ｍＲＮＡ表达差
异，结果提示，相较于 Ｒａｐａ＋Ｖｅｃｔｏｒ组，质粒过表达
组自噬相关分子 ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１（ｔ＝５６１５、
８０９４，均 Ｐ＜００５）和纤维化标志物 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ（ｔ
＝５８８７，Ｐ＜００５）的蛋白表达均下降（Ｐ＜００５）；
同时 ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ（ｔ＝９９０１、
１２５７０、１２１６０、Ｐ＜００５）的 ｍＲＮＡ表达也出现下
降趋势，表明过表达 ＰＴＥＮ可能有效抑制心脏成纤
维细胞的自噬。

２．５　过表达ＰＴＥＮ后心脏成纤维细胞的自噬能力
变化　使用ｍＣｈｅｒｒｙＧＦＰＬＣ３荧光染色对各组细胞
自噬活性进行检测，结果如图６所示，与质粒空载组
相比，质粒过表达组（Ｒａｐａ＋ＯＥＰＴＥＮ组）细胞出现

了不同程度的红色荧光减弱（ｔ＝１１３８０，Ｐ＜
０００１）而绿色荧光增强（ｔ＝１２２９０，Ｐ＜０００１）的
情况，说明在过表达ＰＴＥＮ后，心脏成纤维细胞的自
噬活性下降。同时使用透射电镜观察各组细胞自噬

活性的变化，结果如图７所示，质粒过表达组（Ｒａｐａ
＋ＯＥＰＴＥＮ组）细胞自噬体较质粒空载组（Ｒａｐａ＋
Ｖｅｃｔｏｒ组）减少，也说明在过表达 ＰＴＥＮ后，心脏成
纤维细胞的自噬活性下降。

３　讨论

　　心肌纤维化是各种心脏病终末期的特征性变
化［１１］，在心血管疾病领域仍然是一个具有挑战性的

问题，发现新靶点、提供治疗新思路是近年来针对心

肌纤维化基础研究的重中之重。近年来，单细胞基

因组学的应用使临床在纤维化组织生物学和疾病机

图５　质粒过表达ＰＴＥＮ后相关基因在蛋白及ｍＲＮＡ水平中的表达差异（ｎ＝３）

Ｆｉｇ．５　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓａｔｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓａｆｔｅｒｔｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＴＥＮｉｎｐｌａｓｍｉｄｓ（ｎ＝３）

　　Ａ：ＲＴｑＰＣＲｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｈａｎｇｅｓｉｎｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｈａｎｇｅｓｉｎｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ

ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０００１ｖｓＲａｐａ＋Ｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ．

图６　质粒过表达ＰＴＥＮ后细胞自噬活性的变化

Ｆｉｇ．６　ＣｈａｎｇｅｓｉｎｃｅｌｌｕｌａｒａｕｔｏｐｈａｇｙａｃｔｉｖｉｔｙａｆｔｅｒｔｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＴＥＮｂｙｐｌａｓｍｉｄｓ
Ｐ＜０００１ｖｓＲａｐａ＋ＯＥＰＴＥＮｇｒｏｕｐ．
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图７　质粒过表达ＰＴＥＮ后细胞自噬体的变化

（红色箭头代表自噬体）

Ｆｉｇ．７　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓａｆｔｅｒｐｌａｓｍｉｄｍｅｄｉａｔｅｄｔｈｅ

ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＴＥＮ（Ｒｅｄａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓ）

制的探索方面有了新的见解，国内外越来越多的相

关研究表明自噬在纤维化中发挥了重要作用，这为

发现治疗纤维化的自噬靶点、研究针对性的有效治

疗药物提供了重要证据［１２］。自噬可经多种方式调

节心肌细胞重构和物质代谢，是维持细胞稳态的重

要过程［１３］。有研究［１４］发现，抑制自噬可减轻心肌

纤维化。

　　ＰＴＥＮ被广泛认为是一种肿瘤抑制因子，在多
种人类癌症中通常失活［１５］。ＰＴＥＮ水平异常在许多
癌症中发生，ＰＴＥＮ的突变或缺失总是影响肿瘤的
进展［１６］。现在越来越多的研究表明，ＰＴＥＮ在自噬
和纤维化的过程中也发挥重要的作用。Ｈｕａｎｇｅｔ
ａｌ［１０］的研究表明，在亚砷酸钠诱导小鼠肝纤维化过
程中，ＰＴＥＮ的异常表达与自噬有关，在造血干细胞
中也发现了类似的结果，其中 ＰＴＥＮ的过表达减少
了自噬的发生并减缓了肝纤维化。本研究结果显

示，与对照组相比，Ｒａｐａ刺激心脏成纤维细胞后，
ＰＴＥＮ的表达降低，心脏成纤维细胞自噬相关蛋白
ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１和纤维化标志物ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ的表
达明显升高，这提示 ＰＴＥＮ可能参与了心脏成纤维
细胞的自噬过程。为了进一步探究 ＰＴＥＮ可能发挥
的作用，本研究使用 ＰＴＥＮ过表达质粒转染心脏成
纤维细胞，进而观察转染后心脏成纤维细胞分子水

平及细胞自噬活性发生的变化。在确认转染成功

后，本研究实验显示 ＰＴＥＮ过表达组心脏成纤维细
胞自噬活性相关指标和纤维化标志物在蛋白及转录

水平均出现了不同程度的下降，通过 ｍＣｈｅｒｒｙＧＦＰ
ＬＣ３荧光染色实验显示，ＰＴＥＮ过表达组心脏成纤
维细胞的自噬活性降低。

　　综上所述，本研究表明 ＰＴＥＮ参与调控心脏成
纤维细胞的自噬活性，并且可能是影响心肌纤维化

的关键因素之一。该研究成果将有利于从新的方向

探究心肌纤维化发展的机制，从而为心肌纤维化的

临床治疗提供新的理论依据和新的作用靶点。
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