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【摘 要】目的：研究缬沙坦（Valsartan）对心力衰竭（Heart failure，HF）幼鼠心室肌内钙调素依赖性蛋白激酶II（Calmodulin KinaseII，CaMKII）表达的影响。方法：采用腹主动脉部分缩窄（Abdominal aortic constriction，AAC）的方法建立3周龄SD幼鼠的心力衰竭模型，同时设假手术组；术后4周将心衰鼠随机分为心衰组和缬沙坦治疗组，缬沙坦组每日灌胃给药，心衰组和假手术组给予安慰剂；术后8周使用高频超声检测大鼠左室收缩和舒张末期内径（LVIDs、LVIDd）、左室收缩和舒张末期容积（LVESV、LVEDV）、左室射血分数（LVEF）、左室短轴收缩率（LVFS）；左、右心室重量指数（LVMI、RVMI）；Western blot检测CaMKII及其亚型表达情况。结果：与假手术组（n=8）比较，心衰组（n=10）LVIDs、LVESV均明显升高（F =21.082,P <0.001；F =14.178，P =0.001）, LVEF、LVFS均明显降低（F =103.766，P <0.001；F =62.953，P <0.001）, LVIDd、LVEDV无明显差异；LVMI明显增加（F =13.272，P =0.01）；心室肌细胞内CaMKII表达升高1.95倍（F =7.541，P =0.026），CaMKII亚型 (δB+δ9) 表达升高1.93倍（F =7.042，P =0.029），CaMKIIδC表达升高1.93倍（F =6.714，P =0.045）；经缬沙坦治疗后，缬沙坦组（n=8）与假手术组比较，超声结果（LVIDs、LVIDd 、LVESV、LVEDV 、LVEF 、LVFS ）、LVMI和CaMKII表达没有显著差异（P >0.05）。结论：心力衰竭幼鼠心室肌上CaMKII表达增高；缬沙坦改善HF心脏收缩功能，可能与其部分下调心室肌细胞内CaMKII的表达有关。
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[Abstract] Objective：To explorer the effect of valsartan on the expression of CaMKII in Juvenile rat with Heart Failure(HF). Methods: The animal model of heart failure was established by abdominal aortic constriction （AAC）in 3 weeks old SD rats ，while the establishment of the sham operation group. 4 weeks later, the rats with heart failure were randomly divided into 2 group：HF group，valsartan  treatment  group.  Valsartan were taken through direct gastric gavage everyday. HF group and sham operation group were given placebos.8 weeks later, high frequency ultrasound was employed to measure left ventricular-internal dimension systole（LVIDs）、left ventricular-internal diastolic diameter(LVIDd)、left ventricular end-systolic volume（LVESV）、left ventricular end diastolic volume( LVEDV)、left ventricular ejection fraction（LVEF）、left ventricular fractional shortening（LVFS）of rats. Left and right ventricular mass index (LVMI, RVMI) were calculated. Western blot was applied to detect the expression of CaMKII and subunits. Results: Compared with the sham operation group (n=8)， LVIDs and LVESV were increased（F =21.082,P <0.001；F =14.178，P =0.001），LVEF and LVFS were all significantly decreased（F =103.766，P <0.001；F =62.953，P <0.001），LVMI was increased (F =13.272，P =0.01)，the expression of CaMKII was increased by 1.95 fold (F =7.541，P =0.026),  the expression of CaMKII subunits (δB+δ9) was increased to 1.93 fold (F =7.042，P =0.029)，and the expression of CaMKIIδC was increased to 1.93 fold (F =6.714，P =0.045) in HF group(n=10). After the treatment，no significant difference of LVIDs、LVIDd 、LVESV、LVEDV 、LVEF 、LVFS 、LVMI and the expression of CaMKII was found between valsartan treatment group and sham operation group（P >0.05）. Conclusion: The expression of CaMKII in juvenile rats with HF was increased. Valsartan can improve cardiac contractile function with heart failure, which may be associated with reduced expression of CaMKII in ventricular myocytes .
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既往发现心肌细胞肌浆网（Sarcoplasmic reticulum，SR）上钙调节紊乱在心衰发展中起着重要作用[1]。随着对心肌细胞钙调节机制的研究，一种体内广泛分布的丝氨酸-苏氨酸激酶——钙调素依赖性蛋白激酶II（Calmodulin-dependent protein kinase II ,CaMKII)越来越受到人们的关注。CaMKII的过度激活可导致L型钙通道（L-type Ca2+ channels ，LTCC），兰尼碱受体（Ryanodine receptor ，RyR）以及Ca2+ATP酶（Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca ATPase，SERCA2a）的高度磷酸化，进一步影响心脏功能[2,3]。CaMKII具有α,β,γ,δ四种亚型，而在心脏主要表达CaMKIIδ以及少量的CaMKIIγ,其中CaMKIIδC分布在胞浆内，而CaMKIIδB和CaMKIIγ则存在于细胞核[4,5]。目前，CaMKII在RyR的磷酸化位点作用一直存在争议，其下游锚定蛋白不明；在活性氧（Reactive oxygen species，ROS）介导CaMKII的活化发现[6]，CaMKII与cGMP依赖性蛋白激酶(cGMP dependent protein kinase ,PKG )在RyR上的作用位点有相互作用，但CaMKII在HF发病中的作用机制远未阐明。本研究通过幼鼠腹主动脉部分缩窄术建立心衰模型，观察心衰时 CaMKII的表达，以及血管紧张素受体拮抗剂（缬沙坦）治疗后的变化。
1 材料与方法
1.1 实验动物

SD雄性幼鼠，36只，3周龄，80 ± 10 g，清洁级动物，由第三军医大学大坪医院实验动物中心提供。
1.2  方法

1.2.1  HF动物模型的建立及分组  SD雄性幼鼠，3周龄，80 ± 10 g，10%水合氯醛（0.3 ml/100 g）腹腔麻醉后，手术部位剪毛，消毒，作一腹部正中切口，将肠管向腹腔右侧推开，用眼科镊小心分离后腹膜，充分暴露腹主动脉，仔细分离右肾静脉上方0.5 cm处腹主动脉，将去尖6号针头平行于腹主动脉，传统4号手术丝线结扎，抽出6号针头，关腹。同时建立假手术，仅分离腹主动脉，不接扎。术后3天肌注青霉素（8万单位/只）抗炎治疗。术后第4周将行腹主动脉缩窄术的大鼠按体重编号，根据随机表依次对应编号，随机数字单数为（1）心衰组：灌胃给予安慰剂，4周；随机数字双数为（2）治疗组：缬沙坦30 mg/(kg.d) [7,8] 灌胃给药，治疗4周；（3）假手术组：灌胃给予安慰剂，4周。
1.2.2  术后观察与高频超声检测  术后每日观察幼鼠呼吸、毛色、活动量、体重等发育情况。术后第8周通过超声心动图监测大鼠心功能，探头频率为12.5 MHz，扫描速度100 mm/s，取左室长轴切面和左乳头水平测量M型曲线，连续测3个心动周期的左室舒张末期内径（LVIDd），左室收缩末期内径（LVIDs），左室舒张末期容积（LVEDV），左室收缩末容积（LVESV），左室射血分数（LVEF），左室短轴缩短率（LVFS），取其均值。
1.2.3  心室重量测定  麻醉后，迅速开胸取出大鼠心脏，准确称取左心室（包括室间隔）、右心室重量，并分别计算其与体重之比。心脏标本置于 -80 ℃冰箱保存。
1.2.4  Western blot分析  取出保存的左室心肌组织，称取约100 mg组织，于液氮中研磨充分后，加入预冷蛋白裂解液500 ul（按全蛋白提取试剂盒说明每1 mL冷Lysis Buffer加入10 uL磷酸酶抑制剂，1 ul蛋白酶抑制剂和5 uL 100 mM PMSF）匀浆，再以10000转/分，4 ℃离心5 min后收集上清液。BCA法测定蛋白浓度。
采用10%SDS-聚丙烯酰胺凝胶，蛋白等量上样，约70 ug，垂直电泳分离，半干转膜至0.22 umPVDF膜上，室温封闭1 h，用含3%BSA的TBST稀释CaMKII一抗（1:1000），冰盒内4 ℃摇床过夜，TBST室温下洗膜10 min × 3次，加入辣根过氧化物酶（HRPO）偶联的羊抗兔二抗（1:5000），室温下摇床1 h，TBST室温下洗膜10 min × 3次，使用加强型ECL试剂曝光显色。采用Quantity One-4.6.2软件进行泳道/条带轨迹定量（Trace Tracking），得到Gause Model Trace（INT × mm），以靶蛋白Gause Model Trace/GAPDH Gause Model Trace 的比值反映靶蛋白的相对水平。
1.2.5  统计分析  使用SPSS 19.0统计软件进行分析，计量资料以均数 ± 标准差（[image: image2.png]


表示，3组幼鼠心室内径、心室容积、心功能、心室重量指数、CaMKⅡ及其亚型的表达多组比较采用Oneway ANOVA分析，其两两比较采用LSD法，检验水准α=0.05 ，P < 0.05认为具有统计学意义。
2  结果
2.1  一般状态观察

共36只幼鼠行腹主动脉缩窄术，其中26只幼鼠存活到实验终点，死亡率为28% 。缬沙坦组与假手术组无死亡。HF组大鼠毛色发黄，易脱毛，活动量减少，抓取时挣扎力气小，饮食少，体重较假手术显著减轻（P<0.05）（表2）。在实验过程中，HF组大鼠逐渐出现呼吸急促和劳力性呼吸困难，腹部膨隆等情况，死亡的大鼠鼻周可观察到粉红色泡沫，解剖发现存在胸水，肺部点状充血，肺部握雪感以及腹水等体征。
2.2 高频超声检测
术后8周，与假手术组（n = 8）相比，心衰组（n = 10）左室收缩末期内径（LVIDs）、左室收缩末期容积（LVESV）均明显增高（F =21.082,P <0.001；F =14.178，P =0.001），左室射血分数（LVEF），左室短轴收缩率（LVFS）均明显降低（F =103.766，P <0.001；F =62.953，P <0.001）,而左室舒张末期内径（LVIDd），左室舒张末期容积（LVEDV）无明显差异；缬沙坦组（n=8）与假手术组比较，无显著差异（P>0.05）（图1，表1）
缬沙坦组                            HF组                           假手术组
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图1 术后8周各组大鼠M型超声图
Fig. 1  Representative M-mode images of transthoracic echocardiography in rats in 8 weeks after operation
表1   3组幼鼠心室内径、心室容积、心功能比较（[image: image7.png]



Tab. 1  Ventricular diameter, ventricular volume and heart function in three group[image: image9.png]



	分组
	n
	LVIDd（cm）
	LVIDS（cm）
	LVEDV（ml）
	LVESV（ml）
	LVEF（%）
	LVFS（%）

	缬沙坦组
	8
	0.56±0.13
	0.22±0.10
	0.46±0.27
	0.04±0.04
	92.39±5.51
	61.58±10.48

	HF组
	10
	0.61±0.12
	0.39±0.09＊
	0.58±0.33
	0.16±0.12＊
	72.10±5.02＊
	36.50±3.95＊

	假手术组
	8
	0.54±0.09
	0.20±0.07
	0.41±0.21
	0.03±0.03
	93.94±2.95
	63.37±6.97

	F值
	
	1.630
	21.082
	1.604
	14.178
	103.766
	62.953

	P值
	
	0.214
	﹤0.001
	0.218
	0.001
	﹤0.001
	﹤0.001

	P1值
	
	0.339
	0.001
	0.397
	0.003
	﹤0.001
	﹤0.001

	P2值
	
	0.797
	0.652
	0.718
	0.712
	0.512
	0.632

	P3值
	
	0.224
	﹤0.001
	0.225
	0.001
	﹤0.001
	﹤0.001


注：与假手术组比较*P﹤0.01；缬沙坦组与假手术组比较，P >0.05。两两比较结果：P1值：缬沙坦组与HF组比较；P2值:缬沙坦组与假手术组比较；P3值：HF组与假手术组比较。
2.3 心室重量指数测量
HF组左室重量指数（LVMI）在术后8周较缬沙坦组及假手术组显著增加（F =13.272，P =0.046；P =0.001）。右室重量指数（RVMI）无明显差异（P>0.05）；缬沙坦组与假手术组比较，LVMI、RVMI均无显著差异（表2）。                        
表2  3组幼鼠心室重量指数（[image: image11.png]



Tab. 2  Ventricular mass index in three group[image: image13.png]s (3%5)




	分组
	n
	weight（g）
	LVMI（mg/g）
	RVMI(mg/g)

	缬沙坦组
	8
	355.89±43.92
	1.89±0.19＊
	0.86±0.15

	HF组
	10
	350.39±29.42
	2.11±0.29
	1.04±0.19

	假手术组
	8
	384.31±21.57＊
	1.73±0.12＊＊
	0.92±0.10

	F值
	
	4.588
	13.272
	3.469

	P值
	
	0.043
	0.001
	0.075

	P1值
	
	0.726
	0.046
	0.019

	P2值
	
	0.095
	0.166
	0.464

	P3值
	
	0.039
	0.001
	0.094


注：与HF组比较，＊P﹤0.05，＊＊P﹤0.01；缬沙坦组与假手术组比较，P >0.05。两两比较结果：P1值：缬沙坦组与HF组比较；P2值:缬沙坦组与假手术组比较；P3值：HF组与假手术组比较。
2.4 Western blot检测CaMKⅡ及其亚型表达
心衰组心室肌内总CaMKⅡ， CaMKⅡ亚型(δB+δ9) ，δC表达较假手术组分别升高1.95倍、1.93倍、1.93倍（F =7.541，P =0.026；F =7.042，P =0.029；F =6.714，P =0.045）；缬沙坦组与假手术组相比，CaMKⅡ表达没有显著差异（P >0.05）（图2）
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图2  Western blot检测各组幼鼠心室肌细胞内CaMKII及其亚型的表达。与假手术组比较＊P﹤0.05（n=4）。两两比较结果：P1值：缬沙坦组与HF组比较；P2值:缬沙坦组与假手术组比较；P3值：HF组与假手术组比较。

Fig. 2 Expression of CaMKII isoforms in three groupes measured by Western blot. ＊P﹤0.05 vs sham operation group.(n=4).P1: valsartan treatment group vs HF group;P2: valsartan treatment group vs sham operation group; P3: HF group vs sham operation group.
3    讨 论
心肌收缩时少量的钙流通过L型钙通道（（L-type Ca2+ channels ，LTCC）进入心肌细胞内，通过触发肌浆网（Sarcoplasmic reticulum，SR）上的兰尼碱受体（Ryanodine receptor ，RyR）释放大量的钙离子。释放的钙离子结合肌丝上的肌钙蛋白C引起心肌收缩。在舒张期，心肌通过SR上的Ca2+ATP酶（Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca ATPase，SERCA2a）和跨细胞膜的钠钙交换体（Na+-Ca2+ exchange,NCX）回收胞浆中的钙离子。已有研究证明，蛋白激酶A(PKA)通路和钙调素依赖性蛋白激酶（CaMKII）通路在调节心肌细胞钙循环局部磷酸化反应上起着重要的作用[2]。
CaMKII通过磷酸化作用的介导LTCC和RyR的激活在正常的心肌兴奋收缩偶联中非常重要。当心肌受到动作电位的刺激，钙离子进入细胞内与钙调素（CaM）结合，启动钙调素结合到CaMKII调节区上，引起CaMKII构象改变而活化，然后，作用于LTCC、RyR、SERCA2和受磷蛋白(Phospholamban ,PLN)调节心肌钙循环[3]。
研究发现，心肌细胞CaMKII的过度激活导致LTCC，RyR以及SERCA/PLN的高度磷酸化，也将影响心脏功能[9]。因为过度磷酸化的LTCC使进入细胞内的钙离子增多，易导致早期后除极（EADs，发生在动作电位的2、3期）的概率增多；SR的过度磷酸化使SR内储存的钙耗竭，导致细胞内钙瞬变的功能受到损害，进一步导致心肌的收缩和舒张功能受损；而且SR过度磷酸化导致的钙漏使通过NCX进入细胞内的净钠流增多，增加了晚期后除极（DADs，发生在动作电位的复极化）的发生概率；受磷蛋白（PLN）的过度磷酸化后，对SERCA2a抑制作用消失，细胞内的钙离子被回吸收。而HF临床及动物实验采用药物或者基因敲除的方法抑制CaMKII的可防治心律失常、心肌肥大、提高心脏的射血功能、抗心肌细胞凋亡和纤维化[10]。
本实验结果显示，HF组幼鼠 LVIDs、 LVESV 升高，LVEF、 LVFS 降低，LVMI增加，而CaMKII过表达，提示HF组幼鼠心脏扩大，心功能下降，发生心肌重构，其机制可能与CaMKII过表达后钙循环紊乱有关。CaMKⅡ亚型 (δB+δ9) ，δC主要在该激酶活化早期首先表达，CaMKIIγ主要在活化晚期有表达，因此，(δB+δ9) 和δC过表达，提示该亚型可能在心衰早期有重要作用。而CaMKIIγ表达量低，组间未发现明显差异，其在心衰发展后期是否有所改变需要通过进一步的实验研究。

已知心衰时肾素 -血管紧张素 - 醛固酮系统呈过度激活。ARB 类药物，通过阻断 Ang-II与 AT1 的结合而起到降压保护靶器官的作用。本实验结果显示，缬沙坦能有效抑制心肌细胞的增生和肥大，阻断心室重构的发生，恢复心功能。推测缬沙坦可能通过阻断高浓度的Ang-Ⅱ对心肌上钙调素依赖性蛋白激酶（CaMKII）通路的过度激活，抑制心肌CaMKII的过表达，从而恢复心肌细胞的正常钙调控。
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