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抑制泛素特异性蛋白酶７改善血管紧张素Ⅱ诱导的心肌细胞肥大
陈梦雅　谢赛阳　邓伟
（武汉大学人民医院心血管内科 代谢与相关慢病湖北省重点实验室，湖北 武汉 ４３００６０）

【摘要】目的　探究泛素特异性蛋白酶７（ＵＳＰ７）抑制剂ＦＴ６７１在血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）诱导的Ｈ９ｃ２细胞肥大中的作用和潜在
机制。方法　将Ｈ９ｃ２细胞随机分为四组：对照组、ＦＴ６７１组、ＡｎｇⅡ组、ＦＴ６７１＋ＡｎｇⅡ组。利用 αａｃｔｉｎｉｎ细胞免疫荧光染色检测心
肌细胞表面积；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测心房钠尿肽（ＡＮＰ）、脑钠肽（ＢＮＰ）、Ｂ细胞淋巴瘤２（Ｂｃｌ２）、Ｂ细胞淋巴瘤２相关 Ｘ蛋白（Ｂａｘ）、白
细胞介素６（ＩＬ６）、单核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ１）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白３（ＮＬＲＰ３）以及
ＮＡＤＰＨ氧化酶４（Ｎｏｘ４）的蛋白表达水平；ＲＴＰＣＲ检测 ＡＮＰ、ＢＮＰ、β肌球蛋白重链（βＭＨＣ）、ＩＬ６、ＭＣＰ１、ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ表达；
ＴＵＮＥＬ染色检测细胞凋亡情况；细胞计数试剂８（ＣＣＫ８）实验检测各组细胞活力；活性氧（ＲＯＳ）染色检测细胞内氧化损伤水平。
结果　与对照组相比，ＡｎｇⅡ组ＵＳＰ７蛋白表达明显增加，而使用ＦＴ６７１后，ＵＳＰ７表达明显被抑制。与 ＡｎｇⅡ组相比，ＦＴ６７１＋ＡｎｇⅡ
组心肌细胞面积减小；ＡＮＰ、ＢＮＰ、Ｂａｘ的蛋白表达减少，ＡＮＰ、ＢＮＰ、βＭＨＣ、Ｂａｘ、ＩＬ６、ＭＣＰ１以及 ＴＮＦα的ｍＲＮＡ表达减少；Ｂｃｌ２的
蛋白和ｍＲＮＡ表达均增加。与ＡｎｇⅡ组相比，ＦＴ６７１＋ＡｎｇⅡ组ＴＵＮＥＬ阳性细胞明显减少，心肌细胞活力增强，ＲＯＳ生成减少，Ｎｏｘ４、
ＮＬＲＰ３蛋白表达减少，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＦＴ６７１通过抑制Ｎｏｘ４／ＲＯＳ／ＮＬＲＰ３炎症通路减轻ＡｎｇⅡ诱导的心肌
细胞中的氧化应激和炎症反应，从而减轻心肌细胞肥大。
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　　心力衰竭是各种心脏疾病发展的终末阶段，以心
肌肥厚和纤维化为特征的心肌重构已被确定为心力

衰竭病程进展中的决定性因素［１］。生理性心肌肥厚

在刺激消失后可逆转，而心肌梗死、高血压等长期慢

性刺激导致的病理性心肌肥厚往往会导致心肌重构，

产生不良后果，如心律失常、心力衰竭等［２］。心肌肥

厚的发生发展机制比较复杂，至今尚未完全阐明。因

此，探讨心肌肥厚的发生发展机制，从而寻找更有效

的作用靶点，抑制甚至逆转心肌重构的发生是针对心

力衰竭的重要策略。

泛素蛋白酶体系统是细胞内蛋白质降解的主要
途径，通过对底物蛋白的泛素化降解，参与包括细胞

周期调节、免疫反应、细胞受体功能及肿瘤生长等在

内的多种细胞活动［３］。去泛素化酶（ｄｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｎｇ
ｅｎｚｙｍｅ，ＤＵＢ）家族可将泛素分子从泛素化标记的蛋白
质或者前体蛋白上水解下来，起到去泛素化的作用，

对蛋白降解进行反向调节［４５］。既往研究［６８］显示，

ＤＵＢ在心肌肥厚、心肌梗死、心房颤动等心血管疾病
中起着至关重要的作用。泛素特异性蛋白酶 ７
（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ７，ＵＳＰ７）是第一个被发现
的ＤＵＢ，主要位于细胞核中，参与细胞增殖、ＤＮＡ损伤
反应、肿瘤发生、炎症和细胞凋亡等过程［９１０］，在神经

退行性疾病和癌症中被广泛研究，ＵＳＰ７的抑制剂也常
作为抗肿瘤药被广泛研究［１１１２］，但是在心血管疾病中

研究较少。最近研究［１３］发现ＵＳＰ７在心肌细胞缺氧条
件下的表达显著增加，可能参与心肌梗死和心肌缺血

再灌注损伤过程。然而，关于 ＵＳＰ７在心肌肥厚中的
作用和机制知之甚少。在本研究中，应用 ＵＳＰ７特异
性抑制剂 ＦＴ６７１干预血管紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，
ＡｎｇⅡ）诱导的Ｈ９ｃ２心肌细胞肥大，探讨ＵＳＰ７在心肌
细胞病理性肥大中的作用和作用机制。

１　材料和方法
１１　实验材料

试剂：Ｈ９ｃ２心肌细胞购自中国科学院细胞库（上
海，中国）。ＦＴ６７１（ＨＹ１０７９８５）［美国ＭｅｄＣｈｅｍｅｘｐｒｅｓｓ
（ＭＣＥ）公司］，ＡｎｇⅡ（美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司），胎牛血
清和 Ｆ１２培养液（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），ＵＳＰ７抗体
（ＡＢｃｌｏｎａｌ，Ａ３４４８），αａｃｔｉｎｉｎ、心房钠尿肽 （ａｔｒｉａｌ
ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅ，ＡＮＰ）、脑钠肽 （ｂｒａｉｎｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ
ｐｅｐｔｉｄｅ，ＢＮＰ）、Ｂ细胞淋巴瘤２（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２，
Ｂｃｌ２）抗体、Ｂ细胞淋巴瘤２相关 Ｘ蛋白（Ｂｃｌ２
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）抗体（美国 ａｂｃａｍ公司），
ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３（ＮＯＤｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｈｅｒｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３，

ＮＬＲＰ３）、羊抗兔二抗（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司），ＮＡＤＰＨ氧化酶４（ｒｅｄｕｃｅｄｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅ
ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｏｘｉｄａｓｅ，Ｎｏｘ４）（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ）。
ＴＵＮＥＬ染色试剂盒、细胞计数试剂８（ＣＣＫ８）试剂盒、
活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）检测试剂盒
（ＢｅｙｏｔｉｍｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）。Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），反转录
试剂盒（瑞士 Ｒｏｃｈｅ公司），Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
ＡｓｓａｙＢｕｆｆｅｒ（ＲＩＰＡ）裂解液（美国赛默飞世尔公司）。

仪器：凝胶电泳系统（北京六一仪器厂），凝胶电泳

转移 系 统 （ＢＩＯＲＡＤ），聚 偏 二 氟 乙 烯 膜 （美 国
Ｍｉｌｉｐｏｒｅ），化学发光蛋白检测显影仪（美国Ｂｏｒａｄ），荧光
显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳＤＸ５１），ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＭａｓｔｅｒ（瑞士
Ｒｏｃｈｅ公司，４７０７５１６００１），ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
荧光定量仪（瑞士Ｒｏｃｈｅ公司，ＬＣ４８０），酶标仪（美国伯
腾仪器有限公司，ＳｙｎｅｒｇｙＨＴ）。
１２　方法
１２１　细胞培养与分组

使用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基，于３７°Ｃ、
９５％Ｏ２、５％ＣＯ２培养箱中培养 Ｈ９ｃ２心肌细胞，待细
胞贴壁之后长至９０％密度左右，用０．２５％胰蛋白酶消
化传代，待细胞长至培养皿面积的７０％ ～８０％时，进
行以下实验。

将Ｈ９ｃ２心肌细胞随机分为４组（ｎ＝６）：对照组，
ＦＴ６７１（１０μｍｏｌ／Ｌ）组，ＡｎｇⅡ（１μｍｏｌ／Ｌ）组，ＦＴ６７１
（１０μｍｏｌ／Ｌ）＋ＡｎｇⅡ（１μｍｏｌ／Ｌ）组。待细胞长至培
养皿面积的７０％～８０％，换液之后根据分组加入生理
盐水或ＡｎｇⅡ和／或ＦＴ６７１，培养２４ｈ之后收集细胞进
行后续实验。

１２２　细胞免疫荧光检测细胞面积
采用细胞爬片，用４％多聚甲醛固定细胞，０．２％

ＴｒｉｔｏｎＸ１００通透细胞，１０％羊血清室温孵育 ６０ｍｉｎ
进行封闭。αａｃｔｉｎｉｎ一抗（１２００）４℃ 孵育过夜，绿色
荧光标记的二抗（１１００）湿盒中３７℃孵育６０ｍｉｎ。
滴加封片剂封片，放置１０ｍｉｎ左右后，在荧光显微镜下
观察、拍照，并使用ＩｍａｇｅＪ软件分析，计算各组心肌细
胞肥大面积。

１２３　免疫印迹法Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测目的蛋白表达
提取各组心肌细胞蛋白，采用 ＢＣＡ法进行定量，

制备上样蛋白，使用１０％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰
胺（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳分离蛋白，转膜至聚偏二氟乙烯
膜，５％脱脂牛奶封闭 １ｈ后，孵育一抗置于 ４℃过
夜。用 Ｔｒｉｓ缓冲液加 Ｔｗｅｅｎ２０液洗膜３次后，二抗
室温孵育１ｈ，使用化学发光后成像系统进行图像采
集，ＩｍａｇｅＪ软件对蛋白表达水平进行定量，βｔｕｂｕｌｉｎ
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作为内参蛋白。

１２４　ＲＴＰＣＲ法检测目的基因ｍＲＮＡ表达
按照 Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）法提取细胞总 ｍＲＮＡ，紫

外分光光度计检测 ＲＮＡ含量及纯度。每个样本取

２μｇ总ｍＲＮＡ，使用Ｒｏｃｈｅ反转录试剂盒（２０μＬ反应
体系）反转录，之后进行 ＰＣＲ扩增，以 ＧＡＰＤＨ作为内
参基因，计算各组相较于对照组的相对表达量，计算

公式为２ΔΔＣｔ（表１）。

表１　引物序列（５’３’）

鉴定引物 上游引物 下游引物

ＡＮＰ ＣＣＴＧＧＡＣＴＧＧＧＧＡＡＧＴＣＡＡＣ ＧＣＡＧＣＴＣＣＡＧＧＡＧＧＧＴＡＴＴＣ

ＢＮＰ ＣＡＧＡＡＧＣＴＧＣＴＧＧＡＧＣＴＧＡＴＡ ＴＣＣＧＧＴＣＴＡＴＣＴＴＣＴＧＣＣＣＡ

ＩＬ６ ＣＡＣＴＴＣＡＣＡＡＧＴＣＧＧＡＧＧＣＴ ＡＧＣＡＣＡＣＴＡＧＧＴＴＴＧＣＣＧＡＧ

ＭＣＰ１ ＴＡＧＣＡＴＣＣＡＣＧＴＧＣＴＧＴＣＴＣ ＣＡＧＣＣＧＡＣＴＣＡＴＴＧＧＧＡＴＣＡ

ＴＮＦα ＴＣＧＴＡＧＣＡＡＡＣＣＡＣＣＡＡＧＣＡ ＧＡＡＧＴＧＧＣＡＡＡＴＣＧＧＣＴＧＡＣ

ＧＡＰＤＨ ＧＣＡＴＣＴＴＣＴＴＧＴＧＣＡＧＴＧＣＣ ＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＴＴＴＣＣＣＧＴ

　　注：ＩＬ６，白细胞介素６；ＭＣＰ１，单核细胞趋化蛋白１；ＴＮＦα，肿瘤坏死因子α。

１２５　ＴＵＮＥＬ染色检测心肌细胞凋亡
处理后的细胞用４％多聚甲醛固定细胞３０ｍｉｎ，

０．２％ＴｒｉｔｏｎＸ１００通透细胞，每组加５０μＬＴＵＮＥＬ检
测液，３７℃避光孵育６０ｍｉｎ。滴加含有 ＤＡＰＩ的封片
剂封片，放置１０ｍｉｎ左右后，在荧光显微镜下观察、拍
照，并使用 ＩｍａｇｅＪ软件分析，计算各组每个视野
ＴＵＮＥＬ阳性细胞占总细胞的比率即凋亡率。
１２６　ＣＣＫ８检测心肌细胞活性

使用ＣＣＫ８试剂盒检测细胞活性。于９６孔板中
每孔加入１００μＬ（约４０００个细胞）Ｈ９ｃ２细胞悬液，置
于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养１２ｈ，待细胞贴壁后根
据分组进行处理，培养２４ｈ后每孔加入１０μＬＣＣＫ８
试剂，继续置于培养箱内孵育２ｈ。用酶标仪检测，分
别于４５０ｎｍ波长处测定光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）
值，计算细胞活性。实验结果以细胞存活率表示，细

胞存活率＝（实验组ＯＤ值－空白孔ＯＤ值）／（对照组
ＯＤ值－空白孔ＯＤ值）×１００％。
１２７　ＲＯＳ染色实验检测氧化损伤

使用荧光探针ＤＣＦＨＤＡ测量细胞内ＲＯＳ的形成。
用１０μｍｏｌ／ＬＤＣＦＨＤＡ处理细胞爬片并置于３７℃细
胞培养箱内孵育２０ｍｉｎ，用无血清培养液洗涤 ３次。
用倒置显微镜记录心肌细胞中 ＲＯＳ的荧光，并用
ＩｍａｇｅＪ软件进行分析。
１３　统计学处理

应用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０统计学软件对数据进行
统计分析，ＩｍａｇｅＪ软件分析条带灰度值。数据采用均
数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组比较采用单因素方差分
析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），两组间比较采用成对ｔ检验，以
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果
２１　ＦＴ６７１作用验证及对 ＡｎｇⅡ诱导的心肌细胞肥
大面积的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示 ＡｎｇⅡ刺激的心肌细胞中
ＵＳＰ７蛋白表达明显增加，在应用 ＵＳＰ７抑制剂 ＦＴ６７１
后，ＦＴ６７１组和ＦＴ６７１＋ＡｎｇⅡ组 ＵＳＰ７表达明显减少
（图１Ａ、Ｂ）。对不同组 Ｈ９ｃ２细胞进行 αａｃｔｉｎｉｎ免疫
荧光染色后，与对照组比，ＡｎｇⅡ组和ＦＴ６７１＋ＡｎｇⅡ组
心肌细胞面积增加，而相比于ＡｎｇⅡ组，应用ＦＴ６７１后
心肌细胞面积明显减少（图１Ｃ、Ｄ），差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。
２２　ＦＴ６７１对 ＡｎｇⅡ诱导的心肌细胞肥大分子标志
物的影响

　　应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组心肌细胞 ＡＮＰ、ＢＮＰ
的蛋白表达变化，ＲＴＰＣＲ检测各组心肌细胞 ＡＮＰ、
ＢＮＰ、β肌球蛋白重链（βｍｙｏｓｉｎｈｅａｒｙｃｈａｉｎ，βＭＨＣ）
的ｍＲＮＡ表达变化。结果显示，ＡｎｇⅡ组Ｈ９ｃ２心肌细
胞 ＡＮＰ、ＢＮＰ蛋白（图 ２Ａ、Ｂ、Ｃ）以及 ＡＮＰ、ＢＮＰ、β
ＭＨＣ的ｍＲＮＡ（图２Ｄ、Ｅ、Ｆ）的表达较对照组明显增高
（Ｐ＜０．０５），而ＦＴ６７１能降低ＡｎｇⅡ诱导的ＡＮＰ、ＢＮＰ、
βＭＨＣ的表达，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２３　ＦＴ６７１对 ＡｎｇⅡ诱导的心肌细胞凋亡指标的
影响

　　应用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组心肌细胞Ｂｃｌ２和Ｂａｘ
的蛋白表达变化，结果显示，与对照组比，ＡｎｇⅡ组心肌细
胞Ｂａｘ表达增加，Ｂｃｌ２表达降低，而相比于 ＡｎｇⅡ组，
ＦＴ６７１＋ＡｎｇⅡ组心肌细胞 Ｂａｘ表达下调，Ｂｃｌ２表达
上调（图３Ａ、Ｂ、Ｃ），差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
ＴＵＮＥＬ染色显示相比于ＡｎｇⅡ组，ＦＴ６７１组ＴＵＮＥＬ阳
性细胞数明显减少，心肌细胞凋亡率下降（图３Ｄ、Ｅ），
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差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。应用 ＣＣＫ８法检测
各组心肌细胞活性的变化，与对照组相比，ＦＴ６７１对
Ｈ９ｃ２心肌细胞活性的影响无统计学差异（Ｐ＞０．０５）；

而相比于ＡｎｇⅡ组，ＦＴ６７１能明显提高ＡｎｇⅡ刺激后的
细胞存活率（图 ３Ｆ），差异具有统计学意义（Ｐ＜
００５）。

　　注：Ａ、Ｂ为Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｈ９ｃ２心肌细胞内 ＵＳＰ７蛋白表达的电泳图及蛋白

相对定量（ｎ＝６）；Ｃ、Ｄ为心肌细胞 αａｃｔｉｎｉｎ免疫荧光图及荧光定量（ｎ＝３），倍数

４００。ｎｓ表示两组差异无统计学意义；表示Ｐ＜０．０００１。
图１　ＦＴ６７１作用验证及对ＡｎｇⅡ诱导的心肌细胞肥大面积的影响

　　注：Ａ、Ｂ、Ｃ为Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｈ９ｃ２心肌细胞内 ＡＮＰ、ＢＮＰ蛋白表达以及蛋白定量（ｎ＝６）；Ｄ、
Ｅ、Ｆ为ＲＴＰＣＲ检测心肌细胞ＡＮＰ、ＢＮＰ、βＭＨＣ的ｍＲＮＡ表达变化（ｎ＝６）。ｎｓ表示两组差异无统
计学意义；表示Ｐ＜０．０００１，表示Ｐ＜０．００１，表示Ｐ＜０．０１。

图２　ＦＴ６７１对ＡｎｇⅡ诱导的心肌细胞肥大分子标志物的影响
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　　注：Ａ、Ｂ、Ｃ为Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｈ９ｃ２心肌细胞内Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达以及蛋白定量（ｎ＝６）；Ｄ、Ｅ
为ＴＵＮＥＬ染色检测ＴＵＮＥＬ阳性凋亡细胞以及凋亡率（ｎ＝６），倍数２００；Ｆ为ＣＣＫ８检测心肌细胞活
性（ｎ＝６）。ｎｓ表示两组差异无统计学意义；表示Ｐ＜０．０００１；表示Ｐ＜０．０１。

图３　ＦＴ６７１对ＡｎｇⅡ诱导的心肌细胞凋亡指标的影响

２４　ＦＴ６７１对 ＡｎｇⅡ诱导的心肌细胞肥大的作用
机制

　　既往研究表明，ＡｎｇⅡ促进心肌细胞内 ＲＯＳ生成
是其诱导心肌肥大的重要机制，因此笔者检测了

ＦＴ６７１对ＡｎｇⅡ刺激的细胞内 ＲＯＳ生成的影响，发现
ＡｎｇⅡ干预组 ＲＯＳ水平较对照组明显升高，ＦＴ６７１干
预可以明显降低 ＡｎｇⅡ诱导的心肌细胞内 ＲＯＳ的产
生（Ｐ＜０．０５）（图４Ａ）。另外，笔者检测了炎症通路分
子ＮＬＲＰ３［１４］和 ＲＯＳ生成相关的关键酶 Ｎｏｘ４［１５］的蛋
白表达水平。结果显示，相比于 ＡｎｇⅡ组，ＦＴ６７１可以
降低心肌细胞内 ＮＬＲＰ３和 Ｎｏｘ４的蛋白表达水平（图
４Ｂ、Ｃ、Ｄ）。ＲＴＰＣＲ检测显示 ＦＴ６７１干预可以降低
ＡｎｇⅡ诱导的白细胞介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）、单核细
胞趋化蛋白１（ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ１，ＭＣＰ１）、
肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）等炎
性因子的表达（图４Ｅ、Ｆ、Ｇ）。这些实验表明ＦＴ６７１通
过抑制ＲＯＳ介导的Ｎｏｘ４／ＮＬＲＰ３炎症通路改善ＡｎｇⅡ
诱导的心肌细胞肥大。

３　讨论
在本研究中，证明了 ＵＳＰ７抑制剂 ＦＴ６７１在调节

ＡｎｇⅡ诱导的心肌细胞肥大中起着重要作用。本研究
利用ＵＳＰ７抑制剂ＦＴ６７１从形态学和分子标记物两方面
进行了验证，发现ＵＳＰ７在ＡｎｇⅡ刺激后的心肌细胞中表
达显著增加。ＦＴ６７１抑制 ＵＳＰ７显著减轻了 ＡｎｇⅡ

诱导的心肌细胞肥大、凋亡、炎症反应和ＲＯＳ的产生。
机制上，ＦＴ６７１可能是通过抑制Ｎｏｘ４相关的氧化应激
和ＮＬＲＰ３炎症小体的活化，改善心肌细胞肥大。总的
来说，本研究发现ＵＳＰ７参与ＡｎｇⅡ诱导的心肌肥大过
程，并提示抑制 ＵＳＰ７可能是治疗心肌肥厚的一种潜
在新靶点。

泛素化和去泛素化过程是一个动态过程，调节特

定的蛋白质蛋白质相互作用。ＵＳＰ７是一种 ＤＵＢ，通
过催化泛素分子与底物之间酰胺键的水解将泛素分

子从目标蛋白上水解下来，阻止目标蛋白被降解，从

而调节细胞生理过程［１６］。已知 ＵＳＰ７可以调节
ＭＤＭ２／ｐ５３［１７１８］、磷酸酶和张力蛋白同源物［１９］、

ＮＬＲＰ３［２０］等靶蛋白的降解，在病毒复制、细胞信号传
导、ＤＮＡ损伤修复、表观遗传调控和免疫反应中发挥
重要作用［２１］。近年来，ＵＳＰ７在心血管领域的研究逐
渐增多，既往研究［１３］发现，ＵＳＰ７在缺血再灌注损伤小
鼠模型中可促进心肌细胞炎症和凋亡。

本研究发现ＡｎｇⅡ刺激的心肌细胞中 ＵＳＰ７表达
增加（图１），表明 ＵＳＰ７可能参与ＡｎｇⅡ诱导的心肌细
胞肥大过程。ＡｎｇⅡ刺激后心肌细胞表面积明显增
加，肥厚标志物ＡＮＰ、ＢＮＰ、βＭＨＣ表达增加，而ＦＴ６７１
可缓解上述肥厚基因的表达（图１、２）。这表明靶向抑
制ＵＳＰ７可能有助于减轻 ＡｎｇⅡ诱导的心肌肥厚。之
前的研究［２２２４］已经证实，凋亡、炎症反应和氧化应激
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在心肌梗死后心肌重构中起着关键作用。因此笔者

检测并发现应用ＦＴ６７１后ＡｎｇⅡ刺激的心肌细胞中促
凋亡因子 Ｂａｘ的表达减少，而抗凋亡因子 Ｂｃｌ２表达
明显增加。除此之外，ＣＣＫ８和 ＴＵＮＥＬ染色的结果也
证明应用ＦＴ６７１可以改善心肌细胞的存活率，减少细
胞凋亡（图３）。这些结果提示 ＵＳＰ７参与调节 ＡｎｇⅡ
诱导的心肌细胞凋亡过程。ＲＯＳ生成过多会加剧心
肌细胞内的氧化损伤，推动心肌细胞损伤和凋亡进

程［２５］。Ｎｏｘ４是催化ＲＯＳ生成的关键酶，下调Ｎｏｘ４水
平可以减少ＲＯＳ的产生，降低心肌细胞内的氧化应激
水平，改善心肌肥大［２６］。本研究显示ＦＴ６７１的使用降
低了ＡｎｇⅡ诱导的氧化应激，这体现在其抑制ＲＯＳ产
生和 Ｎｏｘ４的表达上（图 ４）。更进一步研究发现，
ＦＴ６７１抑制 ＵＳＰ７后下调了 ＮＬＲＰ３水平，减少了炎性
因子 ＩＬ６、ＭＣＰ１、ＴＮＦα的表达（图 ４），这可能与
ＮＬＲＰ３炎症小体受抑制有关系。

　　注：Ａ为ＲＯＳ染色检测心肌细胞内ＲＯＳ含量（ｎ＝６），倍数２００；Ｂ、Ｃ、Ｄ为Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测心肌细胞
内Ｎｏｘ４、ＮＬＲＰ３蛋白表达及蛋白定量（ｎ＝６）；Ｅ、Ｆ、Ｇ为 ＲＴＰＣＲ检测心肌细胞 ＩＬ６、ＭＣＰ１、ＴＮＦα的
ｍＲＮＡ表达变化（ｎ＝６）。ｎｓ表示两组差异无统计学意义；表示Ｐ＜０．０００１；表示Ｐ＜０００１；

表示Ｐ＜０．０１。
图４　ＦＴ６７１对ＡｎｇⅡ诱导的心肌细胞肥大的作用机制

　　ＵＳＰ７在小鼠心肌缺血再灌注损伤过程中表达增
加，抑制ＵＳＰ７表达可抑制氧自由基的生成和心肌细
胞凋亡，减轻心肌组织损伤，改善心功能［２７］。本研究

证实抑制ＵＳＰ７可以减轻 ＡｎｇⅡ诱导的心肌细胞内的
凋亡和炎性反应，降低 ＲＯＳ的生成。Ｌｉｕ等［２０］发现

ＵＳＰ７可以靶向并去泛素化 Ｎｏｘ４，从而导致 ＲＯＳ产生
增加。本研究也证实了抑制 ＵＳＰ７可以降低 ＡｎｇⅡ诱
导的Ｎｏｘ４水平。另外，有研究［２８］证明ＵＳＰ７可以调节
ＮＬＲＰ３炎症小体的泛素化状态。本研究也发现抑制
ＵＳＰ７可以下调心肌细胞中 ＮＬＲＰ３的水平。因此，
ＵＳＰ７可能通过靶向 Ｎｏｘ４和 ＮＬＲＰ３发挥去泛素化作
用，从而参与ＡｎｇⅡ诱导的炎症反应和氧化应激过程，
调节心肌肥厚和心肌重构。本研究仍存在一些局限

性。目前，ＡｎｇⅡ诱导ＵＳＰ７表达增加的具体机制尚不
清楚，需要在未来进一步探索。

总之，本研究表明，在 ＡｎｇⅡ刺激的心肌细胞中，

ＵＳＰ７表达增加，并且通过靶向Ｎｏｘ４和ＮＬＲＰ３的去泛
素化来调节ＡｎｇⅡ诱导的心肌细胞内的氧化应激和炎
症反应从而参与心肌肥厚的形成，而抑制 ＵＳＰ７或可
成为治疗心肌重构中心肌肥厚的新靶点。
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