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摘　要:【目的】观察血管紧张素Ⅱ对心肌细胞内皮型一氧化氮合酶(eNOS)表达的影响 。【方法】用逆转录聚合酶链式反

应(RT-PCR)检测新生大鼠心肌细胞 eNOS mRNA(以 GAPDH 为内标)水平。【结果】在培养新生大鼠心肌细胞和非心肌细

胞中均能检测到 eNOS mRNA ,其中心肌细胞的表达高于非心肌细胞;血管紧张素Ⅱ作用 6 、12 和 24 h , 心肌细胞 eNOS mRNA

水平明显减少。【结论】在大鼠心肌细胞和非心肌细胞皆有 eNOS基因表达;血管紧张素Ⅱ可抑制心肌细胞 eNOS 基因的表达。
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Abstract:【Object ive】To observe the ef fect of angiotensin Ⅱ on the expression of endothelial-type nit ric

o xide synthase gene in cultured cardiac myocy tes.【Method】The endo thelial-ty pe nit ric oxide synthase(eNOS)

and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)specific primers were designed according to thei r

cDNA sequences.The eNOS gene expression was assessed using reverse transcription-polymerase chain reaction

(RT-PC R)standardized w ith GAPDH.【Result】The eNOS mRNA in cultured neonatal rat cardiac myocy tes

and non-myocytes w as detected;the eNOS mRNA levels in cardiac myocy tes w ere higher than in non-myocytes;

treatment w ith angiotensin Ⅱ for 6 , 12 and 24 h decreased signifcant ly the eNOS m RNA levels in cardiac my-

ocy tes.【Conclusion】eNOS gene is expressed in cultured neonatal rat cardiac myocytes and nonmyocy tes.An-

giotensin Ⅱ can inhibit eNOS gene expression in a time-dependent manner in cultured cardiomyocy tes.
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　　血管紧张素 Ⅱ有广泛的心血管作用。新生大

鼠心肌细胞含有血管紧张素 Ⅱ受体 ,包括 AT1 和

AT 2
[ 1] 。大量的研究表明:NO 是一种新型的气体

信使分子 ,在心脏功能活动中起重要作用
[ 2]
。生物

组织中的 NO是由 L -精氨酸和分子氧在一氧化氮

合酶(NOS)的催化下生成的。NOS 的异构体有 3

种:神经元型(nNOS , NOS1)、诱导型(iNOS ,

NOS2)和内皮型(eNOS , NOS3)。我们应用逆转

录聚合酶链式反应(RT-PCR)技术 ,检测新生大鼠

心肌细胞和非心肌细胞 eNOS 基因[以 3-磷酸甘油
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醛脱氢酶(GAPDH)为内标]的表达和观察血管紧

张素 Ⅱ对心肌细胞 eNOS 基因表达的影响。

1　材料和方法

1.1　新生大鼠心肌细胞培养

按 Simpson 等
[ 3]
描述的方法培养心肌细胞。

实验用 1 ～ 3 d龄新生 SD大鼠 ,在无菌条件下取出

心室 ,剪成 1 mm3 均匀碎块 , 1 g/ L 胰蛋白酶消化

后 ,离心收集细胞 , 加入含 φ=10%胎牛血清的

M 199培养液 ,接种于 25 m L 培养瓶中 ,置 37 ℃、

φ=5%CO2 培养箱中单层贴壁培养 。用 1 h差速

贴壁法分离心肌细胞和非心肌细胞 ,细胞计数 ,配

成 1×106/m L ,每瓶 3 m L。心肌细胞培养的最初

两天 ,培养液中加入 0.1 mmol/L 的 5-溴脱氧尿嘧

啶核苷抑制非心肌细胞生长。

1.2　总 RNA的提取

收获 3×10
6
心肌细胞 ,用T RIzol试剂盒(美国

Life Technologies公司)提取细胞总 RNA 。总 RNA

提取后 ,用紫外分光光度计测定其浓度和纯度 ,重

复测定 3 次 ,计算样品总 RNA 浓度;A 260∶A280比

值在 1.8 ～ 2.0之间 。

1.3　引　物

eNOS寡核苷酸引物是根据 Nadaud等[ 4]的序

列合成:上游 5′-AAC ATG TGT CCT TGC TCG

AGG CA-3′、下游 5′-TTC CGG CGT CCA CCT

GAT CCT AA-3′, 用这对引物可扩增出 340 bp的

eNOS cDNA片段;GAPDH 寡核苷酸引物是根据

Fort等[ 5] 报告的大鼠组织 GAPDH cDNA 序列设

计合成的:上游 5′-CAT CAC CAT C TT CCA GGA

GCG-3′、下游 5′-TGA CCT TGC CCA CAG CCT

TG-3′,这对引物可扩增出 443 bp 的 GAPDH cD-

NA片段。所有引物均由上海生工生物工程公司

合成 。

1.4　逆转录聚合酶链式反应

取同一样品总 RNA 2μg 、分成两等份 ,分别用

50 pmol特异性的 eNOS和 GAPDH 引物 ,采用 Su-

perScript一步法 RT-PCR试剂盒(美国 Life Tech-

nologies公司)进行逆转录聚合酶链式反应 ,总反应

体积为 50 μL 。RT-PCR的反应条件为:①cDNA

合成和预变性:46 ℃30 min 、94 ℃ 2 min进行 1

次循环;②PCR扩增:94 ℃30 s 、60 ℃30 s 、72 ℃1

min进行 28次循环;③最后延伸:72 ℃6 min进行

1次循环 ,共 30次循环 。

1.5　RT-PCR产物的检测和分析

取 RT-PCR产物 10 μL ,加 2 μL 上样缓冲液 ,

在含 0.5 g/L 溴化乙锭的 15 g/L 琼脂糖凝胶上电

泳 , 80 V 45 min ,用 GDS凝胶成像系统拍摄打印实

验结果 ,条带用计算机图象分析系统扫描定量 。

2　结　果

2.1　新生大鼠心肌细胞和非心肌细胞 eNOS 基因

的表达

提取培养 2 d新生大鼠心肌细胞和非心肌细

胞总 RNA ,用 RT-PCR 均检测出 eNOS cDNA 和

GAPDH cDNA 片段 ,这些片段与设计相符 。其中心

肌细胞 eNOS mRNA的含量高于非心肌细胞(图 1)。

图 1　eNOS基因在大鼠心肌细胞中的表达

Fig.1　The eNOS gene expression in the rat cardiac myocytes

MC:cardiac myocyte;NMC:non-myocyte.[ ∫D (λ)(eNOS)/

∫D(λ)(GAPDH)] / (1):the ratio of the integrated opt ical density

of eNOS to that of GAPDH.＊P < 0.05 vs MC;n =3 ,  x ± s x ;

M :DNA marker;Lanes 1 and 2 f rom MC;3 and 4 from NMC;

Lanes 1 and 3 , eNOS cDNA(340 bp);Lanes 2 and 4 , GAPDH cDNA

(443 bp)

2.2　血管紧张素Ⅱ对心肌细胞 eNOS 基因表达的

影响

实验分对照组和血管紧张素 Ⅱ组(10-6 mol/

L)。两组细胞在无血清培养基中分别培养 6 、12和

24 h 后 , 用 RT-PCR 检测心肌细胞 eNOS 和

GAPDH m RNA 水平 。结果显示:与对照组比较 ,

血管紧张素 Ⅱ作用 6 、12 和 24 h ,心肌细胞 eNOS

mRNA 水平显著减少 ,且呈时间依赖性(图 2)。

3　讨　论

本研究的结果表明:eNOS基因在大鼠心肌细
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图 2　血管紧张素Ⅱ对心肌细胞 eNOS基因表达的影响

Fig.2　Effect of angiotensin Ⅱ on the eNOS gene expression in cardiomyocytes

CON:cont rol;A Ⅱ:angiotensin Ⅱ.[ ∫D(λ)(eNOS)/ ∫ D(λ)(GAPDH)] / (1):the ratio of the integrated optical density of eNOS to

that of GAPDH.＊P < 0.05 vs CON , n =3 ,  x ±s x ;M:DNA marker;Lanes 1 and 3 , eNOS cDNA(340 bp);Lanes 2 and 4 , GAPDH cDNA

(443 bp);Lanes 1 and 2 f rom CON;Lanes 3 and 4 f rom A Ⅱ

胞和非心肌细胞皆有表达;血管紧张素 Ⅱ可抑制心

肌细胞 eNOS 基因的表达 。

最近 , Ishiwata 等
[ 6]
用 RT-PC R技术在成年大

鼠心脏组织检测到 eNOS基因的表达;但原位杂交

只发现 eNOS m RNA 定位在血管内皮细胞的胞浆

中。我们利用 RT-PCR方法所具有的极高灵敏性 ,

在心肌细胞和非心肌细胞检测出 eNOS 基因的表

达 ,并以看家基因 GAPDH 作内标进行相对定量 ,

发现 eNOS 基因在心肌细胞的表达水平要高于非

心肌细胞 。

血管紧张素 Ⅱ在体内具有广泛的生物学活性 ,

除参与正常血管张力 、维持水盐平衡调节外 ,由局

部肾素-血管紧张素系统产生的血管紧张素 Ⅱ还参

与了细胞生长的调节 ,并在某些心血管疾病如高血

压 、心肌肥厚 、充血性心衰 、缺血性心肌病及肾功能

不全等发生发展过程中起重要作用。血管紧张素

Ⅱ与心肌细胞膜上的 G 蛋白偶联受体结合 ,启动

胞内信号转导通路而产生效应 ,但其机制十分复

杂 ,目前尚未完全阐明。Sadoshima等[ 7]报道 ,蛋白

激酶 C(PKC)在血管紧张素 Ⅱ诱导心肌细胞原癌

基因表达的效应中起关键作用 。

一氧化氮(NO)亦具有广泛的心血管作用:它

使血管舒张 ,外周阻力降低 ,心肌收缩力下降 ,维持

内皮细胞完整和抑制血小板粘着聚集及抑制血管

紧张素Ⅱ诱导的平滑肌细胞分裂增殖
[ 2]
。因此 ,血

管紧张素 Ⅱ和一氧化氮在体内可能存在着复杂的

相互作用 。

有报道指出 , eNOS 基因表达受 PKC 调节:在

血管内皮细胞 , PKC 活性受抑制时 , eNOS 基因表

达增加;PKC活性增强时 , eNOS 基因表达减少[ 8] 。

转录因子 AP-1识别一个具有顺式元件功能的特异

性DNA序列 ,介导 PKC 激活诱导的转录反应;在

人
[ 9]
和牛

[ 10]
eNOS基因的启动子区含有与 AP-1结

合的部位 ,从理论上讲 , eNOS mRNA 的表达亦可

受 PKC 的调节。因此 ,我们认为 ,血管紧张素 Ⅱ可

能通过激活 PKC ,抑制心肌细胞 eNOS 基因表达 。
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