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[摘要] 目的 探究磷酸弗林酸性簇分选蛋白2(PACS-2)对血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)诱导的心肌肥大的影响

及其机制。方法 剪取并消化出生1~2d的SD 大鼠乳鼠的心脏组织,采用差速贴壁法获取乳鼠心肌细胞(NRC-
Ms),原代培养24h。以浓度为1.5μmol/L的AngⅡ处理NRCMs0、3、6、12、24h,采用 Westernblot方法检测细

胞中FUN14域蛋白1(FUNDC1)、PACS-2、三磷酸肌醇受体蛋白(IP3R)的表达水平,采用实时荧光定量PCR(RT-

qPCR)方法检测细胞中心钠肽(ANP)、脑钠肽(BNP)、β-肌球蛋白重链(β-MHC)mRNA的表达水平。将 NRCMs
分为A~C组,A组使用无血清培养基培养,B、C组分别转染si-NC和si-PACS-2,采用 Westernblot方法检测各组

细胞中PACS-2蛋白的表达水平。将NRCMs分为D~G组,D组使用无血清培养基培养,E组以浓度0.15μmol/L
的AngⅡ培养,F、G组分别转染si-NC、si-PACS-2后再以浓度0.15μmol/L的AngⅡ培养,采用TRITC-鬼笔环肽

染色技术检测各组心肌细胞表面积,RT-qPCR检测各组细胞ANP、BNP、β-MHC mRNA的表达水平,以Fluo-4,

AM探针检测各组细胞胞质Ca2+的水平。将NRCMs分为 H~K组,H组使用无血清培养基培养,I、J组分别转染

si-NC、si-PACS-2,K组转染si-PACS-2并且以浓度1μmol/L的钙调蛋白(CaM)拮抗剂处理后,采用RT-qPCR方

法检测各组细胞ANP、BNP、β-MHCmRNA的表达水平。结果 以浓度1.5μmol/L的AngⅡ处理NRCMs0、3、

6、12、24h,NRCMs中ANP、BNP、β-MHC mRNA的表达水平呈时间依赖性上调(F=25.73~58.30,P<0.05),
并且处理第24小时时相较于第0小时时均显著上调(t=5.35~37.50,P<0.05)。以浓度1.5μmol/L的AngⅡ处

理NRCMs0、3、6、12、24h,NRCMs中IP3R、PACS-2以及FUNDC1蛋白的表达水平均呈时间依赖性下调(F=
5.37~9.07,P<0.05),并且处理第24小时时相较于第0小时时显著下调(t=6.55~7.42,P<0.05)。与B组相比,

C组NRCMs中PACS-2蛋白的表达水平显著下调(t=5.92,P<0.05)。与F组相比,G组NRCMs中心肌细胞表

面积增大,ANP、BNP、β-MHC mRNA的表达水平及胞质Ca2+水平均上调(t=3.50~26.60,P<0.05)。与J组相

比,K组NRCMs中ANP、BNP、β-MHC mRNA表达水平均显著下调(t=3.27~5.13,P<0.05)。结论 敲低

PACS-2可增加NRCMs中胞质Ca2+水平,并且可能以Ca2+-CaM依赖的方式加重AngⅡ诱导的心肌肥大的发生。
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EFFECTOFPHOSPHOFURINACIDICCLUSTERSORTINGPROTEIN2ONANGIOTENSIN Ⅱ-INDUCEDCARDIACHYPER-

TROPHYANDITSMECHANISM  YANGFuqing,AOXiang,XIAODandan,LIUBingyan,WANGJianxun,SONGLin
(DepartmentofBiochemistryandMolecularBiologyBasicMedicine,QingdaoUniversity,Qingdao266021,China)

[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheeffectofphosphofurinacidicclustersortingprotein2(PACS-2)onangiotensin

Ⅱ (AngⅡ)-inducedcardiachypertrophyanditsmechanism. Methods ThehearttissueofneonatalSprague-Dawleyratsaged

1-2dwasclippedanddigested,andthedifferentialadhesionmethodwasusedtoobtainneonatalratcardiomyocytes(NRCMs),

whichwereprimaryculturedfor24h.AfterNRCMsweretreatedwith1.5μmol/LAngⅡfor0,3,6,12,and24h,Westernblot

wasusedtomeasuretheproteinexpressionlevelsofFUN14domain-containingprotein1(FUNDC1),PACS-2,andinositol1,4,

5-trisphosphatereceptor(IP3R)incells,andRT-qPCRwasusedtomeasurethemRNAexpressionlevelsofatrialnatriureticpep-

tide(ANP),brainnatriureticpeptide(BNP),andβ-myosinheavychain(β-MHC)incells.NRCMsweredividedintogroupsA-

C,groupAwasculturedwithserum-freemedium,andgroupsBandCweretransfectedwithsi-NCandsi-PACS-2,respectively,

WesternblotwasusedtomeasuretheproteinexpressionlevelofPACS-2ineachgroup.NRCMsweredividedintogroupsD-G,

groupDwasculturedwithserum-freemedium,groupEwasculturedwith0.15μmol/LAngⅡ,andgroupsFandGweretrans-

fectedwithsi-NCandsi-PACS-2,respectively,andwerethenculturedwith0.15μmol/LAngⅡ,TRITC-phalloidinstainingwas

usedtomeasurethesurfaceareaofcardiomyocytesineachgroup,

RT-qPCRwasusedto measurethe mRNAexpressionlevelsof

ANP,BNP,andβ-MHCineachgroup,andFluo-4,AMprobewas

usedtomeasurethelevelofcytosolicCa2+ineachgroup.NRCMs
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weredividedintogroupsH-K,groupHwasculturedwithserum-freemedium,groupsIandJweretransfectedwithsi-NCandsi-

PACS-2,respectively,andgroupKwastransfectedwithsi-PACS-2andculturedby1μmol/LCaMinhibitor;RT-qPCRwasused

tomeasurethemRNAexpressionlevelsofANP,BNP,andβ-MHCineachgroup. Results AftertreatmentofNRCMswith

AngⅡataconcentrationof1.5μmol/Lfor0,3,6,12,and24h,themRNAexpressionlevelsofANP,BNP,andβ-MHCin

NRCMsgraduallyincreasedovertime(F=25.73-58.30,P<0.05),andthelevelsat24hoursoftreatmentweresignificantlyup-

regulatedcomparedwiththoseat0hour(t=5.35-37.50,P<0.05).AftertreatmentofNRCMswithAngⅡataconcentrationof

1.5μmol/Lfor0,3,6,12,and24h,theproteinexpressionlevelsofIP3R,PACS-2,andFUNDC1inNRCMsgraduallyde-

creasedovertime(F=5.37-9.07,P<0.05),andthelevelsat24hoftreatmentweresignificantlydownregulatedcomparedwith

thoseat0h(t=6.55-7.42,P<0.05).ComparedwithgroupB,groupChadasignificantreductionintheproteinexpressionlevel

ofPACS-2inNRCMs(t=5.92,P<0.05).ComparedwithgroupF,groupGhadsignificantincreasesinthesurfaceareaofcardio-

myocytes,themRNAexpressionlevelsofANP,BNP,andβ-MHC,andthelevelofcytosolicCa2+inNRCMs(t=3.50-26.60,

P<0.05).ComparedwithgroupJ,groupKhadsignificantreductionsinthemRNAexpressionlevelsofANP,BNP,andβ-MHC

inNRCMs(t=3.27-5.13,P<0.05). Conclusion KnockdownofPACS-2canincreasethelevelofcytosolicCa2+inNRCMs

andaggravateAngⅡ-inducedcardiachypertrophyinaCa2+-CaM-dependentmanner.
[KEYWORDS] Phosphofurinacidicclustersortingprotein2;Cardiomegaly;Endoplasmicreticulum;Mitochondrialmem-

branes;Calcium;AngiotensinⅡ

  病理性心肌肥大是由各种损伤刺激因子和持续

压力负荷引起的代偿性心脏扩张[1]。长期病理性心

肌肥大是心肌梗死、心律失常、心力衰竭甚至猝死的

重要原因[2]。病理性心肌肥大的发病机制之一是心

肌细胞Ca2+ 动态紊乱,而胞质中Ca2+ 超载能激活

Ca2+依赖相关肥大信号通路[3-4]。线粒体相关内质

网膜(MAMs)是内质网(ER)和线粒体之间的动态

膜结构[5],与细胞内钙稳态及线粒体稳态等密切相

关[6-7]。大量研究表明 MAMs异常与多种心血管疾

病有关[8]。磷酸弗林酸性簇分选蛋白2(PACS-2)
作为 MAMs上的结构蛋白,通过影响线粒体分裂调

节 MAMs的形成[9]。然而,PACS-2在心肌肥大中

的作用机制尚不是很清楚。本研究旨在探讨敲低乳

鼠心肌细胞(NRCMs)中的PACS-2对AngⅡ诱导

的心肌肥大的影响,为预防和治疗心肌肥大甚至心

力衰竭提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 实验动物和材料

SD 大鼠乳鼠购自青岛大任富城畜牧公司;胞
质钙离子探针(Fluo-4,AM)购自上海翌圣生物科技

有限公司;血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)购自上海阿拉丁

生化科技股份有限公司;TRITC标记鬼笔环肽染料

购自北京索莱宝科技有限公司;FUN14域蛋白1
(FUNDC1)、PACS-2、三磷酸肌醇受体蛋白(IP3R)
兔单克隆抗体购自英国 Abcam 公司;钙调蛋白

(CaM)拮抗剂购自美国 MCE公司;PACS-2小干扰

RNA购自上海吉玛制药技术有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞提取和培养 将30只出生1~2d的

SD 大鼠乳鼠置于无菌玻璃皿当中,使用体积分数

0.75的乙醇清洗2次,无菌条件下解剖分离乳鼠心

脏,PBS缓冲液(pH7.4)清洗;切碎并置于1.2g/L
胰液素和0.14g/LⅡ型胶原酶配制的消化液中;消
化后的细胞悬液在37℃下孵育1h,上清液即为

NRCMs。将稀释至1×109个/L的NRCMs接种于

含有DMEM-F12培养基的孔板(含体积分数0.05
FBS,10g/L的青链霉素混合液)中,置于37℃、含
体积分数0.05CO2恒温培养箱中培养24h,用于后

续实验。

1.2.2 实时荧光定量PCR(RT-qPCR)方法检测细

胞中心钠肽(ANP)、脑钠肽(BNP)、β-肌球蛋白重

链(β-MHC)mRNA 的表达水平 将经过分离的

NRCMs接种于6孔板内培养24h,待细胞汇合度

约达70%时,再经无血清培养基饥饿培养12h后,
于培养基中加入浓度1.5μmol/L的AngⅡ,分别培

养0、3、6、12、24h后,采用Trizol法提取细胞的总

RNA,NanoDrop分光光度计测定 RNA的浓度与

纯度。按照反转录试剂盒说明书步骤将1μgRNA
反转录为cDNA,继而以此为模板进行RT-qPCR。
采用2-△△CT 方法来计算目的基因的相对表达量。

ANP、BNP、β-MHC 以GAPDH为内参照,引物名

称及其序列见表1。

1.2.3 Westernblot方法检测细胞中IP3R、PACS-
2、FUNDC1蛋白表达水平 按1.2.2中的方法将

NRCMs培养0、3、6、12、24h后,每孔中加入RIPA
裂解液,冰上静置10min,提取细胞总蛋白。蛋白

样品以含150g/L的分离胶以及50g/L浓缩胶的

SDS-PAGE凝胶电泳分离后,转膜1.5h,并使用含

体积分数0.05的脱脂牛奶封闭1h。封闭结束后,

·873·



精准医学杂志2023年10月第38卷第5期 JPrecisMed,October2023,Vol.38,No.5

一抗4℃孵育过夜,洗膜后二抗室温孵育1h,使用

超敏ECL发光液显影。使用ImageJ软件分析相

关蛋白的灰度值,以β-Actin为内参照,目的蛋白的

相对表达水平以目的蛋白灰度值/内参照蛋白灰度

值计算,作为 NRCMs中IP3R、PACS-2、FUNDC1
蛋白的相对表达水平。

表1 引物名称及其序列

名称 序列 长度(bp)

ANP F:5'-GAGGATGGAGGTGCTCG-3' 17
R:5'-GGATCTTTTGCGATCTGCTC-3' 20

BNP F:5'-GACTCCGGCTTCTGACTCTG-3' 20
R:5'-CACTGTGGCAAGTTTGGCT-3' 19

β-MHC F:5'-AGCCTCCAGAGTTTGCTGAA-3' 20
R:5'-TTGATGAGGCTGGGGGTTCTG-3' 21

GAPDH F:5'-ATGCCGCCTGGAGAAACC-3' 18
R:5'-GCATCAAAGGTGGAAGAATGG-3' 21

1.2.4 Westernblot方法检测 A~C组转染后的

NRCMs细胞中PACS-2蛋白的表达水平 将分离

的NRCMs接种于6孔板培养24h,汇合度约70%
时,经无血清培养基饥饿培养12h后,分为 A~C
组。A组使用无血清培养基培养24h,B、C组分别

用LipofectamineTM3000转染试剂将si-NC(B组)
和si-PACS-2(C组)转染NRCMs,6h后换液,继续

培养18h后提取细胞总蛋白,采用 Westernblot方

法检测A~C组NRCMs细胞中PACS-2蛋白的表

达水平。

1.2.5 TRITC-鬼笔环肽染色检测D~G组细胞骨

架大小 将分离的NRCMs接种于24孔板内培养

24h,汇合度约达50%时,经无血清培养基饥饿培

养12h后,分为D~G组。D组使用无血清培养基

培养48h;E组培养基中加入浓度0.15μmol/L的

AngⅡ培养24h;F、G组分别转染NRCMssi-NC、

si-PACS-2并培养24h后,于培养基中均加入浓度

0.15μmol/L的AngⅡ培养24h。培养结束后各组

去除原培养基,PBS洗涤3次后,按TRITC-鬼笔环

肽染色试剂盒说明书要求,加入TRITC-鬼笔环肽

(100nmol/L)工作液,37℃下避光孵育30min,并
用双光子共聚焦显微镜(德国Leica公司)观察细胞

骨架。用ImageJ软件测量F-肌动蛋白染色细胞的

表面积。

1.2.6 RT-qPCR方法检测D~G组细胞中ANP、

BNP、β-MHC mRNA的表达水平 取6孔板中培

养48h的D~G组 NRCMs,RT-qPCR方法检测

D~G组细胞中ANP、BNP、β-MHC mRNA的表

达水平,3种基因均以GAPDH 作为内参照。

1.2.7 Fluo-4,AM检测D~G组细胞胞质中Ca2+

的水平 取6孔板当中培养48h以后的D~G组

NRCMs,按照Fluo-4钙离子检测试剂盒说明书要

求,去除原培养基,PBS洗涤3次后,加入Fluo-4,

AM(2μmol/L)工作液,37℃下避光孵育30min,
并通过倒置荧光显微镜(德国Leica公司)观察。用

ImageJ软件分析细胞内钙离子的荧光强度,以此

代表细胞胞质中Ca2+的水平。

1.2.8 RT-qPCR方法检测 H~K组细胞中ANP、

BNP 以及β-MHC mRNA的表达水平 将分离后

的NRCMs接种于6孔板内培养24h,汇合度约达

70%时,经无血清培养基饥饿培养12h以后,分为

H~K组。H 组使用无血清培养基培养48h;I、J
组分别转染 NRCMssi-NC、si-PACS-2并且培养

24h;K组培养基中加入浓度1μmol/L的CaM 拮

抗剂,培养24h后转染si-PACS-2后再培养24h。
培养结束以后,采用RT-qPCR方法检测 H~K组

细胞中的ANP、BNP、β-MHC mRNA表达水平,3
种基因均是以GAPDH 为内参照。

1.3 统计学处理

使用GraphPadPrism8.01软件进行统计分

析。所有实验均重复3次,结果取均值。计量资料

以x±s表示,两组间比较采用t检验;多组比较采

用单因素方差分析,两两比较采用LSD-t检验。以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 AngⅡ对NRCMs相关基因和蛋白表达影响

以浓度为1.5μmol/L的 AngⅡ处理 NRCMs
0、3、6、12及24h以后,NRCMs中 ANP、BNP、

β-MHC mRNA的表达水平比较差异具有显著统计

学意义(F=25.73~58.30,P<0.05)。其中在加入

1.5μmol/L的 AngⅡ处理 NRCMs第6、12、24小

时时相较于处理第0小时时,上述3种肥大基因表

达水平差异有显著性(t=4.46~37.50,P<0.05)。
见表2。选择以上肥大基因在AngⅡ处理NRCMs
第24小时时差异最显著(P 值最小)时间点进行后

续实验。
以浓度为1.5μmol/L的 AngⅡ处理 NRCMs

0、3、6、12、24h后,NRCMs中IP3R、PACS-2以及

FUNDC1蛋白的表达水平比较差异均具有显著性

(F=5.37~9.07,P<0.05);其中加入1.5μmol/L
的AngⅡ处理NRCMs第24小时时相较于处理第

0小时时,上述3个指标进行比较,差异均具有显著
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性(t=6.55~7.42,P<0.05)。见表2。

2.2 A~C组NRCMs中PACS-2蛋白相对表达量

比较

Westernblot检测结果显示,A~C组NRCMs
当中PACS-2蛋白的表达水平分别为1.00±0.00、

0.94±0.06和0.57±0.12,各组比较差异有显著性

(F=24.40,P<0.05);与B组相比,C组中PACS-2
蛋白的表达水平显著降低(t=5.92,P<0.05)。

2.3 D~G组 NRCMs的细胞表面积以及 ANP、

BNP、β-MHC mRNA的表达水平比较

经AngⅡ和转染si-PACS-2处理后,D~G组

NRCMs的细胞表面积比较差异均具有显著性(F=

679.4,P<0.05),其中与E、F组进行比较,D、G组

NRCMs的细胞表面积差异具有显著性(t=11.92~
26.52,P<0.05)。见图1。

D~G组NRCMs中ANP、BNP 以及β-MHC
mRNA的表达水平比较差异均具有显著意义(F=
12.55~42.96,P<0.05)。与D组相比较,E、F组

NRCMs中上述3种肥大基因的表达水平差异无显

著性(P>0.05);与E组相比,F组NRCMs中上述

3种肥大基因的表达水平差异无显著性(P>0.05);
与E、F组相比,G组NRCMs中上述3种肥大基因

的表达水平差异具有显著性(t=2.74~15.18,P<
0.05)。见表3。

表2 AngⅡ对NRCMs相关基因和蛋白表达的影响(n=3,x±s)

处理时间 ANP mRNA BNP mRNA β-MHC mRNA IP3R蛋白 PACS-2蛋白 FUNDC1蛋白

0h 1.00±0.07 1.00±0.18 1.00±0.10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00
3h 1.26±0.14 1.39±0.10 1.06±0.07 0.75±0.20 0.59±0.11 0.94±0.18
6h 1.54±0.15 1.58±0.16 1.56±0.11 0.64±0.12 0.52±0.18 0.86±0.16
12h 1.98±0.32 2.55±0.46 1.82±0.08 0.63±0.11 0.49±0.16 0.81±0.16
24h 2.26±0.08 3.71±0.18 2.01±0.25 0.52±0.11 0.35±0.17 0.51±0.13

图1 D~G组大鼠乳鼠心肌细胞的细胞表面积比较(400倍)

  表3 D~G组心肌肥大基因的表达水平和细胞表面积

比较(n=3,x±s)

分组 ANP
mRNA

BNP
mRNA

β-MHC
mRNA

细胞表面积
(χ/%)

D组 1.00±0.21 1.00±0.26 1.00±0.16 100.00±21.77
E组 1.37±0.11 1.27±0.13 1.24±0.08 127.01±22.07
F组 1.30±0.11 1.35±0.12 1.26±0.06 124.91±27.24
G组 2.33±0.50 2.14±0.36 2.02±0.14 205.72±44.88

2.4 D~G组NRCMs中胞质Ca2+水平比较

Fluo-4,AM 检测结果显示,D~G组 NRCMs
中Ca2+相对表达水平分别为1.00±0.07、1.91±
0.24、1.98±0.23和2.61±0.25,各组NRCMs中胞

质Ca2+水平比较差异显著(F=29.51,P<0.05)。
与E、F组相比,D、G组 NRCMs中胞质Ca2+ 水平

差异具有显著性(t=5.35~8.25,P<0.05);与E组

相比,F组NRCMs中胞质Ca2+水平差异无显著性

(P>0.05)。

2.5 H~K组 NRCMs中的 ANP、BNP 以及β-
MHC mRNA表达水平比较

经过转染si-PACS-2以及以CaM 蛋白抑制剂

(1μmol/L)处理NRCMs后,H~K组 NRCMs中

ANP、BNP、β-MHC mRNA的表达水平比较差异

均有显著性(F=14.69~18.69,P<0.05);与J组相

比,H、I、K组NRCMs中上述3种肥大基因的表达

水平差异具有显著性(t=3.27~8.31,P<0.05);与

H组进行比较,I组 NRCMs中上述3种肥大基因

的表达水平比较差异均无显著意义(P>0.05)。见

表4。

3 讨  论

心肌肥大是心肌由于各种因素引起的机械负荷

增加而产生的代偿性反应,其可逐渐发展为失代偿

性,导致不可逆转的心力衰竭甚至猝死[10-11]。因此
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表4 H~K组心肌肥大基因的相对表达水平的比较

(n=3,x±s)

分组 ANP mRNA BNP mRNA β-MHC mRNA

H组 1.00±0.30 1.00±0.09 1.00±0.14
I 组 0.96±0.15 0.91±0.14 1.20±0.23
J 组 2.44±0.39 1.92±0.21 2.27±0.44
K组 1.16±0.38 1.30±0.25 0.91±0.11

预防和逆转心肌肥大对于心血管疾病的治疗具有重

要临床意义。

MAMs作为内质网和线粒体的关键接触位点,
对细胞生理功能的调节发挥着重要作用。研究发现

MAMs异常与缺血再灌注、心力衰竭等多种心血管

疾病有关[12-13]。MAMs富集多种连接和功能蛋白,
如FUNDC1、PACS-2及IP3R 等[14-15]。FUNDC1
与IP3R蛋白结合形成连接ER和线粒体的桥梁,参
与 MAMs的形成[16]。此外,PACS-2作为一种新的

分选蛋白,参与ER和线粒体之间的结合[7]。本研

究将NRCMs经浓度1.5μmol/L的AngⅡ处理0、

3、6、12、24h,RT-qPCR和 Westernblot方法检测

结果显示,心肌肥大基因 ANP、BNP、β-MHC 的

表达水平均呈时间依赖性上调,其中各肥大基因在

AngⅡ处理NRCMs第24小时时相比处理第0小

时时差异最显著。同时,IP3R、FUNDC1、PACS-2
蛋白的表达水平均呈现了时间依赖性下调,其中

PACS-2蛋白的表达水平在AngⅡ处理24h后下调

最为明显。以上的结果均表明,AngⅡ处理能抑制

NRCMs中 MAM相关蛋白的表达,诱导心肌肥大。
真核细胞内存在多种蛋白降解的途径,包括泛素化

降解、细胞自噬以及非编码RNA靶向导致的降解

等,探究PACS-2蛋白在心肌肥大中下降的机制及

其具体的调控机制,对于心肌肥大发病机制及其新

的治疗方案的研究至关重要。PACS-2作为 MAMs
的关键结构蛋白之一,其缺失会破坏 MAMs结构和

功能完整性[17-18]。本研究中以高浓度(1.5μmol/L)
的AngⅡ处理NRCMs以后,心肌肥大基因ANP、

BNP、β-MHC 的表达水平均呈时间依赖性上调,并
且细胞质中PACS-2蛋白呈现时间依赖性下调,提
示PACS-2蛋白是心肌肥大的负调节剂。为了进一

步探究PACS-2的功能,本研究通过转染si-PACS-2
以敲低NRCMs中PACS-2基因的表达,并采用低

浓度(0.15μmol/L)AngⅡ处理 NRCMs,以说明敲

低PACS-2对NRCMs发生心肌肥大的敏感性的影

响。NRCMs经转染si-PACS-224h后,给予低浓

度0.15μmol/L的AngⅡ处理24h以后,分别进行

TRITC-鬼笔环肽染色以及RT-qPCR检测,结果显

示,低浓度的AngⅡ就可以促进NRCMs细胞表面

积增大,但是敲低PACS-2能够促进AngⅡ诱导的

NRCMs细胞表面积明显增大;同时,低浓度AngⅡ
对NRCMs中ANP、BNP、β-MHC 基因表达无显

著影响,而敲低PACS-2能促进AngⅡ诱导这3种

心肌肥大基因的表达明显上调。以上结果说明,敲
低PACS-2可提高 NRCMs对 AngⅡ诱导的心肌

肥大的敏感性。
病理性心肌肥大的发病机制极其复杂,在病理

性肥大的心脏中常常出现线粒体功能障碍、纤维化

增加以及Ca2+稳态失调[1,19]。研究发现,内质网和

线粒体之间的Ca2+转移需要PACS-2进行介导,而

PACS-2的下降能导致内质网向胞浆释放Ca2+ 增

加[7,18]。因此,敲低PACS-2提高 NRCMs对 Ang
Ⅱ诱导的心肌肥大的敏感性的具体机制可能涉及细

胞中的Ca2+ 稳态失调。本研究针对 NRCMs转染

si-PACS-2再培养24h后,给予低浓度AngⅡ处理

24h,行Fluo-4,AM染色,结果显示,低浓度AngⅡ
能促进 NRCMs胞质 Ca2+ 水平显著增加,而敲低

PACS-2使得这种现象更为明显。该结果说明了敲

低PACS-2提高了NRCMs对于AngⅡ诱导的胞质

Ca2+增加的敏感性。在心肌肥大早期,PACS-2的

下降能诱导半胱氨酸蛋白酶8水解B细胞受体相

关蛋白31产生p20亚基,而后者引起Ca2+ 从内质

网释放到线粒体中[20]。本研究通过敲低 NRCMs
中PACS-2的表达,检测到的NRCMs胞质Ca2+水

平显著增加,这种现象可能发生于心肌肥大晚期。
因此,检测心肌肥大不同时期时细胞内Ca2+ 水平,
可以揭示在心肌肥大整个的发病过程中,PACS-2
对细胞内Ca2+调节的具体机制。研究表明PACS-2
参与内质网与线粒体之间Ca2+的运输,可能与其介

导的载货蛋白的膜运输有关[21]。因此,后续应该进

一步研究在内质网与线粒体之间PACS-2介导的

Ca2+转运的具体过程,从而了解PACS-2在心肌肥

大中的调控机制。
胞质Ca2+是参与心肌肥大的重要信号分子,主

要通过两种信号转导通路机制诱导核内肥大基因转

录,包括钙/钙调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱ-组蛋白去

乙酰化酶通路、钙调神经磷酸酶-活化T细胞核因子

(NFAT)通路等[22-23]。有研究报道,G蛋白偶联受

体激酶5能以Ca2+-CaM 依赖的方式激活NFAT,
促进肥大基因的转录[24-25]。因此推测敲低PACS-2
也以同样的方式参与了心肌肥大的发生。本研究针
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对NRCMs给予CaM 拮抗剂处理24h后,AngⅡ
(0.15μmol/L)处理24h,RT-qPCR检测结果显示,
敲低PACS-2能促进ANP、BNP、β-MHC 心肌肥

大基因的上调,而CaM拮抗剂抑制了这种现象。以

上结果说明,敲低PACS-2可以Ca2+-CaM 依赖的

方式介导心肌肥大的发生。
综上所述,敲低PACS-2能增加 NRCMs中胞

质Ca2+水平,并且是以Ca2+-CaM 依赖的方式加重

AngⅡ诱导的心肌肥大的发生。但是PACS-2如何

通过调节胞质Ca2+ 发挥心脏保护作用还需要进一

步探究。本研究为心肌肥大及持续性心肌肥大导致

的心血管疾病预防和治疗提供了有效实验数据。
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