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前言

心脏在受到损伤或者压力超负荷下会发生心室重构。心室

重构时机体的分子信号网络被激活，胚胎基因及其蛋白再表

达，主要表现为心肌细胞肥大、心肌细胞凋亡、成纤维细胞增殖

以及胶原沉积等。心室重构进一步发展可导致心衰、猝死，是发

生心源性死亡的重要危险因素之一[1]。凝集素样氧化低密度脂

蛋白受体 -1（Lectin-like oxidized LDL receptor-1，LOX-1）作为

内皮氧化低密度脂蛋白特异性受体被发现，属于 C类型血凝素

家族[2]。LOX-1在内皮细胞、巨噬细胞、血管平滑肌细胞、血小

板、心肌细胞等多种细胞中均有表达[3-6]。LOX-1 4个结构域中

的凝素样域是 LOX-1保证自身结合活性所必需的[7]。神经内分

泌因子的激活是心肌梗死、高血压等疾病发生心肌肥大进展至

心衰的重要机制[8]。目前研究表明多种诱导心肌细胞肥大的神

经内分泌因子如血管紧张素 II、内皮素、转化生长因子 -茁等均
与 LOX-1激活关系密切 [9-12]。本研究将采用慢病毒表达载体

pHIV-H2BmRFP侵染 H9C2心肌细胞，通过检测过表达 LOX-1

的心肌细胞的面积及其蛋白含量变化，对 LOX-1在心肌细胞
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肥大过程中的作用进行初步探索。

1 材料与方法

1.1 材料及试剂
H9C2细胞、293T 细胞、慢病毒表质粒 pHIV-H2BmRFP、

psPAX2、pMD2G质粒均由本实验室提供。限制性内切酶
I、 I、T4 DNA、连接酶、qPCR检测试剂盒购自大连宝生物

公司；DH5琢感受态细胞、质粒小提试剂盒、DNA片段回收试

剂盒购自天根生化科技有限公司；RNA提取试剂盒购、质粒大

提试剂盒购自 Axygen公司；Gibco胎牛血清、DMEM、Lipofec-

tamine2000、Opti-MEM购自 Invitrogen公司；2× PFU PCR Mix

购自北京鼎国生物技术有限公司。

1.2 方法
1.2.1 慢病毒载体构建 根据大鼠 LOX-1 mRNA 序列
（NM_133306.1）设计引物，上游引物前插入 I酶切位点，下

游引物前插入 GGG形成 I酶切位点的平端。引物序列如

下：上游引物：5'- GCT CTA GA A TGG CTT TTG ATG ACA A-

GA TGA AGC -3' ，下游引物：5'- GGG TCA CTG AGT TAG

CAA TAA ATT TGC C -3'。以大鼠心肌细胞 cDNA为模板扩增

获得基因片段，PCR扩增条件为：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，60 ℃

30 s，72 ℃ 1 min 扩增 30 个循环；72 ℃延伸 10 min。10 滋g

pHIV-H2BmRFP或 pHIV-LOX-1、psPAX2、pMD2G按照 5：2：3

的比例共转染 293T细胞。按 MOI=50 TU/Cell将过表达 LOX-1

慢病毒或对照病毒侵染 H9C2细胞，8 h后换液，72 h后观察侵

染效率。

1.2.2 qPCR法检测 H9C2 细胞中 LOX-1 表达 按照试剂盒

说明书抽提细胞总 RNA，分别进行反转录和实时荧光定量
PCR反应。qPCR引物分别为: LOX-1上游：5'- GAA GCC TAA

AGG GCT GCA TTT GCT -3'；LOX-1下游：5'- AGT TAA AGG

GCC CAT GGA AGA GGT-3'；GAPDH上游：5'-ACT CCC ATT

CTT CCA CCT TTG -3'；GAPDH 下游：5'-CCC TGT TGC TGT

AGC CAT ATT-3'。反应条件为：95 ℃ 预变性 5 min；95 ℃ 10
s，60 ℃ 退火 15 s，共 40个循环。每个实验重复 3次取平均值。
1.2.3免疫荧光检测 细胞室温下 4 %多聚甲醛固定 15 min，
TBST洗 3次，5 min/次。封闭液封闭 60 min，兔抗 Actin抗体

溶于 1 % BSA-PBS中（1: 500），室温孵育 2 h，羊抗兔 IgG-FITC

加入(1:300)，室温孵育 1 h以特异性识别 Actin抗体，TBST洗

涤 3次，5 min/次，加入 0.5 滋g/ml DAPI染液室温孵育 10 min，
TBST洗涤 3次，5 min/次，荧光显微镜下观察拍照，细胞大小

应用 Image-Pro Plus 6.0分析。
1.2.4 蛋白含量测定 0.25 %胰酶消化细胞，Milliproe细胞计
数仪计数后，2000 rpm离心细胞，弃上清，加入 200 滋L RIPA裂

解液，冰上裂解 5 min，12000 rpm低温离心 10 min，弃沉淀。蛋

白定量参照 BCA蛋白定量试剂盒说明书进行。单位细胞蛋白

含量 =总蛋白含量 /细胞数。
1.2.5 统计学处理 应用 SPSS13.0统计软件进行处理，计量

数据以均值± 标准差表示，结果比较采用 t检验，P<0.05表示
差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 过表达 LOX-1慢病毒载体的构建及病毒包装

采用 I、 I双酶切 pHIV-LOX1及 pHIV空载体，阳

性克隆质粒经过双酶切后进行凝胶电泳，形成一条 1100 bp左

右的 DNA条带，阴性克隆在相同位置无条带。经测序确定插入

序列正确（图 1B）。由于 pHIV-H2BmRFP质粒带红色荧光标记

（质粒图谱见图 1A），慢病毒载体转染 293T细胞侵染 24 h后，

荧光显微镜下可观察到 H9C2细胞发出红色荧光(图 1D)，表明

转染慢病毒质粒载体成功。采用孔稀释法测定慢病毒滴度，过

表达 LOX-1慢病毒（LV.LOX-1）及对照慢病毒（LV.NC）滴度分
别为 5× 106 TU/mL和 2× 107 TU/mL。LV.LOX-1+侵染 72 h

后侵染效率约为 95 %。侵染 H9C2细胞 72 h后 LOX-1 mRNA

水平较阴性慢病毒感染组显著升高(P<0.01)（图 1C，E）。
2.2 过表达 LOX-1对 H9C2心肌细胞面积的影响

采用免疫荧光法检测心肌细胞面积。如图 2、表 1所示，与

转染对照病毒的 H9C2细胞相比较，过表达 LOX-1后 H9C2心

肌细胞的面积显著增加(P<0.001)。
2.3 过表达 LOX-1对心肌细胞蛋白含量的影响

心肌细胞肥大时单位细胞蛋白含量增加。如表 2所示，过

表达 LOX-1后 H9C2心肌细胞的蛋白含量显著增加，与转染

对照病毒的 H9C2细胞比较具有统计学差异(P<0.001)。

3 讨论

早期心肌细胞肥大是心脏压力负荷持续增加时的主要代

偿机制之一，代偿后伴随的心肌病理性重构可导致心力衰竭，

研究心肌细胞肥大内在机制对于防治心室重构和心衰具有重

要意义 [14]。本研究采用慢病毒载体过表达 LOX-1基因，观察
LOX-1在心肌细胞肥大中的作用。心肌面积增大以及单位细胞

蛋白含量增多是心肌细胞肥大的主要特征，我们的结果显示：

过表达 LOX-1后 H9C2心肌细胞的面积增大，单位细胞蛋白

含量增多，提示过表达 LOX-1能诱导心肌细胞肥大。既往研究

发现血管紧张素可诱导 LOX-1的表达，血管紧张素转化酶抑

制剂以及 AT1受体阻滞剂均可下调 LOX-1的表达[15]。还有研

究发现 LOX-1基因敲除大鼠在持续给予血管紧张素Ⅱ刺激后

发生心肌肥厚程度较野生型大鼠减轻，其机制可能与敲除

LOX-1后抑制血管紧张素Ⅱ诱导 NADPH氧化酶活化、ROS生

成以及 p38和 ERK1/2信号通路激活有关[16,17]。上述 LOX-1的

这些病理学作用被认为与其独特的凝集素样结构域有关。
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LOX-1的凝集素样结合域能识别血管紧张素 II、转化生长因子
-茁、内皮素等多种神经内分泌因子进而诱导心肌细胞肥大[10-12]。

以往研究中多采用促肥大的细胞因子来诱导肥大，再抑制

LOX-1的表达观察 LOX-1在心肌细胞肥大中的作用。不同与

以往研究，本研究采用慢病毒技术直接过表达 LOX-1 观察
LOX-1的促心肌肥大作用，为心肌细胞肥大机制的研究提供了

另一可行可靠的细胞模型和实验手段。

慢病毒载体是进行基因表达的常用工具[18]，本课题组已经

以慢病毒载体为媒介对多个基因在心肌细胞中的作用进行了

研究 [13, 19, 20]。本研究采用慢病毒技术在心肌细胞中过表达

LOX-1，经测序鉴定，我们已成功构建了 pHIV-LOX-1 过表达

质粒，并包装出具有过表达 LOX-1作用的慢病毒。慢病毒感染

大鼠 H9C2心肌细胞 72 h后显示较强红色荧光，侵染效率约为
95%，LOX-1 mRNA表达水平显著提高，符合实验要求。

图 1过表达 LOX-1慢病毒载体的构建及鉴定

Fig. 1 Construction and identification of overexpression of LOX-1 lentiviral vector

A:pHIV-H2BmRFP质粒图谱；B：pHIV-LOX1慢病毒质粒酶切鉴定结果（M: Marker；Lane 1：pHIV-H2BmRFP；Lane 2：pHIV-LOX1）;C：qPCR检测

H9C2细胞中 LOX-1 mRNA表达；D：慢病毒质粒及包装质粒共转染 293T细胞 24 h后结果；E:慢病毒侵染 H9C2细胞 72 h后结果（#与 LV.NC

组比较 P<0.01）

A: Plasmid map of pHIV-H2BmRFP; B: Agarose electrophoresis of the digestion of pHIV-LOX-1; C: LOX-1 mRNA level detedted by qPCR in the H9C2

cells; D: Fluorescence microscopic images of 293T cells infected with pHIV-LOX-1 lentivirus at 24 h post transfection; E: Fluorescence microscopic

images of H9C2 cells infected with pHIV-LOX-1 lentivirus at 72 h post infection（# Compared with LV.NC group P<0.01）

图 2过表达 LOX-1增加心肌细胞面积

Fig. 2 Overexpression of LOX-1 increased cardiomyocytes size
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Group Cell size（滋m2）

LV.NC 3459.865 ± 343.175

LV.LOX+ 16691.890 ± 1022.368

t -24.539

P 0.000

表 1心肌细胞面积检测结果（X± SD）

Table 1 The results of cardiomyocytes size analysis（X± SD）

Group Protein ( pg/cell )

LV.NC 45.095 ± 1.655

LV.LOX+ 132.457 ± 8.188

t -20.915

P 0.000

表 2心肌细胞蛋白含量检测结果

Table 2 The results of myocardial cell protein content analysis

简言之，我们研究发现 LOX-1过表达能诱导心肌细胞肥

大，表明 LOX-1在心肌细胞肥大过程中发挥重要作用，其具体

机制值得进一步深入探讨。
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