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摘 要:目的 探究钙调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱ(CaMKⅡ)调控脂多糖(LPS)诱导的心肌细胞胞浆Ca2+、活性氧(ROS)

的分子作用机制。方法 大鼠心肌细胞(H9C2)经10.0μg/ml的LPS处理48h,构建心肌炎体外细胞模型。实验分为

对照组、LPS组(10.0μg/ml的LPS作用48h)、KN93+LPS组[5.0μmol/L的KN93(CaMK Ⅱ抑制剂)预处理1h,再
加入10.0μg/ml的LPS刺激48h]。采用荧光探针法,观察细胞内Ca2+、ROS含量水平;RT-qPCR法检测CaMKⅡ、受

磷蛋白(PLB)、心肌细胞肌浆网Ca2+-ATP酶(SERCA)、无翅型小鼠乳腺肿瘤病毒整合位点家族成员4(Wnt4)、β-连环

蛋白(β-catenin)、原癌基因(c-Myc)、G1/S-特异性周期蛋白D1(CyclinD1)、诱导型一氧化氮(iNOS)、白介素10(IL-10)基

因mRNA表达水平;WesternBlot检测细胞内CaMKⅡ蛋白含量。结果 与对照组比较,LPS组胞浆Ca2+ 以及细胞内

ROS水平增加;CaMKⅡ的mRNA及蛋白表达增加(P<0.01);PLB和SERCAmRNA水平降低(P<0.01);Wnt4、β-
catenin、c-Myc、CyclinD1、IL-10以及iNOS的 mRNA表达增加(P<0.01)。与LPS组相比,KN93+LPS组胞浆Ca2+

降低,ROS含量降低;CaMKⅡ的mRNA及蛋白表达均减少(P<0.01);PLB和SERCAmRNA水平增加(P<0.01);

Wnt4、CyclinD1、IL-10以及iNOS的 mRNA表达降低(P<0.05),而β-catenin、c-Myc的 mRNA水平差异无统计学意

义(P>0.05)。结论 CaMKⅡ可能通过调控细胞内钙调控蛋白PLB、SERCA,Wnt通路蛋白 Wnt4、CyclinD1,以及细

胞因子iNOS、IL-10的表达,从而抑制LPS诱导的心肌胞浆Ca2+及ROS水平增加。
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ThemechanismofCaMKⅡregulatingcytoplasmiccalciumandROSinduced
byLPSincardiomyocytes

GongQiming1,LiDehui1,GongYuanxun1,JiangYan2

(1.TheAffiliatedHospitalofYoujiangMedicalUniversityforNationalities,Baise53000,

Guangxi,China;2.ScienceExperimentalCenter,YoujiangMedicalUniversity
forNationalities,Baise53000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatethemolecularmechanismofcalmodulin-dependentproteinkinaseⅡ
(CaMK Ⅱ)regulatingcytoplasmicCa2+ andreactiveoxygenspecies(ROS)inducedbylipopolysaccharide
(LPS)incardiomyocytes. Methods Ratcardiomyocytes(H9C2)weretreatedwith10.0μg/mlLPSfor48h
toestablishmyocarditiscellmodelsinvitro.Therewerethreegroupsinthisexperiment:thecontrolgroup,

theLPSgroup(10.0μg/mlLPSstimulationfor48h),theKN93+LPSgroup[pretreatedwith5.0μmol/L
KN93(theinhibitorofCaMKⅡ)for1h,andthenstimulatedwith10.0μg/mlLPSfor48h].Thecontentof
Ca2+andROSwasobservedbyfluorescenceprobe.RT-qPCRwasemployedtodetecttheexpressionsofCaMK
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Ⅱ,phospholamban(PLB),sarcoendoplasmicreticulumCa2+-ATPase(SERCA),member4ofthewingless
mousemammarytumorvirusintegrationsitefamily(Wnt4),β-catenin,c-Myc,G1/S-specificcyclinD1(Cyc-
linD1),induciblenitricoxidesynthase(iNOS)andinterleukin10(IL-10)mRNA.ThecontentofCaMK Ⅱ
proteinincellswasdetectedbyWesternBlot. Results Comparedwiththecontrolgroup,theLPSgrouphad
increasedlevelsofcytoplasmicCa2+andintracellularROSaswellasraisedmRNAandproteinexpressionsof
CaMKⅡ (P<0.01);butthePLBandSERCAmRNAlevelsdecreased(P<0.01).IntheLPSgroup,the
mRNAexpressionsofWnt4,β-catenin,c-Myc,CyclinD1,IL-10andiNOSalsoincreased(P<0.01).Com-
paredwiththeLPSgroup,theKN93+LPSgrouphaddecreasedcytoplasmicCa2+andROScontentandde-
clinedmRNAandproteinexpressionsofCaMKⅡ (P<0.01).Furthermore,thisgrouphadincreasedmRNA
expressionsofPLBandSERCA(P<0.01)anddecreasedmRNAexpressionsofWnt4,CyclinD1,IL-10and
iNOS(P<0.01).However,therewasnostatisticallysignificantdifferenceinthemRNAexpressionsofβ-
cateninandc-Mycbetweentwogroups(P>0.05). Conclusion CaMKⅡ mayinhibittheincreaseofCa2+

andROSlevelsinducedbyLPSinmyocardialcytoplasm.Theinhibitionmaybebyregulatingtheexpressions
ofPLBandSERCA,proteinWnt4ofWntpathwayandCyclinD1,aswellastheexpressionsofcytokinesiNOS
andIL-10.
  Keywords: calmodulin-dependentproteinkinaseⅡ;lipopolysaccharide;cardiomyocytes;cytosoliccalci-

um;reactiveoxygenspecies

  脓毒症是临床常见的炎症反应综合征。心肌炎是

该综合征常见的并发症之一,可导致心力衰竭以及患

者死亡[1]。心肌炎主要表现为细胞内线粒体活性氧

(reactiveoxygenspecies,ROS)增加,炎症因子大量分

泌,细胞内钙超载和细胞凋亡等[2]。目前,对心肌炎发

病机制的研究仍不够全面和深入。
钙调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱ(CaMK Ⅱ)是一种

多功能的丝氨酸/苏氨酸激酶[3],也是钙/钙调蛋白依

赖性蛋白(Ca2+/CaM)信号通路的关键调节酶[4],参
与心肌细胞死亡、心肌肥大、炎症反应、缺血再灌注以

及心律失常等多种病理过程[3-8]。但是目前CaMK Ⅱ
在脂多糖(lipopolysaccharide,LPS)诱导的心肌细胞

损伤中的分子调控机制尚不明确。
本研究采用LPS(细胞炎症反应和凋亡的主要启

动因子)构建体外心肌细胞炎症模型,通过观察抑制

CaMKⅡ是否对 LPS所致心肌细胞胞浆钙含量及

ROS水平具有调控作用,从中探讨CaMK Ⅱ在该作

用中的具体分子机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株 大鼠心肌细胞(H9C2)购自上海中乔

新舟生物公司。

1.1.2 主要试剂 高糖型 DMEM 培养基(C1199-
5500BT,Gibco);胎 牛 血 清(FSP500,ExCellBio);

qPCRSYBRGreenMasterMix(11201ES08,翊圣);

RTFirstStarandcDNA 第一链合成试剂盒(D71-
68M,碧云天);LPS(L2880,Sigma);PCR引物合成

(上海 捷 瑞);EDTA-胰 蛋 白 酶(25200056,Gibco);

KN93(HY-15465,MCE);钙离子荧光探针(Fluo-3
AM,40703ES50,翊圣);Hanks平衡盐溶液(HBSS,

60161ES76,翊圣);活性氧ROS试剂盒(s0033s,碧云

天);多克隆兔抗CaMK Ⅱ、单克隆鼠抗 GAPDH、山
羊抗兔IgG (H+L)HRP、山羊抗鼠IgG (H+L)

HRP(AF6434、T0001、S0001、S0002、AffinityBiosci-
ences)、BCA试剂盒、SDS-PAGE凝胶试剂盒、ECL化

学发光溶液均购自上海雅酶公司。

1.2 细胞分组与建模 在37℃,5% CO2 条件下,使
用含有10%胎牛血清的DMEM培养基培养细胞。待

细胞生长至80%~90%时,消化,离心,重悬,计数,接
种于孔板或平皿中(接种密度6孔板为2×105 个/孔;
共聚焦培养皿为5×104 个/平皿;30mm直径细胞培

养皿为2×106 个/平皿)。继续培养24h后将细胞分

为对照组、LPS组、KN93+ LPS组。对照组不做特

殊处理;LPS组:采用10.0μg/ml的LPS作用于细胞

48h;KN93+LPS组:先用5.0μmol/L的KN93作

用于细胞1h,随后加入10.0μg/ml的LPS刺激细胞

48h。

1.3 标本采集及检测

1.3.1 细胞胞浆Ca2+荧光检测 LPS作用结束后,
取共聚焦培养皿中的细胞,弃除细胞培养基,HBSS溶

液清洗细胞3次,使用5.0μM的Flou-3AM工作液,

37℃孵育45min。随后去除工作液,再次清洗细胞3
次,并用HBSS溶液覆盖细胞,37℃继续孵育20min。
最后采用激光共聚焦显微镜(FV3000,日本Olympus)
扫描成像。

1.3.2 细胞内 ROS检测 取处理后的细胞,加入

—892—

2021年             右江民族医学院学报              第3期



200μl浓度为10.0μmol/L的荧光探针DCFH-DA,

37℃孵育20min。使用 DMEM 培养基清洗细胞3
次,随后采用激光共聚焦显微镜采集图像。

1.3.3 RT-qPCR实验 取药物处理后的细胞,清除

上清液,每个平皿加入1.0mlTRIzol试剂提取细胞

内的总 RNA,使 用 微 量 紫 外 分 光 光 度 计(TGEM
Plus,北京天根)测定RNA浓度及OD260/OD280值。

采用反转录试剂盒进行反逆录,获得cDNA单链;使
用SYBRGreenMasterMix试剂在qPCR仪(Light
Cycler9600,德国罗氏)进一步扩增样本中的cDNA。
各基因引物序列见表1。扩增条件为:95℃,10min;

95℃,10s;60℃,20s;72℃,30s。共计45个循环。
样本均设有3个复孔。采用2-ΔΔCt方法计算目的基因

的相对含量。

表1 RT-qPCR实验各基因引物序列

基因名称 Forwardprimer(5′→3′) Reverseprimer(5′→3′)

CaMKⅡ CTACATCTTGCTGGTGGGA GAGGTCTTTGGCTTCAGGT
PLB CTTTTGTCTTCCTGGCATCA AGGTTCTGGAGGTTCTGACG
SERCA TCTGACTTTCGTTGGCTGTG GCCTTTGTTATCCCCAGTGA
Wnt4 AAGAGGAAACGTGCGAGAA CGAAGACAGGCAGGGAGT

β-catenin TCCGCATGGAGGAGATAG TTCAATGGGAGAATAAAGCA
c-Myc TCAGCAACAACCGCAAAT AACGGACAGGATGTAGGC
CyclinD1 TGACTGCCGAGAAGTTGTG GAGGGTGGGTTGGAAATG
iNOS CCGATTACACGACATTGAGA TGGTCCAGTTGGGAGCAT
IL-10 CAGTCAGCCAGACCCACAT GGCAACCCAAGTAACCCT
GAPDH TCTCTGCTCCTCCCTGTTC ACACCGACCTTCACCATCT

1.3.4 WesternBlot实验 取处理后的细胞培养皿,
弃除细胞上清液,并用4℃的PBS清洗细胞2次。向

培养皿中加入400μlRIPA 细胞裂解液(内含1%
PMSF),提取细胞总蛋白。50μg蛋白样本用于聚丙

烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)电泳,湿转法转移蛋白至孔

径为0.45μm的PVDF膜上,室温封闭10min,使用1
∶1000稀释后的一抗溶液4℃孵育过夜。在1∶2000
的HRP标记的山羊抗兔(或抗鼠)IgG抗体溶液中室

温孵育50min。使用ECL发光溶液,进行曝光成像。
采用ImageJ软件对条带进行灰度值分析,计算心肌细

胞中CaMKⅡ蛋白表达水平。

1.4 统计学方法 采用SPSS23.0软件进行数据统

计分析,计量资料数据采用(췍x±s)表示,两组间比较采

用独立样本t检验。P<0.05差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 抑制CaMK Ⅱ可降低LPS所致细胞胞浆Ca2+

增加 荧光探针检测结果显示:经LPS处理后细胞胞

浆Ca2+水平升高,且高于对照组。而在 KN93+LPS
组细胞中LPS对Ca2+的增加作用被抑制。见图1。

2.2 抑制CaMK Ⅱ可降低LPS诱导的细胞内ROS
增加 分析ROS荧光图:与对照组比较,LPS组细胞

内ROS含量增加,表现为荧光强度强于对照组。而

KN93预处理的KN93+LPS组细胞中,ROS水平低

于LPS组。见图2。

图1 各组心肌细胞胞浆Ca2+含量检测(800×,400×)

图2 各组心肌细胞内ROS含量检测(800×)

2.3 细胞内CaMK Ⅱ、受磷蛋白(PLB)、心肌细胞肌

浆网Ca2+-ATP酶(SERCA)、无翅型小鼠乳腺肿瘤病

毒整合位点家族成员4(Wnt4)、β-连环蛋白(β-cate-
nin)、原癌基因(c-Myc)、G1/S-特异性周期蛋白 D1
(CyclinD1)、诱导型一氧化氮(iNOS)、白介素10(IL-
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10)、mRNA表达水平。

2.3.1 KN93降低LPS对CaMK Ⅱ的促进作用 
RT-qPCR和 WesternBlot实验结果显示:LPS能显著

增加心肌细胞中CaMK Ⅱ mRNA和蛋白的表达,与
对照组比较差异有统计学意义(P <0.01)。而在

KN93+LPS组,KN93预处理显著降低CaMK Ⅱ的

mRNA和蛋白水平,与LPS组比较差异有统计学意义

(P<0.01)。见图3。

注:与对照组比较,**P<0.01;

与LPS组比较,##P<0.01。

图3 各组心肌细胞内CaMKⅡmRNA(A)和
蛋白(B)水平检测

2.3.2 抑制CaMKⅡ可缓解LPS对PLB和SERCA
mRNA的抑制作用 LPS组细胞受LPS影响,细胞

内钙调控蛋白PLB和SERCAmRNA表达水平降低,
与对照组相比差异有统计学意义(P <0.01)。而在

KN93+LPS组,PLB和SERCAmRNA表达升高,与

LPS组比较差异有统计学意义(P<0.01)。见图4。

注:与对照组比较,**P<0.01;

与LPS组比较,##P<0.01。

图4 各组心肌细胞内PLB和SERCAmRNA水平检测

2.3.3 抑制CaMKⅡ对LPS诱导的 Wnt4和β-cate-
ninmRNA 水平的影响 LPS组细胞受LPS影响,

Wnt4和β-cateninmRNA表达水平升高,且高于对照

组(P <0.05或0.01)。对比于 LPS组,KN93 +
LPS组细胞内 Wnt4mRNA 表达水平的降低(P <
0.05),而β-cateninmRNA 含量水平无明显变化(P
>0.05)。见图5。

注:与对照组比较,**P<0.01,*P<0.05;

与LPS组比较,##P<0.01,#P<0.05。

图5 各组心肌细胞内 Wnt4和β-cateninmRNA水平检测

2.3.4 抑制CaMKⅡ对LPS诱导的c-Myc和Cyclin
D1mRNA水平的影响 LPS组细胞内c-Myc和Cyc-
linD1的mRNA水平显著增加,对比于对照组差异有

统计学意义(P <0.01)。而在 KN93 + LPS组,

KN93可降低LPS对CyclinD1mRNA的促进作用

(对比LPS组,P<0.05)。见图6。

注:与对照组比较,**P<0.01,*P<0.05;

与LPS组比较,#P<0.05。

图6 各组心肌细胞内c-Myc和CyclinD1mRNA水平检测

2.3.5 抑制CaMK Ⅱ可降低LPS诱导的iNOS和

IL-10mRNA水平 对比于对照组,LPS组细胞内iN-
OS和IL-10mRNA水平显著增加(P <0.01)。而

KN93+LPS组内iNOS和IL-10mRNA 水平低于

LPS组(P<0.05或<0.01)。见图7。

注:与对照组比较,**P<0.01;
与LPS组比较,##P<0.01,#P<0.05。

图7 各组心肌细胞内iNOS和IL-10mRNA水平检测
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3 讨论

心肌细胞胞浆中的Ca2+ 含量受内质网和线粒体

共同调控[6],同时也受多种钙离子通道以及钙离子调

控相关信号通路的共同影响。心肌细胞被LPS损伤

后,细胞内受磷蛋白PLB功能下降,肌质网摄取钙减

少,细胞膜上的钠钙交换减少,细胞胞浆Ca2+ 不能及

时降低至正常水平,造成细胞胞浆钙超载,导致钙稳态

失衡[9],损 伤 心 肌 细 胞 兴 奋 收 缩 功 能[1-2]。研 究 表

明[6],KN93通过抑制CaMK Ⅱ的活性并降低其磷酸

化水平,从而对CaMKⅡ发挥特异性抑制作用。研究

证实,KN93抑制CaMKⅡ,降低缺血再灌注损伤钙波

的产生,从而降低再灌性心律失常的发生。KN93抑

制CaMK Ⅱ活性,可有效降低LPS所致细胞内钙超

载,与上述结果一致。
此外,LPS诱导细胞内ROS过度增加,破坏细胞

膜结构[10],诱发内质网应激和细胞凋亡[11]。本研究表

明,CaMK Ⅱ表达降低可减少细胞 ROS含量,防止

ROS对心肌细胞进一步损伤。

Wnt信号通路有 Wnt经典通路和 Wnt非经典通

路两种。Wnt经典通路,又称 Wnt/β-catenin信号通

路,具有调控细胞生长、增殖以及凋亡的作用。Wnt/β-
catenin信号通路可作为心血管疾病发生发展的生物

标志物,参与心肌损伤及修复调控。在LPS损伤心肌

细胞内可检测到 Wnt/β-catenin表达增加[12],β-cate-
nin从细胞膜上不断进入细胞浆,并在胞浆内大量聚

集。当β-catenin浓度过高时,β-catenin进入细胞核,
激活下游细胞周期素D1(cyclinD1)和C-myc等细胞

肥大相关基因,最终导致心肌细胞肥大性病变[13]。

Wnt非经典通路又分为 Wnt/Ca2+ 通路和 Wnt/JNK
通路。Wnt/Ca2+通路下游信号分子有磷脂酶C、钙离

子、CaMKⅡ等分子。胞浆Ca2+增加可激活CaMKⅡ
进而促进细胞核内肥大相关蛋白的活性,进一步加速

心肌肥大病程[13]。Wnt/JNK通路下游有C-Jun氨基

末端激酶(JNK)和细胞核内转 录 因 子 C-Jun等 分

子[13],该通路的激活与心肌肥大、纤维化等病理过程

相关。本研究观察到LPS损伤的心肌细胞中,Wnt/β-
catenin、c-Myc/CyclinD1 的 活 性 均 增 加;而 抑 制

CaMKⅡ表达,可显著抑制 Wnt4、CyclinD1mRNA的

表达水平。
作为非Ca2+ 依赖型 NOS亚型,iNOS受LPS刺

激后大量增加,并能够持续性大量释放NO[14]。此外,
暴露于LPS的心肌细胞可分泌大量炎性因子(TNF-
a、IL-1β以及IL-6等)[15-16]。本研究发现抑制CaMK
Ⅱ的表达可抑制iNOS、IL-10转录,降低炎性反应的

进一步发展。综上所述,本研究发现CaMK Ⅱ通过调

控心肌细胞内钙调蛋白 PLB、SERAR,Wnt通路的

Wnt4、CyclinD1,以及炎症通路的iNOS、IL-10的基因

表达水平,减轻LPS所致的心肌细胞内Ca2+ 和ROS
水平增加。这表明CaMK Ⅱ可能是脓毒症心肌炎的

一个潜在治疗靶点。但本文的实验结果尚不够完善,
还需要体内实验进一步验证。
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