
·58· Pract J Cardiac Cereb Pneum Vasc Dis　November 2023，Vol.31　No.11　http://www.syxnf.net

·论著·

MC1568 对胎牛血清诱导的大鼠乳鼠心肌细胞肥大的
作用及其机制研究

姬婧1，张海召2，朱祥彬1，陈泽娥1，欧阳昆富1，贺松3，张佳纯3，高燕2

【摘要】　目的　探讨MC1568对胎牛血清（FBS）诱导的大鼠乳鼠心肌细胞肥大的作用及其机制。方法　本实

验时间为2021年5月至2022年11月。选取出生3 d内的SPF级SD大鼠乳鼠40只，分离并培养其心肌细胞。取原代大鼠乳

鼠心肌细胞，将其随机分为对照组（不进行干预）、FBS组（加入20% FBS培养48 h以诱导心肌细胞肥大）、曲古抑

菌素A（TSA）组（加入20% FBS及200 nmol/L TSA培养48 h）、MC1568组（加入20% FBS及10 μmol/L MC1568培养

48 h）。采用α-辅肌动蛋白染色检测各组心肌细胞表面积，采用RT-qPCR法检测各组心肌肥大标志物〔心房利钠肽

（ANP）、β-肌球蛋白重链（MHC）〕mRNA表达水平，采用Western blot检测各组心肌细胞中P300、组蛋白去乙酰

化酶（HDAC）4、磷酸化HDAC4（pHDAC4）表达水平。结果　FBS组心肌细胞表面积大于对照组、TSA组、MC1568
组（P＜0.05）。FBS组ANP、β-MHC mRNA表达水平高于对照组、TSA组、MC1568组（P＜0.05）。四组心肌细胞

中HDAC4表达水平比较，差异无统计学意义（P＞0.05）；FBS组心肌细胞中P300表达水平高于对照组、TSA组，

pHDAC4表达水平高于对照组、TSA组、MC1568组（P＜0.05）。结论　FBS可引起心肌细胞肥大，而MC1568可以抑制

心肌细胞肥大，其保护作用可能与抑制HDAC4/MEF2D信号通路有关。
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【Abstract】　Objective　To investigate the effect and mechanism of MC1568 on cardiomyocyte hypertrophy induced 
by fetal bovine serum (FBS) in neonatal rats. Methods　This experiment was conducted form May 2021 to November 2022. 
Forty SPF grade SD neonatal rats born within 3 days were selected, and their myocardial cells were isolated and cultured. Primary 
neonatal rat cardiomyocytes were randomly divided into control group (without intervention) , FBS group (cultured with 20% FBS 
for 48 h to induce cardiomyocyte hypertrophy) , trichostatin A (TSA) group (cultured with 20% FBS and 200 nmol/L TSA for 48 h) 
and MC1568 group (cultured with 20% FBS and 10 μmol/L MC1568 for 48 h) . The surface area of cardiomyocytes in each group 
was detected by α-coactin staining. The mRNA expression levels of myocardial hypertrophy markers [atrial natriuretic peptide 
(ANP) ,β-myosin heavy chain (MHC) ] in each group were detected by RT-qPCR. Western blot was used to detect the expression 
levels of P300, histone deacetylase (HDAC) 4 and phosphorylated HDAC4 (pHDAC4) in cardiomyocytes of each group. Results
　The surface area of cardiomyocytes in FBS group was larger than that in control group, TSA group and MC1568 group (P < 
0.05) . The mRNA expression levels of ANP and β-MHC in FBS group were higher than those in control group, TSA group and 
MC1568 group (P < 0.05) . There was no significant difference in HDAC4 expression level among the four groups (P > 0.05) . The 
expression level of P300 in cardiomyocytes of FBS group was higher than that of control group and TSA group, and the expression 
level of pHDAC4 was higher than that of control group, TSA group and MC1568 group (P < 0.05) . Conclusion　FBS can cause 
cardiomyocyte hypertrophy, while MC1568 can inhibit cardiomyocyte hypertrophy, and its protective effect may be related to the 
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inhibition of HDAC4/MEF2D signaling pathway.
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下，对大鼠乳鼠开胸并取出心脏，将其置于预冷的

1×D-Hanks溶液中，将心脏剪成约1 mm3的组织块；

加入0.1%胰蛋白酶溶液，在4 ℃摇床上过夜，第2天加

入等量培养液，并置于37 ℃水浴箱中消化10 min；加

入FBS以中止消化，1 000 r/min离心6 min（离心半径 
7 cm），弃去上清液；加入0.08% Ⅱ型胶原酶，并置

于37 ℃水浴箱中消化4～5次，10 min/次；将消化完毕

的心肌细胞及成纤维细胞收集到含有10% FBS的DMEM
培养液中，再接种于100 mm培养皿中，并置于含5% 
CO2的培养箱中，在37 ℃条件下静置90 min以实现差速

贴壁；吸出未贴壁的心肌细胞悬液，并加入1 μmol/L
阿糖胞苷以抑制成纤维细胞增殖，将心肌细胞分别以

1.0×106个/ml与0.3×106个/ml的浓度接种于60 mm培养

皿与6孔板中，用含10% FBS的DMEM培养液培养48 h
后，换无血清培养液。

1.4.2　实验分组与干预方法　取60 mm培养皿或6孔板

中培养的原代大鼠乳鼠心肌细胞，将其随机分为对照组

（不进行干预）、FBS组（加入20% FBS培养48 h以诱

导心肌细胞肥大）、TSA组（加入20% FBS及200 nmol/L 
TSA培养48 h）、MC1568组（加入20% FBS及10 μmol/L 
MC1568培养48 h）。

1.4.3　α-辅肌动蛋白染色检测心肌细胞表面积　取6孔

板中的各组心肌细胞，用PBS清洗3次，用4%多聚甲醛

溶液固定20 min，再用PBS清洗3次，用0.1% Triton X-100
与马血清进行封闭通透，加入α-辅肌动蛋白抗体，在

4 ℃条件下孵育过夜，隔天洗去一抗后加入Cy2标记亲和

纯化驴抗小鼠IgG（H+L）二抗，在室温条件下避光孵育

1 h，加入DAPI染核5 min，清洗，封固。通过LSM 510激

光扫描共聚焦显微镜获取心肌细胞图像，利用Image J软

件测量心肌细胞表面积。实验独立重复5次。

1.4.4　RT-qPCR法检测心肌肥大标志物mRNA表达水

平　取60 mm培养皿中的各组心肌细胞，加入TRIzol
试剂以裂解细胞，收集裂解液并用三氯甲烷抽提裂解

液中的mRNA，加入异丙醇以沉淀mRNA，用75%乙醇

溶液清洗mRNA，再用去RNA酶水溶解回收mRNA；

用Nanodrop检测提取的mRNA浓度与纯度，再反转录

mRNA成cDNA；取1 μg cDNA进行RT-PCR以检测心

肌肥大标志物〔心房利钠肽（atrial natriuretic peptide，

ANP）、β-肌球蛋白重链（myosin heavy chain，

MHC）〕mRNA表达水平，以GAPDH作为内参。PCR引

物由生工生物工程（上海）股份有限公司提供，引物序

列见表1。实验独立重复5次。

1.4.5　Western blot检测心肌细胞中P300、HDAC4、

心肌肥大是心脏应对长期血流动力学变化或化学

刺激的一种适应性反应，常伴随心脏结构重构、心肌

细胞蛋白质合成增加与细胞器功能障碍，主要表现为

心肌细胞体积增大、胶原纤维增生与胚胎基因的再表

达［1］。病理性心肌肥大是多种心血管疾病发生发展的

中间过程，是心脏猝死、心肌梗死和心力衰竭的独立

危险因素［2］，因而探讨心肌肥大发生与发展的分子

机制具有重要意义。近年来研究表明，组蛋白去乙酰

化酶（histone deacetylase，HDAC）与心肌肥大的发展

密切相关［3］。其中，Ⅱa类HDAC家族含有HDAC4、

HDAC5、HDAC7与HDAC9共4个蛋白，这些蛋白可以

通过调节心肌细胞增强因子2（myocyte enhancer factor 
2，MEF2）的转录活性来影响心肌肥大过程［4］。而蛋

白激酶D（protein kinase D，PKD）和钙/钙调素依赖性

蛋白激酶（Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase，

CaMK）Ⅱ可通过磷酸化Ⅱa类HDAC使其从细胞核穿

梭到细胞质，从而增强MEF2的转录活性，进而引起心

肌肥大［5］。本研究旨在分析选择性Ⅱa类HDAC抑制剂

MC1568对胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）诱导的

大鼠乳鼠心肌细胞肥大的作用及其机制。

1　材料与方法

1.1　实验时间　本实验时间为2021年5月至2022年11月。

1.2　实验动物　出生3 d内的SPF级SD大鼠乳鼠40只，

购自北京维通利华实验动物技术有限公司，合格证号：

SCXK（京）2012-0001。

1.3　主要试剂　DMEM培养液、FBS、马血清（美国

Gibco公司），1×D-Hanks溶液、α-辅肌动蛋白抗体

（美国Sigma公司），Ⅱ型胶原酶（美国Worthington
公司），曲古抑菌素A（ t r ichos ta t in  A，TSA）、

MC1568（美国Selleck公司），P300抗体、HDAC4抗

体、GAPDH抗体（美国Cell Signaling Technology），

磷酸化HDAC4（phosphorylated HDAC4，pHDAC4）抗

体（英国Abcam公司），Cy2标记亲和纯化驴抗小鼠

IgG（H+L）二抗（美国Jackson公司），DAPI（美国

Roche公司），TRIzol试剂（美国Life Technology），

反转录试剂、RT-PCR试剂（北京全式金生物技术

有限公司），BCA蛋白浓度检测试剂（美国Thermo 
Fisher Scientific），免疫印迹化学发光辣根过氧化物酶

（horseradish peroxidase，HRP）底物（北京中杉金桥生

物技术有限公司），ECL显色剂（北京四正柏生物科技

有限公司）。

1.4　实验方法

1.4.1　大鼠乳鼠心肌细胞的分离与培养　在无菌条件
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pHDAC4表达水平　取60 mm培养皿中的各组心肌细

胞，用蛋白裂解液提取总蛋白，用BCA蛋白浓度检测试

剂进行蛋白定量，之后进行凝胶电泳，将蛋白转移到

PVDF膜上；在室温条件下用5%脱脂奶粉封闭1 h；分别

加入P300、HDAC4、pHDAC4抗体，在4 ℃条件下孵育

过夜；次日洗膜后加入二抗，在室温条件下，摇床孵育

1 h；洗膜后用免疫印迹化学发光HRP底物和ECL显色剂

进行曝光显影，用Bio-Rad成像分析系统采集图像并分

析目标蛋白表达水平，以GAPDH为内参。实验独立重

复4次。

1.5　统计学方法　采用GraphPad Prism 8.0进行数据分

析。计量资料以（x±s）表示，多组间比较采用单因素

方差分析，组间两两比较采用LSD-t检验。以P＜0.05为

差异有统计学意义。

2　结果

2.1　心肌细胞表面积　对照组、FBS组、TSA组、

MC1568组心肌细胞表面积分别为（767.1±41.2）、

（1 321.7±132.6）、（962.1±108.8）、（1 030.5 
±142.4）μm2。四组心肌细胞表面积比较，差异有统

计学意义（F=20.55，P＜0.001）。FBS组心肌细胞表面

积大于对照组、TSA组、MC1568组，差异有统计学意

义（P＜0.05）。

2.2　心肌肥大标志物mRNA表达水平　四组ANP、

β-MHC mRNA表达水平比较，差异有统计学意义

（P ＜0.05）。FBS组ANP、β-MHC mRNA表达水平

高于对照组、TSA组、MC1568组，差异有统计学意义

（P＜0.05），见表2。

2.3　心肌细胞中P300、HDAC4、pHDAC4表达水平　

四组心肌细胞中P300、pHDAC4表达水平比较，差异有

统计学意义（P＜0.05）；四组心肌细胞中HDAC4表达

水平比较，差异无统计学意义（P＞0.05）。FBS组心肌

细胞中P300表达水平高于对照组、TSA组，pHDAC4表

达水平高于对照组、TSA组、MC1568组，差异有统计

学意义（P＜0.05），见表3、图1。

3　讨论

心血管疾病是导致人类死亡的主要原因之一，《中

国心血管健康与疾病报告2021》显示，中国心血管疾病

患者例数约为3.3亿，同时随着人口老龄化与代谢危险

因素的持续流行，心血管疾病负担也在持续增加［6］。

表1　RT-PCR引物序列
Table 1　Primer sequences of RT-PCR

基因名称 上游引物 下游引物

ANP 5'-GAGGAGAAGATGCCGGTAG-3' 5'-CTAGAGAGGGAGCTAAGTG-3'

β-MHC 5'-AGGGCAAAGGCAAAGCAAAGA-3' 5'-TACAAAGTGAGGGTGCGTGGA-3'

GAPDH 5'-ATTCAACGGCACAGTCAAGG-3' 5'-GCAGAAGGGGCGGAGATGA-3'

注：ANP=心房利钠肽，MHC=肌球蛋白重链

注：FBS=胎牛血清，TSA=曲古抑菌素A，pHDAC=磷酸化

HDAC，HDAC=组蛋白去乙酰化酶

图1　Western blot检测各组心肌细胞中P300、HDAC4、pHDAC4表达
水平的电泳图
Figure 1　Electrophoresis of P300，HDAC4 and pHDAC4 expression 
levels in cardiomyocytes of each group detected by Western blot

对照组          FBS组 TSA组     MC1568组

pHDAC4 

HDAC4 

P300 

GAPDH 

表2　四组心肌肥大标志物mRNA表达水平比较（x±s，n=5）
Table 2　Comparison of mRNA expression levels of myocardial hypertrophy 
markers in the four groups

组别 ANP mRNA β-MHC mRNA

对照组 1.00±0.15 1.00±0.25

FBS组 4.52±1.04a 3.36±0.84a

TSA组 2.33±0.41b 1.63±0.30b

MC1568组 2.97±0.81b 2.19±0.59b

F值 22.31 16.64

P值 ＜0.001 ＜0.001

注：FBS=胎牛血清，TSA=曲古抑菌素A；a表示与对照组比较，

P＜0.05；b表示与FBS组比较，P＜0.05

表3　四组心肌细胞中P300、HDAC4、pHDAC4表达水平比较（x
±s，n=4）
Table 3　Comparison of P300，HDAC4 and pHDAC4 expression levels of 
cardiomyocytes in the four groups

组别 P300 HDAC4 pHDAC4

对照组 0.298±0.052 0.427±0.036 0.282±0.057

FBS组 0.623±0.066a 0.450±0.079 0.457±0.060a

TSA组 0.409±0.070b 0.429±0.099 0.275±0.018b

MC1568组 0.549±0.039 0.426±0.085 0.279±0.041b

F值 25.13 0.08 14.39

P值 ＜0.001 0.969 ＜0.001

注：HDAC=组蛋白去乙酰化酶，pHDAC=磷酸化HDAC；a表示与

对照组比较，P＜0.05；b表示与FBS组比较，P＜0.05
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心肌肥大是心脏重构的重要环节，其最初是心脏容量负

荷的适应性反应，但持续性的心肌肥大会导致心律失

常、心力衰竭与心搏骤停，同时，心肌肥大也是先天性

心脏病、高血压、心肌梗死、心力衰竭等多种心血管疾

病共有的病理过程［1-2］。目前临床已有可逆转心肌细胞

肥大和改善左心室重构的药物，但心肌肥大患者射血分

数保留的心力衰竭的发病率和死亡率仍居高不下［7］。

本研究旨在分析选择性Ⅱa类HDAC抑制剂MC1568对

FBS诱导的大鼠乳鼠心肌细胞肥大的作用及其机制。

肥大的心肌细胞从外观上主要表现为心肌细胞体积

明显增加，显微镜下可观察到细胞表面积增加［8］。ANP
与β-MHC是两个重要的心肌细胞肥大分子标志物，其

中ANP是一类由心肌细胞合成的多肽，属于胚胎基因，

主要在心脏发育早期表达，而在成年心脏中表达水平很

低；β-MHC则属于心肌细胞收缩相关蛋白，同样在胚

胎心脏中表达水平较高，而在成年心脏中表达水平较

低［8］。在心肌细胞肥大过程中，ANP、β-MHC mRNA
表达水平会代偿性升高［9］。本研究结果显示，FBS组心

肌细胞表面积大于对照组，ANP、β-MHC mRNA表达

水平高于对照组，证明心肌肥大细胞模型构建成功。本

研究结果还显示，FBS组心肌细胞表面积大于TSA组、

MC1568组，ANP、β-MHC mRNA表达水平高于TSA组、

MC1568组，提示TSA与选择性Ⅱa类HDAC抑制剂MC1568
均对FBS诱导的心肌细胞肥大有抑制作用。

转录因子MEF2家族可调节心肌细胞肥大过程中的

基因表达，其含有4个不同的亚型，所有亚型在N-末

端存在两个结构域，一个是介导二聚化与DNA结合的

MADS结构域，另一个是共调节因子结合结构域，而在

C-末端存在转录活性结构域［5，10］。研究表明，MEF2
蛋白不仅可调节横纹肌发育，还可影响T淋巴细胞的激

活与神经元的存活［11］。生理条件下，MEF2蛋白与Ⅱa
类HDAC结合后处于转录失活状态；在外界刺激的条件

下，MEF2蛋白首先在P/CAF的作用下发生乙酰化，进

而增加MEF2蛋白与DNA的结合能力及转录活性［5］。同

时，外界刺激也可以通过激活Ⅱa类HDAC的上游调控

信号（包括蛋白激酶D和钙/钙调素依赖性蛋白激酶Ⅱ）

而磷酸化Ⅱa类HDAC，使得后者与MEF2蛋白解离并从

细胞核穿梭到细胞质［5，12］。而磷酸化Ⅱa类HDAC与

MEF2的解离会进一步增加P300表达水平与MEF2乙酰化

水平，从而促进心肌细胞肥大进程［3，5，12］。较多研究

已证实，钙调蛋白（calmodulin，CaM）和钙/钙调素依

赖性蛋白激酶的信号级联反应是调控心脏发育和心肌收

缩功能的特殊信号转导路径，可通过参与机械刺激（压

力或容量负荷增加）及化学刺激（血管紧张素Ⅱ、缺

氧、去甲肾上腺素等）而介导心肌细胞肥大［3，5］。此

外，P300/HDAC4介导的MEF2D乙酰化修饰失衡在调节

病理性心脏重构、心力衰竭及免疫应答等多种生物过程

中发挥关键作用［13-16］。本研究结果显示，FBS组心肌

细胞中P300表达水平高于对照组、TSA组，pHDAC4表

达水平高于对照组、TSA组、MC1568组，提示小分子

Ⅱa类HDAC选择性抑制剂MC1568可以明显抑制心肌细

胞肥大进程中HDAC4蛋白的磷酸化及HDAC4/MEF2D信

号通路，从而起到抑制心肌细胞肥大的作用，且这种作

用与P300上调无关。

综上所述，FBS可引起心肌细胞肥大，而MC1568可

以抑制心肌细胞肥大，其保护作用可能与抑制HDAC4/
MEF2D信号通路有关。这为进一步阐明HDAC在应激性

心脏重构的组蛋白乙酰化修饰调控机制中的作用提供

了新的证据，可能为进一步干预病理性心肌肥大和心力

衰竭进程的新药设计提供了潜在的分子靶点。但本研究

尚存在一定局限性：（1）本研究为基础研究，且为心

肌细胞的体外实验，可能无法完全模拟生物体中的复杂

性，后续需要进行在体实验以验证本研究结论；（2）

MC1568抑制HDAC4/MEF2D信号通路的具体机制尚需要

进一步探索；（3）本研究并未分析不同剂量MC1568对

FBS诱导的大鼠乳鼠心肌细胞肥大的作用。
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