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大鼠心室肌 Μ3受体与间隙连接蛋白 43作为抗心律失常药物靶点的

综合研究
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摘要 目的  在蛋白质分子水平研究心律失常相关蛋白质  
受体与间隙连接蛋白 之间的结构相互作用 并

为其作为筛选药物靶点提供依据 ∀方法  通过免疫组化结合激光共聚焦显微镜 及免疫沉淀与免疫印迹技术 研究

 受体与间隙连接蛋白 的结构性共定位关系 ∀结果  证实了大鼠心室肌细胞膜蛋白中   ∗  
等 个亚型的存

在 观察到大鼠单个心肌细胞膜上  
受体与间隙连接蛋白 的结构性共定位 发现  受体各亚型与间隙连接蛋白

均存在结构整合 且一定浓度离子型去垢剂可破坏  
受体与间隙连接蛋白 的结构整合关系 并进一步发现参

与  
受体结构整合的是间隙连接蛋白 的磷酸化形式 ∀结论  大鼠心室肌  受体亚型与间隙连接蛋白 的磷酸

化形式存在结构性共定位关系 且可被一定浓度离子型去垢剂破坏 ∀
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  对于心律失常病因与治疗靶点的研究 过去主

要集中于相关离子通道功能异常 数目上调或下调 

使动作电位时程 °⁄缩短或延长从而诱发心脏

节律异常 ≈
并认为与心律失常相关的离子通道为

抗心律失常药物的靶点 在心律失常发生发展中起

主要作用的通道为抗心律失常药物作用的最佳靶

点 ≈ ∀随着人们在分子水平对心脏认识的逐渐加

深 有关心肌细胞间信号与神经递质传导及电偶联

状态改变的研究已成为热点 这为人们探索心律失

常的本质提供了新的研究方向 给抗心律失常药物

靶点研究开辟了新的领域 ∀

有研究表明 刺激迷走神经可阻止间隙连接蛋

白 含量降低 从而对抗缺血性心律失常 发挥心

脏保护作用 ≈ ∀迷走神经兴奋可释放胆碱能神经

递质 为了进一步阐明心肌  受体尤其是  受体

的保护性功能调节作用 本实验首先在受体蛋白质

细胞结构表达定位方面加以研究 观察 受体与间

隙连接蛋白 在大鼠心室肌细胞膜上的结构共定

位关系 为深入探索心律失常相关蛋白质间调控机

制提供理论依据 ∀

材料与方法

实验动物  • 大鼠 雄性 体重  ∗ 

由哈尔滨医科大学附属第二医院动物中心提供 ∀

实验药品与试剂  ≤蛋白定量试剂盒购自

°公司 •  封闭蛋白干粉为博士德

生物工程有限公司产品        和  受体

的多克隆抗体 兔 间隙连接蛋白 的单克隆抗

体 鼠 及酪氨酸磷酸化蛋白质的单克隆抗体 2×

鼠 均购自 ≥≤∏生物技术公司 红外荧光标

记的二抗 ¬ ƒ∏ ¬ ƒ∏ ¬

ƒ∏购自  ∏°公司 °∂ ⁄ƒ膜为

2 ⁄公司产品 免疫沉淀用 ° 2购

自 ≥≤∏生物技术公司 蛋白质分子质量标准 !

蛋白酶抑制剂 !蛋白电泳液 !转膜液和 ≥⁄≥2°∞考

马斯亮蓝染液均购自华特生生物技术公司 ∀

仪器  蛋白电泳仪为  2 ⁄公司产品 半干

转印系统为瑞典  ° 公司

产品 差速离心机为日本 公司产品 

红外荧光扫描成像系统为美国 2≤ 公司产品 

激光共聚焦显微镜为日本 ∏公司产品 ∀

心肌 Μ1 ∗ Μ5受体与间隙连接蛋白 43的免疫

印迹  差速离心方法 ≈提取的大鼠心室肌细胞膜

蛋白 ≤二喹啉甲酸 法进行定量 每孔上样 

Λ用 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离 并用半干法

转移到 °∂ ⁄ƒ膜上 转膜后用 °≥缓冲液洗膜 

然后将膜在含 封闭蛋白干粉的 ×≥溶液中

 ε 封闭过夜 ∀分别用   Β  Β 

Β  Β或   Β的多克隆抗体 

间隙连接蛋白 Β的单克隆抗体对膜孵育

 后 用含 1 ×2的 °≥缓冲液洗膜 

次 每次  然后用 Β 稀释的红外荧光标

记二抗 ¬ ƒ∏对膜避光孵育  以含

1 ×2的 °≥缓冲液洗膜 次 每次 

再用 °≥缓冲液洗膜  以洗去 ×2

降低背景 以上过程避光 ∀ 红外荧光扫描成

像系统对膜上蛋白质进行检测 ∀

Μ受体与间隙连接蛋白 43结构共定位研究

取膜蛋白  Λ用  °溶液定容至  分别加

入兔抗        或  的多克隆抗体  Λ混

悬  再各加入 ° 2 Λ混悬 !过

夜 ∀将混悬液在   # 
离心  弃去上清

液 沉淀用  °溶液 1 洗 次后加入  ≅ ≥⁄≥

上样缓冲液  Λ煮样  后于   # 


离心  将上清液加入样品孔中电泳 ∀半干法转

膜后用 °≥缓冲液洗膜  然后将膜在含 

封闭蛋白干粉的 ×≥溶液中  ε 封闭过夜 ∀以间

隙连接蛋白 Β的单克隆抗体对膜孵育  

用含 1 ×2的 °≥缓冲液洗膜 次 每

次  然后用 Β 稀释的红外荧光标记二

抗 ¬ƒ∏对膜避光孵育  以含 1

×2的 °≥缓冲液洗膜 次 每次  再

用 °≥缓冲液洗膜  以洗去 ×2降低背

景 以上过程避光 ∀ 红外荧光扫描成像系统

对膜上蛋白质进行检测 ∀

激光共聚焦显微镜观察大鼠心肌细胞 Μ3受体

与间隙连接蛋白 43结构性共定位  取急性分离的

大鼠心室肌细胞 ≈
移入装有载玻片的 孔板待细

胞爬片 多聚甲醛固定  取出载玻片做抗原

修复 然后加穿透液 1 × ÷ 2作用  

后用  ≥溶液封闭  以  与间隙连接蛋白

的特异性抗体  ε 孵育过夜 荧光标记的二抗

¬ ƒ∏ 2与 ¬ ƒ∏

 2∏孵育  激光共聚焦显微

镜取纹理清楚的单个细胞进行观察 ∀

不同浓度离子型去垢剂对大鼠心肌 Μ3受体与

间隙连接蛋白 43结构整合的影响  分 组 取膜蛋

白  Λ用含  或  ≥⁄≥的  °溶液

## 药学学报 °∏≥  



定容至  ∀第 组煮样  后加入兔抗  多

克隆抗体  Λ第 组直接加入兔抗  多克隆抗体

 Λ∀将 组同时混悬  再各加入 ° 2

 Λ混悬过夜 ∀于   # 
离心 

弃去上清液 沉淀用  °溶液 1 洗 

次后加入  ≅ ≥⁄≥上样缓冲液  Λ煮样  后

  # 
离心  将上清液加入样品孔中电

泳 ∀转膜后按前述方法做免疫印迹检测间隙连接蛋

白 ∀

结果

1  大鼠心肌 Μ受体各亚型的免疫印迹结果

心肌膜蛋白提取液经蛋白定量后测得其含量为

1 # 
 ∀将蛋白质按每孔  Λ点样进

行变性 ≥⁄≥2聚丙烯酰胺凝胶电泳 以       

   和间隙连接蛋白 的特异性单克隆抗体做

免疫印迹 检测得 种亚型的  受体条带   Υ 

⁄  Υ  ⁄  Υ  ⁄和  ⁄  Υ  ⁄

  Υ  ⁄间隙连接蛋白 的 条带 ¬ Υ

 ∗  ⁄图 ∀

Φιγυρε1  •  

   2              

¬   √ 

           ⁄

√

2  大鼠心肌 Μ受体 5种亚型与间隙连接蛋白 43

存在结构性共定位关系

应用免疫沉淀技术分别以        或  

的多克隆抗体与心肌膜蛋白提取液中的相应抗原结

合 再加入 ° 2对目的抗原 2抗体复合

物进行免疫沉淀 煮样后进行变性 ≥⁄≥2聚丙烯酰胺

凝胶电泳 转膜后以间隙连接蛋白 的单克隆抗体

进行检测 在约  ⁄处显示出间隙连接蛋白 分

别与 受体 种亚型的结构性共定位关系 图 ∀

应用免疫细胞化学分别以  受体和间隙连接

蛋白 的特异性抗体对分离的大鼠心肌细胞进行

标记 激光共聚焦显微镜观察 图 ∀图 中绿色

部分为  受体 图 中红色部分为间隙连接蛋白

图 ≤示此心肌细胞形态 图 ⁄为将 与 合
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并 其中黄色部分可明显观察到心肌细胞  受体与

间隙连接蛋白 存在结构性共定位关系 ∀

3  一定浓度离子型去垢剂可破坏大鼠心肌 Μ3受

体与间隙连接蛋白 43的结构性共定位关系

为探索  受体与间隙连接蛋白 的共定位整

合类型并排除非特异结合 对心肌膜蛋白提取液给

予不同浓度的离子型去垢剂 ≥⁄≥∀同时将心肌膜蛋

白提取液先进行煮样 然后以相同的步骤做免疫沉

淀 作为阴性对照组 ∀结果发现去垢剂浓度为 

时 间隙连接蛋白 可以与  受体共同沉淀而被

检测 在大约  ⁄处有明显条带 当去垢剂浓度为

和 时 间隙连接蛋白 已不能与  受体

共同沉淀 说明去垢剂达到一定浓度时 可破坏心肌

 受体与间隙连接蛋白 的结构性共定位关系

图 ∀

4  与 Μ3受体在心肌细胞膜上共定位的是间隙连

接蛋白 43的磷酸化形式

应用鼠抗酪氨酸磷酸化形式蛋白质的单克隆抗

体 2×Β对与  受体共沉淀的蛋白质进行

免疫印迹 除其他磷酸化形式蛋白质条带外 在 

⁄处可见 条带 图 与用间隙连接蛋白 的
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单克隆抗体所检测到的条带重合 说明与  受体在

心肌细胞膜上共定位的是间隙连接蛋白 的磷酸

化形式 ∀

讨论

心律失常的致病因素很多 而由于心肌缺血所

导致的心肌细胞缝隙连接形态结构异常 最终影响

功能形成病理症状是被公认的主要因素之一 ≈ ∀

间隙连接蛋白 是构成心肌细胞间通道和缝隙连

接的最基本的蛋白质之一 由它构成的离子通道不

但在细胞通讯 !代谢偶联 !早期胚胎发育及细胞分化

过程中起作用 还在心肌缺血再灌注损伤及闰盘重

构过程中起着非常重要的作用 ≈ ∀在心肌缺

血 ≈及心力衰竭 ≈发病过程中 心室间隙连接蛋

白 的含量降低 基因打靶技术证明减少间隙连接

蛋白 的表达可增加室性心动过速的发生 ≈
并

能在急性心肌缺血过程中明显降低传导速率 ≈ ∀

以上结果表明间隙连接蛋白 在致死性心律失常

发病过程中起重要作用 ∀

随着近年来对心脏  受体各亚型认识的逐渐

加深 受体在心脏功能调节方面作用的研究已经

成为寻找治疗心脏缺血性疾病和缺血性心律失常的

最佳靶点之一 作者提出的抗心律失常最佳靶点学

说 ≈更强调  受体在心肌缺血过程中的保护性

调节机制及意义 ∀  受体激动剂胆碱可明显对抗

结扎大鼠冠状动脉前降支所致心律失常 而其阻断

剂 ⁄ °却加重其作用 ≈
匹鲁卡品激动  受体

可介导一种新的延迟整流 
电流 Ι  作者对其

生理特性及功能进行研究 首次证明    Ι 具有

降低心肌自律性 !抑制心肌细胞膜超极化及抗缺血

性心律失常作用 ≈
进一步研究发现 激动心肌

 受体还可激活 2和 ∞ 等抗凋亡信号分子 

并抑制凋亡前体蛋白 ƒ和   °的表达 减

少细胞内 ≤
 超载 从而发挥对心肌细胞的保护作

用 ≈
但其细胞内信号转导机制尚不清楚 ∀

本实验首次发现大鼠心肌  受体与间隙连接

蛋白 的结构性共定位关系 ∀应用  受体的特异

性抗体对心肌膜蛋白的免疫印迹 检测发现大鼠心

肌 种亚型的 受体        和   的条带

分子量位置与根据这些蛋白质的氨基酸序列推测分

子量所得的结果大致相符 打破了传统认为心肌只

存在  受体的的观点 证实大鼠心肌  受体 种

亚型是共存的 ∀另外 结果中  受体存在两条带 

这可能是其在心肌细胞膜上不同形式的表现 作者
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推测其中可能有糖基化或磷酸化修饰的蛋白质 而

且不同形式的蛋白质可能在缺血心肌的保护作用中

发挥不同作用 ∀应用间隙连接蛋白 的特异性抗

体 对心肌膜蛋白的免疫印迹检测到其在  ∗ 

⁄存在 条带 这与在其他组织的研究结果 ≈相

似 有文献 ≈报道  ⁄为其去磷酸化形式 及

 ⁄处为其磷酸化形式 其中可能也有糖基化的

形式存在 而这些形式的蛋白质在心肌细胞间解偶

联过程中的意义也有待进一步探索 ∀

在本实验中 主要探讨大鼠心肌细胞单位膜上

 受体与间隙连接蛋白 的结构性共定位关系 ∀

应用 受体 种亚型的特异性抗体做免疫沉淀 再

以间隙连接蛋白 的特异性抗体对与  受体共沉

淀下的蛋白质进行免疫印迹 在  ⁄处可以很清

楚的发现间隙连接蛋白 的 条带 这与上述间隙

连接蛋白 的免疫印迹结果并不矛盾 作者认为并

非所有 种形式的间隙连接蛋白都与心肌  受体

结构整合 而是其中的某一种形式参与了心肌的保

护作用 ∀激光共聚焦显微镜的结果更直观地证实了

大鼠心肌  受体与间隙连接蛋白 的结构性共定

位关系 间隙连接蛋白 主要分布于闰盘 而心肌

 受体在细胞膜上呈非均一性分布 但是两者在某

些单位膜结构上是相互整合的 这与免疫沉淀结合

免疫印迹所得的结果相符 ∀为进一步揭示何种形式

的间隙连接蛋白 参与了与 受体的结构性共定

位 作者应用酪氨酸磷酸化形式蛋白质的特异性抗

体对与  受体共沉淀的蛋白质进行标记 结果在

 ⁄处同样出现了条带 这说明参与  受体结构

整合的是间隙连接蛋白 的磷酸化形式 ∀

为深入探索心肌  受体与间隙连接蛋白的结

构性共定位关系 并排除非特异性蛋白质结合 本实

验中采用了逐渐加大离子型去垢剂浓度 观察去垢

剂对此结构整合关系的影响 ∀结果发现 ≥⁄≥浓度

为 时 间隙连接蛋白 可以被心肌  受体共沉

淀 而当 ≥⁄≥浓度达到 时 间隙连接蛋白 已

不能与心肌  受体共同沉淀 ∀ ≥⁄≥是一种离子型

去垢剂 当其达到一定浓度时 可破坏蛋白质间的非

共价键整合关系 这说明间隙连接蛋白 与  受

体的结构性共定位关系是建立在非共价键关系上

的 具体整合方式还有待在结构生物学水平进一步

研究 ∀本文的研究旨在发现存在于间隙连接蛋白

与  受体之间的关系 而这一关系正是建立在

两者作为抗心律失常药物靶点的基础上的 只有发

现了这一关系 才能为进一步筛选药物及做出评价

提供理论依据 ∀结构是功能的基础 对生物大分子

和生物大分子聚集体的精细结构和功能的深入研究

有助于在分子层次上探索细胞生命活动更加本质的

规律 ∀关于心肌 受体与间隙连接蛋白 的互相

调节及其在缺血性心律失常发生发展中的作用和药

物调节靶点及最佳靶点 将在今后的实验中做进一

步研究 ∀
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#书讯 #

5神经药理学研究技术与方法 6已出版发行

5神经药理学研究技术与方法 6已由人民卫生出版社出版 ∀该书是由中国药理学会名誉理事长 !神经药理专业委员会

名誉主任委员 !5药学学报 6编委张均田教授和山东大学药学院新药药理学研究所所长张庆柱博士主编 ∀该书内容不仅汇

集了国内外该领域的技术与方法 也包含了作者本人翔实的自身体验和创造 ∀

全书共 章 万字 ∀前 章以神经细胞学 !神经生理学 !神经病理学和分子生物学为主线 分别介绍当前国际采

用的神经药理学研究技术与方法 ∀ 章至 章以神经系统疾病为主题 从造模 !器官实验 !细胞实验深入到分子生物学层

面 系统 !完整地介绍了有关研究技术与方法 ∀每章从发病机制切入 精确地阐明实验原理 详细地写出实验步骤及注意事

项 并对有关方法作出客观评价 ∀第 章从研究对象和实验内容入手 分 节介绍神经药理学研究常用药品与试剂 全

面介绍与该研究手段有关的抗体 !载体 !探针 !结合剂 !拮抗剂及试剂盒等 ∀内容包括来源 !理化属性 !储存条件 !溶解及使

用 有极高的实用价值 ∀第 章为图像可视化技术 阐述了低分子荧光探针 !荧光蛋白在神经药理学研究中的应用 补充

了从空间和时间两个侧面进行观察的研究方法 ∀
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