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摘要  为研究人心糜酶 (hChymase)在心脏血管紧张素Ⅱ(angiotensinⅡ, AngⅡ)形成中的作用及在

心肌重塑过程中的意义 , 建立了 MLC2-人心糜酶转基因小鼠 . 用 RT-PCR 方法分析了糜酶基因的

组织特异性表达和心脏中Ⅰ, Ⅲ型胶原基因的转录表达, 并用放射免疫法检测了心脏糜酶及血管

紧张素转换酶(angiotensin converting enzyme, ACE)活力以及心脏和血浆的 AngⅡ含量, 用明胶酶

谱法检测了心脏基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinase, MMP)活力; 并对糜酶转基因小鼠的心

脏肥大表型用生理学和形态学方法进行了初步观察 . 和非转基因小鼠(对照组)比较 , 结果表明: (1)

糜酶转基因可在小鼠心脏中特异表达 ; (2) 糜酶转基因小鼠心脏糜酶活力较对照 ((0.27±0.07)

U/mg vs (0.15±0.02) U/mg, P<0.05)显著升高 , 而 ACE活力不变((0.17±0.03) U/mg vs (0.18±0.02)

U/mg); (3) 糜酶转基因小鼠心脏 AngⅡ含量升高, 约为对照的 3倍((1984±184) pg/g vs (568±88)

pg/g, P<0.05), 而血浆 AngⅡ含量不变((218±106) pg/mL vs (234±66) pg/mL); (4) 糜酶转基因小

鼠心脏基质金属蛋白酶-9(MMP-9)活力及Ⅰ型胶原 mRNA 水平也显著升高(P<0.05), 而Ⅲ型胶原

mRNA 水平及Ⅰ/Ⅲ型胶原的 mRNA 比值变化不明显 ; (5) 糜酶转基因小鼠的血压、心率、心重 /

体重比及心肌细胞直径也无明显变化. 提示人心糜酶基因在转基因小鼠心脏中过度表达, 催化

AngⅡ的形成 , 并通过活化MMP-9影响心脏间质胶原代谢 , 从而参与心肌重塑过程.
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心脏组织存在的局部肾素血管紧张素系统(renin angiotensin system, RAS)与心肌重塑密切

相关[1].已有资料说明体内血管紧张素Ⅱ(angiotensinⅡ ,AngⅡ)形成主要是经血管紧张素转换酶

(angiotensin converting enzyme, ACE)途径 , 但 AngⅡ的形成仍具有多种途径[2], 其中 1990 年

从人心脏克隆的糜酶(chymase)是一种丝氨酸蛋白酶, 它被认为是人心脏中主要的 AngⅡ形成
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�, ����$�!���
��, �	����" Ang ���*'���[3]. ��
��

�
�
���� , ����0��
����$#(���"%+ �$'"���)


chymase �(����[4 6], 
	, ���" Ang ����"����'������"�

���������	��. �	, �
����(��$������$�
���$�

�
�� 2$��(myosin light chain-2, MLC2)-�������	, ���(
�)1��"

���	���	���
[7], 
��
���	�������" Ang ����$�!��

������.  

1  ����� 

( ) ��	�� .  
����(
���*�� MLC2-������	�����  

��, ��� 6 9 � 20 !������	���, ���K�����	����, 
�  

�C.  

( ) � .  TRIzol � � dNTP, Oligo(dT)15, M-MLV ,�����
 RNase  � �

Gibco"���; Tag DNA ���,""���; 	�	�����)#"�����	"

���. ��#�	 (angiotensin , Ang ), Ang � aprotinin� Sigma"���; lisinopril

���"
)"�*�; Ang � Ang ��%���� ��
����������	; 

��� ����������.  

( ) mRNA �
��.  �� Promega "��
���$� TRIzol � �����"


RNA. � 2 µg
 RNA��$�����. � 2 µL����������� PCR#�, 50 µL

����	�� 0.5 µmol/L, 0.2 mmol/L dNTP, 1.5 U TaqE, 10 mmol/L Tris-HCl, pH 8.3,       

50 mmol/L KCl, 0.001%��, 0.05% Triton X-100, 1.5 mmol/L MgCl2, 94 �� 3 min���#

�, 94 , 50 s, 61 , 30 s, 72 , 1 min, 30�#���� 72 �� 10 min. PCR��� 1.5%�&

�L����, � Bio-Rad Gel Doc 1000 ����3����. ����� 
��� 


���mRNA�	�GAPDH�mRNA�����
. 	�	��	�: ���� 5 GACAC- 

TCCCCTTCCCATC3 , 5 ATCCAAGGGCCGGTAATG3 ; GAPDH�(� 5 TCACTGCCACCC- 

AGAAGAC3 , 5 CTGTTGAAGTCGCAGGAGAC3 ; 
��α� 5 CTGCATACACAATGG- 

CCTAAG3 , 5 GGTCCCTCGACTCCTACATC3 ; 
��α� 5 TGTTCTTCCAGGAGAC- 

AACG3 , 5 TCACCTGAAGGACCTCGTG3 .  

( ) ��� ACE ����.  � 0.24 g ���"�6�����:�; ����6� 

2 mL 20 mmol/L Tris-HCl, pH 7.4 �D��, M�, N��� �������
� � 

aprotinin � lisinopril  ������� Ang ����
���, O����������

(�
������, �����������	������
���). ������ 500 

µL, �� 4 
: (1) � 20 mmol/L Tris-HCl, pH 7.4, 6 ng Ang ����; (2) 
�
��

lisinopril� 50 µmol/L[3]; (3) 
�
��� aprotinin� 20 µmol/L[3]; (4) �������
�

��	��
���. �����$���, � 37 �� 15 min, �� 2.5 4���6�� 

����. 15 000 × g�� 30 min, ����>7����� 400 µL��%�� ��
� 

�D���, ���%���� ������� Ang ��. ������ Ang ����

�����: � lisinopril  �� Ang �������� ACE ��, � lisinopril, aprotinin  
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 ���O������������. ��*�� 1 ng Ang 	
����� 1 ���� 

"(U).  

( ) �"��� Ang ��.  � 0.24 g ���"�6�����:�; �, %� 3 mL 

0.1 mol/L HCl�, ��� 10 min, M�, 15 000 × g�� 30 min, �����, �� 2.54��6�

�, % 4 & 30 min�� 15 000 × g�� 30 min, ���>7������ 400 µL ���

%�� ��
��D�, � Ang ��%���� ����"���� Ang ��.  

( ) �"�����
�-9 ����.  � 0.24 g ���"�6���:�� 2 mL 20 

mmol/L Tris-HCl, pH 7.4�D�M�, 12 000 g�� 20 min, �����, �������


�-9(matrix metalloproteinase-9, MMP-9)��, � 20 µL����� 0.2%(w/v)��� 8% %�

%�L���� SDS- %�%�L���, ����!�
��������
�L��



�� , �P����������1���� . �����L����� (0.5 mol/L 

Tris-HCl, pH 6.8, 0.2 mol/L NaCl, 0.5% CaCl2, 0.2% Brij-35)�� �� 2 h 	 ��� SDS. �

����, 37 �� 12 h, ��*5	 R-250#�, ����	��!�������
��

,�
��1. N�����3�����1����, ��15�����+ MMP-9 ��

�$. �����1�)-����
����(�	� A mg−1)�
.  

( ) �
����.  � Lowry�[8]���
��. 

( ) �$��
���.  �
���6���"
�4�, �*�#�, ��4��	

� 100 200��4��$��, � BHEC� - �+��3����(��*�"�)���

$��
�.  

( ) �������.  ��� 37   $� 30 min�, � RICK PS-100 ������

�����������.  

( ) �����.  	�	���$�� �!��
, ������� t ��(P<0.05,

�������).  

2  �� 

2.1  �����	
�
��� 

� RT-PCR��������	���	���
����
�'(� 1). ���, MLC2-

�������	���	����"���

�$�
, �
�$�#"��
�$���$, 

��' (�"��(���. �	 MLC2$�

�������
�
����, ����	�

�"����
.  

2.2  �	��� ACE ����	��� Ang

�� 


� 1��������	���"���

�������<�, � ACE ����; ����	���" Ang �����<�� 3 4

��� Ang ����, �������0��" Ang ���.  

� 1  ����	����
�����
 
1,3,5,7,9,11�	
��	��
�$ ( ' #

�$���; 2,4,6,8,10,12
��
������; 13


���� 
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� 1  ����	����, ACE, MMP-9��� Ang �$��� 
 

��  

                                    

 

�" 
                                                                                                                                                     

�� Ang �$/ 

pg mL−1 

Ang �$/ 

pg mL−1 

����/ 

 U mg−1 

ACE��/ 

U mg−1 

MMP-9��/ 

A mg−1 

��	�� 218 106# 1984 184* 0.274 0.071* 0.172 0.029# 0.237 0.019* 

�� 234 66 568 88 0.152 0.021 0.177 0.019 0.182 0.023 

* 
 P<0.05 vs��, 
 P>0.05 vs��; 	 MMP-9����
��
 n = 3, �� n = 4 

2.3  �	 MMP-9 �� 

� 2 � F6 ��	��� MMP���L��

� , ���� 90 ku � MMP-9 �� , �

OD mg−1�� MMP-9 �����. ����	

���"� MMP-9�������<�(� 1).  

2.4  � �

����	������ 

�����	��� , �" 
���

mRNA�$�����<�(P<0.05, n = 5); 


�� mRNA�����(n = 5); ���	���

" / 
��� mRNA ��<�����(n = 

5)(� 3).  

2.5  �������� ����	����� 

������, ����	�����/��

�(5.18 0.45, n = 25)��$��
�((20.0 1.8) 

µm, n = 10)����(�	� 5.09 0.50, n = 20; 

(19.8 1.9) µm, n = 8)������, �")��

+�(	

�����	. ��, ��	���

��((417 39) � min−1, n = 20)���((108.5  

17.4) mm Hg, n = 20, 1 mmHg =1.333 22×102 Pa)�

��(�	�(429 53) � min−1, n = 19; (111.2

19.9) mmHg, n = 19)��, ������.  

3  �� 

��"�����.
�7�� 10�, 	�

���
N��	�$%+�
����$�!

���������, ���$�!��			

�����, �������$�!�

��������1. ���"���������, �
��� Ang ����[5]. ���

�	�����������"���$�
, �0�����$�!���, �����

����	�������
��. ����, ���	
 mRNA ��
�$�����	

���"����
, ��
����(
�����	��, ���������$�!

�����
�������
.  

� 2  �����
�-9��L��� 

� 3  � 
���	���	���"�

��
�

*
 P<0.05; **
 P>0.05. n = 5 
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����	���� �"� ACE������ Ang �$����" Ang �$�	

	������, 	���	���"Ang �$�<�����"�����<�, �
�

��������" Ang �����'�.  

�$�!��"�����F������	����, ����$���%����

���. Ang ��� MAPKs, JAK-STAT� SAPKS��	.%'�F��"��$����

����$���� �����������$�!. 		������ Ang (���

$�!. �� �� 
����$��
����<���"���!��', � MLC2-��

����	���"���
������
���<�, ���$��
�������

��, 2�������	�����$%+��Q. ����	��(�����$%+

����	�: (1) � Ang ��������, �#	0����#�	�	 Ang ���

�����, �#	��� Ang �$������'�, ����� ACE ���<���

���" Ang �$��2�<�, 
���F��"���!���; (2) �$�!���

���������, Ang ��$�!�	�����.  


�����, MMP-9�������	���"���<�. �� MMP-9��$�!

��
��
���, ������������������. MMP-9 ���<����

��� Ang �$�<�F�� MMP-9 �	��
; ����, ���
�
������

�, ������������, ����	!���
�, ��������
�����

�. �����%����!��
�, ������"��, 	������ MMP-9 ��

�����(��"���!����
'�. ������$�!����������

�!���.  

��   �������������
�� (��� : 39570297) ������
�� (��� : 

1995-1997)�����������
	���
��(���: G2000 056904).  
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