
心肌肥厚是心脏负荷增加、心脏损伤后常见的 并发症，也被认为是心性猝死、心律失常、心绞痛、

心力衰竭等疾病的独立危险因子。一定程度的心

肌肥厚是心室功能正常的重要代偿机制，但长期过

度心肌肥厚最终会导致心力衰竭，因此如何预防和

逆转心肌肥厚已成为防治心力衰竭的重要目标［1］。

17β⁃雌二醇对机械牵拉诱导心肌细胞 integrin β1/FAK/p38 MAPK
信号转导的影响
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［摘 要］ 目的：研究17β⁃雌二醇（17β⁃estradiol，E2）对体外机械牵拉诱导心肌细胞 integrin β1/FAK/p38 MAPK信号转导的影

响。方法：以机械牵拉刺激体外培养的新生大鼠心肌细胞，建立心肌细胞肥大模型，采用免疫共沉淀方法检测 integrin β1和
FAK的结合情况，Western blot方法检测FAK和p38 MAPK磷酸化水平的变化。结果：机械牵拉心肌细胞24 h后，integrin β1和
FAK的结合显著增加，FAK和p38 MAPK磷酸化水平亦明显增强。100 nmol/L E2预处理30 min可明显减轻机械牵拉诱导的心

肌细胞 integrin β1和 FAK的结合增加，抑制 FAK和 p38 MAPK磷酸化的水平增强，该效应可被雌激素受体非特异性拮抗剂

ICI182780逆转。结论：100 nmol/L的E2能够抑制机械牵拉诱导心肌细胞肥大发生发展过程中 integrin β1对其下游FAK招募

结合增加，降低FAK及p38MAPK的磷酸化活性，提示E2与雌激素受体结合后通过抑制 integrin β1/FAK/p38 MAPK信号转导途

径的激活，从而发挥心血管保护作用。
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［Abstract］ Objective：To investigate effects of 17β⁃estradiol（E2）on mechanical stretch⁃induced integrin β1/FAK/p38 MAPK signal
pathway of cardiomyocyte hypertrophy. Methods：Cardiomyocyte from neonatal rats were cultured in vitro and cardiomyocyte hypertro⁃
phy was induced by mechanical stretch. The association of integrin β1 and FAK was evaluated by immunoprecipitation，and the phos⁃
phorylation of FAK and p38MAPK were determined by Western blot. Results：Mechanical stretch for 24 h significantly increased the
association of integrin β1 and FAK，and increased the phosphorylation of FAK and p38MAPK. Pretreatment with 100 nmol/L E2 for 30
min significantly attenuated the increases in the association of integrin β1 and FAK which were attenuated by estrogen receptor antago⁃
nist ICI182780. Furthermore，E2 also decreased the levels of the phosphorylation of FAK and p38MAPK induced by mechanical
stretch，which were also attenuated by ICI182780. Conclusion：The combination of E2 and estrogen receptors can inhibit the activation
of integrin β1/FAK/p38MAPK signaling pathway induced by mechanical stretch to play a cardiovascular protective effect.
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许多研究表明，雌激素可以通过雌激素受体对心肌肥

厚发挥保护作用，但其作用机制至今不完全清楚。

机械性刺激对心肌细胞有直接作用，心脏负荷

如压力和容量负荷加重会激活心肌细胞内信号转

导途径，改变相关核转录因子的活性，诱导分泌多

种细胞因子和炎性因子，对心肌肥厚的发生发展发

挥重要作用［2-3］。机械性刺激通过细胞表面的“机械

感受器”将机械信号转化为胞内化学信号，激活多

条信号通路，导致心肌细胞肥大的发生。其中整合

素β1（integrin β1）/点黏着斑激酶（focal adhesion ki⁃
nase，FAK）/p38MAPK（p38 mitogen⁃activated protein
kinase）信号转导途径是机械刺激诱导心肌细胞肥

大激活的一条重要信号通路。机械负荷使“机械

感受器”整合素聚集并招募FAK，FAK结合于整合素

胞浆段，其397位的酪氨酸发生自磷酸化而被激活，

活化的FAK进而磷酸化下游p38MAPK使其活化，从

而调节下游基因的表达，诱导心肌细胞肥大［4-5］。我

们的前期研究中，采用FX⁃5000 细胞应力加载系统

构建了心肌细胞肥大模型，并发现17β⁃雌二醇（17β
⁃estradiot，E2）可以改善机械牵拉诱导的心肌细胞肥

大，降低机械牵拉诱导的心肌细胞整合素β1蛋白表

达的升高［6］。但E2对 integrin β1/FAK/p38 MAPK通

路后续活化的具体影响还不清楚，本实验拟采用该

心肌细胞肥大模型，进一步探讨E2对 integrin β1活
化后下游信号的影响，进而探讨E2对心肌细胞肥大

的保护作用机制。

1 材料和方法

1.1 材料

1~3 d新生 SD乳大鼠，购自南京医科大学实验

动物中心，雌雄不限；FX⁃5000 细胞应力加载系统

（Flexcell International 公 司 ，美 国）；E2、无 酚 红

DMEM 培养基（Sigma公司，美国）；雌激素受体抑

制剂 ICI182780（Tocris 公司，英国）；抗 integrin β1
抗体（Millipore 公司，美国）；抗 p⁃FAK抗体（Santa
Cruz 公司，美国）；抗 FAK 抗体（Abcam 公司，英

国）；抗 p⁃p38抗体及抗 p38抗体（Cell Signaling 公

司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 心肌细胞培养

SD乳大鼠固定后，用 75%酒精擦拭消毒，开胸

迅速取出心脏，放置于低温PBS中清洗，挤尽残留血

液。修剪心脏，收集所有心尖部，将其剪碎移入小

摇瓶，37 ℃水浴振荡，加适量 0.08%的胰酶分次消

化。收集消化液上清（避免胶原组织），1 800 r/min
离心5 min，收集沉淀重新混悬，100目筛网过滤，取

滤液。将细胞滤液接种至培养皿，在细胞培养箱中

培养 2 h，差速去除贴壁心肌成纤维细胞，留取心肌

细胞悬液，按适宜的细胞密度接种至FX⁃5000配套

牵拉板中，做后续试验。

1.2.2 机械应力刺激心肌细胞

待心肌细胞在牵拉板生长展开、状态良好后，

使用细胞应力加载系统 FX⁃5000牵拉细胞，15%的

机械应力持续牵拉刺激心肌细胞24 h。
1.2.3 实验分组

实验分为5组：①对照组（Con组），不给予任何处

理；②机械牵拉组（Str组），细胞牵拉24 h；③溶剂+机
械牵拉组（Str+Vehicle 组），溶剂预处理 30 min后

牵拉细胞；④E2+机械牵拉组（Str+E2组），100 nmol/L
E2 预处理30 min后牵拉细胞；⑤E2 + ICI182780+机
械牵拉组（Str+E2+ICI组），100 nmol/L E2 和 1 μmol/L
ICI182780 预处理 30 min 后牵拉细胞。细胞处理

后，继续培养 24 h，收集并进行后续实验。

1.2.4 Western blot分析

提取细胞总蛋白，取 60 μg/孔与 5×SDS Loading
Buffer混合，95 ℃加热 5 min后，上样于 10％的 SDS⁃
PAGE胶，电泳 2 h后利用湿法转印到 PVDF 膜上。

室温TBS⁃T洗膜3次，5 min/次，用5％脱脂奶粉封闭

2 h。加入抗 p38 抗体（1∶1 000）或抗 p⁃p38 抗体

（1∶1 000）4 ℃过夜。次日再与辣根过氧化物酶标

记的二抗室温孵育2 h，ECL 显影压片。将所得清晰

条带扫描后采用NIH Image 1.63图像分析系统进行

定量灰度分析。

1.2.5 免疫共沉淀（immunoprecipatation，IP）
取胞浆蛋白200 μg/组，按浓度计算体积并加入

Lysis Buffer将体积补足至150 μL，后加入6 μL FAK抗

体，4℃条件下持续混合过夜，次日再加入20 μL Protein
⁃A agrose，相同条件下充分混合4 h。5 000 r/min 4 ℃离

心5 min，取沉淀。用Lysis Washing Buffer洗3次，相

同条件离心后再加入Lysis Buffer 20 μL重新混悬沉

淀，加 6×SDS Loading Buffer 4 μL，煮沸 3 min后，取

上清按照Western blot的方法分析检测 integrin β1及
FAK的蛋白表达量。

1.3 统计学方法

用GraphPad Prism 4统计软件进行数据分析，

结果用均数±标准误（x ± s x）表示。采用ANOVA方

法分析组间变异度，采用 q 检验进行两两比较。

P ≤ 0.05认为差异具有统计学意义。
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2 结 果

2.1 E2抑制机械牵拉引起 integrin β1与 FAK相互

结合增加

Integrin β1与FAK结合进而形成点黏着斑复合

物（focal adhesion complexs，FACs）是 integrin β1/
FAK信号通路激活的关键过程，因此，在机械牵拉

心肌细胞24 h后，采用免疫共沉淀方法检测了各组

细胞中 integrin β1与FAK结合情况。结果如图1所
示，与对照组相比，机械牵拉使 integrin β1与FAK的

结合增加了140.8%（1.531 ± 0.065 vs. 0.636 ± 0.246，
n=3，t=6.09，P=0.004），E2+机械牵拉组与溶剂+机械

牵拉组相比，其 integrin β1 与 FAK 的结合降低了

27.29%（1.236 ± 0.116 vs. 1.700 ± 0.153，n=3，t=4.20，
P=0.014）。而E2 和 ICI182780同时预处理 30 min，
ICI182780能显著逆转E2对 integrin β1与FAK结合

增加的抑制作用。

2.2 E2抑制机械牵拉诱导的FAK磷酸化水平增加

为了进一步检测 integrin β1/FAK信号通路上

FAK的活性情况，我们采用Western blot检测了各组

细胞中总 FAK和磷酸化 FAK的水平。结果如图 2
所示，与对照组相比，机械牵拉组心肌细胞的磷酸

化 FAK 的水平增加了 147.03%（1.333 ± 0.268 vs.
0.534 ± 0.067，n=3，t=4.98，P=0.008），E2预处理可使

机械牵拉诱导的磷酸化 FAK水平显著降低，与溶

剂+机械牵拉组相比，E2+机械牵拉组降低了42.81%
（0.753 ± 0.084 vs. 1.317 ± 0.203，n=3，t=4.44，P=
0.011）。E2和雌激素受体拮抗剂 ICI182780同时应

用，ICI182780可部分逆转E2对磷酸化FAK的抑制

作用。各组间总FAK水平没有明显差异。

2.3 E2抑制机械牵拉诱导的p38MAPK磷酸化水平

增加

p38MAPK是 integrin β1/FAK信号通路下游的

重要信号分子，是介导机械牵张诱导心肌细胞肥大

的重要信号。我们检测了各组细胞中总 p38MAPK
和磷酸化p38MAPK的水平。如图3所示，与对照组

相比，机械牵张使心肌细胞中p38MAPK的磷酸化水

平增加了 225.72%（1.511 ± 0.106 vs. 0.464 ± 0.158，
n=3，t=9.56，P=0.001），E2+机械牵拉组其磷酸化水

平显著降低，与溶溶剂+机械牵拉组相比降低了

43.06%（0.796 ± 0.074 vs. 1.398 ± 0.329，n=3，t=3.10，
P=0.036）。而雌激素受体抑制剂 ICI182780也可显

著逆转E2对磷酸化p38MAPK的抑制作用。各组间

总p38MAPK水平没有明显差异。

3 讨 论

在作者前期研究中已经证实，15%的机械牵张

力牵拉 24 h可促进培养的原代乳大鼠心肌细胞面

积增加、β⁃肌球蛋白重链（β⁃MHC）蛋白水平增加；

1×10-7 mol/L的E2可显著降低机械牵拉诱导的心肌

细胞肥大指标的增加；且E2能明显抑制机械牵拉诱

导的 integrin β1蛋白水平的表达增加［6］。本实验在
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前期相同实验条件下，探讨了E2对机械牵拉原代心

肌细胞 integrin β1 蛋白下游信号通路 integrin β1/
FAK/p38MAPK的影响。结果发现，E2能抑制 integ⁃
rin β1对其下游FAK招募结合增加，降低FAK的磷

酸化活性，抑制p38MAPK的磷酸化活性，而E2的保

护作用能被其特异性的受体拮抗剂 ICI182780阻

断。

心脏在体内受到多种机械负荷的刺激作用，如

压力或容量负荷过大会通过细胞表面机械感受分

子激活多种信号分子通路或诱导激素因子释放，促

进和维持心肌细胞肥大的发生发展［2-3，7］。近年来，

研究者们采用细胞应力加载系统，给体外培养的心

肌细胞牵拉刺激，模拟心肌细胞在体内受到的机械

负荷刺激。该模型易操作，不受在体动物模型神经

体液因子的影响，对进一步探讨负荷增加诱导心血

管疾病发生发展的可能机制、预防治疗心血管疾病

提供了较好的模型平台［8-10］。在前期的研究中，我

们也使用FX⁃5000 细胞应力加载系统体外模拟机械

刺激诱导的心肌细胞肥大，发现15%的机械牵张力

牵拉24 h能明显增加心肌细胞表面积，增加心肌细

胞肥大的特征性指标β⁃MHC蛋白的表达，提示该牵

拉条件能成功模拟心肌细胞体内肥大模型［6］。因此

本实验继续采用了相同条件，成功模拟体内机械刺

激诱导的心肌细胞肥大。

Integrin β1/FAK/MAPKs信号通路是机械刺激

诱导心肌肥大的一条重要信号通路。机械负荷使

整合素聚集并招募FAK、Src、细胞骨架蛋白及信号

转导分子如 Ras、Raf、ERKs、SAPKs 等形成 FACs。
其中FAK是 integrin依赖的信号传递通路中重要的

信号分子之一，机械刺激作用于细胞后，导致 FAK
结合于整合素胞浆段，其 397位的酪氨酸发生自磷

酸化，并招募Src，Src进一步磷酸化FAK其他位点（酪

氨酸576、577、925位点），活化的FAK进而激活下游

多条信号通路，包括MAPKs、NF⁃κB等通路，进一步调

节下游基因的表达，诱导心肌肥大［11-14］。有研究发

现，机械牵张C2C12细胞能明显增加β1D整合素的

表达并使下游FAK 397位磷酸化激活。利用基因转

染技术，使心肌细胞特异性过表达整合素β1可显著

诱导心肌细胞肥大，而用特异性抗体封闭整合素β1
功能可抑制机械牵拉诱导的心肌细胞肥大［15］。这些

研究提示整合素 β1在介导刺激因素导致心肌肥大

的发生发展中具有重要的作用。

许多研究表明雌激素具有抗心肌肥大的保护

效应，且该保护效应与多条信号通路相关，但E2通
过影响哪些信号通路上的哪些信号分子及其作用

机制仍不完全清楚。在我们前期研究中，首先证实

了E2可以通过雌激素受体发挥抗心肌细胞肥大保

护作用，发现机械牵拉心肌细胞前加入E2预处理

30 min能显著抑制机械刺激诱导的心肌细胞表面积

增加和β⁃MHC的蛋白表达增加，且该效应可被雌激

素受体抑制剂 ICI182780所阻断。同时前期研究也

发现，15%机械牵张力牵拉心肌细胞 24 h诱导心肌

细胞肥大过程中，会增加心肌细胞整合素β1的表达，

提示机械刺激或许可以激活整合素β1介导的 integ⁃
rin β1/FAK/MAPKs信号通路；而E2预处理30 min可
以明显抑制心肌细胞表面整合素β1表达的升高，且

该效应同样可被 ICI182780阻断，提示雌激素可通

过相应受体抑制机械刺激引起的心肌细胞整合素β1
的蛋白表达，进而可能影响整合素介导的 integrin β1/
FAK/MAPKs信号通路［6］。本实验结果进一步证实

了这一设想，结果显示15%机械牵张力牵拉心肌细

胞24 h，使得整合素β1与下游信号分子FAK的结合

增加，FAK 397位磷酸化活性增强，下游 p38MAPK
的磷酸化活性增强，提示机械牵拉心肌细胞可通过

激活 integrin β1/FAK/p38MAPK信号通路导致心肌

细胞肥大。100 nmol/L E2能明显抑制机械牵拉诱

导整合素β1/FAK相互结合的增加，FAK 397位磷酸

化活性及下游p38MAPK磷酸化活性的增强，即抑制

integrin β1/FAK/p38MAPK信号通路的活化，且该效

应可被雌激素受体拮抗剂 ICI182780所阻断。然
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图3 E2抑制机械牵拉诱导的p38MAPK磷酸化水平的增加

Figure 3 E2 administration decreased mechanical stretch⁃
induced increasing of p38MAPKphosphorylation
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［20］Chang A，Janosi J，Hulsbeek M，et al. A novel human cD⁃
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［21］Varghese R，Wong C，Deol H，et al. Comparative analysis
of mammalian stanniocalcin genes［J］. Endocrinology，
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Med，2014，71：321-331
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而，介于 ICI182780是非特异性雌激素受体拮抗剂，

因此本实验不能区分E2是通过雌激素受体α亚型

还是β亚型发挥抑制该信号通路的作用，需要进一

步研究证实。
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