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[摘摇 要] 摇 目的摇 构建及鉴定神经调节素受体蛋白 1(Nrdp1)基因 siRNA 重组腺病毒载体,初步研究 Nrdp1 基因

对心肌细胞肥大的影响。 方法摇 设计并合成 Nrdp1 的 siRNA 靶向 DNA 序列,克隆至穿梭载体 GV119 中,并与腺病

毒骨架质粒 AdMax 在 BJ5183 细菌中进行同源重组,转染 HEK293 细胞,包装得到含 siNrdp1 的重组腺病毒,实时定

量 PCR 及 Western blot 检测重组腺病毒对新生大鼠原代心肌细胞 Nrdp1 表达的影响。 然后利用血管紧张素域和沉

默 Nrdp1 的腺病毒干预体外培养的新生大鼠原代心肌细胞,实时定量 PCR 检测心肌肥大标志基因(ANF、茁鄄MHC、
Skeletal鄄琢鄄actin)的表达。 结果摇 酶切后 PCR 分析、测序鉴定表明,干扰 Nrdp1 腺病毒构建成功,病毒纯化后滴度为

1. 5E + 9 PFU / mL;重组干扰 Nrdp1 腺病毒可在蛋白水平和 mRNA 水平明显抑制 Nrdp1 的表达(P < 0. 001);沉默

Nrdp1 基因后,可明显上调血管紧张素域诱导的心肌细胞肥大标志基因 ANF、茁鄄MHC 和 Skeletal鄄琢鄄actin 的表达(P
< 0. 01)。 结论摇 构建的 Nrdp1 siRNA 重组腺病毒能有效地抑制新生大鼠原代心肌细胞中 Nrdp1 表达,且 Nrdp1 基

因沉默后可加重 Ang域诱导的心肌细胞肥大。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To construct and identificate recombinant adenovirus with siNrdp1 gene using AdMax system,
and investigate the effect of Nrdp1 gene on cardiomyocyte hypertrophy. 摇 摇 Methods摇 Designing and synthesizing siRNA
sequences targeting of Nrdp1 DNA, then cloned into the shuttle vector GV119 and homologous recombinated with adenovi鄄
rus backbone plasmid AdMax in BJ5183 bacteria transfected HEK293 cells, and got adenovirus containing Nrdp1鄄siRNA
gene through packaging. 摇 Real鄄time quantitative PCR and Western blot were used to detect Nrdp1 expression in primary rat
neonatal cardiomyocytes. 摇 After adenoviral containing siNrdp1 transfection and angiotensin 域 (Ang域) stimulation, real鄄
time quantitative PCR was used to detect the expression of myocardial hypertrophy marker gene (ANF, 茁鄄MHC and Skele鄄
tal鄄琢鄄actin) of rat neonatal cardiomyocytes. 摇 摇 Results摇 Digested PCR analysis and sequencing showed that interference
Nrdp1 adenovirus was successfully constructed, and the titer of virus was 1郾 5E + 9 PFU / mL. 摇 Real鄄time PCR and West鄄
ern blot indicated that the expressions of Nrdp1 mRNA and protein were greatly inhibited after infection in rat primary car鄄
diomyocytes with recombinant adenovirus particles (P < 0郾 001). 摇 Nrdp1 gene silencing cloud significantly increase ex鄄
pression of Ang域 induced cardiomyocyte hypertrophy marker genes including ANF, 茁鄄MHC and Skeletal鄄琢鄄actin (P <
0郾 01). 摇 摇 Conclusion摇 The recombinant adenovirus vector containing the Nrdp1鄄siRNA gene was successfully construc鄄
ted, which can effectively silence Nrdp1 gene and enhance Ang域 induced cardiomyocytes hypertrophy in vitro.
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摇 摇 心肌肥大是心肌细胞对多种病理刺激的一种

适应性反应,许多体液因子可诱发心肌细胞肥大,
如血管紧张素域(angiotensin域,Ang域)、内皮素等。
心肌肥大最本质的特征是心肌细胞基因表达的异

常,如心房利钠因子(atrial natriuretic factor,ANF)、
茁鄄肌球蛋白重链(茁鄄myosin heavy chain,茁鄄MHC)等

基因在肥大心肌细胞中被活化。
泛素鄄蛋白酶体系统 ( ubiquitin proteasome sys鄄

tem,UPS)是蛋白质降解的主要途径,在心血管疾病

中,特别是心肌肥厚、缺血再灌注损伤中发挥重要的

作用[1]。 神经调节素受体降解蛋白 1(neuregulin re鄄
ceptor degradation protein 1,Nrdp1)也称为环指蛋白

41(ring finger protein 41,RNF41),最早在小鼠造血干

细胞和祖母细胞的研究过程中被发现[2]。 Nrdp1 是

一种泛素连接酶,具有泛素连接酶活性,它能够特异

性识别某些底物蛋白,然后进行泛素化降解,并且可

参与细胞增殖、促进细胞凋亡、抵抗炎症反应等生理

和病理过程[3鄄5]。 本文通过构建 Nrdp1 siRNA 腺病毒

表达载体并感染新生大鼠原代心肌细胞,利用血管紧

张素(angiotensin域,Ang域)诱导心肌细胞肥大,观察

Nrdp1 在心肌细胞肥大过程中的作用。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 腺病毒包装系统 AdMax、限制性内切酶 Age 玉
和 EcoR 玉、穿梭质粒载体 GV119、pBHG lox 驻E1,3

Cre 及 HEK293 细胞购自上海吉凯基因化学技术有

限公司;DH5琢 菌株购自 Stratagene 公司;T4 DNA 连

接酶购自 NEB 公司;质粒提取试剂盒、胶回收试剂

盒购自 QIAGEN 公司;LipofectamineTM2000 脂质体

转染试剂、胶原酶购自 Invitrogen 公司;DMEM 培养

基、DMEM / F12 培养基、胰蛋白酶购自 Hyclone 公

司;特级胎牛血清购自北京元亨圣马生物技术研究

所; Ang域、5鄄溴脱氧尿嘧啶、层粘连蛋白购自 Sigma
公司;实时定量 PCR 试剂盒购自 TaKaRa 公司;Tr鄄
izol 试剂购自北京鼎国生物技术有限责任公司;兔
抗鼠 Nrdp1 多克隆抗体购自 BETHYL 公司;兔抗鼠

茁鄄actin 多克隆抗体购自 Santa Cruz 公司;辣根过氧

化物酶标记的兔抗鼠、羊抗鼠抗体购自 Cell Signa鄄
ling Technology 公司;靶 DNA 序列合成及测序由上

海吉凯基因技术有限公司完成。 SD 大鼠购自北京

维通利华实验动物技术有限公司。
1郾 2摇 穿梭载体 GV119鄄siRNA 的构建与鉴定

通过 GenBank 检索 Nrdp1 基因序列(GenBank

编号 NM_001012195. 1),按照 siRNA 的设计原则,
在其开放阅读框区域选择 GGA CCT CAT CTG CCC
TAT T 作为干扰靶序列。 设计编码发夹结构 siRNA
的正义链和反义链,由上海吉凯基因化学技术有限

公司合成寡核苷酸序列,正义链为 5忆鄄CCG GGA
GGA CCT CAT CTG CCC TAT TCT CGA GAA TAG
GGC AGA TGA GGT CCT CTT TTTG鄄3忆,反义链为

5忆鄄AAT TCA AAA AGA GGA CCT CAT CTG CCC
TAT TCT CGA GAA TAG GGC AGA TGA GGT
CCTC鄄3忆。 设计一对无关序列作为阴性对照。 将靶

向 Nrdp1 的干扰序列退火成为双链 DNA 片段,通过

T4 DNA 连接酶将经 Age 玉和 EcoR 玉双酶切线性

化的穿梭质粒载体 GV119 和 DNA 片段连接,胶回

收连接产物,转化 DH5琢 感受态细菌,在含有卡那霉

素抗性的培养基上筛选阳性克隆,提取质粒,酶切

鉴定后获得含 siRNA 表达框的腺病毒穿梭质粒

GV119鄄Nrdp1鄄siRNA。
1郾 3摇 构建携带 SPK1 特异干扰序列的腺病毒穿梭质粒

将经过 Age 玉和 EcoR 玉双酶切线性化的 2 滋g
穿梭载体 GV119鄄siRNA 进行琼脂糖凝胶电泳,切胶

回收;取 200 ng 回收产物转化入预转 pAdMax 的

DH5琢 感受态细菌中进行同源重组,在卡那霉素抗

性培养基中培养 16 h 后,提取质粒,使用 PCR 法鉴

定重组阳性克隆,然后委托上海美季生物技术有限

公司进行测序验证。
1郾 4摇 重组腺病毒的包装、扩增及滴度测定

采用 AdMax 腺病毒包装系统,将携带特异干扰

序列的腺病毒穿梭质粒与携带腺病毒大部分基因

组的辅助包装质粒共转染 HEK293 细胞,产生重组

腺病毒。 培养 5 ~ 7 h 更换含血清的 DMEM 培养基,
24 h 后观察细胞形态变化及绿色荧光表达情况。
10 ~ 12 天后当 90%以上细胞出现细胞病变时,收集

细胞,经过液氮速冻、37益水浴溶解,反复冻融 4 次,
裂解 细 胞 收 集 病 毒 上 清 液, 用 上 清 液 再 感 染

HEK293 细胞,大量扩增腺病毒并分装保存于 -
80益。 获得的重组腺病毒命名为 Ad鄄Nrdp1鄄siRNA。
利用终点稀释法检测病毒滴度,按病毒滴度 = 10(x
+0郾 8)(PFU / mL), x 为 10 - 1到 10 - 13依次稀释度下

CPE 阳性率总和。
1郾 5摇 乳鼠原代心肌细胞的培养和处理

采用差速贴壁法和酶消化法分离心肌细胞。
选取出生后健康的 1 ~ 3 天 SD 大鼠乳鼠,酒精消

毒,剪取心脏,放入冰冷的 D鄄Hanks 中,用剪刀剪取

心尖部组织,将其剪为约 1 mm3 碎块,加入混合消

化酶(0. 07%胰蛋白酶 + 0. 04%胶原酶),置 37益磁
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力搅拌下反复消化,将消化细胞差速贴壁 2 h,吸出

细胞悬液并离心,弃上清,吹打细胞悬液并接种于

培养皿,37益、5%CO2 培养箱中培养,24 h 后观察心

肌细胞贴壁和搏动情况,为后续实验做准备。 分别

利用重组干扰腺病毒 Ad鄄siNrdp1 和对照组腺病毒

Ad鄄control 感染大鼠原代心肌细胞,24 h 后荧光显微

镜下观察绿色荧光表达情况,然后分别给予 Ang域
(100 nmol)处理心肌细胞 18 h,弃掉培养基,加入

Trizol 提取 RNA。
1郾 6摇 实时定量 PCR 检测

根据 Trizol 试剂说明书提取心肌细胞总 RNA,
RNA 纯度用 OD260 nm / OD280 nm鉴定, 取 2 滋g RNA 进

行逆转录合成 cDNA,以 1滋g cDNA 为模板进行 PCR
扩增反应,扩增条件为 95益预变性 30 s, 95益变性 5
s,60益复性 34 s,40 个循环。 各种基因的定量 PCR
引物序列见表 1。 计算目的基因和 茁鄄actin 的比值

做相对定量,采用比较 CT 法进行数据分析。

表 1. 实时定量 PCR 的引物序列

Table 1. The sequence of real鄄time PCR primers

基摇 因 引物序列

Nrdp1 正义链 5忆鄄AGG GAA GGA AGA GGG TAG鄄3忆
反义链 5忆鄄TAC AAT CAC AGG ACT GAA GAG鄄3忆

ANF 正义链 5忆鄄ATG GGC TCC TTC TCC ATC AC鄄3忆
反义链 5忆鄄TCT TCG GTA CCG GAA GCT G鄄3忆

茁鄄MHC 正义链 5忆鄄GCA GCT TAT CAG GAA GGA ATA C鄄3忆
反义链 5忆鄄CTT GCG TAC TCT GTC ACT C鄄3忆

Skeletal鄄
琢鄄actin 正义链 5忆鄄TCA GGC GGT GCT GTC TCT CT鄄3忆

反义链 5忆鄄TCC CCA GAA TCC AAC ACG AT鄄3忆
GAPDH 正义链 5忆鄄GTG CCG CCT GGA GAA ACC T鄄3忆

反义链 5忆鄄TTG CTG TAG CCG TAT TCA TTG TCA TA鄄3忆

1郾 7摇 Western blot 检测

SDS鄄PAGE 电泳分离蛋白样品,将凝胶中的蛋

白样品电转至 PVDF 膜,牛奶封闭 1 h,滴加一抗

(1颐 1000),4益摇床过夜,TBST 清洗,二抗室温孵育

1 h,TBST 清洗,ECL 显色,暗室曝光,观察结果并

保存。
1郾 8摇 统计学分析

数据以x 依 s 表示,采用方差分析,P < 0. 05 为差

异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 穿梭质粒的鉴定

摇 摇 收集 LB 平板上培养长出的克隆,利用载体上

的引物进行 PCR 鉴定,引物序列上游为 5忆鄄GGA

CCT CAT CTG CCC TAT T鄄3忆,下游为 5忆鄄AAT AGG
GCA GAT GAG GTC CTC鄄3忆。 阳性克隆 PCR 片段大

小为 365 bp,空载体克隆 PCR 片段大小为 307 bp
(图 1)。 挑选阳性克隆进行测序,结果显示插入序

列正确无误,获得所需的穿梭质粒载体(图 2)。

图 1. PCR 鉴定 Nrdp1 腺病毒穿梭质粒 摇 摇 1 为阴性对照

(ddH2O),2 为空载体克隆(307 bp),3 为 Marker,4 ~ 8 为阳性克隆

(365 bp)。 Marker 从上至下分别为 5 kb、3 kb、2 kb、1. 5 kb、1 kb、750
bp、500 bp、250 bp、100 bp。

Figure 1. Nrdp1 siRNA adenovirus shuttle plasmid identi鄄
fied by PCR

图 2. 测序鉴定 Nrdp1 siRNA 表达载体的插入序列

Figure 2. The insert sequencing results of the Nrdp1 siRNA

2郾 2摇 重组干扰腺病毒载体的包装和扩增情况

干扰腺病毒载体经酶切后,转染至 HEK293 细

胞中进行包装,10 天后可观察到明显的细胞病变效

应,细胞肿胀,脱落(图 3)。 经终点稀释法测定并计

算得出病毒滴度为 1郾 5E + 9 PFU / mL。
2郾 3摇 重组干扰腺病毒感染原代心肌细胞效果

与 Ad鄄control 组相比,感染 Ad鄄Nrdp1鄄siRNA 腺

病毒的原代心肌细胞中 Nrdp1 mRNA 和蛋白的表达

明显降低(P < 0. 001;图 4)。
2郾 4摇 沉默 Nrdp1 对 Ang域诱导心肌肥大标志基因

的影响

未给予 Ang域刺激时,与 Ad鄄control 组相比,Ad鄄
siNrdp1 组 ANF、茁鄄MHC 和 Skeletal鄄琢鄄actin 的表达

无显著差异。 给予 Ang域刺激后,上述基因的表达

明显增高(P < 0. 01),且 Nrdp1 基因的沉默对Ang域
所致心肌肥大标志基因的表达具有显著地促进作

453 ISSN 1007鄄3949 Chin J Arterioscler,Vol 23,No 4,2015



用(P < 0. 01;图 5)。

图 3. Nrdp1鄄siRNA 重组腺病毒转染 HEK293 细胞 (100
伊 )摇 摇 A 为 24 h 光镜图,B 为 24 h 荧光显微镜图。

Figure 3. Nrdp1鄄siRNA recombinant adenovirus packaged
and transduced in HEK293 cells(100 伊 )

图 4. Ad鄄siNrdp1 腺病毒载体感染原代心肌细胞的效率及干

扰效果验证(n = 3)摇 摇 a 为 P < 0. 001,与 Ad鄄control 组比较。

Figure 4. The identification of Nrdp1鄄siRNA adenoviral
vector infected rat primary cardiomyocytes(n = 3)

图 5. 沉默 Nrdp1 上调 Ang域诱导的心肌细胞肥大标志基因的表达(n = 3)摇 摇 a 为 P < 0. 01,与 Ad鄄control 组比较;b 为 P < 0. 01,与
Ad鄄control + Ang域组比较。

Figure 5. Silencing Nrdp1 increases the expression of hypertrophy鄄associated gene in rat primary cardiomyocytes after Ang域
stimulation(n = 3)

3摇 讨摇 论

心肌受到多种刺激因素的影响后可以发生肥

大性生长,进而导致心功能受损。 既往研究表明心

肌细胞肥大机制的关键在于探寻信号传导通路的

调控机制。 心肌肥大的信号传导通路是一个复杂

的调节网络,AKT 信号途径和 ERK 的激活参与了心

肌肥大的发生发展,被认为是调节心肌细胞肥大的

重要因素[6鄄7]。
UPS 主要由泛素激活酶 ( E1)、泛素交联酶

(E2)、泛素连接酶(E3)和 26 s 蛋白酶体组成,可有

效地识别和泛素化蛋白底物或酶底物。 其中,泛素

连接酶是促进蛋白底物降解的限速酶,在底物的识

别和降解过程中起着关键作用。 近年研究证实泛

素连接酶包括 atrogin鄄1[8]、肌肉特异性环指蛋白

1[9]及 Hsc70 羧基末端反应蛋白[10]等通过降解不同

的蛋白底物,调节相应的信号通路参与心肌肥大的

发展过程。
Nrdp1 在成人各组织中具有广泛的分布,尤其

在心脏、大脑、骨骼肌、性腺中表达丰富。 目前发现

Nrdp1 的作用底物有 BRUCE、髓样分化初级反应基

因 88 ( myeloid differentiation primary response gene
88,MyD88)、TANK 结合激酶 1 ( TANK鄄binding ki鄄
nase 1,TBK1)、表皮生长因子受体 3(ErbB3)和 Par鄄
kin,通过作用于这些底物蛋白来调节生理或疾病过

程,如:Nrdp1 与神经调节蛋白受体 ErbB3 结合,泛
素化降解 ErbB3,抑制细胞增殖[3];Nrdp1 可泛素化

降解凋亡抑制蛋白 BRUCE,促进细胞凋亡[4];Nrdp1
通过促进 MyD88 的泛素化和降解,抑制 NF鄄资B 的活

化和炎性细胞因子的产生,在 Toll 样受体的信号传

导过程中发挥重要作用[5]。 虽然研究证明 Nrdp1 在

心脏中表达丰富,但是关于 Nrdp1 在调节心肌细胞
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和心脏功能中的报道较少。
本研究组在前期工作中首次发现大鼠原代心

肌细胞过表达 Nrdp1 促进缺血再灌注损伤诱导的心

肌细胞凋亡,揭示 Nrdp1 通过抑制其靶蛋白 ErbB3
及下游的信号分子激活,从而加重缺血再灌注诱导

的心肌损伤[11]。 此外,又发现 Nrdp1 可加重阿霉素

诱导的心肌细胞凋亡,降低细胞活力,且 Nrdp1 通过

抑制相关信号蛋白的激活而促进阿霉素诱导的心

脏功能失调[12]。 关于 Nrdp1 对心肌肥大的调节作

用,尚无相关报道。 前期体外心肌细胞的实验中发

现提高 Nrdp1 的表达活性可下调缺血再灌注诱导的

AKT 和 ERK1 / 2 的激活水平;相反,降低 Nrdp1 的表

达活性可上调缺血再灌注诱导的 AKT 和 ERK1 / 2
的激活水平。 由此推测 Nrdp1 可能通过调节它的已

知底物蛋白或未知的心肌特异性底物或关键蛋白

的活性水平来延缓心肌肥大的发生发展。
本研究成功构建了 Nrdp1鄄siRNA 腺病毒,感染

原代心肌细胞的效率可达到 90%以上,可以用于细

胞或动物实验,进而对 Nrdp1 的功能及其与心肌肥

大的关系进行初步探讨。 本研究中,我们采用 Ad鄄
Max 腺病毒包装系统,通过细菌体内同源重组的方

法构建针对 Nrdp1 基因的 siRNA 重组腺病毒载体。
在随后研究中,分别利用实时定量 PCR 和 Western
blot 方法在 mRNA 水平和蛋白水平证实, 针对

Nrdp1 基因的 siRNA 重组腺病毒能够有效地抑制

Nrdp1 的表达。 通过实时定量 PCR 检测心肌细胞肥

大标志基因的表达,结果发现,在没有 Ang域刺激的

心肌细胞内,抑制 Nrdp1 表达对 ANF、茁鄄MHC 和

Skeletal鄄琢鄄actin 的表达无明显影响,但是抑制 Nrdp1
表达的心肌细胞在受到 Ang域刺激后,肥大程度显

著高于 Nrdp1 表达正常的心肌细胞,提示沉默

Nrdp1 后可加重 Ang域诱导的心肌肥大效应,即表

明 Nrdp1 对 Ang域诱导的心肌肥大具有负性调控作

用。 关于沉默 Nrdp1 加重 Ang域所致心肌细胞肥大

的机制尚不明确,可能与以下因素有关:淤降低

Nrdp1 的表达可上调 Ang域诱导的 AKT 活性水平,
沉默 Nrdp1 后可通过增强心肌细胞内 AKT 磷酸化

水平而促进 AKT 信号通路介导的细胞生长[11],加
重心肌细胞肥大。 于降低 Nrdp1 的表达来促进心肌

肥大的作用还可能与 BRUCE 有关,BRUCE 是一种

凋亡抑制蛋白,属于凋亡蛋白抑制因子家族成员之

一, 具有调节细胞周期和调控死亡受体介导信号传

导的功能,Nrdp1 可泛素化降解 BRUCE,促进细胞

凋亡,抑制细胞增殖[4],如果沉默 Nrdp1 的表达,泛
素化降解 BRUCE 的作用会减弱,抑制细胞凋亡,促
进心肌肥大。 上述观点还需要进一步的研究证实。

上述实验结果为进一步研究 siNrdp1 是如何引

起心肌细胞肥大的分子机制以及研究 Nrdp1 与心肌

重塑的关系提供了重要的实验基础。
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