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[摘　 要] 　 目的　 探讨钠氢交换体 １ 抑制剂阿米洛利对载脂蛋白 Ａ１(ＡｐｏＡ１)诱导小鼠三磷酸腺苷结合盒转运体

Ａ１(ＡＢＣＡ１)降解的影响ꎮ 方法　 给小鼠静脉注射 ＡｐｏＡ１ 后不同时间点收集腹腔巨噬细胞ꎬ定量实时聚合酶链反

应及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测巨噬细胞 ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ 及蛋白水平变化ꎮ 进而ꎬＡｐｏＡ１ 干预 ８ ｈ 小鼠给予腹腔注射阿米洛

利或钙蛋白酶抑制剂 ＡＬＬＮꎬ实验分为 ４ 组:对照组、阿米洛利组、ＡＬＬＮ 组及阿米洛利＋ＡＬＬＮ 组ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

巨噬细胞 ＡＢＣＡ１ 蛋白水平ꎬ荧光法检测钙蛋白酶活性ꎮ 结果　 ＡｐｏＡ１ 干预小鼠后 ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ 无明显改变ꎬ而
ＡＢＣＡ１ 蛋白水平迅速升高ꎬ８ ｈ 达高峰后逐渐降低ꎮ 阿米洛利组、ＡＬＬＮ 组及阿米洛利＋ＡＬＬＮ 组 ＡＢＣＡ１ 蛋白水平

均比对照组高ꎻ在 ０、４、８ ｈ 时间点ꎬ阿米洛利组、ＡＬＬＮ 组及阿米洛利＋ＡＬＬＮ 组间 ＡＢＣＡ１ 蛋白水平差异无统计学意

义ꎻ而在 １２、１６ ｈ 时间点ꎬ阿米洛利＋ＡＬＬＮ 组 ＡＢＣＡ１ 蛋白水平较阿米洛利组、ＡＬＬＮ 组升高ꎮ 与对照组比较ꎬ阿米

洛利组、ＡＬＬＮ 组及阿米洛利＋ＡＬＬＮ 组钙蛋白酶活性均降低ꎻ阿米洛利组、ＡＬＬＮ 组、阿米洛利＋ＡＬＬＮ 组 ３ 组组间比

较ꎬ钙蛋白酶活性各时间点均无明显差异ꎮ 结论　 阿米洛利在活体内抑制 ＡｐｏＡ１ 诱导 ＡＢＣＡ１ 蛋白降解及钙蛋白

酶活性ꎬ提示钠氢交换体 １ 可能至少部分通过改变钙蛋白酶活性参与 ＡＢＣＡ１ 的降解ꎮ
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[ＡＢＳＴＲＡＣＴ] 　 　 Ａｉｍ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｎａ＋ / Ｈ＋ ｅｘｃｈａｎｇｅｒ￣１ ( ＮＨＥ１) ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｍｉｌｏｒｉｄｅ ｏｎ ｔｈｅ
ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ａ１ (ＡｐｏＡ１)￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＡＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ａ１ (ＡＢＣＡ１) ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｍａｃｒｏｐｈａ￣
ｇｅｓ.
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ｔｉｏｎ ｏｆ ＡｐｏＡ１.　 ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｐｏｌｙ￣
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ＮＡ ｈａｄ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｃｈａｎｇｅꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＢＣＡ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｒａｐｉｄｌｙꎬ ａｎｄ ｒｅａｃｈｅｄ ｔｈｅ ｐｅａｋ ａｔ ８ ｈꎬ ｔｈｅｎ ｇｒａｄｕａｌｌｙ
ｄｅｃｌｉｎｅｄ.　 Ｔｈｅ ＡＢＣＡ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ａｍｉｌｏｒｉｄｅ ｇｒｏｕｐꎬ ＡＬＬＮ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ａｍｉｌｏｒｉｄｅ＋ＡＬＬＮ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ
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ａｍｏｎｇ ａｍｉｌｏｒｉｄｅ ｇｒｏｕｐꎬ ＡＬＬＮ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ａｍｉｌｏｒｉｄｅ＋ＡＬＬＮ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ.　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａｍｉｌｏｒｉｄｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｔｈｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＡｐｏＡ１￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＡＢＣＡ１ ａｎｄ ｃａｌｐａｉｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｍｉｃｅ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｖｉｖｏ. 　 Ｉｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ
ＮＨＥ１ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ＡＢＣＡ１ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ａｔ ｌｅａｓｔ ｉｎ ｐａｒｔ ｂｙ ｃｈａｎｇｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃａｌｐａｉｎ.

　 　 三磷酸腺苷结合盒转运体 Ａ１ (ＡＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ａ１ꎬＡＢＣＡ１)是胆固醇逆转运的重

要蛋白ꎬ可将细胞内的胆固醇转运出细胞外ꎬ在抗动

脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)中发挥重要作用ꎮ
ＡＢＣＡ１ 拥有 ＰＥＳＴ 结构域ꎬ可被钙蛋白酶(ｃａｌｐａｉｎ)识
别及降解[１]ꎮ 钠氢交换体 １(Ｎａ＋ / Ｈ＋ ｅｘｃｈａｎｇｅｒ￣１ꎬ
ＮＨＥ１)是调节细胞内 ｐＨ 值及细胞体积的重要膜蛋

白ꎬ抑制或下调 ＮＨＥ１ 可抑制钙蛋白酶活性[２￣３]ꎬ
ＮＨＥ１ 抑制剂亦可通过多途径包括抑制钙蛋白酶活

性等途径抗 Ａｓ[２ꎬ４]ꎮ 但 ＮＨＥ１ 抑制剂能否影响体内

钙蛋白酶活性参与 ＡＢＣＡ１ 降解却鲜见报道ꎮ 本文拟

探讨 ＮＨＥ１ 抑制剂阿米洛利对载脂蛋白 Ａ１(ａｐｏｌｉ￣
ｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ａ１ꎬＡｐｏＡ１)诱导小鼠 ＡＢＣＡ１ 降解的影响ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 主要材料

　 　 ＡＢＣＡ１ 抗 体 ( 英 国 Ａｂｃａｍ 公 司ꎬ 货 号:
ａｂ１８１８０)ꎬ钙蛋白酶活性测定试剂盒(ＢｉｏＶｉｓｉｏｎ 公

司ꎬ货号:Ｋ２４０￣１００)ꎬＮＨＥ１ 抑制剂阿米洛利(Ｓｉｇｍａ
公司ꎬ货号:１０１９７０１)ꎬＡｐｏＡ１ ( Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ货号:
Ａ０７２２)ꎬ钙蛋白酶抑制剂 ＡＬＬＮ(Ｎ￣ａｃｅｔｙｌ￣Ｌｅｕ￣Ｌｅｕ￣
ＮｏｒｌｅｕｃｉｎａｌꎻＳｉｇｍａ 公司ꎬ货号:Ａ６１８５)ꎬＮｕＰＡＧＥ 
Ｎｏｖｅｘ  ３％ ~ ８％ Ｔｒｉｓ￣Ａｃｅｔａｔｅ 蛋白分离胶(Ｌｉｆｅ 科

技公司ꎬ货号:ＥＡ０３７８ＢＯＸ)ꎮ
１ ２　 实验动物及分组

健康 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎬ体重 ２０ ~ ２５ ｇꎬ雄性ꎬ高脂

饮食喂养 １ 周ꎬ自由饮水ꎮ 实验分为两步ꎬ(１)检测

ＡｐｏＡ１ 对 ＡＢＣＡ１ 蛋白水平的影响:ＡｐｏＡ１ 按 １０
ｍｇ / ｋｇ 股静脉注射小鼠ꎬ根据注射后时间ꎬ分为 ０、
４、８、１２、１６、２０、２４ ｈ 七组ꎬ各组 ３ 只ꎬ收集腹腔巨噬

细胞ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各时间点 ＡＢＣＡ１ 蛋白量ꎻ
(２)检测阿米洛利对 ＡＢＣＡ１ 降解及钙蛋白酶活性

的影响:ＡｐｏＡ１ 干预 ８ ｈ 小鼠ꎬ给予腹腔注射阿米洛

利(１０ ｍｇ / ｋｇ)或 / 和钙蛋白酶抑制剂 ＡＬＬＮ(１０ ｍｇ /
ｋｇ)ꎬ分为对照组、阿米洛利组、ＡＬＬＮ 组及阿米洛利

＋ＡＬＬＮ 组ꎬ收集腹腔注射后 ０、４、８、１２、１６ ｈ 腹腔巨

噬细胞ꎬ检测 ＡＢＣＡ１ 蛋白表达及钙蛋白酶活性ꎮ

１ ３　 巨噬细胞的分离与纯化

参照文献[５]方法颈椎脱臼处死小鼠ꎬ用 ７５％
酒精消毒ꎬ腹腔注射 ＲＰＭＩ １６４０ 培养液约 ３ ｍＬꎮ 棉

球轻揉腹腔 ３ ｍｉｎ 后ꎬ收集腹腔液ꎬ以 １０００ ｒ / ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ用含 １５％灭活胎牛血清的 ＲＰＭＩ
１６４０ 培养液调整细胞密度至 ２×１０９ / Ｌꎮ 将巨噬细胞

悬液接种于 ６ 孔细胞培养板中ꎬ置 ５％ＣＯ２、３７℃培

养 ２ ｈꎬ再用 ＲＰＭＩ １６４０ 培养液洗去未贴壁的细胞ꎬ
即得纯化的小鼠腹腔巨噬细胞ꎮ
１ ４　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ

提取 ＡｐｏＡ１ 注射后各时间点小鼠腹腔巨噬细胞

总 ＲＮＡꎬ提取过程严格按照总 ＲＮＡ 提取试剂盒和逆

转录试剂盒说明操作ꎮ ＡＢＣＡ１ 引物:正向 ５’￣ＧＣ￣
ＣＣＴＡＣＴＧＴＣＧＧＴＴＧＡＣＡＴ￣３ꎬ 逆 向 ５ ’￣ＣＣＴＧＧＧＴ￣
ＴＡＧＡＧＡＧＡＴＧＣＡＣＡ￣３’ꎻ β￣ａｃｔｉｎ 引 物: 正 向 ５ ’￣
ＣＡＧＴＴＧＧＴＴＧＧＡＧＣＡＡＡＣＡＴＣＣ￣３’ꎬ逆向 ５’￣ＧＡＧＧ￣
ＧＡＣＴＴＣＣＴＧＴＡＡＣＣＡＣＴＴ￣３’ꎮ 定量实时聚合酶链反

应 ( ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ
ｑＲＴ￣ＰＣＲ) ２５ μＬ 反应体系包括: ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 反应混合物 １２.５ μＬꎬｃＤＮＡ 模板 １ μＬꎬＡＢＣＡ１ 或

β￣ａｃｔｉｎ 上下游引物各 ０.５ μＬꎮ ＰＣＲ 进行 ４０ 个循环ꎬ
所有样本的 ＣＴ 值均由荧光定量 ＰＣＲ 扩增仪(美国

Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司ꎬ型号:ＧｅｎｅＡｍｐ７３００)读取ꎬ
得到样本中 ＡＢＣＡ１ 和 β￣ａｃｔｉｎ 的 Ｃｔ 值ꎮ 各目的基因

的表达差异用 ２－ΔΔＣｔ进行分析ꎮ
１ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＢＣＡ１ 表达及降解

按实验分组收集腹腔巨噬细胞ꎬ提取组织总蛋

白ꎬＢｒａｄｆｏｒｄ 比色法测定蛋白含量后ꎬ取 ６０ μｇ 总蛋

白变性 ５ ｍｉｎꎬＮｕＰＡＧＥ  Ｎｏｖｅｘ  ３％~８％预制分

离胶电泳分离蛋白ꎬＡＢＣＡ１ 蛋白 ８０ Ｖ 恒压过夜转

印至二氟化树脂膜ꎻ膜置于含有 ５％脱脂牛奶的

ＴＢＳ / Ｔ 室温封闭 １ ｈꎻ分别用相应兔抗小鼠 ＡＢＣＡ１
(１ ∶ １０００)、兔抗小鼠 β￣ａｃｔｉｎ(１ ∶ ２０００)抗体 ４℃孵育

８ ｈꎬＴＢＳ / Ｔ 洗膜后ꎬ采用辣根过氧化物酶标记的兔

抗小鼠 ＩｇＧ(１ ∶ ２５００)、山羊抗兔 ＩｇＧ(１ ∶ ５０００)３７℃
孵育 １ ｈꎬＴＢＳ / Ｔ 洗膜ꎮ 化学发光法显影定影ꎬ摄像ꎬ
并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带ꎮ
１ ６　 小鼠巨噬细胞钙蛋白酶活性检测

参考文献[６]并按钙蛋白酶活性测定试剂盒操
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作ꎮ 取各组小鼠腹腔巨噬细胞 １×１０６ 个细胞离心

后ꎬ加入提取缓冲液重悬置于冰上 ２０ ｍｉｎꎬ轻轻拍打

４ 次混匀ꎬ１００００ ｇ 离心力离心 １ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ测蛋

白浓度ꎬ取 １００ μｇ 蛋白加入 ８５ μＬ 提取缓冲液ꎬ加
入 １０ μＬ １０×反应缓冲液及 ５ μＬ 钙蛋白酶荧光标记

底物ꎬ避光 ３７℃孵育 １ ｈꎬ以 ４００ ｎｍ 激发波长、５０５
ｎｍ 发射波长检测相对荧光值ꎮ
１ ７　 统计学分析

实验所得数据采用ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间均值比较

采用单因素方差分析ꎬ组间两两比较用 ＳＮＫ￣ｑ 检

验ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２ １　 ＡｐｏＡ１ 对巨噬细胞 ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达

的影响

给小鼠静脉注射 １０ ｍｇ / ｋｇ ＡｐｏＡ１ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 结

果显示 ＡｐｏＡ１ 干预不同时间小鼠的巨噬细胞

ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ 表达无明显差异 (Ｐ > ０. ０５)ꎬ提示

ＡｐｏＡ１ 对小鼠体内巨噬细胞 ＡＢＣＡ１ 基因转录水平

无显著影响(图 １Ａ)ꎮ 注射 ＡｐｏＡ１ 后 ＡＢＣＡ１ 蛋白

水平逐渐升高ꎬ８ ｈ 达最高ꎬ１２ ｈ 开始下降ꎬ２４ ｈ 降

到基线水平(图 １Ｂ、Ｃ)ꎮ

图 １. ＡｐｏＡ１ 对巨噬细胞 ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ 及蛋白水平的影响

　 　 Ａ 为 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果ꎻＢ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 代表图ꎻＣ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
定量分析结果ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ０ ｈ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ４ ｈ 组比

较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ８ ｈ 组比较ꎻｄ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １２ ｈ 组比较ꎻｅ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与 １６ ｈ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＡｐｏＡ１ ｏｎ ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ

２ ２　 阿米洛利对巨噬细胞 ＡＢＣＡ１ 蛋白的影响

ＡｐｏＡ１ 干预小鼠 ＡＢＣＡ１ 达到峰值ꎬ腹腔注射阿

米洛利或 ＡＬＬＮ 后于各时间点用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＡＢＣＡ１ 量ꎬ结果显示 ０ ｈ 时间点各组蛋白量无差

异ꎬ不论是阿米洛利组、ＡＬＬＮ 组ꎬ还是阿米洛利＋
ＡＬＬＮ 组ꎬ４ 到 １６ ｈ 各时间点 ＡＢＣＡ１ 蛋白水平较对

照组均增高(均 Ｐ<０.０５)ꎬ提示 ＡＢＣＡ１ 蛋白降解减

慢(图 ２)ꎮ 不同干预组 ０、４、８ ｈ 时间点ꎬＡＢＣＡ１ 蛋

白表达量无明显差异ꎻ在 １２、１６ ｈ 时间点ꎬＡＢＣＡ１ 蛋

白量在阿米洛利组及 ＡＬＬＮ 组间无差异ꎬ而阿米洛

利＋ＡＬＬＮ 组较阿米洛利组、ＡＬＬＮ 组均增高(均 Ｐ<
０.０５ꎻ图 ２)ꎮ

图 ２. 阿米洛利及 ＡＬＬＮ 对 ＡＢＣＡ１ 蛋白水平的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｍｉｌｏｒｉｄｅ ａｎｄ ＡＬＬＮ ｏｎ ＡＢＣＡ１
ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ

２ ３　 阿米洛利对巨噬细胞钙蛋白酶活性的影响

为探讨 ＡＢＣＡ１ 的降解与钙蛋白酶活性的关系ꎬ
运用荧光法检测阿米洛利干预小鼠不同时间巨噬

细胞钙蛋白酶活性ꎮ 各组不同时间点活性检测结

果提示ꎬ随时间延长ꎬ小鼠巨噬细胞钙蛋白酶活性

逐渐增强或有增强趋势ꎮ ４ 组各个时间点比较ꎬ０ ｈ
各组钙蛋白酶活性差异无统计学意义ꎻ与对照组比

较ꎬ阿米洛利组在 ４、８、１２、１６ ｈ 时间点钙蛋白酶活

性均明显减低ꎬ类似地ꎬＡＬＬＮ 组及阿米洛利＋ＡＬＬＮ
组分别在各个时间点明显减低钙蛋白酶活性ꎻ但阿

米洛利组、ＡＬＬＮ 组及阿米洛利＋ＡＬＬＮ 组在各时间

点进行比较ꎬ钙蛋白酶活性差异无统计学意义(图

６３２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ３ꎬ２０１６



３)ꎮ

图 ３. 阿米洛利及 ＡＬＬＮ 对钙蛋白酶活性的影响　 　 ａ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｍｉｌｏｒｉｄｅ ｏｒ ＡＬＬＮ ｏｎ ｃａｌｐａｉｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ

３　 讨　 论

既往研究表明 ＮＨＥ１ 抑制剂抑制 Ａｓ 斑块形

成[２ꎬ４]ꎮ 本研究从在体实验水平探讨了 ＮＨＥ１ 抑制

剂对参与胆固醇逆转运的重要分子 ＡＢＣＡ１ 降解的

影响ꎮ 研究发现 ＮＨＥ１ 抑制剂可抑制钙蛋白酶活

性ꎬ延缓 ＡｐｏＡ１ 诱导小鼠腹腔巨噬细胞 ＡＢＣＡ１ 蛋

白的降解ꎬ提示 ＮＨＥ１ 参与 ＡＢＣＡ１ 降解及 Ａｓ 形成ꎮ
ＡＢＣＡ１ 基因突变性疾病 Ｔａｎｇｉｅｒ 病表现全身广

泛脂质沉积及 Ａｓ[７]ꎮ ＡＢＣＡ１ 蛋白介导胆固醇逆转

运在抗 Ａｓ 中发挥重要作用ꎮ 机体细胞 ＡＢＣＡ１ 启动

元件感知氧化胆固醇导致 ＡＢＣＡ１ 转录水平升高ꎮ
本研究通过给小鼠外源性静脉注射 ＡｐｏＡ１ꎬ发现小

鼠腹腔巨噬细胞 ＡＢＣＡ１ 蛋白水平呈时间依赖性升

高ꎬ８ ｈ 达到峰值ꎬ而不同时间点 ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ 水平

无显著性差异ꎮ ＡｐｏＡ１ 与 ＡＢＣＡ１ 结合并掩盖

ＡＢＣＡ１ 的 ＰＥＳＴ 结构域ꎬ阻止钙蛋白酶降解[８]ꎬ在
转录后水平诱导 ＡＢＣＡ１ 蛋白水平升高ꎮ 随后

ＡＢＣＡ１ 蛋白水平逐渐下降ꎬ可能与 ＡｐｏＡ１ 在体内代

谢过程密切相关ꎮ ＡｐｏＡ１ 导致小鼠 ＡＢＣＡ１ 蛋白水

平改变过程中ꎬ蛋白降解是 ＡＢＣＡ１ 蛋白水平降低的

主要原因ꎮ 这也意味着 ＡｐｏＡ１ 诱导小鼠 ＡＢＣＡ１ 蛋

白变化作为在体蛋白 ＡＢＣＡ１ 降解的动物模型是合

理的ꎬ即 ＮＨＥ１ 抑制剂可以延缓 ＡＢＣＡ１ 蛋白水平下

降速度ꎬ提示 ＮＨＥ１ 抑制剂延缓 ＡＢＣＡ１ 蛋白降解ꎮ
ＮＨＥ１ 可以将细胞内氢离子泵出细胞外ꎬ将钙

离子泵入细胞内[８]ꎬ升高胞浆钙离子浓度ꎬ激活钙

蛋白酶ꎮ ＮＨＥ１ 还作为调节细胞膜信号传递的重要

支架蛋白ꎻＮＨＥ１ 胞内结构域存在结合细胞骨架蛋

白 Ｅｚｒｉｎ 的部位[９]ꎻ研究还发现 Ｅｚｒｉｎ 与钙蛋白酶在

细胞内共定位ꎬＥｚｒｉｎ 与钙蛋白酶活性密切相关[１０]ꎮ
Ｄｅｎｋｅｒ 等[１１] 研究发现细胞迁徙需要 ＮＨＥ１ 离子转

运及细胞骨架支撑两方面功能ꎬ而且钙蛋白酶直接

参与ꎮ 本研究在体注射 ＮＨＥ１ 阻断剂阿米洛利可以

抑制钙蛋白酶活性的结果与体外细胞实验[２] 中的

结果一致ꎬ提示 ＮＨＥ１ 与钙蛋白酶活性密切相关ꎮ
本研究发现给予 ＮＨＥ１ 抑制剂阿米洛利可抑制

ＡＢＣＡ１ 蛋白降解和钙蛋白酶活性ꎬ类似于钙蛋白酶

抑制剂的作用ꎮ 联合两种抑制剂干预早期ꎬ抑制蛋

白降解与单独一种抑制剂干预无明显差异ꎮ 虽然

本实验未探讨 ＮＨＥ１ 及钠钙泵活性及钠钙离子改

变ꎬ但在理论上ꎬＮＨＥ１ 被抑制ꎬ钠离子内流及钠钙

交换减弱ꎬ钙离子浓度下降ꎬ钙蛋白酶活性降低ꎬ从
而减少 ＡＢＣＡ１ 降解ꎮ 提示阿米洛利至少部分通过

抑制钙蛋白酶活性抑制 ＡＢＣＡ１ 蛋白降解ꎮ 有趣的

是ꎬ随时间延长ꎬ在钙蛋白酶抑制剂 ＡＬＬＮ 干预基础

上联合阿米洛利干预ꎬ对 ＡＢＣＡ１ 降解的抑制效果更

强ꎬ推测阿米洛利抑制 ＡＢＣＡ１ 蛋白降解除钙蛋白酶

途径外ꎬ可能还存在抑制其他降解途径ꎬ比如抑制

泛素化降解或溶酶体降解途径[１２￣１３]ꎬ具体抑制降解

机制有待进一步探讨ꎮ
本研究设计尚可进一步改进ꎬ比如 ＡｐｏＡ１ 处理

小鼠同时给予放线菌酮抑制基因转录即抑制

ＡＢＣＡ１ 从头合成ꎬ蛋白降解结果将更稳定可靠ꎮ 本

研究只探讨了钙蛋白酶活性ꎬ而未获得阿米洛利抑

制作用的直接证据ꎮ 今后实验可检测阿米洛利的

药代动力学指标ꎬ精确调整干预时间ꎬ使结果更精

准ꎻ此外ꎬ尚需体外细胞实验探讨 ＮＨＥ１ 活性及表达

对 ＡＢＣＡ１ 降解的影响ꎬ以验证体内实验结果ꎮ 需要

提及的是ꎬ小鼠腹腔巨噬细胞收集过程中ꎬＡＢＣＡ１
降解不可避免ꎬＡＢＣＡ１ 蛋白水平可能较实际偏低ꎮ

总之ꎬ本研究在体内实验明确了 ＮＨＥ１ 抑制剂

可以抑制钙蛋白酶活性ꎬ延缓 ＡｐｏＡ１ 诱导 ＡＢＣＡ１
降解ꎮ 致 Ａｓ 因素如胰岛素、脂多糖、缺氧等可能导

致 ＡＢＣＡ１ 蛋白水平下降[２ꎬ１３￣１４]ꎬ 同时可能激活

ＮＨＥ１ꎬ故本研究为探讨 ＮＨＥ１ 参与 ＡＢＣＡ１ 降解机

制奠定了基础ꎮ 本研究从 ＡＢＣＡ１ 降解角度一定程

度上阐释了 ＮＨＥ１ 抑制剂抗 Ａｓ 的机制ꎬ为探讨

ＮＨＥ１ 及钙蛋白酶参与 Ａｓ 发病机制及寻求新治疗

提供了新思路ꎮ
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