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0 引言

心肌蛋白质是心脏结构和功能的基础。心

室肌是心脏泵血的主要动力,也是体能和运动

能力的重要基础。过去对心室肌蛋白质的研究

是针对已知的蛋白质的研究。运动性疲劳的发

生是一个十分复杂的过程,它涉及到全身各个

组织、器官和系统[1 ] ,用单一的因素(如能源衰

竭学说、乳酸学说、代谢产物堆积学说)不能够

全面的解释运动性疲劳的发生。蛋白质组学是

从整体的角度来研究一个细胞、一个组织或一

种生物的基因组所表达的全部蛋白质的一门

新兴学科。采用目前在生命科学领域中前沿的

蛋白质组学理论与技术 , 能解决这一研究难

题,并筛选出对运动应激具有重要意义的目标

蛋白质。

目前,以双向凝胶电泳和质谱鉴定技术联
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Abstract
AIM: The differentia l proteome express ion map of ventricular muscle between res t and exercise ra ts that had taken
progress ive increas ing load volume exercise was es tablished to screen s ignificant target prote in response to exercise
s tress by means of proteomics .
METHODS: The experiment was performed at the Sta te Key Laboratory of Education Minis try on Prote in Chemis try and
Proteome and Provincia l Laboratory of Sports and Human Science , College of Life Science , Hunan Normal Univers ity in
March 2007. ①Totally 10 SD male ra ts were randomly divided into control group and exercise group with 5 in each
group. ② Rats in the exercise group received 7-week high intens ity progress ive increas ing load volume exercise
(exhaus ted at las t time), and then the tota l prote in of ventricular muscle was determined by two dimens ional gel
e lectrophores is separa tion in the two groups .
RESULTS: After analys is , the numbers of prote in spots on the gels of control group and exercise group respectively was
352±17 and 338±17. There were 99 prote in spots differentia lly expressed after exercise . Nine differentia lly expressed
prote in spots were selected for identifica tion and 7 prote ins were identified. Stress -70 prote in, NADH-ubiquinone
oxidoreductase Mr75 000 subnunit, Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase , Tropomyos in-1 alpha chain los t after
exercise . Express ions of Nitrilase family, member 2 up-regula ted about over 5 times after exercise . Express ion of an
unknown prote in with 21 000 rela tive molecular mass (RMM) down-regula ted about over 5 times after exercise . Another
two were Myosin-6 after determination, which had reverse express ion after exercise . Those prote ins included contract
prote in, energy metabolism enzyme , molecular chaperones and so on.
CONCLUSION: There is s ignificant difference on the quantity and quality of proteome when the ra ts are exhaus ted. The
"los t" and downgraded prote ins have s trong rela tionship with disequilibrium of myocardium contraction, the turn of energy
metabolism style and cell s tress . Six target prote ins that are characterized by exercise and are not s tudied in sports
medicine area are screened.

Shi SR, Liu T, Gong L, Yuan AG, Liu JR, Wang J .Characteris tics of proteome express ion of ventricular muscle from rats after exhaus ted
exercise.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu 2007;11(43):8691-8696(China)
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摘要

目的:采用蛋白质组学技术 ,建立安静和递增运动负荷训练后力竭大鼠心室肌蛋白质组的差异性表达谱 , 初步筛选出心室肌对

力竭运动产生反应的目标蛋白质。

方法: 实验于 2007- 03 在湖南师范大学生命科学学院蛋白质化学与蛋白质组学国家教育部重点实验室和省级运动人体科学
实验室完成。①实验分组: 10 只 SD雄性大鼠随机分为对照组和运动组 ,每组 5 只。②实验方法:运动组经过 7 周的大强度递
增运动负荷训练后(最后一次力竭) ,对两组心室肌组织的全蛋白进行双向凝胶电泳分离。

结果:经图像分析 ,在运动组的电泳图谱上共展现蛋白质点( 338±17)个 ,对照组展现蛋白质点( 352±17)个。运动后差异表达的
蛋白质点共有 99 个。对其中差异表达的 9 个蛋白质点进行质谱鉴定 , 共鉴定出 7 个蛋白质 , S tress -70 prote in,
NADH-ubiquinone oxidoreductase Mr75 000 subnunit, Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase , Tropomyos in-1 alpha
chain 在运动后“缺失”, Nitrilase family, member 2 在运动后表达上调在 5 倍以上 , 一个相对分子质量为 21 000 的未知蛋白
在运动后表达下调在 5 倍以上 ,另外有两个点经鉴定均为 Myosin-6,在运动后表达量相反。这些蛋白质属于收缩蛋白、能量代
谢酶、分子伴侣等。

结论:递增运动负荷训练后力竭时 ,大鼠心室肌蛋白质组明显地发生了反应。运动后“缺失”和下调的蛋白质点与心肌收缩的调

控和能量代谢的方式转变以及细胞的应激反应有关 ,其中 ,成功筛选出 6 种在运动医学领域尚未涉足的、具有运动应激特点的
目标蛋白质。
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用的蛋白质组学研究方法为这方面的探讨提

供了可行的途径。例如,有关运动应激对机体

各个组织、器官的蛋白质组表达的影响 , 有学

者对此做了一些研究。Yuan 等[2 ]用蛋白质组

学的方法研究遗传性肥胖小鼠和野生型小鼠

运动后血清蛋白质组的差异性表达,发现遗传

性肥胖小鼠运动后结合珠蛋白表达量下调 ,而

野生型小鼠运动后几种血管舒缓素的表达量

上调。张松江等[3 ]应用差异蛋白质组学的方法

研究大强度力竭运动大鼠骨骼肌蛋白质表达

特征 , 发现运动后“新增”的蛋白有乙二醛酶 ;

运动后“缺失”的蛋白质有脂酰辅酶 A脱氢酶、

3 磷酸甘油醛脱氢酶、H-转运 ATP 酶;运动后

表达上调的蛋白质是相对分子质量为 30 969

的未知蛋白 ; 运动后表达下调的蛋白质有肌

球蛋白轻链 3 和磷酸变位酶 1。沙继斌等[4]初

步研究了急性力竭性运动对大鼠淋巴细胞蛋

白质组的影响。Ban 等[5 ]应用差异蛋白质组技

术对 8 只安静状态和 8 只运动训练大鼠左心

室肌蛋白进行了研究, 发现在候选斑点中 , 安

静组和运动训练组蛋白质组有显著性差异的

是一组 Mr 20 000 的热休克蛋白和 3α- 羟基

类固醇脱氢酶。Boluyt 等[6 ]发现 , 与安静对照

组相比,经过 6 周的递增运动负荷的耐力运动

后诱导的肥大心肌中, 有 26 个蛋白质点的表

达量发生了改变, 有 12 个点属于新增的蛋白

质。

为进一步筛选出对运动应激具有重要意

义的目标蛋白质 ,本实验拟以 SD 大鼠为研究

对象,建立长时间递增运动负荷训练后疲劳大

鼠模型。通过对静息对照组心肌和运动实验组

心肌的蛋白质表达图谱进行比较分析,观察差

异表达的蛋白点,并对这些差异表达点进行鉴

定,结果发现了一些新的参与反应的蛋白。

1 材料和方法

设计:观察对比实验。

单位:湖南师范大学体育学院运动人体科

学教研室。

材料 : 实验于 2007- 03 在湖南师范大学

生命科学学院蛋白质化学与蛋白质组学国家

教育部重点实验室和省级运动人体科学实验

室完成。

动物: 10 只雄性 Sprague-Dawley大鼠购

于湖南农业大学实验动物部 (许可证号为 :

SCXX (湘 )2006-0001) , 3 个月龄 , 体质量

( 252±11) g,Ⅱ级试验动物。室温 20～24 ℃,

光照时间 7: 00～19: 00, 分笼饲养 , 每笼 5 只 ,

自由进食和饮水。适应性喂养 1 周后, 10 只大

鼠按体质量和运动能力配对随机分为对照组

和运动实验组,每组 5 只。

仪器设备 : EPS3500 电源 , IPGphor 等电

聚焦电泳系统购自 Amersham 公司 ; 聚丙烯

酰胺凝胶电泳使用垂直平板电泳系统 , 购自

bio-rad 公司 ; MDLDI-TOF-TOF 质谱仪购自

Bruker Daltonics 公司。其他仪器,如冷冻离心

机 , 722 分光光度计 , 电动跑台 , 脱色小摇床 ,

真空自动吸引器均来自国产。

试剂 : 尿素、NP-40、载体两性电解质

(Parmalyte 3-10)、PMSF、CHAPS、SDS、丙烯

酰胺、BIS、TMMED、胰蛋白酶、IAA、DTT、硫

脲均购为 Amersham Pharmacia 公司 ; 硫代

硫酸钠购自 Fluka 公司; AP、标准蛋白混合物

(兔磷酸化酶 B97400, 牛血清白蛋白 66700,

兔肌动蛋白 43000, 牛碳酸酐酶 31000, 胰蛋

白酶抑制剂 20300, 鸡蛋清溶菌酶 14400)购

自 Bio-rad 公司 ;β- 巯基乙醇、甘氨酸、乙腈、

碳酸氢氨、铁氰化钾、甲醇、硫酸铵、磷酸、乙酸

来自国产。

设计、实施、评估者 : 实验设计为第一作

者;资料收集为第二作者及课题组其他成员。

方法:

实验动物建模方式:大鼠购入后进行适应

性跑台训练 , 跑台坡度为 0°, 速度 10 m/min,

持续时间为 10 min,共训练 3 d。运动实验组

采用递增运动负荷跑台训练 7 周, 坡度为 0°,

从训练第 1 周起,逐周递增运动速度和运动时

间,具体训练方案见表 1[7 ]。

取材:大鼠最后一次运动至力竭, 6 h 后与

对照组均做麻醉处理后, 固定于手术板上 ,打

开胸腔,暴露心脏,在主动脉升部进行插管 ,用

课题背景 : 文章
为湖南省自然科
学 基 金 资 助 课
题。课题主要的
研究内容为应用
差异蛋白质组学
的理论和方法 ,
研究在运动性疲
劳的状态下 , 心
肌蛋白质组表达
的变化 , 以探讨
心 肌 疲 劳 的 发
生、发展规律 , 寻
找有效的心肌疲
劳 的 生 物 标 志
物 , 为进一步深
入研究运动对心
脏的影响提供新
的思路。

表 1 动物训练方案 [(m/min)×min]

时间 周一 周二 周三 周四 周五

第 1 周
第 2 周
第 3 周
第 4 周
第 5 周
第 6 周
第 7 周 强化训练 , 连续训练 7 d, 重复第 6 周方案 , 周六、周日

坚持 38×35, 最后一次训练至力竭 (力竭标准 : 动物未
能坚持原跑速 , 先后滞跑道后 1/3 处达 3 次以上 , 刺激
驱赶无效)

15×15
15×20
22×20
28×20
32×20
35×20

15×20
22×20
28×20
32×20
35×20
38×20

15×20
22×20
28×20
32×20
35×20
38×20

15×15
18.5×20
25×20
30×20
33.5×20
38×20

15×20
22×20
28×20
32×20
35×20
38×20
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生理盐水对心脏进行灌流 , 待心脏颜色变淡

后,迅速摘取心脏放入 4 ℃生理盐水中进行冲

洗 , 小心地剔除心包和心外膜 , 用滤纸小心的

吸干水分 , 剪取心尖部心室肌组织 , 置液氮中

贮存备用。

蛋白提取: 从液氮中取出心室肌组织 ,剪

碎后放入碾钵中用液氮碾成粉末状。准确称重

后按 1∶4 (mg∶μL) 加入组织裂解液 [8 mol/L

urea , 4%CHAP , 2 mol/L thiourea , 1%NP-40,

65 mmol/L DTT, 0.5 mmoL PMSF, 0.5(V/m)

Pharmalate(pH 3～10)], 4℃振匀 30 min 使组织

充分裂解。组织悬液离心 30 min(12 000 r/min,

4 ℃) , 取出样品 , 避开上层漂浮的脂质层 , 吸

取上清液后,组内合并上清。用 Bradford 法对

样品进行蛋白定量,测得对照组蛋白质含量为

29.79 g/ L,运动组蛋白含量为 30.27 g/L。样

品每管分装后, - 70 ℃冰箱保存待用。

固相 pH 梯度 -SDS 双向凝胶电泳方法 :

参考 Gorg 等 [8 ]方法 , 将电泳参数做适当调整

后,进行蛋白质固相 -pH梯度聚丙烯酰胺凝胶

电泳(2-DE)。具体操作步骤如下:

一维电泳 : 对照组和运动组样品蛋白各

1 mg,分别加入水化溶液(700 μL水化液中含

2 mg DTT, 8 mol/L Urea , 0.2 g CHAPS ,

IPGBuffer (pH 3～10.0), 3.5 μL痕量溴酚蓝)

340 μL, 把在室温中平衡 10 min 的固相 pH

梯度干胶条放入加有上述样品液的样品槽中。

电压时间积为 44 550 Vh, 其中, 50 V低电压

水化 12 h, 200 V 1 h, 500 V 1 h, 1 000 V

1 h,电压梯度上升至 8 000 V 0.5 h 最后稳定

在 8 000 v 5 h 等电聚焦, 温度设置为 20 ℃。

等电聚焦结束后进行两次平衡各 15 min。

二维电泳:平衡结束后将胶条转入第二向

SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳 , 先进行 4.8%的浓

缩胶电泳 ,电流为 25 mA,时间约 1 h, 接着进

行 10%分离胶电泳,电流为 50 mA,时间约 5 h。

凝胶染色、图像扫描和软件分析 : 凝胶染

色采用改良的考马斯亮蓝染色。图像扫描采用

中晶公司的 Microtek扫描仪进行扫描,所得图

谱采用图像分析软件 PDQueset 进行分析 ,比

较蛋白质的表达差异。蛋白质分子的等电点和

分子质量根据 IPG 胶条 pH 标识范围和低分

子质量蛋白标准测算;每个蛋白质的相对含量

以其吸光度值表示。图像分析包括蛋白质点的

检测、背景扣除和点的匹配 ,蛋白匹配以对照

组的凝胶图像作为参考胶。

质谱样品制备 : 用双蒸水冲洗考染以后

的胶板 ,每次 10 min,共 2 次胶板平铺于玻璃

板上 , 用取点器将目标蛋白质切下后置于 EP

管中。考染胶内原位酶解方法进行蛋白点的

酶解。

肽质指纹图谱分析及数据库查询 : 采用

BrukerDaltonics 公 司 生 产 的 MALDI-TOF-

TOF 质谱仪对目标蛋白质点进行肽质量指

纹分析 : ①将经过酶解纯化的样品溶液依次

点样于样品板上 , 待其自然干燥后置于质谱

仪上进行分析 , 采用反射模式、正离子谱测

定 , 离子源加速电压 1 为 25.00 kV, 加速电

压 2 为 21.00 kV, N2 激光波长为 337 nm ,

脉冲宽度为 3 ns , 质谱信号单次扫描累加

100 次 , 用 Bruker 肽混合物作外标记 , 获得肽

质量指纹图。②数据库查询:通过 Mascot查询

NCBI蛋白质数据库, 查询条件为肽质量指纹

图中的肽片段质量控制在 900～4 000,肽片段

分子质量最大允许误差控制在 100 ppm,离子

选择单同位素分子量[M+H]+, 半胱氨酸为脲

甲基半胱氨酸(Carbamidomethyl-Cys)。再根

据一级质谱的肽指纹图谱中峰值较高的肽段

进行二级质谱鉴定,对鉴定的蛋白质做进一步

的确证。

主要观察指标:①双向凝胶电泳图谱分析

结果。②质谱鉴定结果。

2 结果

2.1 实验动物数量分析 10 只大鼠全部进入

结果分析。

2.2 双向凝胶电泳图谱分析结果 以对照组

心室肌的蛋白质 2-DE 代表图谱作为参考胶

进行软件分析 , 对照组平均检测到蛋白质点

( 352±17)个 , 运动实验组平均检测到蛋白质

点( 338±22)个。对照组和实验组各重复电泳 3

次 , 都选取第一张胶为参考胶进行匹配 , 对照

组平均匹配率为 ( 79.00±10.46)% , 运动组的

平均匹配率为( 77.10±8.23)%。平均相关系数

为 0.73,获得了较好的重复性。对照组和运动

组的代表胶见图 1。通过 PDques t 软件分析 ,

与对照组相比, 在运动组中发现 99 个蛋白质

点发生了变化。5 个点在运动后消失了。运动

后表达量上调 2 倍以上的点有 52 个 , 下调

2 倍以上的有 42 个 , 其中上调量和下调量在

5 倍以上的各有 12 个。

相关链接:差异蛋
白质组学是由中
国科学工作者针
对中国的国情提
出的。它着重于寻
找和筛选由任何
有意义的因素引
起的 2 个样本之
间的差异蛋白质
图谱 ,揭示细胞生
理和病理状态的
进程和本质 ,对外
界环境刺激反应
的途径 ,以及细胞
调控机制 ,同时获
得对某些关键蛋
白质的定性和功
能分析。而运动医
学的一般研究策
略是比较在实施
了运动干预的条
件下 , 2 个或 2 个
以上样本之间在
组织形态学、生理
学或生化学上的
改变 ,来探讨运动
应急对机体的影
响。这一研究策略
与差异蛋白质组
学的研究策略相
符 ,因此应用差异
蛋白质组学的方
法能很好的促进
运动医学的发展。

应用要点 :本实验
成功筛选出心肌
特异性长链脂酰
辅酶 A 脱氢酶、
原肌球蛋白 1 等
在运动医学领域
尚未涉足的 , 具有
运动应激特点的
目标蛋白质 , 为深
入研究运动性心
肌疲劳提供了新
的思路 , 奠定了前
期基础。在后续的
研究中 , 可以针对
这些蛋白质做进
一步确证 , 以观察
在运动应激条件
下 , 这些蛋白质的
变化特征 , 筛选出
和运动应激密切
相关的 , 对研究运
动心脏有重要意
义的蛋白质 , 进一
步应用到临床中 ,
作为判断运动性
心肌疲劳的生物
标志物 , 这无疑具
有十分重要的理
论和现实意义。
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做质谱分析的蛋白质点吸光度值见表 2。从表中可

以看出 , 2610, 2604, 2206, 0704, 0202 号点在运动后

消失 , 2701, 6003 号点在运动后上调分别上调 16.4,

18.2 倍 , 1702, 7505 号点在运动后分别下调 5.7, 59.6

倍。图 2 是 PDques t软件所显示的质谱分析目标蛋白

质点的柱状图。图 3 为质谱点分析目标蛋白质点。

2.3 质谱鉴定结果 比较运动和对照组大鼠心室肌

蛋白质 2-DE 图谱的差异表达,选择运动后消失和运动

后表达上调和下调 5 倍以上的 9 个蛋白点,见表 3。用

MALDITOF-TOF-MS 对这些蛋白质斑点进行检测 , 获

得的肽谱和肽段氨基酸结果在 NCBI数据库检索 , 最

终鉴定出 7 个蛋白质 ( 1702 和 2710 号点经鉴定为同

一蛋白质 , 0202 和 0704 号点经鉴定也为同一蛋白

质 )。在鉴定的 7 个蛋白质中 , S tress -70 protein

( 2610) , NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa

subnunit ( 2604) , Long-chain specific acyl-CoA

dehydrogenase ( 2206) , Tropomyos in-1 alpha chain

( 0202, 0704) 在运动后 “缺失”, Nitrilase family,

member 2 ( 6003)在运动后表达上调在 5 倍以上 , 一

个相对分子质量为 21 000 的未知蛋白在运动后表达

下调在 5 倍以上。1702 和 2710 号点经鉴定均为

Myosin-6,在运动后表达量相反。图 4 为 2604 号点的

一级质谱图,图 5 为 2604 号点的二级质谱图。
表 2 做质谱分析目标蛋白质点

蛋白质
编号(SSP)

7 817.53±1 086.95
5 399.36±3 094.79
541.73±222.67
2 635.93±1 117.17
2 663.76±1 761.80
790.80±793.21
54.8±95.0
1 367.4±2 368.5
2 996.3±3 838.6

0202
0704
2206
2604
2610
2701
6003
1702
7505

变异倍数

上调 下调

5.7
59.6

16.4
18.2

12 995.4±22 035
996.3±870.0
273.5±643.9
50.3±87.1

蛋白质吸光度值

安静 运动

b:运动组

a :对照组

图 1 大鼠心室肌蛋白质 2-DE 图谱

Mr
97 400

66 200

43 000

31 000

20 100

10 000

pH3 10

Mr
97 400

66 200

43 000

31 000

20 100

10 000

pH3 10

图 3 质谱点分析目标蛋白质点

每个图中前 3 个柱代表安静组,后 3 个柱代表运动组

图 2 目标点柱状图

表 3 差异表达蛋白点质谱鉴定结果

蛋白质编号

2610
2604

2206

0704
0202
2701
6003
1702
7505

Mr pI蛋白质名称

Stress -70 protein
NADH-ubiquinone Oxidoreductase
75 kDa subunit
Long-chain specific acyl-CoA
Dehydrogenase
Tropomyos in-1 alpha chain
Tropomyos in-1 alpha chain
心肌型 α-肌球蛋白重链
Nitrilase family, member 2
Myosin-6
21 kDa protein

variationscore

5.97
5.28

6.26

4.96
4.96
5.59
6.90
5.59
8.13

74 100
80 300

48 200

32 700
32 700
224 000
31 000
224 000
21 100

249
337

110

77
81
113
121
155
53

disa
disa

disa

disa
disa
up
up
down
down

图 4 2604 号点的以一级质谱图
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3 讨论

全面了解心肌蛋白质组在运动应激状态下的表达

情况, 寻找在运动疲劳状态下有意义的心室肌的差异

表达的蛋白质,对阐明运动对心脏的影响,预防心肌疲

劳的发生都有十分重要的意义。本文通过对运动实验

组和安静对照组大鼠心室肌蛋白质组双向电泳图谱的

分析发现,在运动应激条件下,运动实验组大鼠心室肌

组织中的蛋白质组发生了显著的质变和量变。对运动

后表达消失和表达上调和下调 5 倍以上的 9 个蛋白质

点进行质谱鉴定,共鉴定出 7 个蛋白质。这些鉴定的蛋

白质有收缩蛋白、能量代谢酶、分子伴侣蛋白和一个未

知的 Mr21 000 的蛋白质。这些蛋白质可能与长期大强

度的递增运动应激条件下心肌超微结构受损、能量代

谢方式转变和细胞应激有关。

3.1 收缩蛋白 心肌 α-肌球蛋白重链(myos in-6)和

原肌球蛋白 1( Tropomyos in-1)均为心肌的收缩蛋白

质,在心肌收缩舒展的过程中起着十分重要的作用。

在心肌组织中可表达两种肌球蛋白重链基因 :α-

肌球蛋白重链和 β-肌球蛋白重链。α-肌球蛋白重链

ATPase 活性高 , 收缩速度快 , 但能量消耗大 , 相反 β-

肌球蛋白重链 ATPase 活性低,收缩速度缓慢而持久,

且耗能小。研究表明,运动引起心肌肥大的发生时心肌

细胞 α-肌球蛋白重链增加 ,而 β-肌球蛋白重链减少 ,

属“生理性心脏重塑”。 而多数“病理性心脏重塑”导

致肌球蛋白重链异形体从含 ATPase 活性高的 α- 肌

球蛋白重链向含 ATPase 活性低的 β- MHC 转变 , 最

大收缩速率下降,心肌从功率高、耗能多的做功方式转

变为功率低、耗能少的做功方式[8 ]。在心功能不足的情

况下,使肥大心肌消耗较少的能量或氧 , 产生同样大小

的主动张力,具有代偿意义,但心肌的这种变化预后不

良,常发展成心衰 ,因此被许多学者认为是心衰的前期

表现[9 ]。

研究发现耐力运动和抗阻运动可以明显逆转高

血压心肌肥大和心肌血管阻塞时 MHC 异型变化 , 表

现为肌 α-肌球蛋白重链基因表达增强,β-肌球蛋白重

链基因表达降低 ,α/β-肌球蛋白重链基因表达比值提

高[10 , 11 ]。Rafalski等的研究表明,经过长期的耐力运动

后,心肌α-肌球蛋白重链蛋白和α- MHC mRNA表达

明显增加,而β-肌球蛋白重链及其基因表达为见明显

改变 [12 ]。 李晓东等 [13 ]的研究表明 , 缺血缺氧培养时

α- MHC mRNA 向 β- MHC mRNA 的转换明显 ,α-

MHC mRNA持续下降,β- MHC mRNA缓慢升高后下

降。长期超负荷和慢性缺氧刺激可诱导左心室 β-

MHC mRNA 表达。在 10% 牵张刺激时 ,α、β- MHC

mRNA均增加 , 但以 β型增加为主 , 提示随刺激时间

延长心肌细胞向病理性肥大方向发展[14 ]。

原肌球蛋白 1 是原肌球蛋白家族中相对分子质量

高的一员 , 是肌肉收缩过程中重要的调节蛋白质 , 其

最重要的特性是能与肌动蛋白肌丝相结合, 使肌动蛋

白稳定于聚合状态,在调节细胞能动性 ,细胞质移动和

诱导内皮细胞凋亡等方面均有重要作用。

递增运动负荷训练后 ,大鼠心室肌 α-肌球蛋白重

链基因和原肌球蛋白 1 的表达下调和“缺失”表明心肌

发生了损伤,心肌的收缩力下降。这可能是由于心室肌

长时间受到牵拉刺激以及长时间在缺血缺氧的环境下

工作所导致的。如张勇等[15 ]的研究表明,大鼠经过一次

递增运动负荷的跑台运动后, 力竭运动组大鼠的心肌

组织呈一定程度的缺血性超微结构的损伤。心肌细胞

结构的破坏,使细胞内蛋白水解酶的外溢,导致心肌收

缩蛋白的水解。这可能是本研究中大鼠心室肌α-肌球

蛋白重链基因和原肌球蛋白 1 的表达下调和“缺失”的

重要原因。

3.2 能量代谢酶 成年心肌细胞的能量主要来自脂

肪酸的β氧化。这一代谢模式的虽然耗氧量很大,但可

为心肌提供大量的 ATP。正常心肌能量的 70%来源于

脂肪酸的氧化。因此,线粒体脂肪酸的β氧化对维持心

肌能量代谢及泵功能具有重要意义。

脂肪酸的β氧化涉及各种相关的酶。脂酰辅酶 A

脱氢酶是脂肪酸β氧化关键酶, 它催化脂酰辅酶 A的

羧基邻位(β-位)脱下两个氢原子转化为反式-Δ2-烯

酰- CoA,同时产生 FADH2,是β氧化的第一个限速步

骤[16 ]。根据线粒体基质中脂酰辅酶 A碳链的不同长度,

短、中等和长链,而有各自的特异酶。

已经证实病理性肥厚心肌的一个重要代谢变化

是脂肪酸的氧化利用减少 , 而葡萄糖的利用增加。胡

琴等的研究证实 , 编码线粒体脂肪酸氧化酶的核基因

表达与肥厚心肌能量底物的利用改变相平行[17 ]。以往

的研究也发现 , 扩张型心肌病与缺血型心肌病引起的

严重心力衰竭患者左室脂肪酸 β氧化酶的基因表达

下调[18 ]。本实验中 , 心肌长链特异性脂酰辅酶 A脱氢

图 5 2604 号点的二级质谱图
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酶的表达“缺失”, 主要减低了氧耗 , 并使产能速度加

快 , 适应心肌细胞对能量的需求。这种供能模式的转

变在短时间内对心脏是有益的 , 但随着时间的延长将

会对心脏产生不利的影响。这是因为一方面脂肪酸产

能的效率较葡萄糖高。另一方面脂肪酸利用障碍不利

于心肌细胞脂质的稳定 , 导致心肌组织脂质的沉积 ,

再者 , 脂肪酸氧化酶的表达下降 , 能够引起长链脂肪

酸中间产物(如酰基肉碱)的积累 , 后者常引起心律失

常 ,包括室颤。

线粒体电子传递链复合体Ⅰ是一个大的蛋白分

子。该酶是电子传递链中 3 个质子泵中的第一个质子

泵。其作用是先将 NADH结合并将 NADH上的两个高

势能电子转移到 FMN 辅基上 , 是 NADH 氧化 , 并使

FMN还原[16 ]。

线粒体电子传递链复合体Ⅰ的缺失会阻碍心肌细

胞线粒体能量的产生,导致心肌细胞能量供给功能 ,影

响心肌细胞的正常功能,导致心肌细胞疲劳。

3.3 分子伴侣蛋白 葡萄糖调节蛋白 75, 是一种主

要存在于细胞线粒体中的分子伴侣[19 ]。葡萄糖调节蛋

白 75 属于热休克蛋白 70 家族 , 与热休克蛋白 70 有

很高的同源性,被认为是一类线粒体热休克蛋白。在细

胞遭受缺糖应激损伤时,葡萄糖调节蛋白 75 能增加线

粒体内相关酶分子的数量和活性, 减少受损蛋白质的

毒性,从而维护线粒体的结构和功能,增强细胞对损伤

的抵御能力。目前,葡萄糖调节蛋白 75 对抗缺糖损伤

及缺糖后再灌流损伤的机制目前尚不十分明了。据文

献报道,热休克蛋白 70 能防止 DNA链断裂,稳定线粒

体结构和功能,抑制细胞凋亡[20 ]。因此,作为与热休克

蛋白 70 有很大同源性的线粒体热休克蛋白葡萄糖调

节蛋白 75 很可能是通过改善线粒体功能而发挥其抗

损伤作用的。

目前,对葡萄糖调节蛋白 75 在运动应激条件下的

报道尚很少见。Kinnunen 等[21 ]研究表明,大鼠经过 14

周的中等强度运动训练后, 对心脏进行缺血后再灌注

后,心肌葡萄糖调节蛋白 75 表达减少。对热休克蛋白

家族的研究显示, 热休克蛋白的表达和运动强度和运

动时间成正相关[22 ]。但是如果运动负荷过大,热休克蛋

白的表达会减少,不能对受损组织进行保护。张学林最

新的研究报道发现,长期大运动负荷训练后比目鱼肌、

腓肠肌中热休克蛋白 72 表达异常,与过度训练症状同

步发生[23 ]。而在短期大运动负荷训练后,热休克蛋白的

合成还是增加的[24 ]。因此 , 本实验中葡萄糖调节蛋白

75 在运动后表现为“缺失”,可能是由于运动强度过大

和持续时间过长所致。

结论:递增运动负荷训练后,大鼠的心室肌蛋白质

组在质和表达量上都存在明显差异。运动后“缺失”和

下调的蛋白质点与心肌收缩的调控失衡和能量代谢的

方式转变以及细胞的应激反应有关, 说明递增运动负

荷训练后,心肌疲劳的发生与心肌收缩力的下降、能量

供给困难和心肌细胞的损伤有关。值得注意的是,本研

究采用蛋白质组学的方法, 成功筛选出心肌特异性长

链脂酰辅酶 A脱氢酶、原肌球蛋白 1 等在运动医学领

域尚未涉足的,具有运动应激特点的目标蛋白质 ,为深

入研究运动性心肌疲劳提供了新的思路, 奠定了前期

基础。
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