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摘要 目的：探讨非诺贝特(fenofibrate)对血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)诱导的肥大心肌细胞的抑制作用及对 FoxO1表达的影响。方法：首
先采用 AngⅡ诱导心肌细胞肥大，将细胞分为三组：对照组：未给予任何干预；心肌细胞肥大组：AngⅡ(10-7 mol／L)刺激细胞；治
疗组：先给予 fenofibrate (10-5 mol／L)，30min后 AngⅡ(10-7 mol／L)刺激细胞。应用蛋白免疫印迹法(western-blotting)和实时定量
PCR法(real time PCR)检测各组细胞中转录因子 FoxO1的蛋白质及 mRNA含量，心肌细胞肥大的判断使用脑钠肽(brain natriuret ic
pepide BNP)。结果：心肌细胞肥大组的 FoxO1表达较对照组明显降低，而治疗组的 FoxO1表达较心肌肥大组明显升高。结论：非
诺贝特可能通过上调 FoxO1表达，从而抑制心肌细胞肥大。
关键词：非诺贝特；血管紧张素Ⅱ；心肌肥大；FoxO1
中图分类号：Q813，R54 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2012）08-1449-03

Inhibiting Effects of Fenofibrate on Myocardial Hypertrophy
Mediated by FoxO1

LIU-wei1,2，ZHENG Qiang-sun1△，GUOWan-gang1，YANG Guo-dong3，LU Xiao-zhao3

(1 Department of Cardiology,Tangdu Hospital,Fourth Military Medical University,Xian 710038,S hanxi,China;
2 NO.451 Hospital of PLA, Xian 710054, Shanxi, China;

3 Department of Biochemistry and Molecular Biology, the Fourth Military Meducal University, Xi'an 710032,Shaanxi,China)
ABSTRACT Objective: To investigate effect of fenofibrateon on myocardial hypertrophy induced by angiotensin II (Ang II) and

transcription factor FoxO1 expression for theoretical bases of preventing and treating myocardial hypertrophy. Methods: H9C2 cells were
divided into 3 groups: nomal control group; hypertrophy group: cells were stimulated by AngⅡ (10-7 mol/L); treatment group：cells were
treated with fenofibrate (10-5 mol/L), 30 min before adding AngⅡ (10-7mol/L). The method of western-blotting and real time PCR were
adopted to detect the FoxO1 expression. Brain natriuretic pepide (BNP) was the symbol of cardiac myocyte hypertrophy. Results: The
mRNA and protein level of FoxO1 decreased significantly in the hypertrophy group compared with that in the normal control and
treatment group. Conclusion: Fenofibrate inhibits cardiac myocyte hypertrophy, upregulates the expression of FoxO1.
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前言

心肌肥大是发生心肌缺血、心律失常和猝死的独立危险因
子[1]，其发病机制尚不完全清楚，因而缺乏有效的防治措施。近
期转录因子在心肌肥大中的作用受到广泛关注，其中转录因子

FoxO1是研究的热点，参与氧自由基的生成、细胞凋亡、细胞周
期的调控，是心肌肥大的负性调控因子[2,3]。非诺贝特是过氧化
物酶体增殖物激活受体 -α（peroxisome proliferator-activated re-
ceptor-α,PPAR-α）的激动剂，大量研究表明 PPAR-α 不仅参与
调节心脏能量代谢，还调节心肌肥大的发生，但是其具体机制

并不清楚[4]。本研究旨在探讨非诺贝特和转录因子 FoxO1的相
互作用与心肌肥大的关系。

1 材料和方法

1.1 材料
H9C2细胞系（中科院上海细胞库)；AngⅡ、fenofibrate (辉

瑞公司)；DMEM培养基 (Gibco公司)；胎牛血清 (Hyclone公
司)；兔抗 FoxO1多克隆抗体（Merck公司）；鼠抗 α-tubulun 多
克隆抗体（Santa Cruz公司）；TRIzol(Invitrogen公司)；反转录试
剂盒（Promega公司）；引物(上海生工生物技术公司)；实时定量
PCR反应所用试剂（Genecopoeia公司）。
1.2 肥大模型建立
以 5×10个 /mL的密度将 H9C2细胞接种于 6孔板，每孔

分别加入 2mL10%胎牛血清，置于 37℃、5%CO2孵箱中培养，

24小时后换 2%胎牛血清培养液，并继续孵育 24小时后，每孔
细胞均加入 10-7mol／L AngⅡ，分别在 1 小时，6 小时，12 小
时，18小时，24小时，36小时收取样本。每组设 3个复孔，实验
重复 10次。
1.3 实验分组
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将细胞分为三组，对照组：培养液中无干预因素；心肌肥大

组：加入 10-7mol/L AngⅡ；治疗组：预先给予 fenofibrate (10-5

mol/L)，30min后再加入 AngⅡ(10-7 mol/L)。每组设 3个复孔，
实验重复 10次。根据成功建立肥大模型的结果，给予细胞相应
时间段刺激。
1.4 RNA提取和实时定量 PCR
收集上述各组细胞，每孔加入 TRIzol500ml，按照操作说明
提取细胞总 RNA，并反转录合成 cDNA。使用 Primer Premier
5.0进行引物设计，BNP序列如下：上游 5'-TGA TTC TGC TCC
TGC TTT TC-3',下游 5'-GTG GAT TGT TCT GGAGAC TG-3'；
FOXO1引物序列：上游 5'- TAC GAG TGG ATG GTG AAG GA
-3',下游 5'-GAC AGA TTG TGG CGA ATT GA-3'；β-actin引物
序列：上游 5'-CGT TGA CAT CCG TAA AGA CC-3'，下游
5'-AAC AGT CCG CCT AGA AGC AC-3'。扩增条件为：95℃预
变性 10 S，95℃5S，60℃退火延伸 20S，循环 40次，反应体系为
20μL。
1.5 Western blot法检测 FoxO1蛋白表达
按本实验室常规方法提取蛋白样品及进行蛋白定量。聚丙
烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，半干式电转移法将蛋白质转移到

NC膜上。用含 5%脱脂奶粉的封闭液封闭 2h后，加入用 TBST
以 1：1000稀释的一抗，放入 4℃冰箱过夜，第二天 TBST5min
洗 3次，加入按 1：2000稀释的二抗，室温避光摇晃孵育 2h，用
TBST5min洗 3次，采用 Odessey影像系统观察并照相分析。
1.6 统计学处理
采用 SPSS 12.0软件进行数据分析，各组数据采用均数±

标准差(x±s)表示，两组均数间比较采用 LSD-t检验。检验水准
α=0.05，P<0.05具有统计学意义。

2 结果

2.1肥大模型的建立
Real time PCR 反应结束后，β-actin mRNA 的 CT 值作为

参照，采用 2-△△CT法分析结果，计算 BNP mRNA表达的相对
量。AngⅡ作用 12小时组较其他时间段明显增高（P<0.05）。

图 1 BNPmRNA表达
Fig.1 Expression of BNP mRNA

注：▲P＜0.05，1小时对 12小时;●P＜0.05，6小时对 12小时;

＃P＜0.05，18小时对 12小时;★P＜0.05，24小时对 12小时;P◆＜

0.05，36小时对 12小时
Note:▲P＜0.05，1h with 12h;●P＜0.05，6h with 12h;＃P＜0.05，18h

with 12h;★P＜0.05，24h with 12h;◆P＜0.05，36h with 12h

2.2 非诺贝特对 AngⅡ诱导的肥大心肌细胞中 FoxO1及 BNP

mRNA表达的影响
BNP表达变化：心肌肥大组明显高于对照组和治疗组 (P<

0.05)，见图 2。FoxO1的表达变化：心肌肥大组明显低于对照组
和治疗汀组(P<0.05)，见图 3。

图 2 BNPmRNA表达
Fig.2 Expression of BNPmRNA

注：▲P<0.05，心肌肥大组与对照组；●P<0.05，心肌肥大组与治疗组
Note:▲P<0.05, hypertrophy group compared with nomal control group;

●P<0.05, hypertrophy group compared with treatment group.

图 3 FOXO1 mRNA表达
Fig.3 Expression of FOXO1mRNA

注：▲P<0.05，心肌肥大组与对照组；●P<0.05心肌肥大组与治疗组
Note:▲P<0.05,hypertrophy group compared with nomal control group;

●P<0.05,hypertrophy group compared with treatment group.

2.3 非诺贝特对 AngⅡ诱导的肥大心肌细胞中 FoxO1蛋白含
量的影响

Western blot 检测的蛋白结果用凝胶成像系统分析，以
α-tublin作为内参，FoxO1与 α-tublin的条带光密度值的性对量
进行比较。心肌肥大组明显低于对照组和治疗组，(P< 0.05)。见
图 4，表 1。

图 4 FoxO1蛋白表达
Fig.4 Expression of protein FoxO1
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3 讨论

心肌肥大是心脏对机械负荷及神经体液因子改变的代偿

性反应。心肌肥厚是心脏对机械负荷及神经体液因子改变的代
偿性反应。先天性心脏病、高血压、心肌梗死、心脏瓣膜疾病等
心血管疾病均会引起心肌慢性压力 -容量负荷过重，心脏出现
代偿性反应，表现为心肌肥大。若不及时干预，最终会导致严重
心律失常、心力衰竭、甚至猝死。因此，如何从心肌肥大发生的
机制上防止心血管恶性事件的发生，一直是心血管基础研究的

热点。
心肌细胞的肥大在分子水平上包括三方面：胞外的肥大刺

激信号、胞内信号转导及核内基因转录的活化。心肌细胞内有
两条重要的信号转导通路：一是钙调神经磷酸酶通路：细胞内

钙离子浓度的增加，活化了钙调素(Calmodulin，CaM)依赖的蛋
白磷酸酶，即钙调神经磷酸酶(Calcineurin，CaN)，从而激活了通
向核内的活化 T细胞核因子信号通路；二是 PI3K-Akt通路:生
长因子与配体结合后激活了 PI3K，后者通过激活磷脂酰肌醇
依赖激酶 1（PDK1）激活 Akt，一方面引起下游分子 mTOR 和
GSK3的活化[5-6]。
转录因子通过于心肌细胞肥大相关基因的 mRNA结合，

引起相关基因的表达或抑制，从而调控心肌肥大。大量研究证
实转录因子 FoxO参与心肌肥大的调控：胞核内活化的 FoxO，
激活目标基因———肌肉萎缩相关因子 -1（Atrogin-1），抑制 CaN
的活性，防止心肌肥大；而心肌肥大的 PI3K-Akt通路中，活化
的 Akt却能导致 FoxO的磷酸化，FoxO从细胞核移出到细胞
质，失去活性。可见转录因子 FoxO与心肌肥大中的多个信号
通路有密切关系。FoxO包含 4个成员：FoxO1、FoxO3、FoxO4
和 FoxO6，而 FoxO1、FoxO3和 FoxO4在心脏组织表达[7-9]，与

心肌细胞的发育、能量代谢及肥大密切相关。
PPAR-α主要表达于肝细胞及心肌细胞，其下调和失活可

能参与了高血压性心脏病的发病与转归，PPAR-α激活后对心
血管有明确的保护作用，而这一保护作用通过 PI3K-Akt通路
实现 [10]。所以本实验通过非诺贝特给药，观察心脏肥大以及
FoxO1表达情况来探讨两者之间的关系。
实验采用在心肌肥大中与原代大鼠心肌细胞具有相同反

应的 H9C2细胞系 [11-12]。首先是建立肥大模型，BNP作为判断心
肌肥大的指标，单纯给予 AngⅡ刺激的细胞与对照组比较，
BNP mRNA明显升高，而非诺贝特组与单纯 AngⅡ作用的细
胞比较，其 BNP mRNA明显降低。实验进一步证实了肥大模型
建立的成功，以及非诺贝特对心肌肥大的抑制作用。我们通过

观察实验过程中 FoxO1表达变化发现：肥大心肌细胞 FoxO1
的含量明显降低，而预先给予非诺贝特的心肌细胞，在 AngⅡ
的作用下，细胞并未发生肥大，且细胞内 FoxO1的含量较对照
组明显升高。由此我们得出 PPAR-α激动剂对心肌肥厚的抑制
作用，可能部分与转录因子 FoxO1有关。
综上所述，非诺贝特除了有明确调节心肌能量代谢的作

用，还有抑制心室重构、改善心功能，降低心血管疾病发病率及
死亡率[13-17]。本研究为 PPAR-α激动剂在临床的新用途提供了
有力的实验支持。但是，该类药物对心肌肥大抑制作用可能涉
及的机制仍需深入研究。
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