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[摘摇 要] 摇 目的摇 热休克蛋白 47(HSP47)是一种高度保守的分子蛋白,被认为是胶原的特异性分子伴侣,在胶原

合成及纤维化中发挥着重要的作用。 本文探讨心室重构在慢性心力衰竭患者中的分子机制。 方法摇 手术病人取

血清及组织标本各 60 例,分为 3 组:心功能 1 级组、心功能 2 级组、心功能 3 级组,每组 20 例。 采用实时荧光定量

(RT鄄PCR)方法检测 HSP47 的 mRNA 表达量,并且运用酶联免疫吸附法测定上述 60 例患者血清 HSP47、玉型前胶

原羧基末端前肽(P玉CP)浓度。 结果摇 (1)与心功能 1 级组比较,HSP47 mRNA 水平在心功能 2 级组、心功能 3 级

组的心肌组织中表达明显增加(P < 0. 05),且在心功能 3 级组较心功能 2 级组明显增加(P < 0. 05)。 (2)心肌组织

中 HSP47 表达量与血清中 HSP47、P玉CP 水平呈显著独立正相关( r = 0. 704,P < 0. 05;r = 0. 811,P < 0. 05)。 结论

HSP47 mRNA 在慢性心力衰竭患者中表达增加,提示 HSP47 可能参与了心室重构。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 Heat shock protein 47 (HSP47) is a highly conservative proteint. 摇 It is considered as the pro鄄
collagen鄄specific chaperone protein and plays an important function in the process of collagen deposition and fibrosis. 摇 The
thesis investigates the molecular mechanisms of structural ventricular remodeling in chronic heart failure ( CHF). 摇 摇
Methods摇 The serum and right atrial tissues samples were taken from 60 patients with cardiac surgery. 摇 They were divid鄄
ed into three groups: 20 samples were in NYHA 玉 group, 20 samples were in NYHA 域 group, 20 samples were in NYHA
芋 group. 摇 The mRNA amounts of HSP47 were studied by real time quantitative polymerase chain reaction (RT鄄PCR)
method, and the HSP47 and procollagen 玉 carboxy terminal propeptide (P玉CP) in serum were measured by enzyme鄄
linked immunosorbent assay (ELISA) method. 摇 摇 Results摇 (1)The HSP47 mRNA level significantly increased in both
NYHA 域 group and NYHA 芋 group compared with NYHA 玉 group (P < 0郾 05). 摇 Also the mRNA level of HSP47 sig鄄
nificantly increased in the NYHA 芋 group compared with NYHA 域 group (P < 0郾 05). 摇 (2)There were conspicuous and
independent direct correlation between the expression of HSP47 and the HSP47, P玉CP levels in serum ( r = 0郾 704, P <
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0郾 05; r = 0郾 811, P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusion摇 The HSP47 mRNA level increased in CHF, and it indicates that HSP47
gene may be involved in the ventricular remodeling.

摇 摇 慢性心力衰竭(chronic heart failure,CHF)是一

种复杂的临床综合征,是各种病因所致心脏疾病的

终末阶段,是 21 世纪心血管领域的两大挑战之一。
慢性心力衰竭的病因众多,随着对心力衰竭病理生

理机制的不断认识,从最初的泵衰竭,发展到神经

体液因素,到目前的分子机制[1,2]。 热休克蛋白

(heat shock protein 47,HSP47)是一种非核糖体结合

性分子伴侣,其在热、冷等应激状态下表达量上

调[3],故又称为应激蛋白。 HSP47 属于小分子量

HSP 家族,其分子量为 47 kDa。 在热休克蛋白家族

中 HSP47 是唯一的胶原特异性分子伴侣,HSP47 在

细胞内质网中参与前胶原的分泌、合成、加工、折
叠,监控着胶原蛋白质量,避免了结构错误的前胶

原的产生和分泌[4,5]。 目前国内外对热休克蛋白 47
在慢性心力衰竭患者心室重构的作用知之甚少。
故本实验中我们采用实时荧光定量聚合酶链反应

(real time quantitative polymerase chain reaction,RT鄄
PCR)、酶联免疫吸附测定 ( enzyme鄄linked immu鄄
nosorbent assay,ELISA)两种方法检测不同心功能分

级的患者心肌组织 HSP47 mRNA 的相对表达量及

血清中 HSP47、玉型前胶原羧基末端前肽(procolla鄄
gen 玉 carboxy terminal propeptide,P玉CP)的差异,
探讨慢性心力衰竭患者心肌 HSP47 基因在病情进

展中的作用。

1摇 材料及方法

1. 1摇 实验材料及分组

摇 摇 实验样本采集于成都军区昆明总医院 2012 年

7 月至 2013 年 7 月心胸外科建立体外循环下心脏

手术患者心肌脱落组织,共 60 例。 分为 3 组:心功

能 1 级组、心功能 2 级组、心功能 3 级组,每组 20
例。 所有病例均排外心肌梗死、严重肝肾功能不

全、严重肺部感染、大面积脑梗死等可能影响实验

结果的疾病。
1郾 2摇 主要试剂和仪器

高纯度总 RNA 快速提取试剂盒(离心柱)型、
逆转录试剂盒、4. 2 伊 SYBR real鄄time PCR premixture
(北京百泰克生物技术有限公司);HSP47 及 P玉CP
ELISA 试剂盒(美国 ADL 公司);Bio鄄RAD CFX96鄄
C1000 荧光定量 PCR 系统(美国 Applied Biosystems
公司);UVP 凝胶成像系统及图像分析系统(美国

Biorad 公司)。
1郾 3摇 心肌组织 mRNA 的提取

按照试剂盒说明书提取心肌组织 mRNA。 运用

凝胶电泳方法(1%琼脂糖)及紫外光分光光度仪检

测、提取 mRNA,将 mRNA 保存于 - 80益 冰箱中

备用[4]。
1郾 4摇 逆转录获得 cDNA

在 200 滋L 薄壁 PCR 管中配制 RT鄄PCR 反应混

合液(20 滋L 体系)。 在 PCR 仪上按如下条件进行

反转录反应:42益 50 min,70益 10 min,随即冰上冷

却,得到的 cDNA 可以直接用于后续的 PCR 等反

应,也可以 - 20益冻存以备以后使用。
1郾 5摇 RT鄄PCR 扩增 HSP47

引物的设计与合成由上海生工生物工程技术公

司完成。 目的基因引物片段约 115 bp,磷酸甘油醛脱

氢酶 ( glyceraldehyde phosphate dehydrogenase,GAP鄄
DH)引物片段约 125 bp,引物的设计合成见表 1。

表 1. 目的基因及内参引物

Table 1. The primers of target gene and GAPDH

基摇 因 引物序列(5忆寅3忆) 退火
温度

引物
长度

HSP47 F5忆鄄ATCCCAACCTCTCCCACT鄄3忆 61益 115 bp
R5忆鄄ACGATGCTTCTTGACCGA鄄3忆

GAPDH F5忆鄄AAGGGTCATCATCATCTCTGCG鄄3忆 57益 125 bp
F5忆鄄GAGGCTGTTGTCATACTTCAT鄄3忆

HSP47 mRNA 目的基因的扩增:RT鄄PCR 反应

(20 滋L 反应体系),对每个循环的系统荧光强度进行

荧光检测,并通过分析荧光强度达到等量检测的目

的;RT鄄PCR 扩增条件:95益 2 min 起始模板变性、
95益 45 s 模板变性(循环数 1);61益 5 s 退火、72益 1
min 延伸(循环数 35);72益 10 min 延伸(循环数 1)。

收集数据,测定各管的 Ct 值,设定无 cDNA 样

品的空白管作为阴性对照管,将心功能 1 级组患者

作为对照组。
1郾 6摇 ELISA 法检测血清中 HSP47、P玉CP 含量

用 ELISA 方法检测血清中 HSP47、P玉CP 含量:
(1)于波长为 450 nm 的酶标仪上读出各孔的光密

度(optical density,OD)值;(2)以吸收光 OD 值为纵

坐标(Y),标准孔相应的 HSP47、P玉CP 为横坐标

(X),在对数坐标上绘制标准曲线; (3 ) 样品的

HSP47、P玉CP 含量由标准曲线换算出浓度。
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1郾 7摇 统计学方法

采用 SPSS 17. 0 软件进行统计分析,检验各组

变量正态分布,经自然对数转换后分析非正态分布

的资料。 计量资料以x 依 s 表示,各组间比较采用方

差分析。 分析评价两变量之间的相关性采用 Pear鄄
son 分析。 P < 0. 05 认为差异具有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 心肌组织 mRNA 的提取

摇 摇 1% 琼脂糖凝胶电泳显示,心肌组织 mRNA 纯

度高,且无 DNA 污染条带及明显降解条带,可见 5
S、18 S、28 S 三条带(图 1)。

图 1. 提取的心肌组织 mRNA 电泳图

Figure 1. The gel electrophoresis of total RNA in the right
atrial tissues

2郾 2摇 目的基因 PCR 产物的鉴定

半定量 PCR 产物用 1%琼脂糖凝胶电泳检测,以
BM 2000 DNA Marker 标记。 目的基因 HSP47 及其内

参 GAPDH 条带清晰,无杂带。 HSP47 目的基因条带为

115 bp,GAPDH 目的基因条带为 125 bp(图 2)。

图 2. HSP47 扩增产物及 GAPDH 电泳图

Figure 2. The gel electrophoresis of HSP47 and GAPDH
amplification products

2郾 3摇 RT鄄PCR 测定目的基因的相对表达量

溶解曲线:每次 RT鄄PCR 反应结束以后,可以得

到样本和 GAPDH 的溶解曲线,目的基因在各样本

中只用一个峰,即溶解峰,全部样本的溶解峰非常

接近,对应的 GAPDH 产生一个溶解峰,溶解峰所在

的位子的温度为该 PCR 产物片段的溶解温度(Tm
值),表明 RT鄄PCR 只特异性产生一种扩增产物。
HSP47 的溶解温度约为 84. 0益 左右,GAPDH 的溶

解温度约为 78. 0益左右(图 3)。

图 3. RT鄄PCR 后 HSP47、GAPDH 溶解曲线

Figure 3. The melting curve of HSP47 and GAPDH after
RT鄄PCR

图 4 显示用 RT鄄PCR 检测的不同患者心肌组织

的 HSP47 表达。 可见不同心功能分级患者中

HSP47 mRNA 的相对表达量是不同的。

图 4. 不同患者心肌组织 HSP47 表达摇 摇 A 为标准管,赋值为

1. 0;B、C、D、E 为 4 位不同心功能分级患者心肌 HSP47 mRNA 相对

表达量。

Figure 4. The mRNA expression of HSP47 in different pa鄄
tient爷s right atrial tissues

2郾 4摇 各组心肌组织 HSP47 mRNA 的表达

总样本 60 例,心功能 1 级组、心功能 2 级组、心
功能 3 级组各 20 例,用 RT鄄PCR 测定 HSP47 mRNA
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在这 3 组样本中的相对表达量。 经方差分析得出:
HSP47 mRNA 相对表达量心功能 1 级组为 1. 000 依
0. 005,心功能 2 级组为 1. 523 依 0. 158,心功能 3 级

组为 1. 815 依 0. 239。 心肌中 HSP47 mRNA 表达量

两两比较,心功能 3 级组较心功能 1 级组、心功能 2
级组明显增加(P < 0. 05),心功能 2 级组较心功能 1
级组明显增加(P < 0. 05)(图 5)。

图 5. 各组心肌组织 HSP47 mRNA 表达摇 摇 A 为心功能 1 级

组,B 为心功能 2 级组,C 为心功能 3 级组。

Figure 5. The expression of myocardial HSP47 mRNA

2郾 5摇 各组血清 HSP47、P玉CP 水平

留取手术病人 60 例(心功能 1 级组、心功能 2
级组、心功能 3 级组各 20 例)静脉血,高速离心后取

血清,以 ELISA 法测定患者血清中 HSP47、P玉CP 水

平(表 2)。

表 2. 各组血清 HSP47 和 P玉CP 水平(滋g / L)
Table 2. The serum levels of HSP47 and P玉CP in various
groups (滋g / L)

分摇 组 HSP47 P玉CP

心功能 1 级组 0. 129 依 0. 081 0. 324 依 0. 054

心功能 2 级组 0. 367 依 0. 083a 0. 435 依 0. 041a

心功能 3 级组 0. 472 依 0. 127ab 0. 492 依 0. 077ab

a 为 P < 0. 05,与心功能 1 级组比较;b 为 P < 0. 05,与心功能 2 级组

比较。

2郾 6摇 相关性分析

心肌组织中 HSP47 mRNA 相对表达量与血清

中 HSP47 水平均呈现正态分布,Pearson 相关分析结

果显示,心肌组织 HSP47 mRNA 与血清 HSP47 水平

呈正相关( r = 0. 704,P < 0. 05);心肌组织中 HSP47
mRN 相对表达量与血清 P玉CP 水平亦呈正相关( r
= 0. 811,P < 0. 05)。

3摇 讨摇 论

随着世界人口老龄化,慢性心力衰竭也正在成

为严重影响生命健康及生活质量的临床综合征。
患者由于各种病因引起的心力衰竭常年反复发作,
心功能逐渐恶化,直至心脏泵功能衰竭。

心室重构是由于心肌损伤或者负荷增加所致

的心室大小、形状和结构改变的过程。 左心室进行

性扩大从而收缩能力降低,最终导致心力衰竭。 心

室重构的机制是心肌细胞及其细胞外基质、胶原沉

积等变化[6]。 目前已知的心脏中胶原纤维主要有 5
种,包括玉、芋、郁、吁、遇型胶原,其中以玉、芋型胶

原为主,占 90% 以上(玉型占 80% ,芋型占 12% 左

右) [7]。 P玉CP、P芋CP N 基末端肽是胶原合成的生

物学标志[8]。 本实验中不同心功能分级患者中均

有 P玉CP 表达,且心功能 3 级患者表达的 P玉CP 较

心功能 1、2 级患者多。 提示慢性心力衰竭患者随着

心功能恶化,血清中的玉型胶原逐渐增多;玉型胶

原参与了心室的重构,是慢性心力衰竭患者心脏结

构和功能改变的病理生理基础。 心功能 3 级患者血

清中 P玉CP 的含量明显增多,提示心功能 3 级患者

心肌间胶原合成增多,心肌硬度增大,顺应性降低,
最终导致心室重构。

HSP47 作为胶原特异性的分子伴侣,其特异性

底物是胶原。 在胶原蛋白分泌细胞的内质网中

HSP47 与胶原特异性结合,参与胶原的装配、折叠、
转运和修饰,HSP47 与合成胶原密切相关,其二者表

达有空间和时间上的一致性[9],其表达在细胞培

养[10]、发育的胚胎组织[11] 和组织的纤维化中都一

致得到证实。 目前国内外的大量研究显示,HSP47
作为前胶原 1 的分子伴侣[12,13],在肾脏、肝脏、肺的

纤维化疾病中扮演着重要的角色[14]。 本研究结果

发现,在心功能 1 级组、心功能 2 级组、心功能 3 级

组中均有 HSP47 mRNA 表达。 HSP47 mRNA 在生

理情况下表达量较小,随着心功能的逐渐恶化,在
心功能 2 级、3 级组中相对表达量逐渐升高。 随着

患者心功能的恶化,血清中的 HSP47 表达量也逐渐

升高,这与心肌内的表达量改变是一致的,说明

HSP47 高表达与患者心力衰竭程度有关。 血清 P玉
CP 测定结果显示,心功能越差的患者其血清 P玉CP
浓度越高。 HSP47、P玉CP 含量分析结果显示,随着

患者心肌组织中及血清中的 HSP47 含量增多,沉积

的玉型胶原亦增多,组织纤维化、心室间质胶原蛋

白增多,导致了心室重构的进一步加重。 伴随 HSP47
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mRNA 基因表达量的增加,使得心肌细胞内前胶原

的装配、折叠、修饰、转运效率均增加。 本实验中,
心功能 3 级组 P玉CP 分泌量明显高于心功能 1 级

组及心功能 2 级组,心功能 2 级组亦高于心功能 1
级组;胶原过度沉积从而引起心肌纤维化,导致心

室重构,加重了慢性心力衰竭的程度。
综上所述,HSP47 在慢性心力衰竭中起着重要

作用,提示我们是否可以通过选择性抑制或阻断

HSP47 mRNA 的表达来控制慢性心力衰竭的病程进

展,探索一种更为特异性和有效的方法来治疗并控

制慢性心力衰竭进展,提高慢性心力衰竭患者的生

活质量,减轻社会及家庭负担。
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