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GSNO 通过亚硝酰化抑制 Myocardin 诱导的心肌肥厚 
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摘  要：Myocardin 可以诱导心肌肥厚，而一氧化氮(NO)对于心肌具有一定保护作用，但在心肌肥厚发生的过程中，

NO 的作用尚未报道．本文首先用 NO 荧光探针检测亚硝基谷胱甘肽(S-Nitrosoglutathione，GSNO)处理能够引起 H9c2

细胞中 NO 总含量的上升．随后利用 200,µmol/L GSNO 处理细胞，检测发现 Myocardin 可以发生亚硝酰化修饰，同时

心肌肥厚标志基因α-MHC 在 mRNA 水平和蛋白水平的表达均下调．最后通过荧光素酶报告分析、RT-PCR 以及

Western blot 分析表明，过表达 Myocardin 可以激活 GSNO 还原酶(GSNO reductase，GSNOR)的表达，并且降低细胞内

NO 总量．以上结果表明，亚硝酰化可以抑制由 Myocardin 诱导的心肌肥厚的发生，同时 Myocardin 可以激活 GSNOR

的转录，间接抑制 GSNO 对 Myocardin 的作用． 
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GSNO Inhibiting Myocardin Induced Cardiomyocyte Hypertrophy  

Via S-nitrosylation 

ZHENG Deliang，LIAO Xinghua，WEI Zhaoqiang，DU Fu，ZHOU Hao，ZHANG Tongcun 

(Key Laboratory of Industrial Fermentation Microbiology，Ministry of Education，Tianjin Key Laboratory of Industrial Mi-

crobiology，College of Biotechnology，Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：Myocardin can induce cardiomyocyte hupertrophy and nitric oxide can protect cardiac tissue，but the effect of 

NO on cardiomyocyte hypertrophy remains unclear．First，in this research，NO fluorescent probe was used to detect the level

of NO in H9c2 cells．The results show that the NO level was significantly increased after S-Nitrosoglutathione (GSNO) 

treatment．Myocardin could be S-nitrosylated and modified when the cells were treated with 200,µmol/L GSNO，and inhib-

ited α-MHC expression in both mRNA and protein．Finally，overexpressing Myocardin can activate the transcription of 

GSNO reductase(GSNOR)expression and reduce the amount of intracellular NO．In conclusion，S-nitrosylation can inhibite 

hypertrophy induced by Myocardin．Myocardin can activate GSNOR transcription and indirectly inhibit GSNO’s effect on 

Myocardin. 
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心肌肥厚是心脏应对如高血压、主动脉狭窄和心

肌梗塞等疾病的一种代偿性功能，主要发生在长期压

力负荷过重的情况下，对于疾病有缓解作用[1-3]．但

是，由于心肌细胞体积增大和质量增加，冠状动脉的

供血量往往不能满足，造成心肌缺血，严重时更有可

能发生心肌梗死[4]． 

Myocardin 是血清应答因子(serum response fac-

tor，SRF)的一种辅转录因子，在心肌细胞和平滑肌细

胞中特异性表达[5]．研究[6]表明，在心肌细胞中过表

达 Myocardin 会引起其下游如心房钠尿因子(atrial 

natriuretic factor，ANF)、α–肌球蛋白重链(myosin 

heavy chain，α-MHC)等靶基因的上调，从而诱导心

肌肥厚． 

蛋白质巯基亚硝酰化(S-nitrosylation)是指一氧
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化氮(NO)作用于蛋白质半胱氨酸残基的一种修饰过

程，是近年来新近发现的蛋白质翻译后修饰方式．研

究[7-8]发现，NO 通过蛋白质巯基亚硝酰化修饰进行

氧化还原信号转导调控，进而影响蛋白质的表达、构

象、活性和功能．Sun 等[9]研究发现，心肌组织蛋白亚

硝酰化水平的升高，可引起心肌组织中多个蛋白发生

亚硝基化修饰并影响其活性功能，从而减轻心肌缺血

再灌注损伤． 

Myocardin 在心肌肥厚的发生与发展过程中有着

至关重要的作用，但其亚硝酰化在心肌肥厚中的作用

仍不清楚．因此，本文首先检测对比 H9c2 细胞中

NO 含 量 ，再 用 NO 供 体 亚 硝 基 谷 胱 甘 肽 (S-

Nitrosoglutathione，GSNO)处理细胞，进一步检测相

关蛋白的活性与表达，以研究亚硝酰化在心肌肥厚中

的作用． 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 细胞株 

H9c2 细胞株为本实验室保藏，在 DMEM/HG 培

养基中加入体积分数为 10%,的胎牛血清、1%,青霉

素–链霉素溶液(100×)，于 37,℃、5%,CO2 的环境下

培养． 

1.1.2 主要试剂 

DMEM/HG 培养基，Gibco 公司；胎牛血清，浙江

天杭生物科技有限公司；GSNO，Santa cruz 公司；

Myocardin 抗体、α-MHC 抗体、GSNOR 抗体，Abcam

公司；M-MLV 逆转录酶、Trizol 裂解液，上海英俊生

物技术有限公司；随机引物 B0043，上海生工生物工

程有限公司；dNTP、限制性内切酶、T4 连接酶，

Solarbio 公 司 ；荧 光 素 酶 报 告 基 因 检 测 试 剂 盒 ，

Promega 公司． 

1.2 方法 

1.2.1 细胞加药处理 

将 H9c2 以 1×10
5,
mL

-1 的密度接种于 6 孔板，

分为 2 组：对照组，无血清 DMEM/HG 处理细胞；

GSNO 组，加 GSNO(终浓度 200,μmol/L)于无血清的

DMEM/HG 中．处理细胞 1,h 或 12,h，收集上述细胞

进行后续实验． 

1.2.2 RNA 的提取 

用 1,mL Trizol 裂解液在冰上裂解细胞 20,min，

重复吹悬使细胞充分裂解，加入 0.2,mL 的氯仿，剧烈

振荡 15,s ，静置 5,min ，4,℃ 、12,000,r/min 离心

15,min．取上层水相到另一 EP 管中，加入等体积的

异丙醇，混匀，–20,℃放置 30,min．12,000,r/min 离心

10,min，弃掉上清液，加入体积分数 75%,乙醇 1,mL

洗涤 RNA，离心弃上清液，室温晾干 RNA．加入

20,μL 焦碳酸二乙酯水(DEPC)溶 解 RNA ，放于  

–80,℃保存． 

1.2.3 RNA 逆转录及逆转录 PCR(RT-PCR) 

将提取的 RNA 用 M-MLV 逆转录方法进行逆转

录．RNA 2,μg、随机引物(B0043)5,μL，70,℃水浴

5,min 后迅速冰浴．加入 10,mol/L dNTPs 5,μL、5×

buffer 5,μL、RNAse inhibitor 0.625,μL、M-MLVRT 

1,μL 混匀，37,℃反应 1,h．70,℃保持 10,min 终止反

应． 

取 1,μL 产物进行 RT-PCR 扩增，以 GAPDH 作

为 内 对照，扩增 体系为 25,μL：双蒸水 16.5,μL ，

10,mmol/L dNTP 2,μL ，上 、下 游 引 物各 1,μL 

(100,μmol/L)10×PCR 缓冲液 2.5,μL，模板、酶各

1,μL．PCR 条件：95,℃预变性 5,min，95,℃变性 30,s，

共 28 个循环，相应退火温度 30,s，72,℃延伸 45,s；最

后 72,℃延伸 10,min．GAPDH(262,bp)上游引物 5′-

ATTCAACGGCACAGTCAAGG-3′，GAPDH 下游引

物 5′-GCAGAAGGGGCGGAGATGA-3′ ；退火温度

54,℃；Myocardin 上游引物 5′-GCAGCAAATGACTC 

GG-3′，Myocardin 下游引物 5′-ACTGTCGTTGGCG 

TAG-3′ ；退火温度 56,℃；α-MHC 上 游 引 物 5′-

GAAGAACGCCCAAGCCCAC-3′，α-MHC 下游引物

5′-TCCTCTGCGTTCCTACACTCC-3′ ；退 火 温 度

54,℃．GSNOR 上游引物 5′-TGCCGTCTTTGGTCT 

G-3′，GSNOR 下游游引物 5′-CTCCATCGGTCATCT 

C-3′；退火温度 54,℃． 

1.2.4 免疫印迹实验(Western blot) 

收集各组细胞，PBS 洗 1 次，SDS 细胞裂解液冰

上裂解细胞 30,min，沸水浴变性 15,min，12%, SDS-

PAGE电泳，电转法将蛋白转至 NC膜．5%,的脱脂奶

粉室温封闭 1,h 后，分别用 β-actin 抗体(1﹕500)、α-

MHC 抗体(1﹕1,000)、Myocardin 抗体(1﹕1,000) 

4,℃ 孵 育 过 夜 ，PBS 洗 3 次 ，每 次 5,min ，

IRDye
®

800CW 山羊抗鼠抗体(1﹕5,000)、IRDye
®

680 

山羊抗兔抗体(1﹕5,000)室温孵育 2,h 后，PBS 洗 3

次，每次 5,min，Odyssey 成像系统扫膜成像． 

1.2.5 细胞内 NO 含量检测 

将 H9c2 细胞以 1×10
5,

mL
-1 的密度接种 6 孔

板，用药物对细胞进行诱导刺激 24,h，再去除细胞培

养基，将 NO 荧光探针以 1﹕1,000 稀释后加入细胞
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装载探针，每孔 1,mL ，置于 细 胞 培 养箱内孵育

20,min，用 PBS 洗涤细胞 3 次，收集细胞在荧光酶标

仪上进行检测． 

1.2.6 重组质粒的构建 

利用 生 物 信息学方法，在 N C B I 网站获得

GSNOR 启动子序列．设计启动子扩增引物序列. 

GSNOR 上游引物 5′-CGAGGTACCCAGAAATCCA 

GTAGGCAGTT-3′(kpnⅠ)，GSNOR 下游引物 5′-

TATACGCGTATGTTCACGGATTCTGGTCG-3′  

(mluⅠ)．PCR 反应条件：95,℃ 5,min；95,℃ 1,min，

56,℃ 60,s，72,℃ 90,s，35次循环；72,℃ 10,min．以大

鼠基因组为模板，按上述 PCR 条件扩增后，纯化

PCR 产物．用相应限制性内切酶酶切，将酶切产物与

用同样限制性内切酶酶切的 pGL3-Basic 质粒用

T4,DNA 连接酶在 16,℃连接过夜．转化 DH5α，在氨

苄青霉素抗性平板上挑选单克隆后，在 LB 培养基

中，37,℃扩大培养 12,h，提取质粒，双酶切验证，

DNA 测序． 

1.2.7 瞬时共转染实验检测 

瞬时共转染实验检测荧光素酶报告基因的表

达．将 H9c2 细胞在转染前 12,h 以每孔 1×10
5,
mL

-1

的密度接种到 24 孔板，待细胞融合至 80%,时更换为

无血清 DMEM 培养基．按 Lipo2000 使用说明书进

行细胞转染，每孔转染 GSNOR 启动子质粒 0.5,μg，

Myocardin 表达质粒以 0.1,μg 递增，浓度梯度(0～

0.5,μg)转染．以 pcDNA3.1a 调平，加入 2,μL 转染试

剂混匀后孵育 20,min；加入细胞无血清培养基孵育

6,h；更换含体积分数 10%,血清的 DMEM/HG 培养

24,h．按荧光素酶报告检测系统检测荧光素酶活性，

蛋白质定量试剂盒检测蛋白质含量，计算相对荧光素

酶的活性． 

1.3 统计分析 

  所有实验数据均用 SPSS 17.0统计软件计算，以

“平均值±标准差”表示．用 t 检验显著性，*P＜

0.05 表示统计学上有显著性差异，**P＜0.01 表示统

计学上有极显著性差异． 

2 结果与分析 

2.1 GSNO的 NO释放量 

为探究 GSNO 处理后 H9c2 细胞内的 NO浓度，

利用 NO 荧光探针检测了 200,μmol/L GSNO 处理

12,h 后 H9c2 细胞内的 NO 含量，结果如图 1 所

示．由图 1 可知，与对照组相比，GSNO 处理可以使

H9c2 细胞内的 NO 含量显著上升． 

 

图 1 H9c2细胞内总 NO含量 

Fig. 1 Total level of NO in H9c2,Cells 

2.2 GSNO对心肌肥厚标志基因的影响 

α-MHC 是心肌肥厚重要的标志基因之一，该基

因表达水平反映了心肌肥厚发生的程度．利用 RT-

PCR 和 Western blot 检测 H9c2 细胞的心肌肥厚标志

基因α-MHC 的 mRNA 水平和蛋白水平的表达．结果

如图 2 所示：用 200,μmol/L GSNO 处理细胞 1,h，对

照组用 DMSO 处理相同时间，提取细胞总 RNA，逆

转录 RT-PCR 分析，GSNO 处理组的α-MHC mRNA

水平明显下调．随后，以相同浓度 GSNO 处理 H9c2

细胞 12,h，SDS 裂解液裂解细胞收集总蛋白，Western 

blot 结果如图 3 所示：GSNO 处理组的α-MHC 蛋白

水平也出现明显下调． 

 

图 2 GSNO 抑制心肌肥厚 marker α-MHC mRNA 表达

水平 

Fig. 2 GSNO inhibiting the mRNA level of cardiomyo-

cyte hypertrophy marker 

 

图 3 GSNO 抑制心肌肥厚 marker α-MHC 蛋白表达

水平 

Fig. 3 GSNO inhibiting the protein level of cardiomyo-

cyte hypertrophy marker 

2.3 Myocardin亚硝酰化的检测 

Myocardin 在调节心肌肥厚的过程中具有重要的
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作用，能够上调其心肌肥厚相关基因的表达，而亚硝

酰化修饰能调节蛋白的活性及蛋白-蛋白相互作用，

因 此利用 生 物 素法检 测 Myocardin 亚 硝 酰 化 水  

平[10-12]．GSNO 诱导 Myocardin 亚硝酰化结果如图 4

所示，GSNO 处理细胞使 Myocardin 出现明显的亚硝

酰化修饰．同时，过表达 Myocardin 后，由 GSNO 诱

导的α-MHC 的下调作用被抑制，说明 Myocardin 的

过表达可能激活了某种抑制 GSNO 的蛋白表达，后

者对 GSNO 起到了一定的抑制作用，从而抑制了

GSNO 对α-MHC 的下调作用(图 5)． 

 

图 4 GSNO诱导 Myocardin亚硝酰化 

Fig. 4 GSNO induced Myocardin S-nitrosylation 

 

图 5  过表达 Myocardin逆转 GSNO诱导的α-MHC下调

Fig. 5  Myocardin overexpession reversing GSNO in-

duced reducution of α-MHC 

2.4 Myocardin促进 GSNOR表达 

亚 硝 基 谷 胱 甘 肽 还 原 酶 (GSNO reductase ，

GSNOR)在体内能够还原 GSNO，使其失去提供 NO

的能力[13-14]．在 NCBI 数据库获得 GSNOR启动子序

列，分析发 现 其 中 含 有 9 个 CarG box ，为探究

Myocardin 是否能够激活 GSNOR 基因，从 H9c2 细

胞中获得大鼠基因组序列后，利用 PCR 方法获得目

的基因片段(启动子区域-1,263～＋91 的片段，其中

包含–1169 的 CarG box)，在 1,000,bp 位置上方有一

明显条带，与设计的片段 1,355,bp 大小基本一致，连

接 pGL3-Basic 质粒经双酶切和测序验证，确定为所

需目的片段(图 6)． 

2.5 Myocardin对 GSNOR基因启动子活性的影响 

在 H9c2 细胞中，通过脂质体转染 Myocardin 表

达质粒以及 GSNOR启动子质粒，24,h 后荧光素酶活

性分析结果如图 7 所示．与转染 pcDNA3.1a 对照组

相比，过表达 Myocardin 基因后 GSNOR 启动子荧光

素酶活性随 Myocardin 质粒的质量增加而升高．过表

达 Myocardin 上调 GSNOR mRNA 水平和蛋白水平

的表达，证明 Myocardin 可以激活 GSNOR 的表达

(图 8)．Myocardin 对 GSNOR 的激活作用抑制了

GSNO，从而降低细胞内 NO 的总量(图 9)． 

 

M．marker 5,000,bp；1—2．GSNOR 

(a) PCR获得目的基因 

 

M．marker 5,000,bp；1. GSNOR转化子经 kpnⅠ和 mluⅠ酶切

结果；2. 经 kpnⅠ和 mluⅠ酶切的线性 pGL3；3. GSNOR基因

PCR条带 

(b) 双酶切验证 

图 6 重组质粒的构建 

Fig. 6 Construction of recombinant plasmids 

 

图 7 Myocardin 对 GSNOR 启动子的荧光素酶活性的

影响 

Fig. 7 Effect of Myocardin on relative luciferase active-

ties of GSNOR promoter 

 

(a) GSNOR mRNA水平的上调 
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(b) GSNOR蛋白水平的上调 

图 8 Myocardin上调 GSNOR的表达 

Fig. 8 Myocardin promoting the expression of GSNOR 

 

图 9 Myocardin抑制 GSNO释放 NO 

Fig. 9 Myocardin inhibiting GSNO from releasing NO 

3 讨 论 

Myocardin 在细胞核内通过其谷氨酰胺富含域参

与 SRF 相互作用，二者形成复合物绑定在下游基因

启动子序列上的 CarG box，激活相关基因的转录，如

心肌肥厚标志基因 ANF、α-MHC 以及平滑肌细胞分

化标志基因SM22、ACTA2 等[15]. 因此，在 Myocardin

激活其下游靶基因转录的过程中，Myocardin 的蛋白

构象的稳定性至关重要，亚硝酰化是 NO 分子结合蛋

白质残基半胱氨酸巯基的过程[16]，Myocardin 亚硝酰

化修饰抑制了其对心肌肥厚标志基因的转录激活作

用 ，使α-MHC 的 表 达受到抑制 ．本 文结果表 明

GSNO 处理细胞会引起 Myocardin 的亚硝酰化修饰

并且会影响 Myocardin 的转录激活活性，但是具体的

修饰位点及蛋白构象的变化尚未确定，而过表达

Myocardin 可以逆转由 GSNO 抑制的心肌肥厚标志

基因α-MHC 的表达，说明 Myocardin 可能促进了

GSNOR 的表达． 

GSNO 在体内作为一种小分子化合物受 GSNOR

的直接调控．GSNOR 为乙醇脱氢酶家族成员之一，

在体内将 GSNO 还原为氧化性谷胱甘肽(GSSG)，使

其丧失释放 NO 的分子的功能，调节细胞内 NO及亚

硝酰化水平，保护机体免受亚硝酰化胁迫的影响[17]. 

GSNOR启动子序列上含有数个 CarG box，本文研究

表明过表达 Myocardin 可以激活 GSNOR 启动子活

性 ，并且在 mRNA 水 平 和 蛋 白 水 平 的 研 究 表 明

Myocardin 会上调 GSNOR 的表达，说明 Myocardin

可以上调 GSNOR 的表达，间接抑制 GSNO 同时下

调 GSNO 对 Myocardin 的抑制，形成一条反馈抑制

途径． 
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