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PAK1-nNOS-NO信号通路在有氧运动减轻压力负荷	

小鼠心肌肥厚中的作用及其机制

冯品，楚轶，曾迪，张薇

(第四军医大学唐都医院心内科，西安 710038)

[摘　要]	 目的：有氧运动减轻压力负荷小鼠心肌肥厚中 PA K 1 - n N O S - N O 发挥的作用及机制。方法：将

C57BL/6小鼠通过主动脉缩窄术(transverse  aor t ic  constr ict ion，TAC)建立小鼠压力负荷模型，

通过游泳对其进行有氧运动干预。将小鼠随机分为  5  组：假手术 (S H A M)， S H A M + 有氧运动 

(SHAM+E)，TAC，TAC+有氧运动(TAC+E)和TAC+有氧运动+IPA-3(TAC+E+I)组。通过小鼠心

脏重量指数(heart weight to body weight ratio，HW/BW)变化和心脏结构变化评价心脏肥大程度，

心肌组织麦胚凝集素染色评价心肌细胞肥大程度；E L A S A试剂盒检测心肌组织N O水平，M DA

含量和SOD活性。Western印迹检测p-PAK1，eNOS，p-eNOS Ser114，nNOS和p-nNOS Ser1412

蛋白表达水平。结果：随着术后时间的延长，与SH AM组相比，TAC组HW/BW、左室质量( lef t 

ventricular mass，LVM)、左室后壁厚度(left ventricular posterior wall thickness，LVPWS)以及室间隔

厚度(inter ventricular septal thickness，IVSS)显著增加，心肌细胞肥大，MDA含量增高，SOD活性

降低，但p-PAK1蛋白含量和NO水平却显著降低。有氧运动后，TAC+E组与TAC组相比HW/BW和

LVM降低，心肌细胞肥大程度减轻，组织MDA含量减少，SOD活性升高，p-PAK1表达增加，NO

水平升高。而给予PAK1抑制剂IPA-3后，与TAC+E组相比，运动训练对心肌肥厚的作用减弱。TAC

小鼠eNOS和nNOS表达增高，p-nNOS Ser1412和p-eNOS Ser114表达降低。运动训练可上调nNOS，

p-nNOS Ser1412和p-eNOS Ser114表达；而注射IPA-3后，TAC+E+I小鼠与TAC+E小鼠相比，nNOS和

p-nNOS Ser1412表达降低，eNOS和p-eNOS Ser114蛋白表达水平无明显改变。结论：PAK1-nNOS-

NO信号可能是介导有氧运动减轻压力负荷小鼠心肌肥厚作用的关键信号通路。
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心肌肥大是心肌间质和纤维细胞对压力负荷

等多种病理刺激的应答和代偿反应，是高血压、

心脏瓣膜病、急性心肌梗死和先天性心脏病等多

种 心 血 管 疾 病 发 生 发 展 的 共 有 病 理 变 化 [ 1 - 3 ]。 探

讨心肌肥大的发生发展机制，寻找有效的防治措

施，对于治疗许多心血管疾病具有重要的临床意

义和科研价值。

有氧运动是一种非常健康的生活方式，规律的

有氧运动对心血管系统的健康非常有益。有氧运动

能够降低多种心血管疾病的发病率，改善心血管系

统功能，病情稳定的心力衰竭患者能够通过运动训

练减轻心力衰竭症状，改善心肌细胞的肥大，进而

提高生活质量 [4-5]。之前的研究显示一氧化氮合成

酶(NOS)及NO在有氧运动的心脏保护作用，特别

是有氧运动减轻心肌肥厚中发挥了重要作用，但具

体相关机制尚未阐明[6-9]。PAK(p21-activated kinase)是

Rho家族三磷酸鸟苷的重要效应物，是一类丝氨酸、

苏氨酸激酶，参与许多生理病理过程的调节[10-11]。

PAK1作为R ac1下游重要的效应激酶，绝大多数情

况下是通过磷酸化特异底物从而参与调节细胞生

理过程[12]。研究[13-14]表明：心力衰竭时小鼠心脏中

PAK1表达减低，而激活PAK1却能改善心力衰竭小

鼠心肌肥厚，改善心脏功能。但对于其是否参与有

氧运动对压力负荷心力衰竭小鼠发挥心脏保护作用

却不清楚。因此，我们在这提出科学假设：压力负

荷造成小鼠心肌肥厚，而有氧运动能够通过PAK1-
NOS-NO途径实现减轻压力负荷造成小鼠心肌肥厚

和功能恶化，发挥心脏保护作用。

1  材料与方法

1.1  实验动物与试剂

C57BL/6小鼠60只，雄性，鼠龄7~9周(第四军

医大学动物实验中心)。p-PAK1，nNOS Ser1412，

n N O S  S e r 8 4 7 ， G A P D H 购 自 美 国 A b c a m 公 司 ；

辣根过氧化物酶标记 ( h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e ，

H R P ) 的 羊 抗 兔 二 抗 购 自 西 安 壮 志 生 物 科 技 有

限 公 司 ； D P 7 1 倒 置 显 微 镜 购 自 日 本 奥 林 巴 斯 公

司；小动物呼吸机购自美国自然基因有限公司；

S p e c t r a M a x 1 9 0 吸 收 酶 标 仪 购 自 美 国 M o l e c u l a r 
Dev ices公司，R M-6280型多通道智能生理记录及

分析处理系统购自成都仪器厂。VeVo  7 7 0高分辨

率小动物超声系统购自加拿大Visual Sonics公司；

PowerPacTM蛋白电泳仪、Trans -Blot  Turbo蛋白电

Abstract Objective: To clarify the role of PAK1 involved in the cardioprotective effect of aerobic exercise and the precise 

mechanism. Methods: TAC was used to induce cardiac hypertrophy via pressure overload. Aerobic exercise 

was carried out in the form of swimming. C57BL6/J mice were arbitrarily divided into the following groups: a 

sham-operated control group (SHAM), a sham-operated control + Exercise training group (SHAM+E), a TAC 

group (TAC), a TAC + Exercise training group (TAC+E), and a TAC + Exercise training group + IPA-3 group 

(TAC+E+I). Heart weight to body weight ratio and the changes of cardiac geometry were performed to reveal 

the extent of cardiac hypertrophy. wheat germ agglutinin staining was performed to reveal the extent of myocyte 

hypertrophy; cardiac NO production, MDA levels and SOD activity were determined using ELASA kit. Western 

blotting was performed to investigate p-PAK1, eNOS, p-eNOS Ser114, nNOS, p-nNOS Ser1412 protein 

expression. Results: With time after the surgery, the HW/BW, LVM, LVPW, IVSS, the myocyte cross-sectional 

area and MDA were increased, the levels of SOD, p-PAK1 expression and the NO metabolite concentration were 

decreased in the TAC group compared with the SHAM group. Exercise training reduced HW/BW and LVM after 

TAC, augmented the SOD level and decreased the MDA level, and augmented p-PAK1 and NO production. IPA-

3, a PAK1 inhibitor, partly abolished the effect of exercise training. More, Western blot analysis showed eNOS and 

nNOS protein was improved, p-nNOS Ser1412 and p-eNOS Ser114 were decreased in the TAC group compared 

with the SHAM group. Meanwhile, exercise training significantly increased total nNOS, p-nNOS Ser1412 and 

p-eNOS Ser114 expression in the TAC + E group compared with the TAC group. In addition, IPA-3 decreased the 

expression of both total nNOS, p-nNOS Ser1412, while the levels of eNOS and p-eNOS Ser114 was not changed 

in the TAC+E+I group compared with the TAC+E group. Conclusion: Aerobic exercise attenuates pressure 

overload-induced cardiac hypertrophy through regulating PAK1-nNOS-NO signalling in mice.
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转仪系统、ChemiDocXRS 凝胶成像系统购自美国

Bio-Rad公司，IPA-3(PAK1抑制剂)购自美国Selleck
公司。NO检测试剂盒、SOD试剂盒及MDA检测试

剂盒购于南京建成生物工程研究所。

1.2  方法

1.2.1  实验分组

小 鼠 进 行 主 动 脉 缩 窄 术 ( t r a n s v e r s e  a o r t i c 
constr ict ion，TAC)和假手术(SH A M)，然后按照

实验目的随机将将动物分为5组，每组12只，分别

为SH A M，SH A M +有氧运动(SH A M + E)，TAC，

TA C + 有氧运动 ( TA C + E) ， TA C + 有氧运动 + I PA -
3(TAC+E+I)组。小鼠观察 10 周后处死。

1.2.2 建立小鼠心脏压力负荷及运动模型 
通过TAC手术建立压力负荷心力衰竭模型，术

前12 h将小鼠胸部皮肤脱毛并禁食。给予小鼠腹腔

注射戊巴比妥钠80 μg/g(小鼠体重)，麻醉后进行

TAC手术，具体操作参考文献[9]。SH A M组分离

小鼠主动脉弓但不结扎，其余步骤相同。术后连

续3 d皮下注射抗生素预防伤口感染。将小鼠放置

于200 cm × 100 cm，水深30 cm，水温(35±1) ℃的

水池中，通过游泳的方式对SH A M+E组，TAC+E
组，TAC+E+I组小鼠进行有氧运动训练。游泳训

练从小鼠术后1周开始，每周5次，每次30 min，共

进行8周。

1.2.3  心脏重量指数测定 
小鼠称重后给予戊巴比妥钠 8 0  μ g / g ( 小鼠体

重 ) ， 待 小 鼠 麻 醉 后 仰 卧 固 定 ， 打 开 胸 腔 ， 摘 除

心脏，放入预冷1 × P B S中冲洗数次，滤纸吸干称

重。计算心脏重量与体重比值，以此评价心脏肥

大程度。心脏重量指数(heart weight index %，HW/
BW)=心脏重量/体重×100%。

1.2.4  超声检测小鼠心脏结构变化

分别于手术前，手术后1，2，4及8周经胸壁

心脏超声检测各组小鼠心脏结构。测定计算左室质

量(left ventricular mass，LVM)、左室后壁厚度(left 
ventricular posterior wall thickness，LVPWS)以及室

间隔厚度(interventricular septal thickness，IVSS)。

1.2.5  Western 印迹

提取心肌组织总蛋白，测定蛋白含量。每孔加

入50 μg蛋白进行SDS-PACE电泳并将蛋白质转移到

PVDF膜上。50 g/L脱脂奶粉室温封闭2 h，分别加

入1:1 000的p-PAK1，nNOS Ser1412，nNOS Ser847
和G A PDH，4 ℃振摇孵育过夜。TBS洗膜，二抗

(1:6 000)，室温下孵育90 min，TBS洗膜，ECL发

光，采用Image-Pro Plus 6.0软件进行数据分析。

1.2.6  心肌组织麦胚凝集素染色及心肌细胞横截面

积测量

组织块固定，石蜡包埋切片，二甲苯脱蜡3次× 
2 0  m i n；无水乙醇2次× 5  m i n，9 5 %乙醇5  m i n，

9 0 % 乙醇 5  m i n ， 8 0 % 乙醇 5  m i n ； d d H 2O 水洗涤 
5 min，PBS洗涤3次×2 min；20 µg/mL蛋白酶K孵育

30 min，PBS洗涤3次×2min；20 µg/mL麦胚凝集素

37 ℃孵育60 min。PBS洗涤，Image J软件计算心肌

细胞横截面积(μm2)。

1.2.7  硝酸还原酶法检测心肌组织 NO 含量

使用N O检测试剂盒对组织中的N O水平进行

检测，具体方法见试剂手册。

1.2.8  硫代巴比妥酸法检测心肌组织 MDA 含量

M D A 通 常 用 来 反 映 机 体 内 脂 质 过 氧 化 的 程

度，间接地反映出细胞损伤的程度。本部分使用

MDA检测试剂盒，通过硫代巴比妥酸法对心肌组

织MDA水平进行检测，具体方法见试剂手册。

1.2.9  黄嘌呤氧化酶法 ( 羟胺法 ) 检测心肌组织

SOD 活力 
组织中SO D活力检测使用SO D试剂盒进行检

测，具体方法见试剂手册。

1.3  统计学处理

所有实验数据应用SPSS 17.0统计学软件进行

分析，结果使用均数±标准误(mean ± SEM)表示，

数据组间比较采用重复测量方差分析(ANOVA)，

若组间差异显著，再以SNK-q检验分析两组间的显

著性差别。P<0.05表示差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  HW/BW 与心脏结构检测

在第8周时，各组间小鼠体重差异无统计学意

义(8周)；但压力负荷小鼠HW/BW较SHAM组小鼠

显著增高(8周)，运动训练却能够降低压力负荷小

鼠HW/BW(8周)，而给予Pak1抑制剂IPA-3后小鼠

HW/BW增高(8周)，差异均有统计学意义(P<0.05，

图1)。小鼠TAC手术后2周后，LVM，LVPWS以及

IVSS均较SHAM组显著增加，而运动训练能够降低

压力负荷LVM，在给予Pak1抑制剂IPA-3后LVM升

高，但对于LVPWS及IVSS的作用却无统计学差异。

Western印迹检测p-PAK1蛋白表达，结果显示：压

力负荷小鼠p-PAK1蛋白表达显著抑制，而运动训练

增强SHAM组和TAC组p-PAK1蛋白表达水平。给予

Pak1抑制剂IPA-3后小鼠心肌组织p-PAK1蛋白表达水

平降低，差异均有统计学意义(P<0.05，图1)。
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图1 心脏重量指数与心脏结构测定

Figure 1 Detection of HW/BW, LVM and LVPWS

与SHAM组比较，*P<0.05；与TAC组比较，&P<0.05；与TAC+E组比较，#P<0.05。

Compared with the SHAM group, *P<0.05; compared with the TAC group, &P<0.05; compared with the TAC+E group, #P<0.05.

2.2  心肌组织麦胚凝集素染色检测小鼠心肌细胞肥

大程度

心肌组织麦胚凝集素染色结果也显示小鼠TAC
手术后，TAC组小鼠心肌细胞横截面积较SHAM组

显著增高；在小鼠运动训练后，TAC+E组小鼠心

肌细细胞相比TAC组显著减小；给予Pa k 1抑制剂

IPA-3后，心肌细胞横截面积却又明显增加，差异

均有统计学意义(P<0.05，图2)。

2.3  心肌组织中 NO 水平检测

与SH AM组相比，TAC组心肌组织NO水平降

低；而运动训练能够显著增加TAC组心肌组织中

NO水平。而与TAC+E相比，给予Pak1抑制剂IPA-3
后小鼠心肌组织中NO水平显著降低，差异均有统

计学意义(P<0.05，图3)。

2.4  小鼠心肌组织中 MDA 与 SOD 活性测定

TAC组小鼠心肌组织MDA水平显著增高；运

动训练能显著降低TAC组小鼠心肌组织中MDA水

平；给予 Pa k 1 抑制剂 I PA - 3 ，运动训练对 TA C + E
组 M D A 水 平 的 影 响 消 除 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义

(P<0.05，图4)。与MDA表达水平变化趋势正好相

反，TAC组小鼠心肌组织中SOD活性显著降低，但

运动训练能够部分恢复TAC组小鼠心肌组织中SOD
活性，给予Pak1抑制剂IPA-3可使运动训练干预下

TAC+E组增高的SOD活性显著降低，差异均有统

计学意义(P<0.05，图4)。

2.5  小鼠心肌组织 nNOS 和 eNOS 检测

与 S H A M 组 相 比 ， TA C 组 小 鼠 心 肌 组 织 中

e N O S 与 n N O S 表 达 增 高 ， 但 p - e N O S  S e r 1 1 4 ，

p -nNOS Ser1412磷酸化水平却被抑制，差异有统

计学意义(P<0.05，图5)。与TAC组相比，TAC+E
组nNOS，p-eNOS Ser114和p-nNOS Ser1412表达增

加，eNOS表达却与无明显差异。而在给予Pak1抑

制剂IPA-3后，TAC+E+I组nNOS，p-nNOS Ser1412
表达减低，但eNOS和p-eNOS Ser114表达却无明显

变化，差异均有统计学意义(P<0.05，图5)。
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图2 心肌组织麦胚凝集素染色检测小鼠心肌细胞肥大程度

Figure 2 Wheat germ agglutinin staining showing the level of myocyte hypertrophy

与SHAM组比较，*P<0.05；与TAC组比较，&P<0.05；与TAC+E组比较，#P<0.05。

Compared with the SHAM group, *P<0.05; compared with the TAC group, &P<0.05; compared with the TAC+E group, #P<0.05.
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图3 心肌组织中NO水平检测

Figure 3 Detection of the NO metabolite concentration

与SHAM组比较，*P<0.05；与TAC组比较，&P<0.05；与TAC+E组比较，#P<0.05。

Compared with the SHAM group, *P<0.05; compared with the TAC group, &P<0.05; compared with the TAC+E group, #P<0.05.

图4 小鼠心肌组织中MDA与SOD活性测定

Figure 4 Detection of MDA levels and SOD activity

与SHAM组比较，*P<0.05；与TAC组比较，&P<0.05；与TAC+E组比较，#P<0.05。

Compared with the SHAM group, *P<0.05; compared with the TAC group, &P<0.05; compared with the TAC+E group, #P<0.05.

M
D

A 
(n

m
ol

/m
g 

pr
ot

ei
n)

25

20

15

10

5

*

&

#

SHAM SHAM+E TAC TAC+E TAC+E+I

&

SO
D

 (U
/m

g 
pr

ot
ei

n)

20

15

10

5

*
#

SHAM SHAM+E TAC TAC+E TAC+E+I



PAK1-nNOS-NO 信号通路在有氧运动减轻压力负荷小鼠心肌肥厚中的作用及其机制    冯品，等 2315

3  讨论 

流行病学资料[15-17]显示：目前全球约有2 000余万 
心力衰竭患者，心力衰竭已成为造成人类死亡的主

要原因之一，尽管对于心力衰竭的诊断和治疗水

平在不断提高，目前心力衰竭的5年死亡率仍高达

45%~60%。因此找到一种能够有效改善心力衰竭患

者心血管功能的方法变得至关重要。研究[18]发现：

有氧运动能够降低多种心血管疾病的发病率，改善

心脏功能，对心血管系统发挥保护作用。其中有研

究[9]认为：运动产生的心脏保护作用与NOS及其产

生的NO有关。在对人和啮齿类动物的研究 [19-20]中

发现：运动训练能使升高血浆中NO代谢物水平，

而在NO缺乏的高血压模型中，运动能够提高心脏

NOS的表达。然而运动导致NOS/NO兴奋的机制尚

未明确。

本实验采用TAC建立压力负荷小鼠心力衰竭模

型，并通过游泳运动的方式给予有氧运动训练干

预。本实验证实有氧运动训练能够改善压力负荷心

力衰竭小鼠心脏结构及心肌组织氧化应激状态。同

时本实验还发现压力负荷小鼠运动训练后心肌组织

中p-PAK1表达显著减低，NO水平增高。为验证有

氧运动训练中PAK1的作用，本研究通过给予PAK1
抑制剂IPA-3，观察其对有氧运动心脏保护作用的

改变，结果发现有氧运动训练产生的心脏保护作用

消失，心肌细胞肥大；证实PAK1可能是介导有氧

运动心脏保护作用的关键通路。

目前有研究[21]认为eNOS/NO参与运动介导的

心脏保护作用。而另一些研究 [22]则发现在心力衰

竭状态下nNOS是调节NO信号的主要NOS亚型。

还有研究 [ 1 8 - 1 9 ]发现在心肌梗死后的心脏保护作用

与eNOS和nNOS有关。但PAK1的心脏保护作用是

否与NOS/NO相关，在有氧运动中PAK1又是通过

哪种N OS亚型发挥作用未有进一步研究。本实验

进一步证实压力负荷能使小鼠心肌组织中 e N O S
与n N O S表达增高，但p - e N O S  S e r 1 1 4和p - n N O S 
S e r 1 4 1 2 活 化 抑 制 。 有 氧 运 动 训 练 能 进 一 步 增 强

nNOS表达，增加p-nNOS Ser1412和p-eNOS Ser114
活化，而对eNOS表达无显著作用。给予Pak1抑制

剂IPA-3后nNOS，p -nNOS Ser1412表达减低，而

eNOS和p-eNOS Ser114表达却无明显变化，这些结

果表明：PAK1可能是通过nNOS介导有氧运动保护

心脏的。

总之，本实验结果进一步证实了PAK1-nNOS-
NO 信号可能是介导有氧运动减轻压力负荷小鼠心

肌肥厚作用的关键信号通路。
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