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·基础研究·
小鼠不同组织及缺氧损伤后的大鼠心肌细胞中 RIP3的表达 *

单冬凯 邹路路 宋晓伟 赵仙先 荆 清△

（第二军医大学长海医院心血管内科 上海 200433中国）

摘要 目的：检测小鼠组织中受体相互作用丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶家族(RIPs)表达谱，并检测 RIP3在大鼠心肌细胞缺氧损伤后

的表达。方法：① 采用荧光实时定量 PCR分别检测 RIPs家族基因在小鼠组织(心、肝、肺、肾、脑、小肠、骨骼肌、脾和主动脉)中的
mRNA表达谱，并采用Western blot进一步检测 RIP3在小鼠组织的蛋白表达谱。② 将培养的大鼠心肌细胞分为缺氧组和对照

组，缺氧组置于缺氧环境中培养 48 h，采用 western blot检测其中 RIP3的表达变化。结果：① mRNA水平：RIP1 mRNA在脑组织

中表达最高，心脏、肺、肾、骨骼肌较低；RIP2在心脏和肺表达量较其他组织高；RIP3在肠中表达较其他组织高出 4倍以上，脑组

织中未检测到 RIP3表达；RIP4的表达以肺最高，而骨骼肌、脑和血管中表达量低。② 蛋白水平：在小鼠组织中，RIP3表达以脑、骨

骼肌中最高，心脏、肝、肺中表达较低。③ 培养的大鼠心肌细胞中，缺氧组心肌细胞的 RIP3表达量显著高于对照组(P<0.05)。结论：
RIPs在小鼠组织中呈现差异表达，而在培养的大鼠心肌细胞缺氧损伤后 RIP3表达升高。
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Expression Profile of Receptor Interacting Protein 3 in Different Mouse
Tissues and Rat's Myocardial Cells with Hypoxia Injury*

To detect the expression profile of receptor interacting proteins (RIPs) in mouse tissues, and to detect the

expression of RIP3 in rat's myocardial cells with hypoxia injury. ① We detected the expression profile of RIPs family in mouse

tissues (heart, liver, lung, kidney, brain, intestine, skeletal muscles, spleen and aorta) by real-time fluorescent quantitative PCR, then

detected the expression profile of RIP3 protein. ② The myocardial cells of rat were divided into hypoxia group and control. We treated

the first group for 48 h on hypoxia to obtain hypoxia injured models, then quantitated the expression of RIP3 by western blot. ①

On mRNA level, the expression of RIP1 was highest in brain, but lower in heart, lung, kidney and skeletal muscle; the expression of RIP2

was higher in heart and lung than other tissues; RIP3 in the intestine was 4 times higher than other, but it was very low expression in
brain; the expression of RIP4 was highest in lung, and was lowest in skeletal muscle, brain, spleen, and vessel. ② Western blot results

showed the expression of RIP3 at protein level. It was higher expressed in brain, skeletal muscle, however, lower in heart, liver and lung.

③ After treated on hypoxia, RIP3 of hypoxia group was significantly higher than control in the cultured rat myocardial cell (P<0.05).

The expression of RIPs represented various level in mouse tissues. RIP3 increased in rat myocardial cells under hypoxia

injured condition.
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前言

细胞在遭受有害刺激下发生病理性死亡，并伴有组织炎症

反应[1]，称为细胞坏死，例如心肌梗死后急性心肌细胞坏死。近

期研究发现，受体相互作用蛋白家族 (receptor interacting pro-

teins，RIPs)是调控细胞坏死的重要分子之一。RIPs是一类具有

丝氨酸 /苏氨酸激酶活性的蛋白激酶，表达于机体各组织细胞

中，成员包括 RIP1~RIP7[2]，其中，受体相互作用丝氨酸 /苏氨

酸蛋白激酶 3 (receptor interacting serine threonine kinase 3，

RIP3)因与细胞凋亡[3,4]、细胞坏死[5]、胚胎发育[6]、肿瘤发生[7,8]关
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系密切而受到关注。RIP3全长 1557 bp，编码 518个氨基酸，最

早由 Sun[3]和 Yu[9]等人发现。RIP3的结构包括一个 RIPs家族成

员共有的具有激酶活性的 N末端，而其 C末端则不同于其他

RIPs[3,10]。RIP3在细胞坏死中扮演着重要角色，但它在缺氧所导

致的心肌细胞坏死方面尚未见报道，故本实验旨在通过检测

RIP3表达水平，发现 RIP3在缺氧诱导的细胞坏死中的表达改

变。

1 材料和方法

1.1 主要材料与试剂

荧光实时定量 PCR引物、Trizol购买自 Invitrogen公司。心

肌细胞基础培养基购买自 Sigma公司。胎牛血清购买自杭州四

季青生物工程材料有限公司。C57BL/6J小鼠、SD乳鼠均由第

二军医大学实验动物中心提供。

1.2 荧光实时定量 PCR

5只 6月龄 C57BL/6J小鼠，雌雄不拘，体重 18~30 g。10 %

水合氯醛腹腔注射 0.1 mL麻醉后，取心脏、肝、肺、肾、脑、小

肠、下肢骨骼肌、脾各 80~100 mg，并取整条主动脉，液氮速冻

后，研磨成粉加入 1 mL Trizol，按照 Trizol说明书分别提取总

RNA，取 500 ng RNA按照逆转录试剂盒说明书逆转录成 cD-

NA，将 1 滋L cDNA加入 5 滋L Master mix中，随后加入各 0.2

滋L的上游和下游引物，使用定量 PCR仪(corbett RG-3000A)对

各个组织的 3份 cDNA模版扩增 40个循环。引物见表 1。

表 1 荧光实时定量 PCR检测 RIP1~RIP4引物序列

Table1 The primer sequences used for detecting RIP1~RIP4 by real-time fluorescent quantitative PCR

RIPs members Upstream primer Downstream primer

RIP1

RIP2

RIP3

RIP4

5'-ACTGCTGAAGATAGGTGCTTCAGAT-3'

5'-TGAACTCATTAGCACCAAACCTACA-3'

5'-AAGTGCAGATTGGGAACTACAACTC-3'

5'-TGTCATGTCACTGTGGTATTGATTG-3'

5'-GTAAACGGCTTCATCTACTGACCAT-3'

5'-TTTGTAAACTGACTTCCTCCCAAAG-3'

5'-AGAATGTTGTGAGCTTCAGGAAGTG-3'

5'-TTAAGAACCCACTATGCCTTCAGAG-3'

1.3 心肌细胞培养和缺氧损伤模型建立

出生 1天的 SD乳鼠 8只，75 %酒精消毒，无菌条件下开

胸取心室，快速置入冷却的 D-Hanks液中，剪除心房，随后将心

室剪成约 1 mm3组织碎块，加入胰蛋白酶于 37 ℃重复消化直

至组织块消失，终止液终止消化。细胞计数后，以 3× 105~5×

105/孔的密度接种于 12孔板上，用含 10 %胎牛血清的 DMEM

培养基于 CO2孵箱、37 ℃培养。将培养的心肌细胞进行无血清

处理 12 h使细胞同步化，然后继续置于无血清培液中，在 1 %

O2、94 % N2、5 % CO2低氧气体环境中培养 48 h制备缺氧损伤

模型，以无血清常氧培养作为对照，缺氧组和对照组各 4组细

胞，48 h后收集细胞上清，用来检测 RIP3蛋白。

1.4 Western blot

将约 50 mg小鼠组织样品加入 500 滋L细胞裂解液，匀浆

后离心，取上清，12000 rpm离心 30 min，取上清保存于 -20 ℃

备用。用 BCA法测定蛋白质质量，取等量蛋白质进行凝胶电

泳，电转移至 PVDF膜。脱脂奶粉封闭，加入 RIP3抗体(1：

1000)，4 ℃孵育过夜。TBS-T洗脱后，加入二抗(1：1000)，室温

孵育 120 min。内参为 GAPDH。ECL化学发光显影，Image J软

件分析。

缺氧损伤心肌细胞的 RIP3 检测与组织检测方法类似，将

心肌细胞缺氧处理后，分别加入 25 滋L细胞裂解液，裂解后收

集上清，12000 rpm离心 30 min，取上清保存。后续方法同上，内

参为 GAPDH。

1.5 统计方法

采用 SPSS 13.0统计软件进行 Student's t检验，实验数据

以均数± 标准差表示，P＜ 0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 RIP1~RIP4在小鼠组织中 mRNA表达谱

荧光实时定量 PCR结果显示：RIP1 mRNA在脑组织中表

达最高，脾次之，心脏、肺、肾、骨骼肌较低；RIP2在心脏和肺表

达量较其他组织高；RIP3在肠中表达较其他组织高出 4 倍以

上，脑组织中未检测到 RIP3表达；RIP4的表达以肺最高，而骨

骼肌、脑和血管中表达量低，脾组织中几乎未检测到 RIP4。

2.2 RIP3在小鼠组织中的蛋白表达谱

Western blot结果显示，在小鼠组织中(见图 2)，RIP3 表达

在脑、骨骼肌中最高，心脏、肝、肺中表达较少，而 RIP3 mRNA

水平表达最高的肠组织中 RIP3蛋白含量并不高。

2.3 RIP3在大鼠心肌细胞缺氧处理后表达升高

Western blot结果显示，经过缺氧处理后的大鼠心肌细胞

中 RIP3表达水平是对照组的 4倍左右，表明 RIP3蛋白在缺氧

心肌细胞中表达升高(* P＜ 0.05，见图 3)。

3 讨论

RIPs是重要的细胞应激传感分子，参与调控细胞存活、细

胞凋亡和细胞坏死过程。本研究结果显示，在 mRNA 水平，

RIP1、RIP3主要表达于心脏、肾、脑等组织中。而既往研究发

现，RIP1和 RIP3能够形成促坏死复合体 II，诱导细胞坏死[11]。

RIP3作为 RIP1的上游蛋白，调节 RIP1的磷酸化[5]，并且二者

在结构上存在同源结构域 RHIM(RIP homotypic interaction mo-

tif)，表明它们功能相似和表达趋同，这一点在我们的实验中也

得到验证。RIP2组织表达普遍较低，主要存在于心脏、肺和血

管中，据报道，可能与细胞增殖和免疫反应相关[12,13]。
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由于心脏组织中 RIP1、RIP3、RIP4 mRNA表达较低，且有

文献报道 RIP3与细胞坏死密切相关，因此我们设计选取了

RIP3 作为研究对象。既往表明，在 Phoenix A、HeLa、293E、

MCF7等多种细胞中过表达 RIP3将导致细胞凋亡[9, 14, 15]。但近

期研究发现，RIP3也与细胞坏死关系密切。RIP3能够正向调控

肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor 琢，TNF-琢)，采用 RNAi干扰

RIP3表达后，TNF-琢诱导的细胞坏死受到显著抑制[7]。TNF-琢
处理的 A细胞 (一种不表达 RIP3的 NIH-3T3细胞系) 发生凋

亡，而 N 细胞 (一种高表达 RIP3 的 NIH-3T3 细胞系) 却在

TNF-琢诱导下发生细胞坏死[16]，这表明 RIP3 是参与调节细胞

凋亡与坏死相互转换的开关分子。此外，RIP3既能促进核转录

因子 NF-资B的活化，也能够抑制其活化[9, 14]，研究发现，这种作

用差异与 RIP1有关。RIP3促进了 RIP1的磷酸化，抑制 RIP1

诱导的 NF-资B活化[17, 18]，同时 RIP3也能够在 Hela细胞中直接

活化 NF-资B，促进 NF-资B的核转位，但作用仅相当于 RIP1 的

50 %左右[4]。

在缺氧的心肌细胞中，升高的 RIP3增强了糖原磷酸化酶

(PYGL)、谷氨酰胺合成酶(GLUL)和谷氨酸脱氢酶(GLUD1)的

催化活性，促进了下游产物活性氧 (reactive oxygen species，

ROS)的蓄积，而已知 ROS是细胞坏死的重要参与者[5, 16]，因此，

图 1 小鼠 RIP1~RIP4 mRNA表达谱

注：S.KS骨骼肌

Fig. 1 The mRNA expression profile of RIP1~RIP4 in mouse

Note：S.KS，skeletal muscle

图 2 小鼠 RIP3蛋白表达谱注：S.KS骨骼肌

Fig. 2 The protein expression profile of RIP3 in mouse Note：S.KS，

skeletal muscle

图 3 缺氧处理后的大鼠心肌细胞中 RIP3表达升高

Fig.3 The expression of RIP3 increased in mouse myocardial cells after

hypoxia treated
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RIP3可能是通过增加 ROS产物导致了细胞坏死[19]。RIP3能够

稳定调节促坏死复合体，激活促坏死激酶活性，促进 ROS产物

增加[5]。敲低 N细胞中的 RIP3表达，TNF-琢和 zVAD(一种cas-

pase抑制剂) 诱导处理后所产生的 ROS相对浓度比对照组明

显降低；相反，恢复 A 细胞中 RIP3 表达后，ROS表达升高[16]。

而 Vanlangenakker等人 [20] 则发现 cIAP1能够通过阻止 RIP1/

RIP3依赖的 ROS产物蓄积，保护细胞免遭 TNF诱导的坏死，

这表明 RIP3在 ROS产物诱导的细胞坏死中是必需的。本实验

中，缺氧心肌细胞中 RIP3的表达升高，与以往研究结果相吻

合，进一步证实了 RIP3/ROS参与诱导细胞坏死，但更深层次

的机制尚不清楚。

值得注意的是，RIP3的 western blot与荧光实时定量 PCR

组织表达谱结果并不一致，可能是 RIP3蛋白受到转录后调控

所致，其诱导坏死的活性应当与蛋白表达高低相对应。

综上所述，RIP3是决定细胞坏死的重要分子，通过检测缺

氧心肌细胞中 RIP3表达，找到这种小分子参与调节缺氧条件

下细胞死亡的证据，探索并发现心肌细胞缺氧损伤机制，对提

高细胞应对缺氧的能力具有重要意义。
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