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摘要    横管系统是心脏和肌肉细胞兴奋收缩偶联的结构基础. 在新生鼠的心肌细胞中并不

存在横管结构, 横管的形态发生是心肌细胞成熟过程中的一个重要标志. 本文对心肌细胞成

熟过程中横管的形态变化进行定量分析, 并对连接横管和肌质网的关键分子 Junctophilin-2 

(JP2)在这个过程中所发挥的作用进行研究. 对心肌细胞图像的分析显示, 在横管成熟的过程

中, 横管的横向组分逐渐增加, 纵向组分逐渐减少. 通过对横管图像进行傅里叶变换分析, 发

现横管排列的规律性随心肌细胞的成熟而逐渐增加. 横管的这些变化伴随着 JP2 蛋白表达量

的上升, 并且可以被 JP2 表达量的敲减所逆转. 这些现象表明, JP2 在横管形态发生过程中发

挥重要作用.   
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横管是心肌细胞膜内化形成的管状结构, 可以

将胞外的去极化信号传递至细胞纵深, 从而引起整

个细胞的同步收缩 [1,2]. 大部分横管为横向, 沿心肌

细胞 Z 线延伸; 少量横管为纵向, 存在于相邻的 Z 线

之间 [3]. 心肌细胞中横管的平均直径为 180~280 

nm[3,4]. 横管上分布有大量膜蛋白, 如电压门控钠通

道、L 型钙通道和钠钾交换体, 它们分别在细胞兴奋、

兴奋收缩偶联及胞内钙离子移除方面发挥重要作  

用[1,5~7]. 横管在心肌细胞中广泛分布, 与肌质网形成

二联体结构(偶联子), 横管膜与肌质网膜之间的距离

约为 12 nm[8,9]. 在兴奋收缩偶联过程中, 横管上的 L

型钙通道所介导的钙离子内流引起肌质网 ryanodine

受体(ryanodine receptor, RyR)钙释放, 进而引发一次

钙瞬变 [10,11]. 这一钙致钙释放过程是心肌细胞收缩

的基础[12,13].  

在哺乳动物的心肌细胞中, 细胞周边的二联体

结构(由表面膜与肌质网形成的偶联结构)在胚胎发

生的过程中已经形成 [14,15], 但横管的形态发生及横

管与肌质网二联体结构的形成则发生较晚 [14,16]. 横

管网络从出生后 7~10 天才开始出现[14,17]. 到目前为

止, 研究者提出过 2 种横管发育模式: 内陷模式与先

偶联后融合模式[14,17]. 在内陷模式中, 横管是由细胞

膜逐渐内陷并延伸到细胞中心形成的. 肌质网独立

于横管发育, 并随着横管延伸形成二联体结构. 在先

偶联后融合模式中, 细胞内未与细胞膜连通的膜泡

先与肌质网形成偶联, 然后再与细胞膜融合, 从而形

成横管. 尽管对于横管形成的机制现在仍然存在争

议, 但可以肯定, 与肌质网的偶联在横管形成过程中

发挥了重要作用.  

Junctophilin-2 (JP2)是将肌质网与横管/细胞膜锚

定在一起的结构蛋白, 它由横跨肌质网膜的疏水羧

基端 ,  以及与细胞膜相互作用的胞质结构域组    
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成[15,18]. 越来越多的证据表明, JP2 对于横管-肌质网

二联体结构的形成及钙质钙释放过程的正常进行非常

重要[19~24]. JP2 缺失的小鼠会在胚胎期死亡[15]. 在心衰

的心肌细胞中, JP2 表达量下降, 引起横管-肌质网偶联

子密度的减少及细胞内钙释放过程的去同步化[23,24].  

虽然 JP2 对横管-肌质网偶联结构的形成很重要, 

但对于它是否参与横管的形态发生过程这一问题目

前仍然不清楚. 本研究检测了心肌细胞成熟过程中

横管的形态及 JP2 表达量的变化, 并利用 RNA 干扰

(RNAi)技术进一步研究 JP2 表达量下调对横管形态

的影响.  

1  材料与方法 

1.1  大鼠心肌细胞的分离与病毒感染 

使用之前报道的酶消化法分离不同日龄(出生后

15, 20, 30 和 60 天) Sprague-Dawley 大鼠的心室肌细

胞[25]. 简要流程如下: 腹腔注射氨基甲酸乙酯(1000 

mg/kg)麻醉大鼠后 , 迅速取出其心脏并将其置于

Langendoff 灌流装置上. 随后使用Ⅱ型胶原酶灌流心

脏分离心肌细胞. 将分离下的单个大鼠心肌细胞静

置于台氏液中, 台氏液成分为(单位: mmol/L): 137 

NaCl, 4.0 KCl, 1.0 CaCl2, 1.2 NaH2PO4, 10 葡萄糖及

10 HEPES, 并使用 NaOH 将 pH 调至 7.36.  

在 RNAi 实验中, 将分离的 60 日龄大鼠的心肌

细胞培养在 M199 培养基中, 置于含有 5% CO2 的恒

温 37℃培养箱中. 将包装有 JP2 靶向 shRNA 或无特

异靶向的对照 shRNA 的腺病毒以最适感染复数加入

培养基中以感染细胞. JP2 siRNA 的序列为: 5′-ACA 

CCGTCCTCATCTGTAT-3′; 对照序列为: 5′-TTCTC 

CGAACGTGTCACGT-3′. 实验组与对照组均在腺病

毒感染 48 h 后进行成像与生化实验.  

1.2  细胞膜染色与成像 

使用终浓度为 1 mol/L 的细胞膜染料 di-8- 

ANEPPS(Sigma, 美国)对不同发育阶段的心肌细胞

进行染色, 室温 30 min. 然后使用台氏液清洗细胞 3

次以除去残余的染料. 而在 JP2 RNAi 实验中, 培养

的大鼠心肌细胞则采用另一种膜染料 RH237 

(Invitrogen, 美国)进行染色. RH237 的母液浓度为 5 

mmol/L, 溶解在DMSO中, 其使用浓度为 10 mol/L, 

室温染色 5 min. 心肌细胞图像采集使用倒置的激光

共聚焦显微镜(LSM-710, Carl Zeiss, 德国), 采用氩

激光器(488 nm)及 40 倍、1.3NA 的油镜完成.  

1.3  蛋白质免疫印迹 

在蛋白质裂解液中对不同日龄大鼠的心室肌组

织匀浆并提取蛋白质. 每个样品上样量为 15 g, 经

SDS-PAGE 凝胶电泳分离后, 将蛋白质转移至 PVDF

膜上. 随后将 PVDF膜与兔源 JP2抗体(1:1000) 4℃孵

育过夜. JP2 抗体由北京奥维亚生物科技有限公司制

作. 后加入 GAPDH-HRP 抗体(1:20000, 康成, 中国)

和羊抗兔 IgG-HRP (1:1000, Thermo scientific, 美国)

孵育, 化学发光试剂显色曝光并用扫描仪扫描. 蛋白

质条带利用 Quantity One 软件(Bio-Rad, 美国)进行分

析, 以 GAPDH 为内参对 JP2 进行标准化分析.  

1.4  图像分析 

横管图像使用交互数据语言(IDL) 5.5 按照之前

报道的方法进行编程分析 [23,26]. 对横向与纵向延伸

的横管分别定量分析. 使用快速傅里叶变换分析横

管的排列, 采用能表征横管排列规律性的 power 值评

估横管的发育.  

1.5  统计分析 

本研究中的所有数据均以 SEx  的形式表    

示. 根据不同情况选择使用 One-way ANOVA 检验或

t 检验对数据进行比较分析. 当 P<0.05 时则认为差异

显著.  

2  结果 

2.1  心肌细胞成熟过程中横管的形成 

使用细胞膜染料 di-8-ANEPPS 对不同发育时期

的心肌细胞进行染色, 通过激光共聚焦显微镜对细

胞膜及横管成像. 根据之前的报道, 横管从出生后

7~10 天开始出现[14,17], 因此主要对出生后 15~60 天

的横管成熟过程进行观察(图 1A). 在出生后 15 天, 

横管主要出现在细胞膜附近的区域, 在细胞中央区

域只有少量横管. 到出生后 20 天, 横管开始向除了

细胞核以外的整个胞内区域延伸. 在这一时期, 横管

染色形成的横跨细胞的条纹清晰可见. 在出生后 30

和 60 天的心肌细胞中, 排列规律的横管网络在细胞

内广泛分布. 在上述心肌细胞成熟过程中, 横管在心
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图 1  心肌细胞成熟过程中横管排列的规律性 

A: 急性分离的不同发育阶段的心肌细胞使用膜染料 di-8-ANEPPS 染色后成像. 标尺: 10 m; P15: 出生后 15 天; P20: 出生后 20 天; P30: 出

生后 30 天; P60: 出生后 60 天. B: 快速傅里叶变换分析横管排列的空间周期. 在约 2 m 处的 power 值定义为 TTpower, 表示横管排列的规律

性. C: TTpower在发育过程中逐渐增加. 每组 N>15 来自 3 只实验动物; One-way ANOVA; P<0.01 

肌细胞内的排列逐渐变得井然有序, 相邻横管间的

距离约为 2 m.  

为了定量分析横管在发育过程中排列规律性的

变化, 采用快速傅里叶变换的方法计算横管排列的

空间周期[23,26](图 1B). 分析后发现, 最显著的空间周

期约为 2 m (图 1B 中箭头所示), 这代表心肌细胞中

相邻横管间的距离 . 采用约 2 m 处空间周期的

power 值(TTpower)作为衡量横管排列的定量指标. 分

析结果显示, TTpower 在心肌细胞成熟过程中逐渐增大

(图 1C). 在越晚的发育阶段, TTpower 值越高, 表明横

管以更加规律的方式在细胞内排布.  

在心肌细胞成熟过程当中, 大部分横管沿 Z 线

横向延伸, 但也有少量横管会出现纵向延伸. 为了定

量分析横管在成熟过程中的走向, 对其横向组分和

纵向组分的密度分别进行测量. 方向不确定的点状

信号(图 2A 中绿框所示)不被考虑在内. 结果显示, 

与心肌细胞成熟过程中 TTpower 的增加同步, 横向组

分的密度逐渐增加(图 2B), 纵向组分的密度逐渐减

少(图 2C), 2 种组分的变化在出生 30 天后的心肌细胞

中达到稳态. 这些发现表明, 横管排列的空间周期及

方向在心肌细胞成熟过程中都得到了统一.  

2.2  JP2 表达量对横管形态的影响 

JP2 是心肌细胞中连接肌质网和横管/细胞膜的

结构蛋白[15]. 为了阐明 JP2在横管形态发生过程中可

能发挥的作用, 通过蛋白免疫印迹方法对不同成熟

阶段的大鼠心室肌组织中 JP2 的表达量进行定量分

析(图 3A). 结果显示, JP2 蛋白的表达量在心肌细胞

成熟过程中逐渐增加, 在出生后 30 天左右达到稳定

水平(图 3B).  

为了检验在心肌成熟过程中 JP2 表达量上升与

横管形态变化之间的关系, 利用 RNAi 技术下调 JP2

的表达量, 进而研究其对横管形态造成的影响. 使用

含有 JP2 靶向 shRNA 的腺病毒感染培养的、出生后

60 天的心肌细胞. 这些心肌细胞中的横管系统成熟, 

空间排列规律, 横向组分比例远远高于纵向组分. 腺

病毒载体中还含荧光蛋白 DsRed 的序列, 通过监测

荧光蛋白的表达, 发现转染 48 h 后 90%以上的心肌

细胞都被成功转染. 蛋白质免疫印迹分析的结果显

示, 与对照相比, RNAi 组 JP2 蛋白的表达量下降了约
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图 2  心肌细胞成熟过程中横管延伸方向的变化 

A: 由膜染料标记的横管信号(左图)分为横向组分(右上)和纵向组分(右下)两部分. 绿框中的点状信号方向无法确定, 不列入考虑范围; B: 横

向组分的密度(即横向组分所占面积除以所选区域的面积)在心肌成熟过程中逐渐增加; C: 纵向组分的密度在心肌成熟过程中逐渐降低. 每

组 N>15 来自 3 只实验动物; One-way ANOVA; P<0.01 

 

图 3  JP2 表达量在心肌细胞成熟过程中的变化 

A: 使用蛋白免疫印迹的方法分析 JP2蛋白的表达, 以GAPDH 作为

内参; B: JP2 蛋白表达水平在心肌细胞成熟过程中逐渐增加. 每组

N=3 来自 3 只实验动物; One-way ANOVA; P<0.05 

40% (图 4A).  

为了避免与 DsRed 蛋白荧光的互相干扰, 使用

另一种荧光染料 RH237 对细胞膜进行染色. 发现在

培养的大鼠心肌细胞, JP2 敲减会引起横管结构的重

塑(图 4B). 与对照组相比, JP2 敲减组横管结构紊乱、

在细胞内排列不规律. 使用基于快速傅里叶变换算

法得到的 TTpower 定量分析横管的形态变化后发现, 

JP2 敲减组 TTpower 显著低于对照组(图 4C).  

接下来, 对横向组分和纵向组分在总横管中所

占的比例进行定量分析. 结果显示, 同对照组相比, 

JP2 敲减组横管的横向组所占的比例明显降低(图 5A), 

而纵向组分的比例显著升高(图 5B). 这些由 JP2 敲减

所引起的横管形态变化与横管在成熟过程中的变化

相反, 表明 JP2 对于心肌细胞中横管的形态发育非常

重要.  

3  讨论 

在本研究中, 我们检测了横管形态及 JP2 表达在

心肌细胞成熟过程中的变化, 并对两者之间的联系

进行研究. 在横管系统成熟过程中, 它以~2 m 为空

间周期的特征越来越明显, 而且横向组分的比例越

来越高. 这些变化伴随着 JP2 表达量同步上升, 并且

可以被 JP2 蛋白的敲减所逆转, 因此推测 JP2 蛋白的
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图 4  在培养心肌细胞中, JP2 蛋白的敲减降低了横管排列的规律性 

A: 蛋白免疫印迹分析 JP2 敲减组与对照组 JP2 蛋白的表达量. RNAi 组 JP2 蛋白表达量下降了约 40%. B: 对照组与 JP2 RNAi 组心肌细胞使

用细胞膜染料 RH237 染色后成像, 标尺: 10 m. 原始图下方显示的为高色差图像. C: JP2 表达量的下调降低了培养心肌细胞的 TTpower. 每组

N>20 来自 3 只实验动物; t 检验; **: P<0.01 

 

图 5  JP2 表达量的下调改变了培养心肌细胞中横管的延伸方向 

A: JP2 敲减降低了横管横向组分的比例; B: JP2 敲减增加了纵向组分的比例. 每组 N>20 来自 3 只实验动物; t 检验; **: P<0.01 

表达水平是影响心肌细胞横管形态成熟的一个重要

因素.  

在胚胎期和新生个体的心肌细胞中, 几乎检测

不到横管的存在, 横管在出生后的前几周形成并逐

渐发育[14,17]. 从出生后 10~20 天是横管网络的快速生

长时期, 横管逐渐从细胞膜周边延伸到细胞内部. 本

研究主要探讨横管在成熟过程中的变化, 因此主要

对出生后 15~60天横管的形态变化进行分析. 据本实

验室所知, 这是首次对发育过程中横管的形态变化

进行量化分析. 运用这种方法分析, 我们得出横管在
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成熟过程中的 2 种形态变化: 1) TTpower 的增加, 反映

了横管在成熟过程中逐渐定位到间距约为 2 m 的 Z

线上; 2) 横管的纵向和横向组分此消彼长, 反映了

横管逐渐沿着 Z 线方向延伸.  

在哺乳动物心肌细胞中, 横管网络中只包含少

量的纵向组分, 其余大部分都是与Z线平行的横向组

分[3,4]. 这种规则排列的横管系统对于动作电位发生

时, 心肌细胞快速、同步的电兴奋及钙释放非常重 

要[6]. 在 JP2 敲减的大鼠心肌细胞中, 横管的空间排

布不规律, 其纵向组分所占比例增加, 而横向组分所

占比例减少, 表明 JP2 参与横管的形态重塑过程. 之

前的报道表明, JP2 与胚胎干细胞向心肌细胞的转化

有关[27]. HL-1 细胞中敲减 JP2 会引起肌细胞发生肥 

厚[21]. 但是, 在培养的成年大鼠心肌细胞中敲减 JP2

并未对细胞形态产生明显影响, 细胞的长度和宽度

都未发生变化[24], 这与实验中所观察到的现象一致.  

引言中提到横管形成的 2种模式, 其中横管与肌

质网的偶联都是重要的一步[14,17]. 根据之前的报道, 

肌质网末端定位到 Z 线附近这一事件的发生早于横

管的形成[17,28]. JP2 是横跨肌质网的蛋白, 它与细胞

膜或膜蛋白的相互作用可能会在横管沿着肌质网终

池的轨迹上生长发挥重要作用. 在这种情况下, 足量

的 JP2 表达对保证横管与尽可能多的肌质网终池锚

定很重要. 尽管肌质网与细胞膜偶联形成的周边二

联体结构在出生前就已经形成[15], 但在出生后的发

育早期, JP2表达量比较低, 分子数量比较少, 不足以

将大量横管锚定在 Z 线附近. 随着心肌细胞的发育, 

JP2 表达量越来越多, 形成的横管-肌质网二联体结

构也越来越多; 从而使得横管系统的排列更加规则, 

兴奋收缩偶联功能便更加成熟. 因此, 在心肌细胞成

熟阶段, JP2 蛋白的大量表达对规则排列的横管网络

的形成非常重要.  
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