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GRP75和VDAC1在海洛因致心律失常中的作用
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摘要  目的 探讨葡萄糖调节蛋白75 （GRP75） 和电压依赖性阴离子通道1 （VDAC1） 在海洛因致心律失常中的作用。方法  基

于本课题组前期获得的海洛因干预原代心肌细胞转录组数据和基因表达数据库 （GEO） 下载的GSE31821数据集，利用R语言筛

选出共同的差异表达基因 （DEGs），对DEGs进行富集分析。利用STRING数据库构建蛋白质-蛋白质相互作用 （PPI） 网络，使用

Cytoscape软件筛选关键基因。利用HDOCK软件对关键基因进行分子对接预测，进行体内实验验证。将60只SD大鼠随机分为对照

组、模型组、模型+7 d组、模型+14 d组、模型+21 d组，每组12只。构建海洛因成瘾大鼠模型，通过免疫组织化学染色、实时定量PCR

检测心肌组织中差异基因的表达水平。结果  筛选出51个DEGs，主要富集在横纹肌细胞发育、肌节、肌动蛋白结合过程等功能

以及心律失常性右心室心肌病、钙信号通路、凋亡等方面。结合PPI和Cytoscape的结果，筛选出GRP75、VDAC1这2个关键基因。分

子对接结果显示，GRP75与VDAC1存在相互作用关系，相互作用力强，能够形成稳定结构。免疫组织化学染色和实时定量PCR结

果显示，与对照组相比，模型组大鼠GRP75、VDAC1表达水平显著升高 （P < 0.05），且随着海洛因干预时间的延长，GRP75、VDAC1

的表达呈时间依赖性方式显著升高 （P < 0.05）。 结论  GRP75和VDAC1可能参与海洛因致心律失常的过程。
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Abstract  Objective To investigate the roles of glucose-regulated protein 75 （GRP75） and voltage-dependent anion channel 1 

（VDAC1） in heroin-induced arrhythmia. Methods  Based on transcriptomic data from primary myocardial cells treated with heroin and 

the GSE31821 dataset from the Gene Expression Omnibus （GEO），differentially expressed genes （DEGs） were identified using R software. 

Enrichment analysis of DEGs was performed. The protein-protein interaction （PPI） network was constructed using STRING database，

and key genes were selected using Cytoscape. Molecular docking of key genes was performed using HDOCK，followed by in vivo valida-
tion. A total of 60 SD rats were randomly divided into control，model，model + 7 d，model + 14 d，and model + 21 d groups. A rat model 

of heroin addiction was established，and the expression levels of DEGs in myocardial tissue were assessed using immunohistochemical 

staining and quantitative real-time PCR. Results  A total of 51 DEGs primarily enriched in muscle cell development，myofibrils，actin 

binding，arrhythmic right ventricular cardiomyopathy，calcium signaling，and apoptosis pathways were identified. Based on the PPI and 

Cytoscape analyses，GRP75 and VDAC1 were identified as key genes. Molecular docking indicated a strong interaction between GRP75 

and VDAC1，which form a stable complex. The results of immunohistochemical staining and qRT-PCR showed that the expression levels 

of GRP75 and VDAC1 were significantly increased in the model group compared to those in the control group （P < 0.05），and their expres-
sion increased （P < 0.05） with the intervention period of heroin in a time-dependent manner. Conclusion  GRP75 and VDAC1 may con-
tribute to heroin-induced arrhythmogenesis.
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阿片类药物成瘾是一个全球性问题［1］。海洛因 

（二乙酰吗啡） 是一种高度成瘾的阿片类药物，对人

体各个组织和器官有不同程度的影响，最严重的不

良反应是呼吸抑制和胃肠道抑制［2］。研究［3］发现，

海洛因可引起大鼠心电图参数异常，表现出各种类

型的心律失常。还有研究［4］发现，海洛因可引起心肌

自发搏动频率的变化。但目前海洛因致心律失常的

具体机制尚不明确，有待进一步研究。

葡萄糖调节蛋白 75 （glucose-regulated protein 75，

GRP75） 是热休克蛋白70伴侣家族的成员，参与细胞

增殖和信号传导等多个过程，在癌症、心血管疾病

和神经退行性变性疾病中发挥关键作用［5］。电压依

赖性阴离子通道 1 （voltage-dependent anion channel 

1，VDAC1） 是线粒体外膜的一种孔道蛋白，参与新

陈代谢、细胞凋亡和Ca2+转运、信号转导等细胞过

程［6］。GRP75通过胞质部分将1，4，5-三磷酸肌醇受

体和VDAC1相互连接，在心房重塑、心肌细胞凋亡

和心肌纤维化的过程中起关键作用［7］。研究［8］发现，

VDAC1和GRP75蛋白上调与心肌肥厚进展相关，但

其在海洛因致心律失常中的作用仍不清楚。本研究

基于生物信息学分析结果，初步探讨海洛因致心律

失常的作用靶点和机制，为海洛因致心律失常患者

的临床治疗提供科学依据。 

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器 

海洛因，由新疆维吾尔自治区公安厅禁毒总队

提供。GRP75抗体，购自美国CST公司；VDAC1、β-actin

抗体，购自美国abcam公司；Total RNA KitⅠ试剂盒，

购自北京诺博莱德科技有限公司；引物均由生工生

物工程 （上海） 股份有限公司合成；CFX96实时定量

PCR仪，购自美国Bio-Rad公司；BX43荧光显微镜，购

自日本OLYMPUS公司；研磨仪，购自武汉塞维尔生

物科技有限公司。

1.2 生物信息学分析

1.2.1 数据来源：本研究使用的基因表达数据来

自本课题组前期获得的转录组学数据集以及基因

表达数据库 （Gene Expression Omnibus，GEO） 获得

的基因表达数据集GSE31821。转录组学数据集包

括3例海洛因干预细胞样本和3例正常细胞样本。

GSE31821芯片分析基于GPL570平台，包括2例对照

者样本和4例心房颤动患者样本。

1.2.2 差异表达基因 （differential expressed genes，DEGs） 

筛选：利用R语言对转录组数据和GSE31821的数据

进行处理，筛选条件设定为P < 0.05和|log2FC|> 0.75，

筛选获得DEGs。通过韦恩图筛选2个数据集中上调

和下调的DEGs。

1.2.3 功能富集分析：通过基因本体 （gene ontology，

GO） 对所有DEGs进行分子功能、生物过程和细胞成

分的富集分析及相关绘图；应用京都基因和基因组

数 据 库 （Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，

KEGG） 对DEGs进行通路富集分析，筛选GO和KEGG

富集分析排名靠前的通路。

1.2.4 构建蛋白质-蛋白质相互作用 （protein-pro-

tein interaction，PPI） 网络并筛选关键基因：为了进

一步评估DEGs的交互作用和功能，使用在线工具

STRING （https：//string-db.org/） 评估其功能关联并构

建PPI网络。将筛选出的DEGs上传至STRING中，构

建PPI网络，导出结果，利用Cytoscape工具对结果进

行可视化，选择CytoHubba插件中7种最合适分类方

法 （MCC、MNC、EPC、EcCentricity、Closeness、Degree、

Radiality），获取排名前9位的关键基因，取交集，获得

关键基因。

1.2.5 分子对接分析：访问UniProt网站 （https：//www.

uniprot.org/），搜索关键蛋白质名称或ID，记录蛋白质

的UniProt ID。使用UniProt提供的链接，链接到同源

建模服务器，预测蛋白质的三维结构。访问HDOCK

程序，输入对接蛋白质结构文件，输出对接结果。根

据HDOCK的结合能和PyMOL的可视化结果，分析蛋

白质间的相互作用。在PyMOL中生成高质量的图像

和视图。

1.3 动物实验

1.3.1 实验动物：60只成年雄性SD大鼠，体重200~220 

g，购自新疆医科大学实验动物中心。动物生产许

可证号：SYXK （新） 2018-000。动物使用许可证号：

SYXK （新） 2018-0003。大鼠饲养于SPF级环境中，可

自由进食饮水。本研究获得新疆医科大学附属第一

医院伦理委员会审批 （审批号：20200320-145）。

1.3.2 动物分组和海洛因成瘾模型的建立：将60只

SD大鼠随机分为5组，分别为对照组、模型组、模型+7 d

组、模型+14 d组、模型+21 d组，每组12只。参照本课

题组前期研究［4］建立海洛因成瘾大鼠模型，首次海
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洛因剂量为5 mg/kg，每日于10时和19时皮下注射，

以后逐日递增剂量，每日递增2 mg/kg，持续注射20 

d。模型+7 d组、模型+14 d组、模型+21 d组在模型组

基础上继续递增剂量 （每日递增2 mg/kg），分别递增

7、14、21 d。对照组大鼠皮下注射等量生理盐水，持

续注射20 d。

1.3.3 免疫组织化学染色检测GRP75和VDAC1的

表达：所有大鼠腹腔注射3%戊巴比妥钠麻醉后，颈

椎脱臼法处死，取心脏组织固定，进行免疫组织化

学染色。取心肌组织切片，常规脱蜡和EDTA修复

后，滴 加GRP75、VDAC1一 抗 （37 ℃，1 h），PBS充 分

洗涤，滴加通用型二抗 （37 ℃，15 min），PBS充分洗

涤，DAB显色，苏木素染色，中心树胶封片，显微镜下

观察，棕黄色或棕色细胞为阳性细胞，分析阳性信

号的平均光密度 （average optical density，AOD），平均

AOD值=累积AOD值/视野面积，反映了蛋白表达水

平。

1.3.4 实时定量PCR检测心肌组织中GRP75和VDAC1 

mRNA表达：将小块心肌组织剪碎放至平底研磨管

中，放入研磨仪中研磨3次，45 s/次。用TRIzol 提取组

织总RNA，上机测OD260 nm/OD280 nm比值>1.8时进行逆

转录反应合成cDNA。引物序列：GRP75，正向5’-GC

GTCAGAAGCAATCAAG-3’，反向5’-TCATCATATCG

TCGTCCAAT-3’；VDAC1，正向5’-TCACCCAGGTTC

TCCAAA-3’，反 向5’-AGAAACGGGATCTGAGGC-

3’； β-actin，正向5’-CCACACCCGCCACCAGTTCG-

3’，反 向5’-CTAGGGCGGCCCACGATGGA-3’。按

PCR试剂盒说明书进行操作，以β-actin作为内参，用

2-ΔΔCt法计算GRP75和VDAC1 mRNA的相对表达量。

1.4 统计学分析

采用SPSS 26.0软件进行统计分析。计量资料先

进行正态性检验。符合正态分布的数据用x-±s表示，

采用单因素方差分析进行比较，方差齐的数据多组

间两两比较采用LSD法，方差不齐的数据多组间两

两比较采用Dunnett法；不符合正态分布的数据用

M （P25~P75）表示，采用Kruskal-Wallis秩和检验进行

比较。P < 0.05为差异有统计意义。

2 结果

2.1 DEGs筛选

按照1.2.2中的筛选条件，对本课题组前期获得

的海洛因干预和未干预的原代心肌细胞的测序结

果进行筛选，共筛选出2 161个DEGs，包括1 304个

上调DEGs和857个下调DEGs；对GSE31821 数据集

中对照者和心房颤动患者的测序结果进行筛选，得

到 890个DEGs，包 括719个 上 调DEGs和171个 下 调

DEGs。利用韦恩图得到2个数据集中共有的DEGs，

共51个，包括48个上调DEGs和3个下调DEGs。见图1。

A，upregulated DEGs；B，downregulated DEGs.

图1  利用韦恩图筛选不同数据集中共有的DEGs

Fig.1  Venn diagram showing common DEGs across datasets

2.2 基因功能和通路富集分析

为了进一步阐明51个DEGs的潜在作用，对DEGs

进行GO和KEGG分析。GO分析结果表明，DEGs在横

纹肌细胞发育、心肌细胞发育、肌节、肌动蛋白结合

等方面明显富集，见图2A。KEGG 通路分析结果显

示，DEGs在心律失常性右心室心肌病、钙信号通路、

MAPK信号通路、细胞凋亡等信号通路显著富集，见

图2B。

RNA-seq

1 256 85448 3671 168

RNA-seqGSE31821 GSE31821

A B
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A，GO analysis；B，KEGG analysis.

图2  GO和KEGG分析结果

Fig.2  GO and KEGG enrichment analysis of DEGs
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图3  GRP75和VDAC1的分子对接结果

Fig.3  Molecular docking results of GRP75 and VDAC1

2.3 PPI网络构建和关键基因筛选

利用STRING数据库对51个共有DEGs构建PPI。

运 用Cytoscape软 件 中Cytohubba插 件 的MCC、MNC、

EPC、EcCentricity、Closeness、Degree和Radiality 7种

算法进行筛选。筛选PPI中相互作用排名前9位的 

DEGs作为关键基因，见表1。随后对7种算法得到的

排名前9位的基因取交集，绘制韦恩图，得到2个关

键基因，分别为GRP75和VDAC1。

2.5 各组大鼠心肌组织中GRP75和VDAC1蛋白表

达水平的比较

 与对照组比较，模型组、模型+7 d组、模型+14 d

组、模型+21 d组大鼠心肌组织中GRP75和VDAC1蛋

白表达水平升高 （P < 0.05），见图4、表2。

2.6 各组大鼠心肌组织中GRP75和VDAC1 mRNA

表达水平的比较

实时定量PCR结果显示，与对照组相比，模型组

大鼠心脏组织中GRP75和VDAC1 mRNA表达水平升

高，且随着海洛因干预时间延长，GRP75和VDAC1 

mRNA表达水平呈时间依赖性升高 （P < 0.05），见表2。

表1  CytoHubba 7种算法得到的排名前9位的关键基因

Tab.1  Top nine key genes identified using seven algorithms from CytoHubba

Rank MCC MNC EPC EcCentricity Closeness Degree Radiality

1 VDAC1 VDAC1 VDAC1 VDAC1 VDAC1 VDAC1 VDAC1

2 GRP75 GRP75 DSG2 HSPB1 GRP75 ITPR1 FABP4

3 NRAP NRAP NRAP ITPR1 NRAP GRP75 GRP75

4 MYO18B MYO18B MYO18B FGF1 CASQ1 NRAP PPIF

5 CASQ1 CASQ1 CASQ1 PDK4 ACTN2 CASQ1 CASQ1

6 ACTN2 ACTN2 ACTN2 GRP75 FLNC ACTN2 ACTN2

7 FLNC FLNC FLNC DNAJB5 TUBA4A MYL2 TUBA4A

8 MYL2 MYL2 MYL2 PPIF MYL2 ACTA1 MYL2

9 ACTA1 ACTA1 ACTA1 TUBA4A ACTA1 FLNC ACTA1

VDAC1
Asn114

Tyr153

Tyr118

Ser167

Tyr331

GRP75
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2.4 蛋白与蛋白的分子对接预测GRP75和VDAC1

相互作用构象

分子对接结果显示，GRP75蛋白与VDAC1蛋白

的结合口袋表现出较高的契合度，能在自然条件下

结合，对接结果良好，两者具有强烈的结合活性，对

接打分为-275.08 kcal/mol。GRP75蛋白中的氨基酸

Asn114、Tyr331与VDAC1蛋白中的氨基酸Tyr153、

Ser167、Tyr118产生氢键，相互作用。提示GRP75蛋

白具有与 VDAC1蛋白形成更多相互作用的潜力。见

图3。
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表2  各组大鼠心肌组织中GRP75和VDAC1蛋白和mRNA相对表达水平比较

Tab.2  Comparison of relative expression levels of GRP75 and VDAC1 protein and mRNA in myocardial tissues of rats in each group

Item Control （n = 12） Model （n = 12） Model+7 d （n = 12） Model+14 d （n = 12） Model+21 d （n = 12）

GRP75

  Protein 0.073±0.022 0.136±0.0101） 0.178±0.0111） 0.271±0.0141），2），3） 0.448±0.0411），2），3），4）

  mRNA 1.000±0.000 3.369±0.0691） 4.214±0.242 5.208±0.3772） 6.067±0.7722），3）

VDAC1

  Protein 0.077±0.010 0.130±0.0101） 0.174±0.0111） 0.271±0.0141），2），3） 0.382±0.0301），2），3），4）

  mRNA 1.000±0.000 2.267±0.2831） 4.078±0.2692） 6.110±0.4122），3） 7.945±0.8392），3），4）

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. model group；3） P < 0.05 vs. model + 7 d group；4） P < 0.05 vs. model + 14 d group.

3 讨论

近年来，滥用海洛因导致心血管损害的机制已

成为研究热点。研究［9］发现，海洛因致心肌损伤假说

包括横纹肌萎缩、缺氧、酸中毒、肌肉坏死和过敏反

应释放血管收缩物质等，但具体的作用机制尚不清

楚。通过生物信息学方法探究海洛因致心律失常过

程中的关键基因，并通过体内实验验证，能够为临

床上寻找新的抗心律失常治疗策略提供思路。

 本研究通过生物信息学分析，最终获得2个关

键DEGs：GRP75和VDAC1。 GRP75广泛存在于从原

核到真核生物来源的多种细胞中，主要位于线粒

体，具有分子伴侣活性［5］。越来越多的证据表明，

GRP75可调节脂多糖诱导的促炎症反应，参与细胞

应激反应、细胞内运输、抗原呈递、分化等多种细胞

过程，与肿瘤的发生和发展密切相关［10］。ZHANG

等［11］发现，GRP75通过影响线粒体相关内质网膜的

关键蛋白，减少心肌细胞糖酵解和心肌缺血缺氧损

伤，从而保护线粒体钙稳态。近年的研究［12］发现，当

沉默小鼠心房心肌细胞中GRP75表达和条件性敲除

糖尿病小鼠模型中GRP75表达时，可减轻糖尿病小

鼠心房中线粒体氧化应激和钙超载水平。这证明

了GRP75蛋白可作为多种疾病中的药物靶点的潜

力。

VDAC1 是一种多功能通道蛋白，在维持线粒体

稳态和炎症相关免疫反应中发挥关键作用［6］。有研

究［13］提出，VDAC1与心脏异常的发病机制有关，在

心脏缺血再灌注的情况下，VDAC1表达和磷酸化上

调会加重心肌细胞的损伤。研究［14］报道，H9C2心肌

细胞中的氧化应激损伤会增加VDAC1表达水平及

其寡聚化。此外，在肾动脉结扎诱发心脏肥大的大

鼠模型中，VDAC1表达水平显著上调。这些研究提

示，VDAC1可能是一个潜在的诊断和防治心血管疾

病的靶点。

既 往 研 究［7］发 现，GRP75可 能 与VDAC1相 互

作用。本课题组前期研究［4］发现，海洛因可使成瘾

SD大鼠心电图发生异常改变。在此基础上，本研

究通过生物信息学分析和动物实验，发现GRP75、

VDAC1在海洛因成瘾大鼠模型组中高表达，这与纪

晓迪等［15］的研究结果一致。同时本研究还发现，与

图4  各组大鼠心肌组织GRP75和VDAC1免疫组织化学染色  ×100

Fig.4  Immunohistochemical staining of GRP75 and VDAC1 in myocardial tissues of rats in each group  ×100
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对照组相比较，模型组、模型+7 d组、模型+14 d组、

模型+21 d组大鼠的心肌组织中GRP75、VDAC1蛋白

表达显著升高。以上结果提示，GRP75和VDAC1 参

与了海洛因致心律失常的过程。

本研究有局限性。仅采用动物实验验证，难免

出现分析偏差，今后需进一步采用细胞模型验证；

未针对GRP75和VDAC1介导海洛因致心律失常病

理过程中可能的分子机制进行功能验证，后续将通

过进一步的体内外实验对GRP75 和 VDAC1的功能

进行深入研究。

综上所述，本研究通过生物信息学分析和动物

实验发现，GRP75和VDAC1基因在海洛因致心律失

常过程中表达上调，提示GRP75和VDAC1可能是海

洛因致心律失常的潜在生物学标志物，这为海洛因

致心律失常患者的治疗和预防提供了理论依据。
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