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$摘要%
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目的
!

研究槲皮素对肿瘤坏死因子
'

"

5AZ.

'

#诱导的心肌成纤维细胞增殖及
9'/?69[

%高迁移率族蛋白
U$

"

<?4U$

#表达的影响&方法
!

通过胰酶消化法和差速贴壁法获得纯化的心肌成纤维细胞!应用四甲基偶氮唑蓝"

?55

#法检测

心肌成纤维细胞的增殖!采用
dD+ED2,HL"E

法测定
9'/?69[

%

<?4U$

蛋白的表达&结果
!

槲皮素对基础状态下的心肌成纤维

细胞的增殖无影响!但对
5AZ.

'

诱导的心肌成纤维细胞的增殖有抑制作用!且各组细胞的吸光度"

7

#值随槲皮素浓度的增加而减

小"

!

%

%&%3

#!各组细胞
9'/?69[

%

<?4U$

蛋白表达随槲皮素浓度的增加而减弱"

!

%

%&%3

#&结论
!

槲皮素对
5AZ.

'

诱导的

心肌成纤维细胞增殖有一定地抑制作用!其机制可能是通过
9'/?69[

信号通路抑制
<?4U$

的表达!参与抑制心肌成纤维细

胞的增殖&
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心脏重塑是临床多种心血管疾病发展的终末病理表现#也

是引起心功能不全和心力衰竭的内在原因)心脏重塑主要包

括两方面的结构变化!心肌肥厚和心肌纤维化)其中#心肌成

纤维细胞$

:Z+

%是致心肌纤维化的主要作用细胞#心肌成纤维

细胞增殖及细胞外基质沉积是心肌纤维化的主要表现#因此#

抑制心肌成纤维细胞过度增殖是防止或逆转心脏重塑发生发

展的关键之一)槲皮素属黄酮类化合物#存在于许多植物的

花*叶*果实中#在心血管疾病治疗方面具有广泛的药理作用#

如降血压*抗氧化*抗血小板聚集*抗炎等#对心肌肥厚和心肌

纤维 化 也 有 一 定 的 逆 转 作 用&

$.'

'

)高 迁 移 率 族 蛋 白
U$

$

<?4U$

%作为一种新发现的晚期炎性介质#可诱导细胞的迁

移*分化和再生#导致细胞骨架重建#介导炎性反应#与缺血性

心肌病*心肌缺血再灌注损伤*心室重塑等密切相关&

0.)

'

)因

此#本研究旨在探索槲皮素对心肌成纤维细胞的影响及

<?4U$

在其中的作用)

C

!

材料与方法

C&C

!

材料
!

出生
$

"

0!@9Z

级
@_

大鼠乳鼠&由西南医科大

学城北动物房提供#生产批号
@:Y[

$川%

1%$'.$-

'#胎牛血清*

高糖
_?X?

培养基*

%&13B

胰蛋白酶$美国
@#

F

O=

公司%#重组

人肿瘤坏死因子
'

$

5AZ.

'

%$

9D

>

2"5DJG

公司%#槲皮素$产品

号
$%%$$/1/%'

#美国
@#

F

O=

公司%#

_697

溶液$江苏碧云天公

司%#兔抗大鼠多克隆波形蛋白抗体$

U#"S"2L!

公司%#羊抗兔异

硫氰酸荧光素$

Z75:

%标记的
7

F

4

$北京中杉金桥生物技术公

司%#

9'/?69[

抑 制 剂 $

@U1%'3/%

#江 苏 碧 云 天 公 司%#

9'/?69[

抗大鼠单抗*兔抗大鼠
<?4U$

抗体$

:DLL@#

F

,=.

L#,

F

公司%)

C&D

!

方法

C&D&C

!

原代
:Z+

培养
!

在无菌条件下解剖
$

"

0!@_

大鼠乳

鼠#取出心脏#放入盛有
9U@

液的容器中#反复冲洗#修剪心脏

周围的神经*血管*心房等#冲洗干净#将心脏剪碎#用
'- `

%&$13B

胰蛋白酶消化分离心脏碎块#用吸管反复吹打#收集上

清液装入干净离心管$此步骤反复#直至碎块消失%#加入等体

积含
$%B

胎牛血清的培养液终止消化#

/%%2

"

O#,

离心
3O#,

#

弃上清液#收集细胞沉淀并用
$%B

胎牛血清制成细胞悬液#放
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入
'-`

*

3B :a

1

孵箱中孵育
$3%O#,

#利用差速贴壁法获得

心肌成纤维细胞#细胞生长融合
(%B

以上按
$j1

或
$j'

消

化传代#将第
1

"

0

代细胞用于实验)

C&D&D

!

细胞鉴定
!

用兔抗大鼠多克隆波形蛋白抗体通过免疫

荧光法#在荧光显微镜下观察心肌成纤维细胞的形态#结合其

生物学特性鉴定为
:Z+

)

C&D&E

!

实验分组
!

取生长良好的第
1

*

'

代细胞#设置成两部

分#第
$

部分!空白对照组$不加任何干预因素%*槲皮素各浓度

组$

13

*

3%

*

-3

*

$%%

#

O"L

"

8

%(第
1

部分!空白对照组$不加任何

干预因素%*

5AZ.

'

组$终浓度为
$%,

F

"

O8

%*

5AZ.

'

c

槲皮素

各浓度组$

13

*

3%

*

$%%

#

O"L

"

8

%*

5AZ.

'

c@U1%'3/%

组$浓度为

$%

#

O"L

"

8

%)

C&D&G

!

四甲基偶噻唑蓝$

?55

%法检测各组细胞增殖能力
!

取对数生长期的
:Z+

#

%&13B

胰酶消化制成细胞悬液#细胞计

数并调整细胞悬液浓度#接种于
()

孔板$每组设
0

个复孔#重

复
'

次%#药物干预
10G

#于干预结束
0G

前#每孔加入
3O

F

"

O8?55$%

#

8

#孵箱继续培养
0G

#弃孔中培养液#每孔加入

$3%

#

8

二甲基亚砜#避光震荡
$%O#,

#在酶联免疫吸附仪波长

为
0(%,O

处测定各组细胞吸光度$

7

%值#了解细胞增殖情况)

C&D&H

!

dD+ED2,HL"E

法检测各组细胞
9'/?69[

*

<?4U$

蛋

白表达
!

取出各组细胞#

9U@

洗涤
'

次#加入
$3%

"

13%

#

8

已

配制好的裂解液#冰上静置
$3O#,

#吸去含蛋白的裂解液放入

一新
X9

管#放入
0`$0%%%i

F

低温离心机离心
$3O#,

#上清

液即为蛋白#根据碧云天
U:6

法建立标准曲线测定蛋白浓度#

制备蛋白样品后上样#进行十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶

$

@_@.964X

%电泳#电泳结束后将蛋白转移至聚偏氟乙烯

$

9f_Z

%膜上#

3B

脱脂奶粉封闭
1G

后用
5U@5

稀释的抗大鼠

9'/?69[

单抗$

$j$%%%

%*兔抗大鼠
<?4U$

抗体$

$j

$%%%

%*羊抗兔二抗和羊抗鼠二抗分别孵育
$G

#电化学发光

$

X:8

%荧光显像#记录结果#并用
gI=,E#E

N

a,D

软件分析)

C&E

!

统计学处理
!

采用
@9@@$'&%

软件进行分析#计量资料

用
D 0̂

表示#相同时间点不同组别之间采用单因素方差分析#

两两比较采用
8@_

法#以
!

%

%&%3

为差异有统计学意义)

D

!

结
!!

果

D&C

!

原代心肌成纤维细胞的培养及鉴定
!

成功分离培养得到

的原代
:Z+

生长至第
1

天#在倒置显微镜下观察呈椭圆形或

不规则形#细胞体较大#细胞质透明#多核#无自发性搏动$图

$

%)经染色后的细胞在荧光显微镜下观察可见!细胞呈长梭

形#细胞核被染为蓝色#细胞质被染为红色#结合波形蛋白强阳

性反应结果可确定为
:Z+

$图
1

*

'

%)

图
$

!

细胞生长第
1

天'白光
i1%%

( 图
1

!

荧光显微镜下细胞核'

_697i0%%

( 图
'

!

荧光显微镜下细胞质'

i0%%

(

!!

6

!

9'/?69[ dD+ED2,HL"E

图(

U

!

<?4U$ dD+ED2,HL"E

图(

:

!

9'/?69[

蛋白表达分析图(

_

!

<?4U$

蛋白表达分析图(

$

!

5AZ.

'

组(

1

!

5AZ.

'

c

榭皮素
13

#

O"L

"

8

组(

'

!

5AZ.

'

c

榭皮素
3%

#

O"L

"

8

组(

0

!

5AZ.

'

c

榭皮素
$%%

#

O"L

"

8

组(

3

!

5AZ.

'

c@U1%'3/%

组(

)

!对

照组)

=

!

!

%

%&%3

#与
5AZ.

'

组比较(

H

!

!

%

%&%3

#与
5AZ.

'

c

榭皮素
13

#

O"L

"

8

比较(

J

!

!

%

%&%3

#与
5AZ.

'

c

榭皮素
3%

#

O"L

"

8

组比较(

!

!

!

%

%&%3

#与
5AZ.

'

c

榭皮素
$%%

#

O"L

"

8

组比较)

图
0

!!

各组
9'/?69[

#

<?4U$

蛋白表达情况

D&D

!

槲皮素对各组细胞增殖能力影响
!

?55

法检测不同浓

度槲皮素干预
:Z+10G

后的细胞增殖情况#结果显示!与对照

组$

%&1-%^%&%1'

%比较#槲皮素各浓度组$

13

*

3%

*

-3

*

$%%

#

O"L

"

8

槲皮素组
7

值分别为
%&1($^%&%1-

*

%&1-/^%&%11

*

%&1--̂ %&%13

*

%&100̂ %&%1$

%#对基础状态下的
:Z+

增殖无影

响$

!

$

%&%3

%(此外#结果还得出!与对照组$

%&1)-̂ %&%%0

%比

较#

5AZ.

'

能明显促进
:Z+

增殖#与
5AZ.

'

组$

%&31'̂ %&%31

%

比较#

5AZ.

'

c

槲皮素各浓度组$

5AZ.

'

c13

*

3%

*

$%%

#

O"L

"

8

榭皮素组
7

值分别为
%&'-3^%&%0)

*

%&'$(^%&%31

*

%&%)'̂

%&%%0

%

:Z+

增殖能力减弱#且呈浓度依赖性$

!

%

%&%3

%#差异有

统计学意义)

D&E

!

各组细胞
9'/?69[

*

<?4U$

蛋白表达情况
!

dD+ED2,

HL"E

检测结果显示!与对照组比较#

5AZ.

'

组
9'/?69[

*

<?4U$

蛋白表达水平明显上调$

!

%

%&%3

%#与
5AZ.

'

组比

较#

5AZ.

'

c

槲皮素各浓度组
9'/?69[

*

<?4U$

蛋白表达逐

渐下调#

5AZ.

'

c@U1%'3/%

组的蛋白也明显下调$

!

%

%&%3

%#

提示槲皮素能抑制
5AZ.

'

诱导的
9'/?69[

*

<?4U$

蛋白表

达上调#且呈浓度依赖性 $

!

%

%&%3

%#可能是通过阻断

9'/?69[

信号通路发挥的作用)见图
0

)

E

!

讨
!!

论

在心肌纤维化*心室重塑的形成过程中#心肌成纤维细胞

%($'

重庆医学
1%$-

年
/

月第
0)

卷第
1'

期



为其主要作用细胞#它占心肌组织
1

"

'

的成分#参与细胞外基

质的合成和沉积#与心脏的发育*结构*细胞信号传导等密切相

关)

:Z+

的过度增殖及细胞外基质合成增加将导致心肌纤维

化#最后发展为心力衰竭#严重危害人类健康)目前#越来越多

的研究趋向认为#心肌纤维化是一种慢性炎性反应发生*发展

的结果)

:Z+

在炎性因子的持续刺激下#可通过信号转导#激

活信号通路#分泌更多的炎性介子#发生炎性级联反应#促进心

肌纤维化&

-./

'

)而
5AZ.

'

作为一种炎症性的细胞因子#当其作

用于细胞时不仅会加速心肌细胞凋亡#刺激
:Z+

增殖&

(

'

#还会

促进
<?4U$

的释放)

<?4U$

在几乎所有的细胞中都有表

达)近年来#

<?4U$

作为一种新的晚期炎症因子#成为许多

疾病研究的热点#在心血管疾病的发生*发展中也受到重视)

9'/?69[

是丝裂原活化蛋白激酶家族体系中的亚系成员#在

炎性反应致心肌纤维化的过程中发挥了一定的调控作

用&

$%.$$

'

)有研究利用
9'/?69[

抑制剂干预大鼠
:Z+

#成功地

抑制
$

型胶原蛋白及基质金属蛋白酶
.$

的表达#抑制
:Z+

增

殖#推断
9'/?69[

信号通路是
:Z+

增殖形成的途径之一)

而
<?4U$

要发挥生物学功能需通过
9'/?69[

*核因子
.

(

U

$

AZ.

(

U

%等信号通路起作用)结合本实验结果显示#

5AZ.

'

不

仅能刺激
:Z+

增殖#还能使炎性蛋白
<?4U$

表达上调#并且

可能是通过
9'/?69[

信号通路参与细胞增殖的)

槲皮素作为一种具有多种心血管药理作用的药物而被广

泛研究#其抑制细胞增殖作用也受到学术界关注)大量的研究

显示#槲皮素对血管紧张素
.

)

*转化生长因子
.

&

等多种因素引

起的
:Z+

增殖及基质金属蛋白酶的分泌具有抑制作用&

$1.$0

'

#

从而起抗纤维化作用)研究结果显示#槲皮素对正常生理状态

下的
:Z+

增殖无影响#但呈浓度依赖性地抑制
5AZ.

'

诱导的

:Z+

增殖)槲皮素各浓度组
9'/?69[

*

<?4U$

蛋白表达下

调#呈浓度依赖性#加入
9'/?69[

抑制剂$

@U1%'3/%

%后#可

抑制
5AZ.

'

促进的
:Z+

增殖程度#并部分抑制
9'/?69[

*

<?4U$

蛋白表达)因此#通过
9'/?69[

途径
5AZ.

'

可促

进
:Z+

增殖*

<?4U$

表达#使胶原蛋白合成增加*炎性反应加

重#从而导致心肌纤维化)

综上所述#槲皮素能够抑制
5AZ.

'

诱导的乳鼠
:Z+

增殖#

其机制可能是通过
9'/?69[

信号途径#抑制
<?4U$

蛋白

表达而发挥作用的#这为槲皮素在今后的临床干预*防治心肌

纤维化提供了实验依据)
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