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·基础研究·

Ｐｒａｖａｓｔａｔｉｎ抑制心肌成纤维细胞胶原基因表达及其机制研究

郑舒展，冯　健，余　琴，李家富△

（泸州医学院附属医院心内科，四川泸州６４６０００）

　　摘　要：目的　探讨ｐｒａｖａｓｔａｔｉｎ（Ｐｒａｖ）对血管紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｏｎⅡ，ＡｎｇⅡ）诱导的 Ｗｉｓｔａｒ大鼠心肌成纤维细胞（ｃａｒｄｉａｃ

ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＣＦ）胶原基因表达及其作用机制。方法　取１～３日龄 Ｗｉｓｔａｒ大鼠心室，以酶消化法分离培养大鼠ＣＦ。用 ＭＴＴ法测

定细胞增殖，ＲＴＰＣＲ方法测定Ⅰ、Ⅲ型前胶原基因（ＰⅠＣＰ、ＰＣⅢ）表达。将ＣＦ分为：（１）空白对照组（Ａ组）：不加干预药物；（２）

ＡｎｇⅡ组（Ｂ组）：ＡｎｇⅡ１０
－６ｍｏｌ／Ｌ；（３）Ｐｒａｖ＋ＡｎｇⅡ组：在加入 ＡｎｇⅡ１０

－６ｍｏｌ／Ｌ基础上再分别加入 Ｐｒａｖ１０－６、１０－５、１０－４

ｍｏｌ／Ｌ，分别为Ｃ、Ｄ、Ｅ组；（４）Ｐｒａｖ１０－４ ｍｏｌ／Ｌ＋ＡｎｇⅡ１０
－６ ｍｏｌ／Ｌ ＋甲羟戊酸（ＭＶＡ）１０－４ ｍｏｌ／Ｌ组（Ｆ组）；（５）Ｐｒａｖ１０－４

ｍｏｌ／Ｌ＋ＡｎｇⅡ１０
－６ｍｏｌ／Ｌ＋焦磷酸牛龙牛儿基牛龙牛儿酯（ＧＧＰＰ）１０－５ ｍｏｌ／Ｌ组（Ｇ组）；（６）Ｐｒａｖ１０－４ｍｏｌ／Ｌ＋ＡｎｇⅡ１０

－６

ｍｏｌ／Ｌ＋焦磷酸法呢酯（ＦＰＰ）１０－５ｍｏｌ／Ｌ组（Ｈ组）。结果　Ｐｒａｖ呈浓度依赖性的抑制ＡｎｇⅡ刺激下的ＣＦ增殖（犘＜０．０１）。Ｆ、Ｇ

组可完全阻断Ｐｒａｖ的抑制作用，与Ｅ组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。Ｈ组对Ｐｒａｖ的作用无影响（犘＞０．０５）。结论　Ｐｒａｖ

主要通过抑制甲羟戊酸途径减少成纤维细胞增殖和胶原基因的表达，减缓心肌纤维化过程。
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　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆｐｒａｖａｓｔａｉｎ（Ｐｒａｖ）ｉｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＷｉｓｔａｒｒａｔｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ（ＣＦ）ａｎｄｉｔｓ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍ．犕犲狋犺狅犱狊　ＮｅｏｎａｔａｌＷｉｓｔａｒｒａｔｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ（ＣＦ）ｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏ．Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｐｒａｖａｓｔａｔｉｎ

ｏｎＣＦｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙ．ＴｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＰⅠＣＰａｎｄＰＣⅢ ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ．８ｇｒｏｕｐｓｉｎ

ｃｌｕｄｉｎｇ（１）ｇｒｏｕｐＡ：ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ，（２）ｇｒｏｕｐＢ：ＡｎｇⅡ（１０
－６ｍｏｌ／Ｌ），（３）ｇｒｏｕｐＣ：Ｐｒａｖ（１０

－６ｍｏｌ／Ｌ）＋ ＡｎｇⅡ，（４）ｇｒｏｕｐＤ：Ｐｒａｖ

（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）＋ ＡｎｇⅡ，（５）ｇｒｏｕｐＥ：Ｐｒａｖ（１０
－４ｍｏｌ／Ｌ）＋ ＡｎｇⅡ，（６）ｇｒｏｕｐＦ：Ｐｒａｖ（１０

－４ｍｏｌ／Ｌ）＋ ＡｎｇⅡ＋ ＭＶＡ（１０
－４ｍｏｌ／Ｌ），

（７）ｇｒｏｕｐＧ：Ｐｒａｖ（１０
－４ｍｏｌ／Ｌ）＋ ＡｎｇⅡ＋ ＧＧＰＰ（１０

－５ｍｏｌ／Ｌ），（８）ｇｒｏｕｐＨ：Ｐｒａｖ（１０
－４ｍｏｌ／Ｌ）＋ ＡｎｇⅡ＋ ＦＰＰ（１０

－５ｍｏｌ／Ｌ）．

犚犲狊狌犾狋狊　ＰｒａｖｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅＣＦｇｒｏｗｔｈａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｂｙＡｎｇⅡｉｎａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（犘＜０．０１）．ＧｒｏｕｐＦ，Ｇ

ｃｏｕｌｄｍａｒｋｅｄｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅａｃｔｉｏｎｏｆＰｒａｖａｔｔｅｎｕａｔｉｎｇｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｇｒｏｕｐＥ（犘＜０．０１），ｂｕｔｇｒｏｕｐＨｃｏｕｌｄｎ′ｔ

（犘＞０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＰｒａｖｅｘｅｒｔｅｄｉｔｓｅｆｆｅｃｔｐｏｓｓｉｂｌｙｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅＭＶＡｐａｔｈｗａｙｔｏｄｅｃｒｅａｓｅｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄ

ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｓｌｏｗｄｏｗｎｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎｏｆｃａｒｄｉａｃｍｕｓｃｌｅ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｐｒａｖａｓｔａｔｉｎ；ｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ；ｃｏｌｌｅｇｅｎ；Ｍｅｖａｌｏｎｉｃａｃｉｄ；ＭＶＡ；ｆａｒｎｅｓｙＰＰ；ＦＰＰ；ｇｅｒａｎｙｌｇｅｒａｎｙｌＰＰ；ＧＧＰＰ

　　心肌纤维化（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＭＦ）系心肌细胞外基质

中胶原纤维过量积聚、胶原含量显著升高或胶原成分发生改变

的病理过程，是心肌重构的一个重要特征，可导致充血性心力

衰竭、恶性心律失常和猝死，因此研究 ＭＦ的发生机制及寻求

防治 ＭＦ的有效措施具有重要的临床意义。血管紧张素Ⅱ

（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｏｎⅡ，ＡｎｇⅡ）是目前研究表明最重要的致心肌肥

厚因子，可直接通过１型受体介导刺激心肌成纤维细胞（ｃａｒｄｉ

ａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＣＦ）增殖，胶原合成
［１２］。他汀类降脂药物为３

羟基３甲基戊二酰辅酶Ａ（ＨＭＧＣｏＡ）还原酶抑制剂，近年研

究表明该类药物可延缓心肌重构，但其具体机制有待进一步阐

明。本研究拟观察ｐｒａｖａｓｔａｔｉｎ对 ＡｎｇⅡ诱导的ＣＦ增殖及胶

原合成的影响及其作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物和试剂　１～３日龄的 Ｗｉｓｔａｒ大鼠（清洁动物）

２０只，雌雄不限，由泸州医学院实验动物中心提供。总 ＲＮＡ

提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＲＴＰＣＲ 试剂盒购自

ＴａＫａＲａ公司；ＡｎｇⅡ、Ｐｒａｖａｓｔａｔｉｎ、ＭＴＴ、甲羟戊酸（Ｍｅｖａｌｏｎｉｃ

ａｃｉｄ，ＭＶＡ）、焦磷酸法呢酯（ｆａｒｎｅｓｙＰＰ，ＦＰＰ）、焦磷酸牛龙牛

儿基牛龙牛儿酯（ｇｅｒａｎｙｌｇｅｒａｎｙｌＰＰ，ＧＧＰＰ）均为Ｓｉｇｍａ公司

产品。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　无菌条件下取 Ｗｉｓｔａｒ大鼠心室，剪碎，

０．１２５％胰蛋白酶消化分离细胞，所得全部细胞置于含１０％小

牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基中，在５％ ＣＯ２、３７℃、孵箱中培养

６０～９０ｍｉｎ，差速贴壁法除去心肌细胞，剩下的细胞即为ＣＦ。

细胞生长至汇合状态采用０．２５％胰蛋白酶消化传代，２～４代

细胞用于实验，经倒置显微镜、免疫组化纤维黏连蛋白染色阳

性鉴定为ＣＦ。将培养的ＣＦ分为：（１）空白对照组（Ａ组）：不

加干预药物。（２）ＡｎｇⅡ组（Ｂ组）：ＡｎｇⅡ１０
－６ｍｏｌ／Ｌ。（３）Ｐｒａｖ

＋ＡｎｇⅡ组：Ｐｒａｖ１０
－６ｍｏｌ／Ｌ ＋ ＡｎｇⅡ１０

－６ｍｏｌ／Ｌ （Ｃ组），
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Ｐｒａｖ１０－５ｍｏｌ／Ｌ＋ＡｎｇⅡ１０
－６ｍｏｌ／Ｌ（Ｄ组），Ｐｒａｖ１０－４ｍｏｌ／Ｌ

＋ ＡｎｇⅡ１０
－６ｍｏｌ／Ｌ（Ｅ组）。（４）Ｐｒａｖ１０－４ｍｏｌ／Ｌ＋ＡｎｇⅡ１０

－６

ｍｏｌ／Ｌ＋ＭＶＡ１０－４ｍｏｌ／Ｌ组（Ｆ组）。（５）Ｐｒａｖ１０－４ｍｏｌ／Ｌ ＋

ＡｎｇⅡ１０
－６ｍｏｌ／Ｌ＋ＧＧＰＰ１０－５ｍｏｌ／Ｌ 组（Ｇ 组）。（６）Ｐｒａｖ

１０－４ｍｏｌ／Ｌ＋ＡｎｇⅡ１０
－６ｍｏｌ／Ｌ＋ＦＰＰ１０－５ｍｏｌ／Ｌ组（Ｈ 组）。

每组重复４孔。

１．２．２　ＭＴＴ比色法检测细胞增殖　取对数生长期ＣＦ接种

于９６孔板，３７℃、５％ＣＯ２ 及饱和湿度下培养２４ｈ后，换１％血

清ＤＭＥＭ培养液培养２４ｈ使细胞进入生长静止期，药物干预

４８ｈ，各组于药物刺激结束前４ｈ加入 ＭＴＴ２０μＬ，４ｈ后终止

培养，吸弃孔内培养上清液，加入１５０μＬ二甲基亚砜，振荡１０

ｍｉｎ使使结晶充分溶解，在酶联免疫检测仪上４９０ｎｍ处测定

吸光度值（Ａ）。

１．２．３　细胞总ＲＮＡ提取及ＲＴＰＣＲ　总ＲＮＡ提取及 ＲＴ

ＰＣＲ按说明书进行，取１μＬ总ＲＮＡ按逆转录试剂盒说明书

方法先逆转录合成第１条ｃＤＮＡ，Ｒａｎｄｏｍ９ｍｅｒｓ作引物，逆转

录酶为ＡＭＶ，逆转录反应体系总体积为１０μＬ，反应条件为：

３０℃１０ｍｉｎ，５０℃２０ｍｉｎ，９９℃５ｍｉｎ，５℃５ｍｉｎ，１个循环。

以ｃＤＮＡ为模板用引物经 ＰＣＲ 方法进行扩增。引物采用

ｐｒｉｍｅｒｐｒｉｍｅｒ５软件设计并由大连宝生物公司合成，引物序列

为ＰＩＣＰ：上游５′ＴＧＣＣＧＴＧＡＣＣＴＣＡＡＧＡＴＧＴＧ３′，下

游５′ＣＡＣＡＡＧＣＧＴＧＣＴＧＴＡＧＧＴＧＡ３′。ＰＣⅢ：上游

５′ＣＣＡＣＣＣＴＧＡＡＣＴＣＡＡＧＡＧＣ３′，下游５′ＴＧＡＡＣＴ

ＧＡＡＡＧＣＣＡＣＣＡＴ Ｔ３′。ＧＡＰＤＨ：上游 ５′ＡＣＣ ＡＣＡ

ＧＴＣＣＡＴＧＣＣ ＡＴＣ ＡＣ３′，下游 ５′ＴＣＣ ＡＣＣ ＡＣＣＣＴＧ

ＴＴＧＣＴＧＴＡ３′。ＰⅠＣＰ，ＧＡＰＤＨ 的扩增条件为：９４℃ ３

ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，共３０个循环。ＰⅠＣＰ

扩增片段大小为４６２ｂｐ，ＧＡＰＤＨ 片段大小４５２ｂｐ。ＰＣⅢ的

扩增条件为：９４℃３ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５４℃３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，

共３０个循环，产物片段大小为２１２ｂｐ。每组ＲＴＰＣＲ重复３

次。ＰＣＲ产物上样于２％的琼脂糖凝胶（含０．５μｇ／ｍＬ溴化乙

锭），０．５×ＴＢＥ作为电泳缓冲液，以５Ｖ／ｃｍ电压电泳时间４５

ｍｉｎ。应用凝胶成像系统分析，以目的基因片段／ＧＡＰＤＨ片段

的条带光密度值比值来表示其相对量。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析；计

量资料组间比较采用单因素方差分析，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｐｒａｖ对ＡｎｇⅡ刺激下ＣＦ增殖的影响　图１显示，ＡｎｇⅡ

明显促进 ＣＦ的增殖，与 Ａ 组比较（犘＜０．０１）。Ｐｒａｖ（１０－６

ｍｏｌ／Ｌ、１０－５ ｍｏｌ／Ｌ、１０－４ ｍｏｌ／Ｌ）呈浓度依赖性的抑制 ＡｎｇⅡ

刺激下的ＣＦ增殖。加入 ＭＶＡ、ＧＧＰＰ后Ｆ、Ｇ组可完全阻断

Ｐｒａｖ的抑制作用，与Ｅ组比较有统计学意义（犘＜０．０１）。Ｈ组

对Ｐｒａｖ的作用无影响，与Ｅ组比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。

２．２　Ｐｒａｖ对ＡｎｇⅡ刺激下成纤维细胞ＰⅠＣＰ、ＰＣⅢｍＲＮＡ

表达的影响　ＡｎｇⅡ明显刺激Ⅰ、Ⅲ型前胶原基因的表达，与

Ａ组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。Ｐｒａｖ各浓度组Ｃ、Ｄ、

Ｅ组与Ｂ组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１），抑制作用具有

浓度依赖性。加入 ＭＶＡ，ＧＧＰＰ后Ｆ、Ｇ组可完全阻断Ｐｒａｖ

的抑制作用，与Ｅ组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。Ｈ组

对Ｐｒａｖ的作用无影响，与Ｅ组比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５），见图２、３。

　　：犘＜０．０１，与 Ａ 组比较；：犘＜０．０１，与 Ｂ组比较；＃：犘＜

０．０１，与Ｅ组比较。

图１　　Ｐｒａｖ对ＡｎｇⅡ刺激下ＣＦ增殖影响各组的比较

　　ＧＡＰＤＨ：４５２ｂｐ；ＰⅠＣＰ：４６２ｂｐ；ＰＣⅢ：２１２ｂｐ。

图２　　ＲＴＰＣＲ电泳图

　　：犘＜０．０１，与 Ａ 组比较，：犘＜０．０１，与 Ｂ组比较；＃：犘＜

０．０１，与Ｅ组比较。

图３　　Ｐｒａｖ对ＡｎｇⅡ作用下ＰＩＣＰ、ＰＣⅢｍＲＮＡ表达的影响

３　讨　　论

心肌成纤维细胞过度增殖导致心肌纤维化发生发展，肾

素血管紧张素醛固酮系统（ＲＡＡＳ）的激活是心肌纤维化的重

要调控因素，其中ＡｎｇⅡ是重要的促细胞生长因子。本研究显

示ＡｎｇⅡ直接作用于ＣＦ，明显刺激新生大鼠的心脏ＣＦ增殖

和胶原基因的表达。胶原是心肌细胞外间质的主要成分，其中

Ⅰ型胶原最多，Ⅲ型次之，胶原网在维护心脏结构和功能完整

性上起重要作用，心肌胶原的组成及含量与心脏的收缩和舒张

功能密切相关［３］。

已有研究表明，他汀类药物具有减轻心肌重构的作用［４５］，

最近一项对随机临床试验的 Ｍｅｔａ分析显示：除了抑制心肌重

构的作用之外，他汀类药物还可以增加慢性心力衰竭患者的左

室射血分数，改善心脏功能［６］。他汀类药物的非降脂作用主要

在于其抗炎症、抗氧化，抑制细胞增殖［７］，抑制生长因子的表

达［８］等作用。辛伐他汀可抑制脂多糖诱导的ＣＦ血管紧张素１

型受体的蛋白表达，从而拮抗ＡｎｇⅡ的作用
［９］。普伐他汀发挥

抗炎效应能减少心梗大鼠梗死区域的胶原含量从而改善心肌

重构［１０］。本研究观察Ｐｒａｖ直接作用于体外培养的ＣＦ，显示

Ｐｒａｖ呈浓度依赖性的逆转ＡｎｇⅡ的刺激增殖作用，抑制ＣＦ的

ＰＩＣＰ、ＰＣⅢｍＲＮＡ表达，表明Ｐｒａｖ从转录水平调节胶原的合

成，拮抗ＡｎｇⅡ诱导的心肌纤维化。
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他汀类药物的主要作用机制是通过竞争性抑制 ＨＭＧ

ＣｏＡ还原酶，在肝脏抑制胆固醇的合成，同时也阻断甲羟戊酸

和这一通路上其他重要的类异戊二烯中间体的生成，如

ＭＶＡ、ＦＰＰ、ＧＧＰＰ等
［１１］。ＧＧＰＰ和ＦＰＰ是小ＧＴＰ蛋白转录

后修饰的重要脂质附属物，提供异戊二烯基团使小ＧＴＰ蛋白

活化从而促进细胞增殖和分化。小 ＧＴＰ蛋白属于 Ｒａｓ超家

族，包括Ｒａｓ、Ｒｈｏ和Ｒａｃ等，由于Ｒｈｏ家族是龙牛儿基化作用

的主要目标，所以抑制Ｒｈｏ的信号转导活性及其与下游效应

分子Ｒｈｏ激酶的结合可能是介导他汀类药物对血管壁细胞及

心脏细胞的某些非调脂效应的机制［１２１３］。他汀类药物抑制

ＨＭＧＣｏＡ还原酶后，抑制了由 ＭＶＡ代谢产生的ＧＧＰＰ、ＦＰＰ

的合成，从而阻止小ＧＴＰ蛋白的活化。ＦＰＰ主要提供法尼酯

基团，与Ｒａｓ的活化有关；Ｒｈｏ蛋白活化依赖于ＧＧＰＰ提供的

二牛龙牛儿基团，ＡｎｇⅡ可诱导新生ＳＤ大鼠ＣＦＢｓ的Ｒｈｏ激

酶ｍＲＮＡ转录并活化Ｒｈｏ激酶，抑制Ｒｈｏ激酶活化对ＡｎｇⅡ

刺激的ＣＦＢｓ增殖与胶原合成具有明显的抑制作用
［１４］。Ｐｏｒ

ｔｅｒＫＥ等研究显示通过抑制Ｒｈｏ的龙牛儿基化或者抑制Ｒｈｏ

激酶的活性，可以达到同使用辛伐他汀后人心房肌成纤维细胞

的增殖受抑制一样的效果［１５］。本实验表明 ＧＧＰＰ逆转Ｐｒａｖ

的作用而ＦＰＰ则不能，说明Ｐｒａｖ主要通过抑制甲羟戊酸途

径，其中可能抑制Ｒｈｏ蛋白减少成纤维细胞增殖和胶原基因

的表达，从而减缓心肌纤维化过程。
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