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高糖状态下心肌成纤维细胞Ⅰ、Ⅲ型胶原表达变化的观察
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　　摘　要：目的　探讨高糖对大鼠心肌成纤维细胞Ⅰ、Ⅲ型胶原表达的影响。方法　采用胰酶消化法和差速贴壁分离法获取心

肌成纤维细胞，采用正常糖（５．５ｍｍｏｌ／Ｌ，对照组）和高糖（２５ｍｍｏｌ／Ｌ，高糖组）干预。用实时荧光定量ＰＣＲ（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）方法

检测Ⅰ、Ⅲ型前胶原ｍＲＮＡ表达，酶联免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）观察Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白水平的变化。结果　与对照组比较，高糖

刺激１２ｈ可使心肌成纤维细胞Ⅰ、Ⅲ型前胶原ｍＲＮＡ表达增加，Ⅰ、Ⅲ前胶原ｍＲＮＡ表达在１２ｈ升高，在２４ｈ达高峰，Ⅰ型前胶

原ｍＲＮＡ升高幅度高于Ⅲ型前胶原ｍＲＮＡ；高糖刺激４８ｈ可使Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白表达增加，Ⅰ型胶原蛋白升高幅度高于Ⅲ型胶

原。结论　高糖可促进大鼠心肌成纤维细胞合成Ⅰ、Ⅲ型胶原。
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　　糖尿病心肌病（ｄｉａｂｅｔｉｃｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＤＣ）是一种独立

的、特异的糖尿病并发症，与继发于高血压、冠心病或瓣膜性心

脏病的病理、生理改变不完全相同。ＤＣ是由糖代谢紊乱引起

的心肌细胞原发性损伤及心肌功能障碍，其临床特征主要以左

心室肥厚及心肌舒缩功能缺损为主，随着病程的进展会出现充

血性心力衰竭，是糖尿病患者致残和致死的重要原因之一。临

床研究发现，糖尿病患者多表现为向心性心室肥厚，可伴有左

心室功能受损，心脏顺应性下降。除心肌细胞肥大外，心肌纤

维化及间质重构亦是ＤＣ时心室舒缩功能障碍、心力衰竭的主

要机制之一［１］。

１　材料与方法

１．１　材料　出生１～３ｄ的ＳＤ幼鼠１５只，平均体质量８．５ｇ，

购自天津医科大学动物实验中心。ＤＭＥＭ 培养基购于美国

Ｓｉｇｍａ公司。胎牛血清购于英国Ｇｉｂｃｏ公司，胰蛋白酶购于美

国Ｓｉｇｍａ公司，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ波形蛋白单克隆抗体购于武汉博士

德生物工程有限公司。Ⅰ型前胶原羧基端肽（ＰⅠＣＰ）与Ⅲ型

前胶原氨基端肽（ＰⅢＮＰ）ＥＬＩＳＡ试剂盒购于美国ＢＰＢ公司。

Ｔｒｉｚｏｌ试剂购于美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，定量ＰＣＲ相关试剂购于

日本ＴａＫａＲａ公司，引物由上海生工生物工程有限公司合成。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　将幼鼠处死后剪取心尖组织。ＤＭＥＭ洗，

剪碎，Ⅱ型前胶元酶消化后收集上清液。加入１０％胎牛血清，

离心重悬细胞，于５％ＣＯ２、３７℃孵箱中培养２ｈ，吸去上清液，

重新加入培养液，原代培养细胞生长成细胞单层。用０．２５％

胰蛋白酶消化以后，以１∶２比例传代培养。经３次传代后，已

纯化为心肌成纤维细胞，实验选用３～５代细胞。行抗波形蛋

白多克隆抗体免疫组织化学染色鉴定，结果为阳性。

１．２．２　试验分组　所有细胞共分成２组。（１）高糖组：高糖培

养定义为ＤＭＥＭ２５培养基中含葡萄糖２５ｍｍｏｌ／Ｌ；（２）对照

组：正常糖ＤＭＥＭ５．５培养基含葡萄糖５．５ｍｍｏｌ／Ｌ。各组细

胞均刺激６、１２、２４ｈ后，弃去培养液，加Ｔｒｉｚｏｌ、氯仿，离心收集

细胞沉淀。抽提总ＲＮＡ，逆转录ｃＤＮＡ，以预先设计好的引物

进行目的基因的扩增。

１．２．３　实时荧光定量ＰＣＲ测６、１２、２４ｈ各组细胞Ⅰ、Ⅲ型前

胶原的ｍＲＮＡ表达　Ⅰ、Ⅲ型前胶原ｍＲＮＡ表达以逆转录的

ｃＤＮＡ为模板，扩增各组细胞Ⅰ、Ⅲ型前胶原的 ｍＲＮＡ，内参
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使用 ＧＡＰＤＨ。α１（Ⅰ型）前胶原扩增的上游引物：５′ＡＧＣ

ＣＡＣＣＡＧＣＣＣＣＴＣＡＣＴ３′；下游引物５′ＣＧＡＧＧＴＡＧＴ

ＣＴＴＴＣＡＧＣＡＡＣＡＣＡＧＴ３′；扩增片断长度为１６０ｂｐ。α１

（Ⅲ型）前胶原上游引物：５′ＣＡＡＣＡＣＣＧＡＴＧＡＧＡＴＴＡＴ

Ｇ３′；下游引物：５′ＴＣＡＧＧＡＴＴＧＣＣＧＴＡＧＣ３′；扩增片断

长度为３４４ｂｐ。ＧＡＰＤＨ上游引物：５′ＧＧＧＧＴＧＡＴＧＣＴＧ

ＧＴＧＣＴＧＡＧ３′，下游引物５′ＧＡＴＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧ

ＴＴＣＴＧ３′扩增片段３７０ｂｐ。反应条件：逆转录６５℃ １０

ｍｉｎ，２５℃５ｍｉｎ；预变性９４℃４ｍｉｎ；循环９４℃３０ｓ：５０℃退

火３０ｓ：７２℃延伸４０ｓ；共４０个循环。

１．２．４　酶联免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）测各组细胞２４、４８、７２ｈ

３个时间点的Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白的表达　Ⅰ与Ⅲ型胶原蛋白表

达由ＰⅠＣＰ与ＰⅢＮＰ决定，根据ＥＬＩＳＡ试剂盒说明操作以

检测ＰⅠＣＰ与ＰⅢＣＰ的表达。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行分析。结果

取均值，计量资料以狓±狊表示。各组间均数的比较采用单因

素方差分析。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两组细胞Ⅰ型胶原表达比较　与对照组比较，高糖组细

胞经高糖培养后Ⅰ型前胶原 ｍＲＮＡ 表达显著上升，呈时间依

赖性，培养１２ｈ后升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５），２４ｈ达

高峰；Ⅰ型胶原蛋白表达在２４ｈ升高，但差异无统计学意义

（犘＞０．０５），在４８ｈ升高达峰值，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），在７２ｈ有所降低，与对照组比较升高仍差异有统计学

意义（犘＜０．０５），见图１、２。

　　：犘＜０．０５与对照组比较。

图１　　两组细胞Ⅰ型前胶原ｍＲＮＡ表达比较

　　：犘＜０．０５与对照组比较。

图２　　两组细胞Ⅰ型胶原蛋白表达比较

２．２　两组细胞Ⅲ型胶原表达比较　与对照组比较，高糖组细

胞经高糖培养后Ⅲ型前胶原 ｍＲＮＡ 表达呈时间依赖性上升，

１２ｈ升高差异有统计学意义（犘＜０．０５），２４ｈ升高达高峰（图

３）。高糖刺激胶原的ｍＲＮＡ表达升高，Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ升高

幅度较Ⅲ型胶原明显。与对照组比较，高糖组Ⅲ型胶原蛋白表

达呈时间依赖性上升，２４ｈ升高但差异无统计学意义（犘＞

０．０５），４８ｈ明显升高差异有统计学意义（犘＜０．０５），７２ｈ达高

峰（图４）。与对照组比较，４８ｈ时Ⅰ型胶原蛋白升高幅度较Ⅲ

型胶原明显。

　　：犘＜０．０５与对照组比较。

图３　　两组细胞Ⅲ型前胶原ｍＲＮＡ表达比较

　　：犘＜０．０５与对照组比较。

图４　　两组细胞Ⅲ型胶原蛋白表达比较

３　讨　　论

糖尿病是一种威胁全人类健康的疾病，发病率逐年增加。

而糖尿病目前已被视为冠心病的等危症，因为糖尿病显著升高

心血管疾病的发病率和死亡率。有研究发现，糖尿病患者并发

冠心病是非糖尿病患者的４倍。然而，糖尿病导致冠心病的发

生是多因素、多途径的，其具体机制目前尚未完全明确。糖尿

病动物模型和临床研究发现糖尿病心脏心肌细胞显著肥大、细

胞外基质增加、心脏纤维化和舒缩功能减退，导致心室壁僵硬

度增加，呈现类似限制性心肌病样的改变［２５］。

心肌成纤维细胞是心脏组织中数目最多的细胞，遍布于心

肌组织，包绕心肌细胞并连接细胞间质［６７］。心肌成纤维细胞

是心肌纤维化的主要效应细胞，其过度增殖，胶原分泌增加在

心肌纤维化发生、发展中起着重要作用。高血糖是导致心肌纤

维化及间质重构的重要因素，有研究表明，糖基化终末产物可

诱导心肌成纤维细胞增殖［８９］。高血糖可通过多种途径促使心

脏纤维化［１０１２］，其机制包括暂时或持续的促进成纤维细胞增

殖和增加成纤维细胞外基质的产生。其信号调节机制复杂。

深入探索高糖诱导心肌纤维化的分子机制对防治糖尿病心肌

病的进行性发展具有重要意义。

心肌成纤维细胞是心脏分泌胶原的主要细胞，是维持心脏

生理和病理性重塑的主要调节因素［１３１５］。本实验观察到高糖

培养鼠心肌成纤维细胞，可促进Ⅰ、Ⅲ型胶原ｍＲＮＡ和蛋白表

达显著上升，表明心肌成纤维细胞的胶原合成在转录和翻译后

水平进行。高糖刺激鼠心肌成纤维细胞Ⅰ、Ⅲ型胶原增殖并呈

时间依赖性，培养１２ｈｍＲＮＡ即升高，而蛋白在４８ｈ明显升

高，蛋白延后于ｍＲＮＡ水平的升高表明了反应的连续性和顺

序性。高糖刺激胶原ｍＲＮＡ表达升高，Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ升高

幅度较Ⅲ型胶原明显。Ⅲ型胶原蛋白表达呈时间依赖性上升，
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２４ｈ升高但差异无统计学意义（犘＞０．０５），４８ｈ明显升高差异

有统计学意义（犘＜０．０５），７２ｈ达高峰。４８ｈ时Ⅰ型胶原蛋白

升高幅度较Ⅲ型胶原明显。

高糖促进胶原合成，从而促进纤维化。本研究证实高糖可

以促进大鼠心肌成纤维细胞增殖，Ⅰ、Ⅲ胶原ｍＲＮＡ及蛋白表

达增多，Ⅰ型胶原升高幅度较Ⅲ型胶原明显。其具体上下游信

号通路有待进一步研究。
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