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  [摘要] 目的 探讨异丙酚抑制血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)诱导的心肌成纤维细胞增殖的机制。方法 使用

4-羟乙基哌嗪乙磺酸(HEPES)中含有1%(w/v)胰蛋白酶、0.5
 

mol/L乙二胺四乙酸(EDTA)和0.1%胶原酶

的酶混合物,将切碎的心室心肌连续消化,将分离的细胞混合物在培养箱中预铺板1
 

h,以分离成纤维细胞。将

培养细胞分为对照组、诱导组、异丙酚处理组和抑制剂组。通过5-溴-2-脱氧尿苷(BrdU)掺入测定法检测细胞

增殖;通过使用 WST-1测定法测量细胞活力;通过发光素增强化学发光法测定还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

磷酸(NADPH)氧化酶和活性氧(ROS)活性;实时荧光定量PCR(RT-qPCR)分析细胞外调节蛋白激酶(ERK)
磷酸化和激活蛋白-1(AP-1)、内皮素-1(ET-1)mRNA相对表达水平;Western

 

blot分析蛋白激酶B(Akt)、一氧

化氮合酶(eNOS)的表达。结果 第24、72小时,诱导组较对照组细胞增殖能力增强,异丙酚处理组较诱导组

减弱(P<0.05)。与对照组比较,诱导组细胞凋亡率降低,细胞活力升高;与诱导组比较,异丙酚处理组细胞凋

亡率升高,细胞活力降低(P<0.05)。诱导组NADPH、ROS活性较对照组升高,异丙酚处理组较诱导组降低

(P<0.05)。诱导组ERK、AP-1和ET-1
 

mRNA相对表达水平较对照组升高,异丙酚处理组较诱导组降低

(P<0.05)。异丙酚处理组 Akt、eNOS表达水平较诱导组降低,抑制剂组较异丙酚处理组升高(P<0.05)。
结论 异丙酚可通过干扰ROS的生成来抑制AngⅡ诱导心肌成纤维细胞增殖。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

mechanism
 

of
 

propofol
 

inhibiting
 

the
 

proliferation
 

of
 

cardiac
 

fibro-
blasts

 

induced
 

by
 

angiotensinⅡ
 

(Ang
 

Ⅱ).Methods An
 

enzymatic
 

mixture
 

containing
 

1%
 

(w/v)
 

trypsin,0.5
 

mol/L
 

ethylenediaminetetraacetic
 

acid
 

(EDTA),and
 

0.1%
 

collagenase
 

in
 

4-hydroxyethylpiperazine
 

ethanesul-
fonic

 

acid
 

(HEPES)
 

was
 

used
 

to
 

continuously
 

digest
 

the
 

chopped
 

ventricular
 

myocardium.The
 

resulting
 

sepa-
rated

 

cell
 

mixture
 

was
 

pre-plated
 

for
 

1
 

h
 

to
 

isolate
 

fibroblasts.The
 

cultured
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group,the
 

induction
 

group,the
 

propofol
 

treatment
 

group
 

and
 

the
 

inhibitor
 

group
 

according
 

to
 

the
 

experiment.
Cell

 

proliferation
 

was
 

detected
 

by
 

5-bromo-2-deoxyuridine
 

(BrdU)
 

incorporation
 

assay;cell
 

viability
 

was
 

measured
 

by
 

using
 

WST-1
 

assay;measured
 

the
 

activity
 

of
 

reduced
 

nicotinamide
 

adenine
 

dinucleotide
 

phosphate
 

(NADPH)
 

oxidase
 

and
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS)
 

by
 

luciferin-enhanced
 

chemiluminescence
 

method;real-
time

 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

(RT-qPCR)
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

extracellular
 

regulatory
 

protein
 

kinase
 

(ERK)
 

phosphorylation,activation
 

protein-1
 

(AP-1)
 

and
 

endothelin-1
 

(ET-1)
 

mRNA
 

expression
 

level;West-
ern

 

blot
 

analyzed
 

the
 

protein
 

expressions
 

of
 

protein
 

kinase
 

B
 

(Akt)
 

and
 

nitric
 

oxide
 

synthase
 

(eNOS).
Results At

 

24
 

and
 

72
 

hours,the
 

cell
 

proliferation
 

ability
 

of
 

the
 

induction
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

propofol
 

treatment
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

induction
 

group
 

(P<0.05).Com-
pared

 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

induction
 

group
 

had
 

a
 

decreased
 

apoptosis
 

rate
 

and
 

increased
 

cell
 

viability;
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while
 

compared
 

with
 

the
 

induction
 

group,the
 

propofol
 

treatment
 

group
 

had
 

an
 

increased
 

apoptosis
 

rate
 

and
 

de-
creased

 

cell
 

viability
 

(P<0.05).The
 

activities
 

of
 

NADPH
 

and
 

ROS
 

in
 

the
 

induction
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,which
 

in
 

the
 

propofol
 

treatment
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

induction
 

group
 

(P<0.05).The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

ERK,AP-1
 

and
 

ET-1
 

mRNA
 

in
 

the
 

induction
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,which
 

in
 

the
 

propofol
 

treatment
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

induction
 

group
 

(P<0.05).The
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

Akt
 

and
 

eNOS
 

in
 

the
 

propofol
 

treatment
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

induction
 

group,which
 

in
 

the
 

inhibitor
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

propofol
 

treatment
 

group
 

(P<0.05).Conclusion Propofol
 

can
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

cardiac
 

fibroblasts
 

induced
 

by
 

AngⅡ
 

by
 

interfering
 

with
 

the
 

generation
 

of
 

reactive
 

oxygen
 

species.
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words] propofol;angiotensinⅡ;myocardial
 

cell;fibroblast;cell
 

proliferation

  心肌纤维化由心肌内过多的细胞外基质积累引

起,与微血管减少和硬度增加有关[1],目前,尚没有治

疗的特定药物[2]。内皮-间充质转化可促进心脏纤维

化[3]。研究表明,内皮细胞衍生的内皮素-1(ET-1)通
过内皮-间充质转化的刺激促进了糖尿病患者心脏纤

维化[4]。实验揭示内皮还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸磷酸(NADPH)氧化酶通过内皮-间充质转化的重

要机制促进血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)诱导的间质性心肌

纤维化和舒张功能障碍[5]。研究认为,对调节心脏纤

维化具有潜在作用的治疗靶点,也可能有助于心脏重

构的治疗[6]。成纤维细胞可能增强了固有的心肌硬

度并导致舒张功能障碍[7]。既往研究认为,活性氧

(ROS)对AngⅡ诱导的心肌成纤维细胞增殖和ET-1
基因表达至关重要,防止过量的ROS产生对预防心

血管系统疾病具有有益作用[8]。异丙酚是一种抗氧

化剂,可防止氧化性细胞损伤[9],是通过一氧化氮合

酶(eNOS)影响氧化应激及调节心室重构的[10],蛋白

激酶B(Akt)有助于增强eNOS的磷酸化和一氧化氮

(NO)的产生[11],Akt、NO或两者同时充当细胞中存

活信号的下游效应子。本研究探讨了异丙酚对 Ang
Ⅱ诱导的心肌成纤维细胞生长的抗增殖作用,阐释异

丙酚在心肌纤维化中的可能作用机制,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

按照文献[12]方法,获得、分离新生大鼠心肌成

纤维细胞。使用4-羟乙基哌嗪乙磺酸(HEPES)中含

有1%(w/v)胰蛋白酶、0.5
 

mol/L乙二胺四乙酸

(EDTA)和0.1%胶原酶的酶混合物,将切碎的心室

心肌连续消化10次,每次消化6
 

min。培养基和补品

购自美国 Hyclone公司。将产生的分离的细胞混合

物在37
 

℃含5%
 

CO2 的培养箱中预铺板1
 

h,以分离

成纤维细胞。去除富含心肌细胞的培养基后,将培养

基添加到预铺板的成纤维细胞中并培养过夜。使用

第2~4代心肌成纤维细胞。根据实验目的,将培养

细胞分为对照组、诱导组、异丙酚处理组和抑制剂组。
对照组为正常培养的心肌成纤维细胞;诱导组使用

100
 

nmol/L
 

AngⅡ与细胞共同培养24
 

h;异丙酚处理

组在诱导组的基础上与100
 

μmol/L异丙酚共同培

养;抑制剂组在心肌成纤维细胞中应用100
 

mg/L的

eNOS抑制剂和50
 

nmol/L的siRNA,以抑制Akt和

eNOS的功能。
1.2 方法

1.2.1 细胞增殖检测

通过在指示的存在或不存在的试剂下定量5-溴-
2-脱氧尿苷(BrdU)掺入来评估增殖。细胞饥饿24

 

h,
将细胞以有或没有异丙酚预处理4

 

h,用 AngⅡ(100
 

nmol/L)刺激24
 

h。向每个孔中加入20
 

mL的 MTT
(5

 

mg/mL,美国Sigma公司),并在37
 

℃下再孵育4
 

h,除去培养基并添加100
 

mL的二甲基亚砜(DMSO,
美国Sigma公司)。使用 ELISA 酶标仪(美国In-
vitrogen公司)在490

 

nm波长下测量吸光度。BrdU
掺入测定法也用于检测细胞增殖。处理后将CF进行

胰蛋白酶处理,接种到96孔板中,并在含10
 

mol/L
 

BrdU的完全培养基中生长24
 

h。使用ELISA酶标

仪(美国Invitrogen公司)在450
 

nm波长下测量Br-
dU掺入细胞DNA中的情况。
1.2.2 细胞凋亡评估

将相等数量的心肌成纤维细胞铺在96孔微孔板

上(1×104 个细胞/孔)。加入AngⅡ和丙泊酚后孵育

24
 

h,在无菌条件下(终浓度为0.5
 

mg/mL)将 MTT
加入每个孔中,并将板在37

 

℃温育4
 

h。通过抽吸除

去未转化的 MTT,并将甲crystal晶体溶解在DMSO
中(150微升/孔)。使用Bio-Rad自动酶免疫分析仪

在540
 

nm激发波长处以光度法对甲crystal晶体进

行定量。
1.2.3 NADPH氧化酶活性测定

使用发光素增强化学发光法测定微粒体膜级分

中的NADPH 氧化酶活性。为了分离微粒体膜,在
250

 

mol/L蔗糖、5
 

mol/L
 

HEPES(pH
 

7.4)、1
 

mol/L
苯基甲基磺酰氟、10

 

g/mL抑肽酶和5
 

g/mL亮肽素

中制备细胞匀浆,1
 

000
 

r/min、4
 

℃离心10
 

min。弃

去沉淀,并将上清液在8
 

000
 

r/min、4
 

℃离心10
 

min。
再通过29

 

100
 

r/min、4
 

℃离心20
 

min,从细胞质中分

离微粒 体 级 分。使 用 二 辛 可 宁 酸 蛋 白 质 测 定 法

(Rockford,美国Pierce公司)测量蛋白质浓度,并将

其调节至2
 

mg/mL。将总体积为250
 

mL的细胞悬
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浮液与250
 

mL的含500
 

mol/L产黄精蛋白的汉克平

衡盐溶液混合,并在37
 

℃下保持10
 

min。通过添加

10
 

μL
 

NADPH(100
 

mol/L)作为底物来启动 NAD-
PH氧化酶活性测定。测量光子发射,并减去各自的

背景计数。单独的细胞级分和单独的 NADPH 都不

会引起任何荧光黄质化学发光信号。
1.2.4 ROS水平检测

通过光泽精蛋白放大的化学发光法测量ROS的

产生。将治疗后的心肌成纤维细胞立即用含有光泽

精蛋白(500
 

mol/L)的裂解缓冲液裂解。加入裂解缓

冲液后立即开始读数。使用微板闪烁计数器(Top-
count,澳大利亚Packard

 

Instrument公司),将每个读

数记录为单光子计数。
1.2.5 实时荧光定量PCR(RT-qPCR)分析

通过异硫氰酸胍-苯酚氯仿法从细胞中分离总

RNA。使用MaximeRT
 

PreMix试剂盒(韩国iNtRON
 

Biotechnology公司),从1
 

mg总 RNA合成cDNA。
使用SYBR

 

Premix
 

Ex
 

TaqTM(日本TaKaRa公司)和
AB

 

7500快速实时PCR系统进行 RT-qPCR分析。
每个样品进行4次分析,并将靶基因标准化为参考管

家基因甘油醛-3-磷酸脱氢酶。从心肌成纤维细胞中

分离总RNA,使用TRIzol试剂(加拿大Invitrogen公

司)根据制造商的方案提取。使用TaqMan逆转录试

剂(加拿大Applied
 

Biosystems公司)将每个样品约5
 

mg的总RNA逆转录为第一链cDNA。β-肌动蛋白

被用作定量和定性对照以标准化基因表达,使用

2-ΔΔCt方法分析数据。用于反应的引物见表1。

表1  RT-qPCR引物序列

基因 上游引物(3'-5') 下游引物(3'-5')

ERK GCGATATCTCTAGGGCTACA CCGAGCGCGTGATACCGCA
AP-1 ATCATAATGAAGCGCTCTTA TAAGCCTAGAGTCGATCGCGC
ET-1 CGAGTATACGGGCCATATCA CAGTGCACTATATGCGAGTTA

β-肌动蛋白 TTCACCACATGATTGGCAG CTGCGTTTGGGAAAACGAGT

  ERK:细胞外调节蛋白激酶;AP-1:激活蛋白-1。

1.2.6 Western
 

blot分析

将心肌成纤维细胞接种到60
 

mm 组织培养皿

中,孵育24
 

h,进行 Western
 

blot分析。在放射免疫

沉淀测定缓冲液(10
 

mol/L
 

Tris,pH
 

7.5、150
 

mol/L
 

NaCl,5
 

mol/L
 

0.1%十二烷基硫酸钠、1.0%
 

Triton
 

X-100、1%脱氧胆酸盐)中获得全细胞提取物乙二胺

四乙酸(EDTA)、1
 

mol/L原钒酸钠。封闭后,将膜与

一抗在4
 

℃孵育过夜。主要抗体为抗a-SMA、抗Ⅰ型

胶原蛋白、抗纤连蛋白、抗转化生长因子(TGF)-b1、
抗Smad2/3、抗p-Smad2/3和抗GAPDH(美国Santa

 

Cruz
 

Biotechnology公司)。提取物或蛋白质通过十

二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离,电转移到聚

偏氟乙烯膜上并用抗血清探测,用辣根过氧化物酶偶

联的第二抗体探测。为了定量显示 Western
 

blot结

果,通过Gel-Pro
 

Analyzer4.0版软件对靶蛋白 Akt、
eNOS进行了吸光度分析。根据制造商的说明(美国

Pierce公司),通过化学发光使蛋白质可视化。
1.3 统计学处理

采用SPSS23.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,比较采用Student
 

t检验或方差分析,采
用Tukey 显著差异(HSD)检验进行多次比较,以P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 细胞增殖情况检测

第24、72小时,诱导组较对照组细胞增殖能力升

高,异丙酚处理组较诱导组降低(P<0.05),见图1、
表2。
2.2 细胞凋亡与活力测定

与对照组比较,诱导组细胞凋亡率降低,细胞活

力升高;与诱导组比较,异丙酚处理组细胞凋亡率升

高,细胞活力降低(P<0.05),见图2、表3。

图1  72
 

h心肌成纤维细胞的增殖情况(免疫细胞化学法,×200)
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图2  细胞凋亡情况(免疫荧光,×200)

表2  细胞增殖检测结果(x±s)

组别 24
 

h 72
 

h

对照组 139.57±28.04 167.28±35.22

诱导组 194.26±41.57 231.75±54.12

异丙酚处理组 152.15±34.08 186.42±40.51

F 13.058 10.527

P 0.029 0.014

表3  细胞凋亡与活力测定(x±s,%)

组别 细胞凋亡 细胞活力

对照组 24.38±5.17 75.63±6.22

诱导组 13.46±2.82 94.46±8.25

异丙酚处理组 26.67±5.65 76.44±6.04

F 12.419 10.877

P 0.035 0.021

2.3 NADPH氧化酶和ROS水平检测

诱导组NADPH、ROS活性较对照组升高,异丙

酚处理组较诱导组降低(P<0.05),见表4。
2.4 RT-qPCR检测结果

诱导组ERK、AP-1和ET-1
 

mRNA相对表达水

平较对照组升高,异丙酚处理组较诱导组降低(P<
0.05),见图3、表5。

表4  NADPH氧化酶和ROS水平检测(x±s)

组别 NADPH氧化酶 ROS

对照组 103.26±15.47 115.27±17.43

诱导组 359.14±42.86 283.92±38.10

异丙酚处理组 149.31±27.15 163.19±32.41

F 11.068 13.592

P 0.017 0.026

图3  RT-qPCR检测结果

2.5 Western
 

blot检测结果

异丙酚处理组Akt、eNOS相对表达水平较诱导

组降低,抑制剂组较异丙酚处理组升高(P<0.05),见
表6。
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表5  RT-qPCR检测ERK、AP-1和ET-1
 

mRNA
   相对表达水平(x±s)

组别 ERK AP-1 ET-1

对照组 1.16±0.12 1.08±0.24 1.15±0.17

诱导组 1.87±0.23 2.13±0.36 1.94±0.29

异丙酚处理组 1.34±0.15 1.14±0.15 1.24±0.22

F 14.273 11.055 13.927

P 0.017 0.026 0.029

表6  Western
 

blot检测Akt、eNOS相对表达水平(x±s)

组别 Akt eNOS

诱导组 1.96±0.24 1.88±0.21

异丙酚处理组 1.25±0.13 1.04±0.11

抑制剂组 1.84±0.20 1.82±0.23

F 13.228 10.623

P 0.016 0.034

3 讨  论

  心力衰竭是各种心脏疾病的终末结果[13]。病理

生理学研究表明,成纤维细胞在心脏纤维化的发展和

左心室病变的过程中发挥着关键性重塑作用,并导致

舒张功能障碍[14]。研究显示,氧化应激在左心室重塑

中具有比较重要的作用,而抗氧化剂可以在一定程度

上改善左心室重塑[15]。异丙酚是临床较为常用的一

种静脉麻醉药,常用于全身麻醉的诱导、麻醉维持,对
气管插管机械通气的患者具有较为明显的镇静作用。
本研究结果显示,异丙酚可通过干扰ROS的生成实

现对心肌成纤维细胞增殖的抑制作用,在此过程中涉

及Akt/eNOS/NO信号通路的激活。
研究表明,胰岛素样生长因子1、AngⅡ和ET-1

等因子水平的升高可能导致心肌肥大和心脏纤维化

的发展,从而促进了心脏重构[16]。新近研究发现,不
同的病理损伤所致的心脏纤维化,其中的纤维状胶原

蛋白的增殖并不成比例,且可刺激分化,导致胶原蛋

白沉积、迁移和增殖[17]。在包括心肌成纤维细胞在内

的许多类型的细胞中,NADPH 氧化酶可产生ROS,
而AngⅡ可能是有效的成纤维细胞增殖刺激物[18]。
异丙酚具有较强的清除氧自由基、抗氧化作用,本研

究结果显示,异丙酚对心肌成纤维细胞中的ET-1表

达,ROS和NO生成均具有较为明显的抑制作用。
研究表明,氧化应激会导致器官发生不同程度的

纤维化[19],氧化应激的激活对充血性心力衰竭心肌的

收缩功能障碍可能具有一定的作用。NADPH 氧化

酶通 过 将 NADPH 上 的 电 子 转 移 到 氧 分 子 产 生

ROS。研究表明,异丙酚在体内和体外均具有一定程

度的抗氧化作用,可以改善内皮功能障碍,以及抑制

缺血再灌注损伤,研究者认为这可能与其抗炎能力和

抗氧化活性有关。本研究结果表明,异丙酚可抑制

AngⅡ诱导的心肌成纤维细胞ET-1表达和细胞增

殖,该研究进一步证实在心肌成纤维细胞中AngⅡ升

高可导致NADPH 氧化酶活性和细胞内ROS激活,
而异丙酚对上述氧化应激具有明显的抑制效果。

研究表明,NO触发的凋亡或保护细胞免受凋亡

刺激往往取决于 NO 的浓度[20]。eNOS或神经元

NOS产生的相对较低的生理浓度的NO可以作为一

种有益的保护作用。据报道,Akt的激活可以进一步

激活eNOS,从而导致NO的产生和细胞存活率的提

高[21]。Akt/eNOS/NO途径是许多细胞类型中重要

的生存途径。实验室研究表明,异丙酚可以刺激培养

的人脐带间充质细胞中的 NO释放,异丙酚诱导的

NO的产生,以及通过其抗氧化作用,进而抑制循环应

变诱导的ET-1表达,上述机制被认为可能是异丙酚

在内皮细胞中的保护机制。本研究结果证明,异丙酚

可调节AngⅡ诱导的细胞增殖和ET-1基因在心肌成

纤维细胞中的表达。经过异丙酚治疗,明显增强了心

肌成纤维细胞中eNOS和 Akt的磷酸化。有研究表

明,异丙酚增加了NO的产生,而 Akt/eNOS/NO信

号通路可能参与了异丙酚对 AngⅡ诱导的心肌成纤

维细胞增殖的影响。还有研究认为ROS是细胞内信

号传导的介体,可能涉及多种生理和病理生理事件的

诱导和(或)发展,如心肌细胞肥大和心肌成纤维细胞

增殖。此外,ROS水平升高可能也参与细胞增殖,异
丙酚可以抑制AngⅡ介导的NADPH氧化酶活性。

综上所述,异丙酚可抑制 AngⅡ诱导的ROS形

成、ERK磷酸化及AP-1介导的分子活性和ET-1基

因表达。此外,异丙酚还可以加速Akt和eNOS的磷

酸化程度,进而增加心肌成纤维细胞NO的产生。
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