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二苯乙烯苷对 ＴＧＦβ１诱导新生大鼠心肌成纤维细胞
增殖和胶原合成的影响及其机制

曾　翼，赵　诚，王　霏，朱秋燕，许晓乐

（南通大学药学院药理学教研室，南通 ２２６００１）

摘　要　探讨二苯乙烯苷（２，３，５，４′四羟基二苯乙烯２ＯβＤ葡糖苷，ＴＳＧ）对转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）诱导的新生
大鼠心肌成纤维细胞（ＣＦＢ）增殖和胶原合成的影响，并研究其相关机制。用消化法培养新生ＳＤ大鼠ＣＦＢ，建立ＴＧＦβ１诱
导新生大鼠ＣＦＢ纤维化模型。采用５溴脱氧尿嘧啶核苷（ＢｒｄＵ）掺入法检测ＣＦＢ增殖情况；乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）法检测药物
对细胞毒性作用；羟脯氨酸测定检测ＣＦＢ胶原含量；流式细胞仪测定细胞周期；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测α平滑肌肌动蛋白（α
ＳＭＡ）、增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）、Ⅰ型胶原（ＣＯＬⅠ）、Ⅲ型胶原（ＣＯＬⅢ）、ｐＳｍａｄ２、Ｓｍａｄ２、ｐＳｍａｄ３、Ｓｍａｄ３、ｐＥＲＫ、ＥＲＫ、
ｐＰ３８、Ｐ３８、ｐＪＮＫ、ＪＮＫ的蛋白表达。结果表明，终浓度为０１～１００μｍｏｌ／Ｌ的ＴＳＧ无明显细胞毒性作用；在一定浓度范围内，
ＴＳＧ可明显抑制ＴＧＦβ１诱导的ＣＦＢ增殖和胶原合成，抑制细胞由Ｇ０／Ｇ１期向Ｓ期的转变，抑制ＴＧＦβ１诱导的ＣＦＢ核内ＰＣ
ＮＡ的蛋白表达，降低αＳＭＡ、ＣＯＬⅠ和ＣＯＬⅢ的过度表达，并抑制ＴＧＦβ１诱导的Ｓｍａｄ３、ＥＲＫ和Ｐ３８的磷酸化。因此推测
一定浓度的ＴＳＧ能抑制ＴＧＦβ１诱导的ＣＦＢ增殖和胶原合成，其机制可能与干预Ｓｍａｄ３、ＥＲＫ和Ｐ３８信号通路有关。
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第３期 曾　翼等：ＴＳＧ对ＴＧＦβ１诱导新生大鼠心肌成纤维细胞增殖和胶原合成的影响及其机制
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　　心肌纤维化是多种急慢性心血管疾病共同的
病理过程。心肌成纤维细胞（ｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，
ＣＦＢ）过度增殖、转分化为肌成纤维细胞导致胶原
合成分泌过多是心肌纤维化的重要病理基础［１］。

在心肌纤维化的发生机制中转化生长因子β１
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）是主要的
调控因子，并通过一系列的级联反应，对细胞的增

殖和分化、胶原纤维的合成产生影响［２］。２，３，５，
４′四羟基二苯乙烯２ＯβＤ葡糖苷（简称二苯乙
烯苷，２，３，５，４′ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｘｙｓｔｉｌｂｅｎｅ２ＯβＤｇｌｕｃｏ
ｓｉｄｅ，ＴＳＧ）是何首乌的主要药效成分，已被证实对
心血管系统有一系列有效作用，如：二苯乙烯苷能

降低血脂［３］、抑制动脉粥样硬化进程［４］、修复血管

内皮［５］、抑制血管平滑肌细胞增殖及内膜增

生［６－７］、对心肌细胞具有保护作用［８］。但二苯乙烯

苷对心肌纤维化作用尚在进一步探讨中。本研究

首次建立ＴＧＦβ１诱导大鼠ＣＦＢ纤维化模型，观察
不同剂量二苯乙烯苷对 ＴＧＦβ１诱导大鼠 ＣＦＢ增
殖和胶原代谢的影响，研究二苯乙烯苷在抗心肌纤

维化的作用和机制，以期探讨其对心肌纤维化的防

治途径。

!

　材　料

１１　药品及试剂
二苯乙烯苷（中国药品生物制品检定所，

１１０８４４２００６０７）；人重组 ＴＧＦβ１（美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ
公司）；胎牛血清（美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；５溴脱氧尿
嘧啶核苷（ＢｒｄＵ）细胞增殖 ＥＬＩＳＡ试剂（瑞士
Ｒｏｃｈｅ公司）；羟脯氨酸检测试剂盒（南京建成生物
公司）；增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）小鼠单抗、细胞外
调节蛋白激酶（ＥＲＫ）兔多抗、ｐＥＲＫ兔多抗、ｐ
Ｐ３８兔单抗、Ｐ３８兔单抗、ｐＪＮＫ兔单抗和ＪＮＫ兔单
抗（美国 ＣＳＴ公司）；α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）
小鼠单抗（武汉博士德生物工程有限公司）；Ⅰ型
胶原蛋白（ＣＯＬⅠ），Ⅲ型胶原蛋白（ＣＯＬⅢ）兔单
抗（美国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）；ｐＳｍａｄ２兔多抗、Ｓｍａｄ２
鼠单抗、ｐＳｍａｄ３兔多抗和 Ｓｍａｄ３兔多抗（南京巴
傲得科技公司）；内参 βａｃｔｉｎ鼠单抗（北京中杉金
桥生物技术有限公司）；ＧＡＰＤＨ鼠单抗（上海康成

生物有限公司）；驴抗鼠、驴抗兔二抗均购自美国

Ｏｄｅｓｓｅｙ公司。
１２　仪　器

ＰｏｗｅｒＷａｖｅ３４０酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ公司）；
ＤＭＩ３００Ｂ荧光倒置相差显微镜（德国Ｌｅｉｃａ公司）；
电泳及转印装置（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；ＦＡＣＳｃａ流
式细胞仪（美国 ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司）；红外双色
激光成像系统扫描仪（美国Ｏｄｅｓｓｅｙ公司）。
１３　动　物

出生１～３ｄ的ＳＤ大鼠 ，雌雄不限，由南通大
学动 物 实 验 中 心 提 供，许 可 证 号：ＳＹＸＫ９
（苏）２００２２００２２。

'

　方　法

２１　细胞培养
无菌取出大鼠心室，剪碎，０２５％胰酶在３７℃

下分散细胞，每隔８分钟收集１次细胞，１１００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，离心２次，将所得全部细胞置于含１０％
胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液中，置３７℃、５％ＣＯ２培
养箱内培养６０～９０ｍｉｎ。根据 ＣＦＢ较心肌细胞贴
壁速度快的原理，采用差速贴壁法，倾去上清液，剩

下的细胞即为 ＣＦＢ，ＤＭＥＭ培养液继续培养。经
倒置显微镜、免疫组化波形蛋白染色阳性和平滑肌

肌动蛋白染色阴性鉴定为所需的 ＣＦＢ，纯度达
９８％。生长近融合时按 １∶３传代，实验采用第 ３
代ＣＦＢ。
２２　ＢｒｄＵＥＬＩＳＡ法检测细胞增殖活性

ＢｒｄＵ掺入法通过测定新合成的 ＤＮＡ直接反
映细胞增殖情况。取对数生长期的 ＣＦＢ，将细胞
悬液以每孔 １００μＬ，按每毫升 ２×１０７个细胞的
密度接种于９６孔培养板，３７℃培养 ２４ｈ。更换
无血清培养液培养２４ｈ使其同步化，再将细胞分为
空白对照组、ＴＧＦβ１（５μｇ／Ｌ）刺激组和 ＴＧＦβ１
（５μｇ／Ｌ）＋不同浓度（０１，１，１０，１００μｍｏｌ／Ｌ）的二
苯乙烯苷干预组。二苯乙烯苷干预组为二苯乙烯

苷预先处理１ｈ后加入 ＴＧＦβ１刺激。ＴＧＦβ１刺
激２０ｈ，在每孔中加入终浓度１０μｍｏｌ／ＬＢｒｄＵ继
续孵育４ｈ后终止培养，加入 ＦｉｘＤｅｎａｔ使 ＤＮＡ变
性，然后每孔加入过氧化物酶 ＰＯＤ标记的抗 ＢｒｄＵ
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抗体孵育１ｈ，用洗涤液洗３次，每孔加入底物显色
液，使 ＢｒｄＵ掺入的细胞显色，置酶标仪于３７０ｎｍ
处检测各孔吸收度（Ａ）。
２３　药物对细胞毒性测定

用培养液中乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）释放量为指
标，判断ＣＦＢ损伤程度，即可反映药物对ＣＦＢ的细
胞毒性作用。实验分组处理同上，二苯乙烯苷预处

理１ｈ后ＴＧＦβ１刺激２４ｈ，按照试剂盒说明书的
操作步骤测定ＬＤＨ释放率。
２４　羟脯氨酸法检测胶原蛋白含量

实验分组处理同上，换用２４孔培养板，二苯乙
烯苷预处理１ｈ后 ＴＧＦβ１刺激２４ｈ，按照羟脯氨
酸检测试剂盒的说明书操作。

２５　细胞周期测定
取对数生长期 ＣＦＢ，按每毫升１×１０８个细胞

的密度接种于５０ｍＬ培养瓶。２４ｈ贴壁后，更换
无血清培养液培养２４ｈ使其同步化，再按空白对
照组、ＴＧＦβ１刺激组及１００μｍｏｌ／Ｌ二苯乙烯苷
干预组继续孵育２４ｈ。收集细胞，用体积分数为
０７的乙醇 －２０℃固定过夜。固定后的细胞离
心，弃上清液，加入碘化丙啶（ＰＩ，终浓度为
１００ｍｇ／Ｌ）和 ＲＮａｓｅ（终浓度为１００ｍｇ／Ｌ），４℃
避光染色３０ｍｉｎ后，用流式细胞仪检测细胞周期
分布。

２６　Ｗｅｓｔｏｎｂｌｏｔ检测
ＴＧＦβ１刺激２４ｈ后离心收集细胞，进行 α

ＳＭＡ、ＰＣＮＡ、ＣＯＬⅠ和 ＣＯＬⅢ检测；ＴＧＦβ１刺激

１ｈ后离心收集细胞，进行 Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３、ＥＲＫ、
Ｐ３８和 ＪＮＫ总蛋白及蛋白磷酸化表达的检测。
ＰＢＳ洗涤３次，细胞裂解液在冰上裂解细胞，低温
离心１５ｍｉｎ提取蛋白。加上样缓冲液，１００℃变
性５ｍｉｎ。每孔 ５０μｇ蛋白上样，１０％ ＳＤＳ聚丙
烯酰胺凝胶电泳，转膜，封闭，加入对应一抗稀释

液，４℃过夜，ＴＢＳＴ洗膜，加入相应二抗（１∶５０００
稀释），室温孵育２ｈ后显影。
２７　数据统计分析

实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析
方法进行分析，组间比较用 ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ
检验。

(

　结　果

３１　二苯乙烯苷对ＴＧＦβ１诱导ＣＦＢ增殖和胶原
蛋白含量的影响

表１显示，与空白对照组比较，ＴＧＦβ１能够显
著诱导ＣＦＢ增殖，ＤＮＡ合成显著增加（Ｐ＜００１）。
二苯乙烯苷在终浓度１０，１００μｍｏｌ／Ｌ时，对 ＴＧＦ
β１刺激的 ＣＦＢ增殖有明显的抑制作用（Ｐ＜
００１）。各组上清液中ＬＤＨ释放率无显著性差异，
提示该浓度范围内二苯乙烯苷对 ＣＦＢ无毒性作
用。这些现象说明二苯乙烯苷抗增殖活性与细胞

毒性或损伤无关。１０、１００μｍｏｌ／Ｌ的二苯乙烯苷
对ＴＧＦβ１诱导的 ＣＦＢ胶原合成增加均有明显抑
制作用（Ｐ＜００１）。

Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＳＧｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＣＦＢｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙ５μｇ／ＬＴＧＦβ１（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｇｒｏｕｐ ｃ／（μｍｏｌ／Ｌ） Ａ ＬＤＨｒｅｌｅａｓｅ／（％ ｏｆｃｅｌｌｌｙｓａｔｅ） Ｃｏｌｌａｇｅｎ／（ｍｇ／ｇ）
Ｃｏｎｔｒｏｌ － ０３０５±００３０１ １０５２９±２０３１ ０５２０±００９２４
ＴＧＦβ１ － ０６７１±００４４１ １０７９１±１８０８ ０８６４±０１３４

ＴＧＦβ１＋ＴＳＧ １００ ０４０４±００３９０＃＃ １０９６６±２１１６ ０６３２±０１０２＃＃

１０ ０５１３±００５７１＃＃ ９８６１±２０６４ ０６４０±０１１８＃＃

１ ０６１９±００５３８ １１３７７±２１０２ ０７７５±００８１８
０１ ０６５７±００４４９ １０４１３±１２０７ ０８１３±０１１３

ＴＳＧ：２，３，４′，５ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｘｙｓｔｉｌｂｅｎｅ２ＯβＤｇｌｕｃｏｓｉｄｅ；ＣＦＢ：ｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ；ＴＧＦβ１：ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１；ＬＤＨ：ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓＴＧＦβ１ｇｒｏｕｐ

３２　二苯乙烯苷对细胞周期的影响
如图１所示，ＴＧＦβ１诱导静止期 ＣＦＢ进入增

殖期，表现为 Ｇ０／Ｇ１期比例减少（Ｐ＜００５），Ｓ期
比例 增 高 （Ｐ＜００５）；与 ＴＧＦβ１组 相 比，
１００μｍｏｌ／Ｌ二苯乙烯苷有效阻止 ＣＦＢ进入 Ｓ期，
使滞留在Ｇ０／Ｇ１期的细胞比例增高（Ｐ＜００５）。

３３　二苯乙烯苷对 ＰＣＮＡ、αＳＭＡ、ＣＯＬⅠ和 ＣＯＬ
Ⅲ表达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定显示ＴＧＦβ１刺激后，ＰＣＮＡ、
αＳＭＡ、ＣＯＬⅠ和ＣＯＬⅢ蛋白表达明显升高（Ｐ＜
００５）；１０，１００μｍｏｌ／Ｌ浓度的二苯乙烯苷能显著
抑制ＴＧＦβ１诱导的 ＰＣＮＡ、αＳＭＡ、ＣＯＬⅠ和 ＣＯＬ
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Ⅲ蛋白表达（Ｐ＜００５），结果见图２。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＳＧｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＦＢ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＴＧＦβ１ｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＳＧｏｎＰＣＮＡ，αＳＭＡ，ｃｏｌｌａｇｅｎⅠａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎⅢ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）
１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＴＧＦβ１；３：ＴＧＦβ１＋ＴＳＧ（１００μｍｏｌ／Ｌ）；４：ＴＧＦβ１＋
ＴＳＧ（１０μｍｏｌ／Ｌ）；５：ＴＧＦβ１＋ＴＳＧ１（μｍｏｌ／Ｌ）
ＰＣＮＡ：ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ；αＳＭＡ：αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＴＧＦβ１ｇｒｏｕｐ

３４　二苯乙烯苷对ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路相关蛋
白的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定显示 ＴＧＦβ１刺激后，ｐ
Ｓｍａｄ２和ｐＳｍａｄ３蛋白表达显著增加（Ｐ＜００５）。
１０，１００μｍｏｌ／Ｌ二苯乙烯苷能显著抑制 ＴＧＦβ１诱

导的ｐＳｍａｄ３表达（Ｐ＜００５）。各个浓度二苯乙
烯苷对ＴＧＦβ１诱导的 Ｓｍａｄ２磷酸化表达无影响
（Ｐ＞００５），结果见图３。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＳＧｏｎＴＧＦβ／Ｓｍａｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓ（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝４）
１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＴＧＦβ１；３：ＴＧＦβ１＋ＴＳＧ（１００μｍｏｌ／Ｌ）；４：ＴＧＦβ１＋
ＴＳＧ（１０μｍｏｌ／Ｌ）；５：ＴＧＦβ１＋ＴＳＧ（１μｍｏｌ／Ｌ）
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＴＧＦβ１ｇｒｏｕｐ

３５　二苯乙烯苷对 ＴＧＦβ／ＭＡＰＫｓ信号通路相关
蛋白表达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定显示 ＴＧＦβ１刺激后，ｐ
ＥＲＫ、ｐＰ３８和 ｐＪＮＫ蛋白表达显著增加（Ｐ＜
００５）。１０，１００μｍｏｌ／Ｌ二苯乙烯苷能显著抑制
ＴＧＦβ１诱导的 ｐＥＲＫ和 ｐＰ３８表达（Ｐ＜００５）。
各个浓度二苯乙烯苷对 ＴＧＦβ１诱导的 ｐＪＮＫ磷
酸化表达无影响（Ｐ＞００５），结果见图４。

-

　讨　论

ＣＦＢ是心脏中数量最多的间质细胞，占心脏
非心肌细胞的９０％ ～９５％，对心肌细胞具有结构
上的支持，保护作用。在心肌受损后结构代偿中，

ＣＦＢ通过增殖和分泌胶原，参与组织修复和增强
抗张力强度，但进行性发展的心肌纤维化将降低心

肌顺应性，导致心脏功能障碍和心衰［９］。能有效

抑制ＣＦＢ增殖及胶原分泌的药物将可能有效地阻
断此环节的发生，从而延缓或阻滞心肌纤维化的发

生发展。
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Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＳＧｏｎＴＧＦβ／ＭＡＰＫｓｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）
１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＴＧＦβ１；３：ＴＧＦβ１＋ＴＳＧ（１００μｍｏｌ／Ｌ）；４：ＴＧＦβ１
＋ＴＳＧ（１０μｍｏｌ／Ｌ）；５：ＴＧＦβ１＋ＴＳＧ（１μｍｏｌ／Ｌ）
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＴＧＦβ１ｇｒｏｕｐ

作为细胞外间质的重要调节因子，ＴＧＦβ１能
通过旁分泌和自分泌形式刺激 ＣＦＢ增生、表型的
转变，促进细胞外基质的沉积，抑制胶原酶降解，许

多促纤维化因子均通过其起作用，还通过信号转导

途径作用于其他细胞因子，形成细胞因子网络，发

挥更大的效应。ＴＧＦβ１过度表达在纤维化机制中
起关键作用，从而也多作为治疗纤维化病变的靶目

标［１０］。本实验结果显示，在细胞增殖方面，ＴＧＦ
β１可以明显刺激细胞增殖，ＤＮＡ合成增加，明显
增加ＣＦＢ的Ｓ期百分率，降低Ｇ０／Ｇ１的百分率，细
胞周期蛋白 ＰＣＮＡ表达增强。在胶原合成方面，
ＴＧＦβ１可明显地增加肌成纤维细胞标志性蛋白
αＳＭＡ表达，使成纤维细胞转化成肌成纤维细胞；
ＴＧＦβ１还能刺激成纤维细胞胶原合成，并使肌细
胞外间质主要成分是Ⅰ、Ⅲ型胶原表达增强，提示
发生表型转变的成纤维细胞能合成和分泌大量胶原

等细胞外基质（ＥＭＣ）成分。这些结果进一步证实
了ＴＧＦβ１的促心肌纤维化作用。１０，１００μｍｏｌ／Ｌ
二苯乙烯苷能明显抑制ＴＧＦβ１诱导的ＣＦＢ增殖，
阻滞细胞周期，降低其表型转化及胶原分泌，提示

二苯乙烯苷具有潜在的抗心肌纤维化作用。

ＴＧＦβ１信号转导通路包括 Ｓｍａｄ及非 Ｓｍａｄ
信号通路两类。大量研究证实，ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄｓ信
号转导通路是 ＴＧＦβ１／发挥生物学作用的主要通
路。ＴＧＦβ１与其Ⅰ、Ⅱ型受体结合后，活化的受体
使胞浆内相应的 Ｓｍａｄ发生磷酸化而被激活。
Ｓｍａｄ２和Ｓｍａｄ３是ＴＧＦβ１Ⅰ型受体胞内激酶的特
异性底物，正常情况下主要位于细胞浆内，Ｓｍａｄ２
和Ｓｍａｄ３依次被磷酸化后与 Ｓｍａｄ４结合转位至细
胞核内，参与调控靶基因的转录。被激活的Ｓｍａｄ２
和Ｓｍａｄ３介导的ＴＧＦβ信号可诱导成纤维细胞增
殖、分化为肌成纤维细胞，肌成纤维细胞能产生大

量基质蛋白成分并分泌到细胞外基质中，如

αＳＭＡ、胶原蛋白等 ＥＭＣ组分在 ＴＧＦβ的刺激下
合成增多并促使他们在 ＥＭＣ沉积，可以增强肌成
纤维细胞的转化、胶原的过度合成，进一步加速心

肌纤维化的发展。因此，Ｓｍａｄ２和Ｓｍａｄ３蛋白的磷
酸化与核转位在 ＴＧＦβ１信号转导中起关键性作
用。抑制其磷酸化可干扰其核转位，从而抑制

ＴＧＦβ１的信号转导［１１－１２］。本实验结果显示，二苯

乙烯苷可以抑制 ＴＧＦβ１诱导的 ｐＳｍａｄ３表达，对
ｐＳｍａｄ２表达无影响，表明 ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３信号通
路的活化参与了二苯乙烯苷调控心肌纤维化过程。

丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫｓ）是细胞膜信号向核信号传递的
枢纽，是ＴＧＦβ１非 Ｓｍａｄ信号通路中最重要的信
号通路之［１３－１４］。ＭＡＰＫｓ主要包括细胞外信号调
节激酶ＥＲＫ１／２、ＪＮＫ、Ｐ３８ＭＡＰＫ，调节着细胞的生
长、分化、发育以及凋亡等一系列行为和功能［１５］。

ＭＡＰＫｓ可被多种细胞因子激活，如血小板衍生生
长因子、白细胞介素１、肿瘤坏死因子Ａ等。文献
报道在多种不同的细胞类型中 ＴＧＦβ１能够直接
激活 ＭＡＰＫｓ信号系统中的这 ３条信号通路［１４］。

本研究可观察到，ＴＧＦβ１刺激 ＣＦＢ组 ＥＲＫ１／２、
ＪＮＫ、Ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化表达较对照组明显增加；与
ＴＧＦβ１刺激组比较，二苯乙烯苷组明显降低了
ｐＥＲＫ和 ｐＰ３８的表达，而对 ｐＪＮＫ无作用。提
示，ＥＲＫ１／２、ＪＮＫ、Ｐ３８ＭＡＰＫ信号途径参与了
ＴＧＦβ１刺激成纤维细胞增殖、分化及胶原合成的
过程，并且二苯乙烯苷可能通过抑制 ＥＲＫ１／２和
Ｐ３８蛋白磷酸化这一环节来发挥作用。

综上所述，二苯乙烯苷能抑制 ＴＧＦβ１诱导的
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ＣＦＢ增殖和胶原合成，其机制可能与干预 Ｓｍａｄ３、
ＥＲＫ和Ｐ３８信号通路有关。这些研究结果为二苯
乙烯苷抗心肌纤维化的机制提供了新的线索，为二

苯乙烯苷的开发研究提供切实可靠的实验依据。

参 考 文 献

［１］　ＶａｓｑｕｅｚＣ，ＢｅｎａｍｅｒＮ，ＭｏｒｌｅｙＧＥ．Ｔｈｅｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ：ｆｕｎｃ

ｔｉｏｎａｌａｎｄｅｌｅｃｔｒｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎｓｉｎｈｅａｌｔｈｙａｎｄｄｉｓ

ｅａｓｅｄｈｅａｒｔｓ［Ｊ］．ＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０１１，５７（４）：３８０

－３８８．

［２］　ＬｉｍＨ，ＺｈｕＹＺＲｏｌｅｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａｉｎｔｈｅ

ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｅａｒｔｆａｉｌｕｒｅ［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｏｌＬｉｆｅＳｃｉ，２００６，６３

（２２）：２５８４－２９６．

［３］　ＺｈａｎｇＷ，ＷａｎｇＣＨ，ＬｉＦ，ｅｔａｌ２，３，４′，５Ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｘｙｓｔｉｌｂｅｎｅ

２ＯｂｅｔａＤｇｌｕｃｏｓｉｄｅｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃｒａｔｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＥｘｐＰｈａｒ

ｍａｃｏｌＰｈｙｓｉｏｌ２００８，３５（３）：３１０－３１６．

［４］　ＣｕｉＨＨ，ＴｉａｎＹ，ＬｏｎｇＳＹＴｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆ２，３，５，′４

ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｘｙｓｔｉｌｂｅｎｅ２ＯβＤｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ｉｎ ａｎｔｉａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ

［Ｊ］．ＰｒｏｇＭｏｄＢｉｏｍｅｄ（现代生物医学进展），２００９，９（２０）：

３９６８－３９７１．

［５］　ＺｈａｎｇＷ，ＸｕＸＬ，ＷａｎｇＹＱ，ｅｔａｌＥｆｆｅｃｔｓｏｆ２，３，４′，５ｔｅｔｒａ

ｈｙｄｒｏｘｙｓｔｉｌｂｅｎｅ２ＯｂｅｔａＤｇｌｕｃｏｓｉｄｅｏｎｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎａｔｈｅｒｏｇｅｎｉｃｄｉｅｔｒａｔｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔａＭｅｄ，２００９，７５

（１１）：１２０９－１２１４．

［６］　ＸｕＸＬ，ＬｉｎｇＤＹ，ＺｈｕＱＹ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆ２，３，４′，５ｔｅｔｒａ

ｈｙｄｒｏｘｙｓｔｉｌｂｅｎｅ２ＯβＤｇｌｕｃｏｓｉｄｅｏｎｎｅｏｉｎｔｉｍａｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎａ

ｒａｔａｒｔｅｒｙｂａｌｌｏｏｎｉｎｊｕｒｙｍｏｄｅｌａｎｄｉｔｓｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ［Ｊ］．

ＥｕｒＪＰｈａｒｍａｃｏｌ２０１３，６９８（１／２／３）：３７０－３７８．

［７］　ＸｕＸＬ，ＺｈａｎｇＷ，ＨｕａｎｇＹＪ，ｅｔａｌＥｆｆｅｃｔｏｆ２，３，４′，５ｔｅｔｒａ

ｈｙｄｒｏｘｙｓｔｉｌｂｅｎｅ２ＯβＤｇｌｕｃｏｓｉｄｅｏｎｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ

ｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｈｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌＢｕｌｌ（中国药理学通

报），２０１０，２６（７）：４２１－４２６．

［８］　ＺｈａｎｇＳＨ，ＷａｎｇＷＱ，ＷａｎｇＪＬＰｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｘ

ｙｓｔｉｌｂｅｎｅｇｌｕｃｏｓｉｄｅｏｎｃａｒｄｉｏｔｏｘｉｃｉｔｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｉｎ

ｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．ＡｃｔａＰｈａｒｍａｃｏｌＳｉｎ２００９，３０（１１）：１４７９

－１４８７

［９］　ＬａｊｉｎｅｓｓＪＤ，ＣｏｎｗａｙＳＪＴｈｅｄｙｎａｍｉｃｒｏｌｅｏｆｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

ｉｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＴｒａｎｓｌＲｅｓ，２０１２，

５（６）：７３９－７４８．

［１０］ＥｄｇｌｅｙＡＪ，ＫｒｕｍＨ，ＫｅｌｌｙＤＪＴａｒｇｅｔｉｎｇｆｉｂｒｏｓｉｓｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｏｆｈｅａｒｔｆａｉｌｕｒｅ：ａｒｏｌｅｆｏｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ［Ｊ］．Ｃａｒｄ

ｉｏｖａｓｃＴｈｅｒ，２０１２，３０（１）：ｅ３０－ｅ４０．

［１１］ＧａｕｌｄｉｅＪ，ＢｏｎｎｉａｕｄＰ，ＳｉｍｅＰ，ｅｔａｌＴＧＦｂｅｔａ，Ｓｍａｄ３ａｎｄｔｈｅｐ

ｒｏｃｅｓｓｏｆｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅｆｉｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＳｏｃＴｒａｎｓ，２００７，３５

（Ｐｔ４）：６６１－６６４．

［１２］ＬａｎＨＹ，ＣｈｕｎｇＡＣＴｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβａｎｄＳｍａｄｓ

［Ｊ］．ＣｏｎｔｒｉｂＮｅｐｈｒｏｌ，２０１１，１７０：７５－８２．

［１３］ＭｕＹ，ＧｕｄｅｙＳＫ，ＬａｎｄｓｔｒｏｍＭＮｏｎＳｍａｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓ

［Ｊ］．ＣｅｌｌＴｉｓｓｕｅＲｅｓ，２０１２，３４７（１）：１１－２０

［１４］ＧｕｉＴ，ＳｕｎＹ，ＳｈｉｍｏｋａｄｏＡ，ｅｔａｌＴｈｅｒｏｌｅｓｏｆｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｐａｔｈｗａｙｓｉｎＴＧＦβＩｎｄｕｃｅｄｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙ

ｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ［Ｊ］． ＪＳｉｇｎａｌＴｒａｎｓｄｕｃｔ．ｄｏｉ：１０．１１５５／

２０１２／２８９２４３．

［１５］ＷａｎｇＹＭｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓｉｎｈｅａｒｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

ａｎｄｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，２００７，１１６（１２）：１４１３－１４２３

７６３




