
书书书

ＯＭＴ抑制钙调神经磷酸酶改善醛固酮诱导的心肌成
纤维细胞增殖
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［摘　要］目的：观察氧化苦参碱（ＯＭＴ）对醛固酮（ＡＬＤ）诱导心肌成纤维细胞（ＣＦｓ）增殖分化模型的干预作
用，探讨其对钙调神经磷酸酶（ＣａＮ）表达的影响。方法：采用胰酶消化法、差速贴壁法获得体外培养１～３ｄ新
生ＳＤ乳鼠ＣＦｓ，建立ＡＬＤ诱导ＣＦｓ增殖模型，采用波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）免疫细胞化学法鉴定ＣＦｓ；将鉴定并传代
的２～３代ＣＦｓ分为对照组（等量蒸馏水）、ＡＬＤ组 （１×１０－７ｍｏｌ／Ｌ）、ＯＭＴ组（１×１０－７ｍｏｌ／ＬＡＬＤ及７５６×１０－４

ｍｏｌ／ＬＯＭＴ）及ＣａＮＩ组［１×１０－７ｍｏｌ／ＬＡＬＤ及 ＣａＮ抑制剂环孢素 Ａ（ＣｓＡ１）］，作用２４ｈ；采用实时荧光定量
ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）测定ＣａＮｍＲＮＡ水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定ＣａＮ蛋白表达水平。结果：Ｖｉｍｅｎｔｉｎ鉴定分离培养的
细胞结果阳性，提示分离细胞为ＣＦｓ；ＡＬＤ诱导２４ｈ时，与对照组比较，ＡＬＤ组ＣａＮｍＲＮＡ及ＣａＮ蛋白的表达水
平升高（Ｐ＜００１）；与ＡＬＤ组比较，ＯＭＴ组ＣａＮｍＲＮＡ及ＣａＮ蛋白的表达水平降低（Ｐ＜００１）。结论：ＯＭＴ能
够抑制ＡＬＤ诱导的ＣＦｓ增殖，其机制可能与抑制ＣａＮ基因表达有关。
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表达
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　　目前，心血管疾病已成为影响人们身心健康的
焦点问题，心肌纤维化是多种心脏疾病发展到一定

阶段的共同病理过程，其特点为心肌成纤维细胞

（ＣＦｓ）增生和细胞外基质沉积，最终引起心脏组织
形成永久的瘢痕，导致心力衰竭［１－２］。因此，抑制

心肌纤维化成为临床上治疗心血管疾病的关键。

氧化苦参碱（ＯＭＴ）是从苦参中提取的一种生物
碱，具有多种药理作用，可抑制细胞凋亡及抗肿瘤，

还有防止纤维组织增生及炎症的作用［３］；ＯＭＴ对
肠道、心脏和肝脏等多种组织的损伤具有保护作

用，可用于治疗乙肝感染、心肌纤维化及肝纤维

化［４－５］。本课题组前期研究发现，ＯＭＴ能够改善
醛固酮（ＡＬＤ）诱导的 ＣＦｓ增殖［６］；钙调神经磷酸

酶（ＣａＮ）是一种多功能信号酶，广泛分布于各组织
中，ＣａＮ介导的信号通路在心肌肥大和成纤维细胞
增殖中发挥重要的作用［７］。但 ＯＭＴ与 ＣａＮ的关
系未见报道，本研究在课题组前期研究的基础上，

采用ＯＭＴ处理ＡＬＤ诱导的ＣＦｓ增殖，采用环孢素
Ａ（ＣｓＡ）作为 ＣａＮ激活的抑制剂，观察处理过的
ＣＦｓ细胞中 ＣａＮｍＲＮＡ及蛋白表达，进一步探讨
ＣａＮ在ＯＭＴ抑制ＡＬＤ诱导的ＣＦｓ增殖中的作用。

１　材料与方法

１１　实验动物、试剂及仪器
１１１　实验动物　实验用健康１～３ｄ新生的 ＳＤ
乳鼠，雌雄不限，由贵州医科大学实验动物中心提

供，动物合格证号ＳＣＸＫ（黔）２０１２－０００１。
１１２　试剂及仪器　ＯＭＴ（南京泽郎医药科技有
限公司，由实验室进一步精制，ＨＰＬＣ＞９８％，批号

２００８０２１）、ＡＬＤ（Ｓｉｇｍａ公司，批号 Ａ９４７７）、波形蛋
白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）兔单克隆抗体（ＢＯＳＴＥＲ公司，批号
ＢＭ０１３５）、环孢素 Ａ（Ｓｉｇｍａ公司，批号０８２Ｍ４０１４Ｖ）、
ＰＰ２ＢＡ（ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，批号Ｃ２１２９）、
ＡｎｔｉＧＡＰＤＨａｎｔｉｂｏｄｙ（ａｂｃａｍ公司，ａｂ９４８５）、Ｐｅｒｏｘｉ
ｄａｓｅｃｏｎｊｕｇａｔｅｄＡｆｆｉｎｉｐｕｒｅＧｏａｔＡｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧ（Ｈ
＋ＬＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，批号 ＳＡ００００１－２），ＤＭｉ１型
倒置显微镜（德国Ｌｅｉｃａ公司）、ＣＦＸ型凝胶成像系
统仪（美国 ＢＩＯＲＡＤ公司）及 ＵｎｉｖｅｒｓａｌＨｏｏｄＩＩ型
实时荧光定量ＰＣＲ仪（美国ＢＩＯＲＡＤ公司）。
１２　方法
１２１　原代大鼠ＣＦｓ的分离制备与培养　取新生
１～３ｄ的 ＳＤ乳鼠１０只，麻醉后用７５％乙醇消毒
胸腹部皮肤、固定四肢、胸部向上、用眼科剪剪开胸

部皮肤及肋骨暴露心脏，更换眼科剪和眼科镊，取

下正在搏动心脏的心尖部分，放在盛有预冷 ＰＢＳ
的培养皿中，洗净残留血污后转移到盛有预冷ＰＢＳ
的青霉素小瓶中，吸弃 ＰＢＳ，将心室组织浸润青霉
素－链霉素混合液中３０ｓ，加入预冷的ＰＢＳ清洗２
遍，加入新鲜预冷的 ＰＢＳ用眼科剪剪成大小约
１ｍｍ３碎块，用 ＰＢＳ反复洗净残血（３遍），加入
０２５％的胰酶６ｍＬ，放入４℃冰箱中软化组织５ｈ。
５ｈ后弃上清液，加入 ００８％的胰酶 ５ｍＬ，置于
３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中孵育６ｍｉｎ，吸管吹打组织
块１ｍｉｎ，自然沉淀，收集上清至１５ｍＬＥＰ管中，加
入等量的含１５％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基终止消
化，１０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，弃上清后加入０５ｍＬ
含１５％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基吹打混匀，得到
第１次单细胞悬液。未消化的组织块再加入
００８％ 胰蛋白酶５ｍＬ，按以上步骤重复消化８次，
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直至组织块消化完全。将所有收集细胞悬液接种

于培养瓶内，置于５％ ＣＯ２、３７℃培养箱差速贴壁
１５ｈ，弃去培养基，加入新鲜含１５％胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养基，进行ＣＦｓ培养，用传代后的２～３代
细胞进行后续研究。

１２２　ＣＦｓ鉴定　采用免疫细胞化学染色 ＳＰ法
联合ＤＡＢ法染色鉴定 ＣＦｓ，对细胞内特异性 Ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ进行染色，通过抗原与抗体特异性结合的原
理，化学反应使标记抗体的显色剂显色进行鉴定。

１２３　细胞分组　根据课题组前期研究结果［６］，

当ＡＬＤ浓度为１×１０－７ｍｏｌ／Ｌ，作用时间为２４ｈ能
成功构建 ＡＬＤ诱导 ＣＦｓ增殖模型，ＯＭＴ低（Ｌ，
３７８×１０－４ｍｏｌ／Ｌ）、高（Ｈ，７５７×１０－４ｍｏｌ／Ｌ）剂
量均可以抑制 ＡＬＤ诱导的 ＣＦｓ增殖；因此本研究
ＡＬＤ浓度使用１×１０－７ｍｏｌ／Ｌ，作用时间２４ｈ，ＯＭＴ
剂量为７５７×１０－４ｍｏｌ／Ｌ。将２～３代ＣＦｓ细胞分为
分为对照组（等量蒸馏水）、ＡＬＤ组 （１×１０－７ｍｏｌ／Ｌ）、
ＯＭＴ组（１×１０－７ｍｏｌ／ＬＡＬＤ及 ７５６×１０－４ｍｏｌ／Ｌ
ＯＭＴ）及ＣａＮＩ组［１×１０－７ｍｏｌ／ＬＡＬＤ及１×１０－７ｍｏｌ／
ＬＣａＮ抑制剂环孢素Ａ（ＣｓＡ１）］。
１２４　ＣａＮｍＲＮＡ的表达 采用实时荧光定量

ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测，ＣＦｓ生长达到研究要求时，
各组加入相应浓度药物处理２４ｈ，收集细胞，采用
ＲＮＡ提取试剂盒提取总ＲＮＡ，取总ＲＮＡ１μｇ进行
逆转录反应，取逆转录产物２μＬ进行ＰＣＲ扩增反
应。引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合

成，ＣａＮ（２４２ｂｐ）的上游引物序列为 ５′ＡＣＴＧ
ＧＣＡＴＧＣＴＣＣＣＣＡＧＣＧＧＡ３′，下游引物序列为 ５′
ＧＴＧＣＣＧＴＴＡＧＴＣＴＣＴＧＡＧＧＣＧ３′。内参照为甘油
醛３磷酸脱氢酶 （ＧＡＰＤＨ，９２ｂｐ），上游引物序
列为５′ＧＡＣＡＴＧＣＣＧＣＣＴＧＧＡＧＡＡＡＣ３′，下游引物
序列为 ５′ＡＧＣＣＣＡＧＧＡＴＧＣＣＣＴＴＴＡＧＴ３′。扩增
结束后以 ＧＡＰＤＨ为参照，根据２－ΔΔＣｔ法计算 ＣａＮ
ｍＲＮＡ相对含量。
１２５　ＣａＮ蛋白表达 采用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测，
ＣＦｓ生长达到研究要求时，各组加入相应浓度药物
处理 ２４ｈ，收集细胞，提取总蛋白，按组别标记，
－８０℃保存备用。ＢＣＡ法进行蛋白定量，之后上
样，用１０％十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电
泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离总蛋白，转移至聚偏氟乙烯
（ＰＶＤＦ）膜上，１％牛血清白蛋白（ＢＳＡ）封闭１ｈ，
加入ＣａＮ抗体（即一抗）和羊抗兔 ＩｇＧ抗体（即二
抗）后进行孵育，分别进行免疫蛋白印迹分析，用

ＥＣＬ化学发光试剂盒显像，凝胶图像系统分析各蛋

白条带灰度值，并以 ＧＡＰＤＨ为内参标化各样品蛋
白电泳条带的灰度值作为ＣａＮ蛋白相对表达水平。
１３　统计学方法

实验数据采用ＳＰＳＳ１９０统计软件包，进行统
计学处理。计数资料用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，
数据比较采用单因素方差分析，两两比较采用

ｓｔｕｄｅｎｔｔｔｅｓｔ，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　原代ＣＦｓ的形态学观察
在心脏的所有细胞类型中，与其他细胞相比，

ＣＦｓ缺乏基底膜，细胞形状呈扁平和梭型，贴壁生
长且无自发性搏动，见图１。

图１　倒置显微镜下原代ＣＦｓ（４００×）
Ｆｉｇ．１　Ｐｒｉｍａｒｙｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｕｎｄｅｒｉｎｖｅｒｔｅｄ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅＣＦｓ
２２　原代ＣＦｓ鉴定

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ是间质细胞特有的，但是在心脏中仅
ＣＦｓ为间质细胞，因此波形蛋白可以作为鉴定 ＣＦｓ
的标记物。普通光学倒置显微镜下观察 ＣＦｓ鉴定
结果，阴性对照组（ＰＢＳ代替一抗）细胞核呈蓝紫
色（图 ２Ａ）；Ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性组，细胞质被染成棕黄
色，细胞核呈蓝紫色（图２Ｂ）。ＣＦｓＶｉｍｅｎｔｉｎ鉴定
为强阳性反应。说明实验所分离的细胞为 ＣＦｓ，且
纯度大于９９％。
２３　ＣａＮｍＲＮＡ表达

图３Ａ和３Ｂ显示ＣａＮｍＲＮＡ基因特异性扩增
良好。与对照组比较，ＡＬＤ组的 ＣａＮｍＲＮＡ的表
达显著增加，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。与
ＡＬＤ组比较，ＯＭＴ组ＣａＮｍＲＮＡ的表达显著降低，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与 ＡＬＤ组比较，
ＣａＮＩ组ＣａＮｍＲＮＡ的表达降低，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）；ＯＭＴ组与ＣａＮＩ组ＣａＮｍＲＮＡ表达
水平比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见图３Ｃ。
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注：Ａ为Ｖｉｍｅｎｔｉｎ阴性对照组，Ｂ为Ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性组

图２　原代ＣＦｓ的鉴定（ＳＰ、ＤＡＢ，×４００）
Ｆｉｇ．２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｒｉｍａｒｙＣＦｓ

注：Ａ为ＣａＮ和ＧＡＰＤＨ的扩增曲线，Ｂ为ＣａＮ和ＧＡＰＤＨ的熔融曲线，Ｃ为不同处理组ＣａＮｍＲＮＡ

的相对含量；（１）与对照组比较，Ｐ＜００１；（２）与ＡＬＤ组相比，Ｐ＜００５

图３　不同处理组ＣＦｓ细胞中ＣａＮｍＲＮＡ表达水平
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａＮｍＲＮＡｉｎＣＦｓｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２４　ＣａＮ蛋白表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与对照组比较，ＡＬＤ组

ＣａＮ蛋白表达水平增高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）；与ＡＬＤ组比较，ＯＭＴ组ＣａＮ蛋白表达水平
降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；与 ＡＬＤ组比
较，ＣａＮＩ组 ＣａＮ蛋白表达水平降低，差异有统计
学意义（Ｐ＜００１）；ＯＭＴ组与 ＣａＮＩ组 ＣａＮ蛋白
表达水平比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
如图４。

３　讨论

心血管疾病是一系列涉及循环系统的疾病。

在多种心血管疾病中都存在心肌纤维化这一病理

变化，心肌纤维化被认为与心脏性猝死、心律失常、

左心室功能障碍、心力衰竭密切相关。它的特点是

心室壁的结构重排，包括ＣＦｓ增殖和细胞外基质蛋
白过度沉积，导致心肌僵硬和舒张功能障碍，最终
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（１）与对照组比较，Ｐ＜００１；（２）与ＡＬＤ组相比，Ｐ＜００５

图４　图４不同处理组ＣＦｓ细胞中
ＣａＮ蛋白表达水平

Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａＮｐｒｏｔｅｉｎｉｎＣＦｓｃｅｌｌｓ
ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

导致心脏衰竭［８］。因此，研究心肌纤维化的病理

特点及其发病机制成为了医学上的重中之重，研究

抗心肌纤维化的药物，对临床上防治心血管疾病的

发生具有重要的意义。研究表明 ＡＬＤ作为肾素 －
血管紧张素 －醛固酮系统（ＲＡＡＳ）的一部分起到
了极其重要的作用。ＡＬＤ水平过量增多会导致心
脏和肾脏功能不全和结构损坏，继而引起胶原沉

积、左心室肥大、细胞形态学变化、心肌纤维化和心

功能不全［９－１０］。大量研究显示，ＡＬＤ与 ＣａＮ信号
通路密切相关，大鼠血管外膜成纤维细胞中的

ＡＬＤ水平与 ＣａＮ信号通路相关，且选用 ＣａＮ抑制
剂ＣｓＡ可以降低 ＡＬＤ水平［１１］。Ｓｕｎ等［１２］研究显

示，ＡＬＤ可以介导 ＣｓＡ引起的肾损伤。因此，ＡＬＤ
是诱导心肌纤维化的一个重要的因素，且与 ＣａＮ
有密切的关系。

ＯＭＴ是从苦参中提取的一种生物碱，随着对
ＯＭＴ的不断研究，国内外对 ＯＭＴ和心肌纤维化关
系的报道越来越多。研究表明，ＯＭＴ能够改善心
肌纤维化、心肌梗死、心力衰竭等，且与 ｐ３８ＭＡＰＫ、
ＭＩＦ／ｍＴＯＲ、ＥＲＫ等信号有关［１３－１４］。但其与 ＣａＮ
的关系未见报道，本研究采用 ＣｓＡ作为 ＣａＮ激活
的抑制剂，用于研究 ＣａＮ信号在 ＡＬＤ诱导 ＣＦｓ增
殖中的作用。ｑＲＴＰＣＲ结果和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
共同证实，ＡＬＤ诱导细胞后，ＣａＮｍＲＮＡ和 ＣａＮ蛋
白表达均增加；加入 ＣａＮ抑制剂，ＣａＮｍＲＮＡ和

ＣａＮ蛋白表达均降低，差异有统计学意义，说明
ＣａＮ抑制剂减弱了ＡＬＤ诱导ＣＦｓ增殖的作用。然
而本研究还发现 ＯＭＴ也降低了 ＣａＮ的 ｍＲＮＡ和
蛋白水平，且与ＯＭＴ／ＣａＮ抑制剂联用组没有显著
差异，说明ＯＭＴ对ＡＬＤ诱导的ＣＦｓ增殖的抑制作
用可能经ＣａＮ介导。

综上所述，ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的结果一
致证实，ＯＭＴ抑制ＡＬＤ诱导的ＣＦｓ增殖与 ＣａＮ有
关，为ＯＭＴ对心血管疾病的防治及其作用机制研
究提供新的理论依据和实验基础。
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