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促红细胞生成素对心脏成纤维细胞
表型转化的影响及其信号机制
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察促红细胞生成素(EPO)对血管紧张素域(Ang域)诱导培养的乳鼠心脏成纤维细胞(CF)表

型转化的影响,以及其可能的信号通路(TGF鄄茁1 鄄TAK1 鄄p38MAPK)在其中的作用。 方法摇 体外分离培养乳鼠心脏成

纤维细胞,用 10 - 6 mol / L 的 Ang域诱导培养心脏成纤维细胞表型转化,加入 20 kU / L 的 EPO 进行预干预,同时加或

不加 15 滋mol / L 的 SB203580 进行处理,以平滑肌肌动蛋白(SMA)表达作为心脏成纤维细胞表型转化的观察指标,
应用免疫组织化学观察心脏成纤维细胞内 SMA 表达情况;采用实时荧光定量 PCR 方法检测细胞内信号分子转化

生长因子 茁1(TGF鄄茁1)及 p38 丝裂原活化蛋白激酶(p38MAPK)mRNA 的表达情况;采用蛋白免疫印迹法检测 琢 平

滑肌肌动蛋白(琢鄄SMA)、TGF鄄茁1、转化生长因子激活性激酶 1(TAK1)、p38MAPK 以及磷酸化的 TAK1 (p鄄TAK1 )和

p鄄p38MAPK 的表达情况。 结果摇 20 kU / L 的 EPO 能有效抑制 Ang域诱导的 CF 细胞表型转化,减少 CF 细胞内 琢鄄
SMA 蛋白的沉积,降低 CF 表型转化相关信号分子 TGF鄄茁1、p鄄TAK1、TAK1、p鄄p38MAPK 和 p38MAPK 的活化或表达,
且加入 SB203580 后该作用增强。 结论摇 EPO 可抑制 Ang域诱导的乳鼠心脏成纤维细胞表型转化为肌成纤维细胞,
减轻心肌纤维化,并可降低相关信号分子 mRNA 及蛋白的表达,初步考虑 EPO 抑制心肌纤维化,减轻心室重构的

作用是通过 TGF鄄茁1 鄄TAK1 鄄p38MAPK 进行的。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To observe the effects of erythropoietin ( EPO) on neonatal rat cardiac fibrosis phenotypic
switched into myofibroblasts induced by angiotensin 域 ( Ang域 ) and the association with possible signaling pathway (tran
sforming growth factor鄄beta1(TGF鄄茁1)鄄TGF鄄茁鄄activated kinase鄄1(TAK1)鄄mitogen鄄activated protein kinase(p38MAPK)).
Methods摇 Cardiac fibroblasts were isolated from new鄄born Sprague鄄Dawley rats, and the cells were used to establish the
model of fibrosis by Ang 域(10 - 6 mol / L) in vitro. 摇 Then they were treated with EPO(20 kU / L),at the same time,they
were treated with or without the p38MAPK inhibitor SB203580(15 滋mol / L). 摇 Immunohistochemistry was used to detect
the intracellular protein expression of 琢鄄smooth muscle actin(琢鄄SMA). 摇 The mRNA levels of TGF鄄茁1 and p38MAPK was
analyzed by quantitative real鄄time PCR. 摇 The protein expression of 琢鄄SMA,TGF鄄茁1, TAK1, and p38MAPK and the phos鄄
phorylation of TAK1 and p38MAPK were analyzed by Western blot. 摇 摇 Results摇 20 kU / L of EPO can effectively inhibit
Ang域鄄induced cardiac phenotypic switched into myofibroblasts, reduce the intracellular protein expression of 琢鄄smooth
muscle actin (琢鄄SMA), and also can significantly suppress Ang域鄄induced upregulation of TGF鄄茁1, TAK1, and p38MAPK
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expression and phosphrylation of TAK1 and p38MAPK. 摇 The effects can be strengthened by SB203580. 摇 摇 Conclusion摇
EPO can effectively inhibit Ang域鄄induced cardiac phenotypic switched into myofibroblasts, reduce myocardial fibrosis, and
can reduce the related signaling molecules mRNA and protein expression. 摇 Preliminary consideration of the EPO can inhib鄄
it myocardial fibrosis, reduce the process of ventricular remodeling through TGF茁1 鄄TAK1 鄄p38MAPK.

摇 摇 心室重塑是一个不断发展的过程,它不仅表现

为心肌细胞的坏死、肥厚及凋亡,同时也促使成纤

维细胞表型转化为肌成纤维细胞 (myofibroblasts,
myoFb),细胞外基质出现胶原沉积及纤维化,进而

导致心功能的不断恶化。 其中,肾素鄄血管紧张素鄄
醛固酮系统的激活是导致心室重构的主要因素,而
血管紧张素域(angiotensin II,Ang域)是该系统发挥

主要生物学效应的物质,它可诱导心脏成纤维细胞

(cardiac fibroblasts,CF)向肌成纤维细胞分化,并激

活 CF 合成大量胶原等细胞外基质成分,引起心肌

纤维化,同时该过程也与 CF 细胞分泌的许多信号

分子、细胞因子以及生长因子相关[1]。 如转化生长

因子 茁1 ( transforming growth factor鄄茁1,TGF鄄茁1 ),它
的表达可发挥组织修复作用,并促进胶原沉积及 CF
的纤维化,进而参与心肌损伤后的心室重塑过程。
同时,促红细胞生成素(erythropoietin,EPO)的组织

保护作用近期也成为研究热点,它可通过介导各种

信号转导通路来发挥抗氧化、抗凋亡、抗炎、促进新

生血管生成等心肌的保护作用[2鄄4]。 本研究旨在观

察使用 Ang域诱导体外培养的 CF 表型转化,观察

EPO 对 Ang域诱导表型转化的 CF 是否具有抑制作

用,并尝试解释 TGF鄄茁1 鄄TAK1 鄄p38MAPK 在其中的

作用。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 SD 大鼠 (1 ~ 3 日龄,雌雄不限,许可证号:
SCXKC 滇 2011鄄 0004)由昆明医科大学动物中心提

供。 DMEM / F12(1颐 1)培养基购自 Hyclone,胎牛血

清购自 Gibco;Ang域、EPO 购自 Merck;域型胶原酶、
胰蛋白酶、SB203580 购自 Sigma;Trizol、反转录及

PCR 试剂盒、RT鄄PCR 试剂盒购自 TaKaRa 公司;所
有引物均由上海生物工程公司合成,其中 GAPDH
引物序列为上游 5忆鄄gacaactttggcatcgtgga鄄3忆,下游 5忆鄄
atgcagggatgatgttctgg鄄3忆,片段长度为 133 bp;TGF鄄茁1引

物序列为上游 5忆鄄tgagtggctgtcttttgacg鄄3忆,下游 5忆鄄gttt鄄
gggactgatcccattg鄄3忆,片段长度为 149 bp;p38MAPK 引

物序列为上游 5忆鄄atgacgaaatgaccggctac鄄3忆,下游 5忆鄄
acaacgttcttccggtcaac鄄3忆,片段长度为 141 bp;琢 平滑肌

肌动蛋白(琢鄄smooth muscle actin,琢鄄SMA)、纤维连接

蛋白( fibronectin,FN)、波形蛋白(vimentin)、琢 肌动

蛋白(琢鄄actin)抗体以及 SABC 免疫组织化学试剂盒

由武汉博士德生物工程有限公司提供;兔抗 TGF鄄茁1

多克隆抗体购自 Santa Cruz 公司,兔抗 p38MAPK 单

克隆抗体、兔抗转化生长因子激活性激酶 1(TGF鄄茁鄄
activated kinase,TAK1 )单克隆抗体由 Epitomics 提

供;辣根酶标记抗兔 IgG 及抗小鼠 IgG 由 Abmart 提
供;EZ鄄ECL 购自 Biological Indusiries。
1郾 2摇 心脏成纤维细胞的分离、培养及鉴定

取出生 1 ~3 天龄 SD 大鼠 15 只,无菌条件下取

乳鼠心脏剪去心房及大血管,磷酸盐缓冲液充分冲洗

掉残血,置于冰上剪碎成1 mm3 小块;用0郾 125%胰酶

+0郾 5 g / L域型胶原酶复合酶法分次消化心室肌组织,
分次收集细胞悬液,1000 r / min 离心 8 min 沉淀细胞;
用含 15%胎牛血清的 DMEM/ F12 培养基重悬细胞,
加入 25T 培养瓶中,置于含 5%CO2 的 37益培养箱培

养 45 min 后,差速贴壁去除尚未贴壁的心肌细胞,培
养至90%以上融合时,用含0郾 02%EDTA 的0郾 25%胰

酶消化传代,实验用第 2 ~ 3 代细胞。 细胞爬片后用

免疫组织化学 PV 两步法鉴定,Fibronectin 和 Vimen鄄
tin 阳性,琢鄄actin 阴性,证实为 CF。
1郾 3摇 实验分组

将无血清培养基同步化培养 24 h 的 CF 细胞随

机分为 5 组,分别为:淤空白对照组;于Ang域诱导

组;盂EPO 组;榆Ang域 + EPO 组;虞Ang域 + EPO +
SB203580 组。 使用 10 鄄6 mol / L[5] 的 Ang域诱导 CF
表型转化为 myoFb,在诱导前 1 h 加入 20 kU / L 的

EPO 干预,或联合加入 EPO 及 15 滋mol / L [6,7]的

SB203580(p38MAPK 抑制剂)预处理,48 h 后进行

下一步实验,磷酸化蛋白经药物处理 40 min 后进行

磷酸化蛋白的提取,各组均为同一批细胞。
1郾 4摇 细胞爬片及 琢 平滑肌肌动蛋白在各组细胞内

的表达情况

取生长良好的原代 CF 细胞, 在 细 胞 达 到

80% ~90%融合时,0郾 25%的胰酶消化细胞,制成细

胞悬液,以 104 的密度接种于 24 孔板内的细胞爬片

上(每组设立副片),37益细胞培养箱中孵育,待细

胞贴壁稳定后,随机分组,按上步中详述步骤进行

药物处理,48 h 后各组孵育相同浓度 琢鄄SMA 抗体
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(1颐 3000),湿盒中 37益 2 h(或 4益过夜),免疫组织

化学 PV 两步法检测 琢鄄SMA 在各药物处理组中的表

达情况。
1郾 5摇 实时荧光定量 PCR 检测相关基因 mRNA 的相

对表达量

药物处理细胞 48 h 后,用 Trizol 试剂提取细胞

总 RNA;经紫外线分光光度计测定总 RNA 浓度及

纯度后,按试剂盒说明书取 1 滋g 总 RNA 反转录合

成 cDNA;取 2 滋L cDNA 产物做模板,分别以各自的

引物进行 RT鄄PCR ,扩增 TGF鄄茁1、p38MAPK 和内参

GAPDH。 RT鄄PCR 条件为:95益起始模板变性 30 s;
95益模板变性 10 s、60益退火 / 延伸 30 s,重复 40 个

循环;65 ~ 95益每增加 0郾 5益进行 5 s 读板,形成溶

解曲线。 以 GAPDH 为内参基因,所有样品均设置 3
个平行管,每个样本加入 cDNA 量为 15 ~ 20 ng。 基

因表达量以 3 个平行管平均循环阈值 (Ct)表示,并
取 RT鄄PCR 产物进行 2% 琼脂糖凝胶电泳,证实

PCR 产物。 应用 2 鄄驻驻Ct法(比较处理样本和未处理样

本目标基因转录的表达差异,吟吟Ct 值为目标组

吟Ct 平均值减去对照组吟Ct 平均值得到的每个目

标基因相对循环数)计算 TGF鄄茁1 和 p38MAPK mR鄄
NA 的相对表达量,实验重复三遍。

实时荧光定量 PCR 质控:将各组 cDNA 混合作

为标 准 品, 10 倍 梯 度 稀 释 为 S1、 S0郾 1、 S0郾 01、
S0郾 001,以 RNase鄄Free &DNase鄄Free 水为空白对照,
按照之前所述体系进行 qPCR,绘制标准曲线,检测

反应线性情况。 标准曲线 R2 > 0郾 99 说明反应线性

良好,可以计算相对表达量;PCR 反应效率应该控

制在 90% ~ 110% 之间,超出范围说明存在抑制

PCR 反应物质或者引物与模板比例不当。
1郾 6摇 细胞总蛋白、磷酸化蛋白提取及蛋白免疫印迹

药物处理细胞 48 h 后(磷酸化蛋白药物处理 40
min),使用蛋白裂解液(WB 及 IP 细胞裂解液,使用

前 1 mL 裂解液加入 10 滋L PMSF,磷酸化蛋白再加

入磷酸酶抑制剂)于冰上裂解细胞,用细胞刮收集

细胞,后用超声裂解细胞 3 ~ 5 次,充分裂解后,4益、
14000 g、离心 10 min 获得总蛋白或磷酸化蛋白。 取

30 滋g 蛋白量在聚丙烯酰胺凝胶上电泳,60 V 电泳

至分离胶,转电压到 100 V 电泳至溴酚蓝到合适部

位;110 V,90 min 转膜;TBS鄄T 快速洗膜 5 min 伊 3
次;5% 脱脂 Milk鄄TBS鄄T 室温慢摇封闭 2 h;TGF鄄茁1

抗体(1 颐 500)、 p鄄TAK1 (1 颐 2500)、 TAK1 抗体 (1颐
3000)、 p鄄p38MAPK (1颐 1000)、 p38MAPK 抗体 (1颐
3000)4益孵育一抗过夜;TBS鄄T 洗膜,10 min 伊 3 次;
辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗室温孵育 2 h,

TBS鄄T 洗膜,10 min 伊 2 次,TBS 洗膜 5 min;ECL 发

光试剂盒显色显影 5 min 后,于暗室进行胶片曝光,
显影,定影后,Gel DoxTM XR + 凝胶成像系统成像,
进行数据分析。
1郾 7摇 统计学处理

数据以x 依 s 表示,用 SPSS17郾 0 统计软件包进行单

因素方差分析,以 P <0郾 05 认为差异具有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 心脏成纤维细胞的分离、培养及鉴定

摇 摇 CF 生长较心肌细胞迅速,原代分离心肌细胞和

CF 后 3 ~5 天,CF 即可达 80% ~ 90%融合状态。 CF
呈长梭形,胞体较大,胞浆透明,胞核 1 ~2 个,无自发

搏动。 经免疫组织化学 PV 两步法鉴定,CF 的纤维连

接蛋白和波形蛋白在胞浆内围绕细胞核呈棕褐色颗

粒状强阳性反应;而 琢鄄actin 胞浆内无明显棕褐色颗

粒状改变,呈阴性反应,由此可鉴定为 CF(图 1)。
2郾 2摇 琢 平滑肌肌动蛋白在细胞内的表达情况

CF 细胞的 琢鄄SMA 免疫化学染色表现出明显的

阳性反应,不同组别的细胞染色强度不完全一致,但
结构定位明显,呈丝状分布。 空白对照组细胞阳性丝

状着色程度较轻;Ang域诱导组较其他组细胞着色明

显;EPO 组与空白对照组相似,细胞着色较轻,Ang域
+EPO 组及 Ang域+EPO + SB203580 组之间没有明显

差别,但均较空白对照组着色稍深,而相对于 Ang域诱

导组 琢鄄SMA 蛋白着色较轻(图 2)。
2郾 3 摇 实时荧光定量 PCR 检测 TGF鄄茁1、p38MAPK
mRNA 的表达情况

2郾 3郾 1摇 实时荧光定量 PCR 检测 TGF鄄茁1、p38MAPK
mRNA 的标准曲线、溶解曲线及扩增曲线 摇 摇 用特

异性引物对心脏 CF 的 TGF鄄茁1、p38MAPK 进行扩

增,同时以 GAPDH 作为内参,TGF鄄茁1 和 p38MAPK
实时荧光定量 PCR 溶解曲线显示引物特异性较好,
未受非特异扩增和引物二聚体的干扰(图 3)。

实时 荧 光 定 量 PCR 结 果 显 示, TGF鄄茁1 及

p38MAPK 的反应效率分别为 96郾 3% 、100郾 9% ,标准

曲线 R2 分别为 0郾 998、0郾 996,引物与模板比例得

当,反应线性良好(图 3)。
2郾 3郾 2摇 实时荧光定量 PCR 检测信号分子的 mRNA
表达摇 摇 实时荧光定量 PCR 检测心肌 CF 中 TGF鄄茁1

和 p38MAPK 的 mRNA 表达量,发现经 Ang域诱导后的

CF 中,TGF鄄茁1 mRNA 表达量是空白对照组的 1郾 41 倍

(P <0郾 05),使用 EPO 进行干预后,其 mRNA 表达量

较 Ang域诱导组降低,为 Ang域诱导组的 0郾 71 倍(P <
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0郾 05);在同时加入特异性 p38 抑制剂的 SB203580
组,TGF鄄茁1 的 mRNA 表达量降低最为明显,仅为 Ang
域诱导组的 0郾 60 倍(P < 0郾 05)。 信号蛋白 p38MAPK
的表达情况类似于 TGF鄄茁1,Ang域诱导组 mRNA 表达

量是空白对照组的 2郾 13 倍(P < 0郾 05),使用 EPO 进

行干预后,其 mRNA 表达量较 Ang域诱导组降低,在加

入特异性 p38 抑制剂的 SB203580 组,其 mRNA 表达

量降低较为明显(表 1)。

图 1. CF 的分离、培养及鉴定结果摇 摇 A 为 80% ~90%融合的 CF;B 为阴性对照组,琢鄄 actin 蛋白无明显变化;C 和 D 为胞质内纤维连接

蛋白及波形蛋白显示出明显的棕色沉积。

Figure 1. Isolation,culture and identification of CF

图 2. 琢鄄SMA 在细胞内的表达情况 摇 摇 从左到右依次为空白对照组、Ang域诱导组、EPO 组、Ang域 + EPO 组和 Ang域 + EPO +
SB203580 组。

Figure 2. The expression of 琢鄄SMA in the drug treated cells

表 1. p38MAPK 及 TGF鄄茁1 mRNA 表达倍数(x 依 s,n = 3)

Table 1. Quantitative analysis of p38MAPK and TGF鄄茁1

mRNA relative expression(x 依 s,n = 3)

分摇 组 p38MAPK TGF鄄茁1

空白对照组 1 1

Ang域诱导组 2郾 13 依 0郾 23a 1郾 41 依 0郾 13a

EPO 组 1郾 08 依 0郾 15 1郾 07 依 0郾 14

Ang域 + EPO 组 0郾 74 依 0郾 08b 0郾 71 依 0郾 13b

Ang域 + EPO + SB203580 组 0郾 11 依 0郾 13b 0郾 60 依 0郾 02b

a 为 P <0郾 05,与空白对照组比较;b 为 P <0郾 05,与 Ang域诱导组比较。

2郾 3郾 3摇 实时荧光定量 PCR 产物电泳结果摇 摇 经实

时定量 PCR 后,反应产物行 2%琼脂糖凝胶电泳,结
果显示,分别在 149 bp、141 bp 及 133 bp 处出现特

异性条带,证实产物为 TGF鄄茁1、p38MAPK 及 GAP鄄

DH,无非特异性扩增(图 4)。
2郾 4摇 蛋白免疫印迹检测蛋白的表达情况

免疫印迹法检测 CF 经各药物处理后表型转化

观察指标 琢鄄SMA 及各信号通路蛋白的表达情况,利
用内参蛋白 茁鄄actin 的表达对目的蛋白的表达量进行

校正,使用 Gel DoxTM XR + 凝胶成像系统获取图像,
分别在 42 kDa、25 kDa、75 kDa、75 kDa、42 kDa、42
kDa 处显示出特异性条带(图 5),证实为 琢鄄SMA、
TGF鄄茁1、p鄄TAK1、TAK1、p鄄p38MAPK、p38MAPK,取各

条带透光体积(Int)与内参条带的比值进行比较,得
出通道蛋白的相对表达量。

琢鄄SMA 的蛋白表达量在 Ang域诱导后明显升

高,使用 EPO 进行干预后明显较 Ang域诱导组降低

(P < 0郾 05),同时加入 SB203580 后,各通道的蛋白

表达量较 Ang域诱导组降低更为明显(P < 0郾 05)。
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Ang域可诱导各通道蛋白表达升高(P < 0郾 05);而
EPO 对各通道蛋白的基础表达量无明显影响(P >
0郾 05),但 EPO 可抑制 Ang域诱导的通道蛋白的表

达或活化(P < 0郾 05),同样在同时加入 SB203580
后,各通道蛋白表达量较 Ang域诱导组降低更为明

显(P < 0郾 05;表 2)。

图 3. TGF鄄茁1(上图)、p38MAPK(下图)的标准曲线(左)、扩增曲线(中)及溶解曲线(右)

Figure 3. The standard curve, amplification curve and melting curve of TGF鄄茁1, p38MAPK

图 4. Real鄄time PCR 产物电泳结果摇 摇 从左到右依次为 TGF鄄茁1、p38MAPK 和 GAPDH。 M 为 Marker,1 为空白对照组,2 为 Ang域诱导

组,3 为 EPO 组,4 为 Ang域 + EPO 组,5 为 Ang域 + EPO + SB203580 组。

Figure 4. Electrophoretic image of product by real鄄time鄄PCR

表 2. 药物处理组蛋白相对表达量(x 依 s,n = 3)
Table 2. Quantitative analysis of protein relative expression in drug treatment groups(x 依 s,n = 3)

蛋白 空白对照组 Ang域诱导组 EPO 组 Ang域 + EPO 组 Ang域 + EPO + SB203580 组

琢鄄SMA 0郾 45 依 0郾 16 1郾 83 依 0郾 28a 0郾 51 依 0郾 16 1郾 39 依 0郾 26ab 0郾 84 依 0郾 16abc

TGF鄄茁1 0郾 31 依 0郾 07 0郾 94 依 0郾 15a 0郾 37 依 0郾 09 0郾 59 依 0郾 14ab 0郾 57 依 0郾 13ab

TAK1 0郾 71 依 0郾 05 1郾 16 依 0郾 12a 0郾 73 依 0郾 11 1郾 00 依 0郾 07ab 0郾 93 依 0郾 04ab

p鄄TAK1 0郾 68 依 0郾 11 1郾 56 依 0郾 23a 0郾 87 依 0郾 24 1郾 17 依 0郾 19ab 1郾 07 依 0郾 19ab

p38MAPK 0郾 48 依 0郾 08 0郾 94 依 0郾 13a 0郾 53 依 0郾 10 0郾 70 依 0郾 07ab 0郾 68 依 0郾 07ab

p鄄p38MAPK 0郾 35 依 0郾 05 0郾 81 依 0郾 24a 0郾 39 依 0郾 05 0郾 60 依 0郾 05ab 0郾 58 依 0郾 07ab

a 为 P < 0郾 05,与空白对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 Ang域诱导组比较;c 为 P < 0郾 05,与 Ang域 + EPO 组比较。

3摇 讨摇 论

心室重构是多种心血管疾病发生、发展的重要

病理机制,涉及心肌细胞坏死、肥厚及凋亡, CF 表

型转化为 myoFb,细胞外基质胶原沉积及间质纤维

化,进而导致心肌收缩、舒张功能障碍,促使心功能
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图 5. 免疫印迹法检测蛋白表达情况摇 摇 1 为空白对照组,2 为

Ang域诱导组,3 为 EPO 组,4 为 Ang域 + EPO 组,5 为 Ang域 + EPO +
SB203580 组。

Figure 5. Western blot analysis of protein expression

不断恶化。 近年来,EPO 的组织保护作用日益受到

重视,但其发挥保护作用的信号转导机制尚不完全

明确。 心室重构的生物学机制及抑制因素成为新

的研究热点。 TGF鄄茁1 作为促纤维化作用明确的生

长因子,它的表达可发挥组织修复作用,并促进胶

原沉积及心肌纤维化,进而参与心肌损伤后心室重

塑的病理生理过程[8]。 近年来的研究表明[9],由
Ang域介导的细胞外基质沉积可被 TGF鄄茁 中和抗体

或 TGF鄄茁R域拮抗剂部分阻断,提示 Ang域能够刺激

TGF鄄茁 分泌,并最终触发细胞外基质的合成而导致

纤维化,同时 p38MAPK 信号通路可在大鼠心肌损

伤的应激刺激下磷酸化活化,在细胞凋亡、细胞因

子产生、转录调节和细胞骨架重排过程中发挥重要

的作用[10],由此不难推测心肌纤维化的过程也有可

能通过与 TGF鄄茁1 鄄TAK1 鄄p38 MAPK 进行。
实验证实[11,12] Smad 及 TAK1 均可以介导 TGF鄄

茁 在多种细胞类型中的信号转导,并在心室重构方

面发挥着至关重要的作用。 其一,TGF鄄茁 可通过

Smad 蛋白介导的信号途径参与细胞外基质中胶原

的沉积[13]。 有报道称 Smad 蛋白主要存在于血管周

围的非梗死区域中,且其大鼠心肌梗死后被反应性

激活[14],在心室重构中承担着重要的作用。 另外,
TAK1 是 MKKK 家族成员之一,最早被认为是在

TGF鄄茁 和骨形成蛋白信号传导与发育中起作用[15],
目前资料显示[16],TAK1 的下游激酶 p38MAPK 磷酸

化后可能激活了核因子 资B (nuclear factor鄄资B,NF鄄
资B),它又导致了某些基因的过表达或负表达,从而

使 TGF鄄茁1 鄄TAK1 鄄p38MAPK 信号通路的激活在心室

重构过程中也发挥着不可或缺的作用。 Ang域可诱

导血管外膜成纤维细胞 p38MAPK 通路激活,此信

号转导途径在血管外膜成纤维细胞迁移过程中发

挥重要作用[17],它的活化可诱导在表皮成纤维细胞

中 TGF鄄茁 介导的胶原纤维及细胞外基质的沉

积[18],故该信号通路可能成为另一个抑制心室重构

的新的治疗目标。
本实验体外培养乳鼠 CF,使用 Ang域诱导 CF

表型转化为 myoFb,模拟心肌损伤后 CF 胶原沉积、
增殖等心室重构的病理生理过程;同时进行药物干

预,从表型转化及信号分子的表达两方面来尝试解

释 EPO 抑制心室重构的作用机制。
琢鄄SMA 作为 CF 表型转化的观察指标,Ang域诱

导组 琢鄄SMA 蛋白沉积增多,使用 EPO 干预后,与
Ang域诱导组相比,胞质内褐色丝状沉积明显减少,
在同时加用 SB203580 处理后,琢鄄SMA 蛋白的表达

量较 Ang域诱导组减少,客观上支持 EPO 可以抑制

Ang域诱导的 CF 表型转化、胶原沉积及心肌纤维化

过程。 另外,信号分子 TGF鄄茁1、p38MAPK mRNA 及

TGF鄄茁1、p鄄TAK1、p鄄p38MAPK、TAK1 和 p38MAPK 蛋

白在 Ang域诱导 CF 表型转化时表达明显升高,而在

EPO 抑制纤维化时则表达下降,提示 TGF鄄茁1 鄄TAK1 鄄
p38MAPK 信号通路激活参与心肌纤维化的过程。

我们推测 TGF鄄茁1 的升高可能促使 TAK1 活化

或表达,进一步使 p38MAPK 磷酸化,而 p鄄p38MAPK
又激活了其他某些因子,导致相关基因表达上调而

参与心室重构,同时 p38MAPK 的磷酸化也受到了

下游某些信号分子的负反馈调节,从而达到一定的

稳态,就本研究目前的实验结果,初步提示 EPO 抑

制心肌纤维化、抗心室重构的心脏保护作用可能部

分通过 TGF鄄茁1 鄄TAK1 鄄p38MAPK 信号通路进行的,
但这些心脏保护作用仍需在体实验研究来进一步

佐证。
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