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促红细胞生成素对高糖环境诱导下体外
培养心脏成纤维细胞的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨促红细胞生成素(EPO)对高糖环境诱导过程中体外培养的乳鼠心脏成纤维细胞(CF)增殖

及其表型转化的影响。 方法摇 用乳鼠原代细胞培养 CF,在促进 CF 细胞表型转化的过程中,选用高糖培养基进行

诱导,添加 EPO 进行干预。 将同一批 CF 细胞随机分为 3 组:对照组(5. 5 mmol / L 葡萄糖)、高糖组(25 mmol / L 葡

萄糖)、高糖 + EPO 组(25 mmol / L 葡萄糖,20 kU / L EPO)。 采用免疫组织化学法鉴定 CF,酶联免疫吸附法检测玉
型、芋型胶原含量,Western blot 检测纤维化指标 琢鄄平滑肌肌动蛋白(琢鄄SMA)的表达。 结果摇 免疫组织化学染色结

果为纤维连接蛋白、波形蛋白阳性,琢鄄肌动蛋白阴性,证实培养的细胞为心脏成纤维细胞。 与对照组比较,高糖组

玉型、芋型胶原表达量都明显增加(P < 0郾 01),而高糖 + EPO 组玉型、芋型胶原表达量都显著低于高糖组(P <
0郾 01)。 高糖组 琢鄄SMA 表达较对照组明显增高(P < 0郾 05),而高糖 + EPO 组 琢鄄SMA 表达较高糖组明显降低(P <
0郾 05)。 结论摇 高糖环境下能有效的诱导 CF 发生表型转化,而 EPO 能够逆转在高糖环境作用下诱导发生的心肌

纤维化。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the effect of erythropoietin (EPO) on proliferation and phenotypic transformation of
neonatal rat cardiac fibroblast (CF) induced by high glucose in vitro. 摇 摇 Methods摇 CF cells were cultured from neonatal
rat primary cells. 摇 In the process of promoting the phenotypic transformation of CF cells, high glucose medium was select鄄
ed for induction, and EPO was added for intervention. 摇 The same batch of CF cells were randomly divided into three
groups: control group (5郾 5 mmol / L glucose), high glucose group (25 mmol / L glucose), and high glucose + EPO group
(25 mmol / L glucose with 20 kU / L EPO). 摇 CF cells were identified by using immunohistochemistry; Levels of type 玉
and 芋 collagens were detected by enzyme鄄linked immunosorbent assay (ELISA); Expression of fibrosis marker 琢鄄smooth
muscle actin (琢鄄SMA) was detected by Western blot. 摇 摇 Results摇 Immunohistochemistry staining showed that fibronec鄄
tin, vimentin were positive, and 琢鄄actin was negative; So, the cultured cells were CF cells. 摇 Compared with the control
group, the expressions of type 玉 and 芋 collagens were significantly increased in high glucose group (P < 0郾 01). 摇 The
expressions of type 玉 and 芋 collagens in high glucose + EPO group were significantly lower than those in high glucose
group (P < 0郾 01). 摇 The expression of 琢鄄SMA in high glucose group was significantly higher than that in control group (P
<0郾 05). 摇 The expression of 琢鄄SMA in high glucose + EPO group was significantly lower than that in high glucose group
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(P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusions摇 High glucose can effectively induce the phenotypic transformation of CF cells. 摇 EPO can
reverse myocardial fibrosis induced by high glucose environment.

摇 摇 糖尿病心肌病( diabetic cardiomyopathy,DCM)
是最常见的独立于糖尿病性冠状动脉病变的心血

管并发症之一,以左心室舒张和(或)收缩功能障碍

为表现,也可伴有心力衰竭、心律失常、心源性休

克,重症患者甚至猝死[1鄄4]。 高血糖是糖尿病的主

要病理生理特征,也是糖尿病心肌病目前最明确的

危险因素。 已有研究证实,高血糖是导致心肌纤维

化及间质重构的重要因素[5]。 心脏成纤维细胞

(cardiac fibroblast,CF)是心脏数目最多的细胞,约
占心脏细胞总数的 60% ~ 70% ,可以通过分泌多种

细胞因子与生长因子、细胞外基质蛋白的合成与降

解失衡、增殖、迁徙和表型转化等多种途径,参与病

理性心室重塑的过程[6]。 因此寻找能够抑制 CF 过

度增殖的药物对抑制心室重塑有重大意义。 在过

去的几十年中,促红细胞生成素 ( erythropoietin,
EPO)主要用于在慢性肾脏疾病中治疗贫血。 最近,
实验和临床数据证明 EPO 在心血管疾病中,包括急

性心肌缺血、心肌梗死、心力衰竭等中都有细胞保

护作用[7鄄9]。 现在认为,EPO 的作用已不仅仅局限

于促进红细胞生成;国外报道[8,10鄄11] 显示,EPO 具有

促进新生血管形成、抑制细胞凋亡、减轻缺血再灌

注损伤时的炎症反应等作用。 EPO 对心脏细胞保

护作用的发现,为临床心脏保护提供了新的思路和

方法。 本研究主要探讨 EPO 对糖尿病心肌病的保

护作用。 使 CF 生长在高糖环境下,诱导其发生表

型转化,成为肌成纤维细胞;模拟糖尿病环境,在处

理 CF 时利用 EPO 进行干预;研究在高糖环境诱导

下体外培养的 CF 是否会受到 EPO 的影响,EPO 是

否具有抗纤维化、抑制心室重构的作用。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 实验动物和细胞

摇 摇 实验使用的动物是昆明医科大学动物科提供

的的 20 只 SD 乳鼠(1 ~ 3 天内出生),雌雄均可。 实

验细胞首先采取原代细胞分离,然后进行细胞培养

及细胞传代,使其生成较好的第 2 代 CF。
1郾 2摇 主要试剂和器材

胎牛血清:Gibco 公司;DMEM / F鄄12 培养基:
Hyclone 公司;0. 25% 胰蛋白酶:Hyclone 公司;琢鄄平
滑肌肌动蛋白(琢鄄smooth muscle actin,琢鄄SMA)抗体:
Boster 公司;玉型、芋型胶原:Sigma 公司;琢鄄肌动蛋

白(琢鄄actin)抗体:Boster 公司;波形蛋白( vimentin)
抗体:Boster 公司;纤维连接蛋白( fibronectin,FN)抗
体:Boster 公司;PV 通用型二步法免疫组织化学检

测试剂:GBI 公司;DAB 染色试剂盒:ZSGB鄄BIO 公

司;EPO:Merck 公司;BCA 法蛋白测定试剂盒:Beyo鄄
time 公司。

小镊子和手术剪(一共 4 套),75%酒精棉球,4
套玻璃皿,无菌纱布,冰,50 mL 离心管,100 mL 三

角烧瓶及其他。
1郾 3摇 心脏成纤维细胞的体外分离及原代培养

无菌操作下取出生后 1 ~ 3 天的 SD 乳鼠,将其

用大头钉固定在无菌泡沫板上,用 75% 乙醇消毒

胸、腹部皮肤。 用 2 把弯镊子充分将皮肤撕开,再用

乙醇消毒,用眼科虹膜剪在剑突处正中线稍偏左向

上开胸,使心脏自然跳出,然后用弯镊子勾住心脏

根部,取出心脏,放置于盛有冷 PBS 液的培养皿中。
将鼠心脏全部取出后,剪去心房,剔除心脏上结缔

组织、血管,预冷 PBS 液清洗 2 ~ 3 次,并用无菌吸

管冲洗去除心室血污。 将心室剪碎成 1 伊 1 伊 1 mm3

大小的碎块,加入消化液 (0郾 5% 域 型胶原酶和

0郾 1%胰酶复合消化),于 37益水浴,第 1 次于 4 min
后收集消化后的上清并弃掉,后面 2 ~ 5 次每次于 6
min 后收集消化后的上清,并入等体积的含 20% 血

清的培养基中,终止消化,1000 r / min 离心 10 min。
将所得全部细胞置于 10% DMEM 培养液中,于

37益、5%CO2 细胞培养孵箱培养 45 ~ 50 min。 根据

CF 较心肌细胞贴壁速度快的原理,用差速贴壁法,
倒掉上清液,剩下的即为 CF,加入 10% DMEM 培养

液,在 37益、5%CO2 孵箱中继续培养,每 2 天换液 1
次。 培养的 CF 3 ~ 4 天后约 80% ~ 90% 细胞融合,
用 0郾 1% 胰蛋白酶消化,按 1 伊 108 / L 细胞密度接

种、传代培养,传代比例约 1颐 3。
1郾 4摇 实验分组

将同一批 CF 细胞随机分为 3 组:(1)对照组:
葡萄糖的终浓度为 5郾 5 mmol / L;(2)高糖组:葡萄糖

的终浓度为 25 mmol / L; (3 ) 高糖 + EPO 组: 25
mmol / L 葡萄糖 + 20 kU / L EPO。 待细胞 80% ~
90%贴壁时,换无血清的培养基培养 24 h,然后在各

组给予的环境下刺激 48 h,进行各项指标的测定。
1郾 5摇 免疫组织化学法鉴定心脏成纤维细胞

CF 爬片后,用免疫组织化学 SABC 法进行鉴

定,结果为 FN、波形蛋白阳性,琢鄄肌动蛋白阴性,证
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实为 CF。
1郾 6摇 酶联免疫吸附法检测胶原含量

胶原含量测定采用双抗体两步夹心酶联免疫

吸 附 法 ( enzyme鄄linked immunosorbent assay,
ELISA),按照 ELISA 试剂盒说明书进行操作,以空

白孔调零,用 450 nm 波长测定各孔的吸光度值,计
算出样品浓度。
1郾 7摇 Western blot 检测

采用蛋白免疫印迹法(Western blot)检测信号

分子蛋白表达:收集在不同的环境下培养 48 h 后的

CF,吸除陈旧培养基,用冰 PBS 液冲洗细胞 2 次(避
免培养基中血清对蛋白检测的干扰),每孔中加入

70 滋L RIPA 细胞裂解液(提取磷酸化蛋白时需注意

加入裂解液 1 / 10 体积的磷酸化蛋白酶抑制剂,避免

磷酸化蛋白失活);用细胞刮匙刮下细胞,轻轻吹散

混匀后,收集细胞裂解液,转移至 EP 管中,超声细

胞破碎仪充分裂解破碎细胞,直至 EP 管中没有明

显的白色絮状沉淀;细胞充分裂解后,4益、14000
r / min离心 10 min,取上清液(即为总蛋白)分装成小

份后于 - 80益保存备用,避免蛋白反复冻融产生的

损失。 经纯化、电泳、转膜、抗体孵育、曝光及显影、
定影后,对 琢鄄SMA 的相对表达量进行分析。
1郾 8摇 统计学处理

用 SPSS 17郾 0 统计分析软件包进行统计学处

理。 数据用x 依 s 表示,各组间差异使用单因素方差

分析,以 P < 0郾 05 认为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 心脏成纤维细胞的培养和鉴定

摇 摇 与心肌细胞分离培养后,CF 生长相对迅速,2 ~
3 天可达 80% ~ 90% 细胞融合。 CF 的形态特征为

体形较大,胞浆通透,为长梭形,通常有着一到两个

胞核,并无自主的细胞搏动(图 1)。 细胞爬片后用

免疫组织化学 SABC 法进行鉴定,结果为 FN、波形

蛋白阳性,即胞浆内围绕细胞核的区域内有棕褐色

颗粒物生成;琢鄄肌动蛋白阴性,即胞浆内没有棕褐色

颗粒物形成,由此可以证实此批细胞为 CF(图 2)。

图 1. 不同培养时间的心脏成纤维细胞(100 伊 )摇 摇 A 为培养 24 h,B 为培养 48 h,C 为培养 72 h。

Figure 1. Cardiac fibroblasts with different culture time(100 伊 )

图 2. 心脏成纤维细胞的免疫组织化学染色(100 伊 )摇 摇 A 为 FN 阳性,B 为波形蛋白阳性,C 为 琢鄄肌动蛋白阴性。

Figure 2. Immunohistochemical staining for cardiac fibroblasts(100 伊 )
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2郾 2摇 玉型、芋型胶原水平

各组细胞在实验过程中分别选取 24、48、72 h
不同的时间点,采用 ELISA 法检测各组细胞中玉
型、芋型胶原的生成水平。 结果显示,与对照组比

较,高糖组玉型、芋型胶原的表达量明显增加(P <
0. 01);在高糖 + EPO 组中,玉型、芋型胶原的表达

水平都显著低于高糖组(P < 0. 01)。 这种趋势在 48
h 时最显著,因此在后续的实验中选用 48 h 时间点

作为实验的观察时间。 实验表明:高糖能够诱导玉
型、芋型胶原生成量的增加,而 EPO 对玉型、芋型胶

原的生成具有抑制作用,差异具有统计学意义(表 1
和图 3)。

表 1. 不同时间点 3 组玉型、芋型胶原水平(滋g / L)
Table 1. Levels of type 玉 and 芋 collagens at different time points in the three groups(滋g / L)

分摇 组
玉型胶原

24 h 48 h 72 h

芋型胶原

24 h 48 h 72 h

对照组 2152. 78 依 10. 66 2350. 84 依 21. 04 3906. 14 依 8. 95 40. 86 依 0. 85 41. 12 依 0. 68 41. 83 依 0. 75

高糖组 3095. 47 依 13. 76a 5797. 98 依 27. 26a 7233. 68 依 32. 64a 87. 48 依 0. 36a 109. 80 依 1. 82a 124. 46 依 1. 76a

高糖 + EPO 组 2171. 28 依 7. 59b 3229. 80 依 16. 48ab 3689. 29 依 4. 48b 71. 46 依 2. 95ab 62. 98 依 0. 45ab 74. 17 依 1. 17ab

a 为 P < 0. 01,与对照组同时间点比较;b 为 P < 0. 01,与高糖组同时间点比较。

图 3. 不同时间点 3 组玉型、芋型胶原水平柱状图摇 摇 a 为 P < 0. 01,与对照组同时间点比较;b 为 P < 0. 01,与高糖组同时间点比较。

Figure 3. The histogram of levels of type 玉 and 芋 collagens at different time points in the three groups

2郾 3摇 琢鄄SMA 的表达

使用Western blot 方法检测经药物处理后目的蛋

白 琢鄄SMA 的表达情况,采用 Gel DoxTM XR + 凝胶成

像系统获取图像,在 42 kDa 处显示特异性条带,此即

琢鄄SMA(图 4);用 茁鄄actin 作为内参蛋白,再将条带透

光体积(Int)与内参蛋白条带相除得到 琢鄄SMA 的相

对表达量。 结果表明,琢鄄SMA 作为心脏间质纤维化

指标参数,在高糖组表达明显升高,显著高于对照组

(P < 0. 05);而在加入 EPO 药物干预的高糖 + EPO
组,琢鄄SMA 较高糖组显著降低(P <0. 05;图 5)。

图 4. Western blot 检测 琢鄄SMA 表达摇 摇 A 为对照组,B 为高

糖组,C 为高糖 + EPO 组。

Figure 4. The expression of 琢鄄SMA detected by Western blot

图 5. 琢鄄SMA 表达柱状图摇 摇 a 为 P < 0. 05,与对照组比较;b 为

P < 0. 05,与高糖组比较。

Figure 5. The histogram of 琢鄄SMA expression

3摇 讨摇 论

糖尿病心肌病,已成为现在主要的特异性心肌

病,对人们的身心健康危害越来越大,已成为当今

医学界研究的热点和难点。 欧洲地区,糖尿病患者

因糖尿病性心血管疾病死亡的人数占糖尿病总人

数的七成左右,而其中要数 DCM 的死亡率最高。
DCM 在功能上的定义为心室扩张、心肌细胞肥大、
明显心肌间质纤维化、舒张功能障碍,伴或不伴收
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缩功能障碍[12]。 目前对 DCM 的病理机制尚未完全

明了,以至于至今还没有一个关于 DCM 十分明确的

定义。 因此,深入研究糖尿病心血管疾病发生的机

制,研发有效的预防和诊疗措施应引起医学界各方

重视。
心脏成纤维细胞是数量众多、作用十分复杂且

重要的一种细胞。 一部分学者认为 CF 活化是心脏

纤维化形成过程中相当关键的步骤[13],CF 的活化

促进胶原沉积和间质纤维化,参与扩张性心肌病、
高血压左心室肥厚、充血性心力衰竭及缺血性心肌

病等心血管疾病的病理生理进程[14]。 以往对 EPO
心脏保护的研究中,主要集中在心肌细胞上面,对
CF 的研究甚少。 实验证实 EPO 不仅具有促进造血

功能的作用,还有着造血以外的多种生物学作

用[9]。 Cai 等[15] 报道,提前一天向大鼠体内(腹腔)
注入 5000 IU / kg 的 EPO,再制成离体心脏灌注模

型,与未经任何药物处理的空白组比较,实验组左

心室功能显著改善,约为前者的 3 倍;而在离体的心

脏中发现,EPO 处理组的细胞凋亡面积明显减少,
Caspase鄄3(促凋亡酶)的活性受到抑制。 另有相关

研究表明 EPO 能够缩小心肌梗死面积。
本研究中我们采用 EPO 对 CF 进行干预。 从实

验结果中可以看出,在高糖环境诱导下体外培养的

CF 发生表型转化后,使用 EPO 药物干预的高糖 +
EPO 组与高糖组比较,无论是玉型、芋型胶原还是

琢鄄SMA 的表达量,高糖 + EPO 组均较高糖组大幅度

降低。 证实 EPO 能够使处于高糖诱导下的 CF 的纤

维化过程发生逆转,与本实验最初的设想相一致。
EPO 是否对 DCM 有明确的保护作用及其作用

机制目前还不十分清楚,但是很多研究已证实 EPO
可以明显抑制各种原因引起的心室重构。 推测 EPO
对 DCM 的保护作用有可能是经多方面信号、多途径

来起作用的,但是无论是在分子水平、细胞水平、器官

水平还是整体水平上我们对其仍缺乏深入认识,相信

随着研究 EPO 对 DCM 保护作用的不断深入,对 EPO
在心血管疾病的治疗应用将产生深远影响,为心血管

疾病的临床预防和治疗带来新的思路。
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