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[摘　 要] 　 目的　 探讨高钠盐诱导心脏成纤维细胞(ＣＦ)增殖的作用机制及石斛碱的干预效应ꎮ 方法　 体外组织

块贴壁法培养大鼠 ＣＦꎬ实验分为 ３ 组:对照组 ( １３９ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ＋ )、高钠盐组 ( １６１ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ＋ )、石斛碱组

(１６１ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ＋＋１０－５ ｍｏｌ / Ｌ 石斛碱)ꎬ培养 ４８ ｈꎮ ＣＣＫ￣８ 细胞增殖试剂盒与 ＭＴＴ 比色法检测各组细胞增殖情况ꎻ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞增殖细胞核抗原(ＰＣＮＡ)、磷酸化细胞外调节蛋白激酶 １ / ２(ｐ￣ＥＲＫ１ / ２)、磷酸化核因子 κＢ
ｐ６５(ｐ￣ＮＦ￣κＢ ｐ６５)蛋白表达水平ꎻ实时荧光定量 ＰＣＲ 检测细胞单核细胞趋化蛋白 １(ＭＣＰ￣１)、血管细胞黏附分子 １
(ＶＣＡＭ￣１)、细胞间黏附分子 １( ＩＣＡＭ￣１)ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ 结果　 与对照组比较ꎬ高钠盐组培养 ４８ ｈ 后ꎬＣＦ 增殖明

显增加ꎻ与高钠盐组相比ꎬ１０－５ ｍｏｌ / Ｌ 石斛碱显著抑制 ＣＦ 增殖ꎮ 与对照组相比ꎬ高钠盐组 ＣＦ 中 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２、ｐ￣ＮＦ￣κＢ
ｐ６５ 蛋白表达增高ꎬ炎性因子 ＭＣＰ￣１、ＶＣＡＭ￣１ 和 ＩＣＡＭ￣１ ｍＲＮＡ 表达增加ꎻ与高钠盐组相比ꎬ石斛碱可明显降低 ＰＣ￣
ＮＡ、ｐ￣ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白表达及 ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡ 表达ꎬ但对 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２、ＶＣＡＭ￣１ 和 ＩＣＡＭ￣１ 表达无明显影响ꎮ 结论　 高

钠盐诱导 ＣＦ 增殖及炎性因子表达ꎬ其机制与 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２、ｐ￣ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 表达上调有关ꎻ石斛碱抑制上述效应ꎬ其机制

与抑制 ｐ￣ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 有关ꎮ
[中图分类号] 　 Ｒ９６ [文献标识码] 　 Ａ

Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｅｎｄｒｏｂｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｈｉｇｈ ｓｏｄｉｕｍ
ＬＩＵ Ｃｈａｎ１ꎬ ＬＩＵ Ｊｕａｎ１ꎬ ＳＨＡＮＧ Ｑｉａｎ￣Ｈｕｉ１ꎬ２

(１.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ＆ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ Ｄｉｓｅａｓｅ ＆ Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙꎬ ２.Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ Ｄｅｐａｒｔ￣
ｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｚｕｎｙｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｚｕｎｙｉꎬ Ｇｕｉｚｈｏｕ ５６３００３ꎬ Ｃｈｉｎａ)
[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 Ｈｉｇｈ ｓｏｄｉｕｍꎻ　 Ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔꎻ　 Ｄｅｎｄｒｏｂｉｎｅꎻ　 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｈｉｇｈ ｓｏｄｉｕｍ ｓａｌｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ
(ＣＦｓ) ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｅｎｄｒｏｂｉｎｅ.　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｒａｔ ＣＦｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｌａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ.
Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ３ ｇｒｏｕｐｓ: ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １３９ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ＋)ꎬ ｈｉｇｈ ｓｏｄｉｕｍ ｓａｌｔ ｇｒｏｕｐ (ｃｏｎｔａｉ￣
ｎｉｎｇ １６１ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ＋)ꎬ ｄｅｎｄｒｏｂｉｎｅ ｇｒｏｕｐ (１６１ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ＋ ＋１０－５ ｍｏｌ / Ｌ ｄｅｎｄｒｏｂｉｎｅ)ꎬ ａｎｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ４８
ｈｏｕｒｓ.　 ＣＣＫ￣８ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｋｉｔ ａｎｄ ＭＴＴ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ａｓｓａｙ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ.
Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎ (ＰＣＮＡ)ꎬ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
１ / ２ (ｐ￣ＥＲＫ１ / ２) ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ κＢ ｐ６５ (ｐ￣ＮＦ￣κＢ ｐ６５) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ. 　 Ｔｈｅ
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ １ (ＭＣＰ￣１)ꎬ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ １ (ＶＣＡＭ￣１) ａｎｄ ｉｎｔｅｒ￣
ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ￣１ (ＩＣＡＭ￣１) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣＦｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｓｏｄｉｕｍ ｓａｌｔ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ４８ ｈｏｕｒｓ
ｃｕｌｔｕｒｅ.　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｓｏｄｉｕｍ ｓａｌｔ ｇｒｏｕｐꎬ １０－５ ｍｏｌ / Ｌ ｄｅｎｄｒｏｂｉｎｅ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ＣＦｓ. 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ ａｎｄ ｐ￣ＮＦ￣κＢ ｐ６５ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｉｎｆｌａｍｍａ￣
ｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ＭＣＰ￣１ꎬ ＶＣＡＭ￣１ ａｎｄ ＩＣＡＭ￣１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｈｉｇｈ ｓｏｄｉｕｍ ｓａｌｔ ｇｒｏｕｐ.　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｓｏｄｉｕｍ ｓａｌｔ ｇｒｏｕｐꎬ ｄｅｎｄｒｏｂｉｎｅ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＣＮＡ ａｎｄ ｐ￣ＮＦ￣κＢ ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ

９４６ＣＮ ４３￣１２６２ / Ｒ　 中国动脉硬化杂志 ２０１７ 年第 ２５ 卷第 ７ 期



ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡꎬ ｂｕｔ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ꎬ ＶＣＡＭ￣１ ａｎｄ ＩＣＡＭ￣１.　 　
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｈｉｇｈ ｓｏｄｉｕｍ ｓａｌｔ ｉｎｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＦｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａ￣
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ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐ￣ＮＦ￣κＢ ｐ６５.

　 　 我国是一个高血压大国ꎬ也是一个高盐饮食的

国家ꎬ用盐量居世界之首ꎮ 我国居民盐摄入量比较

高ꎬ每日每人盐摄入量平均达到 １２ ｇ 水平ꎬ超过世

界卫生组织推荐的 ５ ｇ 食盐摄入标准ꎮ 高盐摄入可

独立于血压升高引起心、肾、血管和大脑等一系列

损伤ꎮ 高盐饮食可引发盐敏感大鼠局部组织(心
脏、肾脏、 血管等) 炎症反应、 纤维化及器官损

伤[１￣３]ꎮ ４％、８％高钠盐喂养 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 １８ ~ ２４ 周

后ꎬ还可独立于血压直接引起心肌肥大及心肌间质

纤维化[４￣５]ꎮ 心脏成纤维细胞 ( ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔꎬ
ＣＦ)增殖和细胞外基质过度沉积ꎬ是导致心肌纤维

化的重要环节ꎮ 盐摄入增加可引起血钠的对应改

变ꎬ正 常 血 压 者 每 天 摄 盐 量 从 １０ ｍｍｏｌ 增 至

２５０ ｍｍｏｌꎬ可引起血钠增加 ３.１３±０.７５ ｍｍｏｌ / Ｌ[６￣７]ꎮ
体外研究发现ꎬ高钠盐可直接引起血管平滑肌细胞

增殖ꎬ血管平滑肌细胞、心肌细胞肥大[８￣９]ꎬ然而高

钠盐直接对 ＣＦ 增殖的影响ꎬ尚未见细胞水平的报

道ꎮ 现代药理研究表明石斛属植物具有抗炎、抗氧

化、抗肿瘤、免疫调节、扩张血管等作用ꎬ在临床上

也有较广泛的应用ꎻ石斛碱是从中提取的一种倍半

萜类生物碱ꎬ是金钗石斛的主要有效成分之一ꎮ 在

石斛碱具有降低血压、抗氧化和扩张血管等对心血

管系统积极作用的基础上[１０￣１１]ꎬ进一步研究其对 ＣＦ
增殖的影响ꎬ无疑具有重要意义ꎮ 因此ꎬ本研究采

用新生大鼠 ＣＦ 为研究对象ꎬ以高钠盐为诱导因子

建立成纤维细胞增殖模型ꎬ首次在细胞水平观察探

讨石斛碱是否抑制成纤维细胞增殖及其发挥作用

的可能的分子机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

雄性、雌性成年健康 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠ꎬ由重庆市第

三军医大学大坪医院实验动物中心提供ꎬ许可证

号:ＳＣＸＫ￣(渝)２００１２￣０００５ꎮ 将雌雄大鼠配种后ꎬ１~
３ 天龄 Ｗｉｓｔａｒ 乳鼠ꎬ雌雄不拘ꎮ 实验动物经过遵义

医学院动物实验伦理会审查(编号:伦审[２０１６]２￣
０６７ 号)ꎬ本实验方案遵循动物福利和伦理原则ꎬ符
合伦理规范要求ꎮ

ＤＭＥＭ 购于美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ胎牛血清购自美

国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＣＣＫ￣８ 细胞增殖试剂盒购自中国凯

基生物公司ꎻ 增殖细胞核抗原 ( ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ
ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎꎬＰＣＮＡ)一抗购自美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ
磷酸化核因子 κＢ ｐ６５(ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣
κＢ ｐ６５ꎬｐ￣ＮＦ￣κＢ ｐ６５)一抗购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公

司ꎻ磷酸化细胞外调节蛋白激酶 １ / ２(ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ １ / ２ꎬｐ￣ＥＲＫ１ / ２)
一抗购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司ꎬ二抗购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎ￣
ｔｅｃｈ 公 司ꎻ 单 核 细 胞 趋 化 蛋 白 １ ( ｍｏｎｏｃｙｔｅ
ｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ￣１ꎬＭＣＰ￣１)、血管细胞黏附分子 １
(ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ￣１ꎬＶＣＡＭ￣１)、细胞间

黏附分子 １( ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ￣１ꎬＩＣＡＭ￣
１)引物购自大连宝生物公司ꎮ
１.２　 乳鼠 ＣＦ 原代及传代培养

取新生 １~３ 天的 Ｗｉｓｔａｒ 乳鼠处死ꎬ置于 ７５％乙

醇中浸泡消毒ꎬ取出心脏迅速置于平衡盐溶液(Ｄ￣
ＰＢＳ)中ꎬ清洗心脏去除结缔组织ꎮ 在培养皿中将心

脏剪成约 １ ｍｍ３ 组织块ꎬ并贴于培养瓶底部ꎬ每块

组织之间间隔约 ０.５ ｃｍꎬ铺满培养瓶底部后加入 ３
ｍＬ 含 １２％胎牛血清的 ＤＭＥＭꎬ直立置于 ３７℃、５％
ＣＯ２ 培养箱中培养ꎬ放置 ２ ~ ３ ｈ 后将培养瓶翻转平

放ꎬ使培养液完全浸没组织块ꎬ继续培养ꎮ 待细胞

生长至 ８０％融合时用 ０.２５％胰蛋白酶消化ꎬ进行传

代培养ꎮ 实验用第 ２~４ 代细胞ꎮ
１.３　 实验分组及给药

将培养的 ＣＦ 分为以下 ３ 组:(１)对照组:Ｎａ＋浓

度为 １３９ ｍｍｏｌ / Ｌꎻ(２)高钠盐组:Ｎａ＋ 浓度为 １４９、
１５２、１５５、１５８、１６１、１６４、１６７、１７０、１７３、１７６ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
梯度为 ３ ｍｍｏｌ / Ｌꎻ(３)石斛碱组:高钠盐＋石斛碱

(１０－８ ~１０－４ ｍｏｌ / Ｌ)ꎬ分别培养 ２４、４８ ｈꎮ
１.４　 ＣＣＫ￣８ 法检测高钠盐对 ＣＦ 增殖的影响

ＣＦ 按 ５×１０７ / Ｌ 密度接种于 ９６ 孔板中培养ꎬ每
孔 １００ μＬꎬ各组均设置 ６ 个复孔ꎬ于 ３７℃孵箱培养ꎬ
待细胞贴壁伸展开后ꎬ无血清 ＤＭＥＭ 同步化处理

２４ ｈꎬ按上述分组加入处理因素继续培养 ２４、４８ ｈ
后ꎬ向各孔中加入 ＣＣＫ￣８ １０ μＬꎬ混匀后 ３７℃ 孵育

４ ｈꎮ 选择 ４５０ ｎｍ 波长ꎬ在酶联免疫检测仪上测定

各孔吸光度(ａｂｓｏｒｂａｎｃｅꎬＡ)值ꎮ
１.５　 ＣＣＫ￣８ 法检测渗透压对大鼠 ＣＦ 增殖的影响

ＣＦ 接种同 “ １. ４”ꎬ分为对照组 ( Ｎａ＋ 浓度为

０５６ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ７ꎬ２０１７



１３９ ｍｍｏｌ / Ｌ)、高钠盐组(Ｎａ＋浓度为 １６１ ｍｍｏｌ / Ｌ)、
甘露醇组(甘露醇浓度为 ２９.３３ ｇ / Ｌꎬ与 １６１ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｎａ＋等渗ꎬ渗透压为 ８０３.５ ｋＰａ)ꎬ培养 ４８ ｈꎬ检测方法

同“１.４”ꎮ
１.６　 ＭＴＴ 比色法检测石斛碱对高钠盐致 ＣＦ 增殖

的影响

将含 １０％胎牛血清培养基的细胞悬液以 ７ ×
１０７ / Ｌ 接种于 ９６ 孔板ꎬ每孔 １００ μＬꎬ无血清培养基

同步化 ２４ ｈꎮ 高钠盐、石斛碱干预 ４８ ｈ 后弃去培养

液ꎬ每孔加入 ＭＴＴ 溶液 ２０ μＬ 以及含 １０％胎牛血清

培养基 １８０ μＬꎬ继续孵育 ４ ｈꎬ终止培养ꎬ小心吸弃

孔内培养上清液ꎮ 每孔加 １５０ μＬ 二甲基亚砜ꎬ震荡

１０ ｍｉｎꎬ使结晶物充分溶解ꎮ 选择 ４９０ ｎｍ 波长ꎬ在
酶联免疫检测仪上测定各孔 Ａ 值ꎬ记录结果并计算

细胞增殖率ꎮ
１.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 ＣＦ 中 ＰＣＮＡ、ｐ￣ＥＲＫ 和

ｐ￣ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白表达

配制 １０％的分离胶及 ４％的浓缩胶ꎬ将 ４０ μｇ 总

蛋白加至上样孔中ꎬ８０ Ｖ 恒压电泳ꎬ待样品进入分

离胶后电压调节至 １００ Ｖꎬ当溴酚兰指示剂到达胶

板的底部停止电泳ꎮ 取出凝胶ꎬ８ Ｗ 恒功率冰浴电

转 ４ ｈꎬ把蛋白转移到聚偏二氟乙烯膜上ꎮ 聚偏二氟

乙烯膜用 ５％脱脂奶粉室温封闭 １ ｈꎬＴＢＳＴ 洗后ꎬ用
特异性抗体进行孵育ꎬ４℃过夜ꎮ 经 ＴＢＳＴ 冲洗后加

入辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵育 １ ｈꎮ ＴＢＳＴ
冲洗后ꎬ将 ＥＣＬ 化学发光试剂加在膜表面后ꎬ放入

Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 凝胶成像仪中ꎬ选择化学发光ꎬ开始曝光ꎬ
用 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 行图像分析ꎬ得出蛋白积分光密度ꎬ目
的蛋白相对量 ＝目的蛋白积分光密度 / 内参积分光

密度ꎮ
１.８　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测各组 ＣＦ 中 ＭＣＰ￣１、
ＶＣＡＭ￣１、ＩＣＡＭ￣１ ｍＲＮＡ 的表达

按照“１.３”分组将细胞接种于 ２５ ｍＬ 培养瓶中ꎬ融合

度为 ９０％左右时同步化处理 ２４ ｈ 后分别加入各处理因

素ꎬ培养 ４８ ｈ 后用ＲＮＡ 提取试剂盒提取ＲＮＡꎬ紫外分光

光度计测定样本的 Ａ２６０ ｎｍ / Ａ２８０ ｎｍ及浓度ꎮ Ａ２６０ ｎｍ / Ａ２８０ ｎｍ

为１.８~２.０认为ＲＮＡ 纯度符合要求ꎮ 将样本统一稀释为

５０ μｇ / Ｌꎬ以 １０ μＬ 逆转录反应体系逆转录合成 ｃＤＮＡ
后ꎬ进行实时荧光定量 ＰＣＲꎬ结果以目的基因 / ＧＡＰＤＨ
的比值进行统计分析ꎮ ＰＣＲ 引物序列ꎬＭＣＰ￣１:上游 ５′̄
ＴＡＧＣＡＴＣＣＡＣＧＴＧＣＴＧＴＣＴＣ￣３′ꎬ下游 ５′̄ ＣＣＧＡＣＴＣＡＴＴ￣
ＧＧＧＡＴＣＡＴＣＴ￣３′ꎬ扩增产物 ３４９ ｂｐꎻＶＣＡＭ￣１:上游 ５′̄
ＡＣＡＣＣＴＣＣＣＣＣＡＡＧＡＡＴＡＣＡＧ￣３′ꎬ下游 ５′̄ ＧＣＴＣＡＴＣＣＴ￣
ＣＡＡＣＡＣＣＣＡＣＡＧ￣３′ꎬ扩增产物 ４２５ ｂｐꎻＩＣＡＭ￣１:上游 ５′̄
ＧＧＣＧＴＣＣＡＴＴＴＡＣＡＣＣＴＡＴＴＡ￣３′ꎬ下游 ５′̄ ＴＴＣＣＴＴＴＴＣＴ￣

ＴＣＴＣＴＴＧＣＴＴＧ￣３′ꎬ扩增产物 ４１３ ｂｐꎻＧＡＰＤＨ:上游 ５′̄ ＡＴ￣
ＴＧＴＣＡＧＣＡＡＴＧＣＡＴＣＣＴＧ￣３′ꎬ下游 ５′̄ ＡＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴ￣
ＣＡＴＧＡＧＣＣ￣３′ꎬ扩增产物 ３４２ ｂｐꎮ
１.９　 统计学处理

计量数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ １７.０ 软件包对

实验数据进行统计分析ꎬ两组定量资料比较采用 ｔ
检验ꎬ３ 组间比较采用单因素方差分析和两两比较ꎬ
Ｐ<０.０５ 表示差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 高钠盐诱导 ＣＦ 增殖最佳浓度

ＣＣＫ￣８ 检测结果表明:与对照组(１３９ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｎａ＋) 比 较ꎬ 用 不 同 浓 度 高 钠 盐 培 养 基 ( １４９ ~
１７６ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ＋)培养 ＣＦ ４８ ｈꎬ可引起 ＣＦ 增殖ꎬ差
异具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ其中高钠盐培养基

Ｎａ＋浓度为 １６１ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ诱导 ＣＦ 增殖效应最明

显(表 １)ꎻ但用不同浓度高钠盐培养基培养 ＣＦ
２４ ｈꎬ细胞增殖没有显著性差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 据此结

果ꎬ选用 １６１ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ＋的培养基作为高钠盐组进

行后续实验ꎮ 渗透压对 ＣＦ 增殖影响的实验结果显

示ꎬ与对照组比较ꎬ甘露醇组细胞活性未见明显变

化(表 ２)ꎮ

表 １. 高钠盐对 ＣＦ 增殖的影响(ｎ＝ ４)
Ｔａｂｌｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｓｏｄｉｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＦ
(ｎ＝ ４)

分　 组 Ｎａ＋浓度
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

Ａ４５０ ｎｍ

２４ ｈ ４８ ｈ

对照组 １３９ ０.４３７±０.０４２ ０.４６２±０.０２６

高钠盐组 １４９ ０.５２６±０.０４８ ０.７２１±０.０９９ａ

１５２ ０.５９９±０.０４７ ０.８１５±０.０５４ａ

１５５ ０.６２５±０.０３８ ０.８１９±０.０５７ａ

１５８ ０.６２１±０.０２９ ０.８６４±０.０４１ａ

１６１ ０.６０７±０.０９８ ０.８６９±０.０２８ａ

１６４ ０.５９２±０.０５７ ０.８１２±０.０１９ａ

１６７ ０.６３２±０.０７６ ０.８１５±０.０３３ａ

１７０ ０.６４１±０.０４２ ０.７９７±０.０５１ａ

１７３ ０.６１７±０.０３１ ０.７７９±０.０２９ａ

１７６ ０.５２２±０.０５４ ０.７００±０.０７５ａ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ
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表 ２. 渗透压对 ＣＦ 增殖的影响(ｎ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｓｍｏｔｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ＣＦ(ｎ＝ ６)

分　 组 Ｎａ＋或甘露醇浓度 Ａ４５０ ｎｍ

对照组 １３９ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ＋ ０.９７７±０.０６４

高钠盐组 １６１ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ＋ １.２１４±０.１５４ａ

甘露醇组 ２９.３３ ｇ / Ｌ 甘露醇 ０.８８６±０.１１９

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

２.２　 石斛碱抑制高钠盐诱导 ＣＦ 增殖的最佳浓度

通过 ＭＴＴ 法观察不同浓度石斛碱对高钠盐诱导

的 ＣＦ 增殖的影响ꎬ与高钠盐组相比ꎬ石斛碱浓度为

１０－８ ~１０－６ ｍｏｌ / Ｌ 时ꎬＣＦ 活性无明显影响(Ｐ>０ ０５)ꎬ
石斛碱浓度增加到 １０－５、１０－４ ｍｏｌ / Ｌ 时ꎬＣＦ 细胞活性

明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ其中石斛碱浓度为 １０－５ ｍｏｌ / Ｌ
时ꎬ抑制 ＣＦ 细胞活性效应最明显(图 １)ꎮ 据此结果ꎬ
选用 １０－５ ｍｏｌ / Ｌ 石斛碱进行后续实验ꎮ

图 １. 不同浓度石斛碱对高钠盐诱导 ＣＦ 增殖的影响(ｎ＝ ６)
Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｅｎｄｒｏｂｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＦ ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｓｏｄｉｕｍ(ｎ＝ ６)

２.３　 高钠盐对 ＣＦ 中 ＰＣＮＡ、ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 和 ｐ￣ＮＦ￣κＢ
ｐ６５ 蛋白表达的影响及石斛碱的干预作用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ与对照组相比ꎬ高钠盐

组 ＰＣＮＡ、ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 和 ｐ￣ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白表达显著

增加(Ｐ<０.０５)ꎻ与高钠盐组相比ꎬ石斛碱组 ＰＣＮＡ、
ｐ￣ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白表达降低(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２
表达无明显变化(Ｐ>０.０５ꎻ图 ２)ꎮ

图 ２. 高钠盐对 ＣＦ 中 ＰＣＮＡ、ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 和 ｐ￣ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白表达的影响及石斛碱的干预作用(ｎ＝ ６)
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｓｏｄｉｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＣＮＡꎬ ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ ａｎｄ ｐ￣ＮＦ￣κＢ ｐ６５ ＰＣＮＡ ｉｎ ＣＦ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｄｅｎｄｒｏｂｉｎｅ(ｎ＝ ６)

２.４　 高钠盐对 ＣＦ 中 ＩＣＡＭ￣１、ＶＣＡＭ￣１ 和 ＭＣＰ￣１ 基
因表达的影响及石斛碱的干预作用

实时荧光定量 ＰＣＲ 结果显示ꎬ与对照组相比ꎬ
高钠盐组 ＩＣＡＭ￣１、ＶＣＡＭ￣１ 和 ＭＣＰ￣１ 的 ｍＲＮＡ 表

达显著增加(Ｐ<０.０５)ꎻ与高钠盐组相比ꎬ石斛碱组

ＭＣＰ￣１ 的 ｍＲＮＡ 表达降低(Ｐ< ０. ０５)ꎬ而 ＩＣＡＭ￣１、
ＶＣＡＭ￣１ 表达无明显变化(Ｐ>０.０５ꎻ图 ３)ꎮ

３　 讨　 论

盐是导致心血管疾病发生的重要环境因素之

一ꎮ 流行病学调查发现每天多进食 １００ ｍｍｏｌ 的盐

可增加脑卒中发生率 ８３％ꎬ冠心病及心血管疾病发

图 ３. 高钠盐对 ＣＦ 中炎性因子 ｍＲＮＡ 表达的影响及石斛碱

的干预作用(ｎ＝ ６)
Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｓｏｄｉｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ＣＦ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｅｎｄｒｏｂ￣
ｉｎｅ(ｎ＝ ６)

２５６ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ７ꎬ２０１７



生率分别增加 ５１％、４５％[１２￣１３]ꎮ 现在研究大多着重

于盐升高血压的作用ꎬ但长期高盐饮食不仅导致血

压升高ꎬ而且有独立于血压之外的多重作用ꎬ可直

接导致组织器官损伤ꎬ使高血压及心血管、肾脏并

发症的发病率、致残率、致死率居高不下ꎮ 正常血

压者每天摄盐量从 １０ ｍｍｏｌ 增至 ２５０ ｍｍｏｌꎬ可引起

血钠增加 ３. １３ ± ０. ７５ ｍｍｏｌ / Ｌꎻ血钠浓度每升高

１ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ可引起血压增加 １.９１ ｍｍＨｇꎬ血钠的改变

导致血管、心脏功能的改变[６￣７]ꎮ 体外研究已发现ꎬ
高钠盐可增加血管紧张素Ⅱ诱导的血管平滑肌细

胞增殖[１４]ꎬ高钠盐培养还可直接引起血管平滑肌细

胞增殖及血管平滑肌细胞、心肌细胞肥大[８￣９]ꎮ 然

而高钠盐直接对 ＣＦ 增殖的影响ꎬ尚未见细胞水平

的报道ꎮ
石斛碱具有降低血压、抗氧化和扩张血管等心

血管系统保护作用[１１]ꎬ且近来研究发现石斛碱还有

抗肿瘤细胞增殖的作用[１５]ꎬ因此研究其对 ＣＦ 增殖

的影响ꎬ为心肌纤维化治疗带来新的机遇ꎮ 本实验

以 ＤＭＥＭ 培养基含 １３９ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ＋ 为对照组ꎬ
１６１ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ＋为高钠盐组ꎬ设置不同浓度(１０－８ ~
１０－６ ｍｏｌ / Ｌ)的石斛碱组ꎬ培养 ４８ ｈ 后观察各组间

ＣＦ 增殖情况的变化ꎻ发现与对照组相比ꎬ高钠盐组

ＣＦ 增殖显著ꎬＰＣＮＡ 蛋白表达增加ꎬ说明高钠盐能

直接诱导 ＣＦ 增殖ꎬ而 １０－５ ~ １０－４ ｍｏｌ / Ｌ 石斛碱可抑

制 ＣＦ 增殖ꎮ 本实验显示ꎬ与 １６１ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ＋ 等渗

的甘露醇组对 ＣＦ 增殖无显著影响ꎬ表明 Ｎａ＋浓度所

致的渗透压改变与 ＣＦ 增殖无关ꎮ
丝裂原活化蛋白激酶(ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｋｉｎａｓｅꎬＭＡＰＫ)是细胞内一类丝氨酸 /苏氨酸蛋白激

酶ꎬ可被细胞外多种刺激信号如激素、趋化因子以

及应激刺激等所激活ꎬ进而调节多种细胞生物学活

动ꎬ如细胞增殖、分化、发育、凋亡等ꎻ已发现心室肌

和心房肌均存在 ＭＡＰＫ 信号通路ꎮ ＥＲＫ 通路作为

真核生物中已明确的 ４ 条 ＭＡＰＫ 信号转导通路中

主要和经典的通路ꎬ参与诱导产生多种细胞生物学

效应ꎬ如细胞的分化、增殖和凋亡等ꎮ Ｓｕｇｄｅｎ 等[１６]

提到血管紧张素Ⅱ与成纤维细胞血管紧张素Ⅱ受

体 １ 相结合ꎬ经 ＥＲＫ 通路诱导成纤维细胞增殖ꎬ促
进Ⅰ、Ⅲ型胶原 ｍＲＮＡ 表达增多ꎬ进而使得Ⅰ、Ⅲ型

胶原合成与分泌增加而造成心肌间质纤维化ꎮ 已

有研究表明ꎬ高钠盐饮食可通过激活 ＥＲＫ１ / ２ 和

ｐ３８ＭＡＰＫ 引起大鼠心肌间质及其血管纤维化[１７]ꎮ
本研究结果显示ꎬ与对照组相比ꎬ高钠盐组 ＣＦ 中 ｐ￣
ＥＲＫ１ / ２ 蛋白表达增加ꎬ提示 ＥＲＫ１ / ２ 作为一条重

要的信号转导途径参与了高钠盐诱导的 ＣＦ 增殖ꎬ

但与高钠盐组相比ꎬ石斛碱组 ＣＦ 中 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 蛋白

表达无显著差异ꎬ说明石斛碱发挥抗增殖效应与

ＥＲＫ１ / ２ 激活无关ꎮ
炎症反应对于高盐诱导的慢性充血性心力衰

竭、心肌纤维化的发生发展具有重要作用[１８￣１９]ꎮ 研

究发现ꎬ压力负荷增加可导致心肌肥大和细胞外基

质集聚ꎬ能激发心肌的炎症反应ꎬ诱导促炎细胞因

子表达ꎬ介导心肌纤维化ꎮ ＮＦ￣κＢ 是一种具有转录

激活功能的蛋白质ꎬ在炎症反应过程中发挥重要的

调控作用ꎮ ＣＦ 具有自分泌和旁分泌功能ꎬ能够合成

和分泌多种生物活性物质ꎮ 研究认为ꎬ心肌纤维化

是一种慢性炎性过程ꎬ以纤维细胞增殖及释放炎性

因子如 ＭＣＰ￣１、ＶＣＡＭ￣１、ＩＣＡＭ￣１ 为特征ꎬ这些炎症

因子可作用于成纤维细胞ꎬ促使其合成和分泌胶原

蛋白ꎬ从而影响器官纤维化[２０]ꎮ 已有研究表明ꎬ高
钠盐可激活 ＮＦ￣κＢ 介导心脏、肾脏炎性反应ꎬ导致

心肾纤维化[４ꎬ２１]ꎮ 石斛碱在体外可抑制 ＮＦ￣κＢ 活

化介导的破骨细胞分化[２２]ꎮ 石斛碱减轻糖尿病视

网膜病变是通过抑制 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 与 κＢ 抑制蛋白磷

酸化ꎬ减少 ＩＣＡＭ￣１、白细胞介素 ６、肿瘤坏死因子 α
等炎性因子释放而实现的[２３]ꎮ Ｌｉ 等[２４] 发现石斛碱

通过抑制 ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＮＦ￣κＢ 通路改善由脂多糖

引起的记忆损伤问题ꎮ 本实验结果显示ꎬ与对照组

相比ꎬ高钠盐组 ｐ￣ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 及促炎性因子 ＩＣＡＭ￣
１、ＶＣＡＭ￣１ 和 ＭＣＰ￣１ 表达明显增加ꎬ石斛碱组较高

钠盐组 ｐ￣ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 和 ＭＣＰ￣１ 表达减少ꎻ说明在体

外培养的 ＣＦ 中ꎬ高钠盐可直接激活 ＮＦ￣κＢ 诱导细

胞发生炎症反应、促进炎性因子表达ꎬ石斛碱通过

抑制 ＮＦ￣κＢ 磷酸化而减少炎性因子 ＭＣＰ￣１ 表达从

而发挥抗炎作用ꎮ Ｚｈａｏ 等[２５] 发现 ＮＦ￣κＢ 还可以通

过调控基质金属蛋白酶表达来调节细胞外基质代

谢ꎬ进而调节 ＣＦ 增殖ꎬ提示高钠盐诱导的 ＣＦ 增殖ꎬ
可能也与 ＮＦ￣κＢ 的激活有关ꎬ石斛碱通过抑制 ＮＦ￣
κＢ 通路的基因蛋白表达ꎬ从而抑制细胞增殖ꎮ

综上所述ꎬ高钠盐诱导 ＣＦ 增殖及炎性因子的

表达ꎬ与上调 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２、ｐ￣ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 表达有关ꎻ石
斛碱抑制 ＣＦ 增殖和炎性因子表达ꎬ与其抑制 ｐ￣ＮＦ￣
κＢ ｐ６５ 表达有关ꎮ
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