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MAPK 信号通路在转化生长因子 β1 诱导
心肌成纤维细胞趋化运动中的作用
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[摘　 要] 　 目的　 探讨丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)信号转导通路在转化生长因子 β1(TGF-β1)诱导心肌成纤维

细胞趋化运动中可能的作用机制。 方法　 培养新生 SD 大鼠的心肌成纤维细胞,将细胞随机分为空白对照组、TGF-
β1 组、c-Jun 氨基末端激酶(JNK)抑制因子(SP600125,10 μmol / L)组、P38MAPK 抑制因子(SB203580,10 μmol / L)
组、细胞外信号调节蛋白激酶(ERK)抑制因子(U0126,10 μmol / L)组,除空白对照组外,其余组均给与 10 μg / L
TGF-β1 及对应抑制因子处理。 MTT 比色法测定心肌成纤维细胞增殖活性,Transwell 小室检测心肌成纤维细胞运

动能力,羟脯氨酸试剂盒检测胶原含量,酶联免疫吸附法(ELISA)检测心肌成纤维细胞中单核细胞趋化蛋白 1
(MCP-1)、纤溶酶原激活物抑制剂 1(PAI-1)水平,Western blot 检测成纤维细胞中 α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)、Ⅰ
型胶原(Col-1)、基质金属蛋白酶 9(MMP-9)表达水平。 结果　 TGF-β1 可明显促进心肌成纤维细胞增殖活性、趋化

运动能力及胶原含量,MAPK 信号途径抑制因子干预后能够抑制这种增殖及趋化运动,并降低胶原含量(P<
0. 05);ELISA 结果显示,MAPK 信号途径抑制因子能够显著降低 TGF-β1 处理后导致的 MCP-1、PAI-1 水平升高(P
<0. 05);Western blot 结果显示,MAPK 信号途径抑制因子能够显著降低 TGF-β1 处理后导致的 α-SMA、Col-1、MMP-
9 蛋白表达升高(P<0. 05)。 结论　 TGF-β 可能通过激活 MAPK 信号通路促进心肌成纤维细胞的趋化运动,通过使

用 MAPK 抑制剂能够一定程度的抑制心肌纤维化。
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[ABSTRACT] 　 　 Aim 　 To explore possible action mechanism of mitogen-activated protein kinase (MAPK) signal
transduction pathway on chemotaxis of cardiac fibroblasts (CF) induced by transforming growth factor-β1 (TGF-β1). 　 　
Methods　 The CF of neonatal SD rats were cultured. 　 Cell were randomly divided into blank control group, TGF-β1
group, c-Jun N-terminal kinase ( JNK) inhibitor ( SP600125 10 μmol / L) group, P38MAPK inhibitor ( SB203580 10
μmol / L) group and extracellular signal-regulated protein kinase (ERK) inhibitor (U0126 10 μmol / L) group. 　 Except
blank control group, the other groups were given 10 μg / L TGF-β1 and corresponding inhibitors. 　 Methyl thiazolyl tetrazo-
lium (MTT) colorimetric assay was applied to detect cell viability of CF. 　 Transwell chamber was applied to detect motor
ability of CF. 　 The collagen content was detected by hydroxyproline kit. 　 The enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) was applied to detect levels of monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) and plasminogen activator inhibitor-1
(PAI-1) in CF. 　 Western blot was applied to detect expression levels of α-smooth muscle actin (α-SMA), type Ⅰ colla-
gen (Col-1) and matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) in CF. 　 　 Results　 TGF-β1 could significantly promote cell via-
bility and chemotaxis of CF and collagen content. 　 MAPK inhibitors could inhibit the proliferation and chemotaxis, and
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decrease collagen content (P<0. 05). 　 ELISA results showed that MAPK signaling pathway inhibitors could significantly
decrease increased MCP-1 and PAI-1 induced by TGF-β1 treatment (P<0. 05). 　 Western blot results showed that MAPK
signaling pathway inhibitors could significantly decrease increased expression levels of α-SMA, Col-1 and MMP-9 protein
induced by TGF-β1 treatment (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 TGF-β1 may promote chemotaxis of CF by activating MAPK
signaling pathway. 　 The application of MAPK inhibitors can inhibit myocardial fibrosis to certain extent.

　 　 心房颤动是临床上常见的心律失常之一,有很

高的致死率和致残率[1]。 目前心房颤动的发病机

制仍不清楚,其中心房纤维化是心房颤动病理生理

改变的重要组成部分,在心房颤动发生和维持中起

着重 要 的 作 用[2]。 心 肌 成 纤 维 细 胞 ( cardiac
fibroblast,CF)是心脏的主要细胞类型,占到心脏细

胞 总 数 的 70% , 在 维 持 心 脏 细 胞 外 基 质

(extracellular matrix,ECM)平衡及心脏组织重构过

程中发挥着重要作用,同时也是炎症因子起作用的

重要靶细胞[3-4]。 前期的研究证实心房颤动患者血

清对 CF 有增殖和诱导迁移作用,并验证了心房颤

动患者 CF 的趋化作用部分由转化生长因子 β1
( transforming growth factor-β1, TGF-β1) 介导的观

点[5],但其信号传导通路目前仍不清楚,目前报道

也较少。 已有研究证实活化的丝裂原活化蛋白激

酶(mitogen-activated protein kinase,MAPK) 通路参

与调控多种细胞生长因子致纤维化过程,同时还能

够和其他信号通路相互作用[6]。 因此本文旨在研

究 MAPK 家族的 3 个主要信号通路 c-Jun 氨基末端

激酶( c-Jun N-terminal kinase,JNK)、P38MAPK、细
胞外信号调节蛋白激酶(extracellular signal-regulated
protein kinase,ERK)对 TGF-β1 诱导的 CF 迁移运动

及纤维化的影响,来验证 TGF-β1 通过介导 MAPK
信号通路来发挥 CF 的趋化作用,为心房颤动心肌

纤维化提供可能的治疗策略。

1　 材料和方法

1. 1　 主要试剂

DMEM 高糖干粉培养基、胎牛血清、胰酶-EDTA
(Gibco 公司);胶原酶 B 型(Roche 公司);胰蛋白酶

1 ∶ 250(Americo 公司);Transwell 小室购自 Corning
公司;Gimsa 染剂购自南京建成公司;10 只健康的新

生 SD 大鼠,5 ~ 6 g(郑州大学动物中心,使用证号:
SYXK(豫)2018-0004);重组人 TGF-β1(Genzyem 公

司); SP600125、 SB203580、 U0126 ( Calbiochem 公

司);MTT 试剂盒(Sigma 公司);羟脯氨酸试剂盒,
单核细胞趋化蛋白 1(monocyte chemotactic protein-
1,MCP-1)、纤溶酶原激活物抑制剂 1 ( plasminoge-

nactivator inhibitor-1,PAI-1)酶联免疫吸附(ELISA)
试剂盒(南京建成生物工程研究所);兔抗鼠 α-平滑

肌肌动蛋白(α-smooth muscle actin,α-SMA)、Ⅰ型胶

原 ( type 1 collagen, Col-1)、 基 质 金 属 蛋 白 酶 9
(matrix metalloproteinase-9,MMP-9)、β-actin 多克隆

抗体(美国 Abcam 公司)。
1. 2　 成纤维细胞培养

在无菌条件下将出生 1 ~ 3 天乳鼠快速开胸取

出心脏,放入干净的装有预冷 PBS 的离心管中,放
入前用适量 PBS 洗净心脏上残血;在离心管中剪成

1 mm× 1 mm × 1 mm 碎片,加入 0. 1% 胶原酶 B、
0. 25%胰酶及 PBS 混合液,于 37 ℃恒温水浴锅中

分次消化,第 1 次消化 10 min,弃上清,之后 5 min /
次,收集上清于另一个离心管中,加入等体积含

20%胎牛血清的培养基终止消化,1 000 r / min 离心

10 min 后制成细胞悬液,接种于 50 mL 培养瓶中,
37 ℃、5%CO2 培养箱中培育 2 h,获得成纤维细胞。
取第 3 ~ 4 代用于实验。
1. 3　 实验分组及处理

将培育好的成纤维细胞随机分为空白对照组、
TGF-β1 组、SP600125 组、SB203580 组和 U0126 组。
除空白对照组外,其余组均给与 10 μg / L 的 TGF-β1
预处理 30 min 后,SP600125 组、SB203580 组和 U0126
组分别加入 SP600125 (10 μmol / L)、 SB203580 (10
μmol / L)、U0126(10 μmol / L)处理。
1. 4　 MTT 比色法测定 CF 的增殖

取对数生长期 CF 接种于 96 孔板中,每孔中加

入 100 μL CF,37 ℃、5% CO2 及饱和湿度下培养 24
h 后换无血清 DMEM 培养基,继续培养 24 h 后,吸
去各组培养基,将细胞分为空白对照组、TGF-β1 组、
SP600125 组、SB203580 组和 U0126 组,每组设 6 个

复孔,再培养 24 h,刺激结束前 4 h 加入 5 g / L 的

MTT 20 μL,继续培养 4 h 后终止,吸弃上清,每孔加

入 100 μL 二甲基亚砜,震荡 10 min 后,在酶联检测

仪上 490 nm 处测吸光度值。 每组实验重复 3 次,取
平均值。
1. 5　 Transwell 小室试验测定 CF 趋化作用

取第 3 ~ 4 代 CF,0. 1% BSA 饥饿过夜,消化重

悬细胞,调整密度为 2×108个 / L,吸去 0. 1 mL 细胞
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悬液加入上室,并分别加入空白对照组、TGF-β1 组、
SP600125 组、SB203580 组、U0126 组置于 37 ℃、5%
CO2 培养箱中,18 h 后取出滤膜,4% 多聚甲醛固定

10 min,PBS 冲洗,棉签拭去上室表面内残存细胞,
Gimsa 染色。 显微镜下随机选取 5 个清晰的视野

(200×)拍照,计算穿膜细胞数取平均值(个 / HP)。
1. 6　 CF 中胶原含量检测

将空 白 对 照 组、 TGF-β1 组、 SP600125 组、
SB203580 组和 U0126 组细胞接种于 6 孔板,严格按

照试剂盒中的说明书对羟脯氨酸水平进行检测,并
根据羟脯氨酸水平计算出胶原含量(羟脯氨酸含量

占据胶原蛋白的 13. 4% )。
1. 7　 CF 中 MCP-1、PAI-1 水平的检测

将空白对照组、TGF-β1 组、SP600125 组、SB203580
组、U0126 组细胞接种于 6 孔板,严格按照试剂盒说

明书检测 MCP-1 和 PAI-1 的水平。
1. 8　 Western blot 检测 CF 中 α-SMA、Col-1和MMP-9
蛋白表达情况

提取各组 CF 中总蛋白,经 SDS-PAGE 凝胶电

泳、电转膜至甲醛预处理过的 PVDF 膜,密封 2 h,加
入兔抗鼠 α-SMA、Col-1、MMP-9、β-actin(1 ∶ 1 000)
一抗 4 ℃孵育过夜,TBST 漂洗 40 min,加入 HRP 标

记的二抗(1 ∶ 500)孵育 1 h,TBST 漂洗 40 min,ECL
发光液将 PVDF 膜显色,暗室曝光到 X 线片上,采
用 Imaging System 软件分析各组条带灰度值,以目

标蛋白与内参积分吸光度值比值表示蛋白的相对

表达水平。 每组实验重复 3 次,取平均值。
1. 9　 统计学方法

数据采用 SPSS17. 0 进行统计学处理,所有数

据均采用 x±s 表示,各组间指标比较采用单因素方

差分析(ANOVA),进一步两两比较采用 LSD-t 检

验,组间均数比较采用独立样本的 t 检验。 以 P<
0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 MAPK 信号途径抑制因子对 TGF-β1 诱导的

CF 增殖活性的影响

MTT 染色结果发现,与空白对照组相比,TGF-
β1 组细胞的增殖活性显著升高;与 TGF-β1 组相比,
SP600125 组、SB203580 组和 U0126 组细胞增殖活性

显著降低,差异均有统计学意义(P<0. 05;图 1)。
2. 2　 MAPK 信号途径抑制因子对 TGF-β1 诱导的

CF 趋化运动的影响

与空白对照组相比,TGF-β1 组迁移至下室的细

胞数显著增多;与 TGF-β1 组相比, SP600125 组、
SB203580 组、U0126 组迁移至下室的细胞数显著减

少,差异有统计学意义(P<0. 05;表 1 和图 2)。

图 1. 各组细胞增殖活性比较　 　 a 为 P<0. 05,与空白对照组

比较;b 为 P<0. 05,与 TGF-β1 组比较。

Figure 1. Comparison of cell proliferation activity in each
group

表 1. 各组 CF 迁移至下室细胞数(n=3)
Table 1. Number of CF migrating to lower chamber in each
group (n=3) 个 / HP

分组 迁移细胞数

空白对照组 35±7

TGF-β1 组 96±7a

SP600125 组 59±10b

SB203580 组 67±10b

U0126 组 40±6b

F 值 88. 668

P 值 0. 000
a 为 P<0. 05,与空白对照组比较;b 为 P<0. 05,与 TGF-β1 组比较。

2. 3　 MAPK 信号途径抑制因子对 TGF-β1 诱导的

CF 内胶原含量的影响

与空白对照相比,TGF-β1 组 CF 胶原含量显著

增多;与 TGF-β1 组相比,SP600125 组、SB203580 组

和 U0126 组 CF 胶原含量显著减少,差异有统计学

意义(P<0. 05;表 2)。
2. 4　 MAPK 信号途径抑制因子对 TGF-β1 诱导的

CF 内 MCP-1 和 PAI-1 水平的影响

ELISA 结果发现,与空白对照组相比,TGF-β1
组 CF 中 MCP-1 和 PAI-1 水平显著升高;与 TGF-β1
组相 比, SP600125 组、 SB203580 组 和 U0126 组
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MCP-1 和 PAI-1 水平显著降低,差异有统计学意义 (P<0. 05;表 3)。

图 2. MAPK 信号途径抑制因子对 TGF-β1 诱导的 CF 趋化运动的影响(HE 染色,n=10)　 　 A 为空白对照组,B 为 TGF-β1 组,C
为 SP600125 组,D 为 SB203580 组,E 为 U0126 组。

Figure 2. Effects of MAPK inhibitors on chemotaxis of CF induced by TGF-β1 (HE staining,n=10)

表 2. 各组 CF 中胶原含量的比较(n=3)
Table 2. Comparison of collagen content in CF in each group
(n=3) g / L

分组 胶原含量

空白对照组 1. 53±0. 26

TGF-β1 组 3. 18±0. 37a

SP600125 组 2. 64±0. 30b

SB203580 组 2. 32±0. 31b

U0126 组 1. 84±0. 28b

F 值 45. 173
P 值 0. 000
a 为 P<0. 05,与空白对照组比较;b 为 P<0. 05,与 TGF-β1 组比较。

表 3. 各组 CF 中 MCP-1、PAI-1水平的比较(n=3)
Table 3. Comparison of MCP-1 and PAI-1 levels in CF in
each group (n=3) g / L

分组 MCP-1 PAI-1
空白对照组 1. 03±0. 12 1. 05±0. 22

TGF-β1 组 2. 81±0. 53a 3. 15±0. 62a

SP600125 组 1. 94±0. 35ab 1. 83±0. 34ab

SB203580 组 2. 12±0. 33ab 1. 62±0. 37ab

U0126 组 1. 48±0. 25ab 1. 24±0. 20b

F 值 38. 368 47. 041
P 值 0. 000 0. 000

a 为 P<0. 05,与空白对照组比较;b 为 P<0. 05,与 TGF-β1 组
比较。

2. 5　 MAPK 信号途径抑制因子对 TGF-β1 诱导的

CF 内 α-SMA、Col-1 和 MMP-9 表达水平的影响

与空白对照组相比,TGF-β1 组 CF 中 α-SMA、
Col-1 和 MMP-9 表达水平均显著升高;与 TGF-β1 组

相比, SP600125 组、 SB203580 组和 U0126 组 α-
SMA、Col-1 和 MMP-9 表达水平显著降低,差异有统

计学意义(P<0. 05;图 3)。

3　 讨　 论

心肌纤维化是心房颤动患者心房结构重构的

显著特征,CF 是合成胶原的重要细胞,因此也是心

肌纤维化的主要效应细胞。 TGF-β 是一种功能多样

的细胞因子,在病理或生理性过度修复时,TGF-β 会

大量合成,并诱导细胞外基质大量合成,导致心肌

纤维化[7]。 MAPK 是细胞膜信号向核信号传递的枢

纽,MAPK 家族主要包括 JNK、ERK 和 P38MAPK 三

个亚族[8]。 已有研究证实 MAPK 参与心肌肥大、心
肌细胞再生及凋亡,同时参与多种细胞的趋化运

动,例如,P38 参与上皮细胞、内皮细胞及平滑肌细

胞的迁移运动[9]; ERK 在细胞增殖中起重要作

用[10],JNK 在创伤修复和胚胎发育中介导上皮细胞

的迁移运动等[11],但其是否参与心肌 CF 的趋化运

动目前尚不清楚,因此推测 MAPK 可能参与 CF 的

趋化运动。 本研究前期实验已证实 TGF-β1 对心肌

成纤维细胞有趋化作用,为了进一步探索 MAPK 可
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图 3. 各组 CF 内 α-SMA、Col-1、MMP-9蛋白相对表达水平

a 为 P<0. 05,与空白对照组比较;b 为 P<0. 05,与 TGF-β1 组比较。

Figure 3. Expression of α-SMA, Col-1 and MMP-9 proteins
in CF in each group

能的调控机制,本研究使用 MAPK 的 3 条主要通路

抑制因子来对 TGF-β1 诱导的 CF 进行干预,结果发

现抑制因子干预后能够显著抑制 TGF-β1 诱导引起

的细胞增殖活性增强,其中 ERK 途径的抑制因子对

于细胞增殖活性的抑制最显著,可能是因为 ERK 途

径会在相关刺激下被快速激活进而转运进细胞核,
激活 AP-1、ELK-1、SAP 等促进细胞增殖的转录分子

表达[12],进而促进细胞增殖,而 JNK、P38MAPK 途

径可能更主要的是调控其他途径。
胶原沉积及间质纤维化是心肌纤维化的主要

病理改变。 本研究结果发现,抑制因子干预后能够

显著降低 CF 细胞内胶原含量,表明抑制 MAPK 途

径可能会抑制 TGF-β1 诱导的心肌纤维化进程。
MCP1 作为一种心肌纤维化的标志性细胞因子,在
机体出现心肌梗死后,其水平会显著升高,并且能

够通过募集、活化巨噬细胞及促进促纤维化细胞因

子合成来诱导心肌纤维化[13]。 PAI-1 是尿激酶和

组织型纤溶酶原激活物抑制剂,在敲除 PAI-1 小鼠

体内注射博莱霉素,其心肌纤维化程度要显著低于

野生型小鼠,可见 PAI-1 发挥着促心肌纤维化作

用[14]。 本研究利用 ELISA 法检测 MCP-1、PAI-1 水

平发现,TGF-β1 处理 CF 后 MCP-1、PAI-1 水平显著

升高,而抑制因子干预后 MCP-1、PAI-1 水平显著降

低,表明 MAPK 途径受阻后能够缓解 TGF-β1 诱导

的 CF 纤维化进程。
心肌纤维化的进展与 CF 表型转换关系密切。

当受到外界刺激后,CF 会转化为心肌成纤维细胞

(α-SMA 是这类细胞的主要标志物) [15],这类细胞

增殖能力及分泌 ECM 的能力显著增强,并且主要通

过促进 Col-1 合成分泌及 MMP 合成来参与心肌损

伤的修复[16],但 CF 过度增殖及 Col-1 过度分泌后,
其 ECM 平衡被打破,再加上 MMP 持续降解 ECM 成

分,会导致心肌细胞间的连接趋于松散,排列较为

紊乱,间质结构消失,因此心肌细胞更容易迁移[17]。
本研究结果显示,TGF-β1 处理 CF 后 α-SMA、Col-1、
MMP-9 蛋白表达水平显著升高,而抑制因子干预后

α-SMA、Col-1、MMP-9 蛋白表达水平显著降低,提示

当抑制 MAPK 信号途径,会抑制 CF 表型转化及胶

原合成分泌,同时还会降低对 ECM 的降解作用,避
免间质结构破坏,从而降低 CF 迁移能力。

综上所述,本研究发现 MAPK 信号途径抑制因

子能够降低 TGF-β1 诱导的 CF 趋化运动,其可能机

制是,MAPK 信号途径受阻后,下游细胞增殖转录因

子及促纤维化细胞因子转录活性降低,胶原合成分

泌及 ECM 降解减少,减轻 CF 间质结构破坏程度,
降低 CF 迁移能力。 但 MAPK 信号途径还可能与其

他途径相互影响作用,因此还需要继续深入研究。
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