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ＨＯ１对 ＡｎｇⅡ诱导大鼠心肌纤维化的影响

谷　颖　金　鑫　李　霞　沈彩云　石　朋△

（济宁医学院附属医院，济宁２７２０２９）

　　摘　要　目的　探讨血红素氧合酶１（ＨＯ１）对血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）诱导大鼠心肌纤维化的作用。方法
　培养Ｗｉｓｔａｒ大鼠心肌成纤维细胞（ｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＣＦｓ），随机分为４组：正常对照组、ＡｎｇⅡ组（加入 Ａｎｇ
Ⅱ）、Ｈｅｍｉｎ组（加入ＡｎｇⅡ和ＨＯ１诱导剂氯化血红素 ｈｅｍｉｎ）和 ＺｎｐｐＩＸ组（加入 ＡｎｇⅡ和 ＨＯ１抑制剂锌原卟
啉９ＺｎｐｐＩＸ），四甲基偶氮唑盐比色法（ＭＴＴ）检测各组细胞的增殖率，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞ＨＯ１蛋白的表
达。结果　ＡｎｇⅡ组较正常对照组心肌成纤维细胞增殖率显著升高（Ｐ＜０．０１）；与 ＡｎｇⅡ组比较，Ｈｅｍｉｎ组细胞
增殖率显著下降（Ｐ＜０．０１），ＨＯ１蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜０．０１）；与ＡｎｇⅡ组比较，ＺｎｐｐＩＸ组细胞增殖率无
明显变化（Ｐ＞０．０５），ＨＯ１蛋白表达水平降低（Ｐ＜０．０１）。结论　ＨＯ１对 ＡｎｇⅡ诱导的大鼠心肌纤维化具有
抑制作用。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１（ＨＯ１）ｏｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ （ＡｎｇⅡ）
ｉｎｄｕｃｅｄｍｙｏｃａｒｄｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｒａｔｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＣｕｌｔｕｒｅｄｎｅｏｎａｔａｌＷｉｓｔａｒｒａｔｓ’ｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ（ＣＦｓ）ｗｅｒｅ
ｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ４ｇｒｏｕｐｓ，ｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＡｎｇⅡ ｇｒｏｕｐ（ａｄｄｅｄＡｎｇⅡ），ｔｈｅＨｅｍｉｎｇｒｏｕｐ（ａｄｄｅｄ
ＡｎｇⅡ ａｎｄｈｅｍｉｎｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｉｎｄｕｃｅｍｏｒｅＨＯ１）ａｎｄｔｈｅＺｎｐｐＩＸｇｒｏｕｐ（ａｄｄｅｄＡｎｇⅡ ａｎｄＺｉｎｃｐｒｏｔｏｐｏｒ
ｐｈｙｒｉｎ９ｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｒｅｄｕｃｅＨＯ１）．Ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
ＭＴＴａｓｓａｙ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＯ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｉｎＡｎｇⅡ ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ（Ｐ
＜０．０１）．ＴｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＨｅｍｉｎｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆＡｎｇⅡ ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１），
ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＯ１ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０１）．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｃｈａｎｇｅｉｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｉｎｔｈｅＺｎｐｐＩＸｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＡｎｇⅡ ｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０１），ｗｈｉｌｅ
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＯ１ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＨＯ１ｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅ
ＡｎｇⅡｉｎｄｕｃｅｄｍｙｏｃａｒｄｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｒａｔｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１；Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ；Ｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ；ＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ

　　心肌纤维化是指在正常的心肌组织结构中胶
原纤维过量积聚、胶原浓度显著升高或胶原成分发

生改变的病理过程。该病理变化是临床多种心血

管疾病发展到终末阶段的必经过程。其中，心肌成

纤维细胞的增殖和细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａ
ｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的沉积为心肌纤维化的主要特征［１］。心

肌纤维化可引起心脏僵硬度增加，顺应性降低，影

响心脏的舒张和收缩功能，导致心衰。目前，预防

和逆转心肌纤维化已成为心衰研究和防治的重要

目标。血红素氧合酶１（ＨＯ１）及其产物对机体具
有抗炎症、抗氧化、扩血管、调控细胞增殖与凋亡等

作用，对心血管系统的疾病防治具有积极的临床意

义，但国内尚无 ＨＯ１对心肌纤维化的影响研究。
本文使用ＨＯ１诱导剂和抑制剂分别作用于血管
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紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）诱导的心肌成纤维细胞，检测心
肌成纤维细胞增殖率，观察心肌纤维化程度，探讨

ＨＯ１对心肌纤维化的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　新生１～２ｄ的 Ｗｉｓｔａｒ大鼠１６
只，雌雄不限，购自山东大学实验动物中心。动物

实验符合动物伦理学要求。

１．１．２　主要试剂与仪器　高糖 ＤＭＥＭ培养基及
胎牛血清（ＦＢＳ）购自美国 Ｈｙｃｌｏｎ公司；氯化血红
素（ｈｅｍｉｎ）、锌原卟啉９（ＺｎｐｐＩＸ）、ＡｎｇⅡ、鼠抗波
形蛋白单克隆抗体、异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记
的山羊抗小鼠 ＩｇＧ抗体、ＤＡＰＩ均购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司；ＨＯ１山羊多克隆抗体和内参 ＧＡＰＤＨ抗体
均购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；胰酶和 Ｉ型胶原酶均
购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；辣根过氧化酶标记兔抗羊
ＩｇＧ单克隆抗体购自北京中杉金桥生物技术有限
公司；四甲基偶氮唑盐溶液购自河北凯力昂生物科

技有限公司。ＣＯ２培养箱（德国 ＨＥＲＡｃｅｌｌ２４０公
司）；倒置显微镜（德国 ｌｅｉｃａｄｍ４０００Ｂ）；荧光显微
镜（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ产品）；ＰＡｌｐｈａｉｍａｇｅｒＴＭ２２００
凝胶图像分析仪（美国Ａｌｐｈａｉｎｎｏｔｅｃｈ公司）。
１．２　方法
１．２．１　心肌成纤维细胞的原代及传代培养　无菌
条件下取出新生大鼠心脏组织，放入 ＰＢＳ液中，切
取心室组织部分，反复冲洗去除心室内的血液，转

移入ＥＰ管中，剪成１ｍｍ３的组织碎块，静置５ｍｉｎ
后，弃上清以去除红细胞。以０．０５％ Ⅰ型胶原酶
和０．１２５％胰酶３７．０℃反复消化６次，然后收集细
胞悬液，以离心半径为 １５ｃｍ、８００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，重悬后用２００目滤网过滤，将所得细胞培养
９０ｍｉｎ（差速贴壁法分离成纤维细胞），成纤维细胞
贴壁后，弃去未贴壁的细胞，贴壁细胞继续在含

１５％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液内培养，待细胞长满瓶
底约８０％～９０％进行传代，实验取传代２～４代细
胞。加药处理前２４ｈ换为无血清培养液培养。
１．２．２　心肌成纤维细胞鉴定　波形蛋白正常情况
下表达于成纤维细胞等间质细胞中，在心肌细胞中

不表达，所以可根据波形蛋白阳性表达来鉴别心肌

成纤维细胞。取第２代传代心肌成纤维细胞接种
于６孔培养板内，２ｄ后吸弃培养液，使用４％多聚
甲醛固定，０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温封闭３０ｍｉｎ，５％

ＢＳＡ室温摇床封闭３０ｍｉｎ，加１∶２００鼠抗波形蛋白
抗体（一抗）４℃过夜。次日加１∶２００ＦＩＴＣ标记的
ＩｇＧ（二抗）室温避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，然后磷
酸甘油封片，最后于荧光显微镜下观察，拍片。

１．２．３　实验分组和药物干预　将心肌成纤维细胞
随机分为 ４组：分别为正常对照组（常规培养），
ＡｎｇⅡ组（加入 ＡｎｇⅡ，终浓度为 １０－５ｍｏｌ／ｌ），Ｈｅ
ｍｉｎ组（加入 ＡｎｇⅡ和 ＨＯ１诱导剂 ｈｅｍｉｎ，终浓度
分别为１０－５ｍｏｌ／ｌ、２×１０－５ｍｏｌ／ｌ），ＺｎｐｐＩＸ组（加入
ＡｎｇⅡ和ＨＯ１抑制剂 ＺｎｐｐＩＸ，终浓度分别为１０－５

ｍｏｌ／Ｌ、５×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）［２３］。
１．２．４　ＭＴＴ测定细胞增殖率　待培养皿细胞生
长至８０％～９０％密度时予以消化，收集成纤维细
胞铺于９６孔板中，每孔铺１×１０４个细胞，每组设９
个复孔，待培养孔中细胞生长至８０％ ～９０％时，不
同组分别予以换液加药，加药后继续于细胞培养箱

内培养４８ｈ，加入１５μｌＭＴＴ溶液，３７℃避光孵育
４ｈ，弃去培养孔中液体，每孔加入１５０μｌ二甲基亚
砜，于酶标仪中震荡混匀１０ｍｉｎ，测定４５０ｎｍ处吸
光度值（ＯＤ值）。细胞增殖率（％）＝实验组
ＯＤ４５０／对照组ＯＤ４５０×１００％。
１．２．５　心肌成纤维细胞 ＨＯ１蛋白表达检测　提
取心肌成纤维细胞总蛋白，ＢＣＡ法测定总蛋白浓
度，按每孔６０μｇ上样，依次进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电
泳、转膜、封闭，并加入 ＨＯ１山羊多克隆抗体（１∶
２００稀释）和内参抗体（ＧＡＰＤＨ），于４℃孵育过夜，
次日ＴＢＳＴ洗膜，然后加入相应的二抗即辣根过氧
化酶标记兔抗羊 ＩｇＧ单克隆抗体（１∶５０００），化学
发光法检测目的蛋白即 ＨＯ１的表达水平，采用
ＩｍａｇｅＪ软件对显影的条带进行灰度分析，目的蛋
白显色条带灰度与内参显色条带灰度比值代表目

的蛋白相对表达量。

１．３　统计学方法
采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件对数据进行分析，计

量资料以 珋ｘ±ｓ表示。多组间数据比较采用单因素
方差分析，进一步两两比较采用 ＬＳＤｔ检验，以 Ｐ
＜０．０１６７为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　心肌成纤维细胞培养及鉴定
大部分ＣＦｓ培养９０ｍｉｎ后贴壁，显微镜下可见

细胞成梭形或三角形，均匀散在分布（见图 １ａ）。
ＣＦｓ生长迅速，约２～３ｄ即呈现融合状态，细胞增
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多，胞体增大，细胞排列密集，未见细胞搏动（见图

１ｂ）。用波形蛋白行免疫荧光染色，鉴定心肌成纤
维细胞纯度，结果示９０％以上细胞染色阳性，提示
经差速贴壁后获得细胞绝大多数为心肌成纤维细

胞（见图１ｃ）。

注：ａ．原代培养２４ｈ心肌成纤维细胞
　 ｂ．传代培养４８ｈ心肌成纤维细胞
　 ｃ．乳鼠波形蛋白免疫荧光染色心肌成纤维细胞

图１　大鼠心肌成纤维细胞（×２００）

２．２　各组细胞间细胞增殖率情况
４组间细胞增殖率的比较，差异有统计学意义

（Ｆ＝８．３９４，Ｐ＜０．０５）。ＡｎｇⅡ组与正常对照组相
比，ＯＤ值及细胞增殖率显著增加（Ｐ＜０．０１）；Ｈｅ
ｍｉｎ组与 ＡｎｇⅡ组比较，ＯＤ值及细胞增殖率显著
下降（Ｐ＜０．０１），而 ＺｎｐｐＩＸ组与 ＡｎｇⅡ组比较，
ＯＤ值及细胞增殖率无明显变化（Ｐ＞０．０５）。见表
１。
２．３　各组心肌成纤维细胞ＨＯ１蛋白表达

ＡｎｇⅡ组较正常对照组 ＨＯ１升高（Ｐ＜０．
０１），Ｈｅｍｉｎ组较 ＡｎｇⅡ组 ＨＯ１表达进一步升高
（Ｐ＜０．０１）；ＺｎｐｐＩＸ组较 ＡｎｇⅡ组 ＨＯ１表达水平

降低（Ｐ＜０．０１）。

表１　各组细胞间ＯＤ值及细胞增殖率的比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ＯＤ值 细胞增殖率／％

正常对照组 ０．８２±０．０４ １００±０．００　

ＡｎｇⅡ组 １．２８±０．０６ １５６±１０．１９△

Ｈｅｍｉｎ组 ０．８３±０．０２ １０１±５．０２＃　

ＺｎｐｐＩＸ组 １．３１±０．０１ １６０±７．４０　

Ｆ值 ４．８９６ ８．３９４

Ｐ ０．００７ ０．０００

　　注：与正常对照组比较，△Ｐ＜０．０１；与 ＡｎｇⅡ组比较，＃Ｐ＜０．

０１；与ＡｎｇⅡ组比较，Ｐ＞０．０１

注：与正常对照组比较，△Ｐ＜０．０１
　 与ＡｎｇⅡ组比较，＃Ｐ＜０．０１
　 与ＡｎｇⅡ组比较，Ｐ＜０．０１

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测心肌成纤维细胞

ＨＯ１蛋白表达水平

３　讨论

随着医疗技术的日新月异，心血管疾病的诊治

水平也不断提升，但心衰仍为心脏疾病中难以攻克

的最后堡垒，及早阻止心衰进展成为心血管疾病治

疗的目标之一，而心肌纤维化是导致心肌重构促进

心衰形成的关键环节［４］，因此，心肌纤维化的相关

研究也一直是心血管领域的研究热点。

ＨＯ１是血红素氧合酶家族中的一员，是体内
血红素代谢的重要起始酶和限速酶，能够催化血红

素分解为胆绿素、一氧化碳和铁离子。ＨＯ１属诱
导型，广泛分布于哺乳动物多种组织细胞中，生理

状态下只有少量表达，缺血、缺氧、血红素、应激等

因素可诱导其显著表达［５６］。近年研究提示 ＨＯ１

·７９３·
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与心血管疾病有着密切的联系，对心血管的自我保

护和机体稳态的维持起重要作用［７９］，但对心肌纤

维化的影响未见相关报道。本文采用离体大鼠成

纤维细胞作为研究对象，ＡｎｇⅡ刺激体外培养的心
肌成纤维细胞，结果显示１０－５ｍｏｌ／ｌ的 ＡｎｇⅡ作用
心肌成纤维细胞后，细胞增殖率比正常对照组明显

增加，证实了ＡｎｇⅡ可促使心肌成纤维细胞增殖，
加重心肌纤维化。与文献报道的 ＡｎｇⅡ过度表达
可能会促使心肌成纤维细胞过度增殖一致［１０］。故

本实验以ＡｎｇⅡ刺激的增殖细胞为模型，研究 ＨＯ
１高表达及低表达后心肌成纤维细胞增殖情况。
本文结果显示，Ｈｅｍｉｎ组经过血管紧张素Ⅱ刺激及
ＨＯ１诱导剂氯化血红素作用后，与单纯经过血管
紧张素Ⅱ刺激的ＡｎｇⅡ组比较，ＨＯ１表达升高，心
肌成纤维细胞增殖率下降；ＺｎｐｐＩＸ组经过血管紧
张素Ⅱ刺激及ＨＯ１抑制剂锌原卟啉９作用后，与
单纯经过血管紧张素Ⅱ刺激的 ＡｎｇⅡ组比较，ＨＯ
１表达下降，细胞增殖率却无明显变化；证明了
ＨＯ１可抑制ＡｎｇⅡ刺激引起的心肌成纤维细胞增
殖，进而延缓心肌纤维化的进展，因此，本研究推断

ＨＯ１通过抑制心肌成纤维细胞的增殖，在一定程
度上抑制了心肌纤维化，延缓心室重构，进而抑制

了心衰的进展。

综上所述，对于 ＡｎｇⅡ诱导的心肌纤维化，
ＨＯ１可以起到抑制作用，但其具体作用机制尚不
明确，可能与血红素产物一氧化碳、胆绿素、和亚铁

离子等有关，还有待于进一步研究。因此，ＨＯ１有
可能成为治疗心肌纤维化的一个潜在靶点，为我们

防治心衰提供新思路。
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