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论　著

[摘要]　目的　探究Yes相关蛋白(YAP)对高糖诱导的大鼠心脏成纤维细胞(CFs)增殖和转分化的影响及其作用

机制。方法　分离培养1~3日龄SD大鼠CFs，用40.0 mmol/L葡萄糖诱导CFs，构建糖尿病心肌病(DCM)细胞模型，

24 h后检测细胞YAP、α平滑肌肌动蛋白(α-SMA)、Ⅰ型胶原蛋白(collagen Ⅰ)、Ⅲ型胶原蛋白(collagen Ⅲ)、结缔组织

生长因子(CTGF)的表达水平。取原代大鼠CFs，分别设置正常糖(5.5 mmol/L D-Glucose，NG)组、高糖(40.0 mmol/

L D-Glucose，HG)组、NG+维替泊芬(NG+VP)组、HG+VP组。VP为YAP抑制剂，剂量为0.5 μmol/L。各组处理CFs 

24 h后，采用波形蛋白免疫荧光法鉴定CFs，Ki-67免疫荧光染色检测各组细胞增殖情况，Western blotting 检测各组

YAP、α-SMA、collagen Ⅰ、collagenⅢ、CTGF蛋白表达水平。结果　免疫荧光法鉴定波形蛋白阳性，提示原代培养

的细胞为大鼠CFs。Ki-67免疫荧光检测结果显示，与NG组比较，HG组CFs的Ki-67阳性率(%)明显升高(67.33±5.14 vs. 

22.94±4.88，P＜0.05)；YAP抑制剂VP处理后，CFs的Ki-67阳性率(%)降低(46.83±3.86 vs. 67.33±5.14，P＜0.05)。Western 

blotting检测结果显示，与NG组比较，HG组高糖干预24 h后，CFs中α-SMA、collagen Ⅰ、collagen Ⅲ的相对表达水平均

明显升高(1.43±0.98 vs. 0.93±0.06，1.80±0.09 vs. 1.08±0.09，1.43±0.09 vs. 0.88±0.10，P＜0.05)，YAP和CTGF蛋白相对表

达水平也升高(1.93±0.15 vs. 1.17±0.09，1.80±0.18 vs. 1.23±0.16，P＜0.05)；与HG组比较，HG+VP组的α-SMA、collagen 

I、collagen Ⅲ、CTGF蛋白相对表达水平均明显降低(1.27±0.06 vs. 1.71±0.12，2.05±0.23 vs. 3.03±0.17，1.10±0.12 vs. 

1.82±0.18，1.31±0.16 vs. 1.57±0.03，P＜0.05)；与NG组比较，HG+VP组中α-SMA、collagen Ⅰ、CTGF蛋白相对表达水平

均较高(P＜0.05)。结论　高糖可刺激SD大鼠乳鼠CFs增殖及活化，合成过多的胶原蛋白等细胞外基质，其作用机制可能

与YAP/TEAD/CTGF传导通路有关。

[关键词]　Yes相关蛋白；糖尿病心肌病；心脏成纤维细胞；心肌成纤维细胞
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[Abstract]　Objective　To investigate the effect and mechanism of Yes-associated protein (YAP) on rat cardiac fibroblasts 

(CFs) proliferation and transdifferentiation induced by high glucose. Methods　The CFs cells were isolated and cultured of 

newborn SD rats aged 1-3 days, then treated with 40 mmol/L D-glucose for concentration of diabetes cardiomyopathy model 

(DCM), and the relative expression levels were detected with Western blotting of YAP, α-smooth muscle actin (α-SMA), collagen 

Ⅰ, collagen Ⅲ and connective tissue growth factor (CTGF), respectively, at the time points 24 hours. The CFs cells were divided 
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into normal glucose (NG) control group (5.5 mmol/L D-glucose), high glucose (HG) group (40.0 mmol/L D-glucose), normal 

glucose +0.5 μmol/L verteporfin (NG+VP) group and high glucose + 0.5 μmol/L verteporfin (HG+VP) group. Verteporfin is an 

inhibitor of YAP, which blockades the interaction between YAP and TEAD. Immunofluorescence of vimentin was used to identify 

CFs. Immunofluorescence of Ki-67 was used to detect the proliferation activities of CFs in various groups. Western blotting was 

performed to detect the levels of α-SMA, collagen Ⅰ and collagen Ⅲ, YAP and CTGF proteins in CFs of various groups. Results　

The positive result of vimentin immunofluorescence prompted that the primary cultured cells were rat's CFs. Immunofluorescence 

of Ki-67 showed that, the positive rate (%) of Ki-67 in CFs was obviously higher in HG group than in NG group (67.33±5.14 

vs. 22.94±4.88, P<0.05); After treatment with VP, the positive rate (%) of Ki-67 in CFs decreased markedly (46.83±3.86 vs. 

67.33±5.14, P<0.05). Western blotting showed that, compared with NG group, the relative expression levels of α-SMA, collagen 

Ⅰ and collagen Ⅲ in CFs increased significantly in HG group (1.43±0.98 vs. 0.93±0.06, 1.80±0.09 vs. 1.08±0.09, 1.43±0.09 

vs. 0.88±0.10, P<0.05), and the relative expression levels of VAP and CTGF protein also increased (1.93±0.15 vs. 1.17±0.09, 

1.80±0.18 vs. 1.23±0.16, P<0.05). Compared with the HG group, the relative expression levels of α-SMA, collagen I, collagen Ⅲ 

and CTGF proteins decreased significantly in HG+VP group (1.27±0.06 vs. 1.71±0.12, 2.05±0.23 vs. 3.03±0.17, 1.10±0.12 

vs. 1.82±0.18, 1.31±0.16 vs. 1.57±0.03, P<0.05), while compared with NG group, the relative expression levels of α-SMA, 

collagen Ⅰ and CTGF proteins were higher in HG+VP group (P<0.05). Conclusion　High glucose promotes the proliferation 

and activation of neonatal rats CFs and excessive synthesis of extracellular matrix proteins such as collagen by regulating the YAP/

TEAD/CTGF signaling pathway.
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糖尿病心肌病(diabetic cardiomyopathy，DCM)
是指糖尿病患者在没有其他引起心肌病变疾病的情

况下心肌结构和功能发生改变，其主要病理特征

为心肌肥大、间质纤维化、心脏小血管基底膜增

厚等 [1-2]。研究显示，糖尿病病理刺激下的心脏成

纤维细胞(cardiac fibroblasts，CFs)可发生增殖并向

心肌成纤维细胞(cardiac myofibroblasts，CMFs)转分

化，分泌过多的细胞外基质蛋白促进心脏纤维化，

后者是造成糖尿病心力衰竭的主要原因之一[3]。然

而，目前DCM心脏纤维化发生发展的机制尚未明

确，也无有效的抗纤维化治疗策略。因此，有必要

研究糖尿病高血糖状态下CFs活化及胶原分泌的机

制与防范措施。近年研究显示，Yes相关蛋白(Yes-
associated protein，YAP)在不同的心血管疾病中均可

出现表达变化[4]，提示YAP可能参与了多种心血管

疾病的发病机制。有研究报告，YAP可通过调控成

纤维细胞活动而参与肺、肾和肝脏等多种器官与组

织的纤维化过程[5]；在糖尿病大鼠CFs中，YAP可经

PRR-AMPK或MALAT1/CREB[6]等信号通路上调，

从而促进心脏纤维化，提示YAP与CFs活化密切相

关，但YAP调控CFs活化的具体机制尚不清楚[7-8]。

本研究在前期研究的基础上，在细胞水平采用高浓

度葡萄糖体外模拟糖尿病高血糖状态，培养SD大

鼠乳鼠CFs，探究糖尿病CFs中YAP的作用及其相关

机制，旨在进一步揭示DCM心脏纤维化的发生发

展机制。

1　材料与方法

1 . 1　实验动物　SD大鼠120只，1~3日龄，体重

5 ~ 6  g，购于空军军医大学实验动物中心[实验动

物生产许可证号：SCXK(陕)2019-001]。本研究获

得西南交通大学医学院实验动物伦理委员会审批

(2021EC4-87)，实验过程符合国家和单位有关实验

动物管理和使用的规定。

1.2　主要试剂与仪器　DMEM(低糖)培养基、胎

牛血清(FBS)、胰蛋白酶、青霉素-链霉素溶液和磷

酸盐缓冲液(PBS)购自美国HyClone公司；细胞培养

瓶购自美国Corning公司；胶原酶购自美国Sigma公
司；RIPA裂解液和BCA蛋白定量试剂盒购自上海碧

云天生物技术研究所；兔抗波形蛋白(Vimentin)单
克隆抗体、兔抗Ⅰ型胶原蛋白(collagen Ⅰ，Col Ⅰ)
多克隆抗体、兔抗Ⅲ型胶原蛋白(collagen Ⅲ，Col 
Ⅲ)多克隆抗体、兔抗α平滑肌肌动蛋白(α- SMA)
多克隆抗体、兔抗β微管蛋白(β-tubulin)多克隆抗

体等购自美国Abcam公司；小鼠抗甘油醛-3-磷酸

脱氢酶(GAPDH)单克隆抗体购自美国Proteintech公
司；兔抗YAP单克隆抗体、兔抗Ki-67单克隆抗体

购自美国Cell Signaling Techonology公司；兔抗结缔

组织生长因子(CTGF)多克隆抗体购自江苏Affinity 
Biosciences公司；辣根过氧化物酶(HRP)标记的山

羊抗兔IgG、HRP标记的山羊抗兔小鼠IgG、山羊抗

兔IgG(H+L)Cy3标记的二抗以及山羊抗兔IgG(H+L)
FITC标记的荧光二抗购自西安壮志生物科技有限

公司；DAPI染色液购自美国博士德生物工程有限

公司；YAP抑制剂维替泊芬(verteporfin，VP)购自

美国MCE公司。细胞培养孵箱购自美国Thermo公
司；全自动酶标仪购自美国Tecan公司；Wester n 
blotting电泳仪和ChemiDoc MP凝胶成像分析系统购
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自美国Bio-Rad公司。

1.3　大鼠CFs的提取、培养及鉴定　选取1~3日龄

SD大鼠，在无菌条件下剪取心脏放入预冷的PBS，
撕去心房、血管后漂洗3次，吸出液体，而后转移

至安瓿瓶培养皿内。向培养瓶内加入约3 ml的0.2% 
Ⅰ型胶原酶(现配现用)，将心脏组织用眼科剪剪成

1~2 mm3的组织碎块，37 ℃孵箱内消化5 min后，收

集上清液于提前配好的完全DMEM培养基(含10% 
FBS)内，而后继续加入约3 ml的0.2% Ⅰ型胶原酶于

瓶内，重复上述步骤7或8次，直至瓶内无明显组织

碎块。将收集的细胞悬液离心5 min(1200 r/min)，
弃上清液。加入低糖DMEM培养液(含10% FBS)重
悬细胞， 移至培养皿后，放入37 ℃、5% CO2培养

箱内孵育60 min，采用差速贴壁法去除未贴壁的细

胞，待细胞生长近融合状态时按1:2消化传代，依据

培养细胞的形态和免疫学表型(vimentin) 确定是否

为CFs。实验采用2~4代细胞。

1 . 4　C C K - 8法检测细胞增殖活力　取对数生长

期大鼠C F s，经胰酶消化、传代后，接种于 9 6
孔板(2×10 3/孔)正常过夜，分别设5.5 mmol/L、

25.0 mmol/L、33.0 mmol/L、40.0 mmol/L、50.0 mmol/L 
葡萄糖组，每组6个复孔，次日晨施予相应葡萄糖

浓度干预，培养24 h；每孔加入10 μl CCK-8 溶液孵

育3 h；采用酶标仪测定各孔450 nm 波长处的吸光度

(OD450)值，每组去除最高值和最低值后进行分析。

1.5　细胞分组与处理　在6孔板中放入爬片，加入

细胞悬液，将细胞分为正常糖(NG)组、正常糖+维
替泊芬(NG+VP)组、高糖(HG)组、高糖+维替泊芬

(HG+VP)组。正常糖组葡萄糖浓度为5.5 mmol/L， 
高糖组葡萄糖浓度为40.0 mmol/L；YAP抑制剂维

替泊芬(VP)浓度均为0.5 μmol/L。处理24 h后采用

Ki-67免疫荧光染色检测细胞增殖情况，Wester n 
blotting 检测细胞YAP、α-SMA、Col Ⅰ、Col Ⅲ和

CTGF蛋白含量。

1.6　Ki-67免疫荧光染色检测细胞增殖情况　各组

细胞干预完成后倒掉培养液，用PBS洗爬片3次，

4 %多聚甲醛室温固定1 5  m i n，P B S洗3次，0 . 2 % 
Triton X-100室温通透15 min，PBS洗3次，吸水纸吸

干余液；山羊血清室温封闭30~60 min，吸水纸吸

掉封闭液，每孔滴加足量的Ⅰ抗(兔抗Ki-67单克隆

抗体，1:200)并放入湿盒中4 ℃过夜。次日PS 洗涤 
3次，滴加稀释好的荧光Ⅱ抗[山羊抗兔Ig G(H+L)
Cy3标记的二抗，1:400]；此后开始全程避光，室

温37 ℃孵育1 h，滴加DAPI染色5 min，PBS洗3次，

吸水纸吸干液体后用含抗荧光淬灭剂的封片液封

片，在荧光显微镜下采集图像。

1.7　Western blotting 检测细胞YAP、α-SMA等蛋白

含量　各组提取蛋白后测定蛋白浓度，取20~40 μg
蛋白样品行电泳，然后转至PVDF 膜上，5%脱脂奶

粉或胎牛血清中室温封闭1 h。加入相应Ⅰ抗(兔抗

α-SMA多克隆抗体，1:10 000；兔抗Col Ⅰ多克隆

抗体、兔抗Col Ⅲ多克隆抗体、兔抗YAP单克隆抗

体，1:1000)，4 ℃过夜孵育。次日TBST缓冲液洗膜

后再用二抗(HRP标记的山羊抗兔IgG，1:5000)常温

摇床孵育1 h；再次 TBST 洗膜后使用 ECL 发光液显

色，ImageJ软件分析结果。

1.8　统计学处理　采用SPSS 22.0软件进行统计分

析，以GraphPad Prism 8软件制图。计量资料经正态

性检验均符合正态分布，以x±s表示，多组间比较

采用单因素方差分析，进一步两两比较采用LSD-t
检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　大鼠CFs的鉴定　光镜下可见SD大鼠乳鼠的原

代成纤维细胞呈多角形或梭形，贴壁生长(图1A)。
免疫荧光法鉴定结果显示，分离培养的细胞确为

CFs，其细胞质Vimentin蛋白呈阳性(图1B)。
2.2　高糖对大鼠CFs增殖、分化及胶原蛋白表达水

平的影响　CCK-8法检测不同浓度葡萄糖对CFs增
殖活性(OD值)的影响，结果显示，与5.5 mmol/L 
葡萄糖比较，其余高浓度葡萄糖均可促进CFs增
殖，差异有统计学意义(5.5 mmol/L：0.42±0.04；
25.0 mmol/L：0.62±0.08；33.0 mmol/L：0.85±0.06；
40.0 mmol/L：0.96±0.11；50.0 mmol/L：0.89±0.10；
P＜0.05，图2A)；其中，在葡萄糖浓度为40.0 mmol/L 
时，CFs的增殖效果最好。因此，实验中正常糖

组(N G)采用5 . 5  m m ol / L葡萄糖，高糖组(H G)采
用40.0 mmol/L葡萄糖。Western blotting检测结果

显示，与NG组比较，HG组CFs中的α- SMA、Col 
Ⅰ、Col Ⅲ相对表达水平均明显增高(1.43±0.98 vs. 
0.93±0.06，1.80±0.09 vs. 1.08±0.09，1.43±0.09 vs. 
0.88±0.10，P＜0.05，图2B、图2C)。
2 . 3　高糖对大鼠C Fs中YA P及CTG F表达水平的

影响　Western blotting检测结果显示，与NG组比

较，HG组CFs中YA P蛋白相对表达水平明显增高

(1.93±0.15 vs .  1.17±0.09，P＜0.05，图3A)，YAP
的下游因子CTG F蛋白相对表达水平也明显增高

(1.80±0.18 vs. 1.23±0.16，P＜0.05，图3B)。
2.4　VP对高糖诱导的大鼠CFs增殖、分化及胶原

蛋白表达的影响　Ki-67免疫荧光染色结果显示，

与NG组比较，HG组和HG+VP组CFs的Ki-67阳性

率(%)均明显增高(67.33±5.14 vs .  22.94±4.88，
46.83±3.86 vs .  22.94±4.88，P＜0.05)；与HG组

相比， H G + V P 组 C F s 的 K i - 6 7 阳性率明显降低 
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图2　高糖对大鼠CFs的增殖、分化及胶原蛋白表达水平的影响

Fig.2　Effect of high glucose on the proliferation, differentiation and collagen expression level of rat's CFs
　　CFs. 心脏成纤维细胞；α-SMA. α平滑肌肌动蛋白；Col Ⅰ. Ⅰ型胶原蛋白；Col Ⅲ. Ⅲ型胶原蛋白；NG组. 正常糖组；HG组. 高糖

组；A. 不同浓度葡萄糖对大鼠CFs增殖的影响(n=4)；B. α-SMA相对表达水平(Western blotting，n=3)；C. Col Ⅰ、Col Ⅲ相对表达水平

(Western blotting，n=3)；与5.5 mmol/L葡萄糖组比较，(1)P＜0.05；与NG组比较，(2)P＜0.05

×100 ×200

Vimentin DAPI 合并

50 μm 50 μm 50 μm

A

B

图1　大鼠心脏成纤维细胞的形态及鉴定

Fig.1　Morphology and identification of cardiac fibroblasts of rat
Vimentin. 波形蛋白；A. 倒置显微镜下的细胞形态(n=3)；B. 免疫荧光鉴定细胞质波形蛋白阳性(n=5)
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图3　高糖对大鼠CFs中YAP及CTGF蛋白表达水平的影响

Fig.3　Effect of high glucose on the expression levels of YAP and CTGF proteins of rat's CFs
　　CFs. 心脏成纤维细胞；YAP. Yes相关蛋白；CTGF. 结缔组织生长因子；NG组. 正常糖组；HG组. 高糖组；A. YAP蛋白相对表达水平

(Western blotting，n=3)；B. CTGF蛋白相对表达水平(Western blotting，n=4)；与NG组比较，(1)P＜0.05
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(P＜0.05)。Western blotting检测结果显示，与NG组

比较，HG组和HG+VP组CFs的α-SMA相对表达水

平明显增高(1.71±0.12 vs. 1.00±0.03，1.27±0.06 
vs. 1.00±0.03，P＜0.05)；与HG组相比，HG+VP组
CFs的α-SMA相对表达水平明显降低(P＜0.05)。与

NG组比较，HG组CFs的Col Ⅰ、Col Ⅲ相对表达水

平均明显增高(Col Ⅰ：3.03±0.17 vs. 1.05±0.11，
P＜0 . 0 5；C o l  Ⅲ：1 . 8 2±0 . 1 8  v s .  1 . 1 4±0 . 1 9， 
P＜0.05)，HG+VP组CFs的Col Ⅰ相对表达水平明

显升高(2.05±0.23 vs .  1 .05±0.11，P＜0.05)，而

Col Ⅲ表达水平差异无统计学意义(1.10±0.12 vs . 
1 .14±0.19，P＞0.05)；与HG组比较，HG+VP组

C Fs的C o l  Ⅰ、C o l  Ⅲ相对表达水平均明显降低 
(P＜0.05，图4)。
2 . 5　VP对高糖诱导的大鼠CFs中CTGF蛋白表达

的影响　Western blotting检测结果显示，与NG组

比较，HG组及HG+VP组CTGF蛋白相对表达水平

均明显升高(1.57±0.03 vs. 0.88±0.16，1.31±0.16 
vs. 0.88±0.16，P＜0.05)；与HG组比较，HG+VP组
CTGF蛋白相对表达水平明显降低(P＜0.05，图5)。

3　讨　　论

近年来，糖尿病在全球范围内的发病率逐渐增

高，2021年全球约有5.4亿成年糖尿病患者，预计

到2045年成年糖尿病患者数将增至7.8亿[9]。心脏是

糖尿病损害的主要靶器官之一，Framingham研究显

示，男性糖尿病患者的心力衰竭发病率约为非糖尿

病者的2.4倍，女性则约为5.0倍[10]。此外，研究显

示约1/3的心力衰竭住院患者存在糖尿病或者糖耐

量受损，提示糖尿病与心力衰竭的高发生率和高病

死率存在密切联系[11]。DCM为糖尿病常见并发症

之一，但其发病机制尚未明确，故而开展针对性研

究并进一步阐明其发病机制非常必要。

既往研究认为DCM的病变以心肌细胞肥大为

主，但近年有研究指出，在糖尿病病理刺激下，

CFs增殖与转分化对于DCM心室重构的发生发展及

预后起着不可忽视的作用[12]。通过调节细胞外基质

(extracelluar matrix，ECM)的合成和降解，CFs可在

维持心脏正常结构、功能及电信号的传导等方面发

挥作用。在生理情况下CFs通常为静止状态，当存

在病理刺激时，CFs可转分化为CMFs，其增殖和分

泌胶原蛋白的能力均明显增强，此为CFs活化。在

DCM中，CFs过度活化导致的心脏间质纤维化可引

起心脏僵硬度增加、心室舒张功能减退，最终导致

糖尿病患者不可逆地出现心力衰竭甚至猝死 [13]。

然而，CFs的具体活化机制仍未明确，在临床工作

中尚缺乏有效的治疗和预防措施。因此，深入探究

CFs活化的关键调节分子对于寻找抑制DCM心肌纤

维化的有效措施具有重要意义。本研究以SD大鼠

乳鼠的原代CFs为研究对象，在体外模拟糖尿病患

者体内的高血糖环境，观察CFs增殖、转分化标志

物α-SMA和CFs分泌的细胞外基质成分Col Ⅰ、Col 
Ⅲ的表达变化，结果显示，在高糖环境中，CFs增
殖率增高、α-SMA表达上调、胶原蛋白分泌增加，

提示存在成纤维细胞的活化，与既往文献报道一 
致[14-16]。

近年来研究发现，YA P与成纤维细胞活化密

切相关[17]。YAP是一种共转录因子，主要受Hippo
信号通路调节；当Hippo信号通路关闭时，YAP磷

酸化水平降低，去磷酸化的YAP可进入细胞核与转
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图4　VP对高糖诱导的大鼠CFs增殖、分化及胶原蛋白表达水平的影响

Fig.4　Effect of verteporfin on the proliferation, differentiation and expression level of collagen proteins of rat's CFs induced by 

high glucose
　　VP. YAP抑制剂维替泊芬；CFs. 心脏成纤维细胞；α-SMA. α平滑肌肌动蛋白；Col Ⅰ. Ⅰ型胶原蛋白；Col Ⅲ. Ⅲ型胶原蛋白；NG

组. 正常糖组；NG+VP组. 正常糖+VP组；HG组. 高糖组；HG+VP组. 高糖+ VP组；A. Ki-67阳性率(免疫荧光，n=6)；B. α-SMA相对表

达水平(Western blotting，n=4)；C. Col Ⅰ、Col Ⅲ相对表达水平(Western blotting，n=3)；与NG组比较，(1)P＜0.05；与HG组比较，(2)
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图5　VP对高糖诱导的大鼠CFs中CTGF蛋白表达的影响(Western blotting，n=4)

Fig.5　Effect of verteporfin on the expression level of CTGF protein of rat's CFs induced by high glucose(Western blotting, n=4)
　　VP. YAP抑制剂维替泊芬；CFs. 心脏成纤维细胞；CTGF. 结缔组织生长因子；NG组. 正常糖组；NG+VP组. 正常糖+VP组；HG组. 

高糖组；HG+VP组. 高糖+ VP组；与NG组比较，(1)P＜0.05；与HG组比较，(2)P＜0.05
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录因子结合，从而调控下游靶基因CTGF、Cyclin 
D1等的表达，起到调控器官大小、细胞增殖及凋

亡等作用。研究显示，心脏特异性YAP失活的小鼠

发生心肌梗死后，由于缺乏纤维化应答而导致心肌

损伤加重[18]；相反，心脏过表达YAP可促进小鼠心

肌梗死后的心肌细胞再生，缩小梗死范围，预后更 
好[19]。另外，YAP亦参与调控动脉损伤或动脉粥样

硬化等平滑肌相关疾病的病理过程。动脉损伤后血

管平滑肌细胞YAP表达水平上调，促进平滑肌细胞

的增殖、转移；沉默YAP基因可阻断血管平滑肌细胞

的增殖、迁移，改善血管内膜增生[20]。Francisco等[21] 

发现，心肌梗死模型小鼠CFs中YAP表达增加，可

促进心肌梗死后CFs的增殖及转分化。此外，有研

究显示糖尿病小鼠模型心脏YAP表达明显上升[22]； 
糖尿病大鼠C Fs内的YA P可经P R R - A M P K  或L n c 
MALAT1/CREB途径上调，参与DCM的氧化应激或

炎症反应，影响DCM心脏纤维化的发生发展[7-8]。 
然而，YAP调控CFs增殖及转分化的具体机制尚不

明确。在本研究中，模拟高糖环境处理细胞2 4  h
后，CFs明显活化，且其YAP蛋白及下游蛋白CTGF
相对表达水平升高。CTGF为一种富含半胱氨酸的

分泌肽，可在细胞增殖、迁移、分化中发挥重要作

用，与多种器官的纤维化密切相关。有研究显示，

过表达YAP可通过上调CTGF的表达而促进肝细胞

的增殖、分化及胶原沉积[23]。由此可见，在疾病进

展过程中YAP/CTGF信号通路可能起重要作用。为

了进一步探究YAP在DCM的CFs增殖、活化中所起

的作用，本研究采用YAP抑制剂VP抑制YAP与转录

因子TEAD的结合，结果显示，经VP抑制YAP的作

用后，可减轻高糖诱导的CFs增殖与活化。本研究

结果还显示，抑制YAP后，高糖诱导的CTGF蛋白

上调作用减弱，提示高糖可能是通过上调YAP并使

其进入细胞核与转录因子TEAD结合，继而上调促

纤维化等基因的转录及蛋白表达来促进纤维化的。

本研究仍存在一定局限性。研究显示YA P的

活性除主要受Hi p p o通路调节外，还可受到转化

生长因子β(TGF-β)、Wnt、丝裂原活化蛋白激酶

(MAPK)等其他信号通路的影响，提示YAP虽然可

以一定程度地影响成纤维细胞活化，但可能只是

心脏纤维化调控复杂网络中的一个重要节点。就

CFs活化而言，相关研究提示ECM成分、细胞微环

境pH值、TGF-β可以通过调节YAP磷酸化来影响这

一过程[24-27]。本研究中，尽管结果显示高糖刺激下

YAP参与了CFs的增殖及活化过程，但YAP在DCM 
CFs中的具体作用机制仍未确定。此外，本研究主

要集中于体外实验，其结果尚待在动物体内进行验

证。本课题组正在建立糖尿病小鼠模型，以进一步

观察YAP对糖尿病模型小鼠心脏的影响，进而探索

其可能的上下游作用机制。

综上，本研究结果显示，高糖可上调大鼠CFs
中YAP的表达，促进CTGF和α-SMA的表达，使CFs
获得更强的增殖能力，并分泌过多的Ⅰ、Ⅲ型胶原

蛋白，造成胞外基质的过度沉积，从而导致心脏纤

维化的进展。
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