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苦参总黄酮通过抗增殖蛋白抑制高糖诱导的心肌成纤维细胞增殖

崔晓丽 1, 沈 泽 2, 宋春垚 2, 蒋济南 3, 周佳旭 3, 刘志荣 3, 王艳春 1*

(吉林医药学院 1. 基础医学院, 2. 临床医学院, 3. 药学院, 吉林 吉林 132013)

摘要: 探讨苦参总黄酮 (sophoral flavones, SF) 改善高糖诱导心肌成纤维细胞 (cardiac fibroblasts, CFb) 增殖的

作用及其相关机制。以25 mmol·L-1 D-葡萄糖培养CFb 48 h构建细胞增殖模型, 作为模型组; SF (12.5、25和50 mg·L-1)

作为干预组。采用MTT法检测细胞活力; ELISA检测转化生长因子-β1( transforming growth factor-β1, TGF-β1)、基质

金属蛋白酶-2 (matrix metalloproteinase-2, MMP-2)、Ⅰ型胶原蛋白 (collagen Ⅰ) 和Ⅲ型胶原蛋白 (collagen Ⅲ) 含量;

流式细胞术检测细胞周期变化; Western blot法和免疫荧光法检测抗增殖蛋白 (prohibitin, PHB) 的表达和定位。动

物处置方案经吉林医药学院伦理审查委员会批准。结果表明, 25 mmol·L-1葡萄糖可促进CFb增殖; 模型组的TGF-β1、

MMP-2、collagen Ⅰ和 collagen Ⅲ含量高于对照组 (P<0.05); 高糖条件下处于 S期和G2期的细胞数量增加。与对照

组相比, 模型组的 PHB在 6 h出现核转位, 在 48 h蛋白表达下降 (P<0.01); 与模型组比较, 12.5～50 mg·L-1苦参总黄

酮可降低TGF-β1、MMP-2、collagen Ⅰ和 collagen Ⅲ的含量, 增加了G1期细胞数量, 在 48 h增加了 PHB的蛋白表达

(P<0.05), 但未观察到 SF对 PHB核转位的影响。以上结果表明, SF可以改善高糖诱导的CFb增殖, 其作用与促进

PHB表达相关。
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Sophoral flavones inhibit proliferation of cardiac fibroblasts via
regulating the expression of prohibitin
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Abstract: The aim of the present study was to investigate the effect of Sophoral flavones on proliferation of

cardiac fibroblasts (CFb) induced by high glucose and its underlying mechanism. Cardiac fibroblasts were exposed

to different concentration of D-glucose (15, 25 and 35 mmol·L-1) at different time point (24, 48 and 72 h) in order

to determine cell proliferation, and the model group was established by culturing CFb with 25 mmol·L-1 D-glucose

for 48 h. Sophoral flavones (12.5, 25 and 50 mg · L-1) were employed for intervention. The cell viability was

measured by MTT assay, and the levels of transforming growth factor- β1 (TGF- β1), matrix metalloproteinase-2

(MMP-2), collagen Ⅰ and collagen Ⅲ were measured by ELISA. In addition, flow cytometry was employed to

detect the cell cycle; while the protein expression of prohibitin (PHB) was observed via immunocytochemistry and

Western blot. This animal experiment had been approved by Jilin Medical University Experiment Animal Ethics

Review Committee. The results showed that 25 mmol ·L-1 glucose could promote the proliferation of CFb; and

the contents of TGF-β1, MMP-2, collagen Ⅰ and collagen Ⅲ in the model group were higher than that of control
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(P<0.05). The number of cells in S and G2 phase increased under high glucose condition. In the model group, PHB

translocation occurred at 6 h and protein expression decreased at 48 h (P<0.01). Compared with the model group,

12.5-50 mg·L-1 Sophoral flavones reduced the contents of TGF-β1, MMP-2, collagen Ⅰ and collagen Ⅲ, increased

the number of G1 phase cells, and increased the expression of PHB protein at 48 h (P<0.05), with no effect on the

nuclear translocation of PHB. These results indicated that Sophoral flavones could prevent the proliferation of CFb

induced by high glucose, the mechanism of which may be related to increasing the expression of PHB protein.

Key words: diabetic cardiomopathy; Sophoral flavones; high glucose; myocardial fibrosis; proliferation;

prohibitin

在糖尿病引起的多系统并发症中, 糖尿病性心肌病

最为严重。其中, 心肌成纤维细胞 (cardiac fibroblasts,

CFb) 过度增殖所致的心肌纤维化是糖尿病心肌病

(diabetic cardiomopathy, DCM) 的早期病理变化[1], 可

影响心脏的收缩和舒张功能[2,3]。因此, 在细胞水平研究

高糖 (high glucose, HG) 对CFb的影响, 以确定有效靶

点, 对改善DCM具有重要意义。苦参总黄酮 (Sophoral

flavones, SF) 是苦参中最具生物活性的化合物之一 ,

具有广泛的生理活性, 包括抗菌作用、抗氧化作用及抗

炎作用等[4-7]。本研究团队前期研究发现, 在糖尿病大

鼠模型上, 观察到 SF有降低血糖的倾向, 与卡托普利

联合用药, 降血糖的作用更加明显; SF单用或与卡托

普利联合应用均可以改善糖尿病所致的心肌纤维化及

心肌损伤[8]。在前期工作的基础上, 本研究进一步观

察SF对高糖诱导CFb增殖的影响及其机制。

材料与方法

动物 采用 1～3 日龄 SD 大鼠乳鼠 , SPF 级雌雄

不限, 购自辽宁长生生物技术股份有限公司, 动物合格

证号: SCXK (辽) 2015-0001。实验过程中对动物处置

方案经吉林医药学院伦理审查委员会批准。

试剂 SF (纯度>80%, 西安草翠芯生物科技有限

公司) 溶于改良型DMEM高糖培养基 (上海源培生物

科技股份有限公司), 并用高糖培养基进一步稀释至所

需质量浓度 (12.5、25和 50 mg·L-1); 转化生长因子-β1

(TGF-β1)、基质金属蛋白酶-2 (MMP-2)、Ⅰ和Ⅲ型胶原

蛋白 (collagen Ⅰ和Ⅲ) ELISA试剂盒 (语纯生物科技

股份有限公司); β-Actin、抗增殖蛋白 (PHB) 等多克隆

抗体 (美国Abcam公司); Triton X-100、BCA蛋白浓度

测定试剂盒 (BCA Protein Assay Kit)、细胞周期试剂盒

和BeyoECL Moon (极超敏 ECL化学发光试剂盒) (碧

云天公司)。

CFb的原代培养 取 1～3日龄 SD大鼠乳鼠, 无

菌消毒后开胸取心脏, 制备成1 mm3左右的组织于预冷

磷酸盐缓冲液 (PBS) 中; 0.125%胰酶反复消化。收集

消化液, 离心 (1 000 r·min-1, 5 min), 弃上清, 加入含10%

血清的DMEM培养液重悬细胞, 差速贴壁 120 min后

获得CFb。本实验采用2～4代CFb。

细胞活性检测 将 CFb 分为对照组 (含葡萄糖

5 mmol·L-1)、高糖模型组 (25 mmol·L-1葡萄糖) 和 3个

用药组 (高糖 25 mmol·L-1 + SF 12.5、25或 50 mg·L-1)。

各条件孵育 48 h, 保留上清液, 用含 10% MTT培养基

作用 4 h。二甲基亚砜 (DMSO) 150 μL溶解甲瓒结晶,

450 nm测定吸光度值。

TGF-β1、、MMP-2、、collagen ⅠⅠ和 collagen ⅢⅢ含量检

测 根据ELISA试剂盒说明, 加入标准品 50 μL, 样品

10 μL。然后将辣根过氧化物酶 (horseradish peroxidase,

HRP) 偶联剂 100 μL加入各孔中, 胶条覆盖, 37 ℃孵育

60 min, 冲洗后在每孔中加入溶液A和溶液B各50 μL。

轻轻混合并在 37 ℃恒温孵育箱中孵育 15 min。最后,

在每孔中加入终止溶液 50 μL。在 15 min内于 450 nm

处读取吸光度值 , 检测各组 TGF-β1、MMP-2、collagen

Ⅰ和 collagen Ⅲ的含量。

细胞周期检测 收集各组细胞, 置于预冷的 PBS

中洗涤两次, 70%冰乙醇固定, 4 ℃过夜。用含 50 μL

RNase和 25 μL碘化丙啶的染料缓冲液 (535 μL) 重悬

样品。37 ℃避光孵育 30 min, 过滤, 在流式细胞仪上

检测。

免疫荧光染色检测 PHB 核转移 将细胞置于

24孔板中, 每孔 1×104个细胞, 按实验分组处理后, 用

4% 多聚甲醛固定 30 min, 用 0.1% Triton X-100 渗透

10 min, 5%山羊血清阻断非特异性结合。随后, FITC

结合的山羊抗兔 PHB 多克隆抗体检测 PHB, 并用

BX51荧光显微镜对染色细胞进行可视化。

PHB蛋白表达分析 预冷 PBS洗涤细胞样品两

次, 裂解。BCA蛋白检测试剂盒测定蛋白质浓度。蛋

白 (每孔 30 μg) 在 100 V电压下分离 20 min, 200 V电

压下分离 50 min, 转膜 120 min, 5%脱脂奶封闭 1 h, 抗

体孵育, 用化学发光法对膜进行扫描处理, 测定总蛋

白/β-actin的吸光度值。

统计学分析 所有数据均以均值±标准差表示 ,

统计分析使用 SPSS 16.0软件和 GraphPad 5.0软件分
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析处理, 各组比较采用方差分析和 t检验, P<0.05被认

为具有统计学差异。

结果

1 高浓度葡萄糖对CFb活性的影响

1.1 不同浓度葡萄糖对CFb活性的影响 选取15、25

和 35 mmol·L-1葡萄糖分别与 CFb孵育 48 h。结果显

示 , 与对照组相比 , 25 和 35 mmol·L-1 葡萄糖可提高

CFb 活力 (P<0.01)。后续实验采用 25 mmol·L-1葡萄

糖作用CFb制备增殖模型 (图1A)。

1.2 葡萄糖作用不同时间对CFb活性的影响 采用

25 mmol·L-1葡萄糖分别处理CFb 24、48和 72 h。结果

显示, 与对照组24 h比较, 对照组细胞在 48 h条件下有

增殖 (P<0.05), 72 h增殖无统计学差异 (P>0.05), 高糖

组在 24和 48 h均有增殖 (P<0.01) (图 1B)。因此, 采用

25 mmol·L-1葡萄糖作用CFb 48 h制备CFb增殖模型,

作为高糖 (HG) 模型组。

2 SF对CFb活性的影响

与 HG 模型组相比 , SF (12.5～50 mg ·L-1) 处理

48 h, CFb的活力显著降低 (P<0.05或P<0.01), 且随SF

剂量的增加, 改善CFb增殖作用增强 (图 1C)。结果表

明 , SF (12.5～50 mg·L-1) 可改善 CFb 增殖。因此 , 采

用12.5～50 mg·L-1 SF用于后续机制研究。

3 SF对CFb形态变化的影响

将细胞分别培养 48 h后, 用倒置相差显微镜观察

各组细胞形态。结果可见, 对照组细胞较大, 胞浆丰富

(图2A); HG模型组细胞生长密集, 细胞体积较小, 增生

活跃, 呈火焰状 (图 2B); 与HG模型组比较, SF (12.5～

50 mg·L-1) 组细胞数量减少, 且随浓度增加, 药物抑制

细胞增殖的作用增强 (图2C～E)。

Figure 1 A: Effects of different concentrations of glucose on relative proliferation of cardiac fibroblasts (CFb). Following the incubation

of CFb with normal (5 mmol·L-1) and high (15, 25, 35 mmol·L-1) D-glucose concentrations for 48 h. B: The effect of high glucose (HG) on

the proliferation of CFb at different time points. The CFb were incubated with normal (5 mmol ·L-1) and high (25 mmol ·L-1) D-glucose

concentrations for 24, 48 and 72 h, respectively. C: The effect of SF on the relative proliferation of CFb. Cells were incubated with normal

(5 mmol·L-1), high (25 mmol·L-1) D-glucose concentrations and HG + (12.5, 25, 50 mg·L-1) Sophoral flavones (SF) for 48 h. n = 10,
-
x ± s.

#P<0.05, ##P<0.01 vs Cont (control) group; *P<0.05, **P<0.01 vs HG (model) group

Figure 2 Effect of SF on high glucose-induced morphological changes in CFb. Phase-contrast microscopy images are presented, showing

the morphology of CFb following exposure to normal glucose (control, A), HG (model, 25 mmol·L-1, B), HG +12.5 mg·L-1 SF (C), HG +

25 mg·L-1 SF (D), HG+50 mg·L-1 SF (E). Magnification, × 200; bar = 100 μm
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4 SF对TGF-β1、MMP-2、collagen Ⅰ和 collagen Ⅲ含

量的影响

与对照组比较, HG模型组的TGF-β1含量增加 (P<

0.01); MMP-2含量在 24和 48 h增加 (P<0.01、P<0.05);

collagen Ⅰ分泌增加 (P<0.01); collagen Ⅲ在24和48 h分

泌增多 (P<0.01) (表1)。此结果验证了HG作用48 h可

成功制备增殖模型。与HG模型组比较, 12.5～50 mg·L-1

SF可抑制MMP-2和 collagen Ⅲ分泌 (P<0.01、P<0.05);

25 和 50 mg·L-1 SF 组可抑制 TGF-β1 和 collagen Ⅰ分

泌 (P<0.01、P<0.05) (表2)。结果表明, 12.5～50 mg·L-1

SF可通过改善细胞外基质含量而改善CFb增殖。

5 SF对细胞周期的影响

25 mmol·L-1葡萄糖可显著增加 S期和 G2期细胞

数量, 减少G1期细胞数量。与HG模型组相比, SF组

中G1期细胞数量明显增加, S期降低, 提示 SF可使细

胞周期阻滞在G1期 (图3A～F)。

6 SF对PHB表达的影响

免疫荧光结果显示 , 与对照组相比 , HG 模型组

Figure 3 Cell cycle charts at different stages. A: Control group; B: HG model group; C: HG + 12.5 mg·L-1 SF; D: HG + 25 mg·L-1 SF; E:

HG + 50 mg·L-1 SF; F: Statistical analysis results. n = 3,
-
x ± s. ##P<0.01 vs control group; *P<0.05, **P<0.01 vs model group

Table 2 Effect of SF on TGF-β1, MMP-2, collagen I and collagen III content in CFb induced by high glucose at 48 h. n = 4,
-
x ± s. ##P<0.01

vs control group; *P<0.05, **P<0.01 vs model group

Group

Control

HG (25 mmol·L-1)

HG+SF (12.5 mg·L-1)

HG+SF (25 mg·L-1)

HG+SF (50 mg·L-1)

TGF-β1/pg·mL-1

6.59 ± 0.335

7.56 ± 0.060##

7.46 ± 0.079

7.19 ± 0.240*

6.77 ± 0.197**

MMP-2/ng·mL-1

0.081 ± 0.005

0.101 ± 0.004##

0.091 ± 0.005*

0.088 ± 0.009*

0.085 ± 0.006**

Collagen Ⅰ/ng·mL-1

0.169 ± 0.006

0.222 ± 0.007##

0.220 ± 0.005

0.198 ± 0.006**

0.177 ± 0.005**

Collagen Ⅲ/ng·mL-1

9.261 ± 0.485

13.56 ± 1.028##

12.66 ± 0.534*

9.453 ± 0.478**

8.684 ± 0.221**

Table 1 Effect of HG on transforming growth factor-β1 (TGF-β1), matrix metalloproteinase-2 (MMP-2), collagen Ⅰ and collagen Ⅲ content

in CFb at different time points. n = 10,
-
x ± s. # P<0.05, ## P<0.01 vs control group at same time

Group

Control

24 h

48 h

72 h

HG (25 mmol·L-1)

24 h

48 h

72 h

TGF-β1/pg·mL-1

5.58 ± 0.41

6.11 ± 0.21

6.52 ± 0.10

6.55 ± 0.18##

7.23 ± 0.18#

8.05 ± 0.48##

MMP-2/ng·mL-1

0.074 ± 0.01

0.095 ± 0.009

0.088 ± 0.013

0.103 ± 0.004##

0.091 ± 0.004

0.108 ± 0.005#

Collagen Ι/ng·mL-1

0.159 ± 0.017

0.150 ± 0.006

0.145 ± 0.013

0.208 ± 0.019##

0.209 ± 0.014##

0.194 ± 0.016##

Collagen IIΙ/ng·mL-1

7.42 ± 0.520

8.06 ± 0.630

9.90 ± 1.26

9.26 ± 0.700##

11.80 ± 0.730##

11.70 ± 1.82
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PHB 在 6、12 和 24 h 表达增多 , 48 h 时 PHB 表达量

减少。在 25 mmol·L-1葡萄糖作用 6 h后PHB从胞浆向

胞核内转移, 胞核中 PHB表达量增多 (图 4A)。与HG

模型组比较 , 25 mg·L-1 SF 作用细胞 48 h 可以促进

PHB 的表达 , 但没有阻断 PHB 向核内转移 (图 4B)。

Western blot结果显示: 与对照组比较, HG模型组PHB

在 12和 24 h表达有升高趋势, 但无统计学差异, 48 h

蛋白表达量降低 (P<0.01) (图 4C、D), 故在 HG 作用

48 h 条件下观察 SF 的作用 ; 与 HG 模型组比较 , SF

可促进 PHB的表达, 随 SF浓度增加, PHB表达量增多

(P<0.01, 图4E、F)。

讨论

糖尿病性心肌病发生于糖尿病患者, 排除高血压

性心脏病、冠状动脉粥样硬化性心脏病及其他心脏病

变的心肌疾病, 最终可发展为心力衰竭。心肌纤维化

是糖尿病心肌病发展到一定阶段出现的病理现象, 主

要表现为CFb过度增殖及细胞外基质 (ECM) 的过度

沉积。本研究团队前期工作也证实, 在糖尿病大鼠模

型上, 随着时间延长, 伴有心肌胶原含量增加, 心肌组

织结构紊乱, 心脏功能受到抑制[8]。

本研究以 5 mmol·L-1葡萄糖 (即常规培养基中所

含葡萄糖浓度) 作为对照组 , 观察不同浓度葡萄糖

(15、25 和 35 mmol·L-1) 在不同时间对 CFb 的影响。

MTT结果表明, 15、25和 35 mmol·L-1葡萄糖在 48 h呈

现出促进 CFb增殖的趋势 , 其中 25和 35 mmol·L-1的

作用具有统计学意义。在作用持续时间方面, 高糖作

用 24、48和 72 h都有促进CFb增殖作用。因此, 选取

25 mmol·L-1葡萄糖作用于CFb 48 h为模型组。

机体内的TGF-β主要有 3种类型, 其中TGF-β1不

Figure 4 Prohibitin (PHB) expression and metastasis under high glucose at different time points (A). Effect of SF on PHB expression and

metastasis under HG 48 h (B). PHB proteins are shown in green; Hoechst-labeled nucleus are shown in blue. Bar = 20 μm. Magnification,

×1 200. The effect of HG on the expression of PHB at different time points (C, D). The effect of SF on the expression of PHB under HG at

48 h (E, F). n = 3,
-
x ± s. ##P<0.01 vs control group; *P<0.05, **P<0.01 vs model group
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仅参与人体内多种器官的创伤与修复, 还通过激活成

纤维细胞促使其分泌大量的 ECM[9-11], 是主要的促纤

维化因子[12]。研究表明, 高糖是诱导TGF-β1表达和活

化的主要因素[9]。胶原是ECM的最重要成分, 在心脏

内主要是Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白。胶原蛋白的降解需要

MMP-2的存在。在正常心脏结构中, MMP的表达和

功能都受到严格的调控, 但在病理状态下, MMP的表

达和活性增加会导致 ECM 失衡 , 从而影响心脏的收

缩、舒张功能[13]。研究中观察到 25 mmol·L-1葡萄糖可

促进 TGF-β1、MMP-2 的增多和细胞外基质Ⅰ型胶原

蛋白、Ⅲ型胶原蛋白的过度分泌, 表明增殖模型建立成

功。SF在 12.5～50 mg·L-1内可抑制CFb增殖, 同时对

以上指标均有改善作用, 细胞增殖周期也证实SF能够

通过G0/G1阻滞改善高糖诱导的CFb增殖。

PHB 家族是一种高度保守的多功能蛋白 , 在酵

母、植物、蠕虫、果蝇和哺乳动物中均有表达[14,15], 其参

与了细胞增殖、细胞凋亡、转录调控、发育及线粒体生

物合成等过程[16]。PHB主要定位在线粒体中, 在细胞

核及细胞质中也有表达, 其在不同位置的表达及其含

量与其功能密切相关[17]。以往的研究表明, PHB表达

的变化与 ECM 的沉积有关 , PHB 表达上调可有效缓

解肺纤维化, 成为治疗组织纤维化的新靶点[18,19]。本

研究结果显示, PHB在CFb的胞浆及胞核中均有表达,

在高糖作用于 CFb 6 h 后 PHB 从胞浆向胞核内转移 ,

48 h 整体表达量降低 , 此结果与 Western blot 结果一

致, 表明在高糖诱导 CFb增殖过程中, PHB参与了调

控。25 mg·L-1 SF可以促进 PHB的表达, 提示在 SF改

善心肌纤维化过程中PHB参与其中, 但尚未观察到其

对PHB核转移的影响。

综上所述, 本研究以高糖建立 CFb增殖模型, SF

具有改善细胞增殖的作用。在CFb增殖的过程中, 各

靶点的变化时间是不一致的, 它们之间的关系是本研

究下一步关注的内容。
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