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摘要

目的: 研究丹参对TGFβ1刺激的NIH/3T3成纤维细胞功能

的影响.

方法: 将正常大鼠进行丹参灌胃 分离含药血清 温育

TGFβ1刺激的NIH/3T3成纤维细胞.RT-PCR法检测c-fos基

因表达 Gel mobility shift assay法检测AP1蛋白的结合活性.

结果: 经 TGFβ1 刺激后 细胞 c-fos mRNA 表达及 AP1 蛋

白结合活性明显增强 丹参含药血清可分别抑制由TGFβ1

引起的细胞c-fos mRNA表达及AP1蛋白结合活性的增强.

结论: 丹参可以抑制TGFβ1刺激的NIH/3T3成纤维细胞中

的 c-fos 基因表达及 AP1 蛋白结合活性.

胡旭东, 王晓玲, 童普德, 吴小江, 刘平. 丹参对 TGF-β1 刺激的 NIH/3T3 细

胞 c-fos mRNA 表达和 AP1蛋白结合活性的影响. 世界华人消化杂志  2003;

11(10):1634-1636
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0   引言

正常情况下 成纤维细胞中胶原蛋白处于合成代谢和

分解代谢的动态平衡中.在某些条件诱导下 导致合成

代谢大于分解代谢 造成胶原蛋白(其中以 I 型胶原为

主)过度增生沉积于细胞间质中而发生纤维化. 这是心

脏 肝脏 肾脏等各种脏器发生纤维化的细胞学基础.

纤维化阶段是抑制和逆转疾病进一步发展的关键时期

也是药物介入的最佳时期 因此 此阶段常作为治疗学

上的研究对象和药物作用的关键环节.

       在纤维化的起始阶段 各种始动因素促使多种细

胞因子的释放 其中转化生长因子 β1 (tansforming

growth factor β1 TGFβ1)是目前所知最强大的促胶原

生成因子 在各种纤维化模型中 TGFβ1 mRNA 主要

定位在纤维化局部区域. TGFβ1对胶原基因表达的调节

有一部分直接发生在转录水平上 TGFβ1 可使 I型胶原

α1 和 α2 链的转录速率分别增加 2-3 和 4 倍 他通过

诱导细胞核内立早基因(immediate early genes)内如c-fos

与 c-jun 的表达增加转录调节因子(如 AP1 NF1 等)

并通过增强转录调节因子 AP1 NF1 等与响应顺式作

用元件的结合活性 使胶原基因的启动子活性增强而

促进胶原的合成.在小鼠 大鼠及人胶原基因的启动子

上均有 TGFβ1 的作用位点[2,  11];  其中 I 型胶原 α2 链
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(COL1A2)启动子中存在一个核转录因子AP1(c-fos和c-

jun 的产物)结合位点对 TGFβ1 调节 I 型胶原的表达起着

非常关键的作用.

      丹参是活血化瘀药的代表之一 素有 丹参一味

功同四物 之称 广泛应用于心血管疾病中. 近年来

临床[5]与动物实验[3, 6]均证实 丹参能有效改善肝脏炎

症 减轻细胞外基质的增生与沉积 有较好的抗纤维化

作用 也常常作为抗纤维化复方的君药. 因此 在既往

研究的基础上 探讨丹参影响TGFb1促I型胶原生成的

机制及其抗纤维化的主要作用机制.

1   材料和方法

1.1 材料  药物: 丹参为唇形科植物丹参saliva miltiorrhiza

Bge的干燥根及根茎 由上海中华制药厂协助制成流浸

膏. 主要试剂: 重组人 TGFβ1 Calbiochem 公司产品;

1640 培养基及 Moloney 鼠白血病病毒逆转录酶 GIBCO

公司产品; PCR markers 及六聚体随机引物 gel mobility

shift assay 试剂盒 Promega 产品; γ-32P-ATP (5 000 Ci/mmol)

北京福瑞生物工程公司; 其余试剂为国产或进口分析纯. 引

物: GAPDH引物(甘油醛-3-磷酸脱氢酶 长度为299 bp)[8]

c-fos 引物(长度为 432 bp)[9]. 细胞: 小鼠胚胎 NIH/3T3 成

纤维细胞株 购自中国科学院上海细胞研究所.

1.2 方法  (1)丹参含药血清制备方法: 使用丹参流浸膏灌

胃 用量为体重 65 kg 成人的 10 倍 对照组给予等量

的生理盐水; 大鼠 2 次 /d 灌胃 2 d 第 3 d 首次灌胃 2 h

后追加 1 次 再 1 h 后自后腔静脉采血 离心分离含药

血清[1]. (2)细胞培养: 以含 100 mL/L 小牛血清的 1640 培养

液 在 50 mL/L CO2 37 潮湿空气的培养箱中培养

长至亚单层后 更换为丹参含药血清及 TGFβ1(5 ng/mL)

继续培养 24 h 收取细胞层标本.  (3)RT-PCR 及其产物

分析: 异硫氰酸胍一步法提取细胞总RNA[10] 取总RNA

1-2 µg 经逆转录后 进行 PCR 30-35 个循环扩增. 产

物经20 g/L琼脂糖凝胶电泳 紫外透射反射仪观察及照

相 以 GAPDH 作为内参照 调节各组总 RNA 用量. (4)

gel mobility shift assay: 参照文献方法提取细胞核蛋白[7, 13]

考马斯亮蓝法定量蛋白. 5 - 末端标记寡核苷酸 反

应体系为: 寡核苷酸(1.75 pmol/µL) 2 µL T4 激酶缓冲

液 1 µL  [γ-32P-ATP] 1 µL 无核酸酶水 5 µL T4

激酶 1 µL 37  10 min 加入 0.5 mol/L EDTA 1 µL 终

止反应 再加入 89 µL TE 缓冲液(10 mmol/L Tris-HCL

pH8.0 1 mmol/L EDTA). G-25 柱分离除去未标记核苷

酸. DNA结合反应体系为: 无核酸酶水 5 µL 5×shift缓冲

液 2 µL 核提取物 10 µg 蛋白 室温 10 min 加入

1 µL32P 标记寡核苷酸 室温 20 min. 反应结束后 取

10 µL 样品经 40 g/L 凝胶 0.5×TBE 缓冲液 (TRIS 碱 5.

39 g 硼酸 2.75 g EDTA-Na2·H2O 0.37 g)电泳 固定

增感 水洗 干胶 放射自显影 10-72 h 定影 显影.

2   结果

2.1 丹参对 c-fos mRNA 表达的影响  TGFβ1 作用组较

对照组 c-fos mRNA 表达显著增加 丹参加 TGFβ1 组

较TGFβ1单独作用组c-fos mRNA表达量显著减少(图1).

图1  c-fos RT-PCR电泳图. 1: 丹参+TGFβ1组; 2: TGFβ1组; 3: 对照组.

2.2 丹参对转录因子 AP1 对启动子结合活性的影响

TGFβ1(5ng/mL)作用后 NIH/3T3 细胞 AP1 对启动子结

合活性明显增加 而 100 mL/L 丹参药物血清可拮抗

TGFβ1 的作用 使 AP1 对启动子结合活性下降(图 2).

图 2  AP1 结合活性分析. 1: 阳性对照组(Hela 细胞核提取物); 2: 正常
对照; 3: TGFβ1 组; 4: 丹参 +TGFβ1 组.

3   讨论

TGFβ1 是目前所知的最强大的促胶原生成因子. 在小

鼠 大鼠及人胶原 2 条多肽链基因的启动子上均有

TGFβ1 的作用位点[2] 因此 TGFβ1 对胶原的调节至

少有一部分直接发生在转录水平. TGFβ1的促胶原表达

是通过转录调节因子的参与而进行的.目前已知 由 c-

fos 和 c-jun 基因产物组成的 AP1 蛋白及其家族参与了

TGFβ1 对胶原启动子的作用[2, 12].

       本文的研究结果显示 经 TGFβ1 作用后 c-fos 的

表达和 AP1 蛋白的结合活性明显增加 提示 TGFβ1 的

促胶原生成作用有一部分是通过促进 c-fos 的转录增加

和AP1蛋白的表达增加而实现的 而丹参可降低TGFβ1

刺激的 c-fos 的转录增加及 AP1 蛋白的结合活性. 结合

以往的研究发现: 丹参对 TGFβ1 所产生的明显促进 I 型

胶原α2链基因表达的作用也有部分抑制效果[1]. 表明丹

参通过拮抗 TGFβ1 的作用来影响胶原蛋白的表达 丹

参对 TGFβ1 刺激的 NIH/3T3 细胞 I 型胶原表达的抑制

作用有一部分是其抑制 c-fos 基因表达和 AP1 蛋白结合

活性的结果. 国外已有文章报道 胶原基因启动子竞争

性结合物可以通过拮抗TGFβ与启动子的结合从而抑制

GAPDH

c-fos

      1                   2                    3

 1    2    3    4
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由 TGFβ 诱导的胶原细胞中胶原蛋白的生成[15] 丹参

对胶原蛋白产生的抑制作用是否也与胶原基因启动子

的竞争性结合有关 值得进一步研究.

       最近的研究证明 丹参抗纤维化的有效成分之一

的丹参酚酸 B 可通过干扰 TGFβ1 在肝星状细胞胞质中

的信号通路进而影响肝星状细胞的胶原生成[4, 14] 和本

研究中丹参影响成纤维细胞 TGFβ1 的细胞核内信号转

导的结果相结合 可看到丹参抗纤维化作用的一些作

用位点和机制 为丹参的进一步临床应用和开发提供

理论依据.
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摘要

目的: 探讨左旋精氨酸(L-arg)对大鼠肝脏缺血再灌注(I/R)损

伤的保护作用.

方法: 将24只SD大鼠随机分为对照组(n  =12)和灌喂精氨

酸组(n =12). 制备大鼠肝 I/R 损伤模型 观察损伤后谷丙

转氨酶(ALT) 谷草转氨酶(AST) 乳酸脱氢酶(LDH) 一氧

化氮(NO)和肝组织丙二醛(MDA) 超氧化物歧化酶(SOD)含

量变化及肝组织病理变化.

结果: L-arg 组: ALT AST LDH 明显下降 t 分别为 3.66

14.28 6.22 (P <0.01). MDA 含量明显降低(t =3.21 P <0.01)

SOD 及 NO 活性明显升高(t =3.71 8.93 P <0.01) 组

织的病理改变也轻于对照组.

结论: 左旋精氨酸具有减轻肝I/R引起的肝功损害和脂质过

氧化损害 其机制可能与血清 NO 含量增加有关.

郝悦, 周新民. 左旋精氨酸对大鼠肝脏缺血再灌注损伤的保护作用. 世界华人

消化杂志  2003;11(10):1636-1638

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1636.asp

0   引言

肝 I/R 损伤是临床上广泛关注的问题 常见于许多临

床病理过程和创伤外科疾病的肝脏手术过程 如失血性

休克 肝切除和肝移植等. 肝I/R时 肝脏组织细胞发生

了一系列代谢 结构和功能的紊乱[1]. 本实验探讨精氨酸

对大鼠肝 I/R 损伤的作用及影响.
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