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核因子 !! 在精氨酸血管升压素诱导大鼠心肌成纤维细胞

一氧化氮合成中的作用
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摘! 要：! 本文探讨了精氨酸血管升压素（-NO）刺激下体外培养的大鼠心肌成纤维细胞（B@3）内一氧化氮（<P）含

量、一氧化氮合酶（<P?）活性、诱导型一氧化氮合酶基因表达的变化及其与核因子 !Q（<@*!Q）的关系。用胰酶消

化法分离培养 ?.68G9# R84>#; 仔鼠的 B@3，分别采用硝酸还原酶法、分光光度法、逆转录S聚合酶链式反应（"1*
OB"）、免疫荧光S共聚焦显微镜和蛋白质印迹检测 -NO 干预下 B@3 的 <P 含量、<P? 活性、%<P? L"<- 表达和 <@*
!Q 的活化。结果显示，-NO 浓度依赖性（)C ))+ S )C + "L5> T U）地增加 B@3 的 <P 含量，提高 <P? 活性，增加 %<P?
L"<- 表达；-NO 能够活化 <@*!Q，使其由细胞浆转位于细胞核；<@*!Q 特异性抑制剂吡咯啉烷二甲基硫脲（OR1B）

能够抑制 -NO 诱导的 B@3 <P 含量增加、<P? 活性提高和 %<P? L"<- 表达增加。上述结果提示，-NO 干预下 B@3
%<P? L"<- 表达增加、<P? 活性增高、<P 合成增多可能通过 <@*!Q 激活途径，<@*!Q 激活参与心肌纤维化的发生

和发展。
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! ! 一氧化氮（"#）是一种重要的血管舒张因子，

"# 生成增多不仅可舒张血管、降低血压，还可抑制

心肌纤维化的发生和发展［$］。精氨酸血管升压素

（%&’）是下丘脑分泌的九肽抗利尿激素，近年来的研

究发现，%&’ 能够剂量依赖性地促进心肌成纤维细

胞（()*）增殖和胶原合成［+］，促进心肌纤维化的发生

和发展。有研究表明，()* 表面有 %&’ 受体［,］，%&’
能够时间依赖性地提高 ()* 一氧化氮合酶（"#-）活

性，促进 ()* 生成 "#［.］，但是 %&’ 与 ()* "# 合成

的量效关系及通过何种细胞内机制和途径影响合成

"#，目前尚不清楚。核因子/!0（")/!0）是一种广泛

存在于各种细胞、具有多种调节作用的转录因子，能

够调节包括诱导型一氧化氮合酶（ 1"#-）在内的众多

靶基因的基因表达，白细胞介素/$（23/$）、肿瘤坏死

因子/"（4")/"）和 # 干扰素（ 2)"/#）能够通过激活

()* 的 ")/!0 上调 1"#- 基因表达，增加 "# 合成［5］。

本文拟探讨不同浓度 %&’ 对体外培养大鼠 ()* "#
合成的影响及%&’ 诱导下"# 合成增加是否通过")/
!0 活化途径，旨在探讨心肌纤维化发生的可能机制。

!" 材料和方法

!# ! 材料及试剂来源" " 实验用 -6 仔鼠（出生 $ 7 ,
8）由第四军医大学动物中心提供。%&’ 由美国 ’9:/
1:*;<=> 3=? 提供。"# 含量和 "#- 活性测定试剂盒购

自南京建成生物技术研究所。4@2A#3 裂解液、#<1BC
（84）、D/D3& 反转录酶和 4=E/6"% 聚合酶分别购自

’>CF9B= 和宝生物公司。小鼠抗大鼠 ")/!0 GH5 单克

隆抗体购自 4>=:*8;IJ1C: 公司，兔抗小鼠 )24( 抗体购

自 -1BF= 公司。-%0( 试剂盒购自宝生物公司。’(@
引物由上海生物工程公司合成。

!# $ %&’ 的分离、培养和鉴定［(］" " 无菌条件下取 -6
仔鼠心室，无菌盐水漂洗后剪至 + 7 , FF, 小块。

$K +5 B L 3 胰蛋白酶 ,MN 消化 +O 7 .O F1:，每 5 F1:
收集 $ 次细胞，收集 , 7. 次，筛网过滤，$OOO > L F1:
离心 , 75 F1:。将所得细胞沉淀物重新悬浮于含 $OO
F< L 3 小牛血清的 6DPD 培养液中，小心吹打分散。

置于 ,MN，5O F< L 3 (#+ 孵箱中贴壁 HO 7QO F1: 后更

换培养液，用差速贴壁法去除心肌细胞。继续培养细

胞至近融合状态时按 $R + 传代。实验用 + 7, 代细胞。

对 ()* 进行 -%0( 法免疫组织化学染色结果：纤维连

接蛋白染色阳性，血管平滑肌肌动蛋白染色阴性，符

合 ()* 染色特征。

!# ) %&’ 培养液 *+ 含量、*+, 活性和 -*+, ./*0
表达量检测" 实验分为对照组、OK OO$ $FC< L 3 %&’
组、OK O$ $FC< L 3 %&’ 组、OK $ $FC< L 3 %&’ 组、$
$FC< L 3 %&’ 组和 OK $ $FC< L 3 %&’ S ")/T0 特异性抑

制剂吡咯啉烷二甲基硫脲（’64(）组。()* 培养至近

融合状态时无血清培养液驯化+. U，继之分组培养+.
U，收集培养液测定 "# 含量和 "#- 活性，收集细胞

测定 1"#- F@"% 表达量。

!# )# ! *+ 含量测定 " " "# 在体外转化为 "# 7
+ 和

"# 7
, ，利用硝酸还原酶将 "# 7

, 还原为 "# 7
+ ，通过显

色深浅测定 "# 7
+ 浓度推算 "# 含量。操作按试剂盒

说明进行，"# 含量以公式（测定管吸光度 7 空白管

吸光度）L（ 标准管吸光度 7 空白管吸光度）V $OO
$FC< L 3 计算。

!# )# $ *+, 活性测定" " "# 与亲核物质生成有色化

合物，测定其吸光度值，通过 "#- 催化产生的 "# 量

推算 "#- 活力。操作按试剂盒说明进行，"#- 活性

以公式（测定管吸光度 7 空白管吸光度）V $.$K H W L
F< 计算。

!# )# ) -*+, ./*0 表达量测定［1］" " 按 4@2A#3 试

剂说明书提取 ()* 总 @"%。反转录合成 I6"% 第一

链，反应体系为：$O V I6"% 合成缓冲液、DB(<+、C<1/
BC（84）、. V 8"4’、@"% 酶抑制剂、%D& 反转录酶

和去离子水，总体积 +O $<，.+N恒温水浴 $ U。取反

转录产物 $O $< 进行 ’(@ 反应：反应体系为：$O V
’(@ 合成缓冲液、. V 8"4’、上游引物、下游引物、

I6"% 模板、4=E 酶和去离子水，总体积 5O $<。循环

参数为：Q.N变性 $ F1:，5ON复性 $ F1:，M+N延伸

$K 5 F1:，共 ,O 个循环。其中鼠 1"#-（X9:0=:T 登录

号：YMHZZ$）上 下 游 引 物 序 列 分 别 为：JIB=BIIIJB/
B==B=III=I=JIJ 和 BJJBJJIJJIJJII==BBJBJJJBIIJJ=J，扩增 ’(@
产物大小为 +MH ?G。鼠磷酸甘油醛脱氢酶（X%’6[）

（X9:0=:T 登录号：D,+5QQ）上下游引物序列分别为：

J=JJBBBIBIIJBBJI=II= 和 II=IIJJIJJB=JBJI=JI=，扩 增 ’(@
产物大小为 M.H ?G。’(@ 扩增产物用 $K 5\琼脂糖凝

胶电泳，用凝胶图像分析系统分析，以 1"#- F@"% L
X%’6[ F@"% 电泳带荧光强度比值作为 1"#- F@"%
表达量的指标。

!# 2 %&’ 中 *&345 的活化" " 实验分为对照组、OK $
$FC< L 3 %&’ 组、OK $ $FC< L 3 %&’ S ’64( 组。细胞

培养至近融合状态时用无血清培养液驯化 +. U，继之

分组再培养 $ U，收集细胞。

!# 2# ! %&’ 中 *&345 细胞内定位检测" " 用 .\多聚

甲醛固定细胞。以 5\山羊血清室温封闭 ,O F1:；倾

去血清，滴加$R ,O 抗大鼠 ")/!0 GH5 单克隆抗体.N
过夜；倾去抗体孵育液，’0- 洗 , 次，换加 $R $O )24(
荧光标记兔抗鼠抗体，.N过夜，’0- 充分洗板。将

待测样品置于激光扫描共聚焦显微细胞仪下，选用

.O V物镜，M\滤光片，确定激发光波长为.ZZ :F，进

入 ]1:9J1I*/2F=B9 -I=: 程序，预扫描后选定最佳细胞

Z$. 生理学报! !"#$ %&’()*+, -).^，%;B;*J +5，+OO,，55（.）：.$M 7.+$

万方数据



扫描参数，扫描细胞照片并保存。

!" #" $ 制备 %&’ 核提取物［(］) ) 用冷 !"#$ 缓冲盐溶

液洗 涤 细 胞 % 次，将 沉 淀 悬 浮 于 &’’ !( 溶 液 )
（**+( , -：./0/1 2’，3. 45 6，78( 2’、/9!) ’5 2、

/:!) ’5 2、9!! 2、0;1< ’5 =）冰浴 2= *#>，加入 %=
!( 2’? @0A&’ 溶液，混匀后于 &B =’’’ " , *#> 离心，

沉淀重悬于 C’ !( 溶液 D［**+( , -：./0/1 %’，3.
45 6，@E8( &’’、/9!) 2、/:!) 2、9!! 2、0;1< 2 和

%=?（F , F）］甘油中，置摇床上剧烈震荡 2= *#>，&B
2=’’’ " , *#> 离心 2’ *#>，取上清分装冻存。

!" #" * %&’ 细胞核中 +&,!- 蛋白含量检测) ) 8<$ 核

提取物与等体积 % G电泳加样缓冲液混合煮沸 = *#>，

每泳道上样 2’ !(。用 2’?聚丙烯酰胺凝胶标准方法

电泳，并将蛋白质转移至硝酸纤维素膜上。对硝酸纤

维素膜进行丽春红 1 染色，观察蛋白质转移情况后用

去离子水将染液漂洗干净。用封闭液 C4B孵育硝酸

纤维素膜 2 H，2I 2’’ 抗 @<A"D 3J= 抗体 &B孵育膜过

夜，0D1 洗膜 = *#> G % 次。生物素标记二抗工作液

&B孵育膜过夜，0D1 洗膜 = *#> G C 次。辣根过氧化

物酶标记链霉卵白素工作液 &B孵育膜过夜，0D1 洗

膜 = *#> G C 次。9)D 显色，显色适度时，再用水漂

洗终止显色反应，拍摄滤膜照片。

!" . 统计学处理) ) 所有数据以 *KE>$ L 19 表示，应

用 1011 统计软件对资料进行分析。多组均数比较采

用 ! 检验和 " 检验，# M ’5 ’= 表示有显著性差异，#
N’5 ’= 表示无显著差别。

$) 结果

$" ! /01 对 %&’ +2 合成、+23 活性的影响以及

145% 的抑制作用

对照组 8<$ 具有 @O1 活性，能够合成 @O。在不

同浓度 )P0 干预下，8<$ @O1 活性增强，@O 含量升

高，呈浓度依赖性。其中 ’5 2 !*+( , - )P0 组和 2
!*+( , - )P0 组的 @O1 活性和 @O 含量均显著高于对

照组、’5 ’’2 !*+( , -、’5 ’2 !*+( , - 和 2 !*+( , - )P0
组的 @O1 活性和 @O 含量虽均低于 ’5 2 !*+( , - )P0
组，但无显著性差异。加入 09!8 后’5 2 !*+( , - )P0
组 8<$ @O1 活性和 @O 合成显著降低（见表 2）。

表Q 2R )P0 和 09!8 对 8<$ 培养上清液中 @O 含量

和 @O1 活性的影响

!ES(K 25 /TTKUV$ +T )P0 E>W 09!8 +> @O U+>VK>V$ E>W
@O1 EUV#F#VX #> 8<$ $Y3K">EVE>V

:"+Y3
@O U+>VK>V$
Q （!*+( , -）

@O1 EUV#F#VX
Q （Z, *(）

8+>V"+( %65 C& L=5 C&[ %J5 J= L&5 \4[

)P0
Q ’5 ’’2 !*+( , - C25 46 L25 =6[ C’5 CC L\5 %&[

Q ’5 ’2 !*+( , - CJ5 \4 L25 \6[ C=5 6J L&5 2[

Q ’5 2 !*+( , - 4’5 4\ L\5 6C! 425 \J LC5 C!

Q 2 !*+( , - J%5 \J LJ5 ’=! JJ5 C& LC5 \!

’5 ’2 !*+( , - )P0
] 09!8

&’5 JC L 45 \%[ CC5 C% L J5 &6[

!# M ’5 ’= $% U+>V"+(，[# M ’5 ’= $% ’5 ’2 !*+( , - )P0
^"+Y35 & _ =，*KE>$ L 19R

$" $ /01 对 %&’ 6+23 78+/ 表 达 的 影 响 以 及

145% 的抑制作用

对照组 8<$ 有 #@O1 *‘@) 表达。在不同浓度

)P0 干预下，8<$ #@O1 *‘@) 表达量呈浓度依赖性

增加。其中 ’5 2 和 2 !*+( , - )P0 组的 #@O1 *‘@)
表达量显著高于对照组，’5 ’’2、’5 ’2 和 2 !*+( , -
)P0 组的 #@O1 *‘@) 表达量虽低于’5 2 !*+( , - )P0
组，但无显著性差异。加入 09!8 后’5 2 !*+( , - )P0
组 #@O1 *‘@) 表达量显著降低（图 2 和表 %）。

图Q 2R Q )P0 和 09!8 对 8<$ #@O1 *‘@) 表达的影响

<# 5̂ 2R Q /TTKUV$ +T )P0 E>W 09!8 +> #@O1 *‘@) Ka3"K$$#+> #> 8<$R 2，U+>V"+( ^"+Y3；%，’5 ’’2 !*+( , - )P0 ^"+Y3；C，

’5 ’2 !*+( , - )P0 ^"+Y3；&，’5 2 !*+( , - )P0 ^"+Y3；=，2 !*+( , - )P0 ^"+Y3；J，’5 2 !*+( , - )P0 ] 09!8 ^"+Y3R

62&范延红等：核因子 "D 在精氨酸血管升压素诱导大鼠心肌成纤维细胞一氧化氮合成中的作用
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表! "# $%& 和 &’() 对 )*+ ,-./ 01-$ 的影响

(2345 "6 78859:+ ;8 $%& 2<= &’() ;< ,-./ 01-$ 5>?@5++,;< ,< )*+（.’ A24B5）

C@;B? ,-./ C$&’D ,-./ E C$&’D

);<:@;4 F6 GH IF6 F"J F6 KG IF6 F" F6 "H IF6 FLJ

F6 FFG !0;4 E M $%& F6 GN IF6 FLJ F6 HO IF6 FP F6 PF IF6 FKJ

F6 FG !0;4 E M $%& F6 GO IF6 F"J F6 KF IF6 FG F6 PG IF6 FPJ

F6 G !0;4 E M $%& F6 LP IF6 FL! F6 K" IF6 FP F6 QF IF6 FP!

G !0;4 E M $%& F6 PN IF6 F"! F6 HN IF6 FL F6 KK IF6 FK!

F6 G !0;4 E M $%& R &’() F6 "G IF6 FHJ F6 KL IF6 FQ F6 PP IF6 FHJ

!! SF6 FH "# 9;<:@;4，J! SF6 FH "# F6 G 0;4 E M $%& T@;B?# $ UH，052<+ I /’#

!" # $%& 对 ’() *(+!, 细 胞 内 定 位 的 影 响 以 及

&-.’ 的抑制作用

)*+ 呈多角形或梭形散在、成簇生长。对照组

)*+ 胞浆有中等强度绿色荧光着色，胞核中无荧光着

色；F6 G !0;4 E M $%& 组 )*+ 胞浆中绿色荧光着色强

度显著减弱，核中有强绿色荧光着色，并可在核中强

绿色荧光着色处见无荧光着色的核仁区；F6 G !0;4 E M
$%& R &’() 组 )*+ 胞浆中有中等强度绿色荧光着色、

胞核中无荧光着色，偶尔可见核中有强绿色荧光着

色、胞浆着色浅淡的细胞（图 "）。

图! "# ! $%& 和 &’() 对 )*+ 中 -*V"W 细胞内分布的影响

*,T6 "# ! 78859:+ ;8 $%& 2<= &’() ;< :X5 =,+:@,3B:,;< ;8 -*V"W ,< )*+（ YLFF）#

!" / $%& 对 ’() 核内 *(+!, 蛋白含量的影响以及

&-.’ 的抑制作用

在对照组 )*+ 核蛋白提取物中未发现 -*V"W 蛋

白，F6 G !0;4 E M $%& 组 )*+ 核蛋白提取物中 -*V"W
蛋白 表 达 阳 性。与 F6 G !0;4 E M $%& 组 相 比，F6 G
!0;4 E M $%& R &’() 组 )*+ 核蛋白提取物中 -*V"W
蛋白表达显著减弱（图 P）。

#0 讨论

心肌纤维化是指心肌组织中胶原浓度显著升高

或胶原容积分数显著高于正常值，)*+ 是其主要效应

细胞。心肌间质胶原增多使心肌硬度增加，顺应性下

降，导致心脏舒张、收缩和传导功能发生障碍，是心

力衰竭、心律失常和心性猝死发生的重要环节［N］。

$%& 和 -. 是重要的血管活性物质，它们在心肌纤维

图! P# ! $%& 和 &’() 对 )*+ 核提取物中 -*V"W 蛋白含量

的影响

*,T6 P# ! 78859:+ ;8 $%& 2<= &’() ;< -*V"W ?@;:5,< 9;<:5<:+
,< )*+ <B9452@ 5>:@29:# G，$%& T@;B?；"，$%& R &’()
T@;B?；P，9;<:@;4 T@;B?#
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化的发生和发展中起相互拮抗的作用。!"# 本身能够

合成分泌 $%，但在 !"# 中 $% 合成与 &’( 的浓度效

应关系及其细胞内机制目前还不清楚。

本研究结果显示，在一定浓度范围内（)* ))+ ,
)* + !-./ 0 1）&’( 干预下 !"# 的 $% 含量、$%2 活性

和 3$%2 -4$& 表达量都随 &’( 浓度的增高而增加；

但当 &’( 浓度继续增高（+ !-./ 0 1）时，这些反而都

有所下降。说明 &’( 能够在一定浓度范围内剂量依

赖性地提高 !"# 合成 $%，其最大效应浓度为 )* +
!-./ 0 1。$%2 是 $% 合成的关键酶，根据其存在方式

及作用特点分为内皮型、神经元型和诱导型三种类

型。免疫组化研究认为，成纤维细胞中仅含有 3$5
%2［6］，其活性受 3$%2 基因表达控制。这与本研究中

3$%2 -4$& 表达量、$%2 活性和 $% 含量同步增减

相符合。本实验中使用的 &’( 浓度与高血压患者血

中的 &’( 浓度一致［+)］，因此 &’( 干预下 !"# 内 $%
合成增多具有重要的病理生理意义，它可能属于生物

体内的一种代偿性负反馈调节机制。增加的 $% 能够

在一定范围内拮抗 &’( 浓度增高（)* ))+ ,)* + !-./ 0
1）所致的促心肌纤维化作用，以求最大限度地维持

正常的心肌结构和功能；但这种代偿能力是有限的，

当 &’( 浓度过高（ 7)* + !-./ 0 1）时，!"# 合成的 $%
不能再继续增加，也就无法拮抗更高浓度 &’( 的促

心肌纤维化作用，导致心肌组织发生纤维化。

$"5"8 是由 9:) 和 9;: 亚基组成的异源二聚体，

正常情况下它在胞浆中与其抑制蛋白结合而呈非活

性状态。当细胞受到各种刺激原作用时，$"5"8 与其

抑制蛋白解离而激活，进入细胞核内与特定基因启动

子结合，调节靶基因表达。

本研究通过 &’( 诱导 !"# 合成 $% 增加进行实

验，结果发现 &’( 干预下 !"# 的 $"5"8 由细胞浆转

位至细胞核，细胞核中可检测出 $"5"8 蛋白，说明

&’( 能够激活 !"# 的 $"5"8。近年研究发现，3$%2
基因 :<端转录调控区域中含有 $"5"8 结合位点，$"5
"8 激活参与 3$%2 -4$& 表达［++］。因此，&’( 干预

下 !"# $% 合成增多可能是通过激活 $"5"8，增加 3$5
%2 -4$& 表达，提高 $%2 活性途径实现的。本文结

果显示：&’( 在活化 !"# $"5"8 的同时，能够上调

3$%2 -4$& 表达，提高 $%2 活性，增加 $% 合成，并

且这三种上调作用均能够被 $"5"8 特异性抑制剂

(=>! 显著抑制。从而证实，&’( 干预下 !"# $% 合

成增加至少部分通过 $"5"8 活化、3$%2 -4$& 表达

增加、$%2 活性增高途径，提示 $"5"8 激活可能与心

肌纤维化的发生发展有关。

$% 不但直接抑制 !"# 增殖、降低纤维连接蛋

白、#型胶原和 ??? 型胶原基因表达、促进间质胶原降

解［+@］，而且通过抑制肾素5血管紧张素5醛固酮系统激

活、降低血压等间接途径抑制心肌纤维化［+A］。因此，

通过调节 $"5"8 的活性或以 $"5"8 作为药物作用的

靶点增加 $% 合成，可以延缓心肌纤维化的发生和发

展，这将为心肌纤维化的防治研究提供新的思路。
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