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补体 １ｑ ／ 肿瘤坏死因子相关蛋白 ９ 抑制
心肌成纤维细胞的激活和迁移
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［摘要］：目的　 探究补体 １ｑ ／肿瘤坏死因子相关蛋白 ９（ＣＴＲＰ９）对抑制心肌成纤维细胞（ＣＦｓ）活性的作用及其分子机制。
方法　 应用 ＭＴＳ 法检测 ＳＤ 仔鼠左心室 ＣＦｓ 增殖活性，应用免疫荧光染色及 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 α－ＳＭＡ 表达评估 ＣＦｓ 向肌

成纤维细胞转化，应用细胞划痕实验及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＣＦｓ 迁徙能力，Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＣＦｓ 胶原蛋白Ⅰ、胶原蛋白Ⅲ、
结缔组织生长因子（ＣＴＧＦ）的表达。 结果　 ＣＴＲＰ９ 显著抑制转化生长因子（ＴＧＦ）－β１ 诱导的 ＣＦｓ 增殖活性升高（ Ｐ ＜０．００１）、
向肌成纤维细胞转化（ Ｐ ＜０．０１）、迁徙能力增强（ Ｐ ＜０．００１）、胶原蛋白Ⅰ、胶原蛋白Ⅲ及 ＣＴＧＦ 表达水平显著升高（ Ｐ ＜０．００１），
蛋白激酶 Ａ（ＰＫＡ）抑制剂 Ｈ－８９ 可阻断 ＣＴＲＰ９ 的这些抑制作用（ Ｐ ＜０．００１， Ｐ≤０．０５， Ｐ ＜０．００１， Ｐ ＜０．００１）。 结论　 ＣＴＲＰ９ 可

以通过 ＰＫＡ 信号通路降低 ＴＧＦ－β１ 诱导的 ＣＦｓ 的增殖活性、向肌成纤维细胞转化、迁徙、纤维化相关蛋白表达来发挥抗纤维

化作用。
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化研究探索一直是心血管领域研究的热点，但是尚
未研究出确实有效的治疗靶点和方法。 心肌成纤维
细胞（ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ， ＣＦｓ）在心肌梗死后慢性心
力衰竭的发病机制中起着关键作用。 补体 １ｑ ／肿瘤
坏死因子相关蛋白 ９（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ １ｑ ／ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ９，ＣＴＲＰ９）作为一种分泌糖蛋白
在心脏高度表达，在心血管疾病的保护中发挥重要
的作用。 转化生长因子 β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
－β，ＴＧＦ－β）家族是当前研究最多的纤维反应调节
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因子之一，控制多种细胞过程，它在心肌损伤后的适

应不良和重塑中起着中心作用。 蛋白激酶 Ａ（ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ａ，ＰＫＡ）底物的磷酸化对细胞的代谢、分
化、突触传递、离子通道活性、生长发育等多种功能

至关重要。
本研究应用 ＳＤ 仔鼠原代 ＣＦｓ 从细胞水平及蛋

白分子水平研究介导 ＣＴＲＰ９ 抗心肌纤维化作用及分

子信号通路，从而研究出 ＣＴＰＲ９ 通过 ＰＫＡ 抑制 ＣＦｓ
活性从而发挥抗心肌纤维化的作用及分子机理。

１　 资料与方法

１．１　 材料　 出生 １ ～ ３ 天 ＳＤ 仔鼠由空军军医大学

实验动物中心提供，实验条件严格按照国家科学技

术委员会颁布的《实验动物管理条例》进行。 抗－
ＣＤ３１ 抗体、抗－胶原蛋白（Ｃｏｌｌａｇｅｎ）Ⅰ抗体、抗－Ｃｏｌ⁃
ｌａｇｅｎ Ⅲ抗体、抗－波形蛋白抗体购于 ａｂｃａｍ 公司，
ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ ９６© Ａｑｕｅｏｕｓ Ｏｎｅ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
Ａｓｓａｙ（ＭＴＳ）购于 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司，细胞培养基（ ｄｕｌ⁃
ｂｅｃｃｏ＇ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）低糖液体培

养基购于 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司，胎牛血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒ⁃
ｕｍ，ＦＢＳ）购于 ｇｉｂｃｏ 公司，Ｈ－８９（ｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）购
于 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司，磷酸 － ＰＫＡ Ｃ （ Ｔｈｒ１９７）
（Ｄ４５Ｄ３）兔单克隆抗体、ＰＫＡ ＲＩ－α（Ｄ５４Ｄ９）兔单克

隆抗体购于 ＣＳＴ 公司，ｒＣＴＲＰ９ 由本实验室合成，Ⅱ
型胶原酶购于 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司。
１．２　 方法　
１．２．１　 原代 ＣＦｓ 分离培养及纯度鉴定　 采用酶消化

联合差速贴壁方法分离 ＳＤ 仔鼠左心室 ＣＦｓ。 采用光

镜观察及免疫荧光染色鉴定分离的 ＣＦｓ 纯度。 方法

参考文章《原代 ＳＤ 仔鼠 ＣＦｓ 分离培养方法改进》。
ＣＦｓ 纯度可达 ９５％以上，满足实验需要。
１．２．２　 ＣＦｓ 增殖检测　 ＭＴＳ 法检测 ＣＦｓ 相对数量。
１．２．３　 ＣＦｓ 向肌成纤维细胞转化实验　 应用免疫荧

光染色及 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＣＦｓ α－平滑肌肌动

蛋白（α－ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，α－ＳＭＡ）表达变化评估

ＣＦｓ 向肌成纤维细胞转化。
１．２．４　 细胞迁徙能力检测 　 应用细胞划痕实验及

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＣＦｓ 迁徙能力变化。
１．２．５　 ＣＦｓ 纤维化相关蛋白表达变化检测 　 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测细胞 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ、结缔

组织生长因子 （ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＣＴ⁃
ＧＦ）表达水平变化，应用 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ ４．０．１ 软件对结

果进行分析。
１．３　 统计学分析 　 文中和图中的所有数值均以 ｎ
个独立实验的平均值 ±标准误 （ ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｒｒｏｒ ｏｆ

ｍｅａｎ，ＳＥＭ）表示。 数据用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ－５ 统计

软件进行分析。 对多组数据首先对所有实验组进行

单向方差分析，然后进行 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ ＇ｓ 多重比较检

验。 Ｐ 值≤０．０５（双侧）认为具有统计学意义。

２　 结　 果

２．１　 ＣＴＲＰ９ 通过 ＰＫＡ 通路抑制 ＴＧＦ－β１ 诱导 ＣＦｓ
的增殖活性作用　 应用 ＭＴＳ 法检测 ＣＦｓ 相对数量，
ＴＧＦ－β１ 可诱导 ＣＦｓ 的增殖活性，ＣＴＲＰ９ 可抑制

ＴＧＦ－β１ 诱导的 ＣＦｓ 增殖活性的作用，ＰＫＡ 抑制剂

Ｈ－８９ 可阻断 ＣＴＲＰ９ 抑制 ＴＧＦ－β１ 诱导的 ＣＦｓ 增殖

活性的作用，且 ＣＴＲＰ９＋Ｈ－８９ 及 Ｈ－８９ 对 ＣＦｓ 增殖

活性无影响。 见图 １。

图 １　 ＣＴＲＰ９ 通过 ＰＫＡ 通路抑制 ＴＧＦ－β１ 诱导 ＣＦｓ
的增殖活性作用　 　 　 　 　 　 　 　 　

注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较 ｎｓ Ｐ ＞０．０５； 各组之间比较∗∗∗Ｐ ＜
０．００１；ＴＧＦ－β１ 终浓度 １０ μｇ ／ Ｌ、ｒＣＴＲＰ９ 终浓度 ２．５ ｍｇ ／
Ｌ、Ｈ－８９ 终浓度 １０ μＭ；ＴＧＦ－β１：生长因子 β１；ＣＴＲＰ９：
补体 １ｑ ／肿瘤坏死因子相关蛋白 ９；Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ
（ｔｉｍｅｓ）：相对细胞数量（倍数）

２．２　 ＣＴＲＰ９ 通过 ＰＫＡ 抑制 ＴＧＦ－β１ 诱导 ＣＦｓ 向肌

成纤维细胞转化　 应用免疫荧光染色研究 ＣＦｓ α－
ＳＭＡ 蛋白表达变化：无干预的 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 ＣＦｓ 表达很

少的 α－ＳＭＡ 蛋白，应用 ＴＧＦ－β１ 刺激诱导后，ＣＦｓ
大量表达 α－ＳＭＡ 蛋白，细胞表型向肌成纤维细胞

转变，应用 ｒＣＴＲＰ９ 处理后可抑制 ＴＧＦ－β１ 刺激诱

导的 α－ＳＭＡ 蛋白表达，而应用 ＰＫＡ 抑制剂 Ｈ－８９
后 ｒＣＴＲＰ９ 抑制 ＴＧＦ－β１ 诱导的 α－ＳＭＡ 蛋白大量

表达的作用减弱，ｒＣＴＲＰ９ 联合 Ｈ－８９ 及单用 Ｈ－８９
对 ＣＦｓ 表达 α－ＳＭＡ 蛋白基本无影响；应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
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Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 研究得到相同结果：ＴＧＦ－β１ 可诱导 ＣＦｓ 表

达 α－ＳＭＡ 蛋白向肌成纤维细胞转化，ＣＴＲＰ９ 可抑

制 ＴＧＦ－β１ 诱导的 ＣＦｓ 表达 α－ＳＭＡ 蛋白，抑制其向

肌成纤维细胞转化，而 ＰＫＡ 抑制剂 Ｈ－８９ 可阻断

ＣＴＲＰ９ 抑制 ＴＧＦ－β１ 诱导 ＣＦｓ 表达 α－ＳＭＡ 蛋白的

作用，且 ＣＴＲＰ９＋Ｈ－８９ 及 Ｈ－８９ 对 ＣＦｓ 表达 α－ＳＭＡ
蛋白无影响。 见图 ２。
２．３　 ＣＴＲＰ９ 通过 ＰＫＡ 抑制 ＴＧＦ－β１ 诱导的 ＣＦｓ 迁

徙　 应用细胞划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ｒＣ⁃
ＴＲＰ９ 及 ＰＫＡ 抑制剂 Ｈ－８９ 不同干预处理对 ＴＧＦ－

β１ 诱导 ＣＦｓ 迁徙影响：ＴＧＦ－β１ 可刺激诱导 ＣＦｓ 迁

徙，ＣＴＲＰ９ 可抑制 ＴＧＦ － β１ 诱导的 ＣＦｓ 迁徙，而

ＰＫＡ 抑制剂 Ｈ－８９ 可阻断 ＣＴＲＰ９ 的抑制 ＴＧＦ－β１
诱导 ＣＦｓ 迁徙的作用，且 ＣＴＲＰ９＋Ｈ－８９ 及 Ｈ－８９ 对

ＣＦｓ 迁徙无影响。 见图 ３。
２．４　 ＣＴＲＰ９ 通过 ＰＫＡ 抑制 ＴＧＦ－β１ 诱导 ＣＦｓ 纤维

化相关蛋白表达 　 应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ｒＣ⁃
ＴＲＰ９ 及 ＰＫＡ 抑制剂 Ｈ－８９ 不同干预处理对 ＴＧＦ－β１
诱导 ＣＦｓ 表达 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ、ＣＴＧＦ 三种纤维

化相关蛋白影响：ＴＧＦ－β１ 可诱导 ＣＦｓ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、

图 ２　 ＴＧＦ－β１ 诱导 ＣＦｓ α－ＳＭＡ 表达免疫荧光染色图像及 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 图像及统计结果

注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较 ｎｓ Ｐ ＞０．０５；各组之间比较∗Ｐ ＜０．０５， ∗∗ Ｐ ＜０．０１， ∗∗∗ Ｐ ＜０．００１；ＴＧＦ－β１ 终浓度 １０ μｇ ／ Ｌ、ｒＣＴＲＰ９ 终

浓度 ２．５ ｍｇ ／ Ｌ、Ｈ－８９ 终浓度 １０ μＭ；ＴＧＦ－β１：生长因子 β１；ＣＦｓ：心肌成纤维细胞；α－ＳＭＡ：平滑肌肌动蛋白；ＣＴＲＰ９：补体

１ｑ ／肿瘤坏死因子相关蛋白 ９；ＧＡＰＤＨ：磷酸甘油醛脱氢酶
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图 ３　 生长因子 β１ 诱导的心肌成纤维细胞迁徙试验图像及统计结果

注：与 Ｃｏｎｔｒａｌ 组比较 ｎｓ Ｐ ＞０．０５，＃＃＃Ｐ ＜０．００１；＃Ｐ≤０．０５；各组之间比较∗∗∗Ｐ ＜０．００１；ＴＧＦ－β１ 终浓度 １０ μｇ ／ Ｌ、ｒＣＴＲＰ９ 终浓

度 ２．５ ｍｇ ／ Ｌ、Ｈ－８９ 终浓度 １０ μＭ；ＴＧＦ－β１：生长因子 β１；ＣＴＲＰ９：补体 １ｑ ／肿瘤坏死因子相关蛋白 ９；Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｇ：划痕实

验；Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｃｅｌｌｓ（ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ）：迁移细胞数（倍数）

Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ、ＣＴＧＦ 三种常用的纤维化相关蛋白表达

水平增高，ｒＣＴＲＰ９ 可抑制 ＴＧＦ－β１ 诱导的 ＣＦｓ Ｃｏｌｌａ⁃
ｇｅｎⅠ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ、ＣＴＧＦ 表达增多，而 ＰＫＡ 抑制剂 Ｈ－
８９ 可阻断 ＣＴＲＰ９ 抑制 ＴＧＦ－β１ 诱导的 ＣＦｓ Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅰ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ、ＣＴＧＦ 表达增多的作用。 见图 ４。

３　 讨　 论

成纤维细胞是心肌纤维化过程中最直接的参与
细胞，在心脏修复期，常驻的 ＣＦｓ 群被激活［１－２］，通
过合成 α－ＳＭＡ 向肌成纤维细胞转化，并分泌大量

结构细胞外基质蛋白［３－５］。 心肌组织中 ＴＧＦ－β 的

表达在心肌梗死和心衰的动物实验模型中均显著增

加［６－７］，以 ＴＧＦ－β 信号通路作为抑制纤维化治疗的

目标被长期探索［８－１０］。 本研究应用胶原酶消化联合

差速贴壁的方法分离出原代 ＳＤ 仔鼠 ＣＦｓ 作为细胞

模型，应用在心肌损伤后的适应和重塑中起着重要

作用的 ＴＧＦ－β１［６，１１］，在细胞水平研究 ＣＴＲＰ９ 抗纤

维化的作用及分子机理。
心脏损伤后成纤维细胞的扩张和激活对心肌修

复很重要，但也可能导致纤维化、重塑和功能障

碍［５］。 非梗死区成纤维细胞持续增殖激活是过度

纤维化的发展一个重要方面，表达 α－ＳＭＡ 是成纤

维细胞激活的标志。 ＴＧＦ－β１ 可刺激诱导 ＳＤ 仔鼠

ＣＦｓ 增殖激活。 本团队研究发现应用 ＣＴＲＰ９ 可明

显降低 ＴＧＦ－β１ 诱导 ＣＦｓ 的增殖活性，但未完全阻

断 ＣＦｓ 增殖活性。
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图 ４　 不同干预处理对 ＴＧＦ－β１ 诱导 ＣＦｓ 表达纤维化相关蛋白的影响 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 图片及统计结果

注：与 Ｃｏｎｔｒａｌ 组比较 ｎｓ Ｐ ＞０．０５，＃＃＃Ｐ ＜０．００１；各组之间比较∗∗∗Ｐ ＜０．００１；ＴＧＦ－β１ 终浓度 １０ μｇ ／ Ｌ、ｒＣＴＲＰ９ 终浓度 ２
ｍｇ ／ Ｌ、Ｈ－８９ 终浓度 １０ μＭ；ＴＧＦ－β１：生长因子 β１；ＣＴＲＰ９：补体 １ｑ ／肿瘤坏死因子相关蛋白 ９；ｃｏｌｌａｇｅｎ：胶原；β－ａｃｔｉｎ；
β－肌动蛋白；ＣＴＧＦ：结缔组织生长因子

　 　 ＴＧＦ－β１ 可诱导 ＣＦｓ 表达 α－ＳＭＡ，促使其向肌

成纤维细胞转化。 本团队进一步研究发现 ＣＴＲＰ９
可明显降低 ＴＧＦ－β１ 刺激诱导的 ＳＤ 仔鼠 ＣＦｓ 表达

α－ＳＭＡ，应用 ＰＫＡ 抑制剂 Ｈ－８９ 后 ＣＴＲＰ９ 的这种

作用消失；ＣＴＲＰ９ 激活的促生存信号分子 ＰＫＡ 不

仅从抗心肌细胞凋亡方面减轻心肌重塑［１２］，还可以

通过抑制 ＣＦｓ 过度增殖激活参与抗心肌纤维化

作用。
心肌梗死后 ＣＦｓ 迁徙能力增强也是心肌纤维化

的一个重要原因，本课题应用细胞划痕实验及 Ｔｒａｎ⁃
ｓｗｅｌｌ 实验研究发现应用刺激 ＴＧＦ－β１ 诱导的 ＣＦｓ
迁徙能力增强可被 ＣＴＲＰ９ 明显减弱，ＣＴＲＰ９ 的这种

作用需要通过 ＰＫＡ 通路，通过减弱 ＣＦｓ 的迁徙能

力，可减轻心肌梗死后成纤维细胞的过多聚集，发挥

抗纤维化作用。

Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ和Ⅲ是最常见的细胞外基质成分，
它们分别占心脏细胞外基质胶原的 ８５％ ～ ９０％和

５％ ～ １１％［１３］。 大多数心脏病都会导致细胞外基质

中胶原沉积增加和重排，这些变化是组织修复和纤

维化的一种形式［１４－１５］。 在心脏损伤或 ＴＧＦ－β 刺激

后 ＣＴＧＦ 表达上调，分泌储存在细胞外基质中，作为

一种基质细胞蛋白［１６］， 是一个纤 维 化 效 应 因

子［１７－１８］。 本实验证实 ＣＴＲＰ９ 对 ＴＧＦ －β１ 诱导的

ＣＦｓ 分泌 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、Ⅲ及 ＣＴＧＦ 功能具有明显抑制作

用，且这种抑制作用可被 ＰＫＡ 抑制剂 Ｈ－８９ 阻断。
本研究发现 ＣＴＲＰ９ 通过 ＰＫＡ 通路可以降低

ＴＧＦ－β１ 诱导的 ＣＦｓ 的增殖活性、向肌成纤维细胞

转化及迁徙的作用，从而减低纤维化相关蛋白表达

来发挥抗纤维化作用。 对筛选心肌梗死后纤维化的

治疗靶点具有很重要的意义。
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