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摘要： 目的　 探究莫诺苷对转化生长因子⁃β１ （ＴＧＦ⁃β１） 诱导内皮向间质转化 （ＥｎｄＭＴ） 的影响。 方法　 ＴＧＦ⁃β１ 诱

导人脐静脉内皮细胞 （ＨＵＶＥＣ） 建立 ＥｎｄＭＴ 模型， 细胞分为对照组、 模型组 （１０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＧＦ⁃β１）、 给药组 ［１０
ｎｇ ／ ｍＬ ＴＧＦ⁃β１ ＋莫诺苷 （２􀆰 ５、 ５、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ］； ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞存活率； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞 Ｓｎａｉｌ１、 Ｓｌｕｇ
ｍＲＮＡ 表达； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测间质细胞特异性标志物 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、 内皮特异性标志物 ＣＤ３１、 Ｓｍａｄ２ ／ ３ 及其磷酸化蛋

白表达。 结果　 １～５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 莫诺苷处理 ＨＵＶＥＣ ２４、 ４８ ｈ 后对细胞活性无明显影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 与对照组比较， 模

型组细胞 Ｓｎａｉｌ１、 Ｓｌｕｇ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＣＤ３１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃
Ｓｍａｄ３ ／ Ｓｍａｄ３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 莫诺苷组细胞 Ｓｎａｉｌ１、 Ｓｌｕｇ ｍＲＮＡ 表达，
以及 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ ／ Ｓｍａｄ３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 莫诺苷可抑制 ＴＧＦ⁃β１
诱导 ＥｎｄＭＴ 过程， 与调控 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３ 蛋白磷酸化相关。
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　 　 内皮向间质转化 （ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ⁃ｔｏ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ， ＥｎｄＭＴ） 作为一种细胞分化过程， 是心

肌纤维化和心脏功能障碍的关键驱动因素之

一［１⁃２］， 心脏内皮细胞在细胞因子、 活性物质等刺

激因素作用下， 失去其特有的内皮表型特征， 表现

为内皮细胞蛋白标志物表达降低， 间质细胞标志蛋

白表达升高， 最终转化为具有成纤维细胞特性的细

胞［３］。 因此， 研究能干预 ＥｎｄＭＴ 的天然药物及其

活性成分， 将有助于抗心肌纤维化药物的开发［４］。
山茱萸是山茱萸科植物山茱萸 Ｃｏｒｎｕｓ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ

Ｓｉｅｂ． ｅｔ Ｚｕｃｃ． 的干燥成熟果肉， 具有补益肝肾、
收涩固脱的功效， 含有环烯醚萜苷类、 鞣质类、 三

萜类、 黄酮类等活性成分， 有着抗炎、 抗氧化、 保

护心血管系统等多种药理作用［５⁃９］。 莫诺苷是山茱

萸中的环烯醚萜类成分， 能减轻心肌梗死大鼠心肌

组织炎症反应及心肌纤维化［１０］， 改善血管紧张素

Ⅱ （ＡｎｇⅡ） 诱导心脏成纤维细胞增殖、 迁移和细

胞外基质沉积［１１］， 但对 ＥｎｄＭＴ 的干预作用尚无报

道。 基于此， 本研究以转化生长因子⁃β１ （ ＴＧＦ⁃
β１） 诱导 ＨＵＶＥＣ 建立 ＥｎｄＭＴ 模型， 探究莫诺苷

对其干预作用。

１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 原代人脐静脉内皮细胞 （ＨＵＶＥＣ， 货

号 ＤＦＳＣ⁃ＥＣ⁃０１） 购于上海中乔新舟生物科技有限

公司， 为 ５～７ 代。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 莫诺苷对照品 （批号 １１１９９８⁃
２０２２０５， 中 国 食 品 药 品 检 定 研 究 院， 纯 度

９８􀆰 ４％ ）。 重组人 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白 （批号 ７７５４⁃ＢＨ⁃
００５， 美国 Ｒ＆Ｄ ｓｙｓｔｅｍｓ 公司）； 内皮细胞培养基

ＥＣＭ （批号 １００１， 美国 ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ 公司）； 总 ＲＮＡ
提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ ［货号 Ｂ５１１３１１， 生工生物工程

（上海） 股份有限公司］； ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ
Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 反 转 录 试 剂 盒 （ 货 号

ＲＲ０４７Ａ， 日 本 ＴａＫａＲａ 公 司 ）； ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒 （货号 ＱＰＫ⁃２０１，
日本东洋纺公司）； 兔抗 Ｓｍａｄ２ 抗体、 兔抗 Ｓｍａｄ３
抗体、 兔抗 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ 抗体、 兔抗 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 抗体 （货
号 ５３３９Ｔ、 ９５２３Ｔ、 １８３３８Ｔ、 ９５２０Ｔ， 美 国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）； 小鼠抗 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 抗

体、 小鼠抗 ＣＤ３１ 抗体、 小鼠抗 ＧＡＰＤＨ 抗体 （货
号 ６６０４２⁃１⁃Ｉｇ、 ６６０６５⁃２⁃Ｉｇ、 ６０００４⁃１⁃Ｉｇ， 武汉三鹰

生物技术有限公司）； 辣根过氧化物酶标记山羊抗
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兔 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）、 辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠

ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）、 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒、 ＣＣＫ⁃８
试剂盒 （货号 Ａ０２０８、 Ａ０２１６、 Ｐ００１２Ｓ、 Ｃ００３８，
上海碧云天生物技术股份有限公司）。
１􀆰 ３　 仪器　 ＡＢＩ⁃ＶｉｉＡ７ 定量 ＰＣＲ 仪 （美国 Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司）； ＴＣ⁃９６ ／ Ｇ ／ Ｈ （ｂ） Ｃ 基因扩增仪

（杭州博日科技股份有限公司）； ＰｏｗｅｒＰａｃ ＨＣ 高电

流电泳仪、 ＴＣ２０ 细胞自动计数仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ
公司）； ４６００ＳＦ 化学发光图像分析系统 （上海天能

生命科学有限公司）； Ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｆ２００ＰＲＯ 多功能酶标

仪 （瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司）； ＰｏｗｅｒＷａｖｅ ＸＳ 微孔板扫描

分光光度计 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）； ＨＣＰ⁃２５８ 二氧化

碳培养箱、 ＨＲ３０⁃ⅡＡ２ 生物安全柜 （青岛海尔生

物医疗股份有限公司）； ＤＭＩ１ 倒置生物显微镜

［徕卡显微系统 （上海） 有限公司］。
２　 方法

２􀆰 １　 莫诺苷、 ＴＧＦ⁃β１ 溶液制备　 精密称取莫诺苷

对照品适量， 加入 ＤＭＳＯ 溶解， 制成 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
母液， ＤＭＳＯ 稀释至所需浓度， 按 ０􀆰 １％ 比例加入

培养基。 将 ＴＧＦ⁃β１ 无菌蛋白粉末用无菌水配制的

４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸进行溶解， 再制成 １００ ｎｇ ／ μＬ 溶液，
使用前以 ＥＣＭ 完全培养基稀释。
２􀆰 ２　 ＨＵＶＥＣ 培养 　 ＨＵＶＥＣ 复苏后， 加入含 ５％
ＦＢＳ、 １％ ＥＣＧＳ、 １％ 双抗的 ＥＣＭ 培养基， 置于温

度３７ ℃、 相对湿度 ９５％ 、 ５％ ＣＯ２ 的细胞培养箱中

培养 ２～３ ｄ， 在细胞显微镜下观察， 当细胞融合度

达到 ９０％ 左右时胰酶消化， 含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ
完全培养基中止， 离心， 按 １ ∶ ２ 比例传代。
２􀆰 ３　 细胞分组与给药　 将 ＨＵＶＥＣ 培养 ２４ ｈ 贴壁

后加入含 ＴＧＦ⁃β１ 的细胞培养基， 分别考察不同质

量浓度 （０、 １０、 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ） ＴＧＦ⁃β１、 干预时间

（２４、 ４８ ｈ） 对 ＥｎｄＭＴ 模型的影响， 筛选最佳建立

条件。 实验分为对照组、 模型组 （１０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＧＦ⁃
β１）、 给药组 ［１０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＧＦ⁃β１ ＋莫诺苷 （２􀆰 ５、
５、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ］， 孵育 ４８ ｈ， ＤＰＢＳ 清洗 ２ 次，
收集 细 胞， 用 于 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实 验 或 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
实验。
２􀆰 ４　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＨＵＶＥＣ 存活率　 将 ＨＵＶＥＣ 密

度调整至 １×１０５ ／ ｍＬ， 接种于 ９６ 孔板中， 每孔 １００
μＬ， 每个浓度设 ４ 个复孔， 培养２４ ｈ， 分别用不同

浓度莫诺苷 （０、 １、 ５、 １０、 ２０、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 或

ＴＧＦ⁃β１ （ ０、 ５、 １０、 ２０、 ３０ ｎｇ ／ ｍＬ ） 干 预 ２４、
４８ ｈ， 将培养基更换为含 １０％ ＣＣＫ⁃８ 试剂的细胞

培养基， 置于培养箱中孵育２ ｈ， 取出培养板， 在

４５０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 筛选合适的细胞干预

浓度。
２􀆰 ５ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法 检 测 相 关 ｍＲＮＡ 表 达 　 将

ＨＵＶＥＣ 密度调整至 ２􀆰 ５×１０５ ／ ｍＬ， 接种于 １２ 孔板

中， 每孔 １ ｍＬ， 按 “２􀆰 ３” 项下方法分组并给药

４８ ｈ 后吸弃培养基， 每孔加入 ０􀆰 ５ ｍＬ 预冷 ＰＢＳ，
清洗 ２ 次， 再加入 ０􀆰 ５ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ 试剂充分裂解， 将

液体转移至 ＥＰ 管中， 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取细胞总

ＲＮＡ， 检测其浓度和纯度， 以 １ ０００ ｎｇ ＲＮＡ 为模

板， 逆转录为 ｃＤＮＡ， 反应条件为 ３７ ℃ １５ ｍｉｎ，
８５ ℃ ５ ｓ， ４ ℃ ５ ｍｉｎ， 进行 ＰＣＲ 扩增， 反应体系

１０ μＬ， 包括 ｃＤＮＡ １ μＬ， ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ Ｍｉｘ ５ μＬ，
正向、 反向引物各 ０􀆰 ４ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ３􀆰 ２ μＬ， 反应

条件为 ９５ ℃ ６０ ｓ， ９５ ℃ １５ ｓ， ６０ ℃ ６０ ｓ， ４５ 个

循环， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算 ｍＲＮＡ
相对表达量。 引物由生工生物工程 （上海） 股份

有限公司合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 序列

ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＣＡＣＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＴＴＧＡＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧ⁃３′

Ｓｎａｉｌ１ 正向 ５′⁃ＴＣＧＧＡＡＧＣＣＴＡＡＣＴＡＣＡＧＣＧＡ⁃３′
反向 ５′⁃ＡＧＡＴＧＡＧＣＡＴＴＧＧＣＡＧＣＧＡＧ⁃３′

Ｓｌｕｇ 正向 ５′⁃ＣＧＡＡＣＴＧＧＡＣＡＣＡＣＡＴＡＣＡＧＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＴＧＡＧＧＡＴＣＴＣＴＧＧＴＴＧＴＧＧＴ⁃３′

２􀆰 ６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 相 关 蛋 白 表 达 　 将

ＨＵＶＥＣ 密度调整至 ２􀆰 ５ × １０５ ／ ｍＬ， 接种于 ６ 孔板

中， 每孔 ２ ｍＬ， 按 “２􀆰 ３” 项下方法分组并给药

４８ ｈ 后吸弃培养基， 每孔加入 １ ｍＬ 预冷 ＰＢＳ 清洗

２ 次， 再加入 ５０ μＬ 裂解液 （ ＲＩＰＡ 强裂解液、
ＰＭＳＦ、 磷酸酶抑制剂比例为 １００ ∶ １ ∶ ２）， 充分裂

解后转移至 ＥＰ 管中， ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５
ｍｉｎ， 取上清液， 测定蛋白浓度， 将其归一化后加

入５×Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ， ９５ ℃ 加热 ８ ｍｉｎ 变性， 制备

８％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 胶， 每孔上样 ２０ μｇ 蛋白， 电泳，
转膜， 封闭， 加入稀释一抗 ＣＤ３１ （１ ∶ ４０ ０００）、
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ （１ ∶ ８ ０００）、 Ｓｍａｄ２ （１ ∶ １ ０００）、 ｐ⁃
Ｓｍａｄ２ （１ ∶ １ ０００）、 Ｓｍａｄ３ （１ ∶ １ ０００）、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３
（１ ∶ １ ０００）， ４ ℃孵育过夜， ＴＢＳＴ 清洗 ＰＶＤＦ 膜，
孵育相应二抗 （１ ∶ １ ０００） １ ｈ， 洗膜， 配制 ＥＣＬ
发光液， 对 ＰＶＤＦ 膜进行化学发光显影， 清洗， 孵

育内参 ＧＡＰＤＨ （１ ∶ １０ ０００） １ ｈ， 洗膜， 孵育二

抗 １ ｈ， 显影并采集图像， 采用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析条

带灰度值， 计算目的蛋白相对表达量。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理，
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数据以 （ ｘ± ｓ） 表示， 符合正态分布和方差齐性

时， 组间比较采用单因素方差分析； 不符合正态分

布或方差不齐时， 组间比较采用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ Ｈ
分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 不同浓度莫诺苷对 ＨＵＶＥＣ 存活率的影响　 ０、
１、 ５、 １０、 ２０、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 莫诺苷干预 ＨＵＶＥＣ ２４、
４８ ｈ 后， 均对细胞存活率均无明显影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５），
见图 １。

图 １　 不同浓度莫诺苷对 ＨＵＶＥＣ 存活率的影响 （ｘ±ｓ，
ｎ＝４）

３􀆰 ２　 不同质量浓度 ＴＧＦ⁃β１ 对 ＨＵＶＥＣ 存活率的影

响 　 ５、 １０、 ２０、 ３０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＧＦ⁃β１ 干预 ＨＵＶＥＣ
２４ ｈ后， 对细胞存活率无明显影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 干

预 ４８ ｈ 后， ３０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＧＦ⁃β１ 能降低 ＨＵＶＥＣ 存活

率 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 而 ５、 １０、 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ 无明显影响

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ２。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 不同质量浓度 ＴＧＦ⁃β１ 对 ＨＵＶＥＣ 存活率的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝４）

３􀆰 ３　 ＴＧＦ⁃β１ 诱导 ＨＵＶＥＣ ＥｎｄＭＴ 模型建立 　 １０、
２０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＧＦ⁃β１ 分别干预 ＨＵＶＥＣ ２４、 ４８ ｈ 后，
细胞 Ｓｎａｉｌ１、 Ｓｌｕｇ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ３。 结合文献 ［１２⁃１４］ 报道， 本实验

选择 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＧＦ⁃β１ 干预 ＨＵＶＥＣ ４８ ｈ 作为模型

诱导条件。
３􀆰 ４　 莫诺苷对 ＴＧＦ⁃β１ 诱导 ＨＵＶＥＣ Ｓｎａｉｌ１、 Ｓｌｕｇ
ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与对照组比较， 模型组细胞

Ｓｎａｉｌ１、 Ｓｌｕｇ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 莫诺苷 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组细胞 Ｓｎａｉｌ１ ｍＲＮＡ 表

达降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 莫诺苷 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组细胞

Ｓｎａｉｌ１、 Ｓｌｕｇ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ４。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 不同干预时间、 质量浓度 ＴＧＦ⁃β１ 对 ＨＵＶＥＣ Ｓｎａｉｌ１、
Ｓｌｕｇ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： Ａ 为对照组， Ｂ 为模型组， Ｃ ～ Ｅ 分别为莫诺苷 ２􀆰 ５、 ５、 １０

μｍｏｌ ／ Ｌ 组。 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 各组 ＨＵＶＥＣ Ｓｎａｉｌ１、 Ｓｌｕｇ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ，
ｎ＝３）

３􀆰 ５　 莫诺苷对 ＴＧＦ⁃β１ 诱导ＨＵＶＥＣ ＣＤ３１、 Ｆｉｂｒｏｎｅｔｉｃ
蛋白表达的影响　 与对照组比较， 模型组细胞 ＣＤ３１
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｆｉｂｒｏｎｅｔｉｃ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 莫诺苷 ５、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
组细胞 Ｆｉｂｒｏｎｅｔｉｃ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＣＤ３１
蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ５。

注： Ａ 为对照组， Ｂ 为模型组， Ｃ ～ Ｅ 分别为莫诺苷 ２􀆰 ５、 ５、 １０

μｍｏｌ ／ Ｌ 组。 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 各组ＨＵＶＥＣ ＣＤ３１、 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白表达比较 （ｘ±ｓ，
ｎ＝３）

３􀆰 ６　 莫诺苷对 ＴＧＦ⁃β１ 诱导 ＨＵＶＥＣ ｐ⁃Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃
Ｓｍａｄ３ 蛋白表达的影响　 与对照组比较， 模型组细

胞 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ ／ Ｓｍａｄ３ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 莫诺苷 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组

细胞 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ ／ Ｓｍａｄ３ 蛋白表达降
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低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 莫诺苷 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组细胞 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ ／ Ｓｍａｄ３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ６。

注： Ａ 为对照组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 分别为莫诺苷 ２􀆰 ５、 ５、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组。 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ
＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组 ＨＵＶＥＣ 对 Ｓｍａｄ２ ／ ３ 及其磷酸化蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

心肌纤维化是引起心室重构的关键原因， 广泛

存在于多种心血管疾病中， 如心力衰竭、 心肌病、
高血压性心脏病等［１］。 尽管一些药物 ［如血管紧

张素受体⁃脑啡肽酶抑制剂 （ＡＲＮＩ）、 钠⁃葡萄糖共

运输蛋白 ２ 抑制剂 （ ＳＧＬＴ⁃２ｉ）、 螺内酯等］ 已在

心肌纤维化、 心室重塑的治疗中得到应用， 但目前

临床上针对心肌纤维化的特异性治疗手段缺乏。 内

皮细胞是血管内壁的基本组成部分， 也是心脏非心

肌细胞中占比最多的细胞类型［１５］， 其中 ＥｎｄＭＴ 是

内皮细胞损伤的重要机制之一， 参与心肌纤维化的

起始和发展， 故探究能抑制其过度激活来减缓心肌

纤维化的活性成分［１２⁃１４，１６］、 中药复方［１７⁃１８］ 等正成

为近年来重点研究方向之一。
目前， ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 信号通路、 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号

通路、 Ｎｏｔｃｈ 信号通路、 Ｗｎｔ 信号通路、 Ｈｙｐｏｘｉａ 信

号通路等具有激活 ＥｎｄＭＴ 的作用， 其中 ＴＧＦ⁃β１ ／
Ｓｍａｄ２ ／ ３ 信号通路是最经典的通路之一［１９］， ＴＧＦ⁃
β１ 可结合并激活内皮细胞表面 ＴＧＦ⁃β１ 受体， 通

过磷酸化下游主要效应分子细胞质介体 Ｓｍａｄ２ 和

Ｓｍａｄ３， 从而促进 Ｓｎａｉｌ１、 Ｓｌｕｇ 转录， 并且它是

ＥｎｄＭＴ 的关键诱导因子， 后者维持和进展与前者

作用浓度、 作用时间、 细胞培养条件等因素相关。
本研究以 Ｓｎａｉｌ１、 Ｓｌｕｇ ｍＲＮＡ 表达为指标， 考察了

不同 ＴＧＦ⁃β１ 质量浓度及作用时间对 ＥｎｄＭＴ 模型建

立的影响， 发现 １０、 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＧＦ⁃β１ 均能引起

ＨＵＶＥＣ 细胞 Ｓｎａｉｌ１、 Ｓｌｕｇ ｍＲＮＡ 表达升高， 同时

延长 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＧＦ⁃β１ 干预时间有升高 Ｓｌｕｇ ｍＲＮＡ
表达的趋势， 而延长 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＧＦ⁃β１ 干预时间有

降低 Ｓｎａｉｌ１、 Ｓｌｕｇ ｍＲＮＡ 表达的趋势， 结合相关报

道， 最终确定采用 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＧＦ⁃β１ 干预 ４８ ｈ 作

为造模条件。
莫诺苷是山茱萸中的环烯醚萜类成分， 具有抗

炎、 降糖、 保护心肾等药理作用［８］， 近年来它对

心脏保护作用的药理机制被逐步揭开［９⁃１１，２０⁃２１］。 课

题组前期研究显示， 莫诺苷是鹿角方主要入血成分

之一， 也是后者抑制 ＥｎｄＭＴ、 发挥抗心肌纤维化

作用的药效物质［２２］， 但它对 ＥｎｄＭＴ 的干预机制尚

未涉及。 本研究发现， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 莫诺苷能降低

ＥｎｄＭＴ 转 录 因 子 Ｓｎａｉｌ１、 Ｓｌｕｇ ｍＲＮＡ 表 达 及

Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 蛋白表达， 抑制 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３ 蛋白磷

酸化水平， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 莫诺苷对 ＥｎｄＭＴ 的调控作

用较 ５、 ２􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 下更强， 但不同浓度莫诺苷对

ＣＤ３１ 蛋白表达仅有上调趋势， 提示该成分对
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ＥｎｄＭＴ 过程的调控作用主要表现为间质细胞表型

的抑制。
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