
 

中国现代应用药学 2022 年 10 月第 39 卷第 19 期                           Chin J Mod Appl Pharm, 2022 October, Vol.39 No.19   ·2437· 

蛇床子素通过抑制小鼠心肌成纤维细胞 TGF-β1/Smad 信号通路降低

胶原表达的研究 
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摘要：目的  研究蛇床子素降低真核载体 pcDNA3.1(+)-TGF-β1 转染的小鼠心肌成纤维细胞(cardiac fibroblasts，CFs)胶原

的表达是否与抑制 TGF-β1/Smad 信号通路相关。方法  用真核表达载体 pcDNA3.1(+)-TGF-β1 转染小鼠 CFs，然后在

TGF-β1 受体抑制剂 SB431542 预处理或不预处理的情况下，用不同浓度的蛇床子素处理 CFs 24 h。ELISA 检测上清 TGF-β1
水平，Western blotting 检测细胞内 α-SMA、collagen Ⅰ、collagen Ⅲ、Smad2/3、p-Smad2/3、Smad4 和 Smad7 的蛋白表达。

结果  真核表达载体 pcDNA3.1(+)-TGF-β1 转染 CFs 后，TGF-β1 释放量增加，提示建立了 TGF-β1 过表达的细胞模型。

TGF-β1 过表达的 CFs 经蛇床子素(5~20 μmol·L−1)处理 24 h 后，TGF-β1、α-SMA、collagen Ⅰ、collagen Ⅲ、p-Smad2/3 和

Smad4 蛋白表达降低，Smad7 蛋白表达上升。TGF-β1 受体抑制剂 SB431542 预处理 2 h 后，蛇床子素对 α-SMA、collagen 
Ⅰ、collagen Ⅲ、Smad2/3、p-Smad2/3 和 Smad4 蛋白表达的抑制作用进一步增强。结论  蛇床子素可以通过直接抑制 TGF-β1
的产生和 Smad 通路下调 α-SMA 和胶原蛋白的表达，这可能是其抗纤维化的机制之一。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore whether the reduction of collagen expression in mouse cardiac fibroblasts(CFs) 
transfected with eukaryotic vector pcDNA3.1(+)-TGF-β1 directly associated with inhibition of TGF-β1/Smad signaling pathway. 
METHODS  The mouse CFs were transfected with eukaryotic vector pcDNA3.1(+)-TGF-β1, and the TGF-β1-transfected CFs 
were then treated with different concentrations of osthole for 24 h in the presence or absence of pretreatment with TGF-β1 receptor Ⅰ 
inhibitor SB431542. The supernatant TGF-β1 level was determined by ELISA method, and the intracellular α-SMA, collagen Ⅰ, 
collagen Ⅲ, Smad2/3, p-Smad2/3 and Smad4 and Smad7 protein expressions were determined by Western blotting. RESULTS  
After transfection of CFs with eukaryotic vector pcDNA3.1(+)-TGF-β1, the release of TGF-β1 was increased, indicating that the cell 
model of TGF-β1-overexpression was established. Following treatment of TGF-β1-overexpressed CFs with osthole 5−20 μmol·L−1 
for 24 h, the TGF-β1, α-SMA, collagen Ⅰ, collagen Ⅲ, p-Smad2/3 and Smad4 protein expressions were decreased, while Smad7 
protein expressions were increased. After pretreatment with TGF-β1 receptor Ⅰ inhibitor SB431542 for 2 h, the inhibitory effects of 
osthole on α-SMA, collagen Ⅰ, collagen Ⅲ, Smad2/3, p-Smad2/3 and Smad4 protein expressions were further enhanced. 
CONCLUSION  Osthole can downregulate the expressions of α-SMA and collagen proteins by directly inhibiting TGF-β1 
production and the Smad pathway, which might be one of its anti-fibrotic mechanisms. 
KEYWORDS: osthole; TGF-β1/Smad pathway; α-smooth muscle actin(α-SMA); collagen Ⅰ; collagen Ⅲ 
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心肌纤维化是指在病理状态下心肌间质心肌

成纤维细胞(cardiac fibroblasts，CFs)增殖，细胞外

基质沉积异常增加，导致心室顺应性下降，从而

影响心脏的正常舒张和收缩功能[1]。CFs 是正常心
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脏生理和心血管疾病的中心角色，其主要功能是

产生富含胶原的细胞外基质(extracellular matrix，

ECM)[2] 。 转 化 生 长 因 子 -β(transforming growth 
factor-beta，TGF-β)是主要的促纤维化细胞因子之

一，可诱导 CFs 的增殖和转化，导致 α-平滑肌肌

动蛋白(α-smooth muscle actin，α-SMA)表达和胶原

生成[3-5]。有研究者认为 TGF-β 产生的增加是器质

性纤维化的共同特征，可能作为治疗靶点 [6]。

TGF-β 有 3 种亚型，包括 TGF-β1、TGF-β2 和

TGF-β3，TGF-β1 在内皮、造血和结缔组织细胞中

表达，TGF-β2 在上皮细胞和神经元细胞中表达，

而 TGF-β3 主要在间充质细胞中表达[5,7-8]。TGF-β1
长期以来被认为是最重要的促纤维化细胞因子，

通过激活 Smad2/3 信号通路刺激 CFs，诱导胶原生

成和纤维化形成[9]。TGF-β1 通过结合 TGF-βI 型和

Ⅱ型受体(TβRI 和 TβRII)激活包括 Smad2、Smad3
和 Smad4 在内的下游介质发挥其生物学效应，而

受 Smad7 表达的负调控[10-12]。TGF-β1/Smad 信号

通路的激活可通过刺激胶原合成同时抑制 ECM 降

解来促进纤维化[12]。 
蛇床子素是一种香豆素衍生物，从蛇床子果实

中提取。它具有多种生物学功能，如降血压[6,13]、

降血糖 [14-15]、降脂 [15-16]和抗骨质疏松 [17]。随着

蛇床子素多种生物活性的报道，蛇床子素及其衍

生物新的药理作用越来越受到重视[18]。前期研究

首次发现蛇床子素可以预防异丙肾上腺素诱导

的小鼠心肌纤维化，其机制可能与降低 TGF-β1
表达有关[19]。本研究进一步探究了蛇床子素的抗

纤维化作用是否与抑制 TGF-β1 过表达 CFs 中

TGF-β1 的产生和 Smad 信号通路有关。 
1  材料与方法 
1.1  细胞、试剂与仪器 

蛇床子素(西安绿泉生物技术有限公司，批号：

061227；纯度：98%)。小鼠 CFs 购自苏州艾瑞德

生物科技有限公司；0.25%胰蛋白酶(博奥森，货号：

c7044)；lipofectamine 2000 转染试剂(Invitrogen 公

司，批号：11668019)；真核表达载体 pcDNA3.1(+)- 
TGF-β1 由苏州大学毛新良教授课题组提供，由本

实验室保存。TGF-β1 受体特异性选择性抑制剂

SB431542(美国 Selleckchem 公司，货号：s1067)；
小鼠 TGF-β1 ELISA 测定试剂盒(上海西唐生物科

技有限公司，批号：F1159)；Smad4(货号：ab40759)、
collagen Ⅰ(货号：ab260043)、collagen Ⅲ(货号：

ab7778)一抗购自 Abcam 公司；α-SMA(货号：

19245)、Smad2/3(货号：8685)、p-Smad2/3(货号：

8828) 和 β-actin( 货 号 ： 4970) 一 抗 均 购 自 Cell 
Signaling Technology 公司；Smad7 一抗(EPitomics
公司，货号：3894-1)；抗兔荧光二抗(LI-COR 公

司，货号：925-68071)。 
M1000 Pro 全波长酶标仪(瑞士 Tecan 公司)；

B CM-1000A 型生物超净工作台(苏州安泰空气技

术有限公司)；Fresco21 型高速冷冻离心机(美国

Thermo 公司)；BB15 型 CO2 培养箱(美国 Thermo 
Electron CO 公司)；奥德赛红外成像系统(美国

LI-COR 公司)；JY96-1 I 型超声细胞破碎仪(宁波

科生仪器厂)。 
1.2  细胞培养和转染 

小鼠 CFs 在含 10%胎牛血清(Gibco 公司，货

号：10099-141)；100 U·mL−1 青霉素和 100 U·mL−1

链霉素的 DMEM/F12 培养基(Hyclone 公司，货号：

SH30023.01B)，37 ℃，5%CO2 的培养箱中培养。

转染前，将 CFs 置于无血清培养基中培养。然后

将质粒 (5 μg)预稀释在含 lipofectamine 2000 的

1 mL 无血清 DMEM/F12 溶液中。转染 4 h 后，细

胞在含 10%胎牛血清的新鲜培养基中再孵育 20 h。

收集上清，按照试剂盒说明书，采用 ELISA 法在

全波长酶标仪，测定上清 TGF-β1 水平。 
1.3  蛇床子素对转染后CFs 中α-SMA、collagen Ⅰ、

collagen Ⅲ和 p-Smad2/3 蛋白表达的影响 
准确称取 0.195 4 g 蛇床子素，用 20 mL 的

DMSO 溶解，终浓度为 40 mmol·L−1，0.22 μm 针

头滤器过滤除菌后，分装 1.5 mL 的 EP 管中，

–80 ℃保存，临用时稀释成所需浓度。培养的 CFs
分为 6 组：对照组、模型组[pcDNA3.1(+)-TGF-β1
转染建模]、溶媒组[转染后加 1‰ DMSO 孵育]和
蛇床子素 5，10，20 μmol·L−1 组[转染后加相应浓

度 蛇 床 子 素 孵 育 ] 。 除 对 照 组 外 ， 其 余 各 组

pcDNA3.1(+)-TGF-β1 转染 24 h 建模；随后，除

对照组和模型组外，其余各组加入相应浓度的蛇

床子素或 1‰ DMSO 孵育 24 h。Western blotting
分别检测 α-SMA、collagen Ⅰ、collagen Ⅲ和

p-Smad2/3 蛋白的表达。 
1.4  TGF-β1 受体抑制剂对转染后 CFs 中 α-SMA、

collagen Ⅰ、collagen Ⅲ、Smad2/3、p-Smad2/3、

Smad4 和 Smad7 蛋白表达的影响 
培养的 CFs 被分为 6 组：对照组、模型组

[pcDNA3.1(+)-TGF-β1 转染建模]、溶媒组[转染后

加 1‰ DMSO 孵育]、蛇床子素组[转染后加蛇床
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子素 20 μmol·L−1 孵育]、抑制剂组[转染后，用

TGF-β1 受体抑制剂 SB431542 10 μmol·L−1 处理细胞

2 h][20]、蛇床子素+抑制剂组[转染后，SB431542 
10 μmol·L−1 处 理 细 胞 2 h ， 再 加 蛇 床 子 素

20 μmol·L−1 孵 育 ] 。 除 对 照 组 外 ， 其 余 各 组

pcDNA3.1(+)-TGF-β1 转染 24 h 建模；加抑制剂

的组别用 SB431542 10 μmol·L−1 处理细胞 2 h；再

加入蛇床子素或 DMSO 孵育 24 h。Western blotting
分 别 检 测 α-SMA 、 collagen Ⅰ 、 collagen Ⅲ 、

Smad2/3、p-Smad2/3、Smad4、Smad7 蛋白的表达。 
1.5  Western blotting 检测蛋白表达   

将蛋白样品上载于 10% SDS-PAGE 上，恒压

下进行电泳，然后转移到 PVDF 膜上。用 5%脱脂

牛奶封闭 PVDF 膜 90 min，然后分别与 α-SMA、

collagen Ⅰ、collagen Ⅲ、Smad2/3、p-Smad2/3、

Smad4、Smad7 和 β-actin 一抗 4 ℃孵育过夜。随

后，在室温下用荧光二抗孵育膜 1 h。每个目标蛋

白的相对比值用 β-actin 进行测定，并使用 Odyssey
红外成像系统和 Image J 3.0 软件进行分析。 
1.6  统计学分析 

数据以至少 3 个独立试验的 sx ± 表示。组间

比较采用单因素方差分析和事后最小显著性差异

检验，P<0.05 表示组间存在显著性差异。采用

Graph Pad Prism 5 软件作图，SPSS 25.0 软件进行

数据分析统计。 
2  结果 
2.1  pcDNA3.1(+)-TGF-β1 转染 CFs 对 TGF- β1 蛋

白的表达和释放的影响 
ELISA 结果显示，真核表达载体 pcDNA3.1 

(+)-TGF-β1 转染 CFs 24 h 后，模型组和溶媒组细

胞培养上清中 TGF-β1 水平较对照组明显升高

(P<0.01)，10 和 20 μmol·L−1 蛇床子素处理后细胞

上清中 TGF-β1 的水平显著降低(P<0.05)，结果见

图 1。 
 

 
 

图 1  蛇床子素对转染后 CFs 上清 TGF-β1 含量及细胞内 α-SMA、collagen Ⅰ和 collagen Ⅲ蛋白表达的影响( x s± ，n=3) 
与对照组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.05，3)P<0.01。 
Fig. 1  Effect of osthole on the expression of TGF-β1 and intracellular α-SMA, collagen Ⅰ and collagen Ⅲ proteins in CFs 
supernatant after transfection( x s± , n=3) 
Compared with the control group, 1)P<0.01; compared with the model group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 
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2.2  蛇床子素可降低转染后 CFs 上清 TGF-β1 含

量及细胞内 α-SMA、collagen Ⅰ、collagen Ⅲ和

p-Smad2/3 蛋白的表达 
模型组和溶媒组细胞内 α-SMA 及胶原蛋白

collagen Ⅰ 和 collagen Ⅲ 表 达 均 高 于 对 照 组

(P<0.01)。5~20 μmol·L−1 蛇床子素处理 24 h 后，

这些指标随蛇床子素浓度的增加而逐渐降低，特

别是 10，20 μmol·L−1 蛇床子素组差异有统计学意

义(P<0.01)，结果见图 1。此外，p-Smad2/3 蛋白

在 转 染 后 的 CFs 中 表 达 量 呈 剂 量 依 赖 性 降 低

(P<0.01)，结果见图 2。 
 

 
 

图 2  蛇床子素对转染后 CFs 细胞内 p-Smad2/3 蛋白表达

的影响( x s± ，n=3) 
与对照组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.01。 
Fig. 2  Effect of osthole on p-Smad2/3 protein expression in 
transfected CFs cells( x s± , n=3) 
Compared with the control group, 1)P<0.01; compared with the model 
group, 2)P<0.01. 

2.3  TGF-β1 受体抑制剂 SB431542 增强了蛇床子

素对转染 CFs 后 α-SMA、collagen Ⅰ和 collagen Ⅲ

蛋白表达的抑制作用 
转染 CFs 后细胞内 α-SMA、collagen Ⅰ及

collagen Ⅲ 蛋 白 的 表 达 较 对 照 组 显 著 升 高 (P< 
0.01)。在蛇床子素处理后，观察到 α-SMA、collagen 
Ⅰ及 collagen Ⅲ蛋白的表达下降(P<0.05 或 P<0.01)。
经抑制剂 SB431542 单独处理后，与模型组相比，

α-SMA、collagen Ⅰ及 collagen Ⅲ蛋白表达无明显

差异。转染后的 CFs 经抑制剂 SB431542 预处理 2 h，

再经蛇床子素处理后，这些蛋白的表达进一步降低

(P< 0.01)，结果见图 3。 
2.4  TGF-β1 受体抑制剂 SB431542 增强了蛇床子

素对转染后 CFs 中 Smad2/3、p-Smad2/3、Smad4
和 Smad7 蛋白表达的影响 

转染 CFs 后，细胞内 Smad2/3、p-Smad2/3 和

Smad4 蛋白表达较对照组升高(P<0.01)，而细胞内

Smad7 蛋白表达降低(P<0.01)。经蛇床子素处理

后，观察到 Smad2/3、p-Smad2/3 和 Smad4 蛋白表

达量下降(P<0.05 或 P<0.01)，Smad7 蛋白表达量增

加(P<0.01)。单独使用抑制剂 SB431542 处理后，

与模型组相比 Smad2/3 和 p-Smad2/3 的蛋白表达量

降低(P<0.01)，而 Smad4 和 Smad7 的蛋白量无明显

变化。转染的 CFs 经 SB431542 预处理 2 h，再经蛇

床子素处理后 Smad2/3、p-Smad2/3 和 Smad4 蛋白

表达量进一步下降(P<0.05 或 0.01)。而经 SB431542
预处理后，与模型组相比 Smad7 蛋白的表达没有受

到影响。结果见图 4。 
 

 
 

图 3  TGF-β1 受体抑制剂 SB431542 对转染后 CFs 细胞内 α-SMA、collagen Ⅰ和 collagen Ⅲ蛋白表达的影响( x s± ，n=3) 
与对照组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.05，3)P<0.01；与蛇床子素组相比，4)P<0.01；与抑制剂组相比，5)P<0.05，6)P<0.01。 
Fig. 3  Effects of TGF-β1 receptor inhibitor SB431542 on α-SMA, collagen Ⅰ and collagen Ⅲ protein expression in transfected 
CFs cells( x s± , n=3) 
Compared with control group, 1)P<0.01; compared with model group, 2)P<0.05, 3)P<0.01; compared with osthole group, 4)P<0.01; compared with inhibitor 
group, 5)P<0.05, 6)P<0.01. 
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图 4  TGF-β1 受体抑制剂 SB431542 对转染后 CFs 细胞内 Smad2/3、p-Smad2/3、Smad4 和 Smad7 蛋白表达的影响( x s± ，
n=3) 
与对照组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.05，3)P<0.01；与蛇床子素组相比，4)P<0.05，5)P<0.01；与抑制剂组相比，6)P<0.01。 
Fig. 4  Effects of TGF-β1 receptor inhibitor SB431542 on the expression of Smad2/3, p-Smad2/3, Smad4, and Smad7 proteins 
in transfected CFs cells( x s± , n=3) 
Compared with control group, 1)P<0.01; compared with model group, 2)P<0.05, 3)P<0.01; compared with osthole group, 4)P<0.05, 5)P<0.01; compared 
with inhibitor group, 6)P<0.01. 
 

3  讨论 
心肌纤维化的主要特征是 ECM 过度沉积和

胶原蛋白水平增加。ECM 过度沉积可加速合成

α-SMA[4,21]，表明成纤维细胞分化成肌成纤维细

胞[22]。TGF-β1 是促纤维化因子之一，在心肌纤维

化过程中起重要作用，可诱导 CFs 分化，刺激胶

原合成[23]。先前的研究表明，蛇床子素对器官纤

维化(包括肾纤维化、肝纤维化、肺纤维化以及心

肌纤维化)具有保护作用，这些研究主要与 TGF-β
的调控有关[19,24-26]。 

本实验结果显示，转染 pcDNA3.1(+)-TGF-β1
后，上清中 TGF-β1 含量增加，说明 TGF-β1 过表

达的细胞模型建立成功。重要的是，研究发现经

蛇床子素处理后，转染的 CFs 中 TGF-β1 的表达

和释放显著降低。TGF-β1 过表达的 CFs 可明显提

高 α-SMA、collagen Ⅰ和 collagen Ⅲ的表达水平，

提示 CFs 向肌成纤维细胞分化。与先前的研究结

果一致[27]，蛇床子素可降低由 TGF-β1 过表达引起

的相关纤维化指标，发现经蛇床子处理后，转染

的 CFs 中 α-SMA、collagen Ⅰ和 collagen Ⅲ的表

达水平显著降低，提示蛇床子素可能具有抗纤维

化作用。 
作为 TGF-β1 的关键下游调控因子，Smad 信号

通路被认为是进展性组织纤维化的主要途径[28]。大

量研究表明，TGF-β1/Smad 通路的失调可能是组

织纤维化不可或缺的机制，而 Smad3 和 Smad4 促

进了 TGF-β1 介导的组织纤维化[29]。TGF-β1 首先

与细胞膜上的跨膜受体 TβR 结合，然后触发 TβRI
和 TβRII 相互作用，导致 Smad2、Smad3 磷酸化，

这一步在激活 Smad 信号通路中起重要作用，这 2



 

·2442·      Chin J Mod Appl Pharm, 2022 October, Vol.39 No.19                          中国现代应用药学 2022 年 10 月第 39 卷第 19 期 

种蛋白质进一步与 Smad4 结合[30]。Smad7 是一种

胞内抑制剂，通过与 Smad2 和 Smad3 竞争结合激

活 TβR，负调控 TGF-β1/Smad 信号通路[31]。本实

验结果表明，蛇床子素作用后 TGF-β1 的产生和

p-Smad2/3 蛋白表达降低。因此，推测蛇床子素抗

纤维化作用的潜在机制可能与抑制 TGF-β1 的产

生和 Smad 信号通路有关。 
本 研 究 使 用 特 异 性 TGF-β1 受 体 抑 制 剂

SB431542，为了进一步确认蛇床子素抗纤维化机

制是否与 TGF-β1 介导的 Smad 信号通路有关。结

果显示，TGF-β1 转染后，Smad2/3、p-Smad2/3、

Smad4 蛋白表达增加，Smad7 蛋白表达减少。蛇

床子素可逆转这些蛋白的表达，提示蛇床子素可

能通过抑制 Smad 信号通路来发挥其抗纤维化的

作用。先前的研究报道，经 10 μmol·L−1 TGF-β1
受体抑制剂 SB431542 单独处理后，α-SMA、

collagen Ⅰ、Smad4、Smad2/3 和 p-Smad2/3 的蛋

白 表 达 量 无 明 显 变 化 [32-33] 。 在 本 研 究 中 ， 经

SB431542 单独处理后，α-SMA、collagen Ⅰ、

collagen Ⅲ、Smad4 和 Smad7 的蛋白表达量无显

著性变化，而 Smad2/3 和 p-Smad2/3 的蛋白表达显

著 降 低 ， 可 能 是 由 于 单 独 使 用 10 μmol·L−1 
SB431542 处理未达到使这些指标都产生显著变化

的剂量。而经 SB431542 预处理后，蛇床子素减少

Smad2/3、p-Smad2/3 和 Smad4 蛋白表达的作用进

一步增强，提示 TGF-β1 受体抑制剂可能协同增强

了蛇床子素对 Smad 信号通路的抑制作用，进一步

证实了蛇床子素抗纤维化机制可能与 TGF-β1 介

导的 Smad 信号通路有关。但 TGF-β1 受体抑制剂

预处理后 Smad7 蛋白表达未见进一步增加，可能

是由于蛇床子素诱导 Smad7 蛋白表达增加到对照

水平。 
综上所述，蛇床子可通过抑制 TGF-β1/Smad

信号通路降低 α-SMA、collagen Ⅰ和 collagen Ⅲ

蛋白的表达，这为了解蛇床子素抗纤维化的分子

机制提供了更详细的信息，也为心肌纤维化的预

防和治疗提供了新的思路。 
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