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RhoA 是细胞内重要的信号分子，其表达受多

种因子调节。研究报道，肿瘤细胞缺失哺乳动物

雷帕霉素靶(mammalian target of rapamycin，mTOR)

或 AKT/mTOR 被抑制，其表达 RhoA 减少[6-7]；激

活 ERK 信号通路促使细胞表达 RhoA[9]；而迷迭香

酸可以通过抑制 COX-2/PGE2/ERK 发挥抑制肿瘤

细胞转移的作用[10]。迷迭香酸如何减少宫颈癌细

胞表达 RhoA 进而抑制其转移能力的具体机制还

有待进一步的研究。 
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摘要：目的  探讨尾加压素Ⅱ(urotensin Ⅱ，UⅡ)对乳鼠心肌成纤维细胞(cardiac myofibroblasts，CFs)增殖及胶原合成的

影响。方法  体外培养 CFs 作为实验模型，不同浓度 UⅡ处理细胞后，通过 ELISA 法检测各组培养细胞上清中 TGF-β1

的含量变化，分别利用 CKK-8 细胞增殖法及 Western blot 分析 UⅡ受体拮抗剂(SB-611812)及 PKA 特异性阻断剂(KT5720)

对 UⅡ诱导的 CFs 增殖及胶原蛋白 col-Ⅰ、col-Ⅲ表达的影响。结果  UⅡ 1010，109，108 mol·L1 处理细胞后，CFs

培养上清中 TGF-β1 的含量及各组 CFs 的吸光度值与对照组相比明显增加(P<0.05)，而在 107 mol·L1 UⅡ处理细胞后，

上述参数与对照组比较无显著差异。1 mol·L1 SB-611812+108 mol·L-1 UⅡ组和 1 mol·L1 KT5720+108 mol·L1 UⅡ组的

TGF-β1 的含量及 CFs 的吸光度值均显著高于对照组(P<0.05)，但显著低于 108 mol·L1 UⅡ组(P<0.05)，且两组 col-Ⅰ、

col-Ⅲ型胶原蛋白表达均低于 108 mol·L1 UⅡ组。结论  UⅡ上调 TGF-β1 水平促进了 CFs 的增殖，诱导细胞表达胶原蛋

白 col-Ⅰ、col-Ⅲ，这一过程可能涉及 cAMP-PKA 信号转导通路。 
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Intracellular Signaling Mechanism of the Proliferation and Collagen Synthesis of Cardiac 

Myofibroblasts Induced by UrotensinⅡ 
 
LIU Wenyuana, HAN Qinghuaa*, LIU Qinghuab, WANG Jinb, SUN Guizhia, LI Jianzhonga(Shanxi Medical 
University, a.Department of Nephrology, First Affiliated Hospital; b.Department of Physiology, Taiyuan 030001, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effects of urotensin Ⅱ(UⅡ) on the proliferation and collagen synthesis of 

cardiac myofibroblasts (CFs) of new-born SD rats. METHODS  CFs isolated from new-born SD rats were cultured as cell 
model in vitro. The level of TGF-β1 in CFs supernatant was detected by ELISA assay, and the proliferation and collagen 

synthesis of CFs treated with UⅡ, SB-611812 and KT5720 were respectively observed by CKK-8 assay and Western blot. 

RESULTS  After CFs treated by 1010, 109, 108 mol·L1 UⅡ, the level of TGF-β1 in CFs supernatant and the OD values were 

significantly higher than that in control group(P<0.05), but the indices in the 107 mol·L1 UⅡ group were not significantly 

different from those of control group. The level of TGF-β1 and the OD values in 1 mol·L1 SB-611812+108 mol·L1 UⅡgroup 

or 1 mol·L1 KT5720 + 108 mol·L1 UⅡ group increased significantly compared with control group(P<0.05), but decreased 

compared with the 108 mol·L1 UⅡ  group (P<0.05). The expression of col-Ⅰand col-Ⅲ  in 1 mol·L1 SB-611812 + 

108 mol·L1 UⅡ  group and 1 mol·L1 KT5720+108 mol·L1 UⅡ  group decreased significantly compared with the 

108 mol·L1 UⅡ group. CONCLUSION  UⅡcan stimulate the proliferation of CFs by up-regulating the level of TGF-β1 and 

induce expression of col-Ⅰand col-Ⅲ, the process maybe involve the cAMP-PKA pathway.  

KEY WORDS: urotensin Ⅱ; transforming growth factor beta 1; cardiac myofibroblasts; proliferation 

 

尾加压素Ⅱ(urotensin Ⅱ，UⅡ)是已被研究发

现的一种生长抑素样血管活性肽，具环形结构，

属于神经肽类，源自于硬骨鱼尾部下垂体[1]，是一

种高效的血管收缩剂，其效应是内皮素(ET-1)的

10 倍[2]，与血管紧张素Ⅱ具有协同效应[3]。UⅡ广

泛分布于中枢神经系统和心血管系统中，对于心

血管系统的调节有着重大作用。目前已有研究结

果显示 UⅡ可能通过增加胶原蛋白的合成来参与心

肌纤维化[4]，UT 的拮抗剂 SB-611812 可明显减轻

心肌重塑 [5] ， UⅡ可通过上调转化生长因子

β1(transforming growth factor beta，TGF-β1)来诱导

心肌成纤维细胞(cardiac myofibroblasts，CFs)胶原

蛋白的合成[6]。本研究通过建立原代乳鼠 CFs 培养

模型，进一步探讨 UⅡ诱导 CFs 增殖及胶原蛋白

合成的作用及与 cAMP-PKA 信号转导通路的关系。 

1  仪器与材料 

1.1  动物与细胞培养   

1~3 d 龄 Wistar 大鼠，♂，清洁级，使用许可

证号为 SYXK(晋)2006-0015，由山西医科大学实

验动物中心供应。无菌取出大鼠心室，剪碎后用

预冷 PBS 冲洗，用 0.7 g·L1 胰酶消化细胞，将所

有消化好的细胞悬液移入 2 个 50 mL 离心管中，

800 r·min1 离心 6 min，弃去上清，加入 5% DMEM

反复洗 2 遍，加入 5% DMEM 50 mL 过 200 目细

胞筛，800 r·min1 离心 7 min 后弃上清，采用差速

贴壁离心法分离纯化 CFs，将细胞悬液置于 37 ℃，

5% CO2 孵箱内培养 2 h，贴壁细胞为成纤维细胞。

经倒置显微镜和透射电镜确认，SABC 法免疫组化

染色，纤维黏连蛋白染色阳性、血管平滑肌肌动

蛋白Ⅷ因子和结蛋白染色阴性证实细胞为 CFs。

37 ℃ 5% CO2孵箱培养，实验采用第 2~4 代的细胞。 

1.2  药品及试剂   

UⅡ(英国 TOCRIS，规格：1 mg)；UⅡ受体拮

抗剂(英国 TOCRIS，批号：SB-611812)及 PKA 特

异性阻断剂(英国 TOCRIS，批号：KT5720)；DMEM 

(美国 Gibco)；胎牛血清(杭州四季青公司)；TGF-β1 

ELISA 检测试剂盒(上海开放科技有限公司，批号：

20131221)；细胞增殖(CKK-8)试剂盒(南京凯基生

物科技发展有限公司，批号：20140115)；Anti- 

CollagenⅠ及 Anti-Collagen Ⅲ(英国 ABCAM 公司)。 

1.3  仪器  

SpectraMax M5 酶标仪(美国 Molecular Devices)。

Tharmomixer Comfort 恒温混合仪(德国 Eppenderf

公司)；NW10VFE 超纯水系统(中国力新仪器有限

公司)；5702R 冷冻离心机(德国 Eppenderf 公司)。 

2  方法 

2.1  分组   

不同浓度的 UⅡ处理 CFs 后，观察细胞上清

中 TGF-β1 的含量变化及其对 CFs 增殖的影响：设

对照组和 1010，109，108，107 mol·L1 UⅡ组[7]。

观察 UⅡ受体拮抗剂(SB-611812)及 PKA特异性阻

断剂(KT5720)对 UⅡ诱导的各组 CFs 增殖及胶原

蛋白 col-Ⅰ、col-Ⅲ的影响：设对照组、108 mol·L1 

UⅡ组、1 mol·L1 SB-611812+ 108 mo l·L1 UⅡ组
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和 1 mol·L1 KT5720+108 mol·L1 UⅡ组[8-9]。每组

设定 6 个复孔，实验重复 3 次。 

2.2  CFs 培养上清液中 TGF-β1 含量的测定   

采用 ELISA 法检测，具体方法严格按照说明

书执行。将各组细胞经 0.25%胰酶消化后收集于离

心管中，3 000 r·min1 离心 10 min，取上清液备用。

从室温平衡 20 min 后的试剂盒中取出板条，设置

标准孔和样本孔，标准孔内加不同浓度的标准品

50 μL，样本孔加待测样本 10 μL，再加稀释液

40 μL，各孔加入辣根过氧化物酶(HRP)标记的检

测抗体 100 μL，封板后 37 ℃温浴 60 min，洗板

后，再向各孔加入底物 A、B 各 50 μL，37 ℃避

光孵育 15 min，之后加入终止液，15 min 内在

450 nm 波长处测定各孔 OD 值。 

2.3  CFs 增殖情况测定  

采用 CKK-8 细胞增殖方法观察各组 CFs 的增

殖情况，具体实验操作严格按照说明书执行。取

对数生长期的 CFs，用 0.25%胰蛋白酶消化，96

孔板每孔加入细胞 100 μL(约 104)，在 37 ℃、5% 

CO2 的孵箱中培养 24 h，细胞经不同试剂处理后，

置于 37 ℃、5%CO2 及 100%湿度培养箱中培养

48 h，向各孔中加入 10 μL 的细胞增殖检测试剂，

37 ℃下孵育 4 h，酶标仪在 450 nm 处测定 OD 值。 

2.4  col-Ⅰ、col-Ⅲ型胶原蛋白表达的测定  

通过 Western blot 检测各组细胞 col-Ⅰ、col-

Ⅲ型胶原蛋白表达情况。用 4 ℃预冷的 PBS 洗涤

成纤维细胞 3 次，按 6 孔板每孔加入 100 μL 的比

例加入裂解液，冰上裂解 30 min，裂解液移至

1.5 mL 离心管中，于 4 ℃下 12 000 r·min1 离心

15 min，取上清进行 SDS-PAGE 电泳，转膜后封

闭，TBST 漂洗 4 次后加入一抗：col-Ⅰ(1∶5 000)，

col-Ⅲ(1∶7 500)。鼠抗人 GAPDH 抗体(1∶1 000)

作为内参照。TBST 洗膜 4 次后，加入 HRP 标记

的山羊抗兔 IgG(1∶5 000)，室温孵育 2 h，TBST

洗膜 4 次，ECL 发光法检测蛋白表达量。 

2.5  统计学方法  

采用 SPSS 18 统计软件进行单因素方差分析，

组间比较应用 t 检验，P<0.05 为组间差异具有统

计学意义。 

3  结果 

3.1  不同浓度的UⅡ对CFs培养上清液中TGF-β1

含量的影响  

根据不同浓度 UⅡ作用 CFs 后对 TGF-β1 含量

的影响得出的数据，计算出 UⅡ的半数抑制浓度

EC50 为 1.25×108 mol·L1。各组 CFs 分别经 1010，

109，108 mol·L1 UⅡ处理后，培养上清液中

TGF-β1 含量均显著高于对照组 (P<0.05)，而

107 mol·L-1 的 UⅡ作用 CFs 后，与对照组相比，

上清液中 TGF-β1 含量变化无显著差异，结果显示

UⅡ作用 CFs 后可上调 TGF-β1 水平，结果见图 1。 

 
图 1  UⅡ对 CFs 的 TGF-β1 含量的影响(n=3, sx  ) 

与对照组比较，1)P<0.05。 

Fig. 1  Effect of UⅡ  on the level of TGF-β1 in CFs 

supernatant(n=3, sx  ) 
Compared with control group, 1)P<0.05.  

3.2  SB-611812 及 KT5720 对 UⅡ刺激下 CFs 培

养上清液中 TGF-β1 含量的影响  

各组作用 CFs 后，1 mol·L1 SB-611812+ 

108 mol·L1 U Ⅱ 组 和 1 mol·L1 KT5720+ 

108 mol·L1 UⅡ组细胞培养上清液中 TGF-β1 含量

均低于 108 mol·L1 UⅡ组(P<0.05)，而高于对照组

(P<0.05)，结果表明 SB-611812 及 KT5720 作用下，

均可降低 UⅡ上调 TGF-β1 的效应，结果见图 2。 

 
图 2  SB-611812 及 KT5720 对 UⅡ刺激下 CFs 中 TGF-β1 含量的影响

(n=3, sx  ) 

与对照组比较，1)P<0.05；与 108 mol·L1 UⅡ组比较，2)P<0.05。 

Fig. 2  Effect of SB-611812 and KT5720 on the level of TGF-β1 in CFs 

treated with UⅡ supernatant(n=3, sx  ) 

Compared with control group, 1)P<0.05; compared with 108 mol·L1 UⅡ 

group, 2)P<0.05. 
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3.3  不同浓度的 UⅡ对 CFs 增殖的影响  

根据不同浓度 UⅡ作用 CFs 后对细胞增殖的

影响得出的数据，计算出UⅡ的半数抑制浓度EC50

为 1.48×108 mol·L1。在 1010，109，10-8 mol·L1 

UⅡ作用下，各组 CFs 的 OD 值均高于对照组

(P<0.05)，而 107 mol·L1 组细胞的 OD 值与对照

组比较差异无统计学意义，实验表明 UⅡ刺激促

进了 CFs 的增殖，结果见图 3。 

 
图 3  UⅡ对 CFs 增殖的影响(n=3, sx  )  

与对照组比较，1)P<0.05。 

Fig. 3  Effect of UⅡ on the proliferation of CFs 
Compared with control group, 1)P<0.05. 

3.4  SB-611812 及 KT5720 对 UⅡ诱导的 CFs 增

殖的影响 

各组处理 CFs 后，1 mol·L1 SB-611812+ 

108 mol·L1 UⅡ组和 1 mol·L1 KT5720+108 mol·L1 

UⅡ组细胞的 OD 值均显著低于 108 mol·L1 UⅡ

组(P<0.05)，显著高于对照组(P<0.05)，结果显示

在 SB-611812 及 KT5720 作用下，UⅡ对 CFs 增殖

的诱导均受到了抑制，结果见图 4。 

 
图 4  SB-611812 及 KT5720对 UⅡ刺激下 CFs 的增殖的影

响(n=3, sx  ) 

与对照组比较，1)P<0.05；与 108 mol·L1 UⅡ组比较，2)P<0.05。 

Fig. 4  Effect of SB-611812 and KT5720 on the 

proliferation of CFs infuced by UⅡ(n=3, sx  ) 

Compared with control group, 1)P<0.05; compared with 108 mol·L1 UⅡ 

group, 2)P<0.05. 

3.5  SB-611812及KT5720对UⅡ诱导胶原蛋白合

成的影响  

对照组成纤维细胞有少量 col-Ⅰ、col-Ⅲ表达，

108 mol·L1 UⅡ刺激后，col-Ⅰ、col-Ⅲ表达显著

增加，在给予 108 mol·L1 UⅡ的基础上，加入 U Ⅱ

受体拮抗剂 (SB-611812)及 PKA 特异性阻断剂

(KT-5720)，与 UⅡ组相比，col-Ⅰ、col-Ⅲ的表达

明显下降，提示 PKA 通路可能参与了 UⅡ刺激成

纤维细胞 col-Ⅰ、col-Ⅲ合成的作用。结果见图 5。 

 
图 5  SB-611812 及 KT5720 对 UⅡ刺激下 CFs 中 col-Ⅰ和

col-Ⅲ表达的影响 

Fig. 5  Effect of SB-611812 and KT5720 on the expression 

of col-Ⅰ and col-Ⅲ infuced by UⅡ 

4  讨论 

近年来不断有研究发现新的血管活性肽参与

了心肌纤维化的发生发展过程，UⅡ作为一种新型

的血管活性肽，与心肌纤维化之间的关系越来越

多的受到人们关注。体外一些研究显示，UⅡ可以

促进 CFs 的增殖[10]及胶原合成进而促进心肌纤维

化[11]，而这一作用可被 UT 拮抗剂 SB-611812 阻

断 [5]。本研究结果显示，CFs 在 1010，109，

108 mol·L1 的 UⅡ作用下，随着 UⅡ终浓度的增

加，细胞培养上清液中 TGF-β1 含量明显增加，而

且各组细胞 OD 值也明显高于对照组，说明 UⅡ作

用 CFs 后上调了 TGF-β1 水平，促进了细胞增殖。

但研究发现 107 mol·L1 的 UⅡ作用 CFs，上述参

数与对照组相比，无明显差异，推测可能是 UⅡ

水平升高时，CFs 细胞膜上的受体结合位点上调，

进而表现出 UⅡ作用加强，但 UⅡ含量进一步升高

时，CFs 细胞膜上 UT 产生耐受性而减弱了 UⅡ的

促增殖作用。 

本研究通过体外实验进一步探讨 UⅡ在心肌

纤维化过程中的作用机制以及与 cAMP-PKA 通路
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的关系，对 CFs 进行 UⅡ、KT5720、SB-611812

干预，结果发现，在 108 mol·L1 的 UⅡ基础作用

下，1 mol·L1 的 KT5720 和 1 mol·L1 的 SB-611812

分别进一步作用 CFs，均可降低 UⅡ上调 TGF-β1

水平及促增殖效应，且 KT5720 和 SB-611812 能明

显抑制 UⅡ诱导的 CFs 的胶原合成。这说明 UⅡ

的这些生物效应可能是通过 cAMP-PKA 信号通路

完成的。 

综上所述，体外培养乳鼠心肌成纤维细胞，UⅡ

明显地上调了 TGF-β1 水平，促进了 CFs 的增殖及

胶原蛋白合成，可能是加速心脏纤维化的重要因

素。这一研究结果提示 UⅡ和心肌纤维化之间可

能存在一条新的信号通路，可为慢性心力衰竭及

心室肥厚的防治提供新的靶点。目前有关 UⅡ与

心肌纤维化的体内研究较少，通过手术方法造成

大鼠心肌梗死模型中，梗死灶及周围可见 UT 

mRNA 表达增加[12]，表明在各种情况的心肌修复

过程中，UⅡ都显示了与胶原沉积的密切联系，而

胶原沉积正是心肌纤维化的始动因素。当然，UⅡ

与心肌纤维化的关系还需系统研究，并且其中的

机制还需要探讨。 
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FTY720 改善颅脑损伤大鼠认知功能及其机制的研究 
 

林群 1，蔡建勇 1，吴艳 1，巴华君 1，陆川 1，陈献东 1，陈茂华 1，孙军 1，郑伟民 2*
(1.温州市中心医院，温州

医科大学定理临床学院，神经外科，浙江 温州 325200；2.温州医科大学附属第一医院，浙江 温州 325000) 
 
摘要：目的  研究 FTY720 对颅脑损伤大鼠认知功能的影响及相关机制。方法  选用健康 Wistar 大鼠 60 只，♂，随机分

成假手术组、模型组和治疗组，每组 20 只，采用改进的 Feeney 自由落体损伤装置建立大鼠颅脑损伤模型，分别于模型

形成前给予 1 mL 0.9%氯化钠注射液或 1 mg·kg1 FTY720 腹腔注射。各组取 10 只大鼠，采用 Morris 水迷宫定位航行实验，

记录大鼠逃避潜伏期，评价认知功能。另外各组取 10 只大鼠断头处死，分离海马组织，采用 HE 染色观察神经细胞形态，

采用 ELISA 法检测脑组织白介素-1β、肿瘤坏死因子-α 和白介素-6 浓度。结果  模型组大鼠逃避潜伏期较假手术组显著
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