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·基础研究·

松弛素对高糖环境心脏成纤维细胞胶原
基因表达的影响

王 萍，李虹伟，王字朋，张 盼，陈 晖，马文英

【摘要】 目的探讨人重组松弛素(rhRLX)对高糖环境大鼠心脏成纤维细胞胶原基因表达的影响。方法原

代培养Sprague-Dawley大鼠心脏成纤维细胞。用RT-PCR方法分别观察在正常糖(NG，5．6 mmol／L)和高糖(HG，

25 retool／L)环境下二代成纤维细胞胶原基因和松弛素基因的表达；rhRLX(100 gg／L)分别与NG，HG共同作用72 h后

成纤维细胞胶原基因的表达。结果HG促进I型前胶原mRNA和Ⅲ型前胶原mRNA的表达，rhRLX可以抑制上

述作用。HG组松弛素基因的表达比较明显。结论 rhRLX对HG促进的I型和Ⅲ型胶原基因的表达具有抑制

作用。
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[Abstract]Objective To determine the influence of recombinant human relaxin(rhRLX)on collagen gene ex-

pression in cardiac fibroblasts(CFs)under high glucose(HG)conditions．Methods CFs were isolated from Spra—

gue-Dawley rats and cultured primarily．The mRNA levels of type I，typeⅢcollagen and RLXin CFs after 3 passages

under normal glucose(NG，5．6 mmol／L)and high glucose(HG，25 mmol／L)conditions were assessed by RT-PCR．

rhRLX(100弘g／L)was cocultured with CFs under NG and HG conditions for 72 h respectively。then the mRNA levels of

type I and typeⅢcollagen were detected．Results HG increased the expression of type I and type m collagen，

which was inhibited by rhRLX．The RLX mRNA expression was stronger in HG group than in NG group．Conclu-

sion rhRLX inhibits the HG-enhaneed overexpression of type I and type nl collagen．
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松弛素(relaxin，RLX)是1926年Hisaw从怀

孕的猪黄体细胞中提取出的妊娠相关激素。生物

体内多种组织细胞均可以合成和分泌RLX，黄体和

前列腺是RLX生成的主要部位。非生殖系统，如

大脑、胃肠道及心房、心室[11也发现有RLX、RLX

前体或．RLX样活性物质的存在。近年大量实验资

料显示：RLX对多种组织器官(包括心脏)的纤维化

都具有防治作用，可能是机体内源性抗纤维化因

子。RLX能够抑制高血压大鼠的心肌纤维化；形成
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心肌纤维化的fj2肾上腺素受体转基因小鼠[1]，接受

RLX治疗2周，成纤维细胞的增殖显著受到抑制，

心脏胶原含量显著下降。RLX能够抑制受前纤维

化因子，如血管紧张素II(AngⅡ)作用的心脏成纤

维细胞的增殖和活化。RLX拮抗心肌纤维化有一

定的优点：起效迅速；剂量依赖；对正常组织没有

影响。

近年来大量研究发现，独立于高血压、冠心病

和其他心脏基础疾病外，糖尿病导致心脏结构和
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功能的改变。即使不同时存在高血压、动脉粥样

硬化，糖尿病患者心力衰竭的发生率较高口’3]。此

外，糖尿病是多种心脏病的高危因素，而且如果心

脏基础病合并糖尿病，其预后更差。糖尿病动物

发生心肌梗死后生存率更低，左室重塑及心肌纤

维化、心肌细胞的凋亡更严重[4巧]。心肌纤维化是

导致糖尿病心脏损害的主要病理过程之一，心肌

纤维化表现为胶原大量沉积，增加了心室壁的僵

硬度，降低了心室顺应性，导致心室收缩及舒张功

能不全。

高血糖是糖尿病的主要病理表现。高血糖本

身及其上调前纤维化因子一Ang II[6．7|，转化生长因

子Bl(transforming growth factor，TGFl31)[8]等的

表达都可以导致心脏成纤维细胞数目和心肌间质胶

原成分的增多，即导致心肌纤维化。笔者推论，重组人

松弛素(recombinant human relaxin，rhRLx)能够抑制

或延缓、逆转高血糖引起的心肌纤维化。为了证实这

一推论，本研究进行相关的体外实验。此外，在心

血管病理状态下，心脏也有RI。X的表达和释放。

已有研究显示，心力衰竭患者血浆和心脏局部RLX

表达增加，并且和心力衰竭的程度呈正相关[9]。自

发性高血压大鼠心脏RI，XmRNA和蛋白水平显著

升高[10|。在异丙肾上腺素诱导的大鼠心肌缺血损

伤模型中，心脏和血浆中RI。X水平明显升高[11|。

这些研究结果提示在病理条件下，RLX的表达发生

变化。因此，本研究额外观察高血糖是否可以导致

RLX表达的变化。

1材料和方法

1．1 实验材料出生1～3d的Sprague-Dawley大

鼠，雌雄不限，由维通利华实验动物技术公司提

供；rhRLX购自美国R＆D公司；胎牛血清购自美

国Gibco公司；Trizol Reagen购自美国Invitrogen

公司；抗鼠波形蛋白单克隆一抗、即用型SABC

免疫组化染色试剂盒、DAB显色试剂盒购自武汉

博士德生物工程有限公司；胰蛋白酶购自美国

Amresco公司；引物由北京奥科生物公司合成和

纯化。

1．2 实验方法 (1)心脏成纤维细胞的分离和培

养：在无菌条件下取乳鼠心脏，用0．25％的胰酶消

化心肌组织，差速贴壁60 min，获得心脏成纤维细

胞，用含DMEM+10％胎牛血清+谷胺酰胺+双抗

的培养液培养心脏成纤维细胞。通过细胞形态学

和波形蛋白免疫组化染色鉴定心脏成纤维细胞，心

脏成纤维细胞的纯度为95％。传代细胞用0．125％

胰酶消化。以二代至四代心脏成纤维细胞为研究对

象。(2)实验分组：正常糖(normal glucose，NG)组：

DMEM内含5．6 mmol／L D-葡萄糖的DMEM。NG

+rhRLX组：DMEM内含5．6 mmol／L D-葡萄糖

+100 Fg／L的rhRLX。高糖(high glucose，HG)

组：DMEM内含25 mmol／L D-葡萄糖。HG+rhRLX

组：DMEM内含25 mmol／L D葡萄糖+100 Fg／L的

rhRIⅨ。OSM组：DMEM培养液内含5．6 mmol／L

n葡萄糖+19．4 mmol／L甘露糖。(3)RT-P(、R：①RT-

PCR步骤：提取总RNA。紫外分光法确定RNA的量

和纯度。逆转录反应合成单链cDNA。mRNA逆转

录成cDNA程序：37℃保温60 min，95℃5 min，以

灭活反转录酶，4℃1"--5 rain，可迅速放入一80℃长

期冻存。RT—PCR体系：cDNA 2 td；10 X Buffer

2．5出；dNTPs(10 retool／L)0．5 IA；正向引物(20

Fmol／L)0．25 tA；反向引物(20 tmaol／L)0．25 4；Taq

酶(2X 106 u／L)0．5 p1；ddH20 19出。所有RT-PCR的

扩增体系相同。②引物序列：13-actin引物序列

(349bp)：正向引物：GAAATCGTGCGTGACAT—

TA；反向引物：TAGGAGCCAGGGCAGTAA。

Pro—collagen I引物序列(196bp)：正向引物5，一

TTCACCTACAGCACGCTTGT一3’；反向引物：5，-

TTGGGATGGAGGGAGTTTAC一37。Pro—collagen

Ill引物序列(201bp)：正向引物F5'-TTGAATAT—

CAAACACGCAAGGC一3’；反向引物5"-GGT—

CACTTTCACTGGTTGACGA一3’。relaxin-1引物

序列(213bp)：正向引物5"-CGTTGAGCGATTC—

CGTTGT一3’；反向引物R5，_CTCCGTATCAG—

CAGAGTTTAG(>3’。

取PCR扩增产物10“1置于1．5％琼脂糖中电

泳(电压80 V，电流40 mA，电泳时间60 min)。将

电泳完毕的琼脂糖凝胶置于紫外成像扫描仪上观

察并照相。用图像分析软件进行分析，分别用Pro—

collagen I／18-actin、Pro-collagen Ill／13一actin、RLX一

1／6一actin灰度值表示mRNA的表达量。

1．3统计学方法 应用SPSSII．5统计软件包进

行统计分析。所有计量资料数据以f士s表示。多

组资料比较采用方差分析(one-way ANOVA)，组

间差异用SNK检验。P<0．05为差异有统计学

意义。
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2 mRNA表达结果

如图1和图2所示，与NG组比较，HG组I型

前胶原mRNA和Ⅲ型前胶原In】RNA的表达均明显

增加(P<o．01)OSM组和NG组与HG组比较，I型

前胶原mRNA的表达和Ⅲ型前胶原mRNA均没

有明显差别(P>0．05)；HG+rhRLX组I型前胶

原mRNA和Ⅲ型前胶原mRNA的表达均明显减

少(P<0．01)。

图1各组I型前胶原mRNA的电泳图(一=3)

图2各组Ⅲ型前胶原mRNA的电泳图(刀=3)

如图3和表1所示，HG组RLX-1 mRNA的表

达明显强于NG组(P>O．05)。

3讨论

心脏成纤维细胞是一种在细胞外基质内能自

由移动的多潜能细胞，能合成胶原等细胞外基质成

分，心脏成纤维细胞的增殖和(或)胶原蛋白合成分

泌的“过度”增加是纤维化发生的细胞生物学基础。

图3 各组RLX-I m]RNA的电泳图(n-=3)

在心肌细胞外间质中，I型和Ⅲ型胶原占主要

部分。I型胶原占胶原总量的85％，具有较大张力，

但伸展回缩性小，主要聚合成粗纤维网，其多少决

定着心脏的僵硬度；Ⅲ型胶原占11％，具有较大伸

展回弹性，主要形成细纤维网，与室壁弹性有关。

它们的适当比值对维持心肌组织结构及心脏功能

的完整性具有重要意义。心肌胶原合成分为细胞

内前胶原合成和细胞外前胶原转化聚合成胶原纤

维的两个阶段，前胶原需在蛋白水解酶的作用下裂

解氨基和羧基末端才能发生构型改变，形成胶原纤

维的相互交联和三螺旋结构。大多数研究都发现

高糖增加I型胶原的合成¨引，对Ⅲ型胶原的研究较

少。本研究观察高糖对I型胶原和Ⅲ型胶原合成

的影响。HG组I型前胶原mRNA的表达明显高

于NG组，HG组Ⅲ型前胶原mRNA表达明显高于

NG组。提示高糖增加成纤维细胞内I型和Ⅲ型前

胶原的表达，此外，高糖对I型胶原纤维形成的促

进作用比对Ⅲ型胶原纤维形成的促进作用强。本研

究结果表明，()SM组I型和Ⅲ型前胶原的表达与

NG组比较没有差异，这说明高糖促进的I型和Ⅲ

型前胶原的表达是由于高糖浓度导致的，而不是高

渗透压引起的。

本研究中NG+rhRLX组I型前胶原mRNA

和Ⅲ型前胶原mRNA的表达都比NG组明显，提示

在转录水平100 ttg／L rhRLX可能是促进前胶原的

表达；另外，有研究显示给予低剂量rhRI。X(使血清

表1各组Pro-collagen I，Pro-collagenⅢ，RLX-1 mRNA的比较(一=3)

注：与NG组比较，。p<0．05，。P<0．01；rhRI．X干预组和未十预组间比较，△P<0。01
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浓度维持20 gg／L)的雌性和雄性大鼠心输出量增

加和外周血管阻力降低，但高剂量rhRLX(血清浓

度达80}tg／L)不改变动物心输出量和外周血管阻

力，表明血管对rhRLX呈剂量依赖的双向反

应[12’13]。雌性大鼠妊娠期间RLX的血浓度是50--一

100弘g／L，本研究中rhRLX的作用浓度是100弘g／L，其

他浓度的rhRLX可能抑制I型前胶原mRNA和Ⅲ

型前胶原mRNA的表达。此外，rhRLX能够完全抑制

高糖引起的Ⅲ型前胶原mRNA的表达上调，但不能完

全抑制高糖引起的I型前胶原mRNA的表达上调

调。这提示高糖对不同类型胶原合成的促进作用

是通过不同机制实现的，rhRLX对高糖环境促进Ⅲ

型胶原表达的机制能够完全拮抗。在Samuel等[13的

研究中，未发现乳鼠心脏成纤维细胞RLx-1 mRNA

的表达。本研究发现，NG环境下培养的乳鼠心脏成

纤维细胞RLX-I mRNA的表达很微弱。HG促进

心脏成纤维细胞RLX-I mRNA的表达，提示在一

定的病理条件下(糖尿病)心脏成纤维细胞能够产

生RLX。

结论：人rhRLX能够抑制高糖环境下心脏成纤

维细胞胶原的合成。高糖能够促进内源性RLX的

表达。
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