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［摘 要］ 目的：研究白藜三醇（resveratrol，Res）对乳鼠心肌成纤维细胞（cardiac fibroblasts，CFs）增殖和胶原分泌的影响，并探

讨其可能的机制。方法：采用胰酶、Ⅰ型胶原酶双酶消化法、差速贴壁法和免疫荧光法分离培养及鉴定乳鼠CFs；将2~3代CFs
随机分为Con组（正常对照组）、DMSO组（溶剂对照组）、AngⅡ组（模型组）、AngⅡ+Res组（药物干预组）。通过CCK⁃8及EdU染

色法检测细胞增殖；羟脯氨酸法检测细胞胶原分泌水平；qRT⁃PCR检测AU碱基富集区RNA结合蛋白1（AU⁃rich element RNA⁃
binding factor 1，AUF1）、转化生长因子β1（transforming growth factor⁃β1，TGF⁃β1）mRNA的表达；Western blot检测AUF1和TGF⁃
β1蛋白表达。结果：成功提取新生大鼠原代CFs且波形蛋白（Vimentin）显著阳性；与Con组比，AngⅡ组细胞增殖和胶原分泌

增加，AUF1、TGF⁃β1 mRNA及蛋白表达水平升高；经Res干预后，AngⅡ+ Res组细胞增殖和胶原分泌水平较AngⅡ组降低，

AUF1、TGF⁃β1 mRNA及蛋白表达减少；而DMSO组上述指标与Con组相比差异无统计学意义。结论：白藜三醇对AngⅡ诱导

的乳鼠CFs的增殖和胶原分泌具有抑制作用，其机制可能与抑制了AUF1和TGF⁃β1的表达有关。
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The inhibitory effect of resveratrol on proliferation and collagen secretion of cardiac
fibroblasts by regulating AUF1
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［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the effect of resveratrol（Res）on proliferation and collagen secretion in neonatal
rat cardiac fibroblasts（CFs）and its possible mechanism. Methods：Neonatal rat CFs were isolated and identified by double enzyme
digestion method，differential adhesion method and immunofluorescence from Sprague⁃Dawley rats born 1 day to 3 days. Two to three
generations of CFs were randomly divided into four groups：Con（the normal control group），DMSO（the solvent control group），AngⅡ
（the model group），AngⅡ+Res（the drug intervention group）. Then CCK8 and EdU staining kit were both used to detect cellular
proliferation. Level of the cellular collagen secretion was measured by Hydroxyproline test kit. Moreover，the mRNA expression of AU⁃
rich element RNA⁃binding factor 1（AUF1）and transforming growth factor⁃β1（TGF⁃β1）were examined by RT⁃qPCR，and the protein
expression of AUF1 and TGF⁃β1 were detected by Western blot. Results：CFs were successfully extracted from SD rats and Vimentin
was positive obviously. Compared with Con group，cellular proliferation and collagen secretion increased in AngⅡ group；the mRNA
and protein expression of AUF1 and TGF⁃β1 increased as well. After the intervention of Res，AngⅡ+Res group had significantly lower
cell proliferation and collagen secretion level than AngⅡ group；the mRNA and protein expression of AUF1 and TGF⁃β1 decreased as
well. There was no statistically significant difference between the above indicators in the DMSO group and the Con group. Conclusion：
Res can inhibit AngⅡ⁃induced proliferation and collagen secretion of cardiac fibroblasts，which may be related to the suppression of
AUF1 and TGF⁃β1 expression.
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目前，越来越多的证据表明在心力衰竭、心律

失常和心肌病等心血管疾病中均可以观察到不同

程度的心肌纤维化。心脏组织结构出现心肌成纤

维细胞（cardiac fibroblasts，CFs）异常增殖，胶原纤维

过量沉积，胶原含量增多或各型胶原比例失衡及排

列紊乱的病理改变，致使心脏顺应性降低，严重影

响心脏舒缩功能［1］。血管紧张素Ⅱ（angiotensinⅡ，

AngⅡ）作为肾素⁃血管紧张素系统中活性最强的效

应分子，是心肌纤维化重要的致病因子之一。因

此，有效防治AngⅡ诱导的心肌纤维化对延缓心血

管疾病进展具有重要的临床意义。体外研究AngⅡ
诱导的CFs增殖及胶原分泌机制是探讨心肌纤维化

的重要途径。

白藜三醇（resveratrol，Res）是植物在恶劣环境

下产生的一种非黄酮类多酚化合物，又被称为“植

物雌激素”。大量研究表明，Res具有心血管保护作

用，其机制可能涉及抗氧化应激、抗炎、抗细胞凋亡

等［2］。AU碱基富集区RNA结合蛋白1（AU⁃rich ele⁃
ment RNA⁃binding factor 1，AUF1）结合靶信使RNA
（messenger ribonucleicacid，mRNA）3′⁃非翻译区（3′⁃
UTR）的AU聚集区（AREs），使mRNA去稳定降解，

发挥转录后负调控基因表达的作用，成为疾病机制

研究的重要切入点。研究报道AUF1的表达与肾间

质纤维化有关［3］。然而关于AUF1在心肌纤维化过

程中发挥的作用尚不清楚。本研究使用AngⅡ诱导

CFs模拟心肌纤维化的发病机制，建立心肌纤维化

细胞培养模型。研究Res对AngⅡ诱导的CFs增殖

和胶原分泌的影响，探讨AUF1在心肌纤维化过程

中发挥的作用及可能机制，为心肌纤维化的预防和

治疗寻找新靶点。

1 材料和方法

1.1 材料

实验用清洁级新生 SD大鼠（l~3 d），雌雄不限，

由徐州医科大学实验动物中心提供［许可证号：

SYXH（su）2002⁃0038］。
Res（Sigma公司，美国）；AngⅡ（MCE公司，美

国）；DMEM培养基（Hyclone公司，美国）；胎牛血清

（Clark公司，美国）；羟脯氨酸试剂盒（南京建成公

司）；EdU细胞增殖检测试剂盒（广州锐博公司）；

Cell Counting Kit⁃8（CCK⁃8）购自日本同仁化学研究

所；Vimentin抗体、AUF1抗体、GAPDH抗体、山羊抗

鼠抗体、山羊抗兔抗体均购自美国Proteintech公司；

转化生长因子β1（transforming growth factor⁃β1，TGF⁃

β1）抗体（Affinity公司，美国）；AUF1、TGF⁃β1、GAP⁃
DH引物（上海生工公司）；其他化学试剂均为市售

分析纯。

1.2 方法

1.2.1 原代大鼠CFs的分离制备与培养

取 1~3日龄的 SD乳鼠，采用胰酶、Ⅰ型胶原酶

双酶消化法和差速贴壁法分离培养乳鼠原代心肌

成纤维细胞。具体操作参考文献并进行改进［2，4］。

CFs生长接近85%~90%融合时，按1∶3传代培养，本

实验采用2~3代CFs进行后续实验。

实验分为 Con组、DMSO组、AngⅡ组、AngⅡ+
Res组共 4组。Con组为正常培养；DMSO组加入与

AngⅡ+Res组等量的DMSO溶剂培养；AngⅡ组加入

1×10-6mol/L AngⅡ及DMSO溶剂处理 48 h；AngⅡ+
Res组加入 5×10-5mol/L Res预处理 30 min后，再加

入1×10-6mol/L AngⅡ共处理48 h。我们前期研究中

已证实，Res处理CFs最佳药物浓度及时间分别为

5×10-5mol/L、48 h，即Res无细胞毒性的最大药物剂

量以保证药物的安全性和有效性［4］。所有细胞在分

组处理前更换无血清培养基过夜，使细胞处于静止

生长（G0/G1）期。

1.2.2 CFs鉴定

将CFs接种到预先放有无菌载玻片的 24孔板

中，待细胞充分贴壁后，依次进行 4％多聚甲醛

固定、0.3％TritonX⁃100 透膜、5%山羊血清封闭、

Vimentin抗体（1∶100）4 ℃过夜、荧光二抗避光孵育，

最后DAPI染核，抗淬灭封片后荧光显微镜（Olym⁃
pus公司，日本）下观察，计算成纤维细胞纯度。

1.2.3 CCK⁃8检测CFs的增殖

取2~3代处于对数生长期的CFs，按1×104个/孔
接种96孔板，待细胞生长至70%~80%融合时，根据

上述分组处理细胞，每组设 5个复孔。避光条件下

每孔加入 100 μL含 CCK8的培养基（1∶10），37 ℃
5％CO2避光孵育 4 h。酶标仪（Bio⁃Rad公司，美国）

测量每孔450 nm波长处的吸光度值，以未接种细胞

的培养基调零。细胞增殖率=各干预组吸光度值的

平均值/对照组吸光度值的平均值，对照组设为参考

值100%，其余各组与之的相对比即为增殖相对比率。

1.2.4 EdU检测CFs的增殖

取2~3代处于对数生长期的CFs，按1×105个/孔
接种于24孔板，待细胞生长至70%~80%融合时，同

上述分组处理细胞，按照 EdU试剂盒说明书标记

EdU阳性的细胞核及非特异性细胞核。在荧光倒置

显微镜下观察，计算每组EdU阳性细胞数占细胞总
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数的比例与Con组EdU阳性细胞数占细胞总数的比

例之比。

1.2.5 羟脯氨酸消化法检测细胞培养液中胶原水平

按照上述实验分组处理细胞后，收集细胞培养

液，根据消化法试剂盒说明书进行操作，以双蒸水

调零，酶标仪测各组培养液上清 550 nm处吸光度

值。羟脯氨酸含量（μg/mL）=（实验组培养液上清的

吸光度值-空白管上清吸光度值）/（标准品上清吸光

度值-空白管上清吸光度值）×标准品浓度（5 μg/mL）×
各组样本稀释倍数。

1.2.6 qRT ⁃PCR 检测各组 CFs 中 AUF1、TGF ⁃β1
mRNA水平

按实验分组处理细胞，TRIzol抽提各组细胞总

RNA，以DEPC水为空白调零，测各组RNA浓度及纯

度。使用 FastQuant RT kit（北京天根公司）逆转录

成 cDNA后，SuperReal Premix Plus（SYBR Green）试

剂盒（北京天根公司）以 cDNA作为模板进行PCR检

测。GAPDH为内参，2- ΔΔCt法计算AUF1 mRNA、TGF
⁃β1 mRNA水平。相关引物序列信息见表 1。所有

操作均按照说明书进行。

1.2.7 Western blot检测各组CFs中AUF1、TGF⁃β1
蛋白水平

按实验分组处理细胞，根据细胞生长情况加入

适量蛋白裂解液，冰上充分裂解并收集蛋白上清。

受热变性的蛋白样本经电泳、电转、封闭后分别进

行一抗AUF1（1∶500）、TGF⁃β1（1∶1 000）、GAPDH
（1∶5 000）4 ℃过夜，洗膜，室温孵育二抗（1∶10 000）。
ECL显色，化学发光成像系统观察及拍照，Image J
软件分析蛋白条带灰度值，结果以各组目的蛋白与

内参GAPDH表达量的比值表示蛋白表达水平。

1.3 统计学方法

采用GraphPad Prism 5.0统计分析软件对实验

数据进行分析，计量资料均以均数±标准差（x ± s）表

示，各组之间的差异比较采用单因素方差分析（one⁃
way ANOVA），两两比较采用 q检验。P ≤ 0.05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 CFs形态特征及鉴定

倒置显微镜下观察，细胞呈贴壁状态且无自发

性搏动，2~3 d内即可生长至融合状态。CFs的形态

独特，多呈梭形或不规则的多边形，胞体较大，向外

伸出突起；细胞核明显，呈卵圆形，轮廓清晰；细胞

间排列均匀致密，部分可重叠交叉。所获细胞形态

特征与此一致（图1A）。
波形蛋白（Vimentin）作为一种中间纤维，主要

存在于间质细胞中，被认为是中胚层起源细胞（如

白细胞和成纤维细胞）的特征性标志。在心脏中仅

CFs为间质细胞，因此Vimentin可以作为鉴定CFs的
标记物。免疫荧光鉴定前述方法培养的CFs，可见

围绕细胞核的红色丝状网络状结构，即细胞内Vi⁃
mentin表达为阳性。蓝色部分为DAPI染核情况。

随机计数 5个视野，结果显示Vimentin阳性细胞的

数量占细胞总数的95%以上，表明所获细胞可用于

后续实验（图1B）。

2.2 Res对AngⅡ诱导的CFs增殖的影响

CCK⁃8检测 AngⅡ及 Res对 CFs增殖的影响。

结果显示，AngⅡ处理组细胞吸光度值高于正常对

照组（P < 0.05，表2）；AngⅡ+Res组细胞吸光度值则

较AngⅡ处理组降低（P < 0.05，表 2）；DMSO溶剂处

理后细胞吸光度值与Con组比较，差异无统计学意

义（P > 0.05）。
EdU染色用于检测各组CFs的增殖情况，在荧

光显微镜下观察，视野中的蓝色区域为非特异性细

胞核着色，可用于计数视野中的细胞总数；红色部

分为EdU标记正在复制的DNA，EdU阳性率可代表

细胞增殖率。结果显示，与Con组比较，1×10-6mol/L
AngⅡ作用48 h后CFs EdU阳性率升高（P < 0.01，图
2）；加入 5×10-5mol/L Res处理后，与 AngⅡ组比较

表1 PCR引物序列

Table 1 PCR primer sequences
基因

AUF1

TGF⁃β1

GAPDH

引物序列（5′→3′）
F：GCTGATACTGCTCCTTCG
R：TTGTTGGTGGCCTTTCTC
F：TGAAGCGAAAGCCCTGTA
R：CCCACTGATACGCCTGAG
F：TCTCTGCTCCTCCCTGTTC
R：ACACCGACCTTCACCATCT

A：倒置显微镜（×100）；B：免疫荧光鉴定（×400）。
图1 CFs形态特征及鉴定

Figure 1 Morphology and identification of CFs
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图2 Res对AngⅡ诱导的CFs增殖的影响

Figure 2 The effect of Res on AngⅡ⁃induced proliferation of CFs

A B

CFs EdU阳性率明显降低（P < 0.01，图2）；并且用溶

解Res所需要的等量DMSO溶剂处理CFs，细胞EdU
阳性率较Con组差异无统计学意义（P > 0.05）。
2.3 Res对AngⅡ诱导的CFs胶原分泌的影响

胶原蛋白中羟脯氨酸约占 13.4%，仅有极少量

存在于弹性蛋白中，并且不存在于其他蛋白质中，

因此细胞上清液中的羟脯氨酸含量可用于反映CFs
胶原分泌水平。结果显示，与Con组相比，AngⅡ处

理组 CFs胶原分泌增加（P < 0.01，图 3）；Res干预

后，CFs胶原分泌水平较AngⅡ组降低（P < 0.01，图
3），且DMSO组细胞胶原分泌水平与Con组相比差

异无统计学意义（P > 0.05）。
2.4 Res对AngⅡ诱导的CFs中AUF1表达的影响

qRT ⁃ PCR 检测 AngⅡ及 Res 对 CFs 中 AUF1
mRNA 表达的影响（图 4A），结果显示，AngⅡ组

AUF1 mRNA水平较Con组升高（P < 0.01），而DMSO
组AUF1 mRNA表达量与Con组相比差异无统计学

意义（P > 0.05）；与AngⅡ组比较，AngⅡ+Res组CFs
中AUF1 mRNA表达水平下调（P < 0.01）。Western

表2 Res对AngⅡ诱导的CFs增殖的影响

Table 2 The effect of Res on AngⅡ⁃induced proliferation
in CFs （n=5，x ± s）

组别

Con组
DMSO组

AngⅡ组

AngⅡ+Res组

吸光度值

0.25 ± 0.02
0.26 ± 0.02b

0.54 ± 0.04*

0.31 ± 0.03#

细胞增殖率（%）

100.00 ± 8.4100

102.31 ± 9.39b0
215.76 ± 15.39*

122.32 ± 10.75#

与Con组比较，*P < 0.05；与 AngⅡ组比较，#P < 0.05。

blot检测AngⅡ及Res对CFs中AUF1蛋白表达的影

响（图4B），结果显示，与Con组比较，AngⅡ组AUF1
蛋白表达增加（P < 0.01）；AngⅡ+Res组较AngⅡ组

AUF1蛋白表达降低（P < 0.01）；Res的溶剂DMSO处

理组与Con组相比，AUF1蛋白表达水平的差异无统

计学意义（P > 0.05），排除了等量的DMSO溶剂对实

验结果的影响。

2.5 Res对AngⅡ诱导的CFs中TGF⁃β1表达的影响

qRT⁃PCR 检测 AngⅡ及 Res对 CFs中 TGF⁃β1
mRNA表达的影响（图 5A）。结果显示，AngⅡ组较

Con组 CFs中 TGF⁃β1 mRNA表达增加（P < 0.01）；

DMSO组 TGF⁃β1 mRNA的表达较 Con组差异无统

计学意义（P > 0.05）；与AngⅡ组比较，AngⅡ+Res组
CFs 中 TGF ⁃ β1 mRNA 的表达减少（P < 0.01）。

Western blot检测 AngⅡ及 Res对 CFs中 TGF⁃β1蛋

白表达的影响（图 5B）。结果显示，AngⅡ组CFs中
TGF⁃β1蛋白的表达水平较Con组上调（P < 0.01），

并且 AngⅡ+Res组与 AngⅡ组比较，TGF⁃β1 蛋白

表达降低（P < 0.01），而 DMSO 组与 Con 组相比，

CFs 中 TGF⁃β1 蛋白表达差异无统计学意义（P >
0.05）。

3 讨 论

心肌纤维化被认为是心脏损伤修复的重要机
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制之一，主要表现为CFs转分化增殖和细胞外基质

合成沉积的增多，形成瘢痕组织以维持完整的心脏

结构［5］。然而，过度的心肌纤维化导致器官功能障

碍，是心律失常以及心力衰竭进展的关键因素之

一，其调控过程可能会成为防治心律失常和心力衰

竭的新方向。

Res存在于多种植物的茎和叶中，已被证实可

以调节脂肪细胞、血小板活性，减轻氧化应激损伤，发

挥心血管保护作用。越来越多的证据表明AngⅡ是

最重要的致心肌纤维化细胞因子之一［6］。为了探究

Res对心肌纤维化的影响，本研究采用AngⅡ处理

CFs建立心肌纤维化细胞培养模型，发现AngⅡ可以

显著诱导CFs的增殖和胶原分泌。在培养基中加入

Res干预后，其逆转了AngⅡ诱导的CFs增殖和胶原

分泌。结果显示Res对于AngⅡ诱导的CFs增殖和

胶原分泌具有抑制作用。

编码AUF1蛋白的基因名为 hnRNPD，属于 4号
常染色体长臂（4q21）基因组的一员，在转录翻译过

程中被选择性剪切而产生 4个亚型，根据分子量大

小 分 别 被 称 为 p37AUF1、p40AUF1、p42AUF1 和

p45AUF1［7］。AREs是调控mRNA稳定性的最重要

的非翻译区序列之一。AUF1能够与AREs特异性

识别结合，使目标mRNA失稳定降解，进而在转录

后水平调控基因表达［8］。近年来越来越多的研究发

现AUF1的表达参与了机体多种疾病的发生发展，

并且其在心血管疾病中的影响也逐渐受到人们重

视。在一项关于肾间质纤维化的研究中发现，AUF1
通过促进 Smad2/3的负性蛋白Nedd4L mRNA降解，

从而上调TGF⁃β1/Smads信号转导，促进肾间质纤维

化的形成［3］。然而，AUF1是否参与了心肌纤维化过

程的调控，尚鲜有报道。已证实在心力衰竭和Ang
Ⅱ诱导的心肌肥厚模型中AUF1的表达均较正常对

照组升高［9］，可能与β⁃肾上腺素能持续激动有关。

在细胞水平的研究中发现，AngⅡ诱导的心肌细胞

离子通道蛋白的减少与AUF1/SERCA2a mRNA［10］、

AUF1/Kv4.3 mRNA［11］靶向失稳定有关，而该现象能

够被NAPDH氧化酶抑制剂在一定程度上逆转。以

上研究结果表明，AUF1的异常表达可能参与了心

脏重构过程（包括结构重构和电重构），并且能够被

抗氧化逆转。已被证实抗氧化、减轻氧化应激损伤

是Res发挥心血管保护作用的主要机制之一［2］。因

此，AUF1可能也是Res发挥生物学效应的重要靶点

之一。为了验证这一推测，本研究在AngⅡ刺激CFs
模型中发现，AngⅡ可以显著增加CFs中AUF1的表

A：qRT⁃PCR检测AUF1 mRNA的表达，以GAPDH为内参；B：
Western blot检测AUF1蛋白的表达，以GAPDH为内参。与Con组比

较，*P < 0.01；与AngⅡ组比较，#P < 0.01（n=3）。
图4 Res对AngⅡ诱导的CFs中AUF1表达的影响

Figure 4 The effect of Res on AUF1 expression induced
by AngⅡ in CFs
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图5 Res对AngⅡ诱导的CFs中TGF⁃β1表达的影响

Figure 5 The effect of Res on TGF⁃β1 expression induced
by AngⅡ in CFs
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达，同时CFs增殖和胶原分泌增加；Res的干预则降

低了AngⅡ诱导的AUF1的表达水平，CFs增殖和胶

原分泌减少。Res抑制CFs增殖和胶原分泌的作用

可能与AUF1下调有关。有研究已证实，AUF1通过

与转录因子MEF2C及细胞周期调控蛋白相互作

用，促进成肌细胞的增殖与分化［12-13］。另外，基因

沉默技术敲低AUF1后细胞增殖与迁移能力均受

到抑制［3，14-15］。因此，AUF1参与了细胞增殖和迁移

过程的调控，这对研究增殖相关疾病（如纤维化、动

脉硬化）的进展具有重要意义。

心肌纤维化过程中表达失调的AUF1，其潜在

机制尚不完全清楚。TGF⁃β1是目前已知的导致各

种组织器官纤维化的共同细胞因子，可通过下游经

典的 Smads通路促进成纤维细胞增殖和转分化，与

多种增殖性疾病及心血管疾病密切相关。本研究

结果显示，AUF1和TGF⁃β1在AngⅡ诱导的CFs模型

中表达增加，而Res可能通过抑制AUF1和TGF⁃β1的
表达来发挥抑制CFs增殖和胶原分泌作用。值得一提

的是，一方面有相关研究报道AUF1可通过调控TGF⁃
β1的表达促进间质上皮转化过程［16］。Al⁃Khalaf［14］发

现AUF1能够促进磷酸肌醇依赖性激酶⁃1（PDK1）
mRNA稳定翻译，导致细胞中 PDK1蛋白质翻译合

成的增加。PDK1作为蛋白激酶C（PKC）活化的关

键酶，PKC的激活可以介导随后的TGF⁃β1表达水平

的升高［17］。AUF1的直接靶标MEF2C也被证实是上

调TGF⁃β1的信号分子之一［18］。因此，根据国内外现

有研究报告，结合本实验得到结果我们提出，AUF1
可能通过上调TGF⁃β1的表达从而导致CFs过度增

殖和胶原合成分泌异常增多。另一方面在房颤患

者心肌组织中，CFs的提前衰老具有潜在的抗心肌

纤维化的作用，而 p16INK4a作为主要的衰老指标，表

现为 p16INK4a/TGF⁃β1比值的增加［19］。有研究报道

AUF1能够负向调节 p16INK4a表达，同样 p16INK4a也可

以通过miRNA途径抑制AUF1的表达，即正反馈抑

制衰老的过程［14-16］。衰老基因 P21 mRNA的AREs
也被AUF1特异性识别，并与之结合使其失稳定降

解［14］。Pont等［20］发现AUF1缺乏的小鼠中基因端粒

侵蚀，并较野生型小鼠提前衰老。因此，AngⅡ诱导

CFs中AUF1表达的增加，其随后抑制CFs的衰老，

可能也是CFs过度增殖的潜在机制之一。

综上所述，Res可以减轻AngⅡ诱导的CFs增殖

及胶原分泌水平，其机制可能与抑制AUF1和TGF⁃
β1的表达有关。这为进一步了解Res在心血管疾

病方面的治疗作用提供了新的理论依据和实验支

撑。另外我们提出新的观点，AUF1可能作为上游

调控蛋白，通过上调TGF⁃β1的表达，同时抑制细胞

的衰老，从而在CFs过度增殖和胶原合成分泌异常

过程中发挥重要作用，但尚需进一步研究验证。本

研究应用AngⅡ诱导的CFs建立心肌纤维化细胞模

型，首次探索AngⅡ诱导的 CFs中AUF1表达的变

化。实验发现 AUF1 参与了心肌纤维化过程，为

AUF1作为过度心肌纤维化干预的新靶点提供了实

验依据。
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