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ＴＧＦβ与ＣＴＧＦ在大鼠低压缺氧时右心室心肌纤维化中的作用
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　　［摘要］　目的　探讨转化生长因子 β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）、结缔组织生长因子
（ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＣＴＧＦ）在低压缺氧条件下发生右心室心肌纤维化与肥大中的作用。
方法　将５０只８周龄雄性ＳＤ大鼠［体质量（１８８．６±１９．３）ｇ］随机分为常氧喂养对照组与低压缺氧喂
养３、７、１４和２８ｄ实验组（ｎ＝１０），低压缺氧大鼠置于模拟海拔６０００ｍ的低压舱内饲养。分离右心
室，称量法计算右心室肥厚指数。采用荧光定量ＰＣＲ与免疫印迹法分别检测右心室心肌组织中Ⅰ型胶
原、ＴＧＦβ和ＣＴＧＦ的ｍＲＮＡ与蛋白表达水平，并分析低压缺氧相同天数ＴＧＦβ和ＣＴＧＦ与Ⅰ型胶原表
达水平、右心室肥厚指数的相关性。结果　与常氧组相比，右心室心肌组织中低压缺氧各组右心室肥厚
指数均升高，其中低压缺氧７、１４、２８ｄ组右心室肥厚指数显著升高（Ｐ＜０．０５）。与常氧组相比，右心室
心肌组织中低压缺氧各组Ⅰ型胶原水平均升高，其中低压缺氧７、１４、２８ｄ组水平显著升高（Ｐ＜０．０５）。
与常氧组相比，低压缺氧３ｄ组右心室心肌组织中 ＴＧＦβ（３．６８±０．１７）、ＣＴＧＦ（８．７３±０．９６）蛋白表达
量均显著升高（Ｐ＜０．０５），低压缺氧２８ｄ组右心室心肌组织中 ＴＧＦβ（０．９３±０．１５）、ＣＴＧＦ（１２．６２±
０１４）蛋白水平均显著升高（Ｐ＜０．０５），而低压缺氧７、１４ｄ组两细胞因子表达量与对照组比较差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。随低压缺氧时间增加，右心室心肌组织中两生长因子 ｍＲＮＡ表达水平与右心
室肥厚指数呈显著正相关（Ｐ＜０．０５），与Ⅰ型胶原的 ｍＲＮＡ水平也呈显著正相关（Ｐ＜０．０５，低压缺氧
２８ｄ组除外）；随低压缺氧时间增加，ＴＧＦβ的 ｍＲＮＡ水平与 ＣＴＧＦ的 ｍＲＮＡ水平呈显著正相关（Ｐ＜
００５）。结论　随低压缺氧时间增加，右心室心肌组织中 ＴＧＦβ、ＣＴＧＦ先增加后降低再增加的表达变
化，参与了低压缺氧时右心室心肌纤维化、心肌肥大的过程。
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　　高原心脏病是威胁高原人群的重要疾病。高原低
压缺氧引起肺动脉高压，增加右心室负荷，引起心肌肥

大，甚至心力衰竭。低压缺氧暴露时，心肌肥大的重要

病理特征之一就是右心室心肌纤维化。心肌纤维化发

生发展的过程中，主要表现为细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的合成与降解间的失衡［１］，心脏成纤维

细胞（ｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ｃＦＢ）大量增生。ｃＦＢ是 ＥＣＭ
产生和维持的重要细胞，在病理刺激下，ｃＦＢ可发生增
殖、迁移、合成和分泌胶原，以及一些细胞因子，从而引

起心肌纤维化［２］。细胞因子在 ｃＦＢ增殖、分泌等方面
发挥广泛作用，是纤维化的重要环节［３］。其中转化生

长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）、结缔组
织生长因子（ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＣＴＧＦ）是
两种重要的促纤维化因子，与多种器官的纤维化有关。

例如，在血管紧张素刺激下引起的心肌纤维化模型中，

这两个细胞因子发挥了重要作用［４］。但是，在低压缺

氧导致心肌纤维化过程中，ＴＧＦβ、ＣＴＧＦ的变化与作
用尚少见报道。本研究利用大鼠低压缺氧模型，旨在

研究低压缺氧条件下 ＴＧＦβ与 ＣＴＧＦ表达的变化特
点，及其与心肌纤维化、心肌肥大之间的关系，为揭示

高原心脏病的发生机制以及寻求有效的治疗靶点提供

线索和依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
　　５０只８周龄ＳＤ雄性大鼠由第三军医大学实验动
物中心提供，体质量（１８８．６±１９．３）ｇ。将５０只雄性
ＳＤ大鼠随机分为常氧喂养对照组与低压缺氧喂养３、
７、１４和２８ｄ实验组，每组１０只，低压缺氧大鼠置于模
拟海拔６０００ｍ的低压舱内饲养，动物常规分笼饲养，
自由饮水。

１．２　右心肥厚指数测定
　　处死大鼠，完整取出心脏，剪去心房组织，沿室间
隔边缘剪下右心室，用生理盐水将血冲洗干净后，用滤

纸吸干水分，分别称取右心室（ｒｉｇｈｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅ，ＲＶ）、左
心室（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅ，ＬＶ）和室间隔（ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｓｅｐｔｕｍ，Ｓ）质量，并计算右心室肥厚指数（ｒｉｇｈｔｖｅｎｔｒｉｃ
ｕｌａｒｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙｉｎｄｅｘ，ＲＶＨＩ），即ＲＶ：（ＬＶ＋Ｓ）。
１．３　反转录实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，ＲＴ

ＰＣＲ）
　　将各组获得的右心室，剪取一定量提取右心室心
肌组织总ＲＮＡ（Ｏｍｅｇａ总 ＲＮＡ提取试剂盒），用逆转
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录试剂盒（ＴａＫａＲａ）反转录 ＲＮＡ，ＰＣＲ使用 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ），ＣＴＧＦ的上游引
物为５′ＴＣＡＡＣＣＴＣＡＧＡＣＡＣＴＧＧＴＴＴＣＧ３′，下游引物
为 ５′ＴＡＧＡＧＣＡＧＧＴＣＴＧＴＣＴＧＣＡＡＧＣ３′；ＴＧＦβ的上
游引物 ５′ＧＴＣＴＣＣＣＡＡＧＧＡＡＡＧＧＴＡＧＧ３′，下游引物
为 ５′ＣＴＣＴＴＧＡＧＴＣＣＣＴＣＧＣＡＴＣＣ３′；ＣＯＬⅠ的上游
引物为 ５′ＣＡＡＣＡＧＴＣＧＣＴＴＣＡＣＣＴＡＣＡＧＣ３′，下游引
物为 ５′ＧＴＧＧＡＧＧＧＡＧＴＴＴＡＣＡＣＧＡＡＧＣ３′；内参照
１８Ｓ的上游引物为 ５′ＴＧＡＧＡＡＡＣＧＧＣＴＡＣＣＡＣＡＴＣＣ
３′，下游引物为５′ＧＣＡＣＣＡＧＡＣＴＴＧＣＣＣＴＣＣＡ３′。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　利用全蛋白提取试剂盒提取心脏右心室心肌组织
总蛋白，行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转移至ＰＶＤＦ膜上，室温封
闭２ｈ，洗膜后加入一抗Ⅰ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ，ＣＯＬⅠ，
购自 ＲＯＣＫＬＡＮＤ，６００４０１１０３Ｓ），ＴＧＦβ（购自 Ａｂ
ｃａｍ，ａｂ６００４３），ＣＴＧＦ（购自 Ａｂｃａｍ，ａｂ６９９２），４℃过
夜，ＴＢＳＴ洗３次，加相应二抗辣根过氧化酶标记山羊
抗小鼠（碧云天，Ａ０２１６）或辣根过氧化酶标记山羊抗
兔（碧云天，Ａ０２０８），ＥＣＬ显影。内参选用 βａｃｔｉｎ抗
体。用ＩｍａｇｅＪ图像分析软件对条带进行分析。
１．５　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件对实验数据进行分析，
计量资料采用 珋ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析及相关
分析。

２　结果

２．１　低压缺氧后右心室肥厚指数变化
　　如图１所示。随低压缺氧时间增加，右心室心肌组
织中低压缺氧各组右心室肥厚指数均升高，低压缺氧７、
１４、２８ｄ组与常氧组差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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图１　低压缺氧时大鼠右心室肥厚指数的变化　（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

２．２　低压缺氧后心脏右心室中ＣＯＬⅠ表达水平的变化
　　低压缺氧后，ＣＯＬⅠ表达水平随低压缺氧时间延

长而增加，其蛋白水平在低压缺氧７、１４、２８ｄ组显著
增加，其差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图２）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　１～５分别为缺氧０、３、７、１４、２８ｄ；
Ｂ：半定量分析（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）　ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｄ比较
图２　低压缺氧对大鼠右心室心肌组织中ＣＯＬⅠ水平的影响

２．３　低压缺氧下心脏右心室中ＴＧＦβ表达水平的变化
　　在低压缺氧诱导下，心脏右心室中 ＴＧＦβ表达水
平随时间有不同变化（图３），蛋白水平在低压缺氧３ｄ
组显著增加且差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），低压
缺氧７、１４ｄ回降，与常氧组相比差异无统计学意义，
蛋白水平在低压缺氧２８ｄ组显著增加，与常氧组相比
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　１～５分别为缺氧０、３、７、１４、２８ｄ；
Ｂ：半定量分析（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）　ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｄ比较
图３　低压缺氧对大鼠右心室心肌组织中ＴＧＦβ表达的影响

２．４　低压缺氧下心脏右心室中ＣＴＧＦ表达水平的变化
　　在低压缺氧诱导下，心脏右心室中 ＣＴＧＦ表达水
平随时间有不同变化（图４），蛋白水平在低压缺氧３ｄ
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组显著增加且差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），低压
缺氧７、１４ｄ回降，与常氧组相比差异无统计学意义，
蛋白水平在低压缺氧２８ｄ组显著增加，与常氧组相比
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　１～５分别为缺氧０、３、７、１４、２８ｄ；
Ｂ：半定量分析（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）　ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｄ比较
图４　低压缺氧对大鼠右心室心肌组织中ＣＴＧＦ表达的影响

２．５　不同低压缺氧时间点 ＴＧＦβ、ＣＴＧＦ、ＲＶＨＩ和
ＣＯＬⅠ表达之间的相关关系

　　常氧组与低压缺氧 ３、７和 １４ｄ组，ＣＯＬⅠ与
ＲＶＨＩ水平呈显著正相关（Ｐ＜０．０５），说明 ＣＯＬⅠ表
达水平与右室肥大有关。以 ＣＯＬⅠ反映心肌纤维化
程度，分析两因子与纤维化的相关关系，发现低压缺氧

３、７和１４ｄ内ＴＧＦβ、ＣＴＧＦｍＲＮＡ水平均与其呈显著
正相关（Ｐ＜０．０５）。分析与 ＲＶＨＩ的相关性时，发现
低压缺氧３、７、１４和２８ｄ组，两因子与之呈显著呈正
相关（Ｐ＜０．０５，表１）。

表１　各低压缺氧组ＴＧＦ、ＣＴＦＧ与ＣＯＬⅠ、ＲＶＨＩ
表达之间的相关系数（ｒ）

实验条件 ０ｄ ３ｄ ７ｄ １４ｄ ２８ｄ
ＣＯＬⅠ ｖｓＴＧＦβ ０．９９４ａ ０．９８３ａ ０．８５４ａ ０．８４６ａ －０．７７　
ＣＯＬⅠ ｖｓＣＴＧＦ ０．６５９ ０．９１６ａ ０．８９４ａ ０．７９８ ０．２５９
ＲＶＨＩｖｓＴＧＦ ０．９９３ａ ０．９７８ａ ０．９１２ａ ０．９６２ａ ０．７５３
ＲＶＨＩｖｓＣＴＧＦ ０．７３４ ０．９４４ａ ０．９６８ａ ０．９２６ａ ０．８６５
ＲＶＨＩｖｓＣＯＬＩ ０．９４２ａ ０．９６９ａ ０．９７１ａ ０．９３９ａ ０．４５２
ＴＧＦβｖｓＣＴＧＦ ０．７２６ ０．９２ａ ０．９０８ａ ０．９７９ａ ０．９２６

ａ：Ｐ＜０．０５

３　讨论

　　心肌纤维化是心肌重塑、心肌肥大的重要病理特
点，而心肌纤维化是以胶原、弹性蛋白等细胞外基质的

大量沉积为基础的病理生理过程。本研究以Ⅰ型胶原
表达水平反映低压缺氧时心肌组织纤维化程度，结果

发现，随着低压缺氧时间延长，右心室心肌组织中Ⅰ型
胶原含量逐渐增多，而且与右心室肥厚指数在各组内

均呈现显著正相关，提示低压缺氧右心室心肌纤维化

与其肥大有关。

　　组织纤维化由多种细胞因子参与作用形成。其中
ＴＧＦβ可调节细胞生长和分化，并与心肌纤维化作用
密切相关。本研究发现，在缺氧早期（３ｄ）ＴＧＦβ即发
挥作用。ＴＧＦβ不仅可以促进ＥＣＭ表达与分泌、抑制
细胞外基质降解［５］，而且可以促进 ｃＦＢ增殖并分化为
肌成纤维细胞［５］。ＴＧＦβ还可以诱导血管平滑肌细胞
分泌成纤维细胞生长因子等其他细胞因子，在组织纤

维化中发挥作用［６］。本研究发现，常氧组与低压缺氧

３、７和１４ｄ组，ＴＧＦβ与Ⅰ型胶原的表达水平均呈显
著正相关，而低压缺氧 ２８ｄ组，ＴＧＦβ与Ⅰ型胶原
ｍＲＮＡ水平没有显著相关，但其与右心肥厚指数之间
存在显著正相关。结果提示，ＴＧＦβ在缺氧时心肌重
塑中发挥重要作用。另外，缺氧２８ｄ时心肌胶原沉积
可能由早期升高的 ＴＧＦβ作用引起，在低压缺氧 ３ｄ
时显著增高的ＴＧＦβ可促进促纤维化细胞浸润、间质
细胞增殖以及相关细胞因子的表达与分泌，低压缺氧

７、１４ｄ基本恢复到常氧组水平，也支持了这一点。后
期的心肌纤维化也有可能与其他细胞因子的作用有关。

　　ＣＴＧＦ也是一种重要的促纤维化蛋白，可由成纤
维细胞、内皮细胞等多种细胞表达与分泌，调节细胞增

殖、ＥＣＭ的产生，抑制细胞外基质降解酶［７－１０］。本研

究发现ＣＴＧＦ表达在不同低压缺氧时间表达量有变
化，而且与ＴＧＦβ表达变化特点相似，即均在低压缺
氧３ｄ表达显著增多，随后回降，于低压缺氧２８ｄ再次
增加。将ＣＴＧＦ与ＴＧＦβ进行相关分析，发现两者呈
显著正相关，也说明了两因子的表达之间存在相互作

用。文献［１０－１１］报道，在纤维化的过程中，ＣＴＧＦ被
认为是ＴＧＦβ的下游分子。正常情况下，心脏中ＣＴＧＦ
未见大量表达，病理性损伤可刺激成人心脏 ＴＧＦβ的
产生，从而引起 ＣＴＧＦ大量增加［１１］。ＣＴＧＦ的 ｍＲＮＡ
水平与 ＴＧＦβ呈正相关，验证了 ＴＧＦβ可促进 ＣＴＧＦ
产生［１２－１３］。文献［１４－１５］报道，在心肌纤维化发生
发展的过程中，胶原沉积处检测到 ＣＴＧＦ大量增加。
结果提示，ＴＧＦβ通过影响ＣＴＧＦ的ｍＲＮＡ水平，一起
促进心肌纤维化在低压缺氧引起的心肌肥大中发挥作

用，在低压缺氧后期，此两细胞因子尚可能通过其他机

制作用于心肌肥大的形成。也有研究表明，敲除ＴＧＦβ、
ＣＴＧＦ，或使其过度表达，心肌纤维化的变化并不显
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著［１１］，甚至结果相反［１６－１７］。这些不一致的研究结果

可能与刺激的方式以及刺激时间有关。

　　在低压缺氧暴露时，右心室心肌组织中产生大量
ＴＧＦβ，作用于心肌组织中的各种细胞，进一步产生
ＣＴＧＦ，两者刺激间质细胞等多种细胞，促进其增殖、分
化、产生细胞外基质等，促进心肌纤维化。针对性适时

控制这些细胞因子的作用，延缓心肌纤维化的发生，有

望成为控制高原心脏病发生发展的新靶点，对于促进高

原习服进程，维护高原人群的健康有十分重要的意义。
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