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辛伐他汀对血管升压素诱导大鼠心脏成纤维细胞增殖的影响

徐　琳 ,赵连友 ,范延红 ,田建伟 ,杨学东 ,张海涛 ,陈永清 ,彭育红　　(第四军医大学唐都医院心脏内科 ,西安 710038)

　　提　要:目的　探讨辛伐他汀(Simvastatin , Sim)对血管升压素(AVP)诱导的新生 SD大鼠心脏成纤维细胞(CFs)增殖的影响 , 为

防治高血压心肌纤维化提供理论依据。方法　采用胰酶消化 、差速贴壁法培养新生 SD大鼠 CFs , 以
3
H-胸腺嘧啶核苷(

3
H-TdR)掺入

法测定 DNA 合成 、四氮唑盐(MTT)比色法测定细胞数目 , 分别观察不同浓度 Sim 对 AVP 诱导 CFs 增殖的作用及甲羟戊酸(Meval-

onate ,MVA)干预的影响。结果　①CFs(200 个细胞)的3H-TdR掺入率随着 Sim 干预浓度的增加而降低 ,其中 10-6mol/L Sim 和 10-5

mol/ L Sim 组的3H-TdR掺入率分别为(1 175±202.66)、(771±164.86)cpm ,明显低于对照组(1 955±372.45)cpm(P <0.01);② MTT 比

色法 A490值随 Sim 浓度的增加而降低 , 其中 10-6、10-5 mol/L Sim 组的 A490值分别为 0.215±0.041 和 0.163±0.018 , 均较对照组 A490

值0.393±0.048 显著降低(P <0.01);③10-5mol/ L Sim+10-3mol/L MVA 组的3H-TdR掺入率 、MTT 比色法 A490值分别为(1 995±

353.83)cpm 和 0.418±0.045 ,均显著高于 10-5mol/ L Sim 组(P<0.01)。结论　辛伐他汀可抑制 AVP诱导的 CFs DNA的合成和细胞

数目增加 ,提示 Sim 可抑制 CFs增殖 , 其机制可能通过甲羟戊酸代谢途径实现的。
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Effects of simvastatin on proliferation of rat cardiac fibroblasts induced by arginine va-
sopressin in vitro
XU Lin , ZHAO Lian-you , FAN Yan-hong , TIAN Jian-wei , YANG Xue-dong , ZHANG Hai-tao , CHEN Yong-qing , PENG Yu-hong (Department of
Cardiology , Tangdu Hospital , Fourth Military Medical University , Xi' an 710038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the effects of simvastatin(Sim)on the proliferation of rat cardiac fibroblasts(CFs)induced by arginine

vasopressin(AVP)for theoretical bases of preventing and treating cardiac myofibrosis due to hypertention.Methods　CFs of neonatal Sprague-Daw-

ley(SD)rats were isolated with trypsin digestion method and those growth-arrested were stimulated with 10-7mol/ L AVP in the presence of various

concentrations of Sim and mevalonate(MVA).The DNA synthesis of CFs was measured with 3H-Thymidine(3H-TdR)incorporation.MTT colorime-

try was adopted to evaluate cell number.Results　①Sim decreased 3H-TdR incorporation in CFs in a concentration-dependent manner.3H-TdR in-
corporation values of 10-6mol/L Sim and 10-5mol/ L Sim group(1 175±202.66 and 771±164.86 cells in every 2 000 cells , respectively)were

significantly lower than those of the control(1 955±372.45 in every 2 000 cells)(both P<0.01);② A490 values of 10
-6 mol/ L Sim and 10-5

mol/ L Sim group(0.215±0.041 , 0.163±0.018 , respectively)were significantly lower than those of the control(0.393±0.048)(both P <

0.01).③ 3H-TdR incorporation in CFs and A490 value of 10-5mol/ L Sim+10-3mol/ L MVA group(1 995±353.83 cells in every 2 000 cells ,

0.418±0.045 respectively)were significantly higher in comparison with 10-5mol/L Sim group(both P<0.01).Conclusion　The results indicate

that Sim can decrease CFs number and DNA synthesis induce by AVP and MVA pathway may play an important role in the CFs proliferation.
　　Key words:simvastatin;mevalonate;arginine vasopressin;cardiac fibroblasts;proliferation

　　高血压左室肥厚(LVH)是影响心血管疾病病情进
展的独立危险因素 ,高血压病(EH)伴左室肥厚患者急
性心机梗死 、心力衰竭 、猝死及其他心血管疾病发病率
增加 6 ～ 8倍 。现认为 ,心脏成纤维细胞(CFs)增殖导
致心肌纤维化(MF)可能是 EH左室肥厚的主要病理基

础。血管升压素(AVP)是下丘脑分泌的多肽 ,能够诱
导CFs增殖 ,参与 MF 和 LVH 的发生和发展 ,并和 EH

患者病情密切相关[ 1 , 2] 。因此 ,高血压治疗的新目标
是消退 LVH、改善MF 和恢复心肌功能。目前认为 ,他
汀类药物(3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reduc-
tase inhibitor , HMG-CoA还原酶抑制剂)不仅能显著降
低血清胆固醇和低密度脂蛋白 ,而且还具有抑制血管
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平滑肌细胞(VSMC)增殖 、防止血栓形成及保护内皮等
功能 ,其影响已远超过调脂所带来的效应[ 3 , 4] 。关于

HMG-CoA还原酶抑制剂能否改善 MF ,目前尚不十分
清楚 。本研究拟观察辛伐他汀(Simvastatin , Sim)对
AVP 介导的 CFs增殖的影响 ,并进一步探讨其可能的
作用机制 。

1　材料与方法

1.1　材料
　　出生 1～ 3 d的SD大鼠,本校实验动物中心提供。胰蛋白酶 、

四氮唑盐(MTT)和甲羟戊酸均为 Sigma公司产品;AVP 购自美国

Pennisular Lab;辛伐他汀(Merck公司惠赠);DMEM培养基(GIBCO公

司产品);胎牛血清(FCS)(浙江金华市靖湖犊牛利用研究所产品);
3H-TdR购自中国原子能研究院同位素研究所;2500E型CO2培养箱

(美国NuAire公司);3550型自动酶联检测仪(Beckman 公司);LS6500
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型液态闪烁计数仪(美国 Beckman公司)。

1.2　方法
1.2.1　CFs 培养及鉴定　　无菌取出生后 1～ 3 d 的SD大鼠心

室 ,剪碎 , 0.125%胰酶在 37 ℃下分散细胞 ,每隔 5 min 收集一次

细胞 , 1 000 r/min 离心 4 min×2 次 ,将所得全部细胞置于含 100

ml/L FCS 的 DMEM 培养液中 ,在 50 ml/L CO2、37 ℃、饱和湿度

条件下培养 60～ 90 min , 根据 CFs 较心肌细胞贴壁速度快的原

理 ,采用差速贴壁法 , 倾去上清液 ,剩下的细胞即为 CFs ,加入含
100 ml/L FCS 的 DMEM继续培养 。经倒置显微镜 、透射电镜 、免
疫组化纤维粘连蛋白染色阳性和平滑肌肌动蛋白染色阴性鉴

定为 CFs , 纯度达 98%, 台盼蓝染色细胞活力大于 97%。生长

近融合时按 1∶3 传代 ,实验采用 2 ～ 4 代细胞。
1.2.2 　CFs 的 DNA 合成功能测定　　以3H-胸腺嘧啶核苷
(3H-TdR)掺入率反映 CFs 的 DNA 合成功能。取对数生长期
CFs , 0.25%胰酶消化 , 用含 10%胎牛血清的 DMEM调整细胞悬

液浓度为 1×104/ml , 加入 96 孔培养板中 , 每孔加入 200 μl , 静
置培养至细胞接近融合。弃上清 , 加入无血清 DMEM , 继续培

养24 h , 使细胞维持生长静止状态。分别加入不同试剂干预。
在最后的干预药物加入时 , 同时加入3H-TdR 7.4×104Bq/ml 和
维生素 C 50 mg/L , 12 h 后吸弃上清液 , 二蒸水冲洗 , 加 10%三
氯乙酸洗 5 min , 加 0.3 mol/ L NaOH 处理 30 min , 多头细胞收集

器收集细胞裂解液至玻璃纤维滤纸上 , 烤干。将玻璃纤维滤纸
置于闪烁计数管中 , 每管加入闪烁液 0.5 ml , 液态闪烁计数仪
测定放射性。结果以 cpm 值表示。
1.2.3　MTT 比色法检测细胞增殖　　将 CFs 接种在 96 孔板

中 , 2 000 个/孔 , 37 ℃、50 ml/ L CO2及饱和湿度下培养;根据实

验的目的和要求在药物干预前 24 h 将培养液换成无血清

DMEM培养液使之静止 , 药物干预 72 h , 终止培养 , 每孔加入
MTT 20μl , 37 ℃继续培养 4 h;吸弃孔内培养上清液 , 每孔加入
150 μl二甲基亚砜 , 振荡混匀10 min 使结晶充分溶解;在酶联免
疫检测仪上 490 nm 波长处测定光吸收值(A490值),用只加培养
液不加细胞的空白孔调零。

1.2.4　实验分组　　实验分 4组:①空白对照组;②10-7 mol/ L
AVP组;③10-7 mol/ L AVP+Sim(10-8、10-7、10-6、10-5 mol/L)
组;④10-7 mol/ L AVP+10-5 mol/ L Sim+MVA(10-6、10-5 、10-4、
10-3 mol/L)组

1.3　统计学处理
　　所有实验数据以 x±s表示 ,组间差异比较采用多个样本
均数比较的ANOVA 方差分析 ,两两比较采用 t 检验。

2　结果

2.1　AVP对 CFs DNA合成功能和细胞数目的影响

　　10-7 mol/ L AVP 的3H-TdR掺入率和 MTT 法 A490值明显高

于空白对照组(P<0.05), 见表 1。

表 1　AVP和 MVA对 CFs DNA(2 000个细胞)合成及细胞数目的影响

Tab 1　Effects of AVP and MVA on CFs DNA synthesis and cell number

Group n 3H-TdR incorporation (cpm) A490 values

Blank 6 1 608±204.32　 0.347±0.024

10-7mol/L AVP 6 1 955±372.45Δ 0.393±0.048Δ

10-5mol/L Sim 6 771±164.86 0.163±0.018

10-5mol/L Sim+10-6mol/ LMVA 6 854±219.09 0.173±0.027

10-5mol/L Sim+10-5mol/ LMVA 6 1 225±323.16#　 0.221±0.049#

10-5mol/L Sim+10-4mol/ LMVA 6 1 612±308.57## 0.324±0.047##

10-5mol/L Sim+10-3mol/ LMVA 6 1 995±353.83## 0.418±0.045##

Δ:P<0.05 vs blank;#:P<0.05, ##:P<0.01 vs 10-5mol/ L sim group

2.2　Sim对 CFs DNA合成功能的作用

　　Sim 以浓度依赖方式使 CFs(2 000 个细胞)的3H-TdR掺入

率降低.其中 10-7、10-6和 10-5mol/ L Sim组的3H-TdR掺入率显

著低于对照组 10-7mol/L AVP组 ,而 10-8mol/L Sim 组的3H-TdR

掺入率与 10-7mol/L AVP 组比较无显著性差异(P>0.05),见图1。

＊:P<0.05, ＊＊:P<0.01 vs control

图 1　不同浓度 Sim 对 CFs DNA合成功能的影响

Fig 1　Effects of different concentrations of Sim on DNA synthesis of CFs

2.3　Sim对 CFs数目的影响
　　在 10-8、10-7 、10-6和 10-5mol/ L Sim 的作用下 ,MTT法 A490

值随着Sim 浓度的增加 , A490值呈递减趋势。其中10-7、10-6和

10-5mol/ L Sim 组的 A490值均低于对照组 10-7mol/L AVP A490

值;10-8mol/ L Sim 的 A490值与对照组 A490值比较差异无显著性

(P>0.05),见图 2。

#:P<0.05, ##:P<0.01 vs control

图 2　不同浓度 Sim对 AVP诱导的 CFs数目的影响

Fig 2　Effect of different concentrations of Sim on CFs number

induced by AVP

2.4　MVA对 CFs DNA合成功能和细胞数目的影响
　　MVA(10-5 、10-4、10-3mol/ L)+10-5mol/ L Sim 的3H-TdR 掺

入率和 A490值分别显著高于 10-5mol/ L Sim 组(分别P<0.05、

P<0.01 和P<0.01),而 10-6mol/ L MVA+10-5mol/ L Sim 组的
3H-TdR掺入率和 A490值分别与 10-5mol/ L Sim 组比较均无显著
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性差异(P>0.05),见表 1。

3　讨论

　　众多资料表明 ,CFs增殖和胶原合成增加可导致
MF ,并参与了高血压心室重塑过程[ 5] ,也是 EH患者心

脏收缩和舒张功能障碍而引起充血性心力衰竭的病理

基础[ 6] 。大量研究证实 ,血流动力学因素即外周循环

阻力对于诱导MF 并不重要 ,而体液因素在诱导 MF中

占重要地位[ 3] 。AVP 是下丘脑分泌的多肽 ,能够促进
大鼠VSMC增殖 ,在 LVH 的发生 、发展过程中具有重

要作用 ,伴左室肥厚的 EH 患者血浆AVP 水平显著高

于不伴左室肥厚的 EH 患者[ 2 ,7] 。最近研究发现 ,AVP

呈剂量依赖性地促进 CFs增殖和胶原合成 ,导致 MF。
　　本研究结果显示 ,AVP 可使 CFs的3H-TdR 掺入率

增加 , Sim 呈浓度依赖方式减少 AVP 诱导的 CFs
3H-TdR掺入率增加 ,表明Sim 可使 CFs的 DNA 合成减

少 ,这与文献[ 8]报道氟伐他汀可减弱自发性高血压大
鼠VSMC的 DNA 合成的结果是一致的。本研究还显

示 ,AVP使 CFs数目增加的效应可被 Sim所逆转 ,且呈
浓度依赖性 ,说明Sim能够抑制AVP 诱导的CFs增殖。

由此可见 ,Sim能拮抗 AVP 诱导的MF ,这为防治高血
压左室重塑提供了新的思路。
　　本研究还发现 ,MVA 呈浓度依赖性拮抗 Sim抑制

CFs DNA 合成增强和 CFs 数目增加的作用 。当加入
1 mmol/L MVA时 ,Sim 对 CFs 增殖的抑制作用能被大

部分 、甚至完全地解除 ,说明 MVA 对于高血压 MF 的

CFs异常增殖具有促进作用 ,这与文献[ 9 ～ 12]报道氟

伐他汀 、辛伐他汀在体外抑制 VSMC 、血管内皮细胞 、
肾小球系膜细胞和肾间质细胞的增殖能被外源加入的

MVA所阻断相一致 ,也进一步支持 Sim 抗 CFs增殖的

作用。业已证实 ,胆固醇生化代谢途径中许多产物对

于细胞的生物功能有影响 ,其中HMG-CoA还原酶是该
途径催化乙酰辅酶A 合成 MVA 的限速酶 , 细胞增殖
至少需要胆固醇和非甾醇类异戊二烯两种 MVA的衍

生物 。前者是细胞膜 、核膜 、线粒体膜等装配所必需的
成分;后者其功能单位组成疏水键与 P21ras蛋白 C末

端附近的半胱氨酸残基共价结合使之异戊二烯化锚定

于细胞膜 ,是 P21ras 蛋白活化进而通过 ras依赖的细

胞内信号转导通路 ,启动核内原癌基因的转录和翻译 ,
诱导DNA 合成 , 促进细胞增殖和分化的前提 。由于

Sim竞争性阻断HMG-CoA 还原酶的结合位点 ,抑制胆
固醇的生物合成 ,并减少了 MVA 及其衍生物的生成 ,

阻断了蛋白质翻译后的异戊二烯加工过程 ,使活化的
P21ras失活而从细胞膜上脱离 ,进而干扰了 ras介导的

细胞信号转导 ,导致 DNA 合成和细胞增殖受抑
[ 13 ,14]

。

Sim 抗 CFs增殖作用可能与其有关 ,其确切的机制有

待进一步研究。
　　综上所述 ,不难看出 Sim 抑制 CFs增殖的作用具

有临床意义。Sim阻断了 MVA途径的起始位点 ,使该
途径中提供 CFs生长所必需原料的多个环节均被抑

制 ,加之其良好的调整血脂作用 ,故认为 Sim 治疗高血

压病MF 和消退左室肥厚具有良好的应用前景 。
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