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bFGF 、TGFβ1在心肌细胞肥大中与 cAMP 、cGMP的关系研究

罗惠兰1 ,何作云2　　(1空军总医院心血管内科 ,北京 100036;2第三军医大学附属新桥医院心血管内科 ,重庆 400037)

　　提　要:目的　探讨碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)、转化生长因子 β1(TGFβ1)在心肌细胞肥大过程中

与 cAMP cGMP的关系及意义。方法　分离培养大鼠心肌细胞 ,分组并使细胞内 cAMP或 cGMP增加 ,用放免

法检测细胞体积与数量的关系 ,并用免疫细胞化学及原位杂交技术检测细胞中 bFGF、TGFβ1 表达的变化 。结

果　培养细胞中 cAMP增加时细胞体积增大 ,数量比例无变化 , bFGF、TGFβ1 蛋白及 mRNA表达明显增加(P

<0.05)。细胞中 cGMP增加时细胞体积缩小 , 数量比例不变 , bFGF和 TGFβ1 蛋白及 mRNA 表达明显减少(P

<0.05)。结论　cAMP、cGMP可能与心肌细胞 bFGF、TGFβ1 的表达调节有关。 cAMP 可诱导 , 而 cGMP可抑制

心肌细胞 bFGF 、TGFβ1表达 。
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Relationship between bFGT , TGFβ1 and cAMP , cGMP in cardiac myocyte

hypertrophy in vivo
LUO Hui-lan , HE Zuo-yun (Department of Cardiovascular Diseases , General Hospital of Air Force , Beijing 100036 , China)

　　Abstract:Objective 　To explore the relationship and the significance between basic fibrobalst

growth factor (bFGF), transforming growth factor β1(TGFβ1)and cyclic adenosine monophosphate

(cAMP), cyclic guanosine monophosphate(cGMP)during the development of cardiac myocyte hypertro-
phy.Methods　Cardiac myocytes were isolated from newborn Wistar rats and divided into control ,

cAMP and cGMP groups.In control group , the cells were cultivated in serum-free medium.In cAMP and

cGMP groups , the cells were cultured in serum-free medium with 8-bromo-cAMP and sodium nitroprus-

side respectively.The cell volume and amount were measured with radioimmunoassay.The expressions of

bFGF and TGFβ1 were determined with immunohistochemical and in situ hybridization methods.Results

　In cAMP group , the cell volume was increased but the amount was not changed.The expressions of

bFGF , TGFβ1 protein and mRNA has a significant elevation compared with those of control group(P<

0.05).The increased cGMP induced by the additional sodium nitroprusside made the cells shrink but no

change in the amount.The expressions of bFGF , TGFβ1 protein and mRNA were significantly lower than

those in control group(P<0.05).Conclusion　cAMP and cGMP might be associated with the regula-
tion of bFGF and FGF β1 expressions in cardiac myocytes.cAMP probably enhances while cGMP sup-
presses the expressions of these two factors.

　　Key words:cardiac hypertrophy ;cell culture;bFGF;TGFβ1

　　大量研究表明 ,心肌肥大与心血管病人病死率呈

显著正相关 ,因此 ,阐明其发病机制已成为心血管病研

究的重要课题。动物模型研究发现 ,心脏血液动力学
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超负荷(压力/容量超负荷)可刺激心肌细胞分泌多种

生长因子 ,进而通过旁分泌作用诱导心肌细胞肥大[ 1] ,

其中 bFGF 、TGFβ1便是两个重要因子 ,他们在心肌细胞

肥大时可能发挥了重要的调控作用[ 2] 。但是 , bFGF 、

TGFβ1在调控心肌细胞肥大过程中与 cAMP 、cGMP 的

关系尚未见报道 。本研究拟探讨心肌细胞肥大时

bFGF 、TGFβ1 表达与 cAMP 、cGMP的关系及意义。
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1　材料与方法

1.1　心肌细胞培养
　　新生Wistar大鼠(3 d 以内), 无菌操作下取出心脏, 剪除心

房, 将心室放于 0.1%胰蛋白酶中 ,剪碎后置 4 ℃冰箱消化 1 h ,

离心 , 加入培养液M199(含10%小牛血清)制成细胞悬液 ,以差速

贴壁法获取心肌细胞 , 接种于 12 孔板中 , 37 ℃, 5%CO2 , 温箱中

培养 , 24 h 后开始见细胞搏动, 4 d 时 ,细胞基本融合 ,用于试验。

1.2　实验分组
　　将培养细胞分为对照组 、cAMP组和 cGMP(硝普钠)组。

1.2.1　对照组细胞以无血清培养 , cAMP组细胞经无血清培养

24 h 后加入 8-Bromo-cAMP(0.1 mmol/ L, 宝灵曼公司), cGMP 组

细胞经无血清培养 24 h 后加入硝普钠(硝普钠为 NO 供体 , 可

增加细胞内 cGMP 浓度)(1 mmol/ L ,北京医科大学病理教研室

赠)。 48 h 时分别加入3H-Leu 或 3H-TdR(1 μCi/ ml培养基), 37

℃继续培养 4 h , 然后用液体闪烁仪测定放射性计数(cpm), 代

表 3组细胞3H-leu 和3H-TdR的掺入率 , 每批实验均重复 4 次。

1.2.2　对照组细胞以无血清培养 , cAMP组细胞经无血清培养

24 h 后加入 8-bromo-cAMP(0.1 mmol/ L), cGMP组细胞经无血清

培养 24 h后加入硝普钠(1 mmol/ L), 分别于培养 30 min , 3、24、

48 、72 h 后 , 3 组细胞均用 1%多聚甲醛及 70%乙醇固定细胞 30

min ,晾干后-20 ℃冰箱保存。

1.2.3　bFGF、TGFβ1免疫细胞化学检测　　细胞片用 S-P法作

bFGF、TGFβ1免疫细胞化学检测(bFGF、TGFβ1 抗体及试剂盒购

自北京中山公司)、DAB 显色 , 染色强度以(+)表示。

1.2.4　bFGF、TGFβ1原位杂交检测　　bFGF、TGFβ1质粒菌种由

军事医学科学院提供 , 质粒扩增 , EcoR Ⅰ/ Hind Ⅲ酶切回收 , 地

高辛(随机引物法)标记 cDNA探针 , 作细胞片 mRNA原位杂交 ,

染色强度以(+)表示。

　　对免疫细胞化学及原位杂交结果行图像分析(北航医学图

像分析管理系统Mias ehe),半定量分析。

1.3　统计学方法
　　结果数据均以 x±s表示 , 采用组间 t检验进行分析。

2　结果

2.1　cAMP 刺激心肌细胞肥大效应的观察
　　结果表明 , cAMP可诱导培养心肌细胞3H-Leu 掺入率显著

增加 ,而对3H-TdR掺入率无明显影响 , 提示 cAMP 可明显刺激

培养心肌细胞蛋白质合成 , 诱导心肌细胞肥大 , 但无促增殖作

用(即细胞体积增大 ,细胞数量比例不增加)。 cGMP诱导培养

细胞3H-Leu掺入率显著减少 , 而对3H-TdR 掺入率亦无明显影

响 ,提示 cGMP可明显抑制培养心肌细胞蛋白质合成 , 使心肌细

胞体积减小 ,但无抑制增殖作用(即细胞体积减小 , 细胞数量比

例不减少), 见表 1。

表 1　cAMP、cGMP 对心肌细胞3H-Leu和3H-TdR

掺入率的影响( x ±s)

Tab 1　Effects of cAMP , cGMP on the 3H-Leu and
3H-TdR incorporation rate in cardiocytes( x±s)

Group n 3H-Leu(min-1) 3H-TdR(min-1)

Control 4 280±67　 221±86

cAMP 4 3 251±573＊＊ 218±92

cGMP 4 106±54＊ 220±87

＊:P <0.05 , ＊＊:P <0.01 vs control

2.2　cAMP诱导心肌细胞肥大或 cGMP 抑制心肌细胞

肥大时 bFGF 、TGFβ1 mRNA及蛋白表达的变化
　　在培养的对照组心肌细胞中 , bFGF 蛋白及 mRNA 水平仅

有弱阳性表达 ,主要分布于细胞浆 , 加入 cAMP后 bFGF 蛋白及

mRNA表达的细胞数及染色强度均明显增加 , 见图 1 、2。加入

cGMP后结果相反 , 见图 3、4。

图 1　cAMP 组心肌细胞 bFGF蛋白表达　(S-P×400)

Fig 1　Expression of bFGF protein in cardiocytes of cAMP group　(S-P×400)

图 2　cAMP组心肌细胞 TGFβ1 mRNA表达　(ISH×400)

Fig 2　Expression of TGFβ1mRNA in cardiocytes of cAMP group　(ISH×400)
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图 3　cGMP 组心肌细胞 TGFβ1表达　(S-P×400)

Fig 3　Expression of TGFβ1 protein in cardiocytes

of cGMP group　(S-P×400)

图 4　cGMP 组心肌细胞 bFGF mRNA表达　(ISH×400)

Fig 4　Expression of bFGF mRNA in cardiocytes

of cGMP group　(ISH×400)

　　图像分析结果 ,示培养细胞中加入8-溴-cAMP后 bFGF 蛋白水

平的表达明显高于对照组 ,药物效应、时间效应、药物与时间交互

效应均有显著差异(P <0.05)。加入硝普钠(cGMP 增高)组 bFGF

蛋白水平表达明显少于对照组 ,药物效应、时间效应 、药物与时间

交互效应差异有显著性(P <0.05)。升高细胞内 cAMP浓度 , bFGF

mRNA表达明显高于对照组(P <0.01)。升高细胞内 cGMP浓度 ,

bFGF mRNA 表达明显低于对照组(P <0.01), 尤以 48 h 明显。

TGFβ1蛋白表达与 bFGF有相似的结果,见图5～ 7。

图 5　bFGF蛋白表达的定量分析

Fig 5　Image analysis of basic fibroblast growth factor

protein expression　( x±s , n=5)

＊:P <0.05 , ＊＊:P <0.01 vs control

图 6　bFGF mRNA表达的定量分析

Fig 6　Image analysis of basic fibroblast growth factor

mRNA expression　( x±s , n=5)

＊:P <0.05 , ＊＊:P <0.01 vs control

图 7　TGF mRNA表达的定量分析

Fig 7　Image analysis of TGF mRNA expression　( x ±s , n=5)

＊:P <0.05 , ＊＊:P <0.01 vs control

3　讨论

　　在心肌肥大的发病学中 ,血液动力学作用最早为

人们所重视 ,压力和/或容量超负荷引起心室壁张力增

高的多种刺激均可导致心肌细胞肥大 ,一般认为成年

心肌细胞已丧失分裂增殖能力
[ 3]
。心脏对于急 、慢性

血液动力学改变的应激主要通过增加原有细胞的蛋白

质合成及细胞肥大和细胞外基质增加来实现
[ 4]
。因

此 ,心肌肥大的实质是蛋白质合成能力增强 。有关压

力超负荷与心肌细胞肥大蛋白合成能力之间的第二信

使联系已有初步研究。大量研究证实 , cAMP-蛋白激

酶A(PKA)系统是介导机械刺激心肌细胞肥大的第二

信号途径之一[ 5 , 6] , Riva 等[ 7]加入 8-Bromo-cAMP 至培

养的鼠皮层星状神经胶质细胞中 bFGF mRNA表达增

高 ,提示 bFGF 基因受 cAMP 调控 。本研究结果表明 ,

8-Bromo-cAMP 刺激心肌细胞代谢活力升高 , 3H-Leu掺

入率显著增加 ,在心肌细胞肥大的同时 , bFGF 、TGFβ1

表达也显著升高 ,而 cGMP 起抑制作用。

　　本研究结果提示心肌细胞确能表达 bFGF 、TGFβ1 ,
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并且这种表达与超负荷后心肌 cAMP 信号系统活动有

关。因此推测 bFGF 、TGFβ1也可能以类似方式参与人

体心肌肥大的病理过程 ,其发生顺序是压力或容量超

负荷-心肌细胞内第二信号系统活化 -bFGF 、TGFβ1

表达 ,通过旁分泌途径-细胞内蛋白质合成增加-细

胞肥大及心肌间质纤维化 ,而 cGMP可抑制该过程 ,因

此推测高血压病心肌细胞在压力超负荷中可用硝普钠

等NO供体类药升高心肌细胞内 cGMP 浓度 ,预防心肌

肥大的发生。
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糖耐量低减危险因素的病例对照研究

A case-control study for the risk factors of impaired glucose tolerance

王　建 ,李明秀 ,徐　静　　(第三军医大学附属新桥医院营养科 , 重庆 400037)

　　为明确糖耐量低减(Impaired glucose tolerance , IGT)发生的

危险因子及影响转化过程的积极因素 , 减少 DM 及 IGT 的发生

率 ,引导 IGT的良性转归 , 有着相当重要的意义。 本研究探讨

了 IGT发生的危险因素 , 现报告如下。

1　材料和方法

　　对象:我院 1996 年 10月至 1998 年 6月重庆市 10 个市级机

关单位 35岁以上人群 2800例进行 DM 普查。按WHO(1985)诊

断标准筛检出的 118例 IGT 者作为病例组;从本次普查中随机

整群抽取一单位的正常人群 217 例作为对照组。 调查采用统

一表格 ,由我科医生及体检病房医生询问被调查的病例和对照

组 ,调查的内容主要有:年龄 、性别 、民族 、肥胖史 、饮食习惯等。

测量身高 、血压 、血糖。病例和对照在检查前 1 d 内禁食高脂类

食物 , 停止体育锻炼 , 并于次日晨空腹先抽取静脉血测定空腹

血糖(Limosis plasma glucose , LPG)、血脂;然后口服75 g 葡萄糖水

　　作者简介:王　建(1970-), 男 , 湖南省武冈市人 , 医师。 电话:

(023)68755635

　　收稿日期:1999-09-27;修回日期:2000-06-06

于 2 h后抽取静脉血浆血测定 2 h血糖值即 OGTT 2 h 血糖。诊

断参照 1985年WHO 标准。无糖尿病症状 , 空腹血糖 6.1～ 7.8

mmol/ L , OGTT 2 h 血糖 7.8 ～ 11.1 mmol/ L时诊断为 IGT。

　　检测方法:血糖测定采用氧化酶法(PAP 法), 试剂由深圳

中山生化制品实业有限公司产。甘油三脂(TG)采用 GPO/ POD

酶法。总胆固醇(CH)采用 PAP法。 高密度脂蛋白(HDL)采用

磷钨酸沉淀法 。低密度脂蛋白(LDL)=(TC-HDL)-1/5TG , 极

低密度脂蛋白(VLDL)=TG/ 2.2。测试仪器为 ISP-M 半自动生

化仪(荷兰产)。

　　统计学处理:数据处理在 IBM-PC/ XT上进行 。

2　结果

　　单因素非条件 logistic 回归分析:年龄 , 肥胖史 、高血压史 、

高血脂史 、体肓活动 、服药史 、体重 、收缩压 、空腹血糖 、身高质

量指数(Body mass index , BMI)这些变量在两组间差异有显著性

(P<0.05 , OR 95%>1 , β >0)。

　　多因素非条件 Logistic回归模型分析:年龄 、舒张压 、空腹血

(下转 1055页)
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