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以转录因子 AP．1为靶点的 decoy ODNs对大鼠心肌成纤维细胞增殖及胶 

原合成的抑制作用 

谢双伦，王景峰，聂如琼，袁沃亮，李 飞，林茂欢(中山大学附属第二医院心内科，广东 广州 510120) 

摘要：目的 探讨 AP一1 decoyODNs对大鼠心肌成纤维细胞(CFs)增殖及细胞胶原合成的抑制作用，为高血压心肌纤维化 

的防治提供理论依据。方法 通过2．5％胰酶分离培养新生 SD大鼠心脏成纤维细胞，采用四氮唑盐(MTT)比色法测定细 

胞数 目．羟脯氨酸比色法测定培养细胞上清胶原合成，流式细胞分析技术(FCM)检测细胞周期，分别观察不同浓度的 

AP．1 decovODNs对 AngⅡ诱导的 CFs增殖 ，胶 原的合成及细胞周期 的影 响。 结果 CFs MTT比色法显示 10 mmol／E 

AngⅡ0D 值明显高于空白对照组(0．451~0．014和 0．342~0．096，n=9，P<0．05)；lO0nmol／L和 200nmol／L组的 0D 值 

分别为 0．329~0．04和0．214~0．25，均较 AngⅡOD49o值显著降低(P<0．05)；AngⅡ作用 24 h后能够显著增加 CFs胶原合 

成。decov ODNs可以抑制这种作用 ，其 中 100 nmol／L和 200 nmol／L均有显 著性 抑制作用 。FCM 细胞 周期分析表 明 ， 

AngⅡ作用 24 h后能够 明显 增加 S期细胞百分 率 (21．93~0．71％和 10．93~0．2％，n=6，P<0．01)，随着 decoy ODNs浓度增 

加．S期细胞百分率明显降低，其中100 nmol／L和 200 nmol／L作用具有显著性意义(P<0．01)。但突变的decoyODNs对 

CFs的增殖及胶原合成均没有明显的影响。结论 AP—l decoyODNs可以抑制 AngⅡ诱导的 CFs增殖和胶原的合成，其 

作用机制可能与影响 CFs细胞周期有关 。 
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Effect of AP一1 decoy Olig0de0xynucle0tides on neonatal rat cardiac fibroblast proliferation 

and collagen synthesis 
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Abstract： 0bjective To investigate the inhibitory effects of AP一1 decoy oligodeoxynucleotides rODNs) on angiotensin II 

(AnglD—induted proliferation and collagen synthesis in neonaml rat cardiac fibmblasts(CFs)．Methods The CFs of neonatal 

SD rats were cultured in serum—flee medium for 24 h and stimulated、vith 10 mol／L Ang11 in the presence of AP-1 decoy 

ODNs or mutational AP一1 decoy ODNs at varied concentrations． MTT assay was employed for quantitative evaluation ofthe 

CF prolifemtion． Collagen synthesis in the CFs was assessed with hydroxyproline． and the cell cycle distribution determined 

with flow cytometry(FCM1．Results W the increase of the concentration of AP一1 decoy ODNs．the absorbance at 490 nm 

(0I)4 of the CFs decreased gradually as shown by MTT assay． Treatment with 100 or 200 nmol／L AP-1 decoy ODNs 

resulted in significantly lowered 0D ofthe CFs as compared with that ofAngII group． The concentration ofhydroxyproline 

increased significantly after treatment with 10 mol／L AnglI in comparison with the control group fP<0．05)．Hydroxyproline 

concentration in cells treated with 100 or 200 nmo AP一1 decoy ODNs was significantly lower than that in the 10 moI／L 

Ang11-treated cells． AP一1 decoy ODNs decreased the cell percentage in S phase and increased hydroxyproline concentration． 

but increased the percentage of cells in GdG．phase． AP．1 decoy ODNs at 100 and 200 nmo1／L did not obviously afrect 

AngII—induced CF prolifersation and collagen synthesis (P<0．01)．Conclusion AP-1 decoy can inhibit Ang11一induced rat CF 

proliferation and collagen synthesis possibly by affecting the cell cycle distribution． 
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研究证实在高血压患者中．左室肥厚是心血管病 

死亡率及致残率的独立危险因子_lI z-。心肌细胞的肥 

大、心肌成纤维细胞(Cardiac fibroblasts，CFs)增殖及 
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心肌间质纤维化是左室肥厚形成的重要机制。血管紧 

张素 1／(Ang 1／)具有促进 CFs的增殖活力和胶原合 

成作用 ．在心肌纤维化和心室重构中发挥着重要的 

作用。转录因子激活蛋白 1(AP一1)复合体是由Jun蛋 

白组成的同型二聚体或由Jun和 Fos蛋白组成的异 

型二聚体，调节多种基因的表达，在生长、增殖、炎症 

及分化 中发挥重要的作用 E4,s-。Decoy技术是通过人 

工合成含有转录因子结合序列的双链寡聚脱氧核苷 

酸(oligodeoxynucleotides，ODNs)，减少 ／抑制转录因 
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子与启动子结合，从而减少 ／抑制基因的表达 ]。近 

期研究提示 AnglI促进 CFs的增殖及胶原的合成中。 

转录因子 AP．1水平明显上调，部分药物通过下调转 

录因子的水平，可以减少 ／抑制 AnglI促进 CFs的增 

殖及胶原的合成[8,93。关于以转录因子 AP．1为靶点的 

decoy ODNs能否减少抑制 CFs的增殖及减少胶原的 

合成，目前不是很清楚。本研究通过脂质体对心肌成 

纤维细胞转染了人工合成的decoy ODNs．探讨其对 

AnglI引起的 CFs增殖及胶原合成的影响。 

1材料和方法 

1．1实验动物和材料 

新生 1～3 d的 SD大鼠(清洁级)，由中山大学实 

验动物中心提供 。Ang lI、胰蛋 白酶、二甲亚砜 

(DMSO)四氮 唑盐 (MTT)均 购于 Sigma公 司产 品 ： 

DMEM 培养基购于 Gibcol公司，按说明书配制，4 oC 

保存：特级胎牛血清购于杭州四季青生物制品公司． 

使用前 56 qC水浴 30 min灭活补体后分装．一20 qC保 

存 ；脂质体 lipofectamine 2000购于Invitrogen公司； 

CO2培养箱(美国 Thermo)；3350型 自动酶联检测仪 

(Beckman)：Profile II型流 式 细胞 分 析仪 (美 国 

Coulter)。 

1．2 方 法 
一  

1．2．1 CFs培养及鉴定 无菌条件下开胸取出 1～3 d 

的SD大鼠心室．用4 oC的D．Hank’S液洗净残血，剪成 

1 mmxl mm~1 m_rn大小的碎片．弃去D．Hank’S液，加 

入 0．25％含 EDTA 的胰酶在 37 qC下分散细胞 ，每隔 

5～8 min收集一次细胞 。并加入含 10％胎牛血清高糖 

DMEM培养液终止消化。以 1000r／min离心5 min，将 

所得的细胞置于含 10％胎牛血清高糖 DMEM 培养 

液中。在 5％CO 、37 cI=饱和湿度条件下培养 60-90 

min．根据 CFs贴壁速度较快的原理 ，采用差速贴壁 

法，弃去培养液，剩下的细胞即为 CFs，加入新的 10％ 

胎牛血清高糖DMEM 培养液继续培养。经免疫组化 

纤维连接蛋白染色阳性、波形蛋白阳性及平滑肌细胞 

肌动蛋白染色阴性鉴定为所需的CFs，纯度达 98％以 

上，生长近融合时，按 1：3传代，实验取 2-4代细胞。 

1．2．2 以 AP．1为靶 点的 Decoy-ODNs合成 _10 从转 

录因子数据库 Transfac及基因调控数据库 中选取 

AP 1的结合序列 TGAGTCA，并结合计算机辅助设计 

AP．1 Decoy-ODNs：5’．AAAGCTTGTGAGTCAGAAG 

CTAA．3’．3’．AATCGAACACTCAGTCTTCGAA一5’；突 

变 的 AP．1 Decoy-ODNs序 列 ：5’．AAAGCTTGAA 

TCTCAGAAGCTAA．3’；3'-AATCGAACTTAGAGTC 

TTCGAAA．．5．上述线性双链 DNA均由TaKaRa公司 

合成。将所有的碱基硫代修饰。 

1．2_3 MTT比色法检 测细胞增殖[“ 将 CFs以 20o0 

个细胞 ／孔接种在 96孔板中，在 37 C、5％的 CO 及 

饱和湿度下培养；在 30％融合时。CFs在无血清培养基 

静止 24 h，根据实验 目的及分组 ．加入 Lipofectamine 

2000按照质量 ／体积 1：3混合好的decoy ODNs、Ang 

Ⅱ，干预 24 h后 ，终止培养，每孔加入 MMT 20 ，继 

续培养 4h；吸弃孔内培养基上清液，每孔加入 150 

二甲亚砜，振荡混匀 10 min使结晶充分溶解，在酶联 

免疫检测仪上 490 am波长处测定吸光值(OD49o)．用 

只加培养液不加细胞的孔调零。 

1．2．4 CFs培养上清羟脯氨酸含量的测定和胶原计算 

采用比色法测定细胞培养上清羟脯氨酸的含量， 

以反应 CFs培养上清的胶原含量。取对数生长期CFs， 

以 2．5％的胰酶消化．用含 10％胎牛血清的无酚红的 

DMEM培养基调整细胞浓度为2．5x10 个 ／ml。加入 

无血清的培养基培养 24 h后．根据实验分组。加入不 

同处理因素。据试剂盒(南京建成生物工程研究所)提 

供的方法步骤操作，分别测 CFs培养上清在 550nl'n 

处的OD值。羟脯氨酸( 咖 1)=(测定管吸光度一空 

白管吸光度 ／标准管吸光度一空白管吸光度)×标准 

管浓度×稀释倍数；胶原蛋白(Ixg)=羟脯氨酸／13．4％ 

1．2．5细胞周期的测定[坨]CFs以 1xl05／rnl接种于 6 

孔板中，无血清培养 DMEM 培养 24 h后．加入 AP．1 

decoyODNs。收集培养的细胞 ．悬浮于5 ml 4 oC预冷 

的PBS中。缓慢加入一20 qC预冷的95％的乙醇 15 ml， 

使其终浓度为 70％，冰浴 30 min离心，重悬于 PBS， 

调整细胞密度为 1×105~1xl0 个 ／ml。取适量细胞悬 

液加入 RNA酶 37 qC冰浴 30 min．除去 RNA，加入碘 

化丙啶染液 ，终浓度为 20 mga，暗处冰浴 30 min，上 

机前用 300目尼龙网过滤．根据碘化丙啶所标记的 

DNA含量确定细胞所处的周期。 

1．2．6实验分组及处理 实验分 4组：①对照组：无血 

清 DMEM 培养基。② 10 mol／L AngII组。③10 

moI／L AngII+decoy ODNs组：将脂质体 ．decoy ODNs 

混合物加入含 10 mol／L Ang II无血清培养基中稀 

释．使其终浓度分别为 10、100、200 nmol／L，6 h后更 

换 为仅含 10 mol／L Ang II无血清培养基。④ 1O 

mol／L Ang lI+200 nmol／L 突 变 的 decoy ODNs组 

一decoy ODNs)。 

1-3统计学处理 

数据均采用均数±标准差表示，采用 SSPS13．0软 

件进行统计学分析，组间比较采用多样本均数比较的 

ANOVA分析，两两比较采用 SNK法，P<0．05具有统 

计学意 义。 

2 结果 
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2．1 AngI／及 AP．1 decoyODNs对 CFs增 殖的影 响 

用 MTT法 测 定 示 对 照 组 OD伽 值 为 0．342± 

0．096。Ang II作用 24 h后 ，其 OD490值 0．451±0．014， 

具有统计学意义(n=9，P<0．05)。而在 10nilloI／L、100 

nmol／L、200 nmol／L decoy ODNs的作用下 。用 MTT 

法测 的 OD490值分 别 为 0．382±0．052、0．329±0．04和 

0．214_+0．25；随着 decoy ODNS浓度加大 ，OD490值逐 

渐 减 少 ．100 nmol／L、200 nnaoI／L decoy ODNs组 的 

OD490值均明显低于 AngII组 ，而突变的 200 nmol／L 

decoy ODNs组 与 Ang II组 之 间 没 有 显 著 性 差 异 

(0．451_+0．014和 0．439+0．013，n=9，P>0．05)。 

2．2 AngII及 AP一1 decoyODNs对 CFs对胶原合成的 

影响 

10 mol／L AngII作用 24 h后，其培养液上清的 

羟脯氨酸的量为(2．35_+0．06)ixg／ml。明显高于对照组 

(1．45±0．05)ixg／ml(n=9，P<0．05)，在 10 nmol／L、100 

nmol／L、200 nmol／L decoy ODNs的作用下 ，测得细胞 

培养液上清的羟脯氨酸的含量分别为(227_+0．1 7)ixg／ml、 

(1．38+0．17)txg／ml和(1．26-+0．05) m1，随浓度增高 

呈递减趋势，其中 100 nmol／L、200 nmol／L分别能显著 

性抑制AngII引起的胶原增殖。而突变 decoyODNs 

没用显著性作用(2．30+0．12 g／ml，n=9，P>0．05)。 

2．3 AP一1 decoyODNs对 AngII诱导 CFs细胞周期的 

影响 

10 mmol／L Ang II诱导 CFs的 S期百分率较对 

照组明显增高(21．93_+0．71和 10．93-+0．20。n=6。P<0．01)， 

而 Go／G】期 细胞 明显 减 少 ；100 nmol／L、200 nmol／L 

decoyODNs干预组 S期 百分数均 明显 比 AngII组 

低，而 Go／G 期细胞明显增加(P<0．01)，而突变 200 

nmol／L decoy ODNs无 此 作 用 (21．32±1．54．n=6． 

P>0．05)(表 1)。 

表 1不 同浓度 decoy ODNs对 CFs细胞周 期的影响 

Tab．1 Effect of AP-1 decoy ODNs on the cell cycle 

distribution of CFs(n=6) 
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GgG— S GdM 
Control 76．03_+0．71 10

．93_+0．20 13．05_+0．72 

10’ mmoI／LAngⅡ 55．47±1．42 21．93_+0．71 a 22
．6±1．5 

10。 mmo1压 十10nmol／L 60．7~0．64 18．14+0
．26 21．18+0．59 

l0 mmoI／L+100nlrlO1几 65．11±1
．02 15．26+0．69b 19．62+0．69 

10～mlnoI／L+200 nmoI／L 74
．33+_0．84 1 1．53±1．55c 14．14±0．85 

10 mmol／L+M一200nmol／L 55．12+0．69 21-32±1
．54 23．57+1．12 

a： 0．0 1 s control group；b。c- 0．0 1 s AngⅡgroup 

3讨论 

在高血压和心肌缺血患者，肾素血管紧张素激 

活，AngII的合成及释放增加，导致心肌细胞肥厚和 

心肌成纤维细胞的增殖等心室重构[& 。MTT吸光度 

值可以准确的反应培养的活细胞数 目。而细胞周期分 

析中S期百分率能够清楚地表明细胞群体的增殖状 

态。本研究发现在 AngII刺激下，处于S期的细胞百 

分比明显增加，而处于 GgG 减少，说明 CFs在 Ang 

Ⅱ作 用 下进 入 增 殖 状 态 。进 一 步研 究 发 现 AP—l 

decoyODNs能够减少 Angv诱导的 CFs S期，增加 

GgG 。提示 AP一1 decoyODNs可以抑制 AngII诱导 

的增殖作用。本研究亦证实，AngII可以刺激大鼠的 

心肌成纤维细胞胶原的合成，与先前的研究一致，并 

再次证实 AngII对 CFs的作用。更重要的是。本研究 

发现 AP一1 decoy ODNs能够明显抑 制 AngII诱 导的 

CFs的胶原的合成。并呈剂量效应。由此可见 AP一1 

decoyODNs能够抑制 AngⅡ诱导的 CFs的增殖和胶 

原的合成 。提示 AP一1 decoy ODNs可能具有抑N,tl,肌 

纤维化的作用 。为防治高血压 ／心肌梗死后左室重塑 

具有重要的意义 

转录因子 AP．1是由基因 c—fos、c-jun编码的蛋 

白产物分别形成Fos家族(c—Fos、FosB、Foral、Fraz)蛋 

白和 Jun家族(c—Jun、JunB、JunD)蛋白。它们通过亮 

氨酸拉链结构形成同源 (Jun与 Jtm)或者异源 (Jun与 

Fos)二聚体，构成转录因子 AP一1。AP．1在细胞增殖 

转录时调控细胞多种基因的表达。近期研究证实 Ang 

Ⅱ可以通过激活转录因子AP一1促进 CFs增殖 。在 

本研究中发现通过转染 AP一1decoy ODNs。竞争性的 

抑制内源性转录因子AP一1和核内基因启动子结合， 

抑制基因转录。从而能够有效的减少 Ang II诱导的 

CFs增殖和合成胶原，而突变的AP一1decoy ODNs没 

有作用，进一步证实 AP．1在 CFs病理性增殖和胶原 

堆积中发挥着重要的作用。 

总之，本研究证实AngII可以促进 CFs增殖和胶 

原的合成，AP一1作为一个关键的转录因子在其中发挥 

重要的作用 ，通过 decoy ODNs技术 ，能够减少 CFs增 

殖和胶原的合成。这些研究发现有助于更好地了解心 

脏纤维化的病理生理机制，为将来治疗提供理论基础。 
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正交设计法优选益发酊的制备工艺 

马平勃 ，李 青 ，马 锐 ，谭剑华3，朱全红 (南方医科大学 南方医院药学部， 2003级学生， 中医药学院，广 

东 广州 510515； 白求恩国际和平 医院 256临床部 ，河北 正定 050800) 

摘要：目的 筛选益发酊浸渍提取的最佳工艺条件。 方法 以提取液中阿魏酸的含量为考察指标 ，以高效液相色谱法 

(HPLC)为分析检测方法，采用正交设计法对影响提取过程的因素乙醇浓度(A)、乙醇用量(倍数)(B)、提取时间(C)进 

行考察。 结果影响益发酊中阿魏酸提取的最重要因素是提取时间，阿魏酸的最优提取工艺为C3B2A ，即当提取条件为 

浸渍时间 120h、溶剂量为药材 8倍量、乙醇浓度为 75％，该工艺提取益发酊中阿魏酸的含量最高，且提取量稳定。结论 

采用优化方案工艺能保证益发酊产品质量。 

关键词：益发酊；阿魏酸；高效液相色谱法；正交设计 

中图分类号：R9．39 文献标识码：A 文章编号：1673．4254(2008)05．0814．02 

益发酊是南方医院研制的一种纯中药复方外用 

制剂，由当归、红花、首乌等中药精制而成，具活血化 

淤、促进头皮血液循环等功效r1]。益发酊中的主要有 

效成分为阿魏酸。正交实验设计是一种利用正交表进 

行多因素多水平研究的实验并用统计分析考察结果 ， 

得出最佳工艺条件的科学方法，近年已在我国中成药 

制备研究中广泛应用。为深入研究益发酊的治疗价 

值．改进其提取工艺的科学性和合理性，本实验以益 

发酊中阿魏酸的含量为指标，采用正交实验优选其最 

佳提取工艺，为制剂生产提供科学依据。 

1仪器和试药 

美国Waters公司高效液相色谱仪，Hypersil BDS 

C18分析柱(5 m，4．6 mmx250 mm，大连依利特科学 

仪器有 限公 司)，Waters515型泵 ，996二极管阵列检 
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通讯作者：朱全红 (1970-)，女，副教授，硕士生导师，电话 ：020- 

61648261，E-mail：zqhyar@163．com 

测器 ，Millennium32工作站 ，超纯水器(Mil1．Qplus 

USA)：SK5200LH型超声波仪(上海科导超声仪器有 

限公司，200 W，59 Hz)，R2000型电子天平(常熟双杰 

测绘仪器厂)。益发酊研制药材 (购自广州市药材公 

司)，阿魏酸对照品(购自中国药品生物制品检验所， 

批号：0773．9910)，浸渍用乙醇为医用乙醇，水为纯化 

水或超纯水，流动相甲醇(广州化学试剂厂)为色谱 

纯．其他化学试剂均为分析纯。 

2阿魏酸的含量测定 

2．1色谱条件 

色谱柱：Hypersil BDS C18分析柱，流动相A为 

甲醇．流动相 B为 1％冰醋酸溶液。梯度洗脱条件：流 

动相 A从 20％到 80％，分析时间 18 min，时间为 0、 

15、18min。流动相 A(％)为 2O、8O、8O，流速 ：1 ml／min； 

检测波长：313 nin：柱温：25 oC；进样量：10 vtl。 

2．2 标准品溶液的制备 

精密称取阿魏酸对照品 2．00 mg于 50 m1量瓶 

中．用甲醇溶解并定容至 50 ml，精密量取 0．5、l、2、4、 
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