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过表达 ｓＦＲＰ３ 对小鼠原代心肌成纤维细胞活化增殖的影响
江舜祥１，涂　 彬１，宋　 凯１，何缓缓１，陶　 辉２，曹　 炜１

摘要　 目的　 探讨 Ｗｎｔ 信号通路调控剂分泌型卷曲相关蛋

白 ３（ｓＦＲＰ３）在小鼠心肌成纤维细胞（ＣＦｓ）活化增殖中的作

用。 方法　 购入 １ ～ ３ ｄ 的小鼠乳鼠，行手术对心脏取材，消
化后分离 ＣＦｓ 进行培养。 细胞贴壁生长后使用转化生长因

子（ＴＧＦ⁃β１）刺激构建 ＣＦｓ 活化增殖模型；确认模型构建成

功后分别向实验组和对照组细胞转染 ｓＦＲＰ３ 过表达质粒和

空载质粒 ２４ ～ ４８ ｈ。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 的方法在

分子层面对 ｓＦＲＰ３、Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ（ ＰＯＳＴＮ）、Ⅰ型胶原（ Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅰ）和增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）的表达进行检测；使用 ＭＴＴ
法、ＣＣＫ⁃８ 法和 ＥｄＵ 染色法检测细胞增殖能力的改变。 结果

　 在 ＴＧＦ⁃β１ 刺激构建的 ＣＦｓ 活化增殖模型中，相较于对照
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组，模型组 ｓＦＲＰ３ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达下降，活化增殖相关蛋

白 ＰＣＮＡ、ＰＯＳＴＮ 和 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ表达上调。 另外，在质粒转

染 ｓＦＲＰ３ 过表达组的 ＣＦｓ 中，ＰＣＮＡ、ＰＯＳＴＮ 和 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ蛋

白及 ｍＲＮＡ 表达相较于空载组下降。 ＭＴＴ、ＣＣＫ⁃８ 与 ＥｄＵ 实

验表明，质粒转染 ｓＦＲＰ３ 过表达组的 ＣＦｓ 增殖活性较空载组

明显下降。 结论　 过表达 ｓＦＲＰ３ 明显抑制 ＣＦｓ 活化增殖，提
示 ｓＦＲＰ３ 可能是参与调控 ＣＦｓ 活化增殖的关键基因。
关键词　 ｓＦＲＰ３；心肌成纤维细胞；心肌纤维化；活化；增殖
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　 　 心肌纤维化是一种慢性间质性心脏病，它几乎

发生在所有形式的心脏病终末期，同时它也是各类

心血管疾病的共同病理生理过程的一种［１］；过度的

心肌纤维化可引起心肌收缩力改变等一系列心脏功

能改变［２］。 心肌纤维化主要是以心肌成纤维细胞

（ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＣＦｓ）的过度增殖及细胞外基质

的过度累积作为病理学特征［３ － ４］；ＣＦｓ 作为这一过

程的靶细胞，其活化增殖过程一直是近些年来深入

研究心肌纤维化过程中的重点［５］。
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Ｗｎｔ 信号转导通路是近年来被证实的与心肌纤

维化和 ＣＦｓ 活化增殖密切相关的通路之一［６］，Ｗｎｔ
蛋白则是影响细胞增殖及表型转化的重要信号分

子［７］；而作为在分子结构上与 Ｗｎｔ 蛋白胞膜受体有

着相类似结构域的分泌型卷曲相关蛋白 ３（ｓｅｃｒｅｔｅｄ
ｆｒｉｚｚｌｅｄ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ３， ｓＦＲＰ３），常被视为 Ｗｎｔ 信
号通路的调控剂［８］。 有研究［９］ 表明，ｓＦＲＰ３ 可以通

过拮抗 Ｗｎｔ 信号通路对部分肿瘤细胞的增殖迁移

产生影响，然而现未见有关 ｓＦＲＰ３ 是否影响 ＣＦｓ 活

化增殖过程的研究。 该研究应用转化生长因子⁃β１
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃ｂｅｔａ １， ＴＧＦ⁃β１）刺激构

建 ＣＦｓ 活化增殖模型，过表达 ｓＦＲＰ３ 质粒转染 ＣＦｓ
后，检测模型分子水平及细胞增殖功能发生的变化，
探究 ｓＦＲＰ３ 在 ＣＦｓ 活化增殖中的作用。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料

１． １． １　 实验动物　 从安徽医科大学实验动物中心

购入 ５０ 只 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠乳鼠（雄性，１ ～ ３
ｄ，１. ８ ～ ３. ０ ｇ），用以完成 ＣＦｓ 的提取分离及培养。
１． １． ２　 实验试剂　 Ⅱ型胶原酶购自上海麦克林公

司；胎牛血清、ＤＭＥＭ 高糖培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司；胰蛋白酶购自加拿大 ＷＩＳＥＮＴ 公司；ＴＧＦ⁃β１ 购

自美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司；ＴＲＩｚｏｌ 试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ⁃
ｇｅｎ 公司；逆转录和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 试剂盒购自长沙艾克

瑞公司；蛋白酶抑制剂 ＰＭＳＦ、细胞裂解液 ＲＩＰＡ、蛋
白浓度测定 ＢＣＡ 试剂盒均购自上海碧云天公司；
ＭＴＴ 试剂盒、ＣＣＫ⁃８ 试剂盒均购自合肥白鲨公司；
ＥｄＵ 细胞增殖检测试剂盒购自广州锐博公司；β⁃ａｃ⁃
ｔｉｎ（６６００９⁃１⁃Ｉｇ）、ｓＦＲＰ３（６７０８１⁃１⁃ｌｇ）、ＰＯＳＴＮ（６６４９１⁃１⁃
Ｉｇ）、Ⅰ型胶原（Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ）（６６７６１⁃１⁃Ｉｇ）、增殖细胞

核抗 原 （ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎ， ＰＣＮＡ）
（１０２０５⁃２⁃ＡＰ） 一抗抗体均购自武汉 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公

司；兔源及鼠源二抗均购自美国 Ａｂｃａｍ 公司；相关

ｑＰＣＲ 引物由上海生工合成提供（表 １）。

表 １　 引物序列

基因名称 引物序列（５′⁃３′）
ｓＦＲＰ３ Ｆ： ＴＧＣＧＡＧＣＣＣＡＴＴＣＴＣＡＴＣＡＡ

Ｒ： ＴＣＣＡＴＡＧＧＡＡＡＡＴＣＣＧＣＴＣＣＧ′
ＰＣＮＡ Ｆ： ＣＣＴＧＴＧＣＡＡＡＧＡＡＴＧＧＧＧＴＧ

Ｒ： ＴＣＴＣＴＡＴＧＧＴＴＡＣＣＧＣＣＴＣＣ
ＰＯＳＴＮ Ｆ： ＧＡＡＧＴＧＡＴＣＣＡＣＧＧＡＧＡＧＣＣ′

Ｒ： ＣＣＴＣＣＴＧＴＧＧＡＡＡＴＣＣＴＧＧＴ
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ Ｆ： ＣＧＡＴＧＧＡＴＴＣＣＣＧＴＴＣＧＡＧＴ

Ｒ： ＧＡＧＧＣＣＴＣＧＧＴＧＧＡＣＡＴＴＡＧ

１． ２　 方法

１． ２． １　 ＣＦｓ 的提取分离与培养　 将购入的乳鼠用

酒精棉球仔细消毒体表 ３ 次后置于细胞台，使用高

压灭菌后的手术器械逐层对乳鼠胸腔解剖直至暴露

心脏。 将心底部大血管游离并结扎后小心剪下乳鼠

心脏，使用预冷的无菌 ＰＢＳ 清洗心脏表面及心腔内

残余的血液，使用精细程度较高的眼科剪将心脏组

织破碎成直径约 １ ｍｍ 的小块，加入提前准备好的

消化液（２ ｍｌ 胰蛋白酶与 １ ｍｌ Ⅱ型胶原酶的混合

物）后使用 ３７ ℃恒温水浴锅对心脏组织进行消化，
时长约 １５ ｍｉｎ；对含有心脏组织的消化液使用 ２００
目滤网进行过滤，最后向滤液中滴加含有血清的培

养基终止其消化。 １ ４００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ６ ｍｉｎ 弃去上清

液，使用适量的培养基将离心管中的细胞重悬，转移

至细胞培养瓶中进行培养。 依据差速贴壁原理，对
培养 ２. ５ ｈ 的细胞进行换液，此时贴壁的细胞即为

ＣＦｓ。
１． ２． ２　 ＴＧＦ⁃β１ 刺激 ＣＦｓ 活化　 将细胞培养瓶中的

ＣＦｓ 消化后接种于无菌 ６ 孔细胞培养板中，培养 ３ ｈ
细胞完全贴壁后，使用含有浓度为 ５ ｎｇ ／ ｍｌ 的 ＴＧＦ⁃
β１ 的培养基对实验组进行换液培养 ２４ ｈ。
１． ２． ３　 ＣＦｓ 转染　 完成 ＴＧＦ⁃β１ 对 ＣＦｓ 的刺激活化

后，对细胞进行消化处理，使用细胞计数仪对模型组

细胞准确计数，将细胞等量的接种于 ６ 孔细胞培养

板中；观察细胞密度约占 ５０％时对质粒过表达组进

行转染，质粒空载组行相应的阴性处理。 等待转染

试剂处理细胞 ２４ ｈ 后对各组细胞进行换液，４８ ｈ 后

将细胞应用于进一步实验。
１． ２． ４　 实验分组　 ＴＧＦ⁃β１ 刺激 ＣＦｓ 活化增殖模型

分组，对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）：不进行任何处理；模型组

（ＴＧＦ⁃β１ 组）：ＴＧＦ⁃β１ 刺激 ＣＦｓ ２４ ｈ。
过表达 ｓＦＲＰ３ 质粒转染 ＣＦｓ 分组， 对照组

（ＴＧＦ⁃β１ 组）：ＴＧＦ⁃β１ 刺激 ＣＦｓ ２４ ｈ 后使用正常培

养基换液；质粒空载组（ＴＧＦ⁃β１ ＋ Ｖｅｃｔｏｒ 组）：ＴＧＦ⁃
β１ 刺激 ＣＦｓ ２４ ｈ 后转染空载质粒；质粒过表达组

（ＴＧＦ⁃β１ ＋ ＯＥ⁃ｓＦＲＰ３ 组）：ＴＧＦ⁃β１ 刺激 ＣＦｓ ２４ ｈ 后

转染 ｓＦＲＰ３ 过表达质粒。
１． ２． ５　 细胞总 ＲＮＡ 提取和逆转录　 将细胞培养液

弃去，使用预冷的 ＰＢＳ 清洗细胞 ３ 次；使用购入的

ＴＲＩｚｏｌ 对细胞总 ＲＮＡ 进行抽提。 随后根据逆转录

试剂盒说明书将 ＲＮＡ 进行逆转录为 ｃＤＮＡ。
１． ２． ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测各组 ｓＦＲＰ３、ＰＣＮＡ、ＰＯＳＴＮ 和

Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ的 ｍＲＮＡ 表达　 取各组 ｃＤＮＡ，根据试剂

盒的说明配制反应体系并使用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 仪进行扩
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增。 将 ＧＡＰＤＨ 作为内参，使用 ２ － ΔΔＣＴ 法计算各组

ｍＲＮＡ 的相对表达量。
１． ２． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 ｓＦＲＰ３、ＰＣＮＡ、ＰＯＳＴＮ
和 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ的蛋白表达　 收集各组细胞标本，使
用混合了 ＰＭＳＦ 的 ＲＩＰＡ 对细胞进行裂解处理，获取

总蛋白后使用蛋白浓度测定试剂盒对各组蛋白进行

定量，并统一稀释浓度至 ２. ０ ～ ２. ５ μｇ ／ μｌ。 加入合

适体积的上样缓冲液后将蛋白置于 １００ ℃的金属加

热架加热 １０ ｍｉｎ。 完成变性的蛋白用于后续实验：
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳、转膜、快速封闭液封闭 ２０ ｍｉｎ、
ＴＢＳＴ 清洗、４ ℃孵育目的蛋白一抗过夜（一抗工作

液浓度根据抗体公司提供的最适浓度决定）、ＴＢＳＴ
清洗、室温孵育二抗 ９０ ｍｉｎ、再次 ＴＢＳＴ 清洗后使用

ＥＣＬ 法对条带进行显影。 对显影结果使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
进行定量分析，通过灰度值的差异计算各蛋白的相

对表达量。
１． ２． ８　 ＭＴＴ 法检测 ＣＦｓ 增殖情况　 消化重悬处于

对数生长期的各组细胞，并对细胞进行计数；将细胞

接种于 ９６ 孔板中，接种数量为 ４ ０００ 个 ／孔，每孔使

用培养基补足至 １００ μｌ，每组接种 ６ 孔，随后将培养

板置于培养箱中培养 ３ ｈ；向每孔中加入 ２０ μｌ ＭＴＴ
试剂，敲打培养板使试剂充分混匀，在培养箱中孵育

４ ｈ 后，使用酶标仪对各孔 ４９０ ｎｍ 波长处的吸光度

进行测定。
１． ２． ９　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＣＦｓ 增殖情况　 消化重悬处

于对数生长期的各组细胞，并对细胞进行计数；将细

胞接种于 ９６ 孔板中，接种数量为 ２ ０００ 个 ／孔，每孔

使用培养基补足至 １００ μｌ，每组接种 ６ 孔，随后将培

养板置于培养箱中培养 ３ ｈ；向每孔中加入 １０ μｌ
ＣＣＫ⁃８ 试剂，敲打培养板使试剂充分混匀，在培养箱

中孵育 ４ ｈ 后，使用酶标仪对各孔 ４５０ ｎｍ 波长处的

吸光度进行测定。
１． ２． １０　 ＥｄＵ 染色检测 ＣＦｓ 增殖活性　 消化重悬处

于对数生长期的各组细胞，并对细胞进行计数；将细

胞以每孔 ８ ０００ 个的数量接种于 ２４ 孔板的细胞爬

片上，加入 ＥｄＵ 试剂孵育 ２ ｈ 后使用无菌 ＰＢＳ 清洗

细胞；在室温下使用多聚甲醛对细胞进行 １ ｈ 的固

定，随后加入甘氨酸液体中和并清洗细胞；渗透剂对

细胞膜进行通透后加入 ３００ μｌ 提前配制的 ＥｄＵ 染

色液，在室温慢摇床孵育 ３０ ｍｉｎ；再次清洗加入 Ｈｏ⁃
ｅｃｈｓｔ ３３３４２ 对细胞核进行着色，随后将爬片取出，
完成封片。 随后上机拍照，观察阳性细胞所占总细

胞百分数。
１． ３　 统计学处理 　 所有数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
９. ０ 进行分析。 采用 ｔ 检验及单因素方差分析比较

不同组之间的数据，并在必要时使用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 检验

以保证数据处理的科学性。 数据以 �ｘ ± ｓ 表示。 所

有实验均独立重复 ３ 次以上。

２　 结果

２． １　 ＴＧＦ⁃β１ 刺激 ＣＦｓ 构建细胞活化模型 　 使用

ＴＧＦ⁃β１ 作用于细胞 ２４ ｈ 后，提取细胞总蛋白及总

ＲＮＡ 进行相关实验。 如图 １Ａ 所示，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测

证实模型组 ＰＣＮＡ、ＰＯＳＴＮ 和 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ的 ｍＲＮＡ
相对表达量较空白对照组上升，差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０. ０５）；使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的方法对两组 ＣＦｓ 活

化增殖相关蛋白 ＰＣＮＡ、心肌纤维化相关标志物

ＰＯＳＴＮ 和 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ的含量进行检测，结果见图

１Ｂ，发现模型组 ＰＣＮＡ、ＰＯＳＴＮ 和 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ的蛋白

表达量较对照组明显增加，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０. ０５）。 ｓＦＲＰ３ 的 ｍＲＮＡ（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组：１. ００ ± ０. ０６６ ｖｓ
ＴＧＦ⁃β１ 组：０. ４９ ± ０. ０３５， Ｐ ＜ ０. ０５， Ｆ ＝ ４. ４８１）和

蛋白表达水平（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组：１. ００ ± ０. ０８５ ｖｓ ＴＧＦ⁃β１
组：０. ５１ ± ０. ０５９， Ｐ ＜ ０. ０５， Ｆ ＝ ６. ３１４）在模型组上

均出现了降低的现象，差异有统计学意义。 实验显

示 ＴＧＦ⁃β１ 刺激成功构建了 ＣＦｓ 活化模型，活化的

ＣＦｓ 中 ｓＦＲＰ３ 表达下降。 提示 ｓＦＲＰ３ 可能在 ＣＦｓ 活
化过程中发挥作用。

图 １　 ＴＧＦ⁃β１ 处理后相关基因在蛋白及 ｍＲＮＡ 水平中的表达差异（�ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）

Ａ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测各组 ｍＲＮＡ 水平变化；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组蛋白表达水平变化；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

·１１８·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４ Ｍａｙ；５９（５）



２． ２　 ＭＴＴ 法及 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＣＦｓ 模型组增殖能

力　 如图 ２ 所示，在经过 ＴＧＦ⁃β１ 处理后，心肌纤维化

模型组细胞增殖能力相较于对照组上升，差异有统计

学意义（ＭＴＴ，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组：０. ７６ ± ０. ０７８ ｖｓ ＴＧＦ⁃β１ 组：
０. ９５ ± ０. １２５， Ｐ ＜ ０. ０５， Ｆ ＝ ２. ５９１；ＣＣＫ⁃８，Ｃｏｎｔｒｏｌ
组：０. ８２ ± ０. ０７７ ｖｓ ＴＧＦ⁃β１ 组：１. ２３ ± １. １１９， Ｐ ＜
０. ０５， Ｆ ＝２. ３８３）。

图 ２　 在 ＴＧＦ⁃β１ 刺激后应用 ＭＴＴ 和 ＣＣＫ⁃８ 法
检测细胞增殖活性（�ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）

Ａ：ＭＴＴ 法检测细胞增殖活性；Ｂ：ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖活性；

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ３　 转染 ｓＦＲＰ３ 过表达质粒后 ＣＦｓ 活化增殖相关

分子的表达变化　 对完成转染的细胞进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 实验检测 ｓＦＲＰ３ 的蛋白表达差异，结果见图

３Ａ，质粒过表达组 ｓＦＲＰ３ 的蛋白表达量较质粒空载

组明显增加，证实 ｓＦＲＰ３ 过表达质粒转染成功。 进

一步检测各组 ＰＣＮＡ、ＰＯＳＴＮ 和 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ的蛋白

表达差异，结果提示，相较于质粒空载组，质粒过表

达组增殖及纤维化相关分子的表达均出现了明显的

下调，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 另外，通过使

用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测相关 ｍＲＮＡ 的方法，见图 ３Ｂ，对比

于空载组，模型组 ｓＦＲＰ３ ｍＲＮＡ 的相对表达量出现

了上调趋势，同时 ＰＣＮＡ、ＰＯＳＴＮ 及 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ的

ｍＲＮＡ 表达出现下调，差异有统计学意义 （ Ｐ ＜

０. ０５）。 对照组与质粒空载组之间的差异无统计学

意义。 实验表明过表达 ｓＦＲＰ３ 能有效抑制 ＣＦｓ 的

活化与增殖。
２． ４　 过表达 ｓＦＲＰ３ 后 ＣＦｓ 的增殖能力变化　 使用

ＭＴＴ 法及 ＣＣＫ⁃８ 法对各组细胞增殖能力进行检测，
结果显示，质粒过表达组细胞出现了不同程度的吸

光度下降的情况，说明在过表达 ｓＦＲＰ３ 后，ＣＦｓ 的增

殖能力出现了下降，差异有统计学意义（ＭＴＴ，ＴＧＦ⁃
β１ ＋ Ｖｅｃｔｏｒ 组：１. ０６ ± ０. ０９３ ｖｓ ＴＧＦ⁃β１ ＋ ＯＥ⁃ｓＦＲＰ３
组： ０. ７４ ± ０. ０６６， Ｐ ＜ ０. ０５， Ｆ ＝ １. ９７３； ＣＣＫ⁃８，
ＴＧＦ⁃β１ ＋ Ｖｅｃｔｏｒ 组：１. １２ ± ０. １０６ ｖｓ ＴＧＦ⁃β１ ＋ ＯＥ⁃
ｓＦＲＰ３ 组：０. ９５ ± ０. ０８９， Ｐ ＜ ０. ０５， Ｆ ＝ ２. ５８４）。 同

时，对照组与质粒空载组之间吸光度的差异无统计

学意义。 见图 ４Ａ 和 ４Ｂ。 另外，如图 ４Ｃ 所示，ＥｄＵ
染色实验显示，质粒转染组 ＣＦｓ 的 ＥｄＵ 着色阳性细

胞占比相较于空载组明显下降，即质粒转染组 ＣＦｓ
的增殖能力出现了下降，差异有统计学意义（ＴＧＦ⁃
β１ ＋ Ｖｅｃｔｏｒ：２３. ８３ ± ２. ９２７ ｖｓ ＴＧＦ⁃β１ ＋ ＯＥ⁃ｓＦＲＰ３：
１２. ３３ ± ２. ０２６， Ｐ ＜ ０. ０１， Ｆ ＝ ２. ００８）。 对照组与质

粒空载组之间的 ＥｄＵ 着色阳性细胞占比差异无统

计学意义。 实验表明过表达 ｓＦＲＰ３ 能有效抑制 ＣＦｓ
的增殖。

３　 讨论

　 　 心肌纤维化是各种心脏病终末期的特征性变

化，在心血管疾病领域仍然是一个具有挑战性的问

题，发现新靶点、提供新思路是近年来针对心肌纤维

化基础研究的重中之重。 ＣＦｓ 的增殖在其发病机制

中起着重要作用。 因此，深入探究 ＣＦｓ 的活化与增

殖过程及揭示相关的分子机制对指导临床诊治有着

重要意义。 其中，Ｗｎｔ 信号通路是近年来被证实与

ＣＦｓ 增殖及表型转化密切相关的信号通路之一，Ｗｎｔ
蛋白则是控制细胞增殖及表型转化的关键信号分

图 ３　 质粒过表达 ｓＦＲＰ３ 后相关基因在蛋白及 ｍＲＮＡ 水平中的表达差异（�ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达水平变化；Ｂ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ｍＲＮＡ 水平变化；ａ：ＴＧＦ⁃β１ 组；ｂ：ＴＧＦ⁃β１ ＋ Ｖｅｃｔｏｒ 组；ｃ：ＴＧＦ⁃β１ ＋ ＯＥ⁃ｓＦＲＰ３ 组；

与 ＴＧＦ⁃β１ ＋ Ｖｅｃｔｏｒ 组比较： ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ４　 质粒过表达 ｓＦＲＰ３ 后检测细胞增殖活性（�ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）
Ａ：ＭＴＴ 法检测过表达 ｓＦＲＰ３ 后 ＣＦｓ 增殖活性的改变；Ｂ：ＣＣＫ⁃８ 法检测过表达 ｓＦＲＰ３ 后 ＣＦｓ 增殖活性的改变；Ｃ：ＥｄＵ 染色检测过表达

ｓＦＲＰ３ 后 ＣＦｓ 增殖活性的改变 × ２００；ａ： ＴＧＦ⁃β１ 组；ｂ：ＴＧＦ⁃β１ ＋ Ｖｅｃｔｏｒ 组；ｃ：ＴＧＦ⁃β１ ＋ ＯＥ⁃ｓＦＲＰ３ 组；与 ＴＧＦ⁃β１ ＋ Ｖｅｃｔｏｒ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

子。 Ｗｎｔ 信号通路激活的标志是 β 连环蛋白（β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ）在细胞质中大量聚集［１０］。 ｓＦＲＰ３ 是属于

ｓＦＲＰ 家族一种蛋白质，这个家族的成员在细胞信号

传导和生长发育过程中发挥重要作用。 ｓＦＲＰ３ 作为

Ｗｎｔ 信号通路的一种经典调节蛋白，其功能主要是

对 Ｗｎｔ 信号通路的调控。 ｓＦＲＰ３ 含有一个与细胞膜

上 Ｗｎｔ 蛋白受体相类似的结构域，但其因为缺少 ７
次跨膜域，可竞争性结合 Ｗｎｔ 蛋白，从而拮抗 Ｗｎｔ
信号［１１］。 现已有文献［１２］ 报道，在胃肠道肿瘤和肺

部癌症等研究中 ｓＦＲＰ３ 的低表达与肿瘤预后相关；
另外，有报道［１３］称 ｓＦＲＰ３ 的表达与心功能衰竭存在

一定相关性。 但目前尚不明确 ｓＦＲＰ３ 对 ＣＦｓ 活化

增殖过程有何影响，故设计该实验探究 ｓＦＲＰ３ 在调

控 ＣＦｓ 活化增殖中的作用。
在该研究中，实验通过使用 ５ ｎｇ ／ ｍｌ 的 ＴＧＦ⁃β１

完成 ＣＦｓ 的体外活化，成功构建了体外 ＣＦｓ 活化增

殖模型。 使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测模型分

子层面可能存在的差异。 结果显示，相较于对照组，
模型组 ＣＦｓ 增殖相关蛋白 ＰＣＮＡ 及纤维化相关蛋白

ＰＯＳＴＮ 和 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ的表达明显上调，而 ｓＦＲＰ３ 的

表达出现明显下降，这提示 ｓＦＲＰ３ 可能参与了 ＣＦｓ
活化增殖过程。 这一现象与 ｓＦＲＰ３ 在部分肿瘤细

胞中的低表达有着一定程度的相似性。 为了进一步

探究 ｓＦＲＰ３ 可能发挥的作用，该实验使用 ｓＦＲＰ３ 过

表达质粒转染 ＣＦｓ，进而观察转染后 ＣＦｓ 分子水平

及细胞增殖能力发生的变化。 在确认转染成功后，
该实验显示过表达组 ＣＦｓ 活化增殖及纤维相关指标

在蛋白及转录水平均出现了不同程度的下调，通过

ＭＴＴ、ＣＣＫ⁃８ 和 ＥｄＵ 实验显示，过表达组 ＣＦｓ 的增

殖活力明显被抑制。 结合上述实验，该研究表明

ｓＦＲＰ３ 调控了 ＣＦｓ 的增殖过程，并且可能是影响增

殖的关键因素之一。
该研究利用构建心肌纤维化体外细胞模型的实

验方法来探究 ｓＦＲＰ３ 作为心肌纤维化过程中可能

有效的新型调节剂的作用，强调其作为预防心肌纤

维化的保护剂的潜力。 从机制上讲，该研究推断作

为 Ｗｎｔ 信号通路的调控剂，ｓＦＲＰ３ 的过表达将导致

ＣＦｓ 中 Ｗｎｔ 信号通路的部分沉默，从而抑制心肌纤

维化的发生发展。 该研究结果为治疗心脏纤维化提

供了创新策略。
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