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摘要 目的 探究沉默信息调节因子 1( SIＲT1) 对乳鼠心肌
成纤维细胞增殖的影响作用。方法 应用转化生长因子-β1

处理乳鼠原代心肌成纤维细胞，采用实时荧光定量聚合酶链

反应( qＲT-PCＲ) 法检测 SIＲT1、α-平滑肌肌动蛋白( α-SMA)

的 mＲNA表达水平; Western blot 法检测 SIＲT1、α-SMA 的蛋
白表达水平; MTT法检测心肌成纤维细胞的细胞增殖活性;
使用 LipofectamineTM 2000 Ｒeagent向乳鼠原代心肌成纤维细
胞中转染 siＲNA-SIＲT1。结果 转染 siＲNA-SIＲT1 的心肌成
纤维细胞，SIＲT1 蛋白和 mＲNA 表达下降，同时 α-SMA 蛋白
和 mＲNA表达下降; 转染 siＲNA-SIＲT1 明显抑制心肌成纤维
细胞的增殖活性。结论 siＲNA-SIＲT1 对心肌成纤维细胞
增殖活性有明显抑制作用，SIＲT1 可能成为心脏结构重构防
治的新靶点，其调控剂的应用将为心肌纤维化的防治提供新

的思路和方案。
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心肌纤维化是许多常见心血管疾病的最后阶

段，其主要特点为细胞外基质蛋白呈网状沉积［1］，

心肌成纤维细胞( cardiac fibroblasts，CFs) 是哺乳动
物心脏中最丰富的细胞类型，CFs 的活化增殖是心
肌纤维化发生发展及心室重构的关键［2］。研究［3］

显示，组蛋白去乙酰化酶 ( histone deacetylase，
HDAC) 可以影响心肌纤维化的发生与发展。沉默
信息调节因子 1 ( silent information regulator 1，
SIＲT1) 是 III类组蛋白去乙酰化酶家族中的重要成
员，参与调节细胞多种生物进程［4］。关于 SIＲT1 在
影响心肌纤维化的方面鲜有报道，具体调控机制也

有待进一步研究。该实验以 CFs 为研究对象，通过

观察转染 siＲNA-SIＲT1 处理 CFs 后的增殖情况，
SIＲT1、α-平滑肌肌动蛋白( α-smooth muscle actin，α-
SMA) 的表达变化，探讨 SIＲT1 影响心肌成纤维细胞
活化增殖的潜在机制。
1 材料与方法
1． 1 材料
1． 1． 1 实验动物 SPF 级 SD 乳鼠 50 只，雌雄各
半，7 ～ 8 d，体重( 20 ± 5 ) g，购自安徽医科大学实验
动物中心，实验过程对动物处置符合动物伦理学标

准。
1． 1． 2 主要试剂 胰蛋白酶( 加拿大 WISENT 公
司) ; siＲNA-SIＲT1、阴性对照( 上海吉玛基因股份有
限公司) ; 转化生长因子-β1 ( transforming growth fac-
tor-β1，TGF-β1) ( 美国 Peprotech公司) ; DMEM 培养
基、Maxima SYBＲ Green /ＲOX qPCＲ Master Mix ( 美
国 Thermo Fisher Scientific公司) ; MTT相关试剂( 美
国 Sigma公司) ; LipofectamineTM 2000 Ｒeagent、TＲIzol
试剂( 美国 Invitrogen公司) ; 新生牛血清( 杭州四季
青生物工程材料有限公司) ; PrimeScriptTM ＲT Master
Mix( 日本 TaKaＲa公司) ; 一抗 SIＲT1( 美国 Cell Sig-
naling Technology 公司) ; α-SMA、β-actin ( 北京博奥
森生物技术有限公司) ; 二抗辣根酶标记山羊抗小

鼠 IgG、山羊抗兔 IgG( 北京中杉金桥生物技术有限
公司) ; SIＲT1、α-SMA、β-actin 引物( 上海生工生物
工程股份有限公司) 。
1． 1． 3 主要仪器 SW-9800 型超净工作台( 苏州泰
安空气技术有限公司) ; NAPCO-8800 型恒温细胞培
养箱 ( 美国 SHELLAB 公司) ; Applied Biosystems
Gene Amp StepOneTM Ｒeal-Time qPCＲ System ( 美国
ABI 公司) ; Mastercycle epgradient Eppendor PCＲ 扩
增仪( 德国 Eppndorf 公司) ; Sigma3-18K高速低温离
心机( 美国 Sigma 公司) ; MK3 酶标仪( 荷兰雷勃公
司) ; Western blot 相关仪器设备 ( 美国 Biorad 公
司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 CFs 的提取分离与培养 将 SD 乳鼠放入
75%乙醇中浸泡消毒 40 ～ 60 s，在无菌操作台中剪
开胸骨，完整取出心脏，去除心脏周围结缔组织，
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4 ℃ PBS清洗后，放入无菌的 EP 管中，用眼科剪刀
剪碎并加入 0． 25%胰蛋白酶与 II 型胶原酶的混合
酶对组织块进行消化处理，放置于 37 ℃恒温水浴锅
中轻轻震荡，15 min 后，吸取上清液，等体积 DMEM
培养基中和混合酶消化，900 r /min离心 9 min，将所
得的全部细胞接种于 25 cm2 培养瓶中，10%血清
DMEM培养基进行培养，置于 5% CO2、37 ℃细胞培
养箱中，采用差速贴壁的方法去除心肌细胞，90 min
后，将培养基倾倒出，余下贴壁的细胞为 CFs，传代
培养 2 ～ 3 代后用于实验，将细胞培养至融合状态，
采用倒置显微镜、免疫组织化学方法进行鉴定。
1． 2． 2 实验分组 实验组: 加入 TGF-β1 处理后的
CFs; 空白对照组: 加入等量 PBS处理的 CFs; 转染实
验组: 瞬时转染 siＲNA-SIＲT1 的 CFs; 阴性对照组:
瞬时转染阴性对照的 CFs。
1． 2． 3 TGF-β1 处理 CFs 取处于对数生长期的
CFs 进行处理。将 TGF-β1 用 DMSO 稀释成 20
mmol /L的溶液，将配制好的 TGF-β1 溶液加入到培
养瓶当中，采用终浓度为 10 μmol /L的 TGF-β1 溶液
处理 CFs，时间为 48 h，将等量的 DMSO和生理盐水
加入到对应的分组当中。
1． 2． 4 瞬时转染 siＲNA-SIＲT1 取对数生长期的
CFs进行转染处理。转染前 1 天，更换为无血清无
抗体 DMEM培养基。siＲNA-SIＲT1 以及阴性对照均
由吉玛基因股份有限公司设计并合成 siＲNA-SIＲT1
序列: 5'-GAGACUGCGAUGUCAUAAUTTAUUAUGA-
CAUCGCAGUCUCTT-3'; 阴性对照序列: 有义链: 5'-
UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'; 反 义 链: 5'-
ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3'。 按 照 Lipo-
fectamineTM 2000 Ｒeagent说明书进行细胞转染操作，
LipofectamineTM 2000 Ｒeagent 预先置于室温环境 5
min，然后将 siＲNA-SIＲT1 以及阴性对照与 Lipo-
fectamineTM 2000 Ｒeagent 混合均匀，室温下静置 20
min后，按照分组加入相应的细胞中，放入 5% CO2、
37 ℃细胞培养箱中，转染 6 h 后，更换为浓度为
10%血清的 DMEM培养基，继续培养 48 h后提取总
ＲNA。
1． 2． 5 细胞总 ＲNA提取及逆转录 根据 TＲIzol说
明书介绍，使用 TＲIzol 试剂将细胞进行裂解并提取
细胞总 ＲNA，通过紫外分光光度仪测定并分析所提
取总 ＲNA 的浓度以及纯度，选择 A260 /A280比值在

1. 7 ～ 1. 9 的总 ＲNA 样本进行逆转录实验。各组总
ＲNA均使用 PrimeScriptTM ＲT Master Mix 试剂盒并
且按照说明书进行操作，逆转录为 cDNA，然后进行

qＲT-PCＲ检测。
1． 2． 6 qＲT-PCＲ法检测 SIＲT1、α-SMA mＲNA表达
从 GenBank数据库中查找引物序列，由上海生工
生物工程股份有限公司合成相应引物。SIＲT1 引物
序列: 上游引物: 5'-TTTTGAGGTAGGGTCCCCGT-3'，
下游引物: 5'-CCCAGAAAGGCATAGACCCA-3'; α-
SMA 引物序列: 上游引物: 5'-TGGCCACTGCTGCT-
TCCTCTTCTT-3'，下游引物: 5'-GGGGCCAGCTTCGT-
CATACTCCT-3'; β-actin引物序列: 上游引物: 5'-TG-
GAATCCTGTGGCATCCATGAAAC-3'，下游引物: 5'-
ACGCAGCTCAGTAACAGTCCG-3'。反应条件: 50 ℃
预热 2 min; 95 ℃预变性 10 min; 95 ℃变性 20 s，
60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，40 个循环; 条件 95
℃、15 s，60 ℃、1 min，95 ℃、15 s 为溶解曲线阶段，
以 β-actin作为内参照，采用 2 － ΔΔCt法计算基因的相

对表达水平。
1． 2． 7 Western blot 法检测 SIＲT1、α-SMA 蛋白表
达 细胞总蛋白提取: 向每个细胞培养瓶中加入 1
ml ＲIPA裂解液和 10 μl PMSF，吹打均匀，与细胞充
分接触，放置在冰上，裂解时间为 30 min，收集裂解
液，放入 EP 管中，4 ℃、13 000 r /min 离心 30 min
后，将上层总蛋白提取液吸出，进行定量、变性。
SDS-PAGE蛋白电泳: 采用 7. 5%的分离胶以及 5%
浓缩胶进行蛋白电泳分离。转膜: 分离的蛋白转移
至 PVDF膜上，200 mA 恒流 2 h。洗膜，浓度 5%脱
脂牛奶的 Tris缓冲盐与 Tween 20 混合液( TBST) 封
闭 1. 5 h，洗膜，分别进行 SIＲT1、α-SMA 和 β-actin
一抗孵育，4 ℃摇床过夜，洗膜，进行 SIＲT1、α-SMA
和 β-actin二抗孵育，室温摇床 1. 5 h，洗膜，ECL 法
显影，结果采用 Quantity One V 4. 6 软件分析，测定
主带的吸光度值以计算 SIＲT1、α-SMA 的蛋白表达
水平。
1． 2． 8 MTT法检测细胞增殖 取对数生长期的细
胞，0. 25%胰蛋白酶对进行细胞消化，用细胞计数板
对细胞进行计数，将细胞接种于 96 孔板当中，每孔
细胞的数目为 5 000 个，每个处理组设置复孔 5 个，
每孔 100 μl，总共铺设 5 个 96 孔板，连续观察 5 d。
放置于 5% CO2、37 ℃细胞培养箱中进行培养。培
养 24 h使细胞贴壁，终止细胞培养前 4 h，每个孔中
加入 10 μl 5 g /L 的 MTT，4 h 后，吸出培养基，每个
孔中加入 100 μl的 DMSO使反应终止，震荡 5 min，
使结晶溶解，酶标仪波长调至 490 nm 处，进行光密
度( optical density，OD) 值测定。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 软件进行分析，
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数据以 珋x ± s 表示，组间数据比较采用 t 检验。所有
实验数据分析至少重复 3 次。

2 结果

2． 1 TGF-β1 处理 CFs 对 SIＲT1、α-SMA mＲNA
表达的影响 TGF-β1 处理 CFs 48 h 以后，实验组
SIＲT1 mＲNA( 1. 78 ± 0. 10) 表达明显高于空白对照
组( 1. 00 ± 0. 12) ( t = 4. 876，P ＜ 0. 05) ，同时 α-SMA
mＲNA( 2. 11 ± 0. 14 ) 表达明显高于空白对照组
( 1. 00 ± 0. 11) ( t = 5. 132，P ＜ 0. 05) 。见图 1。

图 1 qＲT-PCＲ法检测 SIＲT1 和 α-SMA mＲNA的表达

与空白对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 TGF-β1 处理 CFs 对 SIＲT1、α-SMA 蛋白表
达的影响 TGF-β1 处理 CFs 48 h 以后，实验组
SIＲT1 蛋白表达明显高于空白对照组( t = 5. 751，P
＜ 0. 05) ，同时 α-SMA 蛋白表达明显高于空白对照
组( t = 6. 242，P ＜ 0. 05) 。见图 2。

图 2 Western blot法检测 SIＲT1 和 α-SMA 蛋白的表达

与空白对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 3 瞬时转染 CFs siＲNA-SIＲT1 对 SIＲT1、α-
SMA mＲNA 表达的影响 CFs 瞬时转染 siＲNA-
SIＲT1 48 h 后，实验组 SIＲT1 mＲNA ( 0. 53 ± 0. 06 )
表达明显低于阴性对照组( 1. 00 ± 0. 10 ) 和空白对
照组( 1. 00 ± 0. 09 ) ( F = 13. 72，P ＜ 0. 05 ) ，α-SMA
mＲNA( 0. 45 ± 0. 04 ) 表达明显低于阴性对照组
( 1. 00 ± 0. 11 ) 和空白对照组( 1. 00 ± 0. 09 ) ( F =
14. 84，P ＜ 0. 05) 。见图 3。

图 3 qＲT-PCＲ法检测 SIＲT1 和 α-SMA mＲNA的表达

与阴性对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 4 瞬时转染 CFs siＲNA-SIＲT1 对 SIＲT1、α-
SMA蛋白表达的影响 CFs瞬时转染 siＲNA-SIＲT1
48 h后，实验组 SIＲT1 蛋白表达明显低于阴性对照
组和空白对照组( F = 15. 12，P ＜ 0. 05) ，α-SMA蛋白
表达明显低于阴性对照组和空白对照组 ( F =
16. 77，P ＜ 0. 05) 。见图 4。

图 4 Western blot法检测 SIＲT1 和 α-SMA 蛋白的表达
1: 空白对照组; 2: 阴性对照组; 3: 转染实验组; 与阴性对照组比

较: * P ＜ 0. 05
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2． 5 瞬时转染 siＲNA-SIＲT1 对 CFs细胞活性的影
响 MTT 法实验结果表明，瞬时转染 siＲNA-SIＲT1
处理后的 CFs的细胞活性，实验组细胞活性明显低
于空白对照组和阴性对照组( F = 17. 63，P ＜ 0. 05) 。
见图 5。

图 5 MTT 实验检测转染 CFs细胞
12、24、48 h 后细胞增殖活性变化

与阴性对照组比较: * P ＜ 0. 05

3 讨论

心肌纤维化是急慢性心脏疾病的病理基础，

CFs是心肌细胞群当中一个非常重要成员，CFs 的
活化增殖在心肌纤维化发生发展过程中扮演了关键

的角色，是心肌纤维化的效应细胞，活化的 CFs分泌
许多细胞因子和细胞外基质，进而对心肌纤维化起

到诱导和调节的作用，其中，TGF-β1 在心肌纤维化
过程中发挥关键作用，与成纤维细胞的增殖、活化密
切相关［5］，α-SMA为最常用的成纤维细胞激活的标
志［6-7］。由此而见，心肌纤维化是通过 CFs 的增殖
活化后，分泌大量的 α-SMA，胶原纤维的量过度增
加，胶原含量过度增高，导致纤维化的形成与不断发

展。
SIＲT1 是一类保守的依赖 NAD +的组蛋白去乙

酰化酶，并且在多种生物过程中发挥作用，例如，在

基因沉默、DNA 修复等方面［8］。研究［9］表明，组蛋
白去乙酰化酶在心肌纤维发生发展过程中发挥重要

作用［10］。研究［11］显示，SIＲT1 作为肾保护因子，在
单侧输尿管梗阻模型中，通过抑制表皮生长因子受

体、血小板源生长因子受体以及信号传导和转录激
活因子 3 磷酸化，可以阻止肾纤维化的发生; 研
究［12］表明，在肺纤维化疾病中，Smad3 蛋白通过调
节 SIＲT1 的表达来影响肺纤维化的进程。进而推
测，SIＲT1 能够影响心肌成纤维细胞增殖以及心肌
纤维化，并且探究其具体的作用机制。该实验通过

转染 siＲNA-SIＲT1 的方法处理体外培养的新生乳鼠
CFs，对 SIＲT1 的表达产生影响，分别检测处理过后
CFs的活性改变以及 SIＲT1、α-SMA 的表达水平。
结果显示，SIＲT1 表达下降可明显抑制 CFs 增殖活
性，降低了 α-SMA的表达水平。
综上所述，从转录水平以及翻译水平可以初步

看出，沉默 SIＲT1 能够发挥抑制心肌成纤维细胞增
殖的作用，表明 SIＲT1 可以作为抑制 CFs 的潜在靶
向调控因子。因此，通过靶向对 SIＲT1 进行调控或
许能够对心肌纤维化的进展起到有效的干预作用。
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Effect of targeting SIＲT1 silence on proliferation
of cardiac fibroblasts in neonatal rat

Shi Peng1，2，Tao Hui1，2，Zhang Jia Gui1，2，et al
( 1Dept of Cardio-Thoracic Surgery，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601;

2Dept of Cardiovascular Disease Ｒesearch Center，Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To investigate the effect of silent information regulator 1( SIＲT1) on the proliferation of car-
diac fibroblasts in neonatal rat． Methods The original generation of rats cardiac fibroblasts were delt with TGF-
β1． qＲT-PCＲ was applied to assess the mＲNA expression levels of SIＲT1 and α-SMA． The protein expression lev-
els of SIＲT1 and α-SMA were detected by Western blot． MTT assay was used to determine the cytoactive of cardiac
fibroblasts． LipofectamineTM 2000 Ｒeagent was used to transfected cardiac fibroblasts with siＲNA-SIＲT1． Ｒesults
The expression of SIＲT1 protein and mＲNA was down-regulated in the cardiac fibroblasts transfected with siＲNA-
SIＲT1，as well as the α-SMA protein and mＲNA expression． The activity of cardiac fibroblasts was restrained after
transfected with siＲNA-SIＲT1． Conclusion siＲNA-SIＲT1 can suppress proliferative activity of cardiac fibroblasts
obviously． SIＲT1 could be a new therapeutic target of preventing cardiac remodeling． The application of its regula-
tor will provide the new idea and method for the prevention and treatment programsof myocardial fibrosis．
Key words SIＲT1; cardiac fibroblasts; α-SMA
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糖氧剥夺 /再灌注损伤对人正常肝 L02 细胞自噬水平的影响
马秀雅，李元海

摘要 目的 探讨糖氧剥夺 /再灌注损伤( OGD/Ｒ) 对人正
常肝 L02 细胞自噬水平的影响。方法 体外培养人正常肝
L02 细胞，制备 OGD/Ｒ模型，模拟临床的肝脏缺血再灌注损
伤。分为 5 组: 正常对照组、OGD 6 h /Ｒ 1、3、6、12 h 组。随
后在倒置显微镜下观察 L02 细胞形态; 采用 MTT 比色法检
测 L02 细胞的相对增殖情况; Western blot 法检测自噬相关
蛋白 LC3、Beclin-1 和 p62 的表达变化。结果 与正常对照
组相比，随着再灌注时间的延长，OGD/Ｒ组处理 L02 细胞的
形态损伤逐渐加剧，增殖活性逐渐降低，呈时间依赖性。自
噬相关蛋白 LC3 和 Beclin-1 在 OGD 6 h /Ｒ 1 h即有所增高，
随着再灌注时间的延长，LC3 的表达量逐渐增高并于再灌注
6 h时大量增加，于再灌注 12 h 时达到最大值( P ＜ 0. 01 ) ;
Beclin-1 蛋白的表达量随再灌注时间的延长逐渐增加于 6 h
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和 12 h急剧增加( P ＜ 0. 01) ; p62 蛋白于 OGD 6 h /Ｒ 1 h 时
和 3 h无明显变化，而在再灌注 6 h时开始急剧增加，于 12 h

达到最大值( P ＜ 0. 01 ) 。结论 OGD/Ｒ 可诱导人正常肝
L02 细胞自噬水平上调，并且导致细胞的自噬性死亡。
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肝脏缺血再灌注损伤( hepatic ischemia reperfu-
sion injury，HIＲI) 是外科常见的病理生理过程，血
液灌流量的减少使肝脏组织发生缺血性损伤，恢复

血液灌流后，肝细胞功能代谢及结构破坏反而加重。
肝脏缺血再灌注后细胞损伤的机制主要有: 氧自由

基的产生、钙超载、Kupffer 细胞激活及中性粒细胞
的聚集、微循环功能障碍等［1］。近年来研究［2］表
明，其还可能与凋亡和自噬有关。自噬可利用溶酶
体来降解损伤蛋白及细胞器，生理情况下，低水平自

噬可作为保护机制，及时地清除有害物质，恢复细胞
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