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芝麻素对 AngⅡ诱导的心肌成纤维细胞增殖和胶原分泌的影响
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【摘 要】目的: 观察芝麻素对血管紧张素Ⅱ( AngⅡ) 诱导的心肌成纤维细胞( CF) 增殖及胶原分泌的影响，并探讨其可能机

制。方法: 应用双酶消化和差速贴壁法获得纯化的心肌成纤维细胞，采用 MTT 法测定芝麻素对 AngⅡ诱导的成纤维细胞增殖

的影响，羟脯氨酸法测定胶原含量，ELISA 法测定转化生长因子 β1 ( TGF-β1 ) 水平，比色法测定细胞总抗氧化能力( T-AOC) 及

丙二醛( MDA) 含量。结果: 芝麻素可显著抑制 AngⅡ诱导的成纤维细胞增殖和胶原分泌，抑制 TGF-β1 表达( P ＜ 0． 05 或 P ＜
0． 01) ，同时可提高细胞抗氧化能力，减少脂质过氧化产物 MDA 含量( P ＜ 0． 05 或 P ＜ 0． 01) 。结论: 芝麻素可明显抑制 AngⅡ
诱导的心肌成纤维细胞增殖和胶原合成，其机制可能与提高成纤维细胞的抗氧化能力、减少氧化损伤、下调 TGF-β1 蛋白表达

有关。
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Effect of sesamin on collagen secretion and cardiac fibroblasts proliferation induced by an-
gioetensin Ⅱ
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【Abstract】Objective: To observe the effect of sesamin on the collagen secretion and proliferation of cardiac fibroblasts( CF) induced by angiotensin Ⅱ
( AngⅡ) as well as the potential mechanisms． Methods: Cardiac fibroblasts were isolated from neonatal rats with trypsin and collagenase digestion and puri-

fied by differential attachment technique． MTT assay was applied to assess the effect of sesamin on the proliferation of cardiac fibroblasts after stimulation

with Ang II． Hydroxyproline method was used to determine the collagen content，enzyme linked immunosorbent assay ( ELISA) for measurement of TGF-β1
level，and colorimetric method for evaluation of the cellular total antioxidant capacity( T-AOC) and malonaldehyde ( MDA) level． Ｒesults: Sesamin signifi-

cantly suppressed AngⅡ induced CF proliferation and collagen secretion as well as TGF-β1 expression( P ＜ 0． 05 or P ＜ 0． 01) ，whereas boosted cellular

T-AOC and led to decrease of MDA level( P ＜ 0． 05 or P ＜ 0． 01) ． Conclusion: Sesamin is capable of suppressing AngⅡ induced CF proliferation and col-

lagen synthesis． The potential mechanisms might involve boosted antioxidant capacity and down-regulation of TGF-β1 expression．

【Key words】sesamin; cardiac fibroblasts; angiotensin Ⅱ; oxidative stress

心肌纤维化( MF) 是高血压心肌重构的关键病

理特征之一，也是导致心脏功能衰竭的主要原因。
减少胶原沉积、抑制 MF，是改善高血压性心肌重构

的关键环节，也是高血压治疗的重要目标之一。持

续高血压可引起肾素血管紧张素系统( ＲAS) 激活，

导致循环及心脏局部血管紧张素Ⅱ( AngⅡ) 水平升

高，上调转化生长因子 β1 ( TGF-β1 ) 的表达进而导致

纤维化［1］。高血压还可诱导氧化应激，损伤机体抗

氧化系统，进而促进 MF 进程［2］，抗氧化剂能减轻心

梗所致的心肌重构［3］，提示抗氧化剂可能是防治高

血压心肌重构的有效措施之一。
芝麻素是芝麻中的主要活性成分，具有抗氧

化［4］、抗高血压［5］等多种药理作用。本实验在文献

报道［6］基础上进一步观察芝麻素对 AngⅡ诱导的

CF 增殖及胶原分泌的影响，在细胞水平上初探芝麻

素干预 MF 的可能机制。
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1 材料与方法

1． 1 动物 新生 SD 大鼠，购自于南京市江宁区青

龙山实验动物中心。
1． 2 药品与试剂 芝麻素，上海纯优生物科技有限

公司; DMEM 培养基，Hyclone; 胰蛋白酶、胎牛血清

( FBS) ，Gibco;Ⅱ型胶原酶，sigma; AngⅡ，阿拉丁试

剂( 上海) 有限公司; 波形蛋白( Vimentin) 一抗，博奥

森生物技术有限公司; α 平滑肌肌动蛋白( α-SMA)

一抗，碧云天生物技术研究所; SABC 试剂盒，DAB，

武汉博士德生物工程有限公司; 大鼠 TGF-β1 酶联

免疫检测试剂盒，上海朗顿生物技术有限公司; 羟脯

氨酸试剂盒、丙二醛( MDA) 试剂盒、总抗氧化能力

( T-AOC) 试剂盒，南京建成生物工程研究所。
1． 3 方法

1． 3． 1 CF 分离培养与鉴定 乳鼠用 75% 乙醇浸

泡 10 s 后 转 移 至 超 净 台，取 出 心 脏 置 于 预 冷

D-Hanks液中。取心尖于洗去血污后剪成约 1 mm ×
1 mm × 1 mm 碎 块 置 于 酶 消 化 液 中，37 ℃ 消 化

10 min，更换消化液，消化 10 min 收集上清，加入培

养基( 10% FBS) 洗涤，离心弃上清后加预冷培养基

( 10% FBS) 吹打悬浮，置冰中备用。剩余组织块重

复上述过程，收集细胞悬液合并离心，培养基洗涤后

接种。培养 1． 5 h 后，更换新鲜培养液。待细胞长

至近融合时消化传代，实验采用第 2 ～ 6 代细胞。显

微镜下观察细胞形态，采用免疫细胞化学染色法

鉴定。
1． 3． 2 CF 增殖测定 按 1 × 104 /孔的密度将细胞

接种于 96 孔培养板，分为对照组、AngⅡ组及 AngⅡ
+ 芝麻素组。无血清培养液培养 12 h 后，芝麻素各

组加入相应浓度芝麻素孵育 12 h。除对照组外，其

余各组均加入 AngⅡ孵育 24 h。MTT 法检测细胞增

殖，以 OD 值表示细胞增殖水平，增殖抑制率( % ) =
( AngⅡ组 OD 值 － 给药组 OD 值) /AngⅡ组 OD 值

× 100%。
1． 3． 3 羟脯氨酸测定 按 1 × 105 /孔的密度将细

胞接种于 24 孔培养板，细胞分组同上。收集培养上

清液，按说明测定羟脯氨酸含量。
1． 3． 4 TGF-β1 含量测定 细胞的分组及处理同

1． 3． 3。收集上清液，按说明书测定 TGF-β1 含量。
1． 3． 5 MDA 及 T-AOC 水平测定 同 1． 3． 3 项下收

集细胞培养上清液后按试剂盒说明测定 MDA，PBS
洗涤细胞，超声破碎细胞，离心后蛋白定量并按说明

测定 T-AOC。
1． 4 统计学处理 计量资料采用均数 ± 标准差( 珋x
± s) 表示，多组间比较采用方差分析，两组间比较采

用 q 检验。

2 结果

2． 1 CF 鉴定 倒置显微镜下观察，正常心肌成纤

维细胞呈梭形、多角形，无搏动，胞质淡而透明，折光

弱，中央卵圆核，胞质向外伸出突起。免疫细胞化学

染色鉴定 α-SMA 表达阴性 ( 图 1A) ，Vimentin 表达

阳性( 图 1B) ，符合 CF 特征。

A: α-SMA 蛋白表达阴性; B: Vimentin 蛋白表达阳性

图 1 CF 鉴定( × 100)

2． 2 芝麻素对 CF 增殖及胶原分泌的影响 胶原

蛋白含量采用羟脯氨酸法测定。由表 1 可见，Ang
Ⅱ能明显促进 CF 增殖及胶原分泌( P ＜ 0． 01) ，而芝

麻素对 AngⅡ诱导的增殖及胶原分泌具有显著抑制

作用( P ＜ 0． 01) 。

表 1 芝麻素对 CF 增殖及胶原分泌的影响( 珋x ± s，n = 6)

组别
终浓度

( mol /L)
OD 值

抑制率

( % )

Hydroxyproline

( μg /mL)

control － 0． 42 ± 0． 02 － 32． 85 ± 2． 70

AngⅡ 10 －7 0． 59 ± 0． 04aa － 44． 77 ± 3． 34aa

Sesamin 10 －4 0． 44 ± 0． 01bb 24． 09 33． 92 ± 1． 64bb

Sesamin 10 －5 0． 48 ± 0． 03bb 21． 48 36． 43 ± 3． 97bb

Sesamin 10 －6 0． 53 ± 0． 06 9． 39 40． 51 ± 2． 57

F 值 － 23． 19 － 21． 53

注: 与 Control 组相比，aa P ＜ 0． 01; 与 AngⅡ组相比，bb P ＜ 0． 01

2． 3 芝麻素对 TGF-β1 蛋白表达的影响 AngⅡ能

明显增加心肌成纤维细胞 TGF-β1 表达水平 ( P ＜
0． 01) ，中剂量和高剂量芝麻素均可显著抑制 AngⅡ
诱导的 TGF-β1 表达( P ＜ 0． 01 或 P ＜ 0． 05) 。

表 2 芝麻素对心肌成纤维细胞 TGF-β1 表达的影响

( 珋x ± s，n = 5)

组别 终浓度( mol /L) TGF-β1 ( pg /mL)

control － 131． 91 ± 21． 30

AngⅡ 10 －7 179． 82 ± 13． 97aa

Sesamin 10 －4 140． 32 ± 18． 65bb

Sesamin 10 －5 153． 12 ± 13． 48b

Sesamin 10 －6 162． 92 ± 17． 58

F 值 － 5． 98

注: 与 Control 组相比，aa P ＜ 0． 01; 与 AngⅡ组相比，b P ＜ 0． 05，bb P

＜ 0． 01
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2． 4 芝麻素对 T-AOC 和 MDA 水平的影响 由表 3
可见，AngⅡ组 CF 总 抗 氧 化 能 力 明 显 下 降 ( P ＜
0． 01) ，脂质过氧化产物 MDA 含量明显升高 ( P ＜
0． 01) ，提示 AngⅡ可引起细胞氧化损伤。芝麻素

中、高剂量组 T-AOC 水平均明显升高 ( P ＜ 0． 01 ) ，

MDA 水平显著降低( P ＜ 0． 01) ，提示芝麻素可有效

提高心肌成纤维细胞抗氧化能力，减轻氧化损伤。

表 3 芝麻素对成纤维细胞 T-AOC 和 MDA 水平的影响

( 珋x ± s，n = 5)

组别
终浓度

( mol /L)

T-AOC

( U /mgprot)

MDA

( nmol /mL)

control － 1． 72 ± 0． 30 43． 91 ± 5． 35

AngⅡ 10 －7 1． 06 ± 0． 15aa 78． 00 ± 4． 68aa

Sesamin 10 －4 1． 50 ± 0． 13bb 52． 44 ± 5． 20bb

Sesamin 10 －5 1． 35 ± 0． 12bb 57． 91 ± 5． 86bb

Sesamin 10 －6 1． 22 ± 0． 11 64． 67 ± 15． 21

F 值 － 9． 89 12． 10

注: 与 Control 组相比，aa P ＜ 0． 01; 与 AngⅡ组相比，bb P ＜ 0． 01

3 讨论

CF 是心肌间质的主要细胞成分，也是产生胶原

的主要细胞。高血压时，CF 异常增殖并分泌大量胶

原，导致细胞外基质异常沉积，引起心肌重构。羟脯

氨酸主要存在于胶原蛋白，是其中特异的氨基酸成

分，且含量相对恒定，因此通过测定其水平可以反映

心肌纤维化程度［7］。本研究显示，AngⅡ能明显促

进 CF 增殖和胶原分泌，提示 ＲAS 激活是高血压心

肌重构重要参与因素之一。给予芝麻素预孵后，细

胞增殖和胶原合成被抑制，提示芝麻素减轻高血压

心肌重构与抑制 CF 增殖和胶原分泌有关。
研究表明，过表达 TGF-β1 能导致心肌肥厚和

心肌纤维化［8］，而在 TGF-β1 基因缺陷小鼠模型则

未见明显心肌重构效应［9］，提示 AngⅡ诱导的心肌

重构需 TGF-β1 介导。本研究结果显示，芝麻素能

明显抑制 AngⅡ诱导的 TGF-β1 表达，这一结果与其

抑制 CF 增殖和胶原合成一致，提示芝麻素可能通

过抑制 TGF-β1 表达而抑制 AngⅡ诱导的 CF 增殖和

胶原合成。
病理情况下，ＲOS 产生过多或抗氧化体系受损

时，过量 ＲOS 不能及时清除，参与多种疾病的发展

进程，如 ＲOS 能够直接上调 TGF-β1 蛋白表达，刺激

CF 增殖，并诱导胶原分泌［10］。高血压可引起体内

抗氧化系统受损并增加 ＲOS 生成，而过度激活的

ＲAS 也可增加 ＲOS 产生。ＲOS 既可直接引起组织

细胞氧化损伤，又可反过来促进 AngⅡ生成，形成恶

性循环，共同促进心肌重构进程。本研究显示，芝麻

素可明显增强 CF 抗氧化能力，减轻 AngⅡ诱导的氧

化损伤，提示芝麻素抑制 CF 增殖和胶原合成可能

与增强细胞抗氧化能力有关。综上所述，芝麻素能

明显抑制 AngⅡ诱导的心肌成纤维细胞增殖和胶原

合成，其 机 制 可 能 与 提 高 细 胞 抗 氧 化 能 力、抑 制

TGF-β1 表达有关。这一结果与前期发现的芝麻素

可抑制高血压心肌重构作用一致，提示芝麻素可能

通过抑制 CF 增殖和胶原合成而减轻高血压心肌

重构。
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