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THE DIFFERENT GENE RESPONSE IN THE PROCEDURE OF 
FIBROBLAST PROLIFERATION INDUCED BY CTGF AND FGF 

WANG J iong 口JNG Cheng Hong W ANG Li Chun Sl刑 Mipg Ll Qi Han 怪

( lnstitute of Medical 8iology , Peijing Union Medical ColLage , 
αlinese Ac.ω加ny of Medical Science , Kun ming 650 11 8 ， αlina) 

ABSTRACf 

Connective Tissue Growth Facror( CTGF) is a product of immediately early gene , which has the simi lar effect of stimulat­
ing fibroblast proli feration as FGF , but CTGF and FGF have different gene res阳nse in this pr'∞臼s ， CTGF induced cell ex­
pr岱sion of c-myc on仅有E臼顶， FGF stimulated c- fc后 onα忍ene expr岱sion; on the other hand CTGF and FGF bothα口 induce src 
gene expr岱sion and the result of the immunological precipitation with anti-phosphotyrosine antilx对y suggested that tyrosine 
phosphorylation of a protein in Kl\征圣 17 perhaps is related with the signal transduction of CTGF. 

Key words: CfGF FGF Fibroblast Gene 1咽ponse Tyr咽ine phosphoηlation 

蛋白聚糖和溶血磷脂酸对不同细胞周期

心脏成纤维细胞生长的影晌

何兰杰 铸 丛祥凤常文静陈曦H

(中国医学科学院 中国协和医科大学 阜外心血管病医院北京 100037) 

心肌肥厚是高血压、冠心病等多种心血管
疾病发展过程中共同的病理生理改变，是多种

因素相互作用的结果。 心脏成纤维细胞的增殖

是心肌肥厚的重要因素之一，研究一些生物活

性物质对心脏成纤维细胞增殖的调节作用，对

控制心肌肥厚的发生和发展有重要的价值。

蛋白聚糖 ( PGs)是血管壁内皮细胞和平滑

肌细胞合成并分泌的活性物质，除作为细胞基

质的重要成分外，还是许多生长因子的受体或

亚受体[ 13 ] ，参与血管壁、神经、肿瘤组织中多

种细胞的生长调节[3 - 6 ] 但 PGs 对心脏细胞生

长的影响还未见报道。 溶血磷脂酸(LPA )是近

年来发现的-种十分活跃的脂质信号分子 ， 在

神经组织和心血管系统中有多种生物学功

能[73] ，然而它在心脏组织中的作用，还缺乏认

识。 本文通过观察这两种生物活性物质对培养

的处于不同细胞周期的乳鼠心脏成纤维细胞生

长的影响，同时分析 PGs 和 LPA 对成纤维细胞

生长的调节作用，为探讨它们在心肌肥厚发病

机理中的作用和临床防治提供新的思路。

材料与方法

1.主要试剂

DMEM 培养粉 (Gib∞) ，胎牛血清(天津血研所) , 

膜蛋白酶 (Si伊a) ， LPA (Sigma) ， 3H刊R( 中科院原子

能所 ) ，牛主动脉 PGs(本室提取) ，其他试齐1)均为北京

化工厂分析纯试剂 。

2. 动物

1 - 3 天 SD 乳 鼠(北京医科大学动物部提供)。

- 3 . 含牛主动脉 PGs 细胞培养液的制备

按文献(5 ]制备。

4. 乳鼠心脏成纤维细胞的培养

参照文献[9 ] ，取 1-3 天的 SD乳鼠心脏 ，差速贴壁

法获取心脏成纤维细胞， 37'C 、 5%~ 培养箱中培养

细胞。 当细胞生长至次汇合状态，以不同浓度的血清

继续培养细胞不同的时间，流式细胞术鉴定细胞所处

的细胞周期 。

本文 2000 年 10 月 30 日收到， 2001 年 3 月 1 9 日
撞受 。

本研究雯'北京市自然科学基金 (798203l)资助 。
铃 宁夏医学院附属医院心内科 。

H 项目负责人。
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5. 流式细胞术测定培养的心脏成纤维细胞所处

的细胞周期

参照文献[ 10 ]将原培养液弃掉，加入传代消化液悬

浮细胞，离心收集细胞，以适量磷酸盐缓冲液 (PBS) 重

悬细胞后，在细胞悬液中缓慢加入 95 % 的乙醇，至终浓

度为 70% ， 4'C保存，以 EPICS ELITE ESP 型流式细胞
仪测定细胞所处的细胞周期 。

6. 3H_TdR参入法测定细胞的 DNA 合成

参照文献[ l l ] ，将生长至汇合状态的原代心脏成纤

维细胞消化、离心 、收集后，按 5 X 10 - 4接种于 24 孔板 ，

细胞培养至次汇合状态后，以不同浓度血m培养细胞，

按实验需要使细胞进入 GO/G1 或 G2 期后加入不同药

物(对照组、PG吉组、 LPA 组、 PGs+ LPA 组)培养 18 小

时，每孔加入 0.5μCi3H-TdR，继续培养细胞至 6h(总计

药物刺激 24 小时) ，收集 0. 5m!细胞裂解液于装有 8m!

闪烁液的闪烁瓶中混匀，于液闪计数仪 ( LKB WAL­

LAC 1215 RACKBETA)计数。

7. 统计分析

每次实验进行 3-4 孔平行操作，实验重复 3 次，

结果以平均数±标准差表示 ，采用 Excel 统计程序对数

据进行方差分析，部分资料进行相关性检验。

结果

1.不同浓度血清培养的乳鼠心脏成纤维

细胞所处的细胞周期的鉴定

培养至次汇合状态的乳鼠心脏成纤维细胞

经含 0.4%FBS 的 D扎在EM 饥饿培养 48 小时，

流式细胞术测定细胞周期 ， GO/G1 期细胞占

88.5% ， G2 期细胞占 1. 0% ， S 期细胞占 10.5%

(图 1) ，经 0.4%FBS 饥饿培养 48 小时后再用

2% FBS 培养细胞 24 小时， G2 期细胞占

91. 7% ， Gl 期细胞占 7.7% ， S 期细胞占 0 .5%

(图 1) 。 说明饥饿 48 小时的细胞同步于 GOI

G1 期，再经 2%FBS 剌激生长 24 小时的细胞

同步于 G2 期，符合下步实验要求，同时为不同

细胞周期的研究提供了良好的实验模型 。

2. PGs 对乳鼠心脏成纤维细胞 DAN 合成

的影晌

在 2.94 - 47. 04μg/m l 浓度范围内，牛主

动脉 PGs 剌激心脏成纤维细胞 24 小时后对

GO/Gl 期和 G2 期细胞的 DNA 合成均有抑制

作用，最大抑制达 90% 以上，但不同细胞周期

的细胞对 PGs 作用的敏感性不同 。 对 GO/G1

期细胞， 2.94μg/ml PGs的抑制强度已接近饱

和，其抑制率为对照的 80 %; 对 G2 期细胞，

2.9年g/ml PGs 的抑制作用仅为对照的 13% ，

23.52μg/ml PGs 的抑制率方达对照的83% (图

2) 。

3. LPA 对乳鼠心脏成纤维细胞 DNA 合

成的影晌

在 1 - 80μmollL浓度范围内， LPA 刺激

心脏成纤维细胞 24 小时后 GO/G1 期及 G2 期

细胞的 DNA 合成均有增加， LPA 作用浓度与

DNA 合成增加率呈正相关(rω/G 1 = O. 84 , P< 
0.01 ， 也= O. 79 , P < O. 01 ) 0 50μmollL LPA 
对 GO/G1 期及 G2 期细胞的 DNA 合成促进作

用最大，比对照组分别增加 78 :t 24% (p < 
0.05 )和 122 土 21 % (P<O. 01 ，图 3) 。

低浓度 LPA(l - 30μmollL)对 GO/G1 和

G2 期 细胞的作用相似，但高浓度 LPA ( 50μ 

mol lL)对 G2 期的作用显著高于对 G1 期的作

用 。

4. PGs 对 LPA 活性的调节作用

由图 4 可见，当存在 10μmol lL LPA 条件

下， 2. 94 - 47 . 04μg/ml PGs 分别使 GO/G1 期

和 G2 期 DNA 合成下降为对照的 36 :t 11 % -
15 士 10 % 和 91 :t 13 % - 3 士 1% 。 说明 PGs 可

抑制 10μmol儿的 LPA 诱导的不同细胞周期

的心脏成纤维细胞增殖 。

讨论

细胞周期中有两个控制点:一是处于 GlIS

转折点，控制细胞从静止状态 (G1 期)进入

DNA 合成期 (S 期) ; 另 一个控制点处于 G21M

转折点，是决定细胞一分为二的控制点 [ 12 ] 。 本

实验证实培养的乳鼠心脏成纤维细胞经低血清

饥饿 48 小时可同步于 GO/Gl 期;同步于 GOI

G I 期的细胞经 2%FBS 剌激生长 24 小时可同

步于 G2 期，为细胞周期两个控制点的研究提

供了一个良好的实验模型。
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图 1 流式细胞术分析细胞周期

心脏成纤维细胞经含 Q . 4 % FßS的 DMEM 处理 48 小时 ， 达到静息生长状态 ( a)或静息的细胞经含 2% FßS

的 DMEM 处理 24 小时 (b) ，然后收集细胞分析其细胞周期 。

Chi Sq. = 
MU~ TI(Y毡u O t . l S ' Ii'J 
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蛋白聚糖(PGs)是糖胶聚糖以其共价键与

核心蛋白结合形成的生物分子，主要由血管内

皮细胞和平滑肌细胞合成井分泌。 在人的血管

壁已经发现至少 3 种 PGs，即:硫酸软骨素 PG

(CSPG) ，硫酸皮肤素硫酸软骨素 PG(DSC­

SPG)和硫酸 乙酌肝素 PG ( HSPG) 。 以往人们

认为， PGs 仅是细胞之间的填充物质，对维持血

管壁的茹弹性等有重要作用。 近年来研究发现

PGs 还是某些生长因子的受体或亚受体，对多

种细胞的生长有调节作用。 我们过去的研究表

明人主动脉 HSPG 可抑制培养的人主动脉平

滑肌细胞的增殖，而促进内皮细胞的增殖[5 ， 6 ) 。

最近的研究发现牛主动脉 HSPG、 CSPG 、 DSC­

SPG 以及 3 种 i昆合的 PGs 对培养的人主动脉

平滑肌细胞均有抑制作用， 3 种混合 PGs 的抑

制作用略高于 HSPG 除外的其他两种 PGs 单

独的抑制作用 [ 1 3) 。上述研究结果提示 PGs可

能在抗动脉粥样硬化方面有积极作用。 心肌组

织中富含冠状动脉，血管内皮细胞分甜、的 PGs

是否可以通过细胞间相互作用调节心脏成纤维

细胞的生长尚未见报道。 本研究观察到混合的

牛主动脉 PGs 能抑制培养的不同细胞周期的

乳鼠心脏成纤维细胞的 DNA 合成，对 LPA 这

一具有生长因子性质的活性分子引起的细胞生

长也有抑制作用，提示 PGs 可能在抗心肌肥厚

中起某种积极作用。 文献报道肝素抑制平滑肌

细胞增殖是通过阻止细胞从 Gl 期进入 S

期 [ 1 4 ) 0 PGs 中的糖股聚糖是多糖分子， HSPG

中的多糖分子即硫酸乙酷肝素的结构和肝素相

类似。 本研究观察到 PGs 对 Gl 期乳鼠心脏成

纤维细胞 DNA 合成的最大抑制达 90% 以上，

说明牛主动脉 PGs 与肝素作用类似，能够阻断

细胞从 Gl 期进入 S 期 。

本研究结果显示， PGs 对处于不同细胞周

期的细胞 DNA 合成的抑制浓度曲线有明显差

别 。 对 CO/G [ 期细胞 ， 2.94μg/ml PC; s 对口.'\IA

的书TI制已达 80% ，接近饱和抑制程度;而对 G2

期细胞， 23. 52μg/m l PGs 的抑制能力才达

83% ，两者相差近 [ 0 倍。 说明 GO/G I 期和 G2
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细胞 24 小时， 3H-TdR 存在于药物刺激时程的最后
4 小时。图 中数值代表 3-7 次独立实验的 x :t SO 
(每次实验含 3- 4 个重复样本 ) 。
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图 4 PGs 对 LPA 诱导的 DNA 合成的影响

在 lOf-LMU刊存在下， PGs 刺激 (;0元~ I (Ü或 C;2

( . )期心脏成纤维细胞 24 小日才， J H-TdR 存在于药

物刺激时程的最后 4 小时 。 阁中数值代表 3- 4 次

独立实验的 x :t SO(每次实验含 3 一 4 个重复样本) 。
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期的心脏成纤维细胞对 PGs作用的敏感性显

著不同 。 有文献报道，肝素对培养的静止期血

管平滑肌细胞的抑制作用比指数生长期的细胞

高 50 -100 倍。静止期的细胞结合肝素的能力

比指数期高 8 倍[ 15 ] 。 牛主动脉混合 PGs 对

GO/G1 期和 G2 期心脏成纤维细胞抑制作用的

差异可能与上述机制相似。

LPA 是一种结构最简单的脂质信号分子。

以往认为它仅仅是细胞膜的组成成分，近年研

究发现， LPA 通过激活 G蛋白偶联受体在许多

组织中发挥多种生物学功能，如调节多种细胞

的生长、剌激血小板聚集、促使神经元细胞回缩

等[7 ， 8] 。 但 LPA 对心脏组织的作用，所知极

少。 本课题组研究了 LPA 对心脏成纤维细胞

增殖的影响(论文尚未发表)。 本实验进一步观

察到， LPA对处于不同细胞周期的心脏成纤维

细胞的 DNA 合成均有明显的促进作用，并呈

浓度依赖关系 。 然而 ， LPA 剌激 GO/G1 期细

胞和剌激 G2 期细胞的 DNA 合成的增加程度

几乎相同，推测 LPA 的作用主要在于促进 G1

期进入 S 期，而对细胞周期中其他各期间的转

换影响很小。 当 LPA 浓度较高时 (50μmol/

L) ，其诱导 G2 期细胞 DNA 合成增加的作用明

显高于 GO/G1 期细胞 ，提示细胞处于不同细胞

周期时对 LPA 作用的敏感性可能不同，也可能

是 LPA 与血清中其他生长因子产生协同作用 。

PGs和 LPA 均是生物活性物质，但两者对

乳鼠心脏成纤维细胞的 DNA 合成表现完全不

同的生物学作用，其详细的作用机制有待于进

一步研究。 本实验提示 ， PGs 和 LPA 对心肌肥

厚的发生和发展作用不 同，因此进一步研究

PGs 和 LPA 对心脏成纤维细胞增殖的调节作

用及机制可能对防治心肌肥厚有重要意义。

摘要

本文研究了蛋白聚糖 (PG)和洛血磷脂酸

(LPA)对培养的处于不同细胞周期的 SD 乳鼠

心脏成纤维细胞生长的影响及 PGs 对 LPA 生

物学活性的调节作用 。 采用流式细胞术测定细

胞所处的周期 ; 3H-TdR 参入法测定细胞的

DNA合成。 研究结果表明: ( 1 ) 培养至次融汇

状态的乳鼠心脏成纤维细胞经低血清 (0.4%

FBS) 饥饿培养 48 小时 ， GO/G1 期细胞占

88 . 5% ;GO /G1 期细胞经 2%FBS 剌激 24 小

时， G2 期细胞占 91. 7% 0 (2) PGs对 GO/G1 期

和 G2 期的心脏成纤维细胞的 DNA 合成均有

抑制作用 。 2.94 - 47.04μg/ml PGs对 GO/G1

期细胞 DNA 合成的抑制率为 80% -93% ; 对

G2 期的抑制率为 13 % - 94 % 0 (3) 1 - 80 

μmollL范围内， LPA 以浓度依赖方式促进不

同细胞周期的心脏成纤维细胞 DNA 合成增

加，50μmol lL LPA 诱导 GO/G1 期和 G2 期细

胞 DNA 合成的增加分别为 78% ]: 24% 和

122 % ]: 21 % 0 (4 ) 在 10μmol lL LPA 存在下，

2.94- 47.04μg/ml PG吉使 GO/G1 期细胞和

G2期细胞的 DNA 合成分别下降为对照的

36% ]: 11 % - 15% ]: 10% 和 91 % 士 13% - 3% 

土 1 % ，说明 PG吉可以抑制 LPA 诱导的心脏成

纤维细胞 DNA 合成。 上述研究结果提示 :PGs

和 LPA 对乳鼠心脏成纤维细胞 G1 期至 S 期的

转换有重要的调节作用，并可能通过调节心脏

成纤维细胞的生长影响心肌肥厚的形成和发

展。

关键词:溶血磷脂酸蛋白聚糖细胞增殖心

脏成纤维细胞
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EFFECTS OF PROTEOGLYCANS AND LYSOPHOSPHATIDIC 
ACID ON THE GROWTH OF CARDIAC FIBROBLASTS 

AT DIFFERENT CELL CYCLE 

HE Lan Jie 骨 mNG Xiang Feng CHANG Wen Jing CHEN Xi 
( Cat'dio=scular Institute and Fu Wai Hos.户ωl , Chinese Academy 01 Medical Sciences & 

Peking Union Medical College , Beijing , 100037 ) 

ARSTRACf 

The effects of proteoglycans(PGs)and 1)叫hosphatidic acid ( LPA) on the DNA synthesis of SD neonatal rat cardiac fi­
broblasts at different cell cycle were investigated. Cell cycle was measured by Flow Cytometric analysis. DNA synthesis of cells 
W岱 determined by 3H_ TdR incorporation. Results : (1) Sulr∞nfluent cells having starved in DMEM ∞ntaining O. 4 % FBS for 
48h ,88.5% of the cells were at GO/Gl phase of the cell cycle. 91. 7% of cells entered G2 phase after the cells at GO/G1 
phase were cultured in DMEM ∞ntain ing 2% FBS for 24h. (2) PGs inhibi ted DNA synthesis of αrdiac fibrobl岱ts at both 
GO/G1 and G2 phases of cell cycles. At 2.94 - 47 . 04μg/n吐， PGs inhibi ted DNA synthesis of the cells at GO/G1 phase by 
80% - 93% , and the cells at G2 phase by 13% - 94 %. (3)At 1 - 80 闷。l儿 ， LPA promoted DNA synthesis of cultured rat 
αrdiac fibroblasts at different cell cycle in a ∞ncentrat ion-dependent m缸mer. 50严nol /L LPA induced the increase of DNA 
synthesis àt GO/G1 phase and G2 phase by 78 % :t 24 % and 122 % :t 21 % res阳cti vely. (4) 1n the prese口ce of 10 问。llL

LPA ， 2.94 一 47.04μgl:盯让 PG古 1时lÎbited DNA synthesis of the cells at GO /Gl phase to 36% :t 11 % 一 15 % 土 10% of ∞L 

trol and lhe cells at G2 phase to 91 %士 13% - 3% 士 1 % , indicating that PGs i时l i bited LPA induced DNA synthesis of αr­
diac fibroblωts. These results suggest that both PGs and LPA may play an impo口ant role in the transition from GO/Gl phase 
to S phase of cell cycle of rat αrdiac fib roblasts and in the ∞nfonnation and the development of my∞ardial hypertrophy 
through growth regulation of cardiac fib roblasts 

Key wor甘s: Lysophosphatidic acid Proteoglycans Car甘iac fibroblasts Pr市Ii feration

祷: Ningxia Medical OJllege Affiliated Hospital 

大鼠视神经外植块中少突胶质细胞的选择性迁移

何平沈馨亚汪洋邱云芳刘才栋杨勤

(复旦大学医学院解剖学教研室 上海 200032) 

少突胶质细胞(01 i godendrocyte)起源于前

脑的室下区、后脑和脊髓的腹侧区 ，然后向背外

侧迁移并分化 、成熟，包裹神经元轴突形成髓

轴í [ 1 抖。为了更好地研究少突胶质细胞系的发

育、迁移等特性 ， 常采用中枢神经组织外植块培

养方法，如采用脊髓外植块[ 3 ] 、 神经垂体夕|、植

块 [4 ] 和视神经外植块[5] 等 。 这些方法在空 间

上和时间上基本反映了少突胶质细胞系的在体

发育情况[3] ，从植块中迁出的细胞活性好，接

本文2000年 l2月 20 日收到， 2001年6月 II 日接受 。

本课题承复旦大学医学院神经生物学国家重点实

验室、 中科院上海生理所开放实验室资助，课题号

010113 0 
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