
、 血管紧张素 E 对培养心肌细胞蛋白质和 DNA 合成的影响

周晓霞 陈兰英

(中国医学科学院心血管病研究所 北京 100037) 

心肌肥厚是高血压病最常见的并发症之

但其发病机制迄今尚不清楚。 近年来，随

着心脏局部肾素血管紧张素系统(RAS) 的确立

和血管紧张素转换酶抑制剂 (ACEI)在 基 础与

临床的广泛应用，已有越来越多的证据表明 z

心脏局部的 RAS 在高血压左心肥厚的发生、

发展中可能具有重要的病理意义。如对压力负

荷所致的心肌肥厚，用 ACEI 虽未使血压下降

但可完全防止心肌肥厚的发生(1] J 在遗传性高

血压动物模型上，用交感神经阻带剂或血管扩

张剂虽可使血压下降却未能预防或逆转心肌肥

厚，但用 ACEI 后，不仅有效地防止了心肌肥

厚的发生，也可使肥厚的心肌发生逆转向，用

次加压剂量的血管紧张素 n ( Ang n)灌注大鼠

可引起心肌肥厚，该作用可被血管紧张素受体

亚型l(ATj ) 拮抗剂所阻断(3J。以上研究表明 z

在介导心肌肥厚作用中， Angn 可能是一重要

因素。但到目前为止，利用体外培养的心肌细

胞直接观察 Angn 对其促生长作用的报道不

多，特别是关于 Angn 对占心脏细胞总数50%

左右的非心肌细胞的影响报道甚少。 为此， 本

文利用体外细胞培养技术，观察了 Angn 对心

肌和非心肌细胞蛋白质和 DNA 合成的影响。

材料与 方法

一、动物与主要试剂

1→4 天的 Wistar 乳鼠(北京医科 大学动物部提

供)， DMEM 干粉培养基(GIBCO 公司) ， 膜蛋白酶

(DIFCO 公司)，肌动蛋白单克隆抗体(DAKO 公司) , 

3H-胸腺啼咬(3H-TdR)和 3H-亮氨酸 (3H-Leu) (中国

原子能研究所)， 5'-提脱氧尿啼咬(Brdu上海生物化

学研究所)，胎牛血清、血管紧张素 E 、 Foli-盼试剂

牛血清白蛋白均购子 SIGMA公司 ， 其余试剂为国产

和分析纯。

二、心肌和非心肌细胞的培养与鉴定

参照文献[飞 用胶蛋白酶消化法将 1-4 天的

Wistar 乳鼠心室肌消化成单细胞悬液，经差速陆壁分

离后， 将未贴壁的心肌细胞用含 10%胎牛血清及青、

链霉素的 DMEM 培养液稀释成 5 x 10 4cel1s/ml，并于

培养前 24-36 小时加入 0 . 1 mmol/L Brdu 以抑制非

心肌细胞的增殖， 然后将细胞悬液均匀地接种于25 ml

培养瓶或 24 孔板， 置于 37 "C、 CO2 温箱中培养。细

胞长至次融合状态时，弃原培养液，用无，血清的

DMEM 液洗两次后，改用低血清(含 0.4%胎牛血清〉

的 DMEM 液培养 48 小时以抑制细胞于 GO/G1 期。之
后加入 Ang lI 并于相应时间观察各指标。经以上方法

分离制备的心肌细胞， 结合镜下细胞搏动的观察及肌

动蛋白单克隆抗体的免疫组化染色， 其纯度可达到

90% 以上。

上述差速贴壁分离后已贴壁的非心肌细胞， 加入

含 10 %胎牛血清的 DMEM液培养至融合状态时进行

传代。 第二代细胞被用于实验。 此时用肌动蛋白单克

隆抗体作免疫组化鉴定，少于 10%的细胞为阳性反

应。 该种处理分离制备的非心肌细胞主要是成纤维细
胞[5J 。

三、 3H-TdR、 3H-Leu 掺入率的制定

以 5 X 10 4cel1s/ml 密度接种子 24 孔板的细胞长至

次融合状态时，用含低血清的 DMEM 液培养 48 小时，

之后加入含不同浓度 Ang lI 的 DMEM 培养液 1ml ，继

续培养 24 小时后， 每孔再加入 3H-TdR 或 3H-Leu 1 

微居里。 在 37 "C、 COz 培养箱中孵育 5-6 小时， 移

去培养液并用预冷的 10%三氯乙酸于 4 0C 固定 30 分

钟。 然后用平衡盐溶液洗两次，最后用 1%SDS-0 . 1

mol/L NaOH 溶液 0 . 5 ml 裂解细胞， 37"C放置过夜。

第二天收集细胞裂解液于含 8m1 闪烁液的测量杯中 ，

摇匀放置待其完全溶解后于液闪计数仪上进行测量。

四、细胞总蛋白含量的测量

衷心感谢阜外医院病理科宋来凤教授、杨方医师
在细胞大小测量及鉴定方面所给与的热情支持与帮
助。
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接种子 25 ml 小培养瓶中的细胞长至次融合状态

时， 用含低血清的 DMEM 液培养 48 小时以抑制细胞

于 GO/G1 期。随机分为对照组和不同浓度 Ang][ 组，

加药持续作用五天后，收集细胞子小离心管中 ， 用平衡

盐溶液洗两次后，加入 10%预冷的三氯乙 酸 4"(;放置

30 分钟，移去三氯乙酸后，加入 1 mol/L NaOH 0. 5 

ml 以溶解蛋白 ， 室温放置 2 小时后， 用 Lowry 法测

细胞总蛋白含iJt:(6) 。

五、细胞大小的测定与细胞计戴

细胞培养及加药处理等均同于材料与方法四。 细

胞大小的测定是于第六天收集细胞， 取细胞悬液滴加

于载玻片上， 在相差显微镜下用测微器测细胞直径。

10 x 10 放大倍数下， 1VW微器与标准尺之比为 95:98 ，

故所测细胞直径 =实测值×校正值 ( 0.97 ) 。 细胞计数

按自细胞计数方法进行。

六、统计学处理

梭 student 氏 t 检验。

结 果

- 、 Allg li 对心肌细胞融目的影响

经低血清抑制处于 GO/G 1 期的细胞用Ang

li (1 0-8mol/L)剌激， 并分别于[图 1 ] 所示的

时间进行细胞计数，与未用 Angli 剌激的相应

对照组相比， Ang TI 剌激组细胞数目 无明显改

变。

二、 Ang TI 对心肌细胞蛋白含量及大小的

影晌

培养液中加入不 同浓度 Ang TI (1 0- 12
-

1 0 -6mol/L) ，持续作用五天后，引起剂量依赖

性的细胞直径增大、细胞总蛋白含量增加 ， 二

者均于 10-8mol/L 浓度时达最大 ， 分别较对照

~ 

+对照组

s ← -+AngI I 组
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固 ， Ang ][ 对心肌细胞戴目的影响(n = 4) 

组增加 37 土 9 %(P<0.01 n=50)和 27 士乱 3%

(P<O.Ol n =4)[图 2 J 。
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国 2 Ang ][ 对心肌细胞大小及蛋白含量的影响

(叩<e . 05 "P< O.Ol n=5) 

三、 Ang TI 对心肌细 胞 3H-TdR、 3日.-Leu

掺入率的影晌

培养液中加 入 不同浓度 Ang TI (1 0- 12
-

10-6mol/L)作用 24 小时， 可刺激 3H-Leu 掺入

率增加 ， 且呈剂量依赖关系，以 10-8mol/L 浓

度时最大，较对照组增加 38 土 7%(P<0 .01n=

5) ， 但 Angli 对心肌细胞的 3H-TdR 掺入率无

明显影响[图 3 ]。

50 
-H-Thvmidine • -H-Leucine 

.. .. 
40 

nuau (
艺
晨
'

-6 

回 3 Ang ][ 对心肌细胞 3H-TdR 及 3H-Leu

掺入率的影响(叩<0 .05 " P < O.Ol 
n= 5) 

四、 Ang TI 对非 心 肌细胞 3日-TdR、 3H_

Leu 撑入率及细胞数目的影响

培养液中加入 AngTI 不仅可使非心肌细胞

蛋白质合成增加， 也可使其 DNA 合成及细 胞

数目增高。 Ang TI (1 0-8mol/L)作用 24 小时可
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图 4 Angn 对非心肌细胞 3H-TdR 及3H-Leu

掺入率的影响("P<O.Ol n =5 ) 

-
-
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!

J
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J
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图 5 Angn 对非心肌细胞敏目的影响(甲<
0.05 n=4) 

使非心肌细胞的 3H-Leu 掺入率较对照组增加

48 土 9% (P<0 .01 n=5) , 3H-TdR 掺入 率 较

对照组增加 42:!:::4.2%(P<0.01 n=4)[图 4J 。

Ang JI (1 0-8mol/L) 作用 48 小时·可使细胞数目

较对照组增加 27 土 6% (P < 0.05 n=4) [ 图

5J 。

讨 论

心脏局部 RAS 在高 血压左心肥厚发生中

的重要作用已被越来越多的实验所证实。据报

道， 各种负荷所致的肥厚心肌组织中其 RAS

各成份表达均增强[1，7J 。 应用不影响血压或后

负荷剂量的转换酶抑制剂可以预防心肌肥厚的

发生[1归。这些研究提示z 压力负荷时很可能

激活了心肌的 RAS ， 进而在心脏局部形成超

生理浓度的 Ang l[ ，后者可直接诱导心肌肥厚

的发生而不依赖于血液动力学因素。 1990 年，

Aceto 等首次报道 Ang l[对体外培养的鸡 胚心

肌细胞具有促肥大作用 [8J。本文不仅观察了

Ang l[对 Wistar 种乳鼠心肌细胞的影响，同

时也观察了 Ang l[对心肌组织中非心肌细胞的

作用。结果表明 : Ang JI 对心肌细胞是一 促肥

厚因子， 其可使心肌细胞体积增大、总蛋白含

量增加及蛋白质合成速率升高。而对心肌细胞

的 DNA 合成及细胞数目则无影响。 此结果与

Baker 和 Sadoshima 等的研究'相一致 [9 ， 10J。心

肌组织除 50%左右的心肌细胞外，尚有 50%

左右的非心肌细胞，其中主要是成纤维细胞。

在高血压性心肌肥厚中，这部分间质细胞肥大

增生对心脏形态、功能将有十分重要的影响 ，

但有关 Ang l[对这部分细胞的直接作用报道甚

少。本文所见， Ang l[ 在促进非心肌细胞蛋白

质合成的同时也使其 DNA 合成及细胞数目增

加， 表明 Ang l[ 对这部分细胞具有促增殖作

用，但其作用远较胎牛血清为弱 ， 、 本文结果仅

为血清诱导的 15% 0 Ang l[对心肌与非心肌细

胞的这种直接促肥大、促增殖作用，提示在高

血压心肌肥厚的发生、发展中， 心肌 RAS 被

激活而致的局部高浓度 Ang 1I，不仅可影响心

肌细胞使之肥大，也可通过使非心肌细胞增

殖、 胶原合成增加而共同参与心肌肥厚的病理

过程。 Weber 和 Bril1a 曾报道， Ang l[可使心

脏间质纤维化和胶原沉积[1110 因此， 转换酶

抑制剂在高血压心肌肥厚治疗中的效用可能不

仅在于其有效地防止了 Ang l[所致的心肌细胞

肥大 ， 同时也可阻断 Ang l[ 引起的心肌组织中

间质的增生及由此而致的胶原合成增多、胶原

沉积等。

有关 Ang l[对心肌组织中这两类细胞促生

长作用不同的机理目前尚不清楚。在相同培养

条件下， Ang l[ 对心肌和非心肌细胞促生长作

用的不同可能与细胞类型有关。但这种作用的

差异性并不能单靠心肌细胞是终末分化细胞来

解释，因新生鼠的心肌细胞在出生后 5-6 周

内仍具有有丝分裂能力[1飞最近研究指出z

Ang l[对心肌细胞的促肥大作用及对非心肌细
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胞的促增生作用均是通过 AT1 受体介导 的，

因而有作者认为 Ang lI对心肌及非心肌细胞作

用的差异性可能是由于两类细 胞中 Ang 1I-受

体复合物连结的 G 蛋白或第二信使传递系统

不同所致[1飞此外，是否与 Ang lI 对这两类

细胞的细胞周期调节基因及内源性的生长因子

作用不同有关还尚待进一步研究。

总之，目前的研究表明 : Ang 1I 在体外具

有促进心肌细胞肥大及非心肌细胞增生的作

用。其中， A ng 1I 对非心肌细胞的作用尤其值

得重视。 全面揭示 RAS 在心肌肥厚中的作用

及其机制，对高血压心肌肥厚的预防和治疗将

具有十分重要的意义。

摘 要

本文利用体外细胞培养技术， 观察了血管

紧张素1I (Ang 1I )对 WÌstar 乳鼠的心肌细胞

和心肌组织中非心肌细胞的促生长作用 。 结果

表明 z 随 Ang lI浓度的升高，心肌细胞直径、

总蛋白含量及 3H-Leu 掺入率均呈剂量依 赖性

增加， 而各组间 3H-TdR 掺入率及心肌细胞数

目则无明显变化。 相反 ， Ang 1I 在引起 心肌组

织中非心肌细胞(主要是成纤 维细胞) 的 3H_

Leu 掺入率增加的同时 ， 也引起其 2H-TdR 掺

入率及细胞数目的增加。以上结果提示 : Ang 

E 对心肌细胞具有促肥大作用，而对心肌组织

中的非心肌细胞却有促增殖作用。

关键词: 血管紧张景 E 肥厚增生

细胞培养
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EFFECT OF ANGIOTENSIN n ON PROTEIN AND DNA 
SYNTHESIS OF CULTURED MYOCARDIAL CELLS 

Zhou Xiao-xia Chen Lan-ying 
(Cardiovascular Institute and Fu Wai Hospital , Chinese Academy 01 Medical Sciences. 

Beijing 100037 ) 

ABSTRACT 

Recent1y, there are accumu1ating evidences for the existence of an local tissue renin-angio
tensin system (RAS) in the heart which maybe is associated with the hypertrophic response. 
ln this study, cell cu1ture technique in vitro was used to investigate the hypertrophic and pro
liferiative effect of angiotensin [ on the cu1tured neonatal rat myocytes and nonmyocytes, 
The resu1ts showed that in myocytes cu1ture, angiotensin [ induced increases in cell diameter、
protein content and 3日-Leucine incorporation in concentration-depen dent manner witÌlout chan
ging the rate of DNA synthesis and cell numbers. In contract, angiotensin [ caused incerases 
of DNA synthesis and cel1 numbers in nonmyocytes cultures. These resu1ts indicate that angio
tensin Il can induce the hypertrophy for cardiac myocytes and the proliferiation for cardiac 
nonmyocytes (mos t1y fibroblas ts ) . 

Key words: Angiotensin 1I Hypertrophy Proliferiation Cell culture 
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