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● 基础研究

辛伐他汀对大鼠肺成纤维细胞增殖和胶原合成的影响及意义

奚吉成 吴清玉 陈连凤

【摘要】 目的探讨辛伐他汀(SIM)对肺成纤维细胞(LF)的增殖、胶原合成及基质金属蛋白酶-2(MMP-2)分

泌的影响。方法用消化法培养新生SD大鼠的LF，给予不同浓度的SIM干预。四氮唑蓝(MTT)比色法检测细胞

增殖，细胞免疫组化法测定细胞胶原的合成，ELISA法测定细胞培养上清液MMP-2的含量。结果随着SIM浓度

(5，10，50／-mol／L)的增高，MTT比色法A。值、LF表达I、Ⅲ型胶原的平均光密度值(A)及培养上清液中的MMP-2

含量均呈递减的趋势，与对照组相比，差异均非常显著(均P<o．01)。加入200,umol／L甲羟戊酸可明显拮抗此作用

(P<O．01)。均具有统计学意义。结论降脂药物sIM具有抑制基本的成纤维细胞生长因子促LF增殖和胶原合

成的作用，并可减少MMP-2的分泌，抑制LF黏附迁移功能，可能对防止肺移植术后闭塞性细支气管炎有一定的潜

在临床应用价值。
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Effects of simvastatin on the proliferation and collagen
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[Abstract]Objective To investigate the effects of simvastatin on the proliferation，collagen synthesis and ma—

trix metalloproteinase(MMP-2)excretion of rat lung fibroblasts(LFs)． Methods Lung fibroblasts of Sprague-

Dawley(SD)rats were isolated and cultured．Lung fibroblast proliferation was measured by thiazolyl blue(MTT)as—

say．Collagen synthesis wasexamined immunocytochemically．Matrix metalloproteinase(MMP．2)protein in the con—

ditioned media was determined by ELISA． Results In the 5，10 and 50Ⅳ-mol／L simvastatin groups，the A490 value

of MTT colorimetry．A value of collagen in LFs and MMP_2 protein in the conditioned media were significantly lower

than those in the control group(all P<O．01)．This effect could be blocked by the addition of mevalonate(200ttmol／

L)．Conclusion Simvastatin inhibits effectively the proliferation of cultured rat LFs，the collagen systhesis and

MMP-Z excretion．Further study of statins as the potential therapeutic medicines for obliterative bronchiolitis iS nee-

essary·
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闭塞性细支气管炎是肺移植病人术后的主要并

发症，严重影响肺移植病人术后的生活质量和生存

率‘11。闭塞性细支气管炎病理上表现为炎症反应引

起的细小支气管结构破坏和纤维化嘲。近年来研究
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表明，他汀类药物可以通过阻断甲羟戊酸(meval—

onate，MEV)的合成，抑制某些膜上的偶联蛋白的

翻译后修饰，从而阻断某些细胞内信号传导通路，抑

制多种细胞的增殖[3]。本实验以基本的成纤维细胞

生长因子(basic fibroblast growth factor，bFGF)处

理培养的大鼠肺成纤维细胞(1ung fibroblast，LF)，

促使LF增殖及细胞中胶原的合成分泌。同时加以

辛伐他汀(simvastatin，SIM)干预，体外观察SIM对

LF增殖及细胞内胶原合成分泌的影响，以此来探

讨肺移植病人术后闭塞性细支气管炎的临床治疗

新方法。
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1材料与方法

1．1动物 出生3d的SD大鼠，雄性，体重509，北

京维通利华实验动物技术有限公司提供。

1．2 药品和试剂 SIM为京新药业股份有限公司

惠赠；达尔伯克氏改良伊格尔氏培养基(dulbecco

modified eagle’medium，DMEM)为美国Gibco公

司产品；胰蛋白酶、bFGF、四氮唑蓝(MTT)和二甲

基亚砜(DMSO)、甲泾酸内酯(mevalonolactone，

MEV)为美国Sigma公司产品；胎牛血清(fetal calf

serum，FCS)购于杭州四季青生物工程材料研究

所；波形蛋白单克隆抗体、角蛋白单克隆抗体、I、Ⅲ

型胶原多克隆抗体、基质金属蛋白酶一2(MMP-2)多

克隆抗体为武汉博士德公司产品；SP试剂盒为福州

迈新公司产品。

1．3 溶液配制 (1)SIM41．86mg溶于2ml纯乙

醇，加入1．8 ml 0．1mol／L NaOH，80℃加热4h，用

0．1 mol／L HCI调pH值约为7．2，加蒸馏水定容至

10ml，过滤除菌后制成SIM储备液(10mmol／L)，

4"C冰箱保存备用[4]。(2)MEV32．5mg溶于2ml纯

乙醇，加入蒸馏水定容至25ml，过滤除菌后，制成

MEV储备液(10mmol／L)，--20℃保存备用。

1．4细胞培养"3 取出生3d的SD大鼠肺组织，

无菌条件下用无菌眼科手术剪尽量剪碎，放试管中

加入0．25％胰酶适量，放入37℃水浴箱中消化处理

20min。吸取上清于另一试管中1000r／min离心

10min，弃上清。沉淀用含20％FCS的DMEM培养

液吹打散，置于细胞培养瓶中放入37℃，含5％CO。

的二氧化碳培养箱中继续培养。细胞长满后传代，

用酶消化法纯化此细胞，实验用细胞为传代第3～4

代细胞。

1．5细胞鉴定实验用细胞应用相差倒置显微镜

进行LF的形态学初步鉴定，并用波形蛋白单克隆

抗体及角蛋白单克隆抗体免疫组化染色进行鉴定，

方法同下文细胞免疫组化染色。免疫组化波形蛋白

染色阳性和角蛋白染色阴性鉴定为所需的LF，细胞

纯度达98％以上。

1．6 MTT比色法检测细胞增殖[6] 取对数生长

期LF接种在96孔板中，5×103／孔，37℃、5％CO：

及饱和湿度下培养，24h后换含1％血清DMEM培

养液使细胞同步化，37℃继续孵育48h，使细胞进入

生长静止期。弃上清，分别加入20％FCS、599／L

bFGF、不同浓度的SIM及MEV，继续培养48h，各

实验组于药物刺激结束前4h，每孔加入MTT

(59／L)209l，37℃继续培养4h后终止培养，吸弃孔

内培养上清液，每孑L加入150弘1 DMSO，振荡10min

使结晶充分溶解。在酶联免疫检测仪上490nm波

长处测定吸光度值(A。。。值)。

1．7 细胞免疫组化 将LF按1 x 108／L密度接种

到放置有几张0．8cmX 0．8cm玻璃盖玻片的六孑L板

中，用含20％FCS的DMEM培养液，待细胞至亚

融合状态，换为含1 0AFCS的DMEM培养液培养

48h，然后换为含各种处理因素的培养液培养48h。

取出长有LF的培养玻片，0．01 mol／L磷酸缓冲液

(PBS，pH7．4)清洗3次，然后无水乙醇固定15～

20min。用SP法按试剂盒说明进行各组LF培养玻

片的免疫细胞化学方法进行染色鉴定。由CCD摄

像机获取数字显微图像，并用Image Pro专业图像

分析软件进行光密度测定。随机检测I、Ⅲ型胶原

在各组20个LF中的平均A值。

1．8酶联免疫吸附实验(ELISA)检测细胞培养上清

液MMP-2蛋白含量[71 将待测上清加入96孔酶标

板中，每孔lOOpl，4℃过夜。PBS冲洗板孔3次，每孔

加入2％脱脂奶粉100弘1封闭，37℃，1h。清洗后每孔

加1：100稀释的MMP-2抗体1009l，37℃温育2h。

清洗后每孔加生物素标记的二抗159l，37℃温育

15min。清洗后每孔加入邻苯二胺(ortho-phenylene

diamine，OPD)100Jul室温下显色5～10 min，每孔加

入100弘1 0．2 mol／I。H2 S04以终止反应。在酶标仪上

测定A。。值。

1．9统计学分析数据用SPSS 11．0软件进行处

理。各数据以万±s表示；组间差异比较采用成组t

检验，P<0．05表示差异有统计学意义。

2 结 果

2．1 辛伐他汀对bFGF促LF增殖作用的影响

在培养液中加入5pg／L的bFGF作用于LF，24h起

的细胞计数值与无bFGF组比较即有显著差异，表

明bFGF可以促进LF的增殖。加入SIM 24h，显

微镜下观察，SIM使LF胞浆内颗粒增加，细胞皱

缩变形、变细长，此变化随SIM浓度增加而越明显，

呈现出明显的浓度依赖性。MTT比色法结果表

明，SIM能显著抑制bFGF促LF增殖的作用，随着

SIM浓度的增高，MTT比色法A伽值呈递减的趋

势(表1)，5，10，50tzmol／L三个浓度组与对照组相

比，差异均非常显著(均P<0．01)。加入200弘mol／

L MEV可明显拮抗此作用(P<O．01)，且具有统计

学意义。

 万方数据



中华老年多器官疾病杂志2008年4月第7卷第2期Chin J MultOrganDis Elderly Apr 2008Vol 7No 2 ·141·

注：与SIM 0vmol／L组相比，’P(0．01，与SIM Ov．mol／L组相比AP<0．05，与SIM 50／1mol／L组相比，8 P<0．01

2．2 辛伐他汀对bFGF促LF胶原合成的影响

IM能明显抑制bFGF促LF细胞内的胶原分泌合

成作用。细胞免疫组化染色见各组LFI、Ⅲ型胶原

染色均呈阳性。阳性信号呈红色细密颗粒，位于胞

浆。各组LF表达I、Ⅲ型胶原的A值见表1。5，

10，50肛mol／L三个浓度组与对照组相比，LF中I、

Ⅲ型胶原表达显著减少(P<0．01)。加入

200vmol／L MEV可明显拮抗此作用(Pd0．01)，且

具有统计学意义。

2．3 辛伐他汀对bFGF促LF分泌MMp2的影响

各组细胞培养上清液中的MMP一2蛋白含量经

ELISA检测。与对照组相比，5，10，50t卫mol／L三个

浓度组上清液中的MMP-2含量显著减少(P<

0．01)，表明SIM可以抑制LF合成和分泌MMP一2。

加入200／-mol／L MEV可明显拮抗此作用(P<

0．01)，且具有统计学意义。

3讨 论

随着外科技术的提高和免疫抑制剂的应用，肺

移植已成为治疗终末期肺疾病的有效治疗手段。但

术后闭塞性细支气管炎严重影响肺移植病人的生活

质量和生存率，是肺移植病人主要晚期死因。闭塞

性细支气管炎在病理上表现为淋巴细胞浸润支气管

结构、支气管上皮细胞破坏、LF增生和合成分泌胶

原基质，最终导致细支气管部分或完全闭塞。长期

以来，临床对其缺少有效的治疗方法。慢性免疫排

斥反应是肺移植术后闭塞性细支气管炎的启动因

素。在形成闭塞性细支气管炎的过程中，有许多间

质生长因子的mRNA表达升高(血小板衍生生长因

子一1、胰岛素样生长因子一1、内皮素一1、转化生长因

子一p)，这些间质生长因子均可参与间质细胞的增生

和细胞外基质的重建[8]。其来源有可能是在慢性免

疫炎症过程中募集和集合来的单核巨嗜细胞及成纤

维细胞。

他汀类药物是羟甲基戊二酸单酰辅酶A

(HMG-CoA)还原酶抑制剂类的降脂药，最近的研

究发现他汀类药物可以抑制MEV的合成，其代谢

产物是G蛋白与细胞膜结合所必需的构成成分[9]。

生长因子与其受体结合后可以激活P21Ras，向核内

传递信号活化转录因子，使相应基因转录，促使细胞

增殖和分化[10’。他汀类药物抑制MEV的形成而

影响其下游产物类异戊二烯的产生，抑制Ras蛋白

的异戊二酰化，使其不能定位在细胞膜上，影响其活

化，可有效抑制P21 Ras介导的有丝分裂信号

传导‘引。

本研究结果显示，SIM在体外细胞生物学实验

过程中可影响LF相关功能。SIM可以明显抑制

bFGF诱导的LF的生长和增殖，同时明显降低其细

胞内胶原的合成，降低其对细胞外基质重建的能力。

加入MEV能对其有拮抗作用，提示SIM可通过改

变MEV通路来影响LF的增殖及相关功能。实验

中作者还发现SIM可下调LF MMP-2的合成分

泌，此作用同样能被MEV所拮抗。通常认为

MMP一2参与Ⅳ型胶原的降解及细胞的迁移口川。

MMP一2的合成分泌减少，会抑制LF粘附、迁移生

长。本实验揭示了一些新的通路参与其过程，这些

通路可以作为有效治疗干预的靶点以阻断肺移植术

后闭塞性细支气管炎过程中纤维化进程。LF在肺

移植术后闭塞性细支气管炎的病理进程作用越来越

被人们重视。LF数量急剧上升，大量合成胶原等

细胞外基质，并参与间质胶原重建，提示在最终疤痕

纤维化过程中它们均参与并起到重要作用[1 21。有

效调节控制LF的作用，对防止闭塞性细支气管炎

及减慢其病程有潜在的临床及生物学意义。SIM

是临床治疗高脂血症常用的降脂药，安全性高，可通

过影响MEV通路而具有抗细胞增殖作用。SIM能

否防止肺移植术后闭塞性细支气管炎并减慢其病

程，将有待于进一步的动物体内实验加以证实。
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效果差，容易发生室颤，阿斯综合征发生率高，患者

预后较差的临床特点瞳]，应引起重视。作者认为以

上情况的发生与DM患者心脏受累血管多、冠脉病

变程度重、缺血时间长等因素有关，这种心律失常是

患者预后不良的主要因素之一。

本研究结果提示，与老年NDM患者相比，老年

DM合并CAD患者的冠脉三支病变比例较高；Hol-

ter监测到这类患者的24h心肌缺血发作次数、缺血

程度、缺血持续的时间以及严重心律失常的发作次

数也明显高于NDM患者，但临床上多缺乏典型的

心绞痛症状，不易引起人们的重视；随访期内心脏事

件的发生率高于NDM患者，提示预后不良。
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