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广枣总黄酮抑制 Ang II 诱导大鼠心脏成纤维细胞胶原合成及其机制 
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摘  要： 目的  观察广枣总黄酮（TFCF）对血管紧张素 II（Ang II）诱导心脏成纤维细胞（CFs）胶原合成的影响。方法  采
用差速贴壁法培养新生大鼠 CFs，在体外建立 Ang II 诱导 CFs 增殖模型。采用 3H-脯氨酸掺入法及羟脯氨酸比色法检测 CFs
胶原合成，分别观察一氧化氮合酶抑制剂（L-NAME）、鸟苷酸环化酶抑制剂（ODQ）及 TFCF 对 Ang II 诱导 CFs 胶原合成

的影响；采用硝酸还原酶法测定细胞培养液中一氧化氮（NO）水平；化学比色法测细胞上清液中一氧化氮合酶（NOS）水

平；放免法测定细胞内环鸟苷酸（cGMP）水平。结果  TFCF 25～100 mg/L 呈剂量依赖性抑制 Ang II 诱导的 CFs 胶原合成，

但这种作用可被 L-NAME 及 ODQ 部分阻断；TFCF 作用细胞后 NO、NOS、cGMP 水平升高。结论  TFCF 在一定质量浓度

范围对 Ang II 诱导的 CFs 胶原合成有抑制作用，NO-cGMP 信号通路可能是其发挥作用的途径之一。 
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Inhibitory effects of total flavones from Chorspondiatis Fructus on collagen 
synthesis of cardiac fibroblasts induced by Ang II of rats and their mechanism 
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Abstract: Objective  To investigate the effects of total flavones from Chorspondiatis Fructus (TFCF) on collagen synthesis in cardiac 
fibroblasts (CFs) induced by angiotensin II (Ang II). Methods  The CFs of rats were cultured by the differential adherence method. 
CFs proliferation model was established by Ang II in vitro. The collagen synthesis was measured by 3H-proline incorporation assay and 
hydroxyproline chromatography in order to observe the effects of TFCF, L-NAME, and ODQ on collagen synthesis induced by Ang II. 
The levels of NO, NOS, and cGMP in culture media were measured by nitrate reductase method, chemical colorimetric method, and 
radioimmunoassay, respectively. Results  TFCF (25—100 mg/L) inhibited collagen synthesis of CFs and these effects were blocked 
by pretreatment with L-NAME or ODQ. Pretreatment of CFs with TFCF resulted in the increase of NO, NOS, and cGMP levels. 
Conclusion  TFCF could inhibit the collagen synthesis of CFs induced by Ang II in a dose dependent manner and the inhibitory 
effects might be partly correlated with NO-cGMP signaling pathways. 
Key words: total flavones of Chorspondiatis Fructus; cardiac fibroblasts; angiotensin II; collagen synthesis; nitricoxide synthase 
 

心肌纤维化是指在心肌细胞外基质中，由心脏

成纤维细胞（CFs）分泌的胶原纤维过量聚集，胶

原的量过度升高或胶原成分发生改变，常伴随风湿

性心脏病、高血压、心肌梗死及心力衰竭等多种心

血管疾病，在增龄和冠状动脉粥样硬化过程中也会

发生心肌纤维化[1]。心肌纤维化可导致心肌结构紊 
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乱、僵硬度增加、心脏顺应性降低、组织异质性增

高及心室舒张功能下降，是引起心律失常、猝死和

慢性心功能不全的重要原因，其重要性日益引起关

注，防治心肌纤维化的发生与进展已是目前治疗某

些心血管疾病过程中，改善心脏功能并促进疾病愈

复的重要环节[2]。 
广枣总黄酮（total flavones of Choerospondiatis 

Fructus，TFCF）为漆树科植物南酸枣 Choero- 
spondias axillaris (Roxb.) Burtt et Hill 的果实经乙醇

回流提取得到的黄酮类成分，TFCF 具有抗心律失

常、抗缺氧和心肌缺血、增强小鼠免疫功能、抑制

血小板聚集及改善血液流变学等作用[3-7]。本研究拟

通过体外实验构建心肌纤维化细胞模型，通过 3H-
脯氨酸掺入法及羟脯氨酸比色法探索 TFCF 对 CFs
胶原合成功能的影响，并进一步就其与 NO-环鸟苷

酸（cGMP）信号通路的关系进行探讨，旨在为其

临床抗心肌纤维化应用提供实验依据。 
1  材料 
1.1  动物 

SPF 级 SD 大鼠，出生 1～3 d，体质量（16.0±
1.1）g，许可证号 SCXK（浙）2008-0115，由浙江

中医药大学实验动物中心提供。 
1.2  药品与试剂 

胰蛋白酶、二甲基亚砜（DMSO）、噻唑蓝

（MTT）、血管紧张素 II（Ang II）、一氧化氮合酶抑

制剂（L-NAME）和鸟苷酸环化酶抑制剂（ODQ）

均购自 Sigma 公司；DMEM 高糖培养基购自 Gibco
公司；3H-脯氨酸购自中国原子能研究院同位素研究

所；羟脯氨酸、一氧化氮（NO）和一氧化氮合酶

（NOS）测试盒购自南京建成生物工程研究所；cGMP
放免试剂盒购自上海中医药大学同位素室；胎牛血

清（FCS）购自杭州四季青生物研究所；小鼠纤维粘

连蛋白（Fn）单克隆抗体及小鼠平滑肌肌动蛋白

（α-actin）单克隆抗体购自武汉博士德生物工程公司；

HPD100 大孔吸附树脂购自河北沧州宝恩化工有限

公司；广枣药材由内蒙古国际蒙医医院提供，TFCF
的制备参照舒亮等[8]研究工艺提取制备（以芦丁计，

TFCF 质量分数为 53.65%）；测定用芦丁对照品（批

号 100080-200707）购于中国食品药品检定研究院。 
1.3  仪器 

2500E 型 CO2 培养箱（Nu Aire 公司）；LS6500
型液态闪烁计数仪（Beckman 公司）；Mode l680 型

酶标仪（BIO-RAD 公司）；JY92—II 超声波细胞粉

碎机（上海新芝生物技术研究所）；TU—1810 紫外

可见分光光度计（北京普析通用仪器公司）；倒置显

微镜（重庆奥特公司）；CA—1080—II 洁净工作台

（上海汇龙仪表电子公司）；高速低温离心机（Sigma
公司）；培养皿、96 孔培养板（Greiner 公司）。 
2  方法 
2.1  CFs 培养及鉴定 

在无菌条件下取出生后 2～3 d 的 SD 大鼠心

室，剪碎，磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗，用 0.125%
胰蛋白酶在 37 ℃分散细胞，每 5 min 收集 1 次细

胞。离心 2 次，将所得全部细胞置于 100 mL 培养

瓶中，加入含 10% FCS 的 DMEM 培养液 8 mL，在

5% CO2、37 ℃孵箱中培养 60 min，采用差速贴壁

法分离 CFs[9]。待 CFs 生长接近融合时以 1∶2 传代。

在倒置显微镜下，细胞呈梭形、多角形，细胞质透

明，胞核椭圆形，颜色淡，常含有 2～3 个核。培养

至第 4 天时，CFs 出现集落样迅速生长，呈放射状、

螺旋状、瀑布状、编织状排列。经免疫组化检查：

几乎所有细胞 Fn 染色阳性（胞浆中可见棕黄色颗

粒）和 α-actin 染色阴性（未见棕黄色颗粒），证实

为所需的 CFs，且纯度较高。实验采用 2～3 代细胞。 
2.2  CFs 胶原蛋白合成测定 

采用 3H-脯氨酸掺入法[10]进行。取第 2～3 代

CFs，0.25%胰酶消化制备细胞悬液，用含 10% FCS
的DMEM调细胞密度 2.5×104个/mL，每孔 200 μL，
接种在 96 孔板中，在 37 ℃、5% CO2及饱和湿度

下培养，24 h 后换无血清 DMEM，继续孵育 24 h，
使细胞生长同步化，分别进行如下处理：对照组，

未加药物；Ang II 组，加入 Ang II（100 nmol/L）；
TFCF＋Ang II 组，加入 Ang II（100 nmol/L）和不

同质量浓度（25、50、100 mg/L）的 TFCF。药物

作用 72 h 后，每孔加入 3H-脯氨酸 74 kBq/mL 和维

生素 C 50 mg/L，12 h 后吸弃上清液，PBS 轻洗，

再用 2.5 g/L 胰蛋白酶消化细胞呈细胞悬液，多头细

胞收集器收集细胞至玻璃纤维滤纸上，烤干。将玻

璃纤维滤纸置于闪烁计数管中，每管加入闪烁液 0.5 
mL，液态闪烁计数仪测定放射性。 
2.3  CFs 培养液中羟脯氨酸定量测定 

采用比色法测定细胞培养液中羟脯氨酸的量，

以反映 CFs 培养上清液胶原的量。细胞接种及药物

处理方法同“2.2”项，药物作用 72 h 后，从每孔各

吸取 0.5 mL 培养基，采用羟脯氨酸比色法测定 CFs
培养上清中羟脯氨酸的量，具体按羟脯氨酸试剂盒
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说明书方法操作。以羟脯氨酸的量计算样品中胶原

的质量浓度（样品中羟脯氨酸质量浓度×7.46，7.46
是从羟脯氨酸换算为胶原时的计算常数）[11]。 
2.4  L-NAME、ODQ 对 CFs 胶原合成影响 

细胞接种方法同“2.2”项。吸弃上清后，细胞

分别进行如下处理：对照组，未加入药物；Ang II 组，

加入 Ang II（100 nmol/L）；Ang II＋L-NAME 组，加

入 Ang II（100 nmol/L）、L-NAME（0.1 mmol/L）；
TFCF＋Ang II＋L-NAME 组，加 Ang II（100 nmol/L）、
L-NAME（0.1 mmol/L）及不同质量浓度（25、50、
100 mg/L）TFCF；Ang II＋ODQ 组，加入 Ang II（100 
nmol/L）、ODQ（10 μmol/L）；TFCF＋Ang II＋ODQ
组，加入 Ang II（100 nmol/L）、ODQ（10 μmol/L）
及不同质量浓度（25、50、100 mg/L）的 TFCF，继

续培养 72 h。按“2.2”项方法测定胶原合成水平。 
2.5  CFs 培养液中 NO 测定 

细胞接种及药物处理方法同“2.2”项，收集药

物干预 72 h 后的培养液，采用硝酸还原酶法测定上

清液中 NO 的量，具体按试剂说明书操作。 
2.6  CFs 培养液中 NOS 测定 

细胞接种及药物处理方法同“2.2”项，收集药

物干预 72 h 后的培养液，采用化学比色法检测培养

液 NOS 水平，操作按试剂盒说明进行。 
2.7  CFs 培养液中 cGMP 测定 

细胞接种及药物处理方法同“2.2”项，药物作

用细胞 72 h 后，吸掉培养板内培养液，用含 10% FCS
的 DMEM 调细胞密度 1.0×105/mL。取 1 mL 细胞悬

液，200×g 离心 5 min，使细胞沉淀，弃上清，细胞

沉淀加 1 mL pH 4.75 的 50 mmol/L 的醋酸缓冲液，混

悬，用超声波粉碎细胞，400×g 离心 15 min，取上

清液 100 μL，按 cGMP 放免试剂盒说明书操作，用 γ
计数器测沉淀 cpm 值，结果以 pmol/105个细胞表示。 
2.8  胶原水平与 NO、cGMP 水平相关性分析 

将所测定培养液中胶原水平与培养液中 NO 水

平、CFs 内 cGMP 水平进行相关性分析。 
2.9  统计学分析 

实验数据均以 ±x s 表示，采用 SPSS 13.0 统计

软件行相关分析，两组间比较选用 Independent t-test
方法进行检验，多组间比较选用 One-Way ANOVA
进行检验。 
3  结果 
3.1  TFCF 对 Ang II 诱导 CFs 胶原合成的影响 

Ang II 能明显促进 CFs 的 3H-脯氨酸掺入率增

加，而 TFCF 以质量浓度依赖方式对其增加产生抑

制作用，其中 50、100 mg/L TFCF 组的 3H-脯氨酸

掺入率明显低于 Ang II 组（P＜0.05、0.01）。见表 1。 
3.2  TFCF 对 CFs 培养上清胶原量的影响 

Ang II 刺激细胞后，羟脯氨酸分泌明显增加，

与对照组比较有显著性差异（P＜0.01）。TFCF 作

用细胞 72 h 后，培养液内羟脯氨酸水平有不同程度

降低，其中 50、100 mg/L TFCF 组的羟脯氨酸水平

明显低于 Ang II 组（P＜0.05、0.01）。见表 2。 

表 1  TFCF 对 Ang II 诱导 CFs 培养液 3H-脯氨酸掺入率的 
影响 ( ± = 4x s , n ) 

Table 1  Effects of TFCF on 3H-proline incorporation rate in 
medium of CFs induced by Ang II ( ± = 4x s , n ) 

组别 ρ / (mg·L−1) 3H-脯氨酸掺入率 / min−1

对照 — 1 431.67±205.83** 

Ang II — 2 476.17±246.70 

Ang II＋TFCF 25 2 241.83±302.40 

 50 1 863.33±213.20* 

 100 1 518.50±322.60** 

与 AngII 组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下同 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs Ang II group, same as below 

表 2  TFCF对Ang II诱导CFs培养液羟脯氨酸水平的影响 
( ± = 6x s , n ) 

Table 2  Effects of TFCF on content of hydroxyproline in  
        medium of CFs induced by Ang II ( ± = 6x s , n ) 

组别 ρ / (mg·L−1) 羟脯氨酸 / (μg·mL−1) 

对照 — 10.63±0.79** 

Ang II — 18.81±0.82 

Ang II＋TFCF 25 17.69±0.97 

 50 15.37±0.94* 

 100 11.96±0.94** 

 

3.3  L-NAME 和 ODQ 对 TFCF 抑制 Ang II 诱导

CFs 胶原合成的影响 
L-NAME 和 Ang II 共同作用细胞后，3H-脯氨

酸掺入率明显升高，说明 L-NAME 和 Ang II 能促进

CFs胶原合成，与Ang II组比较差异显著（P＜0.01）。
TFCF 和 L-NAME 作用细胞后，TFCF 抑制胶原合

成作用被 L-NAME 部分抵消。ODQ 和 Ang II 共同

作用细胞后，3H-脯氨酸掺入率也明显升高，与 Ang 
II 组比较差异显著（P＜0.01）。TFCF 和 ODQ 作用

细胞后，TFCF抑制胶原合成作用被ODQ部分抵消。

见表 3 和 4。 
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表 3  L-NAME 对 TFCF 抑制 CFs 胶原合成的影响 
( ± = 4x s , n ) 

Table 3  Effects of L-NAME on TFCF inhibition on 
collagen synthesis of CFs ( ± = 4x s , n ) 

组别 
ρ / 

(mg·L−1) 

3H-脯氨酸掺入率 / 

min−1 

对照 — 1 374.84±176.43**##

Ang II — 2 386.20±179.70## 

Ang II＋L-NAME — 3 086.61±171.94** 

Ang II＋L-NAME＋TFCF  25 2 984.99±124.90 

  50 2 794.50±100.56*# 

 100 2 480.41±126.23**##

与 Ang II＋L-NAME 组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01 
#P < 0.05  ##P < 0.01 vs Ang II＋L-NAME group 

表4  ODQ对TFCF抑制CFs胶原合成的影响 ( ± = 4x s , n ) 
Table 4  Effects of ODQ on TFCF inhibition on collagen 

synthesis of CFs ( ± = 4x s , n ) 

组别 
ρ / 

(mg·L−1) 

3H-脯氨酸掺入率 / 

min−1 

对照 — 1 291.37±140.63**## 

Ang II — 2 268.52±148.22## 

Ang II＋ODQ — 3 154.76±120.11** 

Ang II＋ODQ＋TFCF  25 2 962.96±109.07 

  50 2 727.99±101.00*# 

 100 2 481.87±125.60**## 

与 AngII＋ODQ 组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01 
#P < 0.05  ##P < 0.01 vs Ang II＋ODQ group 

3.4  TFCF 对 CFs 培养上清 NO 浓度和 NOS 活性

的影响 
Ang II 作用 CFs 72 h 后，培养液中 NO 水平明

显降低，与对照组比较差异显著（P＜0.01）；TFCF
作用 CFs 后，培养液中 NO 水平升高，TFCF 25 mg/L
组与 Ang II 组比较没有统计学差异，TFCF 50、100 
mg/L 组与 Ang II 组比较差异显著（P＜0.05、0.01）；
Ang II 作用 CFs 72 h 后，培养液中 NOS 活性也相

应降低，与对照组比较差异显著（P＜0.01）；TFCF
作用 CFs 后，培养液中 NOS 活性升高，TFCF 25 
mg/L 组与 Ang II 组比较没有统计学差异，TFCF 
50 、100 mg/L 组与 Ang II 组比较差异显著（P＜
0.05、0.01）；说明 TFCF 可以增加细胞 NO 的分泌，

升高培养液中 NOS 水平。见表 5。 
3.5  TFCF 对 CFs 内 cGMP 水平的影响 

Ang II 作用细胞后 cGMP 水平降低，与对照组

比较差异显著（P＜0.01）；TFCF 作用 CFs 后，细胞

内 cGMP 水平升高，与 Ang II 组比较差异显著（P＜
0.05、0.01），说明 TFCF 预处理可以升高细胞内

cGMP 水平。见表 6。 

表 5  TFCF 对细胞培养液中 NO 和 NOS 的影响 
( ± = 6x s , n ) 

Table 5  Effects of TFCF on NO and NOS levels in culture 
        medium ( ± = 6x s , n ) 

组别 
ρ / 

(mg·L−1)

NO / 

(μmol·L−1) 

NOS / 

(U·L−1) 

对照 — 24.43±0.83** 20.90±0.85**

Ang II — 20.20±0.70 17.71±0.47 

Ang II＋TFCF 25 21.16±0.93 18.36±0.55 

 50 21.70±0.74* 19.10±0.67*

 100 23.23±0.64** 19.77±0.53**

 

表 6  TFCF 对细胞 cGMP 水平的影响 ( ± = 6x s , n ) 
Table 6  Effects of TFCF on cGMP levels ( ± = 6x s , n ) 

组别 ρ / (mg·L−1) 
cGMP / 

(pmol·10−5 个) 

对照 — 1.19±0.08** 

Ang II — 0.69±0.06 

Ang II＋TFCF  25 0.75±0.05 

 50 0.84±0.05* 

 100 0.91±0.05** 

 

3.6  胶原水平与 NO 和 cGMP 水平相关性分析 
培养液中胶原水平与 NO 水平呈负相关（相关

系数 r 值为−0.806，P＜0.01）；培养液中胶原水平与

cGMP 水平呈负相关（r 值为−0.693，P＜0.01），说

明 TFCF 抑制胶原合成与 NO、cGMP 水平密切相关。 
4  讨论 

心肌纤维化是指胶原蛋白在心肌间质中的过度

沉积导致心肌组织的胶原浓度增加，它被认为是心

肌重塑过程中决定心功能转归的一个关键环节[12]。

CFs 是分泌胶原蛋白的主要细胞，其合成与分泌胶

原能力的增强或 CFs 的大量增殖，都可能导致胶原

总量的增加[13]，心肌间质纤维性胶原成分的增多是

心脏纤维化形成的重要原因和病理学基础。CFs 是

心肌组织中合成胶原蛋白的主要细胞，研究表明多

种促纤维化因素均可促进离体培养的 CFs 合成胶原

蛋白[14]。由肾素-血管紧张素-醛固酮系统（RAAS）
产生的 Ang II 对 CFs 的代谢功能有重要的作用[15]。
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有实验表明，Ang II 可通过 Ang II 受体（AT1R），
由 G 蛋白介导，主要通过丝裂素活化蛋白激酶

（MAPK）和信号转导与转录激活因子（STATs）等

不同的信号转导途径，增加 AP-1 等核转录因子的

活性，诱导心脏成纤维细胞 I、III 型胶原 mRNA
表达，使 Ang II 对心脏胶原增生代谢的影响更加

明显[16]。 
心血管疾病的发生发展部分是由于 NO 与 Ang 

II 失去平衡所致[17]。NO 是一种重要的血管舒张因

子，主要由 NOS 催化 L-精氨酸生成，NOS 是 NO
合成的限速酶，对 NO 的生成有重要影响。NO 作

为强效的内源性血管扩张物质，是鸟苷酸环化酶

（GC）的重要激活物，可通过激活 GC 促进 cGMP
产生[18]。cGMP 是细胞内重要第二信使，在调节细

胞生长和分裂中起着极为重要的作用。心力衰竭、

病毒性心机炎、高血压、心肌梗死、糖尿病等常出

现 NO 产生减少或/和 NOS 活性改变，NO-cGMP
信号传导途径发生紊乱。NO 和 cGMP 是 CFs 增殖

有力的抑制剂，NO 在体内产生后，结合并激活 GC，
产生 cGMP，发挥抑制细胞胶原合成的作用。 

细胞合成蛋白质时，需要摄取外源性氨基酸。

脯氨酸是 CFs 胶原合成的重要底物，测定用同位素

标记的 3H-脯氨酸掺入率可直接反映 CFs 的胶原合

成能力。在体外培养的细胞模型中，CFs 合成胶原

蛋白并分泌至培养液中，培养液中的胶原蛋白在碱

性环境下受裂分解，释放羟脯氨酸。羟脯氨酸经脯

氨酸水解而来，是胶原蛋白中特有的氨基酸，量相

对恒定，占胶原中总氨基酸的 13.4%，因此，羟脯

氨酸的定量被认为是胶原测定的一个良好指标[19]。

在本实验中，采用 3H-脯氨酸掺入与羟脯氨酸比色

两种方法，从 DNA 合成与胶原蛋白水解双重角度

证实了 Ang II 对 CFs 胶原合成具有较强的促进作

用，而 TFCF 对 CFs 的胶原合成具有明显的抑制作

用，且随着作用浓度的增加，其抑制作用逐渐增强，

具有浓度依赖性。 
L-NAME 是非选择性 NOS 抑制剂，ODQ 是可

溶性 GC 强有力的选择性抑制剂，是可溶性 GC 通

路的特异性药物之一，它不影响 NO 的产生及活性。

研究中发现：TFCF 与 L-NAME 及 ODQ 共同作用

细胞后，其抑制 CFs 胶原合成效应被 L-NAME 及

ODQ不同程度抵消，说明TFCF是依赖NO和 cGMP
发挥作用的；Ang II 刺激 CFs 后细胞培养液中 NO
水平明显降低，细胞内 cGMP 水平也降低。TFCF

预处理能升高培养液中NO水平，升高细胞内 cGMP
水平，伴随 NO、cGMP 水平增高，抑制 CFs 胶原

合成的作用增强，进一步说明 TFCF 抑制 CFs 胶原

合成作用与 NO 及 cGMP 密切相关。对培养液中胶

原水平与 NO、cGMP 水平进行相关分析结果发现，

培养液中胶原水平与 NO 及 cGMP 水平均呈负相

关，更进一步说明TFCF抑制胶原合成与NO、cGMP
水平密切相关。 

综上所述，TFCF 可剂量依赖性抑制 Ang II 诱
导的新生大鼠 CFs 的胶原合成，其作用机制可能是

通过激活 NO-cGMP 信号途径促使 CFs 中 NOS 表

达来促进 NO 的生成，进而抑制 CFs 的胶原合成。 
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