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血管紧张素Ⅱ诱导大鼠胰星状细胞增殖和胶原合成

鲁　临，李兆申，许国铭，邹多武，屠振兴，龚燕芳
（第二军医大学长海医院消化内科，上海２００４３３）

［摘要］　目的：研究血管紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）对大鼠胰星状细胞（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ，ＰＳＣｓ）增殖和活化的影

响。方法：取第４～７代培养的大鼠ＰＳＣｓ，采用无血清ＤＭＥＭ培养液培养４８ｈ使细胞同步静止化后，换含１、１０和１００ｎｍｏｌ／

ＬＡｎｇⅡ的无血清培养液继续培养２４ｈ或４８ｈ；另外，在加入１００ｎｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ无血清培养液前加入１００ｎｍｏｌ／ＬＡＴ１受体

拮抗剂ＺＤ７１５５或ＡＴ２受体拮抗剂ＰＤ１２３３１９。分别采用［３Ｈ］胸嘧啶核苷掺入、［３Ｈ］脯氨酸掺入、Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹和Ｎｏｒｔｈｅｒｎ

印迹法动态检测细胞ＤＮＡ合成速率、胶原合成速率、α平滑肌动蛋白和Ⅰ型前胶原 ｍＲＮＡ表达。结果：与正常对照组比较，

１ｎｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ刺激２４ｈ后细胞ＤＮＡ合成率无显著增加（Ｐ＞０．０５），而１０和１００ｎｍｏｌ／Ｌ处理组细胞ＤＮＡ合成率显著增

加（Ｐ值均＜０．０５）；刺激４８ｈ后，１、１０和１００ｎｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ处理组细胞胶原合成率和Ⅰ型前胶原ｍＲＮＡ表达水平均明显增

加（Ｐ值均＜０．０５），但α平滑肌动蛋白表达无明显变化（Ｐ 值均＞０．０５）。与 ＡｎｇⅡ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）处理组比较，ＡｎｇⅡ（１００

ｎｍｏｌ／Ｌ）＋ＺＤ７１５５（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）处理组细胞ＤＮＡ合成率、胶原合成率和Ⅰ型前胶原 ｍＲＮＡ表达水平均显著下降（Ｐ 值均＜

０．０１），而ＡｎｇⅡ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）＋ＰＤ１２３３１９（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）处理组均无明显变化（Ｐ值均＞０．０５）。结论：ＡｎｇⅡ通过ＡＴ１受体

介导，可剂量依赖性诱导大鼠ＰＳＣｓ增殖和胶原合成，从而参与胰腺纤维化的发生。
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ｃｏｌｌａｇｅｎα１（Ⅰ）ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＮｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＴｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｃｅｌｌｓｗｉｔｈＡｎｇⅡｆｏｒ２４ｈｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎａ
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ｗｅｒｅｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙＺＤ７１５５（Ｐ＜０．０１ｖｓＡｎｇⅡａｌｏｎｅ）ｂｕｔｎｏｔｂｙＰＤ１２３３１９（Ｐ＞０．０５ｖｓＡｎｇⅡａｌｏｎｅ）．Ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｃｒｅａｓｅ
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００６，２７（３）：２７２２７５］

［作者简介］　鲁　临，博士生，副主任医师．现在山东省临沂市人民医

院消化内科，临沂２７６００３．
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：ｚｈｓｌ＠８１８９０．ｎｅｔ

　　大量研究证实胰腺组织存在一局部特异的肾
素血管 紧 张 素 系 统 （ｒｅｎｉｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｓｙｓｔｅｍ，

ＲＡＳ）。近来有动物实验［１］表明血管紧张素Ⅱ（ａｎ
ｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）在胰腺纤维化的发生中起到
了重要作用，但其作用机制尚不清楚。由于胰星状
细胞（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ，ＰＳＣｓ）是参与胰腺纤
维化的主要效应细胞［３］，故本研究将观察ＡｎｇⅡ对
体外培养的大鼠ＰＳＣｓ增殖和胶原合成的影响，以

初步揭示ＡｎｇⅡ参与胰纤维化的细胞学作用机制。

１　材料和方法

１．１　试剂　ＤＭＥＭ、胎牛血清及其他细胞培养试剂
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为ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司产品；人ＡｎｇⅡ为Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司
产品；ＺＤ７１５５为ＴｏｃｒｉｓＣｏｏｋｓｏｎ公司产品；ＰＤ１２３３１９
为Ｓｉｇｍａ公司产品；ＰＶＤＦ膜为 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司产品；
尼龙膜（ＨｙｂｏｎｄＮ＋）、［３Ｈ］ｔｈｙｍｉｄｉｎｅ、［３Ｈ］ｐｒｏｌｉｎｅ、
［α３２Ｐ］ｄＣＴＰ、ＤＮＡ随机引物标记试剂盒和ＥＣＬ试剂
盒为ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａ公司产品；小鼠抗大鼠α
平滑肌动蛋白（αＳＭＡ）和βａｃｔｉｎ抗体及ＨＲＰ标记的
山羊抗小鼠ＩｇＧ抗体为ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品。

１．２　大鼠ＰＳＣｓ培养及处理　大鼠ＰＳＣｓ的分离根
据我们以前报道的方法进行［４］。分离的ＰＳＣｓ培养
于含２０％ ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍｌ青霉素、１００μｇ／ｍｌ链霉
素的ＤＭＥＭ培养基中。第４～７传代细胞用于本实
验。７０％～８０％融合的细胞用无血清ＤＭＥＭ 培养

４８ｈ后，换含不同浓度ＡｎｇⅡ的新鲜无血清培养基
进行ＡｎｇⅡ干预实验。ＡｎｇⅡ终浓度为１、１０、１００
ｎｍｏｌ／Ｌ。另外，在加入高浓度 ＡｎｇⅡ（１００ｎｍｏｌ／

Ｌ）刺激前，先加入１００ｎｍｏｌ／Ｌ的ＡＴ１受体拮抗剂

ＺＤ７１５５或 ＡＴ２受体拮抗剂ＰＤ１２３３１９（ＺＤ７１５５和

ＰＤ１２３３１９均用去离子水溶解）预孵育２ｈ，以观察它
们是否可阻断ＡｎｇⅡ对ＰＳＣｓ的作用。正常对照组
仅加入新鲜无血清培养基。每组设４个复孔。

１．３　细胞增殖检测　采用［３Ｈ］ＴｄＲ掺入实验检
测细胞ＤＮＡ合成速率。培养于２４孔板中的ＰＳＣｓ
在ＡｎｇⅡ刺激２０ｈ后，加入［３Ｈ］ＴｄＲ（１μｌ／孔）继
续孵育４ｈ。收集细胞，用液闪仪测定ｃｐｍ值。

１．４　胶原合成检测　参照有关文献［５］，采用［３Ｈ］
脯氨酸掺入实验检测细胞胶原合成能力。检测的

ｃｐｍ值用细胞ＤＮＡ含量纠正，以排除细胞增殖对
结果的影响。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测αＳＭＡ　 经１００ｎｍｏｌ／Ｌ
ＡｎｇⅡ刺激２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ后的细胞用ＳＤＳ溶液
裂解后，离心取上清。蛋白浓度采用ＢＣＡ法测定。
取５０μｇ蛋白，经ＳＤＳＰＡＧＥ（１２％分离胶，４％积层
胶）分离后，采用半干电转方法将蛋白转移到ＰＶＤＦ
膜上。用含５％ＢＳＡ的ＴＢＳＴ封闭后，加入１５００

稀释的抗αＳＭＡ和抗βａｃｔｉｎ抗体于室温下孵育２
ｈ，随后加入１３０００稀释的二抗于室温孵育１ｈ，
最后加入ＥＣＬ试剂显影。采用ＦｌｕｏｒＳＭｕｌｔｉＩｍａ
ｇｅｒ和４．１版本Ｑｕａｎｔｉｔｙ１软件（ＢｉｏＲａｄ）分析各条
带灰度面积值。βａｃｔｉｎ蛋白表达为内参照。

１．６　Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹法检测Ⅰ型前胶原基因表达　
细胞总 ＲＮＡ采用 ＴＲＩｚｏｌ试剂分离，根据２６０ｎｍ
波长下的光密度值进行定量。大鼠Ⅰ型前胶原基因
和βａｃｔｉｎｃＤＮＡ 采用 ＲＴＰＣＲ制备，并经测序证
实。探针标记采用随机引物法，按试剂盒说明书操
作。大鼠Ⅰ型前胶原基因引物序列为：上游５′
ＣＣＴＧＣＴＧＧＡＣＣＣＣＧＡＧＧＡＡＡＣ３′，下游５′
ＴＣＡＣＡＣＣＡＧＴＡＴＣＡＣＣＡＧＧＴ３′；βａｃｔｉｎ引
物序列为：上游 ５′ＡＴＧ ＧＡＴ ＧＡＣ ＧＡＴ ＡＴＣ
ＧＣＴ３′和５′ＴＧＧＡＣＴＧＴＣＴＧＡＴＧＧＡＧＴＡ
３′。取１０μｇ总ＲＮＡ，经１．２％琼脂糖２％变性甲醛
凝胶电泳后，ＥＢ染色观察 ＲＮＡ完整性及上样量。
采用毛细转移法将ＲＮＡ转移到尼龙膜上。杂交后
膜于－７０℃放射自显影１～７ｄ。采用图像分析系统
计算各条带灰度面积值。βａｃｔｉｎｍＲＮＡ表达为内
参照。

１．７　统计学处理　结果以珚ｘ±ｓ表示，采用方差分
析比较各组间差异，所有统计分析均经ＳＰＳＳ１１．０
软件处理完成。

２　结　果

２．１　ＡｎｇⅡ对大鼠ＰＳＣｓ增殖的影响　１、１０和

１００ｎｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ刺激２４ｈ后，各组细胞ＤＮＡ合
成速率分别为正常对照组的１１２％（Ｐ＞０．０５）、

１４５％（Ｐ＜０．０５）和１７０％（Ｐ＜０．０５），ＡｎｇⅡ（１００
ｎｍｏｌ／Ｌ）＋ＺＤ７１５５（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）处理组细胞ＤＮＡ
合成率较 ＡｎｇⅡ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）组显著下降（Ｐ＜
０．０１），而 Ａｎｇ Ⅱ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）＋ＰＤ１２３３１９（１００
ｎｍｏｌ／Ｌ）处理组细胞与ＡｎｇⅡ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）组无显
著性差异（Ｐ＞０．０５）（表１）。

表１　ＡｎｇⅡ 对大鼠ＰＳＣｓ增殖、胶原合成、前胶原α１（Ⅰ）ｍＲＮＡ表达的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡｎｇⅡｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｃｏｌｌａｇｅｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ａｎｄｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎα１（Ⅰ）ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔＰＳＣｓ
（ｎ＝４，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ｒａｔｅ（ｃｐｍ）

Ｃｏｌｌａｇｅｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ｒａｔｅ（ｃｐｍ）

Ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎα１（Ⅰ）
ｍＲＮＡ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ３６８．６±６２．８ ２０４８．４±２５９．３ ０．４５±０．１０
１ｎｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ ４１３．５±５９．０ ２５２０．９±２３３．６ ０．６１±０．１９
１０ｎｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ ５３４．４±６０．３ ２８６８．７±２６８．８ ０．７８±０．２２

１００ｎｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ ６２６．１±６３．５ ３３８１．５±２６３．３ ０．２７±０．３６

１００ｎｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ＋１００ｎｍｏｌ／ＬＺＤ７１５５ ３２４．４±５５．７△△ １８３３．７±２８４．０△△ ０．４１±０．２０△△

１００ｎｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ＋１００ｎｍｏｌ／ＬＰＤ１２３３１９ ３５５．３±６９．６ １９４２．６±３０９．２ １．２０±０．２５

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓ１００ｎｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ
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２．２　ＡｎｇⅡ对大鼠αＳＭＡ表达的影响　见图１。

１００ｎｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ刺激２４ｈ、４８ｈ和７２ｈ后细胞

αＳＭＡ蛋白水平分别为０．４１±０．１７、０．３７±０．１５、

０．３２±０．２０，与正常对照组的０．３６±０．１０相比均无
明显差异。

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测大鼠ＰＳＣｓαＳＭＡ表达

Ｆｉｇ１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

αＳＭＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔＰＳＣｓ

２．３　ＡｎｇⅡ对大鼠ＰＳＣｓ胶原合成的影响　Ａｎｇ
Ⅱ刺激４８ｈ后各组细胞的胶原合成率分别为正常
对照组细胞的１２３％（１ｎｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ，Ｐ＜０．０５）、

１４０％（１０ｎｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ，Ｐ＜０．０５）和１６５％（１００
ｎｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ，Ｐ＜０．０１）；ＡｎｇⅡ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）＋
ＺＤ７１５５（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）处理组细胞胶原合成率较

ＡｎｇⅡ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）组显著下降（Ｐ＜０．０１），而

ＡｎｇⅡ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）＋ＰＤ１２３３１９（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）处
理组细胞与ＡｎｇⅡ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）组无显著性差异
（Ｐ＞０．０５）（表１）。

２．４　ＡｎｇⅡ对大鼠ＰＳＣｓ前胶原α１（Ⅰ）ｍＲＮＡ表
达的影响　１、１０和１００ｎｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ处理４８ｈ
后，各组细胞前胶原α１（Ⅰ）ｍＲＮＡ表达水平较正常
对照组均显著增加（Ｐ 值均＜０．０５）。ＡｎｇⅡ（１００
ｎｍｏｌ／Ｌ）＋ＺＤ７１５５（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）处理组细胞前胶原

α１（Ⅰ）ｍＲＮＡ表达水平较ＡｎｇⅡ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）处
理组显著下降（Ｐ＜０．０１），而ＡｎｇⅡ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）

＋ＰＤ１２３３１９（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）处理组细胞与 ＡｎｇⅡ
（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）组无显著性差异（Ｐ＞０．０５）（图２和
表１）。

３　讨　论

　　胰腺纤维化是慢性胰腺炎的重要病理学特征，
主要 是 由 于 细 胞 外 基 质 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，

ＥＣＭ），特别是Ⅰ型胶原的过度沉积造成的。近年
研究证实胰腺存在局部的ＲＡＳ，提示其可能在胰腺
生理和病理生理中发挥作用。有研究表明血管紧张
素ＡＴ１受体拮抗剂ｃａｎｄｅｓａｒｔａｎ（坎地沙坦）可明显
减轻大鼠胰腺纤维化程度，证明ＡｎｇⅡ在胰腺纤维
化的发生中起到了重要作用。然而，ＡｎｇⅡ参与胰

图２　Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹检测大鼠

ＰＳＣｓ前胶原α１（Ⅰ）ｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ２　Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎ

α１（Ⅰ）ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔＰＳＣｓ
１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：１ｎｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ；３：１０ｎｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ；４：１００ｎｍｏｌ／Ｌ

ＡｎｇⅡ；５：１００ｎｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ＋１００ｎｍｏｌ／ＬＺＤ７１５５；６：１００ｎｍｏｌ／Ｌ

ＡｎｇⅡ＋１００ｎｍｏｌ／ＬＰＤ１２３３１９

腺纤维化的作用机制尚不清楚。ＰＳＣｓ形态和功能

类似肝星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ，ＨＳＣｓ），活化

的ＰＳＣｓ可合成各种ＥＣＭ蛋白成分包括Ⅰ、Ⅲ型胶

原和ＦＮ等，是介导胰腺纤维化发生的主要效应细

胞［３］。故本研究观察了 ＡｎｇⅡ对体外培养的大鼠

ＰＳＣｓ增殖和活化的影响，以阐明 ＡｎｇⅡ参与影响

纤维化的细胞学机制。

　　正常情况下，ＰＳＣｓ处于静止状态，细胞增殖缓

慢，仅合成少量 ＥＣＭ 成分。在胰腺损伤时，ＰＳＣｓ
发生活化，细胞由静止表型转化为具有高度自我增

殖能力的肌成纤维样细胞，并开始表达αＳＭＡ。活

化的ＰＳＣｓ可合成大量Ⅰ、Ⅲ型胶原、层粘连蛋白和

纤维连接素等ＥＣＭ 蛋白，成为胰腺纤维化时ＥＣＭ
的主要来源［６，７］。本研究结果表明ＡｎｇⅡ可剂量依

赖性地提高大鼠ＰＳＣｓ的ＤＮＡ合成速率和胶原合

成率，提示ＡｎｇⅡ能促进大鼠ＰＳＣｓ的增殖和胶原

合成。由于Ⅰ型前胶原是 ＥＣＭ 中含量最多的成

分，故我们以Ⅰ型前胶原为指标，检测 ＡｎｇⅡ处理

４８ｈ诱导Ⅰ型前胶原基因转录的情况，结果Ⅰ型前

胶原ｍＲＮＡ表达水平均明显增加并呈剂量依赖性。

初步表明 ＡｎｇⅡ通过直接诱导胶原基因表达而增

加胶原合成。ＡｎｇⅡ促进ＰＳＣｓ增殖和胶原的作用

可被 ＡＴ１受体特异性拮抗剂ＺＤ７１５５所阻断，而

ＡＴ２受体拮抗剂ＰＤ９８０５８９无明显作用。一般认为

ＡｎｇⅡ的生物学作用主要是由其ＡＴ１和ＡＴ２受体

介导的。在大鼠ＰＳＣｓ，我们的研究表明活化的大鼠

ＰＳＣｓ仅表达ＡＴ１受体，而不表达ＡＴ２受体ｍＲＮＡ
和蛋白［８］。本研究发现 ＡＴ１受体特异性拮抗剂

ＺＤ７１５５可阻断ＡｎｇⅡ诱导的ＰＳＣｓ增殖、胶原合成

和Ⅰ型胶原基因表达，进一步证实 ＡｎｇⅡ对大鼠
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ＰＳＣｓ的作用是由ＡＴ１受体所介导的。

　　细胞表达αＳＭＡ是ＰＳＣｓ由静止表型活化（转

化）为肌成纤维样细胞表型的重要标志物，但本研究

中，ＡｎｇⅡ处理２４、４８、７２ｈ后对αＳＭＡ表达与对照

组相比，并无明显的诱导作用，这提示 ＡｎｇⅡ不参

与大鼠ＰＳＣｓ的活化或转化过程。最近有２篇文

献［９，１０］报道了ＡｎｇⅡ对大鼠ＰＳＣｓ的作用。与本研

究结果一致，他们的研究表明 ＡｎｇⅡ不影响大鼠

ＰＳＣｓ活化或转化。但其研究同时表明ＡｎｇⅡ仅具

有促增殖作用，对ＰＳＣｓ的胶原合成功能没有影响。

他们采用ＥＬＩＳＡ方法检测了ＡｎｇⅡ刺激后细胞上

清液中Ⅰ型胶原含量的变化，结果发现Ⅰ型胶原含

量无明显变化。然而，由于ＥＬＩＳＡ方法仅能检测到

降解形式的Ⅰ型胶原，不能准确反映细胞Ⅰ型胶原

蛋白合成能力，故其结果不具备说服力。多数学者

认为直接检测细胞内而不是上清中Ⅰ型蛋白含量，

并结合［３Ｈ］脯氨酸掺入实验、Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹等技

术，才能准确反应胶原合成能力。

　　本研究结果表明，尽管 Ａｎｇ Ⅱ不影响大鼠

ＰＳＣｓ活化，但可刺激其增殖和纤维化活化，这可能

是ＡｎｇⅡ参与胰腺纤维化发生的作用机制。
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