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　 　 【摘　 要】 　 目的　 探讨通络药物水蛭素对缺氧诱导的人心脏微血管内皮细胞（ＨＣＭＥＣｓ）间质转分化（ＥｎｄＭＴ）
的作用及可能机制。 方法 　 取常规培养的 ＨＣＭＥＣｓ 细胞，随机分为对照组、缺氧组、水蛭素组（包括 ０、２０、４０、８０、
１００ μｇ ／ ｍｌ ５ 个浓度）。 对照组常规培养不做任何处理，缺氧组置入低氧培养箱 ７２ ｈ，水蛭素组预加入 Ｈｉｒｕｄｉｎ 工作液，
４ ｈ 后置入低氧培养箱 ７２ ｈ。 ＭＴＳ 比色法检测 ＨＣＭＥＣｓ 增殖能力；倒置显微镜观察 ＨＣＭＥＣｓ 形态；免疫荧光鉴定

ＨＣＭＥＣｓ间质转分化情况，Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测内皮间质转分化相关蛋白：包括内皮细胞标记血小板—内皮细胞黏附分子

（ＰＥＣＡＭ⁃１ ／ ＣＤ３１）、血管内皮钙黏蛋白（ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ），间质细胞标记 α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃ＳＭＡ）、成纤维细胞特异性

蛋白⁃１（ＦＳＰ⁃１），以及低氧诱导因子 １α（ＨＩＦ⁃１α）、转化生长因子 β１ （ＴＧＦ⁃β１）、Ｓｍａｄ 同源物 ２ ／ ３（Ｓｍａｄ２ ／ ３）、锌指转录

因子（ｓｎａｉｌ）等相关信号通路的蛋白表达。 结果　 ＭＴＳ 法检测显示，缺氧显著抑制细胞活性（Ｐ ＜ ０． ０１），水蛭素在２０ ～
１００ μｇ ／ ｍｌ 浓度范围内可提高细胞活性，且呈现浓度依赖性，当浓度为 １００ μｇ ／ ｍｌ 时细胞活性最强（Ｐ ＜ ０． ０１）。 各组

细胞培养 ７２ ｈ 后，倒置显微镜下观察发现：对照组细胞呈铺路石样或鹅卵石状结构，缺氧组细胞由鹅卵石状结构变为

分散的长梭形，接近成纤维细胞形态，水蛭素组长梭形细胞形态明显改善，细胞恢复鹅卵石样。 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 与免疫荧

光结果显示：与对照组比较，缺氧组 ＣＤ３１、ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白水平降低（Ｐ ＜ ０． ０１），且 ｖＷＦ 表达减少，α⁃ＳＭＡ、ＦＳＰ⁃１ 蛋

白水平升高（Ｐ ＜ ０． ０１），且 ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达增强；与缺氧组比较，水蛭素明显增加 ＣＤ３１、ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达（Ｐ ＜
０． ０１），并增强 ｖＷＦ 表达，下调 α⁃ＳＭＡ、ＦＳＰ⁃１ 蛋白表达（Ｐ ＜ ０． ０１），并减弱 ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达；与对照组相比，缺氧组信号

通路 ＨＩＦ⁃１α、ＴＧＦ⁃β１、ｐ⁃ｓｍａｄ２ ／ ３、ｓｎａｉｌ 蛋白表达均升高（Ｐ ＜ ０． ０１），与缺氧组比较，水蛭素下调 ＨＩＦ⁃１α、ＴＧＦ⁃β１、
ｐ⁃ｓｍａｄ２ ／ ３、ｓｎａｉｌ 蛋白表达（Ｐ ＜ ０． ０１）。 结论　 水蛭素可以改善缺氧诱导的 ＨＣＭＥＣｓ 细胞发生 ＥｎｄＭＴ，其机制可能与

调控 ＨＩＦ⁃α ／ ＴＧＦ⁃β１ ／ ｓｍａｄ ／ ｓｎａｉｌ 通路有关。
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 To investigate the effect and possible mechanism of the drug hirudin on hypoxia induced
human microvascular endothelial cells (HCMECs) mesenchymal transition (EndMT). Ｍｅｔｈｏｄｓ　 HCMECs cells cultured con⁃
ventionally were randomly divided into control group, Hypoxia group and Hirudin group. The control group was routinely
cultured without any treatment. The hypoxic group was placed in a hypoxic incubator for 72h, and the Hirudin group was
pre⁃added with Hirudin working solution, and then placed in a hypoxic incubator for 72h after 4h. The proliferation capacity
of HCMECs was detected by MTS colorimetry. The morphology of HCMECs was observed by inverted microscope. Immu⁃
nofluorescence identification of HCMECs interstitial trans differentiation, Western Blot detection of endothelial interstitial
trans differentiation related proteins: Endothelial cells labeled platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM⁃1/CD31)
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and vascular endothelial cadherin (VE⁃cadherin), and stromal cells labeled α smooth muscle actin (α⁃SMA) and fibroblast
specific protein 1 (FSP⁃1). And the expression of hypoxia inducible factor⁃1α (HIF⁃1α), transforming growth factor β1 (TGF⁃
β1 ), Smad homology 2/3(Smad2/3), Zinc finger transcription factor (snail) related signaling pathways.Ｒｅｓｕｌｔｓ　 MTS showed
that hypoxia significantly inhibited cell activity (P < 0.01), and the cell activity was strongest when hirudin concentration was
100μg/ml (P < 0.01). After 72h of cell culture in each group, the cells in the control group showed a pave⁃like or pebble⁃like
structure under an inverted microscope, while the cells in the hypoxic group changed from pebble⁃like structure to dispersed
long spindle shape, close to the shape of fibroblasts. Western Blot and immunofluorescence results showed: Compared with
the normal group, the protein levels of CD31 and VE cadherin in hypoxia group were decreased (P < 0.01), and the expres⁃

� sion of vWF was decreased. α⁃SMA and FSP⁃1 protein levels increased (P < 0.01) and vimentin expression was enhanced.
� Compared with hypoxia group, hirudin significantly increased the expression of CD31 and VE⁃cadherin (P < 0.01), enhanced
� the expression of vWF, and down⁃regulated α⁃SMA. The expression of FSP⁃1 protein (P < 0.01) decreased the expression of

vimentin. Compared with the control group, hypoxic group of TGF⁃β1 , HIF⁃1α, p smad2/3, snail protein expression (P < 0.01)
were higher, than to the hypoxia group, Cut HIF⁃1α, hirudin TGF⁃β1 , p smad2/3, snail protein expression (P < 0.01).Ｃｏｎｃｌｕ⁃

� ｓｉｏｎ　 Hirudin can improve hypoxia induced EndMT in HCMECs cells, and the mechanism may be related to HIF⁃α/TGF⁃β1/
smad/snail pathway.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Hirudin; Hypoxia; Human heart microvascular endothelial cells; Endothelial mesenchymal transdifferen⁃
tiation; Signal pathway; Mechanism

　 　 心肌纤维化（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＭＦ）是心脏在缺

血缺氧、炎性反应、代谢紊乱、心脏负荷过度等损伤下

形成的病理变化［１］，以心脏细胞外基质过量沉积、心
室壁硬度增加、心室顺应性降低、心肌收缩或舒张功能

障碍为主要特征，与心功能不全的严重程度及不良预

后密切相关［２］。 研究发现，心肌梗死小鼠内皮细胞呈

现 ＣＤ３１ ＋ ＰＤＧＦＲβ ＋ 特征，内皮细胞标志物减少且成纤

维细胞标志物增加［３］，证实内皮间质转分化（ｅｎｄｏｔｈｅ⁃
ｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥｎｄＭＴ）为肌成纤维细胞重

要来源，并参与心肌梗死后心肌纤维化。 因此，有效干

预 ＥｎｄＭＴ 是预防和治疗心肌纤维化及心力衰竭另一

重要举措。
　 　 虫类化瘀通络药是脉络学说指导治疗微血管病变

的代表，清代叶天士曾高度评价虫类化瘀通络药物

“凡病久入络，血瘀凝滞，草木之药不能深入细剔络内

之邪者，皆可选用虫类通络”，指出其“追拔沉混气血

之邪”的独特疗效，不同于丹参、赤芍等草木类活血化

瘀药物。 现代研究证实虫类药水蛭主要活性成分水蛭

素（ｈｉｒｕｄｉｎ）具有抗凝、抗血小板活化、抗氧化应激、抑
制炎性反应、调节脂代谢、保护血管内皮细胞及抑制心

肌纤维化的作用［４⁃９］。 但其是否通过保护内皮细胞发

挥调控 ＥｎｄＭＴ 的作用尚未可知，本研究以缺氧诱导的

人心脏微血管内皮细胞（ＨＣＭＥＣｓ）为模型，探讨水蛭

素对缺氧诱导 ＨＣＭＥＣｓ 发生 ＥｎｄＭＴ 的干预作用及其

相关潜在机制，报道如下。
１　 材料与方法

１． １　 材料　 （１）细胞：ＨＣＭＥＣｓ，购于上海中乔新舟生

物科技有限公司。 （２）药品及试剂：水蛭素浓缩液购

于上海源叶生物科技有限公司 （纯度≥９５％ ，批号

Ｓ３１６２５）；ＢＣＡ 蛋白浓度检测试剂盒购于上海碧云天

生物公司；内皮细胞专用培养基（ＥＣＳＭ，含 ２５ ｍｌ 胎牛

血清、５ ｍｌ 内皮细胞生长因子、５ ｍｌ 青霉素 ／链霉素溶

液），购于上海中乔新舟生物科技有限公司；鼠抗人

ｂｅｔａ⁃Ａｃｔｉｎ 购于武汉赛维尔生物科技有限公司；兔抗人

ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和鼠抗人 ＣＤ３１（ＰＥＣＡＭ⁃１）购于美国 ＣＳＴ 公

司；兔抗人血管内皮钙黏蛋白（ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）、成纤维

细胞特异性蛋白⁃１（ＦＳＰ⁃１）、鼠抗人低氧诱导因子 １α
（ＨＩＦ⁃１α）、兔抗人转化生长因子 β１（ＴＧＦ⁃β１）、兔抗人

Ｓｍａｄ 同源物 ２ ／ ３ （ ｓｍａｄ２ ／ ３）、兔抗人锌指转录因子

（ｓｎａｉｌ）均购于美国 ａｂｃａｍ 公司；兔抗人 α⁃平滑肌肌动

蛋白（α⁃ＳＭＡ）、鼠抗人 ｖＷＦ 购于美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公

司；兔抗人 ｐ⁃ｓｍａｄ２ ／ ３ 购于北京博奥森公司；山羊抗兔

ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ、山羊抗鼠 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ 均购于美国 ａｂｃａｍ 公司；
山羊抗兔 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ（ＤｙＬｉｇｈｔ® ４８８）、山羊抗鼠 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ
（ＤｙＬｉｇｈｔ® ５９４）均购于美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司。 （３）仪

器设备：Ｆｏｒｍａ３７１ 细胞培养箱、ＣＯ２ 细胞培养箱（美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；多功能酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ
公司）；Ｏｄｙｓｓｅｙ 双色红外线成像仪（美国 Ｌｉ⁃ＣＯＲ 公

司）；激光共聚焦显微镜（德国 ＺＥＩＳＳ 公司）。
１． ２　 细胞培养及分组处理 　 ２０２３ 年 １—６ 月于河北

以岭医药研究院进行实验。 ＨＣＭＥＣｓ 细胞接种于含

５％胎牛血清的完全培养基中培养。 显微镜下观察细

胞生长至 ８０％左右予以传代，本实验用 ６ ～ ７ 代。 取

对数生长期的 ＨＣＭＥＣｓ 细胞接种于 ６ 孔板中并分为
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对照组、缺氧组及水蛭素组：对照组给予含 ５％胎牛血

清的完全培养基培养，不做其余处理；缺氧组将含 ５％
胎牛血清的完全培养基更换为无血清培养基，水蛭

素组将 含 ５％ 胎牛血清的完全培养基更换为含

１００ μｇ ／ ｍｌ水蛭素的无血清培养基，后 ２ 组均于 ４ ｈ 后

置入 １％Ｏ２、５％ＣＯ２、９５％ Ｎ２、３７℃的低氧培养箱中培

养 ７２ ｈ［１０］。
１． ３　 观测指标与方法

１． ３． １　 ＭＴＳ 法检测水蛭素对缺氧诱导 ＨＣＭＥＣｓ 细胞

生存活性影响：使用无血清培养基将水蛭素配制成 ０、
２０、４０、８０、１００ μｇ ／ ｍｌ 浓度工作液，加入 ９６ 孔细胞培养

板，置于低氧培养箱中培养 ７２ ｈ，ＭＴＳ 法检测不同浓

度水蛭素对缺氧诱导ＨＣＭＥＣｓ细胞活性的影响，并筛

选药物最佳作用浓度开展后续实验。
１． ３． ２　 免疫荧光双染法鉴定 ＥｎｄＭＴ：将对数生长期

的 ＨＣＭＥＣｓ 以密度为 １ × １０５ 个 ／ ｍｌ 接种于 ３． ５ ｃｍ 玻

璃底培养皿中，待细胞贴壁后（２４ ｈ）给予各组细胞相

应处理并继续培养 ７２ ｈ。 取出培养皿后，ＤＰＢＳ 清洗 １
次，４％ 多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎ，ＤＰＢＳ 清洗后 ０． ２５％
ＴｒｉｎｔｏｎＸ⁃１００ 通透 ５ ｍｉｎ，ＤＰＢＳ 清洗，山羊血清室温封

闭 １ ｈ，加入鼠抗人 ｖＷＦ（１∶ １００）、兔抗人 ｖｉｍｅｎｔｉｎ（１∶
１００）一抗共染，４℃过夜。 ＤＰＢＳ 清洗后加入山羊抗鼠

ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ （ ＤｙＬｉｇｈｔ® ５９４ ） 和 山 羊 抗 兔 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ
（ＤｙＬｉｇｈｔ® ４８８）荧光二抗混合物（１ ∶ ５００）避光室温孵

育 １ ｈ。 避光条件下，ＤＡＰＩ 核染 ５ ｍｉｎ，后用 ＺＥＩＳＳ 激

光共聚焦扫描显微镜进行检测。
１． ３． ３ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测 ＥｎｄＭＴ 相关蛋白及相关通

路蛋白表达水平：各组细胞进行相应处理 ７２ ｈ 后提取

相应蛋白。 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒测定各组蛋白浓度

并制样。 各组取 ３０ μｇ 总蛋白进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，
后将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜上。 封闭液室温封闭 １ ｈ，后
分别加入鼠抗人 ＣＤ３１、β⁃ａｃｔｉｎ，兔抗人 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、
α⁃ＳＭＡ、ＦＳＰ⁃１、ＨＩＦ⁃１α、ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃ｓｍａｄ２ ／ ３、 ｓａｍｄ２ ／ ３、
ｓｎａｉｌ、Ｔｕｂｕｌｉｎ 一抗（稀释比例均为 １∶ １ ０００），于 ４℃冰

箱过夜孵育。 １ × ＴＢＳＴ 洗 ３ 次（１０ ｍｉｎ ／次）后加入山

羊抗兔 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ 与山羊抗鼠 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ 二抗（稀释比例

１∶ １０ ０００）３７℃孵育 １ ｈ。 Ｏｄｙｓｓｅｙ 双色红外激光成像

仪扫描图像，以 β⁃ａｃｔｉｎ 和 Ｔｕｂｕｌｉｎ 作为内参，分析目的

蛋白条带并进行统计分析。
１． ４　 统计学方法　 应用 ＳＰＳＳ ２７． ０ 统计软件进行分

析。 符合正态分布计量数据以均值 ± 标准差（ �ｘ ± ｓ）
表示，多组间比较采用单因素方差分析，方差齐组间

两两比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验；方差不齐组间两两比较采

用 Ｄｕｎｎｅｔｔ ＇ｓ Ｔ３ 法。 Ｐ ＜ ０． ０５ 为差异具有统计学

意义。
２　 结　 果

２． １ 　 水蛭素对缺氧诱导的 ＨＣＭＥＣｓ 活性的影响 　
ＭＴＳ 法检测水蛭素对缺氧诱导 ＨＣＭＥＣｓ 细胞活性的

影响。 结果显示，缺氧组 ＨＣＭＥＣｓ 细胞活性显著低于

对照组（Ｐ ＜ ０． ０１）；与缺氧组比较，水蛭素在 ２０ ～
１００ μｇ ／ ｍｌ浓度范围内可增加细胞活性，且呈现浓度依

赖性，当水蛭素浓度在 ８０ μｇ ／ ｍｌ 和 １００ μｇ ／ ｍｌ 时显著

增加细胞活性 （分别为 ６０． ２３％ 和 ６４． ２８％ ， Ｐ ＜
０． ０１），提示水蛭素对缺氧诱导的 ＨＣＭＥＣｓ 损伤具有

保护作用，见表 １。 因此选择 １００ μｇ ／ ｍｌ 水蛭素用于后

续体外实验研究。

表 １　 水蛭素对缺氧诱导的 ＨＣＭＥＣｓ 细胞活性的影响　 （�ｘ ± ｓ）

Ｔａｂ． １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｉｒｕｄｉｎ ｏｎ ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＣＭＥＣｓ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉ⁃
ｔｙ

组　 别 ｎ 剂量（μｇ ／ ｍｌ） 细胞活性

对照组 ６ － １００． ００ ± ０． ００
缺氧组 ６ － ５４． ６８ ± ３． ６７ａ

水蛭素组 ６ ２０ ５５． ２６ ± １． ７６
６ ４０ ５７． ２８ ± ３． ９２
６ ８０ ６０． ２３ ± ３． ０７ｂ

６ １００ ６４． ２８ ± ４． ４２ｂ

　 　 注：与对照组比较，ａＰ ＜ ０． ０１；与缺氧组比较，ｂＰ ＜ ０． ０１。

２． ２　 形态学观察水蛭素对缺氧诱导的 ＨＣＭＥＣｓ 的影

响　 光学显微镜观察 ＨＣＭＥＣｓ 细胞形态变化，对照组

呈鹅卵石样紧密排列，呈典型内皮细胞样形态；缺氧组

呈长梭形、不规则多边形、大小不一，与肌成纤维细胞

类似；水蛭素干预后，细胞形态明显好转，长梭形细胞

明显减少。 表明水蛭素可逆转缺氧诱导的 ＨＣＭＥＣｓ
形态变化，见图 １。
２． ３　 水蛭素对缺氧诱导的 ＨＣＭＥＣｓ 细胞 ＥｎｄＭＴ 的影

响　 采用免疫荧光双染法检测内皮细胞标志物 ｖＷＦ 与

间质细胞标志物 ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达，结果发现，缺氧组 ｖＷＦ
表达明显减少，ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达明显增加；水蛭素组 ｖＷＦ
表达明显增加，ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达明显减少，证实水蛭素能够

改善缺氧诱导 ＨＣＭＥＣｓ 细胞发生 ＥｎｄＭＴ，见图 ２。
２． ４　 水蛭素对内皮细胞标志物 ＣＤ３１、ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 及

间质细胞标志物 α⁃ＳＭＡ、ＦＳＰ⁃１ 蛋白表达的影响 　
Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 法检测发现，与对照组比较，缺氧组内皮细

胞标志物 ＣＤ３１、ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达显著降低（Ｐ ＜
０． ０１），间质细胞标志物 α⁃ＳＭＡ、ＦＳＰ⁃１ 蛋白表达显著升

高（Ｐ ＜０． ０５，Ｐ ＜０． ０１）；与缺氧组相比，水蛭素组 ＣＤ３１、
ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达显著升高（Ｐ ＜ ０． ０１），α⁃ＳＭＡ、
ＦＳＰ⁃１ 蛋白表达显著降低（Ｐ ＜０． ０１），见图 ３、表 ２。
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图 １　 水蛭素对缺氧诱导的 ＨＣＭＥＣｓ 细胞形态变化的影响

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｒｕｄｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＨＣＭＥＣｓ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｐｏｘｉａ

注：绿色代表 ｖＷＦ 阳性表达细胞；红色代表 ｖｉｍｅｎｔｉｎ 阳性表达细胞；蓝色代表 ＤＡＰＩ 染色的细胞核。

图 ２　 水蛭素对缺氧诱导的 ＥｎｄＭＴ 中 ｖＷＦ 和 ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｒｕｄｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｖＷＦ ａｎｄ ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｉｎ ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｅｄ ＥｎｄＭＴ

图 ３　 水蛭素对缺氧诱导的 ＣＤ３１、ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＦＳＰ⁃１ 和 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｉｒｕｄｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ３１， ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ， ＦＳＰ⁃１， ａｎｄ α⁃ＳＭＡ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｐｏｘｉａ
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２． ５　 水蛭素对 ＨＩＦ⁃１α ／ ＴＧＦ⁃β１ ／ ｓｍａｄ ／ ｓｎａｉｌ 信号通路

的影 响 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 法 检 测 水 蛭 素 对 ＨＩＦ⁃１α ／
ＴＧＦ⁃β１ ／ ｓｍａｄ ／ ｓｎａｉｌ 通路相关蛋白表达的影响，与对照

组相 比， 缺 氧 组 ＨＣＭＥＣｓ 细 胞 ＨＩＦ⁃１α、 ＴＧＦ⁃β１、
ｐ⁃ｓｍａｄ２ ／ ３、ｓｍａｄ２ ／ ３、 ｓｎａｉｌ 蛋白表达显著升高 （ Ｐ ＜
０． ０５，Ｐ ＜ ０． ０１）；与缺氧组相比，水蛭素组 ＨＩＦ⁃１α、
ｐ⁃ｓｍａｄ２ ／ ３、ｓｍａｄ２ ／ ３、ＴＧＦ⁃β１、ｓｎａｉｌ 相关蛋白表达显著

降低（Ｐ ＜ ０． ０５，Ｐ ＜ ０． ０１）。 结果表明：缺氧成功激活

ＨＩＦ⁃１α ／ ＴＧＦ⁃β１ ／ ｓｍａｄ ／ ｓｎａｉｌ 信号通路，水蛭素可抑制

ＨＩＦ⁃１α ／ ＴＧＦ⁃β１ ／ ｓｍａｄ ／ ｓｎａｉｌ 信号通路相关蛋白表达，
见图 ４、表 ３。
３　 讨　 论

　 　 ＥｎｄＭＴ 被认为是包括 ＭＦ 在内的多种心血管疾病

重要的病理生理环节［１１］。 近年来，ＥｎｄＭＴ 对 ＭＦ 的作

用受到越来越多的关注。 研究发现，在心脏高压力负

荷小鼠模型中，大约 ３０％ 成纤维细胞来源于内皮细

胞，同时 ＥｎｄＭＴ 明显加重了心脏高压力负荷小鼠的病

理性心肌纤维化病程。 以往关于心脏 ＥｎｄＭＴ 的研究

主要集中在体内和体外的人冠状动脉内皮细胞

（ＨＣＡＥＣｓ） 或人脐静脉内皮细胞 （ ＨＵＶＥＣｓ），而对

ＨＣＭＥＣｓ研究较少［１２⁃１３］。 缺血性心脏疾病、糖尿病性

心肌病和晚期心力衰竭患者中易出现 ＨＣＭＥＣｓ 功能

障碍，心肌供血减少，使心脏处于低氧的微环境，血管

内皮细胞从血管分离，迁移到血管周围间隙或心脏间

质组织，丢失内皮细胞标志物 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 ＣＤ⁃３１、
ｖＷＦ 等，上调间质细胞标志物 α⁃ＳＭＡ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＦＳＰ⁃１
等［１４］，并获得间充质表型，增殖产生大量细胞外间质

（ＥＣＭ）沉积在血管周围和间质组织，导致心脏组织结

构和功能障碍，供血进一步减少，恶化缺氧环境。 研究

发现，缺氧诱导 ＴＧＦ⁃β 自分泌机制上调转录因子 ｓｎａｉｌ，

图 ４　 水蛭素对 ＨＩＦ⁃１α ／ ＴＧＦ⁃β１ ／ ｓｍａｄ ／ ｓｎａｉｌ 信号通路相关蛋白表达的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｒｕｄｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＨＩＦ⁃１ α ／ ＴＧＦ⁃β１ ／ ｓｍａｄ ／ ｓｎａｉｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

表 ２　 水蛭素对缺氧诱导的 ＣＤ３１、ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＦＳＰ⁃１ 和 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达的影响　 （�ｘ ± ｓ）

Ｔａｂ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｉｒｕｄｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ３１， ＶＥ ｃａｄｈｅｒｉｎ， ＦＳＰ⁃１， ａｎｄ α ⁃ ＳＭＡ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｐｏｘｉａ
组　 别 ｎ ＣＤ３１ ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ α⁃ＳＭＡ ＦＳＰ⁃１
对照组 ３ １． ００ ± ０． ００ １． ００ ± ０． ００ １． ００ ± ０． ００ １． ００ ± ０． ００
缺氧组 ３ ０． ６９ ± ０． １１ａ ０． ４４ ± ０． １５ａ １． ４３ ± ０． １０ａ ２． ６６ ± １． ０５ｂ

水蛭素组 ３ １． ９３ ± ０． ２４ｃ ０． ７６ ± ０． ４０ｃ ０． ９２ ± ０． １８ｃ ０． ７２ ± ０． ２５ｃ

Ｆ 值 ５４． ８０１ ２１． １８３ １５． １２７ ２２． ４５４
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ０． ００２ ０． ００５ ０． ００２

　 　 注：与对照组比较，ａＰ ＜ ０． ０５，ｂＰ ＜ ０． ０１；与缺氧组比较，ｃＰ ＜ ０． ０１。

表 ３　 水蛭素对 ＨＩＦ⁃１α ／ ＴＧＦ⁃β１ ／ ｓｍａｄ ／ ｓｎａｉｌ 信号通路相关蛋白表达的影响　 （�ｘ ± ｓ）

Ｔａｂ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｉｒｕｄｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＨＩＦ⁃１ α ／ ＴＧＦ⁃β１ ／ ｓｍａｄ ／ ｓｎａｉｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

组　 别 ｎ ＨＩＦ⁃１α ＴＧＦ⁃β１ ｐ⁃ｓｍａｄ２ ／ ３ ｓｎａｉｌ
对照组 ３ １． ００ ± ０． ００ １． ００ ± ０． ００ １． ００ ± ０． ００ １． ００ ± ０． ００
缺氧组 ３ ４． ５１ ± ０． ８７ａ １． ２９ ± ０． ０７ａ １． ７０ ± ０． １４ｂ ２． ７８ ± １． ０３ｂ

水蛭素组 ３ １． ４８ ± ０． １８ｃ ０． ８７ ± ０． ０９ｄ １． １４ ± ０． １２ｄ １． ３３ ± ０． ２１ｄ

Ｆ 值 ４１． ０７６ ３２． ７６１ ２３． ９７５ １３１． ０４３
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ０． ００１ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 注：与对照组比较，ａＰ ＜ ０． ０５，ｂＰ ＜ ０． ０１；与缺氧组比较，ｃＰ ＜ ０． ０５，ｄＰ ＜ ０． ０１。
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进而诱导 ＥｎｄＭＴ［１５］。 因此，本实验构建了体外缺氧

７２ ｈ诱导的 ＥｎｄＭＴ 模型，在缺氧条件下，ＨＣＭＥＣｓ 的生

存活性显著下降，间质细胞标志物 α⁃ＳＭＡ、 ＦＳＰ⁃１、
ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达上调，内皮细胞标志物 ＣＤ３１、ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、
ｖＷＦ 表达显著减少，表明缺氧严重损伤了 ＨＣＭＥＣｓ，诱
导了 ＥｎｄＭＴ。
　 　 ＨＩＦ⁃１α 是缺氧条件下细胞生存所必须的转录因

子，研究发现缺氧通过 ＨＩＦ⁃１α 激活调节 ＥｎｄＭＴ 的转

录因子 ｓｎａｉｌ 刺激人冠状动脉内皮细胞 ＥｎｄＭＴ［１２］。
ＨＩＦ⁃１α 在哺乳动物和细胞对缺氧的反应中起着关键

作用［１６］，也是诱导 ＥｎｄＭＴ 的关键介质。 ＴＧＦ⁃β 及其

信号通路的激活是导致纤维化的主要因素，也是内皮

细胞 ＥｎｄＭＴ 的公认信号通路［８］。 ＴＧＦ⁃β ／ ｓｍａｄ 通过与

ＨＩＦ⁃１α 相互作用，形成 ｓｍａｄ⁃ＨＩＦ⁃１α 复合物，改变

ＴＧＦ⁃β 的功能［１７］。 在人冠状动脉内皮细胞中，ＨＩＦ⁃１α
和 ＴＧＦβＲＩ ／ ｓｍａｄ２ ／ ３ 通过转录因子 ｓｎａｉｌ 协同调节缺

氧诱 导 的 ＥｎｄＭＴ［１８］。 此 外， ＨＩＦ⁃１α 激 活 经 典 的

ＴＧＦβＲＩ ／ ｓｍａｄ２ ／ ３ 信号，最终促进辐射诱导的 Ｅｎｄ⁃
ＭＴ［１９］。 然而，ＨＩＦ⁃１α ／ ＴＧＦ⁃β１ ／ ｓｍａｄ ／ ｓｎａｉｌ 信号在低氧

诱导的 ＥｎｄＭＴ 中的作用尚未完全阐明。 本实验中，缺
氧处理的 ＨＣＭＥＣｓ 中 ＨＩＦ⁃１α 和 ＴＧＦ⁃β１ 显著上调，
ＴＧＦ⁃β１ 下游通路 ｐ⁃ｓｍａｄ２ ／ ３、ｓｍａｄ２ ／ ３、ｓｎａｉｌ 均显著上

调。 因此，缺氧激活了 ＨＩＦ⁃１α ／ ＴＧＦ⁃β１ ／ ｓｍａｄ ／ ｓｎａｉｌ 信
号通路。
　 　 脉络学说提出气虚血瘀是 ＡＭＩ 基本病机［２０］，但
对 ＡＭＩ 后 ＭＦ 病机尚缺乏深入阐述。 《灵枢·百病始

生》指出“虚邪之中人也，始于皮肤，……留而不去，传
舍于肠胃之间，募原之间，留著于脉，稽留不去，息而成

积，或著孙脉，或著络脉”，指出病邪不仅导致了脉络

自身病变，又在此基础上继发了脏腑组织病变，导致

“络息成积”。 因此提出“气虚血瘀，络塞积成”是 ＡＭＩ
后 ＭＦ 重要病机特点［２１⁃２２］。 这一过程与缺血缺氧损伤

心脏微血管内皮细胞，进而通过 ＥｎｄＭＴ 转化为具有间

充质表型细胞，发挥成纤维细胞作用，受损心肌区域过

度沉积 ＥＣＭ，继而发生 ＭＦ、脏器扩大等病理过程高度

吻合。 因此，ＥｎｄＭＴ 既是 ＡＭＩ 后 ＭＦ 的关键病理环

节，又是“孙络—微血管”损伤后“络塞积成”的促发

因素。
　 　 络病理论认为，营卫不通血凝不流，血脉相传壅塞

不通，败血凝痰，混处经络，病根深伏，属沉疴痼疾，非
丹参、赤芍等一般草木活血化瘀药所能取效。 必借虫

类蠕动之力，啖血之性，走窜攻冲，搜剔络中混处之瘀

浊。 张仲景应用“飞者升，走者降，能搜剔血络，攻积

除坚，用于络病痰瘀交结之痼疾”的虫类药搜剔化瘀

通络，清代叶天士继承并发扬了张仲景虫药之治“结
聚血分成形，仲景有缓攻通络之法可宗”。 水蛭作为

虫类药的代表之一，以其破血逐瘀、搜风剔络之功效，
在多种纤维化疾病的防治过程中发挥了独特的优势作

用［２３⁃２４］。 水蛭素为水蛭的主要活性成分及药用成分，
发挥了水蛭大部分药理作用，具有抗凝、抗血栓、抗血

小板活化及调节脂质代谢、抑制炎性反应和氧化应激、
保护内皮细胞及抗动脉粥样硬化等作用［２５］。 有研究

证实，水蛭素抑制单侧输尿管梗阻（ＵＵＯ）大鼠肾组织

及 ＴＧＦ⁃β 诱导的炎性反应、调节 ＥＭＴ 相关蛋白、减少

肾小管上皮细胞凋亡从而抑制肾组织和肾小管上皮细

胞纤维化［２６］。 课题组前期研究发现，通心络作为脉络

学说指导防治血管病变的代表药物，有效抑制 ＡＭＩ 后
ＥｎｄＭＴ 及心肌纤维化［２７⁃２８］，色谱特征指纹图谱显示水

蛭素为通心络的重要化学成分［２９］，可能在抑制 Ｅｎｄ⁃
ＭＴ、减轻心肌纤维化中发挥重要作用。 本实验证实，
水蛭素能够增强缺氧条件下内皮细胞 ＣＤ３１、ＶＥ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ 蛋白表达，抑制间质细胞 α⁃ＳＭＡ、ＦＳＰ⁃１ 蛋白表

达，从而抑制 ＥｎｄＭＴ，保护心脏内皮细胞。 综上所述，
水蛭素对 ＨＣＭＥＣｓ 具有保护作用，有效改善了缺氧诱

导的 ＥｎｄＭＴ， 其机制与调控 ＨＩＦ⁃１α ／ ＴＧＦ⁃β１ ／ ｓｍａｄ ／
ｓｎａｉｌ 通路有关，为水蛭素作为治疗心肌纤维化的潜在

药物提供了有力证据。
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