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曲尼司特抑制病毒性心肌炎小鼠心肌纤维化的作用

文纯　谢圭　曾萍　黄林枫　陈淳媛

（中南大学湘雅三医院儿科，湖南 长沙　410013）

［摘要］　目的　探讨曲尼司特对病毒性心肌炎（VMC）小鼠心肌纤维化的作用。方法　72 只 BALB/C 小

鼠完全随机分为对照组、模型组和干预组（n=24），对照组小鼠腹腔内注射 Eagle's 培养液，模型组和干预组腹

腔注射科萨奇病毒 B3 建立 VMC 模型，干预组建模后予曲尼司特灌胃（每日 200 mg/kg），维持给药到取材前一天。

分别在造模后 7、14、28 d 三个时间点每组各取 8 只小鼠心肌组织，行苏木精 - 伊红染色和 Masson 染色观察病

理改变；甲苯胺蓝和硫瑾染色观察肥大细胞（MC）计数；RT-PCR 及 Western blot 检测结缔组织生长因子（CTGF）、

Ⅰ型胶原蛋白（Col Ⅰ）的 mRNA 及蛋白表达量；并分别对 CTGF mRNA 与 MC 计数和 Col Ⅰ mRNA 的表达进行

相关性分析。结果　各时间点模型组心肌病理积分及胶原容积分数高于对照组，曲尼司特干预后降低（P<0.05）。

模型组 MC 计数、CTGF 和 Col Ⅰ mRNA 及蛋白的表达高于对照组，曲尼司特干预后降低，但仍高于对照组

（P<0.05）。模型组 7 d、14 d 时心肌 MC 计数与 CTGF mRNA 呈正相关（r=0.439，P=0.049）；模型组 7 d、

14 d 时心肌组织 CTGF mRNA 与 Col Ⅰ mRNA 呈正相关（r=0.646，P=0.007），28 d 时亦呈正相关（r=0.326，

P=0.031）。结论　曲尼司特可能通过抑制 MC 的聚集、降低 CTGF 和 Col Ⅰ的表达，减轻 VMC 小鼠心肌纤维化

效应。                                                                                            ［中国当代儿科杂志，2016，18（5）：446-454］

［关键词］　曲尼司特；病毒性心肌炎；心肌纤维化；结缔组织生长因子；Ⅰ型胶原蛋白；小鼠

Tranilast inhibits myocardial fibrosis in mice with viral myocarditis
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Abstract: Objective    To investigate the effect of tranilast on myocardial fibrosis in mice with viral myocarditis 
(VMC). Methods    Male balb/c mice (n=72) were randomly divided into control, VMC and tranilast groups (n=24 
each). In the VMC and tranilast groups, the mice were infected with Coxsackie virus B3 (CVB3) to prepare VMC model, 
while the control group was treated with Eagle's medium. After modeling, the tranilast group was administrated with 
tranilast [200 mg/(kg.d)] until the day before sampling. On days 7, 14 and 28 after CVB3 or Eagle's medium infection, 
heart specimens (n=8) were taken and examined after Toluidine blue staining and Nissl staining for counts of mast cells 
(MC),  hematoxylin-eosin staining for myocardial pathological changes, and Masson staining for myocardial fibrosis. 
The expression of CTGF and type I collagen (Col I) in the myocardial tissue was measured by RT-PCR and Western 
blot. The correlations of CTGF mRNA expression with MC counts and Col I expression were analyzed. Results    The 
myocardial pathological changes and collagen volume fraction in the VMC group were significantly higher than in the 
control group at all three time points (P<0.05). Tranilast treatment significantly decreased the myocardial pathological 
changes and collagen volume fraction compared with the VMC group (P<0.05). The mRNA and protein expression of 
CTGF and Col I increased in the VMC group compared with the control group, and the increases were reduced with 
tranilast treatment (P<0.05). The number of MC was positively correlated to CTGF mRNA expression on the 7th day 
and 14th day (r=0.439, P=0.049) in the VMC group. There were positive correlations between the mRNA expression 
of Col I and CTGF on the 7th day and 14th day (r=0.646, P=0.007) and the 28th day (r=0.326, P=0.031). Conclusions    
Tranilast may inhibit the aggregation of MC and down-regulate the expression of CTGF, relieving myocardial fibrosis of 
mice with VMC.                                                                                      [Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(5): 446-454]
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病毒性心肌炎（viral myocarditis, VMC）是儿

童后天性心脏病最常见的心血管疾病之一。柯萨

奇病毒 B3（coxsackievirus B3, CVB3）是 VMC 最主

要的病原体。临床上 VMC 患者多数预后良好，部

分呈急性爆发感染导致猝死，也有部分患者呈慢

性感染，可进展为心肌纤维化，导致扩张型心肌病。

迄今 VMC 发病机制尚未完全明确，亦无特效治疗

方法。曲尼司特是一种抗变态反应药，本课题组

前期研究已证实其能减少小鼠心肌肥大细胞（mast 

cell, MC）数目、抑制 TGF-β1 和骨桥蛋白的表达，

改善心肌纤维化 [1]。近年来研究表明结缔组织生长

因子（connective tissue growth factor, CTGF）也参与

组织器官纤维化疾病发生发展。本实验通过建立

VMC 小鼠模型，利用曲尼司特对 VMC 小鼠干预，

通过心肌 MC 计数、检测 CTGF 及Ⅰ型胶原蛋白

（type Ⅰ collagen, Col Ⅰ）的表达，进一步探讨曲

尼司特在 VMC 小鼠心肌纤维化中的作用机制。

1　材料与方法

1.1　实验动物和病毒

健康的清洁级 4 周龄纯种雄性 BALB/C 小鼠

（体重 17.1±0.7 g）由中南大学湘雅医学院动物学

部提供，饲养于 SPF 环境中。嗜心性 CVB3 Nancy

株由本实验室扩增保存。

1.2　主要试剂

曲尼司特购于中国药科大学制药厂，CTGF、

Col Ⅰ引物由南京金斯瑞生物科技公司合成，逆转

录试剂盒购于 Fermentas 公司，兔抗小鼠 CTGF 一

抗购于美国 Lifespan 公司，兔抗小鼠 Col Ⅰ一抗购

于美国 Abcam 公司，抗兔二抗购于南京凯基生物

公司。

1.3　动物分组

72 只 BALB/C 小鼠完全随机分为对照组、模

型组和干预组，每组 24 只。动物模型的建立方法

参照参考文献 [2]。

1.4　标本采集

以病毒接种日为 0 d，根据 VMC 发生发展的

急性期、亚急性期和慢性期，分别于建模后的 7、

14、28 d 从对照组、模型组、干预组各随机挑选 8

只小鼠，断颈处死，开胸摘取心脏。心脏标本分

为 2 份，一份用 PBS 缓冲液清洗后在 4% 多聚甲

醛中固定，经脱水、透明、浸蜡、包埋，制备组

织切片用于病理学检查；另一份放入新的 EP 管中

保存在 -80℃冰箱，用于 RT-PCR 和 Western blot

检测 CTGF、Col Ⅰ的 mRNA 及蛋白的表达。

1.5　病理学检测

常规苏木精 - 伊红（HE）染色，光镜下观察

心肌组织病理改变，并计算心肌组织病理积分。

计分方法：每个标本随机选取 5 张切片，每张切

片随机观察 5 个视野，计算每个视野中炎症细胞

浸润和坏死区域面积与整个视野的面积之比。计

分标准：无明显病变计 0 分，病变面积 <25% 计 1 分，

25%~50% 计 2 分，50%~75% 计 3 分，>75% 计 4 分。

Masson 三色染色，光镜下观察心肌组织纤维

化并计算心肌组织胶原容积分数（CVF）。计算方

法：CVF= 胶原面积 / 总面积 ×100%。

1.6　肥大细胞计数

常规石蜡切片，甲苯胺蓝和硫瑾染色，光镜

下观察肥大细胞数量，每个标本随机选取 5 张切片，

每张切片随机观察 5 个高倍镜视野，计数肥大细胞，

取平均值。

1.7　RT-PCR 法 检 测 CTGF 及 Col Ⅰ mRNA 表

达

无菌条件下提取小鼠心肌组织总 RNA，采用

逆转录试剂盒合成 cDNA。引物序列见表 1。PCR

反 应 体 系 共 20 μL， 包 括 cDNA 1.6 μL，2×Taq 

PCR MasterMix 10 μL， 上 下 游 引 物 各 0.5 μL，

Nuclear-free 水补足体积至 20 μL。CTGF mRNA 反

应条件：95℃预变性 5 min；95℃变性 30 s，58℃

退火 30 s，72℃延伸 30 s，共 30 个循环；72℃再

延伸 10 min，4℃保存。Col Ⅰ mRNA 反应条件：

95 ℃ 预 变 性 5 min；95 ℃ 变 性 30 s，57.5 ℃ 退 火

30 s，72℃延伸 30 s，共 35 个循环；72℃再延伸

10 min，4℃保存。PCR 产物行 1.5% 琼脂糖凝胶电

泳，110 V 恒压下电泳 30 min，采用凝胶电泳成像

系统观察，结果以目的基因条带与内参基因条带

灰度值的比值表示，实验重复 3 次。
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1.8　Western blot 法检测 CTGF 及 Col Ⅰ蛋白表

达

无菌条件下提取小鼠心肌组织总蛋白，BCA

法测定蛋白浓度。制备 10%SDS-PAGE 分离胶电泳，

电转至 PVDF 膜；5% 脱脂牛奶常温下封闭 3 h，

加一抗于 4℃孵育过夜，洗膜后加入二抗常温孵育

1 h，洗膜后将现配的 ECL 发光液滴于 PVDF 膜上，

凝胶成像仪成像并检测其 OD 值。结果以目的蛋白

条带和内参 β-actin 条带的 OD 比值表示，实验重

复 3 次。

1.9　统计学分析

采用 SPSS 19.0 统计软件包对实验数据进行统

计学分析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表

示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两

比较采用 SNK-q 检验；两组间比较采用成组 t 检验。

相关分析采用 Pearson 积差相关系数分析，P<0.05

为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　动物模型评定

整个实验过程中无小鼠死亡，全部纳入研究。

对照组小鼠一般情况可，无异常表现；模型组和

干预组在感染 CVB3 后，出现觅食减少、焦躁、易

激惹、竖毛、拱背、毛色暗淡、粗糙、易掉毛等

现象；干预组以上表现比模型组轻。模型组和干

预组小鼠心肌组织内可检测到 CVB3 mRNA，对照

组小鼠心肌组织内则未检测到（图 1）。

2.2　心肌组织病理改变

HE 染色可观察到对照组小鼠心肌细胞排列规

表 1　PCR 引物序列及长度

引物名称 引物序列
长度
(bp)

CTGF
上游 : 5'-GTGTCTTCGGTGGGTCGGTGTA-3'

286
下游 : 5'-TTGGCTCGCATCATAGTTGGGT-3'

Col Ⅰ
上游 : 5'-AACTTTGCTTCCCAGATGTCCT-3'

330
下游 : 5'-TCGGTGTCCCTTCATTCCAG-3'

β-actin
上游 : 5'-CCACAGCTGAGAGGGAAATC-3'

108
下游 : 5'-TCTCCAGGGAGGAAGAGGAT-3'

图 1　各组心肌组织 CVB3 mRNA 表达　　1、2、3 分

别为对照组、模型组、干预组。

600 bp

300 bp

100 bp

marker              1              2               3

则、整齐，形态正常，心肌间质及血管周围未见

炎性细胞浸润。模型组 7 d 时可观察到心肌细胞水

肿，部分细胞崩解坏死，心肌血管周围及心肌间

质伴有广泛的炎性细胞浸润，以淋巴细胞为主；

14 d 时心肌组织坏死加重，细胞排列紊乱，仍然

可见炎性细胞浸润，部分血管周围可见少许成纤

维细胞；28 d 时，心肌血管周围及间质基本上未

见炎性细胞，可见大量的成纤维细胞。干预组各

时间点病变程度较模型组轻。以对照组小鼠心肌

病理积分为 0，干预组各时间点心肌病理积分均较

模型组低（P<0.05）。见图 2~3。

Masson 三色染色可观察到各时间点对照组小

鼠心肌血管周围及间质极少见蓝染的胶原纤维。

模型组 7 d、14 d 时血管周围可见胶原纤维较对

照组增多，但心肌间质未见明显胶原纤维；28 d

时可见大量排列紊乱的胶原纤维；各时间点干预

组小鼠胶原纤维较对照组多，但较模型组少。各

时间点干预组 CVF 高于对照组，但低于模型组

（P<0.05）。见图 4~5。

图 2　各时间点各组心肌组织病理积分比较（n=8）　　

对照组小鼠病理积分为 0；a 示与同时间点模型组比较，P<0.05。
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对照组

7 d

14 d

28 d

模型组 干预组

图 4　各时间点心肌组织 CVF 比较（n=8）　　a 示与

同时间点对照组比较，P<0.05；b 示与同时间点模型组比较，

P<0.05；c 示与同组 7 d 时比较，P<0.05；d 示与同组 14 d 时比较，

P<0.05。

图 3　各时间点各组心肌组织 HE 染色结果（×100）　　对照组小鼠心肌细胞排列规则、整齐，形态正常，心肌

间质及血管周围未见炎性细胞浸润。模型组 7 d 时可观察到心肌细胞水肿，部分细胞崩解坏死，心肌血管周围及心肌间质伴

有广泛的炎性细胞浸润，以淋巴细胞为主；14 d 时心肌组织坏死加重，细胞排列紊乱，仍然可见炎性细胞浸润，部分血管周

围可见少许成纤维细胞；28 d 时心肌血管周围及间质基本上未见炎性细胞，可见大量的成纤维细胞。各时间点干预组病变程

度较模型组轻。

2.3　心肌肥大细胞计数

甲苯胺蓝染色法及硫瑾染色法中肥大细胞呈

蓝紫色或紫红色，光镜下观察，肥大细胞分布在

心肌之间和靠近血管的位置。对照组中肥大细胞

极少见，模型组肥大细胞计数明显增多，形态不

规则，主要分布在血管周围；干预组肥大细胞计

数较对照组多，但较模型组少（图 6）。各时间点

干预组肥大细胞计数均高于对照组，但低于模型

组（P<0.05）；甲苯胺蓝染色法和硫瑾染色法肥大

细胞计数差异无统计学意义（P>0.05）（表 2）。

2.4　RT-PCR 检测 CTGF 及 Col Ⅰ mRNA 表达

对照组、模型组和干预组均有 CTGF mRNA

表达（图 7）。各时间点对照组相比差异无统计学

意义（P>0.05）；模型组 7 d 时 CTGF mRNA 表达

高于对照组，14 d 达高峰，28 d 时较高峰期下降；

各时间点干预组 CTGF mRNA 表达均高于对照组，

低于模型组（P<0.05）。见表 3。
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对照组

7 d

14 d

28 d

模型组 干预组

图 5　各时间点各组心肌组织 Masson 染色结果（×100）　　各时间点对照组小鼠心肌血管周围及间质蓝染的胶

原纤维极少见。模型组 7 d、14 d 时血管周围可见胶原纤维较对照组增多，但心肌间质未见明显胶原纤维；28 d 时可见大量排

列紊乱的胶原纤维。各时间点，干预组小鼠胶原纤维较对照组多，但较模型组少。

甲苯胺蓝染色

硫堇染色

图 6　各组肥大细胞染色结果（×200）　　对照组心肌组织中极少见蓝紫色肥大细胞；模型组及干预组血管周围可

见肥大细胞聚集，呈不规则状。干预组的肥大细胞计数少于模型组。图中箭头所示为肥大细胞。

对照组 模型组 干预组
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表 2　各时间点各组肥大细胞计数比较　（x±s，个 / 高倍镜视野，n=8）

分组
7 d

t 值 P 值
14 d

t 值 P 值
28 d

t 值 P 值
甲苯胺蓝 硫瑾 甲苯胺蓝 硫瑾 甲苯胺蓝 硫瑾

对照组 0.80±0.70 0.90±0.60 0.306 0.763 0.70±0.50 0.80±0.50 0.400 0.695 0.40±0.40 0.50±0.20 0.784 0.445

模型组 2.30±0.60a 2.30±0.50a <0.001 0.999 1.70±0.50a,c 1.90±0.40a,c 0.883 0.391 1.50±0.40a,c,d 1.40±0.30a,c,d 1.333 0.203

干预组 1.70±0.50a,b 1.60±0.50a,b 0.400 0.695 1.20±0.40a,b 1.40±0.30a,b 1.131 0.276 1.00±0.60a,b 0.90±0.50a,b 0.442 0.665

F 值 15.445 14.404 11.288 11.616 13.374 13.912

P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

注：a 示与同时间点对照组比较，P<0.05；b 示与同时间点模型组比较，P<0.05；c 示与同组 7 d 时比较，P<0.05；d 示与同组 14 d 时
比较，P<0.05。

图 8　RT-PCR 检测各时间点各组心肌组织 Col Ⅰ mRNA 表达　　M 为 Marker；1、4、7 分别为对照组 7、14、

28 d 条带；2、5、8 分别为模型组 7、14、28 d 条带；3、6、9 分别为干预组 7、14、28 d 条带。

表 3　各时间点各组心肌组织 CTGF mRNA 及 Col Ⅰ mRNA 的相对表达量比较　（x±s）

分组 n
CTGF mRNA

F 值 P 值
Col Ⅰ mRNA

F 值 P 值
7 d 14 d 28 d 7 d 14 d 28 d

对照组 8 1.20±0.11 1.31±0.34 1.18±0.08 0.943 0.405 1.09±0.15 1.29±0.14 1.03±0.07 1.881 0.177 

模型组 8 1.59±0.11a 1.71±0.10a,c 1.51±0.15a,d 5.461 0.012 1.58±0.11a 1.76±0.13a,c 1.88±0.08a,c,d 14.734 <0.001

干预组 8 1.39±0.16a,b 1.43±0.09a,b 1.40±0.13a,b 8.135 0.003 1.31±0.19a,b 1.49±0.09a,b 1.58±0.10a,b 8.367 0.002

F 值 8.513 31.126 8.148 9.595 13.898 71.629

P 值 0.002 <0.001 0.003 0.001 <0.001 <0.001

注：a 示与同时间点对照组比较，P<0.05；b 示与同时间点模型组比较，P<0.05；c 示与同组 7 d 时比较，P<0.05；d 示与同组 14 d 时
比较，P<0.05。

图 7　RT-PCR 检测各时间点各组心肌组织 CTGF mRNA 表达　　M 为 Marker；1、4、7 分别为对照组 7、14、

28 d 条带；2、5、8 分别为模型组 7、14、28 d 条带；3、6、9 分别为干预组 7、14、28 d 条带。

2.5　Western blot 检测 CTGF 及 Col Ⅰ蛋白表达

Western blot 检 测 心 肌 组 织 CTGF 蛋 白 的 表

达（图 9）。统计学结果提示 CTGF 蛋白与 CTGF 

mRNA 表达趋势一致（表 4）。

Western blot 检 测 心 肌 细 胞 Col Ⅰ 蛋 白 的

表 达（ 图 10）。 统 计 学 结 果 提 示 Col Ⅰ 蛋 白 与

Col Ⅰ mRNA 表达趋势一致（表 4）。

对照组、模型组和干预组小鼠心肌组织中均

有 Col Ⅰ mRNA 表达（图 8）。各时间点对照组

Col Ⅰ mRNA 的表达差异无统计学意义（P>0.05）；

模 型 组 7 d 时 Col Ⅰ mRNA 表 达 开 始 增 多，14 d

时 较 7 d 时 增 多，28 d 达 高 峰； 各 时 间 点 干 预

组 Col Ⅰ mRNA 的表达低于模型组，高于对照组

（P<0.05）。见表 3。
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图 9　Western blot 检测各时间点各组心肌组织 CTGF 蛋白的表达　　1、4、7 分别为对照组 7、14、28 d 条带；

2、5、8 分别为模型组 7、14、28 d 条带；3、6、9 分别为干预组 7、14、28 d 条带。

表 4　Western blot 检测各时间点各组心肌组织 CTGF 蛋白及 Col Ⅰ蛋白的相对表达量比较　（x±s）

分组 n
CTGF 蛋白

F 值 P 值
Col Ⅰ蛋白

F 值 P 值
7 d 14 d 28 d 7 d 14 d 28 d

对照组 8 0.81±0.21   1.14±0.20 0.86±0.22 2.135 0.143 0.92±0.25 0.89±0.27 1.08±0.11 1.767 0.195 

模型组 8 1.36±0.27a   1.72±0.32a,c 1.35±0.24a,d 4.539 0.023 1.39±0.20a 1.70±0.25a,c 1.95±0.07a,c,d 17.818 <0.001

干预组 8 1.07±0.24a,b   1.40±0.20a,b 1.12±0.19a,b 5.796 0.010 1.18±0.18a,b 1.18±0.24a,b 1.37±0.25a,b 8.038 0.003

F 值 5.286 6.145 6.017 5.226 10.342 18.783

P 值 0.013 0.007 0.008 0.016 0.001 <0.001

注：a 示与同时间点对照组比较，P<0.05；b 示与同时间点模型组比较，P<0.05；c 示与同组 7 d 时比较，P<0.05；d 示与同组 14 d 时
比较，P<0.05。

图 10　Western blot 检测各时间点各组心肌组织 Col Ⅰ蛋白的表达　　1、4、7 分别为对照组 7、14、28 d 条带；

2、5、8 分别为模型组 7、14、28 d 条带；3、6、9 分别为干预组 7、14、28 d 条带。

2.6　肥大细胞计数与 CTGF mRNA 相关性分析

模型组 7 d、14 d 时心肌组织中 CTGF mRNA

表达与肥大细胞计数（甲苯胺蓝染色）呈正相关

（r=0.439，P=0.049）（ 图 11）。 模 型 组 28 d 时

心肌组织中 CTGF mRNA 表达与肥大细胞计数（甲

苯胺蓝染色）无相关（r=-0.171，P=0.686）。

2.7　心肌组织 CTGF mRNA 与 Col Ⅰ mRNA 相

关性分析

模型组 7 d、14 d 时心肌组织 CTGF mRNA 与

Col Ⅰ mRNA 呈正相关（r=0.646，P=0.007）（图

12）； 模 型 组 28 d 时 心 肌 组 织 CTGF mRNA 与

Col Ⅰ mRNA 亦呈正相关（r=0.326，P=0.031）（图

13）。

肥大细胞计数（个 / 高倍镜视野）

图 11　模型组 7 d、14 d CTGF mRNA 与肥大细胞计

数（甲苯胺蓝染色）的相关图
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3　讨论

肥大细胞是机体重要的免疫细胞，在天然免

疫中可以吞噬和清除病原体、释放大量介质及募

集炎性细胞以启动早期的炎症反应。本实验中，

BALB/C 小鼠在感染 CVB3 后 7 d 可观察到肥大细

胞计数增高，14 d 时肥大细胞计数较前有所减少，

28 d 时肥大细胞计数仍高于对照组，与本课题组

前期研究结果一致 [1,3]。提示肥大细胞在心肌感染

CVB3 早期即参与炎症反应。在动物模型研究中发

现，肥大细胞可以被病原体直接激活或通过 Toll

样受体、Fc 受体或者补体受体等间接介导的机制

激活，参与纤维化过程 [4]。肥大细胞缺陷型小鼠模

型的组织病理学严重程度比非缺陷型轻，通过移

植肥大细胞至缺陷型小鼠，可使其病理学改变更

严重，佐证了肥大细胞参与的炎性细胞浸润及组

织坏死 [5]。

肥大细胞通过脱颗粒释放的多种生物活性介

质刺激心脏成纤维细胞增殖和胶原合成 [6]。CTGF

是肥大细胞脱颗粒释放的细胞因子之一 [7]。肥大细

胞促纤维化作用可能通过增加 CTGF 的合成促进纤

维母细胞增殖 [8] 等多种机制介导其与心肌细胞外

基质间相互作用，最终造成心肌纤维化。本实验中，

模型组小鼠肥大细胞计数与 7 d、14 d 时 CTGF 的

表达呈正相关，与 28 d 时 CTGF 的表达无相关性，

提示在病毒性心肌炎急性期和亚急性期肥大细胞

可能通过增加 CTGF 表达参与纤维的发展过程。进

入慢性期，肥大细胞数目减少，CTGF 表达仍高，

提示肥大细胞是作为调节 CTGF 的一个因素，心肌

纤维化的病理过程中机体内亦存在其他的机制参

与 CTGF 的表达。

本 研 究 中，BALB/C 小 鼠 在 感 染 CVB3 后，

CTGF 于 7 d 表达开始增加，于 14 d 达高峰，28 d

表达量较 14 d 时下降但仍高于对照组，提示其参

与机体早期的炎症反应，与李恒等 [9] 的研究结果

相符。研究证实，CTGF 与心肌纤维化严重程度

相关 [10]。Col Ⅰ的表达量亦从 7 d 时开始增高，于

28 d 时达高峰，且与 CTGF 的表达呈正相关，提

示 CTGF 是心肌纤维化的重要细胞因子之一。体外

研究发现组织损伤后，CTGF 具有单核细胞趋化效

应 [11]，通过核因子 -κB 提高细胞间黏附分子 -1、

单核细胞趋化蛋白 -1 诱导炎性细胞浸润 [12]，可诱

导心肌成纤维细胞向肌成纤维细胞的分化，并促

进Ⅰ型胶原和Ⅲ型胶原的表达，造成细胞外基质

胶原累积 [13]。动物模型研究发现 [14] 由微小 RNA

诱导 CTGF 基因沉默，心脏成纤维细胞表达趋化因

子、基质金属蛋白酶、细胞间接触蛋白等表达减少，

提示 CTGF 通过影响心肌成纤维细胞参与心肌纤维

化过程。本研究发现在心肌组织纤维化高峰期时

Col Ⅰ的表达达高峰，CTGF 的表达较高峰期下降，

这可能是因为纤维化是一个动态的过程，在炎症

急性期 CTGF 表达增高，促进成纤维细胞的转化及

Col Ⅰ的表达开启早期纤维化过程，已分化成的肌

成纤维细胞通过旁分泌、自分泌等调节细胞外基

质胶原蛋白的表达；进入慢性期，CTGF 仍促进成

纤维细胞增殖及分化，先后累积的肌成纤维细胞

使 Col Ⅰ进一步表达，细胞外胶原累积，造成慢性

期心肌纤维化、心肌重构；另外，慢性期心肌组

织的自我调节也可能减少 CTGF 的表达。

本研究结果显示曲尼司特使 VMC 小鼠心肌病

理积分、胶原容积分数、肥大细胞计数、CTGF 和

Col Ⅰ的表达降低，提示在心肌纤维化过程中曲尼

司特发挥有益效应，具有抗纤维化作用。既往研

图 12　 模 型 组 7 d、14 d CTGF mRNA 与 Col Ⅰ 

mRNA 相关图

图 13　模型组 28 d CTGF mRNA 与 Col Ⅰ mRNA 相

关图
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究发现肥大细胞稳膜定剂色甘酸钠可以减少 CTGF

的表达 [15]，张庆勇等 [16] 报道曲尼司特可以减轻肥

大细胞聚集和脱颗粒，降低 CVF，提示曲尼司特

可能通过抑制肥大细胞聚集、脱颗粒降低 CTGF 的

表达以发挥其抗纤维化效应。本课题组前期研究

发现 TGF-β1 参与心肌纤维化的发生发展 [1]。既往

研究发现在体内外 TGF-β1 和 CTGF 单独存在时均

不能导致持续性纤维化，当二者同时存在时才能

引起严重的纤维化改变。TGF-β1 可通过磷脂酰肌

醇 -3- 激酶 / 蛋白激酶（PI3K/Akt）依赖的 Smad 2

途径刺激 CTGF mRNA 的表达，曲尼司特可通过抑

制磷酸化的 Smad 2 的表达，从而减少 CTGF 的产

生 [17]。活化的成纤维细胞可大量表达 CTGF[18]，曲

尼司特能抑制非 TGF-β1 依赖的炎性因子诱导的成

纤维细胞向肌成纤维细胞增殖和分化 [19]，减少成

纤维细胞生成 TGF-β1，抑制 TGF-β1 诱导的 CTGF

的产生，进而减少肌成纤维细胞胶原蛋白的分泌。

近年来曲尼司特用于抗器官纤维化的研究，

本实验结果提示曲尼司特能抑制肥大细胞的聚集

及降低 CTGF 的表达以减轻 Col Ⅰ的沉积，具有减

轻小鼠心肌纤维化的效应。
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