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【摘要】  目的　探讨骨髓干细胞动员抑制大鼠心肌纤维化的机制与转化生长因子（TGF-β）介导的非经典通路的关

系。方法　22只Wistar大鼠通过皮下注射异丙肾上腺素（isoproterenol，Iso)建立心肌纤维化模型后，随机分为对照组

（Con组）和动员组（GT组），GT组大鼠皮下注射重组人粒细胞刺激因子(rhG-CSF)，连续注射5 d，对照组同期皮下注射生理

盐水。末次注射4周后，行HE和Masson染色观察两组大鼠心肌结构，ELISA法检测血清B型利钠肽（BNP）质量浓度，免疫组

化染色观察心肌组织中Ⅲ型胶原表达，Western blot检测组织Ⅰ型胶原、TGF-β、转化生长因子激酶1( TAK1 )、丝裂原活化

蛋白激酶激酶(MKK)、p38丝裂原活化蛋白激酶(p38MAPK)的蛋白水平。结果　与对照组相比，GT组大鼠血清BNP质量

浓度降低(P<0.01)；Masson染色胶原沉积减少，胶原面积比值下降(P<0.01)；Western blot检测Ⅰ型胶原、TGF-β、TAK1、

MKK3、p38MAPK表达较对照组均降低（P<0.05）。结论　骨髓干细胞动员可改善大鼠心肌纤维化的程度，这种抗心肌纤

维化的作用与抑制TGF-β/TAK1/MKK/p38MAPK通路有关。
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【Abstract】   Objective　To  observe  the  relationship  between  the  mechanism  of  bone  marrow  stem  cell
mobilization mediated the myocardial fibrosis inhibition in rats and the non-classical pathway mediated by transforming
growth  factor-β (TGF-β). Methods　Twenty  two  Wistar  rats  were  subcutaneously  injected  with  isoproterenol  (Iso)  to
establish the model of myocardial fibrosis, and then were randomly divided into control group and granulocyte colony-
stimulating factor (G-CSF)-treat group (GT group). The rats in GT group were subcutaneously injected with recombinant
human granulocyte stimulating factor for 5 days, and the control group was injected with normal saline. After 4 weeks, the
myocardial  structure  was  observed by pathological  staining,  the  content  of  serum B type natriuretic  peptide  (BNP) was
detected by ELISA ,  the expression of type Ⅲ collagen was detected by immunohistochemistry staining and the protein
expression level of typeⅠcollagen, TGF-β, transforming growth factor kinase 1 (TAK1), mitogen-activated protein kinase
kinase (MKK) and p38 mitogen-activated protein kinase (p38MAPK) was determined by Western blot. Results　Compared
with the control group, the serum BNP level, Masson staining collagen deposition, collagen area ratio and the expression
of  typeⅠcollagen,  TGF- β,  TAK1,  MKK3 and p38MAPK in the  GT group were  lower  than those  in  the  control  group.
Conclusion　Bone marrow stem cell mobilization can alleviate the degree of myocardial fibrosis in rats, which is related
to the inhibition of TGF- β/TAK1/MKK/p38MAPK pathway.
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心肌纤维化与多种疾病密切相关，其病理生理特点

是细胞外基质（extracellular matrix，ECM）成分在心肌间

质内过量沉积，引起心室壁弹性减弱，收缩及舒张功能受

损，最终引起心力衰竭[1]。ECM沉积包括胶原增生、成纤

维细胞大量增殖两方面，在心脏疾病的晚期，胶原增生并

相互交联，加重心肌纤维化[2]。在对心肌纤维化信号通路

的研究中发现，转化生长因子（TGF-β）的作用最明显[3]，

其通过TGF-β/Smad激活的经典通路和TGF-β/TAK1激活

的非经典通路[4-7]，刺激细胞因子和胶原蛋白表达，引起胶

原在心肌间质沉积，发生纤维化的改变。

粒细胞集落刺激因子(granulocyte colony-stimulating

factor, G-CSF)可刺激骨髓中的干细胞大量进入外周血
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中。目前的研究已证实，骨髓间充质干细胞独特的“归

巢”作用[8-9]，使其可以迁移到心肌坏死部位，通过旁分泌

和多向分化特性，加速分化为血管内皮细胞[10]，减少凋亡

细胞表达[11]，发挥保护心脏的作用。

目前G-CSF动员骨髓干细胞抑制心肌纤维化的研究

中，机制也多见于对肾素 -血管紧张素 -醛固酮系统

（RAAS）或TGF-β经典通路的探讨，参与TGF-β非经典通

路的研究则较少。因此，本研究通过皮下注射异丙肾上

腺素（isoproterenol，Iso)建立心肌纤维化大鼠动物模型，

观察重组人粒细胞刺激因子(rhG-CSF)对模型大鼠心肌

纤维化的影响，并探讨其影响机制。

1     材料及方法

1.1    实验动物

清洁级Wistar雄性大鼠，体质量180～200 g，购于维

通利华实验动物有限公司。动物实验遵循我国《实验动物

福利伦理审查指南（GB/T 35892 2018）》提出的原则与要求。

1.2    试剂及仪器

Iso（上海嘉禾），重组人粒细胞刺激因子注射液（北京

双鹭），D M E M / F 1 2培养基、胰蛋白酶、P B S缓冲液

（Hyclone公司），胎牛血清(Gibco公司)，大鼠Ficoll分离液

(天津灏洋)，流式细胞仪（Beckman Counlter公司），B型利

钠肽（BNP)ELISA试剂盒(科特生物)，Masson染色试剂盒

（南京建成），RIPA裂解液、BCA蛋白定量试剂盒（博士德

公司），Ⅰ型胶原、TGF-β、转化生长因子激酶1( TAK1 )、

丝裂原活化蛋白激酶激酶(MKK)、p38丝裂原活化蛋白激

酶(p38MAPK)蛋白的一抗(兔抗Ⅲ型胶原多克隆抗体，

Abcam)，蛋白二抗(山羊抗兔IgG，EASYBIO-101)，DAB显

色液(中杉公司)，ECL发光液(康为世纪)，凝胶发光仪

(protein, 型号FluorChem E)，酶标仪(Bietek，型号Epoch)。

1.3    心肌纤维化模型建立与分组

将22只Wistar大鼠标号，于每日固定时间背部皮下注

射Iso 4 mg/(kg·d)，连续注射10 d，构建心肌纤维化模型，

同时正常喂养Wistar大鼠2只以后期对照观察。10 d后，

正常饲养的2只大鼠和随机抽取的2只Iso注射大鼠经腹腔

注射麻醉后取心脏，行HE染色观察心肌结构改变，剩余

20只动物按随机数字表法分为动员组（GT组）及对照组

（Con组），每组10只，动员组给予背部皮下注射rhG-CSF

50 μg/(kg·d)，连续注射5 d，对照组同期皮下注射等体积生

理盐水，末次给药结束后正常喂养4周进行后续检测。

1.4    外周血白细胞计数、单个核细胞分离培养及干细胞

表面抗原检测

G-CSF能动员骨髓中的造血干细胞和骨髓干细胞，

因此可通过计数外周血白细胞（WBC）数量，了解骨髓动

员的情况。在动员前及动员第5天，两组大鼠分别于尾静

脉采血0.5 mL，稀释后用血细胞计数仪检测外周血WBC

数，取平均值。在动员第5天，每组选择3只大鼠，剪尾尖

取血5 mL，采用非密度梯度离心法(使用大鼠淋巴细胞分

离液)分离外周血中的单个核细胞，吸取分离液中灰白色

的界面，10%完全培养基重悬后进行细胞培养，用培养的

第3代单个核细胞通过流式细胞仪检测干细胞表面抗原。

因对照组外周血的粒细胞数量在动员前后并无变化，外

周血分离培养过程中，未见灰白色界面的单个核细胞层

面，后续以空白培养基对照。

1.5    动脉血BNP水平及心脏HE和Masson染色

大鼠麻醉固定后，消毒皮肤，剪开腹腔后使用取血

针腹主动脉取血并静置1 h，4 ℃离心机中3 000 r/min离

心15 min，吸取上清液－20 ℃保存。按照ELISA说明书

操作步骤，采用双抗体夹心法，取血液上清液检测血清

BNP质量浓度。同时迅速剪开胸腔摘取心脏，用冰生

理盐水冲洗，在心脏最大横径下方约2 mm处横切，上

半部分置于体积分数为4%多聚甲醛中固定，下半部分

剪去右心室及室间隔部分，置于冻存管内液氮冻存。

固定24 h后，组织块脱水，石蜡包埋切片(6 μm)，脱蜡后

梯度酒精复水，行HE和Masson染色，在Masson切片上

随机选取5个无重叠视野，Image-pro软件计算每个视野

胶原容积分数（CVF），CVF以胶原所占面积/视野总面

积计算，取平均值。

1.6    心肌免疫组化染色检测Ⅲ型胶原表达

心肌组织块切片脱蜡复水，pH6.0柠檬酸盐微波热修

复15 min，自然冷却，滴加3%过氧化氢阻断内源性过氧化

物酶，避光孵育10 min后，山羊血清封闭30 min甩去，滴加

兔抗Ⅲ型胶原多克隆抗体，稀释比例为1:500，置于湿盒中

4℃孵育过夜后室温复温，冲洗后滴加生物素标记的山羊

抗兔IgG，室温孵育后漂洗，滴加HRP标记链霉素卵白素

工作液再孵育后，加入DAB显色液以显色。光镜下切片

的棕褐色颗粒为阳性结果，每个切片取4个视野拍照，用

Image-pro软件对每个视野进行分析并计算阳性染色的

强度，以平均光密度（累积光密度/组织面积）代表组织中

Ⅲ型胶原蛋白的相对表达量。

1.7    Western blot检测Ⅰ型胶原、TGF-β、TAK1、MKK、

p38MAPK的蛋白表达

提取所有大鼠心脏总蛋白后，用BCA蛋白定量盒测

定组织蛋白浓度，SDS-PAGE电泳法分离蛋白，转到

PVNF膜表面，5%脱脂奶粉封闭，室温孵育1 h，加入

0.5%脱脂牛奶稀释后的一抗和GADPH一抗至4℃冰箱静
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置过夜，抗体滴度参考说明书。漂洗后加入稀释后的二

抗(山羊抗兔IgG)室温下孵育，最后采用ELC法检测目的

条带，在凝胶发光仪中拍照并测定目的蛋白和内参

GADPH蛋白灰度值，以目的蛋白/GADPH蛋白灰度的比

值为目的蛋白的相对表达量。

1.8    统计学方法

x̄计量资料以 ±s表示。组间比较采用两独立样本t检

验，P<0.05为差异有统计学意义。

2     结果

2.1    Iso诱导大鼠心肌纤维化改变

HE染色(图1)显示，连续皮下注射Iso 10 d后，大鼠心

肌细胞结构排列错乱，间质胶原纤维大量增生，相互交织

成网，呈纤维化改变，证明心肌纤维化模型构建成功。

2.2    G-CSF刺激模型大鼠外周血WBC计数及干细胞鉴定

根据WBC计数结果（表1），GT组大鼠的外周血粒细

胞数量在动员治疗后升高，与治疗前比较差异有统计学

意义(P<0.01)；动员第5天后，GT组的粒细胞计数较对照

组也升高（P<0.01）；而对照组在动员前后，外周血粒细胞

计数无明显变化。

流式结果显示（图2，图中的横坐标为脉冲信号，红色

部分为相应抗体标记表达阳性的细胞，绿色部分为表达

阴性的细胞）：GT组大鼠外周血粒细胞表面标志CD29、

CD90强阳性（CD29、CD90的表达量分别为98.47%和

99.1%），CD45阴性（表达量为2.61%），表达结果符合骨髓

干细胞表面抗原表达的特点，由此证明模型大鼠被动员

后，外周血中的单个核细胞主要是骨髓干细胞。

2.3    动员后GT组大鼠血清BNP质量浓度降低

动员治疗后，GT组大鼠血清BNP质量浓度低于对照

组（图3），两组间差异有统计学意义（P<0.05）。

2.4    G-CSF动员后大鼠心肌病理形态改善

HE染色结果（图4A、4B）显示，对照组大鼠在末次注

射后4周，心肌细胞结构破坏明显，间质纤维大量增生，排

列紊乱；经粒细胞刺激因子动员的GT组心肌间质结构有

所改善，纤维化程度减轻。

Masson染色（图4C、4D）可见：与对照组相比，GT组

心肌间质的胶原纤维表达减少，胶原沉积程度显著减轻；

GT组CVF值（0.1171±0.024）低于对照组（0.3465±0.109），

x̄表 1    两组大鼠外周血粒细胞动员情况比较（ ±s）

x̄Table 1    Comparison of granulocytes in two groups of rats（ ±s）

Group n
Granulocyte/(×109 L－1)

Before mobilization After mobilization

Control 10 8.48±2.56 8.42±2.20

GT 10 8.25±3.65 68.52±10.22##，**

　##P<0.01, vs. granulocyte before mobilization in GT group; **P<0.01, vs.
control group

 

 
图 1  正常大鼠(A)与Iso诱导心肌纤维化大鼠(B)心肌病理结构。HE ×40

Fig 1  Pathological results of normal rats (A) and Iso-induced myocardial
fibrosis rats (B). HE ×40
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图 2  外周血粒细胞流式分析结果

Fig 2  Results of granulocyte flow cytometry

CD90 is labeled with PE fluorescence as well as CD45, and CD29 is labeled

with FITC fluorescence. Flow cytometry analysis indicate positive markers

(CD90, CD29) and a negative marker (CD45) of BMSCs
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图 3  动员后大鼠血清BNP质量浓度

Fig 3  BNP mass concentration in two groups

*P<0.05, vs. control group (n=10)
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两组间差异有统计学意义（P<0.05），见图5。

2.5    G-CSF动员后大鼠心肌Ⅲ型胶原沉积减轻

结果显示（图6）：对照组心内膜下可见明显阳性表

达，Ⅲ型胶原蛋白在间质内弥漫性增生（平均光密度值为

0.038 0±0.036）；GT组阳性表达（0.019 8±0.029）减少，胶原

蛋白沉积减轻，但两组之间差异无统计学意义。

2.6    心肌Ⅰ型胶原纤维蛋白表达结果

Western blot检测示(图7)：与对照组（1.577±0.117）相

比，GT组的Ⅰ型胶原蛋白表达（0.887±0.212）减少，差异具

有统计学意义(P<0.05)。

2.7    大鼠TGF-β/TAK1/MKK3/p38MAPK通路蛋白的表达

动员治疗后4周，Western blot检测结果（图8）显示：与

对照组相比，GT组TGF-β、TAK1蛋白以及MKK3、p38MAPK

蛋白表达下降，差异有统计学意义(P<0.05)。

图 4  动员后大鼠心肌组织病理结构。 ×40

Fig 4  Myocardial pathological structure of rats in two groups after
mobilization.  ×40

A: Control group (HE stainning); B: GT group (HE stainning);  C: Control

group (Masson stainning); D: GT group (Masson stainning)
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图 5  两组大鼠CVF值比较

Fig 5  Comparison of CVF between two groups

*P<0.05, vs. control group (n=10)

图 6  大鼠心肌Ⅲ型胶原免疫组化表达结果。 ×40

Fig 6  Expression of Col Ⅲ IHC in two groups. ×40

A: Control group; B: GT group
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图 7  两组大鼠Ⅰ型胶原蛋白表达

Fig 7  Expression of Col Ⅰ protein in two groups
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图 8  动员后大鼠心肌中TGF-β/TAK1非经典通路蛋白表达

Fig 8  Expression of TGF-β/TAK1 non-classical pathway protein in rat myocardium after mobilization

*P<0.05, **P<0.01, vs. control group (n=10)
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3     讨论

以往研究表明各种原因引起心肌损伤后，RAAS、

TGF-β、血小板衍生因子（PDGF）等细胞因子和炎症介质

通过复杂的分子通路，调控或分泌纤维化过程的关键因

子或直接作用于心肌成纤维细胞[12]，引起胶原纤维过度

增生，造成心肌纤维化。建立心肌纤维化模型的方法有

冠状动脉结扎法、主动脉缩窄法、自发性高血压大鼠心

肌纤维化模型等[13]，经典的皮下注射Iso方法通过激活交

感神经和心脏RAS系统，使心肌收缩增强，心率明显加

快，持续的心脏耗氧量增加造成心肌损伤[14]，另外Iso与β-

AR结合后可激活炎症因子白细胞介素（IL）-8级联反应[15]，

也与心肌纤维化有关。本实验采用连续10 d皮下注射

4 mg/(kg·d)Iso的方法构建心肌纤维化模型，心肌病理染

色显示连续注射10 d后的大鼠心肌细胞结构排列紊乱，

胶原纤维在心内膜坏死一侧大量沉积交织成网，出现纤

维化的改变，证明建模方式可靠。

G-CSF是一种有效的骨髓刺激因子，其可动员骨髓

中的干细胞进入外周血液[16]，使循环池中干细胞的数量

迅速增高，有研究显示细胞刺激因子动员骨髓后，外周血

单个核细胞数量可增加至动员前16倍，而干细胞数量增

多是其趋化和分化的基础。本实验中皮下注射G-CSF第

5天时WBC计数达到高峰，已达到干细胞充分动员的效

应。进一步对外周静脉血分离并培养其中的单个核细

胞，流式细胞检测证实细胞表面C D 2 9、C D 9 0阳性，

CD45阴性，符合骨髓干细胞的表达特点，由此可证明，G-

CSF在刺激骨髓达到充分动员效果后，外周血中干细胞数

量迅速升高，且主要的细胞为骨髓间充质干细胞，内源性

动员可以达到干细胞治疗效果的数量需求。以往对骨髓

间充质干细胞的研究已经证实，骨髓干细胞具有独特的

向缺血损伤区迁移的“归巢”功能[9, 17-18]，目前认为与心肌

坏死部位的炎症细胞浸润、细胞因子和趋化因子释放有

关，归巢相关的趋化因子和炎症相关因子比如肿瘤坏死

因子-α（TNF-α）、IL-8互相作用[18]，通过激活多条通路，调

节干细胞向心肌损伤部位迁移，发挥心肌保护作用。本

研究在干细胞归巢特性的基础上，通过动员骨髓干细胞

大量进入外周血干预心肌纤维化大鼠，结果表明：在动员

治疗后，心肌损伤部位的胶原沉积程度减轻，心肌结构改

善；Ⅰ型、Ⅲ型胶原纤维蛋白表达减少，提示G-CSF动员

骨髓干细胞可以抑制坏死部位的胶原纤维过度增生，延

缓心肌纤维化的进展；另外，对血清BNP的检测发现，动

员后BNP的质量浓度与对照组相比下降，BNP是心功能

异常的敏感性指标，BNP水平随着心功能的改善而逐渐

降低。表明G-CSF动员治疗在减轻纤维化基础上，可以

改善心力衰竭。

对于G-CSF动员干细胞抗心肌纤维化的研究，当前

多集中于TGF-β/Samd经典通路，对TGF-β/TAK1非经典

通路的研究较少，后者与TβRⅡ结合，磷酸化激活丝裂原

激活的蛋白激酶TAK1，活化的TAK1是下游MKK3-

p38MAPK信号通路激活的必要分子，激活的信号通路发

生级联反应，调控ECM相关的转录因子和染色体重组蛋

白，促进胶原增生和纤维化进展[19-20]。在粒细胞刺激因子

充分动员骨髓干细胞后，血液中的骨髓干细胞向心肌损

伤部位迁移，抑制心肌纤维化进展，为研究其抗心肌纤维

化可能的机制，本研究取大鼠的心肌组织行蛋白检测，结

果显示：与对照组相比，G-CSF动员治疗的大鼠心肌TGF-

β蛋白表达低于对照组，下游TAK1-MKK3-p38MAPK通路

蛋白表达水平也低于对照组大鼠，说明骨髓干细胞动员

可以抑制TGF-β致纤维化的作用，并且也抑制其介导的

非经典通路TAK1/MKK/p38MAPK，从而延缓心室重塑的

进展。

综上所述，G-CSF动员自体骨髓干细胞可以减轻

Iso诱导的心肌纤维化，其机制与骨髓干细胞动员后归巢

于梗死区域，抑制TGF-β/TAK1/MKK/p38MAPK的非经

典通路作用有关。
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