
网络出版时间：２０２４－０３－２１１７：２５：４９　网络出版地址：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２４．０３．００９

双氢青蒿素对非小细胞肺癌细胞诱导的
ＣＤ８＋Ｔ细胞抗肿瘤免疫应答的影响

王南楠１，刘　宇１，凌惠娟１，牛　可１，朱亚玉１，陈礼文２

２０２４－０１－１５接收

基金 项 目：安 徽 省 高 校 自 然 科 学 研 究 重 点 项 目 （编 号：

２０２３ＡＨ０５３１７０）；安徽省临床医学研究转化专项项目

（编号：２０２３０４２９５１０７０２００１９）

作者单位：安徽医科大学第二附属医院１检验科、２输血科，合肥　

２３０６０１

作者简介：王南楠，女，硕士研究生；

陈礼文，男，副教授，主任技师，博士生导师，责任作者，Ｅ

ｍａｉｌ：ｃｈｅｎｌｉｗｅｎ＠ａｈｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

摘要　目的　探讨青蒿素衍生物双氢青蒿素（ＤＨＡ）对非小
细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）细胞诱导的ＣＤ８＋Ｔ细胞抗肿瘤免疫功能
的调控作用。方法　将 ＮＳＣＬＣ细胞系 Ａ５４９细胞分为二甲
基亚砜（ＤＭＳＯ）对照组和 ＤＨＡ处理组；分别用 ＤＭＳＯ和不
同浓度的ＤＨＡ（２５、５０和１００μｍｏｌ／Ｌ）处理 Ａ５４９细胞，根据
半抑制浓度（ＩＣ５０）选择最适浓度的 ＤＨＡ处理 Ａ５４９细胞０、
２４、４８、７２ｈ；ＣＣＫ８法和集落形成实验检测ＤＨＡ对Ａ５４９细
胞增殖和集落形成能力的影响；密度梯度离心法分离健康个

体外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ），经黏附贴壁法去除单核细
胞，随后与丝裂霉素Ｃ预处理的 Ａ５４９细胞按照１０∶１比例
共培养，２周后采用流式细胞术分别检测 ＣＤ８＋Ｔ细胞比例
及其穿孔素和颗粒酶Ｂ的表达水平。结果　与对照组相比，
２５、５０和１００μｍｏｌ／ＬＤＨＡ处理２４ｈ后的Ａ５４９细胞增殖的
抑制率均升高（Ｐ＜００１）；ＤＨＡ对Ａ５４９细胞的ＩＣ５０为４６２６
μｍｏｌ／Ｌ；依据ＩＣ５０浓度检测５０μｍｏｌ／ＬＤＨＡ处理 Ａ５４９细胞
０、２４、４８、７２ｈ的细胞抑制率分别为 １５３％、５３５０％、
６３８４％和６９９１％，分别与前一观察时间点即０、２４和４８ｈ
相比，细胞抑制率均增高（Ｐ＜００１）；集落形成实验结果显
示，与对照组相比，ＤＨＡ处理组的 Ａ５４９细胞集落形成数减
少（Ｐ＜００１）；流式细胞术结果显示，与对照组相比，ＤＨＡ预
处理组的Ａ５４９细胞在共培养体系中诱导的 ＣＤ８＋Ｔ细胞的
比例、表达穿孔素和颗粒酶Ｂ的ＣＤ８＋Ｔ细胞比例均更高（Ｐ
＜００１）。结论　ＤＨＡ能够抑制 ＮＳＣＬＣ细胞生长，促进
ＮＳＣＬＣ细胞诱导的ＣＤ８＋Ｔ细胞抗肿瘤免疫应答。
关键词　双氢青蒿素；非小细胞肺癌；肿瘤免疫；ＣＤ８＋Ｔ细
胞；穿孔素；颗粒酶Ｂ
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　　肺癌是一种发病率和病死率均高的疾病。据统

计［１］，每年全球大约有 ２００万例新增肺癌病例和
１８０万肺癌死亡病例，其中约一半发生在亚洲。在
２０２０年，中国约有８５万例新确诊肺癌病例和７１５
万例肺癌死亡病例［２］。肺癌中８０％ ～８５％为非小
细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）。中
晚期ＮＳＣＬＣ患者主要使用放化疗、免疫治疗和靶向
药物治疗等手段，这些全身治疗方法虽然能给患者

带来较好的治疗效果，但也存在明显的毒副作用。

目前，从中草药中开发毒性低、疗效高的抗癌药物是

包括ＮＳＣＬＣ在内的肿瘤治疗药物研究的热点。
青蒿素是一种从已知的中草药黄花蒿中提取出

的化合物，双氢青蒿素（ｄｉｈｙｄｒｏａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ，ＤＨＡ）是
该化合物的第一代衍生物［３］，１９７３年屠呦呦 等［４］

用硼氢化钠还原青蒿素并合成了ＤＨＡ，它具有强大
的抗疟活性以及低毒性和安全性。近年来，青蒿素

及ＤＨＡ等药物被发现在包括肺癌在内的多种癌症
中发挥抗癌作用，但其具体的抗癌机制仍需进一步

探究。该研究旨在探讨ＤＨＡ对ＮＳＣＬＣ细胞生长及
其诱导的ＣＤ８＋Ｔ细胞免疫应答的调控作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要材料　ＮＳＣＬＣ细胞系Ａ５４９细胞（上海
富恒生物技术有限公司）；外周血来源于同一健康

志愿者；ＲＰＭＩ１６４０培养基（上海源培生物科技股份
有限公司，货号：Ｌ２１０ＫＪ）；胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公
司，货号：１００９１１４８）；ＣＣＫ８试剂盒、０２５％胰酶消
化液、１％青－链霉素、二甲基亚砜ＤＭＳＯ（上海碧云
天生物技术有限公司，货号：Ｃ００３７、Ｃ０２０１、ＳＴ４８８Ｓ、
ＳＴ０３８）；ＤＨＡ（美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司，货号：Ｓ２２９０）；人
外周血淋巴细胞分离液（Ｆｉｃｏｌｌ）、０１％结晶紫染液
（北京索莱宝科技有限公司；货号：Ｐ８９００、Ｇ１０６２）；
ＣＤ３单抗（德国 Ｎｏｂｉｍｐｅｘ公司，货号：Ｂ１０４０００５）；
抗人ＣＤ３ＦＩＴＣ、抗人穿孔素ＰＥ和抗人颗粒酶素 Ｂ
ＰＣ５．５（美国 ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司，货号：３００４０５、３０８１９５、
３７２２１１）；抗人 ＣＤ８ＡＰＣ（武汉 Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ公司，货
号：ＥＡＢＦ１１１０Ｅ）；固定破膜剂（美国赛默飞世尔科
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技公司，货号：８８８８２４）；丝裂霉素Ｃ（美国ＧｌｐＢｉｏ公
司，货号：ＧＣ１２３５３）；重组人白介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２，
ＩＬ２）（美国Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司，货号：２０００２）；
１．１．２　主要仪器　ＣＯ２细胞培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司，型号：ＨＦ９０／ＨＦ２４０）；多功能酶标仪（济南爱
来宝仪器设备有限公司，型号：ＳＴ９６０）；流式细胞仪
（美国贝克曼库尔特公司，型号：ＣｙｔｏＦＬＥＸ）
１．２　方法
１．２．１　实验药物配置　ＤＨＡ用ＤＭＳＯ充分溶解并
配置成５０ｍｍｏｌ／Ｌ的母液，－２０℃保存；ＩＬ２开盖
前以１００００～１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ，用ＰＢＳ充分溶
解，配置成５００００Ｕ／ｍｌ的溶液，－２０℃保存。
１．２．２　Ａ５４９细胞培养　Ａ５４９细胞使用含１０％的
胎牛血清和１％青－链霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养基在
３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中培养，待到细胞密度长至
８０％～９０％左右进行传代，后续实验采用第３代细
胞。

１．２．３　ＣＣＫ８实验　将Ａ５４９细胞以５×１０３个／孔
接种于９６孔板中，置于培养箱中贴壁过夜，对照组
和ＤＨＡ组分别加入 ＤＭＳＯ和不同浓度的（２５、５０、
１００μｍｏｌ／Ｌ）ＤＨＡ培养２４、４８、７２ｈ，配置 ＣＣＫ８试
剂与ＲＰＭＩ１６４０培养基混合溶液（１∶１０），弃去９６
孔板中的旧培养基，在 ３个不同待测时间均加入
１００μｌ／孔的ＣＣＫ８混合液，置于３７℃培养箱反应１
ｈ，酶标仪检测各孔４５０ｎｍ处的吸光度值并计算细
胞抑制率和半抑制浓度（ｈａｌｆｍａｘｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｅ，ＩＣ５０），根据 ＩＣ５０分析和实验结果选择最适
宜的浓度和处理时间，后续实验ＤＨＡ处理组均采用
该浓度和时间。

１．２．４　集落形成实验　将 Ａ５４９细胞分为对照组
和ＤＨＡ组，铺到６孔板上，贴壁过夜后，分别予以
ＤＭＳＯ和５０μｍｏｌ／Ｌ（即 Ａ５４９细胞 ＩＣ５０临近浓度）
的ＤＨＡ处理２４ｈ，胰酶消化，用 ＲＰＭＩ１６４０培养基
重悬，调整细胞浓度为１×１０３个／孔并接种于新６
孔板中，３７℃培养箱中培养８ｄ，弃去旧培养基，１
ｍｌ／孔甲醇固定３０ｍｉｎ，０１％结晶紫染液１ｍｌ／孔染
色３０ｍｉｎ，染色结束后拍照，用 ＩｍａｇｅＪ软件计算集
落形成数，实验重复３次。
１．２．５　Ａ５４９细胞与淋巴细胞共培养　１０μｇ／ｍｌ丝
裂霉素预处理对照组、ＤＨＡ组（５０μｍｏｌ／Ｌ）Ａ５４９细
胞２５ｈ，胰酶消化重悬后调整细胞浓度为５×１０４

个／ｍｌ，加入提前用１μｇ／ｍｌＣＤ３单抗预包被的１２
孔板中，放入培养箱中等待Ａ５４９细胞贴壁。用ＥＤ

ＴＡ管抽取健康志愿者新鲜血液２０ｍｌ，缓慢加入Ｆｉ
ｃｏｌｌ分离液中并形成明显的分层界面，室温下２５００
ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ。离心后用无菌巴氏吸管小心吸
取白膜层，即淋巴细胞层，ＰＢＳ洗涤细胞后离心３
次，每次１５００ｒ／ｍｉｎ、１０ｍｉｎ，得到外周血单个核细胞
（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣ）。将 ＰＢ
ＭＣ用ＲＰＭＩ１６４０培养基重悬并接种于培养皿中，
培养箱静置培养１５ｈ后吸取上清液并分离出淋巴
细胞，调整细胞浓度为５×１０５个／ｍｌ，加入经预处理
的Ａ５４９细胞并建立１ｍｌ共培养体系，每２ｄ添加
２００Ｕ／ｍｌ的ＩＬ２并进行１次半量换液，培养２周。
１．２．６　流式细胞术检测ＣＤ８＋Ｔ细胞的数量及功能
　吸取上述共培养的１２孔板中培养液，１０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ后去上清液，加入配置好的 ＣＤ８ＡＰＣ、
ＣＤ３ＦＩＴＣ抗体稀释液（１∶２０），避光孵育 １５ｍｉｎ。
使用固定破膜试剂对 Ｔ淋巴细胞进行固定破膜，然
后加入颗粒霉素ＢＰＣ５５和穿孔素ＰＥ抗体稀释液
（１∶２０），避光条件下室温反应１５ｍｉｎ，ＰＢＳ重悬细
胞，于流式细胞仪上机完成流式细胞检测，实验重复

３次。
１．３　统计学处理　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９软件进
行数据分析及绘图，使用 ＩｍａｇｅＪ软件对图片结果进
行量化，结果以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素
方差分析，两组间比较采用 ｔ检验，Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　ＤＨＡ对Ａ５４９细胞生长的影响　ＣＣＫ８法检
测结果显示，与 ０μｍｏｌ／Ｌ的 ＤＭＳＯ对照组抑制率
（２０１％）相比，２５、５０和 １００μｍｏｌ／Ｌ的 ＤＨＡ对
Ａ５４９细胞 ２４ｈ增殖的抑制率分别为 ２３５６％、
５３５０％和９１２６％，均高于对照组（ｔ＝６７５、１８４３、
３３１７，均Ｐ＜００１）。见图１Ａ。计算出 Ａ５４９细胞
的 ＩＣ５０为 ４６２６μｍｏｌ／Ｌ。接着比较 ＩＣ５０临近浓度
（５０μｍｏｌ／Ｌ）ＤＨＡ处理 Ａ５４９细胞在不同时间的细
胞抑制率，结果显示２４、４８、７２ｈ的细胞抑制率分别
为５３５０％、６３８４％和６９９１％，呈现时间依赖性增
加（ｔ＝６１３５、１２３５、７３３，均 Ｐ＜００１）。见图１Ｂ。
进一步采用集落形成实验检测 ＤＨＡ对 Ａ５４９细胞
的作用，结果显示，ＤＨＡ处理２４ｈ后的 Ａ５４９细胞
集落形成明显减少（ｔ＝－８９７，Ｐ＜００１）。见图
１Ｃ、Ｄ。以上结果表明ＤＨＡ以时间依赖方式和浓度
依赖方式抑制Ａ５４９细胞的生长。
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图１　ＤＨＡ对 Ａ５４９细胞的生长的影响

Ａ：不同浓度ＤＨＡ处理２４ｈ对Ａ４５９细胞的细胞抑制率；Ｂ：５０μｍｏｌ／ＬＤＨＡ处理０、２４、４８、７２ｈＡ５４９细胞抑制率的比较；Ｃ：５０μｍｏｌ／Ｌ的

ＤＨＡ处理２４ｈ后培养８ｄ的集落形成实验结晶紫染色图；Ｄ：集落形成实验结果比较；与０μｍｏｌ／Ｌ比较：Ｐ＜００１；与０ｈ比较：＃＃Ｐ＜００１，

与２４ｈ比较：＆＆Ｐ＜００１；与４８ｈ比较：Ｐ＜００１；与对照组比较：△△Ｐ＜００１

２．２　ＤＨＡ处理对 Ａ５４９细胞诱导的 ＣＤ８＋Ｔ细胞
增殖的影响　流式细胞术检测结果显示，与对照组
相比，５０μｍｏｌ／ＬＤＨＡ处理组的ＣＤ８＋Ｔ细胞数量上
升。见图２Ａ。对照组和 ＤＨＡ处理组的 ＣＤ８＋Ｔ细
胞的比例分别为 ５１９５％ ±２７７％和 ７３５８％ ±
５７７％，其差异具有统计学意义（ｔ＝５８６，Ｐ＜
００１）。见图２Ｂ。表明ＤＨＡ预处理的ＮＳＣＬＣＡ５４９
细胞能够刺激ＣＤ８＋Ｔ细胞的生长。

２．３　ＤＨＡ处理对共培养体系中 ＣＤ８＋Ｔ细胞的抗
肿瘤免疫应答的影响　流式细胞术检测结果显示，
对照组和ＤＨＡ处理组表达穿孔素的ＣＤ８＋Ｔ细胞比
例分别为０６２％ ±０５４％和 ４４６％ ±００５％。见
图３Ａ、Ｂ。表达颗粒酶 Ｂ的 ＣＤ８＋Ｔ细胞比例分别
为２６３±０５６％和９６７±０７０％。见图３Ｃ、Ｄ。与
对照组相比，ＤＨＡ处理组的 ＣＤ８＋Ｔ细胞表达的穿
孔素和颗粒酶Ｂ水平均明显提升（ｔ＝１３５８、１２３５，

图２　流式细胞术检测两组ＣＤ８＋Ｔ细胞比例

Ａ：共培养体系中对照组、ＤＨＡ组流式细胞术检测ＣＤ８＋Ｔ细胞数量；Ｂ：共培养体系中对照组、ＤＨＡ组 ＣＤ８＋Ｔ细胞的量化结果比较；与对

照组比较：Ｐ＜００１
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图３　流式细胞术检测ＣＤ８＋Ｔ细胞功能

Ａ：对照组、ＤＨＡ组ＣＤ８＋Ｔ细胞表达穿孔素的水平；Ｂ：对照组、ＤＨＡ组ＣＤ８＋Ｔ细胞表达穿孔素的量化结果，Ｃ：对照组、ＤＨＡ组ＣＤ８＋Ｔ细

胞表达颗粒酶Ｂ的水平；Ｄ：对照组、ＤＨＡ组ＣＤ８＋Ｔ细胞表达颗粒酶Ｂ水平的量化结果；与对照组比较：Ｐ＜００１

均Ｐ＜００１）。以上结果均表明 ＤＨＡ预处理的
ＮＳＣＬＣＡ５４９细胞能够诱导 ＣＤ８＋Ｔ细胞的抗肿瘤
免疫功能。

３　讨论

　　本研究结果表明，ＤＨＡ能够抑制 ＮＳＣＬＣ的生
长和集落形成能力。Ｌｉａｏｅｔａｌ［５］研究表明，ＤＨＡ能
够通过将 ＮＳＣＬＣＡ５４９细胞的细胞周期停滞于 Ｇ１
期来抑制细胞增殖并诱导细胞凋亡。Ｈａｎｅｔａｌ［６］研
究结果表明，ＤＨＡ能诱导细胞铁死亡从而刺激内质
网应激和ＤＮＡ损伤，最终促进癌症免疫原性细胞死
亡，同时，ＤＨＡ还能激活免疫细胞，在 ＮＳＣＬＣ荷瘤
小鼠中表现出优异的抗癌疗效。胡冰琪 等［７］研究

表明，ＤＨＡ能够抑制 ＮＳＣＬＣ的迁移、侵袭和血管生
成拟态。这些都证明了 ＤＨＡ能够通过多种机制发
挥抗肿瘤作用。此外，ＤＨＡ还对多种肿瘤具有抗癌
效果。例如，Ｒａｃ１ｓｉＲＮＡ可通过抑制核因子 κＢ活
化来促进 ＤＨＡ对结肠癌的抗癌作用［８］，ＤＨＡ还能
通过增加肝癌细胞内活性氧的水平从而促进肝癌细

胞凋亡［９］。另外，ＤＨＡ还能通过调节细胞周期蛋白
的信号传导来抑制胃癌细胞的生长和侵袭［１０］。以

上研究均表明ＤＨＡ具有广泛抑制肿瘤的作用，很可
能是癌症治疗的新方向。

ＣＤ８＋Ｔ细胞在抗肿瘤免疫应答中起到重要作
用，ＣＤ８＋Ｔ细胞的浸润增加表明可能产生有效的抗
肿瘤免疫反应。本研究结果显示ＤＨＡ处理的Ａ５４９
细胞能够明显提升 ＣＤ８＋Ｔ细胞的比例，这表明
ＤＨＡ处理的 Ａ５４９细胞能够诱导抗肿瘤免疫。Ｈｕ
ｅｔａｌ［１１］研究表明，在建立的 ＮＳＣＬＣ小鼠模型中，
ＤＨＡ能够通过抑制共信号分子 ＣＤ２７６的表达来抑
制ＮＳＣＬＣ的增殖和侵袭，且对健康组织无明显毒副
作用，另外，该研究还表明，ＤＨＡ能够通过阻断 Ｂ７
Ｈ３来诱导肿瘤中ＣＤ８＋Ｔ细胞的浸润。Ｈａｎｅｔａｌ［１２］

实验结果也表明，在结直肠癌中，ＤＨＡ以诱导细胞
铁死亡的方式抑制肿瘤生长并增强了 ＣＤ８＋Ｔ细胞
的肿瘤浸润能力，此外，ＤＨＡ还能够增强程序性死
亡受体配体１免疫检查点抑制剂的疗效。这些研
究结果均表明ＤＨＡ能够刺激肿瘤微环境中 ＣＤ８＋Ｔ
细胞的浸润，与本研究结果一致。

本研究还表明 ＤＨＡ处理的 Ａ５４９细胞能够刺
激ＣＤ８＋Ｔ细胞表达穿孔素和颗粒酶Ｂ，诱导ＣＤ８＋Ｔ
细胞的抗肿瘤免疫应答。活化的细胞毒性 Ｔ淋巴
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细胞（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，ＣＴＬ）是体内最有效的
免疫效应细胞，能通过多种途径发挥抗肿瘤免疫效

应。一般认为，肿瘤免疫中 ＣＴＬ主要通过两种途径
诱导肿瘤细胞死亡，即穿孔素 －颗粒酶途径和 Ｆａｓ
ＦａｓＬ途径［１３］。Ｚｈａｎｇｅｔａｌ［１４］研究结果显示，在黑色
素瘤肺转移的小鼠模型中，ＤＨＡ增加了肿瘤中 ＣＴＬ
的浸润及其颗粒酶 Ｂ分泌的水平，研究结果在一定
程度上与本研究一致。也有其他研究［１５］证明，在胰

腺癌中，适当浓度的ＤＨＡ有利于Ｔ细胞亚群的扩增
并上调穿孔素和颗粒酶 Ｂ的表达。但 ＤＨＡ诱导
ＣＤ８＋Ｔ细胞免疫应答的具体机制仍不清楚，细胞因
子在其中发挥的作用也仍待进一步研究。

综上所述，本研究表明 ＤＨＡ能够抑制 ＮＳＣＬＣ
细胞的增殖，同时 ＤＨＡ促进了 ＮＳＣＬＣＡ５４９细胞
ＣＤ８＋Ｔ细胞抗肿瘤免疫应答。该研究结果为 ＤＨＡ
在ＮＳＣＬＣ治疗中的应用提供了实验依据，ＤＨＡ可
能会成为肿瘤免疫治疗的新策略。
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内皮素１调控 ＳＯＣＣ／ＴＧＦβ参与房颤大鼠发生心房纤维化
贾卓然１，代曼玉１，梁士楚２，吴　健１，薛杨诚１，张定欣１，沈　兵３，赵　韧１

摘要　目的　探讨内皮素１（ＥＴ１）对心房颤动（ＡＦ）大鼠心
房纤维化的作用和机制。方法　１４只成年雄性 ＳＤ大鼠随
机分配为对照（ＮＣ）组、房颤（ＡＦ）组；采用连续１周每日尾
静脉注射１次氯化钙 －乙酰胆碱混合液０１ｍｌ／１００ｇ的方
法建立ＡＦ大鼠模型，ＮＣ组同等方式注射等量生理盐水；各
组均在第１天及第８天记录窦性或 ＡＦ心电图，超声心动图
监测心房大小和心功能；采用 ＨＥ染色及 Ｍａｓｓｏｎ染色观察
心房组织纤维化情况；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测心房组织中
内皮素１（ＥＴ１）、Ⅰ型胶原（ＣＯＬⅠ）、转化生长因子（ＴＧＦ）
β、钙库操纵性钙通道（ＳＯＣＣ）蛋白Ｏｒａｉ１和基质相互作用分
子１（ＳＴＩＭ１）的表达；培养小鼠心房肌细胞 ＨＬ１细胞，以梯
度浓度的ＥＴ１处理２４ｈ后，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法观察 ＨＬ１
细胞ＥＴ１／ＳＯＣＣ／ＴＧＦβ信号通路中 ＴＧＦβ、Ｏｒａｉ１及 ＳＴＩＭ１
蛋白表达变化；利用ｓｉＲＮＡ转染方法敲低ＨＬ１细胞中Ｏｒａｉ１
表达，以合适浓度的 ＥＴ１处理细胞２４ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＨＬ１细胞中 ＴＧＦβ蛋白的表达情况。结果　与 ＮＣ组相
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比，超声心动图显示ＡＦ大鼠心脏左房内径（ＬＡＤ）增加（Ｐ＜
００５）；ＨＥ和Ｍａｓｓｏｎ染色结果显示ＡＦ组大鼠心房组织纤维
化（Ｐ＜００５），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果提示 ＡＦ组心房组织中
ＥＴ１、Ｏｒａｉ１、ＳＴＩＭ１、ＴＧＦβ、ＣＯＬⅠ蛋白表达较ＮＣ组增加（Ｐ
＜００５）。ＥＴ１处理ＨＬ１细胞后，ＨＬ１细胞 Ｏｒａｉ１、ＳＴＩＭ１、
ＴＧＦβ蛋白表达增多（Ｐ＜００５）。敲低 ＨＬ１细胞中 Ｏｒａｉ１
表达后，ＥＴ１的处理不再使 ＴＧＦβ的表达上调。结论　ＡＦ
大鼠心房组织ＥＴ１表达增多，并通过ＥＴ１／ＳＯＣＣ／ＴＧＦβ信
号通路促进心房纤维化。

关键词　内皮素１；心房颤动；心房纤维化；Ｏｒａｉ１；基质相互
作用分子１；ＴＧＦβ；ＨＬ１细胞
中图分类号　Ｒ５４１７
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　　心房颤动（ａｔｒｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ，ＡＦ）是最常见的心
律失常，我国成年人 ＡＦ患病率为１６％，较之前明
显升高［１］。心房结构重构和电重构引发并维持ＡＦ，
目前认为，心房纤维化是 ＡＦ主要病理基础，但心房
纤维化的发生发展的机制研究缺乏，对于心房纤维

化的有效干预靶点仍有待探究。内皮素系统在维持

心血管稳态中发挥重要作用，是治疗心血管系统疾

病的重要靶标之一。大量研究［２－４］发现，ＡＦ患者外
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