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摘要 目的 探讨泛素羧基末端水解酶 L1 在小鼠心肌纤维
化发生发展中可能的分子机制。方法 雄性小鼠 ( 每组 6
只) 皮下植入缓释泵持续灌注血管紧张素Ⅱ( Ang Ⅱ) ，并给
小鼠腹腔注射 UCHL1 特异性抑制剂 LDN57444。14 d 后检
测小鼠心脏功能变化，天狼猩红染色方法检测小鼠心肌纤维
化程度。分离纯化小鼠心肌成纤维细胞，随机分为 3 组: 对
照组( 细胞 +培养基) 、P组( 细胞 +培养基 + PDGF-DD) 、PL
组( 细胞 +培养基 + PDGF-DD + LDN57444 ) ，荧光定量 PCＲ
检测 mＲNA表达水平，蛋白印迹法检测蛋白表达水平。结
果 动物实验中与对照组比较，Ang II灌注 2 周后小鼠收缩
压升高，心脏机构功能发生改变，应用 UCHL1 特异抑制剂
LDN57444 处理后可抑制 Ang II 诱导的这些作用，天狼猩红
染色心肌纤维化程度降低。qＲT-PCＲ 法显示 PL 组中Ⅰ型
胶原蛋白的 mＲNA 表达水平低于 P 组，P、PL 组中 UCH-L1
的 mＲNA表达水平高于对照组。Western blot法显示 P组中
PDGFＲβ /p-PDGFＲβ、UCH-L1、pＲb /Ｒb、Col Ⅰ的蛋白表达水
平均高于对照组，PL 组中 PDGFＲβ /p-PDGFＲβ、Col Ⅰ、
pＲB /ＲB 的蛋白表达量低于 P 组。染色质免疫共沉淀检测
显示 NF-κB蛋白调控下游 UCH-L1 基因转录。结论 UCH-
L1 参与调控小鼠的心脏成纤维细胞增殖，机制可能是通过
PI3K、AKT和 NF-κB信号轴通路调节 UCH-L1 表达，UCH-L1
调控下游 Ｒb蛋白的表达，通过调控细胞周期，抑制 UCH-L1
可减轻小鼠心肌纤维化。
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心肌纤维化是心肌因压力超负荷、缺血损伤或
代谢应激引起的严重病理表现，是多种心脏疾病的
最终进展结果，其病理学特点是心肌间质胶原的异
常沉积，心肌条索化最终瘢痕形成［1］。抑制心肌纤
维化对改善心血管系统疾病的预后降低病死率具有

重大意义。心肌纤维化的原因复杂，心肌纤维化发
生、发展的机制不清楚。心肌纤维化是一个急需解
决的临床问题。

泛素 －蛋白酶体系统是生物细胞内蛋白质降解
的主要途径，对维持细胞内蛋白质稳态，控制生命活
动有重大意义［2］。其中泛素羧基末端水解酶 L1
( UCH-L1) 是去泛素化酶家族的一个成员，UCH-L1
在某些心脏疾病发生后的心肌细胞和成纤维细胞内
都上调，所以 UCH-L1 上调可能在适应不良心脏重
塑和功能障碍中有重要的病理学意义［3］。但是
UCH-L1 在心肌纤维化进展中发挥什么样的作用和
具体的分子机制目前尚无研究。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 C57BL /6 雄性小鼠 40 只，体质量
为( 27 ± 3) g，由中国科学技术大学动物实验中心提
供，标准环境饲养，SPF级别。
1． 2 主要试剂 UCH-L1 特异性阻滞剂 LDN57444
购自美国 APExBIO 生物公司，外源性 PDGF-DD 购
自美国 PeproThech 公司，p-PDGFβ、PI3K、蛋白激酶
B、p65 兔单克隆抗体购自美国 Bioworld公司。
1． 3 方法
1． 3． 1 实验分组及干预 随机将 24 只小鼠分为 4
组，消毒皮肤，水合氯醛腹腔麻醉，皮下植入微量缓
释泵( Alzet 胶囊缓释泵) 持续给药，分别为 sham 组
［0. 9%氯化钠溶液1 000 ng / ( kg·min) ］; Ang Ⅱ组
［血管紧张素Ⅱ 1 000 ng / ( kg·min) ; LDN 组( sham
+ LDN组) 腹腔注射 LDN57444，40 μg / ( kg·d) ］;
Ang Ⅱ + LDN 组［血管紧张素Ⅱ 1 000 ng / ( kg·
min) ，腹腔注射 LDN57444，40 μg / ( kg·d) ］。小鼠
均清洁饲养 14 d，每天称重。
1． 3． 2 小鼠血压及心功能检测 Visitech BP-2000
尾袖系统隔天同一时间测定小鼠尾动脉血压并记
录。应用 M-mode超声心动仪测定小鼠心脏结构和
心功能变化，Vevo 2100 系统行经胸骨旁短轴超声检
查，连续分析至少 5 ～ 8 个心动周期并计算射血分
数，左室内径，左室后壁厚度，室间隔厚度等指标。
14 d 后处死小鼠并取出心脏称重，计算心脏质
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量 /体质量比值。
1． 3． 3 天狼猩红染色 第 14 天收集各组心脏组织
用 2%多聚甲醛在 41 ℃下固定 24 h，固定组织脱
水，石蜡包埋，制作 4 mm 厚切片，然后苦味酸天狼
猩红胶原染色法染色，心肌间质胶原面积与视野总
面积的比值用于胶原沉积的定量测量。
1． 3． 4 原代心肌成纤维细胞分离培养 将 1 ～ 2 d
小鼠心脏差速贴壁法分离纯化 CFs 传至第 3 代，分
为:对照组( 细胞 +培养基) 、P 组( 细胞 +培养基 +
20 ng /ml PDGF-DD ) 、PL 组 ( 细胞 + 培养基 + 20
ng /ml PDGF-DD + 40 μmol /L LDN57444 ) 。培养基
为含 10%胎牛血清的 HG/DMEM，培养条件为 5%
CO2、37 ℃。
1． 3． 5 实时荧光定量 PCＲ 检测各组 PI3K、AKT、
IκB 、UCH-L1、Ⅰ型胶原蛋白的 mＲNA 表达水平
取对数期生长的 CFs 接种到 6 孔板内，TＲIzol 法提
取细胞内 ＲNA，对各组样品目的基因进行扩增，引
物序列见表 1。

表 1 qＲT-PCＲ引物序列

基因 上游引物 下游引物
AKT1 CGCTTCTTTGCCAACATCGT ACACTCCATGCTGTCATCTTGA

PI3KCA GACCTGCACATGCTCTCCTT TGACCTCAGCAGAGGGACTTA

UCH-L1 CGGCCCAGCATGAAAACTTC TTATTGGCCACTGCGTGGAT

Col1a1 CCCAGCGGTGGTTATGACTT TCGATCCAGTACTCTCCGCT

IκB CTCAAGAAGGAGCGGTTGGT CCAAGTGCAGGAACGAGTCT

GAPDH TGACTTCAACAGCGACACCCA CACCCTGTTGCTGTAGCCAAA

1． 3． 6 Western blot 法检测各组 PDGFＲβ、p-
PDGFＲβ、pPI3K、PI3K、pAKT、AKT、UCH-L1、pＲb、
Ｒb、Col Ⅰ的蛋白表达水平 取对数期细胞分组后
条件干预继续孵育 24 h，PL 组加入 LDN57444 预处
理 2 h。使用含有蛋白酶抑制剂的 ＲIPA 裂解缓冲
液裂解 CFs，使用 15%的聚丙烯酰胺凝胶进行电泳
分离，然后转移到 PVDF 膜上。在室温下，5%脱脂
牛奶进行封闭 1 h。加入一抗( 1 ∶ 500) 4 ℃摇床过
夜，洗涤 3 次，每次 10 min。加入二抗( 1 ∶ 1 000) 室
温摇床孵育 2 h，洗涤 3 次，每次 10 min。所有蛋白
用 ECL试剂盒进行可视化。
1． 3． 7 染色质免疫共沉淀 TNF-α 处理心肌成纤
维细胞 1 h，用磷酸盐缓冲的生理盐水洗涤 2 次，在
37 ℃下用 1%甲醛交联 10 min，蛋白-DNA复合物用
NF-κB p65 抗体和正常兔 IgG 抗体免疫沉淀。纯化
后得到 DNA进行 qＲT-PCＲ分析。
1． 4 统计学处理 所有数据使用 SPSS 16. 0 软件

处理，数据以 珋x ± s 表示。双向 ANOVA 应用于超声
心动图数据的分析。通过使用未配对的 Student' s t
检验或单因素方差分析( ANOVA) 分析统计显著性。
用 GraphPad Prism 软件 ( 版本 6. 1 ) 进行分析，P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 动物实验中 UCHL1 抑制剂处理后改善 Ang
Ⅱ诱导的小鼠心脏功能障碍 在灌注 Ang Ⅱ前，各
组小鼠收缩血压约 14. 23 kPa。Ang Ⅱ组小鼠 2 周
后收缩血压增高，Ang Ⅱ + LDN 组小鼠血压相对于
Ang Ⅱ组没有变化。见图 1。通过超声心动图测量
结果显示 Ang Ⅱ灌注 14 d 后 Ang Ⅱ组小鼠射血分
数( EF% ) 、室间隔厚度、左室后壁厚度和短轴缩短
率( FS% ) 比 Sham 组增大，左室舒张内径比空白对
照组减小，在 Ang Ⅱ + LDN 组的小鼠中相对于 Ang
Ⅱ组则降低，左室内径增大。见图 2。说明抑制
UCHL1 可逆转 Ang Ⅱ灌注诱导的小鼠心脏重构。

图 1 各组小鼠尾监测的收缩压( n = 6)

2． 2 苦味酸天狼猩红染色心肌间质胶原测定 干
预 14 d后处死各组小鼠，取出心脏组织进行天狼猩
红染色，心肌间质内胶原纤维呈红色，正常心肌组织
呈黄色。结果显示 Ang Ⅱ组心肌间质胶原含量最
多，与 Sham组相比，Ang Ⅱ + LDN 组左心室切片天
狼猩红染色显示心肌纤维化程度降低，差异有统计
学意义( F = 29. 42，P ＜ 0. 05) 。见图 3。
2． 3 心肌成纤维细胞的生理学特性 经培养的心
肌成纤维细胞 90 min 开始贴壁生长，培养 24 h 后
CFs多呈梭形等形态，细胞排列紧密。培养至 5 代
后，细胞逐渐开始衰老，细胞开始变大，增殖能力变
弱，并可观察到多核细胞。分离纯化得到的 CFs 行
波形蛋白免疫荧光染色阳性率 ＞ 90%。见图 4。
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图 2 各组小鼠超声心动图评价心脏结构和功能变化( 珋x ± s，n = 6)

A: 各组小鼠心脏彩超; B:射血分数; C:心脏质量体质量比; D:左心室短轴缩短指数; E: 舒张期室间隔厚度; F: 左室舒张期内径; G: 舒张期

左室后壁厚度; H:收缩期室间隔厚度; I:左室收缩期内径; J: 收缩期左室后壁厚度; 与 Sham 组比较: * P ＜ 0. 05; 与 Sham + LDN 组比较: #P ＜

0. 05

图 3 天狼猩红染色分析小鼠左心室血管周围和心脏间质纤维化变化( 珋x ± s，n = 6，× 200)

与 Sham组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 Sham + LDN组比较: #P ＜ 0. 05

图 4 光镜下原代心肌成纤维细胞形态及鉴定
A:心肌成纤维细胞原代培养 2 代后荧光显微镜下观察波形蛋白免疫荧光染色 × 200，vimentin 蛋白呈现红色荧光; B: 细胞核 DAPI 染色 ×

200; C: Merge
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2． 4 心肌成纤维细胞中各组荧光定量 PCＲ检测结
果 心肌成纤维细胞原代培养 3 代后，UCH-L1 抑
制剂 LDN减轻 PDGF-DD诱导的心肌纤维化，q-PCＲ
进一步检测结果显示 LDN组 PI3K、AKT、IκB 、UCH-
L1 的 mＲNA水平相对于 PDGF组没有降低，LDN组
的 Col Ⅰ的 mＲNA 水平相对于 PDGF 组降低 ( F =
13. 67，P ＜ 0. 05) 。见图 5。
2． 5 Western blot 检测结果 Western blot 结果显
示 LDN组 UCH-L1 的蛋白表达量相对于 PDGF-DD
组没有变化，检测 PI3K /AKT 信号通路中显示蛋白
水平和磷酸化水平相对于 Vehicle 组增高，其中
LDN 组 p-PDGFＲβ /PDGFＲβ、pPI3K /PI3K、pＲB /
ＲB、Col I的蛋白表达量相对于 PDGF-DD组降低( P
＜ 0. 05) 。见图 6。
2． 6 心肌成纤维细胞中加入 NF-κB活化特异性抑
制剂后 UCH-L1 蛋白表达水平 体外培养心肌成

纤维细胞后给予 20 ng /ml PDGF-DD诱导，继续培养
48 h 后加入不同浓度的 NF-κB 活化特异性抑制剂
吡咯烷二硫代氨基甲酸铵 ( PDTC) ，Western blot 法
检测 UCH-L1 的蛋白表达量降低，差异有统计学意
义( F = 30. 58，P ＜ 0. 01) 。见图 7。
2． 7 染色质免疫共沉淀结果 TNF-α 处理心肌成
纤维细胞 1 h 后，分别加入 p65 抗体和对照 IgG 抗
体沉淀后行 PCＲ定量分析，使用引物扩增包含不同
κB结合位点 ( KBS1 和 KBS2 ) 的 UCH-L1 启动子
DNA，通过实时 PCＲ 分析对共沉淀的 DNA 和相应
的输入 DNA 进行定量，NF-κB 的结合序列 KBS1 和
KBS2 调控下游 UCH-L1 的表达。见图 8。

3 讨论

心肌纤维化发生的机制复杂，心脏间质中活化
的心肌成纤维细胞转化为肌成纤维细胞，在多种细

图 5 各组 PI3K、AKT、IκB、UCH-L1 的 mＲNA相对表达水平
( 珋x ± s，n = 3)

1: Vehicle组; 2: PDGF-DD 组; 3: PDGF-DD + LDN 组; 与 Vehicle

组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 PDGF-DD组比较: #P ＜ 0. 05
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图 6 各组蛋白相对表达水平( 珋x ± s，n = 3)

1: Vehicle组; 2: PDGF-DD组; 3: PDGF-DD + LDN组; 与 Vehicle组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与 PDGF-DD组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

胞因子的作用下主要分泌Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白，导
致胶原沉积与分解失衡，与心肌纤维化进展密切相
关［4］。UCH-L1 在心血管疾病中的研究［5］甚少，主
要分布于神经系统、生殖系统和泌尿系统，是调控细
胞生物活动的重要调节剂，然而在心血管疾病发生
后，心脏细胞发生炎症反应，胶原沉积修复组织，在
心脏间质细胞中可检测到 UCH-L1 被上调，UCH-L1
可能在调节适应不良的心脏重塑和心脏肥大进而转
变为心力衰竭，最后发展成心肌纤维化［6］。该研究
在 Ang Ⅱ诱导的小鼠心肌纤维化模型中，给予
UCH-L1 的特异性抑制剂 LDN57444 后小鼠的心功
能和心脏结构改善，说明 UCH-L1 确实参与心肌纤
维化的进程，且 LDN57444 可有效改善心脏功能。
在 PDGF-DD诱导的小鼠心肌成纤维细胞纤维化中，
通过 qＲT-PCＲ 可检测到 UCH-L1 的 mＲNA 相对常
规培养的心肌成纤维细胞增高，差异有统计学意义，
且给予 UCH-L1 的特异性抑制剂后，CFs 中胶原蛋
白分泌减少，纤维化指标减少，这表明 LDN57444 确

实有减轻心肌纤维化的作用。
NF-κB是炎症和氧化应激的关键调节因子，直

接调节各种心脏疾病状态，包括心肌梗死、缺血 /再
灌注损伤、肥厚和充血性心力衰竭，过去积累的证
据［7］表明 NF-κB 信号传导途径在心脏炎症中起重
要作用。NF-κB 对心肌肥厚有重要作用，而阻断
NF-κB可使心肌肥厚减轻。NF-κB的阻断通过调节
ECM蛋白阻止心肌肥厚，提示 NF-κB在心脏纤维化
中发挥重要作用［8］。心肌纤维化过程中信号通路
复杂，其中 PDGFＲ-β /PI3K /Akt 信号通路是重要的
细胞信号转导途径［9］，心肌成纤维细胞向肌成纤维
细胞转化与其密切相关。既往研究［10 － 12］表明
PI3K /Akt 信号通路在心脏心梗后促进新生血管形
成有重要作用。该研究表明通过 PDGF-DD 诱导心
肌成纤维细胞增殖分化，通过成纤维细胞膜上
PDGFＲβ受体，调节下游 PI3K /AKT /NF-κB信号轴，
给予 NF-κB活化抑制剂吡咯烷二硫代氨基甲酸铵
( PDTC ) 后UCHL1的蛋白表达量减少。PDTC可通
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图 7 在 PDTC的不同浓度组
UCH-L1 蛋白的相对表达水平( 珋x ± s，n = 3)

与 Vehicle组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 8 UCH-L1 基因的启动子区域存在 NF-κB应答原件
A: UCH-L1 基因相关的转录起始位点 NF-κB结合序列( KBS1 和

KBS2) 的位置被示出，转录起始位点显示为线箭头; B: TNF-α 处理 1

h的细胞中加入抗 p65 抗体沉淀和对照 IgG抗体沉淀染色质的定量
PCＲ分析; 与未用细胞因子处理的对照组比较: * P ＜ 0. 05，
＊＊P ＜ 0. 01

过抑制 IκB磷酸化来抑制 NF-κB 的作用，降低下游
细胞因子的表达。生物信息学分析显示，UCH-L1
的启动子区域具有公认的 NF-κB 结合元件，染色质
免疫共沉淀实验结果也显示 UCH-L1 受上游 － 290
bp、－ 118 bp 处启动子序列 KBS1、KBS2 调控，而
KBS1、KBS2 是 NF-κB特异性结合的序列。

视网膜母细胞瘤肿瘤抑制蛋白( Ｒb 蛋白) 是一
种真正的多功能蛋白，不仅具有潜在的肿瘤抑制功
能，还是控制细胞增殖的重要环节［13］。不同的刺激
信号最终通过 Ｒb 磷酸化和去磷酸化调节，进而引
导其控制的 E2F 转录因子的活性［14］。该研究表明
UCH-L1 参与 Ｒb 蛋白的翻译后调控来应对血小板
源生长因子对心肌成纤维细胞的增殖反应。

该研究中 PDGF-DD 刺激心肌成纤维细胞后，
UCH-L1 的 mＲNA和蛋白表达增高，与对照组比较，
下游胶原蛋白分泌增加，且信号轴通路上 PDGFＲβ、
PI3K、AKT的 mＲNA和蛋白增加，说明 PDGF-DD 可
促进 UCH-L1 的表达。UCH-L1 是 DUBs 家族中重
要一员，该研究中提示 UCH-L1 是心肌炎症向心肌
纤维化转变的重要纽带，对于深入研究心肌炎症和
心肌纤维化之间的关系有着重要的意义，药理学抑
制剂( LDN 57444) 具有特异抑制 UCHL1 的功能，能
够阻断预先建立的心肌纤维化的进一步发展。泛素
系统在心脏疾病中的作用和肌成纤维细胞生物学功
能对心肌纤维化的研究有重大意义，UCH-L1 的药
物靶向治疗也为心肌纤维化的防治提供一个新的研
究方向。
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Effect of inhibiting ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase L1 on myocardial fibrosis in mice

Gong Zheng，Ma Likun，Ye Qing，et al
( Dept of Cardiology，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the role of ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L1 ( UCHL1) in the occur-
rence and development of myocardial fibrosis in a mouse model． Methods Male mice ( n = 6 per group) were con-
tinuously perfused with angiotensin II ( Ang II) for 14 days to establish a mouse myocardial fibrosis model． UCHL1
specific inhibitor LDN57444 was injected intraperitoneally into these mice． Blood pressure was measured at the
tail． The change in cardiac structure was evaluated by M-mode echocardiography． The severity of myocardial fibro-
sis was assessed after sirius red staining． The primary mouse myocardial fibroblasts were randomly divided into 3
groups: control group，P group ( PDGF-DD) and PL group ( PDGF-DD + LDN57444) ． The mＲNA and protein
expressions were detected by qＲT-PCＲ and Western blot． Ｒesults Compared with the control group，the mean sys-
tolic pressure increased significantly and the cardiac structure and function changed in the animals treated with Ang
II． Treatment with UCHL1 specific inhibitor LDN57444 could significantly inhibit the above Ang II-induced effects，
and the severity of myocardial fibrosis decreased markedly． The mＲNA expression of type I collagen in the PL group
was markedly lower than that in the P group，the mＲNA expression of UCH-L1 in the P and PL groups was signifi-
cantly higher than that in the control． The protein expression levels of PDGFＲβ /pPDGFＲβ，UCH L1，pＲb /Ｒb，
and Col Ⅰ in the P group was significantly higher than those in the control group ，the protein expression levels of
PDGFＲβ / pPDGFＲβ，ColⅠ and pＲb /Ｒb in the PL group was markedly lower than those in the P group． Chroma-
tin immunoprecipitation assay confirmed NF-κB regulated the transcription of downstream UCH-L1． Conclusion
UCH-L1 is involved in the regulation of mouse cardiac fibroblasts proliferation． In this process， the
PI3K /AKT /NF-κB pathway regulates the expression of UCH-L1 and then regulates downstream Ｒb protein expres-
sion，which subsequently regulates the cell cycle to affect the proliferation of cardiac fibroblasts． Inhibiting UCH-L1
can reduce myocardial fibrosis in mice．
Key words myocardial fibrosis; ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1; nuclear factor κB; retinoblastoma tumor
suppressor protein
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