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瑞舒伐他汀对风湿性心脏病伴心房颤动患者心房成纤维细胞体外

增殖与凋亡的影响
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摘要：　目的　探讨瑞舒伐他汀对风湿性心脏病伴心房颤动（ＡＦ）患者心房成纤维细胞体外增殖与凋亡的影响。
方法　选择２０１８年１～１２月在新乡医学院第一附属医院心血管外科确诊为风湿性心脏病伴永久性ＡＦ患者５０例为
研究对象，获取患者左心耳组织并应用Ｍａｓｓｉｏｎ染色观察其纤维化程度；分离左心耳组织中成纤维细胞，将细胞分为
对照组、１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１瑞舒伐他汀（ＲＯＳ）组、１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ组、１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ组、１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋
１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１焦磷酸法尼酯（ＦＰＰ）组、１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组、１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１

ＦＰＰ组，分别加入含对应上述终浓度药物的达尔伯克改良伊格尔培养基（ＤＭＥＭ）１００μＬ，共培养７２ｈ，对照组细胞加
入等量含体积分数１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ。采用３（４，５二甲基噻唑２）２，５二苯基四氮唑溴盐法测各组成纤维细
胞的增殖情况，Ｅｄｕ法测各组成纤维细胞ＤＮＡ合成率，实时荧光定量聚合酶链反应法检测各组成纤维细胞中凋亡相
关基因的表达。结果　风湿性心脏病伴ＡＦ颤患者左心耳组织出现明显的成纤维细胞增生并伴有部分心肌细胞的凋
亡和溶解，胶原容积分数为（１０．２５±１．１０）％。各干预组细胞的增殖能力均低于对照组（Ｐ＜００５），１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋
１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组、１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组、１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组细胞增
殖能力均高于对应浓度 ＲＯＳ组（Ｐ＜００５）。各干预组细胞 ＤＮＡ合成率均低于对照组（Ｐ＜００５），１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１

ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组、１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组、１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组
细胞ＤＮＡ合成率均高于对应浓度ＲＯＳ组（Ｐ＜００５）。各干预组细胞抗凋亡基因Ｂｃｌ２和凋亡抑制蛋白１（ＩＡＰ１）相
对表达量均低于对照组（Ｐ＜００５），促凋亡基因 Ｂａｘ和 Ｓｍａｃ相对表达量均高于对照组（Ｐ＜００５）；１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１

ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组、１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组、１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组
细胞抗凋亡基因Ｂｃｌ２和ＩＡＰ１的相对表达量均高于对应浓度ＲＯＳ组（Ｐ＜００５），促凋亡基因Ｂａｘ和Ｓｍａｃ的相对表
达量均低于对应浓度ＲＯＳ组（Ｐ＜００５）。结论　风湿性心脏病伴 ＡＦ患者的左心房组织出现明显的纤维化，ＲＯＳ可
以抑制体外培养成纤维细胞的增殖并促进其凋亡。
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ｔｈｅＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｒａｔｅｏｆｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｉｎ１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰｇｒｏｕｐ，１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１

ＦＰＰｇｒｏｕｐ，１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰｇｒｏｕｐｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎＲＯＳ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｎｔｉａｐｏｐｔｏｓｉｓｇｅｎｅｓＢｃｌ２ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ１（ＩＡＰ１）ｉｎ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｉｎａｌｌｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏａｐｏｐｔｏｔｉｃ
ｇｅｎｅｓＢａｘａｎｄＳｍａｃｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ａｎｄＩＡＰ１ｉｎｔｈｅ
１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰｇｒｏｕｐ，１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰｇｒｏｕｐ，１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋
１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰｇｒｏｕｐｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎＲＯＳｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢａｘａｎｄＳｍａｃｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎＲＯＳｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ
ＴｈｅｒｅｉｓｏｂｖｉｏｕｓｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｔｈｅｌｅｆｔａｔｒｉｕｍｔｉｓｓｕｅｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｒｈｅｕｍａｔｉｃｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅａｎｄＡＦ，ａｎｄｔｈｅＲＯＳｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｉｔｓａｐｏｐｔｏｓｉｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｒｈｅｕｍａｔｉｃｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ；ａｔｒｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ；ｒｏｓｕｖａｓｔａｔｉｎ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　心房颤动（ａｔｒｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ，ＡＦ）是一种较常见
的心律失常类型，也是多种器质性心脏疾病的常见

症状之一。心脏结构学和电学重构与 ＡＦ的发生、
发展密切相关，患者晚期的心房组织常出现心肌细

胞凋亡及细胞外基质纤维化等改变［１］。他汀类药

物是目前临床应用最为广泛的一线降脂药物，主要

通过抑制羟甲基戊二酰辅酶 Ａ还原酶活性而发挥
作用，在心脑血管疾病治疗中尤为重要。近年来，越

来越多的研究证实，他汀类药物不但具有抗氧化、抗

炎、抗血小板功能，同时又具有抑制成纤维细胞增

殖、生长及分泌合成等功能，在改善心肌纤维化病变

进程中起重要作用［２３］。本研究主要探讨瑞舒伐他

汀（ｒｏｓｕｖａｓｔａｔｉｎ，ＲＯＳ）对风湿性心脏病伴ＡＦ患者左
心房成纤维细胞体外增殖及凋亡的影响，以期为该

类患者临床治疗药物的选择提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　心脏左心耳组织的获取　选择２０１８年０１月
至２０１８年１２月在新乡医学院第一附属医院心血管
外科确诊为风湿性心脏病伴永久性 ＡＦ患者５０例
为研究对象，入选者均符合２０１９年《欧洲心脏协会
房颤指南》的诊断及手术治疗标准，且均需住院治

疗并行左心耳切除手术。术中获取患者心脏左心耳

组织，无菌磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，

ＰＢＳ）反复冲洗，部分组织采用４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛
溶液保存用于组织病理染色，另一部分组织液氮保

存用于细胞培养。本研究经医院医学伦理委员会审

核通过，并与患者及家属签订知情同意书。

１．２　主要试剂与仪器　ＲＯＳ购自上海阿斯利康制药
有限公司（国药准字 Ｊ２０１７０００８），高糖达尔伯克改良
伊格尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，
ＤＭＥＭ）、胎牛血清、胰蛋白酶和Ⅱ型胶原酶购自美国
Ｇｉｂｃｏ公司，焦磷酸法尼酯（ｆａｒｎｅｓｙｌｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
ＦＰＰ）购自上海玉博生物科技有限公司，５乙炔基２′
脱氧尿嘧啶核苷（５ｅｔｈｙｎｙｌ２′ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，Ｅｄｕ）细胞
增殖检测试剂盒购自广州锐博生物科技股份有限公

司，Ｍａｓｓｏｎ染色试剂盒购自北京博奥拓达科技有限公
司，兔抗人波形蛋白单克隆抗体购自美国ＣＳＴ公司，
３（４，５二甲基噻唑２）２，５二苯基四氮唑溴盐法
［３（４，５ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ２ｙｌ）２，５ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ
ｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ］细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒购自
北京碧云天生物科技有限公司，ＴＲＩｚｏｌ购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，实时荧光定量聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ｑＲＴＰＣＲ）试剂盒购自北京天根生化科技有限公司；
ＣＯ２恒温培养箱购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，酶标仪购自
上海闪谱科技有限公司。

１．３　左心耳组织纤维化程度检测　左心耳组织经
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４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛充分固定、石蜡包埋及切片后，按
照Ｍａｓｓｏｎ染色试剂盒操作说明进行染色。每张切片
在无血管区域随机选择５个不重复视野（×４００），用
ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ６．０软件分析胶原容积分数（ｃｏｌｌａｇｅｎ
ｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎ，ＣＶＦ），ＣＶＦ＝胶原组织面积／整个视
野面积×１００％。
１．４　左心耳组织成纤维细胞分离及培养　参考徐
忠诚等［４］方法利用差速贴壁法分离左心耳组织中

成纤维细胞。左心耳组织用无菌 ＰＢＳ缓冲液反复
冲洗并剪碎，依次加入含０．０７ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶和
０．０４ｇ·Ｌ－１Ⅱ型胶原酶的消化液，３７℃反复消化，
收集组织消化悬液并加入含体积分数１０％胎牛血
清的ＤＭＥＭ培养基，充分混悬后３０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心１０ｍｉｎ，弃上清液，加入含体积分数１０％胎牛血
清的ＤＭＥＭ培养基，置于３７℃含体积分数５％ ＣＯ２
培养箱内培养９０ｍｉｎ，贴壁细胞即为成纤维细胞，经
兔抗人波形蛋白单克隆抗体免疫组织化学鉴定纯度

达９５％以上。所有实验采用第２代心脏成纤维细
胞，并经血清饥饿１２ｈ使其细胞周期一致。
１．５　实验分组及各组处理措施　取对数生长期成
纤维细胞接种于９６孔细胞培养板内（５×１０７Ｌ－１，
每孔１００μＬ），置于３７℃含体积分数５％ＣＯ２培养
箱继续培养，２４ｈ后吸弃培养基，将细胞分为对照
组、１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ组、１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ组、
１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ组；１０－５ ｍｏｌ· Ｌ－１ ＲＯＳ＋
１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ ＦＰＰ组、１０－６ ｍｏｌ· Ｌ－１ ＲＯＳ＋
１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组、１０－７ ｍｏｌ· Ｌ－１ ＲＯＳ＋
１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组，分别加入含对应上述终浓度
药物的ＤＭＥＭ１００μＬ，进行共培养７２ｈ，对照组细
胞加入等量含体积分数 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ。
每组设８个复孔，取均值。
１．６　ＭＴＴ法测成纤维细胞的增殖情况　取“１．５”
项中培养的各组细胞，于药物共培养结束前４ｈ时
每孔加入５ｇ·Ｌ－１ＭＴＴ２０μＬ，置于３７℃含体积分
数５％ＣＯ２培养箱继续培养４ｈ后终止，吸弃培养
基，无菌ＰＢＳ缓冲液冲洗３遍，每孔加入１５０μＬ二
甲基亚砜，充分振荡混匀，酶标仪测４９０ｎｍ波长处
吸光度值。吸光度值越大，细胞增殖能力越强。

１．７　Ｅｄｕ法测成纤维细胞ＤＮＡ合成率　取“１．５”
项中培养的各组细胞，严格按照 Ｅｄｕ试剂盒说明书
进行操作。于药物共培养结束前 ２ｈ每孔加入
１００μＬ含５０μｍｏｌＥｄｕ的完全培养液，继续培养２ｈ
后吸弃上清液，无菌 ＰＢＳ缓冲液反复清洗去除未结
合的Ｅｄｕ分子，加入２００μＬ４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛室
温固定３０ｍｉｎ，无菌 ＰＢＳ缓冲液反复清洗后加入
２ｇ·Ｌ－１甘氨酸溶液 ５０μＬ，脱色摇床室温孵育

５ｍｉｎ后弃去上清液，加入２００μＬ渗透剂（体积分数
０．５％ＴｒｉｔｉｏｎＸ１００）通透，无菌ＰＢＳ缓冲液清洗后加
入１００μＬ１×Ａｐｏｌｌｏ染色反应液，室温孵育１５ｍｉｎ
后弃去上清液，加入１×Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２反应液，室温
避光下脱色摇床孵育 ３０ｍｉｎ后弃去上清液，无菌
ＰＢＳ缓冲液清洗后荧光倒置显微镜下拍摄，Ｅｄｕ阳
性细胞呈红色，计数 Ｅｄｕ阳性细胞数并计算细胞
ＤＮＡ合成率。细胞ＤＮＡ合成率＝Ｅｄｕ阳性细胞／计
数细胞总数×１００％。
１．８　ｑＲＴＰＣＲ法检测成纤维细胞凋亡相关基因　
取“１．５”项中培养７２ｈ的各组细胞，无菌 ＰＢＳ缓冲
液反复清洗后ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞总ＲＮＡ，经紫外线
分光光度计及琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ合格后备
用。按照ｑＲＴＰＣＲ试剂盒操作说明检测凋亡相关
基因表达，采用２０μＬ反应体系进行扩增；扩增条件
为：９５℃预变性４０ｓ，９５℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ；共４０个
循环，扩增结束后收集数据进行分析，基因的相对表

达采用２－△△Ｃｔ分析。目的基因及内参照磷酸甘油
醛脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）引物序列分别为：Ｂａｘ（１５５ｂｐ）上游引物序
列为５′ＣＣＡＧＧＡＴＣＧＡＧＣＡＧＧＧＣＧＡＡ３′，下游引物
序列 为 ５′ＣＧＧＣＧＧＣＡＡＴＣＡＴＣＣＴＣＴＧＣ３′；Ｂｃｌ２
（１７９ｂｐ）上游引物序列为５′ＧＧＡＣＧＧＧＧＴＧＡＡＣＴ
ＧＧＧＧＧＡＧ３′，下游引物序列为 ５′ＣＡＡＡＧＧＣＡＴＣ
ＣＣＡＧＣＣＴＣＣＧＴＴ３′；凋亡抑制蛋白１（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＩＡＰ１）（１５１ｂｐ）上游引物序列为
５′ＧＧＣＣＴＣＴＧＧＧＣＡＧＣＡＧＧＴＴＴＡ３′，下游引物序列为
５′ＡＣＣＣＡＴＧＣＡＣＡＡＡＡＣＴＡＣＣＴＣＣＣＧ３′；Ｓｍａｃ（１６０ｂｐ）
上游引物序列为５′ＴＴＧＣＣＡＡＧＧＣＣＡＧＧＡＣＣＴＣＧＴ３′，下
游引物序列为 ５′ＧＧＡＧＣＡＣＧＡＡＧＧＣＧＡＧＣＡＧＣ３′；
ＧＡＰＤＨ（１６１ｂｐ）上游引物序列为 ５′ＧＣＣＧＣＧＣ
ＣＣＣＣＧＧＴＴＴＣＴＡＴ３′，下游引物序列为 ５′ＡＣＧＡＣ
ＣＡＡＡＴＣＣＧＴＴＧＡＣＴＣＣＧＡＣ３′。
１．９　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行
统计学分析。计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表
示，组间差异性比较采用单因素方差分析，计数资料

用百分率表示，采用 χ２检验；Ｐ＜００５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　左心耳组织纤维化程度　结果见图 １。
Ｍａｓｓｏｎ染色结果显示，风湿性心脏病伴 ＡＦ患者心
肌纤维被染为红色，胶原纤维被染成绿色，心肌细胞

细胞核变大且排列紊乱，细胞间质出现大量胶原纤

维，形成胶原纤维间隔，部分心肌细胞溶解，胶原容

积分数为（１０．２５±１．１０）％。
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图１　风湿性心脏病伴 ＡＦ患者左心耳组织（Ｍａｓｓｏｎ染
色，×４００）
Ｆｉｇ．１　Ｌｅｆｔａｔｒｉａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｒｈｅｕｍａｔｉｃｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎｐａｔｉｅｎｔ
ｗｉｔｈＡＦ（Ｍａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）

２．２　各组成纤维细胞增殖能力　结果见表１。各干
预组细胞增殖能力均低于对照组，差异有统计学意

义（Ｐ＜００５）；１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１

ＦＰＰ组、１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ
组、１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组细胞
增殖能力均高于对应浓度ＲＯＳ组，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）。
表１　各组成纤维细胞增殖能力比较
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｉｎｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 吸光度值

空白对照组 ８ ０．５１２±０．０１８

１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ组 ８ ０．４４９±０．０１５ａ

１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ组 ８ ０．３９６±０．０１３ａ

１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ组 ８ ０．３８７±０．０１６ａ

１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组 ８ ０．４８２±０．０２４ａｂ

１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组 ８ ０．４７８±０．０２７ａｂ

１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组 ８ ０．４５８±０．０２２ａｂ

　　注：与空白对照组比较ａＰ＜００５；与对应浓度 ＲＯＳ组比较ｂＰ＜

００５。

２．３　各组成纤维细胞 ＤＮＡ合成能力　结果见表
２。各干预组细胞的 ＤＮＡ合成率均低于对照组，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）；１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋
１０－５ ｍｏｌ· Ｌ－１ ＦＰＰ组、１０－６ ｍｏｌ· Ｌ－１ ＲＯＳ＋
１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ ＦＰＰ组、１０－５ ｍｏｌ· Ｌ－１ ＲＯＳ＋
１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组细胞ＤＮＡ合成率均高于对应
浓度ＲＯＳ组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
表２　各组成纤维细胞ＤＮＡ合成能力
Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｂｉｌｉｔｙｏｆｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ
ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
计数细

胞总数

细胞ＤＮＡ

合成率／％
空白对照组 ８ ３００ ０．６６７±０．０４７
１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ组 ８ ３００ ０．５６１±０．０３３ａ

１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ组 ８ ３００ ０．５５７±０．０４３ａ

１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ组 ８ ３００ ０．５２４±０．０３７ａ

１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组 ８ ３００ ０．５９７±０．０４１ａｂ

１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组 ８ ３００ ０．６２１±０．０５１ａｂ

１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组 ８ ３００ ０．６５４±０．０４６ａｂ

　　注：与空白对照组比较ａＰ＜００５；与对应浓度ＲＯＳ组比较ｂＰ＜００５。

２．４　各组成纤维细胞凋亡相关基因表达　结果见
表３。各干预组细胞的抗凋亡基因 Ｂｃｌ２和 ＩＡＰ１
相对表达量均低于对照组，促凋亡基因 Ｂａｘ和 Ｓｍａｃ
的相对表达量均高于对照组，差异有统计学意义

（Ｐ＜００５）；１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１

ＦＰＰ组、１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ
组、１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组细胞
抗凋亡基因 Ｂｃｌ２和 ＩＡＰ１的相对表达量均高于对
应浓度 ＲＯＳ组，促凋亡基因 Ｂａｘ和 Ｓｍａｃ的相对表
达量均低于对应浓度 ＲＯＳ组，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。

表３　各组成纤维细胞凋亡相关基因表达比较
Ｔａｂ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ Ｂａｘ Ｓｍａｃ Ｂｃｌ２ ＩＡＰ１
空白对照组 ８ １．２７±０．１２ １．２０±０．１１ ０．９９±０．１５ ０．９８±０．１７
１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ组 ８ １．７７±０．１５ａ １．４６±０．１７ａ ０．８０±０．１３ａ ０．８１±０．１０ａ

１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ组 ８ １．８６±０．２０ａ １．６６±０．１５ａ ０．７１±０．１４ａ ０．６９±０．１２ａ

１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ组 ８ １．９７±０．１６ａ １．９１±０．１４ａ ０．６３±０．１７ａ ０．５８±０．１１ａ

１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组 ８ ８１．４７±０．２１ａｂ １．３９±０．１２ａｂ ０．９２±０．１４ａｂ ０．９０±０．１６ａｂ

１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组 ８ １．５８±０．１９ａｂ １．４８±０．２２ａｂ ０．８１±０．１２ａｂ ０．７９±０．１５ａｂ

１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＲＯＳ＋１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＦＰＰ组 ８ １．６３±０．１６ａｂ １．６４±０．１３ａｂ ０．７９±０．１６ａｂ ０．６７±０．１３ａｂ

　　注：与空白对照组比较ａＰ＜００５；与对应浓度ＲＯＳ组比较ｂＰ＜００５。

３　讨论

迄今为止，ＡＦ发生的确切机制尚不十分明确，
但诸多研究结果均已证实，心房成纤维细胞过度增

殖在ＡＦ的发生、发展过程中起至关重要作用［５６］。

心房纤维化既是导致 ＡＦ发生的危险因素之一，也
是ＡＦ引发组织结构重构的重要表现，二者相互促
进。成纤维细胞过度增殖形成的纤维化分隔不仅会

破坏心脏的正常电传导并促进异位起搏点的形成，

还可以导致心肌细胞间正常连接的破坏和细胞凋

亡，进而干预生理起搏和传导［７］。本研究结果也证

实了ＡＦ患者左心耳组织可见大量纤维组织增生和
部分正常心肌细胞坏死。

他汀类药物可通过抑制羟甲基戊二酰辅酶 Ａ
还原酶活性减少甲羟戊酸的生物合成，从而降低血

清总胆固醇和低密度脂蛋白胆固醇的含量。近年来

研究证实，他汀类药物具有多种调节血脂以外的药

理学作用，如抗炎、抗氧化应激、缩小动脉粥样硬化
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斑块、抗血小板聚集和改善内皮细胞功能等，其中以

ＲＯＳ的作用最强［８］。ＳＨＩＮ等［９］通过右旋糖酐硫酸

钠诱导建立结肠炎大鼠模型，结果证实ＲＯＳ可以有
效降低模型大鼠血清中多种炎症因子（白细胞介素
２、４、５、６、１２、１７）和粒细胞集落刺激因子水平，具有
抗氧化应激、抗感染及抗凋亡作用。ＷＡＮＧ等 ［１０］

研究发现，ＲＯＳ可以有效改善心肌梗死家兔的心房
结构重塑，提高心肌梗死后各项心功能指标。

ＧＥＮＧ等［１１］研究表明，ＲＯＳ具有抗氧化和上调血管
内皮细胞保护因子表达的能力，可以有效保护低密

度脂蛋白对人脐静脉内皮细胞的损伤。本研究应用

ＭＴＴ法测定了 ＲＯＳ对风湿性心脏病伴 ＡＦ患者心
脏成纤维细胞体外增殖的影响，发现ＲＯＳ可以有效
抑制细胞体外增殖，且随着浓度的增加其抑制效果

越明显，而羟甲基戊二酰辅酶Ａ的激活剂ＦＦＰ则可
以拮抗此效用。此外，ＤＮＡ的合成发生在细胞分裂
间期，是体现细胞增殖能力的另一重要指标，Ｅｄｕ可
以在ＤＮＡ复制过程中很容易地掺入其中，并在细胞
核中积累，因此，成纤维细胞的 ＤＮＡ合成量更能直
接反映细胞的增殖能力［１２］。本研究应用 Ｅｄｕ法证
实ＲＯＳ对风湿性心脏病伴ＡＦ患者心脏成纤维细胞
体外增殖的影响趋势与 ＭＴＴ法基本一致。Ｂｃｌ２家
族蛋白属于重要的细胞凋亡调节因子，主要通过线

粒体途径参与细胞凋亡调控，按照其在凋亡中发挥

的作用可以分为细胞凋亡抑制蛋白（Ｂｃｌ２和 Ｂｃｌ
ＸＬ等）和促凋亡蛋白（Ｂａｘ等），它们可以形成同源
及异源二聚体，在心房重构和 ＡＦ进展中起着一定
作用［１３１４］。Ｓｍａｃ是一种重要的促凋亡蛋白，参与细
胞凋亡的下游反应，其高表达可诱导肿瘤细胞凋亡，

并增加肿瘤细胞对化学治疗药物的敏感性；ＩＡＰ作
为一类高度保守的抗凋亡基因表达产物，目前已鉴

定８种，ＩＡＰ１是 ＩＡＰ家族成员之一［１５］。本研究发

现，ＲＯＳ可以有效抑制抗凋亡基因Ｂｃｌ２和ＩＡＰ１的
表达，促进凋亡基因 Ｂａｘ和 Ｓｍａｃ的表达，进而抑制
成纤维细胞的生长增殖。

综上所述，ＲＯＳ可以有效抑制风湿性心脏病伴
ＡＦ患者心脏成纤维细胞的体外增殖，诱导凋亡基因
的过表达，这些可能是他汀类药物延缓心脏纤维化

进程，改善风湿性心脏病伴 ＡＦ患者病情的重要机
制之一。
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