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Ets-1在姜黄素抑制心脏纤维化的表达研究
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摘要 目的：研究姜黄素的抗增殖作用是否依赖于其对 Ets-1表达的下调。方法：使用 Ets-1 siRNA对 CFs细胞 Ets-1基因进行沉

默；Real-time PCR和 western-blot法测定各组细胞 Ets-1 mRNA和蛋白的表达水平。结果：在 mRNA和蛋白水平上，AngII明显

增加 CFs细胞内 Ets-1的表达；使用 siRNA技术对 Ets-1进行沉默后，随着 Ets-1表达的降低及转录调节能力的下降，由 AngII诱

导的 CFs细胞的增殖能力及增殖相关细胞因子分泌减少；姜黄素可以显著降低 AngII诱导的 Ets-1表达升高，并具有浓度依赖性

（P<0.05）。说明姜黄素对 AngII诱导的 CFs增殖的抑制作用可能依赖于其对 Ets-1表达的抑制作用。结论：Ets-1 siRNA对 Ets-1进
行基因沉默后，显示出抗增殖效用;姜黄素能够有效地抑制 AngII诱导的 CFs细胞 Ets-1 mRNA和蛋白的过表达；姜黄素的抗增殖

作用可能依赖于其对 Ets-1基因的表达下调而得以实现的。
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Curcumin Through Reduced Ets-1 Expression Induced Inhibition of AngII
Heart into Fibroblast Proliferation

To observe the inhibition effect of curcumin (Cur) on AngII-induced over-proliferation and overexpression

of CTGF and PAI-1 in CFs and relation between its inhibitory effect and the suppressing expression of Ets-1. Ets-1 were

measured by real-time PCR and western-blotting, respectively. After transfected with Ets-1 si-RNA, the cells were incubated with AngII

(100 nmol/L) for indicated times. The cell activity was detected by MTT assay and the levels of mRNA and protein of CTGF, PAI-1,

Ets-1 were measured by real-time PCR and western-blotting, respectively. With the lower expression of Ets-1, the proliferation

which were induced by AngII was decreased in CFs cells and the expression of CTGF and PAI-1 also declined. Curcumin can

significantly reduced the expression of Ets-1 and the reduction was also concentration-related （P<0.05）. Curcumin
significantly inhibits AngII-induced overexpression of Ets-1 in the levels of mRNA and protein in CFs, and Ets-1 siRNA also has the

same inhibitory effect as Cur. These results suggested that Cur's anti-fibrotic effect, in part, depends on its inhibitory effect on the

overexpression of Ets-1 in AngII-stimulated CFs.
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前言

前期研究发现姜黄素能够有效地抑制 AngII诱导的心脏

成纤维细胞过度增殖和 CTGF、PAI-1 mRNA和蛋白的过表达，

从而起到抗增殖的作用。研究表明，结缔组织生长因子（CT-

GF）、血小板活化因子 -1（PAI-1）等，促进细胞基质的堆积，导

致心脏纤维化的形成 [1]。 Ets-1属于 E26转录调节因子家族，

Ets-1通过对靶基因表达的调节，可能参与到细胞的增殖、迁

移、凋亡、分化、恶变等多个行为学改变过程[2-4]。在肝脏中，Ets-1

能够激活肝脏星形细胞，使其分泌 TGF-茁增多而分泌金属基
质酶MMP-1等减少，导致细胞外基质生成与代谢的失衡，而启

动并加速了肝硬化的进程。抑制 Ets-1的表达和调节功能，可以

显著降低纤维化的程度[5-8]。根据我们的实验结果，姜黄素可以

有效的抑制 AngII诱导的 CFs细胞的增殖。据此，本研究将进

一步阐释姜黄素的抗纤维化作用，而这种作用是否通过其对

Ets-1表达下调作用而得以实现的。

1 材料与方法

1.1 实验动物和试剂

出生 1-2日的 S-D大鼠，雌雄不限，由西安交通医学院医

学院实验动物中心提供。姜黄素粉末纯品购于美国 Sigma公

司。

1.2 研究方法
1.2.1 心脏成纤维细胞原代培养 选择出生 1~2天的 S-D大鼠

乳鼠 15只，分离心脏组织，4℃ D-Hanks中反复漂洗，摘取左心

室部分，约 1-2 mm3大小的组织块，用 5 g/L的胰酶对其消化；
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采用差速贴壁的方法分离心脏成纤维细胞。使用 3-7代的细胞

进行实验并使用倒置显微镜对原代培养细胞进行鉴定；免疫组

织化学法检测。

1.2.2 姜黄素溶液配制 姜黄素粉末纯品购于美国 Sigma 公
司。使用 DMSO溶解，制成 10 mmol/L保存浓度，放置于 -20℃

冰箱内长期储存。使用时候再稀释成相应浓度。

1.2.3 荧光定量 PCR（real-time PCR）反应 引物设计：依据

GenBank提供的大鼠 Ets-1和甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）

的核酸序列，使用 Desiner v4.0进行引物设计，由南京金丝瑞生

物 有 限 公 司 合 成 。 引 物 序 列 ：Ets-1forward5’-TGAT-

GTTGAGGGCTGTGAATGAG-3’;reverse 5’-TGAAGTAATC-

CGAGGTGTAACG-3’GAPDH引物序列 ,5’-ATGCAGGGAT-

GATGTTCTGG-3’。用上述引物进行 PCR，95℃，5 min 95 ℃，
15s 55℃，15s 72℃，30s 35个循环。
1.2.4 蛋白免疫印迹实验（Western-blot） 总蛋白提取蛋白浓

度测定 SDS-PAGE 电泳、制胶、加样和电泳、转膜 电泳结束

后，一抗孵育，4℃孵育过夜。二抗孵育 使用 TBST对 PVDF

膜进行清洗，每次 8 min，共 4次。配制相应二抗（1:2000），室温

下孵育 2 h。化学发光 使用 Quantity One图像分析软件，对胶

片进行灰度扫描，以 control为对照，其他各组灰度按照 control

组倍数进行统计。

1.2.5 siRAN转染 CFs细胞 实验分组 依据干预措施不同，将

细胞分为 4组：control组，AngII组，AngII+NC siRNA和 AngI-

I+Ets-1 siRNA。Ets-1 siRNA转染 CFs细胞，将细胞按照 1× 106

的密度接种于 6孔板中，待生长至融合约 50%-60%密度时候，

准备进行转染。按照干预方式的不同，将 Ets-1 siRNA、NC siR-

NA、FAM siRNA加入相应的空中。转染 6 h后，观察细胞内荧

光强度。CFs细胞内显示均匀分布的绿色荧光提示转染成功。

转染后 24 h，将培养基换为含 AngII（100 nM）的高糖 DMEM

培养基，继续培养 6 h或者 24 h，real-time PCR、western-blotting

法检测 Ets-1 mRNA和蛋白的表达。
1.2.6 统计学分析 采用 SPSS20.0 统计软件，Ets-1 组与对照

组进行方差分析，P＜ 0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 Ets-1 siRNA对 CFs细胞增殖能力和 CTGF、PAI-1表达的
影响

结果显示：同 AngII组相比，Ets-1 siRNA可以有效的抑制
AngII诱导的 CFs细胞增殖（P<0.01），NC-siRNA 与对照组相

比，未显示统计学差异，见图 1。

图 1 Ets-1-siRNA对 AngII诱导的 CFs细胞增殖能力和 CTGF、PAI-1表达的影响。（A）Ets-1-siRNA对 AngII诱导的 CFs细胞增殖能力的影响。
（B）Ets-1-siRNA对 AngII诱导的 CFs细胞 CTGF和 PAI-1 mRNA表达的影响。（C）Ets-1-siRNA对 AngII诱导的 CFs细胞 CTGF和 PAI-1蛋白

表达的影响。数据采用 3次独立实验结果的均值
Fig. 1 Inhibitory effects of Ets-1-siRNA on proliferation and overexpression of CTGF and PAI-1 in AngII-stimulated CFs. (A) Inhibitory effects of

Ets-1-siRNA on proliferation in AngII-stimulated CFs. (B) Inhibitory effects of Ets-1-siRNA on mRNA expression of CTGF and PAI-1 in
AngII-stimulated CFs. (C) Inhibitory effects of Ets-1-siRNA on protein expression of CTGF and PAI-1 in AngII-stimulated CFs

注：同 control组相比，#P<0.001；同 AngII组相比，**P<0.01和 ***P<0.001
Note:#P<0.001 vs control; **P<0.01 and ***P<0.001 vs AngII
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2.2 不同浓度姜黄素对 CFs细胞 Ets-1表达的影响
Ets-1通过与靶基因上游的特殊位点结合后，上调增殖相

关基因的表达，促进 CFs细胞增殖和 PAI-1、CTGF、胶原等致

纤因子的分泌。因此，有理由认为减少 Ets-1的表达及核转位能

够起到 CFs细胞的抗增殖作用。使用（5，10，30 滋mol/L）姜黄素

对 CFs 细胞预处理 1 h，在给与 AngII（10-6 mol/L）刺激 6 h 和
24 h。结果提示，在 mRNA和蛋白水平上，AngII明显增加 CFs

细胞内 Ets-1的表达；姜黄素可以显著降低 AngII诱导的 Ets-1

表达升高，并具有浓度依赖性（P<0.05），见图 2。

3 讨论

Ets-1属于 E26转录调节因子家族，不仅具有靶基因调节

功能，同时也是一种原癌基因[9-11]。Ets-1是一种进化高度保守的

转录调节因子，从低等生物到人类，Ets-1对包括平滑肌细胞、

上皮细胞、心肌细胞在内的多种细胞的功能都具有调节作用
[12-14]。Ets-1通过对靶基因表达的调节，可能参与到细胞的增殖、

迁移、凋亡、分化、恶变等多个行为学改变过程[15，16]。包括心脏纤

维化在内的多种器官的纤维化过程，均表现为成纤维细胞的过

度增殖和 ECM的病理性堆积。因此，成纤维细胞增殖和 ECM

分泌的调控机制成为抗纤维化研究的热点。给与星状细胞

TGF-茁或者乙醇刺激后，星状细胞增殖能力和胶原分泌水平明
显增高，同时伴有促分裂素原活化蛋白激酶（MAPK）传导通路

的磷酸化水平和 Ets-1的表达显著升高。给与 MAPK通路抑制

剂后，可以显著抑制 TGF-茁或者乙醇诱导的星状细胞增殖和
胶原过分泌，同时伴有 Ets-1表达的下调[17,18]。在心血管系统，对

于 AngII诱发的血管纤维化[19]，较之普通小鼠，Ets-1基因敲除

小鼠的血管平滑肌细胞增殖能力显著降低，CTGF、胶原等纤维

化因子明显减少，整体纤维化程度较低。在我们之前的实验中

发现，使用 siRNA对 Ets-1进行基因沉默后，可以显著抑制
AngII诱导的 CFs细胞增殖和 CTGF、PAI-1的过表达。据此，我

们有理由认为，抑制 Ets-1的表达、降低其基因调节功能，可能

是一个抑制 AngII诱导的心脏纤维化的治疗靶点[20]。

如前述，抑制 Ets-1的表达和调节功能，可以显著降低纤维

化的程度。Ziming Yu 等发现，姜黄素可以下调子宫内膜癌
HEC-1-A细胞 Ets-1的表达，从而起到抑制癌细胞增殖的作用。

根据我们的实验结果，姜黄素可以有效的抑制 AngII诱导的
CFs细胞的增殖。据此，我们为了进一步阐释姜黄素的抗纤维

化作用，将姜黄素对 Ets-1表达的调节作为研究的重要环节。给

与姜黄素预处理后，可以显著抑制 AngII诱导的 CFs细胞增殖

和 CTGF、PAI-1 的过表达，提示姜黄素的抗纤作用可能与
Ets-1表达下调有关。为了进一步说明两者的关系，我们使用
Ets-1特异性 siRNA对 Ets-1基因进行沉默，取得了与姜黄素相

似的实验结果。以上结果进一步证明，姜黄素能够抑制 AngII

诱导的 CFs增殖和 CTGF、PAI-1的过表达，这种作用是通过其

对 Ets-1表达下调作用而得以实现的。
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