(二号黑体)五味子乙素通过调控细胞周期蛋白抑制大鼠心肌成纤维细胞增殖研究
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(小五号黑体)摘要：目的 (小五号宋体)观察五味子乙素（Schisandrin B,SchB）对血管紧张素Ⅱ（AngⅡ）诱导的新生大鼠心肌成纤维细胞（CFb）增殖、细胞周期、细胞周期蛋白（cyclin）A和E、细胞周期抑制蛋白P21cip1和P27kip1蛋白的表达水平及I型胶原（Type I collagen）和Ⅲ型胶原（Type Ⅲ collagen）蛋白表达水平的影响。方法 将CFb分为对照组、模型组、SchB低剂量组（SchB-L, 1 μmol/L）、SchB中剂量组（SchB-M, 10 μmol/L）和SchB高剂量组（SchB-H, 30 μmol/L）共5组。采用胰酶消化、差速贴壁法培养CFb，四氮唑盐（MTT）比色法检测CFb增殖情况，流式细胞术检测细胞周期变化，酶联免疫法（ELISA）法检测CFb中I和Ⅲ型胶原蛋白表达水平，免疫印迹（Wb）法检测细胞周期蛋白A和E、P21cip1和P27kip1蛋白的表达水平。结果 与AngⅡ组比较， SchB干预组能显著降低CFb增殖率（P＜0.05或P＜0.001），降低CFb中collagen I和collagen Ⅲ蛋白表达水平（P＜0.05或P＜0.01），升高CFb中G0/G1期细胞百分率并降低S期细胞百分率（P＜0.05或P＜0.01），明显降低CFb中cyclinA和cyclinE蛋白表达水平（P＜0.01），增加CFb中P21cip1和P27kip1蛋白表达水平（P＜0.01）。结论  SchB抑制AngⅡ诱导的CFb增殖和胶原蛋白沉积，其作用机制可能与调控细胞周期蛋白表达水平有关。
(小五号黑体)关键词：(小五号宋体)五味子乙素；血管紧张素Ⅱ；心肌成纤维细胞；增殖；细胞周期蛋白
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(三号黑体)Schisandrin B Inhibits Cardiac Fibroblast Proliferation via Regulating Cell Cycle Protein
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(小五号Times New Roman 加黑)Abstract:  Objective(小五号Times New Roman体) To observe the effects of Schisandrin B(SchB) on neonatal rat cardiac fibroblasts(CFb) proliferation, cell cycle, cyclin A, E, P21cip1, P27kip1 protein expression and Type I,Ⅲ collagen protein expression induced by angiotensin Ⅱ(AngⅡ). Methods  The experimental CFb was divided into five groups:control group, model group, low dose of SchB group (SchB-L, 1 μmol/L), medium dose of SchB group (SchB-M, 10 μmol/L) and high dose of SchB(SchB-H, 30 μmol/L). CFb was cultured by trypsin digestion and differential adhesion method,MTT colorimetry was used to detect cell proliferation,Flow cytometry method was used to detect cell cycle,Enzyme linked immunosorbent assay(ELISA) was used to detect type I and Ⅲ collagen protein expression levels,the protein expression of cyclins A, E, P21cip1and P27kip1 was detected by western blotting method. Results Compared with AngⅡgroup, the proliferation inhibitory rate of CFb was significantly decreased(P<0.05 or P<0.001), the protein expression levels of type I and III collagen were decreased(P<0.05 or P<0.01), the percentage of CFb in G0/G1 phase was increased, and the percentage of CFb in S phase was decreased(P<0.05 or P<0.01),the protein expression level of cyclinA and cyclin E were significantly decreased(P<0.01) and the expression levels of P21cip1and P27kip1protein were significantly increased(P<0.01). Conclusion SchB can inhibit the proliferation and collagen deposition of CFb induced by AngⅡ, and its mechanism is related to regulating cyclin protein expression possibly.
(五号黑体)Keywords:  (五号Times New Roman体)schisandrin B; angiotensinⅡ;cardiac fibroblast; proliferation; cyclin 
（正文通栏排版，五号宋体）心肌纤维化（MF）是心肌成纤维细胞的增殖和细胞外基质中胶原过度沉积为特征的心脏间质重构。许多刺激因子如醛固酮转、化生长因子-β1（TGF-β1）、血小板衍生因子（platelet derived growth factor,PDGF）、炎症因子白介素-1β (interleukin-1β,IL-1β)、肾素-血管紧张素-醛固酮系统(RAAS)等因素都参与了诱导MF的发生[1-4]。MF可损害心脏收缩舒张功能，使心室射血功能下降，MF是众多心脏疾病共同的最终的病理学改变，可导致心律失常、心衰乃至猝死等发生[5]，因此,探索MF发病机制及治疗尤为重要。目前临床上对MF治疗方式主要是通过药物干预，常见的有普利类、沙坦类、螺内酯等，但疗效均不尽人意。随着对五味子功效成分分离和其对心脏保护作用研究的深入，前期研究[6]发现五味子多糖对MF有保护作用。SchB是五味子有效单体成分之一，通过研究[7]证实SchB对CFb增殖有抑制作用，但作用机制不详。因此,本研究通过观察SchB对CFb增殖的抑制作用及对关键细胞周期蛋白的影响，以判定其抑制CFb作用机制，为其深入开发研究奠定药理学依据。

1 (四号黑体)材料与方法

(五号黑体)1.1药品与试剂仪器  

五味子乙素（成都埃法生物科技有限公司，批号：61281-37-6）；胰蛋白酶（杭州浦泰生物科技有限公司）；胎牛血清（Gibco公司，美国）；AngⅡ（Sigma-Aldrich,美国）；cyclinA和E、 P21cip1和P27kip1（小鼠抗大鼠MC-Ab）、MTT（Sigma公司,美国）；IMDM培养基 （Hyclone,美国）；培养箱（松下，日本）；酶标仪（TECAN 弟肯，瑞士）；CX33倒置显微镜（OlymPus，日本）；Attune NxT流式细胞仪（Invitrogen，美国）；超净工作台（山东博科生物产业有限公司）。
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（图题应有中英文双语表述）
(小五号黑体) 图1 光学显微镜下观察各组CFb细胞形态学变化（×100）

(小五号Times New Roman 加黑)Fig.1 Morphological changes of CFb in various groups under light microscope（×100）

（表题应有中英文双语表述，表中文字用中文，要排成三线表）
(小五号黑体)表1  ELISA法检测SchB对Ⅰ型和Ⅲ型胶原水平的影响

(小五号Times New Roman 加黑)Tab.1  Effect of SchB on Collagen I and CollagenⅢ level by ELISA assay

	组别
	
	ρ/（ng. L-1）

	
	TypeⅠCollage n
	  TypeⅢ Collagen

	对照组
	15.63±2.42
	28.5±1.56

	模型组
	43.45±2.92※※
	106.12±2.14※※

	SchB-L
	31.65±1.93△△
	82.42± 4.27△△

	SchB-M
	22.15±2.19△△
	63.48±3.63△△

	SchB-H
	16.55±2.72△△
	33.48±3.06△△
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