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摘要 目的 研究 LncＲNA-MEG3 在大鼠心肌纤维化及心

肌成纤维细胞( CFs) 活化增殖过程中的表达变化。方法

用异丙肾上腺素( ISO) 腹部皮下注射 SD 大鼠构造心肌纤维

化动物模型为实验组( ISO 组) ，对照组注射等量的生理盐

水; 提取乳鼠 CFs，采用转化生长因子 β1 ( TGF-β1) 作用 CFs
构建细胞水平纤维化模型为实验组( TGF-β1 组) ，对照组为

未经 TGF-β1 作用正常培养的 CFs; HE、Masson 染色观察心

肌组织胶原变化; 用 Western blot 法检测 α-平滑肌肌动蛋白

( α-SMA) 、I 型胶原分子( Collagen I) 蛋白的表达; qＲT-PCＲ
法检测 Collagen I、α-SMA mＲNA 和 MEG3 的表达; CCK-8 法

检测经 TGF-β1 作用 CFs 后的吸光度( OD) 值。结果 与对

照组比较，ISO 组的心肌细胞体积变大、紊乱，组织胶原面积

明显增加; ISO 组和 TGF-β1 组中 Collagen I、α-SMA 蛋白和

mＲNA 表达都显著增多，LncＲNA-MEG3 表达显著减少; CCK-
8 实验结果提示使用 TGF-β1 刺激 CFs 24、48 h 后较对照组

的细胞 OD 值明显增加，即细胞增殖活性增强。结论 Ln-
cＲNA-MEG3 在大鼠心肌纤维化组织及 CFs 细胞活化增殖中

的表达显著降低，提示 MEG3 在大鼠心肌纤维化及 CFs 活化

增殖中可能发挥了负调控作用，为临床心肌纤维化防治和研

究提供新的思路。
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心肌纤维化是心血管疾病中心脏重塑的主要病

理特征，包括心房颤动( atrial fibrillation，AF) 、心肌

梗死( myocardial infarction，MI) 和心脏衰竭等，其特

征是心肌成纤维细胞( cardiac fibroblasts，CFs) 增加、
心肌间质胶原合成增加、降解减少、排列紊乱［1］，主

要机制为 CFs 的激活进而转化为肌成纤维细胞导致

I 型胶原( Collagen type I，Collagen I) 和 α-平滑肌肌

动蛋白( α-smooth muscle actin，α-SMA) 等蛋白的合

成增加，最后细胞外基质( extracellular matrix，ECM)

过度沉积发生心肌纤维化［2］。研究［3 － 4］表明，表观

遗传修饰参与调控 CFs 细胞的活化增殖，如非编码

ＲNA 修饰等，但调节心肌纤维化的具体发生机制仍

有待于研究阐明。
长链 非 编 码 ＲNA ( long non-coding ＲNA，Ln-

cＲNA) 是一类长度超过 200 个核苷酸的 ＲNA 分子，

在多种层面上参与相关目的基因表达的调控［5］。
有文献报道［6］，LncＲNA 在心血管疾病发生中起着

重要的调节作用。人母系表达基因 3( maternally ex-
pressed gene3，MEG3) 位于人类染色体 14 q 32. 3 区

的 DLK1-MEG3 位点，其编码产物是一条长约 1. 6
kb 的 LncＲNA，功能上 MEG3 具有抑制肿瘤细胞的

增殖和转移作用，但其对心肌纤维化调控的研究目

前知之甚少［7］。该研究以异丙肾上腺素( isoprotere-
nol，ISO) 构建的大鼠心肌纤维化模型及 TGF-β1 刺

激诱导 CFs 模型为研究对象，分别检测 MEG3 的表

达变化情况，以此来探究 MEG3 对大鼠心肌纤维化

及 CFs 活化增殖的可能作用，为心肌纤维化的机制

研究和预防提供潜在的靶点。

1 材料与方法

1． 1 主要材料

1． 1． 1 实验动物 雄性 SD 大鼠 20 只，7 ～ 8 周龄，

体质量( 200 ± 10) g，乳鼠 40 只，出生 1 ～ 3 d，体质量

( 10 ± 2) g，均购于安徽医科大学实验动物中心，动

物许可证号: SYXK( 皖) 2017 － 001。
1． 1． 2 主要试剂 DMEM 培养基( 美国 HyClone 公

司) ; 胰蛋白酶( 加拿大 WISENT 公司) ; 蛋白酶抑制

剂 PMSF、细胞组织裂解液 ＲIPA ( 上海 Beyotime 公

司) ; α-SMA、Collagen I 一抗( 武汉博士德生物公司)

及相关二抗( 北京中杉金桥) ; TＲIzol 试剂( 美国 Life
Technology 公司) ; MEG3 及相关胶原分子 的 引 物

( 上海生工生物工程有限公司) ; TBGreen 试剂( 日本

TaKaＲa 公司) ; CCK-8 试剂( Biosharp 公司) 。
1． 1． 3 主要仪器 EPS 电泳仪( 上海天能科技有限

公司) 、显影机等相关 Western blot 设备( 上海 Tanon
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公司) ; 生物安全柜、细胞培养箱( 美国 Thermo Fish-
er Scientific 公司) ; 预冷离心机( 德国 Eppendorf 公

司) ; 倒置相差显微镜( 日本 Olympus 公司) ; 逆转录

仪、PCＲ 扩增仪( 美国 Bio-Ｒad 公司) ; 酶标仪( 美国

Thermo Fisher Scientific 公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 心肌纤维化动物模型的建立及病理学检测

取 SD 大鼠 20 只，随机分为 ISO 组和对照组。ISO
组大鼠腹部皮下注射 ISO 5 mg /kg，2 周，对照组腹

部皮下注射等量生理盐水，2 周，取心脏组织标本。
一部分用甲醛液固定后石蜡切片，行 HE、Masson 染

色，观察胶原表达变化; 另一部分用于提取组织蛋白

和 ＲNA，行 Western blot、qＲT-PCＲ 实验。
1． 2． 2 提取乳鼠原代心肌成纤维细胞 取出生 1
～ 3 d 的乳鼠，将其处死消毒后取出心脏并用 PBS

清洗两遍。然后取心脏组织，将其剪碎放置 50 ml
离心管中并加入胰蛋白酶和Ⅱ型胶原酶( 2 ∶ 1 ) 消

化 10 min 后取上清液至 10 ml 离心管中，立即加入

培养基中和消化酶，接着离心机中离心 10 min ( 转

速3 500 r /min、重复 3 次) ，离心后弃上清液加入培

养基吹匀接种至培养瓶中并将其转至培养箱中培养

1. 5 h，弃去培养瓶中的培养基，贴壁的即是 CFs，显

微镜下观察 CFs 为大的梭型有触角的细胞。待细胞

长至 80%左右时予以传代处理，传至 1 ～ 2 代后行

相关实验。
1． 2． 3 CFs 分组与培养 用胰酶将培养瓶中的细

胞消化下来后进行细胞计数，吹匀后等量种到 6 孔

板中。TGF-β1 组予以 10 ng /ml TGF-β1 刺激作用

CFs，对照组为未予以 TGF-β1 刺激，放入细胞培养

箱相同条件下培养 48 h。
1． 2． 4 Western blot 法检测相关蛋白的表达 用配

制好的混合裂解液( PMSF ∶ ＲIPA = 1 ∶ 100 充分混

匀) 在冰浴中裂解提取各组的组织和细胞蛋白。按

配方配制电泳缓冲液，转膜液，TBST。电泳: 按分组

加入相应组织及细胞蛋白样品; 接电源、80 V、30
min 后改 120 V、1 h 左右。转膜: 设定恒流 200 mA
进行转膜 100 min 左右。封闭: 将膜放入 TBST 配制

的 5%脱脂牛奶，摇床慢摇封闭 1. 5 h 左右。孵育抗

体: 将膜放入配制好的一抗，4 ℃ 冰箱过夜; 第 2 天

用 TBST 液快摇床洗膜 3 次、每次 10 min; 然后孵二

抗，摇床慢摇孵育 1 h，再用 TBST 液洗 3 次后显影。
1． 2． 5 qＲT-PCＲ 法检测相关 mＲNA 与 MEG3 的表

达 用预冷的 TＲIzol 提取组织和细胞的总 ＲNA，然

后加入 DEPC 水吹匀测浓度和纯度，确保 260 nm /

280 nm OD 值在 1. 8 ～ 2. 0 之间。将总 ＲNA 逆转录

成 cDNA，然后行目标 cDNA 的扩增( qＲT-PCＲ) : 用

无酶水配制目标基因的引物，取 cDNA 样本 1. 6 μl、
被扩增基因的引物 3. 2 μl 加入到相应的八联管中，

然后在避光的环境下每孔加入 5. 2 μl 的 TBGreen
至总反应体系总量为 10 μl。按如下步骤进行目标

基因扩增: 预变性阶段 50 ℃ 2 min，95 ℃ 10 min; 扩

增阶段 95 ℃ 20 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，共进行 40
个循环; 溶解曲线阶段 95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，95
℃ 15 s。以 β-actin 为内参，用 2 － ΔΔCt 法计算各组目

标基因的表达量。引物序列见表 1。

表 1 目的基因引物序列

基因 引物序列( 5'-3')
MEG3 F: TCCTTACGTTGCAACCCTCC

Ｒ: TTGGGTCCAGCATGTCTGTC
α -SMA F: TGGCCCTGCTGCTTCCTCTTCTT

Ｒ: GGGGCCAGCTTCGTCATACTCCT
Collagen I F: GGAGAGAGCATGACCGATGG

Ｒ: GGGACTTCTTGAGGTTGCCA
β-actin F: GCAAGTTCAACGGCACAG

Ｒ: GCCAGTAGACTCCACGACAT

1． 2． 6 CCK-8 法检测 CFs 的 OD 值 用胰酶将培

养瓶中的细胞消化下来进行细胞计数，以3 000个细

胞 /孔均匀的接种到 96 孔板中，每孔加培养基至

100 μl。将 CFs 分为 A、B、C 三组，其中 A 组为未加

TGF-β1 刺激，B、C 两组分别予以 10 ng /ml TGF-β1
刺激作用 24、48 h，在相同条件下培养 48 h 后，每孔

加入 4 ℃ 保存的 CCK-8 试剂 10 μl，再放入细胞培

养箱中继续培养 3 h，最后测每孔在波长 450 nm 处

的 OD 值。
1． 3 统计学处理 采取 SPSS 20. 0 软件进行数据

分析，结果数据以 珋x ± s 表示，单因素变量两组之间

比较采用 t 检验，P ＜ 0. 05 示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 大鼠心肌组织病理学改变 心肌组织切片

HE 染色中细胞核被染成蓝色，细胞质及细胞外基

质被染成红色，与对照组比较，ISO 组的心肌细胞体

积明显增大、大小不一且排列紊乱，组织病理改变更

为明显，见图 1。Masson 染色中细胞核被染成黑色，

细胞外胶原纤维被染成蓝紫色，与对照组比较，ISO
组的大鼠心肌细胞肥大紊乱，心肌胶原纤维化面积

明显增多，见图 2。
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图 1 大鼠心肌组织的 HE 染色图 × 400

A: 对照组; B: ISO 组

图 2 大鼠心肌组织的 Masson 染色图 × 400

A: 对照组; B: ISO 组

2． 2 大鼠心肌组织中 Collagen I、α-SMA 分子蛋白

和 mＲNA 的表达变化 Western blot 检测大鼠心肌

组织蛋白结果提示: 与对照组比较，ISO 组的心肌组

织中 Collagen I、α-SMA 分子蛋白表达明显增加，差

异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，见图 3。qＲT-PCＲ 法检

测结果提示: 与对照组比较，ISO 组的心肌组织中

Collagen I、α-SMA 的 mＲNA 表达明显增加，差异有

统计学意义( P ＜ 0. 05) ，见图 4。

图 3 大鼠心肌组织中 Collagen I、α-SMA 分子的蛋白表达变化

A: 对照组; B: ISO 组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05

图 4 大鼠心肌组织中 Collagen I、α-SMA 的 mＲNA 表达变化

A: 对照组; B: ISO 组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 3 TGF-β1 刺激诱导 CFs 中 Collagen I、α-SMA
分子蛋白及 mＲNA 的表达变化 用 TGF-β1 刺激

CFs 48 h 后，Western blot 检测结果提示: 与对照组

比较，TGF-β1 组中 Collagen I、α-SMA 分子蛋白表达

明显增加，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，见图 5。
qＲT-PCＲ 检测结果提示: 与对照组比较，TGF-β1 组

中 Collagen I、α-SMA 的 mＲNA 表达明显增加，差异

有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，见图 6。

图 5 TGF-β1 刺激 CFs 48 h 后 Collagen I、

α-SMA 的蛋白表达变化

A: 对照组; B: TGF-β1 组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 4 CCK-8 检测 TGF-β1 刺激 CFs 后的 OD 值变

化 CCK-8 检测结果提示: 与对照组比较，TGF-β1
刺激 CFs 24 h 和 48 h 后 CFs 的 OD 值均明显增加，

差 异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，见图7。说明TGF-
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图 6 TGF-β1 刺激 CFs 48 h 后 Collagen I、

α-SMA 的 mＲNA 表达变化

A: 对照组; B: TGF-β1 组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05

图 7 TGF-β1 刺激 CFs 24、48 h 后 CFs 的 OD 值变化

A: 对照组; B: TGF-β1 刺激 CFs 24 h 后; C: TGF-β1 刺激 CFs 48 h

后; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05

β1 刺激 CFs 后的细胞增殖活性有所增加。
2． 5 大鼠心肌组织和 CFs 中 LncＲNA-MEG3 的

表达变化 qＲT-PCＲ 检测结果提示: 与对照组比

较，在动物实验组( ISO 组) 的心肌组织中和细胞实

验组( TGF-β1 组) 的 CFs 中 LncＲNA-MEG3 的表达

都明显减少，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，见图 8。

3 讨论

心肌纤维化被认为是众多心脏疾病的终末病理

表现，CFs 的活化增殖导致 α-SMA、Collagen I 等胶

原分子合成的增加是心肌纤维化的主要发生机制，

但具 体 发 生 机 制 尚 未 完 全 研 究 清 楚［8］。研 究 表

明［9］LncＲNAs 在细胞增殖、分化和变性中发挥重要

作用，包括对心肌纤维化中 CFs 的活化增殖过程也

具有重要的调控作用，例如本课题组前期验证过
LncＲNA-Gas5 可通过调控 CFs 的凋亡来影响心肌纤

维化的发生，起到抑制心肌纤维化的作用［10］。

图 8 大鼠心肌组织和 CFs 中 MEG3 的表达变化

A: 动物实验; B: 细胞实验; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05

LncＲNA-MEG3 是非编码 ＲNA 中的一种，其在

肿瘤增殖中研究较多，且已被证明具有抑制肿瘤细

胞增殖生长的作用，如在肺癌［11］、胃癌［12］等肿瘤中

LncＲNA-MEG3 表达降低。同时也有报道 LncＲNA-
MEG3 在糖尿病肾病肾脏纤维化和肺纤维化发生过

程中起调控作用［13 － 14］，但其在心肌纤维化发生过程

中的机制研究较少。本研究在大鼠 ISO 模型的心肌

组织中和 TGF-β1 刺激 CFs 中检测到 α-SMA、Colla-
gen I 在蛋白和基因水平都较对照组表达显著增加;

同时 TGF-β1 刺激 CFs 后较对照组增殖活性明显增

加，说明心肌纤维化动物和细胞模型建立成功。我

们发现在心肌纤维化动物和细胞模型组中 LncＲNA-
MEG3 的表达较对照组都是明显降低的。Piccoli et
al［15］研究在心脏疾病晚期重塑过程中，CFs 中的 Ln-
cＲNA-MEG3 表达也是下调的，其结果与本研究是一

致的。间接说明 LncＲNA-MEG3 可能在心肌纤维化

及 CFs 活化增殖形成过程中发挥了负调控作用。
综上所述，本研究发现了 LncＲNA-MEG3 在心

肌纤维化动物和细胞模型组中表达明显降低，其在

心肌纤维化过程中可能起到抑制作用，但本研究只

是在组织和细胞水平的初步验证，LncＲNA-MEG3
在心肌纤维化发生中的具体调控通路还有待于继续

深入研究。
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Study on the expression changes of LncＲNA-MEG3
in the process of myocardial fibrosis

Jiang Shumei1，2，Shi Peng1，2，Wang Lichao1，2，et al
( 1Dept of Cardiothoracic Surgery，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601;

2Cardiovascular Ｒesearch Center，Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To study the expression changes of LncＲNA-MEG3 in the process of rat cardiac fibrosis and
cardiac fibroblasts( CFs) activation and proliferation． Methods SD rats were subcutaneously injected with isoprot-
erenol ( ISO) into the abdomen to construct a myocardial fibrosis animal model as the experimental group ( ISO
group) ，and the control group was injected with the same amount of normal saline; the CFs of suckling rats were ex-
tracted，and transforming growth factor β1 ( TGF-β1) was used to construct a cell-level fibrosis model as the experi-
mental group ( TGF-β1 group) ，and the control group was CFs cultured normally without TGF-β1; HE and Masson
staining were used to observe the changes of myocardial tissue collagen; Western blot method was used to detect the
expression of α-smooth muscle actin ( α-SMA) and collagen type I ( Collagen I) protein; qＲT-PCＲ method was
used to detect the expression of Collagen I，α-SMA mＲNA and MEG3; The CCK-8 method was used to detect the
absorbance ( OD value) of CFs after TGF-β1 was used． Ｒesults The results of HE and Masson staining indicated
that compared with the control group，the volume of cardiomyocytes in the ISO group became larger and disordered，

and the area of tissue collagen increased significantly． Compared with the control group，Collagen I，α-SMA protein
and mＲNA expression in ISO group and TGF-β1 group increased significantly，and the expression of LncＲNA-
MEG3 decreased significantly; The results of CCK-8 experiments suggested that CFs stimulated by TGF-β1 for 24 h
and 48 h significantly increased the OD value of cells compared with the control group，that is，the cell proliferation
activity enhanced． Conclusion The expression of LncＲNA-MEG3 in rat myocardial fibrosis tissue and the activa-
tion and proliferation of CFs cells significantly reduced，suggesting that MEG3 may play a negative regulatory role in
rat myocardial fibrosis and activation and proliferation of CFs，providing new ideas for clinical myocardial fibrosis
prevention and research．
Key words LncＲNA-MEG3; α-SMA; Collagen I; myocardial fibrosis; myocardial fibroblasts
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