
point( P ＜ 0. 05) ，and the expression of β-catenin protein gradually decreased with the extension of the time in the
two groups． Neurons expressed an increasing trend from 3 d to 14 d，while the number of neuron in the experimental
group expressed better than that in the control group，and cell morphology was more regular． Conclusion Oscilla-
ting field stimulation can improve the expression of β-catenin protein and neurons regeneration in the injured spinal
cord，which would contribute to neurological improvement after spinal cord injury．
Key words spinal cord injury; oscillating field stimulation; rat; β-catenin protein; neuron
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靶向沉默 HDAC6 对乳鼠心房肌成纤维细胞活化增殖的作用
曹 炜，石开虎，陶 辉，施 鹏，吴 超，宣海洋，沙纪名，占红英

摘要 目的 探究组蛋白去乙酰化酶( HDAC6) 对乳鼠心房
肌成纤维细胞活化增殖的影响作用。方法 将 50 只乳鼠
( 雄性) 分别提取心房肌成纤维细胞，应用 Western blot 法测
定 HDAC6 和 α-平滑肌肌动蛋白( α-SMA) 的表达情况;运用
qＲT-PCＲ技术检测 HDAC6 和 α-SMA mＲNA 的表达情况;
MTT法检测心房肌成纤维细胞的细胞增殖活性; 使用 Lipo-
fectamineTM 2000 Ｒeagent向心房肌成纤维细胞中转染小干扰
ＲNA HDAC6( siＲNA-HDAC6) 后观察对心房肌成纤维细胞增
殖的影响。结果 转染心房肌成纤维细胞 siＲNA-HDAC6 组
HDAC6 和 α-SMA的蛋白表达明显下降; qＲT-PCＲ 技术检测
siＲNA-HDAC6 组中 HDAC6 和 α-SMA的 mＲNA 表达明显下
降;转染 siＲNA-HDAC6 明显抑制心房肌成纤维细胞的增殖
活性。结论 靶向沉默 HDAC6 可抑制心房肌成纤维细胞活
化增殖，提示其在心房纤维化中可能发挥调控作用。

关键词 心房肌成纤维细胞; HDAC6; α-SMA

中图分类号 Ｒ 541

文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2017) 03 － 0356 － 04
doi: 10． 19405 / j． cnki． issn1000 － 1492． 2017． 03． 011

心房肌成纤维细胞增殖和以胶原纤维为主的细
胞外基质增多，继而导致心房纤维化的发生［1］。组
蛋白去乙酰化酶 ( histone deacetylases，HDACs) 在心
房纤维化发生发展过程中的重要作用已成为临床研
究热点问题。研究［2］表明 HDACs 在心血管方面的

2016 － 12 － 23 接收

基金项目: 安徽省高校自然科学研究项目( 编号: KJ2015A320 ) ;安徽

省科技攻关项目( 编号: 1501041148)

作者单位: 安徽医科大学第二附属医院心胸外科，安徽医科大学心血

管病研究中心，合肥 230601

作者简介: 曹 炜，男，副主任医师，硕士研究生;

石开虎，男，教授，主任医师，博士生导师，责任作者，E-

mail: shikaihu@ gmail． com

疾病中有着广泛表达，具有促进心肌肥大作用。而
该实验研究的组蛋白去乙酰化酶 6 ( histone deacety-
lase 6，HDAC6) 作为Ⅱ型组蛋白去乙酰化酶家族中
的一员，在纤维化疾病的发生发展中发挥重要作
用［3］。然而有关 HDAC6 对心房肌成纤维细胞中的
作用鲜有报道。该研究将通过转染 siＲNA-HDAC6
对乳鼠心房肌细胞增殖活性的影响，探索心房纤维
化发生的分子机制，为房颤心房纤维化的防治提供
新思路。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 实验动物 SPF 级 SD 乳鼠( 雄性) 50 只，1
周龄，( 20 ± 5) g，购自安徽医科大学实验动物中心。
1． 1． 2 药品与试剂 MTT相关试剂( 美国 Sigma公
司) ; 脂质体 2000、TＲIzol 试剂 ( 美国 Invitrogen 公
司) ; 新生牛血清 ( 杭州四季青公司) ; PrimeScriptTM

ＲT Master Mix ( 日本 TaKaＲa 公司) ; HDAC6 抗体
( 美国 Abcam 公司) ; α-平滑肌肌动蛋白 ( α-smooth
muscle actin，α-SMA) 、β-actin( 武汉博士德公司) ;二
抗( 北京中杉金桥生物技术有限公司) ; 逆转录试剂
盒、SYBＲ-Green 试剂 ( 立陶宛 Fermentas 公司) ; 上
海生工合成引物 α-SMA、HDAC6 和 β-actin。
1． 2 方法
1． 2． 1 取材 用 75%乙醇溶液浸泡乳鼠 15 s，用眼
科剪取出心脏，置于预冷 PBS 中。用预冷 PBS ( 含
双抗) 清洗 3 次，去除血污。将心脏组织剪成约 1
mm ×1 mm ×1 mm的组织块，备用。
1． 2． 2 组织消化 用胶原酶 ( Ⅱ型) 和胰蛋白酶
( 体积比 1 ∶ 1) 联合消化心肌组织，37 ℃水浴，消化
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20 min后，吹打组织约 3 min，分散细胞，然后终止消
化加入培养基，离心收集细胞; 按以上步骤消化 4
次，收集细胞悬液，过滤网，置培养瓶中培养。
1． 2． 3 细胞培养 将细胞悬液离心 5 min，上清液
弃去，加入培养基混匀后，置培养皿中，在培养箱
5% CO2、37 ℃中培养，放置 90 min，根据差速贴壁，
最先贴壁为心肌成纤维细胞，培养传代 3 代，用于后
续研究。同时，使用 5 ng /ml 转化生长因子-β1
( transformins growth factor-β1，TGF-β1 ) 刺激处理心
肌成纤维细胞 48 h，使细胞活化。
1． 2． 4 瞬时转染 siＲNA-HDAC6 取对数生长的细
胞，转染前 1 d，将各组的细胞计数后，接种 24 孔板，
用无血清不含抗生素的 DMEM培养液稀释待转染。
siＲNA-HDAC6 的引物序列: 将 siＲNA-HDAC6 及其
阴性序列分别与脂质体2 000混匀，静置 20 min，室
温，加入相应各孔细胞中，37 ℃、5% CO2 保温箱孵
育 4 ～ 6 h，更换培养基，加入 TGF-β1 刺激细胞生
长，分为 TGF-β1 组与对照组，48 h 后提取转染后细
胞的总 ＲNA和蛋白。
1． 2． 5 qＲT-PCＲ 检测 HDAC6、α-SMA mＲNA 表达
提取细胞总 ＲNA，用紫外分光光度计鉴定 ＲNA

浓度和纯度，A260 nm /A280 nm比值在 1. 8 ～ 2. 0。以 2
μg总 ＲNA为模板，合成 cDNA。取 2 μl cDNA在荧
光试剂作用下，用 ABI仪器进行 PCＲ扩增，以 β-ac-
tin 作为内参照。HDAC6 上游引物序列: 5'-
GGGCGTCAGTGGCTCACTCC; 下游引物序列: 5'-
TCTGGGCGCTTGCACAAGGT-3'，β-actin上游引物序
列: 5'-TGAGCTGCGTGTGGCCCCTGAG-3'; 下游引
物序列: 5'-GGGGCATCGGAACCGCTCATTG-3'，α-
SMA 上游引物序列: 5'-TGGCCACTGCTGCTTC-
CTCTTCTT-3'; 下游引物序列: 5'-GGGGCCAGCT-
TCGTCATACTCCT-3'。
1． 2． 6 HDAC6、α-SMA 蛋白表达检测 提取细胞
总蛋白，蛋白分离用 SDS-PAGE系统。经过转膜、封
闭、洗膜，孵育一抗( 1 ∶ 300) ，4 ℃摇床过夜。二抗
( 1 ∶ 5 000) 孵育，洗膜，ECL发光法显影。结果采用
Image J软件分析，以 β-actin 作为内参，结果重复 3
次。
1． 2． 7 MTT法检测细胞增殖情况 将对数生长期
细胞用胰酶消化后，细胞重悬并计数。铺于 96 孔板
中，每孔 100 μl，设 5 个复孔，置 37℃、5% CO2 培养
箱中培养。培养终止前 4 h，每孔加入 MTT 试剂 10
μl( 5 g /L) ，弃培养液，最后加入 DMSO 100 μl 终止
反应，震荡 6 min 充分溶解结晶，使用酶标仪测定

490 nm处 A值。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 统计软件进行
分析，结果以 珋x ± s 表示，组间比较采取两样本 t 检
验。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 HDAC6、α-SMA mＲNA在 TGF-β1 诱导心房
肌成纤维细胞活化中的表达 使用 5 ng /ml TGF-β1
处理 48 h以后，qＲT-PCＲ检测结果显示，TGF-β1 组
HDAC6 mＲNA表达明显高于对照组( t = 5. 83，P ＜
0. 05) ，同时 α-SMA mＲNA 表达明显高于对照组 ( t
= 7. 08，P ＜ 0. 05) 。见图 1。

图 1 qＲT-PCＲ检测 HDAC6 和 α-SMA mＲNA的表达情况

与对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 HDAC6、α-SMA蛋白在 TGF-β1 诱导心房肌
成纤维细胞活化中的表达 TGF-β1 处理 48 h 以
后，Western blot 检测结果显示，TGF-β1 组 HDAC6
蛋白表达明显高于对照组 ( t = 7. 59，P ＜ 0. 05 ) ，同
时 α-SMA蛋白表达明显高于对照组( t = 8. 12，P ＜
0. 05) 。见图 2。
2． 3 瞬时转染心房肌成纤维细胞 siＲNA-HDAC6
对 HDAC6、α-SMA mＲNA表达的影响 瞬时转染
siＲNA-HDAC6 48 h 后，qＲT-PCＲ 检测结果显示，
siＲNA-HDAC6 组 HDAC6 mＲNA表达明显低于阴性
对照组( 无特殊设计的小 ＲNA 片段) ( t = 4. 43，P ＜
0. 05) ，α-SMA mＲNA 表达明显低于阴性对照组 ( t
= 4. 12，P ＜ 0. 05) 。见图 3。
2． 4 瞬时转染心房肌成纤维细胞 siＲNA-HDAC6
对 HDAC6、α-SMA 蛋白表达的影响 瞬时转染
siＲNA-HDAC6 48 h 后，Western blot 检测结果显示，
siＲNA-HDAC6 组 HDAC6 蛋白表达明显低于阴性对
照组( t = 6. 71，P ＜ 0. 05 ) ，α-SMA 蛋白表达明显低
于阴性对照组( t = 6. 02，P ＜ 0. 05) 。见图 4。
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图 2 Western blot检测 HDAC6 和 α-SMA蛋白的表达情况

与对照组比较: * P ＜ 0. 05

图 3 qＲT-PCＲ检测 HDAC6 和 α-SMA mＲNA的表达变化

与阴性对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 5 瞬时转染 siＲNA-HDAC6 对心房肌成纤维细
胞活性的影响 MTT 法实验结果表明，瞬时转染
siＲNA-HDAC6 处理后的细胞增殖活性，siＲNA-
HDAC6 组 24 h( t = 3. 72，P ＜ 0. 05) 、48 h( t = 4. 57，
P ＜ 0. 05) 细胞活性明显低于阴性对照组。见图 5。

3 讨论

房颤心房纤维化是由于细胞外的基质过度沉积
的异常病理过程，是各种复杂的心血管疾病发生发

图 4 Western blot检测 HDAC6 和 α-SMA 蛋白的表达变化

与阴性对照组比较: * P ＜ 0. 05

图 5 MTT法检测转染心房肌成纤维细胞
0、24、48 h后细胞增殖活性变化

与同一时间阴性对照组比较: * P ＜ 0. 05

展的共同病理过程［4］。心房肌成纤维细胞的活化
增殖是心肌纤维化发生发展及心室重构的中心事
件。研究［5］显示 α-SMA 蛋白表达在心房肌成纤维
细胞活化过程中改变最为显著。因此，用 α-SMA作
为评估心房肌成纤维细胞活化程度的一个重要指
标。

乙酰化是翻译后修饰的一种表观遗传学修饰方
式，通过组蛋白乙酰转移酶和组蛋白去乙酰化酶发
挥作用。组蛋白乙酰化可激活基因促进表达，组蛋
白去乙酰化则反之。因此，两者之间的相互动态平
衡参与调控基因表达及疾病的发生发展。组蛋白
HDAC6 在 18 种 HDAC家族成员中，HDAC6 具有两
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个功能性去乙酰化结构域和一个锌指基序，这两个
是 HDAC6 发挥生物学活性所必需的功能性的催化
结构域［6］。文献［7］报道，下调 HDAC6 能抑制乳腺
癌MCF-7 细胞的增殖活性，并诱导细胞 G0 /G1 期阻
滞。鉴于不同亚型的 HDACs发挥不同的功能，那么
HDAC6 在心房肌成纤维细胞活化过程中是否也发
挥类似作用。

本实验通过转染 HDAC6 小干扰 ＲNA处理体外
培养的心房肌成纤维细胞，靶向沉默 HDAC6 的表
达，分别检测处理过后细胞的活性改变以及
HDAC6、α-SMA的表达水平。结果显示 HDAC6 表
达下降可明显抑制心房肌成纤维细胞增殖活性，降
低了 α-SMA的表达水平。

综上所述，靶向沉默 HDAC6 能够发挥抑制心
房肌成纤维细胞增殖的作用，表明 HDAC6 可以作
为抑制心房肌成纤维细胞的调节因子。因此，有目
的的对 HDAC6 进行表达干预能够对房颤心房纤维
化的发生发展起到干预作用。
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The effect of HDAC6 silencing on
proliferation in neonatal rat atrial fibroblasts

Cao Wei，Shi Kaihu，Tao Hui，et al
( Dept of Cardio-Thoracic Surgery，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，
Dept of Cardiovascular Disease Ｒesearch Center，Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To explore influence of histone deacetylase 6( HDAC6) on neonatal rat atrial fibroblasts ac-
tivation and proliferation． Methods Atrial fibroblasts were treated with transforming growth factor-β1( TGF-β1) for
48 hours． qＲT-PCＲ was applied to assess the expression of HDAC6 and α-smooth muscle actin( α-SMA) mＲNA
levels． The protein expression levels of HDAC6 and α-SMA were detected by Western blot． MTT assay was used to
determine the proliferation of atrial fibroblasts． LipofectamineTM2 000 Ｒeagent was used to transfected atrial fibro-
blasts with siＲNA-HDAC6． Ｒesults After cardiac fibroblasts transfected with siＲNA-HDAC6，HDAC6 expression
was declined and α-SMA expression was decreased． The atrial fibroblasts treated with TGF-β1 that HDAC6 expres-
sion was increased and α-SMA expression was increased． The activity of cardiac fibroblasts was decreased after
transfected with siＲNA-HDAC6． Conclusion HDAC6 can suppress proliferative activity of atrial fibroblasts
markedly and could be a new therapeutic target of preventing atrial remodeling． The application of its regulator will
provide the new idea and method for the prevention and cure of atrial fibrosis．
Key words atrial fibroblasts; histone deacetylase 6; α-smooth muscle actin
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