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摘要 目的 初步探讨组蛋白去乙酰化酶( HDAC8) 在盐酸

异丙肾上腺素( ISO) 诱导的大鼠心肌纤维化中表达的机制。

方法 将 40 只雄性 SD 大鼠随机均等分为正常组和模型组。

模型组给予 ISO 1 次 /d( 5 mg /kg) ，正常组予以等剂量生理

盐水皮下注射，连续注射 7 d 后处死大鼠取血液标本，并取

心肌组织。测定心脏质量指数; ELISA 法检测血清中 I 型胶

原和Ⅲ型胶原的含量; HE 和 Masson 染色法观察心肌纤维化

程度; Western blot 法测定 HDAC8 和 α-平滑肌肌动蛋白 ( α-
SMA) 蛋白表达情况; qＲT-PCＲ 法检测 HDAC8 mＲNA 的表

达。结果 与正常组比较，模型组心脏质量指数明显增加

( P ＜ 0. 05) ; HE 和 Masson 染色显示模型组心肌组织出现明

显的胶原纤维增生; 模型组血清标本中Ⅰ型胶原和Ⅲ型胶原

的含量较正常组明显增加( P ＜ 0. 05) ; Western blot 法检测显

示模型组 HDAC8、α-SMA 的蛋白表达明显高于正常组( P ＜
0. 05，P ＜ 0. 01 ) ; qＲT-PCＲ 检测模型组 HDAC8 mＲNA 表达

明显高于正常组( P ＜ 0. 05) 。结论 HDAC8 在心肌纤维化

中高表达，而在正常心肌组织中低表达，提示其在心肌纤维

化的发生发展中可能发挥作用。
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心肌纤维化是由各种损伤因素导致异常胶原纤

维沉积于心肌细胞间质的病理过程［1］。同时心肌

纤维化也是心房颤动 ( atrial fibrilation，AF) 的病理

学基础，严重影响人类生命健康。AF 是临床上最常

见的心律失常之一，AF 本身及其所引起的并发症

( 如心衰、血栓栓塞等) 常给患者带来严重后果［2］。
但其发病机制目前仍不清楚。报道［3］显示，组蛋白

的修饰调节参与多种器官 ( 如肾脏、肺脏及心脏组

织) 纤维化的形成。研究［4］显示Ⅰ类组蛋白去乙酰

化酶( histone deacetylase，HDAC) 在心血管疾病中广

泛表达，具有促心肌肥大作用。作为Ⅰ类 HDACs 中

的一员，HDAC8 由于缺少保守的 C-端结构域且主

要在细胞质表达而被视为Ⅰ类 HDACs 中一个特殊

的亚型［5］。而关于 HDAC8 在心肌纤维化中的作用

鲜有报道。该研究将通过对心肌纤维化和 HDAC8
相关性分析来揭示心肌纤维化发生的分子生物学机

制，为 AF 的防治提供新思路和新的研究途径。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 动物 SPF 级雄性 SD 大鼠 40 只，8 周龄，

体重( 200 ± 20 ) g，购自安徽医科大学实验动物中

心。
1． 1． 2 药品与试剂 盐酸异丙肾上腺素( isoprena-
line，ISO ) 购 自 上 海 禾 丰 制 药 有 限 公 司 ( 批 号:

H31021344) ; 大鼠Ⅰ型、Ⅲ型胶原 ELISA 试剂盒均

购自北京北方生物技术研究所; 一抗 HDAC8 购自

美国 Abcam 公 司; α-平 滑 肌 肌 动 蛋 白 ( α-smooth
muscle actin，α-SMA) ，β-actin 购自武汉博士德生物

工程有限公司; 二抗辣根酶标记山羊抗小鼠 IgG、山
羊抗兔 IgG 购自北京中杉金桥生物技术有限公司;

TＲIzol Ｒeagent 购自美国 Invitrogen 公司; ＲT-PCＲ 试

剂盒、SYBＲ-Green qPCＲ Master Mix 购 自 立 陶 宛

MBI Fermentas 公司; HDAC8、α-SMA、β-actin 引物均

由上海生工生物工程股份有限公司合成。
1． 2 方法

1． 2． 1 动物分组及模型建立 将 40 只 SD 大鼠随

机分为正常组和模型组各 20 只。自处理之日起，模

型组大鼠背部皮下注射 ISO 溶液( 5 mg /kg) ，1 次 /
d，连续 7 d，制备心肌纤维化大鼠模型; 正常组大鼠

背部皮下注射与模型组相同剂量的生理盐水。
1． 2． 2 标本采集及处理 两组大鼠常规饲养 7 d
后处死。留取血清待测，开胸取心脏组织快速进行

心脏质量指数的测定后置于 10% 甲醛溶液中固定，

常规石蜡包埋后，沿切面连续切片 5 张，每张厚 5
μm，用 HE 染色和 Masson 染色观察，剩余心脏组织

装入冻存管置于 － 80 ℃冰箱保存。
1． 2． 3 心脏质量指数的测定 末次给药后禁食不

禁饮 24 h，大鼠称体重( body weight，BW) 后 10%水
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合氯醛( 0． 3 ml /kg) 腹腔注射麻醉后，开胸取出心

脏，去除大血管、心外膜脂肪组织，先以 20 ml 生理

盐水清洗，吸干后称全心重( heart weight，HW) 和左

心室重量( left ventricular weight，LVW) ，计算左心室

重量指数 ( 左心室重量 /体重，LVW/BW) 和心重指

数( 全心重 /体重，HW/BW) 。
1． 2． 4 病理学及胶原容积分数计算 心肌组织切

片经烤片后在二甲苯中脱蜡 5 ～ 10 min，换新鲜的二

甲苯，再脱蜡 5 ～ 10 min。经梯度乙醇溶液脱水后，

流水冲洗。苏木精染色 5 min 左右、流水冲去多余

的染色液; 1%盐酸酒精迅速分化; 流水稍洗; 加入蓝

液 0． 5%淡氨水返蓝数秒; 流水冲洗数分钟，依次行

HE 染色和 Masson 染色。中性树脂胶封片，光镜下

观察、摄片。每张 Masson 染色切片选取 3 个无血管

视野( × 400) ，采用 Image Proplus 6． 0 图像扫描软件

进行图像分析，计 算 心 肌 胶 原 容 积 分 数 ( collagen
volume fraction，CVF) 。CVF( % ) : 胶原面积 /全视野

面积 × 100%。
1． 2． 5 血清中Ⅰ型及Ⅲ型胶原含量的检测 大鼠

取血后，分离血清; 测定血清中 I 型和 III 型胶原的

含量，具体步骤按照试剂盒操作说明书进行。
1． 2． 6 Western blot 法检测 HDAC8、α-SMA 蛋白表

达 心肌总蛋白提取: 取 0． 1 g 心肌组织块经匀浆

后，移入 Eppendorf 管中，加入 ＲIPA 裂解液 1 ml，冰

上裂解 30 min，4 ℃、12 000 r /min 离心 40 min，留取

上清液即得总蛋白提取液，应用 BCA 法进行蛋白

定量，变性后置于 － 80 ℃ 冰箱保存备用。蛋白电

泳: 采用 12%分离胶及 5% 浓缩胶的 SDS-PAGE 系

统。转膜: 200 mA 恒流电转印 1 h。洗膜后放入含

5%脱脂奶粉的 TBST 封闭 1 h 摇床，洗膜，孵育一

抗，4 ℃摇床过夜。洗膜，孵育二抗，室温孵育 1 h，

洗膜，ECL 发光法显影。成像结果采用 Image J 软

件分析，以 β-actin 作为内参，结果重复 3 次。
1． 2． 7 qＲT-PCＲ 法检测 HDAC8、α-SMA mＲNA 表

达 采用 TＲIzol 提取心肌细胞总 ＲNA，用紫外分光

光度 计 测 定 ＲNA 浓 度 和 纯 度，以 吸 光 度 ( absor-
bance，A) 值为计量，根据 ＲNA 的 A260 nm /A280 nm均在

1． 8 ～ 2． 0，鉴定 ＲNA 的纯度。以 2 μg 总 ＲNA 为模

板，严格按照 ＲT-PCＲ 试剂盒操作说明合成 cDNA。
取 2 μl cDNA 在 SYBＲ-Green qPCＲ Master Mix 作用

下，用 ABI StepOne 进行 qＲT-PCＲ 扩增，以 β-actin
作为内参。引物序列见表 1。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16． 0 软件进行分析，

数据以 珋x ± s 表示。组间比较采取两样本 t 检验。

表 1 HDAC8、α-SMA 和 β-actin 的引物序列

基因 序列( 5'-3')
β-actin F: ACCACAGCTGAGAGGGAAATCG

Ｒ: AGAGGTCTTTACGGATGTCAACG
α-SMA F: CGAAGCGCAGAGCAAGAG

Ｒ: CATGTCGTCCCAGTTGGTGAT
HDAC8 F: ACCAGTGGGAATTGGCAAGTG

Ｒ: AGCCGTGTTGGCAAGGTTGTA

2 结果

2． 1 心脏 LVW/BW 和 HW/BW 参数测定 ISO
所致的心肌纤维化对大鼠心脏质量指数的影响，与

正常组比较，模型组左心室重量指数和心重指数明

显升高，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见表 2。

表 2 模型组和正常组之间的心脏质量指数以及

血清中Ⅰ型胶原和Ⅲ型胶原含量的比较( n = 20，珋x ± s)

项目 模型组 正常组 t 值 P 值

LVW/BW( mg /g) 3． 10 ± 0． 40 2． 00 ± 0． 60 1． 752 ＜ 0． 05
HW/BW( mg /g) 5． 20 ± 0． 60 3． 40 ± 0． 50 1． 824 ＜ 0． 05
Ⅰ型胶原( μg /L) 5． 81 ± 0． 96 3． 53 ± 0． 63 1． 865 ＜ 0． 05
Ⅲ型胶原( μg /L) 4． 23 ± 0． 52 1． 84 ± 0． 78 1． 923 ＜ 0． 05

2． 2 ISO 所致的大鼠心肌纤维化血清中Ⅰ型胶原

和Ⅲ型胶原的含量影响 模型组血清中Ⅰ型胶原和

Ⅲ型胶原的含量明显高于正常组，差异有统计学意

义 ( P ＜ 0. 05) 。见表 2。
2． 3 HE 染色和 Masson 染色及心肌 CVF HE 染

色及 Masson 染色显示，正常组心肌细胞形状基本一

致，排列整齐，细胞核间距规整，无纤维化; 模型组心

肌组织间质成分增多且不规则，细胞核间距增宽，见

较多纤维组织。模型组大鼠心肌组织 CVF 明显高

于正常组 ( t = 2. 019，P ＜ 0. 05) 。见图 1、2。

图 1 正常组与模型组大鼠心肌 HE 染色及 Masson 染色 × 400

A: 正常组; B: 模型组; 1: HE 染色; 2: Masson 染色
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图 2 正常组与模型组大鼠心肌 CVF 含量的比较

与正常组比较: * P ＜ 0. 05

2． 4 Western blot 法检测 HDAC8、α-SMA 蛋白表

达 与正常组比较，模型组大鼠心肌组织 HDAC8
含量显著升高，同时，α-SMA 含量显著升高 ( 图 3) 。

图 3 Western blot 法检测心肌纤维化组织中

HDAC8 和 α-SMA 蛋白表达

与正常组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

2． 5 qＲT-PCＲ 法检测 HDAC8 mＲNA 的表达

采用相对定量法对心肌细胞内 HDAC8 基因相对于

β-actin 内参基因的表达变化。与正常组比较，模型

组大鼠心肌组织 HDAC8 mＲNA 含量显著升高，同

时，α-SMA mＲNA 显著升高 ( 图 4) 。

3 讨论

α-SMA 在心肌成纤维细胞活化过程中功用最

为显著［6］，可将 α-SMA 作为评估心肌纤维化严重程

度的指标。本实验通过皮下注射 ISO 制备心肌纤维

化动物模型，结果显示模型组血清中Ⅰ型胶原和Ⅲ

图 4 qＲT-PCＲ 法检测心肌纤维化组织中 HDAC8

和 α-SMA mＲNA 表达

与正常组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

型胶原的含量明显高于正常组。HE 染色及 Masson
染色显示，模型组心肌组织间质呈现纤维化改变。
说明大鼠心肌纤维化动物模型制备是成功的，实验

结果证明模型组的表型与文献［7］相一致。该法简

单、经济，可靠。
组蛋白乙酰化修饰是表观遗传重要修饰方式之

一，包括组蛋白乙酰化酶 ( histone acetyltransferase，

HAT) 和 HDAC 两种酶，其动态平衡调控着染色质

的结构及 基 因 表 达，HAT 使 组 蛋 白 乙 酰 化，促 使

DNA 与组蛋白八聚体分离，激活基 因 的 表 达; 而

HDAC 使组蛋白去乙酰化，与带负电荷的 DNA 紧密

结合，基因的转录受到抑制［8 － 9］。HDACs 是一类蛋

白酶，并作为衔接因子直接影响染色质的结构和转

录因子的活性，调节转录过程［10］。目前，哺乳类动

物 HDAC 共发现 18 种，根据不同 HDACs 的结构同

源性分析，可将 HDACs 分为 4 类; 其中Ⅰ类 HDACs
与酵母 Ｒpd3 基因具有同源性，包括 HDAC1、2、3 和

8; 研究［11］显示Ⅰ类 HDACs 能够通过成纤维细胞和

循环 纤 维 细 胞 调 控 心 肌 纤 维 化 的 发 生 发 展。研

究［4］显示 HDAC1 和 HDAC2 在心肌细胞生长及心

肌纤维化的形成中发挥重要调控作用。研究［12］表

明在转基因大鼠模型中，HDAC3 能够参与调控心肌

细胞的增殖。不同亚型的 HDACs 可能发挥不同的

功能，HDAC8 在大鼠心肌纤维化中是否也发挥作

用，鲜有报道。
本研究显示，与正常组比较，模型组大鼠心肌组

织 HDAC8、α-SMA HDAC8 mＲNA、α-SMA mＲNA 含

量显著升高。从转录和翻译水平说明心肌纤维化的

发生与发展可能与组蛋白乙酰化有关。但单一的生

物分子可能被多种表观遗传修饰所调控，同时一种

修饰方式的发生也将影响另一种修饰的作用。由于

缺乏针对单一亚型特定的 HDAC 抑制剂，无法特定

抑制 HDAC8，这也是本实验的不足之处。初步探讨
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组蛋白去乙酰化可能在调控心肌纤维化的形成过程

中发挥作用，HDAC8 究竟在心肌纤维化形成过程中

如何起作用，尚不明确，课题组将通过小干扰 ＲNA
技术靶向沉默 HDAC8，及其如何影响纤维化相关的

信号转导过程进一步研究。
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The role of HDAC 8 in isoprenaline-induced myocardial fibrosis of rat
Zhi Min1，2，Tao Hui1，2，Chen Zewen2，et al

( 1Dept of Cardiothoracic Surgery，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，
2Cardiovascular Disease Ｒesearch Center，Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To preliminarily study the expression and the role of histone deacetylase 8 ( HDAC8) of i-
soprenaline induced myocardial fibrosis in rats． Methods The 40 male SD rats were randomly divided into normal
group and the experimental model group． The model group was treated subcutaneously with 5 mg /kg isoprenaline
daily for 7 d; the normal group was given the same amount of normal saline at the same time． Ｒats were executed
to obtain blood samples and myocardial tissue after 7 d． And HW/BW，LVW/BW were tested． ELISA was used to
detected the content of type I collagen and type III collagen in serum． The degree of myocardial fibrosis was ob-
served with HE and Masson staining method． The expressions of HDAC8 and α-SMA were tested by Western blot．
The mＲNA expressions of α-SMA and HDAC8 were examined by qＲT-PCＲ． Ｒesults HW/BW and LVW/BW in-
creased significantly in the model group compared with the normal group( P ＜ 0. 05) ． The content of type I collagen
and type III collagen in serum increased significantly in the model group compared with the normal group ( P ＜
0. 05) ． HE and Masson staining showed myocardial tissue in the model group appeared obviously collagen fiber hy-
perplasia． The expressions of HDAC8 and α-SMA in the model group were higher than the normal group ( P ＜
0. 05) ． qＲT-PCＲ detection of mＲNA expression of HDAC8 model group was significantly higher than the normal
group ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion The HDAC8 is highly expressed in myocardial fibrosis but lowly expressed in nor-
mal myocardium suggesting that it may play a role in the development of myocardial fibrosis．
Key words myocardial fibrosis; HDAC8; α-SMA

·359·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2015 Jul; 50( 7)


