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ＳＩＲＴ２对 ＡｎｇⅡ诱导的小鼠心肌成纤维细胞
增殖与迁移影响的研究

林丽婵１，刘芷言１，刘震宇１，刘　鹏１，毛　遂１，张云森１，胡宪文１，李　锐１，陶　辉１，２

（安徽医科大学第二附属医院１麻醉科、２心胸外科，合肥　２３０６０１）

摘要　目的　探讨去乙酰化酶２（ＳＩＲＴ２）在血管紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）刺激下对小鼠心肌成纤维细胞（ＣＦｓ）增殖与
迁移的作用。方法　对１～２ｄ内的Ｃ５７ＢＬ／６乳鼠心脏进行无菌摘取，碎化为组织匀浆、消化、过滤后提取分离的ＣＦｓ。ＣＦｓ贴
壁生长至７０％～８０％汇合度后，加入ＡｎｇⅡ 诱导构建体外ＣＦｓ活化增殖模型，ＡｎｇⅡ 刺激２４ｈ后分别向各组ＣＦｓ转染空载
质粒及ＳＩＲＴ２过表达质粒，后继续培养１～２ｄ。应用ＲＴｑＰＣＲ方法检测 ＳＩＲＴ２、增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）、骨膜素（ＰＯＳＴＮ）和
Ⅰ型胶原 Ａ１（Ｃｏｌ１Ａ１）的ｍＲＮＡ相对表达量；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法探测 ＳＩＲＴ２、ＰＣＮＡ、ＰＯＳＴＮ和Ｃｏｌ１Ａ１的蛋白相对表达量；ＣＣＫ８
法与ＥｄＵ法探测 ＣＦｓ增殖活力；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ＣＦｓ迁移能力。结果　与ＣＦｓ空白对照组相比，ＡｎｇⅡ导致ＣＦｓ的ＳＩＲＴ２
表达量减少与细胞外基质蛋白表达增多，同时ＣＦｓ的活化增殖明显增高。使用质粒过表达ＳＩＲＴ２上调ＡｎｇⅡ诱导环境下ＣＦｓ
ＳＩＲＴ２表达后，与空载组相比，过表达组ＳＩＲＴ２表达上调，胶原纤维蛋白表达量降低，同时 ＣＦｓ的增殖与活化明显减少。结论
　过表达ＳＩＲＴ２能抑制ＡｎｇⅡ诱导的胶原纤维沉积与ＣＦｓ活化增殖，ＳＩＲＴ２通过调节ＡｎｇⅡ诱导环境下ＣＦｓ活化与增殖，也
为心肌纤维化的干预与治疗提供了新的思路。
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　　心肌纤维化是各种心肌损伤因素所导致的心脏
病理性改变［１］，可引起心室壁顺应性减少，心室重

构，心脏泵血功能降低等心脏病理生理性改变［２］。

心肌成纤维细胞（ｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＣＦｓ）是心肌纤
维化起始和恶化中的关键作用细胞。ＣＦｓ的异常活
化与过度增殖和细胞外基质蛋白的异常沉积是心肌

纤维化的标志性事件［３］。目前关于 ＣＦｓ的活化增
殖的分子机制仍未完全研究透彻，对 ＣＦｓ活化增殖
的分子机制深入研究可为临床干预与治疗心肌纤维

化提供诊治依据。去乙酰化酶（ｓｉｒｔｕｉｎ２，ＳＩＲＴ２）是
一种烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅ
ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＮＡＤ＋）依赖性蛋白脱乙酰酶［４］，可以

催化组蛋白去乙酰化并参与调控基因启动子区域的

组蛋白乙酰化修饰，通过催化组蛋白去乙酰化使组

蛋白乙酰化修饰减少，从而抑制启动子下游基因的

转录与表达［５］。研究［６］表明，ＳＩＲＴ２可以调控组蛋
白去乙酰化修饰从而抑制神经母细胞瘤细胞的活化

增殖和侵袭功能。文献［７］报道 ＳＩＲＴ２能抑制结直
肠癌细胞的增殖。现有的文献提示ＳＩＲＴ２可影响细
胞活化增殖过程，但是 ＳＩＲＴ２是否在 ＣＦｓ活化与增
殖中发挥作用尚不清楚。该研究通过利用血管紧张

素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）刺激构建 ＣＦｓ活化增
殖体外模型，质粒转染 ＣＦｓ过表达 ＳＩＲＴ２后，检测
ＣＦｓ活化增殖分子标志物表达变化以及增殖与迁移
功能变化，探讨ＳＩＲＴ２在ＡｎｇⅡ 诱导ＣＦｓ增殖与迁
移中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　所提取与培养小鼠原代 ＣＦｓ来
源于１～２ｄ内的ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６乳鼠，由安徽医科
大学动物实验中心提供，动物许可证号：ＳＣＸＫ（皖）
２０１７００６，相关实验操作通过安徽医科大学伦理审
批，伦理编号为ＬＬＳＣ２０２３２１５７。
１．１．２　实验试剂　胎牛血清（１０１００）、ＡｎｇⅡ
（ＧＰ１００２３）（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）、高糖 ＤＭＥＭ培养基
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（ＳＨ３０２４３０１Ｂ）（美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司）、ＧＡＰＤＨ一抗
（１０４９４１ＡＰ）、ＳＩＲＴ２一抗（１９６５５１ＡＰ）、骨膜素
（ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ，ＰＯＳＴＮ）一抗（１９８９９１ＡＰ）、Ⅰ型胶原
（ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ）一抗（６７２８８１Ｉｇ）、增殖细胞核抗原
（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）一 抗
（２４０３６１ＡＰ）（武汉 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）、细胞裂解液
（Ｐ００１３）、ＢＣＡ试剂盒（Ｐ００１２Ｓ）、蛋白酶抑制剂混
合物（Ｐ１００５）、ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液（５×）
（Ｐ００１５）、胰蛋白酶（Ｐ４２０５）、Ｌｉｐｏ８０００ＴＭ转染试剂
（Ｃ０５２６）、４％多聚甲醛固定液（４％ＰＦＡ）（Ｐ００９９）、
ＴｒｉｔｏｎＸ１００／曲拉通 Ｘ１００（ＳＴ１７２３）、ＤＡＰＩ染色液
（Ｃ１００５）、抗荧光淬灭封片液（Ｐ０１２６）（上海碧云天
生物技术有限公司）、ＴＲＩｚｏｌ试剂（１５５９６０２６）（美
国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）、逆转录和 ＲＴｑＰＣＲ试剂盒（长
沙艾克瑞公司；ＡＧ１１７２１）、ＧＡＰＤＨ、ＳＩＲＴ２、ＰＯＳＴＮ、
ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＰＣＮＡ引物序列（上海生工公司）、ＣＣＫ
８试剂盒（ＢＳ３５０Ａ）（合肥白鲨公司）、ＥｄＵ细胞增殖
检测试剂盒（Ｃ１０３１０１）（广州锐博公司）、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室（３４２２）（美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司）、０１％结晶紫水溶
液（０１％ＣＶＳ）（５４８６２９）（上海联迈公司）。
１．１．３　主要仪器　细胞超净工作台（苏州净化公
司），细胞培养箱（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公
司），高速离心机（德国艾本德公司），ＶａｒｉｏｓｋａｎＬＵＸ
酶标仪（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），实时荧
光定量ＰＣＲ仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司），激光共聚焦显
微镜（德国Ｚｅｉｓｓ公司）。
１．２　方法
１．２．１　原代细胞的提取与培养　用酒精消毒１～２
ｄ的Ｃ５７ＢＬ／６乳鼠体表后，用已高温灭菌的器械在
细胞超净操作台中解剖出整个乳鼠心脏。用预冷无

菌ＰＢＳ洗除残余血液，再将心脏剪为组织匀浆，后
加入以２∶１配置的胰蛋白酶和Ⅱ型胶原酶混合液。
用水浴锅 ３７℃ 恒温摇晃消化组织悬液 ３０～４０
ｍｉｎ，用细胞滤网过滤收集被消化分离的细胞悬液，
向收集滤液中加入等体积的完全培养基中和残余消

化酶。反复消化心肌组织２～４次，以１０００ｒ／ｍｉｎ
离心过滤收集的细胞悬液６ｍｉｎ，吸除上层液体。往
离心管底部加１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ，轻轻吹打并转移
积聚细胞到培养瓶，放到原代细胞专用培养箱３７℃
静置培养６ｈ。之后更换培养瓶ＤＭＥＭ，倒弃未贴壁
的细胞与组织碎片，所获贴壁的细胞即为 ＣＦｓ。光镜
下观察 ＣＦｓ状态，培养原代 ＣＦｓ至汇合度约８０％ ～
９０％时传代，第２～３代ＣＦｓ用于后续实验。荧光显
微镜下，细胞中ＰＯＳＴＮ荧光染色阳性，确定为 ＣＦｓ。

１．２．２　ＡｎｇⅡ诱导 ＣＦｓ细胞活化　用枸橼酸盐缓
冲液配浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＡｎｇⅡ工作液，以最终
浓度为１００ｎｍｏｌ／Ｌ的ＡｎｇⅡ处理对数生长期的ＣＦｓ
２４ｈ。
１．２．３　原代 ＣＦｓ细胞转染　传代后ＣＦｓ培养汇合
度约７０％～８０％时，用ＡｎｇⅡ 诱导 ２４ｈ。后重悬，
计数并等量接种至６孔板。当 ＣＦｓ生长至汇合度
６０％～７０％左右时，进行质粒转染。ＣＦｓ质粒转染
２４ｈ后再换成含１０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ，再加ＡｎｇⅡ处
理继续培养。２ｄ后，用ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测各组ＣＦｓ的ＳＩＲＴ２过表达效率。
１．２．４　实验分组　① ＣＦｓ空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ
组）：不做处理；② ＣＦｓ加 ＡｎｇⅡ刺激纤维化实验
组（ＡｎｇⅡ 组）：ＡｎｇⅡ刺激 ＣＦｓ２４ｈ；③ ＣＦｓ质粒
空载加 ＡｎｇⅡ刺激对照组（ＡｎｇⅡ ＋ＯＥＶｅｃｔｏｒ
组）：ＣＦｓ转染空载质粒后加 ＡｎｇⅡ刺激 ２４ｈ；④
ＣＦｓ质粒过表达 ＳＩＲＴ２后加 ＡｎｇⅡ刺激实验组
（ＡｎｇⅡ＋ＯＥＳＩＲＴ２组）：ＣＦｓ转染过表达 ＳＩＲＴ２质
粒后 ＡｎｇⅡ刺激 ２４ｈ；⑤ ＣＦｓ阴性 ｓｉＲＮＡ处理加
ＡｎｇⅡ刺激对照组（ＡｎｇⅡ＋ＮＣｓｉＲＮＡ组）：ＣＦｓ转
染阴性ｓｉＲＮＡ后加ＡｎｇⅡ刺激２４ｈ；⑥ ＣＦｓｓｉＲＮＡ
敲低 ＳＩＲＴ２后加 ＡｎｇⅡ刺激实验组（ＡｎｇⅡ ＋
ＳＩＲＴ２ｓｉＲＮＡ组）：ＣＦｓ转染 ＳＩＲＴ２ｓｉＲＮＡ后 ＡｎｇⅡ
刺激 ２４ｈ。
１．２．５　总ＲＮＡ的提取及逆转录　用ＴＲＩｚｏｌ法抽提
各组ＣＦｓ的总ＲＮＡ。以３７℃、１５ｍｉｎ，８５℃、１ｍｉｎ，
４℃的逆转录条件将ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ。
１．２．６　ＲＴｑＰＣＲ　检测各组ＣＦｓ中ＳＩＲＴ２、ＰＯＳＴＮ、
ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ及 ＰＣＮＡｍＲＮＡ的表达水平依据试剂商
说明，取逆转录后 ｃＤＮＡ配置ｑＰＣＲ反应体系，设置
９５℃ ３０ｓ、５５℃ ３０ｓ、７２℃ １ｍｉｎ的反应条件进行
扩增。以ＧＡＰＤＨ作为内参，２－ΔΔＣＴ法计算各组 ＣＦｓ
的ｍＲＮＡ相对表达量。所用基因引物序列见表１。

表１　引物序列

Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）
ＳＩＲＴ２ Ｆ：ＣＴＴＣＣＴＴＡＣＣＣＡＧＡＧＧＣＣＡＴＣ

Ｒ：ＴＣＡＧＣＡＧＧＣＧＧＡＴＧＡＡＧＴＡＧＴ
ＰＯＳＴＮ Ｆ：ＣＴＴＴＣＧＡＧＡＡＡＣＴＧＣＣＡＣＧＡＧ

Ｒ：ＣＣＴＴＣＣＡＴＧＧＴＣＴＣＡＡＡＣＡＣＧ
ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ Ｆ：ＧＣＡＡＧＡＧＧＣＧＡＧＡＧＡＧＧＴＴＴ

Ｒ：ＧＡＣＣＡＣＧＧＧＣＡＣＣＡＴＣＴＴＴＡ
ＰＣＮＡ Ｆ：ＴＧＧＡＡＴＣＣＣＡＧＡＡＣＡＧＧＡＧ

Ｒ：ＴＣＡＧＡＧＣＡＡＡＣＧＴＴＡＧＧＴＧ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣＧＧＧＡＡＧ

Ｒ：ＧＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣＧＴＡＣＴＣＡＧ
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１．２．７　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ＣＦｓ中 ＳＩＲＴ２、
ＰＯＳＴＮ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ及 ＰＣＮＡ蛋白的表达水平　Ａｎｇ
Ⅱ诱导或者质粒转染后，用细胞裂解液裂解并提取
各组的总蛋白后，用ＢＣＡ试剂盒测定各组ＣＦｓ蛋白
浓度并统一定量为 ２０μｇ／μｌ。成比例添加 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液（５×），吹打均匀，后１００℃
加热１０ｍｉｎ。各孔以１０μｇ的蛋白量进行上样，电
泳，转膜。再用５％脱脂牛奶封膜并在室温慢摇 ２
ｈ，ＴＢＳＴ洗膜 ３遍，每遍 １０ｍｉｎ，再用 ＳＩＲＴ２、
ＰＯＳＴＮ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＰＣＮＡ及ＧＡＰＤＨ的一抗孵育，４
℃慢摇过夜。孵育过夜后，ＴＢＳＴ洗膜，再孵相应的
鼠和兔二抗，常温慢摇１ｈ后再用 ＴＢＳＴ洗膜并显
影。用ＩｍａｇｅＪ软件分析蛋白灰度值，以ＧＡＰＤＨ作
为内参，计算各组ＣＦｓ蛋白的相对表达水平。
１．２．８　ＣＣＫ８法检测　用胰蛋白酶消化分离对数
生长期的各个分组的ＣＦｓ，加入ＤＭＥＭ重悬并计数，
铺于９６孔板。每孔接种２×１０４个ＣＦｓ，每个实验组
设置３个复孔，放到细胞培养箱中３７℃静置培养。
培养ＣＦｓ到对数生长期，往各孔滴１５μｌＣＣＫ８试
剂，培养箱内静置 ２５ｈ，用酶标仪检测各孔的吸光
度。各个分组做３次重复实验。
１．２．９　ＥｄＵ染色检测ＣＦｓ增殖活性　２４孔板中爬
片并将ＣＦｓ均匀铺片，１５×１０４个／孔，１２ｈ后滴添
５００μｌＥｄＵ标记反应液，放到细胞培养箱３７℃静置
培养。２ｈ后吸弃液体，室温下用４％ ＰＦＡ固定 ３０
ｍｉｎ，再用甘氨酸中和并清洗 ＣＦｓ。后用 ０５％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温渗透ＣＦｓ１０ｍｉｎ，再加５００μｌＥｄＵ
染色反应液，避光放在摇床，室温慢摇孵育１ｈ，吸弃
ＥｄＵ染色反应液，ＤＡＰＩ染核，取片后用抗荧光淬灭
剂封闭，激光共聚焦显微镜下观察，各孔挑选５块不
重合的区域，拍照并用ＩｍａｇｅＪ软件分析。
１．２．１０　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测 ＣＦｓ的迁移能力　将
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室放置在２４孔板内，用无血清完全培养
基湿化室膜，放在３７℃细胞培养箱中静置３０ｍｉｎ。
胰酶消化，用无血清ＤＭＥＭ重悬后的各组ＣＦｓ并计
数，将细胞悬液稀释为２×１０５个 ＣＦｓ／ｍｌ。在２４孔
板孔内加６５０μｌ含２０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ，放置湿化
的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，往小室内滴加 １００μｌ定数后的
ＣＦｓ悬液，再放回３７℃细胞培养箱。２４ｈ后夹取
小室，吸弃室内液体，室温下用 ４％ＰＦＡ固定 ３０
ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，用 ０１％ＣＶＳ室温染色 ２０ｍｉｎ。擦
除留置在室膜上壁表面的ＣＦｓ，放ＰＢＳ内清洗３遍，
显微镜明场下观察并拍照。每个实验组设置３个复
孔，各室膜随意挑选 ５块不重复的区域，拍照后用

ＩｍａｇｅＪ计数。
１．３　统计学处理　所有实验数据重复３次。ＩＢＭ
ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２６０统计分析，ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９０
作图。采用单因素方差分析进行组间数据分析，之

后进行 Ｔｕｋｅｙ事后检验分析，Ｐ＜００５认为差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　Ｃ５７ＢＬ／６乳鼠原代 ＣＦｓ提取后培养　如图１
所示，倒置相差显微镜下，可见 ＣＦｓ的形态特点，
ＣＦｓ呈扁平状，长梭形，多突触。ＣＦｓ生长状态良
好，汇合度高，呈网状分布。在荧光显微镜下，乳鼠

原代ＣＦｓ分离后ＣＦｓ标志蛋白ＰＯＳＴＮ染色阳性。

图１　ＣＦｓ在显微镜下的观察与鉴定

Ｆｉｇ．１　ＯｂｓｅｒｖａｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＣＦｓｕｎｄｅｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

　　Ａ：Ｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ×１００；Ｂ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

×２５００．

２．２　ＳＩＲＴ２过表达质粒和 ＳＩＲＴ２ｓｉＲＮＡ处理对
ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ表达的影响　如图２所示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比，ＡｎｇⅡ诱导的 ＣＦｓ中 ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ表达量明
显减少（ｔ＝４８２０，Ｐ＜００１；ｔ＝５３３３，Ｐ＜００１）。
ＯＥＳＩＲＴ２质粒转染处理后，与 ＯＥＶｅｃｔｏｒ组相比，
ＯＥＳＩＲＴ２组的ＣＦｓ中 ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ表达量明显增
多（ｔ＝５６０９，Ｐ＜００１）。ＳＩＲＴ２ｓｉＲＮＡ转染处理
后，与ＮＣｓｉＲＮＡ组相比，ＳＩＲＴ２ｓｉＲＮＡ组的 ＣＦｓ中
ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ表达量明显减少（ｔ＝５４６５，Ｐ＜
００１）。表明ＳＩＲＴ２过表达质粒和 ＳＩＲＴ２ｓｉＲＮＡ转
染ＣＦｓ细胞成功。所有数据通过单因素方差分析
随后进行 Ｔｕｋｅｙ事后检验进行分析（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）。
２．３　ＳＩＲＴ２对 ＡｎｇⅡ诱导的 Ｃｏｌ１Ａ１、ＰＯＳＴＮ、
ＰＣＮＡｍＲＮＡ表达水平的影响　如图３所示，Ａｎｇ
Ⅱ组 ＣＦｓ中，ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ水平相对于对照组降低
（ｔ＝６８３３，Ｐ＜００１；ｔ＝５３００，Ｐ＜００１），Ｃｏｌ１Ａ１
（ｔ＝６７０８，Ｐ＜００１；ｔ＝７６７６，Ｐ＜００１）、ＰＯＳＴＮ
（ｔ＝８３８７，Ｐ＜００１；ｔ＝６９７７，Ｐ＜００１）、ＰＣＮＡ（ｔ
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＝７６１２，Ｐ＜００１；ｔ＝７６４７，Ｐ＜００１）ｍＲＮＡ水平
相对于对照组升高。ＳＩＲＴ２过表达组 ＣＦｓ中，ＳＩＲＴ２
ｍＲＮＡ水平相对于空载对照组升高（ｔ＝７０７７，Ｐ＜
００１），Ｃｏｌ１Ａ１（ｔ＝５６６６，Ｐ＜００１）、ＰＯＳＴＮ（ｔ＝
５１６８，Ｐ＜００１）、ＰＣＮＡ（ｔ＝５６２７，Ｐ＜００１）ｍＲＮＡ
水平与空载对照组相比降低。ＳＩＲＴ２ｓｉＲＮＡ组 ＣＦｓ
中，ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ水平相对于阴性对照组降低（ｔ＝
６２０４，Ｐ＜００１），Ｃｏｌ１Ａ１（ｔ＝６６１３，Ｐ＜００１）、
ＰＯＳＴＮ（ｔ＝４８０３，Ｐ＜００１）、ＰＣＮＡ（ｔ＝４７３４，Ｐ＜
００１）ｍＲＮＡ水平与阴性对照组相比升高。结果显
示，ＳＩＲＴ２过表达可以抑制 ＡｎｇⅡ诱导 ＣＦｓ的
Ｃｏｌ１Ａ１、ＰＯＳＴＮ、ＰＣＮＡｍＲＮＡ水平，而 ＳＩＲＴ２敲低
则增强 ＡｎｇⅡ诱导 ＣＦｓ的 Ｃｏｌ１Ａ１、ＰＯＳＴＮ、ＰＣＮＡ
ｍＲＮＡ水平。所有数据通过单因素方差分析随后进
行 Ｔｕｋｅｙ事后检验进行分析（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）。
２．４　ＳＩＲＴ２对 ＡｎｇⅡ诱导的 Ｃｏｌ１Ａ１、ＰＯＳＴＮ、

ＰＣＮＡ蛋白表达水平的影响　如图４所示，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ方法检测各组 ＣＦｓ中 ＳＩＲＴ２蛋白的表达量变
化，ＡｎｇⅡ 组 ＣＦｓ中，ＳＩＲＴ２蛋白表达量与对照组
相比降低（ｔ＝７８３５，Ｐ＜００１；ｔ＝６０５５，Ｐ＜００１），
Ｃｏｌ１Ａ１（ｔ＝６１７９，Ｐ＜００１；ｔ＝７３５４，Ｐ＜００１）、
ＰＯＳＴＮ（ｔ＝７７２５，Ｐ＜００１；ｔ＝８３８２，Ｐ＜００１）、
ＰＣＮＡ（ｔ＝６７３１，Ｐ＜００１；ｔ＝７５７９，Ｐ＜００１）蛋白
表达与对照组相比升高。ＳＩＲＴ２过表达组 ＣＦｓ中，
ＳＩＲＴ２蛋白表达量与空载对照组相比升高（ｔ＝
７８４６，Ｐ＜００１），Ｃｏｌ１Ａ１（ｔ＝７９３４，Ｐ＜００１）、
ＰＯＳＴＮ（ｔ＝５３３２，Ｐ＜００１）、ＰＣＮＡ（ｔ＝５７７５，Ｐ＜
００１）蛋白表达与空载对照组相比降低。ＳＩＲＴ２
ｓｉＲＮＡ组 ＣＦｓ中，ＳＩＲＴ２蛋白表达量与阴性对照组
相比降低（ｔ＝８５９４，Ｐ＜００１），Ｃｏｌ１Ａ１（ｔ＝５１５４，Ｐ
＜００１）、ＰＯＳＴＮ（ｔ＝５０７４，Ｐ＜００１）、ＰＣＮＡ（ｔ＝
４８４２，Ｐ＜００１）蛋白表达与阴性对照组相比升高

图２　在 ＣＦｓ中转染４８ｈ后的 ＲＴｑＰＣＲ分析和相对 ＳＩＲＴ２ｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ．２　ＲＴｑＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅＳＩＲＴ２ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｉｎＣＦｓｆｏｒ４８ｈ

　　Ａ：ＡｆｔｅｒＯＥＳＩＲＴ２ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｉｎＣＦｓｆｏｒ４８ｈ；Ｂ：ＡｆｔｅｒＳＩＲＴ２ｓｉＲＮＡｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｉｎＣＦｓｆｏｒ４８ｈ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓ

ＡｎｇⅡ＋ＯＥＶｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜００１ｖｓＡｎｇⅡ＋ＮＣｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ．

图３　ＲＴｑＰＣＲ分析ＣＦｓ中ＳＩＲＴ２、Ｃｏｌ１Ａ１、ＰＯＳＴＮ和ＰＣＮＡｍＲＮＡ的相对表达量

Ｆｉｇ．３　ＲＴｑＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＩＲＴ２，Ｃｏｌ１Ａ１，ＰＯＳＴＮａｎｄＰＣＮＡｉｎＣＦｓ

　　Ａ：ＡｆｔｅｒＯＥＳＩＲＴ２ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｉｎＣＦｓｆｏｒ４８ｈ；Ｂ：ＡｆｔｅｒＳＩＲＴ２ｓｉＲＮＡｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｉｎＣＦｓｆｏｒ４８ｈ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓ

ＡｎｇⅡ＋ＯＥＶｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜００１ｖｓＡｎｇⅡ＋ＮＣｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ．
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图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析ＣＦｓ中ＳＩＲＴ２、Ｃｏｌ１Ａ１、ＰＯＳＴＮ和ＰＣＮＡ的相关蛋白表达量

Ｆｉｇ．４　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＩＲＴ２，Ｃｏｌ１Ａ１，ＰＯＳＴＮａｎｄＰＣＮＡｉｎＣＦｓ

　　Ａ：ＡｆｔｅｒＯＥＳＩＲＴ２ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｉｎＣＦｓｆｏｒ４８ｈ；Ｂ：ＡｆｔｅｒＳＩＲＴ２ｓｉＲＮＡｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｉｎＣＦｓｆｏｒ４８ｈ；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ＡｎｇⅡ ｇｒｏｕｐ；ｃ：ＡｎｇⅡ＋

ＯＥＶｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ；ｄ：ＡｎｇⅡ＋ＯＥＳＩＲＴ２ｇｒｏｕｐ；ｅ：ＡｎｇⅡ＋ＮＣｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ；ｆ：ＡｎｇⅡ＋ＳＩＲＴ２ｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１

ｖｓＡｎｇⅡ＋ＯＥＶｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜００１ｖｓＡｎｇⅡ ＋ＮＣｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ．

（Ｐ＜００１）。结果显示，ＳＩＲＴ２过表达能够抑制 Ａｎｇ
Ⅱ诱导 ＣＦｓ的 Ｃｏｌ１Ａ１、ＰＯＳＴＮ、ＰＣＮＡ蛋白水平，
ＳＩＲＴ２敲低能够增强 ＡｎｇⅡ诱导 ＣＦｓ的 Ｃｏｌ１Ａ１、
ＰＯＳＴＮ、ＰＣＮＡ蛋白水平。所有数据通过单因素方
差分析随后进行 Ｔｕｋｅｙ事后检验进行分析（珋ｘ±ｓ，ｎ
＝３）。
２．５　ＳＩＲＴ２对 ＡｎｇⅡ诱导的 ＣＦｓ增殖能力的影
响　如图５所示，ＡｎｇⅡ组 ＣＦｓ细胞活性与对照组
相比升高（ｔ＝８９９３，Ｐ＜０００１；ｔ＝１０５４，Ｐ＜
０００１；ｔ＝７１３２，Ｐ＜００１；ｔ＝７３３０，Ｐ＜００１）。
ＳＩＲＴ２的过表达后，ＡｎｇⅡ ＋ＯＥＳＩＲＴ２组 ＣＦｓ细胞
活性与空载对照组相比明显降低（ｔ＝８９３４，Ｐ＜
０００１；ｔ＝７８６２，Ｐ＜００１）。ＳＩＲＴ２敲低后，ＡｎｇⅡ
＋ＳＩＲＴ２ｓｉＲＮＡ组ＣＦｓ细胞活性与阴性对照组相比
明显升高（ｔ＝５０２５，Ｐ＜００１；ｔ＝４８２３，Ｐ＜００１）。
结果显示，ＳＩＲＴ２过表达能够抑制 ＡｎｇⅡ诱导的
ＣＦｓ增殖活性，ＳＩＲＴ２敲低则增高ＡｎｇⅡ诱导的 ＣＦｓ
增殖活性。所有数据通过单因素方差分析随后进行

Ｔｕｋｅｙ事后检验进行分析（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）。
２．６　ＳＩＲＴ２对ＡｎｇⅡ诱导的 ＣＦｓ迁移能力的影响
　如图６所示，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验表明，ＡｎｇⅡ组 ＣＦｓ
的迁移能力与空白对照组相比明显增强（ｔ＝６５１５，

Ｐ＜００１；ｔ＝７２２８，Ｐ＜００１）。ＳＩＲＴ２过表达后，
ＡｎｇⅡ＋ＯＥＳＩＲＴ２组 ＣＦｓ迁移能力与空载对照组
相比明显降低（ｔ＝８２２７，Ｐ＜００１）。ＳＩＲＴ２敲低
后，ＡｎｇⅡ ＋ＳＩＲＴ２ｓｉＲＮＡ组 ＣＦｓ迁移能力与阴性
对照组相比明显升高（ｔ＝４６７０，Ｐ＜００１）。提示
ＳＩＲＴ２过表达能够抑制 ＡｎｇⅡ诱导的 ＣＦｓ迁移能
力，ＳＩＲＴ２敲低则增强ＡｎｇⅡ诱导的ＣＦｓ迁移能力。
所有数据通过单因素方差分析随后进行 Ｔｕｋｅｙ事后
检验进行分析（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）。

３　讨论

　　心肌纤维化是各种心脏疾病患者的共同发展结
果，表现形式包含室壁僵硬、心室重塑、心律失常、收

缩与舒张功能障碍等病理生理过程，最终可导致心

力衰竭［８］。ＣＦｓ的激活的分子标志物 ＰＯＳＴＮ与细
胞外基质蛋白如Ｃｏｌ１Ａ１的异常积累被认为是心肌
纤维化致病过程中的关键事件［９－１０］。文献［１１－１２］报

道，心肌纤维化与 ＣＦｓ的组蛋白乙酰化相关。组蛋
白的乙酰化修饰是重要的基因化学修饰形式之一，

并参与基因的表观遗传调控，经常发生在启动子区

域并促进下游基因的转录和表达［１３］，在代谢性疾

病、纤维化等疾病中发挥作用［１４］。ＳＩＲＴ２是一种催
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图５　ＣＦｓ的存活率和增殖率百分比
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化组蛋白去乙酰化的关键酶，已有研究［１５］表明，

ＳＩＲＴ２可通过调控成纤维细胞的活化和增殖参与器
官纤维化的致病过程。然而 ＳＩＲＴ２调控 ＣＦｓ增殖
在心肌纤维化中的具体分子机制目前还未研究透

彻。该课题组通过建立ＡｎｇⅡ诱导 ＣＦｓ模型，探究
ＳＩＲＴ２在心肌纤维化中的作用和分子机制。ＲＴ
ｑＰＣＲ与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析显示，ＡｎｇⅡ刺激使 ＣＦｓ
中ＳＩＲＴ２的表达水平降低和 ＰＯＳＴＮ、Ｃｏｌ１Ａ１、ＰＣＮＡ
的表达水平升高，而 ＳＩＲＴ２的过表达可以削弱 Ａｎｇ
Ⅱ刺激引起的以上改变。在 ＣＦｓ中转染 ＯＥＳＩＲＴ２
质粒后２ｄ，ＣＦｓ的增殖与迁移能力与ＡｎｇⅡ组和空
载对照组相比明显减弱。

　　综上所述，ＡｎｇⅡ诱导的小鼠 ＣＦｓＳＩＲＴ２表达
降低，同时细胞增殖与迁移能力明显增强，过表达

ＳＩＲＴ２可削弱ＡｎｇⅡ诱导的 ＣＦｓ的增殖与迁移，表
明 ＳＩＲＴ２的表达降低是促进ＡｎｇⅡ诱导的小鼠 ＣＦｓ
活化增殖的重要表观调控分子；ＳＩＲＴ２的表达降低
可能是心肌纤维化中 ＣＦｓ激活与细胞外基质蛋白
过度积累的重要原因之一，ＳＩＲＴ２可能通过靶向调
控下游基因的表达变化，参与 ＣＦｓ活化、增殖与迁
移。该研究为 ＳＩＲＴ２作用的分子机制提供了研究
基础，也为心肌纤维化的干预与治疗提供了新的思

路。
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·３０６·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ａｐｒ；６０（４）


