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　　【摘要】　目的：探讨ＣＴＲＰ６在心肌纤维化和内皮向间质转化中的作用和机制。　
方法：将雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为对照组、心肌梗死组和治疗组。心肌梗死组和治疗

组均采用冠状动脉左前降支结扎的方法建立小鼠心肌梗死模型，治疗组小鼠给予

０．２ｍｇ／ｋｇＣＴＲＰ６皮下注射（从术后第３天到第２８天）。采用小动物超声检查心功能，

病理染色检测心肌梗死面积，ＲＴＰＣＲ检测纤维化和内皮间质转化相关因子的转录水

平，免疫荧光染色检测内皮间质转化标志物。分离培养原代小鼠心脏微血管内皮细胞，

将细胞随机分为以下５组：对照组、转化生长因子（ＴＧＦ）β１刺激组，治疗组１（给予

ＴＧＦβ１＋１μｇ／ｍＬＣＴＲＰ６处理），治疗组２（给予ＴＧＦβ１＋２μｇ／ｍＬＣＴＲＰ６处理），治

疗组３（给予ＴＧＦβ１＋４μｇ／ｍＬＣＴＲＰ６处理）。　结果：在心肌梗死模型建立４周后，治

疗组小鼠死亡率明显低于心肌梗死组（４０％对６０％，犘＜０．０５），梗死面积小于心肌梗死

组［（４８．７±３．２）％对（５８．８±３．２）％，犘＜０．０５］，左室射血分数，左室短轴缩短率明显高

于心肌梗死组，左室舒张末期内径，左室收缩末期内径明显低于心肌梗死组（犘均＜

０．０５）；小鼠心脏胶原沉积，Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原和ＴＧＦβ的ｍＲＮＡ表达水平明显低于心

肌梗死组（犘均＜０．０５）。免疫荧光染色显示治疗组心脏平滑肌肌动蛋白α（αＳＭＡ）表达

低于心肌梗死组，内皮ＣＤ３１蛋白表达高于心肌梗死组。治疗组心脏内皮间质转化标志

物ｓｎａｉｌ１、ｓｎａｉｌ２、ｔｗｉｓｔ１和ｔｗｉｓｔ２的ｍＲＮＡ表达水平低于心肌梗死组（犘均＜０．０５）。细

胞实验示ＴＧＦβ１刺激组内皮细胞内皮间质转化明显增多，各ＣＴＲＰ６治疗组内皮间质

转化明显减少。　结论：ＣＴＲＰ６通过抑制内皮向间质转化，减少心肌纤维化的发展。
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　　心肌纤维化是心脏在多种刺激因素下的适应

性反应［１］。心肌梗死发生后，心肌纤维化过程立即

启动，大量死亡的心肌细胞被激活的成纤维细胞替

代，胶原瘢痕形成，保证了心脏组织的完整性［２］。心

肌梗死早期纤维化瘢痕形成有助于心肌梗死患者

渡过危险期，此时若纤维化不足可导致心脏破裂，

患者死亡［３］。心肌梗死后期，大量的心肌纤维化会

使室壁压力增加，单个心肌细胞所承受的压力增

大，室壁僵硬度增加，若此时纤维化持续发生将引

起心力衰竭（心衰）［４５］。在心脏纤维化过程中，除了

心脏固有的成纤维细胞发挥作用外，大量其他来源

的成纤维细胞也发挥重要作用，其中内皮向间质转

化占主导作用。研究阻断纤维化以及内皮向间质

转化的药物，对减少心肌梗死后心衰的患病率和病

死率有重要意义。

ＣＴＲＰ６是一类与脂联素同源的脂肪因子
［６］，在

心血管疾病中发挥一定作用［７］。研究发现，ＣＴＲＰ６

可以保护自发性高血压大鼠的内皮细胞，从而抑制

高血压的病理过程［８］。然而ＣＴＲＰ６在心肌纤维化

尤其是内皮向间质转化中的作用尚无研究报道。

本研究采用人重组ＣＴＲＰ６治疗小鼠心肌梗死后心

脏纤维化，以此来探寻治疗心肌纤维化的新方法。

１　材料与方法

１．１　实验动物

将购买于南京医科大学实验室动物中心的雄

性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠（８～１０周龄，ＳＰＦ级，体质量

２４～２７ｇ）采用随机数字表法完全随机分为对照组

（狀＝１０）、心肌梗死组（狀＝２０）和治疗组（狀＝２０）。

１．２　心肌梗死模型制备

采用冠状动脉左前降支结扎术建立心肌梗死模

型。用３％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉小鼠，在胸骨左缘

纵行切开皮肤１．５ｃｍ，暴露心脏，在左心耳下缘２～

３ｍｍ处用８０聚丙烯缝线结扎冠状动脉，心电图ＳＴ段

抬高确定心肌缺血形成。迅速将心脏送回胸腔，缝合

胸壁。治疗组在心肌梗死手术后第３天开始给予皮下

注射人重组ＣＴＲＰ６（０．２ｍｇ／ｋｇ），直至术后第２８天。

１．３　超声心动图检测

使用高频率超声系统 Ｖｅｖｏ２１００（加拿大

ＶｉｓｕａｌＳｏｎｉｃｓ公司）检测小鼠心脏功能。Ｍ型短轴

二维超声心动图测量左室收缩末期内径（ＬＶＥＳＤ）、

左室舒张末期内径（ＬＶＥＤＤ）、左室射血分数

（ＬＶＥＦ）、左室短轴缩短率（ＬＶＦＳ）。

１．４　病理染色

小鼠断椎处死，取心脏置于中性福尔马林中固

定，脱水石蜡包埋后制作成厚度为３μｍ的组织切

片，苏木精伊红（ＨＥ）染色后计算心肌梗死面积和

细胞横截面积，采用天狼猩红（ＰＳＲ）染色显示胶原

沉积程度。每个心脏选取位置大致相同的心室截

面，用ＩｍａｇｅＪ软件计算心肌梗死面积、细胞横截面

积和胶原容积分数。心肌梗死阳性面积百分率＝

心肌梗死阳性面积／检测视野面积×１００％，取各组

阳性面积百分率平均值。

１．５　原代小鼠心脏微血管内皮细胞提取

取６～８周小鼠心脏，去除右心室，将心脏剪成

１ｍｍ３的小块，采用０．１２５％的胰酶消化，过滤后取

上清，离心细胞悬液，用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ

·９９２·国际心血管病杂志２０２０年９月第４７卷第５期 　ＩｎｔＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｓｅｐ．２０２０，Ｖｏｌ．４７，Ｎｏ５



Ｆ１２重悬细胞，采用ＣＤ３１磁珠分选内皮细胞，得到

的内皮细胞接种于包埋明胶的培养板中。

１．６　细胞处理

将内皮细胞分为５组：转化生长因子（ＴＧＦ）β１

刺激组，给予ＴＧＦβ１（１０ｎｇ／ｍＬ，溶于０．１％ＢＳＡ）

处理４８ｈ；治疗组１，ＴＧＦβ１处理后的１２ｈ同时给

予１μｇ／ｍＬＣＴＲＰ６；治疗组２，ＴＧＦβ１处理后的

１２ｈ同时给予２μｇ／ｍＬＣＴＲＰ６；治疗组３，ＴＧＦβ１

处理后的１２ｈ同时给予４μｇ／ｍＬＣＴＲＰ６；对照组，

给予等体积的０．１％ＢＳＡ溶液处理４８ｈ。

１．７　实时荧光定量聚合酶链反应（ＲＴｑＰＣＲ）

检测　ＲＴｑＰＣＲ检测小鼠心脏中Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶

原、ＴＧＦβ１和内皮细胞中ｓｎａｉｌ１、ｓｎａｉｌ２、ｔｗｉｓｔ１、ｔｗｉｓｔ２

的ｍＲＮＡ表达水平。ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）提取

心脏梗死远端区的总ＲＮＡ，反转录试剂盒（Ｒｏｃｈｅ公

司）将总ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ。利用ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光定量ＰＣＲ仪进行ＰＣＲ反应。采用

ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ＳＹＢＲ○
Ｒ

Ｇｒｅｅｎ１ＭａｓｔｅｒＭｉｘ体系进行

ＰＣＲ扩增：９５℃变性５ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，６０℃２０ｓ，

７２℃２０ｓ，共４２个循环。ＰＣＲ结果使用双重标准化

曲线量化，以βａｃｔｉｎ的ｍＲＮＡ表达进行校准。

１．８　细胞免疫荧光染色

细胞处理后采用４％多聚甲醛进行固定，采用

０．０２％ＴｒｉｔｏｎＸ１００进行破膜，８％羊血清封闭后，

抗ＣＤ３１抗体和抗平滑肌肌动蛋白α（αＳＭＡ）抗体

孵育１ｈ，采用荧光二抗进行标记，ＤＡＰＩ对细胞核

进行染色，荧光显微镜拍照。

１．９　统计学分析

使用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计数资

料以例数或百分比表示，组间比较采用卡方检验。

计量资料数据用均数±标准差表示，正态检验及方

差齐性检验后，两组之间的比较用非配对狋检验或

ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ检验，多组之间的比较用单因素方

差分析或非参数检验。采用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法绘制

生存曲线图。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＴＲＰ６降低小鼠心肌梗死死亡率和梗死面

积，改善心功能

采用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法绘制生存曲线图，可见治

疗组小鼠死亡率显著低于心肌梗死组（４０％对

６０％，犘＜０．０５），见图１。病理染色示治疗组小鼠梗

死面积明显低于心肌梗死组（犘＜０．０５）。治疗组小

鼠心功能明显优于心肌梗死组：ＬＶＥＦ和ＬＶＦＳ明

显高于心肌梗死组，ＬＶＥＤＤ和ＬＶＥＳＤ明显低于心

肌梗死组（犘均＜０．０５），见表１。

图１　心肌梗死后２８ｄ两组小鼠的死亡率曲线

表１　各组小鼠心肌梗死面积和心功能比较

　组别 心肌梗死面积／％ ＬＶＥＦ／％ ＬＶＦＳ／％ ＬＶＥＤＤ／ｍｍ ＬＶＥＳＤ／ｍｍ

对照组 — ５６．５±２．６ ３２．８±２．５ ３．２０±０．２３ ２．７６±０．３２

心肌梗死组 ５８．８±３．２ ３７．６±３．２ １７．３±４．３ ５．２３±０．４３ ４．８９±０．３５

治疗组 ４８．７±３．２（１） ４５．３±３．５（１） ２１．５±２．１（１） ４．５６±０．３１（１） ３．４５±０．２１（１）

犉值 １４．３５ １７．７６ １４．５４ ９．８７ ９．２３

犘值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ０．０１ ０．０１

　　注：与心肌梗死组相比，（１）犘＜０．０５

２．２　ＣＴＲＰ６减少心肌纤维化和纤维化相关基因的

转录

天狼星红染色提示治疗组小鼠心脏胶原沉积

明显低于心肌梗死组（犘 均＜０．０５）。实时定量

ＰＣＲ结果显示，治疗组小鼠心脏Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶

原和ＴＧＦβ１的ｍＲＮＡ表达水平低于心肌梗死组

（犘均＜０．０５），见表２。
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表２　各组小鼠心肌胶原蛋白沉积及心脏纤维化标志物犿犚犖犃水平比较

组别 胶原沉积／％ Ⅰ型胶原 Ⅲ型胶原 ＴＧＦβ１

对照组 ２．３０±０．２３ １．００±０．０４ １．００±０．０５ １．００±０．０３

心肌梗死组 ９．７５±０．５４ １６．４０±０．０５ １２．３０±０．０７ ４．２３±０．０１

治疗组 ６．５３±０．４６（１） ８．７０±０．０３（１） ７．８６±０．０６（１） ２．２３±０．０４（１）

犉值 ２１．３４ ２３．２４ ２２．１２ １５．６７

犘值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与心肌梗死组相比，（１）犘＜０．０５

２．３　ＣＴＲＰ６减少内皮向间质转化

ＣＤ３１和αＳＭＡ免疫荧光双染色结果显示，与

对照组相比，心肌梗死组小鼠心脏组织微血管

ＣＤ３１表达减少，而αＳＭＡ表达增多；治疗组小鼠

心脏组织微血管ＣＤ３１表达高于心肌梗死组，而

αＳＭＡ表达低于心肌梗死组，见图２。

采用ｑＲＴＰＣＲ检测内皮向间质转化标志物

ｓｎａｉｌ１、ｓｎａｉｌ２、ｔｗｉｓｔ１和ｔｗｉｓｔ２的ｍＲＮＡ表达水平，

结果显示心肌梗死组小鼠心脏组织ｓｎａｉｌ１、ｓｎｉａｌ２、

ｔｗｉｓｔ１和ｔｗｉｓｔ２的ｍＲＮＡ表达水平均明显高于对

照组（犘均＜０．０５）；治疗组中小鼠心脏组织ｓｎａｉｌ１、

ｓｎｉａｌ２、ｔｗｉｓｔ１和ｔｗｉｓｔ２的ｍＲＮＡ表达水平均明显

低于心肌梗死组（犘均＜０．０５），见表３。

注：红色表示ＣＤ３１，绿色表示αＳＭＡ，蓝色表示细胞核

图２　各组小鼠心脏组织犆犇３１和α犛犕犃免疫荧光双染色（×２００）

表３　各组小鼠心脏组织内皮间质转化标志物犿犚犖犃水平比较

组别 ｓｎａｉｌ１ ｓｎａｉｌ２ ｔｗｉｓｔ１ ｔｗｉｓｔ２

对照组 １．００±０．０４ １．００±０．０７ １．００±０．０９ １．００±０．１０

心肌梗死组 ８．２１±０．０９ ６．４５±０．１０ ８．７６±０．０８ ９．０７±０．１１

治疗组 ３．２３±０．０４（１） ４．６５±０．０９（１） ２．８７±０．１１（１） ２．７６±０．１０（１）

犉值 １５．４５ １２．３４ ２５．４５ ２５．８７

犘值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与心肌梗死组相比，（１）犘＜０．０５
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２．４　ＣＴＲＰ６对微血管内皮细胞的影响

ＣＤ３１和αＳＭＡ免疫荧光双染色结果显示，

ＴＧＦβ１刺激组细胞 ＣＤ３１的表达低于对照组，

αＳＭＡ的表达高于对照组。治疗组１、治疗组２和治

疗组３细胞ＣＤ３１的表达均明显高于ＴＧＦβ１刺激

组，αＳＭＡ的表达均低于ＴＧＦβ１刺激组，见图３。

采用ＲＴＰＣＲ检测内皮向间质转化标志物的

ｍＲＮＡ表达水平，可见ＴＧＦβ１刺激组细胞ｓｎａｉｌ１、

ｓｎｉａｌ２、ｔｗｉｓｔ１和ｔｗｉｓｔ２的ｍＲＮＡ表达水平均明显

高于对照组，治疗组１、治疗组２和治疗组３细胞

ｓｎａｉｌ１、ｓｎｉａｌ２、ｔｗｉｓｔ１和ｔｗｉｓｔ２的ｍＲＮＡ表达水平

均明显低于ＴＧＦβ１刺激组（犘均＜０．０５），见表４。

注：红色表示ＣＤ３１，绿色表示αＳＭＡ，蓝色表示细胞核

图３　各处理组心脏微血管内皮细胞犆犇３１和α犛犕犃免疫荧光双染色（×２００）

表４　各处理组心脏微血管内皮细胞内皮间质转化标志物犿犚犖犃水平比较

组别 ｓｎａｉｌ１ ｓｎａｉｌ２ ｔｗｉｓｔ１ ｔｗｉｓｔ２

对照组 １．００±０．０４ １．００±０．０７ １．００±０．０９ １．００±０．１０

ＴＧＦ－β１刺激组 ３．４２±０．０５ ３．１１±０．０３ ２．８９±０．０２ ３．０２±０．０６

治疗组１ ２．５４±０．０２（１） ２．１２±０．０８（１） ２．０９±０．０５（１） ２．３４±０．０８（１）

治疗组２ ２．１２±０．０３（１） １．７８±０．０６（１） １．７７±０．０５（１） １．５６±０．０９（１）

治疗组３ １．６７±０．０６（１） １．４４±０．０８（１） １．３４±０．０３（１） １．５４±０．０５（１）

犉值 １４．３２ １１．７１ １４．６３ １３．７４

犘值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与ＴＧＦβ１刺激组相比，
（１）犘＜０．０５

３　讨论

心衰是多种心血管疾病的终末病理状态，以间

质纤维化、心室壁顺应性降低、心室重构为主要特

征。急性心肌梗死后存活的患者多会发展为心衰。

在心肌梗死发展为心衰的病理过程中，心脏成纤维

细胞大量激活，促进细胞外基质沉积，降低心脏组

织顺应性，加速心衰的发生［４５］。多种细胞参与心

肌纤维化的发生发展，包括心脏成纤维细胞、内皮

细胞、造血干细胞等，其中内皮细胞向间质细胞转

化在心肌纤维化中发挥重要作用［９１０］。多项研究发

现抑制内皮间质转化可以抑制心肌纤维化的发

展［１１１３］。本研究发现，人重组脂肪因子ＣＴＲＰ６能

够减小心肌梗死面积，减少心肌梗死后的心肌纤维

化水平，从而改善心肌梗死后心功能。我们发现

ＣＴＲＰ６通过减少内皮间质转化抑制心肌梗死后心

肌纤维的发展，离体实验进一步发现ＣＴＲＰ６直接

作用于内皮细胞，抑制ＴＧＦβ１诱导的内皮间质

转化。
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内皮细胞失去内皮标志物（如ＣＤ３１、ＣＤ３４），获

得间充质或肌纤维母细胞表型，表达间质细胞产物

（如αＳＭＡ和Ⅰ型胶原），获得浸润性生长以及迁

徙能力，这一过程称为内皮间质转化［１４］。内皮间质

转化参与多种疾病的发生，如肿瘤的侵袭转移、肿

瘤恶变以及心肌纤维化［１１］。研究发现在压力负荷

诱导的心肌重构中，有２７％～３３％的成纤维细胞来

源于发生内皮间质转化的内皮细胞，这促进了心肌

纤维化的发生发展［１５］。抑制内皮间质转化可以缓

解多种疾病状态下的心肌纤维化和心脏重构［１１１３］。

Ｌｉｕ等
［１２］发现柴胡皂甙Ａ通过抑制内皮间质转化

减轻压力超负荷诱导的心肌纤维化。Ｗａｎｇ等
［１１］发

现微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）２２２通过抑制内皮间质转化

减轻糖尿病心肌病的心肌纤维化。Ｚｈａｎｇ等
［１６］发

现色素上皮衍生因子通过抑制内皮间质转化减轻

急性心肌梗死大鼠心肌纤维化。因此抑制内皮间

质转化可能是治疗心血管疾病心肌纤维化的靶点。

ＣＴＲＰ６主要来源于脂肪细胞和内皮细胞
［６］，可以抑

制多种刺激因素引起的高血压病理进程［８］。

ＣＴＲＰ６缺失可导致小鼠胰岛素抵抗和炎性反

应［１７］。本研究发现，ＣＴＲＰ６能够减少心肌梗死面

积，减轻梗死后的心肌纤维化，改善心功能，而

ＣＴＲＰ６是通过减少内皮间质转化发挥抗纤维化作

用的。

心肌梗死后，损伤的心肌细胞通过分泌损伤相

关分子促进多种炎性因子和促纤维化因子大量释

放，其中ＴＧＦβ１是最强的致纤维化因子之一
［１８］。

ＴＧＦβ１可以直接激活纤维化相关基因的转录，包

括Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原、纤维连接蛋白、结缔组织生

长因子等，直接参与纤维化过程［１８］。此外，ＴＧＦβ１

可以结合内皮细胞表面的ＴＧＦβ１受体，通过Ｓｍａｄ

和非Ｓｍａｄ通路促进内皮间质转化基因ｓｎｉａｌ１、

ｓｎａｉｌ１、ｔｗｉｓｔ１和ｔｗｉｓｔ２的转录，这些基因可促进内

皮细胞高表达间质标志物αＳＭＡ和波形蛋白，同

时减少内皮标志物ＣＤ３１的表达
［１９］。本研究发现，

在心肌梗死后心肌纤维化的过程中，内皮间质转化

明显增加；人重组ＣＴＲＰ６可以通过直接作用于内

皮细胞，抑制ＴＧＦβ１诱导的内皮向间质转化，减少

心肌纤维化的发展，这提示 ＣＴＲＰ６通过抑制

ＴＧＦβ１诱导的内皮向间质转化，发挥心脏保护

作用。
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