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【摘要】  目的　研究血管紧张素Ⅱ（Ang Ⅱ）诱导的大鼠纤维化心肌细胞与正常大鼠心肌细胞mRNA表达谱之间的差

异及其相关信号通路。方法　8周龄雄性SD大鼠6只，随机分为对照组（Control组）和Ang Ⅱ组，每组3只。Control组每日经

尾静脉注射生理盐水，Ang Ⅱ组则注射2 mg/kg的Ang Ⅱ，两组持续给药14 d。采用Masson染色法检测大鼠心肌纤维化程

度，免疫组化法检测胶原蛋白Ⅰ含量。利用高通量测序技术检测两组大鼠心肌细胞mRNA的表达并筛选出差异mRNA，进

行GO分析和KEGG通路分析。结果　与Control组相比，Ang Ⅱ组的心肌纤维化程度及胶原蛋白Ⅰ含量升高（P<0.05）。进

行测序后共筛选出313条差异mRNA（其中201条上调，112条下调）。GO和KEGG分析表明上述差异表达的mRNA参与了心

肌纤维化的多种生物学调节功能和通路。结论　Ang Ⅱ可以导致大鼠心肌发生纤维化；纤维化的心肌细胞与正常心肌细

胞之间的mRNA表达具有明显差异，差异表达的mRNA在免疫反应、细胞重构、细胞外基质沉积等生物过程中可能发挥重

要作用。
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【Abstract】   Objective　To study the differences between the mRNA expression profile  in angiotensin Ⅱ (Ang
Ⅱ)-induced fibrotic cardiomyocytes and that of normal cardiomyocytes and the relevant signaling pathways. Methods　
Six 8-week-old male Sprague-Dawley (SD) rats were randomly assigned to a control group and an Ang Ⅱ group, with 3
rats in each group. Rats in the control group were injected via caudal vein with 0.9% normal saline at 2 mg/kg per day,
while  rats  in  the  Ang Ⅱ group  were  injected  with  Ang Ⅱ via  caudal  vein  at  2  mg/kg  per  day.  The  medications  were
continuously administered in the two groups for 14 days. The degree of myocardial fibrosis was determined by Masson's
Trichrome  staining  and  the  content  of  collagen Ⅰ was  determined  by  immunohistochemistry.  High  throughput
sequencing was performed to measure the mRNA expression of rat cardiomyocytes in the two groups and to screen for
differentially-expressed mRNAs. The differentially-expressed mRNAs were analyzed by Gene Ontology (GO) analysis and
Kyoto  Encyclopedia  of  Genes  and  Genomes  (KEGG)  pathway  analysis. Results　Compared  with  those  of  the  control
group,  the  degree  of  myocardial  fibrosis  and  the  content  of  collagen Ⅰ in  Ang Ⅱ group  were  significantly  higher
(P<0.05). Through sequencing, 313 differentially-expressed mRNAs were identified, with 201 being up-regulated and 112
being  down-regulated.  Go  and  KEGG  analyses  showed  that  these  differentially-expressed  mRNA  were  involved  in  a
variety of biological regulatory functions and pathways of myocardial fibrosis. Conclusion　Ang Ⅱ can cause myocardial
fibrosis  in  rats.  There  are  significant  differences  in  mRNA  expression  between  fibrotic  cardiomyocytes  and  normal
cardiomyocytes.  The  differentially  expressed  mRNAs  may  play  an  important  role  in  biological  processes,  including
immune response, cell remodeling, and extracellular matrix deposition.
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心血管疾病是中国人口的主要死亡原因之一，而心

肌纤维化是各类心血管疾病中导致心脏重构的重要病理

过程。当心脏组织受到各种缺血缺氧、高血压等因素刺

激时，会导致心肌细胞产生过量的胶原蛋白及过度的细

胞外基质沉积，最终发生心肌纤维化。心肌纤维化不仅

加速心血管疾病恶化进程，并且可能会影响心血管疾病

药物治疗的疗效[1]。
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肾素-血管紧张素-醛固酮系统是心血管功能的重要

调节系统，其失调会诱发动脉粥样硬化、心室肥厚、心肌

纤维化等病理过程。血管紧张素Ⅱ（angiotensin Ⅱ, Ang

Ⅱ）是RAAS系统的关键组成部分，可调节免疫反应。过

表达的Ang Ⅱ可以诱导心脏成纤维细胞的增殖和迁移，

并导致基质蛋白沉积，促进心肌纤维化[2]。同时Ang Ⅱ还

可以通过调节自噬、氧化应激、细胞凋亡等过程，加速心

肌纤维化的发展[3]。而目前已有大量试验证实，抑制Ang

Ⅱ的下游TGF-β1/Smad2信号通路可以有效减轻心肌纤

维化[4-6]，抑制心房颤动（atrial fibrillation, AF）等心血管

疾病。

心肌纤维化发生发展涉及的病理生理过程复杂，目

前仍未完全阐明。本研究通过建立Ang Ⅱ诱导的大鼠心

肌纤维化模型，分析基因谱所富集的生物学过程及信号

通路，为寻找心肌纤维化的治疗靶点及阐明心肌纤维化

具体的发病机制提供指导。

 1     材料与方法

 1.1    实验动物

实验动物8周龄SD 雄性大鼠6只，体质量（200±50） g，

购自广西医科大学实验动物中心，执行号 SCXK ( Gui）

2014-0003。在标准实验条件、室温20～25 ℃、湿度

50%～60%和12 h光照/12 h黑暗的光周期下饲养。

 1.2    主要试剂及仪器

抗体胶原蛋白-Ⅰ（Collagen-Ⅰ）由Abcam（上海）提

供，二抗购自Beyotime（长沙），Ang Ⅱ和Masson 三色试剂

盒购自Solarbio（北京），二抗购自Beyotime（长沙）。

 1.3    实验分组及模型建立

将6只大鼠随机分对照（Control）组和Ang Ⅱ组，每组

3只。Control组每日1次经尾静脉注射2 mg/kg的0.9%氯

化钠注射液；Ang Ⅱ组每日1次经尾静脉注射2 mg/kg的

Ang Ⅱ。各组连续给药14 d。

 1.4    样本采集

14 d后在麻醉下迅速取出大鼠心脏并用PBS洗涤。

剪取左心房组织并分为两部分分装，其一用体积分数为

4%的多聚甲醛固定，进行Masson染色、免疫组化法检测；

其一于−80 ℃冰箱保存，用于测序。

 1.5    Masson染色观察大鼠心房肌纤维化程度

切片采用Masson三色染色法染色，并在光学显微镜

（CKX41, Olympus, Tokyo, Japan）下观察。以×400观察样

品，每个样品测试3个视野。结果用Image-Pro 6.0软件分析。

 1.6    免疫组化分析Collagen-Ⅰ含量

使用Collagen-Ⅰ一抗（稀释至1∶150）将切片在4 ℃

温育过夜。与一抗孵育后，切片在室温下洗涤3次，每次

5 min，然后与二抗在室温下孵育2 h。在光学显微镜

（CKX41, Olympus, Tokyo, Japan）下以×400观察样品，每

个样品随机测试3个视野。结果用Image-Pro 6.0软件

分析。

 1.7    心房肌RNA高通量测序

采用miRNeasy Micro Kit试剂从大鼠心房肌组织中

提取总RNA后进行纯化处理，并使用Bioanalyzer 4200对

其进行完整度、纯度、 质量等的鉴定，合格后用VAHTS

mRNA-seq v2 Library Prep Kit for Illumina®制备测序文

库。对获得的文库使用Bioanalyzer 4200进行质量检测，

达标后通过HiSeq X10系统中以150 bp的配对末端对文库

进行测序。

 1.8    差异表达mRNA分析

采用Limma R包对mRNA进行差异表达分析，通过差

异倍数并取对数（log2  fold change, log2FC）获得差异

mRNA，差异mRNA的定义为：|log2FC|>1且P<0.05。将

log2FC>1.0定义为上调，log2FC<−1.0定义为下调。通过

Cluster Profiler R包对差异表达的转录本进行基因本体

（gene ontoloty, GO）分析和京都基因与基因组百科全书

（kyoto encyclopedia of genes and genomes, KEGG）信号通

路富集分析。GO分析是从生物学过程、细胞组分、分子

功能3方面，对mRNA进行基因功能分析。

 1.9    统计学方法

x̄± s计量资料以 表示。资料符合正态分布、方差齐

性，两组间比较采用t检验；资料符合正态分布、方差不

齐，两组间比较用单因素方差分析，P<0.05为差异有统计

学意义。

 2     结果

 2.1    Ang Ⅱ对大鼠心房肌细胞组织病理形态变化的影响 

见图1。Control组大鼠心肌细胞排列整齐，心肌间质

可见少许蓝色胶原纤维沉积；与Control组相比，Ang Ⅱ组

大鼠心肌纤维化明显，心肌细胞间质可见明显大面积棕

黄色Ⅰ型胶原纤维表达。与Control组（1.93%±0.65%）相

比，Ang Ⅱ大鼠心肌间质胶原纤维化程度（10.67%±1.09%）

增高，差异有统计学意义（P<0.01）。Ang Ⅱ组心肌细胞间

质的Ⅰ型胶原纤维含量（5.04%±0.19%）增高，差异有统计

学意义（P<0.01）。

 2.2    mRNA表达谱分析

 2.2.1    差异mRNA分析

通过R语言分析，筛选差异表达mRNA。共筛选出

313个差异mRNA，其中201个上调，112个下调。
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 2.2.2    差异mRNA的GO分析

见表 1 、表 2 。分别对表达上调与表达下调的

m R N A进行G O分析。结果显示，表达上调的差异

mRNA功能主要富集于免疫、生物过程的正调控、压力

反应、免疫应答、质膜部分、膜蛋白复合物、同一受体结

合、抗原结合等方面。表达下调的差异mRNA功能主要

富集于解剖结构发育、生物过程的正调控、细胞骨架组

织、质膜部分、膜蛋白复合物、跨膜转运复合体、微管蛋

白结合、微管结合等方面。
 

表 2    表达下调mRNA的GO分析

Table 2    GO analysis of the down-regulated mRNAs
 

Term Count P

Biological process

　Anatomical structure development 78 0.003

　Positive regulation of biological process 68 0.033

　Cell differentiation 53 0.014

　Tissue development 29 0.018

　Cell-cell signaling 27 <0.001

　Cell adhesion 26 <0.001

　Cytoskeleton organization 20 0.006

　Positive regulation of cell differentiation 18 0.014

　Regulation of anatomical structure morphogenesis 18 0.016

Cellular component

　Plasma membrane part 44 8.35×10−5

　Cell junction 24 0.001

　Plasma membrane protein complex 15 <0.001

　Polymeric cytoskeletal fiber 11 0.037

Molecular function

　Inhibin binding 2 0.004

　Fibronectin binding 2 0.038

Cation binding 45 0.044
 

 2.2.3    差异mRNA的KEGG分析

见图2、图3。分别将上调及下调的差异mRNA进行

KEGG分析。结果发现，表达上调的mRNA主要富集于病

毒性心肌炎、1型糖尿病、T细胞受体信号通路、自然杀伤

表 1    表达上调mRNA的GO分析

Table 1    GO analysis of the up-regulated mRNAs

Term Count P

Biological process

　Immune system process 93 1.06×10−20

　Immune response 65 2.05×10−20

　Regulation of immune system process 61 2.17×10−17

　Antigen processing and presentation 19 9.61×10−15

　Regulation of immune response 37 8.93×10−14

　Antigen processing and presentation of
　　peptide antigen

15 2.45×10−13

　Positive regulation of immune system process 41 2.97×10−13

　Immune effector process 39 4.33×10−13

　Immune system process 93 1.06×10−20

Cellular component

　Cell surface 28 7.37×10−6

　Plasma membrane protein complex 20 2.28×10−5

　Plasma membrane part 52 <0.001

　Membrane protein complex 27 0.002

Molecular function

　Receptor binding 32 0.011

　Identical protein binding 28 0.020

　Protein homodimerization activity 18 0.042

　Kinase binding 17 0.011

　Antigen binding 15 6.85×10−12

 

IHC staining

Masson Trichrome staining

pControl group Ang Ⅱ group

 
图 1  大鼠心肌组织Masson染色和免疫组化染色。 ×400

Fig 1  Masson Trichrome staining and immunohistochemical staining of rat myocardial tissue. ×400
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细胞介导的细胞毒性作用、抗原处理和呈递等信号转导

通路。表达下调的mRNA主要富集于Wnt信号通路、

Hippo信号通路、胰高血糖素信号通路、癌症通路等信号

转导通路。

 3     讨论

心脏细胞的纤维化重塑可见于各类引起心脏泵血功

能障碍的心血管疾病。细胞外基质(extracellular matrix,

ECM)为心肌细胞的连接和心脏发挥泵血功能提供了稳

定的纤维网络支架，Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白是其中最主要

的成分[7]。Ang Ⅱ可刺激心肌成纤维细胞使其产生胶原

蛋白，而病理状态下大量的Ang Ⅱ会导致胶原蛋白的生

成与降解失调，发生ECM的过量积累，最终形成心肌纤维

化[8]。本研究显示，在过量Ang Ⅱ的作用下，大鼠心肌细
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图 2  表达上调mRNA的KEGG通路

Fig 2  KEGG pathway analysis of the up-regulated mRNAs
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图 3  表达下调mRNA的KEGG通路

Fig 3  KEGG pathway analysis of the down-regulated mRNAs
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胞的Ⅰ型胶原蛋白的含量显著上升，并且组织结构出现

了明显的纤维化改变，表明了Ang Ⅱ可以通过增加ECM

的积累促进心肌纤维化的发生。该方法诱导的大鼠心肌

纤维化模型稳定性好、可重复性强。

通过对大鼠心肌细胞纤维化模型的差异表达mRNA

进行富集分析，将有利于进一步探究心肌纤维化具体的

发病机制。本研究对大鼠心肌纤维化中上调的mRNA进

行GO分析功能注释和KEGG信号通路分析，结果显示上

调差异mRNA的功能主要集中在免疫系统过程、免疫应

答、免疫系统过程的调节等功能以及T细胞受体信号通

路、自然杀伤细胞介导的细胞毒性、抗原处理和呈递等

信号通路。Ang Ⅱ能够刺激心肌组织产生粒细胞集落刺

激因子以增加中性粒细胞、巨噬细胞的募集，而心肌浸润

的免疫细胞可以诱导炎症反应、氧化应激反应等，最终导

致心肌纤维化[9]。同时过量的Ang Ⅱ也会引起大鼠心肌

肥大细胞过度活化，通过分泌炎症介质的方式调节心肌

细胞肥大和心肌纤维化[10]。表明免疫系统的激活在心肌

纤维化发生发展中发挥着重要作用，对这些涉及免疫系

统激活的mRNA进一步研究可能有助于为心肌纤维化提

供新的治疗靶点。而在AF期间，免疫系统会发生显著的

变化，产生免疫重塑，而免疫重塑参与AF的启动和维持

过程，并与电重塑、结构重塑、神经重塑过程互相影响[11]。

提示对免疫系统的干预可能可以通过抑制心肌纤维化，

以阻碍房颤的发生及进展。

在对下调的大鼠心肌纤维化mRNA的GO分析及

KEGG信号通路分析的结果表明，下调差异mRNA集中在

解剖结构发育、细胞骨架组织、刺激反应的正向调节、跨

膜转运复合体等功能和Wnt信号通路、Hippo信号通路等

通路。Wnt信号通路的激活被认为是心肌纤维化的重要

发病机制之一。当心肌组织受到缺氧、炎症等打击时可

激活Wnt相关信号通路使心肌成纤维细胞活化，而心肌

成纤维细胞通过产生ECM成分、蛋白水解酶及其抑制剂

来控制ECM的更新，促进心肌纤维化[12]。Wnt/β-catenin

通路是经典的Wnt信号转导通路，其可通过上调白介素-

11、Smads家族蛋白等物质的表达来增强转化生长因子-

β介导心肌成纤维细胞活化及增殖的能力[13-14]。同时，大

量的β-catenin的会抑制Ang Ⅱ的降解，促进Ang Ⅱ诱导的

心脏肥大和纤维化过程[15]。而本课题组前期的研究结果

表明，Wnt/β-catenin通路的上调可以促进大鼠心肌纤维

化和AF的发生[16]。提示Wnt可能是AF的治疗靶点，并且

其效应可能与抑制心肌纤维化有关。Hippo信号转导通

路在调控心肌细胞再生方面有着重要作用。肌钙蛋白细

胞骨架是感知细胞外基质机械力学环境变化的主要细胞

成分，当细胞外基质大量沉积时，可改变细胞机械特性，

增加细胞之间的机械力，导致Hippo激酶信号传导失活，

使未磷酸化的Yes相关蛋白（Yes-associated protein, YAP）

和PDZ结合基序转录共激活因子（transcriptional co-

activator with PDZ-binding motif, TAZ）在细胞核中积累，

YAP/TAZ通过调节成纤维细胞增殖、肌成纤维细胞的转

化等，促进心肌纤维化的发生[17]。FRANCISCO等[18]的研

究结果显示，Ang Ⅱ本身亦可以刺激YAP的生成，并通过

YAP促进梗死后的心脏功能障碍和纤维化。而MIA等[19]

的研究证明，YAP/TAZ也可作用于Wnt信号通路的下游，

发挥调节心脏成纤维细胞活化和纤维炎症反应的作用。

而PAN等[20]在对比分析AF患者与正常人群血液中的差异

表达miRNA的实验结果中，也发现Hippo通路参与了

AF的发病。表明Hippo通路可能是通过影响心肌纤维化

来参与AF的发生。本实验结果显示，细胞结构及细胞外

基质的改变对心肌纤维化至关重要，对涉及这些改变的

基因及信号通路进行更深入的研究有助于揭示心肌纤维

化的具体发生机制。

本研究亦有不足之处。首先，大鼠样本数量较少，有

待扩大样本量进行相关研究。其次，鉴于大鼠与人类之

间存在基因组和生物学特性的差异，未来仍需采用人类

患者样本进一步研究。

综上所述，本研究通过对Ang Ⅱ诱导的大鼠心肌纤

维化的心肌细胞差异表达mRNA进行生物信息学分析，

研究了其转录组学的改变及参与的信号通路，为进一步

探究心肌纤维化的发生发展机制，寻找调控靶点提供了

重要依据。
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