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Ｒｕｎｔ相关转录因子３在小鼠心肌纤维化中的作用

赵　谦，邹　勇，刘　波，余信强，张苏川　　４３００１５武汉，江汉大学附属医院心血管内科

　　［摘要］　目的　探讨 Ｒｕｎｔ相关转录因子３（ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ３，Ｒｕｎｘ３）在心肌梗死
（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＭＩ）后心脏成纤维细胞分化、Ⅰ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ，ＣｏｌⅠ）合成和增殖中的作用。
方法　选择Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠为研究对象。分为模型组（ＭＩ）和假手术组（Ｓｈａｍ），ＭＩ组采用结扎左
冠状动脉建立ＭＩ模型，分别在建模后７、１４、２８ｄ处死小鼠；Ｓｈａｍ组不结扎左冠状动脉。另将 Ｓｈａｍ组
和ＭＩ组小鼠建模前尾静脉分别注射Ｒｕｎｘ３小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲｕｎｘ３）或阴性对照 ｓｉＲＮＡ（ｓｉＮＣ），建模后
２８ｄ处死，分为Ｓｈａｍ＋ｓｉＮＣ组、Ｓｈａｍ＋ｓｉＲｕｎｘ３组、ＭＩ２８ｄ＋ｓｉＮＣ组和ＭＩ２８ｄ＋ｓｉＲｕｎｘ３组，每组８只。
应用免疫荧光染色和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠心脏中Ｒｕｎｘ３、αＳＭＡ和ＣｏｌⅠ的水平，采用超声心动图评价
心功能，免疫组化方法检测Ｋｉ６７阳性细胞。体外实验中，从１～３ｄ龄的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠中分离心脏成纤
维细胞，观察ＴＧＦβ１以不同浓度和刺激时间对细胞中Ｒｕｎｘ３蛋白影响，并分析Ｒｕｎｘ３基因敲除对心脏
成纤维细胞的ＣｏｌⅠ合成和增殖的响。结果　免疫荧光染色和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果，随着ＭＩ时间的延长，
小鼠纤维化区域 Ｒｕｎｘ３、αＳＭＡ和 ＣｏｌⅠ表达上调。ＭＩ后２８ｄ，与注射 ｓｉＮＣ小鼠相比，注射 ｓｉＲｕｎｘ３
小鼠左心室射血分数（ｅｊｅｃｔｉｏｎｆｒａｃｔｉｏｎ，ＥＦ）、缩短分数（ｓｈｏｒｔｅｎｅｄｆｒａｃｔｉｏｎ，ＦＳ）、心输出量（ｃａｒｄｉａｃｏｕｔｐｕｔ，
ＣＯ）。上调（Ｐ＜０．０５），而舒张末期左心室内径（ｄｅｃｒｅａｓｅｄｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｎｄｄｉａｓｔｏｌｉｃｄｉａｍｅｔｅｒ，ＬＶＩＤｄ）
和收缩期左心室内径（ｄｅｃｒｅａｓｅｄｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ，ＬＶＩＤｓ）下调（Ｐ＜０．０５）。ＭＩ后２８ｄ，ＭＩ诱导的Ｒｕｎｘ３和
αＳＭＡ表达和对Ｋｉ６７阳性细胞增殖作用被 ｓｉＲｕｎｘ３阻断。ＴＧＦβ１以浓度和时间依赖性方式上调
Ｒｕｎｘ３蛋白表达；Ｒｕｎｘ３基因敲除不仅抑制ＴＧＦβ１诱导的心脏成纤维细胞分化，减少 ＣｏｌⅠ合成，而且
减弱了心脏成纤维细胞增殖。结论　Ｒｕｎｘ３参与了心脏成纤维细胞分化和增殖。
　　［关键词］　Ｒｕｎｔ相关转录因子３；心肌纤维化；心肌梗死；小鼠；心脏成纤维细胞
　　［中图法分类号］　Ｒ３４１；Ｒ３６３．２１；Ｒ５４２．２３ ［文献标志码］　Ａ
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　　心肌梗死（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＭＩ）后心肌重构
被认为是心力衰竭发生的基础，同时心肌纤维化在心

肌重构和心力衰竭的发生发展中起着重要作用［１－２］。

心肌纤维化是一种与多种心血管疾病相关的主要病理

性疾病，其特征是心脏成纤维细胞转化为肌成纤维细

胞，后者合成并分泌大量富含胶原的细胞外基质

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）［３］。过量的ＥＣＭ沉积导致
心脏僵硬、心室顺应性减弱、心功能不全，最终导致心

力衰竭。由于涉及的细胞类型和信号途径的复杂性，

目前缺乏有效的治疗方法来抑制或逆转心肌纤维

化［４］。因此，了解心肌纤维化的机制和开发新疗法至

关重要。Ｒｕｎｔ相关转录因子３（Ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ３，Ｒｕｎｘ３）是哺乳动物 Ｒｕｎｔ结构域转录因子家
族的成员，位于人类染色体 １ｐ３６．１上［５］。最初，

Ｒｕｎｘ３被认为是一种肿瘤抑制因子，可以抑制血管内
皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）
的表达，减少直肠癌的血管生成、生长和转移［６］。

Ｒｕｎｘ３是人内皮细胞 Ｎｏｔｃｈ的直接靶基因，是 ＴＧＦβ
信号通路的下游效应子，在血管生成、细胞迁移和侵袭

中起重要作用［７］。最近的研究表明 Ｒｕｎｘ３在心肌肥
厚过程中发挥了关键作用［８］，但其在病理性心肌纤维

化中的作用尚不清楚。本研究分析了 Ｒｕｎｘ３对 ＭＩ后
心肌纤维化的作用，并采用体内和体外研究观察

Ｒｕｎｘ３在心脏成纤维细胞分化、Ⅰ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ，
ＣｏｌⅠ）合成和增殖中的作用。

１　材料与方法

１．１　小鼠ＭＩ模型建立
　　从上海杰思捷实验动物有限公司采购了 ６～８周

龄野生 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠［生产许可证：ＳＣＸＫ（沪）
２０１８０００４］。将小鼠置于无病原体屏障设施中（光／暗
循环１２ｈ；温度２０～２４℃；湿度 ５５％～６０％），可自由
获得无菌食物和水。将小鼠分为假手术组（Ｓｈａｍ组）
和ＭＩ７、１４、２８ｄ组，每组６只。ＭＩ组小鼠腹腔注射戊
巴比妥钠（６０ｍｇ／ｋｇ）麻醉，用２５号气管导管插管，然
后用小动物呼吸机通气（１２０次／ｍｉｎ）；在左胸骨缘３～
４肋间肌横切口显露心脏，在左心房与左心室交界处
下方１．０～２．０ｍｍ处用 ８０缝线永久结扎左冠状动
脉，分别在ＭＩ后７、１４、２８ｄ处死小鼠。假手术小鼠接
受类似的手术，但未结扎左冠状动脉。

１．２　Ｒｕｎｘ３在小鼠体内的敲除
　　为了确定 Ｒｕｎｘ３的抑制是否能够预防心肌梗死
后的心肌纤维化，给Ｓｈａｍ组（Ｓｈａｍ＋ｓｉＲｕｎｘ３组、Ｓｈａｍ
＋ｓｉＮＣ组）和ＭＩ组（ＭＩ２８ｄ＋ｓｉＲｕｎｘ３组、ＭＩ２８ｄ＋ｓｉＮＣ
组）小鼠尾静脉分别注射 Ｒｕｎｘ３小干扰 ＲＮＡ（ｓｉ
Ｒｕｎｘ３，序列为５′ＧＴＧＧＡＣＴＴＧＡＡＴＧＧＡＡＣＡＡ３′）或阴
性对照ｓｉＲＮＡ（ｓｉＮＣ）（广东Ｒｉｂｏｂｉｏ公司），每组８只。
ｓｉＲｕｎｘ３组小鼠注射ｓｉＲｕｎｘ３（５ｎｍｏｌ溶于１ｍＬ生理
盐水中），１周连续注射 ３次；ｓｉＮＣ组小鼠注射阴性
ｓｉＮＣ，１周连续注射３次。１周后，小鼠建立ＭＩ模型，
每周连续注射ｓｉＲＮＡ３次，直至ＭＩ后２８ｄ处死。
１．３　超声心动图评价心功能
　　用 １．５％～２％异氟醚吸入麻醉小鼠，并使用
ｖｅｖｏ２１００成像系统（加拿大 Ｖｉｓｕａｌｓｏｎｉｃｓ公司）分析心
功能。通过３０ｍＨｚ换能器进行 Ｍ型记录，评价左心
室功能。超声心动图参数包括舒张末期左室内径

（ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒ，

１４６２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２４）



ＬＶＩＤｄ）、收缩期左室内径（ｄｅｃｒｅａｓｅｄｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ，
ＬＶＩＤｓ）、射血分数（ｅｊｅｃｔｉｏｎｆｒａｃｔｉｏｎ，ＥＦ）、缩短分数
（ｓｈｏｒｔｅｎｅｄｆｒａｃｔｉｏｎ，ＦＳ）和心输出量（ｃａｒｄｉａｃｏｕｔｐｕｔ，ＣＯ）。
１．４　免疫组织化学分析
　　取小鼠心肌梗死组织在 ４％多聚甲醛中固定过
夜。标本包埋于石蜡中，切片４μｍ。采用标准程序进
行免疫组化。脱蜡、复水和封闭后，将载玻片与主要单

克隆抗体抗Ｋｉ６７（１∶２００，英国 Ａｂｃａｍ公司）在４℃下
培养过夜，再与辣根标记的二级抗体（１∶１００，北京中
杉金桥生物技术有限公司）和ＤＡＢ试剂反应。在光学
显微镜下观察切片。对于每张切片，随机选择５个放
大倍数为１００倍的视野并拍照。用 ＩｍａｇｅＪ软件分析
阳性染色。

１．５　免疫荧光染色
　　将心脏冷冻在ＯＣＴ复合物中，切至８μｍ纵切面。
切片解冻，用４％甲醛溶液固定，用０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００
处理。用１０％山羊血清封闭载玻片，分别与小鼠抗
αＳＭＡ（１∶２００，英国 Ａｂｃａｍ公司）和兔抗 Ｒｕｎｘ３
（１∶５０，美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）抗体在４℃孵育过夜。二
级抗体为ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５９４山羊抗兔ＩｇＧ和ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
４８８山羊抗兔 ＩｇＧ（１∶２００，英国 Ａｂｃａｍ公司），细胞核
用ＤＡＰＩ染色（美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）。采用 ＤＭＬＢ
荧光显微镜（德国Ｌｅｉｃａ公司）拍摄图像。
１．６　小鼠心脏成纤维细胞的分离培养
　　参照文献［９］的方法，从 Ｃ５７ＢＬ／６幼鼠中分离心
脏成纤维细胞。将左心室切成小块，在３７℃下用胰蛋
白酶／ＥＤＴＡ（美国Ｇｉｂｃｏ公司）消化。将细胞悬浮液离
心，重新悬浮并放置２ｈ。贴壁细胞为波形蛋白阳性表
达的心脏成纤维细胞。心脏成纤维细胞接种在含

１５％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素
的ＤＭＥＭ培养液中。第１～３代用于本实验。
１．７　ｓｉＲＮＡ转染心脏成纤维细胞
　　心脏成纤维细胞生长约５０％时，使用 ＦＥＣＴＴＭ转
染试剂盒（广东 Ｒｉｂｏｂｉｏ公司）转染 ｓｉＲｕｎｘ３或 ｓｉＮＣ
（５０ｎｍｏｌ）。转染２４ｈ后，细胞暴露于１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦ
β１（美国Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ公司）。观察ＴＧＦβ１以不同浓
度和刺激时间对细胞中Ｒｕｎｘ３蛋白影响。
１．８　５乙炔基２′脱氧尿苷（ＥｄＵ）增殖实验
　　使用ＣｅｌｌＬｉｇｈｔＴＭＥｄＵＡｐｏｌｌｏ ４８８体外成像试剂
盒（广东Ｒｉｂｏｂｉｏ公司）检测细胞增殖。将转染 ｓｉＲＮＡ
和ＴＧＦβ１刺激的心脏成纤维细胞以１．５×１０５／ｍＬ接
种于２４孔培养板上。１％胎牛血清孵育２４ｈ后，弃去
培养基，加入１００μＬＥｄＵ混合溶液（１０μｍｏｌ／Ｌ）并培
养２４ｈ。细胞在ＰＢＳ中洗涤，在 ４％福尔马林中固定
１０ｍｉｎ，随后用１×Ａｐｏｌｌｏ染色反应液（１００μＬ／孔）染

色３０ｍｉｎ。再加入１×Ｈｏｃｈｅｓｔ３３３４２（１００μＬ／孔）染色
３０ｍｉｎ以显示细胞核。细胞内 ＥｄＵ（红）和 Ｈｏｃｈｅｓｔ
３３３４２（蓝核）荧光图像用 ＤＭＬＢ荧光显微镜拍摄。
１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　冷冻小鼠心脏组织和培养的原代心脏成纤维细胞
在含有蛋白酶抑制剂混合物（德国 Ｒｏｃｈｅ公司）的
ＲＩＰＡ缓冲液（上海Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司）中溶解。裂解液在
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ以去除所有细胞碎片，并使
用ＢＣＡ蛋白质分析试剂盒（上海 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司）测定
上清液蛋白质浓度。将β巯基乙醇和负载染料添加到
样品中，然后在９９℃加热１０ｍｉｎ。在转移到ＰＶＤＦ膜
之前，使用１０％～１２％的凝胶通过ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白
质。用以下一级抗体孵育细胞膜：Ｒｕｎｘ３（１∶１０００）、
αＳＭＡ（１∶１０００）、ＣｏｌⅠ（１∶１０００，英国Ａｂｃａｍ公司）、
ＴＧＦβ（１∶１０００，英国 Ａｂｃａｍ 公司）和 ＧＡＰＤＨ
（１∶５０００，美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）在 ４℃下过夜。
然后将 ＰＶＤＦ膜与 ＨＲＰ二级抗体一起孵育，通过
ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌＷｅｓｔＰｉｃｏ化学发光底物（美国 ＰＩＥＲＣＥ公
司）和凝胶记录系统（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）对条带进行
可视化。

１．１０　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件。数据以 珋ｘ±ｓ表示，采
用未配对学生ｔ检验测量各组间的差异。采用单因素
方差分析和 ＴｕｋｅｙＫｒａｍｅｒ事后分析比较多组间的差
异。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＭＩ后心肌纤维化过程中Ｒｕｎｘ３表达上调
　　免疫荧光染色显示，随着 ＭＩ时间的延长，小鼠纤
维化区域 Ｒｕｎｘ３表达上调，Ｒｕｎｘ３和 αＳＭＡ共定位
（图１Ａ）。同样，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＭＩ后１４、２８ｄ，
Ｒｕｎｘ３表达逐渐增加，同时 αＳＭＡ和 ＣｏｌⅠ表达上调
（图１Ｂ）。
２．２　Ｒｕｎｘ３基因敲除可减轻心肌纤维化、改善心功能
　　为了进一步阐明 Ｒｕｎｘ３在心肌纤维化和功能中
的重要作用，研究用 Ｒｕｎｘ３小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲｕｎｘ３）抑
制小鼠ＭＩ前 Ｒｕｎｘ３的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｒｕｎｘ３
基因敲除效率。结果显示注射 ｓｉＲｕｎｘ３显著抑制 ＭＩ
后７、１４、２８ｄ心脏中Ｒｕｎｘ３的上调（图２）。超声心动
图检查结果显示，ＭＩ后２８ｄ，与注射 ｓｉＮＣ小鼠相比，
注射ｓｉＲｕｎｘ３小鼠左心室ＥＦ、ＦＳ、ＣＯ均上调（Ｐ＜０．０５），
而ＬＶＩＤｄ和ＬＶＩＤｓ下调（Ｐ＜０．０５）。Ｓｈａｍ组注射ｓｉＮＣ
和ｓｉＲｕｎｘ３的小鼠心功能差异无统计学意义（表１）。

２４６２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图１　ＭＩ后心肌纤维化过程中Ｒｕｎｘ３表达上调
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图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测注射ｓｉＲｕｎｘ３后ＭＩ小鼠７、１４、
２８ｄ后Ｒｕｎｘ３蛋白水平

表１　ＭＩ小鼠注射ｓｉＲＮＡ的超声心动图分析 （ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

Ｓｈａｍ组 ＭＩ２８ｄ组
指标

ｓｉＮＣ ｓｉＲｕｎｘ３ ｓｉＮＣ ｓｉＲｕｎｘ３

ＥＦ（％） ７５．３２±０．９８ ７４．８５±１．０３２７．７８±１．０８ａ４６．４６±２．１３ｂ

ＦＳ（％） ４３．９６±１．５５ ４３．１８±１．７９１２．２９±０．５５ａ２０．２９±１．２９ｂ

ＬＶＩＤｄ／ｍｍ ３．４２±０．２１ ３．１０±０．１３ ４．８９±０．０４ａ ４．０２±０．０５ｂ

ＬＶＩＤｓ／ｍｍ ２．３６±０．０５ ２．２９±０．０６ ４．１４±０．０５ａ ３．０７±０．０５ｂ

ＣＯ／ｍＬ·ｍｉｎ－１２２．０６±１．５６ ２１．７９±０．６３ ９．５４±０．７９ａ １７．２８±２．１９ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＳｈａｍｓｉＮＣ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＭＩ
２８ｄｓｉＮＣ组比较

２．３　Ｒｕｎｘ３在体内诱导心脏成纤维细胞分化、增殖
　　为了确定 Ｒｕｎｘ３是否是心脏成纤维细胞分化所
必需的，研究分析了 ＭＩ后 Ｒｕｎｘ３基因敲除小鼠的分
化标志物。ＭＩ后２８ｄ，与 Ｓｈａｍ组相比，ｓｉＮＣ组小鼠
心脏组织Ｒｕｎｘ３、αＳＭＡ和 ＣｏｌⅠ表达上调。然而，ＭＩ

诱导的 Ｒｕｎｘ３、αＳＭＡ和 ＣｏｌⅠ被 ｓｉＲｕｎｘ３阻断（图
３Ａ、Ｂ）。心脏成纤维细胞的增殖是心肌纤维化的重要
机制。ＭＩ后ｓｉＮＣ小鼠心脏ｋｉ６７阳性细胞显著升高。
用ｓｉＲｕｎｘ３处理小鼠，ＭＩ诱导 ｋｉ６７阳性细胞的作用
减弱（图３Ｃ、Ｄ）。
２．４　Ｒｕｎｘ３调控心脏成纤维细胞ＣｏｌⅠ合成和增殖
　　从１～３ｄ龄的 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠获得的心脏成纤维
细胞中波形蛋白呈阳性（图 ４）。ＭＩ诱导的小鼠中
ＴＧＦβ１蛋白水平升高，并在ＭＩ后２８ｄ保持显著升高
（图 ５Ａ）。ＴＧＦβ１以浓度和时间依赖性方式上调
Ｒｕｎｘ３蛋白表达，在２４ｈ和１０ｎｇ／ｍＬ的刺激下升高显
著（图５Ｂ～Ｅ）。研究还观察到αＳＭＡ和ＣｏｌⅠ的表达
也有类似的诱导作用。进一步确定 Ｒｕｎｘ３是否是心
脏成纤维细胞对ＴＧＦβ１的纤维化反应的关键调节因
子。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＴＧＦβ１诱导培养的心脏
成纤维细胞中 αＳＭＡ的表达，并且这种作用通过
Ｒｕｎｘ３缺失而减弱。Ｒｕｎｘ３基因敲除不仅抑制心脏成
纤维细胞的分化，而且减少了 ＣｏｌⅠ的合成（图 ５Ｆ、
Ｇ）。此外，ＥｄＵ染色结果显示，ＴＧＦβ１诱导培养的心
脏成纤维细胞显著增殖，并且这种作用通过 Ｒｕｎｘ３基
因敲除而减弱（图５Ｈ、Ｉ）。这些数据表明 Ｒｕｎｘ３有助
于心脏成纤维细胞的ＣｏｌⅠ合成和增殖。

３４６２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２４）
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Ａ：ＭＩ小鼠７、１４、２８ｄ后心肌组织中ＴＧＦβ１蛋白表达　ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；Ｂ～Ｅ：分别为不同浓度及不同时间ＴＧＦβ１
刺激心脏成纤维细胞后Ｒｕｎｘ３、αＳＭＡ和ＣｏｌⅠ蛋白的表达　 ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｎｇ／ｍＬ或０ｈ比较；Ｆ、Ｇ：ＴＧＦβ１刺激转染ｓｉＮＣ
组和ｓｉＲｕｎｘ３组的心脏成纤维细胞中Ｒｕｎｘ３、αＳＭＡ和 ＣｏｌⅠ的蛋白水平　ａ：Ｐ＜０．０５，与 ｓｉＮＣ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ｓｉＮＣ＋
ＴＧＦβ１组比较；Ｈ、Ｉ：ＥｄＵ染色分析ＴＧＦβ１刺激转染ｓｉＮＣ组和ｓｉＲｕｎｘ３组的心脏成纤维细胞增殖及阳性细胞分析　蓝点代
表细胞核；红点代表增殖细胞；ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｉＮＣ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ｓｉＮＣ＋ＴＧＦβ１组比较

图５　Ｒｕｎｘ３调控心脏成纤维细胞Ⅰ型胶原合成和增殖

５４６２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２４）



３　讨论

　　心肌纤维化是 ＭＩ后病理性心脏重构最重要的机
制［１０－１１］。ＭＩ后心肌纤维化的进展是一个级联反应，
由炎症浸润（小鼠３～５ｄ的炎症期）开始，随后是肉芽
化和成熟阶段，在此阶段，心脏成纤维细胞在随后的几

天内分化、增殖、迁移和沉积胶原［１２］。Ｒｕｎｘ３是 Ｒｕｎｘ
家族的成员，调节各种发展过程，在心血管系统中高度

表达［１３］。最初，在一些骨肉瘤和乳腺癌患者中报道了

异常的Ｒｕｎｘ３表达，并且被认为是肿瘤进展的早期事
件，表明该基因在许多类型的癌症中起作用［１４－１５］。最

近研究证实，ｍｉＲ１７５ｂ是一种抗心肌纤维化的保护
因子，发现其靶向抑制 Ｒｕｎｘ３［１６］。本研究显示，在小
鼠ＭＩ模型中，随着缺血时间的延长和心肌纤维化的
加重，Ｒｕｎｘ３的表达逐渐增加。
　　为了研究Ｒｕｎｘ３在心肌纤维化中的作用，研究通
过尾静脉注射 ｓｉＲｕｎｘ３制备了 Ｒｕｎｘ３全基因敲除小
鼠。结果观察到抑制Ｒｕｎｘ３表达可显著减轻 ＭＩ后不
利的心肌纤维化和改善心功能，提示Ｒｕｎｘ３可能是ＭＩ
后心肌重塑和纤维化的关键调节因子。此外，下调

Ｒｕｎｘ３可减轻ＭＩ后心肌纤维化的发展，提示Ｒｕｎｘ３可
能是一个潜在的治疗靶点。已有研究发现，心脏成纤

维细胞分化是心肌纤维化的主要病理机制［２］。在小

鼠ＭＩ模型中，随着 αＳＭＡ和 ＣｏｌⅠ表达的升高，梗死
区Ｒｕｎｘ３表达显著上调。值得注意的是，Ｒｕｎｘ３下调
抑制了心脏成纤维细胞的分化和ＣｏｌⅠ的沉积。ＭＩ后
心肌纤维化中ＴＧＦβ１信号转导介导心脏成纤维细胞
分化。Ｒｕｎｘ３是 ＴＧＦβ信号通路的下游效应器，在血
管生成、细胞迁移和侵袭中起着关键作用［１７］。本研究

还发现Ｒｕｎｘ３基因敲除降低了ＴＧＦβ１诱导的心脏成
纤维细胞分化。

　　在促进心肌纤维化进展的各种关键纤维化途径
中，心脏成纤维细胞的增殖是其主要机制［１８］。研究发

现，心脏成纤维细胞在心脏纤维化过程中过度增殖，并

伴有细胞外基质蛋白的净积累，而通过抑制 ＴＧＦβ１
诱导的心脏成纤维细胞增殖可减轻心肌纤维化［１９］。

本研究发现，ＭＩ后２８ｄ，纤维化的小鼠心脏中Ｋｉ６７阳
性细胞的数量增加。在 ＭＩ后心肌纤维化小鼠模型
中，Ｒｕｎｘ３缺失显著抑制Ｋｉ６７阳性细胞数的增加。与
体内研究结果一致，Ｒｕｎｘ３基因敲除可显著抑制 ＴＧＦ
β１刺激的心脏成纤维细胞增殖。这些结果表明，
Ｒｕｎｘ３参与调控心脏成纤维细胞增殖，然而具体
Ｒｕｎｘ３通过什么途径参与调节心脏成纤维细胞增殖仍

有待进一步研究。

　　综上所述，Ｒｕｎｘ３是ＭＩ后心肌纤维化的一个新调
节因子，参与心脏成纤维细胞分化和增殖。因此，靶向

Ｒｕｎｘ３可能是预防ＭＩ后心肌纤维化的潜在治疗策略。
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