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组织非特异性碱性磷酸酶与心肌梗死后心肌纤维化的相关性研究
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［摘要］ 目的 探讨组织非特异性碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，Akp2）与心肌梗死（myocardial

infraction，MI）后心肌纤维化的关系。方法 收集 2019年 3—11月本院收治的 46例急性心肌梗死患者为

MI患者组，同期 41例冠脉造影检查阴性患者为对照组，Akp2试剂盒测定血清Akp2活性，酶联免疫法测

定血清Ⅰ型前胶原羧基端肽（procollagen type I C-peptide，PICP）和Ⅲ型前胶原氨基端肽（procollagen III N-

terminal peptide，PIIINP）的含量。收集 5例陈旧性心肌梗死患者的心肌样本，天狼星红染色检测心脏纤

维化水平，免疫组化方法检测Akp2表达情况。10只8周龄C57BL/6J雄性小鼠随机分为假手术组和心肌

梗死组，每组5只，心梗术后2周取心脏标本，Masson染色检测其胶原面积，免疫组化方法检测Akp2表达

情况。结果 与对照组比较，MI患者组血清 Akp2活性［（8. 49±3. 30）金氏单位/100 mL］显著增加（P<
0. 01），血清PICP和PIIINP浓度均显著增加（P<0. 01）；血清Akp2活性与PICP和PIIINP水平呈正相关（r
=0. 38，P<0. 01；r=0. 40，P<0. 01）。与MI患者心肌梗死远端比较，梗死边界区胶原沉积和Akp2表达均显

著上调（P<0. 01）。与假手术组比较，心肌梗死组小鼠心脏胶原沉积显著增多（P<0. 01），Akp2表达增加

（P<0. 01），且Akp2的表达与纤维分布区域一致。结论 Akp2与心肌梗死后心肌纤维化病理生理过程

相关。
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Correlation between Akp2 and myocardial fibrosis post myocardial infarction
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［Abstract ］ Objective To investigate the relationship between alkaline phosphatase（Akp2）and
myocardial fibrosis post myocardial infarction（MI）. Methods Forty-six patients with acute MI were
enrolled as the study group and forty-one patients with negative findings in coronary angiograms during the
same period were collected as the control group. The serum Akp2 activity was detected by alkaline
phosphatase kit. The concentration of PICP and PIIINP were detected by enzyme-linked immunosorbent
assay. Myocardial tissues were collected from five patients who died of myocardial infarction. Collagen fiber
area of heart was detected by Sirius red staining and the expression of Akp2 was detected by
immunohistochemistry. Ten 8-week-old male C57BL/6J mice were randomly divided into sham group and MI
group with five mice in each group. Mice were sacrificed two weeks post MI，Collagen fiber area of heart was
detected by Masson staining and the expression of Akp2 was detected by immunohistochemistry. Results

Compared with the control group，the serum Akp2 activity was increased in patients with myocardial infarction
（P<0. 01），the concentration of serum PICP and PIIINP in patients with myocardial infarction increased
significantly（P<0. 01，P<0. 01）. Moreover，the serum Akp2 activity was significantly correlated with the
concentration of serum PICP and PIIINP（r=0. 38，P<0. 01，r=0. 40，P<0. 01）. There was more collagen
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deposition in the infarct border area of remote myocardial infarction than in the distal infarct（P<0. 01）. The
expression of Akp2 was increased in patients with myocardial infarction（P<0. 01）. Compared with the sham
group，the expression of Akp2 and Collagen fiber area in MI group increased significantly（P<0. 01，P<
0. 01）. The expression of Akp2 was consistent with the distribution of fibroscar in MI group. Conclusion

Akp2 is related to the pathophysiological process of myocardial fibrosis after myocardial infarction.
［Key words］ Akp2；myocardial infarction；procollagen type I C-peptide；procollagen III N-terminal

peptide
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心肌纤维化（myocardial fibrosis，MF）是众多心血

管疾病发生和发展的共同病理基础，与高血压性心脏

病、冠心病、糖尿病心肌病等疾病密切相关，可导致心

力衰竭、心律失常和心源性猝死等严重并发症，其本质

是心脏细胞外基质重塑［1］。心肌梗死（myocardial
infraction，MI）是导致心肌纤维化常见原因之一［2］。心

内膜心肌活检组织病理学分析是目前用于评估心脏纤

维化的金标准，因有创而较少开展［3］。血清Ⅰ型前胶原

羧基端肽（procollagen type I C-peptide，PICP）和Ⅲ型

前胶原氨基端肽（procollagen III N-terminal peptide，
PIIINP）浓度与心内膜活检测定胶原体积分数关系密

切，常作为心肌胶原代谢的循环分子标志物［4］，目前多

用于基础研究。寻找与心肌纤维化有关的其他生物标

志物，对于评估心梗后心肌纤维化程度及预后具有积

极意义。

组织非特异性碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，
tissue non-specific，Akp2）是磷酸酶家族成员，广泛分布

于机体各组织并发挥多种生物学作用［5］。Akp2通过

水解焦磷酸盐至游离磷酸根，发挥骨质矿化作用［6］。

近年来有研究证实，Akp2不仅促进成骨矿化［6］和血管

病理性钙化［7］，还可促进脂肪细胞［8］、神经元细胞［9］、血

管平滑肌细胞［10］分化和代谢，但Akp2在心脏的作用目

前并不清楚。有研究报道：血清Akp2升高与急性心梗

患者远期死亡率相关，且增加新发心力衰竭风险，有学

者认为这可能与Akp2加重血管钙化有关［11-12］，而Akp2
在心肌纤维化中的作用未见报道。本研究旨在探讨

Akp2与心梗后心肌纤维化的关系，明确Akp2是否与

心梗后心肌纤维化程度有关，探讨Akp2 是否参与心

梗后心肌病理重塑过程。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 研究对象 收集 2019年 3—11月本院心血

管内科收治的经冠状动脉造影证实的急性心肌梗死患

者 46例，其中男性 39例，女性 7例。对照组选择同期

冠状动脉造影完全阴性患者 41例，其中男性 23例，女

性 18例。入选病例均获得患者及家属的知情同意；收

集陈旧性心肌梗死死亡患者心肌样本 5例。本研究所

有内容均通过重庆医科大学附属第一医院伦理委员会

的审查批准。排除标准：严重肝/肾功能不全、慢性阻

塞性肺病、恶性肿瘤、重度感染、房颤、瓣膜疾病、先天

性心脏病等其他心脏疾病。记录所有患者的临床资

料，包括一般情况和人口统计学指标如姓名、性别、年

龄、体质量指数（body mass index，BMI）、血压，疾病史

（高血压史、糖尿病史），烟酒史，肌酸激酶同工酶（CK-

MB）和肌钙蛋白 I（Hs-cTnt），左室射血分数（EF%），冠

状动脉造影结果，生化指标包括总胆固醇（TC）、甘油

三酯（TG）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）、低密度脂

蛋白胆固醇（LDL-C）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天门

冬氨酸氨基转移酶（AST）、肌酐（Crea）等。

1. 1. 2 实验动物及分组 10只 8周龄健康 SPF级
C57BL/6J雄性小鼠，质量（24±1）g，购自重庆医科大学

实验动物中心［动物合格证号：SCXK（渝）2018—
0003］，随机分为假手术组和心肌梗死组，每组 5只，假

手术组只穿针不结扎冠状动脉，心肌梗死组结扎冠状

动脉前降支。

1. 1. 3 器材与试剂 酶标仪（芬兰 Thermo公司），

高速离心机（美国 Sigma公司），碱性磷酸酶测定试剂

盒（A059-2，南京建成生物工程研究所有限公司）。人 I
型前胶原羧基端肽（PICP）和人 III型前胶原肽N端肽

（PIIINP）酶 联 免 疫 分 析 试 剂 盒（MB-4130A，MB-

4123A，江苏酶标生物科技有限公司）。Akp2抗体

（Abcam公司，ab108337）。天狼星红染色液（G1470，索
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莱宝），Masson染色试剂（武汉塞维尔生物公司）。

1. 2 方法

1. 2. 1 标本采集 患者在心肌梗死后第 7天留取

外周静脉血，促凝管分离血清（1500×g，离心 10 min），

样本冻存于-80℃超低温冰箱。

1. 2. 2 血清Akp2活性测定 操作步骤按碱性磷酸

酶试剂盒说明进行。

1. 2. 3 PICP 和 PIIINP 测定 采用酶联免疫法

（ELISA）定量血清 PICP和 PIIINP浓度，操作步骤按试

剂盒说明进行。

1. 2. 4 小鼠心肌梗死模型构建 参考已建立的方

法［13］稍作改进。小鼠以 1%戊巴比妥钠 50 mg/kg经腹

腔注射麻醉，固定后局部备皮消毒，经口无创气管插

管，连接小动物呼吸机，呼吸稳定后打开胸腔暴露心

脏，以左心耳下缘水平线为标志，在线下 2 mm处用 8-

0 Prolene缝线从右向左缓慢结扎小鼠冠状动脉前降

支，结扎后可见左心室前壁颜色由鲜红变为暗紫至苍

白色，活动减弱且心电图 ST段明显抬高提示建模成

功，然后逐层缝合胸部皮下组织和皮肤，待小鼠恢复自

主呼吸后撤除呼吸机，拔除气管插管。心梗术后 2周
处死小鼠，留取心肌组织标本。

1. 2. 5 免疫组织化学 心肌梗死患者和小鼠心脏

标本石蜡包埋后切片，切片常规脱蜡至水，余操作步骤

按中山金桥（PV-9000）试剂盒说明进行。

1. 2. 6 天狼星红染色 人心脏组织切片脱蜡至水，

天狼星红染色液滴染 1 h，稍冲洗后苏木精染核 1 min，
流水冲洗10 min，常规脱水、透明、封片，择期拍照。

1. 2. 7 Masson染色 小鼠心脏组织切片脱蜡至

水，重铬酸钾染色，铁苏木素染色，丽春红酸性品红染

色，磷钼酸染色，苯胺蓝染色，1%冰醋酸分化，常规脱

水、透明、封片，择期拍照。

1. 3 统计学分析

采用 SPSS 22. 0统计软件。计量资料正态分布时

数据以 x±s表示；偏态分布时以中位数（Q1-Q3）表示；

两组比较采用 t检验（正态分布）或 Mann-Whitney U检

验（非正态分布）；计数资料以例（%）表示，两组间比较

采用 χ2检验。相关性使用 Spearman相关分析。双侧

检验，P<0. 05表示差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 对照组与心肌梗死组患者基线资料比较

两组年龄、BMI、高血压史、EF、HDL-C、TC及Crea
差异无统计学意义（P>0. 05），MI组男性及吸烟比例更

高。与对照组比较，MI组 TG和 LDL-C差异均有统计

学意义（P<0. 05），MI组 Hs-cTnt、CK-MB、ALT及 AST
差异均有统计学意义（P<0. 01），具体见表1。
2. 2 心肌梗死患者血清Akp2、PICP和 PIIINP表达水

平

MI组患者血清 Akp2活性为（8. 49±3. 30）金氏单

位/100 mL，显著高于对照组的（6. 20±2. 95）金氏单位/
100 mL（P<0. 01，图 1A）。MI 组血清 PICP 浓度为

63. 86（42. 07～87. 68） g/L，对照组为 31. 75（26. 41～
46. 49） g/L；MI组血清 PIIINP浓度为 1. 75（1. 35～
2. 27） g/L，对照组为 1. 37（1. 13～1. 72） g/L，MI组
血清 PICP和 PIIINP浓度均较对照组显著增加（P<
0. 01，图1B、C）。

表1 试验对象的基线临床资料对比

分组

对照组

心梗组

n
41
46

男性/女性

23/18
39/7 a

年龄/岁
66±12
63±12

BMI/Kg. m-2）
23. 50±2. 87
23. 47±3. 07

吸烟史/例（%）
20（48. 8%）
34（73. 9%）a

高血压史/例（%）
23（56. 1%）
24（52. 2%）

2型糖尿病/例（%）
8（19. 5%）
18（39. 1%）a

EF（%）
57. 00±10. 63
54. 52±7. 56

HDL-C/mmol. L-1
1. 24（1. 00-1. 40）
1. 03（0. 92-1. 24）

LDL-C/mmol. L-1
2. 29±0. 90
2. 74±0. 84 a

TC/mmol. L-1
3. 82±0. 99
4. 22±1. 01

TG/mmol. L-1
1. 00（0. 80-1. 24）
1. 63（0. 99-2. 10）a

CK-MB /ng. mL-1
3. 66±0. 97
7. 15±2. 09 b

Hs-cTnt/ng. mL-1
0. 04（0. 02-0. 07）
0. 16（0. 13-0. 22）b

ALT/U. L-1
19（14-24）
28（19-41）b

AST/U. L-1
20（16-23）
25（18-46）b

Crea/ mol. L-1
78. 51±25. 43
79. 06±20. 7

3



http：/ / aammt. tmmu. edu. cn

ABC

A：Akp2表达水平；B：PICP表达水平；C：PIIINP
表达水平；a：P< 0. 01，与对照组相比

图 1心肌梗死患者血清Akp2、PICP以及 PIIINP浓
度差异

2. 3 血清Akp2水平与PICP及PIIINP的相关性分析

根据相关性分析显示，血清中 Akp2活性水平与

PICP浓度呈正相关（r=0. 38，P<0. 01，图 2A），血清中

Akp2活性水平与 PIIINP呈正相关（r=0. 40，P<0. 01，
图2B）。

A B
A：血清Akp2 与 PICP的相关性；B：血清Akp2与

PIIINP的相关性

图 2血清Akp2活性水平与 PICP及 PIIINP的相关

性分析

2. 4 心肌梗死患者心肌组织中胶原沉积和Akp2表达

水平

陈旧性心肌梗死患者心肌梗死边界区较梗死远端

胶原沉积更多（P<0. 01，图 3），心肌组织边界区 Akp2
表达增加（P<0. 01，图 3），Akp2的表达与纤维分布区

域一致。

2. 5 小鼠心肌组织中胶原沉积和Akp2表达水平

小鼠心肌梗死组较假手术组胶原显著增多（P<
0. 01，图 4），心肌梗死组 Akp2表达增加（P<0. 01，图
4），Akp2的表达与纤维分布区域一致。

3 讨论

Akp2是一组具有底物特异性的水解同工酶，在碱

性环境中能水解众多磷酸单酯化合物，其酶学性质已

经得到广泛研究［5，14］。近期有研究发现Akp2在动脉粥

样硬化、心肌肥大及血管钙化等病理生理过程中发挥

作用［15-16］，但Akp2是否参与心梗后心肌纤维化未见报

道。本研究旨在探讨Akp2与心肌梗死后心肌纤维化

的关系。

为了明确心肌梗死患者心梗后Akp2变化情况，本

研究对比心肌梗死患者及冠脉阴性患者血清中Akp2
活性水平，结果显示MI组患者血清中Akp2水平高于

对照组。

胶原蛋白在心肌组织的表达主要由Ⅰ型、Ⅲ型胶原

组成，并分别来源于各自的前胶原，在前胶原向胶原转

化的过程中各自释放出特异的 PICP和 PIIINP［17］。心

肌梗死后，局部缺血缺氧导致大量心肌细胞死亡，伴随

心脏成纤维细胞活化增殖，表型转变形成肌成纤维细

胞，后者首先在细胞内合成前胶原，再分泌到细胞外转

换为胶原纤维，最初为Ⅲ型胶原，梗死后愈合过程中逐

渐被Ⅰ型胶原代替［18］。研究表明，PICP和 PIIINP常分

别作为Ⅰ型胶原和Ⅲ型胶原代谢生物标志物［3］［4］［19］。我

们发现心梗一周后循环PICP及PIIINP显著升高，这与
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前人报道结果一致［20］。目前尚无关于MI患者血清

Akp2水平与心肌胶原代谢之间相关性的研究。我们

对心梗组患者血清Akp2活性水平与PICP及PIIINP浓
度进行相关性分析，结果显示心梗后血清Akp2活性与

胶原代谢标志物PICP和PIIINP呈显著正相关，提示在

心肌纤维化形成早期，Akp2可能参与心梗后胶原

合成。

为进一步验证Akp2是否参与心肌纤维化胶原合

成过程，我们收集了 5例陈旧性心肌梗死患者心肌样

本，分别检测其心肌梗死边界区和梗死远端胶原沉积

情况以及Akp2表达情况。免疫组化结果显示：陈旧性

心肌梗死患者心肌梗死边界区较梗死远端胶原沉积更

多（P<0. 01），心肌组织Akp2表达增加（P<0. 01），Akp2
的表达与陈旧性心梗的纤维瘢痕分布区域一致。我们

发现心肌梗死患者心肌组织中Akp2表达增加，其组织

分布与心梗后心肌纤维组织重叠，提示Akp2可能参与

急性心梗后心肌纤维化过程。

为进一步深入探讨Akp2与心梗后心肌纤维化的

关系，我们建立小鼠MI模型，结果显示心肌梗死组小

鼠较假手术组小鼠心脏胶原显著增加（P<0. 01），心肌

A：天狼星红及免疫组化染色的心肌梗死患者心肌组织病理表现，B：胶原面积比较，C：Akp2表达水平比较；a：P<0. 01，与梗死遥

远区比较

图3 心肌梗死患者心肌组织胶原沉积和Akp2表达水平

A：Masson及免疫组化染色的心肌梗死小鼠类心肌组织病理表现，B：胶原面积比较，C：Akp2表达水平比较；a：P<0. 01，与假手术

组比较

图4 心肌梗死后小鼠心肌组织中胶原沉积和Akp2表达水平
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组织Akp2表达增加（P<0. 01），且Akp2的表达与心梗

的纤维瘢痕分布区域一致，这与临床心梗患者心肌标

本结果一致。至此，我们推断Akp2可能参与急性心梗

后心肌纤维化过程，但Akp2参与心梗后心肌纤维化具

体机制有待进一步研究。

综上所述，本研究发现心肌梗死患者血清Akp2水
平高于对照组，且心肌梗死患者血清 Akp2水平与

PICP和 PIIINP浓度呈正相关，提示 Akp2可能与心梗

后 I型和 III型胶原代谢有关，通过免疫组化及胶原沉

积检测我们发现在人体和小鼠心梗后心脏组织中

Akp2表达均增加，且其组织分布与心梗后心肌纤维组

织重叠，因此，我们考虑Akp2可能与急性心梗后心肌

纤维化的形成有关，但具体机制有待进一步研究。
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