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摘要 目的 探讨 6-甲基腺嘌呤( m6A) 去甲基化酶 ALK-
BH5 在大鼠心肌成纤维细胞( CFs) 活化增殖中的作用。方
法 取 1 ～ 3 d新生 SD乳鼠心脏，剪碎消化后进行 CFs原代
培养，并在显微镜下观察细胞形态。细胞贴壁生长后加入
TGF-β1 诱导构建 CFs活化增殖模型，模型构建成功后分别
向各组细胞转染 ALKBH5 ( 慢病毒过表达 ALKBH5) 及慢病
毒空载体 24 ～ 48 h。运用 ＲT-qPCＲ方法检测 ALKBH5、α-平
滑肌肌动蛋白( α-SMA) 、I 型胶原( Collagen Ⅰ) 和增殖细胞
核抗原( PCNA) mＲNA的表达;Western blot检测 ALKBH5、α-
SMA、Collagen Ⅰ及 PCNA蛋白的表达; CCK-8 法和 EdU染色
检测细胞增殖活性变化。结果 在 CFs活化增殖模型中，与
对照组 CFs 相比，模型组 CFs 中 ALKBH5 蛋白和 mＲNA 的
表达降低，而与活化增殖相关蛋白 PCNA、α-SMA 及 Collagen
Ⅰ的表达增加。此外，在慢病毒转染 ALKBH5 过表达组的
CFs中，α-SMA、Collagen Ⅰ和 PCNA 蛋白和 mＲNA 同 ALK-
BH5 病毒空载体组相比表达下降。CCK-8 与 EdU 染色实验
表明，与空载体组相比，ALKBH5 过表达组 CFs 增殖活性受
到抑制。结论 过表达 ALKBH5 明显抑制 CFs的增殖活性，
提示 ALKBH5 可能是参与调控 CFs活化增殖的关键因子。
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心肌纤维化是一种病理生理过程，也是心室重

构的主要表现之一，可引起心肌收缩力下降，僵硬度

增加等心脏功能改变 ［1］。同时与多种心血管疾病

有密切联系，如心力衰竭、心肌梗死等［2］。在心肌
纤维化发生发展中的核心效应细胞是心肌成纤维细

胞( cardiac fibroblasts，CFs) ，具体表现为 CFs活化增
殖和胞外基质的过度沉积［3］。但 CFs 的活化增殖
的分子机制目前尚不清楚，深入研究 CFs 活化增殖
的分子机制是发现干预心肌纤维化进展的重要环

节。
6-甲基腺嘌呤( N-methyladenosine，m6A) 去甲基
酶中 的 alkB 同 源 蛋 白 5 ( alkB homologue 5，
ALKBH5) 通过影响 mＲNA 的 m6A 去甲基化修饰来
调控 mＲNA的出核、合成、剪切，同时 m6A修饰的异
常变化可引起下游基因表达的失调［4 － 5］。研究［6］表
明，ALKBH5 可以通过调控 m6A 影响细胞的活化增
殖及侵袭功能。有文献［7］报道 ALKBH5 能促进恶
性胶质瘤干细胞的增殖。目前研究提示 ALKBH5
在细胞活化增殖中发挥重要调节作用，然而关于

ALKBH5 是否影响 CFs增殖活性目前尚不清楚。该
研究通过利用 TGF-β1 ( transforming growth factor-
β1，TGF-β1) 诱导构建 CFs活化增殖模型，慢病毒感
染 CFs过表达 ALKBH5 后，检测 CFs 活化增殖功能
以及活化增殖分子标志物水平变化，探讨 ALKBH5
在 CFs活化增殖中的作用。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 实验动物 安徽医科大学动物实验中心提
供 1 ～ 3 d左右的 SPF级 SD乳鼠用于心肌成纤维细
胞的原代提取及培养，动物许可证号: scxk ( 皖)
2017-001。
1． 1． 2 主要试剂 高糖 DMEM 培养基( 美国 Hy-
Clone公司) ; 胎牛血清( 美国 Gibco 公司) ; 转化生
长因子-β1( 美国 Peprotech公司) ; TＲIzol 试剂( 美国
Invitrogen公司) ; CCK-8 试剂盒( 合肥白鲨公司) ; 逆
转录和 ＲT-qPCＲ试剂盒( 长沙艾克瑞生物公司) ; β-
actin( 20536-1-Ap) 、ALKBH5 ( 16837-1-AP) 、α-平滑
肌肌动蛋白( smooth muscle actin，α-SMA) ( 23081-
1-AP) 、I型胶原( Collagen I) ( 14695-1-AP) 、活化增
殖相关蛋白( proliferating cell nuclear antigen，PC-
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NA) ( 24036-1-AP ) 一抗抗体 ( 武汉 Proteintech 公
司) ; 胰蛋白酶、蛋白酶抑制剂、细胞裂解液( 上海碧
云天生物技术有限公司) ; GAPDH、ALKBH5、α-
SMA、Collagen Ⅰ、PCNA引物序列( 上海生工公司) ;
5-乙炔基-2'-脱氧尿嘧啶核苷( 5-ethynl-2'-deoxyuri-
dine，EdU) 细胞增殖检测试剂盒( 广州锐博公司) 。
1． 1． 3 主要仪器 细胞操作台、细胞培养箱( 美国
Thermo Fisher Scientific 公司) ; 激光共聚焦显微镜
( 德国 Zeiss 公司) ，实时荧光定量 PCＲ 仪 ( ＲT-
qPCＲ) ( 美国 Bio-Ｒad公司) ，Varioskan LUX 酶标仪
( 美国 Thermo Fisher Scientific 公司) ，恒温金属浴
( 杭州米欧仪器公司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 原代细胞的提取与培养 在细胞操作台中
使用碘伏消毒 1 ～ 3 d的乳鼠体表后，用无菌器械解
剖出乳鼠的心脏。PBS 清洗心脏中残留血液，并用
眼科剪将心脏剪碎后加入混合消化液( 胰蛋白酶 ∶
Ⅱ型胶原酶 = 2 ∶ 1) 。在 37 ℃恒温水浴中消化并筛
网过滤，向滤液中加入等体积培养基终止消化。重
复消化数次以获得尽可能多的细胞，收集滤液后

1 000 r /min离心 7 min。离心后弃上清液并向离心
管中加入适量体积的培养基中和残留的消化液并重

悬细胞，最后移至培养瓶中培养。通过换液弃去培
养 2 h仍未贴壁的细胞，培养瓶底部贴壁的细胞即
为 CFs。显微镜下观察 CFs 细胞形态，原代培养至
汇合度 80%左右时传代，2 ～ 3 代细胞均符合实验要
求。α-SMA的荧光染色可见细胞中有大量的平滑
肌肌动蛋白，确定为 CFs。
1． 2． 2 TGF-β1 诱导 CFs 细胞活化 TGF-β1 实验
前先用枸橼酸盐缓冲液( 10 nmol /L，pH = 3. 0 ) 配成
浓度为 0. 1 g /L的储备液，置于 － 20 ℃冰箱保存; 使
用前稀释成浓度为 2 μg /L 的工作液使用。以最终
浓度为 5 ng /ml 的 TGF-β1 处理对数生长期的 CFs
24 h 。
1． 2． 3 原代 CFs 细胞转染 取 TGF-β1 刺激 24 h
后的 CFs细胞，消化后计数，等量接种于 6 孔板中，
细胞汇合度在 60% ～70%左右进行慢病毒感染，病
毒空载体组进行相应阴性对照处理。24 h 后更换
10%血清完全培养基正常培养 CFs。2 d 后进行细
胞总 ＲNA或蛋白的提取并通过 ＲT-qPCＲ 和 West-
ern blot检测过表达效率。
1． 2． 4 实验分组 TGF-β1 诱导 CFs活化增殖模型
分组，空白对照组( Control组) : 不做任何处理组; 活
化增殖模型组( Model 组) : TGF-β1 刺激 CFs 24 h。

慢病毒过表达 CFs 分组，对照组( Control) : TGF-β1
刺激 CFs 24 h; 慢病毒空载体组( negative control，
LV-NC) : TGF-β1 刺激 CFs 24 h 后转染空载慢病
毒; 慢病毒过表达组( LV-ALKBH5 ) : TGF-β1 刺激
CFs 24 h后转染过表达 ALKBH5 慢病毒。
1． 2． 5 总 ＲNA的提取及逆转录 利用 TＲIzol抽提
各个分组的总 ＲNA。检测 ＲNA 的纯度和浓度后逆
转录为 cDNA。逆转录的反应条件为: 37 ℃、15
min，85 ℃、5 s，4 ℃。所得 cDNA置于 － 20 ℃保存。
1． 2． 6 ＲT-qPCＲ检测各组 ALKBH5 及增殖标志性
蛋白的表达 各个分组的 cDNA依据试剂盒建议的
反应体系使用 ＲT-qPCＲ进行扩增。设置反应条件:
95 ℃ 30 s、95 ℃ 5 s、60 ℃ 30 s。上述反应条件进
行 40 个循环后进行熔解曲线反应。使用 GAPDH
作为内参，mＲNA 相对表达量应用 2 － ΔΔCt法计算。
相关引物序列见表 1。

表 1 qPCＲ引物序列

引物名称 引物序列 ( 5'-3')
ALKBH5 F: TTCTTTAGCGACTCGGCACTTT

Ｒ: CCTTGCGGTGGGACCTTTT
Collagen Ⅰ F: GCAATGCTGAATCGTCCCAC

Ｒ: CAGCACAGGCCCTCAAAAAC
α-SMA F: GGCATCCACGAAACCACCTA

Ｒ: GTATGCGTGTGACGGCTCTA
PCNA F: CTGCTGGGACATCAGTTCGG

Ｒ: GATCGCAGCGGTATGTGTCG
GAPDH F: CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG

Ｒ: GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT

1． 2． 7 Western blot 检测 CFs 中 ALKBH5、α-SMA、
Collagen Ⅰ及 PCNA 蛋白的表达量 TGF-β1 处理
或者慢病毒过表达后，分别提取各个分组的总蛋白

后测定蛋白浓度，并将浓度定量于 1. 5 ～ 2. 0 μg /μl。
按比例加入蛋白上样缓冲充分混匀后利用金属浴加

热使蛋白变性。变性后的蛋白置于 － 20 ℃冰箱保
存，用于后续蛋白电泳。依据目的蛋白的分子量的
大小调整相应的转膜时间，转膜完成后用 5%脱脂
牛奶封闭 2 h，TBST 洗膜 3 次后孵育 ALKBH5、α-
SMA、Collagen Ⅰ及 PCNA 的一抗，同时 4 ℃慢摇过
夜。结束一抗孵育后，再次 TBST 洗膜 3 次，并于常
温孵育相对应的二抗 1 h，完成后再次洗膜显影。显
影结果使用 Image J软件分析并计算蛋白的表达水
平。
1． 2． 8 CCK-8 法检测 CFs 过表达 ALKBH5 后的增
殖情况 分组: 空白组、TGF-β1 模型组、慢病毒空载
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体组、ALKBH5 过表达组，每组设 6 个复孔。消化对
数生长期的各组细胞后，加入培养基重悬并计数。
以每孔体积 100 μl，细胞密度为 2 × 105 /ml，铺于 96
孔板后置于培养箱中培养。生长至对数期后每孔滴
加 10 μl CCK-8 试剂孵育 3 h 后检测吸光度。实验
重复 3 次。
1． 2． 9 EdU 染色检测 CFs 过表达 ALKBH5 后的细
胞增殖活性 种适量细胞于 24 孔板中爬片，加入
EdU孵育 2 h后 PBS清洗细胞。随后 4%多聚甲醛
固定 30 min，每孔加入甘氨酸中和后清洗细胞。渗
透剂通透细胞后补入 300 μl EdU 染色反应液于室
温避光摇床孵育弃去，DAPI 染核后封片，并于荧光
显微镜下观察阳性细胞并拍照记录。
1． 3 统计学处理 采用 GraphPad Prism 9. 0 软件
进行统计分析。采用 t检验和单因素方差分析比较
组间数据，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。所有实
验数据重复 3 次。

2 结果

2． 1 SD大鼠原代 CFs 分离培养 如图 1 所示，
倒置相差显微镜下观察 CFs 的生长状况，细胞呈不
规则形，无搏动，有多突触向外延展，胞质透明，汇合

度较高。细胞活性良好可见细胞逐渐汇成网状交
织，符合 CFs形态特征。

图 1 显微镜下观察 CFs形态 × 100

A: CFs培养 3 h后形态; B: CFs培养 3 d后形态

2． 2 TGF-β1 诱导 CFs构建活化模型 在 TGF-β1
刺激 CFs 24 h后，Western blot检测活化增殖相关蛋
白 PCNA、α-SMA及 Collagen Ⅰ含量变化显示，同对
照组相比，模型组中增殖相关蛋白含量升高，差异有

统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。ＲT-qPCＲ 检测显示 PC-
NA、α-SMA及 Collagen Ⅰ的 mＲNA含量比对照组增
加，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。此外，与对照组
相比，模型组中 ALKBH5 的 mＲNA 及蛋白表达降
低，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见图 2。
2． 3 CCK-8 检测 CFs 增殖模型活性 如图 3 所
示，在 TGF-β1 诱导 CFs后，模型组细胞活力相比于
对照组上升，差异有统计学意义 ( t = 7. 25，P ＜
0. 01) 。
2． 4 过表达 ALKBH5 后 CFs 的增殖分子标志物
变化 如图 4A所示，在慢病毒过表达 ALKBH5 后，
CFs中 ALKBH5 蛋白的表达量相比于空载体组增
高，表明 ALKBH5 转染成功。检测增殖相关蛋白
PCNA和纤维化标志物 α-SMA、Collagen Ⅰ则被抑
制，差异有统计学意义( F = 0. 74，P ＜ 0. 05 ) 。如图
4B所示，在慢病毒过表达 ALKBH5 后，CFs 中 ALK-
BH5 mＲNA的表达量相比于空载体组增高，PCNA、
α-SMA和 Collagen Ⅰ的 mＲNA则被抑制，差异有统
计学意义( F = 1. 11，P ＜ 0. 05) 。对照组与空载体组
差异无统计学意义。
2． 5 过表达 ALKBH5 后 CFs 的增殖能力改变
图 5A所示，CCK-8 检测结果显示 CFs 在慢病毒过
表达 ALKBH5 后，细胞增殖活力相比于空载体组下
降，差异有统计学意义( F = 0. 69，P ＜ 0. 01 ) 。病毒
空载体组与对照组比较差异无统计学意义。如图
5B所示，EdU染色实验表明与空载体组相比，慢病
毒转染组的细胞增殖活性降低，差异有统计学意义

( F = 1. 00，P ＜ 0. 05) 。病毒空载体组与对照组比较
差异无统计学意义。

图 2 在 TGF-β1 刺激后 ALKBH5、α-SMA、Collagen Ⅰ在 CFs中的表达变化

A: Western blot检测蛋白表达水平; B: ＲT-qPCＲ检测 mＲNA水平; 与 Control组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01
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图 3 CCK-8 检测在 TGF-β1 刺激后 CFs的增殖活性

与 Control组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

心肌纤维化是多种心血管疾病的共同病理过程

及表现，同时心肌纤维化的治疗仍然没有有效的干

预措施。CFs的活化增殖在心肌纤维化的过程中起
关键作用，因此，研究 CFs相关的表观遗传调控机制
对指导心肌纤维化的治疗有重要的指导意义。其中
m6A甲基化修饰是一种动态、可逆的转录后调控方
式［8］，去甲基酶 ALKBH5 可通过去甲基化作用降低

靶基因的 m6A水平，调控基因表达参与细胞生命活
动及功能调节［9］。在胰腺癌［10］和肝癌［11］等肿瘤研
究中已报道 ALKBH5 的低表达与肿瘤预后相关，过
表达 ALKBH5 后对肿瘤增殖有明显抑制。此外，
ALKBH5 也参与调控心肌细胞的低氧复氧损伤［12］。
但是 ALKBH5 对 CFs 是否具有调控增殖的作用尚
不清楚，故该研究主要探索 ALKBH5 对 CFs 的增殖
的影响。
该研究通过 TGF-β1 诱导 CFs 的增殖模型，进

行体外实验模拟 CFs在心肌纤维化过程中可能存在
的病理过程。研究结果显示，与对照组相比，模型组
中与纤维化相关的标志性蛋白 α-SMA、Collagen Ⅰ
明显升高，而 ALKBH5 明显下调，表明 ALKBH5 有
可能参与心肌纤维化的发生发展过程。该结果与
ALKBH5 在肿瘤细胞中低表达具有相似性。为了进
一步研究 ALKBH5 的作用，该研究使用慢病毒转染
CFs过表达 ALKBH5 后观察增殖相关蛋白及细胞增
殖功能的变化。在过表达 ALKBH5 后，增殖和纤维
化相关的分子标志物的 mＲNA 和蛋白水平的表达
都明显下调，同时 CCK-8 和 EdU 染色实验也表明
CFs 的增殖能力明显抑制。以上实验结果表明
ALKBH5 参与 CFs的增殖过程，可能是关键影响因
素之一，并且该实验结果同目前在肿瘤研究中的相

关结果具有一致性。在潜在机制方面，ＲNA的m6A

图 4 慢病毒过表达 ALKBH5 后对 CFs的增殖影响
A: Western blot检测蛋白表达变化; B: ＲT-qPCＲ检测 mＲNA水平改变; 与 LV-NC组比较: * P ＜ 0. 05

图 5 慢病毒过表达 ALKBH5 后对 CFs的增殖功能变化
A: CCK-8 检测过表达 ALKBH5 后 CFs的增殖活性; B: EdU染色定性检测过表达 ALKBH5 后 CFs 增殖能力的改变 × 200; 与 LV-NC 组比

较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01
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甲基化修饰是 mＲNA最常见的一种修饰方式，与细
胞的各种功能调节相关。该研究验证了这种修饰方
式在 CFs中同样存在，并且 ALKBH5 参与 CFs 的增
殖调控，结合相关研究可以推测 ALKBH5 对不同细
胞可能有着相似的细胞功能调节作用，并可能是心

肌纤维化治疗的突破口之一。
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Effects of ALKBH5 regulation on proliferation of cardiac fibroblasts in rats
Zhou Yang1，Tu Bin1，Song Kai1，Wang Juan2，Sun He1，Sun Feng2，Sha Jiming1，Li Ｒui3，Zhang Ye3，Tao Hui1，3

( 1Dept of Cardiothoracic Surgery，3Dept of Anesthesiology，The Second Affiliated Hospital，
Anhui Medical University，Hefei 230601; 2School of Pharmacy，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the role of N-methyladenosine( m6A) demethylase ALKBH5 in the prolifera-
tion and activation of cardiac fibroblasts( CFs) in rats． Methods The CFs taken from SD rats in 1 to 3 days were
isolated by differential adhesion and observed under microscope． After cells were adherently grown to appropriate
density，the cells were induced by TGF-β1 for modeling． The model cells were divided into the overexpression of
ALKBH5 group infected by lentivirus and the negative control group for 24 － 48 hours． ＲT-qPCＲ was used to detect
mＲNA expression of ALKBH5，α-smooth muscle actin( α-SMA) ，type I collagen ( Collagen Ⅰ) and proliferating
cell nuclear antigen ( PCNA) ． The expression of ALKBH5、α-SMA、Collagen Ⅰ and PCNA were assayed by West-
ern blot． The cell proliferation activity was tested by CCK-8 assay and EdU． Ｒesults Compared with the control
group，the protein and mＲNA of ALKBH5 were reduced in the model group active by TGF-β1． Meanwhile，the bi-
omarkers of activation，such as PCNA，α-SMA and Collagen Ⅰ，increased significantly． Besides，the protein and
mＲNA of PCNA、α-SMA and Collagen Ⅰ were lower in overexpression of ALKBH5 group than those of the negative
control group． CCK-8 assay and EdU suggested that the proliferation viability of CFs was reduced evidently in over-
expression of ALKBH5 group，compared with the negative control group． Conclusion Overexpression of ALKBH5
can inhibit the proliferation of CFs，suggesting that ALKBH5 may be a key regulatory point in the development of
myocardial fibrosis．
Key words ALKBH5; cardiac fibroblasts; myocardial fibrosis; activation; proliferation
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