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［摘要］ 　 目的　 探讨环形 ＲＮＡ（Ｃｉｒｃ）ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 诱导心肌梗死后心肌纤维化的发生及对血

管紧张素（Ａｎｇ）Ⅱ和转化生长因子（ＴＧＦ）⁃β１ 表达的影响。 方法　 将 ８ 周龄雄性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只随

机分为对照组、模型组、Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 过表达组与低表达组，每组各 １５ 只。 除对照组外，其他三

组均构建急性心肌梗死（ＡＭＩ）模型，体外构建 ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 过表达、低表达与空白质粒并转染腺病

毒后，经鼠尾静脉注射，过表达组与低表达组注射对应表达质粒转染腺病毒，对照组与模型组均注

射空白质粒转染腺病毒。 采用 ＨＥ 染色观察心肌细胞形态变化、Ｍａｓｓｏｎ 染色计算心肌组织胶原纤

维含量，实时荧光定量 ＰＣＲ 检测心肌组织 Ｉ 型胶原（ Ｃｏｌ Ⅰ）和 ＩＩＩ 型胶原（ Ｃｏｌ Ⅲ）信使 ＲＮＡ
（ｍＲＮＡ）表达水平、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测心肌组织 Ａｎｇ Ⅱ和 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达水平。 结果　 与对照组

相比，模型组心肌细胞形态紊乱，细胞核明显增大深染，边缘部分肌纤维溶解并出现纤维化；与模

型组相比，过表达组纤维化更加严重，而低表达组纤维化明显减少。 对照组、低表达组、模型组、过
表达组大鼠心肌组织中胶原纤维、ＣｏｌⅠ与 ＣｏｌⅢ ｍＲＮＡ 及 Ａｎｇ Ⅱ与 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达水平均依次

升高；低表达组、对照组、模型组、过表达组 Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 表达水平依次升高（Ｐ ＜ ０． ０５）。 结论

Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 可能参与并正向诱导了心肌梗死后心肌纤维化的发生，促进了 Ａｎｇ Ⅱ和 ＴＧＦ⁃β１

的表达。
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ，ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０． ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｃｉｒｃ
ＳＬＣ８Ａ１＿ ００５ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｆｔｅｒ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｎｇ Ⅱ ａｎｄ ＴＧＦ ⁃ β１ ．

［Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ］ 　 Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ； 　 Ｆｉｂｒｏｓｉｓ； 　 Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１ ＿００５； 　 Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ Ⅱ； 　
Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β１

　 　 心肌梗死后心肌纤维化是由于心肌细胞的坏死和

炎症反应，导致胶原蛋白在受损部位过度沉积并形成

瘢痕组织，进而引起心肌组织结构和功能的不可逆性

改变［１⁃２］。 心肌梗死后的心肌纤维化是慢性心力衰竭

和心律失常的长期结果，同时也是心血管疾病患者死

亡的重要原因之一［３⁃４］。 深入探讨心肌梗死后心肌纤

维化的内在分子机制，寻找更高效的干预靶点仍是目

前研究的难点。 环形 ＲＮＡ（Ｃｉｒｃ） ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 是由宿

主基因溶质载体家族 ８ 成员的第一个外显子反向剪接

产生的 Ｃｉｒｃ。 研究显示，Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 在心力衰竭

患者心肌中表达水平显著升高［５］，但其对心肌纤维化

的调控作用尚不清楚。 血管紧张素（Ａｎｇ ）Ⅱ在导致

心肌重塑和纤维化的生物学过程中起主导作用［６⁃７］。
转化生长因子（ＴＧＦ）⁃β１ 是最重要的纤维化因子，也是

心肌纤维化发生的主要始动因子，ＴＧＦ⁃β ／ ｓｍａｄ 信号

通路是心肌纤维化最重要的通路之一［８⁃９］。 但是，关于

Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 如何调控 Ａｎｇ Ⅱ和 ＴＧＦ⁃β１ 表达，参
与心肌纤维化的发生过程尚不清楚。 因此，本研究重

点探讨 Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 诱导心肌梗死后心肌纤维化

的发生及对 Ａｎｇ Ⅱ和 ＴＧＦ⁃β１ 表达的影响机制。

材料与方法

１． 材料：８ 周龄健康 ＳＤ 大鼠共 ６０ 只，体重 ２３０ ～
２８０ ｇ，平均体重（２５５ ± ２５） ｇ，均购自北京斯贝福生物

技术有限公司 ［许可证号： ＳＣＸＫ （京） ２０２０⁃００１３ ］。
ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 过表达、低表达与空白质粒均购自苏州吉

玛基因有限公司；转染试剂盒和异硫氰酸胍⁃苯酚

（Ｔｒｉｚｏｌ）提取试剂均购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；ＨＥ 染色和

Ｍａｓｓｏｎ 染色试剂盒均购自美国 Ｒ＆Ｄ 公司；互补 ＤＮＡ
（ｃＤＮＡ）和聚合酶链式反应（ＰＣＲ）试剂盒均购自苏州

吉玛基因股份有限公司，蛋白提取试剂和双辛可宁酸

（ＢＣＡ）蛋白定量试剂盒均购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；兔
抗鼠 ＡｎｇⅡ、ＴＧＦ⁃β１ 和甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）
一抗及对应二抗均购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司；引物序

列由上海生工有限公司完成。
２． 方法

（１）分组与模型构建：实验前，所有大鼠均适应性

喂养 １ 周，自由获得标准水和食物，昼夜光照周期为

１２ ｈ，室内饲养环境温度为 ２２ ～ ２４ ℃、相对湿度为

４０％ ～５０％ 。 将 ６０ 只大鼠随机分为对照组、模型组、

Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 过表达与低表达组，每组各 １５ 只。
除对照组外，余 ３ 组均构建急性心肌梗死（ＡＭＩ）模型，
即将大鼠进行腹腔麻醉（３％戊巴比妥钠 １ ｍｇ ／ ｋｇ），在
左侧进行开胸手术，对大鼠冠状动脉左前降支进行结

扎（左心耳下 １ ～ ２ ｍｍ）构建 ＡＭＩ 模型，术后予 ８． ０ ×
１０５单位青霉素预防感染（肌内注射 ２ ｄ），术后行心电

图监测，根据心电图结果观察大鼠 ＳＴ 段情况进行模型

鉴定，若 ＳＴ 段上抬，有时可见 Ｑ 波波幅明显增大则判

断为建模成功。 体外构建 Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 过表达、
低表达与空白质粒并转染腺病毒，主要流程为 ｐＡｄ⁃
Ｔｒａｃｋ⁃ｃｍｖ 载体的多克隆位点定向插入 Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１＿
００５⁃２ｆｌａｇ 序列，腺病毒骨架质粒 ｐＡｄ⁃Ｅａｓｙ⁃Ｉ 重组，Ｐａｃ
Ⅰ内切酶将其线性化后转入 ＨＥＫ２９３ 细胞中包装成

重组腺病毒。 然后采用脂质体转染试剂分别对 Ｃｉｒｃ
ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 无意义序列、过表达序列和低表达序列转

染腺病毒后筛选出稳定表达体系，实时荧光定量 ＰＣＲ
（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检测 Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 表达水平。 然后经

鼠尾静脉注射转染后的腺病毒，剂量为 ２ × １０１１ 个质

粒 ／每只大鼠，每周 １ 次，共 ４ 次。 过表达组与低表达

组注射对应表达质粒转染腺病毒，对照组与模型组注

射空白质粒转染腺病毒。 ４ 组大鼠处理后的养育条件

与第 １ 周相同，所有大鼠均存活至实验结束。
（２）ＨＥ 染色及 Ｍａｓｓｏｎ 染色：４ 周后处死大鼠，制

作心肌切片，厚度约 ４μｍ，采用 ＨＥ 染色法检测心肌组

织的病理变化。 采用 Ｍａｓｓｏｎ 染色计算心肌组织中胶

原纤维的水平，胶原呈蓝色，评估心肌纤维化程度。 光

学显微镜下使用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６． ０ 分析软件测量每

张切片中随机 ３ 个视野（２００ 倍）的胶原纤维面积，以
及对应的视野心肌组织面积，胶原纤维含量 ＝ 胶原纤

维面积 ／心肌组织面积 × １００％ 。
（３）ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测：采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测质粒载体

Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 及心肌组织Ⅰ型胶原（Ｃｏｌ Ⅰ）和Ⅲ
型胶原（Ｃｏｌ Ⅲ）ｍＲＮＡ 表达水平。 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取细

胞总 ＲＮＡ，反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ，根据 ＰＣＲ 试剂

盒说明书配制反应体系，包括 １０ 倍 ＰＣＲ 缓冲液、
ＭｇＣｌ２、脱氧核苷三磷酸（ｄＮＴＰｓ）、水生栖热菌（Ｔａｑ）
酶、ｃＤＮＡ 和反应水，总体积 ３０ μｌ。 反应条件为 ９４ ℃
预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ４５ ｓ、６０ ℃ ４５ ｓ、７２ ℃ ４５ ｓ，共循环

４０ 次；７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ 结束。 构建溶解曲线，结果以

２ ⁃△△Ｃｔ表示。

·９１４·临床内科杂志 ２０２５ 年 ５ 月第 ４２ 卷第 ５ 期　 Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｔｅｒｎ Ｍｅｄ，Ｍａｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ４２，Ｎｏ． ５



（４）心肌组织 Ａｎｇ Ⅱ和 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白水平检测：采
用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测心肌组织 Ａｎｇ Ⅱ和 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白

表达水平。 ＲＩＰＡ 裂解液提取心肌组织总蛋白，采用

ＢＣＡ 蛋白浓度定量试剂盒测定后进行聚丙烯酰胺凝

胶电泳（ＰＡＧＥ）电泳，并转移到硝酸纤维素膜。 ５％ 脱

脂牛奶封闭后，滴加兔抗鼠 Ａｎｇ Ⅱ、ＴＧＦ⁃β１ 和 ＧＡＰＤＨ
一抗（１∶ １ ０００）４ ℃孵育过夜，洗涤后加入辣根过氧化

物酶耦联二抗（１ ∶ ２００）室温孵育 １ ｈ。 电化学发光显

色后使用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６． ０ 软件定量检测蛋白条带

的灰度值，计算目标蛋白与 ＧＡＰＤＨ 灰度值的比值。
３． 统计学处理：应用 ＳＰＳＳ ２２． ０ 软件进行统计分

析。 符合正态分布的计量资料以 􀭰ｘ ± ｓ 表示，多组间比

较采用 ＡＮＯＶＡ 检验，两组间比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 以

Ｐ ＜ ０． ０５ 为差异具有统计学意义。

结　 　 果

１． ４ 组大鼠心肌组织病理结果比较：与对照组相

比，模型组大鼠心肌细胞形态紊乱，细胞核明显增大深

染，边缘部分肌纤维溶解并出现纤维化；与模型组相

比，过表达组纤维化更加严重，而低表达组纤维化明显

减少。 见图 １。
　 　 ２． ４ 组大鼠 Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 表达水平、心肌组织中

胶原纤维含量、ＣｏｌⅠ与 ＣｏｌⅢ ｍＲＮＡ 及 ＡｎｇⅡ与 ＴＧＦ⁃β１

蛋白表达水平比较：与对照组相比，模型组大鼠心肌组

织胶原纤维排列紊乱扭曲，胶原含量显著增加；与模型

组相比，过表达组胶原纤维排列紊乱扭曲程度更加严

重，胶原含量比例进一步增加，而低表达组心肌组织胶

原纤维明显整齐，胶原纤维含量高于对照组但显著低

于模型组与过表达组。 见图 ２。 对照组、低表达组、模
型组、过表达组大鼠心肌组织中胶原纤维、Ａｎｇ Ⅱ、
ＴＧＦ⁃β１ 及 ＣｏｌⅠ与 ＣｏｌⅢ ｍＲＮＡ 蛋白表达水平均依次

升高；低表达组、 对照组、 模型组、 过表达组 Ｃｉｒｃ
ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 表达水平依次升高（Ｐ ＜ ０． ０５）。 见表 ２。

　 　 讨　 　 论

心肌梗死后发生的内源性心肌细胞再生是一种重

要的补偿机制，目前已发现多种转录因子、微小 ＲＮＡ、
长链非编码 ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）等心源性相关的因子与内

源性心肌再生及心肌纤维化密切相关［１０⁃１１］。 其中

ｌｎｃＲＮＡ既往是研究热点，然而研究发现其为线性

ＲＮＡ，在体内易被核酸外切酶降解，代谢时间短，因而

无法长期作用于梗死灶，使得减少病变部位纤维化的

效果不佳［１２］。 近些年来，Ｃｉｒｃ ＲＮＡｓ 作为环状非编码

ＲＮＡ 受到关注，由于其为共价闭环结构具有较好的稳

定性以及更长的作用持续时间，因而被认为能更加有

效干预心梗后纤维化生物学进程［１３］ 。研究显示，Ｃｉｒｃ

图 １　 ４ 组大鼠心肌组织病理结果比较（Ａ：对照组；Ｂ 模型组；Ｃ：过表达组；Ｄ 低表达组；ＨＥ 染色， × ４００）

图 ２　 ４ 组大鼠心肌组织中胶原纤维含量（Ａ：对照组；Ｂ 模型组；Ｃ：过表达组；Ｄ 低表达组；Ｍａｓｓｏｎ 染色， × ４００）

表 ２　 ４ 组大鼠 Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１＿００５、心肌组织胶原纤维含量、ＣｏｌⅠ与 ＣｏｌⅢ ｍＲＮＡ 及 ＡｎｇⅡ与 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达水平比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝１５）

组别 ＣｉｒｃＳＬＣ８Ａ１＿００５ 胶原纤维含量（％ ） ＣｏｌⅠ ＣｏｌⅢ Ａｎｇ Ⅱ ＴＧＦ⁃β１

对照组 ０． ９９ ± ０． ０３ ３． ２ ± ０． ３ ０． ５３ ± ０． ０３ ０． ２５ ± ０． ０３ ０． ２３ ± ０． ０３ ０． ６９ ± ０． ０３
模型组 １． ０３ ± ０． ０４ａ １８． ５ ± ３． ２ａ １． ３３ ± ０． ０６ａ ０． ８１ ± ０． ０５ａ ０． ５３ ± ０． ０５ａ ０． ８３ ± ０． ０７ａ

过表达组 １． ８７ ± ０． １１ａｂ ３０． ５ ± ６． ７ａｂ １． ７８ ± ０． ０９ａｂ １． １３ ± ０． ０８ａｂ ０． ７７ ± ０． ０６ａｂ １． ２５ ± ０． ０９ａｂ

低表达组 ０． ５８ ± ０． ０４ａｂｃ １１． １ ± ２． ２ａｂｃ ０． ８９ ± ０． ０５ａｂｃ ０． ５３ ± ０． ０４ａｂｃ ０． ４２ ± ０． ０４ａｂｃ ０． ７２ ± ０． ０６ａｂｃ

ｔ 值 ５． ７４１ ２４． ５８３ ５． ５８４ ９． ６６９ ５． ５８４ ９． ６６９
Ｐ 值 ０． ００２ ＜ ０． ００１ ０． ００３ ＜ ０． ００１ ０． ００３ ＜ ０． ００１

　 　 注：与对照组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与模型组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５；与过表达组比较，ｃＰ ＜ ０． ０５
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ＲＮＡ 可在转录水平调节靶基因，包括亲本基因的转

录，也可作为微小 ＲＮＡ 的“分子海绵”调控其活性，与
转录调控元件结合或与蛋白互作调控基因的转录，参
与相关疾病的进程［１４⁃１５］。 胡雅婷等［１６］ 的研究结果显

示，Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 通过翻译蛋白 Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１⁃６０５ａａ
发挥抑制心肌成纤维细胞纤维化表型的作用。 而本研

究结果显示，模型组大鼠心肌细胞形态紊乱，细胞核明

显增大深染，边缘部分肌纤维溶解并出现纤维化，这从

组织层面证实 Ｃｉｒｃ ＲＮＡ 参与心肌纤维化发生发展。
心肌梗死是心肌纤维化的重要原因。 与模型组相比，
过表达组纤维化更加严重，而低表达组纤维化明显减

少，提示 Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 高表达可能发挥促心肌纤

维化的效应。 Ｊａｈｎ 等［１７］ 也指出，Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 可

能是打破心肌肥大恶性循环的一个重要节点。 而 Ｌａｎ
等［１８］的研究也发现，Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 通过与 ｍｉＲ⁃２１４⁃
５ｐ 相互作用，上调 ＤＮＡ 结合基序结构域转录因子 １
的表达来加重缺氧诱导的心肌损伤。

研究认为，在心肌纤维化的发生过程中，巨噬细胞

在血管损伤部位激活肾素⁃血管紧张素⁃醛固酮系统，
Ａｎｇ Ⅱ水平显著升高，与心肌成纤维细胞表面的 Ａｎｇ
Ⅲ 型受体结合，之后进一步激活 ＴＧＦ⁃β１，通过旁分泌

和自分泌两种途径发挥作用［１９］。 而 ＴＧＦ⁃β１激活后与

细胞膜上的转化生长因子受体（ＴＧＦＲ）⁃Ⅱ型受体结

合，进一步募集并识别 ＴＧＦＲ⁃Ⅰ型受体，形成 ＴＧＦＲ⁃
Ⅱ型受体⁃配体⁃Ⅰ型受体的异源三聚体，进一步使甘

氨酸⁃丝氨酸富集区域发生磷酸化，Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３ 蛋白

被活化的 ＴＧＦＲ⁃Ⅰ型受体磷酸化，与 Ｓｍａｄ４ 蛋白结合

形成 Ｓｍａｄ 复合物，后者与纤维化有关的靶基因结合

后转移至细胞核内，启动相关的转录因子和细胞外基

质合成相关的基因表达，导致胶原蛋白和细胞外基质

的沉积，心肌成纤维细胞转化为肌成纤维细胞，最终形

成心肌纤维化［２０⁃２１］。 心肌细胞外基质以 ＣｏｌⅠ和 Ｃｏｌ Ⅲ
为主的胶原纤维比例失衡，排列紊乱，伴有胶原过度沉

积，基质硬度增加，当 Ｃｏｌ Ⅰ与 Ｃｏｌ Ⅲ比值增高时，会
出现心室顺应性下降，舒张功能受限［２２］。 本研究结果

中模型组心肌组织胶原纤维的含量、Ｃｏｌ Ⅰ和 Ｃｏｌ Ⅲ
ｍＲＮＡ、Ａｎｇ Ⅱ和 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达水平均明显增加，
这也与既往研究结果相一致。

与模型组相比，过表达组上述指标进一步增加，而
低表达组则明显下降，提示靶向干预 ＣｉｒｃＳＬＣ８Ａ１＿００５
表达能够调控心肌组织 Ａｎｇ Ⅱ和 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达，
从而影响心肌纤维化过程。 Ｙｕａｎ 等［２３］ 的研究也证

实，Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 可以靶向 ｍｉＲ⁃１８１ａ⁃５ｐ ／缺氧诱导

因子⁃α 通路，继而抑制人瘢痕疙瘩成纤维细胞的生

长、迁移和细胞外基质沉积过程。 Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 有

望成为靶向干预细胞纤维化的一个新型重要指标。
综上所述，Ｃｉｒｃ ＳＬＣ８Ａ１＿００５ 可能参与并正向诱导

了心肌梗死后心肌纤维化的发生，促进了 Ａｎｇ Ⅱ和

ＴＧＦ⁃β１ 的表达。
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