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【摘要】   长链非编码 RNA（lncRNA）Dnm3os 在肌腱周围组织纤维化和肺纤维化中发挥了重要作用，但其

是否参与心肌纤维化过程，目前尚不清楚。为此，本研究利用课题组前期通过胸主动脉缩窄术（TAC）所致的小

鼠纤维化模型的心脏组织，以及转化生长因子-β1（TGF-β1）所诱导的体外心肌成纤维细胞活化模型，采用定量聚

合酶链式反应（RT-qPCR）、蛋白质印迹法 (Western blot) 及胶原凝胶收缩等方法，对心肌成纤维细胞活化表型和

Dnm3os 的表达变化进行鉴定和检测。并通过 RNA 干扰技术来沉默 Dnm3os，以探究其在心肌成纤维细胞活化过

程中的作用。结果表明，Dnm3os 在小鼠纤维化心肌组织和体外培养活化的心肌成纤维细胞中均表达升高，而沉

默其表达则可明显缓解心肌成纤维细胞活化。此外，TGF-β1/Smad2/3 通路在心肌成纤维细胞活化过程中被激

活；而沉默 Dnm3os 后，该通路受到抑制。本研究的结果提示，沉默 Dnm3os 可通过抑制 TGF-β1/Smad2/3 信号通

路来影响心肌成纤维细胞的活化过程。因此，干预 lncRNA Dnm3os 的表达可能成为治疗心肌纤维化的潜在

靶点。
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【Abstract】 Long non-coding RNA (lncRNA) Dnm3os plays a critical role in peritendinous fibrosis and pulmonary

fibrosis, but its role in the process of cardiac fibrosis is still unclear. Therefore, we carried out study by using the

myocardial fibrotic tissues obtained by thoracic aortic constriction (TAC) in an early study of our group, and the in vitro

cardiac fibroblast activation model induced by transforming growth factor-β1 (TGF-β1). Quantitative real-time

polymerase chain reaction (RT-qPCR), Western blot, and collagen gel contraction test were used to identify the changes of

activation phenotype and the expression of Dnm3os in cardiac fibroblasts. Small interfering RNA was used to silence

Dnm3os to explore its role in the activation of cardiac fibroblasts. The results showed that the expression of Dnm3os was

increased significantly in myocardial fibrotic tissues and in the activated cardiac fibroblasts. And the activation of cardiac

fibroblasts could be alleviated by Dnm3os silencing. Furthermore, the TGF-β1/Smad2/3 pathway was activated during the

process of cardiac fibroblasts activation, while was inhibited after silencing Dnm3os. The results suggest that Dnm3os

silencing may affect the process of cardiac fibroblast activation by inhibiting TGF-β1/Smad2/3 signal pathway. Therefore,

interfering with the expression of lncRNA Dnm3os may be a potential target for the treatment of cardiac fibrosis.
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引言

心肌纤维化是指压力超负荷、缺血、炎症等致

病因素导致心肌细胞外基质（extracellular matrix，
ECM）异常增多和过度积聚的病理过程。在此过程

中，心肌成纤维细胞会发生表型转变，活化为肌成

纤维细胞[1-3]。心肌成纤维细胞向肌成纤维细胞表

型转换的过程，近年来得到了广泛关注，但其中具

体的机制尚未完全阐明。

长链非编码  RNA（ long non-coding RNA，

lncRNA）是一类长度大于 200 个核苷酸的非编码

RNA，可在转录调节、分化、细胞重编程等过程中

发挥重要作用[4-5]。研究发现，lncRNA 参与了心血

管系统调节网络，其表达异常与心肌肥厚、心力衰

竭及心肌梗死等心血管疾病的发生、发展密切相

关[6-8]。LncRNA Dnm3os 是动力蛋白（dynamin-3）
的反义链通过可变剪切产生的 lncRNA 分子[9]。研

究显示，Dnm3os 与多种细胞的增殖、分化相关，包

括视网膜母细胞瘤细胞的增殖[10]、上皮细胞-间充

质转化[11]。新近研究表明，lncRNA Dnm3os 通过

转化生长因子-β（transforming growth factor-β，
TGF-β）通路参与肌腱周围组织纤维化[12]和肺纤维

化 [ 1 3 ]的过程；此外，它通过转录因子  Twis t1、
microRNA-214 和结缔组织生长因子（connective
tissue growth factor，CTGF）构成的信号轴调节了肝

纤维化的发展过程[14]。但 Dnm3os 是否参与了心

肌纤维化的过程，目前尚未见报道。

因此，本研究旨在观察 lncRNA Dnm3os 在小

鼠纤维化心肌组织和心肌成纤维细胞活化过程中

的表达情况，并探索其在心肌成纤维细胞活化过程

中的作用，从而为心肌纤维化的诊疗提供潜在的新

靶点。

1    实验材料与试剂

1.1    实验动物

本实验所用动物为  0～1 d 的无特定病原体

（specific pathogen free，SPF）级  C57BL/6 乳鼠

（SCXK（川）2020-030），购买于四川省达硕实验动

物中心。本实验经四川大学华西医院动物伦理委

员会批准通过（伦理备案号：2018162A）。

1.2    主要试剂

促纤维化因子 TGF-β1 购自北京神州义翘科技

有限公司；转染试剂 Lipofectamine® RNAiMAX 购
自美国 Invitrogen 公司；RNA 提取试剂盒购自北

京天漠科技开发有限公司；逆转录试剂盒（rever

tra ace 组合型）购自日本 Toyobo 公司；荧光定量

试剂 SYBR® Green PCR Master Mix 和增强化学发光

试剂（electrochemiluminescence，ECL）购自美国

Bio-Rad 公司；Ⅱ型胶原酶购自美国 Worthington
公司；5-乙炔基-2’脱氧尿嘧啶核苷（5-ethynyl-2’-
deoxyuridine，EdU）细胞增殖检测试剂盒（apollo
567）购自广州锐博生物科技有限公司；兔单克隆

抗 α-平滑肌肌动蛋白（alpha-smooth muscle actin，
α-SMA）、兔单克隆抗骨膜素（Periostin）、兔单克隆

抗甘油醛 -3 -磷酸脱氢酶（ g l y c e r a l d e h y d e -3 -
phosphate dehydrogenase，GAPDH）、兔单克隆抗微

管蛋白（Tubulin）、兔单克隆抗肌动蛋白（β-actin）
和兔多克隆抗结缔组织生长因子（connective tissue
growth factor，CTGF）购自美国 Abcam 公司；荧光

二抗、兔多克隆抗体 Smad2/3、p-Smad2、p-Smad3
购自美国 CST 公司；山羊抗兔二抗购自北京中杉

金桥公司；含  4，6-二氨基－2－苯基吲哚（4，6-
diamino-2-phenyl indole，DAPI）的封片剂和 I 型鼠

尾 胶 原 购 自 北 京 索 莱 宝 公 司 ； 细 胞 通 透 剂

Triton®X-100 和牛血清白蛋白（bovine serum
albumin，BSA）均购自德国 Biofroxx 公司；放射免

疫沉淀测定（radio-immunoprecipitation assay，
RIPA）裂解液购自上海碧云天生物公司。

2    实验方法

2.1    压力超负荷所致心肌纤维化小鼠模型的建立

采用胸主动脉缩窄术（ t h o r a c i c  a o r t i c
constriction，TAC）建立小鼠压力超负荷所致的心

肌肥厚/纤维化模型，实验分为进行主动脉弓缩窄

的  T A C  组和未进行主动脉弓缩窄的假手术

（Sham）组，详见本实验室前期报道的文献[15]。在

本实验中，分别取用  Sham 组和  TAC 组的  6 个
RNA 样本进行研究。

2.2    小鼠乳鼠心肌成纤维原代细胞培养及细胞活

化模型建立

根据实验室所建立的原代细胞培养方法[15]，将

0～1 d 的 C57BL/6 乳鼠消毒后行颈脱位法，取心脏

剪碎，在 0.25% 胰蛋白酶中消化过夜。第二天，使

用Ⅱ型胶原酶继续消化，待组织块消化干净后，取

滤液至含 10% 胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）
的改良型 Eagle 培养基（Dulbecco’s modified Eagle’s
medium，DMEM）中终止消化。200 g/min 离心

5 min 后，弃上清，加入含 10%FBS 的 DMEM 培养

基重悬细胞沉淀，随后放置于 37℃，5%CO2 孵箱中

进行培养。差速贴壁 0.5 h 后，吸出培养液，加入含

生物医学工程学杂志 2021年6月第38卷第3期 • 575 •

http://www.biomedeng.cn 

http://www.biomedeng.cn
http://www.biomedeng.cn


10%FBS 的 DMEM 培养基，随后放入孵箱中继续培

养。待贴壁的心肌成纤维细胞密度达到 95% 左右

时，对细胞进行传代操作，种于 12 孔板中。当细胞

融合度达到 65% 左右时，使用 DMEM 培养基饥饿

处理细胞 4 h，更换含 10%FBS 的 DMEM 培养基，

并加入 TGF-β1（10 ng/mL）进行刺激。实验分为：

对照组（Control），不加入 TGF-β1；实验组（TGF-
β1），加入 TGF-β1 刺激。每组设置 3 个复孔，24 h
后进行后续实验。

2.3    LncRNA Dnm3os 特异性小干扰 RNA 转染及

实验分组

将心肌成纤维细胞接种于 12 孔板中，待细胞

生长至  5 0 % ～ 6 0 %  融合度时，用转染试剂

Lipofectamine®  RNAiMAX 进行转染，小干扰

RNA（small interfering RNA，siRNA）的序列如表 1
所示。24 h 后，更换新的完全培养基。根据实验需

要，针对不同序列的 siRNA，将实验分组为：① 非
特异性对照（non-special control，NC）的 siRNA 序
列（si-NC）组；② si-NC+TGF-β1 组；③ 特异性敲

低 Dnm3os 的 siRNA 序列（si-Dnm3os）组；④ si-
Dnm3os+TGF-β1 组。每组设置 3 个复孔。

2.4    胶原凝胶收缩实验

胶原凝胶收缩实验是给细胞提供三维培养环

境，维持细胞的生长、黏附和迁移，常用于检测细

胞的收缩活性。根据胶原凝胶收缩实验常规方

法[16]，准备好悬浮于培养液的心肌成纤维细胞，并

放置于冰浴中。将  8 0 0  µL  鼠尾胶原蛋白Ⅰ型

（5 mg/mL）加到 48 µL 0.1 mol/L NaOH 中，立即混

匀。再加入细胞悬浮液，混匀后立即加到 24 孔板

中。室温放置 1 h，待胶原凝结后，将其转移至含有

完全培养基的 12 孔板中，并根据实验需要，加入浓

度为  10 ng/mL 的  TGF-β1 进行刺激。在  37℃，

5%CO2 孵箱中孵育 24 h 后，对胶原凝胶进行拍照，

并使用图像处理软件 Image J（National Institutes of
Health，美国）测量每组凝胶的面积。

2.5    EdU 法检测细胞增殖

按照 EdU 检测试剂盒说明书的步骤，对处理

完毕的心肌成纤维细胞进行增殖活性检测[17]。第

二天，在荧光显微镜下观察并拍照，随机选取每组

15 个视野进行后续的统计分析，即计算各组内处于

S 期的细胞百分比。

2.6    细胞免疫荧光染色

按照实验室以前报道的细胞免疫荧光染色方

法[15]，将心肌成纤维细胞悬液加入到 24 孔板中，

待细胞融合度达到 50% 左右时，根据实验需要，进

行转染操作或 TGF-β1 药物处理。待细胞处理完毕

后，使用 4% 多聚甲醛固定细胞，15 min 后，加入含

有 0.5% 细胞通透剂 Triton®X-100 和 1% BSA 的混合

液，封闭穿孔 1 h。随后，加入 α-SMA 抗体溶液，

进行 4℃ 孵育过夜处理。第二天，回收 α-SMA 抗
体并加入荧光二抗，室温避光孵育 2 h。磷酸盐缓

冲液（phosphate buffer saline，PBS）洗净残余荧光二

抗后，用含 DAPI 的封片剂孵育细胞 10 min，后续

使用全自动倒置荧光显微镜 IX83（Olympus，日本）

采集图像，并采用 Image J 软件进行半定量分析。

2.7     定量聚合酶链式反应检测基因及  lncRNA
Dnm3os 的表达变化

使用 RNA 提取试剂盒提取细胞总 RNA 后，采

用逆转录试剂盒将 RNA 逆转录为 cDNA。之后在

定量聚合酶链式反应（q u a n t i t a t i v e  r e a l - t i m e
polymerase chain reaction，RT-qPCR）仪 CFX96TM

（Bio-Rad，美国）上对目的基因进行荧光定量检

测，以观察其变化情况，目的基因的引物序列如

表 2 所示。

2.8    Western blot 检测蛋白表达

使用 RIPA 裂解液提取药物处理完毕后的成纤

维细胞总蛋白，经过蛋白质定量检测后，进行十二

烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（dodecyl sulfate
sodium salt-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-
PAGE），将蛋白转至聚偏二氟乙烯膜（polyviny-
lidene fluoride，PVDF）上，随后用 1%BSA 封闭液进

行封闭。1  h  后，在  4℃  冰箱中孵育抗体（1∶

表 1    si-Dnm3os 的序列

Tab.1    Sequences of si-Dnm3os

序列名 序列

si-Dnm3os-1 GGTTTGTAGTTAAAGGATA
si-Dnm3os-2 GGATAGTATGGTAAGTCTA
si-Dnm3os-3 GATCAAGTATTTCAAGTTA
si-NC 由锐博生物公司提供

表 2    RT-qPCR 反应使用的引物序列

Tab.2    Primer sequences of RT-qPCR

基因 引物序列

Dnm3os F：CCCATGACCACCCAACAGAA
R：CCCTGAACGGGGTACATTCC

α-SMA F：GGACGTACAACTGGTATTGTGC
R：TCGGCAGTAGTCACGAAGGA

Periostin F：CACGGCATGGTTATTCCTTCA
R：TCAGGACACGGTCAATGACAT

CTGF F：GGACACCTAAAATCGCCAAGC
R：ACTTAGCCCTGTATGTCTTCACA

GAPDH F：CCTCGTCCCGTAGACAAAATG
R：TGAGGTCAATGAAGGGGTCGT
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1 000）过夜。第二天，回收抗体并在室温下孵育山

羊抗兔二抗（1∶2 000）2 h，缓冲液洗涤后，用 ECL
显影液进行显影，采用  Image J 软件进行半定量

分析。

2.9    数据分析

实验数据采用数据分析软件 GraphPad Prism
8.0（graphPad Software Inc.，美国）进行统计分析，

实验结果以均数 ± 标准差表示。两组间比较采用

独立样本t检验，多组间比较采用单因素方差分析

（One-way ANOVA），P < 0.05 认为差异具有统计学

意义。

3    结果

3.1    LncRNA Dnm3os 在小鼠纤维化心脏组织中表

达升高

在本实验室前期通过 TAC 手术所构建的小鼠

纤维化模型中[15]，采用 RT-qPCR 检测了纤维化心

脏组织中 lncRNA Dnm3os 的表达变化，发现其表

达水平与 Sham 组相比，明显升高，如图 1 所示。

3.2    LncRNA Dnm3os 在心肌成纤维细胞活化过程

中表达升高

3.2.1   心肌成纤维细胞活化模型的建立与评价　如

图 2 所示，I 型胶原凝胶收缩实验显示，与 Control
组相比，TGF-β1 组中细胞与 I 型胶原凝胶混合 24 h
后，凝胶收缩的面积是其 1.22 倍。EdU 实验结果显

示，TGF-β1 组的细胞增殖率为 Control 组的 3 倍。

细胞免疫荧光染色的半定量结果显示，TGF-β1 组
中的心肌成纤维细胞的活化标志物 α-SMA 荧光强

度相比于 Control 组增加了约 98%。

3.2.2   LncRNA Dnm3os 在活化的心肌成纤维细胞

中表达升高　本实验用 RT-qPCR 和 Western blot

分别检测了心肌成纤维细胞活化相关标志物

Periostin、α-SMA、CTGF 的 mRNA 和蛋白水平变

化，与 Control 组相比均显示升高，如图 3 所示。

上述结果表明，TGF-β1 成功诱导了心肌成纤维细

胞活化。进一步的实验结果发现，Dnm3os 在心肌

成纤维细胞的活化过程中表达明显升高。

3.3    敲低 lncRNA Dnm3os 缓解 TGF-β1 诱导的心

肌成纤维细胞活化

3.3.1   小干扰 RNA 转染效率检测及纤维化表型变

化　在转染 lncRNA Dnm3os 特异性 siRNA 之后，

用 TGF-β1 对心肌成纤维细胞进行刺激，以观察敲

低 lncRNA Dnm3os 对心肌成纤维细胞活化的影

响。结果显示，相比于 si-NC 组，在所设计的三条

si-Dnm3os 序列中，si-Dnm3os-1 的敲低效率最

高，如图 4 所示，因此本文使用该序列用于后续的

实验。

结果发现，si-Dnm3os-1 转染后，心肌成纤维细

胞活化标志物 Periostin、α-SMA 和 CTGF 的 mRNA
水平分别降低了 13%、18% 和 52%，而蛋白表达分

别下降了 55%、23% 和 30%。此外，si-Dnm3os-1 转
染明显抑制了  TGF-β1 诱导的胶原凝胶收缩，如

图 4 所示。

3.3.2   细胞增殖能力和 α-SMA 荧光强度检测　EdU
增殖实验和免疫荧光实验表明，si-Dnm3os-1 转染

能够降低由 TGF-β1 引起的细胞增殖率和 α-SMA
荧光强度的增加，如图 5 所示。

上述结果提示，敲低  Dnm3os  能够缓解由

TGF-β1 诱导的心肌成纤维细胞活化。

3.4    Dnm3os 通过影响 Smad2/3 通路来调节心肌

成纤维细胞的活化

为了进一步探究 Dnm3os 是否通过 Smad2/3 通
路来参与心肌成纤维细胞的活化，本研究检测了

Smad2、Smad3、p-Smad2 和 p-Smad3 的蛋白水平变

化。结果显示，与 Control 组相比，TGF-β1 组中

Smad2/3 的磷酸化水平明显增加，如图 6 所示；而

用 si-Dnm3os-1 来敲低 Dnm3os 的表达后，能明显

降低由  TGF-β1 诱导的  Smad2/3 磷酸化，如图  6
所示。

上述结果表明， D n m 3 o s  可能通过影响

Smad2/3 信号通路来参与调节 TGF-β1 诱导的心肌

成纤维细胞活化。

4    讨论

在急性或慢性损伤后，心肌成纤维细胞可转化

为更具合成和收缩力的肌成纤维细胞，进而促进心
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图 1     LncRNA Dnm3os 在小鼠纤维化心脏组织中的表达升高

   （n = 6，**P < 0.01）

Fig.1   The expression of lncRNA Dnm3os was increased in
   myocardial fibrosis tissues（n = 6, **P < 0.01）
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图 2     心肌成纤维细胞活化模型的建立与评价（n = 3，**P < 0.01，***P < 0.001）

Fig.2   Establishment and evaluation of cardiac fibroblast activation model（n = 3, **P < 0.01, ***P < 0.001）
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图 3     LncRNA Dnm3os 在心肌成纤维细胞活化过程中的表达升高（n = 3，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001）

Fig.3   The expression of lncRNA Dnm3os was increased in the process of cardiac fibroblasts activation（n = 3, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <
   0.001）
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肌纤维化和心脏重塑过程[18]。研究表明，在压力超

负荷的作用下，左心室中也会出现活化状态的肌成

纤维细胞[19-20]。心肌成纤维细胞的活化导致左心

室正常的心肌基质被过量的纤维状胶原所替代，使

心肌僵硬度增加，并随着压力超负荷时间的延长，

导致心肌纤维化，最终进行性的发展为心力衰竭[21]。

研究显示，lncRNA 参与到包括心肌纤维化、心

力衰竭在内的多种心脏疾病的病理生理过程

中[22-23]。在 TAC 模型中，沉默 lncRNA Meg3 可通

过下调基质金属蛋白酶 2（matrix metalloproteinase
2，MMP-2）的表达，从而减少心肌纤维化和改善心

脏舒张功能 [ 2 4 ]。此外，在小鼠心肌梗死模型和

TGF-β1 诱导的体外心肌成纤维细胞活化模型中，

促纤维化的 lncRNA（a pro-fibrotic lncRNA，lncRNA
PFL）可通过竞争性结合 microRNA let-7d 的方式上

调血小板活化因子受体（platelet activated factor
receptor，Ptafr）的表达，进而促进心肌纤维化[25]。

最近的研究发现，在心肌成纤维细胞中高表达的

lncRNA 心脏成纤维细胞相关转录物（cardiac fib-
roblast-associated transcript，Cfast），在心肌纤维化

过程中发挥了重要作用。LncRNA Cfast 通过竞争

性抑制毛状样蛋白 COTL1 与 TGF-β 受体相关蛋白

（TGF-β receptor 1，Tgfbr1）的相互作用，从而调控

Smad2 /4 复合物的形成，以增强 TGF-β 信号传导[26]。
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图 4     小干扰 RNA 转染效率检测及纤维化表型变化（n = 3，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001）

Fig.4   Detection of siRNA transfection efficiency and fibrotic phenotype changes（n = 3, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001）
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LncRNA Dnm3os 在糖尿病[27]、心力衰竭[28]等

多种疾病中发挥了重要作用。特别是在纤维化疾

病中，有研究表明沉默 Dnm3os 可以阻止 TGF-β1
诱导的肌腱细胞增殖和纤维化相关基因 α-SMA、纤

粘连蛋白（fibronectin1，FN1）的表达[12]。在肝脏

中，Dnm3os 通过影响肝星状细胞的激活来调节肝

纤维化，其机制是通过调控 microRNA-214 的产生

来进一步调控 CTGF 的表达[14]。另外，Dnm3os 还
可以通过产生 microRNA-199a-3p/5p 来调控 TGF-
β/Smads 信号通路，从而介导肺成纤维细胞活化，

进而调控肺纤维化的发生发展过程[13]。

Smad2/3 信号通路参与了多种组织和器官的纤

维化过程，如肾纤维化[29]、肝纤维化[30]以及肺纤维

化[31]。此外，其在心肌纤维化过程中也发挥了重要

作用，研究表明，在血管紧张素Ⅱ诱导的小鼠心肌

纤维化模型中，Smad2/3 的去磷酸化能够抑制 TGF-
β 通路所介导的纤维化过程[32]。而在 TAC 所致的

小鼠心肌纤维化模型和 TGF-β 诱导的心肌成纤维

活化模型中，Smad2/3 磷酸化水平的降低有效缓解

了心肌成纤维细胞活化[33]，上述研究表明 Smad2/3
磷酸化水平的升高与纤维化过程密切相关。

本研究观察到 Dnm3os 通过 Smad2/3 通路，参

与了心肌成纤维细胞的活化，提示其在纤维化疾病

的发生发展中可能起着重要作用。然而，Dnm3os
如何通过 Smad2/3 通路来调节心肌纤维化，特别是

其直接或间接作用的下游靶基因是什么，有待深入

的研究验证。此外，在体内动物实验中干扰

Dnm3os 的表达，是否能缓解心肌纤维化的程度，

需要进一步的研究。

综上所述，LncRNA Dnm3os 通过 Smad2/3 通
路介导了心肌成纤维细胞的活化；而干预 lncRNA
Dnm3os 的表达可能成为治疗心肌纤维化的潜在

靶点。

利益冲突声明：本文全体作者均声明不存在利益冲突。
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图 5     细胞增殖能力和 α-SMA 荧光强度检测（n = 3，*P < 0.05，**P < 0.01）

Fig.5   Detection of cell proliferation ability and α-SMA fluorescence intensity（n = 3, *P < 0.05, **P < 0.01）
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Fig.6   Dnm3os regulates Smad2/3 signaling pathway in TGF-β1-induced cardiac fibroblasts activation（n = 3, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <
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