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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨以 siRNA 为载体沉默骨髓间充质干细胞(MSC)中核因子 E2 相关因子 2(Nrf2)基因后细胞移

植对大鼠心肌梗死后心肌纤维化和心室重构的影响及可能机制。 方法摇 建立心肌梗死大鼠模型,随机分为沉默 Nrf2
基因的 MSC 移植组(MSCNrf2 - / - 组)、过表达 Nrf2 基因的 MSC 移植组(MSCNrf2 + / + 组)和生理盐水转染 MSC 移植组(对

照组),每组 12 只。 细胞移植后 28 天,采用 Masson 染色检测心肌梗死边缘区胶原沉积含量和纤维化程度,Western
blot 检测梗死心肌 Nrf2 和血红素氧合酶 1(HO鄄1)蛋白表达水平,超声心动图评价梗死后心功能。 结果摇 siRNA鄄Nrf2
转染 MSC 后,Nrf2 蛋白表达明显减少。 移植后第 28 天,MSCNrf2 - / - 组心肌组织纤维化程度较对照组加重,MSCNrf2 + / +

组心肌组织纤维化程度较对照组减轻(P < 0郾 05);MSCNrf2 - / - 组梗死心肌中 Nrf2、HO鄄1 蛋白表达较对照组下降(P <
0郾 05),而 MSCNrf2 + / + 组梗死心肌中 Nrf2、HO鄄1 蛋白表达较对照组增加(P < 0郾 05);超声心动图结果显示,与对照组比

较,MSCNrf2 - / - 组左心室舒张期末内经(LVEDD)和左心室收缩期末内经(LVESD)增大,左心室射血分数(LVEF)下降

(P <0郾 05),MSCNrf2 + / + 组 LVEDD 和 LVESD 均减小,LVEF 无下降(P <0郾 05)。 结论摇 siRNA鄄Nrf2 可有效干扰 MSC 中

Nrf2 蛋白的表达,降低外源性 MSC 对梗死心脏的修复能力,增加心肌梗死区胶原沉积,进而促进心室重构,降低心功

能。 由此推测 Nrf2 信号通路在干细胞移植治疗心肌梗死后心肌重构和纤维化中起了关键作用。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the effect of Nrf2 gene in silent bone marrow mesenchymal stem cells (MSC) that
take siRNA as the vector on the myocardial fibrosis and ventricular remodeling after the treatment of rat myocardial infarc鄄
tion (MI) with its transplantation as well as to investigate the potential mechanism of this process. 摇 摇 Methods摇 The es鄄
tablished MI rat models were randomly divided into MSC transplantation group with silent Nrf2 gene (MSCNrf2 - / - ), MSC
transplantation group with over expression of Nrf2 gene (MSCNrf2 + / + ), and MSC transplantation group with PBS (control
group), 12 rats in each group. 摇 At the 28 th day after cell transplantation, the collagen deposition and fibrosis degrees af鄄
ter MI were evaluated using myocardial tissue Masson staining, the expression levels of infarcted myocardium Nrf2 and
heme oxygenase鄄1 (HO鄄1) proteins were detected using Western blot, LVEDD, LVESD and LVEF were evaluated using
echocardiography. 摇 摇 Results摇 At the 28 th day after cell transplantation, Masson staining results showed that myocardial
tissue fibrosis degree in MSCNrf2 - / - group was severer than that in control group (P < 0郾 05), but the MSCNrf2 + / + group
showed to decrease with control group (P < 0郾 05). 摇 Western blot results showed that the Nrf2 and HO鄄1 protein expres鄄
sion decreased in MSCNrf2 - / - group with a statistically significant difference compared with control group (P < 0郾 05), how鄄

964CN 43鄄1262 / R摇 中国动脉硬化杂志 2015 年第 23 卷第 5 期



ever, the Nrf2 and HO鄄1 protein expression in MSCNrf2 + / + group significantly increased compared with control group (P <
0郾 05). 摇 Echocardiography results showed that LVEDD and LVESD values increased and LVEF value decreased in
MSCNrf2 - / - group with a statistically significant difference compared with control group (P < 0郾 05). 摇 While the compari鄄
son of control group, LVEDD and LVESD values decreased and LVEF value increased in MSCNrf2 + / + group. 摇 摇 Conclu鄄
sions摇 Nrf2 siRNA can effectively interfere the expression of Nrf2 in MSC and reduce the repair ability of exogenous MSC
for MI heart, which will increase the collagen deposition in infarcted area, thus contributing to ventricular remodeling and
reducing cardiac function.

摇 摇 心肌梗死后由于局部恶劣的微环境(氧化应

激)使神经内分泌和交感肾上腺激活增加,导致梗

死后心肌重构和心肌纤维化,最终导致心肌梗死后

心功能下降。 近来多项研究显示骨髓间充质干细

胞(mesenchymal stem cell,MSC)是组织修复能力最

有潜力的干细胞。 动物实验和小规模的临床实验

均证实 MSC 移植能改善梗死后心功能[1鄄3],我们前

期课题研究也显示心肌梗死后 MSC 移植 28 天兔的

心功能得到改善[4]。 虽然,目前大量干细胞对组织

修复性的研究得到了鼓舞,但其对组织修复的确切

机制目前仍未知。 核因子 E2 相关因子 2 ( nuclear
factor鄄E2鄄related factor 2,Nrf2)是一种抑制氧化应激

的转录因子[5]。 Cho 等[6] 研究显示,MSC 移植后

Nrf2 激活能抑制四氯化碳(CCl4)诱导的肝组织损

伤,抑制肝纤维化。 那么 MSC 移植治疗心肌梗死

后,Nrf2 是否也具有心脏的保护效应呢? 本研究拟

通过重组干扰 Nrf2 的慢病毒载体转染 MSC 后移植

治疗心肌梗死大鼠模型,观察沉默 Nrf2 的干细胞移

植对梗死心肌纤维化及心室重构的影响及其可能

机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要实验试剂与仪器

摇 摇 沉默 Nrf2 基因的慢病毒载体( siRNA鄄Nrf2鄄EG鄄
FP鄄LV)和过表达 Nrf2 基因的慢病毒载体( shRNA鄄
Nrf2鄄EGFP鄄LV)及仅含 EGFP 的慢病毒载体(EGFP鄄
LV)由南京凯基生物公司合成。 DMEM 培养基、胰
蛋白酶和胎牛血清(Hyclone 公司)。 兔抗大鼠 Nrf2
抗体、血红素氧合酶 1(heme oxygenase鄄1,HO鄄1)抗

体、GAPDH 抗体和 HistoneH3 抗体(Abcam 公司);
苏木精鄄伊红染色(HE)和 Masson 染色剂试剂盒(南
京奥多福尼生物科技有限公司);图像处理系统

(Leica QwinPlus,德国莱卡公司);小动物超声机

(Philip 公司)。
1郾 2摇 实验动物及分组

清洁级 SD 大鼠 60 只,雌雄不限,体重 200 ~

250 g,鼠龄 2 ~ 3 个月,购自中国人民解放军第三军

医大学大坪医院动物中心[合格证号为 SCXK(渝)
2012鄄0005]。 构建心肌梗死模型成功,利用随机数

字表进行随机化分组,分为沉默 Nrf2 基因的 MSC
移植组(MSCNrf2 - / - 组)、过表达 Nrf2 基因的 MSC 移

植组(MSCNrf2 + / + 组)和生理盐水转染 MSC 移植组

(对照组),每组 12 只。 实验过程中如有动物死亡,
则按同样方法补充相应的动物。
1郾 3摇 MSC 的培养、鉴定、慢病毒转染及 Nrf2 表达

检测

参考课题组前期实验方法[4]培养细胞,采用全骨

髓贴壁法培养获得大鼠骨髓 MSC。 第 3 代细胞用于

实验。 在体外,应用 EGFP鄄LV 转染细胞,观察慢病毒

对细胞的影响,转染 PBS 作为对照。 细胞转染方法参

考课题组前期实验方法[7],细胞转染后 72 h,应用流

式细胞仪检测转染后细胞凋亡率,荧光显微镜观察转

染细胞形态。 用同样方法转染 siRNA鄄Nrf2鄄EGFP鄄LV
和 shRNA鄄Nrf2鄄EGFP鄄LV,转染 PBS 作为对照,应用

Western blot 检测病毒转染前后 MSC 中 Nrf2 蛋白的

表达,使用奥德赛软件测定条带的积分光密度值( in鄄
tegral optical density,IOD),将目的蛋白 IOD 与内参蛋

白 IOD 的比值进行统计学分析。
重复转染细胞,细胞转染后 72 h,胰蛋白酶消化

细胞,以无血清 DMEM 制成 MSCNrf2 + / + 细胞悬液和

MSCNrf2 - / - 细胞悬液用于细胞移植。
1郾 4摇 大鼠心肌梗死模型的建立及细胞移植

参照课题组前期实验方法建立大鼠心肌梗死

模型[4],通过观察心室心肌局部颜色变化及心电图

ST 段变化来判断模型是否建立成功。 10 min 后,采
用胰岛素注射针在梗死交界区注射 2 伊 106 / 0. 3 mL
的细胞。 逐层关胸,待大鼠转为苏醒状态时清除气

管内分泌物,缓慢拔出器官插管并缝合。
1郾 5摇 组织病理学检查

细胞移植后 28 天处死大鼠,立即取出心脏,沿
梗死交界区中部垂直于长轴的方向切厚约 5 mm 的

心肌组织存放于 10%多聚甲醛缓冲液中固定,常规

脱水,透明,石蜡包埋。 常规 HE 染色和 Masson 染
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色,并在普通显微镜下观察心肌组织结构。
1. 6摇 心功能及心肌梗死面积测定

细胞移植后 28 天再次麻醉大鼠,剃毛后用频率

为 10 MHz 的超声探头,置于大鼠胸骨左缘第 4、5 肋

间,测量左心室舒张期末内径( left ventricular end di鄄
astolic diameter,LVEDD)和收缩期末内径( left ven鄄
tricular end systolic diameter,LVESD),并计算左心室

射血分数( left ventricular ejection fraction, LVEF)。
心脏彩超检测后,处死动物,取出心脏速放在 - 20益
冻存 15 min,从心尖至心底,将每个心脏标本行心肌

横断面切片为 1 ~ 2 mm 厚的组织切片,将切片置于

TTC 溶液中 37益温孵 15 min,可观察到心肌梗死区

未被染色,非心肌梗死区被染为红色。
1. 7摇 Western blot 检测梗死心肌组织 Nrf2 和 HO鄄1
蛋白的表达

取梗死交界区心肌组织,加入适量的裂解液和

PMSF(100颐 1),在冰上低温快速研磨匀浆,离心后

取上清液,应用 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白浓

度。 取样品上样行 10% SDS鄄聚丙酰胺凝胶电泳,再
将电泳蛋白转移至硝酸纤维素膜上,以 5% 脱脂奶

粉溶液于室温下封闭 2 h,加入一抗于 4益摇床孵育

过夜,加二抗于室温下避光孵育 1 h。 使用奥德赛软

件测定条带的 IOD,将目的蛋白 IOD 与内参蛋白

IOD 的比值进行统计学分析。
1郾 8摇 统计学分析

所有数据用x 依 s 表示,组间比较采用单因素方

差分析,以 P < 0. 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 慢病毒转染后细胞活性变化

摇 摇 镜下可见第 3 代 MSC 细胞形态一致,呈长梭

形,且分布均匀(图 1A)。 慢病毒转染 MSC 后 72 h,
可见大量 MSC 稳定表达绿色荧光,细胞形态未见明

显改变,仍呈长梭形外观(图 1B)。 流式细胞仪检

测显示,细胞转染后 72 h,慢病毒转染和 PBS 转染

对细胞凋亡率无明显增加,两组间细胞凋亡率差异

无显著性(P > 0. 05;图 2)。
2郾 2摇 干扰 siRNA 对 MSC 中 Nrf2 蛋白表达的影响

Western blot 检测显示, siRNA鄄Nrf2 转染 MSC
后细胞 Nrf2 蛋白表达较对照组降低(P < 0. 05),而
shRNA鄄Nrf2 转染 MSC 后细胞 Nrf2 蛋白表达较对照

组增加(P < 0. 05),表明 Nrf2 siRNA 或 Nrf2 shRNA
可干扰细胞 Nrf2 的表达(图 3)。

图 1. 骨髓 MSC 及病毒转染后绿色荧光蛋白表达情况( 伊
100)
Figure 1. The cultivation of rat bone marrow MSC by using
tissue explants method and the expression of EGFP in the
MSC after transfection( 伊 100)

图 2. 流式细胞仪检测慢病毒转染后对细胞凋亡率的影响

Figure 2. Effect of lentiviral transfection on cell apoptosis
rate detected by flow cytometry

图 3. Western blot 检测 siRNA 干扰前后 Nrf2 蛋白的表达

a 为 P < 0. 05,与对照组比较。

Figure 3. Nrf2 protein expression detected by Western blot
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2郾 3摇 心肌梗死模型建立成功的判断

左冠状动脉结扎后,胸导联 ST 段弓背向上抬高

大于 0. 1 mV 并持续 10 min 以上提示为心肌梗死(图
4)。 心肌梗死后28 天,取大体心脏切片行 TTC 染色、
HE 染色和 Masson 染色,TTC 染色白色提示梗死心

肌,红色提示正常心肌。 TTC 染色显示,梗死心脏中

白色区域面积较正常心脏显著增大(图 5);HE 染色

显示,正常心肌组织可见纤维结构清晰、心肌排列整

齐,未见大量炎症细胞浸润,而梗死心肌组织可见心

肌坏死,坏死心肌纤维化、排列紊乱,可见大量炎症细

胞浸润(图 5);Masson 染色显示,正常心肌染成红色,
胶原纤维呈蓝色,梗死心肌中胶原纤维显著增多,呈
条索状,部分胶原纤维融合(图 6)。
2郾 4摇 细胞移植后心脏大体形态学变化

细胞移植后 28 天,siRNA鄄Nrf2 转染 MSC 移植

后梗死区域较对照组增大,而 shRNA鄄Nrf2 转染 MSC
移植后梗死区域较对照组减小(图 7)。

图 4. 心肌梗死前后 V2 导联心电图改变

Figure 4. The changes in V2 precordial of ECG before and
after myocardial infarction

图 5. 梗死前后心脏组织的 TTC 染色

Figure 5. Cardiac tissue TTC staining before and after in鄄
farction

图 6. HE 染色和 Masson 染色( 伊 100)
Figure 6. HE staining and Masson staining( 伊 100)

图 7. 心肌梗死后 7 天心脏大体外观

Figure 7. The gross appearance seven days after myocardial infarction

2郾 5摇 细胞移植后心脏组织形态学变化

细胞移植后 28 天,对照组左心室梗死区胶原纤

维显著增多,呈条索状,部分胶原纤维融合,梗死交

界区边界清晰;siRNA鄄Nrf2 转染 MSC 移植后心肌组

织病理改变比对照组重,而 shRNA鄄Nrf2 转染 MSC
移植后心肌组织梗死区的纤维化程度减轻,胶原纤

维较少(图 8)。
2郾 6摇 心功能变化

心肌梗死后 28 天, siRNA鄄Nrf2 转染MSC 移植后

LVEDD 和 LVESD 较对照组增大,LVEF 降低(P <
0郾 05);而 shRNA鄄Nrf2 转染 MSC 移植后 LVEDD 和

LVESD 较对照组缩小,LVEF 增加(P <0郾 05;表 1)。
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图 8. 心肌梗死后 28 天 Masson 染色( 伊 100)
Figure 8. Masson staining 28 days after myocardial infarction( 伊 100)

表 1. 心肌梗死后 28 天各组 LVEF、LVEDD 和 LVESD 的

比较(x 依 s, n = 12)
Table 1. The comparison of LVEF, LVEDD and LVESD in
each group(x 依 s, n = 12)

项摇 目 MSCNrf2 - / - 组 对照组 MSCNrf2 + / + 组

LVEF(% ) 40郾 48 依 1郾 47a 44郾 50 依 1郾 29 53郾 35 依 1郾 07a

LVEDD(mm) 1郾 16 依 0郾 06a 0郾 91 依 0郾 03 0郾 80 依 0郾 03a

LVESD(mm) 0郾 90 依 0郾 06a 0郾 73 依 0郾 01 0郾 62 依 0郾 02a

a 为 P < 0. 05,与对照组比较。

2郾 7摇 心肌梗死区 Nrf2 和 HO鄄1 蛋白的表达

心肌梗死后 28 天,与对照组比较,MSCNrf2 - / - 组

梗死区域 Nrf2、 HO鄄1 表达下降 ( P < 0. 05 ), 而

MSCNrf2 + / + 组梗死区域 Nrf2、HO鄄1 表达增加 (P <
0郾 05;图 9)。

图 9. Western blot 检测心肌梗死后 28 天左心室心肌梗死

区 Nrf2 和 HO鄄1 蛋白的表达摇 摇 a 为 P < 0. 05,与对照组比较。

Figure 9. Nrf2 and HO鄄1 protein expression 28 days after
myocardial infarcton detected by Western blot

3摇 讨摇 论

经皮冠状动脉介入治疗( percutaneous coronary
intervention,PCI)能够有效改善和恢复冠心病心肌

梗死后血流灌注,挽救因缺血缺氧而濒临坏死心

肌,改善心室重构,提高梗死后心功能。 然而,PCI
术后血管再狭窄是影响 PCI 治疗远期疗效的重要因

素,特别是高危再狭窄患者,可能影响着 PCI 治疗后

全过程。 除此外,由于 PCI 治疗仍无法使梗死区域

血管和心肌再生,因而其并不能对心肌梗死部位心

肌细胞进行针对性的治疗。
近年来,由于 MSC 具有多项分化潜能,可以分

化为心肌细胞、内皮细胞及血管平滑肌细胞[8],是
目前心脏再生治疗最有潜力的种子细胞。 基础研

究及临床上应用 MSC 移植治疗在提高心功能方面

取得明显成效[9鄄10],本课题组前期研究显示,MSC 移

植心肌梗死的兔模型后,心肌梗死面积以及胶原纤

维含量较对照组明显减少,MSC 移植改善梗死后心

功能[4]。 然而,尽管 MSC 移植对修复受损组织和恢

复梗死心肌有显著的作用,但由于细胞移植后低的

细胞存活力仍影响细胞疗效[11]。 而细胞移植后大

量细胞丢失的确切机制目前仍不清楚,并且这一过

程中激活的相关基因及信号分子知之甚少。
Nrf2 是机体氧化反应的重要因子,其激活后可以

激活下游各种抗氧化基因和域相解毒酶基因的转录和

表达,这些基因包括:HO鄄1、超氧化物歧化酶、谷胱甘

肽过氧化物酶和硫氧还蛋白等。 众所知之,在氧化应

激条件下会引起细胞死亡,然而,有趣的是,在这种情

况下,Nrf2 表达上调。 Nrf2 几乎表达于所有器官和组

织中,在肝脏、肾脏、心脏均有丰富表达。 在无应激情

况下,Nrf2 定位于细胞浆中,Nrf2 功能处于抑制状态,
当氧化应激因素存在时(心肌梗死环境),Nrf2 转录

细胞核,与抗氧化反应元件结合,发挥抗氧化应激的

保护作用。 心肌梗死后,由于局部恶劣的微环境,导
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致移植细胞持续暴露于应激环境,氧化应激的感受器

通过调控抗氧化基因的表达而维持氧化还原的稳态,
这一过程中 Nrf2 起了关键作用[12]。 研究显示,Nrf2
缺失能导致心脏成纤维细胞和心肌细胞对活性氧和

活性氮诱导的细胞毒性的易感性增高[13]。 腺病毒转

染过表达 Nrf2 能够抑制心肌细胞肥厚和心脏成纤维

细胞增殖[14]。
体外实验也证明,过表达 Nrf2 抑制心肌细胞的

氧化应激,降低 Nrf2 表达后有相反的作用[15]。 除

此外,Nrf2 过表达能逆转 MSC 对 CCl4 诱导的肝脏

损伤的修复作用[6]。 由上述结果得知,Nrf2 是在炎

性环境中抵御细胞毒性侵害的重要保护因子。 那

么 Nrf2 是否也调节 MSC 的活性因而增加移植细胞

的存活率呢? 为了观察 Nrf2 对 MSC 移植的影响,
本研究应用慢病毒为载体携带过表达及干扰 Nrf2,
转染 MSC 后移植心肌梗死的动物体内,观察过表达

及沉默 Nrf2 的 MSC 对心肌修复的作用。 本研究结

果发现,慢病毒载体转染细胞后对细胞生物活性无

影响,慢病毒转染不增加细胞的死亡率。 在大鼠心

肌梗死细胞移植后 28 天,沉默 Nrf2 的 MSC 移植对

梗死心肌无修复作用,MSCNrf2 - / - 移植梗死动物的心

功能无明显改善,心肌纤维化增加,且 HO鄄1 表达减

少。 而过表达 Nrf2 的 MSC 移植后,梗死动物心功

能得到明显改善,心肌纤维化减少,HO鄄1 表达增加。
这间接从正反面证实 Nrf2 在细胞移植中的保护作

用,这为 MSC 移植治疗心肌梗死的新策略提供了重

要的实验证据和理论依据。
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