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钙化性主动脉瓣疾病中 m6 A 甲基化谱及表观调控机制
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[摘　 要] 　 [目的] 　 构建钙化性主动脉瓣疾病(CAVD)的首个 m6A 甲基化谱,揭示 m6A 修饰在瓣膜钙化过程中

的表观调控机制。 [方法] 　 通过 RNA 甲基化测序(MeRIP-seq)技术获取 CAVD 患者瓣膜组织的 m6A 甲基化谱,
运用生物信息学方法进行差异甲基化分析、GO 功能注释及 KEGG 通路富集分析,筛选关键信号通路,以转化生长

因子 β(TGF-β)信号通路富集最显著;利用主动脉瓣膜间质细胞(AVIC)构建体外细胞钙化模型,采用 RT-qPCR 及

Western blot 检测肾母细胞瘤 1 相关蛋白(WTAP)、甲基转移酶样蛋白 3(METTL3)、脂肪量和肥胖相关蛋白(FTO)、
烷基化碱基修复蛋白同源物 5(ALKBH5)、YTH 结构域家族蛋白 1 / 2(YTHDF1 / 2)等 m6A 甲基化关键酶,筛选核心

调节因子;采用 siRNA 技术敲低 ALKBH5,检测 ALKBH5 缺失对 AVIC 钙化及 TGF-β 信号通路的作用,并通过 ALK-
BH5 过表达实验进行双向验证,明确 ALKBH5 的作用;通过 MeRIP-RT-qPCR 对 m6A 修饰的具体通路靶基因 SMAD
家族成员 2(SMAD2)进行甲基化验证。 [结果] 　 通过 MeRIP-seq 成功获得了 CAVD 的首个 m6A 甲基化谱,发现钙

化瓣膜组织 m6A 甲基化修饰水平显著升高(P<0. 01),并识别出 7 412 个 m6A 差异甲基化峰及 TGF-β、丝裂原活化

蛋白激酶(MAPK)、自噬等大量钙化相关的关键信号通路。 体外 AVIC 钙化、ALKBH5 敲低及过表达等实验证实,
钙化 AVIC 中去甲基化酶 ALKBH5 表达下调(P<0. 05),ALKBH5 敲低可以促进 AVIC 钙化,过表达则抑制其钙化。
进一步机制研究发现,ALKBH5 敲低后,钙化 AVIC 细胞中 TGF-βⅡ型受体(TGFBR2)蛋白表达及 SMAD2 的磷酸化

(p-SMAD2)水平均上调(均 P<0. 05),TGF-β 信号通路激活;另外,ALKBH5 敲低后,SMAD2 基因的 m6A 甲基化水

平升高(P<0. 05)。 [结论] 　 m6A 甲基化修饰参与 CAVD 瓣膜钙化进程,去甲基化酶 ALKBH5 表达下调可能通过

激活 TGF-β 信号通路,促进瓣膜间质细胞钙化。
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The m6A methylation profile and epigenetic regulatory mechanism in calcific aortic
valve disease
ZHANG Qunji1,2, HUANG Qionghui1,2, HOU Jingyuan1,2, YUAN Qunkai3, ZHONG Wei1,2,3

1. Cardiovascular Diseases Institute, Meizhou People􀆳s Hospital, 2. Guangdong Engineering Technology Research Center for
Molecular Diagnostics of Cardiovascular Diseases, 3. Department of Cardiovascular Medicine, Meizhou People􀆳s Hospital,
Meizhou, Guangdong 514031, China
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To establish the first m6A methylation profile for calcific aortic valve disease (CAVD) and elu-
cidate the epigenetic regulatory mechanism of m6A modification during the process of valve calcification. 　 　 Methods　
The m6A methylation profile of the valve tissues from CAVD patients was obtained through RNA methylation sequencing
(MeRIP-seq). 　 Differential methylation analysis, GO functional annotation, and KEGG pathway enrichment analysis were
performed using bioinformatics methods to identify key signaling pathways, with the transforming growth factor-β (TGF-β)
pathway showing the most significant enrichment. 　 An in vitro calcification model using aortic valve interstitial cells
(AVIC) was established, and RT-qPCR and Western blot analysis were employed to detect key m6A methylation enzymes,
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including Wilms􀆳 tumor 1-associating protein (WTAP), methyltransferase-like 3 (METTL3), fat mass and obesity-associ-
ated protein (FTO), alkylated base repair protein homolog 5 (ALKBH5), and YTH domain family proteins 1 / 2 (YTH-
DF1 / 2), to identify core regulatory factors. 　 siRNA technology was used to knock down ALKBH5, and the effects of
ALKBH5 deficiency on AVIC calcification and the TGF-β signaling pathway were detected. 　 The results were further veri-
fied through ALKBH5 overexpression experiments, clearly demonstrating the role of ALKBH5. 　 The methylation of specific
pathway target gene mothers against decapentaplegic homolog 2 (SMAD2) was verified through MeRIP-RT-qPCR. 　 　 Re-
sults　 The first m6A methylation profile of CAVD was successfully obtained through MeRIP-seq. 　 It was found that the
m6A methylation modification level in calcified valve tissues was significantly increased (P<0. 01), and 7 412 m6A differ-
entially methylated peaks and a large number of key signaling pathways related to calcification, such as TGF-β, mitogen-
activated protein kinase (MAPK), and autophagy, were identified. 　 In vitro experiments on AVIC calcification, ALKBH5
knockdown, and overexpression confirmed that the expression of the demethylase ALKBH5 was downregulated in calcified
AVIC (P<0. 05). 　 ALKBH5 knockdown promoted AVIC calcification, while overexpression inhibited it. 　 Further mech-
anism studies revealed that after ALKBH5 knockdown, the expression of TGF-β type Ⅱ receptor (TGFBR2) protein and
the phosphorylation level of SMAD2 (p-SMAD2) in calcified AVIC were both upregulated (both P<0. 05), and the TGF-β
signaling pathway was activated. 　 Additionally, after ALKBH5 knockdown, the m6A methylation level of the SMAD2 gene
increased (P<0. 05). 　 　 Conclusions 　 The m6A methylation modification is involved in the calcification process of
CAVD valve. 　 The downregulation of the demethylase ALKBH5 may promote the calcification of valve interstitial cells by
activating the TGF-β signaling pathway.
[KEY WORDS]　 calcific aortic valve disease;　 m6A methylation profile;　 aortic valve interstitial cell;　 TGF-β signa-
ling pathway

　 　 钙化性主动脉瓣疾病(calcific aortic valve disease,
CAVD)是导致主动脉瓣狭窄和关闭不全的主要原

因,其病理特征表现为主动脉瓣膜间质细胞(aortic
valve interstitial cell,AVIC)成骨样转化、胶原基质重

塑及羟基磷灰石沉积,最终导致瓣膜增厚、钙化和

活动受限[1-2]。 随着人口老龄化加剧,CAVD 发病率

显著上升,已成为全球心血管疾病发病和死亡的主

要原因之一[3-4]。 流行病学数据显示,65 岁以上老

年人 CAVD 的患病率为 20% ~ 30% ,而 85 岁以上

患者上升至 48% ~57% ,造成严重的社会公共卫生

负担[5]。 临床研究表明,一旦出现狭窄症状,患者 5
年生存率不足 20% ,而瓣膜置换术是目前唯一有效

的治疗手段,尚缺乏有效的药物预防和治疗措施。
但现有治疗策略仅能缓解症状,无法逆转或阻止瓣

膜钙化进程,且术后并发症(如瓣膜血栓、退行性病

变)仍存在显著风险[6-7]。 因此,深入解析 CAVD 的

分子机制,尤其是表观遗传调控网络,对于开发早

期干预靶点、延缓疾病进展具有重要意义。
N6 -甲基腺苷(N6 -methyladenosine,m6A)是真核

生物 mRNA 中最丰富的表观遗传修饰,受甲基化

酶、去甲基化酶及甲基化阅读蛋白的共同调节,构
成精密的“写” “读” “擦”动态调控网络,通过调控

RNA 的剪接、稳定性、翻译效率等,在心血管疾病发

生发展中发挥关键作用[8]。 近年来越来越多的研

究表明,m6A 甲基化酶和去甲基化酶的异常表达可

影响血管平滑肌细胞钙化过程[9-11]。 然而,m6A 甲

基化在 CAVD 瓣膜钙化中的作用及机制尚缺乏系

统研究。 本研究旨在通过构建 CAVD 的 m6A 甲基

化谱,系统揭示其 m6A 甲基化特征,初步探讨 m6A
修饰在瓣膜钙化中的潜在功能角色,为理解 CAVD
发病机制提供新的表观遗传学视角。

1　 材料和方法

1. 1　 主要试剂

人原代 AVIC 购自合肥万物生物科技有限公

司;DMEM 培养基、胎牛血清、青链霉素混合液均购

自美国 Thermo Fisher 科技公司;β-甘油磷酸钠、地
塞米松、抗坏血酸为经典成骨诱导三联剂,均购自

美国 Sigma-Aldrich 公司;4% 多聚甲醛固定液、茜素

红 S 染色液、DAPI 染色液、细胞裂解液均购自碧云

天生物技术有限公司;PAGE 凝胶快速制备试剂盒

购自上海雅酶生物医药科技有限公司;ECL 试剂购

自中国 Biosharp 公司;辣根过氧化物酶标记的山羊

抗兔 IgG 二抗购自美国 Thermo Fisher 科技公司;
GAPDH、骨桥蛋白( osteopontin,OPN)、烷基化碱基

修复蛋白同源物 5(alkylation repair homolog protein
5,ALKBH5)、脂肪量和肥胖相关蛋白( fat mass and
obesity-associated protein,FTO)、 SMAD 家族成员 2
(mothers against decapentaplegic homolog 2,SMAD2)、
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磷酸化 SMAD 家族成员 2 ( phosphorylated mothers
against decapentaplegic homolog 2,p-SMAD2)、转化

生长因子 β 受体 2( transforming growth factor beta re-
ceptor 2,TGFBR2)等抗体均购自 Proteintech 公司,
MeRIP-RT-qPCR 试剂盒购自艾维缔科技怀来有限

公司,siRNA 及过表达质粒构建由上海吉玛制药技

术有限公司完成,LipofectamineTM RNAiMAX 转染试

剂购自美国 Thermo Fisher 科技公司;超高灵敏度成

像系统 (型号:ChemDocMP ) 购自美国 Bio-Rad 公

司;CO2 细胞培养箱(型号:3111)购自美国 Thermo
Fisher 科技公司。
1. 2　 样本采集、m6A 测序及生物信息学分析

所有组织样本的采集和处理均严格遵循伦理

准则,并获得医院伦理委员会批准和患者的知情同

意(审批号:2025-C-261)。 m6A 测序使用的瓣膜样

本取自因患有严重 CAVD 而接受手术瓣膜置换术

患者的主动脉瓣膜组织;分离显著钙化及未钙化主

动脉瓣组织,显著钙化部位为钙化组(Cal,n = 5),将
肉眼和病理检查均未见钙化灶的非钙化主动脉瓣

组织设为对照组(Ctr,n= 5)。 所有取下的瓣膜组织

立即置于预冷的无菌 PBS 中,经 PBS 短暂清洗后,
部分组织立即置于液氮中速冻,随后转入-80 ℃超

低温冰箱保存,用于 RNA 提取及后续的 m6A 测序。
m6A 测序服务由 LC-Bio 技术有限公司(中国杭

州)提供,旨在构建并解析 CAVD 瓣膜组织的甲基

化图谱。 m6A 甲基化峰识别与差异分析:使用 R 包

exomePeak 2 对测序数据进行分析,识别并量化每个

样本中的 m6A 甲基化峰;采用 R 包 DESeq2 对钙化

组与对照组进行差异甲基化峰分析 [差异标准:
| log2(钙化组 / 对照组) | >1,P<0. 05]。 功能富集分

析:利用 ChIPseeker 等工具对差异 m6A 峰相关的基

因进行注释和归类。 随后,对这些基因进行基因本

体(gene ontology,GO)和京都基因与基因组百科全

书(Kyoto encyclopedia of genes and genome,KEGG)
富集分析,筛选出与瓣膜钙化密切相关的关键生物

学过程和信号通路。
1. 3　 细胞培养与转染

AVIC 购自合肥万物生物科技有限公司。 (1)
AVIC 细胞培养:基础培养基为 DMEM,含 10%胎牛

血清+1% PS(青霉素-链霉素)。 将细胞置于 DMEM
培养基,37 ℃、5% CO2 条件下常规培养,待其生长

融合至约 70% ~ 80% 时,以 0. 25% 胰蛋白酶消化,
按 1 ∶ 3 比例传代培养。 siRNA(siALKBH5 和 siNC)
及过表达质粒(OE-ALKBH5 和 OE-NC)由上海吉玛

制药技术有限公司设计合成。 (2)敲低转染:转染

前将细胞种植于 6 孔板中,当融合度达到约 70%
时,使用脂质体转染试剂将 siALKBH5 及阴性对照

siNC 分别转染至细胞。 转染后继续培养 48 h,构建

ALKBH5 基因敲低模型,并进行敲低验证。 (3)过

表达转染:转染前将 AVIC 种植于 6 孔板中,当细胞

生长达到 50% 汇合时,分别将过表达质粒 (OE-
ALKBH5)和阴性对照质粒(OE-NC)分别转染至细

胞,48 h 后倒置荧光显微镜下观察转染情况,当转

染率达 95%以上,收集细胞用于后续实验。
1. 4　 钙化诱导及染色鉴定

通过 CAVD 的体外细胞钙化模型,探究瓣膜钙

化的表观调控机制。 钙化诱导前将细胞种植于 12
孔板爬片,在其融合度达 60% 左右时,更换为成骨

诱导培养基进行诱导培养。 对照组(Ctr):常规完全

培养基培养。 钙化组(Cal):使用含有 β-甘油磷酸

钠(10 mmol / L)、地塞米松(0. 1 μmol / L)和抗坏血

酸(50 mg / L)的成骨诱导培养基,每 2 ~ 3 天更换一

次培养基维持诱导因子活性,连续培养 21 天。 通过

茜素红 S 染色结合成骨标志物 OPN 表达进行钙化

程度的鉴定,通过正置显微镜观察钙化结节,并进

行多视野统计分析。
1. 5　 RT-qPCR 检测

使用 TRIzol 试剂从钙化组及对照组 AVIC 中提

取总 RNA,用 PrimeScript RT 试剂盒去除基因组

DNA 并反转录为 cDNA,使用 SYBR Green 法进行

RT-qPCR,检测基因包括肾母细胞瘤 1 相关蛋白

(Wilms􀆳 tumor 1-associating protein,WTAP)、甲基转

移酶样蛋白 3 (methyltransferase like 3,METTL3)、
ALKBH5、FTO、YTH 结构域家族蛋白 1 / 2(YTH do-
main family protein 1 / 2,YTHDF1 / 2)及钙化标志物

OPN 的 mRNA。 采用 2-ΔΔCt 法计算各目的基因

mRNA 相对表达量。 各基因引物序列见表 1。
1. 6　 Western blot 检测

从 AVIC 提取细胞总蛋白,BCA 法进行蛋白定

量,进行 SDS-PAGE 凝胶电泳分离蛋白,随后将蛋白

转印至 PVDF 膜上,5% 脱脂奶粉室温封闭 1 h。 根

据目标条带大小裁膜后,使用相应抗体 4 ℃孵育过

夜。 次日,用辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵育

1 h,最后使用 ECL 发光液显影曝光,最后采用

Image J 软件对条带进行定量分析。
1. 7　 免疫荧光

将 AVIC 接种于共聚焦培养皿中培养,弃上清

1×PBS 洗 3 遍,加入 4%多聚甲醛室温固定 30 min,
固定结束后 1×PBS 洗 3 遍,加入 0. 1% TritonX-100,
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室温通透 10 min,1%牛血清白蛋白封闭 1 h,使用相

应一抗 4 ℃孵育过夜,次日用荧光标记的二抗避光孵

育 1 h,并加入 DAPI 对细胞核进行复染,最后在荧光

共聚焦显微镜下采集图像,并进行多视野统计分析。

表 1. 引物序列

Table 1. Primer sequences

基因名称 正向引物(5′→3′) 反向引物(5′→3′)
GAPDH ATGACATCAAGAAGGTGGTG CATACCAGGAAATGAGCTTG
WTAP GCTTCTGCCTGGAGAGGATT GTGTACTTGCCCTCCAAAGC
METTL3 GTGATCGTAGCTGAGGTTCGT GGGTTGCACATTGTGTGGTC
ALKBH5 TCAAGCCTATTCGGGTGTCG AGCAGCATATCCACTGAGCA
FTO ATTCTATCAGCAGTGGCAGC GGATGCGAGATACCGGAGTG
YTHDF1 CGTGGACACCCAGAGAACAA TAGCTGGACAGGTAGGGGTC
YTHDF2 AGCCTCTTGGAGCAGTACAAA GCATTATTGGGCCTTGCCTG
OPN AGCAGCTTTACAACAAATACCCAG TTACTTGGAAGGGTCTGTGGG

1. 8　 MeRIP-RT-qPCR
实验操作严格根据 MeRIP-RT-qPCR 试剂盒,进

行免疫捕获和裂解,富集 RNA 的释放和回收, IP-
m6A 反转录及 qPCR 检测。 实验组和对照组片段化

后的总 RNA 均为 21 μg。 分别取其中 20 μg 的 RNA
用于 IP 实验,剩下 1 μg 的 RNA 用做 Input 样品。
对 IP 后的 RNA 样品及 Input RNA 进行反转录,得
到以下 Ct 值后计算 IP 占 Input 的百分比。
1. 9　 统计学分析

采用 GraphPad Prism 9 软件进行数据统计分析

与作图。 所有数据都通过正态性检验(Shapiro-Wilk
检验)和方差齐性检验(如 Levene 检验),服从正态

分布且方差齐则采用 t 检验进行比较;不服从正态

分布则采用 U 检验,服从正态分布但方差不齐则采

用校正 t 检验进行比较。 以双侧 P<0. 05 为差异具

有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 钙化瓣膜组织 m6A 甲基化增强,钙化相关功

能和通路显著富集

m6A 甲基化是指腺嘌呤 6 位氮原子的甲基化修

饰过程,受甲基化酶、去甲基化酶及甲基化阅读蛋

白的共同调控(图 1A)。 首先分离钙化及非钙化主

动脉瓣膜组织并进行茜素红染色鉴定,结果显示钙

化瓣膜呈暗红色,提示显著钙盐沉积;非钙化主动

脉瓣膜组织肉眼和病理检查均未见钙化灶,作为对

照组(图 1B)。
首先,通过 m6A-seq 及生物信息学分析,揭示疾

病的整体 m6A 甲基化概况。 整体 m6A 甲基化分析

结果显示,与对照瓣膜组织相比,钙化瓣膜组织的

整体 m6A 甲基化修饰存在显著差异,其中钙化组共

测得 44 024 个 m6A 甲基化峰,对照组共测得 37 410
个 m6A 甲基化峰,其中两组相同的位点仅 13 571 个

(图 1C)。 小提琴图显示,与对照组相比,钙化瓣膜

的 m6A 甲基化修饰水平升高 10% ( P < 0. 01;图

1D)。 基序分析显示,两组在 m6A 峰区均存在一致

保守的 GGAC 基序序列,此为 m6A 甲基化的经典序

列,这一发现证明增强了测序数据的可信度 (图

1E)。 此外,还分析了 m6A 修饰在转录本的分布,结
果显示 m6A 峰主要分布在编码区(coding sequence,
CDS)和 3′非翻译区(3′-untranslated region,3′UTR)
(图 1F),5′非翻译区(5′-untranslated region,5′UTR)
和 CDS 区域 m6A 峰密度明显增加,3′UTR 分布密度

降低(图 1G)。
其次,识别差异 m6A 甲基化位点并进行功能通

路分析。 差异 m6A 甲基化峰与功能通路分析结果

显示,在钙化组与对照组组织中,共筛选出 7 412 个

差异 m6A 甲基化峰,其中 2 095 个显著上调、5 317
个显著下调,两组间甲基化水平差异具有统计学意

义(图 2A、2B);随后,对这些差异甲基化位点开展

GO 功能分析,结果表明转录调控、细胞内信号转

导、蛋白质磷酸化等功能条目显著富集(图 2C),且
这些功能均与瓣膜间质细胞钙化过程密切相关。
具体而言:转录调控方面,CAVD 中 AVIC 会向成骨

样细胞转化,若此类转录调控相关功能出现异常,
将导致成骨基因表达失衡,直接推动间质细胞的成

骨转分化,进而促进钙盐沉积;细胞内信号转导方

面,CAVD 中转化生长因子 β ( transforming growth
factor-β,TGF-β)、丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-ac-
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tivated protein kinase,MAPK)等信号通路异常激活,
其信号传递依赖蛋白质磷酸化过程,以此调控间质

细胞的增殖、分化与凋亡。 如 TGF-β 通路激活后,
会通过 SMAD 蛋白的磷酸化调控下游成骨基因的

表达,而蛋白质磷酸化异常会放大这一促钙化信

号。 KEGG 富集分析显示,TGF-β 信号通路、MAPK
信号通路及自噬相关信号通路显著富集(图 2D),
其中 TGF-β 通路的富集程度最高,其在 CAVD 中发

挥核心调控作用,异常激活可促进瓣膜间质细胞向

成骨样细胞转化,驱动瓣膜钙化进程。

图 1. 钙化瓣膜整体 m6A 甲基化修饰增强

A 为 m6A 甲基化修饰过程示意图;B 为钙化组和对照组肉眼和茜素红染色差异,钙化瓣膜呈暗红色、显著钙盐沉积,对照瓣膜肉眼和

病理检查均未见钙化灶;C 为两组 m6A 甲基化峰整体情况,钙化组测得更多的 m6A 甲基化位点;D 为两组 m6A 修饰水平差异,

钙化组 m6A 甲基化修饰水平较高;E 为测序获得的 m6A 甲基化修饰的经典序列;F、G 为 m6A 修饰在转录本的分布情况。

Figure 1. Increased global m6A methylation in calcified valves

2. 2　 成功构建主动脉瓣膜间质细胞钙化模型

上述 m6A 甲基化测序结果显示,钙化瓣膜组

织中甲基化修饰增强,钙化相关信号通路明显富

集,尤其 TGF-β 富集最显著。 但具体的甲基化调

节因子及信号通路等有待进一步的研究,这里通

过 AVIC 钙化模型用于体外功能机制研究,对

AVIC 给予含 β-甘油磷酸钠(10 mmol / L)、地塞米

松(0. 1 μmol / L)和抗坏血酸(50 mg / L)的成骨诱导

培养基,连续培养 21 天。 茜素红染色发现,AVIC 大

量钙盐沉积,多视野(n = 5)统计分析具有明显统计

学差异(P<0. 01;图 3A)。 Western blot 结果显示,
AVIC 中钙化标志物 OPN 蛋白表达上调 1. 08 倍

(P<0. 01;图 3B)。

755CN 43-1262 / R　 中国动脉硬化杂志 2026 年第 34 卷第 6 期



图 2. 差异 m6A 甲基化峰与功能通路分析

A 为火山图,显示钙化组与对照组差异甲基化峰数量,Sig_up 表示上调,Sig_down 表示下调,NoDiff 表示无差异;
B 为热图,显示两组甲基化水平存在明显差异,能够较好区分;C 为 GO 功能富集结果,显示富集最显著的前 20 个条目;

D 为 KEGG 信号通路富集结果,显示富集最显著的前 20 个条目。

Figure 2. Analysis of differential m6A peaks and functional pathways

图 3. 成功构建瓣膜间质细胞钙化模型

A 为 AVIC 经钙化培养基诱导培养 21 天后,茜素红染色结果及多视野统计分析(n=5);B 为钙化诱导 AVIC 21 天后,
Western blot 检测 AVIC 钙化标志物 OPN 蛋白表达水平及统计分析结果(n=3)。

Figure 3. Successful construction of the AVIC calcification model
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2. 3　 钙化瓣膜间质细胞中去甲基化酶 ALKBH5 表

达下调

RT-qPCR 结果显示,与正常细胞(对照组)比,
钙化的 AVIC 中钙化标志物 OPN mRNA 的表达水

平上调 1. 79 倍 (P < 0. 01),去甲基化酶 ALKBH5
mRNA 的表达水平降低 38. 3% ( P < 0. 01 ), FTO
mRNA 的表达水平下调 24. 2% (P<0. 05),而其他

m6A 调节因子 WTAP、METTL3、YTHDF1 / 2 的 mRNA
表达水平差异无显著性(P>0. 05,图 4A)。 Western
blot(图 4B)及荧光结果(图 4C)从蛋白水平进一步

证实,钙化 AVIC 中 ALKBH5 表达分别降低 37. 9%
和 25. 0% (均 P<0. 05)。
2. 4　 ALKBH5 蛋白敲低及鉴定

利用 siRNA 将 siALKBH5 转染至 AVIC,以检测

ALKBH5 蛋白表达。 Western blot 结果显示,与 siNC
组相比,siALKBH5 转染组 ALKBH5 蛋白表达水平

降低 32. 9% (P < 0. 05;图 5A);荧光结果也显示

siALKBH5 转染后蛋白表达水平降低 46. 0% ,且主

要分布在细胞核(P<0. 01;图 5B)。

图 4. 钙化主动脉瓣膜间质细胞中去甲基化酶 ALKBH5 表达降低

A 为钙化 AVIC 中多种甲基化关键酶的 mRNA 表达水平(n=3);B 为去甲基化酶 ALKBH5 及 FTO 蛋白表达(n=3);
C 为荧光共聚焦拍摄及多视野统计结果(n=8)。

Figure 4. Reduced expression of demethylase ALKBH5 in calcified AVIC

图 5. 主动脉瓣膜间质细胞 ALKBH5 敲低模型

A 为 Western blot 检测 ALKBH5 蛋白敲低水平及统计分析结果(n=3);B 为荧光共聚焦拍摄及多视野统计结果(n=7)。

Figure 5. ALKBH5 knockdown model of AVIC
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2. 5　 ALKBH5 敲低促进 AVIC 钙化和 TGF-β 信号

通路活化

茜素 红 染 色 结 果 显 示, 与 siNC 组 相 比,
siALKBH5 组 AVIC 钙化上调 38. 4% (P <0. 05;图
6A)。 Western blot 分析进一步证实,ALKBH5 敲低

后,钙化 AVIC 中 TGFBR2 的 蛋 白 表 达 水 平 及

SMAD2 的磷酸化(p-SMAD2)水平分别上调 54. 4%
和 43. 1% (均 P<0. 05;图 6B)。 上述结果表明,去
甲基化酶 ALKBH5 可能通过负向调控 TGF-β 信号

通路抑制瓣膜钙化进程;反之,ALKBH5 表达下调可

能通过激活 TGF-β / SMAD2 信号轴, 促进 AVIC
钙化。

图 6. ALKBH5 敲低促进 AVIC 钙化和 TGF-β信号通路活化

A 为茜素红染色结果及多视野统计分析(n=4);B 为 ALKBH5 敲低后,Western blot 检测钙化细胞 TGF-β / SMAD2 信号轴(n=3)。

Figure 6. ALKBH5 knockdown promotes AVIC calcification and activates TGF-β signaling pathway

2. 6　 ALKBH5 过表达抑制 AVIC 钙化和 TGF-β 信

号通路活化

利用过表达质粒 OE-ALKBH5 转染 AVIC 实现

体外过表达 ALKBH5。 Western blot 结果显示,与转

染 OE-NC 组相比,转染 OE-ALKBH5 质粒 48 h 后,
AVIC 内 ALKBH5 蛋白表达水平升高 28. 8% (P <
0. 05;图 7A)。 对细胞进行钙化诱导培养,检测

ALKBH5 过表达对 AVIC 钙化的影响,茜素红染色

结果显示,与 OE-NC 组相比,OE-ALKBH5 组 AVIC
钙化减轻 29. 0% (P<0. 01;图 7B)。 另外,ALKBH5
过表达后,钙化 AVIC 中 TGFBR2 的蛋白表达水平

下调 53. 8% , p-SMAD2 水平下调 40. 7% (均 P <
0. 05;图 7C)。 上述结果表明,过表达 ALKBH5 可

能通过抑制 TGF-β 信号通路减轻 AVIC 钙化。
2. 7　 ALKBH5 敲低后 SMAD2 mRNA m6A 修饰增强

虽然上述研究表明,ALKBH5 表达下调可能通

过激活 TGF-β / SMAD2 信号轴,促进瓣膜间质细胞

钙化,但 m6A 修饰的具体靶基因并未明确。 在

ALKBH5 敲低和对照钙化 AVIC 中,通过 MeRIP-RT-
qPCR 直接检测信号通路核心分子 TGFBR2、SMAD2
mRNA 上的 m6A 修饰水平。 结果显示,与 siNC 组

相比,siALKBH5 组 SMAD2 基因的 m6A 甲基化水平

升高 3. 35 倍(P<0. 05;图 8A),TGFBR2 基因的 m6A
甲基化水平无明显差异(图 8B)。 这一结果提示,
去甲基化酶 ALKBH5 敲低可能通过增强 SMAD2 基

因的 m6A 甲基化水平,激活 TGF-β / SMAD2 信号轴,
促进 AVIC 钙化。

3　 讨　 论

CAVD 作为老年人群心血管死亡的主要原因,
其发病机制复杂,目前尚缺乏有效的药物治疗手

段,探寻其发生发展的潜在分子机制、开发其早期

诊断及潜在治疗靶点至关重要[12-13]。 本研究通过
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图 7. ALKBH5 过表达抑制 AVIC 钙化和 TGF-β信号通路活化

A 为 Western blot 检测 ALKBH5 过表达水平及统计分析结果(n=3);B 为茜素红染色检测 ALKBH5 过表达对 AVIC 钙化的影响及

多视野统计分析结果(n=6);C 为 ALKBH5 过表达抑制对 TGF-β / SMAD2 信号通路的作用(n=3)。

Figure 7. ALKBH5 overexpression inhibits calcification of AVIC and activation of TGF-β signaling pathway

图 8. ALKBH5 敲低促进 SMAD2 mRNA 的 m6A 修饰

A 为 MeRIP-RT-qPCR 检测 SMAD2 mRNA 上的 m6A 修饰水平;

B 为 MeRIP-RT-qPCR 检测 TGFBR2 mRNA 上的 m6A 修饰水平。
纵坐标代表甲基化修饰占总输入 DNA 的比例。

Figure 8. ALKBH5 knockdown increases m6A
modification of SMAD2 mRNA

m6A 甲基化测序技术,成功构建了 CAVD 患者瓣膜

组织的首个 m6A 甲基化谱。 数据显示,钙化组与对

照组的 m6A 甲基化峰数量及分布均存在显著差异,
钙化瓣膜 m6A 修饰总体水平显著高于未钙化组。
m6A 峰主要富集于转录本的 CDS 区和 3′UTR 区,且
在钙化组织中的分布模式发生变化,提示 m6A 修饰

的动态平衡可能与 CAVD 的瓣膜钙化密切相关。
从诊断角度看,差异甲基化谱或特异的 m6A 修饰模

式有望开发为 CAVD 的早期诊断标志物。 从治疗

视角看,针对异常的 m6A 修饰酶,恢复其稳态,可能

成为干预 CAVD 进展的新靶点。 本图谱的建立,填
补了该领域在表观转录组学层面的空白。

在 m6A 的动态调控网络中,m6A 修饰的动态平

衡受甲基化酶、去甲基化酶及甲基化阅读蛋白的共

同调控, 尤其 “书写” 与 “擦除” 的平衡至关重

要[14-16]。 本研究发现,在众多的 m6A 调节因子中,
只有去甲基化酶 ALKBH5 在钙化 AVIC 中其 mRNA
和蛋白水平下调,其他关键酶如甲基转移酶复合体

成员 WTAP、METTL3 以及去甲基化酶 FTO 的表达

变化并不显著,或仅轻微差异。 这表明,在 CAVD
的钙化微环境中,m6A 甲基化水平的升高可能并非

由于“书写者” 活性增强,而主要源于 “擦除者”
ALKBH5 的功能失活或表达抑制,导致甲基化修饰

的累积。 这为靶向干预提供了一个潜在的、更为精

准的切入点。
进一步的生物信息学分析提示,差异 m6A 修饰

的基因显著富集于 TGF-β 信号通路。 这一发现与

体外细胞实验结果相互印证:当敲低 ALKBH5 后,
AVIC 的钙化程度加剧,TGF-β 通路的两个关键节点

TGFBR2 的表达和 SMAD2 的磷酸化水平均显著上

调;而 ALKBH5 过表达后 AVIC 钙化程度减轻,TGF-
BR2 的表达和 SMAD2 的磷酸化水平明显下调。
TGF-β 信号通路在组织纤维化、炎症和成骨转化中

均发挥核心作用,已有研究证实其异常激活是驱动
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AVIC 向成骨样细胞转化和瓣膜钙化的重要驱动

力[17-20]。 因此,我们推断 ALKBH5 的下调可能通过

解除对 TGF-β 通路关键信号分子的 m6A 修饰与稳

定性抑制,导致该通路过度激活,最终驱动 AVIC 的

病理性钙化。 另外,这种 m6A 修饰调控模式可能具

有一定的细胞类型依赖性。 研究发现,在血管平滑

肌细胞钙化中,甲基转移酶 METTL3 的上调常被报

道为关键驱动因素:高磷血症等病理刺激可诱导

METTL3 表达上调,通过 m6A-YTHDF2 通路加速钙

化相关转录因子 mRNA 降解的负反馈机制失衡,或
激活磷酸酶与张力蛋白同源物 ( phosphatase and
tensin homolog,PTEN) /蛋白激酶 B ( protein kinase
B,PKB / Akt) 信号通路促进平滑肌细胞成骨转

化[11]。 而本研究发现,在 AVIC 钙化进程中,去甲基

化酶 ALKBH5 的表达下调是更显著的特征,并通过激

活 TGF-β / SMAD2 信号轴促进钙化,靶向 ALKBH5 或

TGF-β 信号可能为 CAVD 的治疗提供新策略。
尽管本研究通过体外功能实验发现,敲低 ALK-

BH5 可通过激活 TGF-β / SMAD2 信号通路促进

AVIC 钙化;且 MeRIP-RT-qPCR 实验证实 SMAD2
mRNA 的 m6A 修饰水平显著上调,这已为 ALKBH5
作为瓣膜钙化进程的潜在负调控因子提供了初步

证据。 但为进一步强化该功能结论并探索其治疗

转化潜力,未来仍需构建疾病动物模型,在活体水

平验证其在瓣膜钙化发生发展中的作用,并评估其

作为治疗靶点的可行性。
综上所述,本研究从 CAVD 患者组织层面揭示

了 m6A 甲基化谱特征,识别出大量差异甲基化位点

及钙化相关功能通路;并通过体外细胞钙化模型证

实了 m6A 甲基化在瓣膜钙化中的作用和潜在机制,
为理解 CAVD 的发病机制提供了新的表观遗传学

视角。
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