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[摘　 要] 　 目的　 研究过表达甲基转移酶 3(METTL3)对小鼠心肌纤维化的影响。 方法　 检测心衰患者和健康器

官捐献者心肌 METTL3 表达水平。 建立主动脉弓缩窄(TAC)手术诱导的 C57BL / 6 小鼠心肌纤维化模型,检测 TAC
组与假手术组小鼠心肌 METTL3 表达水平。 建立血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)诱导小鼠心肌成纤维细胞(CF)的心肌纤

维化细胞模型,并检测小鼠 CF 中 METTL3 的表达水平。 利用腺病毒介导小鼠 CF 高表达 METTL3,检测纤维化相关

基因Ⅰ型胶原 α1 链(COL1α1)、Ⅲ型胶原 α1 链(COL3α1)和肌动蛋白 α2(ACTα2)的表达。 通过流式细胞术、EdU
和 Transwell 细胞迁移实验检测小鼠 CF 的增殖和迁移能力。 在整体水平鉴定心肌特异过表达 METTL3 对 TAC 小

鼠心功能和心肌纤维化的影响。 结果　 心衰患者心肌中 METTL3 的表达显著升高(P<0. 05)。 TAC 小鼠心肌与

AngⅡ诱导的小鼠 CF 中 METTL3 的表达显著增加(P<0. 05)。 过表达 METTL3 可显著提高小鼠 CF 的增殖、迁移能

力和纤维化相关基因的表达。 与假手术组小鼠相比,TAC 诱导心肌特异过表达 METTL3 小鼠心肌中纤维化相关基

因表达显著增加,心肌纤维化和心功能损伤显著加重。 结论　 过表达 METTL3 具有促进心肌纤维化的作用。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of overexpression of methyltransferase-like 3 (METTL3) on myocardial
fibrosis. 　 　 Methods　 METTL3 protein expression was detected in the myocardium of patients with heart failure (HF)
and the healthy donors by Western blot assay. 　 A C57BL / 6 mouse model of transverse aortic constriction (TAC) surgery-
induced myocardial fibrosis was established, and METTL3 protein expression was detected in the myocardium of TAC mice
and sham mice. 　 A cell model of angiotensinⅡ(AngⅡ)-induced myocardial fibrosis in mouse cardiac fibroblasts (CF)
was established and used to detect METTL3 expression by Western blot assay. 　 Expression of fibrosis-related genes, inclu-
ding collagen type Ⅰα1 (COL1α1), collagen type Ⅲ α1 (COL3α1) and actin α2 (ACTα2), was detected in mouse CF

674 ISSN 1007-3949 Chin J Arterioscler,Vol. 30,No. 6,2022



with adenovirus-mediated overexpression of METTL3. 　 Flow cytometry, EdU and Transwell migration assay were used to
detect proliferation and migration activity of mouse CF, respectively. 　 Effects of cardiac specific expression of METTL3 on
cardiac function and fibrosis were explored in mice subjected to TAC surgery. 　 　 Results　 Protein expression of METTL3
was significantly increased in the myocardium of HF patients (P<0. 05). 　 Consistently, significant up-regulation of MET-
TL3 was observed in the myocardium of TAC mice and Ang Ⅱ-treated mouse CF ( P < 0. 05, respectively ). 　
Overexpression of METTL3 could markedly enhance mouse CF proliferation and migration activities, as well as expression of
fibrosis-related genes in mouse CF. 　 Compared with mice in the sham group, significant increase of fibrosis-related gene
expression, cardiac fibrosis and cardiac function injury were observed in TAC-induced mice with cardiac specific overex-
pression of METTL3. 　 　 Conclusion　 Overexpression of METTL3 promotes cardiac fibrosis in mice.

　 　 心肌纤维化在各种心血管疾病的终末阶段普

遍存在,其发生发展机制尚未阐明,临床治疗效果

差[1-2]。 心肌纤维化会引起心肌细胞排列紊乱,破
坏心肌组织的舒缩协调性,影响心肌的血供与电生

理信号的传导,加剧心功能下降,引发心律失常和

心力衰竭(heart failure,HF) [3-4]。 心肌纤维化的发

生发展和许多因素相关,如缺血再灌注、炎症、氧化

应激和肠道菌群代谢产物等都可能引起心肌纤

维化[5-7]。
表观遗传广泛参与生理和病理过程中的基因

表达 调 控[8], N6-甲 基 腺 苷 ( N6-methyladenosine,
m6A)修饰是一种重要的 RNA 表观遗传调控方式。
m6A 修饰是指腺嘌呤第 6 位氮原子上发生甲基化

修饰[9],它主要由甲基转移酶 3 (methyltransferase-
like 3,METTL3)、甲基转移酶 4 (methyltransferase-
like 4,METTL4)等为代表的甲基转移酶复合物通过

识别 RNA 上一个特异的“RRACH”序列 motif 介导

腺嘌呤甲基化修饰,也可由脂肪量与肥胖相关( fat
mass and obesity associated,FTO)和 alkB 同系物 5
(alkB homolog 5,ALKBH5)等介导去甲基化修饰,是
一种可逆的调控方式[10]。 m6A 修饰要发挥生物学

功能,还有赖于 YTH 结构域蛋白 1 ( YTH domain
containing 1, YTHDC1 ) 等 Reader 蛋白的结合作

用[11-13]。 研究表明 METTL3 介导的 m6A 修饰与生

长发育、炎症免疫、代谢调控、肿瘤形成和发展等过

程密切相关[12,14-15]。 METTL3、METTL14 和 FTO 等

m6A 修饰相关基因表达在胚胎干细胞向成体心脏

和心血管系统的生长发育过程中有重要调节作

用[16]。 研究发现 FTO 可通过去甲基化降低 m6A 修

饰水平而减少心肌梗死小鼠心肌坏死引起的替代

性纤维化,并促进新生血管形成[17]。 近期的研究显

示,METTL3 介导的 m6A 修饰可促进心肌梗死引发

的心肌纤维化过程[18]。
在前期实验中,本课题组利用甲基化 RNA 免疫

共沉淀结合高通量测序(methylated RNA immuno-

precipitation sequencing,MeRIP-seq)发现 HF 患者心

肌 m6A 修饰水平升高。 目前,METTL3 介导的 m6A
修饰在心肌纤维化中的作用尚不明确。 本研究在

细胞 和 整 体 水 平 初 步 探 讨 介 导 m6A 修 饰 的

METTL3 对压力负荷增加引起的心肌纤维化的调控

作用。

1　 材料和方法

1. 1　 组织标本

利用 HF 患者和健康器官捐献者的心肌组织进

行 Masson 染色和 METTL3 表达的 Western blot 检测

分析。 本文经广东省人民医院伦理委员会批准[批
准号:GDREC2019238H(R1)],手术标本来自广东

省心血管病研究所。
1. 2　 实验动物

由广州中医药大学动物中心提供的 1 ~ 3 天的

SPF 级 C57BL / 6 乳鼠,许可证号为 SCXK(粤)2013-
0034。 心肌特异表达(以 Myh6 为启动子)METTL3
的转基因小鼠(Tg-METTL3)委托广东药康生物科

技有限公司建立和繁殖养育。
1. 3　 主要试剂

F12 细胞培养基、胎牛血清、胰酶、胶原酶Ⅱ
(Gibco 公司);1×TBS 粉末(博士德公司);Trizol 试
剂、METTL3、Ⅰ型胶原 α1 链( collagen type Ⅰα1,
COL1α1)、Ⅲ型胶原 α1 链 ( collagen type Ⅲ α1,
COL3α1 )、 肌 动 蛋 白 α2 ( actin α2, ACTα2 ) 及

GAPDH 引物( Invitrogen 公司);反转录试剂盒、2 ×
SYBR Green Mix(TaKaRa 公司);METTL3 重组腺病

毒(山东维真生物科技有限公司);RIPA 裂解液、
SDS-PAGE 配制试剂盒 (碧云天生物公司); 4 ×
Loading Buffer ( Thermo 公 司 ); GAPDH 抗 体、
COL3α1 抗体、METTL3 抗体、兔种属抗体、鼠种属抗

体(Protein Technology 公司);α-SMA 抗体(Abcam
公司);COL1α1 抗体、BCA 蛋白定量试剂盒(Thermo
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公司);Marker(Fermentas 公司);ECL 发光液(Milli-
pore 公司);血管紧张素Ⅱ(angiotensinⅡ,AngⅡ)粉
末(Sigma 公司);EdU 增殖实验试剂盒(广州市锐博

生物科技有限公司);PI 细胞周期与凋亡试剂盒(上
海爱必信山东维真生物科技有限公司);PVDF 膜

(Whatman 公司);其他生化试剂均为进口分装或国

产分析纯。
1. 4　 心肌成纤维细胞的原代分离、培养及处理

按本研究组已报道的方法分离小鼠心肌成纤

维细胞( cardiac fibroblasts,CF)。 仰卧位固定出生

1 ~ 3 天的乳鼠,沿左第 4 肋骨下缘剪开表皮及肋

骨,分离并取出乳鼠心脏,用 PBS 溶液漂洗并尽可

能去除心脏周围结缔组织。 漂洗完成后将乳鼠心

脏放入含 0. 25%胰酶的无血清培养基中消化 12 h,
之后加入含有胶原酶Ⅱ的无血清培养基,用巴氏管

充分吹打混匀并过滤,得到小鼠心肌细胞与 CF 的

细胞悬液。 将细胞悬液按种至 T75 培养瓶中,
90 min 后利用差速贴壁原理取出瓶中上清液,重新

加入 10% 血清完全培养基,即可得到纯度较高的

CF。 待细胞长满 T75 瓶后,0. 25% 胰酶消化传代,
培养至 P2 代将细胞均匀种于细胞板或皿中,进行

后续实验。
1. 5　 小鼠主动脉弓缩窄模型的建立

将 C57BL / 6 小鼠置于诱导麻醉盒中,2% 异氟

烷吸入诱导麻醉,麻醉后仰卧位固定,以第 2 肋骨为

中心剪开表皮,从第 2 肋骨与胸骨连接处剪开并暴

露主动脉弓,于无名动脉和左颈总动脉结扎主动脉

弓,待小鼠情况稳定后缝合。 术后于饲养笼内继续

日常饲养 3 周。
1. 6　 小鼠心肌组织标本留取

将小鼠脱臼处死,仰卧位固定,剪开表皮和胸

骨,暴露心脏后将其小心取出,置于冰上,去除心脏

周围血管和结缔组织,后续用于 Masson 染色、总
RNA 提取和总蛋白提取。
1. 7　 心肌成纤维细胞的处理

参照说明将 AngⅡ粉末用 0. 1% BSA 溶液配置

成 10-5 mol / L 的储存浓度。 小鼠 CF 在造模前用无

血清培养基饥饿 12 h,之后更换 1%血清培养基,加
入 AngⅡ储存液,培养 24 h。 使用 METTL3 重组腺

病毒( rAd-METTL3)半量感染小鼠 CF,4 h 后补充等

量完全培养基,感染后于 37 ℃、5%CO2 培养箱培养

24 h。 以重组绿色荧光蛋白(green fluorescent protein,
GFP)腺病毒( rAd-GFP)作为对照( rAd-METTL3 和

rAd-GFP 的 MOI 均为 5)。

1. 8　 RT-qPCR 检测

Trizol 法提取 RNA,取 500 ng 总 RNA 反转录得

到 cDNA。 取 1 μL cDNA,加入 2×SYBR Grenn Mix
5 μL 及相应引物在 ViiA 7 Quantitative PCR System
上进行定量 PCR,以 GAPDH 作为对照,计算 2-ΔΔCt

并分析 mRNA 表达水平。 引物序列见表 1。

表 1. PCR 引物序列

Table 1. The primers used in PCR assay

项目 序列
产物
大小

COL1α1 正向:5′-GGCAAAGATGGACTCAACGG-3′
反向:5′-AGTAACGGCCACCATCTTGA-3′ 196 bp

COL3α1 正向:5′-CTGGCGGCTTTTCACCATAT-3′
反向:5′-TCTCCGCTCTTGAGTTCAGG-3′ 190 bp

ACTα2 正向:5′-CACTACCATGTACCCAGGCA-3′
反向:5′-CATTTGCGGTGGACAATGGA-3′ 216 bp

METTL3 正向:5′-CAGATGATGAGATGCGCAGG-3′
反向:5′-CCAACCAAGCAGTGTTCCTT-3′ 229 bp

GAPDH 正向:5′-CAAGAAGGTGGTGAAGCAGG-3′
反向:5′-CCACCCTGTTGCTGTAGCC-3′ 200 bp

1. 9　 Western blot 检测

RIPA 冰上研磨裂解细胞与组织,离心后取上清

蛋白定量,加 4×Loading Buffer,99 ℃变性,10% SDS-
PAGE 电泳。 电泳后转膜,5% 脱脂奶粉封闭 1 h,用
相应一抗[METTL3(1 ∶ 1 000)、COL1α1(1 ∶ 1 000)、
COL3α1(1 ∶ 1 000)、α-SMA (1 ∶ 10 000)、GAPDH
(1 ∶ 10 000)]于 4 ℃孵育 12 h,二抗(1 ∶ 5 000)室温

孵育 1 h,ECL 发光液显影。 以 GAPDH 为对照,
Image J 灰度分析蛋白表达水平。
1. 10　 流式细胞术检测细胞周期

将 P2 代细胞均匀按种于 6 孔板中,稳定生长后

用重组腺病毒半量感染小鼠 CF,4 h 后补充等量

10%血清完全培养基。 感染后 24 h 取细胞悬液,
70%乙醇静置 4 h,固定细胞周期。 固定后用 PBS 清

洗,避光,37 ℃、PI 染色 30 min,上流式细胞仪检测。
1. 11　 EdU 检测细胞增殖能力

将 P2 代细胞均匀按种于 confocal 皿中,稳定生

长后用重组腺病毒半量感染小鼠 CF,4 h 后补充等

量 10%血清完全培养基。 24 h 后避光加入 EdU 增

殖试剂盒中的试剂 A,放置 4 ~ 6 h,4% 多聚甲醛室

温固定 4 h。 固定完成后 PBS 清洗,甘氨溶液脱色

后加入 0. 5% Triton X-100 通透,然后加入 Apollo 染

色工作液,静置 20 min,滴加 1 ~ 2 滴含 DAPI 的封

片剂并均匀覆盖 confocal 皿上,激光共聚焦显微镜
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下观察,选择合适的视野采集图像并进行分析。
1. 12　 Transwell 细胞迁移能力检测

将 P2 代细胞均匀按种于 Transwell 小室中,稳
定生长后用重组腺病毒半量感染小鼠 CF,4 h 后补

充等量 10% 血清完全培养基。 24 h 后趋化处理

4 h,室温下 4%多聚甲醛固定 4 h,结晶紫染色 1 h。
染色后清洗,恒温箱烘干,显微镜观察,选择合适的

视野采集图像并进行分析。
1. 13　 统计学处理

使用 GraphPad Prism 8 软件进行统计分析。 计

量资料以 x±s 表示,两组间比较采用 t 检验,多组间

比较采用单因素方差分析,并用 Bonferroni 校正的 t
检验行组间两两比较。 P <0. 05 为差异有统计学

意义。

2　 结　 果

2. 1　 METTL3 在心肌纤维化中表达增加

　 　 与健康对照组相比,Masson 染色结果显示 HF
患者心肌胶原容积分数 ( collagen volume fraction,
CVF)显著增加(P<0. 001;图 1A),Western blot 结果

显示 HF 患者心肌中 METTL3 的表达显著增加(图
1B)。 与假手术组相比,主动脉弓缩窄( transverse
aortic constriction,TAC)组小鼠 CVF 显著增加(P<
0. 001;图 1C),METTL3 的蛋白表达显著增加(P<
0. 01;图 1D)。 Western blot 结果显示,AngⅡ处理的

小鼠 CF 中促纤维化相关的 COL1α1、COL3α1 和 α-
SMA 以及 METTL3 的蛋白表达均显著增加 ( P <
0. 05;图 1E)。

图 1. METTL3 在心肌纤维化中表达增加

Masson 染色结果显示 HF 患者心肌(A)和 TAC 小鼠心肌(C)出现显著的纤维化(n=5);Western blot 检测结果显示 HF 患者心肌(B)和
TAC 小鼠心肌(D)中 METTL3 表达增加(n=5);Western blot 检测结果显示 AngⅡ处理的小鼠 CF 中纤维化相关基因和

METTL3 表达显著增加(E)(n=3)。

Figure 1. Upregulation of METTL3 in cardiac fibrosis

2. 2　 过表达 METTL3 促进小鼠 CF 中纤维化相关

基因表达

RT-qPCR 和 Western blot 检测结果显示,rAd-

METTL3 可有效介导小鼠 CF 过表达 METTL3,同
时显著增加小鼠 CF 中促纤维化相关的 COL1α1、
COL3α1 和 ACTα2 的 mRNA 和蛋白表达(P<0. 05;
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图 2A 和 2B)。

图 2. 过表达 METTL3 可增加小鼠心肌成纤维细胞中纤维化相关基因表达(n=3)
Figure 2. Overexpression of METTL3 enhanced fibrosis-related gene expression in mouse CF

2. 3 　 过表达 METTL3 增强小鼠 CF 增殖和迁移

能力

EdU 实验结果显示,过表达 METTL3 显著增加

小鼠 CF 的增殖能力(P<0. 01;图 3A)。 流式细胞术

检测结果显示,过表达 METTL3 显著增加 S 期小鼠

CF 的比例(P<0. 01;图 3B)。 Transwell 迁移实验结

果显示,过表达 METTL3 可明显增强小鼠 CF 的迁

移能力(P<0. 001;图 3C)。

图 3. 过表达 METTL3 增加小鼠心肌成纤维细胞的增殖和迁移能力(n=3)
A 为 EdU 荧光染色显示增殖细胞新生成的 DNA(红色),DAPI 示细胞核(蓝色);B 为流式细胞术检测小鼠 CF 的细胞周期分布;

C 为 Transwell 迁移实验检测小鼠 CF 的迁移能力。

Figure 3. Overexpression of METTL3 enhanced proliferation and migration of mouse CF

2. 4　 心肌特异过表达 METTL3 加重 TAC 诱导的小

鼠心肌纤维化

对野生型 C57BL / 6(WT)和 Tg-METTL3 小鼠进

行 TAC 手术干预,3 周后 B 超检测小鼠心功能。 相

比于假手术组小鼠,TAC 手术可以显著降低小鼠心

脏左心室射血分数( ejection fraction,EF)和短轴缩

短分数(fractional shortening,FS)(P<0. 05;图 4A 和

4B)。 相比于 TAC 手术的 WT 小鼠,TAC 手术的 Tg-
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METTL3 小鼠心功能轻微下降,但没有统计学差异

(图 4A 和 4B)。 Masson 染色显示 TAC 手术的 WT
小鼠和 Tg-METTL3 小鼠心肌 CVF 显著增加 (P <
0. 001),且 TAC 手术的 Tg-METTL3 小鼠比 WT 小鼠

心肌 CVF 增加更显著(P<0. 001;图 4C)。 Western

blot 结果显示 TAC 手术可显著增加 WT 小鼠和 Tg-
METTL3 小鼠心肌中 COL1α1、COL3α1 和 α-SMA 的

表达(P<0. 001),且 TAC 手术的 Tg-METTL3 小鼠心

肌中 COL1α1、COL3α1 和 α-SMA 表达增加更显著

(P<0. 001;图 4D)。

图 4. 心肌过表达 METTL3 加重 TAC 诱导的小鼠心肌纤维化

小动物心脏 B 超检测小鼠心脏左心室射血分数(A)和短轴缩短分数(B)(n=5 或 n=6);Masson 染色结果显示心肌

过表达 METTL3 可增加 TAC 手术小鼠的心肌胶原沉积(C)(n=5);Western blot 结果显示心肌过表达 METTL3 可增加

TAC 手术小鼠心肌纤维化相关基因表达(D)(n=5)。

Figure 4. Overexpression of METTL3 enhanced TAC-induced mouse cardiac fibrosis

3　 讨　 论

作为真核生物基因组中最普遍和最丰富的

RNA 修饰,m6A 修饰的稳态调节在心血管疾病的病

理过程中发挥重要的作用[19-22]。 m6A 修饰主要是

通过 mRNA 甲基化水平影响转录本稳定性,从而调

节下游基因的蛋白表达来参与心血管疾病的发生、
发展过程[20-24]。 研究证实,METTL3 表达水平的增

加可能导致心肌肥大和心肌重塑,抑制其活性可能

会使心肌细胞失去响应肥厚刺激所致的心脏代偿

性肥大的能力[21,23]。 因此,最近的研究显示 m6A
与引起多种心血管疾病中代谢紊乱的外部环境因

素调节相关,并可能成为潜在的治疗干预靶点[16]。
本研究结果证实,METTL3 在 HF 患者心肌、

TAC 手术小鼠心肌和 AngⅡ处理的小鼠 CF 中表达

均显著升高,过表达 METTL3 可增加 CF 中 S 期的

细胞比例,提高细胞增殖和迁移能力,增加纤维化

相关基因表达。 本研究结果与以往关于过表达

METTL3 可增加 CF 增殖和胶原产生增加的报道一

致[18]。 同时,本研究利用心肌特异过表达 METTL3
的转基因小鼠进行 TAC 手术干预,3 周后检测发现

心肌特异过表达 METTL3 能显著增加小鼠心肌纤维

化和心功能损伤。 因此,本研究在细胞和整体水平

的实验结果证实过表达 METTL3 可以促进心肌纤维

化的发生。 以往的报道显示过表达 METTL3 可以激

活 NF-κB 信号通路而参与成骨分化[25],而 NF-κB
信号通路也是参与促进心肌纤维化发生的重要信

号通路[26-27],在后续研究中,本研究组也将进一步

明确过表达 METTL3 能否激活 NF-κB 信号来促进

心肌纤维化的发生和发展进程。
综上,本研究证实了 METTL3 在心肌纤维化时

表达增强,通过在小鼠心肌中特异过表达 METTL3,
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在整体水平证实 METTL3 具有促进心肌纤维化的作

用。 在 后 续 研 究 中, 本 研 究 组 将 进 一 步 明 确

METTL3 介导 m6A 修饰的下游靶基因,并探讨其对

NF-κB 信号激活的调节作用,进而阐明 METTL3 促

进心肌纤维化发生的分子机制。
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