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组蛋白去乙酰化酶4和Ⅰ型胶原在瓣膜性心房

颤动患者中的表达变化及其临床意义

庄珍珍,陶一勤,胡海峰,肖大树

(安徽医科大学附属巢湖医院,安徽 合肥 238000)

摘 要:目的 探究组蛋白去乙酰化酶4(HDAC4)和Ⅰ型胶原(Col1A1)在瓣膜性心房颤动患者中的表达水平变化及其

临床意义。方法 按需求收集2020年10月—2022年4月安徽医科大学附属巢湖医院心胸外科瓣膜置换术和先天性心

脏病开胸修补术患者信息和右心房组织标本,依据患者病史、心脏彩超、常规心电图及24h动态心电图分为瓣膜性心房

颤动组(AF组)和先心病合并窦性心律组(SR组),每组30例,观察对比 HDAC4与Col1A1在两组患者中的表达水平。

应用 Masson及 HE染色观察心肌组织胶原和病理的变化;免疫印迹实验法(Westernblot)及实时荧光定量聚合酶链反

应(qRT-PCR)检测心肌组织 HDAC4和 Col1A1的蛋白与 mRNA 表达变化;免疫组化法检测心肌组织 HDAC4和

Col1A1的蛋白表达量。结果 较SR组,AF组心肌组织胶原主要分布于心肌间质,胶原沉积升高,差异有统计学意义

(P<0.05);较SR组,AF组 HDAC4和Col1A1蛋白与 mRNA表达量升高,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 

HDAC4与Col1A1在瓣膜性心房颤动心肌组织中表达升高,这提示 HDAC4与Col1A1可能促进瓣膜性心房颤动的发

生发展。
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Expressionchangesofhistonedeacetylase4andtypeⅠcollageninpatients
withvalvularatrialfibrillationandtheirclinicalsignificance

ZhuangZhenzhen,TaoYiqin,HuHaifeng,XiaoDashu

(ChaohuHospitalofAnhuiMedicalUniversity,Hefei238000,Anhui,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetheexpressionchangesofhistonedeacetylase4(HDAC4)andtype
Ⅰcollagen(Col1A1)inpatientswithvalvularatrialfibrillation(AF)andtheirclinicalsignificance. Methods
 Thisstudycollectedtherightatrialtissuesamplesandtheinformationofpatientsundergoingvalvereplace-
mentandthoracotomyrepairforcongenitalheartdiseaseintheDepartmentofCardiothoracicSurgery,Chaohu
HospitalofAnhuiMedicalUniversityfromOctober2020toApril2022.Patientsweredividedintovalvularat-
rialfibrillationgroup(AFgroup)andcongenitalheartdiseasewithsinusrhythmgroup(SRgroup)according
totheirmedicalhistory,colorDopplerultrasound,routineelectrocardiogramand24-hourdynamicelectrocardi-
ogram,withthirtypatientsineachgroup.TheexpressionlevelsofHDAC4andCol1A1inthetwogroupswere
observedandcompared.MassonandHEstainingwereusedtoobservethechangesofcollagenandpathologyin
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myocardialtissues.Westernblotandquantitativereal-timepolymerasechainreaction(qRT-PCR)wereusedto
detectthechangesofproteinandmRNAexpressionsofHDAC4andCol1A1inmyocardialtissues.Theprotein
expressionsofHDAC4andCol1A1inmyocardialtissuesweredetectedbyimmunohistochemistry. Results 
ComparedwiththoseoftheSRgroup,collagenwasmainlydistributedinmyocardialinterstitium,andcollagen
depositionincreasedintheAFgroup,andthedifferencewasstatisticallysignificant(P <0.05).Compared
withthoseoftheSRgroup,theproteinandmRNAexpressionsofHDAC4andCol1A1intheAFgroupin-
creased,withthedifferencebeingstatisticallysignificant(P <0.05). Conclusion Theexpressionof
HDAC4andCol1A1increaseinmyocardialtissueofvalvularatrialfibrillation,suggestingthatHDAC4and
Col1A1maypromotetheoccurrenceanddevelopmentofvalvularatrialfibrillation.
  Keywords: atrialfibrillation;histonedeacetylase4;myocardialremodeling;typeIcollagen

  心房颤动(atrialfibrillation,AF)在临床工作中较

为常见,多好发于中老年人群,是危害较为严重且极具

复杂性的一种心律失常,它不仅可引起栓塞、中风、心
力衰竭,甚至还可能导致死亡,有报道称近些年我国房

颤患者发病率与致死率均呈升高趋势[1-2]。反复多次

发作的心房颤动会过度激活心房组织肾素-血管紧张

素系统,这会引起心肌组织重构,进而导致心房电活动

异常。按病因可将心房颤动分为瓣膜性心房颤动及非

瓣膜性心房颤动两类,血栓发生率前者明显高于后者,
即瓣膜性心房颤动患者危险级别较高[3]。瓣膜性心房

颤动是最常见的基础性心脏病变,其中典型的病理学

改变是心肌重构,但引起瓣膜性心房颤动的分子机制

尚不完全清楚[4-5]。组蛋白去乙酰化酶(HDACs)是一

类通过从组蛋白的ε-N-乙酰赖氨酸氨基酸中脱乙酰

基从而使DNA紧密包裹的酶,HDACs在维持生物体

内组蛋白乙酰化常染色质和异染色质的稳态中发挥着

极其关键的作用[6]。组蛋白去乙酰化酶4(HDAC4)
是一种Ⅱa类组蛋白去乙酰化酶,与心肌组织重构及

心肌纤维化等密切相关[7]。但是,关于 HDAC4对瓣

膜性心房颤动有何影响鲜见报道,其相关调控机制也

有待进一步探究。本研究以瓣膜性心房颤动患者作为

研究对象,探究 HDAC4与Ⅰ型胶原(Col1A1)在瓣膜

性心房颤动患者中的表达水平变化及其临床意义。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 一般资料 自2020年10月—2022年4月采

集安徽医科大学附属巢湖医院心胸外科行瓣膜置换术

(心脏瓣膜病)和开胸修补术(先天性心脏病)患者的临

床信息和右心房组织标本,依据患者病史、心脏彩超、
常规心电图及24h动态心电图分为瓣膜性心房颤动

组(AF组),先心病开胸修补术并呈窦性心律组(SR
组),收集AF组30例,SR组30例,观察对比HDAC4
与Col1A1在两组患者中的表达水平。病例采集纳入

标准:接受相关检查已经确诊的心脏瓣膜病且具有明

确手术指征的患者。病例采集排除标准:冠状动脉血

管狭窄程度70%以上者;扩张型心肌病者;甲状腺功

能亢进或降低者;年龄超过65岁;高血压级别3级以

上者;有明显的呼吸道感染症状;全身结缔组织疾病患

者;慢性肺源性心脏病者。该研究通过医院伦理委员

会审批。

1.1.2 主要试剂 英国 Abcam公司的 HDAC4和

CollagenⅠ抗体;武汉Boster公司的β-actin抗体;北
京中杉金桥生物技术有限公司的二抗辣根酶标记山羊

抗小鼠IgG、山羊抗兔IgG;美国Invitrogen公司的

TRIzol试剂;上海生工生物工程股 份 有 限 公 司 的

HDAC4、Col1A1、β-actin引物;日本 TaKaRa公司的

OneStepTBGreen○RPrimeScriptTMPLUSRT-PCR
Kit。

1.1.3 主要仪器 美国ABI公司的AppliedBiosys-
temsGeneAmpStepOneTMReal-TimeqPCRSys-
tem ;中国海尔公司的超净工作台;德国Eppndorf公

司的PCR扩增仪;美国Biorad公司的 Westernblot-
ting相关仪器设备;美国Sigma公司的高速低温离心

机。

1.2 方法

1.2.1 标本取材及处理 在外科手术中取符合入组

要求患者的右心房组织标本(0.3~0.5cm3),将标本

去除杂质并分成3份,将第1份置入4%甲醛溶液进

行固定,以备石蜡切片及免疫组织化学染色;将第2份

送EP管以备胶原蛋白含量检测和 mRNA分离;将第

3份送液氮瓶中-80℃保存以备蛋白提取、Western
blot法等检测。

1.2.2 HE染色 石蜡切片脱蜡至水、细胞核采取苏

木素染色、细胞质采取伊红染色、脱水封片,在显微镜

下镜检,图像采集与分析。

1.2.3 Masson染色 石蜡切片脱水;苏木紫染液与

三氯化铁溶液混合液染色10min后自来水冲洗;盐酸

乙醇溶液分化1min后自来水冲洗;氨水1min后自

来水清洗;丽春红染色10min,乙酸溶液1min;乙酸

溶液1min;苯胺蓝染色2min,乙酸溶液1min;95%
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乙醇、无水乙醇脱水,二甲苯处理,最后树胶封片。

1.2.4 目 标 cDNA 获 取、qRT-PCR 检 测 心 肌

HDAC4和Col1A1mRNA表达 按照 TRIzol说明

书,TRIzol试剂裂解组织分离总RNA,总RNA的浓

度以及纯度采用分光光度计测定分析,将A260/A280
在1.6~2.0的总RNA进行逆转录获得目标cDNA,
以目标cDNA进行qRT-PCR检测:找相应引物序列,
交由生 工 生 物 工 程 股 份 有 限 公 司 合 成 目 标 引 物。

HDAC4引 物 序 列 如 下:上 游 引 物:5′-ACATCA-
GAGACCCAATGCCA-3′,下游引物:5′-CTTCTCA-
CACTTTGCGCCT-3′;ColA1引物序列如下:上游引

物:5′-GCTCCTCTTAGGGGCCACT-3′,下 游 引 物:

5′-CCACGTCTCACCATTGGGG-3′;β-actin 引 物 序

列如 下:上 游 引 物:5′-TGGAATCCTGTGGCATC-
CATGAAAC-3′,下游引物:5′-ACGCAGCTCAGTA
ACAGTCCG-3′。反应条件:50 ℃ 2min;95 ℃ 10
min;95℃20s,60℃30s,72℃30s,40循环;条件

95℃、15s,60℃、1min,95℃、15s为溶解曲线阶段,
以β-actin作为内参照物,相对表达水平应用2-ΔΔCt法
计算。

1.2.5 Westernblot检测HDAC4、Col1A1蛋白表达

 提取组织蛋白,吸出裂解液放入1.5mLEP管中,4
℃,12000r/min,离心30min,吸取上层蛋白清液,进
行定量、变性。蛋白电泳,配置8%的分离胶和5%浓

缩胶进行蛋白分离。转膜,按照蛋白 marker指示切

出所需胶带,并转移至PVDF膜上,恒流200mA,转
膜时间按照1kd/min;TBST洗膜,5%脱脂奶粉封闭

1h,洗膜3次,4℃孵育一抗,过夜,洗膜,孵育二抗1
h,洗膜,ECL法显影,测定灰度值,分析蛋白表达量。

1.2.6 免疫组织化学法检测 HDAC4、Col1A1蛋白

表达 将组织进行石蜡切片脱蜡至水,按说明书步骤

进行操作:置入煮沸的修复液中进行抗原修复,3%双

氧水阻断非特异性达到内源性酶的消除,二抗血清封

闭,一抗4℃孵育过夜,孵育二抗实现血清封闭与抗体

孵育,DAB显色,苏木素复染,脱水透明,中性树胶封

片、镜检,观察并分析结果。

1.3 统计学方法 使用SPSS25.0软件进行数据处

理与分析,计量资料数据以(췍x±s)表示,组间数据比较

采用t检验。数据分析至少3次。

2 结果

2.1 两组临床资料比较 AF组年龄均值偏大、病程

偏长,差异具有统计学意义(P <0.05);超声心动图

显示:AF组较SR组LVEDD水平偏大,差异具有统

计学意义(P<0.01);两组均值在LAD、RVD、LVEF
上无明显差异;AF组较SR组RAD水平偏小,差异具

有统计学(P<0.05)。见表1。

表1 各组患者心功能指标比较

分组
AF组

(n=30)
SR组

(n=30)
t/χ2 P

性别(男/女) 15/15 18/12 0.606 0.436
年龄/岁 45.60±9.74b 35.03±5.31 5.216 0.000
病程/年 10.00±3.81b 6.73±2.28 3.780 0.000
LVEDD/mm 53.83±5.58b 49.73±5.04 2.984 0.004
LAD/mm 48.50±3.37 47.23±4.59 1.218 0.228
RVD/mm 18.67±1.61 18.73±2.05 -0.140 0.889
RAD/mm 44.37±3.86a 46.27±3.14 -2.090 0.041
LVEF 0.54±0.06a 0.56±0.04 -1.897 0.063

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②左心室舒张末期

内径(LVEDD),左心室内径(LAD),右心室内径(RVD),右心

房舒张直径(RAD),左心室射血分数(LVEF);③AF组与SR
组比较,a:P<0.05,AF组与SR组比较,b:P<0.01。

2.2 HE染色检测心肌组织的病理改变 HE染色

对比提示,SR组正常;AF组排列紊乱,心肌组织间质

增多,炎性细胞浸润其中,见图1。

图1 HE染色—两组心肌

组织病理改变(×200)

2.3 Masson染色检测心肌胶原纤维物质沉积 从

Masson染色最终结果提示,SR组心肌被染成红色、细
胞核被染成蓝色、胶原纤维物质沉积明显较少,而AF
组胶原纤维物质沉积明显增多,心肌 Masson染色如

下,见图2。CVF分析结果显示:AF组CVF(18.03±
2.62)与SR组(12.67±3.14)相比较,示前者心肌组

织胶原容积分数增高,差异具有统计学意义(t=
7.183,P<0.001)。

图2 Masson染色检测心肌

胶原纤维物质沉积(×200)

2.4 qRT-PCR检测心肌组织中 HDAC4和Col1A1
mRNA表达 qRT-PCR检测结果提示,SR组心肌组

织中HDAC4和Col1A1mRNA较少,而 AF组心肌

组织中HDAC4和Col1A1mRNA明显增高。AF组

心肌组织 HDAC4和 Col1A1mRNA 明显高于SR
组,差异有统计学意义(P<0.05),见图3。
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注:与SR相比,*P<0.05。

图3 qRT-PCR检测心肌组织中

HDAC4和Col1A1mRNA表达

2.5 Westernblot检 测 心 肌 组 织 中 HDAC4 和

Col1A1蛋白的表达 Westernblot检测结果提示,

SR组心肌组织中 HDAC4和Col1A1蛋白较少,AF
组心肌组织中 HDAC4和Col1A1蛋白增高。AF组

较SR组心肌组织HDAC4和Col1A1蛋白明显增高,
差异有统计学意义(P<0.05),见图4。

注:与SR相比,*P<0.05。

图4 Westernblot检测心肌组织中

HDAC4和Col1A1蛋白的表达

2.6 免疫组化法检测心肌组织中 HDAC4和Col1A1
蛋白的表达 免疫组化法检测结果提示,SR组心肌组

织中HDAC4和Col1A1蛋白阳性染色较少,AF组心

肌组织中 HDAC4和 Col1A1蛋白染色阳性明显增

高,见图5。

图5 免疫组化法检测心肌组织中

HDAC4和Col1A1蛋白的表达(×200)

3 讨论

AF常好发生于具有器质性心脏病的患者,尤以

瓣膜性心房颤动最为多见。瓣膜性心房颤动发生率及

死亡率较高[8]。心肌重构是导致瓣膜性心房颤动的重

要因素,是一种常见的、致命的病理状态,它包括心肌

细胞的肥大生长、纤维化和炎症发生发展[9]。研究提

示,心肌纤维化是导致心肌重构的关键因素,心肌纤维

化不仅是因为心肌间质出现大量细胞外基质,如胶原

等沉积,它本身更会促进纤维化的发生与进展[10-11]。
因此,探究对心肌重构纤维化的分子机制,有助于改善

瓣膜性心房颤动的发生发展,为瓣膜性心房颤动的预

防和 治 疗 提 供 一 定 参 考 价 值。本 实 验 通 过 检 测

HDAC4和Col1A1在瓣膜性心房颤动患者中的表达

水平,发现瓣膜性心房颤动患者心肌组织间质、炎症细

胞浸润、心肌胶原纤维物质沉积、HDAC4和Col1A1
mRNA以及蛋白含量均偏高。实验检测结果表明:

HDAC4在 心 肌 重 构 组 织 中 表 达 明 显 升 高,同 时

Col1A1mRNA以及蛋白的表达水平明显增高。

HDACs是一类功能强大的蛋白分子,是调控基

因的重要组成部分,具有清除染色体组蛋白核内赖氨

酸残基乙酰基的功能,根据其序列与酵母中产生的同

源 物 的 相 似 性,被 分 为 4 类,HDAC4 为 Ⅱ 类

HDACs[12]。HDACs在心血管疾病发病中起着重要

作用。研究显示[13],在小鼠肺纤维化模型中,组蛋白

乙酰化可能对纤维连接蛋白基因的表达起到调控的作

用,HDAC4在肺纤维化的早期应激反应中表达增高。
在肝纤维化的发展过程中,HDAC4通过调节 mir-206
和促进肝纤维化直接参与肝星状细胞的活化和增

殖[14]。本研究显示 HDAC4在瓣膜性心房颤动心肌

组织中表达升高,与其他疾病研究结果类似,然而,具
体调控机制尚不清楚,有待深入研究。

HDACs有望成为纤维化程度的提示指标并且可

为纤维化的防治提供思路。有研究显示,HDAC6在

纤维化的肺组织中高表达,应用 HDAC6抑制剂可明

显降低肺组织的纤维化程度[15]。结合以往研究结果

提示HDAC4含量可以作为瓣膜性心房颤动患者心肌

纤维化程度的反映指标,未来可通过研 究 并 应 用

HDAC4抑制剂预防心肌组织纤维化或减轻心肌组织

纤维化程度。而且,有关学者研究已经证实 HDAC5
参与介导组蛋白 H3K27乙酰化失衡导致心肌重构,
但HDAC4是否也是通过介导组蛋白 H3K27乙酰化

失衡引起心肌重构尚且不甚明了,这也有待通过下一

步深入研究来探索证实[16]。大量成纤维细胞及大量

细胞外基质聚集的一个过程即叫做纤维化,它同时伴

有细胞周围炎症的浸润及组织结构的损伤。研究显

示,一直存在的成纤维细胞会分泌包括Col1A1蛋白

在内的各种细胞支架蛋白,蛋白的过度沉积促成纤维

化的发生发展[17]。而且,有研究提示Ⅰ型胶原 mR-
NA及其产生的蛋白量可提示纤维化的程度[18]。本

次研 究 中 发 现 瓣 膜 性 心 房 颤 动 患 者 心 肌 组 织 中

Col1A1表达较为旺盛,这也反映出在瓣膜性心房颤动

患者心肌重构中Col1A1发挥着重要作用。
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本研究属于单中心研究,病例数相对较少,可能存

在选择性偏倚而导致结果具有一定误差,因此本研究

具有一定局限性,后续可通过多中心大样本研究来获

得更为有意义的结果。
综上所述,从 HDAC4和Col1A1mRNA以及蛋

白的表达水平能够看出,HDAC4参与瓣膜性心房颤

动的发生发展,表明 HDAC4可以作为潜在抑制瓣膜

性心房颤动的调控因子。因此,通过干扰 HDAC4的

表达水平,可能对心脏重构发挥干预的效果。
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