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漆树酸通过调控KAT8介导的组蛋白H4K16ac高乙酰化
改善TAC小鼠心肌纤维化

张焕婷，吴书琪，彭 昌
（贵州省儿童医院/遵义医科大学附属医院小儿内科，遵义 563000）

【摘 要】目的：探讨组蛋白乙酰化酶（histone acetylases，HATs）抑制剂漆树酸（anacardic acid，AA）改善胸主动脉缩窄术（tho⁃
racic aortic constriction，TAC）小鼠心肌纤维化的组蛋白乙酰化调控机制，为心肌纤维化的防治提供新靶点。方法：选择 6~8周

SPF级昆明小鼠为研究对象，按照随机数字表法将小鼠分为 5组：正常（Normal）组、假手术（Sham）组、胸主动脉缩窄（TAC）组、

胸主动脉缩窄+溶剂对照（TAC+Veh）组、胸主动脉缩窄+漆树酸（TAC+AA）组。12周后采用超声心动图检测各组小鼠模型构建

情况；收集各组小鼠心脏组织进行以下检测：马松染色观察心肌组织纤维化情况；Western blot检测KAT8、H4K16ac、TGF-β1、
SMAD3、Collagen Ⅰ、 Collagen Ⅲ蛋白表达情况；免疫共沉淀检测 KAT8 与 H4K16ac 的相互作用关系。结果：超声心动图表明

TAC模型小鼠构建成功。马松染色结果表明，TAC组小鼠心脏较Sham组增大，心肌组织中胶原沉积增多，纤维化明显，而TAC+AA
组较TAC组小鼠心脏缩小，心肌组织中胶原沉积减少，纤维化程度减轻。Western blot结果发现，TAC组小鼠心肌组织中KAT8
及组蛋白H4K16ac的蛋白表达水平较 Sham组明显升高（均P<0.05），且TGF-β1、SMAD3、Collagen Ⅰ、 Collagen Ⅲ蛋白表达水平

较 Sham组明显升高（均P<0.05）。与TAC组比较，AA明显降低TAC小鼠心肌组织中KAT8过表达及H4K16ac高乙酰化（均P<
0.05）。同时，TAC+AA组 TGF-β1、SMAD3、CollagenⅠ、 Collagen Ⅲ蛋白表达较 TAC组明显下降（均P<0.05）。免疫共沉淀结果

显示，KAT8可以与H4K16ac相互结合。此外，AA能够明显改善TAC小鼠的生存率。结论：KAT8介导的组蛋白H4K16ac高乙

酰化可能通过调控TGF-β1/SMAD3信号通路参与TAC小鼠心肌纤维化，而AA能够抑制KAT8介导的组蛋白H4K16ac高乙酰

化进而改善TAC小鼠心肌纤维化。
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Anacardic acid attenuates myocardial fibrosis through inhibiting 
histone H4K16ac hyperacetylation mediated by KAT8 in TAC mice

Zhang　Huanting，Wu　Shuqi，Peng　Chang
（Department of Pediatrics，Guizhou Children's Hospital/The Affiliated Hospital of Zunyi Medical University）

【Abstract】Objective：To explore the histone acetylation mechanism of histone acetylases（HATs） to inhibit anacardic acid（AA） 
attenuating myocardial fibrosis in thoracic aortic constriction（TAC） mice， and provide a new target for the prevention and treatment of 
myocardial fibrosis. Methods：SPF grade Kunming mice of 6-8 weeks were selected as the research animals and randomly divided into 
five groups：Normal group，Sham group，TAC group，TAC+Vehicle（TAC+Veh） group，and TAC+AA group. TAC mice models were 
detected by echocardiography in 12 weeks after TAC，and myocardial tissues of mice were collected for analysis. The cardiac morphology 
and myocardial fibrosis were observed by Masson staining. The expression of KAT8，H4K16ac，TGF-β1，SMAD3，Collagen Ⅰ， and 
Collagen Ⅲ were assayed by Western blot. The interaction between KAT8 and H4K16ac was detected by co-immunoprecipitation（Co-
IP）. Results：Echocardiography showed that TAC model mice were successfully constructed. The results of Masson staining showed 
that the hearts of mice in TAC group were enlarged，collagen deposition in myocardial tissues increased and fibrosis was obvious 
compared with that in Sham group，while the hearts of mice in TAC+AA group were smaller，collagen deposition in myocardial tissues 
decreased and fibrosis degree was lighter than that in TAC group. Western blot results showed that the expression of KAT8 and 
H4K16ac in myocardial tissues of mice in TAC group were significantly higher than those in Sham group（all P<0.05）. And the protein 
expression levels of TGF-β1，SMAD3，Collagen Ⅰ and Collagen Ⅲ were significantly higher than those of Sham group（all P<0.05）. 
Compared with TAC group，AA significantly inhibited the overexpression of KAT8 and the hyperacetylation of H4K16ac in TAC mice

（all P<0.05）. Meanwhile，the protein expression levels of TGF-β1，
SMAD3，CollagenⅠand Collagen Ⅲ in TAC+AA group were signifi⁃
cantly decreased compared with TAC group（all P<0.05）. The Co-IP 
results showed that KAT8 could bind to H4K16ac. In addition，AA 
significantly improved the survival rate of TAC mice. Conclusion：
KAT8-mediated hyperacetylation of H4K16ac may be involved in 
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myocardial fibrosis in TAC mice by regulating TGF- β1/SMAD3 signaling pathway，while AA could attenuate myocardial fibrosis in 
TAC mice by inhibiting KAT8-mediated hyperacetylation of histone H4K16ac.
【Key words】anacardic acid；histone acetylation；myocardial fibrosis；mice

目前认为导致心力衰竭的重要病理因素是心
室重构，特别是广泛的心肌细胞丢失和过度的心肌
纤维化[1]。心肌纤维化是各种心脏疾病的病理基
础[2]，由于逐渐积累的细胞外基质蛋白导致组织进
一步发生纤维化改变，使得心肌组织的顺应性下降
并加速心力衰竭进程，心肌纤维化的程度与心脏疾
病的预后和死亡关系紧密[3]。但目前针对心肌纤维
化参与心力衰竭发病机制的认识及防治措施仍十
分有限，且尚无治愈甚至逆转心肌纤维化的有效手
段，迫切需要新的干预靶点和治疗手段来预防和逆
转心肌纤维化。心肌纤维化作为各种心脏疾病的
关键病理联系，已被证明是可逆的和可治疗的，至
少在早期干预下是可治疗的[4-5]。深入研究心肌纤
维化的发病机制对预防和治疗心肌纤维化、保护心
脏功能、预防心力衰竭的发生等具有重要意义。因
此，本研究通过主动脉缩窄（transverse aortic con⁃
striction，TAC）构建小鼠心肌纤维化模型，探讨漆树
酸（anacardic acid，AA）通过调控 KAT8 介导的组蛋
白 H4K16ac 乙酰化修饰失衡进而预防和改善 TAC
小鼠心肌纤维化的相关机制，为心肌纤维化的防治
提供新思路。

1　材料和方法

1.1　实验动物及分组

选取健康 SPF 级 6~8 周昆明小鼠（雌雄不拘），体质量

（36±6） g，购于遵义医科大学实验动物中心，动物许可证号

SCXK（黔）-2021-0002。通过部分结扎胸主动脉（约为主动

脉直径的 70%）构建 TAC 小鼠模型。建模后的 TAC 小鼠按

照随机数字表法将小鼠分为：正常（Normal）组、假手术

（Sham）组、胸主动脉缩窄（TAC）组、胸主动脉缩窄+溶剂对

照（TAC+Veh）组、胸主动脉缩窄+漆树酸（TAC+AA）组。干

预12周后收集各组小鼠心脏保存于-80℃冰箱备用。

1.2　主要试剂及仪器

抗 H4K16ac单克隆抗体（Cell Signaling，美国）、抗 KAT8
多克隆抗体（Proteintech，美国）、抗TGF-β1多克隆抗体（Pro⁃
teintech，美国）；抗 SMAD3 单克隆抗体（Proteintech，美国）、

抗Collage Ⅰ多克隆抗体（Proteintech，美国）、抗Collage Ⅲ多

克隆抗体（Proteintech，美国）、HRP标记二抗（Proteintech，美
国）；SDS-PAGE 凝胶试剂盒（Beyotime，中国）；CoIP 试剂盒

（Breaver，中国）；改良马松三色染色试剂盒（BioBomei，中
国）；Vevo 2100超声仪（Visualsonics，加拿大）；Xinyi-48高通

量组织研磨仪（新芝，中国）；PAC 1000 电泳仪（Bio-Rad，
美国）。

1.3　超声心动图

给予 2%异氟烷混合气体对小鼠进行诱导麻醉，然后转

移至操作台固定，并持续给予 1.5% 异氟烷混合气体维持麻

醉；采用Vevo 2100超声心动仪（Visual sonic, 加拿大）对小鼠

进行经胸超声心动图检测。

1.4　马松染色

收集各组小鼠心脏，4℃生理盐水冲洗心脏组织后置入

4%组织细胞固定液中过夜固定；次日，蒸馏水冲洗固定组织

后按顺序依次添加不同浓度的乙醇和二甲苯试剂进行常规

脱水包埋，然后切片（厚度 5 µm）；接着先后使用二甲苯Ⅰ、

二甲苯Ⅱ各 10 min进行脱蜡，不同浓度乙醇溶液进行水化，

最后在双蒸水中浸泡 5 min；将切片放入 Bouin液，室温过夜

进行媒染后，蒸馏水冲洗至切片上的黄色消失，按照改良马

松三色染色试剂盒说明书依次先后添加试剂进行染色，将染

色后的切片用不同浓度的乙醇溶液进行醇洗，最后二甲苯透

明3次后中性树脂封片镜检。

1.5　心肌组织核蛋白的提取

收集各组小鼠心脏，使用 MinuteTM 胞核质分离试剂盒

（Invent，美国）提取核蛋白，冰上分离 50 g心脏左心室组织后

研磨为组织悬液，用 PBS清洗组织 2次，加入 200 µL胞浆提

取液，涡旋混匀数秒后离心（4℃，12 000 r/min，5 min）后弃上

清，再吸取 100 µL胞核提取液至管中，剧烈震荡混匀 15 s × 
4次，其间冰上静置孵育 1 min；快速地将样本转移至离心管

套管离心（4℃，12 000 r/min，1 min），弃去管柱，得到核蛋白；

采用 BCA 试剂盒（碧云天，中国）测定核蛋白浓度后储于

-80℃冰箱备用。

1.6　Western blot
取出各组小鼠心肌组织提取的核蛋白，SDS-PAGE 凝

胶电泳分离核蛋白，半干将蛋白转移到 PVDF 膜上。然后

将 PVDF 膜放入含有 5% 脱脂牛奶的 TBST 液内封闭 2 h；分
别加入一抗（anti-KAT8[1∶1 000；Proteintech]，anti-H4K16ac
[1∶1 000；Cell Signaling]，anti-TGF-β1[1∶5 000；Proteintech]，
anti-SMAD3[1∶4 000；Proteintech]，anti-Collage Ⅰ[1∶5 000； 
Proteintech]，anti-CollageⅢ[1∶1 000；Proteintech]，anti-GAPDH
[1∶5 000；Proteintech]，anti-H3 [1∶2 000；Abcam]，4℃孵育

12 h；TBST洗膜 3次，再将 PVDF膜放入二抗稀释液，室温下

孵育 1 h；然后应用增强化学发光显影（GE Healthcare，
USA），使 用 Quantity One（Version 4.4）软 件 包（Bio-Rad，
USA）进行定量。

1.7　免疫共沉淀

采用免疫共沉淀试剂盒（Beaver，China）进行实验，称取

适量心肌组织制备抗原样品，同时取适量磁珠悬液进行预处

理，加入抗体工作液 200 µL[稀释比例：KAT8（1∶250）、

H4K16ac（1∶50）、正常兔 lgG抗体（1∶500）]使抗体吸附；再加

入 200 µL抗原样品使抗原吸附，最后将磁珠/抗体/抗原复合

物进行磁性分离，弃上清液。加入 1 × SDS-PAGE Loading 
Buffer 混合均匀，95℃加热 5 min，离心（室温，12 000 r/min，
10 min），收集上清液进行Western blot实验检测。
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1.8　统计学处理

应用 SPSS 18.0统计软件进行统计学分析。所有实验数

据用均数±标准差（x̄±s）表示。多组间进行单因素方差分

析，组间均数比较应用 SNK-q 检验。双侧检验，检验水准

α=0.05。

2　结 果

2.1　超声心动图及彩色多普勒验证模型构建成功

应用超声心动图评估模型是否构建成功。超声心动图

红色箭头处显示 TAC 组在无名动脉、左颈动脉之间的主动

脉弓结扎处出现明显狭窄（图 1A），而 Sham 组该处无狭窄

（图 1B）。彩色多普勒结果发现TAC组主动脉弓结扎处血流

受阻伴有反流（红色箭头所示）（图 1C），而 Sham组主动脉处

血流通畅（图 1D 径较 Sham 组明显缩小，TAC 组胸主动脉血

流的流速在 4 周、8 周时 TAC 组较 Sham 组明显增快，2 组具

有统计学差异（P<0.05），但随时间增加胸主动脉血流流速

逐渐下降，在 12周时 TAC 组与 Sham 组差异无统计学意义，

如图1E、F、G和H所示。

                                        注：a，与Sham组相比，P<0.05                                                            
图 1　主动脉弓彩色多普勒超声
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2.2　Western blot 检测 KAT8、H4K16ac 的表达及 Co-IP 检测

两者之间的相互作用关系

Western blot结果显示，TAC组较 Sham 组心肌组织中的

KAT8、H4K16ac 表达量明显升高（P<0.05），而 AA 干预能够

明显降低 TAC 小鼠心肌组织中 KAT8 表达水平，且组蛋白

H4K16ac乙酰化水平亦明显降低（均 P<0.05），如图 2A、B所

示。 Co-IP 结果证实组蛋白乙酰化酶 KAT8 与组蛋白

H4K16ac之间可以相互结合，如图2C所示。

2.3　Western blot检测TGF-β1和SMAD3的表达量

Western blot结果显示TAC组与 Sham组相比TGF-β1及

SMAD3 在小鼠心肌组织中表达水平明显升高（均 P<0.05），

而 AA 可降低 TAC 小鼠心肌组织中 TGF-β1 及 SMAD3 的过

表达（均P<0.05），如图3所示。

2.4　Western blot检测Collagen Ⅰ和Collagen Ⅲ的表达量

Western blot显示TAC组与 Sham组相比心肌组织中Col⁃
lagen Ⅰ、 Collagen Ⅲ表达水平明显升高（均P<0.05），而AA能

够明显降低 TAC 小鼠心肌组织中 Collagen Ⅰ、 Collagen Ⅲ的

过表达（均P<0.05），如图4所示。

2.5　马松染色观察小鼠心肌纤维化

马松染色显示 TAC组心脏较 Sham 组增大，TAC组小鼠

心肌组织间质纤维化较 Sham 组明显，而 TAC+AA 组小鼠较

TAC组小鼠心脏变小，同时心肌组织中纤维化程度明显减少

（P<0.05），如图5所示。

2.6　漆树酸对TAC小鼠生存率的影响

经过 AA 干预后的 TAC 小鼠生存率较 TAC 组及 TAC+ 
Veh组小鼠明显改善。如图6所示。

注：IP，免疫共沉淀，IB：免疫印迹；a：与Sham 组相比，P<0.05；b：与TAC组相比，P<0.05                          
图 2　KAT8、H4K16ac蛋白表达水平及 KAT8 与 H4K16ac在小鼠心肌组织中的相互调控作用

—— 244



重庆医科大学学报 2023 年第 48 卷第 3 期 （Journal of Chongqing Medical University 2023.Vol.48 No.3 ）

注：a，与Sham 组相比，P<0.05；b：与TAC组相比，P<0.05                                                    
图 3　TGF-β1、SMAD3 蛋白表达水平

注：a，与Sham 组相比，P<0.05；b：与TAC组相比，P<0.05                                                     
图 4　Collagen Ⅰ、Collagen Ⅲ蛋白表达水平

　注：a，与Sham组相比，P<0.05；b：与TAC组相比，P<0.05　　                        　　　　　　　　　　　　　　　

图 5　Masson 染色后各组小鼠心脏形态及纤维化改变
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3　讨 论

随着医学的进步及发展，关于心力衰竭的研究

也取得了较大的突破，但是心力衰竭患者的发病率

和死亡率仍处于较高水平。因损伤或壁应力增加

而发生的心脏重塑在导致心力衰竭的心脏功能逐

渐恶化中起关键作用。研究认为心肌纤维化是促

进病理性心脏重塑的关键因素[6-7]。因此，抑制心脏

重塑、改善心肌纤维化的新疗法有望改善心力衰

竭。表观遗传学是目前生物医学领域研究的热点，

近年来，与心肌纤维化相关的表观遗传机制的研究

也开始兴起，研究发现表观遗传修饰在心肌纤维化

的发生发展中扮演重要角色[8-9]。组蛋白乙酰化作

为众多表观遗传修饰中的一种，受到多种修饰酶的

调控，KAT8 作为组蛋白乙酰化酶（histone acety⁃
lases，HATs）中的一员，在体外和体内染色质中对组

蛋白 H4赖氨酸 16具有很强的特异性调控作用，参

与胚胎发育、DNA修复、染色质结构和 mtDNA 转录

等多种生理过程[10]。因此，研究 KAT8 的功能已成

为近年热点。同时AA是腰果果壳中分离出来的生

物活性化合物，可以通过抑制组蛋白乙酰化酶诱导

染色质压缩和降低转录活性。本课题组前期研究

发现 AA在心血管疾病中发挥重要调控作用[11]。但

是关于AA对于抗心肌纤维化的作用及作用机制的

相关研究较少。本研究为了验证KAT8介导的组蛋

白H4K16a乙酰化修饰失衡参与了压力过载导致的

心肌纤维化发生发展。通过构建 TAC 小鼠心肌纤

维化模型，进一步探讨组蛋白乙酰化酶 KAT8 在心

肌纤维化中的调控作用。Western blot 结果表明

TAC 组小鼠心肌组织中 KAT8 蛋白表达水平较

Sham 组明显增高，同时发现在 TAC 组小鼠心肌组

织中 H4K16ac 乙酰化水平也明显高于 Sham 组，趋

势与 KAT8水平一致；同时给予 HATs抑制剂 AA 干

预后，KAT8、H4K16ac表达水平与 TAC 组相比均明

显降低；2组蛋白表达趋势一致，且组间趋势一致，

这提示KAT8可能参与了组蛋白H4K16ac乙酰化修

饰。进一步应用免疫共沉淀检测它们之间是否存

在相互作用，结果表明组蛋白乙酰化酶 KAT8 与组

蛋白H4K16ac之间可能存在相互调控作用。

心肌纤维化是各种心血管疾病中常见的病理

生理过程，其特征是成纤维细胞聚集和细胞外基质

蛋白过度沉积。心肌成纤维细胞分化是对心脏损

伤最重要的细胞反应之一，在心脏重塑和心力衰竭

中起关键作用[12]。因此，消除成纤维细胞向心肌成

纤维细胞的转化可以抑制心脏重塑。同时有研究

证实，TGF-β介导的 SMADs经典信号通路是组织纤

维化的关键致病机制，而 TGF-β1/SMADs信号通路

的失活可以抑制成纤维细胞增殖和纤维化进

展[13-14]。心肌纤维化的发生常伴随 TGF-β1及下游

SMAD2、SMAD3的激活[15]。而TGF-β1/SMAD3信号

通路中，当 SMAD2 下降时，SMAD3 对 SMAD2 有补

偿作用。可见 TGF-β1/SMAD3 信号通路在纤维化

中发挥重要作用。进一步对 TGF-β1、SMAD3 的表

达水平进行检测，结果显示TAC组TGF-β1、SMAD3
蛋白表达水平较 Sham 组明显增高，经 AA 干预后，

TGF-β1、SMAD3 的表达水平与 TAC 组相比明显降

低，且与KAT8及H4K16ac表达趋势一致，在各组间

的表达也一致。这说明KAT8介导的组蛋白H4K16ac
高乙酰化可能参与调控 TGF-β1/SMAD3 信号通路

并介导 TAC 小鼠心肌纤维化。最终 TAC 小鼠心肌

纤维化的程度是否受到影响呢？胶原是心肌纤维

化的重要组成物质，与心肌纤维化程度密切相关。

心肌胶原蛋白以Ⅰ型胶原蛋白（Collagen Ⅰ）和Ⅲ型

胶原蛋白（Collagen Ⅲ）为主。在心脏疾病的早期，

会促进胶原合成从而形成瘢痕组织，可以增加心脏

局部的收缩力、改善心脏功能、防止心脏破裂，而在

心脏病的终末期，反而因为胶原过度沉积使得心脏

注：TAC+AA组与TAC组相比，P<0.05                                                    
                                                       

图 6　漆树酸干预后 TAC 小鼠的生存率
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顺应性逐渐下降，进一步导致心脏舒缩功能下降，

发生心力衰竭最终导致死亡[16]。因此，本研究进一

步检测了Ⅰ型及Ⅲ型胶原蛋白表达情况，并应用马

松染色检测心肌纤维化程度，Western blot证实TAC
组Ⅰ型及Ⅲ型胶原蛋白表达水平较 Sham组明显增

加，马松染色结果发现 TAC 组心肌纤维化程度较

Sham组明显加重。经AA干预后，Western blot结果

显示Collage Ⅰ、Collage Ⅲ表达明显减少，马松染色

发现心肌纤维化程度明显减轻。综上可知，KAT8
介导的组蛋白 H4K16ac 高乙酰化可能通过调控

TGF-β1/SMAD3 信号通路参与 TAC 小鼠心肌纤维

化。最后还发现 TAC组小鼠死亡率较 Sham组明显

增高，AA干预TAC小鼠后，明显改善了TAC组小鼠

生存率。这可能为改善心肌纤维化提供新的候选

药物。
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