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摘要      成纤维细胞生长因子20(fibroblast growth factor 20, FGF20)在心肌肥大中具有保护作

用, 但其作用机制尚未明确。因此, 该研究旨在探究FGF20改善心肌细胞肥大的分子作用机制。该

研究使用10 μmol/L异丙肾上腺素(isoproterenol, ISO)刺激原代心肌细胞NRCMs 48 h, 构建心肌细

胞肥大模型, 并同时对NRCMs分别给予100 ng/mL重组蛋白FGF20以及50 ng/mL重组蛋白骨形态发

生蛋白4 (bone morphogenetic protein 4, BMP4)共处理48 h, 并借助转录组测序分析FGF20处理前后

的差异表达基因(differential expression genes, DEGs), 再对其进行GO和KEGG富集分析以及PPI网
络构建。使用机器学习算法LASSO和Random Forest筛选得出核心差异基因(Core-DEGs), 并对其

进行ROC分析。最后, 使用蛋白质免疫印迹以及RT-qPCR验证核心差异基因的表达, TUNEL染色

实验检测心肌细胞凋亡情况。结果表明,  FGF20可抑制ISO诱导的心肌肥大指标ANP、BNP表达

上调, 证实FGF20具有心肌细胞肥大保护作用。转录组测序分析发现, 与ISO组相比, FGF20处理后

共鉴定出42个差异表达基因。GO和KEGG富集分析结果表明, 差异表达基因主要富集在多个免疫

调控以及凋亡信号通路。2种机器学习算法联合筛选后发现Bmp4为Core-DEGs, 且其AUC为1。实

验结果表明, FGF20可抑制ISO诱导的BMP4表达上调以及心肌细胞凋亡; 而BMP4激活后FGF20心
肌细胞肥大保护作用被明显削弱, 并伴随ANP、BNP蛋白水平上调以及心肌细胞凋亡增多。总之, 
FGF20通过抑制BMP4缓解心肌细胞凋亡进而改善心肌细胞肥大。
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Abstract       FGF20 (fibroblast growth factor 20) has a protective role in cardiac hypertrophy, but its molecu-
lar mechanism still unclear. Therefore, this study is aimed to explore the molecular mechanisms of FGF20 protecting 
against cardiomyocyte hypertrophy. NRCMs (neonatal rat cardiomyocytes) were stimulated with 10 μmol/L ISO (iso-
proterenol) for 48 h to establish a cardiomyocyte hypertrophy model, and then co-treated with 100 ng/mL recom-
binant protein FGF20 or 50 ng/mL recombinant protein BMP4 (bone morphogenetic protein 4) for 48 h. Transcrip-
tome was performed to identify DEGs (differential expression genes) between ISO group and ISO+FGF20 group. 
DEGs were subjected to GO, KEGG enrichment analysis and PPI (protein-protein interaction) network construc-
tion. Machine learning algorithms were employed to identify Core-DEGs (core differentially expressed genes), fol-
lowed by ROC (receiver operating characteristic) analysis. Finally, the expression of Core-DEGs was validated by 
Western blot and RT-qPCR analysis, and TUNEL staining was employed to detect cardiomyocyte apoptosis. The re-
sult showed that FGF20 alleviated ISO-induced cardiomyocyte hypertrophy, evidenced by decreased levels of ANP 
and BNP proteins. Transcriptome analysis identified 42 DEGs after FGF20 treatment compared to ISO stimulation. 
GO and KEGG enrichment analyses revealed that 42 DEGs were associated with multiple immune regulation and 
apoptosis signaling pathways. Notably, Bmp4 was identified as the Core-DEG by two classic machine learning al-
gorithms (LASSO and Random Forest) and its AUC value was 1. Furthermore, FGF20 inhibited BMP4 expression 
and cardiomyocyte apoptosis induced by ISO. However, activation of BMP4 counteracted the protection of FGF20 
against myocardial hypertrophy, resulting in increased levels of ANP and BNP proteins and cardiomyocyte apopto-
sis. In summary, FGF20 exerts a protective effect on cardiomyocyte hypertrophy by suppressing apoptosis through 
the inhibition of BMP4

Keywords       FGF20; cardiomyocyte hypertrophy; BMP4; apoptosis; transcriptome; machine learning algo-
rithms

随着不健康生活方式的流行 , 我国居民患心血

管疾病的人数高达3.3亿 , 心血管疾病已成为城乡居

民死亡的首要危险因素 [1]。心肌肥大是众多心血管

疾病的共同病理进程, 也是导致心血管疾病高发病率

和高死亡率的重要因素 [2]。心肌肥大最初是心脏为

应对外界压力超负荷而发展出的一种短期代偿性心

肌组织重构, 但持续性的超负荷将导致心脏功能失代

偿并诱发心肌细胞凋亡、心肌重塑以及心脏收缩舒

张功能紊乱 , 最终导致心脏衰竭甚至死亡 [3-4]。由于

心肌肥大的发病机制及病理进程复杂 , 目前临床治

疗过程中仍缺乏心肌肥大的针对性防治药物。因此, 
对心肌肥大的发病机制进行深入研究并探索有效的

治疗靶点及药物 , 已成为临床治疗亟需解决的科学

问题。

成纤维细胞生长因子 (fibroblast growth factors, 
FGFs)是一类广泛参与胚胎发育、组织损伤修复等

生理病理进程的多功能调节因子 [5-6]。此外 , 大量研

究证实, FGFs是改善心肌肥大的潜在治疗因子。例如, 
FGF18和FGF21均能有效缓解心肌肥大, 改善心脏收

缩和舒张功能 , 进而发挥心肌保护作用 [7-8]。FGF20

是从非洲爪蟾胚胎中鉴定出来的 , 与FGF9和FGF16
共同组成FGF9亚家族 [9]。FGF20最初被发现在脑组

织中具有较高表达, 故FGF20的研究主要聚焦在神经

系统性疾病 , 如帕金森病、创伤性脑损伤 [10-11]。但

随着研究的深入 , FGF20被证实在耳蜗发育、毛发

生长、胶质肿瘤以及结肠炎等多种疾病中也具有重

要的调控作用[12-14]。值得注意的是, FGF20在心脏中

也具有一定表达 , 并且可调节胚胎期心脏发育和心

肌再生 [15]。然而 , FGF20在心肌肥大中的作用却鲜

有报道。课题组前期研究发现 , 在压力超负荷诱导

的心肌肥大中FGF20具有重要的保护作用 [16], 但其

具体分子机制尚不明确。

本研究首先使用 I S O 刺激原代心肌细胞

NRCMs(neonatal rat cardiomyocytes)以构建经典的

心肌细胞肥大模型 , 随后使用转录组测序探究潜在

的差异基因及作用机制 , 并借助机器学习算法筛选

出关键基因, 最后进行相应的实验验证(图1)。因此, 
本研究旨在探究FGF20改善心肌细胞肥大的分子作

用机制 , 以期为FGF20防治心肌肥大提供科学理论

依据。
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1   材料和方法
1.1   材料

异丙肾上腺素 (货号 : I5627)购于美国 Sigma-
Aldrich公司 ; FGF20重组蛋白 (货号 : 2547-FG-025)购
于美国Novus公司; BMP4重组蛋白(货号: HY-P7007A)
购于美国MCE公司; DMEM(Dulbecco’s modified eagle 
medium)高糖培养基(货号: 11995065)、胎牛血清(fetal 
bovine serum, FBS)(货号 : 10270106)、胰蛋白酶 (货
号 : 25200072)、磷酸盐缓冲溶液 (phosphate buffer 
solution, PBS)(货号: 20012027)购于美国Gibco公司; 
青–链霉素混合液 (货号 : P1400)、高效RIPA裂解液

(货号 : R0010)购于北京索莱宝科技有限公司 ; RNA
提取试剂盒 (货号 : R701)购于南京挪威赞生物科技

股份有限公司 ; PVDF膜 (货号 : ISEQ00010)购于美

国Millipore公司 ; 脱脂牛奶(货号 : BD232100)购于美

国BD公司; ECL曝光液(货号: K-12045)购于美国Ad-
vansta公司; 5× 蛋白上样缓冲液(货号: P0015)、DAPI
染色液 (货号 : C1005)购于上海碧云天生物技术有限

公司 ; TUNEL试剂盒 (货号 : G3250)购于美国Promega
公司; ANP抗体(货号: sc-515701; 1100׃)购于美国Santa 

Cruz公司; BNP抗体(货号: DF6902; 1000 1׃)购于江苏

亲科生物研究中心有限公司; Bcl-2抗体(货号: 68103-
1-Ig; 1000 1׃)、BMP4抗体(货号: 12492-1-AP; 1000 1׃)
购于武汉三鹰生物技术有限公司; GAPDH抗体(货号: 
ab9485;  1000 1׃)、BAX抗体 (货号 、(000 1׃1 ;2772 :
BAX抗体(货号: 2772; 1000 1׃)购于美国CST公司; 兔
抗HRP anti-rabbit IgG(货号: HS101; 1000 10׃)和鼠抗

HRP anti-mouse IgG(货号 : HS201; 1000 10׃)、BCA
蛋白定量试剂盒 (货号 : DQ111-01)购于北京全式金

生物技术股份有限公司。

1.2   实验动物

出生 1~3天的SPF级SD(sprague-dawley)大鼠

乳鼠 , 由吴氏实验动物提供 , 动物福利和实验过程

均遵循厦门医学院医学伦理委员会的规定 (批准号 : 
20230424002)。
1.3   原代心肌细胞(NRCMs)提取、培养及实验处理

将1~3天新生大鼠乳鼠置于75%乙醇中浸泡消

毒后, 在无菌条件下剪取乳鼠的心室并去除心腔内血

污 , 然后剪成约1 mm×1 mm×1 mm大小的组织肉块 , 
在0.08%胰酶缓冲液中于37 °C恒温磁力搅拌器上分

图1   本研究的实验流程图

Fig.1   Flow chart of this study
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次消化至组织块消化完全(大约8次); 2 500 r/min室温

离心5 min后收集细胞, 加入完全培养基(含10% FBS、
1%青–链霉素)轻轻吹打均匀, 过200目筛后置于37 °C、
5% CO2细胞培养箱中贴壁60 min以除去心肌成纤维

细胞 ; 取培养皿上清液 , 离心收集细胞沉淀 , 再用新

培养基重悬为心肌细胞悬液 , 调整至适当密度接种

于培养皿中 ; 24 h后更换培养基为不含Brdu的新鲜

培养基, 再进行后续的实验。

NRCMs心肌细胞培养于DMEM培养基 (含10%
血清、1%青–链霉素 )中 , 再置于37 °C、5% CO2恒

温培养箱中。待NRCMs心肌细胞生长至60%~70%, 
使用10 μmol/L ISO刺激48 h以构建经典的心肌细胞

肥大模型 , 并同时对NRCMs分别给予100 ng/mL重
组蛋白FGF20以及50 ng/mL重组蛋白BMP4共处理

48 h。
1.4   蛋白质免疫印迹(Western blot)

实验结束后 , 吸去培养基后用提前预冷的PBS
润洗 , 加入高效RIPA裂解液提取细胞总蛋白。BCA
试剂盒进行蛋白定量测定 , 后加入蛋白上样缓冲液

95 °C煮10 min使蛋白变性。取等量 (30 μg)蛋白进

行SDS-PAGE电泳分离后 , 再使用湿转法将蛋白转

移至PVDF膜上 ; 5%脱脂牛奶室温封闭2 h; 加入相

应的一抗 (稀释比例1000 1׃) 4 °C条件下孵育过夜 ; 
TBST洗3次; 再加入对应的二抗(稀释比例1000 10׃)
室温孵育2 h。TBST洗3次后, 将PVDF置于ECL曝光液

(A液和B液按11׃比例充分混匀)中室温孵育约60 s, 再使

用化学发光成像系统采集目的蛋白条带图像并进行分

析。

1.5   实时荧光定量PCR(real time qPCR, RT-qPCR)
实验处理结束后 , 吸去培养基后用提前预冷的

PBS润洗 , 加入约2 mL RNA-easy Isolation覆盖细胞

表面 , 用移液枪将细胞吹打下来并将其转移至离心

管中 , 再反复吹打使细胞完全裂解 , 上下颠倒至乳白

色悬液出现后再静置10 min。4 °C、12 000 r/min离
心15 min, 取上层澄清液, 再加入等量的异丙醇, 上下

颠倒使其充分混匀后静置15 min。4 °C、12 000 r/min
离心15 min, 弃上清液即得RNA沉淀。加入提前预

冷的75%乙醇 , 轻弹管底使RNA沉淀悬浮起来 , 再
4 °C、8 000 r/min离心5 min(此步骤重复2次 )。室

温晾干, 加入适量的RNase-free ddH2O后涡旋1 min使
RNA沉淀充分溶解, 即得到总RNA。总RNA经过除

DNA后, 再逆转录为cDNA模板。加入1 μg的cDNA

模版、10 μL SYBR及0.4 μL对应引物 (10 μmol/L)、
灭菌水制备成 20 μL扩增体系 , 设置适当的循环体

系并进行荧光定量PCR。根据Ct值计算得出基因表

达量。引物序列如下。Bmp4(rat): forward, 5′-GGG 
AGG AGG AGG AAG AAG AG-3′, reverse, 5′-TGG 
GAT GCT GCT GAG GTT-3′; GAPDH(rat): forward, 
5′-GGC AGC CCA GAA CAT CAT CC-3′, reverse, 5′-
GCC AGC CCC AGC ATC AAA G-3′
1.6   原位末端转移酶标记技术(terminal deoxynu-
cleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick 
end labeling, TUNEL)

实验处理结束 , 吸去培养基后用PBS润洗 , 加入

4%多聚甲醛室温固定25 min, PBS洗3次。加入100 μL
蛋白酶K溶液(10 mg/mL), 室温下孵育10 min后PBS
洗3次。加入100 μL的平衡溶液, 室温避光条件下孵

育10 min, 然后加入适量的反应体系液(由1 μL rTdT
酶、5 μL核苷混合物和45 μL平衡缓冲液混合而成), 
在37 °C避光条件下孵育60 min。去除反应体系液 , 
加入 20× SSC室温避光条件孵育 15 min停止反应 , 
PBS洗3次。加入DAPI染色料室温孵育30 min以标

记细胞核 , PBS清洗 3次。滴加适量的抗荧光淬灭

剂封片后 , 使用激光共聚焦显微镜进行观察 , 并利

用 ImageJ图像分析系统对NRCMs凋亡情况进行分

析。

1.7   转录组测序

首先使用 NanoDrop ND-1000对 NRCMs总
RNA的纯度与含量进行质控 , 再通过Bioanalyzer 
2100对RNA的完整性进行检测并使用琼脂糖电泳

进一步验证。使用 oligo(dT)磁珠特异性捕获带有

PolyA(多聚腺苷酸 )的mRNA, 并将其在高温条件下

利用镁离子打断试剂盒进行片段化 , 再在逆转录酶

的作用下合成双链cDNA。再通过PCR构建片段大

小为300 bp±50 bp的cDNA文库, 最后使用illumina 
Novaseq™ 6000测序平台进行高通量测序 , 得到

FASTQ格式的原始数据(Raw data)。使用FASTQ软

件 (https://github.com/OpenGene/fastp)对原始数据

进行质控(包括去除接头、重复序列和低质量序列), 
使用HISAT2(https://ccb.jhu.edu/software/hisat2)将
测序数据比对到大鼠物种 (Rattus norvegicu)基因

组 , 得到bam文件格式 , 使用StringTie软件 (https://
ccb.jhu.edu/software/hisat2)对基因或转录本进行组

装并用FPKM(fragments per kilobase million)进行
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定量。转录组测序分析委托杭州联川生物技术公

司完成。

1.8   差异基因表达分析

使用 R软件(版本 4 . 3 . 0 )将 F P K M数据转为

TPM(transcripts per million)格式并进行 log2转换 , 再
使用Limma包进行差异分析 , 筛选出差异表达基因

(differential expression genes, DEGs)。将排序靠前

的结果进行可视化分析 , 再分别使用Pheatmap包和

ggplot2包制作差异基因的热图和火山图。

1.9   GO、KEGG集富分析及PPI网络构建

通过R软件用clusterProfiler包对DEGs进行基因

本体论 (Gene Ontology, GO)功能富集和京都基因与

基因组百科全书 (Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes, KEGG)通路富集分析 , 并将结果进行可视

化分析。

将DEGs导入STRING在线数据库 (https://www.
string-db.org/)中 , 对其进行蛋白质相互作用 (protein-
protein interaction, PPI)网络分析 , 删除孤立的蛋白 , 
得到PPI数据并保存为TSV格式文件, 利用Cytoscape 
3.9.1软件将构建的PPI网络进行可视化。

1.10   机器学习及ROC曲线分析

使用glmnet包对DEGs进行LASSO回归分析, 包
括模型拟合、数据预测交叉验证和提取模型系数 ; 
随后使用Random Forest包构建随机森林模型 , 对变

量重要性进行排序 , 选取前10的基因作为最优特征

集 , 取 2种算法特征集的交集为核心差异基因。使

用pROC包对核心差异基因进行 (receiver operating 
characteristic, ROC)分析以识别其诊断效能。

1.11   统计分析

使用GraphPad Prism 8.0软件进行统计分析 , 
实验数据以平均值 ±标准差 (x

_
±s)形式表示 , 使用

ANOVA(analysis of variance)对多组间差异进行单

因素方差分析 , P<0.05则表示差异具有统计学意

义。

2   结果
2.1   FGF20可缓解ISO诱导的心肌细胞肥大

为了探究 FGF20在心肌细胞肥大中的作用 , 
本研究首先分别对NRCMs给予 ISO以及 ISO合并

FGF20刺激48 h, 随后使用Western blot检测心肌肥大

指标心房钠尿肽(atrialnatriureticpeptide, ANP/NPPA)
和脑钠肽 (brain natriuretic peptide, BNP/NPPB)的蛋

白水平。如图2A所示 , ISO可显著上调ANP和BNP
的蛋白水平 , 而 FGF20处理则可明显抑制ANP和
BNP的蛋白水平。以上结果表明 , FGF20可改善心

肌细胞肥大。

随后 , 本研究对 ISO+FGF20组以及 ISO组进行

转录组测序。以 |log2(fold change)|>0.585、P<0.05
为条件 , 共筛选得到42个DEGs, 其中包括28个下调

基因和14个上调基因(ISO+FGF20 vs ISO)(图2B和图

2C)。
2.2   FGF20调控的DEGs的GO、 KEGG集富分析

以及PPI网络构建

紧接着 , 本研究对42个DEGs进行GO和KEGG
富集分析。GO分析结果显示, 与ISO组相比, FGF20
处理后DEGs主要富集在微小RNA(microRNA, miR-
NA)介导的基因沉默、趋化因子反应、白细胞分化

的负向调控、中性粒细胞迁移、成纤维细胞凋亡

过程的负向调控、应激激活的MAPK级联反应的正

向调控、心脏形态建成的调控、未成熟T细胞增殖

的调控、SMAD蛋白信号转导的调控和凋亡信号通

路的负向调控等生物过程(biological process, BP)上, 
并且与Dixdc1、Hmgb3、Ccl4、Cxcl3、miR132、
miR155和Bmp4等基因相关 ; DEGs的细胞组分 (cell 
component, CC)主要富集在顶端质膜、线粒体内膜、

质膜外侧、细胞器内膜、肌动蛋白细胞骨架、突触

后特化区、肌原纤维、线粒体呼吸链复合体IV、呼

吸链复合体 IV和细胞外膜结合的细胞器等 ; DEGs
的分子功能 (molecular function, MF)主要富集在受

体配体活性、信号受体激活剂活性、钙调蛋白结

合、mRNA碱基配对的翻译抑制活性、类泛素蛋白

连接酶活性、SUMO连接酶活性、BMP受体结合、

CXCR趋化因子受体结合和生长因子活性等上 (图
3A和图3B)。

此外, KEGG分析结果表明, FGF20处理后DEGs
主要富集在矿物质吸收、细胞因子与细胞因子受

体的相互作用、病毒蛋白与细胞因子及其受体的相

互作用、NF-κB信号通路、趋化因子信号通路、运

动蛋白、糖胺聚糖生物合成 −硫酸软骨素 /硫酸皮

肤素、果糖和甘露糖代谢、癌症中的microRNAs
和铁死亡等通路 , 并且与Slc7a1、miR155、Pfkfb3、
Dse、Myo7a、Tnnt1、Ccl4、Cxcl3、Bmp4和
LOC100359668等基因相关 (图3C和图3D)。进一步

分析发现 , FGF20调控的DEGs富集在多条与免疫



1340 · 研究论文 ·

(如白细胞分化的负向调控、趋化因子信号通路 )以
及细胞凋亡 (如成纤维细胞凋亡过程的负向调控、

凋亡信号通路的负向调控 )相关的生物过程及信号

通路上 , 提示FGF20心肌细胞肥大保护作用可能与

其调控免疫与细胞凋亡密切相关。与此同时 , 本
研究将42个DEGs导入STRING数据库并利用Cyto-
scape可视化后得到PPI网络图(图3E)。
2.3   Bmp4是FGF20改善心肌细胞肥大的核心基因

采用套索回归 (LASSO regression)和随机森

林 (random forest) 2种经典的机器学习算法对 42个
DEGs进行联合筛选 , 以识别出核心差异基因 (Core-
DEGs)。LASSO选择 lambda.min后筛选得到5个特

征基因 , 分别为AABR07024833、Adgre1、Bmp4、
LOC100910732、Tctn3(图 4A)。随机森林取前10
个特征基因 , 分别为Dse、AABR07066693、Mt1、
Fcrl2、Bmp4、Ccl4、Hmgb3、AABR07052529、
LOC100910732和LOC100911319(图4C)。两者取交

集后得到一个核心差异基因Bmp4(图4B)。进一步分

A: Western blot检测肥大基因ANP和BNP蛋白表达及其定量分析; #P<0.05, 与CON组相比; *P<0.05, 与ISO组相比。B: ISO+FGF20组和ISO组两

组间的DEGs的热图。C: ISO+FGF20组和ISO组两组间的DEGs的火山图。

A: Western blot and quantitative analysis of the protein levels of hypertrophic genes (ANP and BNP), #P<0.05 vs CON group, *P<0.05 vs ISO group. B: 
heatmap of DEGs between ISO+FGF20 group and ISO group. C: volcano plot of DEGs between ISO+FGF20 group and ISO group.

图2   FGF20抑制ISO诱导的心肌细胞肥大

Fig.2   FGF20 inhibited ISO induced cardiomyocyte hypertrophy
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析发现 , FGF20可显著抑制BMP4表达 , 并且与心肌细

胞肥大指标NPPA(又称ANP)、NPPB(又称BNP)呈正相

关(图4D和图4E)。此外, 对BMP4在本研究的数据集中

进行ROC分析后发现, 其曲线下面积(area under curve, 
AUC)为1(图4F)。因此 , 以上研究结果表明 , Bmp4是
FGF20发挥心肌细胞肥大保护作用的核心基因。

2.4   核心差异基因的实验验证

随后 , 本研究使用Western blot和RT-qPCR对核

心差异基因BMP4进行验证。结果显示 , ISO可以显

著上调BMP4的mRNA和蛋白表达水平 , 而FGF20
处理则可显著下调BMP4的mRNA和蛋白表达水平

(图5A~图5C)。富集分析结果提示FGF20调控下的

DEGs富集于细胞凋亡 , 因此本研究还检测了心肌

细胞的凋亡情况。结果显示 , FGF20可抑制 ISO诱

导的凋亡指标BAX/Bcl-2值上调 (图5F)。与此同时 , 
TUNEL实验结果表明 , FGF20可抑制 ISO诱导的心

肌细胞凋亡(图5D和图5E)。
为了进一步验证BMP4是否参与介导FGF20的

A: GO富集分析的气泡图。B: GO分析中富集生物过程(BP)的弦图。C: KEGG富集分析的弦图。D: KEGG富集分析的气泡图。E: DEGs的PPI
网络图。

A: bubble plot of enriched GO terms. B: chord diagram of the enriched BP (biological processes) in GO analysis. C: chord diagram of enriched KEGG 
terms. D: bubble plot of enriched KEGG terms. E: PPI network of DEGs.

图3   DEGs的GO、KEGG分析以及PPI网络构建

Fig.3   GO and KEGG analyses and PPI network of DEGs
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D: Bmp4表达的小提琴图。E: BMP4与ANP、BNP的相关性分析。F: BMP4的ROC曲线分析。

 A: regression coefficient path diagram and cross-validation curves in LASSO logistic regression algorithm. B: the Venn diagram of genes identified by 
the two machine learning algorithms. C: the identification of feature importance based on random forests (rf). D: violin diagram of Bmp4 expression. E: 
correlations between BMP4 and ANP, BNP. F: the ROC curve of BMP4.

图4   Bmp4是FGF20改善心肌细胞肥大的核心基因

Fig.4   Bmp4 was identified as the Core-DEGs of the protection of FGF20 in cardiomyocyte hypertrophy

心肌细胞肥大保护作用 , 本研究对NRCMs使用BMP4
重组蛋白以激活BMP4。结果发现 , 与FGF20组相比 , 
BMP4重组蛋白处理后ANP和BNP蛋白水平再次上调

(图6A~图6C)。此外 , 激活BMP4后心肌细胞凋亡水

平也随之增加 (图6D~图6F)。以上结果进一步表明 , 

FGF20通过抑制BMP4进而发挥心肌细胞肥大保护作

用。

 3   讨论
近年来 , 随着 FGF9亚家族成员—FGF9和
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 A: Western blot检测BMP4、BAX和Bcl-2的蛋白表达。B: BMP4蛋白表达的定量分析。C: RT-qPCR检测Bmp4的mRNA水平。D、E: TUNEL染
色图和定量分析。F: BAX/Bcl-2值的定量分析。#P<0.05, 与CON组相比; *P<0.05, 与ISO组相比。

A: Western blot of BMP4, BAX and Bcl-2. B: quantification of protein expression of BMP4. C: RT-qPCR analysis of the mRNA levels of Bmp4. D,E: rep-
resentative images and quantitative analysis of TUNEL staining. F: quantification of BAX/Bcl-2 ratio.  #P<0.05 vs CON group, *P<0.05 vs ISO group. 

图5   FGF20抑制ISO诱导的BMP4表达和心肌细胞凋亡

Fig.5   FGF20 inhibited BMP4 expression and cardiaomyocyte apoptosis induced by ISO stimulation

A: Western blot检测ANP、BNP 、BAX和Bcl-2的蛋白表达。B: ANP蛋白表达的定量分析。C: BNP蛋白表达的定量分析。D、E: TUNEL染色

图和定量分析。F: BAX/Bcl-2值的定量分析。#P<0.05, 与ISO组相比; *P<0.05, 与ISO+FGF20组相比。

A: Western blot of ANP, BNP, BAX and Bcl-2. B: quantification of protein expression of ANP. C: quantification of protein expression of BNP. D,E: rep-
resentative images and quantitative analysis of TUNEL staining. F: quantification of BAX/Bcl-2 ratio.  #P<0.05 vs ISO group, *P<0.05 vs ISO+FGF20 
group.

图6   激活BMP4逆转FGF20的心肌细胞肥大保护作用

Fig.6   Activation of BMP4 reversed the protective effect of FGF20 in hypertrophic NRCMs
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FGF16在改善心肌肥大中的作用被陆续揭示 [17-18], 
FGF20在心肌肥大中的作用也备受关注 [19]。本课题

组前期研究发现 , 在心肌肥大体内外模型中FGF20
均可有效缓解心肌肥大损伤 [16], 但FGF20发挥保护

作用的分子机制尚不明确。因此 , 本研究旨在探究

FGF20发挥心肌细胞肥大保护作用的分子机制。本

研究通过转录组测序、机器学习算法以及实验验

证后发现, FGF20可通过抑制BMP4缓解心肌细胞凋

亡, 进而发挥心肌细胞肥大的保护作用。

本研究首先采用ISO刺激原代心肌细胞NRCMs
以构建经典的心肌细胞肥大模型, 并成功验证FGF20
可抑制肥大指标ANP、BNP蛋白表达进而发挥心肌

细胞肥大保护作用后 , 再进行转录组测序分析。结

果显示 , 与 ISO组相比 , FGF20处理后共得到 42个
DEGs。随后 , 将筛选得到的 42个DEGs进行GO和

KEGG富集分析以及PPI网络构建。值得注意的是 , 
心肌肥大模型中FGF20调控的DEGs富集在多条与免

疫以及细胞凋亡相关的生物过程及信号通路上。研

究证实 , 免疫与细胞凋亡是诱发和加剧心肌肥大的

重要的病理机制 , 因此这也是探索心肌肥大防治策

略的重要方向 [20-21]。因此 , FGF20心肌细胞肥大保护

作用可能与其调控免疫与细胞凋亡密切相关。

LASSO和随机森林是机器学习算法中两种经

典的模型 , 被广泛运用于核心基因的识别 [22]。因此 , 
本研究借助LASSO和随机森林算法联合识别出 42
个DEGs中的核心差异基因(Core-DEGs), 取2种算法

结果的交集后共得到一个核心差异基因—Bmp4。
进一步分析发现 , 在肥大心肌细胞中FGF20可抑制

BMP4表达 , 且与心肌肥大指标ANP和BNP的表达

呈正相关。此外 , ROC分析发现BMP4的AUC值为

1, 进一步提示Bmp4可能是FGF20发挥心肌细胞肥

大保护作用的核心基因。研究证实 , BMP4是TGF-β
超家族 (transforming growth factor-β superfamily)成
员之一 , 在胚胎发育、骨骼形成以及组织修复中均

发挥重要作用[23]。后续研究证实, BMP4也参与调节

心肌细胞肥大的病理过程[24]。SUN等[25]发现, BMP4
在心肌肥大的体内外模型中表达水平上升, 而BMP4
抑制剂则可明显改善心肌肥大损伤。值得注意的是, 
左心室肥大患者以及心衰患者血清中BMP4含量均

显著增加 [25-26], 进一步提示BMP4可作为心肌肥大临

床诊治的重要靶点。与前期研究结果一致 , 本研究

也发现 ISO诱导的肥大心肌细胞中BMP4表达水平

显著上升 , 而FGF20可显著抑制BMP4表达。随后 , 
本研究使用BMP4重组蛋白激活NRCMs中的BMP4, 
以进一步探究BMP4是否参与介导FGF20的保护作

用。结果显示 , BMP4激活后心肌肥大指标ANP、
BNP表达水平上调, 表明激活BMP4可削弱FGF20的
心肌细胞肥大保护作用。因此 , FGF20可通过抑制

核心基因Bmp4进而缓解心肌细胞肥大。

值得注意的是。本研究GO富集分析结果表明

BMP4与白细胞分化的负向调控、未成熟T细胞增

殖的调控和凋亡信号通路的负向调控密切相关。前

期文献报道 , BMP4可通过激活细胞凋亡促进心肌

细胞肥大 [27]。此外 , FGF20被证实具有良好的抗凋

亡活性。例如 , FGF20也可抑制神经细胞凋亡进而

发挥神经保护作用 [28-29]。本研究发现 , FGF20在抑

制BMP4表达的同时也可抑制心肌细胞凋亡 , 而激

活BMP4后FGF20抑制心肌细胞凋亡的作用被明显

削弱。因此, 本研究认为FGF20可通过抑制BMP4缓
解心肌细胞凋亡进而改善心肌细胞肥大。前期文

献指出 , BMP4在免疫调节中发挥重要作用。例如 , 
BMP4可促进白细胞的黏附以及CD4阳性T细胞的激

活[30-31]。此外, FGF20与巨噬细胞M1和T细胞CD4记
忆激活密切相关 [32]。虽然FGF20与BMP4均可参与

免疫调节 , 但心肌肥大疾病模型中FGF20是否可通

过影响BMP4介导的免疫调节进而发挥保护作用仍

需要大量的体内外实验进一步证实。

虽然本研究在原代心肌细胞 NRCMs中揭示

FGF20通过抑制BMP4改善心肌细胞肥大的作用机

制 , 但仍存在值得深入探讨的科学问题。首先 , 该
机制仍需在动物模型中进一步证实。其次 , 心肌细

胞形态学变化作为心肌细胞肥大的重要指标 , 然而

本研究却未进行检测 , 因此这也是本研究的缺陷之

处。此外, FGF20抑制BMP4后减轻心肌细胞凋亡的

具体机制尚未被阐明, 前期报道指出BMP4可通过经

典的Smad信号通路以及非经典的MAPK信号通路

调控细胞凋亡 [24], 并且本研究也发现FGF20也可调

控Smad和MAPK通路, 因此FGF20对Smad和MAPK
通路的调控可能是未来的研究方向之一。miRNA
是治疗心肌肥大的潜在药物靶点 [33]。本研究发现

FGF20也可抑制miR132和miR155表达 , 而研究表明

miR132和miR155可促进心肌肥大[34-35], 因此miR132
和miR155也可能是FGF20保护心肌细胞肥大的潜在

靶点。最后, FGF20作为一种分泌性生物多肽蛋白[36], 
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心肌肥大疾病进程中其是否可通过减轻心脏组织中

的成纤维细胞以及内皮细胞损伤发挥保护作用也值

得深入探究。

综上所述, 本研究发现FGF20通过下调BMP4表
达抑制心肌细胞凋亡进而改善心肌肥大 , 为FGF20
治疗心肌肥大提供了实验依据。
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