心肌周细胞在心肌梗死后表达成纤维表型并促进血管成熟
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摘要

背景：周细胞与组织修复、重塑和纤维化有关。虽然哺乳类动物的心脏富含周细胞，但他们的命运与心肌疾病的关系仍然未知。
方法：我们使用NG2Dsred，PDGEGFP周细胞：成纤维细胞双报告小鼠和诱导性NG2CreER小鼠来研究心肌梗死中周细胞的命运和表型调节。使用聚合酶链反应阵列和单细胞RNA测序研究周细胞衍生细胞的转录族谱。通过周细胞特异性TGF-β受体2敲除小鼠和培养的人胎盘周细胞分别从体内和体外方面研究转化生长因子β（TGF-β）信号在周细胞表型调节中的作用。
结果：在正常心脏中，神经元/神经胶质抗原2（NG2）和血小板衍生生长因子受体α（PFGFRα）分别识别出不同的非重叠周细胞和成纤维细胞群。梗死后，出现了表达周细胞和成纤维细胞标记物的细胞群。谱系追踪表明，在梗死区域，周细胞亚群表现出成纤维细胞标记物的瞬时表达。周细胞衍生细胞约占细胞修复增殖期的PDGFRα+梗死成纤维细胞的4%。与其它来源的成纤维细胞相比，周细胞来源的成纤维细胞过度活跃，表达出更高水平的细胞外基质基因、整合素、基质细胞蛋白和生长因子。周细胞的另一个亚群通过形成壁细胞外被，稳定梗死部位的新生血管，有助于梗死部位的血管生成。单细胞RNA测序表明，NG2谱系细胞在梗死后呈现多样化并表现出基质基因表达的增加，并出现一个高表达成纤维细胞身份标记的簇。轨迹分析表明梗死部位周细胞的多样化可能是由增殖细胞驱动的。体外和体内研究发现TGF-β是梗死部位周细胞纤维化激活的潜在致病介质。然而，周细胞特异性TGF-β受体2的破坏对梗死部位成纤维细胞浸润和胶原沉积没有显著影响。周细胞特异性TGF-β信号传导参与血管成熟、介导梗死部位新生血管壁细胞外被的形成并防止扩张性重塑。

结论：在梗死愈合过程中，心肌周细胞上调纤维化相关基因的表达，表现出基质合成和基质重塑的特征。部分梗死周细胞表现出成纤维细胞身份标记的表达。周细胞特异性TGF-β信号在梗死部位血管成熟过程中发挥了核心作用，并避免不良的扩张性重构，但不调节纤维化的重构。
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临床展望
最新观点
1. 在梗死的愈合过程中，周细胞亚群表达成纤维细胞特征基因，并表现出与整合素诱导相关的过渡活跃的基质合成表型。
2. 梗死后，不同的梗死周细胞簇表现出结构性基质基因和基质细胞蛋白的诱导以及纤维化生长因子的表达增加。
3. 在梗死愈合的增殖阶段，周细胞通过形成新生血管被募集，并通过一个涉及转化生长因子-β信号传导的途径促进疤痕成熟。

有什么临床意义？
1. 周细胞介导的梗死新生血管成熟作用在心脏修复中发挥重要的保护作用。
纤维性周细胞的激活可能有足浴基质沉积和重塑。
2. 梗死后非选择性靶向周细胞可能会产生有害影响，扰乱血管成熟和疤痕稳定。
前言

周细胞是血管内皮壁细胞，在血流和血管通透性调节方面有着重要作用。除了维持稳态的功能，其还与炎性反应、纤维化和肿瘤等病理反应有关。心脏含有大量包裹微血管的周细胞，与内皮细胞密切相关。尽管它们数量众多且在调节心脏稳态、适应性和病理反应方面的有潜在的作用，但周细胞在心脏稳态和疾病中的作用仍然是个谜。
成年哺乳动物心脏几乎没有再生能力。因此，心肌梗死后的愈合取决于胶原蛋白疤痕的形成，以保护心脏，避免灾难性的破裂。梗死后的修复性纤维化需要免疫细胞、血管细胞和成纤维细胞的合作，并需要严格调节，以防止灾难性的机械并发症或不良的重塑。大量研究集中在白细胞、成纤维细胞和内皮细胞在梗死心脏修复中的表型转变和作用，关于周细胞的命运和功能的证据非常有限。有人提出，在缺血早期，周细胞可能在微血管损伤中发挥作用，并且也可能参与再灌注时“无复流”的发病机制。肾脏和中枢神经系统疤痕模型的谱系追踪研究表明，周细胞可以转化为成纤维细胞，从而促进纤维化的发病机制。单细胞RNA测序（scRNA-seq）支持这个观点，即周细胞可能是纤维化的人类肾脏中形成疤痕的肌成纤维细胞的重要来源。然而，周细胞在梗死心脏的修复、重塑和纤维化中的特定作用研究记录依然缺乏。
我们提出假设：心肌梗死后，心肌周细胞经历显著的表性变化，转化为成纤维系细胞或者调节炎症、修复和血管生成反应。为了检验这一假设，我们使用诱导型NG2 CreER驱动，结合PDGFRα EGFP（血小板衍生生长因子受体α）报告系统，对心脏周细胞追踪的基因工具进行了表征和验证。我们首次证明了周细胞在梗死心肌修复中的重要作用。我们发现梗死周细胞激活纤维转化程序，表达高水平的整合素、生长因子和细胞外基质基因。一小部分周细胞获得了成纤维细胞身份基因的瞬时表达。scRNA-seq显示，神经元/神经胶质抗原2（NG2）谱系细胞在梗死后发生多样化，这是一个通过增殖驱动的过程。通过体外和体内实验，我们发现转化生长的心脏缺乏β因子（TGF-β）作为参与周细胞纤维化激活的潜在关键介质。然而在体内，周细胞特异性TGF-β信号传导并不影响梗死部位肌成纤维细胞浸润，但它参与梗死部位新生血管的成熟，通过壁细胞外被调节它们的覆盖。
方法
补充材料中的扩展方法提供了详细的方法
体内和体外研究  
动物实验室根据阿尔伯特爱因斯坦医学院动物护理和使用委员会发布的指南进行的，并符合美国国立卫生研究院出版的实验动物护理和使用指南。为了研究梗死心脏中周细胞的命运，我们在长期冠状动脉闭塞的小鼠模型中使用了周细胞：成纤维细胞双报告小鼠(NG2Dsred ;PDGFRα EGFP )和谱系追踪方案。为了获得周细胞向成纤维细胞转化的可靠记录，将诱导型NG2Dsred ; R26tdTomato小鼠与PDGFRα EGFP 成纤维细胞报告小鼠杂交。使用流式细胞仪和免疫荧光定量评估周细胞表型的变化。使用聚合酶链式反应（PCR）阵列比较了周细胞周细胞衍生的成纤维细胞和其它细胞来源的成纤维细胞的转录组特征。此外，还对NG2谱系细胞进行了scRNA-seq，以研究心肌梗死对壁细胞异质性、命运和表型的影响。为了研究TGF-β信号在体内周细胞中的作用，我们生成了他莫昔芬诱导的周细胞特异性TGF-β受体2（TGFβR2）敲除小鼠。使用他莫昔芬治疗的具有功能性TGFβR2（Cre+野生）的iNG2CretdTomato小鼠作为对照。使用超声心动图、定量形态测量和免疫荧光来研究周细胞特异性TGFβR2缺失的影响。使用人胎盘周细胞进行体外实验。
统计分析 
使用夏皮罗一威尔克检验法来检验正态分布。对于两个未配对组的比较，使用韦尔奇矫正来处理不等方差（在适当的时候）进行学生双尾t检验。曼-惠特尼检验用于非高斯分布。为了进行多组比较，进行单向方差分叉，然后进行图基多重比较检验。对于非高斯分布，先进行克鲁斯卡尔-沃利斯检验，然后进行邓恩多重比较检验。使用卡普兰一梅尔方法进行生存分析。使用对数检验比较死亡率。数据表示为平均值±标准差。统计学显著性水平为0.05。
数据可用性
支持研究结果的数据可根据合理要求从通讯作者处获得。 scRNA-seq 数据可在国家生物技术信息中心的序列读取存档数据库中获取，登录号为 GSE222417 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE222417)
结果
  梗死心肌周细胞定位和密度的变化
我们在报告小鼠中进行双荧光研究，以研究在梗死愈合心肌微血管周细胞（NG2+/α–平滑肌动蛋白（α-SMA）-血管周细胞）与血管平滑肌细胞（血管平滑肌细胞s; NG2+/α-SMA+血管周细胞）密度的变化。冠状动脉闭塞3天后，梗死区微血管周细胞密度明显降低（图1）。相比之下，心肌梗死后7至28天，梗死处的血管平滑肌细胞密度逐渐增加。在心脏修复的增殖期（梗死后7天；图1）出现了与血管无关的NG2+/α-SMA细胞群。许多这些细胞表达骨膜素（图S1），从而表现出肌成纤维细胞特征。因此，梗死后，微血管周细胞数量早期减少，随后出现具有肌成纤维细胞特征的NG2+细胞。当梗死愈合时，肺梗死心肌会发生重塑。梗死后28天在非梗死节段的重塑中可见周细胞密度显著增加。
梗死心肌周细胞的凋亡和增殖
接下来，我们检查了梗死周细胞数量的变化是否反映了增殖或凋亡。NG2和增殖标记物ki67的双荧光鉴定出梗死灶中周细胞少量增殖，并在梗死后7天达到峰值。TUNEL（末端脱氧核苷酸转移酶dUTP缺口末端标记）染色标记了少量凋亡周细胞，这些周细胞在梗死后3天达到峰值（图1P和1Q）

梗死愈合过程中同时表达成纤维细胞和周细胞标记的细胞的出现
周细胞：成纤维细胞双报告小鼠（NG2Dsred ;PDGFRα EGFP）的流式细胞术显示在梗死后7天中出现双阳性群体（NG2+/PDGFRα+）。相比之下，梗塞处NG2Dsred ;PDGFRα EGFP壁细胞的百分比显著下降（图2）。组织学还显示梗死后7天NG2+/PDGFRα+细胞密度显著增加，28天后明显下降（图2J至2N）.总之，组织学和流式细胞术数据表明，一部分周细胞可能在梗死愈合过程中获得成纤维细胞特征。
梗死心肌周细胞获得纤维化表型

我们使用PCR阵列来比较梗死7天和对照心脏中获取的周细胞之间纤维化相关基因的水平。（图S3和S4）。梗死周细胞表现出编码结构胶原（Col1a2和Col3a1）和基质细胞蛋白（Thbs1、Thbs2和Ccn2）的基因表达显著增加。SerpinE1（编码PAI-1纤溶酶原激活剂抑制剂-1）和SerpinH1（编码胶原蛋白特异性伴侣HSP47（热休克蛋白47）热休克蛋白47）在梗死周细胞中的表达也增加。梗死周细胞也表达高水平的Mmp14，这是一种参与梗死成纤维细胞迁移的蛋白酶,还有Timp2，MMP2（基质金属蛋白酶2）活性的调节剂。梗死周细胞中参与细胞运动的整合素表达也增加。因此，在心脏修复的增殖阶段，梗死周细胞激活纤维生成程序并表达参与细胞迁移的基因。
一小部分梗死周细胞获得成纤维细胞特征
为了追踪梗死中的周细胞，我们使用了经过充分验证的诱导型NG2CreER 驱动（NG2Dsred ;PDGFRα EGFP小鼠）,该驱动专门追踪周细胞，与其它心肌细胞没有显著重叠。为了可靠地鉴定成纤维细胞，我们使用了PDGFRα EGFP报告系统。正常心脏中NG2衍生的PDGFRα＋成纤维细胞的数量非常低，反映了可诱导的NG2CreER驱动对壁细胞的特异性。梗死后7天，PDGFRα＋成纤维细胞密度显著增加（图3）；心肌梗死后28天，成纤维细胞数量仍然升高。在心脏修复的增殖期（梗死后7天），在梗死部位发现大量周细胞衍生的成纤维细胞；这些细胞的密度在28天的时间点降低。冠状动脉闭塞7天后，浸润梗死区的PDGFRα＋成纤维细胞总数的4.3±0.67%来源于NG2+周细胞（图3N和3O）。
为了评估周细胞在梗死愈合过程中肌成纤维细胞扩张中的作用，我们进行了 α-SMA 染色，以将肌成纤维细胞识别为位于血管壁外的细长 α-SMA+ 细胞（图 S5）。定量分析显示，梗死后7天，16.6+2.68%的梗死肌成纤维细胞来源于NG2+周细胞。 周细胞来源的肌成纤维细胞的数量在 28 天的时间点显著减少（图 S5）。 流式细胞术证实了组织学结果，显示梗死后7天梗死心脏中周细胞来源和非周细胞来源的成纤维细胞数量显着增加（图S6）。
周细胞衍生的成纤维细胞显示 细胞外基质 基因和整合素过度活跃表达

从7天的梗死灶中分选周细胞衍生的成纤维细胞、其他来源的成纤维细胞以及周细胞。使用PCR阵列评估纤维化相关基因的表达（图 S7）。 与源自其他细胞来源的成纤维细胞相比，周细胞来源的成纤维细胞具有更高的 Col1a2、Mmp2 和 Timp3 表达（图 4）。与其他细胞类型来源的成纤维细胞相比，周细胞来源的成纤维细胞中多种成纤维整合素（包括 Itga1、Itga2、Itga3、Itgav 和 Itgb1）的表达明显更高（图4I至图4M）。
周细胞衍生的成纤维细胞表达高水平的纤维生长因子
与其他细胞类型来源的成纤维细胞相比，周细胞来源的梗死成纤维细胞表达的 Tgfb1、Pdgfa、Egf 和 Vegfa 水平要高得多（图 S8）。 周细胞来源的成纤维细胞过度活跃的纤维化表型与 TGF-β信号转导相关基因的表达增加有关，包括 Ltbp1、Tgfbr1、Smad2 和 Smad4。周细胞衍生的成纤维细胞也表现出较高的转录因子Nfkb1 和Sp1表达（图S8）。
梗死部位周细胞表达促炎和抗炎介质，但不转化为巨噬细胞
与这两个成纤维细胞亚群相比，从梗死（梗塞周细胞）收获的NG2衍生的 PDGFRα−细胞表现出更高的促炎介质（如Ccl3、Ccl12、Il1b和Tnf）和抗炎细胞因子（如Il10；图S9）。然而，梗死周细胞中细胞因子的诱导与巨噬细胞转化无关（图S9）。
梗塞周细胞有助于血管生成和微血管重塑
用壁细胞覆盖梗死新生血管可稳定梗死血管系统，抑制白细胞外渗并在心肌梗死重塑后减弱。我们的谱系追踪研究证明了心脏周细胞在梗死微血管的成熟和重塑中的主要贡献，记录了它们与微血管壁的结合。双荧光染色结合周细胞衍生细胞追踪和 CD31 免疫荧光显示梗死愈合部位中存在大且扩张的血管，周细胞覆盖率较差（图 S10）。此外，我们还发现了大量活跃的重塑小动脉，其特征是靠近内皮层存在NG2衍生细胞簇（图S10和图5）。NG2衍生细胞和α-SMA 免疫荧光的联合标记显示，形成小动脉壁内的NG2衍生细胞簇不表达α-SMA（图5B 和 5D）或血管平滑肌细胞标记物MYH11（肌球蛋白重链 11；图S11）。因此，这些细胞代表 α-SMA−和MYH11−周细胞，在梗死愈合过程中由重塑小动脉新招募。此外，梗死后7天参与小动脉重塑的NG2谱系细胞增加了MMP14表达，表明存在迁移表型（图 S12） 。 在位于非梗死心肌的正常心脏小动脉中未发现NG2衍生的α-SMA−MMP14+细胞簇（图S10至图12和图5A）。周细胞介导的小动脉重塑在成熟疤痕中受到抑制。梗死后共28天，梗死部位小动脉内几乎没有NG2衍生的α-SMA−细胞（图5C和5D），这些血管由于α-SMA+介质的扩张而变得更厚（图5E）。因此，心脏周细胞包裹梗死微血管，介导梗死微脉管系统的成熟。
scRNA-seq 揭示 MI 后周细胞衍生细胞的多样化
从对照组心脏和梗死心脏（梗死后7天）采集的NG2谱系细胞的scRNA-seq鉴定出12个不同的簇（图6A）。表S1中提供了scRNA-seq 数据的汇总指标。 在所有簇中均观察到表达tdTomato的细胞，证实了它们的NG2谱系身份。在对照组心脏中，5个簇占了绝大多数细胞（簇1、4、5、6和12），并且还识别了另外6个较小的簇（簇3、7、8、9、10和11），每个贡献<0.5%的NG2谱系细胞（表S2和S3）。梗死诱导NG2衍生细胞的扩增和多样化（图6B和6C）。在梗死心肌中，出现了一个新的簇（簇2），约占NG2谱系细胞的20%，并且6个较小的簇显着扩张（图6B和表S2）。簇之间的差异表达分析证实12个簇具有不同的基因表达谱（图13至图15）。
在对照心脏中，簇4、1、6和5分别占NG2谱系细胞的37%、29%、18%和11%（图 6C 和表 S3）。簇4细胞表达的Acta2水平低于其他簇，但周细胞标记物 Cd248、Ly6a（编码 SCA1 [干细胞抗原-1]）、Nes、Mfap5（编码MAGP2[微纤维相关糖蛋白2]的基因）的水平较高，一种参与血管完整性的蛋白质）和Dio2。 该簇还表现出比其他簇更高的基底膜胶原IV基因表达（图 S14）。簇1细胞的周细胞基因Rgs5和Kcnq5表达量较高，但基底膜基因的表达量显著降低。簇6细胞的Acta2表达量也较低，但Anpep、Dpep1和Podn（编码糖蛋白podocan）和基底膜基因表达量较高。 簇5细胞的特点是与成熟周细胞和血管平滑肌细胞相关的基因高表达，包括 Rgs5、Rgs4、Pdgfrb、Acta2、Myh11、Tagln（编码 transgelin/SM22 [平滑肌蛋白 22]）和Des。簇12细胞（对照组心脏中约4%的NG2谱系细胞）表达出高水平的Foxd3、Chl1、离子通道基因（如 Kcna1/2）和编码粘附分子的基因（如Cadm1）。

梗死灶中出现表达高水平细胞外基质基因的 G2 谱系细胞
对照组心脏中不存在的簇2细胞，在梗死心肌中却是为数最多的NG2谱系细胞簇（图6B和6C）。该簇中的细胞表现出高表达水平的编码基质细胞蛋白的基因、与基质重塑和交联相关的基因、纤维状胶原基因和生长因子（图S15）。尽管簇2细胞表达较高水平的Acta2和Fap（通常与活化的成纤维细胞/肌成纤维细胞相关），但与其它簇相比，成纤维细胞身份相关的基因表达水平相当（Pdgfra）甚至更低（Tcf21）。 因此，簇2细胞是NG2谱系细胞，获得基质合成和基质重塑特性，但没有转变成纤维细胞的证据。
与其他簇相比，簇3细胞在梗死后也会扩增（图6B和6C），表现出基质重塑表型，但成纤维细胞身份基因的表达没有差异（图 S15）。在缺乏成纤维细胞基因预调节的情况下，簇9细胞还表达更高水平的结构胶原和 Postn。这些簇中 Pdgfra和Tcf21上调的缺失表明它们的基质合成特征与成纤维细胞转化无关。 对照组心肌中不存在的簇7细胞，约占梗死心肌NG2谱系细胞的14.5%，并且表现出较高的结构基质基因表达（例如Col1a1、Col1a2 和 Col3a1），伴随着成纤维细胞基因水平的增加，例如Pdgfra、Itga11 和Tcf21。因此，该簇代表梗死后获得成纤维细胞基因表达的NG2谱系细胞。
簇11细胞特征性地表达高水平的Ptgs1和Ptgs2（分别编码环加氧酶1和环加氧酶2）、前列腺素合酶Ptges和Ptger3（编码EP3 前列腺素受体），表明参与前列腺素信号传导和炎症调节（图S15）。簇10细胞具有独特的转录谱，其特征是核糖体Rpl/Rps基因和Gapdh水平低得多，但与髓鞘形成细胞相关的基因水平高得多，并且可能代表NG2衍生的神经胶质细胞，这些细胞在梗死后扩张，以修复梗塞愈合过程中的神经纤维。
表达增殖程序的周细胞衍生细胞的出现
簇8细胞约占梗死心肌NG2谱系细胞的5%（对照组心肌中0.1%）并表达高水平的组蛋白基因和编码细胞周期蛋白的基因和细胞周期蛋白依赖性激酶基因，因此代表增殖细胞。梗死细胞的轨迹分析表明，簇8细胞增殖可能将细胞贡献给簇4和簇6，从而导致簇2、簇3、簇7和簇9中的细胞显着扩增（图6D）。 因此，scRNA-seq分析和组织学显示在同一时间点周细胞增殖（图1P）表明梗死心肌中NG2谱系细胞的扩张涉及增殖程序的激活，然后是功能多样化。
梗死区驻留壁细胞簇的纤维化激活
接下来，我们使用2种互补的统计方法鉴定了周细胞簇中差异表达的基因：使用 Wilcoxon秩和检验比较每个簇中的所有梗死心肌细胞与所有对照心肌细胞，并汇集每个簇中相同样本的细胞以生成伪大量数据，然后通过比较对照和梗死样本（伪批量分析）。 另两种策略在梗死样本中表达的显著增加被认为是梗死后诱导的有力证据。梗死后，簇5细胞表现出胶原蛋白、胶原蛋白加工基因以及与成纤维细胞活化相关的基因（Postn和Fap）以及基质保留表型（例如Timp1 和Loxl2；表S4和图6E）的表达显著增加。簇5细胞中参与基质合成和原纤维形成的基因表达增加与壁细胞基因水平降低相关，包括 Acta2、Myh11、Mylk 和 Rgs4（图6E和表S5）。通路分析表明上调基因显著富集于细胞外基质组织（错误发现率<1E-12）、血管生成中的整合素（错误发现率<1E-4）和细胞因子信号传导（错误发现率<1.5E-4）。因此，梗死后，成熟的壁细胞经历去分化，同时获得基质合成和基质重塑表型。另外三个簇（簇 4、1和6）表现出一些纤维化激活的证据，不表达结构基质基因，并且壁细胞或成纤维细胞识别基因的表达没有变化。簇4细胞增加了编码基质细胞蛋白（例如Thbs1和Tnc）和Lox的基因表达（表S4），簇6细胞表达更高水平的Loxl2和Postn，簇1细胞增加了TnC 表达（表S4和 S5）。此外，梗死心肌簇5、4和6表现出细胞因子、趋化因子和其他纤维生成/血管生成生长因子的诱导，表明可能参与炎症和修复（表S6）。
TGF-β对人胎盘周细胞转录谱的影响

周细胞衍生的成纤维细胞中TGF-β信号级联成分的上调（图S8）表明TGF-β 作为可能参与纤维化周细胞激活的候选介质。据此，我们研究TGF-β1对人周细胞纤维化相关基因表达的影响。TGF-β1对人周细胞的刺激再现了小鼠梗死后周细胞来源的成纤维细胞的许多转录变化（图7和图S16至S18）。TGF-β1诱导Col1a2和基质细胞基因Ccn2/Ctgf、Thbs1（图7C和7D）和Thbs2，并上调编码参与基质重塑的蛋白质的基因的表达，例如Mmp2、Timp1、Timp3、Lox和Mmp1a (图7和图S17)。TGF-β1还诱导编码纤维生长因子的基因上调，包括Pdgfa、Tgfb1、Tgfb2和Pdgfb，但减少Tgfb3合成(图7H至7K)。 Ltbp1 表达在TGF-β1刺激下也上调。TGF-β1对周细胞的整合素表达谱具有深远影响，刺激Itga1、Itga2、Ilk、Itga3、Itgav、ltgb1、Itgb3、Itgb5 和 Itgb6 的合成，但抑制Itgb8表达。TGF-β刺激的周细胞中整合素水平的增加与细胞迁移中涉及的另一个基因Mmp14的表达增强相关（图7P）。 TGF-β1 还刺激 Acta2 表达，下调 Cav1，并显着降低Dcn（编码抗纤维化蛋白核心蛋白聚糖的基因）的表达（图 S17）。 TGF-β1刺激抑制编码促炎蛋白的基因合成，包括 Ccl11、Ccl12、Il1a、Il-1b 和 Nfkb1（图 S18）。 总之，TGF-β1刺激触发了人类周细胞的纤维形成、迁移和抗炎程序。
周细胞特异性TGF-β信号传导可防止梗死后心室扩张
为了研究TGF-β信号传导在梗死心肌中周细胞表型和功能调节中的作用，我们培育了可诱导周细胞特异性TGFβr2 (iPTbR2KO) 缺失的小鼠，TGFβr2是介导所有TGF-β同工型作用的2型受体。周细胞中缺乏TGF-β信号传导的小鼠在注射他莫昔芬4周后随访时没有基线缺陷。iPTbR2KO小鼠和相应的Cre+对照小鼠之间的心脏功能或心脏和主动脉尺寸没有显著的基线差异（图 S19）。 周细胞特异性的TGF-β信号传导丧失并不影响死亡率（图S20），但会加剧梗死后的扩张性重塑，但对收缩功能或左心室质量没有显着影响（图8A至8F）。
周细胞特异性TGF-β信号传导不影响梗死肌成纤维细胞浸润

梗死后7天，iPTbR2 KO 小鼠和相应的Cre+对照小鼠的疤痕大小没有显著差异。此外，周细胞特异性TGFβR2损失对梗塞、边界区和远程重塑心肌中的胶原含量没有显着影响（图 S21 和 S22）。周细胞特异性TGFβR2丢失不影响梗死肌成纤维细胞密度。尽管梗死区中NG2衍生细胞的浸润有减少的趋势，但iPTbR2KO和Cre+对照梗死之间的NG2衍生肌成纤维细胞数量没有显著差异（图 8G和8L）。因此，周细胞特异性TGF-β信号传导对肌成纤维细胞群的扩张或梗死中的胶原沉积没有显著贡献。
周细胞特异性TGF-β信号传导有助于梗死微血管系统成熟并减弱巨噬细胞浸润
为了检查周细胞特异性TGF-β信号传导是否在梗死血管生成的调节中发挥作用，我们进行了CD31/α-SMA双重免疫荧光检测。周细胞特异性TGFβR2损失并不影响梗死微血管密度，但被包裹的梗死新生血管数量显著减少了（图8M 至8P），表明TGF-β信号传导在刺激周细胞介导的血管成熟中发挥重要作用。 由于未成熟的无包裹血管的存在可能会延长梗死后的炎症，因此我们检查了周细胞特异性TGF-β信号传导对巨噬细胞浸润的影响。与Cre+对照相比，iPTbR2KO动物的梗死心肌巨噬细胞密度增加（图S23）。 因此，周细胞特异性TGF-β信号传导介导血管成熟，从而抑制巨噬细胞浸润并防止不良重塑。
讨论
我们首次记录了周细胞在心脏修复中的核心作用。周细胞的谱系追踪，结合使用PDGFRα EGFP报告系统对成纤维细胞的可靠鉴定，证明约4%的梗死心肌成纤维细胞源自周细胞。与其他细胞来源的成纤维细胞相比，周细胞来源的成纤维细胞过度活跃，表现出迁移和基质合成表型，并合成大量的纤维生成和血管生成生长因子。scRNA-seq显示梗死后周细胞多样化并扩张，表现出细胞外基质基因的诱导。 此外，在愈合的增殖期会出现一群具有成纤维细胞基因表达的NG2谱系细胞。 在体外，TGF-β刺激激活了周细胞中的纤维形成程序；在体内，周细胞特异性的 TGF-β信号传导丧失对梗死肌成纤维细胞密度或疤痕形成没有显着影响。周细胞 TGF-β信号传导参与血管成熟、介导梗死心肌微血管壁的包裹以及减弱不良重塑。
周细胞作为纤维形成细胞
尽管成纤维细胞在梗死心肌中的修复作用已被充分证明，它们的细胞起源仍然是一个有争议的问题。多项研究表明，心脏纤维化中成纤维细胞和肌成纤维细胞的显着扩增不仅是通过常驻心脏成纤维细胞的募集和增殖介导的，而且还反映了其他细胞类型的转化，例如内皮细胞、骨髓前体细胞和巨噬细胞，转化为成纤维细胞样细胞。这些细胞类型的贡献仍然存在争议，因为使用强大的谱系追踪工具和成纤维细胞识别策略的大量证据表明，常驻心脏成纤维细胞是在梗死愈合心肌和压力过负荷心脏中活化成纤维细胞和肌成纤维细胞的主要细胞来源。然而，大多数研究心肌纤维化病症的细胞基础的研究都忽略了周细胞，周细胞是纤维化激活中潜在的中心效应细胞。
在其他器官中，例如肾脏和肺，周细胞被认为表现出可塑性，在应激条件下转化为成纤维细胞和肌成纤维细胞，并直接刺激纤维化重塑。在肾纤维化中，谱系追踪研究和scRNA-seq支持周细胞是活化成纤维细胞的主要来源的观点。在纤维化肺中，发现周细胞产生胶原蛋白并分化为产生基质的肌成纤维细胞。周细胞介导的纤维化还可能涉及纤维细胞因子和生长因子的分泌，例如白细胞介素6 和TGF-β，随后可能激活常驻成纤维细胞，诱导肌成纤维细胞转化和基质合成。
支持心肌纤维化中周细胞介导的纤维形成激活的数据更加有限。 GLI-1+血管周围细胞参与多种不同器官的纤维化重塑，包括压力过负荷的心脏；然而，这些细胞在多大程度上代表成熟的周细胞尚不清楚。 相比之下，在梗死模型中，表达NG2的周细胞未发现有合成大量胶原蛋白。使用诱导型Tbx18 Cre驱动追踪壁细胞的研究表明，在衰老和压力过负荷的心脏中，周细胞向成纤维细胞的转化没有显著性增加。然而，一部分周细胞表现出高胶原蛋白表达，这与周细胞标志物表达（例如CD146）的丧失无关。在类似的压力过负荷模型中进行的 scRNA-seq研究表明，心脏周细胞表现出细胞外基质基因的上调，而纤维状胶原蛋白的诱导有限。
我们的研究表明，在梗死愈合过程中，心脏周细胞只占成纤维细胞和肌成纤维细胞的一小部分（图3）。 然而，与其他细胞来源的成纤维细胞相比，周细胞来源的梗死成纤维细胞表现出更高的结构胶原和纤维形成基质细胞基因的表达，包括Thbs1/凝血反应蛋白-1、Ccn2/CTGF（结缔组织生长因子）和Postn/periostin。 除了在心脏细胞外基质沉积和重塑中的作用外，周细胞衍生的成纤维细胞还可能以旁分泌方式发挥作用，分泌纤维生长因子，例如TGF-β和PDGF（图 S8）。因此，周细胞衍生的成纤维细胞可能在修复性纤维化和基质重塑中发挥重要作用，与其相对较低的数量不成比例，这是由其过度活跃的纤维化特征驱动。
scRNA-seq分析为梗死愈合过程中周细胞的表型转变提供了更多见解（图 6）。在梗死愈合的增殖阶段，周细胞表现出显著的多样化，获得基质合成和基质重塑表型（图6、图S14和表S1至S6）。周细胞簇中细胞外基质基因的高表达通常与成纤维细胞身份基因表达的增加无关。然而，梗死后也出现了一群具有高表达成纤维细胞基因的周细胞衍生细胞（簇7；图6）。 这些细胞可能代表使用组织学分析鉴定的周细胞衍生的成纤维细胞（图4）。 此外，心肌梗死后，周细胞亚群表达高水平的炎症基因以及纤维生成和血管生成生长因子。这些细胞可能发挥重要的旁分泌作用，调节梗死愈合过程中的炎症和纤维化。 轨迹分析支持这样的观点，即梗死后周细胞的多样化和具有成纤维细胞样特征的NG2谱系细胞的出现可能是通过增殖驱动的（图1和图6D）。
周细胞在梗死后血管成熟中的作用

愈合中的梗死心肌中的新血管形成为代谢活跃的伤口提供灌注，为修复细胞提供氧气和营养物质。 在梗死愈合的炎症阶段，细胞因子刺激会触发高渗透性、缺乏周细胞的新血管的形成，从而促进白细胞外渗。我们的实验表明，随着疤痕的成熟，梗塞新生血管会主动将α-SMA−和Myh11−NG2谱系细胞簇募集到血管壁中（图5）。在成熟的疤痕中，梗死心肌微血管与周细胞的结合导致形成具有厚介质的新小动脉，该介质由α-SMA+壁细胞组成。这些被包裹的血管可能通过减轻炎症和抑制血管生成在疤痕稳定中发挥重要作用。Avolio及其同事最近的一项研究表明，周细胞获得血管平滑肌细胞样表型可能在正常心脏和缺血心脏的动脉生成中发挥重要作用。我们的谱系追踪和scRNA-seq研究支持心脏周细胞参与成熟血管平滑肌细胞的生成和梗死心肌中成熟血管系统的形成。
TGF-β在周细胞表型和功能调节中的作用

体外研究表明，TGF-β对周细胞发挥广泛的作用。然而，人体内TGF-β信号级联在调节周细胞功能中的作用尚不清楚。我们的体外数据支持TGF-β信号传导可能介导纤维化周细胞激活的观点（图7）。 在体内，周细胞特异性的TGF-β 信号传导丧失对愈合梗塞中的心脏纤维化和肌成纤维细胞浸润没有显著影响。 然而，周细胞特异性TGF-β信号传导介导成熟包被新血管的形成，从而减弱巨噬细胞浸润并防止心室扩张（图8）。 这些发现表明，周细胞通过覆盖梗死新生血管，在疤痕的成熟和稳定中发挥着核心作用。梗死处成熟脉管系统的生成抑制了炎症微血管活动并防止不良重塑。
研究局限性
我们的研究有一些局限性 首先，我们使用了长期冠状动脉闭塞的小鼠模型，该模型导致左冠状动脉区域出现大面积梗死。在临床上，大多数心肌梗死患者会发生再灌注并表现出较小的梗死。此外，早期再灌注可能对心脏间质细胞的命运产生深远影响，增加梗死周细胞和成纤维细胞的存活率，同时加剧具有血管生成和成纤维细胞激活特性的白细胞的流入。其次，尽管我们的研究结果清楚地表明梗死周细胞获得了纤维化特征，但它们对纤维化的贡献仍不清楚。周细胞特异性破坏TGF-β信号传导对梗死心脏纤维化重塑没有显着影响，可能不一定表明周细胞不存在主要的纤维化作用，但可能只是反映了纤维化周细胞激活的不依赖于 TGF的机制。 第三，在我们的体外实验中，我们使用胎盘周细胞，这可能无法概括心肌壁细胞的特性。
结论
我们首次证明了心脏周细胞在梗死心脏修复中的核心作用。心肌梗死后，周细胞表现出纤维形成介质过度活跃的表达，并且可能短暂表达成纤维细胞识别基因。 此外，白细胞通过TGF-β刺激作用覆盖梗死微血管，从而促进血管成熟。 这些发现证明了壁细胞在心脏修复中的关键意义。
