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·基础研究·

ｍｉＲ５２２３ｐ通过靶向结合 ＰＴＥＮ促进心肌肥厚

张　营１，吴　晟１，鲍海龙１，刘兴德１，２

（１．贵州医科大学附院 心内科，贵州 贵阳　５５０００４；２．贵州中医药大学，贵州 贵阳　５５００２５）

［摘　要］目的：探讨ｍｉＲ５２２３ｐ对心肌肥厚的影响及机制。方法：运用生物信息学分析ＧＥＯ数据库中心力
衰竭病人和正常对照人中ｍｉＲＮＡ的表达差异，采用实时定量聚合酶连反应（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）检测主动脉弓缩窄
模型（ＴＡＣ）小鼠和假手术（ｓｈａｍ）小鼠心肌组织中差异表达 ｍｉＲＮＡｍｉＲ５２２３ｐ和磷酸酶及张力蛋白同源基因
（ＰＴＥＮ）的ｍＲＮＡ表达；选取ＨＥＫ２９３Ｔ细胞分别转染（ｍｉＲ５２２３ｐ）类似物（ｍｉＲ５２２３ｐｍｉｍｉｃ）及类似物对照剂
（ｍｉｍｉｃｃｏｎｔｒｏｌ）４８ｈ，然后进行荧光报告基因实验；选取 Ｈ９Ｃ２细胞分别转染 ｍｉＲ５２２３ｐ类似物（ｍｉＲ５２２３ｐ
ｍｉｍｉｃ）及类似物对照剂（ｍｉｍｉｃｃｏｎｔｒｏｌ）４８ｈ，利用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＰＴＥＮＡＫＴｍＴＯＲ通路相
关基因的表达；将 Ｈ９Ｃ２细胞分为对照组（不做处理）、ＡｎｇＩＩ组（加用ＡｎｇＩＩ干预细胞２４ｈ）、ｍｉＲ５２２３ｐｍｉｍｉｃ＋
ＡｎｇＩＩ组（转染 ｍｉＲ５２２３ｐｍｉｍｉｃ２４ｈ后，加用 ＡｎｇＩＩ干预２４ｈ）及 ｍｉｍｉｃｃｏｎｔｒｏｌ＋ＡｎｇＩＩ组（转染 ｍｉｍｉｃｃｏｎｔｒｏｌ
２４ｈ后，加用ＡｎｇＩＩ干预２４ｈ），利用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测心房利钠肽（ＡＮＰ）、脑利钠肽（ＢＮＰ）、β
型肌球蛋白重链（βＭＨＣ）的表达。结果：芯片数据显示（ＧＳＥ６１７４１），在缺血性心力衰竭和非缺血性心力衰竭病
人中，血液循环ｍｉＲ５２２３ｐ表达明显增加，差异有统计学意义（Ｐ＜００００１）；ＴＡＣ小鼠中，ｍｉＲ５２２３ｐ表达升高，
ＰＴＥＮ表达下降，ｍｉＲ５２２３ｐ的表达与ＰＴＥＮ负相关，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；ＭｉＲ５２２３ｐ可调控 ＰＴＥＮ／
ＡＫＴｍＴＯＲ通路，过表达ｍｉＲ５２２３ｐ明显使ＡＮＰ、ＢＮＰ、βＭＨＣ表达升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：
上调ｍｉＲ５２２３ｐ可通过靶向结合ＰＴＥＮ使心肌肥厚加重，为治疗心力衰竭提供了一个新靶标。

［关键词］ｍｉＲ５２２３ｐ；心力衰竭；心肌肥厚；ＰＴＥＮ；Ａｋｔ
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ａｎｄβｔｙｐｅｍｙｏｓｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ（βＭＨＣ）ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｕｓｉｎｇｑＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅ
ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｃｈｉｐｄａｔａ（ＧＳＥ６１７４１）ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ５２２３ｐｉｎｂｌｏｏｄｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ
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　　心肌肥厚是心肌细胞为了弥补外来或内在的
刺激造成的心脏功能障碍而出现的自主代偿过程，

包括心肌细胞体积增大、心肌蛋白合成增加以及肌

节目增加［１－２］。加上炎症反应、心肌纤维化改变继

而可出现心脏收缩和舒张功能障碍，导致全世界发

病率和死亡率最高的心力衰竭疾病的发生［３－４］。

微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类长约１８～２２个碱基的
非编码小 ＲＮＡ，可结合在靶基因 ｍＲＮＡ的３端非
编码区（３′ＵＴＲ）继而调控基因的转录［５－６］。多种

ｍｉＲＮＡ被证实在心血管疾病中发挥重要作用，比
如ｍｉＲ２１被证实可调控心肌纤维化中的ＭＡＰＫ通
路继而导致心力衰竭加重［７］；ｍｉＲ２４可抑制小鼠
从代偿性心肌肥厚向失代偿性心肌肥厚的转变过

程［８］。本实验旨在证实心力衰竭病理生理过程中

ｍｉＲ５２２３ｐ表达出现改变，且 ｍｉＲ５２２３ｐ可以参
与心肌肥厚的发展过程中。

１　材料与方法
１１　主要材料

Ｈ９Ｃ２细胞系由华中科技大学附属同济医院
高血压研究所馈赠，ｍｉＲ５２２３ｐ逆转录引物、ｍｉＲ
５２２３ｐｍｉｍｉｃ购自广州锐博生物有限公司，Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ相关 ＳＹＢＲ试剂购自 Ｔａｋａｒａ公司，引物
合成由汉天一辉远公司完成，ｐＭＩＲ荧光报告基因
载体购自武汉天一辉远公司，转染试剂 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自 ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，双荧光素酶报
告检测试剂购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＡｎｇＩＩ购自美
国ｓｉｇｍａ公司，ＢＮＰ和 ＡＮＰ抗体购自美国 Ａｂｃａｍ
公司，ＰＴＥＮ、ｐＡＫＴ、ｔｏｔａｌＡＫＴ购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｅｃｈ公司。
１２　方法
１２１　生物信息学分析　登录ＮＣＢＩＧＥＯ数据库

（ｗｗｗｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／ｇｅｏ）选用芯片分析数据
（ＧＳＥ６１７４１）。
１２２　动物实验　将８周左右的雄性Ｃ５７小鼠分
为ｓｈａｍ组（ｎ＝６）和 ＴＡＣ组（ｎ＝６），两组适应性
喂养２周后行手术。Ｓｈａｍ组仅行手术切开暴露胸
骨，ＴＡＣ组暴露胸骨后用７０手术线进行主动脉结
扎。手术后４周进行小鼠心脏超声检测，然后处死
小鼠，取出心肌组织以待后续实验。所有动物操作

均经过了伦理委员会审查与批准。

１２３　荧光报告基因实验　将 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞接
种在２４孔板中，待细胞密度至１×１０６细胞／孔时，
将４００ｎｇｐＭＩＲＰＴＥＮ３′ＵＴＲｗｉｌｄｔｙｐｅ与ｍｉＲ５２２
３ｐｍｉｍｉｃ（１００ｍｍｏｌ／Ｌ）或ｍｉｍｉｃｃｏｎｔｒｏｌ（１００ｎｍｏｌ／
Ｌ）共转染，另将４００ｎｇｐＭＩＲＰＴＥＮ３′ＵＴＲｍｕｔａｎｔ
载体与 ｍｉＲ５２２３ｐｍｉｍｉｃ（１００ｍｍｏｌ／Ｌ）或 ｍｉｍｉｃ
ｃｏｎｔｒｏｌ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）共转染，共计 ４组（即 ｐＭＩＲ
ＰＴＥＮ３′ＵＴＲＷＴ＋ｍｉｍｉｃｃｏｎｔｒｏｌ组、ｐＭＩＲＰＴＥＮ３′
ＵＴＲＷＴ＋ｍｉＲ５２２３ｐｍｉｍｉｃ组、ｐＭＩＲＰＴＥＮ３′
ＵＴＲＭＵ＋ｍｉｍｉｃｃｏｎｔｒｏｌ组、ｐＭＩＲＰＴＥＮ３′ＵＴＲＭＵ
＋ｍｉＲ５２２３ｐｍｉｍｉｃ组）。细胞培养于３７℃、５％
ＣＯ２的培养箱中，２４ｈ后换液，４８ｈ后用冷磷酸盐
缓冲盐水（ＰＢＳ）冲洗细胞，用被动裂解缓冲液裂解
细胞（Ｐｒｏｍｅｇａ，ＷＩ，ＵＳＡ），反复冻融３遍保证细胞充
分裂解。使用荧光素酶活性发光计（ＳＩＲＩＵＳ，
Ｐｆｏｒｚｈｅｉｍ，Ｇｅｒｍａｎｙ）测量荧光素酶的表达水平。每
组选取４个副孔，重复３次独立实验。
１２４　过表达ｍｉＲ５２２３ｐ实验　将Ｈ９Ｃ２细胞接
种与细胞培养皿中，待密度达７０％时，分别将 ｍｉＲ
５２２３ｐｍｉｍｉｃ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）、ｍｉｍｉｃｃｏｎｔｒｏｌ（１００ｎｍｏｌ／
Ｌ）转染进细胞，在３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养，
２４ｈ后换液，４８ｈ后收取细胞，提取蛋白及ＲＮＡ以
待后续实验。部分实验中，转染 ２４ｈ后加用
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１ｍｍｏｌ／ＬＡｎｇＩＩ干预，干预２４ｈ再收取细胞提取
蛋白及ＲＮＡ。
１２５　实时定量聚合酶连反应（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）
　按Ｔｒｉｚｏｌ法提取ｓｈａｍ组与ＴＡＣ组小鼠的心肌组
织，同时提取干预后的Ｈ９Ｃ２细胞总ＲＮＡ。测定浓

度，选择同样量的 ＲＮＡ（５００ｎｇ）进行逆转录。将
ｃＤＮＡ与引物、ＳＹＢＲ混合，制备１０μＬ体系样品，
按９５℃ ３０ｓ，９５℃ １５ｓ、６０℃ ６０ｓ（４０个循坏），
９５℃１５ｓ、６０℃１５ｓ、９５℃１５ｓ，完成反应。引物
序列见表１。

表１　引物序列
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｌｉｓｔｏｆｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因名 种属 正向引物 反向引物

ＰＴＥＮ 小鼠 ＧＴＣＴＴＡＡＧＴＧＧＣＴＴＧＴＧＴＧＴＧＧ ＡＡＧＧＣＴＴＣＣＴＧＴＴＧＣＡＡＴＧＴ
ＧＡＰＤＨ 小鼠 ＧＧＧＴＧＧＴＣＣＡＧＧＧＴＴＴＣＴＴＡＣＴ ＡＧＧＴＴＧＴＣＴＣＣＴＧＣＧＡＣＴＴＣＡ
ＰＴＥＮ 大鼠 ＧＡＧＡＣＡＴＴＡＴＧＡＣＡＣＣＧＣＣＡＡＧ ＣＡＴＴＡＣＡＣＣＡＧＴＣＣＧＴＣＣＴＴＴＣ
ＡＮＰ 大鼠 ＡＡＣＣＴＧＣＴＡＧＡＣＣＡＣＣＴＧＧＡ ＧＴＣＡＡＴＣＣＴＡＣＣＣＣＣＧＡＡＧＣ
ＢＮＰ 大鼠 ＴＣＣＴＴＡＡＴＣＴＧＴＣＧＣＣＧＣＴＧ ＣＧＣＣＧＡＴＣＣＧＧＴＣＴＡＴＣＴＴＣ
βＭＨＣ 大鼠 ＡＣＣＴＧＴＣＣＡＡＧＴＴＣＣＧＣＡＡＧ ＴＧＧＡＧＣＴＧＧＧＴＡＧＣＡＣＡＡＧ
ＧＡＰＤＨ 大鼠 ＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＣＣＧＴＡ ＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＴＴＴＣＣＣＧＴ

１２６　蛋白检测（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）　按标准法提取
蛋白。将蛋白样品与加样缓冲液混合，密封放入沸

腾的水浴锅中煮沸５ｍｉｎ，－２０℃保存。完成相关
准备，制胶、上样、电泳、转膜、封闭２ｈ、一抗孵育
４℃过夜，二抗室温孵育１ｈ，曝光。
１３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１９０对数据进行分析，计量资料采
用均数±标准误表示。同组数据两两比较选用 ｔ
检验，组内数据采用单因素方差分析，以 Ｐ＜００５
为差异具有统计学意义。

２　结果

２１　生物信息学分析结果
ＮＣＢＩ数据库中选取芯片（ＧＳＥ６１７４１）分析疾

病组与对照组外周血中 ｍｉＲＮＡ的表达差异，结果
显示，与对照组比较，缺血性心力衰竭组和非缺血

性心力衰竭组中ｍｉＲ５２２３ｐ的表达均显著升高（Ｐ
＜０００１），见图１Ａ。
２２　小鼠心肌中ｍｉＲ５２２３ｐ与ＰＴＥＮ表达

对小鼠进行 ＴＡＣ建模，４周后行超声检查，可
见ＴＡＣ组小鼠心肌明显肥厚，射血分数下降（图
１Ｂ）。实时定量结果显示，ＴＡＣ组小鼠心肌组织中
ｍｉＲ５２２３ｐ表达显著升高［（１１２１±２０９）％，Ｐ＜
００１）］，见图１Ｃ；同时发现，ＴＡＣ组小鼠心肌组织
ＰＴＥＮ基因 ｍＲＮＡ表达明显下降［（－４００±
０９）％，Ｐ＜００１）］，ｍｉＲ５２２３ｐ的表达与 ＰＴＥＮ
表达负相关（ｒ＝０５４５，Ｐ＜００１），见图１。

２３　ｍｉＲ５２２３ｐ靶向调控ＰＴＥＮ通路
选用 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ７０（ｗｗｗｔａｒｇｅｔｓｃａｎｏｒｇ）对

ｍｉＲ５２２３ｐ进行靶向结合位点预测，发现 ｍｉＲ
５２２３ｐ可结合在 ＰＴＥＮ基因３’ＵＴＲ区，如图２Ａ。
荧光报告基因实验结果显示，与ｍｉｍｉｃｃｏｎｔｒｏｌ组比
较，ｍｉＲ５２２３ｐｍｉｍｉｃ明显抑制 ＰＴＥＮ的转录活性
（Ｐ＜０００１），亦抑制了 ＰＴＥＮ的表达（Ｐ＜００１）。
突变结合位点后，ｍｉＲ５２２３ｐｍｉｍｉｃ并未影响
ＰＴＥＮ的表达活性（图 ２Ｂ）；同样的 ＡＫＴ、ｐＡＫＴ，
ｍＴＯＲ的表达也受到影响（Ｐ＜００１），见图２Ｃ。
２４　ｍｉＲ５２２３ｐ对ＡｎｇＩＩ干预的心肌细胞的影响

ＡｎｇＩＩ干预 Ｈ９Ｃ２细胞后，可见 ＰＴＥＮ蛋白和
ｍＲＮＡ表达水平下降，ｍｉＲ５２２３ｐ使 ＰＴＥＮ的表达
下降得更明显，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。心
肌肥厚相关分子指标ＡＮＰ、ＢＮＰ、βＭＨＣ表达上升，
而ｍｉＲ５２２３ｐｍｉｍｉｃ使这种上升更加明显，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５），见图３。

３　讨论

心力衰竭是最常见的心血管疾病且是大部分

心血管疾病的终末阶段［９］，而它的生物学基础 －
－心肌肥厚可以受多种信号通道调控，如 Ａｋｔ、
ＰＩ３Ｋ、ＭＡＰＫ、ＡＭＰＫ、ＧＰＣＲｓ等信号通路［１］。研究

者认为这些信号通路的调控者可以调控整个心肌

肥厚过程达到改善或逆转心肌肥厚的目的，继而治

疗心力衰竭，比如 ＰＩＮＫ１基因可以调控 ＡＭＰＫ的
表达影响心肌细胞自噬过程继而影响心力

衰竭［１０］。故而ＧＲＣＰｓ下游β受体阻滞剂被应用于
８０４
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注：Ａ为ＧＳＥ芯片数据，Ｂ为心脏超声结果，Ｃ为心功能指标，Ｄ为中心肌组织ｍｉＲ５２２３ｐ的表达，Ｅ为ＰＴＥＮ表达，

Ｆ为ｍｉＲ５２２３ｐ与ＰＴＥＮ表达的关联性分析；（１）与对照组比较，Ｐ＜００５

图１　心力衰竭与对照组中ｍｉＲ５２２３ｐ的表达
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ５２２３ｐｉｎｈｅａｒｔｆａｉｌｕｒｅｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

临床心力衰竭患者，ＣＩＢＩＳＩＩ、ＭＥＲＩＴＨＦ、ＣＯＰＥＲ
ＮＩＣＵＳ三大临床实验证实 β受体阻滞剂的应用大
大改善了心力衰竭患者的预后［１１－１３］。

但随着心力衰竭的发病率致死率逐年增

高［１４］，人们不满足于仅仅使用 β受体阻滞剂治疗
心力衰竭，更多心肌肥厚过程中的调控者被人们关

注起来。脑啡肽酶抑制剂（ＡＲＮＩ）被证实可以产生
良好的心力衰竭治疗作用［１５］，同时 ｍｉＲＮＡ也是一
大热点。ｍｉＲ５２２３ｐ最早被报道于肥胖相关疾病
中［１６］，结合在肥胖高度相关的基因上，结合处 ＳＮＰ
位点突变破坏结合影响基因的表达，继而随着ＳＮＰ
突变出现不同肥胖表型。后续多个研究报道显示

ｍｉＲ５２２３ｐ可以促进癌细胞的增值、迁移且与肿
瘤的预后相关［１７－１９］。本研究结合 ＧＳＥ数据库，首
次发现在心力衰竭患者组中循环 ｍｉＲ５２２３ｐ的表

达明显高于对照组，但血中循环 ｍｉＲＮＡ的表达与
组织ｍｉＲＮＡ表达是具有差异性的。为了验证心力
衰竭患者的心肌组织中 ｍｉＲ５２２３ｐ也是高表达，
本实验设计了小鼠ＴＡＣ模型验证。造模后４周心
脏超声显示ＴＡＣ组小鼠心肌明显肥厚且心功能下
降，提示造模成功。对心肌组织进行实时定量

ＰＣＲ测定，发现 ｍｉＲ５２２３ｐ的表达明显升高。由
此看来，ｍｉＲ５２２３ｐ可能不仅仅参与肿瘤相关
疾病。

与此同时，该研究还发现心力衰竭小鼠中

ＰＴＥＮ的表达下降，与 ｍｉＲ５２２３ｐ的表达负相关。
通过靶点预测，发现ｍｉＲ５２２３ｐ靶向结合在ＰＴＥＮ
基因的３’ＵＴＲ区，这与大多ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ结合方
式吻合。而ＰＴＥＮ被发现在心肌细胞、成纤维细胞
和内皮细胞中普遍表达，且可负性调控 ＰＩ３Ｋ信号
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注：Ａ为预测ｍｉＲ５２２３ｐ结合在ＰＴＥＮ基因３′ＵＴＲ区，Ｂ为在２９３Ｔ细胞系中荧光报告基因检测ｍｉＲ５２２３ｐ与

ＰＴＥＮ的相互作用，Ｃ为ｍｉＲ５２２３ｐ调控ＰＴＥＮ／Ａｋｔ／ｍＯＴＲ通路；（１）与对照组比较，Ｐ＜０００１

图２　ｍｉＲ５２２３ｐ靶向调控ＰＴＥＮ通路情况
Ｆｉｇ．２　ｍｉＲ５２２３ｐｒｅｇｕｌａｔｅｄＰＴＥＮ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲｐａｔｈｗａｙｔｈｒｏｕｇｈｔａｒｇｅｔｉｎｇＰＴＥＮ

（１）与对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与ＡｎｇＩＩ＋ｍｉｍｉＮＣ组比较，Ｐ＜００５

图３　ｍｉＲ５２２３ｐ对ＡｎｇＩＩ干预的心肌细胞的影响
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ５２２３ｐｏｎＡｎｇＩＩｍｅｄｉａｔｅｄＣａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ

通路［２０］。而且 ＰＴＥＮ／Ａｋｔ信号通路，近来亦被证
实是与心肌肥厚密切相关的［２１］。本研究证实，过

表达 ｍｉＲ５２２３ｐ后 ＰＴＥＮ的表达活性明显下降，
且ＰＴＥＮ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路的表达受到明显影
响。这个发现为ｍｉＲ５２２３ｐ调控心肌肥厚提供了
理论支持点。为了证实这种可能，本实验使用了体

外心肌肥厚细胞模型。在 ＡｎｇＩＩ诱导 Ｈ９２Ｃ细胞
中，ＡＮＰ、ＢＮＰ、βＭＨＣ这些心肌肥厚相关分子指标
明显上升。过表达ｍｉＲ５２２３ｐ，这些指标进一步上
升，提示心肌肥厚加重。本研究认为，ｍｉＲ５２２３ｐ
通过调控 ＰＴＥＮ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路继而调控心
肌肥厚。
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综上所述，本实验首次发现心力衰竭中 ｍｉＲ
５２２３ｐ表达上升。ＰＴＥＮ基因表达下降，二者呈负
性相关。继而在Ｈ９Ｃ２细胞中过表达 ｍｉＲ５２２３ｐ，
发现明显抑制 ＰＴＥＮ／ＡＫＴ信号通路。与此同时，
在ＡｎｇＩＩ干预的 Ｈ９Ｃ２细胞模型中，过表达 ｍｉＲ
５２２３ｐ，增加心肌肥厚相关的 ＡＮＰ、ＢＮＰ、βＭＨＣ蛋
白的表达。但本实验没有在动物层面进行进一步

验证 ｍｉＲ５２２３ｐ是否会对心脏超声影像学、心肌
组织形态学等层面造成影响，缺乏更多更严谨的证

据证实本研究的设想。不过就目前结果，为后续实

验提供了一个新的思路，也为抗心肌肥厚治疗提供

了一个新靶标。
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