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ｍｉＲ１在心肌细胞生长中的调节作用

许旭东，宋晓伟，秦永文

第二军医大学长海医院心血管内科，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　构建并鉴定 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１（ｍｉＲ１）的腺病毒表达载体，并探讨其在心肌肥厚中的介导作用。方法　
ＰＣＲ扩增含大鼠ｍｉＲ１前体的ＤＮＡ片段，并将其克隆到腺病毒穿梭质粒ｐＡｄＴｒａｃｋ。ｐＡｄＴｒａｃｋ经ＰｍｅⅠ酶切线性化后与腺

病毒骨架质粒ｐＡｄＥａｓｙ１在ＢＪ５１８３菌中进行同源重组。重组质粒ｐＡｄｐｒｅｃｕｓｏｒｍｉＲ１线性化后，转染２９３Ａ细胞，进行病毒

包装，得到重组腺病毒颗粒ＡｄｍｉＲ１。ＡｄｍｉＲ１与ＡｄＧＦＰ病毒转染培养的乳鼠心肌细胞，通过实时荧光定量ＰＣＲ方法检

测ｍｉＲ１的表达效率，并分析心肌细胞表面积及肥厚标志物ＡＮＰ（Ｎｐｐａ）、βＭＨＣ（ｍｙｈ７）的基因表达变化。结果　基因测序
及酶切鉴定证实重组ＡｄｐｒｅｃｕｒｓｏｒｍｉＲ１腺病毒载体构建成功，腺病毒 ＡｄｍｉＲ１转染心肌细胞后，实时荧光定量ＰＣＲ方法

证实腺病毒ＡｄｍｉＲ１能够显著提高心肌细胞内ｍｉＲ１的表达水平，减小心肌细胞表面积及 Ｎｐｐａ、ｍｙｈ７的表达。结论　利
用同源重组方法构建的ｍｉＲ１腺病毒能够提高心肌细胞内ｍｉＲ１的表达，抑制心肌细胞生长。

　　［关键词］　心肌细胞；腺病毒；ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ；ｍｉＲ１

　　［中图分类号］　 Ｒ５４２．２　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１０）１１１１６１０４

ＲｏｌｅｏｆｍｉＲ１ｉｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈ

ＸＵＸｕｄｏｎｇ，ＳＯＮＧＸｉａｏｗｅｉ，ＱＩＮＹｏｎｇｗｅｎ

ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣａｒｄｉｏｌｏｇｙ，ＣｈａｎｇｈａｉＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１００６０１　　　　［接受日期］　２０１００９２９
［基金项目］　国家自然科学基金（３０８２８００６）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０８２８００６）．
［作者简介］　许旭东，博士生．Ｅｍａｉｌ：ｃｘｃａｒｄｉｏ＠１６３．ｃｏｍ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１８１８７４７０３，Ｅｍａｉｌ：ＱＹＷ２００９＠１６３．ｃｏｍ

　　 ［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｙ ｍｉＲ１ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒ，ａｎｄｔｏａｎａｌｙｚｅｉｔｓｅｆｆｅｃｔｏｎｃａｒｄｉａｃ

ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｅｐｒｉｍｅｒｓｏｆｍｉＲ１ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄｆｏｒＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅ

ｃｌｏｎｅｄｉｎｔｏａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｓｈｕｔｔｌｅｐｌａｓｍｉｄｐＡｄＴｒａｃｋａｎｄｌｉｎｅａｒｉｚｅｄｂｙｅｎｚｙｍｅＰｍｅⅠ；ｔｈｅｒｅｓｕｌｔａｎｔｐｌａｓｍｉｄｗａｓｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏ

Ｅ．ｃｏｌｉＢＪ５１８３ｃｅｌｌｓｗｉｔｈａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｂａｃｋｂｏｎｅｐｌａｓｍｉｄｐＡｄＥａｓｙ１ｆｏｒｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｎｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ，ｌｉｎｅａｒｉｚｅｄａｎｄｐａｃｋａｇｅｄｉｎｔｏＱＢＩ２９３ＡｃｅｌｌｓｔｏａｍｐｌｉｆｙｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓＡｄｍｉＲ１，ｗｈｉｃｈ

ｗａｓｔｈｅｎｕｓｅｄｔｏｉｎｆｅｃｔｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ．ＲｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１ａｎｄｔｗｏ

ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃｍａｒｋｅｒｓ，ｔｈｅａｔｒｉａｌｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅ（Ｎｐｐａ）ａｎｄβｍｙｏｓｉｎ ｈｅａｖｙｃｈａｉｎ （ｍｙｈ７），ｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｐｒｉｍａｒｙ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ．ＣｅｌｌｓｕｒｆａｃｅａｒｅａｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｕｓｉｎｇｓｏｆｔｗａｒｅＡｘｉｏＶｉｓｉｏｎ４．７．１（ＣａｒｌＺｅｉｓｓ）．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎｄｅｎｚｙｍｅ
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ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｔｏｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１，ｔｈｕｓｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ；ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ；ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ；ｍｉＲ１
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１０，３１（１１）：１１６１１１６４］

　　ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）是一类具有转录后调节活
性的小分子ＲＮＡ［１］，其与其他分子一起形成ＲＮＡ诱
导的沉默复合体（ＲＩＳＣ）。ＲＩＳＣ通过与靶 ｍＲＮＡ的

３′端非编码区相互作用，引起翻译过程的抑制或

ｍＲＮＡ的降解，从而在转录后水平负性调节蛋白表达，
调控许多重要的细胞活动和病理生理过程［２４］。

　　最近研究表明，ｍｉＲＮＡｓ参与了很多心血管系统疾

病的发生过程［５１０］。本研究探讨心肌高丰度的

ｍｉＲＮＡｓ［１１］———ｍｉｃｒｏＲＮＡ１（ｍｉＲ１）过表达腺病毒的构
建方法，同时对重组腺病毒的表达效率进行检测，并分

析ｍｉＲ１对心肌细胞表面积及肥厚标志物的影响。

１　材料和方法

１．１　主要材料　新生２ｄＳＤ乳鼠购自上海碧凯公
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司；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｍｉｘ购自 Ｔｏｙｏｂｏ公司；ＴＲＩｚｏｌ
购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司；ｐＭＤ１８Ｔ 载 体 系 统 购 自

ＴａＫａＲａ公司；三氯甲烷、异丙醇、乙醇购自国药集

团公司；５溴２脱氧尿苷购自Ｓｉｇｍａ公司；胰蛋白酶

购自Ａｍｒｅｓｃｏ公司；高糖型ＤＭＥＭ干粉购自Ｇｉｂｃｏ
公司；限制性内切酶ＰｍｅⅠ、ＰａｃⅠ购自ＮＥＢ公司。

１．２　ｍｉＲ１过表达腺病毒载体的构建　既往研究

表明，ｍｉＲ１能够抑制成肌细胞增殖［２］，提示 ｍｉＲ１
可能参与心肌细胞的生长过程。文献［１２］报道显示质

粒重组后，经ＰａｃⅠ酶切，应出现３０ｋｂ和４．５ｋｂ两

条带，未重组质粒不会出现３０ｋｂ条带。首先将

ｍｉＲ１前体所在的基因组序列经ＰＣＲ扩增，然后克

隆至 穿 梭 载 体 ｐＡｄＴｒａｃｋ，将 其 线 性 化 后 转 化

ＢＪ５１８３感受态菌，以获得重组质粒。重组质粒经酶

切线性化后转染２９３Ａ细胞，在２９３Ａ细胞中进行病

毒包装，获得第一代腺病毒。按１０ＭＯＩ滴度，多次

转染２９３Ａ细胞，获得较高滴度的病毒液，经氯化铯

（ＣｓＣｌ）密度梯度离心纯化。纯化后的病毒原液以１０
倍梯度稀释后，转染２９３Ｔ细胞，荧光显微镜下计数

呈绿色荧光的细胞百分数以确定病毒滴度。

１．３　乳鼠心肌细胞培养与转染　取出生２ｄ的ＳＤ
乳鼠，无菌条件下取心脏，Ｄｈａｎｋｓ液洗涤，去除心房

后剪碎心肌，胰蛋白酶消化后收集细胞，以３×１０５～

５×１０５／ｍｌ接种于１２孔细胞培养板。含１０％ＦＢＳ
的ＤＭＥＭ培养液培养４８ｈ后，再以无血清培养液

培养２４ｈ，将腺病毒以５０ＭＯＩ滴度转染心肌细胞，

荧光显微镜下计数绿色荧光细胞的百分数，以确定

转染效率。实验动物处置过程符合第二军医大学动

物伦理委员会制定的相关标准。

１．４　实时荧光定量ＰＣＲ检测　常规方法抽提心肌

细胞总ＲＮＡ，通过颈环结构的特异性引物（５′ＧＧＣ

ＴＧＣＣＧＡＣＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡＴ

ＴＧＧＴＣＧ ＧＣＡ ＧＣＣ ＡＴＡ ＣＡＴ ＡＣ３′）反转录

ｍｉＲ１，ｏｌｉｇｏｄＴ 反转录 ｍＲＮＡ。采用 ＮａｎｏＤｒｏｐ
Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ测定 Ｄ 值：Ｄ２６０／Ｄ２８０为１．８～
２．０，利用琼脂糖电泳检验提取ＲＮＡ的质量。看家

基因３磷酸甘油醛脱氧酶（ＧＡＰＤＨ）为内参照，目的

基因为 ｍｉＲ１、ＡＮＰ（Ｎｐｐａ）、βＭＨＣ（ｍｙｈ７），采用

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ（Ｔｏｙｏｂｏ）进行ｑＲＴＰＣＲ，引物序列，

ＧＡＰＤＨＦ：５′ＡＡＣ ＧＡＣＣＣＣ ＴＴＣ ＡＴＴ ＧＡＣ

ＣＴＣ３′，Ｒ：５′ＣＣＴ ＴＧＡ ＣＴＧ ＴＧＣＣＧＴ ＴＧＡ

ＡＣＴ３′；ｍｉＲ１Ｆ：５′ＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＣＴＧＧ

ＡＡＴＧＴＡＡＡＧＡＡＧＴＡＴＧ３′，Ｒ：５′ＴＣＴＧＡＣ

ＧＡＣＣＧＴＣＴＣＧＴＧ ＧＡＧ ＴＣＧ ＧＣＡ ＡＴＴ３′；

ＮｐｐａＦ：５′ＣＧＧＡＡＧＣＴＧＴＴＧＣＡＧＣＣＴＡ３′，

Ｒ：５′ＧＣＣ ＣＴＧ ＡＧＣ ＧＡＧ ＣＡＧ ＡＣＣ ＧＡ３′；

ｍｙｈ７Ｆ：５′ＧＡＧＣＣＴＣＣＡＧＡＧＴＴＴＧＣＴＧＡＡ

ＧＧＡ３′，Ｒ：５′ＴＴＧ ＧＣＡ ＣＧＧ ＡＣＴ ＧＣＧ ＴＣＡ

ＴＣ３′。反应参数：９４℃变性２０ｓ，６０℃退火２０ｓ，

７２℃延伸２０ｓ，３步组成４０个循环。目的基因和

ＧＡＰＤＨ产物倍数按２－ΔΔＣｔ计算。

１．５　免疫组化及细胞表面积分析　细胞用４％多聚

甲醛固定１５ｍｉｎ，０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００做可渗透化处理

后用５％的山羊血清室温终止１ｈ，与抗辅肌动蛋白抗

体共孵育过夜，ＰＢＳ洗涤３次，加入结合ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ

５５５（分子探针）的二抗，洗涤后用荧光包埋剂包埋玻

片。细胞面积用ＡｘｉｏＶｉｓｉｏｎ４．７．１软件分析。

１．６　 生物信息学法预测ｍｉＲＮＡｓ的靶基因 　
ｍｉＲＮＡｓ主要通过作为 ＲＮＡ 诱导的沉默复合体

（ＲＩＳＣ）的一个组成部分，识别 ｍＲＮＡ的３′端非编

码区，引起该 ｍＲＮＡ降解或者翻译抑制，从而负性

调节该蛋白的表达，发挥其生物学功能。

　　为了探讨其在心肌细胞肥大的机制，我们利用

ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、Ｂｉｂｉｓｅｒｖｅ、Ｐｉｃｔａｒ等ｍｉＲＮＡｓ靶基因预测网

站和软件，对大鼠 ｍｉＲ１的潜在靶基因进行预测分

析，寻找序列匹配程度高、结合自由能低、二级结构稳

定、靶序列在物种间高度保守的基因进行后续验证。

１．７　统计学处理　实验组和对照组数据以珚ｘ±ｓ表

示，应用ＳＰＳＳ１１．０软件包处理，进行两样本ｔ检

验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ｍｉＲ１过表达腺病毒载体构建　结果如图１
所示：Ｌ１、Ｌ２、Ｌ４、Ｌ６得到３０ｋｂ和４．５ｋｂ两个片
段，重组成功；而Ｌ３和Ｌ５未见３０ｋｂ条带，为未重
组质粒。２９３Ａ细胞以１．５×１０５／ｍｌ的密度接种于

６０ｍｍ的细胞培养皿，待细胞长满培养皿的７０％左
右，采用脂质体ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００介导线性化的
重组ｐＡｄｍｉＲ１转染细胞，７～９ｄ后出现细胞病变
效应（ＣＰＥ）的细胞达到细胞总量的８０％以上，并出
现片状葡萄串珠样。收集细胞，反复冻融３个循环，
收取原始病毒液，命名为 ＡｄｍｉＲ１。将２９３Ａ细胞
培养于培养瓶中，至约９０％细胞融合，进行病毒冻融
液转染，反复转染及冻融后，采用ＣｓＣｌ梯度离心法，
纯化病毒，将病毒液按１０倍浓度梯度稀释后，转染

２９３Ｔ细胞，２ｄ后观察绿色荧光细胞的百分比，确定
重组腺病毒滴度约为３×１０１０。
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图１　ｍｉＲ１过表达腺病毒载体构建

Ｆｉｇ１　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｍｉＲ１ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｐｌａｓｍｉｄｓ
Ｌ１，Ｌ２，Ｌ４，ａｎｄＬ６ｇｒｏｕｐｓｓｈｏｗｅｄｔｗｏｆｒａｇｍｅｎｔｓｏｆ３０ｋｂａｎｄ４．５

ｋｂ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎ

ｓｔｒｕｃｔｅｄ；Ｌ３ａｎｄＬ５ｇｒｏｕｐｓｈａｄｎｏｆｒａｇｍｅｎｔｏｆ３０ｋｂ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ

ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ

２．２　ｍｉＲ１过表达腺病毒载体对心肌细胞的转染
效率分析　构建的ｍｉＲ１重组腺病毒按５０ＭＯＩ滴
度转染培养的心肌细胞４８ｈ，荧光显微镜下计数绿
色荧光细胞的百分数，确定转染效率。结果如图２
所示：重组腺病毒对培养的原代心肌细胞有较高的
转染效率，绝大多数心肌细胞可见绿色荧光蛋白。
通过设计茎环结构引物，以ＧＡＰＤＨ为内参照，采用

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ对转染了 ｍｉＲ１腺病毒的心肌细胞中

ｍｉＲ１表达量行ｑＲＴＰＣＲ检测，在ｍｉＲ１线性扩增
的前提下，ｍｉＲ１的过表达腺病毒能提高心肌细胞
中ｍｉＲ１的表达水平（Ｐ＜０．０５）。

图２　重组腺病毒在心肌细胞表达的绿色荧光蛋白

Ｆｉｇ２　ＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ

ｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．３　ｍｉＲ１对心肌细胞表面积的影响　构建的

ｍｉＲ１重组腺病毒按５０ＭＯＩ滴度转染培养的心肌
细胞４８ｈ，多 聚 甲 醛 固 定，抗 体 共 孵 育 后 用

ＡｘｉｏＶｉｓｉｏｎ４．７．１软件分析细胞表面积的变化。结
果如图３所示：过表达 ｍｉＲ１后心肌细胞的表面积
减少（Ｐ＜０．０５）。

图３　过表达ｍｉＲ１对心肌细胞表面积的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｍｉＲ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｎｓｕｒｆａｃｅａｒｅａｏｆｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ
Ｓｕｒｆａｃｅａｒｅａｃｈａｎｇｅｏｆｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅ

ｎｏｖｉｒｕｓｍｉＲ１（Ｂ）ｏｒａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒ（Ａ）ｆｏｒ４８ｈ．Ｓｃａｌｅ：１０μｍ

２．４　ｍｉＲ１对心肌肥厚标志物的影响　构建的

ｍｉＲ１重组腺病毒按５０ＭＯＩ滴度转染培养的心肌
细胞４８ｈ，ＴＲＩｚｏｌ提取总的ＲＮＡ，ｏｌｉｇｏｄＴ反转录

ｍＲＮＡ，ＧＡＰＤＨ 为内参照，采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ对

Ｎｐｐａ和ｍｙｈ７行ｑＲＴＰＣＲ检测，结果如图４所示：
过表达ｍｉＲ１能明显减少心肌细胞 ＡＮＰ及βＭＨＣ
的基因表达量（Ｐ＜０．０５）。

图４　过表达ｍｉＲ１对心肌肥厚标志物的影响

Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｍｉＲ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｎｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｍａｒｋｅｒ
Ｐ＜０．０５ｖｓＡｄｖｅｃｔｏｒ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．５　ｍｉＲ１作用靶基因的寻找　结果发现 Ｔｗｆ１
（ｔｗｉｎｆｉｌｉｎ１）、ＲａｓＧＡＰ（ＲａｓＧＴＰａｓｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｒｏ
ｔｅｉｎ）、Ｃｄｋ９（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ９）、Ｒｈｅｂ（Ｒａｓ
ｈｏｍｏｌｏｇｅｎｒｉｃｈｅｄｉｎｂｒａｉｎ）、ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、Ｍｅｆ２ａ、Ｇａ
ｔａ４均可能是ｍｉＲ１的潜在靶基因。

３　讨　论

　　不管在发达国家还是发展中国家，心血管疾病
都是导致人们死亡的主要原因之一。心血管疾病的
发生过程涉及了许多重要基因的异常表达和信号通

路的异常转导，其中ｍｉＲＮＡｓ是近几年新发现的一类
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在转录后水平调控基因表达的新分子，调节着人类
基因组大约３０％的基因表达［１３］。很多研究均表明，

ｍｉＲＮＡｓ在细胞的生长、分化及凋亡等过程中发挥着
重要作用，提示ｍｉＲＮＡｓ是发育及各种生理过程的重
要调节因子，它的功能失调可能会导致各种疾病的
发生［１４］。组织特异性表达是ｍｉＲＮＡｓ的一个重要特
征，心脏及动脉中的ｍｉＲＮＡｓ表达谱已经分析清
楚［１５１６］，心脏中表达量最多的是 ｍｉＲ１、ｌｅｔ７、ｍｉＲ
１３３、ｍｉＲ１２６３ｐ、ｍｉＲ３０ｃ及 ｍｉＲ２６ａ，而动脉中表
达最多的是 ｍｉＲ１４５、ｍｉＲ１２５ｂ、ｌｅｔ７、ｍｉＲ１２５ａ、

ｍｉＲ２３及ｍｉＲ１４３。其他研究也表明ｍｉＲ１在肌组
织（心肌、骨骼肌）特异性表达［１７］。ｍｉＲＮＡｓ在不同
组织的不同表达提示ｍｉＲＮＡｓ在不同组织的生理功
能是不一样的。为了探讨心肌高表达的 ｍｉＲ１可能
的作用机制并寻找 ｍｉＲ１的生理性靶基因，本研究
利用 ｍｉＲ１的基因组片段构建重组腺病毒，将 Ａｄ
ｍｉＲ１转染培养的大鼠心肌细胞，通过荧光观察可
见ＡｄｍｉＲ１在５０ＭＯＩ感染滴度下，转染心肌细胞

２４ｈ，即可见绿色荧光蛋白的表达，并随着时间的延
续荧光强度不断增强。通过实时荧光定量ＰＣＲ检
测发现，在ＡｄｍｉＲ１转染４８ｈ后，ｍｉＲ１的表达量
明显升高，而且还发现心肌细胞表面积明显减小。
心肌肥厚时胎儿期蛋白如 ＡＮＰ、βＭＨＣ等的基因
会重新表达，是心肌肥厚的标志性分子。本研究结
果显示，过表达 ｍｉＲ１能导致 ＡＮＰ、βＭＨＣ的基因

Ｎｐｐａ、ｍｙｈ７表达量明显下降，提示ｍｉＲ１在抑制心肌
肥厚中起着重要的调节作用，在后续的工作中可以进
一步深入研究。本实验为后续探讨 ｍｉＲ１在心肌肥
厚中的作用及机制搭建了一定技术平台。

　　在ｍｉＲＮＡｓ研究中，其靶基因的确定是研究其生
物学功能的关键，ｍｉＲＮＡｓ通过抑制或降解目标

ｍＲＮＡ，从而抑制翻译过程来发挥作用。我们通过
生物信息学 分 析，发 现 Ｔｗｆ１、ＲａｓＧＡＰ、Ｃｄｋ９、

Ｒｈｅｂ、ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、Ｍｅｆ２ａ、Ｇａｔａ４均可能是 ｍｉＲ１的
潜在靶基因。在后续的研究中，我们将利用Ｌｕｃｉｆｅｒ
ａｓｅ以及蛋白质印迹法对潜在的靶基因进行验证。

　　总之，本研究提示ｍｉＲＮＡｓ在心脏疾病的发生发
展，特别是在调控心肌细胞生长方面扮演着重要的
角色。随着对于ｍｉＲＮＡｓ作用机制及ｍｉＲＮＡｓ和疾
病之间关系的进一步深入研究，人们对于高等真核
生物基因表达调控网络的理解将会提高到一个新的

水平。ｍｉＲＮＡｓ可能成为疾病诊治的新的生物学标
志或药物靶点，可能会给人类疾病的治疗提供一种
新的手段。

［参 考 文 献］

［１］　ＷｅｂｅｒＭＪ．ＮｅｗｈｕｍａｎａｎｄｍｏｕｓｅｍｉｃｒｏＲＮＡｇｅｎｅｓｆｏｕｎｄｂｙ

ｈｏｍｏｌｏｇｙｓｅａｒｃｈ［Ｊ］．ＦＥＢＳＪ，２００５，２７２：５９７３．
［２］　ＣｈｅｎＪＦ，ＭａｎｄｅｌＥＭ，ＴｈｏｍｓｏｎＪＭ，ＷｕＱ，ＣａｌｌｉｓＴＥ，ＨａｍｍｏｎｄＳ

Ｍ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｒｏｌｅｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡ１ａｎｄｍｉｃｒｏＲＮＡ１３３ｉｎｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓ

ｃｌｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮａｔＧｅｎｅｔ，２００６，８：２２８２３３．
［３］　ＳａｙｅｄＤ，ＨｏｎｇＣ，ＣｈｅｎＩＹ，ＬｙｐｏｗｙＪ，ＡｂｄｅｌｌａｔｉｆＭ．ＭｉｃｒｏＲ

ＮＡｓｐｌａｙａｎｅｓｓｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃａｒｄｉａｃｈｙｐｅｒ

ｔｒｏｐｈｙ［Ｊ］．ＣｉｒｃＲｅｓ，２００７，１００：４１６４２４．
［４］　ｖａｎＲｏｏｉｊＥ，ＳｕｔｈｅｒｌａｎｄＬＢ，ＬｉｕＮ，ＷｉｌｌｉａｍｓＡＨ，ＭｃＡｎａｌｌｙＪ，

ＧｅｒａｒｄＲＤ，ｅｔａｌ．Ａｓｉｇｎａｔｕｒｅｐａｔｔｅｒｎｏｆｓｔｒｅｓｓｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｍｉ

ｃｒｏＲＮＡｓｔｈａｔｃａｎｅｖｏｋｅｃａｒｄｉａｃｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙａｎｄｈｅａｒｔｆａｉｌｕｒｅ
［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００６，１０３：１８２５５１８２６０．

［５］　ＷａｎｇＫ，ＬｏｎｇＢ，ＺｈｏｕＪ，ＬｉＰＦ．ｍｉＲ９ａｎｄＮＦＡＴｃ３ｒｅｇｕｌａｔｅ

ｍｙｏｃａｒｄｉｎｉｎｃａｒｄｉａｃｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０１０，２８５：

１１９０３１１９１２．
［６］　ＦｅｎｇＢ，ＣｈｅｎＳ，ＧｅｏｒｇｅＢ，ＦｅｎｇＱ，ＣｈａｋｒａｂａｒｔｉＳ．ｍｉＲ１３３ａｒｅｇ

ｕｌａｔｅｓｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙｉｎｄｉａｂｅｔｅｓ［Ｊ］．Ｄｉａｂｅｔｅｓ

ＭｅｔａｂＲｅｓＲｅｖ，２０１０，２６：４０４９．
［７］　ＣａｌｌｉｓＴＥ，ＰａｎｄｙａＫ，ＳｅｏｋＨＹ，ＴａｎｇＲＨ，ＴａｔｓｕｇｕｃｈｉＭ，Ｈｕａｎｇ

ＺＰ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０８ａｉｓａｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆｃａｒｄｉａｃｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙａｎｄ

ｃｏｎｄｕｃｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，２００９，１１９：２７７２２７８６．
［８］　ＶｏｅｌｌｅｎｋｌｅＣ，ｖａｎＲｏｏｉｊＪ，ＣａｐｐｕｚｚｅｌｌｏＣ，ＧｒｅｃｏＳ，ＡｒｃｅｌｌｉＤ，Ｄｉ

ＶｉｔｏＬ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｓｉｇｎａｔｕｒｅｓｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕ

ｃｌｅａｒｃｅｌｌｓｏｆｃｈｒｏｎｉｃｈｅａｒｔｆａｉｌｕｒｅｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＰｈｙｓｉｏｌＧｅｎｏｍ

ｉｃｓ，２０１０，４２：４２０４２６．
［９］　ＦｌｅｉｓｓｎｅｒＦ，ＪａｚｂｕｔｙｔｅＶ，ＦｉｅｄｌｅｒＪ，ＧｕｐｔａＳＫ，ＹｉｎＸ，ＸｕＱ，ｅｔａｌ．Ｓｈｏｒｔ

ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ：ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｄｉｍｅｔｈｙｌａｒｇｉｎｉｎｅｉｍｐａｉｒｓａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｐｒｏ

ｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｄｉｓｅａｓｅｔｈｒｏｕｇｈａ

ｍｉｃｒｏＲＮＡ２１ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍｅｃｈａｎｉｓｍ［Ｊ］．ＣｉｒｃＲｅｓ，２０１０，１０７：１３８１４３．
［１０］ＨｏｅｋｓｔｒａＭ，ｖａｎｄｅｒＬａｎｓＣ Ａ，ＨａｌｖｏｒｓｅｎＢ，ＧｕｌｌｅｓｔａｄＬ，

ＫｕｉｐｅｒＪ，ＡｕｋｒｕｓｔＰ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ

ｃｅｌｌｍｉｃｒｏＲＮＡｓｉｇｎａｔｕｒｅｏｆｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍ

ＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２０１０，３９４：７９２７９７．
［１１］ＺｈａｏＹ，ＳａｍａｌＥ，ＳｒｉｖａｓｔａｖａＤ．Ｓｅｒｕｍｒｅｓｐｏｎｓｅｆａｃｔｏｒｒｅｇｕｌａｔｅｓ

ａｍｕｓｃｌｅｓｐｅｃｉｆｉｃｍｉｃｒｏＲＮＡｔｈａｔｔａｒｇｅｔｓＨａｎｄ２ｄｕｒｉｎｇｃａｒｄｉｏ

ｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００５，４３６：２１４２２０．
［１２］ＨｅＴＣ，ＺｈｏｕＳ，ｄａＣｏｓｔａＬＴ，ＹｕＪ，ＫｉｎｚｌｅｒＫ Ｗ，Ｖｏｇｅｌｓｔｅｉｎ

Ｂ．Ａｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄｓｙｓｔｅｍｆｏｒｇｅｎｅｒａｔｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｅｓ
［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，１９９８，９５：２５０９２５１４．

［１３］ＬｅｗｉｓＢＰ，ＢｕｒｇｅＣＢ，ＢａｒｔｅｌＤＰ．Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｅｅｄｐａｉｒｉｎｇｏｆｔｅｎ

ｆｌａｎｋｅｄｂｙａｄｅｎｏｓｉｎｅｓ．ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｏｕｓａｎｄｓｏｆｈｕｍａｎｇｅｎｅｓ

ａｒｅｍｉｃｒｏＲＮＡｔａｒｇｅｔｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２００５，１２０：１５２０．
［１４］ＡｌｖａｒｅｚＧａｒｃｉａＩ，ＭｉｓｋａＥＡ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｆｕｎｃｔｉｏｎｓｉｎａｎｉｍａｌｄｅ

ｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｈｕｍａｎｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２００５，１３２：

４６５３４６６２．
［１５］ＷｉｅｎｈｏｌｄｓＥ，ＰｌａｓｔｅｒｋＲＨ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎａｎｉｍａｌｄｅ

ｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＦＥＢＳＬｅｔｔ，２００５，５７９：５９１１５９２２．
［１６］ＣｈｅｎｇＹ，ＪｉＲ，ＹｕｅＪ，ＹａｎｇＪ，ＬｉｕＸ，ＣｈｅｎＨ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｓａｒｅ

ａｂｅｒｒａｎｔｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃｈｅａｒｔ：ｄｏｔｈｅｙｐｌａｙａｒｏｌｅｉｎ

ｃａｒｄｉａｃｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ［Ｊ］？ＡｍＪＰａｔｈｏｌ，２００７，１７０：１８３１１８４０．
［１７］ＬｉＱ，ＳｏｎｇＸＷ，ＺｏｕＪ，ＷａｎｇＧＫ，ＫｒｅｍｎｅｖａＥ，ＬｉＸＱ，ｅｔａｌ．

ＡｔｔｅｎｕａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡ１ｄｅｒｅｐｒｅｓｓｅｓｔｈｅｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎｒｅｇｕ

ｌａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎｔｗｉｎｆｉｌｉｎ１ｔｏｐｒｏｖｏｋｅｃａｒｄｉａｃｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ［Ｊ］．Ｊ

ＣｅｌｌＳｃｉ，２０１０，１２３：２４４４２４５２．

［本文编辑］　贾泽军


