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摘要：目的 探讨 ｍｉｃｒｏＲＮＡ－７８（ｍｉＲ－７８）抑制心肌部分梗死模型大鼠心肌纤维化的作用机制。方法 采用结扎左前降支建立大鼠心肌

梗死模型，分析 ｍｉＲ－７８在模型大鼠心肌梗死部位的表达，采用 ｍｉＲ－７８前体慢病毒载体过表达来分析 ｍｉＲ－７８在大鼠心肌梗死过
程中的作用。评价心肌功能，并测定纤维化相关因子Ⅰ胶原（ＣＯＬ１）和 ＡＣＴＡ２表达水平。从新生的大鼠中分离出心肌纤维化细胞，进行
荧光素酶试验，转染野生型或突变型ＧＡＴＡ４３′ＵＴＲ质粒和 ｍｉＲ－７８，研究ＧＡＴＡ４和 ｍｉＲ－７８表达水平之间的关系。并通过转染ＧＡＴＡ４
特异性小干扰ＲＮＡ验证 ＣＯＬ１和 ＡＣＴＡ２表达水平的变化。结果 与假手术组相比，手术组Ｉ区和Ｂ区的ｍｉＲ－７８表达水平均显著降低
（Ｐ＜０．０５），术后２周的表达水平降低最明显，术后４周表达水平略有升高。实时荧光定量聚合酶链式反应牗ＲＴ－ＰＣＲ牘结果显示，ｐｒｅｍｉＲ－７８
组的ｍｉＲ－７８水平明显高于转染对照组（Ｐ＜０．０５）；转染对照组梗死面积约为５０％，但ｍｉＲ－７８过表达后，梗死面积明显减少至约３０％。
假手术组左室射血分数牗ＬＶＥＦ牘约为６０％，术后降至约２０％；左室缩短率牗ＬＶＦＳ牘由手术前的３０％左右减少到手术后的１５％左右，ｍｉＲ－７８
表达水平明显恢复。心肌梗死诱导后ＣＯＬ１ｍＲＮＡ和ＡＣＴＡ２ｍＲＮＡ表达水平均明显升高（Ｐ＜０．０５），而ｍｉＲ－７８过表达时两者均受到抑制
（Ｐ＜０．０５）。当靶序列发生突变（ｍｕｔ－ＧＡＴＡ４３′ＵＴＲ）时，ｍｉＲ－７８的过表达对荧光素酶活性影响不显著（Ｐ＞０．０５）；Ｓｉ－ＧＡＴＡ４组与
对照组相比，ＧＡＴＡ４ｍＲＮＡ显著下调表达水平（Ｐ＜０．０５）；当ＧＡＴＡ４被抑制时，ＣＯＬ１和ＡＣＴＡ２的蛋白水平均被抑制。结论 ｍｉＲ－７８可
抑制心肌部分梗死模型大鼠心肌纤维化，作用机制可能为下调ＧＡＴＡ４表达，导致 ＣＯＬ１和 ＡＣＴＡ２的表达下调。
关键词：ｍｉＲ－７８；心肌梗死；心肌纤维化；大鼠；ＧＡＴＡ４；ＣＯＬ１；ＡＣＴＡ２
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心肌梗死从发病机制来看最明显的特征是胶原积

累，胶原主要由心肌成纤维细胞合成，可导致心肌梗死

后纤维化。胶原蛋白在健康心脏中表达水平较低，但在

梗死部位和外周带心肌梗死部位表达增加犤１犦。陈璐等犤２犦

的研究中，在大鼠心肌梗死后第 ７天，可清楚地观察到
梗死部位心肌纤维化，导致心脏功能障碍。潜在的心肌

纤维化检测和评估技术已有报道，如超声背散射犤３犦。心

肌纤维化的新治疗方法，尤其是干细胞移植策略犤４犦已引

起关注，且相关的分子机制如 Ｃ３Ｇ蛋白作用机制也已
被揭示犤３犦，但仍需更多关于心肌梗死和纤维化的详细信

息。ＧＡＴＡ－４是心脏发育的重要调控因子犤５犦，可通过激

活不同基因介导心脏肥大犤６犦。各种肥厚性刺激，可激活

ＧＡＴＡ－４在心肌细胞的表达犤７犦。ＧＡＴＡ－４在低氧损伤
和心肌缺血或再灌注损伤时调节心肌细胞的抗凋亡信

号通路中也有重要作用犤８犦，已被认为是治疗缺血性心脏

病的一个潜在治疗靶点犤９犦。ｍｉｃｒｏＲＮＡ是由基因组编码
的短 ＲＮＡ，通过与 ｍＲＮＡ的 ３′非翻译区（ＵＴＲ）的结合
抑制翻译或促进 ｍＲＮＡ的降解犤１０犦。单个微小 ＲＮＡ可识
别各种靶 ｍＲＮＡ，单个 ｍＲＮＡ可同时与多个微小 ＲＮＡ
结合，构成精细调节系统。ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ对 ＧＡＴＡ－４的调
控作用在心肌梗死和纤维化中的作用如下 ｍｉＲ－２００ｃ
的下调通过靶向ＧＡＴＡ－４保护心肌细胞免受缺氧诱导
的凋亡犤１１犦；ｍｉＲ－１２２的下调导致 ＧＡＴＡ－４表达增强，
从而抑制缺氧 ／复氧诱导的心肌细胞凋亡犤１２犦。进一步

研究对 ＧＡＴＡ－４具有调控作用的 ｍｉＲＮＡ，对于治疗
心肌梗死和心肌纤维化具有重要意义。目前关于

ｍｉｃｒｏＲＮＡ－７８牗ｍｉＲ－７８牘的研究较少，经预测分析发现，
其可能作用于 ＧＡＴＡ－４。本研究中探讨了ｍｉＲ－７８
对ＧＡＴＡ－４的可能作用机制，以及该作用对心肌部分
梗死模型大鼠心肌纤维化的影响。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 动物、仪器与试药
动物：ＳＤ大鼠 ６０只，２８～３２周龄，体质量（２５０±

２０）ｇ；新生大鼠１０只，雌雄各半。在 ２４℃、５０％相对湿
度条件下饲养７ｄ。自由饮食饮水。本实验经本地动物实
验伦理委员会批准，且根据条例规定进行。

仪器：超声心动仪（１０Ｓ探头，图像深度２～４ｃｍ，频
率１１．４ＭＨｚ）；ＦＡＣＳＣａｎｔｏ流式细胞仪（美国ＢＤ公司）。

试药：硫酸阿托品注射液（上海禾丰制药有限公

司，国药准字 Ｈ３１０２１０５７，规格为每支２ｍＬ∶１０ｍｇ）；
胰蛋白酶（货号 ２５３０００５４）、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（货号
１１３３００５７，含胎牛血清）均购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；磷酸二
酸乙酯缓冲液；苯胺蓝；慢病毒悬浮液；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００转染液（货号 １１６６８０１９）、ＴＲＩｚｏｌ裂解液（货号
１５５９６０２），均购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＢＣＡ蛋白检测试
剂盒（上海碧云天生物技术有限公司，货号 Ｐ００１２Ｓ）；
一抗（抗 ＣＯＬ１、抗 ＡＣＴＡ２和抗 ＧＡＴＡ４牘，均购自美国
Ａｂｃａｍ公司牗批号分别为ａｂ９６７２３，ａｂ５６９４，ａｂ８４５９３）。
１．２ 方法

分组与建模：将 ６０只 ＳＤ大鼠随机分为手术组
（４５只）和假手术组（１５只）。手术组大鼠用乙醚麻醉，腹
腔注射氯胺酮注射液（７５ｍｇ／ｋｇ）；注射硫酸阿托品注射
液（上海禾丰制药有限公司，国药准字Ｈ３１０２１０５７，规格
为每支 ２ｍＬ∶１０ｍｇ）２０μｇ／ｋｇ，以减少呼吸道分泌物。
大鼠连置术台后，连接心电图和呼吸机（呼吸速率为

８０次／分，吸气呼气比为１∶２，潮气量为１８ｍＬ／ｋｇ）。打
开胸膜，暴露心脏，左前降支（ＬＡＤ）与普洛林和针头（直
径 ０．５ｍｍ）结扎，然后用碘伏封闭和消毒胸部和皮肤，
大鼠心脏复苏后取出呼吸机，术后 １０ｍｉｎ心电图 Ｊ点
升高表明心肌梗死模型建立。假手术组大鼠进行上述除

结扎步骤外的所有手术。为了预防感染，所有大鼠均在

手术后３ｄ内注射青霉素。
心肌纤维细胞培养：新生大鼠麻醉，心脏采血。将心

脏标本切成约每片 １ｍｍ３，在 ３７℃下用胰蛋白酶消化
１５ｍｉｎ，然后收集细胞，置含有胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２
培养基中，在３７℃、５％ＣＯ２条件下培养。９０ｍｉｎ后取出
细胞悬液，收集贴壁细胞进行培养。当纯度达 ９５％时，
用抗波形蛋白、抗血管性血友病因子、抗结蛋白检测心

肌成纤维细胞的纯度。

慢病毒转染：由 ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ公司设计和构建慢病
毒过表达 ｍｉＲ－７８前体和空白慢病毒。慢病毒注入模
型大鼠的冠状动脉。大鼠饲养４周后取样和检测。在细
胞转染中，将细胞在 ２４孔板（密度 １×１０５／孔）中预培
养２４ｈ，用６μｇ／ｍＬ聚溴胺和慢病毒悬浮液处理，培养
２４ｈ，后更换新鲜培养基，培养 ４８ｈ后用流式细胞仪检
测转染效率。

心肌功能评价：术后 １４ｄ，麻醉大鼠，超声心动图
检测左室缩短率（ＬＶＦＳ）和左室射血分数（ＬＶＥＦ）。每组
３只大鼠，采样；其余心脏标本切片，置４％多聚甲醛中
固定８ｈ，石蜡包埋，切成６μｍ切片，用 Ｍａｓｓｏｎ染色法
进行染色；然后将玻片染色，苏木精染色７ｍｉｎ，浸入１％
盐酸３０ｓ，用胭脂红染色 ５ｍｉｎ，浸入磷酸二酸乙酯缓
冲液和苯胺蓝中各５ｍｉｎ，再浸入磷酸二酸乙酯缓冲液中
１ｍｉｎ；乙酸脱 １ｍｉｎ，将玻片与中性香脂结合，用光学显
微镜观察。随机选取 ３个视觉点，用 ＱＷＩＮ软件计算梗
死面积。
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基因

ｍｉＲ－７８
ＣＯＬ１Ａ１
ＡＣＴＡ２
Ｕ６
ＧＡＰＤＨ

上游

５′－ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＡＴＡＡＧＡＣＧＡＡＡ－３′
５′－ＣＡＡＧＡＴＧＧＴＧＧＣＣＧＴＴＡＣＴＡＣ－３′
５′－ＡＧＧＧＡＧＴＧＡＴＧＧＴＴＧＧＡＡＴＧ－３′
５′－ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ－３′
５′－ＧＡＴＣＧＡＴＧＣＣＧＧＴＧＣＴＡＡＧＡ－３′

下游

５′－ＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ－３′
５′－ＧＣＴＧＣＧＧＡＴＧＴＴＣＴＣＡＡＴＴ－３′
５′－ＧＧＴＧＡＴＧＡＴＧＣＣＧＴＧＴＴＣＴＡ－３′
５′－ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ－３′
５′－ＴＣＣＴＡＴＧＧＧＡＧＡＡＣＧＧＣＡＧＡ－３′

步骤

预变性

变性

退火 ／延伸
融解曲线分析

温度牗℃牘

９５
９４
６０
９４
６０
９４
６０

时间

１０ｍｉｎ
３０ｓ
１ｍｉｎ
１５ｓ
１ｍｉｎ
１５ｓ
１５ｓ

４０个循环

组别

假手术组

手术组 Ｉ区
手术组 Ｂ区

Ｆ值

Ｐ

第１周

０．９９±０．０３
０．５８±０．０１
０．６２±０．０２
５４．２２
＜０．０５

第２周

１．０１±０．０４
０．４６±０．０３
０．６０±０．０１
４９．０２
＜０．０５

第４周

１．００±０．０５
０．８５±０．０６
０．９１±０．０７
５４．０２
＜０．０５

组别

转染对照组

ｐｒｅｍｉＲ－７８组
ｔ值

Ｐ

ｍｉＲ－７８表达量

０．９８±０．０３
１０．１８±０．２１
７５．１２
＜０．０５

梗死面积（％）

４８．４３±０．５３
３４．９８±０．７３
２５．８２
＜０．０５

表１ ＲＴ－ＰＣＲ反应条件

表２ ＲＴ－ＰＣＲ引物序列设计

表３ ＲＴ－ＰＣＲ反应体系

项目

ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ（５μｍｏｌ／Ｌ）

ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（５μｍｏｌ／Ｌ）

２×ＧｏｌｄＳｔａｒＢｅｓｔＭａｓｔｅｒＭｉｘ

体积（μＬ）

１
１
１０

项目

ＴｅｍｐｌａｔｅＤＮＡ
ＲＮａｓｅ－ＦｒｅｅＷａｔｅｒ

体积（μＬ）

１
７

狚

表４ 术后心肌梗死组织中 ｍｉＲ－７８的表达水平（Ｘ±ｓ）

表５ ｍｉＲ－７８表达及梗死面积（Ｘ±ｓ）

荧光素酶试验：使用 ＭｕｌｔｉＳｉｔｅ－Ｄｉｒｅｃｔｅｄ试剂盒对
ＧＡＴＡ４３′非翻译区（ＵＴＲ）的结合位点进行突变。然后将
突变型或野生型 ＧＡＴＡ４３′ＵＴＲ连接到 ｐＧＬ３－ｂａｓｉｃ载
体，在１２孔板转染心肌纤维细胞（密度３×１０４个／孔）。
载体ｐｈＲＬ－ＴＫ作为内参被共同转染。以聚合酶测定荧
光素酶活性。

ｓｉＲＮＡ转染：通过转染 ｓｉＲＮＡ或 ｓｉＲＮＡ对照来进
行 ＧＡＴＡ４的特异性敲低，使用转染剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００培养心肌纤维细胞，转染前将细胞预培养于２４孔
板中（密度 １×１０５／孔）２４ｈ，转染后于无血清培养基中
培养，转染后３６ｈ收集转染细胞进一步分析。

实时定量聚合酶链反应（ＲＴ－ＰＣＲ）：分别于建模后
１，２，４周采集大鼠心肌梗死区（Ｉ）和梗死边缘区（Ｂ）。收
集 ｓｉＲＮＡ转染的细胞。总 ＲＮＡ提取用 ＴＲＩｚｏｌ裂解液，
ｍｉＲＮＡ提取用小核糖核酸的 ＲＮＡｉｓｏ。采用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
Ｆｉｒｓｔ链 ｃＤＮＡ合成技术进行反转录，扩增条件见表 １，
引物设计见表 ２，反应体系见表 ３。以 Ｕ６和 ＧＡＰＤＨ为
内参。数据采用２－△△ Ｃｔ方法进行分析。

蛋白质印迹试验：在模型诱导和转染细胞２周后收
集 Ｉ区的组织样品进行蛋白质提取。用 ＲＩＰＡ裂解液对
蛋白样品进行裂解，并用ＢＣＡ蛋白检测试剂盒定量。用
十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，加样量为
每孔２０μｇ。凝胶上的蛋白条带被转移到二氟乙烯薄膜
上，然后在室温下以５％的脱脂牛奶封闭２ｈ。一抗中孵

育 ４℃过夜，然后在辣根过氧化物酶结合的二级抗
体中室温下持续孵育 １ｈ。以 ＥＣＬ显影液进行显影，并
用ＩｍａｇｅＪ软件进行分析，以ＧＡＰＤＨ作为内参。
１．３ 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ２０．０统计学软件分析。计量资料以
Ｘ±ｓ表示。组间比较行单因素方差分析。Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２ 结果

２．１ ｍｉＲ－７８表达水平在心肌梗死的心脏中降低
术后 １，２，４周检测 ｍｉＲ－７８的变化，结果见表 ４。

与假手术组相比，手术组 Ｉ区和 Ｂ区的 ｍｉＲ－７８表达
水平均显著降低（Ｐ＜０．０５）。术后２周表达水平降低最
明显，术后 ４周表达水平略有升高（Ｉ区比 Ｂ区降低得
更严重，这表明心肌梗死组织中ｍｉＲ－７８减少）。

２．２ ｍｉＲ－７８过表达缓解心肌梗死损伤
转染 ｍｉＲ－７８前体，ｐｒｅｍｉＲ－７８过表达。并在手术

和转染后 ２周进行验证（见表 ５）。ＲＴ－ＰＣＲ结果显
示，ｐｒｅｍｉＲ－７８组 ｍｉＲ－７８表达水平显著高于转染对
照组（Ｐ＜０．０５），表明 ｍｉＲ－７８成功过表达，转染样品
适合进一步检测。

转染对照组梗死面积约为 ５０％，在 ｍｉＲ－７８过表
达后，梗死面积明显减少至３０％（Ｐ＜０．０５，见表５）。假
手术组 ＬＶＥＦ约为 ６０％，术后降至２０％（Ｐ＜０．０５牘，详
见表 ６；随着 ｍｉＲ－７８的高表达，ＬＶＥＦ增至 ３０％
（Ｐ＜０．０５）。同样，假手术组 ＬＶＦＳ由手术前的 ３０％左
右减少到手术后的 １５％左右（Ｐ＜０．０５牘，详见表 ６。
ｍｉＲ－７８明显恢复（Ｐ＜０．０５），表明ｍｉＲ－７８过表达可
减轻心肌梗死程度。

２．３ ｍｉＲ－７８对ＣＯＬ１Ａ１和ＡＣＴＡ２的抑制作用
由于在诱导心肌梗死的模型中，ｍｉＲ－７８能改善心

功能，减少梗死面积，因此本研究中进一步探索ｍｉＲ－７８是
否影响 ＣＯＬ１和 ＡＣＴＡ２等纤维化相关因子的表达。经

·研究·
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组别

假手术组

转染对照组

ｐｒｅｍｉＲ－７８组

Ｆ值

Ｐ

ＬＶＥＦ
６０．０２±２．３３
２２．９８±２．０３
３５．１８±１．２１
２５．６２７
＜０．０５

ＬＶＦＳ
３２．０４±２．４３
１４．４３±１．５３
２７．９８±１．７３
２９．６３２
＜０．０５

组别

假手术组

转染对照组

ｐｒｅｍｉＲ－７８组

Ｆ值

Ｐ

ＣＯＬ１Ａ１
０．３２±０．０３
０．９８±０．０４
０．５２±０．２１
４３．８０５
＜０．０５

ＡＣＴＡ２
０．４０±０．０３
０．８４±０．１３
０．４８±０．０３
２６．７４１
＜０．０５

组别

转染对照组

ｐｒｅｍｉＲ－７８组
ｔ值

Ｐ

ＧＡＴＡ４
０．７６±０．２１
０．３４±０．１５
２．８１９

＜０．０５

组别

对照组

ｓｉ－对照组
ｓｉ－ＧＡＴＡ４组

Ｆ值

Ｐ

ＣＯＬ１
０．３２±０．０３
０．４８±０．０４
０．１２±０．２１
４１．２１７
＜０．０５

ＡＣＴＡ２
０．４０±０．０３
０．６４±０．１３
０．１８±０．０３
２３．８３５
＜０．０５

表６ 心肌梗死手术后ＬＶＥＦ和ＬＶＦＳ的水平（Ｘ±ｓ，％）

图１ ＣＯＬ１Ａ１和 ＡＣＴＡ２蛋白表达水平

ＣＯＬ１

ＡＣＴＡ２

ＧＡＰＤＨ

假手术组 转染对照组 ｐｒｅｍｉＲ－７８组

表７ ＣＯＬ１Ａ１和 ＡＣＴＡ２蛋白表达水平（Ｘ±ｓ）

ＬＶ－对照组 ＬＶ－ｐｒｅｍｉＲ－７８组

ＧＡＴＡ４

ＧＡＰＤＨ

图２ ＧＡＴＡ４蛋白表达水平

表８ ＧＡＴＡ４蛋白表达水平（Ｘ±ｓ）

ＣＯＬＬ

ＡＣＴＡ２

ＧＡＰＤＨ

对照组 ｓｉ－对照组 ｓｉ－ＧＡＴＡ４组

图３ ＣＯＬ１和 ＡＣＴＡ２蛋白表达量

表９ ＣＯＬ１和 ＡＣＴＡ２蛋白表达水平（Ｘ±ｓ）

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测，心肌梗死诱导后 ＣＯＬ１和 ＡＣＴＡ２
ｍＲＮＡ水平显著升高（Ｐ＜０．０５），而ｍｉＲ－７８过表达时
两者均受到抑制（Ｐ＜０．０５），详见图１和表７。上述２个
因子的蛋白表达水平显示一致的变化模式，表明ｍｉＲ－７８
可能抑制ＣＯＬ１Ａ１和ＡＣＴＡ２的表达，进一步抑制ＣＯＬ１
和 ＡＣＴＡ２蛋白的合成，从而减轻梗死后的心肌纤维化
程度。

２．４ ｍｉＲ－７８对ＧＡＴＡ４的抑制作用
利用在线数据库ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ，ＧＡＴＡ４被作为ｍｉＲ－７８

的靶基因，用野生型和突变型ＧＡＴＡ４３′ＵＴＲ（图２和表８）
的双荧光素酶试验在培养的心肌成纤维细胞中证实了

这一点。ｍｉＲ－７８与 ＷＴ－ＧＡＴＡ４３′ＵＴＲ的位置 １３６３
至 １３６９结合，但不与 ＭＵＴ－ＧＡＴＡ４３′ＵＴＲ结合。据预
测，ｍｉＲ－７８过表达可抑制 ＷＴ－ＧＡＴＡ４３′ＵＴＲ载体的
荧光素酶活性。然而，当靶序列发生突变（ｍｕｔ－ＧＡＴＡ４３′
ＵＴＲ）时，ｍｉＲ－７８的过表达对荧光素酶活性影响不显著
（Ｐ＞０．０５），详见表８。这些结果表明，ＧＡＴＡ４是ｍｉＲ－７８
的直接靶标，其３′ＵＴＲ序列ＧＵＣＵＵＡ为相互作用位点。
ｍｉＲ－７８的高表达导致ＧＡＴＡ４蛋白表达下调（Ｐ＜０．０５），
表明ｍｉＲ－７８能直接与ＧＡＴＡ４结合抑制其表达。

基于 ｍｉＲ－７８在抑制中的作用分析心肌纤维化的
相关因素、ＧＡＴＡ４与上述因素的关系，以验证 ｍｉＲ－７８
是否通过 ＧＡＴＡ４起作用，在此之前，ＧＡＴＡ４被小干扰
ＲＮＡ（ｓｉ－ＧＡＴＡ４）抑制，并检测其情况，详见表 ９。结果

显示，ｓｉ－ＧＡＴＡ４组与对照组相比，能显著降低 ＧＡＴＡ４
ｍＲＮＡ表达水平（Ｐ＜０．０５）。然后在这些细胞样本中检
测发现，当 ＧＡＴＡ４被抑制时，ＣＯＬ１和 ＡＣＴＡ２的蛋白
水平均被抑制（图 ３）。上述结果提示，ｍｉＲ－７８可直接
抑制ＧＡＴＡ４，并能抑制纤溶相关因子 ＣＯＬ１和 ＡＣＴＡ２
的表达，这可能是 ｍｉＲ－７８在心肌梗死后纤维化中
的调节机制。

３ 讨论

本研究发现，ｍｉＲ－７８在心肌梗死大鼠模型心脏中
表达下调，并揭示其在心肌梗死后心肌纤维化的调节作

用。进一步的分析显示，ｍｉＲ－７８可能的靶向区域为
ＧＡＴＡ４３′ＵＴＲ，从而降低 ＧＡＴＡ表达水平，进而可能抑
制梗死后心肌纤维化的进展。

本研究中采用２种纤维化相关因子ＣＯＬ１和ＡＣＴＡ２
作为心肌纤维化指标。ＣＯＬ１由 α１链（由 ＣＯＬ１Ａ１编
码）和α２链（由ＣＯＬ１Ａ２编码）组成的三螺旋组成。它通
常被用作各种疾病中纤维化的标志，包括心肌纤维化。

正常大鼠心脏 ＣＯＬ１水平较低，但诱导心肌梗死后
ＣＯＬ１水平升高犤１３犦。本研究结果表明，心肌梗死诱导后Ｉ区

·研究·
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ＣＯＬＬＡ１和蛋白 ＣＯＬ１表达水平均升高，表明心肌纤维
化加重。ｍｉＲ－７８的过表达抑制 ＣＯＬ１Ａ１转录和 ＣＯＬ１
合成。ＡＣＴＡ２在二联症中也被证明与纤维化高度相
关 犤１４－１５犦，在心肌梗死后可促进其 ｍＲＮＡ和蛋白质水平
的升高，该状况可被 ｍｉＲ－７８过表达所抑制。可见，由
于 ｍｉＲ－７８的过度表达可降低与纤维相关的因素
ＣＯＬ１和ＡＣＴＡ２的高表达水平从而抑制了心肌纤维化。

ＧＡＴＡ４是重要的转录调控因子，可调节心脏发育
过程和疾病相关基因 犤１６犦，是心肌细胞肥大和纤维化

的重要指标。人 ＧＡＴＡ４与 ＤＮＡＳｉⅠ超敏位点结合
ＣＯＬ１Ａ２基因可下调 ＣＯＬ１Ａ２的表达犤１７犦。本研究结果

表明，ｍｉＲ－７８过表达抑制了 ＧＡＴＡ４，这也与下调的
ｓｉ－ＧＡＴＡ４心肌成纤维细胞中的 ＣＯＬ１和 ＡＣＴＡ２有
关。与 ｍｉＲ－７８过表达对心肌纤维化的保护作用一致，
表明 ＧＡＴＡ４在梗死后心肌纤维化中具有促进作用。然
而，ＧＡＴＡ４在其他细胞类型或组织，如胎鼠肝间充质细
胞中可能起着不同的作用，其中 ＧＡＴＡ４敲除导致了晚
期肝纤维化犤１８犦。本研究中，ＧＡＴＡ４对心肌纤维化的作用
是通过 ＣＯＬ１和 ＡＣＴＡ２实现的，但在其他细胞中可能
通过其他因素发挥作用。本研究中发现，ｍｉＲ－７８在心
肌梗死后心脏的Ｉ区和Ｂ区表达下调，而在心肌梗死后
血浆中表达上调。ｍｉＲ－７８表达水平的升高可作为急性
心肌梗死后心肌损伤和左心室重构的生物标志物。心肌

成纤维细胞水平的降低和血浆水平的升高可能是由细

胞释放ｍｉＲ－７８所致。血浆中ｍｉｃｒｏＲＮＡ的存在除了在
人类之外，还存在于各种动物物种中，且来源于循环血

细胞和其他受疾病影响的细胞犤１９犦。细胞通过外来体、微泡

或蛋白复合体选择性地将一些早熟和成熟的ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ
释放到血液犤２０犦。从这个角度来看，本研究中的下调ｍｉＲ－７８
表达与其在血浆中的上调表达并不矛盾。故可推测，在

心肌梗死期间，ｍｉＲ－７８向血浆的释放可能会增加。
心肌梗死时细胞内 ｍｉＲ－７８表达水平的变化是否

与其转录活性或细胞释放活性有关尚不清楚，有待进一

步研究。但ｍｉＲ－７８的保护作用不可否认。除了在心血管
疾病中的作用外，本研究中还进一步证实其在心肌梗

死期间具有抗纤维化功能，从而减少对心脏的损害。目

前已有大量报道指出 ｍｉｃｒｏＲＮＡ是疾病可能的治疗靶
点犤１９－２１犦，ｍｉＲ－７８的潜在应用可能是减轻梗死后心肌
纤维化的一种替代方法。

综上所述，ｍｉＲ－７８可抑制心肌梗死大鼠心肌纤维
化，作用机制可能为下调 ＧＡＴＡ４表达，从而下调 ＣＯＬ１
和ＡＣＴＡ２的表达。
参考文献：

犤１犦陈章荣，吴新华，罗开良，等 ．ＰＤＴＣ对大鼠心肌梗死后 ＮＦ－
κＢ与 ＭＭＰ－２表达及心肌胶原重塑的影响犤Ｊ犦．重庆医学，

２０１３，４２（２５）：３００４－３００７．
犤２犦陈 璐，赵 鑫．环孢素 Ａ预处理对离体大鼠心肌细胞凋亡
及心脏乳酸脱氢酶和Ｎａ＋，Ｋ＋－ＡＴＰ酶活性的影响犤Ｊ犦．中国药业，
２０１８，２７（１０）：１２－１５．

犤３犦ＳＵＮＪ，ＲＯＮＧＺ，ＷＵＧＥＴＩＮ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎａｒａｐｉｄａｔｒｉａｌｐａｃｉｎｇｍｏｄｅｌｉｎＮｅｗＺｅａｌａｎｄ
ｒａｂｂｉｔｓｕｓｉｎｇｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｂａｃｋｓｃａｔｔｅｒ犤Ｊ犦．
ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅＭｏｎｉｔｏｒ，２０１４，２０（２）：１８８４－１８８９．

犤４犦ＹＡＮＧＳ，ＰＩＡＯＪ，ＪＩＮＬ，ｅｔａｌ．Ｄｏｅｓｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｗｉｔｈ５－ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｅｏｒｄｏｕｂｌｅｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ
ｉｎｆｕｓｉｏｎｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｉｒｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌｆｏｒｄｉｌａｔｅｄｃａｒｄｉｏｍｙ
ｏｐａｔｈｙ牽犤Ｊ犦．ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅＭｏｎｉｔｏｒＢａｓｉｃＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１３，

１９（４５）：２０－３１．
犤５犦ＨＥＪＧ，ＬＩＨＲ，ＨＡＮＪＸ，ｅｔａｌ．ＧＡＴＡ－４－ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｍｏｕｓｅｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｍｐｒｏｖｅｃａｒｄｉａｃｆｕｎｃｔｉｏｎａｆｔｅｒ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｖｉａｓｅｃｒｅｔｅｄｅｘｏｓｏｍｅｓ犤Ｊ犦．ＳｃｉＲｅｐ，２０１８，

８（１）：９０４７．
犤６犦ＳＵＺＵＫＩＹＪ．ＣｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｆｏｒｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＧＡＴＡ４
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ：Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ犤Ｊ犦．
ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌ，２０１１，２３（７）：１０９４－１０９９．

犤７犦ＣＵＩＳ，ＸＵＥＬ，ＹＡＮＧＦ，ｅｔａｌ．ＰｏｓｔｉｎｆａｒｃｔｉｏｎＨｅａｒｔｓＡｒｅＰｒｏｔｅｃｔｅｄ
ｂｙＰｒｅｍａｔｕｒｅＳｅｎｅｓｃｅｎｔＣａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓＶｉａＧＡＴＡ４－Ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ＣＣＮ１Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ犤Ｊ犦．ＪＡｍＨｅａｒｔＡｓｓｏｃ，２０１８，７（１８）：ｅ００９１１１．

犤８犦ＪＡＮＭＩ，ＫＨＡＮＲＡ，ＡＬＩＴ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｐｌａｙｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａａｐｏｐ
ｔｏｓｉｓｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓａｎｄｍｉｃｒｏＲＮＡｓｉｎｖａｌｖｕｌａｒｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ犤Ｊ犦．
ＡｒｃｈＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓ，２０１７，６３３：５０－５７．

犤９犦ＲＹＳ?Ｊ，ＴＥＮＨＵＮＥＮＯ，ＳＥＲＰＩＲ，ｅｔａｌ．ＧＡＴＡ－４ｉｓａｎａｎｇｉｏ
ｇｅｎｉｃｓｕｒｖｉｖａｌｆａｃｔｏｒｏｆｔｈｅｉｎｆａｒｃｔｅｄｈｅａｒｔ犤Ｊ犦．ＣｉｒｃＨｅａｒｔＦａｉｌ，
２０１０，３（３）：４４０－４５０．

犤１０犦ＲＯＭＡＯＪＭ，ＪＩＮＷ，ＨＥＭ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｓｉｎｂｏｖｉｎｅａｄｉｐｏｇｅ
ｎｅｓｉｓ：Ｇｅｎｏｍｉｃｃｏｎｔｅｘｔ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ犤Ｊ犦．ＢＭＣＧｅ
ｎｏｍｉｃｓ，２０１４，１５（１）：１３７．

犤１１犦ＣＨＥＮＺ，ＺＨＡＮＧＳ，ＧＵＯＣ，ｅｔａｌ．ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ－
２００ｃｐｒｏｔｅｃｔｓｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｆｒｏｍｈｙｐｏｘｉａ－ｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＧＡＴＡ－４犤Ｊ犦．ＩｎｔＪＭｏｌＭｅｄ，２０１７，３９（６）：

１５８９－１５９６．
犤１２犦ＬＩＡＮＧＷ，ＧＵＯＪ，ＬＩＪ，ｅｔａｌ．ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ－１２２ａｔ

ｔｅｎｕａｔｅｓ ｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ（Ｈ／Ｒ）－ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＧＡＴＡ－４犤Ｊ犦．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓ
ＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２０１６，４７８（３）：１４１６－１４２２．

犤１３犦李 娇，赵信科，魏惠平，等．Ｗｎｔ信号通路与心肌纤维化的
研究进展和应用前景犤Ｊ犦．中国临床药理学杂志，２０１７，

１８（３３）：１８２８－１８３１．
犤１４犦ＷＡＮＧＳ，ＭＡＮ，ＫＡＷＡＮＩＳＨＩＳ，ｅｔａｌ．ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｏｆＡｌｐｈａ－

ＳＭＡ－ＰｏｓｉｔｉｖｅＦｉｂｒｏｂｌａｓｔｓａｎｄＳＤＦ－１－ＰｏｓｉｔｉｖｅＴｕｍｏｒＣｅｌｌｓ
ｗｉｔｈＮｅｏａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎＮａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌＣａｒｃｉｎｏｍａ犤Ｊ犦．Ｂｉｏｍｅｄ
ＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，２０１４，２０１４（２）：５０７３５３．

犤１５犦ＲＯＣＫＥＹＤＣ，ＷＥＹＭＯＵＴＨＮ，ＳＨＩＺ．ＳｍｏｏｔｈＭｕｓｃｌｅαＡｃｔｉｎ
（Ａｃｔａ２）ａｎｄＭｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔＦｕｎｃｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇＨｅｐａｔｉｃＷｏｕｎｄ
Ｈｅａｌｉｎｇ犤Ｊ犦．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１３，８（１０）：ｅ７７１６６．

·研究·
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