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　　【摘要】　目的　探讨微小ＲＮＡ２１５ｐ（ｍｉＲ２１５ｐ）在心肌梗死后心力衰竭中的作用及相关机制。
方法　构建小鼠心肌梗死模型，利用实时荧光定量ＰＣＲ方法分析梗死心肌中ｍｉＲ２１５ｐ的表达变化；
构建ｍｉＲ２１５ｐ过表达慢病毒，通过在体感染合并心肌梗死小鼠模型，采用超声心动图及免疫组化方
法明确ｍｉＲ２１５ｐ对心肌梗死后心肌纤维化、心力衰竭的影响；体外进行ｍｉＲ２１５ｐ慢病毒感染，采用
细胞划痕试验及细胞计数检测明确ｍｉＲ２１５ｐ对心脏成纤维细胞功能的影响。　结果　小鼠梗死心
肌中ｍｉＲ２１５ｐ的表达是假手术组小鼠的１７５倍（ｔ＝８６３３，Ｐ＜００１）；与阴性对照组相比，ｍｉＲ２１５ｐ
可导致心肌梗死后心功能进一步恶化（左室射血分数：３１６２％ ±７６３％比 ４２６９％ ±４４７％，ｔ＝
２８００，Ｐ＝００２），并加重梗死心肌纤维化程度（４２６１％ ±６７３％比２３２３％ ±４０７％，ｔ＝３４７０，Ｐ＝
００１）；ｍｉＲ２１５ｐ可下调Ｓｍａｄ７表达（０７２倍，ｔ＝３４３２，Ｐ＝００１），促进心脏成纤维细胞的增殖
（１４２倍，ｔ＝５８５５，Ｐ＜００１）和迁移能力（１４１倍，ｔ＝６６５８，Ｐ＜００１）。　结论　ｍｉＲ２１５ｐ通过下
调Ｓｍａｄ７表达，增强心脏成纤维细胞的增殖和迁移能力，加重心肌梗死后心肌纤维化和心力衰竭。
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　　心力衰竭是各种心血管疾病的终末阶段，患者
预后差，死亡率高。据估算，成年人心力衰竭的患病

率约为１５％ ～２０％，而７０岁以上人群的心力衰
竭患病率则高于１０％［１］。心肌梗死可引起心肌坏

死、心肌纤维化，导致心室重构，是心力衰竭发生发

展的重要病因［２３］。尽管近年来心力衰竭的诊疗手

段取得了诸多进展［４］，但心肌梗死后心力衰竭的分

子发生机制仍未阐明，尚缺乏有效延缓甚至治愈心

肌梗死后心力衰竭的有效手段。近期研究显示，微

小 ＲＮＡ２１５ｐ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ２１５ｐ，ｍｉＲ２１５ｐ）在肺、
肾脏等诸多器官的纤维化过程中起重要的调控作

用［５６］。然而，ｍｉＲ２１５ｐ在心肌梗死后心力衰竭中
的作用及机制尚不明确。本研究拟探讨ｍｉＲ２１５ｐ
在心力衰竭中的作用，并对其作用机制进行阐释。

１　材料与方法

１１　实验试剂与材料
对照慢病毒（Ｌｅｔｖｅｃｔｏｒ）及ｍｉＲ２１５ｐ过表达慢

病毒（Ｌｅｔｍｉｒ２１５ｐ）购自上海吉凯基因化学技术有
限公司。青霉素链霉素抗生素（ＧｉｂｃｏＴＭ）、ＤＭＷＭ／
Ｆ１２培养基（ＧｉｂｃｏＴＭ）、胎牛血清（ＧｉｂｃｏＴＭ）、０２５％
胰酶ＥＤＴＡ（ＧｉｂｃｏＴＭ）、脂质体 ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、
ＯｐｔｉＭＥＭ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、
ＴａｑｍａｎＴＭｍｉＲＮＡ测试试剂盒等均购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公 司；２型 胶 原 酶 购 自 美 国
ＷｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ公司；ｍｉＲＮＡ分
离试剂盒购自北京天根生化科技有限公司；ＡＭＶ反
转录试剂盒购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；引物购自上海
赛百盛基因技术有限公司。

１２　小鼠模型构建
实验动物采用８～１０周雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，购

自北京维通利华实验动物技术有限公司。通过结扎

小鼠心脏冠状动脉前降支血管构建小鼠心肌梗死模

型。即用１０％ ～１５％的异氟烷麻醉小鼠，进行气
管插管，连接至小动物呼吸机上。自第４肋间打开
小鼠胸腔，钝性分离心包壁层，用７０的丝线结扎小
鼠冠状动脉前降支，见结扎区域心肌组织颜色变白

代表造模成功，并用５０的丝线关闭胸腔。
于小鼠心肌梗死手术前１周，将阴性对照慢病

毒或ｍｉＲ２１５ｐ过表达慢病毒通过尾静脉注射方式
注入小鼠体内，每只小鼠给予病毒剂量为１０×１０７

ＴＵ，每只小鼠给药体积为１５０μｌ。慢病毒转染效率
利用实时荧光定量ＰＣＲ方法进行检测。
１３　心脏功能评估

小鼠心肌梗死模型构建４周后，进行超声心动
图检测以评价心脏功能，如左室射血分数（ｌｅｆｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｊｅｃｔｉｏｎｆｒａｃｔｉｏｎ，ＬＶＥＦ）、短轴缩短率
（ｆｒａｃｔｉｏｎａｌｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，ＦＳ）。超声心动图利用 Ｖｅｖｏ
２１００小动物超声仪进行采集，探头型号为 ＭＳ４００
（富士胶片公司，加拿大）。

１４　免疫组化染色
小鼠模型构建４周后，取小鼠心脏，固定于４％

的多聚甲醛中，包埋，并切成５μｍ厚度的切片。对
切片进行Ｍａｓｓｏｎ染色，利用显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，
日本）进行拍照，观察小鼠心脏纤维化程度。利用

ＩｍａｇｅＪ软件对梗死交界区心肌纤维化程度进行定
量分析。

１５　原代心脏成纤维细胞培养
取３ｄ以内的新生 Ｃ５７ＢＬ／６乳鼠心脏，将心脏

剪成小块，置于００８％的胰酶及００５％的２型胶原
酶混合液中，４℃消化过夜。利用含１５％胎牛血清
的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基终止消化，１０００转／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，并铺至培养皿中，１ｈ后进行换液，贴壁细胞
即为原代心肌成纤维细胞。利用传代后２～３代细
胞进行ＣＣＫ８及细胞划痕等功能实验。

将原代成纤维细胞置于含５μｇ／ｍｌ的Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ
与５×１０７ＴＵ／ｍｌ的阴性对照慢病毒或ｍｉＲ２１５ｐ过
表达慢病毒的１５％胎牛血清ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中
２４ｈ，更换培养基继续培养４８ｈ以实现慢病毒转染。
慢病毒转染效率用实时荧光定量ＰＣＲ法检测。
１６　实时荧光定量ＰＣＲ

利用ＴＲＩｚｏｌ试剂及ｍｉＲＮＡ分离试剂盒，按照操
作说明提取总 ＲＮＡ及 ｍｉＲＮＡ。利用 ＡＭＶ反转录
试剂盒和 ＳＹＢＲｐｒｅｍｉｘＤｉｍｅｒＥｒａｓｅｒＴＭ进行 ｃＤＮＡ第
一链合成及ｍＲＮＡ表达半定量分析。利用 ＴａｑＭａｎ
ｍｉＲＮＡ试剂盒检测 ｍｉＲＮＡ表达量分析。实时荧光
定量 ＰＣＲ应用 ＳｔｅｐＯｎｅＴＭ体系进行检测（Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，美国）。Ｓｍａｄ７引物序列：前向引物：５’
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ＧＧＣＣＧＧＡＴＣＴＣＡＧＧＣＡＴＴＣ３’；后 向 引 物：５’
ＴＴＧＧＧＴＡＴＣＴＧＧＡＧＴＡＡＧＧＡＧＧ３’。
１７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

采用 ＲＩＰＡ蛋白裂解液提取目标细胞或目标组
织中的蛋白，利用 ＢＣＡ法进行蛋白浓度测定。在
１０％的ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶中进行蛋白电泳（上样量均
为２０μｇ），并进行转膜、封闭，以１∶１０００的比例孵育
Ｓｍａｄ７、ＴＧＦβ及 ＧＡＰＤＨ一抗，４℃过夜；以１∶３０００
比例室温孵育二抗１ｈ，并进行化学发光及显影。
１８　统计学方法

利用ＩＢＭＳＰＳＳ２２软件进行统计分析。符合正
态分布的计量资料采用 珋ｘ±ｓ表示，两组间的差异通
过Ｓｔｕｄｅｎｔｓｔ检验进行分析。检验水准α取００５。

２　结果

２１　心肌梗死诱导ｍｉＲ２１５ｐ表达量上调
制作小鼠心肌梗死模型及假手术组，于术后

１周取小鼠心脏梗死组织，提取假手术组及心肌梗
死组小鼠心脏ｍｉＲＮＡ，并通过实时荧光定量ＰＣＲ检
测梗死心脏中 ｍｉＲ２１５ｐ的表达变化（以 Ｕ６的参
照）。结果发现，与假手术组（ｎ＝５）相比，心肌梗死
小鼠（ｎ＝５）心脏 ｍｉＲ２１５ｐ表达量明显上调，为假
手术组的１７５倍（ｔ＝８６３３，Ｐ＜００１）。
２２　ｍｉＲ２１５ｐ加重心肌梗死后心力衰竭

阴性对照组和ｍｉＲ２１５ｐ过表达组小鼠冠状动
脉前降支结扎术后４周，进行超声心动图检测，比较
两组小鼠心脏功能变化情况。结果发现，与阴性对

照组相比，ｍｉＲ２１５ｐ过表达组小鼠的 ＬＶＥＦ
（３１６２％ ±７６３％比 ４２６９％ ±４４７％，ｎ＝５，ｔ＝
２８００，Ｐ＝００２）和 ＦＳ（１５１６％ ±３９０％ 比
２０９８％±２５７％，ｎ＝５，ｔ＝２７８８，Ｐ＝００２）显著下
降，心脏功能明显恶化，见图１。
２３　ｍｉＲ２１５ｐ促进梗死心肌纤维化形成

将小鼠分为阴性对照组（ＬｅｔｖｅｃｔｏｒＭＩ）和
ｍｉＲ２１５ｐ过表达组（ＬｅｔｍｉＲ２１５ｐＭＩ），并分别制
作心肌梗死模型。术后４周取心脏标本行 Ｍａｓｓｏｎ
染色，比较梗死交界区心肌纤维化水平。结果发现，

与阴性对照组相比，ｍｉＲ２１５ｐ过表达组小鼠心脏
组织中 ｍｉＲ２１５ｐ的表达水平显著上调（Ｐ＝
００１）；ｍｉＲ２１５ｐ过表达组小鼠梗死交界区心肌纤
维化水平显著升高（４２６１％ ±６７３％比２３２３％ ±
４０７％，ｎ＝５，ｔ＝３４７０，Ｐ＝００１），见图２。

慢病毒介导的ｍｉＲ２１５ｐ过表达可导致小鼠心肌梗死后心脏功能
恶化。Ａ：阴性对照慢病毒心肌梗死组（ＬｅｔｖｅｃｔｏｒＭＩ）与 ｍｉＲ２１５ｐ
过表达慢病毒心肌梗死组（ＬｅｔｍｉＲ２１５ｐＭＩ）小鼠心肌梗死模型建
立后４周的Ｍ型超声心动图；Ｂ：两组ＬＶＥＦ比较；Ｃ：两组ＦＳ比较
图１　ｍｉＲ２１５ｐ过表达导致心肌梗死后心力衰竭加重
（ｎ＝５）

２４　ｍｉＲ２１５ｐ促进心脏成纤维细胞增殖及迁移
培养原代心脏成纤维细胞，进行阴性对照慢病

毒、ｍｉＲ２１５ｐ过表达慢病毒转染，ＣＣＫ８及细胞划
痕实验验证ｍｉＲ２１５ｐ对心脏成纤维细胞功能的影
响。结果发现，与阴性对照组相比，ｍｉＲ２１５ｐ过表
达组小鼠心脏成纤维细胞中ｍｉＲ２１５ｐ的表达水平
显著增加（１６６倍，ｎ＝５，ｔ＝３１２６，Ｐ＝００２）；
ｍｉＲ２１５ｐ过表达明显促进心脏成纤维细胞的增殖
（Ｐ＜００１）及迁移能力（Ｐ＜００１），见图３。
２５　ｍｉＲ２１５ｐ下调Ｓｍａｄ７ｍＲＮＡ表达

我们通过 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库，对 ｍｉＲ２１５ｐ的
靶基因进行分析，结果发现 ｍｉＲ２１５ｐ可与 Ｓｍａｄ７
的３’ＵＴＲ区结合，具有调控Ｓｍａｄ７表达的潜在作用
（图４Ａ）。通过提取阴性对照及 ｍｉＲ２１５ｐ过表达
心脏成纤维细胞的ｍＲＮＡ，进行实时定量荧光ＰＣＲ，
发现ｍｉＲ２１５ｐ显著下调Ｓｍａｄ７的ｍＲＮＡ表达水平
（０７２倍，ｎ＝５，ｔ＝３４３２，Ｐ＝００１，图４Ｂ）。另外，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验显示，ｍｉＲ２１５ｐ可下调 Ｓｍａｄ７的
蛋白表达，并上调ＴＧＦβ的蛋白表达（图４Ｃ）。

３　讨论

心肌纤维化是心肌梗死后心力衰竭的关键致病
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Ａ～Ｃ：慢病毒介导的ｍｉＲ２１５ｐ过表达可导致小鼠梗死心肌纤维

化水平显著增加；Ｄ：实时荧光定量 ＰＣＲ显示，ｍｉＲ２１５ｐ过表达

慢病毒组小鼠心脏中ｍｉＲ２１５ｐ的表达量显著上调

图２　ｍｉＲ２１５ｐ过表达增加梗死心肌纤维化程度（ｎ＝５）

因素，而心肌梗死后心肌纤维化形成的具体发病机

制目前仍在研究之中［７］。研究显示，ｍｉＲ２１５ｐ在
早期胚胎发育、哮喘、肿瘤发生等重要生理病理中发

挥重要作用［８９］。ＭｉＲ２１５ｐ通过靶向 Ｓｍａｄ７的表
达，调控 ＴＧＦβ信号通路，促进胶原形成，参与到
肺、肝及肾的纤维化过程中［５６，１０］。但 ｍｉＲ２１５ｐ在
心肌梗死后心力衰竭中的作用及相关机制的研究并

未得到阐释。

本研究发现，梗死心肌中的 ｍｉＲ２１５ｐ的表达
水平明显上调，慢病毒介导的 ｍｉＲ２１５ｐ过表达可
导致心肌梗死后心力衰竭的程度进一步加重。考虑

到ｍｉＲ２１５ｐ具有通过调控 ＴＧＦβ信号通路，促进
肝、肾等脏器纤维化的作用，我们同时对 ｍｉＲ２１５ｐ
过表达小鼠心脏纤维化水平进行了观察，结果发现

ｍｉＲ２１５ｐ可显著增加梗死心肌纤维化的水平。因

Ａ、Ｃ：细胞划痕实验显示，慢病毒介导的ｍｉＲ２１５ｐ过表达促进心脏

成纤维细胞的迁移能力；Ｂ：ＣＣＫ８实验显示，慢病毒介导的ｍｉＲ２１５ｐ

过表达促进心脏成纤维细胞的增殖能力；Ｄ：实时荧光定量 ＰＣＲ显

示，ｍｉＲ２１５ｐ过表达慢病毒组心脏成纤维细胞中ｍｉＲ２１５ｐ的表达

量显著上调

图３　ｍｉＲ２１５ｐ促进心脏成纤维细胞增殖和迁移能力（ｎ＝５）

此，考虑ｍｉＲ２１５ｐ的致心力衰竭作用很可能与其
促进心肌纤维化的作用有关。为明确ｍｉＲ２１５ｐ对
心肌纤维化的作用机制，分离小鼠原代心脏成纤维

细胞，并进行了细胞增殖和迁移功能检测。结果发

现，ｍｉＲ２１５ｐ过表达明显促进了心脏成纤维细胞的
增殖能力和迁移能力。可见，ｍｉＲ２１５ｐ参与了心肌
纤维化过程，导致心力衰竭程度进一步加重。

Ｓｍａｄ７是经典的ＴＧＦβ信号通路拮抗因子，其
主要通过参与 ＴＧＦβ信号通路发挥其抗纤维化作
用［１１］。既往研究显示，在肺脏及瘢痕纤维组织中，

ｍｉＲ２１５ｐ可下调 Ｓｍａｄ７的表达，致使其抗纤维化
能力受到抑制，从而促进纤维化的进程［６，１２］。本研
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Ａ：ｍｉＲ２１５ｐ与Ｓｍａｄ７３’ＵＴＲ区结合位点展示；Ｂ：ｍｉＲ２１５ｐ可

下调Ｓｍａｄ７的ｍＲＮＡ表达；Ｃ：ｍｉＲ２１５ｐ可下调 Ｓｍａｄ７的蛋白表

达，并上调ＴＧＦβ的蛋白表达

图４　ｍｉＲ２１５ｐ下调Ｓｍａｄ７的表达（ｎ＝５）

究结果显示，在心脏成纤维细胞中，ｍｉＲ２１５ｐ明显
下调 Ｓｍａｄ７的表达水平，通过调控 ＴＧＦβ信号通
路，促进心脏成纤维细胞的增殖和迁移能力，是调控

心肌梗死后心力衰竭的潜在发生机制。这一结果与

既往研究一致，验证了 ｍｉＲ２１５ｐ／Ｓｍａｄ７信号轴在
心肌梗死后心力衰竭中的作用。然而，也有学者认

为，由于 ｍＲＮＡ调控机制纷繁复杂，并可受到多个
ｍｉＲＮＡ的调控，我们很难确定在疾病的发生发展过
程中单个 ｍｉＲＮＡ对 ｍＲＮＡ的调控作用。因此，我
们仍需开展更多的基础及临床研究，进一步明确

ｍｉＲＮＡ调控ｍＲＮＡ的本质及其在各种疾病发生发
展中的具体机制和作用。

本研究尚有一定的局限性。首先，本研究主要

利用动物及细胞实验来证明ｍｉＲ２１５ｐ在心肌梗死
后心力衰竭中的作用，并未在人群中进行验证；其

次，由于人体心脏标本难以获取，本研究仅针对动物

心脏组织中的ｍｉＲＮＡ表达变化及作用进行了研究；
再次，本研究虽在动物及细胞水平证实了ｍｉＲ２１５ｐ
的致心肌纤维化及心力衰竭作用，但将其作为临床

诊疗的生物标记物或治疗靶点仍需进一步的基础及

临床研究进行验证。

综上所述，ｍｉＲ２１５ｐ在调控心肌梗死后心力
衰竭中发挥一定的致病作用。这一作用可能是通过

ｍｉＲ２１５ｐ促进心脏成纤维细胞增殖和迁移能力，
导致心脏纤维化来实现的。另外，ｍｉＲ２１５ｐ／Ｓｍａｄ７
信号轴是调控心肌梗死后心力衰竭的重要分子机

制。这一研究为明确心肌梗死后心力衰竭的发生机

制，探索新型临床治疗靶点提供了一定的理论依据。

利益冲突：无
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