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压力超负荷致小鼠心肌肥厚中 犿犻犚３７８对热休克转录因子１的调节

作用

苑　洁，邹云增
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　　［摘要］　目的：探讨ｍｉＲ３７８在压力超负荷致小鼠心肌肥厚中对热休克转录因子１（ＨＳＦ１）的调节作用及机制。方法：采

用Ｃ５７Ｂ／Ｌ６雄性小鼠经主动脉缩窄构建心肌的压力超负荷（ＴＡＣ）模型，２周后对小鼠进行心脏超声和血流动力学测定，并观

察ｍｉＲ３７８和ＨＳＦ１的表达变化。体外培养心肌细胞，机械牵张刺激２４ｈ后观察ｍｉＲ３７８和ＨＳＦ１的表达变化；对心肌细胞

分别转染ｍｉＲ３７８模拟物和抑制物，４８ｈ后观察心肌细胞内源性ＨＳＦ１的表达变化；通过荧光素酶基因报告系统，检测ｍｉＲ

３７８是否靶向结合其预测靶点ＨＳＦ１的３′ＵＴＲ区域。结果：建模ＴＡＣ小鼠２周后，心脏表现为代偿性心肌肥厚，ＨＳＦ１表达升

高而ｍｉＲ３７８表达下降。心肌细胞机械牵张后ＨＳＦ１表达升高而ｍｉＲ３７８表达下降；心肌细胞过表达ｍｉＲ３７８后，ＨＳＦ１表达

显著下降，而当抑制内源ｍｉＲ３７８时，ＨＳＦ１表达显著升高；荧光素酶报告系统证实ｍｉＲ３７８能够靶向结合ＨＳＦ１的３′ＵＴＲ序

列。结论：在心肌肥厚代偿期，ｍｉＲ３７８可能通过靶向结合ＨＳＦ１的３′ＵＴＲ序列调节心肌内源性ＨＳＦ１的表达。

　　［关键词］　热休克转录因子１；压力超负荷；心肌肥厚；微小ＲＮＡ３７８
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　　心血管疾病是全球范围内危害人类健康的“头

号杀手”。心肌肥厚是许多心脏疾病如高血压、心

瓣膜病、充血性心力衰竭及先天性心脏病的代偿反

应，会导致心力衰竭。而血流动力学压力超负荷是

引起心肌肥厚进而发生心力衰竭的主要因素。心

脏在压力负荷初期通常表现为代偿性心肌肥厚，以

满足机体的各种生命活动的需要。然而当心脏在

持续压力超负荷情况下，代偿性心肌肥厚会发展为

失代偿性心肌肥厚，从而诱发心功能不全和心力衰

竭，增加猝死发生风险［１２］。

热休克蛋白转录因子１（ＨＳＦ１）在许多病理条件

的（缺血损伤、氧化应激、压力超负荷等）刺激下均可
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以对心脏起保护作用，并在适应性的生理性心肌肥厚

中发挥重要作用［１５］。压力超负荷下，ＨＳＦ１能促进

心脏血管新生、抑制心肌纤维化、维持心肌重构的早

期代偿［６７］，然而有关其调控机制的研究报道甚少。

因此，研究ＨＳＦ１在心肌肥厚中的调节机制，对于临

床治疗中心功能的改善具有重要意义。

ＭｉｃｒｏＲＮＡ（简称ｍｉＲＮＡ）是广泛存在于真核

生物中长度约为２１ｎｔ的内源性非编码ＲＮＡ，参与

基因的转录后调节，在生物体内的生理及病理过程

中都扮演着重要角色［８１０］。已有研究证实，很多

ｍｉＲＮＡｓ参与心肌肥厚发生发展过程中重要基因的

调控［９，１１１２］。ＭｉＲＮＡ 是否也参与心脏保护因子

ＨＳＦ１的调控，值得进一步研究。

１　材料与方法

１．１　小鼠压力超负荷模型（ＴＡＣ）的建立　Ｃ５７Ｂ／

Ｌ６雄性小鼠，周龄为１０～１２周，体质量１８～２２ｇ，

购于上海中科院斯莱克实验动物有限责任公司。

小鼠麻醉后卧于鼠板固定，气管插管后连接呼吸

机，沿胸骨左侧的第二肋骨剪断肋骨，在主动脉凸

侧分支的第一和第二分支之间将丝线穿过主动脉

弓，用３１Ｇ针头造成升主动脉环行缩窄，之后逐层

缝合。假手术组只穿线不结扎。

１．２　小鼠心脏超声和血流动力学测定　对小鼠假

手术组和ＴＡＣ模型术后２周进行心功能和动脉收

缩压（ＡＳＰ）测定。使用加拿大ＶｉｓｕａｌＳｏｎｉｃｓ公司

Ｖｅｖｏ７７０超声诊断仪和３０ＭＨｚ高频探头进行小

鼠的心脏超声检测心脏功能，记录ＢＭｏｄｅ图像，测

量左室舒张期前壁厚度（ＬＶＡＷｄ）、左室射血分数

（ＬＶＥＦ）等指标。使用 Ｍｉｌｌａｒ导管对小鼠ＡＳＰ进

行测定。

１．３　心肌细胞培养　取１～３ｄＳＤ大鼠乳鼠１５

只，购于上海中科院斯莱克实验动物有限责任公

司。用７５％乙醇消毒，取心尖大部用ＰＢＳ洗２次，

将组织剪碎。用０．１％胰酶溶液３７℃消化５～６次，

每次８ｍｉｎ，收集上清到ＤＭＥＭ标准培养基中终止

消化，１２００狉／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，将细胞沉淀收集到

１个装有ＤＭＥＭ低糖标准培养基中的收集管中，将

收集得到的细胞悬液加入２个１０ｍｍ培养皿中，置

于ＣＯ２培养箱进行差速贴壁法分离。２ｈ后，吸取

上清，按照１×１０６／ｍＬ将细胞接种，次日换液，加入

新鲜的ＤＭＥＭ低糖培养基。

１．４　ＭｉＲ３７８模拟物或抑制物细胞转染　心肌细

胞贴壁２４ｈ后，换成无血清无抗生素低糖培养基预

处理 过 夜，使 用 转 染 试 剂ｓｉＰＯＲＴＴＭ ＮｅｏＦＸＴＭ

ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＡｇｅｎｔ（Ｆｉｓｈｅｒ，ＡＭ４５１０）转染 ｍｉＲ３７８
模拟物（３５ｎｍｏｌ／Ｌ）（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＡＭ１７１００）或

抑制物（５０ｎｍｏｌ／Ｌ）（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＡＭ１７０００）分

子以及ＦＡＭ标记模拟物和抑制物的阴性对照。４８ｈ
后收集细胞或对细胞进行机械牵张刺激。

１．５　荧光素酶报告基因检测　将扩增得到的ＨＳＦ１

野生型基因３′ＵＴＲ或突变型片段各自插入到ｐＭＩＲ

ＲＥＰＯＲＴＴＭ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｍｉＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ａｐｐｌｉｅｄ

Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＡＭ４５１０）报告载体中得到ＬｕｃＨＳＦ１及

种子序列突变载体ＬｕｃＨＳＦ１ＭＵ，使用ＦｕＧＥＮＥ

ＨＤ（Ｒｏｃｈｅ，Ｅ２３１１）根据分组将荧光素酶报告载体和

ｍｉＲ３７８模拟物或抑制物共转染Ｃｏｓ７细胞，４８ｈ后

使用ＤｕａｌＬｉｇｈｔ○
Ｒ

Ｓｙｓｔｅｍ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｔ１００３）

检测化学发光值。

１．６　ｍｉＲＮＡ 表达水平检测　用 ＴＲＩｚｏｌ试剂

（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＴＭ，１５５９６０１８）从心肌组织和心肌细胞中

提取总ＲＮＡ，并通过ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ１０００分光光度

计测量浓度。使用 犜犪ｑＭａｎ ＭｉｃｒｏＲＮＡ Ａｓｓａｙｓ
（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，４４２７９７５）在ＡＢＩ７５００系统进

行ｑＲＴＰＣＲ反应，Ｕ６作为内参，实验步骤按照试

剂盒操作。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测蛋白表达　心肌组织或心

肌细胞用ＲＩＰＡ（碧云天，Ｐ００１３Ｃ）裂解，混匀后４℃
振荡４ｈ，以１２０００×犵离心１５ｍｉｎ（４℃），上清为总

蛋白质。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹按常规步骤电泳，每孔加入

２０～４０μｇ蛋白量，使用ＨＳＦ１（ＣＳＴ，４３５６）、Ｈｓｐ２７
（ＣＳＴ，９５３５７）抗体和 ＨＲＰ偶联的兔二抗（ＣＳＴ，

７０７５）检测各组蛋白表达水平，以ＧＡＰＤＨ为内参

计算其相对表达水平。

１．８　统计学处理　所有细胞学实验均重复３次以

上，采用ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计学分析。计量资

料以珔狓±狊表示，多组间比较采用单因素方差分析，

两组间计量资料的差异性比较采用狋检验，犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　小鼠心肌组织内ＨＳＦ１和ｍｉＲ３７８的表达变

化　小鼠心肌肥厚（图１Ａ）代偿期时心肌ＨＳＦ１表

达显著升高，而ｍｉＲ３７８的表达显著下降。血流动

力学检测结果显示：ＴＡＣ术后小鼠的 ＡＳＰ、收缩

压、左心室舒张末期压力、收缩末期压力均明显升

高（犘＜０．０５），心肌肥厚处于代偿期，心功能无显著

下降，ＬＶＥＦ值与假手术组相比无显著差异（图

１Ｂ）。小鼠心脏超声数据结果显示：ＴＡＣ手术２周

后心肌肥厚显著，心脏质量／体质量比值ＨＷ／ＢＷ、

左室壁厚度显著增加（犘＜０．０５，图１Ｃ）。ＴＡＣ小鼠

手术２周后心肌内ＨＳＦ１及其下游调控蛋白Ｈｓｐ２７

的表达均显著升高（图１Ｄ），而心肌内ｍｉＲ３７８的表

达显著降低（图１Ｅ）。
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图１　压力超负荷导致心肌肥厚小鼠心肌内犎犛犉１和犿犻犚３７８的表达变化

　　Ａ：小鼠ＴＡＣ术后２周及假手术组心脏外观、血流动力学变化；Ｂ：小鼠ＴＡＣ术后ＡＳＰ和ＬＶＥＦ表达变化；Ｃ：小鼠ＴＡＣ术后ＬＶＡＷｄ和

ＨＷ／ＢＷ表达变化；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＴＡＣ术后２周小鼠心肌内ＨＳＦ１和Ｈｓｐ２７蛋白表达变化；Ｅ：实时定量ＰＣＲ检测ＴＡＣ术后２周小

鼠心肌内ｍｉＲ３７８的表达变化．犘＜０．０５与假手术组相比；狀＝５

２．２　心肌细胞体外牵张刺激下ＨＳＦ１和ｍｉＲ３７８

的表达变化　使用０．０１％鼠尾胶原溶液按照６～

１０μｇ／ｃｍ
２的浓度包被硅胶皿，室温下在无菌操作

台内将硅胶皿风干后。心肌细胞接种到硅胶皿培

养后，将硅胶皿放在机械牵张板上拉伸，使得其长

度可以增加２０％。对体外培养的心肌细胞机械牵

张刺激１２ｈ、２４ｈ，检测心肌细胞内ＨＳＦ１和ｍｉＲ

３７８的表达变化，发现ＨＳＦ１的蛋白表达水平在牵

张２４ｈ后显著升高（犘＜０．０５，图２Ａ），ｍｉＲ３７８的

表达水平在机械牵张２４ｈ后却显著下降（犘＜

０．０５，图２Ｂ）。

图２　心肌细胞体外牵张刺激下犎犛犉１和

犿犻犚３７８的表达变化

　　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测心肌细胞牵张１２ｈ和２４ｈ后ＨＳＦ１的

蛋白表达；Ｂ：实时定量ＰＣＲ检测心肌细胞牵张１２ｈ和２４ｈ后ｍｉＲ

３７８的表达．犘＜０．０５与未牵张时相比；狀＝３，珔狓±狊

２．３　ＭｉＲ３７８对 ＨＳＦ１的转录后调控　心肌细胞

分别转染ｍｉＲ３７８模拟物（ＰｒｅｍｉＲ３７８）、ｍｉＲ３７８抑

制物（ＡｎｔｉｍｉＲ３７８）及ＦＡＭ 标记的阴性对照组

（ｍｏｃｋ），２４ｈ后分别在普通光镜下和荧光显微镜下

观察细胞，发现９０％以上的细胞发出绿色荧光，转染

效率达到９０％（图３Ａ）。转染４８ｈ后，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

结果显示，转染模拟物组心肌细胞中ｍｉＲ３７８的表达

量显著升高，转染抑制物组心肌细胞内源ｍｉＲ３７８的

表达被显著抑制（图３Ｂ）。检测ＨＳＦ１蛋白表达，转

染ｍｉＲ３７８模拟物组ＨＳＦ１的表达被显著抑制（犘＜

０．０５），转染ｍｉＲ３７８抑制物组ＨＳＦ１表达显著升高

（犘＜０．０５，图３Ｃ）。心肌细胞过表达ｍｉＲ３７８能够显

著抑制机械牵张引起的ＨＳＦ１升高（图３Ｄ）。

分析ＨＳＦ１３′ＵＴＲ区域，发现在第１７４３～１７６５

个碱基区域内有ｍｉＲ３７８的潜在靶向结合种子序列

（图３Ｅ）。构建包含ＨＳＦ１３′ＵＴＲ的荧光素酶报告基

因载体ＬｕｃＨＳＦ１及种子序列突变载体ＬｕｃＨＳＦ１

ＭＵ，转染Ｃｏｓ７细胞。当细胞过表达ｍｉＲ３７８时，转

染ＬｕｃＨＳＦ１组细胞内化学发光被显著抑制，而Ｌｕｃ

ＨＳＦ１ＭＵ组则升高（犘＜０．０５）；当Ｃｏｓ７单独转染

ＬｕｃＨＳＦ１时，细胞内化学发光被显著抑制，而当抑制

内源ｍｉＲ３７８时，化学发光的抑制作用被逆转（犘＜

０．０５，图３Ｆ）。因此，这些结果证实ｍｉＲ３７８能够通

过靶向结合ＨＳＦ１３′ＵＴＲ调控ＨＳＦ１的表达。
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图３　犕犻犚３７８对犎犛犉１的转录后调控

　　Ａ：心肌细胞转染ＦＡＭ标记的ｍｉＲ３７８模拟物和抑制剂（阴性对照），荧光普通光镜观察发现，转染效率达９０％；Ｂ：转染ｍｉＲ３７８模拟物

和抑制物后，ｍｉＲ３７８在心肌细胞中的表达情况；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测心肌细胞过表达和抑制ｍｉＲ３７８后ＨＳＦ１的表达变化；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹

检测机械牵张刺激后心肌细胞内ＨＳＦ１的蛋白表达；Ｅ：ｍｉＲ３７８在ＨＳＦ１３′ＵＴＲ的靶向结合位点，以及ＨＳＦ１３′ＵＴＲ种子序列的突变型；Ｆ：

荧光素酶保护基因检测示ｍｉＲ３７８可直接靶向结合ＨＳＦ１３′ＵＴＲ．犘＜０．０５，狀＝３
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３　讨　论

ＨＳＦ１在多种病理条件刺激下，如缺血损伤、氧

化应激、压力超负荷等，均对心脏起到一定的保护

作用［３，６，１３］。另外有研究证明，当机体内的ＨＳＦ１表

达降低时，心脏对外界刺激的适应性会随之降

低［１４］。这些均表明在代偿性心肌肥厚反应中，

ＨＳＦ１可能是一种生理性的保护因子，但是对于其

引起这种保护性效应的机制，目前研究还是十分

有限。

在心肌损伤中，一些ｍｉＲＮＡ与 ＨＳＦ１之间的

调节作用被报道。ＨＳＦ１能够激活ｍｉＲ１３５ｂ的表

达，促进内皮细胞的增殖［１５］；在心肌肥厚中，ＨＳＦ１

通过调节 ＨＳＰ７０的表达促进 ｍｉＲ２３表达的升

高［１６］；在急性心梗的小鼠中，敲除内源性ＨＳＦ１会

促进 ｍｉＲ２０８的表达
［１７］；房颤发生后，通过调节

ＨＳＦ１可引起ｍｉＲ４３２表达的升高
［１８］；ｍｉＲ１可以

上调ＨＳＦ１的表达，当ｍｉＲ１表达下调时会导致心

肌肥厚的发生［１９］。本研究通过构建心肌肥厚的代

偿模型，从在体和细胞水平同时观察内源性ＨＳＦ１

和ｍｉＲ３７８的表达变化，并对其中的调控机制进行

了探讨。

本研究中，ＴＡＣ处理２周后，小鼠表现为代偿

期的病理性心肌肥厚，伴随心肌内源性ＨＳＦ１及其

下游调控蛋白Ｈｓｐ２７的代偿性升高，而心肌内源性

ｍｉＲ３７８的表达却明显下降。细胞水平发现机械牵

张刺激心肌细胞会导致内源性ｍｉＲ３７８的表达下

降，而ＨＳＦ１的表达则会升高。之前的研究
［１５］认为

ＨＳＦ１在适应性心肌肥厚中发挥重要作用，在心肌

肥厚的早期代偿阶段表现为代偿性的表达升高。

那么在心肌组织中，ＨＳＦ１的代偿性升高是否受到

ｍｉＲ３７８的调控？本研究在心肌细胞中分别过表达

和抑制ｍｉＲ３７８，发现细胞过表达ｍｉＲ３７８时会抑

制ＨＳＦ１的表达，而抑制ｍｉＲ３７８的表达会使内源

性ＨＳＦ１的表达升高，并且在机械牵张刺激下，过表

达ｍｉＲ３７８会抑制ＨＳＦ１的升高，证实了ｍｉＲ３７８

参与了 ＨＳＦ１的表达调控。利用生物信息学软件

ｍｉＲａｎｄａ和ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ分析ｍｉＲ３７８的潜在靶点，

发现ＨＳＦ１的３′ＵＴＲ上有ｍｉＲ３７８的靶向结合位

点，且最小自由能为－２８．４ｋａｌ／ｍｏｌ，说明其可以为

ｍｉＲ３７８的结合提供很好的空间结构，本研究进一

步利用荧光素酶报告基因证实了ｍｉＲ３７８可以靶

向结合ＨＳＦ１３′ＵＴＲ，进而调控其转录后的翻译。

综上所述，ＨＳＦ１作为心肌内源重要的保护因

子，在心肌缺血缺氧、机械应力及炎症损伤中均发

挥了重要的保护作用。在高血压心肌肥厚的早期

代偿阶段，心肌ｍｉＲ３７８表达的下降使得其对内源

性ＨＳＦ１转录后抑制作用减弱，进而对ＨＳＦ１的代

偿性升高发挥了重要的调控作用。由于ｍｉＲＮＡ表

达及调控的时序性的复杂性，有关ｍｉＲ３７８通过调

节ＨＳＦ１在心肌肥厚发生发展阶段所发挥的生物学

功能需要进一步深入研究，同时ｍｉＲ３７８与ｍｉＲ１

是否协同调节ＨＳＦ１也需要深入探讨。该研究对于

ＨＳＦ１参与调节心肌保护的机制提供了新的理论基

础，为心肌重构干预靶点的开发提供了新思路。
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