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·基础研究·

miR‐223对大鼠心肌细胞中纤维化相关
信号通路分子的干预作用及机制
张多多 1 李宗奇 2 孔晶晶 3

1大连医科大学附属第一医院心律失常一科，大连116000；2.沈阳医科大学临床医疗系，

沈阳110000；3大连医科大学附属第一医院老年医学科，大连116000
张多多和李宗奇对本研究具有同等贡献

通信作者：孔晶晶，Email：jingjingeasy@126.com
【摘要】 目的 探讨miR‐223对大鼠心肌细胞纤维化相关通路的保护作用及对Twist家族碱性

螺旋‐环‐螺旋转录因子1（Twist1）、转化生长因子β1受体2（TGFBR2）的表达调控。方法 体外培养大

鼠心肌细胞H9c2，以TGF‐β人工诱导心肌细胞纤维化相关通路活化，分为模型组、miR‐223组（转染

miR‐223过表达慢病毒）以及miR‐223‐NC组（转染miR‐223‐NC慢病毒），同时设立正常细胞对照组。

免疫组化检测α‐SMA的表达情况；实时荧光定量PCR（real‐time PCR）测定心肌细胞miR‐223、collagen
Ⅰ、collagen Ⅲ、Twist1、TGFBR2 mRNA表达水平；Western 印迹法检测心肌细胞 Twist1、TGFBR2、
collagen Ⅰ、collagen Ⅲ及α‐SMA蛋白水平；双荧光素酶报告基因验证miR‐223对Twist1、TGFBR2 3′
UTR的靶向调控。结果 miR‐223组α‐SMA阳性心肌细胞平均吸光度（0.089±0.013）明显低于模型组

和 miR‐223‐NC 组（0.134 ± 0.018，0.132 ± 0.016）；miR‐223 组心肌 collagen Ⅰ、collagen Ⅲ、Twist1、
TGFBR2 mRNA表达水平与模型组及miR‐223‐NC组比较显著下降，且差异具有统计学意义（P<0.05）；
Twist1、TGFBR2、collagen Ⅰ、collagen Ⅲ及α‐SMA蛋白水平较模型组及miR‐223‐NC组显著下降，且差

异具有统计学意义（P<0.05）；Twist1、TGFBR2 3′UTR野生型双荧光素酶报告质粒与miR‐223 mimics
共转染 293T细胞，荧光素酶活性均显著降低［（0.48±0.06，0.51±0.07）比（0.92±0.17，0.94±0.12）］。
结论 miR‐223可能通过下调Twist1、TGFBR2基因的表达抑制心肌细胞中纤维化相关信号通路活化。
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【Abstract】 Objective To investigate the protective effect of microRNA 223 (miR‐223) on
cardiac fibrosis‐related signaling pathway and its regulation on expression of Twist family basic
helix‐loop‐helix transcription factor 1 (Twist1) and transforming growth factor‐β1 receptor 2 (TGFBR2) in rat
cardiomyocytes. Methods Rat cardiomyocytes (H9c2) were cultured in vitro and treated with TGF‐β to
induce myocardial fibrosis. The miR‐223 group was transfected with miR‐223 lentivirus and miR‐223‐NC
group was transfected with miR‐223‐NC lentivirus. Model group and blank control group had no transfection.
Immunocytochemistry staining of alpha‐smooth muscle actin (α‐SMA) was used to calculate myocardial
fibrosis. The mRNA level of miR‐223, collagen Ⅰ , collagen Ⅲ , Twist1 and TGFBR2 were detected by
real‐time PCR. The protein level of Twist1, TGFBR2, collagen Ⅰ, collagen Ⅲ and α‐SMA were detected by
Western blot. Target regulation of miR‐223 on Twist1 and TGFBR2 3′UTR was verified by double luciferase
reporter gene system. Results The average optical density of α‐SMA‐positive cardiomyocytes in miR‐223
group (0.089±0.013) was significantly lower than that in model group and miR‐223‐NC group (0.134±0.018,
0.132±0.016, respectively). The mRNA level of collagen Ⅰ, collagen Ⅲ, Twist1 and TGFBR2 in miR‐223
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group were significantly lower than that in model group and miR‐223‐NC group (all P<0.05). The protein
level of Twist1, TGFBR2, collagen Ⅰ, collagen Ⅲ and α‐SMA in miR‐223 group was significantly lower
than model group and miR‐223‐NC group (all P<0.05). Twist1, TGFBR2 3′UTR wild‐type double luciferase
reporter plasmids and miR‐223 mimics were co‐transfected in 293T cells, and luciferase activity was
significantly reduced (0.48±0.06 vs 0.92±0.17 and 0.51±0.07 vs 0.94±0.12). Conclusion MiR‐223 may
inhibit the activation of fibrosis‐related signaling pathway in cardiomyocytes by down‐regulating the
expression of Twist1 andTGFBR2 genes.

【Key words】 microRNA‐223; Myocardial fibrosis; Twist family basic helix‐loop‐
helix transcription factor 1; Transforming growth factor‐β1 receptor 2
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心肌纤维化（MF）是多种心脏疾病如心肌缺

血、心力衰竭、心肌梗死及炎性心肌病等的共同病

理过程，发生和调控机制较为复杂，临床常用检测

方法为血清代谢物检测以及心肌活组织检测，但其

限制较多［1］。因此，明确心肌细胞纤维化的具体机

制，探究可能的分子治疗靶位对心肌纤维化治疗手

段的开发至关重要。微小RNA（miRNA）是约22个
核苷酸长度的内源性非编码小RNA，可结合至靶

基因mRNA的 3′非翻译区，在转录后水平调控基

因的表达［2‐3］。研究表明，在多种心脏疾病中，

miRNA能够对心肌纤维化的发生与发展过程起到

重要的调控作用［4］。根据相关文献报道，在心肌梗

死及糖尿病心肌病中，抑制miR‐143‐3p及miR‐451
的表达能够有效抑制模型动物纤维化瘢痕的形成

以及心肌纤维化的发生与发展，对疾病起到一定的

改 善 作 用［5‐6］ 。 我 们 通 过 对 GEO 数 据 库

（GSE34571）筛 选 以 及 生 物 信 息 学 分 析 发 现

miR‐223在心肌梗死疾病过程中表达显著下调，并

对细胞纤维化相关基因Twist家族碱性螺旋‐环‐螺
旋转录因子 1（Twist 1）、转化生长因子 β1受体 2
（TGFBR2）存在潜在靶向调控关系。有研究指出

miR‐223能够影响心肌细胞的分化，并且与心脏功

能以及组织代谢的调控密切相关［7］。因此，本研究

将初步探讨miR‐223对心肌细胞中纤维化相关信

号通路的调控作用及分子机制，为进一步了解心肌

纤维化的病理机制提供新的理论支持。

材料与方法

一、主要试剂

胎牛血清（美国Hyclone公司），DMEM培养基

（美国GIBCO公司），转化生长因子β（TGF‐β）试剂

（中国义翘神州公司），TGFBR2抗体（美国Boster公司），

α‐平 滑 肌 动 蛋 白（α‐SMA）抗 体 、Twist1 抗 体 、

collagen Ⅰ抗体、collagen Ⅲ抗体、β‐actin抗体、羊抗

兔 IgG‐HRP（中国万类生物科技公司），生物素标记

山羊抗兔 IgG（Beyotime公司），DAB显色液（北京索

莱宝科技有限公司），TRIpure裂解液（北京百泰克

生物技术有限公司），SYBR Green qPCR Mix（北京

索莱宝科技有限公司），miR‐223 mimics（中国金拓

思公司），过表达阴性对照慢病毒、miR‐223过表达

慢病毒、Twist1、TGFBR2 3′UTR野生型及突变型双

荧光素酶报告质粒（中国万类生物科技公司），荧光

素酶检测试剂盒（中国凯基生物公司）。

二、实验方法

1.细胞培养：大鼠心肌细胞H9c2细胞使用含

10%胎牛血清的DMEM培养基于 5 % CO2、37 ℃条

件下进行常规培养。

2.模型建立与实验设置：选取对数生长期

H9c2细胞，细胞处理分为 4组，即正常组，模型组，

模型+过表达阴性对照慢病毒（miR‐223‐NC）组与

模型+miR‐223过表达慢病毒（miR‐223）组，其中，

模型组细胞使用 50 ng/ml TGF‐β孵育 24 h建立心

肌细胞纤维化模型；miR‐223‐NC组与miR‐223组细

胞于心肌细胞纤维化模型建立 24 h前使用过表达

阴性对照慢病毒或miR‐223过表达慢病毒进行慢

病毒感染（荧光显微镜下观察记录转染情况，确定

慢病毒转染效率），随后与模型组细胞同步建立心

肌细胞纤维化模型；正常组细胞仅进行常规细胞培

养。心肌细胞纤维化模型建立24 h后，同步收集各

组细胞，待用于后续检测。

3.实时荧光定量（real‐time）PCR检测：心肌细

胞纤维化模型建立 24 h后，同步收集各组H9c2细
胞，使用 TRIpure试剂盒抽提细胞总RNA，并使用

紫外分光光度计NANO 2000测定样本浓度，采用

ExicyclerTM 96荧光定量 PCR仪进行 real‐time PCR
检测，反应条件为：94 ℃预变性 2 min；94 ℃变性

15 s，60 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 15 s，共 40个循环。

其中，miR‐223检测以U6 snRNA作为内参，collagen
Ⅰ、collagenⅢ、Twist1与 TGFBR2检测以β‐actin作
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为内参，2-△△Ct方法计算目标基因的相对表达水平。

引 物 序 列 如 下 ：miR‐223 上 游 引 物 ：

5′ TGTCAGTTTGTCAAATACCCCG3′ ；miR‐223 下

游 引 物 ：5′ GTGCAGGGTCCGAGGTATTC3′ ；

collagenⅠ上游引物：5′CAAGGACTATGAAGTTGA
TGC3′；collagenⅠ下游引物：5′ACCAGTAGAGAA
ATCGCAGT3′；collagenⅢ上游引物：5′ GCCTCC
CAG AACATTACATACC3′；collagenⅢ下游引物：5′
ACTGTCTTGCTCCATTCACCA3′；Twist1上游引物：

5′ CAGTCGCTGAACGAGGCATTT3′；Twist1下游引

物：5′ TGCAGCTTGCCATCTTGGAGT3′；TGFBR2上

游引物：5′TGAGAAGCCGCAGGAAGT3′；TGFBR2下
游引物：5′CAGAGTGAAGCCGTG GTAG3′。

4.免疫组化检测：H9c2细胞贴附盖玻片培养，

于心肌细胞纤维化模型建立24 h后，同步收集各组

细胞，经过 4%多聚甲醛溶液室温固定，0.5%
TritonX‐100室温处理，3% H2O2室温孵育，正常血清

封闭处理后，使用α‐SMA抗体（1∶200）于 4 ℃条件

下孵育过夜，一抗孵育后，加入生物素标记的羊抗

兔（1∶200）抗体于 37 ℃条件下孵育 30 min进行二

抗孵育，经过PBS洗涤，DAB显色，苏木素染核，甘

油封片，于显微镜下观察染色效果。

5. Western印迹检测：心肌细胞纤维化模型建立

24 h后，同步收集各组H9c2细胞，加入相应体积裂

解液后，于12 000 r/min，4 ℃离心 10 min，分离上清

为所得的蛋白质抽提物，使用BCA蛋白浓度分析试

剂盒测定蛋白浓度。取40 μg蛋白上样，采用10 %
分离胶，5 %浓缩胶进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，湿法

转移至PVDF膜，5 %脱脂奶粉封闭，分别加入一抗

Twist1、TGFBR2，collagen Ⅰ、collagen Ⅲ以及α-SMA
抗体（各1∶500稀释），4 ℃孵育过夜，TBST洗涤后加

入二抗羊抗兔 IgG‐HRP（1∶5000），37 ℃孵育45 min，
ECL 法 检 测 。 用 凝 胶 图 像 处 理 系 统

（Gel‐Pro‐Analyzer软件）分析目标条带的光密度值。

6.荧光素酶报告基因测定：miR‐223 突变型

（MT）（或NC）分别与 Twist1、TGFBR2 3′UTR‐野生

型（WT）/Mut双荧光素酶报告质粒共转染 293T细
胞。48 h后收集细胞，荧光素酶检测试剂盒分析活

性变化情况。

三、统计学方法

使用SPSS 21.0统计分析软件进行实验数据的

统计与分析。正态分布的计量资料以 x̄ ± s表示，多

组间比较采用单因素方差分析（one‐wayANOVA），

并通过Bonforroni法进行校正，进一步两两比较采

用独立样本 t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

一、倒置荧光显微镜观察慢病毒感染结果

miR‐223过表达及对照慢病毒感染细胞 24 h
后，倒置荧光显微镜下可观察到细胞中存在GFP荧
光标签蛋白的大量表达（图1）。

二、miR‐223相对表达量检测

模型组和miR‐223‐NC组细胞miR‐223相对表

达量（0.44±0.02，0.39±0.03）显著低于正常组细胞

（1.00±0.06），且差异具有统计学意义（均P<0.05）；

miR‐223组细胞miR‐223相对表达量（1.50±0.06）显

著高于模型组和miR‐223‐NC组细胞，且差异具有

统计学意义（均P<0.05）。
三、α‐SMA蛋白表达检测

α‐SMA蛋白免疫组化反应阳性颗粒呈棕黄色

或棕褐色，定位于细胞质。免疫组化结果显示，模

型组与miR‐223‐NC组细胞α‐SMA蛋白阳性细胞平

均吸光度（0.134±0.018，0.132±0.016）显著高于正

常组（0.053±0.013），且差异具有统计学意义（均P<
0.05）；miR‐223组细胞α‐SMA蛋白阳性细胞平均吸

光度（0.089±0.013）显著低于模型组或miR‐223‐NC
组，且差异具有统计学意义（均P<0.05）（图2）。

四、collagenⅠ、collagenⅢ、Twist1、TGFBR2基
因相对表达量检测

模 型 组 与 miR‐223‐NC 组 细 胞 collagen Ⅰ、

collagenⅢ、Twist1及TGFBR2基因的相对表达量显

图1 慢病毒感染后细胞内绿色荧光标签蛋白表达情况（×100）
A：光镜观察下观察miR‐223过表达细胞；B：荧光显微镜下观察

miR‐223过表达细胞转染情况；C：光镜观察下观察对照细胞；

D：荧光显微镜下观察对照组细胞转染情况
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著高于正常组细胞，且差异具有统计学意义（均P<
0.05）；miR‐223 组 细 胞 collagen Ⅰ、collagen Ⅲ、

Twist1及TGFBR2基因的相对表达量显著低于模型

组和miR‐223‐NC组细胞，且差异具有统计学意义

（均P<0.05）（图3）。

五、Twist1、TGFBR2、collagen Ⅰ、collagen Ⅲ及

α‐SMA蛋白相对表达量检测

与正常组细胞相比，模型组与miR‐223‐NC组

细胞中 Twist1、TGFBR2、collagen Ⅰ、collagen Ⅲ及

α‐SMA蛋白相对表达量显著升高，且差异具有统计

学意义（P<0.05）；与模型组或miR‐223‐NC组细胞

相比，miR‐223组细胞各检测指标蛋白相对表达量

显著降低，且差异具有统计学意义（P<0.05）（图4）。
六、荧光素酶报告基因活性检测结果

参考生物信息学数据库 TargetScan及RNA22

预测miR‐223与TGFBR2、Twist1 3′UTR结合区域见

图5；在转染TGFBR2、Twist1 3′UTR野生型（WT）的
细胞中比较，WT+miR‐223组荧光素酶活性（0.48±
0.06，0.51 ± 0.07）显著低于 WT + tmiR‐233‐NC 组

（0.92±0.17，0.94±0.12）（P<0.05），在转染 TGFBR2、
Twist1 3′UTR突变型（MT）的细胞中，MT+miR‐223
组荧光素酶活性（0.91±0.12，0.95±0.13）与MT+miR+
233‐NC组（1.00±0.13，1.00±0.14）比较差异无统计学

意义（图5）。

讨 论

TGF‐β广泛表达于心脏组织，在心脏疾病过程

中，包括心肌细胞和成纤维细胞在内的众多类型均

可表达和分泌TGFβ1，通过作用与细胞表面的Ⅱ型

受体激活TGFβ1/Smad信号通路，促进细胞外基质

的异常沉积，导致心肌纤维化［8］。有研究发现，在

图 2 H9c2细胞α‐SMA蛋白表达检测（×200）免疫组化链霉菌

抗生物素蛋白‐过氧化物酶连结法（SP）分析 A：正常组细胞

α‐SMA蛋白表达免疫组化检测；B：模型组细胞α‐SMA蛋白表达

免疫组化检测；C：miR‐223‐NC组细胞α‐SMA蛋白表达免疫组化

检测；D：miR‐223组细胞α‐SMA蛋白表达免疫组化检测

注：与正常组相比，aP<0.05；与模型组相比，bP<0.05；与
miR‐223‐NC组相比，cP<0.05
图 3 H9c2 细 胞 collagen Ⅰ、collagen Ⅲ、Twist1 与

TGFBR2基因相对表达量检测

注：Twist 1为 Twist家族碱性螺旋‐环‐螺旋转录因子 1；
TGFBR2为转化生长因子 β1受体 2 ；与正常组相比，aP<
0.05；与 模 型 组 相 比 ，bP<0.05；与 miR‐223‐NC 组 相

比，cP<0.05
图 4 Twist1、TGFBR2、collagen Ⅰ、collagen Ⅲ及 α‐SMA蛋

白相对表达量检测 A：Western印迹法检测各指标蛋白表

达水平；B：各指标蛋白相对表达量统计分析
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心肌缺血时，首先是TGF‐β表达增加，继而Ⅰ、Ⅲ型

胶原表达增加，TGF‐β可能通过自分泌和旁分泌调

控胶原蛋白基因的表达［9］。α‐SMA在心脏、肾脏、

皮肤等损伤时均有表达，参与纤维化的发生发展并

且与TGF‐β表达相关。本研究结果表明，经过外源

性 TGF‐β 诱 导 刺 激 后 ，H9c2 细 胞 collagen Ⅰ、

collagenⅢ与α‐SMA基因及蛋白表达水平均显著升

高，这与心肌纤维化的病理进程表现相吻合。

研究表明，miRNA能够通过调控成纤维细胞

增殖和分化、胶原代谢、细胞因子分泌等相关生物

学过程，在心肌纤维化的发生发展中发挥重要的调

控作用［10］。miR‐223能够通过靶向调控自噬，对心

肌梗死起到一定的改善作用；在肥厚性心肌病中，

miR‐223能够通过抑制靶基因 STIM1的表达，缓解

肥厚性心肌病［11‐12］。此外，在心肌纤维化中，

Liu等［13］的研究结果显示，miR‐223能够通过靶向

抑制RASA1的表达，进而促进心肌纤维化的发生

与发展，这与我们的研究结果相矛盾。我们的研究

结果显示，过表达miR‐223能够有效抑制collagenⅠ、

collagenⅢ与α‐SMA基因与蛋白水平的表达，进而

对心肌纤维化的病理进程起到一定的抑制作用。

我们认为，在心肌组织中，由于miR‐223具有多个

靶基因，其发挥作用的机制可能各不相同，也可能

与其存在的相对水平有关，而究其主要通过哪些靶

基因在心肌纤维化中发挥调控作用，仍有待进一步

的研究和探讨。

Twist1属于碱性螺旋‐环‐螺旋结构转录因子家

族，在心脏瓣膜发育过程中Twist1能够促进细胞增

殖、迁移以及细胞外基质相关基因的表达［14］。此

外，Twist1也能通过介导EMT过程促进心外膜源性

细胞迁移到瓣环部位合成纤维化相关蛋白［15］。
TGFBR2是TGF‐β信号通路的重要组成部分，活化

的TGFBR2能够激活TGFBR1丝/苏氨酸激酶激活，

影响转录、翻译过程进而影响心肌细胞纤维化的进

展［8］。我们通过生物信息学方法分析发现，

miR‐223对Twist1与TGFBR2存在潜在靶向调控关

系，而本研究结果显示，过表达miR‐223能够显著

抑制Twist1与TGFBR2基因及蛋白水平的表达，表

明 Twist1与 TGFBR2可能是miR‐223的靶基因，并

通过荧光素酶体系实验验证了这一推测。此外，本

研究结果还表明，经过外源性TGF‐β诱导刺激后，

H9c2细胞 Twist1与 TGFBR2基因及蛋白水平的表

达水平显著升高，而过表达miR‐223抑制Twist1与
TGFBR2表达之后，心肌纤维化相关因子 collagen
Ⅰ、collagenⅢ与α‐SMA的表达受到了显著的抑制，

这与现阶段相关研究报道的结果及 Twist1与

TGFBR2在心肌纤维化中的作用机制相一致。

综上所述，本研究以TGF‐β为刺激因子干预大

鼠心肌细胞模型，检测发现作为心肌细胞纤维化的

负向调节因子，miR‐223阻遏TGF‐β诱导的心肌细

胞中纤维化相关通路分子的表达，其机制涉及

miR‐223对 Twist1、TGFBR2基因的下调。因此，

miR‐223有可能作为心肌纤维化的潜在临床治疗

靶点。
利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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·文献速览·

晚期糖尿病周围神经病变的骨骼肌再生

Bohnert KL，Hastings MK，Sinacore DR，et al. Skeletal muscle regeneration in advanced diabetic
peripheral neuropathy［J］. Foot Ankle Int，2020，41（5）：536‐548. DOI：10.1177/10711007209070.

糖尿病周围神经病变（DPN）下肢的肌肉量减少被认为

是导致关节负荷增加、稳定性改变和致残的原因，但是其中

的机制尚未明了。可能是由于肌纤维体积减少（肌萎缩），

肌纤维破坏（变性）或两者兼有。退化性病变需要肌肉干细

胞（卫星细胞）参与以再生肌纤维并重塑肌肉量。确定糖尿

病周围神经病变肌肉的退化阶段和剩余再生能力将影响针

对再生的治疗策略的效用。本研究从接受膝下截肢手术的

12例合并或无糖尿病神经病变的个体中获取活肌肉组织，

并对其进一步行组织学、转录表达谱分析以及将卫星细胞

分离和培养。组织学分析显示，糖尿病周围神经病变者肌

肉进行性退化和再生。转录表达谱支持这些发现，表明再

生相关通路的显著上调。然而，在表现出最严重的病理结

构的样品中，只发现了极小量不成熟的再生肌纤维，生长受

到了限制。卫星细胞的免疫染色表明仅在病理严重的亚组

中卫星细胞相对数量才显著降低。同样，该组中培养的卫

星细胞融合减少表明严重糖尿病周围神经病变的再生能力

受损。

根据以上数据和分析可得，糖尿病周围神经病变肌肉

表现出退变性伴再生障碍，在最严重的病变肌肉样本中再

生受阻。这可能部分归因于卫星细胞的内源性功能障碍以

及外源性结构病理（例如神经损伤）。外科和康复医生的目

标是恢复糖尿病周围神经病变肌肉功能以改善生活能力和

体力活动。明确肌纤维变性和再生受损是导致功能障碍的

原因，提示基于细胞的辅助疗法可能会改善临床结局。

（李梓华编译 上海市同济医院足踝外科）
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