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microRNA鄄133a 在心肌梗死后心力衰竭大鼠
心肌细胞中的表达及抗凋亡作用
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察 microRNA鄄133a(miR鄄133a)在心肌梗死后心衰大鼠心肌细胞中的表达及对细胞凋亡的影响。
方法摇 SD 大鼠随机分为四组:淤假手术组:仅开胸不结扎冠状动脉;于心肌梗死组:结扎冠状动脉前降支;盂rAAV9
组:先冠状动脉转染空白病毒 rAAV9 后再结扎冠状动脉前降支;榆miR鄄133a 组:先冠状动脉转染 rAAV9鄄ZsGreen鄄pre鄄
miR鄄133a 后再结扎冠状动脉前降支。 饲养 8 周后,real鄄time PCR 检测大鼠心肌 miR鄄133a、Transgelin鄄2(TAGLN2)、
Caspase鄄9、Bcl鄄2 mRNA 水平,免疫组织化学和 Western blot 检测 TAGLN2、Caspase鄄9、Bcl鄄2 蛋白水平。 结果摇 心肌梗死

后心衰大鼠心肌组织中 miR鄄133a 的表达较假手术组相比显著下降(2郾 963 依 0郾 461 比 12郾 518 依 2郾 21),TAGLN2 和

Caspase鄄9 的 mRNA 及蛋白表达升高,Bcl鄄2 mRNA 和蛋白表达水平降低。 冠状动脉注射 rAAV9鄄ZsGreen鄄pre鄄miR鄄133a
使大鼠心肌 miR鄄133a 表达明显上调,TAGLN2 和 Caspase鄄9 的 mRNA 及蛋白表达减少,Bcl鄄2 的 mRNA 和蛋白表达水

平增加。 结论摇 心肌梗死后心衰大鼠心肌 miR鄄133a 表达下调,可能使其对促凋亡基因 TAGLN2 和 Caspase鄄9 的降解

和抑制作用减弱,从而促进心肌凋亡的发生;过表达 miR鄄133a 可能减少心肌梗死后的心肌凋亡。
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The Anti鄄apoptosis Effect and Expression of microRNA鄄133a in Rat Myocardium of
Heart Failure After Myocardial Infarction
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To observe the anti鄄apoptosis effect and expression of microRNA鄄133a (miR鄄133a) in rat myo鄄
cardium of heart failure after myocardial infarction (MI). 摇 摇 Methods 摇 Sprague鄄Dawley rats were divided into four
groups randomly: 淤Sham group: rats were dealt with open鄄chest; 于MI group: rats were operated by left anterior descend鄄
ing coronary artery ligation; 盂rAAV9 group: rats were operated by left anterior descending coronary artery ligation after
transfected with rAAV9鄄ZsGreen by coronary injection; 榆miR鄄133a group: rats were operated by left anterior descending
coronary artery ligation after transfected with rAAV9鄄ZsGreen鄄pre鄄miR鄄133a by coronary injection. 摇 Feeding for eight
weeks, expressions of miR鄄133a and mRNA of transgelin鄄2 ( TAGLN2), Caspase鄄9 and Bcl鄄2 were detect by real鄄time
PCR, immunohistochemistry and Western blot were used to determine protein level of TAGLN2, Caspase鄄9 and Bcl鄄2. 摇 摇
Results摇 The miR鄄133a expression of MI group decreased obviously compared with sham group (2郾 963 依 0郾 461 vs.
12郾 518 依 2郾 21). 摇 The mRNA and protein level of TAGLN2 and Caspase鄄9 both increased in MI group versus sham group,
while Bcl鄄2 expression decreased in MI group. 摇 The expression of miR鄄133a was up鄄regulated after rAAV9鄄ZsGreen鄄pre鄄
miR鄄133a coronary injection, the mRNA and protein level of TAGLN2 and Caspase鄄9 were reduced in the same group,
while Bcl鄄2 expression increased. 摇 摇 Conclusions摇 The down鄄regulation of miR鄄133a in failure heart after MI could de鄄
crease its degradation and inhibiting effects to TAGLN2 and Caspase鄄9, thus promote myocardial apoptosis. 摇 Myocardial
apoptosis may be alleviated by over鄄expressed miR鄄133a.
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摇 摇 miRNA 是一类含有约 21 ~ 25 个核苷酸的单链

小分子 RNA,是一组不编码蛋白质的短序列 RNA。
miRNA 通过与目的 mRNA 的 3爷非翻译区(3爷UTR)
按照碱基互补配对原则结合,抑制翻译或促进靶 mR鄄
NA 降解,介导转录后的基因调控[1]。 miRNA鄄133a 是

一类具有横纹肌组织表达特异性的 miRNA,在心脏

中表达丰富,参与心血管系统的生理及多种病理过

程。 Transgelin鄄2 (TAGLN2) 和 Caspase鄄9 均是 miR鄄
133a 的潜在目的基因,其中 TAGLN2 是一种肌动蛋

白结合蛋白,其功能作用尚未完全阐明,目前的研究

多集中在肿瘤方面,在多种人类恶性肿瘤中可观察到

TAGLN2 的高表达,与肿瘤细胞的增殖、侵袭和迁移

等相关,并可能调控细胞凋亡,但在心肌细胞中尚无

任何研究成果。 Caspase鄄9 是已证实的细胞凋亡调控

因子,属于半胱氨酸蛋白酶家族,可将核蛋白 PARP
切割为促凋亡片段。 因此我们推测 miR鄄133a 可能通

过 TAGLN2 和 Caspase鄄9 参与了心肌细胞凋亡的调

控。 本研究拟采用结扎大鼠冠状动脉前降支的方法

构建心肌梗死后心力衰竭模型,并通过冠状动脉注射

腺相关病毒转染心肌的方法实现 miR鄄133a 的过表

达,观察心肌梗死后 miR鄄133a 表达水平的变化及其

在心肌细胞凋亡中的作用。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 实验试剂

摇 摇 miRNA 提取试剂盒 E郾 Z郾 N郾 A郾 miRNA Kit(美
国 Omega 公司);SYBR Green qRCR Mix(日本 Toyo鄄
bo 公司);miR 逆转录试剂盒 Rn_miR鄄133a_2、反转

录试剂盒 miScript 域 RT Kit(美国 Qiagen 公司);
TAGLN2 单克隆抗体 ( bs鄄2977R, 博奥森公司);
Caspase鄄9 多克隆抗体(ab63488)、Bcl鄄2 多克隆抗体

(ab7973)(英国 Abcam 公司);辣根过氧化物酶标记

羊抗兔二抗 (美国 Vector 公司);miR鄄133a 引物

(HmiRQP0166,上海复能生物技术有限公司);
rAAV9鄄 Zs鄄Green鄄pre鄄miR鄄133a 由深圳百恩维生物

公司构建,制备方法是构建 pAAV鄄ZsGreen鄄rno鄄pre鄄
133a 并导入 293AAV 细胞,产生含高滴度含目的基

因 miR鄄133a AAV,每毫升病毒滴度为 5郾 0 伊 1012 vg;
空白对照病毒 rAAV9鄄 Zs鄄Green 由深圳百恩维生物

公司提供,每毫升病毒滴度为 5郾 0 伊 1012 vg。
1郾 2摇 实验动物和分组

SPF 级雄性 SD 大鼠 70 只,体重 220 ~ 250 g,由
湘雅三医院实验动物中心提供,许可证号:SCXX
(湘)2009鄄0004。 动物使用符合中南大学动物管理

委员会管理条例。 随机分为四组:淤假手术组:大
鼠仅开胸不结扎冠状动脉;于心肌梗死组:结扎大

鼠冠状动脉前降支后饲养 8 周;盂rAAV9 组:先冠状

动脉转染空白病毒 rAAV9 后再结扎大鼠冠状动脉

前降支,饲养 8 周;榆miR鄄133a 组:先冠状动脉转染

rAAV9鄄ZsGreen鄄pre鄄miR鄄133a 后再结扎大鼠冠状动

脉前降支,饲养 8 周。
1郾 3摇 心肌梗死后心衰大鼠模型的构建

大鼠适应性饲养 1 周后,腹腔注射 10% 水合氯

醛(350 mg / kg)进行麻醉,仰卧位固定四肢及头部,先
纵向剪开颈部皮肤,钝性分离颈部肌肉,暴露气管,在
甲状腺下 2 ~3 软骨环间,横向剪开气管 2 ~3 mm,插
管连接小型动物呼吸机进行呼吸支持,设定呼吸频率

70 次 / 分,潮气量 10 ~ 12 mL,吸呼比 1颐 1。 纵向剪开

左侧胸部皮肤,钝性分离肌肉,剪断第 3、4 肋骨开胸,
眼科镊撕开心包,暴露心脏。 在肺动脉圆锥及主动脉

交界处以下 1 ~2 mm,用 5鄄0 带针缝合线缝扎左冠状

动脉前降支,成功标志为结扎部位以下心肌颜色变苍

白,搏动减弱,心电图 ST 段明显抬高。 负压关胸,逐
层缝合肌肉、胸壁、皮肤,撤出呼吸机,缝合颈部皮肤。
术后连续 3 天腹腔内注射青霉素预防感染。 假手术

组只开胸穿针,不结扎冠状动脉。
1郾 4摇 冠状动脉注射转染 rAAV9鄄ZsGreen鄄pre鄄miR鄄133a

同上法麻醉大鼠,气管插管,呼吸机支持,开胸

后暴露心脏,用一次性胰岛素注射器自心尖部向左

心室腔内注射 200 滋L rAAV9鄄 ZsGreen鄄pre鄄miR鄄
133a,同时用自制无损伤血管钳夹闭主动脉 10 s,期
间可见心脏逐渐膨大,心率变慢,松开血管钳后,心
脏恢复正常大小,心率恢复正常,观察 2 min 后继续

行冠状动脉前降支缝扎手术。
1郾 5摇 超声心动图检查

饲养 8 周后进行超声心动图检查。 腹腔注射

10%水合氯醛麻醉,观察无翻正反应后,仰卧位固

定。 手术剪剪去胸前毛发,超声心动图(探头 10 S,
图像深度 2郾 0 ~ 4郾 0 cm,频率 11郾 4 MHz)检查左心室

舒张期末内径( left ventricular end diastolic diameter,
LVEDD)、左心室收缩期末内径( left ventricular end
systolic diameter, LVESD)、短轴缩短率 ( fractional
shortening,FS)及左心室射血分数( left ventricular e鄄
jection fraction,LVEF)。
1郾 6摇 留取标本

饲养 8 周后留取标本。 同上法麻醉大鼠,开胸

后先用冰生理盐水进行心脏灌洗,然后取出心脏,
用冰生理盐水漂洗血液,在冰盘上剪去大血管、心
房和右心室组织,垂直心脏左心室长轴中点,将心
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脏横切为两半。 心尖部分用 4% 多聚甲醛固定 8 h
后再转 0郾 02%叠氮化钠保存,留做形态学检测。 心

底部分梗死边缘区放入冻存管,液氮速冻后转入

- 80益超低温冰箱保存,留做分子生物学检测。
1郾 7摇 形态学实验

心肌组织脱水、石蜡包埋后切片,HE 染色观察

细胞形态,免疫组织化学法检测 TAGLN2、Caspase鄄9
和 Bcl鄄2 蛋白表达。 在 Nikon Eclipse 80i 显微镜下

观察,Nikon DS 高分辨率数码相机经 NIS鄄Elements
BR 3郾 0 软件拍照。 采用 Image pro plus 6郾 0 程序软

件进行图像分析,每张切片随机选 5 个视野(200
倍),计算阳性特异染色面积占组织切片总面积的

比例为标志物阳性数值。
1郾 8摇 Western blot 检测 TAGLN2、Caspase鄄9 和 Bcl鄄2
蛋白表达

组织匀浆后加入蛋白裂解液,离心吸取上清为

组织全蛋白溶液,BCA 法测定蛋白质含量,加上样

缓冲液后煮沸 5 min 变性,SDS鄄聚丙烯酰胺凝胶电

泳样品蛋白,每泳道上样量 50 滋g,浓缩胶 80 V 30
min,分离胶 120 V 60 min。 半干法转移蛋白至

PVDF 膜,5%BSA 慢摇封闭 3 ~ 4 h,PBST 洗膜后加

入一抗(TAGLN2 单克隆抗体 1颐 250、Caspase鄄9 多克

隆抗体 1颐 1000、Bcl鄄2 多克隆抗体 1颐 100),4益过夜。
PBST 洗膜后加入羊抗兔二抗(1颐 2000),慢摇 2 h 后

进行 ECL 显色,X 光胶片显影定影,将胶片进行扫

描,用 Image pro plus 6郾 0 进行图像分析。
1郾 9 摇 TAGLN2、 Caspase鄄9 和 Bcl鄄2 mRNA 及 miR鄄
133a 表达检测

用 E郾 Z郾 N郾 A郾 miRNA Kit 分别提取 miRNA 和

大分子 RNA,按逆转录试剂盒说明反转录合成 cD鄄
NA,再以此 cDNA 为模板,实时荧光定量 PCR 检测

TAGLN2、Caspase鄄9、Bcl鄄2 mRNA 及 miR鄄133a 表达。
引物设计采用 Primer 5郾 0 软件,TAGLN2 上游引物

序列 5忆鄄GCA TGT TTC TGC CTT CCT GAC鄄3忆,下游

引物序列 5忆鄄TCT CCT CCA CTC CAC CCC TTA鄄3忆,
Caspase鄄9 上游引物序列 5忆鄄CCT TGT GTC CTA CTC
CAC CTT C鄄3忆,下游引物序列 5忆鄄TCT GCT TAT AAA
CCC CTT TCT C鄄3忆,Bcl鄄2 上游引物序列 5忆鄄TTC TTT
GAG TTC GGT GGG GTC鄄3忆,下游引物序列 5忆鄄ATT
TGT TTG GGG CAG GTC TGC鄄3忆,以 茁鄄actin 为内参,
95益预变性 3 min,之后每一步 95益变性 10 s,miR鄄
133a、TAGLN2、Bcl鄄2、茁鄄actin 引物 58益退火延伸 30
s,Caspase鄄9 引物 60益退火延伸 30 s,共进行 40 个

循环,每次在延伸阶段读取荧光值。

1郾 10摇 统计学方法

计量资料以x 依 s 表示,对计量资料进行正态性

检验,两组间均数比较采用 t 检验,多组间均数比较

采用方差分析。 以 P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 心肌梗死大鼠建模及存活情况

摇 摇 冠状动脉前降支缝扎术后,可见缝扎部位以下

心室肌局部颜色变苍白,运动减弱,心电图示 ST 段

显著抬高,以域导联最为明显。 手术大鼠共 70 只,
死亡 25 只,术后存活 45 只,其中假手术组 10 只,心
肌梗死组 13 只,rAAV9 组 12 只,miR鄄133a 组 10 只。
实验末,假手术组大鼠无死亡,营养状态良好,毛发

密实、顺滑,动作敏捷,活动量大;心肌梗死术后大

鼠营养状态较差,毛发较稀疏且杂乱暗淡,动作缓

慢,活动量较少,呼吸急促。 心肌梗死组死亡 2 只,
rAAV9 组死亡 3 只,miR鄄133a 组死亡 1 只。
2郾 2摇 大鼠心脏超声表现

假手术组大鼠心脏室壁厚度正常,室壁运动协调,
收缩有力;心肌梗死后大鼠左室壁运动减弱或消失,部
分呈矛盾运动,左室腔明显扩张,LVEDD 明显增大,
LVEF 和 FS 明显下降;miR鄄133a 组 LVEDD 较假手术

组明显增大,但比心肌梗死组缩小,LVEF 和 FS 较假手

术组降低,但高于心肌梗死组(P <0郾 01;表 1)。

表 1. 各组大鼠心脏超声参数比较

Table 1. Comparison of echocardiography parameters in
each group

分摇 组 LVEDD(mm) LVEF(% ) FS(% )

假手术组 6郾 527 依 0郾 403 82郾 0 依 4郾 4 46郾 2 依 4郾 5
心肌梗死组 8郾 468 依 0郾 217a 51郾 7 依 3郾 6a 25郾 7 依 3郾 4a

rAAV9 组 8郾 350 依 0郾 306a 50郾 5 依 3郾 8a 26郾 7 依 2郾 2a

miR鄄133a 组 7郾 552 依 0郾 241ab 65郾 2 依 4郾 2ab 36郾 0 依 2郾 0ab

a 为 P < 0郾 01,与假手术组比较;b 为 P < 0郾 01,与心肌梗死组比较。

2郾 3摇 大鼠心肌 HE 染色情况

假手术组大鼠心肌细胞排列整齐,肌横纹清

晰,细胞间隙均匀,偶见炎症细胞浸润;心肌梗死组

和 rAAV9 组大鼠梗死区心肌细胞显著减少,被大量

排列紊乱的结缔组织代替,可见大量炎性粒细胞、
单核细胞浸润;梗死边缘区可见心肌细胞代偿性肥

大,肌横纹模糊或消失,心肌间隙增宽水肿,部分心

肌纤维溶解、断裂,可见炎性细胞浸润、成纤维细胞

增殖。 miR鄄133a 组亦可见心肌细胞坏死、纤维组织
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增生,程度较心肌梗死组有所减轻(图 1)。

图 1. 各组大鼠心肌 HE 染色( 伊 100)摇 摇 A 为假手术组,B 为心肌梗死组,C 为 rAAV9 组,D 为 miR鄄133a 组。
Figure 1. HE staining of different group rats

2郾 4摇 大鼠心肌 miR鄄133a 表达水平

与假手术组相比,心肌梗死组和 rAAV9 组大鼠

心肌 miR鄄133a 的表达显著下降,miR鄄133a 组大鼠

心肌 miR鄄133a 的表达较假手术组、心肌梗死组和

rAAV9 组增加(P < 0郾 01;图 2)。

图 2. 各组大鼠心肌 miR鄄133a 的表达摇 摇 a 为 P < 0郾 01,与假

手术组比较;b 为 P < 0郾 01,与心肌梗死组比较。

Figure 2. Expression of miR鄄133a in rat cardiomyocyte

2郾 5摇 大鼠心肌 TAGLN2 mRNA 和蛋白的表达

心肌梗死组、 rAAV9 组、miR鄄133a 组 TAGLN2
mRNA 和蛋白的表达与假手术组相比升高 (P <
0郾 05),miR鄄133a 组 TAGLN2 mRNA 和蛋白的表达

与心肌梗死组和 rAAV9 组相比降低(P < 0郾 05 或 P
< 0郾 01),心肌梗死组 TAGLN2 mRNA 和蛋白的表达

与 rAAV9 组相比差异无统计学意义(图 3 和 4)。
免疫组织化学显示,假手术组心肌细胞内分布少量

棕色颗粒,心肌梗死组、rAAV9 组、miR鄄133a 组心肌

细胞内棕色颗粒显著增多。 Western blot 检测显示,
TAGLN2 蛋白表达与假手术组相比明显增加(P <
0郾 01),miR鄄133a 组 TAGLN2 蛋白表达与心肌梗死

组及 rAAV9 组相比明显降低(P < 0郾 01),心肌梗死

组 TAGLN2 蛋白表达与 rAAV9 组相比差异无显著

性(图 5)。

图 3. 各组大鼠心肌 TAGLN2 mRNA 表达摇 摇 a 为 P < 0郾 05,
与假手术组比较;b 为 P < 0郾 05,与心肌梗死组比较。

Figure 3. TAGLN2 mRNA expression of rat cardiomyocyte

图 4. Western blot 检测大鼠心肌 TAGLN2 蛋白表达摇 摇 a
为 P < 0郾 05,与假手术组比较;b 为 P < 0郾 01,与心肌梗死组比较。

Figure 4. TAGLN2 protein expression of rat cardiomyocyte
detected by Western blot
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图 5. 免疫组织化学染色检测大鼠心肌 TAGLN2 蛋白表达( 伊 200) 摇 摇 A 为假手术组,B 为心肌梗死组,C 为 rAAV9 组,D 为 miR鄄
133a 组。

Figure 5. TAGLN2 protein expression of rat myocardial detected by immunohistochemistry

2郾 6摇 大鼠心肌 Caspase鄄9 mRNA 和蛋白的表达

心肌梗死组、rAAV9 组、miR鄄133a 组 Caspase鄄9
mRNA 和蛋白的表达较假手术组升高(P < 0郾 05),
miR鄄133a 组 Caspase鄄9 mRNA 和蛋白的表达较心肌

梗死组和 rAAV9 组降低(P < 0郾 05),心肌梗死组

Caspase鄄9 mRNA 和蛋白的表达与 rAAV9 组相比差

异无统计学意义(图 6 和 7)。 免疫组织化学染色显

示,假手术组心肌细胞内分布少量棕色颗粒,心肌

梗死组、rAAV9 组、miR鄄133a 组心肌细胞内棕色颗

粒明显增加。 Western blot 检测显示,Caspase鄄9 蛋白

表达与假手术组相比明显增加 (P < 0郾 01),miR鄄
133a 组 Caspase鄄9 蛋白表达较心肌梗死组和 rAAV9
组降低(P < 0郾 01),心肌梗死组 Caspase鄄9 蛋白表达

与 rAAV9 组相比差异无显著性(图 8)。
2郾 7摇 大鼠心肌 Bcl鄄2 mRNA 和蛋白的表达

心肌梗死组和 rAAV9 组 Bcl鄄2 mRNA 的表达较

假手术组降低(P < 0郾 01),miR鄄133a 组 Bcl鄄2 mRNA
的表达升高(P < 0郾 05);miR鄄133a 组 Bcl鄄2 mRNA
的表达较心肌梗死组和 rAAV9 组增加(P < 0郾 01),
心肌梗死组 Bcl鄄2 mRNA 的表达与 rAAV9 组相比差

异无统计学意义(图 9)。 心肌梗死组、rAAV9 组、
miR鄄133a 组 Bcl鄄2 的蛋白表达较假手术组下降(P <
0郾 05),miR鄄133a 组 Bcl鄄2 的蛋白表达较心肌梗死组

和 rAAV9 组增加(P < 0郾 05),心肌梗死组 Bcl鄄2 的

蛋白表达与 rAAV9 组相比差异无显著性(图 10)。
免疫组织化学染色显示,假手术组心肌细胞内可见

棕色颗粒分布,心肌梗死组、rAAV9 组和 miR鄄133a
组心肌细胞内棕色颗粒明显减少。 Western blot 检
测显示,心肌梗死组和 rAAV9 组 Bcl鄄2 蛋白的表达

明显下降(P < 0郾 01),miR鄄133a 组 Bcl鄄2 蛋白的表

达较心肌梗死组和 rAAV9 组增加(P < 0郾 01),但低

于假手术组(P < 0郾 05)。 心肌梗死组 Bcl鄄2 蛋白的

表达与 rAAV9 组相比差异无显著性(图 11)。

图 6. 各组心肌 Caspase鄄9 mRNA 的表达摇 摇 a 为 P < 0. 05,
与假手术组比较;b 为 P < 0郾 01,与心肌梗死组比较。

Figure 6. Caspase鄄9 mRNA expression of rat cardiomyocyte

图 7. Western blot 检测大鼠心肌 Caspase鄄9 蛋白表达摇 摇 a
为 P < 0郾 05,与假手术组比较;b 为 P < 0郾 01,与心肌梗死组比较。

Figure 7. Caspase鄄9 protein expression of rat cardiomyocyte
detected by Western blot
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图 8. 免疫组织化学染色检测大鼠心肌 Caspase鄄9 蛋白表达( 伊 200) 摇 摇 A 为假手术组,B 为心肌梗死组,C 为 rAAV9 组,D 为 miR鄄
133a 组。

Figure 8. Caspase鄄9 protein expression of rat myocardial detected by immunohistochemistry

图 9. 各组心肌 Bcl鄄2 mRNA 的表达摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与假手

术组比较;b 为 P < 0郾 01,与心肌梗死组比较。

Figure 9. Bcl鄄2 mRNA expression of rat cardiomyocyte

图 10. Western blot 检测各组大鼠心肌 Bcl鄄2 蛋白表达摇 摇
a 为 P < 0郾 05,与假手术组比较;b 为 P < 0郾 01,与心肌梗死组比较。

Figure 10. Bcl鄄2 protein expression of rats cardiomyocyte
by detected Western blot

图 11. 免疫组织化学染色检测大鼠心肌 Bcl鄄2 蛋白表达( 伊 200) 摇 摇 A 为假手术组,B 为心肌梗死组,C 为 rAAV9 组,D 为 miR鄄
133a 组。

Figure 11. Bcl鄄2 protein expression of rat myocardial detected by immunohistochemistry

3摇 讨摇 论

miR鄄133 是最早确认的具有横纹肌组织表达特

异性的 miRNA 之一,其家族包括 miR鄄133a鄄1、miR鄄
133a鄄2 以及 miR鄄133b,其中 miR鄄133a 在心肌和骨

骼肌中表达,miR鄄133b 主要在骨骼肌中表达,广泛

参与了心脏发育、心肌肥厚和心律失常等心脏生理

和病理生理过程[2鄄8],研究发现 miR鄄133a 可能是心

肌缺血应激后心脏适应过程的重要调节因子[9鄄11]。
近来的研究发现 miR鄄133a 对心肌细胞凋亡也有调
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节作用。 Zhang 等[12] 报道丹参酮域A 可通过激活

MAPK ERK1 / 2 上调 miR鄄133 表达来增强心肌细胞

对低氧损害的抵抗力,减少低氧心肌细胞的凋亡水

平。 Feng 等[13]研究显示丹参酮域A 可能通过上调

miR鄄133 水平降低心力衰竭大鼠的心肌凋亡水平。
Xu 等[14]研究发现 miR鄄1 和 miR鄄133 在氧化应激诱

导的 H9c2 大鼠心肌细胞凋亡中产生相反的效应,
其中 miR鄄1 为促凋亡效应,miR鄄133 为抗凋亡效应;
miR鄄133 在蛋白和 mRNA 水平均抑制 Caspase鄄9 表

达,氧化应激后 miR鄄133 水平显著降低,减少了对

Caspase鄄9 的抑制作用,从而促进凋亡,增加 miR鄄133
水平有利于细胞生存。 Caspase 是一组存在于细胞

质中具有类似结构的蛋白酶,能选择性的切割某些

蛋白质,从而造成细胞凋亡。 Caspase鄄9 属于 ICE /
CED鄄3 家族,其底物是核蛋白 PARP,可将其剪切为

凋亡片段。 miR鄄133 的多个假定靶点贯穿 Caspase鄄9
基因 序 列 始 终, 在 蛋 白 和 mRNA 水 平 均 抑 制

Caspase鄄9 表达,荧光素酶报告实验进一步证实了

miR鄄133 对 Caspase鄄9 的 转 录 后 抑 制 作 用[14]。
TAGLN 是一种肌动蛋白结合蛋白,属于钙调蛋白家

族成员,主要存在于平滑肌细胞中,可通过与肌动

蛋白纤维相互作用而参与肌动蛋白纤维的聚合与

解聚过程,在稳定和调节细胞骨架、维持细胞运动

等生理过程中发挥着重要作用。 TAGLN2 是 miR鄄
133a 的潜在目的基因之一,它是 TAGLN 的同系物,
与 TAGLN 有 65%的同源性和 87% 的相似性,具有

更广泛的组织分布[15,16]。 近年来对 TAGLN2 的研

究多集中在肿瘤方面,证实在多种恶性肿瘤如胰腺

癌、膀胱癌、前列腺癌、结肠直肠癌、头颈部鳞癌、上
颌窦鳞癌中 TAGLN2 表达明显增加,介导癌细胞的

增殖、 侵 袭 和 迁 移[ [17鄄22]], 这 些 研 究 也 证 实 了

TAGLN2 是 miR鄄133a 的目的基因。 也有研究发现

TAGLN2 可能对细胞凋亡具有调节作用[23], 但

TAGLN2 在心肌细胞病理生理中的作用尚未见研究

报道。 Bcl鄄2 蛋白是 Bcl鄄2 原癌基因的编码产物,是
细胞存活促进因子,能够阻止细胞色素 C 从线粒体

释放到细胞质,从而抑制细胞凋亡。 本实验在动物

水平研究 miR鄄133a 对心肌细胞凋亡的影响,建立心

肌梗死后心衰大鼠模型,在前降支结扎术后 8 周可

观察到大鼠心室腔扩大,射血分数降低,梗死区心

肌细胞显著减少,被大量排列紊乱的结缔组织代

替,可见炎性粒细胞、单核细胞浸润,梗死边缘区可

见部分心肌纤维溶解、断裂。 心肌组织中 miR鄄133a
表达显著下降。 假手术组心肌细胞中可见 TAGLN2
和 Caspase鄄9 少量表达,在心肌梗死后其 mRNA 和

蛋白表达均显著上调,与 miR鄄133a 的表达趋势相

反;相反的,心肌梗死组 Bcl鄄2 的 mRNA 和蛋白表达

显著降低,这些改变均可能促进心肌梗死后的心肌

细胞凋亡。 以上结果提示心肌梗死后大鼠心肌

miR鄄133a 的表达下调,对 Caspase鄄9 和 TAGLN2 的

降解和抑制作用减弱,使后两者表达上调,从而促

进心肌凋亡发生。
miRNA 的功能研究包括过表达和表达抑制研

究。 过表达目前有两种策略:基于载体或病毒的

miRNA 前体的转染或者使用 miRNA 模拟物。 本研

究小组前期已报导通过尾静脉注射、心肌注射和冠

状动脉注射三种不同方法转染 rAAV9鄄Zs鄄Green 后

在大鼠心脏转染效率的比较,发现使用冠状动脉注

射方法转染效率较高,安全性好,心肌均匀表达[17]。
因此本研究选择冠状动脉注射的方法作为转染途

径对 SD 大鼠进行 miR鄄133a 过表达干预,发现大鼠

心肌组织中的 miR鄄133a 表达明显上调,证实冠状动

脉注射途径转染有效。 miR鄄133a 过表达的心肌梗

死后大鼠心肌组织中 Caspase鄄9 和 TAGLN2 的 mR鄄
NA 及蛋白表达均有减少,Bcl鄄2 的 mRNA 和蛋白表

达增加,进一步说明 miR鄄133a 在大鼠心肌细胞中可

能通过降解 Caspase鄄9 和 TAGLN2 的 mRNA 以及抑

制其转录来调控心肌细胞凋亡,这种机制可能有

Bcl鄄2 参与其中。
综上所述,本研究发现 TAGLN2 在心肌细胞凋

亡中可能起着调节作用,miR鄄133a 对心肌细胞凋亡

的调控作用可能是通过降解 Caspase鄄9 和 TAGLN2
的 mRNA 以及抑制其转录来实现的。 miRNA 干预

作为基因治疗的方法之一可能是将来心血管疾病

治疗的新方向,但如何安全、高效地实现 miRNA 在

体内的高表达或者表达抑制是其中的难点;本实验

对 miRNA 在动物体内过表达的转染方法进行了初

步探讨,证实冠状动脉注射法对于 miRNA 的心肌转

染是有效的。 过表达 miR鄄133a 可能减少心肌梗死

后的心肌凋亡程度。
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