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lncRNA NEAT1 通过调节 miR-27b-3p / SP1 轴对心房颤动
大鼠心肌纤维化的影响

谭珍妮, 吕春美, 邹海林
(邵阳学院附属第一医院心血管内科,湖南省邵阳市 422000)

[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨 lncRNA NEAT1 通过调节 miR-27b-3p / 特异性蛋白 1(SP1)轴对心房颤动(AF)大鼠心肌

纤维化的影响。 [方法] 　 54 只大鼠按照随机数字表法分成 6 组(n = 9):假手术组、AF 组、AF+shControl 组、AF+
shNEAT1 组、AF+shNEAT1+anti-miR-Control 组、AF+shNEAT1+anti-miR-27b-3p 组。 转染上述慢病毒载体 2 周后,采
用连续 7 天尾静脉注射乙酰胆碱-氯化钙的方法进行 AF 大鼠造模。 AF 的发生率、持续时间采用心电图记录;RT-
qPCR 检测心房组织内 NEAT1、miR-27b-3p、SP1 及纤维化相关基因(TGF-β1、CTGF、COLⅠ、COLⅢ)的表达水平;荧
光素酶报告基因检测 miR-27b-3p 与 NEAT1、miR-27b-3p 与 SP1 的靶向关系;TUNEL 染色观察心房组织心肌细胞凋

亡;Masson 染色观察心房组织心肌纤维化;Western blot 检测心房组织中 SP1、纤维化相关基因的蛋白表达水平。
[结果] 　 与 AF 组比较,AF+shNEAT1 组 AF 的发生率和持续时间降低,心肌纤维化和细胞凋亡减轻,TGF-β1、
CTGF、COLⅠ、COLⅢ的 mRNA 和蛋白表达降低(P<0. 05)。 NEAT1 负调控 miR-27b-3p 水平。 沉默 miR-27b-3p 可

逆转 shNEAT1 对 AF 大鼠心肌细胞凋亡和心肌纤维化的抑制作用。 miR-27b-3p 直接靶向 SP1 并抑制其 mRNA 和

蛋白表达(P<0. 05)。 NEAT1 通过下调 miR-27b-3p 促进 SP1 的表达。 [结论] 　 NEAT1 下调可缓解 AF 和 AF 诱导

的心肌纤维化,其调控机制与调节 miR-27b-3p / SP1 轴有关。
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Effect of lncRNA NEAT1 on myocardial fibrosis in rats with atrial fibrillation by reg-
ulating miR-27b-3p / SP1 axis
TAN Zhenni, LÜ Chunmei, ZOU Hailin
(Department of Cardiovascular Medicine, First Affiliated Hospital of Shaoyang University, Shaoyang, Hunan 422000, China)
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of lncRNA NEAT1 on myocardial fibrosis in rats with atrial fibrillation
(AF) by regulating miR-27b-3p / specific protein 1 (SP1) axis. 　 　 Methods　 54 rats were divided into six groups (n=
9) according to the random number table method: sham group, AF group, AF+shControl group, AF+shNEAT1 group, AF
+shNEAT1+anti-miR-Control group and AF+shNEAT1+anti-miR-27b-3p group. 　 After 2 weeks of transfection with the a-
bove lentiviral vector, AF rats was established by tail vein injection of acetylcholine-CaCl2 for 7 days. 　 The incidence and
duration of AF were recorded by electrocardiogram; the expression levels of NEAT1, miR-27b-3p, SP1 and fibrosis-related
genes (TGF-β1, CTGF, COLⅠ, COLⅢ) in atrial tissue were detected by RT-qPCR; the luciferase report gene confirmed
the targeting relationship between miR-27b-3p and NEAT1, and miR-27b-3p and SP1; cardiomyocyte apoptosis in atrial
tissue was observed by TUNEL staining; myocardial fibrosis in atrial tissue was observed by Masson staining; and the pro-
tein expression levels of SP1 and fibrosis-related genes in atrial tissue were detected by Western blot. 　 　 Results　 Com-
pared with the AF group, the incidence and duration of AF, myocardial fibrosis, apoptosis and the mRNA and protein ex-
pression of TGF-β1, CTGF, COLⅠ and COLⅢ were significantly decreased in AF+shNEAT1 group (P<0. 05). 　 NEAT1
negatively regulates the expression of miR-27b-3p. 　 Silencing miR-27b-3p reversed the inhibitory effects of shNEAT1 on
myocardial apoptosis and fibrosis in AF rats. 　 miR-27b-3p directly targeted SP1 and inhibited its mRNA and protein ex-
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pression. 　 NEAT1 promoted SP1 expression by down-regulating miR-27b-3p. 　 　 Conclusion 　 Down-regulation of
NEAT1 can alleviate AF and AF-induced myocardial fibrosis, and its regulatory mechanism is related to the regulation of
miR-27b-3p / SP1 axis.
[KEY WORDS]　 lncRNA NEAT1;　 miR-27b-3p / SP1 axis;　 atrial fibrillation;　 myocardial fibrosis

　 　 心房颤动(atrial fibrillation,AF)是一种临床上

比较常见的心律失常,且发病率随着年龄的增长而

逐渐上升,并伴有心脏病的发生[1]。 近年来,AF 的

发病率和死亡率不断上升,主要与血栓性疾病(脑
卒中)和心肌纤维化疾病(心力衰竭)有关[2]。 心肌

纤维化是 AF 发病机制的中心因素,被认为是触发

心脏结构重塑的发生和维持的重要过程[3]。 目前

AF 还没有有效的预防措施。 因此,进一步阐明 AF
的发病机制十分 重 要。 核 富 集 丰 富 转 录 本 1
(nuclear-enriched abundant transcript 1,NEAT1)是近

期发现的一种长链非编码 RNA ( long non-coding
RNA,lncRNA),已被证实影响肝、肾等器官纤维

化[4-5]。 最近的研究表明,NEAT1 在 AF 患者心房组

织中表达上调,且敲除 NEAT1 可改善血管紧张素Ⅱ
引起的小鼠心房纤维化[6]。 然而,NEAT1 在 AF 和

AF 诱导的心肌纤维化中的具体作用机制还有待阐

明。 既往研究显示 miR-27b-3p 是 NEAT1 的作用靶

点,还有研究表明 miR-27b-3p 能改善心功能,减轻

AF 大鼠心房纤维化[7-8]。 本研究前期的生物信息学

分析显示,特异性蛋白 1(specificity protein 1,SP1)
3′UTR 序列中存在 miR-27b-3p 结合位点,提示 SP1
基因是 miR-27b-3p 作用的一个候选靶基因。 据报

道,SP1 在 AF 患者心房肌组织中高表达,可能是 AF
的诊断标志物[9]。 然而,miR-27b-3p 与 NEAT1 或

SP1 的具体关系及其在 AF 和 AF 诱导的心肌纤维

化中的作用尚不清楚。 因此,本研究通过建立大鼠

AF 模型,探讨 NEAT1 调节 miR-27b-3p / SP1 轴对

AF 诱导的心肌纤维化的影响,为 AF 的治疗提供新

的思路,也可揭示 NEAT1 促进 AF 大鼠心肌纤维化

的新机制。

1　 材料和方法

1. 1　 试剂与仪器

NEAT1 小发夹 RNA 或过表达载体( shNEAT1 /
LV-NEAT1)及其阴性对照( shControl / LV-Control)、
miR-27b-3p 模拟物或抑制物(miR-27b-3p / anti-miR-
27b-3p)及其对照(miR-Control / anti-miR-Control)购

自上海 Gene Pharma 公司。 RNAeasy Mini Kit、Re-

vertAid FirstStrand cDNA Synthesis Kit(杭州沃森生

物);miRcute Plus miRNA qPCR 检测试剂盒、miRcute
miRNA 分离试剂盒 (北京天根生化); Fast SYBR
Green Master Mix Kit(北京优尼康生物科技有限公

司);原位细胞凋亡检测试剂盒(上海恒斐生物);
Masson 试剂盒、BCA 试剂盒(北京索莱宝);双荧光

素酶报告系统(美国 Promega);抗体 SP1、转化生长

因子 β1( transforming growth factor-β1,TGF-β1)、Ⅰ
型胶原(collagenⅠ,COLⅠ)、Ⅲ型胶原(collagen Ⅲ,
COLⅢ)、结缔组织生长因子(connective tissue growth
factor,CTGF)(美国 Abcam)。 NanoDrop 2000 分光光

度计(美国 Thermo Scientific),ABI 7500 Real-Time
(RT)PCR 系统(美国 ABI),CKX41 光学显微镜(日
本奥林巴斯)。
1. 2　 实验动物

雄性 SD 大鼠,体质量 200 ~ 250 g,8 周龄,购自

杰思捷(上海)实验动物有限公司,动物生产许可证

号为 SCXK(沪)2018-0004。 大鼠在标准实验条件

下饲养,20 ~ 25 ℃,55% 相对湿度,12 h 光照 / 12 h
黑暗,自由饮水和饮食。 本研究设计的动物实验通

过本院实验动物伦理委员会核查批准。
1. 3　 动物分组、建模及干预

将 54 只大鼠随机分为 6 组,每组 9 只。 假手术

组:大鼠连续 7 天经尾静脉注射 1 mL / kg 0. 9%的生

理盐水,每天 1 次;AF 组:大鼠 AF 模型参照文献[10]

进行,连续 7 天经尾静脉注射 1 mL / kg 乙酰胆碱-
CaCl2(60 mg / L 乙酰胆碱和 10 g / L CaCl2 ),每天 1
次;AF+shControl 组[8]:大鼠经尾静脉注射 shControl
后 14 天,AF 造模同前;AF+shNEAT1 组:大鼠经尾

静脉注射 shNEAT1 后 14 天,AF 造模同前;AF +
shNEAT1+ anti-miR-Control 组:大鼠经尾静脉注射

shNEAT1 和 anti-miR-Control 后 14 天,AF 造模同

前;AF+shNEAT1 +anti-miR-27b-3p 组:大鼠经尾静

脉注射 shNEAT1 和 anti-miR-27b-3p 后 14 天,AF 造

模同前。
1. 4　 心电图记录与分析

实验前,用戊巴比妥钠(40 mg / kg)麻醉大鼠。
将 12 导联心电图的肢体导联插入动物的四肢,记录

并排除非窦性心律。 造模 7 天后再次进行心电图检
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测,记录 AF 发生及持续时间。
1. 5　 样本收集

实验结束后,对大鼠实施安乐死,取心脏,分离

左心房组织,然后将其分成两份:一份用于 Western
blot、RT-qPCR 检测;另一份组织经固定(4% 多聚甲

醛)后进行 TUNEL 和 Masson 染色。
1. 6　 RT-qPCR 检测心房组织内 NEAT1、miR-27b-3p、
SP1 及纤维化相关基因表达

利用 RNAeasy Mini Kit 和 miRcute miRNA 分离

试剂盒分别提取心房组织总 RNA 和 miRNA,并采

用 NanoDrop 2000 进行定量。 使用 RevertAid First-
Stand cDNA Synthesis Kit 将 RNA 反转录为 cDNA,
然后使用 miRcute Plus miRNA qPCR 检测试剂盒和

Fast SYBR Green Master Mix Kit 检测 NEAT1、miR-
27b-3p、SP1 及纤维化相关基因 ( TGF-β1、 CTGF、
COLⅠ、COLⅢ) 的表达,PCR 扩增按照 ABI 7500
Real-Time (RT) PCR 系统制造商的说明进行。 使

用 2-ΔΔCt 法进行相对分析,内参为 U6 或 GAPDH。
引物序列:NEAT1 上游为 5′-GGGAAGGGTGACATT
GAAAA-3′,下游为 5′-CTCCCCAGCTTCACTTCTTG-3′;
miR-27b-3p 上游为 5′-CGCGTTCACAGTGGCTAAG-
3′,下游 5′-GTGCAGGGTCCGAGGT-3′; SP1 上游为

5′-ATGCCTAATATTCAGTATCAAGTA-3′,下游为 5′-
CCCTGAGGTGACAGGCTGTGA-3′; TGF-β1 上 游 为

5′-AACAATTCCTGGCGTTACCT-3′, 下 游 为 5′-GC-
CCTGTATTCCGTCTCCTT-3′;CTGF 上游为 5′-GTCT-
TCGGTGGGTCCGTGTA-3′,下游为 5′-GCGGTCCTT-
GGGCTCATCAC-3′;COLⅠ上游为 5′-TCCTGCCGAT-
GTCGCTATCC-3′,下游为 5′-TCGTGCAGCCATCCA-
CAAGC-3′; COL Ⅲ 上 游 为 5′-GCCTTCTACACCT-
GCTCCTG-3′, 下 游 为 5′-AGCCACCCATTCCTCCG
ACT-3′;U6 上游为 5′-TGGAACGCTTCACGAATTT-
GCG-3′, 下 游 为 5′-AGACTGCCGCCTGGTAGTTGT-
3′;GAPDH 上游为 5′-AGAACATCATCCCTGCATCC-
3′,下游为 5′-GGTCCTCAGTGTAGCCCAAG-3′。
1. 7　 靶基因预测和荧光素酶报告基因检测

使 用 Starbase 预 测 和 分 析 miR-27b-3p 与

NEAT1、SP1 的结合位点。 将含有与 miR-27b-3p 互补

的结合位点的野生型 NEAT1、SP1 序列和突变型

NEAT1、SP1 序列构建至 pmirGLO 载体上,形成 NEAT1
或 SP1 的野生型(wild type,WT)和突变型(mutant,
MUT)报告载体。 将 HEK 293T 细胞(2×104 个 / 孔)
置于 96 孔细胞板上。 细胞在 37 ℃和 5% CO2 的培

养室中培养。 根据 Lipofectamine 3000 转染试剂的

用户手册,转染 miR-27b-3p 或 miR-Control,48 h 后

检测荧光素酶活性。
1. 8　 HEK 293T 细胞转染与分组

将 HEK 293T 细胞(2 ×104 个 / 孔)置于 96 孔

细胞板上,根据 Lipofectamine 3000 转染试剂的用

户 手 册, 转 染 LV-NEAT1、 LV-Control、 shControl、
shNEAT1、miR-Control、miR-27b-3p、anti-miR-Control
和 anti-miR-27b-3p,另将正常培养的细胞作为对照

组,通过 RT-qPCR 检测细胞转染情况。
1. 9　 TUNEL 染色观察心房组织心肌细胞凋亡

参照文献[11]中的染色方法观察心房组织心肌

细胞凋亡情况,得到的左心房组织用石蜡包埋,制
备 5 μm 切片,脱蜡,再水化,并与 Triton X-100 孵化

液渗透。 用 3% 过氧化氢水溶液封闭切片,参考原

位细胞凋亡检测试剂盒使用方法用 TUNEL 反应液

孵育心房组织切片,显微镜下观察心肌细胞凋亡。
1. 10　 Masson 染色观察心房组织心肌纤维化

将石蜡切片常规脱蜡至水,用 Masson 试剂盒染

色,显微镜下呈红染的为心肌组织,呈蓝染的为心

肌胶原纤维。 结果用 ImagePro 6. 0 软件进行分析。
1. 11　 Western blot 检测心房组织中 SP1、纤维化相

关蛋白表达

参照文献[12]中的方法检测心房组织中 SP1、纤
维化相关蛋白表达,采用组织裂解液(使用前加入

PMSF)提取等量左心房组织总蛋白,定量后,SDS-
PAGE 将其分离,随后进行转膜,5% 脱脂牛奶阻断

后,将膜与抗体 SP1、TGF-β1、CTGF、COLⅠ、COLⅢ
和 GAPDH 稀释液孵育过夜。 次日,将二抗与膜在

室温环境下共同孵育 2 h。 用 ECL 试剂观察蛋白

表达。
1. 12　 统计学分析

计量数据以 x±s 表示,采用单因素方差分析进

行组间显著性比较,多重比较后的 Bonferroni 检验

采用 Prism 6. 0 进行。 P < 0. 05 为差异有统计学

意义。

2　 结　 果

2. 1　 NEAT1 调节 miR-27b-3p 对大鼠 AF 的影响

假手术组心电图表现为规则的 P 波,而 AF 组

P 波消失,代之以不规则的 f 波,R-R 间期呈现不规

则变化,且心律不齐,说明 AF 造模成功(图 1)。 与
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假手术组相比,AF 组大鼠 AF 的发生率和持续时间

均显著增高,NEAT1 的表达水平升高,miR-27b-3p
的表达水平降低 (均 P < 0. 05);与 AF 组和 AF +
shControl 组相比,AF+shNEAT1 组大鼠 AF 的发生率

和持 续 时 间 降 低, NEAT1 的 表 达 水 平 降 低,

miR-27b-3p 的表达水平升高(均 P<0. 05);与 AF+
shNEAT1 组和 AF+shNEAT1 +anti-miR-Control 组相

比,AF+shNEAT1+anti-miR-27b-3p 组大鼠 AF 的发

生率和持续时间增高,NEAT1 的表达水平升高,
miR-27b-3p 的表达水平降低(均 P<0. 05;图 2)。

图 1. 大鼠造模前后的心电图变化

Figure 1. Electrocardiographic changes in rats before and after modeling

图 2. NEAT1 调节 miR-27b-3p 对大鼠 AF 的影响

A 为 AF 发生率比较,B 为 AF 持续时间比较,C 为 NEAT1 的表达比较,D 为 miR-27b-3p 的表达比较。
1 为假手术组,2 为 AF 组,3 为 AF+shControl 组,4 为 AF+shNEAT1 组,5 为 AF+shNEAT1+anti-miR-Control 组,

6 为 AF+shNEAT1+anti-miR-27b-3p 组。 a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与 AF 组比较;c 为 P<0. 05,
与 AF+shControl 组比较;d 为 P<0. 05,与 AF+shNEAT1 组比较;e 为 P<0. 05,与 AF+shNEAT1+anti-miR-Control 组比较。

Figure 2. Effect of NEATl on AF rats by regulating miR-27b-3p

2. 2　 NEAT1 抑制 miR-27b-3p 的表达

生物信息学分析显示,NEAT1 3′UTR 序列中存

在 miR-27b-3p 的靶向结合位点(图 3A)。 与 miR-
Control+WT-NEAT1 组相比,miR-27b-3p+WT-NEAT1
组荧光素酶活性降低(P<0. 05;图 3B)。 与对照组

和 shControl 组相比,shNEAT1 组 miR-27b-3p 的表达

水平升高(P<0. 05;图 3C);与对照组和 LV-Control
组比较, LV-NEAT1 组 NEAT1 的表达水平升高,
miR-27b-3p 的表达水平降低(均 P<0. 05;图 3D)。
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图 3. NEAT1 靶向调控 miR-27b-3p
A 为 NEAT1 与 miR-27b-3p 之间预测的结合位点示意图,B 为荧光素酶活性的定量分析,C 为 NEAT1 过表达对 NEAT1 的影响,

D 为 NEAT1 沉默或过表达对 miR-27b-3p 表达的影响。 a 为 P<0. 05,与 miR-Control+WT-NEAT1 组比较;
b 为 P<0. 05,与对照组比较;c 为 P<0. 05,与 shControl 组比较;d 为 P<0. 05,与 LV-Control 组比较。

Figure 3. NEAT1 targeted the regulation of miR-27b-3p

2. 3　 NEAT1 调节 miR-27b-3p 对 AF 大鼠心肌细胞

凋亡的影响

假手术组几乎未见细胞凋亡,AF 组可见大量棕

黄色凋亡细胞,AF+shNEAT1 组和 AF+shNEAT1+anti-
miR-Control 组心肌细胞凋亡减轻,AF + shNEAT1 +
anti-miR-27b-3p 组心肌细胞凋亡加重。 AF 组心肌

细胞凋亡率与假手术组相比升高(P<0. 05),AF+
shNEAT1 组 心 肌 细 胞 凋 亡 率 与 AF 组 和 AF +
shControl 组相比降低(均 P<0. 05),AF+shNEAT1+
anti-miR-27b-3p 组心肌细胞凋亡率与 AF+shNEAT1
组和 AF + shNEAT1 + anti-miR-Control 组相比增高

(P<0. 05;图 4)。

图 4. TUNEL 染色检测大鼠左心房组织心肌细胞凋亡

1 为假手术组,2 为 AF 组,3 为 AF+shControl 组,4 为 AF+shNEAT1 组,5 为 AF+shNEAT1+anti-miR-Control 组,
6 为 AF+shNEAT1+anti-miR-27b-3p 组。 黑色箭头代表凋亡细胞。 a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与 AF 组比较;

c 为 P<0. 05,与 AF+shControl 组比较;d 为 P<0. 05,与 AF+shNEAT1 组比较;e 为 P<0. 05,与 AF+shNEAT1+anti-miR-Control 组比较。

Figure 4. Myocardial cell apoptosis in rat left atrial tissue detected by TUNEL staining
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2. 4　 NEAT1 调节 miR-27b-3p 对 AF 大鼠心肌纤维

化的影响

Masson 染色显示,假手术组红色心肌细胞排列

整齐,细胞间质有较少蓝色胶原纤维;AF 组和 AF+
shControl 组心肌细胞排列紊乱,心肌细胞肥大,可见

大量 蓝 色 胶 原 纤 维; AF + shNEAT1 组 和 AF +
shNEAT1+anti-miR-Control 组心肌细胞紊乱程度及

细胞纤维化程度明显减轻;AF+shNEAT1+anti-miR-
27b-3p 组心肌纤维化水平加重。 与假手术组相比,

AF 组心肌纤维化水平升高 ( P < 0. 05), TGF-β1、
CTGF、COLⅠ和 COL Ⅲ的 mRNA 和蛋白表达水平升高

(P<0. 05);与 AF 组和 AF+shControl 组相比,AF +
shNEAT1 组心肌纤维化水平降低,TGF-β1、CTGF、
COLⅠ和 COL Ⅲ的 mRNA 和蛋白表达水平降低(P<
0. 05);与 AF+shNEAT1 组和 AF+shNEAT1+anti-miR-
Control 组相比,AF+shNEAT1+anti-miR-27b-3p 组心

肌纤维化水平升高,TGF-β1、CTGF、COLⅠ和 COL Ⅲ的

mRNA 和蛋白表达水平升高(P<0. 05;图 5)。

图 5. NEAT1 调节 miR-27b-3p 对 AF 大鼠心肌纤维化的影响

A 为 Masson 染色检测大鼠左心房组织心肌纤维化程度,B 为 Western blot 检测大鼠心肌纤维化相关蛋白表达,
C 为 RT-qPCR 检测大鼠心肌纤维化相关基因 mRNA 水平。 1 为假手术组,2 为 AF 组,3 为 AF+shControl 组,4 为 AF+shNEAT1 组,

5 为 AF+shNEAT1+anti-miR-Control 组,6 为 AF+shNEAT1+anti-miR-27b-3p 组。
a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与 AF 组比较;c 为 P<0. 05,与 AF+shControl 组比较;d 为 P<0. 05,与 AF+shNEAT1 组比较;

e 为 P<0. 05,与 AF+shNEAT1+anti-miR-Control 组比较。

Figure 5. Effects of NEATl on myocardial fibrosis in AF rats by regulating miR-27b-3p

2. 5　 miR-27b-3p 下调 SP1 的表达

TargetScan 软件预测显示,SP1 3′UTR 序列中存

在 miR-27b-3p 结合位点(图 6A)。 与 miR-Control +
WT-SP1 组相比,miR-27b-3p+WT-SP1 组荧光素酶活

性降低(P<0. 05;图 6B)。 与对照组和 miR-Control

组相比,miR-27b-3p 组 SP1 mRNA 和蛋白的表达水

平降低(均 P<0. 05);与对照组和 anti-miR-Control
组相比,anti-miR-27b-3p 组 SP1 mRNA 和蛋白的表

达水平升高(均 P<0. 05;图 6C 和 6D)。
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图 6. miR-27b-3p 靶向调控 SP1
A 为 SP1 和 miR-27b-3p 的结合位点,B 为荧光素酶活性分析,C 为上调或抑制 miR-27b-3p 对 SP1 mRNA 表达的影响,

D 为上调或抑制 miR-27b-3p 对 SP1 蛋白表达的影响。 a 为 P<0. 05,与 miR-Control+WT-SP1 组比较;
b 为 P<0. 05,与对照组比较;c 为 P<0. 05,与 miR-Control 组比较;d 为 P<0. 05,与 anti-miR-Control 组比较。

Figure 6. miR-27b-3p targeted the regulation of SP1

2. 6 　 NEAT1 通过下调 miR-27b-3p 正向调控 SP1
的表达

与假手术组相比,AF 组 SP1 mRNA 和蛋白的表

达水平升高(P<0. 05);与 AF 组、AF+shControl 组相

比,AF+shNEAT1 组 SP1 mRNA 和蛋白的表达水平

降低(P<0. 05);与 AF+shNEAT1 组、AF+shNEAT1+
anti-miR-Control 相比,AF+shNEAT1+anti-miR-27b-3p
组 SP1 mRNA 和蛋白的表达水平升高 (P < 0. 05;
图 7)。

图 7. NEAT1 通过下调 miR-27b-3p 的表达影响 SP1 表达

A 为 RT-qPCR 检测 SP1 mRNA 表达,B 为 Western blot 检测 SP1 蛋白表达及量化图。 1 为假手术组,2 为 AF 组,3 为 AF+shControl 组,
4 为 AF+shNEAT1 组,5 为 AF+shNEAT1+anti-miR-Control 组,6 为 AF+shNEAT1+anti-miR-27b-3p 组。
a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与 AF 组比较;c 为 P<0. 05,与 AF+shControl 组比较;
d 为 P<0. 05,与 AF+shNEAT1 组比较;e 为 P<0. 05,与 AF+shNEAT1+anti-miR-Control 组比较。

Figure 7. NEAT1 affects SP1 expression by down-regulating the expression of miR-27b-3p

476 ISSN 1007-3949 Chin J Arterioscler,Vol. 31,No. 8,2023



3　 讨　 论

近年来的功能性研究表明,lncRNA 和 miRNA
在包括 AF 在内的心脏相关疾病的病理生理学中发

挥重要作用,但这些参与 AF 的 lncRNA 分子机制还

不完全清楚[13-14]。 本研究成功构建了乙酰胆碱-
CaCl2 诱导的 AF 大鼠模型,首次为 NEAT1 通过调

节 miR-27b-3p / SP1 轴在 AF 和 AF 诱导的心肌纤维

化中发挥重要作用提供了实验证据。
越来越多的研究表明,心房纤维化参与了 AF

的病理过程,抑制心房纤维化是预防和治疗 AF 的

合理途径[15]。 NEAT1 作为一种新型 lncRNA,已有

研究发现沉默其表达可以减轻缺氧复氧心肌细胞

氧化损伤,减少心肌细胞凋亡[16]。 最近的研究表明

lncRNA NEAT1 在 AF 患者中上调,敲除后抑制心脏

成纤维细胞的胶原生成及小鼠心房纤维化,提示

NEAT1 在 AF 及 AF 诱导的心肌纤维化中发挥重要

作用[6]。 本研究 通 过 生 物 信 息 学 分 析 筛 选 出

NEAT1 的 候 选 靶 基 因 miR-27b-3p。 为 了 评 估

NEAT1 和 miR-27b-3p 在 AF 中的生物学功能,本研

究成功建立了 AF 大鼠模型,发现 AF 大鼠左心房组

织中 NEAT1 表达升高,miR-27b-3p 表达降低,与

Dai 等[6]和 Lv 等[8]的结果基本一致。 此外,本研究

发现,下调内源性 NEAT1 可显著缓解大鼠 AF,表现为

AF 易感性和持续时间降低。 然而,抑制miR-27b-3p 可

逆转 NEAT1 下调的这些效应。 这些发现为 NEAT1
和 miR-27b-3p 可能的靶点关系以及 NEAT1 通过调

节 miR-27b-3p 在 AF 中的关键作用提供了证据。 本

研究证实,抑制 NEAT1 的表达可上调 AF 大鼠左心

房组织中 miR-27b-3p 的表达,且荧光素酶活性检测

和 RT-qPCR 检测结果证实 NEAT1 对 miR-27b-3p
的靶向负性调控作用。 AF 持续存在的基础是心房

纤维化,心房纤维化是由心肌细胞凋亡导致的[17]。
此外,心肌细胞凋亡和细胞外基质的生成和转换可

能有助于结构重塑和 AF 易感[18]。 之前的研究表

明,沉默 miR-27b 削弱了缺氧复氧刺激的心肌细胞

凋亡, miR-27b-3p 是 miR-27b 成熟体 miRNA 之

一[19]。 与此相反,本研究发现,抑制 miR-27b-3p 显

著增加 NEAT1 敲低所减弱的心肌细胞凋亡,这可能

是疾病类型不同或 miRNA 前体和成熟体的差异导

致的,提示 AF 大鼠中存在一种新的 NEAT1 / miR-
27b-3p 轴调控因子。

考虑到心房纤维化的发生和发展是 AF 心房结

构重塑的突出表现,并被认为是 AF 延续的关键底

物点[18],故本研究还探讨了 NEAT1 / miR-27b-3p 轴

对 AF 大鼠心肌纤维化的影响。 胶原含量的测定是

心脏纤维化研究的一个重要指标。 本研究发现,AF
大鼠胶原含量显著增加,敲低 NEAT1 可显著减轻

AF 纤维化,而 anti-miR-27b-3p 显著逆转下调 NEAT1
对 AF 纤维化的缓解作用。 NEAT1 / miR-27b-3p 轴显

著影响 AF 纤维化。 值得注意的是,在 AF 大鼠中心

肌组织主要基质蛋白 COLⅠ、COL Ⅲ过度表达,胶原积

累,最终导致 AF 纤维化[20]。 另一种有效的促纤维化

因子 CTGF 与 AF 的病理生理条件有关,通常被认为

是 AF 复发的重要预测因子[21]。 本研究发现,
NEAT1 / miR-27b-3p 轴显著影响 AF 大鼠纤维化及纤

维化相关基因 COL Ⅲ、CTGF、TGF-β1 的表达,其中

TGF-β1 参与心脏重构,促进胶原合成,均可诱导心房

纤维化。 总之,这些发现为 NEAT1 / miR-27b-3p 轴是

AF 心房纤维化的一种新的调节因子提供了证据。
TGF-β1 可与 SP1 结合,并可被 SP1 激活[22]。

前期研究显示,在大鼠模型中阻断 SP1 表达能够抑制

子宫内膜纤维化,提示 SP1 在纤维化调节中发挥作

用[23]。 lncRNA 可将 miRNA 与靶 mRNA 分离,通过

作为一种竞争性内源 RNA( competitive endogenous
RNA,ceRNA)来发挥调控作用。 例如,NEAT1 通过

在胸主动脉瘤中作为 miR-324-5p 的 ceRNA 来促进

RAN 表达[24]。 基于这些发现,本研究猜测 NEAT1
可能通过 ceRNA 机制参与调控 SP1 的表达。 本研

究中,生物信息学分析显示 miR-27b-3p 与 SP1 存在

靶向结 合 位 点, 并 且 证 实 NEAT1 可 通 过 抑 制

miR-27b-3p 的表达促进 SP1 的表达。 重要的是,沉
默 miR-27b-3p 均可显著消除 NEAT1 下调对 AF 大

鼠心肌细胞凋亡、纤维化和 TGF-β1 等纤维相关基

因表达的抑制作用。 本研究结果揭示了 NEAT1 在

AF 中促纤维化作用的 ceRNA 机制。 然而,沉默

SP1 能否消除 NEAT1 过表达对 AF 大鼠心肌纤维化

的促进作用还不清楚,需要进一步研究。
综上所述,lncRNA NEAT1、miR-27b-3p、SP1 参与

AF 的发生,沉默 lncRNA NEAT1 通过促进 miR-27b-3p
的表达下调 SP1 水平,进而抑制 AF 大鼠心肌细胞

凋亡和纤维化,为 AF 的分子靶向治疗提供新思路。
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