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miR-223-3p 在高糖诱导的 H9c2 细胞损伤中的靶基因
预测及相关通路分析

秦建宁, 韩 洋, 谭 瑶, 虞乐天, 屈顺林
南华大学心血管疾病研究所 动脉硬化学湖南省重点实验室 湖南省动脉硬化性疾病

国际科技创新合作基地,湖南省衡阳市 421001

[摘　 要] 　 [目的] 　 通过生物信息学途径探究 miR-223-3p 在高糖环境下对 H9c2 细胞的影响,并结合转录组测序

结果,分析其在糖尿病心肌病发病机制中的作用,旨在分子层面上发掘新的治疗靶点,探究 miR-223-3p 的具体作用

机制。 [方法] 　 在高糖培养的 H9c2 细胞中分别转染 miR-223-3p 的抑制物及对照物,RT-qPCR 检测两组细胞中

miR-223-3p 的表达差异;通过高通量测序对差异 mRNA 进行检测;用 TopGO 软件进行 GO 功能富集分析;DESeq2
软件(v1. 16. 1)筛选差异表达基因,对检测结果的差异基因与 miR-223-3p 靶基因数据库共分析,预测 miR-223-3p
靶基因,并用 RT-qPCR 检测验证其表达变化。 [结果] 　 高糖处理的 H9c2 细胞活性明显降低,转录组测序结果提

示对照组和 miR-223-3p 抑制剂组间的基因表达存在较为明显的差异。 GO 功能富集分析显示,预测靶基因集显著

富集于 G 蛋白偶联受体活性、甘油基乙醚单加氧酶活性、细胞阴离子稳态和氯离子稳态等方面。 KEGG 通路富集

分析显示,这些基因主要涉及 TNF 信号通路和 IL-17 信号通路。 此外,它们还与 1 型糖尿病、细胞色素 P450 对外源

性药物的代谢作用等相关疾病和生理过程有关。 靶基因预测提示 miR-223-3p 可能与 Cxcl10、Creb3l3、Mmp3 和

Bcl3 等的表达变化有关。 [结论] 　 在高糖诱导的 H9c2 细胞损伤中 miR-223-3p 及其下游靶基因的预测可能为糖

尿病心肌病的治疗提供新的靶点,对于揭示糖尿病心肌病的发病机制以及开发新的治疗策略具有重要意义。
[关键词] 　 糖尿病心肌病;　 miR-223-3p;　 H9c2 细胞;　 高通量测序;　 GO 功能富集分析;　 KEGG 通路富集

分析

[中图分类号] 　 R5;R363 [文献标识码] 　 A

Target gene prediction and related pathway analysis of miR-223-3p in high glucose
induced H9c2 cell injury
QIN Jianning, HAN Yang, TAN Yao, YU Letian, QU Shunlin
Institute of Cardiovascular Disease, University of South China & Key Laboratory for Arteriosclerology of Hunan Province & Hu-
nan International Scientific and Technological Cooperation Base of Arteriosclerotic Disease, Hengyang, Hunan 421001, China
[ABSTRACT]　 　 Aim　 The effect of miR-223-3p on H9c2 cells in high glucose environments was investigated through
bioinformatics and its role in the mechanism of development of diabetic cardiomyopathy was analyzed in conjunction with
transcriptomic sequencing results. 　 The objective was to identify novel therapeutic targets at the molecular level and
explore the specific mechanisms of action of miR-223-3p. 　 　 Methods 　 In high glucose-cultivated H9c2 cells,
miR-223-3p inhibition and control were transfected, respectively. 　 RT-qPCR was used to detect the differences in
miR-222-3p expression between the two cell groups. 　 Differential mRNA was identified through high-throughput sequen-
cing. 　 GO functional analysis was conducted using TopGO software. 　 DESeq2 software (v1. 16. 1) filtered differentially
expressed genes and analyzed them using a miR-223-3p target gene database. 　 This process predicted the target genes of
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miR-223-3p and validated the changes in their expression through RT-qPCR. 　 　 Results　 The activity of H9c2 cells trea-
ted with high glucose decreased significantly. 　 Significant differences in gene expression between the control group and the
inhibitor group had been indicated by transcriptomic sequencing results. 　 GO function enrichment analysis showed that the
predicted target gene set was significantly enriched in G protein-coupled receptor activity, glycerol ether monooxygenase ac-
tivity, cellular anion homeostasis, and chloride ion homeostasis, among others. 　 KEGG pathway enrichment analysis fur-
ther showed that these genes were mainly involved in the TNF signaling pathway and the IL-17 signaling pathway. 　 In ad-
dition, they were related to type 1 diabetes, cytochrome P450 metabolism of exogenous drugs, and other diseases and phys-
iological processes. 　 Target gene prediction suggested that miR-223-3p may be associated with the expression changes of
Cxcl10, Creb3l3, Mmp3, and Bcl3, among others. 　 　 Conclusion　 The prediction of miR-223-3p and its downstream
target genes in high glucose induced H9c2 cell injury may provide new targets for the treatment of diabetic cardiomyopa-
thy, which is of great significance for revealing the pathogenesis of diabetic cardiomyopathy and developing new treatment
strategies.
[KEY WORDS]　 diabetic cardiomyopathy;　 miR-223-3p;　 H9c2 cell;　 high throughput sequencing;　 GO function
enrichment analysis;　 KEGG pathway enrichment analysis

　 　 糖尿病是一种代谢性疾病,其主要特征是慢性

高血糖、胰岛素分泌和功能下降、碳水化合物代谢

功能障碍,糖尿病心肌病( diabetic cardiomyopathy,
DCM)是其主要的并发症之一,即使在没有冠状动

脉病变和高血压等的情况下,糖尿病患者也出现左

心室肥厚、收缩期和舒张期功能障碍,甚至晚期心

力衰竭和死亡[1-2]。 研究发现,直接靶向心肌细胞

死亡来治疗 DCM 可能比干扰其上游信号通路更可

行[3]。 miRNA 是一类在进化上非常保守的基因,通
过与靶基因的 3′UTR 或 5′UTR 相互作用调节转录,
提示可能有重要的生物学功能[4]。 据报道,miRNA
通过转录和转录后调控参与多种心血管疾病的发

病机制,在 DCM 中也具有重要的作用[5]。 高血糖

会影响糖尿病心脏中一些 miRNA 的表达,这些差异

表达的 miRNA 可调节糖尿病患者心肌细胞凋亡、心
肌纤维化、心肌肥大、氧化应激和线粒体功能障

碍[6-8]。 大量研究表明,DCM 期间心肌细胞损伤的

发生是由特定 miRNA 的失调促进的,如 miR-451
的过表达以及 miR-30、miR-373、miR-133a 和 miR-
150 的下调。 miR-150-5p 被发现可以减轻高糖

(high glucose, HG) 诱导的人心肌细胞损伤[9] ,
miR-223-3p 也可作为心血管疾病的一个潜在治疗

靶点,通过调控 SPI1(编码 PU. 1)促进心肌细胞焦

亡[10] 。 然而,关于 miR-223-3p 在 DCM 中的作用

和机制尚未被充分阐明。 因此,本研究旨在探究

miR-223-3p 的抑制物和对照物转染高糖培养的

H9c2 细胞后,通过高通量测序和生物信息学分析

预测 miR-223-3p 潜在的靶基因及其在生物信号通

路中的作用,以期为预测 DCM 的发生和发展提供

潜在的临床应用价值。

1　 材料和方法

1. 1　 H9c2 细胞培养及转染

将 H9c2 细胞置于含有 10%胎牛血清的 DMEM
培养基中培养,待细胞密度达到 80% ~ 90% 时,使
用胰蛋白酶进行消化处理。 将消化后的 H9c2 细胞

接种于 6 孔板进行后续实验,两组细胞在处理前用

无血清培养基孵育过夜,然后在含 1% FBS 的最低

必需 培 养 基 中 加 入 葡 萄 糖 粉, 使 其 终 浓 度 为

30 mmol / L,对照组给予等量甘露醇以提高渗透压,
培养 24 h。 将 H9c2 细胞以 60% ~ 75% 的密度与

miR-223-3p 抑制剂按照制造商的方案进行瞬时转

染,以 miR-223-3p 抑制剂阴性对照作为对照。 转染

后 H9c2 细胞继续在 6 孔板中培养,24 h 进行后续

实验。
1. 2　 CCK-8 实验检测细胞损伤

在 96 孔板中每孔接种 100 μL 细胞悬液,每组设

置 3 ~5 个复孔,在孔板的最外圈加入 PBS 溶液,以避

免蒸发,置于培养箱中培养 12 h 后每孔加入 10 μL
CCK-8 溶液,将孔板重新置于培养箱内培养 2 h,取
出在 450 nm 处测量吸光度值,并计算细胞活力。
1. 3　 RT-qPCR 检测 miR-223-3p 的表达

根据试剂盒说明书要求,使用 1 mL RNA 分离

试剂(Vazyme#RC201,中国南京)从培养的 H9c2 细

胞中提取 miRNA,使用 miRNA 第一链 cDNA 合成试

剂盒(Vazyme#MR101,中国南京)按照制造商的说

明进行 cDNA 合成。 采用 miRNA Universal SYBR
qPCR Master Mix(Vazyme#MQ101,中国南京)定量

miR-223-3p 的相对表达水平。 使用 7500 FAST Real-
time PCR 系统(Applied Biosystems)进行 40 个循环,
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以 U6 作为内部对照,采用 2-ΔΔCt 计算 miR-223-3p
的相对表达量。 引物序列:miR-223-3p 正义链为 5′-
GCCGAGTGTCAGTTTGTCAAA-3′,反义链为 5′-TGG
AGCCTGGGACGTG-3′,RT: 5′-CTCAACTGGTGTCGT
GGAGCGTGTCGTGCCAGTTGTTGAGC-3′;U6 正义链

为 5′-CTCGCTTCGGCAGCACA-3′,反义链为 5′-AAC
GCTTCACGAATTTGCGT-3′。
1. 4　 文库构建与质检

主要步骤包括:(1)使用 Oligo( dT)磁珠富集

mRNA;(2)将 mRNA 打断成 200 bp 的片段;(3)在
M-MuLV 反转录酶体系中合成 cDNA 的第一条链;
(4)用 Rnase H 降解 RNA 链,并在 DNA polymeraseⅠ
体系下合成 cDNA 的第二条链;(5)用 AMPure XP
beads 纯化双链 cDNA,然后进行末端补平和接头加

入;(6)用 USER 酶消化二链 cDNA,得到单链 cDNA
文库;(7)通过 PCR 扩增约 15 个循环,得到最终的

cDNA 文库。 由于 Illumina 测序数据中低质量序列

通常集中在序列末端,使用 Skewer 工具去除这些特

定的接头序列和低质量片段后,通过 FastQC 软件对

处理后的数据进行质量控制评估,并计算 Q20(质量

分数≥20 的碱基占高质量片段碱基总数的比例)和
Q30(质量分数≥30 的碱基占高质量片段碱基总数

的比例),以确保数据质量达到后续分析的要求。
1. 5　 上机测序

在上机测序阶段,使用 cBot 仪器进行桥式 PCR
扩增,生成 clusters。 Illumina 测序平台采用 2 ×150
测序模式,边合成边测序。 在测序过程中,通过使

用带有荧光标记的核苷酸、DNA 聚合酶和接头引物

来扩增目标 DNA 序列。 随着每个荧光标记的 dNTP
的加入并释放荧光,测序仪检测到这些荧光信号,
将其转换为测序峰,最终通过软件识别这些峰来获

得具体的序列数据。
1. 6　 聚类和测序

对于样本组间差异表达基因的筛选,使用基因

和样本的双向层级聚类,并用热图展示,聚类参数

为 Distance metric:Pearson correlation;Linkage rule:
Average Linkage。
1. 7　 差异表达基因分析

使用 DESeq2 软件( v1. 16. 1)对不同样本组之

间进行差异表达基因的筛选。 通过错误发现率

( false discovery rate,FDR)法得到各基因 P 值校正

后的 Q 值,FDR 值比 P 值更严格,数值越小越可靠,
但没有约定的阈值,不像 P 值小于 0. 05 和 0. 01 时

才认为差异显著和差异非常显著。

1. 8　 GO 功能富集分析和 KEGG 通路富集分析

用 TopGO 软件对目的基因集进行 GO 功能分

析,分别对上调差异基因和下调差异基因进行富

集。 具体方法:首先将全部基因作为背景列表,目
的基因列表则是从背景列表中筛选出的候选列表;
然后利用 Fisher 精确检验计算 GO 功能集在目的基

因列表中的富集程度,得到 P 值后进行 FDR 校正。
针对这些基因进行 KEGG 数据库中 Pathway 的功能

注释和分类,并由疾病注释功能分析针对这些基因

进行 DisGeNET 疾病数据库中疾病类型的功能注释

和分类。 Reactome 代谢通路分析则是针对这些基

因进行 Reactome 数据库中代谢通路的注释和分类,
这些分析方法与 GO 类似。
1. 9　 ELISA 检测

收集培养上清液,根据试剂盒说明书进行

ELISA 检测,检测上清液中白细胞介素( interleukin,
IL) 6、1β 和 18 的浓度。
1. 10　 RT-qPCR 验证相关基因表达

采用 RT-qPCR 检测转染 miR-223-3p 抑制物后

高糖诱导的 H9c2 细胞中 Cxcl10、Creb3l3、Mmp3、
Bcl3 以及炎症因子的相对表达量。 具体步骤:
(1)总 RNA 提取:操作根据 Trizol 试剂盒说明书流

程提示,提取两组细胞的总 RNA;(2)反转录:按照

提供的反转录配方操作,将提取的总 RNA 反转录为

cDNA,确保在反转录过程中分别处理两组细胞的

RNA 样品;(3)配制 qPCR 反应体系:按照提供的配

方,制备包括 SYBR Green MasterMix、引物、 ROX
Reference Dye 和 cDNA 模板的反应体系,确保在配

制反应液时将两组细胞的 cDNA 分别加入;(4)PCR
反应:将配制好的反应体系加载到荧光定量 PCR 仪

中进行 PCR 反应,按照提供的 PCR 程序设定,运行

PCR 反应;(5)数据分析:反应结束后,使用内参基

因 GAPDH 的 Ct 值进行数据分析,计算 ΔCt 值,并
采用 2-ΔΔCt 来计算基因的相对表达量。 根据差异表

达的筛选标准( | log2FC |≥1,P<0. 05),评估所选基

因在两组细胞中的差异表达情况。 所用引物序列

(引物由生工公司合成):GAPDH 正义链:5′-CCAG
GTGGTCTCCTCTGA-3′,反义链:5′-GCTGTAGCCAA
ATCGTTG-3′;TNF-α 正义链:5′-AGCATGATCCGAG
ATGTGGAA-3′, 反 义 链: 5′-TAGACAGAAGAGCGT
GGTGGC-3′; IL-6 正义链: 5′-GTTGCCTTCTTGGGA
CTGATG-3′,反义链: 5′-ATACTGGTCTGTTGTGGGT
GGT-3′; IL-1β 正 义 链: 5′-GGGATGATGACGACCT
GCTAG-3′,反义链: 5′-ACCACTTGTTGGCTTATGTT
CTG-3′;CXCL10 正义链:5′-TCCTGTCCGCATGTTG
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AGATCATTG-3′,反义链: 5′-ACCTTCTTTGGCTCAC
CGCTTTC-3′;Creb3l3 正义链:5′-TGTGAAGGAATTG
CTGCTGTCTG-3′,反义链:5′-GCAACTTCTTCTCATC
CTCTGTCAG-3′;Mmp3 正义链:5′-CCTATTCCTGGT
TGCTGCTCATG-3′,反义链:5′-TCTGTGGAGGACTTG
TAGACTGG-3′;Bcl3 正义链:5′-GTGACAGCTGGTG
CCAGC-3′, 反 义 链: 5′-GTTGCGCTGTCTAGCAGG
GC-3′。
1. 11　 统计学分析

采用 GraphPad Prism 9 软件进行统计学分析和

统计图表制作。 所有实验数据均以 x±s 表示,多组

数据比较采用单因素方差分析,两组数据比较采用 t
检验。 P<0. 05 被认为差异具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 高糖诱导 H9c2 细胞损伤

用高糖处理 H9c2 细胞 24 h 后,与普通培养基

培养的细胞相比,高糖条件下培养的细胞活力降低

(P<0. 001),表明高糖能显著抑制细胞的生长活力,
诱导 H9c2 细胞损伤(图 1)。
2. 2　 转染后 miR-223-3p 的表达

将 miR-223-3p 的抑制物和对照物分别转染高

糖诱导的 H9c2 细胞,与对照组相比,抑制剂组

miR-223-3p 的表达水平降低(P<0. 01;图 2)。
2. 3　 测序数据的质量控制

利用 Illumina NovaSeq 6000 测序平台的双端测

序方式对 miR-223-3p 对照组与 miR-223-3p 抑制剂

组各 3 个重复样本进行了高通量测序分析。 结果显

示,每个样本获得的原始序列数平均为 48 742 198;
miR-223-3p 对照组中去除低质量片段后序列数平

均为 49 522 130,miR-223-3p 抑制剂组中去除低质

量片段后序列数平均为 47 962 267。 经过测序和数

据处理后,两组样本的去除低质量片段后序列数和

去除低质量片段后序列碱基数比例都超过了 99% 。
此外,两组样本的 Q20 碱基百分比均超过了 98% ,
Q30 碱基百分比也都超过了 94% 。 综合分析以上

结果,高糖诱导的 H9c2 细胞的 miR-223-3p 对照组

和 miR-223-3p 抑制剂组的测序数据质量较好,测序

结果可用于后续研究(表 1)。

图 1. 高糖对 H9c2 细胞活力的影响

Figure 1. The effect of HG on the cell viability of
H9c2 cells

图 2. miR-223-3p 的抑制物和对照物转染高糖诱导的

H9c2 细胞 miR-223-3p 的表达水平

Figure 2. Expression levels of miR-223-3p in HG
induced H9c2 cells transfected with miR-223-3p

inhibitor and control

表 1. 测序数据质量统计结果

Table 1. Statistical results of sequencing data quality

样本 原始序列数 原始碱基数
去除低质量

片段后序列数

去除低质量
片段后序列

碱基数

去除低质量
片段后序列
平均长度

去除低质量
片段后
序列数

所占比例

去除低质量
片段后序列

碱基数
所占比例

Q20 Q30

miR-223-3p NC-1 44 104 452 6 659 772 252 43 874 784 6 603 614 363 150. 5 99. 48% 99. 16% 98. 15% 94. 45%

miR-223-3p NC-2 54 811 172 8 276 486 972 54 596 016 8 215 109 756 150. 5 99. 61% 99. 26% 98. 35% 95. 00%

miR-223-3p NC-3 49 650 766 7 497 265 666 49 453 340 7 440 648 756 150. 5 99. 60% 99. 24% 98. 35% 95. 05%

miR-223-3p inhibitor-1 42 968 502 6 488 243 802 42 810 494 6 443 841 484 150. 5 99. 63% 99. 32% 98. 40% 95. 15%

miR-223-3p inhibitor-2 46 861 264 7 076 050 864 46 665 822 7 020 777 035 150. 4 99. 58% 99. 22% 98. 25% 94. 75%

miR-223-3p inhibitor-3 54 057 034 8 162 612 134 53 838 968 8 101 235 374 150. 5 99. 6% 99. 25% 98. 3% 95. 05%
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2. 4　 差异基因的筛选和聚类热图

高糖处理的 H9c2 细胞中,miR-223-3p 抑制剂

组共有 19 276 个基因的表达发生了变化,其中

9 677 个基因表达上调,9 599 个基因表达下调。 为

了筛选出显著差异表达的基因,使用 DESeq2 软件

分析,并设定了 | log2FC | ≥1 和 P<0. 05 的阈值,以

此标准发现,相较于对照组,miR-223-3p 抑制剂组

的差异基因共有 198 个,其中 111 个基因上调,87
个基因下调(图 3A)。 对两组的差异基因进行聚类

分析后发现,两组之间的差异基因表现出显著的分化

特征(图 3B),说明抑制 miR-223-3p 后可导致高糖诱

导的 H9c2 细胞中许多基因表达水平发生改变。

图 3. 差异基因表达分布情况

A:差异基因散点图,横坐标代表基因在对照组的表达量,纵坐标代表基因在 miR-223-3p 抑制剂组的表达量;红色标记的点代表与

对照组相比表达显著上升的基因,绿色标记的点代表表达显著下降的基因,灰色点表示表达变化不显著的基因,显著差异基因的

筛选条件为 P<0. 05。 B:差异基因聚类热图,白色代表显著差异基因的表达量均值,越红代表表达量越高,
越蓝代表表达量越低,每一行代表一个基因,每一列代表一个样本,筛选条件同散点图。

Figure 3. Distribution of differential gene expression

2. 5　 差异表达基因的 GO 功能富集分析情况

与对照组相比,miR-223-3p 抑制剂组的差异表

达基因在细胞组成( cell composition,CC)上主要富

集在 Bcl3-Bcl10 复合物、Bcl3 / NF-κB2 复合物和肌

浆网等组份上,在分子功能(molecular function,MF)
上主要富集在 G 蛋白偶联受体活性、甘油基乙醚单

加氧酶活性等方面,在生物过程(biological process,
BP)方面主要参与细胞阴离子稳态和氯离子稳态等

过程(图 4)。
2. 6　 KEGG 通路富集分析情况

对 miR-223-3p 抑制剂组和对照组中的差异基

因进行 KEGG 通路富集分析,以揭示这些基因在何

种细胞信号传导途径中起主要作用。 以 P<0. 05 作

为通路显著性标准,结果显示,差异表达基因在

KEGG 通路中主要涉及 TNF 信号通路、IL-17 信号通

路、1 型糖尿病、细胞色素 P450 对药物的代谢作用

等生物过程(图 5)。 其中,注释在 TNF 信号通路的

相关差异性候选基 因 有 4 个,分 别 是 Cxcl10、
Creb3l3、Mmp3 和 Bcl3;注释在 IL-17 信号通路的

候选基因有 3 个,分别是 Cxcl10、Mmp3 和 Mmp13
(表 2)。
2. 7　 miR-223-3p 促进 H9c2 细胞炎症因子产生

与对照组相比,miR-223-3p 抑制剂组细胞分泌

的炎症因子 IL-6 降低了 32. 68% 、 IL-1β 降低了

23. 22%以及 IL-18 降低了 55. 74% (P<0. 05;图 6)。
RT-qPCR 结果显示, miR-223-3p 抑制剂组 IL-6、
IL-1β 和 TNF-α 的 mRNA 水平较对照组分别降低了

72. 83% (P < 0. 001)、41. 79% (P < 0. 05)、41. 15%
(P<0. 01;图 7)。
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图 4. 差异表达基因的 GO 功能富集分析

Figure 4. GO functional enrichment analysis of differentially expressed genes

图 5. 显著富集 KEGG 柱状图

Figure 5. Significantly enriched KEGG column chart

表 2. KEGG 通路富集分析结果

Table 2. Enrichment analysis results of KEGG pathway

通路名称 基因总数 候选基因数 候选基因 P 富集因子值

TNF 信号通路 106 4 Cxcl10、Creb3l3、Mmp3、Bcl3 0. 0069 0. 0377

IL-17 信号通路 90 3 Cxcl10、Mmp3、Mmp13 0. 0267 0. 0333

细胞色素 P450 对外源性药物的代谢作用 40 2 Akr7a3、Ugt2b10 0. 0482 0. 0408

1 型糖尿病 27 2 Bhlha15、Pklr 0. 0159 0. 0741
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图 6. ELISA 检测两组细胞上清液中炎症因子浓度

Figure 6. ELISA detects the concentration of
inflammatory factors in saliva in two groups of cells

图 7. RT-qPCR 检测两组细胞中

炎症因子 mRNA 表达

Figure 7. RT-qPCR detects the mRNA expression of
inflammatory factors in two groups of cells

2. 8　 显著差异基因的验证

通过整合分析抑制 miR-223-3p 之后关键基因

的表达情况及测序数据,筛选出 4 个在 TNF 信号通

路调控中发挥作用的显著差异基因,即 Cxcl10、
Creb3l3、Mmp3 和 Bcl3 基因(表 3)。 RT-qPCR 结果

显示,与对照组相比,miR-223-3p 抑制剂组 Cxcl10、
Creb3l3 和 Mmp3 的 mRNA 表达水平分别升高了

2. 38 倍(P < 0. 05)、3. 10 倍 (P < 0. 01) 和 2. 25 倍

(P<0. 05),而 Bcl3 的 mRNA 表达水平则降低了

78. 51% (P<0. 05;图 8)。 实验结果与测序数据相

符,说明抑制 miR-223-3p 的表达会影响这些 TNF 信

号通路相关的靶基因的表达水平。

表 3. TNF 信号通路相关候选差异基因

Table 3. TNF signal pathway-related candidate
differential genes

基因 log2FC P FDR

Cxcl10 1. 629 0. 0012 0. 111

Creb3l3 1. 895 0. 04523 0. 638

Mmp3 1. 431 0. 0002 0. 039

Bcl3 -2. 189 0. 0151 0. 421

图 8. TNF 相关通路的差异基因 mRNA 相对表达水平

Figure 8. Relative expression levels of mRNA in
TNF-related pathway differential genes

3　 讨　 论

目前的研究表明,糖尿病可以通过引起心肌细

胞的损伤诱发相关心肌病,如细胞的氧化还原损

伤、线粒体功能障碍、细胞凋亡和纤维化,损害心肌

收缩力和降低心功能[11]。 但其发病机制尚不明确,
因此进一步明确 DCM 的发病机制,对 DCM 进行早

期诊断和干预其发病的进程具有重要的临床意义。
目前,miRNA 已被证明是多种生物过程的调节

因子,在 DCM 中也起着重要作用,比如与 TGF-β 信

号通路相互作用调节 DCM 的进程[12-13]。 先前的研

究表明,高血糖调节糖尿病心脏中一些 miRNA 的表

达,这些差异表达的 miRNA 可调节糖尿病患者心肌

凋亡、心肌纤维化、心肌肥大和线粒体功能障碍[14]。
而细胞内 miR-223-3p 的增加会损害心肌细胞的糖

脂代谢,并在高糖处理的心肌细胞中 miR-223-3p 的

表达显著增加,其可能通过靶向 SPI1 促进心肌细胞

焦亡和炎症因子的释放[10]。
为了继续探究 miR-223-3p 与 DCM 发病的可能

关系,本研究构建了“miR-223-3p-mRNA 靶点”网络

并进行了通路富集分析,其主要涉及的通路是 TNF
信号通路和 IL-17 信号通路,此外还与 1 型糖尿病、
细胞色素 P450 对外源性药物的代谢作用等有关。
TNF 是一种促炎性细胞因子,通过与 TNFR1 和 TNFR2
两种不同受体相互作用,这些受体在细胞和组织层

面的表达不同,激活不同的信号传导路径,导致包

括细胞死亡、增殖和迁移在内的多种细胞生物过

程[15],在心肌缺血再灌注损伤、心肌肥厚、DCM 和

心力衰竭的发病和进展中起着至关重要的作用。
过往研究表明 TNF-α 在 H9c2 细胞中可以通过激活

PI3K / Akt / mTOR 通路抑制自噬,导致细胞凋亡增

加[16]。 本研究检测了 TNF-α 和炎症因子 IL-6、IL-1β、
IL-18 等的表达,结果显示,抑制 miR-223-3p 后,
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H9c2 细胞中 TNF-α 和炎症因子的表达降低,推测

miR-223-3p 可能与一些靶点结合,通过 TNF 信号通

路促进 H9c2 细胞炎症反应。 进一步分析 TNF 信号

通路相关靶点筛选出 miR-223-3p 与 DCM 相关核心

靶点 4 个,分别是 Cxcl10、Creb3l3、Mmp3 和 Bcl3,这
些靶点可能在 miR-223-3p 早期诊断或干预 DCM 中

发挥关键作用。 其中 IFN-g 诱导的 Th1 趋化因子

Cxcl10 在许多自身免疫性疾病的发病机制中发挥重

要作用,而膜结合转录因子 Creb3l3 在体内对饥饿有

广泛的代谢作用,在几种类型的糖尿病肥胖小鼠中也

观察到通过肝脏激活 Creb3l3 来改善糖尿病[17]。
根据测序数据和先前研究的结果,推测 miR-223-3p

可能通过调控 Cxcl10、Creb3l3、Bcl3 和 Mmp3 等关

键基因促进 DCM 的发生发展过程。 因此,本研究团

队下一步将继续深入探讨 miR-223-3p 是否通过调

控这些靶基因来促进心肌细胞的炎症损伤及其机

制,确定其在 DCM 发生发展中的作用,期望能为

DCM 的早期诊断和治疗探寻新的靶点和方向。
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