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miR-199b-5p在心肌梗死大鼠心肌纤维化及内质网应激中的作用及机制*
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  摘 要:目的 分析miR-199b-5p在心肌梗死(MI)大鼠心肌纤维化及内质网应激中的作用及可能机制。
方法 将30只大鼠按照随机数字表法分为假手术组、MI组、miR-199b-5p低表达组,每组10只。采用实时荧

光定量聚合酶链反应(RT-qPCR)检测心肌组织中 miR-199b-5p水平,采用超声心动图检测左心室射血分数

(LVEF)、左心室短轴缩短率(LVSF)、左心室舒张末期内径(LVEDD)、左心室收缩末期内径(LVESD)。采用

苏木精-伊红染色检测心肌组织病理变化。采用 Masson染色检测心肌组织纤维化水平。分别采用 Western
 

blotting及RT-qPCR检测心肌组织纤维化相关蛋白(CollagenⅠ、CollagenⅢ)、内质网应激相关蛋白(GRP78、

Caspase-12、CHOP、PERK)及mRNA水平。结果 与假手术组比较,MI组大鼠心肌组织中 miR-199b-5p水

平升高,LVEF、LVSF降低,LVEDD、LVESD增大,差异均有统计学意义(P<0.05)。MI组大鼠心肌组织中

可见大量炎症细胞浸润,且心肌纤维紊乱、断裂,心肌间隙可见胶原沉积。与假手术组比较,MI组大鼠心肌组

织中CollagenⅠ、CollagenⅢ的蛋白及 mRNA水平升高,GRP78、Caspase-12、CHOP、PERK的蛋白及 mRNA
水平升高,差异均有统计学意义(P<0.05)。与 MI组比较,miR-199b-5p低表达组大鼠心肌组织中 miR-199b-
5p水平降低,LVEF、LVSF增加,LVEDD、LVESD减小,差异均有统计学意义(P<0.05)。miR-199b-5p低表

达组大鼠心肌组织中炎症细胞减少,心肌纤维损伤改善,心肌间隙胶原沉积减少。与 MI组比较,miR-199b-5p
低表达组大鼠心肌组织中CollagenⅠ、CollagenⅢ的蛋白及 mRNA 水平降低,GRP78、Caspase-12、CHOP、

PERK的蛋白及mRNA水平降低,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 低表达 miR-199b-5p可抑制 MI
大鼠心肌内质网应激,改善心肌纤维化和心功能。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

role
 

and
 

possible
 

mechanism
 

of
 

miR-199b-5p
 

in
 

myocardial
 

fibro-
sis

 

and
 

endoplasmic
 

reticulum
 

stress
 

in
 

rats
 

with
 

myocardial
 

infarction
 

(MI).Methods A
 

total
 

of
 

30
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

sham
 

operation
 

group,MI
 

group
 

and
 

miR-199b-5p
 

low
 

expression
 

group
 

according
 

to
 

random
 

number
 

table
 

method,with
 

10
 

rats
 

in
 

each
 

group.The
 

level
 

of
 

miR-199b-5p
 

in
 

myocardial
 

tissue
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(RT-qPCR),and
 

left
 

ventricular
 

ejection
 

frac-
tion

 

(LVEF),left
 

ventricular
 

short
 

axis
 

shortening
 

rate
 

(LVSF),left
 

ventricular
 

end
 

diastolic
 

diameter
 

(LVEDD)
 

and
 

left
 

ventricular
 

end
 

systolic
 

diameter
 

(LVESD)
 

were
 

detected
 

by
 

echocardiography.Hematoxy-
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lin
 

and
 

Eosin
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

pathological
 

changes
 

of
 

myocardial
 

tissue.Masson
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

level
 

of
 

myocardial
 

fibrosis.Western
 

blotting
 

and
 

RT-qPCR
 

were
 

used
 

respectively
 

to
 

detect
 

fibrosis-related
 

proteins
 

(CollagenⅠ
 

and
 

Ⅲ)
 

and
 

endoplasmic
 

reticulum
 

stress-related
 

proteins
 

(GRP78,

Caspase-12,CHOP
 

and
 

PERK)
 

and
 

mRNA
 

levels.Results Compared
 

with
 

sham
 

operation
 

group,the
 

level
 

of
 

miR-199b-5p
 

in
 

myocardial
 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

MI
 

group
 

increased,LVEF
 

and
 

LVSF
 

decreased,LVEDD
 

and
 

LVESD
 

increased,the
 

differences
 

were
 

significant
 

(P<0.05).In
 

myocardial
 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

IM
 

group,a
 

large
 

number
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

were
 

infiltrated,myocardial
 

fibers
 

were
 

disorganized
 

and
 

broken,Collagen
 

depo-
sition

 

was
 

observed
 

in
 

myocardial
 

space.Compared
 

with
 

sham
 

operation
 

group,protein
 

and
 

mRNA
 

levels
 

of
 

CollagenⅠ
 

and
 

Ⅲ
 

in
 

rat
 

myocardium
 

increased,GRP78,Caspase-12,CHOP,PERK
 

protein
 

and
 

mRNA
 

levels
 

increased
 

in
 

MI
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

MI
 

group,the
 

miR-199b-5p
 

low
 

expression
 

group
 

had
 

lower
 

expression
 

of
 

miR-199b-5p,higher
 

LVEF
 

and
 

LVSF,and
 

lower
 

LVEDD
 

and
 

LVESD,the
 

differences
 

were
 

sig-
nificant

 

(P<0.05).In
 

miR-199b-5p
 

low
 

expression
 

group,inflammatory
 

cells
 

decreased,myocardial
 

fiber
 

in-
jury

 

was
 

improved,Collagen
 

deposition
 

in
 

myocardial
 

space
 

decreased.Compared
 

with
 

MI
 

group,the
 

miR-
199b-5p

 

low
 

expression
 

group
 

had
 

lower
 

protein
 

and
 

mRNA
 

levels
 

of
 

CollagenⅠ
 

and
 

Ⅲ
 

in
 

myocardial
 

tissue,

and
 

lower
 

GRP78,Caspase-12,CHOP,PERK
 

protein
 

and
 

mRNA
 

levels,the
 

differences
 

were
 

significant(P<
0.05).Conclusion Low

 

expression
 

of
 

miR-199b-5p
 

can
 

inhibit
 

myocardial
 

endoplasmic
 

reticulum
 

stress
 

and
 

improve
 

myocardial
 

fibrosis
 

and
 

cardiac
 

function
 

in
 

MI
 

rats.
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  在全球范围内心肌梗死(MI)的发病率逐年增

加[1]。MI期 间 受 损 的 心 肌 组 织 被 纤 维 化 疤 痕 取

代[2]。尽管通过经皮冠状动脉介入治疗,MI后的早

期存活率明显提高,但复发率和病死率仍然很高[3]。
现阶段,仍然缺乏对抗心肌纤维化的有效手段。MI
会引发过多的活性氧产生,尤其是在亚细胞器如肌

膜、内质网中。内质网在蛋白质加工和折叠中起着核

心作用,错误折叠及未折叠蛋白质的积累导致内质网

功能障碍,称为内质网应激[4]。内质网应激在 MI中

发挥重要作用[5]。研究显示,线粒体氧化应激可与内

质网应激相互作用,从而导致 MI大鼠心肌组织发生

弥漫性纤维化[6]。目前,内质网应激在 MI中的作用

机制尚未完全阐明。miR-199b-5p在 MI心肌中高表

达,并参与心肌纤维化过程[7]。然而,关于 miR-199b-
5p在 MI发展过程中的作用机制尚不完全清楚。本

研究通过建立 MI大鼠模型,拟研究 miR-199b-5p在

MI大鼠心肌纤维化及内质网应激中的作用及可能

机制。

1 材料与方法

1.1 实验分组 取30只180~200
 

g
 

SD雄性大鼠

(辽宁长生生物技术有限公司),4~6周龄,按照随机

数字表法分为假手术组、MI组、miR-199b-5p低表达

组,每组10只。本研究通过本院动物医学伦理委员

会审核批准[2021第(002531)号]。

1.2 仪器与试剂 聚合酶链反应(PCR)仪购自美国
 

FunglynBiotech公司;全自动酶标仪购自赛默飞世尔

科技公司。GRP78抗体、Caspase-12抗体、CHOP抗

体、CollagenⅠ抗体、CollagenⅢ抗体购自美国Affini-
ty生物技术有限公司;PERK抗体、GAPDH 抗体购

自美国Santa
 

Cruz
 

Bicycles公司;苏木精-伊红(HE)
染色试剂、Masson染色试剂盒购自赛默飞世尔科技

公司。

1.3 方法

1.3.1 分组处理 将 MI组与 miR-199b-5p低表达

组大鼠放入专用吸入麻醉机,混合纯氧麻醉4~5
 

min,麻醉浓度为2%~3%,麻醉后,使用人工呼吸机

正压通气,沿左胸骨2
 

mm处剪开皮肤约2.5
 

cm,在
第3、4肋骨间隙钝性分离肋间肌,开胸器撑开肋间隙

扩大手术视野。从心尖处用镊子小心撕开心包膜暴

露心脏,在左心耳下缘2~3
 

mm处使用动脉夹夹闭

冠状动脉左前降支45
 

min,待左心室前壁变白,去除

动脉夹使血液灌注,左心室前壁逐渐变红,即表明模

型建立成功[8-9]。miR-199b-5p低表达组大鼠尾静脉

注射miR-199b-5p低表达腺相关病毒(将目的基因片

段的PCR扩增序列,与载体构成反应体系,进行转

化、抗性处理后摇匀,最后吸取菌液采用PCR鉴定)。
假手术组剖开胸腔再缝合即可。

1.3.2 超声心动图检测大鼠心功能 采用 Ve-
vO2100

 

VisualSonics超声检测大鼠心功能,采用标准

的左心室长轴切面、五腔心切面进行超声测量,检测

左心 室 射 血 分 数 (LVEF)、左 心 室 短 轴 缩 短 率

(LVSF)、左心室舒张末期内径(LVEDD)、左心室收

缩末期内径(LVESD)。

1.3.3 HE染色检测大鼠心肌组织病理形态 将各
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组大鼠心肌组织进行石蜡包埋、切片并烘烤,放入二

甲苯溶液中充分浸泡,以溶解石蜡,再浸入上行梯度

酒精中脱水。将心肌组织切片浸入自来水中水化,滴
加适量苏木素染液浸染心肌组织中的细胞核,将心肌

切片置于缓慢的流水中反蓝,滴加适量的伊红染液浸

染细胞质,再浸入下行梯度酒精、二甲苯溶液中脱水、
透明,封片后在光镜下观察并拍照。

1.3.4 Masson染色检测大鼠心肌组织中胶原沉积

情况 将各组大鼠心肌组织切片脱蜡,铬处理后采用

自来水洗涤,Regaud苏木精滴染5
 

min,使用蒸馏水

洗涤后将组织切片浸入 Masson丽春红酸性复红液中

5
 

min,再浸入2%冰醋酸溶液中3
 

min,1%钼酸水3
 

min,滴加苯胺蓝染色5
 

min,浸入0.2%冰醋酸溶液

中3
 

min,再依次浸入梯度酒精与二甲苯溶液中脱水

透明,封片后镜下观察并拍照。

1.3.5 Western
 

blotting检测 收集大鼠心肌组织,
提取心肌组织中的总蛋白,将各组蛋白浓度使用BCA
检测试剂盒配制合适的体系,将蛋白进行高温变性处

理,置于—20
 

℃冰箱备用。提前配制合适浓度的凝胶

块,向凝胶孔道中加入相同体积的样品进行电泳,电
泳条件为120

 

v
 

30
 

min,80
 

v
 

1
 

h。预先配制转膜液进

行预冷,将电泳结束的凝胶与聚偏二氟乙烯(PVDF)
膜按照一定顺序置于转膜夹中进行转膜,转膜条件为

80
 

v
 

1
 

h,转膜后浸入快速封闭液中封闭,PBST清洗

3次,每次10
 

min,分别孵育CollagenⅠ、CollagenⅢ、

GRP78、Caspase-12、CHOP、PERK及GAPDH抗体,

PBST清洗3次,每次10
 

min,室温孵育对应的二抗,

PBST清洗清洗3次,每次10
 

min,使用发光液进行曝

光,最后使用ImageJ软件分析。

1.3.6 实时荧光定量聚合酶链反应(RT-qPCR)检
测 提取各组大鼠心肌组织中总RNA量,反转录总

RNA为cDNA。参照试剂盒说明书设置程序为95
 

℃
变性10

 

min,然后95
 

℃变性15
 

s,60
 

℃退火20
 

s,72
 

℃延伸40
 

s,共28个循环,以 GAPDH 为内参,以

2-ΔΔCt法分析miR-199b-5p表达及CollagenⅠ、Colla-
genⅢ、GRP78、Caspase-12、CHOP、PERKmRNA 表

达,内参为GAPDH。引物序列见表1。

表1  引物序列(5'-3')

基因 正向引物 反向引物

miR-199b-5p ATCAGCTACGGTAGCTACAAGC GCATAGCATGACATAGCATACGA

GRP78 GCCTACTAGGCATTAGCAGTAA CCATGCAAATGACGTGCTCCTGA

Caspase-12 CCTGGATTACTCAGTGGCTGCA CTFGCAGTAGCAATGCATTTCAG

CHOP ACCGTGGCGAGTGCAGTGCGGT GCCTACCTGCAGTGACAGTAGCA

PERK GCTCCGTAGGAAGAATCAGTCA CCCATTCTCGATGATGCTGCGTG

CollagenⅠ GATTAGGTGAGATGACGTAGCG ACCTCTGCGATGACGATGGTACG

CollagenⅢ CGTGCAACTAGCGATGCGGCAC GAATGGCGTAGCAGATAGCAAA

GAPDH CTGCACACGTACGTCCGCAATC AACCTAGCGCGTGACGTGCATGC

1.4 统计学处理 采用SPSS23.0统计软件进行数

据处理及统计分析,采用GraphPad
 

9.0软件进行绘

图。符合正态分布的计量资料以x±s表示,多组间

比较采用 One-way
 

ANOVA检验,多组间两两比较

采用 LSD-t 检 验。以 P<0.05为 差 异 有 统 计 学

意义。

2 结  果

2.1 各组大鼠心肌组织中 miR-199b-5p水平比较 
假手术组、MI组、miR-199b-5p低表达组大鼠心肌组

织中 miR-199b-5p水平分别为1.01±0.01、3.46±
0.27、0.11±0.04,3组比较,差异有统计学意义(F=
193.60,P<0.001)。与假手术组比较,MI组大鼠心

肌组 织 中 miR-199b-5p水 平 升 高,与 MI组 比 较,

miR-199b-5p低表达组大鼠心肌组织中 miR-199b-5p
水平降低,差异均有统计学意义(P<0.05)。

2.2 各组大鼠心功能比较 与假手术组比较,MI组

LVEF、LVSF降低,LVEDD、LVESD增大,差异均有

统计学意义(P<0.05);与 MI组比较,miR-199b-5p
低表达组LVEF、LVSF增加,LVEDD、LVESD减小,
差异均有统计学意义(P<0.05)。见图1、表2。

2.3 各组大鼠心肌组织病理结构及纤维化水平比

较 与假手术组比较,MI组大鼠心肌组织中可见大

量炎症细胞浸润,且心肌纤维紊乱、断裂,心肌间隙可

见胶原沉积;与 MI组比较,miR-199b-5p低表达组大

鼠心肌组织中炎症细胞减少,心肌纤维损伤改善,心
肌间隙胶原沉积减少。见图2。

2.4 各组大鼠心肌组织中CollagenⅠ、CollagenⅢ蛋

白及mRNA水平比较 与假手术组比较,MI组大鼠

心肌组织中CollagenⅠ、CollagenⅢ的蛋白及 mRNA
水平升高,差异均有统计学意义(P<0.05);与 MI组
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比较,miR-199b-5p低表达组大鼠心肌组织中Colla-
genⅠ、CollagenⅢ的蛋白及mRNA水平降低,差异均

有统计学意义(P<0.05)。见图3、表3。

图1  各组大鼠超声心动图

表2  各组大鼠心功能比较(x±s)

组别 LVEF(%) LVSF(%) LVEDD(mm) LVESD(mm)

假手术组 62.12±2.81 35.83±1.33 8.26±0.94 5.72±0.62

MI组 25.27±2.49* 11.57±1.11* 13.52±0.95* 10.44±1.06*

miR-199b-5p低表达组 46.89±1.35# 24.01±1.47# 10.94±0.77# 8.04±0.56#

F 257.30 86.32 26.31 27.58

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与假手术组比较,*P<0.05;与 MI组比较,#P<0.05。

  注:黑色箭头所指为炎症细胞与心肌纤维紊乱、断裂处。

图2  各组大鼠心肌组织病理学变化及纤维化情况(100×)

表3  各组大鼠心肌组织中CollagenⅠ、CollagenⅢ的蛋白及 mRNA水平比较(x±s)

组别
CollagenⅠ

蛋白 mRNA

CollagenⅢ

蛋白 mRNA

假手术组 1.01±0.02 1.00±0.02 1.01±0.02 0.99±0.02

MI组 5.85±0.42* 4.18±0.30* 5.15±0.34* 3.75±0.56*

miR-199b-5p低表达组 1.55±0.26# 1.73±0.26# 2.48±0.22# 2.35±0.24#

F 341.00 209.50 318.50 62.17

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与假手术组比较,*P<0.05;与 MI组比较,#P<0.05。
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图3  各组大鼠心肌组织中CollagenⅠ、CollagenⅢ
蛋白水平

2.5 各 组 大 鼠 心 肌 组 织 中 GRP78、Caspase-12、

CHOP、PERK的蛋白及 mRNA水平比较 与假手

术组比较,MI组大鼠心肌组织中 GRP78、Caspase-
12、CHOP、PERK的蛋白及 mRNA水平升高,差异

均有统计学意义(P<0.05);与 MI组比较,miR-
199b-5p低表达组大鼠心肌组织中 GRP78、Caspase-

12、CHOP、PERK的蛋白及 mRNA水平降低,差异

均有统计学意义(P<0.05)。见表4、图4。

图4  各组大鼠心肌组织中GRP78、Caspase-12、

CHOP、PERK蛋白水平

表4  各组大鼠心肌组织中GRP78、Caspase-12、CHOP、PERK的蛋白及 mRNA水平比较(x±s)

组别
GRP78

蛋白 mRNA

Caspase-12

蛋白 mRNA

CHOP

蛋白 mRNA

PERK

蛋白 mRNA

假手术组 1.02±0.01 1.00±0.02 1.00±0.02 1.01±0.02 1.00±0.03 1.01±0.01 1.01±0.02 1.00±0.02

MI组 4.40±0.29* 3.65±0.37* 3.43±0.33* 2.35±0.24* 2.95±0.44* 2.88±0.17* 3.05±0.60* 2.68±0.35*

miR-199b-5p低表达组 2.70±0.14# 2.08±0.17# 1.48±0.28# 1.40±0.14# 1.55±0.13# 1.90±0.29# 1.43±0.13# 1.33±0.15#

F 321.50 127.90 107.10 74.510 56.68 90.26 36.74 65.31

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与假手术组比较,*P<0.05;与 MI组比较,#P<0.05。

3 讨  论

MI是全球最常见的心血管疾病之一[10]。MI后

心肌细胞死亡会触发机体的炎症反应,大量炎症细胞

聚集,释放多种促进心肌纤维化的细胞因子,激活成

纤维细胞转化为肌成纤维细胞,进而合成胶原蛋白

(主要是CollagenⅠ、CollagenⅢ)沉积在心肌间质中,
并逐渐形成纤维瘢痕组织[11]。心肌纤维化在 MI初

始阶段可损伤心室的结构和功能完整性,在后期逐渐

会引起心脏收缩和舒张功能障碍,在心力衰竭的发

生、发展过程中发挥重要作用[12]。目前,关于心肌纤

维化的有效治疗靶点的研究仍需不断挖掘。

miRNA 在 心 肌 纤 维 化 中 起 着 至 关 重 要 的 作

用[13]。既往研究显示,miR-199b-5p在 MI大鼠心肌

中高表达,可通过激活钙调磷酸酶/NFAT信号通路

导致心脏发生病理重塑和功能障碍,主要表现为舒缩

功能障碍及胶原沉积,这种异常在抑制 miR-199b-5p
后得到改善[14]。这提示miR-199b-5p的高表达在 MI
心肌纤维化过程中发挥重要作用。本研究结果显示,

miR-199b-5p在 MI大鼠心肌组织中表达明显升高,
且低表达miR-199b-5p可改善 MI大鼠的心功能异常

和心肌组织病理损伤,并减少心肌间隙中的胶原沉

积,减少纤维化相关蛋白CollagenⅠ、CollagenⅢ的表

达,这与既往研究保持一致。然而,关于 miR-199b-5p
在 MI发展过程中的作用机制尚不完全清楚。内质网

是Ca2+缓冲和蛋白质合成、折叠、加工的场所[15]。内

质网应激是细胞为应对内质网腔内错误折叠与未折

叠蛋白聚集及钙离子平衡紊乱等状况作出的急性反

应[16]。过度的内质网应激可能会促进炎症、细胞功能

障碍、细胞死亡和组织损伤[17]。既往研究表明,内质

网应激可通过调控未折叠蛋白反应参与 MI过程,且
与心肌纤维化有关[18-19]。此外,线粒体氧化应激可与

内质网应激相互作用,从而导致 MI大鼠心肌组织发

生弥漫性纤维化[6,20]。WANG等[21]的研究显示,SO2
通过抑制过度内质网应激相关的机制缓解 MI大鼠的

心肌纤维化。ZHANG等[22]的研究表明,内质网应激

可通过PERK调节心肌纤维化发育中的心肌细胞凋

亡。本研究结果显示,MI大鼠心肌组织中内质网应

激相关蛋白GRP78、Caspase-12、CHOP、PERK表达

明显增加。然而,miR-199b-5p是否可调控内质网应

激参与 MI心肌纤维化进展鲜有报道。本研究结果显
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示,低表达miR-199b-5p可下调 MI大鼠心肌组织中

内质网应激相关蛋白水平。
综上所述,miR-199b-5p在 MI心肌组织中表达

增加,抑制miR-199b-5p水平可改善 MI大鼠心功能、
心肌组织病理损伤及心肌纤维化,同时抑制内质网应

激。然而,本研究只是初 步 阐 明 MI过 程 中 miR-
199b-5p可能调控内质网应激参与心肌纤维化,关于

内质网应激调控心肌纤维化水平的分子机制仍需进

一步研究。本研究为治疗 MI提供了新的理论依据及

实验基础。
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