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[摘要] 目的 探讨3'tRF-PheGAA对血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)诱导的心肌细胞肥大的调控作用及其机制。方

法 获取小鼠乳鼠的原代心肌细胞,培养24h以后分为A~G组。其中A组使用DMEM/F12完全培养液培养心

肌细胞36h;B组使用 NC转染心肌细胞36h;C组使用agomir-3'tRF-PheGAA转染心肌细胞36h;D组使用

DMEM/F12完全培养液培养心肌细胞84h;E组在心肌细胞中加入终浓度为1μmol/L的AngⅡ处理48h;F组使

用anta-NC转染心肌细胞36h,随后加入终浓度1μmol/L的AngⅡ处理48h;G组使用anta-3'tRF-PheGAA转染

心肌细胞36h,随后加入终浓度1μmol/L的AngⅡ处理48h。采用实时荧光定量PCR(RT-qPCR)技术检测各组

心肌细胞中3'tRF-PheGAA及心房钠尿肽(ANP)、脑钠肽(BNP)、β-重链肌球蛋白(β-MHC)基因表达水平;使用

罗丹明标记鬼笔环肽对各组心肌细胞中F-肌动蛋白进行染色并计算心肌细胞骨架表面积。结果 RT-qPCR检测

结果显示,A~C组心肌细胞中3'tRF-PheGAA及ANP、BNP、β-MHC 基因水平差异具有显著性(F=137.10~
1061.00,P<0.05),其中与A组相比,C组3'tRF-PheGAA及ANP、BNP、β-MHC 基因水平显著上调(P<0.05);

D~G组心肌细胞3'tRF-PheGAA及ANP、BNP、β-MHC 基因表达水平差异有显著性(F=117.60~572.30,P<
0.05),其中与E组相比,G组3'tRF-PheGAA及ANP、BNP、β-MHC 基因表达水平显著降低(P<0.05)。罗丹明

标记的鬼笔环肽染色结果显示,A~C组心肌细胞骨架表面积差异有显著性(F=35.06,P<0.05),其中与 A组相

比,C组细胞骨架表面积显著增加(P<0.05);D~G组心肌细胞骨架表面积差异有显著性(F=48.05,P<0.05),其
中与E组相比,G组细胞骨架表面积显著减少(P<0.05)。结论 3'tRF-PheGAA通过抑制自身表达,从而缓解

AngⅡ诱导的心肌细胞肥大。
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Regulatoryeffectof3'-tRF-PheGAAonAngⅡ-inducedcardiomyocytehypertrophyanditsmecha-
nism CHENGXueli,WANG Kai,ZHAOYan,WANG Kun (InstituteofTranslationalMedicine,QingdaoUniversity,

Qingdao266073,China)

[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheregulatoryeffectof3'-tRF-PheGAAonangiotensinⅡ (AngⅡ)-inducedcar-

diomyocytehypertrophyanditsmechanism. Methods Primarycardiomyocytesofneonatalmicewereobtainedandculturedfor

24h,andwerethendividedintogroupsAtoG.ThecardiomyocytesingroupAwereculturedwithDMEM/F12completeculture

mediumfor36h.ThecardiomyocytesingroupBweretransfectedwithnegativecontrol(NC)for36h.Thecardiomyocytesin

groupCweretransfectedwithagomir-3'-tRF-PheGAAfor36h.ThecardiomyocytesingroupDwereculturedwithDMEM/F12

completeculturemediumfor84h.ThecardiomyocytesingroupEweretreatedwithAngⅡatafinalconcentrationof1μmol/Lfor

48h.ThecardiomyocytesingroupFweretransfectedwithanta-NCfor36handthentreatedwithAngⅡatafinalconcentration

of1μmol/Lfor48h.ThecardiomyocytesingroupGweretransfectedwithanta-3'-tRF-PheGAAfor36handthentreatedwith

AngⅡatafinalconcentrationof1μmol/Lfor48h.Reversetranscription-quantitativepolymerasechainreaction(RT-qPCR)was

usedtodeterminethegeneexpressionlevelsof3'-tRF-PheGAA,atrialnatriureticpeptide(ANP),brainnatriureticpeptide
(BNP),andβ-myosinheavychain(β-MHC)inthecardiomyocytesineachgroup.Rhodamine-labeledphalloidinwasusedtostain

F-actininthecardiomyocytesineachgroupandcalculatetheskeletalsurfaceareaofcardiomyocytes. Results TheRT-qPCRre-

sultsshowedsignificantdifferencesbetweengroupsAtoCinthegeneexpressionlevelsof3'-tRF-PheGAA,ANP,BNP,andβ-

MHCincardiomyocytes(F=137.10-1061.00,P<0.05).Thegeneexpressionlevelsof3'-tRF-PheGAA,ANP,BNP,andβ-

MHCweresignificantlyupregulatedingroupCcomparedtogroupA(P<0.05).Thereweresignificantdifferencesbetweengroups

DtoGingeneexpressionlevelsof3'-tRF-PheGAA,ANP,BNP,andβ-MHCincardiomyocytes(F=117.60-572.30,P<

0.05).Thegeneexpressionlevelsof3'-tRF-PheGAA,ANP,BNP,andβ-MHCweresignificantlydecreasedingroupGcompared

togroupE(P<0.05).Thestainingresultsofrhodamine-labeledphalloidinshowedsignificantdifferencesbetweengroupsAtoCin

theskeletalsurfaceareaofcardiomyocytes(F=35.06,P<0.05).

TheskeletalsurfaceareawassignificantlyincreasedingroupC

comparedtogroupA(P<0.05).Thereweresignificantdifferences
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betweengroupsDtoGinskeletalsurfaceareaofcardiomyocytes(F=48.05,P<0.05);theskeletalsurfaceareawassignificantly
reducedingroupGcomparedtogroupE(P<0.05). Conclusion 3'-tRF-PheGAAinhibititsexpressiontoalleviateAngⅡ-in-

ducedcardiomyocytehypertrophybyinhibiting3'-tRF-PheGAAexpression.
[KEYWORDS] RNA,smalluntranslated;AngiotensinⅡ;Myocytes,cardiac;Cardiomegaly

  近年来随着社会工作节奏加快和人民生活水平

提高,青年人心血管疾病的发病率和死亡率逐年上

升[1]。心肌肥厚是由于心脏为适应超负荷工作而导

致的病理性肥厚,其最终可导致患者心律失常、心力

衰竭甚至死亡。随着高通量RNA测序广泛应用,
越来越多的非编码RNA被发现。tsRNA是一种新

发现的功能性非编码小RNA,是tRNA的衍生片段

(tRFs),由特定的核酸酶裂解而成[2]。根据前体或

者成熟tRNA的切割位置不同,tsRNA一般可分为

5'RNA半体、3'tRNA半体、tRF-1、5'UtRF、3'tRF、

5'tRF和tiRNA[3-4]。有研究发现tsRNAs可以调

节细胞和组织的基因表达、蛋白质翻译及应激反应,
并在细胞周期、细胞间通讯、表观遗传及抗细胞凋亡

等基本生物学过程中发挥作用[5-8],同时tsRNAs
可能参与心肌细胞肥大的病理生理过程[9]。血管紧

张素(Ang)是心脏肥大和心力衰竭的生物标志物,
也属于核糖核酸内切酶家族,可调节tsRNAs的生

物发生和降解[9]。本课题组前期实验发现3'tRF-
PheGAA在肥大心肌组织及 AngⅡ诱导的心肌细

胞中均呈高表达,但其具体作用尚不清楚。本研究

旨在探究3'tRF-PheGAA在 AngⅡ诱导的心肌细

胞肥大中的调控作用及其机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1~3日龄雌雄不限的小鼠乳鼠购自青岛大任

富城畜牧有限公司,DMEM/F12培养基购自武汉

谱诺赛生物科技有限公司,RNA逆转录试剂盒购自

杭州艾科瑞生物科技有限公司,SYBRGreenqPCR
MasterMix购买于苏州莫纳生物科技有限公司,

GAPDH和U6购自上海生工生物工程技术服务有

限公司,Lipo8000TM转染试剂购自上海碧云天生物

技术股份有限公司,罗丹明标记鬼笔环肽购自上海

翊圣生物科技有限公司,胎牛血清购自苏州依科赛

生物科技股份有限公司,Ⅱ型胶原酶购买于美国

Worthington公司,胰液素购自美国西格玛公司,
青/链霉素购自北京索莱宝生物科技有限公司,4%
多聚甲醛购自广州赛国生物科技有限公司。

1.2 小鼠乳鼠原代心肌细胞的获取及培养

使用体积分数0.75的乙醇溶液清洁小鼠乳鼠,

并置于冰砖上低温麻醉,接着使用弯剪剪开小鼠左

胸腔,取出小鼠心脏置于磷酸缓冲盐溶液(PBS)中
清洗,然后剪碎并收集到锥形瓶中。在锥形瓶中加

入5mL由2mLⅡ型胶原酶(0.2g/L)、700μL胰

液素(0.14g/L)和47.3mLPBS配制的消化液,将
锥形瓶在37℃水浴锅中消化7min,收集上清液至

装有体积分数0.05的胎牛血清的离心管中,置于冰

上备用。重复上述消化步骤7~8次至组织块消失

以后,将收集的所有上清液以1000r/min离心

5min,弃上清液,沉淀中加入DMEM/F12培养液

重悬。再以1000r/min离心5min,弃上清液,沉
淀中加入 DMEM/F12完全培养液(含体积分数

0.05的胎牛血清及体积分数0.01的青/链霉素混合

液)重悬。使用300目过滤网过滤重悬液,收集滤液

至培养皿,在37℃含体积分数0.05的CO2的培养

箱中差速贴壁培养1.5h,未贴壁的上清液即为小鼠

乳鼠原代心肌细胞,已贴壁的细胞为成纤维细胞。
将两种细胞根据后续实验需求接种于培养皿中,贴
壁24h后换液,用于后续实验。

1.3 小鼠乳鼠心肌细胞的分组及转染

将小鼠乳鼠心肌细胞分别接种于6、24孔板中,
当细胞融合度达70%~80%时,按照Lipo8000TM转

染试剂说明书进行转染。具体步骤如下:A组使用

DMEM/F12完全培养液培养小鼠乳鼠心肌细胞

36h;B组使用 NC转染心肌细胞36h;C组使用

agomir-3'tRF-PheGAA转染心肌细胞36h;D组使

用DMEM/F12完全培养液培养心肌细胞84h;E
组在心肌细胞中加入终浓度1μmol/L的AngⅡ处

理48h[10];F组使用anta-NC转染心肌细胞36h,
随后加入终浓度1μmol/L的 AngⅡ处理48h;G
组使用anta-3'tRF-PheGAA转染心肌细胞36h,随
后加入终浓度1μmol/L的AngⅡ处理48h。另取

一部分1.2中得到的成纤维细胞和心肌细胞,分别

接种于6孔板中,使用DMEM/F12完全培养液培

养24h以后,用于实时荧光定量PCR(RT-qPCR)
检测。

1.4 RT-qPCR技术检测各组小鼠乳鼠心肌细胞和

成纤维细胞中3'tRF-PheGAA及心肌肥大标志物

基因表达水平

使用Trizol法提取1.3中得到的A~G组心肌
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细胞总 RNA,反转录获得cDNA,随后使用 RT-
qPCR技术检测心肌细胞中3'tRF-PheGAA(U6为

内参)和心肌肥大标志物心房钠尿肽(ANP)、脑钠

肽(BNP)、β-重链肌球蛋白(β-MHC)(GAPDH 为

内参)mRNA表达水平。提取1.3中培养24h的成

纤维细胞和心肌细胞总RNA,反转录获得cDNA,
随后检测3'tRF-PheGAA 的表达水平。结果取3
次实验均值。引物名称及序列见表1。

表1 引物序列及长度

名称 序列
长度
(bp)

3'tRF-
PheGAA

RT:5'-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG-
TATTCGCACTGGATACGACTGGTGC-3'

50

F:5'-CGCGTCCCGGGTTTCA-3' 16
R:5'-AGTGCAGGGTCCGAGGTATT-3' 20

ANP F:5'-CTCCGATAGATCTGCCCTCTTGAA-3' 24
R:5'-GGTACCGGAAGCTGTTGCAGCCTA-3' 24

BNP F:5'-GCTCTTGAAGGACCAAGGCCTCAC-3' 24
R:5'-GATCCGATCCGGTCTATCTTGTGC-3' 24

β-MHC F:5'-CAGACATAGAGACCTACCTTC-3' 21
R:5'-CAGCATGTCTAGAAGCTCAGG-3' 21

U6 F:5'-CTTCGGCAGCACATATACTAA-3' 21
R:5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3' 21

GAPDH R:5'-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3' 21
F:5'-TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3' 21

1.5 小鼠乳鼠心肌细胞骨架表面积计算

将步骤1.3的24孔板中各组心肌细胞用PBS
洗涤3次后,使用4%多聚甲醛固定15min,根据罗

丹明标记鬼笔环肽说明书中的要求进行染色,封片

后于-20℃条件下保存,通过普通荧光显微镜观察

细胞骨架并拍照,使用ImageJ软件测量纤维状肌

动蛋白(F-肌动蛋白)染色表面积以评估心肌细胞肥

大情况。实验重复5次,结果取均值。

1.6 统计学分析

使用GraphPadPrism9.0软件对数据进行统

计学分析。计量资料以x±s 表示,多组间比较采

用单因素方差分析,组间两两比较采用 Turkey检

验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 小鼠乳鼠心肌细胞和成纤维细胞中3'tRF-

PheGAA相对表达水平比较

RT-qPCR结果显示,3'tRF-PheGAA在心肌细

胞和成纤维细胞中表达水平分别为1.00±0.02、

0.26±0.03,心肌细胞中3'tRF-PheGAA表达水平

较成纤维细胞显著升高(t=35.90,P<0.05)。

2.2 A~C组小鼠心肌细胞中3'tRF-PheGAA及

ANP、BNP、β-MHC 的 mRNA表达水平及细胞骨

架表面积比较

RT-qPCR技术检测结果显示,三组心肌细胞中

3'tRF-PheGAA及ANP、BNP、β-MHC 表达水平

差异有显著性(F=137.10~1061.00,P<0.05),其
中与A组相比,C组上述指标表达水平均显著增加

(P<0.05)。罗丹明标记鬼笔环肽染色结果显示,
三组心肌细胞骨架表面积分别为(1.00±0.10)、
(1.03±0.10)和(1.66±0.19)μm2,三组比较差异有

显著性(F=35.06,P<0.05),其中与 A组相比,C
组细胞骨架表面积显著增加(P<0.05)。见表2、图

1A~C。

表2 A~C组中3'tRF-PheGAA及心肌肥大标志物基

因表达水平比较(n=3,x±s)

组别 3'tRF-PheGAA ANP BNP β-MHC

A组 1.00±0.05 1.00±0.08 1.00±0.03 1.00±0.06

B组 0.93±0.08 0.99±0.15 0.92±0.06 1.00±0.07
C组 6.66±0.68 4.80±0.37 4.05±0.45 4.47±0.16

2.3 D~G组小鼠心肌细胞中3'tRF-PheGAA及

ANP、BNP、β-MHC 的 mRNA表达水平及细胞骨

架表面积比较

RT-qPCR技术检测结果显示,D~G组细胞中

3'tRF-PheGAA及ANP、BNP、β-MHC 的 mRNA
表达水平差异有显著性(F=117.60~572.30,P<
0.05);与E组相比,G组上述指标表达水平显著降

低(P<0.05)。罗丹明标记鬼笔环肽染色结果示,

D~G组心肌细胞骨架表面积分别为(1.00±0.13)、
(1.65±0.13)、(1.68±0.07)和(1.26±0.07)μm2,四
组比较差异具有显著意义(F=48.05,P<0.05),其
中与E组相比,G组细胞的骨架表面积显著减小

(P<0.05)。见图1D~G、表3。

图1 A~G组心肌细胞罗丹明标记鬼笔环肽染色结果(400倍)
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  表3 D~G组小鼠心肌细胞中3'tRF-PheGAA及心肌

肥大标志物基因表达水平比较(n=3,x±s)

组别 3'tRF-PheGAA ANP BNP β-MHC

D组 1.07±0.08 1.00±0.12 1.00±0.14 1.01±0.12
E组 3.01±0.20 4.08±0.19 3.45±0.19 4.43±0.26
F组 2.83±0.23 4.19±0.09 3.61±0.09 4.13±0.26
G组 1.14±0.13 1.06±0.08 1.31±0.09 1.79±0.09

3 讨  论

我国目前是全球心血管疾病负担最重的国家之

一[11]。由于现在人类生活方式的改变,心血管疾病

流行情况也在发生变化,农村居民较城镇占比更高,
发病人群也越来越年轻化[12]。心脏肥厚分为病理

性肥厚和生理性肥厚,病理性肥厚多由高血压、心肌

梗死、结构性心脏疾病等造成[13],此时心肌肥大细

胞中ANP、BNP、β-MHC表达水平会明显上调,细
胞表面积变大[14]。然而,持续病理超负荷会引起心

脏适应不良及重塑,导致心力衰竭[15]。目前对心肌

肥大机制的研究还不够深入,因此对心肌肥大分子

机制的研究具有重要意义。
近年来,新类别的非编码RNA正在逐渐被发

现[16-17]。长期以来,tRNA被认为是参与蛋白质翻

译过程的重要组分,其衍生片段tsRNA包括tiR-
NA和tRFs,参与细胞的增殖、分化、凋亡,以及基

因的调控、转座子抑制等细胞生物学过程,从而影响

疾病的发生发展[7,18-19]。tsRNA调节 mRNA的失

稳、翻译及逆转录和转录后过程。SHEN等[21]研究

发现,tRF-5在异丙肾上腺素诱导的大鼠肥大心肌

中高表达,而tRFs1和tRFs2的过表达则导致了心

肌肥大标志物 ANP、BNP、β-MHC 基因的上调。
在小鼠胚胎成纤维细胞中,过表达的tsRNA通过竞

争性结合细胞色素C,可抑制成纤维细胞凋亡[20]。

SHEN等[21]研究表明,tRFs在异丙肾上腺素诱导

的大鼠心脏肥大中可能参与了心肌肥大的代际遗

传,且tRFs对于心肌肥大的影响在大鼠后代中更

加明显。低蛋白饮食小鼠父系睾丸生殖细胞中活性

氧的产生增加,可通过激活ATF7和 H3K9me2的

表达调节tsRNA转录[22]。有研究也发现,应激反

应条件(如氧化应激、缺氧、衰老和代谢紊乱等等)可
诱导人及小鼠心肌组织中tsRNA异常表达[23-25]。
在心脏肥大、心肌缺血、动脉粥样硬化、静脉曲张和

肺动脉高压等疾病中,心脏组织tsRNA表达水平均

发生变化[9]。根据特定类型tsRNA在心血管疾病

发生发展中发挥的积极或消极作用,tsRNA可能为

该类疾病新型治疗靶点或特定生物标志物的研究提

供新思路。但是目前心血管疾病中的tsRNA的作

用靶点、结合位点、诱导剂和调节因子仍不清楚,其
结合方式、修饰类型、作用机制更是知之甚少。

本研究前期实验发现,3'tRF-PheGAA在 Ang
Ⅱ诱导的小鼠乳鼠心肌肥大细胞中表达明显上调,
并且心肌细胞比成纤维细胞中的表达水平更高。本

研究通过表达以及抑制小鼠乳鼠原代心肌细胞的

3'tRF-PheGAA,通过检测心肌细胞中3'tRF-Phe-
GAA及ANP、BNP、β-MHC mRNA表达水平及

测量心肌细胞骨架表面积大小等指标,探讨心肌细

胞肥大与3'tRF-PheGAA表达的关系。研究结果

显示,C组心肌细胞中3'tRF-PheGAA表达明显上

调,心肌细胞肥大指标 ANP、BNP、β-MHC mR-
NA也明显上调,且C组心肌细胞骨架表面积较A
组表面积明显增大,表明过表达3'tRF-PheGAA可

诱导小鼠乳鼠心肌细胞肥大。在D~G组中,G组

心肌细胞中3'tRF-PheGAA表达相较于E组明显

下调,心肌肥大指标 ANP、BNP、β-MHC mRNA
也明显下调,细胞骨架表面积相较于E、F组则明显

减小,表明抑制3'tRF-PheGAA表达可缓解AngⅡ
诱导的心肌细胞肥大。

综上所述,抑制小鼠乳鼠原代心肌细胞当中的

3'tRF-PheGAA表达能够缓解AngⅡ诱导的心肌细

胞肥大,3'tRF-PheGAA可能是潜在的治疗心肌细

胞肥大的靶点,但其具体分子机制还有待后续深入

研究。
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