
微小ＲＮＡ及心脏表观基因组在心力衰竭

机制中的研究策略

马超群　宋晓伟　严振鹏　肖良　赵仙先

　　【摘要】　近年来，对以微小ＲＮＡ为代表的非编码ＲＮＡ以及心脏表观基因组的研

究成为心力衰竭机制研究的重要方向。该文主要介绍不同类型靶点的研究方法与进展，

如功能缺失模型的建立、高通量染色质构象捕捉技术、内源性竞争ＲＮＡ等，为研究心力

衰竭机制提供新思路。
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　　心力衰竭（心衰）是多种心血管疾病的终末阶段，

是全球慢性心血管疾病防治的重要内容。压力超负

荷及各种病理因素可以引起心肌肥大，主要表现为细

胞体积增大、蛋白合成增加、肌节聚集以及胎儿基因

的再次激活，严重的病理性心肌肥大会导致心功能不

全和猝死［１］。近年来有关心衰发生机制基因水平的

研究，为临床治疗提供了新的靶点和思路［２］。其中，

微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）凭借切割靶ｍＲＮＡ或抑制靶基

因翻译等重要作用受到广泛关注，在此基础上，发挥

“ｍｉＲＮＡ海绵”作用的长链非编码ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）和

环形ＲＮＡ（ｃｉｒｃＲＮＡ）也成为心衰机制研究中的新热

点［３］。此外，对心脏表观基因组的研究也在逐渐深

入，新的研究手段层出不穷［４］。本文主要介绍在心力

衰竭机制研究中，对相关ｍｉＲＮＡ及表观基因组可采

用的不同研究方法，即功能缺失模型的建立［５］、高通

量染色质构象捕捉技术（ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃａｐｔｕｒｅ， ＨｉＣ），并 对 ｌｎｃＲＮＡ 及

ｃｉｒｃＲＮＡ围绕 ｍｉＲＮＡ 开展的竞争性内源 ＲＮＡ

（ｃｅＲＮＡ）策略进行简略介绍
［６］。

１　 过表达或功能缺失模型研究 犿犻犚犖犃对心衰的

作用

ＭｉＲＮＡ是一类内生的、长度约为２０～２４ｂｐ的

非编码ＲＮＡ，可以通过 ｍｉＲＮＡＲＮＡ诱导沉默复

合体抑制靶细胞转录本的翻译过程，具有多种重要

的调节功能［７］。它对靶基因 ｍＲＮＡ的作用主要取

决于其与靶基因转录体序列互补的程度，有３种方

式：（１）切断靶基因的 ｍＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ与靶基因完

全互补结合，作用方式和功能与小干扰ＲＮＡ非常

相似，最后切割靶 ｍＲＮＡ；（２）抑制靶基因的翻译，

作用时与靶基因不完全互补结合，阻遏翻译但不影

响ｍＲＮＡ的稳定性，这种ｍｉＲＮＡ是目前发现最多

的种类；（３）结合抑制，具有以上两种作用模式，当

与靶基因互补结合时，直接靶向切割 ｍＲＮＡ；当与

靶基因不完全结合时，调节基因表达［８］。

研究ｍｉＲＮＡ对心衰的作用，首先需要确定研

究对象，即何种 ｍｉＲＮＡ家族。可通过主动脉缩窄

实验构建不同时间段的压力超负荷或心衰模型，通

过微列阵探索心衰模型中不同 ｍｉＲＮＡ 的表达特

点，筛选表达上调或下调较为明显的 ｍｉＲＮＡ作为

研究对象。若实验前通过查阅文献等方式已确定

研究对象，可通过微列阵技术描述其在心衰模型中

的表达情况，对假设进行初步验证［９］。

１．１　从细胞水平研究ｍｉＲＮＡ在心衰中的作用

通过用目标ｍｉＲＮＡ过表达的腺病毒转染心肌

细胞构建ｍｉＲＮＡ过表达模型，通过反义寡核苷酸

下调ｍｉＲＮＡ的表达建立 ｍｉＲＮＡ 功能缺失模型，

然后对模型心肌细胞进行免疫组化、ｑＲＴＰＣＲ、

Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ等检测，观察目标 ｍｉＲＮＡ的表达情

况是否符合实验预设要求，测定心肌细胞体积、

ｍＲＮＡ及蛋白质的种类与数量变化情况
［１０］。若作

用效果不明显或为使实验结果更全面准确，可对细
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胞进行苯肾上腺素预处理，观察 ｍｉＲＮＡ对心肌细

胞各指标上调或下调的情况，在苯肾上腺素作用的

基础上探究ｍｉＲＮＡ对心衰的作用
［１１］。

１．２　从整体动物水平研究 ｍｉＲＮＡ 在心衰中的

作用

整体动物水平研究主要是建立基因敲除动物

模型，在用限制性核酸内切酶敲除目标基因的同时

必须保证其他转录序列（包括增强子、外显子）的完

整性，通过同源杂交得到杂合子及纯合子目标

ｍｉＲＮＡ敲除的动物模型。之后进行Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ

测定转基因动物的ＤＮＡ水平，ＲＴＰＣＲ检测目标

ｍｉＲＮＡ 及 相 关 ＲＮＡ 的 变 化［１２］。根 据 具 体

ｍｉＲＮＡ对于关键蛋白调控的预测，从整体动物水

平进行验证，例如对钙离子通道相关靶基因的研

究，可通过行心脏超声、整体与离体心功能测定、心

肌细胞钙离子测定等，明确该基因的整体作用［１３］。

同理，若作用效果不明显或为使实验结果更全面准

确，可用苯肾上腺素对实验动物进行预处理，观察

各指标的变化情况。

２　犎犻犆研究表观基因组变化在心衰中的作用

ＨｉＣ是以高通量测序为手段的染色质构象捕

捉（ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｃａｐｔｕｒｅ，３Ｃ）技术，

主要步骤是先制备适合 ＨｉＣ的３Ｃ模板，采用限制

酶切割后，在其末端连接生物素标记的核苷酸，经

钝端连接后，用ＤＮＡ纯化剪切，进行生物素拉下实

验（ｐｕｌｌｄｏｗｎａｓｓａｙ），以保证只有连接的部分用于

分析。将特定的读长定位到基因组上，当发现这一

对读长出现在不同片段上时，对这些片段进行相应

评分，从而构建一个包含基因组所有片段的连接矩

阵［４］。通过 ＨｉＣ试验，研究者发现核内存在特定

的染色质区隔，染色质和异染色质位于不同的区域

（Ｏｐｅｎ区和Ｃｌｏｓｅ区）。总之，ＨｉＣ方法是在全基

因组范围内，不限制特定互作蛋白，利用高通量测

序（二代或三代）进行的基于“全对全”模式的染色

质互作构象分析方法［１４］。

表观遗传修饰作用于细胞内的ＤＮＡ和其包装

蛋白、组蛋白，调节基因组功能，表现为ＤＮＡ甲基

化和组蛋白的翻译后修饰，这些分子标志影响了染

色体的架构、完整性和装配，同时也影响了ＤＮＡ接

近它的调控元件，以及染色质与功能型核复合物的

相互作用能力［１５］。心血管疾病与心脏表观基因组

的变化有关，但是心肌细胞染色质组的内在结构尚

不明确，因此通过 ＨｉＣ技术研究心脏中表观基因

组的变化有利于探究心衰发生机制［１６］。

２．１　借助染色质结构蛋白验证染色质结构变化参

与心衰发生

构建特异性敲除心肌细胞染色质结构蛋白的

转基因动物模型，观察其是否发生心衰，并进行相

应指标的测定，以探索这种蛋白在染色质结构和心

脏表型中的作用［１７］。对心功能不全患者行左室辅

助装置治疗，在减轻心脏机械负荷后检测结构蛋白

的表达情况，进一步验证染色质结构变化与心衰发

生、发展的关系［４］。

２．２　病理状态下全基因组水平染色质构象捕捉与

ＤＮＡ测序

首先，通过染色质结构分析心肌细胞染色质内

与染色质间的相互作用，确定合适的分辨率，为心

脏表观基因组研究提供信息基础［１８］。为研究心衰

发展过程中心脏表观基因组的功能变化机制，可对

压力超负荷诱导或者特异性敲除心肌细胞染色质

结构蛋白的心肌肥大细胞，进行全基因组水平的染

色质构象捕捉与ＤＮＡ测序。研究发现拓扑关联结

构域与分区结合强度发生变化，表明心衰致病基因

与周围染色质相互作用的稳定性降低；压力超负荷

或去除染色质结构蛋白会改变心脏增强子的远程

作用，导致局部染色质与这些功能元件的相互作用

发生变化［１９］。

３　犮犲犚犖犃策略研究犾狀犮犚犖犃、犮犻狉犮犚犖犃对心衰的

作用

ＬｎｃＲＮＡ是长度＞２００ｂｐ的非编码ＲＮＡ。研

究表明，ｌｎｃＲＮＡ 能够调控基因上游启动子区的转

录，抑制ＲＮＡ聚合酶Ⅱ或者介导染色质重构以及

组蛋白修饰，影响下游基因的表达，在剂量补偿效

应、表观遗传调控、细胞周期调控和细胞分化调控

等活动中发挥重要作用［２０］。ＣｉｒｃＲＮＡ是由非经典

剪接方式经过反向剪接形成的，不具有５′末端帽子

和３′末端ｐｏｌｙ（Ａ）尾巴，是以共价键形成环形结构

的非编码ＲＮＡ。研究发现心脏存在ｃｉｒｃＲＮＡ，其可

以发挥内源性 ｍｉＲＮＡ分子海绵的作用，阻断和抑

制相应 ｍｉＲＮＡ的活性，该类ｃｉｒｃＲＮＡ称为心脏相

关 的 ｃｉｒｃＲＮＡ （ｈｅａｒｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ，

ＨＲＣＲ）
［２１］。

ＣｅＲＮＡ策略的依据是ｌｎｃＲＮＡ、ｃｉｒｃＲＮＡ能够

竞争性结合ｍｉＲＮＡ，削弱ｍｉＲＮＡ对目的基因转录

和翻译的抑制作用，从而促进 ｍＲＮＡ翻译成蛋白

质［２２］。研究ｌｎｃＲＮＡ、ｃｉｒｃＲＮＡ对心衰的作用，首先
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要确定研究的目的基因或者已知的对心衰发生发

展有作用的 ｍｉＲＮＡ
［２３］。下面以ｌｎｃＲＮＡ为例，说

明该策略的具体方法。

３．１　ＭｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ和ｌｎｃＲＮＡ的获取与鉴定

首先通过构建主动脉缩窄实验等方法建立病

理性心肌肥大或心衰模型，对样本进行微列阵芯片

分析，对比正常动物，获得３种ＲＮＡ的表达特点，

根据与ｃｅＲＮＡ的作用关系，初步筛选出几种待研

究对象［２４］。在此基础上，用荧光素酶检测技术验证

基因和ｍｉＲＮＡ的结合关系，通过表型实验，利用细

胞体积及心衰相关蛋白表达等指标，探究或验证目

的基因及ｍＲＮＡ对心衰的作用，最终确定有研究价

值的ｍｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ和ｌｎｃＲＮＡ
［２５］。

３．２　验证ｌｎｃＲＮＡ与 ｍｉＲＮＡ的相互结合作用及

基因调控作用

在验证ｍｉＲＮＡ与目的基因之间相互作用以及

目的基因对机体表型的影响后，通过Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ实

验等方法，验证ｌｎｃＲＮＡ与 ｍｉＲＮＡ的相互结合作

用［２０］。之 后，在 心 肌 细 胞 中 过 表 达 或 者 敲 减

ｌｎｃＲＮＡ，观察细胞表型（如细胞大小）的变化，检测

ｍｉＲＮＡ、目的基因ｍＲＮＡ及蛋白的变化情况，从而

证实ｌｎｃＲＮＡ 的过表达或者敲减是否影响细胞

表型。

在细胞水平实验验证的基础上，建立ｌｎｃＲＮＡ

基因敲除的转基因动物模型，进一步验证ｌｎｃＲＮＡ

通过ｍｉＲＮＡ影响心衰相关目的基因的表达，及对

心肌细胞和整体动物的心功能的影响［２６］。

综上所述，ｍｉＲＮＡ等非编码 ＲＮＡ和心脏表

观基因组等领域的发现为心衰研究提供了新方向。

然而，上述靶点和相互作用只涉及心衰基因调控机

制的一小部分，例如，除了“ｍｉＲＮＡ 海绵”作用，

ｌｎｃＲＮＡ与ｃｉｒｃＲＮＡ还可发挥直接调控基因表达和

蛋白质功能、编码蛋白质的作用。因此，对于两种

非编码ＲＮＡ的研究方法并不局限于ｃｅＲＮＡ策略。

另外，现有基因水平上的靶点研究普遍局限于单信

号通路水平，尚不能形成各条通路相互联系的整体

网络，且对钙离子通道等深层次的机制阐述尚不明

确。因此，基因水平上的心衰机制研究需要进一步

的深入和扩展。
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