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·临床研究·

风湿性二尖瓣疾病合并心房颤动患者心房纤维化
相关微小RNA-647及预测靶基因研究

韩丹  罗超迪  闫炀

【摘要】 目的：明确风湿性二尖瓣疾病合并心房颤动（房颤）患者心房组织的主要病

理变化，生物信息学分析并筛选与风湿性二尖瓣疾病房颤患者心房纤维化相关的微小 RNA
（miRNA）及其靶基因。 方法：收集在西安交通大学第一附属医院行心脏外科手术治疗的

30 例风湿性二尖瓣疾病患者（窦性心律组 10 例，房颤组 20 例）的临床资料及心房样本。苏

木精 - 伊红染色、Masson 染色、免疫组织化学染色后观察心房组织病理变化；实时定量聚合

酶链反应及 Western blot 法检测纤维化相关蛋白和通路在心房组织中的表达；生物信息学分

析并筛选出与风湿性二尖瓣疾病房颤发病机制相关的 miR-647 及其预测靶基因 PRKCA ；进

一步应用双荧光素酶报告基因确定 miR-647 的靶基因为 PRKCA。 结果：相较于窦性心律

组患者，房颤组患者左房组织具有典型的心房肌肥大、间质纤维化、心房肌细胞坏死等病理

改变；房颤组患者左房纤维化蛋白及通路表达水平显著高于窦性心律组（P 均＜0.05）；生物

信息学筛选出风湿性二尖瓣疾病房颤相关 miR-647 及其纤维化相关的下游靶基因 PRKCA ；

房颤组左房组织中 miR-647 明显下调，PRKCA 表达则明显升高（P 均＜0.05）；双荧光素

酶报告基因实验验证 miR-647 对靶基因 PRKCA 具有明显的抑制作用（P＜0.05）。 结论：

miR-647 靶向作用于 PRKCA 基因，与风湿性二尖瓣疾病房颤患者的心房纤维化有关。
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doi: 10.3969/j.issn.1673-6583.2022.04.010

Atrial fibrosis-related miR-647 and its predictive target genes in patients with rheumatic mitral 
valve disease and atrial fibrillation  HAN Dan1, LUO Chaodi2, YAN Yang1.  1. Department of 
Cardiovascular Surgery, the First Affiliated Hospital of Xi'an Jiaotong University, Xi'an  710061; 
2. Department of Cardiology, the First Affiliated Hospital of Xi'an Jiaotong University, Xi'an 
710061, China

【Abstract】  Objective: To identify the main pathological changes of atrial tissue in 
patients with rheumatic mitral valve disease (RMVD) and atrial fibrillation (AF), and to analyze 
and screen miRNAs and their target genes associated with atrial fibrosis in patients with rheumatic 
mitral valve disease and atrial fibrillation.  Methods: The clinical data and atrial samples of  
30 patients with rheumatic mitral valve disease (10 in the sinus rhythm group and 20 in the atrial 
fibrillation group) who underwent cardiac surgery in the First Affiliated Hospital of Xi'an Jiaotong 
University were collected. Hematoxylin-eosin staining, Masson staining and immunohistochemical 
staining were used to observe the pathological changes of atrial tissue. Real-time quantitative 
polymerase chain reaction and western blot were used to detect the expression levels of fibrosis-
related proteins and pathways in atrial tissue. MiR-647 and its predicted target gene PRKCA 
related to the pathogenesis of rheumatic mitral valve disease atrial fibrillation were screened out 
by bioinformatics analysis. The dual luciferase reporter gene was further used to determine the 
target gene of miR-647 as PRKCA.  Results: Compared with the sinus rhythm group, the left 
atrial tissue of the AF group had typical pathological changes such as atrial muscle hypertrophy, 
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interstitial fibrosis, atrial myocyte necrosis, and the expression levels of left atrial fibrosis proteins 
and pathways were significantly increased in the AF group (all P＜0.05). Bioinformatics screened 
the rheumatic mitral valve disease atrial fibrillation-related miR-647 and its fibrosis-related 
downstream target gene PRKCA. MiR-647 was significantly down-regulated in the left atrial tissue 
of the AF group, while the expression of PRKCA was significantly increased (all P＜0.05). The 
dual-luciferase reporter gene experiment verified that miR-647 had a significant inhibitory effect 
on the target gene PRKCA (P＜0.05).  Conclusion: MiR-647 targets the PRKCA and is associated 
with atrial fibrosis in patients with rheumatic mitral valve disease atrial fibrillation.

【Keywords】  Atrial fibrillation; Atrial fibrosis; Bioinformatics; MiR-647; PRKCA gene

心房颤动（房颤）与心房电重构和结构重构有

关，心房结构重构的重要病理基础是间质纤维化 [1]。 
微小 RNA（miRNA）是基因转录后调控的重要分

子，在多种疾病的发病中起关键作用 [2]。研究发现，

miRNA 参与调节心脏重构，尤其在房颤心房纤维化

过程中发挥重要作用 [3]。大多数房颤相关 miRNA
如 miR-26、miR-29、miR-133、miR-590 等 在 心

房组织中表达下调，活化相关通路，促进心房肌间

质发生纤维化 [4-6]。本研究旨在明确有单纯二尖瓣

病变的风湿性心脏病（风湿性二尖瓣疾病）患者

心房组织的主要病理变化，并通过生物信息学分析

筛选与风湿性二尖瓣疾病房颤心房纤维化相关的

miRNA 及其靶基因。

1 对象与方法

1.1 研究对象

纳入 2019 年 1 月至 2021 年 1 月于西安交通

大学第一附属医院就诊的 30 例风湿性二尖瓣疾病

患者，根据患者心电图结果，分为窦性心律组 10 例，

房颤组 20 例。所有患者均在我院心脏外科进行单

纯二尖瓣瓣膜置换手术及房颤迷宫手术，术中取左

心耳组织。记录患者的临床资料，术中收集的心耳

组织标本用于病理学、分子生物学检测及生物信

息学分析。本研究经西安交通大学第一附属医院

伦理委员会批准，批件号：2021 伦审科字第（025）
号（No.XJTU1AF2021LSK-025），所有入选者均签

署知情同意书。

1.2 苏木精-伊红染色

将新鲜左心耳组织于 4% 多聚甲醛中固定，梯

度乙醇脱水，脱水后浸泡于二甲苯中进行透明化处

理，石蜡包埋、切片、烘干、脱蜡、脱水，苏木素 -
伊红（HE）染色后脱水、封片。显微镜下观察心

房组织的心房肌结构、脂肪浸润等现象。

1.3 Masson染色

将脱水后的左心耳组织石蜡切片依次放入铁

苏木素、丽春红、磷钼酸、苯胺蓝中染色，冰醋酸

冲洗，梯度酒精脱水，二甲苯浸泡，中性树脂封片。

显微镜下观察心房组织的纤维化程度，ImageJ 软

件计算间质纤维化程度。

1.4 免疫组织化学染色

将左心耳石蜡切片依次放入二甲苯和梯度酒

精中脱蜡，H2O2 浸泡，柠檬酸缓冲液蒸煮，PBS 冲

洗，BSA 封闭，加入 α- 平滑肌肌动蛋白（α-SMA）

一抗于 4 ℃过夜，冲洗后加入二抗于 37 ℃孵育 
0.5 h，冲洗后依次加入链霉亲合素 - 生物素 - 过氧

化物酶复合物（SABC）、显色剂，苏木精复染，脱水、

封片。显微镜下观察 α-SMA 表达情况，ImageJ 软

件计算 α-SMA 相对表达量。

1.5 实时定量聚合酶链反应（qRT-PCR）

Trizol 法提取左心耳组织中总 RNA，纯化并

定量。反转录获取 cDNA。PCR 反应体系：2 μL 
cDNA，1 μL 上游引物，1 μL 下游引物，10 μL 
SYBR Green Master Mix，6 μL dd H2O。PCR 反应

条件：95 ℃ 10 min ；95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，共 40 个

循环；95 ℃ 15 s，60 ℃ 15 s，95 ℃ 15 s。2-ΔΔCT 计

算 mRNA 的相对表达水平。qRT-PCR 中使用的引

物序列见表 1。
1.6 Western blot检测

RIPA 裂解液提取左心耳组织总蛋白，BCA
法测定蛋白浓度，取等量蛋白进行十二烷基磺酸

钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），转移至

PVDF 膜，5% 脱脂牛奶封闭，分别加入Ⅰ型胶原 
（Collagen Ⅰ）、Ⅲ型胶原（Collagen Ⅲ）、α-SMA、

蛋白激酶 Cα（PRKCA）、转化生长因子 β1（TGFβ1）、
转化生长因子 β Ⅱ型受体（TGFβRⅡ）、磷酸化
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Smad2（P-Smad2）、 磷 酸 化 Smad3（P-Smad3）、
Smad2、Smad3、β-actin 的一抗，4 ℃过夜，洗膜后

加入对应的二抗，室温孵育 1 h。ECL 法曝光，成像，

Quantity One 分析软件测定目的蛋白相对表达水平。

表1 qRT-PCR中使用的引物序列

基因 引物序列

GAPDH 上游引物 5'-TCAAGAAGGTGGTGAAGCAGG-3'

下游引物 5'-GCGTCAAAGGTGGAGGAGTG-3'

miR-647 上游引物 5'-CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGGAAGGAAG-3'

下游引物 5'-ACACTCCAGCTGGGGTGGCTGCACTCACT-3'

U6 上游引物 5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'

下游引物 5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'

URP 下游引物 5'-TGGTGTCGTGGAGTCG-3'

PRKCA 上游引物 5'-CTGTGGGTCACTGCTCTATGGA-3'

下游引物 5'-GGATGGTTTTGGTTTTTTGCTT-3'

TGFβ1 上游引物 5'-CAGCAACAATTCCTGGCGATACCT-3'

下游引物 5'-CGCTAAGGCGAAAGCCCTCAAT-3'

TGFβR Ⅱ 上游引物 5'-AAAAAAACAGTGGGAAGACC-3'

下游引物 5'-AACTCCATAAATACGGGCAT-3'

Smad2 上游引物 5'-GTCTCCAGGTATCCCATCG-3'

下游引物 5'-TTAGGATCTCGGTGTGTCGG-3'

Smad3 上游引物 5'-ACGACTACAGCCATTCCATCCC-3'

下游引物 5'-CATCTGGTGGTCACTGGTTTCTC-3'

COL1A1 上游引物 5'-AAAGATGGACTCAACGGTCTC-3'

下游引物 5'-ACCAGCTTCACCAGGAGATC-3'

COL3A1 上游引物 5'-AAAAGGGGAGCTGGCTACTT-3'

下游引物 5'-GAATTTCTGGGTTGGGGCAG-3'

α-SMA 上游引物 5'-TCATGGTCGGTATGGGTCAG-3'

下游引物 5'-CGTTGTAGAAGGTGTGGTGC-3'

注：PRKCA为蛋白激酶Cα；TGFβ1为转化生长因子β1；TGFβRⅡ为转化生长因子βⅡ型受体；COL1A1为Ⅰ型胶原α1链；COL3A1为

Ⅲ型胶原α1链；α-SMA为α-平滑肌肌动蛋白

1.7 双荧光素酶报告基因实验

分别构建与 miR-647 结合的 PRKCA 基因野

生型 3'UTR 区目的质粒（PRKCA-wt）及 PRKCA
基因突变型 3'UTR 区目的质粒（PRKCA-mut）， 
miR-647 拟似物（miR-647）及阴性对照拟似物（NC 
mimics）。 将 10 μL DMEM 与 0.16 μg PRKCA-wt 
或 PRKCA-mut 目 的 质 粒 及 5 pmol/L miR-647 或

NC mimics 充分混匀后（溶液 A）室温放置，之后

将 10 μL DMEM 与 0.3 μL 的转染试剂（浓度为 
0.8 mg/mL）充分混匀后（溶液 B）室温放置 5 min。

将溶液 A 与溶液 B 充分混匀后加入 293T 细胞中，

于 37 ℃，5%CO2 培养箱中培养。转染 6 h 后换取

新鲜培养基，转染 48 h 后收集细胞，使用 Promega 
Dual-Luciferase System 试剂盒进行检测。将细胞裂

解液于 4 ℃，12 000 转 /min 离心 10 min，取上清； 
96 孔板中加入 100 μL Luciferase Assay Reagent Ⅱ工

作液与 20 μL 细胞裂解液，混匀并测定记录萤火虫

荧光素酶值，此值为内参值。上述 96 孔板中继续加

入 100 μL Stop & Glo® Reagent，混匀并测定记录海肾

荧光素酶值，此即为报告基因发光值。



·231·国际心血管病杂志 2022 年 7 月第 49 卷第 4 期  Int J Cardiovasc Dis，July. 2022，Vol. 49，No.4

1.8 统计学分析

数据采用 Prism 7.0 统计软件进行分析。计

量资料以均数 ± 标准差表示，两组间比较采用

Student's t 检验。计数资料组间比较采用卡方检验。

P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 2组临床基线资料比较

2 组患者在性别构成、纽约心脏病协会

（NYHA）心功能分级、收缩压、舒张压、左室射

血分数（LVEF）、右心房直径（RAD）等的差异

无统计学意义。房颤组的年龄、房颤持续时间、

左房直径（LAD）显著高于窦性心律组（P 均＜ 

0.01），见表 2。
2.2 2组患者左心房组织形态学比较

HE 染色显示，窦性心律组心房肌组织排列整

齐，脂肪浸润少，房颤组心房肌组织结构破坏、细

胞间脂肪浸润现象更明显。Masson 染色显示，窦

性心律组心房肌组织间质纤维化程度轻，胶原容积

分数（CVF）为 11.75±1.54，房颤组心房肌组织间

质纤维化程度高，CVF 为 33.52±1.41，2 组 CVF
比较有显著性差异（P＜0.01）。免疫组织化学染

色显示房颤组心房肌组织纤维化表型相关蛋白

α-SMA 的平均光密度（AOD）显著高于窦性心律

组（0.39±0.01 对 0.23±0.01，P＜0.01）。见图 1。

表2 窦性心律组与房颤组临床基线资料比较

组别
窦性心律组
（n＝10）

房颤组
（n＝20） P

年龄/岁 52.1±2.5 63.8±5.6 0.02

女性/例（%） 3（30.0） 6（30.0） 0.24

心功能分级/例（%） 0.75

Ⅰ～Ⅱ级 1（10.0） 1（5.0）

Ⅲ级 7（70.0） 15（75.0）

Ⅳ级 2（20.0） 4（20.0）

房颤持续时间/年 0 4.7±3.2 ＜0.01

血压

 收缩压/mmHg 132.4±13.1 141.6±14.8 0.54

 舒张压/mmHg 81.5±9.8 84.6±10.9 0.29

LVEF/% 61.8±8.2 59.4±6.9 0.15

LAD/mm 47.5±7.3 53.9±6.4 ＜0.01

RAD/mm 35.6±2.8 36.7±5.2 0.47

注：HE染色中红色箭头示脂肪浸润；Masson染色中白色箭头示间质纤维化；免疫组织化学染色中棕色示α-SMA

图1 2组患者左心房组织形态学比较（×200）

窦性心律组

房颤组

HE染色                                                 Masson染色                                     免疫组织化学染色

2.3 2组纤维化相关基因表达水平比较

房颤组左心房组织 Collagen Ⅰ、Collagen Ⅲ、

α-SMA 的 mRNA 及蛋白表达水平显著高于窦性心

律组（P 均＜0.01）。见图 2、表 3。
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miR-647 的预测分值较高（91 分），且 qRT-PCR 及

Western blot 验证房颤患者心房组织中 miR-647 及

PRKCA 的表达符合理论上应有的变化趋势，说明

PRKCA 基因及其对应的 miR-647 与风湿性二尖瓣

疾病房颤发病机制相关。见图 4、表 5。
2.6 双荧光素酶报告基因实验验证miR-647靶向

作用于PRKCA基因

双荧光素酶报告基因实验结果显示，NC 
mimics＋PRKCA-mut 的 相 对 荧 光 强 度 为

1.00±0.02，miR-647＋PRKCA-mut 的相对荧光强

度 为 1.01±0.02， NC mimics＋PRKCA-wt 的 相 对

荧光强度为 1.00±0.02，miR-647＋PRKCA-wt 的
相对荧光强度为 0.64±0.01，miR-647 显著下调

PRKCA-wt 的荧光强度（P＜0.01），提示 miR-647 
与 PRKCA-wt 相 互 结 合，miR-647 可 靶 向 抑 制

PRKCA 的表达，其结合位点如图 5 所示。

 3 讨论
在房颤心房重构过程中，心房组织表现为间质

纤维化、炎性细胞浸润、心房肌细胞坏死、脂肪

浸润、淀粉样变性和心房肌细胞肥大等，对这些患

者进行早期干预，可延缓纤维化进展，减轻心房和

心室结构重构，对房颤治疗起积极作用 [7]。Haemers
等 [8] 研究发现，多数房颤患者出现心外膜下脂肪组

注：SR为窦性心律组，AF为房颤组

图2 2组患者左心房纤维化相关蛋白表达情况

表3 2组患者左心房纤维化相关基因mRNA及蛋白表达水平比较

组别
Collagen Ⅰ Collagen Ⅲ α-SMA

mRNA 蛋白 mRNA 蛋白 mRNA 蛋白

窦性心律组 1.11±0.09 0.15±0.01 0.93±0.06 0.27±0.01 0.92±0.08 0.25±0.01

房颤组 2.59±0.15(1) 0.74±0.04(1) 1.76±0.11(1) 0.61±0.01(1) 2.18±0.24(1) 0.61±0.04(1)

注：与窦律组比较，(1)P＜0.01

Collagen Ⅰ

Collagen Ⅲ

α-SMA

β-actin

SR1    SR2     SR3    AF1     AF2     AF3 2.4 2组TGFβ1/Smad纤维化相关通路表达水平

比较

房颤组左心房组织 TGFβ1/Smad 纤维化通路中

TGFβ1、TGFβR Ⅱ、Smad2、Smad3 的 mRNA 及

蛋白表达水平显著高于窦性心律组（P 均＜0.01）。
见图 3、表 5。
2.5 差异表达的miRNA及其靶基因预测

前述结果提示心房纤维化是风湿性二尖瓣疾

病房颤发病的主要病理改变。为了研究 miRNA 及

其靶基因在房颤心房纤维化中的作用，本研究进一

注：SR为窦性心律组，AF为房颤组

图3 2组患者左心房TGFβ1/Smad纤维化通路蛋白表达情况

SR1      SR2       SR3     AF1       AF2        AF3

TGFB1

TGFBRⅡ

P-Smad2

Smad2

P-Smad3

Smad3

β-actin

步通过靶点预测软件 TargetScan 和 Tarbase 数据库

分析可能与房颤相关的靶基因。筛选到的靶基因

有 10 个，对应的 miRNA 为 19 个。既往文献调查

显示 PRKCA 基因与组织纤维化进程有关，且未有

该基因在房颤相关研究中的报道，PRKCA 对应的
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织浸润，其中间质纤维化和脂肪浸润在持续性房颤

患者心房组织中最为常见。本研究对风湿性二尖

瓣疾病患者心房组织样本进行 HE 和 Masson 染色，

结果显示房颤患者的左心房组织中可见典型的心

房肌肥大、脂肪浸润、心房肌细胞坏死以及大量

的间质纤维化等病理改变，与既往研究结果一致，

证实左心房组织纤维化是风湿性二尖瓣疾病房颤

发病的重要病理基础。

房颤心房纤维化的分子机制复杂，TGFβ1/
Smad 信号通路活化、Collagen Ⅰ和Ⅲ的表达和

沉积、纤维化表型相关 α-SMA 的表达在房颤

心房纤维化中发挥重要作用 [9]。本研究在风湿

性二尖瓣疾病房颤患者的左心房组织中发现，与 
TGFβ1/Smad 信号通路相关的 TGFβ1、TGFβR Ⅱ、

P-Smad2、P-Smad3 表达水平升高，纤维化相关基因 
Collagen Ⅰ、Collagen Ⅲ、α-SMA 的表达水平也显

著升高，这些纤维化相关的通路及基因激活后促进

了房颤的发生发展。

蛋白激酶 C（PKC）作为 G 蛋白耦联信号转

导通路的关键酶，在细胞内信号转导过程中发挥重

要作用，且与多种离子通道的表达和功能有密切联

系 [10]。蛋白激酶 Cα（PKCα）是 PKC 的一种亚型，

在人类基因组中由 PRKCA 基因编码，参与调控机

体多种生理功能，包括细胞增殖、凋亡、分化、迁移，

并且在心律失常、心肌梗死、心力衰竭、高血压

等多种心脏疾病中发挥重要作用 [11]。Li 等 [12] 研究

人心房肌组织 PRKCA 突变与心脏疾病的关系，结

果发现携带 rs9909004 等位基因突变影响 PRKCA
在心脏中的表达，且与心力衰竭的发生和预后密切

相关，可能影响心力衰竭的治疗效果 [13]。既往研

究表明，心房肌肥大时 PKCα 表达水平明显上调，

且 PRKCA 基因活化可引起 QRS 间期延长，说明

PKCα 可能同时参与心脏的结构重构和电重构。

研究发现，对 miRNA 进行检测可能会发现

新的发病机制及潜在治疗靶点。本研究通过对

风湿性二尖瓣疾病窦性心律及房颤患者进行生

物信息学预测分析，筛选出与风湿性二尖瓣疾病

房颤发病相关的 miR-647 及其靶基因 PRKCA 进

行研究。通过回顾文献，发现关于 miR-647 的报

道 仅 限 于 肿 瘤 研 究。Rawlings-Goss 等 [14] 采 用

全基因组测序法对 14 个人群（包括欧洲、亚洲

和非洲）中 69 个不相关个体的 1 524 个 miRNA
进行研究，确定了 7 个与肿瘤生物标志物或诊断

相 关 的 miRNA，其 中 包 括 miR-647。Liu 等 [15] 

研 究 结 直 肠 癌 中 与 细 胞 增 殖 和 迁 移 相 关 的

miRNA，结 果 发 现 miR-647 和 miR-1914 表 达

升高，抑制 miR-647 及 miR-1914 可以抑制结直

肠癌细胞的增殖和迁移能力。此外，miR-647 
在前列腺癌复发、卵巢癌预后中起重要作用 [16-17]。

表4 2组患者左心房TGFβ1/Smad纤维化通路基因mRNA及蛋白表达水平比较

组别
TGFβ1 TGFβRⅡ Smad2 Smad3

mRNA 蛋白 mRNA 蛋白 mRNA 蛋白 mRNA 蛋白

窦性心律组 1.25±0.16 0.23±0.01 1.02±0.17 0.27±0.01 1.02±0.05 0.21±0.01 0.94±0.03 0.28±0.01

房颤组 2.10±0.12(1) 0.40±0.03(1) 1.79±0.27(1) 0.55±0.02(1) 2.05±0.05(1) 0.56±0.02(1) 1.90±0.02(1) 0.57±0.02(1)

注：与窦性心律组比较，(1)P＜0.01

表5 2组左心房组织PRKCA及miR-647表达水平比较

组别 miR-647
PRKCA

mRNA 蛋白

窦性心律组 3.47±1.24 0.62±0.17 0.17±0.01

房颤组 0.76±0.19(1) 1.54±0.52(1) 0.99±0.06(1)

注：与窦性心律组比较，(1)P＜0.01

图 5 miR-647 与 PRKCA 作用靶点示意图

图4 2组PRKCA蛋白表达情况

SR1        SR2        SR3       AF1        AF2       AF3

PRKCA

β-actin

miR-647

PRKCA wt
PRKCA mut

3'-CUUCCUUCACUCACGUCGGUG-5'

5'-CAGCCCACCUUCUGCAGCCAC-3'
5'-CAGCCCACCUUCUUCUGACUC-5'
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既往研究显示 PRKCA 基因与组织纤维化进程有

关，但尚无该基因与房颤相关的研究报道。本研究

发现房颤患者心房组织中 miR-647 及 PRKCA 的表

达符合理论上应有的变化趋势，故选择 miR-647 及

PRKCA 作为研究对象。

本研究明确了心房纤维化是风湿性二尖瓣

疾病合并房颤患者心房组织的主要病理变化，并

对风湿性二尖瓣疾病房颤病理状态下 miR-647 及

PRKCA 的表达情况及靶向作用关系作进行初步分

析，发现 miR-647 靶向作用于 PRKCA 基因，与房颤

心房纤维化相关。miR-647 及 PRKCA 调控心房纤

维化的具体机制有待进一步研究探索。
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