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　　［摘要］　目的　探索环状 ＲＮＡｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９调控小电导钙激活钾（ｓｍａｌｌｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ
ｃａｌｃｉｕｍａｃｔｉｖａｔｅｄｐｏｔａｓｓｉｕｍ，ＳＫ）通道蛋白亚基ＳＫ３编码基因Ｋｃｎｎ３的表达，以及对小电导钙激活钾通道
电流（ＩＫ，Ｃａ）和动作电位时程（ａｃｔｉｏｎｐｏｔｅｎｔｉａｌｄｕｒａｔｉｏｎ，ＡＰＤ）的影响。方法　在小鼠ＨＬ１细胞中分别构
建ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９过表达和干扰模型，分为过表达组（ｎ＝３）、空质粒组（ｎ＝３）、干扰１组（ｎ＝３）、干
扰２组（ｎ＝３）、对照组（ｎ＝３），通过 ＲＴｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析 ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９调节 Ｋｃｎｎ３表达的
分子机制，应用膜片钳技术电流钳模式记录全细胞的 ＩＫ，Ｃａ，并用电压钳模式记录 ＡＰＤ。结果　成功构
建了环状ＲＮＡｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９过表达和干扰的 ＨＬ１细胞模型。过表达组的 Ｋｃｎｎ３基因表达与空
质粒组相比明显上调（Ｐ＜０．０５）；干扰１组和干扰２组的Ｋｃｎｎ３基因表达与对照组相比均明显下调（Ｐ＜
０．０５）。电生理发现过表达ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９增加了 ＨＬ１细胞 ＩＫ，Ｃａ电流密度，ＡＰＤ显著缩短；相反，
干扰ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９减少了 ＩＫ，Ｃａ电流密度，ＡＰＤ显著延长。结论　ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９可以上调小
鼠ＨＬ１细胞Ｋｃｎｎ３的表达水平，从而改变ＩＫ，Ｃａ和ＡＰＤ，提示环状 ＲＮＡｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９可能在房颤
发生中起到促进作用。
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ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　房颤是临床上最常见的心律失常之一，有着高发
病率和高病死率［１］。房颤的患病率随年龄增长而增

加，在一般人群中约为３％，在８０～８９岁的人群中可达
９％，随着世界人口老龄化，房颤已成为２１世纪心血管
流行病之一［２］。房颤的发病机制尚未完全明确，目前

研究表明，房颤的发生机制主要包括心房“结构重构”

和“电重构”，但是影响心房“结构重构”和“电重构”

的具体分子机制仍不清楚，针对性的房颤预防和有效

的治疗方法仍有待探索。

　　ＭＥＭＣＺＡＫ等［３］发现了人类基因组中存在超过

２０００种环状ＲＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｒＲＮＡ，ｃｉｒｃＲＮＡ），作为一种
不受ＲＮＡ外切酶影响的封闭环状非编码 ＲＮＡ，它所
具有的高丰度、高特异性、高稳定性和高保守性使其成

为免疫系统疾病、肿瘤等的新型诊断标志物和热门治

疗靶点，在医学各个领域中有着巨大的应用前景［４］。

近来有研究表明，ｃｉｒｃＲＮＡ通过竞争性结合 ｍｉＲＮＡ调
控下游靶基因翻译表达，参与了许多心血管疾病的发

生发展，如动脉粥样硬化、心力衰竭、心肌肥大以及房

颤等［５］。本课题组前期研究已发现环状ＲＮＡｈｓａ＿ｃｉｒｃ
＿００９９７３４（小鼠同源 ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９）在房颤患者
和对照的心房组织中的表达存在显著差异［６］，但其在

房颤中的具体作用，尤其是在心房“电重构”中的作用

还远未阐明。

　　离子通道相关基因表达和通道功能改变在心房
“电重构”中起重要作用。在经典的心房电重构和房

颤动物模型中，均发现了去极化Ｌ型钙离子电流（ＩＣａ）
的减少，复极化钾电流（ＩＫ１）、乙酰胆碱依赖钾电流
（ＩＫ，Ａｃｈ）、超速激活延迟整流电流（ＩＫｕｒ）的增加，以及钙
超载、钙传导异常和肌浆网钙离子泄漏等离子通道电

流的变化。这些离子通道电流的变化导致了心肌细胞

动作电位中延迟后除极的增加、病理性动作电位时程

（ａｃｔｉｏｎｐｏｔｅｎｔｉａｌｄｕｒａｔｉｏｎ，ＡＰＤ）和有效不应期（ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ
ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙｐｅｒｉｏｄ，ＥＲＰ）的缩短与折返，而缩短的ＡＰＤ和
ＥＲＰ又进一步促进了房颤的发生和维持［７］。小电导钙

激活钾通道分布在可兴奋细胞中，在神经系统和心肌

中有ＳＫ１、ＳＫ２、ＳＫ３３个亚型，具有钾离子选择、钙离
子浓度敏感的特性。动作电位激发后细胞内钙离子浓

度增加，使得 ＳＫ通道被激活，产生 ＩＫ，Ｃａ，参与细胞动
作电位复极化。本课题组前期发现的环状 ＲＮＡｈｓａ＿
ｃｉｒｃ＿００９９７３４（小鼠同源ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９）能否通过
促进 Ｋｃｎｎ３的表达，增强其编码的 ＳＫ３通道蛋白功
能，从而影响心房电重构，尚有待研究。

　　本研究拟针对环状ＲＮＡｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００９９７３４的小鼠
同源ｃｉｒｃＲＮＡｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９开展相关研究，探索
其能否通过影响 Ｋｃｎｎ３的表达从而参与心房的电重
构。本研究拟通过构建细胞模型，观察 ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿
０００５０１９对Ｋｃｎｎ３的表达水平、ＩＫ，Ｃａ和 ＡＰＤ等电生理
特性的影响，从而进一步理解ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００９９７３４及其小
鼠同源ｃｉｒｃＲＮＡｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９在房颤中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　ＨＬ１细胞来自 ＡＴ１小鼠心房肌细胞永生化细
胞系，能够持续分裂和自发收缩，同时保持分化的心

肌细胞表型，包括形态学、生化和电生理学特性，因

此本研究选用 ＨＬ１细胞系。ＨＬ１细胞购于康朗生
物科技有限公司（中国上海）。ＴＲＩｚｏｌＴＭ、转染试剂
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购于 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；Ｏｐｔｉ
ＭＥＭＴＭ培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）购于 Ｇｉｂｃｏ公司；
ＤＭＥＭ高糖培养基、青霉素链霉素溶液购于 ＨｙＣｌｏｎｅ
公司；氯仿、异丙醇以及无水乙醇购于成都科龙公司；

ＲＴｑＰＣＲ试剂购于 ＴａＫａＲａ公司；Ｋｃｎｎ３和钠钾 ＡＴＰ
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酶（Ｎａ，ＫＡＴＰａｓｅ）一抗抗体购于Ａｂｃａｍ公司；二抗抗
体购于Ａｂｃｌｏｎａｌ；膜蛋白提取试剂盒购于 Ａｂｍａｒｔ；ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒和 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳液、ＰＢＳ、
ＥＤＴＡ购于碧云天；聚偏二氟乙烯膜（ＰＶＤＦ）购于 Ｂｉｏ
Ｒａｄ，ＰＡＧＥ彩胶快速配成试剂盒购于米鼠生物；超敏
发光液（ＳｕｐｅｒＥＣＬＰｌｕｓ）购于葆光生物；实验所用
ＭｇＡＴＰ、Ｎａ２ＧＴＰ、Ｎｍｅｔｈｙｌｇｌｕｃａｍｉｎｅ、ＫＣｌ、Ｈｅｐｅｓ、
Ｋｇｌｕｃｏｎａｔｅ、ＥＧＴＡ、ＣａＣｌ２、ＮａＨ２ＰＯ４、ＡｓｐａｒｔｉｃＡｃｉｄ均
购于Ｓｉｇｍａ公司，蜂毒明肽购于Ａｌａｄｄｉｎ公司，葡萄糖、
ＭｇＣｌ２购于 Ｍａｃｋｌｉｎ公司、磷酸肌酸钠（Ｎａ２ＣＰ）购于
Ａｃｍｅｃ公司，去甲肾上腺素购于Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ＨＬ１细胞在高糖完全培养基中
培养，培养基中混合 １０％的胎牛血清以及 １％的青霉
素链霉素双抗溶液。细胞孵箱提供温度为 ３７℃，混
合５％ＣＯ２的无菌环境。细胞在１０ｃｍ的培养皿中生
长，当达到１００％融合时按照１∶３传代，防止细胞分化。
１．２．２　构建环状ＲＮＡｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９过表达和干
扰细胞模型　　通过化学合成的方法合成 ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿
０００５０１９ｃＤＮＡ序列，将合成后的序列构建到 ｐｃＤＮＡ３．１
质粒中，形成 ｐｃＤＮＡ３．１ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９过表达载
体。过表达载体构建完成后，通过 Ｓａｎｇｅｒ测序比对序
列，与目标序列一致。分别转染ｐｃＤＮＡ３．１ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿
０００５０１９过表达载体和 ｐｃＤＮＡ３．１空质粒载体以构建
ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９过表达组（ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＯＥ）和空
质粒组（ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ，ＥＶ），经 ＲＴｑＰＣＲ检测，过表达
组的ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９表达量相较于空质粒组显著
上升，提示过表达载体构建成功。构建针对 ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ
＿０００５０１９的小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，
ｓｉＲＮＡ）以及阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＣ），ｓｉＲＮＡ和
ＮＣ均由吉玛公司（中国上海）设计合成，分别转染
ｓｉ１、ｓｉ３、ＮＣ构建干扰１组、干扰２组和对照组。细胞
在 ６孔板培养 ２４ｈ后达到 ５０％～７０％融合，用
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染ＨＬ１细胞，加入质粒２μｇ／孔、
ｓｉＲＮＡ１００ｐｍｏｌ／孔，同时转染空质粒和 ＮＣ作为对照。
提取转染４８ｈ后的细胞总 ＲＮＡ，采用 ＲＴｑＰＣＲ检测
ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９和 Ｋｃｎｎ３的表达量。使用转染
４８～７２ｈ内的细胞进行电生理检测。本实验ｓｉＲＮＡ的
序列见表１。

表１　针对ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９干扰组和对照组的ｓｉＲＮＡ序列

ｓｉＲＮＡ 序列（５′→３′）
ｓｉ１ ＧＣＣＧＧＣＡＵＵＵＡＣＣＧＵＣＧＡＡＴＴ
ｓｉ３ ＣＣＧＧＣＡＵＵＵＡＣＣＧＵＣＧＡＡＣＴＴ
ＮＣ ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ

１．２．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测　　用ＴＲＩｚｏｌ法提取转染
了过表达载体和 ｓｉＲＮＡ细胞的总 ＲＮＡ，使用 ＴａＫａＲａ
试剂将其逆转录为 ｃＤＮＡ，以 ｃＤＮＡ为模板进行 Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ扩增，检测目的基因ｍＲＮＡ的表达。将实验
每组设置３个复孔，目的基因ｍＲＮＡ的表达运用２－ΔΔＣｔ

法计算，内参基因为βａｃｔｉｎ。引物序列如表２。

表２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物序列

基因 序列（５′→３′）
Ｋｃｎｎ３ 上游：ＧＧＧＴＧＧＴＡＴＴＡＧＧＴＴＴＧＧＧ

下游：ＧＧＧＣＧＧＣＴＣＴＣＴＴＴＴＡＴＴ

βａｃｔｉｎ 上游：ＧＴＧＣＴＡＴＧＴＴＧＣＴＣＴＡＧＡＣＴＴＣＧ
下游：ＡＴＧＣＣＡＣＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣ

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　在 １ｍＬ的细胞质蛋白
和膜蛋白缓冲液中加入１０μＬ蛋白酶抑制剂，依次以
２ｍＬ／１０７细胞比例加入胞浆蛋白缓冲液和０．２ｍＬ／１０７

细胞比例加入膜蛋白缓冲液进行细胞膜蛋白的提取，

用ＢＣＡ法进行蛋白浓度测定。以每孔 ４０μｇ的蛋白
量上样，以ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶恒压（８０Ｖ，２０ｍｉｎ和１２０Ｖ，
５０ｍｉｎ）条件下电泳，电泳后恒流（３００ｍＡ，９０ｍｉｎ）转
膜，常温条件下封闭液（２．５ｇ奶粉溶于５０ｍＬＰＢＳＴ）
中封闭１ｈ，Ｋｃｎｎ３（１∶１０００）和Ｎａ，ＫＡＴＰａｓｅ（１∶１０００）
一抗４℃孵育过夜，ＰＢＳＴ洗膜３次（１０ｍｉｎ／次），二抗
（１∶１００００）常温孵育１ｈ，ＰＢＳＴ洗膜３次（１０ｍｉｎ／次），
ＥＣＬ法进行显影，用Ｉｍａｇｅｌａｂ进行结果分析。
１．２．５　全细胞小电导钙激活钾通道电流记录　　用
１ｍＬ０．０５％胰酶／ＥＤＴＡ溶液消化 １０ｍｍ培养皿中
１００％融合的细胞，离心后加２ｍＬ高糖完全培养基稀
释再种植在细胞爬片上，待细胞贴壁尚未形成融合即

进行ＩＫ，Ｃａ记录。
　 　 记 录 ＩＫ，Ｃａ 的 电 极 外 液：Ｎｍｅｔｈｙｌｇｌｕｃａｍｉｎｅ
１４０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ４ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２１ｍｍｏｌ／Ｌ，葡萄糖
５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨＥＰＥＳ１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨＣｌ调ｐＨ至７．４。电极
内液：Ｋｇｌｕｃｏｎａｔｅ１４４ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２１．１５ｍｍｏｌ／Ｌ，
ＥＧＴＡ５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨＥＰＥＳ１０ｍｍｏｌ／Ｌ，加入 ＣａＣｌ２至游
离钙离子浓度为３００ｎｍｏｌ／Ｌ，ＣａＣｌ２浓度由ＷＥＢＭＡＸＣ
ＳＴＡＮＤＡＲＤ计算得来（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｏｍａｐｐ．ｕｃｄｍｃ．ｕｃｄａｖｉｓ．
ｅｄｕ／ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ／ｂｅｒｓ／ｍａｘｃｈｅｌａｔｏｒ／ｗｅｂｍａｘｃ／ｗｅｂｍａｘｃＳ．
ｈｔｍ），ＫＯＨ调ｐＨ至７．２。
　　将细胞爬片平放在倒置显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＩＸ７１，日本）
上的细胞池中，加入１．５ｍＬ细胞外液并以１．５ｍＬ／ｍｉｎ
灌流。玻璃微电极由电极拉制仪器（ＢｒｏｗｎＦｌａｍｉｎｇＰ
９７，美国）分两步拉制，充灌电极内液后电阻为 ６～
８Ω，固定于推进器上通过 ＭＣ２０００控制器和 ＭＸ７６００
（Ｓｉｓｋｉｙｏｕ，美国）微操纵器保持。使用 Ｄｉｇｉｄａｔａ１４４０数
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据采集系统（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅ，美国）记录 ５ｋＨｚ低通
滤波的电流。电流信号通过 Ａｇ／ＡｇＣｌ电极引导，经由
ＡｘｏｎＰａｔｃｈ２００Ｂ放大器通过 ＡＤ／ＤＡ转换板存储于计
算机中。使用ｐＣｌａｍｐ１０．７软件发放刺激和采集信号，
并记录数据和转换图形。由Ｃｌａｍｐｆｉｔ软件对数据进行
曲线拟合以及图形绘制。

　　挑选杆状、横纹清晰、形态饱满的细胞，采用全细
胞记录膜片钳技术，记录模式为电压钳，电极顶端轻压

在细胞表面，用负压使电极与细胞表面形成高阻封接，

负压破膜并给电容及串联电阻补偿形成全细胞记录状

态，将细胞钳制在－７０ｍＶ，给予指令电位从－１００～
＋８０ｍＶ，步长２０ｍＶ，波宽为５００ｍｓ的刺激。记录到
稳定电流后，用添加蜂毒明肽的电极外液灌流细胞池

３～６ｍｉｎ后再次记录，灌流速度为 １．５ｍＬ／ｍｉｎ，药物
浓度为１００ｎｍｏｌ／Ｌ。将给药前后的电流相减获得蜂毒
明肽敏感性电流，此电流即ＩＫ，Ｃａ。记录细胞电容，电流
密度（ｐＡ／ｐＦ）＝电流（ｐＡ）／电容（ｐＦ）。实验温度在
２８～３０℃。
１．２．６　动作电位时程记录　　记录 ＡＰＤ所使用的
ＨＬ１细胞培养基在原配制基础上加入０．１ｍｍｏｌ／Ｌ去
甲肾上腺素、２ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺，细胞接种到由明胶／
纤连蛋白包裹的培养皿中，当细胞达到 ６０％～８０％融
合时进行ＡＰＤ记录。
　　记录 ＡＰＤ的电极外液：ＮａＣｌ１３８ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ
４ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２１ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣａＣｌ２２ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｎａ２Ｈ２ＰＯ４
０．３３ｍｍｏｌ／Ｌ，葡萄糖１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨＥＰＥＳ１０ｍｍｏｌ／Ｌ，
ＮａＯＨ调 ｐＨ 至 ７．４。电 极 内 液：ＡｓｐａｒｔｉｃＡｃｉｄ
１２０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ２０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＡＴＰ１ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣａＣｌ２
０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，ＥＧＴＡ５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨＥＰＥＳ１０ｍｍｏｌ／Ｌ，
Ｎａ２ＣＰ３ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＯＨ调ｐＨ至７．２。
　　挑选细胞融合度适中的细胞团块中饱满、与周围
细胞联接较好的细胞，采用全细胞记录膜片钳技术，记

录模式为电流钳。给予波长为２ｍｓ、波幅为１ｎＡ、频率
为１Ｈｚ的电流，刺激细胞产生动作电位。计算复极化
５０％和９０％时的动作电位时程，即 ＡＰＤ５０、ＡＰＤ９０。实
验温度在３０～３２℃。
１．２．７　蜂毒明肽和钙离子浓度的设定　　由于 ＳＫ
通道３种亚型对蜂毒明肽的敏感性不同，蜂毒明肽阻
断ＳＫ１（人类）的半数抑制浓度为０．７～１００．０ｎｍｏｌ／Ｌ，
对ＳＫ２（人类、大鼠、小鼠）的半数抑制浓度为 ２７～
１４０ｐｍｏｌ／Ｌ、对 ＳＫ３的 半 数 抑 制 浓 度 为 ０．６３～
１９．００ｎｍｏｌ／Ｌ。过高浓度的蜂毒明肽会对细胞造成损
伤，且研究内容主要是针对房颤 Ｋｃｎｎ３所编码的 ＳＫ３
通道电流改变，ＳＫ１通道参与房颤的可能尚未报道，因

此本实验将蜂毒明肽的浓度设定为 １００ｎｍｏｌ／Ｌ，主
要对ＳＫ２和ＳＫ３通道进行阻断。由于ＳＫ２通道在本
研究中不受影响，因此 ＩＫ，Ｃａ变化即为 ＳＫ３通道电流
变化。

　　ＳＫ通道作为一个钙离子依赖的离子通道，只有当
钙离子浓度足够时才可以产生 ＩＫ，Ｃａ，本研究中将钙离
子浓度设定为３００ｎｍｏｌ／Ｌ，既能激活 ＳＫ通道，又不至
于钙超载而干扰细胞正常的生理活动［８］。

１．２．８　记录小电导钙激活钾通道电流的电压钳模式
设置　　为了记录细胞中的 ＩＫ，Ｃａ，将细胞钳制在
－７０ｍＶ，使细胞中的瞬时外向钾电流失活。将细胞从
－１００ｍＶ钳制到０ｍＶ是对细胞进行电位去极化，激
活钙离子电流并启动细胞内肌浆网对钙离子的释放，

然后将细胞钳制至＋８０ｍＶ以增加钾离子的驱动力，
同时也减小了钙离子电流的驱动力。而且细胞外液中

不存在钠离子和钙离子，在这个过程中可以记录到非

时间依赖性的内向整流钾电流，在减去使用蜂毒明肽

对ＩＫ，Ｃａ进行特异性阻断记录到的非时间依赖性内向
整流钾电流后，得到实验所需要的ＩＫ，Ｃａ

［８］。

１．３　统计学分析
　　所有实验至少重复３次，数据均服从正态分布，以
珋ｘ±ｓ表示，２组间比较采用独立样本ｔ检验，３组间比较
采用单因素方差分析，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　环状 ＲＮＡｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９过表达和干扰心
肌细胞模型的构建

　　获得环状 ＲＮＡｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９过表达和干扰
的ＨＬ１心肌细胞模型后，通过 ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍｍｕ＿
ｃｉｒｃ＿０００５０１９的表达水平。ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９过表达
细胞中 ｃｉｒｃＲＮＡ水平显著高于对照组（Ｐ＜０．０５，
图１Ａ）。ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９干扰细胞中ｃｉｒｃＲＮＡ水平
显著低于对照组（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ）。
２．２　Ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９促进Ｋｃｎｎ３表达
　　在ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９过表达和干扰的ＨＬ１心肌
细胞模型中，通过 ＲＴｑＰＣＲ检测 Ｋｃｎｎ３的表达水平，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞膜上 Ｋｃｎｎ３编码的通道蛋白表
达水平。ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９过表达细胞中 Ｋｃｎｎ３的
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著高于对照组（Ｐ＜０．０５，
图２）。ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９干扰细胞中 Ｋｃｎｎ３的
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著低于对照组（Ｐ＜０．０５，
图２）。结果表明，ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９可能通过促进
Ｋｃｎｎ３表达进而影响心肌细胞的功能特性。

３０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＥＶ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＮＣ组比较
Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９过表达后 ｃｉｒｃＲＮＡ的
表达；Ｂ：ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９敲减后
ｃｉｒｃＲＮＡ的表达

图１　ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９过表达和干扰心肌细胞模型构建

２．３　Ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９增强 ＨＬ１细胞的小电导钙
激活钾通道电流

　　在过表达 ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９的 ＨＬ１细胞模型
中，用膜片钳检测 ＩＫ，Ｃａ，电流图形呈现明显的增宽，提
示ＩＫ，Ｃａ相比空质粒组显著增加，过表达 ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿
０００５０１９对 ＩＫ，Ｃａ有促进的作用；在干扰 ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿
０００５０１９的ＨＬ１细胞模型中得到的 ＩＫ，Ｃａ电流图形呈
现明显的压缩，提示ＩＫ，Ｃａ比对照组显著减小，干扰

ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９对 ＩＫ，Ｃａ有抑制作用（图 ３）。由于
每个细胞表面积和体积存在一定的差异，通过计算细

胞ＩＫ，Ｃａ的电流密度来比较 ＩＫ，Ｃａ，电流密度（ｐＡ／ｐＦ）＝
电流（ｐＡ）／电容（ｐＦ），计算得到－１００～８０ｍＶ的 ＩＫ，Ｃａ
电流密度数值如表３、４所示。绘制每个电压对应下细
胞的电流密度，即电流密度电压（ＩＶ）关系曲线。过
表达ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９后电流密度显著增加，干扰
ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９后 ＩＫ，Ｃａ电流密度显著减小（Ｐ＜
０．０５，图４）。结果表明，ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９促进
Ｋｃｎｎ３表达后通过增强ＳＫ３通道功能产生更大的ＩＫ，Ｃａ
进而影响心肌细胞电活动。

表３　过表达ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９的ＩＫ，Ｃａ电流密度 （ｐＡ／ｐＦ，珋ｘ±ｓ）

电压／（ｍＶ） ＥＶ组 ＯＥ组 Ｐ值
－１００ －９．８６±１．０７ －１８．７６±２．１０ ０．００３
－８０ －７．７５±０．５８ －１５．３８±２．０３ ０．００３
－６０ －５．３７±０．０４ －１０．８９±０．８９ ＜０．００１
－４０ －３．１４±０．３０ －６．４０±０．８１ ０．００３
－２０ －０．７６±０．２４ －１．６５±０．２７ ０．０１３
０ １．４１±０．２２ ２．０５±０．１４ ０．０１３
２０ ３．５３±０．２８ ６．６４±０．４６ ０．００１
４０ ５．６９±０．４９ １０．４０±０．７２ ０．００１
６０ ８．０８±０．２９ １４．４９±０．４６ ＜０．００１
８０ １０．４２±０．０１ １８．２２±０．３０ ＜０．００１
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Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９过表达后Ｋｃｎｎ３的ｍＲＮＡ表达水平；Ｂ：ＲＴｑＰＣＲ检测ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９敲减后Ｋｃｎｎ３的
ｍＲＮＡ表达水平；Ｃ、Ｄ：Ｋｃｎｎ３蛋白表达水平；Ｅ、Ｆ：Ｋｃｎｎ３蛋白表达相对灰度值的量化分析

图２　ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９对ＨＬ１心肌细胞Ｋｃｎｎ３表达水平的影响

４０１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



表４　干扰ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９的ＩＫ，Ｃａ电流密度 （ｐＡ／ｐＦ，珋ｘ±ｓ）

电压／（ｍＶ） ＮＣ组 ｓｉ１组 Ｐ值 ｓｉ３组 Ｐ值
－１００ －９．８５±０．４６ －５．２３±０．３９ ＜０．００１ －４．６９±０．５７ ＜０．００１
－８０ －８．０８±０．４５ －４．３４±０．６８ ＜０．００１ －３．５５±０．１７ ＜０．００１
－６０ －５．６８±０．６７ －３．００±０．８２ ０．００３ －２．４９±０．０８ ０．００１
－４０ －３．６０±０．３３ －１．８７±０．６７ ０．００６ －１．５８±０．２６ ０．００３
－２０ －０．９５±０．４７ －０．４２±０．０９ ０．１１３ －０．４５±０．１６ ０．１４０
０ １．２２±０．６７ １．００±０．２９ ０．７８７ ０．６３±０．２２ ０．２５２
２０ ３．４７±０．４１ ２．２９±０．５３ ０．０２３ １．２９±０．２５ ０．００１
４０ ５．６０±０．５６ ３．４３±０．２５ ０．００１ ２．６３±０．３９ ＜０．００１
６０ ７．８８±０．４７ ４．３７±０．２６ ＜０．００１ ３．７２±０．０５ ＜０．００１
８０ １０．１５±０．２９ ５．０９±０．１９ ＜０．００１ ５．０７±０．１２ ＜０．００１
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图４　ＨＬ１细胞ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９稳定过表达和干扰后ＩＫ，Ｃａ电流密度电压（ＩＶ）关系曲线
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２．４　Ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９缩短 ＨＬ１细胞的动作电位
时程

　　在ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９过表达和干扰的ＨＬ１细胞
模型中，用膜片钳的电流钳模式检测、记录细胞的动作

电位时程。在ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９作用下，动作电位的
形状发生变化，记录得到过表达组的 ＡＰＤ５０为（３．９２±
０．０５）ｍｓ，对比空质粒组的 ＡＰＤ５０［（４．４５±０．０６）ｍｓ］
显著缩短；记录得到过表达组的 ＡＰＤ９０为（５．９２±
０．１１）ｍｓ，对比空质粒组的 ＡＰＤ９０［（８．１３±０．０６）ｍｓ］
显著缩短（Ｐ＜０．０５，图 ５、６）。记录得到 ｓｉ１组的

ＡＰＤ５０为（５．４４±０．１０）ｍｓ，ｓｉ３组的 ＡＰＤ５０为（５．７５±
０．１０）ｍｓ，与ＮＣ组的ＡＰＤ５０［（４．５０±０．０６）ｍｓ］相比显
著延长；记录得到ｓｉ１组的ＡＰＤ９０为（１１．４８±０．１７）ｍｓ，
ｓｉ３组的 ＡＰＤ９０为（１２．６３±０．３７）ｍｓ，与 ＮＣ组的
ＡＰＤ９０［（８．００±０．０５）ｍｓ］相比显著延长（Ｐ＜０．０５，
图５、６）。结果表明，ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９可能通过加快
心肌细胞动作电位中的复极化缩短动作电位时程，从

而促使心肌细胞具备触发和维持房颤的电重构生理

基础。
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Ａ：空质粒组；Ｂ：过表达组；Ｃ：对照组；Ｄ：干扰组

图５　ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９对ＨＬ１心肌细胞动作电位的影响
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＥＶ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＮＣ组比较
Ａ：过表达ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９记录复极化 ５０％和 ９０％的动作电位时程分别记录为 ＡＰＤ５０和 ＡＰＤ９０；Ｂ：干扰 ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿
０００５０１９记录得到ＡＰＤ５０和ＡＰＤ９０

图６　ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９对ＨＬ１细胞动作电位时程的影响
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３　讨论

　　本研究发现 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００９９７３４的小鼠同源环状
ＲＮＡｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９可以影响 Ｋｃｎｎ３的表达并影
响心肌细胞的电生理特性。过表达 ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿
０００５０１９使ＩＫ，Ｃａ电流密度显著增加，ＡＰＤ５０、ＡＰＤ９０显
著缩短；干扰ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９使ＩＫ，Ｃａ电流密度显著
减小，ＡＰＤ５０、ＡＰＤ９０显著延长。
　　房颤发生和维持机制包括结构重构和电重构，电
重构主要表现为窦性心律被异常起搏代替，心房肌

ＡＰＤ以及ＥＲＰ缩短［９］，而缩短的心房肌 ＡＰＤ和 ＥＲＰ
加快了动作电位的再入，促进了房颤的发生和发展。

ＳＫ通道是钙离子激活钾电流通道家族中唯一在心肌
细胞膜上表达，对心脏电生理活动和心脏动作电位形

态产生影响的钙离子激活钾电流通道［１０］。有研究表

明，在持续性房颤患者的心房肌组织中，ＳＫ电流密度
增加［１１］。此外，过表达 ＳＫ３小鼠模型的心房肌细胞
ＡＰＤ显著缩短，发生房性心律失常的概率增加，但在
野生型小鼠中无法成功诱导［１２］。因此，本研究发现

ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９过表达可促进小鼠心肌细胞 ＳＫ３
通道的编码基因Ｋｃｎｎ３表达，进而使ＩＫ，Ｃａ电流密度增
加、ＡＰＤ缩短，提示其在房颤的发生中可能起到了促
进作用。

　　ＣｉｒｃＲＮＡ不易降解且表达稳定，在体内分布广泛
且具有组织特异性，在基因的表达调控中发挥重要作

用。目前已发现 ｃｉｒｃＲＮＡ在多种心血管疾病的发生、
发展中起着重要作用。有研究发现 ｍｍｕ＿ｃｉｒｃＲＮＡ＿
０００２０３可消除ｍｉＲ２６ｂ５ｐ在心脏成纤维细胞中的抗
纤维化作用，促进 Ｇａｔａ４表达而加重心肌肥大［１３］。

ｃｉｒｃＮｌｇｎ通过上调Ｇａｄｄ４５ｂ、Ｓｅｍａ４Ｃ和 ＲＡＤ５０并激活
ｐ３８和ｐＪＮＫ从而促进心脏纤维化，而沉默 ｃｉｒｃＮｌｇｎ能
够降低阿霉素对心脏细胞活性的影响，抑制阿霉素诱

导的心肌纤维化相关分子表达［１４］。ｃｉｒｃＲＮＡＭＦＡＣＲ
可通过吸附 ｍｉＲ６５２３ｐ而下调 ＭＴＰ１８的表达，从而
抑制心肌梗死后的心肌细胞凋亡；将 ｃｉｒｃＲＮＡＨＲＣＲ
的腺病毒载体注射到异丙肾上腺素诱导的心肌肥厚

小鼠体内，可以减弱心肌肥厚，改善心脏功能［５］。目

前 ｃｉｒｃＲＮＡ对电生理方面的影响较少报道，过表达
ｈｓａ＿ｃｉｒｃＮＦＸＬ１＿００９可以促进人肺动脉平滑肌细胞
全细胞钾电流增加，被认为是肺动脉高压的潜在治

疗靶点［１５］。

　　由于ｃｉｒｃＲＮＡ的稳定性、保守性和在体液中的高
丰度，ｃｉｒｃＲＮＡｓ被认为是包括心血管疾病在内的多种

疾病的潜在生物标志物［１６］。通过对冠心病患者外周

血检测，确定ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０１２４６４４可作为诊断冠心病的
生物标志物；ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００６２９６０在心力衰竭（ｈｅａｒｔ
ｆａｉｌｕｒｅ，ＨＦ）患者血浆中的表达水平显著高于对照，被
认为是潜在的诊断生物标志物［１７］。对高血压患者血

浆ｃｉｒｃＲＮＡ表达谱进行生物信息学分析，发现ｈｓａ＿ｃｉｒｃ
＿０００５８７０、ｈｓａｃｉｒｃ０００５８７０、ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００３７９１１和 ｈｓａ＿
ｃｉｒｃ＿００１４２４３可能作为诊断高血压的生物标志物［１８］。

　　在生命体中，ｃｉｒｃＲＮＡ通过调节转录活动、调控剪
切位点、作为蛋白和ｍｉＲＮＡ的分子海绵以及翻译蛋白
质等来影响细胞内活动［４］，本研究中 ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿
０００５０１９可能作为 ｍｉＲ４９９５ｐ的分子海绵，竞争性吸
附 ｍｉＲ４９９５ｐ，从而调控下游靶基因 Ｋｃｎｎ３的表
达［１９］。ＱＩ等［２０］在房颤的动物模型中发现 ＳＫ２、ＳＫ３
活动加快，ＩＫ，Ｃａ增加，证实 ＳＫ３通道参与了心房电重
构；ＬＩＵ等［２１］发现阻断或敲除ＳＫ通道可以减小 ＩＫ，Ｃａ，
进而会改变心房肌细胞动作电位的终末期形态，延长

ＡＰＤ和ＥＲＰ，从而预防或终止房颤发作。ＳＫ３通道作
为心脏电生理活动中的重要组成部分，参与房颤的发

生、发展。此外，２个大型全基因组关联研究发现，
ＫＣＮＮ３作为ＳＫ３通道的编码基因，其基因位点多态性
与房颤发病风险显著相关，在小鼠体内过表达 Ｋｃｎｎ３，
导致心源性猝死和房性心律失常的风险增加［２２］。

　　房颤经典的治疗方法包括药物治疗、射频消融以
及电复律。在临床实践中，通常首选药物治疗，即抗心

律失常药物。临床上抗心律失常药物除 β受体阻滞
剂外，其他三类都是针对心脏离子通道的药物，但是绝

大多数抗心律失常药物都缺乏特异性，并存在较多不

良反应，尤其是有潜在的促心律失常作用，可能使心律

失常进一步恶化或促发致命的室性心律失常［２３］。针

对药物治疗效果不佳的患者，目前主要采用房颤导管

消融手术治疗，但是导管消融术后复发率较高，术后

１年复发率为３０％～４０％。目前房颤药物治疗的开发
主要集中于通过提高心房特异性来提高安全性，由于

既往研究没有发现ＳＫ电流对心室的动作电位有实质
性影响，因此抑制 ＳＫ电流可能作为未来治疗房颤的
抗心律失常药物的潜在特异性靶点［２４］。ＳＫ通道阻滞
剂在动物模型中表现出明显的抗心律失常作用，有

研究建立了猪房颤模型，发现应用 ＳＫ通道阻滞剂可
以转复房颤，并有效防止了房颤的复发，而运用 ＩＫｕｒ
阻滞剂维纳卡兰治疗的效果欠佳，提示 ＳＫ通道阻滞
剂在房颤治疗中的巨大应用前景［２５］。目前，在眼科

疾病 的 新 药 研 发 中，ｓｉＲＮＡ和 反 义 寡 核 苷 酸
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（ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＡＳＯ）疗法已经完成体外和
动物研究，现已进入临床试验阶段，因此针对 ｓｉＲＮＡ
和ＡＳＯ开发新型药物极具临床转化潜力［２６］。本研究

表明干扰ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９有着阻断ＳＫ电流的显著
作用，提示其可能作为未来开发房颤新型药物的潜在

靶点。

　　虽然本研究探索了ｃｉｒｃＲＮＡ在心肌细胞电生理中
的作用，但仍存在一定局限性。首先，由于受到种属的

限制，本研究的结论外推到人存在局限性，因此下一步

需要构建人源心肌细胞模型，验证 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００９９７３４
对于心脏电重构的影响。其次，本研究仅在小鼠心肌

细胞中开展了体外细胞生物学实验，下一步还需要构

建小鼠房颤动物模型，进行体内实验验证 ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿
０００５０１９的促房颤效应。
　　综上所述，环状 ＲＮＡｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００９９７３４的小鼠同
源ｃｉｒｃＲＮＡｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９能够改变 Ｋｃｎｎ３的表
达量并影响心肌细胞ＩＫ，Ｃａ和ＡＰＤ，可能在房颤发生中
起到促进作用。干扰ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１９可以抑制 ＳＫ
电流，可能成为治疗房颤的潜在靶点。
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