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　　［摘要］　目的　探讨主动脉弓缩窄（ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅａｏｒｔｉｃｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ，ＴＡＣ）诱导的小鼠衰竭心肌中
ｍｉＲ６６９ａ５ｐ的表达变化，并进一步研究ｍｉＲ６６９ａ５ｐ对心力衰竭小鼠的作用及可能机制。方法　将２４只
小鼠按随机数字表法分为假手术组（Ｓｈａｍ组，ｎ＝８）和手术组（ｎ＝１６，建立 ＴＡＣ心力衰竭模型）。ＴＡＣ
术后第４周将手术组随机分为模型组（ＴＡＣ组，ｎ＝８）及ｍｉＲ６６９ａ５ｐａｇｏｍｉｒ组（Ａｇｏｍｉｒ组，ｎ＝８），Ｓｈａｍ组、
ＴＡＣ组及Ａｇｏｍｉｒ组连续４周尾静脉分别注射生理盐水、ａｇｏｍｉｒ阴性对照试剂及 ａｇｏｍｉｒ试剂，２次／周。
第８周行超声心动图评估各组小鼠心功能；ＨＥ、天狼星红及ＷＧＡ免疫荧光染色观察小鼠心肌组织病理
学变化。ＲＴｑＰＣＲ检测小鼠心肌组织 ｍｉＲ６６９ａ５ｐ及氧化磷酸化相关基因（ＮＤ１、ＮＤ２、ＮＤＵＦＡ４、
ＡＴＰ５Ｏ）的表达。ＡＴＰ检测试剂盒检测各组心肌组织 ＡＴＰ浓度。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测心肌组织 ｐＡＭＰＫ、
ＡＭＰＫ、ＰＧＣ１α蛋白表达水平变化。结果　与Ｓｈａｍ组比较，ＴＡＣ组小鼠心肌ｍｉＲ６６９ａ５ｐ表达显著减
少（Ｐ＜０．０５）。超声检测结果显示：Ａｇｏｍｉｒ组小鼠心脏射血能力、收缩与舒张功能较 ＴＡＣ组明显改善
（Ｐ＜０．０５）。组织切片染色显示：与ＴＡＣ组比较，Ａｇｏｍｉｒ组可见心肌细胞排列紊乱、心肌纤维化及心肌
细胞横截面积等有明显改善（Ｐ＜０．０５）。与 ＴＡＣ组比较，Ａｇｏｍｉｒ组 ＡＴＰ水平较 ＴＡＣ组明显升高（Ｐ＜
０．０５），且ＮＤ１、ＮＤ２、ＮＤＵＦＡ４、ＡＴＰ５Ｏ基因相对表达量均显著升高（Ｐ＜０．０５）。Ａｇｏｍｉｒ组小鼠心肌组织
ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ、ＰＧＣ１α蛋白水平表达较ＴＡＣ组显著增加（Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲ６６９ａ５ｐ可以显著改
善主动脉弓缩窄诱导的心力衰竭小鼠心功能及心室重构，其机制可能是通过调控 ＡＭＰＫ／ＰＧＣ１α信号
通路进而改善小鼠心肌细胞能量代谢。
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　　心力衰竭是因心脏泵血功能不足而引起的临床综
合征，是多种心血管疾病发展的终末阶段。在全球范

围内，心力衰竭的住院率以及死亡率日益升高。心脏

是一个需要高能量的器官，并且必须持续以高速率产

生ＡＴＰ来维持舒张与收缩功能，超过 ９５％的 ＡＴＰ主
要产生于线粒体的氧化磷酸化。有学者将心力衰竭比

作没有燃料的发动机，认为心力衰竭的特征是能量代

谢的改变导致能量产生不足，其中包括心肌底物利用

的改变、氧化磷酸化改变以及高能磷酸盐代谢的改变，

进一步促进心力衰竭的进展［１－４］。因此靶向能量代谢

使治疗心力衰竭成为一种可能［５］。

　　腺苷酸活化蛋白激酶（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）是真核生物体内的保
守的丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，可以通过感知胞内
ＡＴＰ／ＡＭＰ比值来调节能量代谢［６］。过氧化物酶体增殖

物激活受体γ共激活因子１α（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ
ａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ１ａｌｐｈａ，ＰＧＣ１α）可以调
节线粒体生物发生和线粒体能量代谢，而 ＰＧＣ１α能
够受到能量感受器 ＡＭＰＫ的调节，并且磷酸化的
ＡＭＰＫ可激活ＰＧＣ１α［７］。因此ＡＭＰＫ／ＰＧＣ１α在能量
代谢中发挥着重要的作用［８］。

　　微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一类内源性单链
小非编码ＲＮＡ分子，长度约为２２个核苷酸。越来越
多的研究表明 ｍｉＲＮＡ在心血管疾病中发挥重要的作

用，参与调控各种心血管疾病的发生与发展［９－１１］。已

有研究报道ｍｉＲ６６９ａ５ｐ对扩张型心肌病小鼠的心功
能不全具有改善作用，但ｍｉＲ６６９ａ５ｐ在心力衰竭中对
心功能的作用及机制目前尚不清楚。本研究拟通过主

动脉弓缩窄建立心力衰竭小鼠模型，探讨 ｍｉＲ６６９ａ５ｐ
在心力衰竭的表达以及对心力衰竭能量代谢的影响，

并进一步研究其可能机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　８～１０周龄 Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠，体质量２２～２５ｇ，
由四川大学华西医院病理研究室提供，在实验进行前

适应性喂养１周，自由进水进食，１２／１２ｈ明暗交替照
明，严格按照ＳＰＦ级饲养条件进行喂养。
１．２　主要实验试剂
　　异氟烷购自深圳瑞沃德公司；ｍｉＲ６６９ａ５ｐａｇｏｍｉｒ
及ａｇｏｍｉｒ阴性对照试剂、Ｕ６及 ｍｉＲ６６９ａ５ｐＲＴｑＰＣＲ
引物购自广州市锐博生物科技公司；ＨＥ染色试剂盒、
天狼星红染色试剂盒购自贝索生物技术公司；ＷＧＡ荧
光抗体购自美国 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；增强型三磷酸
腺苷（ＡＴＰ）检测试剂盒、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒购
自上海碧云天生物技术公司；ｍｉＲＮｅａｓｙ提取试剂盒购
自德国ＱＩＡＧＥＮ公司；反转录试剂盒、ＳＹＢＲＱＰＣＲ试剂
盒购自南京诺唯赞生物科技公司；ＡＭＰＫ抗体购自成都
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正能公司，ＰＧＣ１α抗体购自华安生物公司，ｐＡＭＰＫ、
ＧＡＰＤＨ抗体购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。
１．３　实验模型建立及分组给药方式
１．３．１　建立主动脉弓缩窄模型　　按照随机数字表法
将２４只Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠分为假手术组（Ｓｈａｍ组，ｎ＝
８）和手术组（ｎ＝１６）。采用３％异氟烷＋１Ｌ／ｍｉｎ氧气
流量对小鼠进行诱导麻醉，将小鼠以头朝向术者、仰卧

位固定于恒温加热垫上，改用 １．５％异氟烷＋１Ｌ／ｍｉｎ
氧气流量进行小鼠维持麻醉。手术区域脱毛后消毒，

显微镜下从胸骨上窝正中线剪开胸骨至第二肋骨，约

５ｍｍ，牵拉两侧胸骨暴露并分离胸腺，显露出主动脉
弓。将２７Ｇ钝针（直径０．４ｍｍ）平行地置于主动脉弓
上，使用６０丝线结扎主动脉弓后缓慢拔出针头。观
察到右侧颈总动脉搏动明显大于左侧颈总动脉示为结

扎成功。确认无出血后，关胸，逐层缝合。Ｓｈａｍ组小
鼠开胸后同样操作，但不结扎主动脉弓。

１．３．２　给药方式　　于 ＴＡＣ术后第 ４周，将手术组
再次随机分为模型组（ＴＡＣ组，ｎ＝８）及 ｍｉＲ６６９ａ５ｐ
ａｇｏｍｉｒ组（Ａｇｏｍｉｒ组，ｎ＝８）。Ａｇｏｍｉｒ组及ＴＡＣ组分别
尾静脉注射ｍｉＲ６６９ａ５ｐａｇｏｍｉｒ及ａｇｏｍｉｒ阴性对照试
剂５ｎｍｏｌ／次（溶于１００μＬ生理盐水），Ｓｈａｍ组尾静脉
注射同剂量生理盐水，每周２次，连续４周。
１．４　检测方法
１．４．１　小鼠超声心动图　　ＴＡＣ术后第８周，进行小
鼠超声心动图检测。使用２％异氟烷＋１Ｌ／ｍｉｎ氧气流
量对小鼠进行全身麻醉，仰卧位固定于操作台，胸部备

皮。于胸骨旁左心室长轴切面采集二维和 Ｍ型超声
图像，测量反映心功能的指标：左心室收缩末内径（ｌｅｆｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｎｄｓｙｓｔｏｌｉｃｄｉａｍｅｔｅｒ，ＬＶＩＤｓ）、左心室舒张末
内径（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｎｄｄｉａｓｔｏｌｉｃｄｉａｍｅｔｅｒ，ＬＶＩＤｄ）、左
心室后壁舒张末厚度 （ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｐｏｓｔｅｒｉｏｒｗａｌｌ
ｅｎｄｄｉａｓｔｏｌｉｃｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，ＬＶＰＷｄ）、射血分数（ｅｊｅｃｔｉｏｎ
ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＥＦ）及左心室短轴缩短率（ｆｒａｃｔｉｏｎａｌｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ
ｒａｔｅ，ＦＳ）等。
１．４．２　心脏大体观以及心脏质量与体质量比值　　
小鼠超声心动图测量后，称取并记录小鼠体质量。麻

醉后处死小鼠，完整取出心脏后拍照并称取量。计算

并记录心脏质量（ｍｇ）／体质量（ｇ）。
１．４．３　心脏组织病理学分析　　将心肌组织中段浸
泡在１０％中性福尔马林 ４８ｈ，石蜡包埋后并做 ４μｍ
厚度连续切片。脱蜡后，行 ＨＥ染色镜下观察心肌细
胞形态及其排列，天狼星红染色观察心肌纤维化，

ＷＧＡ免疫荧光染色（抗体浓度１∶５００）观察心肌细胞

横截面积。

１．４．４　心肌组织ＡＴＰ水平　　根据试剂盒说明书进
行操作，以２０ｍｇ心肌组织／２００μＬ裂解液的比例，称取
心肌组织并加入相应体积的裂解液，充分匀浆并裂解后

离心，将上清液置于冰上保存用于后续操作。待测孔加

入１００μＬＡＴＰ工作液（１∶４稀释ＡＴＰ检测试剂），室温
放置３～５ｍｉｎ。每孔分别加入５０μＬ样品或适当浓度
的标准品，混匀后测定 ＲＬＵ值，根据标准曲线计算样
品中ＡＴＰ浓度。余下的样品使用 ＢＣＡ蛋白浓度检测
试剂盒检测蛋白浓度，将ＡＴＰ浓度换算成ｎｍｏｌ／ｍｇ。
１．４．５　ＲＴｑＰＣＲ检测　　根据 ＲＮＡ提取试剂盒说
明书，称取１０ｍｇ心肌组织提取含 ｍｉＲＮＡ的总 ＲＮＡ。
根据 ｍｉＲＮＡ茎环法反转录试剂盒说明书以 Ｕ６为内
参，将Ｕ６和 ｍｉＲ６６９ａ５ｐ分别反转录为相应的 ｃＤＮＡ
（４２℃ ２ｍｉｎ；２５℃ ５ｍｉｎ→５０℃ １５ｍｉｎ→８５℃
５ｍｉｎ）后再进行４０个循环ｑＰＣＲ检测（９５℃ ５ｍｉｎ→
９５℃ １０ｓ→６０℃ ３０ｓ）。提取的总ＲＮＡ根据试剂盒
说明书反转录为 ｃＤＮＡ（４２℃ ２ｍｉｎ；３７℃ １５ｍｉｎ→
８５℃ ５ｓ）后再进行４０个循环ｑＰＣＲ检测（９５℃ ３０ｓ
→９５℃ １０ｓ→６０℃ ３０ｓ）。运用２－ΔΔＣｔ对结果量化并
进行统计分析。具体引物序列见表１。

表１　ＲＴｑＰＣＲ引物序列

基因 序列（５′→３′）

ＮＤ１
正义：ＣＣＣＡＴＴＣＴＡＡＴＣＧＣＣＡＴＡＧＣＣＴＴＣＣ

反义：ＴＧＣＣＧＴＡＴＧＧＡＣＣＡＡＣＡＡＴＧＴＴＡＧＧ

ＮＤ２
正义：ＧＧＧＣＡＴＧＡＧＧＡＧＧＡＣＴＴＡＡＣＣＡＡＡＣ

反义：ＴＧＡＧＧＴＴＧＡＧＴＡＧＡＧＴＧＡＧＧＧＡＴＧＧ

ＮＤＵＦＡ４
正义：ＡＡＡＣＡＴＧＣＴＣＣＧＣＣＡＧＡＴＣＣ

反义：ＧＴＧＣＣＡＡＧＣＧＣＡＴＣＡＣＡＴＡＣ

ＡＴＰ５Ｏ
正义：ＴＧＴＴＣＡＧＧＴＣＴＡＣＧＧＣＡＴＣＧ

反义：ＧＧＴＧＣＧＣＴＴＧＡＴＧＴＡＧＧＧＡＴ

ＲＰＳ１１
正义：ＡＧＡＴＧＡＡＧＡＴＧＣＡＧＡＧＧＡＣＣＡＴＴ

反义：ＧＡＣＧＣＴＴＣＴＣＡＡＡＧＣＧＡＴＴＧＴ

１．４．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　称取小鼠心肌组织后加
入ＲＩＰＡ裂解液，充分匀浆，冰上裂解离心后，取上清。
用ＢＣＡ法测定样品蛋白浓度。根据剩余上清液体积
加入５×蛋白上样缓冲液，充分混匀后煮沸变性。使用
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，在冰浴条件下将蛋白印迹转印至
ＰＶＤＦ膜上。５％脱脂牛奶室温封闭 ２ｈ后，一抗
ＧＡＰＤＨ（１∶１０００）、ＡＭＰＫ（１∶５００）、ｐＡＭＰＫ（１∶１０００）、
ＰＧＣ１α（１∶１０００）４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ洗膜后加入兔
二抗（１∶５０００）室温孵育 １ｈ，ＴＢＳＴ洗膜。配制 ＥＣＬ
化学发光液，凝胶成像仪曝光。采用ＩｍａｇｅＪ软件分析
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条带灰度值。

１．５　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０软件进行分析。数据以 珋ｘ
±ｓ表示，两组间数据比较采用独立样本ｔ检验，多组间
数据比较采用单因素方差分析。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　小鼠心功能超声心动图检查结果
　　予以 ｍｉＲ６６９ａ５ｐａｇｏｍｉｒ输注后第 ４周（即主动
脉弓缩窄术后第 ８周），超声心动图检测各组小鼠心
功能。结果显示：与 Ｓｈａｍ组小鼠比较，ＴＡＣ组小鼠
ＥＦ及ＦＳ明显下降（Ｐ＜０．０５，表 ２），ＬＶＩＤｓ、ＬＶＩＤｄ、
ＬＶＰＷｄ明显增大（Ｐ＜０．０５，表２），提示主动脉弓缩窄
手术成功并且导致小鼠心功能明显恶化。而与ＴＡＣ组
比较，Ａｇｏｍｉｒ组的ＥＦ及ＦＳ明显升高（Ｐ＜０．０５，表２），
ＬＶＩＤｄ、ＬＶＩＤｓ及 ＬＶＰＷｄ明显减少（Ｐ＜０．０５，表 ２）。
提示体内过表达ｍｉＲ６６９ａ５ｐ可以改善主动脉弓缩窄
诱导的小鼠收缩与舒张功能障碍。

２．２　小鼠衰竭心肌组织中ｍｉＲ６６９ａ５ｐ的表达
　　ＲＴｑＰＣＲ检测小鼠心肌组织ｍｉＲ６６９ａ５ｐ的相对表
达量。结果显示，与Ｓｈａｍ组比较，ＴＡＣ组的ｍｉＲ６６９ａ５ｐ
表达水平显著下降（Ｐ＜０．０５，图 １）。此结果提示：在
主动脉弓缩窄诱导的心力衰竭小鼠中，心肌组织

ｍｉＲ６６９ａ５ｐ的表达明显减少。
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图１　ｍｉＲ６６９ａ５ｐ在小鼠衰竭心肌组织中的表达（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

２．３　小鼠心脏大体观察
　　与Ｓｈａｍ组比较，ＴＡＣ组小鼠心脏大体外观明显
增大，且心脏质量与体质量的比值显著增加（Ｐ＜０．０５，
图２）；而Ａｇｏｍｉｒ组心脏大体外观以及心脏质量与体
质量比值较 ＴＡＣ组明显改善，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，图２）。
２．４　小鼠心脏组织病理学分析
　　显微镜下切片染色结果显示：与 Ｓｈａｍ组小鼠比
较，ＴＡＣ组小鼠表现为显著的心肌细胞排列紊乱、
心肌纤维化及心肌细胞横截面积显著增加；而与 ＴＡＣ
组比较，Ａｇｏｍｉｒ组可明显改善心肌细胞排列紊乱、
心肌纤维化及心肌细胞横截面积（Ｐ＜０．０５，图３）。提
示ｍｉＲ６６９ａ５ｐ可明显改善主动脉弓缩窄诱导的心室
重塑。

表２　 ｍｉＲ６６９ａ５ｐ对心力衰竭小鼠的心功能影响（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

组别 ＬＶＩＤｄ／ｍｍ ＬＶＩＤｓ／ｍｍ ＬＶＰＷｄ／ｍｍ ＥＦ／％ ＦＳ／％

Ｓｈａｍ组 ３．１８１±０．２９ ２．０１０±０．２４ ０．８２０８±０．１０ ６８．１６±４．５３ ３７．０４±３．４０

ＴＡＣ组 ３．９２５±０．１７ａ ３．２４９±０．１９ａ ０．９９１４±０．０９ａ ３９．０３±４．３３ａ １８．６４±２．３３ａ

Ａｇｏｍｉｒ组 ３．５３４±０．３６ｂ ２．６８１±０．４８ａｂ ０．８２２４±０．０７ｂ ５１．８８±８．４８ａｂ ２６．２０±４．９５ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＴＡＣ组比较
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Ａ：各组心脏大体外观；Ｂ：各组心脏质量／体质量比值（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＴＡＣ
组比较

图２　各组小鼠心脏大体外观及心脏质量与体质量比值分析
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ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＴＡＣ组比较
Ａ：各组小鼠心肌组织病理学观察；Ｂ：各组心肌纤维化面积；Ｃ：各组心肌细胞横截面积比较

图３　各组小鼠心脏病理切片染色结果（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

２．５　小鼠心肌组织ＡＴＰ水平比较
　　与 Ｓｈａｍ组比较，ＴＡＣ组心肌组织 ＡＴＰ水平显著
下降（Ｐ＜０．０５）；与 ＴＡＣ组比较，Ａｇｏｍｉｒ组 ＡＴＰ水平
明显升高（Ｐ＜０．０５，图４），表明ｍｉＲ６６９ａ５ｐ可改善主
动脉弓缩窄诱导的衰竭心肌组织ＡＴＰ含量。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＴＡＣ组比较

图４　各组小鼠心肌组织ＡＴＰ含量（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

２．６　小鼠心肌组织氧化磷酸化相关基因的相对表达
　　与Ｓｈａｍ组比较，ＴＡＣ组中与氧化磷酸化有关的
ＮＡＤＨ脱氢酶亚基 １（ＮＡＤＨｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ１，
ＮＤ１）、ＮＡＤＨ脱氢酶亚基 ２（ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ
ｓｕｂｕｎｉｔ２，ＮＤ２）、ＮＡＤＨ脱氢酶１α亚复合物４（ＮＡＤＨ
Ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ１ａｌｐｈａｓｕｂｃｏｍｐｌｅｘ４，ＮＤＵＦＡ４）、ＡＴＰ
合酶亚基Ｏ（ＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅｓｕｂｕｎｉｔＯ，ＡＴＰ５Ｏ）基因

ｍＲＮＡ相对表达量均明显下降（Ｐ＜０．０５）；与 ＴＡＣ组
比较，Ａｇｏｍｉｒ组中 ＮＤ１、ＮＤ２、ＮＤＵＦＡ４、ＡＴＰ５Ｏ基因
ｍＲＮＡ相对表达量均显著升高（Ｐ＜０．０５，图 ５），表明
补充ｍｉＲ６６９ａ５ｐ可增加氧化磷酸化相关亚基的表达。
２．７　小鼠心肌组织 ＡＭＰＫ／ＰＧＣ１α信号通路蛋白表

达水平

　　与Ｓｈａｍ对比，ＴＡＣ组小鼠心肌组织中 ｐＡＭＰＫ／
ＡＭＰＫ、ＰＧＣ１α蛋白水平表达明显降低（Ｐ＜０．０５，图６）；
与 ＴＡＣ组比较，Ａｇｏｍｉｒ组小鼠心肌组织 ｐＡＭＰＫ／
ＡＭＰＫ、ＰＧＣ１α蛋白水平表达显著增加（Ｐ＜０．０５，图６）。
提示输注ｍｉＲ６６９ａ５ｐ后可激活ＡＭＰＫ／ＰＧＣ１α通路。

３　讨论

　　随着全球人口老龄化，心力衰竭的发病率也日益
增加，而随之带来的就是死亡率的增加以及巨大的经

济压力，因而探寻治疗心力衰竭的方法尤为重要。越

来越多的学者认为心力衰竭是能量代谢不足的表现，

所以改善衰竭心肌的能量代谢紊乱是一种有希望的治

疗方式。本研究发现，通过尾静脉注射 ｍｉＲ６６９ａ５ｐ
激动剂能够改善主动脉弓缩窄诱导的心功能紊乱、心

室重构，这种改善作用可能是通过调节能量代谢相关

的ＡＭＰＫ／ＰＧＣ１α通路，进而改善衰竭心肌的 ＡＴＰ产
生减少以及氧化磷酸化紊乱。

８８ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＴＡＣ组比较

图５　各组小鼠心肌组织氧化磷酸化ＮＤ１（Ａ）、ＮＤ２（Ｂ）、ＮＤＵＦＡ４（Ｃ）、ＡＴＰ５Ｏ（Ｄ）基因的相对表达情况（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测结果；Ｂ、Ｃ：蛋白半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＴＡＣ组比较

图６　各组小鼠心肌组织ＡＭＰＫ／ＰＧＣ１α信号通路蛋白表达情况（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

　　近年来，大量研究证明ｍｉＲＮＡ在心血管疾病中扮
演着重要的角色。有研究发现体内过表达ｍｉＲ６６９ａ５ｐ
可治疗肌肉营养不良症引起的扩张性心肌病，提高

ＦＳ，并改善心脏肥厚性重塑、纤维化和心肌细胞凋
亡［１２］。本研究通过构建主动脉弓缩窄诱导的心力衰

竭小鼠，发现在衰竭心肌中 ｍｉＲ６６９ａ５ｐ明显下降，通
过尾静脉输注 ｍｉＲ６６９ａ５ｐａｇｏｍｉｒ后，超声心动图结
果提示ｍｉＲ６６９ａ５ｐ可以明显改善心力衰竭导致的心
脏射血能力不足及收缩和舒张功能障碍。通过病理组

织切片染色也发现ｍｉＲ６６９ａ５ｐ能改善主动脉弓缩窄
诱导的心室重构，明显改善心力衰竭中心肌细胞排列

紊乱，并减轻心肌细胞肥大及纤维化的严重程度。

　　线粒体氧化磷酸化能够产生心肌细胞所需要能量
的９５％，而线粒体呼吸链复合体Ⅰ～Ⅴ以及２个移动
电子载体参与氧化磷酸化［１３－１４］。其中 ＮＤ１、ＮＤ２、
ＮＤＵＦＡ４、ＡＴＰ５Ｏ分别是线粒体呼吸链复合体Ⅰ、Ⅳ、
Ⅴ的亚基之一，在氧化磷酸化中发挥重要的作用［１５］。

衰竭的心肌会发生物质代谢紊乱，ＡＴＰ产生减少以及
氧化磷酸化功能受损，进而不能维持正常的生命活

动［１６］。本研究结果显示，与Ｓｈａｍ组比较，ＴＡＣ组的心
肌ＡＴＰ浓度显著下降，且 ＮＤ１、ＮＤ２、ＮＤＵＦＡ４、ＡＴＰ５Ｏ
基因ｍＲＮＡ表达明显降低，而补充ｍｉＲ６６９ａ５ｐ后可提

高心力衰竭小鼠的ＡＴＰ浓度以及ＮＤ１、ＮＤ２、ＮＤＵＦＡ４、
ＡＴＰ５Ｏ基因 ｍＲＮＡ的表达。这说明 ｍｉＲ６６９ａ５ｐ可
能是通过改善心肌能量产生紊乱以起到保护的作用。

有研究报道脂肪细胞中过表达 ｍｉＲ６６９ａ５ｐ后可使氧
化磷酸化相 关 基 因 ｍＲＮＡ 表 达 升 高［１７］，说 明

ｍｉＲ６６９ａ５ｐ对氧化磷酸化有促进作用从而进一步增
加ＡＴＰ的产生。
　　ＡＭＰＫ／ＰＧＣ１α轴是调控能量代谢的重要信号通
路［１８］。研究发现，在心力衰竭中，ＡＭＰＫ活性降低且
ＰＧＣ１α表达减少，并伴有线粒体结构和功能受
损［１９－２１］。通过增强ＡＭＰＫ／ＰＧＣ１α活性以及增加蛋白
的表达，可以促进 ＡＴＰ能量的产生，以此对心力衰竭
起到改善作用［１９，２２－２３］。这与本研究结果一致，与Ｓｈａｍ
组比较，在 ＴＡＣ组中，ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ及 ＰＧＣ１α蛋白
表达明显下降，而补充 ｍｉＲ６６９ａ５ｐ后，ｐＡＭＰＫ／
ＡＭＰＫ及ＰＧＣ１α显著升高。因此，ｍｉＲ６６９ａ５ｐ可能
通过激活ＡＭＰＫ／ＰＧＣ１α通路改善主动脉弓缩窄导致
的心肌能量下降，从而保护衰竭的心肌。

　　综上，本研究结果发现在小鼠衰竭心肌中
ｍｉＲ６６９ａ５ｐ明显下降，而通过尾静脉注射 ｍｉＲ６６９ａ５ｐ
ａｇｏｍｉｒ后可明显改善心力衰竭导致的心功能不全、心
室重构以及能量代谢紊乱，其机制可能是通过调控

９８　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１）



ＡＭＰＫ／ＰＧＣ１α信号通路实现的。但本实验结果未能
发现ｍｉＲ６６９ａ５ｐ在改善能量代谢机制中的直接靶向
基因，需进一步深入研究。
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