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circTRRAP敲低通过调节miR-323-3p/SMAD2轴在
急性心肌梗死中的研究

熊 雁，唐艺加

（四川省医学科学院/四川省人民医院心血管内科/心血管病研究所，成都 610000）

【摘 要】目的：探讨 circTRRAP在急性心肌梗死（acute myocardial infarction，AMI）中的特定作用。方法：心肌梗死模型由缺氧

24 h 诱导。使用双萤光素酶报告基因测定来测试 circTRRAP、SMAD2 和 miR-323-3p 之间的相互作用。通过转染 si-
circTRRAP，敲低与过表达microRNA-323-3p、过表达SMAD2后检测促炎细胞因子［白细胞介素-6（interkeukin-6，IL-6）与肿瘤

坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）］和氧化应激标志物［丙二醛（malondialdehyde，MDA）与超氧化物歧化酶（superox⁃
ide dismutase，SOD）］以及细胞凋亡因子［Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2-associated X protein，Bax）、B 细胞淋巴瘤-2（B-cell lym⁃
phoma-2，Bcl-2），Cleaved Caspase-3］表达来研究其在心肌梗死细胞中作用。结果：在心肌梗死损伤模型中，circTRRAP 与

SMAD2水平明显升高超过 50%，而miR-323-3p表达明显降低。circTRRAP的下调通过促进miR-323-3p表达导致 SMAD2的

表达减少。SMAD2与 miR-323-3p呈负相关，但与 circTRRAP 表达呈正相关。circTRRAP 与 SMAD2的下调或 miR-323-3p的

上调可提高细胞活力与减少心肌细胞凋亡率。结论：circTRRAP 的下调导致炎症的抑制，并通过miR-323-3p/SMAD2 轴减轻

AMI。
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Study of circTRRAP knockdown in acute myocardial infarction 
by regulating miR-323-3p/SMAD2 axis
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【Abstract】Objective：To investigate the specific role of circTRRAP in acute myocardial infarction（AMI）. Methods：The method of hy⁃
poxia for 24 hours was used to induce the model of myocardial infarction，and the dual-luciferase reporter assay was used to investigate 
the interaction between circTRRAP，SMAD2，and miR-323-3p. After knockdown and overexpression of miR-323-3p and overexpres⁃
sion of SMAD2 through transfection with si-circTRRAP，the expression levels of proinflammatory cytokines ［interkeukin-6（IL-6） and 
tumor necrosis factor-α（TNF-α）］，oxidative stress markers ［malondialdehyde（MDA） and superoxide dismutase（SOD）］，and apop⁃
totic factors［Bcl-2-associated X protein（Bax），B-cell lymphoma-2（Bcl-2），and cleaved caspase-3］were measured to investigate the 
role of circTRRAP，SMAD2，and miR-323-3p in myocardial infarction. Results：In the model of myocardial infarction injury，the lev⁃
els of circTRRAP and SMAD2 were significantly increased by more than 50%，whereas there was a significant reduction in the expres⁃
sion of miR-323-3p. The downregulation of circTRRAP led to a reduction in SMAD2 expression by promoting miR-323-3p expres⁃
sion. SMAD2 was negatively correlated with miR-323-3p，but it was positively correlated with the expression of circTRRAP. The down⁃
regulation of circTRRAP or SMAD2 or the upregulation of miR-323-3p could increase cell viability and reduce the apoptosis rate of 
cardiomyocytes. Conclusion：Downregulation of circTRRAP can inhibit inflammation and alleviate AMI via the miR-323-3p/SMAD2 

axis.
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急 性 心 肌 梗 死（acute myocardial infarction，
AMI）是一种常见而严重的心血管疾病。每年有数
百万人因AMI而死亡或导致长期残疾[1-2]，是心脏病
死亡的主要原因之一[3-4]。尽管早期发现和及时治
疗可以明显改善患者的预后，但AMI导致心肌缺血
仍然是全球人类发病和死亡的重要原因[5]。因此探
索新的治疗途径与方法仍然至关重要。

环状RNA（circular RNA，circRNAs）作为在细胞
中广泛存在的非编码 RNA，常依赖于 microRNAs
（miRNAs）的“海绵状”功能调控基因，调控生命过
程中的疾病发展[6-7]。例如，circ_0007059 通过靶向
microRNA-378 和 microRNA-383 促进缺血期间心
肌细胞的凋亡和炎症[8]。环状RNA微管肌动蛋白交
联因子 1（circular RNA microtubule actin crosslinking 
factor 1，circMACF1）和 circ_0001206 均是通过海绵
化机制对 AMI 进行调控[9-10]。值得注意的是，敲低
环状 RNA 转录结构域相关蛋白（circular RNA tran⁃
scription domain-associated protein，circTRRAP）在心
肌细胞中具有保护心脏功能[11]。但 circTRRAP在缺
氧诱导的心肌细胞中的作用仍需深入探究。

MiRNAs被认为是多种生物过程中的关键调节
因子[12-13]。越来越多的证据表明，miRNAs参与调节
人类心血管疾病的过程[14-16]。研究证明，microRNA-
21 对缺氧/复氧（hypoxia/reoxygenation，H/R）诱导的
心肌梗死发挥保护作用[17]。同样，miR-378 有效减
轻缺血诱导的细胞凋亡，参与心肌梗死[18]。本研究
验证miR-323-3p和环状RNA转录结构域相关蛋白
（circular RNA transcription domain-associated pro⁃
tein，circTRRAP）之间的相互作用，对 circTRRAP/
miR-323-3p轴在调节AMI中的机制进行深入研究。

MiRNAs 可以通过与靶信使 RNA 的 3’UTR 区
相互作用来调节的基因表达[19]。SMAD 家族成员 2
（SMAD family member 2，SMAD2）是 miR-323-3p 的
在生物信息学数据库预测的靶位点之一，在TGF-β
介导的细胞外信号转变为细胞核内的信号起着关键
作用，与一系列生化进程相关，如细胞增殖和凋亡。
Li Z等[20]报道了 SMAD2/3的激活可以有效抑制核苷
酸结合寡聚化结构域样受体蛋白3（NOD-like recep⁃
tor protein 3，NLRP3）的表达，调控AMI小鼠进展。

因此，本研究探讨 circTRRAP 与 miR-323-3p、
SMAD2 之间的相互作用，以及 circTRRAP1 参与
AMI的作用机制。

1　材料与方法

1.1　细胞

人心肌细胞 AC16 细胞购自美国细胞培养典藏中心

（ATCC，美国）。细胞培养使用的DMEM购自ATCC（美国）。

培养基中的 10% FBS 和 1% 青霉素/链霉素分别购自 Gibco
（美国）和Beyotime（上海，中国）。

1.2　方法

1.2.1　细胞培养和处理　AC16在含有 10% FBS和 1% 青霉

素/链霉素的 DMEM 培养基中，并在 37 ℃与 5%CO2 培养箱

（Thermo Fisher Scientific，Rockford，美国）中培养。为了建立

缺氧模型，根据实验要求，分别对AC16细胞进行 1% O2、5% 
CO2以及 94% N2培养处理 24 h。常氧条件培养的细胞设置

为空白组。

1.2.2　细胞转染　由 GenePharma（上海，中国）合成的 circ⁃
TRRAP 的表达抑制载体（si-circTRRAP）及阴性对照 siRNA
（si-NC），SMAD2过表达质粒（pcDNA3.1-SMAD2 ）与空载体

质 粒（pcDNA3.1），miR-323-3p 的 模 拟 物（miR-323-3p-
mimic）及其阴性对照（mimic-NC）、miR-323-3p抑制表达载

体（miR-323-3p-inhibitor）和阴性对照（inhibitor-NC），在细

胞当融合度达到 60%~70% 时，根据制造商 Lipofectamine 
3000（Invitrogen，美国）的说明，将上述寡核苷酸与质粒瞬时

转染到AC16细胞中分别转入细胞中。转染 6 h后更换培养

液，48 h后进行缺氧处理。24 h后收集细胞并使用qRT-PCR
或Western blot评估转染效率，并用后续实验。

1.2.3　核糖核酸酶 R（ribonuclease，RNaseR）处理　使用核

和细胞质 RNA 纯化试剂盒（Thermo Fisher scientific，Hamp⁃
ton，美国）提取总 RNA。使用 RNase R（Sigma，美国）37 ℃下

消化总 RNA 20 min。在 70 ℃下灭活酶 10  min，使用 RT-
qPCR检测 circTRRAP和线性TRRAP的相对表达。

1.2.4　放线菌素 D（ActD）实验　在指定的时间点（0、3、6、
12 h），在 AC16 细胞全培养基中加入 5 µg/mL ActD（Sigma，
美国），收集细胞，提取总RNA。随后，使用RapidOut DNA试

剂盒（Thermo Fisher scientific，Hampton，美国）去除基因组

DNA反转录合成 cDNA并进RT-qPCR检测目标RNA与内参

RNA，并归一化为0 h的测量值。

1.2.5　qRT-PCR　通过 qRT-PCR检测CircTRRAP，TRRAP，
miR-323-3p 与 SMAD2 在细胞中的表达。采用 TRIzol™ Re⁃
agent（Sigema，美国）试剂盒提取细胞总 RNA 并纯化 RNA。

使用微量分光光度计（Thermo，美国）检测RNA纯度与浓度。

随后按照试剂盒说明书使用 miRNA 反向 transcription kit
（TaKaRa）对 mirRNA 进行合成 cDNA，使用 PrimeScript™RT 
Reagent kit（TaKaRa，日本）合成 mRNA 和 circRNA 的 cDNA。

将合成的所有 cDNA 加入混匀的 SYBR® Premix Ex Taq ™
（TAKARA，日本）里，随后使用ABI Prism 7300系统（Applied 
Biosystems，美国）进行 qRT-PCR反应。反应条件为：预变性

95 ℃，10 min；40 cycles：90 ℃，10 s；60 ℃，20 s；72 ℃，30 s通
过 2-ΔΔCT法分析基因相对表达，采用相对定量法，以 U6作为

miR-323-3p 的内参，GAPDH 作为 circTRRAP、TRRAP 与

SMAD2 的内参，检测基因的相对表达水平。引物序列

见表1。
1.2.6　Western Blot　使用全蛋白提取试剂盒（Solarbio，北
京，中国）提取心肌细胞总蛋白。使用 BCA 试剂盒（Thermo 
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Fisher Scientific，美国）对蛋白进行定量。配制 12% SDS-
PAGE 分离胶与浓缩胶（Beyotime，上海，中国），使用上样缓

冲液（Beyotime，上海，中国）调整蛋白浓度为 30 µg后进行上

样。电泳仪（BIO-RAD，美国）电泳 80 V 40 min 等条带跑出

浓缩胶后换成120 V 2 h。使用PVDF膜（Beyotime，Shanghai，
China）冰浴电转 200 mA 2 h。使用含 5% 脱脂奶粉的 TBST
（Beyotime，上海，中国）溶液封闭 1 h。将膜分别与一抗

SMAD2（#ab40855，Abcam，英国）、Bcl-2相关 X蛋白（Bcl-2-
associated X protein，Bax；#2272，Cell Signaling Technology，美
国）、Cleaved Caspase-3（#9661，Cell Signaling Technology，美
国 ）、B 细 胞 淋 巴 瘤 -2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2；
#ab196495，Abcam，美 国）、GADPH（#5174，Cell Signaling 
Technology，美国）进行结合，在 4 ℃下孵育过夜。使用 TBST
洗膜 3次。随后印迹膜与二抗 IgG 抗体室温孵育 2 h。孵育

结束后，TBST 洗膜 3 次后使用 ECL 发光液（Beyotime，上海，

中国）在化学发光成像仪（Image Quant LAS4000 mini，GE 
Healthcare，英国）中进行显影。Image J软件进行灰度分析。

1.2.7　细胞活力测定　通过MTT法测定心肌细胞活力。将

各组心肌细胞接种到 96 孔板中培养 24 h。在每孔中加入

10 µL MTT溶液（Vazyme，南京，中国），然后在37 ℃孵育4 h，
吸去上清液，加入 DMSO（100 µL，Sigma-Aldrich，美国），将

微孔板放置摇床上，轻轻晃动10 h使晶体溶解。使用酶标仪

在 490 nm处测量吸光值（absorbance，A值）。细胞活力=（实

验组A值−空白组A值）/（对照组A值−空白组A值）×100%。

1.2.8　流式细胞术检测　通过 Fluorescein Isothiocyanate
（FITC） Annexin V Apoptosis Detection Kit（BD Biosciences，美
国）检测细胞凋亡率，收集培养基中的细胞，离心根据制造商

的说明，预冷的PBS（Beyotime，上海，中国）洗涤细胞 2次，细

胞用500 µL的1×结合缓冲液中重悬，加入Annexin V-FITC和

碘化丙啶（propidium iodide，PI）混匀，避光孵育 15 min，BD 
FACSCanto Ⅱ流式细胞仪（BD Biosciences，CA，美国）上机检

测。使用FlowJo软件（Tree Star，Ashland，OR，美国）分析数据。

1.2.9　ELISA 检测　收集各组 AC16 细胞培养后的上清液，

按照试剂盒说明书，使用人白细胞介素-6（interkeukin-6，

IL-6）ELISA 试剂盒和人肿瘤坏死因子- α（tumor necrosis 
factor-α，TNF-α）ELISA 试剂盒（Sangon，上海，中国）分别检

测来测定 IL-6和TNF-α的浓度。

1.2.10　氧化测定　使用丙二醛（malondialdehyde，MDA）、超

氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）检测对细胞内

氧化损伤程度进行分析。根据 MDA 检测试剂盒（Sigma 
Aldrich，美国）和总活性氧检测试剂盒（Invitrogen，美国）的说

明书分别检测MDA和SOD水平。

1.2.11　双萤光素酶报告基因检测　使用 CircInteractom
（https://circinteractome.nia.nih.gov）和 Starbase（https://rnasysu.
com/encori）预测 miR-323-3p 和 circTRRAP、SMAD2 的潜在

结合位点。GenePharma（上海，中国）合成含有 miR-323-3p
结合位点的野生型（wild type）与突变型（mutant）circTRRAP
片段以及 wild-type 和 mutant SMAD2，并分别克隆至 pmir⁃
GLO 萤光素酶报告载体（Promega，Madison，WI，美国）中，完

成野生型报告载体（circTRRAP-WT 和 SMAD2-WT）和突变

型报告载体（circTRRAP-MUT和SMAD2-MUT）的构建。使用

Lipofectamine®3000（Invitrogen，美国）将萤光素酶报告质粒

共转染到含有 miR-323-3p-mimic 或阴性对照（mimic-NC）
的AC16细胞中，在培养箱中（37 ℃、5%CO2）中培养 48 h。使

用双萤光素酶报告基因检测系统（Promega Corporation，
Madison，WI，美国）测定荧光素酶活性。荧光素酶活性用

Synergy 2 Multidetector Microplate Reader（BioTek Instruments 
Inc，美国）检测。

1.2.12　RNA-pull down　将生物素标记的野生型miR-323-
3p（Bio-miR-323-3p-WT）和突变的 miR-323-3p（Bio-miR-
323-3p -MUT）探针转染到正常细胞中，转染后收集并裂解

细胞，将裂解物与封闭的链霉亲和素磁珠（Invitrogen，美国）

在 4 ℃中孵育 4 h。随后珠洗涤 5 次，用 TRIzol 试剂（Sigma 
Aldrich，美国）提取和纯化 RNA 复合物。采用 qRT-PCR 检

测目的基因水平。

1.3　统计学方法

所有数据使用GraphPad Prism 8进行分析。计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，独立实验次数用 n表示。所有实

验均进行了至少 3次生物学重复。Student′s t-test用于比较

2组之间的差异，采用单因素方差分析进行多重组比较。检

验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　circTRRAP在缺氧诱导的心肌细胞中表达升高

相较于空白组，缺氧处理的模型组心肌细胞的细胞活力

下降（图 1A），细胞凋亡率上升（图 1B），Bax表达下降、Bax与
Cleaved Caspase-3上升（图 1C），IL-6与TNF-α水平上升（图

1D）、氧化应激因子 ROS 与 MDA 水平明显升高（图 1E）（P<
0.05）。以上结果表明AMI模型造模成功。RT-qPCR检测结

果显示缺氧处理的模型组中的 circTRRAP 的相对表达水平

升高（图 1F）。RT-qPCR分析显示，circTRRAP对RNase R有

抗性（图 1G、H）。因此 circTRRAP不是线性 TRRAP。此外，

circTRRAP对放线菌素D不敏感，半衰期超过12 h（图1I）。

表 1　qPCR 引物

项目

circTRRAP

TRRAP

miR-323-3p

SMAD2

GAPDH

U6

引物序列（5′~3′）
正向：GCACATGCTAACCAACAGGC
反向：GCCCGGAGGATTTGGCATC
正向：ATGATGCAAGAAGTTAGTGAAAA
反向：GAAGATGTTCGTTGGTTGGTA
正向：GCGCACATTACACGGTCG
反向：AGTGCAGGGTCCGAGGTATT
正向：AAGCAGTGAAAAGTCTGGTG
反向：GTTGTATCCCACTGATCTAT
正向：CAAATTCCATGGCACCGTCA
反向：GATGGCATGGACTGTGGTCA
正向：CTCGCTTCGGCAGCACA
反向：AACGCTTCACGAATTTGCGT
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        注：x±s，n=3；a，P<0.05
图 1　circTRRAP 在缺氧诱导的心肌细胞中表达升高
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2.2　沉默 circTRRAP 保护心肌细胞免受缺氧诱导的功能

障碍

缺氧诱导的 circTRRAP上调被 si-circTRRAP减弱，表明

si-circTRRAP 转染效率明显（图 2A）。转染 si-circTRRAP
后，缺氧处理对细胞活力（图 2B）的抑制作用被抵消，还明显

减少了缺氧诱导的细胞凋亡（图 2C）。Western blot检测结果

显示，与缺氧+si-NC组相比，缺氧+si-circTRRAP组Bcl-2表

达上调，Cleaved caspase 3 和 Bax 表达下调（图 2D）。此外，

si-circTRRAP 抑制缺氧处理引起的 AC16 细胞的炎症损伤

（图 2E）。缺氧引起的氧化损伤使细胞内 MDA 水平升高，

SOD 水平降低，但在 si-circTRRAP 转染后减轻了这些影响

（图2F）。

2.3　circTRRAP与心肌细胞中的miR-323-3p直接相互作用

CircInteractome 显示了 circTRRAP 和 miR-323-3p 之间

的结合位点（图 3A）。RT-qPCR 检测结果显示缺氧处理导

致AC16细胞中的miR-323-3p的表达下降（图 3B）。共转染

miR-323-3p-mimic 和 circTRRAP MUT 时，荧光素酶活性明

显下降，而 circTRRAP MUT组的荧光素酶活性没有差异（图

3C）。同时，circTRRAP 和 miR-323-3p 之间靶向关系在

RNA pull-down 实验得到证实（图 3D）。将 si-circTRRAP 转

入缺氧处理的细胞，RT-qPCR结果显示miR-323-3p表达上

调（图3E）。

2.4　缺氧诱导的心肌细胞中沉默 circTRRAP 介导的保护作

用被miR-323-3p的敲低逆转

转染 miR-323-3p-inhibitor 后，si-circTRRAP 对细胞活

力的促进作用明显减弱（图 4A）。miR-323-3p 的敲低逆转

了 si-circTRRAP 对细胞凋亡的抑制性调控（图 4B、C）。此

外，miR-323-3p 的敲低逆转了 si-circTRRAP 介导的降低炎

症细胞因子 IL-6、TNF-α产生，还抑制氧化应激因子 SOD的

生成，提高MDA的水平（图4D、E）。

                 注：x±s，n=3；a，P<0.05
图 2　沉默 circTRRAP 保护心肌细胞免受缺氧诱导的功能障碍
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              注：x±s，n=3；a，P<0.05
图 4　缺氧诱导的心肌细胞中沉默 circTRRAP 介导的保护作用被 miR-323-3p 的敲低逆转

     注：x±s，n=3；a，P<0.05
图 3　circTRRAP 与心肌细胞中的 miR-323-3p 直接相互作用
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2.5　circTRRAP通过靶向miR-323-3p上调SMAD2的表达

SMAD2 3′UTR 和 miR-323-3p 序列之间的互补位点在

Starbase 中显示（图 5A）。与空白组相比，缺氧处理的 AC16
细胞中 SMAD2的表达升高（图 5B、C）。miR-323-3p过表达

抑制 SMAD2 -WT 质粒的荧光素酶活性，但对 SMAD2-MUT
组 没 有 影 响（图 5D）。 MiR-323-3p-mimic 明 显 抑 制 了

SMAD2 mRNA 和蛋白表达水平（图 5E、F）。RT-qPCR 与

Western blot 结果显示，si-circTRRAP 下调了 SMAD2 的表达

（图5G、H）。

2.6　缺氧诱导心肌细胞中沉默 circTRRAP 介导的保护作用

被SMAD过表达逆转

si-circTRRAP 的转染促进了细胞活力，但 SMAD2 过表

达后逆转了该作用（图 6A）。流式细胞术和 Western blot 检
测结果表明，SMAD2 表达逆转了 si-circTRRAP 对细胞凋亡

率和 Cleaved caspase-3、Bax 的抑制作用，并降低了 Bcl-2 的

水平（图 6B、C）。此外，SMAD2 过表达不仅逆转了 si-
circTRRAP 介导的降低 IL-6、TNF-α 产生，还促进了氧化应

激水平（图6D、E）。

            注：x±s，n=3；a，P<0.05
图 5　circTRRAP 通过靶向 miR-323-3p 上调 SMAD2 的表达
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3　讨 论

环状 RNA 可能在心肌梗死治疗中具有潜在的

应用价值。环状 RNA 治疗心肌梗死的原理是通过

调节基因表达来促进心肌细胞的再生和修复[21-24]。

研究表明，某些环状 RNA 具有调控细胞增殖、凋亡

和分化等生物学过程的能力。通过适当选择和设

计环状RNA，可以靶向调控与心肌梗死相关的信号

通路和靶点，从而促进心肌细胞的再生和修复[25-26]。

环状 RNA 转化/转录域相关蛋白（circTRRAP）
起源于 TRRAP 基因。对 3 例 AMI 患者进行的 cir⁃
cRNA 微阵列分析显示与正常对照组相比，circ⁃
TRRAP在AMI患者血液样本中表达量相对较高[27]。

          注：数据表示为 x±s（n=3）；a，与 si-NC组比较，P<0.05；b，与 si-circTRRAP+pcDNA3.1-NC组比较，P<0.05
图 6　缺氧诱导心肌细胞中沉默 circTRRAP 介导的保护作用被 SMAD2 过表达逆转
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同样研究显示 I/R 或缺氧处理会提高 circTRRAP 的

丰度，相反沉默 circTRRAP 可减轻心肌细胞的损

伤[11，28]。本研究通过将 AC16 细胞在缺氧环境下培

养 24 h来建立心肌缺氧模型。在缺模型组中，心肌

细胞的活力下降，凋亡、氧化应激和炎症反应标志

物明显增多。同时缺氧心肌细胞内 circTRRAP明显

上升，这与先前的研究结果相符合。证实本实验缺

氧 AMI模型成功，表明 circTRRAP 可能促进心肌梗

死与凋亡。为了探究 circTRRAP在缺氧细胞中异常

上升的生物学意义，本研究通过 si-circTRRAP转染

敲低circTRRAP的表达，实验结果表明si-circTRRAP，
缓解了缺氧介导的 AC16 细胞发生的功能障碍，降

低心肌细胞的凋亡。circTRRAP的沉默导致心肌细

胞暴露于缺氧后增殖的促进。细胞凋亡和炎症是 
AMI 过程的关键病理。当 circTRRAP 水平降低时，

缺氧诱导的炎症反应和氧化应激受到阻碍。这些

结果说明缺氧诱导的心肌细胞功能障碍是由 circ⁃
TRRAP的高表达引起的。

为了进一步探究 circTRRAP 在 AMI 的作用机

制，本课题组专注于 circTRRAP 在缺氧心肌细胞中

功能背后的 circRNA/miRNA/mRNA 轴。本研究使

用生物信息学数据库 starBase 和 CircInteractome 预

测了 circTRRAP 的下游 miRNA 靶基因。miR-323-
3p 被确认为 circTRRAP 的下游靶位点之一。值得

注意的是，miR-323-3p 参与了心肌缺血诱导的细

胞氧化应激和细胞凋亡的调控。研究还表明 miR-
323a-3p 是 Friedreich 共济失调患者心肌病诊断和

急性冠脉综合征存在的候选标志物[29-30]。本研究发

现 circTRRAP 对 miR-323-3p 产生海绵效应，诱导

miR-323-3p水平发生负向变化。在缺氧细胞模型

中 si-circTRRAP 介导的保护作用被 miR-323-3p的

沉默所逆转，这表明 circTRRAP通过上调miR-323-
3p抑制心肌细胞缺氧诱导的损伤。在这项研究中，

SMAD2 还通过萤光素酶测定和功能获得性研究被

验证为心肌细胞中的新 miR-323-3p 靶点。因此，

可以推测 SMAD2 在 AMI 期间 circTRRAP 介导的心

肌细胞凋亡中也起作用。

MiR-323-3p 已 被 证 明 可 抑 制 SMAD2 和

SMAD3 的表达，从而导致 TGF-β 信号传导失活。

MiR-323-3p/TGF-β信号级联反应是AMI进展进展

的重要调节因子[31]。在以往的研究中，SMAD3信号

转导在调节心肌梗死后心肌细胞、成纤维细胞和巨

噬细胞功能方面发挥重要作用，并在梗死修复中更

具优势[32]。相比之下，SMAD2 激活在心脏修复中可

能具有更微妙和有限的影响。Huang SB 等[33]的研

究认为肌成纤维细胞特异性 SMAD2丢失与梗死后

收缩功能的适度和短暂改善有关，而不影响死亡

率、瘢痕组织或长期结果。Jiang JJ等[34]的研究中也

发现 AMI 大鼠模型中 SMAD2 的磷酸化明显增加。

为验证推测，共转染 si-circTRRAP 和 pcDNA3.1-
SMAD2 进一步分析。本研究表明 circTRRAP 通过

海绵化 miR-323-3p 正向调节 AC16 细胞中 SMAD2
的水平，过表达 SMAD2明显逆转沉默 circTRRAP对

AMI心肌细胞的保护作用，进而促进AMI诱导的凋

亡、炎症和氧化应激。本研究的结果证实了以往研

究对SMAD2的观点，在MI中SMAD2被明显激活，短

期内控制SMAD2的表达对MI进展有明显的影响。

目前的研究中存在一些局限性。本研究仅使

用一种人心肌细胞系进行体外实验，没有体内关于

AMI大鼠或小鼠模型的数据。因此，需要更多的体

外研究来支持本研究发现的结果。环状 RNA 治疗

心肌梗死是一个前沿的研究领域，具有很大的潜

力，但仍需要更多的科学研究和临床实践来证明其

在心肌梗死治疗中的应用前景。然而，目前关于环

状RNA治疗心肌梗死的研究还处于早期阶段，尚需

进一步的实验室研究和临床试验来验证其安全性

和有效性。综上，本研究发现 circTRRAP 能够通过

与miR-323-3p结合来调节SMAD2，下调 circTRRAP
的表达可以海绵 miR-323-3p 结合来下调 SMAD2，
进而减少心肌细胞发生炎症与损伤，为AMI的干预

提供了理论依据与靶向治疗提供了新思路。
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