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摘 要：【目的】　探究肌球蛋白重链 7基因来源的微小RNA-208b-3p（miR-208b-3p）对心肌成纤维细胞纤维化

表型的调控作用。【方法】　通过miRNA 表达谱芯片分析 18周龄的糖尿病 db/db小鼠和 db/m对照小鼠心肌中差异的

miRNAs。通过实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）检测 miR-208b-3p 在血管紧张素Ⅱ（Ang Ⅱ）和高糖/葡萄糖氧化酶

（G/Go）处理的 C57BL/6乳小鼠心肌细胞（NMVCs）和心肌成纤维细胞（mCFs）中的表达；利用 CCK8细胞增殖实验、

流式细胞术和纤维化相关蛋白（包括COL1A1、COL3A1和α-SMA）表达检测来了解miR-208b-3p对mCFs纤维化表

型的影响；双萤光素酶报告基因实验检测miR-208b-3p与潜在靶基因Mtf2和 Pgrmc1 3'端非翻译区（3'-UTR）的结

合作用；利用 RT-qPCR和Western blot 法分别检测miR-208b-3p转染的 mCFs中Mtf2 和 Pgrmc1 表达；通过小干扰

RNA（siRNA）抑制Mtf2和Pgrmc1表达，并检测对mCFs中纤维化相关蛋白表达的作用。【结果】　miRNA 表达谱和RT-
qPCR结果证实miR-208b-3p在糖尿病 db/db小鼠心肌中表达显著升高。miR-208b-3p前体与宿主基因Myh7在 db/
db小鼠心肌中表达显著升高，miR-208b-3p与Myh7 mRNA在乳小鼠来源的mCFs和NMVCs中均有表达，但在NMVCs
中水平更高。miR-208b-3p在Ang Ⅱ和G/Go处理后的mCFs和NMVCs中表达均明显升高。miR-208b-3p可显著增

加mCFs中纤维化相关蛋白COL1A1、COL3A1和α-SMA表达，但不影响mCFs的增殖能力和细胞周期分布特征。双萤

光素酶报告基因实验显示miR-208b-3p与Mtf2和Pgrmc1 3'-UTR有结合作用。miR-208b-3p可在转录后水平抑制

mCFs中Mtf2和Pgrmc1表达。miR-208b-3p、Mtf2 siRNA和Pgrmc1 siRNA均能一致性地促进mCFs中纤维化相关蛋白

表达。【结论】　miR-208b-3p通过靶向Mtf2和Pgrmc1基因发挥促进mCFs中纤维化相关基因表达的作用。
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Abstract：【Objective】 To investigate the effect of myosin heavy chain 7 gene-derived miRNA-208b-3p on the fibrot⁃
ic phenotype of cardiac fibroblasts.【Methods】 miRNA chip array was performed to detect the dysregulated miRNAs in the 
myocardium of diabetic db/db mice and db/m control mice. Neonatal mouse ventricular cardiomyocytes （NMVCs） and car⁃
diac fibroblasts （CFs） were isolated from C57BL/6 mice and cultured. Real-time quantitative PCR （RT-qPCR） was con⁃
ducted to determine the expression of miR-208b-3p in mouse CFs and NMVCs subjected to angiotensinⅡ（AngⅡ） and 
high glucose plus glucose oxidase （G/Go） treatment， respectively. Cell counting kit 8（CCk8） assay， flow cytometry and 
determination of fibrosis-related protein， including COL1A1， COL3A1and α-SMA， were performed in mCFs transfected 
with miR-208b-3p. Dual luciferase reporter assay was performed to confirm the interaction between miR-208b-3p and the 
3'-UTR of metal response element binding transcription factor 2 （Mtf2） and progesterone receptor membrane component 1
（Pgrmc1）， respectively. The expressions of Mtf2 and Pgrmc1 at the mRNA and protein levels in mCFs after miR-208b-3p 
mimic transfection were determined using RT-qPCR and Western blot assay， respectively. The small interfering RNA 
（siRNA） was used to inhibit Mtf2 and Pgrmc1 expression in mCFs， and the effects of Mtf2 siRNA， Pgrmc1 siRNA and 
miR-208b-3p on fibrosis-related protein expression in mCFs were investigated.【Results】 Results of miRNA chip array 
and RT-qPCR assay showed that miR-208b-3p was up-regulated in the myocardium of the diabetic db/db mice. miR-
208b precursor and the host gene of Myh7 were consistently increased in db/db mice. miR-208b-3p and Myh7 mRNA 
were expressed in mCFs and NMVCs， but the levels of miR-208b-3p and Myh7 mRNA in NMVCs were much higher than 
those in mCFs. miR-208b-3p was up-regulated in mCFs and NMVCs subjected to Ang Ⅱ and G/Go treatment， respective⁃
ly. miR-208b-3p could significantly enhance fibrosis-related protein， including COL1A1， COL3A1 and α -SMA， in 
mCFs， without affecting the proliferation activity and cell cycle distribution of mCFs. Dual luciferase reporter assay re⁃
vealed the interactions of miR-208b-3p with the 3'-UTR of Mtf2 and Pgrmc1. The results of RT-qPCR and Western blot⁃
ting confirmed that miR-208b-3p inhibited Mtf2 and Pgrmc1 expression at the post- transcriptional level. Transfection 
with miR-208b-3p mimic， Mtf2 siRNA and Pgrmc1 siRNA could consistently enhance the fibrosis-related protein expres⁃
sion in the cardiac fibroblasts.【Conclusions】 miR-208b-3p enhances fibrosis-related gene expression by targeting Mtf2 
and Pgrmc1in mCFs.

Key words： cardiac fibrosis； microRNA； miR-208b-3p； cardiac fibroblast
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2023，44（4）：642-650］

糖尿病可导致多种心血管并发症，例如冠状动

脉粥样硬化等，从而增加了心肌梗死的风险。糖尿

病性心肌病首先是由Rubler提出［1］，是一种独立于

冠状动脉疾病和高血压，而是由糖尿病引起的心脏

左室功能障碍疾病。相对于高血压和心衰患者来

说，糖尿病性心肌病患者常伴有明显的心脏舒张功

能障碍，心肌间质和血管周围的纤维化是糖尿病性

心肌病的主要病理特征［2］。非编码 RNA 参与调控

心肌纤维化过程［3］，微小RNA（microRNA， miRNA）
是一类长度约为 19 ~ 25 个核苷酸的小的内源性非

编码 RNA，可以在转录或转录后水平调控靶基因

的表达［3］，来参与多种生物学过程和疾病进程［4］。

本研究组证实了miR-99b-5p通过抑制成纤维细胞

生长因子 21表达发挥促进心肌细胞肥大的作用［5］，

而细胞核内 miR-199b-5p 可特异上调 CDK9 表达

并促进心肌细胞肥大的发生［6］。已有研究证实，多

种 miRNAs 参与调节心肌纤维化的发生和发展进

程，可能成为潜在的心肌纤维的诊断标志物或干预

靶点［7-8］。多个研究表明 miRNAs 在糖尿病性心肌

病的发病中发挥非常重要［9］。有一类 miRNAs，包
括 miR-208a， miR-208b 和 miR-499 分别来自于 3
个肌球蛋白重链基因（Myh）Myh6， Myh7 和 Myh7b
的内含子区域，被称为 MyomiRs［10］。在成人心脏

中 ，由 Myh6 基 因 编 码 的 miR-208a 是 Myh7 和

Myh7b 表达所必需的，后两者分别编码 miR-208b
和 miR-499。miR-208a 对 Myh7b 的激活是组成性

的，而 Myh7的激活也需要应激信号或甲状腺激素

的缺少［10］。miR-208a［11-13］和 miR-499［14］参与糖尿

病性心肌病发生，降低 miR-208a 和 miR-499 水平

可改善糖尿病性心肌重构，但目前尚无 miR-208b
参与调控糖尿病性心肌病的报道。既往研究发现

miRNA-208b 初 级 转 录 本（pri-miR-208b）可 与

zeste2 多梳抑制复合物 2 亚基增强子（EZH2） 形成

复合物来促进心肌肥厚相关基因的转录激活［15］。

但尚无 miRNA-208b 对心肌纤维化调控作用的有

关报道。本文将探讨肌球蛋白重链 7（Myh7）基因

来源的 miR-208b-3p 在糖尿病性小鼠心肌纤维化

中的表达和对心肌成纤维细胞表型的调控作用。
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1 材料与方法

1.1　实验动物和细胞株

18 周龄的雄性 C57BLKS/J db/m 和 C57BLKS/J 
db/db小鼠购自南京青紫兰生物科技公司，出生1-3
天的 SPF 级乳小鼠（雌雄不限）均由广东中医药大

学动物实验中心提供。本文的动物实验已通过广

东省人民医院伦理委员会批准（批准号： KY2020-
112-01）。实验用细胞株均购自美国标准菌种收藏

所美国模式培养物集存库（American type culture 
collection，ATCC）。

1.2　主要试剂

胰蛋白酶（0.25 % Trypsin-EDTA）（Gibco）；细

胞培养基 DMEM/F12 和澳洲胎牛血清（Bio Ind）；

CCK8细胞增殖检测试剂盒、DNA凝胶回收试剂盒、

RIPA裂解液和NP40裂解液（碧云天）；质粒提取试

剂盒（Omega）；BCA蛋白定量试剂盒（Thermo）；ECL
化学发光检测试剂盒（Millipore）；逆转录试剂盒（Ta⁃
kara）； Trizol裂解液和转染试剂Oligofectamine（Invi⁃
trogen）；兔抗 α1-Ⅰ型胶原蛋白（Collagen Type Ⅰ 
Alpha 1，COL1A1）抗体、兔抗金属响应元件结合转

录因子 2（metal response element binding transcrip⁃
tion factor 2，MTF2）、兔抗孕酮受体膜成分 1（proges⁃
terone receptor membrane component 1，PGRMC1）抗

体和兔抗β-肌球蛋白重链（β-myosin heavy chain，β
-MHC）抗体（Protein Technology）；兔抗 α 平滑肌肌

动蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA）抗体和骨

骼肌肌动蛋白 α1（actin alpha 1， skeletal muscle，
ACTA1）抗体（Abcam）；兔抗 α1- Ⅲ 型胶原蛋白

（Collagen Type Ⅲ Alpha 1，COL3A1）抗体（Invitro⁃
gen）；si-Mtf2和 si-Pgrmc1（广州锐博）。

1.3　主要方法

1.3.1　小鼠心脏 B 超检测　通过经胸超声心动图

评估小鼠左心室功能变量。在用异氟烷进行短时

的气体麻醉后，用 13MHz换能器（Acuson，Mountain 
View，CA）对小鼠进行经胸二维（2D）引导的M型超

声心动图。从心脏短轴（乳头水平）测量左心室射

血分数（EF）和短轴缩短率（FS），完成至少三个独

立的心动周期的检测。

1.3.2　miRNA 的微阵列分析　采用 Trizol 法提取

mCFs中总的RNA，并进行miRNA表达谱分析。微

阵列杂交和数据分析在 Aksomics公司进行。首先

提取 200 ng 的心肌总 RNA，进行 Cyanine3-pCp 荧

光标记。然后将标记的样品浓缩并与杂交室垫片

玻片杂交。使用 Agilent 芯片扫描仪（G2565CA）扫

描阵列，使用Agilent Feature Extraction （v10.7）软件

进行图像分析，然后使用 Agilent Gene Spring 软件

进行数据归一化。

1.3.3　乳小鼠心肌细胞和心肌成纤维细胞的原代

分离、培养和处理　将刚出生 1~3 d内的 SPF 级别

的 C57BL/6小鼠参照我们报道的方法［16］，用医用酒

精进行消毒处理，医用无菌眼科剪小心取出完整心

脏，PBS清洗后，修剪心脏周围的血管组织，转移至

50 mL离心管，加入 10 mL 胰蛋白酶（0.1% Trypsin-
EDTA），4 ℃水平震荡消化过夜。次日，加入终止

消化后加入 7 mL 无血清 F12 和 70 mL 胶原酶Ⅱ，

37 ℃消化 10 min，用巴氏管吹打充分后，用含有

10 %血清浓度（10 mL 培养基中加入 1 mL 胎牛血

清）的 DMEM 培养基终止消化，使用 70 μm 滤网过

滤，300×g 离心 5min，用完全培养液重悬细胞沉淀

后转移至 T75 细胞培养瓶中，置于 37℃，体积分数

5% CO2细胞培养箱中将培养 1.5~2 h的差速贴壁。

贴壁的乳小鼠心肌成纤维细胞（mCFs）长满后换液，

并传代培养。将分离得到的 mCFs培养到P2代后进

行铺板处理。未贴壁的即为乳小鼠心肌细胞

（NMVCs），将分离的NMVCs悬液均匀铺于预先用鼠

尾胶原 I 包裹的 12 孔板，待细胞稳定生长 24 h，用
PBS清洗细胞，更换完全培养液继续培养24 h后处理。

将培养的 NMVCs 和 mCFs 去血清进行细胞同

步化处理，然后分别给予 10 μmol/L 的血管紧张素

Ⅱ（Ang Ⅱ）和高糖/葡萄糖氧化酶（G/Go）（含 33 
mmol/L 葡萄糖和 0.8 mU 葡萄糖氧化酶）处理 24 h
来模拟糖尿病条件下NMVCs和mCFs细胞模型。

1.3.4　RT-qPCR 检测　从心肌组织或 mCFs 中提

取总 RNA（TRIzol 法），以 2.0 μg 总 RNA 为模板，用

Oligo（dT）15和 random primers 逆转录得到 cDNA，用

于检测 miR-208b 前体、Myh7、Mtf2、Pgrmc1 基因

mRNA 的表达。以 Gapdh 作为检测 miR-208b 前体

及其他编码基因表达的内参对照基因。取 1 μg总
RNA，加入 4 μL 5× PrimeScript RT Buffer、1μL RT 
Enzyme Mix 和 0. 2 μL 特异 miR-208b-3p RT 引物

和内参照 U6 RT引物进行 miRNA成熟体逆转录得

到 cDNA 后，以 U6为内参照，检测 miR-208b-3p水

平。在 BIO-RAD CFXconnect（美国，realtime sys⁃
tem）进行定量 PCR 反应和数据分析。分别以 2-ΔCt

和 2-ΔΔCt法计算miR-208b-3、miR-208b前体及其他

编码基因的表达水平。本文所用 PCR引物序列见

表 1。
1.3.5　Western blot 检测　细胞实验结束后，用PBS
轻轻清洗细胞，加入少许RIPA裂解液（含有蛋白酶
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抑制剂），静置待其裂解充分后刮取细胞，全程保持

4 °C。提前预冷离心机，对刮取的细胞裂解液进行

沉淀，离心条件：4 °C，11 500 ×g，10~15 min，吸取

上清，去除细胞沉淀。蛋白定量 15~20 μg（用

DEPC 水或者 RIPA 裂解液补齐），加入 4×SDS-
PAGE loading buffer，金属浴或水浴锅中 99 °C蛋白

变性 10 min。将 SDS-PAGE凝胶电泳，转膜。根据

检测的目标蛋白大小裁下 PVDF膜，利用相应的特

异性抗体COL1A1（1：1 500）、COL3A1（ 1：1 000）、α
-SMA（1：1 500）、β-MHC（1：1 500）、PGRMC1（1：1 
000）、MTF2（1：2 000）、ACTA1（1：1 000）和 GAPDH
（1：5 000），4 °C孵育过夜，第二天常温孵育对应二

抗 1 h，最后发光显影。借助 Image J对各目的蛋白

进行灰度值分析处理。

1.3.6　双萤光素酶报告基因检测　以 pGL3-pro⁃
moter为载体，分别构建含有 Mtf2和 Pgrmc1基因潜

在 miR-208b-3p 结合位点序列的重组萤光素酶报

告质粒 pGL3- Mtf2 和 pGL3-Pgrmc1。将 200 ng 重

组萤光素酶报告质粒、50 nmol/L miR-208b-3p 
mimic 和 20 ng pRL-TK 内参质粒共转染进人胚肾

（HEK） 293细胞中，转染 24 h后测定萤火虫萤光素

酶（FL）和海肾萤光素酶（RL）活性。用 FL/RL的相

对比值来判断miR-208b-3p与Mtf2和 Pgrmc1基因

3’UTR的结合作用。

1.3.7　 统 计 学 分 析　 采 用 Image J 和 GraphPad 
Prism8 分析与作图，用 SPSS 21.0 进行统计分析。

实验数据用均数±标准差表示，当两组间作比较时，

采用 t检验；当多组间作比较时，采用单因素方差分

析；在组间两两作比较时，则用 Bonferroni 校正的 t
检验。多变量方差分析采用 MANOVA 检验。当 P
＜0.05时，则为数据间的差异具有统计学意义。

2 结 果
2.1　miR-208b-3p 在糖尿病小鼠心肌组织中表

达增加

与 C57BLKS/J db/m 对照小鼠相比，18 周龄糖

尿病 C57BLKS/J db/db 小鼠的体质量、空腹血糖和

空腹胰岛素水平显著升高（图 1A，1B，1C）。小鼠心

脏B超检测显示糖尿病db/db小鼠心脏发生肥厚（图

1D），并且反映心脏功能的左心室射血分数和短轴

缩短率显著降低（图1E，1F）。心脏大体图片显示糖

尿病 db/db 小鼠心脏发生明显的膨大（图 1G）。通

过对糖尿病 db/db 小鼠和 db/m 对照小鼠心肌组织

表 1　PCR 引物序列

Table 1　The sequences of the PCR primers. 

Gene

miR-208b precusor

Myh7

Pgrmc1

Mtf2

Gapdh

miR-208b-3p

U6

The primer sequence （5'- 3'）
F， TCCACACAGAGGGGACTCTT
R， TGAGCATGAAGGCATAGCAC
F， CAAGGAGCTCACCTACCAGA
R， CAGCTTGTTGACCTGGGACT
F， ACGACCTTTCTGACCTCACC
R， AGATATGCTCCACCGAATGC
F， CATTTGCGGAGAAGAAGAGG
R， CTACCTGCGGCACCAAAATA
F， CAAGAAGGTGGTGAAGCAGG

R， CCACCCTGTTGCTGTAGCC
RT，GTCGTATCCAGTGCGTGTCGTGGAGTCGGCAATTGCACTGGATACGACACAAACCTTT

F， ATAAGACGAACAAAAGGTTTGT
R， GTGCGTGTCGTGGAGTC

RT， GTCGTATCCAGTGCGTGTCGTGGAGTCGGCAATTGCACTGGATACGAC
F， GTCCGCGTGCTCGCTTCGGCAGC

R， GTGCGTGTCGTGGAGTC

Product /
bp

208

200

191

200

200
70

160
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miRNA表达谱分析，发现糖尿病 db/db小鼠心肌中

分别有 68个（包括 miR-208b、miR-29b和 miR-26b
等）和 62个（包括miR-23b、miR-16、let-7g和 let-7a

等）呈2倍以上的升高和降低表达（图1H）。RT-qPCR
验证结果显示，相较于db/m对照小鼠，miR-208b-3p
在db/db小鼠心肌中的表达显著升高（图1I）。

2.2　miR-208b-3p 在 Ang Ⅱ和 G/Go 处理的乳小

鼠心肌细胞和心肌成纤维细胞中表达增加

序列分析结果显示，小鼠 miR-208b 的模板

DNA序列位于Myh7-206（ENSMUST00000168485.8）
的第 10 内含子（http：//asia.ensembl.org/Mus_muscu⁃
lus/Gene）中（图 2A）。与 db/m小鼠相比，糖尿病 db/
db 小鼠心肌中 Myh7 和 miR-208b-3p 前体的表达

一致地显著升高（图 2B）。Western blot 结果证实，

与 db/m 小鼠相比，糖尿病 db/db 小鼠心肌中 Myh7

编码的β-MHC蛋白表达显著升高（图2C）。

与 mCF 相比，NMVC 中 miR-208b-3p 和 Myh7
表达水平更高（图 2D，2E）。PCR 扩增产物的测序

列结果显示，从 mCF 扩增的 Myh7 mRNA 序列正确

（图2F）。进一步的Western blot结果显示mCF中检

测不到 β-MHC 表达，只在 NMVC 中表达（图 2G）。

RT-qPCR 检测结果显示，利用 Ang Ⅱ和 G/Go 分别

处理 mCFs 和 NMVCs 中 miR-208b-3p 表达增加

（图 2H，2I），同 时 在 Ang Ⅱ 和 G/Go 分 别 处 理

Detection of the body weight, fasting blood glucose and fasting serum insulin in the diabetic db/db mice and db/m mice (A-C). F=503.8, P<0.000 
1, Body weight: t = 14.85, 1) P<0.000 1 vs. db/m mice; Fasting blood glucose: t = 19.27, 1) P<0.000 1 vs. db/m mice; Fasting serum insulin: t = 18.61, 1) P
<0.000 1 vs. db/m mice. D: Representative echocardiographs showing that the left ventricular anterior wall thickness and posterior wall thickness were 
increased in the diabetic mouse hearts. Cardiac function was decreased in the diabetic mouse hearts (E, F). F=261.7, P<0.000 1, EF: t = 4.018, 1) P=
0.003 9 vs. db/m mice; FS: t= 3.142, 1)P=0.013 8 vs. db/m mice. G: Representative gross cardiac morphologies of the diabetic db/db mouse and the db/m 
mouse. H: The scatter plot figure showed the representative dysregulated miRNAs in the myocardium of the diabetic db/db mice and the db/m mice. I: 
MiR-208b-3p expression in the myocardium of the diabetic db/db mice by RT-qPCR assay. t = 14.81, 1) P<0.000 1 vs. db/m mice. Data are shown as 
Mean ± SD. n=5.

图 1　miR-208b-3p 在糖尿病 db/db 小鼠心肌中表达增加

Fig. 1　Upregulation of miR-208b-3p in the myocardium of the diabetic db/db mice
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NMVCs 上 清 中 miR-208b-3p 水 平 也 明 显 升高

（图2J）。

2.3　miR-208b-3p增加mCFs中纤维化相关基因表达

分 别 将 25、50 和 75 nmol/L 的 miR-208b-3 
mimic转染mCFs，Western blot结果显示，只有 50和

75 nmol/L 的 miR-208b-3 mimic 可显著增加 mCFs
中纤维化相关的 COL1A1、COL3A1和 α-SMA 表达

（图 3A）。通过CKK8和流式细胞术检测转染miR-
208b-3p对mCFs增殖能力的影响，结果显示，转染

50 nmol/L 和 75 nmol/L 的 miR-208b-3 均不能促进

mCFs增殖（图3B）和改变mCFs的细胞周期（图3C）。

2.4　miR-208b-3p 靶向 Mtf2 和 Pgrmc1 发挥促

进心肌纤维化相关基因表达的作用

利用TargetScan-Vert （www.targetscan.org）进行

miR-208b-3p 靶基因预测分析提示，miR-208b-3p
分别与小鼠金属反应元件结合转录因子 2（Mtf2）和

孕激素受体膜成分 1（Pgrmc1）基因的 3’非翻译区

（3’-UTR）存在结合位点（图 4A）。双萤光素酶报

告基因实验结果表明，miR-208b-3p 与小鼠 Mtf2
和 Pgrmc1基因 3’-UTR有特异的结合作用（图 4B，

4C）。RT-qPCR 和 Western blot 结果显示，mCFs 中
转染 miR-208b-3p 对 Mtf2 和 Pgrmc1mRNA 表达没

有影响，但可在蛋白水平抑制 MTF2和 PGRMC1表

达（图 4D，4E）。 进 一 步 检 测 发 现 ，MTF2 和

PGRMC1 蛋白表达在 db/db 小鼠心肌中表达显

著降低（图 4D，4E）。RT-qPCR 结果证实，本文所

用 的 Mtf2 siRNA（si-Mtf2）和 Pgrmc1 siRNA （si-
Pgrmc1）可特异地抑制mCFs中Mtf2和 Pgrmc1表达

（图 4G），75 nmol/L miR-208b-3p 与 Mtf2 siRNA 和

Pgrmc1 siRNA 可一致性地促进 mCFs 中纤维化相

关的COL1A1、COL3A1和α-SMA表达（图 4H）。

3 讨 论
本文证实 miR-208b-3p 在糖尿病小鼠心肌中

水平显著增加，而其前体和宿主基因 Myh7同样表

达升高，说明在糖尿病小鼠心肌中，miR-208b-3p
是伴随宿主基因Myh7一起转录表达的。以往研究

证实 MyomiR miR-208a 在 2 型糖尿病小鼠和糖尿

A: Location of miR-208b-3p in mouse genome. B: Expression of Myh7 mRNA and miR-208b precursor in the myocardium of db/db mice by RT-
qPCR assay. F=27.97, P<0.000 1, Myh7 mRNA: 1）P =0.000 1 vs. db/m mice; miR-208b precursor: 2）P<0.000 1 vs. db/m mice. C: β-MHC exprssion in 
the myocardium of db/db mice by Western blot assay. t = 8.187, 1) P<0.000 1 vs. db/m mice. miR-208b-3p and Myh7 mRNA expression in mCF and 
NMVC by RT-qPCR assay. F=74.97, P<0.000 1, miR-208b-3p: 1）P<0.000 7 vs. mCF; Myh7 mRNA: 1）P<0.000 2 vs. mCF (D, E). F: DNA sequencing 
results of Myh7 mRNA derived from mCF. G: Expression of β-MHC and ACTA1 in mCF and NMVC by Western blot assay. H: Expression of miR-
208b-3p in mCFs subjected to Ang Ⅱ and G/Go treatment, respectively. F=16.59, P=0.0036, 1) P=0.002 2, 2) P=0.041 8 vs. Vehicle. I: Expression of 
miR-208b-3p in NMVCs subjected to Ang Ⅱ and G/Go treatment, respectively. F=35.11, P=0.000 5, 1) P=0.0003, 2) P=0.003 8 vs. Vehicle. J: Expres⁃
sion of miR-208b-3p in the supernatant of NMVCs subjected to Ang Ⅱ and G/Go treatment, respectively. F=17.01, P=0.003 4, 1) P=0.027 3, 2) P=
0.002 1 vs. Vehicle. Data are shown as Mean ± SD. n=5 in B and C, n=3 in D, E, H, I and J.

图 2　Ang Ⅱ和 G/Go 增加乳小鼠心肌细胞和心肌成纤维细胞中 miR-208b-3p 表达

Fig. 2　Ang Ⅱ and G/Go enhance miR-208b-3p expression in NMVCs and mCFs
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A: Predicted miR-208b-3p seed matches to the sequence in the 3'-UTR of mouse Mtf2 and Pgrmc1 mRNA. The seed sequence of miR-208b-3p 
is UAAGACGA. B: Verification of Mtf2 as target gene of miR-208b-3p by the dual luciferase reporter assay. t = 5.069, 1) P=0.007 1 vs. pGl3-promoter. 
C: Verification of Pgrmc1 as target gene of miR-208b-3p by the dual luciferase reporter assay. t =4.821, 1) P=0.008 5 vs. pGl3-promoter. MRNA (D) and 
protein (E) expression of Mtf2 and Pgrmc1 in mCFs transfected with miR-208b-3p mimic. PGRMC1: t = 9.740, 1) P=0.000 6 vs. scramble; MTF2: t = 
11.00, 1) P=0.000 4 vs. scramble. F: Expression of Mtf2 and Pgrmc1 in the myocardium of db/db mice and db/m mice by Western blot assay. PGRMC1: t = 
4.782, 1) P=0.001 4 vs. db/m; MTF2: t = 13.71, 1) P<0.000 1 vs. db/m. G: mRNA expression of Mtf2 and Pgrmc1 in mCFs transfected with si-Mtf2 and 
si-Pgrmc1, respectively. Mtf2: F=9.504, P=0.005 1, 1) P=0.004 0 vs. scramble; Pgrmc1: F=19.05, P=0.000 5, 1) P=0.000 4 vs. scramble. H: Fibrosis-re⁃
lated protein expression in mCFs transfected with miR-208b-3p, si-Mtf2 and si-Pgrmc1, respectively. F=81.94, P<0.000 1, COL1A1: F=46.85, P<
0.000 1, 1) P=0.005 5, 2) P<0.000 1, 3) P<0.000 1 vs. scramble; COL3A1: F=24.66, P=0.000 2, 4) P=0.039 3, 5) P=0.000 7, 6) P=0.000 1 vs. scramble; α
-SMA: F=67.22, P<0.000 1, 7) P<0.000 1, 8) P<0.000 1, 9) P<0.000 1 vs. scramble. Data are shown as Mean ± SD. n=3 in B, C, D, E, G and H, n=5 in F.

图 4　miR-208b-3p 靶向抑制 mCFs 中 Mtf2 和 Pgrmc1 基因表达

Fig. 4　miR-208b-3p inhibits expression of Mtf2 and Pgrmc1 in mCFs

Expression of fibrosis-related gene in mCFs transfected with miR-208b-3p by Western blot assay (A). F=67.93, P<0.000 1, COL1A1: F=93.65, P
<0.000 1, 1) P<0.000 1, 2) P<0.000 1 vs. scramble; COL3A1: F=19.98, P=0.000 5, 3) P=0.002 6, 4) P=0.001 0 vs. scramble; α-SMA: F=98.64, P<0.000 1, 
5) P<0.000 1, 6) P<0.000 1 vs. scramble. Proliferation activity of mCFs transfected with miR-208b-3p by CKK8 assay (B) and flow cytometry assay (C). 
Data are shown as Mean ± SD. n=3.

图 3　miR-208b-3p 对乳小鼠心肌成纤维细胞增殖和纤维化相关基因表达的影响

Fig. 3　Effects of miR-208b-3p on mCF proliferation and fibrosis-related gene expression in mCFs
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病人心肌中表达增加［16］，而本文结果发现 MyomiR 
miR-208b也同样在糖尿病心肌中表达上调。

那么，在糖尿病心肌中表达升高的miR-208b-
3p 的细胞来源是什么呢？本文检测发现 miR-
208b-3p在NMVCs和mCFs两种心肌细胞中均有表

达，而在 NMVCs 中含量更高，这与 miR-208b 的宿

主基因 Myh7 在 NMVCs 中高表达是一致的。定量

PCR和DNA测序结果证实，Myh7 mRNA在mCFs中
表达，但检测不到 Myh7编码的 β-MHC 蛋白表达，

具体机制尚不清楚。氧化应激、晚期糖化终产物

（AGE）的形成、肾素-血管紧张素-醛固酮系统

（RAAS）的 激 活 参 与 糖 尿 病 心 肌 病 的 发 病 过

程［17-18］。分别用 Ang Ⅱ 和 G/Go 处理 NMVCs 和

mCFs 可上调细胞中 miR-208b-3p 表达，该结果提

示在糖尿病的病理条件下，小鼠心肌细胞和心肌成

纤维细胞中miR-208b-3p可被特异地激活表达。

心肌成纤维细胞是参与心肌纤维化过程的关

键细胞类型，在心肌纤维化发生中会向肌成纤维细

胞分化，并伴随细胞增殖和迁移能力的增加［19］。本

文利用 25、50 和 75 nmol/L 的 miR-208b-3p mimic
分别处理mCFs，CCK8细胞增殖实验和流式细胞术

分析结果显示，不同剂量的 miR-208b-3p mimic处
理都不会改变mCFs的增殖能力和细胞周期分布特

征。进一步检测发现 50和 75 nmol/L的miR-208b-
3p可有效促进mCFs中纤维化相关蛋白表达，显示

miR-208b-3p 具有促进心肌纤维化的作用。序列

分析显示 miR-208a-3p 与 miR-208b-3p 有共同的

种子序列（seed sequence）UAAGACG（www.mirbase.
org），而miRNA主要是通过种子序列与靶基因的3’
-UTR结合来发挥抑制基因表达的作用［20］。已有研

究报道 miR-208a-3p 具有促进心肌纤维化的作

用［21］，而本文结果证实miR-208b-3p也具有一致的

促进心肌纤维化的作用。本文证实 miR-208b-3p
具有促进心肌纤维化的作用，结合以往miR-208b-
3p 具有促进心肌肥厚作用的报道［22］，提示了 miR-

208b-3p 可通过促进心肌纤维化和心肌肥厚两个

方面参与心肌重构的过程。

本文结果表明mCFs和NMVCs中Myh7基因来

源的miR-208b-3p可在Ang Ⅱ和G/Go诱导下表达

升高，并证实 Ang Ⅱ和 G/Go处理后的 NMVCs细胞

上清中miR-208b-3p水平增加，鉴于心肌细胞和心

肌成纤维细胞间存在细胞囊泡形式的信息交换［23］，
因此，提示糖尿病病理条件下心肌细胞表达的

miR-208b-3p 可能借助于细胞囊泡输送并进入到

邻近的心肌成纤维细胞，发挥促进心肌纤维化基因

表达的作用。

本文证实 miR-208b-3p 可特异靶向 Mtf2 和

Pgrmc1 发挥促进心肌纤维化的作用。首先，利用

Target Scan-Vert 软件预测提示 Mtf2 和 Pgrmc1 是

miR-208b-3p 的潜在靶基因，双萤光素酶检测结果

显示 miR-208b-3p 能分别特异性结合于 Mtf2 和

Pgrmc1 mRNA 3’-UTR，并在蛋白水平上抑制mCFs中
Mtf2和Pgrmc1表达。功能实验结果显示，利用 siR⁃
NA 分别沉默 Mtf2和 Pgrmc1表达，可与 miR-208b-
3p一致性地促进mCFs中纤维化相关基因表达。

Mtf2 是多梳压制复合物 2（PRC2）的重要组成

成分，可激发 PRC2的组蛋白H3K27甲基转移酶活

性，在干细胞干性维持和体细胞重编程中的基因表

达方面发挥重要作用［24-25］。Mtf2表达能否增强CFs
中 H3K27甲基修饰并特异增加纤维化相关基因表

达，尚不明确。已有研究证实 Pgrmc1 可提高线粒

体呼吸和脂肪酸氧化的速率，高脂喂养 Pgrmc1 基

因敲除小鼠容易发生心脏脂肪毒性，促发心肌纤维

化和心力衰竭［26］。Pgrmc1 表达能否增加 CFs 中脂

肪酸氧化并介导纤维化相关基因表达，亦需实验证

实。我们后续将在细胞和整体水平进一步阐明

miR-208b-3p通过靶向 Mtf2和 Pgrmc1促进心肌纤

维化的分子机制，为基于miR-208b-3p为潜在干预

靶点的心肌纤维化治疗研究提供科学资料。
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