
第 43卷 第2期
2022年 3月

Vol.43 No.2
March 2022

中山大学学报（医学科学版）

JOURNAL OF SUN YAT‑SEN UNIVERSITY（MEDICAL SCIENCES）

MicroRNA-99b-5p通过抑制成纤维细胞生长因子21
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摘 要：【目的】研究微小RNA microRNA-99b-5p（miR-99b-5p）对心肌细胞肥大表型的调节作用及机制。【方

法】实时荧光定量PCR（RT-qPCR）检测人心肌组织（包括健康对照者、心力衰竭患者心肌组织）以及横向主动脉缩

窄（TAC）手术小鼠心肌中miR-99b-5p的表达水平。血管紧张素Ⅱ（AngⅡ）处理原代乳小鼠心肌细胞（NMVCs）后，

利用鬼笔环肽染色呈现心肌细胞大小，RT-qPCR检测miR-99b-5p表达水平。利用RT-qPCR及蛋白质免疫印迹法

检测转染miR-99b-5p mimic对NMVCs中肥大相关基因及成纤维细胞生长因子 21（Fgf21）表达的影响。双萤光素

酶报告实验验证miR-99b-5p与Fgf21基因 3′端非翻译区（3’UTR）的结合作用。利用腺病毒介导在NMVCs中过表

达Fgf21及超氧化物歧化酶 2（Sod2），并利用小干扰RNA（siRNA）敲低NMVCs中Fgf21和 Sod2表达，研究Fgf21/Sod2
轴是否介导miR-99b-5p对心肌细胞肥大表型的调节作用。【结果】MiR-99b-5p在心衰患者心肌组织、TAC术后的

小鼠心肌组织及在AngⅡ处理的心肌细胞中均表达上调（P＜0.01）。MiR-99b-5p可促进NMVCs中与肥大相关基

因的表达（P＜0.01）。双萤光素酶报告基因实验证实miR-99b-5p与Fgf21基因的 3’UTR存在结合作用，并且miR-
99b-5p可抑制 Fgf21及其下游基因 Sod2表达（P＜0.05）。在 NMVCs中过表达 Fgf21或 Sod2均可有效逆转miR-
99b-5p的促心肌细胞肥大作用（P＜0.05）。【结论】MiR-99b-5p在肥厚心肌中表达增加，并通过Fgf21/Sod2轴发挥

促进心肌细胞肥大的作用。
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Abstract：【Objective】To explore the role of microRNA-99b-5p（miR-99b-5p）in cardiomyocyte hypertrophy and
the related mechanism involved.【Methods】The expression of miR-99b-5p in myocardium was detected by real-time quan‑
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titative PCR（RT-qPCR）in the myocardium of patients with heart failure（HF）and healthy controls，as well as in the myo‑
cardium of mouse model of transverse aortic restriction（TAC）-induced cardiac hypertrophy. Phalloidin-iFluor 647 stain‑
ing was used to show the size of neonatal mouse ventricular cardiomyocytes（NMVCs）after AngⅡ treatment. MiR-99b-5p
expression was determined by RT-qPCR in AngⅡ-treated NMVCs. After transfection with miR-99b-5p mimic，the ex‑
pression of cardiac hypertrophy-associated genes and Fgf21 in NMVCs was detected by RT-qPCR and Western blot as‑
say，respectively. We identified the interaction between miR-99b-5p and the 3’UTR of Fgf21 mRNA by dual luciferase
reporter assay. The recombinant Ffg21 adenovirus（rAd-Fgf21）and rAd-Sod2 were used to infect NMVCs，and the expres‑
sion of β -MHC，ANP，FGF21 and SOD2 was detected by Western blot assay. We knocked down Fgf21 and Sod2 in
NMVCs to investigate the role of FGF21/Sod2 axis in miR-99b-5p-regulated NMVC hypertrophy.【Results】MiR-99b-5p
expression was elevated in the myocardium of HF patients and TAC-operated mice，and in AngⅡ-treated NMVCs（P＜
0.01，respectively）. MiR-99b-5p promoted the expression of hypertrophy-related genes in NMVCs（P＜0.01）. Results of
dual luciferase reporter gene assay revealed the interaction between miR-99b-5p and Fgf21 mRNA. MiR-99b-5p down-
regulated the expression of Fgf21 and the down-stream gene of Sod2（P＜0.01）. Overexpression of FGF21 or SOD2 could
inhibit NMVC hypertrophy and effectively reversed the pro-hypertrophy effect of miR-99b-5p on NMVCs（P＜0.05，re‑
spectively）.【Conclusion】MiR-99b-5p is up-regulated in the hypertrophic myocardium and enhances cardiomyocyte hy‑
pertrophy via suppressing Fgf21/Sod2 axis.

Key words：cardiomyocyte hypertrophy；miR-99b-5p；fibroblast growth factor 21
［J SUN Yat‑sen Univ（Med Sci），2022，43（2）：192-202］

近年来，我国心血管疾病引发的死亡率和发

病率仍呈增长趋势［1］。心肌肥厚是多种心血管

疾病发生的病理基础，主要表现为心肌细胞在

长度和宽度上的改变，即心肌细胞肥大，而非数

量上的增加［2］。心肌细胞发生病理性肥大时会

出现心脏胎儿基因的重新激活和表达，如心房

钠尿肽（atrial natriuretic peptide，ANP）以及 β肌

球蛋白重链（β myosin heavy chain，β-MHC）等的

编码基因［3］。在心肌肥厚的早期阶段，心肌收缩

力增加是一种短期的适应机制，而持续的刺激

将导致适应性不良的心脏重构，并最终发展为

心力衰竭［4］。目前，心肌肥厚及后续转变为心力

衰竭的确切分子机制尚未明确，有待进一步的

研究证实。越来越多的研究表明微小 RNA（mi‑
croRNA，miRNA）参与调节心肌细胞的肥大［5］。

MicroRNA通过与靶基因 mRNA结合，抑制靶基

因的翻译，进而发挥调节相关生物学过程的重

要作用［6］。多种 microRNA可靶向调节与心脏疾

病相关的基因表达［6-7］，如心肌特异性敲除 miR-
22可减轻应激诱导的心肌肥厚［8］；miR-206可被

YAP上调，并介导 YAP诱导的心肌细胞肥大［9］。

我们以往的研究证实 miR-199a-3p和 miR-199b-
5p可分别通过结合 Rb-1和 CDK9，发挥促进心

肌细胞肥大的作用［10-11］。成纤维细胞生长因

子 21（fibroblast growth factor 21，Fgf21）是 一 种

可在多种的组织器官中表达并发挥多种起生

物学功能的分泌蛋白［12］。有研究显示在异丙

肾上腺素诱导肥厚的小鼠心肌，增加 Fgf21表

达能够减轻小鼠心肌肥厚的发生，其可能机制

是 Fgf21通过增加 SIRT1表达来减弱血管紧张

素Ⅱ（angiotensin Ⅱ，AngⅡ）诱 导 的 心 肌 肥

厚［13］，但 Fgf21发挥心脏保护作用的分子机制

尚不完全清楚。我们的前期工作已证实 cir‑
cRNA_005647可作为分子海绵吸附 miR-99b-5p
来抑制心肌细胞发生肥大［14］，但 miR-99b-5p
在心肌肥大中的具体作用机制尚不明确。本

文旨在探讨 miR-99b-5p对小鼠心肌细胞（neo‑
natal mouse ventricular cardiomyocytes，NMVCs）肥

大相关基因表达的促进作用，并阐明 Fgf21是

否介导 miR-99b-5p发挥对心肌肥大表型的调

节作用。
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1 材料与方法

1.1 组织标本

利用RT-qPCR检测并比较心衰（heart failure，
HF）患者、健康器官捐献者心肌组织标本中miR-
99b-5p的表达水平。临床患者组织样本由广东省

心血管病研究所提供，开展的实验均经过广东省人

民医院伦理委员会审批［批准号No. GDREC201923
8H（R1）］，心衰及健康对照患者病例资料信息同

以往报道［15］。

1.2 实验动物

C57BL/6乳小鼠（出生日龄 1~3 d，雌雄不限）

和 8周的性成熟雄性C57BL/6小鼠由广州中医药大

学实验动物中心提供，属于无特定病原体级别动

物。开展的动物实验通过广东省人民医院伦理委

员会审批［批准号：粤医科伦理 2017015A号］，实验

动物许可证号为SCXK（粤）2013-0034。
1.3 主要试剂

TRizol总 RNA提取裂解液（Invitrogen）；逆转

录试剂（TaKaRa）；miR-99b-5p、U6、Fgf21等序列引

物（Invitrogen）；2× SYBR Green Pro Taq HS Premix
（艾科瑞）；DMEM/F-12 无血清培养基、0.25%
EDTA胰蛋白酶（Gibco）、特级澳洲胎牛血清；细胞

转染试剂 Lipofectamine 2000、Oligofectamine（Invit‑
rogen）；miR-99b-5p mimic、Fgf21 siRNA、超氧化物

歧化酶 2（Superoxide dismutase，Sod2）siRNA（广州

锐博）；RIPA蛋白裂解缓冲液（碧云天）；SDS-PAGE
凝胶配制试剂盒（碧云天）；4×loading buffer、蛋白

marker 26616（Thermo Fisher Scientific）；BCA蛋白

浓度测定试剂盒；PVDF膜（Whatman）；抗心房钠尿

肽抗体（Bioworld）；抗 β肌球蛋白重链抗体（Sig‑
ma）；抗 FGF21抗体（SAB公司）；抗 SOD2抗体

（Cell Signaling Technology）、抗 GAPDH抗体（Pro‑
tein Technology）；萤光素酶活性检测试剂盒（Pro‑
mega）；抗 氧 化 剂 N-Acetyl-L-cysteine（MCE 公

司）等。

1.4 主要方法

1.4.1 原代乳小鼠心肌细胞的分离与培养 取

SPF级C57BL/6乳小鼠心脏于高压灭菌后的PBS溶

液中漂洗去除残血，并修剪去除血管等其他组织，

转移至干净的离心管中，加入 0.25% EDTA胰蛋白

酶及 PBS溶液，于 4 ℃摇床 10 h。次日于装有乳小

鼠心脏的离心管加入完全培养基，放入 37 ℃中温

浴 10 min停止消化。巴氏管将心脏吸至新的离心

管，加入不含血清的细胞培养基及胶原酶Ⅱ，37 ℃
中轻摇 10 min。待组织吹散后加入完全培养基进

行离心，用干净 PBS溶液重悬下面一层的细胞后，

经滤网（70 μm孔径）过滤至新的离心管里后进行

离心，重旋转至培养瓶。1.5 h后将瓶中的悬液吸

出，分至细胞培养板中培养。

1.4.2 C57BL/6小鼠横向主动脉弓缩窄模型建

立 利用横向主动脉弓缩窄（transverse aortic re‑
striction，TAC）法建立小鼠心肌肥厚模型。将小鼠

置于诱导麻醉盒中，2 %异氟烷吸入诱导麻醉，麻醉

后仰卧位固定，以第二肋骨为中心剪开表皮，从第

二肋骨与胸骨连接处剪开暴露主动脉弓，于无名动

脉和左颈总动脉结扎主动脉弓，待小鼠情况稳定后

缝合，术后进行连续3周的观察和饲养。

1.4.3 原代乳小鼠心肌细胞转染 miR-99b-5p和

siRNA 将 NMVCs于 12孔细胞培养板稳定培养

后，在EP管中加入Oligofectamine（1.75 μL/孔）与无

血清培养基混合，在另外的 EP管中加入mimic或
siRNA（100 nmol/L）与无血清培养基混合，将Oligo
与mimic或 siRNA轻轻混匀，静置包裹 15 min。将

NMVCs用 PBS缓冲液清洗后更换为含 3 %血清的

培养基，再加入包裹好的混合物，置于体积分数

5 % CO2、37 ℃培养箱培养36 h。
1.4.4 Fgf21和Sod2重组腺病毒的构建和包装 参

照已报道方法［16］，分别将小鼠 Fgf21和 Sod2基因编

码区序列定向插入 pAd-Track-cmv载体，并继续进

行后续的相应重组腺病毒质粒载体构建和重组腺

病毒的包装及扩增。实验时以 rAd-GFP作为对照

组腺病毒（rAd-Fgf21、rAd-Sod2和 rAd-GFP的MOI
均是5）。

1.4.5 麦胚凝集素染色 麦胚凝集素（triticum vul‑
garis lectin，WGA）染色参照我们已报道的方法［15］，

并略有改进。

1.4.6 实时荧光定量 PCR TRIzol法提取 NMVCs
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或小鼠心肌组织总RNA，20 μL mRNA逆转录体系

中加入 5×Prime Script RT Master Mix 4 μL以及 1.0
μg总RNA模板进行逆转录，获得相应的 cDNA，以
GAPDH为内参照检测相关基因mRNA表达水平。

MiRNA成熟体逆转录体系中加入 5×PrimeScript
RT Buffer、RT Enzyme Mix、miR-99b-5p RT 引物、

U6 RT引物，以 1.0 μg总RNA为模板进行成熟体逆

转录，获得相应产物用于检测miR-99b-5p表达水

平。利用 ViiA 7 Quantitative PCR System（Applied
Biosystems）进行实时荧光定量 PCR并分析得到的

实验结果。计算相应的2−ΔΔCt值，比较不同实验分组

间miR-99b-5p、Fgf21以及肥大相关基因的表达水

平。相应的引物序列列于表1。
1.4.7 蛋白质免疫印迹法 利用含蛋白酶抑制剂

的 RIPA裂解缓冲液裂解细胞培养板中的 NMVCs
或小鼠心肌组织（组织需进行研磨）后，高速离心，

测蛋白浓度。等质量分装蛋白后再与 4×SDS load‑
ing buffer震荡混匀，放入 99 ℃进行变性 10 min。按

相应的分组，将样品加入凝胶梳孔中，电泳分出大

小差异的蛋白。取出凝胶后，在电转缓冲液中将蛋

白转印至PVDF膜上。封闭后利用相应的一抗［β-
MHC（ 1：1 000）、ANP（ 1：1 000）、FGF21（ 1：2

000）、SOD2（ 1：1 000）、GAPDH（1：5 000）］孵育

4 ℃过夜，TBST液清洗后敷上相应的二抗，1 h后
TBST再次清洗，即可进行化学发光反应。

1.4.8 双萤光素酶报告基因检测 将 Fgf21的 3’
UTR序列及其与 miR-99b-5p潜在的结合位点突

变后的3’UTR序列分别构建入pGL3-promoter载体

中。在构建好重组质粒后，将相应质粒 pGL3-pro‑
moter-Fgf21、pGL3-promoter-Fgf21-mut以及 miR-
99b-5p mimic 与内参照 pRL-TK 质粒共转染至

HEK293细胞中，24 h后测定萤火虫萤光素酶（FL）
和海肾萤光素酶（RL）的活性。通过计算比较FL/RL
比值的大小，判断 miR-99b-5p与 Fgf21的结合作

用。

1.4.9 鬼笔环肽染色 将原代乳小鼠心肌细胞于

Confocal皿中培养，进行实验干预后，用干净PBS清
洗。在血中加入 40 g/L多聚甲醛溶液进行固定。

然后更换成PBS溶液，置于摇床上轻轻漂洗。接下

来，配制 0.1% TritonX-100透化液，加入皿中透化

处理细胞，再次漂洗。加入鬼笔环肽工作液后避

光，细胞染色 60 min。染色完成用 PBS洗后，加入

含DAPI封片剂，在 4 ℃冰箱用锡箔纸避光保存，待

激光共聚焦显微镜观察心肌细胞形态。

表1 PCR引物序列

Table 1 The sequences of the primers for PCR

Gene
Myh7

Nppa

Fgf21

GAPDH

miR-99b-5p

U6

The primer sequence（5′- 3′）
F，GACCAGATGAATGAGCACCG
R，TCCTCCAGTTGCCTCTTGAG
F，GAGGTGCCTCCCTGGACTG
R，TCTGGGCTCCAATCCTCTGA
F，TACCAAGCATACCCCATCCC
R，GGATTTGAATGACCCCTGGC
F，CAAGAAGGTGGTGAAGCAGG
R，CCACCCTGTTGCTGTAGCC
RT，GTCGTATCCAGTGCGTGTCGTGGAGTCGGCAATTGCACTGGATACGACCGCAAGGT
F，CACCCGTAGAACCGACCTTGCG
R，GTGCGTGTCGTGGAGTC
RT，GTCGTATCCAGTGCGTGTCGTGGAGTCGGCAATTGCACTGGATACGAC
F，GTCCGCGTGCTCGCTTCGGCAGC
R，GTGCGTGTCGTGGAGTC

Product/bp
203

191

205

200

70

160
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1.5 统计学方法

图像处理软件 Image J分析蛋白条带，利用

GraphPad Prism8、SPSS 21.0进行统计分析。计量

资料结果用均数±标准差表示。两组间比较采用 t

检验；方差不齐的两组数据比较用Welch’s t检验；

多组间比较采用单因素方差分析；采用 Bonferroni
校正的 t检验进行组间两两比较。P＜0.05时，差异

具有统计学意义。

2 结 果

2.1 MiR-99b-5p在发生肥厚的心肌中表达增加

与对健康捐献者心肌相比，WGA染色显示心

衰患者心肌细胞的横截面积明显增大（P＜0.001；
图 1A），同时心衰患者心肌中miR-99b-5p表达水

平显著升高（P＜0.05；图 1B）。我们将 C57BL/6小
鼠分为假手术组（Sham）和 TAC手术组，并进行相

应的手术处理。WGA染色显示TAC手术小鼠心肌

细胞的横截面积明显增大（P＜0.01；图 1C），并且

TAC手术小鼠心肌中miR-99b-5p水平显著增加（P

＜0.01；图 1D）。我们用AngⅡ进行处理NMVCs，建
立心肌细胞肥大模型。鬼笔环肽染色显示，AngⅡ
处理的 NMVCs细胞明显增大（P＜0.05；图 1E），

RT-qPCR结果显示发生肥大的 NMVCs中 miR-
99b-5p水平显著上调（P＜0.01；图1F）。

2.2 MiR-99b-5p促进原代乳小鼠心肌细胞中肥

大相关基因表达

鬼笔环肽染色结果显示转染 miR-99b-5p
mimic的 NMVCs细胞面积明显增大（P＜0.05；图
2A）。RT-qPCR 和 Western blot 检测发现，转染

miR-99b-5p mimic的NMVCs中肥大相关基因Myh7
和 Anp 表 达 显 著 增 加（P＜0.01 或 P＜0.001；图

2B、2C）。
2.3 MiR-99b-5p靶向Fgf21发挥促进NMVCs中

心肌肥大相关基因表达的作用

生物信息学分析（https：//www. mirbase. org/；
https：//starbase.sysu.edu.cn/）结果提示 Fgf21基因的

3’UTR存在与 miR-99b-5p潜在结合的位点（图

3A）。进一步的双萤光素酶报告基因实验证实

miR-99b-5p与Fgf21 3’UTR间结合作用，经单因素

方差分析，四组间差异有统计学意义（F=4.976，P=
0.011 7），采用 Bonferroni法进一步作两两比较，发

现miR-99b-5p与 Fgf21 3’UTR间存在特异结合作

用（P＜0.01），而突变 3’UTR的相应结合序列后，

miR-99b-5p则不能降低萤光素酶的活性（图 3B）。

RT-qPCR结果显示，FGF21 mRNA在心衰病人心

肌中表达降低，但差异无统计学意义（图 3C），而

Fgf21 mRNA在TAC手术诱导肥厚的小鼠心肌中表

达显著降低（P＜0.05；图 3D）。转染 miR-99b-5p
mimic可在 RNA和蛋白水平抑制 NMVCs中 Fgf21
表达（P＜0.01；图3E，3F）。

Western blot结果显示，Fgf21 siRNA和 miR-
99b-5p mimic可一致性地增强 NMVCs中 β-MHC
和ANP蛋白表达（P＜0.000 1；图 3G）。而利用腺病

毒介导在NMVCs过表达 Fgf21可显著抑制NMVCs
中肥大相关基因Myh7和 Anp表达（P＜0.001），并

逆转miR-99b-5p对心肌细胞肥大相关基因表达的

促进作用（P＜0.0001；图3H）。

2.4 Fgf21/Sod2 轴 介 导 miR-99b-5p 促 进

NMVCs中心肌肥大相关基因表达作用

Western blot结果显示，ROS抑制剂 NAC与

Fgf21能一致地有效逆转miR-99b-5p促心肌细胞

肥大的作用（P＜0.01或P＜0.001；图 4A）。利用腺

病毒介导过表达 Fgf21 和 Sod2 均能显著抑制

NMVCs 中 β -MHC 和 ANP 表达（P＜0.01），并且

Fgf21可增加NMVCs中 SOD2表达（P＜0.05或 P＜

0.000 1；图 4B）。用 siRNA敲减 Fgf21的NMVCs中
SOD2表达显著降低（P＜0.000 1），而沉默 Fgf21和
Sod2表达则可与 miR-99b-5p mimic一致地促进

NMVCs中 β-MHC和 ANP的表达（P＜0.05或 P＜

0.01；图4C）。

3 讨 论

在本文中，我们证实miR-99b-5p在心力衰竭

患者心肌、TAC诱导的小鼠心肌以及AngⅡ诱导的

心肌肥厚细胞模型中均表达增强，提示miR-99b-
5p可能参与心肌肥厚的过程。功能实验的结果证
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实转染miR-99b-5p可特异增加小鼠心肌细胞面积

和心肌肥大相关基因表达，具有促进心肌细胞肥大

的作用。本研究明确了介导miR-99b-5p发挥促心

肌细胞肥大作用的下游靶基因，为阐明 circRNA_

005647通过结合 miR-99b-5p来抑制心肌细胞肥

大的作用机制提供科学依据。

已有研究显示miR-99b-5p参与人成骨细胞增

殖、骨关节炎以及非小细胞肺癌转移等过程［17-19］，

A：WGA staining assay of the myocardium of patients with heart failure（HF）. The scale bar is 50 μm；t = 5.802，1）P =0.000 4 vs. Healthy con‑
trols. B：Expression of miR-99b-5p in myocardial tissue of HF patients and healthy controls by RT-qPCR assay. F test F=2.666，P=0.044 0，Un‑
paired t test with Welch′s correction，1）P =0.014 9 vs. Healthy controls. C：WGA staining assay of the myocardium of mice subjected to TAC surgery.
The scale bar is 50 μm；t = 4.803，1）P =0.001 4 vs. Sham group. D：Expression of miR-99b-5p in the myocardium of mice subjected to TAC surgery
by RT-qPCR assay. t = 4.946，1）P =0.001 1 vs. Healthy controls. E：Phalloidin-iFluor 647 staining of Ang Ⅱ-induced hypertrophic NMVCs. The
scale bar is 50 μm；t = 3.773，1）P =0.0195 vs. Sham group. F：Expression of miR-99b-5p in Ang Ⅱ-induced NMVCs by RT-qPCR assay. t = 6.738，
1）P =0.002 5 vs. Vehicle control. Data are presented as Mean±SD. n=5 in A，n=17 for group of Healthy controls，and n=28 for group of HF patients in
B，n=5 in C and D，n=3 in E and F.

图1 miR-99b-5p在肥厚心肌中表达增加

Fig. 1 Upregulation of miR-99b-5p in the hypertrophic myocardium
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但尚未见miR-99b-5p参与心肌细胞相关表型调控

的报道。我们通过miRNA数据网站的 TargetScan、
miRanda和PicTar等软件共同预测到Fgf21是miR-
99b-5p的潜在靶基因，鉴于已有报道显示 Fgf21可
以调控 miR-143［20］和 miR-27b［21］发挥调节心血管

疾病进程的作用，但尚未见有关miRNA调控 Fgf21
表达的报道，因而本文拟探讨miR-99b-5p是否可

通过调节 Fgf21表达发挥促进心肌细胞肥大作用。

本文通过双萤光素酶报告基因实验显示miR-99b-
5p可与 Fgf21基因的 3’UTR特异结合，并明确

miR-99b-5p可在转录水平抑制 Fgf21表达。基于

心衰病人心肌和 TAC小鼠心肌中 miR-99b-5p和
Fgf21 mRNA表达的检测结果也提示两者在心肌肥

厚过程中表达负相关。功能实验证实在细胞水平

敲减 Fgf21可与miR-99b-5p一致性地抑制心肌细

胞肥大表型，而过表达Fgf21可有效逆转miR-99b-

5p的促心肌细胞肥大作用，因此Fgf21介导了miR-
99b-5p的促进心肌细胞肥大作用。本文上述结果

与以往 Fgf21具有抑制心肌细胞肥大作用的报道

相符［13］。

长时间的病理性刺激可加重心肌的氧化损伤，

而氧自由基清除剂和抗氧化剂可以减轻氧化应激

所致的亚细胞功能缺损和心脏功能的降低［22］。已

有研究证实 Fgf21可减轻心肌受到的氧化损伤作

用［23］，因此本文试图明确miR-99b-5p是否通过靶

向 Fgf21来调节心肌细胞的氧化应激和肥大表型。

我们发现抗氧化剂NAC和过表达 FGF21均能一致

抑制miR-99b-5p的促心肌细胞肥大的作用，提示

miR-99b-5p通过增加氧化应激途径来促进心肌细

胞肥大。既往研究表明，SOD2是细胞线粒体内中

和超氧阴离子自由基（·O-2）的主要抗氧化酶，在维

持正常心脏功能和抑制心肌肥厚表型中发挥重要

A：Phalloidin-iFluor 647 staining of miR-99b-5p-induced hypertrophic NMVCs. The scale bar is 50 μm；t = 4.372，1）P =0.012 0 vs. scramble.
B：MRNA expression of Myh7 and Anp in miR-99b-5p-modified NMVCs by RT-qPCR assay. Myh7 mRNA：t = 4.462，1）P =0.002 1 vs. scramble；
Anp mRNA：t = 4.225，2）P =0.002 9 vs. scramble. C：Protein expression of β-MHC and ANP in miR-99b-5p-modified NMVCs by Western blot as‑
say. β-MHC：t = 8.120，1）P <0.000 1 vs. scramble；ANP：t = 4.225，2）P =0.002 9 vs. scramble. Data are presented as Mean±SD. n=5.

图2 miR-99b-5p促进NMVCs中心肌肥大相关基因表达

Fig. 2 MiR-99b-5p enhances hypertrophy-related gene expression in NMVCs
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作用［24-26］。已有报道 Fgf21可在mRNA水平上促进

抗氧化基因 Sod2表达［21］，而本文进一步在蛋白水

平证实Fgf21可调控NMVCs中Sod2表达，并从功能

上明确 Fgf21/Sod2轴介导了miR-99b-5p的促心肌

细胞肥大作用。

综上，本文证实了miR-99b-5p通过抑制其下

A：Bioinformatics prediction showed the potential binding site of miR-99b-5p in the 3̓ -UTR of Fgf21 mRNA. B：Identification of the interaction
between miR-99b-5p and Fgf21 mRNA by dual-luciferase reporter assay. F=4.976，P=0.011 7，1）P=0.008 7 vs. group 1. C：MRNA expression of
FGF21 in the myocardium of HF patients and healthy controls by RT-qPCR assay. D：MRNA expression of Fgf21 in the myocardium of mice subjected
to TAC surgery by RT-qPCR assay；t = 2.507，1）P =0.031 1 vs. Sham group. E：MRNA expression of Fgf21 in miR-99b-5p-modified NMVCs by RT-
qPCR assay；t = 6.078，1）P =0.0037 vs. scramble. F：Protein expression of FGF21 in miR-99b-5p-modified NMVCs by Western blot assay；t =
8.548，1）P =0.001 0 vs. scramble. G：miR-99b-5p and Fgf21 siRNA increased hypertrophy-related protein expression in NMVCs. β-MHC：F=
46.79，P<0.000 1，1）P<0.000 1，2）P<0.000 1 vs. scramble；ANP：F=36.73，P<0.000 1，3）P<0.000 1，4）P<0.000 1 vs. scramble；FGF21：F=
91.67，P<0.000 1，5）P<0.000 1，6）P<0.000 1 vs. scramble. H：Overexpression of FGF21 could reverse the increases of β-MHC and ANP expres‑
sion in miR-99b-5p-treated NMVCs. β-MHC：F=46.15，P<0.000 1，1）P<0.000 1，2）P=0.000 4 vs. Vector+scramble，3）P<0.000 1 vs. Vector+
miR-99b-5p；ANP：F=144.9，P<0.000 1，4）P<0.000 1，5）P=0.000 4 vs. Vector+scramble，6）P<0.000 1 vs. Vector+miR-99b-5p；FGF21：F=
20.69，P<0.000 1，7）P<0.025 5，8）P=0.000 7 vs. Vector+scramble，9）P=0.036 7 vs. Vector+miR-99b-5p. Data are presented as Mean ± SD. n=3
in B，E and F，n=17 for group of Healthy controls，and n=28 for group of HF patients in C，n=5 for Sham group，and n=7 for TAC group in D，n=5 in
G and H.

图3 miR-99b-5p靶向Fgf21发挥促进NMVCs中心肌肥大相关基因表达作用

Fig. 3 Fgf21 mediates the pro-hypertrophic effect of miR-99b-5p on NMVCs
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A：Overexpression of FGF21 reversed the decrease of Sod2 in miR-99b-5p-modified NMVCs. β-MHC：F=15.86，P=0.001 0，1）P=0.000 6 vs.
Vector+scramble，2）P=0.001 3，3）P=0.009 2 vs. Vector+miR-99b-5p；ANP：F=25.39，P=0.000 2，4）P=0.025 4 vs. Vector+scramble，5）P=
0.000 3，6）P=0.000 2 vs. Vector+miR-99b-5p；SOD2：F=10.55，P=0.003 7，7）P=0.036 3 vs. Vector+scramble，8）P=0.002 9，9）P=0.003 6 vs.
Vector+miR-99b-5p. B：Overexpression of Sod2 inhibited hypertrophy-related protein expression in NMVCs. β-MHC：F=20.75，P=0.002 0，1）P=
0.002 0，2）P=0.003 3 vs. Vector；ANP：F=25.47，P=0.001 2，3）P=0.001 0，4）P=0.002 4 vs. Vector；FGF21：F=138.6，P<0.000 1，5）P=0.000
1，6）P=0.011 2 vs. Vector；SOD2：F=79.21，P<0.000 1，7）P=0.024 7，8）P<0.000 1 vs. Vector. C：MiR-99b-5p，Fgf21 siRNA and Sod2 siRNA
increased hypertrophy-related protein expression in NMVCs. β-MHC：F=5.975，P=0.019 4，1）P=0.036 6，2）P=0.021 5，3）P=0.015 0 vs. scram‑
ble；ANP：F=14.55，P=0.001 3，4）P=0.001 3，5）P=0.005 2，6）P=0.001 1 vs. scramble；FGF21：F=12.01，P=0.002 5，7）P=0.030 3，8）P=
0.013 6 vs. scramble；SOD2：F=51.75，P<0.000 1，9）P=0.004 5，10）P<0.000 1，11）P<0.000 1 vs. scramble. Data are presented as Mean ± SD. n=3.

图4 Fgf21/Sod2轴介导miR-99b-5p促进NMVCs中心肌肥大相关基因表达作用

Fig. 4 Fgf21/Sod2 axis mediates the pro-hypertrophic effect of miR-99b-5p on NMVCs
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游靶基因 Fgf21，进而抑制其下游 Sod2基因表达

来促进心肌细胞肥大。在后续的研究中，我们将

继续探讨 Fgf21/Sod2轴介导 miR-99b-5p促心肌

细胞肥大的分子机制，并在整体水平上明确

Fgf21介导miR-99b-5p发挥促进心肌肥厚的作用

机制。
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