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摘 要 目的：研究参附注射液（SFI）对慢性充血性心力衰竭（简称心衰）大鼠心肌微小RNA（miRNA）表达谱的影响，以明确SFI

抗心衰的作用靶点。方法：将40只大鼠按随机数字表法分成假手术组（生理盐水，ip）、模型组（生理盐水，ip）、缬沙坦组（阳性对

照，10 mg/kg，ig）和SFI组（0.75 mL/kg，im），每组10只，除假手术外的其余各组大鼠均复制心衰模型。造模成功后，各组小鼠每天

给予相应药物1次，连续给药28 d后采用Affymetrix miRNA V4.0芯片技术对心衰大鼠心肌组织中miRNA表达进行分析，并筛选

各组大鼠心肌组织中共同差异表达miRNA，以差异基因表达倍数大于或等于1.1为阈值分析心衰相关miRNA；利用基因本体论

（GO）分析对差异表达基因进行功能分类及生物信号通路分析。结果：共筛选出29条共同差异表达miRNA，7条心衰相关miRNA

（rno-miR-30c-1-3p、rno-miR-125b-5p、rno-miR-133a-5p、rno-miR-199a-5p、rno-miR-221-3p、rno-miR-146a-5p 和 rno-miR-1-3p），SFI

能显著下调心衰大鼠心肌组织中 rno-miR-125b-5p、rno-miR-133a-5p、rno-miR-221-3p、rno-miR-1-3p 表达（P＜0.05或 P＜0.01）。

GO分析结果显示，差异表达miRNA主要与信号通路转导、细胞质及核苷酸结合有关。结论：SFI参与下调心衰进展相关miRNA，

进而经细胞质与核苷酸结合后影响相关信号通路的转导，从而发挥其抗心衰作用。
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Effect of Shenfu Injection on the Expression Profile of Myocardial miRNA in Rats with Chronic Conges-

tive Heart Failure
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macology of Traditional Chinese Medical Formulae，Tianjin University of TCM，Ministry of Education，Tianjin

300193，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effect of Shenfu injection（SFI）on the expression profile of myocardial miRNA in rats

with chronic congestive heart failure（referring to heart failure）. METHODS：40 rats were randomly divided into sham operation

group（normal saline，ip），model group（normal saline，ip），valsartan group（positive control，10 mg/kg，ig）and SFI group

（0.75 mL/kg，im），10 in each group. Except for sham operation group，another groups were reduced heart failure. After modeling，

rats in other groups received related medicines，once a day. Affymetrix miRNA V4.0 chip technology was conducted to analyze the

miRNA expression in myocardial tissue of rats with heart failure after administration for 28 d，and screen the miRNA on common

differential expression in myocardial tissue of rats in each group. The miRNA associated with heart failure was analyzed by thresh-

old of differential gene expression multiple value greater than or equal to 1.1. Gene Ontology（GO）analysis was used to analyze

functional classification and biological signaling pathway of differentially expressed genes. RESULTS：There were totally 29 miR-

NAs on common differential expression and 7 miRNAs associated with heart failure （rno-miR-30c-1-3p， rno-miR-125b-5p，

rno-miR-133a-5p，rno-miR-199a-5p，rno-miR-221-3p，rno-miR-146a-5p and rno-miR-1-3p）. SFI can significantly downregulate the

expressions of rno-miR-125b-5p，rno-miR-133a-5p，rno-miR-221-3p，rno-miR-1-3p in myocardial tissue of rats（P＜0.05 or P＜

0.01）. Results of GO analysis showed，miRNAs on differential expression were mainly related to signal transduction，cytoplasm

and nucleotide binding. CONCLUSIONS：SFI plays the role of anti-heart failure by participating in the downregulation of miRNAs

associated with heart failure process and then affecting related

signal pathways transduction after the combination of cyto-

plasm and nucleotide.

KEYWORDS Shenfu injection； Chronic congestive heart

failure；miRNA；Differential screening；Gene ontology analy-

sis
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慢性充血性心力衰竭（简称心衰），是由心脏结构或
功能异常导致的心室充盈或射血能力受损所致的一组
复杂的临床综合征，已成为严重危害人类健康的顽疾之
一，具有发病率高、病情危重、病死率高、预后不良等特
点，其 5年生存率与恶性肿瘤相仿[1]。据流行病学调查
显示，我国现有约 1 000万左右心衰患者，发病率为
2％～3％，住院 30 d的病死率为 5.4％[2-3]。降低心衰患
者病死率，延长心衰患者寿命并提高其生活质量已成为
当今医学界共同致力研究的焦点。

参附注射液（SFI）源自古方参附汤，由人参和附子
两味中药组成，经提取有效成分后加工制成注射液[4]。自
上市后，其疗效受到了众多医药工作者及患者的好评，

现临床主要用于抗心衰和抗休克[5]。微小RNA（microR-

NA，简称miRNA），是在真核细胞生物中存在的一类具
有调控功能的高度保守的内源性非编码小 RNA，由
18～22个碱基组成，通过与其互补的mRNA选择性地结
合，从而抑制蛋白的产生，广泛参与各种调节途径[6]。近
年，许多研究结果表明，发生心衰后miRNA的表达会发
生显著变化，这提示miRNA在心衰过程中发挥着重要
的调控作用[7]。基于此，本研究旨在探究SFI对心衰大鼠
心肌miRNA表达谱的影响，并利用基因本体论（GO）分
析对差异表达基因进行功能分类和生物信号通路分析，

以明确SFI抗心衰的作用靶点，进而为临床设计合理的
治疗方案、延缓心衰患者病情进展提供实验依据。

1 材料
1.1 仪器

Scanner3000型扫描仪、Hybridization Oven640型杂
交炉、Fluidics Station450型洗涤工作站（美国Affymetrix

公司）；UV1901型双光束紫外-可见分光光度计（上海奥
析科学仪器有限公司）；G2939A 型 2100质检仪（美国
Agilent公司）；2000型NanoDrop RNA浓度检测仪（美国
Thermo公司）；9700型定量聚合酶链式反应（Q-PCR）仪
（美国ABI公司）；LX-300型离心机（江苏海门其林贝尔
仪器制造有限公司）。

1.2 药品与试剂

SFI（雅安三九药业有限公司，批号：141001010，规
格：10 mL/支）；缬沙坦胶囊（北京诺华制药有限公司，批
号：X1711，规格：80 mg/粒）；注射用青霉素钠（石家庄制
药集团有限公司，批号：017140617，规格：0.96 g/瓶）；

FlashTag Biotin HSR RNA Labeling Kit（RNA 标记试剂
盒，美国 Affymetrix 公司）；GeneChip® Hybridization，

Wash，and Stain Kit（基因芯片杂交、洗涤、染色试剂盒，美
国Affymetrix公司）；mirVanaTM RNA Isolation Kit AM1556

（miRNA提取试剂盒，美国Thermo Fisher 公司）。

1.3 动物

SPF级SD大鼠 40只，♂，体质量（240±10）g，购自
北京维通利华实验动物技术有限公司[合格证号：SCXK-

（京）2012-0001]。

2 方法
2.1 分组、造模与给药

将 40只大鼠按随机数字表法分为假手术组、模型
组、缬沙坦组（阳性对照）及SFI组，每组 10只。除假手
术组大鼠行假手术外（只穿线不结扎），其余各组大鼠均
采用冠状动脉左前降支结扎术造成大鼠心肌梗死。术
后连续 ip青霉素钠3 d抗感染，笼中饲养4周后检测左室
射血分数，若小于或等于 35％则判定心衰模型造模成
功 [8-10]。造模成功后，缬沙坦组大鼠 ig缬沙坦胶囊水溶
液（10 mg/kg，根据临床用量换算而得），SFI 组大鼠 im

SFI（0.75 mL/kg，根据临床用量换算而得），假手术组和模
型组大鼠 ip生理盐水（10 mL/kg），每天1次，连续28 d。

2.2 总RNA提取

给药结束后，处死大鼠，取梗死边缘区心肌组织
200 mg，立即浸入液氮中迅速降温后置于－80 ℃超低温
冰箱中保存，备用。按照mRNA提取试剂盒的相关操作
说明进行操作，提取心肌组织中的总RNA。

2.3 Affymetrix miRNA V 4.0表达谱芯片试验

取提取的心肌组织总RNA，采用分光光度计分别在
波长为260、280 nm处测定其吸光度（A），A260/A280比值在
1.8～2.0之间为较纯RNA。通过2100质检仪对RNA进
行检测，定义 RNA 分子完整数（RIN）≥7且 28S/18S≥

0.7为质量合格RNA。然后依次经过加尾、生物素标记、

杂交、洗涤、染色和扫描等步骤完成表达谱芯片试验。

此项工作由上海欧易生物医学科技有限公司完成。

2.4 差异表达miRNA分析

将假手术组、模型组、缬沙坦组、SFI组 4个组按照
实验目的进行两两配对，得到假手术组与模型组、模型
组与缬沙坦组、模型组与SFI组3个配对组，分别对经表
达谱试验筛选的差异miRNA进行列表比较，从而得到
各配对组差异表达miRNA。再取上述3个配对组交集，

得到各组共同差异表达 miRNA，运用 Q-PCR 仪定量检
测差异miRNA的表达水平。之后查阅文献并以差异基
因表达倍数值大于或等于1.1为阈值挑选出与心衰相关
miRNA，以假手术组和模型组分别作为基准，对比给药
前后心衰相关miRNA的相对表达水平，并进行统计学
分析。所有试验均平行 3次，以保证实验结果的可重复
性和客观性。

2.5 基因功能GO分析

对表达谱芯片试验筛选得到的所有具有差异表达
的基因进行GO分析，从而描述该基因的功能。该分析主
要从3个方面进行描述，即生物途径、细胞组分和细胞分
子功能。统计每个GO条目中所包括的差异基因数目并
计算其富集的显著性。当富集度＞0时，表明显著性GO

上调；富集度＜0时，表明显著性GO下调；若P值相同，那
么GO富集度越大，则意味着该功能受试验的影响越大
（富集度大小用转录域覆盖率表示，转录域覆盖率越大
表明富集度越高）。

2.6 统计学方法

采用SPSS 17.0软件进行统计分析。数据以 x±s表

示，多组间比较采用单因素方差分析，若方差齐时组间

比较采用 LSD 法，若方差不齐则采用 Dunnett’s T3法。
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P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 3个配对组的差异表达miRNA分析结果

将假手术组与模型组、模型组与缬沙坦组以及模型

组与SFI组分别进行配对比较并筛选差异miRNA后，得

到共同差异表达miRNA 29条。其中，假手术组、模型组

和SFI组共同差异表达miRNA 38条；假手术组、模型组

和缬沙坦组共同差异表达miRNA 47条；模型组、缬沙坦

组和SFI组共同差异表达miRNA 36条，结果见图1。

3.2 心衰相关miRNA表达差异分析结果

根据查阅的文献[7，11-12]和miRNA的筛选结果，

挑选出了7条与心衰相关的miRNA，即rno-miR-30c-1-3p、

rno-miR-125b-5p、 rno-miR-133a-5p、 rno-miR-199a-5p、

rno-miR-221-3p、rno-miR-146a-5p 和 rno-miR-1-3p。 与

假手术组比较，模型组大鼠心肌组织中筛选出的 7个心

衰相关 miRNA 表达均上调，其中 rno-miR-125b-5p、

rno-miR-133a-5p、 rno-miR-221-3p、 rno-miR-146a-5p、

rno-miR-1-3p 差异有统计学意义（P＜0.01）。给药 28 d

后，与模型组比较，缬沙坦组和SFI组大鼠心肌组织中7

个心衰相关miRNA表达均有不同程度的下调，其中 rno-

miR-125b-5p、rno-miR-133a-5p、rno-miR-221-3p 和 rno-

miR-1-3p 差异有统计学意义（P＜0.05或 P＜0.01）。该

试验结果表明，SFI发挥抗心衰作用的机制与下调心衰

相关miRNA的表达有密切联系。心衰相关7个miRNA

表达差异结果见表1，统计分析结果见图2。

表1 心衰相关7个miRNA表达差异结果

Tab 1 Results of expression differences of 7 miRNAs

associated with heart failure

miRNA名称
rno-miR-30c-1-3p

rno-miR-125b-5p

rno-miR-133a-5p

rno-miR-199a-5p

rno-miR-221-3p

rno-miR-146a-5p

rno-miR-1-3p

假手术组 vs. 模型组
+2.098

+1.185

+2.588

+4.231

+2.343

+1.273

+1.126

模型组 vs. 缬沙坦组
-2.063

-1.207

-4.034

-4.257

-2.758

-1.330

-1.208

模型组 vs. SFI组
-2.268

-1.156

-2.119

-2.851

-1.775

-1.126

-1.134

注：“+”表示上调，“-”表示下调，数字表示miRNA差异倍数

Note：“ + ”means upregulation，“ -”means downregulation，the

number means differential multiple of miRNA

3.3 差异基因GO分析结果

GO分析结果显示，在生物途径方面，信号转导相关

的基因占 7.5％，包括低氧诱导因子 1（HIF-1）信号转导

通路、环磷酸腺苷（cAMP）信号转导通路和腺苷酸激活

蛋白激酶（AMPK）信号转导通路；在细胞组成方面，细

胞质相关的差异表达基因占 38.8％，其余有细胞核、细

胞膜、细胞质膜、细胞溶质、线粒体等；在分子功能方面，

与结合有关的差异基因占 71.4％，主要为核苷酸结合

（20％）、蛋白结合（19.2％）、金属离子结合（17.4％）和三

磷酸腺苷（ATP）结合（14.8％），结果见图3。

4 讨论
miRNA 基因芯片检测原理与 DNA、RNA 芯片相

近，即用标记物对总体RNA样本进行标记，然后与miR-

NA芯片杂交，通过扫描芯片上绿光信号的强度，计算出

该样品中miRNA的表达量，从而了解该样品中miRNA

图1 3个配对组的差异表达miRNA交集图

Fig 1 Intersection diagram of miRNAs on differential

expression in 3 matched groups

模型组 vs. SFI组 假手术组 vs. 模型组

模型组 vs. 缬沙坦组

注：与假手术组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜0.01

Note：vs. sham operation group，＊＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

图 2 心衰相关 7个 miRNA 表达差异统计分析结果

（n＝3）

Fig 2 Statistical analysis results of expression differ-

ences of 7 miRNAs associated with heart failure
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图3 差异基因GO分析结果

Fig 3 GO analysis results of differential genes
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表达的异常情况。目前该技术在医药领域主要应用于

疾病相关研究和药物研发中，是一种较快的研究miRNA

表达的方法。缬沙坦是一种血管紧张素Ⅱ（AngⅡ）受体

拮抗药，其对AngⅡ的Ⅰ型受体（AT1）有高度选择性，可

通过阻断AngⅡ与AT1受体的结合，抑制血管收缩和醛

固酮的释放，从而产生降压作用。长期应用缬沙坦，可抑

制血管重塑、提高心功能、降低心血管事件的发生率[13-15]。

此外，该药不良反应少、安全性高、耐受性好，故常作为

心肌梗死、心衰、糖尿病、高血压等患者的常规用药，故

在本研究中以其为阳性对照药。

GO是“Gene Ontology”的缩写，译为基因本体论，可

分为分子功能、生物过程和细胞组成 3个部分。通过对

靶基因进行GO分析，可对该基因的功能进行描述。蛋

白质或者基因可通过身份识别对应或序列注释的方法

找到与之对应的GO号，而GO号可对应找到相应的类

别，即功能分类或细胞定位。GO分析目前已广泛应用

于分子生物领域，其对靶基因的筛选和细胞信号通路的

预测有着重要而深远的作用[16]。

Li J等[17]研究发现，miR-30家族在抑制细胞凋亡方

面具有重大意义，其可抑制细胞抑癌基因P53的表达，阻

止线粒体的分裂，从而保护心肌细胞。而 miR-30c 是

miR-30 家族的一员，其在心肌细胞中高表达。van

Rooij E等[18]通过检测原发性心力衰竭患者心脏组织中

miRNA表达的变化，发现在原发性心力衰竭过程心脏组

织中miRNA表达失调，其中miR-125、miR-199a表达显

著升高。miR-133a在维持心脏细胞外基质平衡中占重

要地位，当其表达异常时，会出现心脏结构畸形，并存在

严重的心肌纤维化，最终导致心衰 [19-20]。有学者认为，

miR-221可通过调控 p27/CDK2/mTOR通路介导的自噬

抑制诱发心衰，是心肌细胞内自噬调控的关键因子 [21]。

miR-146a 通过对靶基因 Smad4 进行调控，可减弱对

TGF-β/Smads 信号传导通路的抑制作用，而 TGF-β/

Smads 信号通路与心肌纤维化及心衰密切相关 [22]。

miR-1虽然能抑制心肌细胞发达，但却会负性调节心肌

缺血损伤，促进细胞凋亡，在缺氧或过氧化氢及高糖环

境下均可使miR-1表达水平升高[23-25]。笔者通过对上述

7种miRNA进行统计分析后发现，SFI能不同程度地下

调心衰大鼠心肌组织中 rno-miR-30c-1-3p、rno-miR-125b-

5p、rno-miR-133a-5p、rno-miR-199a-5p、rno-miR-221-3p、

rno-miR-146a-5p 及 rno-miR-1-3p 的表达水平，且对 rno-

miR-125b-5p、rno-miR-133a-5p、rno-miR-221-3p 和 rno-

miR-1-3p的下调作用最为明显。

综上所述，大鼠心衰过程中，7个心衰相关miRNA

表达均明显上调；SFI 参与下调心衰进展相关的 miR-

NA，包括 rno-miR-30c-1-3p、rno-miR-125b-5p、rno-miR-

133a-5p、rno-miR-199a-5p、rno-miR-221-3p、rno-miR-

146a-5p及 rno-miR-1-3p等，进而经细胞质与核苷酸结合

后影响某些信号通路（如HIF-1信号转导通路、cAMP信

号转导通路和AMPK信号转导通路等）的转导，从而发

挥其抗心衰的作用。
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摘 要 目的：考察渐尖毛蕨二氢黄酮苷（CAF）对糖尿病肾病（DKD）大鼠肾上皮-间质转化（EMT）的影响。方法：将大鼠随机分

为正常组（生理盐水）、模型组（生理盐水）、阳性组[罗格列酮，0.4 mg/（kg·d）]和 CAF 高、低剂量组[12.5、25 mg/（kg·d）]，每组 10

只。除正常组的其余大鼠均采用 ip链脲霉素（60 mg/kg）+高脂饮食诱导DKD的发生，并于实验第13～16周同时 ig相应药物。实

验结束后，检测大鼠空腹血糖值和血肌酐（Scr）、尿素氮（BUN）含量，观察肾组织胶原沉积及基底膜增厚情况，免疫组化法检测肾

组织中α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）、纤维连接蛋白（fibronectin）和上皮细胞钙黏蛋白（E-cadherin）表达，Western blot法检测肾组织

中糖原合成酶激酶3β（GSK-3β）、磷酸化GSK-3β（p-GSK-3β）和β-链蛋白（β-catenin）的表达。结果：与正常组比较，模型组大鼠空

腹血糖值和Scr、BUN含量均显著升高（P＜0.01）；肾组织有明显胶原沉积、基底膜增厚；肾组织中α-SMA、fibronectin、β-catenin表

达水平和GSK-3β磷酸化程度均显著升高（P＜0.01），E-cadherin表达水平显著降低（P＜0.01）。与模型组比较，各给药组大鼠空腹

血糖值和 Scr、BUN 含量均显著降低（P＜0.05或 P＜0.01）；肾组织胶原沉积和基底膜增厚情况显著改善；肾组织中α-SMA、fibro-

nectin、β-catenin 表达水平和 GSK-3β磷酸化程度均显著降低（P＜0.05或 P＜0.01），阳性组和 CAF 高剂量组大鼠肾组织中 E-cad-

herin表达水平显著升高（P＜0.01）。结论：CAF能抑制DKD大鼠的肾EMT，其作用的分子机制可能与下调肾组织中β-catenin表达

和抑制GSK-3β磷酸化失活有关。

关键词 渐尖毛蕨；二氢黄酮苷；糖尿病肾病；上皮-间质转化；上皮细胞钙黏蛋白；糖原合成酶激酶3β；大鼠

Effect of Cyslosorus acuminatus Flavonone Glycoside on Kidney Epithelial-mesenchymal Transition in Rats

with Diabetic Kidney Disease
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the effect of Cyslosorus acuminatus flavonone glycoside（CAF）on kidney epitheli-

al-mesenchymal transition（EMT）in rats with diabetic kidney disease（DKD）. METHODS：Rats were randomly divided into nor-
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