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秦皇岛　 066000;3.北京中医药大学第三附属医院心血管内科,北京　 100029)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究聚焦于张力蛋白 1(TNS1)和 miR-574-5p 在心脏骤停中的调控关系及其临床意义,
验证靶向抑制 miR-574-5p 的治疗潜能。 方法　 构建氧糖剥夺 / 复氧( OGD / R)心肌细胞模型和小鼠窒息性心

脏骤停 / 心肺复苏(ACA / CPR)模型。 采用 RT-qPCR 检测 miR-574-5p 和 TNS1 的表达水平;使用 Wester
 

blot 检
测心肌细胞中 TNS1 蛋白的表达水平;通过双荧光素酶报告基因实验验证 miR-574-5p 与 TNS1 的靶向关系;应
用 CCK-8 检测细胞活力;采用流式细胞术检测细胞凋亡;通过 ELISA 法检测血清中心肌损伤标志物 cTnI 和氧

化应激标志物 MDA、4-HNE 的水平;使用血流动力学监测系统评估心功能指标 dp / dtmin 和 dp / dtmax;通过超

声心动图测定 LVEF 和 LVFS 等心功能参数。 结果
 

OGD / R 处理可显著上调心肌细胞中 miR-574-5p 的表达并

抑制 TNS1
 

mRNA 和蛋白的表达(P<0. 05)。 抑制 miR-574-5p 可改善心肌细胞存活率并减轻氧化应激损伤(P
<0. 05)。 在 ACA / CPR 模型中,miR-574-5p

 

antagomir 组显著改善心功能指标(P<0. 05),降低心肌损伤和氧化

应激标志物水平(P<0. 05),同时逆转了心肌组织中 miR-574-5p 上调和 TNS1 下调的表达模式(P<0. 05)。 结

论　 本研究证实靶向抑制 miR-574-5p 可通过上调 TNS1 的表达改善心功能,为心脏骤停后的心肌保护提供了

新的治疗靶点。
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

examine
 

the
 

regulatory
 

relationship
 

between
 

the
 

tensin
 

1
 

(TNS1)
 

gene
 

and
 

miR-
574-5p

 

in
 

cardiac
 

arrest,
 

assess
 

its
 

clinical
 

significance,
 

and
 

verify
 

the
 

therapeutic
 

potential
 

of
 

targeted
 

inhibition
 

of
 



miR-574-5p.
 

Methods 　 Oxygen-glucose
 

deprivation / reoxygenation
 

( OGD / R)
 

cardiomyocyte
 

and
 

mouse
 

asphyxia
 

cardiac
 

arrest / cardiopulmonary
 

resuscitation
 

(ACA / CPR)
 

models
 

were
 

established.
 

Expression
 

levels
 

of
 

miR-574-5p
 

and
 

TNS1
 

were
 

detected
 

by
 

RT-qPCR.
 

Protein
 

expression
 

levels
 

of
 

TNS1
 

in
 

cardiomyocytes
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot. The
 

targeting
 

relationship
 

between
 

miR-574-5p
 

and
 

TNS1
 

was
 

verified
 

by
 

dual-luciferase
 

reporter
 

gene
 

assay.
 

Cell
 

viability
 

was
 

detected
 

by
 

Cell
 

Counting
 

Kit-8
 

assay,
 

and
 

apoptosis
 

was
 

measured
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

Serum
 

levels
 

of
 

the
 

cardiac
 

injury
 

marker
 

cardiac
 

troponin
 

I
 

( cTnI )
 

and
 

the
 

oxidative
 

stress
 

markers
 

malondialdehyde
 

and
 

4-
hydroxynonenal

 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.
 

The
 

cardiac
 

function
 

indices
 

dp / dtmin
 

and
 

dp /
dtmax

 

were
 

evaluated
 

using
 

a
 

hemodynamic
 

monitoring
 

system,
 

and
 

cardiac
 

function
 

parameters,
 

including
 

left
 

ventricular
 

ejection
 

fraction
 

and
 

left
 

ventricular
 

fractional
 

shortening,
 

were
 

determined
 

by
 

echocardiography.
 

Results
 

OGD / R
 

treatment
 

significantly
 

upregulated
 

the
 

expression
 

of
 

miR-574-5p
 

and
 

inhibited
 

the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

of
 

TNS1
 

in
 

cardiomyocytes,
 

while
 

inhibition
 

of
 

miR-574-5p
 

improved
 

cardiomyocyte
 

survival
 

and
 

alleviated
 

oxidative
 

stress
 

injury
 

(P<0. 05).
 

In
 

the
 

ACA / CPR
 

model,
 

cardiac
 

function
 

indices
 

were
 

significantly
 

improved
 

(P<
0. 05),

 

cardiac
 

injury
 

and
 

oxidative
 

stress
 

markers
 

were
 

reduced
 

(P<0. 05),
 

and
 

the
 

upregulation
 

of
 

miR-574-5p
 

and
 

downregulation
 

of
 

TNS1
 

expression
 

patterns
 

in
 

myocardial
 

tissues
 

were
 

reversed
 

in
 

the
 

miR-574-5p
 

antagonist
 

group
 

(P
<0. 05).

 

Conclusions　 This
 

study
 

confirmed
 

that
 

targeted
 

inhibition
 

of
 

miR-574-5p
 

can
 

improve
 

cardiac
 

function
 

by
 

upregulating
 

the
 

expression
 

of
 

TNS1,
 

providing
 

a
 

new
 

therapeutic
 

target
 

for
 

myocardial
 

protection
 

after
 

cardiac
 

arrest.
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　 　 心脏骤停( cardiac
 

arrest,CA)是一个全球性

的重大问题。 据统计,每年全球院外心脏骤停

(out
 

of-hospital
 

cardiac
 

arrest,
 

OHCA)事件频发,
美国每年约有 326

 

200 例经急救医疗服务评估的

OHCA 事件,欧洲每年每 10 万居民中发生 67 ~
170 例 OHCA[1,2] 。 在中国 4 个地区(北京、广州、
克拉玛依、榆县) OHCA 年发病率约为每 100

 

000
人中 42 例,若纳入院内 CA 患者,发病率则更

高[3] 。 欧洲和北美的 CA 患者出院率为 9%,而亚

洲仅为 2%,其中中国的情况更为糟糕[4] 。 微小

RNA(microRNA,
 

miRNA)为 18 ~ 25 个核糖核苷

酸组成的短链非编码小分子 RNA,通过与靶基因

3’UTR 区域结合调控基因表达,降低靶基因的稳

定性或抑制其翻译[5] 。 大量研究表明,miRNA 的

失调与大部分人类疾病密切相关,如癌症、心脏

疾 病 等[6,7] 。 miR-574-5p 作 为 新 近 发 现 的

miRNA,已被证实在多种生理病理过程中发挥重

要调控作用。 miR-574-5p 在心血管疾病中表达异

常,与心肌缺血再灌注损伤、冠状动脉损伤等病

理过程密切相关[8] 。 张力蛋白 1(tensin
 

1,TNS1)
作为一种重要的细胞骨架蛋白,是细胞外基质

(extracellular
 

matrix,ECM)和细胞骨架之间跨膜

连接的关键[9] ,它主要通过与整合素和肌动蛋白

的相互作用,参与调控细胞黏附、迁移以及细胞

存活等多个生物学过程[10] 。 近年来,研究发现

TNS1 在心肌组织中高表达,其表达水平与心肌细

胞的功能状态密切相关[11] 。
本研究聚焦于 TNS1 和 miR-574-5p 在 CA 中

的调控关系及其临床意义。 在 CA 患者中,miR-
574-5p 与 TNS1 的表达水平呈负相关。 体外细胞

模型发现抑制 miR-574-5p 可改善心肌细胞存活

率并减轻氧化应激损伤。 体内动物模型在应用

miR-574-5p
 

antagomir 后,可显著改善心功能指

标,降低心肌损伤和氧化应激标志物水平,同时

逆转了心肌组织中 miR-574-5p 上调和 TNS1 下调

的表达模式。 基于这些发现,本研究推测 TNS1
和 miR-574-5p 的相互作用可能在 CA 的发生和预

后中发挥重要作用,为 CA 的预测和治疗提供新

的潜在靶点。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

选用 SPF 级 C57BL / 6 雌性小鼠(8~ 10 周龄,
体质量 20 ~ 25

 

g),共 24 只。 小鼠购买于江苏集

萃药康生物科技股份有限公司[SCXK(苏)2023-
0009],饲养于江苏艾菱菲生物科技有限公司 SPF
级环境中[SYXK(苏)2023-0066],12

 

h / 12
 

h 明 /
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暗周期,温、湿度可控,给予标准饲料和饮用水。
所有实验操作经北京中医药大学第三附属医院

实验动物伦理委员会批准(2024-A20)。 所有实

验操作符合 3R 原则。
1. 1. 2　 细胞

人心肌细胞系( AC16)购买于海信裕生物科

技有限公司,培养于 37
 

℃ 、5%
 

CO2 培养箱中。
1. 1. 3　 临床标本收集与目的基因获取

收集 CA 患者(CA / CPR 组,n = 21)和健康体

检者(健康对照组,n = 17) 的血液样本。 所有受

试者均在空腹状态下抽取肘静脉血 5
 

mL,3000
 

r /
min 离心 15

 

min 分离血清, - 80
 

℃ 保存。 采用

RT-qPCR 检测血清中 miR-574-5p 和 TNS1
 

mRNA
的相对表达水平。 所有受试者或其法定代理人

均已签署知情同意书。
通过分析 GEO 数据集 GSE34643,获取 CA 患

者不同脑功能分组中差异表达 miRNAs(筛选标

准:P<0. 05,log2foldchange>1),确定目的 miRNA:
miR-574-5p。 采用 TargetScan、StarBase 预测 miR-
574-5p 的靶基因,靶基因与 GSE197764(P<0. 05,
log2foldchange < - 0. 5 ) 取交集, 获得最终靶基

因 TNS1。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 mirVana 分离试剂盒(美国,Biosystems 公司,
货号 A27828 ); Genepix

 

4000B 扫描仪 ( 美国,
Molecular

 

Devices 公司, Sunnyvale,货号 Genepix
 

4000B); Lipofectamine
 

2000
 

rpm 染试剂 ( 美国,
Thermo

 

Fisher
 

Scientific 公司, 货号 11668027 );
TRIzol(美国,Thermo

 

Fisher
 

Scientific 公司,货号

15596026CN);Annexin
 

V-FITC / PI 双染色试剂盒

(中国武汉,伊莱瑞特生物科技股份有限公司,货
号 E-CK-A211);心肌肌钙蛋白 I(cardiac

 

troponin
 

I,cTnl)、丙二醛( malondialdehyde,MDA)、4-羟基

壬烯醛( 4-hydroxynonenal,4-HNE) ELISA 试剂盒

(中国武汉,伊莱瑞特生物科技股份有限公司,货
号 E-EL-M1203、 E-BC-K025-M、 E-EL-0128c );
miRNA 反 转 录 试 剂 盒 ( 美 国, Thermo

 

Fisher
 

Scientific 公 司, 货 号 4366597 ); TNS1 一 抗、
GAPDH 一 抗、 HRP-conjugated

 

Goat
 

Anti-Rabbit
 

IgG(H+L)二抗(中国武汉,三鹰生物技术有限公

司, 货 号 20054-1-AP、 10494-1-AP、 SA0001-2 );
ECL 化学发光试剂(中国武汉,博士德生物工程

有限公司,货号 AR1191)。 小动物超声心动仪

(中国江苏,大为医疗有限公司,型号 P8-VET);
NanoDrop(美国,Thermo

 

Fisher
 

Scientific 公司,型
号 840-317400);组织研磨机(中国上海,上海净

信实业发展有限公司,型号 Tissuelyser-24L);流
式细胞仪(美国,贝克曼库尔特有限公司,型号

C00445)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 体内实验

(1)小鼠造模

按文献[12]所述,采用窒息法建立小鼠窒息性

心脏骤停 / 心肺复苏 ( asphyxial
 

cardiac
 

arrest /
cardiopulmonary

 

resuscitation, ACA / CPR ) 模 型。
首先对小鼠进行动静脉置管,稳定观察 10

 

min
后,经股静脉缓慢注射维库溴铵( 2

 

mg / kg)。 5
 

min 后关闭加热垫和呼吸机并夹闭气管,维持 8
 

min 无干预状态。 随后开始心肺复苏,重新开放

呼吸机和加热垫,进行胸外按压,按压频率维持

在每分钟 200~ 300 次,按压深度为胸廓前后径的

1 / 3,直至自主循环恢复。 本研究中,小鼠采用随

机数字法分为 4 组:假手术( Sham)组、ACA / CPR
模型( ACA / CPR) 组、ACA / CPR 模型+拮抗剂阴

性对照 ( ACA / CPR
 

+ antagomir
 

NC) 组和 ACA /
CPR 模型+miR-574-5p 拮抗剂( ACA / CPR +miR-
574-5p

 

antagomir) 组。 假手术组和 ACA / CPR 组

小鼠尾静脉注射 200
 

μL 的 0. 9%生理盐水,ACA /
CPR+antagomir

 

NC 组小鼠尾静脉注射 200
 

μL
 

1
 

mmol / L
 

antagomir
 

NC, ACA / CPR + miR-574-5p
 

antagomir 组小鼠尾静脉注射 200
 

μL
 

1
 

mmol / L 的

miR-574-5p
 

antagomir。
(2)左心室血流动力学参数检测

利用动物无创血流动力学检测系统,在 CRP
手术后 30、60、90、120、150、180

 

min,连续记录检

测小鼠左心室功能参数。 通过测定左室压力变化

率,评估左心室功能,其中左室压力降低最大速率

(left
 

ventricular
 

diastolic
 

pressure
 

decay
 

maximum
 

rate,dp / dtmin)反映左室舒张功能,左室压力升高

最大速率(left
 

ventricular
 

pressure
 

maximum
 

rate
 

of
 

rise,dp / dtmax)反映左室收缩功能。
(3)超声心动图检测心功能

采用小动物超声心动仪于 CPR 后 3
 

h 进行

心脏超声检查,取胸骨旁左室长轴和短轴切面,
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记录 M 型超声图像。 连续测量 3 个心动周期的

左室射血分数 ( left
 

ventricular
 

ejection
 

fraction,
LVEF)、左室短轴缩短率(left

 

ventricular
 

fractional
 

shortening,LVFS) 以评估左室收缩功能,并监测

30~ 180
 

min 期间的心输出量变化。
(4)RT-qPCR 检测心肌组织中 miR-574-5p 及

其靶基因 TNS1 的表达

使用 TRIzol 试剂提取各组细胞总 RNA,采用

NanoDrop 测定 RNA 浓度和纯度。 使用 miRNA
反转录试剂盒将 miR-574-5p 反转录为 cDNA,使
用反转录试剂盒将 mRNA 反转录为 cDNA。 以

U6 为 miRNA 内参基因,GAPDH 为 mRNA 内参基

因,采用 SYBR
 

Green 法进行 RT-qPCR 检测 miR-
574-5p 和 TNS1

 

mRNA 的相对表达水平。
(5)cTnI 水平的检测

从各组小鼠自主循环恢复后 24
 

h,经腹主动

脉采集血液样本。 将血液样本置于 4
 

℃环境下以

3000
 

r / min 离心 15
 

min 分离血清。 依照 ELISA
试剂盒说明书操作:将血清样本及标准品加入预

包被的 96 孔板,37
 

℃ 孵育 2
 

h,加入生物素标记

的 cTnI 抗体,继续孵育 1
 

h。 洗涤后加入酶标记

的链霉亲和素,显色后于 450
 

nm 波长处测定 OD
值,根据标准曲线计算 cTnI 浓度。 每个样本设 3
个复孔。

(6)检测小鼠血清中 MDA、4-HNE 的水平

在 CA 复苏后 24
 

h,从小鼠腹主动脉采集血液

样本,4
 

℃、3000
 

r / min 离心 15 min 分离血清,采用

ELISA 试剂盒检测血清 MDA 和 4-HNE 浓度。
1. 3. 2　 体外实验

(1)对人心肌细胞 AC16 进行氧糖剥夺 / 复氧

( oxygen-glucose
 

deprivation / reoxygenation, OGD /
R)处理构建体外模型

将人心肌细胞 AC16 培养于含 10%
 

FBS 的

DMEM 完全培养基中,37
 

℃ 、5%
 

CO2 条件下常规

培养。 当细胞融合度达到 80%时进行 OGD / R 处

理:首先将完全培养基更换为无糖 DMEM,置于

1%
 

O2、5%
 

CO2、94%
 

N2 的三气培养箱中孵育 6
 

h
(缺氧期);随后更换为含糖 DMEM 完全培养基,
置于正常培养条件下复氧 18

 

h。 对照组细胞于正

常条件下培养相同时间。 使用 RT-qPCR 检测

miR-574-5p 和 TNS1 的表达水平变化。 本研究

中,细胞分为以下 4 组:对照(Control)组、氧糖剥

夺 / 复氧( OGD / R)组、氧糖剥夺 / 复氧+抑制剂阴

性对照(OGD / R+inhibitor
 

NC)组、氧糖剥夺 / 复氧
+ miR-574-5p 抑 制 剂 ( OGD / R + miR-574-5p

 

inhibitor)组。 氧糖剥夺 / 复氧+抑制剂阴性对照

组和氧糖剥夺 / 复氧+miR-574-5p 抑制剂组,在实

验过程中,分别在培养基中加入 20
 

μmol / L 的

inhibitor
 

NC、miR-574-5p
 

inhibitor。
(2) 心肌细胞转染 miR-574-5p

 

inhibitor 及

inhibitor
 

NC
将 AC16 细胞接种于 6 孔板中,待细胞融合

度达 60% ~ 70%时,使用 Lipofectamine
 

2000
 

rpm
染试剂分别转染 50

 

nmol 的 miR-574-5p
 

inhibitor
或阴性对照 inhibitor

 

NC。 6
 

h 后更换完全培养

基,48
 

h 后收集细胞进行后续实验。
(3) RT-qPCR 检测 miR-574-5p、TNS1

 

mRNA
的表达

使用 TRIzol 试剂提取各组细胞总 RNA,采用

NanoDrop 测定 RNA 浓度和纯度。 使用 miRNA
反转录试剂盒将 miR-574-5p 反转录为 cDNA,使
用反转录试剂盒将 mRNA 反转录为 cDNA。 以

U6 为 miRNA 内参基因,GAPDH 为 mRNA 内参基

因,采用 SYBR
 

Green 法进行 RT-qPCR 检测 miR-
574-5p 和 TNS1

 

mRNA 的相对表达水平。
(4)Western

 

blot 检测 TNS1 蛋白表达

取适量心肌组织加入裂解液,于冰上裂解 30
 

min 后用组织研磨机充分研磨,12
 

000
 

r / min 离心

15
 

min 收集上清。 采用 BCA 法测定蛋白浓度,调
整样品浓度后 100

 

℃ 煮沸变性 10
 

min。 经 SDS-
PAGE 凝胶电泳分离蛋白后转移至 PVDF 膜,用
5%脱脂牛奶室温封闭 2

 

h。 加入相应一抗 4
 

℃孵

育过夜,TBST 洗膜后与辣根过氧化物酶标记的二

抗室温孵育 1. 5
 

h。 使用 ECL 化学发光试剂显

影,通过 ImageJ
 

1. 8. 0 软件分析目的蛋白的相对

表达水平。
(5)双荧光素酶报告基因实验验证靶向关系

构建含有 TNS1
 

3’ UTR 野生型( WT)和突变

型(MUT)序列的荧光素酶报告载体。 将 AC16 细

胞分别转染 miR-574-5p
 

inhibitor 或 inhibitor
 

NC,
同时共转染 TNS1-WT 或 TNS1-MUT 报告基因质

粒。 转染 48
 

h 后,使用双荧光素酶报告基因检测

系统检测萤火虫和海肾荧光素酶活性,以海肾荧

光素酶活性为内参,计算相对荧光素酶活性值,
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每组设 3 个复孔。
(6)CCK-8 检测心肌细胞活性

将 AC16 细胞以 5×103 / 孔接种于 96 孔板中。
分组处理后,每孔加入 10

 

μL
 

CCK-8 试剂,37
 

℃
孵育 2

 

h。 使用酶标仪在 450
 

nm 波长处测定各孔

OD 值。 每组设 5 个复孔,实验重复 3 次。 以对照

组细胞活力为 100%计算各组细胞相对活力。
(7)流式细胞仪检测心肌细胞凋亡

收集各组处理后的 AC16 细胞,PBS 洗涤 2
次。 按 Annexin

 

V-FITC / PI 双染色试剂盒说明书

操作:将细胞重悬于 200
 

μL 结合缓冲液中,加入

5
 

μL
 

Annexin
 

V-FITC 和 5 μL
 

PI,室温避光孵育

15
 

min。 加入 300
 

μL 结合缓冲液,使用流式细胞

仪检测细胞凋亡率。 通过 FL1 通道检测 FITC 荧

光,FL2 通道检测 PI 荧光。 采用 FlowJo(10. 8)软

件分析早期凋亡( Annexin
 

V+ / PI- ) 和晚期凋亡

(Annexin
 

V+ / PI+ )细胞比例。
(8) ELISA 检测氧化应激产物 MDA 和 4-

HNE 水平

收集各组处理后的 AC16 细胞,PBS 洗涤后

制备细胞裂解液。 按照 MDA 和 4-HNE
 

ELISA 试

剂盒说明书进行操作:将样品及标准品加入预包

被的 96 孔板中,37
 

℃ 孵育 2
 

h,加入生物素标记

的检测抗体,孵育 1
 

h 后加入酶标记物。 显色后

于 450
 

nm 波长处测定 OD 值,根据标准曲线计算

MDA 和 4-HNE 浓度。 每个样品设 3 个复孔。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS
 

26. 0 软件进行统计分析。 对数据

的正态分布性采用 Shapiro-Wilk 检验进行评估。
两组间比较时,符合正态分布的变量采用独立样

本 t 检验,以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示;不符合正

态分布的连续变量采用 Mann-Whitney
 

U 检验。
多组 间 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ( One-way

 

ANOVA),组间差异具有统计学意义时, 采用

Tukey’ s
 

HSD 法进行多重比较。 检验水准 α =
0. 05,P<0. 05 认为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 目的基因 miR-574-5p 与靶基因 TNS1 的

筛选

　 　 GSE34643 数据集的火山图(图 1A) 分析显

示,与对照组相比,有多个 miRNAs 表达发生显著

变化(P<0. 05,􀰙 log2FoldChange 􀰙
 

>1)。 其中,
miR-574-5p、miR-1268、miR-1275 和miR-1290 等呈

现显著上调(红点标记)。 进一步分析(图 1B)患

者预后分组中 miR-574-5p 的表达水平发现,预后

不良组( CPC
 

3 ~ 5 分) 较预后良好组( CPC
 

1 ~ 2
分)显著升高,提示 miR-574-5p 可能与患者预后

相关。 通过生 物 信 息 学 分 析 ( 图 1C ), 整 合

TargetScan(3698 个预测靶基因)和 StarBase(1011
个预测靶基因)数据库的预测结果,与 GSE197764
数据集中的差异表达 miRNA(173 个) 进行交集

分析,最终筛选出 5 个共同作用基因:GREM1、
TNS1、RAB3C、RPH3A 和 FAXDC2,这些基因可能

是 miR-574-5p 的直接靶点。 图 1D 序列分析显示

miR-574-5p 与其 TNS1 靶基因具有高度互补性,
预测的结合位点展现出较强的配对稳定性,进一

步支持了靶向调控关系的可能性。
2. 2　 临床样本中 miR-574-5p 和 TNS1 的表达水

平比较

　 　 与健康对照组相比, CA / CPR 患者血清中

miR-574-5p 的相对表达水平显著升高 ( 3. 763 ±
0. 387,P<0. 05),如图 2A。 这一结果表明 CA 后

循环功能障碍可能与 miR-574-5p 表达的异常增

高相关。 如图 2B, CA / CPR 患者血清中 TNS1
 

mRNA 的相对表达水平显著降低(0. 436±0. 121)
与健康对照组(1. 000±0. 266)有显著性差异(P<
0. 05)。 miR-574-5p 表达的上调与其靶基因 TNS1
表达的下调呈现相反的变化趋势,提示两者可能

存在调控关系并参与 CA 后的病理过程。
2. 3　 体内实验

2. 3. 1　 小鼠心脏 ACA / CPR 模型构建后心脏相

关生理指标的评估

为探究 miR-574-5p 在 CA 复苏后心功能中的

作用,本研究构建了小鼠 ACA / CPR 模型。 cTnI
结果显示 ( 图 3A、 3B),与 Sham 组相比, ACA /
CPR 组的 dp / dtmin 显著升高、dp / dtmax 和心输出

量显著降低(P<0. 05),证实了模型构建成功。 并

且,ACA / CPR 组小鼠的 dp / dtmin 在 180
 

min 时仅

有( - 3557. 3 ± 483. 5 ) mmHg / s; 180
 

min 时 dp /
dtmax 为(3557. 0±386. 0) mmHg / s,两者均有显著

下降(P<0. 05),ACA / CPR+miR-574-5p
 

antagomir
能显著改善 ACA / CPR 后小鼠的左室功能,且这

种保护作用在整个观察期(180
 

min)内持续存在,
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注:A:GSE34643 数据集的火山图分析图展示差异表达的 miRNAs 分布;B:CA 患者不同 CPC 分组中 miR-574-5p 的表达水平;C:
TargetScan、StarBase 数据库与 GSE197764 数据集的差异基因的韦恩图分析;D:miR-574-5p 与靶基因的结合位点预测。

图 1　 miR-574-5p 在 CA 患者中的差异表达分析及靶基因预测

Note.
 

A,
 

Volcano
 

plot
 

analysis
 

of
 

GSE34643
 

dataset
 

showing
 

the
 

distribution
 

of
 

differentially
 

expressed
 

miRNAs.
 

B,
 

Expression
 

levels
 

of
 

miR-
574-5p

 

in
 

cardiac
 

arrest
 

patients
 

with
 

different
 

CPC
 

scores.
 

C,
 

Venn
 

diagram
 

analysis
 

of
 

TargetScan,
 

StarBase
 

databases
 

and
 

GSE197764
 

dataset.
 

D,
 

Predicted
 

binding
 

sites
 

between
 

miR-574-5p
 

and
 

its
 

target
 

genes.

Figure
 

1　 Differential
 

expression
 

analysis
 

of
 

miR-574-5p
 

in
 

cardiac
 

arrest
 

patients
 

and
 

target
 

gene
 

prediction

而 ACA / CPR+antagomir
 

NC 组未显示明显的保护

效应(P<0. 05)。 这些结果提示,抑制 miR-574-5p
能有效改善 ACA / CPR 后的心功能。

如图 3C 所示,Sham 组显示稳定的心输出量,
维持在约 8

 

mL / min 水平。 ACA / CPR 处理后,心
输出量显著下降,120

 

min 时约( 3. 2 ± 0. 4) mL /
min,与 Sham 组有显著性差异(P<0. 05)。 ACA /
CPR+antagomir

 

NC 组与 ACA / CPR 组表现相似,
心输出量持续低水平,表明阴性对照 antagomir

 

NC 无明显保护作用。 而 ACA / CPR +miR-574-5p
 

antagomir 组的心输出量明显改善至约 7
 

mL / min
(P< 0. 05),且这种保护作用在整个观察期(180

 

min)内持续存在。 这些结果进一步支持了抑制

miR-574-5p 对 CA 后心功能的保护作用,各结果

之间相互印证。
超声心动图监测结果显示,ACA / CPR 组心

超图 M 型曲线(图 3D)中,心肌收缩幅度降低(波
峰变浅、波谷变平),运动协调性下降;短轴切面

可见心肌厚度不均,提示 ACA / CPR 模型成功诱

导心肌功能损伤。 与 Sham 组对比,ACA / CPR 组

的这些超声表现验证了模型的致病性。 ACA /
CPR 处理后的心肌组织表现为心室壁运动减弱、
收缩力显著下降及室壁运动幅度减小。 给予

miR-574-5p
 

antagomir 可明显改善这些超声表现,
表现为心室壁运动增强、收缩力部分恢复和运动

幅度改善。 ACA / CPR
 

+antagomir
 

NC 组的超声表

现与 ACA / CPR 组相似,显示出明显的心功能受

损。 这些结果从影像学角度证实了抑制 miR-574-
5p 对缺血 / 再灌注损伤心肌的保护作用。

定量数据分析 LVEF 和 LVFS(图 3E、3F)显

示,ACA / CPR 组的 LVEF 和 LVFS 均显著低于

Sham 组(P< 0. 05)。 Sham 组表现出正常的心功
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注:A:CA / CPR 患者与健康对照组中血清miR-574-5p 相对表达水平;B:CA / CPR 患者与健康对照组中血清 TNS1
 

mRNA 的相对表达水

平。 与健康对照组相比,
 ∗P<0. 05。

图 2　 CA / CPR 患者及健康对照组血清中 miR-574-5p 和 TNS1 的表达水平比较

Note.
 

A,
 

Comparison
 

of
 

relative
 

serum
 

miR-574-5p
 

expression
 

levels
 

between
 

CA / CPR
 

group
 

and
 

normal
 

group.
 

B,
 

Comparison
 

of
 

relative
 

serum
 

TNS1
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

between
 

CA / CPR
 

group
 

and
 

normal
 

group.
 

Compared
 

with
 

normal
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

2　 Comparison
 

of
 

serum
 

miR-574-5p
 

and
 

TNS1
 

expression
 

levels
 

between
 

CA / CPR
 

group
 

and
 

normal
 

group

能,LVEF 约 65%,LVFS 约 40%。 ACA / CPR 处理

后,心肌收缩功能显著受损,表现为 LVEF 降至约

40%,LVFS 降至约 25%(P<0. 05),这进一步证实

了 ACA / CPR 造模成功。 ACA+antagomir
 

NC 组与

ACA / CPR 组相似,LVEF 和 LVFS 均维持在较低

水平,表明阴性对照 antagomir
 

NC 无明显保护作

用,而 ACA / CPR+miR-574-5p
 

antagomir 组的心功

能指标显著改善,LVEF 升至约 60%,LVFS 升至

约 37%,与 ACA / CPR
 

+antagomir
 

NC 组有显著性

差异(P<0. 05)。
2. 3. 2　 小鼠心肌组织中 miR-574-5p 及 TNS1 的

表达

为进一步探究 miR-574-5p 在 CA 后心功能损

伤中的分子机制,本研究检测了心肌组织中 miR-
574-5p 及其靶基因 TNS1 的表达水平。 图 4 结果

显示,与 Sham 组相比,ACA / CPR 组心肌组织中

miR-574-5p 表达水平显著上调(3. 785±0. 346,P<
0. 05),而其靶基因 TNS1

 

mRNA 水平显著下调

(0. 386 ± 0. 046,P< 0. 05)。 ACA / CPR + antagomir
 

NC 组与 ACA / CPR 组表达模式相似,未见明显差

异。 给予 miR-574-5p
 

antagomir 后,心肌组织中

miR-574-5p 的表达显著下降( 1. 933 ± 0. 192,P <
0. 05),同时 TNS1

 

mRNA 水平明显上升(0. 733±
0. 075),相较于 ACA / CPR

 

+antagomir
 

NC 组有显

著性差异(P<0. 05),提示 ACA / CPR 后 miR-574-

5p 会显著增高,其升高对 TNS1 具有抑制作用。
2. 3. 3　 小鼠血清 cTnI 和氧化应激标志物(MDA、
4-HNE)水平检测

为评估心肌损伤程度和氧化应激状态,本研

究检测了小鼠血清中 cTnI、MDA 和 4-HNE 的水

平。 ELISA 检测结果显示,与 Sham 组相比,ACA /
CPR 后 24

 

h 血清中心肌损伤标志物 cTnI 水平显

著升高(图 5A),从( 0. 475 ± 0. 048) ng / mL 升至

(1. 263±0. 143) ng / mL(P< 0. 05)。 同时,反映氧

化应激程度的 MDA 含量从(2. 690±0. 240) nmol /
L 升至(4. 825± 0. 364) nmol / L(P< 0. 05),4-HNE
水平也从 ( 0. 575 ± 0. 087) nmol / L 显著增加至

(1. 520 ± 0. 125) nmol / L ( P < 0. 05)。 给予 miR-
574-5p

 

antagomir 处理后,心肌损伤得到显著改

善,表现为血清 cTnI 水平降至(0. 648±0. 077)ng /
mL;氧化应激反应也明显减轻,MDA 和 4-HNE 含

量分别降至( 3. 070 ± 0. 288) nmol / L 和 ( 0. 874 ±
0. 080) nmol / L,相较于 ACA / CPR + antagomir

 

NC
组均有显著性差异 ( P < 0. 05), 而 ACA / CPR +
antagomir

 

NC 组各项指标与 ACA / CPR 组相比均

无统计学意义。
2. 4　 体外实验

2. 4. 1　 OGD / R 条件下 miR-574-5p 对 TNS1 的表

达调控及分子机制

为阐明 miR-574-5p 在 OGD / R 损伤中的分子
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注:A:ACA / CPR 后 180
 

min 内 dp / dtmin 的动态变化;B:ACA / CPR 后 180
 

min 内 dp / dtmax 的动态变化;C:ACA / CPR 后 180
 

min

内心输出量的动态变化;D:CPR 后 3
 

h 超声心动图 M 型显像;E:CPR 后 3
 

h
 

LVEF;F:CPR 后 3
 

h
 

LVFS。 与假手术组相比,
 ∗P<

0. 05;与 ACA / CPR 模型+拮抗剂阴性对照组相比,
 #P<0. 05。

图 3　 抑制 miR-574-5p 可改善小鼠 ACA / CPR 后的心功能损伤

Note.
 

A,
 

Dynamic
 

changes
 

in
 

dp / dtmin
 

within
 

180
 

minutes
 

after
 

ACA / CPR.
 

B,
 

Dynamic
 

changes
 

in
 

dp / dtmax
 

within
 

180
 

minutes
 

after
 

ACA / CPR.
 

C,
 

Dynamic
 

changes
 

in
 

cardiac
 

output
 

within
 

180
 

minutes
 

after
 

ACA / CPR.
 

D,
 

M-mode
 

echocardiography
 

of
 

the
 

left
 

ventricle
 

at
 

3
 

hours
 

after
 

CPR.
 

E,
 

LVEF
 

at
 

3
 

hours
 

after
 

CPR.
 

F,
 

LVFS
 

at
 

3
 

hours
 

after
 

CPR.
 

Compared
 

with
 

Sham
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

ACA / CPR+antagomir
 

NC
 

group,
 #P<0. 05.

 

Figure
 

3　 Inhibition
 

of
 

miR-574-5p
 

ameliorates
 

cardiac
 

dysfunction
 

following
 

ACA / CPR
 

in
 

mice

机制,本研究首先建立了人心肌细胞株 AC16 的

OGD / R 模型。 结果表明,OGD / R 处理显著诱导

miR-574-5p 表达上调(4. 180 ± 0. 192,P< 0. 05,图
6A),与 Control 组产生显著性差异,提示miR-574-
5p 可能介导缺氧复氧损伤的病理进程。 如图 6B
所示,验证 miR-574-5p

 

inhibitor 的转染效果,本研

究通过 RT-qPCR 检测了各组细胞中 miR-574-5p
的表达水平。 结果显示,与 Control 组 ( 1. 000 ±
0. 088)相比,OGD / R 处理显著上调了 miR-574-5p
的表达(4. 309±0. 310,P<0. 05);转染 miR-574-5p
能显著抑制 OGD / R 诱导的 miR-574-5p 表达上升

(2. 060±0. 192,P<0. 05),而转染阴性对照(4. 445
± 0. 227 ) 则 无 明 显 影 响, 证 实 了 miR-574-5p

  

inhibitor 的有效性。
随后,通过检测 TNS1 在转录和翻译水平的

表达变化来探究 miR-574-5p 对其靶基因 TNS1 的

调控作用。 检测靶基因表达谱发现 ( 图 6C),
OGD / R 处理组显著抑制 TNS1

 

mRNA 的表达

(0. 377±0. 052,P<0. 05)。 值得注意的是,心肌细

胞转染 miR-574-5p
 

inhibitor 可显著逆转 OGD / R
诱导的 TNS1 表达抑制(0. 903±0. 074,P<0. 05),
而阴性对照序列转染(0. 427±0. 061)未产生显著
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注:A:OGD / R 处理上调人心肌细胞 AC16 中 miR-574-5p 的表达;B:RT-qPCR 验证 miR-574-5p
 

inhibitor 的转染效率;C:各组细胞中

TNS1
 

mRNA 的相对表达水平;D:TNS1 蛋白的 Western
 

blot 检测结果图,GAPDH 作为内参照;E:TNS1 蛋白相对表达量定量分析;F:

双荧光素酶报告基因实验验证 miR-574-5p 与 TNS1
 

3’UTR 的靶向关系。 与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与氧糖剥夺 / 复氧+抑制剂阴性

对照组相比,
 #P<0. 05。

图 6　 miR-574-5p 靶向调控 TNS1 的表达及验证

Note.
 

A,
 

OGD / R
 

treatment
 

upregulates
 

miR-574-5p
 

expression
 

in
 

AC16
 

human
 

cardiomyocytes.
 

B,
 

RT-qPCR
 

verification
 

of
 

transfection
 

efficiency
 

in
 

miR-574-5p
 

inhibitor.
 

C,
 

Relative
 

expression
 

levels
 

of
 

TNS1
 

mRNA
 

in
 

each
 

group.
 

D,
 

Western
 

blot
 

detection
 

of
 

TNS1
 

protein,
 

with
 

GAPDH
 

as
 

internal
 

reference.
 

E,
 

Quantitative
 

analysis
 

of
 

relative
 

TNS1
 

protein
 

expression.
 

F,
 

Dual-luciferase
 

reporter
 

gene
 

assay
 

validates
 

the
 

targeting
 

relationship
 

between
 

miR-574-5p
 

and
 

TNS1
 

3’UTR.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

OGR /

R
 

+
 

inhibitor
 

NC
 

group,
 #P<0. 05.

 

Figure
 

6　 miR-574-5p
 

targets
 

and
 

regulates
 

TNS1
 

expression
 

and
 

validation

载体。 双荧光素酶报告基因实验结果显示,与

inhibitor
 

NC 组相比,miR-574-5p
 

inhibitor 组显著

增强了野生型 TNS1
 

3’ UTR 的荧光素酶活性

(3. 136±0. 1178,P< 0. 05);而在突变型 TNS1
 

3’
UTR 组中,miR-574-5p

 

inhibitor 组对荧光素酶活

性无显著影响(图 6F)。 这些结果表明 TNS1 是

miR-574-5p 的直接作用靶点。
以上结果共同表明,在 OGD / R 诱导的心肌

细胞损伤中,miR-574-5p 的表达上调伴随着 TNS1
表达的下降,而抑制 miR-574-5p 能够部分恢复

TNS1 的表达。 这为 miR-574-5p 通过调控 TNS1
参与心肌缺血再灌注损伤提供了直接证据。

2. 4. 2　 抑制 miR-574-5p 对心肌细胞损伤产生保

护作用

为评估抑制 miR-574-5p 对心肌细胞缺氧-复
氧损伤是否具有保护作用,首先通过 CCK-8 实验

检测了细胞活性。 如图 7A 所示,与 Control 组相

比,OGD / R 处理显著降低了心肌细胞的存活率

(43. 842± 3. 856,P< 0. 05)。 然而,转染 miR-574-
5p

 

inhibitor 组的细胞在 OGD / R 处理后表现出明

显增加的细胞活性(72. 527±5. 410,P<0. 05),这
提示 miR-574-5p 的抑制可能具有细胞保护作用。

为进一步探究 miR-574-5p 的作用机制,本研

究检测了氧化应激标志物 MDA 和 4-HNE 的水平
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