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  [摘 要] 目的 分析小鼠心脏衰老过程中长链非编码(lnc)RNA
 

Gm44981的表达水平,探索其抑制心

脏衰老的机制。
 

方法 选取3月龄年轻和24月龄年老小鼠各5只,提取心肌组织RNA后,采用实时定量聚合

酶链式 反 应(qRT-PCR)检 测 Gm44981的 表 达 水 平。另 选 取4月 龄 快 速 老 化 小 鼠10只,分 为 对 照 组 和

Gm44981过 表 达 组(构 建 Gm44981过 表 达 快 速 老 化 小 鼠 模 型),各5只。采 用qRT-PCR检 测 对 照 组 和

Gm44981过表达组小鼠Gm44981和衰老相关分泌表型(SASP)表达水平,β-半乳糖苷酶(SA-β-gal)染色检测

SA-β-gal活性,蛋白质免疫印迹试验检测p53和Sirt1衰老相关蛋白表达水平。采用qRT-PCR检测 miRNA-
34a表达水平。结果 Gm44981在年老小鼠的心肌组织中表达水平较年轻小鼠低,差异有统计学意义(P<
0.05)。与对照组比较,Gm44981过表达组小鼠Gm44981表达上调,白细胞介素(IL)-1α和IL-6等SASP和

SA-β-gal表达下调,p53表达下调,Sirt1表达上调,miRNA-34a表达下调,差异均有统计学意义(P<0.05)。结

论 lncRNA
 

Gm44981在心脏衰老过程中表达下调,其可能通过作用于miRNA-34a/Sirt1抑制心脏衰老。
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[Abstract] Objective To

 

analyze
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

long
 

non-coding
 

(lnc)RNA
 

Gm44981
 

during
 

cardiac
 

aging
 

in
 

mice
 

and
 

explore
 

the
 

mechanism
 

of
 

inhibiting
 

cardiac
 

aging.Methods Five
 

3-month-old
 

young
 

mice
 

and
 

five
 

24-month-old
 

old
 

mice
 

were
 

selected
 

to
 

extract
 

myocardial
 

tissue
 

RNA,and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

Gm44981
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(qRT-PCR).In
 

addition,10
 

rap-
idly

 

aging
 

mice
 

aged
 

four
 

months
 

were
 

selected
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group
 

(AAV-nc)
 

and
 

the
 

Gm44981
 

overexpression
 

group
 

(AAV-Gm44981
 

to
 

construct
 

Gm44981
 

overexpression
 

rapidly
 

aging
 

mouse
 

model),with
 

five
 

mice
 

in
 

each
 

group.The
 

expression
 

levels
 

of
 

Gm44981
 

and
 

aging-related
 

secretory
 

phenotype
 

(SASP)
 

in
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

Gm44981
 

overexpression
 

group
 

were
 

detected
 

by
 

qRT-PCR,the
 

activity
 

of
 

SA-β-gal
 

was
 

detected
 

by
 

β-galactosidase
 

(SA-β-gal)
 

staining,and
 

the
 

expression
 

of
 

p53
 

and
 

Sirt1
 

senes-
cence

 

related
 

proteins
 

were
 

detected
 

by
 

western
 

blotting.The
 

expression
 

level
 

of
 

miRNA-34a
 

was
 

detected
 

by
 

qRT-PCR.Results The
 

expression
 

level
 

of
 

Gm44981
 

in
 

myocardial
 

tissue
 

of
 

old
 

mice
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

young
 

mice,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

the
 

control
 

group,the
 

Gm44981
 

overexpression
 

group
 

showed
 

up-regulated
 

Gm44981
 

expression,SASP
 

such
 

as
 

interleukin
 

(IL)-1α,

IL-6
 

and
 

SA-β-gal
 

expression
 

were
 

down-regulated,p53
 

expression
 

was
 

down-regulated,Sirt1
 

expression
 

was
 

up-regulated,and
 

miRNA-34a
 

expression
 

was
 

down-regulated,with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<
0.05).Conclusion The

 

expression
 

of
 

lncRNA
 

Gm44981
 

is
 

down-regulated
 

during
 

cardiac
 

aging,which
 

may
 

inhibit
 

cardiac
 

aging
 

by
 

acting
 

on
 

miRNA-34a/Sirt1.
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non-coding
 

RNA; Senescence
 

related
 

proteins; Real-time
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction; Mouse
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  据统计,到2050年,全球范围内超过65岁的老

年人口将超过15亿,占总人口的16%,80岁以上的

人数将增加2倍[1]。人口老龄化已经逐渐成为一个

全球性的热点话题,随之而来的是衰老相关疾病发生

率的增加,给社会医疗体系带来了巨大的负担[2]。心

脏在40岁之后就会开始衰老,随着年龄增加,心肌细

胞发生变性和坏死,导致心脏功能下降,患上心脏疾

病的风险也大大提升。关注心脏衰老的分子机制,并
持续推动靶向心肌细胞以抗衰老的应用转化便显得

尤为迫切。长链非编码RNA(lncRNA)是一种长度

超过200个核苷酸的RNA,lncRNA的发现为心脏衰

老的研究提供了新的干预靶点。
课题组既往研究已经探讨了Gm44981在小鼠肾

脏衰老中的表达下调并抑制肾脏衰老的进展[3]。在

此基础上,本研究通过构建对照组和Gm44981过表

达快速老化小鼠模型,检测小鼠心脏组织中白细胞介

素(IL)-1α和IL-6等衰老相关分泌表型(SASP)、β-半
乳糖苷酶(SA-β-gal)和衰老相关蛋白的表达水平,并
进一步检测 miR-34a的表达水平,探讨Gm44981在

心脏衰老发生中的作用及可能的作用机制。

1 资料与方法

1.1 实验动物 选取3月龄年轻和24月龄年老

C57BL/6小鼠各5只,雄性,体重均在80
 

g左右,购
自厦门大学实验动物中心[使用许可证号SYXK(闽)

2018-0009]。另选取4月龄快速老化小鼠(SAMP8

小鼠)10只,雄性,体重均在100
 

g左右,购自北京大

学医学部[使用许可证号SCXK(京)2016-0010]。所

有小鼠均饲养于SPF标准环境中,定期进行明/暗循

环,可自由取水和进食,分笼饲养。

1.2 方法

1.2.1 建模 10只SAMP8小鼠标号后按随机数字

表法分为两组(n=5):对照组和Gm44981过表达组,
分别 尾 静 脉 注 射 腺 相 关 病 毒(AAV)阴 性 对 照 和

AAV-Gm44981过表达病毒,根据病毒手册每只小鼠

注射的AAV病毒总量为1×1012
 

v.g,注射后4个月

左右处死小鼠,获取新鲜心肌组织,立即放于液氮中

保存。

1.2.2 RNA提取及实时荧光定量聚合酶链式反应

(qRT-PCR) 从液氮中取出心脏组织,根据试剂盒说

明依次顺序加入Trizol、氯仿、异丙醇、75%乙醇,提取

RNA。紫外分光光度计检测 RNA 的纯度和浓度。
吸光度(A)值在1.8~2.0之间为合格。根据反转录

试剂盒将RNA反转录为cDNA,反转录条件设置为

37
 

℃
 

15
 

min,85
 

℃
 

5
 

s,4
 

℃
 

10
 

s。将反转录后的

cDNA进行qRT-PCR检测,条件设置为95
 

℃
 

30
 

s;

95
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃
 

30
 

s(40个循环);95
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

60
 

s,95
 

℃
 

15
 

s。qRT-PCR仪(Bio-Rad公司)进行扩

增和分析,均采用GAPDH 进行标准化,每个样本设

置3个复孔,采用2-ΔΔCt计算各RNA的相对表达量。
引物名称及序列见表1。

表1  引物名称及序列

名称 引物 序列

Gm44981 正向引物 5'-
 

CGGCCACAGAGCACAACTTCC
 

-3'

反向引物 5'-
 

AGCACGTTCACCACAGAATCATCC
 

-3'

IL-1α 正向引物 5'-
 

CACTACAGGCTCCGAGATGAACAAC
 

-3'

反向引物 5'-
 

TGTCGTTGCTTGGTTCTCCTTGTAC
 

-3'

IL-6 正向引物 5'-
 

CTCCCAACAGACCTGTCTATAC
 

-3'

反向引物 5'-
 

CCATTGCACAACTCTTTTCTCA
 

-3'

GAPDH 正向引物 5'-GGTTGTCTCCTGCGACTTCA-3'

反向引物 5'-TGGTCCAGGGTTTCTTACTCC-3'

miR-34a 茎环引物 5'-CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGACAACCAG-3'

正向引物 5'-ACACTCCAGCTGGGTGGCAGTGTCTTAGCT-3'

反向引物 5'-TGGTGTCGTGGAGTCG-3'

U6 正向引物 5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'

反向引物 5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'

1.2.3 SA-β-gal染色 将心肌组织冰冻切片首先进

行复温,磷酸盐缓冲液(PBS)浸泡洗涤,加入适当体积

的SA-β-gal染色固定液以充分盖住组织为宜,室温固

定组织至少15
 

min,再次用PBS浸泡洗涤组织,吸除

PBS后加入适量配制好的工作液,工作液成分和配制

比例:SA-β-gal染色液A
 

10
  

μL,SA-β-gal染色液B
 

10
 

μL,SA-β-gal染色液C
 

930
 

μL,X-Gal溶液
 

50
 

μL。37
 

℃孵育过夜,在普通光学显微镜下观察。
 

SA-β-gal的
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活性可以通过SA-β-gal染色检测,其是反映衰老的直

观指标。

1.2.4 蛋白提取和蛋白质免疫印迹试验检测 将冰

冻的心脏组织分割成小块,加入RIPA裂解液,放入4
 

℃预冷的组织匀浆仪中进行裂解,裂解结束后离心,
然后将上清液转移至新的EP管中,BCA法进行蛋白

浓度测定及定量,加入上样缓冲液后煮沸蛋白样品使

其变性。然后配制分离胶和浓缩胶,上样后进行聚丙

烯酰胺凝胶电泳,25
 

V恒压电转至PVDF膜,5%脱

脂牛奶室温封闭2
 

h,封闭结束后加入稀释后的一抗4
 

℃孵育过夜,Tris盐酸液(TBST)洗膜3次,加入稀释

后的二抗室温孵育1
 

h,TBST洗膜3次,显影。以

GAPDH为内参,采用Image
 

J进行灰度分析,计算目

的蛋白(p53和Sirt1衰老相关蛋白)的相对表达水平。
有研究报道,miRNA-34a与Sirt1存在靶向结合位

点[4],过表达Gm44981会导致Sirt1表达上调,因此

作者推测Gm44981可能通过作用于 miRNA-34a抑

制Sirt1的表达,从而抑制心脏衰老的发生。因此,本
研究采用qRT-PCR对 miRNA-34a的表达水平进行

了检测。

1.3 统计学处理 符合正态分布的计量资料用

x±s表示,两组样本间比较采用Student's
 

t检验,实
验数据使用SPSS23.0软件进行统计学分析,P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 Gm44981在3月龄年轻和24月龄年老小鼠心

肌组织中的表达 Gm44981在24月龄年老小鼠的心

肌组织中的表达水平低于3月龄年轻小鼠,差异有统

计学意义(P<0.05)。见图1。

  注:aP<0.05。

图1  Gm44981在3月龄年轻和24月龄年老小鼠心肌

组织中的表达

2.2 对照组和Gm44981过表达组小鼠心肌组织中

Gm44981、IL-1α和IL-6的表达 与对照组 比 较,

Gm44981过表达组小鼠心肌组织中 Gm44981表达

水平升高,差异有统计学意义(P<0.05),见图2A。
与对照组比较,Gm44981过表达组小鼠心肌组织中的

IL-1α、IL-6等SASP的表达水平均降低,差异有统计

学意义(P<0.05)。见图2B、C。

2.3 对照组及Gm44981过表达组小鼠心肌组织中

SA-β-gal的表达 与对照组比较,Gm44981过表达组

小鼠心肌组织中SA-β-gal的表达水平降低,差异有统

计学意义(P<0.05)。见图3。

  注:A.Gm44981;B.IL-1α;C.IL-6;aP<0.05。

图2  对照组和Gm44981过表达组小鼠心肌组织中

Gm44981、IL-1α和IL-6的表达

  注:标尺=100
 

μm。

图3  对照组和Gm44981过表达组小鼠心肌组织中SA-β-

gal的表达

2.4 对照组及Gm44981过表达组小鼠心肌组织中

衰老相关蛋白的表达 与对照组比较,Gm44981过表

达组小鼠心肌组织中p53表达下调,Sirt1表达上调,
差异均有统计学意义(P<0.05)。见图4。

  注:aP<0.05。

图4  对照组和Gm44981过表达组小鼠心肌组织中衰老

相关蛋白的表达

2.5 对照组及Gm44981过表达组小鼠心肌组织中
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miRNA-34a的表达 与对照组比较,Gm44981过表

达组小鼠心肌组织中 miRNA-34a表达下调,差异有

统计学意义(P<0.05),见图5。

  注:aP<0.05。

图5  对照组和Gm44981过表达组小鼠心肌组织中

miRNA-34a的表达

3 讨  论

  人口老龄化日益受到众多学者的关注,年龄是心

血管疾病的独立危险因素,同时,心血管疾病也是65
岁以上老年人死亡的主要病因。lncRNA在多种心血

管疾病中的研究日益增多,但其在心脏衰老中作用的

研究仍然较少。课题组既往研究提示Gm44981在老

年小鼠肾脏组织中表达下调,其通过抑制P21启动子

区甲基化从而发挥抑制肾脏衰老的作用[3]。本研究

结果显示,年老小鼠心肌组织中Gm44981的表达水

平显著低于年轻小鼠,提示其在心脏衰老的过程中可

能也同样发挥着重要作用。

lncRNA与衰老的关系是国内外的研究热点。最

近多项研究表明,在多种生物的衰老过程中数百种

lncRNA的表达存在显著差异[5-6]。越来越多研究提

示,lncRNA参与多种器官、组织的衰老,如肝脏[7]、肾
脏[8],其在多种衰老及衰老相关疾病的发生、发展过

程中发挥重要作用。另外,也有众多研究显示,ln-
cRNA与多种心脏疾病有关,如心力衰竭[9]、心肌梗

死[10]、心脏自噬[11]等。然而,目前关于lncRNA与心

脏衰老的研究仍屈指可数,本研究通过检测3月龄年

轻和24 月 龄 年 老 小 鼠 心 肌 组 织 中 表 达 下 调 的

Gm44981,然后构建Gm44981过表达小鼠模型,检测

其下游SASP、SA-β-gal和衰老相关蛋白、miRNA-34a
等的表达,结果表明,过表达Gm44981可抑制心肌组

织衰老。

Gm44981是一个包含1
 

943
 

bp的非编码RNA,
课题组既往研究结果提示其在肾脏衰老中发挥重要

作用。lncRNA可通过印记和X染色体失活、作为染

色质修饰剂、增强剂、分子海绵、小RNA的前体等多

种方式调节基因表达来影响重要的生理过程[12-16]。
有研究结果显示,lncRNA在肝癌[17]、胃癌[18]等多种

疾病中充当海绵分子参与ceRNA网络从而发挥作

用。有研究报道,miRNA-34a在老年小鼠心肌组织

中的表达水平高于年轻小鼠[19],在心肌梗死模型中,
抑制miRNA-34a表达可改善心肌纤维化、心肌细胞

死亡[19-20]。Sirt1作为长寿促进因子,在衰老过程中

表达减少,是延缓心脏衰老的重要介质[21]。既往研究

报道显示,miR-34a与 Sirt1之间存在靶向结合位

点[4]。本研究结果显示,与对照组比较,Gm44981过

表达组小鼠心肌组织中Sirt1表达上调,miRNA-34a
表达下调,提示 Gm44981可能通过作用于 miRNA-
34a/Sirt1抑制心脏衰老。
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