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ｍｉＲ⁃５５７２ 转基因小鼠构建病态窦房结综合征疾
病模型的繁殖与鉴定

张进，李颖，范洁∗

（云南省第一人民医院 昆明理工大学附属医院心内科，昆明　 ６５００００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 ｍｉＲ⁃５５７２ 转基因小鼠构建病态窦房结综合征疾病模型的可行性。 方法　 繁殖与鉴定

了 ｍｉＲ⁃５５７２ Ｆ１ 及 Ｆ２ 代野生型纯合子及杂合子小鼠，并通过形态学、心电图记录及窦房结组织 Ｃａｖ１􀆰 ２、Ｃａｖ１􀆰 ３
ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平测定来观察疾病模型。 结果　 Ｆ２ 代 ｍｉＲ⁃５５７２ 纯合子敲入小鼠在形态上较野生型小鼠生长

缓慢，体型较小。 相较于杂合子和野生型小鼠，纯合小鼠的平均心率明显偏低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差异有显著性。 ｍｉＲ⁃
５５７２ 纯合子小鼠窦房结组织 Ｃａｖ１􀆰 ２、Ｃａｖ１􀆰 ３ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平低于野生型（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差异有显著性。 结论

过表达 ｍｉＲ⁃５５７２ 转基因小鼠可以构建病态窦房结综合征疾病模型。
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　 　 病态窦房结综合征 （ｓｉｃｋ ｓｉｎｕｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＳＳＳ）
是由于窦房结及其周围组织的器质性改变导致心脏

窦房结起搏功能障碍， 从而引起缓慢心律失常的综

合征。 近几年研究表明，ＳＳＳ 的发病与离子通道如
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Ｃａｖ１􀆰 ３、Ｃａｖ１􀆰 ２、Ｎａｖ１􀆰 ５、Ｃａｖ３􀆰 １ 和 Ｃａｖ３􀆰 ２ 异常表

达有关［１ － ６］。
ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ 是长度为 ２０ － ２５ ｎｔ 的短链非编码

ＲＮＡｓ，其发挥生物功能的主要方式是：与 ｍＲＮＡｓ 互

补或者非互补方式结合，从而阻断蛋白翻译过程，使
靶基因表达下调［７］。 通过课题组前期的人血浆及

动物心肌组织表达谱芯片以及荧光定量 ＰＣＲ 技术，
我们最终筛选出人血浆及动物心肌组织中差异表达

比较明显的 ｍｉＲ⁃５５７２。 并且通过目前权威的 Ｍｉ⁃
ｃｒｏＲＮＡ 靶基因预测软件 ｍｉＲａｎｄａ， ｍｉＲＢａｓｅ， Ｔａｒ⁃
ｇｅｔＳｃａｎ［８，９］ 预 测 ｍｉＲ⁃５５７２ 的 靶 基 因 为 Ｃａｖ１􀆰 ２、
Ｃａｖ１􀆰 ３，而 Ｃａｖ１􀆰 ２、 Ｃａｖ１􀆰 ３ 与 ＳＳＳ 的发病密切相

关［１ － ６］。 因此，我们从赛业生物科技有限公司购入

了 １２ 只 Ｆ１ 代 ｍｉＲ⁃５５７２ 过表达转基因小鼠，进行了

如下实验，以期验证 ｍｉＲ⁃５５７２ 转基因小鼠构建病态

窦房结综合征疾病模型的可行性。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

２ 月龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉＲ⁃５５７２ 阳性 Ｆ１ 代小鼠 １２
只，购自赛业生物科技有限公司 【 ＳＣＸＫ （滇） Ｋ
２０１５ － ０００５】。 其中：雄性 ７ 只，平均体重（２５􀆰 ０ ±
１􀆰 ２）ｇ，雌性 ５ 只，平均体重（２４􀆰 ２ ± １􀆰 ０） ｇ。 小鼠在

昆明医科大学实验动物中心 ＳＰＦ 级动物房内进行

繁殖【ＳＹＸＫ（滇） Ｋ２０１５ － ０００２】。 本实验所有操作

均符合中华人民共和国《实验动物管理条例》。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验动物分组

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉＲ⁃５５７２ Ｆ１ 代杂合子小鼠同胞之间

相互杂交获得后续实验所需的 Ｆ２ 代野生型，纯合

子及杂合子小鼠（繁殖示意图见：图 ２Ａ， Ｂ），每种小

鼠获得 ６ 只后分为三组进行心电图的记录，野生型

（６ 只），杂合子（６ 只），纯合子（６ 只）。
１􀆰 ２　 主要试剂及仪器

心电图仪 （ ＥｉｃｋＥＣＧ⁃２２０Ｘ），异氟烷麻醉剂，
ＤＮＡ 提取试剂盒：ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｇｅ⁃
ｎｏｍｉｃ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｋｉｔ （Ｖｅｒ． ５􀆰 ０＿Ｃｏｄｅ Ｎｏ． ９７６５），
引物由生工生物工程股份有限公司合成，琼脂糖

（ＢＩＯＷＥＳＴ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 ＤＮＡ 提取及鉴定

对小鼠尾和脚趾使用 ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｕｎｉｖｅｒ⁃
ｓａｌ Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｋｉｔ （Ｖｅｒ． ５􀆰 ０＿Ｃｏｄｅ Ｎｏ．

９７６５）试剂盒进行 ＤＮＡ 的提取，将得到的 ＤＮＡ 进行

ＰＣＲ 扩增，扩增产物在琼脂糖凝胶上进行电泳，使
用 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ＧｅｎｅＲｕｌｅｒ １００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ，
进行小鼠的基因型鉴定。
１􀆰 ３􀆰 ２　 转基因小鼠心电图记录

对已成年的野生型，纯合子，杂合子小鼠采用异

氟烷麻醉剂进行吸入式麻醉，并采用肢体导联的方

法进行心电图的记录。 电极位置参照人的相应部

位，心电图机走纸速度 ２５ ｍｍ ／ ｓ。 （见图 １）

图 １　 转基因小鼠平均心率的记录

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｒｅｃｏｒｄｉｎｇ ｄｅｖｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ
ｏｆ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃５５７２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ

１􀆰 ３􀆰 ３　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

用 Ｑｉａｇｅｎ 试剂盒提取纯合子、杂合子及野生型

小鼠窦房结组织总 ＲＮＡ。 采用 ＳＹＢＲ 法在 Ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ⁃ＰＣＲ ７９００ 仪上行定量 ＰＣＲ 扩增，反应体系：
ｃＤＮＡ １ μＬ、上游引物 ０􀆰 ５ μＬ、下游引物 ０􀆰 ５ μＬ，
ＳＹＢＲ ５ μＬ、水 ３ μＬ，反应条件：９５℃ １ ｍｉｎ→ ９５℃
１５ ｓ→ ６０℃ ６０ ｓ→ ９５℃ １５ ｓ→ ６０℃ １５ ｓ→ ９５℃ １５
ｍｉｎ。 第 ２ ～ ４ 步 ３５ ～ ４０ 个循环，以 ＧＡＰＤＨ 为内

参，利 用 ＴａＫａｒａ⁃ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＩＩ １ｓｔ ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试剂盒反转录出 ｃＤＮＡ， － ２０℃保存备

用，利用 ２ － ΔΔＣｔ方法统计结果。
１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验

取纯合子、杂合子及野生型小鼠窦房结组织，提
取总蛋白，ＢＣＡ 法测蛋白浓度。 取相同量总蛋白行

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，８０ Ｖ 电压 ２０ ～ ３０ ｍｉｎ，１２０ Ｖ 电压

约 ９０ ｍｉｎ。 ３００ ｍＡ 湿转印 １２０ ｍｉｎ，将蛋白转印到

ＰＶＤＦ 膜，用 ５％脱脂奶粉室温封闭 １ ｈ，根据需要加

入一抗（Ｃａｖ１􀆰 ２ 及 Ｃａｖ１􀆰 ３，购于 Ａｂｃａｍ 公司）。 ４℃
孵育过夜，次日 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，根据一抗加入相应

８６４
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的二抗，ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，ＥＣＬ 发光液在 ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ

ＸＲＳ ＋ Ｓｙｓｔｅｍ （Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）显影，用 Ｉｍａｇｅ 软件曝光加

灰度值分析。
１􀆰 ４　 交配原则

其一：通过 ＴＡＬＥＮ 技术［１０ ］ 将目的基因随机整

合到基因组，因此首代转基因小鼠（Ｆ０）的每一只的

整合位点都可能会不同，后代的基因型也可能不一

样。 因此，每一只 Ｆ０ 代小鼠都需要作为一个单独

的谱系，与不同的 Ｆ０ 代小鼠分开进行繁殖。 其二：
由于外源基因一般只在二倍体动物的一条染色体上

进行整合，且 Ｆ０ 之间不能相互交配。 因此，Ｆ０ 代要

与背景相同的野生型小鼠进行交配，筛选出基因型

一致的 Ｆ１ 代，以保证其遗传背景的纯合性。
１􀆰 ５　 交配流程

Ｆ０ 代小鼠性成熟后（８ 周）与野生型小鼠进行

交配繁殖，获得 Ｆ１ 代小鼠。 将来自同一只 Ｆ０ 的阳

性 Ｆ１ 代小鼠同胞交配，可获得 Ｆ２ 代小鼠。
１􀆰 ６　 选种原则及注意事项

选择发育良好、体形正常、体毛光滑、体格健壮、
食欲旺盛、反应敏捷、眼睛明亮有神、尾不弯曲、均
匀、无异常、无皮肤病、生殖器正常的小鼠用于繁殖

的动物留种。 一般选择阳性后代中雌性小鼠作为留

种对象，雄性可以作为扩大繁殖用。 主要采用 １ ∶ ２
或 １∶ ３的长期同居法进行交配。 并详细记录小鼠的

繁育情况，以便于对小鼠的繁育情况进行数据统计

与整理，为每只小鼠建立终身的笼卡和个体系谱作

为资料长期保存。 对于新出生小鼠应避免挪动，而
幼鼠一般在 ３ 周左右进行断乳，若出现发育缓慢的

小鼠，断乳时间可延长至 ３０ ｄ 左右。
１􀆰 ７　 小鼠的标记方法

实验本着不对动物生理或实验结果产生影响，
以及耐久适用的原则进行标记。 在幼鼠出生 ７ ｄ 左

右，可以采用断趾方法，对幼鼠进行独立编号，同时，
采用剪尾方法获取组织进行鉴定。 小鼠的剪尾长度

约 ３ ｍｍ，剪下后放入 ＥＰ 管中，写明脚趾编号和性

别。 幼鼠在 ２１ ～ ２８ ｄ 进行分笼，雌雄分开放到不同

笼盒中且每个笼盒不超过 ５ 只小鼠。
１􀆰 ８　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行统计分析，计量资料

以均数 ±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，两独立样本之间的比

较采用 ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 Ｆ２ 代转基因小鼠的获得

通过同窝 Ｆ１ 代杂合子小鼠的互交获得后续实

验需要的 Ｆ２ 代小鼠（图 ２Ａ， Ｂ），Ｆ２ 代小鼠中纯合

子，杂合子及野生型小鼠比例符合孟德尔遗传规律

（图 ３，３Ａ，３Ｂ），提示 ｍｉＲ⁃５５７２ 转基因小鼠传代过

程中未发生突变。

注：Ａ： Ｆ０ 代杂合小鼠和同类型野生型小鼠交配获得 Ｆ１ 代小鼠；Ｂ：Ｆ１ 代杂合子小鼠互交获得后续实验需要的 Ｆ２ 代转基因小鼠。

图 ２　 获得 Ｆ２ 代转基因小鼠示意图

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｈａｒｖｅｓｔｅｄ Ｆ１ ｍｉＲ⁃５５７２ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｍｉｃｅ； Ｂ： Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｈａｒｖｅｓｔｅｄ Ｆ２ ｍｉＲ⁃５５７２ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｍｉｃｅ． Ｔｇ：Ｔｒａｎｇｅｎｉｃ；
＋ ：Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｈａｒｖｅｓｔｅｄ Ｆ２ ｍｉＲ⁃５５７２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ

２􀆰 ２　 ｍｉＲ⁃５５７２ 纯合小鼠和野生小鼠发育情况对比

６ 月龄时，将 ｍｉＲ⁃５５７２ 纯合小鼠和野生型、杂
合小鼠进行发育情况比较，大体形态观察发现，ｍｉＲ⁃
５５７２ 纯合小鼠体型较短，发育相对迟缓（见图 ４）。
６ 月龄时，纯合小鼠平均体重为：（２５􀆰 ２ ± ２􀆰 ８） ｇ，杂

合子小鼠平均体重为：（３１􀆰 ７ ± ２􀆰 １） ｇ，野生型小鼠

平均体重为：（３２􀆰 ４ ± ３􀆰 ７） ｇ。 结果发现：纯合小鼠

平均体重与杂合子小鼠及野生型小鼠平均体重差异

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 杂合子小鼠及野生型小鼠平

均体重差异无显著性。

９６４
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注：Ａ： １ ～ ５ 号为野生型小鼠；６ ～ ９ 号为纯合小鼠；１０ 号为杂合子小鼠。 Ｂ： ２、３、１３ 号，表示基因纯和小鼠；１、４ ～ ６、９ ～ １２、１６ 号，表
示杂合小鼠；７、８、１４、１５ 号表示野生型小鼠。 Ｍ 表示 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ。

图 ３　 Ｆ２ 代转基因小鼠的电泳图

Ｎｏｔｅ． Ａ： １ － ５ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ； ６ － ９ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｍｉｃｅ； １０ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｍｉｃｅ． Ｂ： ２，３，１３ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ
ｍｉｃｅ； ７， ８， １４， １５ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ；１，４ － ６，９ － １２，１６ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｆ２ ｍｉＲ⁃５５７２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｂｙ ＰＣＲ．

图 ４　 纯合子、杂合子和野生型小鼠 ６ 月龄时的生长情况

Ｆｉｇ． ４　 Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ，
ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ａｎｄ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ ａｔ ６ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ

２􀆰 ３　 纯合小鼠、杂合小鼠和野生型小鼠 ６ 个月时的

心电图差异

６ 月龄时，在异氟烷吸入麻醉下记录小鼠肢体

导联心电图，纯合小鼠、杂合小鼠和野生型小鼠各 ６
只，取平均值，结果提示：纯合小鼠、杂合小鼠和野生

型小鼠的平均心率分别为 ２６０，３７５ 和 ４２８ 次 ／分。
纯合子小鼠的平均心率较杂合子及野生型小鼠平均

心率显著下降，且差异有显著性，其他心电学指标：
ＰＲ 间期，ＱＴｃ 间期，ＱＲＳ 间期未见差异显著性。 见

图 ５，表 １。
２􀆰 ４　 纯合小鼠，杂合小鼠和野生型小鼠 ６ 个月时窦房

结组织 Ｃａｖ１􀆰 ２、Ｃａｖ１􀆰 ３ ｍＲＮＡ和蛋白表达水平测定

我们取纯合小鼠，杂合小鼠和野生型小鼠窦房

结组织进行 Ｃａｖ１􀆰 ２、Ｃａｖ１􀆰 ３ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平

测定，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 显示：纯合小鼠及杂合子小鼠窦房

结组织 Ｃａｖ１􀆰 ２、Ｃａｖ１􀆰 ３ ｍＲＮＡ 表达明显低于野生型

小鼠 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，ｎ ＝ ６）。 免疫印迹结果显示相似的结

果（图 ６）。

表 １　 纯合小鼠，杂合小鼠和野生型小鼠平均心率、ＰＲ 间期，ＱＴｃ 间期，ＱＲＳ 间期的比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｖｅｒａｇｅ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ， ＰＲ ｉｎｔｅｒｖａｌ， ＱＴｃ ｉｎｔｅｒｖａｌ， ＱＲＳ ｉｎｔｅｒｖａｌ ｉｎ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ，

ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ａｎｄ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｍｉｃｅ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

平均心率 ／ 次 ／ 分
Ａｖｅｒａｇｅ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ

ＰＲ 间期 ／ ｓ
ＰＲ ｉｎｔｅｒｖａｌ

ＱＴｃ 间期 ／ ｓ
ＱＴｃ ｉｎｔｅｒｖａｌ

ＱＲＳ 间期 ／ ｓ
ＱＲＳ ｉｎｔｅｒｖａｌ

纯合子小鼠
Ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｍｉｃｅ ２６０ ± １２﹡△ ０􀆰 ０４ ± ０􀆰 ０１ ０􀆰 ５１ ± ０􀆰 ０３ ０􀆰 ０３ ± ０􀆰 ０１

杂合子小鼠
ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｍｉｃｅ ３７５ ± ８ ０􀆰 ０４ ± ０􀆰 ０１ ０􀆰 ４８ ± ０􀆰 ０５ ０􀆰 ０３ ± ０􀆰 ０１

野生型小鼠
Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ ４２８ ± １３ ０􀆰 ０４ ± ０􀆰 ０１ ０􀆰 ４６ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 ０３ ± ０􀆰 ０１

注：∗表示纯合子小鼠组与野生型小鼠组比较 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，△表示纯合子组与杂合子组比较 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；△ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ａｎｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ
ｍｉｃｅ， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

０７４
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注：野生型、杂合子及纯合子小鼠的平均心率分别为 ４２８、３７５ 和 ２６０ 次 ／ 分。

图 ５　 ｍｉＲ⁃５５７２ 野生型小鼠（Ａ）、杂合子小鼠（Ｂ）及纯合子小鼠（Ｃ）心电图

Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ ｗａｓ ４２８ ｂｅａｔ ｐｅｒ ｍｉｎｕｔｅ （ｂｐｍ） （Ａ）， ３７５ ｂｐｍ （Ｂ）， ２６０ ｂｐｍ （Ｃ） ｉｎ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ，
ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅ ａｎｄ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｍｉｃｅ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｌｅｃｔｒｏｃａｒｄｉｏｇｒａｍｓ （ＥＣＧ） ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ （Ａ）， ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ （Ｂ） ａｎｄ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ （Ｃ） ｍｉｃｅ

图 ６　 纯合小鼠、杂合小鼠和野生型小鼠窦房结组织 Ｃａｖ１􀆰 ２、Ｃａｖ１􀆰 ３ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平测定

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ Ｃａｖ１􀆰 ２ ａｎｄ Ｃａｖ１􀆰 ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｔ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｉｎｏａｔｒｉａｌ ｎｏｄｅ
ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ （ＨＯ）， ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ （ＨＥ） ａｎｄ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ （ＷＴ）

３　 讨论

随着老龄化社会的到来及心血管疾病的逐年增

多，ＳＳＳ 病人数量逐年增加，针对这一疾病的主要诊

断方法是心电图，而多数病人确诊后安装人工心脏

起搏器仍是主要的治疗方法，但是人工心脏起搏器

治疗存在一些先天的缺陷和不足，如起搏器昂贵的

价格、电池寿命有限、心内电极植入存在风险等［１１］。
因此，建立 ＳＳＳ 动物疾病动物模型对探索其发病机

制及改善治疗具有重要意义。 目前国内外尚未见较

好的 ＳＳＳ 动物疾病模型，国内报道用甲醛或者氢氧

化钠涂抹窦房结致兔窦房结损伤建立 ＳＳＳ 疾病动物

模型［１２，１３］，但该方法需开胸属于有创性方法，动物

损伤程度较大，损伤程度难以把握，动物容易死亡，
且该方法不能模拟窦房结组织的自然老化及病变过

程。 因此迫切需要建议一种损伤小，能够模拟自然

状态下 ＳＳＳ 发生、发展的动物模型。
近年来，逐渐阐述了 Ｌ 型 Ｃａ２ ＋ 通道功能的丧失

或减弱可能是 ＳＳＳ 的发病机制。 例如，Ｃａｖ１􀆰 ３ 介导

的 Ｌ 型 Ｃａ２ ＋ （ ＩＣａ，Ｌ）电流中的功能丧失可导致窦

房结功能障碍［１，２］。 此外，有数据表明，慢性铁过载

通过 Ｃａｖ１􀆰 ３ 介导的 Ｌ 型钙电流的减少诱导获得性

ＳＳＳ［３］。 在小鼠中，Ｃａｖ１􀆰 ３ 通道可在窦房结，心房和

房室结中表达，而缺乏 Ｃａｖ１􀆰 ３ 通道的小鼠的心率出

现了心动过缓等一系列 ＳＳＳ 症状［４，５］。 Ｊｏｎｅｓ 研究表

明， 豚鼠窦房结中心 Ｃａｖ１􀆰 ２ 缺失面积随着年龄的

１７４
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增加而增加，这种缺失可能有助于解释随着年龄的

增加出现的固有心率下降和窦房结传导减慢［６］。
以上这些研 究 得 出 了 重 要 结 论： 即 Ｃａｖ１􀆰 ３ 及

Ｃａｖ１􀆰 ２ 的缺失或者减少可能是 ＳＳＳ 发病的重要离

子通道机制。 但 Ｃａｖ１􀆰 ３ 及 Ｃａｖ１􀆰 ２ 的缺失或者减少

的转录机制目前还不清楚。 近几年来发现高等真核

细胞中广泛存在一种内源性的、非编码的、长约 ２２
个核苷酸的单链 ＲＮＡ，并命名为 ＭｉｃｒｏＲＮＡ（简写为

ｍｉＲＮＡ）。 ｍｉＲＮＡ 通过与靶基因 ｍＲＮＡ 的 ３′ 非翻

译区（３′⁃ＵＴＲ） 不同程度的互补结合导致靶基因的

降解或抑制，从而在转录水平负向调节靶基因的表

达。 每种 ｍｉＲＮＡ 可调控多种靶基因 ｍＲＮＡ，一种靶

基因 ｍＲＮＡ 可能受不同 ｍｉＲＮＡ 的调控［７］。 ｍｉＲＮＡ
的这种多靶标性使其作为重要的调节分子广泛参与

了几乎所有的生理和病理过程。 因此，在各种病理

因素下，表达异常的 ｍｉＲＮＡ 有可能多靶点、负向调

控起搏相关基因 Ｃａｖ１􀆰 ３ 及 Ｃａｖ１􀆰 ２ 并导致不利的窦

房结离子通道重塑，从而导致 ＳＳＳ 发生、发展。
本实验通过前期的表达谱芯片以及荧光定量

ＰＣＲ 技术，从中挑选出一个差异表达比较明显的

ｍｉＲ⁃５５７２ 进 行 验 证。 ｍｉＲＮＡ 靶 基 因 预 测 软 件

ｍｉＲａｎｄａ，ｍｉＲＢａｓｅ，ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ［８，９］ 预测 ｍｉＲ⁃５５７２ 的

靶基因为 Ｃａｖ１􀆰 ２、Ｃａｖ１􀆰 ３，而 Ｃａｖ１􀆰 ２、Ｃａｖ１􀆰 ３ 编码

的离子通道蛋白与 ＳＳＳ 的发病密切相关［１ － ６］，提示

ｍｉＲ⁃５５７２ 转基因小鼠构建病态窦房结综合征疾病

模型的可行性。 我们通过赛业公司构建了 ｍｉＲ⁃
５５７２ 转基因小鼠，通过繁殖和鉴定了 Ｆ０、Ｆ１、Ｆ２ 代

小鼠。 通过对比 ６ 个月时纯合子，杂合子和野生型

小鼠的生长情况，以及心电图的比较，我们可以发

现，ｍｉＲ⁃５５７２ 纯合子敲入小鼠在形态上较野生型小

鼠生长缓慢，且体形较小。 在平均心率方面，纯合小

鼠，杂合小鼠和野生型小鼠的平均心率分别为 ２６０、
３７５ 和 ４２８ 分 ／次，相较于杂合子和野生型小鼠，纯
合小鼠的心率明显偏低。 这些表型提示：过表达的

ｍｉＲ⁃５５７２ 有可能下调靶基因 Ｃａｖ１􀆰 ２，Ｃａｖ１􀆰 ３ 的转

录与表达，从而导致窦房结功能减退，最终引起动物

发育迟缓及平均心率降低，我们进一步研究结果同

时提示：ｍｉＲ⁃５５７２ 纯合小鼠窦房结组织 Ｃａｖ１􀆰 ２、
Ｃａｖ１􀆰 ３ ｍＲＮＡ 及蛋白表达明显低于杂合子小鼠及

野生型小鼠，过表达 ｍｉＲ⁃５５７２ 可以负向调小鼠窦房

结组织 Ｃａｖ１􀆰 ２、Ｃａｖ１􀆰 ３ ｍＲＮＡ 及蛋白表达，从而调

控起搏电流的产生及平均心率的减慢，提示动物过

表达 ｍｉＲ⁃５５７２ 可以构建病态窦房结综合征疾病模

型，这为进一步研究病态窦房结综合征的发病机制

及可能的治疗靶点打下了良好的基础。
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