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英汉缩略语名词对照 

英文缩写 英文全称 中文全称 

BSA Bovine serum albumin 牛血清白蛋白 

cDNA Complementary deoxynucleic acid 互补脱氧核糖核酸 

DE Differentially expressed 差异表达 

DEPC Diethyl pyrocarbonate 焦炭酸二乙酯 

DNA Deoxynucleic acid 脱氧核糖核酸 

ECM Extracellular matrix 细胞外基质 

EMT Epithelial-mesenchymal transition 上皮间质转化 

EPDCs epicardial derived cells 心外膜源性细胞 

FBS Fetal bovine serum 胎牛血清 

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase 

甘油醛-3-磷酸脱氢酶 

min Minute 分钟 

miRNA MicroRNA 微小 RNA 

mM Mmol/L 毫摩每升 

mRNA Messenger RNA 信使 RNA 

μM Micromol/L 微摩每升 

PBS Phosphate buffered solution 磷酸盐缓冲液 

PPI Protein-protein interaction 蛋白-蛋白交互 

PVDF Polyvinylidene fluoride 聚偏二氟乙烯 

qRT-PCR Quantitative real-time polymerase chain 

reaction 

荧光定量聚合酶链式

反应 

RNA Ribonucleic acid 核糖核酸 

SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸钠 

sec Second 秒钟 

siRNA Small interfering RNA 小干扰 RNA 

TBS Tris buffered saline 三羟甲基氨基甲烷缓
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冲盐溶液 

TBST Tris buffered saline with Tween TBS-吐温缓冲液 

Tbx18 T-box transcription factor 18 T-box 转录因子 18 

TGF-β Transforming growth factor-β 转化生长因子-β 

UTR Untranslated region 非翻译区 
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miR-194-3p 通过 p120/β-catenin 调节胚胎心外膜细胞

上皮间质转化过程的机制研究 

 

摘要 

 

背景：心外膜是心脏的重要组成部分，对于心脏的健康发育至关

重要，并且能够促进心脏的内源性再生与修复。MicroRNA (miRNA)

作为一种单链 RNA，其长度介于 19-25 核苷酸之间，具有遗传保守性，

能够与多个 mRNA 分子形成不完全匹配的互补关系，从而降低基因的

表达。虽然 miR-194-3p 与细胞迁移和侵袭有关，但其对胚胎心外膜细

胞的影响尚不清楚。 

方法：本研究通过功能获得和功能丧失方法探究 miR-194-3p 在心

脏发育中的作用。我们在体外培养胚胎心外膜细胞，使用转化生长因

子 (Transforming growth factor, TGF)-β 诱导细胞的上皮间质转化

(epithelial-mesenchymal transition, EMT)并监测 miR-194-3p 的表达。通

过 miR-194-3p 模拟物和抑制剂的干预，评估心外膜细胞发育过程中

EMT 的变化。在机制上，我们通过构建 miR-194-3p 突变载体及双荧

光素酶报告实验以验证其与目标基因的结合位点及表型恢复。 

结果：本研究发现，在 TGF-β 诱导的心外膜细胞 EMT 过程中

miR-194-3p 表达上调，提示 miR-194-3p 可能参与心外膜细胞的 EMT。

使用 miR-194-3p mimics 模拟物在心外膜细胞中过表达 miRNA，发现
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miR-194-3p 可促进心外膜细胞的 EMT，并表达间质细胞标志物；同

样，使用 miR-194-3p inhibitor 抑制 miRNA 的表达，心外膜细胞的

EMT 过程将被抑制。为了研究 miR-194-3p 调控心外膜细胞 EMT 的下

游机制，我们通过双荧光素酶报告实验证实 miR-194-3p 与 p120-

catenin 为负向调控关系，且影响细胞粘附信号通路中 β-catenin 的表达。

此外，我们使用小干扰 RNA (siRNA)技术沉默 p120-catenin 的表达，

发现可挽救 miR-194-3p inhibitor 诱导的 EMT 抑制现象。 

结论：上述研究表明，miR-194-3p 是通过靶向调节下游基因

p120-catenin，并影响细胞粘附信号通路中 β-catenin 的表达，调控胚

胎心外膜细胞的 EMT 过程。 

关键词：心外膜细胞，miR-194-3p，p120-catenin，上皮间质转化，

心脏发育 

  



重庆医科大学博士研究生学位论文 

5 

REGULATION OF EPITHELIAL-MESENCHYMAL 

TRANSITION IN EMBRYONIC EPICARDIAL CELLS BY 

MIR-194-3P VIA P120/Β-CATENIN SIGNALING 

 

ABSTRACT 

 

Background: The epicardium is an integral part of the heart, crucial 

for its healthy development and capable of promoting endogenous 

regeneration and repair. MiRNA, a single-stranded RNA ranging from 19 

to 25 nucleotides in length and conserved across species, can form 

imperfectly matched complementary pairs with multiple mRNA molecules, 

thus downregulating gene expression. While miR-194-3p is associated with 

cell migration and invasion, its impact on embryonic epicardial cells 

remains unclear. 

Methods: This study investigates the role of miR-194-3p in cardiac 

development through gain-of-function and loss-of-function approaches. We 

culture embryonic epicardial cells in vitro and induce EMT with TGF-β to 

monitor miR-194-3p expression. Interventions with miR-194-3p mimics 

and inhibitors assess changes in EMT during epicardial cell development. 

Mechanistically, we validate the binding sites and phenotype recovery with 
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target genes through the construction of a miR-194-3p mutation vector and 

dual-luciferase reporter assays. 

Results: The study found that miR-194-3p expression is upregulated 

in the epicardial cells undergoing EMT induced by TGF-β, suggesting miR-

194-3p's involvement in the EMT of epicardial cells. Overexpression of 

miRNA in epicardial cells using miR-194-3p mimics promotes EMT and 

the expression of mesenchymal cell markers; similarly, the EMT process in 

epicardial cells is inhibited by using miR-194-3p inhibitors. To explore the 

downstream mechanism by which miR-194-3p regulates the EMT of 

epicardial cells, we confirmed a negative regulatory relationship between 

miR-194-3p and p120-catenin through dual-luciferase reporter assays, 

affecting the expression of β-catenin in the cell adhesion signaling pathway. 

Additionally, using siRNA technology to silence p120-catenin expression, 

we found that the EMT inhibition induced by the miR-194-3p inhibitor 

could be rescued. 

Conclusion: These findings indicate that miR-194-3p regulates the 

EMT process in embryonic epicardial cells by targeting and modulating the 

downstream gene p120-catenin and affecting the expression of β-catenin in 

the cell adhesion signaling pathway. 

Key words: epicardial cells, miR-194-3p, p120-catenin, epithelial-

mesenchymal transition, cardiac development 
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miR-194-3p 通过 p120/β-catenin 调节胚胎心外膜细胞

上皮间质转化过程的机制研究 

 

前言 

 

心血管疾病仍然是全球最严重的健康问题，它对人类的生命构成了极大的威

胁。心外膜是心脏的重要组成部分，在心脏的发育和内源性再生修复过程中发挥

着至关重要的作用[1]。心外膜是覆盖在心脏外层的细胞，起源于前体心外膜。前

体心外膜分化为成纤维细胞和平滑肌细胞，这些细胞可生成心肌内皮细胞和间质

细胞[2,3]。在小鼠胚胎天数(embryonic days, E)9.5 天时，前体心外膜细胞附着在心

肌上，呈上皮样层状扩散，形成覆盖整个心肌的单层细胞层[4]。到 E11.5 天时，

心脏被心外膜完全包裹，呈现立方体上皮表型[5]。心外膜细胞层的完整性和从顶

到底的极性是通过细胞粘附分子的表达来维持的，如 E-cadherin 和 β-catenin [6]。

且心外膜表达多种编码转录因子的基因: Wilms tumor 1 (Wt1) [7]，Transcription 

factor 21 (Tcf21) [8]，T-box transcription factor 18 (Tbx18) [9]等。心外膜在发育和心

脏损伤修复中可分化产生多种心系细胞，如：平滑肌细胞、成纤维细胞、周细胞、

脂肪细胞等。当心外膜细胞分化时，它们首先经历分层，然后经过 EMT 过程，

形成心外膜源性细胞，随后填补心外膜和心肌之间的空隙，形成心外膜下间质，

并侵入心肌在心肌中发育成心脏支持细胞[10-13]。转化生长因子 TGF-β 是研究最广

泛的 EMT 和细胞外基质(Extracellular matrix, ECM)生成的上游调控分子之一[14]。

TGF-β 1-3 在 E12.5 时在小鼠心外膜中表达，它们与相同的受体复合物结合，共同

诱导上皮细胞 EMT [15-18]。EMT 使原始的上皮组织发生了重大变化，形成了具有

较强移动能力的间叶细胞，这是多细胞生物发育过程中的基本特征。这种转化使

得上皮细胞能够在细胞外基质中迁移，并能够在特定的部位形成组织，从而促进

了生物体的发育和生长[11]。然而，目前尚不清楚心外膜源性细胞是如何产生不同

类型的细胞，以及心脏发育过程中心外膜源性细胞分化命运的分子机制。此外，
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有趣的是虽然成年心外膜细胞处于静止状态，但它们在损伤时被激活，并通过表

达损伤的成年心脏的发育程序来促进修复过程[19]。 

MicroRNA (miRNA)，为长度 19-25 核苷酸的单链 RNA 片段，具有物种保守

性。MiRNA 通过碱基互补配对结合编码 RNA 的 3’端非翻译区(3’UTR)诱导蛋白

质翻译阻断或 mRNA 降解来调节基因转录后表达[20]。目前研究发现 miR-194-3p

参与了细胞的迁移、侵袭等作用[21-23]，然而在心脏胚胎发育过程中，miR-194-3p

在心外膜 EMT 中的精确调节作用仍未得到明确的解决。值得注意的是，虽然许

多体外模型已经被用来仔细研究心外膜 EMT [24,25]，但对 miRNA 在这一生理转变

中的调控作用的探索，尤其是 miR-194-3p 的调控作用，还尚无报道。 

粘附连接在上皮细胞的生长发育中扮演着至关重要的角色，它不只是细胞增

殖、迁移、细胞极化以及存活的核心调控因子，同时也充当着细胞间互相作用的

桥梁[26,27]。这些连接由钙粘蛋白超家族的同种蛋白互相作用而成立，其中 E-钙粘

蛋白(E-cadherin)为所有上皮细胞中普遍存在的标志性成员。E-cadherin 与细胞内

catenin 家族的成员相结合，特别是 p120-catenin，对于保持钙粘蛋白的稳定性发

挥着决定性的作用。然而，p120-catenin 在胚胎发育中的作用还尚无报道。在这项

研究中，我们假设 miR-194-3p 可能通过调节 p120-catenin 及细胞粘附信号通路，

介导心外膜细胞的 EMT。 

我们的研究定位于这一研究空白的前沿，利用培养的胚胎心外膜细胞，旨在

剖析 miR-194-3p 调节心外膜细胞 EMT 的分子基础，从而阐明其对心脏发育的潜

在影响。 
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第一部分：体外培养胚胎心外膜细胞和 TGF-β 诱导其

EMT 过程 

前言 

Tbx18 属于一个大的 T-box 转录因子家族，在脊椎动物和无脊椎动物中调节

各种发育过程，并富集于前体心外膜、心外膜、心外膜下间质、横膈和心肌等[1–

3]。Tbx18 对于心外膜的发育和 EMT 的过程是不可缺少的，并且 Tbx18 的缺失会

导致冠状动脉血管成熟缺陷[1,4]。体外培养 Tbx18+胚胎心外膜细胞是研究该细胞

发育过程中 EMT 和相关信号通路的基础。转录因子通过抑制编码上皮粘附分子

的基因(E-cadherin, ZO-1, Claudin-1)和激活间充质基因(N-cadherin, Vimentin, α-

SMA, Fibronectin 1, Snail)介导上皮细胞向间质表型的转化，这也是细胞外基质

(extracellular matrix, ECM)的产生和迁移所必需的[5]。 

转化生长因子(transforming growth factor, TGF)-β 是目前研究最充分的 EMT 和

ECM 产生的上游调控分子之一[6]。TGF-β 1-3 均在胚胎(embryo, E) 12.5 天的小鼠

心外膜表达[7]，它们与同一受体复合物结合，具有共同诱导上皮细胞 EMT 的能力

[8–10]。通过 qRT-PCR 和免疫荧光技术，我们从 E12.5 天胚胎小鼠上取出心脏，进

行体外心外膜细胞培养，以确定其中 Tbx18 基因的表达水平，并测定培养出的细

胞的纯度。使用 TGF-β 重组蛋白干预心外膜细胞诱导 EMT，使用 qRT-PCR 检测

上皮和间质细胞标志物的表达，为体外研究心外膜细胞 EMT 的机制奠定基础。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 实验动物 

重庆医科大学动物饲养中心提供了 C57BL/6J 小鼠，这些小鼠均已经获得了

良好的饲养条件。所有动物育种和实验均按照重庆医科大学动物保护使用委员会

批准的方案进行。所有的动物研究都是根据 ARRIVE 指南进行的[11]。晚上 8 点将

C57 雌、雄小鼠按 1:2 或 1:3 合笼交配，并于次日早晨 8 点观察雌鼠阴栓，见阴栓
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则记胚龄 E0.5 天。 

1.1.2 实验材料和仪器 

眼科剪 上海医疗器械股份有限公司 

镊子 上海医疗器械股份有限公司 

加样枪 美国 Eppendorff 公司 

14mm×14mm 盖玻片 江苏世泰公司 

粘附载玻片 江苏世泰公司 

六孔板 无锡 NEST 公司 

十二孔板 无锡 NEST 公司 

200μl EP 管 

1.5ml EP 管 

15ml 离心管 

50ml 离心管 

八联管 

巴氏滴管 

细胞培养箱 

无锡 NEST 公司 

无锡 NEST 公司 

无锡 NEST 公司 

无锡 NEST 公司 

无锡 NEST 公司 

无锡 NEST 公司 

美国 Thermo Fisher 公司 

电热恒温水浴锅 上海一恒公司 

超净工作台 美国 Thermo Fisher 公司 

低温离心机 

纯水仪 

美国 Thermo Fisher 公司 

美国 Thermo Fisher 公司 

超微量分光光度计 德国 Implen 公司 

制冰机 日本 Sanyo 公司 

涡旋振荡器 德国 IKA 公司 

低温冰箱 中国海尔公司 

超低温冰箱 美国 Thermo Fisher 公司 

倒置细胞显微镜 日本 Nikon 公司 

正置显微镜 日本 Olympus 公司 

荧光共聚焦显微镜 日本 Nikon 公司 
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定量 PCR 仪 美国 Bio-Rad 公司 

1.1.3 实验试剂 

DMEM 高糖培养基 美国 Gibco 公司 

胎牛血清(FBS) 美国 Gibco 公司 

青霉素-链霉素溶液 中国碧云天公司 

明胶 德国 BioFroxx 公司 

PBS 武汉博士德公司 

TGF-β1 重组蛋白 英国 Abcam 公司 

兔源多克隆抗 TBX18 抗体 英国 Abcam 公司 

Trizol 美国 Invitrogen 公司 

三氯甲烷 重庆川东化工公司 

异丙醇 重庆川东化工公司 

无水乙醇 重庆川东化工公司 

DEPC 水 中国碧云天公司 

PrimeScrip RT reagent Kit with gDNA Eraser 日本 Takara 公司 

TB Green Premix Ex Taq II 日本 Takara 公司 

PCR 引物 上海生工公司 

Triton X-100 北京索莱宝公司 

牛血清白蛋白(BSA) 北京索莱宝公司 

柠檬酸 北京索莱宝公司 

胰酶 美国 Sigma 公司 

II 型胶原酶 美国 Sigma 公司 

4%多聚甲醛 武汉博士德公司 

山羊血清 中国碧云天公司 

FITC 标记山羊抗兔 IgG H&L  英国 Abcam 公司 

DAPI 染色液 中国碧云天公司 

抗荧光淬灭剂 中国碧云天公司 

1.2 方法 
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1.2.1 实验试剂的配制 

（1）细胞培养基的配制 

配制含有 10% FBS 的 DMEM 高糖完全培养基：45ml DMEM 高糖培养基

+5ml 胎牛血清+0.5ml 青霉素-链霉素溶液混匀。 

（2）PBS 的配制 

将 2000ml 的蒸馏水倒入 5000ml 的塑料容器内，并加入两袋 PBS 粉末，使其

完全溶解，然后将其置于磁力搅拌器上，进行彻底的混合，最后将其装入 500ml

的玻璃瓶内，并置于高压蒸汽灭菌锅中进行灭菌处理。 

（3）1%明胶的配制 

将 2g 明胶粉末加入 200ml PBS 中，55℃水浴至充分溶解，放入高压蒸汽灭

菌锅中灭菌备用。 

（4）TGF-β1 重组蛋白溶液配制 

开盖前振荡离心，在 10mM 柠檬酸(pH 3.0)中重构至 50μg/ml。使用含有

2mg/ml 白蛋白的 PBS 中进一步稀释为所需浓度，置于-20℃中保存备用。 

（5）细胞解离液的配制 

按胰酶 0.6mg/ml，II型胶原酶 0.4mg/ml 的浓度溶于 PBS 中。 

1.2.2 体外培养胚胎 Tbx18+心外膜细胞 

（1）1%明胶铺板： 

1）超净台中打开 12 孔板，每孔加入高压灭菌后的 1%明胶； 

2）10 分钟后，吸走明胶，自然风干； 

3）需要做免疫荧光的细胞标本，先提前在 12 孔板中放入一片 14mm×14mm

的盖玻片，再加入 1%明胶铺板。 

（2）获取 E12.5 天小鼠心脏 

1）雌雄小鼠合笼交配受孕； 

2）在 E12.5 天，我们处死孕鼠并放至无菌环境，以便进行胎鼠分离； 

3）通过观察和解剖，我们可以清除胚胎小鼠的心房和周围的血管组织。然

后，我们使用无菌的巴氏滴管将心室放置在预先冷却的 DMEM 培养基中。 

（3）胚胎心脏的种植 
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1）使用无菌巴氏滴管，精确地将心室放置在由明胶覆盖的 12 孔板内； 

2）使用镊子精确地夹住一片 14mm×14mm 的无菌盖玻片，将其覆盖在心室

组织上； 

3）孔内加入适量细胞完全培养基； 

4）每孔种植 1-2 个心室。 

（4）细胞培养： 

在心室种植完成之后，应当谨慎地将 12 孔板移至 37℃、5% CO2的原代细胞

培养箱内，同时应尽可能减少孔板的移动，以确保其完整性。 

（5）心外膜细胞的爬出： 

培养 1-2 天后用倒置细胞显微镜观察，可见心室周围有大量铺路石样心外膜

细胞爬出。 

（6）移除心室后继续培养： 

1）取出 12 孔板，用 1ml 无菌注射器针头挑起盖玻片，用镊子夹取并翻转

180 度后放入另一 12 孔板中，加入适量完全培养基，移入原代细胞培养箱中继续

培养； 

2）同时，用针头小心地挑离心室组织，用负压吸引器吸走心室组织和剩余

培养基； 

3）用适量无菌 PBS 液润洗孔板； 

4）重新加入适量完全培养基，移入原代细胞培养箱中继续培养。 

（7）每两天换液一次，并观察细胞形态。 

1.2.3 TGF-β 诱导心外膜细胞 

（1）移除心室培养后两天，吸走培养基，用适量无菌 PBS 液润洗孔板； 

（2）每孔加入 500μl 完全培养基和 5ng TGF-β1 重组蛋白，浓度为 10ng/ml；  

（3）继续培养 48 小时后，观察细胞形态。 

1.2.4 乳鼠原代心肌细胞的体外分离与培养 

（1）1 天大的 C57 乳鼠被冰冻在冰块中，并进行 10min 的麻醉； 

（2）使用 75%乙醇溶液浸泡消毒乳鼠，然后行断颈法处死； 

（3）沿胸骨左缘从膈肌剪至锁骨，充分暴露心脏； 
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（4）于无菌环境下，用镊子钝性分离心脏至 4℃预冷无酶解离液中； 

（5）用眼科剪和镊子在无菌纱布上去除心房和心脏周围大血管组织，将心

室组织放于 4℃预冷含酶解离液中； 

（6）用镊子于心尖处固定心脏，用另一眼科剪将心脏剪碎； 

（7）吸取组织碎片悬液于 15ml 离心管中，置于 37℃水浴箱中并以 80 转/分

钟震荡消化 5min； 

（8）小心弃掉上清，重新加入含酶解离液消化 20min，取上清至另一装有

2ml 胎牛血清的 15ml 离心管中，离心 5min，1000 转/分钟，弃上清，用 4ml 胎牛

血清重悬后置于 37℃水浴箱中暂存； 

（9）剩余组织块继续加含酶解离液消化 25min，取上清液至另一装有 2ml 胎

牛血清的 15ml 离心管中，离心 5min，1000 转/分钟，弃上清，用 4ml 胎牛血清重

悬后置于 37℃水浴箱中暂存； 

（10）重复步骤（9）； 

（11）剩余组织块继续加含酶解离液消化 15min，取上清液至另一装有 2ml

胎牛血清的 15ml 离心管中，离心 5min，1000 转/分钟，弃上清，用 4ml 胎牛血清

重悬后置于 37℃水浴箱中暂存； 

（12）剩余组织块继续加含酶解离液消化 10min，取上清液至另一装有 2ml

胎牛血清的 15ml 离心管中，离心 5min，1000 转/分钟，弃上清，用 4ml 胎牛血清

重悬后置于 37℃水浴箱中暂存； 

（13）将 5 次收集的细胞悬液混合后，经过 40μm 的筛网，经过 5min、1000

转/分钟的离心，最终用培养基进行重悬； 

（14）贴壁 60min，转移上清至另一 15ml 离心管，补总体积至 10ml； 

（15）1%明胶铺板： 

1）超净台中打开六孔板，每孔加入高压灭菌后的 1%明胶； 

2）10 分钟后，吸走明胶，自然风干； 

（16）将细胞接种至六孔板，小心地移入 37℃、5% CO2 原代细胞培养箱中

培养，每两天换液一次，并观察细胞形态。 

1.2.5 细胞免疫荧光 
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（1）移除孔板培养基，PBS 液洗 5min×3 次； 

（2）4%多聚甲醛固定细胞 10min； 

（3）PBS 液洗 5min×3 次； 

（4）0.25% Triton X-100 破膜 10min； 

（5）PBS 液洗 5min×3 次； 

（6）10%山羊血清溶液封闭 30min； 

（7）孵育一抗（1:100 稀释），4℃过夜； 

（8）次日 PBS 液洗 5min×3 次； 

（9）二抗（1:100 稀释）37℃孵育 45min； 

（10）PBS 液洗 5min×3 次； 

（11）DAPI 原液染细胞核 5min； 

（12）PBS 液洗 5min×3 次； 

（13）通过使用抗荧光淬灭剂进行封片，并在荧光共聚焦显微镜下进行拍摄。 

1.2.6 细胞 RNA 提取 

（1）移除细胞培养基，PBS 液洗 5min×3 次； 

（2）孔板内于冰上加入 1ml Trizol 充分裂解细胞，反复吹打细胞 15 次/每孔，

然后移入下一孔继续吹打； 

（3）吹打完毕后，移入 1.5ml 无酶 EP 管中，冰上静置 5min； 

（4）加入 200μl 氯仿，颠倒混匀，冰上静置 5min； 

（5）4℃离心 15min，12000 转/分钟； 

（6）小心吸取上层水相 400-600μl 于另一无酶 EP 管中； 

（7）加入与上层水相等体积的异丙醇，颠倒混匀后冰上静置 10min； 

（8）4℃离心 10min，12000 转/分钟； 

（9）小心弃掉上清液，加冰预冷的 DEPC 水配置的 75%乙醇 1ml； 

（10）4℃离心 5min，12000 转/分钟； 

（11）弃上清，超净台内干燥 RNA 5-10min； 

（12）加入 10-20μl DEPC 水溶解 RNA 沉淀； 

（13）超微量分光光度计测定 RNA 的浓度和纯度，所得 RNA 可用于逆转录
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反应或放于-80℃冰箱内短期保存。 

1.2.7 RNA 逆转录为 cDNA 

（1）去除基因组 DNA 反应 

根据 TAKARA PrimeScrip RT reagent Kit with gDNA Eraser 逆转录试剂盒说明

书，按如下成分于冰上配制 10μl 反应混合液： 

试剂 使用量 

5 × gDNA Eraser Buffer 2.0μl 

gDNA Eraser 1.0μl 

Total RNA maximum 1.0μg 

RNase Free dH2O up to 10.0μl 

反应程序： 

反应温度 时间 

42℃（或者室温） 2min（5min） 

4℃  

（2）逆转录反应 

按如下成分于冰上配制 10μl 反应混合液： 

试剂 使用量 

步骤（1）的反应液 10.0μl 

PrimeScript RT Enzyme Mix Ⅰ 1.0μl 

RT Primer Mix 1.0μl 

5 × PrimeScript Buffer 2 (for Real Time) 4.0μl 

RNase Free dH2O 4.0μl 

Total 20.0μl 

逆转录反应程序： 

反应温度 时间 

37℃ 15min 

85℃ 5sec 
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（3）反应终止后，合成的 cDNA 中加入 DEPC 水稀释至 100μl，置于-20℃

或更低温度保存。 

1.2.8 qRT-PCR 

（1）引物设计与合成 

实验所需引物序列由在线网站 NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 和

PrimerBank (https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/)设计。引物序列使用 BLAST

程序核对后，由上海生工生物有限公司合成。根据使用说明书，将引物冻干粉振

荡，然后加入无酶灭菌双蒸水，调节至 100μM 浓度，最终将其储存于-20℃。在

配制上机反应体系之前，应当先将引物储存液稀释至 10μM，以确保反应的有效

性。 

引物序列如下： 

基因名称  引物序列（5’-3’） 

Tbx18 Forward 

Reverse 

CAGCTGACTATTCGGCCTGT 

GAGTCCTAGGTGGGGCAAAG 

E-cadherin Forward 

Reverse 

CAGGTCTCCTCATGGCTTTGC 

CTTCCGAAAAGAAGGCTGTCC 

N-cadherin Forward 

Reverse 

GTGGAGGCTTCTGGTGAAATTG 

TCCTTCGTGCACATCCTTCG 

Vimentin Forward 

Reverse 

CTCCTACCGCAGGATGTTCG 

CGTGTGGACGTGGTCACATA 

PDGFRα Forward 

Reverse 

AGTGGCTACATCATCCCCCT 

CCGAAGTCTGTGAGCTGTGT 

Snail Forward 

Reverse 

CCATTCTCCTGCTCCCACT 

CCTGGCACTGGTATCTCTTCA 

Slug Forward 

Reverse 

AGAAGCCCAACTACAGCGAA 

ATAGGGCTGTATGCTCCCGA 

α-SMA Forward 

Reverse 

GGGAGTAATGGTTGGAATGG 

GGTGATGATGCCGTGTTCTA 

Fn1 Forward 

Reverse 

ATGTGGACCCCTCCTGATAGT 

GCCCAGTGATTTCAGCAAAGG 
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cTnT Forward 

Reverse 

AGCCCACATGCCTGCTTAAA 

TCTGAACAGGGACTGCACAC 

GAPDH Forward 

Reverse 

AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 

TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 

（2）实时荧光定量 PCR 上机反应 

按如下成分于冰上配制 10μl 反应体系混合液： 

试剂 使用量 

TB Green Premix Ex Taq II (Tli RNaseH Plus) (2×) 5.0μl 

PCR Forward Primer (10μM) 0.5μl 

PCR Reverse Primer (10μM) 0.5μl 

RNase Free dH2O 2.0μl 

cDNA 2.0μl 

Total 10.0μl 

上机反应程序： 

反应温度 时间 

Denaturation  

95℃ 30sec 

qPCR × 40 Cycles  

95℃ 5sec 

60℃ 30sec 

Dissociation Curve  

95℃ 10sec 

Melt Curve 65℃ - 95℃, increment 0.5℃ 5sec 

（3）每个实验均进行至少三次重复。使用相对 2-ΔΔCT法，以 GAPDH 作为内

参，对基因表达量进行计算。 

1.3 统计学分析 

采用 GraphPad Prism v9.0 (La Jolla, CA, USA)软件进行统计学分析，所有数据

均以平均值±标准差来表示。两组样本间比较采用独立样本 t 检验，多组样本间比

较采用单因素方差分析。P 值< 0.05 为有统计学意义。 
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2 实验结果 

2.1 体外培养胚胎心外膜细胞 

E12.5 天心室组织培养 24 小时后，可见有心外膜细胞从心室周围爬出（图 1-

1a）；48 小时后可见多达十余层心外膜细胞从心室组织边缘爬出（图 1-1b）。挑走

心室组织后继续培养 48 小时，心外膜细胞迅速增殖，呈“鹅卵石”样上皮细胞

排列（图 1-1c 和 d）。 

 

a 

 

c 

 

b 

 

d 

图 1-1 体外胚胎心外膜细胞的培养。(a)，种植心室组织后 24 小时。(b)，种植心室组织后

48 小时。(c 和 d)，移除心室组织后，细胞呈上皮样排列。 

Figure 1-1 Culture of embryonic epicardial cells in vitro. (a), 24 hours after implantation of 

ventricular tissue. (b), 48 hours after implantation of ventricular tissue. (c and d), Epithelial-

like arrangement of cells after removal of ventricular tissue. 
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2.2 Tbx18+胚胎心外膜细胞的鉴定 

为了证明所培养的细胞为 Tbx18+的胚胎心外膜细胞，我们将该培养的细胞行

免疫荧光和 qRT-PCR 实验进行鉴定。荧光结果显示，使用该方法培养出的细胞表

达心外膜细胞标志物 Tbx18 蛋白（图 1-2a-c）和 Wt1 蛋白（图 1-2d-f）。qPCR 结

果显示，与原代心肌细胞对照，该细胞高表达 Tbx18 mRNA，而基本不表达心肌

细胞标志物 cTnT（图 1-2g）；而心肌细胞高表达 cTnT，几乎不表达 Tbx18（图 1-

2h）。这些结果表明，我们使用该方法培养的细胞为 Tbx18+/Wt1+的胚胎心外膜

细胞，为后续研究心外膜细胞 EMT 过程提供了细胞样品。 

 

a 

 

b 

 

c 

 

d 

 

e 

 

f 
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g h 

图 1-2 体外培养胚胎 Tbx18+心外膜细胞表达 Tbx18 蛋白和 mRNA。(a-c)，免疫荧光显

示培养心外膜细胞表达 Tbx18 蛋白。(d-f)，免疫荧光显示培养心外膜细胞表达 Wt1 蛋白。

(g)，心外膜细胞高表达而心肌细胞低表达 Tbx18 mRNA。(h)，心肌细胞高表达而心外膜细

胞几乎不表达 cTnT mRNA。 

Figure 1-2 In vitro cultured embryonic Tbx18+ epicardial cells with high expression of 

Tbx18 protein and mRNA. (a-c), Immunofluorescence shows expression of Tbx18 protein by 

cultured epicardial cells. (d-f), Immunofluorescence shows expression of Wt1 protein by 

cultured epicardial cells. (g), Epicardial cells are highly expressed while cardiomyocytes are 

low in Tbx18 mRNA. (h), Cardiomyocytes are highly expressed while epicardial cells barely 

express cTnT mRNA. 

2.3 TGF-β 诱导心外膜细胞 EMT 过程 

我们使用 10ng/ml TGF-β1 重组蛋白诱导心外膜细胞 48 小时后拍照观察，发

现上皮状的心外膜细胞（图 1-3a）形态发生改变，规则排列消失，变为梭状或不

规则的间质细胞（图 1-3b）。提取细胞 RNA 行 qRT-PCR 检测调控 EMT 的转录因

子、上皮细胞和间质细胞标志物的改变情况。我们发现，与对照组相比，TGF-β

诱导 48 小时后的细胞上皮细胞标志物 E-cadherin 表达显著减少，间质细胞标志物

Snail、Vimentin、Fn1 (fibronectin 1)和 α-SMA 表达显著增加（图 1-3c）。这些结果

提示，TGF-β 诱导后的心外膜细胞发生了上皮间质转化。 
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a 

 

b 

 

c 

图 1-3 TGF-β 诱导心外膜细胞 EMT 过程。(a)，对照组心外膜细胞形态。(b)，10ng/ml 

TGF-β1 诱导心外膜细胞 48 小时后细胞形态。(c)，qRT-PCR 检测 EMT 标志物表达含量的

改变。N=3; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001。 

Figure 1-3 TGF-β induced EMT process in epicardial cells. (a), Epicardial cell morphology of 

control group. (b), Cell morphology of 10ng/ml TGF-β1 induced epicardial cells after 48 

hours. (c), qRT-PCR to detect the alteration of EMT marker expression level. N=3; *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001. TGF-β, transforming growth factor-β; α-SMA, α-smooth muscle actin; 

Fn1, fibronectin 1. 
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3 讨论 

心外膜是覆盖在心脏的一种间皮层，长期以来一直被认为是一种独特的结构，

但其起源和功能仍不清楚。Manasek 在 1969 年证实了心外膜细胞来源于心脏以外，

我们今天称为前体心外膜。随后，从鹌鹑到仓鼠等各种动物种类的多项观察性研

究均描述了心外膜[13–15]。然而，直到 20 世纪末，人们才发现了心外膜的功能作

用：逆转录病毒标记的前体心外膜细胞随着时间的推移被追踪，并最终在心肌内

被观察到，这表明心外膜为发育中的心脏提供了细胞[16,17]。从小鼠胚胎 E9.5 开始，

来自前体心外膜的细胞向心脏迁移并增殖，覆盖在裸露的心肌上成为心外膜[18]。

到 E11.5 时，心外膜细胞已完全包裹住心脏，表现出立方上皮细胞的表型[19]，其

特征是细胞粘附分子的表达，如 E-cadherin 和 β-catenin，它们确定了心外膜细胞

层的完整性，并维持了顶端到基底的极性[20]。然后，一部分心外膜细胞从心外膜

层剥离并经历 EMT。在 EMT 期间，细胞通过破坏其细胞粘附特征和细胞骨架组

织重排而失去其上皮表型，使其能够从邻近细胞分离并变得可以运动。此外，细

胞还获得了功能性间充质的特征，如分泌细胞外基质蛋白的能力。心外膜 EMT

的主要结果是使细胞迁移到心外膜下间隙，形成 EPDCs，并继续侵入心肌分化为

血管平滑肌细胞和心脏成纤维细胞等心脏支持细胞[21–24]。在过去的几年里，大量

的研究证实心外膜细胞参与了血管系统的稳定[25,26]、传导系统的形成[27]以及心肌

压实的过程[28,29]。此外，如果心外膜的形成受到阻碍，将导致心肌壁变薄和冠状

动脉血管缺陷等严重的心脏问题，这些结果表明了心外膜对心脏发育的重要性

[30,31]。 

心外膜还是分泌生长因子的中枢，它可以分泌成纤维细胞生长因子、视黄酸、

Wnt 以及许多其他的因子，以调节心肌和冠状动脉血管的发育[32–34]。Tbx18 是心

脏发育的关键转录因子，它属于一个大的 T-box 转录因子家族，在脊椎动物和无

脊椎动物中调节各种发育过程，并富集于前体心外膜、心外膜、心外膜下间质、

横膈和心肌等[1–3]。它在心外膜细胞中高度表达，但在其他早期心脏谱系中也有

表达[35,1]。Tbx18 对于心外膜的发育和 EMT 的过程是不可缺少的，并且 Tbx18 的

缺失会导致冠状动脉血管成熟缺陷[1,4]。Tbx18VP16 的条件性错误表达(单纯疱疹

病毒编码的 VP16 蛋白与 Tbx18 的 C 端融合)可导致 Notch3 和 TGF-β 信号通路介
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导的心脏发育不良和异位平滑肌分化 [36,37]。并且，成熟的平滑肌细胞是通过

Tbx18 谱系来源的周细胞的分化而产生，这些周细胞可包裹微血管并保持血管完

整性[38]。 

TGF-β 是目前研究最充分的 EMT 和 ECM 产生的上游调控分子之一[6]。TGF-

β 1-3 均在胚胎 E12.5 的小鼠心外膜表达[7]，具有共同诱导上皮细胞 EMT 的能力[8–

10]。为了进一步阐明 TGF-β 信号参与了心外膜行为的不同方面，体外模型对于能

够独立研究心外膜 EMT 和心外膜侵袭是很重要的。有各种体外模型被用于研究

心外膜的 EMT，例如，通过将心脏移植到胶原蛋白凝胶中，使心外膜细胞呈单层

生长[39]来研究鸡的心外膜细胞。移除心脏后，TGF-β 配体刺激单层心外膜可诱导

EMT, 导致细胞形态改变和 EMT 标记物增加[39]。同样的方法也被用于证明 TGF-β

诱导 E12.5 胚胎小鼠心外膜细胞的 EMT[40]。心外膜细胞也可来源于人类胎儿的心

脏[41]。这些人胎儿细胞不是由心脏组织标本的心外膜生长而来，而是通过消化分

离的心外膜层来获得，然后在心外膜特异性培养基中培养产生单细胞悬浮液。

TGF-β 刺激这些人胎儿心外膜细胞可诱导 EMT[42]。EMT 后，心外膜细胞获得了

侵入底层组织的能力。心外膜细胞的侵袭可以在体外培养的心脏中进行更详细的

研究。例如，当用 TGF-β 刺激带有 YFP 标记的 WT1+细胞的 E12.5 小鼠胚胎心脏

时，侵入心肌的 YFP+细胞数量增加了[43]。通过类似的方法使用培养的禽类心脏，

TGF-β 被证明以剂量依赖的方式诱导心外膜细胞的侵袭[44]。也有研究报道 TGF-β

不诱导心外膜 EMT 和侵袭，甚至在鸡心脏模型中抑制成纤维细胞生长因子诱导

的心外膜 EMT 和侵袭[45]。他们发现在 TGF-β 的刺激下，心外膜细胞产生了收缩

和形成了细胞块。然而，这一收缩过程在后来的研究报道中与上皮标志物[39]的丢

失有关。此外，间充质分化和心外膜细胞的侵袭可能依赖于细胞培养条件的变化。

在此例中，观察结果的偏差可能是由于没有使用胎牛血清，这与其他关于心外膜

EMT 的研究不同。此外，细胞层融合等培养条件也会影响 EMT 反应[41]。值得注

意的是，在体内研究中，不同的 TGF-β 配体具有独特且不可互换的功能，与此相

反，在体外研究中，TGF-β 的类型之间似乎没有差异；在大多数研究中，所有三

种 TGF-β 配体都对 EMT 和侵袭产生了类似的影响[39–41]。因此，尽管一些文献中

有相反的发现，但有充分的证据表明，TGF-β 诱导的心外膜 EMT 和心外膜细胞

的侵袭对心脏的发育至关重要。 
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TGF-β 的刺激对上皮细胞中细胞粘附分子的调节是一个众所周知的作用[46]。

在心外膜方面，Dokic[44]等人证明，在加入 TGF-β 后 30 分钟内，连接蛋白 E-

cadherin 和 β-catenin 的膜表达开始下降，表明细胞与细胞间粘附性降低。TGF-β

可通过机械破坏单层心外膜并测定所产生的碎片数量来衡量细胞间粘附的强弱。

在 TGF-β 处理的单层心外膜中，碎片的数量要高得多，表明细胞间的强度降低了。

用可溶性的 α4β1 整合素配体血管细胞粘附分子 1(sVCAM1)处理单层心外膜，可

防止 TGF-β 诱导的 E-cadherin 和 β-catenin 的变化[44]，从而维持上皮细胞的粘附特

征。事实上，与单独地使用 TGF-β 相比，用 sVCAM1 与 TGF-β 联合孵育可减少

碎片的数量[44]。有趣的是，用 sVCAM1 孵育鸡的心脏可以防止 TGF-β 在体外诱

导的心外膜 EMT 和心外膜细胞侵袭[44]。这个实验表明了细胞粘附分子的变化对

心外膜 EMT 的发生至关重要。鉴于 TGF-β 具有能调节细胞粘附分子的能力，因

此 TGF-β 诱导 EMT 的一个重要步骤可能是下调细胞粘附分子，然而具体的调节

机制目前还尚不清楚。 

小结 

在本部分研究中，我们采取体外培养 Tbx18+胚胎心外膜细胞的方法，成功培

养出类似心脏表面的单层心外膜细胞，并成功使用 TGF-β 诱导心外膜 EMT，为

后续研究其下游分子调控机制奠定基础。 
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第二部分：TGF-β 通过 miR-194-3p 调控心外膜细胞

EMT 过程 

前言 

通过上述部分的研究，我们成功使用 TGF-β 激活一系列转录因子在体外诱导

了心外膜细胞的 EMT。除了转录调节，非编码 RNA 调控也可作为一种新的基因

调控机制。非编码 RNA 是一类具有各种不同的功能和结构特征的分子，其中包

括微小 RNA (miRNA)和长链非编码 RNA (lncRNA)，它们在生物体内发挥着重要

的作用[1–3]。这两种类型的非编码 RNA 已在胚胎发育[4–7]、细胞稳态[8–10]、生理病

理条件[11–13]以及更多的在致癌疾病中发现了 EMT 的参与作用。MiRNA 是 19-25

个核苷酸长度的小的非编码 RNA 的一个子集，通过碱基互补配对结合到编码

RNA 的 3’UTR，并诱导蛋白质翻译阻断和 mRNA 降解，从而在转录后调节基因

的表达[1]。但是在心外膜向间质转化的过程中，我们对 miRNA 的调控作用还所知

甚少。 

因此，为了进一步了解在 TGF-β 诱导心外膜细胞 EMT 过程中 miRNA 对此的

调控作用，我们进行了 miRNA 的转录组测序，来分析调控 EMT 的差异 miRNA

以及下游靶基因。我们还对差异 miRNA 及其靶基因的生物过程、细胞成分和分

子功能进行了基因本体论(Gene Ontology, GO)和 Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes (KEGG)通路分析，并通过 qRT-PCR 对部分差异 miRNA 和靶基因进行验

证，进而筛选出目标 miRNA 进行后续研究。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 实验材料和仪器 

加样枪 美国 Eppendorff 公司 

200μl EP 管 无锡 NEST 公司 
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1.5ml EP 管 

八联管 

无锡 NEST 公司 

无锡 NEST 公司 

低温离心机 

纯水仪 

美国 Thermo Fisher 公司 

美国 Thermo Fisher 公司 

倒置细胞显微镜 日本 Nikon 公司 

超微量分光光度计 德国 Implen 公司 

定量 PCR 仪 美国 Bio-Rad 公司 

半定量 PCR 仪 美国 Bio-Rad 公司 

显影仪 美国 Bio-Rad 公司 

酶标仪 美国 Thermo 公司 

电泳仪 美国 Bio-Rad 公司 

电转仪 美国 Bio-Rad 公司 

电泳槽 美国 Bio-Rad 公司 

电子天平 上海天平仪器厂 

1.1.2 实验试剂 

Trizol 美国 Invitrogen 公司 

PBS 武汉博士德公司 

三氯甲烷 重庆川东化工公司 

异丙醇 重庆川东化工公司 

无水乙醇 重庆川东化工公司 

DEPC 水 中国碧云天公司 

PrimeScrip RT reagent Kit with gDNA Eraser 日本 Takara 公司 

TB Green Premix Ex Taq II 日本 Takara 公司 

Mir-X miRNA First-Strand Synthesis Kit 日本 Takara 公司 

PCR 引物 上海生工公司 

Triton X-100 北京索莱宝公司 

4%多聚甲醛 武汉博士德公司 

山羊血清 中国碧云天公司 
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兔源多克隆抗 β-Actin 抗体 美国 CST 公司 

兔源多克隆抗 E-cadherin 抗体 美国 CST 公司 

兔源多克隆抗 Vimentin 抗体 美国 CST 公司 

兔源多克隆抗 PDGFRα 抗体 美国 CST 公司 

兔源单克隆抗 N-cadherin 抗体 英国 Abcam 公司 

兔源单克隆抗 delta 1 Catenin 抗体 英国 Abcam 公司 

FITC 标记山羊抗兔 IgG H&L  英国 Abcam 公司 

TRITC 标记山羊抗小鼠 IgG H&L  英国 Abcam 公司 

DAPI 染色液 中国碧云天公司 

抗荧光淬灭剂 中国碧云天公司 

Tris 中国索莱宝公司 

SDS 中国索莱宝公司 

甘氨酸 中国索莱宝公司 

TBS 中国博士德公司 

吐温 20 中国索莱宝公司 

PVDF 膜 美国 Bio-Rad 公司 

ECL 化学发光试剂盒 中国雅酶公司 

PAGE 凝胶制备试剂盒 中国雅酶公司 

RIPA 裂解液 中国碧云天公司 

SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液 中国博士德公司 

蛋白酶抑制剂 PMSF 中国博士德公司 

脱脂奶粉 中国博士德公司 

BCA 蛋白浓度测定试剂盒 中国碧云天公司 

预染蛋白 Marker 美国 Thermo Fisher 公司 

RFectPM原代细胞小核酸转染试剂 中国百代生物公司 

1.2 方法 

1.2.1 实验试剂的配制 

（1）蛋白标准品的配制 
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取 0.8ml 蛋白标准配制液加入到一管 20mg 蛋白标准中，充分溶解后配制成

25mg/ml 的蛋白标准溶液。取 20μl 25mg/ml 蛋白标准，加入到 980μl 稀释液配制

成 0.5mg/ml 蛋白标准。 

（2）TBS 缓冲液的配制 

将 2×TBS 结晶粉末倒入 2000ml 双蒸水中，充分溶解后分装至 1000ml 玻璃瓶

里。 

（3）TBST 缓冲液的配制 

将配制好的 1×TBS 缓冲液 1000ml 中加入 1ml 吐温 20，配制成 1×TBST 缓冲

液，4℃保存。 

（4）电泳缓冲液（5×）的配制 

用电子天平称取甘氨酸 72.0g，Tris 15.15g，SDS 5.0g，加至 1000ml 烧杯中，

加入约 800ml 双蒸水，用磁力搅拌器充分搅拌均匀，倒入量筒中用双蒸水定容至

1000ml，装至 1000ml 玻璃瓶中，4℃保存。 

（5）转膜缓冲液（1×）的配制 

用电子天平称取甘氨酸 72.0g，Tris 15.15g，加至 1000ml 烧杯中，加入约

800ml 双蒸水，用磁力搅拌器充分搅拌均匀，倒入量筒中用双蒸水定容至 1000ml，

装至 1000ml 玻璃瓶中配制成 5×转膜缓冲液。取 200ml 5×转膜缓冲液，加入

200ml 甲醇，用双蒸水定容至 1000ml，配制成 1×转膜缓冲液，4℃保存。 

（6）5%脱脂牛奶的配制 

将一袋 10mg 脱脂奶粉加入至 200ml TBST 缓冲液中，充分搅拌溶解后配制成

5%脱脂牛奶。 

1.2.2 细胞蛋白提取和蛋白质印记法 

（1）用含有 1%蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解液提取细胞总蛋白； 

（2）BCA 法测定蛋白浓度； 

（3）稀释蛋白至相同浓度，按 4:1 体积加入 SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液，

100℃金属浴 10min； 

（4）根据说明书配制 10% SDS-PAGE 凝胶，加入蛋白样品和预染蛋白

Marker； 
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（5）150V 电泳 90min； 

（6）用湿转法 250mA 100min 将蛋白从凝胶转至 PVDF 膜上； 

（7）5%脱脂牛奶室温封闭 2 小时； 

（8）孵育一抗，4℃过夜（15-18 小时）； 

（9）回收一抗，TBST 洗膜 10min×3 次； 

（10）室温孵育二抗 2 小时； 

（11）TBST 洗膜 10min×3 次； 

（12）将膜滤去多余的水后放至新鲜配制的化学发光液中，在显影仪中进行

蛋白显影和拍照。 

1.2.3 细胞免疫荧光 

如上部分所述。 

1.2.4 细胞 RNA 提取 

如上部分所述。 

1.2.5 RNA 逆转录为 cDNA 

如上部分所述。 

1.2.6 miRNA 聚腺苷酸化与逆转录 

（1）逆转录反应 

按如下成分于冰上配制 10μl 反应混合液： 

试剂 使用量 

mRQ Buffer (2×) 5μl 

RNA sample (0.25-8μg) 3.75μl 

mRQ Enzyme 1.25μl 

Total 10μl 

逆转录反应程序： 

反应温度 时间 

37℃ 1hour 



重庆医科大学博士研究生学位论文 

40 

85℃ 5min 

（2）反应终止后，合成的 cDNA 中加入 DEPC 水稀释至 100μl，置于-20℃

或更低温度保存。 

1.2.7 qRT-PCR 

（1）引物设计与合成 

miRNA 引物序列由上海生工生物有限公司设计与合成。根据引物合成使用说

明书，振荡并离心引物冻干粉后，加入无酶灭菌双蒸水配成 100μM 浓度储存液于

-20℃保存。配制上机反应体系时，将引物储存液稀释为 10μM 浓度的工作液使用。 

引物序列如下： 

miRNA 名称  引物序列（5’-3’） 

mmu-miR-135a-5p  CGCGGCCTATGGCTTTTTATTC 

mmu-miR-34b-3p  GCGGCCTGATGACCTATGATTT 

mmu-miR-142a-3p  AAGCGACCTGTAGTGTTTCCTAC 

mmu-miR-194-3p  TCCAGTGGAGCTGCTGTTACTTC 

（2）mRNA qRT-PCR 上机反应 

按如下成分于冰上配制 10μl 反应体系混合液： 

试剂 使用量 

TB Green Premix Ex Taq II (Tli RNaseH Plus) (2×) 5.0μl 

PCR Forward Primer (10μM) 0.5μl 

PCR Reverse Primer (10μM) 0.5μl 

灭菌水 2.0μl 

cDNA 2.0μl 

Total 10.0μl 

上机反应程序： 

反应温度 时间 

Denaturation  

95℃ 30sec 
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qPCR × 40 Cycles  

95℃ 5sec 

60℃ 30sec 

Dissociation Curve  

95℃ 10sec 

Melt Curve 65℃ - 95℃, increment 0.5℃ 5sec 

（3）miRNA qRT-PCR 上机反应 

按如下成分于冰上配制 miRNA 10μl 反应体系混合液： 

试剂 使用量 

TB Green Premix Ex Taq II (Tli RNaseH Plus) (2×) 5.0μl 

miRNA-specific primer (10μM) 0.5μl 

mRQ 3’Primer (10μM) 0.5μl 

RNase Free dH2O 2.0μl 

cDNA 2.0μl 

Total 10.0μl 

按如下成分于冰上配制 U6 10μl 反应体系混合液： 

试剂 使用量 

TB Green Premix Ex Taq II (Tli RNaseH Plus) (2×) 5.0μl 

U6 Forward Primer (10μM) 0.5μl 

U6 Reverse Primer (10μM) 0.5μl 

RNase Free dH2O 2.0μl 

cDNA 2.0μl 

Total 10.0μl 

上机反应程序： 

反应温度 时间 

Denaturation  

95℃ 10sec 

qPCR × 40 Cycles  

95℃ 5sec 
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60℃ 20sec 

Dissociation Curve  

95℃ 60sec 

55℃ 30sec 

95℃ 60sec 

（4）每个实验均进行至少三次重复。使用相对 2-ΔΔCT法，mRNA 以 GAPDH

作为内参，miRNA 以 U6 作为内参，对表达量进行计算。 

1.2.8 心外膜细胞 miRNA 转染 

miRNA mimics 和 miRNA inhibitor 均由上海生工公司合成。根据合成使用说

明书，振荡并离心冻干粉后，加入无酶灭菌双蒸水配成工作液使用。 

（1）miRNA-RFectPM混合物准备（以十二孔板为例）： 

1）20pmol (1μl) miRNA 用 100μl 无血清培养基稀释； 

2）2μl RFectPM用 100μl 无血清培养基稀释，混匀，室温孵育 5min； 

3）孵育后将 miRNA 稀释液与 RFectPM稀释液混合（总体积 200μl）。轻轻混

匀，室温孵育 20min； 

（3）将 200μl 混合物加入培养孔内，每孔含有 1ml 无血清培养基。轻轻晃动

培养板，混匀； 

（4）37℃培养 48 小时，qPCR 检测基因抑制效果；或培养 72 小时后检测蛋

白水平。 

1.2.9 细胞划痕实验 

（1）转染完毕后第二天，用枪头比着细胞培养板，垂直孔板做划痕； 

（2）PBS 洗细胞 3 次，去除划下的细胞，加入培养基； 

（3）放入 37℃培养箱，按 0、4、8、12 小时取样，拍照。 

1.3 统计学分析 

采用 GraphPad Prism v9.0 (La Jolla, CA, USA)软件进行统计学分析，所有数据

均以平均值±标准差来表示。两组样本间比较采用独立样本 t 检验，多组样本间比

较采用单因素方差分析。P 值< 0.05 为有统计学意义。 
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2 实验结果 

2.1 TGF-β 组与对照组间的差异 miRNA 表达谱及功能富集分析 

我们对 TGF-β 干预心外膜细胞组和非干预组进行了 miRNA 转录组测序，筛

选出了有差异的 miRNA 14 个（倍数变化≥ 2, p < 0.05），其中表达上调的有 4 个，

下调的有 10 个（图 2-1a）。为了探究这些差异 miRNA 的潜在生物学功能，我们

对其下游预测靶基因进行了 GO 富集和 KEGG 通路分析。在基因功能分类上，基

因生物学过程富集在发育进程、生长、多细胞生物过程等；分子功能富集在细胞

连接、细胞外区域、细胞膜等；细胞组分富集在结合、核酸结合转录因子活性、

转录因子活性和蛋白结合等（图 2-1b）。GO 富集在细胞骨架、转录因子复合体、

整合素 α4-β1 复合物等（图 2-1c）。KEGG 通路分析富集在 MAPK 信号通路和

Hippo 信号通路等（图 2-1d）。 
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图 2-1 TGF-β 组与对照组间的差异 miRNA 表达谱及功能富集分析。(a)，彩色编码的热图显

示 miRNA 在转录组中的差异表达谱。(b)，差异表达的 miRNA 预测靶基因的基因功能分类。

(c)，差异表达的 miRNA 预测靶基因的 GO 分析结果。(d)，差异表达的 miRNA 预测靶基因

的 KEGG 分析结果前 20 名。 

Figure 2-1 Differential miRNA expression profiles and functional enrichment analysis between 

TGF-β group and control group. (a), Color-coded heatmap showing the differential miRNA 

expression profiles in the transcriptome. (b), Gene function classification of differentially 

expressed miRNAs predicting target genes. (c), GO analysis results of differentially expressed 

miRNAs predicting target genes. (d), Top 20 results of KEGG analysis for differentially 

expressed miRNA predicted target genes. 

2.2 qRT-PCR 验证差异表达的 miRNA 

基于转录组测序的差异表达 miRNA 分析结果，我们挑选了 4 个经 TGF-β 干

预后表达上调的 miRNA（miR-135a-5p、miR-34b-3p、miR-194-3p、miR-142a-3p）

进行了 qRT-PCR 的验证。结果显示，心外膜细胞经 TGF-β 干预后 miR-194-3p、

miR-142a-3p 表达量显著增加（图 2-2），与测序结果一致。根据以上结果，我们

选取表达上调最显著的 miR-194-3p 作为后续研究对象。 
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图 2-2 qRT-PCR 验证转录组测序中两组差异 miRNA 的表达。N=3; *p<0.05, **p<0.01。 

Figure 2-2 qRT-PCR validation of the expression of two sets of differential miRNAs in 

transcriptome sequencing. N=3; *p<0.05, **p<0.01. 

2.3 miR-194-3p 诱导心外膜细胞 EMT 过程 

我们首先在不同的胚胎阶段，包括 E10.5、E12.5 和 E14.5 检测 miR-194-3p 的

表达情况，发现随着胚胎心脏的发育，在心外膜细胞中 miR-194-3p 的表达量增加，

提示 miR-194-3p 可能参与了心脏发育这些关键阶段的 EMT 过程（图 2-3a）。心外

膜细胞培养 5 天后，转染 miR-194-3p mimics 使其过表达，qPCR 检测其表达量。

转染 48 小时后，细胞显微镜下观察细胞形态，然后提取细胞 RNA 和蛋白检测

EMT 相关标志物的表达。我们可以发现，和对照组相比，转染 mimics 之后 miR-

194-3p 表达量显著增加，证明转染成功（图 2-3b）。镜下观察细胞形态，过表达

miR-194 之后，细胞失去上皮样细胞排列，形态不规则且失去紧密连接，呈间质

细胞形态（图 2-3c）。qPCR 结果显示，miR-194 过表达组上皮细胞标志物 E-

cadherin 表达量显著减少，而间质细胞标志物 N-cadherin、Snail、Vimentin、

PDGFRα 和 α-SMA 的表达显著增加（图 2-3d）。同样的，蛋白印记结果显示过表

达 miR-194 之后细胞 E-cadherin 的蛋白含量显著减少，而 Vimentin、PDGFRα 的

蛋白含量显著升高，提示细胞发生了 EMT（图 2-3e）。免疫荧光结果显示，过表
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达 miR-194 组的 Vimentin、PDGFRα 荧光强度强于对照组，提示间质细胞数量增

加（图 2-3f 和 g）。为了观察细胞的迁移能力，我们做了细胞划痕实验，实验结果

显示过表达 miR-194 组的细胞迁移率显著高于对照组，且在划痕第 4 小时后迁移

能力就显著增加（图 2-3h）。综上所述，过表达 miR-194 可以诱导心外膜细胞发

生 EMT。 

 

 

a 

 

b c 

 
 

d e 
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图 2-3 过表达 miR-194-3p 可诱导心外膜细胞发生上皮间质转化。(a)，qPCR 分析显示

miR-194-3p 在不同胚胎天数(E10.5, E12.5 和 E14.5)的表达有显著变化。N=3; *p<0.05, 

**p<0.01。(b)，qPCR 检测心外膜细胞转染 miR-194 mimics 后 miR-194-3p 的含量。(c)，

过表达 miR-194 组和对照组的细胞形态。(d)，过表达 miR-194 后 qPCR 检测 EMT 标志物

的改变情况。N=3; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; ns，无显著差异。(e)，过表达 miR-194

后蛋白印记检测 EMT 标志物含量改变。N=3; *p<0.05, **p<0.01。过表达 miR-194 后免疫

荧光检测 Vimentin (f)和 PDFGRα (g)的荧光强度改变。(h)，细胞划痕实验分别检测划痕

0h, 4, 8h, 12h 后细胞迁移情况。N=3; ****p<0.0001。 

Figure 2-3 Overexpression of miR-194-3p induces epithelial mesenchymal transition in 

epicardial cells. (a) qPCR analysis showing significant changes in miR-194-3p expression at 

different embryonic days (E10.5, E12.5, and E14.5). N=3; *p<0.05, **p<0.01. (b), qPCR 

detection of miR-194-3p in epicardial cells after transfection with miR-194 mimics. (c), Cell 

morphology of the overexpression miR-194 group and the control group. (d), Alteration of 

EMT markers detected by qPCR after overexpression of miR-194. N=3; *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001; ns, not significant. (e), Altered EMT marker content detected by protein 

blotting after overexpression of miR-194. N=3; *p<0.05, **p<0.01. Altered fluorescence 

intensity of Vimentin (f) and PDFGRα (g) detected by immunofluorescence after 

overexpression of miR-194. (h), Cell scratch assay to detect cell migration after scratching 
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for 0h, 4h, 8h, 12h, respectively. N=3; ****p<0.0001. 

2.4 抑制 miR-194-3p 可能抑制心外膜细胞 EMT 

心外膜细胞培养 5 天后，转染 miR-194-3p inhibitor 使其表达被抑制，qPCR

检测其表达量。转染 48 小时后，细胞显微镜下观察细胞形态，然后提取细胞

RNA 和蛋白检测 EMT 相关标志物的表达。我们可以发现，和对照组相比，转染

inhibitor 之后 miR-194-3p 表达量显著减少，证明转染成功（图 2-4a）。镜下观察

细胞形态，抑制 miR-194 之后，和对照组相比细胞排列更为紧密（图 2-4b）。

qPCR 结果显示，miR-194 抑制组上皮细胞标志物 E-cadherin 表达量显著增加，而

间质细胞标志物 N-cadherin、Snail、PDGFRα、α-SMA 和 Fn1 的表达显著降低

（图 2-4c）。同样的，蛋白印记结果显示抑制 miR-194 之后细胞 E-cadherin 的蛋白

含量明显增多，而 Vimentin、PDGFRα 的蛋白含量显著降低，提示细胞 EMT 的

过程被抑制了（图 2-4d）。免疫荧光结果显示，抑制 miR-194 组的 Vimentin、

PDGFRα 荧光强度弱于对照组，提示间质细胞数量和对照组相比更少（图 2-4e 和

f）。为了观察细胞的迁移能力，我们做了细胞划痕实验，实验结果显示抑制 miR-

194 组的细胞迁移率在 4 小时时无改变，而 8 小时后开始迁移能力显著低于对照

组（图 2-4g）。综上所述，抑制 miR-194 可以抑制心外膜细胞发生 EMT。 
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G 

 

 

图 2-4 抑制 miR-194-3p 可抑制心外膜细胞的上皮间质转化。(a)，qPCR 检测心外膜细胞

转染 miR-194 inhibitor 后 miR-194-3p 的含量。(b)，miR-194 抑制组和对照组的细胞形

态。(c)，抑制 miR-194 后 qPCR 检测 EMT 标志物的改变情况。N=3; *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001, ****p<0.0001; ns，无显著差异。(d)，抑制 miR-194 后蛋白印记检测 EMT 标

志物含量改变。N=3; ****p<0.0001。抑制 miR-194 后免疫荧光检测 Vimentin (e)和

PDFGRα (f)的荧光强度改变。(g)，细胞划痕实验分别检测划痕 0h, 4, 8h, 12h 后细胞迁移

情况。N=3; **p<0.01; ns，无显著差异。 

Figure 2-4 Inhibition of miR-194-3p inhibits epithelial mesenchymal transition in epicardial 

cells. (a), qPCR assay of miR-194-3p in epicardial cells after transfection with miR-194 

inhibitor. (b), Cell morphology of miR-194 inhibitor and control groups. (c), Alteration of 

EMT markers detected by qPCR after inhibition of miR-194. N=3; *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001; ****p<0.0001; ns, not significant. (d), Altered EMT marker content detected by 

protein blotting after miR-194 inhibition. N=3; ****p<0.0001. Altered fluorescence intensity 

of Vimentin (e) and PDFGRα (f) detected by immunofluorescence after miR-194 inhibition. 

(g), Cell scratch assay to detect cell migration after scratching for 0h, 4h, 8h, and 12h, 

respectively. N=3; **p<0.01; ns, not significant. 

3 讨论 
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MicroRNA 是 19-25 个核苷酸长度的小的非编码 RNA 的一个子集，通过碱基

互补配对结合到编码 RNA 的 3’非翻译区，并诱导蛋白质翻译阻断和/或 mRNA 降

解，从而在转录后调节基因表达。这种能力是由种子序列提供的，即从成熟

microRNA 分子的第 2 位延伸到第 8 位的 6 个核苷酸。MicroRNA 在细胞核中编码，

由 RNA 聚合酶 II 转录，并以 pre-microRNA 和/或 pri-microRNA 前体分子的形式

聚腺苷化，这取决于它们是来自于单顺反子还是多顺反子的 microRNA 分子[1]。

目前，人类已经鉴定出超过 1500 个 microRNA。具有相同功能种子序列的

microRNA，例如 miR-195a 和 miR-195b，即使它们位于不同的染色体位置，也具

有相似的功能能力。目前至少有五种不同的转录因子在正常和病理条件下指导

EMT；即 Snail，Slug，Twist，Zeb1 和 Zeb2。我们目前对这些转录因子在胚胎发

育和/或组织稳态期间由 microRNA 调控的了解还很少。几组证据表明，有限数量

的 microRNA 可以在发育和/或组织稳态期间调节 Twist[14]和/或 Zeb1/Zeb2[15]。在

心血管系统中，我们对 EMT 过程中 microRNA 的调节作用的理解也处于起步阶

段。在心内膜垫形成过程中，有三种 microRNA 参与了 EMT[16–18]，即 miR-23、

miR-126 和 miR-199，它们都抑制了 EMT 的进展。它们的功能特性在小鼠、鸡和

斑马鱼中是保守的，这也支持了广泛的进化守恒理论。在心外膜向间质转化过程

中，我们对 microRNA 的调控作用也了解得相当匮乏[5–7]。有研究报道，加工

microRNA 的 Dicer 酶的缺失可导致心外膜形成受损，但 EMT 并未受到严重影响

[7]。在这种情况下，操纵 miR-21 可导致 EMT 进展受损和心外膜来源细胞向纤维

细胞分化。另一方面，在病理条件下，所有这些转录因子都明显受到 microRNA

的调控。 

除了 microRNA 在 EMT 相关信号通路和关键转录因子水平上发挥的调节机

制外，一些研究还指出了 microRNA 直接调节细胞与细胞接触和细胞骨架蛋白的

作用。miR-122, miR-24 和 miR-1291 可以直接靶向 RhoA 的表达[19–21]，而 miR-22

同样可以影响波形蛋白的表达[22]，因此在从上皮细胞向间质细胞的转变过程中提

供信号来修饰细胞骨架组织。据报道，许多 microRNA 可调控钙粘蛋白和 claudin

的表达。特别是 miR-10b 和 miR-214 已被报道通过靶向 E-cadherin 的 3’ UTR 直接

调控 E-cadherin[23,24]，而间接调控 E-cadherin 是由多个 microrna 介导的，例如，

miR-200 的家族成员[25–28]。此外，miR-27a 直接调控血管内皮(VE)-cadherin[29]，
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而 miR-199a 可调控 N-cadherin 的表达[30]。Claudin 1 和 Claudin 5 也分别被 miR-

155 和 miR-30a 等 microRNA 直接靶向[31,32]。 

目前关于 miR-194-3p 的研究还很少，在一些癌症疾病中，miR-194-3p 主要抑

制了 TGF-β 促进 EMT 的作用[33]以及抑制了细胞的迁移和侵袭[34–39]。这与我们研

究发现的 miR-194-3p 促进心外膜细胞 EMT 和细胞迁移作用相反，可能因为他们

的研究结果与致癌过程相关而并非胚胎发育过程，胚胎发育过程中的 EMT 可能

激活的是不同信号通路与程序，但目前尚无人报道 miR-194-3p 在胚胎发育过程中

的作用。我们课题组前期研究报道了心外膜细胞的发育分化可能与自噬相关[40]，

而有最新研究发现 miR-194-3p 可能通过自噬发挥调控作用[41]，然而具体的调控

作用与机制还需要更进一步的研究。 

关于细胞骨架和细胞-细胞接触蛋白的证据仅在致癌过程中报道过，而目前还

没有关于正常胚胎学和/或稳态过程的报道。综上所述，我们的研究首次报道了在

心外膜发育过程中的 microRNA 的表达情况，且对 microRNA 的预测靶基因进行

了 GO 和 KEGG 分析。我们首次报道与 microRNA 相关的细胞连接、细胞骨架、

转录因子活性和一系列发育相关的信号通路参与了心外膜的发育，这为后续研究

心脏发育在非编码 RNA 领域提供了新的思路与视野。 

小结 

我们研究发现过表达 miR-194-3p 可以促进心外膜细胞的 EMT，而抑制 miR-

194-3p 则抑制了心外膜细胞的 EMT，从而发现 TGF-β 可通过 miR-194-3p 调控心

外膜细胞 EMT 的过程，为后续研究 miR-194-3p 下游分子调控机制奠定基础。 
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第三部分：miR-194-3p 通过 p120/β-catenin 调控心外

膜细胞 EMT 过程 

前言 

通过上部分的研究，我们发现过表达 miR-194-3p 可以促进心外膜细胞的

EMT，而抑制 miR-194-3p 则抑制了心外膜细胞的 EMT，从而发现 TGF-β 可通过

miR-194-3p 调控心外膜细胞 EMT 的过程，但 miR-194-3p 是通过影响下游哪个靶

基因来调控表型的还尚未可知。MicroRNA 通过碱基互补配对结合到编码 RNA 的

3’非翻译区，并诱导蛋白质翻译阻断和/或 mRNA 降解，从而在转录后调节基因

表达。这种能力是由种子序列提供的，即从成熟 microRNA 分子的第 2 位延伸到

第 8 位的 6 个核苷酸。因此，在这个部分我们将通过在线网站预测 miR-194-3p 的

靶基因并进行生物信息学分析，然后通过 qRT-PCR 验证来确定研究的目标分子。

我们也将使用双荧光素酶报告实验和小干扰 RNA 来探究 miR-194-3p 与靶基因和

EMT 表型之间的调控关系。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 实验材料和仪器 

加样枪 美国 Eppendorff 公司 

200μl EP 管 

1.5ml EP 管 

八联管 

无锡 NEST 公司 

无锡 NEST 公司 

无锡 NEST 公司 

低温离心机 

纯水仪 

美国 Thermo Fisher 公司 

美国 Thermo Fisher 公司 

倒置细胞显微镜 日本 Nikon 公司 

超微量分光光度计 德国 Implen 公司 

定量 PCR 仪 美国 Bio-Rad 公司 
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半定量 PCR 仪 美国 Bio-Rad 公司 

显影仪 美国 Bio-Rad 公司 

酶标仪 美国 Thermo Fisher 公司 

电泳仪 美国 Bio-Rad 公司 

电转仪 美国 Bio-Rad 公司 

电泳槽 美国 Bio-Rad 公司 

电子天平 上海天平仪器厂 

1.1.2 实验试剂 

Trizol 美国 Invitrogen 公司 

PBS 武汉博士德公司 

三氯甲烷 重庆川东化工公司 

异丙醇 重庆川东化工公司 

无水乙醇 重庆川东化工公司 

DEPC 水 中国碧云天公司 

PrimeScrip RT reagent Kit with gDNA Eraser 日本 Takara 公司 

TB Green Premix Ex Taq II 日本 Takara 公司 

PCR 引物 上海生工公司 

兔源多克隆抗 β-Actin 抗体 美国 CST 公司 

兔源多克隆抗 E-cadherin 抗体 美国 CST 公司 

兔源多克隆抗 Vimentin 抗体 美国 CST 公司 

兔源多克隆抗 PDGFRα 抗体 美国 CST 公司 

兔源单克隆抗 delta 1 Catenin 抗体 英国 Abcam 公司 

Tris 中国索莱宝公司 

SDS 中国索莱宝公司 

甘氨酸 中国索莱宝公司 

TBS 中国博士德公司 

吐温 20 中国索莱宝公司 

PVDF 膜 美国 Bio-Rad 公司 
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ECL 化学发光试剂盒 中国雅酶公司 

PAGE 凝胶制备试剂盒 中国雅酶公司 

RIPA 裂解液 中国碧云天公司 

SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液 中国博士德公司 

蛋白酶抑制剂 PMSF 中国博士德公司 

脱脂奶粉 中国博士德公司 

BCA 蛋白浓度测定试剂盒 中国碧云天公司 

预染蛋白 Marker 美国 Thermo Fisher 公司 

RFectPM原代细胞小核酸转染试剂 中国百代生物公司 

Lipofectamine 3000 美国 Thermo Fisher 公司 

Dual-Luciferase® Reporter Assay System 美国 Promega 公司 

Stop & Glo® Reagent 美国 Promega 公司 

1.2 方法 

1.2.1 细胞蛋白提取和蛋白质印记法 

如上部分所述。 

1.2.2 细胞 RNA 提取 

如上部分所述。 

1.2.3 RNA 逆转录为 cDNA 

如上部分所述。 

1.2.4 qRT-PCR 

（1）引物设计与合成 

实验所需引物序列由在线网站 NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 和

PrimerBank (https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/)设计。引物序列使用 BLAST

程序核对后，由上海生工生物有限公司合成。根据使用说明书，将引物冻干粉振

荡，然后加入无酶灭菌双蒸水，调节至 100μM 浓度，最终将其储存于-20℃。在

配制上机反应体系之前，应当先将引物储存液稀释至 10μM，以确保反应的有效
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性。 

引物序列如下： 

基因名称  引物序列（5’-3’） 

Kras Forward 

Reverse 

CAAGAGCGCCTTGACGATACA 

CCAAGAGACAGGTTTCTCCATC 

Camk2b Forward 

Reverse 

TGATGTCCTGAGCTTGGTGAG 

GGGGGCTAATGGGAACTGG 

Ctnnd1 (p120) Forward 

Reverse 

GTGGAAACCTACACCGAGGAG 

CGTCTAGTGGTCCCATCATCTG 

（2）实时荧光定量 PCR 上机反应 

按如下成分于冰上配制 10μl 反应体系混合液： 

试剂 使用量 

TB Green Premix Ex Taq II (Tli RNaseH Plus) (2×) 5.0μl 

PCR Forward Primer (10μM) 0.5μl 

PCR Reverse Primer (10μM) 0.5μl 

RNase Free dH2O 2.0μl 

cDNA 2.0μl 

Total 10.0μl 

上机反应程序： 

反应温度 时间 

Denaturation  

95℃ 30sec 

qPCR × 40 Cycles  

95℃ 5sec 

60℃ 30sec 

Dissociation Curve  

95℃ 10sec 

Melt Curve 65℃ - 95℃, increment 0.5℃ 5sec 

（3）每个实验均进行至少三次重复。使用相对 2-ΔΔCT法，以 GAPDH 作为内
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参，对基因表达量进行计算。 

1.2.5 载体构建 

（1）本实验采用 psiCHECK-2 载体，T7 启动子后为多克隆位点区，使用

XhoI 和 NotI 两个酶切位点插入目的片段。 

（2）目的基因 DNA 序列信息如下： 

Psicheck2-Ctnnd1 WT (野生型)    NM_007615.4 

cgccactctacctgctccatatgggcttataatatattacttttattttttggtggtgaaatggactgatgatttttttcctttcttc

gctggactattgtgccaactgccaggctgactcctacccttgtagcccaaattggctgccgtcatccgtgaattacctacatcttc

cactgaagtttaattgtcctatcctcccagaccctacttccagttttcccccaagaaacctgactctgttatttgcatatcttgagaaa

ctgctgcagattagctctttttgccagccttccctggaactcttggccttgcatagagggagggagagtggaactctctactgga

agcaatgggaagaactgaaaattacacactgtctgttcagcagtcagcattc 

Psicheck2-Ctnnd1 MUT (突变型)    NM_007615.4 

cgccactctacctgctccatatgggcttataatatattacttttattttttggtggtgaaatggactgatgatttttttcctttcttc

gctggactattgtgccaactgccaggctgactcctacccttgtagcccaaattggctgccgtcatccgtgaattacctacatctag

gtgacaagtttaattgtcctatcctcccagaccctacttccagttttcccccaagaaacctgactctgttatttgcatatcttgagaaa

ctgctgcagattagctctttttgccagccttccctggaactcttggccttgcatagagggagggagagtggaactctctactgga

agcaatgggaagaactgaaaattacacactgtctgttcagcagtcagcattc 

1.2.6 分子克隆实验 

（1）引物由上海生工生物有限公司合成，分别稀释至 10uM 浓度备用。 

（2）psiCHECK-2 用 XhoI，NotI 双酶切，酶切体系如下： 

试剂 使用量 

psiCHECK-2 载体(1000ng/μl) 2.0μl 

XhoI 1.0μl 

NotI 1.0μl 

10×buffer 2.0μl 

H2O 14.0μl 

Total 20.0μl 
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将以上所有组分加入 EP 管中，轻轻混匀，于 37 度水浴锅中孵育 2 小时。 

（3）酶切完成后进行 DNA 凝胶电泳，切胶回收线性化的 psiCHECK-2 载体。 

（4）目的片断 Ctnnd1-3’UTR (WT)/(MUT)的获取。 

（5）Ctnnd1-3’UTR (WT)/(MUT)由通用生物合成到 pUC57 载体。 

（6）目的片段 PCR，体系如下： 

试剂 使用量 

质粒模板 0.5μl 

Pfu mix 10.0μl 

Forward 

(ATTCTAGGCGATCGCTCGAGCGCCACTCTACCTGCTCCAT) 

0.5μl 

Reverse 

(TTATTGCGGCCAGCGGCCGCGAATGCTGACTGCTGAACAG) 

0.5μl 

H2O 8.5μl 

Total 20.0μl 

将以上所有组分加入 EP 管中，轻轻混匀，置于 PCR 仪中进行扩增 

上机反应程序： 

反应温度 时间 

Denaturation  

95℃ 3min 

qPCR × 29 Cycles  

95℃ 30sec 

56℃ 

72℃ 

30sec 

1min 

Extension  

72℃ 10min 

PCR 完成后进行 DNA 凝胶电泳，切胶回收目的片段。 

（7）重组： 
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试剂 使用量 

胶回收所得目的片段 1.0μl 

酶切好载体 1.0μl 

2×Super Fusion Mix 5.0μl 

H2O 3.0μl 

Total 10.0μl 

以上连接液在 50℃水浴锅反应 1h。 

（8）转化 (感受态细胞：DH5α)： 

1）DH5 感受态细胞从-80℃冰箱拿出来之后，立刻放到冰上融化，感受态分

装过程操作轻柔，减轻对其机械破坏； 

2）待感受态融化后，以每管 20 μL 的体积分装，分装之后以不超过感受态体

积 1/10 的量加入连接产物，冰上放置 20-30min； 

3）42℃热激 45s，热激完之后立刻插入冰上冰育 2-3 min； 

4）在超净台中，加入 500μL LB 培养基（无抗生素），轻柔上下颠倒 3-5 次； 

5）37℃、230rpm 震荡培养 45-60 min； 

6）将菌液涂到相应抗性的固体平板上，涂布均匀，然后将板子倒放 37℃恒

温箱培养 12-16h； 

7）第二天挑取单菌落于 1ml 含抗性的 LB 培养基中, 37℃ 250rpm/min 摇菌

16 小时，酶切验证，将阳性菌液送公司测序； 

8）比对测序结果。 

1.2.7 细胞转染 

（1）根据需要转染的分组和复孔数量，转染前一天进行 293T 细胞铺板（96

孔板，每孔细胞数约为 3×104 个），待细胞密度达到 50%-70%进行细胞转染实验； 

（2）将 10ul DMEM 与 0.1ug 的 WT/MUT 目的质粒以及 5pmol 的 mmu-miR-

194-1-3p/Negative.Control（N.C）充分混匀后室温放置（溶液 a），之后将 10ul 
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DMEM 与 0.2ul 的 lipo3000 转染试剂充分混匀（溶液 b），无需室温放置即可进行

下一步； 

（3）将溶液 a 与溶液 b 充分混匀，室温静置 15min； 

（4）将转染混合物加入 96 孔板中，轻轻摇晃混匀，放培养箱中培养； 

（5）转染 6h 后换新鲜培养基； 

（6）转染 48h 后进行荧光素酶检测。 

1.2.8 荧光素酶检测 

（1）将 5×PLB (Passive Lysis Buffer)用蒸馏水稀释至 1×PLB，以 96 孔板每

孔 100ul 的量加入； 

（2）加样枪吹打打散细胞，置于室温摇床上缓慢摇 15 分钟； 

（3）将细胞裂解液吸至 1.5ml EP 管，4℃ 12000rpm 离心 10 分钟，取上清移

入新的 EP 管； 

（4）96 孔板中加入 Luciferase Assay Reagent II (LAR II) ( Luciferase Assay 

Reagent, Progema)工作液 100ul； 

（5）加入 20ul 细胞裂解液，加样枪吹打混匀 2-3 次，测定记录 Firefly 

luciferase 值，此值为内参值； 

（6）加入 100ul Stop & Glo® Reagent (Luciferase Assay Reagent, Progema)，加

样枪吹打混匀 2-3 次，测定记录 Renilla luciferase 值，此值为报告基因发光值。 

1.2.9 心外膜细胞 siRNA 转染 

siRNA 由上海生工公司合成。根据合成使用说明书，振荡并离心冻干粉后，

加入无酶灭菌双蒸水配成工作液使用。 

（1）siRNA-RFectPM混合物准备（以十二孔板为例）： 

1）20pmol (1μl) miRNA 用 100μl 无血清培养基稀释； 

2）2μl RFectPM用 100μl 无血清培养基稀释，混匀，室温孵育 5min； 

3）孵育后将 miRNA 稀释液与 RFectPM稀释液混合（总体积 200μl）。轻轻混
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匀，室温孵育 20min； 

（3）将 200μl 混合物加入培养孔内，每孔含有 1ml 无血清培养基。轻轻晃动

培养板，混匀； 

（4）37℃培养 48 小时，qPCR 检测基因抑制效果；或培养 72 小时后检测蛋

白水平。 

1.2.10 蛋白-蛋白交互（PPI）网络分析 

在网络结构中，蛋白质被视为一个节点，它们之间的相互作用构成了一个复

杂的网络。蛋白质是基因表达的产物，它们之间的相互作用可以影响到整个生物

体的功能，从而深入了解基因的功能，并发现其中的核心调控机制。PPI 网络由

STRING (https://cn.string-db.org/)和 Cytoscape 软件(https://www.cytoscape.org/)进行

分析。 

1.3 统计学分析 

采用 GraphPad Prism v9.0 (La Jolla, CA, USA)软件进行统计学分析，所有数据

均以平均值±标准差来表示。两组样本间比较采用独立样本 t 检验，多组样本间比

较采用单因素方差分析。P 值< 0.05 为有统计学意义。 

2 实验结果 

2.1 miR-194-3p 靶基因预测及其生物信息学分析 

为了更准确地预测 miR-194-3p 的下游靶基因，我们结合了三个在线数据库：

TargetScan (https://www.targetscan.org/mmu_72/), miRWalk (http://mirwalk.umm.uni-

heidelberg.de/)和 miRDB (https://mirdb.org/mirdb/index.html)进行联合预测并绘制韦

恩图取其交集，得到了 91 个三个数据库共同预测的靶基因（图 3-1a）。利用

Metascape 对预测靶基因进行 GO 分析[1]。GO 分析显示，预测靶基因在发育生长

的调节、蛋白质在膜上定位的调控和分泌等上富集（图 3-1c），靶基因生物学过

程在发育过程、信号传导、生长和多细胞生物过程上富集（图 3-1d）。然后，利

用 Cytoscape 软件中的 CytoHubba app 基于 PPI 网络分析在预测靶基因中选择关键

基因（图 3-1b）。 
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图 3-1 预测 miR-194-3p 下游靶基因及其生物信息学分析。(a)，韦恩图显示三个数据预测

靶基因的交集。(b)，预测靶基因的关键基因由 Cytoscape 软件中的 CytoHubba app 选择，

节点的颜色根据关键基因的得分由黄到红逐渐变化。(c)，预测靶基因的 GO 富集网络，节

点表示在注释的本体术语中富集的功能，节点大小指的是属于该术语的基因数量。(d)，预

测靶基因的生物学过程富集。 

Figure 3-1 Predicted miR-194-3p downstream target genes and their bioinformatics analysis. 
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(a), Venn diagram showing the intersection of three data predicted target genes. (b), Hub 

genes of predicted target genes were selected by CytoHubba app in Cytoscape software, and 

the color of nodes gradually changed from yellow to red according to the score of hub genes. 

(c), GO enrichment network for predicted target genes, nodes indicate the function enriched 

in the annotated ontology term, and node size refers to the number of genes belonging to the 

term. (d), Predicted biological process enrichment of target genes. 

2.2 qRT-PCR 验证 miR-194-3p 靶基因 

基于前面的预测靶基因的生物学分析，我们筛选了 3 个关键基因：Kras、

Camk2b 和 p120-catenin，使用 miR-194 mimics 过表达 miR-194-3p 后检测关键基

因的 mRNA 的表达量（图 3-2）。和对照组相比，miR-194 mimic 组 p120-catenin

表达量显著降低，而 Kras 和 Camk2b 的表达量改变无明显差异，提示 p120-

catenin 可能是 miR-194-3p 的下游靶基因。 

 

图 3-2 过表达 miR-194-3p 后 qPCR 检测下游预测靶基因的表达量改变。N=3; 

****p<0.0001; ns, 无显著差异。 

Figure 3-2 Altered expression of downstream predicted target genes detected by qPCR 

after overexpression of miR-194-3p. N=3; ****p<0.0001; ns, not significant. 

2.3 miR-194-3p 通过靶向 p120-catenin 调控心外膜细胞 EMT 

我们首先通过在线网站 TargetScan 预测得到 miR-194-3p 与 p120-catenin 的可
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能结合位点（图 3-3a）。随后我们通过构建的野生型（WT）和突变型（MUT）

p120-catenin 3’UTR 进行双荧光素酶报告实验，证实了 miR-194-3p 和 p120-catenin

的结合位点（图 3-3b 和 c），提示它们具有直接相互作用。然后向培养 5 天的心外

膜细胞转染构建好的 p120-catenin 小干扰 RNA（siRNA），qPCR 和蛋白印记检测

p120-catenin 表达抑制情况。结果显示，p120-catenin 在 mRNA 水平（图 3-3d）和

蛋白水平（图 3-3e）均被抑制，说明 siRNA 转染成功。为了研究 miR-194-3p 通

过 p120-catenin 来调控心外膜细胞 EMT，我们设计了 rescue 实验。由于

microRNA 调控靶基因为负调控关系，因此我们在转染了 miR-194 inhibitor 抑制心

外膜细胞 EMT 的同时，转染 p120-catenin siRNA 抑制靶基因的表达，观察心外膜

细胞 EMT 抑制的表型是否恢复。qPCR 结果显示，抑制 miR-194-3p 并转染

siRNA 阴性对照时，心外膜细胞 EMT 被抑制的表型没有明显变化。当抑制 miR-

194-3p 的同时使用 siRNA 沉默靶基因 p120-catenin，E-cadherin 表达量显著减少且

N-cadherin、Vimentin 和 PDGFRα 表达量显著增加，提示 p120-catenin 挽救了心外

膜细胞被 miR-194-3p inhibitor 抑制的 EMT 过程（图 3-3f）。同样的，在蛋白水平

也验证了此现象（图 3-3g）。 

以上结果表明，p120-catenin 作为 miR-194-3p 的靶基因，也同样参与了调控

心外膜细胞 EMT 的过程。 
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图 3-3 miR-194-3p 通过靶向 p120-catenin 调控心外膜细胞上皮间质转化。(a)，TargetScan

网站预测 miR-194-3p 与靶基因 p120-catenin 在 3’UTR 的结合位点，由上至下预测评分递

减。(b)，构建野生型和突变型的 p120-catenin 3’UTR。(c)，miR-194-3p mimic 和 p120-

catenin 野生型的 3'UTR 共转染后，荧光素酶活性降低，提示了它们的直接相互作用。N=7; 

**p<0.01, ****p<0.0001; ns, 无显著差异。(d)，qPCR 检测 p120-catenin siRNA 的基因沉默

效果。N=4; ***p<0.001。(e)，蛋白印迹检测 p120-catenin siRNA 的蛋白抑制效果。N=3; 

**p<0.01。(f)，qPCR 检测抑制 miR-194-3p 后和抑制 miR-194-3p 的同时沉默 p120-catenin

后 E-cadherin、N-cadherin、Vimentin 和 PDGFRα 的表达含量。N=3; *p<0.05, **p<0.01, 

****p<0.0001; ns, 无显著差异。(g)，蛋白检测抑制 miR-194-3p 后和抑制 miR-194-3p 的同

时沉默 p120-catenin 后 E-cadherin、Vimentin 和 PDGFRα 的表达含量。N=3; *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001; ns, 无显著差异。 
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Figure 3-3 miR-194-3p regulates epithelial mesenchymal transition in epicardial cells by 

targeting p120-catenin. (A), TargetScan website predicts the binding site of miR-194-3p to the 

target gene p120-catenin at 3'UTR with decreasing prediction score from top to bottom. (b), 

Construction of wild-type and mutated 3'UTR variants of p120-catenin. (c), Decreased 

luciferase activity after co-transfection with miR-194-3p mimic and the wild-type 3'UTR of 

p120-catenin, highlighting a direct interaction. N=7; **p<0.01, ****p<0.0001; ns, not 

significant. (d), qPCR assays for gene silencing effect of p120-catenin siRNA. N=4; 

***p<0.001. (e), Protein blotting assays for protein inhibition effect of p120-catenin siRNA. 

N=3; **p<0.01. (f), qPCR assays for inhibition of miR-194-3p after and inhibition of miR- 

194-3p after simultaneous silencing of p120-catenin. expression levels of E-cadherin, N-

cadherin, Vimentin and PDGFRα. N=3; * p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001; ns, not significant. 

(g), Western blot for expression levels of E-cadherin, Vimentin and PDGFRα after inhibition 

of miR-194-3p and after inhibition of miR-194-3p with concomitant silencing of p120-catenin. 

N=3; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; ns, not significant. 

2.4 p120-catenin 激活细胞粘附信号通路调控心外膜细胞 EMT 

由于 p120-catenin 被认为是细胞粘附信号通路的一部分，它可以与 E-cadherin

相互结合，参与下游的调节，但目前尚不清楚它是否能够通过激活这种信号通路，

从而参与胚胎心脏的发育。因此，我们在这部分探究 p120-catenin 与细胞粘附信

号通路的分子 β-catenin 的调控关系。结合之前的研究，在培养 5 天的心外膜细胞

中分别转染 miR-194 mimics 和 miR-194 inhibitor 使其过表达或抑制，检测 p120-

catenin 和 β-catenin 的表达量改变情况。结果显示过表达 miR-194-3p 后 p120-

catenin 表达量减少，与之前研究结果相同，而 β-catenin 的表达量显著增加；抑制

miR-194-3p 后 p120-catenin 表达量增加，而 β-catenin 的表达量减少，提示 p120-

catenin 和 β-catenin 可能为负调控关系（图 3-4a）。为了确定它们的上下游关系，

我们使用 miR-194 inhibitor 干预心外膜细胞使 p120-catenin 表达增加的同时使用

p120-catenin siRNA 将其沉默，观察到 β-catenin 的表达减少的表型被 p120-catenin 

siRNA 所挽救（图 3-4b），证明 p120-catenin 可作为 β-catenin 的上游，参与调控下

游表型。 

综上所述，miR-194-3p 可通过抑制 p120-catenin 从而激活细胞粘附信号通路, 

β-catenin 的表达量增加，促进心外膜细胞的 EMT 过程。 



重庆医科大学博士研究生学位论文 

76 

 
 

a b 

图 3-4 p120-catenin 与 β-catenin 的调控关系。(a)，分别在过表达和抑制 miR-194-3p 的心外

膜细胞中使用 qPCR 检测 p120catenin 与 β-catenin 的表达量。N=3; *p<0.05, **p<0.01, 

****p<0.0001。(b)，qPCR 检测抑制 miR-194-3p 后和抑制 miR-194-3p 的同时沉默 p120-

catenin 后 β-catenin 的表达量。N=3; *p<0.05, **p<0.01; ns, 无显著差异。 

Figure 3-4 Regulatory relationship between p120-catenin and β-catenin. (a), Expression of 

p120catenin versus β-catenin was detected using qPCR in epicardial cells overexpressing and 

repressing miR-194-3p, respectively. N=3; *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001. (B), qPCR assay 

of β-catenin expression after inhibition of miR-194-3p and after inhibition of miR-194-3p with 

concomitant silencing of p120-catenin. N=3; *p<0.05, **p<0.01; ns, not significant. 

3 讨论 

上皮细胞的粘附连接是其生长发育过程中不可或缺的重要环节，它不仅是细

胞增殖、迁移、细胞极化和存活的关键调节因素，也是细胞-细胞间的桥梁[2,3]。

它们是由钙粘蛋白超家族中的同型蛋白相互作用形成的，其中 E-钙粘蛋白（E-

cadherin）是在所有上皮细胞中表达的典型成员。E-cadherin 在细胞内与 catenin 家

族成员相互作用，其中 p120-catenin(简称 p120)对钙粘蛋白的稳定性至关重要。与

其在正常发育和稳态中的重要作用相一致，细胞培养和动物模型研究表明 E-

cadherin 是一种侵袭和肿瘤抑制因子，人体内 E-cadherin 的缺失与头颈部鳞状细

胞癌[4]、膀胱癌[5]和卵巢癌[6]等多种癌症的不良预后相关。类似地，p120 在许多

类型的癌症中被下调。这些对癌症的影响可能是由上皮粘附性和极性丧失、细胞

生存和增殖失调、获得侵袭性特征和单个细胞扩散引起的。尽管有许多报道表明

E-cadherin 在许多癌症中保留[7]，甚至在转移中增加[8–10]，但是，实际上，癌症的

局部扩散更多地发生在含 E-cadherin 的连接完整的情况下[11]。类似地，也报道了

p120 的促肿瘤作用[12]。然而，p120 在胚胎发育中的作用还尚无报道。本部分研



重庆医科大学博士研究生学位论文 

77 

究中我们发现了 p120 的缺失可促进心外膜细胞的 EMT，也与细胞失去粘附性相

关。 

E-cadherin 是一种跨膜蛋白，其胞外区域包含五个细胞外钙粘蛋白(EC) 重复

结构域，其中 EC-1 通过与相邻细胞的 E-cadherin EC-1 反式同源二聚体结构域介

导细胞-细胞粘附。此外，同一细胞上的 E-cadherin 分子顺式横向结合形成簇，有

助于粘附强度[13]。细胞内，E-cadherin 通过近膜结构域(JMD)与 p120 结合，并通

过连环蛋白结合结构域(CBD)[14]与 β-catenin 结合。β-catenin 通过与 α-catenin 相互

作用将 E-cadherin 连接到肌动蛋白骨架上。JMD 包含内吞机制和泛素连接酶

Hakai 的对接位点，它们以 E-cadherin 分子为目标进行内吞和蛋白酶体降解[3]。通

过掩盖这些位点，p120 充当 E-cadherin 稳定性的主要调节因子[15–17]。P120 通过其

位于蛋白质中心部分的 ARM 结构域与 E-cadherin 结合。由于存在四个不同的替

代翻译起始位点，其调节 n 端区域(NTR)可以具有不同的长度，从而形成不同的 n

端异构体[18,19]，在使用各自的转录起始位点后，我们将其称为 p120-1、p120-2、

p120-3 和 p120-4。最长的 p120 异构体，p120-1，含有 n 端线圈结构，这是其他

p120 异构体所缺乏的。额外的异构体变异是由于四个替代外显子的存在，其中两

个发现在 c 端结构域(CTR)。我们研究同样发现在心外膜细胞 EMT 过程中 p120

与 E-cadherin 的表达具有协同作用，然而具体的相互调控机制还需更进一步的研

究。 

P120 最初被鉴定为癌基因 vSrc 的底物，其磷酸化与细胞转化[20]相关。其主

要作用是通过抑制 E-cadherin 的内吞作用及随后的蛋白体破坏，稳定质膜上的 E-

cadherin[15,16,21]。因此，p120 损耗会下调大多数经典钙粘蛋白[15–17]。在上皮细胞

极化过程中，p120 依赖的 E-cadherin 在基底膜上的稳定性通过招募 Scribble 而得

到加强，Scribble 稳定了 p120 与 E-cadherin 的相互作用[22]。由于其 E-cadherin 的

稳定功能，p120 可以通过抑制肿瘤生长和侵袭发挥抑癌作用[23]。除了这种抑制作

用，p120 还可以通过依赖 E-cadherin 和不依赖 E-cadherin 的机制促进侵袭。P120

促进或抑制肿瘤的功能包括调节 RhoGTPases 和参与细胞侵袭和迁移的下游细胞

骨架动力学。P120 可以通过直接与 Rho 结合并作为 RhoGDI 发挥作用[24]，或通过

E-cadherin 依赖性招募 Rho 抑制剂 p190RhoGAP 来抑制 Rho[25]。通过这种方式，

p120 调节 Rho 沿外侧膜的活性[26]，抑制外膜收缩性，促进上皮结构稳定[27]。相
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反，p120 通过激活 Rac 和 cdc42 的活性，通过与 Rac GEFs（如 Vav2）相互作用

[28,29]，或通过抑制 Rho 间接地促进细胞侵袭和迁移。然而，p120 对 GTPase 功能

的调节非常复杂，依赖于 p120 异构体和钙粘蛋白家族成员的表达，以及细胞环

境等 [30,31]。P120 可进一步转位到细胞核，与 Kaiso[32]、MUC1[33]、Glis2[34]、

REST/CoREST[35]相互作用，发挥转录调节作用，参与 Wnt 信号通路[19]的转录调

控。最后，条件性 p120 敲除研究已经证明了 p120 可能作为 Rho 的下游分子[36]，

通过抑制核因子 kappaB(NF-kB)的激活发挥抗炎作用[37]。 

与 E-cadherin 一样，p120 在癌症中也经常失调，这是其下调或转位到细胞质

的结果[38]。下调发生在转录水平，例如通过 FOXC2[39]和 miRNAs[40,41]或转录后，

例如通过 Calpain[42]或 β-catenin 破坏复合物[43]。转位到细胞质与粘附连接分离和

E-cadherin 的内吞有关，并受磷酸化的调控[44]。取决于所涉及的激酶和残基，

p120 的磷酸化可能对粘附、RhoA 结合和核信号传导等下游过程产生相反的影响。

p120 调控的另一个重要层面是由于使用不同的翻译起始位点和替代剪接而产生不

同的异构体，这可能导致 p120 异构体在 n 端起始位点不同，并包含替代的外显子

[18,19]。n 端变异体 p120-1 和 p120-3 最常在间充质细胞、内皮细胞和上皮细胞中差

异表达。大多数细胞表达多种 p120 亚型，p120-3 通常在上皮细胞中高表达[18,45–47]。

p120 的选择性剪接模式与乳腺癌亚型相关[48,49]，在人类癌症中观察到差异异构体

表达并与预后相关[50]。选择性剪接由上皮剪接因子 ESRP1 和 ESRP2 调控，诱导

向 p120-3 的转换[51]，而 EMT 转录因子可诱导向 p120-1 的转换[52,53]。由于 p120

亚型通过其共享的保守 ARM 结构域稳定 E-cadherin[54]，其亚型特异性功能可能

依赖于与其他下游效应子差异的相互作用，这些效应子可能包括 Rac 和 Rho 调控

子、Kaiso 和 MUC1[44]。此外，p120 n 端包含许多磷酸化位点，因此亚型特异性

磷酸化是 p120 的额外调控作用，例如 p120-1 特异性磷酸化调控 Wnt 信号[43,55]。

P120 亚型的表达也能在 EMT 过程中被调节。例如，已有研究报道在人类上皮癌

细胞的 EMT 诱导反应中，p120-1 上调和 p120-3 变异体下调[52,53]。相反，p120(或

异构体)可能通过稳定 E-cadherin 来调节 EMT。这些结果表明 p120-3 抑制 EMT，

而 p120-1 促进 EMT，这将对 p120 亚型的预后作用产生影响。另一方面，在含有

膜性 E-cadherin 的肺癌细胞系中，过表达 p120-1 和 p120-3 均可抑制 EMT，而在

含有胞质性 E-cadherin 的细胞中，p120-1 促进 EMT，而 p120-3 抑制 EMT[56]。本
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研究的局限性在于我们并没有研究 p120 的亚型对心外膜 EMT 的作用影响，但我

们也首次报道了 p120 可作为 miR-194-3p 的靶基因参与心脏发育过程中的 EMT，

并激活细胞粘附信号通路发挥作用，这对今后研究心脏发育过程中心外膜细胞的

EMT 提供了新的思路。 

小结 

本研究发现 miR-194-3p 可直接与 p120-catenin 结合从而降低 p120 的表达，

且 p120 可调控细胞粘附信号通路的 β-catenin 分子的表达，进而调控心外膜细胞

的 EMT 过程。 
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全文总结 

目前，心血管疾病已经成为全球最为普遍的致命疾病，对人类的健康构成了

极大的威胁。心外膜是心脏的基本结构，它不仅能够促进心脏的正常发育，还能

够促进心肌的内源性再生。胚胎发育过程中一部分心外膜细胞分化时先分层，经

历上皮间质转化(EMT)成为心外膜源性细胞，并侵入心肌分化为心脏的支持细胞。

非编码 RNA 参与多种生物学过程，但 miRNA 在胚胎心外膜细胞发育中的作用还

尚不清楚。因此，本研究探讨了 miRNA 调控心外膜 EMT 过程的可能机制。进一

步研究后总结如下： 

1.我们成功分离并体外培养胚胎心外膜细胞，并鉴定其为 Tbx18+的胚胎心外

膜细胞。TGF-β1 重组蛋白可诱导心外膜细胞的 EMT 过程。 

2. 我们对 TGF-β 诱导的心外膜细胞做了 miRNA 转录组测序，对差异表达的

miRNA 做了功能富集分析，并实验验证了差异表达的 miRNA，选取诱导后表达

量显著增加的 miR-194-3p 作为目标分子。转染 miR-194-3p mimic 使其过表达，

可促进心外膜细胞的 EMT；而转染 miR-194-3p inhibitor 抑制 miR-194-3p 则可能

抑制心外膜细胞的 EMT。提示 TGF-β 可能通过调控 miR-194-3p 来促进心外膜细

胞 EMT。 

3. 我们通过在线网站预测 miR-194-3p 的靶基因并进行生物信息学分析，然后

使用双荧光素酶报告实验验证了 p120-catenin 是 miR-194-3p 直接结合的下游靶基

因。我们使用小干扰 RNA (siRNA)来沉默 p120-catenin，发现当使用 miR-194-3p 

inhibitor 抑制心外膜 EMT 时，p120 siRNA 可挽救表型，提示 miR-194-3p 是通过

p120-catenin 来调控心外膜 EMT。过表达 miR-194-3p 后 p120-catenin 表达量减少，

而 β-catenin 的表达量显著增加；抑制 miR-194-3p 后 p120-catenin 表达量增加，而

β-catenin 的表达量减少，提示 p120-catenin 和 β-catenin 可能为负调控关系。我们

使用 miR-194 inhibitor 干预心外膜细胞使 p120-catenin 表达增加的同时使用 p120-

catenin siRNA 将其沉默，观察到 β-catenin 的表达减少的表型被 p120-catenin 

siRNA 所挽救，证明 p120-catenin 可作为 β-catenin 的上游，参与调控下游表型。 



重庆医科大学博士研究生学位论文 

87 

综上所述，本研究分别通过体外培养心外膜细胞以及转录组测序在一定程度

上揭示了 miR-194-3p 通过 p120/β-catenin 调控胚胎心外膜细胞 EMT 的机制（图

4）。 

 

图 4 miR-194-3p 调控胚胎心外膜细胞转化。 

Figure 4 miR-194-3p for embryonic epicardial cells transition. 
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文献综述 

心外膜在心脏发育中的研究现状 

摘要 

心脏由一层称为心外膜的间质细胞组成，它为胚胎心脏的形成提供了重要的

细胞贡献。心外膜中有一群祖细胞，它们经历了上皮到间质的转化，在分化为非

心肌细胞心脏谱系(如血管平滑肌细胞、周细胞和成纤维细胞)之前，表现出平面

上皮细胞向多极和侵袭性间质细胞的特征性转变。心外膜也是旁分泌信号的来源，

对胎儿心脏生长、冠状血管的形成和心脏的再生修复至关重要。虽然心外膜在出

生后处于休眠状态，但心脏损伤会重新激活发育基因程序，刺激上皮细胞向间质

细胞转变；然而，目前尚不清楚心外膜在成人中如何促进疾病进展或修复。在这

篇综述中，我们将总结控制心外膜来源的祖细胞迁移的分子机制，以及心外膜对

心脏形成的贡献。 

关键词：心外膜，心脏发育，上皮间质转化 

前言 

由于缺血性损伤，心血管疾病依旧是世界上最严重的疾病之一[1]。其中，心

肌梗塞(MI)会造成数以百万计的心肌细胞损伤，这会加剧先天性的免疫反应，从

而消灭那些已经衰老的细胞，并且刺激肌成纤维细胞分泌胶原蛋白，从而改变细

胞的内部结构[2]。由于心肌细胞无法完全适应缺血的环境，所以它们的损伤是无

法挽回的，尤其是对于成年哺乳动物[3]。在过去的十年中，有多种策略被用来促

进心脏修复，包括刺激心肌细胞重新进入细胞周期、输送干细胞或干细胞衍生的

心肌细胞、使用无细胞疗法调节组织修复，以及应用病毒载体和生物工程贴片来

输送再生因子[3–5]。然而，越来越明显的是，心脏修复需要众多不同类型的心脏

细胞的积极贡献。心外膜是一个进化上保守的间皮层，是覆盖在脊椎动物心脏最

外层的单层细胞。在胎儿发育过程中，心外膜作为一个祖细胞池，提供了多能细
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胞，产生了心脏间质。然而，心外膜的作用并不限于非心肌细胞系的重新形成。

这个心外膜层也促进了对心肌生长和冠状血管形成至关重要的旁分泌环境。随着

心脏的成熟，心外膜经历了一个休眠期，作为心肌和心包腔之间的一个简单屏障

发挥作用。然而，最近对斑马鱼和小鼠的研究表明，心脏损伤可以使心外膜及其

衍生物恢复活力，从而调节组织修复[6]。这篇综述将总结心外膜谱系在心脏发育

过程中的不同作用，重点是可能用于促进心脏修复的发育程序。 

1 心外膜的起源 

功能心脏的形成需要多个起源于胚胎结构的祖细胞群的组装和整合，如心源

性中胚层、心脏神经嵴和前体心外膜[7]。心外膜原是一个进化上保守的、位于胎

儿心脏静脉极的短暂的祖细胞簇，在从七鳃鳗到人类的许多脊椎动物物种中都有

描述[8–13]。前体心外膜源性细胞在小鼠胚胎期(E)9.5 天和鸡的 Hamburger-Hamilton 

17-18 时期出现迁移，从初生心脏的心外膜转移到房室管(鸡)。前体心外膜源性细

胞形成单细胞层的间皮，称为心外膜，排列在心脏的最外层[11,12,14]。最初，心外

膜表现出上皮样特性；然而，一部分心外膜细胞从心外膜层剥离并侵入心肌，在

心脏内产生大部分血管平滑肌细胞(SMCs)和心脏成纤维细胞[15]。因此，心外膜对

于提供有助于心肌完整性的支持细胞至关重要。 

2 心外膜的上皮间质转化 

心外膜源性细胞(EPDCs)由心外膜层通过上皮间质转化(EMT)事件产生，该事

件在鸡的 Hamburger-Hamilton 18 期和小鼠的 E12.5 期后开始[16,17]。在人类中，

EMT 标记物已在胎儿第 3 期心室周围扩张的心外膜中观察到表达(相当于小鼠的

E17.5-18.5)[8]。EMT 是一种进化保守的过程，上皮细胞失去其顶端-基底极性和细

胞-细胞粘附，并获得类似于多能间充质干细胞的迁移和侵袭特性[18]。从 EMT 中

出现的祖细胞经常在器官发生过程中产生新的细胞谱系。早期对鸡胚的研究中使

用染料或逆转录病毒载体来标记心外膜细胞，结果表明 EPDCs 结合在心脏间质和

冠状动脉血管中[19–21]。心外膜 EMT 和心外膜来源的细胞命运随后在小鼠中使用

基因谱系示踪方法进行描述，该方法可使用 β-半乳糖苷酶(LacZ)或荧光谱系报告

器标记所有表达 Cre 重组酶细胞的子代。该技术利用特定的调控序列驱动 Cre 在
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转基因小鼠的心外膜中表达。重要的是，虽然似乎没有单一的基因专门标记心外

膜，但一些基因调节序列已被用于追踪在其他组织中发现的心外膜细胞和其他组

织中发现的间质细胞，包括 Scx, Sema3d, Gata5, Tbx18, Tcf21 和 Wt1。使用他莫西

芬诱导的 Cre 等位基因(Cre 重组酶融合到突变的雌激素配体结合域或 CreERT2)也

提供了时间调控，来研究心外膜 EMT 的时间和心外膜细胞后代的命运图谱[22]。 

2.1 心外膜 EMT 的分子调控 

转录因子 (TFs)通过抑制编码上皮粘附分子的基因 (E-cadherin, claudins 和

occludens)和激活间质基因[N-cadherin，胶原蛋白和纤连蛋白(FN)]介导上皮细胞

向间质表型的分化，这是细胞外基质(ECM)产生和迁移所必需的[18]。在此，我们

将强调已知的转录调控因子，以及上游生长因子的反应途径，其中包括心外膜的

EMT。 

Wt1 是一种锌指 TF，心脏发育期间在心外膜高表达，并随着心外膜 EMT 而

下调[23,24]。在小鼠中全部或条件性缺失 Wt1 会导致胚胎在妊娠中后期死亡，心脏

显示心外膜 EMT 和 EPDC 侵袭有缺陷，导致心肌发育不良和冠状动脉血管丛覆

盖异常[25,26]。这些缺陷可能归因于转录的改变，因为 Wt1 在 EMT 期间调节了许

多靶点[26–29]，包括 Snail 的激活，它抑制了上皮标志物 Cdh1 (E-cadherin)的表达。

Wt1 也被证明作用于经典 Wnt/β-catenin 通路和视黄酸(RA)信号的上游，两者都对

心外膜生物学和 EMT 至关重要[17]。因此，心外膜中 β-catenin 的缺失将破坏粘附

连接和细胞极性，最终损害 EPDC 迁移和冠状动脉的形成[17,30]。 

Tcf21 (Pod1/epicardin/capsulin)是一种在前体心外膜和心外膜中高度表达的 II

类基本螺旋-环-螺旋的 TF[31]。缺失 Tcf21 的爪蟾胚胎不能形成一层内聚的心脏间

质细胞，这表明 Tcf21 对前体心外膜细胞迁移和心外膜的正常形成至关重要[13]。

在小鼠中，Tcf21 调节心外膜 EMT，这可以通过在 Tcf21 缺失的心外膜外植体中

Snai1、Sox9 和 Zeb1 的下调来证明[32]。Tcf21 依赖的转录对心外膜稳态的影响和

EMT 之间的确切机制尚不清楚，尽管与转录共抑制因子的相互作用以及与 E-box

共识序列(CAnnTG)的直接结合可能有助于这些过程[13,33]。 

通过 Hippo 信号通路和心肌相关转录因子(MRTFs)/血清反应因子(SRF)对

EMT 和运动基因程序的调控是 EPDCs 侵入心肌所必需的。Yap (Yap1)和 Taz 
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(Wwtr1)是进化保守的协同因子，被 Hippo 通路负向靶向抑制器官大小[34]。除了

调节接触抑制、细胞增殖和干细胞自我更新外，Yap 和 Taz 还在各种情况下介导

EMT[34]。使用 Wt1CreERT2 等位基因对 Yap 和 Taz 进行条件行敲除可以减少多个

EMT 相关 TF 的表达，包括 Snai1、Snai2、Twist1、Wt1 和 Tbx18[35]。有趣的是，

Hippo 通路必须在心外膜中被严格调控，因为 Yap/Taz 缺陷(Hippo 激活)或 lats1/2

缺陷(Hippo 失活)小鼠 EPDCs 在细胞迁移和成纤维细胞分化方面表现出缺陷[35,36]。 

SRF 是一种对前体心外膜的形成和心外膜 EMT 至关重要的 TF[37,38]。SRF 与

一种称为 CArG 盒的 DNA 基序[CC(A/T)6GG]结合，激活与肌动蛋白细胞骨架重

排、细胞粘附和迁移以及血管平滑肌细胞结合相关的基因程序[37–41]。心外膜细胞

的核 SRF 与平滑肌基因水平的增加相对应，而显性抑制 SRF 的表达可抑制平滑

肌的形成[38]。SRF 的转录活性通过与信号反应辅助因子 MRTF 家族的相互作用而

大大增强[41]。MRTFs 通过与单体肌动蛋白的相互作用被栓在细胞质中，而这隐藏

了核定位信号[42]。机械拉伸或激活 Rho 激酶和肌动蛋白聚合的途径导致 MRTFs

的核积累和激活 SRF 依赖的基因程序[42]。使用 Wt1CreERT2等位基因的 MRTF 缺失

导致在发育性 EMT 期间 EPDCs 的迁移减少，并伴有冠状动脉丛的延迟成熟[43]。

这些发现强调了信号反应性转录调节在心外膜 EMT 和 EPDCs 分化中的重要性。

一般来说，EPDCs 在小鼠和鸡的心外膜中均表现出不同的心外膜 TF 表达[44]；因

此，不同心外膜来源谱系可能部分是由于 EPDCs 的内在差异调节了对旁分泌信号

的反应。 

2.2 心外膜 EMT 的生长因子依赖性调控 

转化生长因子(TGF)-β 是研究最充分的 EMT 和产生细胞外基质的上游调控因

子之一[45]。TGF-β1-3 均在 E12.5 小鼠心外膜表达[46]，使用鸡的 Gata5 增强子

(cGata5)-Cre 靶向删除 III 型 TGF-β 受体 Alk5 可影响心外膜 EMT，导致心肌发育

不良、平滑肌细胞(SMC)和微血管结构损伤[47]。同样的，III 型 TGF-β 受体的整体

缺失(Tgfbr3−/−小鼠模型)可使冠状动脉丛消失，这是由心外膜炎症信号失调和骨形

态发生蛋白 2 介导的 EPDCs 运动缺陷所导致的[48,49]。由 TGF-β1 和 TGF-β2 刺激

的小鼠和人心外膜外植体失去上皮标记物(紧密连接蛋白 ZO-1 和细胞角蛋白)，并

上调 SMC 标记物(α-SMA、转凝蛋白或 SM22、钙调节蛋白和钙调素结合蛋白)表
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明发生了 EMT[50,51]。TGF-β2 还通过间接刺激透明质酸合成酶 2 (Has2)的表达和

产生 ECM 成分透明质酸来放大心外膜的运动能力[52]。 

血小板衍生生长因子 (PDGF)信号在小鼠心脏发育过程中普遍存在，并调节

其中的关键过程，如心脏神经嵴细胞募集到流出道，冠状动脉血管成熟和心肌发

育[53–55]。PDGF 受体(PDGFR)-α 和 PDGFR-β 是受体酪氨酸激酶，在调节心外膜

EMT 和 EPDCs 中发挥关键作用[56]。缺乏 Pdgfra/b 的心外膜细胞对促 EMT 刺激

[TGF-β、成纤维细胞生长因子(FGF)-2 和 PDGFBB]无反应，并表达低水平的 EMT 

转录因子(Snai1 和 Sox9)和间质基因[56]。在 PDGFR 突变细胞中强制过表达 Sox9

可以挽救 EMT 中的缺陷，这表明 Sox9 是 PDGFR-α/β 信号的下游。使用

cGata5Cre 或 WT1CreERT2等位基因条件性删除或全部敲除每个受体，可通过破坏磷

酸肌醇 3 激酶介导的肌动蛋白聚合调控来限制 EPDCs 的运动性[56–58]。 

3 心外膜来源的间质细胞谱系 

各种心脏间质细胞系，包括成纤维细胞，血管壁细胞，和一定程度上的内皮

细胞(ECs)均于心外膜上产生。 

3.1 成纤维细胞 

谱系示踪和报告小鼠品系，如 Tcf21MerCreMer/+; Rosa26EGFP[59], Collagen1a1 

(Col1a1)GFP[60,61]和 PDGFRαGFP/+[62]有助于鉴定起源于 EPDCs 的[63]特别是在窦房

结、房室垫和瓣膜附近区域以及纤维环的心脏驻留成纤维细胞[64–67]。值得注意的

是，Tcf21 控制着 EPDCs 向 SMC 或成纤维细胞系的转化[68]。Tcf21 缺失的心脏含

有更少的 Col1a1 (collagen1a1)-GFP+成纤维细胞，而 SMCs 的数量保持不变[32]。

相反，通过外源性 RA 激活 Tcf21 将会减少鸡胚胎心脏 SMCs 的数量[44]。除了

Tcf21 外，上游信号如 PDGF 信号也可以影响心脏成纤维细胞的命运。在小鼠模

型中，PDGFR 异构体在心外膜形成的早期阶段显示出重叠的表达模式，但到了

E13.5 就变得不同了[56]。Pdgfra 功能缺失将损害 EPDCs 向心脏成纤维细胞分化，

而 Pdgfrb 的条件缺失影响血管 SMC 谱系[56]。这些发现表明 PDGFRα 和 PDGFRβ

调节的是不同的心外膜来源的发育轨迹。 
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3.2 血管壁细胞 

冠状动脉内的血管 SMCs 首次在禽类模型中被证明起源于前体心外膜来源的

细胞[19]。这些发现后来在小鼠中使用 Cre 依赖的追踪来自表达 Tcf21[56], Wt1[15]和

Tbx18[69]祖细胞的细胞得到证实。Tbx (T-box 蛋白)-18 属于一个大的 T-box 转录因

子家族，在脊椎动物和无脊椎动物中调节各种发育过程，并富集于前体心外膜、

心外膜、心外膜下间质、横隔和心肌的一个子集[70–72]。Tbx18 对于心外膜发育和

EMT 是不可缺少的；然而，Tbx18 的缺失会导致冠状动脉血管成熟的缺陷[70,73]。

Tbx18 的强制性表达可阻止 SRF 依赖的平滑肌报告细胞的激活。相反，

Tbx18VP16(单纯疱疹病毒编码蛋白 VP16 与 Tbx18 的 c 端融合)的条件性错误表达

将导致 Notch3 和 TGF-β 信号通路介导的心脏发育不良和异位平滑肌分化[74,75]。

据报道，成熟的 SMCs(平滑肌肌球蛋白重链，也称为 MYH11+)通过 Tbx18 谱系来

源的周细胞的分化而产生，这些周细胞是包裹微血管并保持血管完整性的星状细

胞[76]。心外膜来源的心脏周细胞，由 PDGFR-β 和硫酸软骨素蛋白聚糖 4(也称为

神经胶质抗原 2)的表达来定义，是胚胎冠状神经丛的稳定和生长所必需的[43,77]。

的确，与心外膜中 MRTFs 基因缺失相关的 EMT 缺陷会使心脏的周细胞减少，导

致血管完整性降低和心外膜下出血[43]。 

3.3 血管内皮细胞 

冠状动脉内皮细胞主要来源于非心外膜源性的[78]。小鼠的谱系示踪研究已经

将心外膜来源的内皮细胞从 Tbx18、c-Gata5 或 Tcf21 谱系来源的 EPDCs 排除了

[79,69,32]。然而，Wt1 来源的心外膜细胞已被证明在发育中的鸡胚胎中产生了心电

图[21]；并且在小鼠模型中，在 E10.5 或出生后早期时间点给予他莫西芬后，Wt1

来源的心外膜细胞从 Wt1CreERT2 谱系中映射出 EPDCs 的命运[15,80]。然而，心外膜

对 ECs 命运的贡献受到了挑战，有报道称成熟内皮细胞中内源性 Wt1 表达从

E12.5 开始，并在小鼠出生后发育过程中持续存在[81]。通过体内命运定位和体外

培养证实，Scx 和 Sema3D 阳性心外膜细胞能形成罕见的 ECs 群体。虽然

Sema3DGFPCre、ScxCre、Wt1CreERT2 和 G2-Gata4Cre 心外膜 Cre 谱系[82,24]可以零星地

标记一些内皮细胞，但大多数心脏内皮细胞还是来自静脉窦和心内膜[77]。 
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4 总结 

损伤心脏的治疗性再生一直是一个巨大的挑战，而心外膜在这一领域还是一

个相对较新的参与者。有趣的是，成年人的心脏损伤后可以激活胚胎发育期的基

因来参与修复，这提示了我们研究胚胎心脏的发育过程及其机制将有可能治疗损

伤心脏。成年人心肌细胞损伤后由纤维组织替代损伤心肌，造成不可逆的心功能

下降，而胚胎心外膜细胞在心脏发育过程中经由 EMT 形成心脏支持细胞，乃至

心肌细胞。这给我们研究心外膜细胞的发育机制，使心外膜细胞重编程为心肌细

胞，来治疗心肌梗死病人损伤的心肌提供了一种新的思路和重要见解。 
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