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摘　要：ｍｉｃｒｏＲＮＡ为短链非编码ＲＮＡ，通过与靶基因３′ＵＴＲ序列互补在转录后水平发挥作用。已有研究表
明，ｍｉｃｒｏＲＮＡ在心脏发育过程中起着重要的调控作用。南极冰鱼因体内缺乏功能性血红细胞，其心脏出现了
补偿性增生。前期的研究提示，独角雪冰鱼心脏中特异表达的 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ可能与冰鱼心脏的补偿性增生相
关。本研究针对南极冰鱼心脏中高表达的ｍｉＲ２１０５ｐ，运用斑马鱼显微注射、靶基因预测等手段研究了ｍｉＲ
２１０５ｐ对心脏发育的作用机制。结果表明：斑马鱼胚胎注射 ｍｉＲ２１０５ｐ后，出现心包膜水肿，心脏发育畸形
等现象。ｑＲＴＰＣＲ分析显示，过表达ｍｉＲ２１０５ｐ的斑马鱼胚胎中，心脏发育相关的标志性基因 ｂｍｐ４、ｓｍａｄ１、
ｇａｔａ６以及ｔｂｘ２ｂ的表达水平下调。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析发现，ｂｍｐ／ｓｍａｄ通路中的 ＢＭＰ２、ＢＭＰ４、ＳＭＡＤ１、
ＧＡＴＡ６以及ＴＢＸ２Ｂ的蛋白表达水平也显著下调。通过对 ｔｂｘ２０基因３′ＵＴＲ的靶基因生物信息学预测，以及
对其进行ＧＦＰ荧光表达分析，发现ｔｂｘ２０基因可能是ｍｉＲ２１０５ｐ的一个靶基因。由此推测，ｍｉＲ２１０５ｐ可能
通过抑制ｔｂｘ２０基因的表达，并调控ｂｍｐ／ｓｍａｄ通路以抑制冰鱼心脏发育。
关键词：ｍｉＲ２１０５ｐ；心脏发育；ｔｂｘ２０；南极冰鱼；ｂｍｐ／ｓｍａｄ通路
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　　脊椎动物心脏发育受到许多基因的调控。
目前研究较多的与心脏发育相关的基因包括

ｂｍｐ／ｓｍａｄ、Ｗｎｔ、ＦＧＦ、Ｎｏｔｃｈ和视黄酸等通路［１－４］。

多个ｂｍｐｓ家族成员被报道参与了初级阶段的心
肌细胞发育与分化。Ｂｍｐ２可促进心脏祖系细胞
的特异性分化［５－９］；而 ｂｍｐ４在小鼠心脏的房室
分隔形成过程中起着很重要的作用［１０］。另外，心

脏的发育还涉及到多个锌指蛋白 ＧＡＴＡ家族成
员的参与。Ｇａｔａ６虽不能诱导 ｂｍｐ４的表达，但能
够维持 ｂｍｐ４的表达水平，并且参与心肌组织内
胚层和中胚层的形成 ［１１］。

ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类长约 １８～２５ｎｔ
的单链非编码小ＲＮＡ，主要通过结合于靶基因的
３′非翻译区（３′ＵｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄＲｅｇｉｏｎｓ，３′ＵＴＲ），抑
制靶基因的翻译或导致 ｍＲＮＡ降解，从而抑制靶
基因的表达［１２］。近年来，小分子 ＲＮＡ参与心脏

发育相关基因的转录后调控时有报道。如：研究

发现 ｍｉＲ１通过钙调蛋白／ＮＦＡＴ信号通路下调
钙调蛋白信号负调控ｍｅｆ２ａ和ｇａｔａ４，进而抑制心
肌细胞的增殖 ［１３］。

独角雪冰鱼（Ｃｈｉｏｎｏｄｒａｃｏｈａｍａｔｕｓ，ＣＨ，简称
冰鱼）是生活在南极深海零度以下无污染水域的

底栖性鱼类。作为已知脊椎动物中唯一不含血

红蛋白的类群，冰鱼的血液循环系统发生了巨大

的补偿性生理变化。与同等体重的常见含血红

蛋白的南极鱼类相比，冰鱼心脏约为其他南极鱼

心脏的三倍以上，血管明显变粗［１４］。南极冰鱼心

脏是研究心脏增生发育的重要模型，冰鱼心脏的

发育与调控机制研究也是备受关注的科学问题。

前期研究中，本实验室发现一些 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
在冰鱼心脏与相同生境下其他南极鱼心脏中的

表达差异显著，其中的ｍｉＲ２１０５ｐ表达量变化显
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著。我们推测 ｍｉＲ２１０５ｐ很可能参与冰鱼心脏
增生的调控。本研究针对独角雪冰鱼心脏中异

常高表达的ｍｉＲ２１０５ｐ，利用体内显微注射斑马
鱼胚胎实验和转细胞实验，首次研究得到了该

ｍｉｃｒｏＲＮＡ在心脏发育中的功能及作用机制。本
研究为揭示 ｍｉＲ２１０５ｐ在南极冰鱼体内心脏发
育的影响机制提供了理论依据，并为进一步探讨

极端低温环境条件下 ｍｉｃｒｏＲＮＡ对心脏发育的作
用机制与进化研究奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物和样本采集
斑马鱼（ＡＢ品系）饲养于上海海洋大学海洋

科学学院２８℃恒温斑马鱼饲养房培养室。循环
水系统购买于上海海圣公司。独角雪冰鱼采集

于南极埃默里冰架和南极熊猫码头，解剖后，取

其心脏等组织保存于－８０℃冰箱。
１．２　试剂

Ｔｒｉｚｏｌ试剂、ＲｅａｌＢａｎｄ３ｃｏｌｏｒＲｅｇｕｌａｒＲａｎｇｅ
ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ、５× ｐｒｏｔｅｉｎｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ和 β
ＡＣＴＩＮ一抗抗体均购于上海生工生物科技有限
公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）、ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭⅡ （ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）和 ｐＭＤ１８Ｔｖｅｃｔｏｒ购
于ＴａＫａＲａ公司；ＡｘｙｇｅｎＤＮＡＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ
购于Ａｘｙｇｅｎ公司；ＥｃｏＲⅠ限制性内切酶和 Ｂａｍ
ＨＩ限制性内切酶购于 ＮＥＢ公司；胎牛血清购于
Ｇｉｂｉｃｏ公司；Ａｔｔｒａｃｔｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔ来自凯
捷生物公司；０．４５μｍＰＶＤＦ膜由Ｍｉｌｉｐｏｒｅ生物公
司提供；２×ＥａｓｙＴａｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ购于北京全
式金生物公司；Ｔｏｐ１０感受态细胞购于天根生物
公司；ＤＭＥＭ高糖培养基和 ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌＷｅｓｔ
ＰｉｃｏＣｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔＳｕｂｓｔｒａｔｅ蛋白显影液购于
Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＢＭＰ４抗体和 ＧＦＰ抗 体 来 自
ＧｅｎｅＴｅｘ公司；ＢＭＰ２抗体来自杭州华安生物公
司；ＳＭＡＤ１来自于 ａｂｃａｍ公司；ＧＡＴＡ６抗体购于
ＬＳＢｉｏ公司；ＴＢＸ２Ｂ由 ＯｒｉＧｅｎｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ提供；
ｍｉＲ２１０５ｐ模拟体和 ＮＣ（ＮｅｇａｔｉｖｅＣｏｎｔｒｏｌ，阴性
对照）由上海吉玛基因生物公司合成；Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
显微注射仪和 ＺＥＩＳＳ高端立体显微镜均购自德
国。

１．３　方法
１．３．１　斑马鱼显微注射

取健康、性成熟的斑马鱼，于前一晚喂食前

将雌雄放入产卵缸内。暗处理１０～１２ｈ后拿掉
挡板，使其完成交配和产卵。收集、挑选正常发

育的胚胎（分两组）用于显微注射，实验组 ｍｉＲ
２１０５ｐ注射浓度为５０μｍ（１ｎＬ／卵），对照组的处
理同实验组（ＮＣ序列：ＵＵＧＵＡＣＵＡＣＡＣＡＡＡＡＧＵＡ
ＣＵＧ）。之后，将注射好的斑马鱼胚胎饲养于斑
马鱼饲养房，饲养温度２８℃，光周期为明１４ｈ，
暗１０ｈ。每天记录并统计死亡率。
１．３．２　观察斑马鱼心脏发育状况

取 ７２ｈｐｆ（ｈｏｕｒｓｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，受精后小
时）斑马鱼胚胎，用立体显微镜（ＺＥＩＳＳ）观察并拍
照，记录心脏畸形状况。

１．３．３　总ＲＮＡ的提取
将７２ｈｐｆ的斑马鱼收集到 １．５ｍＬ离心管

中，用 １×ＰＢＳ洗 ２遍，利用 ｔｒｉｚｏｌ试剂提取总
ＲＮＡ，具体步骤按照说明书进行。用 １％琼脂糖
凝胶电泳鉴定所提取 ＲＮＡ 的完整性。用
ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００进行浓度测定，－８０℃保存。
１．３．４　ｃＤＮＡ的合成

利用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）试剂盒进行 ＲＮＡ的反
转录得到ｃＤＮＡ，具体如下：两步法获得第一条链
ｃＤＮＡ，反转体系 （第一步）为 １０μＬ：ｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒ，１μＬ；５×ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒＢｕｆｆｅｒ，２μＬ；Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ，１μｇ；超纯水加至 １０μＬ，上述混合物 ４２
℃，２ｍｉｎ，然后４℃保存。反转录第二步反应体
系为 ２０μＬ：混合液 （第一步）１０μＬ；５×
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＢｕｆｆｅｒ２，４μＬ；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＥｎｚｙｍｅ
Ｍｉｘ１，１μＬ；ＲＴＰｒｉｍｅｒＭｉｘ１μＬ，超纯水加至 ２０
μＬ，上述混合液３７℃、１５ｍｉｎ，８５℃、５ｓ，４℃保
存，获得的ｃＤＮＡ保存于－２０℃。
１．３．５　ＲｅａｌｔｉｍｅｑＲＴＰＣＲ

使用ＳＹＢＲⅡ ＥｘＳｃｒｉｐｔＲＴＰＣＲＫｉｔ定量ＰＣＲ
（ｂｉｏｒａｄＣＦＸ９６），体系：ＳＹＢＲ１０μＬ，上游引物１
μＬ，下游引物１μＬ，模板１μＬ，灭菌水７μＬ。反
应条件：９５℃ ５ｍｉｎ，９５℃ ３ｍｉｎ，６０℃ ３０ｓ，７２
℃ １ｍｉｎ，３０个循环，７２℃ １０ｍｉｎ。ｑＲＴＰＣＲ所
用引物如表１所示。

２８４
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表１　ｑＲＴＰＣＲ所用引物
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｌｉｓｔｏｆｑＲＴＰＣＲ

基因名称

ｇｅｎｅ
上游引物（５′－３′）
ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ

下游引物（５′－３′）
ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ

Ｓｍａｄ１ ＧＧＣＴＴＴＡＣＴＧＡＣＣＣＡＴＣＣＡＡＣＡＡＣ ＧＣＴＣＡＡＡＣＡＴＴＣＧＧＣＡＴＡＣＡＣＣＴＣ
Ｂｍｐ４ ＧＡＣＴＣＣＴＣＴＧＣＧＡＴＴＣＧＴＴＴＴＴＡＡ ＧＧＣＧＴＣＡＴＣＴＡＴＴＴＧＴＴＧＣＣＴＧＴＡ
Ｂｍｐ２ａ ＧＣＴＴＣＴＧＡＧＣＡＴＧＴＴＴＧＧＧＣ ＣＧＧＡＴＣＴＣＴＣＧＧＡＧＣＣＴＴＴＣ
Ｇａｔａ６ ＧＴＣＧＣＧＡＣＣＡＧＴＡＣＣＴＴＴＣＡ ＡＴＧＡＴＣＡＧＣＧＡＣＡＧＣＴＣＡＣＣ
Ｔｂｘ２ｂ ＣＧＡＴＴＴＴＡＴＴＧＣＴＧＴＣＡＣＴＧＣＴＴＡ ＧＣＴＧＴＴＴＣＣＴＴＴＴＴＴＣＴＣＴＣＣＴＴＣ
βａｃｔｉｎ ＧＴＴＴＧＡＡＴＧＧＴＧＧＧＴＧＴＧＧＣ ＧＡＧＴＧＡＡＡＴＣＣＣＧＧＴＧＣＴＣＡ

１．３．６　蛋白提取
在实验组和对照组中分别取４０枚发育７２ｈ

的斑马鱼卵收集到１．５ｍＬ离心管中，用１×ＰＢＳ
洗２遍，加入生工蛋白提取试剂溶液 Ａ４００μＬ，
溶液Ｂ４μＬ（转染２４ｈ的 Ｈ９Ｃ２细胞六孔板，每
孔加入２００μＬ溶液 Ａ，２μＬ溶液 Ｂ），混匀后冰
上震荡或捣碎１０ｍｉｎ，静置２０ｍｉｎ，４℃１２０００ｒ／
ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。取上清，使用ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００进
行浓度测定，保存于－４０℃备用。
１．３．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

蛋白样品加入５×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（５％巯基乙
醇）混匀，１００℃水浴锅煮沸１０ｍｉｎ，７２ｈｐｆ斑马
鱼胚胎的上样量为１．５ｍｇ／泳道。８０Ｖ，３０ｍｉｎ，
１００Ｖ，１ｈ，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳样品。电转转膜
转移凝胶至ＰＶＤＦ膜，２５０ｍＡ，１ｈ。５％脱脂奶粉
慢摇封闭１ｈ。兔ＢＭＰ２抗体（１∶１０００），兔ＢＭＰ４
抗体（１∶５００），兔 ＧＦＰ抗体（１∶５０００），兔 ＧＡＴＡ６
抗体（１∶１０００），兔 ＳＭＡＤ１抗体（１∶１０００），兔
ＴＢＸ２Ｂ抗体（１∶１０００）慢摇２ｈ，ＰＢＳＴ洗涤３次，
孵育二抗１ｈ，ＰＢＳＴ洗涤２次，ＰＢＳ洗涤一次后显
色处理，显影。

１．３．８　ＣＨＥＧＦＰＣ２ｔｂｘ２０３′ＵＴＲ的表达载体构
建

根据本实验室对独角雪冰鱼转录组测序所

得的ｔｂｘ２０的３′ＵＴＲ区域，设计含有酶切位点的
引物（表２）扩增 ｔｂｘ２０３′ＵＴＲ片段。从独角雪冰
鱼的肌肉组织中提取基因组ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增目的
片段，胶回收获取扩增片段，将 ｔｂｘ２０３′ＵＴＲ连接
到ＰＭＤ１８Ｔ载体，并进行菌液测序。选取含有正
确片段的菌液扩大培养并提取质粒，将 ｐＥＧＦＰ
Ｃ２质粒和含有目的片段的 ＴＡ克隆载体双酶切
（Ｅｃｏｒ１，Ｂａｍｈ１）获得目的片段。将ｔｂｘ２０３′ＵＴＲ
和含有酶切位点的 ｐＥＧＦＰＣ２置于２２℃连接４
ｈ。转化挑菌，ＰＣＲ鉴定是否为含有目的片段的

菌液。选取正确的菌液扩大培养，提取质粒并去

内毒素。南极冰鱼ｔｂｘ２０３′ＵＴＲ片段的扩增引物
如表２所示。

表２　引物序列
Ｔａｂ．２　Ｐｒｉｍｅｒｌｉｓｔ

引物名称

ｐｒｉｍｅｒ
序列

ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ＣＨｔｂｘ２０３′ＵＴＲＦ ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＣＧＴＣＣＴＧＧＧＧＧＡＧＧＡＧＡＣ
ＣＨｔｂｘ２０３′ＵＴＲＲ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＡＡＴＴＧＴＧＧＴＧＴＧＡＣＣＧＡＧＣ

１．３．９　细胞转染
倒置显微镜下，观察细胞的状态，以及是否

已经长满培养皿。弃去培养基，贴壁加入 ２ｍＬ
ＰＢＳ液清洗２遍。将０．２５％胰酶１ｍＬ加入培养
皿内，上下左右铺匀，室温消化１ｍｉｎ左右。加入
４ｍＬ的含１０％血清的新鲜培养基，反复吹打消
化好的细胞使其脱壁并分散，制成细胞悬液。六

孔板中每个孔加入１５０～２００μＬ的细胞悬液和２
ｍＬ含１０％血清的 ＤＡＥＭ培养基，吹打均匀，于
３７℃培养１２～１８ｈ。细胞生长至铺满５０％转染，
转染步骤按照凯捷试剂说明书，转染后６ｈ换液，
再过２４ｈ观察细胞瞬时荧光，拍照并提取蛋白。

２　结果

２．１　ｍｉＲ２１０５ｐ生物信息学分析
独角雪冰鱼、青

!

、斑马鱼以及大鼠中的

ｍｉＲ２１０５ｐ序列表现出很大的保守性，独角雪冰
鱼与青

!

，斑马鱼的 ｍｉＲ２１０５ｐ序列基本一致，
与大鼠的序列相比第２～７个种子序列具有保守
性（图１）。

图１　ｍｉＲ２１０５ｐ序列保守性分析
Ｆｉｇ．１　ｍｉＲ２１０５ｐｓｅｑｕｅｎｃｅｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ
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２．２　注射ｍｉＲ２１０５ｐ后７２ｈｐｆ的斑马鱼发育状
况

与野生型（ＷｉｌｄＴｙｐｅ，ＷＴ）相比，注射 ｍｉＲ

２１０５ｐ７２ｈ后，斑马鱼胚胎的死亡率升高（图
２ａ），心脏畸形的胚胎数目增加（图２ｂ），心包膜
出现水肿现象（图２ｃ）。

图２　注射ｍｉＲ２１０５ｐ（５０μｍ）７２ｈｐｆ斑马鱼的死亡率及心脏发育状况
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｍｏｒｔａｌｉｔｙｏｆ７２ｈｐｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏｓａｎｄｃａｒｄｉａｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

ａｆｔｅｒｔｈｅｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｍｉＲ２１０５ｐ（５０μｍ）
（ａ）注射ｍｉＲ２１０５ｐ（５０μｍ，１ｎＬ）受精后７２ｈ内统计胚胎死亡率结果；（ｂ）注射ｍｉＲ２１０５ｐ后７２ｈｐｆ的斑马鱼胚胎心脏发育状

况；（ｃ）注射ｍｉＲ２１０５ｐ（５０μｍ，１ｎＬ）后７２ｈ，高端立体显微镜下观察斑马鱼胚胎心脏的发育状况。

（ａ）Ｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅ７２ｈｐｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏｓｍｏｒｔａｌｉｔｙａｆｔｅｒｍｉＲ２１０５ｐ（５０μｍ，１ｎＬ）ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；（ｂ）Ｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ

ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｃａｒｄｉａｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆ７２ｈｐｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏｓａｆｔｅｒｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；（ｃ）Ｔｈｅｚｅｂｒａｆｉｓｈｈｅａｒｔｉｎ２００ｔｉｍｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．

２．３　过表达 ｍｉＲ２１０５ｐ斑马鱼胚胎心脏发育
相关基因的表达

注射ｍｉＲ２１０５ｐ之后，提取７２ｈｐｆ的斑马鱼
胚胎总ＲＮＡ，ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测心脏
发育相关基因的ｍＲＮＡ和蛋白表达。结果显示：
过表达ｍｉＲ２１０５ｐ斑马鱼胚胎能够下调心脏发
育基因ｂｍｐ４、ｓｍａｄ１和 ｔｂｘ２ｂ的表达（图３ａ）。与
对照组相比，ＢＭＰ４、ＢＭＰ２、ＳＭＡＤ１、ＧＡＴＡ６和
ＴＢＸ２Ｂ的蛋白表达下降（图３ｂ）。
２．４　靶基因ｔｂｘ２０

将构建好的真核表达载体ｐＥＧＦＰＣＨｔｂｘ２０

３′ＵＴＲ和ｍｉＲ２１０５ｐ共同转染至 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞
中，观察荧光强度。ｐＥＧＦＰＣＨｔｂｘ２０３′ＵＴＲ空
质粒转染作为空白对照，ｐＥＧＦＰＣＨｔｂｘ２０３′ＵＴＲ
和ＮＣ共转作为阴性对照。结果发现，与空质粒
相比，阴性对照（ＮＣ）的荧光没有显著变化，但
ｍｉＲ２１０５ｐ与质粒载体共转之后绿色荧光蛋白
相对较弱（图４ａ）。另外，我们还检测了绿色荧光
蛋白的水平，发现 ｍｉＲ２１０５ｐ与质粒共转之后，
绿色荧光蛋白的表达水平下降（图４ｂ）。因此，我
们推测，ｍｉＲ２１０５ｐ很可能通过与 ＣＨｔｂｘ２０３′
ＵＴＲ结合，抑制ｔｂｘ２０的转录后翻译。
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图３　定量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测斑马鱼
心脏发育相关基因变化

Ｆｉｇ．３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｈｅａｒｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｂｙｑＲＴＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

（ａ）斑马鱼心脏发育相关基因 ｍＲＮＡ水平（Ｐ＜０．０５）；（ｂ）

ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测斑马鱼心脏发育相关基因变化。

（ａ）ＴｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆｈｅａｒｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎ

ｚｅｂｒａｆｉｓｈ（Ｐ＜０．０５）；（ｂ） Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｈｅａｒｔ

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｂｙｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．

图４　转染２４ｈ后检测ＧＦＰ荧光蛋白的表达情况
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｕｓｉｏｎＧＦＰｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｎｇｍｉＲ２１０５ｐｉｎｔｏＨＥＫ２９３Ｔｃｅｌｌｓ

（ａ）转染２４ｈ后观察细胞ＧＦＰ的瞬时荧光表达 ；（ｂ）转染２４

ｈ后ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＦＰ荧光蛋白的表达。

（ａ）ＴｒａｎｓｉｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＦＰａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆ２４ｈ；（ｂ）

Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｏｆｆｕｓｉｏｎ ＧＦＰ ｉｎ ＨＥＫ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆ２４ｈ．

３　讨论

南极气候恶劣，水域低温高氧，许多生物包

括南极鱼类在进化过程中逐渐适应了环境。南

极冰鱼和其他生物一样，只有获得足够的氧气才

能生存，可是其体内不含血红蛋白或者具有功能

的红血球，因此冰鱼的心脏产生了很大的补偿性

变化，其心脏比其他南极鱼类增大了３倍，血管
明显变粗［１４］。前期研究发现，与同等环境下的南

极鱼相比，南极冰鱼心脏中的某些 ｍｉｃｒｏＲＮＡ的
表达发生了很明显的变化，冰鱼心脏中 ｍｉＲ２１０
５ｐ的表达显著升高。我们推测，ｍｉＲ２１０５ｐ与冰
鱼心脏补偿性增生相关。目前也有一些与 ｍｉＲ
２１０相关的研究，如在卵巢异位细胞系中，低氧刺
激下 ＨＩＦ１α和 ｍｉＲ２１０的表达量显著升高，而
ｍｉＲ２１０的过表达对保持细胞的活力也有一定的
作用［１５］。另外，阻滞ｍｉＲ２１０的表达能够提高心
肌梗死模型小鼠的成活率并改善其心脏功能［１６］。

研究显示 ｍｉＲ２１０能促进肾癌细胞的增殖和转
移，抑制肾癌细胞的凋亡［１７］。已有文献中涉及

ｍｉＲ２１０与心脏发育的并不多，因此本研究试图
探索ｍｉＲ２１０５ｐ对冰鱼心脏发育的调控机制，并
进一步认识ｍｉＲ２１０的生物学功能。

本研究将 ｍｉＲ２１０５ｐ显微注射进入斑马鱼
胚胎，斑马鱼的心脏发育出现异常，表现为心包

膜水肿，心脏发育畸形（图２）。过表达 ｍｉＲ２１０
５ｐ的斑马鱼胚胎，几个心脏发育相关基因 ｍＲＮＡ
水平的表达下调，其中ｂｍｐ４和ｔｂｘ２ｂ被显著下调
（图３ａ）。有研究证实，ｂｍｐ４可通过增加心肌细
胞ｎｏｘ４表达及其ｒｏｓ依赖性通路，诱导心肌细胞
肥大、凋亡和心脏纤维化［１８］。Ｔｂｘ２ａ和 ｔｂｘ２ｂ在
斑马鱼初级心管中表达，在受精后两天转录水平

限制在房室管，在 ｔｂｘ２ａ和 ｔｂｘ２ｂ突变体斑马鱼
中，心室形成受阻［１９］。Ｂｍｐ／ｓｍａｄ通路在心脏发
育过程中起着很重要的调控作用［４］。ＧＡＴＡ结合
蛋白是锌指转录因子，家族中 ＧＡＴＡ４和 ＧＡＴＡ６
参与内胚层的发育以及心血管系统的形

成［２０－２３］。本文检测了 ｂｍｐ／ｓｍａｄ通路中的几种
蛋白表达，它们的蛋白表达水平均显著下调（图

３ｂ）。因此，我们推测 ｍｉＲ２１０５ｐ极有可能是通
过ｂｍｐ／ｓｍａｄ通路发挥作用的。

Ｔｂｘ２０基因是心脏发育相关的重要因子，它
是早期房室管形成和内皮细胞迁移所需的转录
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因子［２４］。在房室管心肌层中，Ｔｂｘ２０维持 ｂｍｐ２、
ｔｂｘ３和ｈａｎｄ１的表达［２４］。已有研究表明，在非洲

爪蟾中，ｓｍａｄ１的抑制会特异地阻滞 ｔｂｘ２０的表
达，而ｔｂｘ５、ＭＨＣ等其他许多心肌发育因子的表
达不会受到影响。Ｔｂｘ２０是 ｂｍｐ／ｓｍａｄ信号通路
下游的一个转录靶点。Ｂｍｐ家族以及下游调控
基因ｓｍａｄ家族在早期心脏发育中参与很多生物
学过程，包括心肌细胞的特化、增殖和分化［２５］。

我们推测，ｔｂｘ２０很可能是 ｍｉＲ２１０５ｐ的一个靶
基因。因此，我们将独角雪冰鱼 ｔｂｘ２０基因的３′
ＵＴＲ区域重组到 ｐＥＧＦＰＣ２质粒载体上，并和
ｍｉＲ２１０５ｐ共转染到 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中，检测
ＧＦＰ的荧光变化。与阴性对照相比，ｍｉＲ２１０５ｐ
和ｐＥＧＦＰＣＨｔｂｘ２０３′ＵＴＲ共转染后的荧光量下
降，同时荧光蛋白的表达量也下降（图４）。我们
认为，ｍｉＲ２１０５ｐ可能是与 ｔｂｘ２０的３′ＵＴＲ区域
结合，抑制融合荧光蛋白的表达。在独角雪冰鱼

中ｍｉＲ２１０５ｐ很可能是通过靶向抑制ｔｂｘ２０的表
达来抑制其心脏发育的。尽管本项目所揭示的

ｍｉＲ２１０５ｐ对心脏发育的调控作用还远远不足，
但需要指出的是，这些结果为今后揭示南极冰鱼

心脏补偿性增生的机制奠定了一定的基础。
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ｏｆｔｈｅｚｅｂｒａｆｉｓｈｈｅａｒｔ［Ｊ］．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＢｉｏｌｏｇｙ，２００８，

３２１（２）：３９７－４０６．

［３］　ＲＥＩＴＥＲＪＦ，ＶＥＲＫＡＤＥＨ，ＳＴＡＩＮＩＥＲＤＹＲ．Ｂｍｐ２ｂａｎｄ

Ｏｅｐｐｒｏｍｏｔｅｅａｒｌｙｍｙｏｃａｒｄｉａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｉｒ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｇａｔａ５［Ｊ］．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＢｉｏｌｏｇｙ，２００１，２３４

（２）：３３０－３３８．

［４］　ＲＯＮＥＳＭ Ｓ，ＭＣＬＡＵＧＨＬＩＮＫＡ，ＲＡＦＦＩＮＭ，ｅｔａｌ．

Ｓｅｒｒａｔｅａｎｄｎｏｔｃｈｓｐｅｃｉｆｙｃｅｌｌｆａｔｅｓｉｎｔｈｅｈｅａｒｔｆｉｅｌｄｂｙ

ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇｃａｒｄｉｏｍｙｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２０００，１２７

（１７）：３８６５－３８７６．

［５］　ＡＮＤＲ?ＥＢ，ＤＵＰＲＥＺＤ，ＶＯＲＢＵＳＣＨＢ，ｅｔａｌ．ＢＭＰ２

ｉｎｄｕｃｅｓｅｃｔｏｐｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｒｄｉａｃｌｉｎｅａｇｅｍａｒｋｅｒｓａｎｄ

ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｓｗｉｔｈｓｏｍｉｔｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｃｈｉｃｋｅｎｅｍｂｒｙｏｓ［Ｊ］．

ＭｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，１９９８，７０（１／２）：１１９－１３１．

［６］　ＫＬＡＵＳＡ，ＳＡＧＡＹ，ＴＡＫＥＴＯＭＭ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｔｉｎｃｔｒｏｌｅｓｏｆ

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎａｎｄＢｍｐｓｉｇｎａｌｉｎｇｄｕｒｉｎｇｅａｒｌｙｃａｒｄｉｏｇｅｎｅｓｉｓ

［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅ

ＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，２００７，１０４（４７）：１８５３１－

１８５３６．

［７］　ＬＥＥＫＨ，ＥＶＡＮＳＳ，ＲＵＡＮＴＹ，ｅｔａｌ．ＳＭＡＤｍｅｄｉａｔｅｄ

ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆＹＹ１ａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅＢＭＰｒｅｓｐｏｎｓｅａｎｄ

ｃａｒｄｉａｃｓｐｅｃｉｆｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆａ ＧＡＴＡ４／５／６ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｃｈｉｃｋＮｋｘ２．５ｅｎｈａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２００４，１３１

（１９）：４７０９－４７２３．

［８］　ＳＣＨＬＡＮＧＥＴ，ＡＮＤＲＥＥＢ，ＡＲＮＯＬＤＨＨ，ｅｔａｌ．ＢＭＰ２

ｉｓｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｅａｒｌｙｈｅａｒｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｄｕｒｉｎｇａｄｉｓｔｉｎｃｔｔｉｍｅ

ｐｅｒｉｏｄ［Ｊ］．ＭｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２０００，９１（１／２）：

２５９－２７０．

［９］　ＳＣＨＵＬＴＨＥＩＳＳＴＭ，ＢＵＲＣＨＪＢ，ＬＡＳＳＡＲＡＢ．Ａｒｏｌｅｆｏｒ

ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｃａｒｄｉａｃ

ｍｙｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｓ＆Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，１９９７，１１（４）：

４５１－４６２．

［１０］　ＪＩＡＯＫ，ＫＵＬＥＳＳＡＨ，ＴＯＭＰＫＩＮＳＫ，ｅｔａｌ．Ａｎｅｓｓｅｎｔｉａｌ

ｒｏｌｅｏｆＢｍｐ４ｉｎｔｈｅａｔｒｉｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｓｅｐｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｏｕｓｅ

ｈｅａｒｔ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｓ＆Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２００３，１７（１９）：２３６２－

２３６７．

［１１］　ＰＥＴＥＲＫＩＮＴ，ＧＩＢＳＯＮＡ，ＰＡＴＩＥＮＴＲ．ＧＡＴＡ６ｍａｉｎｔａｉｎｓ

ＢＭＰ４ａｎｄＮｋｘ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｕｒｉｎｇｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒ

ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｈｅＥＭＢＯＪｏｕｒｎａｌ，２００３，２２（１６）：４２６０－

４２７３．

［１２］　ＬＥＥＹＳ，ＤＵＴＴＡＡ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｓｉｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ａｎｎｕａｌ

ＲｅｖｉｅｗｏｆＰａｔｈｏｌｏｇｙ：ＭｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆＤｉｓｅａｓｅ，２００９，４：

１９９－２２７．

［１３］　ＩＫＥＤＡＳ，ＨＥＡ，ＫＯＮＧＳＷ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ１ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ

ｒｅｇｕｌａｔｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ

ａｎｄｍｅｆ２ａｇｅｎｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄＣｅｌｌｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００９，

２９（８）：２１９３－２２０４．

［１４］　ＡＣＩＥＲＮＯＲ，ＭＡＣＤＯＮＡＬＤＪＡ，ＡＧＮＩＳＯＬＡＣ，ｅｔａｌ．

Ｂｌｏｏｄ ｖｏｌｕｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎｌｅｓｓ Ａｎｔａｒｃｔｉｃ ｔｅｌｅｏｓｔ

Ｃｈｉｏｎｏｄｒａｃｏ ｈａｍａｔｕｓ （Ｌｎｎｂｅｒｇ） ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＺｏｏｌｏｇｙ，１９９５，２７２（５）：４０７－４０９．

［１５］　ＸＵＴＸ，ＺｈＡＯＳＺ，ＤＯＮＧＭ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｏｘｉａｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ

ｍｉＲ２１０ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｏｆ

ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｔｉｃｃｅｌｌｓｉｎｈｙｐｏｘｉａ［Ｊ］．ＥｕｒｏｐｅａｎＲｅｖｉｅｗｆｏｒ

ＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１６，２０（３）：３９９－

４０６．

［１６］　ＷＡＮＧＹＰ，ＰＡＮＸＨ，ＦＡＮＹＱ，ｅｔａｌ．Ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｅｄ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡｓａｎｄｍＲＮＡｓｉｎｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＡｍｅｒｉｃａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＴｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１５，７

（１１）：２２９１－２３０４．

［１７］　ＬＩＵ ＴＹ，ＺＨＡＮＧ Ｈ，ＤＵ ＳＭ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｍｉｃｒｏＲＮＡ２１０ｉｎｔｉｓｓｕｅａｎｄｓｅｒｕｍ ｏｆｒｅｎａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ

ｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｉｔｓｅｆｆｅｃｔｏｎｒｅｎａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，

ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ［Ｊ］． Ｇｅｎｅｔｉｃｓａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０１６，１５（１）：ｇｍｒ．１５０１７７４６，ｄｏｉ：１０．４２３８／

ｇｍｒ．１５０１７７４６．

［１８］　ＳＵＮＢ，ＨＵＯＲ，ＳＨＥＮＧＹ，ｅｔａｌ．Ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ

ｐｒｏｔｅｉｎ４ ｍｅｄｉａｔｅｓｃａｒｄｉａｃｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ａｎｄ

ｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｌｙｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃａｒｄｉａｃｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ

［Ｊ］．Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，２０１３，６１（２）：３５２－３６０．

６８４



４期 郭亚南，等：ｍｉＲ２１０５ｐ对南极独角雪冰鱼心脏发育的作用机制研究

［１９］　ＳＥＤＬＥＴＣＡＩＡＡ，ＥＶＡＮＳＴ．Ｈｅａｒｔｃｈａｍｂｅｒｓｉｚｅｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ

ｉｓｒｅｇｕｌａｔｅｄｒｅｄｕｎｄａｎｔｌｙｂｙｄｕｐｌｉｃａｔｅｄｔｂｘ２ｇｅｎｅｓ［Ｊ］．

ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＤｙｎａｍｉｃｓ，２０１１，２４０（６）：１５４８－１５５７．

［２０］　ＫＵＯＣＴ，ＭＯＲＲＩＳＥＹＥＥ，ＡＮＡＮＤＡＰＰＡＲ，ｅｔａｌ．ＧＡＴＡ４

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｉｓｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｖｅｎｔｒａｌｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄ

ｈｅａｒｔｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｓ＆Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，１９９７，１１

（８）：１０４８－１０６０．

［２１］　ＬＡＦＯＲＥＳＴＢ，ＡＮＤＥＬＦＩＮＧＥＲＧ，ＮＥＭＥＲＭ．Ｌｏｓｓｏｆｇａｔａ５

ｉｎｍｉｃｅｌｅａｄｓｔｏｂｉｃｕｓｐｉｄａｏｒｔｉｃｖａｌｖｅ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌ

Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ，２０１１，１２１（７）：２８７６－２８８７．

［２２］　ＭＯＬＫＥＮＴＩＮＪＤ，ＬＩＮＱ，ＤＵＮＣＡＮＳＡ，ｅｔａｌ．Ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔ

ｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＧＡＴＡ４ｆｏｒｈｅａｒｔｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄ

ｖｅｎｔｒａｌｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｓ＆Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，１９９７，１１

（８）：１０６１－１０７２．

［２３］　ＭＯＲＲＩＳＥＹＥＥ，ＴＡＮＧＺＨ，ＳＩＧＲＩＳＴＫ，ｅｔａｌ．ＧＡＴＡ６

ｒｅｇｕｌａｔｅｓＨＮＦ４ａｎｄｉｓｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｖｉｓｃｅｒａｌ

ｅｎｄｏｄｅｒｍｉｎｔｈｅｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｓ＆Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，

１９９８，１２（２２）：３５７９－３５９０．

［２４］　ＣＡＩＸＱ，ＮＯＭＵＲＡＫＩＴＡＢＡＹＡＳＨＩＡ，ＣＡＩＷ Ｂ，ｅｔａｌ．

ＭｙｏｃａｒｄｉａｌＴｂｘ２０ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｅａｒｌｙ ａｔｒｉｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｃａｎａｌ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｅｎｄｏｃａｒｄｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ

ｖｉａＢｍｐ２［Ｊ］．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＢｉｏｌｏｇｙ，２０１１，３６０（２）：

３８１－３９０．

［２５］　ＭＡＮＤＥＬＥＭ，ＫＡＬＴＥＮＢＲＵＮＥ，ＣＡＬＬＩＳＴＥ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ

ＢＭＰｐａｔｈｗａｙａｃｔｓｔｏｄｉｒｅｃｔｌｙｒｅｇｕｌａｔｅＴｂｘ２０ｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ

ｈｅａｒｔ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２０１０，１３７（１１）：１９１９－１９２９．

ＦｕｎｃｔｉｏｎａｌｍｅｃｈａｎｉｓｍｒｅｓｅａｒｃｈｅｓｏｆｔｈｅＣｈｉｏｎｏｄｒａｃｏｈａｍａｔｕｓｍｉＲ２１０５ｐｏｎ
ｔｈｅｃａｒｄｉａｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

ＧＵＯＹａｎａｎ１，ＷＡＮＧ Ｃｏｎｇｃｏｎｇ１，２，ＬＩＵ Ｙｕｎ１，ＷＵ Ｘｉａｏｈｕｉ１，ＳＵＮ Ｊｉａｎｆｅｉ１，ＣＨＥＮ Ｃｈｅｎｇ１，３，ＸＵ
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