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［摘 要］ 目的：探究Tomoregulin⁃1对扩张型心肌病（dilated cardiomyopathy，DCM）小鼠病理进程的影响。方法：Western blot
方法检测Tomoregulin⁃1在 cTnTR141W DCM小鼠模型心脏组织中的表达水平；于 2、4和 6月龄对同窝阴性（non⁃transgenic litter⁃
mates，NTG）小鼠、心脏组织特异Tomoregulin⁃1低表达小鼠、cTnTR141W DCM小鼠和心脏组织特异Tomoregulin⁃1低表达×cTnTR141W

双转基因（double transgenic，DTG）小鼠进行M型超声心动图和病理组织学表型分析。结果：Tomoregulin⁃1在 cTnTR141W DCM小

鼠模型心脏组织中表达显著增高；M型超声心动图显示，与NTG小鼠相比，心脏组织特异Tomoregulin⁃1低表达小鼠在2、4和6月
龄时心脏均呈现显著的室壁变薄、心腔增大和心收缩功能减退的表型；与 cTnTR141W DCM模型小鼠相比，DTG小鼠在2、4和6月
龄时心脏均呈现显著的室壁变薄的表型，亦呈现心腔增大和心收缩功能减退的趋势；病理组织学显示，与NTG小鼠相比，心脏

组织特异Tomoregulin⁃1低表达小鼠心肌细胞排列紊乱并出现间质纤维化的表型；与 cTnTR141W DCM模型小鼠相比，DTG小鼠的

心肌细胞排列紊乱和间质纤维化程度更加严重。结论：转基因低表达Tomoregulin⁃1加速了cTnTR141W DCM小鼠的病理进程，To⁃
moregulin⁃1可能是DCM调节的重要修饰基因。
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［Abstract］ Objective：To explore the effects of Tomoregulin ⁃ 1 on dilated cardiomyopathy（DCM）pathological progress in mice.
Methods：The expression level of Tomoregulin⁃1 in the heart of wild⁃type and cTnTR141W DCM transgenic mice was detected by Western
blot. The phenotype analysis of the non⁃transgenic littermates（NTG），heart⁃specific Tomoregulin⁃1 knockdown（Tomoregulin⁃1⁃kd），

cTnTR141W and heart⁃specific Tomoregulin⁃1⁃kd×cTnTR141W double transgenic（DTG）mice at 2，4 and 6 months of age were analyzed by
M⁃mode echocardiography and histopathologic examination. Results：The expression of Tomoregulin⁃1 was significantly increased in
the heart of cTnTR141W DCM transgenic mice. M ⁃ mode echocardiography showed that the heart ⁃ specific Tomoregulin ⁃ 1 ⁃ kd mice
presented thin⁃walled ventricles，larger left ventricular diameters and decreased cardiac function at 2，4 and 6 months of age compared
with the NTG mice. The DTG mice presented significantly thin⁃wall ventricles and the tendency of larger left ventricular diameters and
decreased cardiac function at 2，4 and 6 months of age compared with the cTnTR141W DCM mice. Myocardial disarray and fibrosis were
clearly observed in the heart tissues from the Tomoregulin⁃1⁃kd mice compared with the NTG mice. The DTG mice presented more
serious pathological phenotype compared with the cTnTR141W DCM mice. Conclusion：Transgenic low expression of Tomoregulin ⁃ 1
accelerated DCM pathological progress in mice. Tomoregulin⁃1 may be an important modifier gene of DCM.
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Tomoregulin⁃1，也称TMEFF1或TR1，是 1996年
Eib等［1］从成年非洲爪蟾下丘脑—垂体轴中发现的

1个新基因编码的蛋白。近年来，在小鼠和人等哺

乳动物体内也克隆出Tomoregulin⁃1同源基因，人的

Tomoregulin⁃1基因位于染色体 9q31［2-3］。Tomoregu⁃
lin⁃1主要在胚胎发育的中后期和成体的中枢神经

系统中表达［4］，参与胚胎中后期的发育调控和成体

中枢神经系统正常功能的维持［5-7］。

Tomoregulin⁃1在心脏组织中亦有表达［8］，且直

接与参与心脏发育的Cripto结合。胚胎干细胞中的

Cripto缺失会导致肌肉收缩蛋白表达缺失，使胚胎

干细胞向心肌细胞分化缺陷，但并不影响向其他类

型细胞分化的能力［9］；Cripto基因敲除小鼠因心脏发

育缺陷在胚胎期死亡［10］。可见Cripto对心脏正常发

育至关重要，Tomoregulin⁃1又可直接与Cripto结合，

提示 Tomoregulin⁃1可能参与心脏发育的调控及心

脏疾病的发生发展。本研究发现，Tomoregulin⁃1在
cTnTR141W 扩 张 型 心 肌 病（dilated cardiomyopathy，
DCM）模型小鼠心脏组织中表达显著增高；而现阶段

尚无Tomoregulin⁃1在DCM中的功能报道，因此本研

究将已建立的心脏组织特异Tomoregulin⁃1低表达转

基因（α⁃MHC⁃Tomoregulin⁃1 knockdown，Tomoregulin⁃
1⁃kd）小鼠［11］和 cTnTR141W转基因（α⁃MHC⁃cTnTR141W，

cTnTR141W）DCM小鼠［12-13］杂交，获得双转基因（double
transgenic，DTG）小鼠，对其心脏形态、结构和功能进

行分析，探究Tomoregulin⁃1对DCM病理进程的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

选用 2 月龄的 C57BL/6J 遗传背景的野生型

（wild type，WT）小鼠（北京市维通利华实验动物技

术有限公司），在屏障设施的饲养间饲养，温度（23 ±
2）℃，12 h∶12 h明/暗灯照，动物自由饮水和摄食。

实验中涉及动物操作程序已得到南京医科大学动

物保护与伦理委员会（IACUC）批准。

羊抗鼠 Tomoregulin ⁃ 1 抗体（AF1995）（R&D 公

司，美国），鼠抗GAPDH抗体（上海康城生物公司）。

PCR引物由上海英俊生物技术有限公司合成，PCR相

关试剂购自大连宝生物工程有限公司。M型超声心

动图分析使用加拿大Vevo770小动物超声影像系统。

1.2 方法

1.2.1 Western blot 检测 Tomoregulin ⁃1 在 cTnTR141W

DCM模型小鼠心脏组织中的表达

RIPA蛋白裂解液分别提取2月龄WT C57BL/6J

小鼠和 cTnTR141W DCM小鼠心脏总蛋白，测定蛋白浓

度，进行SDS⁃PAGE凝胶电泳，蛋白转移至NC膜上，

置于 5%脱脂奶粉中封闭，羊抗鼠 Tomoregulin⁃1抗

体检测Tomoregulin⁃1蛋白的表达水平，HRP⁃偶联的

免抗羊抗体结合一抗，HRP⁃偶联的GAPDH单克隆

抗体作为内参。用 Image J分析软件测定Western
blot条带灰度进行定量分析。

1.2.2 PCR鉴定转基因小鼠的基因型

Tomoregulin⁃1⁃kd 小鼠［11］和 cTnTR141W DCM 小

鼠［12-13］由中国医学科学院医学实验动物研究所制

作。将已建立的 Tomoregulin⁃1⁃kd小鼠和 cTnTR141W

DCM小鼠杂交获得DTG小鼠。于转基因小鼠出生

9~14 d用剪趾法标记，收集剪下的组织，用碱裂解法

提取基因组DNA，PCR法对转基因小鼠进行基因型

检测。Tomoregulin⁃1⁃kd上游引物为 5′⁃CGACAAC⁃
CACTACCTGAGCAC⁃3′，下游引物为 5′⁃GCCCTC⁃
TAGATCAACCACTTTG⁃3′；反应条件：94 ℃预变性

3 min；94 ℃变性30 s，60 ℃退火30 s，72 ℃延伸40 s，
30 个循环；目的基因 Tomoregulin ⁃1 ⁃kd 片段为

525 bp。 cTnTR141W 上游引物为 5′ ⁃ GAACAGGAG⁃
GAAGGCTGAGGATGAG ⁃ 3′ ，下 游 引 物 为 5′ ⁃
TATTTCCAGCGCCCGGTGACTTTAG⁃3′；反应条件：

94 ℃预变性 3 min；94 ℃变性 30 s，58 ℃退火 30 s，
72 ℃延伸40 s，30个循环；目的基因 cTnTR141W片段为

369 bp。
1.2.3 M型超声心动图检测转基因小鼠心脏的形态

结构和功能

选用 2、4、6月龄同窝阴性（non⁃transgenic litter⁃
mates，NTG）、Tomoregulin⁃1⁃kd、cTnTR141WDCM和DTG
小鼠，三溴乙醇（0.18 mL/10 g体重）麻醉，脱去心前

区的被毛，选用 30 MHz探头，进行心脏超声影像分

析［11，13］。

1.2.4 病理组织学观察转基因小鼠的心肌细胞形

态和间质纤维化

选用 6 月龄 NTG、Tomoregulin ⁃ 1 ⁃ kd、cTnTR141W

DCM 和DTG小鼠，颈椎脱臼法牺牲小鼠，打开胸腔

取出心脏，将心脏组织固定在中性福尔马林24 h后
进行修块、脱水、包埋、切片、苏木素⁃伊红（haematox⁃
ylin⁃eosin，HE）染色和Masson染色［11］，镜下观察。

1.3 统计学方法

实验数据以均数±标准误（x ± Sx）表示，数据运

用SPSS 16.0统计软件处理，两组间比较用 t检验，多

组间比较采用 one⁃way ANOVA检验，P ≤ 0.05为差

异有统计学意义。
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2 结 果

2.1 Tomoregulin⁃1在 cTnTR141W DCM模型小鼠心脏

组织中的表达

与 WT 小鼠相比，Tomoregulin ⁃ 1 在 cTnTR141W

DCM模型小鼠心脏组织中的表达显著上调，其表达

量是WT小鼠的1.8倍（P < 0.001，图1）。

2.2 转基因小鼠基因型的鉴定

将已建立的 Tomoregulin⁃1⁃kd小鼠和 cTnTR141W

DCM小鼠杂交获得DTG小鼠，PCR鉴定阳性转基因

小鼠用于本实验（图2）。
2.3 转基因小鼠心脏形态结构和功能的超声心动

图表型分析

为了明确 Tomoregulin⁃1基因在DCM病理进程

中的功能，分别于2、4、6月龄3个时间点对NTG、To⁃
moregulin⁃1⁃kd、cTnTR141W DCM和DTG小鼠进行心脏

超声影像分析。结果显示，与NTG组小鼠相比，To⁃
moregulin⁃1⁃kd组小鼠于 2、4、6月龄均表现出室壁

显著变薄、心室内径增大、心功能减弱的特点：左心

室收缩末期后壁厚度（left ventricular posterior wall
at end⁃systole，LVPWS）分别减小 12.69%、13.49%、

18.17%；左心室收缩末期前壁厚度（left ventricular
anterior wall at end ⁃ systole，LVAWS）分 别 减 小

12.87%、10.44%、14.72%；左心室收缩末期内径（left

ventricular diameter at end⁃systole，LVESD）分别增加

1.21%、7.96%、6.97%；左心室短轴缩短率（left ven⁃
tricular percent fractional shortening，LVFS）分别减小

4.02%、11.88%、12.16%。与cTnTR141W DCM组小鼠相

比，DTG组小鼠于 2、4、6月龄均表现出室壁显著变

薄的特点：LVPWS 分别减小 16.02%、11.43%、

12.15%；LVAWS分别减小 9.00%、15.17%、16.47%。

并且随着月龄的增加，与cTnTR141W DCM组小鼠相比，

DTG组小鼠开始出现心室内径增大和心功能减弱，但

差异无显著性（图3）。从不同时间点（2、4、6月龄）不

同基因型小鼠心脏形态变化折线的斜率看，亦可反映

出 Tomorgulin⁃1心脏特异性低表达可诱导DCM 表

型，并加速cTnTR141W DCM小鼠的病理进程。

2.4 转基因小鼠心肌细胞形态和间质纤维化的病

理组织学表型分析

与NTG小鼠相比，Tomoregulin⁃1⁃kd组小鼠心肌

细胞排列紊乱并出现间质纤维化；与 cTnTR141W DCM
组小鼠相比，DTG组小鼠心肌细胞排列紊乱和间质

纤维化的程度更加严重（图4）。
3 讨 论

DCM是一类以左心室和/或右心室扩张和心功

能受损为主要特征的心肌疾病，在人群中的发病率

为8∶100 000［14］，是除了冠心病和高血压之外诱发心

力衰竭的主要危险因素之一。研究发现，心肌肌钙

蛋白 T（cardiac troponin T，cTnT）的突变如R131W、

R141W、R205L 和 D270N 等均可导致 DCM 的发

生。中国医学科学院医学实验动物研究所建立的

cTnTR141W转基因小鼠［15］心脏室壁变薄、心腔变大、间

质纤维化、心肌细胞排列紊乱、心功能下降，表现出

典型的DCM病理表型，是理想的DCM动物模型。

本研究发现，Tomoregulin⁃1作为一个新近发现

的生长因子，在 cTnTR141W DCM小鼠模型中的表达水

平显著增高，提示Tomoregulin⁃1可能是参与DCM病

A：Western blot检测 Tomorgulin⁃1在 cTnTR141W DCM模型小鼠心

脏组织中的表达。B：运用 Image J软件密度定量Tomoregulin⁃1的相

对表达水平，与WT组比较，*P < 0.001（n=3）。
图 1 Tomoregulin⁃1在 cTnTR141W DCM小鼠心脏组织中的

表达

Figure 1 Expression of Tomoregulin ⁃ 1 in the heart of
cTnTR141W DCM mice
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Figure 2 Genotyping transgenic mice by PCR
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理进程的重要修饰基因。对各组小鼠进行心脏形

态、结构和功能分析后发现：与NTG小鼠相比，To⁃
moregulin⁃1⁃kd小鼠表现出显著的室壁变薄、心室内

径增大、心功能减弱的特点；与 cTnTR141W DCM小鼠

相比，DTG小鼠表现出显著的心室壁变薄的特点，

且随着月龄的增加，逐渐呈现出心室内径增大和心

功能减弱的趋势；病理组织学染色可见，Tomoregulin
⁃1⁃kd小鼠较NTG小鼠表现出显著的心肌细胞排列

紊乱和间质纤维化，DTG小鼠的心肌细胞排列紊乱

和间质纤维化程度均高于 cTnTR141W DCM小鼠。以

上结果表明在正常生理情况下，心脏组织特异的

Tomoregulin ⁃ 1 低表达会导致心脏组织出现类似

DCM的表型；在DCM时，心脏组织特异的Tomoregu⁃

lin⁃1低表达会加速DCM心脏组织形态、结构和功能

的病理性改变。

Tomoregulin⁃1是一个Ⅰ型跨膜蛋白，其结构包

含 1个N端信号肽、2个卵泡样（follistation，FS）区、

1个保守的表皮生长因子（epidermal growth factor，
EGF）样区、1个跨膜区、1个细胞内G蛋白活化区

和 2个潜在的N⁃连接的糖基化和糖胺聚糖结合位

点［1］，其中 FS区能与转化生长因子⁃β（transforming
growth factor⁃β，TGF⁃β）家族的生长因子结合以抑制

相应的信号通路，调节细胞生长与分化。近年来

TGF⁃β在心室重构发生过程中的作用十分引人关

注。心室重构是心肌病发展的重要病理环节，从细

胞水平看，心肌细胞和细胞外基质的变化是心室重

A：各组LVPWS比较；B：各组LVAWS比较；C：各组LVESD比较；D：各组LVFS比较；2、4、6月龄NTG组（n=81、40、26）、Tomoregulin⁃1⁃kd组
（n=69、36、20）、cTnTR141W DCM组（n=14、13、12）和DTG组（n=15、13、13）。Tomoregulin⁃1⁃kd组 vs. NTG组，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001；cTn⁃
TR141W DCM组 vs. DTG组，#P < 0.05，##P < 0.01，###P < 0.001。

图3 转基因小鼠心脏形态结构和功能的超声心动图表型分析

Figure 3 Phenotyping analysis of transgenic mice in cardiac morphology and function by echocardiography
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Figure 4 Histopathological phenotyping analysis of transgenic mice
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构的结构基础［16-17］。Tomoregulin⁃1是否通过TGF⁃β
信号通路参与DCM心肌细胞和细胞外基质的病理

性改变的调控，仍需进一步研究证实。

综上所述，本研究发现Tomoregulin⁃1在DCM模

型小鼠心脏组织的表达显著上调，转基因Tomoregu⁃
lin⁃1低表达加速了DCM小鼠的病理进程，Tomoreg⁃
ulin⁃1可能是DCM调节的重要修饰基因。
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