
Hans Journal of Biomedicine 生物医学, 2023, 13(2), 190-198 
Published Online April 2023 in Hans. https://www.hanspub.org/journal/hjbm 
https://doi.org/10.12677/hjbm.2023.132022  

文章引用: 冯越, 李新秋, 燕银芳, 王思敏, 赵朝, 纪玉强. tRF-His-GTG-037 在血管平滑肌细胞表型转换中的表达及生

物信息学分析[J]. 生物医学, 2023, 13(2): 190-198. DOI: 10.12677/hjbm.2023.132022 

 
 

tRF-His-GTG-037在血管平滑肌细胞表型转换

中的表达及生物信息学分析 

冯  越1，李新秋2，燕银芳3，王思敏3，赵  朝3，纪玉强3,4* 
1西北大学生命科学学院，陕西 西安 
2仁怀市人民医院外科，贵州 遵义  
3西北大学第一附属医院西安市第一医院中心实验室，陕西 西安 
4西安市神经免疫疾病创新转化重点实验室，陕西，西安 
 
收稿日期：2023年2月10日；录用日期：2023年4月3日；发布日期：2023年4月13日 

 
 

 

摘  要 

目的：探讨tRF-His-GTG-037在血管平滑肌细胞(vascular smooth muscle cell, VSMC)表型转换中的表达

水平并利用生物信息学分析其潜在的作用。方法：利用荧光定量PCR检测tRF-His-GTG-037在VSMC表型

转化过程中的表达水平。基于miRanda和TargetScan预测tRF-His-GTG-037的靶基因。对预测的靶基因

进行GO (Gene Ontology)功能分析和KEGG(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)通路分析。结

果：与正常VSMC (1.18 ± 0.25)相比，tRF-His-GTG-037在血小板衍生因子BB (platelet-derived growth 
factor BB, PDGF-BB)诱导VSMC中的表达水平(2.50 ± 0.40)明显升高(t = 2.78, P = 0.008)。预测

tRF-His-GTG-037共有93个靶基因，其中49个基因与心血管疾病发病有关，Rac1、组织因子途径抑制物

(tissue factor pathway inhibitor, TFPI)、细胞色素P450家族成员1B1 (recombinant cytochrome 
P450 1B1, CYP1B1)、TWIST1与VSMC的增殖、迁移有关。GO分析结果发现生物过程(biological process, 
BP)富集项目429个，细胞成分(cell composition, CC)富集项目50个，分子功能(molecular function, MF)
富集项目29个。KEGG通路分析结果发现的cAMP信号通路、AMPK信号通路与VSMC的增殖、迁移有关。

结论：tRF-His-GTG-037在VSMC表型转换表达水平增高，可能作用于Rac1、TFPI、CYP1B1、TWIST1
等靶基因通过cAMP信号通路、AMPK信号通路在VSMC表型转换过程中发挥作用。 
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Abstract 
Objective: To investigate the expression level of tRF-His-GTG-037 in the phenotypic transforma-
tion of vascular smooth muscle cells (VSMCs) and analyze t its potential role with bioinformatics. 
Methods: The expression level of tRF-His-GTG-037 in VSMC phenotype transformation was de-
tected by fluorescence quantitative PCR. The target gene of tRF-His-GTG-037 was predicted based 
on miRanda and TargetScan. The predicted target genes were analyzed for GO (Gene Ontology) 
function and KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) pathway. Results: Compared with 
normal VSMC (1.18 ± 0.25), the expression level of tRF-His-GTG-037 in PDGF-BB (platelet-derived 
growth factor BB) induced VSMC (2.50 ± 0.40) was significantly higher (t = 2.78, P = 0.008). It was 
predicted that there were 93 target genes in tRF-His-GTG-037, 49 of which were related to the pa-
thogenesis of cardiovascular disease. Rac1, tissue factor pathway inhibitor (TFPI), recombinant 
cytochrome P450 1B1 (CYP1B1) and TWIST1 are related to the proliferation and migration of 
VSMC. The results of GO analysis found 429 biological process (BP) enrichment projects, 50 cell 
composition (CC) enrichment projects, and 29 molecular function (MF) enrichment projects. The 
results of KEGG pathway analysis showed that the cAMP signal pathway and AMPK signal pathway 
were related to the proliferation and migration of VSMC. Conclusions: The expression level of 
tRF-His-GTG-037 in VSMC phenotypic transformation increased. tRF-His-GTG-037 may play a role 
in VSMC phenotypic transformation by targeting genes such as Rac1, TFPI, CYP1B1 and TWIST1 
through cAMP signal pathway and AMPK signal pathway. 
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1. 前言 

血管平滑肌细胞(vascular smooth muscle cell, VSMC)是血管壁的主要细胞成分之一，在维持血管张力、

正常血压和血流分布过程中发挥重要作用。在生理条件下，VSMC 表现出收缩表型，调节血管张力并维

持组织血流[1]；当血管受损时，VSMC 转化为合成表型，并获得增殖、迁移和合成大量细胞外基质成分

的能力，进而导致血管壁增厚、管腔狭窄、血管顺应性降低和血管重塑。多项研究证实，VSMC 的表型

转化是其增殖和向血管内膜迁移的基础[1]，是高血压[2]、动脉粥样硬化[3] [4]、肺动脉高压[5]、动脉瘤

[6]、移植后动脉疾病和血管成形术后再狭窄[7]等血管重塑疾病的细胞病理学基础。因此，阐明 VSMC

Open Access

https://doi.org/10.12677/hjbm.2023.132022
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


冯越 等 
 

 

DOI: 10.12677/hjbm.2023.132022 192 生物医学 
 

表型转化的调控机制将有助于预防和治疗血管重塑以及逆转增殖性血管疾病，然而 VSMC 表型转化的调

控机制尚不清楚。 
tRNA 衍生的小 RNAs (Transfer RNA tRNA-derived small RNAs, tsRNAs)是一类来源于成熟 tRNA 或

tRNA 前体的非编码单链 RNAs，大致分为两大类：tiRNA (或者 tRNA halves)和 tRFs (tRNA 衍生片段)，
参与应激反应、蛋白质翻译调控、核糖体生物合成、细胞增殖与凋亡、表观遗传信息的跨代传递等多种

生理和病理过程[8]，在肿瘤、神经退行性疾病、代谢性疾病、感染性疾病、心血管疾病等病理过程中发

挥重要作用 [9]，有关 tsRNAs 与 VSMC 表型转换的研究刚刚起步。我们前期测序结果发现

tRF-His-GTG-037 在 VSMC 表型转化过程中表达水平增高，为了进一步研究 tRF-His-GTG-037 的生物学

功能，本研究利用荧光定量 PCR 进一步验证 tRF-His-GTG-037 的 VSMC 表型转化过程中的表达水平，采

用生物信息学方法分析 tRF-His-GTG-037 的靶基因和潜在的功能，初步探讨 tRF-His-GTG-037 在 VSMC
表型转化过程中的作用。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

大鼠胸主动脉平滑肌细胞 A7r5 由中国科学院细胞库/干细胞库提供；胎牛血清、DMEM、TRIzolTM

试剂购自美国赛默飞公司；血小板衍生因子 BB (platelet-derived growth factor BB, PDGF-BB)购自美国

R&D 公司；rtStarTM tRF&tiRNA 预处理试剂盒、rtStar 第一链 cDNA 合成试剂盒、荧光定量试剂盒购自美

国 Arraystar 公司；引物购自上海生工公司。荧光定量 PCR 仪(7500)购自美国 ABI 公司，倒置显微镜(s100)
购自日本尼康公司，冷冻高速离心机(5804R)购自德国 Eppendorf 公司。 

2.2. 方法 

2.2.1. 细胞培养 
A7r5 细胞在含有 10% (v/v)胎牛血清的 DMEM 中培养，培养温度为 37℃，CO2 浓度为 5%。VSMC

以 2 × 105 个细胞/孔的密度接种在 6 孔板中培养 12 小时，饥饿 24 小时后用 20 ng/ml PDGF-BB 诱导 24
小时后收集细胞[10]。 

2.2.2. 荧光定量 PCR 
用TRIzol™试剂从VSMC中提取总RNA，采用rtStar™ tRF&tiRNA预处理试剂盒对总RNA进行预处理，

使用 rtStar 第一链 cDNA 合成试剂盒进行逆转录反应，严格按照试剂盒说明书进行操作。利用 Primer 5.0 设计

合成 tRF-His-GTG-037 及内参 U6 PCR 引物，序列如下：U6：F:5’-GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT-3’；
R:5’-CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT-3’tRF-His-GTG-037：F: 5’-GTCCGACGATCTAGACTGTGA-3’；R: 
5’-CGTGTGCTCTTCCGATCTAG-3’。PCR 反应体系如下：2 × Master Mix 5 µl、10 µM 的 PCR 特异上下

游引物各 0.5 µl、模板 2.0 µl 加水至总体积为 10 µl；反应条件：95℃，10 min；40 个 PCR 循环(95℃，10
秒；60℃，60 秒)。通过 2-ΔΔCt方法分析 tRF-His-GTG-037 的相对表达水平[11]。 

2.2.3. 生物信息学分析 
基于 miRanda [12]和 TargetScan [13]预测 tRF-His-GTG-037 的靶基因。对预测的靶基因的进行 GO 

(Gene Ontology)功能分析和 KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)通路分析，GO 分析用于描

述基因和基因产物属性(http://www.geneontology.org)，GO 分析包括生物过程(biological process, BP)、细

胞组成(cell composition, CC)和分子功能(molecular function，MF)。Fisher 检验用于计算每个 GO 的显著性

水平，P 值越小，GO 越显著。通路分析是利用 KEGG 数据库(https://www.genome.jp/kegg/pathway.html)
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对 tRF-His-GTG-037 功能进行分析，P 值(EASE 得分、Fisher-P 值或 Hypergeometric-P 值)表示与条件相

关的路径的显著性，P 值越小，通路越重要。 

2.3. 统计学分析 

所有数据均采用 GraphPad Prism 8.0 软件进行处理，Fisher 精确检验进行 GO 分析，EASE 得分、

Fisher-P 值或 Hypergeometric-P 值用于检验相关通路的显著性。两组之间 tRF-His-GTG-037 表达水平的比

较采用使用 t 检验，P < 0.05 被认为具有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. tRF-His-GTG-037 在 VSMC 表型转换过程中的表达 

为了进一步验证 tRF-His-GTG-037 在 VSMC 表型转换过程中的表达水平，采用荧光定量 PCR 检测其

水平，结果发现与正常 VSMC(1.18 ± 0.25)相比，tRF-His-GTG-037 在 PDGF-BB 诱导 VSMC 中的表达水

平(2.50 ± 0.40)明显升高，两组间差异具有统计学意义(t = 2.78, P = 0.008)。 

3.2. tRF-His-GTG-037 靶基因预测 

利用 miRanda [12]和 TargetScan [13]预测 tRF-His-GTG-037 的靶基因，结果显示共有 93 个靶基因。

根据查阅文献，其中 49 个基因与心血管疾病发病有关(见图 1)。目前国内外研究发现 Rac1 [14] [15]、组

织因子途径抑制物(tissue factor pathway inhibitor, TFPI) [16] [17]、细胞色素 P450 家族成员 1B1 (Recom-
binant Cytochrome P450 1B1, CYP1B1) [18]、TWIST1 [19]与 VSMC 的增殖、迁移有关。 
 

 
Figure 1. Target genes of tRF-His-GTG-037 related to cardiovascular 
disease 
图 1. 与心血管疾病相关 tRF-His-GTG-037 靶基因 
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Table 1. GO analysis of target gene tRF-His-GTG-037 (top 10) 
表 1. tRF-His-GTG-037 靶基因的 GO 分析(前 10 个) 

GO.ID Term Number of genes P value 

Biological process    

GO:0009966 regulation of signal transduction 23 0.000143 

GO:0071466 cellular response to xenobiotic stimulus 6 0.000147 

GO:0035556 intracellular signal transduction 21 0.000177 

GO:0048583 regulation of response to stimulus 27 0.000195 

GO:0010646 regulation of cell communication 25 0.000256 

GO:0023051 regulation of signaling 25 0.000271 

GO:0045834 positive regulation of lipid metabolic process 5 0.000394 

GO:0031952 regulation of protein autophosphorylation 3 0.000585 

GO:0007167 enzyme linked receptor protein signaling pathway 11 0.000640 

GO:0048585 negative regulation of response to stimulus 15 0.000704 

Cell composition    

GO:0005622 intracellular anatomical structure 63 0.000035 

GO:0070013 intracellular organelle lumen 31 0.000042 

GO:0031974 membrane-enclosed lumen 31 0.000042 

GO:0043233 organelle lumen 31 0.000042 

GO:0043231 intracellular membrane-bounded organelle 55 0.000055 

GO:0043227 membrane-bounded organelle 55 0.000271 

GO:0043229 intracellular organelle 57 0.000275 

GO:0005654 nucleoplasm 25 0.000297 

GO:0031981 nuclear lumen 27 0.000308 

GO:0031588 nucleotide-activated protein kinase complex 2 0.000739 

Molecular function    

GO:0016208 AMP binding 2 0.002418 

GO:0019900 kinase binding 8 0.014169 

GO:1901618 organic hydroxy compound transmembrane transporter activity 2 0.014842 

GO:0098772 molecular function regulator 13 0.017146 

GO:0008028 monocarboxylic acid transmembrane transporter activity 2 0.017909 

GO:0019899 enzyme binding 15 0.017976 

GO:0016712 oxidoreductase activity 2 0.023319 

GO:0140030 modification-dependent protein binding 3 0.023722 

GO:0019901 protein kinase binding 7 0.023816 

GO:0008395 steroid hydroxylase activity 2 0.024037 
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3.3. tRF-His-GTG-037 靶基因的 GO 分析 

为了进一步探讨 tRF-His-GTG-037 的功能，对 tRF-His-GTG-037 预测的靶基因进行 GO 分析，结果

发现生物过程(BP)富集项目 429 个，细胞成分(CC)富集项目 50 个，分子功能(MF)富集项目 29 个，这些

项目具有统计学意义(P < 0.05)。表 1 列出了每个部分的前 10 个富集项目和每个富集项目的差异表达基因

的数量，共有 161 个 BP 基因、377 个 CC 基因和 56 个 MF 基因。BP、CC 和 MF 的富集分数最高的项目

分别是信号转导调控(GO:0009966, P = 0.000143)、细胞内结构(GO:0005622, P = 0.000035)和 AMP 结合

(GO:0016208, P = 0.002418)。 

3.4. tRF-His-GTG-037 靶基因的通路分析 

条形图显示了显著富集通路的前十个富集分数(-log10(Pvalue))值(见图 2)，差异基因分别富集于昼夜

节律、脂肪细胞因子信号通路、非酒精性脂肪肝、长寿调节途径、肥厚型心肌病、DNA 复制、cAMP 信

号通路、AMPK 信号通路、蛋白酶体、酒精性肝病。 
 

 
Figure 2. Pathway analysis of target genes of tRF-His-GTG-037 (top 10) 
图 2. tRF-His-GTG-037 靶基因的通路分析(前 10 位) 

4. 讨论 

转运 RNA (transfer RNA, tRNA)是细胞内主要的 RNA 分子之一，通常由 73~93 个核苷酸组成，tRNA
具有保守的三叶草二级结构，在蛋白质合成过程中发挥关键作用。近年来研究表明在特定的细胞/组织

中成熟 tRNA 或 tRNA 前体经过核酸酶(如 Dicer、血管生成素)剪切，可以产生 tsRNAs [8]。越来越多的

研究发现 tsRNAs 与心肌炎、心房颤动、动脉粥样硬化(atherosclerosis，AS)、心肌缺血、主动脉夹层(aortic 
dissection，AD)等心血管疾病密切相关[20]。Wang 等人对急性期和恢复期暴发性心肌炎患儿血浆和配

对健康志愿者进行小 RNA 测序，结果发现暴发性心肌炎患儿急性期血浆中 tiRNA-Gln-TTG-001 表达水

平增高，其表达水平与高敏心肌肌钙蛋白和一些炎症标志物的值相关；体外模拟心肌炎细胞模型证实

心肌细胞可以释放 tiRNA-Gln-TTG-001；生物信息学分析发现 tiRNA-Gln-TTG-001 的潜在靶基因与肌

管分化和代谢有关，推测 Ras、MAPK、PI3K-Akt 信号通路可能对暴发性心肌炎的发病和进展产生关

键影响，凋亡和自噬，这些结果提示 tiRNA-Gln-TTG-001 可能在暴发性心肌炎发病中起重要作用[21]。
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利用高通量测序在房颤或不患有房颤的风湿性心脏病患者的三对心脏乳头肌中共鉴定出 219 个精确匹

配的 tsRNAs，其中 77 个 tsRNAs 发生了不同的变化[22]。利用动物模型发现心肌缺血期间 166 个 tsRNAs
上调，136 个 tsRNsA 下调，而热量限制可以调节 55 个 tsRNAs 的表达[23]。在 AS 斑块中发现的 315
个 tsRNAs 中，131 个和 184 个分别上调和下调，进一步研究提示 tRFGly-GCC 可能通过调节 VSMC 中

的细胞粘附、增殖、迁移和表型转化参与 AS 发病[24]。对正常和球囊损伤的大鼠颈总动脉进行小 RNA
测序结果发现 tRFs/tiRNAs 的表达谱在两组间有显著差异，tRNAGlnCTG 衍生片段(tRFGlnCTG)在受损颈总

动脉中过度表达，且丰度较高，在体外实验中，合成的 tRFGlnCTG 模拟物可促进大鼠 VSMC 的增殖和迁

移[25]。临床研究发现对照组相比，AD 患者主动脉组织中共有 41 个 tRFs/tiRNAs 表达失调(12 个上调，

29 个下调)，细胞实验证实 tRF-1:30-chrM.Met-CAT 可促进 VSMC 的增殖、迁移和表型转换[26]。另外

一项研究在人和小鼠 AD 模型中发现 5'-tiRNA-Cys-GCA 显著下调，体外实验发现 5'-tiRNA Cys-GCA
过度表达抑制了 VSMCs 的增殖和迁移，5'-tiRNA Cys-GCA 通过 STAT4 信号通路是主动脉夹层病理过

程的潜在调节因子[27]。利用高通量测序研究发现在增殖人主动脉平滑肌细胞中有 1838 个差异表达的

tsRNA，其中 887 个表达增加，951 个表达减少[28]。这些研究结果均提示 tsRNAs 在心血管疾病和 VSMC
增殖、迁移过程中发挥重要作用。tRF-His-GTG-037 是我们前期利用 RNA 测序技术在 VSMC 表型转化

过程中表达水平增高的一种 tsRNA，荧光定量 PCR 的结果显示 tRF-His-GTG-037 在 PDGF-BB 诱导的

VSMC 表达水平明显升高，进一步验证了测序结果，提示 tRF-His-GTG-037 可能参与了 VSMC 表型转

换过程。 
研究证实 tsRNAs通过结合mRNA发挥类似miRNA的作用(降解mRNA或使mRNA稳定)，或者 tsRNAs

与蛋白相互作用，进而影响蛋白的作用[8] [9]。本研究利用生物信息学预测了 93 个 tRF-His-GTG-037 的靶

基因，根据目前的研究报道其中 49 个基因与心血管疾病发病有关，其中 Rac1、TFPI、CYP1B1、TWIST1
基因与 VSMC 的增殖、迁移有关。Rac1 属于小 G 蛋白 Rho 家族，研究发现 Rac1 与 GTP 结合后可以调节

多种信号通路，进而调节肌动蛋白细胞骨架重组、细胞迁移[14]。Ashino 等人[15]研究证实在培养的大鼠主

动脉平滑肌细胞中，PDGF 刺激可快速促进 ATP7A 与 IQGAP1 和 Rac1 的结合，促进 VSMC 迁移和血管重

塑。TFPI 是一种抗凝蛋白，可以通过调节组织因子的活性发挥抗凝作用，有研究表明 TFPI 可以抑制细胞

凋亡抑制蛋白的表达进而诱导平滑肌细胞凋亡的作用[16]。有研究发现 TFPI 在 TNF-α 刺激的 VSMC 中具

有抗增殖作用[17]。国外一项研究采用从雄性 Cyp1b1+/+和 Cyp1b1-/-小鼠主动脉分离的 VSMC 进行体外实

验，结果发现在 Cyp1b1-/-小鼠的 VSMC 和用 4-羟基-2，2，6，6-四甲基哌啶-1-氧基(一种超氧化物歧化酶

和过氧化氢酶模拟物)处理的 Cyp1b1+/+小鼠的 VSMCs 中，血小板衍生生长因子-BB 诱导的迁移和增殖以

及 H2O2产生减弱，提示 Cyp1b1 在 VSMC 的增殖、迁移中发挥作用[18]。TWIST1 是调控细胞分化重要的

转录因子之一，体内和体外 SMC 表型转换过程中 TWIST1 蛋白水平显著升高，研究表明 TWIST1 上调参

与了血管平滑肌细胞表型转换的生物学过程。TWIST1 过表达促进 VSMC 的表型转换，而 TWIST1 的 siRNA
靶向阻止细胞转变[19]。提示 tRF-His-GTG-037 可能通过作用于 Rac1、TFPI、CYP1B1、TWIST1 靶基因发

挥功能。进一步通过 tRF-His-GTG-037 靶基因通路分析发现了显著富集通路，目前实验研究证实其中的

cAMP 信号通路[29]、AMPK 信号通路[30]在 VSMC 的增殖、迁移过程中发挥重要作用。综合以上研究提

示 tRF-His-GTG-037 可能通过 cAMP 信号通路、AMPK 信号通路发挥作用，但具体机制需要通过进一步的

实验来证实。 
综上所述，tRF-His-GTG-037 在 VSMC 表型转换表达水平增高，可能作用于 Rac1、TFPI、CYP1B1、

TWIST1 等靶基因通过 cAMP 信号通路、AMPK 信号通路在 VSMC 表型转换过程中发挥作用，这将为进

一步阐明 VSMC 表型转化的调控机制提供新的思路。 
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