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ｍｉＲ⁃２２１在Ｈ２Ｏ２诱导的大鼠心肌细胞

损伤中的作用及机制研究

符丽珍１，黄茂芹２，劳之勇１，肖孟生１，朱德康１

（１． 海南省农垦总医院内科，海口　 ５７０２０３；２． 海南省农垦总医院心血管内科，海口　 ５７０２０３）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 ｍｉＲ⁃２２１ 在过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）诱导的大鼠心肌细胞（Ｈ９ｃ２）损伤中的作用及机制研究。
方法　 ＭＴＴ 法检测不同浓度 Ｈ２Ｏ２ 对 Ｈ９ｃ２ 细胞的损伤作用，ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ｍｉＲ⁃２２１ 表达量。 通过 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００ 将 ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 及阴性对照转入 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞，并将实验分为 ４ 组，正常对照组，模型对照组（Ｈ２Ｏ２ 组），
阴性对照组（Ｈ２Ｏ２ ＋阴性对照组），抑制组（Ｈ２Ｏ２ ＋ ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组）。 ＭＴＴ 法检测细胞活力，吖啶橙染色检测

细胞凋亡情况，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂａｘ，Ｂｃｌ⁃２，１０ 号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源的基因蛋白（ＰＴＥＮ）及 ｐ⁃蛋
白激酶（ＡＫＴ）表达。 结果　 ０、２５、５０、１００、２００、４００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 对 Ｈ９ｃ２ 细胞活力的抑制作用逐渐加强，其中 ２００
μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 对细胞活力抑制程度适中，因此作为后续诱导剂量。 与正常对照组比较，模型对照组及阴性对照组

中 ｍｉＲ⁃２２１ 表达量显著上调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｈ９ｃ２ 细胞活力降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），细胞凋亡率显著提高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｂａｘ
及 ＰＴＥＮ 表达量上调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｂｃｌ⁃２ 及 ｐ⁃ＡＫＴ 表达量下调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与模型对照组及阴性对照组比较，抑
制组中 ｍｉＲ⁃２２１ 表达量显著下调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｈ９ｃ２ 细胞活力提高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），细胞凋亡率显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
Ｂａｘ 及 ＰＴＥＮ 表达量下调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｂｃｌ⁃２ 及 ｐ⁃ＡＫＴ 表达量上调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 ｍｉＲ⁃２２１ 低表达能显著抑制

Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞氧化应激损伤，与调控 ＰＴＥＮ ／ ＡＫＴ 信号通路有关。
【关键词】 　 ｍｉＲ⁃２２１；Ｈ９ｃ２ 心肌细胞；氧化应激；凋亡；ＰＴＥＮ ／ ＡＫＴ 信号通路
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ （Ｈ２Ｏ２） ｉｎ ｒａｔ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌｓ （Ｈ９ｃ２）． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ ｗａｓ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＭＴＴ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃２２１ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ｉｎｔｏ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ ｂｙ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００， ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，
ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ）， ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｈ２Ｏ２ ＋ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ）， ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （Ｈ２Ｏ２ ＋
ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ）． Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙ． Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ａｃｒｉｄｉｎｅ ｏｒａｎｇｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２， Ｂａｘ， ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ ｔｅｎｓｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇ ｄｅｌｅｔｅｄ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｔｅｎ （ＰＴＥＮ， ｐ⁃
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ （ＡＫＴ） ｗｅｒｅ ａｓｓａｙｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ０，２５，５０，１００，２００，４００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ Ｈ９ｃ２



ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｇｒａｄｕａｌｌｙ， ｏｆ ｗｈｉｃｈ ２００ ｍｏｌ ／ Ｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｍｏｄｅｒａｔｅ， ｓｏ ａｓ ａ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｄｏｓｅ．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒａｔ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ ＰＴＥＮ ｗａｓ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ ｐ⁃ＡＫＴ ｗａｓ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｐｒｏｖｅｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒａｒｙ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｄｏｗｎ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃２２１ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｈｉｂｉｔ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｄａｍａｇｅ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ， ｗｈｉｃｈ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＴＥＮ ／ ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ｍｉＲ⁃２２１； Ｈ９ｃ２ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌ； Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ； Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； ＰＴＥＮ ／ ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 在正常生理情况下，机体内氧自由基及活性

氧的生成和清除处于动态平衡，而在病理情况下，
活性氧的生成远大于机体清除能力后，会造成组

织和细胞氧化应激损伤。 大量研究证实，心血管

疾病心肌梗死，心力衰竭，心肌重塑，心肌缺血及

心肌缺血再灌注等病理条件下，机体会产生大量

的氧自由基及活性氧，造成心肌组织及细胞氧化

应激损伤，使得心肌细胞大量的凋亡或者坏死，加
重病情，并造成恶性循环。 其中细胞坏死一般是

发生在心肌缺血或者缺血再灌注的终末阶段，而
心肌细胞凋亡贯穿于整个心血管疾病病理过程。
因此，抑制氧化应激引起的心肌细胞凋亡，对于心

血管疾病的治疗将具有显著的改善作用［１， ２］ 。
ｍｉＲＮＡ 是一类具有 １８ ～ ２３ ｎｔ 氨基酸的保守的内

源性非编码 ＲＮＡ 分子，能结合于其下游靶基因

ｍＲＮＡ 的 ３’ＵＴＲ 端，进而对基因进行转录后水平

调控，从而参与细胞的生长，凋亡，增殖，凋亡，迁
移等生物学行为，也因此，ｍｉＲＮＡ 与多种疾病的发

生发展密切相关，包括心血管疾病［３， ４］ 。 但是

ｍｉＲＮＡ 在心血管疾病的氧化应激损伤中的研究较

少，所以本研究将选取一个 ｍｉＲＮＡ，探讨其在心肌

氧化应激中的作用。 研究已显示 ｍｉＲ⁃２２１ 在心肌

梗死，心力衰竭等高表达，且 ｍｉＲ⁃２２１ 与心肌氧化

应激密切相关［５ － ７］ ，但是具体的机制尚未见报道，
因此，本研究将探讨 ｍｉＲ⁃２２１ 在过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）
诱导的大鼠心肌细胞（Ｈ９ｃ２）损伤中的作用及具

体机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 试剂与仪器

大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２ 购于中国科学院上海细胞

库。 兔抗 Ｂａｘ，Ｂｃｌ⁃２，ＰＴＥＮ，ＡＫＴ，ｐ⁃ＡＫＴ，ＧＡＰＤＨ 单

克隆抗体购自美国 Ｅｐｉｔｍｉｃｓ 公司；辣根过氧化物酶

标记山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ ＋ Ｌ），ＢＣＡ 试剂盒购自碧云天

生物技术研究所；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００，ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒，
一步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；胎

牛血清，ＤＭＥＭ 培养基，ＭＴＴ 购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司。
ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（５’⁃ＧＡＡＡＣＣＣＡＧＣＡＧＡＣＡＡＵＧＵＡ
ＧＣＵ⁃３’） 及 ｍｉＲ⁃２２１ 阴 性 对 照 （ 正 义 链： ５ ’⁃
ＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ⁃３’，反义链：５’⁃ＡＣＧＵＧＡＣＡ
ＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ⁃３’）由广州市锐博生物科技有

限公司订购合成。 迷你双垂直电泳仪，迷你转印电

泳仪购自北京六一仪器厂；ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ ＸＲＳ 凝胶

成像系统购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司； Ｔｅｃａｎ Ｉｎｆｉｎｉｔｅ
Ｆ２００ ／ Ｍ２００ 型多功能酶标仪购自瑞士 ＴＥＣＡＮ 集团

公司；荧光显微镜购自德国 Ｌｅｉｃａ 公司。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 不同浓度的 Ｈ２Ｏ２ 处理 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞

将处于生长对数期的 Ｈ９ｃ２ 细胞接种于 ９６ 孔

板后，２４ ｈ 后，０、２５、５０、１００、２００、４００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２

作用 ４８ ｈ，采用 ＭＴＴ 法检测 Ｈ２Ｏ２ 对 Ｈ９ｃ２ 心肌细

胞活力的影响。
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞转染及分组

通过 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 将 ｍｉＲ⁃２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 及

阴性对照转染到 Ｈ９ｃ２ 细胞中，转染浓度分别为 ２００
ｎｍ 和 ２００ ｎｍ，６ ｈ 后换成含 １０％ 血清的 ＤＭＥＭ 培

养基，３７℃，ＣＯ２ 培养箱培养 ４８ ｈ，ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测

ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染效果。 另将实验分为 ４ 组，正
常对照组，模型对照组 （ Ｈ２Ｏ２ 组），阴性对照组

（Ｈ２Ｏ２ ＋ 阴性对照组），抑制组 （ Ｈ２Ｏ２ ＋ ｍｉＲ⁃２２１
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ⁃２２１ 表达量

采用 ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒提取总 ＲＮＡ，并检测 ＲＮＡ 纯

度。 接着一步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒将 ＲＮＡ 逆转录，最
后进行 ｒｅａｌｔｉｍｅ⁃ＰＣＲ，采用 ２ － △△ ｔ方法对目的基因进

行定量分析。 引物设计如下，ｍｉＲ⁃２２１ 上游引物：
５’⁃ ＧＧＧＣＡＴＧＡＡＣＣＴＧＧＣＡＴＡＣ⁃３’， 下游引物：５’⁃
ＡＧＧＴＡＧＣＣＴＧＡＡＡＣＣＣＡＧＣＡ⁃３’。 ＧＡＰＤＨ 上游引

物：５’⁃ＡＧＣＣＡＣＡＴＣＧＣＴＣＡＧＡＣＡ⁃３’，下游引物：５’⁃
ＴＧＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣＧＴＡＣＴ⁃３’。 引物分别加入 ２５
μＬ 的 ＰＣＲ 反应体系中，反应条件为 ９４℃变性 ４５ ｓ，
５９℃复性 ４５ ｓ，７２℃延伸 ６０ ｓ，共 ３５ 个循环。
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１􀆰 ２􀆰 ４　 ＭＴＴ 法检测细胞活力

按“１􀆰 ２􀆰 １”或 “１􀆰 ２􀆰 ２”方法处理细胞，将细胞

继续培养 ４８ ｈ，每孔加入终浓度为 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＭＴＴ
２０ μＬ，４ ｈ 后，将上清液弃掉，每孔加入 １５０ μＬ 的二

甲基亚砜，１０ ｍｉｎ 后，酶标仪 ５７０ ｎｍ 处测定 ＯＤ 值。
１􀆰 ２􀆰 ５　 吖啶橙染色检测细胞凋亡

按“１􀆰 ２􀆰 ２”方法处理细胞，将细胞继续培养 ４８
ｈ，收集细胞，并加入 １ × Ｂｕｆｆｅｒ Ａ 重悬细胞，接着将

细胞浓度调整为 １０６ ／ ｍＬ，取 ９５ μＬ 细胞悬液加入 ５
μＬ 的吖啶橙染液，并混合均匀，室温条件下避光染

色 １５ ｍｉｎ，后将细胞悬液接种于载玻片上，并盖上盖

玻片，于荧光显微镜下观察并拍照，利用 Ｉｍａｇｅ ｐｒｏ
ｐｌｕｓ６􀆰 ０ 软件分析图像计算细胞凋亡率（％ ）。 其中

正常细胞被均为染成黄绿色，而凋亡细胞胞质浓

缩，细胞核破碎成点状，呈致密浓染的绿色。
１􀆰 ２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ

按“１２􀆰 ２”方法处理细胞，将细胞继续培养 ４８
ｈ，收集细胞加入裂解液裂解 ３０ ｍｉｎ，离心，获得蛋白

样品。 用 ＢＣＡ 试剂盒检测蛋白浓度。 蛋白样品煮

沸变性 １０ ｍｉｎ，上样，进行十二烷基苯磺酸钠凝胶电

泳 １ ～ ２ ｈ，转膜 ３０ ～ ４０ ｍｉｎ，５％脱脂奶粉封闭 １ ｈ，
一抗溶液 （兔抗 Ｂａｘ， Ｂｃｌ⁃２， ＰＴＥＮ， ＡＫＴ， ｐ⁃ＡＫＴ，
ＧＡＰＤＨ 单克隆抗体，稀释度皆为 １ ∶ １００）４°Ｃ 孵育

过夜。 次日二抗溶液（辣根过氧化物酶标记山羊抗

兔 ＩｇＧ（Ｈ ＋ Ｌ），稀释度为 １∶ ２００）室温孵育 １ ｈ，并滴

加化学曝光液，于凝胶成像系统中曝光。
１􀆰 ３　 统计学方法

实验数据通过采用 ＳＰＳＳ１７􀆰 ０ 软件进行统计分

析，结果以均数 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，两组之间比

较采用 ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 Ｈ２Ｏ２ 对 Ｈ９ｃ２ 细胞活力的影响

如图 １ 所示， ０、２５、５０、１００、２００、４００ μｍｏｌ ／ Ｌ
Ｈ２Ｏ２ 处理 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 ４８ ｈ 后，ＭＴＴ 实验结果表

明，随着 Ｈ２Ｏ２ 剂量浓度的增加，Ｈ９ｃ２ 细胞活力逐渐

下降，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 在２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，
既能显著抑制 Ｈ９ｃ２ 细胞活力，又不会使大量细胞凋

亡，所以选此剂量浓度作为后续实验研究的诱导

剂量。
２􀆰 ２　 ｍｉＲ⁃２２１ 在 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞中的表

达量

与正常对照组（０􀆰 １８ ± ０􀆰 ０２）比较，模型对照组

（０􀆰 ９４ ± ０􀆰 ０９）细胞中 ｍｉＲ⁃２２１ 表达量显著提高，差
异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

注：与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 １　 Ｈ２Ｏ２ 对 Ｈ９ｃ２ 细胞活力的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ ｏｎ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ

２􀆰 ３　 ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 的转染效果

如图 ２ 所示，与正常对照组比较，模型对照组及

阴性对照组中 ｍｉＲ⁃２２１ 表达量显著提高，差异有显

著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型对照组及阴性对照组比

较，抑制组中 ｍｉＲ⁃２２１ 表达量显著降低，差异有显著

性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

注：（１）正常对照组；（２）模型对照组；（３）阴性对照组；（４）抑

制组；与正常对照组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与模型对照组及阴性对

照组比较，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ２　 ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 的转染效果

Ｎｏｔｅ． （１ ） ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； （ ２ ） ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； （ ３ ）
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；（４）ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ；Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ

ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

２􀆰 ４　 ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞

活力的影响

如图 ３ 所示，与正常对照组比较，模型对照组及

阴性对照组中细胞活力显著降低，差异有显著性（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）；与模型对照组及阴性对照组比较，抑制组

中细胞活力显著提高，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
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注：（１）正常对照组；（２）模型对照组；（３）阴性对照组；（４）抑

制组；与正常对照组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与模型对照组及阴性

对照组比较，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ３　 ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的

Ｈ９ｃ２ 细胞活力的影响

Ｎｏｔｅ． （１） ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； （２ ） ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； （３ ）
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； （ ４ ） ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｎ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｈ９ｃ２
ｃｅｌｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２

２􀆰 ５　 ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞

凋亡的影响

如图 ４ 所示，与正常对照组（３􀆰 ４７ ± ０􀆰 ３５） 比

较，模型对照组 （ ４５􀆰 ４９ ± ４􀆰 ５６ ） 及阴性对照组

（４３􀆰 ９７ ± ４􀆰 ４０）中细胞凋亡率显著提高，差异有显

注：（１）正常对照组；（２）模型对照组；（３）阴性对照组；（４）抑制组。

图 ４　 ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞凋亡的影响（× ２００）
Ｎｏｔｅ． （１）Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；（２）Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；（３）Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；（４）Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｎ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２

著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型对照组及阴性对照组比

较，抑制组（７􀆰 ２１ ± ０􀆰 ７２）中细胞凋亡率显著降低，
差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ６　 ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞

中 Ｂａｘ 及 Ｂｃｌ⁃２ 表达量的影响

如图 ５，与正常对照组比较，模型对照组及阴性

对照组中 Ｂａｘ 表达量上调，Ｂｃｌ⁃２ 表达量下调，差异

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型对照组及阴性对照组

比较，抑制组中 Ｂａｘ 表达量下调，Ｂｃｌ⁃２ 表达量上调，
差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

注：（１）正常对照组；（２）模型对照组；（３）阴性对照组；（４）抑制

组；与正常对照组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与模型对照组及阴性对照组

比较，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ５　 ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２

细胞中 Ｂａｘ，Ｂｃｌ⁃２ 表达量的影响

Ｎｏｔｅ． （ １ ） Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； （ ２ ） Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； （ ３ ）
Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；（４） Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ；Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ

ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｂａｄ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２
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２􀆰 ７　 ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞

中 ＰＴＥＮ 及 ｐ⁃ＡＫＴ 表达量的影响

如图 ６ 所示，与正常对照组比较，模型对照组及

阴性对照组中 ＰＴＥＮ 表达量上调，ｐ⁃ＡＫＴ 表达量降

低，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型对照组及阴

性对照组比较，抑制组中 ＰＴＥＮ 表达量下调，ｐ⁃ＡＫＴ
表达量上升，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

注：（１）正常对照组；（２）模型对照组；（３）阴性对照组；（４）抑

制组；与正常对照组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与模型对照组及阴性对

照组比较，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ６　 ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２

细胞中 ＰＴＥＮ 及 ｐ⁃ＡＫＴ 表达量的影响

Ｎｏｔｅ． （１） Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； （２） Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； （３ ）
Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； （ ４ ） Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＰＴＥＮ ａｎｄ ｐ⁃ＡＫＴ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２

３　 讨论

１９９３ 年 Ｌｅｅ 首次在研究线虫的发育调控过程

中发现了 ｍｉＲＮＡ，并命名为 Ｌｉｎ⁃４，尔后 ２０００ 年

Ｒｅｉｎｈａｒｔ 也在线虫发现了另一个 ｍｉＲＮＡ（Ｌｉｎｅ⁃７），
因此 ｍｉＲＮＡ 迅速的成为生命科学领域的关注热点。
ｍｉＲＮＡ 是一类长度约为 １８ － ２５ ｎｔ 的高度保守的小

ＲＮＡ，能通过与其靶基因的 ３’⁃ＵＴＲ 区域结合，调控

基因的转录后水平，从而参与细胞生长，增值，分化

与凋亡的调控，与机体的发育、代谢及众多疾病的

进展密切相关。 近些年研究发现 ｍｉＲＮＡ 与心肌梗

死，心力衰竭，心脏重构，心肌缺血再灌注等心血管

疾病的发生发展［８， ９］。 而且研究也进一步显示

ｍｉＲＮＡ 与心血管基本氧化应激损伤密切相关，如
Ｘｕ 等［１０］研究显示 ｍｉＲ⁃１９ｂ 在 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 心

肌细胞中高表达，下调 ｍｉＲ⁃１９ｂ 表达能显著抑制

Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞凋亡。 Ｌｉ 等［１１］ 研究显

示 ｍｉＲ⁃１３９ 在 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞中低表达，上
调 ｍｉＲ⁃１３９ 表达能显著抑制 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细

胞凋亡。 而 ｍｉＲ⁃２２１ 被发现较早，是从斑马鱼中获

得并克隆的 ｍｉＲＮＡ，后来又在白血病细胞株 ＨＬ⁃６０
进一步克隆获得。 ｍｉＲ⁃２２１ 一直以来都被认为具有

抑癌基因，在肺癌，乳腺癌，胃癌等多种肿瘤中高表

达，并与 ｍｉＲ⁃２２２ 是同一个 ｏｎｃｏ⁃ｍｉＲ，都位于 Ｘ 染色

体 ｐ１１􀆰 ３ 区［１２］。 而且 Ｓｏｕｚａ 等［５］ 研究也表明 ｍｉＲ⁃
２２１ 在心力衰竭高表达。 Ｃｏｓｋｕｎｐｉｎａｒ 等［６］ 研究证实

心肌梗死组织中多种循环 ｍｉＲＮＡ 表达量异常，其中

循环 ｍｉＲ⁃２２１ 表达量最高，是正常组的 ３􀆰 ８９ 倍，且
与心肌损伤标志物超敏心肌肌钙蛋白 Ｔ 及 ＧＡＲＣＥ、
Ｓｙｎｔｈａｘ 评分密切相关，提示循环 ｍｉＲ⁃２２１ 是心肌梗

死早期诊断新的标记物。 另外 ｍｉＲ⁃２２１ 与糖尿病心

肌氧化应激密切相关［７］，对缺氧再复氧引起的 Ｈ９ｃ２
细胞凋亡具有保护作用［１３］。 所以本研究推测 ｍｉＲ⁃
２２１ 与心肌氧化应激损伤密切相关。

Ｈ２Ｏ２ 作为活性氧中的一种，常常被用来模拟心

肌细胞、神经元细胞等细胞的氧化应激损伤模型，
因此本研究首先采用不同浓度 的 Ｈ２Ｏ２ 诱导心肌细

胞，并结合 ＭＴＴ 实验发现 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 能降低

Ｈ９ｃ２ 细胞一半活力，且此诱导剂量与以往文献报道

一致［１４， １５］，因此被用于后续实验诱导剂量。 接着利

用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞中 ｍｉＲ⁃
２２１ 的表达量，结果表明 Ｈ２Ｏ２ 组中 ｍｉＲ⁃２２１ 表达量

上升，与 Ｓｏｕｚａ 等［５］，Ｃｏｓｋｕｎｐｉｎａｒ 等［６］ 研究结果一

致，ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果进一步表明 ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染

的成功。 所以我们接着利用 ＭＴＴ 法及吖啶橙检测

ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞活力及

凋亡的影响，结果表明抑制组细胞活力显著提高，
细胞凋亡率显著降低，提示 ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对

Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞凋亡具有抑制作用。
细胞的凋亡受众多信号通路调控，ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ

７８中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ５ 月第 ２７ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ５



信号通路就是其中一种，其具有抗凋亡通路之称，
能通过调控下游多种靶蛋白如 Ｂａｘ 及 Ｂｃｌ⁃２ 的表

达，从而参与调控细胞生长、凋亡、分化、迁移、侵袭

及血管生成等过程［１６， １７］。 而同时 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号

通路上游蛋白 ＰＴＥＮ 是 ｍｉＲ⁃２２１ 的下游靶基因［１２］。
ＰＴＥＮ 能将三磷酸磷脂酰肌醇（ＰＩＰ３）去磷酸化为二

磷酸脂酰肌醇（ＰＩＰ２），从而负调控 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号

通路，在细胞凋亡中起重要作用。 研究显示 ｍｉＲ⁃
２２１ 通过调控 ＰＴＥＮ ／ ＡＫＴ 信号通路及 Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 的

表达参与多种肿瘤细胞的发生发展［１８⁃２０］。 所以本

研究继续探讨 ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的

Ｈ９ｃ２ 细胞中 ＰＴＥＮ ／ ＡＫＴ 信号通路的影响，结果表

明 ｍｉＲ⁃２２１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 能显著下调 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２
细胞中 ＰＴＥＮ 及 Ｂａｘ 表达，上调 ｐ⁃ＡＫＴ 及 Ｂｃｌ⁃２ 表

达，从而说明下调 ｍｉＲ⁃２２１ 表达能通过激活 ＰＴＥＮ ／
ＡＫＴ 信号通路，并调控下游蛋白表达，从而抑制

Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞凋亡。
综上所述，ｍｉＲ⁃２２１ 在 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞

中高表达，下调 ｍｉＲ⁃２２１ 表达能通过调控 ＰＴＥＮ ／
ＡＫＴ 信号通路，进而调节下游蛋白 Ｂａｘ 及 Ｂｃｌ⁃２ 表

达，从而抑制 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞凋亡。
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ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１４，３４ （６）：６９９
－ ７０９．

［１６］ 　 Ｍｉｙａｔａ Ｓ， Ｆｕｋｕｄａ Ｙ， Ｔｏｊｉｍａ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＴＲ ａｎｄ ＰＴＥＮ ｂｙ ｔｈｅ ｔｏｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ３ＥＺ， ２０Ａｃ⁃ｉｎｇｅｎｏｌ［ Ｊ］ ． Ｌｅｕｋ Ｒｅｓ， ２０１５，３９（９）：９２７
－ ９３２．

［１７］ 　 韩贵宾， 张寿， 孙薇薇， 等． 尼古丁抑制 ＭＩＡ 诱导的骨关节

炎软骨细胞凋亡［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０１６，２６（３）：４０ －
４５．

［１８］ 　 Ｚｈｕ Ｊ， Ｌｉｕ Ｆ， Ｗｕ Ｑ， ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ⁃２２１ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｐａｒｔｌｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＴＥＮ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０１５，３６（５）：１３７７
－ １３８３．

［１９］ 　 Ｙａｎｇ Ｗ， Ｙａｎｇ Ｙ， Ｘｉａ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ⁃２２１ Ｐｒｏｍｏｔｅｓ Ｃａｐａｎ⁃２
Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ Ｄｕｃｔａｌ Ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ Ｃｅｌｌｓ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ
Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＰＴＥＮ⁃Ａｋｔ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０１６，３８（６）：
２３６６ － ２３７４．

［２０］ 　 Ｙｅ Ｚ， Ｈａｏ Ｒ， Ｃａｉ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃２２１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｔｈｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｉｎｇ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ＢＩＭ⁃Ｂａｘ ／ Ｂａｋ
ａｘｉｓ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｔｕｍｏｕｒ Ｂｉｏｌ， ２０１６，３７ （４ ）：４５０９
－ ４５１５．

〔收稿日期〕２０１６ － ０９ － １４

８８ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ５ 月第 ２７ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ５


