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[摘　 要] 　 目的　 观察高表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 对体外培养的缺氧心肌细胞的保护作用及机制ꎮ 方法　 用携带 ｍｉ￣
ｃｒｏＲＮＡ￣２２ 的腺病毒载体和空载体转染体外缺氧条件下培养的原代心肌细胞ꎬ检测高表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 后心肌细

胞生物学特性的改变ꎮ 采用 ＭＴＴ 检测细胞活力ꎬＥｄＵ 检测细胞 ＤＮＡ 合成能力ꎬＣａｓｐａｓｅ￣３ 检测细胞凋亡情况ꎮ 结

果　 表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 的腺病毒载体成功转染原代心肌细胞ꎬ流式细胞仪检测绿色荧光蛋白阳性细胞比例>９５％ꎬ
高表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 从蛋白水平显著下调 ＰＴＥＮ 表达ꎮ 与空载腺病毒组相比ꎬ高表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 组细胞核增殖

明显增加ꎬ细胞生长更快ꎬ细胞活力增加ꎬ细胞凋亡减少ꎮ 结论　 体外高表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 能保护缺氧条件下的心

肌细胞ꎮ
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　 　 急性心肌梗死是心肌缺血坏死性疾病ꎬ严重危害

人民群众生命安全[１]ꎮ 心肌梗死后ꎬ大量心肌细胞由

于缺血、缺氧及细胞代谢障碍ꎬ最终发生细胞凋亡、坏
死、自噬或功能障碍[２￣５]ꎻ在长期左心室压力负荷下ꎬ
最终导致心室扩张及心力衰竭[６￣７]ꎮ 在急性心肌梗死

后ꎬ减少心肌细胞凋亡ꎬ延缓心室重构从而改善心功

能是 心 肌 修 复 的 关 键[８￣９]ꎮ 近 年 来 研 究 表 明

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 在人类或动物心脏疾病ꎬ如心肌缺血、心肌

肥厚中起重要的调节作用[１０￣１１]ꎮ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 是新

近发现的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 家族的一员ꎬ在心肌及骨骼肌中

广泛表达[１２￣１３]ꎮ 主动脉弓缩窄压力负荷模型中ꎬｍｉ￣
ｃｒｏＲＮＡ￣２２ 基因敲除小鼠心脏收缩功能失代偿更显

著ꎬ心脏扩张程度增加ꎬ同时心肌细胞编码骨架蛋白

的肌营养不良蛋白基因(Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ)、ＬＩＭ 域结合蛋

白 ３(Ｌｄｂ３)及肌联蛋白(Ｔｉｔｉｎ)表达减少ꎻ心肌对多巴

酚丁胺的正性肌力反应消失ꎬ胞浆内 Ｃａ２＋瞬变电流减

少ꎬ同 时 Ｃａ２＋ 依 赖 的 ＡＴＰ 酶 活 性 下 降ꎻ 提 示

ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 对于心脏应力条件下心肌细胞正常结

构维持及 Ｃａ２＋电流稳定起重要调节作用[１４￣１５]ꎮ 目前ꎬ
关于 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 对缺血缺氧心肌细胞的保护作用
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尚未见报道ꎮ 本研究中ꎬ我们用携带 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 的

腺病毒载体转染体外缺氧条件下培养的原代心肌细

胞ꎬ在体外观察高表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 对缺氧心肌细胞

的保护作用ꎬ为 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 进一步用于心肌修复提

供理论及实践基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ / ＢＬ６ 雄性乳鼠ꎬ１ ~ ３ 天龄ꎬ购自苏

州大学实验动物中心ꎬ正常饲料喂养ꎬ１２ / １２ 节律光

照ꎬ自由饮水ꎮ 本研究遵循美国国家卫生机构发布

的«实验动物保护和应用指南» (１９９６ 年修订)ꎻ所
有实验动物使用和实验操作遵循苏州大学附属第

一医院动物实验管理委员会的相应规定ꎮ
１.２　 仪器和试剂

超净工作台 (苏净集团安泰公司)ꎬＣＯ２ 培养箱

(Ｔｈｅｒｍｏ)ꎬ相差显微镜 (ＯＬＹＭＰＵＳ ＣＫ４０)ꎬ荧光显

微镜 (ＺＥＩＳＳ)ꎬ高速离心机(Ｈｅｖａｅｕｓ)ꎬ超低温冰箱

(Ｔｈｅｒｍｏ)ꎬ流式细胞仪(Ｔｈｅｒｍｏ)ꎮ
１.３　 小鼠原代心肌细胞分离培养和缺氧模型构建

无菌条件下取心脏ꎬ剪碎后加入 ０.２５％胰蛋白

酶 / ０.０２％ＥＤＴＡ 消化ꎬ分次收集消化液ꎬ离心后接种

于 ２５ ｃｍ２ 培养瓶ꎬ３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度孵箱中培

养ꎻ原代心肌细胞于缺氧实验前更换含 １％胎牛血

清的培养液培养 ２４ ｈ 后更换缺氧缓冲液ꎬ其后将细

胞置于配气(９５％Ｎ２ ＋５％ＣＯ２)饱和的容器中ꎬ３７℃
培养模拟缺氧环境ꎮ
１.４　 高表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 腺病毒载体转染细胞

腺病毒载体构建成功后ꎬ以不同 ＭＯＩ 转染心肌

细胞ꎬ采用 Ｔａｑｍａｎ ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 表达

水平ꎬ流式细胞仪检测绿色荧光 ＧＦＰ 强度ꎬ确定最

佳转染条件ꎻ进一步采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣
２２ 表达情况ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测下游 ＰＴＥＮ 蛋

白表达情况ꎮ 实验细胞分为空载腺病毒组和高表

达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 组ꎮ
１.５　 细胞活力测定

单细胞悬液接种于 ９６ 孔板内ꎬ待细胞贴壁生长

后ꎬ各孔加入 ＭＴＴ 工作液孵育ꎬ以二甲基亚砜(ＤＭ￣
ＳＯ)为空白对照ꎬ酶标分光光度计测定各孔光吸收

值ꎮ 测定结果与每孔内活细胞数呈正相关ꎬ可直接

反映出细胞活力ꎮ
１.６　 细胞 ＤＮＡ 合成能力测定

采用 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司的 Ｃｌｉｃｋ￣ｉＴ® ＥｄＵ 试剂盒检

测细胞 ＤＮＡ 合成情况ꎮ 按照试剂盒说明操作ꎬ当细

胞融合度达到 ６０％左右ꎬ加入浓度为 ２０ μｍｏｌ / Ｌ 的

ＥｄＵ 溶液ꎬ与细胞共同培养 １２ ｈ 后洗涤固定ꎬ破膜

显色ꎬ荧光显微镜下观察细胞 ＥｄＵ 表达情况ꎮ 蓝色

为细胞核ꎬ红色为核增殖细胞核ꎬ计数核增殖细胞

核数量即可反映细胞 ＤＮＡ 合成能力ꎮ 随机观察 １０
个视野ꎬ计算每个视野下 ＥｄＵ 阳性细胞的百分比ꎮ
１.７　 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 检测细胞凋亡活性

采用 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司的 Ｃａｓｐａｓｅ Ａｓｓａｙ Ｓｙｓｔｅｍ 比

色法检测半胱氨酸蛋白酶 ３(Ｃａｓｐａｓｅ￣３)活性ꎬ可反

映细胞凋亡情况ꎮ 具体操作流程见试剂盒说明ꎮ
取生长状态良好的细胞ꎬ经过洗涤及裂解后ꎬ将含

有裂解蛋白的细胞上清液取出ꎬ加入 ５０ μＬ 的反应

液及底物液ꎬ３７℃ 避光孵育 ４ ｈ 后用酶标仪在 λ ＝
４０５ ｎｍ 测定其吸光度ꎮ 以试剂盒中提供的裂解液

和反应液作为空白对照ꎮ 样品 ＯＤ 值＝所测 ＯＤ 值－
空白对照 ＯＤ 值ꎮ
１.８　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１７.０ 统计软件包完成所有数据的处

理ꎮ 计量资料用 ｘ ± ｓ 表示ꎬ组间均数比较采用

Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ￣Ｔ 检验ꎬ多组均数比较采用 ＡＮＯＶＡ 方差

分析ꎬ采用 χ２ 检验进行分析ꎬＰ<０.０５ (双侧)为差异

有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 高表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 腺病毒转染心肌细胞后

下调 ＰＴＥＮ 表达

采用高表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 的腺病毒载体转染原

代心肌细胞ꎬ流式细胞仪检测绿色荧光蛋白(ＧＦＰ)
阳性细胞比例>９５％ꎬ提示细胞成功表达共转染的

ＧＦＰ(图 １)ꎮ
转染后ꎬ进一步采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣

２２ 表达情况ꎬ结果提示高表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 的腺病

毒转染后ꎬ与空载腺病毒组相比ꎬｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 表达

明显升高 １０.７５ 倍ꎬ提示转染成功(图 ２)ꎮ
进一步Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果提示ꎬ高表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣

２２ 后ꎬ从蛋白水平显著下调 ＰＴＥＮ 表达ꎬ验证 ＰＴＥＮ 为

ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 调控的下游靶基因(图 ３)ꎮ
２.２　 高表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 增加心肌细胞 ＤＮＡ 合成

转染成功后ꎬＥｄＵ 检测两组细胞核增殖情况

(红色为 ＤＮＡ 合成阳性细胞核ꎬ蓝色为所有细胞

核)ꎮ 与空载腺病毒组相比ꎬ高表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 组

细胞核增殖明显增加(Ｐ<０.０５ꎻ图 ４)ꎮ
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图 １. 腺病毒转染阳性率

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ａｄｅｎｏ￣ｖｉｒｕｓ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ

图 ２. 腺病毒转染后 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 表达量

Ｆｉｇｕｒｅ ２. ＭｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ａｄｅｎｏ￣ｖｉｒｕｓ ｔｒａｎｓ￣
ｄｕｃｔｉｏｎ

图 ３. ＰＴＥＮ 蛋白表达情况

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ＰＴＥＮ ｐｒｏｔｅｉｎ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２.３　 高表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 增加心肌细胞活力ꎬ减少

细胞凋亡

ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 转染后对心肌细胞进行细胞学特性

观察ꎬ绘制细胞生长曲线ꎬ采用 ＭＴＴ 法检测细胞活力ꎬ
Ｃａｓｐａｓｅ￣３法检测细胞凋亡ꎮ 与空载腺病毒组相比ꎬ高
表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 组细胞活力增加ꎬ细胞生长更快(Ｐ<
０􀆰 ０５ꎬ图 ５)ꎻ细胞凋亡减少(Ｐ<０.０５ꎬ图 ５)ꎮ

图 ４. ＥｄＵ 检测细胞核增殖情况

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｃｅｌｌ ＤＮＡ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

３　 讨　 论

急性心肌梗死导致心室扩张及心力衰竭[６￣７]ꎮ
除传统药物外ꎬ在分子医学领域积极探索新的心肌

修复方法ꎬ是当前的研究热点ꎮ
近年来研究表明 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 在人类或动物心脏

疾病ꎬ如心肌缺血、心肌肥厚中起重要的调节作用ꎮ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ 是长约 ２１ ~ ２３ 个核苷酸的内源性非蛋白
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图 ５. 心肌细胞活力和凋亡

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

编码 ＲＮＡꎬ通过识别靶基因 ｍＲＮＡ 的 ３’端相应序

列ꎬ调节靶基因 ｍＲＮＡ 的翻译效率或稳定性ꎬ是重

要的转录后调控分子ꎬ参与调控体内的多种生理和

病理过程ꎬ包括细胞发育、分化、代谢、生长、增殖和

凋亡等[１０￣１１]ꎮ 目前已有众多 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 被发现与心

肌缺血后心肌修复密切相关ꎮ 研究表明[１２]ꎬ心肌缺

血再灌注损伤模型中ꎬ与对照组相比ꎬｍｉｃｒｏＲＮＡ￣４９４
高表达的转基因小鼠梗死面积显著减少ꎬ心功能明

显改善ꎬ其机制为抑制促凋亡基因 ＰＴＥＮ、ＲＯＣＫ１ 和

ＣａＭＫＩＩδ 表达ꎬ激活 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路ꎬ减少 Ｃａｓｐａｓｅ￣３
活性及 ＬＤＨ 释放ꎬ从而促进细胞生存ꎬ减少细胞凋

亡ꎮ 证实了在心肌缺血再灌注损伤模型中ꎬ采用外

源性基因导入方法调控 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 能够修复缺血后

受损的心肌ꎬ改善心功能ꎮ 更多研究发现ꎬ心肌缺

血后ꎬ过表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１ 能够促进心肌细胞凋亡ꎬ
其机制为抑制抗凋亡基因 Ｂｃｌ￣２ 和 ＩＧＦ￣１ 表达ꎬ诱导

细胞进入程序性凋亡过程ꎻ而过表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２１
能够减少细胞凋亡ꎬ其机制为干扰促凋亡基因

ＰＤＣＤ４ 和 ＡＰ￣１ 的活性ꎬ同时抑制 ＰＴＥＮ 和 ＳＰ￣１ 活

性ꎬ激活 ＥＲＫ￣ＭＡＰＫ 通路ꎬ从而促进细胞生存及细

胞因子的分泌ꎬ介导心肌梗死后心功能改善[１６￣１７]ꎮ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 作为新近发现的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 家族

的一员ꎬ在心肌及骨骼肌中广泛表达[１３￣１４]ꎮ ｍｉｃｒｏＲ￣
ＮＡ￣２２ 同时参与调控细胞生存及凋亡过程ꎮ 在体外

脑老化模型中ꎬ高表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 能够减少神经

元的降解ꎬ增强神经元的活性ꎻ能够保护神经元ꎬ减
少缺血再灌注损伤[１８￣１９]ꎮ

本研究发现ꎬ体外培养的原代心肌细胞高表达

ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 后ꎬ心肌细胞活力增加ꎬ细胞生长更

快ꎬ细胞 ＤＮＡ 增殖能力增强ꎬ缺氧诱导的细胞凋亡

减少ꎻ证实 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 可以保护缺氧条件下的心

肌细胞ꎮ 进一步分析发现ꎬ高表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 下

调 ＰＴＥＮ 蛋白表达ꎬ而 ＰＴＥＮ 基因参与多条细胞生

存相关通路ꎬ在调控细胞生存及凋亡过程中起重要

作用ꎮ 提示 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 这种细胞保护作用可能是

通过调节 ＰＴＥＮ 来实现的ꎮ
综上所述ꎬ体外培养的原代心肌细胞高表达

ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 后ꎬ心肌细胞活力增加ꎬ缺氧诱导的细

胞凋亡减少ꎻ高表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２２ 能减轻心肌细胞

缺氧损伤ꎮ
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