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·论著·

微小 RNA-1 调节缺氧／复氧后 H9c2 心肌细胞 
凋亡的机制研究
李炳灿  周培森  殷佳娜  李章平
温州医科大学附属第一医院急诊科，浙江温州  325000
通信作者：李章平，Email：wzlizhangping@126.com

【摘要】 目的  探讨微小 RNA-1（miR-1）对缺氧 / 复氧（H/R）心肌细胞凋亡的调节作用。方法  体外培

养大鼠胚胎心脏组织来源心肌细胞株 H9c2，将处于对数生长期的细胞分为空白对照组、H/R 组、miR-1 模拟物

（mimics）+H/R 组、miR-1 抑制剂反义寡核苷酸（ASO）+H/R 组和微小 RNA 阴性对照片段（miRNA NC）+H/R

组。用含低浓度胎牛血清（FBS）的低糖 DMEM 培养基作为缺氧条件下的培养基，置于 37 ℃密闭无氧培养箱

中（95% N2 和 5% CO2）培养 12 h 后，再换取新鲜的含 5% FBS 的高糖 DMEM 培养基，置于 37 ℃密闭培养箱中

培养，建立心肌细胞 H/R 模型；空白对照组用含 10% FBS 的高糖 DMEM 培养基，于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培

养。miR-1 mimics+H/R 组、miR-1 ASO+H/R 组、miRNA NC+H/R 组分别于制模前在高糖培养基中加入相应转

染物，终浓度均为 50 nmol/L；空白对照组和 H/R 组不予转染处理。制模完成后，采用实时荧光定量聚合酶链

反应（qPCR）检测细胞 miR-1 的表达水平；采用蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测细胞凋亡相关蛋

白天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 9（caspase-9）、Bcl-2 和 Bax 的表达水平；应用流式细胞仪检测心肌细胞凋

亡情况。结果  与空白对照组相比，H/R 组心肌细胞中 miR-1 表达水平、caspase-9 和 Bax 的蛋白表达水平、细

胞凋亡率均明显升高，而 Bcl-2 表达水平明显下降，说明 H/R 心肌细胞中 miR-1 表达增加，凋亡水平升高。与

H/R 组相比，miR-1 mimics+H/R 组心肌细胞中 miR-1 表达水平、caspase-9 和 Bax 蛋白表达水平、细胞凋亡率

均进一步升高〔miR-1（2-ΔΔCt）：11.59±1.48 比 2.57±0.38，caspase-9 蛋白（caspase-9/β-actin）：2.59±0.12 比

1.56±0.20，Bax 蛋白（Bax/β-actin）：4.09±0.38 比 1.97±0.13，细胞凋亡率：（25.23±0.87）% 比（17.86±0.73）%，

均 P＜0.01〕，而 Bcl-2 蛋白表达水平则进一步下降（Bcl-2/β-actin：0.37±0.02 比 0.49±0.03，P＜0.01）；miR-1 

ASO+H/R 组 miR-1 表达水平、caspase-9 和 Bax 蛋白表达水平、细胞凋亡率显著下降〔miR-1（2-ΔΔCt）：1.16±0.06

比 2.57±0.38，caspase-9 蛋白（caspase-9/β-actin）：1.05±0.24 比 1.56±0.20，Bax 蛋白（Bax/β-actin）：0.93±0.11

比 1.97±0.13，细胞凋亡率：（11.19±0.85）% 比（17.86±0.73）%，均 P＜0.05〕，而 Bcl-2 的表达水平则显著升高

（Bcl-2/β-actin：0.84±0.17 比 0.49±0.03，P＜0.05）；miRNA NC+H/R 组 miR-1 表达，caspase-9、Bax 和 Bcl-2 蛋

白表达以及细胞凋亡率与 H/R 组比较差异均无统计学意义。结论  H/R 心肌细胞中 miR-1 表达增加、凋亡水

平升高，且 miR-1 可加剧心肌细胞凋亡。
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【Abstract】 Objective  To investigate the changes of cardiomyocyte apoptosis after hypoxia/reoxygenation (H/R)  
regulated  by microRNA-1  (miR-1).  Methods  Cardiomyocyte  strain H9c2  derived  from  rat  embryonic  heart  tissue 
were cultured in vitro. The cells in logarithmic growth phase were divided into blank control group, H/R group, miR-1  
mimics+H/R  group,  miR-1  inhibitor  antisense  oligonucleotide  (ASO)+H/R  group  and  microRNA  negative  control 
fragment (miRNA NC)+H/R group. The low sugar DMEM medium containing low concentration of fetal bovine serum (FBS) 
was used as the medium under anoxic condition. After being cultured in a closed anaerobic incubator at 37 ℃ (95% N2 and  
5% CO2) for 12 hours, the cells were cultured with the fresh high sugar DMEM medium containing 5% FBS in a closed 
incubator at 37 ℃ for reproducing cardiomyocyte H/R model. The blank control group was cultured in high glucose DMEM 
medium containing 10% FBS in 37 ℃ and 5% CO2 incubator. In miR-1 mimics+H/R group, miR-1 ASO+H/R group and  
miRNA NC+H/R group, the corresponding transfectants were mixed in high glucose DMEM medium and transfected into 
cells before H/R model was established, and the final concentration was 50 nmol/L. The blank control group and H/R group 
were added with DMEM medium at the same time. After the establishment of the model, the expression level of miR-1 was 
detected by real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction  (qPCR). The expression  levels of apoptosis-
related proteins caspase-9, Bcl-2 and Bax were detected by Western blotting, and cardiomyocyte apoptosis was detected  
by  flow cytometry.  Results  Compared with  the blank control group,  the expression  levels of miR-1, caspase-9 and 
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  微小 RNA（microRNA，miRNA）是一种长度约

为 18～22 个核苷酸的非编码小 RNA 分子，可以通

过靶 mRNA 的翻译或促进其降解，在转录后调控基

因的表达［1］。研究显示，多种miRNA参与心脏发育、

心肌重构、心肌细胞凋亡、心力衰竭等病理生理过 

程，在心血管系统中发挥重要作用［2-3］。微小RNA-1 

（microRNA-1，miR-1）是一种肌肉特异性的 miRNA，

优先在心肌和骨骼肌中表达。本课题组前期研究显

示，大鼠心肌缺血 /再灌注（ischemia/reperfusion，I/R）

后，循环血中 miR-1 表达升高，与心肌 I/R 损伤密切

相关［4］，但具体作用机制和靶基因尚不完全明确。

  心肌 I/R 损伤是心搏骤停后心肺复苏和心肌梗

死后血管再通时心肌损伤的主要病理生理机制［5］，

与细胞凋亡、炎症、中性粒细胞活化和氧化应激等

有关［6］。细胞凋亡在维持机体稳态以及在多种疾病

中发挥重要作用［7］。体内和体外实验均表明，细胞凋 

亡在心肌I/R损伤后发挥了重要作用［8-9］。本研究利 

用体外实验，通过缺氧 / 复氧（hypoxia/reoxygenation，

H/R）模拟心肌细胞I/R损伤，并调控心肌细胞miR-1 

表达，观察细胞凋亡及相关实验参数的变化，验证

miR-1 是否参与心肌细胞 H/R 后损伤。

1 材料与方法 

1.1  细胞来源：大鼠胚胎心脏组织来源心肌细胞株

H9c2 购于上海中科院细胞库。本实验中细胞培养、

制模等操作过程和涉及相关方法均符合伦理学要

求，并通过医院的伦理审批（审批号：2021528）。

1.2  细胞培养和转染：将 H9c2 细胞置于含 10% 胎

牛血清（fetal bovine serum，FBS）的高糖 DMEM 培养

基中，于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养。细胞生长至

70% 融合时，换液备用。取对数生长期细胞分为空

白对照组、H/R 组、miR-1 模拟物（mimics）+H/R 组、 

Bax protein and the apoptosis rate of cardiomyocytes were significantly increased, while the expression level of Bcl-2 was 
significantly decreased, which indicated that the expression of miR-1 and the level of apoptosis were increased in H/R 
group. Compared with H/R group, the expressions of miR-1, caspase-9 and Bax and the apoptosis rate of cardiomyocytes 
in miR-1 mimics+H/R  group were  further  increased  [miR-1  (2-ΔΔCt):  11.59±1.48  vs.  2.57±0.38,  caspase-9  protein 
(caspase-9/β-actin):  2.59±0.12  vs.  1.56±0.20,  Bax  protein  (Bax/β-actin):  4.09±0.38  vs.  1.97±0.13,  apoptosis 
rate:  (25.23±0.87)% vs.  (17.86±0.73)%, all P < 0.01], while  the expression of Bcl-2 was decreased  (Bcl-2/β-actin: 
0.37±0.02  vs.  0.49±0.03,  P  <  0.01).  The  expressions  of  miR-1,  caspase-9  and  Bax  and  the  apoptosis  rate  were 
significantly  decreased  in  miR-1  ASO+H/R  group  [miR-1  (2-ΔΔCt):  1.16±0.06  vs.  2.57±0.38,  caspase-9  protein 
(caspase-9/β-actin):  1.05±0.24  vs.  1.56±0.20,  Bax  protein  (Bax/β-actin):  0.93±0.11  vs.  1.97±0.13,  apoptosis 
rate:  (11.19±0.85)% vs.  (17.86±0.73)%,  all P  < 0.05], while  the  expression  of Bcl-2 was  increased  (Bcl-2/β-actin: 
0.84±0.17 vs. 0.49±0.03, P < 0.05). There was no significant difference in miR-1 expression, caspase-9, Bax and Bcl-2  
protein expressions, and apoptosis rate between H/R+miRNA NC group and H/R group.  Conclusion  The expression 
of miR-1 and level of apoptosis were increased in H/R cells, and miR-1 could aggravate cardiomyocyte apoptosis.

【Key words】  MicroRNA;  Ischemia/reperfusion injury;  Apoptosis;  Myocardia cytology
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miR-1抑制剂反义寡核苷酸（antisense oligonucleotide， 

ASO）+H/R组和miRNA阴性对照片段（negative control， 

NC）+H/R组。miR-1 mimics+H/R组、miR-1 ASO+H/R 

组和miRNA NC+H/R组分别于制模前将相应转染物 

混于高糖 DMEM 培养基中，通过 Lipofectamine 3000

试剂转染入细胞，终浓度均为 50 nmol/L；空白对照

组和 H/R 组不给予转染处理。

1.3  细胞 H/R 模型制备：选取含 1% FBS 的低糖

DMEM 培养基作为缺氧条件下的培养基，将已铺满

的 H9c2 细胞换上缺氧条件下的培养基，置于 37 ℃

无氧培养箱中（95% N2 和 5% CO2），培养 12 h 后，弃

去缺氧条件下的培养基，再换取新鲜的含5% FBS的

高糖 DMEM 完全培养基，将细胞置于 37 ℃培养箱 

中，继续培养 2 h 完成制模。空白对照组细胞用含

10% FBS的高糖DMEM培养基，于37 ℃、5% CO2 培 

养箱中培养。制模完成后进行相应细胞检测。

1.4  实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative poly-

merase chain reaction，qPCR）检测细胞 miR-1 表达：

用TRIzol 提取细胞总RNA并检测其浓度和纯度，甲 

醛变性琼脂糖凝胶电泳检测总RNA的完整性。反转

录合成 cDNA 后进行实时荧光 qPCR 检测，以 U6 作 

为内参。qPCR 扩增条件：95 ℃预变性 15 min；95 ℃  

10 s，60 ℃ 30 s，45 个循环。引物均由上海生工生物

工程有限公司设计合成。以空白对照组表达量为1， 

采用 2-ΔΔCt 法计算目的基因的表达量。

1.5  原位末端缺刻标记法（TdT-mediated dUTP nick- 

end labeling，TUNEL）检测细胞凋亡：细胞爬片后用

4%多聚甲醛固定，磷酸盐缓冲液（phosphate buffered  

saline，PBS）洗 2 次，加含 0.2% 曲通Ⅹ-100 的 PBS，

室温孵育 5 min，PBS 洗 2 次，加入 TUNEL 检测液，

37 ℃下避光孵育 60 min，4'，6-二脒基-2-苯基吲哚
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（4'，6-diamidino-2-phenylindole，DAPI）复染，倒置荧光 

显微镜下计数每个视野 TUNEL 阳性细胞，计算凋亡 

率（凋亡率＝TUNEL阳性细胞数/视野细胞核总数）。

1.6  流式细胞仪检测细胞凋亡：用胰酶消化并收集

细胞，PBS 洗涤 2 次，用缓冲液重悬细胞并调整细胞

密度至 1×106/mL，将细胞转移至流式专用管中，加

入荧光标记的膜联蛋白Ⅴ（AnnexinⅤ）和碘化丙啶

（propidium iodide，PI）试剂各 5 μL，室温下避光孵育

15 min，应用流式细胞仪检测。

1.7  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测天

冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 9（caspase-9）、Bcl-2、 

Bax 的蛋白表达：提取细胞总蛋白，用 BCA 法定量。

细胞蛋白经凝胶电泳、电转移和缓冲液封闭后，加

入 一 抗 Bcl-2（1∶500）、Bax（1∶1 000）、caspase-9

（1∶1 000）或β-肌动蛋白（β-actin，1∶1 000），4 ℃ 

孵育过夜。洗膜后加入二抗（1∶500），常温孵育2 h。

再次洗膜后，加入 1 mL 电化学发光试剂与膜充分接

触，使用成像系统进行图像采集。以目的蛋白条带

与内参β-actin 蛋白条带吸光度（absorbance，A）值

的比值表示目的蛋白的表达量。

1.8  统计学方法：应用 SPSS 19.0 软件进行统计分

析。计量资料均符合正态分布，以均数 ± 标准差

（x±s）表示，组间比较采用单因素方差分析，并采用 

Bonferroni 校正。P＜0.05 为差异具有统计学意义。

2 结 果 

2.1  miR-1 表达（表 1）：与空白对照组比较，H/R 组 

H9c2 细胞 miR-1 表达水平显著升高（P＜0.05）。与

H/R 组比较，miR-1 mimics+H/R 组细胞 miR-1 表达

水平进一步升高，miR-1 ASO+H/R 组 miR-1 表达水

平则明显下降（均 P＜0.05）；而 miRNA NC+H/R 组

与 H/R 组比较差异无统计学意义（P＞0.05）。

2.2  细胞凋亡检测结果

2.2.1  TUNEL 染色结果（图 1）：与空白对照组比较， 

H/R 组 TUNEL 阳性细胞显著增加。与 H/R 组比较，

miR-1 mimics+H/R组TUNEL阳性细胞进一步增加，

miR-1 ASO+H/R组TUNEL阳性细胞则明显减少；而 

miRNA NC+H/R 组与 H/R 组无明显差异。

表 1　各组 H9c2 细胞 miR-1 表达 
及细胞凋亡率比较（x±s）

组别
样本数

（孔）

miR-1 表达

（2-ΔΔCt）

细胞凋亡率

（%）

空白对照组 3 1 13.74±2.36
H/R 组 3   2.57±0.38 a   17.86±0.73 a

miR-1 mimics+H/R 组 3 11.59±1.48 b   25.23±0.87 b

miR-1 ASO+H/R 组 3   1.16±0.06 c   11.19±0.85 c

miRNA NC+H/R 组 3 3.05±0.66 16.83±0.94

注：H/R 为缺氧 / 复氧，miR-1 mimics 为微小 RNA-1（miR-1）模

拟物，miR-1 ASO 为 miR-1 抑制剂反义寡核苷酸，miRNA NC 为微小 

RNA 阴性对照片段，H9c2 细胞为大鼠胚胎心脏组织来源心肌细胞

株；与空白对照组比较，aP＜0.05；与 H/R 组比较，bP＜0.01，cP＜0.05

图 1　倒置荧光显微镜下观察各组大鼠胚胎心脏组织来源心肌细胞株 H9c2 凋亡情况　4'，6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）标记的细胞核呈
蓝色荧光，原位末端缺刻标记法（TUNEL）标记的凋亡细胞呈绿色荧光。空白对照组偶见凋亡细胞；缺氧 / 复氧（H/R）组凋亡细胞较空白
对照组增多；微小 RNA-1（miR-1）模拟物（mimics）+H/R 组凋亡细胞较 H/R 组进一步增多；miR-1 抑制剂反义寡核苷酸（ASO）+H/R 组凋
亡细胞较 H/R 组明显减少；而微小 RNA 阴性对照片段（miRNA NC）+H/R 组凋亡细胞与 H/R 组无明显差异　TUNEL 染色　低倍放大
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2.2.2  流式细胞仪检测结果（表 1；图 2）：与空白

对照组比较，H/R组细胞凋亡率显著升高（P＜0.05）。

与 H/R 组比较，miR-1 mimics+H/R 组细胞凋亡率进

一步升高，miR-1 ASO+H/R 组细胞凋亡率则显著下

降（均 P＜0.05）；而 miRNA NC+H/R 组与 H/R 组比 

较差异无统计学意义（P＞0.05）。

2.3  凋亡相关蛋白表达（图 3～4）：与空白对照组

比较，H/R 组细胞 caspase-9 和 Bax 蛋白表达水平显

著升高，Bcl-2 蛋白表达水平显著下降（均 P＜0.05）。

与H/R组比较，miR-1 mimics+H/R组 caspase-9、Bax 

蛋白表达水平进一步升高，Bcl-2 蛋白表达水平进一 

步下降（均P＜0.01）；miR-1 ASO+H/R组凋亡相关蛋

白表达水平则表现出与 miR-1 mimics+H/R 组相反 

的变化趋势；而 miRNA NC+H/R 组与 H/R 组凋亡相 

关蛋白表达水平差异无统计学意义（均 P＞0.05）。

3 讨 论 

  miRNA 参与心血管的发育过程和心血管疾病

的发生发展［10-11］。在I/R损伤的发生发展中，miRNA 

起着重要作用。研究表明，在冠心病的病理过程中，

miR-126表达减少可增强内皮炎症反应，miR-199下

调可促进心肌缺氧，心肌梗死后抑制 miR-92 可促进 

心脏血管生成［12-13］；Zhai 等［14］研究发现，miR-206

过表达可明显减少心肌梗死面积，抑制 I/R 损伤诱

导的心肌细胞凋亡；还有研究表明，miR-378 抑制了

注：H/R 为缺氧 / 复氧，miR-1 mimics 为微小 RNA-1（miR-1）模拟物，miR-1 ASO 为 miR-1 抑制剂反义寡核苷酸，miRNA NC 为 
微小 RNA 阴性对照片段，H9c2 细胞为大鼠胚胎心脏组织来源心肌细胞株，Annexin Ⅴ-FITC 为膜联蛋白Ⅴ-异硫氰酸荧光素， 
PI 为碘化丙啶；左下象限代表活细胞，左上象限代表裸核细胞，右下象限代表凋亡早期细胞，右上象限代表凋亡晚期或死亡细胞

图 2  流式细胞仪检测各组 H9c2 细胞凋亡情况

注：H/R 为缺氧 / 复氧，miR-1 mimics 为微小 RNA-1（miR-1）模拟物，miR-1 ASO 为 miR-1 抑制剂反义寡核苷酸，miRNA NC 为 
微小 RNA 阴性对照片段，H9c2 细胞为大鼠胚胎心脏组织来源心肌细胞株，caspase-9 为天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 9， 

β-actin 为β-肌动蛋白；与空白对照组比较，aP＜0.05，bP＜0.01；与 H/R 组比较，cP＜0.01，dP＜0.05

图 3  各组 H9c2 细胞凋亡相关蛋白表达比较

H/R 为缺氧 / 复氧，miR-1 mimics 为微小 RNA-1（miR-1）模拟物，
miR-1 ASO 为 miR-1 抑制剂反义寡核苷酸，miRNA NC 为微小 RNA
阴性对照片段，H9c2 细胞为大鼠胚胎心脏组织来源心肌细胞株， 

caspase-9为天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶9，β-actin为β-肌动蛋白

图 4  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测 
各组 H9c2 细胞凋亡相关蛋白表达
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心肌细胞中caspase-3表达，减轻了I/R损伤［15］。说明 

miRNA 在心肌细胞损伤和保护中具有重要作用。

  目前针对 miR-1 与心脏关系的研究较深入。研

究表明，缺血后适应可抑制 I/R 损伤诱导的 miR-1

上调，而 miR-1 下调可防止连接蛋白 43 的减少和再

分布，起到心肌保护作用［16］。miR-1 还可通过刺激

Bcl-2 调节硫化氢，对抗 I/R 损伤诱导的心肌细胞凋

亡［17-18］。此外，miR-1 可通过增加小鼠细胞凋亡加 

重 I/R损伤，而抑制miR-1会减轻 I/R损伤［19］。还有

研究显示，增加 miR-1 表达会减少抗凋亡蛋白 Bcl-2 

和热休克蛋白 60 表达，而与 miR-1 调控方向相反的

miR-133 则会减少促凋亡蛋白 caspase-9 表达［20-21］。

因此，有效抑制 miR-1 是保护心肌细胞的可行思路。

  Bcl-2 是一种重要抗凋亡蛋白，影响细胞色素 C

释放，进而影响 caspase-9 依赖型细胞凋亡通路，防

止细胞凋亡，保护组织器官［22］。Bax 也是细胞凋亡

内在途径核心调节因子，通过上述通路促进细胞凋

亡［23］。本研究中采用改良 H9c2 细胞 H/R 模型模拟

心肌细胞 I/R 损伤，发现细胞凋亡增加；转染 miR-1  

mimics 后心肌细胞促凋亡蛋白 Bax 增加，抗凋亡蛋

白 Bcl-2 减少，活化了 caspase-9 依赖型细胞凋亡通

路，使凋亡水平升高；转染miR-1 ASO后促凋亡蛋白

Bax 减少，抗凋亡蛋白 Bcl-2 增加，抑制了 caspase-9 

依赖型细胞凋亡通路，使凋亡水平降低。提示调节

miR-1 表达可调节心肌细胞凋亡，过表达 miR-1 会

加剧细胞凋亡，减少 miR-1 表达则可抑制细胞凋亡。

  综上所述，心肌细胞H/R后miR-1表达增加，引

起凋亡水平升高，其机制可能与通过 Bax/Bcl-2 调节 

caspase-9 依赖型细胞凋亡通路有关，为 miR-1 的临

床应用研究提供了可靠的实验依据。
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