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摘要：目的 探讨微RNA⁃29b（miR⁃29b）在心肌缺血/再灌注（Ischemia/Reperfusion，I/R）损伤过程中是否发挥保护作用并探讨

其可能的调控机制。方法 通过100 μmol/L叔丁基过氧化氢（TBHP）诱导H9C2心肌细胞损伤构建 I/R细胞模型；分别设立正

常对照组，TBHP处理组，NC miRNA处理组，miR⁃29b类似物（mimic）处理组。通过实时荧光定量多聚核苷酸链式反应（qPCR）
检测各组心肌细胞内miR⁃29b表达量；人胆囊收缩素/缩胆囊素八肽（CCK⁃8）检测各组心肌细胞的存活率；蛋白质印迹法（West⁃
ern Blot）检测心肌细胞中凋亡蛋白和蛋白激酶B（Akt）蛋白磷酸化水平的改变。另一方面，将30只C57/B6小鼠（6~7周龄）逐

个编号，通过随机数字表法抽样，随机分为三组，设立 I/R组、NC miRNA处理组和miR⁃29b激动剂（agomir）处理组，其中miR⁃
29b agomir组小鼠预先给予miR⁃29b agomir治疗。结扎冠状动脉左前降支30 min，然后再灌注4 h建立心肌缺血再灌注动物模

型。通过埃文斯蓝（Evans）和2，3，5⁃氯化三苯基四氮唑（TTC）双重染色评估三组小鼠心肌梗死面积；qPCR检测各组小鼠心肌

组织内miR⁃29b表达量；蛋白质印迹法检测心肌组织内凋亡蛋白改变。结果 细胞层面：与TBHP处理组相比（65±3）%，上调

miR⁃29b表达可增加心肌细胞的存活率（85±3）%，下调心肌细胞凋亡蛋白表达（0.86±0.07）。进一步的蛋白质印迹法实验结

果表明：与TBHP处理组（0.81±0.05）相比，上调miR⁃29b能够抑制Akt蛋白磷酸化（0.41±0.02）。动物层面：miR⁃29b agomir处
理组小鼠心肌梗死面积（24 ± 3）%与 I/R组（62 ± 2）%相比明显减少，且心肌组织凋亡蛋白表达明显减少（0.32 ± 0.04）。结论

上调miR⁃29b表达可以减少缺血再灌注损伤引起的心肌细胞凋亡。miR⁃29b可能是通过调控靶基因Akt磷酸化水平，下调心

肌细胞凋亡水平，从而保护心脏。
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Abstract：Objective To investigate the changes on miR⁃29b expression in myocardial ischemia/reperfusion injury and to discuss
whether there will be protective effects on myocardial tissue after up⁃regulating miR⁃29b expression，as well as to elucidate its pos⁃
sible mechanism.Methods By inducing H9C2 cardiomyocyte injury by 100 μmol/L TBHP，the ischemia⁃reperfusion cell model
was established.Then the normal control group，TBHP⁃treated group，NC miRNA⁃treated group and miR⁃29b mimic⁃treated group
were established respectively.On the one hand，the expression of miR⁃29b in cardiomyocytes was detected by qPCR and the surviv⁃
al rate of cardiomyocytes in each group was measured by CCK⁃8.Besides，the changes of apoptotic proteins as well as the phosphor⁃
ylation of Akt protein in cardiomyocytes were detected by Western Blot.On the other hand，according to the method of random num⁃
ber table，30 C57/B6 mice（6 to 7 weeks old）were randomly divided into three groups：an Ischemia/Reperfusion（I/R）group，a
NC miRNA⁃treated group and a miR⁃29b agomir⁃treated group，mice in which were pretreated with miR⁃29b agomir.After anesthe⁃
tizing the mice，the left anterior descending coronary artery was ligated for 30 minutes，and then reperfused for 4 hours to establish
an animal model of myocardial ischemia⁃reperfusion.The myocardial infarction size of the three groups was evaluated by TTC and
Evan’s blue staining.The expression of miR⁃29b in the myocardial tissue of each group was detected by qPCR.And the apoptosis
protein in myocardial tissue was measured by Western Blot.Results Cell level：Compare with the TBHP⁃treated group（65±3）%，

up⁃regulation of miR⁃29b expression could increase myocardial cell viability（85 ± 3）% and down⁃regulate the expression cardio⁃
myocyte apoptosis protein（0.86 ± 0.07） .Further Western Blot results showed that compare with the TBHP⁃treated group（0.81 ±
0.05），miR⁃29b can inhibit Akt protein phosphorylation（0.41±0.02）.Animal level：Compared with I/R group（62±2）%，the myo⁃
cardial infarction size of mice treated with miR⁃29b agomir（24±3）%，and the expression of myocardial apoptosis protein were sig⁃
nificantly decreased（0.32±0.04）.Conclusion Overexpression of miR⁃29b can reduce myocardial cell apoptosis induced by isch⁃
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emia⁃reperfusion injury.miR⁃29b may protect the heart by regulating the phosphorylation level of the target gene Akt and down⁃reg⁃
ulating the level of myocardial apoptosis.
Key words：Reperfusion injury； Myocardial ischemia； Protein⁃serine⁃ threonine kinases； Apoptosis； Mice，inbred strains；
MicroRNA⁃29b； Akt signaling pathway

急性心肌梗死是冠状动脉急性、持续性缺血缺

氧所引起的心肌坏死［1］。近年来，随着各地区胸痛

中心的建立以及溶栓治疗、支架植入术的进步，急

性心梗病人的病死率明显降低［2］。但是，由于尚无

有效改善冠状动脉血管再灌注损伤的治疗方案，急

性心梗病人的预后受到影响。因此，本实验探究小

分子RNA在心肌缺血再灌注损伤中的作用，进一步

阐明心肌缺血再灌注损伤的病理过程，为临床治疗

心肌缺血再灌注损伤提供思路。

既往研究表明组织缺血再灌注损伤的潜在机

制主要包括自由基损伤，钙超载，白细胞激活和微

血管损伤等病理过程［3⁃5］。这些病理过程会造成大

量心肌细胞的凋亡和坏死，但是也为临床治疗提供

新的靶点。因此，深入研究心肌缺血再灌注损伤的

病理过程对减少急性心肌梗死病人PCI植入术后再

灌注损伤具有重要价值。

微RNA（miRNA）是短的单链RNA序列（通常为

19~23个核苷酸），广泛表达于生物系统中，其作用

为控制基因在多种生理和病理过程中的表达，因此

在转录后调控中具有关键作用［6⁃7］。Huang Z等［8］的

研究结果表明miR⁃29b通过作用于位于 1q21区域

的myeloid cell leukemia⁃1（MCL⁃1）蛋白从而调控脑

缺血再灌注损伤导致的神经细胞凋亡，然而尚没有

文献报道其在心肌缺血再灌注损伤中的作用，因此

在本实验中我们检测了miR⁃29b在心肌缺血/再灌

注（Ischemia/Reperfusion，I/R）损伤时的表达变化，同

时通过上调其表达水平明确探讨其在心肌缺血再

灌注损伤中的作用。

本研究于 2018年 2月至 2019年 2月成功构建

了缺血再灌注细胞模型以及心肌缺血再灌注动物

模型，通过上调miR⁃29b表达，观察miR⁃29b能否影

响缺血再灌注时心肌细胞的凋亡水平，并进一步明

确miR⁃29b在缺血再灌注损伤中发挥心脏保护作用

的具体信号通路，从而阐明miR⁃29b在心肌缺血再

灌注损伤中的作用及机制。

1 材料与方法

1.1 细胞与动物 H9C2心肌细胞系购于上海生化

细胞所，于 37 ℃、5%二氧化碳、饱和湿度培养箱中

培养，用含有 10%胎牛血清的DMEM培养液培养。

30只健康清洁级雄性C57/B6小鼠，6~7周龄，体质

量范围为16~18 g，购于上海斯莱克实验动物有限公

司，动物生产许可证编号：SCXK（沪）2012⁃0002。
1.2 主要试剂 miR⁃29b类似物（mimic）、NC miR⁃
NA、miR⁃29b激动剂（agomir）购于广州锐博生物有

限公司，叔丁基过氧化氢（TBHP）购于美国 sigma公
司，兔抗小鼠BCL2⁃Associated X的蛋白质（Bax）、B
淋巴细胞瘤⁃2（BCL⁃2）单克隆抗体均购于Abcam公

司；兔抗小鼠磷酸化蛋白激酶B（p⁃Akt）、蛋白激酶B
（Akt）单克隆抗购于CST公司；甘油醛⁃3⁃磷酸脱氢

酶（GAPDH）单克隆抗体、辣根过氧化物酶标记羊抗

兔 IgG均购于Bioworld公司；人胆囊收缩素/缩胆囊

素八肽（CCK⁃8）购于伯信生物公司；2，3，5⁃氯化三

苯基四氮唑（TTC）染色试剂购于 Solarbio 公司；总

RNA提取试剂盒（东洋纺）以及miR⁃29b、GAPDH引

物购于伯信生物公司；实时荧光定量多聚核苷酸链

式反应（qPCR）仪购于Eppendorf公司。

1.3 主要方法 通过 100 μmol/L TBHP诱导H9C2
心肌细胞损伤构建 I/R细胞模型；分别设立正常对照

组，TBHP处理组，NC miRNA处理组，miR⁃29b mimic
处理组。通过 qPCR检测各组心肌细胞内miR⁃29b
表达量；CCK⁃8检测各组心肌细胞的存活率；蛋白质

印迹法（Western Blot）检测心肌细胞中凋亡蛋白和

蛋白激酶B（Akt）蛋白磷酸化水平的改变。另一方

面，将 30只C57/B6小鼠（6~7周龄）逐个编号，按随

机数字表法分为三组：I/R组、NC miRNA处理组和

miR⁃29b agomir处理组，其中miR⁃29b agomir组小鼠

预先给予miR⁃29b agomir治疗。结扎冠状动脉左前

降支30 min，然后再灌注4 h建立心肌缺血再灌注动

物模型。通过埃文斯蓝（Evans）和TTC双重染色评

估三组小鼠心肌梗死面积；qPCR检测各组小鼠心

肌组织内miR⁃29b表达量；蛋白质印迹法检测各组

小鼠心肌组织内凋亡蛋白改变。

1.3.1 细胞活性测定 将 H9C2 心肌细胞以每孔

5 000个细胞浓度接种于 96孔板中，然后暴露于不

同浓度的 TBHP12 h后，通过CCK⁃8测定细胞存活

率，选择最为合适的TBHP浓度用于心肌细胞模型

构建。另一方面，通过上调miR⁃29b表达量明确其

对于心肌细胞活性的影响。CCK⁃8的具体方法为：

将CCK⁃8染料加入每个孔中并孵育 3 h。通过评估

490 nm处的吸光度来测量存活细胞数。为了实验
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结果的一致性，将CCK⁃8测定重复3次。

1.3.2 细胞及动物模型构建 通过CCK⁃8摸索适

宜浓度TBHP构建缺血再灌注细胞模型。通过吸入

异氟烷麻醉C57/B6小鼠，暴露气管，小动物呼吸机

辅助呼吸，从左侧第 4肋间进入胸腔，用 7⁃0滑线结

扎冠状动脉左前降支30 min，然后解开结扎线，冠状

动脉再灌注4 h，建立心肌缺血再灌注动物模型。再

灌注4 h后处死各组小鼠，部分心脏储存于-80 ℃冰

柜内，部分心脏用于TTC染色。

1.3.3 qPCR检测mRNA表达量 取出放置于-80 ℃
保存的各组心肌组织，提取心肌组织中总RNA并测

定总RNA浓度及纯度，按东洋纺逆转录试剂盒说明

书操作合成 cDNA，通过 Eppendorf MAS 荧光定量

PCR分析系统进行检测，以U6为参照，目的基因的

相对含量以2-ΔΔCt表示，引物序列见表1。
表1 PCR引物序列

基因

miR⁃29b

U6

引物序列

正向：5′⁃ACACTCCAGCTGGG⁃3′
反向：5′⁃TGGTGTCGTGGAGTCG⁃3′
正向：5′⁃CTCGCTTCGGCAGCACA⁃3′
反向：5′⁃AACGCTTCACGAATTTGCGT⁃3′

1.3.4 蛋白质印迹法检测 p⁃Akt、Akt、Bax 和BCL⁃2
的蛋白水平 通过细胞裂解液降解心肌组织及心

肌细胞蛋白，离心后取上清测定蛋白含量，经凝胶

电泳分离和转膜，5%脱脂奶粉室温封闭2 h，TBST洗

膜后分别加一抗GAPDH（1∶5 000）、p-Akt（1∶1 000）、
Akt（1∶1 000）、Bax（1∶1 000）和 BCL-2（1∶1 000），

4 ℃孵育过夜，二抗室温孵育 2 h，含吐温的三乙醇

胺缓冲盐水溶液（tris buffered saline + tween 20，
TBST）洗膜 3次后用化学发光试剂（electrochemilu⁃
minescence，ECL）显影曝光。Bax和BCL-2以GAPDH
蛋白条带作为参照，磷酸化的Akt以总Akt蛋白条带

作为参照，通过Bio⁃Rad凝胶成像系统扫描，Image
Lab图像软件定量分析每个条带灰度值。

1.3.5 心肌梗死面积计算 通过Evans和TTC双重

染色方法评估心肌损伤范围。在心肌再灌注结束

时，将0.2 mL 2％Evans蓝染料注入下腔静脉。当心

脏右侧变蓝时，迅速取出心脏，用 0.9%氯化钠溶液

冲洗，并在-20 ℃冷冻。制备 5个 1 mm厚的心脏切

片，并在1％TTC染料中37 ℃温育20 min。TTC染成

淡红色的活组织被定义为危险区（AAR）；伊文思蓝

染色的非缺血性心肌呈深蓝色；梗死区（INF）在染

色后显苍白色。评估同一切面各组小鼠心肌组织

梗死面积大小。

1.4 统计学方法 用 SPSS 22.0 统计软件进行分

析。数据采用 x̄ ± s表示，多组间比较采用单因素方

差分析（one⁃way ANOVA），组间两两比较采用Bon⁃
ferroni 校正的 t检验，以 P＜0.05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 心肌细胞内miR⁃29b的表达水平 在本研究

中，我们通过 qPCR检测转染不同类型小分子RNA
后心肌细胞内miR⁃29b的表达水平。实验结果提示

转染miR⁃29b mimic后，miR⁃29b的表达水平（450.83±
36.88）显著增加，且较NC miRNA组（1.43±0.10）、正
常对照组（1.29±0.20）明显上调（均P＜0.05）。
2.2 miR⁃29b表达水平对心肌细胞活性的影响

CCK⁃8 实验结果表明，100 μmol/L 和 200 μmol/L
TBHP组能够显著抑制心肌细胞活性（P＜0.05）结

果分别为（57 ± 7）%，（52 ± 4）%。给予 miR⁃29b
mimic治疗后心肌细胞存活率（85±3）%较NC miRNA
（64 ± 3）%及 TBHP细胞模型组（65 ± 3）%明显上升

（P＜0.05）。CCK⁃8 实验结果表明，上调 miR⁃29b
表达可以增加缺血再灌注损伤后心肌细胞的存

活率。

2.3 上调miR⁃29b可降低心肌细胞内凋亡蛋白表

达 蛋白质印迹法结果提示，与100 μmol/L TBHP处

理组Bax/BCL⁃2的比值（4.37 ± 0.37）相比，miR⁃29b
mimic处理组心肌细胞内Bax蛋白表达水平明显降

低，BCL⁃2蛋白表达水平明显升高（见图 1A），Bax/
BCL⁃2的比值（0.86 ± 0.07）明显的下调（P＜0.05，见
图 1B）。NC miRNA处理组心肌细胞凋亡蛋白Bax/
BCL⁃2的比值（4.26±0.41）较100 μmol/L TBHP处理

组无明显改变（P＞0.05，见图 1B）。这些实验结果

表明miR⁃29b可以显著降低心肌细胞凋亡水平，从

而保护心肌细胞。

2.4 上调miR⁃29b表达可能通过Akt信号通路调

控凋亡 通过检测各组心肌细胞中p⁃Akt、Akt蛋白

表达水平明确miR⁃29b在心肌细胞缺血再灌注损伤

中的具体调控机制。蛋白质印迹法结果提示TBHP
处理后心肌细胞内Akt磷酸化水平（0.81 ± 0.05）较

正常对照组（0.22±0.01）明显增高（P＜0.05）。上调

miR⁃29b表达后，miR⁃29b mimic组Akt蛋白磷酸化

水平（0.41 ± 0.02）较 TBHP 处理组明显降低（P＜

0.05）。这些实验结果表明miR⁃29b可能通过下调

Akt蛋白磷酸化水平，发挥缺血再灌注损伤时的心

脏保护作用。见图2。
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图1 miR⁃29b对于100 μmol/L叔丁基过氧化氢（TBHP）处理后心肌细胞凋亡蛋白Bax水平的影响：A为蛋白电

泳图；B为量化图
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注：μM即μmol/L。与对照组比较，aP＜0.05；与100 μmol/L TBHP组比较，bP＞0.05，cP＜0.05
图2 miR⁃29b对于100 μmol/L叔丁基过氧化氢（TBHP）处理后心肌细胞Akt蛋白磷酸化水平的影响：A为蛋白电泳

图；B为量化图

2.5 上调miR⁃29b表达可改善心肌梗死面积 Evans
蓝和TTC双重染色结果表明，I/R组小鼠（62±2）%和

NC miRNA处理组小鼠心肌梗死范围（60±4）%无明

显改变（P＞0.05），而给予miR⁃29b agomir处理（24±
3）%后可有效减少缺血再灌注导致的心肌梗死范

围，增加心肌细胞存活率（P＜0.05）。见图3。
2.6 上调miR⁃29b表达可减少心肌组织内凋亡相关

蛋白的表达 我们在动物模型中再次验证miR⁃29b
对于心肌组织凋亡的保护作用。蛋白质印迹法结果

提示，与 I/R组小鼠Bax/BCL⁃2的比值（3.31±0.24）和
NC miRNA 处理组小鼠 Bax /BCL⁃2 的比值（3.24 ±
0.32）相比，miR⁃29b agomir处理组小鼠心肌组织内

Bax蛋白表达明显降低，BCL⁃2蛋白表达水平明显升

高，因此，miR⁃29b agomir 处理组小鼠心肌组织内

Bax /BCL⁃2的蛋白比值（0.32 ± 0.04）明显下调（P＜

0.05，见图4），该结果表明上调miR⁃29b表达水平可

以显著降低缺血再灌注后心肌组织的凋亡水平。

3 讨论

急性心肌梗死是心血管危重症，病死率高，危

害性大，随着医疗技术的进步，我们已能够在心肌

梗死发病的早期就对其进行干预，临床上的治疗方

法包括：药物溶栓、支架介入和外科搭桥手术［9］。但

是对于心肌缺血再灌注损伤的机制尚未完全阐明，

影响临床上急性心肌梗死病人的预后。miRNA是

一类参与转录后基因表达调控的小分子RNA，已被

证明参与机体多种病理生理过程。因此，在本实验

中我们通过转染技术调控心肌缺血再灌注细胞及

动物模型中miR⁃29b表达水平，并进一步检测心肌

细胞凋亡水平以及信号通路改变，明确miR⁃29b在

心肌缺血再灌注损伤中的作用及其潜在机制。

既往已有大量研究表明miR⁃29b在不同疾病中

发挥重要的作用。有研究发现miR⁃29b可以靶向作
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图4 miR⁃29b激动剂（agomir）治疗对于心肌缺血再灌注损伤小鼠

心肌组织凋亡蛋白表达水平的影响：A为蛋白电泳图；B为量化图

用于Sp1蛋白，然后通过抑癌基因PTEN/Akt信号通

路抑制舌鳞状细胞癌中癌细胞的增殖，迁移和侵

袭［10］。另有研究结果表明miR⁃29b通过靶向磷脂酰

肌醇⁃3激酶（PI3K）/Akt信号传导途径调节血管紧张

素Ⅱ诱导的高血压大鼠肾纤维化过程［11］；Wu Y
等［12］的研究表明 miR ⁃1 和 miR ⁃29b 可通过抑制

PI3K/Akt信号通路，对心肌梗死后心室重构产生不

良影响。因此我们猜想miR⁃29b在心肌缺血再灌注

中发挥重要作用，且Akt信号通路是其发挥作用的

主要的信号通路。

在本实验中我们发现上调miR⁃29b表达能够有效

减少心肌组织以及心肌细胞中凋亡蛋白Bax的表达，

同时提高BCL⁃2蛋白的表达，这一结果表明miR⁃29b
在心肌缺血再灌注损伤中发挥抑制心肌细胞凋亡的

作用。进一步的实验表明，上调miR⁃29b表达能够

下调Akt蛋白磷酸化水平，因此我们推测miR⁃29b可
能通过调控Akt信号通路改善心肌缺血再灌注时心

肌细胞的凋亡，从而发挥心脏保护作用。

本实验的最大局限之处是没有设立Akt信号通

路激动剂处理组，因而尚不能说明一定是Akt信号通

路在miR⁃29b抗凋亡中发挥作用。因此对于miR⁃29b
通过Akt信号通路调控心肌细胞凋亡这一结论还有

待进一步研究。

综上所述，本研究给予心肌缺血再灌注模型

miR⁃29b处理，发现miR⁃29b组较 I/R组的心肌细胞

存活率、梗死面积均有明显改善，心肌细胞凋亡水

平降低，并且发现miR⁃29b能够降低Akt的蛋白磷酸

化水平，表明miR⁃29b可能通过该通路减少缺血再

灌注时的心肌细胞凋亡，从而保护心脏。

（本文图3见插图12⁃2）
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