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　　【摘要】　目的：探索心肌梗死相关微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲ）６７８的功能及其调

控的下游靶基因。　方法：利用Ｈ２Ｃ９心肌细胞建立缺血缺氧模型，研究Ｈ２Ｃ９细胞氧

糖剥夺后ｍｉＲ６７８的表达；利用细胞转染技术过表达ｍｉＲ６７８，检测Ｈ２Ｃ９细胞增殖情

况；在ｍｉｃｒｏＲＮＡ数据库中，寻找ｍｉＲ６７８可能结合的下游靶基因的３′非编码序列，并利

用细胞转染技术在Ｈ２Ｃ９细胞中导入外源性ｍｉＲ６７８模拟物或者抑制剂，验证ｍｉＲ６７８

对靶基因的调控。　结果：ｍｉＲ６７８可促进Ｈ２Ｃ９细胞增殖，在心肌细胞缺血后下调；数

据库检索发现ｍｉＲ６７８序列能配对ＦｏｘＰ１基因ｍＲＮＡ的３′序列；在Ｈ２Ｃ９细胞中导入

外源性ｍｉＲ６７８模拟物能下调ＦｏｘＰ１蛋白，而导入外源性ｍｉＲ６７８抑制剂能上调ＦｏｘＰ１

蛋白。　结论：缺血心肌细胞ｍｉＲ６７８的表达水平下调，ｍｉＲ６７８在心肌细胞中可能的

下游靶点为ＦｏｘＰ１蛋白。
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　　微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲ）具有一定的组织

细胞特异性，与疾病的发生和发展密切相关［１］，参与

心肌肥大、心肌纤维化、心律失常和心肌梗死等多

种疾病过程［２６］。本研究通过建立Ｈ２Ｃ９心肌细胞

氧糖剥夺模型，获得缺血心肌细胞，并通过芯片技

术分析心肌细胞差异ｍｉＲＮＡ，探讨ｍｉＲ６７８在心

肌细胞中的功能和其下游靶基因。

１　材料与方法

１．１　实验材料

ＲＮＡ提取试剂 ＴＲＩｚｏｌ（瑞士 Ｒｏｃｈｅ公司）；
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ＲＮＡ逆转录试剂盒（日本ＴａＫａＲａ公司）；实时荧光

定量ＰＣＲ试剂盒（日本ＴａＫａＲａ公司）；ＣＣＫ８细

胞增殖试剂盒（中国碧云天公司）；ＢＣＡ蛋白浓度测

定试剂盒（中国碧云天公司）；脂质体转染试剂

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＦｏｘＰ１

抗体（中国生工生物工程公司）；羊抗兔二抗（中国

麦约尔公司）；Ｈ２Ｃ９心肌细胞（中国科学院上海生

命研究院细胞库）。

１．２　方法

１．２．１　分组　为研究 ｍｉＲ６７８在Ｈ２Ｃ９心肌细胞

氧糖剥夺模型中的表达变化，将细胞分为氧糖剥夺

组、对照组。为研究ｍｉＲ６７８对Ｈ２Ｃ９心肌细胞增

殖的影响，将细胞分为过表达ｍｉＲ６７８组、对照组，

每组样品分别在培养２４ｈ和４８ｈ时检测。为研究

ｍｉＲ６７８对Ｈ２Ｃ９心肌细胞中ＦｏｘＰ１蛋白的调控，

将细胞分为 ｍｉＲ６７８抑制剂组、抑制剂对照组、

ｍｉＲ６７８过表达组、过表达对照组。

１．２．２　制备心肌细胞氧糖剥夺模型　将长势良好

的Ｈ２Ｃ９细胞接种到６孔板内，贴壁生长至７０％覆

盖培养板底面，更换培养基为含１０％胎牛血清的无

糖培养基，将细胞放入Ｈｙｐｏｘｉａ缺氧培养罐（美国

ＳｔｅｍＣｅｌｌ公司）中，注入纯氮气充分赶出空气，置于

３７℃细胞培养箱内继续培养４ｈ后取出。

１．２．３　心肌细胞ＲＮＡ提取及逆转录　ＴＲＩｚｏｌ直

接裂解Ｈ２Ｃ９心肌细胞，按照操作说明提取细胞总

ＲＮＡ，紫外吸收法测定ＲＮＡ浓度。应用逆转录试

剂盒，将ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ。

１．２．４　荧光定量ＰＣＲ分析　采用２０μＬ体系进行

ＰＣＲ扩增，扩增条件：９５℃预变性３０ｓ，９５℃变性

５ｓ，６０℃退火２０ｓ，７２℃延伸２０ｓ，４０个循环后，获

得样本Ｃｔ值，采用２ΔＣｔ法计算目的基因的相对表

达量。

定量引物序列ｒｎｏｍｉＲ６７８ＲＴ：５′ＣＴＣＡＡＣ

ＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡＴＴＣＡＧＴＴＧＡＧＣＣＴ

ＣＣＡＧＴ３′；ｒｎｏｍｉＲ６７８Ｆ：５′ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧ

ＧＧＧＴＣＴＣＧＧＧＧＣＡＡＧＧＡＣ３′。

１．２．５　细胞转染　将长势良好的Ｈ２Ｃ９细胞接种

到６孔板内，贴壁生长至７０％覆盖培养板底面，更

换新培养基，配制ＲＮＡ／脂质体转染混悬液，滴加入

培养孔中，ｍｉＲ６７８过表达组转入ｍｉＲ６７８模拟物，

ｍｉＲ６７８抑制剂组转入ｍｉＲ６７８抑制剂，两对照组

各转入模拟物对照或抑制剂对照（每组转染剂量均

为１００ｐｍｏｌ／孔）。转染４８ｈ后，收集细胞。

１．２．６　细胞增殖　将长势良好的Ｈ２Ｃ９细胞接种

到９６孔板内，按每孔约１０００个细胞接种，第２天

更换新培养基，配制ＲＮＡ／脂质体转染混悬液，滴加

入培养孔中，ｍｉＲ６７８过表达组转入ｍｉＲ６７８模拟

物，对照组转入随机序列模拟物（各组转染剂量

１０ｐｍｏｌ／孔）。分别继续培养２４ｈ与４８ｈ，培养孔

内加入ＣＣＫ８原液，在１．５ｈ后酶标仪测定波长为

４５０ｎｍ时的光密度值（ＯＤ值）。

１．２．７　心肌细胞蛋白提取和免疫印迹　加入蛋白

裂解液，从Ｈ２Ｃ９细胞中提取总蛋白，ＢＣＡ法测定

蛋白浓度，调整上样量。十二烷基磺酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离蛋白后，湿转法将蛋

白转到ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂牛奶封闭，ＦｏｘＰ１抗体

（１∶５００）４℃孵育过夜，二抗室温孵育１ｈ，ＥＣＬ

显色。

１．３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计学分析，计量资

料以均数±标准差表示，组间比较采用单因素方差

分析或狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｍｉＲ６７８在Ｈ２Ｃ９心肌细胞氧糖剥夺模型中

下调

ｍｉＲ６７８在Ｈ２Ｃ９细胞缺糖缺氧４ｈ后表达下

调。ｍｉＲ６７８的相对表达量（以Ｕ６为内参）在氧糖

剥夺组为０．０２９±０．００２６，在对照组为０．０３９±

０．００３８，氧糖剥夺组较对照组显著下调（犘＝

０．０１８），提示ｍｉＲ６７８可能与心肌梗死相关。

２．２　过表达ｍｉＲ６７８能促进Ｈ２Ｃ９心肌细胞增殖

Ｈ２Ｃ９心肌细胞经过４ｈ氧糖剥夺处理后，细

胞核染色质聚集，生长受到抑制，并发生凋亡，由此

推断ｍｉＲ６７８可能与心肌细胞增殖相关。利用转

染技术，向Ｈ２Ｃ９心肌细胞导入外源ｍｉＲ６７８，继续

培养２４～４８ｈ，应用 ＣＣＫ８试剂盒（测定波长

４５０ｎｍ处的ＯＤ值）检测细胞的增殖情况。与对照

组相比，过表达ｍｉＲ６７８组在２４ｈ和４８ｈ时细胞

增殖均显著增加，差异有统计学意义 （犘＜０．００１），

见表１。

表１　犎２犆９心肌细胞增殖情况

ＯＤ值（２４ｈ） ＯＤ值（４８ｈ）

对照组 ０．２０±０．００３ ０．３１±０．００５

过表达ｍｉＲ６７８组 ０．３１±０．００９ ０．６１±０．００４

犘值 ＜０．００１ ＜０．００１
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２．３　ｍｉＲ６７８调控Ｈ２Ｃ９心肌细胞中的转录因子

ＦｏｘＰ１

ｍｉＲ在细胞内结合特定ｍＲＮＡ的３′端非翻译

区（３′ＵＴＲ）序列，通过抑制该ｍＲＮＡ的翻译过程

而调控基因表达。根据 ｍｉＲＤＢ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｍｉｒｄｂ．ｏｒｇ／）和 ｍｉｃｒｏＲＮＡ．ｏｒｇ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｍｉｃｒｏｒｎａ．ｏｒｇ／ｍｉｃｒｏｒｎａ／ｈｏｍｅ．ｄｏ）在线数据库的检

索结果，发现了几个可能的ｍｉＲ６７８下游靶基因，

其中包括ＦｏｘＰ１基因。Ｆｏｘ基因家族是一个功能

广泛的转录因子家族，涉及胚胎发育、糖脂代谢、细

胞分化、凋亡和衰老等生物学过程［７８］，其中ＦｏｘＰ１

主要在心脏、肺、脑、胸腺和肌肉组织中表达，心脏

ＦｏｘＰ１的主要功能是调控心肌细胞的成熟和增

殖［９］。根据检索分析结果，我们进一步发现ＦｏｘＰ１

的３′ＵＴＲ区自第１９个碱基开始的连续８个碱基

（序列为５′ＣＣＣＣＧＡＧＡ３′）能和成熟的 ｍｉＲ６７８

分子自第２个碱基开始的８个碱基（序列为５′

ＵＣＵＣＧＧＧＧ３′）完全配对，这表明 Ｆｏｘｐ１基因

ｍＲＮＡ有可能是ｍｉＲ６７８的下游靶点，见图１。

图１　犿犻犮狉狅犚犖犃．狅狉犵和犿犻犚犇犅数据库比对犉狅狓犘１与犿犻犚６７８序列

　　利用细胞转染技术，向Ｈ２Ｃ９心肌细胞分别导

入ｍｉＲ６７８抑制剂和模拟物，继续培养４８ｈ后，检

测ＦｏｘＰ１蛋白在细胞中的表达情况。转染ｍｉＲ６７８

抑制剂的细胞内ＦｏｘＰ１蛋白显著增加，转染外源

ｍｉＲ６７８模拟物的细胞内ＦｏｘＰ１蛋白显著降低，见

图２。结果说明，细胞内转录因子ＦｏｘＰ１的表达翻

译受到 ｍｉＲ６７８的调控，过表达 ｍｉＲ６７８抑制了

ＦｏｘＰ１的蛋白翻译，而ｍｉＲ６７８抑制剂能解除ｍｉＲ６７８

对ＦｏｘＰ１在翻译水平上的负调控作用。

图２　犿犻犚６７８调控犎２犆９心肌细胞

转录因子犉狅狓犘１的表达

３　讨论

心肌组织富含ｍｉＲＮＡ，如ｍｉＲ１、ｍｉＲ７、ｍｉＲ２６ａ、

ｍｉＲ３０ｃ、ｍｉＲ１２６、ｍｉＲ１３３等
［１０］，心肌特异性表达

的有ｍｉＲ２０８
［１１］。在病理状态下，心肌ｍｉＲＭＡ表

达有很大不同 ［１２］；ｍｉＲ２１、ｍｉＲ３２０、ｍｉＲ１都与心

肌缺血及再灌注损伤有关［１３１５］；随着病程进展，心

肌ｍｉＲＮＡ的种类和数量也会发生变化
［１６１７］。

本研究利用ｍｉＲＮＡ芯片技术从氧糖剥夺心肌

梗死模型中，筛选出一批 ｍｉＲＮＡ，其中 ｍｉＲ２１、

ｍｉＲ３０、ｍｉＲ９２、ｍｉＲ２１８等均被既往研究所证实，

我们新发现ｍｉＲ６７８可能与心肌梗死相关。检索

ｍｉＲ６７８相关文献，仅有１篇文献报道ｍｉＲ６７８在

肾小管细胞中表达 ［１８］，但下游靶基因及功能仍不

清楚。本研究发现并验证ｍｉＲ６７８分子与心肌梗

死发生相关，并且可能参与了心肌细胞增殖的过程。

ｍｉＲＮＡ通过调控下游靶基因发挥其生物学功
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能。ｍｉＲＮＡ识别并结合特定ｍＲＮＡ的３′非翻译

区（３′ＵＴＲ序列）中的ｍｉＲＮＡ识别元件，抑制或者

沉默该ｍＲＮＡ的翻译过程，从而调控基因表达。我

们通过检索国际权威在线数据库，发现ｍｉＲ６７８成

熟体与ＦｏｘＰ１基因３′ＵＴＲ序列有连续８个碱基完

全配对，另外，相邻的连续６个碱基中有５个碱基也

能配对，这段序列可能是ｍｉＲ６７８在ＦｏｘＰ１基因上

的调控元件。细胞实验结果也表明，ＦｏｘＰ１蛋白表

达受ｍｉＲ６７８调控。

ＦｏｘＰ１是Ｆｏｘ转录因子超家族Ｐ亚族的成员，

主要在心脏和肌肉组织中表达。以往研究表明，

ＦｏｘＰ１蛋白与胚胎心脏和心肌发育密切相关，参与

糖脂代谢、细胞分化、细胞凋亡和免疫调节等多种

生物学功能，ＦｏｘＰ１ 异常表达与肿瘤关系密

切［１９２０］。有研究发现，ＦｏｘＰ１基因敲除小鼠的心脏

发育不良［９］，而在左心发育不全综合征的患者中

ＦｏｘＰ１表达水平也较低
［２１］，由此可见ＦｏｘＰ１对心肌

细胞的生长分化有重要作用。本研究表明，ｍｉＲ６７８

可能参与对转录因子ＦｏｘＰ１的调控，在心肌生长中

发挥重要功能，值得进一步深入研究。
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