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摘要　 目的 　 探讨 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 对缺氧 ／复氧（Ｈ ／ Ｒ）诱导的

大鼠心肌细胞（Ｈ９ｃ２）损伤的影响及其机制。 方法　 取对数

生长期 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞进行缺氧（１％ Ｏ２）６ ｈ，复氧不同时间

（２、４、８、１２ ｈ）建立细胞 Ｈ ／ Ｒ 模型，另设常氧组，细胞计数试

剂盒（ＣＣＫ⁃８）检测细胞增殖活性；比色法检测细胞上清液中

乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）水平；实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检

测细胞中 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 和生存素（Ｓｕｒｖｉｖｉｎ）ｍＲＮＡ 表达水平；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 蛋白表达水平。 将 ｍｉＲ⁃
２６ａ⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 及其阴性对照 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 基因 ｓｉＲ⁃
ＮＡ 干扰质粒 （ ｓｉ⁃Ｓｕｒｖｉｖｉｎ） 及其阴性对照 ｓｉ⁃ＮＣ 共转染至

Ｈ９ｃ２ 细胞中，随后进行 Ｈ ／ Ｒ 干预，ＣＣＫ⁃８ 检测各组细胞增

殖水平；比色法检测各组细胞中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活

性、丙二醛（ＭＤＡ）含量及上清液中 ＬＤＨ 水平；流式细胞术

检测各组细胞凋亡水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中 Ｂｃｌ⁃２
相关 Ｘ 蛋白（Ｂａｘ）、Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２（Ｂｃｌ⁃２）、活化型半胱天

冬酶⁃３（ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３）和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 蛋白表达水平；双荧光

素酶测定 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 基因的靶向关系。 结果 　
与常氧组细胞比较，随着复氧时间的延长，Ｈ９ｃ２ 细胞增殖活

性、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平逐渐降低（Ｐ ＜ ０. ０５），而
ＬＤＨ 及 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 表达水平逐渐升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 下调

ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 表达可提高 Ｈ ／ Ｒ 暴露下 Ｈ９ｃ２ 细胞增殖活性、
ＳＯＤ 活性、Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达水平（Ｐ ＜ ０. ０５），同时降低 ＭＤＡ
含量、ＬＤＨ 释放量、凋亡率、Ｂａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表

达水平（Ｐ ＜ ０. ０５）；而 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 缺失可明显逆转 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对 Ｈ ／ Ｒ 诱导下 Ｈ９ｃ２ 细胞的保护作用。 双荧光素酶

报告基因实验表明 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 是 ｍｉＲ⁃９３⁃５ｐ 的靶基因。 结论　
ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 在 Ｈ ／ Ｒ 诱导的心肌细胞损伤中高表达，抑制

ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 表达可通过靶向上调 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 表达抑制 Ｈ ／ Ｒ 诱

导的心肌细胞凋亡和氧化应激。
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亡；氧化应激
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　 　 近年，各种心脏病的发病率和病死率持续上升，
已成为人类健康的头号杀手，如先天性心脏病和缺

血性心脏病。 及时恢复心脏供血是预防心脏病最有

效的手段，但恢复供血后，心脏反而加重损伤的现象

称为缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ ／ Ｒ）损伤［１］。
炎症、自噬、细胞凋亡、钙超负荷、神经体液激活和氧

化应激等被认为是 Ｉ ／ Ｒ 损伤的主要原因［２］。 因此，
深入探讨心肌 Ｉ ／ Ｒ 损伤，寻找新的战略或药物具有

重要意义。 微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）参与心肌

Ｉ ／ Ｒ 损伤的病理生理学，其中，ｍｉＲ⁃２６ａ 与心肌细胞

密切相关［３］。 敲低 ｍｉＲ⁃２６ａ 可显著降低 Ｉ ／ Ｒ 诱导的

心肌细胞凋亡，改善大鼠心脏功能［４］。 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ
对急性胰腺炎胰腺细胞增殖和凋亡有调控作用［５］，
但关于心脏 Ｉ ／ Ｒ 损伤的作用未见报道。 结合生物信

息学软件的预测发现存活素（Ｓｕｒｖｉｖｉｎ）可能是 ｍｉＲ⁃
２６ａ⁃３ｐ 的靶基因。 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 作为凋亡抑制蛋白，参与

Ｉ ／ Ｒ 诱导的心肌细胞凋亡［６］。 该实验以大鼠心肌细

胞（Ｈ９ｃ２）为对象， 用缺氧 ／复氧（ｈｙｐｏｘｉａ ／ ｒｅｏｘｙｇｅｎ⁃
ａｔｉｏｎ，Ｈ ／ Ｒ）模拟 Ｉ ／ Ｒ 损伤，探讨 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 对心肌

Ｉ ／ Ｒ 损伤的影响和作用机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 Ｈ９ｃ２ 购自中国科学院典型培养物保藏

委员会细胞库；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ Ⓡ ２０００ 转染试剂购自

美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； ＴａｑＭａｎ ｍｉＲＮＡ 反转录试剂

盒、ＴａｑＭａｎ ｍｉＲＮＡ 定量 ＰＣＲ 试剂盒购自北京百奥

莱博科技有限公司； ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ
（Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ）、ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ⓡ Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 购

自日本 ＴＡＫＡＲＡ 公司；ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 及其阴

性对照 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ、ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 及其阴性对

照 ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 基因 ｓｉＲＮＡ 干扰质粒（ｓｉ⁃Ｓｕｒ⁃
ｖｉｖｉｎ）及其阴性对照 ｓｉ⁃ＮＣ 均购自广州锐博生物科

技有限公司；乳酸脱氢酶 （ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＬＤＨ）、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）
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活性、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）检测试剂盒购

自上海酶联生物科技有限公司；细胞计数试剂盒

（ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ⁃８，ＣＣＫ⁃８） 购自美国 ＭＣＥ 公司；
Ｂｃｌ⁃２ 相关 Ｘ 蛋白（Ｂｃｌ⁃２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）
抗体、Ｂ 细胞淋巴瘤⁃２（Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２，Ｂｃｌ⁃２）抗
体、活化型半胱天冬酶⁃３ （ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３）抗体、
Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 抗体和 ＧＡＰＤＨ 抗体购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 荧光双染细胞凋亡检测试剂盒

购自武汉普诺赛生命科技有限公司；Ｄｕａｌ⁃Ｌｕｍｉ 双荧

光素酶报告基因检测试剂盒购自武汉塞维尔生物科

技有限公司。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 细胞培养及心肌细胞 Ｈ ／ Ｒ 损伤模型建立　
将复苏的 Ｈ９ｃ２ 细胞培养于高糖细胞培养基（含 １００
Ｕ ／ Ｌ 青霉素、１００ Ｕ ／ Ｌ 链霉素、１０％胎牛血清）中，置
于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱内培养，进行细胞传代。 取

对数生长期 Ｈ９ｃ２ 细胞常规培养至 ７０％ 融合度后，
放入 ３７ ℃含 ９４％Ｎ２、５％ＣＯ２ 和 １％ Ｏ２ 的培养箱内

缺氧培养 ６ ｈ，再放置在 ３７ ℃含 ９５％ Ｏ２ 和 ５％ ＣＯ２

的培养箱进行复氧培养。
１． ２． ２　 细胞转染 　 将对数生长期 Ｈ９ｃ２ 细胞使用

胰酶消化后接种于 ６ 孔板中（４ × １０５ 个 ／孔），细胞

密度达到 ８０％时，根据 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ Ⓡ ２０００ 转染试

剂说明书将 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 及其阴性对照 ｉｎ⁃
ｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ、 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 基因 ｓｉＲＮＡ 干扰质粒 （ ｓｉ⁃Ｓｕｒ⁃
ｖｉｖｉｎ）及其阴性对照 ｓｉ⁃ＮＣ 共转染至 Ｈ９ｃ２ 细胞中，
分为 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组

和 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ｓｉ⁃Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 组， 另设置空白对照组

（ｂｌａｎｋ 组）。 转染 ４８ ｈ 后，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测验证细胞转染效率。
１． ２． ３　 分组处理　 （１）取对数生长期 Ｈ９ｃ２ 细胞进

行 Ｈ ／ Ｒ 干预，分组如下：常氧组：９５％ Ｏ２、５％ ＣＯ２ 条

件下培养；Ｈ６Ｒ２ 组：缺氧 ６ ｈ 复氧 ２ ｈ；Ｈ６Ｒ４ 组：缺
氧 ６ ｈ 复氧 ４ ｈ；Ｈ６Ｒ８ 组：缺氧 ６ ｈ 复氧 ８ ｈ；Ｈ６Ｒ１２
组：缺氧 ６ ｈ 复氧 １２ ｈ。 （２）经试验（１）确定最佳复

氧时间后，将转染后的 Ｈ９ｃ２ 细胞进行 Ｈ ／ Ｒ 干预，分
组如下：对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）：未经转染的 Ｈ９ｃ２ 细胞在

９５％Ｏ２、５％ＣＯ２ 条件下培养；缺氧 ／复氧组（Ｈ ／ Ｒ）：
未经转染的 Ｈ９ｃ２ 细胞进行缺氧 ６ ｈ 复氧 ４ ｈ；Ｈ ／ Ｒ
＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组：转染 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ＮＣ 的

Ｈ９ｃ２ 细胞进行缺氧 ６ ｈ 复氧 ４ ｈ；Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组：转染 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 的 Ｈ９ｃ２ 细胞进行缺氧

６ ｈ 复氧 ４ ｈ；Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组：转染 ｍｉＲ⁃
２６ａ⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 和 ｓｉ⁃Ｓｕｒｖｉｖｉｎ⁃ＮＣ 的 Ｈ９ｃ２ 细胞进行

缺氧 ６ ｈ 复氧 ４ ｈ；Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ｓｉ⁃Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 组：转
染 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 和 ｓｉ⁃Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 的 Ｈ９ｃ２ 细胞

进行缺氧 ６ ｈ 复氧 ４ ｈ。
１． ２． ４ 　 ＣＣＫ⁃８ 检测　 在 ９６ 孔板中接种 １００ μｌ ／孔
的细胞悬液（２ × １０７ 个 ／ Ｌ），另设空白组接种培养基

溶液，每组 ３ 重复。 分组处理后，每孔加入 １０ μｌ
ＣＣＫ⁃８ 溶液，置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱内孵育 ４ ｈ；
用酶标仪测定在 ４５０ ｎｍ 处的吸光度值（ＯＤ）。 细胞

增殖活性以细胞存活率表示，细胞存活率（％ ） ＝
（ＯＤ实验组 － ＯＤ空白组） ／ （ＯＤ对照组 － ＯＤ空白组） × １００％ 。
１． ２． ５　 比色法检测　 分组处理后，分别收集细胞上

清液和细胞悬液（１ × １０８ 个 ／ Ｌ），按照试剂盒说明书

检测各组细胞中 ＳＯＤ 活性、ＭＤＡ 含量及上清液中

ＬＤＨ 释放量。
１． ２． ６ 　 实时荧光定量 ＰＣＲ（ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检测　 分组处理后收集

细胞沉淀，分别加入 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取总 ＲＮＡ，经分

光光度计鉴定，总 ＲＮＡ 浓度和纯度合格。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
检测细胞中 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 的表达：按照 ＴａｑＭａｎ ｍｉＲ⁃
ＮＡ 反转录试剂盒说明书进行操作将总 ＲＮＡ 逆转录

成 ｃＤＮＡ。 取 ２ μｇ ｃＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增，扩增条件

按照 ＴａｑＭａｎ ｍｉＲＮＡ 定量 ＰＣＲ 试剂盒说明书进行，
反应条件：９５ ℃ １０ ｍｉｎ，９５ ℃ １０ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃
３０ ｓ，３５ 个循环；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测细胞中 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 的表

达：根据 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ （ Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ
Ｔｉｍｅ）说明书进行操作合成 ｃＤＮＡ，按照 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ⓡ
Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 说明书以 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 反

应，反应条件：９４ ℃ ３０ ｓ，９４ ℃ ５ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，４０ 个

循环。 引物序列：ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 引物 Ｆ：５′⁃ＣＴＡＧＣＧ⁃
ＣＧＡＴＧＣＣＧＡＡＣＧＴＧ⁃３′，Ｒ：５′⁃ＧＣＧＴＧＡＡＣＧＧＣＣＧＴ⁃
ＧＡＣＧ⁃３′； Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 引物 Ｆ：５′⁃ＧＣＡＴＧＧＧＴＧＣＣＣＣＧ⁃
ＡＣＧ ＴＴＧ⁃３′， Ｒ：５′⁃ＧＣＴＣＣＧＧＣＣＡＧＡＧＧＣＴＣＡＡ⁃３′；
Ｕ６ 引物 Ｆ：５′⁃ＧＡＡＣＧＴＧＣＣＧＧＧＣＧＴＧＣＡＧ⁃３′，Ｒ：５′⁃
ＧＧＴＧＡＡＣＧＣＣＧＴＧＧＡＣＧＣＣ⁃３′； β⁃ａｃｔｉｎ 引物 Ｆ： ５′⁃
ＡＧＣＧＡＧＣＡＴＣＣＣＣＣＡＡＡＧＴＴ⁃３′， Ｒ： ５′⁃ＧＧＧＣＡＣ⁃
ＧＡＡＧＧＣＴＣＡＴＣＡＴＴ⁃３′。 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 以 Ｕ６ 为内参，
Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，采用 ２ －△△Ｃｔ法计算 ｍｉＲ⁃
２６ａ⁃３ｐ 和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ 的相对表达量。
１． ２． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 分组处理后收集细胞沉

淀，进行蛋白提取并定量。 聚丙烯酰胺凝胶电泳分

离蛋白，转聚偏二氟乙烯膜，进行 ５％脱脂奶粉封闭

１ ｈ，加入一抗 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 抗体（１ ∶ １ ０００）、Ｂａｘ 抗体

（１ ∶ １ ０００）、Ｂｃｌ⁃２ 抗体（１ ∶ １ ０００）、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃
３ 抗体（１ ∶ １ ０００）和 ＧＡＰＤＨ 抗体（１ ∶ １ ０００），于
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４ ℃ 孵 育 过 夜。 加 入 以 辣 根 酶 标 记 的 二 抗

（１ ∶ １０ ０００）室温振荡孵育 １ ｈ，使用混合发光液曝

光显色，放入凝胶成像仪成像，采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计

算蛋白条带灰度值，以 ＧＡＰＤＨ 为内参蛋白，计算目

的蛋白的相对表达量 ＝ 目的蛋白的灰度值 ／内参蛋

白的灰度值。
１． ２． ８　 流式细胞术检测细胞凋亡率　 使用不含乙

二胺四乙酸的胰酶消化收集分组处理后的细胞，取
５ × １０５ 个重悬细胞，加入 ５００ μｌ 稀释的 １ × Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 工作液重悬细胞，再依次加入 ５ μｌ
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和 １０ μｌ 碘化丙啶染色液涡旋混匀，
室温避光孵育 ２０ ｍｉｎ，上流式细胞仪检测。 在散点

图上，细胞凋亡率（％ ） ＝ 晚期凋亡及坏死的细胞百

分率（Ｑ２⁃２） ＋早期凋亡细胞百分率（Ｑ２⁃４）。
１． ２． ９　 双荧光素酶报告基因实验　 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 蛋白由

ＢＩＲＣ５ 基因编码，查找 ＢＩＲＣ５ 基因序列，利用 Ｔａｒｇｅｔ
Ｓｃａｎ Ｈｕｍａｎ ７. １ 在线网站预测 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 和 Ｓｕｒ⁃
ｖｉｖｉｎ 的靶向结合位点。 根据结合位点序列，设计合

成野生型 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ⁃３′⁃ＵＴＲ（Ｓｕｒｖｉｖｉｎ⁃ ＷＴ）及突变型

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ⁃３′⁃ＵＴＲ（Ｓｕｒｖｉｖｉｎ⁃ＭＵＴ）片段序列，构建 Ｓｕｒ⁃
ｖｉｖｉｎ⁃ＷＴ 和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ⁃ＭＵＴ 荧光素酶报告质粒。 采用

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂将 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ、
ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ⁃ＷＴ 质粒和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ⁃ＭＵＴ 质粒

分别转染至对数生长期 Ｈ９ｃ２ 细胞中，共分为 ４ 组，
每组设置 ３ 个复孔。 转染 ４８ ｈ 后，加入 Ｃｅｌｌ Ｌｙｓｉｓ
Ｂｕｆｆｅｒ 重悬细胞，收集细胞裂解物，按照双荧光素酶

报告检测试剂盒说明书进行操作，并使用酶标仪分

别检测萤火虫和海肾荧光素酶报告基因活性，相对

荧光素酶活性 ＝ 萤火虫荧光素酶活性 ／海肾荧光素

酶活性。
１． ３　 统计学处理　 通过 ＳＰＳＳ ２２. ０ 统计分析软件

进行数据分析，以 �ｘ ± ｓ 表示计量资料；多组之间的

比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 ＳＮＫ⁃
ｑ 检验，Ｐ ＜ ０. ０５ 表示差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 Ｈ ／ Ｒ 诱导对心肌细胞增殖活性的影响　 与常

氧组比较，不同复氧时间组 Ｈ９ｃ２ 细胞增殖活性降

低，差异有统计学意义（Ｆ ＝ １９６. １４９，Ｐ ＜ ０. ００１），且
随着复氧时间的增加，Ｈ９ｃ２ 细胞增殖活性呈现先降

低后增加的趋势。 与常氧组比较，不同复氧时间组

Ｈ９ｃ２ 细胞上清液中 ＬＤＨ 释放量升高，差异有统计

学意义（Ｆ ＝ ８７０. １１１，Ｐ ＜ ０. ００１），随着复氧时间的

增加，Ｈ９ｃ２ 细胞上清液中 ＬＤＨ 释放量呈现升高后

降低的趋势，而 Ｈ６Ｒ８ 与 Ｈ６Ｒ１２ 比较，细胞增殖活

性［（７２. ６７ ± ３. ０６）％ ｖｓ（６９. ００ ± ２. ６５）％ ］和 ＬＤＨ
释放量［（７２. ０２ ± １. ９０）Ｕ ／ Ｌ ｖｓ（７４. ４７ ± ３. ３１）Ｕ ／ Ｌ］
差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。 选择缺氧 ６ ｈ 复氧

４ ｈ 作为心肌细胞 Ｈ ／ Ｒ 损伤模型诱导条件。 见

图 １。

图 １ 不同时间复氧处理对 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞的影响

　 　 Ａ：Ｈ９ｃ２ 细胞的细胞存活率；Ｂ：Ｈ９ｃ２ 细胞上清液中 ＬＤＨ 释放

量；１：常氧组；２：Ｈ６Ｒ２ 组；３：Ｈ６Ｒ４ 组；４：Ｈ６Ｒ８ 组；５：Ｈ６Ｒ１２ 组；与常

氧组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

２． ２　 Ｈ ／ Ｒ 诱导的心肌细胞中 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 和 Ｓｕｒ⁃
ｖｉｖｉｎ 表达水平 　 与常氧组比较，不同复氧时间组

Ｈ９ｃ２ 细胞 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平降低，而
ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 表达水平升高， 差异有统计学意义

（ＦＳｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ ＝ ７１. ４８１，ＦＳｕｒｖｉｖｉｎ蛋白 ＝ １７９. ４２９，ＦｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ

＝ １５. ６９１，均 Ｐ ＜ ０. ００１）。 此外，随着复氧时间的增

加，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平呈现先降低后升

高的趋势，而 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 表达水平呈现先升高后降

低的趋势，而 Ｈ６Ｒ８ 与 Ｈ６Ｒ１２ 比较，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ
［（０. ４０ ± ０. １０） ｖｓ（０. ３８ ± ０. ０６）］和蛋白表达水平

［（０. ３６ ± ０. ０６） ｖｓ（０. ３３ ± ０. ０５）］及 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 表

达水平［（５. ９３ ± ０. ９５） ｖｓ（６. ０８ ± １. ０２）］差异无统

计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。 见图 ２。
２． ３　 抑制 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 表达对 Ｈ ／ Ｒ 干预下心肌细

胞增殖活性的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示（图
３Ａ），各组 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 蛋白表达水平差异有统计学意义
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图 ２　 不同时间复氧处理时 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞中

ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 表达水平

　 　 Ａ⁃Ｃ：不同 Ｈ ／ Ｒ 处理后 Ｈ９ｃ２ 细胞中 ｍｉＲ⁃３６ａ⁃３ｐ、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲ⁃
ＮＡ、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 蛋白的表达水平；１：常氧组；２：Ｈ６Ｒ２ 组；３：Ｈ６Ｒ４ 组；４：

Ｈ６Ｒ８ 组；５：Ｈ６Ｒ１２ 组；与常氧组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

（Ｆ ＝ ８１. ７７５， Ｐ ＜ ０. ００１ ）。 与 ｂｌａｎｋ 组 （ ０. １５ ±
０. ０４）或 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ： ＮＣ 组（０. １６ ± ０. ０８）比较，ｉｎｈｉｂｉ⁃
ｔｏｒ 组细胞中 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 蛋白表达水平（１. １４ ± ０. １３）
升高，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ００１）；与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组比较，ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ｓｉ⁃Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 组细胞中 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 蛋

白表达水平（０. ４３ ± ０. １０）降低，差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０. ００１），而 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组（０. １３ ± ０. １１）差

异无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。 ＣＣＫ⁃８ 结果显示（图
３Ｂ），各组 Ｈ９ｃ２ 细胞增殖活性差异有统计学意义

（Ｆ ＝ ２５２. ６３７，Ｐ ＜ ０. ００１）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组［（１００. ００
± ０. ００ ）％ ］ 比较， Ｈ ／ Ｒ 组 Ｈ９ｃ２ 细胞增殖活性

［（４８. ０３ ± ２. ００）％ ］降低，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０. ００１）；与 Ｈ ／ Ｒ 组比较，Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组 Ｈ９ｃ２ 细

胞增殖活性［（８３. ８０ ± １. ９４）％ ］升高，差异有统计

学意 义 （ Ｐ ＜ ０. ００１ ）， 而 Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组

［（４８. ２２ ± １. ８０ ）％ ］ 差 异 无 统 计 学 意 义 （ Ｐ ＞
０. ０５）；与 Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组比较，Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋
ｓｉ⁃Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 组 Ｈ９ｃ２ 细 胞 增 殖 活 性 ［（ ６９. ３１ ±
３. ５１）％ ］降低，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ００１），而
Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组［（８５. ５１ ± ２. ９７）％ ］差异

无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。

图 ３　 抑制 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 表达对 Ｈ ／ Ｒ 干预下 Ｈ９ｃ２ 心肌

细胞中 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 蛋白表达水平和增殖活性的影响

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 蛋白表达水平；Ｂ：ＣＣＫ⁃８ 检测

各组细胞增殖活性；１：ｂｌａｎｋ 组；２：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组；３：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组；４：

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组；５：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ｓｉ⁃Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 组；６：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；７：Ｈ ／ Ｒ

组；８：Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组；９：Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组；１０：Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组；１１：Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ｓｉ⁃Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 组；与 ｂｌａｎｋ ／ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ ／

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 Ｈ ／ Ｒ 组比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１；与 Ｈ ／ Ｒ

＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组比较：△△△Ｐ ＜ ０. ００１
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２． ４　 抑制 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 表达对 Ｈ ／ Ｒ 干预下心肌细

胞 ＳＯＤ、ＭＤＡ 及 ＬＤＨ 水平的影响 　 各组 ＳＯＤ、
ＭＤＡ 和 ＬＤＨ 水平差异有统计学意义 （ ＦＳＯＤ ＝
１６. １８４，ＦＭＤＡ ＝ ２１. ４９５，ＦＬＤＨ ＝ ５７３. ５１４，Ｐ ＜ ０. ００１）。
与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，Ｈ ／ Ｒ 组 Ｈ９ｃ２ 细胞 ＳＯＤ 活性降

低，ＭＤＡ 含量和 ＬＤＨ 释放量升高，差异有统计学意

义（均 Ｐ ＜ ０. ００１）；与 Ｈ ／ Ｒ 组比较，Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组 Ｈ９ｃ２ 细胞 ＳＯＤ 活性升高，ＭＤＡ 含量和 ＬＤＨ 释

放量降低，差异有统计学意义（均 Ｐ ＜ ０. ００１），而 Ｈ ／
Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）；
与 Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组比较，Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ｓｉ⁃Ｓｕｒ⁃
ｖｉｖｉｎ 组 Ｈ９ｃ２ 细胞 ＳＯＤ 活性降低，ＭＤＡ 含量和 ＬＤＨ
释放量升高，差异有统计学意义 （Ｐ ＜ ０. ０５、Ｐ ＜
０. ０１、Ｐ ＜ ０. ００１），而 Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组差异

无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。 见图 ４。
２． ５　 抑制 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 表达对 Ｈ ／ Ｒ 干预下心肌细

胞凋亡的影响　 各组细胞凋亡率及 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃
３、Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 蛋白表达水平差异有统计学意义

（Ｆ细胞凋亡率 ＝ ９６８. ４２２，Ｆｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ＝ ５２. １３９，ＦＢｃｌ⁃２ ＝
７６. ８５４，ＦＢａｘ ＝ ３２. ７０３，Ｐ ＜ ０. ００１）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比

较， Ｈ ／ Ｒ 组 Ｈ９ｃ２ 细胞凋亡率及 Ｂａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达水平升高，而 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达水

平降低，差异有统计学意义（均 Ｐ ＜ ０. ００１）；与 Ｈ ／ Ｒ
组比较，Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组 Ｈ９ｃ２ 细胞凋亡率及 Ｂａｘ
和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达水平降低，Ｂｃｌ⁃２ 蛋白

表达水平升高，差异有统计学意义（均 Ｐ ＜ ０. ００１），
而 Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组差异无统计学意义（Ｐ ＞
０. ０５）；与 Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组比较，Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋
ｓｉ⁃Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 组 Ｈ９ｃ２ 细胞凋亡率及 Ｂａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达水平降低，Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达水平升

高，差异有统计学意义（均 Ｐ ＜ ０. ００１），而 Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎ⁃
ｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。 见

图 ５。
２． ６ 　 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 与 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 的靶向关系 　 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 结果（图 ６Ａ）显示，与 ｂｌａｎｋ 组或 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ
组比较，ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组细胞中 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 表达水平降

低，差异有统计学意义 ［（１. ００ ± ０. ０４） ／ （１. ００ ±
０. ０４） ｖｓ （６. ５４ ± １. ０３），Ｆ ＝ ８５. ８０９，Ｐ ＜ ０. ００１］。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果（图 ６Ｂ）显示，与 ｂｌａｎｋ 组或 ｉｎｈｉｂｉ⁃
ｔｏｒ ＮＣ 组比较，ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组细胞中 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 蛋白表达

水平显著升高 ［（０. ９７ ± ０. ０９） ／ （０. ９９ ± ０. ０５ ） ｖｓ
（３. ８７ ± ０. ５３），Ｆ ＝ ８６. ８９４，Ｐ ＜ ０. ００１］。 Ｔａｒｇｅｔ Ｓｃａｎ
７. １ 在线网站显示（图 ６Ｃ），Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ３′⁃ＵＴＲ 区域存

在与ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ结合位点。双荧光素酶报告结果

图 ４　 抑制 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 表达对 Ｈ ／ Ｒ 干预下 Ｈ９ｃ２ 心肌

细胞 ＳＯＤ、ＭＤＡ 及 ＬＤＨ 水平的影响

　 　 Ａ：ＳＯＤ 活性；Ｂ：ＭＤＡ 含量；Ｃ：ＬＤＨ 释放量；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：Ｈ ／ Ｒ
组；３：Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组；４：Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组；５：Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组；６：Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ｓｉ⁃Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：
∗∗∗Ｐ ＜０. ００１；与 Ｈ ／ Ｒ 组比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１；与 Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组比

较：△Ｐ ＜ ０. ０５，△△Ｐ ＜ ０. ０１，△△△Ｐ ＜ ０. ００１

显示（图 ６Ｄ），转染 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 可降低 Ｓｕｒ⁃
ｖｉｖｉｎ⁃ＷＴ 荧光素酶活性［（０. ９８ ± ０. ０４） ｖｓ （０. ２６ ±
０. ０６），Ｆ ＝ ３３９. ２３４，Ｐ ＜ ０. ００１］，但对 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ⁃ＭＵＴ
荧光素酶活性差异无统计学意义［（１. ００ ± ０. ００） ｖｓ
（０. ９９ ± ０. ０２），Ｐ ＞ ０. ０５］。 结果提示 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ
可靶向调控 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 表达。

３　 讨论

　 　 心肌 Ｉ ／ Ｒ 损伤可造成心肌细胞坏死、凋亡，脂质

过氧化物增加和自由基大量生成，而细胞凋亡是 Ｉ ／
Ｒ 损伤的重要发病机制［７］。 该研究表明，经 Ｈ ／ Ｒ 干
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图 ５　 抑制 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 表达对 Ｈ ／ Ｒ 干预下 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞凋亡的影响

　 　 Ａ：流式细胞术检测各组细胞凋亡水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达水平；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：Ｈ ／ Ｒ 组；３：Ｈ ／ Ｒ ＋
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组；４：Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组；５：Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组；６：Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ｓｉ⁃Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 Ｈ ／ Ｒ 组

比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１；与 Ｈ ／ Ｒ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组比较：△△△Ｐ ＜ ０. ００１

预的 Ｈ９ｃ２ 细胞大量释放 ＬＤＨ，细胞增殖活性降低，
提示心肌细胞受损。 随着复氧时间的延长，心肌细

胞受损情况有所改善，但无法达到正常状态，说明

Ｉ ／ Ｒ 引起的损伤具有不可逆性。 进一步研究表明，

受损的心肌细胞中 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 高表达，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 低

表达。 推测 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 与 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 可能参与心肌细

胞损伤的作用机制。
　 　 多项研究［８ － ９］ 表明ｍｉＲＮＡ在 Ｉ ／ Ｒ损伤中通过
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图 ６　 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 靶向调控 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 表达

　 　 Ａ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测各组ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 的表达水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 蛋白的表达；Ｃ：Ｔａｒｇｅｔ Ｓｃａｎ７. １ 在线预测的ｍｉＲ⁃２６ａ⁃
３ｐ 和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ３′⁃ＵＴＲ 结合位点；Ｄ：荧光素酶活性；１：ｂｌａｎｋ 组；２：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组；３：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组；与 ｂｌａｎｋ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ
组比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１；与 ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ 组比较：△△△Ｐ ＜ ０. ００１

调控下游靶基因，影响心肌细胞凋亡，进而加重或减

轻再灌注损伤。 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 作为 ｍｉＲＮＡ 家族的一

员，主要参与神经系统疾病，具有调节神经元凋亡和

海马体炎症反应的作用［１０ － １１］。 但 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 针对

Ｉ ／ Ｒ 损伤的研究鲜有报道。 该研究表明，下调 ｍｉＲ⁃
２６ａ⁃３ｐ 表达，可升高 Ｈ ／ Ｒ 干预下 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞细

胞增殖活性和 ＳＯＤ 活性，降低 ＭＤＡ 含量和 ＬＤＨ 释

放量。 提示抑制 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 表达可减轻氧化应激，
提高细胞活力，改善受损心肌细胞。
　 　 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 是一种在进化上高度保守的真核蛋白，
具有抗细胞凋亡、抑制过度自噬、促进迁移和血管生

成等作用［１２］。 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 作为 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活化

形式，是参与细胞凋亡的重要蛋白酶［１３］。 Ｂｃｌ⁃２ 和

Ｂａｘ 相互关联并相互制约，共同作用于下游 ｃａｓｐａｓｅ⁃
３，调控细胞凋亡［１４］。 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 可减轻心肌 Ｉ ／ Ｒ 损

伤，通过激活 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 调控 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 表达，达到

抗凋亡的作用［１５］。 该研究表明，Ｈ ／ Ｒ 组心肌细胞出

现明显细胞凋亡；经 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 处理后，
Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 呈高表达，细胞内 Ｂａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３
蛋白水平降低，Ｂｃｌ⁃２ 蛋白水平升高，细胞凋亡减轻。
双荧光素酶报告基因实验结果显示，ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 可

靶向负调控 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ。 为了进一步验证 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ
与 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 的关系，将 Ｈ ／ Ｒ 干预的心肌细胞经 ｍｉＲ⁃
２６ａ⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 和 ｓｉ⁃Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 共同处理后，结果显示

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 缺失可明显逆转 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对心

肌细胞损伤的改善。 提示，ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ 可通过靶向

负调控 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 抑制心肌细胞凋亡。
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏ⁃
ｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｎ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ ／ Ｒ． Ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ａｓｓａｙ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ
ｔｈａｔ Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｗａｓ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｏｆ ｍｉＲ⁃９３⁃５ｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ ｉｓ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｉｎ⁃
ｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ ／ Ｒ． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ Ｈ ／ Ｒ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃３ｐ； ｈｙｐｏｘｉａ ／ ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ； ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ； ｓｕｒｖｉｖｉｎ； ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
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