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摘要　 目的　 探讨心肌缺血再灌注损伤（ＭＩＲＩ）大鼠血浆外

泌体源性 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 靶向 ＩＧＦ１ 在七氟醚（ＳＥＶ）后处理的

低氧 ／复氧（Ｈ ／ Ｒ）心肌细胞中的作用。 方法 　 借助 ＧＥＯ 数

据库筛选在 ＭＩＲＩ 中差异表达的 ｍｉＲＮＡｓ，通过 Ｈ ／ Ｒ 处理心

肌细胞以构建 ＭＩＲＩ 细胞模型。 干预经 ＳＥＶ 后处理的 ＭＩＲＩ
细胞模型中 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 和 ＩＧＦ１ 的表达，随后通过 ＭＴＴ 检测

心肌细胞存活率，流式细胞术检测细胞凋亡，ＥＬＩＳＡ 检测各

组心肌细胞中炎性因子（ ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α）的变化。 结果 　
与 Ｎｏｒｍａｌ 组比较，ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 在 ＭＩＲＩ 大鼠血浆外泌体中表

达增强（Ｐ ＜ ０. ０５），ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 和 ＩＧＦ１ 的靶向结合关系被

证实（Ｐ ＜ ０. ０５）。 ＳＥＶ 后处理后，Ｈ ／ Ｒ 刺激的心肌细胞中

ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 的表达降低，而 ＩＧＦ１ 的表达升高（均 Ｐ ＜ ０. ０５）。
血浆外泌体中 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 过表达可明显抑制 ＳＥＶ 后处理的

Ｈ ／ Ｒ 细胞存活率，加重细胞凋亡和炎性反应，敲减 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃
３ｐ 则相反（均 Ｐ ＜ ０. ０５）。 挽救实验数据表明，过表达 ＩＧＦ１
可部分逆转过表达 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 对 ＳＥＶ 后处理的 Ｈ ／ Ｒ 细胞

损伤的影响（均 Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　 血浆外泌体源性 ｍｉＲ⁃
２９ｂ⁃３ｐ 靶向 ＩＧＦ１ 促进 ＳＥＶ 后处理的 Ｈ ／ Ｒ 心肌细胞损伤。
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　 　 心肌缺血再灌注损伤 （ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ， ＭＩＲＩ）是指心肌在发生缺血后再

次灌注后受到的损伤，ＭＩＲＩ 能够导致心肌细胞凋

亡、坏死增多，引起严重心血管疾病［１］。 七氟醚

（ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ，ＳＥＶ）是临床常用麻醉药物，研究表明

ＳＥＶ 预处理和后处理在低氧 ／复氧（ ｈｙｐｏｘｉａ ／ ｒｅｏｘｙ⁃
ｇｅｎａｔｉｏｎ，Ｈ ／ Ｒ）导致的心肌细胞损伤中具有保护作

用，但是该作用也受到诸如基因、小分子 ＲＮＡ 等多

种因素的影响［２］。
　 　 有研究［３］发现 ｍｉＲ⁃２９ 在ＭＩＲＩ 大鼠心肌组织中

表达上调，抑制 ｍｉＲ⁃２９ 的表达对于 ＭＩＲＩ 具有保护

作用。 此外也有研究表明抑制巨噬细胞外泌体中

ｍｉＲ⁃２９ 的表达则能够显著改善 Ｈ ／ Ｒ 对心肌细胞的

损害［４］。 胰岛素样生长因子 １ （ ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ １， ＩＧＦ１）是一种碱性多肽，在人体的免疫、代
谢以及多种细胞的生长中发挥作用，有研究发现脂

肪干细胞能够促进心肌细胞再生，且该作用可能与

促进 ＩＧＦ１ 的表达有关［５］。 该研究将结合生物信息

学分析以及基础实验，对血浆外泌体源性 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃
３ｐ 调控 ＩＧＦ１ 影响 ＳＥＶ 处理的 Ｈ ／ Ｒ 心肌细胞及其

具体机制进行探讨。

１　 方法

１． １ 　 实验动物 　 １２ 只成年雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ⁃Ｄａｗｌｅｙ
（ＳＤ）大鼠，体质量（２１０ ± ２０） ｇ，购自武汉大学动物

实验中心。
１． ２　 仪器与试剂　 戊巴比妥钠购自武汉科昊佳生

物技术有限公司；真空负压采血管购自济南千司生

物技术有限公司；ＨｉｅｆｆＴＭ Ｑｕｉｃｋ 外泌体分离试剂盒

购自翌圣生物科技（上海）股份有限公司；外泌体转

染试剂盒购自上海觅拓生物科技有限公司；ＤＭＥＭ
培养基购自武汉普诺赛生命科技有限公司；Ｌｉｐｏ⁃
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ 试剂盒购自南京森贝伽生物科技

有限公司；ＳＥＶ 购自厦门慧嘉生物科技有限公司；实
验所需的质粒或载体由长沙艾碧维生物科技有限公

司设计并合成；大鼠白细胞介素（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ）⁃
１β、肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）⁃ α 的

ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自上海通蔚实业有限公司；Ａｎｎｅｘ⁃
ｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 凋亡检测试剂盒购自上海抚生实业有

限公司；ＭＴＴ 试剂盒购自上海歌凡生物科技有限公

司；Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ 荧光素酶报告检测试剂盒购自艾美捷

科技有限公司；血浆 ／血清 ｍｉＲＮＡ 提取分离试剂盒

购自北京百奥莱博科技有限公司；ＴＲＩｚｏｌ 试剂和

ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧云天生物技

术有限公司；ＥａｓｙＳｃｒｉｐｔＲ Ｆｉｒｓｔ⁃Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
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ＳｕｐｅｒＭｉｘ 试剂盒购自北京全式金生物技术有限公

司；ＰｏｗｅｒＵｐＴＭ ＳＹＢＲ® Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒购自

北京雅安达生物技术有限公司；ＲＩＰＡ 裂解缓冲液购

自上海康朗生物科技有限公司；辣根过氧化物酶偶

联的羊抗兔 ＩｇＧ 购自上海远慕生物科技有限公司；
ＥＣＬ 化学发光检测试剂盒来自爱必信（上海）生物

科技有限公司；ＣＤ９、ＣＤ６３ 和 β⁃肌动蛋白抗体均购

自英国 Ａｂｃａｍ 公司；透射电子显微镜购自北京欧波

同光学技术有限公司；酶标仪购自上海巴玖实业有

限公司；流式细胞仪购自上海三崴医疗设备有限公

司；共聚焦显微镜购自 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司。
１． ３　 实验方法

１． ３． １ 　 生物信息学分析 　 从 ＮＣＢＩ 数据库获取

ＧＥＯ 芯片表达数据，选择 ＧＳＥ７４９５１ 进行 ＭＩＲＩ 后血

浆 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 阵列分析，ｌｉｍｍａ 包对进行对差异表达

的基因进行筛选，筛选条件为 ａｄｊ． Ｐ． Ｖａｌ ＜ ０. ０５ 和

Ｌｏｇ ｜ Ｆｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅ ｜ ＞ ２［６］。 将其中最为显著差异表达

的 ｍｉＲＮＡｓ 利用 ｐｈｅａｔｍａｐ 包绘制为热图。 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ． ｏｒｇ ／ ｖｅｒｔ ＿７２ ／ ）、ｍｉＲＤＢ （ ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｍｉｒｄｂ． ｏｒｇ）获取 ｍｉＲＮＡｓ 的下游靶基因并取交

集。 借 助 Ｖｅｎｎ 在 线 网 站 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．
ｐｓｂ． ｕｇｅｎｔ． ｂｅ ／ ｗｅｂｔｏｏｌｓ ／ Ｖｅｎｎ ／ ）绘制交集基因。 将这

些交集靶基因通过在线生物信息学工具 ＤＡＶＩＤ６. ８
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄａｖｉｄ． ｎｃｉｆｃｒｆ． ｇｏｖ ／ ｈｏｍｅ． ｊｓｐ）数据库进行进

行京都基因与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ
ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ）通路富集分析，绘制

气泡图。
１． ３． ２　 ＭＩＲＩ 大鼠模型建立　 分别随机选取 ６ 只大

鼠设为 ＭＩＲＩ 组和 Ｎｏｒｍａｌ 组。 首先采用戊巴比妥钠

麻醉大鼠，麻醉后行心电监测和血管切开，使大鼠左

侧颈总动脉暴露后于大鼠胸部左侧 ３ － ４ 肋骨间将

胸腔和心包膜打开，使心脏暴露。 之后再左心耳下

部分以及肺动脉圆锥之间，从左侧冠状动脉浅心肌

层穿过一根丝线，丝线两端使聚乙烯塑料管穿过，丝
线末端借助动脉夹固定。 借助动脉夹打开以及收紧

造成大鼠冠状动脉的阻塞和通畅。 观察心电图，计
算室速和室颤的起始以及持续时间。 心电图显示大

鼠 ＳＴ 段抬高、反复灌注结束后心率失常则认为建模

成功。 Ｎｏｒｍａｌ 组仅做开胸处理，不结扎。
１． ３． ３　 血浆样本收集　 采用含有 ＥＤＴＡ 抗凝剂的

真空负压采血管于清晨对大鼠的外周血进行采集，
在 ３ｈ 内采用 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ～ １５ ｍｉｎ，小心去

除上清液，加入 ２００ μｌ ＰＢＳ 缓冲液重悬，即获得血

浆外泌体悬液，放置于 － ８０ ℃下保存。

１． ３． ４　 血浆外泌体分离　 取出部分样品于冰上溶

解，待充分溶解后转移至无 ＲＮＡ 酶的 ＥＰ 管中。 在

４ ℃下 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，弃去沉淀，上清转

移至新的离心管。 再次以 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５
ｍｉｎ，弃去沉淀，转移。 依据外泌体分离试剂盒说明

书的指示分离外泌体。 向样品中加入 １ × ＰＢＳ 稀

释，混匀后加入 ４１２０２⁃Ａ 工作液，涡旋振荡 １ｍｉｎ 后

于 ４ ℃下静置 １. ５ ｈ 后再次以 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １
ｈ。 收集沉淀用 ＰＢＳ 重悬，转移至新的 ＥＰ 管中再次

以 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心，上清液中富含着外泌体颗粒。
如见明显沉淀，则再次重悬后离心。 随后进行外泌

体纯化：用 １００ ｋＤ 超滤管于 ４ ℃下以 １５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ２０ｍｉｎ，内管中的颗粒即为纯化后的外泌体。
随后使用 ０. ２２ μｍ 的滤器进行除菌操作。
１． ３． ５ 　 血浆外泌体鉴定 　 采用透射电子显微镜

（ＴＥＭ）对外泌体的形态进行鉴定：取 １５ μｌ 外泌体

悬液滴于 ２００ 目的载样铜网上，静置 ２ ｍｉｎ 后将滤

液吸干。 ２％醋乙酸铀酰染色 １５ ｓ，室温下自然干燥

后将铜网安装在 １００ ＫＶ 的透射电镜上，观察外泌

体的形态并拍照。 然后利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测外泌

体相关标志物（ＣＤ６３，ＣＤ９）的表达情况。 检测方法

参照 １. ３. １３ 中方法。
１． ３． ６　 外泌体转染以及细胞分组　 依据外泌体转

染试剂盒说明书要求将 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃ （ ｍｉＲ⁃
２９ｂ⁃３ｐ 模拟物）、ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ （ ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ
抑制剂）及阴性对照 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ、ｍｉｍｉｃ ＮＣ 转入血

浆外泌体中。 细胞转染步骤依据试剂说明书进行。
１． ３． ７　 ＭＩＲＩ 细胞模型建立以及心肌细胞转染　 雄

性 Ｓｐｒａｇｕｅ⁃Ｄａｗｌｅｙ 大鼠体质量（２１０ ± ２０） ｇ，用于心

肌细胞分离。 常规饲喂清洁饲料，在（２３ ± ２） ℃的

１２ ／ １２ ｈ 光 ／暗周期下自由获取食物和水。 本研究

经武汉市第一医院动物中心动物伦理委员会批准

（批号：２３０１１８）。 解剖心室组织，切成约 １ ｍｍ３ 的

块，ＰＢＳ 清洗后用胰酶和Ⅱ型胶原酶消化。 将细胞

在含有 １０％ 胎牛血清和 １％ 青霉素 ／链霉素的

ＤＭＥＭ 中重悬， ７０ μｍ 细胞过滤器过滤。 随后将分

离的心肌细胞在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养。
将处于对数生长期的心肌细胞接种至 ６ 孔板，随后

使用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ 进行瞬时转染并分为如下

组：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组不做任何处理、Ｈ ／ Ｒ 组仅做缺氧 ／复氧

处理、Ｓｅｖ 组接受缺氧 ／复氧和 Ｓｅｖ 处理、ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ
ｍｉｍｉｃ ｅｘｏ ＋ ｖｅｃｔｏｒ 组（心肌细胞中加入过表达 ｍｉＲ⁃
２９ｂ⁃３ｐ 的外泌体并且转染空载体）、 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ
ｍｉｍｉｃ ｅｘｏ ＋ ＩＧＦ１ 组（心肌细胞中加入过表达 ｍｉＲ⁃
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２９ｂ⁃３ｐ 的外泌体并且转染 ＩＧＦ１）。 转染 ４８ ｈ 后将

细胞进行缺氧 ／复氧处理。 首先细胞缺氧 ２ ｈ、３％
ＳＥＶ 后处理 ２０ ｍｉｎ，复氧 ４０ ｍｉｎ。 当细胞贴壁后转

移至不含血清、葡萄糖的 ＤＭＥＭ 培养基，在 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２、９５％ Ｎ２ 中缺氧培养 ４ ｈ，弃去培养基更换

含有 １０％胎牛血清和 １％ 青霉素 ／链霉素的 ＤＭＥＭ
培养基，在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２、９５％ 空气中继续培养 ２
ｈ。
１． ３． ８　 ＥＬＩＳＡ 检测　 取经 ＳＥＶ 后处理的心肌细胞

培养上清液， 稀释后采用大鼠 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 的

ＥＬＩＳＡ 试剂盒分别检测 ＭＩＲＩ 心肌细胞上清液中 ＩＬ⁃
１β、ＴＮＦ⁃α 的水平。 设置标准品孔和样本孔，标准

品孔各加不同浓度的标准品，样本孔先加待测样本，
再加样本稀释液；除空白外，标准品孔和样本孔中每

孔加入辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的检测抗体，封
板膜封住反应孔，３７ ℃恒温箱温育 ６０ ｍｉｎ。 弃去液

体，吸水纸上拍干，加满洗涤液，静置 １ ｍｉｎ，甩去拍

干，洗板 ５ 次。 每孔加入底物 Ａ、Ｂ 各 ５０ μｌ，３７ ℃
避光孵育 １５ ｍｉｎ。 加入终止液，１５ ｍｉｎ 内，用酶标

仪在 ４５０ ｎｍ 波长处测定各孔的光密度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎ⁃
ｓｉｔｙ， ＯＤ） 值。
１． ３． ９　 流式细胞仪检测细胞凋亡　 细胞贴壁后用

不含 ＥＤＴＡ 的胰酶消化，经过 ３ 次 ＰＢＳ 洗涤后，以
１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 的速度离心，去掉上清液。 用 １Ｘ 上样

缓冲液将细胞重悬，将细胞悬液中分别加入 ５ μｌ
ＦＩＴＣ 标记的 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃异硫氰酸酯和碘化丙啶工

作液，混匀后在避光条件孵育 ３０ｍｉｎ，用流式细胞仪

检测。
１． ３． １０　 ＭＴＴ 检测细胞存活率　 将 １０％ ＭＴＴ 添加

到生长培养基后，将处理后的细胞接种在 ９６ 孔板

中，随后在 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 下培养过夜。 随后加入

二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）在摇床上振荡孵育 １０ ｍｉｎ。 结

晶产物溶解后在酶联免疫检测仪检测在波长 ４９０
ｎｍ 处的吸光度值。
１． ３． １１　 双荧光素酶验证靶向关系　 使用生物信息

学软件对 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 和 ＩＧＦ１ 的靶向关系进行预测

和分析。 用 ＰＣＲ 扩增含有 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 结合位点的

ＩＧＦ１ 基因的 ３′ＵＴＲ 序列。 将 ＩＧＦ１⁃３′ＵＴＲ 克隆到

ｐＭＩＲ⁃ＲＥＰＯＲＴ 荧光素酶载体 ＩＧＦ１⁃ＷＴ （野生型）
中。 扩增 ＩＧＦ１⁃ ３′ＵＴＲ 结合位点的突变，克隆到

ＩＧＦ１⁃ＭＵＴ（突变型）质粒中。 将细胞分为 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃
３ｐ ｍｉｍｉｃ ＋ ＩＧＦ１⁃ＷＴ 组、ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃ ＋ ＩＧＦ１⁃
ＭＵＴ 组、ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃ ＮＣ ＋ ＩＧＦ１⁃ＷＴ 组、ｍｉＲ⁃
２９ｂ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃ ＮＣ ＋ ＩＧＦ１⁃ＭＵＴ 组。 根 据 Ｌｉｐｏ⁃

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ） 说明书将 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃
３ｐ ｍｉｍｉｃ 或 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃ ＮＣ 和荧光素酶质粒

ＩＧＦ１⁃ＷＴ 或 ＩＧＦ１⁃ＭＵＴ 按照分组联合转染到细胞

中。 转染 ６ ｈ 更换完全培养基，４８ ｈ 后 ＰＢＳ 洗涤。
避光加入 Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ａｓｓａｙ Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂，检测荧光素

酶的反应强度。
１． ３． １２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测　 用血浆 ／血清 ｍｉＲＮＡ 提取

分离试剂盒提取血浆中总 ＲＮＡ，加入裂解液振荡匀

浆，室温放置 ５ ｍｉｎ，加入 ２００ μｌ 氯甲烷，振荡后室

温放置 ５ ｍｉｎ。 在 ４ ℃下 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，
水相转移加入无水乙醇混匀，转入吸附柱室温放置，
再次离心 ３０ ｓ，向吸附柱中加入去蛋白液 ＭＲＤ 静

置，离心，弃废液。 漂洗液漂洗后离心弃废液。 再次

离心 ２ ｍｉｎ。 吸附柱转入新 ＥＰ 管加入 ＲＮａｓｅ⁃Ｆｒｅｅ
ｄｄＨ２Ｏ，静置，离心 ２ ｍｉｎ。 采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取血浆

外泌体中 ＲＮＡ，具体操作详见 ＴＲＩｚｏｌ 说明书。 提取

的 ＲＮＡ 作为样本，按照 ＥａｓｙＳｃｒｉｐｔＲ Ｆｉｒｓｔ⁃Ｓｔｒａｎｄ ｃＤ⁃
ＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 操作说明书以 ＲＮＡ 为模版逆

转录，使用 ＰｏｗｅｒＵｐＴＭ ＳＹＢＲ® Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 进行

ＰＣＲ。 结果使用 ２ － ΔΔＣｔ公式作进一步计算，以 Ｕ６ 作

为 ｍｉＲＮＡｓ 的内参，其余内参为 ＧＡＰＤＨ。 引物序列

见表 １。

表 １　 ｑＲＴ⁃ ＰＣＲ 引物序列（５′ ⁃ ３′）

基因名称 　 　 引物序列

ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ Ｆ：ＴＧＣＣＴＴＡＡＴＴＴＴＣＡＣＧＧＴＴＡＴ
Ｒ：ＴＴＴＧＧＴＣＣＡＧＣＣＡＡＴＴＴＡ

ＩＧＦ１ Ｆ：ＣＴＴＡＧＧＡＡＴＴＧＴＣＡＡＴＧＡＴＣ
Ｒ：ＣＧＴＧＴＧＧＧＴＡＡＴＣＣＡＴＴＡＴＴＣＧ

Ｕ６ Ｆ：ＴＴＧＴＧＡＧＧＴＧＧＧＧＴＧＧＧＴＣ
Ｒ：ＧＣＧＣＡＴＧＴＣＴＡＡＣＧＧＡＴＴＣＴ

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＴＧＡＡＡＴＴＧＧＡＧＴＧＡＧＣＴＡＣＧＧＴＴ
Ｒ：ＡＴＧＡＧＣＡＡＣＣＴＡＡＣＣＧＴＣＴＴＧＴ

１． ３． １３　 蛋白印迹试验　 用 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液提取

总蛋白，然后用 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒定量。 蛋

白质样品用 ５ 倍负载缓冲液混合，用 １０％十二烷基

硫酸钠（ＳＤＳ） － 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离。 然后，
将蛋白质转移到聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，在 ３７ ℃
的 ５. ０％脱脂牛奶中浸泡 ４５ ｍｉｎ，然后与一抗孵育，
包括 β⁃肌动蛋白、ＣＤ９、ＣＤ６３。 随后，将膜与辣根过

氧化物酶偶联的羊抗兔 ＩｇＧ 在室温下孵育 １ ｈ。 用

ＥＣＬ 化学发光检测试剂盒检测蛋白质条带。 以 β⁃
肌动蛋白为内参比。
１． ４　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２３. ０ 统计软件分析

本研究中数据。 计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，符合正态分
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布和方差齐性的前提下，两组间数据比较采用 ｔ 检
验，多组间数据比较采用单因素方差分析，进一步组

内两两比较使用 ＳＮＫ⁃ｑ 检验。 不符合正态分布和

方差齐性的数据则两组间比较采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 符号

秩检验或 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验，多组比较采用 Ｆｒｉｅｄ⁃
ｍａｎ 检验，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＳＥＶ 后处理减轻 Ｈ ／ Ｒ 心肌细胞损伤　 如图 １
所示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，Ｈ ／ Ｒ 组心肌细胞的增殖能

力减弱，凋亡率和炎性因子（ ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α）浓度

均升高（均 Ｐ ＜ ０. ０５）。 而较 Ｈ ／ Ｒ 组细胞相比，ＳＥＶ
治疗后的细胞增殖能力增强、凋亡率及炎性因子浓

度（均 Ｐ ＜ ０. ０５）均降低。 提示 ＳＥＶ 后处理可减轻

Ｈ ／ Ｒ 诱导的心肌细胞损伤。
２． ２　 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 在 ＭＩＲＩ 大鼠血浆外泌体中表达

增强　 分析 ＧＳＥ７４９５１ 芯片共发现 ６８ 个与 ＭＩＲＩ 相
关的 ｍｉＲＮＡ，其中 ３０ 个表达显著上调，选取差异表

达显著的 ｍｉＲＮＡ 绘制差异 ｍｉＲＮＡ 表达热图 （图

２Ａ）。 经查阅相关文献将 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 纳入研究。
分离 ＭＩＲＩ 大鼠血浆外泌体，电子显微镜分析显示

外泌体形态多为杯状或圆形（图 ２Ｂ），Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测发现，与无外泌体血浆组比较，外泌体中 ＣＤ９
和 ＣＤ６３ 的蛋白表达增强（均 Ｐ ＜ ０. ０５） （图 ２Ｃ －
Ｄ）。 对大鼠血浆外泌体中 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 的表达进行

检测后发现，相对于正常大鼠，ＭＩＲＩ 大鼠血浆外泌

体中 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 表达显著增强且差异具有统计学

意义（ ｔ ＝ １２. ４５， Ｐ ＝ ０. ０００２）（图 ２Ｅ）。
２． ３　 ＩＧＦ１ 被证实为 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 的靶基因　 借助

Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 和 ｍｉＲＤＢ 查找 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 的靶基因并

取交集，结果显示共 ５１８ 个交集基因（图 ３Ａ）。 将上

述靶基因于 Ｄａｖｉｄ 网站中做 ＫＥＧＧ 富集分析并且取

富集程度较高的前 １０ 个通路绘制气泡图（图 ３Ｂ）。
将关注点放在 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路上面，对该通路

中的富集基因进行蛋白互作用分析，发现 ＩＧＦ１ 和其

他基因间存在较紧密的联系（图 ３Ｃ）。 因此选择

ＩＧＦ１ 作为重点关注基因。 ＩＧＦ１ 和 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 的靶

向结合位点见图 ２Ｄ，双荧光素酶报告实验进一步验

证了 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 和 ＩＧＦ１ 的靶向关系（图 ３Ｅ）。
２． ４ 　 ＳＥＶ 后处理降低 Ｈ ／ Ｒ 刺激的心肌细胞中

ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 的表达及升高 ＩＧＦ１ 的表达 　 为了研

究ＳＥＶ后处理在Ｈ ／ Ｒ损伤中的潜在分子机制，本

图 １　 ＳＥＶ 治疗减轻 Ｈ ／ Ｒ 心肌细胞损伤

　 　 Ａ：ＭＴＴ 法检测细胞增殖活力；Ｂ － Ｃ：流式细胞术检测细胞凋亡；Ｄ：ＥＬＩＳＡ 法检测 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 的浓度；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：Ｈ ／ Ｒ 组；３：ＳＥＶ

组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｈ ／ Ｒ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ２　 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 在 ＭＩＲＩ大鼠血浆外泌体中表达增强

　 　 Ａ：差异 ｍｉＲＮＡｓ 的表达热图；Ｂ：外泌体分离电镜图 × ２０ ０００；Ｃ － Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测得到 ＣＤ９ 和 ＣＤ６３ 的蛋白表达水平；Ｅ：Ｎｏｒｍａｌ 和 ＭＩ⁃
ＲＩ 大鼠血浆外泌体中 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 的表达；与无外泌体血浆组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与对照组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 和 ＩＧＦ１ 的靶向关系验证

　 　 Ａ：Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 和 ｍｉＲＤＢ 预测 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 的靶基因；Ｂ：ＫＥＧＧ 富集分析结果；Ｃ：蛋白互作用分析结果；Ｄ：ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 个 ＩＧＦ１ 的特异性结合

位点；Ｅ：双荧光素酶报告实验结果；１：ｍｉＲ⁃ＮＣ 组；２：ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃ 组；与 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ４　 ＳＥＶ 后处理对 Ｈ ／ Ｒ 刺激的心肌细胞中 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ 和 ＩＧＦ１ 表达的影响

　 　 Ａ － Ｂ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 和 ＩＧＦ１ 在各组细胞中的表达；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：Ｈ ／ Ｒ 组；３：ＳＥＶ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｈ ／ Ｒ
组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

研究采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 和 ＩＧＦ１ 的表

达变化。 图 ４ 数据显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ｍｉＲ⁃
２９ｂ⁃３ｐ 在 Ｈ ／ Ｒ 组细胞中表达升高，而 ＩＧＦ１ 表达降

低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 与 Ｈ ／ Ｒ 组细胞相比，ＳＥＶ 组中 ｍｉＲ⁃
２９ｂ⁃３ｐ 的表达降低，而 ＩＧＦ１ 表达升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。
这些数据提示 ＳＥＶ 后处理减轻的 Ｈ ／ Ｒ 刺激的心肌

细胞损伤可能是通过调节 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 和 ＩＧＦ１ 进行

的。
２． ５　 血浆外泌体源性 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 能够促进 ＳＥＶ
后处理的 Ｈ ／ Ｒ 心肌细胞损伤　 ＭＴＴ 和流式细胞术

实验结果显示，过表达外泌体中 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 明显降

低心肌细胞增殖活力，提高细胞凋亡率，对 ＳＥＶ 的

治疗效果起抑制作用（均 Ｐ ＜ ０. ０５）。 而敲减 ｍｉＲ⁃
２９ｂ⁃３ｐ 则协同 ＳＥＶ 进一步提高心肌细胞增殖活力，
降低凋亡率（Ｐ ＜ ０. ０５）。 此外，过表达 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ
显著升高 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 的浓度，而敲减 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃

３ｐ 则效果反转（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见表 ２。
２． ６　 过表达 ＩＧＦ１ 可部分挽救过表达 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ
对 ＳＥＶ 后处理的 Ｈ ／ Ｒ 心肌细胞损伤的影响　 将心

肌细胞与转染 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃ 或 ｍｉｍｉｃ ＮＣ 的血

浆外泌体共孵育后， 对心肌细胞转染 ｖｅｃｔｏｒ 或

ＩＧＦ１，进行 ＳＥＶ 处理。 结果显示，与 ＳＥＶ ＋ ｍｉｍｉｃ
ＮＣ⁃ｅｘｏｓ 组比较，ＳＥＶ ＋ ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃ⁃ｅｘｏｓ 组的

细胞增殖活力被抑制，凋亡率增加，炎性因子浓度增

加（均 Ｐ ＜ ０. ０５）。 与 ＳＥＶ ＋ ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃ⁃ｅｘｏｓ
＋ ｖｅｃｔｏｒ 组比较， ＳＥＶ ＋ ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃ⁃ｅｘｏｓ ＋
ＩＧＦ１ 组细胞增殖活力提高，细胞凋亡减少，炎性因

子浓度被抑制（均 Ｐ ＜ ０. ０５）。 见表 ３。 表明过表达

ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 加重的心肌细胞凋亡和炎性反应，抑制

的细胞存活率均通过过表达 ＩＧＦ１ 得到部分挽救。
提示 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 可通过靶向 ＩＧＦ１ 参与调控 ＳＥＶ 后

处理的 Ｈ ／ Ｒ 诱导的心肌细胞损伤。

表 ２　 各组细胞增殖、凋亡和炎性因子表达检测结果［ｎ（％ ），�ｘ ± ｓ］

组别 细胞增殖活力（％ ） 细胞凋亡率（％ ） ＩＬ⁃１β 浓度（ｐｇ ／ ｍｌ） ＴＮＦ⁃α 浓度（ｐｇ ／ ｍｌ）
ＳＥＶ ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ⁃ｅｘｏｓ ６０． ４８ ± ５． １９ １７． ９６ ± １． ７２ １６． ０４ ± １． ５６ ２９． ４５ ± ２． ８２
ＳＥＶ ＋ ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃ⁃ｅｘｏｓ ２５． ４１ ± ２． １２∗∗ ３６． ４７ ± ３． ２１∗∗ ４８． ０７ ± ４． ５２∗∗ ７９． ４６ ± ７． ２１∗∗

ＳＥＶ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ⁃ｅｘｏｓ ６１． ０８ ± ５． ２１ １８． １７ ± １． ７８ １５． ９８ ± １． ５５ ２９． ０７ ± ２． ８１
ＳＥＶ ＋ ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ⁃ｅｘｏｓ １１４． ５７ ± １０． ０５＃＃ ７． ４１ ± ０． ７１＃＃ ５． ７４ ± ０． ５１＃＃ １１． ４５ ± １． ２３＃＃

　 　 与 ＳＥＶ ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ⁃ｅｘｏｓ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＳＥＶ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ⁃ｅｘｏｓ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

表 ３　 各组细胞增殖、凋亡和炎性因子表达检测结果［ｎ（％ ），�ｘ ± ｓ］

组别 细胞增殖活力（％ ） 细胞凋亡率（％ ） ＩＬ⁃１β 浓度（ｐｇ ／ ｍｌ） ＴＮＦ⁃α 浓度（ｐｇ ／ ｍｌ）
ＳＥＶ ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ⁃ｅｘｏｓ ６８． ２４ ± ６． ４５ １７． ８２ ± １． ６９ １７． ２２ ± １． ５３ ２９． ８８ ± ２． ７９
ＳＥＶ ＋ ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃ⁃ｅｘｏｓ ２２． ４３ ± ２． ０１∗∗ ３６． ５８ ± ３． ３１∗∗ ５５． ４１ ± ５． ０７∗∗ ８２． ３３ ± ７． ６８∗∗

ＳＥＶ ＋ ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃ⁃ｅｘｏｓ ＋ ｖｅｃｔｏｒ ２１． ３６ ± １． ９８ ３７． ４２ ± ３． ３６ ５４． ６８ ± ５． １３ ８１． ９５ ± ７． ６９
ＳＥＶ ＋ ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃ⁃ｅｘｏｓ ＋ ＩＧＦ１ ３１． ４４ ± ２． ８９＃＃ ２６． ５１ ± ２． ４４＃＃ ３４． ２０ ± ３． ０５＃＃ ４９． ６３ ± ４． ６７＃＃

　 　 与 ＳＥＶ ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ⁃ｅｘｏｓ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＳＥＶ ＋ ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃ⁃ｅｘｏｓ ＋ ｖｅｃｔｏｒ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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３　 讨论

　 　 既往研究［７］表明，ＳＥＶ 后处理可增强心脏对缺

血再灌注损伤的抵抗力。 本研究首先通过细胞实验

发现 ＳＥＶ 后处理 Ｈ ／ Ｒ 损伤的心肌细胞时，细胞增

殖增加，细胞凋亡和炎性反应受到抑制，表明 ＳＥＶ
后处理在 Ｈ ／ Ｒ 损伤中起到心脏保护作用。
　 　 ｍｉＲＮＡｓ 以往被证实参与 ＳＥＶ 后处理对缺血再

灌注损伤的心脏保护机制，如在 Ｉ ／ Ｒ 损伤小鼠中，
ｍｉＲ⁃１５５ 过度表达可降低 ＳＥＶ 治疗缺血再灌注小鼠

的心功能，增加梗死面积［８］。 此外 Ｊｉａｎｇ ｅｔ ａｌ［９］在研

究中发现 ＳＥＶ 后处理能够通过上调 ｍｉＲ⁃１０７ 靶向

ＳＴＲＡＤＡ 降低大鼠心肌细胞 Ｈ ／ Ｒ 损伤。 这些研究

表明，不同的 ｍｉＲＮＡｓ 在心脏保护中具有不同的作

用机制。 本研究通过 ＧＥＯ 数据库查找 ＭＩＲＩ 相关芯

片并且发现 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 在 ＭＩＲＩ 中表达显著上调。
Ｈｅ ｅｔ ａｌ［１０］在研究中证实 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 能够通过靶向

ＰＴＸ３ 加重心脏 Ｈ ／ Ｒ 损伤。 另有研究［４］ 显示，ｍｉＲ⁃
２９ 存在于外泌体中，来源于巨噬细胞外泌体的 ｍｉＲ⁃
２９ 能够发挥促炎作用，诱导心肌细胞焦亡并促进心

肌受损。 为探究 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 可能影响 ＭＩＲＩ 的途

径，本研究对 ＭＩＲＩ 大鼠血浆外泌体中 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ
的表达进行了检测并且证实 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 在血浆外

泌体中显著高表达，推测血浆外泌体中 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ
表达的异常增强可能参与了 ＭＩＲＩ 的进展。
　 　 为进一步探究 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 对 ＳＥＶ 后处理的 Ｈ ／
Ｒ 细胞损伤中的分子机制，通过靶向关系预测网站

筛选 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 的靶基因，ＫＥＧＧ 富集分析发现了

ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路。 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路是 ＭＩＲＩ 中发

挥重要作用的通路之一，如吴胜男［１１］ 等在研究中发

现内吗啡肽⁃１ 处理能够通过激活 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路进

而改善 ＭＩＲＩ。 此外，何贵新［１２］ 等人在实验研究中

证实芪参益气滴丸能够促进 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路活性并

且改善 ＭＩＲＩ。 因此本研究将关注点放在富集到

ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路的基因中， ＩＧＦ１ 是富集在 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 通路中的一个重要基因，先前的研究［１３］ 证实，
心脏祖细胞分泌的外泌体对于心脏具有显著保护作

用，该作用可能与促进 ＩＧＦ１ 的释放有关。 ＩＧＦ１ 也

被发现能够促进心肌祖细胞存活［１４］。 另有报道［１５］

指出，Ｇｈｒｅｌｉｎ 通过上调 ＩＧＦ１ 的表达保护 Ｈ ／ Ｒ 诱导

的心肌细胞。 本实验数据显示，ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 在 Ｈ ／ Ｒ
诱导的心肌细胞中表达增强而 ＩＧＦ１ 在 Ｈ ／ Ｒ 诱导的

心肌细胞中的表达被抑制，ＳＥＶ 后处理则能够显著

抑制 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 的表达并促进 ＩＧＦ１ 的表达。

　 　 进一步的功能实验证实在 ＭＩＲＩ 大鼠血浆外泌

体中过表达 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 能够加重 ＳＥＶ 后处理的 Ｈ ／
Ｒ 心肌损伤，抑制心肌细胞活力并且促进凋亡和炎

性因子表达，但是过表达 ＩＧＦ１ 则能够部分挽救

ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 对 ＳＥＶ 后处理的 Ｈ ／ Ｒ 心肌细胞损伤的

影响。 这表明血浆外泌体源性 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 能够靶

向 ＩＧＦ１ 进而加重 ＳＥＶ 后处理的 Ｈ ／ Ｒ 细胞损伤。
　 　 本研究的局限性在于未进一步对 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ
是否还靶向 ＭＩＲＩ 中的其他分子及信号通路进行探

究。 本研究证实了 ＭＩＲＩ 大鼠血浆外泌体源性 ｍｉＲ⁃
２９ｂ⁃３ｐ 能够靶向 ＩＧＦ１ 促进 ＳＥＶ 后处理的 Ｈ ／ Ｒ 心

肌细胞损伤，干预外泌体中 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 的表达有望

在 ＭＩＲＩ 的治疗中发挥作用。 本研究机制图见图 ５。

图 ５　 ＭＩＲＩ大鼠血浆外泌体源性 ｍｉＲ⁃２９ｂ⁃３ｐ 靶向 ＩＧＦ１
加重 ＳＥＶ 后处理的 Ｈ ／ Ｒ 心肌细胞损伤
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