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摘要　 目的　 探讨尿毒症微环境下 ｍｉＲＮＡ⁃２２ 对心肌细胞

凋亡和过度自噬的影响，并阐明该过程的潜在机制。 方法　
收集硫酸吲哚酚（ＩＳ）刺激后的 Ｈ９ｃ２ 细胞，分别将 ｍｉＲ⁃２２ 模

拟物（ｍｉｍｉｃ⁃ｍｉＲ⁃２２）、ｍｉＲ⁃２２ 抑制剂（ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃２２）和 ＵＣＰ２
过表达物 （ ＬｅＵＣＰ２） 转染入细胞。 采用流式细胞术分析

Ｈ９ｃ２ 细胞的存活情况和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析自噬相关蛋白

ＬＣ３、ｐ６２ 的表达。 结果 　 与接受对照处理的 Ｈ９ｃ２ 细胞相

比，ＩＳ 组的存活 Ｈ９ｃ２ 细胞数量减少（８７. ５％ ｖｓ ５６. ９％ ，Ｐ ＜
０. ０１），而凋亡和坏死细胞的数量却增加（６. ２％ ｖｓ ２０. ６％ ，
６. ３％ ｖｓ ２２. ５％ ，Ｐ ＜ ０. ０１）。 用 ｍｉＲ⁃２２ 模拟物治疗可减少

坏死和凋亡细胞的百分比 （１１. ０％ ｖｓ ２０. ６％ ，１１. ０％ ｖｓ
２２. ５％ ，Ｐ ＜ ０. ０５），而用 ｍｉＲ⁃２２ 抑制剂治疗可增加凋亡和坏

死细胞的百分比（３８. ５％ ｖｓ ２０. ６％ ，４０. ９％ ｖｓ ２２. ５％ ，Ｐ ＜
０. ０１）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析显示，ｍｉＲ⁃２２ 模拟物转染的 Ｈ９ｃ２
细胞与相应的阴性对照 ｍｉＲＮＡ 转染的细胞相比具有更低的

ＬＣ３⁃Ⅱ ／ Ⅰ比 率 ［（ １. ２４ ± ０. １５ ） ｖｓ （ ３. ２６ ± ０. ４２ ）， Ｐ ＜
０. ００１］，而 ｐ６２ 蛋白表达提高 ［（０. ９２ ± ０. ０６） ｖｓ （０. ６５ ±
０. ０５），Ｐ ＜ ０. ０５］；而 ｍｉＲ⁃２２ 抑制剂则产生了相反的结果

［ＬＣ３⁃Ⅱ ／ Ⅰ比值：（４. ５３ ± ０. ４２） ｖｓ （３. ２９ ± ０. ４０），Ｐ ＜ ０. ０１；
ｐ６２：（０. ２９ ± ０. ０４ ）ｖｓ （０. ５８ ± ０. ０５），Ｐ ＜ ０. ０１］。 此外，与空

慢病毒载体对照相比，ＬｅＵＣＰ２ 转染导致暴露于 ＩＳ 的 Ｈ９ｃ２
细胞或 ｍｉＲ⁃２２ 抑制剂转染的 Ｈ９ｃ２ 细胞中 ｐ６２ 表达增加（Ｐ
＜ ０. ０５），ＬＣ３⁃Ⅱ ／ Ⅰ比率降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 ｍｉＲ⁃２２ 通

过靶向 ＵＣＰ２ 在减轻 ＩＳ 诱导的心肌细胞凋亡和自噬方面起

着重要保护作用。
关键词　 硫酸吲哚酚；心肌细胞；ｍｉＲＮＡ⁃２２；解偶联蛋白 ２；
自噬
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　 　 研究［１］表明，硫酸吲哚酚（ｉｎｄｏｘｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ，ＩＳ）在
慢性肾病患者中观察到的心血管疾病进程中起促进

作用。 体外实验证实了 ＩＳ 通过增强氧化应激上调

心肌细胞的自噬水平［２］。 但是，尚不清楚 ＩＳ 诱导的

心肌细胞自噬水平的更深层机制。 解偶联蛋白 ２
（ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ２，ＵＣＰ２）位于线粒体内膜，在心

肌组织中广泛表达［３］。 研究［４］表明 ＵＣＰ２ 可以通过

抑制活氧性生成来保护心肌细胞免受氧化应激引起

的凋亡和过度自噬。 据报道［５］，ｍｉＲＮＡ⁃２２（ｍｉＲ⁃２２）
在心脏中高度表达，并作为心脏重塑的重要调节剂。
然而，ｍｉＲ⁃２２ 是否通过 ＵＣＰ２ 保护心肌细胞免受 ＩＳ
诱导的凋亡和过度自噬尚不清楚。 该研究探讨 ｍｉＲ
－２２ 在调节 ＩＳ 诱导的心肌细胞自噬作用及其可能

机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 试剂　 １０％ 胎牛血清购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公

司；Ｄｕｌｂｅｃｃｏ 改良 Ｅａｇｌｅ 培养基购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；３⁃（４，５⁃二甲基⁃２⁃噻唑基）⁃２，５⁃二苯

基⁃２Ｈ⁃溴化四唑（３⁃（４，５⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ⁃２⁃ｙｌ）⁃２，５⁃
ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ）、脂质体 ２０００ 转染

试剂、硫酸吲哚酚均购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；
乳酸脱氢酶（ｌａｃｔｉｃ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）测量试剂盒

购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司；ｍｉＲ⁃２２ 模拟物（ｍｉｍｉｃ⁃ｍｉＲ⁃
２２）、ｍｉＲ⁃２２ 抑制剂（ ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃２２）和 ＵＣＰ２ 过表达

物（ＬｅＵＣＰ２）均购自上海吉玛制药技术有限公司；
ＴＲＩｚｏｌ 试剂、ＭｉｃｒｏＲＮＡ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ Ｓｙｂｒ Ｇｒｅｅｎ 检测试

剂盒、ＳＹＢＲ ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒均购自日本 Ｔａｋａｒａ Ｂｉｏ⁃
ｃｈｅｍｉｃａｌ 公司；裂解缓冲液购自美国 Ｒｏｃｈｅ Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｓｃｉｅｎｃｅ 公司；ＰＶＤＦ 膜购自美国 Ｍｅｒｃｋ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公

司；ｐ⁃６２ 抗体、ＬＣ３Ⅰ ／ Ⅱ抗体、ＵＣＰ２ 抗体、Ｂｃｌ⁃２ 抗

体、Ｂａｘ 抗体、ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 抗体和 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体均购自

美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司；辣根过氧化物

酶结合的第二抗体购自美国 Ａｂｃａｍ 公司；膜联蛋白

Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和碘化丙啶（ＰＩ）检测试剂盒购自美国 ＢＤ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司；Ｑｕｉｋ 突变株试剂盒购自德国 Ｓｔｒａｔ⁃
ａｇｅｎｅ 公司；ｐｍｉＲＧＬＯ 载体购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司。
１． １． ２ 　 仪器 　 ＦＬ⁃６００ 酶标仪购自美国 ＢｉｏＴｅｋ 公

司；实时 ＰＣＲ 系统购自美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公
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司；利用化学发光检测系统购自上海 Ｔａｎｏｎ 公司；
ＢＤ ＦＡＣＳＤｉｖａ Ｓｏｆｔｗａｒｅ ｖ７. ０ 购自美国 Ｂｅｃｔｏｎ⁃Ｄｉｃｋｉｎ⁃
ｓｏｎ 公司；双荧光素酶报告系统购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公

司。
１． ２ 　 细胞培养 　 人心肌母细胞 Ｈ９ｃ２ 购自美国

ＡＴＣＣ 公司，将其培养在含有 １０％ 胎牛血清的 Ｄｕｌ⁃
ｂｅｃｃｏ 改良 Ｅａｇｌｅ 培养基。
１． ３　 细胞增殖测定 　 使用 ＭＴＴ 来检测细胞的活

力。 将 Ｈ９ｃ２ 接种在 ９６ 孔板中，然后暴露于连续浓

度的 ＩＳ（１００、２５０、５００、１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ）中 ４８ ｈ。 在另

一个实验中，将 Ｈ９ｃ２ 与 ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＩＳ 孵育 ２４、４８、
７２ ｈ。 用 ＩＳ 处理后，将 ２０ μｌ ＭＴＴ 工作溶液（５ ｍｇ
ＭＴＴ ／ ｍｌ 溶于磷酸盐缓冲液，ＰＢＳ）添加到每个孔中，
并在 ３７ ℃下孵育 ５ ｈ。 弃上清液，将沉淀用 １５０ μｌ
二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶解 １０ ｍｉｎ。 使用 ＦＬ⁃６００ 酶

标仪在 ５７０ ｎｍ 波长处检测吸光度。 为了验证数据，
每个测定进行了 ３ 次。
１． ４　 细胞毒性的测定　 为了分析 ＩＳ 对 Ｈ９ｃ２ 的细

胞毒性作用，使用 ＬＤＨ 测量试剂盒测定细胞释放的

ＬＤＨ。 具体操作为：将 Ｈ９ｃ２ 接种在 ９６ 孔板中，然后

暴露于连续浓度的 ＩＳ（１００、２５０、５００、１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ）
中 ４８ ｈ。 吸取 ５０ μｌ 上清液转移至 ９６ 孔酶法测定

板，向每个孔加入 ５０ μｌ 重组底物混合物。 盖住平

板，在室温下避光孵育 ３０ ｍｉｎ。 最后，加入停止液，
并用 ＦＬ⁃６００ 酶标仪在 ４９０ ｎｍ 处记录吸光度。 实验

进行了 ３ 次以验证结果。
１． ５　 细胞转染　 取对数生长期的 Ｈ９ｃ２ 细胞，以 ５
× １０４ 个 ／孔接种于 ２４ 孔板，用脂质体 ２０００ 转染试

剂，分别将 ｍｉｍｉｃ⁃ｍｉＲ⁃２２ （５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）、ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃２２
（１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）和 ＬｅＵＣＰ２（５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）转染入细胞。
加入乱码 ｍｉＲ⁃２２ 或空慢病毒载体作为对照。 转染

４８ ｈ 后，收集细胞并进行以下测定。
１． ６　 逆转录酶反应和实时定量 ＰＣＲ　 使用 ＴＲＩｚｏｌ
试剂从培养的细胞中分离了总 ＲＮＡ。 为了量化

ｍｉＲ⁃２２ ｍｉＲＮＡ 的表达，使用针对特定 ｍｉＲＮＡ 的特

殊茎环引物合成 ｃＤＮＡ，然后使用 ＭｉｃｒｏＲＮＡ ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ Ｓｙｂｒ Ｇｒｅｅｎ 检测试剂盒和 ７５００ 序列检测实时

ＰＣＲ 系统确定 ｍｉＲＮＡ 表达水平。 比较 Ｃｔ（阈值周

期）值用于量化 ｍｉＲＮＡ 表达水平。 为了量化 ＵＣＰ２
ｍＲＮＡ 的表达，使用 ＳＹＢＲ ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒合成 ｃＤ⁃
ＮＡ 并进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 分析。 Ｕ６ 和 β⁃ａｃｔｉｎ 分别作为

ｍｉＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 的内部对照。 ｍｉＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 表

达水平以相对于对应对照样品表达水平的倍数变化

表示，并使用 ２ － ΔΔＣｔ方法计算。 实验使用引物如下：

ｍｉＲ⁃２２ 引物，正向 ５′⁃ＧＣＣＴＧＡＡＧＣＴＧＣＣＡＧＴＴＧＡ⁃３′
和反向 ５′⁃ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ⁃３′； 大鼠 Ｕ６ 引

物，正向 ５′⁃ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ⁃３′和反向 ５′⁃
ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ⁃３′；β⁃ａｃｔｉｎ 引物，正向

５′⁃ＣＧＡＣＣＡＣＡＣＡＣＡＧＡＧＧＧＡＧＡＴ⁃３′和反向 ５′⁃ＧＣ⁃
ＣＧＡＴＴＣＡＣＡＣＣＧＡＧＴＡ⁃３′；ＵＣＰ２ 引物，正向 ５′⁃ＴＧＣ
ＴＧＡＧＣＴＧＧＴＧＡＣＣＴＡＴＧ⁃３′和反向 ５′⁃ＣＣＡＧＧＧＣＡＧ
ＡＧＴＴＣＡＴＧＴＡＴ⁃３′。
１． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析　 用 ＰＢＳ 清洗细胞，并在含

有蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的冰冷裂解缓冲液

中裂解细胞。 然后在 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下 ４ ℃离心 １０
ｍｉｎ。 在 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶上分离等量的细胞裂

解物 （２０ μｇ），并转移到 ＰＶＤＦ 膜上。 这些膜在

ＴＢＳＴ 中用 ５％吐温⁃２０ 在室温下阻断 ２ ｈ，然后将 ｐ⁃
６２ 抗体（１ ∶ １ ０００）、ＬＣ３Ⅰ ／ Ⅱ抗体（１ ∶ ８００）、ＵＣＰ２
抗体（１ ∶ ８００）、Ｂｃｌ⁃２ 抗体（１ ∶ ２ ０００）、Ｂａｘ 抗体

（１ ∶ １ ０００）、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 抗体 （１ ∶ １ ０００） 和 β⁃ａｃｔｉｎ
（１ ∶ １ ０００）第一抗体与膜在 ４ ℃孵育过夜。 次日，
在室温下用辣根过氧化物酶结合的第二抗体孵育 １
ｈ。 利用化学发光检测系统对抗体复合物进行了可

视化和定量分析。 用相对密度法测定靶蛋白表达水

平，并将其标准化为 β⁃ａｃｔｉｎ 对应的条带。
１． ８　 流式细胞仪分析　 使用膜联蛋白 Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和碘

化丙啶（ＰＩ）检测试剂盒对细胞进行了染色，并通过

流式细胞仪分析细胞存活情况。 首先，使用胰蛋白

酶消化细胞（６ × １０５ 个），然后将细胞在室温下于黑

暗中重悬于 １００ μｌ 含 ５ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和 ５ μｌ
ＰＩ 的结合缓冲液中 １０ ｍｉｎ，然后将 ４００ μｌ 结合缓冲

液添加至混合物中。 在停止反应后 １ ｈ 内通过流式

细胞术分析细胞。 使用 ＢＤ ＦＡＣＳＤｉｖａ Ｓｏｆｔｗａｒｅ ｖ７. ０
评估流式细胞仪数据。 每组共计数１０ ０００个细胞进

行统计分析，每次评估重复 ３ 次。
１． ９　 双荧光素酶报告分析 　 使用引物 ５′⁃ＡＡＡＣＧ⁃
ＧＡＣＴＣＧＣＡＧＣＧＡＧＣＴＣＣＡＧ⁃３′ 和 ５′⁃ＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡ
ＣＴＡＧＡＴＡＣＡＴＧＡＣＴＣＴＡＡＣＡＴＴＴＧＣＣ⁃３′ 通 过 ＰＣＲ
扩增含有推定的 ｍｉＲ⁃２２ 靶位点的 ＵＣＰ２ 的野生型

（ＷＴ）３′非翻译区（３′ＵＴＲ⁃ＷＴ）的片段。 同时通过

使用 Ｑｕｉｋ 突变株试剂盒对 ｐＧＬ３⁃ＵＣＰ２⁃３′ ＵＴＲ 载体

上带有的 ｍｉＲ⁃２２ 靶点序列中的 ｓｅｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ 序列

进行点突变。 随后，将包含 ＵＣＰ２ 的 ３′ＵＴＲ⁃ＷＴ 或

３′ＵＴＲ⁃ＭＵＴ（突变型）片段插入紧邻荧光素酶基因

序列下游的 ｐｍｉＲＧＬＯ 载体中。 在报告分析中，该研

究用荧光素酶报告构建物和 ｍｉｍｉｃ⁃ｍｉＲ⁃２２、 ａｎｔｉ⁃
ｍｉＲ⁃２２ 或阴性对照 ｍｉＲＮＡｓ 共转染了 Ｈ９ｃ２ 细胞。
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转染后 ４８ ｈ，裂解细胞，用双荧光素酶报告系统测定

荧光素酶活性。 荧光素酶活性水平被标准化为肾素

荧光素酶活性水平。
１． １０　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １８. ０ 软件进行数据

分析，数据采用 �ｘ ± ｓ 表示，两组间比较采用 ｔ 检验，
多组间比较采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），以 Ｐ ＜
０. ０５ 为差异有统计学意义。 所有实验独立重复 ３
次。

２　 结果

２． １　 ＩＳ 对 Ｈ９ｃ２ 细胞增殖、毒性和自噬的影响 　
ＭＴＴ 分析结果显示， ＩＳ 可以剂量依赖性地抑制

Ｈ９ｃ２ 的增殖（图 １Ａ），并且随着暴露的时间的延长，
由 ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＩＳ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 增殖的抑制作用增

加（图 １Ｂ）。 同时，用 ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ 或１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＩＳ 处理 ４８ ｈ 可增加 Ｈ９ｃ２ 中 ＬＤＨ 的释放（图 １Ｃ）。
此外，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析显示，ＩＳ 可以剂量依赖性地

降低 Ｈ９ｃ２ 细胞中 ｐ６２ 的表达 （ Ｆ ＝ １６. １３７，Ｐ ＜
０. ００１），并促进 ＬＣ３⁃Ⅰ向 ＬＣ３⁃Ⅱ转化（Ｆ ＝ ２８. ４２４，
Ｐ ＜ ０. ００１，图 １Ｄ、Ｅ）。
２． ２　 ｍｉＲ⁃２２ 对 ＩＳ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞凋亡的影响　
为了检查 ｍｉＲ⁃２２ 对 ＩＳ 处理过的心肌细胞的作用，
研究通过用 ｍｉＲ⁃２２ 模拟物或抑制剂转染 Ｈ９ｃ２ 细

胞来诱导 ｍｉＲ⁃２２ 过表达和敲低。 转染效率如图

２Ａ、Ｂ 所示，与对照组相比，ｍｉＲ⁃２２ 模拟组中的 ｍｉＲ⁃
２２ 水平升高（Ｐ ＜ ０. ００１），而 ｍｉＲ⁃２２ 抑制剂组中的

ｍｉＲ⁃２２ 水平降低（Ｐ ＜ ０. ００１）。 在暴露于 ＩＳ 条件

下，与接受对照处理的 Ｈ９ｃ２ 细胞相比，ＩＳ 组的存活

Ｈ９ｃ２ 细胞数量减少（ ｔ ＝ ４. ６１４，Ｐ ＝ ０. ００６），而凋亡

和坏死细胞的数量却增加了（ ｔ ＝ ４. ５２６、４. ６３８，Ｐ ＝
０. ００７、０. ００６）。 用 ｍｉＲ⁃２２ 模拟物治疗可减少坏死

和凋亡细胞的百分比（ ｔ ＝ ３. １４２、３. ３１５，Ｐ ＝ ０. ０３７、
０. ０３４），而用 ｍｉＲ⁃２２ 抑制剂治疗可进一步增加凋亡

和坏死细胞的百分比（ ｔ ＝ ６. ７５３、６. ８４１，Ｐ ＜ ０. ００１）
（图 ２ Ｃ、Ｄ）。
２． ３　 ｍｉＲ⁃２２ 对 ＩＳ 诱导的自噬的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
分析显示，在暴露于 ＩＳ 条件下，ｍｉＲ⁃２２ 模拟物转染的

Ｈ９ｃ２ 细胞与相应的阴性对照 ｍｉＲＮＡ 转染的细胞相

比具有更低的 ＬＣ３⁃Ⅱ／Ⅰ比值（ ｔ ＝ ８. ２５９，Ｐ ＜ ０. ００１），
ｐ６２ 蛋白表达提高（ ｔ ＝ ２. ７１６，Ｐ ＝ ０. ０４３）（图 ３Ａ、Ｂ）；
而 ｍｉＲ⁃２２ 抑制剂则产生了相反的结果（ ｔ ＝ ４. ３２９，Ｐ
＝０. ００５；ｐ６２：ｔ ＝４. ４７３，Ｐ ＝０. ００４）（图 ３Ｃ、Ｄ）。
２． ４　 ｍｉＲ⁃２２ 靶向 ＵＣＰ２ 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
分析表明，在暴露于 ＩＳ 条件下，ｍｉＲ⁃２２ 模拟物转染的

Ｈ９ｃ２ 细胞与相应的阴性对照 ｍｉＲＮＡ 转染的细胞相

比具有更高的ＵＣＰ２ｍＲＮＡ和蛋白表达（ ｔ ＝ ４. ４３７、

图 １　 ＩＳ 对 Ｈ９ｃ２ 细胞增殖、毒性和自噬的影响

Ａ：ＭＴＴ 法检测不同浓度 ＩＳ 对 Ｈ９ｃ２ 细胞增殖的影响；Ｂ：ＭＴＴ 法检测 ＩＳ 不同处理时间对 Ｈ９ｃ２ 细胞增殖的影响；Ｃ：不同浓度 ＩＳ 对 Ｈ９ｃ２ 细

胞毒性的影响；Ｄ、Ｅ：不同浓度 ＩＳ 对 Ｈ９ｃ２ 细胞 ｐ６２ 蛋白表达及 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ Ⅰ比值的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果和定量数据；与对照组比较：△Ｐ ＜ ０. ０５，
△△Ｐ ＜ ０. ０１，△△△Ｐ ＜ ０. ００１
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图 ２　 ｍｉＲ⁃２２ 对 ＩＳ 处理过的心肌细胞的作用

　 　 Ａ、 Ｂ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析 ｍｉＲ⁃２２ 模拟物、ｍｉＲ⁃２２ 抑制剂或相应的阴性对照（ｎ ＝ ３）转染的 Ｈ９ｃ２ 细胞中 ｍｉＲ⁃２２ 表达；与对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜
０. ００１；Ｃ、Ｄ：流式细胞术分析显示 ｍｉＲ⁃２２ 对 Ｈ９ｃ２ 细胞坏死、凋亡和存活的影响（ｎ ＝ ３）；与正常组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗ Ｐ ＜
０. ００１；与 ＩＳ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

４. ６１４，Ｐ ＝ ０. ００７、０. ００５）；而 ｍｉＲ⁃２２ 抑制剂则产生

了相反的结果（ ｔ ＝ ３. ５７２、４. ５３３，Ｐ ＝ ０. ０２５、０. ００５）。
为了证实 ｍｉＲ⁃２２ 与 ＵＣＰ２ 之间的关系，研究进行了

双重荧光素酶报告基因检测。 结果显示，在 ＵＣＰ２
３′ＵＴＲ ＷＴ 组中，与阴性对照转染细胞相比，ｍｉＲ⁃２２
模拟转染的细胞中标准化萤光素酶活性水平增加

（ ｔ ＝ ７. ８４３，Ｐ ＜ ０. ００１），而在抑制剂转染的细胞中则

降低（ ｔ ＝ ４. ８２３，Ｐ ＝ ０. ００３）。 但是在 ＵＣＰ２ ３′ＵＴＲ
ＭＵＴ 组中，用 ｍｉＲ⁃２２ 模拟物或抑制剂转染后的荧

光素酶构建体的活性水平较阴性对照未发生变化。
见图 ４。
２． ５　 ＵＣＰ２ 介导 ｍｉＲ⁃２２ 在 ＩＳ 刺激 Ｈ９ｃ２ 细胞中的

保护作用 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析结果见图 ５ 所示，
ＬｅＵＣＰ２ 转染的 Ｈ９ｃ２ 细胞中 ＵＣＰ２ 表达水平明显升

高，表明 ＬｅＵＣＰ２ 转染的效率很高。 与空慢病毒载

体对照相比，ＬｅＵＣＰ２ 转染导致暴露于 ＩＳ 的 Ｈ９ｃ２ 细

胞或 ｍｉＲ⁃２２ 抑制剂转染的 Ｈ９ｃ２ 细胞中 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ
比率和 ｐ６２ 表达增加 （ ｔＬｅＵＣＰ２ ＝ ７. １６２、４. ６７３，Ｐ ＜
０. ００１、０. ００５； ｔａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃２２ ＝ ７. ５１４、 ３. ６１４， Ｐ ＜ ０. ００１、
０. ０１９）以及 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 和 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ Ⅰ比值降低

（ ｔＬｅＵＣＰ２ ＝ ３. ０４４、２. ８３６，Ｐ ＝ ０. ０２４、０. ０３０；ｔａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃２２ ＝
３. １７３、４. ３８８，Ｐ ＝ ０. ０２４、０. ００９）。

３　 讨论

　 　 尿毒症性心肌病是慢性肾病最常见的并发症，
其病死率较高。 ＭｉｃｒｏＲＮＡ 是目前有关心血管疾病

的研究重点。 该研究表明，ｍｉＲ⁃２２ 上调可通过抑制

细胞凋亡和过度自噬来保护心肌细胞免受ＩＳ诱导
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图 ３　 ｍｉＲ⁃２２ 对 ＩＳ 诱导自噬的影响

Ａ、 Ｂ：ｍｉＲ⁃２２ 模拟物对 Ｈ９ｃ２ 细胞 ｐ６２ 蛋白表达及 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ Ⅰ比值的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果和定量数据；Ｃ、Ｄ：ｍｉＲ⁃２２ 抑制物对 Ｈ９ｃ２ 细胞 ｐ６２
蛋白表达及 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ Ⅰ比值的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果和定量数据；１：正常组；２：ＩＳ 组；３：ｍｉｍｉｃ⁃ｍｉＲ⁃２２⁃ＩＳ 组；４：ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ ＋ ＩＳ 组；５：ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃２２⁃ＩＳ 组；

６：ａｎｔｉ⁃ＮＣ ＋ ＩＳ 组；与正常组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０． ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ ＋ ＩＳ 或 ａｎｔｉ⁃ＮＣ ＋ ＩＳ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜
０. ００１

图 ４　 ｍｉＲ⁃２２ 靶向 ＵＣＰ２
　 　 Ａ、 Ｂ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析转染 ｍｉＲ⁃２２ 模拟物、ｍｉＲ⁃２２ 抑制剂或相应阴性对照后 ４８ ｈ 的 Ｈ９ｃ２ 细胞中 ＵＣＰ２ ｍＲＮＡ 表达水平；Ｃ ～ Ｆ：ｍｉＲ⁃２２ 模拟

物、ｍｉＲ⁃２２ 抑制剂对 Ｈ９ｃ２ 细胞中 ＵＣＰ２ 蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果和定量数据；与 ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ ＋ ＩＳ 或 ａｎｔｉ⁃ＮＣ ＋ ＩＳ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜
０. ０１；Ｇ：ｍｉＲ⁃２２ 在 ＵＣＰ２ 的 ＷＴ ３′ＵＴＲ 和 ＭＵＴ ３′ＵＴＲ 中的预测结合位点；Ｈ、Ｉ：双荧光素酶报告基因测定 ｍｉＲ⁃２２ 模拟物和 ｍｉＲ⁃２２ 抑制剂转染

的 Ｈ９ｃ２ 细胞中的荧光素酶活性水平；１：正常组；２：ＩＳ 组；３：ｍｉｍｉｃ⁃ｍｉＲ⁃２２⁃ＩＳ 组；４：ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ ＋ ＩＳ 组；５：ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃２２⁃ＩＳ 组；６：ａｎｔｉ⁃ＮＣ ＋ ＩＳ 组；与
ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 或 ａｎｔｉ⁃ＮＣ 组比较：△△Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｍｉｍｉｃ⁃ｍｉＲ⁃２２ ＋ ＵＣＰ２ ３′ＵＴＲ 或 ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃２２ ＋ ＵＣＰ２ ３′ＵＴＲ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１
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图 ５　 ＵＣＰ２ 介导 ｍｉＲ⁃２２ 在 ＩＳ 刺激 Ｈ９ｃ２ 细胞中的作用

Ａ、 Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 ＬｅＵＣＰ２ 对暴露于 ＩＳ 的 Ｈ９ｃ２ 细胞中 ＵＣＰ２、Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３、ｐ６２、ＬＣ３⁃Ⅰ和 ＬＣ３⁃Ⅱ蛋白表达；Ｃ、Ｄ：Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 ＬｅＵＣＰ２ 对暴露于 ＩＳ 且接受ｍｉＲ⁃２２ 抑制剂转染的Ｈ９ｃ２ 细胞中 ＵＣＰ２、Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３、ｐ６２、ＬＣ３⁃Ⅰ和 ＬＣ３⁃Ⅱ蛋白表达；
１：ＬｅＵＣＰ２ ＋ ＩＳ 组；２：Ｌｅ⁃ＮＣ ＋ ＩＳ 组；３：ＬｅＵＣＰ２ ＋ ＩＳ ＋ ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃２２ 组；４：Ｌｅ⁃ＮＣ ＋ ＩＳ ＋ ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃２２ 组；与 Ｌｅ⁃ＮＣ ＋ ＩＳ 或 Ｌｅ⁃ＮＣ ＋ ＩＳ ＋ ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃２２ 组

比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

的损伤。 机理研究［５］表明，ｍｉＲ⁃２２ 直接靶向 ＵＣＰ２，
ＵＣＰ２ 过表达保护心肌细胞免受凋亡和过度自噬。
该研究揭示了诱导性心肌病的潜在机制。

据报道［６ － ７］，ｍｉＲ⁃２２ 在几种癌症中异常表达，
并且其在这些癌症中的作用已得到广泛研究。 研

究［８］表明 ｍｉＲ⁃２２ 与多种心肌疾病有关，ｍｉＲ⁃２２ 通
过直接靶向 ＴＮＮＩ３Ｋ 抑制心肌肥大。 Ｌｉ ｅｔ ａｌ［９］研究
表明，ｍｉＲ⁃２２ 通过靶向 ｐ３８α 调节饥饿诱导的心肌

细胞自噬和凋亡。 在其他研究中，Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ［１０］揭示
了 ｍｉＲ⁃２２ 抑制了缺血 ／再灌注诱导的心肌坏死和炎
症，因此，有利于损伤后的心肌修复。 该研究旨在通

过模拟体内尿毒症微环境，阐明在 ＩＳ 刺激下 ｍｉＲ⁃２２
对心肌细胞凋亡和自噬的影响。 有研究［１１］ 显示，尿
毒症患者的血清 ＩＳ 水平升高了约 ５０ 倍，而慢性肾

病患者的血清 ＩＳ 最高浓度可超过 ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ。 通
常将 １００ ～ １ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ 范围内的 ＩＳ 浓度用于体外

研究［１２］。 因此，该研究也选择此 ＩＳ 浓度范围来进
行体外实验。 结果显示，在 ＩＳ 刺激下，ｍｉＲ⁃２２ 通过
抑制细胞凋亡和自噬促进细胞存活。

研究［１３］表明，位于线粒体内膜中的 ＵＣＰ２ 通过

抑制活氧性生成和抑制氧化应激而对心血管系统具

有保护作用。 此外，ＵＣＰ２ 抑制会降低细胞内 ＮＡＤ ＋

和 ＡＴＰ 的水平，最终导致细胞功能障碍和死亡［１４］。
虽然 ＵＣＰ２ 在心血管疾病中的作用已得到广泛研
究，但是，ＵＣＰ２ 是否会影响尿毒症性心肌病发病过

程中的自噬过程尚不清楚。 以往在线数据库进行的
ＭｉｃｒｏＲＮＡ 靶基因预测研究［１５］ 已表明 ｍｉＲ⁃２２ 可以
靶向 ＵＣＰ２。 因此，该研究选择 ＵＣＰ２ 作为 ｍｉＲ⁃２２
调控 ＩＳ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞凋亡和过度自噬中的
靶标，结果显示，上调 ｍｉＲ⁃２２ 可以在 ｍＲＮＡ 和蛋白

质水平上提高 ＵＣＰ２ 表达，而下调 ｍｉＲ⁃２２ 可以降低
ＵＣＰ２ 表达。 双荧光素酶报告基因检测结果证实

ｍｉＲ⁃２２ 与 ＵＣＰ２ 相互作用。 此外，该研究表明通过
用慢病毒预处理 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞来上调 ＵＣＰ２ 可以

减轻 ＩＳ 诱导的细胞凋亡和过度自噬。 结果表明，
ＬｅＵＣＰ２ 对 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞存活具有有利影响。 研
究还表明 ＬｅＵＣＰ２ 消除了 ｍｉＲ⁃２２ 抑制剂对 ＩＳ 诱导

的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞的促凋亡和自噬作用。 因此，
ＵＣＰ２ 可能是 ｍｉＲ⁃２２ 的下游效应物，并可能介导

ｍｉＲ⁃２２ 对 ＩＳ 诱导的心肌细胞损伤的作用。
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＜ ０. ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃２２ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｎｅｃｒｏｔｉｃ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ
（３８. ５％ ｖｓ ２０. ６％ ， ４０. ９％ ｖｓ ２２. ５％ ， Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｍｉＲ⁃２２ ｍｉｍｉｃｓ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｌｏｗ ＬＣ３⁃Ⅱ⁃ｔｏ⁃ＬＣ３⁃Ⅰ ｒａｔｉｏ［（１. ２４ ± ０. １５） ｖｓ （３. ２６ ± ０. ４２），Ｐ ＜ ０. ００１］ ｂｕｔ ｈｉｇｈ
ｐ６２ ｐｒｏｔｅｉｎ ［（０. ９２ ± ０. ０６） ｖｓ（０. ６５ ± ０. ０５），Ｐ ＜ ０. ０５］ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｒｒｅ⁃
ｓｐｏｎｄｉｎｇ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｉＲＮＡｓ； ｈｏｗｅｖｅｒ， ｍｉＲ⁃２２ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｙｉｅｌｄｅｄ ｃｏｎｔｒａｓｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ［ＬＣ３⁃Ⅱ ／ Ⅰｒａｔｉｏ：（４. ５３
± ０. ４２） ｖｓ （３. ２９ ± ０. ４０），Ｐ ＜ ０. ０１；ｐ６２：（０. ２９ ± ０. ０４ ） ｖｓ （０. ５８ ± ０. ０５），Ｐ ＜ ０. ０１］． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ＬｅＵＣＰ２
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｐ６２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ ＜ ０. ０５） ａｎｄ ａ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ＬＣ３⁃Ⅱ⁃ｔｏ⁃ＬＣ３⁃Ⅰ ｒａｔｉｏ （Ｐ ＜
０. ０５） ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ＩＳ ｏｒ ｍｉＲ⁃２２ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ⁃ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅｍｐｔｙ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｖｅｃ⁃
ｔｏｒ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ｍｉＲ⁃２２ ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ＩＳ ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｂｙ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＵＣＰ２．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｉｎｄｏｌｅ ｓｕｌｆａｔｅ； ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ； ｍｉＲＮＡ⁃２２； ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ２； ａｕｔｏｐｈａｇｙ
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