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摘要　 目的　 探讨微小 ＲＮＡ（ｍｉＲ）⁃３４ａ⁃５ｐ ／跨膜融合蛋白 １
（Ｎｏｔｃｈ１）信号轴介导内质网应激对缺氧 ／复氧（Ｈ ／ Ｒ）人心肌

细胞的改善作用。 方法　 人心肌细胞随机分为对照组（Ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ 组）、缺氧复氧组（Ｈ ／ Ｒ 组）、模拟物阴性对照组（ｍｉｍｉｃ
ＮＣ 组）、模拟物组（ｍｉｍｉｃ 组）、抑制物阴性对照组（ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ＮＣ 组）、抑制物组（ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组）。 除 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组外，其余组细

胞建立 Ｈ ／ Ｒ 损伤模型。 定量反转录聚合酶链式反应（ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ）法检测 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 和 Ｎｏｔｃｈ１ 表达量，噻唑蓝（ＭＴＴ）法
检测细胞存活率，流式细胞仪检测细胞凋亡率，双荧光素酶

基因报告法检测 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 和 Ｎｏｔｃｈ１ 的靶向关系，蛋白印

迹法检测转录激活因子 ６（ＡＴＦ６）、肌醇需求酶 １（ ＩＲＥ１）、蛋
白激酶样内质网激酶 （ ＰＥＲＫ） 以及葡萄糖调节蛋白 ７８
（ＧＲＰ７８）表达量。 结果 　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，Ｈ ／ Ｒ 组 ｍｉＲ⁃
３４ａ⁃５ｐ 表达 量、 细 胞 凋 亡 率 以 及 ＡＴＦ６、 ＩＲＥ１、 ＰＥＲＫ 和

ＧＲＰ７８ 蛋白表达量均升高，细胞存活率以及 Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲＮＡ
和蛋白表达量均降低（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 Ｈ ／ Ｒ 组和 ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组

比较，ｍｉｍｉｃ 组 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 表达量、细胞凋亡率以及 ＡＴＦ６、
ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ 和 ＧＲＰ７８ 蛋白表达量均升高，细胞存活率以及

Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达量均降低（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 Ｈ ／ Ｒ 组和

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组比较，ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 表达量、细胞凋

亡率以及 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ 和 ＧＲＰ７８ 蛋白表达量均降低，
细胞存活率以及 Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达量均升高（Ｐ ＜
０. ０５）。 结论　 下调 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 可抑制 Ｈ ／ Ｒ 人心肌细胞凋

亡，其可能是通过靶向激活 Ｎｏｔｃｈ１ 介导内质网应激发挥作

用。
关键词　 缺氧 ／复氧；内质网应激；心肌细胞；ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ；
Ｎｏｔｃｈ１
中图分类号　 Ｒ ５４１. ６
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００ － １４９２（２０２４）０５ － ０８１５ － ０６
ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０２４． ０５． ０１１

　 　 心肌缺血再灌注引起的心肌细胞凋亡是造成心

肌功能障碍的主要原因。 内质网应激造成内质网功

能受损，促进细胞凋亡［１］。 七氟醚可抑制内质网应

激减轻心肌缺血再灌注损伤［２］。 通过调控靶基因

的转录和翻译参与多种生理病理过程。 微小 ＲＮＡ
（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲ）⁃３４ａ 在心肌缺血再灌注引起的心

肌损伤中表达上调［３］。 辣椒素通过抑制 ｍｉＲ⁃３４ａ 表

达可改善心肌缺血再灌注大鼠心功能障碍［４］。 跨

膜受体蛋白 １ （ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ １，
Ｎｏｔｃｈ１）信号通路是一种进化上高度保守的信号通

路，其在心肌缺血再灌注中的保护作用已有文

献［５ － ６］报道。 此外，ｍｉＲ⁃３４ａ 可靶向调控 Ｎｏｔｃｈ１ 改

善糖尿病大鼠血管内皮功能障碍［７］。 藏红花素通

过降低缺血再灌注心肌细胞中 ｍｉＲ⁃３４ａ 的表达，靶
向抑制内质网应激［８］。 该研究探讨 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 是

否能通过靶向调控 Ｎｏｔｃｈ１ 抑制内质网应激减轻缺

氧 ／复氧（ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，Ｈ ／ Ｒ）造成的心肌细

胞损伤。

１　 材料与方法

１． １　 主要材料　 人心肌细胞永生化细胞（ ｉｍｍｏｒｔａｌ⁃
ｉｚｅｄ ｈｕｍａｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ，ＡＣ１６）购自美国 ＡＴＣＣ 公

司。 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 模拟物（ｍｉｍｉｃ）、抑制物（ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）
以及各自阴性对照（ｍｉｍｉｃ ＮＣ 和 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ）均购

自上海吉玛制药技术有限公司；噻唑蓝 （ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ
ｂｌｕｅ，ＭＴＴ）试剂盒购自南京建成生物工程研究所

（批号：４３５１３）； ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 和 Ｎｏｔｃｈ１ 引物序列均

由广州锐博生物科技有限公司合成；Ｎｏｔｃｈ１ 野生型

（Ｎｏｔｃｈ１⁃Ｗｔ）和 Ｎｏｔｃｈ１ 突变型（Ｎｏｔｃｈ１⁃Ｍｕｔ）重组荧

光素酶报告基因载体均购自上海生工生物工程有限

公司，转录激活因子 ６ （ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃ⁃
ｔｏｒ６，ＡＴＦ６）、肌醇需求酶 １（ｉｎｏｓｉｔｏｌ⁃ｒｅｑｕｉｒｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ⁃
１，ＩＲＥ１）、蛋白激酶样内质网激酶（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｒ⁃
ｌｉｋｅ ＥＲ ｋｉｎａｓｅ，ＰＥＲＫ）以及葡萄糖调节蛋白 ７８（ｇｌｕ⁃
ｃｏｓｅ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ７８，ＧＲＰ７８）蛋白抗体购自美国

Ａｂｃａｍ 公司（批号：ａｂ２２７８３０、ａｂ１２４９４５、ａｂ２２９９１２、
ａｂ２１６８５）；ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒购自上海源叶生物科技有
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限公司（批号：Ｒ３０５０６）；荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒购自

上海酶联生物科技有限公司（批号：ｍｌ０７７６９１）；Ｆｏｒ⁃
ｍａ Ｓｔｅｒｉ⁃Ｃｙｃｌｅ ｉｌ６０ ５％ ＣＯ２ 培养箱购自美国赛默飞

世尔科技公司；ＦＡＣＳ Ｃａｎｔｏ Ⅱ流式细胞仪购自美国

碧迪医疗器械有限公司；ＦＣ 酶标仪购自美国赛默飞

世尔科技公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞培养 　 ＡＣ１６ 细胞培养于含 １０％ 胎牛

血清的 Ｄｕｌｂｅｃｃｏ 改良的 Ｅａｇｌｅ 培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ ｓ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ） 培养基中，置于 ３７
℃、５％ ＣＯ２ 的恒温培养箱中培养，每天更换一次新

鲜培养液，当细胞密度达到 ８０％以上时胰蛋白酶消

化传代。
１． ２． ２　 细胞分组与转染　 将第 ３ 代对数期细胞稀

释成单细胞悬液，取 ２ × １０５ 个细胞接种于 ６ 孔板，
随机分为 ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组 （ 转染 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ
ＮＣ）、ｍｉｍｉｃ 组 （转染 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ）、 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ＮＣ 组（转染 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ）、 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组

（转染 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ），各组转染相应质粒，另
设对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）和 Ｈ ／ Ｒ 组。 转染 ４８ ｈ 后，除
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组外其余组细胞均进行 Ｈ ／ Ｒ。
１． ２． ３　 Ｈ ／ Ｒ 细胞损伤模型建立　 除 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组外，
弃掉其余各组细胞的培养基，换用 ５％ ＣＯ２、９５％ Ｎ２

混合气饱和 １ ｈ 的 ＤＭＥＭ 无糖无血清培养基，置于

５％ ＣＯ２、９５％ Ｎ２ 的 ３７ ℃密闭培养箱中培养 ４ ｈ。
弃掉旧培养基，加入经 ５％ ＣＯ２、９５％ 空气饱和 １ ｈ
的含 １０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基，置于 ５％
ＣＯ２、９５％ 空气的 ３７ ℃ 密闭培养箱中培养 ４ ｈ。
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组细胞换用正常培养基，置于 ５％ ＣＯ２、９５％
空气的 ３７ ℃密闭培养箱中培养。
１． ３　 检测指标

１． ３． １ 　 定量反转录聚合酶链式反应（ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）法检测

细胞中 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 和 Ｎｏｔｃｈ１ 基因表达水平　 ３ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心收集各组细胞，ＰＢＳ 清洗 ２ 次，ＴＲＩｚｏｌ 试
剂提取细胞中总 ＲＮＡ，紫外分光光度计检测总 ＲＮＡ
的浓度和纯度。 将 １ μｇ ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ，配制

２０ μｌ 反应体系：ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ ＥｘＴａｑ Ⅱ（２ × ） １０
μｌ，ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ ｏｒ ＤｙｅⅡ ０. ４ μｌ，ｃＤＮＡ ２ μｌ，
上下游引物各 ０. ８ μｌ，无核酶水 ６. ０ μｌ。 进行荧光

定量 ＰＣＲ 反应，反应条件设置为：９５ ℃预变性 ３０ ｓ，
９５ ℃变性 ５ ｓ，６０ ℃ 退火 ３４ ｓ，进行 ４０ 个循环。
２ －△△ＣＴ法计算 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 和 Ｎｏｔｃｈ１ 基因相对表达

量，引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′⁃３′）
ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ Ｆ：ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＴＧＧＣＡＧＴＧＴＣＴＴＡＧＣ

Ｒ：ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡＴ
Ｕ６ Ｆ：ＣＴＣ ＧＣＴ ＴＣＧ ＧＣＡ ＧＣＡＣＡ

Ｒ：ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ
Ｎｏｔｃｈ１ Ｆ：ＧＡＧＧＣＧＴＧＧＣＡＧＡＣＴＡＴＧＣ

Ｒ：ＣＴＴＧＴＡＣＴＣＣＧＴＣＡＧＣＧＴＧＡ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＣＴＧＧＧＣＴＡＣＡＣＴＧＡＧＣＡＣＣ

Ｒ：ＡＡＧＴＧＧＴＣＧＴＴＧＡＧＧＧＣＡＡＴＧ

１． ３． ２　 ＭＴＴ 法检测细胞活性 　 取各组细胞制成 ２
× １０４ 个 ／ ｍｌ 的单细胞悬液，取 ２００ μｌ 接种于 ９６ 孔

板，每组设置 ３ 个复孔。 培养 ２４ ｈ 后每孔加入 ２０
μｌ ＭＴＴ 溶液，继续培养 ４ ｈ，再加入 １５０ μｌ 二甲基亚

砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｐｈｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）振荡混匀，置于酶标

仪上检测 ４９０ ｎｍ 波长处吸光度（Ａ）值，细胞存活率

（％ ） ＝实验组 Ａ 值 ／对照组 Ａ 值 × １００％ 。
１． ３． ３　 流式细胞仪检测细胞凋亡率　 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心收集各组细胞于离心管中，ＰＢＳ 清洗 ２ 次，１ ×
ＰＢＳ 结合缓冲液将细胞调整成 １ × １０５ 个 ／ ｍｌ 的单细

胞悬液，分别加入 ５ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和 ＰＩ，振荡混

匀，避光孵育 １０ ｍｉｎ，流式细胞仪检测细胞凋亡率。
１． ３． ４　 双荧光素酶报告实验检测靶向关系 　 Ｔａｒ⁃
ｇｅｔＳｃａｎ 软件预测显示 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 与 Ｎｏｔｃｈ１ ３’ＵＴＲ
上存在结合位点，ＰＣＲ 技术扩增含该结合位点的

Ｎｏｔｃｈ１ 基因 ３ ’ ＵＴＲ 的 部 分 序 列， 构 建 野 生 型

（Ｎｏｔｃｈ１ ＷＴ）载体和突变型（Ｎｏｔｃｈ１ Ｍｕｔ）载体。 将

Ｎｏｔｃｈ１ ＷＴ 或 Ｎｏｔｃｈ１ Ｍｕｔ 载体分别与 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ
ｍｉｍｉｃ 或 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ ＮＣ 转染细胞。 转染 ４８ ｈ 后，
双荧光素酶报告分析系统检测荧光素酶活性。
１． ３． ５　 蛋白印迹法检测 Ｎｏｔｃｈ１、ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ
和 ＧＲＰ７８ 蛋白表达量　 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心收集各组

细胞，ＲＩＰＡ 裂解液 ４０ μｌ 提取细胞中总蛋白，调整

蛋白浓度并煮沸变性。 ４０ μｇ 蛋白采用 １２％的分离

胶电泳分离，电泳仪参数设置为：１２０ Ｖ ２ ｈ，将蛋白

湿转至 ＰＶＤＦ 膜上，转膜仪参数设置为：０. ３ Ａ ２ ｈ。
５％脱脂奶粉封闭 １ ｈ，抗体（１ ∶ １ ０００）４ ℃孵育过

夜，二抗（１ ∶ ５ ０００）室温孵育 １ ｈ，洗膜，ＥＣＬ 法显

色，Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析条带灰度值，计算目的蛋白表达量。
１． ４　 统计学处理　 实验数据采用 ＳＰＳＳ ２５. ０ 软件进

行分析，符合正态分布的定量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，多组

间数据比较采用单因素方差分析，多组间两两比较采

用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 Ｐ ＜０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 和 Ｎｏｔｃｈ１ 基因表达水平检测结
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果 　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，Ｈ ／ Ｒ 组 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 升高，
Ｎｏｔｃｈ１ 降低（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 Ｈ ／ Ｒ 组和 ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组

比较，ｍｉｍｉｃ 组 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 升高，Ｎｏｔｃｈ１ 降低（Ｐ ＜
０. ０５）；与 Ｈ ／ Ｒ 组和 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组比较，ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组
ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 降低，Ｎｏｔｃｈ１ 升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 １。

图 １　 过表达（抑制）ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 对 ＡＣ１６ 细胞中

ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 的影响（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
　 　 Ａ：ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 表达量；Ｂ：Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲＮＡ 表达量；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比

较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与Ｈ ／ Ｒ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组比较：△Ｐ ＜

０. ０５；与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组比较：▲Ｐ ＜ ０. ０５

２． ２　 细胞存活率检测结果　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，Ｈ ／
Ｒ 组细胞存活率降低（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 Ｈ ／ Ｒ 组和 ｍｉｍ⁃
ｉｃ ＮＣ 组比较，ｍｉｍｉｃ 组细胞存活率降低（Ｐ ＜ ０. ０５）；
与 Ｈ ／ Ｒ 组和 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组，ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组细胞存活率

升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ２。

图 ２　 过表达（抑制）ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 对细胞存活率的影响（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５；与 Ｈ ／ Ｒ 组比较：＃ Ｐ ＜ ０. ０５；与

ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组比较：△Ｐ ＜ ０. ０５；与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组比较：▲Ｐ ＜ ０. ０５

２． ３　 细胞凋亡率检测结果　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，Ｈ ／
Ｒ 组细胞凋亡率升高（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 Ｈ ／ Ｒ 组和 ｍｉｍ⁃
ｉｃ ＮＣ 组比较，ｍｉｍｉｃ 组细胞凋亡率升高（Ｐ ＜ ０. ０５）；
与 Ｈ ／ Ｒ 组和 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组比较，ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组细胞凋

亡率降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ３。

图 ３　 过表达（抑制）ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 对细胞凋亡率的影响

　 　 Ａ：流式细胞术检测细胞凋亡率；Ｂ：定量分析细胞凋亡率；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：Ｈ ／ Ｒ 组；３：ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组；４：ｍｉｍｉｃ 组；５：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组；６：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 Ｈ ／ Ｒ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与 ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组比较：△Ｐ ＜ ０. ０５；与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组比较：▲Ｐ ＜ ０. ０５
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２． ４　 靶向关系验证结果　 与 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ ＮＣ
＋ Ｎｏｔｃｈ１ ＷＴ 组比，ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ ＋ Ｎｏｔｃｈ１ ＷＴ
组荧光素酶相对活性明显降低（Ｐ ＜ ０. ０５），而 ｍｉＲ⁃
３４ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ ＮＣ ＋ Ｎｏｔｃｈ１ Ｍｕｔ 组 与 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ
ｍｉｍｉｃ ＋ Ｎｏｔｃｈ１ Ｍｕｔ 组比较，荧光素酶相对活性差异

无统计学意义。 见图 ４ 和表 ２。

图 ４　 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 和 Ｎｏｔｃｈ１ 的靶向结合位点和突变位点

表 ２　 荧光素酶相对活性（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 Ｎｏｔｃｈ１ ＷＴ Ｎｏｔｃｈ１ Ｍｕｔ
ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ ＮＣ １． ０２ ± ０． １３ １． ０５ ± ０． ４１
ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ ０． ４２ ± ０． ０６ １． ０４ ± ０． ３４
ｔ 值 ７． ２５８ ０． ０３３
Ｐ 值 ０． ００２ ０． ９７６

２． ５　 蛋白印迹法检测结果　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，Ｈ ／
Ｒ 组 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ 和 ＧＲＰ７８ 蛋白表达量均升

高，Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白表达量降低（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 Ｈ ／ Ｒ 组

和 ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组比较，ｍｉｍｉｃ 组 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ 和

ＧＲＰ７８ 蛋白表达量均升高，Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白表达量降低

（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 Ｈ ／ Ｒ 组和 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组比较，ｉｎｈｉｂ⁃
ｉｔｏｒ 组 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ 和 ＧＲＰ７８ 蛋白表达量均

降低，Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白表达量升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ５。

３　 讨论

　 　 该研究结果显示，Ｈ ／ Ｒ 造成心肌细胞存活率降

低、凋亡率升高、细胞中 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 表达上调，而下

调细胞中 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 表达可提高细胞存活率，降低

细胞凋亡率，上调细胞中 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 表达则发挥相

反作用。 此结果提示 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 与 Ｈ ／ Ｒ 造成的心

肌细胞凋亡呈负相关。 此结果与 Ｌｉ ｅｔ ａｌ［９］ 报道的

ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂缓解了 Ｈ ／ Ｒ 诱导的线粒体损伤，降
低心肌细胞凋亡这一结果具有一致性。 内质网长期

损伤时，细胞内环境稳态难以维持，最终会触发细胞

凋亡机制，引起细胞死亡［１０］。 Ｌｉ ｅｔ ａｌ［１１］ 研究表明，
心肌缺血再灌注大鼠心肌细胞凋亡增加与内质网应

激有关。 Ｌａｉ ｅｔ ａｌ［１２］报道显示抑制高迁移率组蛋白

表达可减轻肾组织内质网应激，减轻肾损伤。 由此

笔者推测抑制内质网应激可能降低 Ｈ ／ Ｒ 引起的心

肌细胞凋亡。 该研究表明，Ｈ ／ Ｒ 处理后心肌细胞中

Ｎｏｔｃｈ１ 表达降低，而抑制细胞中 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 表达可

图 ５　 过表达（抑制）ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 对细胞中 Ｎｏｔｃｈ１、
ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ 和 ＧＲＰ７８ 蛋白表达的影响

Ａ：Ｎｏｔｃｈ１、ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ 和 ＧＲＰ７８ 蛋白表达电泳图；Ｂ：定
量分析各蛋白表达量；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：Ｈ ／ Ｒ 组；３：ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组；４：

ｍｉｍｉｃ 组；５：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组；６：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗ Ｐ ＜

０. ０５；与 Ｈ ／ Ｒ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与 ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组比较：△Ｐ ＜ ０. ０５；与

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组比较：▲Ｐ ＜ ０. ０５

上调 Ｎｏｔｃｈ１ 表达，而且双荧光素酶报告基因检测显

示，ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 与 Ｎｏｔｃｈ１ 具有靶向结合位点。 由此

可推测降低 Ｈ ／ Ｒ 诱导的心肌细胞中 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 表

达水平，可能通过激活 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白表达，从而降低

Ｈ ／ Ｒ 造成的心肌细胞凋亡，提高细胞增殖活性。 该

研究结果与刘婷婷 等［１３］报道的 Ｄ⁃β⁃羟基丁酸通过

激活 Ｎｏｔｃｈ１ 抑制内质网应激改善大鼠急性心肌梗

死这一结果具有一致性。
ＧＲＰ７８ 是内质网应激的标志物，正常生理状况

下，ＧＲＰ７８ 与 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ ３ 个内质网应激感

受蛋白相结合，处于无活性状态。 一旦发生内质网

应激时，内质网中大量错误折叠和未折叠蛋白积聚，
ＧＲＰ７８ 从 ３ 种跨膜蛋白中解离出来，与未折叠蛋白

相结合，恢复蛋白质正确构象，维持内环境稳定，同
时激活上述 ３ 种跨膜蛋白可启动细胞凋亡途

径［１４ － １５］。 该研究中 Ｈ ／ Ｒ 处理后的细胞中 ＧＲＰ７８ 、
ＡＴＦ６、ＩＲＥ１ 和 ＰＥＲＫ 蛋白表达量升高，提示 Ｈ ／ Ｒ 可

能通过激活心肌细胞内质网应激途径从而诱导心肌

细胞凋亡。 当下调细胞中 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 表达后，
ＧＲＰ７８ 、ＡＴＦ６、ＩＲＥ１ 和 ＰＥＲＫ 蛋白表达量降低，上
调细胞中 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 表达则发挥相反作用，此结果

·８１８· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４ Ｍａｙ；５９（５）



提示 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 可能通过调控内质网应激，参与

Ｈ ／ Ｒ 诱导的心肌细胞凋亡启动。
　 　 综上所述，抑制 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 表达可降低 Ｈ ／ Ｒ
诱导的心肌细胞凋亡，其可能是通过靶向激活

Ｎｏｔｃｈ１ 信号通路阻碍内质网应激发挥作用，为临床

治疗缺血再灌注损伤提供新的思路。 但是该研究仍

存在不足，首先对机制的研究不够深入，其次缺少动

物实验验证，因此，需要进一步补充和完善。
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ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ ． Ｂｒａｚ Ｊ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｓｕｒｇ， ２０２２， ３７（４）：４４７
－ ５３．

［６］ 　 Ｄａｉ Ｓ Ｈ， Ｗｕ Ｑ Ｃ， Ｚｈｕ Ｒ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｎｏｔｃｈ１ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｍｙｏ⁃
ｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈａｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｖｉａ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｆｕｓｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０２０， ２４（５）：３１８３ －
９１．

［７］ 　 Ｚｈａｏ Ｄ， Ｗａｎｇ Ｎ Ｓ， Ｃｈｅｎ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃
３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅ⁃
ｌｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＮＯＴＣＨ１ ［ Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｃｌｉｎ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ
Ｄｉａｂｅｔｅｓ， ２０１９， １２７（４）：２５５ － ６２．

［８］ 　 Ｗａｎｇ Ｘ， Ｙｕａｎ Ｂ， Ｃｈｅｎｇ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｃｒｏｃｉｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ｖｉａ ｒｅｇ⁃
ｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃３４ａ ／ Ｓｉｒｔ１ ／ Ｎｒｆ２ Ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］ ． Ｓｈｏｃｋ， ２０１９， ５１
（１）：１２３ － ３０．

［９］ 　 Ｌｉ Ｑ Ｈ， Ｇｅ Ｚ Ｗ， Ｘｉａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃３４ａ
ｅｎｈａｎｃｅｓ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｖｉａ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎ⁃
ｄｒｉａｌ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ ． Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｃ Ｒｅｓ， ２０２２， ５６（３ － ４）：
２２９ － ４４．

［１０］ Ｊｉｎ Ｊ， Ｍａ Ｙ， Ｔｏｎｇ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ⁃ｉｎ⁃
ｄｕｃｅｄ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ
ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｐ３８ ＭＡＰＫ［Ｊ］ ． Ｈｕｍ Ｒｅｐｒｏｄ， ２０２０， ３５（５）：１１４５
－ ５８．

［１１］ Ｌｉ Ｗ， Ｌｉ Ｗ， Ｌｅｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕ⁃
ｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］ ． ＤＮＡ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０２０， ３９（２）：２１０ － ２５．

［１２］ Ｌａｉ Ｈ Ｊ， Ｚｈａｎ Ｙ Ｑ， Ｑｉｕ Ｙ Ｘ， ｅｔ ａｌ． ＨＭＧＢ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕ⁃
ｓｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｒｅｎａｌ ｄａｍａｇｅ［ Ｊ］ ． Ｓｕｒｇｅｒｙ， ２０２１， １７０ （１）：
２３９ － ４８．

［１３］ 刘婷婷， 董红艳， 马艳兰， 等． Ｄ⁃β⁃羟基丁酸通过激活

Ｎｏｔｃｈ１ ／ Ｈｅｓ１ 通路和抑制内质网应激改善大鼠急性心肌梗死

［Ｊ］ ． 西部医学， ２０２２， ３４（１２）：１７３６ － ４２．
［１４］ Ｊｉａｏ Ｐ， Ｆａｎ Ｗ， Ｍａ Ｘ， ｅｔ ａｌ． ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ｎｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ６

ｔｒｉｇｇｅｒｓ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｔｏ ｄｅｇｒａｄｅ
ＳＴＩＮＧ１［Ｊ］ ． Ａｕｔｏｐｈａｇｙ， ２０２３， １９（１２）：３１１３ － ３１．

［１５］ Ｖａｒιᶊｌι Ｂ， Ｃａｇｌａｙａｎ Ｃ， Ｋａｎｄｅｍｉｒ Ｆ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｒｙｓｉｎ ｍｉｔｉｇａｔｅｓ
ｄｉｃｌｏｆｅｎａｃ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅｐａｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ，
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｒａｔｓ［Ｊ］ ．
Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ Ｒｅｐ， ２０２３， ５０（１）：４３３ － ４２．

Ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ Ｎｏｔｃｈ１ ｏｎ
Ｈ ／ Ｒ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ

Ｌｉｕ Ｌｏｎｇｚｈｅｎ， Ｈｏｎｇ Ｌｉａｎｇ， Ｓｏｎｇ Ｂｉｎｇ
（Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙ， Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００２２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ｍｉｃｒｏＲＮＡ
（ｍｉＲ）⁃３４ａ⁃５ｐ ／ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ １（Ｎｏｔｃｈ１） ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｘｉｓ ｏｎ ｈｙｐｏｘｉａ ／ ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ （Ｈ ／ Ｒ） ｈｕｍａｎ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｈｕｍａｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， Ｈ ／ Ｒ ｇｒｏｕｐ， ｍｉｍｉｃ
ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐ， ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ． Ｅｘｃｅｐｔ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， Ｈ ／ Ｒ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ ａｎｄ Ｎｏｔｃｈ１ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ （ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）， ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｂｌｕｅ （ＭＴＴ）， ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏ⁃
ｓｉｓ ｒａｔｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ ａｎｄ Ｎｏｔｃｈ１ ｗａｓ ｄｅｔｅｃ⁃
ｔｅｄ ｂｙ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｇｅｎｅ ｒｅｐｏｒｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ６ （ＡＴＦ６）， ｉｎｏｓｉｔｏｌ ｄｅｍａｎｄ
ｅｎｚｙｍｅ １ （ＩＲＥ １）， ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ⁃ ｌｉｋｅ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｋｉｎａｓｅ （ＰＥＲＫ） ａｎｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ７８
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（ＧＲＰ７８） ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ ｔａｒｇｅｔｅｄ Ｎｏｔｃｈ１ （Ｐ ＜ ０. ０５）； ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＴＦ６， ＩＲＥ１， ＰＥＲＫ ａｎｄ
ＧＲＰ７８ ｉｎ Ｈ ／ Ｒ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
（Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ ／ Ｒ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｉｍｉｃ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ， ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＴＦ６， ＩＲＥ１， ＰＥＲＫ ａｎｄ ＧＲＰ７８ ｉｎ ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲ⁃
ＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ ／ Ｒ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＴＦ６， ＩＲＥ１， ＰＥＲＫ ａｎｄ ＧＲＰ７８ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｉｎｈｉｂｉ⁃
ｔｏｒ ｇｒｏｕｐ， ｗｈｉｌｅ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ Ｈ ／ Ｒ ｈｕｍａｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ， ｐｏｓｓｉｂｌｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
Ｎｏｔｃｈ１⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｈｙｐｏｘｉａ ／ ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ； ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ； ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌｓ； ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ； Ｎｏｔｃｈ１
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Ｅｒａｓｔｉｎ 通过 ＭＡＰＫ 介导的氧化应激信号
通路诱导肺成纤维细胞铁死亡
王沂然１，张诗捷１，关予博２，李渺渺２，蔡汝忆３，武　 琦１

摘要　 目的　 探究 Ｅｒａｓｔｉｎ 对肺成纤维细胞铁死亡的作用机

制。 方法　 向小鼠肺成纤维细胞（Ｃ５７ ／ Ｂ６⁃Ｌ）中加入不同浓

度的铁死亡诱导剂 Ｅｒａｓｔｉｎ，通过细胞计数试剂（ＣＣＫ⁃８）检测

细胞活性、荧光显微镜观察氧化应激水平，蛋白质印迹法

（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）检测丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）信号通路

相关蛋白表达，之后分别加入 ｐ３８ 和人细胞外信号调节激酶

（ＥＲＫ）的抑制剂 ＳＢ２０３５８０ 和 Ｕ０１２６，进一步验证 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱

导肺成纤维细胞铁死亡的作用机制。 结果　 Ｅｒａｓｔｉｎ 在 １００
μｍｏｌ ／ Ｌ 药物浓度时，能够明显诱导肺成纤维细胞铁死亡，同
时伴有氧化应激表达增强，此外 ＭＡＰＫ 通路中的 ｐ３８ 和

ＥＲＫ 蛋 白 磷 酸 化 水 平 升 高 （ Ｐ ＜ ０. ０５ ）。 而 在 加 入

ＳＢ２０３５８０、Ｕ０１２６ 抑制剂后，肺成纤维细胞氧化应激水平明

显下降，同时细胞的活性明显升高 （Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　
Ｅｒａｓｔｉｎ 能够诱导肺成纤维细胞铁死亡，其作用机制可能与

ＭＡＰＫ 信号通路介导的氧化应激有关。
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　 　 肺纤维化是一种由于肺泡外基质蛋白过度沉积

导致的肺部不可逆的结构和功能改变的疾病，表现

为纤维化重构和肺泡破坏［１］。 在肺泡和内皮细胞

损伤后，可释放多种细胞因子，在这些细胞因子刺激

下，肺成纤维细胞可被激活增殖并分化为肌成纤维

细胞，这可进一步导致肺纤维化的加重［２］。 通过各

种方式诱导肺成纤维细胞死亡，可能为肺纤维化的

治疗带来新的突破。
铁死亡是一种新发现的调节细胞死亡类型，主

要机制为铁积聚过多导致氧化应激水平增加，进而

引起细胞死亡。 目前研究［３］ 表明铁死亡与肺纤维

化疾病息息相关。 铁死亡在肺纤维化中的作用也逐

渐得到了证实，有研究［４］ 表明，肺纤维化患者肺组

织切片和博来霉素诱导的肺纤维化小鼠肺组织中的

铁积累均显著增加，铁的沉积程度与肺纤维化严重

程度呈明显正相关。 目前针对诱导肺成纤维细胞铁

死亡的研究较少，且其作用机制仍不明确。 因此，该
实验探究 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导肺成纤维细胞铁死亡的作用

机制，以期为肺纤维化发病机制和药物开发的探索
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