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miR - 22 对脂多糖诱导的心肌损伤的研究
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摘 　 要 　 目的 　 探讨 miR - 22 对脂多糖(LPS)诱导的心肌细胞损伤的保护作用及可能机制。 方法 　 采用 LPS 刺激 H9c2 大

鼠心肌细胞诱导心肌细胞损伤模型。 采用 miR - 22 模拟物转染心肌细胞,将细胞随机分为 4 组,即对照组、LPS 组、miR - 22 +
LPS 组和 miR - NC + LPS 组。 RT - PCR 法检测细胞中 miR - 22 表达;MTT 法检测细胞活性;TUNEL 染色检测细胞凋亡;免疫印

迹法检测相关蛋白的表达;通过双荧光素酶报告基因实验证实 miR - 22 对靶基因的调控作用。 结果 　 miR - 22 的表达在 LPS 组

显著低于对照组;MTT 试验结果显示 LPS 组细胞活性明显低于对照组,miR - 22 + LPS 组细胞活性高于 LPS 组;TUNEL 染色显示

LPS 组细胞凋亡数量明显高于对照组,miR - 22 + LPS 组细胞凋亡数量低于 LPS 组。 与对照组比较,LPS 组 Bcl - 2 / Bax 比值显著

下降;与 LPS 组比较,miR - 22 + LPS 组 Bcl - 2 / Bax 比值明显升高。 RT - PCR 和 Western blot 法检测结果表明,上调 miR - 22 表

达后,HMGB1 蛋白表达和 mRNA 水平明显降低。 双荧光素酶报告实验显示 miR - 22 靶向调控 HMGB1 的 mRNA 的 3′非编码区

(3′UTR)。结论 　 miR - 22 可能通过负向调控 HMGB1 的表达减轻 LPS 诱导的心肌细胞损伤。
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Abstract　 Objective　 To investigate the effect and the mechanism of miR - 22 on cardiomyocytes damage induced by lipopolysac-
charide (LPS) . Methods　 The damage model of cardiomyocytes was established by stimulating H9c2 cells with LPS. Cardiac myocytes
were randomly divided into four groups: control group, LPS group, miR - 22 + LPS group and miR - NC + LPS group. The expression of
miR - 22 was detected by RT - PCR, cell viability and apoptosis were detected by MTT and TUNEL staining, HMGB1 and apoptosis - re-
lated protein (Bax, Bcl - 2) were detected by Western blot. Target Scan prediction and dual luciferase reporter assay were performed to
confirm the interaction between miR - 22 and HMGB1. Results　 The expression of miR - 22 was significantly decreased in LPS - induced
H9c2 cells. Overexpression of miR - 22 can significantly promote cell viability and inhibit cell apoptosis. The expression of apoptosis - re-
lated proteins in the miR - 22 + LPS group decreased significantly compared to LPS group. Dual luciferase reporter assay and western blot
experiment showed that HMGB1 was a direct target of miR - 22. Conclusion　 miR - 22 may inhibit LPS - induced cardiomyocyte damage
through negatively regulating HMGB1 expression.
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　 　 脓毒症是重症患者的常见死因,如果得不到及时

有效的控制,脓毒症会迅速发展成全身炎症反应综合

征,最终导致多器官功能障碍 [1] 。 脓毒症心肌病

( sepsis - induced cardiomyopathy,SIC)是脓毒症多器

官功能障碍的主要并发症之一,一旦发生,病死率高

达 70% ~ 90% [2, 3] 。 由于缺乏对其机制的深入理解,
目前临床上对 SIC 的治疗仍缺乏特效药。 内毒素引

起的心肌细胞损伤和心肌细胞凋亡在多种心血管疾

病的发病过程中具有重要作用,该机制会增加脓毒症

患者的病死率 [3 ~ 5] 。 研究特异性针对心肌细胞损伤

与凋亡的药物可能用于靶向治疗 SIC。 微小 RNA
(miRNA)是一类单链非编码小分子 RNA,其长度约

为 22 个 核 苷 酸, 可 以 与 mRNA 的 3′ 非 编 码 区

(3′UTR)结合,降解目的 mRNA,抑制翻译,进而调控

靶基因的表达。 大量研究已经证实 miRNA 在心血管

疾病发生、发展中意义重大 [5, 6] 。 miR - 22 最初被认

为是一个肿瘤抑制因子,近年来研究证实,miR - 22
参与心肌缺血再灌注、心肌肥厚等多种心血管疾病的

发生、发展 [7 ~ 9] 。 但是,目前涉及 miR - 22 与 SIC 之

间的研究甚少。 本研究通过探讨 miR - 22 在 LPS 诱

导的心肌细胞损伤中的作用和机制,旨在为脓毒症心
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肌病的治疗提供实验依据。
材料与方法

1. 主要试剂:所有细胞培养试剂均购自美国 Gib-
co 公司,免疫印迹所用一抗抗体购自美国 Cell Signa-
ling Technology 公司,LPS 购自美国 Sigma 公司,双荧

光素酶报告基因检测试剂盒构自美国 Promega 公司,
miR - 22 模拟序列(miR - 22 mimics)、阴性对照序列

( scramble control miRNA)由上海吉玛制药技术有限

公司构建完成。
2. 细胞培养:大鼠 H9c2 心肌细胞购自中科院上

海细胞库。 采用 DMEM 培养基(含 10% 胎牛血清)
培养 H9c2 心肌细胞,当细胞汇合率至 80% 以上时进

行传代。 取第 3 ~ 8 代细胞用于实验。
3. 细胞分组:对照组:给予相同体积的 PBS 处理

24h;LPS 组:细胞采用 1μg / ml LPS 培养 24h;miR -
22 模拟物 + LPS(miR - 22 + LPS)组:采用 Fugene HD
转染试剂盒将 miR - 22 模拟物(miR - 22 mimic)转

染细胞,6h 后更换为不含血清的 DMEM 培养基培养

8h,再加入 1μg / ml LPS 培养 24h;miR - 22 阴性对

照 + LPS(miR - NC + LPS)组:采用 Fugene HD 转染

试剂盒将 miR - 22 阴性对照序列转染细胞,6h 后更

换为不含血清的 DMEM 培养基培养 8h,再加入 1μg / ml
LPS 培养 24h。

4. MTT 检测心肌细胞活性:将细胞接种于 96 孔

板中,经处理后,吸出培养基,PBS 清洗后,每孔加入

10μl MTT 溶液,孵育 4h 后加入二甲基亚砜,10min 后

用酶标仪检测各孔在 490nm 处的吸光度。 每组细胞

活性(% ) = (A处理 - A对照 ) / A对照 × 100% 。
5. TUNEL 细胞凋亡分析:将细胞接种于 24 孔板

中,经处理后采用 4% 多聚甲醛固定 10min,再用 Tri-
tonX - 100 通透 10min,PBS 漂洗后按 TUNEL 操作说

明书,在常温下孵育 TUNEL 染色液 1h,采用 DAPI 染

色细胞核,细胞封片后在荧光显微镜下拍照。
6. 双荧光素酶报告基因实验:将含有 miR - 22

结合位点的 HMGB1 3′ UTR 序列及其突变体插入

pCMV - Promoter 载体荧光素酶报告基因下游,分别得

到含野生型 HMGB1 3′UTR 的载体命名为 HMGB1 -
WT,含突变型 HMGB1 3′UTR 的载体命名为 HMGB1 -
MUT,将构建好的质粒分别与 miR - 22 mimics、miR -
NC 共转染 293T 细胞,继续培养 24h 后,使用双荧光

素酶报告基因检测试剂盒检测细胞荧光素酶活性。
7. 实时荧光定量 PCR(RT - PCR):细胞接种于 6

孔板,经处理后每孔加入 1ml Trizol 裂解细胞提取总

RNA。 采用 TaKaRa 反转录试剂盒将 RNA 反转录成

cDNA,并使用 TaKaRa 荧光定量试剂盒配制反应体系

进行 PCR 扩增。 以 U6 为 miR - 22 的内参,GAPDH
为 HMGB1 的内参。 采用 F = 2 - △△Ct法计算 mRNA 的

相对表达量分析。
8. Western blot 法检测:将各组细胞接种于 10cm

大皿,经上述处理后每孔加入 RIPA 裂解液裂解提取

总蛋白。 采用 BCA 法测定细胞蛋白浓度,行 SDS -
PAGE 电泳分离蛋白,转膜封闭后加入 HMGB1、Bax、
Bcl - 2 对应一抗孵育,采用 HRP 标记的二抗孵育。
洗膜后 ECL 试剂盒显影,用 Image Lab 软件对条带进

行分析。
9. 统计学方法:采用 SPSS 19. 0 统计学软件对数

据进行统计分析,计量资料以均数 ± 标准差( x ± s)表
示。 组间数据比较用单因素方差分析,两两比较采用

独立样本 t 检验,以 P < 0. 05 为差异有统计学意义。
结 　 　 果

1. miR - 22 和 HMGB1 在各组细胞中的表达:
miR - 22 在 LPS 组的表达明显低于对照组;与 LPS 组

比较, miR - 22 + LPS 组 miR - 22 表达显著升高。
HMGB1 的 mRNA 和蛋白水平在 LPS 组都明显高于

对照组;与 LPS 组比较,miR - 22 + LPS 组 HMGB1 的

mRNA 和蛋白水平显著下降,详见图 1、表 1。

表 1　 miR - 22 和 HMGB1 在心肌细胞中的表达( x ± s)

组别 miR - 22 HMGB1 mRNA HMGB1 蛋白

对照组 1. 00 ± 0. 07 1. 00 ± 0. 06 0. 12 ± 0. 02
LPS 组 0. 53 ± 0. 08∗ 2. 42 ± 0. 14∗ 0. 41 ± 0. 04∗

miR - 22 + LPS 组 0. 87 ± 0. 05∗# 1. 51 ± 0. 10∗# 0. 22 ± 0. 03∗#

miR - NC + LPS 组 0. 60 ± 0. 04∗ 2. 27 ± 0. 16∗ 0. 39 ± 0. 03∗

　 　 与对照组比较,∗ P < 0. 05;与 LPS 组比较,#P < 0. 05

图 1　 HMGB1 蛋白的表达

1. 对照组;2. LPS 组;3. miR - 22 + LPS 组;4. miR - NC + LPS 组

　

　 　 2. miR - 22 在 H9c2 中对细胞活性的影响:MTT
法检测结果显示,对照组、LPS 组、miR - 22 + LPS 组、
miR - NC + LPS 组细胞活性分别为 100. 0% ± 7. 1% 、
53. 2% ± 3. 1% 、 79. 5% ± 4. 9% 、 59. 1% ± 2. 6% 。
LPS 组、miR - 22 + LPS 组及 miR - NC + LPS 组 H9c2
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的细胞活性显著低于对照组 ( P 均 < 0. 05);与 LPS
组比较,miR - 22 + LPS 组 H9c2 细胞活性显著升高

(P < 0. 05)。
3. miR - 22 在 H9c2 中 对 细 胞 凋 亡 的 影 响:

TUNEL 染色结果显示,对照组、 LPS 组、miR - 22 +
LPS 组和 miR - NC + LPS 组凋亡率分别为 2. 9% ±
1. 1% 、23. 2% ± 3. 5% 、8. 0% ± 1. 6% 和 23. 4% ±
4. 2% ( P < 0. 05 )。 LPS 组、 miR - 22 + LPS 组 和

miR - NC + LPS 组细胞凋亡率明显高于对照组 ( P
均 < 0. 05);miR - 22 + LPS 组细胞凋亡率较 LPS 组

明显降低(P < 0. 05),详见图 2。
4. miR - 22 对凋亡相关蛋白表达的影响:West-

ern blot 法检测结果显示,与对照组比较,LPS 组 Bax
表达显著上调,Bcl - 2 表达明显下降;与 LPS 组比

较,miR - 22 + LPS 组 Bax 表达显著下调,Bcl - 2 表达

显著升高,详见图 3、表 2。

图 2　 miR - 22 对 LPS 诱导下 H9c2 细胞凋亡的影响( × 400)
A. 对照组;B. LPS 组;C. miR - 22 + LPS 组;D. miR - NC + LPS 组

　

图 3　 各组细胞中凋亡相关蛋白的表达

1. 对照组;2. LPS 组;3. miR - 22 + LPS 组;4. miR - NC + LPS 组

　

表 2　 各组细胞中凋亡相关蛋白的表达( x ± s)

组别 Bax 蛋白 Bcl - 2 蛋白

对照组 0. 22 ± 0. 03 0. 46 ± 0. 06
LPS 组 0. 73 ± 0. 04∗ 0. 21 ± 0. 03∗

miR - 22 + LPS 组 0. 41 ± 0. 03∗# 0. 35 ± 0. 02∗#

miR - NC + LPS 组 0. 72 ± 0. 03∗ 0. 20 ± 0. 02∗

　 　 与对照组比较,∗ P < 0. 05;与 LPS 组比较,#P < 0. 05

　 　 5. miR - 22 调控 HMGB1 的表达:Target Scan 预

测结果表明 HMGB1 的 3′UTR 上存在 miR - 22 的结

合位点(图 4)。 将 miR - NC mimcis 和 miR -22 mimics
分别与 HMGB1 - WT 共转染后,荧光素酶活性分别

为 1. 04 ± 0. 07、0. 42 ± 0. 03,miR - 22 组 HMGB1 -
WT 活性显著低于 miR - NC 组(P < 0. 05);而 miR -
NC mimics 和 miR - 22 mimics 分别与 HMGB1 - MUT
质粒共转染后,荧光素酶活性分别为 1. 03 ± 0. 08、
0. 97 ± 0. 06,差异无统计学意义(P > 0. 05)。

图 4　 HMGB1 的 3′UTR 中含有与 miR - 22
互补的核苷酸序列

　

讨 　 　 论

SIC 是重症监护病房脓毒症患者最常见的死亡

原因之一。 LPS 是革兰阴性细菌的主要结构组成部

分,可诱发脓毒症,其中心肌功能障碍是公认的主要

表现之一,本研究以 LPS 刺激心肌细胞诱导心肌细

胞损伤模型以模拟 SIC [2] 。 在 LPS 诱导的心肌损伤

中,细胞坏死和凋亡是细胞损伤的主要过程。 在心肌

损伤早期细胞损伤多以细胞凋亡的形式开始,因此早

期抑制细胞凋亡有助于及时阻止细胞损伤、减少细胞

数量的丢失,恢复心脏功能 [3,4] 。
miR - 22 是位于人 17 号染色体上的非编码短链

小 RNA,由 22 个核苷酸组成,在心肌细胞中高表

达 [10] 。 miR - 22 参与细胞增殖分化、凋亡、自噬、纤
维化等多种生物学功能的调控 [11] 。 miR - 22 在心血

管疾病中发挥重要作用。 在缺血心肌中,miR - 22 通

过减少炎性反应发挥保护作用 [12] ;在糖尿病心肌病

中,miR - 22 通过调控 Sirt1 的表达减少心肌氧化应

激损伤 [13] 。 另外有研究发现,在内皮细胞中,miR -
22 通过抑制 NLRP3 的表达减轻炎性反应 [14] 。 本研
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究采用 H9c2 心肌细胞,以 LPS 刺激诱导细胞损伤,
通过 MTT 分析研究 miR - 22 对 LPS 诱导的心肌细胞

毒性的保护作用,结果显示用 LPS 处理后细胞活力

减低,但是,当采用 miR - 22 mimics 在心肌细胞内过

表达 miR - 22,结果显示细胞过表达miR - 22 可以大

大降低细胞活力的损失。 Western blot 法检测结果显

示 LPS 处理心肌细胞后,Bcl - 2 / Bax 比值显著下降,
而 miR - 22 + LPS 组 Bcl - 2 / Bax 比值显著升高,心肌

细胞凋亡显著改善。 这些结果表明,miR - 22 在心肌

细胞中可能有增强细胞活力和抗凋亡的作用,上调

miR - 22 表达可能有利于心肌细胞生存。
通过生物信息学预测 HMGB1 是 miR - 22 潜在

靶基因,双光素酶报告实验表明 HMGB1 是 miR - 22
的直接靶基因。 HMGB1 蛋白是一种非组蛋白核蛋

白,具有稳定核小体结构、DNA 修复、调节胆固醇等

作用。 大量研究已经证实,HMGB1 在多种心血管疾

病特别是心肌梗死、心肌肥厚和心肌炎等疾病过程中

发挥重要调控作用 [15, 16] 。 既往研究表明,靶向沉默

HMGB1 可以抑制细胞凋亡,促进细胞存活 [17] 。 本研

究结果显示,在 LPS 处理的 H9c2 细胞中,过表达

miR - 22 抑制了 HMGB1 的蛋白表达,同时下调了

HMGB1 的 mRNA 水平。 因此,推测 miR - 22 通过负

性调控 HMGB1 的转录抑制 HMGB1 的释放,从而减

少心肌细胞对 LPS 的损伤反应。
综上所述,本研究利用 LPS 诱导建立 H9c2 心肌

细胞损伤模型,结果显示 miR - 22 在 LPS 诱导的心

肌细胞损伤模型中表达降低,并且证实高表达的

miR - 22 能够下调 HMGB1 的表达,抑制 LPS 诱导的

心肌细胞损伤,使得细胞活力显著升高,降低细胞凋

亡,表明 miR - 22 对 LPS 造成的心肌细胞损伤具有

保护作用。 本研究为探索 miR - 22 的具体作用机制

提供了实验依据,同时也为预防并干预脓毒症和 SIC
提供了新思路。
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