
２０２１ 年　 ４ 月

第 ４１ 卷　 第 ４ 期

基础医学与临床

Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ａｐｒｉｌ ２０２１

Ｖｏｌ.４１　 Ｎｏ.４

收稿日期:２０２０￣０４￣０６　 　 修回日期:２０２０￣０８￣１１
∗通信作者(ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ):ｚｈａｎｇｓｕｃｈｕａｎ１＠ １６３.ｃｏｍ

文章编号: １００１ ￣６３２５( ２０２１) ０４ ￣０５５１ ￣０７ 研究论文　

当归多糖促进大鼠心肌细胞系 Ｈ９ｃ２ 增殖
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摘要:目的 研究当归多糖(ＡＰＳ)对大鼠心肌细胞系 Ｈ９ｃ２ 增殖和凋亡的影响ꎮ 方法 将大鼠心肌细胞系 Ｈ９ｃ２ 分

为对照组(ｃｏｎｔｒｏｌ 组)、阿霉素(ＡＤＲ)诱导 Ｈ９ｃ２ 细胞复制扩张性心肌病心肌细胞组(ＡＤＲ 组)、ＡＰＳ 干预(ＡＰＳ
组)、转染 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ(ＡＰＳ＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ 组)及转染 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ(ＡＰＳ＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 组)ꎮ 采用流式细胞

计量术检测细胞凋亡ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂ 细胞淋巴瘤 /白血病￣２(Ｂｃｌ￣２)、Ｂｃｌ￣２ 相关 Ｘ 蛋白(Ｂａｘ)、细胞核相关抗原

Ｋｉ￣６７(Ｋｉ￣６７)、增殖细胞核抗原(ＰＣＮＡ)蛋白表达ꎬ酶联免疫(ＥＬＩＳＡ)法检测 Ｂ 型脑钠肽 (ＢＮＰ) 水平ꎬ细胞计数试

剂盒 ８(ＣＣＫ￣８)法检测细胞的增殖ꎬ实时定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)检测微小 ＲＮＡ￣４７０１￣３ｐ(ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ)表达ꎮ 结果 阿

霉素明显提高 Ｈ９ｃ２ 细胞的 ＢＮＰ 含量、细胞凋亡率、Ｂａｘ 蛋白水平ꎬ显著降低 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达量(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 当归多

糖明显增加阿霉素诱导后 Ｈ９ｃ２ 细胞的细胞活力、Ｋｉ￣６７、ＰＣＮＡ、Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达量和 ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 表达量ꎬ显著减少

细胞的凋亡率、Ｂａｘ 蛋白表达量(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 敲减 ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 明显降低当归多糖作用的扩张性心肌病 Ｈ９ｃ２ 细胞

的细胞活力、Ｋｉ￣６７、ＰＣＮＡ、Ｂｃｌ￣２ 蛋白水平ꎬ而显著提高其凋亡率、Ｂａｘ 蛋白表达量(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 结论 当归多糖通过

上调 ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 的表达ꎬ促进阿霉素诱导的扩张性心肌病大鼠心肌细胞系 Ｈ９ｃ２ 增殖ꎮ

关键词: 阿霉素ꎻ细胞系 Ｈ９ｃ２ꎻｍｉＲ￣４７０１￣３ｐꎻＢ 型脑钠肽
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｎｇｅｌｉｃａ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｃａｒｄｉｏｍｙｏ￣
ｃｙｔｅ ｌｉｎｅ Ｈ９ｃ２. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｒａｔ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ Ｈ９ｃ２ ｗａｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ)ꎬ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ
(ＡＤＲ) ｉｎｄｕｃｅｄ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｇｒｏｕｐ (ＡＤＲ ｇｒｏｕｐ)ꎬ ＡＰＳ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
(ＡＰＳ ｇｒｏｕｐ)ꎬ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ (ＡＰＳ＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐ) ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ(ＡＰＳ＋ａｎｔｉ￣
ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ ｇｒｏｕｐ). Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｔｅｓｔ Ｂ ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ / ｌｅｕｋｅｍｉａ￣２(Ｂｃｌ￣２)ꎬ Ｂｃｌ￣２ ｒｅｌａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ (Ｂａｘ)ꎬ ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｌａｔｅｄ ａｎｔｉｇｅｎ Ｋｉ￣６７(Ｋｉ￣６７) ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａ￣
ｔｉｏｎ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎ (ＰＣＮＡ) ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ (ＥＬＩＳＡ) ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅ￣
ｔｅｃｔ Ｂ￣ｔｙｐｅ ｂｒａｉｎ ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ (ＢＮＰ) ｌｅｖｅｌ. Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｌｙ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｋｉｔ ８
(ＣＣＫ￣８)ꎬ ａｎｄ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ (ＲＴ￣ｑＰＣＲ) ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣４７０１￣３ｐ(ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ)
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＢＮＰ ｃｏｎｔｅｎｔꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅꎬ ａｎｄ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ
Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｇｒｅａｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ(Ｐ<０􀆰 ０５). Ａｎｇｅｌｉｃａ ｐｏｌｙｓａｃ￣ｃｈａｒｉｄｅ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
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Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙꎬ Ｋｉ￣６７ꎬ ＰＣＮＡꎬ Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎬ
ａｎｄ ｒｅｍａｒｋａｂｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ( Ｐ < ０􀆰 ０５). Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙꎬ Ｋｉ￣６７ꎬ ＰＣＮＡꎬ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ
ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｇｅｌｉｃａ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬ ｗｈｉｌｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｔｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ(Ｐ<
０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａｎｇｅｌｉｃａ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐꎬ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｒａｔ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｌｉｎｅ Ｈ９ｃ２.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ａｄｒｉａｍｙｃｉｎꎻ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ Ｈ９ｃ２ꎻ ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐꎻ ＢＮＰ

　 　 扩张型心肌病(ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ)是一种

严重的疾病ꎬ特征是心室扩张和心脏功能障碍ꎮ 作

为人类最常见的心肌病形式ꎬ扩张型心肌病约占所

有心肌病的 ６０％ꎬ也是心力衰竭和心脏移植的主要

原因[１￣２]ꎮ 现阶段ꎬ扩张型心肌病的临床治疗尚未

获得令人满意的结果ꎬ并且患者的预后极差ꎬ其 ５ 年

生存率低于 ５０％[３￣４]ꎮ 因此ꎬ有必要进一步开发新

的治疗策略来改善扩张型心肌病ꎮ 当归是一种常用

的中药ꎬ具有造血、抗氧化、抗感染、免疫调节、抗细

胞凋亡和抑制血小板聚集的药理活性[５]ꎮ 当归多

糖(ａｎｇｅｌｉｃａ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬＡＰＳ) 是从当归根中提

取的主要的水溶性成分ꎬ可以通过激活化转录因子

６(ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ￣６ꎬＡＴＦ６)减轻内质网

应激诱导的大鼠心肌细胞系 Ｈ９ｃ２ 凋亡ꎬ从而保护

心脏免受缺血性损伤[５]ꎮ 当归多糖还能以浓度依

赖方式减少缺氧￣复氧诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞凋亡ꎬ
改善细胞的氧化应激损伤[６]ꎮ 但是ꎬ目前尚无有关

当归多糖对扩张型心肌病影响及机制的报告ꎮ 微小

ＲＮＡ(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬｍｉＲＮＡ)￣４７０１￣３ｐ 是重要的 ｍｉＲＮＡ
之一ꎬ其调节功能已在各种癌中被报道[７]ꎮ 既往研

究表明ꎬｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 在扩张性心肌病患者中相较

于正常对照高表达[８]ꎮ 但是ꎬｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 是否参

与当归多糖对扩张性心肌病大鼠心肌细胞的调节仍

不清楚ꎮ 因此ꎬ本研究以大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２ 为对

象ꎬ利用阿霉素(ａｄｒｉａｍｙｃｉｎꎬＡＤＲ)诱导心肌细胞损

伤ꎬ模拟扩张型心肌病ꎬ评价当归多糖在细胞增殖和

凋亡中的功能及潜在分子机制ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞系与试剂

鼠源 Ｈ９ｃ２ 细胞系(中科院上海细胞库)ꎬ当归

多糖 ＡＰＳ( Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司)ꎻＡＤＲ(辉瑞制药有限公

司)ꎻＤｕｌｂｅｃｃｏ􀆳ｓ Ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ􀆳ｓ Ｍｅｄｉｕｍ (ＤＭＥＭ)培

养基 ( Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 及阴性对照

ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ(广州锐博公司)ꎻＢ 型脑钠肽(Ｂ￣ｔｙｐｅ
ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅꎬ ＢＮＰ)酶联免疫(ＥＬＩＳＡ)试剂盒

(北京华英生物技术研究所)ꎻＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ
双染细胞凋亡检测试剂盒(ＢｅｓｔＢｉｏ 公司)ꎻ抗 Ｂ 细

胞淋巴瘤 /白血病￣２ ( Ｂ ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ / ｌｅｗｋｍｉａ￣２ꎬ
Ｂｃｌ￣２)、抗 Ｂｃｌ￣２ 相关 Ｘ 蛋白(Ｂｃｌ￣２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎꎬ Ｂａｘ)、抗细胞核相关抗原 Ｋｉ￣６７(ｎｕｃｌｅａｒ ａｓｓｏｃｉ￣
ａｔｅｄ ａｎｔｉｇｅｎ Ｋｉ６７ꎬ Ｋｉ￣６７)、抗增殖细胞核抗原(ｐｒｏ￣
ｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎꎬ ＰＣＮＡ)抗体(Ａｂｃａｍ 公

司)ꎻ 实时定量 ＰＣＲ(ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬ ＲＴ￣
ｑＰＣＲ)相关试剂盒(ＴａＫａＲａ 公司)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞培养、分组与处理:用含 １０％胎牛血清

和 １％青链霉双抗的 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ在饱和湿度、
３７ ℃和 ５％ ＣＯ２ 的细胞培养箱中常规培养 Ｈ９ｃ２ 细

胞ꎮ 将 Ｈ９ｃ２ 细胞分为对照组(ｃｏｎｔｒｏｌ 组)、ＡＤＲ 诱

导 Ｈ９ｃ２ 细胞复制扩张性心肌病心肌细胞组(ＡＤＲ
组)ꎮ 当归多糖( ａｎｇｅｌｉｃａ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬＡＰＳ)干预

(ＡＰＳ 组)、转染 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ(ＡＰＳ＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ 组)
及转 染 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ ( ＡＰＳ ＋ ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ
组)ꎮ 转染时按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂的步

骤ꎬ在细胞汇合至 ６０％的 Ｈ９ｃ２ 细胞中转染 ａｎｔｉ￣
ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 和 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣꎬ根据分组进行其他处

理ꎮ 其中ꎬｃｏｎｔｒｏｌ 组为正常培养的细胞ꎬＡＤＲ 组用

３ ｍｇ / Ｌ ＡＤＲ 作用 Ｈ９ｃ２ 细胞 １２ ｈꎬＡＰＳ 组用 ２５０ ｍｇ / Ｌ
当归多糖预处理细胞 ２４ ｈꎬ之后进行 ＡＤＲ 损伤ꎬ
ＡＰＳ＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ 组或 ＡＰＳ＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 组细

胞 转 染 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ 或 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐꎬ 使 用

２５０ ｍｇ / Ｌ当归多糖处理 ２４ ｈ 后ꎬ进行 ＡＤＲ 损伤ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 流式细胞计量术检测细胞凋亡:收集各组

Ｈ９ｃ２ 细胞ꎬ用冷磷酸盐缓冲液洗涤 ２ 次ꎬ在 ４００ μＬ
结合缓冲液中悬浮细胞ꎬ将细胞浓度调整为 １×１０６

２５５
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个 / ｍＬꎮ 之后加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣꎬ轻轻混匀

后于 ４ ℃避光反应 １５ ｍｉｎꎬ加入 １０ μＬ ＰＩ 并轻轻混

匀ꎬ于 ４ ℃避光反应 ５ ｍｉｎꎬ置流式细胞仪进行细胞

凋亡分析ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ、Ｋｉ￣６７、ＰＣＮＡ
表达:向各组 Ｈ９ｃ２ 细胞中加入 ＲＩＰＡ 裂解液ꎬ进行

蛋白的提取ꎮ 将提取的蛋白于沸水中变性 １０ ｍｉｎꎬ
并吸取 ３０ μｇ 进行 １２％的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ转膜ꎮ
膜用 ５％脱脂奶粉封闭液封闭ꎬ之后与抗 Ｂｃｌ￣２、抗
Ｂａｘ、抗 Ｋｉ￣６７、抗 ＰＣＮＡ 和抗 β 肌动蛋白(β￣ａｃｔｉｎ)
一抗ꎬ在 ４ ℃条件下孵育过夜ꎮ 第 ２ 天ꎬ将膜与辣根

过氧化物酶标记的羊抗兔 ＩｇＧ 一起孵育 ２ ｈꎬ再通过

ＥＬＣ 化学发光液显色、显影ꎬ通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析

Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ、Ｋｉ￣６７、ＰＣＮＡ 蛋白的水平ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＢＮＰ 水平:构建扩张性心肌

病大鼠心肌细胞模型时ꎬ收集 ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＡＤＲ 组

Ｈ９ｃ２ 细胞上清液ꎬ按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒的说明ꎬ检测

ＢＮＰ 水平ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＣＣＫ￣８ 法检测细胞增殖:收集各组 Ｈ９ｃ２ 细

胞ꎬ以 １×１０４ 个 /孔的数量接种于 ９６ 孔板ꎬ向培养

４８ ｈ 后的细胞中加入 １０ μＬ ＣＣＫ￣８ 溶液ꎬ孵育１ ｈꎬ
于酶标仪测定细胞在 ４５０ ｎｍ 波长处的吸光度 Ａ 值ꎬ

来表示细胞活力ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 表达:收集各组

Ｈ９ｃ２ 细胞ꎬ加入 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取细胞总 ＲＮＡꎮ 通过

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ 试剂盒进行反转录ꎬ得到 ｃＤＮＡꎮ
通过 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 试剂盒进行 ＰＣＲ 反应ꎮ
ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 的表达以 Ｕ６ 为参照ꎬ由 ２－ΔΔＣｔ 方法计

算得出ꎮ ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 引物序列为 ５′￣ＣＣＡＣＣＡＣＡＣ
ＣＴＡＣＣＣＣＴＴＧＴ￣３′(Ｆ)和 ５′￣ＡＣＡＣＣＡＣＡＣＣＣＡＴＣＡＣ
ＣＣＡＴ￣３′ ( Ｒ )ꎬ Ｕ６ 引 物 序 列 为 ５′￣ＣＴＧＧＴＡＧＧＧＴ
ＧＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧ￣３′ ( Ｆ ) 和 ５′￣ＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣ
ＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣ￣３′(Ｒ)ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

数据采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行统计和分析ꎬ结
果以均值±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎮ 两组间比较采用 ｔ 检
验ꎬ多组间比较采用单因素方差分析ꎬ组间多重比较

采用 ＳＮＫ￣ｑ 检验ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 阿霉素诱导大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２ 凋亡

与对照组比较ꎬＡＤＲ 组 Ｈ９ｃ２ 细胞中 ＢＮＰ 含

量、细胞凋亡率和 Ｂａｘ 蛋白水平显著升高ꎬ而 Ｂｃｌ￣２
蛋白表达量明显降低(Ｐ<０􀆰 ０５)(图 １)ꎮ

Ａ􀆰 ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ Ｂ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ￣２ ａｎｄ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ
∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

图 １　 阿霉素诱导大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２ 凋亡

Ｆｉｇ １　 Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ Ｈ９ｃ２

３５５



基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２１􀆰 ４１(４)

２􀆰 ２　 当归多糖对扩张性心肌病大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２
增殖的影响

与 ＡＤＲ 组比较ꎬＡＰＳ 组 Ｈ９ｃ２ 细胞的 Ｋｉ￣６７、
ＰＣＮＡ 蛋白表达量显著升高ꎬ细胞活力明显增加

(Ｐ<０􀆰 ０５)(图 ２)ꎮ
２􀆰 ３　 当归多糖对扩张性心肌病大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２
凋亡的影响

与 ＡＤＲ 组比较ꎬＡＰＳ 组细胞的凋亡率显著降

低ꎬＢｃｌ￣２ 蛋白表达量明显增加ꎬＢａｘ 蛋白表达量显

著减少(Ｐ<０􀆰 ０５)(图 ３)ꎮ

２􀆰 ４　 当归多糖对 ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 在扩张性心肌病大

鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２ 中表达的影响

ＡＰＳ 组 Ｈ９ｃ２ 细胞中 ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 表达量为

１􀆰 ６２± ０􀆰 １６ꎬ显著高于 ＡＤＲ 组的 １􀆰 ００ ± ０􀆰 ０９ (Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ５　 敲减 ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 对当归多糖作用的扩张性

心肌病大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２ 增殖的影响

与 ＡＰＳ 组比较ꎬＡＰＳ＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ 组细胞 Ｈ９ｃ２
的 Ｋｉ￣６７、ＰＣＮＡ 蛋白表达量、细胞活力、ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ
表达量无明显变化ꎻ ＡＰＳ＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 组 Ｈ９ｃ２

Ａ􀆰 ＭＴＴ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙꎻ Ｂ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｋｉ￣６７ ａｎｄ ＰＣＮＡ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍ￣
ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＤＲ ｇｒｏｕｐ

图 ２　 当归多糖对扩张性心肌病大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２ 增殖的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｎｇｅｌｉｃａ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈ９ｃ２ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｄｉｌａｔｅｄ
　 　 　 ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ ｒａｔｓ

Ａ􀆰 ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ Ｂ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ￣２ ａｎｄ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ
∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＤＲ ｇｒｏｕｐ

图 ３　 当归多糖对扩张性心肌病大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２ 凋亡的影响

Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｎｇｅｌｉｃａ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｏｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ Ｈ９ｃ２ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ ｒａｔｓ

４５５
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细胞内 Ｋｉ￣６７、ＰＣＮＡ 蛋白水平明显降低ꎬ细胞活力

显著降低ꎬｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 表达量明显减少(Ｐ<０􀆰 ０５)
(图 ４)ꎮ
２􀆰 ６　 敲减 ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 对当归多糖作用的扩张性

心肌病大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２ 凋亡的影响

与 ＡＰＳ 组比较ꎬＡＰＳ＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ 组细胞 Ｈ９ｃ２
的凋亡率、Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 蛋白水平无显著变化ꎻＡＰＳ＋
ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 组细胞 Ｈ９ｃ２ 的凋亡率明显增加ꎬ
Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达量显著减少ꎬＢａｘ 蛋白表达量明显升

高(Ｐ<０􀆰 ０５)(图 ５)ꎮ

３　 讨论

现阶段ꎬ扩张型心肌病的病因和发病机制仍不

清楚ꎮ 本研究采用阿霉素诱导大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２
损伤ꎬ以构建扩张型心肌病模型[９]ꎬ结果发现ꎬ阿霉

素的使用导致心肌细胞 Ｈ９ｃ２ 的凋亡率和促凋亡蛋

白 Ｂａｘ 的蛋白表达量增加ꎬ抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ￣２ 的蛋

白表达量减少ꎬ并且ꎬ细胞中 ＢＮＰ 含量升高ꎬ与报

道[１０￣１１]相符ꎬ因此ꎬ后续实验在此模型的基础上探

讨当归多糖的作用和机制ꎮ
当归多糖在心脏疾病方面表现出一定的预防和

治疗作用ꎬ例如缺氧￣复氧导致 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞凋亡

增加ꎬ而当归多糖可以起到减少其凋亡ꎬ产生保护缺

氧￣复氧损伤心肌细胞的效果[１２]ꎮ 在缺氧条件下ꎬ
当归多糖的预处理通过下调 ｍｉＲ￣２２ 的表达ꎬ促进细

胞增殖和抑制细胞凋亡ꎬ从而减轻 Ｈ９ｃ２ 细胞损

伤[１３]ꎮ 然而ꎬ当归多糖对阿霉素损伤大鼠心肌细胞

Ｈ９ｃ２ 的保护作用尚未得到充分报道ꎮ 本实验中ꎬ当
归多糖可以增加阿霉素诱导后 Ｈ９ｃ２ 细胞的细胞活

力ꎬ并减少细胞的凋亡ꎬ提示当归多糖可能对阿霉素

诱导的大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２ 损伤发挥保护和治疗

作用ꎮ
以前的研究证明了 ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 在扩张性心

肌病患者中高表达[８] ꎮ 结直肠癌 ＨＣＴ１１６ 中的

ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 被异恶唑衍生物 ＳＨＵ００２３８ 显著下

调ꎬ ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 可以逆转 ＳＨＵ００２３８ 对 ＨＣＴ１１６ 细

Ａ􀆰 ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐꎻ Ｂ􀆰 ＭＴＴ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙꎻ Ｃ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｒｅｌａ￣
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图 ５　 敲减 ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 对当归多糖作用的扩张性心肌病大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２ 凋亡的影响

Ｆｉｇ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ Ｈ９ｃ２ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ ｒａｔｓ
　 　 　 ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｇｅｌｉｃａ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

胞凋亡的影响[１４] ꎮ 这项研究首次揭示了ꎬ当归多

糖处理明显上调了阿霉素诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞中

ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 的 表 达 水 平ꎮ 更 重 要 的 是ꎬ 敲 减

ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ明显减弱当归多糖作用的扩张性心肌

病 Ｈ９ｃ２ 细胞的细胞活力、Ｋｉ￣６７、ＰＣＮＡ、Ｂｃｌ￣２ 蛋白

水平ꎬ而增强其凋亡率、Ｂａｘ 蛋白表达量ꎬ可见当归

多糖预处理对阿霉素诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞的保护作

用被敲减 ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐ 所逆转ꎮ 综合这些结果ꎬ说
明当归多糖通过上调 ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐꎬ使细胞增殖增

加和细胞凋亡减少ꎬ来保护 Ｈ９ｃ２ 细胞免受阿霉素

诱导的损伤ꎮ
总之ꎬ当归多糖对阿霉素诱导的扩张型心肌病

Ｈ９ｃ２ 细胞损伤模型具有保护作用ꎮ 当归多糖的预

处理可通过上调 ｍｉＲ￣４７０１￣３ｐꎬ促进细胞增殖和抑制

细胞凋亡来保护心肌细胞免受阿霉素诱导的损伤ꎮ
这为了解当归多糖的心肌保护作用提供了证据ꎬ并
为深入探讨使用当归多糖预防和治疗扩张型心肌病

提供了理论依据ꎮ
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