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ｍｉＲ￣３０ａ 抑制 Ａｎｇ２ 诱导的大鼠心肌细胞系 Ｈ９ｃ２ 自噬
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摘要:目的 探索 ｍｉＲ￣３０ａ 对血管紧张素 ２(Ａｎｇ２)诱导的大鼠心肌细胞自噬的影响ꎮ 方法 １)将 Ｈ９ｃ２ 细胞分为对

照组(ｃｏｎｔｒｏｌ)、Ａｎｇ２ 处理组(Ａｎｇ２ ２×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ)、去甲肾上腺素阳性对照组(ＮＥ ５×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ)ꎮ 处理细胞 ４８ ｈꎬ
ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣３０ａ 表达ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＬＣ３、 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 自噬蛋白表达ꎮ ２) 将 ｍｉＲ￣３０ａ ｍｉｍｉｃｓ、 ｍｉＲ￣３０ａ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ｍｉＲ￣３０ａ ＮＣ 通过 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染至 Ｈ９ｃ２ 细胞中培养 ２４ ｈꎬ荧光显微镜检测转染率ꎻ转染成功后在

Ａｎｇ２ 刺激基础上设立 Ａｎｇ２＋ｍｉＲ￣３０ａ ｍｉｍｉｃｓ 组、Ａｎｇ２＋ｍｉＲ￣３０ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组、Ａｎｇ２＋ｍｉＲ￣ＮＣ 组ꎮ 检测 ｍｉＲ￣３０ａ 干预对

Ａｎｇ２ 诱导 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞自噬的影响ꎮ 结果 １)与对照组相比ꎬＡｎｇ２ 处理组、ＮＥ 阳性对照组 ｍｉＲ￣３０ａ ｍＲＮＡ 表达

显著下调(Ｐ<０ ０５)ꎻ 而 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 蛋白表达显著升高(Ｐ<０ ００１)ꎻ２)与 Ａｎｇ２ 处理组相比ꎬＡｎｇ２＋ｍｉＲ￣３０ａ ｍｉｍｉｃｓ
组 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白表达显著降低(Ｐ<０ ００１)ꎮ 结论 Ａｎｇ２ 能下调 ｍｉＲ￣３０ａ 表达ꎬ诱导 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞自噬ꎻｍｉＲ￣
３０ａ ｍｉｍｉｃｓ 能够抑制 Ａｎｇ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞自噬ꎮ

关键词: 自噬ꎻ血管紧张素 ２(Ａｎｇ２)ꎻｍｉＲ￣３０ａ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ￣３０ａ ｏｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｏｆ ｒａｔ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ２
(Ａｎｇ２). Ｍｅｔｈｏｄｓ　 １)Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ａｎｇ２ ２×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ ａｎｄ ＮＥ ５×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｆｏｒ ４８
ｈꎬｍｉＲ￣３０ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ｑＰＣＲꎬ ＬＣ３ ａｎｄ Ｂｅｃｌｉｎ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ. ２)ｍｉＲ￣３０ａ ｍｉｍｉｃｓꎬ ｍｉＲ￣３０ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｎｄ ｍｉＲ￣３０ａ ＮＣ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ ｂｙ Ｌｉｐｏ￣
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ ａｎｄ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｆｏｒ ２４ ｈꎬ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ.ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ￣３０ａ ｏｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｏｆ Ｈ９ｃ２ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ２.



于甜乐　 ｍｉＲ￣３０ａ 抑制 Ａｎｇ２ 诱导的大鼠心肌细胞系 Ｈ９ｃ２ 自噬

Ｒｅｓｕｌｔｓ　 １)Ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣３０ａ ｍＲＮＡ ｉｎ Ａｎｇ２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ＮＥ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０ ０５) . Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＣ３ ａｎｄ Ｂｅｃｌｉｎ￣１ ｉｎ Ａｎｇ２ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ＮＥ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０ ００１) . ２)Ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｗｉｔｈ Ａｎｇ２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＬＣ３ ａｎｄ Ｂｅｃｌｉｎ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ａｎｇ２＋ ｍｉＲ￣３０ａ ｍｉｍｉｃｓ ｇｒｏｕｐ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０ ００１) . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ａｎｇ２ ｒｅｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣３０ａ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｓ Ｈ９ｃ２ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙꎬ ｍｉＲ￣３０ａ ｍｉｍｉｃｓ ｃａｎ ｉｎ￣
ｈｉｂｉｔ Ａｎｇ２ ｉｎｄｕｃｅｄ Ｈ９ｃ２ ａｕｔｏｐｈａｇｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ａｕｔｏｐｈａｇｙꎻ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ２ (Ａｎｇ２)ꎻ ｍｉＲ￣３０ａ

　 　 血管紧张素 ２(ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ２ꎬＡｎｇ２)是肾素￣血管

紧张素系统的主要活性肽ꎬ在体内过量表达给心血

管系统带来了不利影响ꎮ 多项研究[１￣２] 表明ꎬＡｎｇ２
诱导的心血管疾病过程中有自噬的参与ꎮ 细胞自噬

本质上是指细胞内异常的细胞器、折叠错误的蛋白

质被溶酶体降解为氨基酸等小分子物质并再次利用

的过程ꎬ是细胞的自我更新和修复的过程ꎮ 当细胞

遭受到饥饿、缺氧、代谢异常等胞内外刺激后ꎬ细胞

发生自噬ꎬ在一定程度上维持细胞内动态平衡ꎬ是一

种经典的维持细胞生存的机制[３]ꎮ 自噬的调节与

心脏疾病密切相关ꎬ参与了包括心肌病、心脏肥大、
缺血性心脏病、心力衰竭以及缺血￣再灌注损伤等过

程ꎮ 心肌正常运转依赖于基础水平的细胞自噬ꎬ但
过度自噬会使心肌细胞死亡ꎬ加快心血管疾病的发

生发展过程[４]ꎮ ｍｉＲＮＡ 是内源性(<２２ 个核苷酸组

成)单链非编码 ＲＮＡꎬ与目标 ｍＲＮＡ 碱基互补配对

影响 ｍＲＮＡ 的稳定性和翻译ꎬ参与心肌细胞中多种

病理生理过程ꎬ对心血管疾病的启动和进展有重要

的影响[５]ꎮ ｍｉＲ￣３０ａ 表达与自噬相关ꎬ且负向调控

自噬[６]ꎮ ｍｉＲ￣３０ 家族可通过自噬参与心血管疾病

相关的心室重构ꎬ体外研究发现 ｍｉＲ￣３０ａ 通过下调

Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 的表达来抑制细胞自噬[７]ꎮ 本研究在细胞

水平上探讨 ｍｉＲ￣３０ａ 对 Ａｎｇ２ 诱导的大鼠 Ｈ９ｃ２ 心

肌细胞自噬的影响ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

大鼠心肌细胞系 Ｈ９ｃ２(上海中国科学院细胞

库)ꎻ胎牛血清、Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ 培养基和 ＤＭＥＭ /高糖培

养基(Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ反转录试剂盒和 ＲＮＡ 提取试剂

盒(ＴａＫａＲａ 公司)ꎻ引物、ＲＴ 试剂和荧光定量 ＰＣＲ
试剂(Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)ꎻ血管紧张素 ２
(Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司)ꎻＬＣ３(兔来源)一抗、Ｂｅｃｌｉｎ￣１

(兔来源)一抗和 ＧＡＰＤＨ(兔来源)一抗(Ａｂｃａｍ 公

司)ꎻ山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗和山羊抗鼠 ＩｇＧ 二抗

(Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司)ꎻ羧基荧光素( ＦＡＭ) 标记的

ｍｉＲ￣３０ａ ｍｉｍｉｃｓ 和 ｍｉＲ￣３０ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ (上海吉玛公

司)ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 细胞的分组及处理:将 Ｈ９ｃ２ 细胞转移至培

养皿中ꎬ待细胞汇合度达 ８０％时ꎬ进行实验ꎮ 将细胞

分为对照组、Ａｎｇ２(２×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ 的 Ａｎｇ２ 配制液)组、
ＮＥ(５×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＮＥ 配制液)阳性对照组、Ａｎｇ２＋
ｍｉＲ￣３０ａ ｍｉｍｉｃｓ 组、Ａｎｇ２＋ｍｉＲ￣３０ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组、Ａｎｇ２＋
ｍｉＲ￣ＮＣ 组ꎮ Ａｎｇ２ 和 ＮＥ 组均处理 ４８ ｈꎬｍｉＲ￣３０ａ
ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ￣３０ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 和 ｍｉＲ￣ＮＣ 先转染到细胞中ꎬ
将 Ｈ９ｃ２ 细胞接种至孔板中ꎬ把Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００稀
释液和 ｓｉＲＮＡ 稀释液轻柔混匀ꎬ室温下孵育 ２０ ｍｉｎ
形成 ｓｉＲＮＡ￣Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 混合物ꎬ将混合物加

入各孔中后放入 ３７ ℃培养箱中转染 ６ ｈꎬ更换完全培

养基ꎬ培养 ２４ ｈꎬ转染成功后予 ２×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ 的 Ａｎｇ２
处理 ４８ ｈꎮ 拍照并收集样本ꎮ
１ ２ ２　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣３０ａ ｍＲＮＡ 表达:通过

ＧｅｎｅＢａｎｋ 基因数据库ꎬ查询 ｍｉＲ￣３０ａ ｍＲＮＡ 基因编

号并用 ｐｒｉｍｅｒ ５ ０ 软件及 Ｏｌｉｇｏ７ ０ 软件设计相关的

引物进行合成ꎬ生成引物设计序列ꎻ抽提总 ＲＮＡꎻ采
用 Ｂｉｏ Ｒａｄ 凝胶成像系统曝光采集图片观察条带ꎻ测
量总 ＲＮＡ 浓度及纯度ꎬＡ２６０ / ２８０在 １ ８ ~ ２ ０ 提示纯度

良好ꎬ可用于后续实验ꎬＡ２６０ / ２３０>１ 表明胍类、酚类等残

留较少ꎻＵ６ 设置为 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的内参ꎮ ｑＰＣＲ 反应体

系配制:预混液(２×) ５ μＬ、正向引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)
０ ５ μＬ、反向引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)０ ５ μＬ、ＤＮＡ 模板去

核酸酶水 １ μＬ、去 ＲＮＡ 酶水加至 １０ μＬꎬ将 ｑＰＣＲ
反应液移入 ９６ 孔 ＰＣＲ 反应板中ꎬ加入获得的 ｃＤＮＡ
模板ꎬ进行 ｑＰＣＲ 反应ꎬ熔解曲线反应条件:９５ ℃
１５ ｓꎬ ６０ ℃ １ ｍｉｎꎬ ９５ ℃ １５ ｓꎮ
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１ ２ ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测自噬相关 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 蛋

白表达:加入细胞裂解液收集细胞蛋白ꎬＢＣＡ 法测定

蛋白浓度ꎮ 配制 １０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离胶分离蛋白ꎬ电
泳 １ ５ ｈ 后进行转膜ꎬ转膜结束后用 １×ＴＢＳＴ 洗膜

１ ｍｉｎꎬ加入 ５％脱脂牛奶封闭液ꎬ于摇床上常温平缓

摇动 ２ ｈꎮ 倒掉封闭液ꎬ１×ＴＢＳＴ 洗膜 ５ ｍｉｎ×３ 次ꎬ分
别加入预先稀释好的一抗、二抗(１ ∶ １ ０００ 稀释)ꎬ于
摇床上孵育抗体ꎮ 设置曝光参数ꎬ进行图片采集ꎮ
１ ３　 统计学分析

实验结果以均数 ±标准差 ( ｘ ± ｓ) 表示ꎬ使用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ７ 软件制图ꎬＳＰＳＳ ２１ ０ 软件进行统

计学分析ꎬ两组间比较使用 ｔ 检验ꎬ多组间比较使用

单因素方差分析(ＡＮＯＶＡ)ꎮ

２　 结果

２ １　 各组 Ｈ９ｃ２ 细胞中 ｍｉＲ￣３０ａ ｍＲＮＡ 的表达

与对照组相比ꎬＡｎｇ２ 组和 ＮＥ 组 ｍｉＲ￣３０ａ ｍＲＮＡ
表达明显降低(Ｐ < ０ ０５)ꎻ与 ＮＥ 组相比ꎬＡｎｇ２ 组

ｍｉＲ￣３０ａ ｍＲＮＡ 表达明显降低(Ｐ<０ ０５)(图 １)ꎮ
２ ２　 各组 Ｈ９ｃ２ 细胞中自噬蛋白的表达

与对照组相比ꎬＮＥ 组和 Ａｎｇ２ 组 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ￣１
自噬蛋白表达显著升高(Ｐ< ０ ００１)ꎻ与 ＮＥ 组相

比ꎬ Ａｎｇ２ 组 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 自噬蛋白表达显著升高

(Ｐ<０ ００１)(图 ２)ꎮ
２ ３　 ｍｉＲ￣３０ａ 对 Ａｎｇ２ 引起的心肌细胞自噬的

影响

使用末端由 ＦＡＭ 荧光标记的 ｍｉＲ￣３０ａ ｍｉｍｉｃｓ
和 ｍｉＲ￣３０ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染 ２４ ｈ 后用荧光显微镜(激

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍ￣
ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＥ ｇｒｏｕｐ
图 １　 各组 Ｈ９ｃ２ 细胞 ｍｉＲ￣３０ａ ｍＲＮＡ 的表达水平

Ｆｉｇ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣３０ａ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　 　 　 ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬｎ＝３)

发波长 ４８０ ｎｍꎬ发射波长 ５２０ ｎｍ)检测转染效率ꎬ随
机选取心肌细胞转染照片ꎬ根据细胞计数ꎬ其转染率

平均值>７０％ꎬ说明细胞被 ｍｉＲ￣３０ａ ｍｉｍｉｃｓ 和 ｍｉＲ￣
３０ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 有效转染(图 ３ꎬ４)ꎮ

细胞经转染处理后使用 Ａｎｇ２ 刺激ꎬＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 蛋白表达ꎮ 相比 Ａｎｇ２ 组ꎬ
Ａｎｇ２＋ｍｉＲ￣３０ａ ｍｉｍｉｃｓ 组 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 蛋白表达均

显著降低(Ｐ<０ ０５)(图 ５)ꎮ

３　 讨论

Ａｎｇ２ 与多种心血管疾病密切相关ꎬ心脏衰竭过

程的 Ａｎｇ２ 过表达是心室重塑的重要影响因素ꎮ
ＡＣＥＩ、ＡＲＢ 是以 Ａｎｇ２ 为作用靶点的药物ꎬ能够明确

改善心室重塑、降低心血管疾病死亡率[８]ꎬ因此ꎬ深
入探讨 Ａｎｇ２ 与心血管疾病的内在机制ꎬ对寻求有效

Ａ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＬＣ３ꎬＢｅｃｌｉｎ￣１ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎻ ＢꎬＣ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＣ３ꎬ Ｂｅｃｌｉｎ￣１
ｗａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐｓꎻ ∗Ｐ<０ ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０ ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＥ ｇｒｏｕｐ

图 ２　 各组 Ｈ９ｃ２ 细胞中自噬相关蛋白 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ￣１表达水平

Ｆｉｇ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＬＣ３ ａｎｄ Ｂｅｃｌｉｎ￣１ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬｎ＝３)
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于甜乐　 ｍｉＲ￣３０ａ 抑制 Ａｎｇ２ 诱导的大鼠心肌细胞系 Ｈ９ｃ２ 自噬

图 ３　 ｍｉＲ￣３０ａ ｍｉｍｉｃｓ 转染组图片

Ｆｉｇ ３　 Ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｍｉＲ￣３０ａ ｍｉｍｉｃｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

图 ４　 ｍｉＲ￣３０ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染组图片

Ｆｉｇ ４　 Ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｍｉＲ￣３０ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

Ａ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＬＣ３ꎬＢｅｃｌｉｎ￣１ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎻ ＢꎬＣ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＣ３ꎬ Ｂｅｃｌｉｎ￣１
ｗａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐｓꎻ ∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａｎｇ２ ｇｒｏｕｐ

图 ５　 不同处理组细胞自噬相关蛋白 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ￣１蛋白表达水平

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＣ３ ａｎｄ Ｂｅｃｌｉｎ￣１ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬｎ＝３)

的药物治疗靶点有重要意义ꎬ有研究表明 Ａｎｇ２ 可能

通过诱导心肌细胞自噬参与心血管疾病的发生发

展[９]ꎮ 本研究在体外培养大鼠 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞ꎬ采用

２×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ 的 Ａｎｇ２ 诱导 Ｈ９ｃ２ 细胞自噬ꎬ设立去甲

肾上腺素阳性对照组ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测自噬蛋白

ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 表达水平来判断细胞自噬状态ꎬ结果显

示特定浓度 Ａｎｇ２ 能够引起心肌细胞自噬ꎬ本部分结

果与 Ａｎｇ２ 相关的心肌细胞自噬结果一致ꎬ既往研究

显示心肌细胞过度自噬可能加重细胞肥大、纤维化

等ꎬ是心脏衰竭发病过程中的重要机制ꎬ人参皂苷能

通过 ＡＭＰＫ / ｍＴＯＲ / ＰＩ３Ｋ 途径抑制 Ａｎｇ２ 引起的心肌

细胞自噬[１０]ꎬ单硝酸异山梨酯、白介素 １０ 也能够抑
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制 Ａｎｇ２ 诱导的慢性心衰中的心肌细胞自噬过程[１１]ꎮ
有报道[１２]表明 Ａｎｇ２ 处理新生大鼠心肌细胞 ４８ ｈ

后细胞中 ＬＣ３ 自噬蛋白明显增加ꎬ且 ｍｉＲ￣３０ａ 参与细

胞自噬过程[１３]ꎮ 本研究通过 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测发现 Ａｎｇ２
组 ｍｉＲ￣３０ａ 基因表达水平较正常组明显下降ꎬ并进一

步猜测 ｍｉＲ￣３０ａ 可能参与了 Ａｎｇ２ 诱导的细胞自噬ꎮ
为了证实 ｍｉＲ￣３０ａ 能够影响 Ａｎｇ２ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞自

噬ꎬ使用 ｍｉＲ￣３０ａ ｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲ￣３０ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ｍｉＲ￣３０ａ ＮＣ
转染心肌细胞ꎬ发现过表达 ｍｉＲ￣３０ａ 能够抑制 Ａｎｇ２ 诱

导的 Ｈ９ｃ２ 细胞自噬ꎮ 在此过程中ꎬ进一步抑制

ｍｉＲ￣３０ａꎬ未能进一步增加心肌细胞自噬ꎮ 既往研

究[１４￣１５]已证实 ｍｉＲ￣３０ａ 的靶基因是 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ꎬ可以靶向

Ｂｅｃｌｉｎ￣１调控 ＬＣ３ 的表达ꎬ影响大鼠心肌细胞缺血再灌

注诱导的自噬ꎬ从而影响心肌细胞的存活和凋亡ꎮ 实

验中Ａｎｇ２ 已经明确抑制了ｍｉＲ￣３０ａ 表达ꎬ使用ｍｉＲ￣３０ａ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 未能进一步影响自噬ꎮ

综上所述ꎬ本研究证实了 Ａｎｇ２ 能成功诱导

Ｈ９ｃ２ 心肌细胞自噬ꎬ在此过程中 ｍｉＲ￣３０ａ 表达降

低ꎬｍｉＲ￣３０ａ ｍｉｍｉｃｓ 能够抑制 Ａｎｇ２ 诱导的细胞自

噬ꎮ 当然ꎬＡｎｇ２ 诱导的细胞自噬涉及多条通路、多
个靶点ꎬ本研究只探讨了 ｍｉＲ￣３０ａ 这一调控因子ꎬ因
此完整的 Ａｎｇ２ 相关的自噬通路机制仍需进一步探

讨ꎻ且 ｍｉＲ￣３０ａ 在 Ａｎｇ２ 诱导的心血管疾病中可能发

挥重要作用ꎬ能够成为新的潜在治疗靶点ꎮ
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