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  摘 要:目的 探讨miR-486-5P对缺氧/复氧(H/R)后H9c2心肌细胞铁死亡的影响,并分析其作用机制。
方法 以H9c2心肌细胞为研究对象,用氯化钴(CoCl2)及新鲜培养基建立 H/R损伤模型。将细胞分为对照

组、H/R组、H/R+miR-486-5P
 

mimic
 

NC组、H/R+miR-486-5P
 

mimic组、H/R+miR-486-5P
 

inhibitor
 

NC
组和H/R+miR-486-5P

 

inhibitor组。采用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应(qRT-PCR)检测细胞 miR-486-
5P相对表达水平,CCK-8法检测细胞活力,比色法检测细胞乳酸脱氢酶(LDH)活性、谷胱甘肽(GSH)、Fe2+ 和

丙二醛(MDA)水平,2',7'-二氯二氢荧光素二乙酸酯(DCFH-DA)荧光探针法测定细胞活性氧(ROS)水平,JC-
1法检测细胞线粒体膜电位(MMP),Western

 

blot检测Akt/mTOR信号通路蛋白和铁死亡相关蛋白溶质载体

家7成员11(SLC7A11)、谷胱甘肽过氧化物酶4(GPX4)和酰基辅酶A合成酶长链家族成员4(ACSL4)水平。
结果 与对照组相比,H/R组miR-486-5P水平明显下降(P<0.05),细胞活力显著下降(P<0.05),LDH活

性、MDA、Fe2+ 水平和 ROS水平及 ACSL4蛋白水平明显升高(P<0.05),GSH 水平、MMP、SLC7A11和

GPX4水平及P-Akt/Akt和P-mTOR/mTOR明显下降(P<0.05)。经过H/R处理后,与H/R+miR-486-5P
 

mimic
 

NC组相比,H/R+miR-486-5P
 

mimic组细胞活力显著上升(P<0.05),LDH 活性、MDA、Fe2+ 水平、
ROS水平及ACSL4蛋白水平明显降低(P<0.05),GSH水平、MMP、SLC7A11和GPX4水平及P-Akt/Akt
和P-mTOR/mTOR明显升高(P<0.05);与 H/R+miR-486-5P

 

inhibitor
 

NC组相比,H/R+miR-486-5P
 

in-
hibitor组上述指标趋势则与之相反。结论 miR-486-5P通过调控 Akt/mTOR信号通路缓解 H/R诱导的

H9c2细胞铁死亡,从而减轻H/R导致的心肌细胞损伤。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

miR-486-5P
 

on
 

ferroptosis
 

in
 

H9c2
 

cardiomyocytes
 

after
 

hypoxia/reoxygenation
 

(H/R),and
 

to
 

analyze
 

its
 

mechanism.Methods Using
 

H9c2
 

cardiomyocytes
 

as
 

the
 

research
 

object,a
 

H/R
 

injury
 

model
 

was
 

established
 

using
 

cobalt
 

chloride
 

(CoCl2)
 

and
 

fresh
 

culture
 

medium.
The

 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

control
 

group,H/R
 

group,H/R+miR-486-5P
 

mimic
 

NC
 

group,H/R+miR-486-
5P

 

mimic
 

group,H/R+miR-486-5P
 

inhibitor
 

NC
 

group
 

and
 

H/R+miR-486-5P
 

inhibitor
 

group.The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-486-5P
 

was
 

detected
 

by
 

quantitative
 

reverse
 

transcription-polymerase
 

chain
 

reaction
 

(qRT-PCR).The
 

cell
 

viability
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8
 

method.The
 

activities
 

or
 

levels
 

of
 

lactate
 

dehydrogen-
ase

 

(LDH),glutathione
 

(GSH),Fe2+
 

and
 

malondialdehyde
 

(MDA)
 

were
 

detected
 

by
 

colorimetric
 

method.
The

 

levels
 

of
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS)
 

and
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential
 

(MMP)
 

were
 

detected
 

by
 

DCFH-DA
 

fluorescent
 

probe
 

and
 

JC-1
 

assay,respectively.Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

AkT/
mTOR

 

signaling
 

pathway
 

proteins
 

and
 

ferroptosis
 

related
 

protein
 

solute
 

carrier
 

family
 

7
 

member
 

11
(SLC7A11),glutathione

 

peroxidase
 

4(GPX4)
 

and
 

acyl-coa
 

synthetase
 

long
 

chain
 

family
 

member
 

4(ACSL4).
Results Compared

 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

level
 

of
 

miR-486-5P
 

and
 

cell
 

viability
 

in
 

the
 

H/R
 

group
 

de-
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creased
 

significantly
 

(P<0.05),while
 

LDH
 

activity,MDA,Fe2+
 

level,ROS
 

level
 

and
 

ACSL4
 

protein
 

level
 

in-
creased

 

significantly
 

(P<0.05).The
 

GSH,MMP,SLC7A11
 

and
 

GPX4
 

levels
 

and
 

p-Akt/Akt
 

and
 

p-mTOR/
mTOR

 

ratios
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).After
 

H/R
 

treatment,compared
 

with
 

the
 

H/R+miR-
486-5P

 

mimic
 

NC
 

group,the
 

cell
 

viability
 

of
 

the
 

H/R+miR-486-5P
 

mimic
 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).The
 

LDH
 

activity,MDA,Fe2+
 

level,ROS
 

level
 

and
 

ACSL4
 

protein
 

level
 

were
 

significantly
 

de-
creased

 

(P<0.05),while
 

GSH,MMP,SLC7A11
 

and
 

GPX4
 

levels
 

and
 

p-Akt/Akt
 

and
 

p-mTOR/mTOR
 

ratios
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

H/R+miR-486-5P
 

inhibitor
 

NC
 

group,the
 

trend
 

of
 

the
 

above
 

indicators
 

in
 

the
 

H/R+miR-486-5P
 

inhibitor
 

group
 

was
 

opposite.Conclusion miR-486-5P
 

allevi-
ates

 

hypoxia/reoxygenation-induced
 

ferroptosis
 

in
 

H9c2
 

cells
 

by
 

regulating
 

Akt/mTOR
 

signaling
 

pathway,
and

 

thus
 

alleviates
 

hypoxia/reoxygenation
 

induced
 

cardiomyocyte
 

injury.
Key
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  缺血性心脏病是全世界死亡的主要原因[1-2]。临

床上,及时再灌注对于挽救缺血心肌组织、缩小梗死

面积、维持左心室收缩功能及预防心力衰竭的发生至

关重要。然而,缺血组织的恢复可能会引起心肌损伤

并影响心功能,这种现象被称为心肌缺血再灌注损伤

(MIRI)[3]。MIRI涉及一系列复杂的病理机制,包括

氧化应激、炎症反应、心功能障碍、钙泵功能障碍、心
肌细胞坏死和凋亡[4]。随着研究的进展,铁死亡已被

确定为一种细胞死亡的形式,且与氧化应激密切相

关。因此,有必要探索 MIRI的机制以开发新的治疗

策略来保护心肌。
   

作为最近发现的一种不同于细胞凋亡、坏死和自

噬的细胞死亡模式,铁死亡依赖于铁并可导致细胞内

脂质 过 氧 化 物 的 积 聚,被 认 为 是 MIRI的 主 要 机

制[5-7]。MIRI期间,铁的积累导致活性氧过度生成,
导致脂质过氧化和铁死亡。因此,选择性减少铁死亡

是减轻心肌损伤的一种有前景的策略。Akt/mTOR
信号通路的活化在心肌梗死患者的心脏保护中起着

至关重要的作用,被认为是一条经典的对心脏有利的

通路[8]。有研究表明,微小RNA(miR)-486-5P在脑

缺血-再灌注(I/R)心肌细胞和组织中表达下调,且
miR-486-5P的过表达可通过激活 Akt/mTOR信号

通路来减少心肌细胞凋亡并改善心功能[9]。但是,
miR-486-5P是否通过调节 Akt/mTOR信号通路维

持心肌细胞内铁死亡的水平从而减轻心肌细胞损伤

尚未确定。因此,本研究利用 H9c2心肌细胞建立体

外培养的缺氧/复氧(H/R)模型,探讨 miR-486-5P通

过Akt/mTOR信号通路抑制铁死亡减轻 H/R 对

H9c2心肌细胞的影响,旨在为 MIRI的治疗提供理

论依据。
1 材料与方法

1.1 材料来源 H9c2大鼠心肌细胞株购自中国科

学院上海生命科学院细胞资源中心。
1.2 仪器与试剂

1.2.1 实验仪器 细胞培养箱(美国 Thermo公

司),光学显微镜(日本 OlymPus公司),高速低温离

心机(德国EPPendorf公司),细胞计数仪(美国In-
vitrogen公司),酶联免疫检测仪(美国 Thermo公

司),正倒置一体荧光显微镜(美国ECHO公司),垂
直电泳仪(中国北京六一生物科技有限公司),显影仪

(美国Azure
 

Biosystems公司),干式恒温金属浴(杭
州瑞诚仪器有限公司),Cobasz

 

480(瑞士 Roche公

司),雪花制冰机(中国宁波新芝生物科技公司)。
1.2.2 实 验 试 剂  DMEM 培 养 基 (货 号:
C11995500BT-1)购自美国Gibico公司;CoCl2(货号:
A46890)购 自 中 国 伊 诺 凯 公 司;胎 牛 血 清(货 号:
C04001-050)购自德国 Vivacell公司;细胞增殖与毒

性(CCK8)检测试剂盒(货号:RP-RC3028)购自中国

瑞帕特公司;Fe2+水平检测试剂盒(货号:BC5415)、乳
酸脱氢酶(LDH)活性检测试剂盒(货号:BC0685)、谷
胱甘肽(GSH)水平检测试剂盒(货号:BC1175)、丙二

醛(MDA)水平检测试剂盒(货号:BC0025)和活性氧

(ROS)检测试剂盒(货号:CA1410)均购自中国索莱

宝公司;Trizol试剂购自美国lnvitrogen公司;miR-
NA逆转录试剂盒、miR-486-5P模拟物(miR-486-5P

 

mimic)、miR-486-5P模拟物阴性对照(miR-486-5P
 

mimic
 

NC)、miR-486-5P抑制物(miR-486-5P
 

inhibi-
tor)、miR-486-5P抑制物阴性对照(miR-486-5P

 

in-
hibitor

 

NC)均购自中国山东金百奥生物科技有限公

司;GAPDH抗体(货号:ab9845)购自美国Abcam公

司;HRP结合的山羊抗兔IgG抗体(货号:AS014)和
mTOR抗体(货号:A11355)购自中国武汉爱博泰克

生物 科 技 有 限 公 司;GPX4(货 号:ET1706-45)、
SLC7A11(货 号:HA721868)和 ACSL4(货 号:
ET7111-43)抗体均购自中国华安生物公司;Akt抗体

获赠自中国华安生物公司;P-Akt(货号:2965)抗体购

自美国CST公司;P-mTOR(货号:67778-1-lg)抗体

购自中国武汉三鹰公司;超敏 ECL 显影 液(货 号

BL520B)购自中国白鲨公司。
1.3 实验方法

1.3.1 细胞培养与造膜 将 H9c2心肌细胞放在含

有完全培养基(高糖DMEM+10%胎牛血清)的T25
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培养瓶中置于37
 

℃、5%CO2 培养箱培养,每3天换

液1次,当细胞达到80%~90%融合时传代、铺板,进
行后续一系列实验。经预实验确定选用CoCl2 溶液

(600
 

μmol/L)模拟化学缺氧环境,新鲜培养基复氧。
PBS清洗2次,CoCl2 处理16

 

h后,换液(使用不含

CoCl2 的培养基),放入培养箱中培养4
 

h。

1.3.2 细胞转染与分组 取对数期的细胞2×105

接种于6孔板中并孵育24
 

h。将 miR-486-5P
 

mimic
 

NC、miR-486-5P
 

mimic、miR-486-5P
 

inhibitor
 

NC和

miR-486-5P
 

inhibitor按照LiPofecta
 

mineTM3000试

剂制造商的方案进行转染,24
 

h后进行 H/R处理,分
别记 为 H/R+miR-486-5P

 

mimic
 

NC 组、H/R+
miR-486-5P

 

mimic组、H/R+miR-486-5P
 

inhibitor
 

NC组、H/R+miR-486-5P
 

inhibitor组。在 DMEM
中正常培养的细胞作为对照组,细胞 H/R处理作为

H/R组。
1.3.3 实时荧光定量逆转录聚合酶链反应(qRT-
PCR)检测miR-486-5P表达 加入1

 

mL
 

Trizol溶液

提取心肌细胞中的RNA,12
 

000
 

r/min离心5
 

min,
转移上清液,加入200

 

μL氯仿剧烈振荡15
 

s,室温放

置5
 

min后,12
 

000
 

r/min离心15
 

min,转移上清液,
加入异丙醇混匀,12

 

000
 

r/min离心5
 

min,弃上清,
加入75%的无水乙醇进行洗涤,真空干燥后进行逆转

录,加入对应的引物和样品,用2-ΔΔCt 法计算相对表

达水平。引物序列如下,miR-486-5P正向引物5'-
GCGGCGGTCCTGTACTGAGCTGC-3',反 向 引 物

5'-ATCCAGTGCAGGGTCCGAGG-3';U6正向引物

5'-CGCTTCGGCAGCACATATAC-3',反向引物5'-
TTCACGAATTTGCGTGTCATC-3'。
1.3.4 CCK-8法检测细胞活力 在96孔板上接种

处于对数生长阶段的细胞,其密度为1×104 每孔,培
养24

 

h后按照1.3.2分组方法进行处理。处理结束

后,弃去旧培养基,用PBS清洗两次,然后每孔加入

100
 

μL
 

CCK-8工作液,在37
 

℃培养箱避光培养2
 

h
后,使用酶标仪测定波长450

 

nm处的吸光度值来量

化细胞活力,并计算细胞存活率。
1.3.5 LDH活性测定 将 H9c2细胞以2×104 个/
孔密度铺板于6孔板,细胞密度达到70%后,根据

1.3.2分组处理细胞。处理结束后收取细胞上清,使
用LDH活性检测试剂盒,按照说明书添加试剂并进

行相应操作后,用酶标仪测定各孔吸光度值,检测波

长450
 

nm。根据吸光度值计算LDH活性。
1.3.6 2',7'-二氯二氢荧光素二乙酸酯(DCFH-DA)
荧光探针法检测各组细胞内ROS水平 取处在对数

生长期的细胞接种于6孔板中,细胞密度达到70%
后,按照1.3.2进行分组处理。弃去旧培养基,用
DMEM清洗3遍,每孔加入用DMEM按照1∶1

 

000
比例稀释的DCFH-DA探针1

 

mL,37
 

℃培养箱孵育

20
 

min,孵育结束后再用DMEM将细胞清洗3遍,在

荧光显微镜下观察并拍照。利用Image
 

J软件分析其

绿色荧光强度,用绿色荧光强度评价细胞中ROS水

平,绿色荧光强度越大,则 表 示 细 胞 中 ROS水 平

越高。
1.3.7 试剂盒检测细胞中 MDA、GSH、Fe2+ 水平 
取处在对数生长期的细胞接种于6孔板中,细胞密度

达到70%后,按照1.3.2进行分组处理。处理结束后

收集细胞,按照相应试剂盒说明书进行实验操作,分
别测定细胞中 MDA、GSH、Fe2+水平。
1.3.8 JC-1 法 检 测 各 组 细 胞 内 线 粒 体 膜 电 位

(MMP) 取处在对数生长期的细胞接种于6孔板

中,细胞密度达到70%后,按照1.3.2进行分组处理。
弃去旧培养基,用PBS清洗1次,每孔加入1

 

mL完

全培养基和1
 

mL
 

JC-1染色工作液,充分混匀,37
 

℃
培养箱孵育20

 

min。孵育结束后,吸除上清,用JC-1
染色缓冲液(1×)洗涤2次,再加入2

 

mL完全培养

基,在荧光显微镜下观察并拍照。利用Image
 

J软件

分析红色和绿色荧光强度,并以红色与绿色荧光强度

的比值 评 价 MMP,比 值 越 大,则 表 示 细 胞 MMP
越高。
1.3.9 Western

 

blot检 测 铁 死 亡 及 通 路 相 关 蛋

白 取处在对数生长期的细胞接种于10
 

cm培养皿

中,密度为2×105 每培养皿,细胞密度达到70%后,
按照1.3.2处理细胞。弃去旧培养基,用PBS清洗2
次,吸水纸吸干水分后加入细胞裂解液,用细胞刮刀

充分裂解后超声,超声后在4
 

℃下12
 

000×g离心10
 

min,取上清,按
 

BCA
 

说明书进行蛋白浓度定量,
95

 

℃沸水中煮沸蛋白变性10
 

min。SDS-PAGE凝胶

电泳分离后,湿转到PVDF膜上,用TBST洗3次再

用快速封闭液封闭5
 

min,直接加入稀释后的一抗:
GPX4(1∶10

 

000)、ACSL4(1∶5
 

000)、SLC7A11
(1∶1

 

000)、Akt(1∶1
 

000)、mTOR(1∶1
 

000)、P-
Akt(1∶2

 

000)、P-mTOR(1∶3
 

000)、GAPDH(1∶
10

 

000),4
 

℃孵育过夜。用TBST洗涤3次,每次10
 

min,加入HRP标记的二抗IgG(1∶10
 

000)于室温

孵育1
 

h。使用增强化学发光显影,在化学发光成像

系统下曝光,保存蛋白条带用Image
 

J软件计算各条

带的灰度值。以P-Akt与 Akt、P-mTOR与 mTOR
灰度值比值分别表示 Akt、mTOR的磷酸化水平;以
SLC7A11、GPX4和 ACSL4与内参 GAPDH 灰度值

比值分别表示其水平。
1.4 统计学处理 采用GraPhPad

 

Prism8.0统计软

件进行数据处理。符合正态分布的计量资料以x±s
表示,组间比较采用t检验,多组间比较采用单因素

方差分析。P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组 miR-486-5P相对表达水平比较 对照组

和H/R组 miR-486-5P相对表达水平分别为0.98±
0.05、0.42±0.01;与对照组相比,H/R组 miR-486-
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5P相对表达水平显著下降(P<0.05)。
2.2 miR-486-5P对 H/R损伤 H9c2细胞活力的影

响 与对照组比较,H/R组细胞活力明显降低(P<
0.05);与 H/R+miR-486-5P

 

mimic
 

NC 组 相 比,
H/R+miR-486-5P

 

mimic组细胞活力明显升高(P<
0.05);与 H/R+miR-486-5P

 

inhibitor
 

NC组相比,
H/R+miR-486-5P

 

inhibitor组细胞活力显著降低

(P<0.05)。见表1。
表1  miR-486-5P对 H/R损伤 H9c2细胞活力的

   影响(x±s,%)

组别 n 细胞活力

对照组 6 100.00±0.00

H/R组 6 43.05±1.01a

H/R+miR-486-5P
 

mimic
 

NC组 6 42.13±1.22a

H/R+miR-486-5P
 

mimic组 6 78.22±1.58b

H/R+miR-486-5P
 

inhibitor
 

NC组 6 35.55±1.17a

H/R+miR-486-5P
 

inhibitor组 6 12.62±0.08c

  注:与对照组比较,aP<0.05;与 H/R+miR-486-5P
 

mimic
 

NC组

比较,bP<0.05;与 H/R+miR-486-5P
 

inhibitor
 

NC组 比 较,cP<
0.05。

2.3 miR-486-5P对H/R损伤H9c2细胞LDH活性

的影响 与对照组比较,H/R组LDH活性明显升高

(P<0.05);与 H/R+miR-486-5P
 

mimic
 

NC组相

比,H/R+miR-486-5P
 

mimic组LDH活性明显降低

(P<0.05);与H/R+miR-486-5P
 

inhibitor
 

NC组相

比,H/R+miR-486-5P
 

inhibitor组LDH活性显著升

高(P<0.05)。见表2。
2.4 miR-486-5P对H/R损伤H9c2细胞ROS水平

的影响 与对照组比较,H/R组ROS水平明显升高

(P<0.05);与 H/R+miR-486-5P
 

mimic
 

NC组相

比,H/R+miR-486-5P
 

mimic组ROS水平明显降低

(P<0.05);与H/R+miR-486-5P
 

inhibitor
 

NC组相

比,H/R+miR-486-5P
 

inhibitor组ROS水平显著升

高(P<0.05)。见表3。
2.5 miR-486-5P对 H/R 损伤 H9c2细胞 MDA、
GSH、Fe2+ 水 平 的 影 响 与 对 照 组 比 较,H/R 组

MDA、Fe2+水平明显升高(P<0.05),GSH水平降低

(P<0.05);与 H/R+miR-486-5P
 

mimic
 

NC组相

比,H/R+miR-486-5P
 

mimic组 MDA、Fe2+ 水平明

显降低(P<0.05),GSH水平升高(P<0.05);与 H/
R+miR-486-5P

 

inhibitor
 

NC组相比,H/R+miR-
486-5P

 

inhibitor组 MDA、Fe2+ 水平显著升高(P<
0.05),GSH水平降低(P<0.05)。见表4。
2.6 miR-486-5P对 H/R损伤 H9c2细胞 MMP的

影响 与对照组比较,H/R组 MMP明显下降(P<
0.05);与 H/R+miR-486-5P

 

mimic
 

NC 组 相 比,
H/R+miR-486-5P

 

mimic组 MMP明显升高(P<
0.05);与 H/R+miR-486-5P

 

inhibitor
 

NC组相比,
H/R+miR-486-5P

 

inhibitor组 MMP明显降低(P<
0.05)。见表5。

表2  miR-486-5P对 H/R损伤 H9c2细胞LDH
   活性的影响(x±s,U/mL)

组别 n LDH活性

对照组 3 97.60±1.27

H/R组 3 232.50±2.44a

H/R+miR-486-5P
 

mimic
 

NC组 3 224.60±3.46a

H/R+miR-486-5P
 

mimic组 3 161.70±12.08b

H/R+miR-486-5P
 

inhibitor
 

NC组 3 232.20±2.02a

H/R+miR-486-5P
 

inhibitor组 3 308.50±13.83c

  注:与对照组比较,aP<0.05;与 H/R+miR-486-5P
 

mimic
 

NC组

比较,bP<0.05;与 H/R+miR-486-5P
 

inhibitor
 

NC组 比 较,cP<
0.05。

表3  miR-486-5P对 H/R损伤 H9c2细胞ROS
   水平的影响(x±s)

组别 n ROS

对照组 3 14.13±1.18

H/R组 3 51.81±3.32a

H/R+miR-486-5P
 

mimic
 

NC组 3 53.05±1.70a

H/R+miR-486-5P
 

mimic组 3 28.33±2.93b

H/R+miR-486-5P
 

inhibitor
 

NC组 3 58.57±2.97a

H/R+miR-486-5P
 

inhibitor组 3 78.59±7.00c

  注:与对照组比较,aP<0.05;与 H/R+miR-486-5P
 

mimic
 

NC组

比较,bP<0.05;与 H/R+miR-486-5P
 

inhibitor
 

NC组 比 较,cP<
0.05。

表4  miR-486-5P对 H/R损伤 H9c2细胞 MDA、GSH、Fe2+水平的影响(x±s)

组别 n MDA(nmol/106
 

cell) GSH(μg/10
6

 

cell) Fe2+(μmol/10
6

 

cell)

对照组 3 0.75±0.12 13.15±0.14 0.25±0.12

H/R组 3 1.45±0.20a 8.11±0.60a 0.93±0.17a

H/R+miR-486-5P
 

mimic
 

NC组 3 1.41±0.18a 8.19±0.63a 0.87±0.14a

H/R+miR-486-5P
 

mimic组 3 0.61±0.13b 10.73±0.39b 0.21±0.15b

H/R+miR-486-5P
 

inhibitor
 

NC组 3 1.44±0.08a 7.93±0.45a 0.89±0.16a

H/R+miR-486-5P
 

inhibitor组 3 2.06±0.21c 6.05±0.60c 1.44±1.21c

  注:与对照组比较,aP<0.05;与 H/R+miR-486-5P
 

mimic
 

NC组比较,bP<0.05;与 H/R+miR-486-5P
 

inhibitor
 

NC组比较,cP<0.05。
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表5  miR-486-5P对 H/R损伤 H9c2细胞 MMP
   的影响(x±s)

组别 n MMP

对照组 3 3.39±0.02

H/R组 3 0.45±0.01a

H/R+miR-486-5P
 

mimic
 

NC组 3 0.46±0.03a

H/R+miR-486-5P
 

mimic组 3 3.06±0.36b

H/R+miR-486-5P
 

inhibitor
 

NC组 3 0.47±0.01a

H/R+miR-486-5P
 

inhibitor组 3 0.05±0.01c

  注:与对照组比较,aP<0.05;与 H/R+miR-486-5P
 

mimic
 

NC组

比较,bP<0.05;与 H/R+miR-486-5P
 

inhibitor
 

NC组 比 较,cP<

0.05。

2.7 miR-486-5P通过 Akt/mTOR信号通路参与

H/R诱导的心肌细胞铁死亡 与对照组比较,H/R
组ACSL4蛋白水平明显升高(P<0.05),GPX4、
SLC7A11、P-AKT和P-mTOR水平明显下降(P<
0.05)。经 过 H/R 处 理 后,与 H/R+miR-486-5P

 

mimic
 

NC组相比,H/R+miR-486-5P
 

mimic组AC-
SL4 蛋 白 水 平 明 显 下 降 (P <0.05),GPX4、

SLC7A11、P-AKT、和P-mTOR水平明显升高(P<
0.05);与 H/R+miR-486-5P

 

inhibitor
 

NC组相比

H/R+miR-486-5P
 

inhibitor组 ACSL4蛋白水平明

显升高(P<0.05),GPX4、SLC7A11、P-AKT 和 P-
mTOR水平明显下降(P<0.05)。结果见图1、表6。

  注:A为对照组,B为 H/R组,C为 H/R+miR-486-5P
 

mimic
 

NC组,D为 H/R+miR-486-5P
 

mimic组,E为 H/R+miR-486-5P
 

inhibitor
 

NC
组,F为 H/R+miR-486-5P

 

inhibitor组。

图1  Western
 

blot检测铁死亡及通路相关蛋白表达

表6  miR-486-5P对 H/R损伤 H9c2细胞铁死亡及通路相关蛋白水平的影响(x±s)

组别 n
SLC7A11/

GAPDH

GPX4/

GAPDH

ACSL4/

GAPDH
p-Akt/

Akt
p-mTOR/

mTOR

对照组 3 0.86±0.04 0.78±0.04 0.44±0.03 1.23±0.07 0.83±0.01

H/R组 3 0.45±0.08a 0.58±0.02a 0.66±0.08a 0.56±0.06a 0.67±0.04a

H/R+miR-486-5P
 

mimic
 

NC组 3 0.51±0.03a 0.64±0.02a 0.62±0.02a 0.68±0.19a 0.65±0.04a

H/R+miR-486-5P
 

mimic组 3 0.70±0.02b 0.80±0.04b 0.31±0.09b 1.04±0.10b 0.81±0.06b

H/R+miR-486-5P
 

inhibitor
 

NC组 3 0.42±0.06a 0.57±0.06a 0.70±0.04a 0.79±0.05a 0.68±0.03a

H/R+miR-486-5P
 

inhibitor组 3 0.25±0.01c 0.42±0.04c 0.89±0.08c 0.32±0.09c 0.51±0.07c

  注:与 H/R+miR-486-5P
 

mimic
 

NC组比较,bP<0.05;与 H/R+miR-486-5P
 

inhibitor
 

NC组比较,cP<0.05。

3 讨  论

急性心肌梗死的主要治疗方法是通过及时实施

溶栓治疗或经皮冠状动脉介入术来恢复血流灌注,从
而减少心肌损伤并限制心肌梗死的范围[10]。然而,再
灌注治疗本身可能引发 MIRI,导致心肌细胞凋亡和

坏死,诱发炎症及氧化应激反应,进而加重缺血组织

或器官的功能障碍,最终可能导致更为严重的后果,
如心律失常、心力衰竭及心室重塑等并发症[11-12]。在

心肌损伤过程中,常伴有细胞存活率和LDH 释放量

的改变,细胞存活率下降是心肌细胞损伤的典型表

现,而LDH释放量与心肌细胞受损程度呈正相关。
本实验用CoCl2 和新鲜培养基来模拟心肌细胞 H/R

损伤模型,通过CCK-8法和试剂盒分别检测细胞活

力和LDH活性,结果表明,与对照组比较,H/R组细

胞活力降低,LDH活性升高,证明本实验成功建立了

体外心肌细胞H/R损伤模型。
铁死亡在肿瘤形成、肾脏疾病、神经退行性病变、

脑卒中等多种疾病的病理生理过程中发挥重要作用,
因此受到了广泛关注[13]。铁死亡是一种调控性的细

胞死亡形式,主要特征为铁代谢紊乱、GSH的消耗和

ROS的积聚[14]。有研究表明,在 MIRI发生时,心肌

细胞内Fe2+水平升高,产生大量ROS,并与膜上多不

饱和脂肪酸发生脂质过氧化反应,从而诱导心肌细胞

发生铁死亡[15]。GSH 是一种三肽,在维持细胞氧化
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还原稳态中发挥着至关重要的作用,通过清除 ROS
并直接减少脂质氢过氧化物而充当关键的抗氧化剂。
在铁死亡过程中,过度氧化应激导致的GSH 消耗被

认为是典型标志[16]。MDA能反映机体氧化损伤程

度。长期缺血缺氧使 MMP降低,从而导致进一步破

坏缺血细胞。ACSL4作为铁死亡的特异性敏感因

子,能够介导脂质过氧化底物生成调控铁死亡[17]。

SLC7A11是胱氨酸-谷氨酸逆向转运蛋白的关键成

分,阻止胱氨酸进入细胞并减少脂质ROS的产生[18]。

GPX4是一种含硒类的过氧化物还原酶,它能分解脂

质过氧化物为没有毒性的羟基脂质,是拮抗铁死亡的核

心蛋白酶[19]。因此MDA、GSH、Fe2+、ROS、MMP、AC-
SL4、GPX4、SLC7A11均可作为反映细胞铁死亡的重要

指标。本研究结果显示,在心肌细胞 H/R损伤过程中

MDA、Fe2+、ROS及 ACSL4水平明显上升,GSH、

MMP、GPX4和SLC7A11水平明显下降,说明在心肌

细胞H/R发生过程中有铁死亡的发生。

miR是平均长度为22个核苷酸的单链非编码

RNA,通过与靶基因的3'非翻译区(UTR)结合来负

向调节靶基因的表达[20]。miR-486-5P是一种多功能

miRNA,首次在造血胎儿肝组织中被发现,有研究发

现其参与调节细胞增殖、血管生成、细胞凋亡等病理

生理过程,并通过调节关键蛋白的表达密切参与铁死

亡的调节[21]。本实验结果表明,与对照组相比,H/R
组miR-486-5P相对表达水平明显降低;与 H/R+
miR-486-5P

 

mimic
 

NC组相比,H/R+miR-486-5P
 

mimic组细胞活力升高,LDH活性、MDA、Fe2+、ROS
和 MMP 及 ACSL4 水 平 降 低,GSH 及 GPX4 和

SLC7A11水平增加;而与 H/R+miR-486-5P
 

inhibi-
tor

 

NC组相比,H/R+miR-486-5P
 

inhibitor组上述

指标的趋势则相反。综上,过表达 miR-486-5P可以

逆转H/R诱导的H9c2细胞铁死亡引起的损伤,从而

对心肌细胞起到保护作用,而抑制 miR-486-5P的表

达则会进一步加重 H/R诱导的 H9c2细胞铁死亡引

起的损伤。
    

Akt/mTOR信号通路是一条高度保守的通路,
已被证明在细胞增殖、氧化应激、细胞存活和凋亡中

发挥重要作用[22]。一项研究报道,I/R后心脏组织中

的p-Akt和 p-mTOR 水 平 下 降,这 表 明 MIRI后

Akt/mTOR通路失活[23]。本研究结果显示,H/R后

H9c2细胞中P-Akt和P-mTOR水平均显著下降,使
Akt/mTOR信号通路失活,与上述结果一致。更重

要的是,本研究进一步发现,与 H/R+miR-486-5P
 

mimic
 

NC组相比,过表达 miR-486-5P可使在 H/R
诱导的H9c2细胞中p-Akt和P-mTOR水平均显著

升高,从而激活 Akt/mTOR通路;相反,抑制 miR-
486-5P的表达则使 H/R诱导的 H9c2细胞中P-Akt

和P-mTOR水平进一步下降。这些结果表明,Akt/

mTOR信号通路参与了 miR-486-5P对 H9c2心肌细

胞铁死亡的调节,miR-486-5P可能通过抑制 Akt/

mTOR通路介导铁死亡,从而在 MIRI中发挥保护

作用。
综上所述,本研究揭示了 miR-486-5P通过调控

Akt/mTOR信号通路抑制铁死亡,从而减轻 H/R诱

导的心肌细胞损伤的作用机制。本研究结果为 miR-
486-5P和Akt/mTOR信号通路在 MIRI的治疗中发

挥的作用提供了重要理论依据。进一步研究 miR-
486-5P作为改善心肌细胞损伤的潜在治疗靶点,可为

探索新的 MIRI治疗策略提供研究方向。但本研究存

在一定的局限性,未进行体内实验,且未分析 miR-
486-5P是否可直接作用于具体靶点抑制铁死亡,从而

改善H/R诱导的心肌细胞损伤,后续将建立动物模

型,行进一步验证。
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