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　 　 【摘　 要】 　 目的　 探讨长链非编码 ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）ＳＯＸ２１ 反义 ＲＮＡ１（ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１）是否靶向 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 调控 Ｈ２Ｏ２

诱导的心肌细胞损伤。 方法　 ２０２２ 年 ７ 月—２０２３ 年 ２ 月于青海省人民医院进行实验。 以 Ｈ２Ｏ２ 诱导 Ｈ９Ｃ２ 细胞构建

氧化应激损伤模型。 将 Ｈ９Ｃ２ 分为 Ｃｏｎ 组、Ｈ２Ｏ２ 组、Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组、Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 组、Ｈ２Ｏ２ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组、
Ｈ２Ｏ２ ＋ ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 组、Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ＋ ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ 组、Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ＋ ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 组。 采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
检测细胞中 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 和 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 表达。 ＣＣＫ⁃８ 法和流式细胞术检测 Ｈ９Ｃ２ 活力和凋亡。 应用相应试剂盒检测细

胞中超氧化物岐化酶（ＳＯＤ）活性和丙二醛（ＭＤＡ）含量。 双荧光素酶报告实验验证 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 与 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 的靶向关

系。 结果　 Ｈ２Ｏ２ 处理后 Ｈ９Ｃ２ 活力、ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 表达、ＳＯＤ 活力下降（Ｐ ＜ ０． ０５），而凋亡率、ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 表达、ＭＤＡ 含量

增加（Ｐ ＜ ０． ０５）。 干扰 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 或过表达 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 均可促进 Ｈ９Ｃ２ 细胞存活（Ｐ ＜ ０． ０５），增加 ＳＯＤ 活力（Ｐ ＜
０． ０５），降低ＭＤＡ 含量（Ｐ ＜ ０． ０５），抑制细胞凋亡（Ｐ ＜ ０． ０５）。 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 是 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 的靶基因。 抑制 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 表达

可逆转干扰 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 对 Ｈ２Ｏ２ 处理 Ｈ９Ｃ２ 细胞的保护作用（Ｐ ＜ ０． ０１）。 结论　 干扰 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 可上调 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 表

达，从而抑制 Ｈ２Ｏ２ 引起的心肌损伤。
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 To study whether long non⁃coding RNA (lncRNA) SOX21 antisense RNA1 (SOX21⁃AS1)
regulates H2 O2 ⁃induced cardiomyocyte damage by targeting miR⁃7⁃5p. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 From July 2022 to February 2023, the ex⁃
periment was carried out in Qinghai Provincial People' s Hospital. The H9C2 cells were treated with H2 O2 to mimic an oxida⁃
tive stress injury model. H9C2 cells was divided into Con group, H2 O2 group, H2 O2 + si⁃NC group, H2 O2 + si⁃SOX21⁃AS1
group, H2 O2 + miR⁃NC group, H2 O2 + miR⁃7⁃5p group, H2 O2 + si⁃SOX21⁃AS1 + anti⁃miR⁃NC group, H2 O2 + si⁃SOX21⁃
AS1 + anti⁃miR⁃7⁃5p group. Expression of SOX21⁃AS1 and miR⁃7⁃5p was detected using RT⁃qPCR. The viability and apop⁃
tosis of H9C2 were calculated using CCK⁃8 method and flow cytometry. A commercial kit was used to measure the activity
of SOD and the content of malondialdehyde (MDA). Dual luciferase reporter experiment was used verify the targeting rela⁃
tionship between SOX21⁃AS1 and miR⁃7⁃5p. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 After H2 O2 treatment, cell viability, miR⁃7⁃5p expression and SOD ac⁃
tivity of H9C2 were significantly reduced (P < 0.05), while apoptosis rate, SOX21⁃AS1 expression and MDA content were

� significantly increased (P < 0.05). Interference with SOX21⁃AS1 or miR⁃7⁃5p overexpression can promote H9C2 cell survival
� (P < 0.05), increase SOD activity (P < 0.05), reduce MDA content (P < 0.05), as well as inhibit cell apoptosis (P < 0.05). miR⁃7⁃

5p is the target gene of SOX21⁃AS1. miR⁃7⁃5p inhibition can reverse the protective effect of interference SOX21⁃AS1 on
H2 O2 ⁃induced H9C2 cells (P < 0.05). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Interfering with SOX21⁃AS1 can reduce H2 O2 ⁃induced cardiomyocyte in⁃

� jury by up⁃regulating miR⁃7⁃5p expression.
【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 H9C2 cells; SOX21⁃antisense RNA1; Micro RNA⁃7⁃5p; Hydrogen peroxid; Cardiomyocytes; Oxidative stress
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　 　 心血管疾病因其高发病率和高病死率而备受关

注。 氧化应激是心血管疾病的主要因素之一，在急性

心肌梗死（ＡＭＩ）中缺血区血流的恢复诱导产生大量活

性氧，增加血管通透性［１］。 非编码 ＲＮＡ（ｎｃＲＮＡ）包括

长链 ｎｃＲＮＡ（ ｌｎｃＲＮＡ）和微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ），研究证

实 ｌｎｃＲＮＡ 和 ｍｉＲＮＡ 参与心肌细胞分化、增殖和凋亡

等多种细胞过程，与 ＡＭＩ、缺血—再灌注（ Ｉ ／ Ｒ）损伤、
心肌肥厚等心肌损伤疾病相关［２⁃４］。 ｌｎｃＲＮＡ ＳＯＸ２１
反义 ＲＮＡ１（ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１）位于染色体 １３ｑ３２． １，包含

２ ９８６个核苷酸转录本。 最近研究表明，沉默 ＳＯＸ２１⁃
ＡＳ１ 可以减轻阿尔茨海默病小鼠的氧化应激并抑制神

经元凋亡［５］。 然而，ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 在 ＡＭＩ 发病中的潜在

机制未见报道。 ＳｔａｒＢａｓｅ 数据库预测到 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 是

ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 的潜在靶点，文献报道心肌 Ｉ ／ Ｒ 损伤后

ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 表达降低，ｍｉＲ⁃７ 通过靶向聚腺苷二磷酸核

糖聚合酶 １（ＰＡＲＰ１）保护心肌细胞免受 Ｉ ／ Ｒ 诱导的凋

亡［６］。 然而 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 是否调控 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 参与 ＡＭＩ
并不清楚。 本研究以 Ｈ２Ｏ２ 刺激心肌细胞建立 ＡＭＩ 细
胞损伤模型［７］，探讨 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 靶向 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 对

Ｈ２Ｏ２ 诱导的心肌细胞凋亡和氧化损伤的影响，以期为

ＡＭＩ 后心肌修复提供新的分子靶点，报道如下。
１　 材料与方法

１． １　 细胞、试剂　 （１）细胞：大鼠心肌细胞 Ｈ９Ｃ２ 由上

海致备生物科技有限公司提供；ＱＩＡＧＥＮ 通用总 ＲＮＡ
提取试剂盒由上海力敏实业有限公司提供。 （２）试

剂：ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ Ⅱ由北京智杰方远科技

有限公司提供； ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 小干扰 ＲＮＡ （ ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃
ＡＳ１）由上海生工生物公司提供；细胞计数试剂盒

（ＣＣＫ⁃８）、凋亡检测试剂盒购自上海钰博生物公司；兔
源 Ｂｃｌ⁃２ 多克隆抗体、鼠 Ｂａｘ 单克隆抗体、鼠 ＧＡＰＤＨ
单克隆抗体以及羊抗兔或鼠 ＩｇＧ 二抗购自 ａｂｃａｍ 公

司；丙二醛（ＭＤＡ）测定试剂盒由合肥莱尔生物科技有

限公司提供；超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性测定试剂盒

由天津怡森源生物技术有限公司提供；双荧光素酶活

性检测试剂盒由上海沪峥生物科技有限公司提供；荧
光素酶报告载体购自上海吉玛制药公司。
１． ２　 实验方法　 ２０２２ 年 ７ 月—２０２３ 年 ２ 月于青海省

人民医院进行实验。
１． ２． １ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９Ｃ２ 细胞中

ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 和 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 表达：参照丁婉雪等［７］实验方

法，用含 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 的 ＤＭＥＭ 培养液孵育

Ｈ９Ｃ２ 建立 ＡＭＩ 细胞损伤模型，记为 Ｈ２Ｏ２ 组。 Ｈ９Ｃ２
在无 Ｈ２Ｏ２ 的培养基上培养作为对照组（Ｃｏｎ 组）。 培

养 ６ ｈ 后，采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析 Ｈ９Ｃ２ 细胞中 ＳＯＸ２１⁃
ＡＳ１ 和 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 相对表达量。 通用总 ＲＮＡ 提取试剂

盒分离 Ｃｏｎ 组、Ｈ２Ｏ２ 组 Ｈ９Ｃ２ 细胞总 ＲＮＡ，使用逆转

录酶对 ＲＮＡ 进行逆转录，并采用 ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭ Ⅱ 进 行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ。 采 用 ２ ⁃△△Ｃｔ 方 法 计 算

ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１（以 ＧＡＰＤＨ 作为内参）与 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ（以 Ｕ６
作为内参）的相对表达量。 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 上游引物 ５′⁃
ＡＧＣＴＡＣＧＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧＧＴＴ⁃３′，下游引物 ５′⁃ＴＣＡＧ⁃
ＣＡＧＣＧＣＡＴＧＴＡＡＧＴＧＡ⁃３′；ＧＡＰＤＨ 上游引物：５＇⁃ＡＧＣ⁃
ＣＡＣＡＴＣＧＣＴＣＡＧＡＣＡＣ⁃３ ＇， 下 游 引 物： ５ ＇⁃ＧＣＣＣＡＡＴ⁃
ＡＣＧＡＣＣＡＡＡＴＣＣ⁃３＇。 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 上游引物 ５ ＇⁃ＡＣＡＣＴＣ⁃
ＣＡＧＣＴＧＧＧＴＧＧＡＡＧＡＣＴＡＧＴＧＡＴＴＴＴ⁃３＇，下游引物 ５ ＇⁃
ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡＴＴＣＡＧＴＴＧＡＧＡ
ＣＡＡＣＡＡＡ⁃３＇；Ｕ６ 上游引物：５ ＇⁃ＣＴＴＡＧＴＴＧＣＡＴＧＣＡＧ⁃
３＇，下游引物：５＇⁃ＡＡＴＣＧＴＧＴＡＴＡＡＧＴＣ⁃３＇。
１． ２． ２　 细胞转染和实验分组：将 Ｈ９Ｃ２ 细胞接种到 ６
孔板，密度为 ２ × １０５ 个 ／孔，分别转染 ｓｉ⁃ＮＣ、ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃
ＡＳ１、ｍｉＲ⁃ＮＣ、 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ ｍｉｍｉｃｓ、 ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ＋ ａｎｔｉ⁃
ｍｉＲ⁃ＮＣ、ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ＋ ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 至融合为 ５０％
的 Ｈ９Ｃ２ 细胞。 收集转染 ４８ ｈ 细胞， 加入含 １００
μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 培养液孵育细胞 ６ ｈ 记为 Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ
组、Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 组、Ｈ２Ｏ２ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组、Ｈ２Ｏ２ ＋
ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 组、Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ＋ ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ 组、
Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ＋ ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 组。 按照上述

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 步骤检测 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 和 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 表达。
１． ２． ３　 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞活力：将各实验组 Ｈ９Ｃ２ 细胞

在 ９６ 孔板进行接种。 ４８ ｈ 后，每孔加入 １０ μｌ 的

ＣＣＫ⁃８ 溶液，孵育 ２ ｈ。 酶标仪测定每个孔在 ４５０ ｎｍ
处的光密度（ＯＤ）值。
１． ２． ４　 流式细胞术分析细胞凋亡：收集 Ｈ２Ｏ２ 孵育６ ｈ
各组细胞，参照凋亡试剂盒说明书检测细胞凋亡率。
１． ２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 蛋白表达：采用

ＲＩＰＡ 技术， 从各组 Ｈ９Ｃ２ 细胞中提取蛋白质， 用

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ分离蛋白样品 ４０ μｇ，转膜后浸泡在含有

５％的 ＢＳＡ 溶液中，室温孵育 ２ ｈ，在 ４℃下孵育过夜。
Ｂｃｌ⁃２ 抗体 １∶ １ ０００ 稀释，Ｂａｘ、ＧＡＰＤＨ 抗体 １ ∶ ５００ 稀

释。 在二抗的条件下室温下孵育 １ ｈ。 采用化学发光

法对蛋白条带进行观察，利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对目标条带

进行灰度值分析。
１． ２． ６　 试剂盒检测 ＭＤＡ 与 ＳＯＤ 活力：在 Ｈ２Ｏ２ 孵育

６ ｈ后，将 １ ｍｌ 提取液加入细胞沉淀中，超声粉碎后，
在 ４℃下，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，使用商品试剂盒

检测收集到的上清液，测定其 ＭＤＡ 水平和 ＳＯＤ 活性。
１． ２． ７　 双荧光素酶报告系统鉴定：把 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 与

ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 结合位点序列突变，同时，构建 ＭＵＴ⁃ＳＯＸ２１⁃
ＡＳ１ 突变体。 采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 说明书，将 ｍｉＲ⁃
７⁃５ｐ ｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲ⁃ＮＣ 分别与 ＷＴ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 和 ＭＵＴ⁃
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ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 共同转染 Ｈ９Ｃ２ 细胞，经过 ４８ ｈ，检测不同

细胞中的荧光素酶活性。
１． ３　 统计学方法 　 采用 ＳＰＳＳ ２０． ０ 软件分析实验数

据。 正态分布计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，２ 组间比较采用

独立样本 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　 沉默 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 对 Ｈ２Ｏ２ 引起 Ｈ９Ｃ２ 细胞损伤

的影响 　 与 Ｃｏｎ 组 比 较， Ｈ２Ｏ２ 组 Ｈ９Ｃ２ 细 胞 中

ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 的表达水平、细胞凋亡率、Ｂａｘ 蛋白水平升

高（Ｐ ＜ ０． ０１），而 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 的表达、细胞活力、Ｂｃｌ⁃２ 蛋

白水平则明显下降（Ｐ ＜ ０． ０５）；Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１
组 Ｈ９Ｃ２ 细胞中 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 的表达水平、凋亡率、Ｂａｘ
蛋白水平与 Ｈ２Ｏ２ 组、Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组比较明显下降

（Ｐ ＜ ０． ０１），而 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 的表达水平、细胞活力、Ｂｃｌ⁃２
蛋白水平增加（Ｐ ＜ ０． ０５），见图 １、表 １。

图 １　 沉默 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 对 Ｈ９Ｃ２ 细胞凋亡和 Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ｏｎ Ｈ９Ｃ２ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

表 １　 沉默 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９Ｃ２ 细胞损伤的影响　 （�ｘ ± ｓ）

Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ｏｎ Ｈ２Ｏ２ ｉｎｄｕｃｅｄ Ｈ９Ｃ２ ｄａｍａｇｅ

　 　 组　 别 ｎ ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 细胞活力（ＯＤ 值） 凋亡率（％ ）
Ｃｏｎ 组 ３ １． ００ ± ０． ００ １． ００ ± ０． ００ １． ３４ ± ０． ０７ ６． ８２ ± ０． ３３
Ｈ２Ｏ２ 组 ３ ３． ４４ ± ０． ０５ａ ０． ２４ ± ０． ０２ａ ０． ５６ ± ０． ０３ａ ２２． ２７ ± ０． ８７ａ

Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组 ３ ３． ４５ ± ０． ０７ ０． ２４ ± ０． ０２ ０． ５７ ± ０． ０３ ２２． ３５ ± ０． ９０
Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 组 ３ １． ２９ ± ０． ０６ｂｃ ０． ８８ ± ０． ０６ｂｃ １． １５ ± ０． ０６ｂｃ １１． １９ ± ０． ５９ｂｃ

Ｆ 值 １ ９３８． ９４６ ４５２． ０００ １８６． ６０２ ３６８． ７４３
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 注：与 Ｃｏｎ 组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与 Ｈ２Ｏ２ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５；与 Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｃＰ ＜ ０． ０５。
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２． ２　 沉默 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 对 Ｈ２Ｏ２ 导致的 Ｈ９Ｃ２ 细胞氧化

损伤的影响　 Ｈ２Ｏ２ 组 Ｈ９Ｃ２ 细胞 ＳＯＤ 活力明显低于

Ｃｏｎ 组（Ｐ ＜ ０． ０５），而 ＭＤＡ 水平则明显高于 Ｃｏｎ 组

（Ｐ ＜０． ０１）；Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 组 Ｈ９Ｃ２ 细胞 ＳＯＤ 活

力明显高于Ｈ２Ｏ２ 组和Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组，而ＭＤＡ 水平明

显低于 Ｈ２Ｏ２ 组和 Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组（Ｐ ＜０． ０１），见表 ２。

表 ２　 沉默 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９Ｃ２ 细胞氧化损伤的

影响　 （�ｘ ± ｓ）

Ｔａｂ． ２ 　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ｏｎ Ｈ２Ｏ２ ｉｎｄｕｃｅｄ
Ｈ９Ｃ２ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ

　 　 组　 别 ｎ ＭＤＡ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ＳＯＤ（Ｕ ／ Ｌ）
Ｃｏｎ 组 ３ ２１１． ２１ ± １１． ４７ １８５． １３ ± １２． ０８
Ｈ２Ｏ２ 组 ３ ５８９． ３２ ± １７． ７６ａ ６０． ２２ ± ３． ４５ａ

Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组 ３ ５９５． ３９ ± ２１． ４６ ６１． １２ ± ３． ３０
Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 组 ３ ２８５． ０１ ± １１． ５１ｂｃ １６４． ０５ ± ９． ２６ｂｃ

Ｆ 值 ４６６． ３３６ ２０７． ４９９
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 注：与 Ｃｏｎ 组比较，ａＰ ＜０． ０１；与 Ｈ２Ｏ２ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０１；与 Ｈ２Ｏ２ ＋

ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｃＰ ＜ ０． ０１。

２． ３ 　 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 与 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 的靶向关系 　 ＳｔａｒＢａｓｅ
数据库分析发现，ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 和 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 存在特异性

结合位点，见图 ２Ａ。 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ ｍｉｍｉｃｓ 转染后，与转染

ｍｉＲ⁃ＮＣ 比较，Ｈ９Ｃ２ 细胞中 ＷＴ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 的相对荧

光素酶活性显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５），见图 ２Ｂ。
２． ４　 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 对 Ｈ２Ｏ２ 导致的 Ｈ９Ｃ２ 细胞损伤的影响

　 与 Ｈ２Ｏ２ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较， Ｈ２Ｏ２ ＋ ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 组

Ｈ９Ｃ２ 细胞 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 的表达水平、细胞活力、ＳＯＤ 活

性、Ｂｃｌ⁃２ 表达升高（Ｐ ＜ ０． ０１），而凋亡率、ＭＤＡ 含量

及 Ｂａｘ 表达降低（Ｐ ＜ ０． ０１），见图 ３、表 ３。

　 　 注：Ａ． ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 和 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 之间存在互补的结合位点；Ｂ． 双荧

光素酶实验验证 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 与 ＷＴ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 的靶向关系；与转染 ｍｉＲ⁃
ＮＣ 比较，ａＰ ＜ ０． ０５。

图 ２ 　 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 和 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 的互补序列及荧光素酶活性

检测

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ａｎｄ ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ

２． ５　 下调 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 可逆转 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 在 Ｈ９Ｃ２ 损伤

上的作用 　 Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ＋ ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 组

Ｈ９Ｃ２ 细胞 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 的表达水平、细胞活力、Ｂｃｌ⁃２ 蛋

白水平与 Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ＋ ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，
显著下降（Ｐ ＜ ０． ０１），而 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 的表达水平、凋
亡率、Ｂａｘ 蛋白表达显著上升（Ｐ ＜ ０． ０１），见图 ４、表 ４。

注：Ａ． 细胞凋亡检测；Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白检测及结果统计；与 Ｈ２Ｏ２ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，ａＰ ＜ ０． ０１。
图 ３　 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 对 Ｈ９Ｃ２ 细胞凋亡和 Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达的作用

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ ｏｎ Ｈ９Ｃ２ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
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表 ３　 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９Ｃ２ 细胞损伤的影响　 （�ｘ ± ｓ）

Ｔａｂ． ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ ｏｎ Ｈ９Ｃ２ ｄａｍａｇｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２

　 　 组　 别 ｎ ＭＤＡ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ＳＯＤ（Ｕ ／ Ｌ） ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 细胞活力（ＯＤ 值） 凋亡率（％ ）
Ｈ２Ｏ２ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组 ３ ５９５． ７０ ± ２３． ９２ ６１． ３６ ± ３． ６３ ０． ２３ ± ０． ０２ ０． ５７ ± ０． ０４ ２２． ３３ ± ０． ８９
Ｈ２Ｏ２ ＋ ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 组 ３ ２４９． ８９ ± １２． ３１ １７０． ５５ ± １０． ７７ ０． ９０ ± ０． ０６ １． ２３ ± ０． ０６ ８． ７１ ± ０． ４０
ｔ 值 ２２． ２６５ １６． ６４０ １８． ３４９ １５． ８５３ ２４． １７７
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

注：Ａ． 细胞凋亡检测；Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白表达情况；与 Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ＋ ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，ａＰ ＜ ０． ０５。

图 ４　 下调 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 可逆转沉默 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 对 Ｈ９Ｃ２ 细胞凋亡和 Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 表达的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ ｃａｎ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ｏｎ Ｈ９Ｃ２ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ Ｂａｘ， Ｂｃｌ⁃２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

表 ４　 抑制 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 可逆转沉默 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 对 Ｈ９Ｃ２ 细胞损伤的作用　 （�ｘ ± ｓ）

Ｔａｂ． ４　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ ｃａｎ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ｏｎ Ｈ９Ｃ２ ｄａｍａｇｅ
　 　 组　 别 ｎ ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 细胞活力（ＯＤ 值） 凋亡率（％ ）
Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ＋ ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ 组 ３ ０． ９０ ± ０． ０５ １． ２９ ± ０． ０６ １． １５ ± ０． ０７ １１． ２４ ± ０． ６０
Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ＋ ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 组 ３ ０． ３６ ± ０． ０３ ２． ７６ ± ０． ０８ ０． ６７ ± ０． ０３ １９． ５３ ± ０． ９１
ｔ 值 １６． ０４０ ２５． ４６１ １０． ９１７ １３． １７３
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

２． ６　 下调 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 可逆转沉默 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 在 Ｈ９Ｃ２
细胞氧化损伤中的影响　 Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ＋ ａｎｔｉ⁃
ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 组 Ｈ９Ｃ２ 细胞 ＳＯＤ 活力与 Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃
ＡＳ１ ＋ ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，明显下降（Ｐ ＜ ０． ０１），ＭＤＡ
含量上升（Ｐ ＜ ０． ０１），见表 ５。

表 ５　 抑制 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 可逆转沉默 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 对 Ｈ９Ｃ２ 氧化损

伤的作用　 （�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｔａｂ． ５　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ ｃａｎ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ

ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ｏｎ Ｈ９Ｃ２ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ
　 　 组　 别 ＭＤＡ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ＳＯＤ（Ｕ ／ Ｌ）
Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ＋ ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ 组 ２８６． ６８ ± １２． ９８ １７１． ９４ ± ８． ８０
Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉ⁃ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ＋ ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 组 ５３３． １７ ± １７． ２３ ７８． ９４ ± ４． ８４
ｔ 值 １９． ７９１ １６． ０３９
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

３　 讨　 论

　 　 目前研究认为 ｌｎｃＲＮＡ 对心血管疾病的发展至关

重要，具有成为心血管疾病治疗靶点的巨大潜力。 大

量 ｌｎｃＲＮＡ 已被证实与 ＡＭＩ 后心肌细胞损伤有关。
Ｌｉｕ 等［８］研究表明下调 ｌｎｃＲＮＡ 肺腺癌转移相关转录

本 １（ＭＡＬＡＴ１）可减轻 ＡＭＩ 模型大鼠心脏损伤，抑制

缺氧 ／再灌注诱导的心肌细胞凋亡。 Ｌｉ 等［９］ 指出在氧

化应激条件下，ＨＯＸ 转录反义 ＲＮＡ（ＨＯＴＡＩＲ）低表达

可进一步抑制心肌细胞增殖，加速心肌细胞凋亡，而
ＨＯＴＡＩＲ 过表达可保护心肌细胞免受氧化应激诱导的

损伤。 本研究结果表明，Ｈ２Ｏ２ 刺激抑制了 Ｈ９Ｃ２ 细胞

活力，降低抗氧化酶 ＳＯＤ 活性，增加细胞凋亡率，提高

Ｈ９Ｃ２ 细胞中脂质过氧化终产物 ＭＤＡ 水平，说明 ＡＭＩ
细胞损伤模型构建成功。 同时，本研究发现 Ｈ２Ｏ２ 刺

·５０５１·疑难病杂志 ２０２４ 年 １２ 月第 ２３ 卷第 １２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｄｉｆｆｉｃ ａｎｄ Ｃｏｍｐｌ Ｃａｓ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ２３，Ｎｏ． １２



激的 Ｈ９Ｃ２ 细胞中 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 表达上调，说明 ＳＯＸ２１⁃
ＡＳ１ 表达改变可能与 ＡＭＩ 后心肌损伤相关。 验证

ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 功能显示，干扰 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 表达能够抑制

Ｈ２Ｏ２ 诱导的心肌细胞凋亡、氧化损伤，并增强心肌细

胞活力，提示干扰 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 可能是缓解 ＡＭＩ 进展的

重要途径。 Ｘｕ 等［１０］ 证实沉默 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 可减弱 β
淀粉样蛋白（Ａβ１⁃４２）介导的人神经母细胞瘤细胞微

管相关蛋白磷酸化水平、细胞活力和凋亡，减轻 Ａβ１⁃
４２ 诱导的神经元损伤，与本研究结果类似。 此外，本
研究发现干扰 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 表达还可逆转 Ｈ２Ｏ２ 诱导的

Ｂａｘ 上调、Ｂｃｌ⁃２ 下调，进一步证实干扰 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 具

有抗凋亡作用。 这些结果表明，干扰 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 表达

可减轻 Ｈ２Ｏ２ 诱导的心肌细胞凋亡和氧化损伤。
　 　 ｍｉＲＮＡ 是关键的转录调节因子，参与 ＡＭＩ、心脏

缺血、心律失常、心力衰竭等多个临床过程［１１］。 此外，
ｍｉＲＮＡ 表达的上调或下调能够促进或减轻心血管疾

病的病理改变［１２⁃１３］。 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 表达改变与心肌、脑 Ｉ ／
Ｒ 损伤有关，如姜黄素可能通过上调 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 减轻脑

Ｉ ／ Ｒ 后细胞坏死和凋亡、炎性反应和氧化应激从而发

挥脑保护作用［１４］；淫羊藿次苷Ⅱ通过上调 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ
激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路保护心肌细胞免受缺氧损

伤［１５］。 此外，下调 ｌｎｃＲＮＡ 母系表达基因 ３（ＭＥＧ３）对
Ｉ ／ Ｒ 诱导的心肌细胞凋亡的保护作用与上调 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ
表达有关［１６］。 本研究显示，ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 是 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１
的直接靶点，提示干扰 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 表达在 Ｈ２Ｏ２ 诱导

心肌损伤中的功能可能与 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 介导的保护作用

相关，ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 通过靶向调控 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 表达参与

Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｈ９Ｃ２ 细胞损伤。
　 　 综上，本研究证实干扰 ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ 可通过上调

ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ 表达减少 Ｈ２Ｏ２ 引起的心肌细胞凋亡，从而

减轻 ＡＭＩ 后的心肌损伤。 因此，ＳＯＸ２１⁃ＡＳ１ ／ ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ
分子轴可能是促进 ＡＭＩ 后心肌修复的有效靶点。
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ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｐａｉｒｓ ｈｅａｒｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｏｓｔ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ
ｔａｒｇｅｔｔｉｎｇ ＣＣＮＤ２ ａｎｄ Ｅ２Ｆ２［ Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｓｃｉ （Ｌｏｎｄ），２０１９，１３３（３）：
４２５⁃４４１． ＤＯＩ：１０． １０４２ ／ ＣＳ２０１８１００２．

［１４］ 　 Ｘｕ Ｈ，Ｎｉｅ Ｂ，Ｌｉｕ Ｌ，ｅｔ ａｌ． Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｐｒｅｖｅｎｔｓ ｂｒａｉｎ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｃｏｇ⁃
ｎｉｔｉｖｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｉｓｃｈｅｍｉｃ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｎｅｕｒｏｖａｓｃ Ｒｅｓ，２０１９，１６（５）：４４１⁃４５４． ＤＯＩ：
１０． ２１７４ ／ １５６７２０２６１６６６６１９１０２９１１３６３３．

［１５］ 　 Ｈｕ Ｄ，Ｇｕ Ｙ，Ｗｕ Ｄ，ｅｔ ａｌ． Ｉｃａｒｉｓｉｄｅ Ⅱ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｆｒｏｍ
ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ ／ ＢＴＧ２ ａｘｉｓ
ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｍｅｄ，
２０２０，４６（４）：１４５３⁃１４６５． ＤＯＩ：１０． ３８９２ ／ ｉｊｍｍ． ２０２０． ４６７７．

［１６］ 　 Ｚｏｕ Ｌ，Ｍａ Ｘ，Ｌｉｎ Ｓ，ｅｔ ａｌ． Ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ⁃ＭＥＧ３ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃
７⁃５ｐ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｓｃｉ Ｒｅｐ，２０１９，３９（８）：ＢＳＲ２０１９０２１０． ＤＯＩ：
１０． １０４２ ／ ＢＳＲ２０１９０２１０．

（收稿日期：２０２４ － ０６ － １１）

·６０５１· 疑难病杂志 ２０２４ 年 １２ 月第 ２３ 卷第 １２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｄｉｆｆｉｃ ａｎｄ Ｃｏｍｐｌ Ｃａｓ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ２３，Ｎｏ． １２


