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过表达ＬｎｃＲＮＡＬＯＣ１００３６０４９１对缺氧复氧诱导Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡的影响
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　　［摘要］　目的　观测长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ＬｎｃＲＮＡ）ＬＯＣ１００３６０４９１（后简称
ＬＯＣ１００３６０４９１）对缺氧复氧诱导的Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡的影响，探讨其潜在作用机制。方法　①通过慢
病毒转染大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞构建过表达及抑制ＬＯＣ１００３６０４９１的心肌细胞系，分为４组：空白对照组、
过表达ＬＯＣ１００３６０４９１组、抑制 ＬＯＣ１００３６０４９１组及空载体组，ｑＲＴＰＣＲ检测各组 ＬＯＣ１００３６０４９１的表
达。②将慢病毒转染的大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞进行缺氧２４ｈ复氧６ｈ处理以观察 ＬＯＣ１００３６０４９１对该细
胞凋亡的影响，分为５组：空白对照组、缺氧复氧组、过表达ＬＯＣ１００３６０４９１组、抑制ＬＯＣ１００３６０４９１组及
空载体组。采用流式细胞术检测各组细胞凋亡早期磷脂酰丝氨酸外翻与凋亡中期线粒体活性氧释放情

况；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中凋亡效应蛋白 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、促凋亡蛋白 Ｂａｘ及抗凋亡
蛋白Ｂｃｌ２的表达。③采用ｑＲＴＰＣＲ检测各组 ＰＡＫ３及 ＣＮＮＭ２基因的表达以探讨 ＬＯＣ１００３６０４９１的
潜在调控机制。结果 　 ① ｑＲＴＰＣＲ结果显示：与空载体组相比，过表达 ＬＯＣ１００３６０４９１组
ＬＯＣ１００３６０４９１表达显著上调（Ｐ＜０．０５），抑制 ＬＯＣ１００３６０４９１组 ＬＯＣ１００３６０４９１表达显著下调（Ｐ＜
０．０５）。表明细胞系构建成功。②流式细胞术及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与缺氧复氧组相比，过表达
ＬＯＣ１００３６０４９１组Ｈ９ｃ２细胞早期凋亡、活性氧的释放均显著下降（Ｐ＜０．０５），ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ表达
显著下调，Ｂｃｌ２表达显著上调（Ｐ＜０．０５）；而抑制ＬＯＣ１００３６０４９１组则与之相反，但差异无统计学意义。
③ｑＲＴＰＣＲ结果显示：与空白对照组相比，过表达ＬＯＣ１００３６０４９１组ＰＡＫ３表达显著上升（Ｐ＜０．０５），而
ＣＮＮＭ２则无明显变化（Ｐ＞０．０５）。抑制 ＬＯＣ１００３６０４９１组 ＰＡＫ３及 ＣＮＮＭ２表达显著下降（Ｐ＜０．０５）。
结论　ＬＯＣ１００３６０４９１可通过线粒体活性氧途径抑制缺氧复氧诱导的大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡的发生，
可能与其在转录水平上调控ＰＡＫ３的表达有关。
　　［关键词］　长链非编码ＲＮＡ；ＬｎｃＲＮＡＬＯＣ１００３６０４９１；心肌细胞；缺氧复氧；细胞凋亡
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ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｖｅｃｔｏｒ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｉｔｈ
ＬＯＣ１００３６０４９１ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＰＡＫ３ａｎｄＣＮＮＭ２ｍＲＮＡ
（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅＬＯＣ１００３６０４９１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｏｂｖｉｏｕｓｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄＰＡＫ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜
０．０５）ｗｉｔｈｏｕｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｆｆｅｃｔｉｎｇＣＮＮＭ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＯＣ１００３６０４９１
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ｏｆＲＯＳｔｈｒｏｕｇｈｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆＰＡＫ３．
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＲｅｇｉｏｎａｌＳｃｉｅｎｃｅＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１５６００４１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＳＨＩＢｅｉ，Ｅｍａｉｌ：

ｓｈｉｂｅｉ２１４７＠１６３．ｃｏｍ

　　随着经皮冠状动脉支架植入术（ｐｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓ
ｃｏｒｏｎａｒｙｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ，ＰＣＩ）的普及，冠心病心肌梗死患
者病死率显著降低，但不少患者在 ＰＣＩ术后出现心律
失常、心力衰竭等。研究表明，心肌梗死患者 ＰＣＩ术
后，缺血缺氧的心肌细胞恢复血流供氧，在氧自由基的

爆发、钙超载、炎症及线粒体活性氧的释放等因素相互

作用下，引起心肌细胞凋亡的增加，导致心肌组织结构

及功能损害，即心肌缺血再灌注损伤［１］。

　　长链非编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ＬｎｃＲＮＡ）作
为长度大于２００个核苷酸分子的非编码 ＲＮＡ，在冠心
病［２］、高血压［３］、糖尿病心肌病［４］、心力衰竭［５］等多种

心血管疾病中起重要调控作用。但ＬｎｃＲＮＡ在心肌缺
血再灌注损伤中对心肌细胞凋亡的影响及调控机制仍

不明确。本课题组前期通过对缺氧２４ｈ复氧６ｈ与常
氧状态的大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞进行ＬｎｃＲＮＡ芯片分析，
发现ＬＯＣ１００３６０４９１在缺氧复氧组的心肌细胞中表达显
著下调（未发表），提示其可能参与缺氧复氧心肌细胞的

生物学行为，同时采用编码非编码ＲＮＡ共表达网络、
ＧＯ／ｐａｔｈｗａｙ、ＫＥＧＧ分析得出在转录水平与其相邻且差
异性表达明显的 ｍＲＮＡ为 ＰＡＫ３与 ＣＮＮＭ２。这表明
ＬＯＣ１００３６０４９１／ＰＡＫ３／ＣＮＮＭ２信号轴可能参与缺氧复
氧诱导的大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡的调控。本研究以慢
病毒为载体构建过表达／抑制 ＬＯＣ１００３６０４９１的大鼠
Ｈ９ｃ２心肌细胞系［６］，探讨ＬＯＣ１００３６０４９１对缺氧复氧诱
导大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡的影响及其可能调控机制，
为阐明ＬＯＣ１００３６０４９１在心肌缺血再灌注损伤中的作用
及其分子机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞株购自上海中国科学院细胞
库；慢病毒购自汉恒生物公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡
试剂盒、Ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ（ＤＣＦＨＤＣ）试剂盒
购自 Ｓｉｇｍａ公司；ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ及
Ｂｃｌ２等兔来源抗大鼠的一抗均购自博士德生物公司；
ＰＡＫ３、ＣＮＮＭ２相关逆转录及扩增试剂盒均购自ＴａＫａＲａ
生物公司；流式细胞仪购自美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公
司；倒置荧光显微镜购自德国Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；酶标仪购
自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；电泳槽、配胶架、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ转
膜仪、图像分析系统、ＰＣＲ仪均购自美国ＢｉｏＲａｄ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　过表达／抑制 ＬＯＣ１００３６０４９１的大鼠 Ｈ９ｃ２心
肌细胞系的构建　　大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞采用含１０％
胎牛血清、１％青链霉素、１％谷氨酰胺的 ＤＭＥＭ高糖
培养基，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，细胞生长
至８０％以上时进行后续实验，选取生长状态良好的细
胞，分为 ４组：空白对照组（不做处理）、过表达
ＬＯＣ１００３６０４９１组（转染过表达 ＬＯＣ１００３６０４９１慢病
毒）、抑制ＬＯＣ１００３６０４９１组（转染抑制ＬＯＣ１００３６０４９１
慢病毒）、空载体组（转染空载体）。参照慢病毒转染

说明书转染慢病毒，按 ３００感染复数（ｎｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）转染大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞２４ｈ后通过倒
置显微镜观察荧光变化，ＲＴＰＣＲ检测 ＬＯＣ１００３６０４９１
的表达以验证转染效率。实验重复３次。
１．２．２　ｑＲＴＰＣＲ检测转染效率　　转染慢病毒４８ｈ
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后，按照 ＲＮＡ抽提试剂盒提取各组细胞中总 ＲＮＡ。
以ＧＡＰＤＨ为内参，采用ＲＴＰＣＲ试剂盒对ＬＯＣ１００３６０４９１
进行逆转录及扩增，使用２０μＬ体系，反应条件：９５℃
３０ｓ，９５℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ，４０个循环检测ＬＯＣ１００３６０４９１
表达量。ＬＯＣ１００３６０４９１引物序列上游：５′ＣＡＡ
ＧＡＡＡＡＴＧＧＣＡＣＧＣＡＣＣ３′，下游：５′ＴＣＴＴＣＡＧＣＡＧＡ
ＡＣＴＧＴＣＴＣＣＣＴ３′。采用 ２－ΔΔＣｔ法进行分析，计算实验
组、对照组的ΔＣｔ后即可计算 ２－ΔΔＣｔ（ΔＣｔ＝Ｃｔ靶基因－
Ｃｔ内参基因，ΔΔＣｔ＝ΔＣｔ实验组－ΔＣｔ对照组）。实验
重复３次。
１．２．３　建立 Ｈ９ｃ２心肌细胞缺氧复氧模型　　将转
染过表达／抑制ＬＯＣ１００３６０４９１慢病毒的大鼠Ｈ９ｃ２心
肌细胞进行缺氧复氧处理用于后续实验。分为５组：
空白对照组、缺氧复氧组（缺氧２４ｈ复氧６ｈ）、过表达
ＬＯＣ１００３６０４９１组（过表达ＬＯＣ１００３６０４９１后对大鼠Ｈ９ｃ２
心肌细胞进行缺氧复氧处理）、抑制ＬＯＣ１００３６０４９１组（抑
制ＬＯＣ１００３６０４９１后对大鼠 Ｈ９ｃ２心肌细胞进行缺氧
复氧处理）、空载体组（转染空载体慢病毒后对大鼠

Ｈ９ｃ２心肌细胞进行缺氧复氧处理）。采用 ３７℃、５％
ＣＯ２、９４％Ｎ２、１％ Ｏ２不含胎牛血清的 ＤＭＥＭ低糖完
全培养基培养大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞２４ｈ作为缺氧培养
条件；３７℃、５％ ＣＯ２、９５％空气，含 １０％胎牛血清
ＤＭＥＭ高糖培养基培养６ｈ作为复氧培养条件。
１．２．４　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ检测各组细胞早期凋亡　
　缺氧复氧后，收集细胞培养液并用不含 ＥＤＴＡ的胰
酶消化细胞，均移至５０ｍＬ离心管中，以获取缺氧复氧
后的细胞。１０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ重悬
细胞，再次离心，弃上清。用１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重悬细
胞，调整细胞数为 １×１０６个／ｍＬ。将调整好的细胞每
管１００μＬ加入空白对照管、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ单染管、
ＰＩ单染管、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ＋ＰＩ双染管。其中，Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ＋ＰＩ双染管中，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ阳性＋ＰＩ阴性即
ＦＩＴＣ（＋）＋ＰＥ（－）表示凋亡早期磷脂酰丝氨酸外翻细
胞所在象限。按分组分别加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ，
避光孵育１０ｍｉｎ，５μＬＰＩ，避光室温孵育５ｍｉｎ。ＰＢＳ
补足至５００μＬ，混匀后立即上机检测。
１．２．５　２′，７′二氯荧光素二乙酸酯 ２′，７′Ｄｉｃｈｌｏｒｄｉ
ｈｙｄｒｏｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ（ＤＣＦＨＤＡ）检测线粒体活性
氧的释放情况　　根据说明书用无血清高糖 ＤＭＥＭ
培养基配制 １０μｍｏｌ／ＬＤＣＦＨＤＡ工作液。缺氧复氧
后，弃培养基，ＰＢＳ清洗３次，加入２ｍＬＤＣＦＨＤＡ工作
液，３７℃ ５％ＣＯ２培养箱培养３０ｍｉｎ。ＰＢＳ清洗３次，
去除未进入细胞的ＤＣＦＨＤＡ探针。胰酶消化细胞，收
集细胞悬液，ＰＢＳ调整细胞浓度为 １×１０６／ｍＬ后取
１００μＬ单细胞悬液加入到２ｍＬＥＰ管中。ＰＢＳ补足至

５００μＬ，混匀后流式细胞仪上机检测。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白表达　　按照
分组处理细胞后收集细胞沉淀，ＲＡＰＩ裂解液裂解细
胞，裂解３０ｍｉｎ后，将裂解液移至 １．５ｍＬ离心管中，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，取上清，ＢＣＡ法定量后，
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离，转膜，５％脱脂奶粉溶液中室温
封闭 １ｈ，加入 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３（１∶５００）、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３
（１∶５００）、Ｂｃｌ２（１∶１０００）、Ｂａｘ（１∶２０００）等蛋白的兔
抗大鼠一抗，４℃过夜；ＴＢＳＴ洗膜 ４次，每次 １０ｍｉｎ；
加入羊抗兔ＨＲＰ标记的二抗（１∶２０００），室温孵育１ｈ。
ＴＢＳＴ洗膜４次，每次１０ｍｉｎ。ＥＣＬ化学发光试剂盒检
测，用凝胶成像系统拍照，ＩｍａｇｅＪ软件分析条带的灰度，
以 ＧＡＰＤＨ为内参，测定 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、
Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白相对表达量。
１．２．７　ｑＲＴＰＣＲ检测 ＰＡＫ３、ＣＮＮＭ２基因表达　　
转染慢病毒４８ｈ后，按照 ＲＮＡ抽提试剂盒提取各组
总 ＲＮＡ。以 ＧＡＰＤＨ为内参，逆转录及扩增 ＰＡＫ３、
ＣＮＮＭ２。使用 ２０μＬ体系，反应条件：９５℃ ３０ｓ，９５℃
５ｓ，６０℃ ３０ｓ，４０个循环检测空白对照组、过表达
ＬＯＣ１００３６０４９１组、抑制 ＬＯＣ１００３６０４９１组及空载体组中
ＰＡＫ３、ＣＮＮＭ２的表达量。ＰＡＫ３引物序列上游：５′
ＣＧＴＧＡＡＧＣＧＡＧＡＧＡＧＣＣＡＧＴ３′，下游：５′ＧＧＧＴＡＡＧ
ＧＧＡＴＴＴＴＧＡＡＡＧＡＧＧＴＴ３′；ＣＮＮＭ２引物序列上游：
５′ＧＣＣＣＧＴＡＧＡＣＴＡＣＴＴＣＧＴＣＣ３′， 下 游： ５′ＡＡ
ＣＡＡＡＧＧＴＧＣＧＡＧＡＣＡＧＧＧ３′。采用 ２－ΔΔＣｔ法进行分
析，计算实验组、对照组的 ΔＣｔ，然后即可计算 ２－ΔΔＣｔ

（ΔＣｔ＝Ｃｔ靶基因Ｃｔ内参基因，ΔΔＣｔ＝ΔＣｔ实验组－
ΔＣｔ对照组）。实验重复３次。
１．３　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２２．０统计软件包进行分析。数据以
珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用完全随机设计的单因素方
差分析，组间两两比较用ｑ检验，相关分析采用直线相
关分析。

２　结果

２．１　慢病毒转染大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞后ＬＯＣ１００３６０４９１
的表达

　　将携带有绿色荧光且过表达／抑制ＬＯＣ１００３６０４９１
的慢病毒及空载体按照３００ＭＯＩ转染大鼠 Ｈ９ｃ２心肌
细胞，２４ｈ后即可在荧光显微镜下观察到被转染慢病
毒的Ｈ９ｃ２心肌细胞呈现绿色荧光（图 １Ａ）。慢病毒
转染大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞４８ｈ后，采用ｑＲＴＰＣＲ检测
细胞中ＬＯＣ１００３６０４９１的表达，结果显示：与空载体组
相比，过表达ＬＯＣ１００３６０４９１组中ＬＯＣ１００３６０４９１表达
显著上调 （Ｐ＜０．０５），抑制 ＬＯＣ１００３６０４９１组中
ＬＯＣ１００３６０４９１表达显著下调（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ）。提示

７９７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１８）



慢病毒转染大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞４８ｈ后成功构建过表
达／抑制 ＬＯＣ１００３６０４９１的心肌细胞系。在 ４８～７２ｈ
后，细胞融合至８０％以上后传代，传至Ｐ２～３代后用于
后续试验。

２．２　过表达 ＬＯＣ１００３６０４９１抑制缺氧复氧后大鼠
Ｈ９ｃ２心肌细胞的早期凋亡

　　缺氧复氧组 Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡率达（６１．３２±

１．０７）％，较空白对照组显著升高（Ｐ＜０．０５，图２）。与
缺氧复氧组相比，过表达ＬＯＣ１００３６０４９１组Ｈ９ｃ２心肌
细胞凋亡率［（３４．２４±０．７１）％］显著降低（Ｐ＜０．０５，
图２），抑制ＬＯＣ１００３６０４９１组凋亡率［（６５．１６±０．６９）％］
显著升高（Ｐ＜０．０５，图２），而空载体组无明显变化（Ｐ＞
０．０５）。因此，过表达ＬＯＣ１００３６０４９１可显著抑制缺氧
复氧后Ｈ９ｃ２心肌细胞的早期凋亡。
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Ａ：荧光显微镜观察慢病毒转染大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞２４ｈ后的荧光表达；Ｂ：ＲＴＰＣＲ检测各组细胞处理４８ｈ后 ＬＯＣ１００３６０４９１
的相对表达量（ｎ＝３）　　１：空白对照组；２：过表达ＬＯＣ１００３６０４９１组；３抑制ＬＯＣ１００３６０４９１组；４：空载体组；ａ：Ｐ＜０．０５，与空载
体组比较

图１　慢病毒转染大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞荧光表达及ｑＲＴＰＣＲ验证转染效率
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Ａ：流式细胞术检测结果；Ｂ：各组Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡率（ｎ＝３）　１：空白对照组；２：缺氧复氧组；３：过表达 ＬＯＣ１００３６０４９１组；
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图２　流式细胞术检测各组Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡变化情况
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２．３　过表达 ＬＯＣ１００３６０４９１抑制缺氧复氧后大鼠
Ｈ９ｃ２心肌细胞线粒体活性氧的释放

　　流式细胞术检测各组大鼠 Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡中
期线粒体活性氧的释放情况见图 ３。与缺氧复氧组
［（６０．９７±０．４７）％］相比，过表达 ＬＯＣ１００３６０４９１组
Ｈ９ｃ２心肌细胞内活性氧释放量［（３８．４９±０．５８）％］显
著下降（Ｐ＜０．０５），而抑制 ＬＯＣ１００３６０４９１组 Ｈ９ｃ２心
肌细胞内活性氧释放量［（６４．１３±０．５４）％］则显著上升
（Ｐ＜０．０５）；空载体组无明显变化（Ｐ＞０．０５）。表明过表达
ＬＯＣ１００３６０４９１可降低缺氧复氧后 Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡
中期粒体活性氧的释放。

２．４　过表达 ＬＯＣ１００３６０４９１调控缺氧复氧后大鼠
Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡相关蛋白的表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果见图４。与空白对照组相比，
缺氧复氧组ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３／ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３比值与Ｂａｘ均

显著上调，Ｂｃｌ２显著下调（Ｐ＜０．０５）；与缺氧复氧组相
比，过表达ＬＯＣ１００３６０４９１组ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３／ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３
比值、Ｂａｘ显著下调，Ｂｃｌ２显著上调（Ｐ＜０．０５）。而抑制
ＬＯＣ１００３６０４９１组和空载体组上述蛋白表达与缺氧复
氧组比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．５　ｑＲＴＰＣＲ检测过表达／抑制 ＬＯＣ１００３６０４９１后，

大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞中ＰＡＫ３、ＣＮＮＭ２的表达
　　为进一步探索 ＬＯＣ１００３６０４９１／ＰＡＫ３／ＣＮＮＭ２之
间是否存在潜在调控关系，在大鼠 Ｈ９ｃ２心肌细胞中
过表达／抑制 ＬＯＣ１００３６０４９１后，采用 ｑＲＴＰＣＲ检测
ＰＡＫ３、ＣＮＮＭ２的含量变化，结果见图５。与空白对照
组相比，抑制 ＬＯＣ１００３６０４９１组 ＰＡＫ３及 ＣＮＮＭ２表达
均显著下降（Ｐ＜０．０５）。而过表达 ＬＯＣ１００３６０４９１组
ＰＡＫ３表达显著上升（Ｐ＜０．０５），ＣＮＮＭ２无明显变化
（Ｐ＞０．０５）。提示大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞中ＬＯＣ１００３６０４９１可
能调控ＰＡＫ３的表达，从而参与细胞凋亡的调节。

!""

"

#
#
$
!
%

&"

'

&"

(

&"

)

&"

!

&"

*

+,-$!.

空白对照组 缺氧复氧组

&"

'

&"

(

&"

)

&"

!

&"

*

+,-$!.

过表达
/0$&""(*")1&

组

抑制
/0$&""(*")1&

组 空载体组

2

& ' ( ) !

活
性
氧
释
放
量
（
3

）

组别

4"

*"

)"

'"

"

5

5

（
"
&
"

)

）

!""

"

#
#
$
!
%

&"

'

&"

(

&"

)

&"

!

&"

*

+,-$!.

（
"
&
"

)

）

!""

"

#
#
$
!
%

（
"
&
"

)

）

!""

"

#
#
$
!
%

&"

'

&"

(

&"

)

&"

!

&"

*

+,-$!.

（
"
&
"

)

）

!""

"

#
#
$
!
%

&"

'

&"

(

&"

)

&"

!

&"

*

+,-$!.

（
"
&
"

)

）

%

Ａ：流式细胞术检测结果；Ｂ：各组 Ｈ９ｃ２心肌细胞活性氧释放量（ｎ＝３）　　 １：空白对照组；２：缺氧复氧组；３：过表达
ＬＯＣ１００３６０４９１组；４：抑制ＬＯＣ１００３６０４９１组；５：空载体组；ａ：Ｐ＜０．０５，与缺氧复氧组比较

图３　流式细胞术检测各组Ｈ９ｃ２心肌细胞线粒体活性氧的释放

９９７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１８）
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图５　ｑＲＴＰＣＲ检测各组细胞中ＰＡＫ３、ＣＮＮＭ２的表达

３　讨论

　　细胞凋亡是机体应对外界的有害刺激而启动的主
动性程序性死亡途径。依据不同的启动途径，可分为

死亡受体等介导的外源性细胞凋亡，缺氧、ＤＮＡ损伤
等介导的内源性细胞凋亡。内源性细胞以线粒体外膜

通透性（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｏｕｔｅｍｅｍｂｒａｎｅｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｓａｔｉｏｎ，
ＭＯＭＰ）和线粒体损伤为主要调控途径，启动 ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白家族发挥凋亡效应。心脏缺血再灌注损伤时［７］，

由于炎症因子的激活、钙超载等多种因素引起心肌细

胞的死亡。细胞凋亡作为程序性细胞死亡形式之一，

在缺血再灌注损伤的各个阶段均发挥一定的作

用［８－９］，其中内源性凋亡占据更为重要的地位［１０］。本

研究结果显示，在缺氧复氧处理大鼠 Ｈ９ｃ２心肌细胞
后，线粒体释放的活性氧显著增加，内源性凋亡效应分

子ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、促凋亡蛋白Ｂａｘ的表达显著上调，
抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２表达下调，证实细胞凋亡在大鼠
Ｈ９ｃ２心肌细胞缺氧复氧模型中具有重要作用。
　　ＬｎｃＲＮＡ是细胞体内广泛存在的一种非编码
ＲＮＡ，可在转录前水平、转录后水平及转录水平［１１］调

控其靶基因、靶蛋白的表达，从而发挥生物学作用。研

究表明，ＬｎｃＲＮＡ在肿瘤［１２］、神经退行性变［１３］、代谢性

疾病［１４］、心血管疾病［１５］中均发挥重要作用，但

ＬｎｃＲＮＡ在心脏缺血再灌注损伤中的具体作用及其调
控机制尚不明确。本课题组前期通过生物信息学方法

检测结果显示 ＬＯＣ１００３６０４９１／ＰＡＫ３／ＣＮＮＭ２信号轴
可能参与缺氧复氧后大鼠 Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡的调
控。为此本课题组通过慢病毒转染大鼠 Ｈ９ｃ２心肌
细胞构建过表达／抑制 ＬＯＣ１００３６０４９１的心肌细胞
系，ＲＴＰＣＲ检测各组 ＬＯＣ１００３６０４９１含量的变化，
结果显示采用３００ＭＯＩ的过表达／抑制ＬｎｃＲＮＡ的慢
病毒转染大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞４８ｈ可显著上调／下调
ＬＯＣ１００３６０４９１的表达水平。此外，与空载体组相比，
过表达 ＬＯＣ１００３６０４９１组的表达明显高于抑制
ＬＯＣ１００３６０４９１组，提示相同 ＭＯＩ值的慢病毒转染
Ｈ９ｃ２心肌细胞４８ｈ，过表达 ＬＯＣ１００３６０４９１组转染效

００８１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



率显著高于抑制ＬＯＣ１００３６０４９１组。
　　为探索 ＬＯＣ１００３６０４９１在 Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡中
的作用，本研究采用缺氧２４ｈ复氧６ｈ模拟心肌细胞缺
血再灌注微环境。在细胞凋亡早期，膜内侧的磷脂酰丝

氨酸外翻，可与Ｃａ２＋依赖的磷脂结合蛋白（ＡｎｎｅｘｉｎＶ）
结合；凋亡中期，线粒体膜电位发生改变，细胞色素Ｃ大
量释放进入细胞质中，引发活性氧的爆发。研究表明，

线粒体可通过释放的活性氧促进ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３切割成为
具有活性的ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３，调控细胞凋亡的发生、发
展［１０］。本研究结果显示：过表达ＬＯＣ１００３６０４９１显著降
低缺氧复氧诱导的Ｈ９ｃ２心肌细胞早期凋亡的变化及
凋亡中期活性氧的释放，提示 ＬＯＣ１００３６０４９１可能通
过线粒体活性氧途径参与大鼠 Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡的
调控。在线粒体活性氧参与的细胞凋亡途径中，Ｂｃｌ
２家族发挥重要作用［１６］。Ｂｃｌ２家族据其结构不同，
在细胞凋亡中发挥不同的作用，其中 Ｂｃｌ２、ＢｃｌＸＬ、
ＢｃｌＷ等发挥抗凋亡作用；Ｂａｘ、Ｂａｋ、Ｂｏｋ及 Ｂｉｋ、Ｂｉｄ
等发挥促凋亡作用。抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２可通过与家
族内部成员之间的相互作用，平衡促凋亡蛋白与抗

凋亡蛋白，最终影响细胞的存活与死亡［１７］。线粒体

释放的活性氧亦可通过抑制 Ｂｃｌ２，促进 Ｂａｘ的表达，
从而调控细胞凋亡的发生、发展［１８］。本研究结果显

示，过表达 ＬＯＣ１００３６０４９１可抑制线粒体活性氧的释
放，下调凋亡效应蛋白 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３及促凋亡蛋
白 Ｂａｘ的表达，同时上调抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２的表达。
提示 ＬＯＣ１００３６０４９１调控缺氧复氧后 Ｈ９ｃ２心肌细胞
凋亡的机制可能是通过抑制线粒体活性氧的释放，上

调Ｂａｘ同时下调Ｂｃｌ２，抑制ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３切割为其活性
形式ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３，最终减少细胞凋亡的发生。此
外，考虑到Ｂｃｌ２／Ｂｅｃｌｉｎ１复合物在凋亡和自噬的调控
中起到开关的作用［１９］，ＬＯＣ１００３６０４９１是否在自噬方
面发挥作用，亦值得进一步研究。

　　Ｐ２１激活激酶（ＰＡＫｓ）是小Ｇ蛋白家族成员，在细
胞骨架重构、细胞增殖等生理过程中发挥作用。近来

研究表明，ＰＡＫｓ在心血管的正常发育、心脏不良重塑
中发挥重要作用［２０］。在细胞凋亡方面，ＰＡＫ可通过激
活 ＮＦκＢ信号通路调控凋亡的发生、发展［２１－２２］。

ＭＡＯ等［２３］研究发现，过表达 ＰＡＫ１后，可激活 Ａｋｔ信
号通路，从而抑制心肌细胞凋亡。我们前期的芯片结果

亦显示ＰＡＫ３可能参与细胞凋亡的调控（未发表）。本
研究结果显示，在缺氧复氧的大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞中过
表达ＬＯＣ１００３６０４９１，其ＰＡＫ３的表达亦显著上调；同时
抑制 ＬＯＣ１００３６０４９１后，ＰＡＫ３表达下调。提示在缺氧
复氧的大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞中，ＬＯＣ１００３６０４９１可能参与

ＰＡＫ３的调控，而ＰＡＫ家族位于细胞质中，本身是活性
氧的经典下游调控分子［２４］。表明 ＬＯＣ１００３６０４９１可能
通过抑制线粒体活性氧的释放，上调ＰＡＫ３的表达，从
而起到抑制心肌细胞凋亡的保护作用。

　　综上，本研究通过体外实验证实，在大鼠 Ｈ９ｃ２心
肌细胞中过表达 ＬＯＣ１００３６０４９１可显著降低缺氧复
氧诱导的大鼠 Ｈ９ｃ２心肌细胞早期凋亡及凋亡中期
线粒体活性氧的释放。ＬＯＣ１００３６０４９１／ＰＡＫ３／Ｂｃｌ２／
ｃａｓｐａｓｅ３为其可能的调节信号轴。本研究亦有局限之
处，首先，ＬｎｃＲＮＡ可通过诱饵作用、支架分子、引导作
用及信号分子参与靶基因及蛋白的调控。我们发现

ＬＯＣ１００３６０４９１可能调控ＰＡＫ３的表达，但二者间是否
具有直接或间接的结合位点，具体通过何种方式进行

调控尚不明确，可进一步行染色质免疫共沉淀技术对

其探索研究。其次，本实验均在体外细胞模型中进行，

而ＬＯＣ１００３６０４９１在体内心肌缺血再灌注损伤模型中
是否具有抗凋亡的作用尚不清楚，有待进一步验证。
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