
重庆医科大学学报 2025 年第 50 卷第 11 期 （Journal of Chongqing Medical University 2025.Vol.50 No.11 ）

miR-22-3p通过靶向AIFM1调控低氧诱导的肺动脉平滑肌
细胞线粒体稳态和凋亡
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【摘 要】目的：通过建立体外肺动脉高压（pulmonary arterial hypertension，PAH）模型，探讨miR-22-3p与线粒体凋亡诱导因子

1（apoptosis-inducing factor，mitochondrion-associated 1，AIFM1）对低氧诱导下肺动脉平滑肌细胞（pulmonary artery smooth 
muscle cells，PASMCs）的线粒体稳态和凋亡的影响。方法：通过低氧培养构建体外的 PAH 模型，并调控AIFM1和miR-22-3p
的表达使其升高或降低。实时荧光定量聚合酶链反应（reverse transcription quantitative polymerase chain reaction，RT-qPCR） 和
免疫印迹技术检测AIFM1、miR-22-3p和活化半胱氨酸蛋白酶-3（cleaved cysteine-aspartic protease-3，Cleaved Caspase-3）的表

达水平。细胞计数试剂盒-8（cell counting kit-8，CCK-8）检测细胞增殖活性。流式细胞术检测细胞凋亡情况。通过线粒体超

氧化物指示剂（mitochondrial superoxide indicator，mitoSOX）、腺嘌呤核苷三磷酸（adenosine triphosphate，ATP）试剂盒检测线粒

体功能。线粒体动力学使用线粒体红色荧光探针（mito-tracker red cmxros，MitoTracker） 测量线粒体周长变化。并且通过双荧

光素酶报告基因实验分析验证 AIFM1和 miR-22-3p之间的相互作用。结果：低氧诱导下，PASMCs的线粒体活性氧（reactive 
oxygen species，ROS）含量升高，ATP水平下降，线粒体裂变增加，细胞凋亡减少。AIFM1过表达能够改善线粒体稳态，并增加

细胞凋亡。miR-22-3p负调控 AIFM1，并逆转其过表达效应。结论：miR-22-3p通过靶向 AIFM1改善低氧诱导的 PASMCs线
粒体稳态、增殖活性和凋亡，旨在为肺动脉高压的预防和治疗提供潜在理论依据。
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MiR-22-3p regulates hypoxia-induced mitochondrial homeostasis and 
apoptosis of pulmonary artery smooth muscle cells by 

targeting apoptosis-inducing factor，mitochondrion-associated 1
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【Abstract】Objective：To investigate the effect of miR-22-3p and apoptosis-inducing factor，mitochondrion-associated 1（AIFM1） on 
mitochondrial homeostasis and apoptosis of pulmonary artery smooth muscle cells（PASMCs） under hypoxic conditions by establishing 
an in vitro model of pulmonary hypertension（PAH）. Methods：PASMCs were cultured under hypoxic conditions to establish an in vitro 
model of PAH，and the expression levels of AIFM1 and miR-22-3p were upregulated or downregulated. Reverse transcription quantita⁃
tive polymerase chain reaction（RT-qPCR） and Western blotting were used to measure the expression levels of AIFM1，miR-22-3p，
and cleaved cysteine-aspartic protease-3（Cleaved Caspase-3）. cell counting kit-8（CCK-8） assay was used to measure the prolifera⁃
tive activity of cells，and flow cytometry was used to measure cell apoptosis. Mitochondrial superoxide indicator（mitoSOX） and adenos⁃
ine triphosphate（ATP） assay kits were used to observe mitochondrial function and dynamics，and Mito-Tracker Red CMXRos（Mito⁃
Tracker） was used to measure the change in mitochondrial circumference. Dual-luciferase reporter assay was used to validate the in⁃

teraction between AIFM1 and miR-22-3p. Results：Hypoxia in⁃
creased the content of mitochondrial ROS，reduced the level of 
ATP，promoted mitochondrial fission，and reduced cell apoptosis in 
PASMCs. AIFM1 overexpression improved mitochondrial homeo⁃
stasis and increased cell apoptosis，while miR-22-3p negatively 
regulated AIFM1 and reversed the effect of AIFM1 overexpression. 
Conclusion：This study shows that miR-22-3p enhances mitochon⁃
drial homeostasis，proliferation，and apoptosis in hypoxia-induced 
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PASMCs by targeting AIFM1，which provides a potential theoretical basis for the prevention and treatment of PAH.
【Key words】pulmonary arterial hypertension；mitochondrial homeostasis；apoptosis

体外肺动脉高压（pulmonary arterial hyperten⁃
sion，PAH）是以肺血管明显重构和肺血管负荷逐渐

增加，进而导致右心室肥厚和重构为特征的疾病[1]。
每 100 万人中有 5~50 例患病。目前尚不清楚 PAH
的具体发病机制，缺氧诱导的血管重塑被认为是

PAH疾病进展的重要原因，肺动脉血管平滑肌细胞

增殖和凋亡的失衡在此过程中发挥了主要作用[2-3]。
因此积极探索影响 PAH 中肺血管平滑肌凋亡的途

径对PAH的预防和治疗具有重要意义。

线粒体是真核生物特有的双膜细胞器，线粒体

之间形成 1个动态的，相互连接的网络，通过调节细

胞和组织之间的信号传导来影响生物体的生理机

能[4]。在肺血管平滑肌细胞中，线粒体参与调节细

胞凋亡、氧化应激、细胞周期等一系列生理功能[5]。
目前研究表明线粒体与细胞凋亡存在密切联系，病

理条件下，大量不同的刺激如低氧、脱氧核糖核酸

（deoxyribo nucleic acid，DNA）损伤，有丝分裂停滞

等，导致了线粒体外膜透化并激活半胱天冬酶的线

粒体膜间隙蛋白的释放，影响了细胞凋亡的调控[6]，
在PAH肺血管细胞中，线粒体功能表现为氧化磷酸

化水平降低和糖酵解活性增强[7]。PAH中的线粒体

功能不良导致广泛的肺血管重塑，减少了平滑肌细

胞凋亡，增加了其增殖活性，提示在 PAH 中线粒体

功能紊乱对肺动脉平滑肌抗凋亡表型的调节具有

重要作用[8]。
线粒体凋亡诱导因子 1（apoptosis-inducing fac⁃

tor，mitochondrion-associated 1，AIFM1）是 1 种线粒

体氧化还原酶，可以从线粒体膜间隙释放到细胞核

和胞质[9]。在凋亡相关刺激下，AIFM1 可以作为半

胱天冬酶非依赖途径中的促凋亡因子，介导染色质

浓缩和大规模 DNA 降解[10]。研究证明 AIFM1 在缺

氧性心肌损伤中起重要作用，其能促进心肌细胞损

伤而加重心肌缺血[11]。研究表明，AIFM1通过穿透

线粒体膜并释放到细胞质中，促进细胞凋亡[12]。在

心肌保护策略中，调控AIFM1的细胞内表达可减缓

心肌细胞凋亡，从而减少心肌损伤[13]。AIFM1在维

持线粒体形态和能量代谢中的具有重要作用，其通

过调节线粒体的融合与裂变动态，维持其形态稳

定，从而保证线粒体功能的正常运行[14]。同时，

AIFM1参与调控线粒体的能量代谢过程，包括氧化

磷酸化和ATP合成，其功能缺失可能导致线粒体能

量生成不足，进而影响细胞的能量平衡和整体功

能[15]。因此，AIFM1 是 1 个潜在的 PAH 治疗和干预

靶点。

微小 RNA（microRNA，miRNA）是 1类内源性的

具有调控功能的小分子非编码RNA，主要通过参与

基因的转录后调控，来实现对靶基因的表达调节[16]。
越来越多的证据表明，miRNA在PAH中的作用具有

双重性[17]。一方面，某些miRNA能够延缓PAH的发

生与发展。例如，研究表明，PAH 患者中 miR-150
的表达明显降低，而miR-150的过表达能够减轻缺

氧诱导的血管壁增厚，抑制胶原纤维的形成，并下

调缺氧条件下肺组织和PASMCs中α平滑肌肌动蛋

白（alpha smooth muscle actin，α-SMA）、转化生长因

子 β1（transforming growth factor-β1，TGF-β1）和胶

原 I 的表达[18]。另一方面，miRNA 也可能促进 PAH
的发展。体外研究发现，miR-211的过表达有助于

血管壁的增厚和扩张[19]。提示 miRNA 在 PAH 中的

作用具有特异性，因此深入探讨不同miRNA在PAH
中的功能对理解其发病机制和治疗干预具有重要

意义。编码miR-22的基因位于 17号染色体的短臂

上，在包括心血管等各种组织中广泛表达，在许多

脊椎动物物种中高度保守[17]。miR-22 最初在许多

癌症中被发现具有调控线粒体功能、抑制细胞生

长，诱导细胞周期停滞、凋亡和衰老的作用[19-21]。有

研究显在急性肾损伤中 miR-22-3p 可以通过靶向

AIFM1 促进脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导的

肾细胞凋亡[21]。然而，尚不清楚在 PAH发病机制中

miR-22-3p 对 AIFM1 的调控作用及其相应生物学

效应。

本研究通过缺氧刺激 PAMSCs 在体外构建了

PAH模型，发现miR-22-3p可以通过靶向AIFM1改

善低氧诱导的 PAMSCs 线粒体稳态、增殖活性及凋

亡。旨在为 PAH 的预防和治疗理论基础提供新的

线索。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　细胞培养　原代人肺动脉平滑肌细胞（human pulmo⁃
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nary artery smooth muscle cells，HPASMC）从中乔新舟（上海，

中国）获取。将细胞培养在10%胎牛血清（Sigma，MD，美国）和

100 U/mL 青霉素-链霉素（碧云天，上海，中国）的高糖培养

基（Gibco，MD，美国）中。细胞孵育在 37 ℃的 5% CO₂的细胞

孵箱（Thermo，NE，美国）中。根据细胞状态进行消化、传代，

所有实验均在3~6代完成。为了建立体外PAH低氧模型，将肺

动 脉 平 滑 肌 细 胞（pulmonary artery smooth muscle cells，
PASMCs）在 92% N2，5% CO₂和 3% O2 的低氧孵箱（Thermo，
NE，美国）培养48 h。
1.2　方法

1.2.1　 细胞转染　 AIFM1 小干扰 RNA（AIFM1 siRNA）、

AIFM1 过表达载体（pcDNA3.1-AIFM1）、miR-22-3p 模拟物

（miR-22-3p mimics）、miR-22-3p抑制剂（miR-22-3p inhibi⁃
tor）及 其 相 应 的 阴 性 对 照（mimics NC、inhibitor NC、

pcDNA3.1-NC、si-NC）均购自吉玛基因（上海，中国）。将

PAMSCs种植在 6孔板或 96孔板中，观测细胞密度约为 60%
时，使用 lipofectamineTM 3000 （Invitrogen，CA，美国）和 Opti-
MEMTM Medium （Invitrogen，CA，美国）进行转染。48 h后，用

实时荧光定量聚合酶链反应（reverse transcription quantita⁃
tive polymerase chain reaction，RT-qPCR）测定转染的效率。

1.2.2　RT-qPCR　使用 RNAex Pro RNA（艾可瑞，湖南，中

国）从细胞中分离总 RNA。根据制造商的说明，用 Evo M-
MLV 反转录试剂盒Ⅱ（艾可瑞，湖南，中国）合成 cDNA。然

后，使用 SYBR Green Pro Taq HS 预混型 qPCR 试剂盒（艾可

瑞，湖南，中国）将 cDNA 用于在 CFX96 Real-time PCR 仪

（Bio-Rad，CA，美国）上进行的RT-qPCR测定。分别用U6和

GAPDH标准化mRNA和miRNA的相对表达，然后用2-ΔΔCT法
计算。研究中使用的引物见表1。

1.2.3　细胞计数试剂盒-8（cell counting kit-8，CCK-8）
PASMCs 以每孔 3×10³个细胞的密度接种于 96孔板中，每孔

加入 100 μL 培养基。按照试剂说明书，将 CCK-8 试剂以

10 μL CCK-8 试剂与 90 μL 新鲜培养基的比例混合。吸弃

每孔中的旧培养基后，每孔加入 100 μL新配制的 CCK-8混

合液，置于 37 ℃、5% CO₂培养箱中孵育 1 h。使用微板读数

器（Bio-Rad Laboratories，CA，USA）在 450 nm 波长下测定各

孔的吸光度（absorbance，A）值。

1.2.4　细胞凋亡　使用 Annexin V-FITC Apoptosis Detection 
Kit（碧云天，上海，中国）检测细胞凋亡。按照说明，每个样

本收集 3×105 个细胞，用 PBS 洗涤 2 次，分别加入 Annexin 
V-FITC和碘化丙啶，轻轻混匀，避光孵育 15 min对细胞进行

染色。随即用 BD flow cytometer（BD Bioscience，NJ，USA）进

行检测。数据通过 Flowjo V10 软件（BD Biosciences，NJ，
USA）进行分析。

1.2.5　线粒体活性氧　使用 MitoSOX ™ Red Mitochondrial 
Superoxide Indicators （Thermo，CA，USA）测定 PASMCs 中的

线粒体活性氧（reactive oxygen species，ROS）。按照说明书

准备MitoSOX™ Red储存液和工作液。每组收集 3×105个细

胞，将细胞用工作液染色，避光孵育 15 min。之后用HBSS洗

涤3次。随即用流式细胞仪进行分析。

1.2.6　腺嘌呤核苷三磷酸（adenosine triphosphate，ATP）　使

用Enhanced ATP Assay Kit（碧云天，上海，中国）检测PASMCs
中的ATP含量。按照说明书配置工作液。每样用ATP检测

裂解液处理后，转移至已加入工作液的不透光 96 孔板中。

随后使用 luminometer（Bio-Rad Laboratories，CA，USA）进行

分析。

1.2.7　线粒体红色荧光探针（mito-tracker red cmxros，Mito⁃
Tracker）　使用 Mito-Tracker Red CMXRos（懋康，上海，中

国）评估线粒体周长。向共聚焦皿加入 Mito-Tracker Red 
CMXRos使其终浓度为 400 nm。避光孵育 20 min后，用 PBS
清洗 2次。使用激光扫描共聚焦显微镜（Nikon，Japan）获得

图像。数据采用 Image J分析。

1.2.8　免疫印迹　PASMCs 的蛋白质使用含有蛋白酶抑制

剂的强效裂解液（碧云天，上海，中国）提取。然后使用二喹

啉甲酸（bicinchoninic acid，BCA）试剂盒（碧云天，上海，中

国）测定蛋白质浓度。裂解样品用成十二烷基磺酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis，SDS-PAGE）分离，然后转移到至聚偏二氟乙

烯（polyvinylidenefluoride，PVDF）膜上。然后，将膜与包括

AIFM1（1∶1 000，ab32516，abcam）、活化半胱氨酸蛋白酶-3
（cleaved cysteine-aspartic protease-3，Cleaved Caspase-3）（1∶
1 000，Asp175，CST）。β-actin一抗（1∶5 000，R23613，正能）

作为上样对照。用洗涤缓冲液（tris-buffered saline，TBST）
（Servicebio，武汉，中国）洗涤后，将膜与相应二抗（正能，成

都，中国）一起温育 60 min。最后，用增强型化学发光试剂

（enhanced chemiluminescence，ECL），（正能，成都，中国）覆

盖薄膜，并用明胶滤光器（gelatin light filter，GEL）影像系统

（Bio-Rad，CA，USA）进行图像处理。利用 Image J 软件对蛋

白质定量分析。

1.2.9　双萤光素酶报告基因检测　将 AIFM1 3′-UTR 序列

的野生型（wt）和突变型（mut）报告基因序列克隆到萤光素酶

报告基因载体（luciferase reporter vectors，PGL3），（吉玛，上海，

中国）中。然后，将细胞铺在 24孔板上，使用LipofectamineTM 
3000（Invitrogen，CA，USA）将 AIFM1-wt 或 AIFM1-mut 质粒

和miR-22-3p inhibitor、mimics、NC共转染。转染 48 h后，使

用双萤光素酶报告基因测定系统（Promega，WI，USA）检测相

对萤光素酶活性。

1.3　统计学方法

使用 GraphPad Prism 软件（版本 8.3.0）进行。对于符合

正态分布的计量资料数据，以均数±标准差（x±s）表示，两

组间比较采用 Student’s t 检验；多组间比较采用 Kruskal-
Wallis检验。检验水准设为α=0.05。

表 1　RT-qPCR 引物序列

引物名称

hsa-miR-22-3p-F
hsa-miR-22-3p-R
H-AIFM1-F
H-AIFM1-R
U6-F
U6-R
GAPDH-F
GAPDH-R

序列（5′→3′）
GCGAAGCTGCCAGTTGAAG
AGTGCAGGGTCCGAGGTATT
ACGCTGTTGTGAGTGGAAGA
ACTGTGGGCAAACTACTGTCC
CTCGCTTCGGCAGCACA
AACGCTTACGAATTTGCGT
GCACCGTCAAGGCTGAGAAC
TGGTGAAGACGCCAGTGGA
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2　结 果

2.1　PAH低氧体外模型的建立

建立了缺氧诱导的体外 PAH 模型，课题组发现低氧诱

导后，PASMCs 中 AIFM1 蛋白表达降低（图 1A、B），miR-22-
3p 表达升高（图 1C）。与对照组相比，低氧诱导的 PAMSCs

的细胞活性明显增加（图1D），同时细胞凋亡减少（图1E、F）。

随后，本课题组发现低氧处理改变了线粒体功能，表现为低

氧组 ROS 水平升高（图 1G、H），ATP 产生水平降低（图 1I）。

同时，线粒体形态学方面，Mitotracker 数据显示缺氧刺激导

致 PAMSCs 线粒体周长减小（图 1J、K），表明线粒体分裂增

加。上述结果表明，缺氧处理介导了体外培养的PAMSCs的
线粒体稳态失调和增殖活性及凋亡失衡。

注：a，与Control组比较，P<0.05
图 1　低氧诱导 PASMCs 凋亡减少和线粒体稳态失衡
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2.2　AIFM1介导PASMCs线粒体稳态及凋亡

为研究 AIFM1 在 PASMCs 中的作用，本课题组转染了

AIFM1 siRNA 和 pcDNA3.1-AIFM1 以实现 AIFM1 的敲低和

过表达（图 2A~C）。AIFM1 过表达进一步降低了低氧诱导

下 PASMCs 的细胞活性（图 2D），并促进了细胞凋亡（图

2E、F），同时增强了 Cleaved Caspase-3 的蛋白表达。相

反，AIFM1 敲低则减弱了这些效应（图 2B、C）。此外，

AIFM1 过表达减少了低氧条件下 PASMCs 的 ROS 释放（图

2G、H）和 ATP 水平（图 2I），并增加了线粒体周长（图 2J、
K），敲低 AIFM1 则可以观察到相反的结果。这些数据表

明，AIFM1 在低氧诱导的 PASMCs 中促进了细胞凋亡和线

粒体紊乱。

注：a，与Control组比较，P<0.05；b，与Hypoxia组比较，P<0.05；c，与Hypoxia组比较，P<0.05
图 2　AIFM1 介导低氧诱导的 PASMCs 凋亡和线粒体稳态
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2.3　miR-22-3p靶向负调控AIFM1的表达

为了探究 miR-22-3p 对 AIFM1 的调控作用，本课题组

通过检索 TargetScan数据库发现，AIFM1是 miR-22-3p的潜

在靶标之一（图 3A）。并通过双荧光素酶报告基因实验进一

步证实了miR-22-3p直接作用于AIFM13′ UTR（图 3B）。同

时，本课题组发现低氧诱导下 miR-22-3p 表达升高，AIFM1 
mRNA 和蛋白水平均下降，进一步研究中，本课题组利用

miR-22-3p mimics 和 inhibitor 分别提高和抑制 miR-22-3p
的表达水平，并观察AIFM1的相应改变。结果表明miR-22-
3p mimics可以抑制缺氧的 PASMCs中 AIFM1 mRNA（图 3C）
和蛋白质（图 3D、E）的表达，而 miR-22-3p inhibitor 则引起

相反的改变。这些数据表明，在低氧处理的 PASMCs 中

miR-22-3p靶向负调控AIFM1的表达。

2.4　miR-22-3p 介导低氧诱导 PAMSCs 的线粒体功能稳态

和凋亡

为了验证miR-22-3p对低氧处理下PASMCs的影响，本

课题组检测了 miR-22-3p 在低氧情况下的表达，并使用 
miR-22-3p mimics 和 inhibitor 成功建立了具有 miR-22-3p
过表达和抑制的低氧 PASMCs 细胞模型。本研究发现低氧

处理促进了 miR-22-3p 的表达（图 4A），同时 miR-22-3p 

mimics 的转染提高了低氧诱导后 PASMCs 的细胞活性（图

4B），减少了 Cleaved Caspase-3的表达（图 4C、D），抑制了细

胞凋亡（图 4E、F）；而 miR-22-3p inhibitor干预效果则相反。

同时本课题组在线粒体相关检测中发现，miR-22-3p mimics
的转染可降低 ROS 释放（图 4G、H），和 ATP 含量（图 4I）；并

进一步导致线粒体周长下降，miR-22-3p inhibitor转染导致

相反的效果（图 4J、K）。综上所述，在低氧诱导的 PAH 细胞

模型中，miR-22-3 升高并改善了 PASMCs 的凋亡抵抗和线

粒体稳态失衡。

2.5　miR-22-3p逆转AIFM1的功能

为验证 miR-22-3p 靶向负调控 AIFM1 的生物学功能，

本课题组在低氧条件下的 PASMCs 中同时过表达了 AIFM1
和 miR-22-3p。结果显示，pcDNA3.1-AIFM1明显提高了低

氧诱导的PASMCs中AIFM1的mRNA和蛋白水平（图5A~C），

促进了细胞增殖活性，降低了 Cleaved Caspase-3水平，改善

了凋亡抵抗（图 5D~F）。同时，AIFM1过表达还改善了线粒

体稳态，包括减少ROS，增加ATP生成，增加线粒体周长，减

少线粒体分裂（图5G~K）。同时过表达miR-22-3p和AIFM1
可逆转上述变化。综上所述，在低氧诱导的 PAH 细胞模型

中，miR-22-3p的升高改善了 PASMCs的凋亡抵抗和线粒体

稳态失衡。

注：a，与mimics NC组比较，P<0.05；b，与Control组比较，P<0.05；c，与Hypoxia组比较，P<0.05
图 3　miR-22-3p 靶向 AIFM1
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3　讨 论

本研究通过低氧诱导PASMCs构建了体外PAH
模型，以探讨 miR-22-3p 和 AIFM1 在调节 PAMSCs
线粒体稳态和凋亡过程中的作用机制。本课题组

验证了缺氧条件下PAMSCs出现线粒体功能障碍和

抗凋亡表型。同时本研究发现了低氧干预提高了

miR-22-3p 表达水平，抑制了 AIFM1 的表达；进一

步研究发现了 miR-22-3p 通过负调控 AIFM1 生物

学功能，改善了细胞的线粒体功能稳态，并抑制了

细胞的凋亡。以上结果提示了抑制 miR-22-3p 改

善低氧诱导PASMCs抗凋亡表型。
肺动脉高压的特征以肺动脉血管壁内增殖与

凋亡失衡导致的血管重构为主[22-23]。Pu XY 等[24]研
究者已证实，临床患者的 PASMCs 具有抗凋亡和过

度增殖的特性，而平滑肌过度增殖和肥大，则导致

血管狭窄肺动脉压力增大[25]。临床研究提示，增加

平滑肌细胞对凋亡的敏感性可能对治疗 PAH 有

益[26]。本研究观察到体外模型中PASMCs的Cleaved 
Caspase-3的表达降低，提示凋亡通路被抑制，流式
细胞实验进一步证实了低氧诱导 PAH 模型中

注：a，与Control组比较，P<0.05；b，与Hypoxia组比较，P<0.05；c，与Hypoxia组比较，P<0.05；d，与Control组比较，P>0.05
图 4　miR-22-3p 介导低氧诱导的 PASMCs 凋亡和线粒体稳态
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PASMCs的抗凋亡表型。

在 PAH 患者的 PASMCs中，线粒体异常作为氧

传感器起重要作用，并参与细胞凋亡、Ca2+信号传

导、葡萄糖代谢等病理生理过程调控[27-28]。PAH 线

粒体代谢发生障碍，特别是能量产生从氧化磷酸化

（Oxidative phosphorylation，OXPHOS）转移到糖酵解

注：a，与Hypoxia组比较，P<0.05；b，与Hypoxia+pcDNA3.1-AIFM1组比较，P<0.05
图 5　miR-22-3p 逆转 AIFM1 的功能
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和乳酸发酵以维持ATP产生和细胞存活，以支持肿
瘤细胞不受控制的生长[29]。目前的研究表明，低氧
诱导的PASMCs中表现为线粒体功能障碍并促使细
胞出现过度增殖和凋亡抵抗的表型[30]。线粒体
ROS，ATP 含量是评价线粒体功能的常见指标。
PASMCs 中的线粒体是 ROS 产生的主要源头，在电
子传递链合成ATP的过程中，线粒体内膜两侧的质
子梯度不平衡导致 ROS 释放[31]。线粒体膜电位的
降低和通透性转变孔（permeability transition pore，
PTP）的开放导致电子传递链功能损伤，从而减少
ATP 的合成并增加 ROS 的生成[32]。本研究发现
ATP，ROS，提示低氧诱导下 PAMSMc线粒体功能障
碍。此外，线粒体形态改变，即融合和裂变，也是线
粒体稳态的重要评价指标[33]。本研究发现线粒体裂
解增加。以上结果提示着低氧条件下PASMCs中的
线粒体稳态失衡，可能进一步促进了其抗凋亡特性。

AIFM1是 1种位于染色体 Xq26.1上的蛋白质，
参与包括细胞凋亡在内的多个关键生物过程[34]，其
与氧化还原酶复合体 I（nicotinamide adenine di⁃
nucleotide，NADH）有密切的相互作用，参与调节线
粒体呼吸链中的电子传递过程[35]。目前研究表明，
在不同疾病中，AIFM1的异常表达与促进细胞凋亡
密切相关[9]。例如，通过上调AIFM1的表达，可以降
低子宫颈癌细胞的活力并诱导细胞凋亡[36]，而
AIFM1 的过表达可以促进肝癌细胞凋亡[37]。而在
PAH 中，AIFM1 表达水平下降，过表达 AIFM1 可以
保护肺血管重塑，避免出现抗凋亡表型[39]。在本研
究中发现低氧诱导下AIFM1表达降低，同时本课题
组观察到，AIFM1的过表达改善了线粒体的代谢和
动力学特性，表现为降低ROS生成、增加ATP产量，
并减少线粒体的分裂，增加线粒体周长。这些变化
进一步降低了PASMCs的增殖活性，并促进了凋亡。
进一步证实了 AIFM1 与 PAH 相关 PASMCs 的凋亡
抗性表型的相关性。因此，本研究结果表明，AIFM1
可能通过调控线粒体功能和凋亡过程，成为PAH预
防和干预的潜在靶点。。

miRNA对细胞增殖、分化、凋亡、迁移和代谢等
关键生物学过程具有调控功能[38]，值得注意的是，
miRNA主要通过与mRNA的3’非翻译区（3’untrans⁃
lated region，3’UTR）区域较为松散的结合，从而抑
制靶基因 mRNA 的转录后翻译，调节靶基因功能。
在 miRNA 家族中，miR-22 与细胞凋亡密切相关。
miR-22-3p 能够通过靶向性别决定区 Y 框蛋白 9
（SRY-box 9，Sox 9）来减轻阿尔茨海默病模型小鼠
的细胞凋亡[39]。环状丝裂原活化蛋白激酶 5通过调
节 miR-22-3p/DAPK2 轴促进高糖诱导的心肌细胞
凋亡[40]。长非编码 RNA DSCR8 通过 miR-22-3p/
ARPC5 轴促进肝癌细胞增殖并抑制凋亡[41]。本研

究中发现 miR-22-3p 在 PAH 细胞低氧模型中表达
升高，利用双荧光素酶报告基因实验发现 miR-22-
3p与AIFM1 mRNA 3’UTR直接结合，AIFM1 mRNA
和蛋白水平下降，佐证了miR-22-3p介导AIFM1的
表达。AIFM1主要定位于线粒体内膜间隙，当细胞
受到严重应激（如氧化应激、DNA 损伤等）时，
AIFM1从线粒体释放到细胞质，并进一步转移至细
胞核。一方面在细胞核中，AIFM1 可以与 DNA 结
合，导致 DNA 片段化和染色质凝聚，从而非胱天蛋
白酶依赖的凋亡途径；另一方面全长AIFM1也可以
促进半胱氨酸蛋白酶-3（Cysteine-aspartic protease-
3，Caspase-3）转录，从而促进经典凋亡途径[36]，因此
miR-22-3p可能通过介导 AIFM1的表达水平，从而
在调控细胞凋亡中发挥重要作用。本课题组在进
一步验证发现，PAMSCs 中过表达 AIFM1 的促凋亡
功能可以被miR-22-3p模拟物（miR-22-3p mimics）
逆转，表现为miR-22-3p和AIFM1 mRNA水平同时
升高，AIFM1 蛋白水平进一步下降，线粒体稳态失
衡，如ROS水平升高、线粒体膜电位下降、ATP含量
下降、线粒体分裂增加，凋亡减少。这些观察结果
进一步佐证了 miR-22-3p可以负调控 AIFM1，导致
细胞凋亡减少，这种改变可能是通过线粒体稳态来
介导的。提示 miR-22-3p/AIFM1 轴可能是 PAH 的
潜在干预靶点，为未来的治疗提供了新的研究靶点。

本研究存在一定的局限性，主要体现在实验模
型的选择上。尽管本课题组基于体外低氧模型进
行了实验，获得了初步的直接数据，但该模型可能
无法全面反映PAH的复杂性。例如，体外模型无法
完全模拟细胞间的相互作用，以及全身性反应对平
滑肌细胞凋亡的影响。因此，未来的研究应考虑结
合体内模型，以更全面地理解PAH的机制和相关生
物过程。

综上所述，本研究通过缺氧诱导 PASMCs 建立
了体外 PAH 模型，并验证了 miR-22-3p 可以通过
负调节AIFM1来调控缺氧刺激下PAMSCs的线粒体
稳态，进而改善凋亡抵抗。因此，miR-22-3p/
AIFM1轴可能成为临床预防和治疗PAH的潜在治疗
靶点。但是本研究仍有不足，需要进一步通过动物
实验进行验证，以及对AIFM1的下游机制进行探索。
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