
[收稿日期] 　 2019-01-03 [修回日期] 　 2019-03-06
[作者简介] 　 倪斌,药师,研究方向为药学,E-mail 为 419458985@ qq. com。

·实验研究· [文章编号] 　 1007-3949(2019)27-10-0862-06

京尼平通过 miR-499 调节缺血缺氧诱导
心肌细胞线粒体途径凋亡
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[摘　 要] 　 目的　 研究京尼平对缺血缺氧诱导心肌细胞线粒体途径凋亡的调节作用及其分子机制。 方法　 培养

H9c2 细胞并进行分组处理,对照组用不含药物的 DMEM 在常氧条件下培养,缺氧组用不含药物的 DMEM 在缺氧

条件下培养,低、中、高剂量京尼平组在缺氧条件下分别用含有 2. 5 μmol / L、5. 0 μmol / L、10. 0 μmol / L 京尼平的

DMEM 处理,NC 抑制物组在常氧条件下转染 NC 抑制物,NC 抑制物+缺氧组在缺氧条件下转染 NC 抑制物,NC 抑

制物+缺氧+京尼平组在缺氧条件下转染 NC 抑制物并用含有 10. 0 μmol / L 京尼平的 DMEM 处理,miR-499 抑制物+
缺氧+京尼平组在缺氧条件下转染 miR-499 抑制物并用含有 10. 0 μmol / L 京尼平的 DMEM 处理。 比较组间心肌酶

含量、细胞凋亡率、凋亡基因及 miR-499 表达的差异。 结果　 京尼平组能够以剂量依赖性的方式降低细胞培养基

中乳酸脱氢酶(LDH)、磷酸肌酸激酶(CK)、磷酸肌酸激酶同工酶(CK-MB) 含量及细胞凋亡率和细胞中 Bax、
Caspase-3 表达,增加细胞中 Bcl-xL 及 miR-499 的表达;转染 miR-499 的抑制物能够逆转 10. 0 μmol / L 京尼平降低

细胞培养基中 LDH、CK、CK-MB 含量及细胞凋亡率、细胞中 Bax、Caspase-3 表达和增加细胞中 Bcl-xL 表达的效应。
结论　 京尼平通过 miR-499 调节缺血缺氧诱导心肌细胞线粒体途径凋亡。
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Effect of Genipin on mitochondrial pathway apoptosis of myocardial cells induced by
ischemia and hypoxia through miR-499
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the regulatory effects of Genipin on mitochondrial pathway apoptosis induced by
ischemia and its mechanisms. 　 　 Methods　 H9c2 cells were cultured and grouped. 　 The control group was cultured with
DMEM without drugs under normal oxygen condition, the hypoxia group was cultured with DMEM without drugs under hy-
poxia condition, the Genipin group was treated with DMEM containing 2. 5 μmol / L, 5. 0 μmol / L, 10. 0 μmol / L Genipin
under hypoxia condition, the NC inhibitor group was transfected with NC inhibitor under normal oxygen condition, and the
NC inhibitor+hypoxia group was transfected with NC inhibitor under hypoxic conditions, NC inhibitors+hypoxia+Genipin
group was transfected with NC inhibitor and treated with DMEM containing 10. 0 μmol / L Genipin under hypoxic
conditions, miR-499 inhibitor+hypoxia+Genipin group was transfected with miR-499 inhibitor and treated with DMEM con-
taining 10. 0 μmol / L Genipin under hypoxic conditions. 　 The differences of myocardial enzyme content, apoptotic rate,
expression of apoptotic gene and miR-499 among groups were compared. 　 　 Results 　 Genipin group could decrease
lactate dehydrogenase (LDH), creatine phosphate kinase (CK), creatine phosphate kinase isoenzymes (CK-MB) contents
in cell culture medium, cell apoptotic rate, Bax and caspase-3 expression in cells, and increased the expression of Bcl-xL
and miR-499 in cells in a dose-dependent manner. 　 Transfection with miR-499 inhibitors could reverse 10. 0 μmol / L Ge-
nipin reducing LDH, CK, CK-MB content in cell culture medium, apoptotic rate, Bax and caspase-3 expression and in-
creasing Bcl-xL expression. 　 　 Conclusion　 Genipin regulates mitochondrial apoptosis induced by ischemia and hypoxia
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via miR-499.

　 　 急性心肌梗死 ( acute myocardial infarction,
AMI)是临床上常见的心血管系统疾病,随着近年来

高血压、糖尿病、高脂血症等代谢性疾病的增多,
AMI 的发病率也呈逐年升高趋势。 冠状动脉内斑

块破裂、血栓形成所导致的冠状动脉管腔闭塞、心
肌缺血缺氧损害是 AMI 的基本病理生理特征,在缺

血缺氧条件下细胞内线粒体功能发生障碍、线粒体

细胞凋亡途径过度激活是引起心肌细胞损害的重

要病理环节[1-2]。 已有研究报道,缺血缺氧引起

miR-499 表达下调是造成心肌细胞发生线粒体途径

凋亡的分子机制,通过 miR-499 途径调节心肌细胞

线粒体途径凋亡是减轻心肌缺血缺氧损伤的重要

靶点[3-4]。 京尼平是环烯醚萜类化合物,由京尼平

苷经 β-葡萄糖苷酶水解生成,具有抗氧化、抗炎、抗
凋亡等生物学效应,对高糖引起的心肌细胞损害及

缺血再灌注引起的神经元损害均具有保护作

用[5-6]。 为了明确京尼平对缺血缺氧诱导心肌细胞

损伤的保护作用及机制,本研究具体分析了京尼平

通过 miR-499 对缺血缺氧诱导心肌细胞线粒体途径

凋亡的调节作用。

1　 材料和方法

1. 1　 主要材料

H9c2 细胞株购自 ATCC 细胞公司,京尼平购自

Sigma 公司,细胞培养试剂包括 DMEM、胎牛血清

( fetal bovine serum,FBS)、胰蛋白酶购自 Gibco 公

司,miR-499 抑制物及阴性对照 ( negative control,
NC)抑制物购自上海吉玛公司,乳酸脱氢酶( lactate
dehydrogenase,LDH)、磷酸肌酸激酶( creatine phos-
phate kinase,CK)、磷酸肌酸激酶同工酶 ( creatine
phosphate kinase isoenzyme,CK-MB)的分光光度检

测试剂盒购自上海艾美捷科技公司,TUNEL 细胞凋

亡检测试剂盒购自上海碧云天公司,B 细胞淋巴瘤

因子 2 XL ( B-cell leukemia / lymphoma 2 XL, Bcl-
xL)、Bcl-2 相关 X 蛋白(Bcl-2 associated X protein,
Bax)、含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 3(cysteinyl
aspartate specific proteinase-3,Caspase-3)的第一抗体

购自 Santa Cruz 公司,miR-499 表达的检测试剂盒购

自北京天根科技公司。
1. 2　 细胞培养及分组干预方法

H9c2 细胞用含有 5% FBS、1% 双抗的 DMEM
培养,细胞汇合至 80% ~ 90% 后用 0. 125% 胰蛋白

酶进行消化,消化后的细胞进行传代并取对数生长

期的细胞进行分组干预,每组干预条件重复 5 次,具
体如下:(1)对照组用不含药物的 DMEM 在常氧培

养箱中培养;(2)缺氧组用不含药物的 DMEM 在缺

氧培养箱(1%氧气、94%氮气、5%二氧化碳)培养;
(3)低、中、高剂量京尼平组在缺氧基础上分别用含

有 2. 5 μmol / L、5. 0 μmol / L、10. 0 μmol / L 京尼平的

DMEM 处理;(4)NC 抑制物组在常氧条件下转染

NC 抑制物;(5)NC 抑制物+缺氧组在缺氧条件下转

染 NC 抑制物;(6)NC 抑制物+缺氧+京尼平组在缺

氧条件下转染 NC 抑制物并用含有 10. 0 μmol / L 京

尼平的 DMEM 处理;(7)miR-499 抑制物+缺氧+京
尼平组在缺氧条件下转染 miR-499 抑制物并用含有

10. 0 μmol / L 京尼平的 DMEM 处理。
1. 3　 培养基中心肌酶含量的检测方法

培养 24 h 后,留取细胞培养基,采用分光光度

检测试剂盒测定 LDH、CK、CK-MB 的含量。
1. 4　 细胞凋亡率检测方法

培养 24 h 后,弃去细胞培养基、保留细胞,用
TUNEL 试剂盒进行 TUNEL 染色及 DAPI 染色后在

荧光显微镜下观察,计算高倍视野下 TUNEL 阳性数

目占 DAPI 阳性数目的百分比,即为凋亡率。
1. 5　 Western blot 检测 Bcl-xL、Bax、Caspase-3 蛋白

表达水平

培养 24 h 后,弃去细胞培养基、保留细胞,加入

蛋白裂解液提取细胞中的蛋白,将蛋白加入聚丙烯

酰胺凝胶中进行电泳,电泳分离不同分子量的蛋白

后进行电转膜,蛋白转移至 NC 膜后用 5%脱脂牛奶

封闭 2 h,而后在 4 ℃孵育 Bcl-xL、Bax、Caspase-3 的

第一抗体过夜;第二天,室温孵育第二抗体 2 h,最后

在凝胶成像仪中曝光得到蛋白条带,根据蛋白条带

的灰度值计算蛋白表达量。
1. 6　 Real-time PCR 检测 miR-499 表达水平

培养 24 h 后,弃去细胞培养基、保留细胞,采用

miRNA 提取试剂盒提取细胞中的 miRNA,采用

miRNA cDNA 第一链合成试剂盒将 miRNA 反转录

为 cDNA,采用 miRNA 荧光定量 PCR 检测试剂盒对

cDNA 中的 miR-499 进行荧光定量 PCR,软件中生

成 PCR 循环曲线及循环阈值(Ct),根据公式 2-ΔΔCt

计算 miR-499 的表达量。
1. 7　 统计学方法

采用 SPSS22. 0 软件录入数据,计量资料以 x±s
表示,多组间的比较采用方差分析,P<0. 05 为差异
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有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 不同剂量京尼平对缺氧条件下 H9c2 细胞培

养基中心肌酶含量的调节作用

与对照组比较,缺氧组 H9c2 细胞培养基中

LDH、CK、CK-MB 的含量均明显增加(P<0. 05);与
缺氧组比较,不同剂量京尼平组 H9c2 细胞培养基

中 LDH、CK、CK-MB 的含量均明显下降且随着京尼

平剂量增加,H9c2 细胞培养基中 LDH、CK、CK-MB
的含量也明显下降(P<0. 05;表 1)。
2. 2　 不同剂量京尼平对缺氧条件下 H9c2 细胞凋

亡率的调节作用

与对照组比较,缺氧组 H9c2 细胞的凋亡率明显

增加(P<0. 05);与缺氧组比较,不同剂量京尼平组

H9c2 细胞的凋亡率明显减少且随着京尼平剂量增

加,H9c2 细胞的凋亡率也明显减少(P<0. 05;图 1)。

表 1. 不同剂量京尼平对缺氧条件下 H9c2 细胞培养基中心肌酶含量的调节作用(U / L)
Table 1. Regulatory effect of different dose of Genipin on myocardial enzymes contents in H9c2 cell culture medium under
hypoxia condition(U / L)

分　 组 n LDH CK CK-MB
对照组 5 132. 51±32. 94 426. 67±75. 23 8. 12±1. 32
缺氧组 5 291. 25±53. 92a 1327. 63±215. 23a 32. 88±7. 51a

低剂量京尼平组 5 221. 37±38. 38b 1012. 35±135. 72b 25. 72±5. 62b

中剂量京尼平组 5 191. 61±32. 37c 894. 63±112. 72c 19. 38±3. 26c

高剂量京尼平组 5 170. 35±24. 81d 703. 41±97. 53d 12. 42±2. 17d

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与缺氧组比较;c 为 P<0. 05,与低剂量京尼平组比较;d 为 P<0. 05,与中剂量京尼平组比较。

图 1. 不同剂量京尼平对缺氧条件下 H9c2 细胞凋亡率的调节作用(200×,n=5)　 　 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与缺

氧组比较;c 为 P<0. 05,与低剂量京尼平组比较;d 为 P<0. 05,与中剂量京尼平组比较。

Figure 1. Regulatory effect of different doses of Genipin on H9c2 cell apoptotic rate under hypoxia condition (200×, n=5)
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2. 3　 不同剂量京尼平对缺氧条件下 H9c2 细胞中

线粒体凋亡基因表达的调节作用

与对照组比较,缺氧组 H9c2 细胞中 Bcl-xL 的

表达水平明显下降,Bax、Caspase-3 的表达水平明显

增加(P<0. 05);与缺氧组比较,不同剂量京尼平组

H9c2 细胞中 Bcl-xL 的表达水平明显增加, Bax、
Caspase-3 的表达水平明显减少,且随着京尼平剂量

增加,H9c2 细胞中 Bcl-xL 的表达水平也明显增加,
Bax、Caspase-3 的表达水平明显减少(P<0. 0 5;图 2)。

图 2. 不同剂量京尼平对缺氧条件下 H9c2 细胞中线粒体凋

亡基因表达的调节作用(n = 5) 　 　 a 为 P<0. 05,与对照组比

较;b 为 P<0. 05,与缺氧组比较;c 为 P<0. 05,与低剂量京尼平组比

较;d 为 P<0. 05,与中剂量京尼平组比较。

Figure 2. Regulatory effect of different doses of Genipin on
mitochondrial apoptotic gene expression in H9c2 cell under
hypoxia condition(n=5)

2. 4　 不同剂量京尼平对缺氧条件下 H9c2 细胞中

miR-499 表达的调节作用

与对照组比较,缺氧组 H9c2 细胞中 miR-499
的表达水平明显下降(P<0. 05);与缺氧组比较,不

同剂量京尼平组 H9c2 细胞中 miR-499 的表达水平

明显增加,且随着京尼平剂量增加,H9c2 细胞中

miR-499 的表达水平也明显增加(P<0. 05;图 3)。

图 3. 不同剂量京尼平对缺氧条件下 H9c2 细胞中 miR-499
表达的调节作用(n=5)　 　 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<
0. 05,与缺氧组比较;c 为 P<0. 05,与低剂量京尼平组比较;d 为 P<
0. 05,与中剂量京尼平组比较。

Figure 3. Regulatory effect of different doses of Genipin on
miR-499 expression in H9c2 cell under hypoxia condition(n
=5)

2. 5　 转染 miR-499 抑制物逆转 10. 0 μmol / L 京尼

平对缺氧诱导 H9c2 细胞凋亡的调节作用

与 NC 抑制物组比较,NC 抑制物+缺氧组细胞

培养基中 LDH、CK、CK-MB 的含量、细胞凋亡率、细
胞中 Bax、Caspase-3 表达水平均明显增加,细胞中

Bcl-xL 表达水平明显减少(P<0. 05);与 NC 抑制物

+缺氧组比较,NC 抑制物+缺氧+京尼平组细胞培养

基中 LDH、CK、CK-MB 的含量和细胞凋亡率、细胞

中 Bax、Caspase-3 表达水平均明显减少,细胞中 Bcl-
xL 表达水平明显增加(P<0. 05);与 NC 抑制物+缺
氧+京尼平组比较,miR-499 抑制物+缺氧+京尼平组

细胞培养基中 LDH、CK、CK-MB 的含量和细胞凋亡

率、细胞中 Bax、Caspase-3 表达水平均明显增加,细
胞中 Bcl-xL 表达水平明显减少(P<0. 05;表 2、图 4
和图 5)。

表 2. 转染 miR-499 抑制物逆转 10. 0 μmol / L 京尼平对缺氧条件下 H9c2 细胞中心肌酶的调节作用(U / L)
Table 2. Transfection of miR-499 inhibitor attenuates the regulatory effect of 10. 0 μmol / L Genipin on myocardial enzymes
contents in H9c2 cell culture medium under hypoxia condition(U / L)

分组 n LDH CK CK-MB
NC 抑制物组 5 156. 72±29. 35 426. 67±75. 23 9. 07±1. 52
NC 抑制物+缺氧组 5 327. 89±59. 15a 1474. 89±232. 77a 32. 88±7. 51a

NC 抑制物+缺氧+京尼平组 5 192. 57±27. 46b 813. 33±102. 48b 16. 69±2. 04b

miR-499 抑制物+缺氧+京尼平组 5 268. 32±42. 93c 1203. 96±201. 92c 27. 61±5. 62c

a 为 P<0. 05,与 NC 抑制物组比较;b 为 P<0. 05,与 NC 抑制物+缺氧组比较;c 为 P<0. 05,与 NC 抑制物+缺氧+京尼平组比较。
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图 4. 转染 miR-499 抑制物逆转 10. 0 μmol / L 京尼平对缺氧条件下 H9c2 细胞凋亡率的调节作用(200×,n = 5) 　 　 a 为 P<
0. 05,与 NC 抑制物组比较;b 为 P<0. 05,与 NC 抑制物+缺氧组比较;c 为 P<0. 05,与 NC 抑制物+缺氧+京尼平组比较。

Figure 4. Transfection of miR-499 inhibitor attenuates the regulatory effect of 10. 0 μmol / L Genipin on H9c2 cell apoptosis
rate under hypoxia condition (200×,n=5)

图 5. 转染 miR-499 抑制物逆转 10. 0 μmol / L 京尼平对缺氧

条件下 H9c2 细胞中线粒体途径凋亡基因表达的调节作用(n
=5)　 　 a 为 P<0. 05,与 NC 抑制物组比较;b 为 P<0. 05,与 NC 抑制

物+缺氧组比较;c 为 P<0. 05,与 NC 抑制物+缺氧+京尼平组比较。

Figure 5. Transfection of miR-499 inhibitor attenuates the
regulatory effect of 10. 0 μmol / L Genipin on mitochondrial
apoptotic gene expression in H9c2 cell under hypoxia condi-
tion(n=5)

3　 讨　 论

心肌细胞在缺血缺氧环境下发生损伤是 AMI

的基本病理生理特征,针对缺血缺氧诱导的心肌细

胞损伤进行治疗具有现实的临床价值。 在本研究

中,心肌 H9c2 细胞经缺氧处理后培养基中的心肌

酶 LDH、CK、CK-MB 含量均明显增加,提示缺氧能

够引起心肌细胞损伤、细胞破裂后多种心肌酶释放

至细胞外。 传统中药材栀子花及果实中活性成分

京尼平苷经 β-葡萄糖高酶水解生成京尼平,京尼平

属于环烯醚萜类化合物,分子量小、容易被局部组

织吸收。 已有多项研究表明,京尼平能够在心脑血

管系统中发挥细胞保护作用[7-8]。 本实验在缺氧条

件下用不同剂量的京尼平进行处理,细胞培养基中

的 LDH、CK、CK-MB 含量均明显低于缺氧组且京尼

平剂量越大,培养基中 LDH、CK、CK-MB 的含量越

低,表明京尼平能够以剂量依赖性的方式减轻缺氧

诱导的心肌细胞损伤,减少多种心肌酶的释放。
心肌细胞在缺血缺氧条件下会发生线粒体功

能障碍、线粒体内的细胞色素 C 释放进入胞质并启

动线粒体凋亡途径。 Bax 和 Bcl-xL 是线粒体膜上调

节细胞色素 C 通透性的分子,前者增加细胞色素 C
的释放并起到促凋亡作用,后者阻碍细胞色素 C 的

释放并起到抗凋亡作用[9-11];进入胞质的细胞色素

C 通过级联反应来激活 Caspase-3 并引起细胞凋

亡[12-13]。 在本实验中,缺氧组的细胞凋亡率及细胞

中 Bax、Caspase-3 的表达水平均明显高于对照组,
Bcl-xL 的表达水平低于对照组,提示缺氧能够导致

心肌细胞的线粒体凋亡途径发生激活。 在缺氧条
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件下用不同剂量的京尼平进行处理后,京尼平组的

细胞凋亡率及细胞中 Bax、Caspase-3 的表达水平均

明显低于对照组,Bcl-xL 的表达水平明显高于对照

组且京尼平剂量越大,细胞凋亡率及细胞中 Bax、
Caspase-3 的表达水平越低,Bcl-xL 的表达水平越

高,表明京尼平能够以剂量依赖性的方式抑制缺血

缺氧引起的心肌细胞线粒体途径凋亡。
在明确京尼平能够抑制缺血缺氧引起的心肌

细胞线粒体途径凋亡后,本实验进一步对潜在的分

子机制进行了探究。 miR-499 参与缺血心肌中线粒

体途径凋亡的调控,该 miRNA 能够在转录后水平抑

制 Bax、Caspase-3 的表达,进而抑制心肌的线粒体途

径凋亡[14-15]。 在本实验中,缺氧组细胞中 miR-499
的表达水平明显低于对照组,而京尼平干预后细胞

中 miR-499 的表达水平高于缺氧组且京尼平剂量越

大,miR-499 的表达水平越高,表明 miR-499 的表达

受到缺氧及京尼平的调控,进而推测京尼平可能通

过增加 miR-499 的表达来发挥抑制心肌细胞线粒体

途径凋亡的作用。 为了验证这一推测,本实验在 10
μmol / L 京尼平处理的基础上转染了 miR-499 抑制

物,通过 miR-499 抑制物来削弱京尼平上调 miR-
499 的效应,由心肌酶及细胞凋亡的分析可知:转染

miR-499 抑制物能够使 10. 0 μmol / L 京尼平降低细

胞培养基中 LDH、CK、CK-MB 含量和细胞凋亡率及

细胞中 Bax、Caspase-3 表达以及增加细胞中 Bcl-xL
表达的效应发生逆转,由此表明京尼平减轻心肌细

胞损害、抑制心肌细胞凋亡的效应部分由 miR-499
介导。

综上所述,京尼平能够减轻缺氧诱导的心肌细

胞损害、抑制缺氧诱导的心肌细胞线粒体途径凋

亡;同时,京尼平能够增加 miR-499 的表达并且增加

miR-499 表达是京尼平在缺氧条件下发挥心肌细胞

保护作用的分子机制。
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