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lncRNA NEAT1 调控 miR-206 对缺氧复氧大鼠心肌细胞
氧化应激损伤和凋亡的影响
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[摘　 要] 　 目的　 探讨长链非编码 RNA( lncRNA)NEAT1 调控 miR-206 对缺氧复氧诱导的心肌细胞氧化应激损伤

和凋亡的影响和机制。 方法　 体外培养 H9c2 心肌细胞,构建心肌细胞缺氧复氧模型。 实时荧光定量 PCR(RT-
qPCR)检测缺氧复氧诱导后 lncRNA NEAT1 和 miR-206 的表达水平。 将 lncRNA NEAT1 小干扰 RNA( si-lncRNA
NEAT1)、miR-206 模拟物(miR-206 mimics)分别转染 H9c2 细胞,缺氧复氧诱导后,检测细胞中丙二醛(MDA)和活

性氧(ROS)含量以及细胞上清液中乳酸脱氢酶(LDH)活性,MTT 法检测细胞存活率,流式细胞术检测细胞凋亡,
Western blot 检测含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 3( cleaved Caspase-3)和 cleaved Caspase-9 蛋白表达。 利用荧

光素酶报告基因实验以及 RT-qPCR 验证 lncRNA NEAT1 和 miR-206 的靶向结合关系。 结果 　 缺氧复氧诱导后

H9c2 细胞中 lncRNA NEAT1 的表达显著升高,miR-206 的表达显著降低(P<0. 05)。 转染 si-lncRNA NEAT1 或 miR-
206 mimics 处理缺氧复氧 H9c2 细胞,细胞存活率显著升高,MDA、ROS 含量以及 LDH 活性显著降低,cleaved
Caspase-3 和 cleaved Caspase-9 蛋白的表达显著降低,细胞凋亡率显著降低(P<0. 05)。 lncRNA NEAT1 靶向 miR-
206 并负调控 miR-206 表达。 抑制 miR-206 部分逆转沉默 lncRNA NEAT1 对缺氧复氧诱导的心肌细胞氧化损伤和

凋亡的影响(P<0. 05)。 结论　 沉默 lncRNA NEAT1 通过上调 miR-206 可减轻缺氧复氧诱导的心肌细胞氧化应激

损伤和细胞凋亡,进而发挥心肌保护作用。
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Effects of lncRNA NEAT1 on oxidative stress injury and apoptosis of hypoxic-reoxy-
genated rat cardiomyocytes by regulating miR-206
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect and mechanism of lncRNA NEAT1 on hypoxia / reoxygenation induced
oxidative stress injury and apoptosis of cardiomyocytes by regulating miR-206. 　 　 Methods　 H9c2 cardiomyocytes were
cultured in vitro to construct cardiomyocyte hypoxia / reoxygenation model. 　 Real-time quantitative PCR (RT-qPCR) was
used to detect the expression of lncRNA NEAT1 and miR-206 after hypoxia / reoxygenation induction. 　 LncRNA NEAT1
small interference RNA (si-lncRNA NEAT1) and miR-206 mimics (miR-206 mimics) were transfected into H9c2 cell, re-
spectively. 　 After hypoxia / reoxygenation induction, the kit was used to detect the content of malondialdehyde (MDA) and
reactive oxygen species (ROS) in the cell and the content of lactate dehydrogenase (LDH) in the cell supernatant, MTT
assay was used to detect cell activity, flow cytometry was used to detect cell apoptosis, and Western blot was used to detect
the expression of cleaved Caspase-3 and cleaved Caspase-9 proteins. 　 The luciferase reporter assay and RT-qPCR were
used to verify the targeted binding relationship between lncRNA NEAT1 and miR-206. 　 　 Results　 After the induction of
hypoxia / reoxygenation, the expression of lncRNA NEAT1 in H9c2 cell was significantly increased, while the expression of
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miR-206 was significantly decreased (P<0. 05). 　 After transfection with si-lncRNA NEAT1 or miR-206 mimics, the sur-
vival rate of H9c2 cell was significantly increased, MDA, ROS contents and LDH activity were significantly reduced, and
the expression of cleaved Caspase-3 and cleaved Caspase-9 proteins were significantly reduced, and the apoptosis rate was
significantly reduced (P<0. 05). 　 lncRNA NEAT1 targets miR-206 and negatively regulates miR-206 expression. 　 Inhi-
bition of miR-206 partially reversed the effects of silencing lncRNA NEAT1 on oxidative damage and apoptosis of cardio-
myocytes induced by hypoxia / reoxygenation ( P < 0. 05 ). 　 　 Conclusion 　 Silencing lncRNA NEAT1 could reduce
hypoxia / reoxygenation-induced oxidative stress injury and apoptosis of cardiomyocytes by up-regulating miR-206, and then
exert myocardial protection.

　 　 缺血性心脏病是以心肌缺血再灌注( ischemia /
reperfusion,I / R)损伤为主要临床表现的心血管疾

病,是导致人类死亡和残疾的重要原因[1]。 在心肌

缺血期间,缺氧可引起细胞凋亡,及时再灌注恢复

氧气供应对细胞存活十分重要,然而过量活性氧的

生成促进氧化应激,促进线粒体通透性转变孔的开

放以及细胞色素 C 的释放,最终导致线粒体依赖性

细胞凋亡[2]。 因此,减少氧化应激损伤和凋亡水平

是心肌 I / R 损伤的重要治疗策略。 长链非编码

RNA(long non-coding RNA,lncRNA)是一类长度超

过 200 个核苷酸的新型非编码 RNA,大量研究表明

lncRNA 在细胞增殖、分化和代谢等多种病理生理过

程中发挥着重要作用[3]。 核富含丰富的转录本 1
(nuclear enriched abundant transcript 1,NEAT1)是近

年发现的新型 lncRNA,研究显示 I / R 心肌和缺氧复

氧( hypoxia / reoxygenation,H / R) 心肌细胞 lncRNA
NEAT1 显著上调,lncRNA NEAT1 的上调可促进心

肌细胞凋亡和自噬,加重心肌细胞 I / R 损伤,敲除

lncRNA NEAT1 对 H / R 诱导的心肌细胞凋亡具有

保护作用[4-5]。 然而,lncRNA NEAT1 在 H / R 诱导

的心肌细胞氧化应激损伤和凋亡中的作用机制并

未完全阐明。 生物信息学预测显示 miR-206 与 ln-
cRNA NEAT1 之间存在相互作用。 miR-206 是 miR-
206 / 133b 簇成员之一,研究显示 I / R 大鼠心肌 miR-
206 的表达水平显著降低,上调 miR-206 可明显缩

小梗死面积,减轻 I / R 心肌损伤[6]。 因此,本研究

拟探讨 lncRNA NEAT1 靶向 miR-206 对心肌细胞

H / R 氧化应激损伤和凋亡的影响和分子机制,以期

为 lncRNA NEAT1 / miR-206 在防治缺血性心脏病 I / R
损伤中的应用奠定理论基础。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞和主要试剂

大鼠心肌细胞 H9c2 购于中国科学院典型培养

物保藏中心;DMEM 培养基和胎牛血清购于美国

Hyclone 公司;Trizol 试剂、RIPA 裂解液、二喹啉甲酸

(bicinchoninic acid disodium,BCA)试剂盒购于上海

碧云天生物科技有限公司;SYBR Premix Ex Taq Ⅱ
试剂盒、反转录试剂盒购于大连宝生物科技有限公

司;小干扰 RNA 对照(si-Con)、lncRNA NEAT1 小干

扰 RNA ( si-lncRNA NEAT1)、miRNA 模拟物对照

(miR-Con )、 miR-206 模 拟 物 ( miR-206 mimics)、
miRNA 抑制物对照(anti-miR-Con)、miR-206 抑制物

(anti-miR-206)、空载体 ( pcDNA)、 lncRNA NEAT1
过表达载体(pcDNA-lncRNA NEAT1)、四甲基偶氮

唑蓝(methyl thiazolyl tetrazolium,MTT)试剂盒由上

海生工生物工程有限公司提供;乳酸脱氢酶( lactate
dehydrogenase,LDH)活性检测试剂盒、丙二醛(ma-
londialdehyde,MDA ) 含 量 检 测 试 剂 盒、 活 性 氧

( reactive oxygen species,ROS)检测试剂盒购于南京

建成生物工程研究所;膜联蛋白 V 异硫氰酸荧光

素 / 碘化丙啶(Annexin V-FITC / PI)细胞凋亡检测试

剂盒购于南京诺唯赞生物科技有限公司;兔源 β-
actin 抗体、兔源活化的含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白

水解酶 3 ( cleaved Caspase-3) 抗体、 兔源 cleaved
Caspase-9 抗体购于美国 Abcam 公司;辣根过氧化物

酶(horse radish peroxidase,HRP)标记山羊抗兔 IgG
二抗购于北京百奥莱博科技有限公司。
1. 2　 细胞培养和模型构建

采用含 15%胎牛血清的高糖 DMEM 培养基于

37 ℃、5%CO2 培养箱中培养 H9c2 细胞,3 天后换

液,当细胞融合度达到 50%时,胰酶消化后,进行传

代培养。 将 H9c2 细胞置于细胞培养箱中缺氧 24 h
(95%N2、5% CO2),更换新鲜培养基,然后将 H9c2
细胞置于 37 ℃、5%CO2 培养箱中复氧6 h。 RT-qPCR
检测 H/ R 后 lncRNA NEAT1 和 miR-206 的表达水平。
1. 3　 RT-qPCR 检测 lncRNA NEAT1 和 miR-206 的

表达

细胞按照上述分组进行干预后收集各组细胞,
采用 Trizol 试剂提取细胞总 RNA,按照反转录试剂

盒说明书合成 cDNA,随后按照 SYBR Premix Ex Taq
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Ⅱ试剂盒说明书对 lncRNA NEAT1 和 miR-206 进行

PCR 扩增。 miR-206 的检测以 U6 为内参, lncRNA
NEAT1 的检测以 β-actin 为内参。 按照 2-ΔΔCt 法计

算 miR-206 和 lncRNA NEAT1 的相对表达水平。
1. 4　 实验分组

采用脂质体转染法将 si-Con、si-lncRNA NEAT1、
miR-Con、miR-206 转染 H9c2 细胞 48 h 后,H / R 处理

细胞,实验分为以下几组:空白组(正常培养的 H9c2
细胞)、H / R 组、H / R+si-Con 组(转染)、H / R+si-ln-
cRNA NEAT1 组、H / R+miR-Con 组、H / R+miR-206
组。 各组细胞进行相应处理后,按照下述方法检测

细胞存活、凋亡以及氧化应激损伤变化。 为证实 si-
lncRNA NEAT1 是通过调控 miR-206 进而影响 H / R
诱导的心肌细胞氧化应激损伤和凋亡,将 si-lncRNA
NEAT1 分别与 anti-miR-Con、anti-miR-206 共转染至

H9c2 细 胞, H / R 处 理 后, 记 为 H / R + si-lncRNA
NEAT1+anti-miR-Con 组、H / R+si-lncRNA NEAT1 +
anti-miR-206 组,按照下述方法检测细胞存活、凋亡

以及氧化应激损伤变化。
1. 5　 MTT 法检测细胞存活率

将 H9c2 细胞按照 1 ×104 个 / 孔,200 μL / 孔接

种到 96 孔板,根据实验分组进行干预后,每孔加入

20 μL 的 MTT 试剂,培养箱避光孵育 4 h,弃去上清

液,加入 150 μL 的 DMSO 溶解,振荡 10 min,以仅加

培养基孔调零,使用酶标仪检测 490 nm 波长处各孔

的光密度(OD)值,计算细胞存活率。 细胞存活率=
OD 值实验组 / OD 值空白组。
1. 6 　 细胞中 MDA、ROS 含量以及细胞上清液中

LDH 活性检测

(1)MDA 含量检测:细胞按照上述分组进行相

应干预后,收集各组细胞至离心管,离心后弃上清,
加入适量提取液,超声破碎细胞,8 000 g 4 ℃离心

10 min,收集上清液,按照 MDA 含量试剂盒步骤进

行检测。
(2)ROS 水平检测:细胞按照上述分组进行相

应干预后,去除细胞培养液,按照 ROS 检测试剂盒

步骤进行操作,最后采用荧光分光光度计测定荧光

强度。
(3)LDH 活性检测:细胞培养结束后,收集细胞

上清液,按照 LDH 试剂盒使用说明检测细胞上清液

中 LDH 活性。
1. 7　 流式细胞术检测细胞凋亡

细胞按照上述分组进行干预后,每组收集 106

个细胞,用预冷的 PBS 液洗涤细胞 2 次后,离心收

集细胞,加入 100 μL 结合缓冲液重悬细胞。 分别加

入 5 μL 的 Annexin V-FITC 和 5 μL 的 PI 染色,室温

避光孵育 15 min,1 h 上机检测 H9c2 细胞凋亡

情况。
1. 8 　 Western blot 检测凋亡关键蛋白 cleaved
Caspase-3 和 cleaved Caspase-9 蛋白表达

收集各组细胞,采用 RIPA 裂解液提取细胞蛋

白,BCA 法测定蛋白浓度和纯度。 将各组蛋白样品

浓度调整到同一水平按照每泳道 30 μg 行聚丙烯酰

胺凝胶电泳。 按照常规湿法转膜-封闭-一抗孵育-
二抗孵育-化学发光显色步骤进行显影。 采用 Image
J 分析软件测定各目的条带的灰度值,以样品目的

蛋白的灰度值与 β-actin 灰度值比值表示 cleaved
Caspase-3 和 cleaved Caspase-9 蛋白的表达水平。
1. 9　 双荧光素酶报告基因实验

采用 DINAN 在线分析软件进行靶基因预测,发
现 miR-206 和 lncRNA NEAT1 之间存在部分连续结

合的核苷酸序列,于是采用双荧光素酶报告基因实

验验证 lncRNA NEAT1 和 miR-206 的靶向结合关

系。 含有 miR-206 结合位点的野生型荧光素酶报告

质粒(WT-lncRNA NEAT1)及含有 miR-206 结合位

点突变序列的突变型荧光素酶报告质粒(MUT-ln-
cRNA NEAT1)由上海吉凯基因公司完成。 将 H9c2
细胞接种到 6 孔板,利用脂质体转染法将 WT-
lncRNA NEAT1、MUT-lncRNA NEAT1 分别与 miR-
Con、miR-206 mimics 共转染至 H9c2 细胞,6 h 后更

换为完全细胞培养液,培养 48 h 后测定各组细胞荧

光素酶活性。 为验证 lncRNA NEAT1 对 miR-206 的

调控 作 用, 将 si-Con、 si-lncRNA NEAT1、 pcDNA、
pcDNA-lncRNA NEAT1 分别转染至 H9c2 细胞,转
染 48 h 裂解细胞,按照 RT-qPCR 步骤检测 miR-206
的表达。
1. 10　 统计学分析

采用 SPSS18. 0 进行统计学分析,计量资料采

用 x±s 表示,两组间比较采用 t 检验进行分析,多组

间比较采用单因素方差分析,进一步组间两两比较

采用 LSD-t 检验,以 P < 0. 05 表示差异有统计学

意义。

2　 结　 果

2. 1 　 H / R 影响心肌细胞 lncRNA NEAT1 和 miR-
206 的表达

心肌 H9c2 细胞 H / R 处理后,RT-qPCR 检测 ln-
cRNA NEAT1 和 miR-206 表达发现,相较于空白组,
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H / R 组 H9c2 细胞 lncRNA NEAT1 的表达显著增

加,miR-206 的表达显著降低(P<0. 05,表 1)。

表 1. H / R 影响心肌细胞 lncRNA NEAT1 和 miR-206 的表

达(n=9)
Table 1. Hypoxia / reoxygenation affect the expression of ln-
cRNA NEAT1 and miR-206 in cardiomyocytes (n=9)

分组 lncRNA NEAT1 miR-206

空白组 1. 04±0. 08 0. 98±0. 14

H / R 组 3. 18±0. 48a 0. 29±0. 05a

a 为 P<0. 05,与空白组比较。

2. 2　 沉默 lncRNA NEAT1 对 H / R 致心肌细胞氧化

应激和细胞存活的影响

与空白组比较, H / R 组 H9c2 细胞 lncRNA
NEAT1 的表达显著升高,细胞中 MDA 含量和 ROS
水平显著升高,细胞培养液中 LDH 活性显著升高,
细胞存活率显著降低;相较于 H/ R+si-Con 组,H / R+
si-lncRNA NEAT1 组 H9c2 细胞 lncRNA NEAT1 的

表达显著降低,细胞中 MDA 含量和 ROS 水平显著

降低,细胞培养液中 LDH 活性显著降低,细胞存活

率显著升高(P<0. 05,表 2)。

表 2. 沉默 lncRNA NEAT1 对 H / R 致心肌细胞氧化应激和细胞存活的影响(n=9)
Table 2. Effects of silencing lncRNA NEAT1 on oxidative stress and cell survival of cardiomyocytes induced by hypoxia / reox-
ygenation (n=9)

分组 lncRNA NEAT1 MDA / (μmol / L) ROS / MFI LDH / (U / L) 细胞存活率 / %

空白组 1. 02±0. 07 4. 89±0. 31 467. 34±32. 86 356. 27±46. 58 86. 56±5. 28

H / R 组 3. 31±0. 45a 17. 64±1. 08a 1361. 52±113. 78a 721. 33±64. 97a 62. 64±6. 37a

H / R+si-Con 组 3. 08±0. 49 16. 83±1. 56 1382. 66±123. 37 878. 42±58. 77 63. 87±6. 89

H / R+si-lncRNA NEAT1 组 1. 39±0. 12b 7. 64±0. 95b 797. 15±82. 86b 581. 64±63. 15b 83. 54±8. 31b

F 105. 347 324. 752 200. 040 127. 735 73. 203

P 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000

a 为 P<0. 05,与空白组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R+si-Con 组比较。

2. 3　 沉默 lncRNA NEAT1 抑制 H / R 致心肌细胞

凋亡

与空 白 组 比 较, H / R 组 H9c2 细 胞 cleaved
Caspase-3 和 cleaved Caspase-9 蛋白的表达显著升

高,细胞凋亡率显著升高;与 H / R+si-Con 组比较,
H/ R+si-lncRNA NEAT1 组H9c2 细胞 cleaved Caspase-
3 和 cleaved Caspase-9 蛋白的表达显著降低,细胞凋

亡率显著降低(P<0. 05,图 1)。
2. 4　 lncRNA NEAT1 靶向 miR-206 调控其表达

利用 DINAN 进行靶基因预测发现 miR-206 和

lncRNA NEAT1 之间存在部分连续结合的核苷酸序

列(图 2A)。 双荧光素酶报告基因实验显示,上调

miR-206 表达可降低转染 WT-lncRNA NEAT1 的

H9c2 细胞的荧光素酶活性 ( P < 0. 05) 但对转染

MUT-lncRNA NEAT1 的 H9c2 细胞的荧光素酶活性

无显著影响(图 2B)。 RT-qPCR 检测显示,与 si-Con
组比较,si-lncRNA NEAT1 组 H9c2 细胞 miR-206 的

表达显著升高;与 pcDNA 组比较, pcDNA-lncRNA
NEAT1 组 H9c2 细胞 miR-206 的表达显著降低(P<

0. 05,图 2C)。 提示,lncRNA NEAT1 靶向 miR-206
并负调控 miR-206 表达。
2. 5　 过表达 miR-206 抑制 H / R 致心肌细胞氧化应

激和细胞凋亡

与 H / R + miR-Con 组比较, H / R + miR-206 组

H9c2 细胞 miR-206 的表达显著升高,细胞中 MDA
和 ROS 含量显著降低,细胞培养液中 LDH 活性显

著降低,细胞存活率显著升高,cleaved Caspase-3 和

cleaved Caspase-9 蛋白的表达显著降低,细胞凋亡率

显著降低(P<0. 05,图 3)。
2. 6 　 抑制 miR-206 部分逆转沉默 lncRNA NEAT1
对 H / R 致心肌细胞的保护作用

与 H / R+si-lncRNA NEAT1 +anti-miR-Con 组比

较,H / R + si-lncRNA NEAT1 + anti-miR-206 组 H9c2
细胞 miR-206 的表达显著降低,细胞中 MDA 和 ROS
含量显著升高,细胞培养液中 LDH 活性显著升高,
细胞存活率显著降低,cleaved Caspase-3 和 cleaved
Caspase-9 蛋白的表达显著升高,细胞凋亡率显著升

高(P<0. 05,图 4)。
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图 1. 沉默 lncRNA NEAT1 对 H / R 致心肌细胞 cleaved Caspase-3和 cleaved Caspase-9 蛋白表达(上图)及细胞凋亡(下图)
的影响　 　 a 为 P<0. 05,与空白组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R+si-Con 组比较。

Figure 1. Effect of silencing lncRNA NEAT1 on expression of cleaved Caspase-3 and cleaved Caspase-9 proteins ( top) and
cell apoptosis (bottom) in cardiomyocytes induced by hypoxia / reoxygenation

图 2. lncRNA NEAT1 靶向负性调控 miR-206 表达　 　 A 为 NEAT1 和 miR-206 的互补序列;B 为荧光素酶活性检测;C 为相对 miR-206
的表达。

Figure 2. lncRNA NEAT1 targets and negatively regulates miR-206 expression
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图 3. 过表达 miR-206 对 H / R 致心肌细胞氧化应激、细胞存活、凋亡及 cleaved Caspase-3 和 cleaved Caspase-9 蛋白表达的

影响

Figure 3. Effect of overexpressing miR-206 on oxidative stress, cell survival and apoptosis, and expression of cleaved
Caspase-3 and cleaved Caspase-9 proteins induced by hypoxia / reoxygenation in cardiomyocytes

3　 讨　 论

血流恢复再灌注治疗是缺血性心脏病的主要

治疗手段,然而再灌注会导致缺血心肌的额外损

伤。 心肌细胞氧化应激损伤和凋亡是 I / R 损伤进展

的关键,减轻心肌细胞氧化应激损伤和凋亡对防治

心肌 I / R 损伤意义重大。
Du 等[7] 研究发现,lncRNA NEAT1 在心肌 I / R

损伤模型小鼠以及 H / R 心肌细胞中显著升高,下调

其表达通过抑制丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-acti-
vated protein kinase,MAPK)信号通路降低肌钙蛋白

和肌酸激酶水平以及 LDH 的释放,减少心肌细胞凋

亡进而保护心肌免受 I / R 损伤。 lncRNA NEAT1 在

I / R 糖尿病大鼠心肌组织中也呈高表达,其高表达

可促进血清心肌酶的产生,促进心肌细胞凋亡和自

噬,增加心肌梗死面积,加重糖尿病大鼠心肌 I / R 损

伤[5]。 与上述研究结论一致,本研究显示 H / R 诱导

后 H9c2 细胞 lncRNA NEAT1 的表达显著升高,心肌

细胞存活率显著降低,凋亡率显著增加。 采用 RNA
干扰技术沉默 lncRNA NEAT1 后,H9c2 细胞存活率

显著升高,细胞凋亡率显著降低。 Caspase 是一类与

凋亡密切相关的蛋白水解酶家族,其活化是细胞凋
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亡的中心环节。 cleaved Caspase-9 是线粒体细胞凋

亡途径的启动者,其激活通过一系列级联反应导致

细胞凋亡执行蛋白 cleaved Caspase-3 的激活,诱导

细胞凋亡[8-9]。 本研究显示沉默 lncRNA NEAT1 可

抑制 cleaved Caspase-3 和 cleaved Caspase-9 蛋白的

表达,与功能分析实验结果一致。 ROS 的产生和消

除失衡引起的氧化损伤是心肌细胞损伤的一个重

要因素,当 ROS 过量产生超出心肌细胞的抗氧化防

御系统,ROS 积累最终导致心肌损伤,导致膜脂过

氧化终产物 MDA 产生,抑制心脏功能恢复[10]。 心

肌损伤时,培养液中 LDH 释放增加,这是反应心肌

细胞损伤程度的重要指标[11]。 本研究显示 H / R 诱

导后 H9c2 细胞中 ROS 水平以及 MDA 含量显著升

高,培养液中 LDH 活性显著升高,而沉默 lncRNA
NEAT1 可减轻 H / R 处理对 H9c2 细胞 ROS、MDA
水平以及 LDH 活性的影响。 以上研究表明沉默 ln-
cRNA NEAT1 可降低心肌细胞氧化应激损伤,抑制

细胞凋亡,对 H / R 心肌细胞损伤具有保护作用。

图 4. 抑制 miR-206 部分逆转沉默 lncRNA NEAT1 对 H / R 致心肌细胞的保护作用

Figure 4. Inhibition of miR-206 partially reverses the protective effect of silencing lncRNA NEAT1 on cardiomyocytes induced
by hypoxia / reoxygenation
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　 　 lncRNA 发挥 miRNA 分子海绵作用是其参与心

肌 I / R 损伤调控的重要机制[12-13]。 为探究 NEAT1
在心肌细胞 I / R 损伤中的作用机制,采用 DINAN 进

行靶基因预测发现 miR-206 与 NEAT1 之间存在结

合位点,并通过双荧光素酶报告基因实验、RT-qPCR
证实 NEAT1 对 miR-206 靶向负性调控作用。 miR-
206 是一种肌源性 miRNA,在心脏发育和心血管疾

病中发挥重要作用。 循环 miR-206 水平可预测左心

疾病患者肺动脉高压的严重程度[14]。 miR-206 还

参与 Yes 相关蛋白(Yes-associated protein,YAP)诱

导的心肌肥大和心肌细胞存活[15]。 miR-206 过表

达还会导致实验小鼠心率和 PR 间期异常,缩短寿

命[16]。 Ding 等[17]研究显示 miR-206 通过抑制自噬

相关基因表达,抑制细胞自噬和凋亡,减轻心脏损

伤。 本研究显示,H / R 诱导后 H9c2 细胞中 miR-206
的表达水平显著降低。 过表达 miR-206 可促进细胞

存活,抑制细胞凋亡,降低 ROS、MDA 水平以及 LDH
活性,减轻 H / R 诱导的 H9c2 细胞氧化应激损伤和

凋亡。 此外, 抑制 miR-206 表达还可部分逆转

lncRNA NEAT1 对 H / R 诱导后 H9c2 细胞氧化应激

损伤 和 凋 亡 的 保 护 作 用。 提 示, 沉 默 lncRNA
NEAT1 通过上调 miR-206 表达对 H / R 诱导后心肌

细胞损伤和凋亡发挥保护作用。
综上所述, H / R 诱导后心肌细胞中 lncRNA

NEAT1 的表达显著增加,miR-206 的表达显著降低。
沉默 lncRNA NEAT1 通过靶向 miR-206 可抑制 H / R
诱导的心肌细胞氧化应激损伤和凋亡。 因此,
lncRNA NEAT1 / miR-206 分子轴有望成为防治缺血

性心脏病 I / R 损伤的新靶点。
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