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miR-301 通过激活 Wnt / β-catenin 信号通路改善冠心病
大鼠心肌细胞凋亡

李 明, 乔晨晖, 张伟华, 吴铁军, 王志斌, 温 萌, 刘 洋, 樊开凯
(郑州大学第一附属医院心血管外科,河南省郑州市 450000)

[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨 miR-301 影响冠心病大鼠心肌细胞凋亡的机制。 [方法] 　 SD 大鼠随机分为对照组、模
型组、miR-301 激动剂组(agomir miR-301 组)、miR-301 激动剂对照组(agomir NC 组)、Wnt / β-catenin 通路抑制剂组

(Dkk1 组)及 agomir miR-301+Dkk1 组,每组 10 只。 除对照组外,其余各组均高脂喂养建立大鼠冠心病模型,连续

给药 1 周后,超声检测大鼠左心室射血分数(LVEF)、左心室短轴缩短率(FS)、左心室舒张期末内径(LVEDD)和左

心室收缩期末内径(LVESD)等心功能指标。 HE 染色观察大鼠心肌组织形态,TUNEL 检测心肌细胞凋亡,实时荧

光定量 PCR(RT-qPCR) 检测心肌组织 miR-301 表达,Western blot 检测大鼠心肌组织 Caspase-3、Bax、Wnt3a 及

β-catenin 蛋白表达。 [结果] 　 与对照组相比,模型组大鼠 LVEF、FS 降低 49. 2% 、49. 1% ,心肌组织 miR-301 表达

水平降低 69. 0% ,Wnt3a、β-catenin 蛋白表达水平降低 60. 7% 、39. 7% (P<0. 05),LVEDD、LVESD 升高 32. 2% 、
99. 6% ,心肌细胞凋亡率升高 1362. 6% ,心肌组织 Caspase-3、Bax 蛋白表达水平升高 100. 0% 、114. 6% (P<0. 05);
与模型组相比,agomir miR-301 组大鼠 LVEF、FS 升高 71. 4% 、71. 8% ,心肌组织 miR-301 表达水平升高 1935. 5% ,
Wnt3a、β-catenin 蛋白表达水平升高 102. 4% 、45. 1% (P<0. 05),LVEDD、LVESD 降低 15. 6% 、39. 2% ,心肌细胞凋

亡率降低 65. 0% ,心肌组织 Caspase-3、Bax 蛋白表达水平降低 70. 2% 、78. 4% (P<0. 05),而 Dkk1 可逆转这种现象。
[结论] 　 miR-301 通过激活 Wnt / β-catenin 信号通路改善冠心病大鼠心肌细胞凋亡。
[关键词] 　 微小 RNA-301;　 Wnt / β-catenin 通路;　 冠心病;　 心肌细胞;　 细胞凋亡
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MiR-301 improves cardiomyocyte apoptosis in rats with coronary heart disease by ac-
tivating Wnt / β-catenin signaling pathway
LI Ming, QIAO Chenhui, ZHANG Weihua, WU Tiejun, WANG Zhibin, WEN Meng, LIU Yang, FAN Kaikai
(Department of Cardiovascular Surgery, the First Affiliated Hospital of Zhengzhou University, Zhengzhou, Henan 450000, China)
[ABSTRACT] 　 　 Aim 　 To investigate the mechanism of microRNA-301 ( miR-301 ) influencing cardiomyocyte
apoptosis in rats with coronary heart disease (CHD). 　 　 Methods　 SD rats were randomly divided into control group,
model group, miR-301 agonist group (agomir miR-301 group), miR-301 agonist control group (agomir NC group), Wnt /
β-catenin pathway inhibitor group (Dkk1 group), and agomir miR-301+Dkk1 group, 10 rats in each group. 　 Except for
the control group, the other groups were fed with high-fat diet to establish a CHD model, and after 1 week of continuous ad-
ministration, ultrasound was used to detect the left ventricular ejection fraction (LVEF), left ventricular fractional shorten-
ing (FS), left ventricular end-diastolic diameter (LVEDD), left ventricular end-systolic diameter (LVESD) and other
cardiac function indicators in rats. 　 HE staining was used to observe the morphology of rat myocardium, TUNEL was used
to detect cardiomyocyte apoptosis, real-time fluorescent quantitative PCR (RT-qPCR) was used to detect the expression of
miR-301 in myocardial tissue, Western blot was used to detect the protein expression of Caspase-3, Bax, Wnt3a and
β-catenin in rat myocardial tissue. 　 　 Results　 Compared with the control group, LVEF and FS in model group decreased
by 49. 2% and 49. 1% , the expression level of miR-301 in myocardial tissue decreased by 69. 0% , and the protein expres-
sion levels of Wnt3a and β-catenin decreased by 60. 7% and 39. 7% (P<0. 05). 　 LVEDD and LVESD increased by
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32. 2% and 99. 6% , the apoptosis rate of cardiomyocytes increased by 1362. 6% , and the expression levels of Caspase-3
and Bax proteins in myocardial tissue increased by 100. 0% and 114. 6% (P<0. 05). 　 Compared with agomir miR-301
group, LVEF and FS in agomir miR-301 group increased by 71. 4% and 71. 8% , the expression level of miR-301 in myo-
cardial tissue increased by 1935. 5% , and the protein expression levels of Wnt3a and β-catenin increased by 102. 4% and
45. 1% (P<0. 05), LVEDD and LVESD decreased by 15. 6% and 39. 2% , the apoptosis rate of cardiomyocytes decreased
by 65. 0% , and the expression levels of Caspase-3 and Bax in myocardial tissue decreased by 70. 2% and 78. 4% (P<
0. 05), while Dkk1 could reverse this phenomenon. 　 　 Conclusion　 MiR-301 can improve cardiomyocyte apoptosis in
rats with coronary heart disease by activating Wnt / β-catenin signaling pathway.
[KEY WORDS]　 microRNA-301;　 Wnt / β-catenin pathway;　 coronary heart disease;　 cardiomyocytes;　 apoptosis

　 　 冠心病( coronary heart disease,CHD)是一种缺

血性心脏病,其主要病理基础为动脉粥样硬化,可
引起血管腔狭窄或发生阻塞,导致心肌缺血引发心

肌组织损伤及心肌细胞凋亡,因此研究心肌细胞的

损伤机制对冠心病的治疗具有重要的意义[1-2]。 心

肌细胞凋亡由多种分子调控,其中微小 RNA(mi-
croRNA,miRNA)在调控细胞凋亡、自噬和再生等过

程中发挥了重要作用[3]。 研究显示,心肌梗死模型

大鼠中 miR-301 表达下调,注射转染 miR-301 模拟

物的骨髓间充质干细胞( bone marrow mesenchymal
stem cells,BMSC)分泌的外泌体后,可显著改善大鼠

心肌梗死[4]。 但关于 miR-301 与冠心病之间的关系

研究较少。 Wnt / β-catenin 通路可参与多种细胞自

噬和凋亡的调控,在心肌缺血再灌注损伤中发挥重

要的作用[5]。 本研究通过构建冠心病大鼠模型探究

miR-301 对心肌细胞凋亡的影响,并从 Wnt / β-catenin
通路探讨其可能机制。

1　 材料和方法

1. 1　 动物

SPF 级 SD 雄性大鼠 6 ~ 8 周龄,体质量为

(200±20) g,购于湖北省实验动物研究中心,许可

证号为 SCXK(鄂)2015-0018。 本研究通过郑州大

学第一附属医院伦理委员会批准。
1. 2　 主要试剂

miR-301 激动剂 ( agomir miR-301 ) 及其对照

(agomir NC)、miR-301 及 U6 引物购自上海吉玛制

药技术有限公司;SYBR Green Mix(货号:AB1158B)
购自美国 Thermofisher Scientific 公司;Wnt / β-catenin
通路抑制剂 Dkk1 购自美国 R&D Systems 公司;BCA
蛋白浓度测定试剂盒(货号:P0011)、HE 染色试剂

盒(货号:C0105S)、β-catenin 抗体(货号:AF5126)
购自上海 Beyotime 公司;One-step TUNEL Assay Kit
(Green,FITC) (货号:E-CK-A320)购自武汉 Elab-

science 公司;Caspase-3(货号:K107625P)、Bax(货

号:K001593P)、Wnt3a(货号:K009528P)、β-catenin
(货号:K008788P)及 GAPDH(货号:K200057M)抗

体购自北京 Solarbio 公司。
1. 3　 动物模型的制备及分组给药

参照文献[6]制备大鼠冠心病模型,SD 大鼠适应

性饲养 1 周后,高脂食物(胆固醇 ∶ 猪油 ∶ 丙硫氧

嘧啶 ∶ 基础饲料=1 ∶ 10 ∶ 0. 2 ∶ 86)连续喂养 6 周,
同时 10 mL / kg 脂肪乳剂灌胃,对照组给予基础饲料

喂养 6 周,间隔 24 h 后,腹腔注射垂体后叶素

(30 μg / kg),每天 1 次,连续 3 次,对照组注射等量生

理盐水。 检测大鼠心电图,超声显示 T 波高耸、心律

不齐、ST 段抬高超过 0. 1 mV,表示造模成功[7]。
将建模成功的大鼠随机分为模型组、agomir NC

组、agomir miR-301 组、Dkk1 组、agomir miR-301+Dkk1
组,每组 10 只。 agomir NC 组、agomir miR-301 组大鼠

分别尾静脉注射 agomir NC 与 agomir miR-301,终浓

度为 50 nmol / L;agomir miR-301+Dkk1 组大鼠尾静

脉注射 Dkk1 蛋白稀释液(0. 2 g / L,生理盐水稀释)
5 μL,再注射 agomir miR-301;对照组与模型组注射

等体积生理盐水,连续注射 3 天。
1. 4　 超声检测大鼠心功能

给药结束后 24 h,超声检测大鼠左心室射血分数

(left ventricular ejection fraction,LVEF)、左心室短轴

缩短率(fractional shortening,FS)、左心室舒张期末内

径( left ventricular end-diastolic diameter,LVEDD)和

左心室收缩期末内径( left ventricular end-systolic di-
ameter,LVESD)等心功能指标。
1. 5　 心脏标本采集及 HE 染色

腹腔注射 30 mg / kg 戊巴比妥钠麻醉处死大鼠,
摘除心脏,取部分心肌组织用 4% 多聚甲醛固定

48 h,常规石蜡包埋并切片,另一部分组织用生理盐

水冲洗后于-80 ℃保存。 石蜡切片经脱蜡复水后苏

木精染色 10 min,自来水冲洗,1% 伊红染色液染色

5 min,梯度乙醇脱水后,二甲苯透明,中性树胶封
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片,显微镜观察。
1. 6　 TUNEL 检测心肌细胞凋亡

取心肌组织石蜡切片,EDTA 抗原修复缓冲液

微波抗原修复,封闭后加入 TUNEL 染色液,DAPI 染
液复染细胞核,倒置荧光显微镜下观察,随机选择 5
个视野,统计分析细胞凋亡率,凋亡率=染色为绿色

凋亡细胞数 / 视野中总细胞数×100% 。
1. 7　 大鼠心肌组织 miR-301 检测

实时荧光定量 PCR( real-time fluorescent quanti-
tative PCR,RT-qPCR)检测大鼠心肌组织 miR-301
水平,miR-301 上游引物序列为 5′-GCT CTG ACT
TTA TTG CAC T-3′;下游引物序列为 5′-GAA CAT
GTC TGC GTA TCT C-3′。 反应体系共 20 μL,其中

SYBR Green Mix 10 μL,cDNA 模板 1. 0 μL,上下游

引物各 0. 5 μL,灭菌双蒸水 8 μL。 PCR 反应程序:
95 ℃,300 s;95 ℃ 15 s,62 ℃ 30 s,70 ℃ 25 s,40 个

循环,以 U6 为内参基因,采用 2-ΔΔCt 计算 miR-301
的相对表达量。
1. 8 　 Western blot 检测大鼠心肌组织 Caspase-3、
Bax、Wnt3a 及 β-catenin 的蛋白表达

取冷冻的大鼠心肌组织,低温下加入裂解液,
匀浆后离心,取上清,取 30 μg 蛋白进行 SDS-PAGE
电泳、转膜,封闭后加入 Caspase-3(1 ∶ 2 000)、Bax
(1 ∶ 1 000)、Wnt3a(1 ∶ 1 000)、β-catenin(1 ∶ 1 000)、
GAPDH(1 ∶ 3 000)一抗稀释液,孵育过夜,TBST 洗

涤后加入羊抗兔 IgG 二抗,室温孵育2 h,使用 ECL 试

剂显影,以 GAPDH 为内参,分析蛋白相对表达量。
1. 9　 统计学分析

采用 SPSS 25. 0 对数据进行统计,计量资料以

x±s 表示,对照组、模型组比较采用两样本独立 t 检
验,模型组、agomir NC 组、agomir miR-301 组、Dkk1 组

及 agomir miR-301+Dkk1 组比较采用单因素方差分

析,组间进一步两两比较行 LSD-t 检验。 P<0. 05 为

差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 大鼠心功能指标比较

造模后对照组大鼠心电图表现出规则的窦性

心律,而模型组大鼠心电图表现出心律不齐,ST 段

提高,说明造模成功(图 1)。 治疗后,与对照组相

比,模型组大鼠 LVEF、 FS 降低 49. 2% 、 49. 1% ,
LVEDD、LVESD 升高 32. 2% 、99. 6% (P<0. 05);与
模型组相比,agomir miR-301 组大鼠 LVEF、FS 升高

71. 4% 、71. 8% ,LVEDD、LVESD 降低 15. 6%、39. 2%
(P < 0. 05), Dkk1 组大鼠 LVEF、 FS 降低 27. 8%、
29. 2%, LVEDD、 LVESD 升 高 9. 3%、 10. 4% ( P <
0. 05);与 agomir miR-301 组相比,agomir miR-301 +
Dkk1 组大鼠 LVEF、FS 降低 44. 3%、37. 8%,LVEDD、
LVESD 升高 17. 3%、57. 0%(P<0. 05;表 1)。

图 1. 对照组与模型组心电图检测结果

Figure 1. ECG test results of control group and model group

表 1. 各组大鼠心功能指标比较(n=10)
Table 1. Comparison of cardiac function indexes of rats in each group(n=10)

分组 LVEF / % FS / % LVEDD / mm LVESD / mm
对照组 75. 38±5. 14 50. 39±4. 01 5. 43±0. 31 2. 66±0. 27
模型组 38. 27±3. 42a 25. 63±3. 26a 7. 18±0. 72a 5. 31±0. 44a

agomir NC 组 40. 23±4. 04 26. 54±3. 27 7. 25±0. 69 5. 28±0. 37
agomir miR-301 组 65. 59±5. 58bc 44. 03±4. 43bc 6. 06±0. 51bc 3. 23±0. 28bc

Dkk1 组 27. 64±5. 73b 18. 14±2. 45b 7. 85±0. 36b 5. 86±0. 32b

agomir miR-301+Dkk1 组 36. 55±5. 73d 27. 38±2. 67d 7. 11±0. 42d 5. 07±0. 36d

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与模型组相比;c 为 P<0. 05,与 agomir NC 组相比;d 为 P<0. 05,与 agomir miR-301 组相比。

2. 2　 大鼠心肌组织 HE 染色情况

HE 染色结果显示,对照组大鼠心肌组织结构清

晰,心肌纤维紧密,排列正常,心肌细胞大小均匀;模

型组和 agomir NC 组大鼠心肌纤维肿胀,细胞排列紊

乱,细胞核萎缩,有炎症细胞浸润;与 agomir NC 组相

比,agomir miR-301 组大鼠心肌纤维结构完整,细胞
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排列较为规则,心肌损伤明显改善;与模型组相比,
Dkk1 组大鼠心肌坏死加重、细胞排列更加紊乱,细
胞核凝缩,有大量炎症细胞浸润;与 agomir miR-301
组相比,agomir miR-301+Dkk1 组大鼠细胞排列紊乱

加重,有心肌坏死灶伴炎症浸润(图 2)。
2. 3　 大鼠心肌细胞凋亡比较

TUNEL 检测心肌细胞凋亡,DAPI 染色细胞核,

FITC 显示绿色荧光表示细胞凋亡。 对照组心肌细胞

凋亡很少;与对照组相比,模型组大鼠心肌细胞凋亡率

升高 1362. 6% (P<0. 05);与模型组相比,agomir miR-
301 组大鼠心肌细胞凋亡率降低 65. 0% (P<0. 05),
Dkk1 组大鼠心肌细胞凋亡率升高 26. 7%(P<0. 05);与
agomir miR-301 组相比,agomir miR-301+Dkk1 组大鼠

心肌细胞凋亡率升高 119. 2%(P<0. 05;图 3)。

图 2. 各组大鼠心肌组织形态

Figure 2. Morphology of myocardial tissue of rats in each group

图 3. 各组大鼠心肌细胞凋亡(n=10)
1 为对照组,2 为模型组,3 为 agomir NC 组,4 为 agomir miR-301 组,5 为 Dkk1 组,6 为 agomir miR-301+Dkk1 组。

a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与模型组相比;c 为 P<0. 05,与 agomir NC 组相比;d 为 P<0. 05,与 agomir miR-301 组相比。

Figure 3. Cardiomyocyte apoptosis of rats in each group(n=10)

2. 4　 大鼠心肌组织 miR-301 的表达

与对照组相比,模型组大鼠心肌组织 miR-301 的

表达水平降低 69. 0% (P <0. 05);与模型组相比,
agomir miR-301 组大鼠心肌组织 miR-301 的表达水平
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升高 1935. 5%(P<0. 05),Dkk1 组大鼠心肌组织 miR-
301 的表达水平降低 41. 9% (P < 0. 05);与 agomir
miR-301 组相比,agomir miR-301+Dkk1 组大鼠心肌组

织 miR-301 的表达水平降低 26. 4%(P<0. 05;图 4)。

图 4. 各组大鼠心肌组织 miR-301 的表达比较(n=10)
a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与模型组相比;c 为 P<0. 05,

与 agomir NC 组相比;d 为 P<0. 05,与 agomir miR-301 组相比。

Figure 4. Comparison of miR-301 expression in myocardial
tissue of rats in each group(n=10)

2. 5　 大鼠心肌组织 Caspase-3、Bax、Wnt3a及β-catenin的
蛋白表达

与对照组相比,模型组大鼠心肌组织 Caspase-3、
Bax 蛋白表达水平升高 100. 0% 、114. 6% ,Wnt3a、
β-catenin 蛋白表达水平降低 60. 7% 、39. 7% (P <
0. 05);与模型组相比,agomir miR-301 组大鼠心肌

组织 Caspase-3、 Bax 蛋白表达水平降低 70. 2% 、
78. 4% , Wnt3a、 β-catenin 蛋 白 表 达 水 平 升 高

102. 4% 、45. 1% (P<0. 05),Dkk1 组大鼠心肌组织

Caspase-3、Bax 蛋白表达水平升高 28. 8% 、30. 7% ,
Wnt3a、β-catenin 蛋白表达水平降低 50. 0% 、57. 5%
(P<0. 05);与 agomir miR-301 组相比,agomir miR-
301+Dkk1 组大鼠心肌组织 Caspase-3、Bax 蛋白表达

水平升高 216. 1% 、310. 5% ,Wnt3a、β-catenin 蛋白

表达水平降低 37. 6% 、24. 3% (P<0. 05;图 5)。

3　 讨　 论

冠心病为心血管疾病之一,是主要由动脉粥样
硬化病变而引起心肌缺血、缺氧的疾病,心肌缺血
导致细胞坏死是心肌细胞死亡的主要形式[8]。 冠
心病多伴血脂异常,是动脉粥样硬化的危险因素。
研究显示,高脂高糖饮食可制备冠心病模型[9],如
白延平等[10]通过高脂喂养建立冠心病大鼠模型,大
鼠心功能下降,主动脉弓有斑块形成,心肌细胞肥

图 5. 各组大鼠心肌组织 Caspase-3、Bax、Wnt3a 及
β-catenin 的蛋白表达(n=10)

1 为对照组,2 为模型组,3 为 agomir NC 组,4 为 agomir miR-301 组,
5 为 Dkk1 组,6 为 agomir miR-301+Dkk1 组。

a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与模型组相比;c 为 P<0. 05,
与 agomir NC 组相比;d 为 P<0. 05,与 agomir miR-301 组相比。

Figure 5. Expression of Caspase-3, Bax, Wnt3a and β-catenin
protein in myocardial tissue of rats in each group(n=10)

大,细胞排列紊乱,细胞变性和坏死,出现大量炎症

细胞浸润。 本研究采用高脂饮食法建立冠心病大

鼠模型,造模后大鼠心电图表现心律不齐,ST 段提

高;超声结果显示 LVEF、 FS 显著降低, LVEDD、
LVESD 显著升高;HE 染色显示大鼠心肌纤维肿胀,
细胞排列紊乱,细胞核萎缩,有炎症细胞浸润;
TUNEL 染色结果显示大鼠心肌细胞凋亡增多,与冠

心病病理特征相似,提示造模成功。
心肌细胞凋亡涉及到多通路多分子参与的过程,

miRNA 是一种小分子非编码 RNA,可通过调节心肌

细胞死亡和心肌细胞再生在心血管疾病中发挥作

用[11-12]。 如 miR-145-5p 可通过靶向 ROCK1 抑制缺
氧复氧诱导的心肌细胞凋亡[13]。 在冠心病大鼠模型
中,下调 miR-429 可减轻冠心病大鼠心肌损伤[14]。
miR-301 是 miRNA 的一种,在肿瘤研究中报道较多,
可参与调控细胞发育和分化、炎症反应、细胞凋亡等

过程[15]。 miR-301 在冠心病中的研究尚未见报道。
本研究结果发现,与模型组相比,agomir miR-301 组

大鼠 LVEF、FS 显著升高,LVEDD、LVESD 显著降

低,心肌纤维结构完整,细胞排列较为规则,心肌损

伤明显改善,且心肌细胞凋亡率显著降低,Caspase-3、
Bax 蛋白表达水平降低,提示过表达 miR-301 可显

著改善冠心病大鼠引起的心功能下降、心肌损伤及
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心肌细胞凋亡,但其具体作用机制尚不清楚。
研究显示,Wnt / β-catenin 信号通路在心血管疾

病中发挥重要作用,可参与调控心肌细胞增殖分化、
心肌纤维化和心肌重构[16]。 激活 Wnt / β-catenin 信

号通路,可显著抑制缺血再灌注模型细胞的自噬及凋

亡,减轻心肌细胞缺血再灌注损伤[17]。 另有研究表

明,miR-34a 可通过 Wnt / β-catenin 信号通路调控大

鼠心肌梗死后细胞凋亡[18]。 本研究结果发现,冠心

病大鼠心肌组织 Wnt3a、β-catenin 蛋白表达水平显著

降低,而注射 agomir miR-301 后,大鼠心肌组织Wnt3a、
β-catenin 蛋白表达水平显著升高,提示 miR-301 可能

具有激活Wnt / β-catenin 信号通路的作用。 使用 Wnt /
β-catenin 通路抑制剂 Dkk1 可显著加重冠心病大鼠

的心肌损伤和心肌细胞凋亡, agomir miR-301 与

Dkk1 共同干预后,大鼠心功能下降、心肌损伤加重,
心肌细胞凋亡增多,提示过表达 miR-301 可显著改

善冠心病大鼠的心功能及心肌损伤,减少心肌细胞

凋亡,其可能是通过激活 Wnt / β-catenin 信号通路实

现的。
综上所述,miR-301 通过激活 Wnt / β-catenin 信

号通路改善冠心病大鼠心肌细胞凋亡,但 miRNA 调

控机制复杂,其具体作用机制仍需更深入地研究。
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