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[摘　 要] 　 目的　 探讨 ｍｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)和衰老心肌细胞自噬之间的关系ꎮ 方法　 使用 ０、４、８、１６、２０ ｇ / Ｌ Ｄ￣半
乳糖刺激大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２ 衰老ꎬ刺激 ３、６、９ 天后ꎬβ￣半乳糖苷酶染色法检测细胞衰老水平ꎻ电镜观察 Ｄ￣半乳糖

刺激衰老大鼠心肌细胞自噬体形成ꎻ分别采用实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)及蛋白质印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测衰

老大鼠心肌细胞与正常 Ｈ９ｃ２ 细胞中 ｍｉＲＮＡ￣３０ａ、ｍｉＲＮＡ￣１２６、ｍｉＲＮＡ￣２０４ 及自噬蛋白 ＬＣ３Ｂ ＩＩ / ＬＣ３Ｂ Ｉ 表达水平ꎮ
结果　 与对照组比较ꎬ随着药物浓度的升高及刺激天数的增加ꎬ细胞染色逐渐加深ꎬ在 Ｄ￣半乳糖浓度为８ ｇ / Ｌ刺激 ９
天时ꎬ细胞染色最明显ꎻ电镜结果显示ꎬＤ￣半乳糖诱导衰老心肌细胞自噬体减少ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ衰老心肌细

胞 ＬＣ３Ｂ ＩＩ / ＬＣ３Ｂ Ｉ 水平降低ꎻ实时荧光定量 ＰＣＲ 结果显示ꎬ诱导衰老组心肌细胞中ꎬｍｉＲＮＡ￣３０ａ、ｍｉＲＮＡ￣１２６ 表达

水平明显下降ꎬｍｉＲＮＡ￣２０４ 表达水平明显上升ꎮ 结论　 Ｄ￣半乳糖诱导的衰老心肌细胞自噬水平降低的过程中ꎬ存在

ｍｉＲＮＡ￣３０ａ、ｍｉＲＮＡ￣１２６ 表达水平的降低以及 ｍｉＲＮＡ￣２０４ 表达水平的增加ꎬｍｉＲＮＡ 的差异表达可能是衰老心肌细

胞自噬水平变化的重要机制ꎮ
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　 　 衰老是机体的一种退行性变化ꎬ表现为对外界

环境的适应能力减弱ꎬ而自噬贯穿于衰老的全过

程[１]ꎮ 心肌细胞是一种长寿命分裂后期细胞ꎬ心肌

细胞的自噬对于维持心脏功能和代谢具有重要的

作用[２]ꎮ 研究显示:ｍｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)可以通过调

控自噬形成的不同阶段影响自噬水平[３￣４]ꎬ 但

ｍｉＲＮＡ 是否影响衰老心肌细胞的自噬水平ꎬ目前尚

不清楚ꎮ 本研究通过用 Ｄ￣半乳糖刺激大鼠心肌细

胞构建衰老心肌模型ꎬ探讨 ｍｉＲＮＡ 和 Ｄ￣半乳糖诱

导的衰老心肌细胞自噬之间的关系ꎬ为临床心脏疾

病的诊断和治疗提供新思路ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料与试剂

大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２ (上海中科院细胞库)ꎻ
ＬＣ３Ｂ 兔单克隆抗体(Ａｂｃａｍ 公司)ꎻ山羊抗兔辣根

过氧化物酶标抗体 (北京中杉金桥生物技术有限公

司)ꎻＤｕｌｂｅｃｃｏ􀆳ｓ Ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ Ｍｅｄｉｕｍ(ＤＭＥＭ)高糖

培养基 ( Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎻ胎牛血清 ( Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻ
ｃＤＮＡ 反转录试剂盒(Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎻ实时荧光定量

ＰＣＲ 检测试剂盒(Ｔａｋａｒａ 公司)ꎻ总 ＲＮＡ 提取试剂

盒(北京天根生化科技有限公司)ꎻ总蛋白提取试剂

盒(凯基公司)ꎻＢＣＡ 蛋白含量检测试剂盒(凯基公

司)ꎻ溶酶体 β￣半乳糖苷酶染色试剂盒(碧云天公

司)等ꎮ
１.２　 大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２ 细胞培养

使用含有 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 高糖培养基

培养大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２ꎬ培养时细胞置于 ５％ＣＯ２、
９５％空气、３７℃培养箱中培养ꎬ每 ２ 天更换 １ 次培养

基ꎬ在细胞融合度为 ８０％左右时使用含有 ０.２５％胰

酶￣乙二胺四乙酸(ＥＤＴＡ)消化传代ꎮ 当细胞传至 ３
代后ꎬ将细胞接种于 ６ 孔板中ꎬ接种密度为 ２×１０５ꎬ
待细胞融合度为 ６０％左右时进行实验ꎮ
１.３　 建立大鼠心肌细胞衰老模型

第 １ 天ꎬ取对数生长的 Ｈ９ｃ２ 细胞ꎬ胰酶消化后

按照每孔 １×１０８ 个 / Ｌ 密度接种于 ３ 块 ６ 孔板中ꎬ过
夜贴壁后ꎬ更换含有 Ｄ￣半乳糖的完全培养基ꎬ浓度

分别为 ０、４、８、１６、２０ ｇ / Ｌꎬ每孔加 ２ ｍＬꎬ隔天换液ꎬ
分别培养 ３、６、９ 天后ꎬ按照 β￣半乳糖苷酶染色试剂

盒说明书进行染色检测细胞衰老水平ꎮ 将正常大

鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２ 命名为 Ｙ￣ＮＣꎬＤ￣半乳糖诱导的衰

老大鼠心肌细胞命名为 Ｏ￣ＮＣꎮ
１.４　 β￣半乳糖苷酶染色法鉴定细胞衰老水平

按照碧云天使用说明书对细胞衰老水平进行鉴

定ꎬ即 Ｄ￣半乳糖刺激衰老一定时间后ꎬＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ
加入 １ ｍＬ β￣半乳糖苷酶染色固定液ꎬ常温固定

１５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤细胞 ３ 次ꎬ加入 １ ｍＬ 染色工作液ꎬ
３７℃孵育过夜ꎬ普通光学显微镜下观察ꎮ 染色结果判

定ꎬ在光学显微镜下观察到变成蓝色表达的 β￣半乳

糖苷酶的细胞ꎬ计数 １００ 个细胞中该阳性细胞比例ꎮ
１.５　 电镜观察大鼠心肌细胞自噬体的产生

取生长良好的大鼠心肌细胞(Ｙ￣ＮＣ)及 Ｄ￣半乳

糖诱导衰老心肌细胞(Ｏ￣ＮＣ)ꎬ按照 １×１０１０个 / Ｌ 的

密度接种于 １００ ｍｍ 培养皿中ꎬ待其贴壁后ꎬＰＢＳ 洗

涤细胞 ２ 次ꎬ使用细胞刮收集细胞后ꎬ加入 ２％戊二

醛固定ꎬ更换 ０.１ ｍｏｌ / Ｌ 二甲砷酸钠缓冲液ꎬ然后加

入 １％饿酸浸泡ꎬ酒精脱水ꎬ环氧丙烷浸透ꎬ包埋ꎬ制
作超薄切片后ꎬ置于电镜下观察细胞超微结构ꎮ
１.６　 荧光定量 ＰＣＲ 检测大鼠心肌细胞 ｍｉＲＮＡ 的表

达水平

取对数生长的正常细胞株及 Ｄ￣半乳糖诱导衰

老细胞株ꎬ胰酶消化后细胞接种于 ６ 孔板中ꎬ每组接

种 ３ 孔ꎬ待细胞融合至 ８０％左右时ꎬＰＢＳ 洗涤细胞 ２
次ꎬ按照 ＲＮＡ 提取试剂盒说明书提取 ＲＮＡꎬ琼脂糖

凝胶电泳检测 ＲＮＡ 的完整性ꎬ并按照 ｃＤＮＡ 反转录

试剂盒说明书合成 ｃＤＮＡꎻｍｉＲＮＡ￣３０ａ、ｍｉＲＮＡ￣１２６、
ｍｉＲＮＡ￣２０４ 引物由广州锐博生物科技有限公司合

成ꎬ内部参照物为 Ｕ６ꎬ引物购自广州锐博生物科技

有限公司ꎮ 条件为:９４℃ 预变性 １０ ｍｉｎꎬ９４℃ 变性

３０ ｓ、５８℃退火 ３０ ｓ、７２℃延长 ３０ ｓꎬ扩增 ４０ 个循环ꎮ
９４℃预变性 １０ ｍｉｎꎬ９４℃变性 ３０ ｓ、５８℃退火 ３０ ｓ、
７２℃延长 ３０ ｓꎬ扩增 ４０ 个循环ꎮ
１.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测自噬相关蛋白ＬＣ３Ｂ ＩＩ / ＬＣ３Ｂ Ｉ
的表达水平

取对数生长的正常细胞株及 Ｄ￣半乳糖诱导衰

老细胞株ꎬ胰酶消化后细胞接种于 １００ ｍｍ 培养皿

中ꎬ每组接种 ４ 块皿ꎬ待细胞融合至 ８０％左右时ꎬ
ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次ꎬ使用总蛋白提取试剂盒提取细

胞总蛋白ꎬ４℃、１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ收集上清ꎬ
使用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎮ 然后将每组蛋白定量

至 ３０ μｇꎬ经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶(ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ)电泳ꎬ８０ Ｖ ３０ ｍｉｎꎬ１２０ Ｖ ６０ ｍｉｎꎬ１５ Ｖ 恒压

转膜 １０ ｍｉｎꎬ经一抗 ４℃过夜ꎬ二抗室温孵育 ２ ｈ 后ꎬ
加入显色底物ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 为内参ꎬ凝胶成像分析仪

上成像分析ꎬ计算灰度值比值ꎮ
１.８　 统计学方法

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６.０ 和 ＳＰＳＳ １７.０ 软件对

实验数据进行分析ꎬ结果以 ｘ±ｓ 表示ꎬ计量资料采用

单因素方差分析ꎬ两独立样本的比较采用 ｔ 检验ꎬＰ<
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０.０５ 表示差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 大鼠心肌细胞衰老模型的建立

Ｄ￣半乳糖诱导心肌细胞衰老ꎬ分别用 ０、４、８、
１６、２０ ｇ / Ｌ 浓度处理 ３、６、９ 天后ꎬ使用 β￣半乳糖苷

酶染色试剂盒对细胞进行染色ꎬ在光学显微镜下对

诱导衰老的细胞进行形态学检查ꎬ并计数 １００ 个细

胞中染色阳性(蓝色)细胞的个数ꎮ 如图 １ 所示ꎬ可
以看到 β￣半乳糖苷酶染色可见对照组细胞(０ ｇ / Ｌ)
染色阴性ꎬ而在 Ｄ￣半乳糖浓度为８ ｇ / Ｌꎬ刺激时间为

９ 天时ꎬ阳性细胞明显增多ꎮ 据此ꎬ该组细胞作为下

述研究中的衰老心肌细胞ꎮ

图 １. Ｄ￣半乳糖诱导的心肌细胞衰老的鉴定　 　 ａ 为 Ｐ<０.００１ꎬ
与对照组(０ ｇ / Ｌ)比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ Ｄ￣ｇａｌａｃｔｏｓｅ

２.２　 电镜观察衰老心肌细胞自噬体

电镜结果显示ꎬ正常培养的大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２
(Ｙ￣ＮＣ)线粒体结构完整ꎬ可见多个自噬体形成ꎻＤ￣
半乳糖诱导衰老的心肌细胞(Ｏ￣ＮＣ)内可见细胞膜

结构不完整ꎬ双层膜结构的自噬体形成ꎬ新月状或

环状ꎬ双层或多层膜ꎬ内含胞浆成分(图 ２)ꎮ
２.３　 ｍｉＲＮＡ 在衰老心肌细胞中的表达

Ｄ￣半乳糖诱导的衰老心肌细胞中ꎬ其 ｍｉＲＮＡ￣
３０ａ、ｍｉＲＮＡ￣１２６ 表达水平低于正常 Ｈ９ｃ２ 细胞(Ｐ<
０.０５)ꎬｍｉＲＮＡ￣２０４ 表达水平高于正常 Ｈ９ｃ２ 细胞

(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ
２.４　 ＬＣ３Ｂ ＩＩ / ＬＣ３Ｂ Ｉ 在衰老心肌细胞中的表达

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示(图 ４)ꎬＤ￣半乳糖诱导的

衰老 心 肌 细 胞 的 ＬＣ３Ｂ ＩＩ / ＬＣ３Ｂ Ｉ 的 表 达 水 平

(０􀆰 ３３８９０±０.０３６７３)明显低于正常 Ｈ９ｃ２ 细胞中 ＬＣ３Ｂ
ＩＩ / ＬＣ３Ｂ Ｉ 的表达水平(０.７３６２０±０.０９８１３ꎻＰ<０.０５)ꎮ

图 ２. 电镜显示心肌细胞中自噬体的形成(３０００×) 　 　 Ｙ￣ＮＣ
示大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２ꎻＯ￣ＮＣ 示 Ｄ￣半乳糖诱导的大鼠心肌细胞ꎻ箭
头示自噬体ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｃａｒｄｉａｃ ｍｕｓｃｌｅ
ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｓｈｏｗｅｄ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ(３０００×)

图 ３. 心肌细胞中 ｍｉＲＮＡ 表达水平　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ 与 Ｙ￣ＮＣ
比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ｉｎ ｃａｒｄｉａｃ
ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ

３　 讨　 论

衰老是机体代谢的必然阶段ꎬ在一个完整的个

体中其组织、细胞甚至分子水平都会发生非常明显

的变化[５]ꎮ 作为机体血液输送的唯一器官ꎬ衰老对

４３３ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ４ꎬ２０１７



图 ４. 心肌细胞中 ＬＣ３Ｂ ＩＩ / ＬＣ３Ｂ Ｉ 表达水平　 　 Ｙ￣ＮＣ 为正

常大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２ꎻＯ￣ＮＣ 为 Ｄ￣半乳糖诱导的大鼠心肌细胞ꎮ 　
ａ 为 Ｐ< ０.０１ꎬ 与 Ｙ￣ＮＣ 比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＬＣ３Ｂ ＩＩ / ＬＣ３Ｂ Ｉ
ｉｎ ｃａｒｄｉａｃ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ

心肌细胞尤为重要ꎮ 如有人研究证实伴随着衰老

的进程ꎬ血浆 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白水平逐渐降低ꎬ冠状动脉

因失去 Ｋｌｏｔｈｏ 基因的保护作用而出现粥样硬化[６]ꎻ
目前存在很多有关衰老的学说ꎬ如自由基学说、遗
传突变学说、线粒体损伤学说等[７]ꎮ 研究衰老常用

的模型有 Ｄ￣半乳糖致衰老模型[８]、臭氧损伤模

型[９]、 去胸腺衰老模型[１０]、自然衰老模型[１１] 等ꎮ
与其它几种衰老模型比较ꎬＤ￣半乳糖刺激衰老模型

的方法简便易行ꎬ周期较短ꎬ价格低廉ꎬ结果稳定ꎬ
已成为国内公认的刺激衰老模型ꎮ 本实验使用 Ｄ￣
半乳糖诱导大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２ 衰老时发现ꎬ短时

间(３、６ 天)低浓度(４ ｇ / Ｌ)的 Ｄ￣半乳糖刺激细胞衰

老的程度并不明显ꎬ而随着 Ｄ￣半乳糖浓度及天数的

增加ꎬβ￣半乳糖苷酶也随之增多ꎬ在 ８ ｇ / Ｌ 浓度下的

Ｄ￣半乳糖刺激心肌细胞 ９ 天后ꎬ其诱导效应达到最

大水平ꎮ 提示一定浓度的 Ｄ￣半乳糖可以在一定时

间内有效刺激心肌细胞发生衰老ꎬ表明成功构建出

Ｄ￣半乳糖衰老心肌细胞模型ꎮ
自噬是一个分解代谢过程ꎬ对细胞内稳态的维

持和营养调控具有重要作用[１２]ꎮ 而当细胞衰老时ꎬ
会发生自噬水平降低[１３￣１４]ꎮ ＬＣ３Ｂ 是自噬体中的核

心成分ꎬ其功能可以作为类似于“适配器”那样将细

胞碎片等物质传递给自噬体ꎬ新合成的 ＬＣ３Ｂ 前体

经过处理后形成暴露出甘氨酸的可溶性的 ＬＣ３Ｂ Ｉꎬ
一旦自噬被诱导ꎬＬＣ３Ｂ Ｉ 与磷酯酰乙醇胺共价结

合ꎬ形成了 ＬＣ３Ｂ ＩＩꎬ结合在自噬体的膜上[１５￣１６]ꎮ
ＬＣ３Ｂ ＩＩ 介导自噬体与溶酶体发生融合后内容物的

降解ꎬ而使 ＬＣ３Ｂ 无法进行切割形成 ＬＣ３Ｂ Ｉꎬ可以很

好的避免自噬体与溶酶体发生结合ꎬ从而避免自噬

体内容物的降解ꎮ 这样ꎬ通过对 ＬＣ３Ｂ 蛋白的修饰

可以调节自噬的最终过程[１５]ꎮ 因此ꎬ ＬＣ３Ｂ ＩＩ 与

ＬＣ３Ｂ Ｉ 比值成为自噬的经典指标ꎮ 本次实验结果

显示ꎬ与正常心肌细胞比较ꎬＤ￣半乳糖刺激衰老心

肌细胞中ꎬＬＣ３Ｂ ＩＩ / ＬＣ３Ｂ Ｉ 的表达水平显著下降ꎬ表
明 Ｄ￣半乳糖刺激诱导的细胞衰老可能同时伴有自

噬水平的降低ꎬ其可能机制有待进一步研究ꎮ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)可通过结合到靶 ｍＲＮＡｓ 的

３′非翻译区(ＵＴＲ)来抑制基因的转录[１７]ꎬ从而影响

基因的表达调控ꎬ在细胞的生长、发育、衰老等过程

中具有重要作用ꎬ可以作为细胞活动调控的重要参

与者ꎮ 近来研究表明ꎬｍｉＲＮＡ 可以参与到心肌细胞

的发育、心力衰竭、心肌肥大等过程中[１８￣１９]ꎮ 相同

ｍｉＲＮＡ 可以在不同疾病中表达ꎬ而不同 ｍｉＲＮＡ 也

可以在同一种疾病中表达ꎮ 有实验证实ꎬ在肾透明

细胞癌患者肾组织标本总 ｍｉＲＮＡ￣２０４ 水平显著下

降[２０]ꎬ而进一步研究发现 ｍｉＲＮＡ￣２０４ 可能是通过

抑制自噬从而影响肿瘤细胞的增殖ꎬ即其可能机制

为通过抑制肿瘤细胞 ＬＣ３Ｂ 的表达ꎬ从而抑制自噬

的发生ꎮ Ｊｉａｎ 等[２１]指出ꎬ缺氧诱导的心肌细胞自噬

实验中ꎬｍｉＲＮＡ￣２０４ 可以下调 ＬＣ３Ｂ 抑制自噬过程ꎮ
ｍｉＲＮＡ￣３０ａ 可以通过抑制 Ｂｅｃｌｉｎ１ 介导的自噬来影

响肿瘤细胞对药物的敏感性[２２]ꎮ Ｚｈｕ 等[２３]发现ꎬ自
噬相关蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１ 是 ｍｉＲＮＡ￣３０ 的直接靶基因ꎬ过
表达 ｍｉＲＮＡ￣３０ 可以降低由雷帕霉素所造成的自噬

水平ꎮ 而 ｍｉＲＮＡ￣１２６ 与血管的新生、癌细胞的发生

和迁移及一些先天性免疫疾病中有着密切的关

系[２４]ꎮ 本研究结果显示ꎬＤ￣半乳糖刺激衰老的心肌

细胞模型中ꎬｍｉＲＮＡ￣３０ａ 和 ｍｉＲＮＡ￣１２６ 的表达水平

降低ꎬ而 ｍｉＲＮＡ￣２０４ 的表达水平在细胞发生衰老后

明显增加ꎬ由此提示ꎬｍｉＲＮＡ 在衰老心肌细胞的表

达调控中具有明显的差异ꎬ且这种差异可能与自噬

相关ꎮ
综上所述ꎬ在 Ｄ￣半乳糖诱导的衰老心肌细胞的

自噬水平降低的过程中ꎬｍｉＲＮＡ￣３０ａ、ｍｉＲＮＡ￣２０４ 及

ｍｉＲＮＡ￣１２６ 具有重要作用ꎬ其具体的作用机制需要

进一步研究ꎮ
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