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miR-330-5p 调控 Nox4 对缺氧复氧大鼠胚胎心肌细胞 
损伤影响的实验研究

黄 毅，王琮翰（西安市人民医院心血管内科，西安  710004）

摘  要：目的 研究 miR-330-5p 调控烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶 4（nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
oxidase 4，Nox4）对缺氧 / 复氧（hypoxia/reoxygenation，H/R）大鼠胚胎心肌细胞损伤的影响及可能机制。方法 将

大鼠胚胎心肌细胞 H9C2 分为对照组（Con）、模型组（H/R）、H/R+anti-miR-NC 组、H/R+anti-miR-330-5p 组、H/
R+pcDNA3.1 组、H/R+pcDNA3.1-Nox4 组、H/R+anti-miR-330-5p+si-NC 组和 H/R+anti-miR-330-5p+si-Nox4 组。实时荧

光定量聚合酶链式反应（qRT-PCR）检测 miR-330-5p 在 H/R 诱导心肌细胞中的表达；MTT 法和流式细胞术检测心肌细

胞增殖活力和细胞凋亡；Western blot 检测 Nox4 蛋白及凋亡相关蛋白 [ 细胞周期素 D1（Cyclin D1）、B 淋巴细胞瘤 -2
（B cell lymphoma/leukemia-2，Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2 associated X，Bax）、P21] 表达；双荧光素酶报告

基因实验验证 miR-330-5p 和 Nox4 的靶向关系。结果 与 Con 组比较，H/R 组细胞中 miR-330-5p 表达（1.96±0.20 vs 
1.01±0.11），P21（0.89±0.07 vs 0.21±0.03）和 Bax（0.80±0.05 vs 0.18±0.02）蛋白水平及细胞凋亡率（26.67%±2.68% 
vs 7.22%±0.68%）明显升高（t=7.029，12.591，12.790，12.102），而Cyclin D1（0.20±0.03 vs 0.78±0.06）和Bcl-2（0.11±0.02 
vs 0.71±0.06）蛋白水平及细胞增殖活性显著降低（t=13.671；11.047；11.333，11.485，12.511），差异具有统计学意义（均

P <0.01）。Nox4 是 miR-330-5p 的靶基因，miR-330-5p 负调控 Nox4 表达。抑制 miR-330-5p 表达或过表达 Nox4 可促进

Cyclin D1 和 Bcl-2 蛋白表达（t=9.664，7.548），抑制 P21 和 Bax 蛋白表达（t=10.184，10.314），增强心肌细胞增殖活

力（t=6.667~9.126）、抑制细胞凋亡（t=10.341），差异具有统计学意义（均 P<0.01）。抑制 Nox4 表达能够逆转抑制

miR-330-5p 对 H/R 心肌细胞增殖（t=4.146~7.941）和凋亡（t=6.285~11.358）的影响（均 P<0.01）。结论 H/R 诱导的

大鼠心肌细胞中 miR-330-5p 表达上调，抑制 miR-330-5p 可能通过靶向 Nox4 抑制心肌细胞凋亡，对 H/R 大鼠心肌细胞

损伤起到保护作用。
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Experimental Study on the Effect of miR-330-5p Regulated Nox4 on the 
Damage of Fetal Cardiomyocytes in Hypoxic-reoxygenated Rats

HUANG Yi, WANG Conghan（Department of Cardiovascular Medicine, Xi’an People’s Hospital, Xi’an 710004, China）

Abstract：Objective  To study the effect of miR-330-5p on nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase 4（Nox4） 
on hypoxia/reoxygenation (H/R) effect and possible mechanism of myocardial cell injury in rat embryo. Methods Rat 
embryonic cardiomyocytes H9C2 were divided into control group (Con), model group (H/R), H/R+anti-miR-NC group, H/
R+anti-miR-330-5p group, H/R+pcDNA3.1 group, H/R+ PCDNA3.1-NOX4 group, and H/R+anti-miR-330-5p+si -NC group 
and H/R+anti-miR-330-5p+si-Nox4 group. Quantitative real time polymerase chain reaction (qRT-PCR) was used to detect the 
expression of miR-330-5p in H/ R-induced cardiomyocytes. The proliferation and apoptosis of cardiomyocytes were detected by 
MTT and flow cytometry. Western blot was used to detect Nox4 protein and apoptosis-related protein [Cyclin D1 (Cyclin D1), 
B cell lymphoma/leukemia-2 (Bcl-2) and Bcl-2 Associated X (Bcl-2 Associated X), P21] expression, and the dual luciferase 
reporter gene assay verified the targeting relationship between miR-330-5p and Nox4. Results Compared with Con group, the 
expression of miR-330-5p(1.96±0.20 vs 1.01±0.11), P21(0.89±0.07 vs 0.21±0.03)and Bax(0.80±0.05 vs 0.18±0.02) protein 
levels and cell apoptosis rate(26.67%±2.68% vs 7.22%±0.68%) in H/R group were increased (t=7.029, 12.591, 12.790, 12.102), 
while Cyclin D1(0.20±0.03 vs 0.78±0.06 ) and Bcl-2(0.11±0.02 vs 0.71±0.06 ) protein levels and cell proliferation activity 
were decreased（t=13.671; 11.047; 11.333, 11.485, 12.511），the differences were statistically significant (all P<0.01). Nox4 
was a target gene of miR-330-5p, and miR-330-5p negatively regulates Nox4 expression. Inhibition of miR-330-5p expression or 
overexpression of Nox4 can promote the expression of Cyclin D1 and Bcl-2 proteins（t=9.664，7.548）, inhibit the expression 
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of P21 and Bax proteins, enhance the proliferation activity of cardiomyocytes（t=10.184, 10.314）, enhance the proliferation 
activity of myocardial cells (t=6.667~9.126) and inhibit cell apoptosis（t=10.341）, and the differences were statistically 
significant (all P<0.01). Inhibition of Nox4 expression can reverse the effects of miR-330-5p on proliferation(t=4.146~7.941, all 
P<0.05) and apoptosis of H/R cardiomyocytes (t=6.285~11.358, all P<0.01). Conclusion H/ R-induced expression of miR-330-
5p is up-regulated in rat cardiomyocytes. Inhibition of miR-330-5p may inhibit cardiomyocyte apoptosis through targeting Nox4, 
and play a protective role in myocardial cell damage in H/R rats.
Keywords：miR-330-5p；Nox4；hypoxia/reoxygenation；cardiomyocytes；apoptosis

缺 血 性 心 脏 病 是 心 血 管 疾 病 死 亡 的 主 要 原

因， 再 灌 注 治 疗 作 为 心 肌 缺 血 最 有 效 的 治 疗 方

法，可导致额外的组织损伤和病理重塑，即心肌

缺血再灌注损伤 [1]。近年研究发现，心肌细胞凋

亡在心肌缺血再灌注损伤的病理过程中发挥重要

作用，其可扩大心肌梗死范围，进而引起心室重

构 [2-3]。因此，抑制心肌细胞凋亡是防治缺血性心

脏 病 的 有 效 途 径。 微 小 RNA（miRNA） 是 一 类

在不同组织器官中广泛表达的短链非编码 RNA，

其 表 达 水 平 与 心 脏 功 能 密 切 相 关， 参 与 调 控 血

管生成、心脏发育以及缺血再灌注损伤 [4-6]。研

究 显 示，miR-330-5p 可 介 导 参 与 心 肌 缺 血 再 灌

注 损 伤， 与 心 肌 细 胞 抗 炎、 抗 氧 化 作 用 密 切 相 
关 [7]。 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 磷 酸 氧 化 酶 4

（nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase 
4，Nox4）是 NOX 家族成员之一，研究发现 Nox4
在缺氧 / 复氧（hypoxia/reoxygenation，H/R）诱导

的心肌细胞中表达增加，下调 Nox4 可加重 H/R 诱

导的氧化应激和心肌细胞损伤 [8]。生物学在线软

件预测也显示，miR-330-5p 与 Nox4 互为靶标，但

miR-330-5p 是否靶向 Nox4 参与心脏心肌缺血再灌

注损伤尚未可知。因此本研究通过构建 H/R 大鼠心

肌细胞损伤模型，拟探讨 miR-330-5p 和 Nox4 对心

肌细胞损伤的影响及其可能的潜在作用机制，现报

道如下。

1 材料与方法

1.1 研究对象 大鼠胚胎心肌细胞 H9C2（南京科

佰生物），采用含 10 g/dl 胎牛血清的 DMEM 培养

液在 37 ℃，5% （v/v）CO2 培养箱中进行培养，胰

酶消化后进行传代，取第三代长势良好的对数生长

期细胞进行实验。

1.2 主要试剂和仪器 DMEM 培养液、胎牛血清

和 Hank’s 液（ 批 号：171102，181401，180513，

美 国 Hyclone 公 司 ）；anti-miR-NC，miR-NC，

miR-330-5p mimics，anti-miR-330-5p，pcDNA3.1，

pcDNA3.1-Nox4，si-NC，WT-Nox4，si-Nox4，MUT-
Nox4 质粒以及 PCR 引物由上海生工生物工程公司

提 供；LipofectamineTM 2000（ 批 号：171123， 美 国

Invitrogen 公司）；MTT 试剂盒，BCA 检测试剂盒，

凋亡试剂盒（批号：151101，160224，170203，上海

碧云天生物科技有限公司）；SYBR Green 荧光试剂

盒（批号：161120，美国 Biomiga 公司）； Nox4 抗体，

细胞周期素 D1（Cyclin D1）抗体，P21 抗体，B 淋

巴细胞瘤 -2（B cell lymphoma/leukemia-2，Bcl-2）抗

体，Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2 associated X，Bax）抗体，

GAPDH 抗 体、 山 羊 抗 兔 IgG（ 批 号：ab109225，

ab16663，ab109520，ab194583，ab9485，ab32503，

ab205718，英国 Abcam 美国分公司）；7500 型荧光

定量 PCR 仪（美国 ABI 公司）；Elx800 酶标仪（美

国 BIO-TEK 公司）；EPICS® ALTRA™ 型流式细胞

仪（美国 Beckman 公司）。

1.3 方法

1.3.1 H/R 模型的构建：参照文献 [9] 构建 H9C2
细胞 H/R 模型，将 Hank’s 液置于缺氧培养箱［含

95%（v/v） 的 N2 和 5%（v/v） 的 CO2］ 内 30 
min，使缺氧气体充分进入 Hank’s 液，用 Hank’s
液替换细胞培养液置于缺氧培养箱内缺氧 2h，更换

新鲜糖 DMEM 培养液在 37 ℃，5%（v/v）的 CO2

培养箱中复氧培养 16 h。

1.3.2 细胞分组及转染：将 H9C2 细胞分为对照

组（Con，不做任何处理）、模型组（H/R 组）、

转 染 anti-miR-NC+ 缺 氧 / 复 氧 组（H/R+anti-miR-
NC 组 ）、 转 染 anti-miR-330-5p+ 缺 氧 / 复 氧 组

（H/R+anti-miR-330-5p 组 ）、 转 染 pcDNA3.1+
缺 氧 / 复 氧 组（H/R+pcDNA3.1 组 ）、 转 染

pcDNA3.1-Nox4+ 缺 氧 / 复 氧 组（H/R+pcDNA3.1- 
Nox4 组）、共转染 anti-miR-330-5p+si-NC+ 缺氧 /
复氧组（H/R+anti-miR-330-5p+si-NC 组）、共转染

anti-miR-330-5p+si-Nox4+ 缺氧 / 复氧组（H/R+anti-
miR-330-5p+si-Nox4 组）。 将 对 数 期 H9C2 细 胞

按照 2×105/ 孔接种于 6 孔板，当细胞汇合度约为

60% 时，采用脂质体转染法利用 LipofectamineTM 
2000 按照以上分组分别将待转染物转染至 H9C2 细

胞中。

1.3.3 实 时 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应（qRT-PCR） 检

测 miR-330-5p 表 达 水 平： 收 集 各 组 细 胞， 使 用

TRIzol 试 剂 提 取 细 胞 总 RNA， 逆 转 为 cDNA，

荧 光 定 量 PCR 试 剂 盒 进 行 PCR 扩 增， 反 应 条 件

为 95 ℃ 5min，95 ℃ 30s，60 ℃ 30s，72 ℃ 30s，
共 40 个循环。引物序列如下：miR-330-5p 上游引
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物 5’-TCTCTGGGCCTGTGTCTTAGGC-3’， 下 游

引 物 5’-GCTATCTCAGGGCTTGTTGCTTCAGTC
CTCCTGGG-3’； 内 参 GAPDH 上 游 引 物 5’-GCCC 
CAGACGATTCGCT-3’，下游引物 5’-CCACGAAGA 
ATTCTCTTGGT-3’。采用 2-ΔΔCt 计算 miR-330-5p 的

相对表达水平。

1.3.4 MTT 法检测细胞增殖活力：将各组对数期

H9C2 细胞按照 1×105/ 孔接种于 96 孔板，分别在

培养 24，48，72h 时向每孔加入 20 μl 的 MTT 试剂，

继续培养 4h。终止培养，吸取孔内培养液，每孔加

入 150 μl 的 DMSO，摇床低速震荡 10 min，当结

晶充分溶解后，酶标仪检测 490 nm 处各孔的吸光

度值（A 值）。

1.3.5 流式细胞术检测细胞凋亡：采用膜联蛋白

Ⅴ / 碘化丙啶（Annexin Ⅴ /PI）进行检验。用磷酸

盐缓冲液洗各组细胞，悬浮于适量结合缓冲液，将

5×105 个 / 孔的细胞收集，按照 FITC-Annexin Ⅴ试

剂盒说明书用 Annexin Ⅴ /PI 染色细胞，避光孵育

15 min，采用流式细胞术对标记的细胞进行分析。

1.3.6 Western blot 检 测 Nox4，Cyclin D1，P21，

Bax 和 Bcl-2 蛋白表达：采用放射免疫沉淀测定法

（RIPA）裂解液提取各组细胞总蛋白，二喹啉甲酸

（BCA）法测定蛋白浓度。凝胶电泳蛋白，电转至

PVDF 膜， 封 闭， 加 稀 释 的 Nox4（1 ∶ 1 000），

Cyclin D1（1 ∶ 500），P21（1 ∶ 1 000），Bax
（1 ∶ 500），Bcl-2（1 ∶ 1 000） 和 GAPDH（1 ∶ 
2 500）一抗，4℃孵育过夜。次日加入二抗（1 ∶ 2 
000）室温孵育 1h，化学发光试剂显色，拍照，计

算目的蛋白的表达量。

1.3.7 双荧光素酶报告基因检测：运用 Targetscan
生 物 信 息 学 网 站（https://www.targetscan.org/
vert_72/） 预 测 miR-330-5p 与 Nox4 间 的 结 合 位

点。 构 建 包 含 miR-330-5p 结 合 位 点 在 内 的 Nox4 
3’-UTR 荧光素酶报告基因载体，包括野生型 Nox4 

(WT-Nox4) 和 突 变 型 Nox4 (MUT-Nox4) 质 粒， 用

Lipofectamine 3000 将野生型和突变型 Nox4 质粒和

miR-NC，miR-330-5p 共 转 染 至 H9C2 细 胞 48 h，

收集细胞，使用双荧光素酶报告基因系统测量荧光

素酶活性。

1.4 统计学分析 采用 SPSS 18.0 进行统计分析，

实验数据经 K-S 法检验符合正态分布，故采用均数

± 标准差（x±s）表示，两组间比较采用独立样本

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 SNK-q 检验。P<0.05 为

差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 miR-330-5p 在 H/R 心肌细胞模型中的表达 qRT-
PCR 检测显示，与 Con 组相比，H/R 组细胞中 miR-
330-5p相对表达（1.96±0.20 vs 1.01±0.10）明显升高，

差异具有统计学意义（t=7.029，P<0.01）。

2.2 抑 制 miR-330-5p 对 H/R 模 型 细 胞 损 伤 的 影

响 见表 1 和图 1。qRT-PCR 检测显示，与 Con 组相

比，H/R 组细胞中 miR-330-5p 相对表达水平明显升

高（t=6.838，P<0.01）；与 H/R 组和（或）H/R+anti-
miR-NC 组相比，H/R+anti-miR-330-5p 组细胞中 miR-
330-5p 相对表达则明显降低（t=4.679，4.823，均 P 
<0.01），说明抑制 miR-330-5p 表达的 H/R 细胞模型

建立成功。MTT 法、流式细胞术及 Western blot 检测

发现，与 Con 组比较，H/R 组细胞增殖活性（t=11.333，

11.485，12.511）及凋亡相关蛋白 Cyclin D1 和 Bcl-2 水

平显著降低（t=13.671，11.047），细胞凋亡率及 P21
和 Bax 蛋白水平升高（t=12.102，12.591，12.790），

差异具有统计学意义（均 P <0.01）；与 H/R 组相比，

H/R+anti-miR-330-5p 组细胞增殖活性（t=6.667，7.951，

9.384）及Cyclin D1和Bcl-2蛋白表达明显升高（t=9.664，

7.548），细胞凋亡率、P21 和 Bax 蛋白表达明显降低

（t=10.341，10.184，10.314），差异具有统计学意义（均

P <0.01）。
表 1 抑制 miR-330-5p 对 H/R 模型细胞增殖和凋亡的影响（x±s）

项目 Con 组 H/R 组 H/R+anti-miR-NC 组 H/R+anti-miR-330-5p 组 F 值 P 值

miR-330-5p mRNA 1.01±0.11 1.96±0.20 1.98±0.21 1.31±0.14 25.595 ＜ 0.001

细胞活性（A 值） 24h 0.55±0.05 0.21±0.02 0.23±0.03 0.41±0.04 63.347 ＜ 0.001

48h 0.84±0.07 0.32±0.04 0.34±0.03 0.68±0.07 60.427 ＜ 0.001

72h 1.03±0.04 0.39±0.05 0.40±0.04 0.87±0.10 77.319 ＜ 0.001

细胞凋亡率（%） 7.22±0.68 26.67±2.68 26.57±2.61 10.05±1.02 84.523 ＜ 0.001

Cyclin D1 蛋白 0.78±0.06 0.20±0.03 0.18±0.02 0.61±0.07 99.880 ＜ 0.001

P21 蛋白 0.21±0.03 0.89±0.07 0.92±0.08 0.34±0.04 92.754 ＜ 0.001

Bax 蛋白 0.18±0.02 0.80±0.05 0.78±0.06 0.30±0.05 87.915 ＜ 0.001

Bcl-2 蛋白 0.71±0.06 0.11±0.02 0.12±0.03 0.52±0.06 60.584 ＜ 0.001
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2.3 miR-330-5p 靶 向 调 控 Nox4 表 达 在 线 软

件 预 测 显 示，miR-330-5p 与 Nox4 存 在 结 合 位 点

（见图 2A）。双荧光素酶报告基因检测分析发

现， 与 miR-NC 组 比 较，miR-330-5p mimics 组

（0.33±0.04 vs 1.02±0.10） 细 胞 中 WT-Nox4 荧

光 素 酶 活 性 显 著 下 降（t=4.765，P<0.01）， 而

miR-330-5p mimics 组 的 MUT-Nox4 荧 光 素 酶 活

性 较 miR-NC 组（1.03±0.10 vs 1.01±0.10） 无

明 显 变 化（t=- 0.245，P>0.05）。 进 一 步 Western 
blot 检 测 显 示，miR-330-5p 组 细 胞 中 Nox4 蛋 白

（0.23±0.04） 水 平 较 miR-NC 组（1.01±0.10 
） 明 显 降 低（t=9.553，P<0.01），anti-miR-
330-5p 组 细 胞 中 Nox4 蛋 白 水 平（1.55±0.13）

较 anti-miR-NC 组（1.03±0.10 ） 明 显 升 高（t= 
- 8.363，P<0.01），见图 2B，说明 miR-330-5p 靶

向负调控 Nox4 蛋白表达。

A. 流式细胞术检测各组 H/R 模型细胞凋亡；B. Western blot 检测各组细胞凋亡相关蛋白表达。

图 1 抑制 miR-330-5p 对 H/R 模型细胞凋亡及相关蛋白表达的影响

A. 在线软件预测 miR-330-5p 与 Nox4 的结合位点；B. miR-
330-5p 对 Nox4 蛋白表达的影响。

图 2 miR-330-5p 与 Nox4 靶向调控关系验证

2.4 过表达 Nox4 对 H/R 模型细胞损伤的影响  见
图 3 和表 2。qRT-PCR 检测显示，与 H/R 组相比，

H/R+pcDNA3.1-Nox4 组 细 胞 中 Nox4 相 对 表 达 明

显 升 高（t=19.092，P <0.01）， 说 明 过 表 达 Nox4
的 H/R 模 型 细 胞 建 立 成 功。MTT 法、 流 式 细 胞

术 及 Western blot 检 测 显 示， 与 H/R 组 相 比，H/
R+pcDNA3.1-Nox4 组细胞增殖活性（t=9.291，7.867，

10.720） 及 Cyclin D1，Bcl-2 蛋 白 表 达 明 显 升 高

（t=8.963，13.555）， 而 细 胞 凋 亡 率 及 P21，Bax
蛋白表达明显降低（t=7.898，8.697，10.153），差

异具有统计学意义（均 P <0.01）。

表 2 过表达 Nox4 对 H/R 模型细胞活性和凋亡的影响（x±s）

项目 H/R 组 H/R+pcDNA3.1 组 H/R+pcDNA3.1-Nox4 组 F 值 P 值

Nox4 mRNA 0.26±0.03 0.24±0.02 0.89±0.06 250.959 <0.001

细胞活性（A 值）

24h 0.21±0.02 0.22±0.03 0.48±0.05 55.500 <0.001

48h 0.32±0.04 0.35±0.04 0.60±0.05 37.316 <0.001

72h 0.39±0.05 0.41±0.06 0.92±0.07 73.827 <0.001

细胞凋亡率（%） 26.67±2.68 26.64±2.57 12.23±1.12 41.501 <0.001

Cyclin D1 蛋白 0.20±0.03 0.19±0.04 0.53±0.06 55.230 <0.001

P21 蛋白 0.89±0.07 0.93±0.06 0.46±0.05 55.555 <0.001

Bax 蛋白 0.80±0.05 0.79±0.06 0.38±0.04 67.130 <0.001

Bcl-2 蛋白 0.11±0.02 0.10±0.01 0.46±0.05 126.100 <0.001
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2.5 抑制 Nox4 能逆转抑制 miR-330-5p 对 H/R 模

型细胞损伤的影响 见表 3 和图 4。qRT-PCR 检测

显 示，与 H/R+anti-miR-330-5p 组 相 比，共 转 染 抑

制 Nox4 表达显著促进 miR-330-5p 相对表达，降低

Nox4 相对表达水平（均 P<0.01）。MTT 法、流式

细胞术及 Western blot 检测发现，与 H/R+anti-miR-
330-5p 组相比，共转染抑制 Nox4 表达显著抑制了

细胞增殖活性及 Cyclin D1 和 Bcl-2 蛋白表达，促

进了细胞凋亡及 P21 和 Bax 蛋白表达，差异具有统

计学意义（均 P <0.01）。

A. 流式细胞术检测各组 H/R 模型细胞凋亡；B. Western blot 检测各组细胞凋亡相关蛋白表达。

图 3 过表达 Nox4 对 H/R 模型细胞凋亡及相关蛋白表达的影响
表 3  抑制 Nox4 能逆转抑制 miR-330-5p 对 H/R 模型细胞活性和凋亡的影响（x±s）

项  目
H/R+anti-

miR-NC 组
H/R+anti-

miR-330-5p 组
H/R+anti-

miR-330-5p+si-NC 组
H/R+anti-

miR-330-5p+si-Nox4 组
F 值 P 值

miR-330-5p mRNA 1.98±0.21 1.31±0.14* 1.34±0.12 1.81±0.15# 13.511 <0.001

Nox4 mRNA 0.24±0.02 0.81±0.08* 0.79±0.08 0.36±0.03# 73.021 <0.001

细胞活性（A 值）

24h 0.23±0.03 0.41±0.04* 0.43±0.05 0.28±0.03# 19.441 <0.001

48h 0.34±0.03 0.68±0.07* 0.70±0.06 0.39±0.04# 38.936 <0.001

72h 0.40±0.04 0.87±0.10* 0.90±0.10 0.55±0.06# 28.540 <0.001

细胞凋亡率（%） 26.57±2.61 10.05±1.02* 10.10±1.03 19.27±2.00# 59.362 <0.001

Cyclin D1 蛋白 0.18±0.02 0.61±0.07* 0.63±0.06 0.27±0.03# 65.418 <0.001

P21 蛋白 0.92±0.08 0.34±0.04* 0.32±0.03 0.76±0.07# 79.159 <0.001

Bax 蛋白 0.78±0.06 0.30±0.05* 0.32±0.03 0.73±0.04# 92.779 <0.001

Bcl-2 蛋白 0.12±0.03 0.52±0.06* 0.53±0.05 0.20±0.03# 69.101 <0.001

注：* 与 H/R+miR-NC 组比较，tmiR-330-5p=5.174，tNox4=11.758，t 细胞活性 =5.740，7.941，7.252，t 凋亡率 =11.261，tCyclin D1=10.640，tP21=12.094，

tBax=12.678，tBcl-2=11.024， 均 P<0.05；# 与 H/R+anti-miR-330-5p 组 比 较，tmiR-330-5p=3.861，tNox4=9.283，t 细 胞 活 性 =4.146，6.773，4.938，t 凋 亡 率

=6.285，tCyclin D1=8.413，tP21=8.758，tBax=11.358，tBcl-2=8.819，均 P<0.05。

A. 流式细胞术检测各组 H/R 模型细胞凋亡；B. Western blot 检测各组细胞凋亡相关蛋白表达。

图 4 共转染抑制 Nox4 和 miR-330-5p 对 H/R 模型凋亡及相关蛋白表达的影响
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3 讨论

近 年 随 着 对 miRNA 研 究 的 不 断 深 入， 发 现

miRNA 在心血管疾病中发挥重要作用，例如 miR-
122，miR-496，miR-98 等异常表达已被证实与心

肌缺血再灌注损伤密切相关 [10-11]。miR-330-5p 是一

种多能 miRNA，其表达改变与非小细胞肺癌、胶

质瘤等 [12-13] 肿瘤细胞的恶性表型相关。且既往研究

显示，下调 miR-330-5p 表达可减轻阿霉素诱导的

心肌细胞损伤和功能障碍 [14]。本研究显示，在 H/R
诱导的大鼠心肌细胞损伤模型中 miR-330-5p 表达

上调，抑制其表达明显促进了大鼠心肌细胞增殖，

抑制了细胞凋亡，与 HAN 等 [14] 报道观点一致，提

示 miR-330-5p 在心肌缺血再灌注损伤中发挥心脏

保护作用，有望成为心肌缺血再灌注损伤的治疗靶

点。

为探讨 miR-330-5p 在 H/R 诱导的心肌细胞损

伤中的作用机制，研究利用 TargetScan 生物信息学

网站进行靶基因预测，发现 Nox4 是 miR-330-5p 潜

在靶基因。既往研究显示，Nox4 在心肌细胞、血

管平滑肌细胞、内皮细胞中均呈不同程度的表达，

与心血管疾病的发生关系密切 [15]。内皮细胞 Nox4
缺失导致白细胞黏附增加，加速动脉粥样硬化模型

中斑块的形成，Nox4 是抗动脉粥样硬化进展的内

源性保护系统 [16]。Nox4 通过抑制血管内皮细胞凋

亡，促进其迁移和血管形成对抗 H/R 损伤 [17]。本

研究证实 miR-330-5p 负性调控 Nox4 表达，进一步

研究显示，过表达 Nox4 可以促进 H/R 诱导的心肌

细胞增殖，抑制细胞凋亡，同时发现抑制 Nox4 能

够逆转抑制 miR-330-5p 对 H/R 模型细胞增殖和凋

亡的影响。以上结果提示，miR-330-5p 靶向 Nox4
在心肌细胞 H/R 损伤中发挥重要作用，为心肌缺血

再灌注损伤研究提供了可靠的靶标。然而本研究仅

通过细胞实验分析了 miR-330-5p 在心肌细胞 H/R
损伤中的作用及可能机制，仍有待进一步通过设计

大鼠体内实验进行验证分析，其次本研究主要探究

了 miR-330-5p 与下游靶基因间的调控关系，且下

游靶基因较多，其调控机制仍需进一步研究，而研

究 miR-330-5p 上游靶标也是今后分析其发挥作用

的新的思路和方向。

综上所述，H/R 诱导的大鼠心肌细胞中 miR-
330-5p 表达上调，抑制 miR-330-5p 可能通过靶向

Nox4 抑制心肌细胞凋亡，对缺氧复氧大鼠心肌细

胞损伤起到保护作用。
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