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  [摘要] 目的 研究微小RNA-126(miR-126)-内皮祖细胞(EPC)-微粒(MPs)改善心肌细胞氧糖剥夺/复

氧(OGD/R)损伤的分子机制。方法 采用心肌细胞建立对照(control)和OGD/R损伤模型,并分别给予EPC-
MPs和miR-126

 

mimic
 

EPC-MPs处理。通过透射电子显微镜评估心肌细胞细胞器的结构变化。采用ELISA
检测心肌细胞中白细胞介素-6(IL-6)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)和高迁移率族蛋白B1(HMGB1)的表达水平。
采用 Western

 

blot和实时荧光定量PCR(qPCR)检测不同处理后心肌细胞中血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)、半胱氨酸

天冬氨酸蛋白酶-6(caspase-6)、一氧化氮合酶(eNOS)、叉头框蛋白O1(FOXO1)、髓过氧化物酶(MPO)、核因

子-κB(NF-κB)、细胞外信号调节激酶1(ERK1)、肝激酶B1(LKB1)、沉默信息调节因子2相关酶1(SIRT1)、葡

萄糖调节蛋白78(GRP78)、130×103 高尔基体基质蛋白(GM130)和过氧化物酶体增生物激活受体γ共激活因

子-1α(PGC-1α)的蛋白和mRNA表达水平。结果 OGD/R+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组部分心肌细胞线粒

体结构完整,部分线粒体大小增大,内质网表面核糖体较少,高尔基体部分囊泡聚集。与 OGD/R+EPC-MPs
组比较,OGD/R+miR-126

 

mimic
 

EPC-MPs组IL-6、TNF-α和HMGB-1的表达水平下调。与OGD/R+EPC-
MPs组比较,OGD/R+miR-126

 

mimic
 

EPC-MPs组AngⅡ、caspase-6、p-ERK1/2和GRP78的蛋白表达水平

下调,p-LKB1、GM130和PGC-1α的蛋白表达水平上调。qPCR结果显示,与 OGD/R+EPC-MPs组比较,
OGD/R+miR-126

 

mimic
 

EPC-MPs组 AngⅡ、MPO和 GRP78的 mRNA表达水平下调,eNOS、GM130和

PGC-1α的mRNA表达水平上调。结论 当心肌细胞发生 OGD/R损伤时,miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs调节

PGC-1α/GM130表达,抑制AngⅡ诱导的应激损伤反应,减少心肌细胞的OGD/R损伤。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

miR-126-EPC-MPs
 

in
 

ameliorating
 

oxygen
 

glucose
 

deprivation/reoxygenation
 

(OGD/R)
 

injury
 

in
 

cardiomyocytes.Methods The
 

cardiomyocytes
 

were
 

used
 

to
 

establish
 

the
 

control
 

and
 

OGD/R
 

injury
 

models,and
 

EPC-MPs
 

and
 

miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs
 

treatments
 

were
 

administered
 

respectively.The
 

structural
 

changes
 

in
 

cardiomyocyte
 

organelles
 

were
 

assessed
 

by
 

transmission
 

electron
 

microscopy.ELISA
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

IL-6,TNF-α
 

and
 

HMGB-1
 

in
 

cardiomyocytes.The
 

protein
 

and
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

Ang
 

Ⅱ,caspase-6,eNOS,FOXO1,
MPO,NF-κB,ERK1,LKB1,SIRT1,GRP78,GM130

 

and
 

PGC-1α
 

in
 

cardiomyocytes
 

after
 

different
 

treatments
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot
 

and
 

quantitative
 

PCR.Results The
 

mitochondria
 

structure
 

in
 

some
 

cardiomyo-
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cytes
 

of
 

the
 

OGD/R+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs
 

group
 

was
 

complete,the
 

size
 

of
 

some
 

mitochondria
 

was
 

in-
creased,the

 

surface
 

of
 

the
 

endoplasmic
 

reticulum
 

had
 

fewer
 

ribosomes
 

,and
 

some
 

of
 

the
 

Golgi
 

vesicles
 

gath-
ered.Compared

 

with
 

the
 

OGD/R+EPC-MPs
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

IL-6,TNF-α
 

and
 

HMGB-1
 

in
 

the
 

OGD/R+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs
 

group
 

were
 

down-regulated.Compared
 

with
 

the
 

OGD/R+EPC-MPs
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

Ang
 

Ⅱ,caspase-6,p-ERK1/2
 

and
 

GRP78
 

protein
 

in
 

the
 

OGD/R+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs
 

group
 

were
 

down-regulated,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

p-LKB1,GM130
 

and
 

PGC-1α
 

protein
 

in
 

the
 

OGD/R+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs
 

group
 

were
 

up-regulated.The
 

quantitative
 

PCR(qPCR)
 

results
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

OGD/R+EPC-MPs
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

Ang
 

Ⅱ,MPO
 

and
 

GRP78
 

in
 

the
 

OGD/R+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs
 

group
 

were
 

down-regulated,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

eNOS,
GM130

 

and
 

PGC-1α
 

were
 

up-regulated.Conclusion When
 

OGD/R
 

injury
 

occurs
 

in
 

cardiomyocytes,miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs
 

regulates
 

PGC-1α/GM130
 

expression
 

and
 

inhibits
 

Ang
 

Ⅱ-induced
 

stress
 

injury
 

response,
thereby

 

reduces
 

the
 

OGD/R
 

damage
 

in
 

cardiomyocytes.
[Key

 

words] endothelial
 

progenitor
 

cells;microparticles;miR-126;mitochondria;acute
 

myocardial
 

in-
farction;cardiomyocytes;ischemia-reperfusion

 

injury

  心血管疾病(cardiovascular
 

disease,CVD)的发

病率和致死率较高,是全球性的健康问题[1]。虽然再

灌注治疗开创了急性心肌梗死(acute
 

myocardial
 

in-
farction,AMI)治疗的新方向,但再灌注治疗引起的

心肌缺血再灌注损伤(myocardial
 

ischemia
 

reperfu-
sion

 

injury,MIRI)增加了心肌梗死的面积[2-3]。微粒

(microparticles,MPs)是由各种类型的活化和凋亡细

胞产生的直径为100~1
 

000
 

nm的小膜囊泡[4]。内

皮祖细胞(endothelial
 

progenitor
 

cell,EPC)是具有分

化为内皮细胞(endothelial
 

cells,ECs)潜力的多功能

干细胞[5]。为应对组织缺血或损伤,EPC从骨髓动员

到外周血,并显示出促进组织和器官再生及恢复缺血

相关器官功能的前景[6]。ALEXANDRU等[7]发现,

EPC衍 生 的 MPs可 以 将 微 小 RNA(microRNA,
miR)转移到EPC和ECs上,修复CVD中的组织损

伤。此外,既往研究显示miR-126调节ECs的生物学

功能,可能为 AMI的治疗提供新的可能性[8]。线粒

体功能障碍是 AMI后心肌损伤的主要原因[9],维持

线粒体钙离子(Ca2+)稳态可以改善败血症心肌病的

心肌功能[10-11]。当高尔基体受到刺激进行氧化应激

时,130×103 高尔基体基质蛋白(130
 

kDa
 

cis
 

Golgi
 

ma-
trix

 

protein,GM130)表达迅速降低,高尔基体的带状结

构崩解,导致细胞凋亡[12-13]。因此,研究心肌细胞氧糖

剥夺/复氧(oxygen
 

glucose
 

deprivation/reoxygenation,
OGD/R)损伤后心肌细胞中细胞器的变化和相关蛋白

的表达可能更好地揭示 MIRI的发病机制。基于此,作
者认为 miR-126-EPC-MPs可能通过调节应激损伤反

应,并采用miR-126-EPC-MPs与心肌细胞共培养,观察

细胞器结构变化。现将结果报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

EPC购于武汉普诺赛生命科技有限公司,异硫氰

酸荧 光 素(fluorescein
 

isothiocyanate,FITC)-CD34

(eBioscience,11-0349-42)购于美国eBioscience公司,
内皮细胞生长培养基(Promocell,C22121)、胎牛血清

(Wisent,086-150)及青链霉素(Wisent,450-201-EL)
均购于北京毕特博生物技术有限责任公司,心肌细胞

购于广州吉妮欧生物科技有限公司。
1.2 方法

1.2.1 EPC的培养

将细胞浓度调节至1.25×107 个/mL,并将4
 

mL
细胞接种在预涂有纤连蛋白(Biorbyt,orb81121)的6
孔板中。将细胞在37

 

℃、5%
 

CO2 的细胞培养箱中

培养。当细胞达到80%~90%汇合度时,除去培养

基,加入磷酸盐缓冲液(phosphate
 

buffer
 

saline,PBS)
并洗涤细胞1~2次。除去PBS后,加入1

 

mL胰蛋

白酶并孵育1~3
 

min,将消化的细胞转移到15
 

mL离

心管中,以1
 

000
 

r/min离心5
 

min。
1.2.2 EPC的特性及鉴定

CD34早期在骨髓来源的EPC中表达,是其特征

分子标志物[14]。将1%牛血清白蛋白的PBS添加到

重悬细胞中,并添加CD34。将抗体按1∶50的比例

稀释,加入同型对照抗体至空白对照细胞中,冰上孵

育30
 

min。将细胞与400
 

μL
 

PBS混合,以1
 

000
 

r/
min离心。取出上清液,用PBS洗涤3次。将细胞重

悬于500
 

μL
 

PBS中,采用流式细胞术检测。显微镜

下观察细胞形态,梭形细胞鉴定为EPC。
1.2.3 EPC荧光染色

EPC用含10%胎牛血清的内皮细胞生长培养基

培养,将贴壁的细胞与乙酰化低密度脂蛋白(Invitro-
gen,L3484)染料在37

 

℃孵育4
 

h,然后用预冷的PBS
洗涤3次,每次5

 

min。采用FITC-BS1-凝集素(Sig-
ma,L9381)在25

 

℃孵育细胞1
 

h,然后加入100
 

ng/
mL

 

4’,6-二脒基-2-苯基吲哚(DAPI,Sigma,D9542)
溶液,在25

 

℃避光孵育10
 

min,最后用PBS洗涤,去
除染料。加入抗荧光淬灭液,4

 

℃避光放置,用激光共
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聚焦荧光显微镜(Zeiss,LSM710)拍照。
1.2.4 miR-126处理EPC

通过 miRbase数 据 库 获 得 成 熟 has-miR-126
(miR登录:MI0000471)和前体has-miR-126的序列

分别为:CAU
 

UAU
 

UAC
 

UUU
 

UGG
 

UAC
 

GCG,
CGC

 

UGG
 

CGA
 

CGG
 

GAC
 

AUU
 

AUA
 

UUA
 

CUU
 

UGG
 

UAC
 

GCG
 

CUG
 

UGA
 

CAC
 

UUC
 

AAA
 

CUC
 

GUA
 

CCG
 

UAC
 

CGU
 

GAG
 

UAA
 

UAA
 

UGC
 

GCC
 

GUC
 

CAC
 

GGC
 

A。根据DNA重组要求,设计引物

构建miR-126过表达的重组慢性病毒载体。EPC用

miR-126
 

mimic转染,以 MOI=1∶100加入培养基,
将培养基充分混合,并将细胞在培养箱中孵育6

 

h。
最后,测定 miR-126在EPC中的表达。根据治疗情

况将EPC分为两个实验组:EPC组和miR-126
 

mimic
 

EPC组。
1.2.5 EPC-MPs提取

收集细胞培养物,在4
 

℃、300×g离心15
 

min。
将上清液转移到新的15

 

mL离心管中。4
 

℃、2
 

000×
g离心20

 

min后,将上清液置于20
 

mL高速离心管

中。4
 

℃、20
 

000×g高速离心70
 

min后,轻轻倒出上

清液,去除残留上清液,加入100
 

μL
 

PBS重悬沉淀。
将重悬液转移到1.5

 

mL
 

EP管中,得到的重悬液为

MPs。将CD34抗体及其同型对照抗体按1∶100的

比例加入混合细胞中,用流式细胞术检测。将 MPs
分为 两 个 实 验 组:EPC-MPs组 和 miR-126

 

mimic
 

EPC-MPs组。
 

1.2.6 人心肌细胞培养
 

AC16细胞系(Jennio-bio)是一种人心肌细胞系,
置于10%胎牛血清、100

 

U/mL青霉素和100
 

μg/mL
链霉素培养基,37

 

℃、5%
 

CO2 的细胞培养箱中培养。
将细胞(1×106)接种在6孔板中。心肌细胞分为对

照组(control组)和 OGD/R组。葡萄糖脱氧条件为

1%
 

O2、5%
 

CO2、94%
 

N2,复氧条件为21%
 

O2、5%
 

CO2、74%
 

N2。细胞培养6
 

h后,用正常DMEM代替

培 养 基,加 入 EPC-MPs和 miR-126
 

mimic
 

EPC-
MPs,再孵育6

 

h。此时,根据不同心肌细胞加入的不

同 MPs,分为control+EPC-MPs组、control+miR-
126

 

mimic
 

EPC-MPs组、OGD/R+EPC-MPs组和

OGD/R+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组。通过流式细

胞术分析心肌细胞凋亡,噻唑蓝检测评估细胞存

活率。
1.2.7 透射电子显微镜(transmission

 

electron
 

mi-
croscope,TEM)检测

将培养的细胞用胰蛋白酶消化,以2
 

000
 

r/min
离心5

 

min。收集的细胞加入戊二醛稀释后固定备

用。然后,将5~10
 

μL细胞悬液加入Formvar-Car-
bon负载铜网中。将铜网置于50

 

μL
 

1%戊二醛液滴

上5
 

min。经过一系列超纯水洗涤后,将铜网置于50
 

μL二氧草酸铀液滴(pH
 

7.0)上5
 

min。将铜网置于

50
 

μL甲基纤维素液滴上10
 

min,并在冰上操作。在

空气中干燥5~10
 

min后,将铜网置于标本盒中,用
TEM观察细胞器。
1.2.8 ELISA检测

经反复冻融两次破坏细胞膜后,将组织匀浆以

5
 

000
 

r/min离心5
 

min,测定蛋白浓度。将10
 

μL抗

体加入990
 

μL抗体稀释液中,轻轻混合。取出涂有

的96孔板,加入标准品和标本,并贴上密封膜。在酶

标仪上以450
 

nm 的波长测量吸光度。ELISA法检

测心肌细胞中白细胞介素-6(interleukin-6,IL-6)、肿
瘤坏死因子-α(tumor

 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)和高

迁移率族蛋白B1(high
 

mobility
 

group
 

box-1
 

protein,
HMGB1)的蛋白表达水平。
1.2.9 Western

 

blot检测

收集培养的细胞,加入200
 

μL放射免疫沉淀法

裂解液,冰上裂解30
 

min。在裂解后,将裂解产物转

移到预冷的1.5
 

mL离心管(冰上)中,并在4
 

℃下以

12
 

000
 

r/min离心10
 

min。将离心后的上清液转移

至1.5
 

mL离心管中,-20
 

℃保存。二喹啉甲酸法检

测总蛋白浓度;用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离蛋白。浓缩胶黏剂层的电压为80
 

V,电泳时间

为30
 

min。标本进入分离胶黏剂后,在120
 

V下电泳

90
 

min,然后将蛋白转移到硝酸纤维素膜上。在脱脂

乳中封闭后,将膜与一抗在4
 

℃孵育过夜。根据一

抗,将膜与二抗在25
 

℃孵育2
 

h。使用化学发光成像

分析仪(Tanon,5200)进行扫描成像。
1.2.10 实时荧光定量PCR(qPCR)

 

采用ΔCt法计算不同处理后心肌细胞中血管紧

张素Ⅱ(angiotensin,AngⅡ)、半胱氨酸天冬氨酸蛋白

酶-6(caspase-6)、一氧化氮合酶(eNOS)、叉头框蛋白

O1(forkhead
 

box
 

O1,FOXO1)、髓过氧化物酶(my-
eloperoxidase,MPO)、核因子-κB(nuclear

 

factor
 

kap-
pa-B,NF-κB)、细胞外信号调节激酶1(extracellular

 

signal-regulated
 

kinase,ERK1)、肝激酶B1(liver
 

ki-
nase

 

B1,LKB1)、沉默信息调节因子2相关酶1(silent
 

information
 

regulator
 

factor
 

2-related
 

enzyme
 

1,
SIRT1)、葡萄糖调节蛋白78(glucose

 

regulated
 

pro-
tein78,GRP78)、GM130和过氧化物酶体增生物激活

受体γ共激活因子-1α(peroxisome
 

proliferator-acti-
vated

 

receptor
 

γ
 

coactivator
 

1α,PGC-1α)的表达水

平,见表1。
表1  qPCR检测引物

项目 方向 引物序列(5'-3')

GAPDH 正向 GGA
 

GCG
 

AGA
 

TCC
 

CTC
 

CAA
 

AAT

反向 GGC
 

TGT
 

TGT
 

CAT
 

ACT
 

TCT
 

CAT
 

GG

Ang
 

Ⅱ 正向 CCC
 

CAG
 

TCT
 

GAG
 

ATG
 

GCT
 

C
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续表1  qPCR检测引物

项目 方向 引物序列(5'-3')

反向 GAC
 

GAG
 

GTG
 

GAA
 

GGG
 

GTG
 

TA

caspase-6 正向 ATG
 

GCG
 

AAG
 

GCA
 

ATC
 

ACA
 

TTT

反向 GTG
 

CTG
 

GTT
 

TCC
 

CCG
 

ACA
 

T

eNOS 正向 TGA
 

TGG
 

CGA
 

AGC
 

GAG
 

TGA
 

AG

反向 ACT
 

CAT
 

CCA
 

TAC
 

AGG
 

ACC
 

C

FOXO1 正向 TCG
 

TCA
 

TAA
 

TCT
 

GTC
 

CCT
 

ACA
 

CA

反向 CGG
 

CTT
 

CGG
 

CTC
 

TTA
 

GCA
 

AA

MPO 正向 TGC
 

TGC
 

CCT
 

TTG
 

ACA
 

ACC
 

TG

反向 TGC
 

TCC
 

CGA
 

AGT
 

AAG
 

AGG
 

GT

NF-κB 正向 AAC
 

AGA
 

GAG
 

GAT
 

TTC
 

GTT
 

TCC
 

G

反向 TTT
 

GAC
 

CTG
 

AGG
 

GTA
 

AGA
 

CTT
 

CT

ERK1 正向 CTA
 

CAC
 

GCA
 

GTT
 

GCA
 

GTA
 

CAT

反向 CAG
 

CAG
 

GAT
 

CTG
 

GAT
 

CTC
 

CC

LKB1 正向 TGT
 

CGG
 

TGG
 

GTG
 

GAT
 

GGA
 

CAC

反向 CCT
 

TGC
 

CGT
 

AAG
 

AGC
 

CTT
 

CC

SIRT1 正向 TAG
 

CCT
 

TGT
 

CAG
 

ATA
 

AGG
 

AAG
 

GA

反向 ACA
 

GCT
 

TCA
 

CAG
 

TCA
 

ACT
 

TTG
 

T

GRP78 正向 CAT
 

CAC
 

GCC
 

GTC
 

CTA
 

TGT
 

CG

反向 CGT
 

CAA
 

AGA
 

CCG
 

TGT
 

TCT
 

CG

GM130 正向 CCC
 

GCG
 

ATG
 

TCG
 

GAA
 

GAA
 

A

反向 GCA
 

TTG
 

TCC
 

TTG
 

GGT
 

GTA
 

TCC
 

T

PGC-1α 正向 TCT
 

GAG
 

TCT
 

GTA
 

TGG
 

AGT
 

GAC
 

AT

反向 CCA
 

AGT
 

CGT
 

TCA
 

CAT
 

CTA
 

GTT
 

CA

1.3 统计学处理

采用SPSS26.0统计学软件进行数据处理。符合

正态分布的计量资料以x±s表示,组间比较采用t
检验,单因素方差分析(ANOVA)进行多组间比较。
计数资料以例数或百分比表示,组间比较采用χ2 检

验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 EPC鉴定及EPC-MPs提取

通过显微镜观察EPC的典型形态,验证EPC培

养成功。EPC培养3、7、14、21
 

d,随着培养时间的延

长,细胞数量逐渐增加(图1A),EPC的乙酰化低密度

脂蛋白和FITC-BS1-凝集素双阳性(图1B)。流式细

胞术检测分离细胞中的CD34+细胞群(CD34为EPC
的特征分子标记),见图2。将EPC离心,获得 MPs,
称为 EPC-MPs。建立 miR-126过表达 EPC模型。
结果显示,miR-126

 

mimic
 

EPC中 miR-126的含量

(41.89±8.86)较EPC(0.94±0.05)明显增加(t=
8.007,P<0.001)。进一步离心获得 miR-126

 

mimic
 

EPC-MPs。通过流式细胞术鉴定EPC-MPs(图3)。
2.2 心肌细胞OGD/R损伤模型心肌细胞凋亡和增

殖情况

与control+EPC-MPs组比较,OGD/R+EPC-
MPs组心肌细胞凋亡增加(t=15.860,P<0.05),心
肌细胞增殖降低(t=11.130,P<0.05);与OGD/R+
EPC-MPs组 比 较,OGD/R+miR-126

 

mimic
 

EPC-
MPs组心肌细胞凋亡降低(t=6.993,P<0.05),心
肌细胞增殖增加(t=7.725,P<0.05),见图4。

  A:不同时间点EPC显微镜鉴定结果;B:激光共聚焦荧光显微镜下EPC鉴定结果。

图1  显微镜下EPC典型形态
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2.3 TEM观察不同治疗后心肌细胞的结构变化
 

control+EPC-MPs组和control+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组细胞内线粒体结构完整,形态正常,嵴、高
尔基体和内质网结构完整,内质网表面核糖体较多;
OGD/R+EPC-MPs组线粒体结构疏松,结构增大,

嵴结构疏松,内质网表面核糖体数量减少,高尔基体

囊泡增大,疏松囊泡散布在整个细胞质中;OGD/R+
miR-126

 

mimic
 

EPC-MPs组部分心肌细胞线粒体结

构完整,但部分线粒体大小增大,内质网表面核糖体

数量减少,高尔基体中的某些囊泡聚集,见图5。

图2  流式细胞术鉴定EPC

图3  流式细胞术鉴定EPC-MPs检测结果

2.4 ELISA检测心肌细胞中IL-6、TNF-α、HMGB-1
的表达情况

control+ EPC-MPs 组 和 control+ miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组IL-6、TNF-α、HMGB-1表达比较

差异无统计学意义(P>0.05);与control+EPC-MPs

组 比 较,OGD/R+EPC-MPs 组 IL-6、TNF-α 和

HMGB-1表达水平上调,差异有统计学意义(P<
0.05);与OGD/R+EPC-MPs组比较,OGD/R+miR-
126

 

mimic
 

EPC-MPs组IL-6、TNF-α和 HMGB-1表达

水平下调,差异有统计学意义(P<0.05),见图6。
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  A:各组心肌细胞凋亡交叉散点图,左上象限显示死细胞,左下象限显示正常活细胞,右下象限显示早期凋亡细胞,右上象限显示晚期凋亡细

胞;B:各组心肌细胞的凋亡情况比较;C:各组心肌细胞增殖情况比较;①:control+EPC-MPs组;②:control+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组;③:

OGD/R+EPC-MPs组;④:OGD/R+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组;a:P<0.05,与control+EPC-MPs组比较;b:P<0.05,与 OGD/R+EPC-MPs
组比较。

图4  心肌细胞OGD/R损伤模型心肌细胞凋亡和增殖情况

  ①:control+EPC-MPs组;②:control+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组;③:OGD/R+EPC-MPs组;④:OGD/R+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组;

红色箭头表示线粒体,黄色箭头表示内质网,蓝色箭头表示高尔基体。

图5  各组心肌细胞的透射电镜表现

  ①:control+EPC-MPs组;②:control+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组;③:OGD/R+EPC-MPs组;④:OGD/R+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组;a:

P<0.05,与control+EPC-MPs组比较;b:P<0.05,与OGD/R+EPC-MPs组比较;mgprot:毫克蛋白数。

图6  ELISA检测心肌细胞中IL-6、TNF-α、HMGB-1的表达情况

2.5 各组中相关蛋白的表达情况比较

使用 Western
 

blot测量不同处理后心肌细胞中

AngⅡ、caspase-6、eNOS、FOXO1、MPO、p-NF-κB、p-
ERK1/2、p-LKB1、SIRT1、GRP78、GM130和PGC-1α
的蛋白表达水平(图7)。control+EPC-MPs组和

control+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组各项蛋白表达

水平比较差异无统计学意义(P>0.05);与control+
EPC-MPs组比较,OGD/R+EPC-MPs组 AngⅡ、
caspase-6、MPO、p-NF-κB、p-ERK1/2、GRP78蛋白表

达水平上调,eNOS、FOXO1、p-LKB1、GM130、PGC-
1α和SIRT1蛋白表达水平下调,差异有统计学意义

(P<0.05);与 OGD/R+EPC-MPs组比较,OGD/
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R+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组 AngⅡ、caspase-6、

p-ERK1/2和GRP78表达水平下调,p-LKB1、GM130
和PGC-1α表达水平上调,差异有统计学意义(P<
0.05),见表2。

  ①:control+EPC-MPs组;②:control+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组;③:OGD/R+EPC-MPs组;④:OGD/R+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组。

图7  Western
 

blot检测各组蛋白的表达情况

表2  各组中相关蛋白的表达情况比较(x±s)

项目
control+
EPC-MPs组

control+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组

OGD/R+
EPC-MPs组

OGD/R+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组

AngⅡ/GAPDH 0.36±0.03 0.42±0.06 0.64±0.04a 0.45±0.02b

caspase-6/GAPDH 0.34±0.02 0.34±0.01 0.71±0.06a 0.48±0.07b

eNOS/GAPDH 0.20±0.01 0.20±0.03 0.07±0.02a 0.11±0.01

FOXO1/GAPDH 0.30±0.05 0.30±0.04 0.10±0.00a 0.19±0.03

MPO/GAPDH 0.13±0.01 0.13±0.03 0.25±0.07a 0.15±0.03

p-NF-κB/GAPDH 0.42±0.09 0.42±0.09 0.83±0.12a 0.68±0.13

p-ERK1/2/GAPDH 0.30±0.01 0.29±0.07 0.74±0.10a 0.51±0.07b

p-LKB1/GAPDH 0.63±0.04 0.67±0.01 0.28±0.01a 0.42±0.03b

SIRT1/GAPDH 0.35±0.04 0.37±0.06 0.13±0.04a 0.22±0.03

GRP78/GAPDH 0.25±0.01 0.30±0.05 0.57±0.02a 0.43±0.04b

GM130/GAPDH 0.19±0.01 0.22±0.01 0.07±0.01a 0.13±0.03b

PGC-1α/GAPDH 0.39±0.01 0.40±0.01 0.17±0.02a 0.26±0.02b

  a:P<0.05,与control+EPC-MPs组比较;b:P<0.05,与OGD/R+EPC-MPs组比较。

2.6 各组中相关基因mRNA的表达情况比较

control+ EPC-MPs 组 和 control+ miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组各项 mRNA表达比较差异无统

计学意义(P>0.05)。与control+EPC-MPs组比

较,OGD/R+EPC-MPs组 AngⅡ、MPO 和 GRP78
的 mRNA 表 达 水 平 上 调,eNOS、FOXO1、SIRT1、

GM130和PGC-1α的 mRNA表达水平下调,差异有

统计学意义(P<0.05);与 OGD/R+EPC-MPs组比

较,OGD/R+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组 AngⅡ、
MPO和 GRP78的 mRNA 表 达 水 平 下 调,eNOS、
GM130和PGC-1α的 mRNA表达水平上调,差异有

统计学意义(P<0.05),见表3。

表3  各组中相关基因 mRNA的表达情况比较(x±s)

项目
control+
EPC-MPs组

control+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组

OGD/R+
EPC-MPs组

OGD/R+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组

AngⅡ 1.12±0.11 1.20±0.10 2.69±0.35a 1.97±0.25b

caspase-6 1.14±0.13 0.96±0.12 1.19±0.26 1.09±0.20

eNOS 1.14±0.19 1.14±0.04 0.31±0.04a 0.74±0.08b

FOXO1 1.08±0.13 1.04±0.02 0.70±0.04a 0.87±0.02

MPO 0.97±0.07 1.18±0.07 2.86±0.33a 1.87±0.25b

NF-κB 0.99±0.01 1.13±0.07 1.10±0.18 1.17±0.20
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续表3  各组中相关基因 mRNA的表达情况比较(x±s)

项目
control+
EPC-MPs组

control+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组

OGD/R+
EPC-MPs组

OGD/R+miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组

ERK1 1.08±0.10 1.08±0.07 0.97±0.07 1.02±0.15

LKB1 1.02±0.03 1.02±0.19 0.94±0.17 0.98±0.09

SIRT1 1.09±0.17 1.06±0.10 0.50±0.02a 0.74±0.08

GRP78 1.01±0.03 0.97±0.12 2.81±0.24a 1.61±0.36b

GM130 1.11±0.10 1.02±0.04 0.49±0.06a 0.71±0.08b

PGC-1α 1.07±0.06 1.06±0.08 0.38±0.05a 0.78±0.12b

  a:P<0.05,与control+EPC-MPs组比较;b:P<0.05,与OGD/R+EPC-MPs组比较。

3 讨  论

  随着医疗技术的发展,越来越多的 AMI患者愿

意及时接受血管重建治疗。然而,再灌注治疗引起的

MIRI会提高心律失常、心力衰竭和死亡的发生率,严
重影响治疗效率。此外,越来越多的证据表明,氧化

应激是导致 MIRI的主要病理过程[15]。因此,减少氧

化应激是解决OGD/R损伤的策略,值得在未来进一

步研究。
此前的研究结果表明,MPs在CVD的发生和发

展中发挥着极其重要的作用[16]。本研究通过建立

OGD/R诱导的心肌细胞损伤模型,并用 miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs治疗心肌细胞,揭示了 MIRI发病机

制的潜在机制。因此,在这项研究中,miR-126
 

mimic
 

EPC衍生的 MPs是一种新型治疗方法,最初用于心

肌细胞OGD/R损伤模型,这可能为 MIRI的治疗提

供新的可能性。
MA等[17]证明,MIRI后心肌组织中SIRT1表达

受到抑制,其升高通过增强心肌细胞活力和减少铁死

亡诱导的细胞死亡来降低 MIRI的程度。此外,LI
等[18]认为,miR-126过表达通过促进SIRT1/Nrf2信

号通路来缓解氧化应激和炎症反应,从而减弱人脐静

脉内皮细胞中OGD/R诱导的神经毒性。本研究中,
与control+EPC-MPs组比较,OGD/R+EPC-MPs
组SIRT1、GM130 和 PGC-1α 蛋 白 水 平 降 低;与

OGD/R+EPC-MPs 组 比 较,OGD/R+ miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs组 GM130和PGC-1α蛋白水平升

高。eNOS是一种负责 NO生成的酶,在 MIRI中可

能具有巨大的价值。这一结果表明,邻硝基苯基乙基

咖啡酸酯通过SIRT1/eNOS通路抑制氧化应激、炎
症反应和坏死细胞增多,从而改善了 MIRI[19]。据报

道,AngⅡ诱导的心血管重塑与SIRT1的降低密切相

关[20]。AngⅡ可诱导心肌细胞细胞质和线粒体中活

性氧的产生。本研究结果显示,miR-126
 

mimic
 

EPC-
MPs可能通过影响PGC-1α/GM130的表达来抑制

OGD/R损伤模型中的心肌细胞死亡,并抑制 AngⅡ
诱导的继发于线粒体-高尔基体相互作用的应激损伤

反应。

PGC-1α是SIRT1的脱乙酰化底物,刺激SIRT1
可以促进PGC-1α的活化,进而抑制氧化应激损伤。
重要的是,SIRT1/PGC-1α通路相关的人参皂苷 Rc
在心 肌 缺 血 再 灌 注 的 心 脏 和 神 经 元 模 型 中 通 过

SIRT1修复减少PGC-1α的乙酰化来减少线粒体损

伤和细胞凋亡[21]。研究表明,高尔基体损伤在EPC
损伤中发挥重要作用[22],可能是调节AMI发病机制

的关 键[23]。本 研 究 结 果 显 示,在 OGD/R 暴 露 和

miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs治疗后,高尔基体中的某些

囊泡聚集在一起。结合其他研究,可认为PGC-1α/
GM130是维持线粒体-高尔基体稳定的关键蛋白,可
能在抑制心肌细胞损伤中发挥关键作用。TAN等[24]

发现灵宝护心丸可通过SIRT1介导的 FOXO1和

NF-κB通路抑制 AMI大鼠模型的细胞凋亡和炎症。
已有研究表明,MIRI后心脏组织中的 MPO活性增

强[25]。本研究发现,miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs可能

通过影响OGD/R暴露心肌细胞中 MPO的活性来降

低炎症反应,从而降低损伤反应。
综上所述,当 心 肌 细 胞 发 生 OGD/R 损 伤 时,

miR-126
 

mimic
 

EPC-MPs调 节 PGC-1α/GM130表

达,抑制 AngⅡ诱导的应激损伤反应,从而减少心肌

细胞的OGD/R损伤,这将为治疗 MIRI提供新的治

疗策略。
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