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论　著

[摘要]　目的　探究miR-149-5p与成纤维细胞生长因子21(FGF21)的靶向关系，及其对大鼠心肌细胞缺氧/复氧 

(H/R)损伤的影响。方法　将10只C56BL/6J雄性小鼠构建缺血再灌注(I/R)模型，qRT-PCR法检测I/R小鼠心脏组织中

miR-149-5p表达水平的变化。将培养至生长对数期的H9c2大鼠心肌细胞分为对照组、H/R组、H/R+miR-149-5p inhibitor

组、H/R+miR-149-5p NC组、H/R+miR-149-5p mimics组、H/R+miR-149-5p mimics+FGF21组，并诱导H/R模型及转染处

理。ELISA法检测H9c2细胞中乳酸脱氢酶(LDH)和肌酸激酶(CK)的活性；MTT法检测细胞活力；流式细胞术检测细胞

凋亡情况；qRT-PCR检测细胞中miR-149-5p的表达水平；Western blotting检测Bcl-2、Bax、cleaved caspase-3、FGF21蛋白

的表达水平；双荧光素酶测定miR-149-5p与FGF21的靶向关系。结果　与假手术组比较，I/R小鼠心脏组织中miR-149-5p 

表达水平明显升高(P<0.05)。与对照组比较，H/R组H9c2细胞凋亡率、LDH和CK活性及Bax、cleaved caspase-3蛋白表

达水平均明显升高(P<0.05)，细胞活力及FGF21、Bcl-2蛋白表达水平明显降低(P<0.05)；与H/R组和H/R+miR-149-5p 

NC组比较，H/R+miR-149-5p inhibitor组细胞凋亡率、LDH和CK活性及Bax、cleaved caspase-3蛋白表达水平均明显降低

(P<0.05)，细胞活力及FGF21、Bcl-2蛋白表达水平均明显升高(P<0.05)；与H/R组比较，H/R+miR-149-5p mimics组细胞

凋亡率、LDH和CK活性及Bax、cleaved caspase-3蛋白表达水平均明显升高(P<0.05)，细胞活力及FGF21、Bcl-2蛋白表达

水平均明显降低(P<0.05)。与H/R+miR-149-5p mimics组比较，H/R+miR-149-5p mimics+FGF21组细胞凋亡率及LDH和

CK活性均明显降低(P<0.05)，细胞活力明显升高(P<0.05)。双荧光素酶检测结果显示miR-149-5p与FGF21基因有靶向调

控关系。结论　miR-149-5p在I/R小鼠心肌组织中明显上调，可负向调控FGF21水平，导致H/R处理的大鼠心肌细胞活

力下降、凋亡增加。
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[Abstract]　Objective　To investigate the targeting relationship of miR-149-5p and fibroblast growth factor 21 (FGF21), 

and the effect of miR-149-5p on hypoxia/reoxygenation (H/R) injury of rat`s cardiomyocytes. Methods　Ten male C56BL/6J 

mice were used to construct the cardiac ischemia-reperfusion (I/R) models, and qRT-PCR was performed to detect the changes of 

miR-149-5p levels in the heart tissues of I/R mice. H9c2 cells cultured to logarithmic phase were divided into control group, H/R 

group, H/R+miR-149-5p inhibitor group, H/R+miR-149-5p NC group, H/R+miR-149-5p mimics group and H/R+miR-149-5p 
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mimics+FGF21 group, and induced H/R model and transfection treatment. The activities of lactate dehydrogenase (LDH) and 

creatine kinase (CK) in H9c2 cardiomyocytes were detected by ELISA; Cell viability was detected by MTT assay; apoptosis was 

detected by flow cytometry; the level of miR-149-5p was detected by qRT-PCR; the expression levels of Bcl-2, Bax, cleaved caspase-3 

and FGF21 proteins were detected by Western blotting; the targeting relationship between miR-149-5p and FGF21 were determined 

by dual luciferase assay. Results　Compared with the sham operation group, the level of miR-149-5p in the heart tissue of I/R 

mice was significantly increased (P<0.05). Compared with those in control group, the apoptosis rate, LDH and CK activities and 

Bax, cleaved caspase-3 protein expression levels of H9c2 cells in H/R group were significantly increased (P<0.05), cell viability and 

FGF21, Bcl-2 protein expression levels decreased significantly (P<0.05). Compared with those in H/R group and H/R+miR-149-5p 

NC group, the apoptosis rate, LDH and CK activities and Bax, cleaved caspase-3 protein expression levels of H9c2 cells in H/R+ 

miR-149-5p inhibitor group were significantly decreased (P<0.05), cell viability and FGF21, Bcl-2 protein expression levels were 

significantly increased (P<0.05). Compared with those in H/R group, the apoptosis rate, LDH and CK activities and Bax, cleaved 

caspase-3 protein expression levels of H9c2 cells in H/R+miR-149-5p mimics group were significantly increased (P<0.05), cell 

viability and FGF21, Bcl-2 protein expression levels decreased significantly (P<0.05). Compared with those in H/R+miR-149-5p 

mimics group, the apoptosis rate, and LDH and CK activities of H9c2 cells in miR-149-5p mimics+FGF21 group were significantly 

decreased (P<0.05), cell viability was significantly increased (P<0.05). The result of dual luciferase assay indicated the targeted 

regulatory relationship between miR-149-5p and FGF21. Conclusions　MiR-149-5p is up-regulated significantly in the myocardial 

tissue of I/R mice, and negatively regulate the level of FGF21, leads to decreased cell viability and increased apoptosis of H/R-treated 

rat's cardiomyocytes.
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近年来，缺血性心脏病的高发病率和高病死

率使其成为全球性的健康问题之一 [1]。心肌缺血

后，心肌缺血再灌注(ischemia-reperfusion，I/R)损
伤会导致不良的心血管结局，包括心肌收缩功能障

碍、心脏电生理异常和心肌坏死，甚至导致心肌

细胞直接破坏[2-4]。因此，深入研究心肌I/R损伤，

寻找更加有效的治疗策略具有重要意义。内源性

microRNA(miRNA)被认为是多种心血管疾病发生

和发展的关键调节因子，并参与心肌I/R损伤的发 
展[5-7]。有研究显示miR-149多态性与缺血性卒中的

发病机制有关，缺血性卒中的发病机制也可能与 
I/R损伤的进展有关[8]。Ma等[9]研究显示，心肌梗死

小鼠体内的miR-149-5p水平显著上调。然而，miR-
149-5p在心脏I/R损伤过程中的特殊作用和潜在机制

仍不清楚。成纤维细胞生长因子21(fibroblast growth 
factor 21，FGF21)是重要的代谢调节剂，参与心脏

发育并在心血管疾病中发挥有益作用[10]。生物信息

学分析预测miR-149-5p在FGF21 3'-UTR中具有互补的

结合位点[11]。本研究探讨了miR-149-5p靶向FGF21在
H9c2大鼠心肌细胞缺氧/复氧(hypoxia reoxygenation， 
H/R)损伤过程中的作用及调控机制。

1　材料与方法

1.1　实验动物　C56BL/6J雄性小鼠20只，SPF级，

体重18~22 g，购自南华大学[实验动物生产许可证

号：SCXK(湘)2020-0003]；在明暗周期12 h、气温

25 ℃、湿度60%的条件下饲养。本动物实验方案经

南华大学附属第二医院实验动物管理委员会批准；

所有程序均按照中国实验动物护理协会发布的《实

验动物护理和使用》进行。

1.2　材料、试剂与仪器

1.2.1　主要材料与试剂　H9c2大鼠心肌细胞购自

中国科学院上海生命科学院细胞库。miR-149-5p 
mimics/inhibitor及其阴性对照均购自广州锐博生

物技术有限公司。PCR引物由上海生工生物工程

有限公司合成。MTT细胞增殖及细胞毒性检测试

剂盒(G020-1-1)和Annexin V-FITC/PI双染细胞凋亡

检测试剂盒(G003-1-2)购自南京建成生物工程研

究所。Anti-FGF21抗体(ab171941)、Anti-Bcl-2抗体

(ab182858)、Anti-Bax抗体(ab32503)和Anti-Cleaved 
Caspase-3抗体(ab32042)均购自美国Abcam公司。

1.2.2　实验仪器　CO2细胞培养箱购自美国Thermo
公司；流式细胞仪购自日本东京Nikon公司；全自

动酶标仪、电泳仪、凝胶成像系统均购自美国Bio-
Rad公司。

1.3　动物实验

1.3.1　小鼠I/R模型的建立　采用随机数字表法将

小鼠分为假手术组和I/R组，每组10只。根据文献

[12]的方法，I/R组结扎左冠状动脉前降支(LAD)建
立I/R小鼠模型。首先将小鼠麻醉，然后在L AD周

围放置6-0丝线活结，30 min后松开活结，使心脏再

灌注，诱导心脏I/R。假手术组小鼠实施相同的外

科手术，但仅穿线而不打结。在I/R诱导24 h后收集

心脏组织检测miR-149-5p表达水平的变化。

1.3.2　qRT-PCR检测I/R小鼠心脏组织中miR-149-
5p的表达水平　用Trizol法提取部分心脏组织的总
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RNA，使用Nanodrop检测RNA浓度及纯度，然后使

用反转录试剂盒合成cDNA，进行qRT-PCR检测。

使用Premier 5.0软件设计qRT-PCR引物(表1)。qRT-
PCR反应条件：95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 34 s，循

环40次；95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，95 ℃ 15 s。以U6
为内参基因。

收集H9c2细胞用于进一步分析。

1.4.4　MTT法检测细胞活力　将H9c2细胞以1×104

个/孔密度接种在96孔板中，经1.4.3中方法转染和

H/R处理后，加入10 μl MTT溶液，然后在37 ℃条

件下继续培养4 h。使用酶标仪测定450 nm波长处的

吸光度值，作为细胞活力指标。

1.4.5　ELISA法检测乳酸脱氢酶(LDH)和肌酸激酶

(CK)的活性　使用1.4.3中的方法将H9c2细胞进行

转染及H/R处理后，使用特异性酶联免疫吸附试

验(ELISA)试剂盒，根据试剂盒说明书操作，收集

细胞上清液检测LDH和CK的活性。通过酶标仪在

450 nm处测定吸光度值。

1.4.6　流式细胞术检测H9c2细胞凋亡情况　使用

Annex in V-FITC细胞凋亡检测试剂盒检测H9c2细
胞凋亡情况。将H9c2细胞使用1.4.3中的方法进行

转染及H/R处理，然后在PBS中洗涤、收集细胞并

离心。使用Annexin V-FITC结合缓冲液(195 μl)、
Annexin V-FITC(5 μl)和碘化丙啶(PI)染色液(10 μl)
在室温下染色20 min。通过流式细胞仪检测H9c2细
胞凋亡情况。H9c2细胞凋亡率(%)=阳性染色的凋

亡H9c2细胞数/H9c2细胞总数×100%。

1.4.7　Western blott ing测定Bcl-2、Ba x、cleaved 
caspase-3和FGF21表达水平　根据1.4.3中方法处理

H9c2细胞，并使用RIPA裂解缓冲液将其裂解，提

取总蛋白并使用BCA法检测蛋白含量。SDS-PAGE
电泳分离蛋白，并转移到P VDF膜上。使用5%脱

脂奶粉封闭1  h，加入一抗(B c l - 2、Ba x、c l eav e d 
caspase-3、FGF21，稀释倍数为1:1000)，在4 ℃下

孵育过夜。然后与以辣根过氧化物酶标记的二抗在

室温下孵育1 h。使用ECL曝光显色，并使用Image J
软件进行蛋白定量。以β-actin为内参蛋白。

1.5　统计学处理　采用SPSS 22.0软件进行统计分

析。符合正态分布的计量资料以x±s表示，多组间

比较采用单因素方差分析，进一步两两比较采用

SNK-q检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　I/R小鼠心脏组织中miR-149-5p的表达水平

　qRT-PCR检测结果显示，与假手术组比较，I/R
组小鼠心脏组织中miR-149-5p表达水平明显升高

(P<0.05，图1)。
2.2　miR-149-5p对H9c2大鼠心肌细胞活力的影响　

MTT法检测结果显示，与对照组比较，H/R组H9c2
细胞活力显著降低(P<0.05)。与H/R组和H/R+miR-
149-5p NC组相比，H/R+miR-149-5p inhibitor组
H9c2细胞活力明显升高(P<0.05)，H/R+miR-149-5p 
mimics组H9c2细胞活力明显降低(P<0.05，图2)。

表1　qRT-PCR引物序列

Tab.1　Primer sequences for qRT-PCR

基因 引物序列

miR-149-5p
正义：5'-TCTGGCTCCGTGTCTTCACT-3'

反义：5'-TCTGGCTCCGTGTCTTCACTCCC-3'

U6
正义：5'-TGGAACGCTTCACGAATTTGCG-3'

反义：5'-GGAACGATACAGAGAAGATTAGC-3'

1.4　细胞实验

1.4.1　细胞培养及心肌细胞H/R模型的建立　H9c2
大鼠心肌细胞采用DMEM培养基(含10% FBS)，置

于37 ℃、5%CO2的培养箱中培养。采用氧和葡萄

糖缺失然后再灌注，诱导H9c2细胞以体外模拟心

肌I/R损伤 [13]：将H9c2细胞以3×105个/孔的密度

接种到35 mm培养板中，并在DMEM完全培养基中

培养24 h；然后更换为不含血清和葡萄糖的DMEM
培养基，并放置在无氧培养箱(95%N2、5%CO2)的
无氧室中，于37 ℃条件下继续培养10 h；之后在含

有10%FBS和4.5 mg/ml葡萄糖的培养基中有氧培养

2 h，将细胞转移至37 ℃、5%CO2培养箱中继续培

养24 h。以始终在37 ℃、5%CO2普通培养箱中使用

DMEM正常培养基培养的H9c2细胞为对照组。

1.4.2　双荧光素酶活性测定　采用TargetScan软件

分析并预测miR-149-5p在FGF21 3'-URT的结合位

点。将含有miR-149-5p结合位点的野生型(W T)和
突变型(MUT)FGF21 3'-URT基因序列插入荧光素

酶报告基因的载体上，构建相应的质粒载体，然

后将W T-FGF21、MU T-FGF21分别与miR-149-5p 
mimics、miR-149-5p NC共转染。48 h后收集细胞，

使用双荧光素酶检测试剂盒检测荧光强度。

1 . 4 . 3　细胞转染及分组　取培养至对数生长期

的H 9 c 2细胞，将其分为对照组、H / R组、H / R + 
miR-149-5p NC组、H/R+miR-149-5p inhibitor组、

H / R + m i R - 1 4 9 - 5 p  m i m i c s组和H / R + m i R - 1 4 9 - 5 p 
m i m i c s + F G F 2 1组。参照转染试剂盒说明书，向

H9c2细胞转染50 nmol的miR-149-5p mimics/inhibitor
或阴性对照。H/R+miR-149-5p mimics+FGF21组细

胞在转染50 nmol/L的miR-149-5p mimics后，再加入

1 μg/ml的FGF21[14]。转染6 h后，更换成含10% FBS
的DMEM继续培养。24 h后，进行H/R模型处理，
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2.5　miR-149-5p对H9c2大鼠心肌细胞凋亡相关蛋白

表达的影响　Western blotting检测结果显示，与对

照组比较，H/R组H9c2细胞Bax、cleaved caspase-3
蛋白表达水平明显升高(P<0.05)，Bcl-2蛋白表达

水平明显降低(P<0.05)。与H/R组和H/R+miR-149-
5p NC组比较，H/R+miR-149-5p inhibitor组H9c2
细胞Bax、cleaved caspase-3蛋白表达水平明显降低

(P<0.05)，Bcl-2蛋白表达水平明显升高(P<0.05)，
H/R+miR-149-5p mimics组H9c2细胞Bax、cleaved 
caspase-3蛋白表达水平明显升高(P<0.05)，Bcl-2蛋
白表达水平明显降低(P<0.05，图5)。
2.6　miR-149-5p与FGF21结合位点的预测及验证　

生物信息学预测结果显示，FGF21的3' UTR序列上

存在miR-149-5p的连续结合位点。双荧光素酶检测

结果显示，与miR-149-5p NC+FGF21 WT组比较，

miR-149-5p mimics+FGF21 WT组荧光素酶活性明显

降低(P<0.05)，miR-149-5p mimics+FGF21 MUT组和

miR-149-5p NC+FGF21 MUT组荧光素酶活性无明显

变化(P>0.05，图6)。
2.7　miR-149-5p对H9c2大鼠心肌细胞FGF21蛋白

表达水平的影响　Western blotting检测结果显示，

与对照组比较，H/R组H9c2细胞FGF21蛋白表达水

平明显降低(P<0.05)；与H/R组和H/R+miR-149-5p 
NC组比较，H/R+miR-149-5p inhibitor组H9c2细胞

图1　I/R处理对小鼠心脏组织中miR-149-5p表达水平的

影响

Fig.1　Effect of ischemia-reperfusion on level of miR-149-5p 

in cardiac tissue of mouse
I/R. 缺血再灌注；与假手术组比较，(1)P<0.05
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图2　miR-149-5p对H9c2大鼠心肌细胞活力的影响

Fig.2　Effect of miR-149-5p on cell viability of H9c2 rat's 

cardiomyocytes
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较，(2)P＜0.05；与H/R+miR-149-5p NC组比较，(3)P＜0.05
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2 . 3　miR-149-5p对H9c2大鼠心肌细胞中LDH和

CK活性的影响　ELISA检测结果显示，与对照组

比较，H / R组H 9 c 2细胞中L D H和CK活性明显升

高(P<0.05)；与H/R组和H/R+miR-149-5p NC组比

较，H/R+miR-149-5p inhibitor组H9c2细胞中LDH和

CK活性明显降低(P<0.05)，H/R+miR-149-5p mimics
组H9c2细胞中LDH和CK活性明显升高(P<0.05， 
图3)。
2.4　miR-149-5p对H9c2大鼠心肌细胞凋亡的影响

　流式细胞术检测结果显示，与对照组比较，H/R 
组H9c2细胞凋亡率明显升高(P<0.05)。与H/R组

和H/R+miR-149-5p NC组比较，H/R+miR-149-5p 
inhi bitor组H9c2细胞凋亡率明显降低(P<0.05)， 
H/R+miR-149-5p mimics组H9c2细胞凋亡率明显升

高(P<0.05，图4)。

图3　miR-149-5p对H9c2大鼠心肌细胞中LDH和CK活性

的影响

Fig.3　Effect of miR-149-5p on activity of LDH and CK in 

H9c2 rat's cardiomyocytes
　　H/R . 缺氧/复氧；LDH. 乳酸脱氢酶；CK. 肌酸激酶；与对

照组比较，(1)P<0.05；与H/R组比较，(2)P＜0.05；与H/R+miR-

149-5p NC组比较，(3)P＜0.05
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图4　miR-149-5p对H9c2大鼠心肌细胞凋亡的影响

Fig.4　Effect of miR-149-5p on apoptosis of H9c2 rat's cardiomyocytes
H/R. 缺氧/复氧；与对照组比较，(1)P<0.05；与H/R组相比，(2)P＜0.05；与H/R+miR-149-5p NC组比较，(3)P＜0.05
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图5　miR-149-5p对H9c2大鼠心肌细胞凋亡相关蛋白表达的影响

Fig.5　Effect of miR-149-5p on expression of apoptosis-related proteins in H9c2 rat's cardiomyocytes(Western blotting)
H/R. 缺氧/复氧；与对照组比较，(1)P<0.05；与H/R组相比，(2)P＜0.05；与H/R+miR-149-5p NC组比较，(3)P＜0.05
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FGF21蛋白表达水平明显升高(P<0.05)，H/R+miR-
149-5p mimics组H9c2细胞FGF21蛋白表达水平明显

降低(P<0.05，图7)。

图6　miR-149-5p与FGF21 3' UTR的预测结合位点及双荧

光素酶检测结果

Fig.6　Prediction of binding sites on FGF21 3' UTR with 

miR-149-5p and the results of dual-luciferase reporter assay
　　W T. 野生型；MUT. 突变型；UTR . 非翻译区；A . 生物信

息学预测的结合位点；B. 荧光素酶检测结果；与miR-149-5p 

NC+FGF21 WT组比较，(1)P<0.05

图7　miR-149-5p对H9c2大鼠心肌细胞FGF21蛋白表达的

影响

Fig.7　Effect of miR-149-5p on expression of FGF21 in H9c2 

rat's cardiomyocytes (Western blotting)
　　H/R . 缺氧/复氧；与对照组比较，(1)P<0.05；与H/R组比

较，(2)P＜0.05；与H/R+miR-149-5p NC组比较，(3)P＜0.05

图8　miR-149-5p通过FGF21对H9c2大鼠心肌细胞中LDH

和CK活性的影响

Fig.8　Effect of miR-149-5p on activity of LDH and CK in 

H9c2 rat's cardiomyocytes through FGF21
　　H/R. 缺氧/复氧；LDH. 乳酸脱氢酶；CK. 肌酸激酶；与H/R+ 

miR-149-5p mimics组比较，(1)P<0.05
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的临床意义。本研究建立了I/R小鼠体内模型和体

外大鼠心肌细胞H/R模型，观察了miR-149-5p在体

外大鼠心肌细胞H/R模型中的作用，以及miR-149-
5p对FGF21的靶向调节作用。

miRNA是一组小的非编码单链RNA分子，具有

2.8　miR-149-5p通过FGF21对H9c2大鼠心肌细胞

活力、凋亡的影响　与H/R+miR-149-5p mimics组
比较，H/R+miR-149-5p mimics+FGF21组H9c2细胞

活力明显升高(59.38%±6.05% vs. 40.29%±3.12%，

P<0.05)，细胞凋亡率明显降低(28.41%±1.29% vs. 
41.09%±2.63%，P<0.05)。
2.9　miR-149-5p通过FGF21对LDH和CK活性的影

响　与H/R+miR-149-5p mimics组相比，H/R+miR-
149-5p mimics+FGF21组H9c2细胞中LDH和CK活性

明显降低(P<0.05，图8)。

3　讨　　论

缺血性心脏病的预防和治疗近年来取得了显著

进步，但仍保持较高的发病率和病死率。心肌I/R
损伤是指心肌在缺血后恢复正常血流状态时，缺血

性心肌损伤加剧；其主要表现包括心律不齐、心肌

收缩功能障碍和不可逆的心肌再灌注损伤[15]。近年

来，随着溶栓治疗、经皮冠状动脉介入治疗、心血

管系统手术和体外循环的广泛应用，心肌I/R损伤

的发生显著增多[16]。因此，改善I/R损伤具有重要
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18~25个核苷酸，通过限制mRNA的翻译和(或)通过

与非翻译区(3'-UTR)互补碱基配对来促进mRNA降

解，从而充当基因表达的负调节剂[17]。大量研究显

示，内源性miRNA在转录和转录后水平对靶基因有

较强的调控作用，且与多种疾病过程相关[18-19]。在

心脏中，心脏I/R损伤期间一些miRNA表达失调，

可将其视为这些心脏疾病潜在的关键调节剂或生

物标志物 [20]。例如，在心肌梗死的心脏组织中观

察到miR-1以及miR-21和miR-133的表达失调。尽管

miR-1在心脏I/R损伤中的作用仍不确定，但不可否

认的是，miR-1与心肌I/R进程密切相关，且可能调

节心脏损伤后的适应机制[21]。据报道，miR-149-5p
可能成为缺血性卒中后血脑屏障破坏的潜在治疗靶 
点[22]。本研究结果显示，I/R小鼠心脏组织中miR-
149-5p表达水平明显上调，提示miR-149-5p可能在

心脏I/R损伤中发挥重要作用。H9c2大鼠心肌细胞

经miR-149-5p inhibitor处理后，细胞活力得到明显恢

复，细胞凋亡明显减少。另外，CK和LDH水平是

评价心肌细胞损伤和细胞膜完整性的敏感指标[23]， 
这两种酶可在H/R诱导的细胞膜损伤时渗出细胞。

因此，在miR-149-5p下调后，细胞上清液中CK和

LDH释放减少，提示调控miRNA在小鼠体内和体

外均可能发挥心脏保护作用。上述结果可能为心肌 
I/R损伤相关基因治疗提供新的线索。

尽管介导心肌I/R损伤的分子机制尚不清楚，

但细胞凋亡的激活在病理学中起着重要作用[24]。凋

亡是程序性细胞死亡的过程，在心肌I/R损伤的情

况下，心肌细胞凋亡会导致心肌细胞容量降低和随

后的心脏舒张与收缩功能障碍 [25]。另外，急性心

肌梗死后症状性心力衰竭的发病率与心肌细胞凋亡

增加呈正相关[26]。因此，研究减轻H/R诱导心肌细

胞凋亡的方法在对抗心肌I/R损伤方面具有一定的

临床意义。本研究结果显示，H/R损伤的H9c2大鼠

心肌细胞中，miR-149-5p表达水平上调且细胞凋亡

率升高，提示miR-149-5p上调可能与H9c2细胞凋亡

增强有关。Caspase-3是细胞凋亡过程中重要的蛋白

酶。Bcl-2家族的Bcl-2和Bax是目前已知的重要的细

胞凋亡调控因子，可作用于下游的caspase-3。Bcl-2
和B a x在细胞凋亡转导过程中相互关联并相互制 
约[27]。本研究结果显示，miR-149-5p过表达可加剧

H/R诱导的细胞凋亡，使Bax和cleaved caspase-3蛋白

表达水平升高，Bcl-2蛋白表达水平降低；相反，抑

制miR-149-5p可抑制H/R诱导的细胞凋亡，且Bax和
cleaved caspase-3蛋白表达水平降低，Bcl-2蛋白表达

水平升高。上述结果提示，miR-149-5p可在H/R刺

激的心肌细胞中发挥促凋亡作用。

FGF21是一种内分泌因子，主要在脂肪和肝组

织中表达，也在其他组织如心肌中表达 [11]。有研

究显示，FGF21可显著减轻I/R后大鼠心肌梗死，

减少H/R诱导的H9c2大鼠心肌细胞凋亡[28]。Zhang
等[29]报道，FGF21可通过激活ERK1/2-p38 MAPK-
AMPK途径来预防脂质或糖尿病引起的心肌细胞凋

亡。在本研究中，采用miR-149-5p抑制剂处理H/R 
损伤的H9c2细胞后，FGF21蛋白表达水平升高，

细胞凋亡率降低，提示FGF21可抑制H9c2细胞凋

亡。生物信息学预测和双荧光素酶鉴定结果显示，

FGF21可能是miR-149-5p的靶向位点。另外，H/R
损伤的H9c2细胞经miR-149-5p mimics和FGF21共同

处理后，各项指标均比miR-149-5p mimics单独处理

有所改善。因此我们推测，miR-149-5p可通过调节

FGF21影响H/R损伤后的心肌细胞凋亡。

总之，本研究结果显示，miR-149-5p可直接靶

向FGF21，负向调控其表达，促进H/R处理的H9c2
大鼠心肌细胞活力下降、凋亡增加；而抑制miR-
149-5p表达可上调FGF21水平，促进H9c2细胞活力

恢复、凋亡减少。上述研究结果可为I/R损伤提供

潜在的治疗靶点，但本研究主要围绕细胞水平开

展，且尚未对miR-149-5p在I/R小鼠中的具体调控机

制进行验证；miR-149-5p对心脏I/R损伤的作用机制

有待进一步深入研究。
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