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微 RNA-21 通过激活沉默信息调控因子 1 信号通路缓解多柔比星心肌毒性
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[摘要] 目的 探讨微 RNA-21（miR-21）能否减轻多柔比星（DOX）心肌毒性，并阐明沉默信息调控因子 1

（SIRT1）信号通路是否介导其作用。方法　用 DOX（1 μmol/L）处理大鼠原代心肌细胞构建 DOX 心肌毒性模

型。将心肌细胞分为 8 组：对照组、miR-21 组、miR-21 抑制剂组、DOX 组、miR-21＋DOX 组、miR-21 抑制剂＋

DOX 组、Sirtinol＋miR-21＋DOX 组、Sirtinol＋DOX 组，miR-21 mimics、miR-21 抑制剂和 Sirtinol（SIRT1 抑制剂）

分别于 DOX 处理前 24 h 加入细胞培养液中。DOX 处理 24 h 后检测心肌细胞的细胞活力、凋亡率、凋亡相关蛋白

和 SIRT1 信号通路表达情况。结果　与对照组相比，DOX 处理 24 h 后心肌细胞活力降低，Bcl-2 和 SIRT1 表达量降

低，而 Bax 和 cleaved Caspase-3 表达量增加，细胞凋亡率增高，差异均有统计学意义（P＜0.05）。与 DOX 组相比， 

miR-21 可明显提高心肌细胞活力，上调 Bcl-2 和 SIRT1 表达，下调 Bax 和 cleaved Caspase-3 表达，降低细胞凋亡

率，差异均有统计学意义（P＜0.05）。抑制 SIRT1 信号通路可削弱 miR-21 对心肌细胞的保护作用（P＜0.05）。 

结论　miR-21 可通过激活 SIRT1 信号通路抑制心肌细胞凋亡，提高细胞活力，缓解 DOX 心肌毒性。
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MicroRNA-21 attenuates doxorubicin-induced cardiotoxicity by activating silent information regulator 1 
signaling pathway
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[Abstract]　Objective　To explore whether microR-21 (miR-21) can alleviate doxorubicin (DOX)-induced cardiotoxicity 
and whether silent information regulator 1 (SIRT1) signaling pathway mediates the roles. Methods　Neonatal rat cardiac myocytes 
were treated with DOX (1 μmol/L) to induce DOX myocardial toxicity model. The cardiomyocytes were randomized into 8 
groups: control group, miR-21 group, miR-21 inhibitor group, DOX group, miR-21＋DOX group, miR-21 inhibitor＋DOX 
group, Sirtinol＋miR-21＋DOX group and Sirtinol＋DOX group. The miR-21 mimics, miR-21 inhibitors and Sirtinol (SIRT1 
inhibitor) were given at 24 h before DOX treatment. After treatment with DOX for 24 h, the cell viability, apoptosis rate, and the 
expression levels of apoptosis-related proteins and SIRT1 signaling pathway were detected. Results　Compared with the control 
group, the cell viability, and the expression levels of Bcl-2 and SIRT1 were significantly decreased in the cardiomyocytes after 
treatment with DOX for 24 h, while the expression levels of Bax and cleaved Caspase-3, and apoptotic rate were significantly 
increased (P＜0.05). Compared with the DOX group, miR-21 significantly increased cell viability and the expression levels 
of Bcl-2 and SIRT1, and significantly decreased the expression levels of Bax and cleaved Caspase-3 and apoptotic rate  
(P＜0.05). Inhibiting SIRT1 signaling pathway could significantly weaken the protective effect of miR-21 on cardiomyocytes  
(P＜0.05). Conclusion　miR-21 can inhibit cardiomyocyte apoptosis, increase cell viability and alleviate DOX-induced 
cardiotoxicity by activating SIRT1 signaling pathway.
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多柔比星（doxorubicin，DOX）是临床上

应用最广泛的抗肿瘤药物之一，可用于治疗乳腺 
癌[1]、卵巢癌[2]、淋巴瘤[3]等，但其具有剂量相关

心脏毒性，可导致心肌病和充血性心力衰竭[4]，因

而其临床应用明显受限。心肌细胞凋亡是 DOX 心
肌毒性的主要机制[5]，抑制心肌细胞凋亡可能是缓

解 DOX 心肌毒性的关键策略。

微  RNA（microRNA，miRNA）是一类高

度保守的长度约为 18～25 个核苷酸的单链非编

码  RNA，通过多种机制（如  mRNA 切割和翻

译抑制）在转录后水平负向调控基因表达 [6-7]。

miRNA 参与调节多种细胞功能，包括细胞增殖、

分化、凋亡、自噬、代谢和细胞衰老等 [8-10]。其

中，miRNA-21（miR-21）是最早发现的哺乳动

物 miRNA 之一。最新研究发现，miR-21 在缓解

心肌梗死[11]、放射性心肌损伤[12]、心肌缺血再灌

注[13]等多种心血管疾病中发挥积极作用。此外，

miR-21 还可通过抑制心肌细胞凋亡抵抗 DOX 心
肌毒性[14]，但是其具体分子机制尚未完全阐明。沉

默信息调控因子 1（silent information regulator 1，
SIRT1）是机体内最先发现的一种具有去乙酰化酶

活性的转录调节因子，激活 SIRT1 信号通路可有

效缓解 DOX 引起的心肌毒性[15]。已有文献报道，

miR-21 可通过激活 SIRT1 信号通路抑制肿瘤坏死

因子 α（tumor necrosis factor α，TNF-α）诱导的肾

内髓质集合管细胞 CD40 表达[16]。然而，miR-21 
是否通过激活 SIRT1 信号通路缓解 DOX 心肌毒性

尚未见报道。本研究拟采用 DOX 处理大鼠原代心

肌细胞构建 DOX 心肌毒性模型，观察 miR-21 能
否减轻 DOX 心肌毒性并阐明 SIRT1 是否介导其 
作用。

1　材料和方法

1.1　主要试剂　DOX（货号：D1515）、Sirtinol
（SIRT1 抑制剂；货号：S7942）和四甲基偶氮唑

盐（methyl thiazolyl tetrazolium，MTT；货号：

M5655）购自美国 Sigma-Aldrich 公司；miR-21 
mimics、miR-21 抑制剂和 miR-21 错义链购自上海

吉玛制药技术有限公司；抗 SIRT1 抗体购自英国 
Abcam 公司；抗乙酰化叉头框蛋白 O1（acetylated 
forkhead box protein O1, Ac-FOXO1）抗体购自

美国 Santa Cruz 公司；抗 Bcl-2、Bax、cleaved 

Caspase-3 和 β-actin 抗体购自美国 Cell Signaling 
Technology 公司；羊抗兔、羊抗鼠抗体购自北京

中杉金桥生物技术有限公司；原位末端转移酶标

记（terminal dexynucleotidyl transferase-mediated 
dUTP nick end labeling，TUNEL）凋亡检测试剂

盒购自瑞士 Roche 公司；Lipofectamine 2000 购
自美国 Invitrogen 公司；miRNeasy Mini 试剂盒、

miScript 反转录试剂盒和 miScript SYBR Green PCR 
试剂盒购自美国 Qiagen 公司；7500 快速实时荧光

定量 PCR 系统购自美国 Applied Biosystems 公司。

1.2　心肌毒性细胞模型的建立　从新生大鼠心

脏中分离提取原代心肌细胞（neonatal rat cardiac 
myocyte，NRCM）并进行培养[17]。细胞用含 10% 
胎牛血清的 DMEM 培养液培养于含 5% CO2 的  
37 ℃ 恒温孵箱中。参照国际通用的 DOX 心肌毒

性细胞模型的建立方法[18]，采用 DOX（1 μmol/L）
处理原代心肌细胞构建 DOX 心肌毒性模型。

1 . 3　实验分组及处理　将原代心肌细胞分为  
8 组：（1）对照组，转染 50 nmol/L 的 miR-21 错
义链；（2）miR-21 组，转染 50 nmol/L 的 miR-21 
mimics；（3）miR-21 抑制剂组，转染 50 nmol/L  
的 miR-21 抑制剂；（4）DOX 组，先向心肌细胞

转染 50 nmol/L 的 miR-21 错义链，再用 DOX 处
理 24 h；（5）miR-21＋DOX 组，先向心肌细胞

转染 50 nmol/L 的 miR-21 mimics，再用 DOX 处理 
24 h；（6）miR-21 抑制剂＋DOX 组，先向心肌细

胞转染 50 nmol/L 的 miR-21 抑制剂，再用 DOX 处
理 24 h；（7）Sirtinol＋miR-21＋DOX组，先向心

肌细胞转染 50 nmol/L 的 miR-21 mimics 并同时给

予 Sirtinol（20 μmol/L）处理，然后再用 DOX 处
理 24 h；（8）Sirtinol＋DOX组：先向心肌细胞转

染 50 nmol/L 的 miR-21 错义链并同时给予 Sirtinol
（20 μmol/L）处理，然后再用 DOX 处理 24 h。
1.4　MTT 比色法测定细胞活力　将 DOX 与原代

心肌细胞在 37 ℃ 孵箱中温育 24 h 后，在培养液

中加入 20 μL MTT（5 mg/mL）处理 4 h，随后加

入二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）。充

分震荡后，在 550 nm 波长下检测光密度，以光

密度值间接反映细胞活力。以对照组细胞活力为 
100%，其他组细胞活力为对照组的相对值。

1 . 5　T U N E L 染色检测细胞凋亡情况　采用 
TUNEL 试剂盒检测细胞凋亡情况[19]，荧光显微镜
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下观察并拍照。细胞凋亡率（%）＝TUNEL 染色

阳性细胞核数量/全部细胞核数量×100%。

1.6　蛋白质印迹法检测相关蛋白的表达　通过  
12% 十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离

细胞蛋白，用湿转法转移至聚偏二氟乙烯膜；

将聚偏二氟乙烯膜用  5 %  牛奶在室温下封闭  
1 h，分别加入 Bcl-2、Bax、cleaved Caspase-3、  
Ac-FOXO1、SIRT1 和 β-actin 抗体（稀释比例均为 
1∶1 000）在 4 ℃ 下孵育过夜；用 TBST 彻底洗涤 
3 次，每次 10 min；然后，将聚偏二氟乙烯膜与辣

根过氧化物酶偶联的二抗（稀释比例为 1∶5 000）
在室温下孵育 1 h；用 TBST 彻底洗涤 3 次，每次

10 min；通过化学发光法检测目的蛋白的表达。使

用 ImageJ 软件进行蛋白表达半定量分析。

1 . 7　实时荧光定量  P C R  法检测  m i R - 2 1  的 
表达　用 miRNeasy Mini 试剂盒从心肌细胞中提

取总 RNA。使用 miScript 反转录试剂盒、miScript 

SYBR Green PCR 试剂盒和 7500 快速实时荧光定

量 PCR 系统检测 miR-21 的表达水平，以 RNU6B 
作为内参。通过 2－ΔΔCt 法计算基因相对表达量。

1.8　统计学处理　采用 GraphPad Prism 5 软件进

行统计学分析。数据以 x±s 表示，多组间差异的

比较采用单因素方差分析，两两比较采用 LSD-t 检
验。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　miR-21 提高 DOX 处理后心肌细胞活力　实时 
荧光定量 PCR 结果（图 1A）显示，与对照组相

比，miR-21 组和 DOX 组心肌细胞 miR-21 的表

达量升高（P＜0.05）。MTT 结果（图 1B）显

示，与对照组相比，DOX 组心肌细胞活力降低 
（P＜0.05），而 miR-21 可以提高 DOX 处理后心

肌细胞活力（P＜0.05）；miR-21 组与对照组相比

心肌细胞活力差异无统计学意义（P＞0.05）。

图 1　miR-21 对 DOX 处理后新生大鼠心肌细胞活力的影响

Fig 1　Effect of miR-21 on cell viability of DOX-treated neonatal rat cardiomyocytes
A: miR-21 expression level; B: Cell viability. miR-21: microRNA-21; DOX: Doxorubicin. *P＜0.05 vs control group; △P＜0.05 vs 

DOX group. n＝4, x±s

2.2　miR-21 抑制  DOX 处理后心肌细胞凋亡 
水平　TUNEL 染色结果（图 2A、2B）显示，

与对照组相比，DOX 组心肌细胞凋亡率增高，

而 miR-21 可降低 DOX 处理后心肌细胞凋亡率 
（P＜0.05）；miR-21 组与对照组相比心肌细胞

凋亡率差异无统计学意义（P＞0.05）。进一步通

过蛋白质印迹法检测凋亡相关蛋白 Bax、Bcl-2 和 
cleaved Caspase-3 的表达量，结果（图 2C～2E）

显示，与对照组相比，DOX 增加了心肌细胞 Bax 
和 cleaved Caspase-3 的表达量并降低了 Bcl-2 的表

达量（P＜0.05）；miR-21 可降低 DOX 处理后心

肌细胞内 Bax 和 cleaved Caspase-3 表达量，提高 
Bcl-2 表达量（P＜0.05）；miR-21 组与对照组相

比，心肌细胞 Bax、Bcl-2 和 cleaved Caspase-3 的
表达量差异均无统计学意义（P＞0.05）。

2.3　miR-21 激活 DOX 处理后心肌细胞 SIRT1 信
号通路　蛋白质印迹分析结果（图 3）显示，与对

照组相比，DOX 组心肌细胞 SIRT1 表达量降低、

Ac-FOXO1 表达量增高（P＜0.05），而 miR-21 
可以提高 DOX 处理后心肌细胞 SIRT1 表达量、降

低 Ac-FOXO1 表达量（P＜0.05）。采用 Sirtinol 
特异性地抑制 SIRT1 信号通路后，与 miR-21＋
DOX 组相比，Sirtinol＋miR-21＋DOX 组心肌细

胞内 SIRT1 的表达量降低，而 Ac-FOXO1 的表

达量增高（P＜0.05）。观察 miR-21 抑制剂对于 
SIRT1 表达的影响，结果显示，与 DOX 组相比， 
miR-21 抑制剂＋DOX 组心肌细胞内 SIRT1 的表达

量进一步降低，而 Ac-FOXO1 的表达量进一步增

高（P＜0.05）。
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图 3　miR-21、Sirtinol 和 miR-21 抑制剂对 DOX 处理后新生大鼠心肌细胞 SIRT1 信号通路的影响

Fig 3　Effect of miR-21, Sirtinol and miR-21 inhibitors on SIRT1 signaling pathway  

of DOX-treated neonatal rat cardiomyocytes

A: Effect of miR-21 and Sirtinol on SIRT1 expression detected by Western blotting; B: Effect of miR-21 and Sirtinol on Ac-FOXO1 

expression detected by Western blotting; C: Effect of miR-21 inhibitor on SIRT1 expression detected by Western blotting; D: Effect 

of miR-21 inhibitor on Ac-FOXO1 expression detected by Western blotting. miR-21: microRNA-21; DOX: Doxorubicin; SIRT1: 

Silent information regulator 1; Ac-FOXO1: Acetylated forkhead box protein O1. *P＜0.05 vs control group; △P＜0.05 vs DOX group;  
▲P＜0.05 vs miR-21＋DOX group. n＝4, x±s

图 2　miR-21 对 DOX 处理后新生大鼠心肌细胞凋亡的影响

Fig 2　Effects of miR-21 on apoptosis of DOX-treated neonatal rat cardiomyocytes

A: TUNEL images; B: The apoptotic rate; C: Bax expression detected by Western blotting; D: Bcl-2 expression detected by 

Western blotting; E: Cleaved Caspase-3 expression detected by Western blotting. miR-21: microRNA-21; DOX: Doxorubicin;  

TUNEL: Terminal dexynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling; DAPI: 4’ 6,-Diamidino-2-phenylindole. *P＜0.05 vs 

control group; △P＜0.05 vs DOX group. n＝4, x±s
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心肌细胞 Bax、Bcl-2 和 cleaved Caspase-3 的表达

量差异无统计学意义（P＞0.05）。

图 4　miR-21 和 Sirtinol 对 DOX 处理后新生大鼠

心肌细胞活力的影响

Fig 4　Effect of miR-21 and Sirtinol on cell viability of 

DOX-treated neonatal rat cardiomyocytes
miR-21: microRNA-21; DOX: Doxorubicin. *P＜0.05 vs DOX 

group; △P＜0.05 vs miR-21＋DOX group. n＝4, x±s

图 5　miR-21 和 Sirtinol 对 DOX 处理后新生大鼠心肌细胞凋亡的影响

Fig 5　Effects of miR-21 and Sirtinol on apoptosis of DOX-treated neonatal rat cardiomyocytes

A: Representative TUNEL images; B: The apoptotic rate; C: Bax expression detected by Western blotting; D: Bcl-2 expression 

detected by Western blotting; E: Cleaved Caspase-3 expression detected by Western blotting. miR-21: microRNA-21; DOX: 

Doxorubicin; TUNEL: Terminal dexynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling; DAPI: 4’ 6,-Diamidino-2-

phenylindole. *P＜0.05 vs DOX group; △P＜0.05 vs miR-21＋DOX group. n＝4, x±s

2.4　阻断 SIRT1 信号通路削弱 miR-21 抗 DOX 心
肌毒性作用　如图 4 所示，与 miR-21＋DOX 组相

比，Sirtinol＋miR-21＋DOX 组心肌细胞的细胞活

力降低（P＜0.05），提示阻断 SIRT1 信号通路削

弱了 miR-21 抗 DOX 心肌毒性作用。

2.5　阻断 SIRT1 信号通路削弱 miR-21 抗心肌细胞

凋亡作用　TUNEL 染色结果（图 5A、5B）显示，

与 miR-21＋DOX 组相比，Sirtinol＋miR-21＋DOX 
组心肌细胞凋亡率增高（P＜0.05）；Sirtinol＋ 

DOX 组与 DOX 组相比，心肌细胞凋亡率差异无

统计学意义（P＞0.05）。蛋白质印迹分析结果

（图 5C～5E）显示，与 miR-21＋DOX 组相比，

Sirtinol＋miR-21＋DOX 组心肌细胞 Bax 和 cleaved 
Caspase-3  的表达量增高、Bcl-2  表达量降低 
（P＜0.05）；Sirtinol＋DOX 组与 DOX 组相比，
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3　讨　论

研究发现，miRNA 是一类短链非编码 RNA，

可通过结合 mRNA 引起 mRNA 降解或翻译抑制进

而调节基因表达，是调节细胞增殖、分化、凋亡、

应激反应和肿瘤发生的重要调节因子[20]。近年来，

miRNA 在心血管系统中的作用越来越受到重视。

miRNA 可作为冠状动脉粥样硬化性心脏病、心肌

梗死和心力衰竭等多种心血管疾病的生物诊断标志

物[21]。此外，基于 miRNA 的新型治疗策略在心血

管疾病方面的应用也已取得重大进展[22]。

研究表明 miR-21 在心血管系统中高度表达，

是缓解心肌肥厚、放射性心肌损伤、心力衰竭以

及缺血性心脏病等心血管疾病的重要干预靶点，并

在调节心肌细胞生长和死亡以及心脏成纤维细胞

功能中发挥重要作用[11-13,23-26]。过表达 miR-21 可减

轻缺血引起的细胞凋亡、减少心肌梗死面积[11]。 
miR-21 能够通过调控 PTEN/Akt 信号通路抵抗缺

血/再灌注和缺氧/复氧诱导的心肌细胞凋亡[13]。Dai 
等[25]证实，miR-21 能有效缓解糖尿病小鼠早期心

脏舒张功能障碍，降低活性氧的产量，减轻心肌细

胞肥大。此外，过表达 miR-21 可减弱 DOX 诱导

的心肌细胞凋亡，而抑制其表达会增加 DOX 诱导

的细胞凋亡[14]。本研究发现，DOX 处理心肌细胞

后，miR-21 的表达量增高，提示 miR-21 表达的增

高可能是细胞受到 DOX 刺激后引发的一种内源性

保护机制。通过外源性上调 miR-21 表达，我们发

现 miR-21 能够有效改善 DOX 处理后心肌细胞活

力，减少细胞凋亡。

SIRT1 在动脉粥样硬化、心肌肥厚、心肌缺

血再灌注损伤、心肌梗死、心力衰竭等多种心血

管疾病中发挥保护作用 [27]。激活 SIRT1 信号通

路是缓解 DOX 心肌毒性的有效策略。Ruan 等[15]

证实，SIRT1 过表达可通过抑制 p38 丝裂原活化

蛋白激酶（p38 mitogen-activated protein kinase，
p38MAPK）磷酸化和 Caspase-3 激活减少 DOX 
诱导的心肌细胞凋亡，减少活性氧的产量。 
Cui 等[28]发现，红细胞生成素可通过激活 SIRT1 
增强线粒体功能并预防 DOX 诱导的心肌毒性。

Yuan 等[29]证实，心脏特异性过表达 C1q/肿瘤坏

死因子相关蛋白 3（C1q/tumour necrosis factor-
related protein 3，CTRP3）可通过激活 SIRT1 信号

通路改善 DOX 引起的心脏功能障碍，减轻 DOX 
诱导的心脏炎症反应和细胞凋亡。本研究证实，

DOX 处理的原代心肌细胞中 SIRT1 的表达量较正

常心肌细胞降低，而 SIRT1 下游靶蛋白 FOXO1 
的乙酰化水平增高，提示 DOX 可使 SIRT1 去乙

酰化酶活性受损，这与既往研究结果 [15]一致。

SIRT1 信号通路的受损还伴随心肌细胞凋亡率

增高，Bax 和 cleaved Caspase-3 的表达量增高， 
Bcl-2 的表达量降低。本研究发现 miR-21 可以

明显上调 DOX 处理后心肌细胞内 SIRT1 的表达

量，降低 Ac-FOXO1 的表达水平，改善心肌细胞

活力并且抑制心肌细胞凋亡。而阻断 SIRT1 信号

通路后，miR-21 的上述保护作用明显减弱。以上

结果提示，miR-21 可通过激活 SIRT1 信号通路

改善 DOX 心肌毒性。此外，本研究还发现通过 

miR-21 抑制剂下调 miR-21 的表达可降低心肌细

胞内 SIRT1 的表达。近年来研究发现，miR-21 主
要通过负向调控 PDCD4、FASL、PTEN、SPRY1 

等基因发挥心血管保护作用[30]。鉴于 miR-21 主
要是通过降解 mRNA 或抑制翻译过程发挥负向调

控作用，我们推测 miR-21 并非直接作用于 SIRT1 
基因，而可能通过抑制 SIRT1 基因的负向调控分

子间接提高 SIRT1 的表达水平。但 miR-21 具体

通过负向调控哪种分子影响 SIRT1 的表达仍需 
进一步研究。

综上所述，本研究证实 miR-21 是缓解 DOX 
心肌毒性的有效干预靶点，miR-21 主要通过激活 
SIRT1 信号通路抑制心肌细胞凋亡途径发挥其保护

作用。值得注意的是，miR-21 也是参与多种癌症

发生发展的重要 miRNA 之一，其在许多实体肿瘤

中高度表达，并且与肿瘤生长、侵袭和转移密切相 
关[31]。例如，miR-21 能够刺激非小细胞肺癌细胞

生长和增殖、肿瘤血管生成、肿瘤侵袭和转移，增

加肿瘤化学治疗和放射治疗抵抗[32]；上调 miR-21 
表达能够促进人舌鳞癌细胞的增殖，抑制细胞凋

亡[33]；联合使用 DOX 和 miR-21 抑制剂可减少成

胶质细胞瘤肿瘤细胞增殖、侵袭和迁移[34]。因此，

miR-21 的临床应用必须同时关注其对心肌细胞和

肿瘤细胞的双重作用。如何选择性地提高心肌组织 
miR-21 表达并降低肿瘤组织 miR-21 表达，可能成

为缓解化学治疗药物心肌毒性、增强肿瘤杀伤能力

的新研究方向。
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