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基于 miRNA-134-5p/BDNF/Akt 信号通路探讨 X 线辐射致大鼠心肌细胞 
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［摘要］ 目的 探讨 X 线辐射对大鼠心肌细胞凋亡的影响及相关机制。方法 将大鼠 H9C2 心肌细胞分为空

白对照组、X 线照射组（X-ray 组）、X 线照射 miRNA-134-5p 抑制剂组（X-inhibitor 组）、X 线照射 miRNA-134-5p 
抑制剂阴性对照组（X-NC 组）。最终选择以 6 Gy X 线辐照大鼠 H9C2 心肌细胞，48 h 后检测各项指标变化。采用

CCK-8 法检测细胞存活率，用流式细胞术和 Hoechst 33342 染色检测细胞凋亡率，用 DCFH-DA 荧光探针法检测细胞

内活性氧（ROS）水平，用 JC-1 法检测细胞线粒体膜电位变化，用超氧化物歧化酶（SOD）和丙二醛（MDA）检测

试剂盒分别测定细胞中 SOD 活性、MDA 水平，用 qPCR 法检测细胞中 miRNA-134-5p 表达，用蛋白质印迹法检测细

胞中脑源性神经营养因子（BDNF）、Akt、磷酸化Akt（p-Akt）、Bcl2、Bax蛋白的表达。结果 与空白对照组相比，X-ray
组大鼠心肌细胞中 ROS 和 MDA 水平上升、SOD 活性下降、线粒体膜电位下降百分比增加、DNA 损伤微核形成数增

加、细胞凋亡率升高（均 P＜0.01）；与 X-ray 组相比，X-inhibitor 组上述各项指标均有所逆转（P＜0.05 或 P＜0.01），

而 X-NC 组的以上各指标差异均无统计学意义（均 P＞0.05）。与空白对照组相比，X-ray 组大鼠心肌细胞中 miRNA-
134-5p 水平上调，BDNF 表达及 Bcl2/Bax、p-Akt/Akt 比值下降（均 P＜0.01）；与 X-ray 组相比，X-inhibitor 组大鼠

心肌细胞中 miRNA-134-5p 水平下降，BDNF 表达及 Bcl2/Bax、p-Akt/Akt 比值升高（均 P＜0.01），X-NC 组各项指

标差异均无统计学意义（均 P＞0.05）。结论 X 线照射诱导了大鼠心肌细胞发生氧化应激、线粒体损伤及 DNA 损

伤，最终导致细胞凋亡，其发生机制可能涉及 miRNA-134-5p/BDNF/Akt 信号通路。
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［ Abstract ］ Objective To investigate the effect of radiation on cardiomyocyte apoptosis and its related mechanism. 
Methods Rat H9C2 cardiomyocytes were divided into blank control group, X-ray irradiation group (X-ray group), X-ray 
irradiation＋microRNA (miRNA)-134-5p inhibitor group (X-inhibitor group) and X-ray irradiation＋miRNA-134-5p inhibitor 
negative control group (X-NC group). H9C2 cardiomyocytes were irradiated with 6 Gy X-ray, and the changes of various 
indexes were detected 48 h after irradiation. Cell viability was detected by cell counting kit 8 assay. The apoptosis rate was 
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detected by flow cytometry and Hoechst 33342 staining. The level of reactive oxygen species (ROS) in cells was detected by 
DCFH-DA fluorescence probe. The mitochondrial membrane potential was detected by JC-1 method. The activity of superoxide 
dismutase (SOD) and the level of malondialdehyde (MDA) in cells were measured by kits. The expression of miRNA-134-5p 
was detected by quantitative polymerase chain reaction. The protein expression of brain-derived neurotrophic factor (BDNF), 
protein kinase B (Akt), phosphorylated Akt (p-Akt), Bcl2 and Bax was detected by Western blotting. Results Compared 
with the blank control group, in the X-ray group the levels of ROS and MDA were significantly increased, the activity of SOD 
was significantly decreased, the decreased percentage in mitochondrial membrane potential was significantly increased, the 
number of micronuclei of DNA damage was significantly increased, and the apoptosis rate was significantly increased (all P＜ 

0.01). Compared with the X-ray group, all the indexes of the X-inhibitor group were reversed (P＜0.05 or P＜0.01), while 
there was no significant difference in the above parameters in the X-NC group (all P＞0.05). Compared with the blank 
control group, the X-ray group had a significant increase in the miRNA-134-5p level and significant reductions in the protein 
level of BDNF, Bcl2/Bax ratio, and p-Akt/Akt ratio (all P＜0.01). Compared with the X-ray group, the X-inhibitor group 
had a significant reduction in the level of miRNA-134-5p and significant increases in the protein level of BDNF, Bcl2/
Bax ratio, and p-Akt/Akt ratio (all P＜0.01), and there was no significant difference in all parameters in the X-NC group  
(all P＞0.05). Conclusion X-ray irradiation can induce oxidative stress, mitochondrial damage, and DNA damage, eventually 
leading to apoptosis in rat cardiomyocytes, and the mechanism may involve miRNA-134-5p/BDNF/Akt signaling pathway.
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放射性心脏损伤（radiation-induced heart damage，
RIHD）是由辐射诱发的心脏损伤，是肿瘤患者放

疗后最为严重的并发症之一，其主要表现为心包

炎、心肌病、心脏瓣膜病、冠状动脉疾病、传导系

统异常等心血管疾病［1］；在发病过程中心脏逐渐

发生病理性纤维化并伴随心肌细胞凋亡［2］。由于

心肌细胞没有再生能力，一旦过度凋亡，心脏必然

会出现不可逆损伤。在心脏发育缺陷、缺血性心脏

病、动脉粥样硬化、心肌病和心力衰竭等诸多心脏

疾病中均可观察到心肌细胞凋亡［3］。

心肌细胞凋亡的发生机制主要涉及蛋白质寡

聚化、蛋白质构象变化、瞬时蛋白质相互作用、蛋

白质易位等［4］，但随着 miRNA 的发现，有研究证

实 miRNA 在心肌细胞凋亡中的作用。研究表明高

浓度葡萄糖能够上调 miRNA-1 的表达，通过靶向

胰岛素样生长因子 1（insulin-like growth factor 1， 
IGF-1）诱导大鼠 H9C2 心肌细胞发生凋亡［5］。 
另有研究显示，在心脏缺血再灌注（ischemia-
reperfusion，I/R）损伤小鼠中 miRNA-208 表达的下

调有效促进了心肌细胞中活性氧（reactive oxygen 
species，ROS）的产生，同时通过靶向 p21 增加心

肌细胞凋亡，以上 2 种变化共同加剧了心肌细胞凋

亡，从而加重了心肌组织损伤［6］。miRNA 是一类

长 20～22 个核苷酸残基的内源性非编码单链 RNA
［7］，在细胞内稳定表达、含量丰富，且在不同物种

之间高度保守。作为一种具有广泛调控功能的内

源性非编码 RNA，miRNA 通过与靶 mRNA 的 3'-
非翻译区碱基配对，在转录后水平调控基因表达，

诱导 mRNA 降解或抑制蛋白质翻译［8］。miRNA 广

泛存在于心肌组织中，参与急性心肌梗死（acute 
myocardial infarction，AMI）等多种心血管疾病的

病理生理过程［9-10］，实验证明 miRNA 可通过调控

相关靶基因表达促进或抑制心肌细胞凋亡［11-13］。

本课题组前期通过外泌体测序发现 X 线照射

可诱导 miRNA-134-5p 表达上调［14］，并通过生物信

息学分析预测发现其靶基因可能为脑源性神经营养

因子（brain-derived neurotrophic factor，BDNF），

而 BDNF 通过调控下游 Akt 信号通路启动线粒体

途径的细胞凋亡通路［15］。基于此，本研究探讨了

miRNA-134-5p/BDNF/Akt 信号通路在 X 线辐射致

大鼠心肌细胞损伤中的作用。

1 材料和方法

1.1 细胞、试剂与仪器 大鼠H9C2 心肌细胞购自

苏州海星生物科技有限公司。高糖 DMEM 购自美

国 HyClone 公司；FBS 购自苏州依科赛生物科技
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股份有限公司；CCK-8 检测试剂盒、总 RNA 提

取试剂盒均购自翌圣生物科技（上海）股份有限

公司；细胞凋亡检测试剂盒购自杭州联科生物技

术股份有限公司；青 -链霉素混合液、线粒体膜

电位检测试剂盒、Hoechst 33342 染色液、吉姆萨

染色液均购自北京索莱宝科技有限公司；ROS 检

测试剂盒购自大连美仑生物技术有限公司；丙二

醛（malondialdehyde，MDA）、超氧化物歧化酶

（superoxide dismutase，SOD）检测试剂盒均购

自南京建成生物工程研究所；大鼠 BDNF 单克隆

抗体购自美国 GeneTex 公司；大鼠 GAPDH 单克

隆抗体、大鼠 Akt 单克隆抗体、大鼠磷酸化的 Akt
（phosphorylated Akt，p-Akt） 单 克 隆 抗 体、 大

鼠 Bcl2 单克隆抗体、大鼠 Bax 单克隆抗体均购自

美国 ImmunoWay 公司；miRNA-134-5p 抑制剂和

miRNA-134-5p 抑制剂阴性对照均购自广州锐博生

物技术有限公司。

生物辐照仪购自美国 Precision X-Ray 公司；

CO2 恒温培养箱购自天津市莱玻特瑞仪器设备有

限公司；化学发光成像系统购自美国 Azure 公司；

SpectraMax 酶标检测仪购自美谷分子仪器（上海）

有限公司；Olympus IX53 倒置荧光显微镜购自上

海普赫光电科技有限公司；NanoFCM 纳米流式检

测仪购自厦门福流生物科技有限公司；LightCycler 
96 实时荧光定量 PCR 仪购自瑞士 Roche 公司。

1.2 细胞培养 在 37 ℃、5% CO2 及饱和湿度条

件下，将大鼠 H9C2 心肌细胞置于含 10% FBS、
1% 青 – 链霉素混合液的高糖 DMEM 中进行培养。

用胰蛋白酶 -EDTA 消化液（含 0.25% 胰蛋白酶和

0.02% EDTA）消化细胞，后加入完全培养基终止

消化，轻轻吹打混匀细胞后传代培养。

1.3 细胞照射及分组 细胞照射在甘肃中医药大

学生物辐照检测室进行，用生物辐照仪照射，放射

源中心到细胞照射野中心的距离为 48 cm, 剂量率

为 2 Gy/min, 按照 0、2、4、6、8、10 Gy X 线辐射

剂量完成照射。根据 CCK-8 实验结果，结合相关文

献［16-17］及本课题组前期实验结果，6 Gy X 线辐照剂

量为建立细胞损伤模型的最佳辐照剂量，因此采用

6 Gy X 线辐照剂量作为本实验的辐照干预剂量。

细胞分为 4 组：（1） 空白对照组；（2）X 线 
照射组（X-ray 组），即按照预先筛选的 X 线照射

方案照射的 H9C2 细胞；（3）X 线照射 miRNA-

134-5p 抑制剂组（X-inhibitor 组），即 X 线照射转

染 miRNA-134-5p 抑 制 剂 的 H9C2 细 胞；（4）X
线照射 miRNA-134-5p 抑制剂阴性对照组（X-NC
组），即 X 线照射转染 miRNA-134-5p 抑制剂阴性

对照的 H9C2 细胞。

1.4 CCK-8 法检测大鼠心肌细胞存活情况 取对

数生长期的大鼠 H9C2 心肌细胞，将细胞接种于 
96 孔板，每组 8 个复孔，培养 24 h，等待细胞贴壁。

按照 0、2、4、6、8、10 Gy X 线辐照剂量照射细胞，

分别于照射后 6、12、24、48、72 h 用酶标仪检测

450 nm 处的光密度值（D），计算细胞存活率。细

胞存活率（%）＝［（D实验孔－D空白孔）/（D对照孔－

D空白孔）］×100%。

1.5 大鼠心肌细胞凋亡检测 （1）膜联蛋白Ⅴ - 
FITC/PI 双染流式细胞实验。将大鼠 H9C2 心肌

细胞接种于 6 孔板中，按 1.3 项分组干预后消化

并收集细胞，用预冷 PBS 离心洗涤 2～3 次，各加

入适量结合缓冲液重悬。每组加入 5 μL 膜联蛋白

Ⅴ -FITC 和 10 μL PI 染色，轻柔涡旋混匀，室温避

光孵育 5 min，采用流式细胞仪检测心肌细胞凋亡

情况。

（2）Hoechst 33342 染色实验。将大鼠 H9C2
心肌细胞接种于 24 孔板，按 1.3 项分组干预后

加入适量 Hoechst 33342 工作液，37 ℃孵育 20～ 

30 min，用 PBS 洗 2～3 次，每次 3～5 min，在荧

光显微镜下拍照。

1.6 微核试验检测大鼠心肌细胞 DNA 损伤 将大 
鼠 H9C2 心肌细胞接种于 6 孔板，按 1.3 项分组干

预后收集细胞，加入适量 0.075% 氯化钾溶液混匀

1 min，再加入适量固定液（甲醇∶冰醋酸按 3 ∶ 1
体积比配制，现配现用）吹匀，160.992×g 离心 
10 min，弃上清；加入 5 mL 固定液吹匀，静置

20～30 min，160.992×g 离心 10 min，弃上清；加

入适量固定液重悬，将细胞重悬液滴至载玻片上晾

干，滴加适量吉姆萨工作液染色 20 min，纯水冲洗

晾干后置于显微镜下观察，随机选取视野，每组计

数 1 000 个细胞×3 次，计算细胞微核数量。

1.7 大鼠心肌细胞线粒体膜电位检测 将大鼠

H9C2 心肌细胞接种于 6 孔板，按 1.3 项分组干预

后消化并收集细胞，重悬于 500 μL 完全培养基中，

再加入 500 μL JC-1 染色工作液，颠倒数次混匀；

37 ℃避光孵育 20 min 后，4 ℃ 600×g 离心 3～ 
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4 min，弃上清；加入 JC-1 染色缓冲液洗涤 2 次， 
4 ℃ 600×g 离心 3～4 min，弃上清；加入适量

JC-1 染色缓冲液重悬，采用流式细胞仪检测。

1.8 大鼠心肌细胞氧化应激检测 （1）ROS 检

测。将大鼠H9C2 心肌细胞接种于 6 孔板，按 1.3 项 
分组干预后消化并收集细胞，重悬于适当体

积 的 DCFH-DA 工 作 液；37 ℃ 避 光 孵 育 20～ 

30 min，其间颠倒数次混匀，111.8×g 离心 5 min
后弃上清；加入适量无血清培养基洗涤细胞 3 次，

111.8×g 离心 5 min 后弃上清；加入适量 PBS 重悬，

采用流式细胞仪检测。

（2）MDA、SOD 检测。按 1.3 项分组干预细

胞，消化并收集细胞；按照 MDA、SOD 检测试剂

盒操作步骤，用硫代巴比妥酸法检测细胞中 MDA
水平，用水溶性四氮唑法检测 SOD 活性。

1.9 qPCR 法检测大鼠心肌细胞中 miRNA-134-5p
的表达 收集各组大鼠 H9C2 心肌细胞，提取总

RNA，超微量分光光度法测定其纯度和浓度，使用

Bulge-LoopTM miRNA qRT-PCR Starter Kit（广州锐

博生物技术有限公司）反转录得到 cDNA，将其与

广州锐博生物技术有限公司配套内参、miRNA-14-
5p 引物共同加入扩增体系，使用 LightCycler 96 实

时荧光定量 PCR 仪进行检测分析。

1.10 蛋白质印迹法检测大鼠心肌细胞中 BDNF、
Akt、p-Akt、Bcl2、Bax 蛋白的表达 按 1.3 项将细 
胞分组干预后收集细胞，分别加入 250 μL RIPA 裂

解液，4 ℃裂解 30 min，使用细胞刮刀收集细胞

裂解液，111.8×g 离心 5 min 并收取上清液，使

用 BCA 法对蛋白进行定量后将蛋白配平并煮沸变

性。蛋白经电泳、转膜、封闭、孵育一抗和二抗

后，滴加曝光液，置于凝胶成像仪曝光，用 ImageJ
软件检测曝光后蛋白条带的灰度值。

1.11 统计学处理 应用 GraphPad Prism 8.0 软件

进行数据处理，数据以 x±s 示，多组间比较采用重

复测量方差分析。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 大鼠心肌细胞照射剂量及观察时间点的确定 CCK-8
法检测结果（表 1）表明，不同剂量的 X 线辐射对

大鼠心肌细胞的存活均有一定的抑制效应，且这种

抑制效应呈一定的剂量 -时间依赖性，差异有统计

学意义（P＜0.05）。辐射剂量为 6 Gy、培养 48 h 
时，细胞存活率为 0.76±0.01。基于实验结果并结

合文献［16-17］，本实验最终选择 6 Gy 为 X 线照射大

鼠 H9C2 心肌细胞的最佳剂量，照射后 48 h 为指标

检测时间点。

表 1 不同剂量 X 线照射对大鼠 H9C2 心肌细胞存活的影响

Tab 1 Effect of different doses of X-ray irradiation on survival of rat H9C2 cardiomyocytes
n＝3, x±s

Irradiation dose/Gy
Duration after X-ray irradiation/h

6 12 24 48 72
0 1.00±0.01 1.00±0.01 1.00±0.01 1.00±0.02 1.00±0.02
2 0.99±0.03 0.92±0.07 0.96±0.03* 0.92±0.01** 0.83±0.01**

4 0.98±0.03 1.01±0.01 1.02±0.01 0.87±0.03** 0.78±0.01**

6 1.00±0.01 1.01±0.02 0.93±0.01** 0.76±0.01** 0.64±0.01**

8 0.96±0.01 0.81±0.13** 0.91±0.03** 0.72±0.02** 0.58±0.01**

10 0.96±0.09 0.92±0.08 0.94±0.02** 0.72±0.04** 0.58±0.02**

*P＜0.05, **P＜0.01 vs 0 Gy group.

2.2 X线照射对大鼠心肌细胞凋亡的影响 膜联蛋白Ⅴ - 
FITC/PI 双染流式细胞术检测结果显示，与空白

对 照 组［（11.53±3.01）%］相 比，X-ray 组 大 鼠

H9C2 心肌细胞凋亡率［（64.92±13.18）%］增加

约 463%（P＜0.01）；与 X-ray 组相比，X-NC 组

心肌细胞凋亡率［（63.50±19.45）%］差异无统计

学意义（P＞0.05），而 X-inhibitor 组心肌细胞凋

亡率［（20.97±1.67）%］减少约 68%（P＜0.05）。

Hoechst 33342 染色（图 1）结果显示，空白对

照组细胞核染色均匀，细胞核形态规则，细胞荧光

强度为 21.36±1.67；X-ray 组的部分细胞核凝聚固

缩，染色致密呈亮蓝色，与空白对照组相比，荧光

强度增高（28.63±0.59，P＜0.01）；与X-ray组相比，

X-NC 组细胞荧光强度（27.42±0.77）差异无统计

学意义（P＞0.05），而 X-inhibitor 组细胞荧光强

度（23.25±0.77）降低（P＜0.01)。
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图 1 Hoechst 33342 染色检测各组大鼠 H9C2 心肌细胞凋亡情况（10×）

Fig 1 Apoptosis of rat H9C2 cardiomyocytes in each group detected by Hoechst 33342 staining (10×)
A: Blank control group; B: X-ray irradiation (X-ray) group; C: X-ray irradiation＋miRNA-134-5p inhibitor (X-inhibitor) group;  

D: X-ray irradiation＋miRNA-134-5p inhibitor negative control (X-NC) group. miRNA: MicroRNA.

A B C D

图 2 微核试验检测各组大鼠 H9C2 心肌细胞内微核的变化（40×）

Fig 2 Changes of intracellular micronuclei in rat H9C2 cardiomyocytes in each group  

detected by micronucleus test (40×)
A: Blank control group; B: X-ray irradiation (X-ray) group; C: X-ray irradiation＋miRNA-134-5p inhibitor (X-inhibitor) group; 

D: X-ray irradiation＋miRNA-134-5p inhibitor negative control (X-NC) group. The arrows indicate the micronucleus in the cells. 

miRNA: MicroRNA.

A B C D

2.3 大鼠心肌细胞 DNA 的损伤情况 在各组中

随机选取 1 000 个大鼠 H9C2 心肌细胞进行镜下

观察（图 2），结果显示空白对照组、X-ray 组、

X-inhibitor 组及 X-NC 组细胞内的微核形成数分别

为（71±23）、（767±70）、（316±63）及（728±31）

个，与空白对照组相比，X-ray 组细胞内微核形成

数增加约 980%（P＜0.01）；与 X-ray 照射组相

比，X-NC 组细胞内微核形成数差异无统计学意义 
（P＞0.05），而 X-inhibitor 组细胞内微核形成数

减少约 59%（P＜0.01）。

2.4 X 线照射对大鼠心肌细胞线粒体膜电位的

影响 大鼠 H9C2 心肌细胞线粒体膜电位下降

百分比检测结果（图 3）显示，与空白对照组

［（14.57±1.36）%］相比，X-ray 组心肌细胞线粒

体膜电位下降百分比［（54.33±0.46）%］增加了约

273%（P＜0.01）；与X-ray组相比，X-NC组心肌细

胞线粒体膜电位下降百分比［（53.30±3.36）%］差异

无统计学意义（P＞0.05），X-inhibitor组心肌细胞线

粒体膜电位下降百分比［（30.20±5.20）%］降低了约

44%（P＜0.01）。

2.5 X线照射对大鼠心肌细胞氧化应激的影响 ROS
检测结果显示，空白对照组、X-ray 组、X-inhibitor
组及 X-NC 组大鼠 H9C2 心肌细胞 ROS 水平分别

为 188.67±51.73、502.33±20.03、278.67±7.51 及

484.00±59.41。与空白对照组相比，X-ray 组受到

X 线辐照后 ROS 水平上升（P＜0.01）；与 X-ray

组相比，X-NC 组大鼠心肌细胞 ROS 水平差异无统

计学意义（P＞0.05），X-inhibitor 组大鼠心肌细

胞 ROS 水平下降（P＜0.01）。

MDA 检 测 结 果 显 示，空 白 对 照 组、X-ray
组、X-inhibitor 组及 X-NC 组大鼠 H9C2 心肌细胞

MDA 水平（单位为 nmol/mg）分别为 0.22±0.05、
1.23±0.22、0.54±0.04、1.11±0.22；SOD 检 测 结 
果显示，空白对照组、X-ray组、X-inhibitor组及X-NC
组大鼠 H9C2 心肌细胞 SOD 活性（单位为 U/mL）
分别为 153.21±5.82、118.54±8.03、137.23±2.65、
112.20±3.33。与空白对照组相比，X-ray 组大鼠心

肌细胞的 MDA 水平升高、SOD 活性下降（均 P＜ 

0.01）；与 X-ray 组相比，X-NC 组大鼠心肌细胞的

MDA水平和SOD活性差异均无统计学意义（均P＞ 

0.05），X-inhibitor 组大鼠心肌细胞的 MDA 水平下

降（P＜0.01)、SOD 活性升高（P＜0.05）。



海军军医大学学报　   2024 年 11 月，第 45 卷 · 1357 ·

2.6 X 线照射对大鼠心肌细胞 miRNA-134-5p 表达

水平的影响 qPCR 检测结果显示，空白对照组、

X-ray 组、X-inhibitor 组及 X-NC 组大鼠 H9C2 心肌

细胞中miRNA-134-5p表达水平分别为0.30±0.07、

1.00±0.04、0.40±0.10、0.94±0.07。与空白对照

组相比，X-ray 组大鼠心肌细胞中 miRNA-134-5p

的表达水平增加（P＜0.01）；与X-ray组相比，X-NC

组大鼠心肌细胞中 miRNA-134-5p 的表达水平差异

无统计学意义（P＞0.05），X-inhibitor 组大鼠心肌

细胞中miRNA-134-5p 的表达水平下降（P＜0.01）。

2.7 X 线照射对大鼠心肌细胞中 BDNF、Akt、

p-Akt、Bcl2、Bax 蛋白表达的影响 蛋白质印迹法

检测结果（图 4、表 2）显示，与空白对照组相比，

X-ray 组大鼠 H9C2 心肌细胞中 BDNF 蛋白表达降

低约 43%（P＜0.01）；与 X-ray 组相比，X-NC 组

大鼠心肌细胞中 BDNF 蛋白表达的差异无统计学

意义（P＞0.05），X-inhibitor 组大鼠心肌细胞中

BDNF 蛋白表达增加约 49%（P＜0.01）。

与空白对照组相比，X-ray 组大鼠心肌细胞

中 p-Akt 蛋白表达及 p-Akt/Akt 比值分别降低约

53%、51%（均 P＜0.01）；与 X-ray 组相比，X-NC

组大鼠心肌细胞中 p-Akt 蛋白表达及 p-Akt/Akt 比

值差异无统计学意义（均 P＞0.05），X-inhibitor

组大鼠心肌细胞中 p-Akt 蛋白表达及 p-Akt/Akt 比

值分别增加约 67%、55%（均P＜0.01）。结果提示，

与空白对照组相比，X 线照射对 Akt 的蛋白表达

没有明显影响，但可抑制其磷酸化过程导致 p-Akt/

Akt 比值降低，而抑制 miRNA-134-5p 后 p-Akt/Akt

比值较 X-ray 组上调。见图 4、表 2。

与空白对照组相比，X-ray 组大鼠心肌细胞中

Bcl2 蛋白表达降低约 54%、Bax 蛋白表达增加约

29%（均P＜0.01），Bcl2/Bax 比值降低（P＜0.01）；
与 X-ray 组相比，X-NC 组大鼠心肌细胞中 Bcl2、
Bax 蛋白表达差异无统计学意义（均 P＞0.05），

X-inhibitor 组大鼠心肌细胞中 Bcl2 蛋白表达增加

约 65%、Bax 蛋白表达降低约 16%（均 P＜0.01），

Bcl2/Bax 比值增加（P＜0.01）。见图 4、表 2。

图 4 蛋白质印迹法检测各组大鼠 H9C2 心肌细胞中

BDNF、Akt、p-Akt、Bcl2、Bax 蛋白的表达

Fig 4 Expressions of BDNF, Akt, p-Akt, Bcl2, and Bax 

proteins in rat H9C2 cardiomyocytes in each group 

detected by Western blotting
X-ray: X-ray irradiation group; X-inhibitor: X-ray irradiation＋ 

miRNA-134-5p inhibitor group; X-NC: X-ray irradiation＋ 

miRNA-134-5p inhibitor negative control group. BDNF: 

Brain-derived neurotrophic factor; p-Akt: Phosphorylated Akt; 

Akt: Protein kinase B; Bcl2: B-cell lymphoma gene 2; Bax: 

Bcl2-associated X; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase; miRNA: MicroRNA.

BDNF

p-Akt

Akt

Bcl2

Bax

GAPDH

Blan
k c

on
tro

l

X-ra
y

X-in
hib

ito
r

X-N
C

28

56

60

26

20

37

Mr (×103)

图 3 流式细胞术检测各组大鼠 H9C2 心肌细胞线粒体膜电位的变化

Fig 3 Changes of mitochondrial membrane potential of rat H9C2 cardiomyocytes in each group  

detected by flow cytometry
A: Blank control group; B: X-ray irradiation (X-ray) group; C: X-ray irradiation＋miRNA-134-5p inhibitor (X-inhibitor) group;  

D: X-ray irradiation＋miRNA-134-5p inhibitor negative control (X-NC) group. miRNA: MicroRNA.
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表 2 各组大鼠 H9C2 心肌细胞中 BDNF、Akt、p-Akt、Bcl2、Bax 蛋白的相对表达量

Tab 2 Relative expression levels of BDNF, Akt, p-Akt, Bcl2, and Bax proteins in rat H9C2 cardiomyocytes in each group
n＝3, x±s

Group BDNF/GAPDH p-Akt/GAPDH Akt/GAPDH p-Akt/Akt Bcl2/GAPDH Bax/GAPDH Bcl2/Bax
BC 1.38±0.03 1.08±0.06 0.99±0.08 1.09±0.05 1.04±0.03 0.80±0.04 1.31±0.06
X-ray 0.79±0.06** 0.51±0.04** 0.97±0.06 0.53±0.07** 0.48±0.02** 1.03±0.02** 0.47±0.02**

X-inhibitor 1.18±0.06△△ 0.85±0.04△△ 1.04±0.06 0.82±0.01△△ 0.79±0.02△△ 0.87±0.02△△ 0.90±0.02△△

X-NC 0.76±0.03 0.56±0.03 0.95±0.03 0.59±0.04 0.45±0.02 1.10±0.04 0.41±0.02
**P＜0.01 vs BC group; △△P＜0.01 vs X-ray group. BC: Blank control; X-ray: X-ray irradiation group; X-inhibitor: X-ray 

irradiation＋miRNA-134-5p inhibitor group; X-NC: X-ray irradiation＋miRNA-134-5p inhibitor negative control group. BDNF: 

Brain-derived neurotrophic factor; p-Akt: Phosphorylated Akt; Akt: Protein kinase B; Bcl2: B-cell lymphoma gene 2; Bax: Bcl2-
associated X; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; miRNA: MicroRNA.

3 讨 论

RIHD 作为肿瘤患者放射治疗的严重并发症之

一，发病前通常具有较长潜伏期，其发生、发展可

能与辐射引起的氧化应激、DNA 损伤、神经 -体

液 -免疫调节紊乱、miRNA 异常表达等有关［18-20］， 
是多种复杂信号通路共同作用的结果。本实验采

用 CCK-8 法进行最佳辐照剂量的筛选，结果提示

X 线照射后大鼠 H9C2 心肌细胞的存活率呈剂量 -

时间依赖性降低。6 Gy X 线照射后 48 h 细胞活性

良好，同时检测发现氧化应激、细胞凋亡明显。朱

贝贝等［17］研究表明，6 Gy X 线照射可有效诱导大

鼠心肌细胞发生氧化应激、线粒体膜电位下降及

线粒体通路相关的细胞凋亡；韩金晏等［16］也发现 
6 Gy X 线照射后大鼠心肌细胞的 Bcl2/Bax 比值发

生变化，辐射诱导的细胞凋亡增加。为此，本实验

最终选择 6 Gy 为 X 线照射大鼠 H9C2 心肌细胞的

剂量 , 照射后 48 h 为指标检测时间点。虽然临床患

者实际上存在长时间、反复照射的放疗，但在基础

研究中如果多次照射细胞，一方面细胞难以耐受，

可能造成较大的实验误差，降低实验数据的准确性

和实验的可行性； 另一方面，放射性损伤有显著的

迟发效应，单次照射后的细胞因子表达变化、DNA
和细胞器损伤、细胞功能受损均能较长时间影响

心脏，促使其发生渐进性病理损害。有理由认为，

单次照射细胞可以满足实验研究的目的和要求，且

简单易行，是多数 RIHD 基础研究者的首选照射方

法。基于上述细胞照射基础，本研究观察到 X 线

照射可诱发大鼠 H9C2 心肌细胞发生氧化应激、损

伤 DNA 和线粒体，引起细胞凋亡，miRNA-134-5p/
BDNF/Akt 信号通路参与调控 X 线诱导的心肌细胞

损伤及凋亡。

3.1 X 线照射引起的心肌细胞损伤与凋亡  
3.1.1 氧化应激损伤与心肌细胞凋亡 氧化应激是

由细胞氧化和抗氧化系统之间的不平衡引起［21］，

与细胞凋亡密切相关。在许多细胞系中，照射后细

胞内 ROS 持续增加，形成脂质过氧化物 MDA，细

胞内 MDA 水平的变化反映了整体的脂质过氧化程

度，也间接反映了细胞的损伤程度［22］。SOD 是一

种重要的抗氧化酶，也是防止 ROS 增加和脂质过

氧化引起细胞损伤的主要防线［23］。本实验结果显

示，X 线照射提高了受照细胞的 ROS 和 MDA 水

平、降低了 SOD 活性，表明 X 线照射可诱导大鼠

H9C2 心肌细胞发生明显的氧化应激损伤，加重受

照细胞凋亡；抑制 miRNA-134-5p 表达后，受照细

胞的氧化应激程度有所减轻，且与各组细胞的凋亡

变化呈相同趋势，证明细胞氧化应激程度与细胞凋

亡之间关系密切。有研究证实 X 线照射能诱导斑

马鱼胚胎发生氧化应激损伤，并进一步使下游 Bax
及 caspase 家族等凋亡相关基因表达上调，导致受

照斑马鱼胚胎凋亡数量增加［24］，与本实验结果一

致，有力证明 X 线照射引起的氧化应激损伤参与了

心肌细胞凋亡。此外辐射诱导的过量 ROS 不仅能

破坏 DNA，还损害线粒体功能加剧氧化应激，诱

导细胞凋亡［25］。

3.1.2 DNA 损伤与心肌细胞凋亡 研究表明 X 线

照射加重了受照细胞 DNA 损伤及细胞凋亡［26］。微

核是一种含有染色质的小体，在细胞质中可见［27］，

是由 DNA 损伤或基因组不稳定引起［28］。本实验分

别检测了正常大鼠 H9C2 心肌细胞与 X 线照射后大

鼠心肌细胞中的微核数量，结果显示，与正常心肌

细胞相比，X 线诱导受照心肌细胞微核数量增加，
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说明 X 线照射诱导大鼠心肌细胞发生 DNA 损伤，

同时与受照细胞凋亡率上升的趋势一致，表明 X
线可诱导心肌细胞发生 DNA 损伤，加重心肌细胞 
凋亡。

3.1.3 线粒体损伤与心肌细胞凋亡 研究发现，受

射线照射的心肌细胞发生了能量代谢异常、胞内钙

超载、线粒体功能障碍和结构损伤［29］，随后多种

死亡因子、信号通路和效应分子启动心肌细胞凋 
亡［30］，其中线粒体功能障碍和不可逆性损伤是细

胞凋亡和坏死的关键环节［31］。有研究进一步证实，

辐射暴露导致促凋亡蛋白 Bax 表达上调并激活，活

化的 Bax 易位并插入到线粒体外膜［32-33］，加速线

粒体电压依赖性阴离子通道的开放。本实验亦发现

受 X 线照射的心肌细胞线粒体膜电位下降，流式细

胞术及 Hoechst 33342 染色结果表明受照细胞凋亡

比例上升，进一步佐证了 X 线照射会诱导细胞发生

线粒体损伤，加重细胞凋亡。

3.2 miRNA-134-5p/BDNF 介 导 X 线 照 射 引 起 的

心肌细胞损伤和凋亡 本课题组前期通过 RNA-
seq 技术测序发现辐照可引起受照的心肌成纤维细

胞及其辐射旁效应细胞的 miRNA 谱发生改变，表

现为包括 miRNA-134-5p 在内的多种 miRNA 表达

上调［14］，本实验进一步检测证实大鼠 H9C2 心肌

细胞受到 X 线照射后 miRNA-134-5p 表达上调。

miRNA-134-5p 是一种对细胞增殖、分化、迁移和

凋亡都必不可少的 miRNA［34］，在心肌梗死小鼠模

型中高表达，抑制 miRNA-134-5p 表达可减少心肌

细胞凋亡［12］，敲低 miRNA-134-5p 能减轻线粒体

损伤及氧化应激［13］。另有研究支持 AMI 早期血清

miRNA-134-5p 表达上调，具有潜在诊断价值［35］。

基于此，本课题组进一步对 miRNA-134-5p 进行生

物信息学分析，发现 miRNA-134-5p/BDNF/Akt 信
号通路可能参与调节辐照诱导的心肌细胞凋亡。

BDNF 是哺乳动物中枢神经系统中最丰富的神

经营养因子之一，参与心血管疾病的发展［36-39］。 
实验证实 miRNA-134-5p 可通过转录后调节 BDNF
的表达［40］，进而调节主动脉内皮功能［41］、抑制

心肌细胞凋亡，修复受损心肌［42］。本实验观察到

转染 miRNA-134-5p 抑制剂后，X 线诱导的大鼠

H9C2 心肌细胞 miRNA-134-5p 高表达被逆转，同

时 miRNA-134-5p 的预测靶点 BDNF 蛋白表达量下

调，表明 miRNA-134-5p 抑制剂成功转染进心肌细

胞并抑制 X 线照射诱导的 miRNA-134-5p 的 mRNA
表达上调，减轻心肌细胞的凋亡及相关损伤。

为了解 miRNA-134-5p/BDNF 对心肌细胞损伤

和凋亡的影响机制，Minichiello［43］对其下游信号分

子进行了筛选，着重关注PI3K/Akt 信号通路。辐射

可通过调节 PI3K/Akt 蛋白表达及其磷酸化参与多

种细胞凋亡［44-45］。Akt 磷酸化后作用于下游靶基因

Bad 使其发生磷酸化，阻断 Bad 与 Bcl2 结合，保持

Bcl2 的抗凋亡作用［46］。有研究表明，miRNA 可通

过激活 PI3K/Akt 通路调控 Bcl2 的表达进而抑制心

肌细胞凋亡，发挥心脏保护功能［47-50］。本实验发现，

X 线照射能够上调大鼠心肌细胞内 miRNA-134-5p
水平，进而抑制 BDNF 蛋白表达。进一步检测下游

相关指标发现，受 miRNA-134-5p 调控的 BDNF 表

达下降后下游Akt信号通路会受到抑制，导致p-Akt
水平降低，下游 Bcl2 蛋白表达减少、Bax 蛋白表达

升高，细胞凋亡比例上升。而转染 miRNA-134-5p 
抑制剂后受X线照射细胞的BDNF表达上调、p-Akt/
Akt 比值增加，Akt 信号通路被激活，抑制下游 Bax
活化并提高 Bcl2/Bax 比值，从而使心肌细胞凋亡率

下降。

综上所述，X 线照射可促进心肌细胞损伤，其

发生机制与心肌细胞氧化应激、DNA 和线粒体损

伤、细胞凋亡等有关。本实验初步观察到 DNA 损

伤、线粒体损伤、氧化应激损伤均可能参与X线辐

射引起 H9C2 心肌细胞凋亡，相关机制与 miRNA-
134-5p/BDNF/Akt 信号通路有关。
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