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氯化钴对 H9c2 心肌细胞新基因 Mipu1 表达的影响 *
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摘要 目的：研究氯化钴（CoCl2）对大鼠胚胎心脏来源的 H9c2 心肌细胞中新基因 Mipu1 表达的影响。方法：利用不同浓度的 CoCl2
（0、100、200、300、400、500μmol/L）处理 H9c2 细胞 9h,及 200μmol/L CoCl2 处理 H9c2 细胞不同的时间(0、6、9、12、24h)后，用

RT-PCR 和 Western Blot 分别观察 H9c2 细胞 Mipu1 mRNA 和蛋白的表达情况。结果：CoCl2 可以诱导 H9c2 细胞中 Mipu1 mRNA
和蛋白表达升高，200μM CoCl2 处理组的 Mipu1 的表达水平高于 100μM CoCl2 处理组，但是更高浓度的 CoCl2(>200μM)不能

使 Mipu1 的表达进一步升高。随着 CoCl2 作用时间的延长，Mipu1 的表达逐步升高，在 12h 达到高峰，但是在 24h 后下降。结论：

CoCl2 能够促进 H9c2 细胞新基因 Mipu1 的表达，并且具有一定的剂量和时间依赖性。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of Cobalt chloride （CoCl2）on the expression of a novel gene Mipu1 in H9c2 rat

cardiomyocytes. Methods: Various concentration of CoCl2 （0,100,200,300,400,500μmol/L）was used to treat H9c2 cells for 9h, and
200μmol/L CoCl2 was used to treat H9c2 cells for various periods of time (0,6,9,12,24h), then RT-PCR and Western Blot were used to
observe the expression of Mipu1 in H9c2 cells. Results: The expression of Mipu1 mRNA and protein was enhanced by CoCl2 in H9c2
cells. Compared with the group of 100μmol/L CoCl2, the expression of Mipu1 was higher in the group of 200μmol/L CoCl2. However,
the expression of Mipu1 did not improve treated by more higher concentration of CoCl2(>200μM). With the time of CoCl2 treatment ex-
tending, the expression of Mipu1 gradually increased, and reached peak at12h, but decreased at 24h. Conclusion: Treatment of H9c2 rat
cardiomyocytes with CoCl2 resulted in a limitedly dose-and time-dependent increase in a novel gene Mipu1 expression.
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前言

Mipu1 是本实验室采用大鼠心肌缺血预适应动物模型，运

用抑制消减杂交和 cDNA 芯片相结合技术筛选到的一个新基

因，命名为心肌缺血预适应表达上调蛋白(Myocardial ischemic
preconditioning upregulated protein 1,Mipu1， 又 名 Mip1、
Znf667), 该基因的 GenBank 登录号为 AY221750，为一典型的

KRAB-C2H2 型锌指蛋白。多组织膜 RNA 印迹显示，Mipu1 在

心和脑表达较高，在其他组织表达很少[1]。初步功能研究显示

Mipu1 是一个锌指型核转录抑制因子[2]，可抑制 MAPK 信号途

径中的 AP-1 和 SRE 的转录活性[3]，抑制促凋亡基因 Bid 的转

录表达[4]，并能抵抗去血清对 C2C12 小鼠肌原细胞生长的抑制

作用[5]。王桂良发现，在大鼠心肌缺血 - 再灌注的模型中，Mipu1
在心肌缺血 30min 再灌注 3h 后表达上调，6h 后达到高峰并持

续至 12h；并且用过氧化氢处理 H9c2 心肌细胞，也可以使

Mipu1 的表达升高。由此推断，Mipu1 可能在心肌细胞应对缺

血及氧化应激过程中起着重要作用 [6]。然而 Mipu1 作为新基

因，其表达受何种因素影响，以及相关的表达调控机制，目前尚

不清楚。
已知 CoCl2 可以模拟细胞缺氧的环境[7,8]，而在心肌组织缺

血的同时也伴随着细胞缺氧，因此本研究用 CoCl2 处理 H9c2
大鼠心肌细胞，体外观察心肌细胞缺氧时 Mipu1 表达的时空变
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化模式。

1 材料与方法

1.1 材料

H9c2 大鼠心肌细胞株购自美国 ATCC，CoCl2、小鼠抗

β-actin 单克隆抗体购自 Sigma 公司，M-MLV 逆转录酶购自

Promega 公司，Trizol 购自 Invitrogen，兔抗 Mipu1 多克隆抗体

为本实验室自己制备，DAB 显色试剂盒、辣根过氧化物酶

(HRP) 标记的羊抗兔 / 羊抗小鼠 IgG 购自博士德公司，引物为

上海博尚生物技术有限公司合成。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养和 CoCl2 处理 H9c2 大鼠心肌细胞株用含 10%
的新生牛血清（杭州四季青）的 DMEM 培养基（Gibco）于 37℃,
5% CO2 细胞培养箱中孵育。按实验分组在细胞瓶中加入 CoCl2
至所需的浓度，放入培养箱中孵育一定的时间后收集细胞。
1.2.2 RT-PCR 法检测 Mipu1 及β-actin mRNA 的表达 Trizol
试剂抽提细胞总 RNA，紫外分光光度计测样品浓度及纯度。取

1ug 总 RNA，用 M-MLV 逆转录酶逆转录合成 cDNA，以 cDNA
为模板进行 PCR 反应。利用 Primer5 自行设计引物：Mipu1

（AY221750） 上游引物 5'-CTCATCGAGTGCAAGGAATG-3'，
下 游 引 物 5'- TGCTGAGCAAGATGAGCACT-3'， 扩 增 长 度

311bp，反应条件为 94℃变性 40s，64 ℃退火 30s，72 ℃延伸

30s，32 个循环；β-actin（NM_031144）上游引物 5'- TGAGAC-
CTTCAACACCCCAG-3'，下游引物 5'- GCCATCTCTTGCTC-

GAAGTC-3'，扩增长度 312bp。PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳后，

凝胶成像分析系统分析并拍照，以目的基因与β-actin 电泳带

的荧光强度比值作为目的基因的相对表达量。
1.2.3 Western Blot 检测 Mipu1 及 β-actin 蛋白的表达 2 ×
SDS 加样缓冲液裂解细胞，收集裂解液，超声三次，每次

5s，14，000g 离心 10min 收集上清总蛋白，采用 Bradford 法进

行蛋白定量后，取 50μg 样品经 SDS- 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 (
SDS-PAGE) 电泳分离，60V，4℃转膜过夜，2%BSA 室温封闭

4h，加入一抗 （兔抗 Mipu1 多克隆抗体 1：200 稀释，小鼠抗

β-actin 单克隆抗体 1:1000 稀释），4℃过夜，洗去一抗后，加入

辣根过氧化酶(HRP)偶联的二抗（1:1000 稀释），室温孵育 1h,
DAB 显色，图像分析软件对 Mipu1 进行半定量分析。
1.3 统计学分析

用 SPSS13.0 软件处理数据，各组数据描述以均数±标准

差(X±S)表示，两组间比较采用 t 检验，P<0.05 有意义。

2 结果

2.1 不同浓度的 CoCl2 处对 H9c2 细胞 Mipu1 表达的影响

如图 1A 所示，100μM 的 CoCl2 预处理 H9c2 细胞 9h 后，

即可以诱导 Mipu1 mRNA 的表达，200μM 的 CoCl2 处理可以

进 一 步 促 进 Mipu1 的 表 达 ， 增 加 CoCl2 的 浓 度 (一 直 到

500uM)，不能使 Mipu1 进一步升高，各处理组与对照组相比有

统计学意义。 Western Blot 观察到 Mipu1 蛋白表达的变化与

mRNA 表达的变化趋势基本一致（图 1B）。

图 1 RT-PCR 和 Western Blot 观察不同浓度的 CoCl2 对 Mipu1 表达的影响：Ctrl：对照组，细胞不做任何处理；*：p<0.05 与对照组相比（n=3）
Figure 1 The effect of various concentration of CoCl2 on expression of Mipu1 was observed by RT-PCR and Western Blot：Ctrl: cells without treatment;

* vs control group, P＜0.05 (n=3 )

2.2 CoCl2 处理 H9c2 细胞不同的时间 Mipu1 表达情况

如图 2A 所示，200μM 的 CoCl2 预处理细胞 6h 后，即可

以诱导 Mipu1 mRNA 的表达，延长 CoCl2 处理的时间，在

9h,12h 后 Mipu1 mRNA 的表达仍持续升高，但是在 24h 后下

降。Western Blot 观察到 Mipu1 蛋白表达的变化与 mRNA 表

达的变化趋势基本一致（图 2B）。

3 讨论

根据文献报道，CoCl2 预处理小鼠可以通过上调 HIF-1α、

AP-1 和 iNOS 的表达，减少心肌梗死面积，产生延迟的心肌缺

血预适应似的保护作用[8]。更早些的报道还表明，CoCl2 或原卟

啉钴预处理可以明显抑制大鼠心肌缺血 - 再灌注后的心肌细

胞和内皮细胞的凋亡[9]，减少心肌梗死面积，促进大鼠心肌的血

管生成[10]，提高缺血后心室的功能[11]和移植心的存活率[10]。以上

的研究说明，CoCl2 具有一定的心肌保护的作用。Mipu1 在心肌

缺血预适应时表达上调，而缺血预适应（IP）被认为是最为有效

的内源性保护机制 [12]，结合目前 Mipu1 的研究基础，推测

Mipu1 也可能具有心肌保护的作用。
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本实验通过以 CoCl2 处理 H9c2 大鼠心肌细胞，首次发现

Mipu1 蛋白不仅在整体动物心肌缺血预适应时表达上调 [1]，而

且在心肌细胞化学性缺氧时，同样表达上调，并且 CoCl2 能够

诱导 Mipu1 mRNA 水平升高。CoCl2 诱导 Mipu1 的表达还存在

一定的剂量和时间依赖性，然而更高浓度的 CoCl2(>200μM)不
能促进 Mipu1 的表达进一步升高，CoCl2 长时间的作用(>12h)，
还可能导致 Mipu1 的表达下调。本室的研究人员利用生物信息

学发现，在 Mipu1 启动子区存在一个缺氧诱导因子 -1(HIF-1)
保守的缺氧反应元件(HRE)：5'-RCGTG-3'，提示 HIF-1 可能是

Mipu1 的上游调控因子，而 CoCl2 可以通过阻止 HIF-1 的活性

亚单位 HIF-1α降解，促进 HIF-1 对靶基因的转录调控[13]。由

此，可以推测，CoCl2 促进 Mipu1 表达的机制可能是通过增强

HIF-1α与 Mipu1 启动子的 HRE 结合来促进该新基因的转录

和表达。然而，其确切的机制还需要我们进一步的研究加以证

实。开展本课题有助于研究 Mipu1 与 HIF-1 在心肌缺血缺氧病

理生理过程中的联系，并有利于进一步探讨 Mipu1 在心肌缺血

预适应中的心肌保护作用机制，为心肌缺血性疾病的防治研究

提供一定的实验依据。
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图 2 RT-PCR 和 Western Blot 观察 CoCl2 处理 H9c2 细胞不同时间后对 Mipu1 表达的影响：Ctrl：对照组，细胞不做任何处理；*：p<0.05 与对照组

相比（n=3）
Figure 2 The effect of CoCl2 treating H9c2 cells for various time on expression of Mipu1 was observed by RT-PCR and Western Blot：Ctrl: cells without

treatent; * vs control group, P＜0.05 (n=3 )
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