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前言
心脏成纤维细胞(cardiac fibroblasts)存在于心脏中，约占心

脏全部细胞的 65%左右，在心脏结构的调控细胞、组织之间的
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摘要目的：探讨 miR-24对心脏成纤维细胞的生长和迁移的影响及机制。方法：采用 RT-PCR检测心肌细胞和心脏成纤维细胞中

miR-24 的表达水平。在心脏成纤维细胞中转染 miR-24 mimics、mimics control、miR-24 inhibitors、inhibitors control 后，通过

Western blot检测细胞中 Col-1、琢-SMA的表达，MTT检测细胞增殖情况，流式细胞仪检测细胞凋亡情况，Transwell小室检测细胞

迁移能力。通过靶基因预测库预测 miR-24的靶基因，荧光素酶鉴定靶基因的正确性，并通过 RT-PCR和Western blot检测转染后

细胞中 Furin的表达。结果：心脏成纤维细胞 HEH2中 miR-24的表达水平与心肌细胞 H9C2相比差异显著(P<0.01)，心脏成纤维

细胞中 miR-24表达上调。miR-24 mimics组中 Col-1、琢-SMA的表达水平明显低于 mimics control组(P<0.01)。miR-24 mimics组中

细胞 OD值较 mimics control组显著降低 (P<0.01)，miR-24 inhibitors组中细胞 OD值较 inhibitors control组显著升高(P<0.01)。

miR-24 mimics组、mimics control组、miR-24 inhibitors组、inhibitors control组细胞凋亡无显著性差异(P>0.05)。miR-24 mimics组

细胞迁移数目明显低于 mimics control组，差异显著(P<0.01)，miR-24 inhibitors组细胞迁移数目高于 inhibitors control组，差异显

著(P<0.05)。miR-24 mimics组细胞中 Furin蛋白和 mRNA水平明显降低，野生型 Furin和 miR-24 mimics共转染的细胞中荧光素

酶活性最低。结论：miR-24在心脏成纤维细胞中高表达，通过靶基因 Furin抑制心脏成纤维细胞合成 Col-1、琢-SMA，抑制心脏成

纤维细胞增殖和迁移。
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Effect and Mechanism of miR-24 on Cardiac Fibroblasts*

To investigate the role of miR-24 on the growth and migration of cardiac fibroblasts and its mechanisms.

RT-PCR was used to detect the expression level of miR-24 in myocardial cells and cardiac fibroblasts. miR-24 mimics, mimics

control, miR-24 inhibitors, inhibitors control were transfected into the cardiac fibroblasts, then the expression levels of Col-1, 琢-SMA in

cardiac fibroblasts were detected. MTT was used to detect the cell proliferation. Flow cytometry was performed to detect the cell

apoptosis. Transwell was used to detect the cell migration. miR-24 target gene was predicted through target gene prediction software.

Identification of target was corrected by luciferase gene. The expression level of Furin was detected by RT-PCR and Western blot.

The expression levels of miR-24 in cardiac fibroblasts was significantly upregulated compared with the cardiomyocytes (P<0.

01). The expression levels of Col-1 and -SMA in mimics miR-24 group were significantly lower than those in control group (P<0.01).

The OD value of miR-24 mimics compared to mimics control was significantly decreased (P<0.01). The OD value of miR-24 inhibitors

compared to inhibitors control was significantly increased (P<0.01). No significant difference was found in the apoptosis between

miR-24 mimics group, mimics control group, miR-24 inhibitors group, inhibitors control group (P>0.05). The number of cell migration in

miR-24 mimics group was significantly lower than that of mimics control group (P<0.01), the number of cell migration in miR-24

inhibitors group was higher than that of inhibitors control group (P<0.05). The levels of Furin protein and mRNA in mimics miR-24

group were significantly lower, and the luciferase activity was the lowest in wild type Furin and mimics miR-24 co transfected cells.

miR-24 was highly expressed in cardiac fibroblasts, which might inhibit the proliferation and migration of cardiac

fibroblasts by inhibiting the synthesis of Col-1 and 琢-SMA in cardiac fibroblasts by target gene Furin.
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信号传导过程中具有重要作用[1]。正常情况下，心脏成纤维细胞

处于静息状态。病理状态下，内皮细胞、心内外膜干细胞、骨髓

间充质干细胞等都可以分化为心脏成纤维细胞。有研究表明心

脏成纤维细胞在心肌梗死、心脏肥厚等疾病的发生发展过程中

发挥关键作用[2]。

MicroRNAs(miRNAs)是一种非编码的小分子 RNA，一般

由 20~25个核苷酸组成，具有调控组织生长、胚胎发育、胰岛素

分泌、神经系统发育等多种作用[3]。近年来的研究显示 miRNAs

参与心肌纤维化的过程[4,5]。miR-29、miR-30、miR-133可以调控

心脏成纤维细胞增殖、迁移，参与成纤维细胞胶原的合成[6,7]。但

目前尚未见 miR-24在心脏成纤维细胞中的作用研究。本研究

比较了心脏成纤维细胞和心肌细胞中 miR-24的表达水平，进

一步采用MTT法、Transwell小室、流式细胞仪、Western blot等

方法研究 miR-24对心脏成纤维细胞增殖、迁移和凋亡的作用，

以期为治疗心肌纤维化提供新思路。

1 材料与方法

1.1 材料

心肌细胞系 H9C2和心脏成纤维细胞系 HEH2均购自于

上海心语生物科技有限公司，酶标仪购自于美国 Bio-rad公司，

CO2培养箱购自于苏州净化设备有限公司，倒置显微镜购自于

日本尼康，流式细胞仪购自于美国 Thermo，胎牛血清(FBS)购

自于杭州四季青有限公司，青链霉素、DMEM培养基、胰蛋白

酶均购自于美国 Sigma。Col-1、琢-SMA、Furin、TGF-茁1、GAPDH
一抗均购自于美国 Abcam公司。辣根过氧化物标记的二抗购

自于艾美捷科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 取出保存于液氮罐中的心肌细胞 H9C2和

心脏成纤维细胞 HEH2，迅速转移到 37℃的水浴锅中融化细

胞。观察细胞完全融化后，在细胞中加入含有 10% FBS 的

DMEM细胞生长液充分混匀后，转移至新的离心管中，1000

rpm离心 10 min，弃上清液，加入细胞生长液悬浮细胞，接种于

细胞培养板中，在 37℃，5% CO2培养箱中培养 48 h。倒置显微

镜下观察细胞融合度达到 90%时，倒掉细胞培养液，加入 PBS

洗涤细胞两次，在细胞中加 0.25 %的胰蛋白酶，在 37℃条件下

消化细胞，观察细胞呈单个存在时，转移细胞悬液到离心管中，

1000 rpm离心 10 min，吸除酶消化液，在细胞沉淀中加入 PBS

洗涤细胞两次，弃上清，加入适量的细胞生长液混匀后，接种到

细胞培养板中培养细胞。

1.2.2 RT-PCR检测细胞中 miR-24的表达水平 培养心肌细

胞和心脏成纤维细胞至对数生长期时，弃去细胞生长液，在细

胞中加入冰预冷的 PBS洗涤细胞两次，在细胞中加 Trizol细胞

裂解液，轻微摇晃使细胞裂解液均匀分布于细胞表面，放置于

冰上裂解细胞 3 min，用移液枪反复吹打细胞，转移细胞裂解液

至新的 EP管中。加入事先冰预冷的氯仿，放置于 votex剧烈震

荡 15 s后，在室温条件下放置 5 min。12000 rpm，4℃离心 15

min，用移液枪吸取上层的水相层至新 EP管中，加入等体积的

冰预冷的异丙醇，上下颠倒 15次充分混匀后，室温下静置 10

min，12000 rpm，4℃离心 15 min，弃去上清液，在 RNA沉淀中

加入 75%冰预冷的乙醇，充分混匀后，10000 rpm，4℃离心 10

min，弃掉上清液，放置于与室温下自然晾干后，加入适量的

DEPC水溶解 RNA沉淀，保存于 -80℃备用。用紫外分光光度

计检测提取的 RNA的浓度，按照反转录试剂盒说明书反转录

合成 miR-24的 cDNA，利用 RT-PCR试剂盒扩增合成的 cD-

NA，分析细胞中 miR-24的水平。

1.2.3 细胞转染 将装有 miR-24 mimics、mimics control、

miR-24 inhibitors、inhibitors control的 EP管瞬时离心后，在 EP

管中加入体积为 100 滋L的 Nuclease-free water，分装后保存于

-80℃备用。取处于对数生长期的心脏成纤维细胞 HEH2，弃去

细胞生长液，在细胞加入 0.25 %的胰蛋白酶消化细胞后，加入

不含有胎牛血清的不完全培养液接种到细胞培养板中，在

37℃，5% CO2 培养箱中培养 1 h。取 miR-24 mimics、mimics

control、miR-24 inhibitors、inhibitor control分别与不完全培养基

完全混合后，在室温下静置 6 min，为 A液。不完全培养基和转

染试剂 Lip2000混合，在室温条件下孵育 20 min，为 B液。取 A

液和 B液混合后，加入心脏成纤维细胞中，放置于 37℃，5%

CO2培养箱中培养 6 h后，更换为含有胎牛血清的完全培养基

继续培养。RT-PCR检测转染后细胞中 Furin的表达水平。

1.2.4 Western blot 检测转染后细胞中 Col-1、琢-SMA 的表达

转染 miR-24 mimics、mimics control、miR-24 inhibitors、inhibitor

control后的心脏成纤维细胞培养 48 h后，收集细胞，在细胞中

加入裂解液，用移液枪反复吹打，放置于冰上孵育裂解 30 min

后，10000 rpm，4℃离心 10 min。转移上清液至新的 EP管中，根

据 BCA蛋白浓度检测试剂盒检测提取的蛋白浓度。取蛋白样

品与 loading buffer充分混合后，放在提前预热的 100℃的孵育

器上煮沸 5 min，使蛋白充分变性。取 50 滋L的蛋白样品加入到
蛋白凝胶上样孔中，80 V电压电泳 30 min后，调整电压为 120

V至电泳结束。取出蛋白凝胶，用自来水小心冲洗，按照滤纸、

蛋白凝胶、PVDF膜、滤纸的顺序放置，4℃转膜过夜。取出

PVDF膜用 5 %脱脂奶粉封闭后，PBST洗涤 3次，每次 5 min，

依次与一抗、二抗孵育后，暗室中曝光，分析蛋白表达含量。

1.2.5 MTT检测细胞增殖 转染 miR-24 mimics、mimics con-

trol、miR-24 inhibitors、inhibitor control后的心脏成纤维细胞培

养至对数生长期后，吸除细胞生长液，在细胞中加入 0.25 %的

胰蛋白酶消化细胞后，1000 rpm离心 10 min，弃上清液，在沉淀

中加入细胞生长液，调整细胞浓度为 5× 104个 /mL，接种于 96

孔细胞培养板中，每孔中加入 200 滋L的细胞悬浮液。放在
37℃，5% CO2培养箱中培养 48 h后，每孔中加入MTT溶液 20

滋L，放置于 37℃孵育 4 h，吸除上清液，加入 150 滋L的 DMSO

溶液，震荡混匀后，观察结晶物完全溶解后，用酶标仪检测每孔

的吸光度，分析细胞的增殖情况。

1.2.6 流式细胞仪检测细胞凋亡 转染 miR-24 mimics、mim-

ics control、miR-24 inhibitors、inhibitor control后的心脏成纤维

细胞培养 48 h后，弃去上清液，用 0.25 %的胰蛋白酶消化细胞

后，在细胞中加入 PBS重悬细胞。调整细胞浓度为 2× 106个

/mL。取出 1 mL细胞悬浮液，1000 rpm离心 8 min后，PBS洗涤

细胞两次，在细胞沉淀中加入 200 滋L的结合缓冲液，混合均匀
后，依次加入 PI和 Annexin-V各 5 滋L，放置于室温下，避光反
应 20 min，取 300 滋L缓冲液加入到细胞中，流式细胞仪检测细
胞凋亡情况。

3040窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.17 NO.16 JUN.2017

图 1 miR-24在心肌细胞和心脏成纤维细胞中的表达

Fig.1 The expression level of miR-24 in cardiomyocytes and cardiac

fibroblasts

Note: **P< 0.01 vs H9C2.

1.2.7 Transwell小室检测细胞迁移能力 转染 miR-24 mim-

ics、mimics control、miR-24 inhibitors、inhibitor control后的心脏

成纤维细胞培养至对数生长期后，在细胞中加入胰蛋白酶消化

细胞后，弃上清液，加入不含胎牛血清的细胞生长液，接种于细

胞培养板中，在 CO2培养箱中培养 24 h。在 Transwell小室的上

室加入不含胎牛血清的细胞培养液，下室中加入 1 % FBS的

DMEM培养基，放置于 37℃孵育 1 h。收集细胞，调整细胞浓度

为每毫升含有 2× 105个细胞，取 100 滋L的细胞悬浮液加入上
室，取 600 滋L含有 1 % FBS的 DMEM细胞生长液加入到下

室。放置于 37℃，5 %CO2培养箱中培养 4 h。Transwell小室上

层膜用 PBS洗涤后，用甲醛固定后，结晶紫染色迁移细胞，用

棉签擦掉附着的细胞，将膜取出后，放置于玻片上，观察细胞迁

移情况。

1.2.8 miR-24靶基因预测及鉴定 利用 TargetScan、PicTar、The

miRBase靶基因预测库预测 miR-24的靶基因可能为 Furin。通

过常规方法构建野生型的 Furin和突变型的 Furin荧光素酶基

因载体，分别命名为 wt-Furin和 mut-Furin，分别将这两种质粒

与 miR-24 mimics、mimics control混合共同转染到心脏成纤维

细胞 HEH2中，放置于 37℃，5 %CO2培养箱中培养 48 h后，利

用双荧光素酶报告基因试剂盒检测双荧光素酶活性。Western

blot检测转染后的细胞中 Furin的水平，步骤同 1.2.4。

1.3 统计学分析

利用 SPSS22.0软件对实验数据进行分析，实验数据以均

数± 标准差(x依s)表示，多组间比较采用单因素方差分析，两组
间比较采用 t检验，以 P＜0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 心肌细胞和心脏成纤维细胞中 miR-24的表达情况

取对数生长期的心肌细胞 H9C2 和心脏成纤维细胞

HEH2，经 RT-PCR检测细胞中 miR-24的表达水平。结果显示：

心脏成纤维细胞 HEH2 中 miR-24 的表达水平与心肌细胞

H9C2相比差异显著(P<0.01)，心脏成纤维细胞中 miR-24表达

上调。见图 1。

2.2 miR-24对心脏成纤维细胞中 Col-1、琢-SMA表达的影响

转染 miR-24 mimics、mimics control、miR-24 inhibitors、in-

hibitors control后的心脏成纤维细胞培养 48 h后，Western blot

检测细胞中 Col-1、琢-SMA蛋白表达。结果显示：miR-24 mimics

组中 Col-1 的表达水平明显低于 mimics control 组 (P<0.01)，

miR-24 inhibitors 组中 Col-1 的表达水平明显高于 inhibitors

control组 (P<0.01)，miR-24 mimics组中 琢-SMA的表达水平明

显低于 mimics control 组 (P<0.01)，miR-24 inhibitors 组中

琢-SMA的表达水平明显高于 inhibitors control组(P<0.01)。见图

2。

图 2 miR-24调控心脏成纤维细胞中 Col-1、琢-SMA的表达

Fig.2 The expressions of Col-1, 琢-SMA in cardiac fibroblasts were mediated by miR-24

A: Western blot;B,C:Protein expression;1:inhibitors control; 2:miR-24 inhibitors; 3:mimics control; 4:miR-24 mimics; **P< 0.01 vs control.
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图 4 miR-24对心脏成纤维细胞凋亡的影响

Fig.4 Effect of miR-24 on the cell apoptosis of cardiac fibroblasts

Note:**P> 0.05 vs control.

2.3 miR-24对心脏成纤维细胞增殖的影响

转染 miR-24 mimics、mimics control、miR-24 inhibitors、in-

hibitors control后 48 h，采用 MTT检测心脏成纤维细胞 HEH2

的增殖情况。结果显示：miR-24 mimics 组中细胞 OD 值较

mimics control组显著降低(P<0.01)，miR-24 inhibitors组中细胞

OD值较 inhibitors control组显著升高(P<0.01)，见图 3。

2.4 miR-24对心脏成纤维细胞凋亡的影响

转染 miR-24 mimics、mimics control、miR-24 inhibitors、in-

hibitors control48 h后，采用流式细胞术检测心脏成纤维细胞

HEH2的凋亡情况。结果显示：miR-24 mimics组、mimics con-

trol组、miR-24 inhibitors组、inhibitors control组细胞凋亡无显

著性差异(P>0.05)。见图 4。

2.5 miR-24对心脏成纤维细胞迁移的影响

转染 miR-24 mimics、mimics control、miR-24 inhibitors、in-

hibitors control 4 h后，采用 Transwell小室检测心脏成纤维细

胞 HEH2的迁移情况。结果显示：miR-24 mimics组细胞迁移数

目明显低于 mimics control组，差异显著 (P<0.01)，miR-24 in-

hibitors组细胞迁移数目高于 inhibitors control 组，差异显著

(P<0.05)。见图 5。

2.6 miR-24靶基因鉴定结果

通过靶基因预测库预测 Furin可能是 miR-24的靶基因，构

建荧光素酶标记的野生型(wt)和突变型(mut)Furin 载体，鉴定

靶基因的正确性。转染 miR-24 mimics、mimics control、miR-24

inhibitors、inhibitors control 后的心脏成纤维细胞 HEH2 培养

48h后，RT-PCR和Western blot检测细胞中 Furin的表达。结果

显示：野生型 Furin载体与 miR-24 mimics共转染的细胞中荧

光素酶活性明显降低。促进 miR-24的表达，Furin蛋白和 mR-

NA均明显降低。见图 6。

3 讨论

miRNAs是一种广泛存在于真核细胞中的小分子 RNA，可

调控组织器官的发育，胚胎干细胞的增殖、神经系统的发育[8]。

miR-24位于 9q22号染色体上，在心脏中广泛表达[9]。miR-24参

与肿瘤细胞的增殖、分化、凋亡。miR-24通过作用于相关的转

录因子参与心肌肥大的发生[10]。心肌细胞和成纤维细胞是心脏

中数量最多的细胞，两种细胞总数约占心脏细胞总数的 90%以

上[11]。心脏成纤维细胞在心脏系统疾病的发生发展过程中具有

关键作用[12]。

图 3 miR-24对心脏成纤维细胞增殖影响

Fig.3 Effect of miR-24 on the cell proliferation of cardiac fibroblasts

Note:**P< 0.01 vs control.
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图 6 miR-24靶基因的鉴定

Fig.6 Identification of miR-24 target genes

A: Target gene prediction; B: Luciferase activity; C: Western blot; D: Furin mRNA; E: Protein expression; 1: inhibitors control;

2: miR-24 inhibitors; 3: mimics control; 4: miR-24 mimics; **P< 0.01 vs control.

图 5 miR-24对心脏成纤维细胞迁移能力影响

Fig.5 Effect of miR-24 on the cell migration in cardiac fibroblasts

Note:*P< 0.05 vs inhibitors control,**P< 0.01 vs mimics control.

心脏成纤维化细胞在心肌纤维化过程中起到重要作用，Ⅰ

型胶原(Collagen，Col-1)和 琢 平滑肌细胞肌动蛋白(琢 smooth

muscle cell actin，琢-SMA)的合成与表达在心肌纤维化发生过程

中具有调控功能[13,14]。心脏成纤维细胞是否分化为肌样成纤维

细胞的标志物是 琢-SMA，肌样成纤维细胞比心脏成纤维细胞

合成胶原的能力更强[15]。本研究中分别以心肌细胞 H9C2和心

脏成纤维细胞 HEH2 为研究对象，RT-PCR 检测结果显示

miR-24在心脏成纤维细胞中高表达。通过细胞转染分别高表

达和抑制心脏成纤维细胞中 miR-24 的表达后，结果显示

miR-24可以抑制心脏成纤维细胞中 琢-SMA和 Col-1的表达。

此外，本研究中，通过MTT检测高表达和抑制心脏成纤维细胞

中 miR-24的表达后的心脏成纤维细胞的增殖情况。结果显示

miR-24 mimics组细胞增殖能力明显低于对照组，提示 miR-24

可以抑制心脏成纤维细胞的增殖。流式细胞仪结果显示无论是

促进 miR-24的表达还是抑制 miR-24的表达对心脏成纤维细

胞的凋亡均无显著性影响。Transwell 小室结果显示过表达

miR-24可以抑制心脏成纤维细胞的迁移。

弗林蛋白酶(Furin)是一种内切蛋白脉，属于跨膜蛋白的一

种，由 794个氨基酸构成，在细胞分泌过程中具有活化功能
[16,17]。最初发现 Furin参与胚胎发育过程，在前体蛋白成熟过程

中均有催化作用[18]。近年来的研究显示 Fruin参与肿瘤细胞的

转移分化，与肿瘤细胞的基底金属蛋白有关[19]。Furin可以通过

调控相关信号通路参与心肌纤维化的过程[20,21]。为了进一步研

究 miR-24对心脏成纤维细胞作用机制，利用 TargetScan、Pic-

Tar、The miRBase靶基因预测库预测 miR-24的靶基因可能为

Furin。荧光素酶活性检测、Western blot、RT-PCR鉴定 Furin为

miR-24的靶基因。
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综上所述，miR-24在心脏成纤维细胞中高表达，通过靶基

因 Furin抑制心脏成纤维细胞 琢-SMA和 Col-1的表达，抑制心

脏成纤维细胞增殖、迁移。这为进一步研究 miR-24在心脏成纤

维细胞中的作用机制奠定了基础，为治疗心肌纤维化提供了新

思路。
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