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MFN1介导的线粒体融合在心肌细胞凋亡中的作用研究 *
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摘要 目的：探讨线粒体融合关键蛋白MFN1介导的线粒体融合在调控心肌细胞凋亡中的作用。方法：通过 siRNA降低体外培养

H9C2心肌细胞中MFN1的表达后，采用Western blot检测线粒体细胞色素 c (Cyto c) 释放及其下游凋亡效应分子 Caspase9与

Caspase3活性，流式细胞术检测细胞内活性氧(ROS)的产生情况，流式细胞术检测细胞凋亡的情况。结果：干扰MFN1可显著促进

H9C2心肌细胞内细胞色素 c由线粒体释放至胞浆，促进 Caspase9与 Caspase3的激活，增加细胞内活性氧 ROS产生并提高细胞

凋亡率(均 P<0.05)。结论：MFN1介导的线粒体融合可保护心肌细胞凋亡，其机制可能与抑制 ROS产生与细胞色素 C释放有关。
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Effect of MFN1 Mediated Mitochondrial Fusion on the Apoptosis of H9C2
Cardiomyocytes*

To investigate the role of MFN1-mediated mitochondrial fusion in the regulation of cardiomyocyte apoptosis.

After knocking down of MFN1 with siRNA in H9C2 cardiomyocytes, cytochrome c release, caspase9 and caspase3 activation,

intracellular ROS and cell apoptosis were evaluated by western blotting and flow cytometry. 1). MFN1 significantly promoted

the release of cytochrome cfrom the mitochondria to the cytosol, activation of caspase9 and caspase3 ROS production and apoptosis of

H9C2 cardiomyocytes (all P<0.05). MFN1-mediated mitochondrial fusion protects cardiomyocyte from apoptosis, which

could be partially explained by the inhibition of ROS production and cytochrome c release.
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前言

致心肌损伤中，细胞凋亡是心肌细胞死亡的重要方式之一
[1]。大量研究已证实多种心脏疾病如心律失常、心衰、缺血性心

脏病和部分先天性心脏病的发生发展均与细胞凋亡密切相关
[2]。因此，增强心肌细胞抗凋亡能力是减少心肌损伤的有效途

径。线粒体是细胞内参与能量代谢、凋亡及氧化还原稳态调控

的重要细胞器[3]。细胞内线粒体并非以单个游离形式存在，而是

通过不断的分裂与融合调控自身大小与形态，进而对线粒体生

理功能发挥调控作用[4]。心肌细胞具有高密度的线粒体分布，以

往研究显示心肌细胞线粒体分裂融合异常活跃[5]。然而，线粒体

分裂融合在心肌细胞凋亡中的作用目前尚不十分清楚。本研究

旨在探讨 MFN1介导的线粒体融合在心肌细胞凋亡中的调控

作用，并对其调控机制进行初步探讨。

1 材料与方法

1.1 主要材料

H9C2心肌细胞购自中科院上海生命细胞所。细胞培养液

DMEM、胎牛血清与胰蛋白酶均购自 Hyclone公司。脂质体

lip2000购自 invitrogen(货号 11668-019)，活性氧检测试剂盒、

线粒体分裂试剂盒、RIPA裂解液与 BAC蛋白定量试剂盒均购

自碧云天生物科技公司(货号分别为 S0033，C3601，P0013B与

P0009)。细胞色素 c、Caspase-9、Caspase-与内参茁-actin抗体均
购自武汉三鹰生物公司 (货号分别为 10993-1-AP、66169-1-Ig、

25546-1-AP与 60008-1-Ig)，线粒体内参 COX I抗体购自 AB-

GENT(货号 AP9153a)。

委托上海吉玛公司合成靶向 MFN1 的 siRNA干扰片段

(si-MFN1)：正义序列为：5'-GGAUCACAUUUUGUUGAAGTT
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-3'，反义序列为：5'-CUUCAACAAAAUGUGAUCCTT -3'。无关

对照干扰片段(si-Ctrl)：正义序列为：5'-UUCUCCGAACGUGU-

CACGUTT-3'。 反 义 序 列 为 ：5'-ACGUGACACGUUCGGA-

GAATT-3'。

1.2 实验方法和步骤

1.2.1 细胞培养与 siRNA干扰处理 用含 10 %胎牛血清、100

U/ml青霉素和 0.1 mg/mL链霉素的 DMEM培养基培养 H9C2

心肌细胞，于 5% CO2培养箱中 37℃培养。每隔 2天更换培养

基一次，细胞长至对数期后接种至 6孔板中(2× 105个 /孔)，过

夜培养后进行 siRNA干扰处理。采用脂质体法进行 siRNA干

扰处理，操作步骤严格按 lip2000说明书进行：首先，在干净的

EP 管中分别用不含血清的 DMEM 培养基稀释 siRNA 与

lip2000，于室温下放置 5 min，接着用移液器将二者轻柔混匀并

置于室温下放置 30 min，随后将 100 滋L的 siRNA与 lip2000

混合物加入 6孔板中，培养 5 h后更换新鲜的含 10%胎牛血清

的 DMEM培养液继续培养 24 h，用胰酶消化收集细胞用于后

续实验。

1.2.2 细胞总蛋白、线粒体蛋白及胞浆蛋白提取 细胞干扰处

理后，弃去培养基并用预冷过的 PBS清洗两次，之后用含蛋白

酶抑制剂的 RIPA裂解液裂解细胞并提取细胞总蛋白(12000×

g，4℃离心 25 min)，用 BAC法对各组细胞蛋白浓度测定后加

入上样缓冲液煮沸 5 min，样品保存于 -20℃冰箱备用。

线粒体蛋白及胞浆蛋白提取：首先，利用线粒体分裂试剂

盒离心分离线粒体，操作步骤严格按试剂盒说明书进行。当离

心得到线粒体后(沉淀为线粒体，上清中蛋白为去除线粒体的

胞浆蛋白)，加入含蛋白酶抑制剂的 RIPA裂解液裂解 30 min，

之后 12000× g于 4℃下离心 25 min。最后，用 BAC法对各组

蛋白浓度测定后加入上样缓冲液煮沸 5 min，样品保存于 -20

℃冰箱备用。

1.2.3 Western Blot 按 BCA蛋白定量结果将各组蛋白稀释

至相同浓度，随后上样并电泳(上下层胶分别用 80 V与 120 V

恒压电泳)，电泳结束后将凝胶中蛋白转移至 PVDF膜 (100 V

恒压)，随后用 5 %脱脂奶粉封闭 1 h，分别加入一抗与二抗进行

反应，一抗反应条件为 4℃过夜，二抗为 28℃孵育 2 h。一二抗

孵育结束后均用含 0.1 %吐温的 PBS清洗 3次(每次 5 min)。最

后，用 ECL化学发光系统对结果进行检测与分析。

1.2.4 细胞活性氧水平检测 采用荧光探针 DCFH-DA对细

胞内活性氧(ROS)水平进行检测，实验操作严格按试剂说明进

行，主要步骤包括：首先，用胰酶消化并收集各组细胞，之后用

无血清 DMEM培养液稀释过终浓度为 10 mM的 DCFH-DA

重悬细胞并置于 37℃孵育 20 min(每隔 5 min轻柔颠倒混匀一

次)。最后用流式细胞仪器对结果进行检测。

1.2.5 细胞凋亡检测 心肌细胞中 MFN1表达进行干扰处理

后，用不含 EDTA的胰酶消化并收集细胞并用 PBS洗两次，随

后加入 500 滋L的 Binding Buffer重悬浮细胞，之后加入 An-

nexin V与 PI染液，室温避光反应 20 min。最后，用流式细胞术

进行检测。

1.3 统计学处理

用 SPSS 16.0统计软件对结果进行分析，采用单因素方差

分析比较多组间差异，进一步采用 SNK-q检验比较两组间差

异，以 P值小于 0.05定义为差异具统计学意义。

2 结果

2.1 干扰 MFN1促进 H9C2心肌细胞线粒体中细胞色素 c 的

释放

为研究MFN1介导的线粒体融合在心肌细胞凋亡中作用，

我们首先合成了靶向MFN1的 siRNA片段，并对其干扰效率

进行 western blot验证，结果如图 1所示，si-MFN1可显著抑制

大鼠心肌细胞 H9C2中MFN1的表达。

以往研究证实线粒体融合可通过使嵴形态重塑阻碍线粒

体内膜中细胞色素 C(Cyt c)释放至胞浆中，进而抑制下游 Cas-

pase 9及 Caspase 3等凋亡执行蛋白的激活，最终抑制细胞凋

亡[6]。为分析心肌细胞中MFN1介导的线粒体融合对上述凋亡

关键因子的调控作用，我们在干扰MFN1后，用Western blot

对线粒体及胞浆中 Cyt c水平及细胞内 Caspase 9与 Caspase 3

活性进行分析，结果显示干扰 MFN1后，胞浆中 Cyt c水平显

著增加，活化的 Caspase 9与 Caspase 3水平均升高(见图 2)。由

此证明MFN1介导的线粒体融合可阻碍心肌细胞线粒体 Cyt c

释放，进而抑制下游凋亡效应分子 Caspase 9与 Caspase 3剪切

与激活。

2.2 干扰MFN1促进 H9C2心肌细胞中活性氧产生

活性氧是心肌细胞内源性损伤的主要因素之一[7,8]。以往研

究证实线粒体分裂增强可促进 ROS 产生增加 [9,10]。为分析

MFN1介导的线粒体融合对心肌细胞内活性氧产生的影响。我

们在干扰 MFN1后对 H9C2细胞中活性氧水平进行了流式分

析，结果显示：干扰MFN1后，H9C2细胞中活性氧 ROS水平显

著升高(见图 3)。由此证明MFN1介导的线粒体融合抑制细胞

内活性氧 ROS的产生。

2.3 干扰MFN1的表达促进 H9C2心肌细胞凋亡

前部分研究已证实MFN1介导的线粒体融合抑制线粒体

细胞色素 c释放及凋亡效应分子激活，同时抑制 ROS产生，提

示线粒体MFN1介导的线粒体融合极可能参与心肌细胞凋亡

调控。为进一步确实MFN1介导的线粒体融合是否抑制心肌细

胞凋亡，我们在干扰MFN1后，用流式细胞仪对细胞凋亡进行

了分析，结果显示：干扰 MFN1 后，心肌细胞凋亡率显著增加

图 1 H9C2细胞中 si-MFN1干扰效率的Western blot分析

Fig. 1 Western blot analysis for RNA interference efficiency of MFN1 in

H9C2 cells

1655· ·



现代生物医学进展 biomed.cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.9 MAY.2018

图 2 干扰MFN1对凋亡相关分子定位与活性的影响

A.线粒体 Cyt c释放 B. Caspase 9/3活性

Fig. 2 Effects of MFN1 knocking down on the location and activity of key regulators in apoptosis. (A). Release of Cyt c from Mitochondrial (Mito) to

Cytoplasm (Cyto) . (B) Caspase 9/3 activity.

(见图 4)，提示MFN1介导的线粒体融合具有抑制心肌细胞凋 亡的作用。

图 3 干扰MFN1对 H9C2细胞活性氧产生的影响

Fig.3 Effects of MFN1 knocking down on the production of reactive

oxygen species in H9C2 cells

3 讨论

细胞凋亡是心肌细胞死亡的重要方式之一，包括心律失

常、心衰、缺血性心肌病在内的多种心脏病的发生与发展均与

心肌细胞凋亡相关[11,12]。线粒体在细胞能量代谢[13]、细胞凋亡[14]

及氧化还原稳态[15]调控中发挥关键作用。线粒体通过不断的分

裂与融合调控自身形态与功能[16]，该过程异常与多种疾病的发

生进展密切相关[17]。因不停地收缩运动需要消耗大量能量，心

肌细胞内含数目较多的线粒体[18]。以往研究发现心肌细胞线粒

体分裂融合异常活跃[19]。然而，线粒体分裂融合在心肌细胞凋

亡中的作用却不十分清楚。

以往在多个非心肌细胞中的研究证实线粒体分裂融合在

细胞凋亡中发挥调控作用。如 Ryan J等在在肺动脉高压模型

中研究证实线粒体分裂与融合在血管内皮细胞凋亡调控中发

挥重要作用[20]。Lee WC等发现线粒体分裂可促进近端肾小管

上皮细胞凋亡[21]。Li X等研究证实 cAMP介导的 PKA与线粒

体融合可保护足细胞免于凋亡[22]。此外，多个研究均证实线粒

体分裂在心肌缺血再灌所致的心肌细胞凋亡中发挥重要的调

控作用。Dong Y等研究发现 DRP1(线粒体分裂关键调控蛋白)

介导的线粒体分裂促进了心肌缺血再灌时心肌细胞的凋亡，缺

血前抑制 DRP1介导的线粒体分裂具有心脏保护作用[23]。Yang

Y等的研究也证实心肌缺血再灌损伤导致心肌细胞大量凋亡，

伴随线粒体分裂蛋白 DRP1表达的显著上调[24]。Sharp WW等

也证实心肌缺血再灌注模型中线粒分裂异常活跃，导致线粒体

片段化和代谢功能障碍，抑制线粒体分裂可恢复损伤线粒体功

能[25]。上述研究均表明线粒体分裂增强是缺血缺氧等压力条件

下心肌细胞凋亡发生的重要机制，提示抑制线粒体分裂可能具

有保护压力环境下心肌细胞凋亡。然而，线粒体融合是否参与

心肌细胞凋亡调控目前尚不清楚。本研结果显示干预MFN1介

导的线粒体融合可促进心肌细胞凋亡，提示与线粒体分裂发挥

的促凋亡作用相反，线粒体融合发挥保护心肌细胞凋亡的作用。

MFN1介导的线粒体融合发挥保护心肌细胞凋亡作用的

图 4 干扰MFN1对 H9C2细胞凋亡的影响

Fig.4 Effects of MFN1 knocking down on the apoptosis of H9C2 cells
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机制可能是：一方面MFN1介导线粒体融合可通过抑制线粒体

ROS产生，减少氧自由基对心肌细胞的损伤；另一方面，MFN1

介导线粒体融合通过调控线粒体嵴形态重塑抑制细胞色素 C

(Cyt c) 释放进入胞浆，导致其下游凋亡效应分子 Caspase9与

Caspase3激活，进而促进心肌细胞凋亡。大量研究已证实线粒

体外膜融合主要受 MFN1与 MFN1的调控，而内膜融合则主

要受 OPA1的调控[26]。Varanita T等研究证实线粒体内膜融合

关键分子 OPA1介导线粒体融合可通过调控线粒体嵴形态重

塑，从而抑制活性氧 ROS产生与 cyt c释放，最终促进小鼠胚

胎成纤维(MEF)细胞的存活[6]。本研究结果显示线粒体外膜融

合关键分子 MFN1介导的线粒体融合同样具有抑制细胞活性

氧 ROS产生与 cyt c释放的作用，最终抑制心肌细胞凋亡，提

示线粒体内外膜融合均可通过嵴形态重塑抑制活性氧产生与

cyt c释放，进而抑制细胞凋亡。此外，Cogliati S等研究发现线

粒体融合介导嵴形态重塑还可通过调控内膜上氧化呼吸链复

合体的组装而参与细胞氧化磷酸化调控[27]。该研究提示除通过

调控线粒体 ROS产生与 Cyt C释放外，对线粒体氧化磷酸化

的调控可能是MFN1保护心肌细胞凋亡的另一重要机制，这将

是我们下一步研究关注的重点。
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