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PRKAG2-AS1通过 AMPK抑制缺氧所致心肌细胞凋亡 *

苏 婷 宋晓伟 史承勇 唐文栋 胡海鹰 郑 兴△
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摘要 目的：探讨 PRKAG2-AS1在缺氧所致心肌细胞凋亡中的作用及其可能机制。方法：以人心肌细胞系作为主要研究对象，使

用 RNA核质分提的方法检测 PRKAG2-AS1在细胞中的表达分布模式。将人心肌细胞系分为常氧对照组及低氧组，分别置于常

氧环境(21 % O2)和低氧环境(1 % O2)培养 12 小时，构建心肌细胞缺氧模型，AnnexinV-FITC/PI流式细胞学检测细胞凋亡，

Real-time PCR检测模型中 SOD mRNA及 PRKAG2-AS1基因表达。对常氧培养条件下心肌细胞通过 siRNA及反寡义核苷酸方

法分别靶向敲低胞质及胞核内 PRKAG2-AS1的表达水平，AnnexinV-FITC/PI流式细胞学检测细胞凋亡，观察 PRKAG2-AS1对心

肌细胞凋亡的影响；Real-time PCR检测 SOD mRNA表达，Western blot检测 AMPK酌2亚基蛋白的表达，观察 PRKAG2-AS1对

SOD mRNA及 AMPK酌2蛋白表达的影响。结果：PRKAG2-AS1在心肌细胞胞质及胞核中均有表达，且以胞核为主。PRKAG2-AS1
基因表达水平在心肌细胞缺氧模型中明显降低(P＜0.05)。对常氧培养条件下心肌细胞，敲低 PRKAG2-AS1基因表达，将导致细胞凋

亡增加(P＜0.05)，且敲低胞核中表达细胞凋亡更为明显，同时，敲低 PRKAG2-AS1能够引起 SODmRNA表达水平改变(P＜0.05)，且

AMPK酌2蛋白表达水平降低(P＜0.05)。结论：PRKAG2-AS1可能通过 AMPK途径影响 SOD表达，从而调控心肌缺氧损伤中的细

胞凋亡。
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PRKAG2-AS1 is Involved in the Regulation of Apoptosis in Myocardial
Hypoxia Injury*

This study was aimed to explore the effect and possible mechanism of PRKAG2-AS1 in the apoptosis in

myocardial hypoxia injury. The human cardiomyocyte cell line (AC16) was selected as the main research object, RNA nuclear

fractionation was taken to find out the expression pattern of PRKAG2-AS1 in the cell. AC16 cells were divided into control group and

hypoxia group, treated under hypoxia (1% O2) or normoxia (21% O2) condition for 12 hours. AnnexinV-FITC/PI flow cytometry was

used to detect the apoptosis rate, realtime-PCR was performed to detect PRKAG2-AS1 RNA expression level. Furthermore, PRK-

AG2-AS1 siRNA and anti-oligonucleotide was used to investigate the role of PRKAG2-AS1 on apoptosis of cardiomyocytes under nor-

moxia condition, the mRNA levels of SOD and protein expression of AMPK were detected by realtime-PCR and Western-blot respec-

tively. The results shown that PRKAG2-AS1 was expressed in the cytoplasm and nucleus, mainly in the nucleus (P<0.05). Com-
pared with the control group, the RNA relative expression level of PRKAG2-AS1 was significantly decreased in the hypoxic model of

cardiomyocytes (P<0.05). PRKAG2-AS1 siRNA and oligo could promote apoptosis in AC16 cells under normoxia condition (P<0.05),
which was more obvious by oligo. Moreover, the mRNA expression levels of SOD changed (P<0.05), and the protein level of AMPK酌2
were reduced (P<0.05). PRKAG2-AS1 may regulate apoptosis in myocardial hypoxia injury by regulating the expression of

SOD through AMPK pathway.
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前言

心肌缺氧诱导的心肌细胞凋亡是心肌梗塞后果之一，与心

肌细胞的能量代谢密切相关，AMPK在调控心肌能量平衡和信

号转导中发挥重要作用[1]。既往研究表明 PRKAG2基因突变可

导致 AMPK活性异常，引起心脏代谢紊乱，从而产生多种疾病
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表型[2]。PRKAG2基因定位于染色体 7q36，由 21个外显子组

成，大小为 280 kb，编码 569个氨基酸。PRKAG2基因启动子区

存在一个长链非编码 RNA，即 PRKAG2-AS1。

随着高通量测序技术的发展，近年来 LncRNA受到人们越

来越多的关注。LncRNA的作用广泛，主要以顺式及反式作用

调控基因表达，参与调节 X染色体失活、印记基因沉默、染色

质修饰转录激活及抑制[3-6]，在多种生理及病理过程中发挥着重

要作用。多项研究提示 LncRNA作为重要的转录调节因子，参与

调节多种心血管疾病的发生发展[7]。但 PRKAG2-AS1的相关功

能和机制目前尚不清楚。在本研究中，我们主要探讨了 PRK-

AG2-AS1缺氧所致心肌细胞凋亡中的作用及其可能机制。

1 材料和方法

1.1 材料

人心肌细胞系 (AC16细胞) 由长海医院心内科实验室提

供，冻存于液氮中保存。DMEM培养基(CORNING公司)；胎牛

血清、不含 EDTA胰蛋白酶(Gibco公司)；0.25%胰蛋白酶(LIFE

公司)；Lipofectamine 3000(Invitrogen公司)；siRNA(吉玛公司)；

oligo (锐博公司)；PARIS kit (life technologies 公司)；Annexin

V-FITC Apoptosis Detection Kit(凯基生物公司)；逆转录试剂盒

(TOYOBO公司)；SYBRGreenPCRMasterMix(TOYOBO公司)。

1.2 实验方法

1.2.1 PRKAG2 生物信息学在线分析 利用 NCBI 网站对

PRKAG2 进行基因学特征的综合检索(https://www.ncbi.nlm.

nih.gov/gene)。

1.2.2 细胞培养 实验中所使用的细胞系均冻存于液氮罐中；

AC16细胞使用含有 10 %胎牛血清、1 %双抗的 DMEM完全培

养基，置于 37℃恒温，5 % CO2浓度和饱和湿度的细胞培养箱

中培养，根据细胞生长状态，使用 0.25 %胰蛋白酶消化传代。

1.2.3 心肌细胞系缺氧模型的构建 实验分为缺氧 12 h组及

常氧对照组。将细胞接种于培养皿或培养板上，正常培养 24 h

左右，待细胞密度约 60 %左右，取缺氧 12 h组细胞至低氧孵箱

(O2浓度为 1 %)，继续培养 12 h后，统一消化收集两组细胞，进

行后续实验。

1.2.4 细胞瞬时转染 特异性设计针对靶向的 PRKAG2-AS1

的干扰序列 siRNA及反义寡核苷酸 (ASO)，引物序列如下：

PRKAG2-AS1 siRNA 靶序列为：Sense：CCCACUGAAUGCU

CAAGAUTT；Antisense：AUCUUGAGCAUUCAGUGGGTT。NC-

siRNA靶序列为：Sense：UUCUCCGAACGUGUCACGUdTdT，

Antisense：ACGUGACACGUUCGGAGAAdTdT。PRKAG2-AS1

oligo靶序列为：ACGAACGGGCTTACTGGTTC。根据说明使

用 lipo3000转染，并设计 NC为阴性对照，终浓度为 50 nM，培

养 24 h，提取蛋白、RNA并进行后续研究。

1.2.5 RNA提取和 Real-time PCR检测 将已经过处理的不

同分组细胞用冰上预冷 PBS洗涤 3次，按照 Trizol法提取总

RNA，使用紫外分光光度计测定总 RNA纯度。按照逆转录试

剂盒说明书将所得 RNA 反转录成 cDNA，并以此为模板在

PCR仪中进行反转录扩增。相关基因引物序列如下：GAPDH

上游引物 5'-CATGAGAAGTATGACAACAGCCT-3'，下游引物

5'-AGTCCTTCCACGATACCAAAGT-3'；U6 上 游 引 物

5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'，下游引物 5'-AACGCTTCAC-

GAATTTGCGT-3'； PRKAG2-AS1 上 游 引 物 5'-GC-

CATCCAGCAGCTTACAAG-3'，下游引物 5'-GTGTGACCT-

CATGAATCGCA-3'。SOD1上游引物 5'-AGGCCGTGTGCGT-

GCTGAAG-3'，下游引物 5'-CACCTTTGCCCAAGTCATCT-

GC-3'。SOD2上游引物 5'-GGGTTGGCTTGGTTTCAATAAG-

GAA-3'，下游引物 5'- AGGTAGTAAGCGTGCTCCCACA-

CAT-3'；SOD3 上 游 引 物 5'- CGCGCCATCCACGTG-

CACCAGTTCG-3'， 下 游 引 物 5'-CGCACACGCCCAC-

CACGCAGCAG-3'。实时荧光定量 PCR：反应体系 20 滋L，
mixture 10 滋L，探针引物 1 滋L，cDNA 2 滋L。RT-PCR扩增条

件：95℃预变性 10 min；94℃变性 15 s，60℃复性 60 s，72℃

退火 60 s，共 40个循环。荧光定量 PCR读取目的基因 Ct(cycle

threshold)值，采用 2-△ △ Ct法进行计算各组目标 RNA的相对表

达量。

1.2.6 Annexin V/PI双染流式细胞学检测细胞凋亡 将处理

好的各组细胞使用不含 EDTA胰蛋白酶消化，收集至 1.5 mL

EP管中。1000 r/min离心 5 min，弃去上清液。加入 PBS重悬后

再次 1000 r/min离心 5 min，弃去上清，留置细胞沉淀。加入

200 滋L Binding Buffer 重悬，并每管依次加入 5 滋L Annexin

V-FITC、5 滋L PI，混匀。室温下避光孵育 15 min；流式细胞仪上

机检测，记录结果。

1.2.7 Western-blot检测 将已处理好的各组细胞用 PBS洗涤

3次，取 0.5 mL蛋白裂解液，收集细胞样本，沸水 10 min使蛋

白变性。用 BCA法测定蛋白浓度，抽提各组细胞蛋白。SDS-聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质后，转移至硝酸纤维素膜上，5 %

脱脂奶封闭并在 4℃过夜。洗膜后加入鼠源一抗(1:1000稀释)，

4℃过夜。TBST漂洗后，加入二抗(1:500稀释)，室温孵育 2 h。

TBST漂洗后进行化学发光显色，利用 ImageJ图像分析系统对

条带进行灰度值分析。以GAPDH作为内参，计算蛋白相对含量。

1.3 统计学分析

采用 sigmaplot软件进行数据分析。计量资料以均数± 标

准差表示，两组间比较采用 t检验，以 P<0.05为差异有统计学
意义。

2 结果

2.1 PRKAG2-AS1在心肌细胞胞质胞核中均有分布，且主要存

在于胞核中

为了明确 PRKAG2-AS1在细胞中的表达，我们对 AC16

细胞进行 RNA核质分离，以主要在细胞核内表达的 U6及主

要在胞质中表达的 GAPDH为参照，检测相应组分中 PRK-

AG2-AS1基因相对表达水平，结果显示 PRKAG2-AS1在胞质

胞核均有表达，且胞核居多(图 1)。

2.2 缺氧导致心肌细胞 PRKAG2-AS1表达降低

人心肌细胞分别在常氧和低氧条件下培养 12 h，采用 An-

nexin V/PI双染流式细胞学检测细胞凋亡。结果显示缺氧诱导

12 h，心肌细胞出现凋亡，凋亡率为（7.93± 1.91）%。此外，缺氧

12 h组较常氧培养对照组，SOD1、SOD3表达水平下降。且心

肌细胞中 PRKAG2-AS1的表达常氧诱导的细胞明显降低(P＜
0.05)(图 2)。
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图 1 PRKAG2-AS1主要表达在心肌细胞核

A:对 AC16细胞 RNA进行核质分离，通过 qRT-PCR检测，以 U6及 GAPDH作为内参，PRKAG2-AS1主要在胞核中表达。B:通过半定量 PCR琼

脂糖凝胶电泳，PRKAG2-AS1在胞质胞核均有表达，且胞核居多。(*P＜0.05)

Fig.1 PRKAG2-AS1 is mainly expressed in the nucleus of AC-16 cells

A: RT-PCR assay for GAPDH, U6, PRKAG2-AS1 RNA level in the cytoplasm and nucleus of AC16 cells; B: Semi-quantitative PCR agarose gel

electrophoresis assay for GAPDH, U6, PRKAG2-AS1 relative expression level in AC16 cells. (*P＜0.05)

2.3 PRKAG2-AS1抑制常氧培养条件下心肌细胞凋亡

为了进一步探究 PRKAG2-AS1在心肌细胞中的生物学作

用，分别将特异性 siRNA及 oligo引入细胞，敲低胞质及胞核

中 PRKAG2-AS1表达，并通过 Real-time PCR验证转染效率。

采用 Annexin V/PI双染流式细胞学检测细胞凋亡，结果显示敲

低胞质及胞核中 PRKAG2-AS1表达均可促进细胞凋亡，且敲低

胞核中 PRKAG2-AS1表达，细胞凋亡更为明显(P＜0.05)(图3)。

2.4 敲低常氧培养心肌细胞中 PRKAG2-AS1影响 SOD基因表

达水平

我们对常氧培养条件下心肌细胞，引入特异性 siRNA敲

低胞质中 PRKAG2-AS1心肌细胞进行检测，发现其 SOD1表

达较 NC对照组显著降低，SOD2、SOD3基因表达水平升高。而

oligo 敲低细胞核内 PRKAG2-AS1 后，SOD1、SOD3 表达水平

降低，但 SOD2基因表达水平无明显变化(P＜0.05)(图 4)。

2.5 敲低常氧培养心肌细胞中 PRKAG2-AS1影响 AMPK酌2亚
基的表达

分别使用 oligo及 siRNA敲低胞核胞质中 PRKAG2-AS1

表达，使用蛋白免疫印迹法检测 AMPK酌2亚基的表达，结果显
示相对于 NC对照组，敲低 PRKAG2-AS1可导致 AMPK酌2亚
基的蛋白表达水平降低(图 5)。

图 2 缺氧诱导心肌细胞凋亡并降低 PRKAG2-AS1的表达

A:使用 Annexin V-FITC/PI染色检测细胞凋亡，相对常氧培养细胞，缺氧 12 h心肌细胞 Annexin V+/PI+染色细胞增多。B:通过 qRT-PCR检测，

相对常氧培养细胞，缺氧 12 h心肌细胞，SOD1及 SOD3 mRNA表达水平降低。C:通过 qRT-PCR检测，相对常氧培养细胞，缺氧 12 h心肌细胞

PRKAG2-AS1的表达水平明显降低。(*P＜0.05，**P＜0.01)

Fig.2 Hypoxia promotes apoptosis and down-regulates the expression of PRKAG2-AS1 RNA in AC16 cells

A: Hypoxia decreased PRKAG2-AS1 RNA reltaive expresstion level in AC16 cells; B: RT-PCR assay for SOD mRNA level in myocardial hypoxia

model; C: Annexin V-FITC/PI assay show that hypoxia promotes the apoptosis of AC16 cells. (*P＜0.05, **P＜0.01)
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3 讨论

心肌缺氧诱导的心肌细胞凋亡与与心肌梗死、缺血性心肌

病、心力衰竭等心血管疾病有着密切联系，在多种心血管疾病

的发生和发展中起着关键性的作用[8,9]。心肌细胞凋亡可导致心

肌细胞数目的减少进而影响心肌收缩性，并可引起心肌细胞代

偿性肥大及纤维化，促进心血管系统疾病的进展[10]，心肌细胞

凋亡并被认为是导致左心室功能受损的主要机制之一，因此，

抑制或改善心肌细胞凋亡是是临床关心的重要课题，探寻心肌

细胞凋亡相关靶点及相关分子机制具有重要意义。

心肌细胞凋亡与心肌细胞的能量代谢密切相关，AMPK

在调控心肌能量平衡和信号转导中发挥重要作用[11]。AMPK在

真核生物中广泛表达，作为一种细胞能量传感器参与细胞 ATP

代谢，在调节细胞葡萄糖和脂肪酸代谢途径中起关键作用。在

各种细胞应激作用下 AMPK激活，开启分解代谢途径，增加葡

萄糖摄取和脂肪酸氧化，从而促进 ATP的产生，同时抑制蛋白

质和脂质合成等 ATP消耗过程。此外，AMPK激活可被高浓度

的 ATP抑制[12]。AMPK由一个催化亚基 琢(PRKAA)，一个调节
亚基 茁(PRKAB)和一个调节亚基 酌(PRKAG)组成的异源三聚体
复合物，每个亚基包由不同基因编码，而产生不同亚型(琢1/琢2；
茁1/茁2；酌1/酌2/酌3)。其中 琢1和 茁1在多种组织中广谱表达，琢2和
茁2主要在骨骼肌中表达，酌亚基 酌1在不同组织中广谱表达，而
酌3仅在骨骼肌中广谱表达。酌2在心脏中高丰度表达[12-14]。其中

酌2亚基由 PRKAG2基因编码[15]。

PRKAG2在后生生物中普遍表达，该基因定位于染色体

7q36，由 21个外显子组成，大小为 280kb，编码 569个氨基酸，

在人类多种组织中均有表达，在心脏组织中表达最多。PRK-

AG2基因突变将导致 AMPK活性异常，进而引起心脏代谢的

紊乱，从而产生多种疾病表型[16]。既往研究表明，PRKAG2在心

脏疾病中发挥着重要作用，PRKAG2基因突变可导致心肌细胞

图 3 敲低 PRKAG2-AS1促进心肌细胞凋亡

A:检测 si RNA转染效率; B: siRNA敲低胞质中 PRKAG2-AS1，使用 Annexin V-FITC/PI染色检测细胞凋亡; C:检测 oligo转染效率: D: oligo敲低

胞核中的 PRKAG2-AS1，使用 Annexin V-FITC/PI染色检测细胞凋亡。(*P＜0.05, **P＜0.01)

Fig.3 Knockdown PRKAG2-AS1 promote apoptosis

A: Detection of the transfection efficiency of PRKAG2-AS1 siRNA; B: PRKAG2-AS1 siRNA promote apoptosis of AC16 cells; C:Detection of the

transfection efficiency of PRKAG2-AS1 oligo; D: PRKAG2-AS1 oligo promote apoptosis of AC16 cells. (*P＜0.05, **P＜0.01)
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图 4 PRKAG2-AS1影响 SOD基因表达水平

A；siRNA敲低胞质中 PRKAG2-AS1表达影响 SOD mRNA表达水平；B: oligo敲低胞质中 PRKAG2-AS1表达影响 SODmRNA表达水平。

(*P＜0.05)

Fig.4 Knockdown PRKAG2-AS1 affects the relative expression level of SOD

A: PRKAG2-AS1 siRNA affects SOD gene expression level; B: PRKAG2-AS1 oligo affects SOD gene expression level. (*P＜0.05)

图 5 PRKAG2-AS1影响 AMPK酌2亚基的表达
A: Western blot检测 AMPK酌2蛋白表达水平；B: Western blot结果定量分析。(*P＜0.05)

Fig.5 Knockdown PRKAG2-AS1 affects AMPK酌2 protein level
A: Western blot assay for AMPK酌2 protein level; B: Quantification of western blot results. (*P＜0.05)

肥大、进行性传导异常、心肌糖原累积，与 Wolff-Parkin-

son-White综合征、家族性肥厚性心肌病和心脏的糖原贮积病

密切相关[17-21]。

PRKAG2-AS1是存在于 PRKAG2基因启动子区的长链非

编码 RNA。随着高通量测序技术的发展，非编码 RNA受到越

来越多的关注。人类基因组中约有 98 %的 DNA序列被转录，

却仅有不到 2％的基因组编码蛋白质，其他大多数核苷酸在某

些条件下可检测到转录，编码成非编码 RNA[22]。最初人们认为

这些不行使蛋白编码功能的 RNA是 "转录噪声 "，但随着对非

编码基因组研究的深入，事实上这些 "转录噪声 "参与了体内

绝大部分的生物学过程。其中长度大于 200个碱基的长链非编

码 RNA备受关注。大多数 LncRNA位于细胞核内，也有部分

LncRNA位于细胞质内。胞质内 LncRNA可以结合靶点 mRNA

或者作为microRNA的海绵体以起到竞争内源性RNA的作用[23]。

在人类基因中约有 100,000 多种 LncRNA[24]，然而，绝大多数

LncRNA 的功能和生物学相关性尚不明确。多项研究提示

LncRNA在转录及转录后水平作为重要的转录调节因子[25]，参

与调节多种心血管疾病的发生发展，如动脉粥样硬化[26,27]、心肌

肥厚[28]、心力衰竭[29]及心脏发育[30]。

在本实验中，心肌缺氧细胞模型中 PRKAG2-AS1的表达

水平明显降低。这一结果提示 PRKAG2-AS1可能在心肌细胞

凋亡中发挥重要作用。我们使用 RNA 核质分提发现 PRK-

AG2-AS1在胞质、胞核内均有表达，且核内居多。为了进一步

探究 PRKAG2-AS1在心肌细胞中的生物学作用，我们分别使

用小干扰 RNA(small interfering RNA，siRNA)及反义寡核苷酸

(Antisense oligonucleotides，oligo)的干预措施，敲低胞质及胞核

中目标 LncRNA表达。结果显示敲低胞质中的 PRKAG2-AS1

表达后，早期凋亡细胞有所增加，同时，敲低胞核中的 PRK-

AG2-AS1，将导致早期及晚期凋亡细胞明显增加。

为了进一步检测 PRKAG2-AS1通过何种途径参与调控心

肌细胞凋亡，我们检测 PRKAG2-AS1对 SOD表达的影响。机

体内存在多种抗氧化酶系统，以维持细胞内 ROS稳态。临床和

实验研究等大量证据表明，ROS直接诱导心肌细胞凋亡[31-33]。

超氧化物歧化酶(Superoxide dismutase，SOD)作为其中的重要

一员，被认为是抵抗自由基积聚的第一道防线。SOD由酶蛋白

和金属辅助因子构成，根据所含金属辅助因子的不同，SOD可

以分为铜锌超氧化物歧化酶 (Copper/zinc Superoxide Dismu-
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tase，SOD1)，锰超氧化物歧化酶(MnSOD/SOD2)及细胞外铜锌

超氧化物歧化酶 SOD3三种类型。SOD1是细胞内的主要的

SOD，主要位于细胞质中,在线粒体外膜、细胞核、脂质体、过氧

化物酶体中也有分布。SOD2主要位于线粒体基质中，在维持

线粒体功能起重要作用，敲除 SOD2将导致新生小鼠致死性表

型。SOD3主要定位在细胞外基质和细胞表面，少部分分布在

血浆及胞外液[34,35]。在本研究中，敲低细胞质中 PRKAG2-AS1

能够下调 SOD1表达，上调 SOD2、SOD3表达，而敲低细胞核

内 PRKAG2-AS1下调 SOD1及 SOD3表达，但对 SOD2表达

水平无明显影响。提示 PRKAG2-AS1可能通过调节 SOD表达

水平，参与调控心肌细胞凋亡。同时，这一结果也提示胞核和胞

质中的 PRKAG2-AS1可能通过不同的机制影响 SOD的表达

水平。我们进一步使用Western blot检测敲低 PRKAG2-AS1表

达对 AMPK酌2亚基蛋白表达水平的影响，结果发现敲低细胞
中的 PRKAG2-AS1表达可导致 AMPK酌2 亚基的蛋白表达水
平降低，提示 PRKAG2-AS1可能通过 AMPK途径调控心肌细

胞凋亡。

综上，PRKAG2-AS1可能通过 AMPK途径，调节 SOD表

达，参与调控心肌细胞凋亡，此外，胞核胞质中的 PRK-

AG2-AS1可能具有不同的生物学功能。这一研究发现将有助

于进一步了解心肌缺血过程中细胞凋亡异常的病理生理过程。
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