
先天性心脏病（congenital heart disease，CHD）是
最常见的先天性缺陷，在新生儿中发病率约为0.8%
~1.0%［1］，如不经治疗，30%在新生儿期死亡［2］，其防

治工作对于实现优生优育至关重要。心脏是胚胎

miR⁃29c过表达对P19细胞增殖、凋亡和分化的影响
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［摘 要］ 目的：探讨microRNA⁃29c（miR⁃29c）过表达对P19细胞增殖、凋亡和分化的影响及机制。方法：体外传代培养P19
细胞，利用细胞转染技术构建miR⁃29c过表达细胞（mimic组）。CCK⁃8试剂盒检测细胞增殖，流式细胞技术检测细胞周期；

Hoechst染色结合流式细胞技术检测细胞凋亡情况，定量PCR和蛋白质免疫印迹（Western blot）检测凋亡相关因子Bax/Bcl⁃2表
达情况；二甲亚砜（DMSO）诱导 P19细胞分化，定量 PCR检测心肌特异性标志基因肌球蛋白重链（α⁃myosin heavy chain，
αMHC），转录因子GATA4和心肌增强因子2c（myocyte enhancer factor 2c，Mef2c）表达情况，明确miR⁃29c过表达对P19细胞分

化的影响；生物信息学分析结合荧光素酶报告实验和Western blot明确miR⁃29c的靶基因。结果：与对照组相比，miR⁃29c过表

达组细胞增殖速率较慢，细胞周期S期比例降低；miR⁃29c过表达组细胞凋亡率增高，Bax表达水平增高，而Bcl⁃2表达无明显差

异；P19细胞分化第 6天和第 8天miR⁃29c过表达组αMHC、GATA4和Mef2c的表达水平显著高于对照组；Akt3被证实为miR⁃
29c的靶基因。结论：miR⁃29c过表达可能是通过调控Akt3来抑制P19细胞增殖、促进P19细胞的凋亡和分化。
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Effect of miR⁃29c overexpression on the proliferation，apoptosis and differentiation of P19
embryonal carcinoma cells
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［Abstract］ Objective：To explore the effect of miR ⁃ 29c overexpression on P19 cell proliferation，apoptosis and differentiation.
Methods：P19 cells were cultured and transfected with miR⁃29c mimics. Proliferation was examined with CCK⁃8 kit and cell cycle was
examined with flow cytometey. Apoptosis rate was checked with Hoechst staining and flow cytometry. The mRNA and protein
expression of Bax/Bcl⁃2 was tested with qPCR and Western blot. P19 cells were induced to differentiate with DMSO and the mRNA
expression level of αMHC，GATA4，Mef2c was checked with methods of qPCR. We used bioinformatic analysis，lucierase assays and
Western blot to find target gene of miR⁃29c. Results：Compared with the control group，cells in the miR⁃29c overexpression group
showed a lower proliferation rate and lower S cycle percentage. Apoptosis rate of the miR⁃ 29c overexpression group was higher than
that of the control group. Expression of Bax of the miR⁃29c overexpression group was significantly higher than that of the control group，
while there was no difference seen in Bcl⁃2 expression. About The mRNA expression level of αMHC，GATA4，Mef2c，the miR⁃29c
overexpression group was significantly higher than those of the control group at day 6 and day 8. Akt3 was proved to be a target gene of
miR ⁃ 29c. Conclusion：Overexpression of miR ⁃ 29c can inhibits proliferation and promotes apoptosis and differentiation in P19
embryonal carcinoma cells with Akt3.
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发育期最早形成并发挥功能的器官，其发育过程在

众多基因信号的精确调控下，任何一个微小的调控

失误，都会导致CHD的发生。本研究从胚胎基因水

平对CHD的可能相关因素进行探索，有助于进一步

阐明CHD的发生机制，为临床预防和治疗CHD提

供思路和策略。

microRNA（miRNA）是一类长度约 22个核苷酸

的非编码单链RNA，在细胞内具有重要的调节作

用［3］。近年来，miRNA在心脏发育调节中的作用越

来越受到重视［4-6］。miRNA⁃29c（miR⁃29c）是本课题

组前期从CHD胎儿母血中筛选得到的，其血清表达

水平明显高于正常胎儿的母血［7］，提示miR⁃29c可能

与CHD的发生发展密切相关。然而，目前对于miR⁃
29c的研究主要在肿瘤领域，心脏发育方面尚罕见

报道。

本研究通过P19细胞这一研究胚胎心脏发育的

经典细胞模型，利用细胞转染技术，研究miR⁃29c过
表达对P19细胞功能的影响及其可能机制，从而探

索其对心脏发育的作用。

1 材料和方法

1.1 材料

实验用P19细胞株、293T细胞株（ATCC，美国）；

胎牛血清（Gibco公司，美国）；αMEM（Hyclone公司，

美国）；TRIzol（Invitrogen公司，美国）；SYBR Green
聚合酶链反应试剂盒、逆转录试剂盒（TaKaRa公司，

日本）；氯仿HPLC级、异丙醇HPLC级、无水乙醇AR
级（上海国药集团化学试剂有限公司）；miR⁃29c
mimic及阴性对照（广州锐博公司）；Lipofectamine
3000（Invitrogen公司，美国）；DEPC水、BCA蛋白测

定试剂盒、SDS⁃PAGE凝胶配制试剂盒、胰酶（杭州

碧云天）；全蛋白提取试剂盒（南京凯基）；Cell
Counting Kit⁃8（Dojindo公司，日本）；荧光素酶活性

检测试剂盒（Premega公司，美国）；荧光素酶质粒设

计（广州锐博公司）；引物（南京锐真）；一抗（Abcam
公司，英国）；二抗（安徽Biosharp公司）。

1.2 方法

1.2.1 miR⁃29c过表达细胞株的建立

P19细胞2×105个/孔铺于6孔板内，在含有100 g/L
胎牛血清的αMEM完全培养基中于37 ℃、5% CO2培

养箱孵育24 h，待其贴壁生长。将125 μL opti⁃MEM
与 5 μL Lipofectamine 3000轻轻混匀，125 μL opti ⁃
MEM与10 μL miR⁃29c mimic混匀，再将两者混合后

室温静置30 min，加入6孔板使细胞过表达miR⁃29c。

1.2.2 miR⁃29c过表达对P19细胞增殖的影响

将P19细胞以 1 000个/孔接种于 96孔板，每孔

添加完全培养基至100 μL，于37 ℃、5% CO2培养箱

孵育 24 h，待其贴壁生长。设置miR⁃29c过表达组

和对照组，每组 3个复孔。过表达组转染miR⁃29c
mimic，对照组转染 negative control（miR⁃NC）。确定

检测时间点（转染后24、48、72、96 h），严格按照设定

时间进行细胞活性检测。检测时，每孔加入 10 μL
CCK⁃8溶液充分混匀。继续孵育2 h，用酶标仪检测

细胞在450 nm处的吸光度，绘制P19细胞增殖曲线。

1.2.3 流式细胞仪检测细胞周期

P19细胞以2×105个/孔的密度接种于6孔板，24 h
后转染，孵育48 h并观察细胞生长状态。将细胞用

胰酶消化，PBS清洗 2遍，最后 1遍不全倒完，余量

PBS混匀，加入1 mL 75%的酒精，放入-20 ℃冰箱过

夜。第2天重悬，PBS清洗2遍，加入染色剂300 μL，
避光孵育20 min后，用流式细胞仪检测各分裂时相

细胞所占百分比。

1.2.4 miR⁃29c过表达对P19细胞凋亡的影响

Hoechst染色：P19细胞以1×105个/孔的密度接种

于6孔板，24 h后转染，待其汇合度达 50%~60%时，

用不含血清的培养基饥饿诱导细胞凋亡。48 h后，

吸净培养液，每孔加入0.5 mL多聚甲醛固定10 min。
去掉多聚甲醛，PBS洗 2遍，加入 0.5 mL Hoechst染
色液，室温孵育 5 min。PBS洗涤后，荧光显微镜下

观察蓝色的细胞核。

流式细胞术测定凋亡率：P19细胞以2×105个/孔
的密度接种于 6孔板，24 h后转染，再孵育48 h。收

集细胞，4 ℃ 1 500 r/min，离心 5 min。用预冷的 PBS
洗涤 2遍，将细胞重悬于 200 μL 1×Buffer 中，加入

5 μL Annexin V⁃FITC和 5 μL PI，另设空白样品，不

加染色剂。室温避光孵育10 min后，用流式细胞仪

检测细胞凋亡情况。

定量 PCR检测 Bax/Bcl⁃2基因表达情况：采用

TRIzol抽提细胞RNA，紫外分光光度计测定RNA 浓

度和纯度，抽提合格的mRNA反转录成 cDNA。以

cDNA为模板，应用ABI 7500型定量 PCR仪，通过

SYBR GreenⅠ嵌合法进行定量检测。以GAPDH作

为内参照，结果采用 2-ΔΔCt值进行计算，每个样本设

3个复孔，重复3次。GAPDH引物：上游5′⁃AACTT ⁃
TGGCATTGTGGAAGG⁃3′，下游5′⁃CACATTGGGGG⁃
TAGGAACAC⁃3′；Bax引物：上游 5′⁃AGACAGGGG⁃
CCTTTTTGCTAC ⁃ 3′，下游 5′ ⁃ AATTCGCCGGAGA⁃
CACTCG⁃3′；Bcl⁃2 引物：上游 5′⁃ATGCCTTTGTG⁃
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GAACTATATGGC⁃3′，下游 5′⁃GGTATGCACCCAG⁃
AGTGA TGC⁃3′。

Western blot检测Bax/Bcl⁃2蛋白表达情况：蛋白

定量试剂盒（BCA）法测定各组蛋白水平，计算上样

量。进行100 g/L 十二烷基硫酸钠⁃聚丙烯酰胺凝胶

电泳（SDS⁃PAGE），100 V 恒压电泳，随后转印至聚

偏二氟乙烯（PVDF）膜，250 mA，1 h，用 50 g/L脱脂

奶粉缓冲封闭液室温封闭 2 h，分别加入以下一抗

4 ℃孵育过夜：β⁃actin（1∶2 000）、Bax（1∶1 000）、Bcl⁃2
（1∶1 000），TBST洗膜3次各10 min，加二抗（1∶2 500）
室温孵育 2 h，TBST洗膜 3次各 10 min，化学发光显

色，实验重复3次。

1.2.5 miR⁃29c过表达对P19细胞分化的影响

P19细胞以2×105个/孔的密度接种于6孔板，24 h
后转染，孵育 48 h。用胰酶消化细胞，配制细胞悬

液，按照 1×105个/mL密度接种于 10 cm细菌培养皿

中，加入 15 mL含 1%DMSO的诱导培养基，轻轻吹

打，显微镜下观察细胞，保证细胞分布均匀，置于培

养箱中孵育，记为诱导分化第1天，每日观察。诱导

分化第 3天半量换液。诱导分化第 4天，显微镜下

可观察到 P19细胞大量聚集成团，形成胚胎样小

体。取 6孔板，每孔加 2 mL完全培养基，用枪头小

心吸取30~40个胚胎样小体，移至6孔板中，轻轻晃

动使胚胎样小体分散，放回培养箱继续孵育。每天

观察，每 2 d换 1次液。从诱导分化第 8天开始，在

显微镜下逐渐观察到跳动的心肌细胞团，每次观察

不宜超过10 min。分别收集诱导分化第0、4、6、8天
细胞，以GAPDH作为内参照，用定量PCR法检测心

肌标志基因αMHC、Mef2c、GATA4的表达。αMHC：
上游 5′ ⁃ACCAACCTGTCCAAGTTCCG⁃3′，下游 5′ ⁃
GTCGTGCATCTTCTTGGCAC ⁃ 3′ ；Mef2c：上 游 5′ ⁃
TGTCCAGCCATAACAGTTTGG⁃3′，下游5′⁃CCTTGT⁃
GAACATGAAGTCCTCTT⁃3′；GATA4：上游 5′⁃CCA⁃
ACTGCCAGACTACCAC⁃3′，下游 5′⁃GGACCAGGCT⁃
GTTCCAAGA⁃3′。
1.2.6 miR⁃29c靶基因预测与生物信息学分析

综合运用TargetScan Release 6.2（http：//www.tar⁃
getscan.org/）、miRTarBase（http：//www.mirbase.org/）、

miRecords（http：//miRecords.umn.edu/miRecords）等

常用miRNA在线数据库对miR⁃29c进行靶基因预

测，对所得靶基因进行基因功能注释（gene ontology，
GO）和信号通路（pathway）分析，通过明确其靶基因

参与的生物学过程和信号通路，初步推测miR⁃29c
及其靶基因与心脏发育的相关性。

1.2.7 荧光素酶报告实验验证Akt3是miR⁃29c的靶

基因

构建荧光素酶质粒系统：使用 pGL3⁃basic作为

载体，将Akt3 3′非编码区（UTR）插入到荧光素酶基

因上游非编码区，构建含Akt3基因3′UTR的荧光素

酶载体 pGL3⁃Akt3 3′UTR⁃wt。点突变靶基因Akt3
3′ UTR 核心序列，构建 pGL3 ⁃ Akt3 3′ UTR ⁃mut。
Akt3 wt的 3′UTR作用位点 TTCAGATTAACCCTTT⁃
GGTGCTA，Akt3 mut的 3′UTR突变位点 TTCAGAT⁃
TAACCCTTACCACGAT（5′→3′）。

质粒转染细胞：293T细胞按 1.5×104个/孔的密

度接种到 96孔板。12 h后将细胞分为 4组，分别共

转染荧光素酶报告基因质粒和 miR⁃29c mimic 或

miR⁃NC，每组设 3个复孔。Akt3 wt+miR⁃NC组：opti
⁃MEM（20 μL）、Lipofectamine 3000（0.4 μL）、P3000
Reagent（0.2 μL）、TK（0.1 μL）、Akt3 wt DNA（100 ng）、
miR⁃NC（0.5 μL）；Akt3 wt+miR⁃29c mimic组：opti⁃
MEM（20 μL）、Lipofectamine 3000（0.4 μL）、P3000
Reagent（0.2 μL）、TK（0.1 μL）、Akt3 wt DNA（100 ng）、
miR⁃29c mimic（0.5 μL）；Akt3 mut+miR⁃NC组：opti⁃
MEM（20 μL）、Lipofectamine 3000（0.4 μL）、P3000
Reagent（0.2 μL）、TK（0.1 μL）、Akt3 mut DNA（100 ng）、
miR⁃NC（0.5 μL）；Akt3 mut+miR⁃29c mimic组：opti⁃
MEM（20 μL）、Lipofectamine 3000（0.4 μL）、P3000
Reagent（0.2 μL）、TK（0.1 μL）、Akt3 mut DNA（100 ng）、
miR⁃29c mimic（0.5 μL）；常温孵育30 min，将上述混

合液分别加入每组细胞样品中。

荧光素酶验证：细胞培养 24 h后，用 PBS清洗

2遍，每孔加入 30 μL裂解液（1×Passive Lysis Buf⁃
fer），室温震荡 30 min。加入 20 μL Luciferase Assay
Substrate反应液，测定读取荧光素酶活性。再加入

20 μL Stop & Glo反应液，测定读取荧光素酶活性。

1.2.8 Western blot在蛋白水平验证Akt3是miR⁃29c
的靶基因

用miR⁃29c mimic转染 P19细胞，构建miR⁃29c
过表达细胞株。BCA法测定各组蛋白水平，计算上

样量。进行 100 g/L SDS⁃PAGE凝胶电泳，转膜后，

用50 g/L脱脂奶粉缓冲封闭液室温封闭2 h，分别加

入以下一抗 4 ℃孵育过夜：β⁃actin（1∶2 000）、Akt3
（1∶1 000），TBST洗膜3次各10 min，加二抗（1∶2 500）
室温孵育 2 h，TBST洗膜 3次各 10 min，化学发光显

色，实验重复3次。

1.3 统计学方法

应用 SPSS 18.0统计学软件对数据进行统计学
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分析，计量数据用均数±标准差（x ± s）表示。成组设

计的两样本均数之间的比较，选择独立样本 t检

验。以P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 CCK⁃8检测miR⁃29c过表达对P19细胞增殖的

影响

从增殖曲线上可以看出，各时间点所测OD值

的标准差很小，随着时间延长，miR⁃29c过表达组和

对照组细胞均呈指数增长，增长速率差异在培养48 h
开始显现，在 72 h 差异最明显，往后差异逐渐缩

小。在72 h，miR⁃29c过表达组的OD值显著低于对

照组，差异有统计学意义（P < 0.01，图1）。

2.2 流式细胞仪检测细胞周期

初始接种的细胞在细胞周期分布上没有差别，

但是经过 48 h，miR⁃29c过表达组细胞中，处于 S期
的细胞比率明显低于对照组，差异具有统计学意义

（P < 0.05，图2）。
2.3 Hoechst染色验证miR⁃29c过表达对 P19细胞

凋亡的影响

Hoechst染色结果显示，miR⁃29c过表达组内浓

集而呈亮蓝色的细胞核明显多于对照组（图3）。
2.4 流式细胞仪验证miR⁃29c过表达对P19细胞凋

亡的影响

与对照组相比，miR⁃29c过表达组发生早期凋

亡和晚期凋亡的细胞比率明显高于对照组（P <
0.05，图4）。
2.5 定量PCR法检测Bax/Bcl⁃2基因表达情况

抑凋亡基因Bcl⁃2在两组间的表达没有明显差

异，而促凋亡基因Bax在miR⁃29c过表达组中表达水

平明显高于对照组（P < 0.05，图5）。
2.6 Western blot检测Bax/Bcl⁃2蛋白表达情况

在蛋白表达水平，Bax蛋白在miR⁃29c过表达组

中的表达水平明显高于对照组，而Bcl⁃2蛋白在两组

间的表达未见明显差异（图6）。
2.7 miR⁃29c过表达对P19细胞分化的影响

与对照组相比，miR⁃29c过表达组形成的胚胎

样小体形态更加规则，不易解聚和破裂（图 7A、B）。

胚胎样小体贴壁生长后，miR⁃29c过表达组以胚胎

样小体为中心均匀向四周辐散生长，而对照组细胞

向外生长形态略紊乱，细胞厚薄不一（图7C、D）。
除了形态学观察，本研究还收集了不同分化时

间点的细胞进行分化相关标志物检测，主要是分化

相关基因的表达水平，包括αMHC、Mef2c、GATA4。
结果显示，在P19细胞分化过程中，标志基因的表达

水平随分化时间逐渐增高，在分化第 8天出现高

峰。横向比较，不同组间标志基因的表达呈现一定

差异，分化第4天（GATA4）和第6天（αMHC、Mef2c）
miR⁃29c过表达组相关基因的表达水平显著高于对

照组（图8）。
2.8 荧光素酶报告实验验证Akt3是miR⁃29c的靶

基因

生物信息学分析结果提示Akt3可能是miR⁃29c
的潜在靶基因。荧光素酶报告实验结果显示，共转

染miR⁃29c和携带Akt3基因 3′UTR序列的载体后，

荧光素酶活性显著下降，而共转染miR⁃29c和突变
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*120

100
80
60
40
20
0细

胞
周

期
百

分
率
（
％
）

a b a b a b
48 h24 h0 h

a：miR⁃29c mimic；b：miR⁃NC；两组比较，*P < 0.05（n=3）。
图2 miR⁃29c过表达对P19细胞周期的影响

Figure 2 The effect of overexpression of miR⁃29c on the
cell cycle of P19

与对照组比较，*P < 0.01（n=3）。
图1 miR⁃29c过表达对P19细胞增殖的影响

Figure 1 The effect of overexpression of miR⁃29c on the
proliferation of P19 cells
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图3 Hoechst染色评估P19细胞凋亡情况（×100）
Figure 3 Evaluation of the apoptosis of P19 cells by

Hoechst staining（×100）
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DCBA
A、C：MIR⁃29C过表达组；B、D：对照组；A、B：诱导分化第4天形成的胚胎样小体；C、D：诱导分化第6天细胞贴壁生长的情况。

图7 显微镜下观察P19细胞分化过程中典型形态（×100）
Figure 7 Typical morphology of P19 cell differentiation during the differentiation of P19 cells under microscope（×100）
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图5 定量PCR法检测Bax/Bcl⁃2基因表达

Figure 5 qPCR detection of gene expression of Bax/Bcl⁃2
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图4 流式细胞计数检测P19凋亡情况

Figure 4 The apoptosis of P19 by flow cytometry

型载体后却未见明显的荧光素酶活性下降（P <
0.01，图9）。
2.9 Western blot 在蛋白水平验证Akt3是miR⁃29c
的靶基因

与对照组相比，miR⁃29c过表达组的Akt3蛋白

表达水平明显降低（图10）。
3 讨 论

CHD是最常见的出生缺陷，不仅出生时给患者

和家庭带来负担，众多严重的并发症也给患者长大

后的生活带来健康隐患［8-9］。因此，对于CHD的防

治刻不容缓。miRNA一直是近年来的研究热点，主

要在动植物体内参与转录后基因的表达调控，其在

心脏发育过程中的调节作用成为众多学者的研究

重点。本研究小组前期在怀有CHD胎儿的孕妇血

清中发现miR⁃29c显著上调，因此利用细胞转染技术

模拟体内miR⁃29c过表达的环境，对miR⁃29c在细胞

两组比较，*P < 0.01（n=3）。
图6 Western blot检测Bax/Bcl⁃2蛋白表达

Figure 6 Detection of Bax/Bcl ⁃ 2 protein expression by
Western blot
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发挥功能中的作用展开研究。miRNA mimic是运用

化学合成的方法，模拟生物体内源的miRNA，能增

强内源性miRNA的功能［10］。

从本实验所得的增殖曲线上可以看出，细胞生

长状态稳定，复孔之间差异小，均一性好。在 72 h，
miR⁃29c过表达组的吸光度值显著低于对照组，说

明miR⁃29c过表达能够抑制P19细胞的增殖。而往

后两组间差异逐渐缩小，可能与细胞生长过密产生

接触抑制有关。

胚胎样小体的形成是P19细胞分化为心肌细胞

过程中的关键步骤。在对P19细胞进行分化处理后

发现，相比对照组，miR⁃29c过表达组的胚胎样小体

形态更规则，状态更稳定，从分化第 4天开始，心肌

标志基因的表达水平明显高于对照组。提示miR⁃
29c过表达能够促进P19细胞向心肌细胞的分化。

无限增殖和万能分化性是胚胎癌性细胞的两

大特征，增殖是细胞生长和维持一定密度的方式，

而分化则是多能干细胞向其他不同组织转化的必

要途径［11］。依赖于稳定的增殖和准确的分化，P19
癌胚细胞才能够成功转化为心肌细胞进而向心脏

方向发育，两者缺一不可。本研究发现，miR⁃29c过
表达可抑制 P19细胞增殖和促进其向心肌细胞分

化。这样导致胚胎心脏发育的低效和失衡，miR⁃29c
过表达易诱发CHD的原因可能与此有关。

心脏在从胚胎发育成四心腔结构的过程中，经

历了众多特定结构的产生与消失，其中细胞凋亡起

到了至关重要的作用［12］。细胞在饥饿诱导下会发

生凋亡，用Hoechst着色后在荧光显微镜下发射出

浓密的荧光，正常细胞的核形态呈圆形，淡蓝色，内

有较深的蓝色颗粒，而凋亡细胞的核由于浓集而呈

亮蓝色，呈分叶或碎片状边集。Hoechst染色结果显

示，经饥饿诱导48 h后，miR⁃29c过表达组的凋亡细

胞明显多于对照组。流式细胞技术的结果与此一

致，在细胞生长 48 h，miR⁃29c过表达组细胞的凋亡

率明显高于对照组。这提示，miR⁃29c过表达能够

促进P19细胞的凋亡。而细胞凋亡是受多种凋亡基

因调控的，Bcl基因家族是调控细胞凋亡的众多基

因之一［13］。Bcl⁃2和Bax都是其中的成员，但作用却

截然相反，Bcl⁃2抑制细胞凋亡而 Bax促进细胞凋

亡，两者与其他家族成员一起调控细胞凋亡的内在

平衡［14］。本研究发现，miR⁃29c过表达组细胞促凋

亡基因Bax表达水平明显高于对照组，抑凋亡基因

Bcl⁃2的表达则无明显差异，在mRNA和蛋白水平的

表达具有较好的一致性。因此我们有理由推测，

miR⁃29c对 P19细胞的促凋亡作用可能与其促进

Bax基因的表达有关。

心 脏 的 生 长 发 育 极 其 复 杂 ，受 到 Wnt/β ⁃
catenin［15-16］、Notch［17-18］、PI3K/Akt［19-20］等多个信号通

路的共同调控。本研究通过荧光素酶和蛋白的验

证，证明Akt3是miR⁃29c的 1个靶基因，miR⁃29c过
表达会下调Akt3的表达水平。关于Akt3对心脏发

两组比较，*P < 0.01（n=3）。
图9 荧光素酶报告实验验证靶基因

Figure 9 Verification of the target gene by Luciferase re⁃
port test
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图10 Western blot检验Akt3蛋白表达水平

Figure 10 Akt3 protein expression level by Western blot

miR⁃NC miR⁃29c mimic

Ak
t3蛋

白
相

对
表

达
量

1.5

1.0

0.5

0.0

*

Akt3

β⁃actin

miR⁃NC miR⁃29c mimic
60 kDa

43 kDa

两组比较，*P < 0.05，**P < 0.01（n=3）。
图8 定量PCR检测心肌标志物基因表达水平

Figure 8 qPCR detection of gene expression level of myo⁃
cardial markers
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育的影响，之前已有相关报道。Taniyama等［21］研究

发现，Akt3转基因小鼠表现出明显的心脏肥大，这

表明Akt3在体内的功能之一就是促进心脏细胞生

长。同时，在第4周时，其心脏生长的状态与代偿性

肥大类似，而到第 20周即表现出明显的病理性肥

大。这提示，在心脏发育的不同阶段，Akt3信号所

起的作用也不相同。在胚胎早期，Akt3信号有利于

心脏的生长发育，而往后持续激活的Akt3信号则会

对心脏产生不利影响。结合本研究结果，我们发现

调控靶基因Akt3的表达水平，可能是miR⁃29c影响

心脏发育的途径之一。

综上所述，本研究揭示了miR⁃29c过表达能够

抑制P19细胞增殖、促进其凋亡及向心肌细胞分化

的作用，其机制可能涉及miR⁃29c对靶基因Akt3的
调控。这为CHD的预防提供了新思路和实验依据，

但由于心脏发育是多基因多通路共同调控作用的结

果，miR⁃29c与Akt3发挥作用的具体机制以及参与其

中相互作用的其他信号仍有待进一步研究。
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