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　　［摘要］　目的　探究ｍｉＲ２６ａ在ｏｘＬＤＬ介导内皮细胞 ＨＡＥＣｓ凋亡中的作用及其调控机制。方法　采用不同浓度的氧化

低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）在体外作用于 ＨＡＥＣｓ细胞，噻唑蓝（ＭＴＴ）和ＴＵＮＥＬ染色检测ｏｘＬＤＬ作用 ＨＡＥＣｓ后细胞的活性与

凋亡率，定量实时聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）检测ｏｘＬＤＬ作用ＨＡＥＣｓ后细胞中ｍｉＲ２６ａ的表达水平。在ＨＡＥＣｓ中过表达ｍｉＲ

２６ａｍｉｍｉｃ，ＭＴＴ和ＴＵＮＥＬ染色检测ｏｘＬＤＬ作用后细胞的活性和凋亡率。构建荧光素酶报告载体ｐＭＩＲＰＴＥＮ的３′ＵＴＲ，利

用荧光素酶活性检测鉴定ｍｉＲ２６ａ的预测靶基因。ｑＲＴＰＣＲ和蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）分别检测ＰＴＥＮ的 ｍＲＮＡ和蛋白

表达水平。结果　ｏｘＬＤＬ能够介导 ＨＡＥＣｓ细胞的毒性死亡和细胞凋亡，并且降低了 ＨＡＥＣｓ细胞中 ｍｉＲ２６ａ的表达水平。过

表达ｍｉＲ２６ａｍｉｍｉｃ能够抑制ｏｘＬＤＬ作用 ＨＡＥＣｓ后细胞的毒性和凋亡。转染 ｍｉＲ２６ａｍｉｍｉｃ显著抑制荧光素酶的活性（犘＜

０．０５）。转染ｍｉＲ２６ａｍｉｍｉｃ显著下调ＨＡＥＣｓ细胞中ＰＴＥＮ的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平（犘＜０．０５）。结论　ｍｉＲ２６ａ能够抑制抑

制ｏｘＬＤＬ作用 ＨＡＥＣｓ后细胞的毒性和凋亡，其可能的作用机制是下调了ＰＴＥＮ的表达。ｍｉＲ２６ａ可能成为治疗凋亡相关的动

脉粥样硬化的潜在靶点。
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　　动脉粥样硬化是引起死亡和残疾的主要原因之一
［１］。内

皮细胞的凋亡被认为是动脉粥样硬化发生、发展的一个关键进

程。由于内皮细胞的凋亡，内皮组织将失去调控脂质稳态，免

疫及炎症的能力。内皮细胞的损伤打破了内皮组织完整的屏

障功能，利于脂质体的沉积，而导致动脉粥样硬化的发生［２４］。

此外，内皮细胞的凋亡也会引起斑块的不稳定，而引起急性心

肌梗死和猝死。然而现阶段内皮细胞的凋亡机制研究还并不

清楚。

ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲｓ）是近年来新发现的一类长度较短的非

编码ＲＮＡ分子，长度约为２２个核苷酸，与靶 ｍＲＮＡｓ或靶

ｍＲＮＡｓ的３′非翻译区互补结合，诱导靶 ｍＲＮＡｓ降解或抑制

靶ｍＲＮＡｓ的翻译，从而实现转录后基因的表达调控作用
［５６］。

新近研究发现，ｍｉＲ２６ａ在多种心血管疾病中表达是失调的，

其中包括心脏肥大、心房纤维性颤动和心肌缺血［７］。芯片数据

分析发现，ｍｉＲ２６ａ的表达在主动脉瓣狭窄患者的主动脉瓣中

下调了６５％，而具体的分子生物学机制尚未阐明
［８］。

本研究旨在探究ｍｉＲ２６ａ在氧化低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）

介导内皮细胞 ＨＡＥＣｓ凋亡中的作用机制。明确 ｍｉＲ２６ａ在

内皮细胞凋亡中与ＰＴＥＮ表达的调控关系及其在动脉粥样硬

化发生、发展中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　细胞株　人类主动脉内皮细胞系 ＨＡＥＣｓ及转染用工

具细胞 ＨＥＫ２９３均购自上海细胞研究所。
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１．１．２　试剂　胎牛血清、ＤＭＥＭ培养基（美国ｈｙｃｌｏｎｅ公司），

反转录试剂盒（日本Ｔａｒａｋａ公司），ＲＮＡ 提取试剂Ｔｒｉｚｏｌ，Ｌｉ

ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００试剂盒（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ｍｉＲ２６ａ逆

转录引物（广州锐博公司），ｏｘＬＤＬ（上海生工），细胞活性测定

试剂噻唑蓝（ＭＴＴ，上海碧云天公司），ＴＵＥＮＬ凋亡检测试剂

（美国Ｒｏｃｈｅ公司）。野生型ＰＴＥＮ的３′ＵＴＲ及突变型ＰＴＥＮ

的３′ＵＴＲ寡核苷酸（上海英骏公司）。ＰＴＥＮ、ＧＡＰＤＨ 一抗

（美国Ａｂｃａｍ公司），辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠ＩｇＧ（北

京中杉金桥公司）。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　人类主动脉内皮细胞系 ＨＡＥＣｓ和

ＨＥＫ２９３细胞用含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｈ 培养基在

３７℃、５％ＣＯ２ 条件下培养。

１．２．２　定量实时聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）　按照 ＴａｑＭａｎ

ｍｉＲＮＡＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ说明书加入逆转录反应所

需试剂，ｍｉＲ２６ａ逆转录引物，总ＲＮＡ进行逆转录反应。反转

录条件：４２℃１５ｍｉｎ，８５℃５ｓ。合成的ｃＤＮＡ作为模板进行

ｑＲＴＰＣＲ扩增，根据ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ试剂盒说明加入Ｐｒｅｍｉｘ、

ｍｉＲ２６ａ正向引物和 ｍｉＲ２６ａ反向引物进行反应。ｑＲＴＰＣＲ

条件：９５℃１ｍｉｎ；９５℃１５ｓ、６０℃２０ｓ，共行３９次循环；反

应结束后得到Ｃｔ值，根据Ｃｔ值进行相对定量分析。

１．２．３　ＭＴＴ测定细胞活性　取对数期的 ＨＡＥＣｓ细胞接种

于９６孔板中，接种密度为１×１０５／ｍＬ，加入不同浓度的（０、１、

１０、２５、５０μｇ／ｍＬ）ｏｘＬＤＬ处理后，共培养２４ｈ，后去掉上清，

加入含有１０％ＭＴＴ的新鲜培养基继续培养４ｈ。最后加入

ＤＭＳＯ溶解所形成的甲瓒晶体，在５７０ｎｍ波长处测定吸光度

值，根据对应的吸光度值，计算细胞的相对活性。在过表达

ｍｉＲ２６ａ抑制了ｏｘＬＤＬ对 ＨＡＥＣｓ细胞活性能力 ＭＴＴ测定

中共分为 ４ 组：Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ｏｘＬＤＬ 组、ｏｘＬＤＬ＋ｍｉＲ２６ａ

ｍｉｍｉｃ组、ｏｘＬＤＬ＋ｍｉＲＮＣ组，各组培养２４ｈ后，处理方法

同前。

１．２．４　ＴＵＮＥＬ法检测细胞的凋亡　６孔板中处理作用后的

ＨＡＥＣｓ细胞，加入磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤１次，加４％多聚

甲醛固定１ｈ，ＰＢＳ洗涤１次，加入含０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００的

ＰＢＳ冰浴２ｍｉｎ，室温下在含０．３％过氧化氢的甲醇溶液中孵

育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，加入５０μＬＴＵＮＥＬ检测液，３７℃避

光孵育１ｈ。ＰＢＳ洗涤３次后用抗荧光淬灭封片液封片后荧光

显微镜下拍照并计数。在过表达 ｍｉＲ２６ａ抑制了ｏｘＬＤＬ对

ＨＡＥＣｓ细胞凋亡测定中共分为４组：Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ｏｘＬＤＬ组、

ｏｘＬＤＬ＋ｍｉＲ２６ａｍｉｍｉｃｓ组、ｏｘＬＤＬ＋ｍｉＲＮＣ组，各组培养

２４ｈ后，处理方法同前。

１．２．５　ｐＭＩＲＰＴＥＮ的３′ＵＴＲ荧光报告载体构建及荧光素

酶活性检测　合成野生型ＰＴＥＮ的３′ＵＴＲ及突变型ＰＴＥＮ

的３′ＵＴＲ寡核苷酸经退火，双酶切后插入荧光素酶报告基因

载体ｐＭＩＲＲＥＰＯＲＴ，在含有 ｍｉＲ２６ａ结合位点的ＰＴＥＮ的

３′ＵＴＲ片段，构建ｐＭＩＲＰＴＥＮ的３′ＵＴＲ载体。ＨＥＫ２９３细

胞接种于９６孔板，２４ｈ后细胞贴壁达７０％时进行转染。转染

分为４组，分别是ｍｉＲＮＣ和ｐＭＩＲＰＴＥＮ的３′ＵＴＲ组，ｍｉＲ

２６ａｍｉｍｉｃ和ｐＭＩＲＰＴＥＮ的３′ＵＴＲ转染组，ｍｉＲＮＣ和突变

型ｐＭＩＲＰＴＥＮ的３′ＵＴＲ组，ｍｉＲ２６ａ和突变型ｐＭＩＲＰＴＥＮ

的３′ＵＴＲ组，再与质粒ｐＲＬＴＫ共转染 ＨＥＫ２９３细胞。转染

２４ｈ后，使用双荧光素酶报告基因检测系统处理裂解细胞，

ＧｌｏＭａｘ２０／２０Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ检测荧光强度。

１．２．６　蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　将转染 ｍｉＲ２６ａｍｉｍ

ｉｃｓ和ｍｉＲＮＣ后的两组 ＨＡＥＣｓ细胞使用细胞裂解缓冲液裂

解，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集上清并行蛋白浓度测定。

取２０μｇ蛋白经１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ胶分离后，湿转印至ＰＶＤＦ

膜上，５％脱脂奶粉封闭，分别采用ＰＴＥＮ的一抗（１∶１０００稀

释），ＧＡＰＤＨ的一抗（１∶２０００稀释）孵育过夜，再与辣根过

氧化物酶标记山羊抗小鼠ＩｇＧ孵育１ｈ，采用ＳｕｐｅｒｓｉｇｎａｌＷｅｓｔ

ＤｕｒａＥｘｔｅｎｄｅｄＤｕｒａｔｉｏｎＳｕｂｓｔｒａｔｅ试剂处理并曝光显色。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行数据处理。采用

非配对狋检验分析组间差异。以犘＜０．０５为差异具有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　ｏｘＬＤＬ对 ＨＡＥＣｓ细胞活性、凋亡及 ｍｉＲ２６ａ的影响　

结果表明，ｏｘＬＤＬ的１０、２５、５０μｇ／ｍＬ浓度能够显著抑制

ＨＡＥＣｓ细胞的活性（图１Ａ），显著促进 ＨＡＥＣｓ细胞的凋亡发

生（图１Ｂ），显著抑制 ＨＡＥＣｓ细胞中 ｍｉＲ２６ａ的表达水平

（图１Ｃ）。

２．２　过表达ｍｉＲ２６ａ抑制ｏｘＬＤＬ对 ＨＡＥＣｓ细胞活性和凋

亡的作用　体外转染实验表明，转染ｍｉＲ２６ａ模拟物显著提高

了ｍｉＲ２６ａ在 ＨＡＥＣｓ细胞中的表达水平（图２Ａ）。ＭＴＴ检

测发现，转染ｍｉＲ２６ａｍｉｍｉｃｓ组较转染ｍｉＲＮＣ组显著增强了

ｏｘＬＤＬ作用 ＨＡＥＣｓ细胞后的活性（图２Ｂ）。ＴＵＮＥＬ凋亡检

测发现，转染ｍｉＲ２６ａｍｉｍｉｃｓ组较转染ｍｉＲＮＣ组显著抑制了

ｏｘＬＤＬ作用 ＨＡＥＣｓ细胞后的凋亡发生（图２Ｃ）。

　　Ａ：ＭＴＴ检测不同浓度ｏｘＬＤＬ作用 ＨＡＥＣｓ后的细胞活性；Ｂ：ＴＵＮＥＬ检测不同浓度ｏｘＬＤＬ作用 ＨＡＥＣｓ后的细胞的凋亡率；Ｃ：ｑＲＴＰＣＲ

检测不同浓度ｏｘＬＤＬ作用 ＨＡＥＣｓ后的细胞中ｍｉＲ２６ａ的相对表达水平；ａ：犘＜０．０５，与０μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ比较。

图１　　ｏｘＬＤＬ对 ＨＡＥＣｓ细胞活性、凋亡及ｍｉＲ２６ａ的影响
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　　Ａ：转染ｍｉＲ２６ａｍｉｍｉｃ后ＨＡＥＣｓ细胞中ｍｉＲ２６ａ的相对表达水平；Ｂ：不同处理组作用ＨＡＥＣｓ后的细胞活性；Ｃ：不同处理组作用ＨＡＥＣｓ后

的细胞凋亡率；ａ：犘＜０．０５，与转染ｍｉＲＮＣ组比较。

图２　　过表达ｍｉＲ２６ａ抑制ｏｘＬＤＬ对 ＨＡＥＣｓ细胞活性和凋亡的作用

２．３　ｐＭＩＲＰＴＥＮ的３′ＵＴＲ荧光报告载体构建及荧光素酶

活性检测　采用生物信息学软件（Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ）预测 ｍｉＲ２６ａ

的靶基因ＰＴＥＮ，同时构建ＰＴＥＮ３′ＵＴＲ及突变型３′ＵＴＲ的

荧光素酶报告基因载体（图３Ａ）。荧光素酶活性检测结果显

示，转染ｍｉＲ２６ａｍｉｍｉｃｓ和ｐＭＩＲＰＴＥＮ的３′ＵＴＲ的荧光强

度较转染ｍｉＲＮＣ和ｐＭＩＲＰＴＥＮ的３′ＵＴＲ显著降低（犘＜

０．０５），ｍｉＲ２６ａ对ｐＭＩＲＰＴＥＮ的３′ＵＴＲ的表达具有抑制作

用，并且该抑制功能通过 ｍｉＲ２６ａ与ｐＭＩＲＰＴＥＮ的３′ＵＴＲ

区结合实现，提示ＰＴＥＮ是ｍｉＲ２６ａ的靶基因（图３Ｂ）。

　　Ａ：Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ预测ｍｉＲ２６ａ的靶基因；Ｂ：检测不同转染组的相对

荧光素酶活性。

图３　　ｐＭＩＲＰＴＥＮ的３′ＵＴＲ荧光报告载体构建及

荧光素酶活性检测

２．４　ＰＴＥＮ的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平　转染 ｍｉＲ２６ａｍｉｍ

ｉｃｓ后ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ和蛋白水平较转染 ｍｉＲＮＣ显著降低。

见图４。

　　Ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测转染 ｍｉＲ２６ａｍｉｍｉｃ后 ＨＡＥＣｓ细胞中ＰＴＥＮ

的相对表达水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染 ｍｉＲ２６ａｍｉｍｉｃ后 ＨＡＥＣｓ

细胞中ＰＴＥＮ的蛋白表达水平。

图４　　ＰＴＥＮ的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平

３　讨　　论

　　动脉粥样硬化是一种复杂的免疫炎性疾病。内皮细胞、巨

噬细胞及平滑肌细胞在动脉粥样硬化的发生、发展中都发挥重

要的作用。重要的是血管内皮细胞的损伤通常被认为是动脉

粥样硬化发生的起始步骤。促动脉粥样硬化的危险因素包括，

高血糖、血管紧张素Ⅱ、ｏｘＬＤＬ，这些因素均能介导内皮细胞

的凋亡［９］。ｏｘＬＤＬ在损伤形成，刺激内皮细胞的自杀性程序

死亡发挥关键的作用，其主要的机制是通过ｃａｓｐａｓｅ依赖和

ｃａｓｐａｓｅ非依赖的途径介导的。ｍｉＲＮＡｓ的异常表达参与调控

了多种内皮细胞的存活与死亡，新近的研究报道了ｍｉＲ１２６影

响了内皮细胞的重建，同时也有研究表明 ｍｉＲ２１、ｍｉＲ２２３、

ｍｉＲ２９ｂ等参与了内皮细胞的凋亡
［１０］。ｍｉＲ２６被报道在心血

管疾病中发挥不同的功能，ｍｉＲ２６ａ的过表达能够减少房颤的

发生率［１１］，另外 ｍｉＲ２６ａ能够发挥抗血管生成因子的作用，

ｍｉＲ２６ａ在内皮细胞中表达的降低能够促进血管的生成。本

研究发现了 ｍｉＲ２６ａ在内皮细胞发挥着抗细胞凋亡的重要

作用。

ＰＴＥＮ起初被鉴定发挥肿瘤抑制子的功能，主要通过

ＰＩ３Ｋ依赖的信号通路
［１２］。凋亡是细胞的一种程序性死亡，而

在这个过程中线粒体和内质网都发挥了重要的作用。有文献

报道，用凋亡诱导剂ｓｔａｕｒｏｓｐｏｒｉｎｅ处理细胞后，能够使ＰＴＥＮ

定位聚集于线粒体［１３］。更进一步的研究表明抑制ＰＴＥＮ的表

达能够显著降低活性氧族（ＲＯＳ）的增加水平，同时也有研究表

明ＰＴＥＮ的沉默表达损伤了雌激素受体（ＥＲ）钙离子的释放功

能，这就降低了细胞质和线粒体中钙离子的浓度，也就降低了

细胞对钙离子介导的凋亡刺激信号的敏感性［１４］。这些研究均

表明了ＰＴＥＮ在促凋亡发生过程中发挥重要的作用。

在本研究中，证实了ｍｉＲ２６ａ是体外内皮细胞凋亡过程中

的关键因子。ｍｉＲ２６ａ的过表达能够抑制逆转ｏｘＬＤＬ介导的

ＨＡＥＣｓ凋亡作用。其主要的作用机制是ｍｉＲ２６ａ抑制了其靶

向调控基因ＰＴＥＮ及ＰＴＥＮ相关的凋亡信号通路。本研究为

血管性疾病（如动脉粥样硬化）的治疗提供了新的治疗靶点和

研究策略。
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导致的ＩＦＮγ、ＩＬ２下调和ＩＬ４、ＩＬ１０上调，均对抑制炎症反

应和ＣＡＶ进程起到了关键作用，对术后排斥反应起到了保护

作用。

本实验证明腺病毒载体介导的供体ＳＯＣＳ３基因转染能够

通过调控Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞分化，抑制其促炎功能。在该研究方

向上继续深入挖掘，可能会获得更多信息。进一步明确

ＳＯＣＳ３对移植物血管病的影响和机制，可能会在慢性排斥反

应的治疗方面取得新的突破口。
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