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miR-146a-5p靶向IRAK-1调控DVT患者
内皮祖细胞的增殖及炎症*

杨 柳,党永康△,乌 兰,姜学超,仝向阳,彭战利

(内蒙古自治区赤峰市医院血管外科 024000)

  [摘要] 目的 研究微RNA(miR)-146a-5p靶向白细胞介素-1受体相关激酶1(IRAK-1)调控深静脉血栓

(DVT)患者内皮祖细胞(EPCs)的增殖及炎症。方法 选取2018年7月至2019年6月该院诊断为DVT的10
例患者及10例体检的健康志愿者为研究对象,分离外周血EPCs,检测 miR-146a-5p、IRAK-1的表达水平;
DVT患者的EPCs分为 miR-阴性对照(NC)组、miR-146a-5p组、miR-NC+NC质粒组、miR-146a-5p+NC质

粒组、miR-146a-5p+IRAK-1质粒组,检测细胞增殖活力及吸光度(A490)值、miR-146a-5p、IRAK-1、核因子-κB
(NF-κB)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素-1β(IL-1β)水平。结果 DVT患者EPCs中 miR-146-5p相对

表达水平低于健康志愿者,IRAK-1相对表达水平高于健康志愿者(P<0.05);miR-146a-5p组 A490 值、miR-
146a-5p相对表达水平高于miR-NC组,IRAK-1、NF-κB、TNF-α、IL-1β表达水平、野生型IRAK-1基因的荧光

活力低于 miR-NC组(P<0.05);miR-146a-5p+IRAK-1质粒组 A490 值低于 miR-146a-5p+NC质粒组,I-
RAK-1、NF-κB、TNF-α、IL-1β水平高于 miR-146a-5p+NC质粒组(P<0.05)。结论 miR-146a-5p靶向I-
RAK-1促进DVT患者的EPCs增殖并抑制炎性反应。
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  [Abstract] Objective To
 

study
 

the
 

effect
 

of
 

microRNA
 

(miR)-146a-5p
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

inflam-
mation

 

of
 

endothelial
 

progenitor
 

cells
 

(EPCs)
 

of
 

deep
 

vein
 

thrombosis
 

(DVT)
 

patients
 

by
 

targeting
 

interleu-
kin-1

 

receptor
 

associated
 

kinase
 

1
 

(IRAK-1).Methods A
 

total
 

of
 

10
 

patients
 

with
 

DVT
 

and
 

10
 

healthy
 

volun-
teers

 

in
 

hospital
 

from
 

July
 

2018
 

to
 

June
 

2019
 

were
 

selected.EPCs
 

from
 

peripheral
 

blood
 

were
 

isolated
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-146a-5p
 

and
 

IRAK-1
 

were
 

detected.EPCs
 

of
 

DVT
 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

miR-
negative

 

control
 

(NC)
 

group,the
 

miR-146a-5p
 

group,the
 

miR-NC+NC
 

plasmid
 

group,the
 

miR-146a-5p+NC
 

plasmid
 

group,the
 

miR-146a-5p+IRAK-1
 

plasmid
 

group.The
 

proliferation
 

viability
 

A490 vale,the
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-146a-5p,IRAK-1,NF-κB,the
 

contents
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α)
 

and
 

interleukin-1β
 

(IL-1β)
 

were
 

measured.Results The
 

expression
 

level
 

of
 

miR-146-5p
 

in
 

EPCs
 

of
 

DVT
 

patients
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

healthy
 

volunteers,and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

IRAK-1
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

healthy
 

volunteers
 

(P<0.05).A490 value
 

and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

the
 

miR-146a-5p
 

group
 

and
 

the
 

miR-146a-5p
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

miR-NC
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

IRAK-1,NF-κB,the
 

contents
 

of
 

TNF-α,IL-1β
 

and
 

fluorescence
 

activity
 

of
 

wild-type
 

IRAK-1
 

gene
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

the
 

miR-NC
 

group
 

(P<0.05).
A490 value

 

of
 

miR-146a-5p+IRAK-1
 

plasmid
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

the
 

miR-146a-5p+NC
 

plasmid
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

IRAK-1,NF-κB,the
 

contents
 

of
 

TNF-α,IL-1β
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

miR-146a-5p+NC
 

plasmid
 

group(P<0.05).Conclusion MiR-146a-5p
 

promotes
 

proliferation
 

and
 

inhibits
 

in-
flammation

 

of
 

EPCs
 

of
 

DVT
 

patients
 

by
 

targeting
 

IRAK-1.
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  下 肢 深 静 脉 血 栓 (deep
 

venous
 

thrombosis,
DVT)是临床常见的外周血管疾病,临床治疗棘手,即
使接受正规抗凝治疗,仍有20%~50%的DVT患者

会发生血栓后综合征,出现肢体肿胀及疼痛、皮肤难

愈性溃疡等表现,严重影响患者的生活质量[1-2]。血

管内皮是血管壁与血液循环间的屏障,在生理状态下

具有防止血栓形成的作用,在不同病理因素作用下发

生内皮损伤会造成血栓形成[3-4]。因此,促进内皮损

伤修复是治疗DVT的重要靶点。内皮祖细胞(endo-
thelial

 

progenitor
 

cells,EPCs)是血管内皮细胞的前

体细胞,具有修复损伤内皮、促进血管新生的生物学

功能。促进 EPCs动员及增殖、增强 EPCs功能在

DVT的治疗中 具 有 积 极 意 义[5]。微 小 RNA(mi-
croRNA,miR)在心血管系统中具有广泛的生物学作

用,其中 miR-146a-5p是一种具有内皮保护作用的

miR,在急性脑梗死小鼠中能够增强EPCs的功能[6],
在高糖诱导内皮细胞损伤过程中能够靶向抑制白细

胞介素-1受体相关激酶1(interleukin-1
 

receptor
 

as-
sociated

 

kinase
 

1,IRAK-1)并减轻炎症[7]。但 miR-
146a-5p在DVT发病过程中表达的变化及对EPCs
的调控作用尚不清楚。因此,本研究将通过细胞实验
探 究 miR-146a-5p 靶 向IRAK-1 调 控 DVT 患 者

EPCs增殖及炎症的作用,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 临床标本

选取2018年7月至2019年6月本院诊断为

DVT的10例患者及同期体检的10例健康志愿者为

研究对象,抽取静脉血。纳入标准:(1)符合DVT的

诊断标准;(2)留取实验所需的肘静脉血;(3)取得知
情同意。排除标准:(1)合并恶性肿瘤、结缔组织病

等;(2)既往有心肌梗死、脑梗死等血栓形成基本病

史。DVT 患 者 中 男7例、女3例,年 龄(43.94±
9.49)岁;健 康 志 愿 者 中 男 6 例、女 4 例,年 龄
(42.18±10.37)岁。DVT患者与健康志愿者一般资

料比较,差异无统计学意义(P>0.05),具有可比性。
1.1.2 试剂

淋巴细胞分离液(美国GE公司);miR-146-5p模

拟物、阴性对照(negative
 

control,NC)模拟物(上海吉
玛公司);MTS细胞增殖活力检测试剂盒、双荧光素

酶报告基因及检测系统(美国Promega公司);miR检

测试剂盒(北京天根公司);BCA蛋白定量试剂盒(上
海碧云天公司);IRAK-1、核因子-κB(nuclear

 

factor
 

kappa-B,NF-κB)一抗(美国 Abcam公司);β-actin一

抗(美国Sigma公司);肿瘤坏死因子-α(tumor
 

necro-
sis

 

factor-α,TNF-α)、白细胞介素-1β(interleukin-1β,
IL-1β)ELISA试剂盒(上海西唐公司)。
1.2 方法

1.2.1 EPCs的分离培养

取肘静脉血5
 

mL,肝素抗凝后按照1∶1加入磷

酸盐缓冲液,混匀后加入淋巴细胞分离液中,2
 

000
 

r/
min离心20

 

min,吸取悬浮的单个核细胞层,用含有

10%胎牛血清的培养基重悬,接种在多聚赖氨酸包被

的培养皿中,培养4
 

d后弃去未贴壁的细胞,剩余贴壁

细胞继续培养、每2天更换1次培养基,待细胞铺满

培养皿底面80%~90%后用胰蛋白酶进行消化,而后

传代继续培养。
1.2.2 EPCs分组

取DVT患者第3~4代EPCs进行分组,共5组:
miR-NC组转染NC模拟物,miR-146a-5p组转染 miR-
146a-5p模拟物,miR-NC+NC质粒组转染NC模拟物

及NC质粒,miR-146a-5p+NC质粒组转染 miR-146a-
5p模拟物及NC质粒,miR-146a-5p+IRAK-1质粒组转

染miR-146a-5p模拟物及IRAK-1质粒。每组均连续

转染24
 

h。
1.2.3 细胞增殖活力检测

DVT患者的EPCs在96孔板内培养,2
 

000个细
胞/孔,分组转染24

 

h后采用 MTS细胞增殖活力试

剂盒进行检测,在酶标仪上检测490
 

nm波长的吸光

度值(A490 值)。
1.2.4 miR-146a-5p表达检测

DVT患者的EPCs在12孔板内培养,1×106 个

细胞/孔,分组转染24
 

h后采用 miR提取试剂盒提取

细胞中的miR,采用miR
 

cDNA第一链合成试剂盒进

行逆转录、以miR为模板合成cDNA,最后采用 miR
荧光定量PCR检测试剂盒检测 miR-146-5p的表达,
分别使用目的基因 miR-146-5p及内参基因 U6的引

物进行PCR反应,反应程序为:95
 

℃预变性3
 

min、95
 

℃
 

15
 

s及60
 

℃
 

34
 

s重复40个循环。反应完成后生

成循环曲线及循环阈值(Ct),以U6为内参、根据公式

2-ΔΔCt计算miR-146a-5p的相对表达水平。
1.2.5 IRAK-1、NF-κB表达检测

DVT患者的EPCs在12孔板内培养,1×106 个

细胞/孔,分组转染24
 

h后采用RIPA裂解液提取细

胞内的蛋白,蛋白定量后取含有30
 

μg蛋白的标本进
行 Western

 

blot实验。在十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺凝 胶 中 电 泳 分 离 蛋 白,电 转 移 至 聚 偏 氟 乙 烯
(PVDF)膜后在5%脱脂牛奶中室温封闭1

 

h,在1∶
1

 

000稀释的IRAK-1、NF-κB一抗或1∶3
 

000稀释

的β-actin一抗中4
 

℃孵育过夜。次日,PVDF膜放入

1∶2
 

000稀释的二抗中,室温孵育1
 

h,最后在凝胶成

像系统中曝光得到蛋白条带计算IRAK-1、NF-κB与

β-actin灰度值的比值作为蛋白相对表达水平。
1.2.6 TNF-α、IL-1β水平检测

DVT患者的EPCs在12孔板内培养,1×106 个

细胞/孔,分组转染24
 

h后采用ELISA试剂盒检测培
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养基中TNF-α、IL-1β水平,采用BCA试剂盒检测细

胞中总蛋白水平,计算每毫克细胞蛋白对应的TNF-
α、IL-1β水平。
1.2.7 双荧光素酶报告基因实验

设计野生型IRAK-1双荧光素酶报告基因,对野

生型基因第40~47位碱基进行突变,得到突变型

IRAK-1双荧光素酶报告基因-1;对野生型基因第

56~63位碱基进行突变,得到突变型IRAK-1双荧光

素酶报告基因-2;将双荧光素酶报告基因与NC模拟

物或 miR-146a-5p模拟物共转染进入 DVT患者的

EPCs,24
 

h后采用双荧光素酶报告基因检测系统检

测萤火虫荧光和海肾荧光,计算萤火虫荧光/海肾荧

光比值作为双荧光素酶报告基因的荧光活力。
1.3 统计学处理

采用SPSS22.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,两组间比较采用t检验,多组间比较采用

方差分析,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 DVT患者与健康志愿者EPCs中 miR-146a-5p
及IRAK-1相对表达水平比较

与健康志愿者比较,DVT患者 miR-146a-5p相

对表达水平更低,IRAK-1相对表达水平更高,差异有

统计学意义(P<0.05),见图1。
2.2 过表达 miR-146-5p对DVT患者EPCs增殖活

力及炎性反应的影响

与 miR-NC组比较,miR-146-5p组 miR-146-5p
相对表达水平、A490 值更高,NF-κB、TNF-α、IL-1β表

达水平更低,差异有统计学意义(P<0.05),见图2。
2.3 miR-146-5p靶向DVT患者EPCs中IRAK-1

在TargetScan网站进行在线生物信息学分析,
IRAK-1基因 mRNA

 

3'UTR中含有 miR-146-5p的

互补结合碱基;采用 Western
 

blot检测IRAK-1的表

达水平,miR-146-5p组细胞中IRAK-1的表达水平低

于miR-NC组(P<0.05);采用双荧光素酶报告基因

实验进行验证,miR-146-5p组细胞中野生型IRAK-1
基因的荧光活力低于 miR-NC组(P<0.05),两种突

变型IRAK-1基因的荧光活力与NC组比较,差异无

统计学意义(P>0.05),见图3。

  A:荧光定量PCR法检测 miR-146a-5p相对表达水平;B:Western
 

blot检测IRAK-1相对表达水平;a:P<0.05,与健康志愿者比较。

图1  DVT患者与健康志愿者 miR-146a-5p及

IRAK-1相对表达水平比较

  A:荧光定量PCR检测miR-146-5p相对表达水平;B:MTS法检测细胞增殖活力A490 值;C:Western
 

blot检测 NF-κB表达水平;D:ELISA法

检测TNF-α表达水平;E:ELISA法检测IL-1β表达水平;a:P<0.05,与miR-NC组比较。
图2  过表达 miR-146-5p对DVT患者EPCs增殖活力及炎性反应的影响
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2.4 过表达IRAK-1对 miR-146-5p调控
 

DVT患者

EPCs增殖活力及炎性反应的影响

miR-146a-5p+ NC 质 粒 组 IRAK-1、NF-κB、
TNF-α、IL-1β表达水平低于 miR-NC+NC质粒组,
miR-146a-5p+IRAK-1 质 粒 组 IRAK-1、NF-κB、

TNF-α、IL-1β表达水平高于 miR-146a-5p+NC质粒

组(P<0.05)。miR-146a-5p+NC质粒组 A490 值高

于miR-NC+NC质粒组,miR-146a-5p+IRAK-1质

粒组 A490 值 低 于 miR-146a-5p+NC 质 粒 组(P<
0.05),见图4。

  A:TargetScan网站在线生物信息学分析;B:Western
 

blot检测IRAK-1相对表达水平;C:野生型IRAK-1双荧光素酶报告基因实验;D:突变

型IRAK-1双荧光素酶报告基因-1实验;E:突变型IRAK-1双荧光素酶报告基因-2实验;a:P<0.05,与miR-NC组比较。

图3  miR-146-5p靶向DVT患者EPCs中IRAK-1

  A:Western
 

blot检测IRAK-1相对表达水平;B:MTS法检测细胞增殖活力 A490 值;C:Western
 

blot检测 NF-κB表达水平;D:ELISA法检测

TNF-α表达水平;E:ELISA法检测IL-1β表达水平;a:P<0.05,与miR-NC+NC质粒组比较;b:P<0.05,与miR-146a-5p+NC质粒组比较。

图4  过表达IRAK-1对 miR-146-5p调控DVT患者EPCs增殖活力及炎性反应的影响
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3 讨  论

  血管内皮对维持正常血流状态、防止血栓形成具

有重要意义。在DVT的发病过程中,血管内皮受损

有利于血栓形成,因此,防止内皮损伤、促进内皮修复

是治疗DVT的关键环节之一。EPCs是一种多功能

干细胞,在内皮损伤、缺血缺氧等病理因素的刺激下,
骨髓中的EPCs开始动员并迁移至损伤部位,参与内

皮损伤修复、新生血管形成[8]。多项基础研究表明,
在DVT的发病过程中,EPCs存在增殖及迁移活力减

弱、炎性反应增强,进而影响EPCs对内皮损伤的修

复、有利于血栓形成[9-10]。
目前,DVT发病过程中EPCs功能的调控机制尚

不十分清楚。miR是一类在转录后水平调节基因表

达并发挥生物学作用的非编码小分子 RNA,多种

miR在心血管系统中发挥心肌保护、内皮保护等作

用。miR-146a-5p的心血管保护作用在阿霉素诱导心

肌损伤[11]、脓毒症诱导心肌损伤[12]、心肌梗死模型[13]

中均得到证实。另有血管内皮相关的研究证实,miR-
146a-5p对高糖诱导的内皮细胞损伤及炎症具有改善

作用[7]。本研究对外周血中EPCs进行了分离,检测

miR-146a-5p的表达并分析发现DVT患者EPCs中

miR-146a-5p的表达水平低于健康体检者,表明EPCs
中miR-146a-5p低表达可能与DVT的发病有关,进
而推测与之相关的分子机制可能是 miR-146a-5p表

达降低后内皮保护作用减弱,进而影响了 EPCs的

功能。
为了验证上述推测,本研究以DVT患者的EPCs

进行 了 实 验,在 转 染 miR-146a-5p模 拟 物 使 miR-
146a-5p过表达后,EPCs的增殖活力明显增强,表明

miR-146a对DVT患者EPCs的增殖具有促进作用。
miR-146a对心肌细胞及内皮细胞的保护作用均与其

抑制炎性反应有关,NF-κB
 

是介导炎性反应的关键转

录因子,通过促进TNF-α、IL-1β等炎性因子的表达及

释放来激活炎性反应[14-15]。本研究在过表达 miR-
146a-5p后观察到DVT患者的EPCs中NF-κB的表

达水平及TNF-α、IL-1β水平均明显降低,表明 miR-
146a对DVT患者EPCs的炎性反应具有抑制作用。
以上 miR-146a-5p过表达的实验结果验证了 miR-
146a在EPCs中促进增殖、抑制炎症的作用,进而表

明DVT患者EPCs中 miR-146a-5p低表达可能与增

殖活力减弱、炎性反应激活有关。
miR发挥生物学作用的方式是与靶基因 mRNA

的3'UTR结合并使基因表达下调,根据LO等[7]及

AN等[12]在 内 皮 细 胞、心 肌 细 胞 中 的 实 验 结 果,
IRAK-1是 miR-146a-5p的靶基因。IRAK-1是 Toll
样受体4信号转导途径中的关键分子,能够起到信号

传导作用并引起下游TRAF6激活,最终导致NF-κB
激活及TNF-α、IL-1β大量释放[16]。本研究已经证实

miR-146a-5p抑制 NF-κB的表达及TNF-α、IL-1β的

释放,进一步分析IRAK-1的表达发现过表达 miR-
146a-5p后DVT患者EPCs中IRAK-1表达水平降

低。同时,本研究还通过生物信息学分析及双荧光素

酶报告基因实验确认了miR-146a-5p在EPCs中靶向

结合IRAK-1基因 mRNA
 

3'UTR的第40~47位碱

基及第56~63位碱基,与 miR-146a-5p在心肌细胞

及内皮细胞中靶向IRAK-1的结果一致。最后,通过

转染IRAK-1质粒的方式进行IRAK-1过表达,在过

表达 miR-146a-5p的同时过表达IRAK-1后,miR-
146a-5p促进EPCs增殖、抑制EPCs炎性反应的作用

发生逆转。
综上所述,DVT患者EPCs中 miR-146a-5p呈低

表达趋势,过表达miR-146a-5p促进DVT患者EPCs
的增殖、抑制炎性反应,靶向抑制IRAK-1是 miR-
146a-5p发挥上述作用的相关分子机制之一。本实验

的以上结果有助于阐明DVT的发病机制并发现新的

治疗靶点,EPCs中 miR-146a-5p低表达可能通过抑

制细胞增殖、促进炎症激活的途径参与DVT的发生,
过表达miR-146a-5p可能改善EPCs的功能并成为未

来治疗疾病的新靶点。
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