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ｍｉＲＮＡ１４６ａ调控血管平滑肌细胞增殖和凋亡的作用及机制
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　　摘　要：目的　探究ｍｉＲＮＡ１４６ａ调控血管平滑肌细胞增殖、凋亡的作用及相关机制。方法　取ＳＤＰ级健康雄性ＳＤ大鼠作

为实验对象，取血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣ）消化离心后，转染５０ｎｍｏｌ／ＬｍｉＲＮＡ１４６ａ反义寡核苷酸、错义链和同等剂量磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ），进行对照比较。结果　实验组细胞在转染后４８ｈ内ＶＳＭＣ的数目和吸光度值均低于其他两组，细胞凋亡率明显高于

其他两组，核因子κＢｐ６５、ＰＣＮＡ的表达水平低于其他两组，差异均具有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ｍｉＲＮＡ１４６ａ可促进

ＶＳＭＣ的增殖，抑制细胞凋亡的进行，这一作用机制与核因子κＢｐ６５、ＰＣＮＡ表达水平增高有关。
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　　小分子ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类进化保守的非编码单链小

ＲＮＡ分子，因其表达具有组织特异性和时序性，能够识别特定

的目标ｍｉＲＮＡ，可参与到细胞增殖、分化等活动中，目前已知

ｍｉＲＮＡ近７００个，３０％以上基因表达可由其调控
［１２］。血管平

滑肌细胞（ＶＳＭＣ）的增殖、凋亡直接影响到动脉粥样硬化病变

的发展，而炎症和免疫反应是发生这一病变的核心机制。相关

研究显示，ｍｉＲＮＡ会影响到内源性免疫系统内部平衡，其中

ｍｉＲＮＡ１４６ａ与病变、免疫之间的关系更为显著，ｍｉＲＮＡ１４６ａ

在调控炎症和免疫反应的过程中发挥重要的作用，在自身免疫

性疾病和肿瘤疾病中，核因子κＢ信号通路由 ｍｉＲＮＡ１４６ａ进

行负反馈调控，ｍｉＲＮＡ１４６ａ对炎症和免疫反应的平衡起到维

持作用［３］。有研究发现，ｍｉＲＮＡ１４６ａ的表达水平在颈动脉球

囊损伤后显著上调，提示ｍｉＲＮＡ１４６ａ可能参与了动脉粥样硬

化和再狭窄的发生［４］。因此，明确 ｍｉＲＮＡ１４６ａ调控 ＶＳＭＣ

增殖、凋亡的作用机制，对ＲＮＡ靶向药物的研发具有重要的

指导意义。本实验旨在对 ｍｉＲＮＡ１４６ａ调控血管平滑肌细胞

增殖、凋亡的作用及相关机制进行相关研究。

１　材料与方法

１．１　材料　本次实验所有仪器包括培养基过滤器、高压灭菌

器、超纯水系统装置、高速冷冻离心机、颗粒制冰机、超低温冰

箱、二氧化碳培养箱、倒置生物显微镜、紫外分光光度计等；所

用试剂有ＯｐｔｉＭＥＭ培养基、ＤＭＥＭ培养基干粉、ＦＢＳ胎牛血

清、０．２５％胰蛋白酶、青霉素氯霉素双抗、ＨＥＰＥＳ、抗大鼠αａｃ

ｔｉｎ抗体、核因子κＢｐ６５多克隆抗体、增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）

以及相关试剂盒。实验动物为ＳＤＰ级健康雄性ＳＤ大鼠共２０

只，均为８周龄，体质量为（１２５．５±１０．２）ｇ，均购自辽宁省实验

动物中心，实验过程符合《关于善待实验动物的指导性意见》［５］

中的相关规定。

１．２　方法

１．２．１　大鼠 ＶＳＭＣ分离培养　取健康雄性大鼠，断椎处死，

置于７５％酒精中浸泡，时间为５ｍｉｎ，将胸主动脉取出，并剥离

内外膜，整个过程严格执行无菌操作；将组织块剪成１ｍｍ３ 大

小，铺在培养瓶中，留置至少５ｈ，对大鼠 ＶＳＭＣ进行分离培

养，ＤＭＥＭ培养基含２０％胎牛血清，培养箱内条件设置为：温

度３７℃、５％ＣＯ２，１周后进行传代和差速纯化，采用免疫荧光

法对ＶＳＭＣ进行鉴定，培养成功后，再以１０％胎牛血清进行培

养。ＶＳＭＣ消化离心后，转染５０ｎｍｏｌ／ＬｍｉＲＮＡ１４６ａ反义寡

核苷酸、错义链和同等剂量ＰＢＳ，分别列入实验组、对照组和正

常组，５ｈ后转为完全培养基，在荧光显微镜下观察转染效率，

检测各组细胞ｍｉＲＮＡ１４６ａ的表达，采用紫外分光光度计测定

提取ＲＮＡ的浓度
［６］。

１．２．２　大鼠ＶＳＭＣ增殖、凋亡的检测　采用常规细胞计数和

ＣＣＫ８方法，细胞计数先对大鼠ＶＳＭＣ增殖情况进行检测，细

胞消化离心，选用１×１０４／孔，接种到９６孔板，均设６个复孔，

分别在２４ｈ和之后５ｈ转染并记录分时间点检测结果，给予

２．５ｇ／Ｌ胰酶，将细胞完全消化后，在显微镜下计数；ＣＣＫ８试

验最终结果由酶联免疫检测仪测定。采用流式细胞仪及

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对ＶＳＭＣ凋亡及其核因子κＢｐ６５、ＰＣＮＡ的表达
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进行检测。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件包对获取数据进

行统计分析，各项数据均重复测定３次以上，以狓±狊表示，行狋

检验，以犘＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｍｉＲＮＡ１４６ａ与ＶＳＭＣ增殖的关系　镜下观察７ｄ后组

织块细胞达到８０％以上融合，免疫荧光法鉴定细胞中αａｃｔｉｎ

表达呈阳性反应，ＶＳＭＣ胞浆内可见大量颗粒状荧光，实验组

ｍｉＲＮＡ１４６ａ水平下降明显，表明ＲＮＡ干扰成功。ＶＳＭＣ增

殖检测结果显示，实验组细胞在转染后４８ｈ内 ＶＳＭＣ的数目

和吸光度值均低于其他两组，且差异具有统计学意义（犘＜

０．０５）。见表１。

表１　　不同时间点ＶＳＭＣ的数目及吸光度值比较（狓±狊）

组别
ＶＳＭＣ数目（×１０３）

１２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

吸光度值（犃）

１２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

实验组 ２１．２±１．３ａ ２３．６±０．５ａ ２５．２±１．１ａ ０．４８±０．０４ａ ０．６１±０．０７ａ ０．８５±０．０４ａ

对照组 ２４．３±１．７ ３０．３±０．９ ３３．３±１．０ ０．５５±０．０６ ０．９０±０．０５ １．３１±０．０８

正常组 ２５．５±２．０ ２８．９±２．０ ３１．５±１．１ ０．５４±０．０５ ０．８８±０．０７ １．２７±０．０４

　　注：与其他两组比较，ａ犘＜０．０５。

２．２　ｍｉＲＮＡ１４６ａ与 ＶＳＭＣ 凋亡的关系　干扰后４８ｈ，

ＶＳＭＣ凋亡检测结果显示，实验组的细胞凋亡率明显高于其

他两组，核因子κＢｐ６５、ＰＣＮＡ的表达水平低于其他两组，且差

异具有统计学意义（犘＜０．０５）。见表２。

表２　　干扰后４８ｈ３组ＶＳＭＣ凋亡核因子κＢｐ６５、

　　　ＰＣＮＡ的表达比较（狓±狊）

组别 凋亡（％） κＢｐ６５表达水平 ＰＣＮＡ水平

实验组 １５．８±３．７ａ ０．２±０．１ａ ０．６±０．１ａ

对照组 ６．３±１．４ ０．５±０．１ １．１±０．１

正常组 ７．７±１．８ ０．４±０．１ １．０±０．１

　　注：与其他两组比较，ａ犘＜０．０５。

３　讨　　论

首先对ｍｉＲＮＡ与内源性免疫系统的关系开展研究的是

美国著名科学家Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，２００６年，他们用基因芯片技术检测

了体外培养的人单核细胞系 ＴＨＰ１中的脂多糖刺激后的

ｍｉＲＮＡ表达谱，对其差异进行研究。研究显示，ｍｉＲ１４６ａ水

平在２００多个ｍｉＲＮＡ中升高最为显著。除了脂多糖之外，单

核细胞中的ｍｉＲ１４６ａ的表达也能够通过ＴＮＦα、ＩＬ１β进行上

调。调控免疫反应和炎症的重要信号通路是 ＴＬＲ／ＮＦΚｂ。

他们对单核细胞应用ＴＬＲ３、ＴＬＲ７、ＴＬＲ９的配体进行刺激，虽

然在此过程中 ｍｉＲ１４６ａ没有明显变化，但 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、

ＴＬＲ５的配体对ｍｉＲ１４６ａ的表达有显著上调作用，该过程是

ＮＦκＢ依赖性的。为了对ｍｉＲ１４６ａ的靶基因进行进一步的研

究，他们将ＴＬＲ信号通路的２个重要的下游蛋白ＴＲＡＦ６和

ＩＲＡＫ１的３′ＵＴＲ报告载体系统与 ｍｉＲ１４６ａ的表达载体共同

转染２９３Ｔ细胞，发现 ＴＲＡＦ６和ＩＲＡＫ１的荧光素酶的活性下

降明 显，说 明 ｍｉＲ１４６ａ 的 靶 基 因 是 ＴＲＡＦ６ 和 ＩＲＡＫ１，

ＴＲＡＦ６和ＩＲＡＫ１的表达被转录后的 ｍｉＲ１４６ａ水平所抑

制［７］。此次研究是对 ｍｉＲ１４６ａ以 ＮＦκＢ依赖的方式对ＴＬＲ

信号通路进行负调控的首次揭示，也是首次关于 ｍｉＲ１４６ａ调

控炎症与免疫反应的研究，随后ｍｉＲ１４６ａ在疾病发生、发展以

及基因表达调控中的作用被陆续研究。

ｍｉＲＮＡ１４５是ｍｉＲＮＡ之一，其在正常血管壁和 ＶＳＭＣ

中表达较高，大鼠颈动脉球囊损伤后，新生内膜的形成可通过

体内过表达ｍｉＲＮＡ１４５予以抑制，从而有效减轻血管再狭窄

的程度。ｍｉＲＮＡ２２１与ｍｉＲＮＡ１４５的作用相反，在体外将外

源性的ｍｉＲＮＡ２２１转染人ＶＳＭＣ，导致ＶＳＭＣ的分化标志减

少，进而使 ＶＳＭＣ的增殖和迁移能力显著增加
［８］。ｍｉＲＮＡ

２２１和ｍｉＲＮＡ２２２水平在大鼠颈动脉再狭窄模型中也发现有

所升高，敲除ｍｉＲＮＡ２２１和ｍｉＲＮＡ２２２基因在体内外都会出

现ＶＳＭＣ增殖减少，减轻血管再狭窄情况
［９］。ｍｉＲＮＡ１４６是

第一个被发现具有免疫系统调节作用的 ｍｉＲＮＡ，在炎性反应

和固有免疫中发挥着重要作用，与自身免疫性疾病、脓毒血症、

肿瘤等多种疾病的发生发展均有关系［１０］。ｍｉＲＮＡ１４６ａ和

ｍｉＲＮＡ１４６ｂ均为 ｍｉＲＮＡ１４６家族成员，两者具有大致相同

的作用，目前研究大多数以 ｍｉＲＮＡ１４６ａ为主。ｍｉＲＮＡ１４６ａ

是通过作用于Ｔｏｌｌ样受体信号通路来发挥对免疫和炎性反应

的调节作用。炎症递质脂多糖和白细胞介素１、肿瘤坏死因子

α等通过核因子κＢ依赖的途径可以促进 ｍｉＲＮＡ１４６ａ生成，

ｍｉＲＮＡ１４６ａ结合靶细胞表面的肿瘤坏死因子α相关因子６

和白细胞介素１受体相关激酶１，对核因子κＢ表达起到下调

作用，参与炎症与免疫反应［１１］。ｍｉＲ１４６ａ在心血管领域也发

挥着重要的作用。相关研究发现外周血单个核细胞中 ｍｉＲ

ＮＡ１４６ａ水平在急性冠脉综合征患者中显著升高；可以通过

Ｔｂｅｔ信号通路促进Ｔｈ１细胞的分化来给予 ｍｉＲＮＡ１４６ａ，并

能对肿瘤坏死因子α和核因子κＢｐ６５的合成起到促进作

用［１２］。目前研究已经发现多个 ｍｉＲＮＡ在 ＶＳＭＣ中特异表

达，并通过对ＶＳＭＣ的表型转化、增殖的调节参与动脉粥样硬

化斑块和血管再狭窄的形成。相关研究显示，ＶＳＭＣ在经皮

冠状动脉介入后２４ｈ开始增殖，整个增殖过程将持续１个月

以上，增殖后会发生迁移，在 ＶＳＭＣ增殖减弱后，新生内膜仍

在继续增厚，细胞外基质的合成可持续到１２周左右，表明细胞

外基质的合成可应影响到血管介入治疗后再狭窄的形成［１３］。

在ＶＳＭＣ表型调控中，ｍｉＲＮＡ起到重要作用，其中 ｍｉＲＮＡ

１４６ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ可呈剂量依赖的方式下调 ＶＳＭＣ中的 ｍｉＲＮＡ

１４６ａ
［１４１５］。本次实验中，首先建立体外敲除 ＶＳＭＣｍｉＲＮＡ

１４６ａ方法，将大鼠 ＶＳＭＣ消化离心后，成功转染５０ｎｍｏｌ／Ｌ

ｍｉＲＮＡ１４６ａ反义寡核苷酸、错义链和同等剂量ＰＢＳ，分别列

为实验组、对照组和正常组，对照结果显示，实验组细胞在转染

后４８ｈ内ＶＳＭＣ的数目和吸光度值均明显低于其他两组，提

示ｍｉＲＮＡ１４６ａ对ＶＳＭＣ增殖有促进作用；干扰后４８ｈ，实验

组的细胞凋亡率明显高于其他两组，核因子κＢｐ６５、ＰＣＮＡ的

表达水平低于其他两组，提示 ｍｉＲＮＡ１４６ａ对 ＶＳＭＣ凋亡有

抑制作用，分析认为可能与核因子κＢｐ６５表达增加有关，至于

其具体作用于哪些靶基因，目前尚不十分明确，有待进一步
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研究。

综上所述，ｍｉＲＮＡ１４６ａ可促进 ＶＳＭＣ的增殖，对细胞凋

亡进行抑制，这一作用机制与核因子κＢｐ６５、ＰＣＮＡ表达水平

增高有关。ｍｉＲＮＡ１４６ａ通过对核因子κＢｐ６５的上调作用，同

时增殖细胞核抗原表达，促进 ＶＳＭＣ的增殖和迁移，下调Ｂａｘ

表达来对ＶＳＭＣ的凋亡进行有效抑制，同时 ｍｉＲＮＡ１４６ａ可

能对ＮＦκＢ表达的方式起到正反馈调控的作用，参与了动脉

粥样硬化、血管介入治疗后再狭窄的病理过程。
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染产生炎症，刺激机体分泌大量的ＩＬ６。大量的ＩＬ６作用于

肝脏，合成ＣＲＰ。本研究比较了脓毒血症患者和健康人群血

清ＩＬ６水平，脓毒血症患者ＩＬ６水平显著高于健康人群，且差

异具有统计学意义（犘＜０．０５），对脓毒血症的早期识别具有临

床意义。

从实验结果分析，针对脓毒症患者，ＰＣＴ、ＩＬ６、ＣＲＰ３种

实验室检测项目，ＰＣＴ的敏感性和特异性最佳，为８３．２％和

８２．１％，ＩＬ６和ＣＲＰ相近，分别为７５．３％、７２．４％和４１．３％、

４３．７％。联合应用的敏感性和特异性均明显高于单独检测，但

ＰＣＴ＋ＩＬ６、ＰＣＴ＋ＣＲＰ、ＰＣＴ＋ＩＬ６＋ＣＲＰ３种联合检测组合

的敏感性和特异性没有明显差异。所以，在应用中可以选择

ＰＣＴ＋ＩＬ６或ＰＣＴ＋ＣＲＰ的组合进行联合检测，对脓毒症的

早期识别具有良好的临床意义。
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