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脑血管病患者血管生成的机制研究
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摘　要　目的　探讨 ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）－１３２通过调节血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）通路抑

制缺血性脑血管病患者血管生成的机制。方法　人脐静脉内皮细胞分为空白组、阴性组与实验组，空白组不进行转染，阴性组与

实验组经 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染对照模拟物及 ｍｉＲＮＡ－１３２模拟物。采用 ＭＴＴ法检测细胞增殖，流式细胞术检测细胞凋亡，

ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＲＮＡ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测蛋白表达。结果　转染后 ２４ｈ与 ３６ｈ，实验组的 ｍｉＲＮＡ－１３２表达水平、细胞

凋亡指数显著高于阴性组与空白组（Ｐ＜０．０５），低氧诱导因子（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ，ＨＩＦ）－１α和 ＶＥＧＦＲＮＡ与蛋白表达水

平、细胞增殖指数显著低于阴性组与空白组（Ｐ＜０．０５），阴性组与空白组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ｍｉＲＮＡ－

１３２可通过抑制 ＨＩＦ－１α、ＶＥＧＦ的表达，抑制人脐静脉内皮细胞增殖，促进其凋亡，从而发挥抑制缺血性脑血管病患者血管生成

的作用。
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　　缺血性脑血管病具有高发生率、高致残率及高病
死率的特点，是指中枢神经系统局灶性缺血所致的神

经功能障碍
［１］
。我国每年约有 ２００万缺血性脑血管

病患者发病，其中６０％左右留有不同程度的残疾［２］
。

该疾病的病理特征主要表现为颈动脉壁的逐渐变化

和动脉的慢性退化，使得动脉变细，导致整个动脉失

去弹性。该疾病的形成是一个复杂的过程，其病因包

括饮酒、血液黏滞度升高、高血压、年龄、吸烟、血糖、

高血脂等，相关的学说主要有氧化应激反应学说、感

染学说、脂质浸润学说、炎症学说等
［３，４］
。血管内皮

生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）是
目前已知的最重要的血管生成刺激因子，是在牛垂体

形状细胞体外细胞培养分离并纯化的糖蛋白，能够增

强内皮细胞具有的分裂增生能力，还可以提升毛细血

管通透性。其也可参与正常组织形态的维持和保证

·０５·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｄｅｃ２０１９，Ｖｏｌ．４８Ｎｏ．１２　　



细胞排列结构的稳定，可保证细胞层的通透屏障功

能
［５］
。中枢神经细胞、神经细胞可在一些内源性因

子的刺激下合成、分泌 ＶＥＧＦ，特别是中枢神经系统
受到侵犯后，机体的炎性反应与免疫反应也可诱导

ＶＥＧＦ水平升高［６］
。微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）

作为一类新型基因调控分子，与缺血性脑血管病的发

生、发展密切相关。ｍｉＲＮＡ可影响血管内皮细胞的
功能，参与血管平滑肌细胞的迁移和增殖。ｍｉＲＮＡ－
１３２是激活突触活性和可塑性的分子，在缺血性脑血
管病患者中呈现低表达状况

［７］
。ｍｉＲＮＡ－１３２表达

下降可使得内皮细胞增殖及迁移能力均受到抑制，进

而导致血管出血、破裂，诱发心脑血管疾病的发

生
［８］
。本研究具体探讨了 ｍｉｃｒｏＲＮＡ－１３２通过调节

ＶＥＧＦ通路抑制缺血性脑血管病患者血管生成的机
制，从而揭示 ｍｉＲＮＡ－１３２在缺血性脑血管病中的分
子作用机制，现报道如下。

材料与方法

１．材料与试剂：人脐静脉内皮细胞来源于中国医
学科学院的细胞储藏中心，培养基为含 １０％胎牛血
清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液，培养条件为 ３７℃、５％ ＣＯ２；
ｍｉＲＮＡ－１３２模 拟 物 （５′－ＵＡＡＣＡＧＵＣＵＡＣＡＧＣ
ＣＡＵＧＧＵＣＧＡＣＣＡＵＧＧＣＵＧＵＡＧＡＣＵＧＵＵＡＵＵ －３′）
和 ｍｉＲＮＡ－１３２对照模拟物（５′－ＣＧＡＣＣＡＵＧＧＣＵ
ＧＵＡＧＡＣＵＧＵＵＡ－３′）购自美国 Ａｍｂｉｏｎ公司；胎牛
血清 （ＦＢＳ）、胰蛋白酶、转 染 试 剂 脂 质 体 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；兔抗人
β－ａｃｔｉｎ单克隆抗体购自英国 Ａｂｃａｍ公司；兔抗人
ＨＩＦ－１α、ＶＥＧＦ单克隆抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司；总 ＲＮＡ抽提试剂盒、ＴｏｔａｌＲＮＡＫｉｔ购自美国
Ｏｍｅｇａ公司。

２．细胞分组与转染：人脐静脉内皮细胞维持对数
生长，转染前１天将处于对数生长期的细胞分别接种
至６孔板中，将其分为空白组、阴性组与实验组，每组
设３个重复。待细胞汇合度达 ６０％左右时，空白组
不进行转染。阴性组与实验组经 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
转染对照模拟物及 ｍｉＲＮＡ－１３２模拟物，转染后 ６ｈ
换液。

３．ＭＴＴ法检测细胞增殖：细胞转染后 ２４ｈ与
３６ｈ，接种到９６孔板中，根据合适的铺板细胞数，每孔
约１００μｌ细胞悬液，培养 ２ｈ，加入 １０μｌＭＴＴ试剂，再
培养 ４ｈ后测定每孔的 ４５０ｎｍ吸光度，参比波长
６００～６５０ｎｍ，计算细胞增殖指数。

４．流式细胞术检测细胞凋亡：细胞转染后 ２４ｈ与
３６ｈ，接种到６孔板，细胞贴壁后用 ＰＢＳ洗涤 ２次，加
入 １００μｌＢｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ和 ＦＩＴＣ标记的 Ａｎｎｅｘｉｎ－Ｖ
（２０μｇ／ｍｌ）１０μｌ，室温避光３０ｍｉｎ，再加入 ＰＩ（５０μｇ／ｍｌ）
５μｌ，避光反应５ｍｉｎ后，加入４００μｌＢｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，立即
用 ＦＡＣＳｃａｎ进行流式细胞术定量检测，记录细胞凋
亡指数。

５．ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＲＮＡ表达：本研究的
ｍｉＲＮＡ－１３２及 Ｕ６特异性扩增引物来源于 ＡＢＩ相关
试剂盒，根据 Ｇｅｎｅｂａｎｋ查到人 ＨＩＦ－１α、ＶＥＧＦ的
ｍＲＮＡ序列。细胞转染后２４ｈ与３６ｈ收集细胞，提取
总 ＲＮＡ，采用两步法 ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ：预变性 ９５℃，
１５ｓ；变性 ９５℃、５ｓ，退火延伸 ６０℃、３０ｓ，共进行 ４５个
循环，数值分析采用２－△△ＣＴ分析法。

６．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测蛋白表达：细胞转染后２４ｈ
与３６ｈ收集细胞，裂解并提取细胞总蛋白，以 ＢＣＡ法
检测蛋白浓度，每孔上样 ２０μｇ蛋白，进行 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ胶分离，转膜后封闭过夜，用 ＴＢＳＴ溶液先快速
洗涤３次，孵育一抗过夜；ＴＢＳＴ溶液洗涤 ３次，孵育
二抗室温１ｈ；ＴＢＳＴ溶液洗涤３次，将ＥＣＬ试剂盒中Ａ
液和Ｂ液按１∶１体积比例混合于ＥＰ管中，均匀覆盖于
膜的表面，避光室温放置２ｍｉｎ，然后进行曝光分析。

７．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１９．００统计学软件对
数据进行统计分析，计量数据采用均数 ±标准差
（ｘ±ｓ）表示，多组间对比采用单因素方差分析，两两
比较采用 ＬＳＤ－ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

结　　果
１．ＲＮＡ表达比较：转染后 ２４ｈ与 ３６ｈ，实验组的

ｍｉＲＮＡ－１３２表达水平显著高于阴性组与空白组
（Ｐ＜０．０５），ＨＩＦ－１α、ＶＥＧＦＲＮＡ表达水平显著低于
阴性组与空白组（Ｐ＜０．０５），阴性组与空白组比较，
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），详见表１。

２．细胞增殖指数比较：转染后 ２４ｈ与 ３６ｈ，实验
组的细胞增殖指数都显著低于阴性组与空白组（Ｐ＜
０．０５），阴性组与空白组比较，差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），详见表２。
　　３．细胞凋亡指数比较：转染后 ２４ｈ与 ３６ｈ，实验
组的细胞凋亡指数都显著高于阴性组与空白组（Ｐ＜
０．０５），阴性组与空白组比较，差异无统计学意义（Ｐ
＞０．０５），详见表３。
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表 １　３组转染后不同时间点的 ＲＮＡ表达比较（ｘ±ｓ）

组别 ｎ
２４ｈ ３６ｈ

ｍｉＲＮＡ－１３２ ＨＩＦ－１α ＶＥＧＦ ｍｉＲＮＡ－１３２ ＨＩＦ－１α ＶＥＧＦ
实验组 ３ ２１．４４±４．２２＃ ０．６７±０．３３＃ ０．４３±０．２１＃ ４５．２３±７．３３＃ ０．４５±０．１４＃ ０．３８±０．１４＃

阴性组 ３ ２．１８±０．５５ ５．３０±０．１１ ４．９８±０．５４ ２．０８±０．５３ ５．２８±０．５５ ５．０２±０．４１
空白组 ３ ２．１４±０．５３ ５．２７±０．１３ ５．０２±０．６６ ２．１１±０．４５ ５．３３±０．１０ ５．００±０．５１
Ｆ １８．４０２ ２２．０１３ ２４．０２２ ６５．２０２ １８．０３３ ２５．０６６
Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　与阴性组比较，Ｐ＜０．０５；与空白组比较，＃Ｐ＜０．０５

表 ２　３组转染后不同时间点的细胞增殖指数比较（％，ｘ±ｓ）

组别 ｎ ２４ｈ ３６ｈ
实验组 ３ ７５．２２±３．１９＃ ６８．２２±２．８４＃

阴性组 ３ ９８．２９±２．１１ ９９．１７±３．１４
空白组 ３ １００．００±０．００ １００．００±０．００
Ｆ ８．３７３ ９．３３３
Ｐ ０．００４ ０．００１

　　与阴性组比较，Ｐ＜０．０５；与空白组比较，＃Ｐ＜０．０５

表 ３　３组转染后不同时间点的细胞凋亡指数比较（％，ｘ±ｓ）

组别 ｎ ２４ｈ ３６ｈ
实验组 ３ １７．２０±２．４９＃ ２１．４８±３．１５＃

阴性组 ３ １．２９±１．４３ １．１４±０．２２
空白组 ３ ０．５２±０．１１ ０．６５±０．１８
Ｆ ３５．０２４ ４５．０１６
Ｐ ０．０００ ０．０００

　　与阴性组比较，Ｐ＜０．０５；与空白组比较，＃Ｐ＜０．０５

　　４．ＨＩＦ－１α、ＶＥＧＦ蛋白表达比较：转染后 ２４ｈ与
３６ｈ，实验组的 ＨＩＦ－１α、ＶＥＧＦ蛋白相对表达量显著
低于阴性组与对照组（Ｐ＜０．０５），阴性组与空白组比
较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），详见图１。

讨　　论
缺血性脑血管病在临床上比较常见，该疾病的发

生机制尚不十分明确，涉及到血流动力学改变、微血

栓等学说
［９］
。现代研究显示缺血性脑血管病的病因

是血液系统与脑组织之间的直接屏障———脑血管内

皮细胞被严重损伤，特别是损伤引起白细胞和内皮细

胞持续性释放可溶性黏附分子以及各种细胞因子，促

使单核细胞黏附于血管内皮细胞，转变为巨噬细胞，

导致疾病的发生与恶化
［１０］
。

ＶＥＧＦ广泛存在于机体内，主要在血管内皮细胞
中表达

［１１］
。ＶＥＧＦ能促进血管内皮细胞增殖，参与血

管的生成，增加血管的通透性，在缺血性脑损伤时具

有一定的脑保护作用
［１２］
。低氧诱导因子 －１α（ｈｙ

ｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ－１α，ＨＩＦ－１α）是哺乳动物和人
体内的核转录因子，ＨＩＦ－１α在肿瘤细胞中可获得大

图 １　３组细胞 ＨＩＦ－１α、ＶＥＧＦ蛋白表达比较
Ａ．２４ｈ；Ｂ．３６ｈ

量表达，可以激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＦＲＡＰ途径，从而调节

细胞增殖与凋亡
［１３］
。ｍｉＲＮＡ－１３２在慢性角膜炎组

织中高表达，通过作用于 ＶＥＧＦ，参与病毒感染恢复
期血管修复过程，ａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ－１３２可以减少角膜
血管新生，降低角膜炎损伤

［１４］
。本研究转染后 ２４ｈ

与３６ｈ，实验组的 ｍｉＲＮＡ－１３２表达水平显著高于阴
性组与空白组（Ｐ＜０．０５），ＨＩＦ－１α、ＶＥＧＦＲＮＡ与蛋
白表达水平显著低于阴性组与空白组（Ｐ＜０．０５），阴
性组与空白组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），
表明过表达 ｍｉＲＮＡ－１３２能够抑制 ＨＩＦ－１α、ＶＥＧＦ
的表达。当前也有研究显示 ｍｉＲ－１３２通过调控
ＳＩＲＴ１信号突进，抑制有利于细胞修复的脂类物质的
合成，促进血管内皮细胞的炎症过程，抵制血管内皮

细胞增殖、迁移的修复过程，从而使内皮细胞活性减

低
［１５］
。
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现代研究表明，ｍｉＲＮＡ与疾病发生和发展关系
密切，特异的 ｍｉＲＮＡ表达谱可作为疾病预防和诊断
的标志物

［１６～１８］
。ｍｉＲＮＡ－１２６通过加强内皮细胞的

修复，发挥了抗动脉粥样硬化的作用，也可能通过直

接抑制 ＶＥＧＦ通路的负性调节因子来调节内皮细胞
对 ＶＥＧＦ的应答，从而促进冠状动脉粥样硬化［１９，２０］

。

ＨＩＦ－１由 α亚单位和 β亚单位组成，α亚单位受氧
调控，具有特异性，对 ＨＩＦ－１活性有着决定性作用。
本研究显示转染后２４ｈ与 ３６ｈ，实验组的细胞凋亡指
数都显著高于阴性组与空白组（Ｐ＜０．０５），细胞增殖
指数都显著高于阴性组与空白组（Ｐ＜０．０５），阴性组
与空白组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），表明
过表达 ｍｉＲ－１３２能抑制内皮细胞的增殖与促进其凋
亡。在未来的深入研究中，还需通过验证ｍｉＲＮＡ－１３２
下游靶基因，继续阐明 ｍｉＲＮＡ－１３２参与人脐静脉内
皮细胞增殖与凋亡的分子机制，为开发新的缺血性脑

血管病治疗手段和方法提供重要的理论基础和实验

依据。

综上所述，ｍｉＲＮＡ－１３２可通过抑制 ＨＩＦ－１α、
ＶＥＧＦ的表达，抑制人脐静脉内皮细胞增殖，促进其
凋亡，从而发挥抑制缺血性脑血管病患者血管生成的

作用。
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