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书书书

　国家自然科学基金资助项目（编号：８１３７３４０３）

　▲在读硕士研究生

　△通信作者。副主任医师；Ｅ－ｍａｉｌ：ｔｓｊ７５７７００＠１６３．ｃｏｍ

ｍｉｃｒｏＲＮＡ－２４对自噬的调节及血管内皮细胞
管腔形成的影响

杨鹏▲，欧和生，莫国君，罗雪兰，沈凤，陶晓静，吕冬宁△

广西医科大学药学院（广西南宁 ５３００２１）

　　【摘要】　目的　探讨ｍｉｃｒｏＲＮＡ－２４（ｍｉＲ－２４）对自噬相关基因 ＬＣ３Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ－１的调节及其对血管
内皮细胞管腔形成能力的影响。方法　将人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）随机分为空白对照组、雷帕霉素 ＋
ｍｉＲ－２４高表达组以及雷帕霉素组。其中空白对照组的细胞不作任何处理；雷帕霉素＋ｍｉＲ－２４高表达组的
细胞先转染ｍｉＲ－２４高表达质粒，再用１０００ｎｍｏｌ／Ｌ的雷帕霉素干预６ｈ建立自噬模型；雷帕霉素组的细胞
同样用１０００ｎｍｏｌ／Ｌ的雷帕霉素干预６ｈ建立自噬模型；然后分别用ＭＴＴ法检测ＨＵＶＥＣｓ的增殖能力、细胞
划痕实验检测ＨＵＶＥＣｓ迁移能力及 Ｍａｔｒｉｇｅｌ实验检测 ＨＵＶＥＣｓ管腔形成能力，进一步用蛋白免疫印迹法
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）和逆转录－聚合酶链反应（ＲＴ－ＰＣＲ）分别检测ＬＣ３ＩＩ和Ｂｅｃｌｉｎ－１的蛋白和ｍＲＮＡ表达水平。
结果　（１）与空白对照组相比，雷帕霉素组、雷帕霉素 ＋ｍｉＲ－２４高表达组细胞增殖能力和迁移比例降低
（Ｐ＜００５），雷帕霉素组的管腔形成数量、长度与空白对照组相近，而雷帕霉素＋ｍｉＲ－２４高表达组则基本没
有形成明显管腔样结构。（２）与空白对照组相比，雷帕霉素＋ｍｉＲ－２４高表达组和雷帕霉素组的ＬＣ３ＩＩ和Ｂｅ
ｃｌｉｎ－１ｍＲＮＡ和蛋白表达量均不同程度增加（Ｐ＜００５）。（３）在雷帕霉素＋ｍｉＲ－２４高表达组中，上述指标
较雷帕霉素组均降低（Ｐ＜００５），特别是管腔形成数目明显减少。结论　ｍｉＲ－２４可在转录后水平调控自噬
相关基因ＬＣ３ＩＩ和Ｂｅｃｌｉｎ－１的表达，进而下调细胞自噬水平。这很有可能是ｍｉＲ－２４抑制ＨＵＶＥＣｓ增殖、迁
移和管腔形成的机制之一。

　　【关键词】　ｍｉＲ－２４；管腔；自噬；ＬＣ３ＩＩ；Ｂｅｃｌｉｎ－１
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ＭＴＴａｓｓａｙ，ｃｅｌｌｓｃｒａｔｃｈｔｅｓｔａｎｄＭａｔｒｉｇｅｌａｓｓａｙ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＣ３ＩＩａｎｄＢｅｃｌｉｎ－１ｗａｓａｓｓｅｓｓｅｄｂｙ

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎｄｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴ－ＰＣＲ）．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂｌａｎｋ
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ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｒａｐａｍｙｃｉｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｍｉＲ－２４ｃａｎｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙ－ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓＬＣ３ＩＩａｎｄＢｅｃｌｉｎ－１ａｔｔｈｅｐｏｓｔ－ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｌｅｖｅｌ，ａｎｄｔｈｅｎｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅ
ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙ．ＴｈｉｓｉｓｐｒｏｂａｂｌｙｏｎｅｏｆｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｂｙｗｈｉｃｈｍｉＲ－２４ｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄ
ｌｕｍｅｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＨＵＶＥＣｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　ｍｉＲ－２４；ｌｕｍｅｎ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ；ＬＣ３ＩＩ；Ｂｅｃｌｉｎ－１

　　血管新生的生物学过程包括内皮细胞增殖、迁
移、出芽、管腔形成等［１－２］。近年来研究显示，在血

管内皮细胞特异性表达的ｍｉＲＮＡｓ对血管新生有重
要的调控作用［３－６］，而且，这些 ｍｉＲＮＡｓ的异常表达
伴随着心血管系统疾病的发生、发展过程［７－８］。同

时，许多心血管疾病的病理过程都伴随着血管内皮

细胞自噬程度的改变。Ｓａｃｈｄｅｖ等［９］发现，在缺血

缺氧情况下，高迁移率族蛋白 １（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐ
ｂｏｘ１，ＨＭＧＢ１）能诱发细胞自噬进而促进血管新生。
ｍｉｃｒｏＲＮＡ－２４（ｍｉＲ－２４）在多个组织中均有表达，
特别在血管组织中表达最高。有研究表明，ｍｉＲ－
２４能显著抑制血管新生［１０］，但对于 ｍｉＲ－２４抑制
血管新生的机制研究却鲜有报道。我们前期研究发

现，ｍｉＲ－２４能显著抑制与自噬相关的ＬＣ３ＩＩ和Ｂｅ
ｃｌｉｎ－１蛋白的表达，进而下调血管内皮细胞的自噬
水平［１１］。然而，ｍｉＲ－２４调控血管生成的机制是否
与其抑制 ＬＣ３ＩＩ和 Ｂｅｃｌｉｎ－１的表达有关目前尚不
清楚。因此，在２０１６年７月至２０１７年７月之间，我
们重点探究了 ｍｉＲ－２４对自噬的调控及其对血管
内皮细胞管腔形成的影响。

１　材料与方法

１．１　材料和试剂　人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ，
中国Ｐｒｏｃｅｌｌ公司）；澳洲南美胎牛血清（上海鯢鹏生
物科技有限公司）；１６４０培养基（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；
ＭＴＴ（四甲基偶氮唑盐）（北京索莱宝科技有限公
司）；载体ｍｉＲＮＡＳｅｌｅｃｔＴＭｐＥＧＰ－ｍｉＲ（美国ＣｅｌｌＢｉｏ
ｌａｂｓ公司）；Ｍａｔｒｉｇｅｌ（人工基底膜）（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公
司）；逆转录试剂盒（北京百泰克生物技术有限公

司）；Ｘ－ｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰＤＮＡ转染试剂盒（德国
Ｒｏｃｈｅ公司）；ＲＮＡ提取试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）；
ＬＣ３ＩＩ和 Ｂｅｃｌｉｎ－１抗体（美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司）；
Ｔａｑ酶（ＳｉｎｏＢｉｏ公司）；内参 β－ａｃｔｉｎ抗体（广州晶
欣生物科技有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　ｍｉＲ－２４高表达质粒的构建　ｍｉＲ－２４的
序列为 ５′－ＵＧＧＣＵＣＡＧＵＵＣＡＧＣＡＧＧＡＡＣＡＧ－３′
（来自ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉＲｂａｓｅ．ｏｒｇ）。ｍｉＲ－２４高表达
质粒的构建主要分为３个步骤：（１）利用 ＤＮＡ合成
技术合成第一 链ＤＮＡ。（２）通过ＤＮＡ连接反应合

成相应的双链 ＤＮＡ。（３）通过 ＰＣＲ扩增以及体外
重组，最终插入 ｐＥＧＰｍｉＲＮＡ－２４载体，然后再将载
体转化入Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α宿主菌中，取２ｍＬ菌液，提
取质粒 ＤＮＡ并测定 ＤＮＡ序列。
１．２．２　ＨＵＶＥＣｓ的培养、转染　ＨＵＶＥＣｓ用含有
１０％胎牛血清及１％链霉素／青霉素的１６４０培养液
进行培养，放置于３７℃、５％ ＣＯ２饱和湿度培养箱中。
选用Ｘ－ｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰＤＮＡ作为介质，将 ｍｉＲ－２４
高表达质粒转染ＨＵＶＥＣｓ，转染２４ｈ后弃掉原培养
液，然后更换新的培养液，继续培养２４ｈ后通过免
疫荧光观察质粒的转染情况。

１．２．３　ＨＵＶＥＣｓ的分组以及自噬模型的建立　根
据不同的处理条件将实验细胞随机分为空白对照

组、雷帕霉素＋ｍｉＲ－２４高表达组及雷帕霉素组。空
白对照组的细胞不作任何处理；雷帕霉素＋ｍｉＲ－２４
高表达组的细胞先转染ｍｉＲ－２４高表达质粒，再用
１０００ｎｍｏｌ／Ｌ的雷帕霉素干预６ｈ建立自噬模型；
雷帕霉素组的细胞同样用１０００ｎｍｏｌ／Ｌ的雷帕霉素
干预６ｈ建立自噬模型；根据文献［１２］，ＨＵＶＥＣｓ先
换无血清培养基饥饿６ｈ使细胞同步，然后弃掉旧
培养基，再采用 １０００ｎｍｏｌ／Ｌ雷帕霉素干预 ＨＵ
ＶＥＣｓ６ｈ即可建立自噬模型。
１．２．４　ＭＴＴ法检测细胞增殖　各组实验组均以每
孔５×１０３个的细胞数目接种于９６孔板中，待细胞
贴壁后更换无血清培养基，继续培养使细胞同步生

长。按设定的条件分别处理各组细胞后，在避光的

条件下分别向每孔加入１０μＬＭＴＴ试剂，用锡箔纸
将９６孔板包住并置于细胞培养箱孵育，４ｈ后弃掉
培养液，然后在每孔中加入 １５０μＬＤＭＳＯ并震荡
１５ｓ，用酶联免疫检测仪检测在５７０ｎｍ波长处各孔
的光密度值（ＯＤ值），实验重复３次。
１．２．５　划痕实验检测 ＨＵＶＥＣｓ的迁移能力　各实
验组均以５×１０４个的细胞数目接种于２４孔板中，
待细胞完全贴壁后，用２００μＬ枪头垂直于培养板底
部划“一”字痕，然后用 ＰＢＳ冲洗２～３遍后加入无
血清培养基继续培养。于０ｈ和２４ｈ时分别在显微
镜下观察细胞迁移情况，然后拍照并测量划痕宽度，

迁移比率＝（划痕０ｈ后划痕宽度－划痕２４ｈ后划
痕宽度）／划痕０ｈ后划痕宽度，实验重复３次。
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１．２．６　Ｍａｔｒｉｇｅｌ检测 ＨＵＶＥＣｓ的成管能力　实验
前一晚将Ｍａｔｒｉｇｅｌ预先放于４℃冰箱过夜解冻，待基
质胶解冻后，将 ９６孔板置于冰上，在每孔上铺 ２０
μＬＭａｔｒｉｇｅｌ。铺好胶后将 ９６孔板放到 ３７℃、５％
ＣＯ２培养箱中孵育４０ｍｉｎ。将各组细胞消化然后用

无血清培养基重悬细胞并以每孔 １×１０４个的细胞
数目分别种于铺好的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶上，将９６孔板
放回培养箱继续培养，１２ｈ时在显微镜下观察管腔
形成情况。

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＨＵＶＥＣｓ内 Ｂｅｃｌｉｎ－１
和 ＬＣ３Ⅱ蛋白的表达　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验主要分为
以下几个步骤：（１）各组细胞蛋白的提取：加入裂解
液将各组细胞裂解，将细胞刮下并转移至１５ｍＬ离
心管，在４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１５ｍｉｎ后取
上清，上清即为细胞总蛋白。（２）电泳及转膜：各组蛋
白上样质量均为５０μｇ，样品在浓缩胶中电泳０６～
１ｈ，电压７０～９０Ｖ。在分离胶中电泳１５～２ｈ，电
压１００～１２０Ｖ。当溴酚蓝到达底部时即结束电
泳。小心取下凝胶并切割成合适大小进行电转。

恒定电流１００ｍＡ，Ｂｅｃｌｉｎ－１转移１００ｍｉｎ，ＬＣ３转
移７０ｍｉｎ。（３）封闭：将ＰＶＤＦ膜洗净并转移至含有
用５％脱脂奶粉封闭液的玻璃皿中，将玻璃皿置于
摇床上，常温条件下摇动封闭１～２ｈ。（４）与一、二
抗反应：加入 Ｂｅｃｌｉｎ－１和 ＬＣ３ⅡⅠ抗敷过夜（４℃

环境下）。次日弃反应液，用 ＴＢＳＴ冲洗３次（每次
１５ｍｉｎ），加入Ⅱ抗孵育１ｈ，然后用 ＴＢＳＴ避光冲洗
３次（每次５ｍｉｎ）。（５）利用ＬＩＣＯＲ公司的Ｏｄｙｓｓｅｙ
红外荧光扫描成像系统对 ＰＶＤＦ膜进行定量检测，
并计算Ｂｅｃｌｉｎ－１和 ＬＣ３Ⅱ的蛋白表达量。β－ａｃｔｉｎ
作为内参照，计算目标蛋白的相对表达量。

Ｂｅｃｌｉｎ－１／ＬＣ３Ⅱ的相对表达量 ＝（Ｂｅｃｌｉｎ－１／ＬＣ３
Ⅱ灰度值）／β－ａｃｔｉｎ灰度值。实验重复３次，取平
均值。

１．２．８　逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴ－ＰＣＲ）检测
Ｂｅｃｌｉｎ－１和 ＬＣ３ⅡｍＲＮＡ的表达　先提取各实验
组的细胞总 ＲＮＡ。Ｂｅｃｌｉｎ－１、ＬＣ３Ⅱ以及 β－ａｃｔｉｎ
的引物由北京赛百盛基因技术有限公司合成（序列

见表 １）。反应主要分为两步：（１）以提取的细胞总
ＲＮＡ为模板，进行逆转录合成 ｃＤＮＡ。（２）以 ｃＤＮＡ
为模板，进行 ＰＣＲ扩增。该反应体系为：上下游引
物各１μＬ，Ｔａｑ酶１２５μＬ，ｃＤＮＡ２５μＬ，加灭菌
蒸馏水至２５μＬ补足体积。Ｂｅｃｌｉｎ１基因的反应条
件：９４℃ 预变性 ３ｍｉｎ后，开始 ３５个循环：９４℃
３０ｓ，５６℃ ４５ｓ，７２℃ ４５ｓ；最后 ７２℃再延伸 ５ｍｉｎ，
终止反应。ＬＣ３Ⅱ基因的反应条件：９４℃ 预变性 ３
ｍｉｎ后，开始３５个循环：９４℃ ３０ｓ，５６℃ ４５ｓ，７２℃
４５ｓ；最后 ７２℃再延伸 ５ｍｉｎ，终止反应。取 ５μＬ
ＰＣＲ产物经进行２％琼脂糖凝胶电泳分析。

表１　引物序列

名称 引物序列　　　　 长度（ｂｐ）
Ｂｅｃｌｉｎ－１ 正向：５′－ＧＧＴＧＧＣＴＴＴＣＣＴＧＧＡＣＴＧＴＧＴＧＣ－３′

反向：５′－ＴＣＡＡＡＡＣＴＧＡＣＣＡＧＧＧＣＴＧＧＣＡ－３′ ４６５

ＬＣ３Ⅱ 正向：５′－ＴＣＣＣＡＣＡＣＣＡＡＧＴＧＣＡＴＧＴＣＡＧ－３′

反向：５′－ＧＣＣＡＡＧＴＧＧＡＣＡＧＡＣＧＣＡＴＧＣ－３′ ３９０

β－ａｃｔｉｎ 正向：５′－ＣＣＧＣＣＡＧＣＴＣＡＣＣＡＴＧＧＡＴＧＡＴ－３′

反向：５′－ＴＣＴＣＴＴＧＣＴＣＴＧＧＧＣＣＴＣＴＧ－３′ １９９

１．３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１９０统计软件进行
统计学分析，结果以 珋ｘ±ｓ表示，多组比较采用方差
分析，进一步采用 ＬＳＤ－ｔ检验进行组间的两两比
较，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组 ＨＵＶＥＣｓ的增殖情况　ＭＴＴ结果显示，
与空白对照组相比，雷帕霉素 ＋ｍｉＲ－２４高表达组
和雷帕霉素组的ＨＵＶＥＣｓ的增殖都受到了不同程度
的抑制（Ｐ＜００１）。而与雷帕霉素组相比，雷帕霉
素＋ｍｉＲ－２４高表达组的细胞增殖受到明显抑制
（Ｐ＜００１）。见表２。ｍｉＲ－２４能明显抑制雷帕霉

素刺激下的ＨＵＶＥＣｓ的增殖能力。

　　表２　ＭＴＴ法检测各组细胞ＯＤ值及相对增殖抑制率 珋ｘ±ｓ

组别 ｎ ＯＤ值 增殖率（％）
空白对照组 ３ １．２６±０．０３１００．００±２．５　
雷帕霉素组 ３ ０．８９±０．０１ ７０．６３±５．０９＃

雷帕霉素＋ｍｉＲ－２４高表达组 ３ ０．４５±０．０１ ３５．７１±３．４８＃

　＃与空白对照组比较Ｐ＜００１；与雷帕霉素组比较Ｐ＜００１

２．２　各组ＨＵＶＥＣｓ迁移情况　细胞划痕实验显示，
２４ｈ后空白对照组的ＨＵＶＥＣｓ迁移比率最大，覆盖面
积最广，雷帕霉素组则次之，雷帕霉素 ＋ｍｉＲ－２４高
表达组的细胞迁移速率相对缓慢（Ｐ＜００５）。ｍｉＲ－
２４能明显抑制雷帕霉素刺激下的 ＨＵＶＥＣｓ的迁移
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能力。见表３。
２．３　各组 ＨＵＶＥＣｓ的管腔形成情况　Ｍａｔｒｉｇｅｌ试
验结果显示，与空白对照组相比，雷帕霉素组的管腔

形成数目相对较少，大部分管腔的大小不及空白对

照组的大。而雷帕霉素＋ｍｉＲ－２４高表达组的ＨＵ
ＶＥＣｓ虽然有聚集倾向，但并没有能形成明显的管腔
样网状结构。见图１。ｍｉＲ－２４能明显抑制雷帕霉
素刺激下的ＨＵＶＥＣｓ的管腔形成能力。

表３　各实验组的ＨＵＶＥＣｓ迁移情况 珋ｘ±ｓ

组别 ｎ ０ｈ ２４ｈ 迁移比率（％）

空白对照组 ３ ２８１±２０．０５ １８１±１８．０２ ３５．５８±０．４０

雷帕霉素组 ３ ２７５±２８．０３ ２１０±１９．００ ２３．６３±０．１５＃

雷帕霉素＋ｍｉＲ－２４高表达组 ３ ２３５±２５．０１ ２１２±２３．０８ ９．７８±０．３２＃

　＃与空白对照组比较Ｐ＜００５；与雷帕霉素组比较 Ｐ＜００５

Ａ：空白对照组；Ｂ：雷帕霉素组；Ｃ：雷帕霉素＋ｍｉＲ－２４高表达组

图１　各组２４ｈ管腔形成情况（×１００，ｎ＝３）

２．４　各组ＨＵＶＥＣｓＢｅｃｌｉｎ－１和 ＬＣ３ＩＩ的蛋白表达
情况

２．４．１　ＨＵＶＥＣｓＢｅｃｌｉｎ－１结果　与空白对照组比
较，雷帕霉素组的 Ｂｅｃｌｉｎ－１蛋白表达量升高了
１４５０００％（０３１±００２ｖｓ００２±００１，Ｐ＜００５），
雷帕霉素 ＋ｍｉＲ－２４高表达组上升了 ５５０００％
（０１３±００１ｖｓ００２±００１，Ｐ＜００５）；而与雷帕
霉素组相比，雷帕霉素 ＋ｍｉＲ－２４高表达组的 Ｂｅｃ
ｌｉｎ－１蛋白表达量下降了５８０６％（０１３±００１ｖｓ
０３１±００２，Ｐ＜００５）。ｍｉＲ－２４能明显抑制雷帕
霉素刺激下的 ＨＵＶＥＣｓ的 Ｂｅｃｌｉｎ－１蛋白表达水
平。见图２。
２．４．２　ＬＣ３ＩＩ蛋白表达的测定结果　雷帕霉素组的
ＬＣ３ＩＩ蛋白表达量比空白对照组上调了１６３３３３％
（０５２±００１ｖｓ００３±００１，Ｐ＜００５），雷帕霉素＋
ｍｉＲ－２４高表达组的ＬＣ３ＩＩ蛋白表达量较空白对照
组上调了６００００％（０２１±００２±００３±００１，Ｐ＜
００５）。与雷帕霉素组比较，雷帕霉素＋ｍｉＲ－２４高
表达组的ＬＣ３ＩＩ蛋白表达量下调了５９６２％（０２１±
００２ｖｓ０５２±００１，Ｐ＜００５）。ｍｉＲ－２４能明显
抑制雷帕霉素刺激下的ＨＵＶＥＣｓ的ＬＣ３ＩＩ蛋白表达
水平。见图３。
２．５　各组ＨＵＶＥＣｓＢｅｃｌｉｎ－１和ＬＣ３ＩＩ的ｍＲＮＡ表
达情况

２．５．１　ＨＵＶＥＣｓＢｅｃｌｉｎ－１表达结果　ＲＴ－ＰＣＲ结
果显示，与空白对照组比较，雷帕霉素组的 Ｂｅｃｌｉｎ－
１ｍＲＮＡ表达量升高了 ７０８３３％（０９７±００１ｖｓ

０１２±００２，Ｐ＜００５），雷帕霉素 ＋ｍｉＲ－２４高表
达组上升了２００００％（０３６±００１ｖｓ０１２±００２，
Ｐ＜００５）。而与雷帕霉素组相比，雷帕霉素＋ｍｉＲ－
２４高表达组的 Ｂｅｃｌｉｎ－１ｍＲＮＡ表达量下降了
６２８８％（０３６±００１ｖｓ０９７±００１，Ｐ＜００５）。
表明ｍｉＲ－２４能明显抑制雷帕霉素刺激下的 ＨＵ
ＶＥＣｓ的Ｂｅｃｌｉｎ－１ｍＲＮＡ表达水平。见图４。

与空白对照组比较Ｐ＜００５

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组Ｂｅｃｌｉｎ－１蛋白表达的情况
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与空白对照组比较Ｐ＜００５

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＬＣ３ＩＩ蛋白表达的情况

与空白对照组比较Ｐ＜００５

图４　ＲＴ－ＰＣＲ结果显示各组Ｂｅｃｌｉｎ－１ｍＲＮＡ水平

２．５．２　ＬＣ３ＩＩｍＲＮＡ表达结果　与空白对照组相
比，雷帕霉素组的 ＬＣ３ＩＩｍＲＮＡ表达量增加了
７９０００％（０８９±００１ｖｓ０１０±００１，Ｐ＜００５），
雷帕霉素 ＋ｍｉＲ－２４高表达组也增加了 ２２０００％
（０３２±００２ｖｓ０１０±００１，Ｐ＜００５）。而与雷帕
霉素组相比，雷帕霉素＋ｍｉＲ－２４高表达组的ＬＣ３ＩＩ
ｍＲＮＡ表达量下降了６４０４％（０３２±００２ｖｓ０８９±
００１，Ｐ＜００５）。ｍｉＲ－２４能明显抑制雷帕霉素刺
激下的ＨＵＶＥＣｓ的ＬＣ３ＩＩｍＲＮＡ表达水平。见图５。

３　讨论

本研究发现，ｍｉＲ－２４可在转录后水平抑制ＬＣ３ＩＩ

与空白对照组比较Ｐ＜００５

图５　ＲＴ－ＰＣＲ结果显示各组ＬＣ３ＩＩｍＲＮＡ水平

和Ｂｅｃｌｉｎ－１蛋白的表达，下调细胞的自噬水平。我们
进一步研究发现，ｍｉＲ－２４在抑制ＬＣ３ＩＩ和Ｂｅｃｌｉｎ－１
表达的同时，也抑制 ＨＵＶＥＣｓ的管腔形成。另外，
我们又一次验证了 ｍｉＲ－２４能明显抑制 ＨＵＶＥＣｓ
的增殖和迁移能力，而 ＨＵＶＥＣｓ管腔形成能力又与
ＨＵＶＥＣｓ增殖、迁移程度密切相关，因此我们推测，
ｍｉＲ－２４抑制 ＨＵＶＥＣｓ管腔形成的机制很可能与
其抑制ＬＣ３ＩＩ和Ｂｅｃｌｉｎ－１的表达有关。

血管新生是指在原有的血管结构上形成新血管

的生物学过程，该过程在机体的多种生理病理性过

程中（如恶性肿瘤、动脉粥样硬化等多种心血管疾

病）起着重要作用。血管新生虽然是一个受多种分

子和信号通路调控的复杂过程，但其中关键的环节

是内皮细胞功能发生了变化，内皮细胞的增殖、迁移

与血管新生密切相关，因此一些能调节内皮功能的

小分子ＲＮＡｓ越来越受到重视。近年来众多研究表
明，一些 ｍｉＲＮＡｓ与血管内皮细胞功能密切相关。
Ｄｉｃｅｒ是ｍｉＲＮＡｓ形成的关键酶，Ｙａｎｇ等［１３］通过敲

除小鼠Ｄｉｃｅｒ基因使血管发生异常，证明了 ｍｉＲＮＡｓ
在血管新生中的作用。敲除 Ｄｉｃｅｒ会使整体 ｍｉＲ
ＮＡｓ生成受到抑制，不利于研究某一ｍｉＲＮＡ在血管
新生中的作用。因此如果要研究某种特定 ｍｉＲＮＡ
的作用只有通过上调或者下调其表达。ｍｉＲＮＡｓ－
１２６在血管内皮细胞中特异性表达，在血管发育中
起着重要作用，通过上调ｍｉＲＮＡｓ－１２６的表达可以
促进血管新生、维持血管完整性［１４－１５］。ｍｉＲＮＡ－２４
在血管组织中表达最高［１６］，在高血压患者血浆中

ｍｉＲ－２４表达明显上调，而且上调程度与高血压严
重程度呈正相关。

自噬在维持细胞内环境和组织稳态过程中发挥
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着重要作用，适度的自噬有修复细胞功能并对细胞

有保护作用［１７］，血管内皮细胞是血管的主要成分，

因此其自噬程度的改变会对血管功能产生影响，并

且与一些心血管疾病的生理病理进程密切相关。

Ｇｕｒｕｓａｍｙ等［１８］通过研究发现，给予缺氧再灌注的大

鼠心肌注射低剂量的白藜芦醇后，大鼠心肌细胞自

噬体含量增加，心肌细胞诱发保护性自噬从而减少

了凋亡。莱菔硫烷（ｓｕｌｆｏｒａｐｈａｎｅ）是一种对肿瘤血
管内皮细胞具有强促凋亡作用的异硫氰酸盐。研究

发现，莱菔硫烷可诱发 ＨＵＶＥＣｓ产生自噬，进而促
进血管新生，而在抑制自噬后，莱菔硫烷却表现出了

相反效应，提示自噬对细胞具有保护，可缓解莱菔硫

烷诱导的细胞凋亡［１９］。但另有研究报道，促胃液素

释放肽可以抑制血管内皮细胞自噬，促进内皮细胞

增殖，进而促进血管新生［２０］。所以关于自噬对血管

新生的影响还有待进一步研究。本研究中的 ＲＴ－
ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＨＵＶＥＣｓ经雷帕霉
素干预后 ＬＣ３ＩＩ和 Ｂｅｃｌｉｎ－１的 ｍＲＮＡ和蛋白表达
量明显增多，而转染了ｍｉＲ－２４高表达质粒后，ＨＵ
ＶＥＣｓ中ＬＣ３ＩＩ和Ｂｅｃｌｉｎ－１的ｍＲＮＡ和蛋白表达量
显著降低。提示 ｍｉＲ－２４在转录后水平显著降低
了ＬＣ３ＩＩ和 Ｂｅｃｌｉｎ－１的表达。此外，ＭＴＴ法、划痕
实验及Ｍａｔｒｉｇｅｌ实验结果显示，ｍｉＲ－２４对ＨＵＶＥＣｓ
的增殖、迁移及管腔形成能力有明显的抑制作用。

综上所述，我们推测 ｍｉＲ－２４很可能是通过抑
制自噬的相关基因ＬＣ３ＩＩ和Ｂｅｃｌｉｎ－１的表达，使得
ＨＵＶＥＣｓ的自噬水平下调，进而影响 ＨＵＶＥＣｓ的增
殖、迁移和管腔形成能力。但是血管新生是一个复

杂的过程，涉及多种机制共同调控，所以该调控机制

是否对血管生成具有调控作用，仍需进一步研究。

参考文献

［１］　ＣａｒｍｅｌｉｅｔＰ，ＪａｉｎＲＫ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａ

ｔｉｏｎｓｏｆａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１１，４７３（７３４７）：２９８－３０７．

［２］　ＲｉｂａｔｔｉＤ．Ｎｏｖｅｌａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ：ａｄｄｒｅｓｓｉｎｇｔｈｅｉｓｓｕｅｏｆ

ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙｉｎｔｈｅａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＴｒｅａｔ

Ｒｅｖ，２０１１，３７（５）：３４４－３５２．

［３］　ＬｉｕＤ，ＫｒｕｅｇｅｒＪ，ＬｅＮｏｂｌｅＦ．ＴｈｅｒｏｌｅｏｆｂｌｏｏｄｆｌｏｗａｎｄｍｉｃｒｏＲＮＡｓ

ｉｎｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＩｎｔＪＤｅｖＢｉｏｌ，２０１１，５５（４－５）：

４１９－４２９．

［４］　ｖａｎＳｏｌｉｎｇｅｎＣ，ｄｅＢｏｅｒＨＣ，ＢｉｊｋｅｒｋＲ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ－１２６

ｍｏｄｕｌａｔｅｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌＳＤＦ－１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＳｃａ－

１（＋）／Ｌｉｎ（－）ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓｉｎｉｓｃｈａｅｍｉａ［Ｊ］．Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ

Ｒｅｓ，２０１１，９２（３）：４４９－４５５．

［５］　ＣａｐｏｒａｌｉＡ，ＥｍａｎｕｅｌｉＣ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｉｎａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ

［Ｊ］．ＶａｓｃｕｌＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０１１，５５（４）：７９－８６．

［６］　ＡｎａｎｄＳ，ＣｈｅｒｅｓｈＤＡ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ－ｍｅｄｉａｔｅｄｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃＳｗｉｔｃｈ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＨｅｍａｔｏｌ，２０１１，１８（３）：１７１－

１７６．

［７］　ＺｈｏｕＱ，ＡｎｄｅｒｓｏｎＣ，ＺｈａｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｈｏｒｏｉｄａｌ

ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈａｃｔｉｎｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎｐａｔｈｗａｙｓｂｙｍｉｃｒｏＲ

ＮＡ－２４［Ｊ］．ＭｏｌＴｈｅｒ，２０１４，２２（２）：３７８－３８９．

［８］　ＬｏｒｅｎｚｅｎＪＭ，ＫａｕｃｓａｒＴ，ＳｃｈａｕｅｒｔｅＣ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ－２４Ａｎ

ｔａｇｏｎｉｓｍＰｒｅｖｅｎｔｓＲｅｎａｌＩｓｃｈｅｍｉａＲｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎＩｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＪＡｍ

ＳｏｃＮｅｐｈｒｏｌ，２０１４，２５（１２）：２７１７－２７２９．

［９］　ＳａｃｈｄｅｖＵ，ＣｕｉＸ，ＨｏｎｇＧ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ１ｐｒｏ

ｍｏｔｅｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｂｅｈａｖｉｏｒｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｓ

ｍｕｓｃｌｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｖｉｖｏｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｉｓｃｈｅｍｉｃｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＪＶａｓｃ

Ｓｕｒｇ，２０１２，５５（１）：１８０－１９１．

［１０］ＦｉｅｄｌｅｒＪ，ＪａｚｂｕｔｙｔｅＶ，ＫｉｒｃｈｍａｉｅｒＢＣ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ－２４

ｒｅｇｕｌａｔｅｓｖａｓｃｕｌａｒｉｔｙａｆｔｅｒｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，

２０１１，１２４（６）：７２０－７３０．

［１１］杨鹏，罗雪兰，莫国君，等．ｍｉＲ－２４对人脐静脉内皮细胞

增殖、转移 及自噬的影响［Ｊ］．山东医药，２０１７，５７（１３）：

２４－２７．

［１２］ＵｒｂａｎｅｋＴ，ＫｕｃｚｍｉｋＷ，Ｂａｓｔａ－ＫａｉｍＡ，ｅｔａｌ．Ｒａｐａｍｙｃｉｎｉｎ

ｄｕｃｅｓｏｆｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｅｘｐｏｓｅｄ

ｔｏｏｘｙｇｅｎ－ｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｒａｉｎＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１４，１５５３

（６）：１－１１．

［１３］ＹａｎｇＷＪ，ＹａｎｇＤＤ，ＮａＳ，ｅｔａｌ．Ｄｉｃｅｒｉｓｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｅｍｂｒｙｏｎｉｃ

ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｄｕｒｉｎｇｍｏｕｓｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００５，

２８０（１０）：９３３０－９３３５．

［１４］ＭｕｓｉｙｅｎｋｏＡ，ＢｉｔｋｏＶ，ＢａｒｉｋＳ．ＥｃｔｏｐｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ－１２６，

ａｎｉｎｔｒｏｎｉｃｐｒｏｄｕｃｔｏｆｔｈｅｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌＥＧＦ－ｌｉｋｅ７ｇｅｎｅ，

ｒｅｇｕｌａｔｅｓｐｒｏｓｔｅｉｎｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓｏｆｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ

ＬＮＣａＰｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＭｏｌＭｅｄ，２００８，８６（３）：３１３－３２２．

［１５］ＷａｎｇＳ，ＡｕｒｏｒａＡＢ，ＪｏｈｎｓｏｎＢＡ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｍｉｃｒｏＲＮＡｍｉＲ－１２６ｇｏｖｅｒｎｓｖａｓｃｕｌａｒｉｎｔｅｇｒｉｔｙａｎｄａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ

［Ｊ］．ＤｅｖＣｅｌｌ，２００８，１５（２）：２６１－２７１．

［１６］ＺｈｏｕＱ，ＧａｌｌａｇｈｅｒＲ，Ｕｆｒｅｔ－ＶｉｎｃｅｎｔｙＲ，ｅｔａｌ．Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ

ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｃｈｏｒｏｉｄａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎｂｙｍｅｍｂｅｒｓｏｆｍｉ

ｃｒｏＲＮＡ－２３～２７～２４ｃｌｕｓｔｅｒｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，

２０１１，１０８（２０）：８２８７－８２９２．

［１７］ＬｕｍＪＪ，ＤｅＢｅｒａｒｄｉｎｉｓＲＪ，ＴｈｏｍｐｓｏｎＣＢ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｍｅｔａｚｏ

ａｎｓ：ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｔｈｅｌａｎｄｏｆｐｌｅｎｔｙ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＭｏｌＣｅｌｌＢｉ

ｏｌ，２００５，６（６）：４３９－４４８．

［１８］ＧｕｒｕｓａｍｙＮ，ＬｅｋｌｉＩＪ，ＭｕｋｈｅｒｊｅｅＳＪ，ｅｔａｌ．ｃａｒｄｉｏＰｒｏｔｅｃｔｉｏｎｂｙ

ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ：ａｎｏｖｅｌｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｖｉａａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｖｏｌｖｉｎｇｔｈｅ

ｍＴＯＲＣ２ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＣａｒｄｉｏｖａｓｃＲｅｓ，２０１０，８６（１）：１０３－

１１２．

［１９］ＮｉｓｈｉｋａｗａＴ，ＴｓｕｎｏＮＨ，ＯｋａｊｉＹ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆａｕｔｏ

ｐｈａｇｙｐｏｔｅｎｔｉａｔｅｓａｎｔｉ－ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｕｌｆｏｒａｐｈａｎｅｂｙｉｎｄｕ

ｃｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ，２０１０，１３（３）：２２７－２３８．

［２０］ＫｉｍＫＷ，ＰａｕｌＰ，ＱｉａｏＪ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙｍｅｄｉａｔｅｓｐａｒａｃｒｉｎｅ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＬａｂＩｎｖｅｓｔ，２０１３，９３

（６）：６３９－６４５．

（收稿日期：２０１７－１０－１８　编辑：庄晓文）
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