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摘要：目的　 探讨ｍｉｃｒｏＲＮＡ３４ａ（ｍｉＲ３４ａ）在低切应力诱导血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）
增殖中的作用。方法　 应用细胞联合培养平行平板流动腔系统对与ＶＳＭＣｓ联合培养的内皮细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，
ＥＣｓ）施加１． ５ Ｐａ正常切应力（ｎｏｒｍａｌ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ，ＮＳＳ）和０． ５ Ｐａ低切应力（ｌｏｗ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ，ＬｏｗＳＳ），加载时间为
１２ ｈ。Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测联合培养ＶＳＭＣｓ的增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）蛋白表达，
以此反映ＶＳＭＣｓ的增殖能力。实时ＰＣＲ检测联合培养ＶＳＭＣｓ的ｍｉＲ３４ａ表达变化。通过ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲＷａｌｋ等
网站预测ｍｉＲ３４ａ的下游靶蛋白。Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测联合培养ＶＳＭＣｓ的ｍｉＲ３４ａ靶蛋白Ｆｏｒｋｈｅａｄ转录因子Ｊ２
（ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ ｊ２，Ｆｏｘｊ２）表达。通过ｍｉｍｉｃｓ和ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染技术，分别上调和抑制ＶＳＭＣｓ的ｍｉＲ３４ａ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测Ｆｏｘｊ２及ＰＣＮＡ的表达变化，验证ｍｉＲ３４ａ和Ｆｏｘｊ２之间的调控关系。结果　 与ＮＳＳ相比，ＬｏｗＳＳ促进
联合培养ＶＳＭＣｓ的ＰＣＮＡ表达，并显著上调联合培养ＶＳＭＣｓ的ｍｉＲ３４ａ表达。通过ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲＷａｌｋ等网站预
测ｍｉＲ３４ａ的下游靶蛋白为Ｆｏｘｊ２。ＬｏｗＳＳ加载下联合培养ＶＳＭＣｓ的ｍｉＲ３４ａ靶蛋白Ｆｏｘｊ２表达明显降低。静态条
件下上调ＶＳＭＣｓ的ｍｉＲ３４ａ表达，靶蛋白Ｆｏｘｊ２表达明显降低，ＰＣＮＡ表达显著升高；抑制ＶＳＭＣｓ的ｍｉＲ３４ａ表达，
靶蛋白Ｆｏｘｊ２表达明显上调，ＰＣＮＡ表达显著降低。结论　 ＬｏｗＳＳ通过调控联合培养ＶＳＭＣｓ的ｍｉＲ３４ａ和靶蛋白
Ｆｏｘｊ２，促进ＶＳＭＣｓ增殖。研究结果为进一步阐明动脉粥样硬化疾病的发病机制及药物治疗靶标提供新的力学生
物学实验依据。
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　 　 内皮细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＥＣｓ）衬于血管壁的
最内面，直接感受血流切应力，而平滑肌细胞
（ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）主要位于血
管中膜，与ＥＣｓ相邻。一般认为，ＶＳＭＣｓ并不直接
感受切应力刺激，但切应力条件下ＥＣｓ分泌的信号
分子（生长因子、细胞因子等）可以通过旁分泌途径
作用于ＶＳＭＣｓ，引起细胞的功能发生变化［１２］。ＥＣｓ
可视为力学因素与ＶＳＭＣｓ之间的中介，活性氧
（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）和一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅ，ＮＯ）是影响血管内环境稳定的重要分子，切
应力的模式和大小决定了ＥＣｓ产生ＲＯＳ的数量。
通常情况下，与稳定切应力相比，不稳定的切应力
（如扰动流或振荡切应力）促使ＥＣｓ产生更多的
ＲＯＳ，导致ＮＯ的生物利用率降低，而生成较多的过
氧亚硝酸盐，影响ＶＳＭＣｓ的增殖、迁移等细胞功能，
进而引发动脉粥样硬化等心血管疾病［３］。上述研
究结果提示，ＥＣｓ感受切应力变化对ＶＳＭＣｓ的增殖
活性具有重要的调控作用，然而其中的机制仍不十
分清楚。研究ＥＣｓ感受低切应力（ｌｏｗ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ，
ＬｏｗＳＳ）刺激，进而调控ＶＳＭＣｓ增殖活性及其力学
生物学机制，对于深入了解心血管疾病血管重建发
病机制具有重要意义。

ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲｓ）由一系列内源性非编码的小
ＲＮＡｓ组成，通过与靶ｍＲＮＡｓ 的３’非翻译端
（３’ＵＴＲ）互补配对方式使靶ｍＲＮＡｓ降解或抑制其
翻译，从而参与基因表达的转录后调节［４］。ｍｉＲ３４ａ
是一种力敏感的ｍｉＲ，在不同类型的细胞中可产生
不同的应答机制，并且与细胞增殖、分化等生物学过
程有关［５６］。通过调节ＣＤＫ４、ＣＤＫ６、ＭＹＢ和ＭＥＫ１

的表达，ｍｉＲ３４ａ能够促进Ｋ５６２细胞中佛波酯诱导
的巨核细胞的分化［７８］。无独有偶，ｍｉＲ３４ａ的表达
水平升高能够导致ＳＩＲＴ１等多个重要靶点表达下
调，其中包括ＦｏｘＯ１和ｅＮＯＳ，最终加速ＥＣｓ的衰老
和细胞凋亡［９］。叉头蛋白家族转录因子Ｊ２
（ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ ｊ２，Ｆｏｘｊ２）是一种最新发现的人类叉
头蛋白转录激活因子，具有２个与ＤＮＡ分子结合的
特异性序列，并激活相应的基因表达，对于正向调节
细胞周期和促进肿瘤发生具有重要作用［１０１１］。本
课题组前期研究表明，ｍｉＲ３４ａ以Ｆｏｘｊ２为靶蛋白参
与了切应力诱导的内皮祖细胞向ＥＣｓ的分化［１２］。
然而，在ＬｏｗＳＳ诱导与ＥＣｓ联合培养的ＶＳＭＣｓ增殖
过程中，ｍｉＲ３４ａ是否仍以Ｆｏｘｊ２为靶位点参与调控
作用尚不清楚。本研究探讨ＬｏｗＳＳ条件下ｍｉＲ３４ａ
及靶蛋白Ｆｏｘｊ２在促进ＶＳＭＣｓ增殖过程中的分子机
制，为进一步阐明动脉粥样硬化等心血管疾病的发
病机制及寻找更为有效的治疗靶标提供力学生物学
的实验依据。
１　 材料和方法
１． １　 ＥＣｓ原代培养和鉴定
　 　 采用胶原酶消化法培养原代大鼠胸主动脉
ＥＣｓ［１３］。无菌条件下，取１５０ ～ ２００ ｇ雄性ＳＤ大鼠
胸主动脉。首先将血管内外的余血洗净，将血管纵
行剪开，ＥＣｓ面向下平铺在盛有０． ２％Ⅰ型胶原酶
（Ｓｉｇｍａ公司）的细胞培养皿里，３７ ℃消化并轻轻拍
打培养皿３０ ｍｉｎ后，加入ＥＣｓ培养液（Ｌｏｎｚａ公司）
终止消化，收集细胞液，以１ １００ ｒ ／ ｍｉｎ的速度离心
１０ ｍｉｎ，小心倒掉上清液，用ＥＣｓ培养液重悬细胞，
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均匀接种至细胞培养皿中，平放于３７ ℃、５％ ＣＯ２培
养箱中内２４ ｈ，待细胞贴壁后换液。以后隔天换液
１次。换液时将原培养液吸净，然后加入新鲜培养
液。７ ～ １０ ｄ长至融合状态，即可传代。用抗血管
性血友病因子（ａｎｔｉｖｏｎ Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒ，ＡｎｔｉｖＷＦ）
抗体（ＤｕｋｏＣｙｏｍａｔｉｏｎ公司）对ＥＣｓ进行细胞免疫荧
光鉴定，阳性率大于９５％用于后续实验。
１． ２　 ＶＳＭＣｓ原代培养及鉴定
　 　 采用组织块贴壁法培养原代大鼠胸主动脉
ＶＳＭＣｓ［１４］。雄性ＳＤ大鼠１５０ ～ ２００ ｇ，无菌条件下
取胸主动脉，纵向剪开血管，去除ＥＣｓ后将血管剪
成约１ ｍｍ２ 的组织块，加入少量ＶＳＭＣｓ 培养液
［ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ公司），１０％小牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司），青链霉素（ＢＢＩ公司）］。将组织块均匀铺展在
细胞培养皿中，３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中静置培养，
隔天换液。以后每２ ｄ换液１次，４ ～ ５ ｄ观察细胞
自组织块边缘爬出。使用抗α肌动蛋白抗体
（ＤｕｋｏＣｙｏｍａｔｉｏｎ公司）对ＶＳＭＣｓ进行细胞免疫荧
光鉴定，阳性率大于９５％用于后续实验。
１． ３　 ＥＣｓ与ＶＳＭＣｓ联合培养与流体切应力加载
１． ３． １　 ＥＣｓ与ＶＳＭＣｓ的联合培养　 ＥＣｓ与ＶＳＭＣｓ
的联合培养是通过联合培养杯来实现的［１］。取第
２ ～ ４代ＥＣｓ，用胰酶消化、重悬、计数后，以２ × １０５
个／ ｍＬ密度接种于培养杯底部（ＰＥＴ膜）的外侧面。
待５ ～ ６ ｈ细胞贴壁后，将培养杯翻转并置于６孔培
养板中，在联合培养杯底的内侧面以同样的密度接
种第４ ～ ７代ＶＳＭＣｓ，进行联合培养。
１． ３． ２　 切应力加载　 应用ＥＣｓ与ＶＳＭＣｓ联合培
养的平行平板流动腔系统对ＥＣｓ施加切应力作用。
将种有ＥＣｓ与ＶＳＭＣｓ的联合培养杯放置于平行平
板流动腔中，切应力的大小通过改变上、下储液瓶高
度来调节［１５］。根据施加的切应力大小，将联合培养
的ＥＣｓ和ＶＳＭＣｓ分为２组：① １． ５ Ｐａ正常切应力
（ｎｏｒｍａｌ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ，ＮＳＳ）组；② ０． ５ Ｐａ ＬｏｗＳＳ组。
切应力加载时间均为１２ ｈ。实验前，待ＥＣｓ和
ＶＳＭＣｓ均生长至约８０％融合时，分别用含１％胎牛
血清（Ｇｉｂｃｏ ＢＲＬ公司）的Ｍ１９９（Ｇｉｂｃｏ ＢＲＬ公司）
和１％小牛血清的ＤＭＥＭ培养液进行同步化１２ ｈ，
将细胞生长阻断在同一周期。各组ＥＣｓ和ＶＳＭＣｓ
在实验结束后，提取样品进行蛋白质免疫印迹检测
或实时荧光定量ＰＣＲ检测。

１． ４ 　 ｍｉＲ３４ａ 的模拟体（ｍｉｍｉｃｓ）和抑制剂
（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）转染实验

　 　 选择生长状态较好的４ ～ ７代ＶＳＭＣｓ，胰酶消
化后种在无菌６孔板中，控制细胞密度为２ × １０５
个／孔，待细胞融合至６０％时即可进行转染实验。
ｍｉＲ３４ａ的转染均分为４组：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
对照、ｍｉｍｉｃｓ转染、ｍｉｍｉｃｓ对照。大鼠ｍｉＲ３４ａ的
ｍｉｍｉｃｓ和ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ序列以及对照片段见表１（上海
吉玛生物制药公司）。转染步骤如下：①准备好的
６孔板细胞，将原来的培养液吸出，用温育过的
ＤＭＥＭ培养基洗２ ～ ３遍，最后每孔留下５００ μＬ
ＤＭＥＭ；②取２５０ μＬ ｏｐｔｉＭＥＭ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），
５ μＬ ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），轻轻混
匀，作为ｍｉｘ１溶液；③取２５０ μＬ ｏｐｔｉＭＥＭ，转染片
段５ μＬ（上海吉玛生物制药公司），轻轻混匀，作为
ｍｉｘ２溶液；④将ｍｉｘ１、ｍｉｘ２溶液按照１$１的比例混
合，上下颠倒混匀，离心，控制好混合时间为２０ ｍｉｎ；
⑤ ２０ ｍｉｎ之后，将ｍｉｘ３溶液加入到对应的孔中，放
入３７ ℃培养箱中培养；⑥ ６ ～ ８ ｈ后，根据实验需要
进行补液。
表１　 大鼠ｍｉＲ３４ａ的模拟体和抑制剂序列以及对照片段
Ｔａｂ． １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｒａｔ ｍｉＲ３４ａ ｍｉｍｉｃｓ，ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ

ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｆｒａｇｍｅｎｔ

片段名称 序列
模拟体对照 正义链 ５’ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ３’

反义链 ５’ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ３’
ｍｉＲ３４ａ模拟体正义链５’ＵＧＧＣＡＧＵＧＵＣＵＵＡＧＣＵＧＧＵＵＧＵ３’

反义链５’ＡＡＣＣＡＧＣＵＡＡＧＡＣＡＣＵＧＣＣＡＵＵ３’
抑制剂对照 ５’ＣＡＧＵＡＣＵＵＵＵＧＵＧＵＡＧＵＡＣＡＡ３’
ｍｉＲ３４ａ抑制剂 ５’ＡＣＡＡＣＣＡＧＣＵＡＡＧＡＣＡＣＵＧＣＣＡ３’

１． ５　 蛋白质印迹实验（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ）
　 　 培养在６孔板的细胞，首先吸出原来培养液，用
冰的ＰＢＳ洗２遍，根据细胞数量每孔加入８０ ～１００ μＬ
２ ×蛋白上样缓冲液（ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ），冰上放置
３ ｍｉｎ，用细胞刮轻刮６孔板底，在显微镜下观察到
细胞漂起时即可把裂解下来的细胞收集到１． ５ ｍＬ
ＥＰ管中，做好标记，放入－ ８０ ℃保存。

用１０％ ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，电
泳完毕后将蛋白转移到硝酸纤维素膜；５％脱脂奶粉
Ｔｒｉｓ盐加０． １％ Ｔｗｅｅｎ２０ 溶液（ｔｒｉｓｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ
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ｗｉｔｈ ０． １％ Ｔｗｅｅｎ２０，ＴＢＳＴ）中封闭１ ｈ；抗Ｆｏｘｊ２
（Ａｂｃａｍ公司，１

$

５００），增殖性细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａ
ｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，
１
$

５００），甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＧＡＰＤＨ）（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，１

$

１ ０００），４ ℃孵育过夜；碱性磷
酸酶标记二抗（北京中杉生物技术公司，１

$

１ ０００）
室温孵育２ ｈ；ＮＢＴ ／ ＢＣＩＰ（ＫＰＬ公司）底物显色。扫
描后使用ＢｉｏＲａｄ公司一维分析软件Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ
进行图像灰度分析。
１． ６　 逆转录及实时ＰＣＲ实验
１． ６． １　 抽提细胞总ＲＮＡ　 将已加入ＴＲＩｚｏｌ的细胞
裂解液从冰箱中取出，室温静置使其融解，并预冷离
心机。在１ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ裂解液中加入２００ μＬ氯仿，
盖紧管盖，剧烈震荡１５ ｓ，室温放置３ ｍｉｎ；４ ℃，以
１２ ０００ ｇ转速离心１５ ｍｉｎ；吸取５００ μＬ上层水相到
新的无ＲＮＡ酶的ＥＰ管中，加入５００ μＬ异丙醇，室
温静置１０ ｍｉｎ；４ ℃，以１２ ０００ ｇ转速离心１０ ｍｉｎ；
弃上清，用预冷的１ ｍＬ ７５％乙醇（用ＤＥＰＣ水配
制）１ ｍＬ洗涤上下颠倒混匀；４ ℃，以７ ５００ ｇ转速
离心５ ｍｉｎ；弃上清，室温反置吸水纸晾干３０ ｍｉｎ；加
适量的无ＲＮＡ酶水溶解，ＤＥＰＣ处理水将ＲＮＡ浓度
稀释１００倍，用紫外分光光度计测定所提取ＲＮＡ的
纯度及浓度。
１． ６． ２　 逆转录实验　 大鼠ｍｉＲ３４ａ的特异性逆转
录引物（上海吉玛生物制药公司）为干粉状，使用前
将其溶解，调整为１ μｍｏｌ ／ Ｌ工作浓度。逆转录每个
体系为２０ μＬ，各成分及配比如下：５ ×缓冲液４ μＬ，
脱氧核糖核苷三磷酸（ｄＮＴＰ，１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）０． ７５ μＬ，
反转录引物１． ２０ μＬ，ＲＮＡ酶抑制剂（４０ Ｕ ／ μＬ）
０． ２５ μＬ，ＭＭＬＶ逆转录酶（２００ Ｕ ／ μＬ）０． ２ μＬ，根
据需要加入一定量的ＲＮＡ样品（１ ～ ３ μｇ），加水至
２０ μＬ。配完反应体系，按照如下程序进行逆转录反
应：２５ ℃、３０ ｍｉｎ；４２ ℃、３０ ｍｉｎ；８５℃、５ ｍｉｎ。反应
程序结束后，立即将ｃＤＮＡ产物置于冰上冷却，
－ ２０ ℃短期保存，长期保存放置在－ ８０ ℃冰箱中。
１． ６． ３ 　 实时ＰＣＲ实验　 大鼠ｍｉＲ３４ａ的特异性
ＰＣＲ引物（上海吉玛生物制药公司）为干粉状，使用
前将其溶解，调整为５ μｍｏｌ ／ Ｌ工作浓度。ＰＣＲ反应
体系为２０ μＬ，各成分及配比如下：ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭ １０ μＬ，ｍｉＲ Ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｔ ０． ８ μＬ，根据需

要加入一定量的ｃＤＮＡ，最后加水至２０ μＬ。ｍｉＲｓ
实时定量ＰＣＲ反应程序：９５ ℃、３ ｍｉｎ预热；９５ ℃、
１２ ｓ；６２ ℃、４０ ｓ，４０个循环。
１． ７　 ｍｉＲｓ靶蛋白预测
　 　 通过ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲＷａｌｋ和Ｐｉｃｔａｒ等网站预测
ｍｉＲ３４ａ的下游靶蛋白。
１． ８　 统计学分析
　 　 各组间实验数据采用均数±标准差的形式表
示，两组数据间的差异采用ｔ检验对比，所有实验均
独立重复３次以上，Ｐ ＜ ０． ０５表示差异具有统计学
意义，Ｐ ＜ ０． ０１表示差异具有高度统计学意义。
２　 结果
２． １　 ＬｏｗＳＳ促进联合培养ＶＳＭＣｓ的增殖
　 　 应用平行平板流动腔系统对与ＶＳＭＣｓ联合培
养的ＥＣｓ分别施加ＮＳＳ和ＬｏｗＳＳ，作用时间为１２ ｈ。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测联合培养ＶＳＭＣｓ的ＰＣＮＡ表达
变化，以反映ＶＳＭＣｓ的增殖能力。结果显示，与
ＮＳＳ相比，ＬｏｗＳＳ 显著上调联合培养ＶＳＭＣｓ的
ＰＣＮＡ表达，说明ＬｏｗＳＳ促进联合培养的ＶＳＭＣｓ增
殖（见图１）。

图１　 ＬｏｗＳＳ促进联合培养ＶＳＭＣｓ的ＰＣＮＡ表达（Ｐ ＜０． ０５，ｎ ＝５）
Ｆｉｇ． １　 ＬｏｗＳＳ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＣＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄ

ＶＳＭＣｓ

２． ２ 　 ＬｏｗＳＳ 显著上调联合培养ＶＳＭＣｓ 的
ｍｉＲ３４ａ表达

　 　 同样，在ＥＣｓ和ＶＳＭＣｓ联合培养的条件下分别
对ＥＣｓ施加ＮＳＳ和ＬｏｗＳＳ，作用时间为１２ ｈ。实时
ＰＣＲ检测联合培养ＶＳＭＣｓ的ｍｉＲ３４ａ表达。结果
显示，与ＮＳＳ 组相比，ＬｏｗＳＳ 条件下，联合培养
ＶＳＭＣｓ的ｍｉＲ３４ａ表达显著升高，说明ＬｏｗＳＳ能够
促进联合培养ＶＳＭＣｓ的ｍｉＲ３４ａ表达（见图２）。
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图２　 ＬｏｗＳＳ显著上调联合培养ＶＳＭＣｓ的ｍｉＲ３４ａ表达
（Ｐ ＜０． ０５，ｎ ＝６）

Ｆｉｇ． ２　 ＬｏｗＳＳ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ３４ａ ｉｎ

ｔｈｅ ｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄ ＶＳＭＣｓ

２． ３　 生物信息学预测ｍｉＲ３４ａ靶蛋白
　 　 通过ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲＷａｌｋ等网站，预测大鼠
ｍｉＲ３４ａ的下游靶蛋白。结果显示，Ｆｏｘｊ２可以作为
ｍｉＲ３４ａ的下游靶蛋白，彼此之间有相互结合位点，
提示Ｆｏｘｊ２有可能作为ｍｉＲ３４ａ的下游靶蛋白参与
ＬｏｗＳＳ条件下联合培养ＶＳＭＣｓ增殖的调控（见图３）。

　 图３　 大鼠ｍｉＲ３４ａ与Ｆｏｘｊ２ ３′非翻译端的互补结合位点
　 Ｆｉｇ． ３　 Ｐｕｔａｔｉｖｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｎｏｍｉＲ３４ａ ａｎｄ

Ｆｏｘｊ２ ３′ＵＴＲ

２． ４ 　 ＬｏｗＳＳ诱导联合培养ＶＳＭＣｓ的ｍｉＲ３４ａ
靶蛋白Ｆｏｘｊ２表达下调

　 　 在ＥＣｓ与ＶＳＭＣｓ联合培养的条件下分别对
ＥＣｓ施加ＮＳＳ和ＬｏｗＳＳ，作用时间为１２ ｈ。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测联合培养ＶＳＭＣｓ的Ｆｏｘｊ２表达。结果
显示，与ＮＳＳ 组相比，ＬｏｗＳＳ 条件下，联合培养
ＶＳＭＣｓ的ｍｉＲ３４ａ靶蛋白Ｆｏｘｊ２的表达明显降低，
与上述ｍｉＲ３４ａ 的表达变化相反。结果表明，
ｍｉＲ３４ａ可能以Ｆｏｘｊ２为靶蛋白参与调控ＬｏｗＳＳ诱
导的ＶＳＭＣｓ增殖（见图４）。

图４　 ＬｏｗＳＳ显著抑制联合培养ＶＳＭＣｓ的Ｆｏｘｊ２表达
（Ｐ ＜０． ０５，ｎ ＝５）

Ｆｉｇ． ４　 ＬｏｗＳＳ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆｏｘｊ２ ｉｎ

ｔｈｅ ｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄ ＶＳＭＣｓ

２． ５ 　 ｍｉｍｉｃｓ和ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染对Ｆｏｘｊ２及ＰＣＮＡ
表达的影响

　 　 为验证大鼠ｍｉＲ３４ａ和Ｆｏｘｊ２之间存在调控关
系，分别通过转染ｍｉＲ３４ａ的ｍｉｍｉｃｓ和ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ改变
ＶＳＭＣｓ的ｍｉＲ３４ａ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ＶＳＭＣｓ
的ｍｉＲ３４ａ表达变化后，其靶蛋白Ｆｏｘｊ２及ＰＣＮＡ的
表达变化。结果显示，转染ｍｉｍｉｃｓ促进ＶＳＭＣｓ的
ｍｉＲ３４ａ表达后，靶蛋白Ｆｏｘｊ２表达显著下调［见图５
（ａ）］，而ＰＣＮＡ表达显著升高［见图５（ｂ）］。

图５　 ｍｉＲ３４ａ ｍｉｍｉｃｓ转染对ＶＳＭＣｓ的Ｆｏｘｊ２和ＰＣＮＡ表达的影
响（Ｐ ＜０． ０５，ｎ ＝５）

Ｆｉｇ． ５　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｍｉＲ３４ａ ｍｉｍｉｃｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

ｏｆ Ｆｏｘｊ２ ａｎｄ ＰＣＮＡ ｉｎ ＶＳＭＣｓ　 （ａ）Ｆｏｘｊ２，（ｂ）ＰＣＮＡ
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王聪聪，等． ｍｉｃｒｏＲＮＡ３４ａ在低切应力诱导血管平滑肌细胞增殖中的作用
ＷＡＮＧ Ｃｏｎｇｃｏｎｇ，ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ３４ａ ｉｎ ｌｏｗ ｓｈｅａｒ
ｓｔｒｅｓｓｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ

　 　 　



　 　 转染ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ抑制ＶＳＭＣｓ的ｍｉＲ３４ａ表达后，
靶蛋白Ｆｏｘｊ２表达明显上调［见图６（ａ）］，而ＰＣＮＡ

表达显著降低［见图６（ｂ）］，验证了ｍｉＲ３４ａ以
Ｆｏｘｊ２为靶蛋白参与调控ＶＳＭＣｓ的增殖过程。

（ａ）Ｆｏｘｊ２ （ｂ）ＰＣＮＡ

图６　 ｍｉＲ３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染对ＶＳＭＣｓ的Ｆｏｘｊ２和ＰＣＮＡ表达的影响（Ｐ ＜０． ０５，Ｐ ＜０． ０１，ｎ ＝５）
Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｍｉＲ３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆｏｘｊ２ ａｎｄ ＰＣＮＡ ｉｎ ＶＳＭＣｓ　 （ａ）Ｆｏｘｊ２，（ｂ）ＰＣＮＡ

３　 讨论
　 　 ＬｏｗＳＳ等血流动力学环境是影响血管结构、形
态和功能的重要因素。ＥＣｓ和ＶＳＭＣｓ构成血管壁
的主要细胞成分，它们在解剖位置上相邻，在功能上
相互影响，共同维持血管功能的稳定。ＶＳＭＣｓ在切
应力条件下受到相邻ＥＣｓ的影响，发生基因表达及
细胞功能的变化，表现为增殖、凋亡和迁移等功能的
改变，最终导致血管重建［１，１６］。
　 　 本研究发现，与ＮＳＳ相比，ＬｏｗＳＳ促进联合培养
ＶＳＭＣｓ的增殖。在ＥＣｓ与ＶＳＭＣｓ联合培养的模型
中，ＥＣｓ响应ＬｏｗＳＳ的刺激，释放某种生长因子，通
过旁分泌途径作用于ＶＳＭＣｓ，促进ＶＳＭＣｓ的增殖，
其中的力学生物学机制较为复杂。本课题组前期研
究发现，ＥＣｓ感受切应力变化，将力学信号转导为胞
内信号，ＬｏｗＳＳ条件下，ＥＣｓ感受ＬｏｗＳＳ刺激，分泌
血小板衍生生长因子ＢＢ（ｐｌａｔｅｌｅｔ ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒＢＢ，ＰＤＧＦＢＢ）和转换生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒ
ｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）等生长因子，进而促
进ＥＣｓ和ＶＳＭＣｓ的增殖和迁移［１］。本研究发现，在
ＬｏｗＳＳ促进联合培养ＶＳＭＣｓ增殖的同时，联合培养
ＶＳＭＣｓ的ｍｉＲ３４ａ表达显著上调。本课题组前期
通过双荧光素酶报告基因实验表明，人Ｆｏｘｊ２的
３’ＵＴＲ含有与ｍｉＲ３４ａ的结合位点［１２］。本文通过
大鼠ｍｉＲ３４ａ的ｍｉｍｉｃｓ和ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染检测Ｆｏｘｊ２
表达，发现ｍｉＲ３４ａ 负调控Ｆｏｘｊ２ 的表达，证实
ｍｉＲ３４ａ以Ｆｏｘｊ２为靶蛋白调控了ＬｏｗＳＳ诱导的联

合培养ＶＳＭＣｓ的增殖。这一研究结果为ＬｏｗＳＳ诱
导与ＥＣｓ联合培养ＶＳＭＣｓ增殖的力学生物学机制
增添了新的证据。

近年来，ｍｉＲｓ已成为国内外学者的研究热点，
而对于ｍｉＲ３４ａ的研究主要集中在癌症方面。研究
发现，ｐ５３肿瘤抑制蛋白是癌症细胞中重要的调控
因子，ｍｉＲ３４ａ是ｐ５３转录调节网络中的重要组成
部分，通过对ｍｉＲ３４ａ初级转录本和启动子序列的
分析发现，ｍｉＲ３４ａ 直接受到ｐ５３ 的负调控，
ｍｉＲ３４ａ调控的下游基因含量相当丰富，足以调控细
胞周期进程、凋亡、ＤＮＡ修复和血管新生等过程，可
见ｍｉＲ３４ａ在调控ｐ５３肿瘤抑制因子功能方面具有
重要作用［１７］。在化学治疗敏感性的膀胱癌细胞中
ｍｉＲ３４ａ表达显著上调，细胞周期依赖性激酶６
（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅｓ ６，ＣＤＫ６）和沉默信息调节
因子２相关酶１（ｓｉｒｔｕｉｎ ｔｙｐｅ １，ＳＩＲＴ１）作为ｍｉＲ３４ａ
的靶蛋白受到ｍｉＲ３４ａ的负调控，它们的表达显著
下调，进而导致膀胱癌细胞的化疗敏感性［１８］。
ｍｉＲ３４ａ在肾小管上皮细胞中以Ｎｏｔｃｈ１和Ｊａｇｇｅｄ１
为靶点，促进低氧诱导的肾小管上皮细胞向间充质
干细胞的转换［１９］。本研究发现，ｍｉＲ３４ａ和Ｆｏｘｊ２
在ＬｏｗＳＳ诱导的ＶＳＭＣｓ增殖中具有重要调控作用。
ＶＳＭＣｓ增殖功能的改变可能诱发血管重建，进而导
致动脉粥样硬化等心血管疾病。研究结果为进一步
阐明动脉粥样硬化等心血管疾病的发病机制及寻找
更为有效的治疗靶标提供了力学生物学基础。

然而，深入探讨ＬｏｗＳＳ促进联合培养ＶＳＭＣｓ的
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增殖的调控机制，仍需要进行一些后续实验，如
ｍｉＲ３４ａ参与调控了ＬｏｗＳＳ促进ＶＳＭＣｓ的增殖过
程，在ＶＳＭＣｓ中何种转录因子参与调控ｍｉＲ３４ａ的
表达仍需进一步探讨。本文仅涉及了细胞增殖的研
究，细胞迁移等其他功能在ＬｏｗＳＳ条件下是否也受
到ｍｉＲ３４ａ和Ｆｏｘｊ２的影响将是一个有意义的科学
问题。
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