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ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃２１４⁃３ｐ 在周期性张应变诱导
内皮祖细胞分化和增殖中的作用
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摘要：目的 　 探讨 ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃２１４⁃３ｐ（ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ）在周期性张应变诱导内皮祖细胞（ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ，
ＥＰＣｓ）分化和增殖中的作用。 方法　 采用 ＦＸ⁃５０００Ｔ 细胞周期性张应变加载装置对 ＥＰＣｓ 施加生理水平的周期性

张应变（５％ 幅度、１􀆰 ２５ Ｈｚ 频率）， 加载时间 ２４ ｈ。 应用 ｍｉＲＮＡｓ 芯片筛选周期性张应变调控下差异表达的 ｍｉＲ⁃
ＮＡｓ，并挑选 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 进行深入研究。 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法检测 ＥＰＣｓ 内平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ
ｃｅｌｌｓ， ＶＳＭＣｓ）相标志分子的表达，ＢｒｄＵ 结合酶联免疫吸附 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＥＰＣｓ 增殖功能。 之后，使用 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ
抑制剂抑制 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 的表达，检测 ＥＰＣ 内 ＶＳＭＣ 相标志分子表达及 ＥＰＣｓ 增殖。 结果　 周期性张应变显著抑制

ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 表达，并抑制 ＥＰＣｓ 向 ＶＳＭＣ 相分化，同时显著促进 ＥＰＣｓ 增殖。 在静态条件下，使用 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 抑制

剂干扰 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 的表达，ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 水平下降同样会抑制 ＥＰＣｓ 向 ＶＳＭＣ 相分化，并且诱导 ＥＰＣｓ 增殖能力显著

上升。 结论　 生理水平的周期性张应变能够抑制 ＥＰＣｓ 内 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 表达，从而抑制 ＥＰＣｓ 向 ＶＳＭＣ 相分化，并且

促进 ＥＰＣｓ 增殖。 研究结果为血管损伤的治疗提供新的治疗靶点。
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　 　 内皮祖细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ， ＥＰＣｓ）
是一类具有自我更新和定向分化能力的前体细胞，亦
称成血管细胞，在内源性组织修复、损伤内膜修复以

及血管再生过程中起重要作用［１］。 ＥＰＣｓ 主要存在于

骨髓和外周血中，脐带血、脂肪组织、脾脏、心肌、及骨

骼肌等也有少量 ＥＰＣｓ［２］。 在生理状态下，它们在骨

髓中处于休眠状态，当内皮功能发生障碍、血管损伤

或烧伤等情况发生时，ＥＰＣｓ 被激活，活化的细胞由骨

髓动员到外周血中进入循环系统，并趋化归巢至损伤

区域定向分化为成熟内皮细胞（ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，
ＥＣｓ），取代损伤 ＥＣｓ，进而内源性修复、抑制内膜异常

增生并参与新生血管的形成，保持血管完整性［３⁃４］。
目前研究表明，ＥＰＣｓ 与人类心血管疾病密切相关，如
循环 ＥＰＣｓ 的数量减少会诱导多种相关危险因素，如
高血压、糖尿病等［５⁃７］。 血管平滑肌细胞（ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ， ＶＳＭＣｓ） 位 于 血 管 中 膜 层，
ＶＳＭＣｓ 的异常增生与动脉粥样硬化斑块形成等密切

相关［８］，一旦血管内膜受损严重，黏附在血管壁损伤

部位的 ＥＰＣｓ 因局部血流产生的力学环境发生变化，
导致了 ＥＰＣｓ 向 ＶＳＭＣ 相分化，在内膜层堆积增厚，
使血管处于病理状态［９］。 因此，抑制 ＥＰＣｓ 向 ＶＳＭＣ
相分化，对抑制血管新生内膜增厚至关重要。 通过

移植 ＥＰＣｓ，使 ＥＰＣｓ 动员、归巢到受损区域，定向

分化为成熟 ＥＣｓ，同时抑制其向 ＶＳＭＣ 相分化，修
复血管内皮，促进局部血管新生，从而治疗心血管

相关疾病。
ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ， ｍｉＲｓ）是一类长为 ２０～２４

个核苷酸，并可参与转录后水平调节基因表达的非

编码单链 ＲＮＡ 分子，成熟后的 ｍｉＲＮＡｓ 能通过特异

性结合同源信使 ＲＮＡｓ（ｍＲＮＡｓ）的 ３’非编码区域

（３’ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎ，３’ＵＴＲ），从而使靶 ｍＲＮＡ 降

解或抑制其蛋白质的翻译，最终调控多个靶基因表

达［１０⁃１２］。 目前越来越多的证据表明，ｍｉＲＮＡｓ 在心

血管疾病的发生发展过程中也扮演了重要的角色。

低切应力条件下的 ＥＣｓ 分泌 ＩＧＦ⁃１， 调控联合培养

ＶＳＭＣｓ 的 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 及其靶基因，对 ＶＳＭＣｓ 的增殖

产生影响［１３］。 有报道称多种 ｍｉＲＮＡｓ 参与 ＥＰＣ 增

殖、分化和血管生成等过程， 是一种重要的调控因

子，例如 ｍｉＲ⁃１９ａ、ｍｉＲ⁃４５２ 和 ｍｉＲ⁃１０７ 等［１４⁃１６］。 在

ｍｉＲＮＡｓ 参与新血管形成和修复损伤血管的过程

中，力学因素起着重要作用［１７］。 周期性张应变促进

ＶＳＭＣｓ 分泌 ｍｉＲ⁃２７ａ，从而调控 ＥＣｓ 增殖［１８］。 层流

切应力能够诱导 ｍｉＲ⁃１２６ 水平，通过上调或下调多

种基因水平，对动脉粥样硬化产生影响［１９］。 层流切

应力诱导 ｍｉＲ⁃３４ａ 水平升高促进 ＥＰＣｓ 向 ＥＣｓ 分

化［２０］。 上述结果提示，研究力学响应的 ｍｉＲＮＡｓ 在

心血管疾病中的作用，对寻找有效的治疗手段有重

要意义。
目前的研究主要关注切应力对 ＥＰＣ 功能的影

响，而周期性张应变同样是 ＥＰＣｓ 参与修复血管内膜

的重要力学因素。 当内膜受损后，骨髓中储藏的

ＥＰＣｓ 归巢至损伤区域，黏附在血管壁上，受到血流脉

动产生的周期性张应变的刺激，使 ＥＰＣｓ 功能发生变

化，对保持血管完整性和抑制内膜过度增生发挥了重

要作用。 然而，目前周期性张应变对 ＥＰＣｓ 功能的调

控及其参与的分子机制仍不清楚。 本文主要探讨周

期性张应变对 ＥＰＣ 分化功能的影响，利用周期性张

应变加载装置，对 ＥＰＣｓ 施加生理性周期性张应变

（幅度 ５％、频率 １􀆰 ２５ Ｈｚ），研究其对 ＥＰＣｓ 增殖及分化

的影响。 通过 ｍｉＲＮＡｓ 芯片筛选出受周期性张应变

调控的 ｍｉＲｓ，并探讨 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 对 ＥＰＣｓ 增殖和分

化这一过程的作用，提示生理水平的周期性张应变对

损伤血管修复具有重要作用，为寻找血管内皮修复的

重要分子及相关调节机制提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 ＥＰＣｓ 分离及原代培养

ＥＰＣｓ 分离自 １８０ ～ ２２０ ｇ 雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ⁃Ｄａｗｌｅｙ
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（ＳＤ）大鼠的股骨和胫骨骨髓［２１］； 在超净工作台

中，将骨浸于含有抗生素的冰 ＰＢＳ 中，剔除其周围

的肌肉和组织，切断股骨和胫骨连接的关节处，用
ＰＢＳ 将骨髓冲洗出。 通过密度梯度离心法，使用淋

巴细胞分离液（Ｈｉｓｔｏｐａｑｕｅ⁃１０８３， Ｓｉｇｍａ 公司，美国）
分离出骨髓中的单核细胞（白膜层），加入含有胎牛

血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ， ＦＢＳ）、血管内皮生长因子

（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ＶＥＧＦ）、成纤维

细胞生长因子⁃Ｂ、表皮生长因子、皮质醇、ｒ３ 胰岛素

样 生 长 因 子⁃１ （ ｒ３⁃ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃１，
Ｒ３⁃ＩＧＦ⁃１）、维生素 Ｃ、庆大霉素、两性霉素⁃Ｂ（ ａｍ⁃
ｐｈｏｔｅｒｉｃｉｎ Ｂ）的 ＥＣｓ 培养液（ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｍｅｄｉｕｍ⁃２， ＥＧＭ⁃２，Ｌｏｎｚａ 公司，美国）中，重悬细胞

培养到 ０􀆰 １％ 明胶包被的 ６ 孔板中。 再将 ６ 孔板放

入 ５％ ＣＯ２、３７ ℃培养箱中，４ ｄ 之后，弃去未附着的

细胞，换入新鲜的培养液，之后每 ３ ｄ 更换 １ 次培养

液，培养贴壁细胞。
１􀆰 ２　 ＥＰＣ 鉴定

使用经典方式鉴定 ＥＰＣｓ［２２］。 贴壁的细胞培养

８ ｄ 之后，与乙酰低密度脂蛋白（ＤｉＩ⁃ａｃ⁃ＬＤＬ， Ｍｏｌｅｃ⁃
ｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅｓ 公司，美国）孵育 ４ ｈ 后，加入 ４％ 多聚甲

醛固定，加 １０ μｇ ／ ｍＬ 荆豆凝集素（ ＦＩＴＣ⁃ＵＥＡ⁃ｌｅｃ⁃
ｔｉｎ， Ｓｉｇｍａ 公司， 美国）培养，使用荧光倒置显微镜

（ＩＸ⁃７１，Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司，日本）观察，呈双阳性则是正

在分化的 ＥＰＣｓ。
１􀆰 ３　 周期性张应变加载

使用 ＦＸ⁃５０００Ｔ 细胞周期性张应变加载装置

（Ｆｌｅｘｃｅｌｌ 公司， 美国），对体外培养的细胞施加周期

性张应变，模拟体内动脉血管细胞受到的力学刺

激。 其基本工作原理为：细胞种在硅胶膜制成的柔

性 ６ 孔 Ｆｌｅｘｃｅｌｌ 细胞板中，置于 Ｆｌｅｘｃｅｌｌ 真空基板

上，构造成一个封闭空间，使用计算机设置真空阀

开闭的频率和幅度等参数，使真空进行抽吸进而使

６ 孔板底部的柔性硅胶膜产生形变，对种植在膜上

的 ＥＰＣｓ 施加一定的周期性张应变［２３⁃２４］。
张应变加载条件：将同步化处理后 ＥＰＣｓ 的

Ｆｌｅｘｃｅｌｌ 板放置于真空的基座上，使橡胶条造成全封

闭的环境，应用 ＦＸ⁃５０００Ｔ 周期性张应变加载装置

对 ＥＰＣｓ 进行牵拉，按照下列力学加载参数：① 模拟

动脉应力条件，幅度为 ５％，② 频率为 １􀆰 ２５ Ｈｚ，③ 加

载时间为 ２４ ｈ。 对照组为相同培养条件但没有施

加张应变的 ＥＰＣｓ。
１􀆰 ４　 ｍｉＲＮＡ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染

ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ（ ＩＮ）由上海吉玛公司设

计并合成的，序列信息如下：ｒｎｏ⁃ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 抑制剂

序列由 ５’⁃３’为 ＣＵＧＣＣＵＧＵＣＵＧＵＧＣＣＵＧＣＵＧＵ；对
照 组 片 段 序 列 由 ５ ’⁃３ ’ 为 ＣＡＧＵＡＣＵＵＵＵＧＵ⁃
ＧＵＡＧＵＡＣＡＡ。

ｍｉＲＮＡ 干粉经高速离心之后，轻轻打开管盖，
加入所需体积的 ＤＥＰＣ 水，配成终浓度为 ２０ ｍｏｌ ／ Ｌ
溶液，分装保存防止多次冻融。

种在 ６ 孔板中的细胞生长密度为 ７０％～ ８０％ 时

进行转染，取 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＴＭ ２０００ 和 ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 按

１ ∶５０混匀，同样地，转染片段和 ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 按 １ ∶５０ 混

匀，将上述两种混合液室温静置 ５ ｍｉｎ 后等比例混

匀，室温静置 １５ ｍｉｎ。 用无血清 Ｍ１９９ 基础培养液

洗两次细胞，加入 ５００ μＬ Ｍ１９９ 基础培养液和

５００ μＬ混合液，配制成浓度为 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的混合

液，轻柔混匀，放置在 ５％ ＣＯ２、３７ ℃培养箱中，转染

８ ｈ 后补充 １ ｍＬ 完全培养液，共转染 ２４ ｈ 后收样。
１􀆰 ５　 实时 ｑＰＣＲ

使用 ＴＲＩｚｏｌ 提细胞总 ＲＮＡ。 分光光度计检测

ＲＮＡ 样品的纯度和浓度。 实验过程中使用的 ＥＰ 管

及枪头均无 ＲＮＡ 酶，以防 ＲＮＡ 降解。
１􀆰 ５􀆰 １ 　 ｍＲＮＡ 逆转录及实时 ＰＣＲ 　 冰上操作，
２０ μＬ逆转录反应体系需要的试剂有：ＲＮＡ 样品加

入 １ μＬ Ｏｌｉｇｏ（ ｄＴ） １８ ｐｒｉｍｅｒ，补 ＤＥＰＣ 水至１２ μＬ，
６５ ℃，５ ｍｉｎ， ５ × 反 应 缓 冲 液 ４ μＬ， １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ｄＮＴＰ 混合物 ２ μＬ，ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ Ｍ⁃ＭｕＬＶ 逆转录酶

（２００ Ｕ ／ μＬ） １ μＬ， ＲＮＡ 酶 抑 制 剂 （ ２０ Ｕ ／ μＬ）
１ μＬ；４２ ℃孵育 ６０ ｍｉｎ；７０ ℃ 孵育 ５ ｍｉｎ；后将样

品放置在冰上。 ｃＤＮＡ 放入－２０ ℃ 保存。 内参为

ＧＡＰＤＨ。 实时 ＰＣＲ 的反应程序如下：９５ ℃，３０ ｓ；
９５ ℃，５ ｓ；６０ ℃，４５ ｓ。
１􀆰 ５􀆰 ２　 ｍｉＲＮＡ 逆转录及实时 ＰＣＲ　 冰上操作，计
算所得 ＲＮＡ 体积加 ２０ μＬ 逆转录反应体系所需要

的试剂：５×反应缓冲液 ４ μＬ，１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ 混合

物 ０􀆰 ７５ μＬ，ＲＮＡ 酶抑制剂 （ ２０ Ｕ ／ μＬ） ０􀆰 ２５ μＬ，
ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ Ｍ⁃ＭｕＬＶ 逆转录酶（２００ Ｕ ／ μＬ） ０􀆰 ２ μＬ，
ｍｉＲＮＡ 逆转录酶引物（１ μｍｏｌ ／ Ｌ）１􀆰 ２ μＬ，Ｕ６ 逆转

录酶引物 （ １ μｍｏｌ ／ Ｌ） １􀆰 ２ μＬ，混匀， ２５ ℃ 孵育

３０ ｍｉｎ；４２ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎ；８５ ℃ 孵育 ５ ｍｉｎ，所得
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ｃＤＮＡ 放入－２０ ℃保存。 内参为 Ｕ６。 实时 ＰＣＲ 反

应程序如下：９５ ℃，３ ｍｉｎ；９５ ℃，１２ ｓ；６０ ℃，５０ ｓ。
配制反应体系的所有操作均在冰上进行，每个反应

体系有 ３ 个复孔。 扩增产物通过溶解曲线来判断

其特异性，各基因相对表达量对照各自内参通过

２－ΔΔＣｔ的方法计算得到。
１􀆰 ６　 ＢｒｄＵ ＥＬＩＳＡ 检测细胞增殖

细胞准备：将选取好的细胞接种于 ６ 孔板中，
密度为 １􀆰 ５×１０５ ／孔，３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中培

养，分别施加周期性张应变和 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 抑制剂干

扰，在培养结束之前 ８ ｈ，将溴脱氧尿苷（ ｂｒｏｍｏｄｅ⁃
ｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ， ＢｒｄＵ）按照 １ ∶１ ０００ 比例稀释（终浓度为

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）孵育细胞，之后将细胞按密度 １×１０４ ／孔
种于 ９６ 孔板中，８～１０ ｈ 后吸干培养液，４ ℃过夜。

ＥＬＩＳＡ 方法：① 加入 ＦｉｘＤｅｎａｔ 溶液，２００ μＬ ／孔，
室温固定 ３０ ｍｉｎ；② 弃固定液，将 ａｎｔｉ⁃ＢｒｄＵ 用 ａｎｔｉ⁃
ＢｒｄＵ⁃ＰＯＤ 溶液按照 １ ∶ １００ 稀释，１００ μＬ ／孔，室温

９０ ｍｉｎ；③ 弃去抗 ＢｒｄＵ⁃ＰＯＤ 溶液，ＰＢＳ 洗酶标板，
２００ μＬ ／孔，洗 ３ 次；④ 加入底物溶液，１００ μＬ ／孔，
避光显色，当溶液变蓝时加入 １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４ 终止

反应，２５ μＬ ／孔；⑤ 放入酶标仪检测吸光值（吸收波

长 ４５０ ｎｍ，参考波长 ６３０ ｎｍ）。

１􀆰 ７　 统计学方法

所有实验独立重复至少 ３ 次。 每组实验数据

均由均数±标准差形式表示。 两组数据之间差异采

用 ｔ 检验，数据用 ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 分析是否有显著

性差异。 Ｐ＜０􀆰 ０５表示组间具有显著性差异。

２　 结果

２􀆰 １　 双荧光标记法鉴定 ＥＰＣｓ
ＳＤ 大鼠骨髓分离出的 ＥＰＣｓ 定向诱导培养至

第 ８ ｄ，使用双荧光标记法鉴定 ＥＰＣｓ。 结果表明，
ＥＰＣｓ 开始发育形成鹅卵石状。 ＥＰＣｓ 吞噬 Ｄｉｌ 标记

的乙酰低密度脂蛋白（ＤｉＩ⁃ａｃＬＤＬ）后，激光共聚焦显

微镜下观察，呈现红色荧光，当 ＥＰＣｓ 结合了 ＦＩＴＣ
标记的荆豆凝集素（ＦＩＴＣ⁃ＵＥＡ⁃ｌｅｃｔｉｎ）后，呈现绿色

荧光，发出黄色荧光则是既吞噬了 Ｄｉｌ 标记的乙酰

化低密度脂蛋白，又结合了 ＦＩＴＣ 标记的荆豆凝集

素，染色呈双阳性，为正在分化的 ＥＰＣｓ（见图 １）。
由此可知，密度梯度离心法得到的大鼠单核细胞，
经诱导培养后形成了典型的 ＥＰＣｓ 形态，可以吞噬

Ｄｉｌ 标记的乙酰化低密度脂蛋白，并结合 ＦＩＴＣ 标记

的荆豆凝集素。 本实验使用这一方法得到了正在

分化中的 ＥＰＣｓ。

图 １　 大鼠骨髓来源 ＥＰＣｓ鉴定

Ｆｉｇ．１　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ＥＰＣｓ　 （ａ） Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＥＰＣｓ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ａｆｔｅｒ ８ ｄａｙｓ， （ｂ） ＥＰＣｓ ｗｅｒｅ
ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＦＩＴＣ⁃ＵＥＡ⁃ｌｅｃｔｉｎ， （ｃ） ＥＰＣｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＤｉＩ⁃ａｃＬＤＬ， （ｄ） ＥＰＣｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｄｕａｌ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ

２􀆰 ２　 周期性张应变对 ＥＰＣｓ 功能的影响

为研究周期性张应变是否参与调控 ＥＰＣ 功能，
应用 ＦＸ⁃５０００Ｔ 周期性张应变加载装置，对体外培

养 ＥＰＣｓ 施加 ５％ 幅度、１􀆰 ２５ Ｈｚ 频率的周期性张应

变（模拟生理条件下体内动脉受到的周向张应变），
加载 ２４ ｈ，然后用 ＢｒｄＵ ＥＬＩＳＡ 方法和实时 ＰＣＲ 分

别检测细胞增殖以及 ＶＳＭＣ 相分化相关分子 ｃａｌｐｏ⁃
ｎｉｎ 和 α⁃ＳＭＡ 的表达（见图 ２）。 结果显示，与静态

组细胞比较，施加了周期性张应变的 ＥＰＣｓ 增殖能

力显著升高，提示 ５％ 幅度、１􀆰 ２５ Ｈｚ 周期性张应变

促进 ＥＰＣｓ 的增殖。 同时，ＥＰＣｓ 的 ＶＳＭＣ 相标志分

子表达水平显著下降，说明周期性张应变可以抑制

ＥＰＣｓ 向 ＶＳＭＣ 相分化。
２􀆰 ３　 周期性张应变抑制 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 表达

根据 ｍｉＲＮＡｓ 芯片结果挑选出 ５ 个周期性张应

变调控下差异表达的 ｍｉＲＮＡｓ，利用实时 ＰＣＲ 确定

ＥＰＣｓ 中 ｍｉＲＮＡｓ 表达是否有显著性差异，对静态组

以及周期性张应变加载 ２４ ｈ 组 ＥＰＣｓ 的 ｍｉＲＮＡｓ 表
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图 ２　 周期性张应变对 ＥＰＣｓ功能的影响（ｎ＝ ５，∗Ｐ＜０􀆰 ０５）
Ｆｉｇ．２　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ ｏｎ ＥＰＣｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎ　 （ａ） Ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＰＣｓ， （ｂ） Ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ

ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＶＳＭＣ ｍａｒｋｅｒ ｉｎ ＥＰＣｓ

达情况进行检测。 结果显示，相较于静态组，生理性

张应变抑制 ＥＰＣｓ 内 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 的表达水平（见图

３）。 以上结果说明，ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 能够响应力学刺激，
可能参与了周期性张应变调控 ＥＰＣｓ 功能这一过程。

图 ３　 周期性张应变条件下 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 的表达水平下降

（ｎ＝ ５，∗Ｐ＜０􀆰 ０５）
Ｆｉｇ．３ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ ｗａｓ ｄｅｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ

ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ

２􀆰 ４　 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 调控 ＥＰＣｓ 功能

上述结果提示，周期性张应变可能是通过 ｍｉＲ⁃
２１４⁃３ｐ 参与对 ＥＰＣｓ 的功能调控，故通过下调 ｍｉＲ⁃
２１４⁃３ｐ 的表达进一步验证它对 ＥＰＣｓ 功能的影响。

为证实 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 对 ＥＰＣｓ 功能的调控作用，
用 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 及对照组片段各 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ
转染 ＥＰＣｓ ２４ ｈ，之后 ＢｒｄＵ ＥＬＩＳＡ 检测细胞增殖情

况及实时 ＰＣＲ 检测 ＶＳＭＣ 标志分子 ｃａｌｐｏｎｉｎ 和 α⁃
ＳＭＡ 的表达变化情况。 结果显示，转染了 ｍｉＲ⁃２１４⁃
３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 后，ＥＰＣｓ 的 ＶＳＭＣ 相标志分子 ｃａｌｐｏｎｉｎ
和 α⁃ＳＭＡ 均有显著下降，而 ＥＰＣｓ 增殖能力显著上

升（见图 ４）。

３　 讨论

内膜损伤是多种心血管疾病的起始因素，目前

众多研究发现，通过 ＥＰＣｓ 修复内皮层功能，维护血

管内膜稳定，是应用最广泛的治疗方式［２５］。 ＥＰＣｓ
是一类具有自我更新能力，并可以定向分化多功能

干细胞，在生理条件下，ＥＰＣｓ 在骨髓中是静止状态，
缺血、损伤或药物等的刺激下，可动员骨髓中 ＥＰＣｓ
进入体循环，归巢至损伤处分化为成熟的 ＥＣｓ 发挥

其作用，ＥＰＣｓ 的这一发现为实现损伤血管处再内皮

化，修复损伤或缺血组织及器官提供了更多的可

能［２６⁃２７］。 血管内膜层的 ＥＣｓ 位于循环血和 ＶＳＭＣｓ
之间，一旦 ＥＣｓ 受损严重，暴露出的 ＶＳＭＣｓ 过度增

殖，最终导致血管内发生狭窄甚至完全堵塞［２８］。 因

此，促进血管损伤部位的内皮修复并且抑制 ＶＳＭＣｓ
异常增殖，对于动脉粥样硬化和血管再狭窄的预防

作用十分关键。 研究发现，生理状态下脉管内血流

产生的切应力抑制 ＥＰＣｓ 向 ＶＳＭＣ 相分化［２９］，对抑

制内膜过度增生发挥了重要的作用。
当 ＥＰＣｓ 黏附到损伤部位后，受到来自血流通

过血管壁主要产生两种生理性机械应力：层流切应

力以及周期性张应变［３０］。 越来越多的研究认为，切
应力对修复血管内膜具有重要的作用，有大量研究

报道了切应力对 ＥＰＣｓ 功能的影响。 例如，切应力

可以改善老年人 ＥＰＣｓ 的功能，通过促进 ＣＸＣＲ４ ／
ＪＡＫ⁃２ 信号通路增加 ＥＰＣｓ 再内皮化的能力［３１］。 而

周期性张应变对调控 ＥＣｓ 的功能同样起到十分重

要的作用，并且可以调控 ＶＳＭＣｓ 增殖、表型改变和

重建［３２⁃３３］。 由此可见，力学因素对于维持血管的完

整性十分关键。 现有研究更多关注了切应力对

ＥＰＣ 功能的影响，而周期性张应变对 ＥＰＣｓ 产生的

作用及其参与的分子机制鲜有报道。 本文主要探

讨了周期性张应变对 ＥＰＣ 产生的影响，通过在体外

３７

李　 娜，等． ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃２１４⁃３ｐ 在周期性张应变诱导内皮祖细胞分化和增殖中的作用

ＬＩ Ｎａ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ Ｒｏｌｅ ｏｆ ＭｉｃｒｏＲＮＡ⁃２１４⁃３ｐ ｉｎ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ Ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ
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图 ４　 抑制 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 对 ＥＰＣｓ功能的影响（ｎ＝ ３，∗Ｐ＜０􀆰 ０５）
Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｎ ｔｈｅ ＥＰＣ ｆｕｎｃｔｉｏｎ　 （ａ） Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｒ⁃２１４⁃３ｐ ｌｅｖｅｌ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａ⁃

ｔｉｏｎ ｏｆ ＥＰＣｓ， （ ｂ） Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｒ⁃２１４⁃３ｐ ｌｅｖｅｌ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣ ｍａｒｋｅｒ， （ ｃ） Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ＥＰＣｓ ｗａｓ ｅｎｈａｎｃｅｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｒ⁃２１４⁃３ｐ ｂｙ ｉｎ⁃ｓｉｔｕ ＢｒｄＵ

利用周期性张应变加载装置，研究 ＥＰＣｓ 是否受到

周期性张应变的调控以及在这一过程中参与发挥

作用的关键分子。
为模拟 ＥＰＣｓ 体内黏附在血管上的所受的力学

作用，选择 Ｆｌｅｘｃｅｌｌ ５０００Ｔ 细胞周期性张应变的加载

装置，通过将细胞种在底部是弹性硅胶膜的 Ｆｌｅｘｃｅｌｌ
６ 孔板上，利用计算机调节细胞加载的不同频率、幅
度以及作用时间。 根据体内血管受到的力学环境，
在体外对细胞加载 ５％ 幅度、１􀆰 ２５ Ｈｚ 频率模拟正常

生理条件下的周期性张应变。 对 ＥＰＣｓ 施加周期性

张应变后，首先检测 ＥＰＣｓ 功能，发现周期性张应变

加载的 ＥＰＣｓ 比静态细胞有更强的增殖能力，而且

显著抑制其向 ＶＳＭＣ 相分化。 这些结果证实，周期

性张应变可以使黏附在血管壁上的 ＥＰＣｓ 大量增

殖，同时抑制其向 ＶＳＭＣｓ 分化，对参与损伤处内膜

修复具有重要作用。
近年来，大量研究发现，ｍｉＲＮＡｓ 是 ＥＰＣｓ 增殖、

分化及血管新生等过程的重要调控因子。 例如：
ｍｉＲ⁃２６ａ 过表达可以显著抑制 ＥＰＣｓ 增殖和血管生

成 的 能 力［３４］； ｍｉＲ⁃１３０ａ 表 达 水 平 下 降 或 是

ＭＡＰ３Ｋ１２ ｍＲＮＡ 表达上升都将显著减弱 ＥＰＣｓ 迁

移和集落形成而促进其凋亡［３５］。 而且 ｍｉＲＮＡｓ 在

许多心血管相关疾病的发展过程中都发挥了关键

作用，可能会成为心血管疾病新的诊断和治疗靶

标。 ｍｉＲ⁃１５５ 能够通过调节 ＥＣｓ 和 ＶＳＭＣｓ 的炎症

反应的基因表达，影响动脉粥样硬化斑块的形

成［３６］；动脉粥样硬化患者的 ＥＰＣｓ 中 ｍｉＲ⁃２２１ 表达

显著增加，并抑制 ＥＰＣｓ 增殖［３７］。 ｍｉＲＮＡｓ 调节了

人类约 ３０％基因，是多个生物过程的重要调控因

子［３８］，因此，本文旨在探讨 ｍｉＲＮＡｓ 在周期性张应

变调控 ＥＰＣｓ 功能改变这一过程中发挥的作用。
首先，基于 ｍｉＲＮＡｓ 芯片结果，挑选出周期性张应

变调控下表达差异较大的 ５ 个 ｍｉＲＮＡｓ：ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ、
ｍｉＲ⁃４６５⁃５ｐ、 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ， ｍｉＲ⁃１９９ａ⁃５ｐ 和 ｍｉＲ⁃３８２⁃
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５ｐ。 并用实时 ＰＣＲ 进行验证，结果显示，与静态组

相比，５％ 幅度、１􀆰 ２５ Ｈｚ 周期性张应变条件下 ＥＰＣｓ
中的 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 显著下调，而其他 ４ 种 ｍｉＲＮＡｓ 变

化不显著。 因此，推测 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 可能参与了周期

性张应变调控 ＥＰＣｓ 增殖以及抑制向 ＶＳＭＣｓ 分化

的过程。 目前有关 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 与 ＥＰＣ 相关的研究

鲜有报道，故本文提出 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 可能参与周期性

张应变调控 ＥＰＣｓ 功能的分子机制，从而对血管内

皮层修复产生影响。
当前研究发现，ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 与多种癌症相关。

基因敲入 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 可以通过破骨细胞活性显著

增加骨吸收［３９］，ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 也可以有效阻碍原发性

肝癌细胞增殖，并通过靶向 ＭＥＬＫ 诱导细胞凋

亡［４０］。 但 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 在 ＥＰＣｓ 增殖和分化中的作

用鲜有研究，为了探讨 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 是否响应力学刺

激并在调控 ＥＰＣ 功能中发挥的作用，本文对施加了

周期性张应变的 ＥＰＣｓ 中 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 的表达情况进

行研究，并且运用 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 抑制剂下调 ｍｉＲ⁃２１４⁃
３ｐ 水平，模拟力学状态，并利用实时 ＰＣＲ 和ＢｒｄＵ
ＥＬＩＳＡ 方法检测 ＥＰＣｓ 向 ＶＳＭＣ 相分化的分子指标

以及细胞增殖情况。 结果发现，周期性张应变下调

ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 的表达，增加 ＥＰＣｓ 的增殖能力，并抑制

ＥＰＣｓ 向 ＶＳＭＣ 相分化。 由此可知，ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 可

响应力学刺激，从而调控 ＥＰＣｓ 功能，该结果为研究

血管内皮修复提供新的参考。

４　 结语

本文利用体外实验发现，生理性的周期性张应

变通过抑制 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 的表达水平，进而促进

ＥＰＣｓ 的增殖能力，并且抑制其向 ＶＳＭＣ 相分化。 本

文主要揭示了 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 在 ＥＰＣｓ 增殖和分化中的

重要作用，为研究周期性张应变调控 ＥＰＣｓ 的增殖

和分化，促进损伤血管修复提供新的分子机制和潜

在靶标。 研究结果对探讨基于调控 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 维

持血管完整性的有效治疗具有重要意义。
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