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内含子源性 miRNA 通过转录因子 AP1 调节内皮型
一氧化氮合酶表达及血管内皮细胞增殖作用
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[摘摇 要] 摇 目的摇 前期工作发现,内皮型一氧化氮合酶(eNOS)第 4 内含子的 27 碱基重复子产生相应 27鄄nt miR鄄
NA,并对 eNOS 的转录和表达有负反馈调节作用。 进一步探讨该内含子源性 27鄄nt miRNA 对内皮型一氧化氮合酶

基因调节的分子机制及血管内皮细胞增殖相关转录因子 AP1 的作用机制。 方法摇 应用 MTT 法检测人脐静脉内皮

细胞(HUVEC)的增殖抑制率;细胞划痕实验检测 HUVEC 迁移能力;免疫组织化学方法检测内皮细胞中 eNOS 和

AP1 蛋白表达水平;进一步用 Western Blot 检测 27鄄nt miRNA 表达相关情况及细胞核转录因子 eNOS 表达情况。 结

果摇 27鄄nt miRNA 对 HUVEC 增殖具有强烈抑制作用 (P < 0郾 05);27鄄nt miRNA 对 HUVEC 迁移具有显著抑制作用

(P < 0郾 05);27鄄nt miRNA 显著降低 eNOS 和 AP1 蛋白表达(P < 0郾 05);27鄄nt miRNA 通过负调控 AP1 降低 eNOS 蛋

白表达(P < 0郾 05)。 结论摇 27鄄nt miRNA 显著抑制 eNOS 和 AP1 蛋白表达,AP1 在 27鄄nt miRNA 对 eNOS 表达调节

中起重要作用。
[中图分类号] 摇 R97 [文献标识码] 摇 A

Intronic miRNA Regulates Human Endothelial Nitric Oxide Synthase Gene and Pro鄄
liferation of Endothelial Cells by the Transcription Factor AP1
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(Guangxi Medical University, Nanning, Guangxi 530021, China)
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 We previously reported that endothelial nitric oxide synthase (eNOS) intron 4 of 27 bp repeat
promoter to produce the corresponding 27鄄nt miRNA, which regulated expression of eNOS. 摇 This study was to investigate
an intronic miRNA regulated expression of the human eNOS gene and proliferation of endothelial cells by mechanism related
to the transcription factor AP1. 摇 摇 Methods摇 The endothelial cells proliferation inhibition rate was detected by MTT as鄄
say. 摇 Migration ability of endothelial cells was measured by scratch wound model in vitro. 摇 The protein expression level of
AP1 and eNOS were detected by Western Blot. 摇 摇 Results摇 Overexpression of 27鄄nt miRNA significantly inhibited the
endothelial cells proliferation (P < 0. 05). 摇 Overexpression of 27鄄nt miRNA significantly inhibited HUVEC migration (P
< 0郾 05). 摇 Overexpression of 27鄄nt miRNA significantly decreased AP1 and eNOS protein expression (P < 0郾 05). 摇
Overexpression of 27鄄nt miRNA significantly decreased eNOS protein expression by the transcription factor AP1. 摇 摇 Con鄄
clusions摇 The 27nt鄄miRNA suppresses eNOS gene expression and AP1 expression in endothelial cells. 摇 27鄄nt miRNA reg鄄
ulated expression of the eNOS by the transcription factor AP1.

摇 摇 miRNA 是一类长约 18 ~ 24 个核苷酸的高度保

守性的小分子非编码 RNA,主要通过与特异性靶基

因 miRNA 3忆鄄UTR 区结合来调控基因的表达。 新近

研究显示,内皮型 miRNA 对心血管内皮细胞生理功

能和血管发育及心血管疾病的发生发展起着重要的

调节作用[1,2]。 进一步的研究资料提示,miRNA 与细

胞增殖、分化、凋亡、胚胎发育、组织器官等形成以及

多种疾病的发生发展密切相关[3,4]。 研究发现,内皮
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型一氧化氮合酶( endothelial nitric oxide synthase,
eNOS),含 26 个外显子和 25 个内含子,主要表达在

内皮细胞[5]。 eNOS 基因中某些点突变或片段缺失,
已被视为心血管疾病的重要危险因素[6,7]。 最近资

料表明,eNOS 通过某些细胞因子的激活诱导血管内

皮细胞增殖并促进血管内皮细胞增殖[8]。 我们前期

工作发现,该27 碱基重复子以加强子方式对 eNOS 基

因的转录效率进行调节,外源性双链 27 碱基 RNA 明

显抑制 eNOS 基因的转录效率[9,10]。 此外,高表达27鄄
nt miRNA 通过抑制 STAT3 信号对 eNOS 表达及内皮

细胞的增殖进行调控[11],以上研究提示,一些核转录

因子可能参与调控基因表达。 因此,我们推测内含子

源性 27鄄nt miRNA 可能对血管内皮细胞增殖相关转

录因子 AP1 具有调控作用。 本研实验通过转染 27鄄nt
miRNA 高表达质粒,观察其对 eNOS 基因及转录因子

AP1 的影响。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endo鄄
thelial cells, HUVEC ) ( Santiago ); LipofectamineTM

2000 转 染 试 剂 盒 ( Invitrogen 公 司 ); AP1
(ABZOOM);GibcoTM ( Invitrogen 公司);eNOS 兔源

单克隆抗体(Cell signaling 公司);质粒提取试剂盒

(广州锐博生物科技有限公司);总 RNA 提取试剂

盒(北京百泰克生物技术有限公司);RT 试剂盒(美
国 MBI 公司);PCR 试剂盒(天根生化科技有限公

司);ECL( Invitrogen 公司);1640 细胞培养基和胎牛

血清(南宁博仁生物科技有限公司)。
1郾 2摇 27鄄nt miRNA 高表达质粒的构建及鉴定

根据 eNOS 第 4 内含子中 27鄄nt 重复序列 5忆鄄
GAAGTCTAGACCTGCTGCAGGGGTGAG鄄3忆设计发夹

microRNA,为检测该 microRNA 是否具有多态性,我
们设计了一个突变型寡核苷酸与 3 个突变位点 13、
14 和 15,其位于 27鄄nt 序列中心。 一个有 9 个核苷

酸的茎坏(5忆鄄UUCAAGACA鄄3忆)的产物 miRNA。 使

用来自荧光素酶基因的 27鄄nt 序列作为对照。 该质

粒含有一个 G418 抗生素选择标记用来识别已转染

细胞,随后建立稳定细胞株。 通过测序鉴定插入的

顺序和方向。 对照载体中的序列没有与人类基因

组相似[12]。
1郾 3摇 细胞培养及转染

HUVEC 用 10% 胎牛血清、DMEM 培养基培养

24 h,细胞生长至 90% 汇合,将 siRNA 或 miRNA 的

质粒通过脂质体 2000 转染到细胞,用 OptiMEM 液

体孵育。 5 h 后换成含 10%胎牛血清的 DMEM 培养

基。 待转染 48 h 后,用新霉素抗性基因筛选阳性克

隆,观察转染情况。
1郾 4摇 MTT 法检测细胞的增殖抑制率

将 wt鄄27鄄nt miRNA 和 mut鄄27鄄nt miRNA 分别转

染 HUVEC,以每孔 2 伊 104 个接种到 96 孔板中。 置

于 37益、5% CO2 培养箱中 24 h,换无血清培养 24
h。 每孔加 10 滋L MTT 和 90 滋L DMEM 培养基,继
续孵育 4 h,弃培养液。 接着每孔加 150 滋L DMSO,
振荡 10 min。 接种后 24、48 和 72 h 各检测一次。
用酶标仪测定每孔吸光度(OD)值,实验重复 3 次。
1郾 5摇 细胞划痕实验检测细胞迁移能力

将 wt鄄27鄄nt miRNA 和 mut鄄27鄄nt miRNA 分别转

染 HUVEC,以每孔 3 伊 104 个接种于 6 孔板,置于

37益、5%CO2 培养箱中 24 h。 到细胞融合之后,在培

养板底部划“一冶字痕。 分别于培养至 0 h、12 h、24 h
应用显微镜观察细胞迁移情况。 实验重复 3 次。
1郾 6摇 免疫组织化学方法检测 eNOS 蛋白和 AP1 蛋

白表达水平

切片用 PBS 洗 3 次,使用柠檬酸盐液热修复抗

原 90 s。 接着 PBS 洗 3 次,置于 3% H2O2 室温孵育

15 min。 再用 PBS 洗 3 次,每次 3 min。 之后,非免

疫血清封闭 40 min,室温下孵育 10 min。 除去血清,
分别滴加一抗 eNOS (1颐 400)和 AP1 (1颐 500),37益
下孵育 1 h。 再滴加山羊抗兔二抗(1颐 300),置于室

20 min。 然后 PBS 洗 3 次,再滴加 DAB 显色。 滴加

苏木精复染 2 min,盐酸酒精分化,PBS 洗 10 min。
最后脱水、封片。 eNOS 和 AP1 阳性染色呈棕黄色,
测量阳性标志物灰度值表示 eNOS 和 AP1 蛋白表达

量,灰度值越大,eNOS 和 AP1 蛋白含量越低。
1郾 7摇 Western Blot 检测蛋白质表达水平

首先,对转染有目的基因的 HUVEC 用细胞裂

解液进行裂解,收集细胞蛋白。 用 BAC 法进行蛋白

质定量。 取 50 滋g 蛋白质在 8% SDS鄄PAGE 上电泳,
后电转至 PVDF 膜上。 5% 脱脂牛奶室温封闭 1 h,
将膜加入 AP1 一抗并在 4益孵育过夜。 TBST 缓冲

液洗膜 3 次,每次 10 min。 加入辣根过氧化物酶标

记的山羊抗兔二抗,37益孵育 45 min,TBST 缓冲液

洗膜 3 次,每次 10 min。 将膜与化学发光检测试剂

反应 2 min:A、B 的混合溶液激发荧光,在暗室 X 胶

片感光,显影、定影后进行图像分析。
1郾 8摇 统计学处理

所有实验独立重复 3 次,数据采用x 依 s 表示,
以 SPSS 16郾 0 统计软件完成,P < 0郾 05 为差异有统
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计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 27鄄nt miRNA 强烈抑制内皮细胞增殖

摇 摇 MTT 检测结果发现,在 24 h、48 h、72 h,wt鄄27鄄nt
miRNA 和 mut鄄27鄄nt miRNA 对 HUVEC 增殖有抑制

作用,wt鄄27鄄nt miRNA 组和 mut鄄27鄄nt miRNA 组细胞

增殖抑制率明显高于对照组(P < 0郾 01),差异具有

统计学意义(表 1)。

表 1. 27nt miRNA 对内皮细胞增殖抑制率的影响(x 依 s)
Table 1. Effect of 27鄄nt miRNA on the proliferation inhibi鄄
tion rate of endothelial cells(x 依 s)

分摇 组 n 24 h 36 h 72 h

对照组 8 0. 253 依 0. 082 0. 241 依 0. 056 0. 294 依 0. 134

wt鄄27鄄nt miRNA 组 8 0. 415 依 0. 023a 0. 593 依 0. 075a 0. 524 依 0. 132a

mut鄄27鄄nt miRNA 组 8 0. 528 依 0. 156a 0. 640 依 0. 134a 0. 713 依 0. 122a

a 为 P < 0. 05,与对照组比较。

2郾 2摇 27鄄nt miRNA 强烈抑制内皮细胞迁移

划痕实验结果显示,wt鄄27鄄nt miRNA 与 mut鄄27鄄
nt miRNA 对细胞迁移具有明显的抑制作用。 经处

理 0 h、24h 后,wt鄄27鄄nt miRNA 组和 mut鄄27鄄nt miR鄄
NA 组细胞愈合率与同期对照组比较分别减少

41郾 10%和 43郾 90% ,差异有统计学意义(P < 0郾 01;
图 1 和表 2)。

图 1. 27鄄nt miRNA 对内皮细胞迁移的影响摇 摇 左为 0 h,右为

24 h;上图为 mut鄄27鄄nt miRNA 组;中图为 wt鄄27鄄nt miRNA 组;下图为

对照组。

Figure 1. Effect of 27鄄nt miRNA on migration of endothelial
cells

表 2. 27鄄nt miRNA 对内皮细胞迁移的影响(x 依 s)
Table 2. Effect of 27鄄nt miRNA on migration of endothelial
cells(x 依 s)

分摇 组 n 0 h 24 h 抑制率

对照组 8 - 0. 820 依 0. 020 -
wt鄄27鄄nt miRNA 组 8 - 0. 483 依 0. 049 41. 10%
mut鄄27鄄nt miRNA 组 8 - 0. 460 依 0. 020 43. 90%

2. 3摇 27鄄nt miRNA 明显抑制 eNOS 和 AP1 蛋白表达

免疫组织化学检测结果表明,eNOS 在 wt鄄27鄄nt
miRNA 组和 mut鄄27鄄nt miRNA 组低表达(图 2);与
对照组比较,wt鄄27鄄nt miRNA 组和 mut鄄27鄄nt miRNA
组 eNOS 表达明显下降(P < 0. 01;表 3)。 此外,AP1
在 wt鄄27鄄nt miRNA 组和 mut鄄27鄄nt miRNA 组低表达

(图 2);与对照组比较,wt鄄27鄄nt miRNA 组和 mut鄄
27鄄nt miRNA 组 AP1 蛋白表达明显下降(P < 0. 01;
表 4)。 提示,27鄄nt miRNA 高表达质粒转入显著抑

制 eNOS 和 AP1 在内皮细胞中表达。

表 3. 27鄄nt miRNA 对 eNOS 蛋白表达的影响(x 依 s)
Table 3. Effect of the 27鄄nt miRNA on eNOS protein ex鄄
pression(x 依 s)

分摇 组 n 灰度值 抑制率 P 值

对照组 10 51. 36 依 4. 87 - -
wt鄄27鄄nt miRNA 组 10 78. 10 依 8. 13 34. 23% < 0. 01
mut鄄27鄄nt miRNA 组 10 66. 47 依 7. 06 22. 73% < 0. 01

表 4. 27鄄nt miRNA 对 AP1 蛋白表达的影响(x 依 s)
Table 4. Effect of the 27鄄nt miRNA on AP1 protein expres鄄
sion(x 依 s)

分摇 组 n 灰度值 抑制率 P 值

对照组 10 53. 78 依 5. 32 - -

wt鄄27鄄nt miRNA 组 10 73. 60 依 8. 46 26. 93% < 0. 01

mut鄄27鄄nt miRNA 组 10 64. 24 依 8. 12 16. 28% < 0. 01

2. 4摇 27鄄nt miRNA 和 AP1 共同参与 eNOS 表达

Western Blot 检测结果表明,与对照组比较,
eNOS 在 wt鄄27鄄nt miRNA 组和 mut鄄27鄄nt miRNA 组的

表达分别下降 37. 54%和 34. 31% (P < 0. 01;表 5 和

图 3)。 此外,与对照组比较,AP1 在 wt鄄27鄄nt miRNA
组和 mut鄄27鄄nt miRNA 组的表达分别降低 47. 07%和

26. 18%(P <0. 01;表 6 和图 3)。 有趣的是,与对照

组相比,单独转染 wt鄄27鄄nt miRNA 或 mut鄄27鄄nt miR鄄
NA eNOS 蛋白表达水平分别减少 32. 7% 和 28. 6%
(P <0. 01),而共转染 AP1 的 wt鄄27鄄nt miRNA 或 mut鄄
27鄄nt miRNA eNOS 蛋白表达水平分别减少 74. 7%和
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48. 2% (P <0. 01;表 7 和图 4)。 这些结果显示,同时

转染 wt鄄27鄄nt miRNA 和 AP1 的 HUVEC 受到抑制的

效果极为明显,AP1 和 27鄄nt miRNA 对 eNOS 表达和

HUVEC 增殖可能有协同作用。

图 2. 27鄄nt miRNA 对 eNOS(上图)和 AP1(下图)蛋白表达的影响摇 摇 左为 wt鄄27鄄nt miRNA 组,中为 mut鄄27鄄nt miRNA 组,右为对

照组。

Figure 2. Effect of the 27鄄nt miRNA on protein expressions of eNOS and AP1

图 3. 27鄄nt miRNA 对 eNOS 和 AP1 蛋白表达的影响摇 摇 1、
6 为对照组,2、4 为 mut鄄27鄄nt miRNA 组,3、5 为 wt鄄27鄄nt miRNA 组。

Figure 3. Effect of 27鄄nt miRNA on protein expressions of
eNOS and AP1

表 5. 27鄄nt miRNA 对 eNOS 蛋白表达的影响(x 依 s)
Table 5. Effect of the 27鄄nt miRNA on eNOS protein ex鄄
pression(x 依 s)

分摇 组 n 灰度值 抑制率 P 值

对照组 3 2. 629 依 0. 088 - -

wt鄄27鄄nt miRNA 组 3 1. 642 依 0. 020 37. 54% < 0. 01

mut鄄27鄄nt miRNA 组 3 1. 727 依 0. 010 34. 31% < 0. 01

表 6. 27鄄nt miRNA 对 AP1 蛋白表达的影响(x 依 s)
Table 6. Effect of the 27鄄nt miRNA on AP1 protein expres鄄
sion(x 依 s)

分摇 组 n 灰度值 抑制率 P 值

对照组 3 2. 777 依 0. 083 - -

wt鄄27鄄nt miRNA 组 3 1. 470 依 0. 036 47. 07% < 0. 01

mut鄄27鄄nt miRNA 组 3 2. 050 依 0. 098 26. 18% < 0. 01

表 7. 27鄄nt miRNA 和 AP1 共同参与 eNOS 表达(x 依 s)
Table 7. 27鄄nt miRNA and AP1 are involved in the expres鄄
sion of eNOS(x 依 s)

分摇 组 n 灰度值 抑制率 P 值

对照组 3 1. 000 依 0. 105 - -
wt鄄27鄄nt miRNA 组 3 0. 673 依 0. 052 32. 7% <0. 01
mut鄄27鄄nt miRNA 组 3 0. 714 依 0. 072 28. 6% <0. 01
wt鄄27鄄nt miRNA + AP1 组 3 0. 253 依 0. 063 74. 7% <0. 01
mut鄄27鄄nt miRNA + AP1 组 3 0. 518 依 0. 082 48. 2% <0. 01

3摇 讨摇 论

miRNA 是一类长约 20 ~ 25 nt 的内源性非编码

的小分子 RNA。 越来越多的证据表明,miRNA 对细

胞分化、增殖、迁移和凋亡具有重要的作用。 miRNA
在各种人类疾病中,包括血管疾病和癌症以及糖尿
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图 4. 27鄄nt miRNA 和 AP1 共同参与 eNOS 表达摇 摇 1 为 wt鄄
27鄄nt miRNA 组,2 为 mut鄄27鄄nt miRNA 组,3 为 wt鄄27鄄nt miRNA + AP1
组,4 为 mut鄄27鄄nt miRNA + AP1 组,5 为对照组。

Figure 4. 27鄄nt miRNA and AP1 are involved in the expres鄄
sion of eNOS

病等疾病的发病机制中发挥关键作用[13]。 本研究

我们探讨 27鄄nt miRNA 参与 eNOS 基因调节分子机

制及血管内皮细胞增殖相关转录因子 AP1 的作用

机制,结果发现,过表达 27鄄nt miRNA 对 eNOS 的表

达有显著抑制作用以及转录因子 AP1 表达水平也

受到不同程度抑制。 进一步研究提示,转录因子

AP1 和 27鄄nt miRNA 对 eNOS 表达可能有协同作用。
eNOS 基因存在多态性[14],包括某些点突变或

片段缺失。 研究表明,eNOS 基因无论是点突变,还
是重复子序列片段缺失,都与心血管疾病有密切关

系[15]。 前期研究发现,在体外,与野生型 wt鄄27鄄nt
miRNA 相比,突变体 mut鄄27鄄nt miRNA 对 eNOS 转录

的抑制率明显降低。 此外,在体内的细胞实验中也

发现类似现象[12]。 这些数据提示,27鄄nt miRNA 特

异性调节宿主基因序列表达。 此外,27鄄nt miRNA
可能参与 eNOS mRNA 剪切、成熟等阶段调控,该调

控机制对心血管疾病的发生、发展具有重要意义。
转录因子和 miRNA 对基因组与基因进行调控,

具有广泛相互作用和反式作用[16,17]。 研究发现,转
录因子和 miRNA 内部相互协同作用已成为调控基

因的重要分子作用机制[18]。 研究表明, AP1 与

eNOS 基因 5忆调节区具有结合位点,对调控 eNOS 表

达具有重要作用[19]。 因此我们选取 AP1 进行检测,
结果发现,含有 27鄄nt miRNA 的 HUVEC 中 AP1 的

表达量受到不同程度的抑制,进而影响 eNOS 的表

达水平。 这一结果提示,27鄄nt miRNA 可能是 AP1
转录因子一类调节子。 此外,我们实验研究发现,
miRNA 过表达对 eNOS 表达具有显著抑制作用,该
作用与 AP1 表达水平下降有关。 本研究提示,27鄄nt
miRNA 和 AP1 交互调节 eNOS 在内皮细胞表达。

越来越多研究表明,miRNA 在细胞的增殖和凋

亡中发挥重要作用。 例如,过表达 miR鄄34a 促进内

皮细胞衰老[20]。 过表达 miR鄄29a 促进心肌细胞凋

亡[21]。 另外,最近研究发现,转录因子与 miRNA 对

基因调控具有协同作用。 例如,miRNA 通过调节

SP鄄1 对 HUVEC 的增殖具有调控作用[12];miR鄄365
通过调节 Bcl鄄2 的表达加强 ox鄄LDL 诱导内皮细胞

凋亡[22]。 本研究结果显示,27鄄nt miRNA 高表达质

粒的 HUVEC 增殖速率受到不同程度抑制,尤其是

同时转染 27鄄nt miRNA 和 AP1 的 HUVEC 中 eNOS
蛋白表达水平显著降低。 因此,我们推测 27鄄nt
miRNA 与 AP1 可能对 HUVEC 增殖具有协同作用,
但 27鄄nt miRNA 与 AP1 的协同作用分子机制尚不清

楚,还有待进一步研究。
综上所述, 我们已经证明, 27鄄nt miRNA 在

eNOS 基因表达调控的重要作用;27鄄nt miRNA 与

AP1 对 eNOS 基因调控具有协同作用。 本研究为研

究基因靶点提供一种新的方法;此外,揭示了 miR鄄
NA 与人类重大疾病关键基因之间的内在关联及其

潜在临床应用价值。
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