
[收稿日期] 摇 2014鄄12鄄01 [修回日期] 摇 2015鄄01鄄11
[基金项目] 摇 福建省自然科学基金青年项目(2012J015146);高等学校博士学科点专项科研基金资助课题新教师类基金

(20113518120006)
[作者简介] 摇 陈琴,博士,主治医师,研究方向为糖尿病血管并发症机制、缺血性心脏病基础及临床研究,E鄄mail 为 ndcq@
163郾 com。 黄铭涵,硕士,研究方向为糖尿病并发症基础及临床研究。 通讯作者郑行春,副主任医师,研究方向为动脉粥样硬

化、糖尿病血管并发症、冠心病的介入治疗,E鄄mail 为 xingchunzheng@ 126郾 com。

[文章编号] 摇 1007鄄3949(2015)23鄄03鄄0261鄄05 ·实验研究·

microRNA鄄503 在糖尿病大鼠心肌梗死后血管新生过程中的变化
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[摘摇 要] 摇 目的摇 通过比较自发糖尿病 GK 大鼠与 Wistar 大鼠急性心肌梗死后,梗死边缘区心肌组织内血管新生

水平、microRNA鄄503(miR鄄503)及其靶基因水平的变化,探讨 miR鄄503 在糖尿病心肌缺血后血管新生中的调控作

用。 方法摇 选取 GK 大鼠、Wistar 大鼠各 30 只,结扎左前降支近段建立急性心肌梗死模型,分别于术前及术后 3
天、7 天、14 天、28 天处死动物,留取血浆及心脏组织。 免疫组织化学染色法检测梗死边缘区心肌峪因子表达计数

微血管数;qRT鄄PCR 检测组织中 miR鄄503 水平;Western blot 检测梗死边缘区细胞周期素 E1 和细胞分裂周期蛋白

25A 表达水平。 结果摇 在缺血后各时间点,GK 大鼠组心肌梗死边缘区微血管数量均少于 Wistar 大鼠组(P <
0郾 05),而心肌组织内的 miR鄄503 水平均高于 Wistar 大鼠组(P < 0郾 05),细胞分裂周期蛋白 25A 表达水平均低于

Wistar 大鼠组(P < 0郾 05)。 GK 大鼠组心肌组织细胞周期素 E1 蛋白表达水平仅在术后 14 天及 28 天时低于 Wistar
大鼠组(P < 0郾 05)。 结论摇 糖尿病可引起心肌缺血组织边缘区 miR鄄503 异常升高;升高的 miR鄄503 可能通过抑制

细胞分裂周期蛋白 25A 的表达,参与调控糖尿病心肌梗死边缘区组织内血管新生能力的下降。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the expression of micorRNA鄄503 and its target genes, in process of diabetes mellitus
induced impairment reparative angiogenesis after acute myocardial infarction. 摇 摇 Methods摇 GK rats and Wistar rats 30
each were made into the model of acute myocardial infarction by ligating the left anterior descending coronary artery. 摇 Cap鄄
illary density around the region of infarction was detected by immunohistochemical staining with vWF, expression of micor鄄
RNA鄄503 was measured by qRT鄄PCR, and the protein expressions of cyclinE1 and cell division cycle 25A (CDC25A) were
measured by Western blot. 摇 Analysis of cappilaries, micorRNA鄄503, cyclinE1 and CDC25A were made on days 0(pre鄄
ligation), 3,7,14 and 28 days post鄄ligation. 摇 摇 Results摇 In each time point post鄄ligation, the capillary density around
the region of infarction and expression of CDC25A decreased in GK rats compared with Wistar rats, the expression of micor鄄
RNA鄄503 increased significantly (P < 0郾 05). 摇 Decreased expression of cyclinE1 in GK rats was only observed on 14 and
28 days post鄄ligation (P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusion摇 Our data suggest that micorRNA鄄503 contribute to diabetes mellitus
induced impairment reparative angiogenesis after acute myocardial infarction, via down鄄regulation of CDC25A.

162CN 43鄄1262 / R摇 中国动脉硬化杂志 2015 年第 23 卷第 3 期



摇 摇 糖尿病患者在发生心肌梗死、缺血性脑卒中、糖
尿病性足坏疽等缺血性事件时,预后往往较血糖正常

人群更差,这在很大程度上与发生缺血组织的血管新

生障碍有关 [1]。 microRNA(miR)是一类非编码单链

小分子 RNA,以同源互补序列的 mRNA 为靶目标,通
过翻译抑制、促进mRNA 切割及降解等机制负调控靶

基因的表达,参与细胞功能的调控[2]。 microRNA鄄503
(miR鄄503)可通过调控细胞周期调节因子的表达,使
细胞滞留于 G1 期,阻碍细胞分化[3]。 2011 年,Capo鄄
rali 等[4]发现高糖引起体外培养的人脐静脉血管内

皮细胞(HUVEC)以及微血管内皮细胞功能受损,在
这一过程中,细胞内 miR鄄503 水平升高,进而抑制靶

基因细胞周期素 E1(cyclinE1,CCNE1)和细胞分裂周

期蛋白 25A(cell division cycle 25A,CDC25A)表达。
同时,糖尿病下肢动脉闭塞患者血浆以及肌肉组织中

的 miR鄄503 水平较血糖正常患者也明显升高。 那么,
miR鄄503 是否也参与了糖尿病心肌梗死后血管新生

的调控,目前尚未见文献报道。 因此,本实验通过比

较自发糖尿病 GK 大鼠与 Wistar 大鼠急性心肌梗死

后,梗死边缘区心肌组织内 miR鄄503 及其靶基因水平

的变化,探讨 miR鄄503 在糖尿病心肌缺血后血管新生

中的调控作用。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 动物分组与模型建立

摇 摇 雄性、SPF 级自发糖尿病大鼠 (GK 大鼠) 及

Wistar 大鼠各 30 只,12 周龄,购自上海斯莱克实验

动物有限公司 [合格证号: SCXK (沪):0164377,
2012鄄0002]。 所有大鼠均在恒温、恒湿条件下饲养,
每笼 3 ~ 4 只,采用人工照明,每天白天与夜间各 12
h(8am;8pm),允许自由取食及饮水。 结扎左前降

支近段建立急性心肌梗死模型,分别以术前及术后

不同时间点(3 天、7 天、14 天、28 天)随机分次处死

动物,每个时间点处死 6 只大鼠,留取血浆及心脏

组织。
大鼠在 2郾 5%戊巴比妥腹腔麻醉下,气管插管,

人工通气,四肢皮下置针型电极,记录心电变化。
左胸剪毛消毒后,在心脏搏动最明显处分层开胸,
剪开心包,充分暴露心脏血管,用“0 / 5冶无损伤丝线

在左心耳根部下 2 mm 处结扎左前降支,心电监护

见 ST 段明显抬高提示造模成功,逐层缝合胸壁,关
闭胸腔。 用注射器抽出胸腔内气体,恢复负压状

态。 待动物复苏后,拔除气管插管。 术后连续肌注

青霉素 3 天,预防感染。

1郾 2摇 主要试剂

兔抗鼠峪因子多克隆抗体和 SABC 试剂盒(武
汉博士德),MMLV 逆转录试剂盒(Promega),SYBR
Premix Ex TaqTM (Perfect Real Time)试剂盒、RNase
inhibitor、dNTP mix(TaKaRa),Primers(广州锐博生

物科技有限公司 MIMAT0003213),Trizol regent (美
国 Invitrogen),兔抗大鼠 CCNE1(Chemicon),小鼠抗

大鼠 CDC25A(Chemicon),兔抗大鼠 茁鄄actin( Santa
Cruz),HRP 标记的山羊抗兔 IgG(北京中杉),HRP
标记的山兔抗小鼠 IgG(北京中杉)。
1郾 3摇 血糖测定

处死动物前给予待测大鼠 12 h 禁食,经麻醉后

处死,行心脏采血 2 mL,标本送我院生化室行静脉

血糖测定。
1郾 4摇 心肌毛细血管密度测定

于实验时间点处死大鼠,每只大鼠在乳头肌处

取 0郾 3 cm 厚心脏短轴切面组织一块,4% 多聚甲醛

固定 24 h,常规石蜡包埋,连续切片,片厚 4 滋m。 石

蜡切片常规脱蜡至水,0郾 01 mol / L PBS(pH7郾 4),每
次 5 min,加入 0郾 3%H2O2 甲醇溶液中 15 min,以消

除组织的内源性过氧化物酶。 PBS 冲洗 3 次各 5
min,加入 20 mL / L 正常羊血清,室温孵育 30 min。
加峪因子抗体(1颐 50)4益冰箱中过夜。 PBS 冲洗 3
次各 5 min,加入二抗(1 颐 200) ,室温孵育 1 h,经
PBS 冲洗,加入 ABC 复合物室温孵育 1 h,PBS 水洗

后加含 0郾 05% DAB 及 0郾 01% H2O2 的 PBS 中显色

10 min。 脱水透明,中性树胶封片。 阴性对照片不

加一抗,以正常羊血清替代,余步骤相同。 每例动

物选取 5 张切片,每张切片在心肌梗死边缘区随机

取 5 个视野,在高倍镜下( 伊 200)计数微血管数,其
平均数代表每个高倍视野(0郾 2 mm2 )的心肌微血

管数。
1郾 5摇 qRT鄄PCR 检测组织中 miR鄄503 表达水平

取各组大鼠心肌梗死边缘区(2 mm)组织,按
Trizol 试剂盒操作提取总 RNA,根据 MMLV 逆转录

试剂盒(Promega)使用说明逆转录 RNA,以 U6 作为

内参基因,采用 SYBR GreenI qPCR 方法检测 miR鄄
503 水平。 Primers 购自广州锐博生物有限公司(产
品编号 MIMAT0003213);PCR 扩增条件为 95益 20
s,95益 10 s,60益 20 s,70益1 s,共进行 40 个循环,
在 70益至 95益绘制溶解曲线,琼脂糖凝胶电泳检测

PCR 扩增情况,以 Ct 值来表示目标基因表达量,取
三次的平均值,计算 miR鄄503 与内参基因 U6 的比

值作为相对量,用 2 - 驻驻Ct法计算 miR鄄503 的表达量。
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1郾 6摇 Western blot 检测大鼠心肌缺血区组织 CCNE1
和 CDC25A 蛋白表达

取 150 mg 心肌梗死边缘区(2 mm)心肌组织,
取 30 滋g 蛋白上样,PAGE 电泳,然后转至硝酸纤维

素膜上,膜用 TBST 封闭 1 h,分别用抗 CCNE1
(1颐 1000)、CDC25A(1 颐 400)、茁鄄actin(1 颐 1000)的一

抗 4益过夜,TBST 洗 3 次;二抗室温孵育 1 h。 增强

的化学荧光素显像并摄片,以 Quantity One software
(Bio鄄Rad)进行图像分析,计算目标条带与内参(茁鄄
actin)灰度的比值。
1郾 7摇 统计学方法

使用 SPSS17郾 0 统计软件包进行统计学处理,所
有数据均用x 依 s 表示,t 检验比较两组均数间统计

学差异;多组样本均值比较,先采用单因素方差分

析(One鄄way ANOVA)证实存在组间差异后,行 Dun鄄
nett爷 s t 检验进行各组均值之间的两两比较,P <
0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 动物基本情况

摇 摇 术前及急性心肌梗死造模成功后各个时间点

中,GK 大鼠血糖水平均明显高于 Wistar 大鼠(表
1)。 两组大鼠在各个观察时间点处死时体重无明

显差异(表 2)。

表 1. 两组大鼠不同时间点空腹血糖水平(mmol / L,n = 6)
Table 1. Serum glucose levels in different time points
(mmol / L,n = 6)

时间点 Wistar 大鼠 GK 大鼠

术前 6郾 38 依 0郾 22 12郾 19 依 0郾 25a

术后 3 天 6郾 43 依 0郾 15 12郾 28 依 0郾 28a

术后 7 天 6郾 42 依 0郾 15 12郾 60 依 0郾 30a

术后 14 天 6郾 40 依 0郾 20 12郾 55 依 0郾 29a

术后 28 天 6郾 46 依 0郾 14 12郾 63 依 0郾 27a

a 为 P < 0郾 05,与 Wistar 大鼠同一时间点比较。

表 2. 两组大鼠不同时间点体重水平(g,n = 6)
Table 2. Weight of rats in different time points(g,n = 6)

时间点 Wistar 大鼠 GK 大鼠

术前 237 依 9 238 依 10
术后 3 天 240 依 10 237 依 8
术后 7 天 243 依 13 245 依 12
术后 14 天 250 依 10 247 依 13
术后 28 天 260 依 15 250 依 13

2郾 2摇 心肌梗死边缘区微血管数

峪因子表达于血管内皮细胞,基础水平下,GK
大鼠心肌微血管数略低于 Wistar 大鼠,但差异无统

计学意义。 在 GK 大鼠和 Wistar 大鼠中,心肌梗死

边缘区微血管数量从急性心肌梗死后 3 天开始增

多,7 天达到最高峰(图 1),14 天以后逐渐减少,28
天时与基础水平相当。 在各个观察时间点,GK 大

鼠心肌梗死边缘区微血管数量均少于同时期 Wistar
大鼠(P < 0郾 05;表 3)。

图 1. GK 大鼠(左图)与 Wistar 大鼠(右图)不同时间点心

肌梗死边缘区血管新生水平 摇 摇 从上到下依次为术前、术后 3
天、术后 7 天、术后 14 天和术后 28 天。

Figure 1. Post鄄ischemia neovascularization around the re鄄
gion of myocardial infarction in GK rats and Wistar rats

2郾 3摇 心肌梗死边缘区 miR鄄503 表达水平

在急性心肌梗死后 3 天,梗死边缘区心肌组织
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内 miR鄄503 水平开始升高,14 天时达到最高峰,28
天时下降至接近术前基础水平。 不论术前还是急

性心肌梗死后各个时间点,GK 大鼠心肌组织内的

miR鄄503 水平均高于 Wistar 大鼠(P < 0郾 05;图 2)。

表 3. 两组大鼠不同时间点心肌梗死边缘区微血管计数(个
/ 0. 2 mm2,n = 6)
Table 3. The density of capillaries around the region of my鄄
ocardial infarction(Capillaries / 0. 2 mm2,n = 6)

时间点 Wistar 大鼠 GK 大鼠

术前 19郾 43 依 5郾 25 18郾 11 依 3郾 45

术后 3 天 40郾 26 依 8郾 17a 33郾 23 依 6郾 11ab

术后 7 天 58郾 06 依 8郾 03a 42郾 01 依 7郾 05ab

术后 14 天 30郾 63 依 7郾 05a 24郾 24 依 4郾 28ab

术后 28 天 22郾 21 依 4郾 25 19郾 06 依 4郾 18b

a 为 P < 0郾 05,与术前比较;b 为 P < 0郾 05,与 Wistar 大鼠同一时间点

比较。

2郾 4摇 大鼠心肌梗死边缘区 CDC25A 和 CCNE1 蛋白

表达

基础无缺血状态下, 两组大鼠心肌组织中

CDC25A 表达水平未见明显差异。 在急性心肌梗死

造模成功后,GK 大鼠组,术后 3 天时梗死边缘区心

肌内 CDC25A 表达水平开始下降(P < 0郾 05),持续

至 14 天最低(P < 0郾 05),28 天时又回升至接近基础

水平(P > 0郾 05);Wistar 大鼠组,术后 3 天至 14 天时

梗死边缘区心肌内CDC25A表达稍减少,但与基础

水平相比尚未达到统计学差异(P > 0郾 05),28 天时

CDC25A 表达水平与术前类似;术后 3 天至 28 天期

间 GK 大鼠组梗死边缘区心肌内 CDC25A 表达水平

均较同时间点 Wistar 大鼠组低(P < 0郾 05;图 3)。
基础无缺血状态下,两组大鼠心肌组织中 CC鄄

NE1 表达水平未见明显差异。 在急性心肌梗死造

模成功后,GK 大鼠组,术后 14 天及 28 天时梗死边

缘区心肌内 CCNE1 较基础水平下降(P < 0郾 05);
Wistar 大鼠组,各个时间点梗死边缘区心肌内 CC鄄
NE1 表达水平与基础水平相比尚未达到统计学差

异(P > 0郾 05);在术后 14 天和 28 天时,GK 大鼠组

梗死边缘区心肌内 CCNE1 表达水平均较同时间点

Wistar 大鼠组低(P < 0郾 05;图 3)。

图 2. 两组大鼠不同时间点心肌梗死边缘区 miR鄄503 表达

水平(x 依 s,n = 6) 摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与术前比较;b 为 P < 0郾 05,
与 Wistar 大鼠同一时间点比较。

Figure 2. miR鄄503 expression around the region of myocar鄄
dial infarction(x 依 s,n = 6)

图 3. 两组大鼠不同时间点 CDC25A 及 CCNE1 蛋白表达水平(x 依 s,n = 6)摇 摇 1 为术前,2、3、4、5 依次为术后 3 天、7 天、14 天和 28
天。 a 为 P < 0郾 05,与术前比较;b 为 P < 0郾 05,与 Wistar 大鼠同一时间点比较。

Figure 3. Expression of CDC25A and CCNE1 around the region of myocardial infarction (x 依 s,n = 6)
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3摇 讨摇 论

miRNA 作为一种转录后调控因子,能够同时靶

向作用于多个不同通路中相关蛋白质 mRNA,从转录

水平或转录后水平调节基因表达,进而实现对细胞内

多种因子的表达乃至多条信号通路的调控[2]。 miR鄄
NA 参与心肌梗死后的组织修复过程也陆续被证

实[5]。 miR鄄503 位于染色体 Xq26郾 3,由 Zhao 等[6] 利

用 miRNA 芯片技术由视网膜母细胞瘤组织中发现。
细胞中的 miR鄄503 水平可因暴露在高糖、低氧环境中

升高,升高的 miR鄄503 可通过抑制靶基因 CCNE1 以

及 CDC25A 的表达阻碍细胞分化以及血管新生的能

力[4,7,8]。 本课题组既往研究表明在糖尿病状态下,
缺血后组织血管新生能力下降很大程度上与内皮细

胞、内皮祖细胞的增殖、分化以及血管新生能力受损

有关[9]。 因此,本研究进一步动态观察了大鼠发生心

肌梗死后 28 天内梗死边缘区心肌组织内微血管的密

度,发现糖尿病组大鼠(即 GK 大鼠)微血管密度始终

低于血糖正常组(Wistar 大鼠),而 miR鄄503 水平却始

终高于血糖正常组(Wistar 大鼠),这与王新红等[10]

报道的体外培养 GK 大鼠来源的心肌微血管内皮细

胞中 miR鄄503 水平较 Wistar 大鼠明显升高的结果一

致。 提示糖尿病缺血心肌组织边缘区异常升高的

miR鄄503 可能参与调控了新生血管能力的下降。
CCNE1 属于细胞周期素家族,在细胞周期中的

G1 ~ S 期表达,通过结合并激活细胞周期素依赖性激

酶 2(cyclin鄄dependent kinases2,CDK2)从而调节哺乳

动物细胞分裂期 G1 ~ S 期的过渡,促进细胞增殖[11]。
CDC25A 是一个双重特异性的磷酸酶,能激活 CDK,
推动细胞 G1 / S 期转换及进入 S 期,亦有文献报道

CDC25A 可能具有抗凋亡的作用[12]。 因此,当内皮细

胞中 CCNE1 及 CDC25A 表达受抑制后,细胞的增殖

能力下降,相应的迁移以及形成新生血管的能力也受

到影响。 经过数据库 miRanda 和 TargetScan 中检索

查询以及既往文献中关于 miR鄄503 对 CCNE1 及

CDC25A 调控的报道[4,6],本研究观察到糖尿病组

CDC25A 在心肌梗死后 3 天 ~ 14 天呈进行性减少趋

势,这与 miR鄄503 水平在组织中的变化趋势相反,即
miR鄄503 水平升高时,CDC25A 表达水平下降,而这样

的变化在血糖正常组并未出现。 CCNE1 的表达水平

下降也仅在糖尿病组心肌梗死后 14 天及 28 天时观

察到,其余各时间点不论糖尿病组亦或血糖正常组均

未见组织中 CCNE1 表达水平的显著变化。 提示糖尿

病大鼠心肌缺血组织边缘区异常升高的 miR鄄503 可

能通过抑制 CDC25A 的表达,参与心肌梗死边缘区组

织内血管新生能力的下降。
本研究初步证实糖尿病可引起心肌缺血组织边缘

区miR鄄503 异常升高,进而可能通过抑制CDC25A 蛋白

的表达参与调控心肌梗死边缘区血管新生。 在急性心

肌梗死动物的血浆内 miR鄄503 是否存在动态变化,糖
尿病是否影响血浆中 miR鄄503 水平,糖尿病缺血组织

局部升高的 miR鄄503 是否为主要来源并影响心肌微血

管内皮细胞,亦或其他活化的细胞如成纤维细胞、单核

巨噬细胞,这些都有待于进一步的研究证实。
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