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微小 RNA鄄126 抑制间质转化中内皮祖细胞的增殖与迁移
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨微小 RNA鄄126(miR鄄126)对间质转化中的血管内皮祖细胞(EPC)增殖与迁移的影响。 方法

分离大鼠骨髓源内皮祖细胞,转化生长因子 茁1(TGF鄄茁1)诱导 EPC 的间质转化,慢病毒转染建立 miR鄄126 过表达

EPC,通过 MMT 法检测 EPC 的增殖,细胞划痕实验与 Transwell 法检测细胞迁移能力。 结果 摇 TGF鄄茁1 成功诱导

EPC 间质转化,miR鄄126 抑制间质转化中 EPC 损伤细胞间距的缩短,抑制 Transwell 小室膜下单位面积的细胞数量。
结论摇 miR鄄126 过表达抑制间质转化中 EPC 的增殖与迁移。
[中图分类号] 摇 R34 [文献标识码] 摇 A
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of microRNA鄄126 (miR鄄126) on the proliferation and migration of en鄄
dothelial progenitor cell (EPC) in the process of endothelial鄄to鄄mesenchymal transition (EndMT). 摇 摇 Methods摇 Rat
bone marrow鄄derived EPC was isolated, and then induced to mesenchymal cells by transforming growth factor鄄茁1 (TGF鄄
茁1). 摇 Overexpression of miR鄄126 was constructed in EPC by using lentiviral transfection. 摇 The proliferation of EPC was
measured by using MTT assay, and migration was detected by using cell injury assay and Transwell assay. 摇 摇 Results摇
The transition of EPC from endothelial cells to mesenchymal cells was fully developed after 7 days treatment with TGF鄄茁1
(5 滋g / L) miR鄄126. 摇 MiR鄄126 inhibited the decrease of distance between injured EPC in the process of EndMT, and at鄄
tenuated the cells per unit area on the bottom of membrane of Transwell. 摇 摇 Conclusion摇 MiR鄄126 inhibits the prolifera鄄
tion and migration of endothelial progenitor cells in the process of endothelial鄄to鄄mesenchymal transition.

摇 摇 内皮祖细胞(endothelial progenitor cell,EPC)是
在特定条件下可以分化成血管内皮细胞的前体细胞,
亦称为成血管细胞[1];它是机体内皮损伤修复的重要

执行者,对心血管疾病颇具治疗前景[2]。 当血管内皮

受损时,EPC 由骨髓动员至外周血,并与血小板相互

作用,归巢到内皮损伤部位,分化为新生单层内皮细

胞,覆盖损伤部位,合成、分泌血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor,VEGF)、成纤维细

胞生长因子(fibroblast growth factor,FGF)、内皮型一

氧化氮合酶(endothelial nitric oxide synthase,eNOS)
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等因子,改善血管的舒张功能,从而修复损伤的内皮

功能[3]。 然而,多项研究发现 EPC 能发生内皮鄄间质

转化(endothelial鄄to鄄mesenchymal transition,EndMT):
在转化生长因子 茁1(transforming growth factor鄄beta 1,
TGF鄄茁1)的诱导下,EPC 失去 KDR + 、CD34 + 、VEGF
等血管内皮分子标记,转而表达 琢鄄平滑肌肌动蛋白、
平滑肌 22琢、心肌素等间质细胞标记物,及 EndMT 相

关的转录因子如 Slug、Snail、Zeb1、内皮素 1,而具有向

间质样细胞转化的潜能[4鄄6]。 EPC 内皮鄄间质转化的

潜在促动脉粥样硬化作用是其应用于心血管疾病临

床治疗的重要限制[7]。 发生间质转化的 EPC 在细胞

生长及迁移等生物学活性方面直接影响 EPC 对血管

内皮的修复作用。
微小 RNA鄄126(microRNA鄄126,miR鄄126)是在内

皮细胞特异性表达的一种促血管新生的微小

RNA[8]。 miR鄄126 能促进 EPC 的迁移、增殖,但不影

响 EPC 的内皮分化[9]。 我们前期研究发现,miR鄄126
能抑制 EPC 向间质转化[10],但 miR鄄126 对发生间质

转化 EPC 的迁移能力的影响国内外目前仍未见相关

报道。 本研究拟观察 miR鄄126 对间质转化的 EPC 迁

移与增殖的影响,为 EPC 对动脉粥样硬化的治疗作

用进一步提供理论基础。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 EPC 的分离、培养与鉴定

摇 摇 Sprague鄄Dawley 雄性大鼠(350 g 左右,2 月龄),
在无菌条件下分离股骨和胫骨,迅速放入 D鄄Hanks 液

中。 用 D鄄Hanks 液反复冲洗骨髓腔将骨髓尽量全部

冲出。 收集含有骨髓的 D鄄Hanks 液,以 1颐 1 的体积比

将含有骨髓的 D鄄Hanks 液缓慢叠加于人淋巴细胞分

离液的液面上,在室温下采用密度梯度离心法 1500
r / min 离心 25 min,离心后收集单个核细胞层,用细胞

培养液 EBM鄄2 重悬细胞,接种于包被有鼠尾胶的 25
cm2 细胞培养瓶中。 细胞培养 4 天左右,用胰酶消化

成单细胞悬液,按每 106 个细胞加 10 滋L 体积 CD133
抗体的比例加入 CD133 抗体,去除未结合的抗体,上
机分选。 收集分选所得的 CD133 阳性细胞,用含

20%胎牛血清的 EBM鄄2 培养液在 37益、5%CO2、饱和

湿度条件下培养。 第 4 天以 PBS 洗掉非贴壁细胞,全
量换液后继续培养,第 6 天时用 0郾 25%胰蛋白酶消化

收集贴壁细胞并计数。 流式细胞仪检测 CD133、
CD34、KDR 表达进行细胞鉴定。
1郾 2摇 EPC 的 EndMT 诱导

根据我们前期报道的方法[10],以 TGF鄄茁1(5 滋g /

L)加入 EBM鄄2 培养基,诱导 7 天后,能成功诱导 EPC
的 EndEMT。
1郾 3摇 miR鄄126 过表达 EPC 建立

参照我们前期报道的方法[10],miR鄄126 的 PCR
表达产物克隆至 PLKO郾 1鄄puro 慢病毒表达载体,利用

psPAX2鄄pMD2G 进行慢病毒包装,病毒感染 293T 约

4 ~6 h,弃去含有转染混和物的培养液,加入 PBS 15
mL,轻摇后弃去,待细胞培养基变黄时,收集转染的

293T 细胞上清液,并进行病毒浓缩。 接种 EPC 于 6
cm2 培养皿中,当细胞融合度达到 30% ~ 45% 左右

时,加入 3 mL 的病毒上清[感染复数(multiplicity of
infection,MOI) =10],同时加入 2 mL 含 10%胎牛血

清的细胞培养液,感染 72 h 后,荧光显微镜检测感染

效率。 感染 EPC 在含有嘌呤霉素(2 mg / L)的细胞培

养液中培养 7 天,然后用于后续实验,并检测 miR鄄126
表达情况。 选用小核 RNA U6 作为 miR鄄126 检测

内参。
1郾 4摇 细胞增殖实验

采用噻唑蓝(methyl thiazolyl tetrazolium,MTT)方
法。 生长状态良好的细胞用 0郾 25%胰酶消化,制成单

细胞悬液,调整细胞浓度至 2 伊107 / L,取 200 滋L 细胞

悬液接种 96 孔板(即初始细胞数为 4 伊 103 个 / 孔),
每株细胞设 3 个重复孔。 共接种 8 块 96 孔板。 放入

37益、5%CO2 培养箱中培养。 从第 2 天开始,每天在

固定时间取 1 块 96 孔板进行 MTT 试验,酶标仪 570
nm 处读取吸光度(absorbance,A)值,连续检测 5 天。
1郾 5摇 细胞迁移实验

(1)细胞划痕实验:6 孔细胞培养板上,用 10 滋L
Tip 头进行划痕,并在显微镜下进行位置标记,各组培

养 24 h 后,测定损伤区间距离。 (2)Transwell 法:在
Millicell鄄PCF 培养小室中进行,孔径 8 滋m。 在 24 孔

板孔内先加入含血清培养液,然后将 Millicell 放入上

述孔内,分别加入含 EPC 细胞、TGF 诱导的 EPC 细胞

和 TGF 诱导的 miR鄄126 过表达 EPC 细胞(0郾 5 伊 108 /
L)悬液。 其中,将 24 孔板置于 37益、5%CO2 孵育 24
h。 之后用棉签小心刮除未迁移过膜的细胞,2%多聚

甲醛固定 20 min,Diff鄄Quik 染色,光学显微镜下(200
伊 )观察,计算迁移的细胞数。 每组设 3 个复孔,每孔

取 5 个视野计数,计算均数。
1郾 6摇 统计学分析

采用 SPSS 13郾 0 统计软件包进行分析。 所有数

据均以x 依 s 表示。 每组实验均至少重复 3 次。 均数

比较采用方差分析,并采用 LSD鄄t 检验进行多组间比

较。 P <0郾 05 被认为差异具有统计学意义。
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2摇 结摇 果

2郾 1摇 miR鄄126 在 EPC 过表达的建立

摇 摇 分离的 EPC 慢病毒转染 72 h 后,流式细胞仪检

测绿色荧光蛋白( green fluorescent protein,GFP)荧

光,miR鄄12 转染效率可达到 87郾 56% (图 1B)。 再连

续培养至第 7 天,光镜下观察 EPC 的细胞形态,无明

显变化(图 1A);实时荧光定量 PCR(real鄄time quanti鄄
tative PCR,real鄄time PCR)检测 miR鄄126 表达,与 GFP
空转组比较,miR鄄126 转染组细胞内 miR鄄126 表达约

为 GFP 空转组的 3郾 6 倍(图 1B)。

图 1. miR鄄126 在 EPC过表达的建立摇 摇 A 为光镜下观察 EPC 的细胞形态(200 伊 );B 为 miR鄄126 转染效率及 miR鄄126 的相对表达量检测。
正常组:未接受任何处理的 EPC;GFP 空转组:转染空载体表达 GFP 的 EPC;miR鄄126 转染组:转染慢病毒表达 miR鄄126 的 EPC。 a 为 P < 0郾 01,与
GFP 空转组比较。

Figure 1. Overexpression of miR鄄126 was constructed in EPC

2郾 2摇 miR鄄126 对间质转化的 EPC 细胞增殖的影响

miR鄄126 慢病毒转染后连续培养,在第 2、3、4、5、
6、7 天,MMT 法检测正常组、GFP 空转组及 miR鄄126
转染组的 EPC 细胞增殖,结果发现miR鄄126 过表达在

各培养时间点(2、3、4、5、6、7 天)对 EPC 的增殖无明

显影响(图 2A)。

我们前期研究结果已显示,TGF鄄茁1 作用 7 天后,
能成功诱导 EPC 的间质转化[10]。 与正常组 EPC 相

比较,TGF鄄茁1 诱导 4 天时,EPC 增殖明显增高,第 7
天发生间质转化时,增殖最为明显(P < 0郾 05);与
TGF鄄茁1 组相比较,在第 4 到第 7 天,TGF鄄茁1 + miR鄄
126 组 EPC 的增殖明显降低(P <0郾 05)(图 2B)。

图 2. miR鄄126 对间质转化的 EPC 细胞增殖的影响摇 摇 A 为 miR鄄126 慢病毒转染对正常 EPC 增殖的影响;B 为 miR鄄126 对间质转化中

的 EPC 增殖的影响。 正常组:未接受任何处理的 EPC;GFP 空转组:转染空载体表达 GFP 的 EPC;miR鄄126 转染组:转染慢病毒表达 miR鄄126 的

EPC;TGF鄄茁1 组:TGF鄄茁1(5 滋g / L)诱导正常培养的 EPC;TGF鄄茁1 + miR鄄126 组:TGF鄄茁1(5 滋g / L)诱导过表达miR鄄126 的 EPC。 a 为 P < 0郾 05,与
正常组比较;b 为 P < 0郾 05,与 TGF鄄茁1 组比较。

Figure 2. The effect of miR鄄126 on the proliferation of EPC in the process of endothelial鄄to鄄mesenchymal transition
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2郾 3摇 miR鄄126 对间质转化的 EPC 细胞迁移的影响

细胞损伤实验显示,TGF鄄茁1 诱导 EPC 间质转

化后,损伤细胞间的距离明显较正常组(P < 0郾 01)
或 TGF鄄茁1 + miR鄄126 组缩短(P < 0郾 05;图 3A)。 细

胞 Transwell 迁移实验显示,TGF鄄茁1 诱导 EPC 间质

转化后,膜底面单位面积细胞数量明显较正常组或

TGF鄄茁1 + miR鄄126 组增多(P < 0郾 01;图 3B)。

图 3. miR鄄126 对间质转化的 EPC 细胞迁移能力的影响摇 摇 A 为细胞划痕实验检测 miR鄄126 过表达对间质转化中的 EPC 细胞迁移的

影响;B 为 Transwell 实验检测 miR鄄126 过表达对间质转化中的 EPC 细胞迁移的影响。 光镜下(200 伊 )观察测量细胞间距和膜面迁移细胞数

目。 正常组:未接受任何处理的 EPC;TGF鄄茁1 组:TGF鄄茁1(5 滋g / L)诱导正常培养的 EPC;TGF鄄茁1 + miR鄄126 组:TGF鄄茁1(5 滋g / L)诱导过表达

miR鄄126 的 EPC。 a 为 P < 0郾 01,与正常组比较;b 为 P < 0郾 05,c 为 P < 0郾 01,与 TGF鄄茁1 组比较。

Figure 3. The effect of miR鄄126 on the migration of EPC in the process of endothelial鄄to鄄mesenchymal transition

3摇 讨摇 论

内皮损伤是动脉粥样硬化发生的始动环节,
EPC 是内皮修复的主要执行者。 早期研究发现 EPC
在静脉或者动脉局部移植能促进损伤部位的再内

皮化,改善血管的舒缩功能[11],展示了其在动脉粥

样硬化性疾病中应用的诱人前景。
然而,越来越多的研究表明 EPC 对损伤血管内

皮的修复仍存在一定争议。 动物体内研究发现:内
皮损伤局部植入的 EPC,28 天即发生 EndMT 现象,
反而加剧缺血下肢动脉的狭窄[5];尤其最新一系列

大型队列研究结果显示:CD34 包被的 EPC 捕捉支

架对冠心病患者的冠状动脉血运重建方面无明显

优势,尤其对于分叉病变或糖尿病患者,EPC 捕捉

支架内再狭窄率明显高于对照组[12鄄14]。 尽管 EPC
捕捉支架能使移植血管有较完整的内皮覆盖,但新

生内膜增生反而更加显著,其潜在机制可能是被募

集的 EPC 发生内皮鄄间质转化,内皮细胞失去抗血

栓生成作用,导致平滑肌细胞增殖[15]。 这些研究证

明 EPC 有促动脉粥样硬化发生的潜力。
多种因子均能促进 EPC 的间质转化,如血小板

源生长因子( platelet鄄derived growth factor,PDGF)、

TGF鄄茁1、白细胞介素 1( interleukin鄄1,IL鄄1)等,而这

些因子在血管内皮损伤时均能在损伤处分泌[5]。
因此,EPC 归巢于内皮损伤处后,有一部分可转化

为间质细胞,促进动脉粥样硬化的发生。 在本研究

中,我们体外成功用 TGF鄄茁1 诱导 EPC 发生间质转

化,与国外研究一致。 已经明确 EPC 的间质转化主

要由 Smad 信号途径介导,因此此研究仅选择 TGF鄄
茁1 作为诱导剂。

我们前期研究已经证明,在 EPC 发生间质转化

过程中,miR鄄126 在 EPC 的表达逐渐降低,且呈时间

依赖性,在间质转化完全形成时表达最少;且 miR鄄
126 的过表达能抑制 EPC 的间质化进程[10]。 尽管

EPC 能发生间质转化,但动脉粥样硬化的发生发展

与间质细胞的数量增殖及其凋亡的比例失衡相

关[16],本研究中我们发现 miR鄄126 的过表达能抑制

间质转化中的 EPC 的增殖与迁移,这提示 miR鄄126
在 EPC 的过表达能减少 EPC 的促粥样硬化生物活

性,这对于 EPC 在动脉粥样硬化的应用具有重要作

用。 值得注意的是,EPC 能通过旁分泌途径上调 T
细胞的 IL鄄1 表达与分泌[17],而既往研究发现 IL鄄1
能促进 EPC 的间质转化;miR鄄126 是否能抑制 IL鄄1
诱导的 EPC 间质转化及其增殖与迁移能力,仍需要
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我们进一步研究。
我们前期研究发现,miR鄄126 在抑制 EPC 间质

进程时同时抑制 Smad4 在细胞核内的表达[10],而既

往研究发现,Smad 途径的激活能促进间质细胞的迁

移与增殖[18],这提示 miR鄄126 抑制间质化 EPC 的增

殖与迁移与其对 Smad 途径的抑制相关。 同时值得

注意的是,我们前期研究发现,miR鄄126 对 Smad 途

径的抑制是通过激活 PI3K / Akt 途径实现的,但 Akt
途径的激活能促进间质细胞的迁移与增殖[19],这可

能与不同亚型 Akt 激活能产生不同生物学效应有

关,需要我们进一步深入研究。
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