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ｏｘ￣Ｌｐ( ａ)通过上调 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 靶向抑制 １０ꎬ１１￣转位酶 ２
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[关键词] 　 血管内皮细胞ꎻ　 微小 ＲＮＡꎻ　 细胞通透性ꎻ　 氧化型脂蛋白(ａ)ꎻ　 １０ꎬ１１￣转位酶 ２
[摘　 要] 　 目的　 探讨 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)损伤血管内皮细胞的表观遗传调控机制ꎮ 方法　 生物信息学分析和筛选与 １０ꎬ
１１￣转位酶 ２(ＴＥＴ２) ｍＲＮＡ ３’ ￣ＵＴＲ 靶向结合的候选 ｍｉＲＮＡꎬ荧光素酶报告基因系统验证其结合的靶向性ꎻ以

０ ｍｇ / Ｌ、２５ ｍｇ / Ｌ、５０ ｍｇ / Ｌ、１００ ｍｇ / Ｌ 及 ２００ ｍｇ / Ｌ 的 ｏｘ￣Ｌｐ( ａ)与 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞孵育 ２４ ｈꎬ或用 １００ ｍｇ / Ｌ
ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)与 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞孵育 ０ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 及 ４８ ｈꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分别检测 ＴＥＴ２ ｍＲＮＡ 和

蛋白的表达水平ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 表达水平ꎬ以 ５ｈｍｃ 水平分析 ＴＥＴ２ 活性的变化ꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 检测

ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)对单层血管内皮细胞通透性的影响ꎮ 结果　 生物信息学分析和荧光素酶报告基因验证结果表明 ＴＥＴ２ 为

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 的靶基因ꎬ且 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 与 ＴＥＴ２ ｍＲＮＡ 的 ３’ ￣ＵＴＲ 结合的自由能值低( －３０.１ ｋｃａｌ / ｍｏｌ)ꎮ
ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)呈剂量和时间依赖性抑制 ＴＥＴ２ 蛋白和 ｍＲＮＡ 的表达水平ꎬ以 １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)作用 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细

胞 ２４ ｈ的效果最佳ꎻ１００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)作用 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞 ２４ ｈ 后ꎬＴＥＴ２ 活性显著下降ꎬ且显著上调 ｈｓａ￣
ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 的表达ꎮ ａｎｔｉ￣ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 能逆转 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)对 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞 ＴＥＴ２ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达水平

的抑制作用和活性下降ꎮ ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)显著增加单层血管内皮细胞通透性ꎬ但可被 ａｎｔｉ￣ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 部分逆转ꎮ 结

论　 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)通过上调 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 并与 ＴＥＴ２ ｍＲＮＡ ３’ ￣ＵＴＲ 靶向性结合ꎬ抑制 ＴＥＴ２ 蛋白和 ｍＲＮＡ 的表达水

平及活性ꎬ从而增加单层血管内皮细胞通透性ꎮ
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Ｏｘ￣Ｌｐ(ａ) ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｍｏｎｏｌａｙｅｒ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｕｐｒｅｇｕ￣
ｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ １０ꎬ１１￣ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ２
ＺＨＡＮＧ Ｋａｉ１ꎬ ＤＥＮＧ Ｚｈｉ￣Ｍｉｎ２ꎬ ＺＥＮＧ Ｚｈａｏ￣Ｌｉｎ３ꎬ ＣＨＥＮ Ｊｉａｏ￣Ｊｉａｏ３ꎬ ＬＩＵ Ｙａ￣Ｍｉ３ꎬ ＭＡ Ｘｉａｏ￣Ｆｅｎｇ２ꎬ ＪＩＡＮＧ Ｍｉａｏ３ꎬ
ＷＡＮＧ Ｚｕｏ３

(１.Ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎａꎬ ３.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ
Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎａꎬ Ｈｅｎｇｙａｎｇꎬ Ｈｕｎａｎ ４２１００１ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｎａｎｈｕａ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎａꎬ Ｈｅｎｇｙａｎｇꎬ
Ｈｕｎａｎ ４２１００２ꎬ Ｃｈｉｎａ)
[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 Ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ　 ＭｉｃｒｏＲＮＡꎻ　 Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙꎻ　 Ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ(ａ)ꎻ　 １０ꎬ１１￣ ｔｒａｎｓ￣
ｌｏｃａｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ２
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ( ａ) [ ｏｘ￣Ｌｐ( ａ)]
ｉｎｊｕｒｙ ｏｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ.　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎｄ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｃａｎｄｉ￣
ｄａｔｅ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ １０ꎬ１１￣ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ２ (ＴＥＴ２) ｍＲＮＡ ３’￣ＵＴＲ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｙ ｔｈｅｉｒ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｅｎｄｅｎ￣
ｃｙ.　 ０ ｍｇ / Ｌꎬ ２５ ｍｇ / Ｌꎬ ５０ ｍｇ / Ｌ ａｎｄ １００ ｍｇ / Ｌ ｏｆ ｏｘ￣Ｌｐ(ａ) ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＨＵＶＥＣ￣１２ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅ ｆｏｒ ２４ ｈꎬ ｏｒ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＨＵＶＥＣ￣１２ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣Ｌｐ(ａ) ｆｏｒ ０ ｈꎬ ６ ｈꎬ １２ ｈꎬ
２４ ｈꎬ ４８ ｈ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＴＥＴ２ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ.　 Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ.　 Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ＴＥＴ２ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ５ｈｍｃ
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ｌｅｖｅｌ.　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ
ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＴＥＴ２ ｗａｓ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｏｆ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｙ ｏｆ
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ ｔｏ ｔｈｅ ３’￣ＵＴＲ ｏｆ ＴＥＴ２ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｌｏｗ (－３０.１ ｋｃａｌ / ｍｏｌ) . 　 Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＴＥＴ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ
ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ｏｘ￣Ｌｐ(ａ) ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｓｅ ａｎｄ ｔｉｍｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ. 　 Ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｄｏｓｅ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｏｆ ｏｘ￣Ｌｐ(ａ) ｗａｓ
１００ ｍｇ / Ｌ ａｎｄ ２４ ｈ.　 Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＴＥＴ２ ｗａｓ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣
１２５ａ￣５ｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ ａｎｄ ａｎｔｉ￣ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ ｃｏｕｌｄ ｒｅｖｅｒｓｅ ｉｔ.　 Ｏｘ￣Ｌｐ(ａ) ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ
ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｍｏｎｏｌａｙｅｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ｂｕｔ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｂｙ ａｎｔｉ￣ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ. 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　
Ｏｘ￣Ｌｐ(ａ) ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＴＥＴ２ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｍｏｎｏｌａｙｅｒ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｈｉｃｈ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ３’￣ＵＴＲ ｏｆ ＴＥＴ２ ｍＲＮＡ.

　 　 内皮细胞损伤是动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬ
Ａｓ)和血管介入治疗后再狭窄病理过程的关键环节ꎮ
脂蛋白(ａ)[ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ(ａ)ꎬＬｐ(ａ)]是一种与低密度脂

蛋白(ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬＬＤＬ)结构相似的蛋白质ꎬ
Ｌｐ(ａ)能直接损伤内皮细胞引起内皮功能紊乱[１￣２]ꎬ而
Ｌｐ( ａ) 的氧化形式氧化型脂蛋白 ( ａ) [ ｏｘｉｄｉｚｅｄ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ(ａ)ꎬｏｘ￣Ｌｐ(ａ)]尤其如此ꎬ其引起内皮细胞

坏死的能力远大于氧化型低密度脂蛋白(ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣ＬＤＬ)[３￣５]ꎮ 桥粒是上皮细胞特有

的一种细胞间黏着结构ꎬ其质膜下方有盘状斑ꎬ与下面

的中间丝锚定在一起ꎮ 桥粒主要由两类蛋白组成:一
类是跨膜蛋白ꎬ主要为桥粒芯糖蛋白(ｄｅｓｍｏｇｌｅｉｎꎬ
ＤＳＧ)和桥粒芯胶蛋白(ｄｅｓｍｏｃｏｌｌｉｎꎬＤＳＣ)ꎬ形成桥粒的

电子致密层和细胞间接触层ꎬｏｘ￣Ｌｐ(ａ)可能通过损伤

血管内皮的桥粒连接而破坏血管壁组织屏障的完整

性ꎬ其下调单层人脐静脉内皮细胞(ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬＨＵＶＥＣ)上ＤＳＧ１ 和ＤＳＣ２ 表达ꎬ增
加单层血管内皮细胞通透性[６]ꎬ但其作用机制并不

清楚ꎮ
１０ꎬ１１￣转位酶 ２ (１０ꎬ １１￣ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ２ꎬ

ＴＥＴ２)是一种依赖 α￣酮戊二酸(α￣ｋｅｔｏｇｌｕｔａｒａｔｅꎬα￣ＫＧ)
和 Ｆｅ２＋的双加氧酶ꎮ 研究发现 ＴＥＴ２ 具有保护血管内

皮细胞的作用[７]ꎬ并可能成为 Ａｓ 的治疗新靶点[７￣１０]ꎮ
但 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)对血管内皮细胞的损伤作用是否与 ＴＥＴ２
有关ꎬ及 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)是否能调控 ＴＥＴ２ 表达均不清楚ꎮ 故

本研究拟使用人血管内皮细胞株ꎬ研究 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)与
ＴＥＴ２ 表达的作用ꎬ并通过生物信息学的方法筛选与其

靶向的ｍｉＲＮＡꎬ分析 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)对候选ｍｉＲＮＡ 表达的影

响ꎬ研究候选 ｍｉＲＮＡ 沉默后对其干预效用ꎬ找到一种

内源性的调控 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)损伤血管内皮细胞的小分子ꎬ
探索 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)损伤血管内皮细胞的新的分子机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞由中南大学湘雅医学院细

胞中心惠赠ꎻＴｒｉｚｏｌ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ逆转录试剂

盒(ＲｅｖｅｒＡｉｄＴＭ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ)购

自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎻ２ × ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ、ＤＮＡ 分子量

Ｍａｒｋｅｒ 购自北京天根生化科技有限公司ꎻ引物由 Ｉｎ￣
ｖｉｔｏｒｇｅｎ 生物公司合成ꎻ抗 ５ｍｃ 单克隆抗体、抗 ５ｈｍｃ
单克隆抗体购自美国 Ｅｐｉｇｅｎｔｅｋ 公司ꎻ抗 ＴＥＴ２ 多克

隆抗体购自美国 Ｓａｎｔａ 公司ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 兔抗人一抗、辣
根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗购自武汉博士德

生物公司ꎻＬｐ( ａ)购自 Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ
公司ꎻＥＣＬ 化学发光试剂盒购自上海 ＢｅｓｔＢｉｏ 贝博生

物ꎻＢＣＡ 蛋白含量测定试剂购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ￣Ｐｉｅｒｃｅ 公

司ꎻ其它试剂均为进口或国产分析纯ꎮ
１.２　 生物信息学分析及靶基因实验验证

人 ｈｓａ￣ＴＥＴ２ ｍＲＮＡ ３’ ￣ＵＴＲ 序列直接来自 Ｔａｒ￣
ｇｅｔｓｃａｎ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ. ｏｒｇ / ｖｅｒｔ ＿７１ / )ꎬ使用

在线软件 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 预测人 ＴＥＴ２ 的靶向结合 ｍｉＲ￣
ＮＡꎬ相应的 ｍｉＲＮＡ 成熟序列从 ｍｉＲＤＢ ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ. ｍｉｒｄｂ. ｏｒｇ / ｍｉＲＤＢ / ) 中得到ꎬ人 ＴＥＴ２ ｍＲＮＡ
３’ ￣ＵＴＲ 与其相应靶向结合 ｍｉＲＮＡ 的自由能使用在

线软件 ＢｉＢｉｓｅｒｖ２ ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ(ｈｔｔｐ: / / ｂｉｂｉｓｅｒｖ.ｔｅｃｈｆａｋ.
ｕｎｉ￣ｂｉｅｌｅｆｅｌｄ. ｄｅ / ｒｎａｈｙｂｒｉｄ / )分析ꎮ 最后ꎬ以荧光素

酶报告基因系统加以验证 ＴＥＴ２ ｍＲＮＡ ３’ ￣ＵＴＲ 与

相应 ｍｉＲＮＡ 结合的靶向性ꎮ 将 ＴＥＴ２ ｍＲＮＡ ３’ ￣
ＵＴＲ 序列插入到质粒 ｐＧＬ４ 中ꎮ 其位置在萤火虫荧

光素酶下游和海肾荧光素酶上游之间ꎬ将质粒转录

成 ｍＲＮＡ 后ꎬ检测荧光强度的变化ꎮ
１.３　 Ｌｐ(ａ)的氧化修饰及鉴定

参考文献[６]进行ꎮ Ｌｐ(ａ)用不含 ＥＤＴＡ 的 ＰＢＳ
液在 ４℃ 下透析 ７２ ｈꎬ再用 ＰＢＳ 液 (含２０ μｍｏｌ / Ｌ
ＣｕＳＯ４)于 ３７℃下氧化 ２４ ｈꎬ直到肉眼看到颜色由淡

黄色变为乳白色ꎬ表明 Ｌｐ(ａ)已经被氧化ꎬ再用 ＰＢＳ
液(含 ２００ μｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ)在 ４℃下透析 ２４ ｈꎬ除去

Ｃｕ２＋终止氧化ꎬ再用 ＰＢＳ 液于 ４℃下透析 ２４ ｈ 以除去

ＥＤＴＡꎮ 鉴定采用琼脂糖凝胶电泳方法ꎮ
１.４　 细胞培养

ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞于含 １０％ 胎牛血清的

８０１１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １１ꎬ２０１７



ＤＭＥＭ 培养基中(含 １００ ｋＵ / Ｌ 青霉素和 １００ ｋＵ / Ｌ
链霉素)ꎬ３７℃、５％ＣＯ２ 的培养箱中静置培养ꎮ 每

２~３ 天进行传代培养同时给细胞更换新鲜的培养

基和血清ꎮ 取对数生长期的细胞进行实验ꎮ 每次

实验前 ６ ｈ 更换新鲜的无血清培养基使细胞获得同

步化生长ꎬ然后加处理因素进行实验ꎮ
１.５　 实验分组

①不同浓度 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)对 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞的

影响:分为 ５ 组ꎬ分别用 ０ ｍｇ / Ｌ、２５ ｍｇ / Ｌ、５０ ｍｇ / Ｌ、
１００ ｍｇ / Ｌ 及 ２００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)孵育ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮

细胞 ２４ ｈꎻ②ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)处理不同时间对 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内

皮细胞的影响:分为 ５ 组ꎬ用 １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)处理

ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞 ０ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 及 ４８ ｈꎻ③靶

基因验证实验:分为 ５ 组ꎬ即对照组、ＴＥＴ２￣ＷＴ ３’￣
ＵＴＲ 组、ＴＥＴ２￣ｍ ３’￣ＵＴＲ 组、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ＋ＴＥＴ２￣
ＷＴ ３’￣ＵＴＲ 组和 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ＋ＴＥＴ２￣ｍ ３’￣ＵＴＲ
组ꎻ④ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)对 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞 ＴＥＴ２ 活性和

ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 表达的影响:均分为两组ꎬ即对照组、ｏｘ￣
Ｌｐ(ａ)组ꎻ⑤ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 对 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞

ＴＥＴ２ 的表达和活性及单层血管内皮细胞通透性的影

响:均分为 ３ 组ꎬ即对照组、ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)组和 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣
１２５ａ￣５ｐ＋ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)组ꎮ
１.６　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测

按试剂盒说明书提取细胞总 ＲＮＡꎬ测定 ＯＤ２６０ /

ＯＤ２８０值ꎮ 取细胞总 ＲＮＡ ２ μＬꎬ用 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司逆转

录试剂盒逆转录合成 ｃＤＮＡꎮ ＰＣＲ 扩增用 ｑＰＣＲ Ｍａｓ￣
ｔｅｒＭｉｘ 试剂盒以及 ＳｔｅｐＯｎｅＴＭ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍꎬ操
作方法严格按照说明书进行ꎮ 引物为上海生工设计

并合成ꎬ引物序列:ＧＡＰＤＨ ｓｅｎｓｅ 为 ５′￣ＴＧＣ ＣＡＴ ＣＡＡ
ＣＧＡ ＣＣＣ ＣＴＴ ＣＡ￣３′ꎻＧＡＰＤＨ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ 为 ５′￣ＴＧＡ
ＣＣＴ ＴＧＣ ＣＣＡ ＣＡＧ ＣＣＴ ＴＧ￣３′ꎻＴＥＴ２ ｓｅｎｓｅ 为 ５′￣ＡＣＴ
ＣＡＣ ＣＣＡ ＴＣＧ ＣＡＴ ＡＣＣ ＴＣ￣３ꎻＴＥＴ２ ａｎｔｉｓｅｎｃｅ 为 ５′￣
ＴＣＡ ＧＣＡ ＴＣＡ ＴＣＡ ＧＣＡ ＴＣＡ ＣＡ￣３′ꎮ 反应条件:
９４℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４℃变性 ３０ ｓꎬ５５℃退火 ４５ ｓꎬ３５
个循环ꎻ最终 ７２℃延伸 ８ ｍｉｎꎮ 然后开始溶解曲线ꎬ每
０.５℃一个梯度ꎬ从 ５５℃到 ９５℃ꎬ每个梯度延续 １０ ｓꎮ
统计 Ｃｔ 值ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 作为内参ꎬ用 ２－ΔΔＣｔ 法计算

ＲＮＡ 的相对表达量ꎮ
１.７　 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 检测

总 ＲＮＡ 的提取按照说明书将冰冻细胞溶解在

７００ ｍＬ 的 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂中ꎬ用 ｍｉＲＮｅａｓｙ 试剂盒提取总

的小分子 ＲＮＡꎮ ＲＮＡ 样本储存在－８０℃中ꎮ ｍｉＲＮＡ
反转录使用 ＴａｑＭａｎｓ ｍｉｃｒｏＲＮＡ 反转录试剂盒ꎬＰＣＲ
反应使用 Ｔａｑ￣Ｍａｎｓ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ ｓｙｓｔｅｍꎮ

５０ ｎｇ 小 ＲＮＡ 转换为互补的 ｃＤＮＡꎬ加入 ｍｉＲＮＡ 引

物ꎬｍｉＲＮＡ 的转录水平通过与内参 Ｕ６Ｂ 比较得到其

相对含量ꎬ每个样本按照上述重复 ３ 次ꎮ
１.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

按常规步骤提取蛋白ꎬＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎬ
按 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶试剂盒说明配置 ８％的分离胶及

５％浓缩胶ꎬ每孔上样 １０ μＬꎬ先恒压 ８０ ｍＶ 电泳

３０ ｍｉｎꎬ再切换至 １２０ ｍＶ 电泳约 ９０ ｍｉｎꎬ待蛋白样

本达到分离胶的底部时ꎬ停止电泳ꎮ ＰＶＤＦ 剪切覆

盖后恒定电流 ２００ ｍＡ 转膜 ２ ｈꎬ取出 ＰＶＤＦ 膜ꎬ浸泡

于脱脂牛奶中 ４℃封闭过夜ꎬ封口袋封闭孵育相应

一抗ꎬ４℃冰箱内过夜ꎬ孵育相应二抗 ２ ｈꎬ洗膜后用

Ｔａｎｏｎ 化学发光成像系统显影ꎮ
１.９　 ＴＥＴ２ 活性测定

取出载有细胞的玻片ꎬ１×ＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ每次

５ ｍｉｎꎻ４％多聚甲醛固定细胞 ３０ ｍｉｎꎬ１×ＰＢＳ 漂洗 ３
次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ０.１％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 透膜 １０ ｍｉｎꎻ１ ×
ＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ１０％血清 ３７℃ 下封闭

１ ｈꎻ完全移除血清ꎬ不再漂洗ꎬ直接滴加按适量比例

稀释的一抗ꎬ４℃孵育过夜ꎻ第 ２ 天 ３７℃下复温 １ ｈꎻ
１×ＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ滴加按适量比例稀释

的荧光二抗(二抗的稀释、孵育及以后的步骤需避

光)ꎬ室温孵育 ２ ｈꎻ孵育完成后ꎬ１×ＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ
每次 ５ ｍｉｎꎻ使用 ＤＡＰＩ 室温染色 ３０ ｍｉｎꎬ孵育完成

后ꎬ１×ＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ移除残留液体ꎬ滴
加抗荧光猝灭剂封片ꎬ按相应的二抗选择适当的波

长ꎬ于荧光显微镜下观察ꎮ Ｉｍａｇｅ￣ｐｒｏ ｐｌｏｓ 图像处理

软件进行分析并统计ꎮ
１.１０　 单层血管内皮细胞通透性分析

参考文献[６]进行ꎮ 以 ２.５×１０７ / Ｌ 的细胞密度

接种到 ２４ 孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 的 ＰＥＴ 膜上ꎬ每个小室内加

１００ μＬ 细胞培养液ꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 下室加 ６００ μＬ 的

ＤＭＥＭ 培养基(含 １０％胎牛血清)ꎮ ３７℃、５％ＣＯ２

培养孵育 ３ 天ꎬ在显微镜下见到长成致密单层后ꎬ
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 下室再换上 ６００ μＬ 无血清培养基ꎬ而 Ｔｒ￣
ａｎｓｗｅｌｌ 上室则换上 １００ μＬ 含有 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)的培养基

作用 ２４ ｈꎬ然后下室再换上 ６００ μＬ 无血清培养基ꎬ
上室则换上 １００ μＬ １ ｇ / Ｌ 的 ＦＩＴＣ￣ｄｅｘｔｒａｎ 荧光染

料ꎬ孵育一定时间后ꎬ收集 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 下室中的液体ꎬ
用荧光分光光度计(ＥＸ ４９２ ｎｍꎬＥＭ ５２０ ｎｍ)测量液

体的荧光强度ꎬ以荧光强度大小代表其通透性大小ꎮ
１.１１　 统计学分析

实验均重复 ３ 次ꎬ采用 ＳＰＳＳ １８.０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ.
Ｐｒｉｓｍ.ｖ５.０ 软件分析ꎬ实验数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ两个样本
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均数的比较采用 ｔ 检验ꎬ多个样本均数间的比较采用

Ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 对 ＴＥＴ２ 靶向性的生物信息学

分析

使用在线软件 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎꎬ可见与大鼠 ＴＥＴ２ 强保

守结合的 ｍｉＲＮＡ 为 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ (图 １Ａ)ꎬｈｓａ￣
ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 与 ＴＥＴ２ ｍＲＮＡ ３’￣ＵＴＲ 的结合位点有 ３
个结合位置:４２８￣４３４、４３００￣４３０６、４３８９￣４３９５ꎮ 故选

出 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 作为候选 ｍｉＲＮＡꎮ ＢｉＢｉｓｅｒｖ２ 在

线软件可见人 ＴＥＴ２ ｍＲＮＡ ３’￣ＵＴＲ 与 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣
１２５ａ￣５ｐ 结合的自由能低于阈值( －１０ ｋｃａｌ / ｍｏｌ)ꎬ为
－３０.１ ｋｃａｌ / ｍｏｌ(图 １Ｂ)ꎮ 说明二者之间有稳定的

结合ꎮ

图 １. ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 对 ＴＥＴ２ 靶向性的生物信息学分析　 　 Ａ 为 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 对 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 与 ＴＥＴ２ ｍＲＮＡ ３’￣ＵＴＲ 的靶向性结

合分析ꎻＢ 为其结合自由能分析ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＴＥＴ２

２.２　 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 对 ＴＥＴ２ 靶向性的荧光素酶报告

基因验证

转染 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ ｍｉｍｉｃ 能使野生型 ｐｓｉ￣
ＣＨＥＣＫＴＭ￣２￣ＴＥＴ２￣ＷＴ ３’￣ＵＴＲ 质粒的表达水平显著

下降ꎬ而对突变型 ｐｓｉＣＨＥＣＫＴＭ￣２￣ＴＥＴ２￣ｍ ３’￣ＵＴＲ
质粒的表达无影响(图 ２)ꎬ这说明 ＴＥＴ２ 为 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣
１２５ａ￣５ｐ 的靶基因ꎬｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 通过靶向结合

ＴＥＴ２ ｍＲＮＡ ３’￣ＵＴＲ 抑制野生型重组质粒的表达ꎮ
２.３　 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)对 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞 ＴＥＴ２ 表达和

活性的影响

２.３.１　 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)对 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞 ＴＥＴ２ 表达

的剂 量 效 用 　 　 ｏｘ￣Ｌｐ ( ａ) 呈剂量依赖性下调

ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞 ＴＥＴ２ 蛋白和 ｍＲＮＡ 的表达ꎬ
２５ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣Ｌｐ( ａ)即表现出显著的抑制效用(Ｐ<
０.０５)ꎬ且随着 ｏｘ￣Ｌｐ( ａ)剂量的增加ꎬＴＥＴ２ 蛋白和

ｍＲＮＡ 的表达逐渐下降ꎬ当 ｏｘ￣Ｌｐ ( ａ) 浓度达到

１００ ｍｇ / Ｌ时ꎬ表现出最大的抑制效用ꎬ ２００ ｍｇ / Ｌ
ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)与 １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣Ｌｐ ( ａ) 之间无显著差异

(图 ３)ꎮ

图 ２. ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 对 ＴＥＴ２ 荧光素酶表达水平的影响

(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ 与 ＴＥＴ２￣ＷＴ

３’￣ＵＴＲ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＴＥＴ２ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ(ｎ＝３)

２.３.２　 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)对 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞 ＴＥＴ２ 表达的

时间效用　 　 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)对 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞 ＴＥＴ２
表达的时间效用也较为明显ꎬ１００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)与

０１１１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １１ꎬ２０１７



ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞孵育 ０ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈꎬ随
着时间的延长ꎬＴＥＴ２ 蛋白和 ｍＲＮＡ 的表达水平逐渐

下降ꎬ到第 ６ ｈ 时ꎬ即表现出显著的抑制效用(Ｐ<
０.０５)ꎬ当到达 ２４ ｈ 时ꎬ表现出最大的抑制效用ꎬ４８ ｈ

与 ２４ ｈ 之间无显著性差异(图 ４)ꎮ 故后续实验采用

１００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)和 ２４ ｈ 作为最佳的作用浓度和作

用时间ꎮ

图 ３. 不同剂量 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)对 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞 ＴＥＴ２ 表达的影响(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｏｘ￣Ｌｐ(ａ) ｏｎ ＴＥＴ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨＵＶＥＣ￣１２ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ３)

图 ４. １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)作用不同时间对 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞 ＴＥＴ２ 表达的影响(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)
作用 ０ ｈ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣Ｌｐ(ａ) ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＥＴ２ ｉｎ ＨＵＶＥＣ￣１２ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ(ｎ＝ ３)

２.３.３　 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)对 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞 ＴＥＴ２ 活性

的影响　 　 １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣Ｌｐ( ａ)与 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮

细胞孵育 ２４ ｈ 后ꎬ与对照组比较ꎬ５ｈｍｃ 水平显著下

降(Ｐ<０.０５ꎻ图 ５)ꎬ说明 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)对 ＴＥＴ２ 的活性有

一定的抑制作用ꎮ

图 ５. ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)对 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞 ＴＥＴ２ 活性的影响

(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｘ￣Ｌｐ(ａ) ｏｎ ＴＥＴ２ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ＨＵＶＥＣ￣
１２ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ３)

２.４　 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)对 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ
表达的影响

前述研究已经证实 ＴＥＴ２ 为 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 的靶基

因ꎬｏｘ￣Ｌｐ(ａ)可下调 ＴＥＴ２ 的表达ꎬ为了研究 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)
的这种作用是否由 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 介导的ꎬ以 １００ ｍｇ / Ｌ
ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)与 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞孵育２４ ｈꎬ采用 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 的表达水平ꎬ结果发现ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)
显著上调 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 的表达(Ｐ<０.０５ꎻ图 ６)ꎬ其表达

水平是对照组的 ７ ~ ８ 倍ꎬ因此推测ꎬｏｘ￣Ｌｐ(ａ)下调

ＴＥＴ２ 的表达可能与上调 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 表达有关ꎮ

图 ６. ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)促进 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 的

表达(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｏｘ￣Ｌｐ(ａ) ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１２５ａ￣
５ｐ ｉｎ ＨＵＶＥＣ￣１２ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ３)
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２.５　 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 对 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞 ＴＥＴ２
表达的影响

２.５.１ 　 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 上调 ＴＥＴ２ 的表达和活性

　 　 １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)显著下调 ＴＥＴ２ 蛋白的表达

水平ꎬ同时 ＴＥＴ２ 的活性也显著下降(Ｐ<０.０５)ꎬ而
ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 能显著逆转这一作用(Ｐ<０.０５)ꎬ
但与对照组相比ꎬ其逆转作用有限ꎬＴＥＴ２ 蛋白表达

水平及活性仍然低于对照组(Ｐ<０.０５ꎻ图 ７)ꎮ

图 ７. ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 上调 ＴＥＴ２ 的表达和活性(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＴＥＴ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ(ｎ＝ ３)

２.５.２　 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 减轻 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)对 ＨＵＶＥＣ￣
１２ 内皮细胞的损伤　 　 １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)处理后ꎬ
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 下室的荧光强度增加了近 ８ 倍ꎬ表明 ＨＵ￣
ＶＥＣ￣１２ 内皮细胞明显受到损伤ꎬ但向 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内

皮细胞转染 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 可部分逆转 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)
对 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞通透性增加的作用 ( Ｐ <
０.０５)ꎬ但其通透性仍然显著高于对照组(Ｐ<０.０５ꎻ
图 ８)ꎬ表明 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 的抑制作用有限ꎬ其并

不能完全逆转 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)对 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞的

损伤作用ꎬ因此ꎬｏｘ￣Ｌｐ(ａ)对血管内皮细胞损伤的机

制仍然有待于阐明ꎮ

图 ８. ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 对 ＨＵＶＥＣ￣１２ 单层血管内皮细胞通

透性的影响(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ
与 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ８. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ ｏｎ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＵ￣
ＶＥＣ￣１２ ｍｏｎｏｌａｙｅｒ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ３)

３　 讨　 论

单层血管内皮细胞通透性是血管内皮细胞受

损与否的重要评价指标ꎮ 单层血管内皮细胞的通

透性主要受桥粒结构的控制[１１]ꎬ这种连接不但是结

构上的ꎬ而且是功能上的ꎬ通过介导细胞与细胞间

的黏附以及细胞与胞内中间丝的连接ꎬ在细胞形态

改变、运动、黏附以及信号转导等方面发挥重要作

用ꎬ桥粒受损必然引起单层血管内皮细胞通透性的

改变ꎮ 研究发现 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)能降低桥粒蛋白表达ꎬ增
加单层内皮细胞的通透性[６]ꎬ但其作用机制不

清楚ꎮ
表观遗传学在 Ａｓ 中的作用已经成为该研究领

域的热点之一ꎬＤＮＡ 甲基化 /去甲基化可调控 Ａｓ 的

发生发展ꎬ促甲基化加速 Ａｓ 的形成[１２￣１３]ꎬ而抑制甲

基化可以预防 Ａｓ 的形成[１４]ꎮ ＴＥＴ２ 是一种在血管

内皮细胞上表达十分丰富的去甲基化酶ꎬ加强 ＴＥＴ２
的表达有明显的保护血管内皮细胞和抗 Ａｓ 作

用[１０ꎬ１５]ꎬ而 ＴＥＴ２ 突变则加速 Ａｓ 的形成[８]ꎮ 有报

道ꎬｏｘ￣Ｌｐ(ａ)能够显著增加 ＨＵＶＥＣ 内活性氧的形

成ꎬ而且这种作用比 ｏｘ￣ＬＤＬ 要强很多[１６]ꎮ 而活性

氧又可以下调 ＴＥＴ２ 的表达[１７]ꎬ故推测 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)对
血管内皮细胞的损伤作用可能与 ＴＥＴ２ 表达水平有

关ꎬ研究结果表明ꎬ这个推断是正确的ꎬｏｘ￣Ｌｐ(ａ)可
下调血管内皮细胞 ＴＥＴ２ 的表达水平ꎬ这一发现丰

富了 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)损伤血管内皮细胞的分子机制ꎮ 进

一步通过生物信息学分析发现 ＴＥＴ２ 为 ｍｉＲ￣１２５ａ￣
５ｐ 的强保守性靶基因ꎬ且在 ＴＥＴ２ ｍＲＮＡ 的 ３’￣ＵＴＲ
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上有多个 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 的结合位点ꎬ验证性实验也

证实 ＴＥＴ２ 为 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 的靶基因ꎬ受此启发ꎬ我
们进一步发现 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)在 ＨＵＶＥＣ￣１２ 内皮细胞上

可以上调 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 的表达ꎬ且 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 在调

控途径上位于 ＴＥＴ２ 的上游ꎬ因为抑制 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ
后 ＴＥＴ２ 表达水平得到上调ꎮ 相应的血管内皮细胞

通透性实验进一步证实了 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ / ＴＥＴ２ 介导

了 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ)对血管内皮细胞的损伤ꎮ 但活性氧是

否参与 ｏｘ￣Ｌｐ(ａ) / ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ / ＴＥＴ２ 影响血管内皮

细胞通透性ꎬ有待于进一步验证ꎻ桥粒结构的完整

性及桥粒蛋白表达水平是调控血管内皮细胞通透

性的关键ꎬｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ / ＴＥＴ２ 是否介导桥粒蛋白的

表达也值得深入探索ꎮ
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