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[摘　 要] 　 目的　 探究 ｍｉＲ￣１４６ａ 在人脐静脉内皮细胞衰老中的调节作用ꎬ并初步探究其机制ꎮ 方法　 以人脐静

脉内皮 ＥＣＶ￣３０４ 细胞为研究对象ꎬ连续传代建立 ＥＣＶ￣３０４ 细胞复制性衰老模型ꎬ衰老相关 β￣半乳糖苷酶(ＳＡ￣β￣
ｇａｌ)法检测不同代次(Ｐ２、Ｐ６、Ｐ９、Ｐ１２、Ｐ１５ 代)细胞中衰老细胞比例ꎬ实时定量 ＰＣＲ 法检测不同代次(Ｐ２、Ｐ６、Ｐ９、
Ｐ１２、Ｐ１５ 代)细胞中 ｍｉＲ￣１４６ａ 表达ꎮ 靶基因预测软件预测 ｍｉＲ￣１４６ａ 靶基因ꎮ 细胞转染建立 ｍｉＲ￣１４６ａ 表达上调的

Ｐ１２ 代细胞(Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１４６ａ 组)和 ｍｉＲ￣１４６ａ 表达下调的 Ｐ１２ 代细胞(Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ 组)ꎬ并建立相应对照组ꎬＳＡ￣β￣ｇａｌ
法检测衰老细胞比例ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＮＡＤＰＨ 氧化酶 ４(ＮＯＸ４)蛋白表达ꎮ 结果　 Ｐ６、Ｐ９、Ｐ１２ 和 Ｐ１５ 代细胞的衰

老细胞比例明显高于 Ｐ２ 代细胞(Ｐ<０.０５)ꎬｍｉＲ￣１４６ａ 表达则明显低于 Ｐ２ 代细胞(Ｐ<０.０５)ꎮ 靶基因预测 ｍｉＲ￣１４６ａ
的靶基因为 ＮＯＸ４ꎻ转染后ꎬＰｒｅ￣ｍｉＲ１４６ａ 组衰老细胞比例明显低于对照组(Ｐ<０.０５)ꎬＡｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ 组衰老细胞比例

明显高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎻＰｒｅ￣ｍｉＲ１４６ａ 组 ＮＯＸ４ 蛋白表达明显低于对照组(Ｐ<０.０５)ꎬＡｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ 组 ＮＯＸ４ 蛋白

表达明显高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论 　 ｍｉＲ￣１４６ａ 在衰老的人脐静脉内皮细胞 ＥＣＶ￣３０４ 中表达下降ꎬ上调 ｍｉＲ￣
１４６ａ 表达能够抑制 ＥＣＶ￣３０４ 衰老ꎬ其机制与调节 ＮＯＸ 表达有关ꎮ
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ｍｉＲ￣１４６ａ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａ￣
ｎｉｓｍ
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(Ｔｉａｎｊｉｎ Ｆｉｆｔｈ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｔｉａｎｊｉｎ ３００４５０ꎬ Ｃｈｉｎａ)

[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 ｍｉＲ￣１４６ａꎻ　 ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅꎻ　 ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ　 ＮＡＤＰＨ ｏｘｉｄａｓｅ ４
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉＲ￣１４６ａ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏ￣
ｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ.　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｇｉｎｇ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ＥＣＶ￣３０４
ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ.　 Ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ β￣ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ (ＳＡ￣β￣ｇａｌ) ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｓｅｎｅｓｃｅｎｔ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ ｃｅｌｌｓ (Ｐ２ꎬ Ｐ６ꎬ Ｐ９ꎬ Ｐ１２ꎬ Ｐ１５ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ)ꎻ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲ￣１４６ａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ ｃｅｌｌｓ (Ｐ２ꎬ Ｐ６ꎬ Ｐ９ꎬ Ｐ１２ꎬ Ｐ１５ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ)ꎻ Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
ｓｏｆｔｗａｒｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｐｒｅｄｉｃｔ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｏｆ ｍｉＲ￣１４６ａ.　 Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｐ１２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１４６ａꎬ
Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１４６ａ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ ꎬ ａｎｄ Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ＳＡ￣β￣ｇａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｓｅｎｅｓ￣
ｃｅｎｔ ｃｅｌｌｓꎻ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＡＤＰＨ ｏｘｉｄａｓｅ ４(ＮＯＸ４).　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ
ｓｅｎｅｓｃｅｎｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｐ６ꎬ Ｐ９ꎬ Ｐ１２ ａｎｄ Ｐ１５ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｐ２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ (Ｐ<０.０５).　 Ａｎｄ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１４６ａ ｉｎ Ｐ６ꎬ Ｐ９ꎬ Ｐ１２ ａｎｄ Ｐ１５ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｐ２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ (Ｐ<
０.０５).　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｏｆ ｍｉＲ￣１４６ａ ｗａｓ ＮＯＸ４. 　 Ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｓｅｎｅｓｃｅｎｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１４６ａ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｂｕｔ ｉｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ ｇｒｏｕｐ
(Ｐ<０.０５).　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＯＸ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１４６ａ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５)ꎬ
ｂｕｔ ｉｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５). 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｍｉＲ￣１４６ａ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｇｉｎｇ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ＥＣＶ￣３０４ ｃｅｌｌｓꎬ ｔｈｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１４６ａ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ＥＣＶ￣３０４ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＯＸ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.
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　 　 大量流行病学研究表明ꎬ血管内皮细胞衰老在

动脉粥样硬化、血栓形成等血管功能障碍疾病的发

病过程中发挥着至关重要的作用[１￣２]ꎮ 血管内皮细

胞衰老主要通过细胞复制性衰老和应激诱发的早

衰两种机制ꎬ其中细胞复制性衰老最为常见ꎬ以端

粒缩短为主要特征ꎬ是细胞老龄化的重要表征[３]ꎮ
阐明内皮细胞衰老的机制有助于血管疾病新治疗

策略的开发ꎮ 微小 ＲＮＡ(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ ｍｉＲＮＡ)是一

种小型的非编码 ＲＮＡꎬ它是一类 １８~２４ 个核苷酸组

成的非编码 ＲＮＡꎬ通过与目标 ｍＲＮＡ 的互补序列结

合来抑制基因表达[４]ꎮ 新近研究表明ꎬｍｉＲＮＡ 能够

调节血管内皮细胞的生理功能ꎬｍｉＲ￣２１７、ｍｉＲ￣３４ａ
等 ｍｉＲＮＡ 均在内皮细胞的衰老过程中发挥重要的

调节作用[５]ꎮ ｍｉＲ￣１４６ａ 在人细胞内广泛存在ꎬ具有

调节巨噬细胞功能、抑制炎症因子表达、促进血管

平滑肌细胞增殖等多项生物学功能[６]ꎬ也有研究报

道 ｍｉＲ￣１４６ａ 对脂质代谢具有调节作用ꎬ参与动脉粥

样硬化的形成 [７]ꎮ 本研究以人脐静脉内皮 ＥＣＶ￣
３０４ 细胞为研究对象ꎬ建立 ＥＣＶ￣３０４ 细胞复制衰老

模型ꎬ 拟 探 究 ｍｉＲ￣１４６ａ 在 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞

(ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ＨＵＶＥＣ)衰

老中的调节作用ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验材料

人脐静脉内皮细胞株 ＥＣＶ￣３０４ 购自中国科学

院上海细胞生物学研究所ꎮ ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血

清、青霉素和链霉素(Ｇｉｂｃｏꎬ美国)ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００ 细胞转染试剂盒(北京旷博生物技术有限公

司ꎬ中国)ꎻ衰老相关 β￣半乳糖苷酶( ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ￣ａｓ￣
ｓｏｃｉａｔｅｄ β￣ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅꎬ ＳＡ￣β￣ｇａｌ)测定试剂盒(北

京雷根生物技术有限公司ꎬ中国)ꎻ实时定量 ＰＣＲ 试

剂盒(宝生物工程大连有限公司ꎬ中国)ꎻ考马斯亮

蓝 Ｇ￣２５０、蛋白裂解液及硝酸纤维素膜( Ｓｉｇｍａꎬ 美

国)ꎻＮＡＤＰＨ 氧化酶 ４ ( ＮＡＤＰＨ ｏｘｉｄａｓｅ ４ꎬＮＯＸ４)
一抗、β￣ａｃｔｉｎ 一抗和羊抗兔二抗(Ａｂｃａｍꎬ美国)ꎮ

免疫荧光显微镜 (Ｏｌｙｍｐｕｓꎬ日本)ꎻ细胞培养箱

(ＨＥＰＡ ＣＬＡＳＳ １００ꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)ꎻ全
自动凝胶成像分析系统(ＧｅｌＤｏｃ ＥＺꎬ美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ
公司)ꎻ实时荧光定量 ＰＣＲ 仪(ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ Ⅱꎬ
德国 Ｒｏｃｈｅ 公司)ꎮ
１.２　 细胞培养

人脐静脉内皮细胞 ＥＣＶ￣３０４ 培养于 ３７ ℃、５％

ＣＯ２ 和 １００％饱和湿度的 ＣＯ２ 培养箱中ꎬ培养基为

含 １０％胎牛血清、１００ ｋＵ / Ｌ 青霉素和 １００ ｋＵ / Ｌ 链

霉素的 ＤＭＥＭ 培养基ꎮ 每隔 ２~３ 天换液一次ꎬ每天

均使用倒置显微镜观察细胞ꎬ记录细胞数量和状态

等指标ꎮ 观察细胞融合度超过 ８０％时ꎬ弃细胞生长

液ꎬ加入 ０.２５％胰蛋白酶消化细胞后ꎬ８００ ｒ / ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ加入 ＰＢＳ 重悬洗涤细胞ꎬ用适

量细胞生长液悬浮细胞后ꎬ传代培养ꎮ
取第一代细胞连续传代培养ꎬ构建 ＥＣＶ￣３０４ 细

胞体外复制衰老模型ꎬ通过检测 ＳＡ￣β￣ｇａｌ 活性评价

第 ２ 代(Ｐ２)、第 ６ 代(Ｐ６)、第 ９ 代(Ｐ９)、第 １２ 代

(Ｐ１２)和第 １５ 代(Ｐ１５)衰老细胞比例ꎮ
１.３　 细胞转染

ｍｉＲ￣１４６ａ 扩 增 表 达 的 寡 核 苷 酸 ( Ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１４６ａ)、Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１４６ａ 阴性对照寡核苷酸(Ｃｏｎｔｒｏｌ
１)、ｍｉＲ￣１４６ａ 反义寡核苷酸(Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ)、Ａｎｔｉ￣
ｍｉＲ１４６ａ 阴性对照寡核苷酸(Ｃｏｎｔｒｏｌ ２)由上海生工

公司合成ꎮ 取第 １２ 代 ＥＣＶ￣３０４ 细胞ꎬ以每孔 ５.０×
１０５ 个细胞接种于 ６ 孔板中ꎬ在 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 细胞

培养箱中孵育 ２４ ｈꎬ按 ｌｉｐｏｆｅｅｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ 说明书进

行转染ꎬ培养 １０ ~ １２ ｈ 后加入通过荧光显微镜检测

转染效率ꎮ 设置 Ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣１４６ａ 组、对照组 １ ( Ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１４６ａ 阴性对照)、Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ 组和对照组 ２
(Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ 阴性对照)ꎮ
１.４　 ＳＡ￣β￣ｇａｌ 活性的检测

待细胞融合度超过 ６０％时ꎬ使用 ＰＢＳ 缓冲液漂

洗 ３ 次ꎬ再加入 ＳＡ￣β￣ｇａｌ 染色固定液ꎬ室温固定 １５
ｍｉｎꎻ其后弃去染色固定液ꎬ使用 ＰＢＳ 缓冲液漂洗 ３
次ꎬ再加入染色工作液ꎬ在 ３７ ℃、ＣＯ２ 细胞培养箱中

孵育 ８~１２ ｈꎻ最后使用显微镜检测ꎬ蓝染细胞即为

衰老细胞ꎬ随机选取 ５ 个视野采集图像ꎬ计算衰老细

胞占观察细胞的百分比ꎮ
１.５　 实时定量 ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣１４６ａ 的表达水平

收集 ６ 孔板中培养不同代次(Ｐ２、Ｐ６、Ｐ９、Ｐ１２、
Ｐ１５)的 ＥＣＶ￣３０４ 细胞ꎬ用 ＲＮＡ 分离试剂抽提细胞

中总 ＲＮＡꎬ取 ５ μｇ ＲＮＡ 运用 Ｐｒｏｍｅｇａ ＭＭＬＶ 逆转

录酶及相关试剂进行逆转录反应ꎬ反应体系为 ２０
μＬꎬ取 ０.５ μＬ 逆转录产物进行实时定量 ＰＣＲ 反应ꎮ
ｍｉＲ￣１４６ａ 上游引物序列为 ５′￣ＣＧＧＣＧＧＴＧＡＧＡＡＣＴ￣
ＧＡＡＴＴＣＣＡ￣３′ꎬ下游引物序列为 ５′￣ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣ￣
ＣＧＡＧＧＴ ￣３′ꎮ 每组设置 ３ 个重复ꎬ扩增条件为９４ ℃
４ ｍｉｎ→９４ ℃ ３０ ｓ→５０ ℃ ３０ ｓ→７２ ℃ ４０ ｓ×４０ꎮ 以

Ｐ２ 组 ｍＲＮＡ 水平为 １ꎬ实验组相对 ｍＲＮＡ 表达水平

＝实验组 ｍＲＮＡ 水平 / Ｐ２ 组 ｍＲＮＡ 水平ꎮ

８２１１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １１ꎬ２０１８



１.６　 ｍｉＲ￣１４６ａ 靶基因预测

根据靶基因预测库 Ｔａｒｇｅｔ Ｓｃａｎ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ.ｏｒｇ / )、Ｔｈｅ ｍｉＲＢａｓｅ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｍｉｒｂａｓｅ.
ｏｒｇ / )和 ＰｉｃＴａｒ( ｈｔｔｐ: / / ｐｉｃｔａｒ. ｍｄｃ￣ｂｅｒｌｉｎ. ｄｅ / )预测

ｍｉＲ￣１４６ａ 的靶基因ꎮ
１.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＮＯＸ４ 的表达水平

收集转染成功的第 １２ 代 ＥＣＶ￣３０４ 细胞ꎬ以每

孔 ５.０×１０５ 个接种于 ６ 孔板中ꎬ３７ ℃、５％ＣＯ２ 细胞

培养箱中培养 ２４ ｈꎮ 培养结束后ꎬ收集培养细胞ꎬ
１００ μＬ 冰预冷的蛋白裂解液重悬细胞ꎬ冰上孵育 ６０
ｍｉｎ 裂解细胞ꎬ裂解液 １２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ收
集上清液ꎮ 每组设置 ３ 个重复ꎬ处理后的样品

１００ ℃金属浴 ５ ｍｉｎ 变性蛋白ꎬ每次取 ２０ μｇ 蛋白上

样ꎬ使用 １０％ＳＤＳ 电泳分离蛋白条带ꎮ 分离好的蛋

白条带转移到硝酸纤维膜上ꎬ在室温条件下封闭缓

冲液溶液中封闭 ３０ ｍｉｎꎬ加入一抗(ＮＯＸ４ 一抗ꎬ１ ∶
３００ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 一抗ꎬ１ ∶ ５００)在 ４ ℃摇床孵育过夜后ꎬ
与二抗(１ ∶ １０００)室温摇床孵育 ３０ ｍｉｎꎮ 结合信号

使用化学发光法标记ꎬ凝胶成像系统分析实验结

果ꎬβ￣ａｃｔｉｎ 为内参对照ꎬ以 ＮＯＸ４ 蛋白条带与 β￣
ａｃｔｉｎ 蛋白条带灰度值的比值表示目的蛋白的相对

表达值ꎮ
１.８　 统计学处理

使用 ＳＰＳＳ １９. ０ 软件对数据进行分析ꎬＯｒｉｇｉｎ
８.６软件绘图ꎬ组间比较采用方差分析及 ｔ 检验ꎬＰ<
０.０５ 表示差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 人脐静脉内皮细胞 ＥＣＶ￣３０４ 体外复制衰老模

型的建立

经 ＳＡ￣β￣ｇａｌ 染色ꎬ显示蓝绿色的细胞即为衰老

细胞ꎬ经过不同代次的培养后 ( Ｐ２、 Ｐ６、 Ｐ９、 Ｐ１２、
Ｐ１５)ꎬ衰老的 ＥＣＶ￣３０４ 细胞比例逐渐升高ꎬＰ６、Ｐ９、
Ｐ１２ 和 Ｐ１５ 组衰老细胞比例均明显高于 Ｐ２ 组细胞

(Ｐ<０.０５ꎬ图 １)ꎬ表明人脐静脉内皮细胞 ＥＣＶ￣３０４
体外复制衰老模型的建立成功ꎮ

图 １. 不同代次 ＥＣＶ￣３０４ 细胞的 ＳＡ￣β￣ｇａｌ 染色(ｎ＝ ５)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｐ２ 组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. ＳＡ￣β￣ｇａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＥＣＶ￣３０４ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ(ｎ＝ ５)

２.２ 　 ｍｉＲ￣１４６ａ 在衰老的人脐静脉内皮细胞 ＥＣＶ￣
３０４ 中表达降低

实时定量 ＰＣＲ 结果显示ꎬ经过不同代次的培养

后( Ｐ２、 Ｐ６、 Ｐ９、 Ｐ１２、 Ｐ１５)ꎬ ＥＣＶ￣３０４ 细胞中 ｍｉＲ￣
１４６ａ 表达逐渐降低ꎬＰ６、Ｐ９、Ｐ１２ 和 Ｐ１５ 组 ｍｉＲ￣１４６ａ
水平均明显低于 Ｐ２ 组细胞(Ｐ<０.０５ꎬ图 ２)ꎬ提示

ｍｉＲ￣１４６ａ 与 ＥＣＶ￣３０４ 细胞复制性衰老相关ꎮ

２.３　 Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１４６ａ 和 Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ 转染改变 ＥＣＶ￣
３０４ 细胞衰老程度

为进一步确认 ｍｉＲ￣１４６ａ 与 ＥＣＶ￣３０４ 细胞衰老

的相关性ꎬ本研究转染 Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１４６ａ 上调 ＥＣＶ￣３０４
细胞 ｍｉＲ￣１４６ａ 表达ꎬ转染 Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ 下调 ｍｉＲ￣
１４６ａ 表达ꎬ经 ＳＡ￣β￣ｇａｌ 染色显示ꎬＰｒｅ￣ｍｉＲ１４６ａ 组衰

老细胞比例明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬＡｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ 组衰
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老细胞比例明显升高(Ｐ<０.０５ꎬ图 ３)ꎮ
２.４　 ｍｉＲ￣１４６ａ 靶基因预测

根据靶基因预测库 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ (ｈｔｔｐ:/ / ｗｗｗ. ｔａｒ￣
ｇｅｔｓｃａｎ.ｏｒｇ / )、Ｔｈｅ ｍｉＲＢａｓｅ (ｈｔｔｐ:/ / ｗｗｗ.ｍｉｒｂａｓｅ.ｏｒｇ / )
和 ＰｉｃＴａｒ(ｈｔｔｐ:/ / ｐｉｃｔａｒ. ｍｄｃ￣ｂｅｒｌｉｎ.ｄｅ / )预测 ｍｉＲ￣１４６ａ
的靶基因为 ＮＯＸ４(图 ４)ꎮ
２.５　 Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１４６ａ 和 Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ 转染改变 ＥＣＶ￣
３０４ 细胞 ＮＯＸ４ 表达

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１４６ａ 和 Ａｎｔｉ￣
ｍｉＲ１４６ａ 转染后ꎬＰｒｅ￣ｍｉＲ１４６ａ 组 ＮＯＸ４ 表达明显降

低(Ｐ<０.０５)ꎬ而 Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ 组 ＮＯＸ４ 表达明显升

高(Ｐ<０.０５ꎬ图 ５)ꎮ
图 ２. 不同代次 ＥＣＶ￣３０４ 细胞中 ｍｉＲ￣１４６ａ 的表达(ｎ＝ ３)
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｐ２ 组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１４６ａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆ ＥＣＶ￣３０４ ｃｅｌｌｓ (ｎ＝ ３)

图 ３. Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１４６ａ 和 Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ 转染后 ＥＣＶ￣３０４ 细胞 ＳＡ￣β￣ｇａｌ 染色结果(ｎ＝ ５) 　 　 Ａ 为 Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１４６ａ 阴性对照组ꎬＢ 为 Ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１４６ａ 组ꎬＣ 为 Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ 阴性对照组ꎬＤ 为 Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１４６ａ 阴性对照组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ
阴性对照组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ＳＡ￣β￣ｇａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＥＣＶ￣３０４ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１４６ａ ａｎｄ Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ (ｎ＝ ５)

图 ４. ｍｉＲ￣１４６ａ 与 ＮＯＸ４ ｍＲＮＡ 序列同源重组

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ￣１４６ａ ａｎｄ ｔｈｅ ＮＯＸ４ ｍＲＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ

３　 讨　 论

衰老是心血管疾病的主要风险因素ꎬ心血管事

件的发生率随着年龄的增长而增加[８]ꎮ 血管内皮

细胞作为抗血栓和抗炎的屏障ꎬ通过调节血管张力

和完整性ꎬ在正常机体中对血管内稳态的维持至关

重要[９]ꎮ 相关研究表明ꎬ内皮细胞功能的完整性受

到衰老的影响ꎬ内皮细胞衰老在与年龄相关的心血

管疾病的发生发展中起着关键作用[１０]ꎮ 因此ꎬ阐明

内皮细胞衰老的机制有助于血管疾病治疗策略的

开发ꎮ
ｍｉＲＮＡ 能够在机体内发挥多种生物功能ꎬ包括

细胞增殖、发育、分化和凋亡等[１１]ꎮ 最新研究报道ꎬ
ｍｉＲＮＡ 在心血管疾病的发生发展中发挥重要的调

控作用ꎬ包括参与心脏发育、血管病变、心肌重构、
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图 ５. Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１４６ａ 和 Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ 转染改变 ＥＣＶ￣３０４ 细

胞 ＮＯＸ￣４ 蛋白表达(ｎ＝ ３) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１４６ａ 阴

性对照组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ 阴性对照组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＯＸ４ ｉｎ ＥＣＶ￣３０４ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１４６ａ ｏｒ Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ１４６ａ (ｎ＝ ３)

血管炎症、高血压等[１２]ꎮ 某些 ｍｉＲＮＡ 也在血管内

皮细胞中发挥重要的调节功能ꎬ包括调节血管内皮

细胞增殖、迁移、凋亡、衰老、炎症等ꎬ对维持内皮细

胞的稳定性发挥重要作用[１３]ꎮ Ｃｈｅｎｇ 等[１４] 报道ꎬ
ｍｉＲ￣３４ａ 能够调节组蛋白去乙酰化酶诱导的内皮细

胞衰老ꎬ阻滞细胞周期ꎬ且 ｍｉＲ￣３４ａ 在年老大鼠心脏

和脾脏中的表达水平明显高于幼龄小鼠ꎮ Ｍｅｎｇｈｉｎｉ
等[１５]报道ꎬｍｉＲ￣２１７ 在衰老的衰老人类脐静脉内皮

细胞中明显高于新生脐静脉内皮细胞ꎬ且 ｍｉＲ￣２１７
的表达上调与叉头框蛋白 Ｏ１ ( ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｏ１ꎬ
ＦｏｘＯ１)基因表达密切相关ꎮ 研究证实 ｍｉＲ￣１４６ａ 对

机体脂质代谢具有调节作用ꎬ并参与动脉粥样硬化

的形成ꎬ但 ｍｉＲ￣１４６ａ 在血管内皮细胞衰老中的作用

并不清楚ꎮ 本研究建立人脐静脉内皮 ＥＣＶ￣３０４ 细

胞复制衰老模型ꎬ拟探究 ｍｉＲ￣１４６ａ 在 ＥＣＶ￣３０４ 细胞

衰老中的作用ꎮ
本研究中ꎬ随着 ＥＣＶ￣３０４ 细胞传代次数的增

加ꎬ衰老细胞比例也逐渐增加ꎬ与陈春燕等[１６] 的报

道一致ꎬ该研究中分离获得人脐静脉内皮细胞ꎬ通
过传代获得稳定的细胞复制性衰老模型ꎮ 且衰老

细胞占比较高的高传代次数的 ＥＣＶ￣３０４ 细胞中

ｍｉＲ￣１４６ａ 表达明显降低ꎮ 进一步的细胞转染实验

也验证了上述结果ꎬｍｉＲ￣１４６ａ 表达上调能够延缓

ＥＣＶ￣３０４ 细胞衰老ꎮ Ｔａｇａｎｏｖ 等[１７] 报道冠心病患者

外周单核细胞中 ｍｉＲ￣１４６ａ、ｍｉＲ￣１４６ｂ 及下游 Ｔｏｌｌ 样
受体 ４(ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ４ꎬ ＴＬＲ４)蛋白表达均明显

升高ꎬ提示 ｍｉＲ￣１４６ａ 和 ｍｉＲ￣１４６ｂ 是心脏事件独立

的预测指标ꎬ结合本研究揭示 ｍｉＲ￣１４６ａ 与人血管疾

病密切相关ꎮ
ｍｉＲＮＡ 在血管内皮细胞中发挥的生物学作用

并不清楚ꎬ本研究预测并验证了 ｍｉＲ￣１４６ａ 的靶点为

ＮＯＸ４ꎮ ＮＯＸ４ 即 ＮＡＤＰＨ 氧化酶 ４ꎬＮＡＤＰＨ 氧化酶

是血管内皮细胞中活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ
ＲＯＳ)的主要来源ꎬＲＯＳ 的增加导致血管内皮细胞的

氧化 损 伤ꎬ 加 速 了 动 脉 粥 样 硬 化 的 发 生[１８]ꎮ
Ｖｅｎｄｒｏｖ 等[１９]研究报道ꎬＮＯＸ４ 在人血管内皮细胞

中表达水平要高于 ＮＯＸ１、ＮＯＸ２ 或 ＮＯＸ５ 的水平超

过 １００ 倍ꎬ是人血管内皮细胞中主要的 ＮＡＤＰＨ 氧

化酶ꎮ 结合本研究提示 ｍｉＲ￣１４６ａ 通过抑制 ＮＯＸ４
表达抑制人脐静脉内皮细胞的复制性衰老ꎮ

综上所述ꎬ本研究发现 ｍｉＲ￣１４６ａ 在多次传代的

人脐静脉内皮细胞中表达下调ꎬ多次传代导致 ｍｉＲ￣
１４６ａ 抑制 ＮＯＸ４ 表达的能力下降ꎬ从而导致人脐静

脉内皮细胞衰老ꎮ 鉴于细胞衰老在心血管疾病发

生中的关键作用ꎬ本研究初步探究了 ｍｉＲ￣１４６ａ 在衰

老过程中的调控作用ꎬ但其详细的分子机制仍有待

深入研究ꎮ
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