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[摘　 要] 　 目的　 观察 ＴＮＦ￣α 处理的脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣ)中 ｍｉＲ￣１５５ 的表达情况ꎬ探讨 ｍｉＲ￣１５５ 的表达与

ＴＮＦ￣α 诱导的 ＨＵＶＥＣ 凋亡的关系ꎬ并探究两者之间的作用机制ꎮ 方法　 不同浓度 ＴＮＦ￣α 分别处理 ＨＵＶＥＣ 不同

时间ꎬＭＴＴ 法检测细胞活性ꎬＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 荧光染色法检测 ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测细胞中 ｍｉＲ￣１５５ 的表达ꎻ通
过转染 ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃ 和 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１５５ 使 ＨＵＶＥＣ 中 ｍｉＲ￣１５５ 过表达或抑制其表达ꎬＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 荧光染色和

Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染法检测过表达 ｍｉＲ￣１５５ 或抑制 ｍｉＲ￣１５５ 表达对 ＨＵＶＥＣ 凋亡的影响ꎻ使用 ｍｉＲａｎｄａ 和

Ｔａｎｇｅｔｓｃａｎ 等分析软件预测 ｍｉＲ￣１５５ 作用的潜在靶基因ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测靶基因 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ＦＡＤＤ 的表达变化ꎮ
结果　 ＴＮＦ￣α 可诱导 ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎬ且呈剂量和时间依赖性增加ꎻ１０ μｇ / Ｌ ＴＮＦ￣α 处理 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈ 后可以诱导其

ｍｉＲ￣１５５ 表达明显增加ꎻ抑制 ｍｉＲ￣１５５ 表达可以增加 ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎻｍｉＲ￣１５５ 过表达则抑制 ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎻｍｉＲ￣１５５ 通

过调节 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、ＦＡＤＤ 和 ａｃｔｉｖｅ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达抑制细胞凋亡ꎮ 结论　 ｍｉＲ￣１５５ 通过下调 ＦＡＤＤ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达

调节 Ｃａｓｐａｓｅ 凋亡信号通路ꎬ抑制 ＴＮＦ￣α 诱导的 ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎮ
[中图分类号] 　 Ｒ３６ [文献标识码] 　 Ａ

ＭｉＲ￣１５５ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＴＮＦ￣α￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＵＶＥＣ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＦＡＤＤ
ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ＣＡＯ Ｙｕｎｃｈａｎｇꎬ ＤＥＮＧ Ｊｉｅꎬ ＷＥＮ Ｈｏｎｇｂｏꎬ ＷＡＮＧ Ｘｉｎｇｂｏꎬ ＴＡＮＧ Ｍｉｎ
(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎａꎬ Ｈｅｎｇｙａｎｇꎬ Ｈｕｎａｎ ４２１００１ꎬ Ｃｈｉｎａ)
[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 ｍｉＲ￣１５５ꎻ　 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎻ　 ＦＡＤＤꎻ　 ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ　 ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１５５ ｉｎ ＴＮＦ￣α￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
ａｎｄ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔｓ ｏｆ ｍｉＲ￣１５５ ｏｎ ＴＮＦ￣α￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｏｒｏｕｇｈｌｙ ｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｍｉＲ￣１５５ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ＴＮＦ￣α￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ.　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｈｕ￣
ｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＴＮＦ￣α ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｍｅ.　 ＭＴＴ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ. 　 Ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｓｅｄ ｂｙ Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｂｙ Ａｎｎｅｘｉｎ￣Ｖ ＦＩＴＣ / ＰＩ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ. 　 Ｔｈｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１５５ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｍｉＲ￣１５５ ｗｅｒｅ ｆｏｒｅｃａｓｔｅｄ ｂｙ
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＴＮＦ￣α ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｄ ｔｉｍｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ. 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖｅｈｉｃｌｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｍｉＲ￣１５５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ￣
ｃｒｅａｓｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １０ μｇ / Ｌ ＴＮＦ￣α ａｔ ２４ ｈ (Ｐ<０.０１).　 Ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１５５ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＮＦ￣α￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｄｅ￣
ｃｒｅａｓｅｄ ｒｅｍａｒｋａｂｌｙ ｔｈｅｉｒ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ (Ｐ<０.０１).　 Ｉｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇｌｙꎬ ｔｈｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ｗａｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１５５.　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＦＡＤＤ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ
ｏｆ ｍｉＲ￣１５５.　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｍｉＲ￣１５５ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ＦＡＤＤ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３. 　 ＭＴＴ ａｓｓａｙ ａｎｄ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｆ
Ｃａｓｐａｓｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏ￣ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｔｉ￣ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ￣１５５.　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＭｉＲ￣１５５ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ＴＮＦ￣α￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＦＡＤＤ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

６０１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２７ꎬＮｏ ２ꎬ２０１９



　 　 ｍｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)是一类高度保守的单链非

编码小 ＲＮＡꎬ可通过抑制蛋白质的翻译或促进

ｍＲＮＡ 降解调节基因转录后表达[１]ꎮ 在人类基因组

中已经发现超过 ２０００ 个成熟的 ｍｉＲＮＡꎬ它们作为

重要的调控分子微调蛋白质表达[２]ꎮ ｍｉＲＮＡ 作为

调控分子在血管疾病、炎症和动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏ￣
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ) 中起着重要作用[３￣５]ꎬ 像血流敏感

ｍｉＲＮＡ(ｆｌｏｗ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｍｉＲＮＡꎬｍｅｃｈａｎｏ￣ｍｉＲ)可通过

功能获得型或功能缺失型调节内皮细胞基因表

达[６]ꎬ影响 Ａｓ 进程ꎮ ｍｉＲ￣１５５ 是一种多功能微小

ＲＮＡꎬ在人体多种病理生理过程中发挥作用ꎬ如 Ａｓ
的发生发展[７￣８]ꎮ ｍｉＲ￣１５５ 可以调节内皮细胞自

噬[９￣１０]ꎬ还可以通过调节胆固醇酯酶表达抑制巨噬

细胞泡沫化[１１￣１２]ꎮ 此外ꎬｍｉＲ￣１５５ 作为炎性信号通

路的强大调节剂ꎬ可被 ｋａｐｐａ￣Ｂ 激酶的选择性阻断

剂 ＩκＫ￣１６ 抑制减少细胞炎症介质释放[１３]ꎮ 目前ꎬ
ｍｉＲ￣１５５ 在 Ａｓ 方面的研究已取得显著进展ꎬ但在影

响细胞凋亡及机制方面的研究还有所欠缺ꎮ 本实

验 以 脐 静 脉 内 皮 细 胞 ( ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬＨＵＶＥＣ)为研究对象ꎬ用肿瘤坏死因

子 α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α) 刺激 ＨＵＶＥＣ
构建细胞凋亡模型ꎬ运用脂质体转染技术使 ｍｉＲ￣
１５５ 抑制或过表达ꎬ观察其对 ＴＮＦ￣α 诱导的 ＨＵＶＥＣ
凋亡的影响及机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

ＨＵＶＥＣ 购于中科院上海细胞生物学研究所细

胞中心ꎻＤＭＥＭ 细胞培养基购于美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ人
ＴＮＦ￣α 购于美国 Ｐｅｐｒｏ Ｔｅｃｈ 公司ꎻ胰酶细胞消化液、
ＢＣＡ 蛋白浓度检测试剂盒购于南京建成公司ꎻ新生

胎牛血清购于四季青生物工程有限公司ꎻ Ｈｏ￣
ｅｃｈｓｔ３３３４２ 粉、青霉素￣链霉素溶液、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 荧

光检测试剂盒、ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒购于碧

云天生物技术研究所ꎻ辣根过氧化物酶标记二抗购

于康为世纪生物技术有限公司ꎻｍｉＲ￣１５５ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、
ｍｉＲＮＡ￣１５５ ｍｉｍｉｃ 购于上海吉玛公司ꎻ高效 ＲＩＰＡ 细

胞裂解液购于北京索莱宝科技有限公司ꎻＣａｓｐａｓｅ￣３、
ａｃｔｉｖｅ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣３、β￣ａｃｔｉｎ 一抗均购于 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ 提取与纯化试剂盒与两步法 Ｓｔｅｍａｉｍ￣ｉｔ
ｍｉＲ ｑＲＴ￣ＰＣＲ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 购自 Ｎｏｖｌａｎｄ 公司ꎻ
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ其
余试剂为国产分析纯ꎮ

１.２　 细胞培养与转染

ＨＵＶＥＣ 用含 １０％胎牛血清及双抗的培养基于

３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养ꎬ细胞汇合度达 ６０％ ~
７０％时换用无血清培养基培养ꎮ 为观察 ＴＮＦ￣α 对

ＨＵＶＥＣ 活性及凋亡的影响ꎬ用不同浓度 ＴＮＦ￣α(１、
１０、２０、４０ 和 １００ μｇ / Ｌ)分别处理细胞不同时间(１２
ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ)ꎬ对照组为无血清培养基培养ꎮ 为观

察 ｍｉＲ￣１５５ 在 ＴＮＦ￣α 诱导的 ＨＵＶＥＣ 凋亡中的作

用ꎬ将实验分为 ５ 组:对照组、ＴＮＦ￣α 组、ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣
１５５ 组 ( ＴＮＦ￣α ＋ｍｉＲ￣１５５ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ)、ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃ
(ＴＮＦ￣α ＋ ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃ )、 Ｓｃｒａｍｂｌｅ 组 ( ＴＮＦ￣α ＋
ＮＣ)ꎮ 用无血清培养基稀释待转染 ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ然后

将待转染试剂与脂质体 ２０００ 混合室温孵育 ２０ ｍｉｎꎬ
加入待转染细胞孔中(设阴性对照)ꎬ３７ ℃、５％ＣＯ２

培养 ６ ｈꎬ改含 １０％胎牛血清的培养基培养 ２４ ｈꎬ取
一部分细胞用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 对其进行鉴定ꎬ另一部分

细胞用 １０ μｇ / Ｌ ＴＮＦ￣α 处理 ２４ ｈ 用于后续实验ꎮ
１.３　 ＭＴＴ 法检测细胞存活率

细胞培养至对数生长期后ꎬ５×１０３ 个细胞 / 孔接

种到 ９６ 孔板培养 ２４ ｈꎬ然后用不同浓度 ＴＮＦ￣α(０、
１、１０、２０、４０ 及 １００ μｇ / Ｌ)分别处理细胞不同时间

(０、１２、２４ 及 ４８ ｈ)或按转染分组作用细胞ꎬ每组设

３ 个平行对照ꎮ 按 ＭＴＴ 常规步骤操作ꎬ每孔加入 ５
ｇ / Ｌ ＭＴＴ 液 ２０ μＬꎬ于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养

４ ｈꎬ弃培养液ꎬＰＢＳ 洗净ꎬ每孔加 １５０ μＬ ＤＭＳＯꎬ放
置摇床ꎬ震荡 １０ ｍｉｎꎬ至结晶完全溶解ꎬ酶标仪检测

４９０ ｎｍ 处吸光度值ꎬ检测细胞增殖率ꎬ获得 ＴＮＦ￣α
作用最佳条件ꎮ
１.４　 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 荧光染色法检测细胞凋亡

细胞培养至对数生长期后ꎬ１０５ 个细胞 / 孔接种

到 ６ 孔板培养ꎬ待细胞生长密度达到培养瓶的 ７０％
时ꎬ换用无血清培养基同步培养 １２ ｈꎬ按上述 ＴＮＦ￣α
作用浓度和时间或转染分组处理细胞ꎻ将原培养液

吸干ꎬ每孔加 １ ｍＬ ４％多聚甲醛于 ４ ℃固定 ２０ ｍｉｎꎬ
固定完后用 ＰＢＳ 润洗 ５ ｍｉｎ × ３ 次ꎻ每孔加 １ ｍＬ
Ｈｅｏｃｈｓｔ３３３４２ 染色液ꎬ于 ３７ ℃ 培养箱中染色 ２０
ｍｉｎꎻ随后用 ＰＢＳ 润洗 ５ ｍｉｎ×３ 次ꎬ于倒置荧光显微

镜观察记录并拍照ꎮ
１.５　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣１５５ 的表达

按 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 提取与纯化试剂盒说明书提取细

胞中的 ｍｉＲＮＡꎬ反转录成 ｃＤＮＡꎬ再进行 ＰＣＲ 循环

扩增ꎬｍｉＲ￣１５５、Ｕ６(内参)引物均由上海诺伦生物医

药技术有限公司合成ꎬｍｉＲ￣１５５ 引物序列:上游为

５′￣ＡＣＧ ＣＴＣ ＡＧＴ ＴＡＡ ＴＧＣ ＴＡＡ ＴＣＧ ＴＧＡ ＴＡ￣３′ꎬ
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下游为 ５′￣ＡＴＴ ＣＣＡ ＴＧＴ ＴＧＴ ＣＣＡ ＣＴＧ ＴＣＴ ＣＴＧ￣
３′ꎬ扩增长度为 ８４ ｂｐꎮ Ｕ６ 引物序列:上游为 ５′ ￣
ＡＴＴ ＧＧＡ ＡＣＧ ＡＴＡ ＣＡＧ ＡＧＡ ＡＧＡ ＴＴ￣３′ꎬ下游为

５′￣ＧＧＡ ＡＣＧ ＣＴＴ ＣＡＣ ＧＡＡ ＴＴＴ Ｇ￣３′ꎬ扩增长度为

７０ ｂｐꎮ
１.６　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染法检测 ＨＵＶＥＣ 凋亡

按上述 方 法 转 染 ４８ ｈ 后 收 集 细 胞ꎬ 按 照

Ａｎｎｅｘｉｎ￣Ｖ ＦＩＴＣ 细胞凋亡检测试剂盒说明书具体步

骤操作ꎬ用流式检测仪进行检测ꎮ
１.７　 ｍｉＲ￣１５５ 靶基因生物信息学分析

采用 ｍｉＲＢａｓｅ、ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲａｎｄａ、ｍｉＲｎａＶｉｅｗｅｒ
和 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 等数据库预测 ｍｉＲ￣１５５ 潜在作用靶点ꎮ
１.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＦＡＤＤ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３、ａｃｔｉｖｅ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣３
蛋白表达

收集细胞ꎬ用 ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ加入细胞悬浮裂解

液ꎬ冰上裂解 １５ ｍｉｎ 后ꎬ于 ４ ℃、１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎꎬ收集上清ꎬ用 ＢＣＡ 定量ꎮ 按 ５×上样缓冲液

加入 １ / ４ 总体积ꎬ放入 １００ ℃沸水中煮 ５ ｍｉｎꎬ室温

冷却ꎬ放入－２０ ℃保存ꎮ 按照 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 基本过程

操作ꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ然后用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 荧
光检测试剂激发荧光ꎬ在 Ｔａｎｏｎ￣６２００ 成像系统下显

影ꎮ 目的蛋白与 β￣ａｃｔｉｎ(内参)的光密度比值代表

目的蛋白表达水平ꎮ
１.９　 统计学分析

用 ＳＰＳＳ １８.０ 对数据进行统计分析ꎬ所有数据

均以 ｘ±ｓ 表示ꎬ采用单因素方差分析及 Ｓｔｕｄｅｎｔ ｔ￣ｔｅｓｔ
检验ꎬＰ<０.０５ 表示差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＴＮＦ￣α 对 ＨＵＶＥＣ 存活率的影响

随着 ＴＮＦ￣α 浓度升高和作用时间的延长ꎬ
ＨＵＶＥＣ 活性逐渐降低ꎬ提示 ＴＮＦ￣α 影响 ＨＵＶＥＣ 增

殖活力ꎮ 与对照组相比ꎬＴＮＦ￣α 浓度为 １０ μｇ / Ｌꎬ时
间为 ２４ ｈ 时ꎬ差异开始有统计学意义(Ｐ<０.０５ꎻ图
１)ꎮ
２.２　 ＴＮＦ￣α 对 ＨＵＶＥＣ 凋亡的影响

正常 ＨＵＶＥＣ 的 细 胞 核 呈 浅 蓝 色ꎬ 而 凋 亡

ＨＵＶＥＣ 的细胞核呈致密浓染ꎬ颜色发亮(图 ２ 中箭

头所示)ꎮ 随 ＴＮＦ￣α 处理浓度的升高ꎬ亮蓝色斑点

数目增多ꎮ 当 ＴＮＦ￣α 作用浓度达到 ２０ μｇ / Ｌ 时ꎬ与
空白对照组和低浓度组(１ μｇ / Ｌ)相比ꎬ亮蓝色斑点

数目显著增多ꎮ 并且随 ＴＮＦ￣α 处理浓度的升高ꎬ细
胞凋亡率显著升高ꎮ 提示 ＴＮＦ￣α 可诱导 ＨＵＶＥＣ 凋

亡ꎬ且呈剂量和时间依赖性增加ꎮ

图 １. ＴＮＦ￣α对 ＨＵＶＥＣ 增殖的影响(ｎ＝ ３) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎻ
ｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬｃ 为 Ｐ<０.００１ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＴＮＦ￣α ｏｎ ＨＵＶＥＣ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ(ｎ＝ ３)

２.３　 ＴＮＦ￣α 促进 ＨＵＶＥＣ 中 ｍｉＲ￣１５５ 表达

用 ＴＮＦ￣α (１０ μｇ / Ｌꎬ２４ ｈ) 处理细胞后ꎬ ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 检测发现ꎬ相较于对照组ꎬＴＮＦ￣α 组 ｍｉＲ￣１５５ 表

达量明显增加(Ｐ<０.０１)ꎮ 提示 ＴＮＦ￣α 处理可以促

进 ＨＵＶＥＣ 中 ｍｉＲ￣１５５ 表达(图 ３)ꎮ
２.４　 抑制 ｍｉＲ￣１５５ 表达增加 ＴＮＦ￣α 诱导的 ＨＵＶＥＣ
凋亡

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测发现ꎬ与对照组相比ꎬＴＮＦ￣α 组

ｍｉＲ￣１５５ 表达明显增高ꎻ与 ＴＮＦ￣α 组相比ꎬａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣
１５５ 组 ｍｉＲ￣１５５ 表达显著降低(Ｐ < ０. ０５ꎻ图 ４Ａ)ꎮ
ＭＴＴ 法检测细胞活性发现ꎬ与对照组相比ꎬＴＮＦ￣α
组细胞活性明显降低ꎻ与 ＴＮＦ￣α 组相比ꎬａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣
１５５ 组细胞活性显著降低(Ｐ<０.０５ꎻ图 ４Ｂ)ꎮ Ｈｏｅ￣
ｃｈｅｓｔ３３３４２ 荧光染色检测 ＨＵＶＥＣ 凋亡发现ꎬ与对照

组相比ꎬＴＮＦ￣α 组蓝色荧光明显增加ꎻ与 ＴＮＦ￣α 组

相比ꎬ ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１５５ 组蓝色荧光也显著增加 ( Ｐ <
０.０５ꎻ图 ４Ｃ 和图 ４Ｅ)ꎮ 进一步用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ /
ＰＩ 双染色法进行验证发现ꎬＴＮＦ￣α 组与对照组相比

细胞凋亡率明显增加ꎬａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１５５ 组与 ＴＮＦ￣α 组

相比细胞凋亡率也显著增加(Ｐ<０.０５ꎻ图 ４Ｄ 和图

４Ｆ)ꎮ 提示抑制 ｍｉＲ￣１５５ 表达增加 ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎮ
２.５　 ｍｉＲ￣１５５ 过表达减少 ＴＮＦ￣α 诱导的 ＨＵＶＥＣ
凋亡

用 ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃ 转染 ＨＵＶＥＣꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测

发现ꎬＴＮＦ￣α 组与对照组相比 ｍｉＲ￣１５５ 表达明显增

多ꎬｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃ 组与 ＴＮＦ￣α 组相比 ｍｉＲ￣１５５ 表达

呈上升趋势(图 ５Ａ)ꎮ ＭＴＴ 法和 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ
双染色法发现ꎬ相较于 ＴＮＦ￣α 组ꎬｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃ 组

细胞活性明显增高(图 ５Ｂ)ꎬ细胞凋亡率显著下降

(图 ５Ｄ 和图 ５Ｆ)ꎮ 用 Ｈｏｅｃｈｅｓｔ３３３４２ 荧光染色检测

ＨＵＶＥＣ 凋亡发现ꎬ与 ＴＮＦ￣α 组相比ꎬｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃ

８０１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２７ꎬＮｏ ２ꎬ２０１９



组蓝色荧斑明显减少(图 ５Ｃ 和图 ５Ｅ)ꎮ 提示 ｍｉＲ￣ １５５ 过表达可抑制 ＴＮＦ￣α 诱导的 ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎮ

图 ２. 不同浓度 ＴＮＦ￣α处理ＨＵＶＥＣ 不同时间对细胞凋亡的影响　 　 用Ｈｏｅｃｈｅｓｔ３３３４２ 荧光染色法检测ＨＵＶＥＣ 凋亡(ｎ＝ ３ꎬ ２０×)ꎮ Ａ
为处理 １２ ｈꎬＢ 为处理 ２４ ｈꎬＣ 为处理 ４８ ｈꎬＤ 为细胞凋亡比ꎮ 凋亡细胞表现出强烈的蓝色荧光ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬｃ 为 Ｐ<０.００１ꎬ与对

照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＴＮＦ￣α ｏｎ ＨＵＶＥＣ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ
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图 ３. ＴＮＦ￣α诱导的 ＨＵＶＥＣ 中 ｍｉＲ￣１５５ 表达情况(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１５５ ｉｎ ＴＮＦ￣α￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＵＶＥＣ(ｎ＝ ３)

图 ４. 抑制 ｍｉＲ￣１５５ 表达对 ＴＮＦ￣α诱导的 ＨＵＶＥＣ 凋亡的影响(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为 ｍｉＲ￣１５５ 的表达ꎬＢ 为 ＭＴＴ 检测 ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎬＣ 和 Ｅ
为 Ｈｏｅｃｈｅｓｔ３３３４２ 荧光染色法检测 ＨＵＶＥＣ 凋亡(２０×)ꎬＤ 和 Ｆ 为流式细胞术检测 ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与
ＴＮＦ￣α 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１５５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ＴＮＦ￣α￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＵＶＥＣ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ(ｎ＝ ３)

２.６　 ＦＡＤＤ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 可能为 ｍｉＲ￣１５５ 作用靶点

采用 ｍｉＲＢａｓｅ、ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲａｎｄａ、ｍｉＲｎａＶｉｅｗｅｒ
和 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 等数据库预测出 ＦＡＤＤ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 可能

为 ｍｉＲ￣１５５ 抑制 ＴＮＦ￣α 诱导 ＨＵＶＥＣ 凋亡的潜在作

用靶基因(图 ６)ꎮ
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图 ５. ｍｉＲ￣１５５ 过表达对 ＴＮＦ￣α诱导的 ＨＵＶＥＣ 凋亡的影响(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为 ｍｉＲ￣１５５ 的表达ꎬＢ 为 ＭＴＴ 检测 ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎬＣ 和 Ｅ 为

Ｈｏｅｃｈｅｓｔ３３３４２ 荧光染色法检测 ＨＵＶＥＣ 凋亡(２０×)ꎬＤ 和 Ｆ 为流式细胞术检测 ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＴＮＦ￣
α 组比较

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ￣１５５ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ＴＮＦ￣α￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＵＶＥＣ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ(ｎ＝ ３)

图 ６. ｍｉＲ￣１５５ 与 ＦＡＤＤ ｍＲＮＡ ３′ ＵＴＲ (Ａ)和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｍＲＮＡ ３′ ＵＴＲ (Ｂ)的结合情况

Ｆｉｇｕｒｅ ６. ＭｉＲ￣１５５ ｔａｒｇｅｔｓ ｔｏ ｂｉｎｄ ｔｏ ＦＡＤＤ ｍＲＮＡ ３′ ＵＴＲ (Ａ) ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｍＲＮＡ ３′ ＵＴＲ (Ｂ)

２.７　 ｍｉＲ￣１５５ 调节 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、ＦＡＤＤ 和 ａｃｔｉｖｅ￣Ｃａｓｐａｓｅ
￣３表达抑制细胞凋亡

与对照组相比ꎬＴＮＦ￣α 组 ＦＡＤＤ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表

达明显减少ꎬ而 ａｃｔｉｖｅ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达明显增多ꎻ抑
制 ｍｉＲ￣１５５ 表达后ꎬａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１５５ 组 ＦＡＤＤ、Ｃａｓｐａｓｅ￣
３ 和 ａｃｔｉｖｅ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达显著上升ꎮ 提示抑制 ｍｉＲ￣
１５５ 基因表达可增加 ＴＮＦ￣α 诱导的 ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎬ

使 ＦＡＤＤ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ａｃｔｉｖｅ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达相较于

ＴＮＦ￣α 组显著上升ꎮ ｍｉＲ￣１５５ 过表达时ꎬｍｉＲ￣１５５
ｍｉｍｉｃ 组 ＦＡＤＤ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ａｃｔｉｖｅ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达

显著下降ꎬ提示 ｍｉＲ￣１５５ 过表达减少 ＴＮＦ￣α 诱导的

ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎬ使 ＦＡＤＤ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ａｃｔｉｖｅ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣
３ 表达相较于 ＴＮＦ￣α 组显著降低ꎮ 结果表明 ｍｉＲ￣
１５５ 可能通过调节 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、ＦＡＤＤ 基因表达抑制
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细胞凋亡(图 ７)ꎮ

图 ７. ｍｉＲ￣１５５ 过表达或抑制 ｍｉＲ￣１５５ 表达对 ＦＡＤＤ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３和 ａｃｔｉｖｅ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣３表达的影响(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为抑制 ｍｉＲ￣１５５ 表

达对 ＦＡＤＤ 蛋白表达的影响ꎬＢ 为抑制 ｍｉＲ￣１５５ 表达对 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达的影响ꎬＣ 为抑制 ｍｉＲ￣１５５ 表达对 ａｃｔｉｖｅ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达的影响ꎬ
Ｄ 为 ｍｉＲ￣１５５ 过表达对 ＦＡＤＤ 蛋白表达的影响ꎬＥ 为 ｍｉＲ￣１５５ 过表达对 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达的影响ꎬＦ 为 ｍｉＲ￣１５５ 过表达对 ａｃｔｉｖｅ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白

表达的影响ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＴＮＦ￣α 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｉＲ￣１５５ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｒ ｍｉＲ￣１５５ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＦＡＤＤꎬ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ａｎｄ ａｃｔｉｖｅ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣３
ｉｎ ＨＵＶＥＣ(ｎ＝ ３)

３　 讨　 论

Ａｓ 是导致全球心血管疾病发病率和死亡率持

续上升的重要原因之一[１４]ꎮ 血管内皮作为阻挡血

浆中脂质、炎性因子及血细胞入侵血管壁的第一道

屏障ꎬ内皮细胞损伤、凋亡对 Ａｓ 斑块形成与扩大具

有重要作用[１５]ꎮ 许多因素ꎬ像 ＴＮＦ￣α、血管紧张

素[１６]、氧化型低密度脂蛋白 ( ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣ＬＤＬ)等均可导致血管内皮细胞凋亡ꎮ
本实验用不同浓度 ＴＮＦ￣α(０、１、１０、２０、４０ 及 １００
μｇ / Ｌ)分别处理细胞不同时间(０、１２、２４ 及 ４８ ｈ)ꎬ
通过 ＭＴＴ 和 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 荧光染色法检测 ＨＵＶＥＣ
活性和凋亡ꎬ得出 １０ μｇ / Ｌ、２４ ｈ 为 ＴＮＦ￣α 诱导细胞

凋亡的最佳条件ꎬ成功构建了 ＴＮＦ￣α 诱导的细胞凋

亡模型ꎮ
ｍｉＲ￣１５５ 在影响细胞凋亡方面起重要作用ꎬＬｅｅ

等[１７]通过对 Ｇ 蛋白的研究发现ꎬＧα１２ 可以调节

ｍｉＲ￣１５５ 表达保护 ＨＵＶＥＣ 免受血清剥夺对细胞凋

亡影响ꎮ Ｄｅ Ｓａｎｔｉｓ 等[１８] 发现在 ＬＰＳ 活化的 ＲＡＷ
２６４. ７ 巨 噬 细 胞 中ꎬ ｍｉＲ￣１５５ 通 过 靶 向 作 用 于

Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 抑制细胞凋亡维持巨噬细胞功能ꎻ同样ꎬ
Ｚｈｕ 等[１９] 研究发现ꎬｍｉＲ￣１５５ 可通过靶向作用于

ＦＡＤＤ 抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞凋亡ꎮ
本研究发现ꎬ在 ＴＮＦ￣α 诱导的 ＨＵＶＥＣ 中 ｍｉＲ￣１５５
表达显著增加ꎬ提示 ｍｉＲ￣１５５ 表达与 ＨＵＶＥＣ 凋亡

相关 密 切ꎮ 为 探 究 ｍｉＲ￣１５５ 在 ＴＮＦ￣α 介 导 的

ＨＵＶＥＣ 凋亡中所起作用ꎬ对 ｍｉＲ￣１５５ 表达进行抑制

或使其过表达ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ、Ｈｏｅｃｈｅｓｔ３３３４２ 荧光染色
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和 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染色法检测发现ꎬｍｉＲ￣１５５
表达减少ꎬＨＵＶＥＣ 凋亡明显增多ꎻｍｉＲ￣１５５ 表达增

加ꎬＨＵＶＥＣ 凋亡明显减少ꎮ 提示 ｍｉＲ￣１５５ 的表达可

以抑制 ＴＮＦ￣α 诱导的 ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎮ 为研究 ｍｉＲ￣
１５５ 在 ＴＮＦ￣α 诱导的 ＨＵＶＥＣ 凋亡中的机制ꎬ通过

生物信息学数据库分析得出ꎬＦＡＤＤ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 可能

为 ｍｉＲ￣１５５ 抑制 ＴＮＦ￣α 诱导 ＨＵＶＥＣ 凋亡的潜在作

用靶基因ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示ꎬ在 ＴＮＦ￣α 诱

导 的 ＨＵＶＥＣ 中ꎬ 抑 制 ｍｉＲ￣１５５ 表 达ꎬ ＦＡＤＤ、
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ａｃｔｉｖｅ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达增加ꎻｍｉＲ￣１５５ 过

表达ꎬ ＦＡＤＤ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ａｃｔｉｖｅ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达减

少ꎮ 提示 ｍｉＲ￣１５５ 可通过调节 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ＦＡＤＤ
表达从而影响 ＴＮＦ￣α 介导的 ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎮ

以上结果表明ꎬｍｉＲ￣１５５ 可能通过下调 ＦＡＤＤ
和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达调节 Ｃａｓｐａｓｅ 凋亡信号通路ꎬ抑制

ＴＮＦ￣α 诱导的 ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎮ 本研究首次提出 ｍｉＲ￣
１５５ 在 ＨＵＶＥＣ 凋亡中的作用及其可能机制ꎬ为今后

进一步研究奠定了基础ꎮ
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