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miR-30b 对血管平滑肌细胞迁移能力的影响
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[摘　 要] 　 目的　 探究 microRNA-30b(miR-30b)对大鼠血管平滑肌细胞(VSMC)迁移能力的影响。 方法　 体外分

离培养大鼠 VSMC,将 VSMC 随机分为正常对照组(未进行转染)、miR-对照组(转染 miR-NC,浓度为 50 nmol / L)、
miR-30b mimics 组(转染 miR-30b mimics,浓度为 50 nmol / L)。 采用实时荧光定量 PCR 实验检测 miR-30b 及钙黏附

蛋白 E-Cadherin 的表达情况;采用划痕愈合实验检测 VSMC 的迁移率;采用 Transwell 实验检测 VSMC 的迁移能力;
采用 Western blot 技术检测 E-Cadherin 蛋白的表达。 结果　 ①miR-30b mimics 组与正常对照组和 miR-对照组比较,
miR-30b 表达水平升高(P<0. 05)。 ②划痕愈合实验结果显示,与正常对照组和 miR-对照组相比,miR-30b mimics
组 VSMC 的划痕修复率明显降低(P<0. 05)。 ③Transwell 实验可见,miR-30b mimics 组 VSMC 的迁移能力较正常对

照组和 miR-对照组明显减弱(P<0. 05)。 ④miR-30b mimics 组 E-Cadherin mRNA 和蛋白的表达较正常对照组和

miR-对照组明显增强(P<0. 05)。 结论　 miR-30b 上调 E-Cadherin 的表达,从而抑制大鼠 VSMC 的迁移。
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The effect of miR-30b on the migration of vascular smooth muscle cells
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of microRNA-30b(miR-30b) on the migration of rat vascular smooth
muscle cells (VSMC). 　 　 Methods　 Rat VSMC were isolated and cultured in vitro. 　 VSMC were randomly divided into
normal control group (no transfection), miR-NC group (transfected miR-NC concentration 50 nmol / L), miR-30b mimics
group (transfected miR-30b mimics, concentration 50 nmol / L). 　 Real-time quantitative PCR was used to detect the ex-
pression of miR-30b and E-cadherin. 　 The mobility of VSMC was detected by scratch healing test. 　 The migration ability
of VSMC was detected by Transwell assay. 　 The expression of E-cadherin protein was detected by Western blot. 　 　 Re-
sults　 Compared with the normal control group and the miR-NC group, the expression level of miR-30b was increased in
the miR-30b mimics group (P<0. 05). 　 The results of the scratch-healing experiment showed that the migration ability of
the miR-30b mimics group was significantly weaker than that of the normal control group and the miR-NC group (P<
0. 05). 　 Transwell experiments showed that the migration ability of miR-30b mimics group was weakened (P<0. 05). 　
The expression of E-cadherin mRNA and protein in miR-30b mimics group was significantly higher than that in normal con-
trol group and miR-NC group (P<0. 05). 　 　 Conclusion 　 miR-30b can up-regulate the expression of E-cadherin,
thereby inhibiting the migration of rat VSMC.

　 　 动脉粥样硬化是增加心血管疾病发生率的关

键因素[1]。 血管平滑肌细胞(vascular smooth muscle
cells, VSMC)是血管中膜的主要组成成分,是以低

迁移、低分化的形态存在,能够保持血管处于正常

形态[2];当血管受到不良刺激时,VSMC 可转变为分

泌型的细胞,从而增殖能力和迁移能力增强,进而

发生动脉粥样硬化,导致血管的管腔重塑和狭

窄[3-4]。 因此抑制 VSMC 的迁移可有效降低心血管

疾病的发生。 microRNA (miRNA,miR) 是一类长度

为 18 ~ 23 个核苷酸的非编码 RNA,广泛存在于生
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物体内,具有多种调控功能,广泛参与细胞的增殖、
迁移等生物学过程[5]。 研究发现 miR-30b 可抑制肿

瘤细胞的侵袭转移[6]。 但 miR-30b 在 VSMC 迁移中

的作用研究较少,因此,本研究以大鼠 VSMC 为模

型,观察 miR-30b 对 VSMC 迁移能力的影响。

1　 材料和方法

1. 1　 试剂及仪器

DMEM 培养基和胎牛血清选自美国 Gibco,实
时荧光定量 PCR 试剂盒选自南京 Vazyme,miR-30b
试剂盒选自富能公司,GAPDH 兔一抗抗体选自 Bio-
world,E-Cadherin 兔一抗抗体选自 Abcam,山羊抗兔

IgG 抗体选自美国 KPL 公司,增强型 ECL 试剂盒选

自美 国 Thermo 公 司, Transwell 小 室 选 自 美 国

Corning 公司。
1. 2　 实验模型的制备与分组

选取 8 只健康雄性 SD 大鼠,均为 SPF 级,选自

动物实验中心(证书号是 1305090)。 取大鼠胸主动

脉,去除血管内外膜,剪碎成小块,均匀贴在细胞培

养瓶上,VSMC 爬出后进行分瓶,传代至第 3 ~ 4 代

时用于细胞实验。 VSMC 融合率达 70% ~80%时给

予刺激。 实验分为:①正常对照组:用完全培养基

给细胞换液(DMEM 培养基中含 10%牛清);②miR-
对照组:参照说明书,转染 miR-NC 浓度为 50 nmol /
L;③miR-30b mimics 组:参照说明书,转染 miR-30b
mimics 浓度为 50 nmol / L。
1. 3　 划痕愈合实验检测 VSMC 的划痕修复率

转染 VSMC 24 h 后,用 20 μL 枪头进行划痕,用
PBS 洗去脱落细胞,加入含 2% 胎牛血清的细胞培

养基 2 mL。 显微镜下观察并拍照,此时,记录时间

并记录 0 h 时的划痕宽度;将细胞于 37 ℃5%CO2

培养箱继续培养 24 h,显微镜下观察并拍照,记录时

间并记录 24 h 时的划痕宽度。 通过不同时间段的

划痕宽度计算划痕修复率。
1. 4　 Transwell 实验观察迁移细胞数

转染 24 h 后,以冷的不含牛血清的 DMEM 培养

基与 Transwell 基质胶以 8 ∶ 1 比例混合,并于每孔

加入 50 μL 混合液,放入 37 ℃培养箱进行孵育 5 h,
待混合液凝固。 用不含牛血清的 DMEM 培养基重

悬 VSMC,调整 VSMC 密度为 1×109 个 / L,取 100 μL
VSMC 的悬液加入 Transwell 小室的上室中,取 500
μL 的完全培养基加入下室中。 继续于 5%CO2 培

养箱中培养 24 h,之后 PBS 洗 2 遍,采用甲醇固定

30 min,加入质量分数 0. 1% 结晶紫染液进行染色

20 min, 于 显 微 镜 下 观 察 并 拍 照, 计 算 迁 移 至

Transwell 小室下室中的细胞数,实验重复 3 次。
1. 5 　 实时荧光定量 PCR 检测 miR-30b 及 E-
Cadherin 的 mRNA 表达情况

细胞转染 48 h 后,提取各组细胞的 RNA,反转

录后以各组 cDNA 为模板,加入 miR-30b 引物,以
U6 作为内参照;加入 E-Cadherin 的引物,以 GAPDH
作为内参照。 引物序列为:GAPDH 上游 5′-AAGGT-
CATCCATGACAACTTTG-3′,下游 5′-TCCACCACCCT
GTTGCTGTAG-3′;E-Cadherin 上游 5′-TGCTCTTGCT-
GTTTCTTCGG-3′,下游 5′-TGCCCCATTCGTTCAAG-
TAG-3′。 采用 SYBR􀅹 Green 方法,应用实时荧光定

量 PCR 仪进行检测。 miR-30b 及 U6 体系为 20 μL
的反应条件为:95 ℃预变性 10 min,95 ℃变性 10 s,
60 ℃ 退火 30 s,70 ℃ 延伸 10 s, 40 个循环; E-
Cadherin 及 GAPDH 体系为 20 μL 的反应条件为:95
℃预变性 30 s,95 ℃变性 10 s,60 ℃退火 34 s,40 个

循环,并设置溶解曲线,在退火延伸阶段采集信号,
采集图像进行分析。 实验重复 3 次。
1. 6　 Western blot 检测 E-Cadherin 蛋白的表达情况

VSMC 转染 48 h 后,提取各组 VSMC 的蛋白质,
配制 10%的 SDS-聚丙烯酰胺凝胶,调整蛋白质上样

量为 50 μg,电泳条件设置为恒压 95 V,电泳 1. 5 h。
之后进行转膜,转膜时间为恒流 200 mA,洗膜,5%
牛奶封闭 1 h。 使用一抗稀释液稀释抗体(GAPDH
1 ∶ 10 000,E-Cadherin 1 ∶ 5 000),4 ℃ 孵育过夜。
洗膜,放入二抗中(稀释比例 1 ∶ 10 000),室温孵育

2 h。 观察显色效果,采集图像,实验重复 3 次。
1. 7　 统计学分析

采用 SPSS 19. 0 软件进行统计学处理。 以 x±s
表示计量资料,采用 Student-Newman-Keuls 检验进

行组间比较,采用单因素方差分析进行多组间比

较,P<0. 05 表示差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 VSMC 中 miR-30b 的 mRNA 表达情况

miR-30b mimics 转染 VSMC 48 h 后,实时荧光

定量 PCR 结果显示:miR-30b mimics 组 VSMC 中

miR-30b mRNA 表达水平明显高于正常对照组和

miR-对照组,差异有统计学意义(P<0. 05); miR-对
照组与正常对照组比较差异无统计学意义 (P >
0. 05),表明 miR-30b mimics 有效增强了 VSMC 中

miR-30b mRNA 表达(图 1)。
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图 1. VSMC 中 miR-30b 的 mRNA 表达情况(n=3)
a 为 P<0. 05,与正常对照组和 miR-对照组比较。

Figure 1. Expression of miR-30b in VSMC of each group(n
=3)

2. 2　 划痕愈合实验检测各组 VSMC 划痕修复率

划痕愈合实验 24 h 后, miR-30b mimics 组

VSMC 向中央迁移的距离为(0. 10±0. 04) cm,正常

对照组 VSMC 迁移的距离为(0. 34±0. 09) cm,miR-
对照组 VSMC 迁移的距离为(0. 31±0. 08) cm,miR-
30b mimics 组 VSMC 迁移距离明显降低,差异有统

计学意义(P<0. 05;图 2)。
2. 3　 Transwell 实验检测 VSMC 的迁移能力

Transwell 实验结果显示,正常对照组、miR-对照

组和 miR-30b mimics 组迁移细胞数分别为(154. 83
±12. 85)个、(147. 17±9. 93)个和(62. 83±9. 00)个
(F= 68. 03,P<0. 05)。 与正常对照组和 miR-对照

组比较,miR-30b mimics 组的迁移能力明显降低,差
异有统计学意义(P<0. 05;图 3)。

图 2. 划痕愈合实验检测各组 VSMC 划痕修复率　 　 a 为 P<0. 05,与正常对照组和 miR-对照组比较。

Figure 2. Scratch healing test was used to detect scratch repair rate of VSMC in each group

图 3. Transwell 实验检测各组 VSMC 的迁移能力(400×)
Figure 3. Transwell assay was used to measure the migration of VSMC in each group(400×)

2. 4　 VSMC 中 E-Cadherin 的表达情况

与正常对照组和 miR-对照组比较, miR-30b
mimics 组 E-Cadherin 蛋白和 mRNA 的相对表达量

显著升高,差异有统计学意义(P<0. 05;图 4)。

3　 讨　 论

动脉粥样硬化是心血管疾病发病率增加的重

要因素[7]。 动脉血管的中膜 VSMC 出现迁移和分

泌细胞外基质会导致血管狭窄,有研究发现具有

VSMC 形状的细胞出现于动脉中膜至内膜下间隙,
而动脉粥样硬化的斑块中也存在具有 VSMC 形状的

细胞,表明动脉中膜层的血管平滑肌细胞迁移到了

动脉粥样硬化斑块中[8]。 由此可见,抑制 VSMC 迁

移可以有效降低动脉粥样硬化斑块的形成,进而防

止发生动脉血管狭窄。
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图 4. 各组 VSMC E-Cadherin 的表达情况(n=3)　 　 a 为 P
<0. 05,与正常对照组和 miR-对照组比较。

Figure 4. The expression of E-Cadherin in VSMC of each
group (n=3)

微小 RNA(microRNA,miRNA)是一类非编码

RNA,在生物体内广泛存在,参与调控众多生物学过

程。 近年来血管动脉粥样硬化的相关调节因素已

成为热点。 miRNA 可与其靶基因 mRNA 分子结合,
能够抑制 mRNA 翻译,也能够降低 mRNA 的稳定

性,参与细胞增殖、分化、转移等[9-11]。 miR-30 家族

是由 6 个位于人类 1,6 和 8 号染色体上的基因编

码,包括 5 个成员,miR-30a、miR-30b、miR-30c、miR-
30d、miR-30e,其在心血管、肿瘤等疾病的发生和发

展中扮演着重要的角色[12-14]。 研究显示 miR-30b
过表达能够有效抑制细胞的迁移与侵袭能力[15]。
在本研究中,划痕愈合实验和 Transwell 小室实验结

果提示,与正常对照组和 miR-对照组相比,miR-30b
mimics 组 VSMC 迁移能力显著降低。 表明过表达

miR-30b 基因能够抑制 VSMC 的迁移能力。
上皮蛋白标志物 E-Cadherin 为钙黏附蛋白家族

重要成员之一,为糖蛋白,其作用是维持细胞的完

整形态,并维持细胞间的黏附能力[16],与细胞的分

化、转移与侵袭紧密相关。 Choi 等[17]人研究表明干

扰 E-Cadherin 表达,会增强肿瘤细胞的侵袭和迁移

能力。 Ping 等[18-19] 人在 VSMC 的研究中发现,E-
Cadherin 基因表达下调后,VSMC 的迁移能力增强。
Xiong 等[20] 人研究发现 miR-30b 能靶向作用于

Snail 的 3′-UTR,下调 Snail 的表达,并通过促进

Snail 下游基因 E-Cadherin 表达,进而抑制细胞的侵

袭和转移能力。 本研究结果显示,与正常对照组和

miR-对照组比较,miR-30b mimics 组 E-Cadherin 表

达水平明显上调,表明过表达 miR-30b 基因能够促

进 E-Cadherin 的表达,增加了细胞间的黏附作用,进
而使 VSMC 的迁移能力受到了抑制。

上述研究表明,过表达 miR-30b 基因后,使得

E-Cadherin 基因及蛋白表达上调,细胞的迁移能力

降低。 表明 miR-30b 可正向调节钙黏附蛋白 E-Cad-
herin,促使 VSMC 间黏附作用增强,从而抑制细胞

的迁移能力。
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