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[摘　 要] 　 目的　 探讨 miR-92a-3p_R+1 和 miR-92a-1-5p 在氧化型低密度脂蛋白(ox-LDL)诱导大鼠血管平滑肌细

胞(VSMC)表型转化和增殖中的作用及其与 ERK1 / 2 信号通路的相关性。 方法　 分离、培养大鼠 VSMC,以 ox-LDL
(50 mg / L)诱导 VSMC,采用 ERK1 / 2 特异性抑制剂 U0126 (10 μmol / L) 阻断 ox-LDL(50 mg / L) 诱导 VSMC 的

ERK1 / 2 信号激活,MicroRNA 微阵列分析 VSMC 的 miR-92a-3p_R+1 和 miR-92a-1-5p 表达,CCK-8 法和 Brdu 流式细

胞术检测细胞增殖;免疫荧光法检测 VSMC 收缩表型标志蛋白 SM22α 的变化;Western blot 检测 VSMC 的 ERK1 / 2
通路信号激活情况(ERK、p-ERK)、表型标志蛋白 SM22α、细胞周期相关蛋白(PCNA、cyclin D1、p21、p27)的表达情

况。 结果　 ox-LDL 诱导下,VSMC 的 miR-92a-3p_R+1 和 miR-92a-1-5p 表达明显上调,VSMC 的 ERK1 / 2 磷酸化水

平明显增加,SM22α 的表达降低,同时细胞周期相关蛋白 PCNA、cyclin D1 高表达,p21、p27 低表达;ERK1 / 2 通路特

异性抑制剂 U0126 干预后,ERK1 / 2 磷酸化水平受抑制,相应的 VSMC miR-92a-3p_R+1 和 miR-92a-1-5p 表达明显

下调(P<0. 05),VSMC 增殖显著下降,SM22α 的表达上调(P<0. 05),提示 VSMC 由合成表型转化为收缩表型,并下

调 PCNA、cyclin D1 的表达,上调 p21、p27 蛋白的表达(P<0. 05),说明其表型转化和增殖明显受抑制。 结论　 miR-
92a-3p_R+1 和 miR-92a-1-5p 在 ox-LDL 诱导 VSMC 表型转化和增殖中起重要作用,并与 ERK1 / 2 信号通路密切

相关。
[中图分类号] 　 R5 [文献标识码] 　 A
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of miR-92a-3p_R +1 and miR-92a-1-5p on phenotypic transformation
and proliferation of rat vascular smooth muscle cells (VSMC) induced by oxidized low-density lipoprotein (ox-LDL) in the
ERK 1 / 2 signaling pathway. 　 　 Methods　 VSMC isolated from rats, and ox-LDL (50 mg / L) was used to induce VSMC.
ERK1 / 2 inhibitors U0126(10 μmol / L)was used for intervention. 　 The miRNA microarray profiling was performed using
small RNA sequencing analysis. 　 CCK-8 method and Brdu flow cytometry were used to detect VSMC proliferation. 　 Im-
munofluorescence assay was performed to detect the expression of SM22α protein in VSMC. 　 Western blot was used to de-
tect the expression changes of ERK1 / 2 pathway signal molecules (ERK, p-ERK), phenotype marker protein SM22α and
proliferation associated proteins such as PCNA, cyclin D1, p21 and p27. 　 　 Results　 Under ox-LDL induction, the ex-
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pressions of miR-92a-3p_R +1 and miR-92a-1-5p in VSMC were significantly up-regulated. 　 After the intervention of
ERK1 / 2 inhibitors U0126, the phosphorylation level of ERK1 / 2 was inhibited, the corresponding VSMC miR-92a-3p_R +
1 and miR-92a-1-5p expression significantly lowered (P<0. 05). 　 Therefore, the study speculated that ERK1 / 2 signaling
pathway may affect the phenotypic transformation and proliferation of VSMC by regulating the expression of miR-92a. 　
After inhibiting the ERK1 / 2 signaling pathway, the proliferation of VSMC was significantly reduced, and the expression of
SM22α was up-regulated (P<0. 05). 　 The expression of PCNA and cyclin D1 was down-regulated and the expression of
p21 and p27 proteins were up-regulated (P<0. 05). 　 This indicated that the phenotypic transformation and proliferation
were significantly inhibited. 　 　 Conclusion　 Mir-92a-3p_R +1 and miR-92a-1-5p play important roles in the ERK1 / 2
signaling pathway that ox-LDL induces phenotypic transformation and proliferation of VSMC.

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是威胁人类

健康的主要疾病之一,是心脑血管疾病的重要危险

因素[1],其病理变化主要包括内皮细胞功能紊乱、
泡沫细胞的形成和平滑肌细胞的增殖[2]。 当血管

受损或血管平滑肌细胞 ( vascular smooth muscle
cells,VSMC)在体外受到生长因子刺激时,VSMC 由

收缩表型转化为合成表型并异常增殖,进一步促进

As 斑块形成、血管狭窄和内膜增生等[3-4]。 近年来,
越来越多的研究表明,微小 RNA(microRNAs,miR-
NAs)与 As 形成过程密切相关[5-7],在 As 的病理生

理及分子信号通路中起着重要的调控作用[5]。 其

中 miRNAs 在调控 VSMC 增殖和表型转化等方面有

重要的作用[8-9],但与 ERK1 / 2 信号通路的相关性尚

未见报道。 本实验以 ERK1 / 2 信号通路抑制剂

U0126 干预氧化型低密度脂蛋白 ( oxidized low
density lipoprotein,ox-LDL)诱导的大鼠 VSMC,探讨

miR-92a-3p_R+1 和 miR-92a-1-5p 在 VSMC 的表型

转化和增殖中的作用及其与 ERK1 / 2 信号通路的相

关性。

1　 材料和方法

1. 1　 材料

DMEM / F12 培养基(Hyclone 公司);胎牛血清

(Excell Bio 公司);清洁级 SD 雄性大鼠(福建医科

大学动物实验中心 [许可证号: SCXK (闽) 2012-
0001]);胰蛋白酶和磷酸盐缓冲液 (phosphate buff-
ered solution, PBS) (Gibco 公司);氧化型低密度脂

蛋白(北京协生生物科技公司);ERK1 / 2 信号通路

抑制剂 U0126 (上海伟寰生物科技有限公司);
TruSeq Small RNA 样品制备试剂盒 ( Illumina, San
Diego,USA);Brdu(美国 APExBIO 公司);细胞增殖

及细胞毒性检测试剂盒(CCK-8)和 DAB 显色试剂

盒(博士德生物公司);FITC-Brdu 细胞增殖检测试

剂盒( ICF / FACS 法) (凯基生物公司);SM22α 抗体

(Proteintech 公司);细胞周期蛋白 PCNA 抗体、
cyclin D1 抗体、p21 抗体、p27 抗体(Cell Signaling
Technology 公司);一抗二抗稀释液、ECL 显色试剂

盒(博士德生物公司)、Western blot 电泳设备(Bio-
RAD 公司);细胞培养箱(Therom 公司),倒置显微

镜(Leica 公司)。
1. 2　 VSMC 的提取与体外培养

取 1 只 150 ~ 180 g 大鼠以颈椎脱臼法处死,浸
泡于 75%乙醇 10 min,分离出胸主动脉,置于预冷

的 PBS 中去除血污,再放于含 20% 胎牛血清的

DMEM / F12 培养液中,剥离外膜和内膜后,剪成

1 mm2 的组织块并加入Ⅱ型胶原酶,37 ℃培养箱消

化 14 h, 加入 5 mL 含 20% FBS 和 1% 双抗的

DMEM / F12 培养液,孵育于 37 ℃、5%CO2 培养箱中

培养。 待细胞数量增加并生长融合至 70% ~ 80%
时,用含 EDTA 的 0. 25%胰酶进行消化传代。 采用

α-SMA 抗体免疫荧光鉴定 VSMC。
1. 3　 U0126 的制备、干预及分组

以 1×108 / L 接种于六孔板中培养 24 h 后,换含

0. 1%胎牛血清的培养基饥饿 24 h。 将细胞分为 3
组:(1)空白对照组:含 10%胎牛血清的 DMEM / F12
培养液培养,24 h 后收集细胞;(2)ox-LDL 组:加 50
mg / L ox-LDL 于含 10% 胎牛血清的 DMEM / F12 培

养液培养,24 h 后收集细胞;(3) U0126 组:加 10
μmol / L U0126(将 U0126 1 mg 溶于 DMSO 中,配制

成 20 g / L 的母液,取母液加入 DMEM / F12 培养基

稀释) 和 50 mg / L ox-LDL 于含 10% 胎牛血清的

DMEM / F12 培养液中,24 h 后收集细胞。 每组实验

重复 3 次。
1. 4　 MicroRNA 微阵列分析

VSMC 干预结束后,提取总 RNA,联川生物小

RNA 测序分析 ( 2018E23pm A21, Lianchuan Bio,
China)进行 miRNA 微阵列分析。 小 RNA 测序文库

制备使用 TruSeq Small RNA 样品制备试剂盒检测

后,采用 Illumina Hiseq2000 / 2500 对构建的文库进
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行测序,测序阅读长度为单端 1×50 bp。
1. 5　 CCK-8 检测 VSMC 增殖

按 1×108 / L 接种于 96 孔板中孵育 24 h 后,按
上述进行饥饿和干预,每组设 6 个复孔。 干预 24 h
后,更换无血清培养基后,每孔加入 10 μL CCK-8 溶

液,在细胞培养箱内继续孵育 1 h,450 nm 测定吸光

度值(optical density,OD)。
1. 6　 Brdu 流式细胞术检测 VSMC 增殖

分组和处理方法同上。 培养 VSMC 12 h 后,加
入 Brdu (终浓度 30 μmol / L),37 ℃孵育 12 h 后,终
止培养,按 FITC-Brdu 细胞增殖检测试剂盒说明书

操作,上流式仪检测,488 nm 激发波长,520 nm 发射

波长。
1. 7　 免疫荧光法检测 SM22α 的表达

细胞培养 24 h 后,终止培养,按以下步骤操作:
4%多聚甲醛固定 15 min,0. 3% TritonX-100 破膜 15
min,5% BSA 室温封闭 30 min,实验组加 SM22α 一

抗(1 ∶ 200 稀释) (阴性对照组以 PBS 代替一抗)4
℃孵育过夜,FITC 标记的二抗 37 ℃ 避光孵育 45
min;DAPI 复染细胞核,中性树脂封片。 以上操作每

步之间均由 PBS 清洗 2 次,3 min / 次。 在荧光显微

镜下随机取 5 个视野拍照,Image J 分析软件进行光

密度值分析。
1. 8　 Western blot 检测 ERK、p-ERK、SM22α、PCNA、
cyclin D1、p21、p27 蛋白表达

收集上述干预结束的细胞,加入 RIPA 裂解液

冰上裂解 30 min, 4 ℃、14 000 r / min 离心 20 min,
去沉淀取上清。 采用 BCA 试剂盒检测各组蛋白浓

度,金属浴煮沸变性 5 min。 取 20 μg 蛋白以 10%聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离,室温下 5% BSA 摇床封闭

1 h 后,分别按 1 ∶ 1 000 稀释的 ERK、SM22α、PCNA、
cyclinE、p21、p27、β-actin 和 1 ∶ 2 000 稀释的 p-ERK、
cyclinD1 加入一抗,4 ℃ 摇床孵育过夜。 TBST 洗 3
次,加入按 1 ∶ 5 000 稀释 HRP 标记的二抗,室温摇

床孵育 1 h,TBST 洗 3 次,加入 ECL 显色剂后在凝

胶成像系统扫描成像。
1. 9　 统计学处理

采用 SPSS 21. 0 软件分析,计量资料以 x±s 表

示,各组间比较采用单因素方差分析,P<0. 05 为差

异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 VSMC 的培养与免疫荧光鉴定

　 　 倒置显微镜下观察 VSMC 呈梭形,有多个细胞

突起,相互交织融合后呈“谷峰状”生长(图 1A)。
α-SMA 免疫荧光染色呈阳性,呈丝状分布在胞质

内,因此可鉴定为 VSMC(图 1B)。

图 1. 原代大鼠平滑肌细胞形态学与免疫荧光鉴定　 　 A 为

普通显微镜下细胞交织融合成“谷峰状”(100×);B 为荧光显微镜下

α-SMA 阳性表达(200×)。

Figure 1. Identification of primary cultured rat VSMC

2. 2 　 ox-LDL 对 VSMC miR-92a-3p _R + 1 和 miR-
92a-1-5p 表达的影响及其与 ERK1 / 2 通路的关系

miRNA 微阵列分析 ox-LDL 诱导 VSMC miRNA
表达,Western blot 检测 VSMC 细胞的 p-ERK / ERK
的表达。 在 ox-LDL 诱导下 VSMC 的 ERK 磷酸化增

加,p-ERK 水平显著升高(P<0. 05),miR-92a-3p-R+
1(miR_seq-TAT TGC ACT TGT CCC GGC CTG T)
过表达(P<0. 05;表 1);U0126(10 μmol / L)可以明

显阻断该通路,显著降低 p-ERK 的表达水平(P <
0. 05;图 2),miR-92a-3p_R+1 表达明显下调(P <
0. 01;表 1)。 同时亦发现 ox-LDL 诱导 VSMC 的

miR-92a-1-5p(miR _ seq - AGG TTG GGA TTT GTC
GCA ATG CT)表达上调,但差异无显著性,ERK1 / 2
通路抑制则导致其表达明显下调(P<0. 05;表 1)。
采用 Targetscan 7. 2 预测 miR-92a-3p-R+1 和 miR-
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92a-1-5p 的调控靶基因,发现它们与细胞周期蛋白

依赖激酶(CDKs)、Kruppel 样因子(KLFs)等密切相

关(图 3),但其相关机制有待进一步研究。

表 1. 各组 VSMC miR-92a-3p _R + 1 和 miR-92a-1-5p 的

表达

Table 1. Comparison of VSMC miR-92a-3p_R+1 and miR-
92a-1-5p expression in each group

分组 miR-92a-3p_R+1 miR-92a-1-5p

空白对照组 4893. 00±169. 03 2. 00±0. 58

ox-LDL 组 6182. 00±306. 56a 3. 33±0. 84

U0126 组 3326. 00±197. 84b 0. 67±0. 73b

a 为 P<0. 05,与空白对照组比较;b 为 P<0. 05,与 ox-LDL 组比较。

图 2. 各组 VSMC 的 p-ERK 的表达水平　 　 a 为 P<0. 05,与
空白对照组比较;b 为 P<0. 05,与 ox-LDL 组比较。

Figure 2. Expression of p-ERK in VSMC of each group

2. 3　 ox-LDL 对 VSMC 增殖的影响及其与 ERK1 / 2
通路的关系

CCK-8 法和 Brdu 流式细胞术测定细胞增殖(图
4、图 5)。 与空白对照组比较, ox-LDL 诱导促进

VSMC 细胞的增殖(P<0. 05),PCNA、cyclin D1 蛋白

表达上调(P<0. 05),p21 和 p27 蛋白表达减少(P<
0. 05);ERK1 / 2 通路阻断后明显抑制 VSMC 细胞的

增殖,PCNA、cyclin D1 蛋白表达降低(P <0. 05),
p21 和 p27 蛋白表达上调(P<0. 05)差异有显著性

(P<0. 05;图 6)。
2. 4　 U0126 对 VSMC 表型转化标记蛋白 SM22α 表

达的影响

采用 SM22α 免疫荧光染色和 WB 检测发现,

SM22α 蛋白表达水平较空白对照组下降 ( P <
0. 05);U0126 阻断 ERK 信号通路后,SM22α 蛋白

表达水平升高(P<0. 05,图 7)。

图 3. 靶基因预测 miR-92a-3p_R+1 和 miR-92a-1-5p 与

VSMC 表型转化和增殖相关

Figure 3. Target genes of miR-92a-3p_R+1 and miR-92a-1-
5p were found to be related to phenotypic transformation
and cell proliferation through Targetscan 7. 2 database

图 4. CCK-8法检测 VSMC 增殖　 　 a 为 P<0. 05,与空白对照

组比较;b 为 P<0. 05,与 ox-LDL 组比较。

Figure 4. Proliferation of VSMC was detected by CCK-
8 assay
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图 5. 流式细胞术检测 Brdu 标记 VSMC 增殖细胞　 　 a 为 P<0. 05,与空白对照组比较;b 为 P<0. 05,与 ox-LDL 组比较。

Figure 5. Proliferation of VSMC was detected by Brdu flow cytometry

图 6. VSMC 细胞周期相关蛋白的表达水平　 　 a 为 P<0. 05,与空白对照组比较;b 为 P<0. 05,与 ox-LDL 组比较。

Figure 6. Expression of proliferation-related protein in VSMC

3　 讨　 论

As 是心脑血管疾病的主要病理基础,严重危害

人类健康。 As 是一种由巨噬细胞、内皮细胞、平滑

肌细胞等长期共同作用的脂代谢异常的慢性炎性

疾病[10]。 其中 VSMC 在 As 发生发展过程中发挥重

要作用。 在正常条件下,VSMC 处于非增殖性的收

缩表型,增殖与凋亡保持平衡,VSMC 在血管壁中层

处于静止状态,增殖活性很低,但当血管壁受到多

种因素的刺激后,VSMC 转化成合成型,促进细胞大

量增殖[11-12],最终引起 As 的发生。 因此对 VSMC
的表型转化及增殖进行研究,对 As 的防治具有重要

意义。 通常高剂量的 ox-LDL 促使细胞凋亡,因实验

条件的差异及试剂厂家的不同,课题组前期摸索发

现 50 mg / L ox-LDL 能够诱导 VSMC 炎症反应和迁

移作用,促进细胞增殖。

439 ISSN 1007-3949 Chin J Arterioscler,Vol 27,No 11,2019



图 7. VSMC SM22α蛋白的表达　 　 a 为 P<0. 05,与空白对照组比较;b 为 P<0. 05,与 ox-LDL 组比较。

Figure 7. Expression of SM22α protein in VSMC

miRNA 是一类小非编码 RNA 序列,大约 22 个

核苷酸组成,其在转录后调节基因表达。 超过三分

之一的蛋白编码基因受 miRNA 翻译调控,单个

miRNA 可调控数百个蛋白编码基因,而且 miRNAs
与多种疾病相关。 有研究表明 miRNA 参与血管病

变中 VSMC 细胞的增殖和血管重塑的调节[13]。
miR-17 ~ 92a 簇在调节细胞增殖中发挥关键作

用[14],包括有 miR-17-5p、miR-18a、miRNA-92a 等。
Yang 等[15] 研究发现 miR-17-5p 在缺氧诱导的肺血

管平滑肌细胞增殖中发挥重要作用。 多个研究发

现 miR-18a 及 miR-18a-5p 通过调节细胞周期蛋白

cylin D1 和 SM22α(VSMC 的收缩表型特异性标志

蛋白)的活性参与 VSMC 的增殖[16-18]。 最近研究发

现 miRNA-92a 是 miR-17 ~ 92a 簇的重要一员,在调

控 VSMC 凋亡、 增殖等方面有重要的作用[8-9]。
Loyer 等[16]发现 ox-LDL 可上调 miR-92a 的表达,促
进内皮细胞的损伤,抑制 miR-92a 的表达可以加速

血管再内皮化从而减弱新生内膜损伤的形成,进而

抗动脉粥样硬化。 赵曦雯等[19] 研究结果提示 miR-
92a 可通过靶向抑制 PTEN 的表达从而促进血管平

滑肌细胞的增殖以及迁移。 miR-92a 在 VSMC 静止

期时低表达[15],ox-LDL 诱导后上调 miR-92a 促进内

皮细胞活化和 As 病变的发展[16-20],同时 miR-92a 上

调促进 VSMC 的增殖[8]。 miR-92-1 是 miR-92a 基因

家族的主要成员[21],能够产生 miR-92a-3p_ R+1 和

miR-92a-1-5p 两种不同的成熟 miRNA[22],在调节细

胞增殖和凋亡中发挥重要作用[23-24]。 研究表明,
miR-92a-3p 可通过抑制 p21 促进细胞增殖和细胞周

期进展[25]。 Liu 等[26] 利用 ox-LDL 干预内皮细胞,
使 miR-92a-3p 表达上调,促进细胞迁移和增殖。 鉴

于 miR-92a 的重要生物学活性,推测 miRNA-92a- 3p
_R+1 和 miR-92a-1-5p 在 VSMC 的表型转化和增殖

中具有重要的作用。 本研究结果提示 ox-LDL 明显

诱导 VSMC 的 miR-92a-3p_ R+1 和 miR-92a-1-5p 的

表达,ERK1 / 2 通路阻断后 miR-92a-3p _ R + 1 和

miR-92a-1-5p 的表达明显下调,并通过靶基因预测

发现 miR-92a-3p_R+1 和 miR-92a-1-5p 与表型转化

和增殖相关。 因此认为 ERK1 / 2 信号通路可能通过

调控 miR-92a-3p_R+1 和 miR-92a-1-5p 的表达,对
VSMC 的表型转化和增殖等生物活性产生影响。

SM22α 是 VSMC 的特异性标志蛋白,在收缩型

VSMC 中大量表达,主要参与细胞骨架构成和收缩

调节[27]。 研究表明,ox-LDL 作用于 VSMC,结果显

示 SM22α 表达减少,说明 ox-LDL 会促进 VSMC 由

收缩型向合成型转化[28],进而促进细胞大量增

殖[29-30],并受 miR-17 ~ 92a 簇的 miR-18a 调控。 细

胞周期主要由周期蛋白(cyclins)和细胞周期蛋白依

赖性激酶抑制剂( cyclin dependent kinase inhibitor,
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CKI)控制调节[31-32]。 细胞周期蛋白包括 PCNA、Cy-
clin D1 等与依赖激酶(cycli-dependent kinase,CDK)
结合,引起底物 Rb 磷酸化,促进 DNA 合成,细胞由

G1 期向 S 期转变[33]。 增殖细胞核抗原(proliferation
cell nuclear antigen,PCNA)是 DNA 聚合酶的辅助因

子,在核酸代谢中起重要作用[34],是细胞增殖的重

要标志物[35],也被认为是合成型 VSMC 的重要标

志[36]。 CKI 的主要作用是阻滞细胞周期,其主要包

括 p21 和 p27,当异常表达时可促进细胞增殖和分

化[37]。 丝裂原活化蛋白激酶家系(mitogen activated
protein kinases, MAPK) 家 族 包 括 ERK1 / 2、 P38、
JNK,在生长发育和疾病发生过程中发挥重要作

用[38]。 其中细胞外信号调节蛋白激酶(extra celluar
regulated kinase,ERK1 / 2)信号通路是经典的 MAPK
信号转导途径,广泛调控细胞的增殖、分化和凋

亡[39-40]。 ERK1 / 2 途径参与多种细胞增殖与细胞周

期的调节[41]。 本研究结果显示,ox-LDL 促进 VSMC
的 ERK1 / 2 通路的激活,诱导 miR-92a-3p_R+1 和

miR-92a-1- 5p 的表达,上调 PCNA、cyclinD1 蛋白的

表达,抑制 p21、p27 的表达,促进 VSMC 细胞增殖和

合成型转化; ERK1 / 2 通路阻断后,miR-92a-3p_R+
1 和 miR-92a-1- 5p 受抑制,VSMC 收缩表型转化,细
胞增殖受抑制,提示 ERK1 / 2 信号通路与 miR-92a-
3p_R+1 和 miR-92a-1- 5p 的密切相关。

综上所述,miR-92a-3p_R+1 和 miR-92a-1-5p 在

ox-LDL 诱导的 VSMC 表型转化和增殖有着重要作

用,并与 ERK1 / 2 信号通路密切相关。
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