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敲除 miR-223 促进血管炎症和动脉粥样硬化的发生
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(首都医科大学附属北京安贞医院 北京市心肺血管疾病研究所血管生物研究室, 北京市 100029)

[专家简介] 　 杜杰,教育部“长江学者”特聘教授,国家基金委杰出青年,北京市海外聚

集高层次人才。 先后承担和主持国家重点研发计划项目、国家基金委杰出青年基金、重点

课题基金、重大课题基金及科技部重大国际合作基金,参与中国及美国心血管前瞻领域研

究计划策划及评审工作。 原创性成果发表于《Circulation》《Cardiovascular Research》《Arte-
rioscler Thromb Vasc Biol》及《Hypertension》等心血管领域国际权威期刊。 目前逐步建立

了完善的基因组学、代谢组、蛋白组学及分子病因研究团队和平台;创立了首都医科大学

附属安贞医院精准医学中心临床分子诊断中心,并担任中心主任;成立了京津冀心血管疾
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科技部精准医学研究专项“基于组学特征谱的心脑血管疾病分子分型的研究”。
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[摘　 要] 　 目的　 研究 miR-223 对血管炎症和动脉粥样硬化的影响,为临床动脉硬化性疾病提供新的诊疗方向。
方法　 miR-223 敲除鼠与 ApoE 敲除鼠(ApoE KO)繁殖制备 miR-223 / ApoE 双敲鼠(miR-223 / ApoE DKO);检测小鼠

血浆脂质水平;处死取材后检测主动脉根部及血管全长的斑块含量;通过免疫组化检测斑块的炎症细胞浸润;转录

组学测序分析血管中炎症相关基因的表达;结合 microRNA 靶基因数据库寻找并验证其可能的靶基因。 结果 　
miR-223 / ApoE 双敲鼠主动脉根部及血管全长斑块量显著增加(P<0. 05)。 免疫组化染色显示,主动脉根部炎症细

胞浸润增加;血管转录组学测序发现炎症相关基因血管细胞黏附分子 1(VCAM-1)、白细胞介素 1α( IL-1α)等在双

敲鼠中显著上调。 通过靶基因数据库筛选,发现白细胞介素 6( IL-6)是 miR-223 的靶基因并且在双敲鼠的血管中

表达显著上调;使用 miR-223 模拟物刺激成纤维细胞,显著抑制了 IL-6 的表达。 结论 　 miR-223 抑制靶基因 IL-6
的表达降低炎症反应,敲除 miR-223 显著升高血管炎症水平促进动脉粥样硬化的进展。
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miR-223 deficiency aggravates vascular inflammation and atherosclerosis
HAN Yingchun, LI Yang, ZHANG Jichao, LI Yulin, DU jie
(Department of Vascular Biology, Beijing Anzhen Hospital, Capital Medical University, Beijing Institute of Heart Lung and
Blood Vessel Disease, Beijing 100029, China)
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To study the effect of miR-223 on vascular inflammation and atherosclerosis, and to provide a
new therapeutic target for clinical arteriosclerosis. 　 　 Methods　 The miR-223 knockout mice and ApoE knockout mice
(ApoE KO) were crossbred to prepare miR-223 / ApoE double knockout mice (miR-223 / ApoE DKO). 　 The plasma lipid
levels of 8-month-old mice were measured. 　 Plaque content in the aortic root and the entire length of the blood vessel were
analyzed; Immunohistochemical staining was adapted to detect inflammatory cell infiltration in the plaque; Transcriptomics
sequencing was used to analyze the expression of inflammation-related genes in the blood vessel; Screening the microRNA
target gene database to find and validate possible target genes. 　 　 Results 　 Atherosclerosis in aortic root of miR-223 /
ApoE DKO mice were significantly increased (P<0. 05). 　 Immunohistochemical staining showed that more inflammatory
cells infiltrated in aortic root of DKO mice; Vascular transcriptomics sequencing revealed that expression of inflammatory
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genes such as vascular adhesion molecule-1(VCAM-1), interleukin-1α(IL-1α) were up-regulated in DKO mice; Through
screening of target genes from database, IL-6 was found to be a potential target gene of miR-223 and its expression was sig-
nificantly up-regulated in DKO mice; 3T3 cells were transfected with miR-223 mimics and the expression of interleukin-6
(IL-6 )was significantly down-regulated. 　 　 Conclusions　 miR-223 inhibits the expression of target gene IL-6 and re-
duces the inflammatory response. 　 Knockout miR-223 significantly increases the level of vascular inflammation and pro-
motes the progression of atherosclerosis.

　 　 动脉粥样硬化心血管疾病是全球死亡事件的

主要原因[1]。 随着人口老龄化的增加及饮食习惯

的改变,动脉粥样硬化性疾病的发病率逐年升

高[2]。 动脉粥样硬化是冠心病[3]、心肌梗死、中风

等重大心血管事件共同的病理基础,因此探究动脉

粥样硬化形成机制及调控的关键分子,发现潜在的

治疗靶点,有利于缓解疾病进展和降低重大心血管

事件发生率。 动脉粥样硬化是血管的慢性炎症反

应,内皮细胞在炎症、氧化应激、高胆固醇等刺激下

损伤并释放多种趋化因子,单核巨噬细胞进入内皮

下吞噬脂质形成泡沫细胞,凋亡的泡沫细胞及平滑

肌细胞进一步加重炎症反应,导致内皮下斑块面积

增加,脂质坏死核增大,动脉粥样硬化加剧[4]。 mi-
croRNA( miR) 是一种含有 21 个核苷酸的短链

RNA,主要能与靶基因的 5′UTR 区结合或者抑制靶

基因的蛋白翻译,从而调控靶基因的表达,是重要

的基因转录后调控方式。 多种 microRNA 参与调控

动脉粥样硬化的病理过程[5-9]。 miR-223 是已报道

的重要的炎症相关 microRNA[10],主要由炎症细胞

产生,可通过外泌体的形式进入血管平滑肌细胞,
影响平滑肌细胞增殖及血管的再狭窄[11]。 miR-223
在人冠状动脉斑块及 ApoE 敲除(ApoE KO)小鼠的

血管中显著升高[12],提示其与动脉粥样硬化的相关

性,但 miR-223 敲除对小鼠动脉粥硬化的影响及机

制尚无明确报道。 因此本研究主要利用 miR-223 /
ApoE 双敲 (miR-223 / ApoE DKO) 小鼠,研究 miR-
223 对动脉粥样硬化的影响及探明其可能机制。

1　 材料和方法

1. 1　 主要试剂和仪器

DMEM 培养基、胰蛋白酶、胎牛血清(FBS)为

GIBCO 公司产品;血浆生化检测试剂盒购于中生北

控有限公司;油红 O 染料购于索莱宝公司;免疫组

化一抗抗 Mac2 购于 Santa Cruz 公司,抗 SM22 购于

Abcam 公司;辣根过氧化物酶标记 IgG 为北京中杉

金桥生物技术有限公司产品; Trizol 试 剂 购 于

Thermol Fisher 公司产品;qPCR 试剂购于 TAKARA

公司;miR-223 模拟物(mimic)和对照 mimic 由广州

锐博合成;miR-223 探针购于 Thermol Fisher 公司。
1. 2　 小鼠饲养和繁育

实验分为 miR-223 / ApoE DKO 小鼠和 ApoE KO
小鼠(每组样本数见结果图表中)。 ApoE 敲除

(ApoE KO)鼠购自北京华阜康生物科技有限公司,
miR-223 敲除鼠购自美国 Jackson Laboratory 公司,
并由北京华阜康生物科技有限公司进行 miR-223 /
ApoE 双敲(miR-223 / ApoE DKO)鼠繁殖。 实验所

用 ApoE 敲除鼠及 miR-223 / ApoE 双敲鼠均饲喂于

北京市心肺血管疾病研究所 SPF 级环境动物房。
维持饲料购于北京华阜康生物科技有限公司。 所

有操作均根据首都医科大学实验动物管理委员会

规定的实验流程进行。
1. 3　 血浆生化指标检测

小鼠非禁食条件下采血,肝素抗凝,4 ℃ 4 000
r / min 离心 10 min,取上层血浆样品检测。 血浆胆

固醇和甘油三酯试剂盒购于中生北控公司。
1. 4　 取材

小鼠腹腔注射 1% 戊巴比妥麻醉,沿腹中线切

开皮肤及皮下薄膜,暴露出内脏。 PBS 灌流心脏后

取主动脉全长,取材后立即冻存用于蛋白及 RNA 提

取。 另外,形态学的心脏和主动脉全长用 4% 多聚

甲醛固定 4 h,蔗糖脱水后 OCT 包埋冷冻保存。
1. 5　 流出道及主动脉油红 O 染色

冰冻切片或者主动脉全长经过 4%多聚甲醛固

定 10 min,60% 异丙醇浸泡 10 min,油红 O 染色 30
min 后,异丙醇漂洗掉浮色,拍照定量。
1. 6　 免疫组化

组化染色使用血管冰冻切片,一抗 Mac2 或

SM22 4 ℃过夜,酶标二抗及 DAB 显色。
1. 7　 RNA 提取

使用 Trizol 试剂盒提取总 RNA,转录组学测序

及分析由华大基因完成;脾脏 miR-223 的检测通过

miR-223 探针完成。
1. 8　 组织 miR-223 qPCR 检测

收集脾脏组织,将组织放入研钵中加适量液氮

研磨,组织研碎后加入 1 mL Trizol,提取总 RNA。 按
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照 miRNA RT-PCR Detection Kit 试剂盒进行反转录

合成 cDNA,得到样品通过 TaqMan MicroRNA Assay
检测 miR-223 的表达。 Stem-loop 序列:CCU GGC
CUC CUG CAG UGC CAC GCU CCG UGU AUU UGA
CAA GCU GAG UUG GAC ACU CCA UGU GGU AGA
GUG UCA GUU UGU CAA AUA CCC CAA GUG CGG
CAC AUG CUU ACC AG。
1. 9　 细胞转染

3T3 细胞培养至 60% ~ 70% 融合,使用转染试

剂( Introvgen, iMAX)转染终浓度 100 nmol / L 的对

照 mimic 或 miR-223 mimic,24 h 后收取细胞。
1. 10　 统计学方法

实验数据均采用 Prism5 软件作图及统计分析。
首先进行正态分布检验,符合正态分布数据以 x±s
表示,两组之间的比较采用非配对 t 检验,不符合正

态分布的数据两组之间比较使用非参数检验。 以 P
<0. 05 为差异具有显著性。

2　 结　 果

2. 1　 敲除 miR-223 促进 ApoE KO 小鼠动脉粥样硬

化进展

与 ApoE KO 小鼠比较,miR-223 / ApoE DKO 小

鼠 miR-223 含量几乎检测不到,证实 miR-223 敲除

成功 (图 1A)。 miR-223 / ApoE DKO 小鼠和 ApoE
KO 小鼠普通饲料喂饲 6 个月,与 ApoE KO 小鼠比

较,DKO 小鼠主动脉全长斑块油红 O 染色面积增多

(图 1B),根部斑块面积染色显著增加 [(3. 23 ±
0. 52)×104 μm 比(5. 97±0. 72)×104 μm2](图 1C 和

D),提示敲除 miR-223 加重了动脉粥样硬化。

图 1. ApoE KO 小鼠 和 miR-223 / ApoE DKO 小鼠动脉粥样硬化情况的比较　 　 A 为检测脾脏 miR-223-3p 水平。 B 为主动脉全长

油红 O 染色结果。 C 和 D 为流出道(根部)冰冻切片油红 O 染色结果及定量。

Figure 1. Atherosclerosis lesion areas of ApoE KO and miR-223 / ApoE DKO mice

2. 2　 敲除 miR-223 不影响血浆胆固醇及甘油三酯

水平

血浆脂质水平是影响动脉粥样硬化进展的关

键因素,因此检测了 miR-223 / ApoE DKO 小鼠及

ApoE KO 小鼠的非禁食血浆生化指标。 结果显示,
miR-223 / ApoE DKO 小鼠呈现高胆固醇血症,血浆

胆固醇水平为 514. 8±21. 42 mg / dL,但与 ApoE KO
小鼠(517. 7±33. 11 mg / dL)比较差异无显著性(图
2A)。 两组小鼠的血浆甘油三酯水平差异也无显著

性(72. 7±7. 0 比 68. 6±4. 8 mg / dL)(图 2B)。 因此,
miR-223 并不影响小鼠血浆胆固醇及甘油三酯

水平。
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图 2. ApoE KO 小鼠和 miR-223 / ApoE DKO 小鼠血浆脂质水平 　 　 A 为非禁食状态下血浆 TC 水平。 B 为禁食状态下血浆 TG
水平。

Figure 2. Plasma lipids of ApoE KO and miR-223 / ApoE DKO mice

2. 3　 miR-223 / ApoE DKO 小鼠血管炎症水平升高

miR-223 主要由免疫细胞产生,是调节炎症反

应的关键 microRNA[12]。 因此,进一步检查 miR-223
敲除对血管炎症的影响。 通过斑块免疫组化染色,
发现 DKO 小鼠斑块中 Mac2 染色增加,提示炎症细

胞浸润增多(图 3)。 同时,分离血管组织进行转录

组学测序,基因表达量用 FPKM 衡量(每 100 万条

Reads 中,对基因的每 1 000 个 Base 而言,比对该

1 000 个 base 的 Reads 数)。 结果显示与炎症相关

的多种基因如血管细胞黏附分子 1(VCAM-1)、趋化

因子 Ccl-3、趋化因子 Ccl-4、白细胞介素 1α( Il-1α)
等在 DKO 小鼠血管中显著上调(图 4)。 这些结果

提示,miR-223 敲除促进了血管炎症水平,这可能是

导致动脉粥样硬化加重的原因。

图 3. ApoE KO 和 miR-223 / ApoE DKO 小鼠炎症细胞标志物 Mac2 及平滑肌标志物 SM22 染色结果的比较(免疫组化)
Figure 3. Comparison of staining results of mac2 and SM22 in ApoE Ko and miR-223 / ApoE DKO mice (immunohistochemis-
try)

图 4. ApoE KO 和miR-223 / ApoE DKO 小鼠血管转录组学

测序数据分析炎症相关基因表达(n=3)
Figure 4. Analysis of the expression of inflammation related
genes based on the data of vascular transcriptome sequencing
in ApoE KO and miR-223 / ApoE DKO mice(n=3)

2. 4　 miR-223 可能通过靶基因 IL-6 调控血管炎症

及动脉粥样硬化进展

为了寻找 miR-223 影响动脉粥样硬化的靶基

因,搜索 miR-223 的靶基因数据库及相关文献,发现

白细胞介素 6(IL-6)是 miR-223 的靶基因,有 8 个互

补碱基(图 5A)。 通过对血管进行 qPCR 检测,发现

DKO 小鼠血管组织中 IL-6、Ccl2 的表达显著升高

(图 5B)。 体外用对照模拟物(Ctrl mimic)或 miR-
223 模拟物(miR-223 mimic)转染 3T3 细胞 24 h,IL-
6 及 miR-223 另一个潜在靶基 gp130 都显著降低

(图 5C)。 这些结果均提示,miR-223 可能通过靶基

因 IL-6 调控血管炎症、升高的 Ccl2 促进炎症细胞浸

润,加速动脉粥样硬化进展。
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图 5. miR-223 靶基因寻找及验证　 　 A 为通过 miRDB 数据库预测 miR-223-3p 与靶基因 IL-6 的结合位点。 B 为小鼠血管 IL-6 及 Ccl2 的

mRNA 水平(n=5),a 为 P<0. 05,与 ApoE KO 组比较。 C 为 100 nmol / L miR-223 模拟物或对照模拟物处理 3T3 细胞 24 h 后,qPCR 检测 IL-6 及

gp130 的 mRNA 表达,每组 3 个复孔,b 为 P<0. 05,与 ctrl mimic 比较。

Figure 5. Screening and identifying miR-223 target gene

3　 讨　 论

本研究利用 miR-223 / ApoE 敲除鼠,结合转录

组学数据分析等手段,证实 miR-223 敲除可能通过

升高靶基 IL-6 促进动脉粥样硬化进展。
microRNA 是最大的一类转录后调控因子,30%

的人类基因受 microRNA 调控。 多种 microRNA 参

与调控动脉粥样硬化病理进展的各个环节,包括内

皮炎症、平滑肌表型转化、巨噬细胞极化等等[13]。
miR-223 是一个炎症相关的 microRNA,主要由骨髓

来源的细胞产生[14]。 虽然血管原位细胞如内皮细

胞、平滑肌细胞几乎不产生 miR-223,骨髓来源的

miR-223 可通过外泌体等形式进入血管细胞,从而

调控血管稳态。 如中性粒细胞来源的 miR-223 可靶

向肺血管内皮细胞 PARP-1,抑制炎症反应[10];HDL
可携带 miR-223 转移到内皮细胞,靶向 ICAM-1 和

CSF2 抑制炎症[15]。 已有研究显示 miR-223 在人的

冠状动脉斑块及 ApoE KO 小鼠的血管中显著升高,
但 miR-223 敲除对动脉粥样硬化的影响还未得到明

确的验证。
本研究明确了 miR-223 / ApoE DKO 小鼠血浆胆

固醇及甘油三酯水平无显著改变,DKO 小鼠动脉粥

样硬化明显加重。 免疫组化、血管细胞流式分析及

血管转录组学分析均显示,DKO 小鼠的血管炎症水

平升高。 通过对 miR-223 靶基因的筛选及验证,明
确 IL-6 是 miR-223 的靶基因之一。 多项研究已证

实 IL-6 在动脉粥样硬化中是上游的关键炎症因子,
能活化内皮细胞,促进淋巴细胞增殖和分化[16-17]。
携带 IL-6 受体突变的人群冠心病风险降低[18]。 因

此,miR-223 可能通过升高靶基因 IL-6 促进血管炎

症及动脉粥样硬化进展。 与本研究的结果一致,有
课题组报道运用 miR-223 抑制剂显著增加了 ApoE
KO 小鼠的动脉粥样硬化水平,机制是可能通过影

响平滑肌 IGF1R 的表达调控平滑肌增殖和动脉粥

样硬化进展[11]。 因此,miR-223 可能通过多种分子

机制,如炎症反应、平滑肌细胞增殖等,协同调控动

脉粥样硬化的发生发展。
另外,本研究在寻找并验证 miR-223 的靶基因

的实验中,发现体外给予 miR-223 模拟物可抑制 IL-
6 的受体 gp130 表达。 有报道证实 gp130 也是 miR-
223 的靶基因[19],因此 miR-223 可能通过靶向 IL-6
及受体 gp130 进而抑制 IL-6 介导的促炎通路。 目

前的研究结果尚不清楚,miR-223 是否依赖对 IL-6
通路的抑制而发挥抗动脉粥样硬化的作用。 在后

续的实验中,需进一步利用 IL-6 通路抑制剂( IL-6
中和抗体或 IL-6R 抑制剂)验证阻断 IL-6 通路能否

逆转 miR-223 敲除对动脉粥样硬化的促进作用。
综上,本研究明确了 miR-223 对动脉粥样硬化

的影响,推测 miR-223 可能通过影响促炎因子 IL-6
的表达从而调控动脉粥样硬化的发生。 因此,miR-
223 对动脉粥样硬化有潜在的治疗作用,值得进一

步研究。
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