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miR-320 通过下调 SRY 相关高迁移率族蛋白 4 的表达
抑制人脐静脉内皮细胞内皮间质转化
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[摘　 要] 　 目的　 探讨 miR-320 对人脐静脉内皮细胞(HUVEC)内皮间质转化(EndMT)的影响及其调控机制。 方

法　 用 miR-320 mimics 或 miR-320 inhibitor 处理 HUVEC。 Western blot 检测内皮细胞标记物血小板内皮细胞黏附

分子 1(CD31)、血管内皮钙黏蛋白(VE-Cadherin)及间质细胞标记物 α 平滑肌肌动蛋白(α-SMA)、波形蛋白(Vim-
entin)的表达;划痕实验、Transwell 实验检测 miR-320 对 HUVEC 迁移的影响;罗丹明鬼笔环肽染色检测 miR-320 对

HUVEC 细胞骨架的影响;噻唑蓝法检测细胞增殖;流式细胞仪检测细胞周期;Western blot 检测 miR-320 对 SRY 相

关高迁移率族蛋白 4(SOX4)表达的影响。 结果　 miR-320 mimics 上调 HUVEC 的 VE-Cadherin、CD31 表达,下调 Vi-
mentin、α-SMA 表达;miR-320 mimics 使 HUVEC 细胞骨架微丝变细,应力纤维减少,细胞迁移能力减弱,但增殖能力

无明显改变。 miR-320 inhibitor 下调 HUVEC 的 VE-Cadherin、CD31 表达,上调 Vimentin、α-SMA 表达;miR-320 inhib-
itor 使 HUVEC 微丝增粗,应力纤维增多,细胞迁移能力增强。 miR-320 mimics 下调 SOX4 的表达,miR-320 inhibitor
上调 SOX4 的表达。 结论　 miR-320 通过下调 SOX4 的表达抑制 HUVEC 的 EndMT。
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miR-320 inhibits endothelial-mesenchymal transition of human umbilical vein endo-
thelial cells by down-regulating the expression of SRY-related high mobility group
protein 4
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of miR-320 on endothelial-mesenchymal transition (EndMT) of human
umbilical vein endothelial cell (HUVEC) and its regulatory mechanism. 　 　 Methods　 HUVECs were treated with miR-
320 mimics or miR-320 inhibitor. 　 Western blot was used to detect the expressions of endothelial cell markers platelet en-
dothelial cell adhesion molecule-1 (CD31) and vascular endothelial cadherin (VE-Cadherin), and the expressions of mes-
enchymal cell markers α-smooth muscle actin (α-SMA) and Vimentin. 　 Scratch test and Transwell experiment were used
to detect the effect of miR-320 on HUVEC migration. 　 The effect of miR-320 on cytoskeleton of HUVEC was detected by
Rhodamine phalloidin staining. 　 Cell proliferation was detected by methyl thiazolyl tetrazolium method and cell cycle was
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detected by flow cytometry. 　 Western blot was used to detect the effect of miR-320 on the expression of SRY-related high
mobility group protein 4 (SOX4). 　 　 Results　 miR-320 mimics up-regulated the expressions of VE-Cadherin and CD31,
and down-regulated the expressions of Vimentin and α-SMA in HUVEC. 　 miR-320 mimics made HUVEC cytoskeleton mi-
crofilaments thinner, stress fibers decreased, cell migration ability weakened, but the proliferation ability did not change
significantly. 　 miR-320 inhibitor down-regulated the expressions of VE-Cadherin and CD31, and up-regulated the expres-
sions of Vimentin and α-SMA in HUVEC. 　 miR-320 inhibitor made HUVEC microfilaments thicker, stress fibers
increased and cell migration ability enhanced. 　 miR-320 mimics down-regulated SOX4 expression, and miR-320 inhibitor
up-regulated SOX4 expression. 　 　 Conclusion　 miR-320 inhibits EndMT of HUVEC by down-regulating SOX4 expres-
sion.

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)性心血管疾

病严重危害人类健康,血管内皮细胞功能损伤及功

能障碍是 As 的重要环节。 血管内皮细胞可以向间

质 细 胞 转 变, 即 内 皮 间 质 转 化 ( endothelial-
mesenchymal transition,EndMT),参与 As 病变的发

生、发展进程[1],抑制 EndMT 将延缓 As 的形成和

发展。
微小 RNA(microRNA,miRNA)是高度保守的小

分子非编码 RNA,长度大约 22 个核苷酸,通过与靶

基因的 mRNA 5′非翻译区结合调节其靶基因的表

达[2]。 近 年 来 的 研 究 表 明 miRNA 通 过 调 控

EndMT,进而影响 As 病变的形成和发展[3]。 miR-
142-3p 通过靶向转化生长因子 β1 ( transforming
growth factor-β1,TGF-β1) / Smad 途径抑制高糖诱导

的人主动脉内皮细胞 EndMT[4]。 miR-449a 增强间

质细胞标志物的表达,诱导细胞增殖和内皮细胞迁

移,调节 E-钙黏蛋白与脂筏介导的脂联素受体 2 之

间的相互作用,诱导 EndMT,促进 As[5]。 miR-320
为肿瘤抑制 miRNA,可抑制肿瘤细胞的增殖和迁移

以及肿瘤的生长[6]。 Feng 等[7] 发现高糖下调人脐

静脉内皮细胞(human umbilical vein endothelial cell,
HUVEC)中 miR-320 的表达,上调内皮素 1、血管内

皮生长因子和纤连蛋白的表达。 发育相关转录因

子 SRY 相关高迁移率族蛋白 4 ( SRY-related high
mobility group protein 4,SOX4)在多种肿瘤中表达上

调,促肿瘤细胞存活、迁移和侵袭,是上皮间质转化

(epithelial-mesenchymal transition,EMT)关键的调控

分子。 在本研究中,我们将探讨 miR-320 对 EndMT
的影响及与 SOX4 表达间的关系。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

HUVEC 购于中国科学院上海生物化学与细胞

生物学研究所细胞中心。 miR-320 mimics、miR-320
mimics 对照、miR-320 inhibitor、miR-320 inhibitor 对

照购于广州锐博公司。 DMEM 高糖培养基购于 Hy-
clone 公司(美国),南美胎牛血清购于 Gibco 公司

(美国)。 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳凝

胶配制试剂盒购于北京康为世纪生物科技有限公

司。 α 平滑肌肌动蛋白(α-smooth muscle actin,α-
SMA) 多克隆抗体、血小板内皮细胞黏附分子 1
(platelet endothelial cell adhesion molecule-1,PECAM-
1/ CD31)单克隆抗体购于 Proteintech 公司(美国),
SOX4 单克隆抗体购于 Affinity 公司(美国)。
1. 2　 HUVEC 培养与 miR-320 转染

将状态良好的 1×105 HUVEC 细胞悬液加入 6
孔板中,使其贴壁培养 24 h,使转染时的细胞密度达

到 30% ~ 50% 。 根据说明书用无酶水按一定比例

稀释 miR-320 mimics 或 miR-320 inhibitor,将一定量

的 miR-320 mimics 或 miR-320 inhibitor 与转染试剂

混合,激活,加入配好的 miR-320[感染复数(multi-
plicity of infection,MOI)= 50;50 nmol / L]到无双抗

的细胞培养液中,37 ℃孵育。 加入转染稀释液 24 h
后,更换培养基,用含有 5 mg / L 聚凝胺的 1 mL 完全

培养基换原培养基。 转染后 48 h,进行实验。
1. 3　 Western blot 检测

收集细胞,加入裂解液,置于冰上裂解 30 min,
收集裂解液,4 ℃,12 000 r / min 离心 10 min,收集上

清液,BCA 法测定样品蛋白的含量。 聚丙烯酰胺凝

胶电泳分离蛋白,转膜,用 5%脱脂牛奶室温下封闭

2 h 后孵育血管内皮钙黏蛋白(vascular endothelial
cadherin,VE-Cadherin)(1 ∶ 1 000)、CD31(1 ∶ 2 000)、
α-SMA(1 ∶ 500)、波形蛋白(Vimentin)(1 ∶ 2 000)和
GAPDH(1 ∶ 2 000)单克隆抗体 4 ℃过夜,Tris 缓冲

盐溶液 ( tris-buffered saline tween-20, TBST) 漂洗

10 min,孵育相应二抗 2 h,TBST 漂洗 3 次,每次
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10 min,加入电化学发光法 ( electro-chemi-lumines-
cence,ECL)显影液,化学发光成像系统仪记录、保
存、分析结果。
1. 4　 Transwell 实验检测 HUVEC 迁移

在 24 孔板里加入 300 μL 含 15% 胎牛血清的

培养基,将 Transwell 小室轻轻放入 24 孔板里,将一

定浓度的细胞悬液加入 Transwell 小室的上室面,放
入培养箱孵育 24 h。 室温下将 Transwell 小室晾干

后,4%甲醛固定小室上的细胞 15 min,磷酸盐缓冲

液(phosphate buffered solution,PBS)洗 3 次,每次 15
min,结晶紫液染色 30 min 后,用 PBS 将多余的结晶

紫染液洗去,甩干,取下小室的膜,甘油封片,照相,
保存并分析结果。
1. 5　 划痕实验

转染 24 h 后,用 10 μL 的移液枪吸头进行均匀

直线划痕。 PBS 清洗,去除划下的细胞及其他杂质,
显微镜下观察,拍照保存。 弃去 PBS,加入低浓度或

无血清培养基,继续培养孵育 24 h。 弃去培养基,用
PBS 清洗,在显微镜下观察,拍照保存。
1. 6　 罗丹明鬼笔环肽染色

弃去培养液,PBS 清洗细胞,用 4% 甲醛溶液将

细胞固定 15 min, PBS 洗细胞 3 次,每次 5 min,
0. 01% Triton X-100 对细胞进行透膜处理 15 min,
PBS 洗 3 次,每次 5 min。 每孔加入 200 μL 的罗丹

明鬼笔环肽染液,湿盒避光孵育 30 min。 加入 200
μL 的 4′,6-二脒基-2-苯基吲哚 (4′,6-diamidino-2-
phenylindole,DAPI)溶液,复染 10 min。 在荧光显微

镜下观察染色结果。
1. 7　 MTT 检测 HUVEC 增殖

将生长状态良好的细胞制备成细胞悬液,在 96
孔板中加入 HUVEC 悬液 100 μL / 孔(约 1×104),放
入 37 ℃的 CO2 培养箱中培养 24 h。 加入适宜浓度

的 miR mimics 或 miR inhibitor 转染 48 h。 每孔加

50 μL 的噻唑蓝(methyl thiazolyl tetrazolium,MTT),
在细胞培养箱中孵育 4 h。 吸出孔板里的上清液,每
孔加 150 μL 二甲基亚砜,用摇床使其混匀,促进甲

臜溶解。 酶标仪在 490 nm 或 550 nm 波长处检测每

孔光密度,分析结果。
1. 8　 细胞周期检测

收集细胞,加入 500 μL 预冷的 70%乙醇,固定

2 h,弃去固定液,PBS 清洗细胞,离心后加入制备好

的 500 μL 染色工作液,避光孵育 45 min,流式细胞

仪检测(激发波长 488 nm)。
1. 9　 统计学方法

所有的实验数据均用 x±s 表示。 使用 GraphPad
Prism 8、Image J、SPSS 统计软件进行数据分析,用方

差分析及 t 检验分析组间差异,P<0. 05 为差异有统

计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 miR-320 对 EndMT 标记物表达的影响

采用Western blot 检测 miR-320 对 HUVEC End-
MT 标记物表达的影响,结果表明 miR-320 mimics
明显上调内皮细胞标记物 CD31、VE-Cadherin 的表

达(图 1A、B),而下调间质细胞标记物 Vimentin、α-
SMA 的表达(图 1C、D)。 miR-320 inhibitor 明显下

调 CD31、VE-Cadherin 的表达(图 1E、F),而上调 Vi-
mentin、α-SMA 的表达(图 1G、H)(P<0. 05)。
2. 2　 miR-320 对 HUVEC 细胞骨架的影响

细胞骨架重排与 EndMT 密切相关,我们采用罗

丹明鬼笔环肽染色观察 miR-320 对血管内皮细胞骨

架的影响。 结果表明 miR-320 mimics 组血管内皮细

胞骨架发生改变, 微丝增加 ( 图 2A); miR-320
inhibitor 组微丝粗大,应力纤维增加(图 2B)。
2. 3　 miR-320 对 HUVEC 迁移的影响

为了进一步探讨 miR-320 对血管内皮细胞

EndMT 的影响,首先,采用划痕实验观察 miR-320
mimics 及 miR-320 inhibitor 对 HUVEC 迁移的影响。
结果表明 miR-320 mimics 抑制 HUVEC 迁移 (图

3A、B),而 miR-320 inhibitor 促进 HUVEC 迁移(图
3C、D)。

随后,采用 Transwell 实验观察 miR-320 对血

管内皮细胞迁移能力的影响。 结果显示:与 miR-
320 mimics control 组相比,miR-320 mimics 组血管

内皮细胞迁移数量明显减少(图 4A、B);与 miR-
320 inhibitor control 组相比,miR-320 inhibitor 组血

管内皮细胞迁移数量明显增多(图 4C、D)。 结合

划痕实验,均提示抑制 miR-320 可以促血管内皮

细胞迁移。
2. 4　 miR-320 对 HUVEC 增殖的影响

MTT 法检测 miR-320 对 HUVEC 增殖的影响,
结果表明 miR-320 mimics 及 miR-320 inhibitor 对血

管内皮细胞增殖无明显影响(图 5A、B)。
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图 1. miR-320 对 HUVEC EndMT 标记物表达的影响(n=3)
A、B、C、D 为 miR-320 mimics 上调 HUVEC 中 CD31 和 VE-Cadherin 的表达,下调 Vimentin 和 α-SMA 的表达;a 为 P<0. 05,

与 Mimics control 组比较。 E、F、G、H 为 miR-320 inhibitor 下调 HUVEC 中 CD31 和 VE-Cadherin 的表达,
上调 Vimentin 和 α-SMA 的表达;a 为 P<0. 05,与 Inhibitor control 组比较。

Figure 1. Effect of miR-320 on the expression of EndMT markers in HUVEC (n=3)

图 2. miR-320 对 HUVEC 细胞骨架的影响
A 为 miR-320 mimics 对 HUVEC 细胞骨架的影响;B 为 miR-320 inhibitor 对 HUVEC 细胞骨架的影响。

空心箭头表示微丝,实心箭头表示应力纤维。
Figure 2. Effect of miR-320 on the cytoskeleton of HUVEC
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图 3. 划痕实验检测 miR-320 对 HUVEC 迁移的影响(n=3)
左边图像放大倍数为 10 倍。 A 为 miR-320 mimics 划痕实验图;B 为 miR-320 mimics 划痕实验统计图。

C 为 miR-320 inhibitor 划痕实验图;D 为 miR-320 inhibitor 划痕实验统计图。

Figure 3. Effect of miR-320 on the migration of HUVEC detected by scratch test (n=3)

图 4. Transwell 实验检测 miR-320 对 HUVEC 迁移的影响(n=3)
左边图像放大倍数为 200 倍。 A 为 miR-320 mimics 的 Transwell 实验图;B 为 miR-320 mimics 的 Transwell 实验统计图。

C 为 miR-320 inhibitor 的 Transwell 实验图;D 为 miR-320 inhibitor 的 Transwell 实验统计图。

Figure 4. Effect of miR-320 on the migration of HUVEC detected by Transwell experiment (n=3)
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图 5. miR-320 对 HUVEC 增殖的影响(n=3)
A 为 miR-320 mimics 对 HUVEC 增殖的影响;
B 为 miR-320 inhibitor 对 HUVEC 增殖的影响。

Figure 5. Effect of miR-320 on the proliferation of
HUVEC (n=3)

2. 5　 miR-320 对 HUVEC 细胞周期的影响

为了进一步证实 miR-320 mimics 及 miR-320
inhibitor 对 HUVEC 增殖的影响,采用流式细胞术检

测细胞周期,结果显示:miR-320 mimics 及 miR-320
inhibitor 对 HUVEC 的细胞周期无明显影响(图 6A、
B)。
2. 6　 miR-320 下调 SOX4 的表达

SOX4 能稳定胞内 β-连环蛋白,促进 β-连环蛋

白核转位与 T 细胞因子 /淋巴增强因子结合形成复

合物,进而异常激活 Wnt 信号通路,在调节 EMT 过

程中起着关键作用。 Western blot 检测结果表明,
miR-320 mimics 下调 SOX4 蛋白的表达 (图 7A),
miR-320 inhibitor 上调 SOX4 蛋白的表达(图 7B),
提示 miR-320 可 能 通 过 下 调 SOX4 的 表 达 促

HUVEC 内皮间质转化。

图 6. miR-320 对 HUVEC 细胞周期的影响

A 为 miR-320 mimics 的流式细胞图;B 为 miR-320 inhibitor 的流式细胞图。

Figure 6. Effect of miR-320 on the cell cycle of HUVEC

3　 讨　 论

EndMT 是内皮细胞向间质细胞转化的生物学

过程,参与多种生理以及病理过程,如心脏发育、心
瓣膜和肾脏纤维化、静脉狭窄、移植物重塑以及癌

症[8]。 EndMT 过程中内皮细胞标记物表达降低,而
间质细胞标记物表达上调,且细胞间紧密连接被破

坏,细胞骨架重组,增殖和迁移特性增强,细胞外基

质合成以及沉积增加[9]。 Suzuki 等[10] 应用谱系追

踪技术以及单细胞显像技术发现 As 斑块中 3% ~
9%细胞来源于内皮细胞,并且 EndMT 的程度与斑

块的不稳定性相关。 寻找干预 EndMT 的策略以及

干预靶点可能为 As 的有效防治提供新的策略和靶

点。 在本实验中我们发现 miR-320 mimics 处理的

HUVEC 内皮细胞标记物 CD31 和 VE-Cardherin 表

达上调,间质细胞标记物 α-SMA 和 Vimentin 表达下

调,而 miR-320 inhibitor 处理的 HUVEC 其 CD31 和

VE-Cardherin 表达下调,α-SMA 和 Vimentin 表达上

调,这些结果表明 miR-320 抑制 HUVEC 的 EndMT。
研究表明 EndMT 过程中内皮细胞失去极性和

细胞间接触,并经历细胞骨架重构[11]。 EndMT 重

要的诱导分子 TGF-β 提高血管内皮细胞 F-肌动蛋

白的水平,并增加内皮细胞单层的通透性。 我们的

结果表明 miR-320 mimics 处理的血管内皮细胞微丝
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图 7. miR-320 对 HUVEC 中 SOX4 蛋白表达的影响(n=3)
A 为 miR-320 mimics 下调 SOX4 的表达;
B 为 miR-320 inhibitor 上调 SOX4 的表达。

Figure 7. Effect of miR-320 on SOX4 protein expression
in HUVEC (n=3)

增加,而 miR-320 inhibitor 处理的血管内皮细胞应

力纤维形成增加,这些结果表明 miR-320 通过调节

血管内皮细胞的细胞骨架重排,从而促 EndMT。
Zhang 等[11]发现 TGF-β1 通过 UCA1 / miR-455 /

ZEB1 途径诱导 EndMT,促 HUVEC 增殖、迁移和管

样结构形成。 而在我们的实验中,miR-320 mimics
抑制 EndMT 且 抑 制 HUVEC 的 迁 移, miR-320
inhibitor 促 EndMT 且促 HUVEC 的迁移,这与文献

报道相一致。 杨桂花等[12] 发现过表达 miR-320 可

以抑制 K562 细胞的增殖,但在本实验中 miR-320
mimics 和 miR-320 inhibitor 均对 HUVEC 的增殖无

明显影响,其机制尚不清楚。
SOX4 为重要的转录调控因子,在个体、组织和

器官系统发育和细胞命运决定中发挥着重要作用。
SOX4 增强食道肿瘤细胞的增殖和侵袭能力,促进

前列腺细胞上皮间质转化,并且是上皮间质转化的

重要调节分子[13]。 SOX4 的下调抑制细胞迁移、集
落形成、 EMT 以及肿瘤形成。 我们的结果表明

SOX4 为 miR-320 的下游靶基因,miR-320 mimics 下

调 SOX4 的表达,而 miR-320 inhibitor 上调 SOX4 的

表达,提示 miR-320 可能通过抑制 SOX4 的表达从

而抑制 EndMT。
综上所述,miR-320 抑制血管内皮细胞 EndMT,

其机制可能与下调 SOX4 的表达相关,上调 miR-320
的表达或者抑制 SOX4 的表达将可能有益于 As 的

防治。
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