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miR-181a-5p 对人主动脉平滑肌细胞成骨样分化的影响

张 帆1, 程乃萱2, 韩迎春2, 张海波1, 杜 杰2, 张聪聪2

(1. 首都医科大学附属北京安贞医院心外科,2. 北京市心肺血管疾病研究所,北京市 100029)

[关键词] 　 人主动脉平滑肌细胞;　 成骨样分化;　 miR-181a-5p;　 血管钙化

[摘　 要] 　 目的　 观察 miR-181a-5p 对动脉钙化细胞模型的影响,探讨其可能的作用机制。 方法　 培养人主动脉

平滑肌细胞(HASMC),经成骨样分化诱导后使用茜红素染色检测细胞成骨样分化的程度,采用 real-time PCR 检测

成骨样分化标志基因骨钙素(OCN)、Runt 相关转录因子 2(RUNX2)和碱性磷酸酶(ALP)的 mRNA 表达变化,以及

miR-181a-5p 的表达变化,分析 miR-181a-5p 与成骨样分化相关基因表达水平的相关性。 miR-181a-5p mimic 转染用

于上调 HASMC 内 miR-181a-5p 的表达。 使用 TargetScan 数据库预测 miR-181a-5p 发挥作用的靶基因。 使用 real-
time PCR 检测 miR-181a-5p 过表达后对靶基因表达的影响。 结果　 HASMC 经诱导成骨样分化后,茜红素染色阳性

区域和细胞内钙含量逐渐增加,细胞中成骨样分化相关基因 OCN、RUNX2 和 ALP 的表达随时间延长逐渐升高,而
miR-181a-5p 的表达逐渐下降(P<0. 05)。 相关性分析显示 miR-181a-5p 的表达与 OCN、RUNX2 和 ALP 的表达均呈

负相关(P<0. 05)。 使用 miR-181a-5p mimic 转染 HASMC 后细胞内 miR-181a-5p 的表达高于对照 mimic 组,细胞内

钙含量及 RUNX2 和 OCN 的表达均低于对照 mimic 组(P<0. 05)。 TargetScan 数据库预测结果显示 miR-181a-5p 可

与促成骨样分化基因丝裂原活化蛋白激酶 1(MAPK1)和丝裂原活化蛋白激酶 8(MAPK8)的 3′UTR 区结合,miR-
181a-5p mimic 组 HASMC 中靶基因 MAPK1 和 MAPK8 的表达显著下调(P<0. 05)。 结论　 血管平滑肌细胞成骨样

分化时下降的 miR-181a-5p 可抑制成骨样分化,其可能的机制是抑制促钙化信号转导分子 MAPK1 和 MAPK8 的表达。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effects of the miR-181a-5p on osteogenic differentiation of vascular smooth
muscle cells (VSMC) and explore its possible mechanism. 　 　 Methods　 Human aortic smooth muscle cells (HASMC)
were cultured and induced by osteogenic differentiation medium. 　 Alizarin staining was used to detect the degree of osteo-
genic differentiation, and real-time PCR was used to detect the expression levels of miR-181a-5p and osteogenic differentia-
tion associated genes, including osteocalcin (OCN), Runt related transcription factor 2 (RUNX2), and alkaline phospha-
tase (ALP). 　 miR-181a-5p mimic transfection was used to overexpress miR-181a-5p in human aortic smooth muscle
cells. 　 TargetScan database was used to predict the target genes of miR-181a-5p, and real-time PCR was used to detect
the effect of miR-181a-5p overexpression on target genes expression. 　 　 Results　 The positive area of Alizarin staining
and the intracellular calcium content in human aortic smooth muscle cells gradually increased after osteogenic differentiation
induction, and the expression of OCN, RUNX2 and ALP in human aortic smooth muscle cells increased gradually, while
the expression of miR-181a-5p decreased (P<0. 05). 　 The expression of miR-181a-5p was negatively correlated with the
expression of OCN, RUNX2 and ALP (P<0. 05). 　 After human aortic smooth muscle cells were transfected with miR-
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181a-5p mimic, the expression of miR-181a-5p in the cells was significantly up-regulated compared with the control mimic
group (P<0. 05). 　 At the same time, the calcium content and the expression of RUNX2 and OCN in human aortic smooth
muscle cells was lower in the miR-181a-5p mimic group than that in the control mimic group (P<0. 05). 　 MAPK1 and
MAPK8, which could promote osteogenic differentiation, were predicted as the target genes of miR-181a-5p by TargetScan
database. 　 Real-time PCR results showed that the expression of mitogen activated protein kinase 1 (MAPK1) and mitogen
activated protein kinase 8 ( MAPK8 ) in the human aortic smooth muscle cells of miR-181a-5p mimic group was
significantly down-regulated (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 miR-181a-5p, which was declined during the osteogenic differ-
entiation of vascular smooth muscle, can attenuate osteogenic differentiation. 　 The possible mechanism is inhibiting the ex-
pression of pro-calcification signal transduction molecules MAPK1 and MAPK8.

　 　 动脉钙化尤其是冠状动脉钙化是冠心病、糖尿

病、慢性肾病等多种疾病的常见血管病理改变,是
急性心肌梗死、脑梗死、截肢等发生的独立危险因

素[1-2]。 动脉钙化也会影响冠状动脉支架介入时病

变扩张和器械通过,或引起支架贴壁不良,为未来

主要心血管不良事件和缺血后心衰的发生埋下了

巨大隐患[3]。 血管钙化的主要病理过程是血管平

滑肌细胞转分化为成骨样表型,分泌钙化基质囊泡

沉积在血管壁的中膜层和内膜层[4]。 平滑肌细胞

成骨样转分化的标志为肌钙蛋白、SM22 等收缩表

型基因表达的下调和骨钙素 ( osteocalcin,OCN)、
Runt 相关转录因子 2(Runt related transcription factor
2,RUNX2 ) 及碱性磷酸酶 ( alkaline phosphatase,
ALP)等成骨相关基因表达的上调[5]。 但该过程确

切的分子调控机制尚不完全明确。
微小 RNA(microRNA,miRNA)是一类长度在

22 个碱基左右的小分子 RNA,以序列匹配的方式与

细胞质中靶基因 mRNA 的 3′UTR 区结合,抑制靶

mRNA 的翻译或引起靶 mRNA 的降解,从而对多种

生理功能发挥调控作用[6]。 miRNA 参与血管钙化

的病理发展过程[7]。 有研究显示血管钙化的主要

危险因素之一的高龄人群的血清 miR-181a-5p 水平

显著降低[8]。 在血管钙化另一致病因素的糖尿病

患者的血清和脂肪组织中 miR-181a-5p 水平也显著

下调[9]。 但 miR-181a-5p 是否影响血管平滑肌细胞

的成骨样分化从而参与血管钙化过程尚不清楚。
因此,本研究在诱导人动脉平滑肌细胞 ( human
aortic smooth muscle cells,HASMC)成骨样分化过程

中分析 miR-181a-5p 的表达变化,并通过模拟物过

表达 miR-181a-5p 观察其对成骨样分化的影响,从
而为血管钙化提供新的干预靶点。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞和试剂

　 　 HASMC 购自美国 ScienCell 公司(#6110);β-甘

油磷酸、维生素 C、地塞米松购自美国 Sigma 公司;
DMEM 高糖培养基、青霉素-链霉素双抗、胎牛血清、
胰蛋白酶购自美国 Gibco 公司;总 RNA 提取试剂

Trizol、OPTI-MEMI 培养基、Lipofectamine iMax 转染

试剂购自美国 Invitrogen 公司;mRNA 反转录试剂盒

购自美国 Promega 公司;2 ×SYBR Green qPCR Mix
购自日本 TaKaRa 公司;PCR 引物由北京诺赛基因

有限公司合成;miR-181a-5p mimic 和对照 mimic、
Bulge-Loop miRNA qRT-PCR 试剂盒购自广州锐博

生物科技有限公司;茜红素染色液购自北京索莱宝

科技有限公司;细胞内钙含量检测试剂盒购自中生

北控生物科技有限公司。
1. 2　 细胞培养

HASMC 在生长培养基(含 10% 胎牛血清、1%
青霉素-链霉素双抗的 DMEM 高糖培养基)中呈贴

壁生长,置于 37 ℃,5% CO2 孵箱中培养至 80% 汇

合状态时,以胰蛋白酶消化细胞并传代。 诱导成骨

样分化:细胞生长至 90% 汇合程度,将生长培养基

更换为钙化诱导培养基(10%胎牛血清的 DMEM 培

养基含 10 mmol / L β-甘油磷酸盐、50 mg / L 抗坏血

酸、10 nmol / L 地塞米松及 1 μg / L 重组 IL-1β)。 每

2 ~ 3 天更换一次分化诱导培养基至 20 天。
1. 3　 茜素红染色

将诱导成骨样分化不同时间点的细胞使用 4%
多聚甲醛固定 10 min 后,使用双蒸水洗涤 3 次,每
孔中加入配置好的茜红素染色工作液 500 μL,室温

孵育 5 min 后,使用双蒸水洗涤至无浮色,晾干后观

察培养孔中的茜红素阳性染色程度。
1. 4　 real-time PCR 检测

取 1 ~ 2 μg 各样本 RNA 按 mRNA 或 miRNA 反

转录试剂盒说明书的步骤反转录为 cDNA。 将

cDNA、酶、缓冲液等按照 real-time PCR 试剂盒说明

书混匀后,使用 Bio-RAD CFX Connect PCR 仪按照

说明书进行扩增条件设置。 以 U6 作为 miRNA 的

内参,以 GAPDH 作为 mRNA 的内参。 基因的表达
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水平以 2-ΔΔCt 法进行计算。 扩增引物序列见表 1。

表 1. Real-time PCR 引物序列

Table 1. Primer sequence for real-time PCR

基因名称 　 　 　 　 　 　 上游 　 　 　 　 　 　 下游

OCN 5′-GGCGCTACCTGTATCAATGG-3′ 5′-GTGGTCAGCCAACTCGTCA-3′

RUNX2 5′-TGGTTACTGTCATGGCGGGTA-3′ 5′-TCTCAGATCGTTGAACCTTGCTA-3′

ALP 5′-GTGAACCGCAACTGGTACTC-3′ 5′-GAGCTGCGTAGCGATGTCC-3′

MAPK1 5′-TCTGGAGCAGTATTACGACCC-3′ 5′-CTGGCTGGAATCTAGCAGTCT-3′

MAPK8 5′-TCTGGTATGATCCTTCTGAAGCA-3′ 5′-TCCTCCAAGTCCATAACTTCCTT-3′

GAPDH 5′-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-3′ 5′-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3′

1. 5　 miRNA 模拟物转染细胞

将 12 孔板中的细胞加 800 μL 培养基,然后配

制转染体系,将 3 μL Lipofectamine iMAX 转染试剂

和 2. 5 μL 20 μmol / L mimic(终浓度为 50 nmol / L)
分别用 100 μL 无血清 Opti-MEM 培养基进行稀释,
两者轻轻混匀后室温静置 10 min,缓慢加入培养孔

中。 混匀后将细胞置于 37 ℃培养箱中培养 24 h ~
72 h。 转染效率通过提取细胞 RNA 后 real-time
PCR 检测 miRNA 表达水平进行验证。
1. 6　 统计学方法

计量资料以 x±s 表示,两组之间比较采用非配

对 t 检验,多组之间比较采用 One-Way ANOVA 分

析,相关性分析使用 Spearman 相关分析。 以 P <
0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 血管平滑肌细胞诱导成骨样表型分化

HASMC 换成成骨样分化诱导培养基后,分别于

第 0 天、10 天、15 天和 20 天进行茜红素染色、钙含

量测定和细胞内 OCN、RUNX2 和 ALP 的 mRNA 表

达水平检测,结果显示血管平滑肌细胞内的红色矿

化结节随时间延长逐渐增加(图 1A),细胞内钙含

量逐渐增加 (图 1B),诱导分化 20 天后细胞内

OCN、RUNX2 和 ALP 的表达水平显著增加(图 1C、
1D 和 1E)。 以上结果提示诱导血管平滑肌细胞成

骨样分化成功。
2. 2　 血管平滑肌细胞内 miR-181a-5p 水平与成骨

样分化相关基因的表达负相关

在 HASMC 诱导成骨样分化的第 0 天、10 天、15
天和 20 天分别检测细胞内 miR-181a-5p 的表达水

平,结果显示随着诱导分化时间的延长血管平滑肌

细胞内 miR-181a-5p 的表达水平逐渐下降(图 2A)。
为了初步明确 miR-181a-5p 与成骨样分化的关系,
将 HASMC 内 miR-181a-5p 的 表 达 水 平 分 别 与

OCN、RUNX2 和 ALP 的表达水平进行相关性分析,
结果显示 miR-181a-5p 与 OCN、RUNX2 和 ALP 的表

达水平呈负相关(图 2B、2C 和 2D),提示 miR-181a-
5p 可能具有抑制血管平滑肌细胞成骨样表型分化

的作用。

图 1. 血管平滑肌细胞诱导成骨样表型分化

a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与 0 天相比。

Figure 1. Osteogenic differentiation in vascular smooth
muscle cells
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图 2. miR-181a-5p 与成骨样分化相关基因的

表达水平呈负相关

a 为 P<0. 01,与 0 天相比。

Figure 2. Negative correlation between miR-181a-5p
and osteogenic genes

2. 3　 过表达 miR-181a-5p 可抑制血管平滑肌细胞

成骨样分化

为了进一步明确 miR-181a-5p 在血管平滑肌细

胞成骨样分化中的作用,在诱导血管平滑肌细胞成

骨样分化期间使用 miR-181a-5p mimic 转染细胞以

过表达 miR-181a-5p,以转染 normal control mimic
(NC mimic)作为对照组。 real-time PCR 检测结果

显示 miR-181a-5p mimic 组细胞内 miR-181a-5p 的

表达显著高于 NC mimic 组,表明细胞过表达 miR-
181a-5p 成功(图 3A)。 诱导成骨样分化 20 天后,
茜红素染色结果显示 miR-181a-5p mimic 组细胞内

红色钙化结节量较 NC mimic 组显著减少(图 3B)。
细胞内钙含量检测结果显示 miR-181a-5p mimic 组

细胞内钙含量较 NC mimic 组显著减少(图 3C)。
real-time PCR 结果显示 miR-181a-5p mimic 组细胞

内 OCN、RUNX2 和 ALP 的 mRNA 表达水平也较 NC
mimic 组显著降低(图 3D、3E 和 3F)。 以上结果提

示过表达 miR-181a-5p 可减缓血管平滑肌细胞成骨

样分化。
2. 4　 促成骨样分化激酶 MAPK1 和 MAPK8 是 miR-
181a-5p 的靶基因

为了寻找 miR-181a-5p 抑制血管平滑肌细胞成

骨样分化的作用机制,首先使用 TargetScan 数据库

预测 miR-181a-5p 的靶基因,发现编码介导细胞成

骨样分化的关键激酶 MAPK1 和 MAPK8 的 3′UTR
区均含有 miR-181a-5p 的结合位点(图 4A)。 使用

real-time PCR 在 miR-181a-5p mimic 和 NC mimic 转

染后的血管平滑肌细胞中检测 MAPK1 和 MAPK8
的 mRNA 表达水平,结果显示,与 NC mimic 组相比,
miR-181a-5p mimic 组 MAPK1 和 MAPK8 的表达显著

下降(图 4B 和 4C)。 以上结果提示,在血管平滑肌细

胞中 MAPK1 和 MAPK8 是 miR-181a-5p 的靶基因。

3　 讨　 论

血管钙化是衰老、动脉粥样硬化、糖尿病和慢

性肾病的常见病理改变,对各类心血管疾病的不良

预后直接相关。 既往研究显示血管平滑肌细胞的

成骨样分化是血管钙化的关键细胞学事件[4]。 但

是在促钙化条件下,血管平滑肌细胞成骨样分化的

分子调控机制不清楚。 本研究发现 miR-181a-5p 是

一个在血管平滑肌细胞成骨样分化过程中显著下

调的 miRNA,在该过程中使用模拟物在血管平滑肌

细胞中过表达 miR-181a-5p 可以延缓其成骨样分

化,从而提示 miR-181a-5p 可能在血管钙化中发挥

保护作用。
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图 3. 过表达 miR-181a-5p 抑制血管平滑肌细胞成骨样分化

a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与 NC mimic 组相比。

Figure 3. miR-181a-5p overexpression inhibits the osteogenic differentiation of vascular smooth muscle cells

图 4. miR-181a-5p 的靶基因寻找和验证

a 为 P<0. 05,与 NC mimic 组相比。

Figure 4. Target genes prediction and verification for miR-181a-5p

82 ISSN 1007-3949 Chin J Arterioscler,Vol 29,No 1,2021



　 　 miR-181a-5p 在多种细胞中表达较丰富,可通

过抑制 NF-κB 信号通路的活化发挥抑制内皮细胞

凋亡、血管新生以及炎症相关基因表达等作用[10]。
高脂饮食的 ApoE 基因敲除小鼠的主动脉组织中

miR-181a 的表达显著下调,深入的机制研究显示

miR-181a-5p 可通过抑制靶基因 TAB2 的表达降低

肿瘤坏死因子 α( tumor necrosis factor-α,TNF-α)诱
导的 NF-κB 活化,从而减轻血管炎症反应,抑制

ApoE 基因敲除小鼠的动脉粥样硬化程度[11]。 本研

究发现,在诱导血管平滑肌细胞成骨样分化过程中

miR-181a-5p 的表达水平逐渐下降,在血管平滑肌

细胞中过表达 miR-181a-5p 可抑制平滑肌细胞成骨

样表型分化以及成骨样分化标志基因 OCN、RUNX2
和 ALP 的表达,证明 miR-181a-5p 在血管钙化过程

中发挥保护性作用。
miRNA 通过碱基配对的方式抑制靶基因的表

达来发挥作用,为了明确 miR-181a-5p 的下游靶基

因,本研究通过生物信息学分析发现 miR-181a-5p
与成骨样分化标志蛋白 OCN、RUNX2 和 ALP 的 3′
UTR 区无直接的结合位点,提示 miR-181a-5p 是通

过其他靶基因间接影响了这几个分子的表达。 但

miR-181a-5p 可与在成骨样分化中发挥信号传导作

用的 MAPK 家族的 MAPK1 和 MAPK8 的 3′UTR 区

结合,而且在平滑肌细胞内过表达 miR-181a-5p 可

抑制 MAPK1 和 MAPK8 的表达,证明 MAPK1 和

MAPK8 是 miR-181a-5p 的靶基因。 MAPK1 编码的

蛋白为细胞外信号调节激酶 1 ( extracellular signal
regulated kinase 1,ERK1),其与 ERK2 形成二聚体

后,经磷酸化可以进入细胞核并调控基因转录。 研

究显示炎症信号(如 LPS、Notch1 等)可激活平滑肌

细胞表面 TLR3 / 4 受体及胞内下游的 ERK1 / 2 信号

通路促进 BMP-2 和 ALP 的表达,进而促进细胞的

成骨样转分化[12-13]。 MAPK8 编码 MAPK 家族的另

一个亚基 JNK1,其与 JNK2 形成二聚体 JNK1 / 2 参与

基因的调控。 促成骨样分化的 Wnt3a 分子可以通过

激活 JNK 信号通路促进血管钙化的发生[14]。 研究显

示抑制 MAPK1 或 MAPK8 的表达均可减缓血管平滑

肌细胞中成骨样分化标志基因 RUNX2 和 ALP 的表

达以及钙质的细胞内沉积过程[15-16]。 因此明确 miR-
181a-5p 是通过抑制促成骨样分化的靶基因 MAPK1
和 MAPK8 来发挥抑制成骨样分化的作用的。

综上所述,miR-181a-5p 抑制主动脉平滑肌细

胞成骨样分化,可能是通过靶向抑制介导成骨样分

化的 MAPK 信号通路发挥作用的。 本研究为动脉

钙化的发病机制的研究提供了新的思路,为动脉钙

化的治疗提供了新靶点。
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