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miR-21 / PTEN / Akt 参与白藜芦醇促 EPC 的体外成血管能力
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[摘　 要] 　 目的　 探讨 miR-21 及其下游 PTEN / Akt 信号通路在白藜芦醇促进大鼠骨髓源性内皮祖细胞(EPC)体

外成血管能力中的作用。 方法　 采用密度梯度离心法分离大鼠四肢骨髓的单个核细胞,培养于含 10%胎牛血清的

EGM-2MV 完全培养基中诱导分化成 EPC,实验用 3 ~ 5 代的 EPC。 白藜芦醇(20 μmol / L) 干预 12 h 后,采用

Matrigel 胶检测 EPC 的体外成血管能力;实时荧光定量 PCR 检测 miR-21 及 PTEN 基因的表达情况;干扰 miR-21 表

达后检测 EPC 的体外成血管能力;双荧光素酶报告基因检测 miR-21 对 PTEN 的靶向调控;Western blot 检测 PTEN
蛋白表达情况以及 Akt 磷酸化水平。 结果　 白藜芦醇(20 μmol / L)明显促进 EPC 的体外成血管能力(P<0. 05),抑
制了 miR-21(P<0. 01)的表达,然而却促进了 miR-21 下游靶基因 PTEN 的基因(P<0. 01)及蛋白表达(P<0. 05),进
而抑制 PTEN 下游信号分子 Akt 的磷酸化水平。 双荧光素酶报告基因检测结果显示,miR-21 可与 PTEN mRNA 的

3′UTR 靶向结合(P<0. 01)。 结论　 miR-21 调控了白藜芦醇促 EPC 的体外成血管能力,其机制可能是通过 PTEN /
Akt 信号通路来发挥的,该研究结果揭示了白藜芦醇调控 EPC 功能一种新的细胞内信号机制。
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Effects of miR-21 / PTEN / Akt signal pathway on the angiogenesis of EPC promoted
by resveratrol
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the role of miR-21 / PTEN / Akt signal pathway in resveratrol promoting angiogen-
esis of endothelial progenitor cells(EPC) isolated from rat bone marrow. 　 　 Methods　 Mononuclear cells were isolated
by density gradient centrifugation from rat bone marrow and then cultured with EGM-2MV containing 10% fetal bovine ser-
um. 　 3 ~ 5 generations of EPC were used in the experiments. 　 EPC were treated with resveratrol (20 μmol / L) for 12 h.
And then matrigel, real-time PCR and Western blot were used to detect the angiogenesis, the expression of miR-21 and
PTEN mRNA , and the PTEN protein and Akt phosphorylation level of EPC in vitro separately. 　 The dual luciferase re-
porter system was employed to detect the binding of miR-21 and PTEN mRNA. 　 　 Results　 Resveratrol (20 μmol / L)
significantly promoted the angiogenesis of EPC in vitro (P<0. 05). 　 In the meantime, resveratrol inhibited the expression
of miR-21 which promoted the gene and protein expression of PTEN. 　 PTEN furtherly inhibited the phosphorylation level
of Akt. 　 The results of the double luciferase reporter system showed that miR-21 bound to the 3′UTR of PTEN mRNA.
Conclusion　 miR-21 regulated the angiogenesis ability of EPC promoted by resveratrol. 　 The present study indicated that
miR-21 / PTEN / Akt signaling pathway may play an important role in EPC angiogenesis promoted by resveratrol in vitro.
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　 　 内皮祖细胞( endothelial progenitor cells,EPC)
可通过分化为成熟的内皮细胞参与损伤内皮的修

复过程,从而在防治糖尿病血管并发症、动脉粥样

硬化(atherosclerosis,As)性心脑血管疾病中发挥重

要的作用[1]。 因此,众多研究者积极寻找促进 EPC
向内皮细胞分化的药物或化合物,以更好地发挥其

血管保护功能。 近年的研究证实,白藜芦醇( res-
veratrol,Res) 能促进 EPC 的增殖和分化,并改善

EPC 的功能,从而对心血管系统产生保护作用[2-3],
但其确切作用机制尚不清楚。 微小 RNA(microRNA,
miRNA)在多种疾病的发生发展过程中发挥重要的

调控功能, 其 中 miR-21 是 近 年 研 究 最 广 泛 的

miRNA 之一,其在内皮细胞和 EPC 中高表达,并与

心血管疾病的发生发展密切相关[4]。 最新研究显

示,miR-21 调控了 EPC 的增殖和成血管能力[5]。
本研究旨在观察 miR-21 在白藜芦醇促进 EPC 体外

成血管能力中的作用及可能机制,为临床应用白藜

芦醇防治动脉粥样硬化性心脑血管疾病提供理论

及实验依据。

1　 材料和方法

1. 1　 主要材料

SD( Sprague-Dawley) 大鼠 (雌雄不限,体质量

150 ~ 200 g,中国人民解放军第 89 医院实验动物中

心);EGM-2MV 完全培养基(Lonza,美国),胎牛血

清(Hyclone,美国);白藜芦醇、梯度分离液 (His-
topaque-1083)和纤维连接蛋白( fibronectin,FN)均

购自美国 Sigma 公司;Matrigel 基质胶(BD,美国);
miR-21、U6、PTEN 及 GAPDH 引物和荧光定量 PCR
试剂盒(大连宝生物工程有限公司);双荧光素酶报

告基因检测试剂盒(Promega,美国);PTEN 一抗、p-
Akt / Akt 一抗均购自美国 CST 公司;β-actin 一抗及

HRP-山羊抗兔二抗购自碧云天生物技术有限公司。
1. 2　 大鼠骨髓源性 EPC 的分离、培养及鉴定

按本实验室建立的方法[6]:无菌分离大鼠四肢

骨,用 PBS 冲洗骨髓腔,吹打均匀后,Histopaque-
1083 梯度离心分离单个核细胞,用 EGM-2MV 完全

培养基重悬后,按 2×105 个 / cm2 培养于预包被纤维

连接蛋白的培养瓶,4 天后 PBS 洗去未贴壁细胞并

更换新鲜培养基。 在 3 ~ 5 代的 EPC 中加入 Dil-ac-
LDL 后 37 ℃孵育 4 h,4% 多聚甲醛固定 30 min 后

用 PBS 洗涤 3 次,再加入 FITC-UEA-1 于 37 ℃孵育

1 h。 激光共聚焦显微镜下拍照,同时呈现红色和绿

色荧光的细胞即为实验用 EPC。
1. 3　 白藜芦醇对 EPC 成血管能力的影响

实验中以 DMSO 处理的 EPC 为空白对照组,20
μmol / L 白藜芦醇干预的 EPC 为白藜芦醇组(前期

研究结果显示,白藜芦醇可以剂量依赖性方式拮抗

TNF-α 导致的 EPC 功能损伤[7],因此本实验采用白

藜芦 醇 的 浓 度 为 20 μmol / L )。 提 前 加 70 μL
Matrigel 胶至 96 孔板,置于细胞培养箱中孵育至

Matrigel 胶凝固。 白藜芦醇干预 12 h 后消化各组

EPC 并计数。 每孔加入 2×104 个细胞,6 h 后倒置

显微镜观察形成的管腔样结构。
1. 4　 白藜芦醇对 EPC 的 miR-21 及 PTEN 基因表

达的影响

采用常规 Trizol 法提取各组细胞总 RNA,反转

录试剂盒反转录成 cDNA 后,荧光定量 PCR 以 U6
为内参检测 miR-21 的表达;以 GAPDH 为内参,测
定 PTEN 基 因 的 表 达。 miR-21 / U6 反 应 条 件 为

95 ℃ 30 s;95 ℃ 5 s,60 ℃ 34 s,共 40 个循环;
PTEN / GAPDH 反应条件为 95 ℃ 30 s;95 ℃ 5 s,
60 ℃ 30 s,80 ℃ 10 s,共 40 个循环;每个样品实验

重复 3 次,2-△△CT 法计算基因的相对表达量。
1. 5 　 抑制 miR-21 的表达对 EPC 成血管能力的

影响

将 EPC 接种于 6 孔板内,待细胞汇合到 70% ~
80%后用 Lipo3000 将 miR-21 抑制剂(miR-21 inhib-
itor)及对应的阴性对照( negative control,NC)转染

至 EPC。 24 h 后,在 Matrigel 胶上,通过检测管状结

构的长度分析 EPC 的成血管能力。
1. 6　 双荧光素酶报告基因检测

构建 PTEN 野生型(PTEN-WT)和 PTEN 突变

型(PTEN-MUT)3′UTR 萤火虫荧光素酶报告基因质

粒 pMIR-REPORT,使用 Lipo3000 将 miR-21 模拟物

(miR-21 mimics)及对应的阴性对照、PTEN 萤火虫

荧光素酶质粒 pMIR-REPORT 和作为对照的海肾荧

光素酶质粒 pRL-TK Vector 共转染入 293T 细胞。
转染 48 h 后,超级酶标仪检测萤火虫荧光素酶荧光

值和海肾荧光素酶荧光值的相对荧光素酶活性。
1. 7　 白藜芦醇对 EPC 的 PTEN 蛋白表达及 Akt 磷
酸化水平的影响

收集各组细胞,用 RIPA 裂解液裂解细胞,提取

总蛋白后 BCA 法测定样品蛋白浓度,加上样缓冲液

高温变性,调整浓度进行 SDS-PAGE 电泳。 电泳后转

至 PVDF 膜,5%BSA 封闭 1 h,PTEN 一抗(1 ∶ 1 000)、
β-actin 一抗(1 ∶ 1 500)、p-Akt / Akt 一抗(1 ∶ 1 000)
4 ℃孵育过夜。 一抗孵育完成后 TBST 漂洗 10 min×
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5 次,加入 TBST 稀释的二抗(1 ∶ 2 000)后 37 ℃恒

温摇育 1 h。 TBST 漂洗 10 min×3 次,采用凝胶成像

系统进行发光显色,分析 PTEN / β-actin 和 p-Akt /
Akt 的相对表达量。
1. 8　 统计学方法

所有实验均重复 3 次。 实验数据采用 x± s 表

示,SPSS13. 0 统计软件进行数据分析。 组间差异比

较采用单因素方差分析,两两比较采用 LSD-t 检验,
P<0. 05 表示差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 EPC 的鉴定

骨髓分离的单个核细胞经 EGM-2MV 完全培养

基诱导 4 天后,细胞开始贴壁生长,7 天左右会出现

干细胞的集落样形态。 传至第 3 代的细胞呈现内皮

系细胞典型的铺路石样外观(图 1A)。 双染色结果

显示,培养细胞可呈现 Dil-ac-LDL 的红色荧光(图
1B)和 FITC-UEA-1 的绿色荧光(图 1C)的双荧光染

色(图 1D),提示细胞为分化中的 EPC。
2. 2　 白藜芦醇对 EPC 成血管能力的影响

倒置相差显微镜观察结果显示,白藜芦醇干预

12 h 后,EPC 的体外管状结构长度明显高于空白对

照组(P<0. 05,图 2),提示白藜芦醇可促进 EPC 的

体外成血管能力。
2. 3　 白藜芦醇对 EPC miR-21 表达的影响

荧光定量 PCR 结果显示,与空白对照组相比,
白藜芦醇组 miR-21 的表达明显下降(P<0. 01) (图
3A)。 而应用 miR-21 抑制剂有效抑制 miR-21 表达

(P<0. 01,图 3B)后,EPC 的体外血管形成长度明显

增加(P<0. 05,图 3C),提示白藜芦醇可通过抑制

miR-21 的表达来促进 EPC 的体外成血管能力。

图 1. 骨髓源性 EPC 的鉴定
A 为内皮系细胞的铺路石样形态,B 为 Dil-ac-LDL 的红色荧光,

C 为 FITC-UEA-1 的绿色荧光,D 为双荧光染色的 EPC。
Figure 1. Characterization of EPC derived from bone marrow

图 2. 白藜芦醇对 EPC 成血管能力的影响
a 为 P<0. 05,与空白对照组相比。

Figure 2. The effects of Res on the tube formation ability of EPC
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图 3. 白藜芦醇对 EPC miR-21 表达及 miR-21 对 EPC 成血管能力的影响
A 和 B 为白藜芦醇及 miR-21 抑制剂对 EPC miR-21 基因表达的影响;C 和 D 为抑制 miR-21 对 EPC 成血管能力的影响。

a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与空白对照组相比。
Figure 3. The effects of Res on the expression of miR-21 and the effects of miR-21 on

the tube formation ability of EPC

2. 4　 白藜芦醇对 EPC PTEN 基因及蛋白表达的影响

荧光定量 PCR 和 Western blot 结果表明,白藜

芦醇能够促进 PTEN mRNA(P<0. 01)和蛋白的表达

(P<0. 05,图 4)。

图 4. 白藜芦醇对 EPC PTEN mRNA 及蛋白表达的影响

a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与空白对照组相比。

Figure 4. The effects of Res on the mRNA and
protein expression of PTEN

2. 5　 双荧光素酶报告基因检测

与 miR-21-NC + PTEN-WT 组相比, miR-21 和

PTEN-WT 共转染组荧光素酶活性显著降低 (P <
0. 01),而 miR-21 和 PTEN-MUT 共转染组,荧光素

酶活性没有显著变化(P>0. 05,图 5),提示 miR-21
能够与 PTEN mRNA 的 3′UTR 结合,从而靶向调控

PTEN 基因的表达。

图 5. 双荧光素酶报告基因检测 miR-21 和
PTEN mRNA 的 3′UTR 结合

a 为 P<0. 01, 与 miR-21-NC+PTEN-WT 组相比。
Figure 5. Luciferase assay of miR-21 binds to the

3′UTR of PTEN mRNA
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2. 6　 白藜芦醇抑制 EPC Akt 的磷酸化水平

白藜芦醇干预 EPC 不同时间(1、3、6、12 h)后
的 Western blot 结果显示,与空白对照组相比,白藜

芦醇干预 3 h 后,Akt 的磷酸化水平开始降低(P<
0. 05),12 h 后 Akt 的磷酸化水平降至低点 (P <
0. 01,图 6)。

图 6. 白藜芦醇对 EPC Akt 蛋白磷酸化水平的影响

a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与空白对照组(0 h)相比。

Figure 6. The effects of Res on the phosphorylation
level of Akt

3　 讨　 论

《中国心血管病报告 2018》概要指出,中国心血

管疾病现患病人数为 2. 9 亿,占居民疾病死亡构成

的 40% 以上[8]。 As 是心血管疾病的共同病理基

础,而内皮细胞损伤是公认的 As 发生发展的始动因

素。 因此,保护内皮细胞结构和功能的完整性,在
防治心血管疾病中处于至关重要的地位。 随着

EPC 的发现,其在 As 中的保护作用逐渐得到学者

们的认同。 作为内皮细胞的前体细胞,EPC 可分化

为内皮细胞,促进损伤血管内皮修复,抑制新生内

膜的形成,进而达到防治 As 的作用[9]。 因此,临床

上使用促进 EPC 向内皮细胞分化的药物来防治 As
不失为一种有效的策略。

白藜芦醇是一种来源于葡萄(红葡萄酒)、桑
葚、何首乌和虎杖等植物的天然非黄酮类多酚化合

物,具有抗炎、抗衰老和保护血管的作用,被广泛应

用于冠状动脉硬化性心脏病等疾病的防治[10]。 白

藜芦醇在调控 EPC 功能中的作用已经得到相关研

究的证实,我们前期研究结果亦表明白藜芦醇剂量

依赖性逆转了肿瘤坏死因子 α(tumor necrosis factor-
α,TNF-α)导致的 EPC 功能损伤[7]。 但白藜芦醇对

EPC 体外成血管能力的影响及其内在的作用机制

尚不明晰。
miRNA 是一类不参与蛋白质编码的单链 RNA

分子,通过对靶基因的 mRNA 进行转录后调控,进
而发挥重要的生物学作用,包括调控细胞的分化、
迁移和增殖等。 miR-21 是近年来备受关注的

miRNA 之一,广泛参与调节 EPC 及血管平滑肌细胞

的增殖、凋亡和衰老等,在心血管疾病的发生发展

中发挥着重要作用[4,11],但其在调控 EPC 成血管能

力方面的研究报道甚少。 我们的研究结果表明,白
藜芦醇可明显抑制 miR-21 的表达,促进 EPC 的体

外成血管能力;而抑制 miR-21 的表达后,EPC 的成

血管能力明显增强,提示 miR-21 在该过程中发挥重

要的调控功能。
miR-21 引起的生物学效应是其靶基因受抑制

的结果,但在不同的细胞,miR-21 作用的靶基因类

型可能不同,即便在同一类细胞,不同刺激条件下

miR-21 的靶基因亦有可能不同。 PTEN 是一种具有

磷脂酰肌醇 3-磷酸酶活性、能拮抗 PI3K 作用的蛋

白酶,是一个很有效的 PI3K / Akt 信号通路负性调节

因子。 我们应用双荧光素酶报告基因检测实验证

实,miR-21 能与 PTEN mRNA 的 3′UTR 结合,进而

调控 PTEN 的表达。 有研究发现,在球囊损伤血管

的大鼠模型中,过量表达的 miR-21 通过抑制 PTEN
的表达,导致内膜过度增生;抑制 miR-21 的表达后,
PTEN 的表达水平升高,损伤内皮的修复能力增

强[12]。 Kumarswamy 等[13] 发现转化生长因子 β
(transforming growth factor-β,TGF-β)通过诱导 miR-
21 的表达,激活 Akt 信号通路,导致内皮细胞标记

分子表达减少,进而诱发内皮间质转化的发生;抑
制 miR-21 的表达后,Akt 信号通路受到抑制,内皮

细胞功能增强。 我们的研究结果表明,白藜芦醇抑

制 miR-21 的表达后,升高了 PTEN 基因及蛋白的表

达,进而抑制了 Akt 的磷酸化作用,这与文献[14] 报

道的相一致。
综上所述,本研究结果表明,miR-21 调控了白

藜芦醇促进 EPC 的体外成血管能力,其下游靶基因

PTEN 及磷酸化 Akt 在其中扮演着重要的调节作

用,该研究结果为临床应用白藜芦醇抗动脉粥样硬

化性心血管疾病提供了理论及实验依据。
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