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miR-155 通过调控 CaSR 表达影响 VSMC 生长的机制研究
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[摘　 要] 　 目的　 miR-155 可以通过干扰血管平滑肌细胞(VMSC)生物活性来抑制动脉粥样硬化斑块的形成,但
具体机制不十分清楚。 本研究主要观察 miR-155 对 VSMC 中钙敏感受体(CaSR)表达的影响,同时探讨 CaSR 在

miR-155 调控 VSMC 生物活性过程中的作用。 方法 　 培养 VSMC,将 miR-155 mimic、Ad-CaSR 转染到 VSMC 中,
Western blot 检测相关基因的表达,MTT 测定 VSMC 生长情况,流式细胞术检测 VSMC 的凋亡情况,Transwell 检测

VSMC 迁移情况。 结果　 miR-155 mimic 组 CaSR 的表达水平明显受抑制,VSMC 凋亡明显减少,而 VSMC 的增殖和

迁移能力明显增强;Ad-CaSR 组和 miR-155+Ad-CaSR 组 VSMC 凋亡明显增加,而 VSMC 的增殖和迁移能力明显下

降。 结论　 miR-155 可以调控 VSMC 的生长,该作用可能是通过影响 VSMC 中 CaSR 的活性得以实现。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 miR-155 can inhibit the formation of atherosclerotic plaques by interfering with the biological
activity of vascular smooth muscle cells, but the specific mechanism is not very clear. 　 The purpose of this study was to
observe the effects of miR-155 on calcium sensing receptor(CaSR) expression in vascular smooth muscle cells, and to ex-
plore the role of CaSR in miR-155 in regulating the biological activity of vascular smooth muscle cells. 　 　 Methods　 Vas-
cular smooth muscle cells were cultured, and miR-155 mimic and Ad-CaSR were transfected into vascular smooth muscle
cells. 　 Western blot was used to detect the expression of related genes. 　 MTT was used to determine the growth of vascu-
lar smooth muscle cells. 　 Flow cytometry was used to detect the apoptosis of vascular smooth muscle cells. 　 Transwell was
used to detect the migration of vascular smooth muscle cell. 　 　 Results　 The expression level of CaSR in miR-155 mimic
group was significantly inhibited, the apoptosis of vascular smooth muscle cells was significantly reduced, and the prolifera-
tion and migration capabilities of vascular smooth muscle cells were significantly enhanced. 　 Apoptosis of the cells was sig-
nificantly increased, while the proliferation and migration capacity of vascular smooth muscle cells was significantly re-
duced. 　 　 Conclusion　 miR-155 can regulate the growth of vascular smooth muscle cells, but this effect may be achieved
by affecting the activity of CaSR in vascular smooth muscle cells.

　 　 miR-155 是 microRNA 家族中的重要成员之一。
miR-155 可以通过多种方式参与细胞生长发育过程

的调节。 miR-155 可以通过发挥类激素样作用来影

响血管重塑和动脉粥样硬化斑块的形成[1-2]。 研究

已经证实,miR-155 在动脉血管中存在高表达,且

miR-155 主要来源于血管平滑肌细胞 ( vascular
smooth muscle cells,VSMC) [3-4]。 当降低 miR-155 的

表达时,受损血管内膜增生减少,动脉粥样硬化斑

块形成减慢。 虽然上述研究表明 miR-155 在 VSMC
增殖引起的动脉粥样硬化斑块形成过程中起到重
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要作用,但机制仍不十分清楚。
钙敏感受体(calcium sensing receptor,CaSR)在

人体各大组织器官中均有表达。 近年来研究发现,
在巨噬细胞中也存在 CaSR 的表达,当增强 CaSR 的

表达时 IP3 的分泌明显增加,生成的 IP3 又能促进

Ca2+释放,使细胞内的 Ca2+浓度升高,抑制泡沫细胞

生成,进而延缓动脉粥样硬化斑块的发展[5-6]。 但

CaSR 影响动脉粥样硬化斑块形成的具体机制尚不

十分清楚。
本研究主要探讨 miR-155 是否通过干扰 VSMC

内 CaSR 的活性来影响 VSMC 增殖和凋亡及其相关

机制,进而为动脉粥样硬化斑块的防治提供新靶点

和新思路。

1　 材料和方法

1. 1　 材料

miR-155 激动剂(上海生物科技有限公司);鼠
抗人 CaSR 抗体、兔抗人 PI3K 抗体、小鼠抗 β-actin
抗体、山羊抗鼠 IgG(中杉金桥生物技术有限公司);
MTT(欣博盛生物科技有限公司);Annexin V-FITC /
PI 凋亡检测试剂盒(Abcam 公司);ECL 发光试剂

盒、BCA 蛋白含量检测试剂盒(凯基生物科技发展

有限公司)。
1. 2　 VSMC 的培养

取 7 ~ 8 周龄雄性 SD 大鼠的胸主动脉,PBS 清

洗 2 ~ 3 次,剥离内膜、外膜,剪成 1 mm×1 mm 大小

的组织块,置于培养瓶内,加入含 20% 胎牛血清的

DMEM 培养液,置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中孵育。
3 ~ 5 天换液 1 次,0. 25% 胰蛋白酶消化传代,用含

10% FBS 的 DMEM 培养液培养。
1. 3　 转染实验

miR-155 mimic、Ad-CaSR 在 37 ℃下转染 VSMC
24 h。 将 VSMC 接种于 6 孔板中,培养至 50%汇合,
用 5 mL Lipofectamine2000 转染,于 10%胎牛血清中

培养 24 h。 然后换含有 100 kU / L 青霉素和 100 μg / L
链霉素的新培养基。
1. 4　 细胞增殖的测定

胰酶消化细胞,制成细胞悬液,接种于 96 孔板,
随机分组,每组设 4 ~ 6 个平行孔。 培养箱中培养,
然后用 40 nmol / L miR-155 mimic 或 Ad-CaSR 构建

体转染,并孵育 48 h,向各孔中加入 MTT 溶液,培养

4 h 后吸弃孔内培养液,每孔加入 DMSO 150 μL,

37 ℃温箱孵育 15 min 后震荡混匀,用酶联免疫检测

仪测定光密度值(OD 值,检测波长 570 nm)。
1. 5　 Transwell 检测 VSMC 的迁移能力

在 Transwell 上室中加入 40 mL Matrigel 稀释

液,37 ℃孵育 12 h。 各组细胞用含 0. 1% BSA 的无

血清培养基重悬,使细胞数为 2×105 个 / mL。 取 100
μL 细胞加入上室,500 μL 含 10% 血清培养基加入

下室,每组设 3 个复孔,培养 48 h,取出小室,小室以

甲醇固定 15 min,PBS 洗 3 次,每次 5 min;结晶紫染

色 15 min,PBS 洗 3 次,每次 5 min。 镜下观察,每个

滤膜随机取 5 个视野(100×),取均值计数,并照相

分析。
1. 6　 Annexin Ⅴ-FITC / PI 检测 VSMC 凋亡

培养 48 h 后收集细胞,调细胞数至 1 ×106,以
PBS 洗 2 次,用 1×Binding Buffer 重悬,每组分别取

100 μL 移至新管,加入 5 μL Annexin Ⅴ-FITC 及 5
μL PI,振荡后于室温下避光静置 15 min,每管加入

400 μL 1 × Binding Buffer,染色后上流式细胞仪

检测。
1. 7　 Western blot 检测 VSMC 相关蛋白表达

收集细胞,PBS 洗 2 次,提取细胞总蛋白。 每孔

40 μg 含量加样,电泳分离。 转至 PVDF 膜上,37 ℃
封闭 2 h。 分别与 1 ∶ 300 鼠抗人 CaSR、1 ∶ 600 兔

抗人 PI3K 抗体 4 ℃孵育过夜。 TBST 洗膜 3 次,每
次 10 min,加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠

IgG(1 ∶ 500),4 ℃ 孵育 2 h。 洗膜 3 次,每次 10
min。 ECL 发光试剂盒发光显影,凝胶成像。
1. 8　 统计学方法

采用 SPSS 13. 0 for windows 统计软件进行处

理。 数据以 x±s 表示,各组数据进行正态性和方差

齐性检验,样本的均数比较采用方差分析,以 P <
0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1 　 miR-155 mimic 和 /或 Ad-CaSR 对 VSMC 内

CaSR 表达的影响

Western blot 检测结果显示,miR-155 mimic 组

VSMC 内 CaSR 的表达明显受抑制(P<0. 05),miR-
155 mimic + Ad-CaSR 组和 Ad-CaSR 组 VSMC 内

CaSR 的表达则明显增强 ( P < 0. 05),而 miR-155
mimic+Ad-CaSR 组与 Ad-CaSR 组 VSMC 内 CaSR 的

表达无明显差异(图 1)。
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图 1. Western blot 检测 VSMC 内 CaSR 的表达

a 为 P<0. 05,空白对照组比较。

Figure 1. Western blot was used to detect the expression
of CaSR in VSMC

2. 2　 miR-155 mimic 和 /或 Ad-CaSR 对 VSMC 增殖

能力的影响

MTT 检测结果显示,miR-155 mimic 组 VSMC 的

增殖能力明显提高(P<0. 05),miR-155 mimic+Ad-
CaSR 组和 Ad-CaSR 组 VSMC 的增殖能力则明显受

抑制(P<0. 05),miR-155 mimic+Ad-CaSR 组与 Ad-
CaSR 组 VSMC 的增殖能力无明显差异。 该结果说

明高表达的 miR-155 可以促进 VSMC 增殖,但 CaSR

的表达增强时,miR-155 促进 VSMC 增殖的作用明

显受抑制(图 2)。

图 2. MTT 实验观察各组 VSMC 增殖情况

a 为 P<0. 05,空白对照组比较。

Figure 2. MTT experiment was used to observe the
proliferation of vascular smooth muscle cells in each group

2. 3　 miR-155 mimic 和 /或 Ad-CaSR 对 VSMC 凋亡

的影响

流式细胞术检测结果显示,miR-155 mimic 组

VSMC 凋亡明显减少(P<0. 05),miR-155 mimic+Ad-
CaSR 组和 Ad-CaSR 组 VSMC 凋亡则明显增加(P<
0. 05),而 miR-155 mimic +Ad-CaSR 组与 Ad-CaSR
组 VSMC 凋亡无明显差异。 该结果说明高表达的

miR-155 可以抑制 VSMC 凋亡,但 CaSR 表达增强

时,miR-155 抑制 VSMC 凋亡的作用明显降低(图
3)。

图 3. 流式细胞术观察各组 VSMC 凋亡情况

a 为 P<0. 05,空白对照组比较。

Figure 3. Flow cytometry was used to observe the apoptosis of vascular smooth muscle cells in each group

2. 4　 miR-155 mimic 和 /或 Ad-CaSR 对 VSMC 迁移

能力的影响

Transwell 检 测 结 果 显 示, miR-155 mimic 组

VSMC 的迁移能力明显增强 (P < 0. 05),miR-155
mimic+Ad-CaSR 组和 Ad-CaSR 组 VSMC 的迁移能

力则明显减弱(P <0. 05),而 miR-155 mimic +Ad-
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CaSR 组与 Ad-CaSR 组 VSMC 的迁移能力无明显差

异。 该结果说明高表达的 miR-155 可以促进 VSMC
的迁移能力,但 CaSR 的表达增强时,miR-155 促进

VSMC 迁移的作用明显降低(图 4)。

图 4. Transwell 实验观察各组 VSMC 的迁移情况

a 为 P<0. 05,空白对照组比较。

Figure 4. Transwell experiment was used to observe the
migration of vascular smooth muscle cells in each group

2. 5 　 miR-155 mimic 和 /或 Ad-CaSR 对 VSMC 内

PI3K 蛋白表达的影响

作用 VSMC 48 h 后,过表达 miR-155 显著增强

VSMC 内 PI3K 的表达(P<0. 05),而增强 miR-155
表达同时增强 CaSR 表达时,VSMC 内 PI3K 表达的

能力被抑制(P<0. 05)。 表明 miR-155 可能是通过

干扰 VSMC 内 CaSR 活性来影响 PI3K 基因的表达

(图 5)。

图 5. Western blot 检测各组 VSMC 内 PI3K 的表达

a 为 P<0. 05,空白对照组比较。

Figure 5. Western blot was used to detect the expression
of PI3K in VSMC in each group

3　 讨　 论

CaSR 参与人体动脉粥样硬化斑块形成和血管

重塑等病理性疾病的发生、发展,它主要是通过

Ca2+ / CaSR 信号通路对上述病理过程进行相应的调

节[7-9]。 miR-155 在心血管疾病发生、发展过程中也

起到了十分重要的作用,miR-155 可以促进 VSMC
增殖、迁移及血管形成[10-11]。

本研究在 VSMC 内转染 miR-155 mimic,观察

miR-155 mimic 对 VSMC 内 CaSR 表达的影响,结果

发现,过表达的 miR-155 可以明显抑制 VSMC 内

CaSR 的表达,但当 CaSR 的表达增强时 miR-155 抑

制 CaSR 表达的作用明显减弱。 该结果初步证实,
过表达的 miR-155 可以降低 VSMC 内 CaSR 的表

达。 在转染 miR-155 mimic 的 VSMC 中发现细胞的

增殖能力和迁移能力明显增强,同时细胞的凋亡能

力明显下降,而单独转染 Ad-CaSR 和联合转染 miR-
155 mimic+Ad-CaSR 的 VSMC 的生物学活性均出现

相反的结果,该研究结果证实高表达的 miR-155 可

以促进 VSMC 增殖和迁移,同时抑制细胞凋亡,但当

增强 CaSR 的表达时,miR-155 的上述作用明显受

抑制。
上述研究结果不但证实 miR-155 与 CaSR 在调

节 VSMC 生物学活性过程中起到十分重要的作用,
同时还提示 miR-155 的这种调控作用很可能是通过

调节 CaSR 的活性来得以实现的。
PI3K / Akt 是人体生命活动中十分重要的信号

通路。 PI3K / Akt 可以通过调节下游一系列底物的

表达来影响细胞的生物活性。 研究发现,PI3K / Akt
信号通路在 VSMC 中存在广泛表达,是调节 VSMC
生物学活性的重要信号通路[12-13]。

本研究结果发现,miR-155 能明显促进 PI3K 的

表达,但当 CaSR 表达增强时 miR-155 促进 PI3K 表

达的作用被明显降低。 该研究结果说明,过表达的

miR-155 可能是通过抑制 CaSR 表达来增强 PI3K 的

活性,进而影响 VSMC 的生物学活性,但 miR-155 又

是通过何种途径对 VSMC 内 CaSR 进行调控还不得

而知。
综上,根据本研究结果可得出,miR-155 可能是

通过调节 CaSR 表达来影响 VSMC 活性,最终干扰

动脉粥样硬化斑块的形成。 本研究不仅阐述了

miR-155 调控 VSMC 内 CaSR 表达的作用机制,而且

为动脉粥样硬化斑块的防治提供了新靶点。
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