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miR-221 通过细胞周期蛋白 D1 介导同型半胱氨酸诱导
人冠状动脉内皮细胞损伤
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[摘　 要] 　 目的 　 研究 miR-221 通过细胞周期蛋白 D1 介导同型半胱氨酸(Hcy) 诱导人冠状动脉内皮细胞

(HCAEC)损伤。 方法　 培养 HCAEC 并分为 4 组,对照组用无血清培养基处理,Hcy 组用含有 1 mmol / L Hcy 的培

养基处理,Hcy+NC(阴性对照)组转染 NC 抑制物后用含有 1 mmol / L 的培养基处理,Hcy+miR-221 组转染 miR-221
抑制物后用含有 1 mmol / L 的培养基处理。 采用荧光定量 PCR 检测 miR-221 的表达水平,Western blot 检测细胞周

期蛋白 D1 的表达水平,MTS 检测细胞活力 OD490 nm 水平,流式细胞术检测细胞周期,双荧光素酶报告基因实验验证

miR-221 靶向细胞周期蛋白 D1。 结果　 与对照组比较,Hcy 组 HCAEC 的 miR-221 表达水平、细胞 G0 / G1 期比例明

显增加,OD490 nm 水平、S 期及 G2 / M 期比例、细胞周期蛋白 D1 表达水平明显降低。 与 Hcy 组及 Hcy+NC 组比较,
Hcy+miR-221 组的 miR-221 表达水平、G0 / G1 期比例明显降低,OD490 nm 水平、S 期及 G2 / M 期比例、细胞周期蛋白

D1 表达水平明显增加。 细胞周期蛋白 D1 基因 mRNA 3′UTR 第 1224-1231 碱基是 miR-221 的结合位点,miR-221 能

够降低野生型细胞周期蛋白 D1 双荧光素酶报告基因的荧光活力。 结论　 miR-221 在 Hcy 诱导 HCAEC 损伤过程

中表达增加,抑制 miR-221 表达能够减轻 Hcy 诱导的 HCAEC 损伤,靶向细胞周期蛋白 D1 是可能的分子机制。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the role of miR-221 in homocysteine (Hcy)-induced injury of human coronary
artery endothelial cells (HCAEC) mediated by cyclin D1. 　 　 Methods 　 HCAECs were cultured and divided into four
groups. 　 The control group was treated with serum-free medium, Hcy group was treated with medium containing 1 mmol / L
Hcy, Hcy+NC (negative control) group was treated with medium containing 1 mmol / L Hcy after transfection with NC in-
hibitor, and Hcy+miR-221 group was treated with medium containing 1 mmol / L Hcy after transfection with miR-221 inhibi-
tor. 　 Fluorescence quantitative PCR was used to detect the expression of miR-221, Western blot was used to detect the ex-
pression of cyclin D1, MTS was used to detect the OD490 nm level of cell viability, flow cytometry was used to detect cell cy-
cle, and double luciferase reporter gene experiment was used to verify miR-221 targeting cyclin D1. 　 　 Results　 Com-
pared with the control group, the expression level of miR-221 and the proportion of G0 / G1 phase of HCAEC were signifi-
cantly increased, while the level of OD490 nm, the proportion of S phase and G2 / M phase and cyclin D1 expression level
were significantly decreased in Hcy group. 　 Compared with Hcy group and Hcy+NC group, the expression level of miR-
221 and the proportion of G0 / G1 phase of HCAEC were significantly decreased, while the level of OD490 nm, the proportion
of S phase and G2 / M phase and cyclin D1 expression level were significantly increased in Hcy+miR-221 group. 　 The
1224-1231 base of mRNA 3′UTR of cyclin D1 gene was the binding site of miR-221, and miR-221 reduced the fluores-
cence activity of wild-type cyclin D1 double luciferase reporter gene. 　 　 Conclusions　 The expression of miR-221 increa-
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ses during Hcy-induced HCAEC injury, and inhibition of miR-221 expression can reduce Hcy-induced HCAEC injury. 　
Targeting cyclin D1 is a possible molecular mechanism.

　 　 冠心病是临床常见的心血管系统疾病,以冠状

动脉粥样斑块形成、管腔狭窄为特征,可引起心肌

血供减少、心肌缺血缺氧损伤。 血管内皮是血液循

环与血管壁之间的屏障,血管内皮损伤后脂质、炎
症细胞、血小板等在血管壁沉积,进而逐步发展为

动脉粥样硬化。 在冠心病的发病过程中,冠状动脉

内皮损伤是重要的病理环节,引起冠状动脉内皮损

伤的因素复杂,其中高同型半胱氨酸(homocysteine,
Hcy)血症是近些年受到越来越多关注的内皮损伤

因素[1-2]。 Hcy 是甲硫氨酸代谢循环中产生的有细

胞毒性的含硫氨基酸,能够通过激活炎症、凋亡、氧
化应激以及诱导细胞周期阻滞等方式引起内皮损

伤[3-4],但 Hcy 引起冠状动脉内皮损伤的机制尚不

十分明确。
微小 RNA(microRNA,miR)是一类参与基因表

达转录后调控的非编码 RNA,长度约 18 ~ 25 nt,在
心肌损伤、内皮损伤等心血管疾病相关的病理环节

中,多种 miR 的表达存在异常并起到加剧损伤或减

轻损伤的作用。 一项关于内皮功能障碍的临床研

究表明,在存在心血管危险因素及合并内皮功能障

碍的中青年女性患者中,血清 Hcy 含量及 miR-221
表达均异常升高[5];另有研究报道,过表达 miR-221
能够使内皮细胞的活力降低[6]。 以上结果提示

miR-221 可能在高 Hcy 血症引起内皮损伤中起重要

作用。 基于此,本实验将以人冠状动脉内皮细胞

(human coronary artery endothelial cell,HCAEC)为对

象,具体分析 miR-221 在 Hcy 诱导 HCAEC 损伤中

的作用及机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

HCAEC 购自上海弘顺生物公司,miR-221-5p 抑

制物(5′-AAATCTACATTGCCAGGT-3′)及阴性对照

(NC:5′-TATGCTACGTAGCTAGCTA-3′)序列均购自

上海吉玛公司,miR 提取试剂盒、一步法 miR 反转录

试剂盒、miRNA 荧光定量 PCR 试剂盒购自哈尔滨

新海基因公司,水溶性甲臢化合物[3-(4,5-二甲基

噻唑-2-基) -5-(3-羧甲酯基) -2-(4-磺苯基) -2H-四唑

(金翁) [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -5-(3-carboxy-
methoxyphenyl ) -2-( 4-sulfophenyl ) -2H-tetrazolium,

MTS]细胞活力检测试剂盒、细胞周期蛋白 D1
(cyclin D1) 及真核翻译起始因子 5A2 ( eukaryotic
translation initiation factor 5A2, EIF5A2 ) 一抗购自

Abcam 公司,碘化丙啶(propidium iodide,PI)购自上

海恒远生物科技有限公司,RIPA 裂解液及 BCA 蛋

白定量试剂盒购自北京普利莱基因公司,双荧光素

酶报告基因检测系统购自 Promega 公司。
1. 2　 HCAEC 培养及分组

HCAEC 在含有 10%胎牛血清的完全培养基中

贴壁培养,待细胞铺满培养瓶底面 80% ~ 90% 后,
用 0. 25%胰蛋白酶消化细胞,1 ∶ 3 比例传代培养。
传代后的 HCAEC 接种在培养板内并进行分组,方
法如下:(1)对照组:用无血清培养基处理;(2)Hcy
组:用含有 1 mmol / L Hcy 的无血清培养基处理;(3)
Hcy+NC 组:用 Lipofectamine 2000 转染 NC 后用含

有 1 mmol / L Hcy 的无血清培养基处理;(4)Hcy+
miR-221 组:用 Lipofectamine 2000 转染 miR-221-5p
抑制物后用含有 1 mmol / L Hcy 的无血清培养基处

理。 每个处理条件重复 5 次。
1. 3　 miR-221 表达的荧光定量 PCR 检测

HCAEC 接种在 12 孔培养板中,按照“1. 2”的

方法分组给药,转染 24、36、48 h,采用 miR 提取试

剂盒提取细胞中的 miR,采用一步法 miR 反转录试

剂盒将细胞中提取得到的 miR 反转录为 cDNA,最
后采用 miR 荧光定量 PCR 试剂盒配置 PCR 反应体

系,所用引物分别为目的基因 miR-221-5p 的特异性

引物和内参基因 U6 的特异性引物,PCR 反应后得

到循环曲线及循环阈值,以 U6 为内参,计算 miR-
221 的表达水平。
1. 4　 细胞活力 OD490 nm 水平的 MTS 检测

HCAEC 接种在 96 孔培养板中,按照“1. 2”的

方法分组给药,转染 24、36、48 h,采用 MTS 试剂盒

检测细胞活力,按照试剂盒说明书进行操作并在酶

标仪上测定 490 nm 波长的 OD490 nm 值。
1. 5　 细胞周期的流式细胞术检测

HCAEC 接种在 60 mm 的培养皿内,按照“1. 2”
的方法分组给药,转染 48 h,0. 25%胰蛋白酶消化收

集细胞,用预冷的 70% 乙醇在 4 ℃固定过夜,次日

用磷酸盐缓冲液漂洗,离心 3 次后加入 5 g / L 的 PI
染液,避光染色 30 min,最后在流式细胞仪上检测细

胞 G0 / G1 期、S 期、G2 / M 期的比例。
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1. 6　 细胞周期蛋白 D1、EIF5A2 表达的Western blot
检测

HCAEC 接种在 12 孔培养板中,按照“1. 2”的

方法分组给药,转染 48 h,采用 RIPA 裂解液裂解细

胞,分离细胞中的蛋白,采用 BCA 试剂盒检测蛋白

含量,将含有 20 μg 蛋白的样本用于 Western blot,在
十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶中电泳分离蛋白

后电转移至二氟化树脂 ( polyvinylidene fluoride,
PVDF)膜,5%脱脂牛奶室温孵育 PVDF 膜 1 h,细胞

周期蛋白 D1、 EIF5A2 或 β-actin 一抗 4 ℃ 孵育

PVDF 膜过夜,次日辣根过氧化物酶标记的二抗孵

育 PVDF 膜 1 h,最后在凝胶成像系统中成像得到蛋

白电泳图,根据图像中蛋白条带的灰度值计算细胞

周期蛋白 D1、EIF5A2 的表达水平。
1. 7　 miR-221 靶向细胞周期蛋白 D1 的 Targetscan
生物信息学分析

在 Targetscan 网站中进行生物信息学分析,输
入 miR-221-5p 的信息后得到靶基因细胞周期蛋白

D1 中 mRNA 3′ UTR 序列上 miR-221-5p 的结合

位点。
1. 8　 miR-221 靶向细胞周期蛋白 D1 的双荧光素酶

报告基因实验

设计含有野生型细胞周期蛋白 D1 基因 mRNA
3′UTR 的双荧光素酶报告基因,将 Targetscan 预测

的 miR-221-5p 结合位点进行突变,得到突变型双荧

光素酶报告基因,将双荧光素酶报告基因与 miR-NC
或 miR-221-5p 模拟物共转染进入 HCAEC,24 h 后

用双荧光素酶报告基因检测系统检测细胞中萤火

虫荧光素酶的活力及海肾荧光素酶的活力,根据公

式萤火虫荧光素酶的活力 / 海肾荧光素酶的活力计

算荧光活力。
1. 9　 统计学方法

采用 SPSS 20. 0 软件录入数据,计量资料以 x±s
表示,4 组间比较采用单因素方差分析,两组间比较

采用独立样本 t 检验,P < 0. 05 为差异有统计学

意义。

2　 结　 果

2. 1　 Hcy 诱导 HCAEC 损伤过程中 miR-221 表达的

变化

各组 HCAEC 处理 24、36、48 h 后,与对照组比

较,Hcy 组 miR-221 的表达水平明显增加 ( P <
0. 05);与 Hcy 组比较,Hcy+NC 组 miR-221 的表达

水平无明显变化(P>0. 05);与 Hcy 组及 Hcy+NC 组

比较,Hcy+miR-221 组 miR-221 的表达水平明显降

低(P<0. 05)(表 1)。
2. 2　 抑制 miR-221 对 Hcy 诱导 HCAEC 活力下降

的影响

各组 HCAEC 处理 24、36、48 h 后,与对照组比

较,Hcy 组 OD490 nm 水平明显降低(P<0. 05);与 Hcy
组比较,Hcy+NC 组 OD490 nm 水平无明显变化(P>
0. 05);与 Hcy 组及 Hcy+NC 组比较,Hcy+miR-221
组 OD490 nm 水平明显增加(P<0. 05)(表 2)。

表 1. 4 组间 miR-221 表达水平的比较

Table 1. Comparison of miR-221 expression levels among four groups

分组 n 0 h 24 h 36 h 48 h
对照组 5 0. 71±0. 21 0. 77±0. 15 0. 84±0. 18 0. 76±0. 12
Hcy 组 5 0. 78±0. 22 1. 44±0. 25a 1. 71±0. 22a 1. 74±0. 29a

Hcy+NC 组 5 0. 73±0. 25 1. 49±0. 21 1. 80±0. 24 1. 75±0. 28
Hcy+miR-221 组 5 0. 72±0. 14 0. 69±0. 13b 1. 02±0. 18b 0. 98±0. 17b

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 Hcy 组、Hcy+NC 组比较。

表 2. 4 组间 OD490 nm 水平的比较

Table 2. Comparison of OD490 nm levels among four groups

分组 n 24 h 36 h 48 h
对照组 5 0. 83±0. 14 1. 04±0. 20 1. 38±0. 18
Hcy 组 5 0. 59±0. 08a 0. 71±0. 15a 0. 93±0. 12a

Hcy+NC 组 5 0. 55±0. 07 0. 74±0. 14 0. 90±0. 17
Hcy+miR-221 组 5 0. 77±0. 11b 0. 98±0. 17b 1. 24±0. 20b

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 Hcy 组、Hcy+
NC 组比较。

2. 3　 抑制 miR-221 对 Hcy 诱导 HCAEC 细胞周期

阻滞的影响

各组 HCAEC 处理 48 h 后,与对照组比较,Hcy
组 HCAEC 的 G0 / G1 期比例明显增加,S 期、G2 / M
期比例明显降低(P<0. 05);与 Hcy 组比较,Hcy+NC
组 G0 / G1 期、S 期、G2 / M 期比例无明显变化(P >
0. 05);与 Hcy 组及 Hcy+NC 组比较,Hcy+miR-221
组 G0 / G1 期比例明显降低,S 期、G2 / M 期比例明显
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增加(P<0. 05)(图 1、表 3)。

图 1. 4 组细胞周期的流式细胞图

Figure 1. Flow cytometry of cell cycle in four groups

表 3. 4 组间细胞周期分布的比较

Table 3. Comparison of cell cycle distribution among
four groups

分组 n G0 / G1 S G2 / M

对照组 5 43. 38±6. 29 42. 27±5. 37 14. 34±2. 12

Hcy 组 5 62. 75±8. 27a 25. 48±5. 41a 11. 77±1. 84a

Hcy+NC 组 5 65. 27±8. 39 24. 91±4. 48 9. 82±1. 35

Hcy+miR-221 组 5 44. 75±5. 11b 38. 84±3. 94b 16. 41±1. 84b

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 Hcy 组、Hcy+
NC 组比较。

2. 4　 抑制 miR-221 对 Hcy 诱导 HCAEC 细胞损伤

过程中细胞周期蛋白 D1、EIF5A2 表达的影响

各组 HCAEC 处理 48 h 后,4 组间 EIF5A2 表达

水平的比较无显著性差异(P>0. 05)。 与对照组比

较,Hcy 组细胞周期蛋白 D1 的表达水平明显降低

(P<0. 05);与 Hcy 组比较,Hcy+NC 组细胞周期蛋

白 D1 的表达水平无明显变化(P>0. 05);与 Hcy 组

及 Hcy+NC 组比较,Hcy+miR-221 组细胞周期蛋白

D1 的表达水平明显增加(P<0. 05)(图 2、表 4)。

图 2. 4 组细胞周期蛋白 D1、EIF5A2 的蛋白电泳图

Figure 2. Protein electrophoresis of cyclin D1 and
EIF5A2 in four groups

2. 5　 miR-221 靶向细胞周期蛋白 D1 的生物信息学

分析

经 Targetscan 网站进行生物信息学分析,细胞
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周期蛋白 D1 基因 mRNA 3′UTR 第 1224-1231 碱基

是 miR-221 的结合位点(图 3)。

表 4. 4 组间细胞周期蛋白 D1、EIF5A2 表达水平的比较

Table 4. Comparison of cyclin D1 and EIF5A2 expression
levels among four groups

分组 n 细胞周期蛋白 D1 EIF5A2

对照组 5 0. 92±0. 17 0. 74±0. 19

Hcy 组 5 0. 42±0. 09a 0. 71±0. 20

Hcy+NC 组 5 0. 38±0. 08 0. 69±0. 16

Hcy+miR-221 组 5 0. 86±0. 18b 0. 75±0. 22
　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 Hcy 组、Hcy+
NC 组比较。

2. 6　 miR-221 靶向细胞周期蛋白 D1 的双荧光素酶

报告验证

与 miR-NC 组比较,miR-221 组 HCAEC 中野生

型细胞周期蛋白 D1 双荧光素酶报告基因的荧光活

力明显降低(P<0. 05),突变型细胞周期蛋白 D1 双

荧光素酶报告基因的荧光活力无明显变化 (P >
0. 05)(表 5)。

表 5. 两组间细胞周期蛋白 D1 双荧光素酶报告基因

荧光活力的比较

Table 5. Comparison of fluorescence activity of cyclin D1
double luciferase reporter gene between the two groups

分组 n 野生型细胞周期
蛋白 D1

突变型细胞周期
蛋白 D1

miR-NC 组 5 1. 03±0. 25 1. 07±0. 22

miR-221 组 5 0. 49±0. 08 1. 02±0. 18

t 4. 600 0. 393

P 0. 002 0. 704

图 3. 细胞周期蛋白 D1 基因 mRNA 3′UTR 中 miR-221 结合位点的生物信息学分析

Figure 3. Bioinformatics analysis of miR-221 binding site in cyclin D1 mRNA 3′UTR

3　 讨　 论

高 Hcy 血症是近些年受到越来越多关注的心

血管疾病危险因素之一。 Hcy 增多能够损伤血管内

皮细胞,使脂质、炎症细胞等在内皮损伤局部浸润,
形成泡沫细胞、脂纹并逐步发展为粥样斑块[7-8]。
在冠心病的发病过程中,高 Hcy 能够引起冠状动脉

内皮细胞损伤并促进冠状动脉粥样斑块的形成,
Hcy 诱导冠状动脉内皮细胞损伤也被认为是高 Hcy
增加冠心病发病风险的重要病理环节[9]。 本实验

以 HCAEC 为对象,用 Hcy 刺激细胞后观察到细胞

活力 OD490 nm 水平明显降低,表明 Hcy 能够诱导

HCAEC 损伤,与既往其他研究中 Hcy 诱导冠状动脉

内皮细胞损伤的报道一致。 但是,目前 Hcy 诱导冠

状动脉内皮细胞损伤的机制尚不十分清楚,因此本

实验将对可能的机制进行深入探索。
miR 是具有广泛生物学作用的非编码小分子

RNA,能够在转录后水平调节多种基因的表达,进而

在心血管、消化、呼吸等多个系统中发挥调节作用。

miR-221 是一种在心血管系统中介导细胞损伤的

miR。 有多项研究报道,在过氧化氢以及脂多糖诱

导心肌细胞损伤的模型中,miR-221 的表达明显增

加;抑制 miR-221 的表达能够减轻上述病理因素诱

导的心肌细胞损伤[10-12]。 在此基础上,本实验分析

了 miR-221 在 Hcy 诱导 HCAEC 损伤中的作用,实
验结果表明:在 Hcy 处理 HCAEC 后,miR-221 的表

达明显增加;而在 Hcy 处理的同时转染 miR-221 抑

制物使 miR-221 的表达下调后, HCAEC 的活力

OD490 nm 水平明显增加。 这一结果提示 Hcy 通过增

加 miR-221 的表达来诱导 HCAEC 损伤,与既往其

他研究报道的过氧化氢及脂多糖通过增加 miR-221
的表达诱导心肌损伤的作用吻合。

miR 本身不具备编码氨基酸的功能,因此不直

接参与细胞增殖、凋亡、损伤等生物学环节的调控,
miR 调控生物学环节的作用依赖其对多种靶基因的

负调控。 目前关于 miR-221 下游调控机制的研究主

要集中在恶性肿瘤,多项研究报道 miR-221 能够使

癌细胞的增殖活力下降、细胞周期发生停滞,并且
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靶向细胞周期蛋白 D1、EIF5A2 是与之相关的调控

机制[13-14]。 在 Hcy 诱导内皮细胞损伤的过程中,细
胞周期停滞同样也是重要的病理环节[15-16],本实验

也观察到:在 Hcy 处理后,miR-221 表达增加,细胞

停滞在 G0 / G1 期增加,进入 S 期及 G2 / M 期均减

少;而转染 miR-221 抑制物后,Hcy 引起的细胞周期

变化被逆转。 以上结果表明 Hcy 能够通过增加

miR-221 的表达引起 HCAEC 的细胞周期停滞,这是

Hcy 诱导 HCAEC 损伤的机制之一。
miR 能够识别并结合靶基因 mRNA 的 3′UTR,

进而引起 mRNA 降解或阻碍 mRNA 翻译。 恶性肿

瘤相关的研究已经证实,miR-221 靶向调控细胞周

期蛋白 D1、EIF5A2 等细胞周期调控基因[13-14]。 本

实验在 Hcy 诱导 HCAEC 损伤过程中检测了上述两

种可能受到 miR-221 调控的基因,发现细胞周期蛋

白 D1 的表达降低,EIF5A2 的表达无明显变化;而
转染 miR-221 抑制物后,细胞周期蛋白 D1 的表达

增加,EIF5A2 的表达无明显变化。 这一结果表明

Hcy 增加 miR-221 的表达后主要影响细胞周期蛋白

D1 的表达,进而造成 HCAEC 损伤及细胞周期停

滞。 为了进一步确认 miR-221 对细胞周期蛋白 D1
的靶向调节作用,本实验通过生物信息学分析发

现:细胞周期蛋白 D1 基因 mRNA 3′UTR 第 1224-
1231 碱基是 miR-221 的结合位点;通过双荧光素酶

报告基因验证可知:miR-221 能够使含有细胞周期

蛋白 D1 基因 mRNA 3′UTR 的双荧光素酶报告基因

的荧光活力降低,将第 1224-1231 碱基进行突变后,
miR-221 不再影响双荧光素酶报告基因的荧光

活力。
综上所述,miR-221 在 Hcy 诱导 HCAEC 损伤过

程中表达增加,抑制 miR-221 表达能够减轻 Hcy 诱

导的 HCAEC 损伤。 靶向细胞周期蛋白 D1 是 miR-
221 参与 Hcy 诱导 HCAEC 损伤的可能分子机制,
Hcy 增加 miR-221 的表达后靶向抑制细胞周期蛋白

D1,进而引起细胞周期停滞并造成细胞损伤。 未

来,miR-221 可能成为研究高 Hcy 血症增加心血管

疾病发病风险的靶点。
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