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circ-SKA3 通过 miR-1303 调控 TLR4 轴在动脉粥样硬化中的作用

王克华, 王 金, 王 磊, 任小璐, 李 颖
(宁夏医科大学总医院,宁夏回族自治区银川市 750004)

[摘　 要] 　 [目的] 　 探究环状 RNA 纺锤体与动粒相关蛋白 3( circ-SKA3) 通过 miR-1303 调控 Toll 样受体 4
(TLR4)轴在动脉粥样硬化(As)中的作用。 [方法] 　 收集 2019 年 4 月─2022 年 4 月收治的 30 例 As 患者经颈动

脉内膜剥脱术切除的颈动脉斑块及病变血管组织、对应斑块旁正常组织与静脉血,另收集 30 例健康对照者静脉

血。 微阵列分析、实时荧光定量聚合酶链反应(qRT-PCR)、荧光原位杂交(FISH)实验检测 circ-SKA3 在 As 患者斑

块组织和对照样本、血浆外泌体、人脐静脉内皮细胞(HUVEC)、As 模型小鼠主动脉组织中的表达和定位。 通过生

物信息学、双荧光素酶报告基因检测、RNA 免疫共沉淀等方法验证 circ-SKA3、miR-1303、TLR4 之间的相互关系。
通过 CCK-8、细胞划痕实验、Transwell 实验、血管形成实验检测 HUVEC 增殖、迁移、血管形成能力,蛋白质印迹法检

测 TLR4 轴相关蛋白表达。 油红 O 染色、HE 染色、Masson 染色观察 As 模型小鼠主动脉组织病变情况,免疫组织化

学、免疫荧光检测 As 模型小鼠主动脉组织 TLR4 的表达情况。 [结果] 　 As 患者斑块组织、血浆外泌体、氧化型低

密度脂蛋白(ox-LDL)处理的 HUVEC 和 As 模型小鼠主动脉组织中 circ-SKA3、TLR4 的表达水平上调(P<0. 05),
miR-1303 的表达水平下调(P<0. 05)。 功能分析表明,circ-SKA3 在体外实验中促进 HUVEC 损伤,在体内实验中促

进 As 进展。 机制分析表明,circ-SKA3 可通过海绵吸附 miR-1303 促进 TLR4 表达,抑制 circ-SKA3 / miR-1303 / TLR4
轴可抑制 As 病变形成。 [结论] 　 circ-SKA3 在 As 患者颈动脉斑块、血浆外泌体、ox-LDL 处理的 HUVEC 和 As 模

型小鼠主动脉中的表达显著增高,circ-SKA3 / miR-1303 / TLR4 轴可促进体内外 As 模型发展。
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circ-SKA3 regulates the role of TLR4 axis in atherosclerosis through miR-1303
WANG Kehua, WANG Jin, WANG Lei, REN Xiaolu, LI Ying
(General Hospital of Ningxia Medical University, Yinchuan, the Ningxia Hui Autonomous Region 750004, China)
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the role of circular RNA spindle and kinetochore-associated protein 3 (circ-SKA3)
in regulating Toll-like receptor 4 (TLR4) axis in atherosclerosis (As) through miR-1303. 　 　 Methods　 Carotid artery
plaque, diseased vascular tissue, normal tissue adjacent to plaque and venous blood were collected from 30 patients with As
treated by carotid endarterectomy from April 2019 to April 2022. 　 Another 30 normal venous blood samples were
collected. 　 Microarray analysis, quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) and fluorescence in situ hy-
bridization (FISH) were used to detect the expression and localization of circ-SKA3 in plaque tissue of As patients, control
samples, plasma exosome, human umbilical vein endothelial cell ( HUVEC) and aorta of As model mice. 　 The
relationship among circ-SKA3, miR-1303 and TLR4 was verified by bioinformatics, double luciferase reporter gene
detection and RNA immunoprecipitation. 　 The proliferation, migration and angiogenesis of HUVEC were detected by CCK-
8, scratch, Transwell and angiogenesis experiments. 　 TLR4 axis-related protein expression was detected by Western blot-
ting. 　 Pathological changes of aorta in As model mice was observed by Oil red O staining, HE staining and Masson stai-
ning. 　 TLR4 expression in aorta of As model mice was detected by immunohistochemistry and immunofluorescence. 　 　
Results　 The expression levels of circ-SKA3 and TLR4 in plaque tissue, plasma exosome, oxidized low density lipoprotein
(ox-LDL) treated HUVEC and circ-SKA3, TLR4 in aortic of As model mice were up-regulated (P<0. 05), while the ex-
pression level of miR-1303 was down-regulated (P<0. 05). 　 Functional analysis showed that circ-SKA3 promoted HUVEC
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damage in vitro and As progress in vivo. 　 Mechanism analysis showed that circ-SKA3 could promote TLR4 expression by
adsorbing miR-1303 by sponge. 　 Inhibition of circ-SKA3 / miR-1303 / TLR4 axis can inhibit the formation of As lesions.
Conclusions　 circ-SKA3 is overexpressed in carotid plaque, plasma exosome, ox-LDL-treated HUVEC and As model mouse
aorta in As patients. 　 circ-SKA3 / miR-1303 / TLR4 axis can promote the development of As model in vivo and in vitro.
[KEY WORDS]　 circular RNA spindle and kinetochore-associated protein 3;　 miR-1303;　 Toll-like receptor 4;　 ath-
erosclerosis;　 oxidized low density lipoprotein

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是一种以动
脉内膜脂质沉积和纤维帽形成为特征的动脉血管
壁慢性炎症性病变,可进一步引发多种严重心血管
疾病[1-2]。 血管内皮细胞(endothelial cells,EC)异常
增殖、迁移、血管平滑肌细胞功能障碍等因素在 As
的形成中起着关键作用[3]。 氧化型低密度脂蛋白
(oxidized low density lipoprotein,ox-LDL)是 LDL 的
氧化代谢产物,可使血管内皮损伤、脂质堆积,促进
As 病变形成[4]。 受损的 EC 能够产生炎性细胞因
子、黏附分子、基质金属蛋白酶等多种细胞因子,可
加速 As 的发展[5]。 因此,探索 EC 功能变化与 As
形成相关的分子机制有利于挖掘 As 的潜在治疗靶
点。 环状 RNA(circular RNA,circRNA)是 mRNA 前
体的外显子反向剪接形成的,其结构较为稳定,半
衰期较长,具有作为疾病生物标志物的可能[6]。 多
项研究表明,circRNA 能通过直接与蛋白质结合或
通过微小 RNA(microRNA,miRNA)海绵吸附机制改
变靶基因表达水平, 影响细 胞 发 育、 分 化[7-8]。
circRNA 纺锤体与动粒相关蛋白 3 ( circular RNA
spindle and kinetochore-associated protein 3,circ-SKA3)
是一种源自 SKA3 基因的 circRNA,Xu 等[9] 的研究
显示,缺血性卒中患者外周血中 circ-SKA3 表达显
著增加。 miR-1303 与 circ-SKA3 存在结合位点[10],
在心肌梗死的早期诊断中发挥了重要作用[11]。 Toll
样受体 4(Toll-like receptor 4,TLR4)参与机体免疫
炎症反应,其缺失可降低载脂蛋白 E 基因缺陷(apo-
lipoprotein E- / -,ApoE- / -)小鼠内膜脂质沉积和炎性
细胞因子水平,促使 As 斑块破裂[12]。 Liu 等[13] 的
研究表明,TLR4 可进一步促进其下游信号转导及转
录激活因子 1(signal transducer and activator of tran-
scription 1,STAT1)的激活和核转位,促进巨噬细胞
M1 极化,加重 As 病变,而具有促炎作用的 STAT1 /
干扰素基因刺激因子(stimulator of interferon genes,
STING)参与了 As 的进展[14]。 基于上述研究结果,
本研究着重探索 circ-SKA3 通过 miR-1303 调控
TLR4 轴在 As 中的作用。

1　 材料和方法

1. 1　 组织标本

　 　 收集 2019 年 4 月─2022 年 4 月于宁夏医科大

学总医院收治的 30 例 As 患者经颈动脉内膜剥脱术

切除的颈动脉斑块及病变血管组织、对应斑块旁正

常组织与静脉血,斑块组织经美国心脏学会分类标

准判定为Ⅳ-Ⅴ期病变[15]。 另收集 30 例于本院进

行体检的健康对照者静脉血。 As 患者中男性 16
例,女性 14 例,年龄 49 ~ 76 岁,平均(66. 42±5. 68)
岁;健康对照者中男性 15 例,女性 15 例,年龄 47 ~
75 岁,平均(64. 28±4. 97)岁;两组性别、年龄差异无

统计学意义(P>0. 05)。 本研究已通过我院伦理委

员会批准,所有患者均自愿提供组织样本并签署实

验知情同意书。
1. 2　 实验动物

12 只 SPF 级雄性 C57BL / 6J ApoE- / - 小鼠购自

安徽医科大学动物实验中心,动物合格证号为

SCXK(皖)2022-004。 于 SPF 房内适应性饲养 1 周

后进行实验,饲养期间允许小鼠自由摄食饮水。 实

验中的所有操作均遵守动物实验伦理指导守则。
1. 3　 主要试剂

人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endo-
thelial cells,HUVEC)购自北京汇智和源生物技术有

限公司;人胚肾细胞 HEK 293T、ECM 完全培养基购

自上海盈湾生物科技有限公司;Trizol 试剂购自美国

Thermo Fisher 公司;慢病毒表达载体的构建、鉴定、
包装与滴度测定由广州源井生物科技有限公司完

成;PCR 引物与内参购自上海生工生物工程股份有

限公司;RNA 荧光原位杂交( fluorescence in situ hy-
bridization,FISH)荧光探针由无锡怀信生物医药科

技有限公司设计合成,circ-SKA3 探针序列为 5′-Cy3-
CACAATGGGACTTAAAAATGCGAG-Cy3-3′,miR-1303
探针序列为 5′-Fam-TTTAGAGACGGGGTCTTGCTCT-
Fam-3′;FISH 试剂盒购自广州伯信生物科技有限公

司;ox-LDL 购自北京康瑞纳生物科技有限公司;
CCK-8 试剂盒、油红 O 染色试剂盒、HE 染色试剂

盒、BCA 蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧云天生物

技术有限公司;Masson 染色试剂盒购自上海沪震实

业有限公司;Matrigel 基质胶购自上海研卉生物科技

有限公司;小鼠 TLR4、兔 STAT1、兔 p-STAT1、兔

STING、兔核因子 κB( nuclear factor-κB,NF-κB)、兔
p-NF-κB、兔干扰素调节因子 3( interferon regulatory
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factor 3,IRF3)、兔 p-IRF3 购自英国 Abcam 公司;低
密度脂蛋白胆固醇(low density lipoprotein cholesterol,
LDLC)、高密度脂蛋白胆固醇(high density lipoprotein
cholesterol,HDLC)、甘油三酯( triglyceride,TG)、总胆

固醇(total cholesterol,TC)测定试剂盒购自南京建成

生物工程研究所。 其他试剂均为市售分析纯。
1. 4　 circRNA 微阵列分析

使用 Trizol 试剂提取 As 患者斑块组织和对照

样本中的总 RNA,用 RNase R 消化,除去线形 RNA
并富集 circRNA。 扩增纯化后的 circRNA 转录成

cRNA,将标记的 cRNA 杂交到 circRNA 微阵列芯片

上,在 65 ℃杂交炉中孵育 17 h。 经清洗、修复后用

Agilent Scanner G2505C 扫 描 仪 扫 描 芯 片, 并 用

Agilent Feature Extraction 软件采集图像数据。 对数

据进行分位数归一化,根据折叠变化、P 值和原始强

度筛选出斑块组织和对照样本之间显著差异表达

的 circRNA。
1. 5　 放线菌素 D 与 circRNA RNase R 检测

使用 2 mg / L 放线菌素 D、3 kU / g RNase R 分别

处理 HUVEC 24 h、20 min,qRT-PCR 检测 circ-SKA3
的稳定性。
1. 6　 FISH 实验

取生长至 80%融合度的 HUVEC,4%多聚甲醛

固定 10 min 后用 0. 5% Triton X-100 通透 15 min。
荧光标记的 circ-SKA3、miR-1303、CD31 探针与细胞

在 37 ℃下杂交过夜,由 FISH 试剂盒检测探针信号,
细胞核用 DAPI 染色,于激光共聚焦扫描显微镜下

观察拍照。
1. 7　 血浆外泌体提取

使用乙二胺四乙酸抗凝管收集 As 患者与健康

对照者静脉血,于 4 ℃、3 000 r / min 条件下离心

10 min 获得血浆,用 ExoQuick 外泌体提取试剂盒提

取外泌体,于扫描电子显微镜下观察拍照后采用

qRT-PCR 检测 circ-SKA3 的表达情况。
1. 8　 细胞培养与分组

使用 ECM 完全培养基,于 37 ℃、5% CO2、饱和

湿度的电热恒温培养箱中培养 HUVEC。 HUVEC 分

为 control+NC 组(正常培养,转染阴性对照)、control+
sh-NC 组(正常培养,转染 shRNA)、control+SKA3 组

(正常培养,转染 SKA3)、control+sh-SKA3 组(正常

培养,转染 sh-SKA3)、control+sh-SKA3+miR-NC 组

(正常培养,转染 sh-SKA3 + miR-NC)、 control + sh-
SKA3+ miR-1303 inhibitor 组 (正常培养,转染 sh-
SKA3 + miR-1303 inhibitor )、 control + miR-1303
inhibitor 组 (正常培养,转染 miR-1303 inhibitor)、
control+miR-1303 mimic 组(正常培养,转染 miR-1303

mimic)、control +miR-1303 mimic +TLR4 组(正常培

养,转染 miR-1303 mimic+TLR4)、control+sh-SKA3+
TLR4 组(正常培养,转染 sh-SKA3+TLR4)、control+
TLR4 组(正常培养,转染 TLR4)、ox-LDL+NC 组(添
加 100 mg / L ox-LDL,转染阴性对照)、ox-LDL+sh-NC
组(添加 100 mg / L ox-LDL,转染 shRNA)、ox-LDL+
SKA3 组 (添加 100 mg / L ox-LDL, 转染 SKA3 )、
ox-LDL+sh-SKA3 组(添加 100 mg / L ox-LDL,转染

sh-SKA3)、 ox-LDL + sh-SKA3 + miR-NC 组 ( 添 加

100 mg / L ox-LDL,转染 sh-SKA3+miR-NC)、ox-LDL+
sh-SKA3 + miR-1303 inhibitor 组 ( 添 加 100 mg / L
ox-LDL,转染 sh-SKA3+miR-1303 inhibitor)、ox-LDL+
miR-1303 inhibitor 组(添加 100 mg / L ox-LDL,转染

miR-1303 inhibitor)、ox-LDL+miR-1303 mimic 组(添
加 100 mg / L ox-LDL,转染 miR-1303 mimic)、ox-LDL+
miR-1303 mimic+TLR4 组(添加 100 mg / L ox-LDL,
转染 miR-1303 mimic + TLR4)、 ox-LDL + sh-SKA3 +
TLR4 组 (添加 100 mg / L ox-LDL,转染 sh-SKA3 +
TLR4)、ox-LDL+TLR4 组(添加 100 mg / L ox-LDL,转
染 TLR4)。 按照病毒设计制造商的说明,使用 Lipo-
fectamineTM 2000 转染试剂将慢病毒表达载体按照

分组名称转染至 HUVEC 细胞中,48 h 后收集细胞

用于后续实验。
1. 9　 CCK-8 法检测细胞增殖能力

取处于对数生长期的各组细胞,胰酶消化后接

种于 96 孔板上正常培养,于培养 0、12、24、48 及

72 h 进行 CCK-8 检测,每孔加入 CCK-8 溶液后继续

培养 2 h,于 450 nm 波长下检测各孔吸光度。
1. 10　 细胞划痕实验、Transwell 实验检测细胞迁移

能力

细胞划痕实验:各组处于对数生长期的细胞以

1×106 个 / 孔的细胞密度接种于 6 孔板中,细胞覆盖

率达到 90% ,用 200 μL 移液器枪头划出划痕,洗去

脱落的细胞,加入无血清培养基继续培养 24 h。 分

别于划痕后和培养 24 h 后拍照,用 Image J 软件测

量划痕宽度,细胞迁移率= (最初划痕宽度-24 h 后

划痕宽度) / 最初划痕宽度×100% 。
Transwell 实验:取处于对数生长期的各组细胞

并制成细胞悬液,接种于 Transwell 小室上室,向下

室中加入含 10% 胎牛血清的 ECM 培养基,正常培

养 24 h。 穿过上室的细胞用 4% 多聚甲醛固定

30 min,加入 0. 5% Triton X-100,室温通透 15 min 后

用 1×PBS 清洗 3 遍。 加入 DAPI,避光反应 5 min,
滴加防荧光淬灭剂,封片,于荧光显微镜下避光观

察拍照,统计各组迁移细胞数量。
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1. 11　 血管形成实验检测细胞体外血管生成能力

各组细胞以 2×108 个 / L 的细胞密度制成细胞

悬液,以 1 ∶ 1 比例加入 90 μL Matrigel 基质胶,接种

于 96 孔板中,培养 24 h 后于光学显微镜下观察拍

照,统计各组血管形成数量。
1. 12　 qRT-PCR 检测 circ-SKA3、miR-1303 及 TLR4
的相对表达

使用 Trizol 试剂提取 As 斑块、对照组织、各组

细胞总 RNA,用反转录试剂盒将总 RNA 转录成

cDNA。 使用 cDNA 模板 1 μg、上下游引物各 0. 5 μg
和 SYBR Premix Ex Taq Ⅱ试剂盒配制 20 μL PCR
反应体系,反应条件:95 ℃预变性 2 min,95 ℃ 15 s,
60 ℃ 60 s,循环 40 次。 引物序列见表 1。 使用 ABI
7500 实时荧光定量 PCR 仪完成 qRT-PCR 操作,应
用 2-ΔΔCT 法计算 circ-SKA3、miR-1303、TLR4 的相对

表达水平。

表 1. qRT-PCR 引物序列

Table 1. qRT-PCR primer sequence

基因 引物序列

circ-SKA3 F:5′-ACAGAATCCAGGCTCAATGAT-3′
R:5′-AGAGTCTGAACTTCTGAATGAAGG-3′

miR-1303 F:5′-ACGGGGTCTTGCTCTAAAAA-3′
R:5′-CAGTGCGTGTCGTGGAGT-3′

TLR4 F:5′-GTACCTGGGGAACAACCTCTT-3′
R:5′-GCAGCTTGACTAGACTCTCCA-3′

GAPDH F:5′-CTCACCGGATGCACCAATGTT-3′
R:5′-CGCGTTGCTCACAATGTTCAT-3′

U6 F:5′-AAAGCAAATCATCGGACGACC-3′
R:5′-GTACAACACATTGTTTCCTCGGA-3′

1. 13　 蛋白质印迹法检测 TLR4 轴相关蛋白表达

将 As 斑块、对照组织样本制成匀浆,加入适量

预冷 RIPA,充分混匀后冰上孵育 1. 5 h;各组细胞加

入适量预冷 RIPA,充分混匀后冰上孵育 30 min。
4 ℃、10 000 r / min 离心 10 min,取上清液,BCA 定量

后制样。 凝胶电泳分离样品蛋白,转膜,截取目的

条带浸于 5% 脱脂奶粉制成的封闭液中,置于摇床

上室温封闭 1 h。 封闭液稀释一抗制成孵育液,稀释

比例为 1 ∶ 500,充分摇匀后置于 4 ℃环境下过夜。
洗膜,加入稀释比例为 1 ∶ 5 000 的对应二抗孵育

液,室温孵育 2 h,洗膜后加入 ECL 化学发光液,避
光反应 5 min,用定量成像仪收集结果。
1. 14　 RNA 免疫共沉淀

HUVEC 中加入适量裂解液充分裂解。 磁珠中

分别加入 AGO2 抗体、免疫球蛋白 G,室温孵育

30 min 后加入细胞裂解物,置于 4 ℃环境中孵育过

夜,qRT-PCR 检测纯化的免疫沉淀 RNA。
1. 15　 双荧光素酶报告基因检测

使用生物信息学数据库 TargetScanHuman 预测

分析 miR-1303 与 circ-SKA3、TLR4 的结合位点,分
别构建野生型和突变型荧光质粒:psiCheck2-SKA3-
Luc、 psiCheck2-SKA3-MUT-Luc、 psiCheck2-TLR4-
Luc、psiCheck2-TLR4-MUT-Luc,与 miR-1303 模拟物

共转染至 HEK 293T 细胞中,荧光素酶报告实验检

测荧光信号强度。
1. 16　 As 小鼠模型的构建

小鼠分为 sh-NC 组与 sh-SKA3 组,每组 6 只。
以含 0. 25%胆固醇和 15% 脂肪的高脂饮食喂养小

鼠,建立 As 小鼠模型[16]。 自第 11 周起, sh-SKA3
组接受尾静脉注射 sh-SKA3 慢病毒,sh-NC 组接受

尾静脉注射 sh-NC 慢病毒,1 次 / 周,第 17 周处死所

有小鼠,采集静脉血与主动脉组织用于后续实验。
1. 17　 主动脉组织病理学检测

取部分主动脉组织,置于 10% 甲醛溶液中固

定,常规石蜡包埋并制成切片。 按照油红 O 染色、
HE 染色及 Masson 染色试剂盒说明书的操作步骤进

行石蜡切片染色。 每组随机挑选 5 个视野,在 200
倍光镜下观察拍照。
1. 18　 主动脉免疫组织化学与免疫荧光检测

免疫组织化学检测:取小鼠主动脉石蜡切片,经
脱蜡、复水、抗原修复、封闭后加入稀释度为 1 ∶ 100
的 TLR4 抗体,于 4 ℃环境下孵育过夜,洗涤后加入

生物素标记的二抗,室温孵育 30 min,加入链霉亲和

素酶,室温孵育 30 min,二氨基联苯胺显色,苏木精

复染,常规脱水、透明后用中性树胶封片,于 200 倍

光镜下拍摄实验结果。
免疫荧光检测:取小鼠主动脉石蜡切片,常规

脱蜡至水,切片置入 pH 值为 6 的 10 mg / L 柠檬酸

钠缓冲液中,微波炉加热 15 min;加入 3% H2O2,室
温孵育 10 min 后加入 5%血清封闭 30 min;加入稀

释度为 1 ∶ 100 的 TLR4 抗体,置于 4 ℃环境中孵育

过夜;加入对应荧光二抗,室温孵育 1 h,加入 DAPI
染核,滴加防荧光淬灭剂,封片,于荧光显微镜下避

光观察拍照。
1. 19　 统计学分析

使用 SPSS 24. 0 统计软件对数据进行分析处

理,计量资料以 x±s 表示,两组间比较采用独立样本

t 检验,多组间比较采用单因素方差分析,组间进一

步两两比较采用 LSD-t 检验。 P<0. 05 表示差异具

有统计学意义。
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2　 结　 果

2. 1　 circ-SKA3 在 As 患者斑块组织、血浆外泌体中

异常表达

微阵列分析筛选 As 患者斑块组织和对照样本

中的 circRNA,归一化结果以热图形式显示,并用火

山图显示差异表达的 circRNA。 根据总体原始信号

强度、统计值和折叠变化进一步缩小了列表范围,
最终选择了 4 个 circRNA 进行进一步研究 ( circ-
SKA3、circ-TUSC3、circ-DCTN2、circ-TXLNG)。 qRT-
PCR 检测结果显示,与对照样本相比,As 患者斑块

组织 circ-SKA3、 circ-TUSC3、 circ-TXLNG 的表达升

高,circ-DCTN2 的表达降低 (均 P < 0. 05)。 其中

circ-SKA3 水平与对照样本差异最为显著,因此选择

circ-SKA3 进行研究。 血浆外泌体 qRT-PCR 检测结

果显示,与健康对照者相比,As 患者 circ-SKA3 的表

达升高(P<0. 05)。 放线菌素 D 与 RNase R 检测结

果显示,circ-SKA3 半衰期较长,6 h、12 h、18 h 及

24 h 差异倍数分别为 1. 57、2. 11、2. 30、2. 76 (P <
0. 05),对 RNase R 具有抗性,与 Mock 相比升高了

3. 18 倍(P<0. 05)。 FISH 实验结果显示,斑块组织

可见 circ-SKA3 表达,circ-SKA3 主要定位于 HUVEC
的胞质中(图 1)。

图 1. circ-SKA3 在 As 患者斑块组织、血浆外泌体中异常表达

A 为斑块组织与对照样本 circRNA 表达谱聚类热图,B 为斑块组织与对照样本 circRNA 表达谱火山图,C 为斑块组织与对照样本 qRT-PCR 检测结果,
D 为 As 患者血浆外泌体扫描电子显微镜照片与 circ-SKA3 qRT-PCR 检测结果,E 为 circ-SKA3 结构图,F 为 circ-SKA3 放线菌素 D 检测结果,
G 为 circ-SKA3 RNase R 检测结果,H 为 FISH 实验检测斑块组织 circ-SKA3 表达情况,I 为 FISH 实验检测 HUVEC 中 circ-SKA3 的定位情况。

a 为 P<0. 05,与对照样本比较;b 为 P<0. 05,与健康对照血浆外泌体比较;c 为 P<0. 05,与 UHRF2 比较;d 为 P<0. 05,与 Mock 比较。

Figure 1. Abnormal expression of circ-SKA3 in plaque tissue and plasma exosomes of As patients
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2. 2　 circ-SKA3 基因敲除抑制 ox-LDL 诱导的细胞

增殖、迁移和血管形成

qRT-PCR 检测结果显示,与 NC 组、sh-NC 组相

比,SKA3 组 circ-SKA3 的表达水平升高,sh-SKA3 组

circ-SKA3 的表达水平下降(均 P<0. 05)。 CCK-8 检

测结果显示,与 control + sh-NC 组相比,control + sh-
SKA3 组细胞增殖活性升高(P<0. 05);与 ox-LDL+
sh-NC 组相比,ox-LDL+sh-SKA3 组细胞增殖活性升

高(P<0. 05);与 control +NC 组相比,control +SKA3
组细胞增殖活性下降(P<0. 05);与 ox-LDL+NC 组

相比, ox-LDL + SKA3 组细胞增殖活性下降 ( P <
0. 05)。 细胞划痕实验结果显示,与 NC 组、sh-NC
组相比,SKA3 组细胞迁移率下降,sh-SKA3 组细胞

迁移率升高(均 P <0. 05)。 Transwell 实验结果显

示,与 control+NC 组、control+sh-NC 组相比,control+
sh-SKA3 组细胞迁移数量增加,control +SKA3 组细

胞迁移数量减少(均 P<0. 05);与 ox-LDL+NC 组、
ox-LDL+sh-NC 组相比,ox-LDL+sh-SKA3 组细胞迁

移数量增加,ox-LDL+SKA3 组细胞迁移数量减少

(均 P<0. 05)。 血管形成实验结果显示,与 control+
NC 组、control+sh-NC 组相比,control+sh-SKA3 组血

管形成数量增加,control+SKA3 组血管形成数量减

少(均 P<0. 05);与 ox-LDL+NC 组、ox-LDL+sh-NC
组相比,ox-LDL+sh-SKA3 组血管形成数量增加,ox-
LDL+SKA3 组血管形成数量减少(均 P<0. 05;图 2)。
2. 3　 circ-SKA3 对 miR-1303 的海绵吸附作用

生物信息学分析预测结果显示,circ-SKA3 与

miR-1303 存在结合位点。 双荧光素酶报告基因检

测结果显示,miR-1303 能够降低野生型 circ-SKA3
的荧光信号强度(P<0. 05)。 免疫共沉淀实验结果

显示,抗 AGO2 抗体显著富集了 circ-SKA3 与 miR-
1303(P<0. 05)。 qRT-PCR 检测结果显示,与对照

样本相比,As 患者斑块组织 miR-1303 的表达降低

(P<0. 05);与健康对照者相比,As 患者血浆外泌体

miR-1303 的表达降低(P<0. 05)。 FISH 实验结果显

示,circ-SKA3 与 miR-1303 共存于 HUVEC 的胞质

中。 CCK-8 检测结果显示,与 control + sh-SKA3 +
miR-NC 组相比,control+sh-SKA3+miR-1303 inhibitor
组细胞增殖活性降低 ( P < 0. 05);与 ox-LDL + sh-
SKA3+miR-NC 组相比,ox-LDL+sh-SKA3+miR-1303
inhibitor 组细胞增殖活性降低(P<0. 05)。 Transwell
实验结果显示,与 control + sh-SKA3 +miR-NC 组相

比,control+sh-SKA3+miR-1303 inhibitor 组细胞迁移

数量减少(P<0. 05);与 ox-LDL+sh-SKA3 +miR-NC
组相比,ox-LDL+sh-SKA3 +miR-1303 inhibitor 组细

胞迁移数量减少(P<0. 05)。 血管形成实验结果显

示,与 control+sh-SKA3+miR-NC 组相比,control+sh-
SKA3+miR-1303 inhibitor 组血管形成数量减少(P<
0. 05);与 ox-LDL+sh-SKA3+miR-NC 组相比,ox-LDL
+sh-SKA3+miR-1303 inhibitor 组血管形成数量减少

(P<0. 05;图 3)。
2. 4　 TLR4 是 miR-1303 的直接靶标,促进 As 发展

生物信息学分析预测结果显示,miR-1303 与

TLR4 存在结合位点。 双荧光素酶报告基因检测结

果显示,miR-1303 能够降低野生型 TLR4 的荧光信

号强度(P<0. 05)。 qRT-PCR 检测结果显示,与对

照样本相比,As 患者斑块组织 TLR4 的表达升高

(P<0. 05);与健康对照者相比,As 患者血浆外泌体

TLR4 的表达升高(P <0. 05);与 miR-NC 组相比,
miR-1303 mimic 组 TLR4 的表达降低,miR-1303 in-
hibitor 组 TLR4 的表达升高(均 P<0. 05)。 CCK-8
检测结果显示,与 control+NC 组相比,control+miR-
1303 mimic 组细胞增殖活性升高(P<0. 05);与 ox-
LDL+NC 组相比,ox-LDL+miR-1303 mimic 组细胞增

殖活性升高(P<0. 05)。 Transwell 实验结果显示,与
control+NC 组相比,control+miR-1303 mimic 组细胞

迁移数量增加(P<0. 05);与 ox-LDL+NC 组相比,ox-
LDL+miR-1303 mimic 组细胞迁移数量增加 ( P <
0. 05)。 血管形成实验结果显示,与 control+NC 组

相比,control+miR-1303 mimic 组血管形成数量增加

(P< 0. 05);与 ox-LDL +NC 组相比, ox-LDL +miR-
1303 mimic 组血管形成数量增加(P<0. 05;图 4)。
2. 5　 circ-SKA3 通过 miR-1303 靶向 TLR4 促进 As
发展

蛋白质印迹法检测结果显示,与对照组相比,
ox-LDL 组 NF-κB、IRF3 的表达水平差异无统计学意

义(P>0. 05),TLR4、STAT1、p-STAT1、STING、p-NF-κB、
p-IRF3 的表达水平升高(P<0. 05);与 NC 组相比,
sh-SKA3 组、sh-SKA3+TLR4 组 STAT1、NF-κB、IRF3
的表达水平差异无统计学意义(P >0. 05),TLR4、
p-STAT1、STING、p-NF-κB、p-IRF3 的表达水平降低

(P<0. 05);与 sh-SKA3 组相比,sh-SKA3 +TLR4 组

TLR4、p-STAT1、STING、p-NF-κB、p-IRF3 的表达水

平升高 (P < 0. 05)。 免疫荧光检测结果显示,与

Mock 组相比, sh-SKA3 组 TLR4 的表达水平降低

(P<0. 05);与 sh-SKA3 组相比,sh-SKA3+miR-1303
inhibitor 组 TLR4 的表达水平升高(P<0. 05)。 CCK-8
检测结果显示,与 control +NC 组相比,control + sh-
SKA3 组细胞增殖活性升高(P<0. 05);与 ox-LDL+
NC 组相比,ox-LDL+sh-SKA3 组细胞增殖活性升高
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(P<0. 05)。 Transwell 实验结果显示,与 control+NC
组相比, control + sh-SKA3 组细胞迁移数量增加,
TLR4 组细胞迁移数量减少(P<0. 05);与 ox-LDL+
NC 组相比,ox-LDL+sh-SKA3 组细胞迁移数量增加,
TLR4 组细胞迁移数量减少(P<0. 05)。 血管形成实

验结果显示,与 control+NC 组相比,control+sh-SKA3

组血管形成数量增加,TLR4 组血管形成数量减少

(P<0. 05);与 ox-LDL+NC 组相比,ox-LDL+sh-SKA3
组血管形成数量增加,TLR4 组血管形成数量减少

(P<0. 05)。 qRT-PCR 检测结果显示,与 NC 组、sh-
NC 组相比,TLR4 组 circ-SKA3 的表达升高,sh-TLR4
组 circ-SKA3 的表达降低(P<0. 05;图 5 和图 6)。

图 2. circ-SKA3 基因敲除抑制 ox-LDL 诱导的细胞增殖、迁移和血管形成

A 为 qRT-PCR 检测各组细胞 circ-SKA3 的表达,B 为 CCK-8 检测各组细胞增殖活性,C 为细胞划痕实验检测各组细胞迁移能力,
D 为 Transwell 实验检测各组细胞迁移能力,E 为血管形成实验检测各组细胞血管形成数量。 a 为 P<0. 05,与 NC 组、sh-NC 组相比;

b 为 P<0. 05,与 control+NC 组、control+sh-NC 组相比;c 为 P<0. 05,与 ox-LDL+NC 组、ox-LDL+sh-NC 组相比。

Figure 2. circ-SKA3 gene knockout inhibits ox-LDL induced cell proliferation, migration and angiogenesis
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图 3. circ-SKA3 对 miR-1303 的海绵吸附作用

A 为 circ-SKA3、miR-1303 的结合位点与双荧光素酶报告基因检测结果,B 为免疫共沉淀实验检测 circ-SKA3、
miR-1303 抗 AGO2 抗体富集情况,C 为 qRT-PCR 检测 As 患者斑块组织、血浆外泌体与相应对照样本 miR-1303 的表达水平,

D 为 FISH 实验检测 HUVEC 内 circ-SKA3 与 miR-1303 的定位,E 为 CCK-8 检测各组细胞增殖活性,
F 为 Transwell 实验检测各组细胞迁移能力,G 为血管形成实验检测各组细胞血管形成数量。

a 为 P<0. 05,与 miR-NC 比较;b 为 P<0. 05,与 IgG 比较;c 为 P<0. 05,与对照样本比较;d 为 P<0. 05,与健康对照血浆外泌体比较;
e 为 P<0. 05,与 control+sh-SKA3+miR-NC 组比较;f 为 P<0. 05,与 ox-LDL+sh-SKA3+miR-NC 组比较。

Figure 3. Sponge adsorption of miR-1303 by circ-SKA3
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图 4. TLR4 是 miR-1303 的直接靶标,促进 As 发展

A 为 miR-1303、TLR4 的结合位点与双荧光素酶报告基因检测结果,B 为 qRT-PCR 检测 As 患者斑块组织、血浆外泌体与

相应对照样本 TLR4 的表达水平,C 为 qRT-PCR 检测各组细胞 TLR4 mRNA 表达水平,D 为蛋白质印迹法检测各组

细胞 TLR4 蛋白表达水平,E 为 CCK-8 检测各组细胞增殖活性,F 为 Transwell 实验检测各组细胞迁移能力,
G 为血管形成实验检测各组细胞血管形成数量。 a 为 P<0. 05,与 miR-NC 比较;

b 为 P<0. 05,与对照样本比较;c 为 P<0. 05,与健康对照血浆外泌体比较;d 为 P<0. 05,与 miR-NC 组比较;
e 为 P<0. 05,与 control+NC 组比较;f 为 P<0. 05,与 ox-LDL+NC 组比较。

Figure 4. TLR4 is a direct target of miR-1303 and functions as a promoter in As

2. 6　 沉默 circ-SKA3 抑制 As 小鼠病变

油红 O 染色结果显示,与 sh-NC 组相比, sh-
SKA3 组小鼠主动脉组织脂质斑块面积减小(P <
0. 05)。 qRT-PCR 检测结果显示,与 sh-NC 组相比,
sh-SKA3 组小鼠主动脉组织 circ-SKA3 的表达降低,
miR-1303 的表达升高(P<0. 05)。 蛋白质印迹法检

测结果显示,与 sh-NC 组相比,sh-SKA3 组小鼠主动脉

组织 NF-κB、IRF3 的表达水平差异无统计学意义(P>
0. 05),TLR4、STAT1、p-STAT1、STING、p-NF-κB、p-IRF3
表达降低(P<0. 05)。 血脂检测结果显示,与 sh-NC 组

相比,sh-SKA3 组小鼠血浆 TC、TG、LDLC 水平下降,
HDLC 水平上升(P<0. 05)。 主动脉石蜡切片油红 O 染

色、HE 染色、Masson 染色结果显示,与 sh-NC 组相比,
sh-SKA3 组脂质斑块与内膜损伤面积减小。 免疫组织

化学、免疫荧光检测结果显示,与 sh-NC 组相比,sh-

SKA3 组 TLR4 的表达降低(P<0. 05;图 7)。

3　 讨　 论

As 是导致心肌梗死、心力衰竭、心肌缺血和中

风的主要原因,在世界范围内具有很高的死亡率和

发病率[17]。 尽管至今已经开发出许多有效的治疗

方法,但某些亚组患者仍处于 As 发生和进展的高风

险状态[18],因此,探索新的治疗靶点或更有效的治

疗方法对 As 的防治意义重大。 越来越多的证据表

明,circRNA 表达异常与 As 病变形成有关,可能成

为潜在的药物靶点,例如,circ-USP36 可与 miR-637
竞争性结合,调节无翅型小鼠乳房肿瘤病毒整合位

点家族成员 4 表达水平,加重 ox-LDL 对 EC 的损

伤[19];circ-RSF1 可通过调节 As 中 miR-135B-5p /
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图 5. circ-SKA3 通过 miR-1303 调节 TLR4 及 As 相关蛋白表达

A 为蛋白质印迹法检测各组细胞 TLR4、As 相关蛋白表达,B 为免疫荧光检测各组细胞 TLR4 表达,C 为 CCK-8 检测各组细胞增殖活性,
D 为 qRT-PCR 检测各组细胞 circ-SKA3 表达。 a 为 P<0. 05,与对照组比较; b 为 P<0. 05,与 NC 组比较;

c 为 P<0. 05,与 sh-SKA3 组比较;d 为 P<0. 05,与 Mock 组比较;e 为 P<0. 05,与 control+NC 组比较;f 为 P<0. 05,与 ox-LDL+NC 组比较。

Figure 5. circ-SKA3 regulates the expression of TLR4 and As-related proteins through miR-1303

HDAC1 轴相关分子表达,影响 ox-LDL 诱导的 EC 增

殖、凋亡和炎症反应[20]。 然而目前涉及 As 病变和

斑块堆积的 circRNA 相关研究仍较少。 本研究发

现,circ-SKA3 在 As 患者斑块组织、血浆外泌体中表

达上调;正常培养条件下,过表达 circ-SKA3 降低了

HUVEC 的增殖活性、迁移与血管形成能力,抑制

circ-SKA3 表达则能够促进 HUVEC 增殖、迁移与血

管形成;ox-LDL 处理后,过表达 circ-SKA3 进一步降

低了 HUVEC 的增殖活性、迁移与血管形成能力,而
抑制 circ-SKA3 表达逆转了 HUVEC 增殖、迁移、血
管形成受限的情况;sh-SKA3 慢病毒处理的 As 模型

小鼠主动脉组织 As 病变程度减轻,提示 circ-SKA3
的表达可能与 As 斑块形成相关,其水平上调能够影

响 HUVEC 功能促进 As 发展。

越来越多的证据表明,circRNA 介导的 ceRNA
串扰在心血管疾病的病理过程中起着至关重要的

作用[21-22]。 本研究验证了 circ-SKA3 的 miRNA 海

绵吸 附 作 用。 经 生 物 信 息 学 分 析 预 测 发 现,
miR-1303 与 circ-SKA3 存在结合位点,FISH 实验结

果显示 circ-SKA3 与 miR-1303 共存于 HUVEC 的胞

质中,通过 RNA 下拉实验与双荧光素酶报告基因检

测分析证实 circ-SKA3 能够与预测靶点 miR-1303 相

互作用。 miR-1303 在 As 患者斑块组织、血浆外泌

体中表达下调;正常培养与 ox-LDL 处理后,同时抑

制 circ-SKA3 与 miR-1303 的表达均可使 HUVEC 增

殖、迁移、血管形成能力降低,而过表达 miR-1303 可

使 HUVEC 增殖、迁移、血管形成能力升高;sh-SKA3
慢病毒处理的 As 模型小鼠主动脉组织 miR-1303 表

459 ISSN 1007-3949 Chin J Arterioscler,Vol. 31,No. 11,2023



图 6. circ-SKA3 / miR-1303 / TLR4 轴促进内皮细胞增殖、迁移和血管形成

A、C 为 Transwell 实验检测各组细胞迁移能力,B、D 为血管形成实验检测各组细胞血管形成数量。
a 为 P<0. 05,与 control+NC 组比较;b 为 P<0. 05,与 ox-LDL+NC 组比较。

Figure 6. circ-SKA3 / miR-1303 / TLR4 axis promotes endothelial cell proliferation migration and angiogenesis

达升高,提示 miR-1303 对 As 发展具有抑制作用。
TLR4 是一种跨膜蛋白,属于模式识别受体家

族,它的激活可以导致炎性细胞因子、细胞内信号

转导途径 NF-κB 产生,在病原体识别和激活天然免

疫中起着基础作用[23],其下游 STAT1 的表达与主

动脉 As 病变形成关系密切[24]。 大量研究表明,
STAT1 / STING 信号通路抑制介导抗炎反应[25-26]。

STING 被认为是一种细胞质 DNA 传感器,可识别细

菌和病毒 DNA 以及内源性 DNA,调节先天免疫反

应,与细胞内第二信使环二核苷酸结合激活 IRF3 和

NF-κB 信号通路[27]。 Cai 等[14] 的研究表明,巴拉苏

酰胺衍生物 3C 可激活腺苷酸活化蛋白激酶,减弱

STAT1 / STING 信号通路分子表达,从而降低高脂饮

食 ApoE- / - 小鼠血清 TC 水平和斑块数量。 Pham
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图 7. 沉默 circ-SKA3 抑制 As 小鼠病变

A 为小鼠主动脉组织油红 O 染色结果,B 为 qRT-PCR 检测主动脉组织 circ-SKA3、miR-1303 的表达,C 为蛋白质印迹法检测主动脉组织 TLR4、
As 相关蛋白表达,D 为小鼠血脂指标检测结果,E 为主动脉石蜡切片油红 O 染色结果,F 为主动脉石蜡切片 HE 染色结果,

G 为主动脉石蜡切片 Masson 染色结果,H 为主动脉石蜡切片免疫组织化学检测结果,I 为主动脉石蜡切片免疫荧光检测结果。
a 为 P<0. 05,与 sh-NC 组比较。

Figure 7. Inhibition of pathological changes in As mice by silencing circ-SKA3

等[28]的研究显示,沉默 STING 基因的 ApoE- / -小鼠

主动脉弓中 As 病变、斑块中脂质和巨噬细胞的积聚

减少,主动脉中炎症因子表达降低。 在本研究中,ox-
LDL 处理的HUVEC 中 TLR4、STAT1、p-STAT1、STING、
p-NF-κB、 p-IRF3 的表达均升高, 同时抑制 circ-
SKA3 以及过度表达 TLR4,不但能逆转 circ-SKA3
引起的蛋白低表达,同时能抑制 miR-1303 及 TLR4
表达,对 HUVEC 增殖、迁移与血管形成有促进作

用。 sh-SKA3 慢病毒处理的 As 模型小鼠主动脉组

织 TLR4、STAT1、p-STAT1、STING、p-NF-κB、p-IRF3
表达较 sh-NC 组降低,提示 TLR4 的表达受 circ-
SKA3、miR-1303 调控,能够促进 As 发展。

综上所述,circ-SKA3 在 As 患者颈动脉斑块、血
浆外泌体、ox-LDL 处理的 HUVEC 和 As 模型小鼠的

主动脉中过表达, circ-SKA3 / miR-1303 / TLR4 轴可

促进体内外 As 发展。
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