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piRNA-823 通过 TGF-β1 / Smad2 / 3 信号通路抑制高糖诱导的
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[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨 piRNA-823 在高糖处理的人脐静脉内皮细胞(HUVEC)表型转化中的生物学功能及其分

子机制。 [方法] 　 将 HUVEC 置于 33. 3 mmol / L 高糖培养基中孵育 72 h。 采用 RT-qPCR 检测 piRNA-823 的相对

表达水平,采用 Western blot 检测内皮细胞标志物、间充质细胞标志物和转化生长因子 β1(TGF-β1)信号通路相关

蛋白的表达变化,利用划痕实验和 Transwell 实验检测细胞迁移能力的变化,通过血管生成实验评估新生血管形成

情况。 将 piRNA-823 mimic ( piRNA-823 过表达) 转染至 HUVEC 中,分析其对高糖诱导的内皮-间充质转化

(EndMT)及血管生成的影响。 进一步采用 TGF-β1 激活剂(SRI011381)和抑制剂(SB525334)干预,以验证 piRNA-
823 是否通过调控 TGF-β1 / Smad2 / 3 信号通路发挥作用。 [结果] 　 piRNA-823 mimic 显著抑制高糖诱导的 HUVEC
活力、增殖和迁移能力以及血管生成。 piRNA-823 mimic 能够抑制高糖诱导的 HUVEC EndMT,具体表现为上调内

皮细胞相关标志物的表达,同时下调间充质细胞标志物的表达。 划痕实验、Transwell 实验和血管生成实验进一步

证实 piRNA-823 mimic 可有效逆转高糖诱导的 HUVEC 增殖、迁移能力的增强以及新生血管数量的增加。 机制研究

发现,TGF-β1 激活剂可部分逆转 piRNA-823 mimic 的保护效应,TGF-β1 抑制剂则能增强其作用,表明 piRNA-823
通过抑制 TGF-β1 / Smad2 / 3 信号通路的激活发挥调控作用。 [结论] 　 piRNA-823 通过抑制 TGF-β1 / Smad2 / 3 信号

通路的激活,显著抑制高糖诱导的 HUVEC EndMT、细胞增殖和迁移能力以及血管生成。
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piRNA-823 inhibits high glucose induced endothelial-mesenchymal transition and an-
giogenesis in human umbilical vein endothelial cells through TGF-β1 / Smad2 / 3 signa-
ling pathway
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[ABSTRACT] 　 　 Aim 　 To investigate the biological function and molecular mechanisms of piRNA-823 in the
phenotypic transformation of human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) induced by high glucose. 　 　 Methods　
HUVEC were incubated in high glucose (33. 3 mmol / L) culture medium for 72 h. 　 The relative expression levels of piR-
NA-823 were detected by RT-qPCR, the expression changes of endothelial cell markers, mesenchymal cell markers and
proteins related to transforming growth factor-β1 (TGF-β1) signaling pathway were detected by Western blot, the changes
of cell migration ability were evaluated by scratch and Transwell assays, the formation of new angiogenesis were assessed
through angiogenesis experiments. 　 piRNA-823 mimic ( overexpression of piRNA-823) were transfected into HUVEC to
analyze their effects on high glucose induced endothelial-mesenchymal transition (EndMT) and angiogenesis. 　 Further in-
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tervention was performed using TGF-β1 activator (SRI011381) and inhibitor (SB525334) to verify whether piRNA-823 ex-
erts its effect by regulating the TGF-β1 / Smad2 / 3 signaling pathway. 　 　 Results 　 piRNA-823 mimic significantly
inhibited the viability, proliferation, migration and angiogenesis of HUVEC induced by high glucose. 　 The piRNA-823
mimic inhibited high glucose induced EndMT in HUVEC, characterized by upregulation of endothelial cell markers and
downregulation of mesenchymal cell markers. 　 Scratch experiments, Transwell experiments and angiogenesis experiments
further confirmed that piRNA-823 mimic could effectively reverse high glucose induced HUVEC proliferation, migration a-
bility enhancement, and increase in the number of new angiogenesis. 　 Mechanistic studies revealed that the TGF-β1 acti-
vator partially reversed the protective effect of piRNA-823 mimic, whereas the TGF-β1 inhibitor enhanced its effect, sug-
gesting that piRNA-823 exerts its regulatory role by suppressing the activation of the TGF-β1 / Smad2 / 3 signaling pathway.
Conclusion　 piRNA-823 significantly inhibits high glucose induced EndMT, proliferation, migration and angiogenesis in
HUVEC by suppressing the activation of TGF-β1 / Smad2 / 3 signaling pathway.
[KEY WORDS]　 piRNA-823;　 endothelial-mesenchymal transition;　 angiogenesis;　 TGF-β1 / Smad2 / 3 signaling pathway

　 　 糖尿病已经成为一种全球普遍存在的内分泌

代谢紊乱疾病。 国际糖尿病联盟预测,到 2030 年,
全球受糖尿病影响的人数将达到 5. 78 亿,到 2045
年,这一数字将攀升至 7 亿[1]。 长期的慢性高血糖

会引发一系列微血管并发症,包括糖尿病视网膜病

变、糖尿病肾病和糖尿病伤口愈合慢。 内皮细胞损

伤在组织重塑、纤维化和血管生成中起着关键作

用,是糖尿病微血管病变发病机制的核心环节。
内皮-间充质转化(endothelial-mesenchymal tran-

sition,EndMT)最早于 1975 年被发现于胚胎发育过

程中,这是一种由外源性刺激因素引起的生物学现

象,导致内皮细胞失去紧密连接、运动能力增强、细
胞外基质蛋白的分泌增加以及获得间充质细胞表

型[2-3]。 EndMT 是血管内皮功能障碍的关键指标之

一,内皮细胞在 EndMT 过程中会丧失内皮标志物

(如 CD31 和 CD144),同时获得间充质干细胞的特

性,如表达 α-平滑肌肌动蛋白 ( α-smooth muscle
actin,α-SMA)、成纤维细胞特异性蛋白 1( fibroblast-
specific protein 1,FSP-1)、波形蛋白和Ⅰ型胶原 α1
(collagen type Ⅰ alpha 1,COL1A1),并展现出迁移、
侵袭和增殖的细胞表型[4]。 转化生长因子 β1
( transforming growth factor-β1,TGF-β1) 信号通路、
Wnt / β-联蛋白信号通路和骨形态发生蛋白 ( bone
morphogenetic protein,BMP)信号通路等关键信号通

路是 EndMT 调控的核心组成部分。 近年来的研究

表明,EndMT 和血管生成与糖尿病肾病、糖尿病视

网膜病变、肺动脉高压、动脉粥样硬化和心肌纤维

化的进展紧密相关[5-6]。
PIWI 相互作用 RNA ( PIWI-interacting RNA,

piRNA)是一类长度大约在 24 ~ 31 个核苷酸的短链

非编码 RNA,最初在生殖系统中被鉴定[7]。 在糖尿

病视网膜病变的研究中,已证实 PIWI 相关蛋白 HI-
WI2 水平的升高会通过蛋白激酶 B /糖原合成酶激

酶 3α / β ( protein kinase B / glycogen synthase kinase
3α / β,Akt / GSK3α / β)途径影响上皮-间充质转化和

细胞迁移[8]。 此外,小 RNA 测序已确定 piRNA-
019825 与糖尿病肾病相关[9]。 近年来,piRNA 家族

中的成员 piR-hsa-823(亦称作 DQ570543 或 piRNA-
823)已被证实参与了多种疾病的进程,涉及多发性

骨髓瘤、结肠直肠癌、肝纤维化、食道癌、乳腺癌以

及主动脉夹层等。 然而, piRNA-823 是否在高糖

(high glucose,HG)诱导的内皮细胞表型转化中发挥

作用,以及如何影响糖尿病微血管并发症的发生,
目前尚不明确。 本研究旨在利用高糖处理的人脐

静脉内皮细胞(human umbilical vein endothelial cell,
HUVEC)构建 EndMT 和血管生成的体外模型,以探

讨 piRNA-823 在高糖诱导的 HUVEC EndMT 和血管

生成中的作用。

1　 材料和方法

1. 1　 主要材料

HUVEC 株购自中国科学院上海细胞生物所。
DMEM 低糖培养基和胎牛血清购自美国 Gibco 公

司;CD31 抗体、CD144 抗体和 TGF-β1 抗体购自中

国 Abiowell 公 司; COL1A1 抗 体、 FSP-1 抗 体、
GAPDH 抗体和 HRP 结合的山羊抗兔 IgG 购自美国

Proteintech 公司;α-SMA 抗体购自中国 Huabio 公

司;Smad2 / 3 抗体、PCNA 抗体和 Snail 抗体购自美

国 Cell Signaling Technology 公 司; Pierce ECL
Western 印迹底物和 DAB 购自美国 Thermo Fisher 公
司;TGF-β1 激活剂 SRI011381 购自美国 MCE 生物

公司;TGF-β1 抑制剂 SB525334 购自美国 APExBIO
公司;T25 细胞培养瓶购自美国 NEST 公司;piR-hsa-
823 mimic 和 mimic-NC 购自 HonorGene 生物公司;
Lip6000TM 转染试剂购自上海碧云天生物技术股份
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有限公司。 RT-qPCR 所用的引物均由上海生工生

物工程股份有限公司合成。
1. 2　 细胞培养和处理

将 HUVEC 置于含有 10%胎牛血清和 1% 青霉

素-链霉素双抗的 DMEM 培养基中进行培养,并在

含有 5% CO2 的培养箱中维持在 37 ℃ 的环境下。
正常培养基的葡萄糖浓度为 5. 6 mmol / L,高糖培养

基的葡萄糖浓度为 33. 3 mmol / L,在同一培养箱中

培养 72 h。 第一步,将细胞分为正常对照组(NC
组)、高糖组(HG 组),检测 piRNA-823 的表达;将细

胞分为 HG+piRNA-823 mimic 组、HG +piRNA-823
mimic-NC 组,检测 piRNA-823 mimic 的转染效率。
第二步,将细胞分为正常对照组、高糖组、HG +
piRNA-823 mimic 组和 HG + piRNA-823 mimic-NC
组,探讨 piRNA-823 mimic 是否有助于改善高糖诱

导的 EndMT 和血管生成。 第三步,将细胞分为

HG+piRNA-823 mimic 组、HG+piRNA-823 mimic+
SRI011381 和 HG + piRNA-823 mimic + SB525334
组,探究 piRNA-823 mimic 是否通过 TGF-β1 / smad2 / 3
通路抑制 EndMT 和血管生成,SRI011381 的终浓度

为 10 μmol / L,SB525334 的终浓度为 6 μmol / L。

1. 3　 Western blot 检测

利用含有 PMSF 的 RIPA 裂解液对细胞进行裂

解,以提取总蛋白。 随后,通过 SDS-PAGE 电泳技术

对提取的蛋白样品进行分离,依据分子量的不同将

蛋白分开。 接着,将分离的蛋白从凝胶转移到

PVDF 膜上,使用 5% 脱脂奶粉在室温下封闭 2 h。
之后,将一抗在 4 ℃摇床上孵育过夜。 第二天,加入

二抗继续孵育 2 h,用 TBST 洗涤 3 次,每次 10 min。
最后,利用全自动化学发光成像分析系统进行显

影,并使用 Image J 软件分析目标蛋白质的条带

强度。
1. 4　 RT-qPCR 检测

利用 TRIzol 试剂从细胞中提取总 RNA,随后采

用 NovoScript Plus All-in-one 1st Strand cDNA Syn-
thesis SuperMix ( gDNA Purge) 将 RNA 反转录成

cDNA。 在进行 RT-qPCR 时,使用 NovoStart SYBR
qPCR SuperMix Plus。 实验分析通过 ABI Step One
Plus real-time PCR 扩增系统完成。 以 U6 基因为内

参,对 CD31、CD144、α-SMA、FSP-1、COL1A1 和 piR-
NA-823 水平进行标准化,实验重复 3 次。 采用

2-ΔΔCt 计算目标基因的相对表达量。 各基因的引物

序列见表 1。

表 1. 引物序列

Table 1. Primer Sequences

引物名称 正向序列(5′-3′) 反向序列(5′-3′)
CD31 GTAGGTGTGAGTCTAGAGAG TGGGTGGCATTTGAGGTCATTTG
CD144 GTACCACCTCACTGCTGTCATTG CAGGCACGGACGCATTGAAC
α-SMA AGGAAGGACCTCTATGCTAACAAT AACACATAGGTAACGAGTCAGAGC
FSP-1 CCACAAGTACTCGGGCAAAG TGGGCTGCTTATCTGGGAAG
COL1A1 TGGCAAAGAAGGCGGCAAAGG AGGAGCACCAGCAGGACCATC
U6 CTCGCTTCGGCAGCACA AACGCTTCACGAATTTGCGT
piRNA-823 GTGCAGGGTCCGAGGTATTC ATCCAGTGCAGGGTCCGAGG

1. 5　 免疫荧光

将内皮细胞接种到 6 孔板中,置于培养箱中培

养。 次日,瞬时转染 piRNA-823 mimic,并在无血清

培养基中培养 24 h。 室温下用 4%多聚甲醛固定细

胞 30 min。 用免疫荧光封闭液室温封闭 1 h,再用抗

CD31(1 ∶ 100)和抗 α-SMA(1 ∶ 2 000)于 4 ℃孵育

过夜。 然后用 Cy3 结合的山羊抗兔 IgG 抗体(1 ∶
400)于室温避光孵育 1 h。 最后,在室温下用 DAPI
避光标记细胞核 5 min。 使用荧光显微镜进行拍照

记录。

1. 6　 细胞划痕实验

将转染后的细胞接种于 6 孔板中,待细胞生长

至 90%汇合时,使用 100 μL 枪头在孔底划一条垂

直于孔边缘的直线,形成划痕。 随后,以 PBS 缓冲

液轻柔冲洗 3 次。 接着,向孔中加入含 1% 胎牛血

清的 DMEM 培养基,将 6 孔板置于 37 ℃、5% CO2

的培养箱中继续培养。 分别在划痕后 0 h、24 h 和

48 h,使用显微镜在相同位置采集图像,并对各时间

点的图像进行对比分析,以评估细胞的迁移能力。
1. 7　 Transwell 实验

首先,用胰蛋白酶对转染后的细胞进行消化处
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理,随后加入无血清培养基对细胞进行重悬,并使

用细胞计数板对细胞进行精确计数。 将 Transwell
小室置于 24 孔培养板中,向小室的上层培养皿中加

入 300 μL 含有 2×104 个细胞的无血清培养基,同时

在下层培养皿中加入 700 μL 含有 20%胎牛血清的

培养基,以构建细胞迁移的梯度环境。 将培养板置

于 37 ℃、5%CO2 的培养箱中培养 24 ~ 48 h。 培养

结束后,细心地取出培养板并丢弃旧的培养基。 接

着,在室温下用 4%多聚甲醛对细胞进行固定,固定

40 min。 之后,在室温下用 0. 1%结晶紫溶液对细胞

进行避光染色,染色 20 min。 使用棉签轻轻擦拭小

室内侧的细胞,以去除未迁移的细胞,然后用去离

子水缓慢冲洗细胞室,最后将细胞室倒置晾干。 将

处理好的细胞室置于载玻片上,使用显微镜拍照,
并对迁移至下层培养皿的细胞进行计数,以评估细

胞的迁移能力。
1. 8　 血管生成实验

将 Matrix-Gel 基质凝胶置于 4 ℃冰箱中充分溶

解,以确保其均匀性和稳定性。 次日,从冰箱中取

出预冷的 24 孔培养板,向每个孔中加入 25 μL 已溶

解的 Matrix-Gel 基质凝胶。 接着,将培养板置于

37 ℃培养箱中孵育 1 h,使基质凝胶完全凝固,形成

适合细胞黏附和血管生成的三维基质环境。 之后,
对转染后的细胞进行胰蛋白酶消化处理,再用无血

清培养基重悬细胞,并使用细胞计数仪或血细胞计

数板对细胞进行精确计数。 根据计数结果,将细胞

悬液调整至合适浓度,确保每孔加入 2×104 个细胞。
将细胞悬液均匀铺于已凝固的 Matrix-Gel 基质凝胶

表面,然后将培养板放回 37 ℃、5%CO2 的培养箱中

培养 4 ~ 6 h,使细胞有足够时间在基质凝胶上黏附

并开始形成管状结构。 培养结束后,使用倒置光学

显微镜观察细胞的血管生成情况。 随机选取每个

孔的 5 个不同视野进行拍照,确保视野分布均匀且

具有代表性。
1. 9　 统计学分析

使用 SPSS 20. 0 软件对数据进行处理和分析。
实验数据以 x±s 表示,两组间比较采用 t 检验,多组

间比较采用单因素方差分析。 P<0. 05 为差异有统

计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 高糖对内皮细胞中 piRNA-823 表达的抑制作

用及转染效率验证

与正常对照组相比,高糖组内皮细胞中 piRNA-

823 mRNA 水平显著降低(P<0. 05),表明高糖环境

能够抑制 piRNA-823 的表达。 在转染 piRNA-823
mimic 的内皮细胞中,piRNA-823 mRNA 水平显著增

加,与 HG+mimic-NC 组相比差异显著(P<0. 05)。
以上结果表明,piRNA-823 mimic 的转染取得了成

功,且在高糖培养的内皮细胞中,piRNA-823 的表达

上调(图 1)。

图 1. 高糖对内皮细胞中 piRNA-823 表达的

抑制作用及转染效率验证

A 为 RT-qPCR 检测 piRNA-823 mRNA 水平,
B 为 RT-qPCR 检测转染后 piRNA-823 mRNA 水平。 n=3。

Figure 1. The inhibitory effect of high glucose on the
expression of piRNA-823 in endothelial cells
and the validation of transfection efficiency

2. 2　 piRNA-823 抑制高糖诱导的 HUVEC EndMT
与正常对照组相比,高糖处理显著促进 EndMT

的发生, 具体表现为内皮细胞标志物 CD31 和

CD144 的表达显著降低,而间充质细胞标志物 α-
SMA、FSP-1 和 COL1A1 的表达显著升高(P<0. 05)。
此外,高糖处理显著上调 EndMT 标志物 Snail 和增

殖标志物增殖细胞核抗原(proliferating cell nuclear
antigen,PCNA)的表达(P<0. 05),进一步证实高糖

对 EndMT 的促进作用。
在高糖处理的细胞中,piRNA-823 mimic 能够升

高 CD31 和 CD144 的表达,降低 α-SMA、FSP-1 和

COL1A1 的表达(P<0. 05)。 此外,piRNA-823 mimic
还显著抑制 Snail 和 PCNA 的表达(P<0. 05)。 这表

明 piRNA-823 在高糖条件下对 HUVEC EndMT 具有

显著的抑制作用。 在 mRNA 水平上,高糖处理显示

出与蛋白表达一致的变化, CD31 和 CD144 的

mRNA 水 平 降 低, α-SMA、 FSP-1 和 COL1A1 的

mRNA 水平升高(P<0. 05),piRNA-823 mimic 能够
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显著逆转这些变化(P<0. 05)。 免疫荧光实验进一

步验证了这些结果:与正常对照组相比,高糖处理

的细胞中 CD31 的表达显著减少,而 α-SMA 的表达

显著增加,piRNA-823 mimic 能够显著逆转这些变化

(P<0. 05;图 2)。

图 2. piRNA-823 抑制高糖诱导的 HUVEC EndMT
A 和 B 为 Western blot 检测 CD31、CD144、α-SMA、FSP-1、COL1A1、Snail 和 PCNA 的蛋白表达及其统计分析图,

C 为 RT-qPCR 检测 CD31、CD144、α-SMA、FSP-1 和 COL1A1 的 mRNA 水平,D 和 E 为免疫荧光染色。 n=5,Bar=300 μm。

Figure 2. piRNA-823 inhibited high glucose induced HUVEC EndMT
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2. 3　 piRNA-823 抑制高糖诱导的 HUVEC 增殖、迁
移和血管生成

细胞划痕实验结果显示,与正常对照组相比,
高糖处理显著增强 HUVEC 的增殖能力,piRNA-823
mimic 显著抑制高糖诱导的增殖能力(P <0. 05)。
Transwell 实验结果显示,与正常对照组相比,高糖

处理显著增强 HUVEC 的迁移能力,穿过 Transwell
小室的细胞数量明显增加,而 piRNA-823 mimic 显

著降低高糖诱导的迁移能力,穿过小室的细胞数量

显著减少(P<0. 05)。 血管生成实验结果显示,与正

常对照组相比, 高糖处理显著增加 HUVEC 在

Matrix-Gel 基质凝胶上形成的管状结构数量,而

piRNA-823 mimic 显著减弱高糖诱导的血管生成能

力,形成的管状结构数量明显减少(P<0. 05;图 3)。
以上结果表明,piRNA-823 对高糖诱导的 HUVEC 的

增殖、迁移和血管生成具有显著的抑制作用。

图 3. piRNA-823 抑制高糖诱导的 HUVEC 增殖、迁移和血管生成

A 为细胞划痕实验,B 为细胞划痕实验 24 h 细胞迁移面积统计分析图,C 为细胞划痕实验 48 h 细胞迁移面积统计分析图,
D 为 Transwell 实验测定细胞迁移数量,E 为血管生成实验确定管形成和分支点。 n=5,Bar=300 μm。

Figure 3. piRNA-823 inhibited high glucose induced HUVEC proliferation, migration and angiogenesis

2. 4 　 piRNA-823 抑制 TGF-β1 / Smad2 / 3 信号通路

的活性

与正常对照组相比,高糖处理的细胞中 TGF-β1 和

Smad2 / 3 的表达显著上调(P<0. 05)。 这表明高糖环境

可能通过激活 TGF-β1 / Smad 信号通路促进 EndMT 的

发生。 在高糖处理的细胞中,piRNA-823 mimic 显著降

低 TGF-β1 和 Smad2 / 3 的表达(P<0. 05;图 4)。
2. 5 　 piRNA-823 通过 TGF-β1 / Smad2 / 3 信号通路

抑制高糖诱导的 HUVEC EndMT
Western blot 结 果 显 示, SRI011381 干 预 后,

TGF-β1 和 Smad2 / 3 的表达 显 著 升 高, CD31 和

CD144 的表达显著降低,α-SMA、FSP-1 和 COL1A1
的表达显著升高(P<0. 05)。 此外,Snail 和 PCNA
的表达也显著上调(P<0. 05)。 在 mRNA 水平上,
激活剂干预后显示出与蛋白表达一致的变化(P<
0. 05),进一步证实 TGF-β1 / Smad 信号通路在调控

EndMT 中的关键作用。 免疫荧光染色结果显示,
SRI011381 干预后,CD31 的表达显著减少,而 α-
SMA 的表达显著增加(P<0. 05)。 与激活剂的作用

相反,使用抑制剂 SB525334 干预后,上述由激活剂
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引起的 EndMT 相关变化均被显著逆转(P<0. 05;图5)。

图 4. piRNA-823 抑制 TGF-β1 / Smad2 / 3 信号通路的活性

A 和 B 为 Western blot 检测 TGF-β1 和 Smad2 / 3 的蛋白表达及其统计分析图。 n=5。

Figure 4. piRNA-823 inhibited the activity of TGF-β1 / Smad2 / 3 signaling pathway

2. 6 　 piRNA-823 通过 TGF-β1 / Smad2 / 3 信号通路

抑制高糖诱导的 HUVEC 增殖、迁移和血管生成

细胞划痕实验和 Transwell 实验结果显示,
piRNA-823 mimic 显著抑制高糖诱导的 HUVEC 的

增殖和迁移能力(P<0. 05)。 细胞划痕实验结果显

示,SRI011381 干预后,划痕 24 h 和 48 h 细胞的迁

移能力显著增强;相反,SB525334 干预后,细胞的迁

移能力显著受到抑制(P<0. 05)。 Transwell 实验结

果显示,SRI011381 干预后,细胞的迁移能力显著增

强;相反,SB525334 干预后,细胞的迁移能力显著受

到抑制(P<0. 05)。 血管生成实验结果显示,piRNA-
823 mimic 能够显著减少高糖诱导的细胞形成的管

状结构数量;SRI011381 干预后,细胞形成的管状结

构数量显著增加;相反,SB525334 干预后,细胞形成

的管状结构数量显著减少(P<0. 05;图 6)。 以上结

果表明,TGF-β1 / Smad2 / 3 信号通路的激活或抑制

能够显著影响内皮细胞的血管生成能力。

3　 讨　 论

糖尿病作为一种慢性疾病,可引发以大中型动

脉粥样硬化为特征的大血管病变,以及涉及视网膜

病变、肾病和神经系统损害的微血管病变[10]。 这些

并发症的发生与血管内皮功能障碍密切相关。 内

皮功能障碍会导致内皮细胞增殖、迁移和凋亡失

衡,影响血管的正常修复和再生[11]。 EndMT 在糖

尿病微血管并发症的发生和发展中起着关键作用,
其诱导的细胞形态变化和功能改变可进一步促进

血管生成,加剧糖尿病视网膜病变和肾病等并发症。

miRNA 是一类内源性、单链、非编码的小分子

RNA,可参与到 EndMT 的发展。 研究发现,miR-320
通过下调 SRY 相关高迁移率族蛋白 4 的表达,抑制

HUVEC EndMT[12]。 piRNA 通过与 PIWI 蛋白相互作

用形成 piRNA 沉默复合物(piRNA-induced silencing
complex,piRISC),在基因沉默和转录调控中发挥重

要作用。 一项关于 piRNA-823 的荟萃分析显示,
piRNA-823 的 异 常 表 达 与 多 种 癌 症 相 关[13-14]。
piRNA-823 在多发性骨髓瘤和肝细胞癌中促进肿瘤

细胞增殖[15],在食管癌中通过 DNA 甲基转移酶 3B
诱导的 DNA 甲基化和血管生成促进肿瘤发生[16]。
此外,piRNA-823 还可以促进肝星状细胞活化和纤

维化[17]。 本研究探讨了 piRNA-823 在高糖诱导的

内皮细胞中的作用,结果发现,piRNA-823 在高糖培

养的 HUVEC 中表达下调,并参与促进 EndMT、增
殖、迁移和血管生成,piRNA-823 mimic 能显著抑制

高糖诱导的 EndMT、增殖、迁移和血管生成。
TGF-β1 / Smad2 / 3 信号通路在 EndMT 和血管生

成中起着关键调控作用。 TGF-β1 与其受体结合后,
激活 Smad2 / 3,使其从细胞质转移到细胞核,调控多

种基因的转录[18]。 TGF-β1 / Smad2 / 3 信号通路通过

调控细胞骨架的重组和细胞间的连接,促进细胞的

迁移和侵袭能力。 外源性 TGF-β1 可作为诱导

EndMT 发生的关键因素。 高糖显著上调 TGF-β1 和

Smad2 / 3 的蛋白表达,而 piRNA-823 mimic 能够显

著抑制这些变化。 采用 TGF-β1 激活剂 SRI011381
和抑制剂 SB525334 干预后,细胞迁移和血管生成

能力呈现相应的增强或减弱。 piRNA-823 可能通过

抑制 TGF-β1 / Smad2 / 3 信号通路的活性,显著抑制
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图 5. piRNA-823 通过 TGF-β1 / Smad2 / 3 信号通路抑制高糖诱导的 HUVEC EndMT
A 和 B 为 Western blot 检测 CD31、CD144、α-SMA、FSP-1、COL1A1、PCNA、TGF-β1 和 Smad2 / 3 的蛋白表达及其统计分析图,
C 为 RT-qPCR 检测 CD31、CD144、α-SMA、FSP-1 和 COL1A1 的 mRNA 水平,D 和 E 为免疫荧光染色。 n=5,Bar=300 μm。

Figure 5. piRNA-823 inhibited high glucose induced HUVEC EndMT through TGF-β1 / Smad2 / 3 signaling pathway
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图 6. piRNA-823 通过 TGF-β1 / Smad2 / 3 信号通路抑制高糖诱导的 HUVEC 增殖、迁移和血管生成

A 为细胞划痕实验,B 为细胞划痕实验 24 h 细胞迁移面积统计分析图,C 为细胞划痕实验 48 h 细胞迁移面积统计分析图,
D 为 Transwell 实验,E 为血管生成实验确定管形成和分支点。 n=5,Bar=300 μm。

Figure 6. piRNA-823 inhibited high glucose induced HUVEC proliferation, migration and angiogenesis
through TGF-β1 / Smad2 / 3 signaling pathway

高糖诱导的 HUVEC EndMT、 增殖、 迁移和血管

生成。
目前的研究表明,piRNA-823 mimic 可抑制高糖

诱导的 HUVEC 增殖和迁移能力。 此外,piRNA-823
mimic 还可对 EndMT 和血管生成相关过程起到保

护作用,从而抑制糖尿病微血管并发症的发生。 因

此,通过技术干预 piRNA-823 的表达有望成为治疗

糖尿病微血管并发症的新思路。 然而,piRNA-823
在不同细胞类型和组织中的表达水平存在显著差

异,如何实现其在特定细胞或组织中的精准调控是

一个亟待解决的关键问题。 例如,在主动脉夹层的

研究中,piRNA-823 抑制剂可能会影响血管平滑肌

细胞的正常生理功能。 此外,piRNA-823 的调控机

制较为复杂,难以通过单一靶点来实现精准调控。
目前,尽管核酸递送系统(如脂质纳米颗粒)在实验

室研究中取得了一定的进展,但在临床应用中仍面

临效率和安全性的双重挑战。 因此,开发新型递送

系统,尤其是利用纳米技术开发更高效的靶向递送

系统,以提高 piRNA-823 抑制剂或激活剂的靶向性

和生物利用度,是未来研究的重要方向。
尽管本研究揭示了 piRNA-823 在高糖诱导的内

皮细胞中的重要作用,但仍存在一些局限性。 例

如,还不清楚 piRNA-823 是否直接与 TGF-β1、TGF-β
受体(如 TGFBR I 和 TGFBR II)或 Smad2 / 3 蛋白相

互作用。 研究主要集中在细胞水平,缺乏动物实验

和临床研究的支持。 这限制了对 piRNA-823 在糖尿
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病及其并发症中作用机制的全面理解。 未来的研

究需要通过动物实验和临床研究进一步验证

piRNA-823 的作用机制和潜在应用价值。
综上所述,piRNA-823 在高糖培养的 HUVEC 中

低表达,piRNA-823 mimic 能够显著抑制高糖诱导的

HUVEC EndMT、增殖、迁移和血管生成。 piRNA-823
可能有潜力作为诊断和治疗糖尿病微血管并发症

的新的生物标志物。
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