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摘 要

目的：

通过建立心肌梗死大鼠模型，观察 miR-221-3p在心肌梗死大鼠心肌组织的

表达情况和 miR-221-3p 在心肌梗死急性期心肌组织表达的细胞类型；诱导

HCMEC缺氧，观察不同缺氧时间对 HCMEC miR-221-3p 表达水平的影响；探

讨 miR-221-3p在心肌缺血时对 HCMEC血管新生的调控及机制。

方法：

1、建立心肌梗死大鼠模型，将大鼠分为心肌梗死急性期组(心肌梗死后 12h

处死大鼠)和心肌梗死慢性期组(心肌梗死后 4周处死大鼠)。qPCR检测大鼠心肌

组织 miR-221-3p的表达水平，免疫荧光共染色观察 miR-221-3p在心肌梗死急性

期心肌组织中表达的细胞类型。

2、诱导 HCMEC缺氧 1h、2h、4h、8h、12h、24h, qPCR检测各时间点 mi

R-221-3p的表达水平。转染 miR-221-3p模拟物和抑制剂，分为 5组：（1）空白

对照组；（2）mimic 组；（3）mimic NC组（4）inhibitor 组；（5）inhibitor NC

组,各组均在转染后缺氧 4小时。采用 Ang-2质粒过表达 Ang-2蛋白。qPCR、W

estern-blot检测 Ang-2、CD34、IGF1R、IGF2、VEGFR2 mRNA及蛋白的表达，

CCK-8检测细胞增殖，成管实验检测 HCMEC在体外的成管能力。

结果：

1、qPCR 结果显示：与对照组比较，大鼠心肌梗死后 12h 心肌组织中

miR-221-3p的表达水平明显升高（P 0.01）；与非梗死区比较，梗死周边区心肌

组织中 miR-221-3p 上调（P 0.01）；与对照组比较，心肌梗死 4周时梗死组心

肌组织中 miR-221-3p的表达水平降低（P 0.05）。

2、免疫荧光共染色结果显示：在大鼠心肌梗死急性期 miR-221-3p在心肌细

胞、成纤维细胞、平滑肌细胞和内皮细胞中都有表达。

3、qPCR结果显示，HCMEC缺氧 4小时 miR-221-3p表达水平升高，与对

照组比较，差异有统计学意义（P 0.05）。

4、CCK-8 实验结果显示：在缺氧条件下 miR-221-3p mimic 组 OD 值在

12~72h 均较对照组低，差异有统计学意义（其中 72h P 0.05, 其余时间点 P
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＜0.01）。在缺氧条件下 miR-221-3p inhibitor组 OD值在 12~72h均较对照组高，

差异有统计学意义（P＜0.01）。

5、细胞成管实验结果显示：在缺氧条件下过表达 miR-221-3p导致 HCMEC

管腔形成数减少，与对照组比较差异有统计学意义（P＜0.01）。在缺氧条件下转

染 miR-221-3p抑制剂后导致 HCMEC管腔形成数增多，与对照组比较差异有统

计学意义（P＜0.05）。

6、Western-blot 结果显示：缺氧条件下过表达 miR-221-3p 可致 HCMEC

CD34、IGF1R、IGF2、VEGFR2、Ang-2蛋白表达水平减少，与对照组比较差异

有统计学意义（P＜0.05）。缺氧条件下转染miR-221-3p 抑制剂后HCMEC CD34、

IGF1R、IGF2、VEGFR2、Ang-2蛋白表达水平升高，与对照组比较差异有统计

学意义（P＜0.05）。

7、qPCR及Western-blot结果显示，缺氧条件下过表达 Ang-2导致 HCMEC

CD34、IGF1R、IGF-2、VEGFR2 mRNA 和蛋白的表达水平升高，与对照组及

mimic NC组比较差异有统计学意义（P＜0.01）。

结论：

1、大鼠心肌梗死急性期心肌组织 miR-221-3p表达水平升高，心肌梗死慢性

期心肌组织 miR-221-3p表达水平降低。在大鼠心肌梗死急性期 miR-221-3p在心

肌细胞、成纤维细胞、平滑肌细胞和内皮细胞中都有表达。

2、缺氧条件下miR-221-3p可能靶向Ang-2抑制心脏微血管内皮细胞向尖端

细胞转化。

3、心肌梗死急性期 miR-221-3p的上调对心肌梗死是有保护作用的，其机制

可能是 miR-221-3p靶向 Ang-2抑制心肌梗死后的异常血管新生，从而减轻血管

渗漏和微血管灌注不足。

关键词：miR-221-3p、心肌梗死、血管新生、血管生成素 2
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ABSTRACT

Objective:

The experimental model of myocardial infarction rats was used to observe the

expression of miR-221-3p in the myocardial tissue of rats with MI and the cell types

of miR-221-3p expression in the myocardial tissue of rats with MI in the early stage.

By inducing hypoxia in HCMEC, the effects of different hypoxia time on the

expression level of miR-221-3p in HCMEC under hypoxia condition were observed.

To investigate the regulation and mechanism of miR-221-3p on HCMEC

angiogenesis during myocardial ischemia.

Methods:

1.We divided rats randomly into acute MI group (the rats were sacrificed 12

hours after MI) and chronic MI group (the rats were sacrificed 4 weeks after MI).

qPCR was used to detect the expression level of miR-221-3p in the myocardial

tissue of rats. Immunofluorescence co-staining was applied to observe the cell types

expressed by miR-221-3p in the myocardial tissue of the acute stage of MI.

2. Hypoxia was induced in HCMEC for 1h, 2h, 4h, 8h, 12h and 24h, and the

expression level of miR-221-3p at each time point was detected by qPCR.

miR-221-3p mimics and inhibitors were transfected into 5 groups :(1) control

group;(2) mimic group;(3) mimic NC group (4) inhibitor group;(5) inhibitor NC

group, each group cells were induced hypoxic for 4 h after transfection. Ang-2

protein was overexpressed by Ang-2 plasmid. qPCR and Western-blot was applied to

detect mRNA and protein expressions of Ang-2,CD34,IGF1R,IGF-2,and VEGFR2.

Cell proliferation was detected by CCK-8 and the ability of HCMECs to form tubes

in vitro was detected by tubular test.

Results:

1. qPCR results showed: compared with control group, expression level of

miR-221-3p in rat myocardial tissue 12h after MI significantly increased (P 0.01);

Compared with non-infarction area, miR-221-3p was upregulated in the cardiac
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tissues around infarction (P  0.01); Compared with control group, the expression

level of miR-221-3p was decreased in the myocardial tissue of the infarction group

at 4 weeks. (P 0.05).

2. Immunofluorescence co-staining results showed that miR-221-3p was

expressed in cardiomyocytes, fibroblasts, smooth muscle cells and endothelial cells

during the acute stage of MI in rats.

3. qPCR results showed: compared with the control group, expression level of

miR-221-3p in HCMEC after 4 hours of hypoxia was significant increased (P

0.05).

4. The results of CCK-8 showed: compared with control group, OD value of

miR-221-3p mimic group was significantly lower under hypoxia (At 72h, P 0.05,

and at the other time points, P 0.01). Compared with control group, OD value of

miR-221-3p inhibitor group was significantly higher under hypoxia (P 0.01).

5.The results of the cell tube formation experiment showed: compared with the

control group, cell lumen formed were significantly decreased by overexpression of

miR-221-3p under hypoxia(P 0.01). Compared with the control group, cell lumen

formed were significantly increased after transfection with miR-221-3p inhibitor

under hypoxia(P 0.05).

6. Western-blot results showed: compared with the control group, CD34, IGF1R,

IGF-2, VEGFR2, and Ang-2 protein expressions in HCMEC were significantly

decreased by overexpression of miR-221-3p under hypoxia(P  0.05). Compared

with the control group,CD34, IGF1R, IGF-2, VEGFR2, and Ang-2 protein

expressions in HCMEC were significantly increased after transfection with

miR-221-3p inhibitor under hypoxia(P 0.05).

7.The qPCR and Western-blot results showed: compared with the control group

and mimic NC group, CD34, IGF1R, IGF-2 and VEGFR2 expressions in HCMEC

was significantly increased by overexpression of Ang-2 under hypoxia condition(P

0.01).

Conclusion

1. The expression level of miR-221-3p was increased in the acute stage of MI

and decreased in the chronic stage of MI in rats. In the acute stage of MI,



Abstract

VI

miR-221-3p was expressed in cardiomyocytes, fibroblasts, smooth muscle cells and

endothelial cells.

2. Under hypoxia, miR-221-3p inhibited the transformation of HCMEC to tip

cells may through targeting Ang-2.

3. The upregulation of miR-221-3p in the acute stage of MI has a protective

effect on MI, and the underlying mechanism could be the inhibition of abnormal

angiogenesis by miR-221-3p through targeting Ang-2 after MI, which alleviates

vascular leakage and microvascular insufficiency.

Key words: miR-221-3p; Myocardial infarction; angiogenesis; angiopoietin 2
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中英文缩略词表

缩写 英文 中文

MI Myocardial infarction 心肌梗死

HCMEC
Human Cardiac Microvascular endot

helial cell
人心脏微血管内皮细胞

Ang-1 angiopoietin-1 (ANGPT1) 血管生成素 1

Ang-2 angiopoietin-2 (ANGPT2) 血管生成素 2

IGF-1 insulin-like growth factor 1 胰岛素样生长因子 1

IGF-2 insulin-like growth factor 2 胰岛素样生长因子 2

IGF1R insulin-like growth factor-1 receptor 胰岛素样生长因子 1受体

VEGFR2
Vascular endothelial growth factor

receptor 2
血管内皮生长因子受体 2

Tie-2
endothelial-specific receptor tyrosine

kinase 2
内皮特异性受体酪氨酸激酶 2
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第 1章 引言

心肌梗死(MI)的病理定义是心肌缺血时间延长(心肌供氧不足)导致心肌细

胞死亡[1]。急性心肌梗死致死率在过去很高，在近几十年中，采用新的有效的治

疗方法使 ACS的住院死亡率从 30%下降到 3%8%。目前有效的主要治疗方法有

药物治疗（冠脉溶栓）、介入治疗、冠状动脉搭桥术[2]等[3]。通过这些方法可以

有效的开通堵塞的主要血管、挽救心肌细胞，但是由于开通血管的时间与心肌

细胞成功获救的时间并不能做到完美重合、缺血再灌注损伤[4]、及一些微血管病

灶我们无法通过上述手段直接处理等原因，导致仍有部分心肌细胞因缺血缺氧

而坏死，而且患者在支架术后发生再梗死的情况也并不少见。除了介入、溶栓

等治疗，科学家已经通过不同角度去探索挽救心肌细胞、保护心脏功能的方法，

如：心脏保护机制[4-8]、心肌细胞再生[9]、血管生成[10]等。不可否认，一些研究

已经在心肌保护机制、心肌细胞再生等研究方面我们已经取得了一定的研究成

果，但是通过手术、心肌保护机制只能用于控制环节，心肌细胞再生只能起到

延缓病程的作用。因此，血管新生显得至关重要。

血管新生是一个生物学过程，“血管新生”一词通常用来指血管生长的过程，

但从最严格的意义上来说，它指的是血管从已经存在的血管中生长出来。在促

血管生成信号的吸引下，血管内皮细胞具有运动性、侵袭性和突出的丝状伪足

的能力。这些所谓的尖端细胞在新芽中充当先锋，探测周围环境，寻找导向因

子。茎细胞在尖端细胞之后，向外伸展较少的丝状伪足，但形成管腔并增殖以

支持芽的伸长。尖端细胞与邻近芽细胞相吻合，形成血管袢。血流的开始、基

底膜的建立和壁细胞的补充稳定了新的连接。发芽的过程不断重复，直到促血

管生成信号减弱，静息被重新建立[11-13]。血管新生不同于血管发生，血管发生是

由内皮祖细胞新生血管丛。虽然这两种过程都能扩张血管网，但它们是通过非

常不同的机制实现的。血管发生主要出现在胚胎发生的早期，通过预先设定的

发展模式，而血管新生是由生长组织的局部生化信号触发的[12]。 在胚胎时期，

新血管通过中胚层来源的内皮祖细胞(成血管细胞)的组装形成新生血管，分化为

原始的血管迷路。随后的血管发芽(血管生成)创造了一个网络，重塑成动脉和静

脉。募集的周细胞和血管平滑肌细胞包裹新生的 EC小管提供稳定和调节灌注。
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在成年人中，血管是静止的，很少形成新的分支。然而，血管内皮细胞对血管

生成信号的感觉和反应具有很高的可塑性。尽管人们努力通过促血管生成因子

来刺激血管生成，但大多数试验都未能达到这些预期。基于促血管生成细胞治

疗或靶向 microRNAs的替代策略提供了新的机会，但仍处于前临床开发阶段[11]。

MicroRNA（miRNAs）是一类内生的，长度约 22个核苷酸的单链 RNA小

分子；它是由最原始的 pri-miRNA（即初级转录本），经过 Drosha. RNase III 内

切酶在靠近主环基部的位置将两股茎分开，成为 pre-miRNA即 microRNA前体，

长度大约为 70~90个碱基，然后 pre-miRNA再经过 Dicer酶酶切成为长约 2024

个核苷酸的成熟 miRNA。miRNA虽然是无法进一步翻译成蛋白质的小 RNA，

但其可以与靶 mRNA 特异性的结合，从而间接抑制转录后基因的表达[14]。与

mRNA相比，miRNAs更稳定，能抵抗核糖核酸酶效应，使得 miRNA可以作为

某些疾病的生物标记物[15-17]。miRNAs参与复杂的病理生理过程，包括细胞信号、

细胞发育、细胞死亡、细胞增殖和分化[18]。

miRNAs在血管生成和内皮细胞衰老过程中也起着关键作用[13]。miRNAs具

有促血管生成能力。目前关于 miRNAs在血管生成中的研究的种类多样，如：

miR-10a 、miR-19a 、miR-23b,、miR-21、miR-663、miR-92a 等，其中也包括

我们此次关注的 miR-221-3p[19]。

miR-221基因位于 X 染色体上，未成熟体经过多次编辑修饰和 Dicer 酶的

剪切，成熟体 3p端即为 miR-221-3p[20]。miR-221-3p参与多种疾病的病理生理过

程，如肿瘤[21-25]、炎症[26, 27]、动脉粥样硬化[28-30]、心脏纤维化[31]等。最近的研

究表明在 STEMI 和 NSTEMI患者血液循环中都发现了miR-221-3p水平升高[32]。

miR-221-3p 水平在急性冠脉综合征患者显著增高而且与肌钙蛋白、GRACE、

Syntax评分均呈显著正相关。血液循环中的 miR-221-3p可作为急性心肌梗死早

期预测的新标志物[33]。

miR-221-3p水平升高在急性心肌梗死患者的作用是什么？是单纯的由受损

组织释放入血，还是机体对损伤的自我保护？如果是起保护作用，其机制又是

什么？这方面的研究较少，只有少数研究表明 miR-221在缺氧和复氧环境下可

通过减少细胞凋亡和自噬来提高心肌细胞的存活，而仅通过抑制自噬来降低心

脏成纤维细胞的死亡。miR-221治疗可以减轻心肌梗死大鼠的梗死面积和心肌纤

维化，改善左室重构和心功能[34]。

那么 miR-221-3p除了通过抑制自噬来降低心脏成纤维细胞的死亡这一途径
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来减轻心肌梗死对心脏的损伤之外，是否还有其它途径？Zhou, Ma et al. 2019的

研究表明: miR-221-3p可以下调 VASH1，促进宫颈癌的淋巴管生成和淋巴转移。

而 VASH1是被发现的第一个内皮细胞来源的、可以负反馈调节血管生成的蛋白

因子，它是在血管内皮生长因子、成纤维生长因子 2 诱导下在人血管内皮细胞

中特异性表达的血管生成抑制因子[35]。并且，也有研究表明 miR-221对血管生

成至关重要，miR-221对尖端细胞的增殖和迁移是必需的，miR-221基因敲除与

表达 FLT 4 受体的尖端细胞缺陷相关 [36]。据此，我们做出以下科学假设：

miR-221-3p在急性心肌梗死患者中水平升高是具有保护性意义的，其起保护作

用的机制极大可能与心肌梗死后早期心脏微血管内皮活化和血管新生过程有关。

针对以上假设，拟建立心肌梗死大鼠模型，采用 qPCR检测 miR-221-3p在心肌

梗死大鼠心肌组织的表达情况，通过免疫荧光共染色观察 miR-221-3p在心肌梗

死急性期心肌组织表达的细胞类型，明确 miR-221-3p是否在心脏内皮细胞表达；

再通过体外诱导 HCMEC细胞缺氧，采用 qPCR、CCK-8实验、细胞成管实验、

Western-blot 等检测手段，观察不同缺氧时间对人心脏微血管内皮细胞

miR-221-3p表达水平的影响；观察缺氧条件下 miR-221-3p对人心脏微血管内皮

细胞增殖、成管和相关蛋白表达的影响。本实验将通过血管新生这一视角，探

讨 miR-221-3p在缺氧条件下对人心脏微血管内皮细胞血管新生的调控及机制，

进而为 miR-221-3p对急性心肌梗死后心功能的保护作用提供进一步的理论支持，

对缺血性心肌病的防治具有重要意义。
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第 2章 实验第一部分：miR-221-3p在心肌梗死大鼠心肌

组织中的细胞定位及表达水平

miR-221-3p被报道在急性冠脉综合症患者血浆中的表达水平明显升高，并

且与肌钙蛋白、GRACE、Syntax评分均呈显著正相关，STEMI 和 NSTEMI患

者血液中都发现了 miR-221-3p 水平升高。在大鼠心肌梗死实验中，过表达

miR-221可以减轻心肌梗死大鼠的梗死面积和心肌纤维化，改善左室重构和心

功能，其机制是 miR-221抑制心肌细胞凋亡，抑制成纤维细胞激活减轻心肌纤

维化。因为心肌梗死的损伤和修复涉及到不同细胞的协同作用，目前仍然不清

楚 miR-221-3p 在心肌梗死后心肌组织中的表达以及其可能同时调控的细胞类

型。本实验利用大鼠心肌梗死模型采用 qPCR和免疫荧光共染色技术探索和进

一步验证 miR-221-3p在心肌梗死心肌组织中的表达情况和观察 miR-221-3p在

心肌梗死的细胞定位。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物

购买 68 周龄体重在 220250g SPF级雄性 SD大鼠 80只（武汉大学模式

动物研究所），购买后常规喂养 1周以适应环境。实验动物许可证：SYXK(鄂)

2018-0069。

1.1.2主要仪器

仪器 厂家

小动物剃毛器 宁波爱克利浦电器有限公司

小动物称量称 中国凯丰集团有限公司

带线缝合针 上海金环

一次性使用无菌注射器 上海康德莱企业发展集团股份有限公司
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小动物呼吸机 安徽正华生物仪器设备有限公司

高速分散匀浆机 上海昂尼仪器

多样品研磨珠均质仪 Omni

台式高速冷冻型微量离心机 DragonLab

荧光定量 PCR仪 Roche

超净工作台 苏净安泰

超微量分光光度计 Thermo

标准试剂型纯水仪 青岛富勒姆科技有限公司

离心管 Axygen Biosciences

TIP头 Axygen Biosciences

包埋机 浙江省金华市科迪仪器设备有限公司

病理切片机 浙江省金华市科迪仪器设备有限公司

摊片机 浙江省金华市科迪仪器设备有限公司

冻台 浙江省金华市科迪仪器设备有限公司

烤箱 上海精宏实验设备有限公司

载玻片及盖玻片 江苏世泰实验器材有限公司

正置光学显微镜 日本奥林巴斯

成像系统 明美Mshot

水平摇床 其林贝尔

载玻片 江苏世泰实验器材有限公司

盖玻片 江苏世泰实验器材有限公司

移液枪 Dragon

组化笔 Gene tech

冰箱 青岛海尔股份有限公司

成像系统 日本尼康

冰冻切片机 Thermo

Gene tech pen Gene tech

正置荧光显微镜 日本尼康

恒温箱 上海精宏
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1.1.3 主要试剂

试剂 厂家

水和氯醛 阿拉丁

75%医用酒精 武汉市活力消毒用品有限公司

活力碘 武汉市活力消毒用品有限公司

RNA提取液 天根生化科技（北京）有限公司

三氯甲烷 国药集团化学试剂有限公司

异丙醇 国药集团化学试剂有限公司

无水乙醇 国药集团化学试剂有限公司

HyPure TMMolecular Biology Grade Water HyClone

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo

FastStart Universal SYBR Green Master(Rox) Roche

4%多聚甲醛固定液 碧云天

结晶紫染色液 碧云天

引物 武汉擎科创新生物科技有限公司

DAPI sigma

抗荧光淬灭封片剂 索莱宝

二抗兔抗小鼠（A555）

重组 Anti-Actin抗体（EPR16769）

Anti-alpha smooth muscle Actin

重组 Anti-Vimentin抗体

Anti-CD31抗体

Invitrogen

Abcam

Abcam

Abcam

Abcam

1.2 实验方法

1.2.1 实验分组与模型构建

挑选有活力，适应性好的 SD大鼠 20只随机分为急性期 10只(对照组 n=5

和心肌梗死模型组 n=5);慢性期 10只(对照组 n=5和心肌梗死模型组 n=5)。大鼠

用 10%水合氯醛，腹腔注射麻醉，麻醉成功后行气管插管，进行MI手术,梗死

组和假手术组手术方式参照Wang, D.和 Srikanth, G.等文章中所述[37, 38]。
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1.2.2 qPCR检测大鼠心肌组织 miR-221-3p的表达

1、总 RNA抽提（枪头和离心管均经过湿热灭菌，无 RNA酶）

1）取匀浆器，加入 1ml的 Trizol Reagent，置冰上预冷。

2）取适量新鲜大鼠心肌组织，加入匀浆器中充分匀浆。

3）12000转速下离心 3min，提取上清液。

4）加入三氯甲烷（200 μl），震荡 45秒使其充分混匀，室温静置 3min。

5）4℃ 下离心 10min（12000转速）。

6）转移上清液到新的离心管中，加入等体积的异丙醇，充分混匀。

7）-20℃ 放置 5min。

8）4℃下 12000转速离心 10min。

9）弃上清液，加入 75%乙醇 1ml，颠倒混匀。

10）12000转速离心 5min（4℃）。

11）弃上清，再用小枪头吸净管底乙醇，将离心管置于超净台 3min，晾干

沉淀。

12）加入适量（20-50ul）的无 RNA酶的水溶解 RNA。

13)使用 Nanodrop 2000检测 RNA 浓度及纯度：仪器空白调零后取 2μl 待

测 RNA溶液于检测基座上，放下样品臂，使用电脑上的软件开始吸光值检测。

14）将浓度过高的 RNA进行适当比例的稀释，使其终浓度为 100ng/μl。

2、反转录（枪头和 PCR均经过湿热灭菌，无 RNA酶）

1）取一 PCR管，加入含 100ng RNA以上的溶液，作为反转录的模板。

2）加入 1μl 特异性 miRNA反转录引物。

3）用无核糖核酸酶的去离子水补足至 12μl。

4）于 PCR仪上 65℃ 保温 5min，迅速置冰上冷却。

5）依次加入 4μl 5×ES Reaction Mix ，2μl 10mM dNTPs，1μl RNA inhibitor

和 1μl反转录酶，用枪抽吸混匀。

6）于 PCR仪上 42℃保温 60min，结束后 80℃保温 5min灭活反转录酶。

3、定量 PCR

1）取 0.2ml PCR管，配制如下反应体系（每个反转录产物配制 3管）。

2× qPCR Mix 12.5μl

7.5μM基因引物 2.0μl

反转录产物 2.5μl
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ddH2O 8.0μl

2）PCR扩增

预变性 95℃，5min

循环（44次） 95℃，15s→56℃，30s→72℃20s

熔解曲线 75℃→95℃，每 20s升温 1℃

4、结果处理

ΔΔCT法：

A=CT(目的基因，待测样本)- CT(内标基因，待测样本)

B=CT(目的基因，对照样本)- CT(内标基因，对照样本)

K=A-B

表达倍数=2-K

引物序列如下:

名称 引物序列（5'-3')

rno-miR221-3pRT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGC

ACTGGATACGACGAAACC

rno-miR221-3pF GACTAGCTACATTGTCTGCTG

Universal R (URP) LongA GTGCAGGGTCCGAGGT

U6-2QF CTCGCTTCGGCAGCACA

U6-2QR AACGCTTCACGAATTTGCGT

1.2.3 心脏组织切片 HE染色

大鼠处死后取心脏组织，梗死组在结扎线下方 2mm处一分为二，靠近心脏

根部的一半用 10%中心福尔马林固定用于病理切片 HE染色；对照组取相似部

位做 HE 染色。组织石蜡包埋切片实验步骤如下：

1、取材：新鲜组织用 4%多聚甲醛固定 24h以上。从固定液取出组织，在

通风橱内用手术刀将组织修平整，做好标签放于脱水盒内。

2、脱水：将脱水盒于脱水机内依次梯度酒精进行脱水。75%酒精 1h-85%

酒精 1h-90%酒精 1h-95%酒精 1h-无水乙醇 I 30min-无水乙醇 II 30min-醇苯

5-10min-二甲苯 I 5-10min-二甲苯 II 5-10min-蜡 I 1h-蜡 II 1h-蜡 III 1h。

3、包埋：组织浸蜡后于包埋机内进行包埋。于-20℃冻台冷却，蜡凝固后

将蜡块从包埋框中取出并修整。

4、切片：蜡块置于石蜡切片机上切片（片厚 4μm）。在摊片机上将组织展
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平（水温 40℃） ，用载玻片将组织捞起放进 60℃ 烘箱内烤片。待水烤干蜡烤

化后取出常温保存备用。

HE染色实验步骤

1、石蜡切片脱蜡至无水：依次将切片放入二甲苯Ⅰ30min-二甲苯Ⅱ30min-

无水乙醇Ⅰ10min-无水乙醇Ⅱ10min-95%酒精 5min-90%酒精 5min-80%酒精

5min-70%酒精 5min-蒸馏水洗。

2、苏木素染细胞核：Harris苏木素染 5-10min，自来水洗，1%的盐酸酒精

分化数秒，自来水冲洗 10分钟，PBS返蓝 5分钟，流水冲洗。

3、伊红染细胞质：切片用伊红染液染色 1-3min。

4、脱水封片：将切片依次放入 95%酒精 I 5min -95%酒精 II 5min-无水乙醇

Ⅰ5min -无水乙醇Ⅱ5min -二甲苯Ⅰ5min -二甲苯Ⅱ5min中脱水透明，将切片从

二甲苯拿出来稍晾干，中性树胶封片。

5、显微镜镜检，图像采集分析。

1.2.4 免疫荧光共定位染色

1.组织固定：组织取出洗净后立即放入 4%多聚甲醛（DEPC水配制）固定

12h以上。

2.脱水：固定后组织放入 15%蔗糖溶液中 8h，后换 30%蔗糖溶液中过夜。

3.冰冻切片固定：冰冻切片室温晾干，置于 4%多聚甲醛（DEPC）固定 10min，

于 PBS（PH7.4）中在脱色摇床上晃动洗涤 3次，每次 5min。

4.修复：根据组织固定时间长短，切片于修复液中修复，修复条件 95℃ 柠

檬酸修复液 6min，自然冷却。

5.滴加封闭液：滴加封闭血清。室温 30min。

6.孵育一抗：分别滴加各一抗 CD31/vimentin/actc1/aSMA ，一抗稀释比

1:200。4℃过夜。后 PBS洗 3×5min。

7.孵育二抗：滴加相应二抗 HRP标记兔抗小鼠或者是 HRP标记山羊抗兔

（根据不同一抗的种属来源），室温孵育 50min。后 PBS洗 3×5min。

8.滴加 CY3-TSA：滴加 CY3-TSA试剂，避光室温反应 5min。后 TBST洗

3次×10min.PBS洗 1次×5min。

9.消化：滴加蛋白酶 K（20ug/ml） 37°消化 8min。纯水冲洗后 PBS 洗 3

次×5min。

10.预杂交：滴加预杂交液，37°C孵育 1h。
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11.杂交：倾去预杂交液，滴加含探针 mir-221-3p probe 杂交液，终浓度

1um 。恒温箱 37℃杂交交过夜。

12.杂交后洗涤：洗去杂交液，2×SSC，37°C 洗 10min，1×SSC，37°C 洗

2×5min，0.5×SSC室温洗 10min。若非特异杂交体较多，可以增加甲酰胺洗涤。

13.DAPI复染核：切片滴加 DAPI 染液，避光孵育 8min，冲洗后滴加抗荧

光淬灭封片剂封片。

14.镜检拍照：切片于尼康正置荧光显微镜下观察并采集图像。（紫外激发

波长 330-380nm，发射波长 420nm,发蓝光；FAM(488)绿光激发波长 465-495nm，

发射波长 515-555 nm，发绿光；CY3红光激发波长 510-560，发射波长 590nm，

发红光。）

3.冰冻切片荧光探针原位杂交+免疫荧光实验结果判读

DAPI染色的细胞核在紫外的激发下为蓝色，阳性表达为相应荧光素标记的

荧光。FAM(488)为绿光，cy3为红光。

1.3 统计分析

定量数据以x±s 表示，应用 SPSS 20. 0 软件进行统计分析，两两比较采用

t 检验，不能比较的数据以文字进行描述，以 P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 心脏组织切片 HE染色

假手术组见心肌细胞排列整齐，染色均匀，闰盘和横纹清晰，核呈卵圆形

居中，间质血管正常，无炎细胞浸润。在梗死组见心肌细胞溶解、坏死、排列

紊乱，炎性细胞浸润，纤维细胞增生、纤维化（图 1AB）。
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A

B

图 1 心脏组织切片 HE染色

注：图 1A为心梗后 12h，图 1B为心梗后 4周；

2.2 心肌梗死大鼠心肌组织中 miR-221-3p的表达水平

在心肌梗死后 12h，梗死组 miR-221-3p的表达水平明显高于对照组，差异

有统计学意义（t=-10.588 P＜0.01，n=5图 2A），并且在梗死周边区 miR-221-3p

的表达水平也明显高于非梗死区，差异有统计学意义（t=-7.770 P＜0.01，n=5

图 2B)。在大鼠心肌梗死第 4周，梗死组 miR-221-3p的表达水平明显低于对照

组，差异有统计学意义（t=4.844 P0.05，n=5 图 2C)。
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A B

C

图 2 心肌梗死大鼠心肌组织中 miR-221-3p的表达水平

注：A，大鼠心肌梗死后 12h；C，大鼠心肌梗死后 4周心肌组织中 miR-221-3p的表达水

平（心肌梗死组在结扎线下方 2mm 处一分为二，取靠近心尖的一半心脏组织，对照组在

相似部位取一半心脏组织）；B，大鼠心肌梗死后 12h梗死周边区和非梗死区心肌组织中

miR-221-3p的表达水平。

2.3 miR-221-3p在心肌梗死急性期心肌组织中表达的细胞类型

免疫荧光共染色结果显示：在心肌梗死急性期 miR-221-3p与心肌细胞（图

3A）、内皮细胞（图 3B）、平滑肌细胞（图 3D）和成纤维细胞（图 3C）都发现

了共定位现象。
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图 3 心肌梗死大鼠心脏组织中 miR-221-3p表达的细胞类型(200倍镜)

注：心肌细胞组（图 3A），内皮细胞组（图 3B），成纤维细胞组（图 3C）和平滑肌细胞组

（图 3D）； DAPI（细胞核）在紫外的激发下为蓝色荧光。FAM(488)（miR-221-3p）为绿

色荧光，心肌细胞（actin）、内皮细胞（CD31）、成纤维细胞（Vimentin）、平滑肌细胞（-SMA）

为红色荧光。

3 讨论

心脏组织由心肌细胞、成纤维细胞、内皮细胞、平滑肌细胞四种主要的细

胞类型和少数其他类型细胞构成[39]。其中，节律收缩的心肌细胞构成了心脏作

为功能泵的主要执行者，心肌细胞存活面积多少直接决定了心肌梗死患者的心

功能的恢复情况。心肌微血管是心肌细胞的直接血供血管，心肌微血管的损伤

直接影响到心肌细胞的存活，而且心肌梗死后梗死周围区的微血管功能状态也

直接影响到出血、水肿程度和持续时间。成纤维细胞也在心肌梗死后心肌纤维

化充当重要角色。在一项心肌梗死实验研究中，过表达 miR-221可以抑制心肌

细胞凋亡，抑制成纤维细胞激活减轻心肌纤维化，进而改善心功能[34]，然而关

于 miR-221-3p 在心肌梗死后不同时期心肌组织的表达水平和心肌梗死急性期

表达的细胞类型其未作探究，梗死周围区和非梗死周围区 miR-221-3p的表达水

平也未作比较。

本实验通过建立大鼠心肌梗死模型，探索 miR-221-3p在心肌梗死心脏组织
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4 结论

1、大鼠心肌梗死急性期心肌组织 miR-221-3p 表达水平升高，心肌梗死慢

性期心肌组织 miR-221-3p表达水平降低。

2、在大鼠心肌梗死急性期 miR-221-3p在心肌细胞、成纤维细胞、平滑肌

细胞和内皮细胞中都有表达。

中的表达以及细胞定位。结果显示：大鼠心肌梗死急性期（12h）心肌组织

miR-221-3p表达水平升高，梗死周边区也比非梗死区表达水平更高。心肌梗死

慢性期（4周）心肌组织 miR-221-3p表达水平降低。在大鼠心肌梗死急性期

miR-221-3p在心肌细胞、成纤维细胞、平滑肌细胞和内皮细胞中都有表达。因

此，在心肌梗死过程中 miR-221-3p可能调控着心肌细胞、成纤维细胞、平滑肌

细胞和内皮细胞协同参与心脏损伤修复的过程。
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第 3章 实验第二部分：miR-221-3p对人心脏微血管内皮细

胞血管生成能力的影响

前期的实验结果表明 miR-221-3p在心肌梗死急性期大鼠心肌组织中上调，

并且观察到 miR-221-3p在内皮细胞中表达。因此，miR-221-3p可能还调控心脏

微血管内皮细胞的行为参与心肌缺血后的修复过程。本实验采用人心脏微血管

内皮细胞（HCMEC） ,体外诱导细胞缺氧，研究不同缺氧时间对 HCMEC

miR-221-3p 表达的影响。用 miR-221-3p mimic 和 miR-221-3p inhibitor 转染

HCEMC 模拟 miR-221-3p 过表达和敲低，研究 miR-221-3p 在缺氧条件下对

HCMEC增殖、成管及 CD34、IGF1R、IGF2、VEGFR2、Ang-2蛋白表达的影响，

从而探讨 miR-221-3p在缺氧条件下对人心脏微血管内皮细胞血管新生的调控及

机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 细胞

人心脏微血管内皮细胞株（HCMEC Catalog#6000）购自 ScienCell公司

1.1.2 主要仪器

名称 厂家

倒置光学显微镜 日本奥林巴斯

成像系统 明美Mshot

细胞培养瓶 BIOFIL

细胞培养板 BIOFIL

细胞 CO2培养箱 Panasonic

流式细胞仪 Novocyte

超净工作台 苏净安泰
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血球计数板 北京索莱宝

酶标仪 Thermo

超声细胞破碎机 上海比朗

高速冷冻离心机 中科中佳

电泳仪 北京六一

水平摇床 其林贝尔

电泳槽 北京六一

湿转转印系统转印槽 北京君意

扫描仪 佳能

1.1.3主要试剂

名称 厂家

ECM培养基 ScienCell

RFect小核酸转染试剂 百代生物

DMEM培养基 Gibco

血清 北京政博

CCK-8试剂盒(细胞增殖及毒性检测试剂盒) Solarbio

Matrigel基底胶 BD

细胞凋亡检测试剂盒 碧云天

细胞培养板（6孔） JET BIOFIL

Trizol Reagent 天根生化科技（北京）有限公司

质粒 吉玛基因

引物 武汉擎科创新生物科技有限公

司

胰酶 Solarbio

重组 Anti-Angiopoietin2/ANG-2 抗体 Abcam

重组 Anti-CD34 抗体 Abcam

重组 Anti-IGF2 抗体[EPR12221] Abcam

重组 Anti-IGF1 Receptor 抗体 [EPR23027-204] Abcam

重组 Anti-VEGF Receptor2 抗体 [EPRER16Y] Abcam

GAPDH抗体 武汉云克隆科技股份有限公司

miR-221-3p mimic 苏州吉玛基因股份有限公司
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mimic NC 苏州吉玛基因股份有限公司

miR-221-3p inhibitor 苏州吉玛基因股份有限公司

Inhibitor NC 苏州吉玛基因股份有限公司

1.2 实验方法

1.2.1 miR-221-3p过表达实验分组

实验分为：

空白对照组：HCMEC+无血清培养基+ RFect小核酸转染试剂；

mimic组：HCMEC+miR-221-3p mimic+ RFect小核酸转染试剂+无血清培养

基；

mimic NC组：HCMEC+mimic NC+ RFect小核酸转染试剂+无血清培养基；

inhibitor组：HCMEC+miR-221-3p inhibitor+ RFect小核酸转染试剂+无血清

培养基；

inhibitor NC组：HCMEC+inhibitor NC+ RFect小核酸转染试剂+无血清培养

基；

1.2.2 细胞培养

采用 HCMEC专用培养基（内皮细胞培养基，Sciencell cat#1001）培养，培

养条件为 37℃含 5% CO2 培养箱，培养至细胞约 80% 汇合，用 0.25% 胰蛋白

酶消化传代（ 1:2 ）。

1.2.3 诱导细胞缺氧

取对数生长期 HCMEC细胞，待细胞汇合度达到 70%-80%时，把细胞培养

瓶（瓶口拧松，保证可以进行气体交换）放置在密封的塑料容器里，充入 100%

的氮气，持续充气 10分钟，密封塑料袋，放入 37℃培养箱中，根据实验设计的

不同时间点分别缺氧 1h，2h，4h，8h，12h，24h。

1.2.4 细胞转染

①胰酶消化对数期细胞接种入 6孔板中，将 6孔板置于培养箱中培养。

② 倒置显微镜镜下观察细胞汇合度约 50%左右时进行转染，转染前一天更

换不含抗生素的培养基进行培养

③ 30pmol mimic/mimic NC/ihibitor/inhibitor NC用 250ul无血清培养基稀释

④ 10ul RFect 用 250ul无血清稀释，轻轻混匀，室温孵育 5min

淡.凡
高亮

淡.凡
高亮

淡.凡
高亮

淡.凡
高亮

淡.凡
高亮
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⑤ 孵育 5min后，将 siRNA稀释液与 RFect 稀释液混合（总体积 500ul）,

空白对照组将等量 Rfect稀释液和无血清培养基稀释至总体积 500ul，轻轻混匀，

室温孵育 20min

⑥ 将混合物加入培养孔内，补加 2ml无血清培养基至培养孔内，混匀

⑦ 将 6孔板置于培养箱内转染 48h, qPCR检测转染效率。

1.2.5 过表达质粒分组及鉴定

分组：A：空载体组，B：Ang-2质粒组，C ：阴性对照组。空载体，Ang-2

过表达质粒，阴性对照载体均从吉玛基因购买；三组质粒分别转染 HCMEC细

胞后 48h，收细胞，进行 qPCR检测，鉴定 Ang-2的表达情况(转染浓度及剂量：

每 200ul无血清培养基+4ulRFect+2ug质粒)。

1.2.6 qPCR检测 miR-221-3p及 mRNA的表达

1、总 RNA抽提（枪头和离心管均经过湿热灭菌，无 RNA酶）

1）用剪口枪头，小心吸弃液体培养基。

2）加入 1ml 的 Trizol Reagent，将细胞都从培养皿底部刷起，使其悬浮于

Trizol Reagent。

3）将 Trizol Reagen 吸取到 2mL离心管中，吸打混匀，静置 5min。对于悬

浮生长的细胞，直接12000rpm离心3min，弃去培养液，加入1ml的Trizol Reagent，

吸打混匀，静置 5min。

4）12000rpm离心 3min取上清。

5）加入 200μl三氯甲烷，剧烈震荡 45秒使其充分混匀，液体呈乳状，室温

静置 3min。

6）4℃ 下 12000rpm离心 10min。

7）将上清转移到一新的离心管中，加入等体积的异丙醇，颠倒混匀。

8）-20℃ 放置 5min。

9）4℃下 12000rpm离心 10min，管底的白色沉淀即为 RNA。

10）吸除上清液，加入 75%乙醇 1ml，颠倒混匀数次，使沉淀悬浮。

11）4℃下 12000rpm离心 5min。

12）弃上清，再用小枪头吸净管底乙醇，将离心管置于超净台上吹 3min，

晾干沉淀。

13）加入适量（20-50ul）的无 RNA酶的水溶解 RNA。

14)使用 Nanodrop 2000检测 RNA浓度及纯度：仪器空白调零后取 2μl待测

淡.凡
高亮

淡.凡
高亮

淡.凡
高亮
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RNA溶液于检测基座上，放下样品臂，使用电脑上的软件开始吸光值检测。

15）将浓度过高的 RNA进行适当比例的稀释，使其终浓度为 100ng/μl。

2、反转录（枪头和 PCR均经过湿热灭菌，无 RNA酶）

1）取一 PCR管，加入含 100ng RNA以上的溶液，作为反转录的模板。

2）加入 1μl 特异性 miRNA反转录引物。

3）用无核糖核酸酶的去离子水补足至 12μl。

4）于 PCR仪上 65℃ 保温 5min，迅速置冰上冷却。

5）依次加入 4μl 5×ES Reaction Mix ，2μl 10mM dNTPs，1μl RNA inhibitor

和 1μl 反转录酶，用枪抽吸混匀。

6）于 PCR仪上 42℃保温 60min，结束后 80℃保温 5min灭活反转录酶。

3、定量 PCR

1）取 0.2ml PCR管，反应体系配制方法同实验第一部分，每个反转录产物

配制 3管。

4、结果处理

ΔΔCT法：

A=CT(目的基因，待测样本)- CT(内标基因，待测样本)

B=CT(目的基因，对照样本)- CT(内标基因，对照样本)

K=A-B

表达倍数=2-K

引物序列如下：

名称 引物序列（5'-3')

hsa-miR-221-3pRT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACT

GGATACGACGAAACC

hsa-miR221-3pF GACTAGCTACATTGTCTGCTG

Universal R (URP) LongA GTGCAGGGTCCGAGGT

Hu-U6-2QF CTCGCTTCGGCAGCACA

Hu-U6-2QR AACGCTTCACGAATTTGCGT

hGAPDH-F GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT
hGAPDH-R GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG
Hu-Ang-2-F AACTTTCGGAAGAGCATGGAC
Hu-Ang-2-R CGAGTCATCGTATTCGAGCGG
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1.2.7 Western-blot检测蛋白表达

Western blot检测目的蛋白的表达，以 GADPH为内参

1.提取蛋白：

（1）用预冷的 PBS（0.01M，pH7.4）洗涤细胞 2次，加入 100µl预冷的蛋

白裂解液(0.1mol/L NaCl，0.01mol/L Tris-Cl PH7.6，0.001mol EDTA PH8.0，1μg/ml

Aprotinin，100μg/ml PMSF，1% NP40)，细胞刮刮下细胞收集至 1.5mL的 EP管

中；

（2）置冰浴中裂解 30min；

（3）4℃、12000rpm，离心 15min，取上清至干净的 1.5mL EP管中；

（4）取 2µL用紫外分光光度计进行蛋白定量；

（5）其余与等体积 2×SDS上样缓冲液(Tris100mmol/L，DTT 200mmol/L，

SDS 4%，溴酚兰 0.2%，甘油 20%)混合后沸水中煮 15min；

（6）缓慢冷却后分装，并在-70℃冰箱中保存备用。

2.SDS-PAGE

（1）准备：将玻璃板去污剂充分洗涤，自来水、蒸馏水冲洗，晾干。将玻

璃板装入胶架，固定在垂直电泳槽上，待用。

（2）10%分离胶（目的蛋白较大时，使用 8%的分离胶），分离胶配置方案：

成分 体积（总体积：10ml）

双蒸水 4ml

30%聚丙烯酰胺液 3.3ml

1.5mol/L Tris（PH8.8） 2.5ml

10%DS 0.1ml

10%过硫酸铵 0.1ml

TEMED 0.004ml

注：10%过硫酸铵和 TEMED最后加入；TEMED一旦加入，在充分混合后应立即进行下一

步骤。加入混合好的凝胶混合液时注意不能存留气泡；随后加入 2ml异丁醇封胶，防止氧

气进入凝胶而抑制聚合反应。

分离凝胶完全后（30分钟），弃覆盖层液体。用去离子水洗涤凝胶顶部数次

以去除未聚合完全的聚丙烯酰胺。尽可能排尽凝胶上的液体，再用滤纸片小心

吸尽上层残留液体。
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（3）5%积层胶配置方案：

成分 体积（总体积：4ml）

双蒸水 2.7ml

30%聚丙烯酰胺液 0.67ml

1.0mol/Ltris（PH8.8） 2.5ml

10%DS 0.04ml

10%过硫酸铵 0.04ml

TEMED 0.004ml

注：预先将电泳梳子在 DDW中浸泡数分钟以防止产生气泡。10%过硫酸铵和 TEMED最后

加入；TEMED一旦加入，立即进行下一步骤：在已经聚合的分离胶上直接灌注积层胶，并

将梳子一头倾斜、小心插入灌满积层胶的垂直玻璃板间隙，将胶垂直放置在室温 30分钟以

完全聚合。

（4）电泳 取等量蛋白补齐 20μl上样量后短暂离心上样，每个上样孔加入

40μg总蛋白。8V/ml的电压电泳至染料进入分离胶后，将电压增加到 15V/ml直

至染料到达分离胶底部，终止电泳。

3.目的蛋白的免疫检测

（1）特异抗体与抗原的结合

将 PVDF 膜浸于甲醇中 10 秒，DDW 浸泡 5 分钟。封闭液（5%BSA 溶于

PBST，PBST： PBS pH 7.5， 0.1% Tween 20）中室温 1小时或 4℃过夜；大量

PBST冲洗 10分钟×3次；室温一抗（1：500）1小时（水平摇床）；大量 PBST

冲洗 10分钟×3次；室温二抗（1：1000）1小时（水平摇床），大量 PBST冲洗

10分钟×3次。

（2）显影

采用化学发光检测系统（Pierce, USA），将 PVDF膜正面向上平铺于一平皿

内，将化学发光底物（Supersignal Chemiluminescent Substrate Stable Peroxide

Solution与 Substrate Luminal/Enhancer 按 1:1混匀）加于 PVDF膜上，于暗室中

孵育约 5分钟，即可见发光的杂交带；弃去发光底物，用 Parafilm膜包裹 PVDF

膜，将 PVDF膜置于已备好的数张与膜大小相等的 X光胶片之间，置入附设的

增光屏的暗盒中；曝光约 1-3分钟，每隔一分钟取出一张Ｘ光胶片，显影 5分钟，，

定影 5分钟，水洗 10分钟以上，晾干。

（3）PVDF膜的再利用及二次杂交

将显影后的 PVDF 膜浸于 10ml 洗脱缓冲液（62.5 mMTris-HCl pH6.8, 2%
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SDS, 100mM β巯基乙醇）中，70℃水浴静止孵育 30分钟；用Wash buffer（1×PBS，

0.1% Tween-20）摇洗，5分钟，3次；同法以 GADPH单抗检测作为内对照。

1.2.8 CCK-8实验检测细胞增殖

①实验准备，超净台喷洒酒精，紫外照射 30min。准备好 96孔板，离心管，

10%DMEM，0.25%胰酶，带上手套，口罩等。

2 胰酶消化对数期细胞，终止后离心收集，制成细胞悬液，细胞计数调整

其浓度至 5×104/ml。

3 将细胞悬液制备好后，轻轻混匀，每孔加入 100ul，边缘孔用无菌 PBS

填充。

4 将接种好的细胞培养板放入 37℃，5% CO2培养箱中培养，将培养板在

培养箱预培养 24 小时。

5 按照实验分组，向培养板加入 miR-221-3p 模拟物及抑制剂（1.2pmol

micro-RNA用 10ul无血清培养基稀释，0.4 ul RFect 用 10ul无血清稀释，

轻轻混匀，室温孵育 5min，将 siRNA稀释液与 RFect 稀释液混合后加

入原先约含100ul的培养孔内）对细胞进行相应处理。在培养箱孵育12-72

小时。

6 每孔加入 10μl CCK-8溶液（注意避免在孔中产生气泡），继续培养 2h。

7 用酶标仪测定其在 450nm处吸光度(OD值)。

1.2.9 miR-221-3p对人心肌微血管内皮细胞成管的影响

按照实验分组进行缺氧处理后，进行下述处理。

①冰上操作，Matrigel用预冷枪头混匀，EP管提前预冷，每 500ul分装。

②6孔板提前预冷，每孔加入 200ul matrigel，避免产生气泡。在 37℃孵箱

放置 45分钟。

3 胰酶消化，收集细胞，调整细胞密度 3×105 cells/mL铺板，每孔 2ml。

4 30pmol micro-RNA 用 250ul无血清培养基稀释，10ul RFect 用 250ul无

血清稀释，轻轻混匀，室温孵育 5min； 加入培养孔内

5 37℃孵箱孵育，8h进行成管。

6 成管后拍照。
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1.3 统计分析

定量数据以x±s 表示，应用 SPSS 20. 0 软件进行统计分析，多组比较采用

单因素方差分析，方差齐时组间比较采用 SNK-q或 LSD检验，方差不齐时采用

Games-howell检验，以 P＜0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 缺氧对人心脏微血管内皮细胞 miR-221-3p表达的影响

qPCR结果显示，细胞缺氧 4 小时 miR-221-3p 表达水平升高，与对照组比

较，差异有统计学意义（P0.05）（见图 4）。

图 4 缺氧条件下人心脏微血管内皮细胞 miR-221-3p的相对表达量

注：*:与对照组比较，P＜0.05（n=3）

2.2 miR-221-3p模拟物和抑制剂转染效果鉴定

转染 miR-221-3p 模拟物和抑制剂后，qPCR 结果显示：miR-221-3p mimic 

组 miR-221-3p 表达量较空白对照组和 mimic NC组高，差异有统计学意义（ P 

＜0.05）。miR-221-3p inhibitor组 miR-221-3p表达量较空白对照组和 inhibitor NC
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图 5 转染 miR-221-3p模拟物和抑制剂后 HCMEC miR-221-3p的相对表达量

注：*:与对照组及 NC组比较，P＜0.05（n=3）

2.3 缺氧条件下过表达 miR-221-3p抑制人心脏微血管内皮细胞 Ang-2蛋

白的表达

Western-blot 结果显示,缺氧条件下过表达 miR-221-3p 可致 Ang-2 蛋白表达

水平降低，与对照组比较差异有统计学意义（P＜0.05）。缺氧条件下转染

miR-221-3p 抑制剂后 Ang-2蛋白表达水平升高，与对照组比较差异有统计学意

义（P＜0.05）（见图 6）。targetscan 7.2靶点预测结果显示：miR-221-3p与 Ang-2

存在结合位点,并且 Ang-2与 miR-221-3p在人、大鼠和小鼠中结合位点具有保守

性（见图 7）。

组低，差异有统计学意义（（P＜0.05）（见图 5）。此结果表明 miR-221-3p 模

拟物和抑制剂转染有效。
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图 6 转染 miR-221-3p模拟物和抑制物后 Ang-2蛋白电泳灰度值比较

注：Co:空白对照组；mimic:miR-221-3p mimic组；mimic NC: miR-221-3p mimic NC组；

inhibitor: miR-221-3p inhibitor组；inhibitor NC：miR-221-3p inhibitor NC组 。*:与 co组或

NC组相比，P＜0.05（n=3）

Ang-2 在不同物种中具有保守的结合位点（图片来源于 targetscan 7.2）
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miR-221-3p与 Ang-2 的结合位点

图 7 targetscan 7.2预测 miR-221-3p与 Ang-2 结合

2.4 缺氧条件下过表达 miR-221-3p抑制人心脏微血管内皮细胞增殖

CCK-8实验结果显示：在缺氧条件下 miR-221-3p mimic组 OD值在 12~72h

均较对照组低，差异有统计学意义（其中 72h P＜0.05, 其余时间点 P＜0.01）。

在缺氧条件下 miR-221-3p inhibitor组 OD值在 12~72h均较对照组高，差异有统

计学意义（P＜0.01）（见表 1）。增殖曲线（见图 8）。

表 1 缺氧条件下 miR-221-3p对 HCMEC增殖的影响

组别

OD值（XS）

12h 24h 36h 48h 72h

空白对照组 0.3960.006 0.4800.004 0.5630.002 0.6440.003 0.7300.005

mimic 0.3810.000## 0.4500.002## 0.5270.005## 0.6070.004## 0.7170.004#

mimic NC 0.4070.004 0.4840.005 0.5750.003 0.6530.002 0.7400.004

Inhibitor 0.4210.002** 0.5020.002** 0.6020.005** 0.6760.004** 0.7700.007**

Inhibitor NC 0.3950.002 0.4810.003 0.5630.005 0.6430.004 0.7460.004

注：*/#:与空白对照组及NC组比较，P＜0.05; **/##:与空白对照组及NC组比较P＜0.01（n=3）
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图 8缺氧条件下转染 miR-221-3p模拟物和抑制剂后 HCMEC的增殖曲线

2.5 缺氧条件下过表达 miR-221-3p抑制人心脏微血管内皮细胞成管

细胞成管实验结果显示：在缺氧条件下过表达 miR-221-3p导致细胞管腔形

成数减少，与对照组比较差异有统计学意义（P＜0.05）。在缺氧条件下转染

miR-221-3p抑制剂后导致细胞管腔形成数增多，与对照组比较差异有统计学意

义（P＜0.05）（见图 9）。

图 9 转染 miR-221-3p模拟物和抑制剂后 HCMEC成管数

注：*:与对照组比较，P＜0.05 ;**:与对照组比较 P＜0.01 (n=5)
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2.6 缺氧条件下过表达 miR-221-3p抑制人心脏微血管内皮细胞 CD34、

IGF1R、IGF-2、VEGFR2蛋白的表达

Western-blot结果显示,缺氧条件下过表达 miR-221-3p可致 CD34、IGF1R、

IGF-2、VEGFR2蛋白表达水平减少，与对照组比较差异有统计学意义（P＜0.05）。

缺氧条件下转染 miR-221-3p抑制剂后 CD34、IGF1R、IGF-2、VEGFR2 蛋白表

达水平升高，与对照组比较差异有统计学意义（P＜0.05）（见图 10）。
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图 10 转染 miR-221-3p模拟物和抑制物后 CD34、IGF1R等蛋白电泳灰度值比较

注：*:与空白对照组或 NC组比较，P＜0.05（n=3）

2.7 Ang-2质粒转染效果鉴定

转染 Ang-2质粒后，qPCR结果显示：Ang-2 质粒组 Ang-2 mRNA表达量较

空载组和阴性对照组高，差异有统计学意义（（P＜0.05）。（见图 11）此结果表

明 Ang-2质粒转染效果良好。

图 11 转染 Ang-2 质粒后 Ang-2 mRNA相对表达量比较

注：*:与空载质粒组或阴性对照组比较，P＜0.05（n=3）
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2.8 缺氧条件下过表达 Ang-2促进人心脏微血管内皮细胞 CD34、IGF1R、

IGF-2、VEGFR2 mRNA 的表达

转染 Ang-2质粒后，qPCR结果显示：CD34、IGF1R、IGF-2、VEGFR2 的

mRNA表达量 Ang-2质粒组较空载组和阴性对照组明显升高，差异有统计学意

义（（P＜0.01）（见图 12）。

图 12 转染 Ang-2 质粒后 CD34、IGF1R、IGF-2、VEGFR2 mRNA表达量比较

注：**:与空载组或阴性对照组比较，P＜0.01（n=3）

2.9缺氧条件下过表达 Ang-2促进人心脏微血管内皮细胞 CD34、IGF1R、

IGF-2、VEGFR2 蛋白的表达

转染Ang-2质粒后，Western-blot结果显示, Ang-2质粒组CD34、IGF1R、IGF-2、

VEGFR2 蛋白表达量较空载组和阴性对照组明显升高，差异有统计学意义（（P

＜0.01）（见图 13）。
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图 13 转染 Ang-2 质粒后 CD34、IGF1R等蛋白电泳灰度值比较

注：**与空载组或阴性对照组比较 P＜0.01（n=3）
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Figure 14． From: CD34 marks angiogenic tip cells in human vascular endothelial cell cultures.
Siemerink, Martin J.et al 2012 Angiogenesis.

图 14 表格图片来源于 Siemerink, Martin J.et al 2012, Angiogenesis.

3 讨论

新的血管生长是由尖端细胞(tip cells)引导的，这是一种由血管生成因子诱导

的内皮细胞转分化表型[40]。在众多外形和功能相似的内皮细胞中区分出早期的

尖端细胞是一项比较困难的工程，而根据一些特异性表达于尖端细胞的小分子

蛋白基因来鉴别尖端细胞和普通内皮细胞的方法是不错的选择。

CD34是一种表达于发育早期造血干细胞、小血管内皮细胞和胚胎成纤维细

胞的表面糖磷蛋白。CD34在原始的造血细胞上高水平表达，并且在失去体外形

成集落能力阶段的成熟造血细胞表面，其表达降低到不可检测的水平，常用于

造血祖细胞和干细胞的筛选[41]。CD34也可能参与造血祖细胞表型的维持[42]。静

止的内皮细胞向尖端细胞转变的过程是胚胎后血管新生过程的关键步骤，CD34

能否用于鉴别和标记尖端细胞？研究表明，CD34在一小群培养的内皮细胞中表

达，这些细胞能像体内的尖端细胞一样延伸丝状伪足[43]。Siemerink MJ 等人通

过分析比较 CD34阳性和阴性内皮细胞的全基因组 mRNA谱发现，CD34阳性细

胞富集与血管生成和迁移相关的生物学功能，而 CD34阴性细胞富集与增殖相关

的功能。此外，Siemerink MJ 等人还发现，在体外刺激下，CD34阳性细胞的数

量增加或减少，而对应的在体内尖端细胞数量分别增加或减少。因此，在培养

的血管内皮细胞中存在具有几乎所有已知尖端细胞特性的细胞，并且可以根据

CD34的表达分离出这些细胞[40]。

https://link.springer.com/article/10.1007/s10456-011-9251-z
https://link.springer.com/article/10.1007/s10456-011-9251-z
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胰岛素样生长因子（IGF）系统包含 IGF-1/2，IGF受体（IGFR），IGF结合

蛋白（IGFBPs）和 IGFBP水解酶的配体。IGF系统在各种疾病发展过程中起着

多种作用，因为 IGF通过调节 DNA转录广泛参与细胞增殖和分化[44]。在以 CD34

为标记物在人脐静脉内皮细胞(HUVECs)中鉴定了血管生成芽的尖端细胞后，

Schlingemann RO 团队最近还发现尖端细胞也存在于人微血管内皮细胞

(hMVECs)中，这是一种与血管生成更相关的内皮细胞类型，并且鉴定出胰岛素

样生长因子-2 (IGF-2)和 IGF-1受体(IGF1R)两个基因可作为新的尖端细胞特异性

基因[40]。

血管生成素 1（Ang-1）和血管生成素 2（Ang-2）都属于生长因子家族成员，

在血管生成过程充当重要作用。虽然 Ang-1和 Ang-2对 Tie-2受体具有相似的结

合亲和力，但它们对 Tie-2受体的激活作用相反。Ang-1与 Tie-2结合促进血管

生成，Ang-2似乎通过阻止 Ang-1与 Tie-2受体的结合而拮抗 Ang-1的功能[45-47]。

此外 Ang-2还可以通过结合整合素介导 Tie-2阴性内皮细胞的血管生成过程[47]。

Ang-1是血管成熟的关键因素，它介导内皮细胞的迁移，粘附和存活，而 Ang-2

破坏内皮细胞与血管周细胞之间的连接，与血管不稳定有关[45, 46]。在血管生成

小鼠模型中，Ang-2抗体不仅影响视网膜中央血管的重塑，它还影响了正在生长

的视网膜血管网络边缘的尖端细胞出芽。Ang-2抗体处理的小鼠幼鼠中的视网膜

的尖端细胞数量显著减少[47]。同样，Ang-2也被鉴定为尖端细胞的标记基因[48]。

本实验研究发现，过表达 miR-221-3p导致缺氧条件下人心脏微血管内皮细

胞 Ang-2 蛋白表达水平降低，抑制人心脏微血管内皮细胞的增殖和成管；转染

miR-221-3p抑制剂可以导致缺氧条件下人心脏微血管内皮细胞 Ang-2蛋白表达

水平升高，促进人心脏微血管内皮细胞的增殖和成管。本实验还检测了在 CD34

阳性和阴性内皮细胞中表达差异最明显的两个尖端细胞标记基因 CD34、

VEGFR2（见图 14）和最近鉴定的两个尖端细胞标记基因 IGF1R、IGF-2的蛋白

表达情况。过表达 miR-221-3p可导致缺氧条件下人心脏微血管内皮细胞 CD34、

IGF1R、IGF-2、VEGFR2蛋白表达水平降低，转染 miR-221-3p抑制剂可以导致

缺氧条件下人心脏微血管内皮细胞 CD34、IGF1R、IGF-2、VEGFR2蛋白表达水

平升高。并且,缺氧条件下过表达 Ang-2可以导致 CD34、IGF1R、IGF-2、VEGFR2

蛋白及 mRNA表达水平升高。因此,miR-221-3p可能靶向 Ang-2抑制缺氧条件下

人心脏微血管内皮细胞的不稳定和向尖端细胞的转化。targetscan 7.2靶点预测结

果也支持 miR-221-3p与 Ang-2的靶向关系（见图 7）。
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正常功能的新生血管可以滋养组织，而异常的血管生长是癌症以及缺血性

和炎性疾病的标志，有助于疾病的发展[11]。前者对心肌梗死后心功能的恢复是

有益的，然而异常血管的新生却会导致血管渗漏，组织缺氧和水肿加重。有研

究表明，连续血流左心室辅助装置患者 Ang-2 水平升高导致血管生成改变，并

与更高的非手术出血相关[49]。还有研究究表明，体外循环心脏手术后的微循环

灌注紊乱与 Ang-2 水平增加相关[50]。Seung-Jun Lee 等人的研究表明，Ang-2 在

小鼠心肌梗死边界区的内皮细胞中高表达，而且Ang-2可以通过拮抗Ang-1/Tie-2

信号转导诱导梗死边界区内皮细胞与周细胞脱离，他们还证明源自内皮细胞的

Ang-2可以拮抗内皮 Tie-2磷酸化，并通过加剧血管渗漏和微血管灌注不足而加

剧心脏缺氧和梗塞的进展[51]。

综上所述，心肌梗死急性期 miR-221-3p的上调对心肌梗死是有保护作用的，

其机制可能是 miR-221-3p靶向 Ang-2抑制心肌梗死后的异常血管新生，从而减

轻血管渗漏和微血管灌注不足。

4 结论

1、缺氧条件下 miR-221-3p可能靶向 Ang-2抑制心脏微血管内皮细胞向尖端

细胞转化。

2、心肌梗死后 miR-221-3p的上调对急性心肌梗死是有保护作用的，其机制

可能是 miR-221-3p靶向 Ang-2抑制心肌梗死后的异常血管新生，从而减轻血管

渗漏和微血管灌注不足。
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综 述

miR-221和心血管疾病相关性研究

杨青（综述） 郑振中（审校）

摘要：MicroRNAs(MiRNAs)是一种小的单链 RNA分子。虽然 miRNAs不能

像 mRNA一样翻译成蛋白质，但它们以只占人类基因组中的一小部分却调节超

过 30%的蛋白质编码基因。随着越来越多的 miRNAs 的发现，其生理和病理功

能也逐渐被揭示。然而，由于其调控靶点并不只有一个，有些 miRNA调控靶点

多达数十个甚至数百个，要充分了解它们的分子机制将是一个巨大的工程。虽

然在多数情况下其调控过程是由多种 miRNAs 共同完成的，但是单独的强化某

一种miRNA的表达已被证明对机体或疾病某一方面的病理生理过程的影响是突

出的。miR-221作为 miRNA的成员，目前的研究已经将其与癌症进展、炎症、

代谢紊乱、心脏病等联系起来。为了提高对它在心血管疾病中作用的认识，我

们有必要对其在心血管疾病中的作用进行系统综述。通过归纳、整合目前已经

发表的研究，我们发现它广泛参与心血管疾病的病理生理过程，与心力衰竭、

心脏瓣膜病、心肌梗死、肺动脉高压、糖尿病心血管并发症等心血管疾病联系

密切，其机制可能是参与动脉粥样硬化、心肌纤维化、血管生成和代谢紊乱的

过程。通过 Funrich3.13软件将已发表的研究中已经验证的 miR-221-3p靶基因集

合，然后富集分析，结果显示 miR-221-3p 主要与血管生成素受体-Tie2 通路、

AP-1转录因子网络、整合素激酶信号等通路有关，主要参与细胞通讯、信号转

导、核酸代谢、蛋白质代谢等生物学过程。miR-221可能是心血管疾病防治的重

要靶点。

关键词：miR-221/-3p ；miRNAs ；心血管疾病；

Abstract: MicroRNAs(miRNAs) are small single-stranded RNA molecules.

Although miRNAs cannot be translated into proteins like mRNA, they regulate more
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than 30% of protein-coding genes in a small proportion of the human genome. As the

number of microRNAs expands, the biological behaviour in which they are involved

is being revealed. However, since there is more than one regulatory target for miRNA,

and some regulatory targets can be as many as dozens or even hundreds, it will be a

huge project to fully understand its molecular mechanism. miR-221 is one of

miRNAs. Current research has linked it to cancer progression, inflammation, blood

disorders, heart disease and more. In order to improve the understanding of its role in

cardiovascular disease, it is necessary to conduct a systematic review of its role in

cardiovascular disease.By integrating existing published studies, we found that it is

widely involved in the pathophysiological process of cardiovascular disease, and is

associated with heart failure, valvular heart disease, myocardial infarction, pulmonary

hypertension, diabetic cardiovascular complications and other cardiovascular

diseases.The mechanism may be involved in the processes of atherosclerosis,

myocardial fibrosis, angiogenesis and metabolic disorders.The target genes of

miR-221-3p that have been verified in published studies were collected and then

enriched by Funrich3.13 software. It was found that miR-221-3p was mainly related

to the angiopoietic receptor-Tie2 pathway, AP-1 transcription factor network, integrin

kinase signaling and other pathways. It is mainly involved in cell communication,

signal transduction, nucleic acid metabolism, protein metabolism and other biological

processes. miR-221 may be an important target for the prevention and treatment of

cardiovascular diseases.

Key words: miR-221/-3p； miRNAs； cardiovascular disease；

MicroRNA (miRNAs)是一类内源性单链 RNA分子，长度约为 22个核苷酸。

它由最原始的 pri-miRNA(初级转录本)组成，由 Drosha 分离。主环基部附近的

RNase III 内切酶将两茎分离成长度约为 80 个碱基的 pre-miRNA (MicroRNA 前

体)，然后 pre-miRNA被 Dicer 消化成为长度约为 22个核苷酸的成熟 miRNA。

虽然 miRNAs是不能进一步翻译为蛋白质的小分子 RNA，但它们可以特异性结

合靶 mRNA，从而间接抑制转录后基因的表达。据报道，它只占不到人类基因

组的 16%，但却控制着不少于 30%的蛋白质编码基因[1]。miRNAs比 mRNA 更
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稳定，能够抵抗核糖核酸酶的作用，使其被认为能够作为某些疾病的生物标记

物[2-4]。miRNAs参与复杂的病理生理过程，与细胞信号转导、发育、增殖、分

化和死亡密切相关[5]。

miR-221定位于 X染色体，其 3p端碱基序列描述为 5 'agcuacauugucugcuggg

-uuuc3'，5p端 5 'accuggcauacaauguagauuucugu3'[6]。已有研究表明，miR-221/-3p

与心血管疾病密切相关。在这篇综述中，我们总结了它在心血管疾病中的作用

靶点(表 1)，并根据目前已发表的研究介绍了它在心血管和心血管相关疾病中的

作用，发现它广泛参与心血管疾病的调节。

1.miR-221与心血管疾病

1.1 miR-221与心力衰竭

慢性心力衰竭常伴有心脏结构和功能的改变，导致各种心力衰竭症状。

microRNAs 在心肌肥厚和纤维化中发挥重要作用，受到人们的广泛关注。

miR-221在心肌肥厚患者的组织中上调[7-9] 。体外通过转染 miR-221模拟物而过

表达 miR-221会增大心肌细胞的大小[7] 。过表达 miR-221导致小鼠出现心功能

不全和心力衰竭[10]。它还被认为可作为评价 HOCM心肌肥厚和纤维化[9]的生物

标志物，并与心脏肥厚[8]患者猝死风险相关，可能是心肌肥厚新的干预靶点[7]和

心力衰竭的治疗靶点[10]。
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表 1 miR-221在心血管疾病中的相关靶点

疾病/病理 组织/细胞 靶点 作用 参考文献

糖尿病心肌病 老鼠心脏 p27 加剧疾病进展
Qian, L.B., et al

（2017）29

肺动脉高压
肺/肺动脉平滑肌细

胞（老鼠和人)
AXIN2 促进细胞增殖

Nie, X., et al

(2019)

动脉粥样硬化 人脐静脉内皮细胞 AdipoR1 调节内皮炎症反应
Chen, C.F., et al

(2015)

动脉粥样硬化 血管内皮祖细胞 PAK1 抑制 EPCs增殖
Zhang, X., et al

(2013)

动脉粥样硬化 RAW264.7巨噬细胞 ADAM22
抑制 ox‐LDL诱导的

泡沫细胞形成

Zhuang, X., et al

（2019）

脂质代谢疾病 脂肪细胞 ANGPTL8
调节脂肪细胞中

ANGPTL8 的表达

Mysore, R., et

al(2017)

血管生成 斑马鱼胚胎
PIK3R1 和

CDKN1b
促进的尖端细胞行为

Nicoli, S., et

al(2012)

GATA2-缺失

性血管疾病
人脐静脉内皮细胞

ICAM1和

ETS1
抑制血管生成

Hartmann, D., et

al (2016)

血管生成 人脐静脉内皮细胞 ZEB2
上调 GAX /抑制血管

生成

Chen, Y., et al

(2010)

1.2 miR-221与心肌梗死

心肌梗死(MI)病理定义为心肌缺血时间延长(心肌供氧不足)，导致心肌细胞

死亡[11]。急性心肌梗死(AMI)的死亡率在过去是很高的，但在最近几十年，新的

和有效的治疗方法的引进大大降低了急性冠状动脉综合征(ACS)的住院死亡率。

因此，急性心肌梗死的早期发现和及时治疗，取决于如何更早、更准确地作出

诊断。科学家们正试图将他们的研究转向比 mRNAs 更稳定的 microRNAs。

microRNAs 被定义为冠状动脉疾病 (CAD)诊断的有前途的生物标志物 [12]。

Sanlialp M和 Jia QW等人发现，冠心病患者的循环中miR-221水平低于对照组[12,

13], 但Ward JA等人表明在急性冠脉综合征患者中显著增高[14, 15]，与肌钙蛋白、

GRACE和 Synthax评分正相关[14]，血液中 miR-221-3p可作为急性心肌梗死早期

预测的新标志物[14]。此外，Jia QW等人证明血液中低水平 miR-221是冠心病的
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一个潜在危险因素[13]，与冠心病患者的高发病率风险增加有关[16]。miR-221在心

肌梗死后的治疗和心功能保护中也发挥着重要作用。干细胞治疗心肌梗死是一

种很有前途的新治疗方法。miR-221等 microRNAs可以提高移植心脏祖细胞的

着床率和治疗缺血性心脏病的疗效[17]。miR-221还可以增强心肌细胞的存活，降

低远端心肌梗死面积和梗死范围，保护心肌梗死后的心功能[18]。

1.3 miR-221与心脏瓣膜病

瓣膜病的主要病因是瓣膜病变的年龄相关性钙化和遗传性或先天性病变。

瓣膜性疾病药物治疗效果有限，主要依靠手术治疗。一些研究通过分析

microRNA 的表达谱，探索新的治疗方法[19-21]。进展期主动脉瓣病变的 miRNA

表达谱与对照组有显著差异，其中 miR-221-3p在主动脉瓣狭窄患者的瓣膜组织

中上调[19]。主动脉瓣二瓣化(BAV)是最常见的先天性主动脉瓣畸形，与升主动脉

功能障碍和扩张有关。miR-221-3p的表达受主动脉扩张程度的调节，主动脉扩

张严重时 miR-221-3p水平升高[20] 。风湿性心脏病患儿外周血的 microRNA表达

谱与正常儿童也存在差异，miR-221-3p的表达水平低于对照组[21] 。这些研究表

明 miR-221-3p的表达水平与瓣膜病相关，但具体机制尚未进一步研究。

1.4 miR-221与病毒性心肌炎

病毒性心肌炎(viral myocarditis, VM)是由柯萨奇病毒、腺病毒、流感病毒等

感染引起的一种直接或间接的心脏炎症性损伤疾病。它是年轻人心力衰竭和心

源性猝死的重要原因，也是扩张型心肌病的原因。关于 miR-221与病毒性心肌

炎的研究较少，目前只发现了一项相关研究。结果显示，在柯萨奇病毒 B3 (CVB

3)引起的急性 VM 中，miR-221 和 miR-222 水平显著升高，抑制 miR-221/-222

可增加心肌病毒载量，延长病毒状态，严重加重心脏损伤和炎症。miR-221/-222

参与心脏病毒感染的抗病毒和炎症免疫反应[22]。

1.5 miR-221与肺动脉高血压

肺动脉高压定义为静息状态下，右心导管测量的肺动脉平均压≥25mmHg [23]。

2008年世界卫生组织第四届肺动脉高压会议将肺动脉高压分为动脉性肺动脉高
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和迁移[25, 26]。miR-221-3p或 miR-221在 PAH患者[26] 或在肺动脉高压右心室肥

厚大鼠模型中表达上调[27]。miR-221在肺气道发展中发挥重要作用，抑制miR-221

表达可使肺近端气道分支和远端气道分支增加，末端气道分支尖端变窄。

miR-221也参与肺血管床的发育，将 miR-221转染内皮细胞可以减缓内皮细胞的

迁移，过表达 miR-221抑制血管的发育，限制内皮细胞的投射[28]。

miR-221还调节肺动脉平滑肌细胞的增殖和迁移[25, 26]。miR-221靶向 AXIN2 轴

抑制蛋白 2 调节 PASMC 的增殖 [25]。 IncRNA-Ang362(INC-Ang362)通过促进

miR-221和 miR-222的表达调控人肺动脉平滑肌细胞的生物学功能[26]。

1.6 miR-221与糖尿病心血管并发症

糖尿病心血管并发症是糖尿病患者死亡的主要原因，其病理机制主要是心

肌病和内皮功能障碍[29]。miR-221在这一病理过程中发挥着重要作用。1型糖尿

病小鼠经血管紧张素 II (Ang II)治疗后，miR-221 的磷酸化水平升高，p27的表

达降低，而 p27 是 miR-221的直接靶点，可加重糖尿病引起的心功能障碍和肥

厚。Ang II 可通过激活 JKN/c-jun/miR-221轴和抑制下游自噬而加速小鼠糖尿病

早期心肌肥厚，这与 JNK/c-jun的激活和随后 miR-221介导的自噬抑制有关。这

提示 miR-221可能是糖尿病性心肌病(DCM)的治疗靶点[29]。

miR-221也与糖尿病内皮功能障碍相关[30, 31]。miR-221在糖尿病视网膜病变

(DR)患者内皮祖细胞(EPCs)中的表达高于无 DR患者[30]。在高血糖条件下，可以

诱导人脐静脉内皮细胞(HUVECs)中 miR-221 表达增加，从而导致 c-kit 抑制和

HUVECs迁移损伤。调控 miR-221-c-kit通路可能是治疗糖尿病患者血管功能障

碍的新策略。[31]

此外，糖尿病还伴有动脉 miR-221/222 表达升高，可促进内膜增厚[32]。

miR-221 下调抑制糖尿病巨噬细胞条件培养基(DM-MCM)诱导的血管平滑肌细

胞增殖[33]。

压(pulmonary arterial hypertension, PAH)、左心疾病引起的肺动脉高压、肺部疾病

和 /或缺氧引起的肺动脉高压、慢性血栓栓塞性肺动脉高压 (chronic 

thromboembolic pulmonary hypertension, CTEPH)和多因素机制不明的肺动脉高

压。PAH是指孤立的肺动脉压力的增加,而左心房及肺静脉的压力是正常的,这主

要是由于肺小动脉本身，和不伴有引起肺动脉高压的慢性呼吸道疾病,慢性血栓

栓塞疾病和其他未知因素[24]。肺动脉高压的特征是肺动脉平滑肌细胞过度增殖



综述

46

1.7 miR-221与妊娠期心血管并发症

妊娠并发症可引起孕妇外周血和胎盘组织中 miRNA表达谱的变化。在需要

34周提前终止妊娠的先兆子痫和宫内生长受限妇女血液中 miR-221-3p下调[34]。

妊娠期高血压与miR-221-3p上调相关[35]。miR-221-3p在子痫前期胎盘组织[36] 还

有脐带血[37] 中表达下调。过表达miR-221-3p可促进滋养细胞(htr-8 /SVneo细胞)

的生长、侵袭和迁移，负向调节htr-8 /SVneo细胞中THBS 2的表达[36]。miR-221-3p

在孕妇产后第一年内血浆表达下降，而其他在产后表达有显著差异的 miRNA在

产后一年内基本消失。miR-221-3p表达的持续差异可能与持续性产后炎症有关

[38]。

1.8 miR-221与其他血管疾病

miR-221也参与多种血管疾病，如血管术后再狭窄[39, 40]，胸、腹主动脉瘤[41,

42], 和下肢动脉硬化闭塞症[43]。

大鼠颈动脉血管成形术后，miR-221在血管平滑肌细胞(VSMC)中表达上调，

miR-221和 miR-222通过靶向 p27(Kip 1)和 p57(Kip 2)介导 VSMC的生长。相反，

敲除 miR-221和 miR-222可以抑制血管平滑肌细胞的增殖和血管成形术后新内

膜的形成[39]。透析患者介入血管成形术后再狭窄组织中 miR-221表达上调，血

管成形术后 2天血液循环中 miR-221水平显著升高[40]。

胸主动脉瘤和腹主动脉瘤的 miRNA表达谱不同，miR-221在胸主动脉标本

中表达上调，而腹主动脉中 miR-221水平与对照组无差异，且 miR-221 参与了

人胸主动脉的发育[42]。有趣的是，miR-221水平在大鼠腹主动脉瘤模型中却是上

调的[41]。

有研究表明，miR-221 基因海绵治疗在体外可显著降低 miR-221 在 VSMC

中的表达，抑制移植静脉内膜增生，可能为预防静脉移植失败提供一种新的基

因治疗方法[44]。
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2. miR-221介导心血管疾病的机制

2.1 miR-221在动脉粥样硬化中的作用

动脉粥样硬化与循环 miRNA 的变化有关[45, 46]，在不同位置的循环 miRNA

也有差异。miR-221-3p包含在这些不同动脉粥样硬化疾病位点的常见 microRNA

谱中[46]，并且 miR-221-3p与动脉粥样硬化相关[45]。在动脉粥样硬化斑块发展的

不同阶段，miR-221的表达水平也存在差异。miR-221在动脉粥样硬化斑块早期

显著下调[47]，而与健康血管组织相比，动脉粥样硬化斑块中miR-221表达上调[48]。

内皮细胞、血管平滑肌细胞和泡沫细胞在动脉粥样硬化过程中发挥重要作用。

miR-19b /221/222可引起人主动脉内皮细胞(HAECs)的线粒体功能障碍，并通过

靶向抑制过氧化物酶体增殖物激活受体γ辅激活物 1α(Pgc-1) [49]。miR-221/222通

过靶向 ETS1间接调节内皮细胞炎症分子的表达[50]，其中，miR-221单独靶向脂

联素受体 1 (AdipoR1)，抑制其抗动脉粥样硬化作用，从而调节内皮细胞的炎症

反应[51]。既往研究表明，内皮祖细胞(EPCs)在内皮细胞修复中发挥重要作用，

miR-221通过靶向 PAK1抑制内皮祖细胞增殖，从而促进动脉粥样硬化[52]。也就

是说，miR-221可以通过抑制内皮细胞修复途径促进动脉粥样硬化。

此外，来源于人主动脉平滑肌细胞(HAoSMCs)的外泌体 miR-221/222也可以

通过 PTEN/Akt信号通路影响内皮细胞的自噬功能，从而影响动脉粥样硬化的进

展[53]。在血管平滑肌细胞(vascular smooth muscle cells, VSMC)的研究中，脂肪组

织分泌的 miR-221-3p 可被 VSMCs吸收，进而促进其增殖和迁移，介导血管重

建[54]。miR-221/222也在 VSMCs的钙化调节中发挥作用，因为它调节细胞中无

机焦磷酸盐的水平[55]。另一项研究表明，miR-221-3p 还可以靶向金属蛋白酶

22(ADAM 22)抑制氧化低密度脂蛋白(ox-LDL)诱导的泡沫细胞的形成和凋亡[56]。

有趣的是，抗胆固醇药物可影响动脉粥样硬化患者 miRNAs的表达，如阿

托伐他汀、辛伐他汀和依折麦布，可降低 miR-221在患者中的表达[57]。阿托伐

他汀除了降低 miR-221/222水平外，还可增加患者循环内皮祖细胞的数量[58]。

2.2. miR-221 在心肌纤维化中的作用

许多心血管疾病最终会导致心肌纤维化，如酒精性心肌病、高血压、心肌
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梗死等。miR-221也与心肌纤维化密切相关。miR-221/222家族可能在超负荷导

致的心脏纤维化进程中发挥重要作用，它的表达与心肌纤维化程度负相关，其

机制可能是 miR-221/222的表达削弱了 TGF -β诱导的纤维信号转导[59]。酒精性

心肌病小鼠模型中 miR-221 的表达水平明显高于对照组。在酒精性心肌病中，

miR-221参与心肌纤维化的机制可能与 TGF-β和 PI3K/AKT信号通路有关，而外

源性 H2S治疗可降低 miR-221的表达水平，改善长期饮酒引起的心肌纤维化[60]。

由于 miR-221与心肌纤维化密切相关，Huang, D.et al分析了 42例肥厚性梗

阻性心肌病(HOCM)患者血浆和心脏组织中 microRNAs 的表达。结果显示，循

环 miR-221与心肌纤维化和心肌肥厚显著相关，循环 miR-221可作为 HOCM心

肌肥厚和心肌纤维化的生物标志物[9]。此外，在大鼠心肌梗死的实验模型中发现

miR-221具有心脏保护和抗纤维化作用。其机制是，miR-221可显著抑制心肌成

纤维细胞(cFBs)中 smad-3的磷酸化，而 smad-3在 TGF‑ β信号的激活导致纤维

化中发挥关键作用，miR-221还可降低α-SMA的表达和胶原蛋白的分泌[18]。

2.3. miR-221 与肥胖的关系

肥胖对新陈代谢和心血管的影响从儿童时期就开始了，所以预防应该尽早

开始[61, 62]。miRNAs在生命早期就开始调节代谢，研究表明，miRNAs不仅在肥

胖和正常体重女性的新生儿中表达情况不同[61]，肥胖儿童和瘦儿童也不一样[61,

63]，miR-221就是其中之一。除了母亲肥胖对儿童代谢紊乱的影响，其他研究表

明，产后过度喂养也是儿童肥胖的帮凶，因为产后过度喂养导致肝脏中 miR-221

过表达，影响 PI3K/AKT信号通路，导致胰岛素抵抗，这是肥胖的危险因素[64]。

miR-221-3p被发现在血管周围脂肪组织的细胞外囊泡中高度富集，可靶向降低

脂质代谢关键调控因子 ANGPTL8蛋白 [54, 65]。

2.4. miR-221 与内皮细胞和血管生成的关系

miR-221是内皮细胞中高表达的 miRNAs之一，被认为与内皮细胞的增殖、

迁移和血管生成密切相关[66-76]。关于 miR-221在血管生成中的作用和机制的看法

并不一致，或者应该说不是很清楚。在一项斑马鱼的研究中，miR-221与血管生

成过程中起重要作用的尖端细胞的活性密切相关，它的缺失导致斑马鱼胚胎的

尖端细胞无法分裂，最终导致胚胎血管发育的缺陷。这可能是 miR-221靶向抑
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制新生内皮细胞中 PIK3R1和 CDKN1B的作用[66]。然而，在其他体外细胞研究

中，miR-221被认为可以抑制内皮细胞的活性[68, 70-72, 76]，甚至是对内皮细胞起到

稳定和保护作用[67, 73]。miR-221/222通过靶向 ETS-1和 p21降低氧化低密度脂蛋

白(ox-ldl)介导内皮细胞死亡[67]。虽然 miR-221/222属于同一家族，但它们的靶点

不同，有研究表明，miR-221和 mir-222分别靶向 ETS-2和 ETS-1抑制内皮细胞

迁移从而起到抗血管生成的作用[74]。此外，miR-221可以靶向 PIK3R1调节内皮

细胞和内皮祖细胞之间的血管生成活性[76]。miR-221的表达与转录因子 GATA2

相关。GATA2的沉默会增加 miR-221的表达，从而靶向血管生成基因子 ICAM 1

和 ETS-1的表达，从而抑制血管生成[68] 。miR-221也可以通过下调 ZEB2 来增

加抗血管生成的同源盒基因 GAX的表达，从而抑制血管生成[71]。另外，miR-221

和 mir-222还可以通过调节干细胞因子(SCF)及其受体 c-kit水平来调节体外血管

生成过程[69]。

2.5. miR-221 与体育锻炼

个体化、科学合理的运动有益于健康[77]。MicroRNAs广泛参与代谢活动，

也受到运动的影响。运动训练后 microRNAs 表达水平的变化已被研究者发现

[77-82]。miR-221是众多受影响的 microRNAs之一。运动可以分为急性耗竭运动、

慢性耐力运动和规律运动，这些运动方式对心血管相关 microRNAs的影响是不

同的[77-79, 82]。急性运动诱导的 miR-221水平变化更大[78]。慢性耐力训练可以上

调 miR-221，急性运动则下调 miR-221[77], 而在规律的运动中，miR-221也被上

调[82]。运动引起的 microRNAs的变化水平也与受试者的肥胖程度有关，肥胖患

者的 microRNAs在运动后变化更大[81]。miR-221的变化也与运动能力指标显著

相关[77]。在心力衰竭小鼠模型中，有氧运动后 17个 miRNAs，包括 miR-221，

显著升高，而且结果表明有氧运动降低了心脏重构和改善心功能[83]。分析这些

显著改变 miRNAs 的靶基因，揭示了这些 miRNAs参与了多种基因和不同生物

通路的调控。可以想象，这些 miRNAs对心血管系统有重大影响。[82]
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表 2 miR-221-3p 在疾病中作为生物标志物

疾病 样本
表达水平(与

对照组比较)
生物标记 参考文献

急性心肌梗死 血浆 上调 早期预测 Coskunpinar, E., et al 2016

围手术期患者情

绪低落
血清 上调 早期预测 Feng, J et al 2019

乳腺癌 肿瘤组织 上调 诊断和预判病情 Abak, A et al 2018

前列腺癌 肿瘤组织 上调 预判病情 Kristensen, H. et al 2016

转移性肾细胞癌 肿瘤组织 上调
抗血管生成药物反

应的预测
Garcia-Donas, J. et al 2016

胰腺癌
肿瘤组织和

血液
上调 诊断和预判病情 Li, F. et al 2018

肝细胞癌 肿瘤组织 上调 预测肝细胞癌进展 de Conti, A. et al 2017

甲状腺乳头状癌 血清 上调 甲状腺癌复发 Rosignolo, F. et al 2017

宫颈鳞状细胞癌
宫颈鳞状细

胞癌外泌体
上调 诊断 Wu, X.G. et al 2019

弥漫大B细胞淋

巴瘤
肿瘤组织 下调或不变 分级

Larrabeiti-Etxebarria, A. et

al 2019

免疫性血小板减

少症
血浆 上调 诊断和预后 Garabet, L. et al 2019

支气管哮喘
上皮脱落细

胞和痰液
下调

哮喘的气道嗜酸性

炎症反应
Zhang, K. et al 2018

苯中毒 血浆 下调 暗示苯暴露 Liu, Y. et al 2016
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图 1 miR-221-3p靶基因生物通路分析

图 2 miR-221-3p靶基因生物学过程分析
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图 3 miR-221-3p靶基因表达定位分析

讨论

miR-221/-3p在心血管疾病中起着非常重要的作用。它与心力衰竭、心脏瓣

膜病、心肌梗死、肺动脉高压、糖尿病心血管并发症等心血管疾病联系密切。

其机制可能是参与动脉粥样硬化、心肌纤维化、血管生成和代谢紊乱的过程。

由于 miRNAs的调控机制涉及到一个大的网络，目前包括 miR-221/-3p在内

的 miRNAs的完整机制尚不清楚。在目前对 miRNAs的研究中，许多科学家倾

向于将其作为诊断或鉴定疾病的标记物。同样，miR-221-3p也被报道作为急性

心肌梗死早期诊断的生物标志物[14]。然而，我们发现 miR-221-3p在其他疾病中

也有作为生物标志物的报道(表 2)。不仅如此，还有药物[57, 58]、运动也可以影响

miR-221的表达水平[77, 78, 83]。因此，在将来的临床应用中应该个体化考虑、准确

的评估。

miR-221在血管生成的体外研究中被认为具有抑制血管生成的作用，但有报

道称，miR-221是斑马鱼胚胎血管生成过程中促进血管生成的必要且重要的调节

因子[66]。在肿瘤研究中，miR-221被认为在肿瘤的侵袭和转移中具有促进淋巴管
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生成和肿瘤转移的作用[84]。因此，在脉管生成和心血管调节机制方面，miR-221

可能涉及一个有待发现的更大的调控网络。

通过 Funrich3.13软件将已发表的研究中已经验证的miR-221-3p靶基因集合，

然后富集分析，我们发现 miR-221-3p 主要与血管生成素受体-Tie2 通路、AP-1

转录因子网络、整合素激酶信号等通路相关（见图 1）；主要参与细胞通讯、信

号转导、核酸代谢、蛋白质代谢等生物学过程（见图 2）；主要表达于血管、支

气管肺泡灌洗液、前列腺、黄体和子宫、皮肤癌和恶性胶质细胞瘤等（见图 3）。
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