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摘要 目的：探讨MicroRNA-495(miR495)对人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endothelial cells，HUVECs)中细胞间粘附分子

-1(intercellular adhesion molecule-1，ICAM-1)表达的影响。方法：体外分离培养 HUVECs，将 HUVECs铺至 6孔板中，待细胞融合

至 80 %时，将 miR495模拟物(miR495 mimics)、miR495 抑制剂(miR495 inhibitor)及其相应的对照 negative control(NC)、inhibitor

NC分别转染到 6孔板的 HUVECs中，于转染后不同时间点(12 h、24 h和 48 h)收集细胞进行 RNA及蛋白提取。荧光定量 PCR方

法检测 HUVECs中 miR495及 ICAM-1基因 mRNA表达。Western blotting检测 HUVECs中 ICAM-1蛋白表达。结果：(1)与 NC相

比较，miR495 mimics组中 miR495水平显著升高；与 inhibitor NC组比较，miR495 inhibitor组中 miR495表达明显下降。(2)与 NC

组比，miR495 mimics组明显降低 HUVECs中 ICAM-1的 mRNA及蛋白表达；与 inhibitor NC组比，而 miR495 inhibitor组能显著

增加 HUVECs中 ICAM-1的 mRNA及蛋白表达。结论：MiR495能降低 HUVECs中 ICAM-1基因 mRNA和蛋白表达。
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Effect of MicroRNA-495 on the Expression of ICAM-1 in the HUVECs*

To investigate the effect of microRNA-495 (miR495) on the expression of intercellular adhesion molecule-1

(ICAM-1) in human umbilical vein endothelial cells (HUVECs). HUVECs cells cultured in vitro were plated into 6-well plate,

when cells were grown to 80 %, miR495 mimics, miR495 inhibitor or negative control (NC), inhibitor NC was transfected into HUVECs.

At different time points after transfection (12 h, 24 h and 48 h), HUVECs were collected for RNA and protein extraction. The mRNA ex-

pressions of miR495 and ICAM-1 were examined using quantitative real time RT-PCR. ICAM-1 protein expression was examined using

western blotting. (1) Compared with NC group, miR495 expression was significantly higher in miR495 mimics group; Compared

with inhibitor NC group, miR495 expression was significantly decreased in miR495 inhibitor group. (2) Compared with NC, miR495 sig-

nificantly inhibited the mRNA and protein expressions of ICAM-1 in HUVECs; Compared with inhibitor NC, miR495 inhibitor signifi-

cantly increased the mRNA and protein expressions of ICAM-1 in HUVECs. MiR495 could affect ICAM-1 expression in

HUVECs.
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前言

动脉粥样硬化(atherosclerosis, AS)是遗传因素和环境因素

相互作用、相互影响的一种复杂病理过程，是许多心血管疾病

的发病基础[1-4]。血管内皮细胞功能障碍在 AS发病中具有重要

作用，当血管内皮细胞功能障碍时，单核细胞和内皮细胞发生

粘附，这些变化是 AS形成的始动环节[5,6]。细胞间黏附分子 -1

(intercellular cell adhesion molecule-1, ICAM-1)在淋巴细胞迁移

和活化中起重要作用，其表达异常是内皮细胞功能障碍的标志

之一，提示 ICAM-1在 AS的发病机制中起重要作用[7,8]。因此，

研究影响 ICAM-1表达的分子及相关机制，对于 AS的防治至

关重要。

MicroRNAs是一类序列保守的非编码 RNA，在 AS等心

血管疾病中发挥重要作用[9-12]。MicroRNA-495(miR495)在肿瘤

性疾病中研究的较为广泛，在胃癌及白血病的患者中 miR495

表达下调[13]。在胃癌细胞株中，过表达 miR495可以抑制胃癌细

胞株的增殖并促进其凋亡[14]，提示 miR-495在肿瘤细胞增殖和

凋亡中发挥重要作用。本室前期研究显示 miR495可通过抑制

靶基因 CCL2表达促进内皮细胞增殖并抑制内皮细胞凋亡，提

示 miR495在 AS发生发展中可能有重要作用[15]，然而，miR495
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对内皮细胞 ICAM-1表达的影响目前还尚不明确。本实验主要

探讨了 miR495过表达和低表达对内皮细胞 ICAM-1基因 mR-

NA和蛋白表达的影响，以期为深入阐明 AS发病机制提供线

索和依据。

1 材料与方法

1.1 人脐静脉内皮细胞 (human umbilical vein endothelial cells,

HUVECs)的培养

从新生儿脐带中分离并提取 HUVECs，具体分离方法如文

献所述[16]。用含有 10 %胎牛血清和生长因子的内皮细胞专用培

养基进行培养，显微镜下观察细胞状态。根据情况每隔 2-3天

更换新鲜培养液。本研究所用人标本家属均签署知情同意书，

并得到本院伦理委员会同意和批准。

1.2 HUVECs转染

将 HUVECs铺至 6孔板中，待细胞融合至 80 %左右时，应

用 HiPerFect transfection reagent转染试剂(Qiagen，德国)将不同

浓度(25、50 和 100 pmol)的 miR495 模拟物(miR495 mimics)，

miR495抑制剂(miR495 inhibitor)及其相应的阴性对照 negative

control (NC)及 inhibitor NC分别转染至 HUVECs中。MiR495

mimics、miR495 inhibitor、NC 及 inhibitor NC 均购买于上海吉

玛公司。每组设置 5个附孔，重复 3次。转染后不同时间点(12

h、24 h和 48 h)收集细胞并提取 RNA和蛋白。

1.3 荧光定量 PCR检测 miR495及 ICAM-1基因表达

应用 Trizol方法提取 HUVECs总 RNA，并对其浓度和纯

度进行检测。下载人 ICAM-1基因的 mRNA序列(NM_000201)

和茁-actin的序列，利用 NCBI primer blast网站设计 ICAM-1基

因荧光定量 PCR引物，序列送至北京华大公司合成，具体序列

见表 1。MiR495及其对照 U6基因引物购买于复能基因公司。

荧光定量 PCR 法检测 HUVECs 中 miR495 及 ICAM-1 基因

mRNA表达，基因表达量用 2-△ △ CT来表示[17]。

表 1 人 ICAM-1及 茁-actin基因荧光定量 PCR引物

Table 1 The primer sequences for human ICAM-1 and 茁-actin gene

Gene Forward primer Reverse primer

ICAM-1 CCGGAAGGTGTATGAACTG TCCATGGTGATCTCTCCT

茁-actin AGCGAGCATCCCCCAAAGTT GGGCACGAAGGCTCATCATT

1.4 Western blotting检测 HUVEC中 ICAM-1蛋白表达

应用蛋白裂解液(Thermo)裂解细胞 20 min，期间用漩涡振

荡器震荡 2-3次。将裂解物置于低温离心机中离心 15 min(4

℃、12000 rpm)，将上清转移至一新的 1.5 mL离心管中，为提取

的蛋白。采用BCA法对其浓度进行检测。SDS-PAGE胶对 40滋g
蛋白进行电泳。半干法转膜。使用 5 %脱脂奶粉进行封闭 1 h。

一抗使用 ICAM-1和 茁-actin抗体(Abcam，美国)，封闭过夜，次

日进行二抗孵育，最后应用 ECL对膜进行显影，暗室中压胶

片。对胶片进行扫描，并应用 Image-Pro Plus 6.0及 GraphPad

Prism 5软件进行灰度及统计学分析。

1.5 统计学处理

应用 GraphPad Prism 5软件对各组数据进行作图，应用

SPSS 23.0软件对各组数据进行统计处理，采用独立样本 t检

验对组间差异进行比较，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 HUVECs中 miR495的表达

将 miR495 mimics、miR495 inhibitor 及各自对照 NC、in-

hibitor NC分别转染至 HUVECs 48 h后，提取 RNA并通过荧

光定量 PCR法检测 miR495表达。结果显示：与 NC组比较，转

染 miR495 mimics组中 miR495表达明显增加，并随着 miR495

mimics浓度的增加而增加，当 miR495 mimics浓度为 100 pmol

时，miR495的表达量达到最大值，约为对照组的 13倍 (图 1

A)；与 inhibitor NC组相比较，miR495 inhibitor组中 miR495表

达明显下降，并随着 miR495 inhibitor浓度的增加而降低，当

miR495 inhibitor浓度为 100 pmol时，miR495表达量达到最低

值，为对照组的 0.235 倍(图 1 B)。因此，选择 100 pmol 作为

miR495 mimics和 miR495 inhibitor的后续实验浓度。

图 1 HUVECs中 miR495的表达

Fig.1 Expressions of miR495 in HUVECs

A indicates miR495 expression in HUVECs with miR495 mimics transfection. B indicates miR495 expression in HUVECs with miR495 inhibitor

transfection. **P<0.01(miR495 mimics vs. NC, miR495 inhibitor vs. inhibitor NC)
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2.2 MiR495对 HUVECs中 ICAM-1基因 mRNA表达的影响

与 NC组相比，miR495 mimics转染后 12 h，HUVECs中 I-

CAM-1基因 mRNA表达有降低的趋势，但无统计学差异。随

转染时间的延长，ICAM-1 表达逐渐降低，转染 48 h 时，

ICAM-1表达最最低，为 NC 组的 0.36倍(图 2 A)；与 inhibitor

NC组相比，miR495 inhibitor在转染 24 h后能增加 ICAM-1基

因表达，转染 48 h时 ICAM-1基因 mRNA表达最高，为 in-

hibitor NC组的 2.1倍(图 2 B)。

图 2 荧光定量 PCR检测 HUVECs中 ICAM-1基因mRNA表达

Fig.2 Expression of ICAM-1 mRNA in HUVECs was examined by quantitative PCR

A indicates ICAM-1 expression in HUVECs with miR495 mimics transfection at different point time (12 h, 24 h and 48 h). B indicates ICAM-1

expression in HUVECs with miR495 inhibitor transfection at different point time (12 h, 24 h and 48 h). *P<0.05 (miR495 mimics vs. NC, miR495

inhibitor vs. inhibitor NC), **P<0.01 (miR495 mimics vs. NC, miR495 inhibitor vs. inhibitor NC)

2.3 MiR495对 HUVECs中 ICAM-1蛋白表达影响

为进一步明确 miR495 对 HUVECs中 ICAM-1 表达水平

的影响，应用 western blotting方法检测 HUVECs转染 miR495

mimics, miR495 inhibitor后 48 h时 ICAM-1蛋白表达。结果发

现：与 NC组相比，miR495 mimics能明显抑制 HUVECs中 I-

CAM-1蛋白表达；相反，与 inhibitor NC组相比，miR495 in-

hibitor能显著增加 HUVECs中 ICAM-1蛋白表达(图 3)。

图 3 Western blotting检测 HUVECs中 ICAM-1蛋白表达

Fig. 3 Expression of ICAM-1 protein in HUVECs with miR495 mimics or miR495 inhibitor transfection

A indicates the western blotting for ICAM-1, B indicates the protein levels of ICAM-1. *P<0.05 (miR495 inhibitor vs. inhibitor NC), **P<0.01(miR495

mimics vs. NC).

3 讨论

内皮细胞功能异常在 AS等心血管疾病中具有重要作用。

氧化应激、炎症反应、高脂、高糖等许多病理因素均可引起内皮

细胞功能障碍及脂质代谢异常，引起粘附分子 ICAM-1、趋化因

子单核细胞趋化蛋白 -1及其他促炎因子等表达增加，进而导

致单核细胞浸润、脂质沉积，最终导致 AS[18-20]。在经高脂喂养的

ApoE-/-动物模型中，粘附分子 ICAM-1在斑块部位明显高表

达，并且主要在内皮细胞中表达。可溶性 ICAM-1在冠心病患

者血浆中表达较正常对照组明显增加，同时 ICAM-1表达的高

低程度可作为评价冠状动脉病变程度的一个指标[21]。上述研究

结果均表明 ICAM-1在 AS发生发展中发挥重要作用。因此，寻

找能影响内皮细胞中 ICAM-1表达的因素，对于 AS的防治至

关重要。

MiRNAs是一大类序列保守的小分子非编码 RNA，通过

调控靶基因的表达参与许多病理生理过程，包括心血管疾病、

肿瘤、炎症性疾病等[22-24]。MiR495在肿瘤性疾病中研究的较多，

miR495可以通过抑制靶基因表达参与对肿瘤细胞的增殖和凋

亡[25-27]。我们前期实验提示冠心病患者血浆中 miR495的表达

较正常对照人群明显降低，提示 miR495在 AS中可能具有重
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要作用。

本研究以 HUVECs作为内皮细胞模型，将 miR495 mim-

ics、miR495 inhibitor及各自的对照转染至 HUVECs中，荧光定

量 PCR及Western blotting检测检测各组 ICAM-1基因 mRNA

和蛋白表达以明确 miR495对 ICAM-1表达的影响。结果显示

miR495可显著抑制 HUVECs中 ICAM-1表达，表明 miR495

可能通过调控 HUVECs中 ICAM-1表达来参与 AS等心血管

疾病的发病，但具体机制尚不明确。前期我们通过双荧光素酶

报告基因实验以及细胞水平过表达和低表达实验证实 CCL2

是 miR495的直接下游靶基因，并且 miR495可通过抑制 CCL2

表达来促进 HUVECs增殖和抑制 HUVECs凋亡[15]；此外，我们

还发现过表达 CCL2后能显著增加 HUVECs中 ICAM-1的表

达 [28]，然而 miR495是否通过抑制 CCL2的表达来影响 HU-

VECs中 ICAM-1表达还不明确。因此，我们拟在细胞水平进一

步证实 miR495是否通过调控 CCL2 表达来抑制 ICAM-1 表

达。同时，由于 miR495下游靶基因有很多个，我们还将继续利

用生物信息学预测和筛选 miR495的其他下游靶基因，并进一

步证实两者对 HUVECs中 ICAM-1表达的影响。

综上所述，本研究证实 miR495可显著抑制 HUVECs中 I-

CAM-1表达，可能为防治 AS提供理论依据和新的思路策略。
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