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miR-506与 PI3K/AKT通路在自发性高血压大鼠心脏重构中的作用 *
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（西安交通大学第一附属医院心内科 陕西西安 710061）

摘要 目的：探讨 miR-506和 PI3K/AKT信号通路在自发性高血压大鼠心脏重构中的作用。方法：将 12只雄性自发性高血压大鼠

(Spontaneous Hypertension Rat, SHR)随机分为 2组，每组 6只。分别为 SHR模型组和治疗组（卡托普利，30 mg·kg-1），6只健康

WKY大鼠作为空白对照组。SHR模型组和空白对照组灌胃等体积生理盐水，连续给药 8周，采用尾动脉测压法测定给药前后各

组大鼠血压，采用 qRT-PCR法检测各组大鼠心肌 miR-506表达量，并检测大鼠心肌组织中 SOD和 GPx mRNA表达水平，免疫印

迹检测大鼠心肌中 p-PI3K和 p-AKT的蛋白表达量。结果：SHR模型组血压为（184.79± 3.35）mmHg，与空白对照组比较显著升高

（P<0.05），治疗组血压为（133.57± 1.43）mmHg，与 SHR模型组相比均显著降低（P<0.05）。SHR模型组大鼠心肌中 miR-506、SOD、

GPx 的 RNA相对表达量分别为（0.36± 0.05）、（0.27± 0.04）和（0.32± 0.02），与空白对照组比较显著降低（P<0.05），而 p-PI3K、

p-AKT蛋白水平显著降低（P<0.05），与 SHR模型组比较，治疗组大鼠心肌中 miR-506以及 SOD、GPx的 RNA水平显著升高

（P<0.05），p-PI3K、p-AKT蛋白水平显著升高（P<0.05）。结论：在卡托普利治疗高血压的过程中，miR-506可能通过抑制 PI3K/AKT

信号通路提高机体的抗氧化能力促进 SHR心脏重塑。

关键词：自发性高血压；miR-506；氧化应激；PI3K/AKT通路

中图分类号：R-33；R544.1 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2018）19-3607-05

The Effects of miR-506 and PI3K/AKT Pathway in Cardiac Remodeling of
Spontaneous Hypertensive Rats*

To investigated the effects of miR-506 and PI3K/AKT Pathway in cardiac remodeling of spontaneous hy-

pertensive rats. 12 male SHR rats were randomly divided into 2 groups (6 in each group) included SHR model group and treat-

ment group (captopril, 30 mg·kg-1). 6 WKY rats were regard as blank control group. SHR model group and blank control group were giv-

en equal volume of normal saline. The rats were treated for eight weeks. The blood pressure before and after the experiment was mea-

sured by tail artery measurement. The expression of miR-506, SOD and GPx mRNA in myocardium of rats was detected by qRT-PCR

and the expression of p-PI3K and p-AKT protein was detected by western blotting. The blood pressure of the SHR model group

(184.79± 3.35 mmHg) was significantly higher than that of the blank control group (P<0.05). The blood pressure of the treatment group

(133.57± 1.43 mmHg) was significantly lower than that of the SHR model group (P<0.05). Compared with the blank control group, the

RNA levels of miR-506 (0.36± 0.05), SOD (0.27± 0.04) and GPx (0.32± 0.02) in the myocardium of the SHR model group were signifi-

cantly decreased (P<0.05), and the levels of p-PI3K and p-AKT protein were significantly increased (P<0.05). Compared with the SHR

model group, the levels of miR-506, SOD and GPx mRNA in the myocardium were significantly increased (P<0.05), and the levels of

p-PI3K and p-AKT protein were significantly decreased in treatment groups (P<0.05). miR-506 may promote the progress of

cardiac remodeling by improving the antioxidant capacity of the myocardium through inhibition of PI3K/AKT pathway.
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前言

高血压是指以动脉血压增高为主要特征，伴有心、脑、肾等

器官的功能性损害的临床综合征[1]。高血压是心脑血管病最主

要的危险因素[2]。全球共有 11亿人患有高血压，高血压发病率

增高的原因是人口增长以及人口老年化[3]。调查结果显示，中国

是高血压第一大国，有 2.26亿人患有高血压[4]。近年来研究表

明，高血压诱导动脉损伤和炎症导致动脉硬化和心肌纤维，是

导致高血压心肌病变的病理基础，而 microRNA (miRNA)通过

调控靶基因和信号通路参与心肌纤维化等心血管疾病的发生
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发展[5]。miR-506是一种重要的 miRNA，研究表明 miR-506对

人的胃癌、卵巢癌细胞有抑制作用[6,7]。目前 miR-506对高血压

的保护还未见报道，因此本实验探讨 miR-506对自发性高血压

大鼠心肌组织保护作用及其机制，为心血管疾病的诊断和治疗

提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验试剂

P-PI3K和 p-AKT抗体（美国 CST公司），cDNA合成试剂

盒和 SYB Green荧光定量 PCR试剂盒（宝生物工程大连有限

公司），miR-506引物、miRNA荧光定量试剂盒（北京天根生化

科技公司），Trizol试剂（美国 Thermo公司）。

1.2 实验动物与分组

选取 12周龄雄性 SHR 30只和相同周龄健康 Wistar-Ky-

oto strain（WKY）大鼠 6只，体重（200~250 g），购于北京维通利

华，许可证号：SCXK（京）2016-0006。所有的 SHR随机分为 2

组，每组各 6只，即 SHR模型组和治疗组（卡托普利，30 mg·

kg-1）。6只WKY大鼠作为空白对照组。空白对照组和模型组大

鼠给予等体积的生理盐水，给药时间持续 8周。

1.3 血压的测定及质量控制

血压测定实验区域恒温（25± 2）℃、恒湿（相对湿度 50%

~55%），实验室人员无走动，保持环境安静。采用无创尾动脉测

压仪分别测定实验前后 SHR和WKY大鼠血压。将安静状态

下的大鼠放入大鼠固定仪，将鼠尾套入无创血压测量仪，37℃

预热 10~15 min后，测定并记录各组大鼠尾动脉血压。每只大

鼠重复测量 3次，取三组数据的平均值。实验取收缩压为检测

指标，以 mm Hg表示。

1.4 荧光定量 PCR检测 miR-506含量

实验结束后，处死大鼠，迅速分离大鼠心肌组织放于液氮。

将分离的组织于液氮中充分研磨，加入适量的 Trizol试剂，提

取心肌组织的总 RNA，然后按照 miRNA第一链合成试剂盒说

明书将 RNA逆转录为 cDNA，按照 miRNA荧光定量 PCR试

剂盒说明书进行 PCR体系的配制（表 1）。以 U6为内参，检测

miR-506的相对表达量（2-△ △ Ct）。

1.5 荧光定量 PCR检测 mRNA的表达

按上述方法提取心肌组织的总 RNA，然后按照 cDNA合

成试剂盒说明书将 RNA逆转录为 cDNA，按照 SYBR Green

染料法荧光定量 PCR试剂盒说明书进行 PCR体系的配制，分

别设计超氧化物歧化酶（Superoxide Dismutase, SOD），谷胱甘

肽过氧化物酶（Glutathione peroxidase，GPx）和甘油醛 -3-磷酸

脱氢酶 (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH)荧

光定量 PCR引物（表 2）。以 GAPDH为内参，检测 SOD和 GPx

的相对表达量（2-△ △ Ct）。

表 1 qRT-PCR检测 miRNA引物序列

Table 1 The primer sequence of qRT-PCR

Name Sequence (5'-3')

miR-506
F: GCGGCTTTGTGCTTGATCTAA

R: GTGCAGGGTCCGAGGT

U6
F: CGCTTCGGCAGCCACATATACTA

R: CGCTTCACGAATTTGCGTGTCA

表 2 qRT-PCR扩增引物序列

Table 2 The primer sequence of qRT-PCR

Name Sequence (5'-3') Length (bp)

SOD F:CGGCTTCTGTCGTCTCCTTGC 159

R:AACTGGTTCACCGCTTGCCTT

GPx F:CGGACATCAGGAGAATGGCA 144

R:AGGAAGGTAAAGAGCGGGTG

GADH F:GATGCTGGTGCTGAGTATGRCG 200

R: GTGGTGCAGGATGCATTGCTCTGA

1.6 Western blot检测蛋白表达

取保存的大鼠心肌组织，加入液氮碾磨匀浆组织，加入蛋

白提取液充分裂解后离心，然后取上清液作为心肌组织总蛋

白。采用 BCA蛋白测定试剂盒方法定量检测大鼠心肌组织总

蛋白样品中的蛋白浓度；然后，分别将各蛋白样品稀释成相同

浓度，每个样品取适量总蛋白（30 滋g）处理后进行 SDS-PAGE

蛋白质电泳检测。电泳结束后将相应蛋白条带转移至 PVDF

膜，常温下 5%脱脂奶粉封闭 1 h处理。然后加入 1：300稀释的

一抗（p-PI3K，p-AKT，GAPDH），常温孵育 1 h。用 TBST 洗

PVDF膜 3次，每次 3~5 min；再加入 1:5000稀释的 HRP标记

的二抗，于室温下孵育 1 h，采用 TBST洗膜 5次，每次 3~5

min。避光下加入 ECL化学发光液显色，曝光后用 ImageJ2x软

件进行灰度值统计分析。

1.7 统计学处理

实验数据采用 SPSS19.0 软件进行分析，实验结果采用

(x± s)表示。多组间的比较采用单因素方差分析，两组间的比较

采用 t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果与分析

2.1 实验前后各组大鼠血压变化情况

大鼠血压的检测结果表明，药物处理前，治疗组

（（181.89± 3.50）mm Hg）与 SHR模型组（（181.53± 4.12）mm

Hg）大鼠的血压明显要高于WKY空白对照组（（118.52± 0.97）

mm Hg）大鼠的血压，差异具有统计学意义（P<0.05）；但治疗组
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（（181.89± 3.50）mm Hg）与 SHR模型组（（181.53± 4.12）mm

Hg）大鼠间的血压并无显著性差异（P>0.05）。药物处理结束后，

SHR模型组（（184.79± 3.35）mm Hg）大鼠血压明显高于WKY

空白对照组（（119.10± 1.41）mm Hg），治疗组（（133.57± 1.43）

mm Hg）大鼠血压显著低于 SHR模型组（（184.79± 3.35）mm

Hg）（P<0.05）。表明 SHR高血压模型成功，卡托普利有降低自

发性高血压大鼠血压的作用（表 3）。

Note: * P<0.05, compared with control group; #P<0.05, compared with SHR model group.

表 3 实验前后各组大鼠血压（收缩压）值(x± s，n=6)

Table 3 Comparison of blood pressure (systolic blood pressure) in each group (x± s, n=6)

Groups
Before the experiment

(12 weeks, mm Hg)

After the experiment

(20 weeks, mm Hg)

Control group 118.52± 0.97 119.10± 1.41

SHR model group 181.53± 4.12* 184.79± 3.35*

Treatment group 181.89± 3.50 133.57± 1.43#

2.2 各组大鼠心肌 miR-506水平的比较

为了研究 miR-506在自发性高血压大鼠心肌组织中的表

达水平，我们通过 qRT-PCR检测了大鼠心肌中 miR-506的含

量。QRT-CPR检测结果表明，与空白对照组（1.05± 0.06）比较，

SHR模型组（0.36± 0.05）大鼠心肌 miR-506 含量显著降低

（P<0.05），与 SHR 模型组比较，治疗组（1.42± 0.24）大鼠心肌

miR-506含量显著升高（P<0.05）（表 4）。

2.3 各组大鼠心肌 SOD和 GPx mRNA水平的比较

为了研究 miR-506抗氧化损伤的机制，我们通过 HE染色

检测了大鼠心脏组织形态，并通过 qRT-PCR检测了大鼠心肌

中 SOD和 GPx mRNA表达水平。HE结果显示，空白对照组大

鼠心肌细胞排列紧密有序，细胞核无畸形，SHR模型组大鼠心

肌细胞排列疏松、紊乱，与 SHR模型组相比，治疗组大鼠心肌

细胞细胞排列较紧密有序（图 1）。QRT-PCR检测结果表明，与

空白对照组比较，SHR模型组大鼠心肌 SOD（0.27± 0.04）和

GPx（0.32± 0.02）的 mRNA表达显著降低（P<0.05），与 SHR模

型组比较，治疗组大鼠心肌 SOD（0.49± 0.03）和 GPx（1.02±

0.02）mRNA表达显著升高（P<0.05）（表 5）。

Note: *P<0.05, compared with control group; #P<0.05, compared with

SHR model group.

表 4 QRT-PCR检测各组大鼠心肌miR-506表达水平(x± s，n=6)

Table 4 The expression of miR-506 in each group was detected by

qRT-PCR (x± s，n=6)

Groups miR-506 relative expression (2-△ △ Ct)

Control group 1.05± 0.06

SHR model group 0.36± 0.05 *

Treatment group 1.42± 0.24#

图 1 各组大鼠心脏组织形态结构（HE染色, 40×）

Fig.1 Cardiac tissue morphology in different groups (HE staining, 40× )

Note: *P<0.05, compared with control group; #P<0.05, compared with SHR model group.

表 5 QRT-PCR检测各组大鼠心肌 SOD和 GPx mRNA表达水平(x± s，n=6)

Table 5 The expression of SOD and GPx mRNA in each group was detected by qRT-PCR (x± s，n=6)

Groups SOD relative expression (2-△ △ Ct) GPx relative expression (2-△ △ Ct)

Control group 1.08± 0.07 1.07± 0.03

SHR model group 0.27± 0.04* 0.32± 0.02*

Treatment group 0.49± 0.03# 1.02± 0.02#
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2.4 大鼠心肌 P-PI3K和 p-AKT蛋白表达

采用Western-blotting法检测大鼠心肌匀浆组织中 p-PI3K

（0.12± 0.05）和 p-AKT（0.76± 0.02）的蛋白表达。结果显示，与

空白对照组比较，SHR模型组大鼠心肌 p-PI3K（0.37± 0.05）和

p-AKT（1.51± 0.02）蛋白表达显著升高（P<0.05），与 SHR模型

组比较，治疗组大鼠心肌 p-PI3K和 p-AKT蛋白表达显著降低

（P<0.05）（图 2）。

3 讨论

随着人口增长以及人口老年化，全球高血压发病率增高，

据统计，全球共有 11亿人患有高血压，且呈现逐年增长的趋势
[8]。高血压是指以动脉血压增高为主要特征，伴有心、脑、肾等器

官的功能性损害的临床综合征，是心脑血管病最主要的危险因

素[9]。因此，降低血压不再是治疗高血压病的唯一目标。各种能

够引起患者血压升高的危险因素，以及相关能够引发患者血压

升高的疾病均已被纳入高血压危险因素而作为综合征展开研

究。高血压是遗传因素和环境因素共同作用导致的一种疾病。

近年来，大量研究表明调节血压的受体和酶的基因多态性和

DNA甲基化水平是高血压发生的重要因素[10]。

MiRNA是一组非编码的内源性小分子 RNA，由大约 22

个核苷酸分子组成，可以通过与靶基因 mRNA 3'UTR的特定

位点碱基互补配对结合，抑制该蛋白的表达或诱导其 mRNA

的降解，从而参与基因的表达调控[11,12]。研究已经表明，miRNA

作为细胞中一类重要的调控分子，参与调控细胞增殖、凋亡、细

胞周期阻滞等多种过程 [13,14]。近年来，国内外大量研究表明

miRNA参与高血压和心血管疾病的发生发展[15,16]。有研究表明

miR-155能够抑制血管紧张素受体 ATR的表达，通过抑制血

管紧张素的功能达到降低血压的作用 [17]。也有研究表明，

miR-124能够抑制盐皮质激素受体的表达，通过减弱肾素 -血

管紧张素 -醛固酮系统从而降低血压[18]。

miR-506是 miR-506-514群的一员，位于细胞 X染色体，

可以发挥抑制肿瘤或促进肿瘤进展的作用，在多种肿瘤的发生

发展中发挥着不同的作用[19,20]。miR-506参与调控细胞增殖、凋

亡、细胞周期阻滞、细胞分化、上皮 -间质转化（Epithelial-mes-

enchymal transition，EMT）、细胞迁移和侵袭等生命过程，影响

肿瘤的发生发展[21,22]。miR-506 抑制 NF-kB p65 的表达，诱导

ROS的积累，进而激活抑癌基因 p53，从而杀死肺癌细胞[23]。

miR-506的高表达可以显著抑制食管癌细胞的增殖，这一作用

通过抑制 CREB1的表达实现，CREB1是食管癌中一类重要的

原癌基因，可以促进肿瘤的增殖和转移 [24]。有研究表明，

miR-506作用 hedgehog路径的转录因子 Gli3，诱导细胞周期阻

滞在 G1期至 S期的过渡时期, 从而抑制宫颈癌细胞的增殖和

转移 [25]。miR-506 可以通过转化生长因子 茁（TGF-茁）作用于
ROCK1，并使 ROCK1表达下降，从而阻止神经母细胞瘤向其

他组织器官侵袭和转移[26]。但是 miR-506在高血压中的作用还

未见报道，本研究发现 miR-506有降低 SHR血压，保护心肌组

织的作用，首次阐明了 miR-506在高血压中的作用。

氧化应激是体内活性氧介质（reactive oxygen species,

ROS）活性过强的一种状态，与高血压等血管疾病密切相关。在

高血压状态下，体内氧化平衡被打乱，SOD等抗氧化酶表达减

少，导致 ROS积累增多。此外，ROS能攻击生物膜中的不饱和

脂肪酸，引发脂质过氧化产物丙二醛（MDA）的增加，脂质过氧

化产物又能进一步加重氧化损伤[27]。本次实验结果表明，与空

白对照组相比，SHR模型组大鼠心肌中 SOD和 GPx的 mRNA

水平升高，表明自发性高血压可能与心肌氧化损伤有关。有研

究显示，miR-506具有促进抗氧化基因表达的功能，本次实验

结果与之一致。本研究显示，miR-506表达含量与 SOD和 GPx

的 mRNA水平相关，表明 miR-506能够通过抗氧化作用保护

高血压大鼠心肌组织，这可能与 miR-506降低血压的作用机制。

磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）家族参与多个细胞信号通路的

调节[28]。PI3K分为 A和 B两个亚型，是由 p85和 p110组成的

二聚体蛋白[29]。PI3K有两种激活方式，一是通过与连接蛋白或

者生长因子受体作用引起构象变化被激活，二是通过 p110与

ras结合而活化 PI3K[30]。PI3K/AKT信号通路是机体中普遍存

在的一条信号通路，参与细胞的粘附、增殖和迁移等多种生物

学功能[31]。近年来，PI3K/AKT信号通路在心血管疾病治疗方面

引起广大学者的关注。有研究表明 PI3K/AKT通路能够激活基

因转录，促进 HO-1的合成，提高细胞的抗氧化能力[32]。我们研

究发现，与空白对照组的大鼠相比，SHR 模型组大鼠心肌

miR-506表达水平显著降低，并且抗氧化酶基因 SOD和 GPx

的 mRNA水平以及 p-PI3K和 p-AKT蛋白表达明显降低，治疗

组大鼠心肌 miR-506,SOD 和 GPx RNA 水平升高，p-PI3K 和

p-AKT蛋白表达明显升高。因此我们推测 miR-506对自发性高

血压大鼠心肌的保护作用可能与 PI3K/AKT 信号通路以及

SOD、GPx的 mRNA表达有关。

图 2 各组小鼠心肌组织 p-PI3K和 p-AKT蛋白表达

Fig. 2 The expression of p-PI3K and p-AKT in the myocardium of rats in

each group

Note: *P<0.05, compared with control group; #P<0.05, compared with SHR model group.

表 6 Western blot检测各组大鼠心肌 p-PI3K和 p-AKT蛋白表达水平(x± s，n=6)

Table 6 The expression of p-PI3K and p-AKT in each group was detected by western blot (x± s，n=6)

Groups p-PI3K relative expression p-AKT relative expression

Control group 0.41± 0.08 1.48± 0.03

SHR model group 0.12± 0.05 * 0.76± 0.02 *

Treatment group 0.37± 0.05# 1.51± 0.02#
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综上所述，miR-506能够显著降低 SHR的血压，提高机体

抗氧化能力，抑制心肌血管内皮损伤，其机制可能与促进抗氧

化酶基因 SOD、GPx的 RNA表达和 PI3K/AKT信号通路有关。

本课题研究结果有助于了解 miR-506降压和保护心肌的分子

机制，为心血管疾病的诊断和治疗提供理论依据和实验基础。
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