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miR-19靶向 PTEN并介导 HMGB1影响小鼠动脉粥样硬化进程的
机制研究 *

徐敬轩 张 勖 杨 岩 邓国棋 栾新平△

（新疆医科大学第二附属医院神经外科 新疆乌鲁木齐 830028）

摘要 目的：探究 miR-19靶向 PTEN并介导 HMGB1影响小鼠动脉粥样硬化进程的机制研究。方法：SPF级 C57BL/6J ApoE-/-雄

性小鼠根据研究目的将实验小鼠分为对照组、AS模型组和 miR-19抑制剂组。通过 RT-PCR分析小鼠主动脉组织中 miR-19的

mRNA表达。通过蛋白印迹分析小鼠主动脉 PTEN、HMGB1和 AKT的蛋白表达。通过荧光素酶活性检测 miR-19a与 PTEN的靶

向关系。通过组织学和红油 O染色分析小鼠胸腹主动脉和主动脉窦中的 AS斑块面积。通过 RT-PCR分析小鼠主动脉主动脉弓内

膜中促炎细胞因子和趋化因子的mRNA表达。通过蛋白印迹分析主动脉弓内膜中 ICAM-1和 VCAM-1的蛋白表达。结果：AS模

型组 miR-19mRNA表达较对照组升高（P<0.05），miR-19抑制剂组 miR-19mRNA表达较 AS模型组降低（P<0.05）。AS模型组

PTEN蛋白表达较对照组降低，HMGB1和 AKT蛋白表达较对照组升高（P<0.05），miR-19抑制剂组 PTEN蛋白表达较 AS模型组

升高，miR-19抑制剂组 HMGB1和 AKT蛋白表达较 AS模型组降低（P<0.05）。AS模型组主动脉和主动脉窦的斑块面积较对照组
增加（P<0.05），miR-19抑制剂组主动脉和主动脉窦的斑块面积较 AS模型组减少（P<0.05）。AS模型组 TNF-琢、IL-茁、IL-6和
CXCL2的 mRNA表达较对照组升高（P<0.05），miR-19 抑制剂组 TNF-琢、IL-6、IL-茁 和 CXCL2 的 mRNA 表达较 AS模型降低

（P<0.05）。AS模型组 ICAM-1和 VCAM-1的蛋白表达较对照组升高（P<0.05），miR-19抑制剂组 ICAM-1和 VCAM-1的蛋白表达

较 AS模型组降低（P<0.05）。结论：miR-19通过靶向调控 PTEN表达激活 HMGB1/PI3K/Akt信号通路，这可能会促进 VSMCs的

异常增殖、迁移和炎症反应，有助于 AS的进展。
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Study on the Mechanism of miR-19 Targeting PTEN and Mediating HMGB1
to Affect the Process of Atherosclerosis in Mice*

To explore the mechanism of miR-19 targeting PTEN and mediating HMGB1 to affect the process of

atherosclerosis in mice. SPF grade C57BL/6J ApoE-/- male mice were divided into control group, AS model group and miR-19

inhibitor group. The mRNA expression of miR-19 in mouse aorta tissue was analyzed by RT-PCR. The protein expression of PTEN,

HMGB1 and AKT in mouse aorta was analyzed by Western blot. The targeting relationship between miR-19a and PTEN was detected by

luciferase activity. The area of atherosclerotic plaque in mouse thoracic and abdominal aorta and aortic sinus was analyzed by histology

and red oil O staining. The mRNA expression of proinflammatory cytokines and chemokines in the intima of the aortic arch of the mouse

aorta was analyzed by RT-PCR. The protein expression of ICAM-1 and VCAM-1 in the intima of the aortic arch was analyzed byWestern

blot. The expression of miR-19mRNA in the AS model group was higher than that in the control group (P<0.05), and the

miR-19mRNA expression in the miR-19 inhibitor group was lower than that in the AS model group (P<0.05). The expression of PTEN
protein in the AS model group was lower than that in the control group, the expression of HMGB1 and AKT protein was higher than that

in the control group (P<0.05), and the expression of PTEN protein in the miR-19 inhibitor group was higher than that in the AS model

group, the expression of HMGB1 and AKT protein in the miR-19 inhibitor group was lower than that in the AS model group(P<0.05).
The plaque area of the aorta and aortic sinus in the AS model group was higher than that in the control group (P<0.05), and the plaque
area of the aorta and aortic sinus in the miR-19 inhibitor group was lower than that in the AS model group (P<0.05). The mRNA expres-

sions of TNF-琢, IL-茁, IL-6 and CXCL2 in the AS model group were higher than those in the control group (P<0.05), and the miR-19
inhibitor group TNF-琢, IL-6, IL-茁 and CXCL2 mRNA expression was lower than that of AS model(P<0.05). The protein expression of
ICAM-1 and VCAM-1 in the AS model group was higher than that in the control group (P<0.05), and the protein expression of ICAM-1
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and VCAM-1 in the miR-19 inhibitor group was lower than that in the AS model group (P<0.05). miR-19 activates the

HMGB1/PI3K/Akt signaling pathway through targeted regulation of PTEN expression, which may promote the abnormal proliferation,

migration and inflammatory response of VSMCs, and contribute to the progress of AS.

miR-19; PTEN; HMGB1; Atherosclerosis; Mice

前言

动脉粥样硬化（atherosclerosis，AS）是一种累及动脉的慢性

炎症性疾病[1]。AS是造成急性心肌梗塞和脑血管意外的原因，

并且占心血管死亡的绝大多数[2]。据报道，内皮功能障碍是 AS

进展的核心。氧化低密度脂蛋白（Oxidized Low Density

Lipoprotein，ox-LDL）被证明通过诱导炎症反应参与 AS的发病

机制[3]。尽管 AS治疗的新疗法取得了巨大进步，但 AS的显著

发病率在全球普遍存在[4-6]。因此，非常需要研究支撑 AS的病

理机制并确定用于设计 AS 治疗的新分子靶标。微小 RNA

（MicroRNA，miRNA）是一类小的非编码 RNA，它们通过诱导

信使 RNA（Messenger RNA，mRNA）降解或翻译抑制来靶向特

定 mRNA的 3' UTR，从而对基因表达进行调节[7-9]。miRNA可

调节基因表达并参与多种生物学过程，包括 AS[10,11]。大量研究

表明 miRNAs参与心血管疾病的发病机制，包括心律失常、心

力衰竭和 AS[12-14]。例如，对血管平滑肌细胞（Vascular smooth

muscle cells，VSMCs）具有促增殖和抗凋亡作用的 miR-21可能

是 AS 的新治疗靶点。此外，实验数据显示 miRNA-143 和

miRNA-145，假定的炎症调节因子，参与 VSMCs稳态的调节[15]。

本研究旨在探讨 miR-19靶向 PTEN并介导 HMGB1影响小鼠

AS进程的机制研究。

1 材料与方法

1.1 实验小鼠

无特定病原体的 C57BL/6J ApoE-/-雄性小鼠（体重 20-25g

克；年龄 6-8周大）购自江苏集萃药康生物科技有限公司。将动

物饲养在 20~25℃、相对湿度 40~50 %、光照时间 8:00-18:00

的环境下。期间小鼠科自由获取食物和饮用水。

1.1.1 实验分组 根据研究目的将小鼠分为以下几组：对照组

（小鼠喂养标准食物，n=15），AS模型组（给予 0.25 %胆固醇，

15 %脂肪的高脂肪饮食 12 周诱导小鼠发生 AS，n=15），

miR-19抑制剂组（在 AS诱导的第 7周，将 miR-19抑制剂以 7

mg/kg/天的剂量通过尾静脉注射到 ApoE-/-小鼠体内，每周两

次，持续 5周。n=15）。12周后，小鼠在安乐死前禁食 12 h，用

3 %戊巴比妥麻醉安乐死。

1.1.2 医学伦理学问题 所有动物实验程序均按照动物护理

措施进行，并符合中国国家卫生研究院的《实验动物护理和使

用指南》。

1.2 实验方法

1.2.1 蛋白质印迹分析 使用蛋白质提取裂解缓冲液（上海碧

云天生物科技有限公司）从收集组织中分离总蛋白质含量。使

用 BCA蛋白质测定试剂盒（上海碧云天生物科技有限公司）定

量细胞裂解物的蛋白质浓度。在 10 % SDS凝胶上分离来自不

同组的等量蛋白质。分离后，将蛋白质转移到硝酸纤维素膜上，

并将膜在室温下在含 5 %脱脂牛奶的 TBST中孵育。将膜与针

对 GAPDH和 PTEN、HMGB1、ICAM-1和 VCAM-1、的兔多克

隆抗体（南京建成生物科技有限公司）以及针对 AKT和磷酸化

AKT的兔单克隆抗体（细胞信号生物技术）一起孵育。第二天

早上，将膜与二抗（山羊抗兔 IgG H&L IRDye 800 CW，美国

LI-COR公司）在室温下孵育 1 h。使用 Odyssey红外图像系统

通过光密度测定法对膜进行定量。GAPDH用作相对蛋白质表

达水平标准化的对照。

1.2.2 RNA提取和实时 PCR 使用 TRIzol试剂（南京建成生

物科技有限公司）从小鼠主动脉组织中分离总 RNA。高容量

cDNA逆转录试剂盒（美国赛默飞世尔科技有限公司）根据制

造商的说明将提取的 RNA逆转录为 cDNA。使用 SYBR Green

荧光定量 PCR系统（美国赛默飞世尔科技有限公司）进行实时

PCR，扩增后，确定阈值循环（Ct）。以 18 S rRNA为内参，根据

2-△ △ CT法计算各基因表达的倍数变化。根据制造商的方案，使用

TaqMan MicroRNA表达检测试剂盒（美国赛默飞世尔科技有

限公司）量化 miRNA表达。miRNA表达水平标准化为 U43小

核 RNA（RNU43）的表达水平。

1.2.3 AS病变分析 在高脂饮食 12周时，通过腹腔注射戊巴

比妥钠麻醉小鼠。用 20 mL磷酸盐缓冲盐水(PBS)灌注小鼠心

脏。从心脏到髂骨分叉处解剖总主动脉，并在解剖显微镜下仔

细清洁外膜组织。用 10 %福尔马林缓冲液固定 24 h后。将主动

脉纵向打开，用 0.3%油红 -O染色 2 h，在 78%甲醇中脱色 5min。

在连接到带有微距转换镜头的数码相机的奥林巴斯显微镜下

分析斑块。使用 Image-Pro Plus 5.0软件定量阳性染色面积。每

只小鼠的主动脉窦斑块面积由同一动物的六个切片中阳性染

色面积的平均值获得。

1.3 统计分析

使用 SPSS 21.0软件进行统计分析，数据表示为平均值±

标准偏差（SD），t检验用于两组之间的比较，单向 NOVA用于

三个或更多组之间的比较。P<0.05则差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 RT-PCR检测 miR-19表达

AS 模型组（1.93± 0.17）miR-19 mRNA 表达较对照组

（1.04± 0.08）升高（P<0.05），miR-19 抑制剂组（0.93± 0.01）

miR-19 mRNA表达较 AS模型组降低（P<0.05）。
2.2 PTEN、HMGB1和 AKT蛋白印迹分析

AS 模型组 PTEN 蛋白表达较对照组降低，HMGB1 和

AKT蛋白表达较对照组升高（P<0.05），miR-19抑制剂组 PTEN

蛋白表达较 AS模型组升高，HMGB1和 AKT蛋白表达较对照

组降低（P<0.05）。（表 1）。
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2.3 抑制 miR-19表达可改善小鼠 AS的发展

AS模型组主动脉和主动脉窦的斑块面积较对照组增加

（P<0.05），miR-19 抑制剂组主动脉和主动脉窦的斑块面积较
AS模型组减少（P<0.05）。（表 2）。

表 1 PTEN、HMGB1和 AKT的蛋白表达

Table 1 Protein expression of PTEN, HMGB1, and AKT

Groups PTEN HMGB1 AKT

Control group 1.87± 0.15 1.02± 0.01 1.04± 0.05

AS model group 1.14± 0.12 1.96± 0.18 1.96± 0.15

The miR-19 inhibitor group 1.94± 0.17 1.01± 0.01 1.03± 0.03

F 10.733 13.419 9.052

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

表 2 AS病变分析

Table 2 Analysis of the A S lesions

Groups Aorta（%） Aortae sious（mm2）

Control group 7.25± 2.41 0.12± 0.03

AS model group 39.68± 7.29 0.54± 0.13

The miR-19 inhibitor group 15.32± 4.22 0.27± 0.08

F 24.296 10.533

P ＜0.001 ＜0.001

2.4 RT-PCR分析

AS模型组 TNF-琢、IL-茁、IL-6和 CXCL2的 mRNA表达较

对照组升高（P<0.05），miR-19 抑制剂组 TNF-琢、IL-6、IL-茁 和
CXCL2的 mRNA表达较 AS模型降低（P<0.05）。（表 3）。

表 3 RT-PCR分析促炎细胞因子和趋化因子的表达

Table 3 RT-PCR analysis of the expression of proinflammatory cytokines and chemokines

Group TNF-琢 IL-茁 IL-6 CXCL2

control group 1.05± 0.03 1.02± 0.02 1.08± 0.04 1.03± 0.02

AS model group 1.95± 0.13 1.93± 0.11 1.95± 0.14 1.90± 0.15

The miR-19 inhibitor group 1.02± 0.01 1.04± 0.05 1.12± 0.08 1.07± 0.03

F 10.775 9.251 13.425 11.522

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

2.5 蛋白印迹分析粘附分子的表达

AS模型组 ICAM-1 和 VCAM-1 的蛋白表达较对照组升

高（P<0.05），miR-19抑制剂组 ICAM-1和 VCAM-1的蛋白表

达较 AS模型组降低（P<0.05）。（表 4）。

表 4 粘附分子的蛋白表达

Table 4 Protein expression of the adhesion molecules

Groups VCAM-1 ICAM-1

control group 1.05± 0.12 1.07± 0.03

AS model group 1.94± 0.18 1.98± 0.17

The miR-19 inhibitor group 1.15± 0.11 1.08± 0.14

F 12.993 9.502

P ＜0.001 ＜0.001

3 讨论
作为一种持续的炎症性血管疾病，AS仍然是全球死亡和

残疾的主要原因。近年来，据报道，多种 miRNA在预防内皮炎
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症反应和 AS病变形成中发挥重要的功能作用，从而提供对

AS的保护作用 [16-18]。本研究建立了 AS小鼠模型，旨在探究

miR-19对 AS进展的影响。

HMGB1被证实是促进 AS发生发展的重要介质之一，通

常在人主动脉中表达，包括内皮细胞、VSMC和巨噬细胞等。已

有研究表明，HMGB1通过激活丝裂原活化蛋白激酶和进一步

激活下游蛋白 c-Fos 和 c-Jun 来增强肺动脉平滑肌细胞的增

殖[19,20]。在 AS中，可以在血管中层检测到 HMGB1表达的异常

增加[21]。miRNA与 mRNA的 3'-非翻译区（3'-UTR）结合，引起

翻译抑制或 mRNA降解，是 miRNA发挥生物学功能的重要途

径之一 [22,23]。本研究结果显示：HMGB1在高脂肪饮食诱导的

AS 小鼠模型体内表达升高，并且通过抑制 miR-19 可抑制

HMGB1的表达，进一步研究结果显示：HMGB1的表达会影响

VSMCs的增殖和迁移，从而促进 AS的进展，表明 HMGB1水

平及 AS的进展均可受 miR-19的调控，与上述研究结果[19-21]

类似。

miR-19a是 miR-17-92簇的关键成员，被发现在多种疾病

和癌症类型中过度表达，其与不同类型肿瘤细胞的增殖和迁移

有关，例如胃癌细胞和肺癌细胞。最近，miR-19a在过敏性哮喘

发病机制中的作用受到了相当多的关注，通常在哮喘患者的气

道浸润 T 细胞中可观察到 miR-19a 的表达水平升高。此外，

miR-19a通过直接靶向 PTEN调节 TH2细胞因子的产生并促

进炎症反应，而该 miRNA显示出通过抑制 SOCS1和 A20来

调节 2型先天淋巴细胞稳态和功能，包括细胞因子表达。另外，

miR-19a还可通过 TGF-茁受体 2信号传导增强血管壁平滑肌

细胞的增殖和炎症反应。根据上述实验研究，结果表明，抑制

miR-19可显著降低 AS小鼠 AS的炎症反应和进展，并进一步

证明 miR-19介导了 HMGB1的表达，与本研究前文结果吻合。

PTEN是多种癌症中的关键肿瘤抑制基因，其表达在多种类型

的肿瘤中被下调。PTEN是 PI3K/AKT信号通路的重要负调节

因子，通过磷脂酰肌醇三磷酸 3-磷酸酶(PIP3)的去磷酸化发挥

作用。PI3K/AKT信号通路在调节细胞增殖、分化和凋亡中起着

至关重要的作用。最近，PTEN和 PI3K/AKT信号通路在 AS的

关键作用而引起了广泛关注[24,25]。PTEN蛋白表达和活性已被证

明在 AS小鼠模型中呈降低趋势，而 PI3K 抑制剂或外源性

PTEN的给药则显著降低了 AS模型中的炎症[26,27]。根据以上研

究基础，本研究发现 miR-19增加了动脉组织中的 AKT磷酸

化，同时 PTEN表达降低。本还证明 PTEN被鉴定为 VSMCs中

miR-19a的靶基因，且 PTEN在受 AS影响的 ApoE-/-小鼠中下

调，这有助于脂质积累和泡沫细胞的形成，从而加剧 AS的进

展，这表明 PTEN的上调可以缓解 AS。特别是在人类 VSMCs

中，TNF-琢 诱导的 CD38 表达受 miRN 直接结合 3'UTR 的调

节，并通过调节 PI3K/AKT信号传导间接调节，这些相互作用

有可能控制 AS炎症反应[28]。

AS不仅是一种脂质驱动的疾病，而且还是一种血管壁的

慢性低度炎症性疾病，血管炎症和免疫细胞的激活在 AS的病

理生理学中起着至关重要的作用[29]。众所周知，AS伴随着炎症

细胞因子的释放，如 IL-1茁和 IL-6，这可以由炎症小体触发，

ox-LDL可诱导 ROS分泌、炎症反应和内皮细胞凋亡，从而导

致 AS。miRNA的失调对 AS发展和进展产生影响。最近的另一

项研究表明 miR-126增强内皮细胞增殖以抑制 AS进展，支持

这样一种观点 --miR可能具有作为逆转 AS的有价值治疗靶点

的潜力[21,30]。本研究结果表明，抑制 miR-19表达降低了 AS小

鼠主动脉弓中 ICAM-1和 VCAM-1等粘附分子的表达，抑制

了白细胞与内皮细胞的粘附。据报道，miR-19通过靶向 IL-茁和
c-Fos在巨噬细胞和树突细胞的炎症中发挥重要作用。在这里，

我们提供的证据表明 miR-19是血管炎症的关键调节剂，抑制

miR-19可显著抑制 AS小鼠相关炎症因子（TNF-琢、IL-茁、IL-茁）
的表达。

综上所述，本研究表明 miR-19通过靶向调控 PTEN表达

激活 HMGB1/PI3K/Akt信号通路促进 VSMCs的异常增殖、迁

移和炎症反应，从而促进 AS的发生和进展，因此在促进 AS的

发展中起重要的作用，这为 miR-19对 AS保护作用的分子机

制提供新的视角。
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