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截短型 rhtBIGH3-(RGD)2蛋白通过上调 miR-126表达抑制
人脐静脉内皮细胞的生物活性 *
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摘要目的：探讨 miR-126在截短型 rhtBIGH3-(RGD)2蛋白抑制 HUVEC细胞生物学活性中的作用。方法：体外培养 VEGF孵化的

人脐静脉内皮细胞(VEGF-HUVEC)，分别加入 rhtBIGH3-(RGD)2蛋白终浓度为 0和 100 滋g/mL，作用 24、48、72 h条件下，分别检

测 Caspase-3活性和 miR-126表达水平。在 rhtBIGH3- (RGD)2蛋白终浓度为 0和 100 滋g/mL时，分别加入 miR-126 mimic和
miR-126 inhibitor，作用 VEGF-HUVEC 48 h后，Real-time PCR检测 miR-126表达水平，通过检测 Caspase-3活性来检测细胞凋亡

情况。结果：在 VEGF-HUVEC中，当 rhtBIGH3-(RGD)2蛋白终浓度为 100 滋g/mL条件下，Caspase-3水平升高，miR-126表达水平
升高，在 48 h 下达到最高峰。在 VEGF-HUVEC中，当 rhtBIGH3-(RGD)2蛋白终浓度分别为 100 滋g/mL条件下，加入 miR-126

mimic后，miR-126表达升高，Caspase-3水平升高; 加入 miR-126 inhibitor后，48 h后检测 miR-126表达下降,Caspase-3水平也下

降。结论：截短型 rhtBIGH3-(RGD)2蛋白通过上调 miR-126表达从而促进细胞凋亡、抑制 HUVEC生物活性，从而抑制角膜新生血

管的发生
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Biological Activities of HUVECS Is Inhibited by Truncated rhtBIGH3-
(RGD)2 Protein though the Up-regulation of miR-126*

To explore the effect of truncated rhtBIGH3 protein in inhibiting the biological activities of HUVECS.

Human umbilical vein endothelial cells (HUVECS) were cultured with VEGF in vitro, supplemented with 0 滋g/mL and 100

滋g/mL rhtBIGH3- (RGD)2 protein. HUVECS were incubated for 24 h, 48 h, 72 h, and testing Caspase-3 activities and miR-126

expression level. Added miR-126 mimic and miR-126 inhibitor when the rhtBIGH3-(RGD)2 concentration was 0 滋g/mL and 100 滋g/mL,
after 48 h, use Real-time PCR testing the miR-126 expression level, and test the apoptosis though the activity of Caspase-3. In

the VEGF-HUVEC supplemented with 100 滋g/mL rhtBIGH3-(RGD)2 protein, the expression of both Caspase-3 and miR-126 raised, and

reach the peak at 48 h. In VEGF-HUVEC, when the final concentration of rhtBIGH3- (RGD)2 protein was 100 滋g/mL, after the addition

of mimic miR-126, miR-126 and Caspase-3 expression increased, after adding inhibitor 48 h, miR-126 and Caspase-3 expression

decreased. The truncated rhtBIGH3- (RGD)2 protein promote apoptosis and inhibit HUVEC activity by increasing miR-126
expression, thus inhibiting corneal neovascularization.

RhtBIGH3-(RGD)2 protein; MiR-126; HUVEC; Corneal neovascularization; Caspase-3

前言

角膜为无血管、透明的组织，角膜新生血管会导致视力的

严重减退。角膜的无血管状态是一个积极主动的过程，是维持

角膜透明的基础，是由血管生长因子和抗血管生成长因子之间

的精确平衡来维持。血管内皮生长因子 ( vascular endothelial

growth factor,VEGF)是最重要的调控介质之一，其表达变化导

致新生血管的发生[1]。一些 miRNA通过调控 VEGF因子的表

达，从而调节角膜新生血管的发生。我们先前的实验结果表明[2]

在 A2O3作用下的 HUVEC细胞随着 miR-126表达上调，VEG-

FA的表达降低，从而抑制新生血管的形成。
BIGH3蛋白可抑制肿瘤新生血管的发生[3，4]，尤其是蛋白 C
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末端的第四个 FAS1结构域，具有强大抗新生血管功能[5-7]，可

抑制肿瘤的发生。我们先前的实验表明[2]，含双 RGD结构的截

短型 BIGH3 蛋白(rhtBIGH3-(RGD)2通过 avb3 整合素作用抑

制 HUVECs细胞的黏附和迁移，促进血管内皮细胞凋亡，抑制

新生血管管道的形成，从而抑制体内角膜新生血管的发生。但

miR-126是否参与截短型 rhtBIGH3-(RGD)2蛋白抑制人脐静脉

内皮细胞生物活性尚不清楚。通过体外培养 VEGF-HUVEC细

胞，VEGF诱导后的 HUVEC细胞，细胞处于易发生新生血管

化的倾向，以利于作为体外细胞模型来探讨其导致新生血管的

活性。本实验在前期实验基础上，正反两方向检测 miR-126表

达水平，探讨其在抑制 HUVEC生物活性种及抑制角膜新生血

管中的作用，为阐明截短型 rhtBIGH3-(RGD)2蛋白抑制角膜新

生血管发生机制提供新的理论基础。

1 材料和方法

1.1 材料
人脐静脉内皮细胞(HUVEC)为哈尔滨医科大学生物化学

与分子生物学实验室保存，胎牛血清(美国 Gibco公司)，M199

培养基(美国 Gibco公司)(宝泰克生物科技公司)，青霉素(美国
Sigma公司)，链霉素(美国 Sigma公司)，VEGF(R.D，Minneapo-

lis，MN),截短型 rhtBIGH3- (RGD)2蛋白 (本实验室改良及保
存)，LipofectamineTM2000转染试剂盒(美国 Invitrogen)，TRIzol

试剂 (Invitrogen Carlsbad，CA)，DNA Marker DL-2000 (日本
Takara公司)，Reverse transcriptase Kit (美国 ABI公司)，引物合

成 (上海生工公司)，real-time PCR检测试剂盒，miR-126 mimic

和 miR-126 inhibitor (上海吉玛公司，中国上海)caspase-3(R.D,

Minneapolis，MN)，细胞培养板(MA，USA)。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养 人类脐静脉内皮细胞用M199培养基和 10 %

胎牛血清培养，培养基中含有 100 U/mL青链霉素，在 37 ℃，5
%CO2培养箱中培养。

1.2.2 设计合成寡核苷酸序列 成熟的 miR-126 序列来自
miRBase网站，根据基因序列互补原则设计成熟的 miR-126的
mimic和 inhbitor序列，在本实验中应用[2]的 Has-miR-126 mim-

ic sense序列是 5'-UCG UAC CGU GAG UAA UAA UGC G-3';
antisense序列是 5'-CAU UAU UAC UCA CGG UAC GAU U-3';

阴性对照组 sense 序列 5'-UUC UCC GAA CGU GUC ACG

UTT-3';antisense，5'-ACG UGA CAC GUU CGG AGA ATT-3'；
Hsa-siR-126 inhibitor:5'-CGC AUU AUU ACU CAC GGU ACG

A-3';and micro RNA inhibitro N.C:5'-CAG UAC UUU UGU
GUA GUA CAA-3'。
1.2.3 截短型 rhtBIGH3- (RGD)2蛋白处理 VEGF-HUVEC细胞

和 Caspase-3活性检测 6孔板的每孔用 2 mL含有 10%胎牛

血清的 M199 培养基培养 HUVEC (细胞密度为 1× 105个细

胞)，加入 VEGF，终浓度为 30 ng/mL，培养在 37℃，5%CO2条

件下。在加入截短型 rhtBIGH3-(RGD)2蛋白终浓度为 0和 100

滋g/mL浓度时，分别检测作用 24、48、72 h后，Caspase-3活性检

测；在加入截短型 rhtBIGH3- (RGD)2蛋白终浓度为 0 和 100

滋g/mL浓度条件下，分别转染 miR-126 mimic 和 miR-126 in-

hibitor，转染后 48 h，检测 Caspase-3 活性，检测方法参照试剂

盒说明书。

1.2.4 siRNA转染 在指数生长期的内皮细胞接种于 6孔板
中，密度为 1× 105 个细胞。细胞转染 miR-126 mimic 或
miR-126 inhibitor寡核苷酸使用高效专业的 siRNA转染试剂在
体积 /质量比为 5:1的比例进行转染，按试剂盒说明，在无血清
M199培养基转染 6 h后，细胞在含 10 %胎牛血清的培养基中

培养。转染都按照制造商的说明进行，对 has-miR-126 mimic,转

染阴性对照，has-miR-126 inhibito和 has-miR-126 inhibitor N.C

每组使用 1uG的 DNA进行转染。
1.2.5 RNA 的提取、cDNA 逆转录和 Real-time PCR 分析用

先前方法处理过的人脐静脉内皮细胞的 miR-126的 mRNA表

达水平，总 RNA提取试剂用 Trizol,方法参照试剂使用说明。

从每个样本中取出 1 滋g的总 RNA 进行逆转录合成完全互补

链的 DNA，用 MicroRNA126和 U6的颈环引物聚合酶链式反
应试剂盒，进行 PCR反应获取每个样本的 cDNA。 miR-126

的表达水平用 miRNA SYBR-Green实时定量 PCR试剂盒，选
U6作为内参。PCR反应条件为：94 ℃预变 3分钟。反应继续进

行 45个循环，变性 30 s，94 ℃，在 60 ℃下退火 30 s,72 ℃合成
35秒。miR-126表达水平的倍数改变用△CT和 2-△△CT方法计

算。

1.3 统计学分析

所有的实验重复三次。数据表示为均数± 标准差，并使用
ANOVA或 t-检验比较分析。统计学显著性差异为 P<0.05。

2 结果

2.1 截短型 rhtBIGH3-(RGD)2蛋白上调 VEGF诱导的 HUVEC

细胞 miR-126的表达

前期实验已经证明 [8]100 滋g/mL截短型 rhtBIGH3-(RGD)2

蛋白对 HUVEC 细胞生物活性的抑制最强。为了进一步验证
miR-126是否参与截短型 rhtBIGH3-(RGD)2蛋白抑制 HUVEC

生物活性的过程，我们培养 HUVEC细胞，加入 VEGF，使其终

浓度为 30 ng/mL。加入 rhtBIGH3-(RGD)2蛋白，终浓度为 0和
100 滋g/mL，作用 24、48、72 h后，检测 miR-126的表达水平。结

果显示 (如图 1)：在 VEGF处理后的 HUVEC，当 rhtBIGH3-

(RGD)2蛋白终浓度为 0 滋g/mL条件下，观察时间内 miR-126

表达水平变化不明显，差异无统计学意义 (P>0.05)；当
rhtBIGH3- (RGD)2蛋白终浓度为 100 滋g/mL 条件下，24 h时，
miR-126表达水平就有升高，在 48 h下达到最高峰，观察时间

内，差异具有统计学意义(*，P<0.05；**P<0.01)。
2.2 截短型 rhtBIGH3-(RGD)2蛋白对 VEGF诱导的 HUVEC细

胞 Caspase-3活性的影响

为了进一步验证截短型 rhtBIGH3- (RGD)2 蛋白对 HU-

VEC细胞凋亡的影响是否与 Caspase-3活性有关，我们分别在
VEGF处理 24、48、72 h时分别加入 rhtBIGH3-(RGD)2蛋白，终

浓度为 0和 100 滋g/mL条件下，结果显示(如图 2)：在 VEGF处

理的 HUVECS，当 rhtBIGH3- (RGD)2蛋白终浓度为 0 滋g/mL

时，在观察时间内，Caspase-3活性略有升高，差异无统计学意

义(P>0.05)；当 rhtBIGH3-(RGD)2蛋白终浓度为 100 滋g/mL时，
24 h时，Caspase-3活性升高，在 48 h下达到最高峰，观察时间

内，差异具有统计学意义(*P<0.05；**P<0.01)[8]。
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图 2截短型 rhtBIGH3-(RGD)2蛋白对 VEGF诱导的 HUVEC细胞

Caspase-3活性的影响

Fig.2 Effect of Truncated type rhtBIGH3-(RGD)2 on the activity of

Caspase-3 in HUVEC induced by VEGF

图 4 miR-126 mimic和 miR-126 inhibitor调节 Caspase-3活性

Fig.4 miR-126 mimic and inhibitor regulated the activity of Caspase-3

图 1截短型 rhtBIGH3-(RGD)2蛋白上调 VEGF诱导的 HUVEC细胞

miR-126的表达

Fig. 1 Truncated type rhtBIGH3-( RGD ) 2 protein raised the expression of

miR-126 in HUVEC induced by VEGF

2.3 截短型 rhtBIGH3-(RGD)2蛋白对 HUVEC细胞 miR-126表

达的影响

在 rhtBIGH3-(RGD)2蛋白终浓度为 0和 100 滋g/mL时，分

别向 HUVEC细胞中加入 miR-126 mimic和 miR-126 inhibitor，
48 h 后分别检测 miR-126 的表达和 Caspase-3 活性。当 rht-

BIGH3-(RGD)2蛋白终浓度分别为 0，加入 miR-126 mimic 后，
miR-126表达升高，Caspase-3活性增强，加入 miR-126 inhibitor

后，miR-126表达下降，Caspase-3活性减弱，差异有统计学意

义(*，P<0.05；**P<0.01)，当加入 rhtBIGH3-(RGD)2蛋白终浓度

100 滋g/mL条件下，加入 miR-126 mimic后，miR-126表达升高

显著，Caspase-3活性增强，加入 miR-126 inhibitor后，miR-126

表达下降，Caspase-3 活性减弱，差异具有统计学意义(如图 3，

图 4)(*，P<0.05；**P<0.01)。

3 讨论

角膜病是世界三大致盲眼病之一，中国公民因单眼和双眼

角膜病致盲的盲人约四百万，占眼科致盲眼病的第 2位[9]。新

生血管是大多数角膜疾病过程中的重要病理改变。新生血管可

破坏角膜免疫赦免、继发角膜水肿、混浊从而影响视力甚至致

盲。角膜移植是治疗角膜病致盲的主要方法，但血管化植床的

角膜移植排斥率高达 49%[10]。目前研究发现，在 CNV形成过程

中, VEGF是公认的新生血管形成过程中最重要的细胞因子,

Chang等[11]实验证明 VEGF通过与血管内皮细胞上的特异性

受体结合,对内皮细胞产生强烈的促分化和趋化作用,从而促进

血管内皮细胞增殖、迁徙、以及成管[10]。因此，体外研究一直应

用一直人脐静脉内皮细胞模型，来探讨抑制角膜新生血管的发

生。

BIGH3基因亦称为 beta-igh3基因 (b-igh3)、TGFBI基因，

其产物是一个相对分子质量 68KD的蛋白质, 称为 p68 b-igh3,

是细胞外的一种基质蛋白，包含一个氨基端的分泌前导信号序

列和一个位于密码子 642~644间的羧基端 RGD序列，该序列

为精氨酸 -甘氨酸 -天冬氨酸结构 [10,12]。 RGD序列作为整合
素和其配体相互作用的识别位点,成为细胞外基质与细胞整合

素间结合的强效竞争性拮抗剂，进而通过封闭整合素的信号转

导通路而起到抑制新生血管的作用 [10,13]。 RGD肽具有聚合效

应,重复 RGD序列的 poly(RGD)要比单肽作用强[10,14,15]。我们前

期 [8] 通过定点诱变 PCR 法获得了含有 RGDRGD 膜序的
BIGH3基因，通过 PCR法，克隆其自第四个 FAS1结构开始的
C 末端，构建其原核表达载体，表达纯化其有活性的含
RGDRGD结构域 BIGH3的 C末端段蛋白 - rhtBIGH3-(RGD)2,

并且改良 BIGH3蛋白制成的滴眼液对兔角膜新生血管的抑制

作用明显强于野生型 BIGH3蛋白[10,16]。

miR-126是一个很短的非编码 RNA 分子, 是迄今为止发
现的唯一的内皮细胞特异性表达的 miRNA，它在血管生成、肿

瘤生长和侵袭、血管炎症过程中发挥重要作用[17]。

miR-126 基因位于 EGFL-7 ( epidermal growth factor like

domain protein，Multiple 7)的第 7和第 8外显子之间的内含子

区域，因而其表达与 EGFL-7具有一致性[17]。研究表明，在体

内维持血管内皮细胞和血管完整性方面，miR-126发挥着重要

图 3 miR-126 mimic和 miR-126 inhibitor调节 miR-126表达

Fig.3 miR-126 mimic and miR-126 inhibitor regulated the expression of

miR-126
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的积极的调节作用[18-20]。我们前期研究结果显示 A2O3通过上调

miR-126表达来抑制 VEGF蛋白表达，从而抑制 HUVEC的生
物活性。

在本次实验中，我们发现在 VEGF-HUVEC 中，当 rht-

BIGH3-(RGD)2蛋白终浓度为 100 滋g/mL条件下，Caspase-3活
性和 miR-126表达升高，在 48 h时达到最高峰。在 VEGF处理

的 HUVEC 中，加入 miR-126 mimic 后，miR-126 表达升高，
Caspase-3 水平也升高；而加入 miR-126 inhibitor 后，miR-126

表达下降，Caspase-3水平也下降，表明 miR-126参与了 VEGF

诱导的新生血管，与调节细胞凋亡有关。随后，我们从正反两方

面继续研究，当 rhtBIGH3-(RGD)2蛋白终浓度为 100 滋g/mL条
件下，当在 VEGF-HUVEC中，加入 miR-126 mimic后，miR-126

表达升高显著，Caspase-3 水平也升高；而加入 miR-126 in-
hibitor后，miR-126表达下降显著，Caspase-3水平也下降。此

结果说明 miR-126 确实参与由 rhtBIGH3- (RGD)2蛋白抑制

VEGF-HUVEC新生血管的发生，是通过调节细胞促凋亡因子
Caspase-3来完成的。回顾我们前期研究结果 [8]，截短型 rht-

BIGH3-(RGD)2蛋白通过上调 miR-126表达从而导致 HUVEC

细胞 Caspase-3水平升高，导致细胞凋亡，抑制 HUVECS生物

活性，从而抑制角膜新生血管的发生。

角膜新生血管的发生是一个多步骤、多基因协同完成的复

杂过程。多种基因共同控制血管内皮细胞的增生、迁移和分化，

所以研究各个基因的调控机制及各机制之间的关系变得越来

越重要。未来的研究方向将致力于阐明血管性 microRNA家族

成员在活体的应用，将对防治角膜新生血管、提高角膜移植手

术的成功率,防盲、治盲都具有极其重要的现实意义[17]。
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