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摘要目的：研究 microRNA-151-5p(miR-151-5p)在两肾一夹(2K1C)肾血管性高血压大鼠中的表达，并为 miR-151-5p参与调节血管

内皮细胞功能提供理论依据。方法：建立 2K1C大鼠模型，获得胸主动脉血管内皮，采用荧光定量 PCR技术检测血管内皮细胞中

miR-151-5p的表达，通过数据库及生物信息学软件预测 miR-151-5p的靶基因，并对靶基因进行 GO富集和 KEGG pathway分析。

结果：与假手术组大鼠相比较，实验组大鼠胸主动脉血管内皮细胞 miR-151-5p的表达量显著升高 (P<0.05)。GO分析显示

miR-151-5p的靶基因参与蛋白加工水解、Notch受体加工等多种生物学功能 (P<0.01)；KEGG pathway分析显示 miR-151-5p的靶

基因参与 Notch信号通路、血管平滑肌收缩、代谢途径、细菌感染和 RNA转运等信号通路。结论：2K1C大鼠血管内皮细胞中

miR-151-5p表达升高，可能通过对其靶基因 APH1A的调控参与血管内皮细胞功能调节。
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Expression and Significance of MicroRNA-151-5p in the Vascular
Endothelial Cells of Renovascular Hypertensive Rats*

To study the expression of microRNA-151-5p (miR-151-5p) in two kidney one clip (2K1C) renovascular

hypertensive rats, and provide a theoretical guidance for miR-151-5p to participate in the regulation of vascular endothelial cell function.

2K1C rat model was established to obtain the endothelium of thoracic aorta. The expression of miR-151-5p in vascular

endothelial cells was detected by fluorescent quantitative PCR. We also predicted target genes of miR-151-5p by database and

bioinformatics software. Furthermore, we analyzed the function of target gene by KEGG and GO pathways. Compared with the

sham group, the expression of miR-151-5p in thoracic aorta endothelial cells in experimental group was significantly higher (P<0.05). In

GO analysis, the target genes of miR-151-5p were enriched in many biological process,such as regulation of protein processing and

regulation of Notch receptor processing (P<0.01). In KEGG pathway, the target genes of miR-151-5p were involved in Notch signaling

pathway, vascular smooth muscle contraction, metabolic pathway, bacterial infection and RNA transport pathway.

MiR-151-5p expression increased in 2K1C rats, it may regulate the function of vascular endothelial cell by its target gene APH1A.

Renovascular hypertension; MiR-151-5p; Target gene

前言

MicroRNA (miRNA) 是一种小分子非编码 RNA，长度约

18-25个核苷酸，在转录后水平作用于靶基因，进而调控基因表

达，参与多种病理生理过程，包括细胞分化、增殖、生长和凋亡

等，并参与细胞信号转导及机体微环境的调节[1，2]。鉴于 miRNA

具有较好的稳定性和组织特异性，其可应用于疾病的诊断、预

后评估和治疗。

miR-151是由 FAK基因产生，而后者是编码细胞移动关

键 信 号 蛋 白 的 基 因 [3]。 miR-151 包 括 miR-151-3p 和

miR-151-5p，两者可作用不同的靶基因，进而发挥不同的生物

学作用。研究显示 miR-151与癌细胞转移和浸润有关,如肝癌
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细胞中 miR-151-5p表达上调，并且与癌细胞的转移显著相关
[4]；而miR-151-3p与癌症预后有关[5]。miR-151-5p在膀胱癌发生

发展过程中起到显著调控通路的作用[6]，乳腺癌中 miR-151-5p

表达上调，可通过激活 AKT通路使细胞增殖扩散[7]。

目前，有关 miR-151-5p在心血管方面的研究鲜见报道。本

研究通过构建 2K1C大鼠模型，采用荧光定量 PCR技术检测

血管内皮细胞中 miR-151-5p的表达，通过生物信息学软件预

测 miR-151-5p的靶基因，探讨其对血管内皮细胞功能的影响，

以期为高血压血管内皮损伤研究提供理论依据和新思路。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 清洁级 8周龄雄性 SD大鼠，购自中国人民

解放军军事医学科学院实验动物中心 (许可证号：SCXK- (军)

2012-0004)。

1.1.2 试剂与仪器 MirVANA miRNA提取试剂盒、TaqMan

MicroRNA Reverse Transcription 逆转录试剂盒、TaqMan Uni-

versal PCR Master Mix II扩增试剂盒及 miR-151-5p、U6 snRNA

引物购自美国 Applied Biosystems公司。ABI7500实时荧光定

量 PCR仪购自美国 Applied Biosystems公司。

1.2 实验方法

1.2.1 实验动物分组及肾性高血压大鼠模型制备 健康清洁

级 8周龄雄性 SD大鼠，体重 150-170 g，根据体重随机分为 2

组，每组 8只：假手术组(对照组)和 2K1C模型组。常规适应性

饲养大鼠 1周后，模型组大鼠左肾动脉中段套上内径为 0.2

mm的银夹，对照组仅分离大鼠左肾动脉但不进行钳夹。术后 3

天内，给予其青霉素 V钾片 0.5万单位 /天，预防感染。动态关

注大鼠状态，每周采用无创鼠尾套管血压仪测定尾动脉收缩压

(Systolic blood pressure，SBP)，每次测量重复 3次，取平均值。术

后 4周，2K1C模型组大鼠血压值较大鼠术前血压升高值≥ 30

mmHg，提示高血压模型制备成功。

1.2.2 取材 手术干预 4周后处死两组大鼠共 16只，取其胸

主动脉血管，置于保存液中，-80℃保存备用。

1.2.3 荧光定量 PCR检测主动脉血管内皮中 miR-151-5P表达

量 采用 MirVANA miRNA提取试剂盒提取总 miRNAs，以

TU1900 紫外分光光度计检测其纯度和浓度。采用 TaqMan

MicroRNA Reverse Transcription 逆转录试剂盒将 miRNAs 逆

转录为 cDNA，反应体系为(15 滋L)：dNTP mix 0.15 滋L; Multi-

scribeTMRT enzyme 1.00 滋L；10× RT buffer 1.5 滋L；RNase In-
hibitor 0.19 滋L；Nuclease free water 4.16 滋L；RT primer 3 滋L；
miRNA样品 5 滋L (10 ng)。逆转录产物的实时荧光定量扩增采

用 TaqMan Universal PCR Master Mix II试剂盒，以 U6 snRNA

为内参。反应条件按产品说明书步骤操作，每个反应设三个复

孔。相对定量反应结果采用 2- △ △ Ct方法分析。

1.2.4 靶基因预测及功能分析 采用 MiRanda、TargetScan和

miRDB三个在线数据库对 miR-151-5p进行靶基因预测。将两

个在线数据库预测到的 miR-151-5p靶基因，采用 DAVID生物

信息数据库中的软件进行 GO富集分析和 KEGG Pathway富

集分析。在 DAVID软件中设置 Fisher Exact Text 计算 P 值，

GO分析和 KEGG Pathway分析分别以 p<0.01和 p<0.05为显

著性阈值，说明得到的结果相对于背景具有统计学意义。

1.3 统计学方法

采用 SPSS21.0软件进行数据分析，计量资料以均数± 标

准差(x依s)表示，两组间比较采用独立样本 t检验，以 P<0.05为

差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 两组血压变化的比较

鼠尾无创血压监测结果见表 1。与造模前相比较，假手术

组大鼠血压未发生明显改变,差异无统计学意义(P>0.05)，模型

组大鼠血压值较术前血压升高≥ 30 mmHg；与假手术组相比，

模型组大鼠血压值显著上升，差异具有统计学意义(P<0.05)。

Blood pressure（mmHg）

Sham-operated group 2K1C model group

At Eight weeks 120.12 ± 11.95 121.89 ± 11.11

At Ten weeeks 119.69 ± 18.35 136.35 ± 16.59

At Twelve weeks 122.08 ± 7.66 164.77 ± 27.26*#

表 1两组大鼠血压变化的比较

Table 1 Comparison of the changes of blood pressure between two groups of rats

Note: compared with the sham operation group,* P < 0.05; with the same group before modeling (8 weeks),# P < 0.05.

2.2 两组主动脉血管内皮细胞中 miR-151-5p的表达比较

模型组大鼠主动脉血管内皮细胞中 miR-151-5p的表达量

较假手术组显著上调(P<0.05)，平均为假手术组的 1.937倍(图

1)。

2.3 miR-151-5p的靶基因预测及功能分析

采用 miRanda、TargetScan、miRDB 预测 miR-151-5p 靶基

因，获得的靶基因数分别为 453、459、44。其中，TargetScan、

miRDB 预测获得 26 个相同靶基因，分别为 APH1A、

SLC24A2、RALGAPA1、N4BP1、MTCH1、CFI、EBP、CORO1B、

PPP1R12B、MOB3B、SLC35F1、POGLUT1、FCER1G、SIPA1L3、

TJP2、MAPRE2、GOLPH3L、SPRYD3、USP39、AP3B1、AGFG1、

DSG2、SLC12A5、COL4A3BP、EIF1AX、CLEC16A。GO分析显

示，上述 26个靶基因的生物功能主要富集在细胞膜、细胞质等

细胞组件(P<0.01)，参与蛋白加工水解、Notch受体加工等多种

生物学功能(P<0.01)。KEGG pathway分析显示 miR-151-5p的

靶基因参与 Notch信号通路、血管平滑肌收缩、代谢途径、细菌

感染和 RNA 转运等信号通路。miR-151-5p 预测的靶基因

APH1A参与 Notch信号通路，见图 2。
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图 2 miR-151-5p靶基因参与调节 Notch信号通路

Fig. 2 MiR-151-5p target genes are involved in regulating the Notch signaling pathway

Note: target gene; green: Notch signaling pathway.

3 讨论

肾性高血压是一种常见的继发性高血压，其病理生理机制

十分复杂，免疫 -炎症反应在其发生和发展中发挥重要作用[8]，

较原发性高血压更难控制，需进行综合性治疗[9]。高血压是很多

心脑血管疾病的主要诱因，往往造成靶器官严重受损[10]。在中

国，每年死于心血管疾病的人数达 300多万，并且其发病率和

病死率呈现出逐年上升的趋势[11]。

本研究制备 2K1C肾性高血压大鼠模型，与术前相比，大

鼠术后血压升高显著，与高添[12]的结果一致，提示 2K1C 模型

制备成功。运用 Real-time PCR方法检测其胸主动脉内皮细胞

中 miR-151-5p 的表达，模型组大鼠主动脉内皮细胞中

miR-151-5p的表达较假手术组显著升高(P<0.05)，提示其可能

参与了肾性高血压血管内皮损伤的调节。近几年研究显示

miRNA可通过调控其靶基因的表达参与多种疾病的病理生理

过程[13,14]。

确定 miRNA靶基因的方法主要是生物信息学软件预测和

生物学实验，两种方法相辅相成，从而进一步研究其功能及意

义[15]。生物信息学预测靶基因结果数量多且假阳性率较高[15]，因

此需实验方法进行验证。靶基因预测软件的基本原理和特征各

不相同预测针对部分物种[16]。本研究通过生物信息学方法进行

靶基因预测，选取三个筛选工具，再将两种工具相结合进行联

合筛选。无论哪种筛选方法都存在不足，联合筛选将组合求交

集，有学者认为这部分基因最有可能是靶基因，也有学者对其

持保留意见，认为缩小了筛选范围但不能否定其他结果[17]。软

件预测 miR-151-5p 的靶基因为 APH1A、SLC24A2、RALGA-

PA1及 N4BP1等，并未对靶基因进行实验验证。GO分析进一

步显示上述 26个靶基因的生物功能主要富集在细胞膜、细胞

质等细胞组件，参与蛋白加工水解、Notch受体加工、酶催化活

性、肾发育等多种生物学功能。值得注意的是，KEGG pathway

分析提示上述靶基因参与 Notch信号通路、血管平滑肌收缩、

代谢途径、细菌感染和 RNA转运等信号通路。有研究显示诱导

炎症反应可损伤血管内皮功能，促进高血压的发生发展 [18]。

miR-151-5p预测的靶基因参与细菌感染信号通路，可引起炎症

反应，并且参与调控血管平滑肌细胞收缩，从而参与高血压发

病机制 [19]。结合 GO富集和 KEGG pathway分析，miR-151-5p

预测的靶基因 APH1A参与 Notch信号通路调节，从而影响血

Fig. 1 The relative expression of miR-151-5p in the two groups of rats

Note: compared with the sham operation group,*P < 0.05.

241窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.2 JAN.2018

管内皮功能。已知 Notch信号通路是进化中高度保守的信号转

导通路，可调控血管内皮细胞增殖、分化和凋亡等功能。血管损

伤后，Notch信号通路分子表达变化，引起血管内皮细胞和血管

平滑肌细胞的增殖、迁移、抗凋亡等能力发生变化，从而参与血

管功能调节[20]。有研究显示 Notch信号通路对脂肪间充质干细

胞分化为心肌细胞起到正向调控作用[21]，而心肌细胞可以分泌

外泌体，在一定条件下，将乳鼠或大鼠心肌细胞系 H9C2释放

外泌体与血管内皮细胞共培养，可发现这些外泌体能诱导内皮

细胞增殖和血管生成，还可促进内皮细胞的糖吸收和分解活动
[22]。越来越多证据表明 Notch信号通路参与炎症和氧化应激，

在心脑血管病重影响血管生成、细胞凋亡和疾病进展[23]。因此，

Notch信号通路可直接或间接地影响血管内皮细胞功能。

综上所述，miR-151-5p在肾性高血压大鼠血管内皮中表达

升高，并可能通过调节 APH1A、SLC24A2、RALGAPA1 及

N4BP1等靶基因的表达，经 Notch信号通路参与血管内皮功能

的调节。
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