
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.12 JUN.2021

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2021.12.007

miR-181c-5p在颅内动脉瘤中通过靶向 PTPN4调节
血管平滑肌细胞的机制研究 *
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摘要 目的：探讨 miR-181c-5p在颅内动脉瘤血管平滑肌细胞（VSMC）表型调节中的生物学功能及其潜在的调控机制。方法：采用

实时荧光定量聚合酶链式反应（RT-qPCR）检测 miR-181c-5p mRNA在颅内动脉瘤（IA）患者血清中的表达水平。采用药物细胞

毒性实验（CCK8）、集落形成、transwell迁移和流式细胞仪检测过表达 miR-181c-5p介导的 VSMC细胞表型的变化。采用双荧光

素酶报告基因检测 miR-181c-5p 的潜在靶标。结果：IA 患者血清中的 miR-181c-5p 表达水平高于健康体检者（P<0.05）。
miR-181c-5p的过表达显着抑制了 VSMC增殖、克隆形成和迁移，同时刺激了细胞凋亡（P<0.05）。PTPN4被证实是 miR-181c-5p

的直接靶标，而 miR-181c-5p的过表达导致 PTPN4在 VSMC中低表达。结论：miR-181c-5p / PTPN4介导的 VSMC表型调节可能

部分导致 IA病变。
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Study on the Mechanism of miR-181c-5p Regulating Vascular Smooth
Muscle Cells by Targeting PTPN4 in Intracranial Aneurysms*

To investigate the biological function of miR-181c-5p in the phenotypic regulation of intracranial aneurysm

vascular smooth muscle cells (VSMC) and its potential regulatory mechanism. Real time fluorescent quantitative polymerase

chain reaction (RT-qPCR) was carried out to determine the miR-181c-5p and PTPN4 mRNA expression levels in serum of patients with

intracranial aneurysm (IA). The changes overexpression of miR-181c-5p-mediated VSMC cell phenotypes were used to detect by cell

counting Kit-8 (CCK8), colony formation, transwell migration and flow cytometry. Double luciferase reporter gene was performed to ex-

amine the potential target of miR-181c-5p. The expression of miR-181c-5p in the serum of IA patients was higher than that of

healthy subjects (P<0.05). The overexpression of miR-181c-5p significantly inhibited the proliferation, clone formation and migration of
VSMC, and stimulated apoptosis (P<0.05). PTPN4 was proved to be a direct target of miR-181c-5p, and overexpression of miR-181c-5p
resulted in low expression of PTPN4 in VSMC. miR-181c-5p/PTPN4-mediated VSMC phenotypic regulation may partially

lead to IA lesions.
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前言

颅内动脉瘤（IA）也称为脑动脉瘤，是动脉管腔中的局部异

常扩张，全球患病率达 2-5％。通常大多数 IA不会破裂[1]，但

是，一旦脑血管破裂，蛛网膜下腔出血（SAH）将灾难性地发生，

导致高致残率和致死率，构成了严重的全球健康威胁[2,3]。尽管

SAH外科治疗取得了长足的进步，但在过去的几十年中，临床

效果并未得到明显改善[4-6]。当前的研究表明，IA的形成和发展

与血管平滑肌细胞（VSMC）介导的血管炎症和变性密切相

关[7-9]。因此，充分了解 VSMC表型调节的遗传病理将有利于对

IA患者进行风险评估。MicroRNA（miRNA）是内源性 22 nt的

非编码 RNA，通过抑制靶基因表达功能性参与细胞调节。体

内和体外研究表明，miRNA通过调节 VSMC参与 IA形成和

进展[10,11]。关于 miR-181c-5p，相关的研究已经发现脑和心肌中

高 miR-181c-5p水平具有促炎和 /或促凋亡的特性[12]。更重要

的是，高通量测序表明 miR-181c-5p可调节炎症相关的基质金
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属蛋白酶 2（MMP2），而且在 IA患者中已检测 miR-181c-5p呈

高表达，并且参与血管重塑过程 [13]。因此，本研究假设

miR-181c-5p 在涉及 IA 病变的 VSMC 行为改变中起关键作

用。PTPN4基因编码是一种在多种细胞内能够广泛检测到的非

受体蛋白酪氨酸磷酸酶。PTPN4参与了细胞增殖、凋亡、细胞周

期停滞和致癌转化，一项体外实验证实 PTPN4在小脑突触可

塑性和运动学习中起关键作用[14]。最近一项关于心肌缺血再灌

注损伤的研究表明，miR-181c-5p / PTPN4信号传导在 H9C2心

肌细胞中起促凋亡作用 [12]。因此，PTPN4在大脑中表达提示

miR-181c-5p / PTPN4信号传导可能在 IA形成和进展中起着

重要的作用。本研究检测了 IA患者血清中 miR-181c-5p的表

达水平，并评估了 miR-181c-5p过表达对 VSMC的作用及其相

关机制，探讨 miRNA作为 IA生物标志物或治疗靶标的意义。

1 材料与方法

1.1 材料和质粒构建

血管平滑肌细胞（VSMC）购于自武汉大学细胞收藏中心。

Ham's F-12K培养基和 lipofectamine 3000由 Themofisher公司

提供。miR-181c-5p mimics、NC mimics、miR-181c-5p inhibitor

mimics、NC inhibitor mimics由 Genepharma公司提供。实时荧

光定量聚合酶链式反应（RT-qPCR）相关试剂和 Annexin

V-FITC Apoptosis Detection Kit购于 Invitrogen公司。由武汉天

一 辉 远 公 司 构 建 psiCHECK2-PTPN4-WT （WT）和

psiCHECK2-PTPN4-MUT（MUT）质粒，将 PTPN4 的 3'UTR 和

突变体 3'UTR的序列插入到 psiCHECK2荧光素酶报告载体来

获得。

1.2 标本采集和细胞培养

2016年 4月至 2018年 4月期间，从海南省人民医院选取

初次入院且影像学确诊为 IA的 60例患者，其中男 35例，女

25例，年龄（41.35± 5.31）岁。纳入标准：经颅脑血管核磁

（MRA）/头颈部非创伤性血管成像技术（CTA）检查提示为颅

内动脉瘤，并经数字减影血管造影术（DSA）确诊，年龄≧20

岁，临床资料完整者。排除标准：心、肝、肾、肺功能障碍患者，三

个月内接受造影的患者。选取自同期体检的 61例健康体检者

作为对照，其中女 26例，男 35例，年龄（40.15± 2.31）岁。两组

性别和年龄比较无明显差异（P>0.05）。提取血清并在 -80℃冷

冻保存。该研究方案已获得海南省人民医院伦理委员会的批

准，并获得了知情同意书。将 VSMC接种于含有 5％FBS的

Ham's F-12K培养基中，在 37℃-5％CO2培养箱中进行传代培

养，以备后续实验。

1.3 实验分组和转染

根据实验需要，处理细胞分为正常生长细胞组（Normal

cells组）、miR-181c-5p mimics组（miR-181c-5p组）、NC mimics

组（NC 组），后面两组分别转染 miR-181c-5p mimics 和 NC

mimics。转染按照 invitorgen手册中的说明，使用 lipofectamine

3000转染细胞，然后收集细胞用于下一步细胞功能测定。

1.4 药物细胞毒性实验（CCK8）和克隆形成实验

将 VSMC按照 1× 103/孔的浓度接种到 96孔板中，继续

培养 24 h、48 h 和 72 h。 然后将含有 10 滋L CCK8 溶液的

Ham's F-12K培养基添加到每个孔中，随后进行 4 h细胞孵育，

分光光度计检测并记录细胞 452 nm的 OD值。每组重复三次，

绘制生长曲线。胰蛋白酶消化后，将 VSMC以 500个细胞 /孔的

密度接种在六孔板中，孵育两周后，将细胞用 4％多聚甲醛固

定并用 0.5％结晶紫溶液染色。连续培养 2小时后，统计集落数。

1.5 Transwell细胞迁移测定

将具有多孔聚碳酸酯膜的 Transwell插入物（Corning Inc）

置于 24 孔板中。下隔室充满 2.6 mL 含 40％FBS 的 Ham's

F-12K培养基。将总共 1× 105个制备的细胞置于上隔室中，

并在 transwell板上培养。在标准条件下培养 2天后，计数并

在显微镜下记录滤膜下侧的细胞。

1.6 流式细胞仪分析

细胞转染 24小时后，PBS清洗三遍，离心收集细胞重新悬

于 100 滋L binding buffer中，继续加入 50 滋L Annexin V-FITC

混合在 4度冰箱遮光孵育 30分钟，再次加入 150 滋L Binding

Buffer和 2 滋L PI，混匀后上样分析。
1.7 RNA分离和 RT-qPCR

通过 TRIzol方法从 IA患者的血清或指定的 VSMC中提

取 RNA。使用 oligo-dT或茎环引物反转录获得 cDNA，然后利

用 SYBR GREEN qPCR Super Mix试剂盒进行 qPCR。PCR产

物经 1.5%琼脂糖鉴定后 miR-181c-5p或 PTPN4GAPDH和 U6

分别用作表达内参，按照△ △ CT法计算目标基因的相对表达量。

1.8 萤光素酶报告基因检测

将 65-75％饱和度 VSMC与报告质粒和 miR-181c-5p模拟

物、NC抑制剂、抑制剂或抑制剂 NC共转染。转染后 2天，按照

Promega手册所述，使用萤光素酶测定试剂评估萤光素酶强度。

1.9 统计学分析

采用 SPSS 25.0进行数据分析，计量资料符合正态分布、具

备方差齐性以(x± s)表示，多组间比较采用方差分析，两两比较
采用 LSD-t检验。以率(%)表示计数资料，采用 x2检验或校正 x2

检验。所有统计均采用双侧检验，检验水准 琢=0.05。

2 结果

2.1 miR-181c-5p在 IA患者血清中的表达

为了初步测试 miR-181c-5p 在 IA 病变中的功能，通过

RT-qPCR测量其在 IA患者血清中的表达水平。结果显示：IA

患者中 miR-181c-5p 表达水平为（6.24± 0.75），高于健康体检

者的（1.96± 0.46），差异有统计学意义（t=37.909，P=0.000）。
2.2 miR-181c-5p过表达对 VSMC 增殖和集落形成率有抑制

作用

接下来，本研究进一步评估了 miR-181c-5p miRNA过表达

是否对 VSMC 有影响。通过 RT-qPCR，本研究证实了

miR-181c-5p转染成功（P<0.05）（图 1A）。 CCK8实验结果表

明，与 Normal cells组或 NC组的 VSMC增殖率相比，过表达

miR-181c-5p的 VSMC增殖率显著降低（P<0.05）（图 1B）。随

后的集落形成分析表明，过表达 miR-181c-5p还能显著抑制

VSMC的集落形成能力（P<0.05）（图 1C和 1D）。细胞迁移实

验表明，在过表达 miR-181c-5p的细胞中，VSMC的迁移能力

受到严重损害（P<0.05）（图 1E和 1F）。此外，流式细胞仪结果

显示，与两个对照组相比，过表达 miR-181c-5p的 VSMC的凋

亡率显着增加（P<0.05）（图 2）。
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2.3 miR-181c-5p在 VSMC靶向调控 PTPN4的表达

为了阐明导致 VSMC行为变化的潜在分子机制，本研究

通过 TargetScan 在线程序筛选 miR-181c-5p 可以识别的下游

靶基因，选择 PTPN4 作为靶基因进行后续研究。 采用

psiCHECK2-PTPN4-WT （WT） 或 psiCHECK2-PTPN4-MUT

（MUT）和 miR-181c-5p、miR-181c-5p inhibitor mimics或它们的

阴性对照共转染了 VSMC。如图 3所示，miR-181c-5p mimics

显着降低了使用 PTPN4 3'UTR转染的 VSMC 的荧光素酶活

性，而在突变型(MUT)荧光素酶活性中未发现任何改变。进一

步的 RT-qPCR结果也支持：miR-181c-5p表达的增强明显抑制

了 VSMC 中 PTPN4 的表达，该结果表明 miR-181c-5p 和

PTPN4之间存在负调控。

3 讨论

随着计算机断层扫描（CT）和磁共振成像（MRI）在临床中

的广泛应用，越来越多颅内动脉瘤被发现[15-17]。据报道，在中国

35-75岁的人群中，颅内动脉瘤破裂的患病率为 7％。尽管发病

率较低，但动脉瘤破裂的后果却很严重，据报道出血早期的死

亡率为 40％，再出血率高达 60％-70％[18]。颅内动脉瘤的发生与

颈动脉曲折等动脉病变引起的动脉壁脆弱性病变有关。目前，

颅内动脉瘤的治疗方式主要有血管内栓塞和开颅夹闭术[19,20]。

因此，研究以 IA病理学为基础的疾病干预方式具有极其重要

的临床意义。细胞凋亡是细胞程序性死亡的一种方式，是维持

生物体细胞动态平衡的关键过程。目前已经发现细胞凋亡导致

的血管重构在血管疾病中起着重要作用[21]。有研究表明在颅内

动脉瘤病例样本中或者动物模型中观察到了过度凋亡的发

生[22,23]。在血管内皮细胞过度凋亡降低了动脉壁的强度，从而导

致 IA的产生以及破裂，所以血管内皮细胞凋亡参与的血管重

塑在颅内动脉瘤发生中起着重要的作用。近年来的研究表明

miRNA异常表达导致血管壁的中层变薄并对血管张力和重塑

产生逐步影响 [24]，所以本研究主要研究了 miR-181c-5p 对

VSMCC细胞增殖增殖和凋亡的影响。

本研究结果发现，miR-181c-5p的过度表达导致了 PTPN4

功能的丧失，从而抑制了 VSMC增殖并促进了 VSMC凋亡，这

为 IA治疗提供了新的思路。RT-qPCR分析表明，与健康对体

检者相比，IA 患者血清中 miR-181c-5p 的表达水平更高。

miR-181c-5p已在大脑中被广泛检测到，并已证明参与神经可

塑性调节网络[25,26]。此外，Siedlecki-Wullich等人还鉴定了阿尔

图 1 miR-181c-5p过表达抑制 VSMC增殖、集落形成和迁移能力

Fig.1 Overexpression of miR-181c-5p inhibits VSMC proliferation, colony formation and migration

Note: A: RT-qPCR was used to detect the transfection efficiency of miR-181c-5p overexpression in VSMC; B: CCK8 experimental results; C:Results of

colony formation analysis; D: Overexpression of miR-181c-5p significantly inhibited the colony forming ability of VSMC; E: Results of cell migration

experiment; F: Overexpression of mir-181c-5p significantly inhibited the migration of VSMC.

图 2 miR-181c-5p促进 VSMC凋亡

Fig.2 miR-181c-5p promotes VSMC apoptosis

Note: A: Flow cytometry results; B: The apoptosis rate of VSMC overexpressing miR-181c-5p was significantly increased.
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茨海默氏病早期的各种可靠生物标志物，包括 miR-181c-5p的

上调[27]。Ge等人还证明了 miR-181c-5p在大鼠心肌细胞 H9C2

细胞系中的抗增殖和凋亡作用[12]。值得注意的是，最近发表的

高通量数据预测表明 miR-181c-5p可能通过与炎症相关基因

相互作用，在颅内动脉瘤发生过程中起到一定作用[28]，但是，其

具体作用机制仍不清楚。在本研究中，CCK8、集落形成和迁移

分析表明，miR-181c-5p的过表达可显着抑制 VSMC增殖、克

隆形成能力和迁移。此外，流式细胞仪分析显示，miR-181c-5p

的上调促进了 VSMC凋亡。本研究表明，miR-181c-5p可能会

对 VSMC的生长产生负面影响，这有助于研究 IA的发病发展。

本研究筛选了一系列与 miR-181c-5p相关的靶基因，集中

研究了 PTPN4，因为其是 PTP家族的成员，并参与各种细胞过

程，例如细胞生长，凋亡和致癌转化。此外，冠状动脉结扎大鼠

模型证明 miR-181c-5p和 PTPN4表达之间存在负调控[12]。作为

其指示的靶基因之一，PTPN4通过与 miR-181c-5p负调控加重

心肌缺血再灌注损伤[12]。虽然 PTPN4作为一种非受体蛋白酪

氨酸磷酸酶，参与许多生物细胞过程。但是，很少报道 PTPN4

在正常人细胞中的作用。 Ge 和 Liu 的研究阐述了

miR-181c-5p或 miR-208a通过降低 PTPN4表达在心肌细胞中

发挥促凋亡作用 [12,29]。 Prehaud的研究在神经元中也观察到

PTPN4介导的抗凋亡作用[30]。在本研究中，荧光素酶实验证

明 PTPN4 是 VSMC 中 miR-181c-5p 的 靶 标 。 随 后 的

RT-qPCR分析也证实，在过度表达 miR-181c-5p的 VSMC中

PTPN4表达降低，从而导致细胞凋亡并抑制细胞生长，最终导

致 IA破裂。

综上所述，本研究证明 miR-181c-5p 过表达通过抑制

PTPN4的表达，从而抑制 VSMC细胞的增殖、克隆形成和迁移

能力，同时刺激了细胞凋亡。因此，miR-181c-5p可能是治疗 IA

病变的有效治疗靶点。
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