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miR-152-3p调控 Notch1/DLL4通路对家兔深 II度烧伤创面
血管生成的影响 *
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摘要 目的：探究微小核糖核酸（miR）-152-3p调控果蝇 Notch同源物 1（Notch1）/Delta样配体 4（DLL4）通路对家兔深 II度烧伤创

面血管生成的影响。方法：将 50只新西兰家兔随机分为对照组、模型组、miR-152-3p拮抗剂（antagomir）组、miR-152-3p antagomir

阴性对照 +空载组、miR-152-3p antagomir+Notch1敲低组，每组 10只，除对照组外其余各组家兔构建深 II度烧伤模型，分组给药

处理后，实时荧光定量聚合酶链式反应（qRT-PCR）检测各组家兔创面组织 miR-152-3p与 Notch1、DLL4 mRNA表达；检测各组家

兔创面愈合率及微循环血流灌注值（MPD）；免疫组织化学染色检测各组家兔创面微血管密度（MVD）；酶联免疫吸附反应

（ELISA）检测各组家兔血清血管内皮细胞生长因子（VEGF）及促血管生成素 1（Ang1）水平；免疫印迹检测各组家兔创面组织

VEGF、Ang1与 Notch1/DLL4通路蛋白表达；双荧光素酶报告基因实验检测兔脐静脉内皮细胞中 miR-152-3p对 Notch1及 DLL4

的靶向调节。结果：与对照组相比，模型组家兔创面组织 miR-152-3p与 Notch1、DLL4 mRNA表达升高（P<0.05），创面 MPD及

MVD、血清 VEGF及 Ang1水平、创面组织 VEGF与 Ang1蛋白表达降低（P<0.05）。与模型组相比，miR-152-3p antagomir组家兔
创面组织 miR-152-3p mRNA表达降低（P<0.05），创面愈合率、创面 MPD及 MVD、血清 VEGF及 Ang1水平、创面组织 Notch1、

DLL4 mRNA及蛋白表达、创面组织 VEGF与 Ang1蛋白表达升高（P<0.05）；miR-152-3p antagomir阴性对照 +空载组家兔各指标

无明显差异（P＞0.05）；与 miR-152-3p antagomir组相比，miR-152-3p antagomir+Notch1敲低组家兔创面组织 miR-152-3p mRNA

表达无明显差异（P＞0.05），创面愈合率、创面MPD及MVD、血清 VEGF及 Ang1水平、创面组织 Notch1、DLL4 mRNA及蛋白表

达、创面组织 VEGF与 Ang1蛋白表达降低（P<0.05）。miR-152-3p可靶向下调兔脐静脉内皮细胞中 Notch1及 DLL4的表达。结

论：敲低 miR-152-3p可通过上调 Notch1/DLL4通路而增强家兔深 II度烧伤创面血管生成，进而促进其创面愈合。
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Influences of miR-152-3p on Angiogenesis of Rabbits with Deep II-Degree
Burn Wounds by Regulating Notch1/DLL4 Pathway*

To investigate the influences of microRNA (miR)-152-3p on angiogenesis of rabbits with deep II-degree

burn wounds by regulating Drosophila Notch homolog 1 (Notch1)/Delta-like ligand 4 (DLL4) pathway. 50 new Zealand rabbits

were randomly divided into control group, model group, miR-152-3p antagomir (antagomir) group, miR-152-3p antagomir negative con-

trol combined empty load group, and miR-152-3p antagomir combined Notch1 knockdown group, with 10 rabbits in each group, except

the control group, the rabbits in the other groups were constructed with deep II-degree burn models. After group administration, real-time

fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR) was performed to detect the expressions of miR-152-3p and Notch1, DLL4 mRNAs in wound

tissue of rabbits in each group. The wound healing rate and microcirculation perfusion value (MPD) of rabbits in each group were detected.

The immunohistochemical staining was performed to detect the wound microvessel density (MVD) of rabbits in each group. The levels of

serum vascular endothelial growth factor (VEGF) and angiopoietin 1 (Ang1) of rabbits in each group were detected by enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA). Western blot was performed to detect the expressions of VEGF, Ang1 and Notch1/DLL4 pathway pro-

teins in the wound tissues of rabbits in each group. The targeted regulation of Notch1 and DLL4 by miR-152-3p in rabbit umbilical vein

endothelial cells was detected by dual-luciferase reporter gene assay. Compared with the control group, the expressions of

miR-152-3p, Notch1 and DLL4 mRNA in the wound tissues of the rabbits in the model group were increased (P<0.05), the MPD and

MVD in the wound, the levels of serum VEGF and Ang1, and the expressions of VEGF and Ang1 proteins in the wound tissues were

decreased (P<0.05). Compared with the model group, the expression of miR-152-3p in the wound tissues of rabbits in the miR-152-3p
antagomir group was decreased (P<0.05), the wound healing rate, MPD and MVD in the wound, the levels of serum VEGF and Ang1,
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the protein expressions of Notch1 and DLL4 mRNA in wound tissues, and the protein expressions of VEGF and Ang1 in wound tissues

were increased (P<0.05). There was no obvious difference in each index of rabbits in miR-152-3p antagomir negative control combined
empty load group (P>0.05). Compared with the miR-152-3p antagomir group, there was no obvious difference in the expression of

miR-152-3p mRNA in the wound tissues of the rabbits in the miR-152-3p antagomir combined Notch1 knockdown group (P>0.05), the
wound healing rate, MPD and MVD in the wound, the levels of serum VEGF and Ang1, the protein expressions of Notch1 and DLL4

mRNA in wound tissues, and the protein expressions of VEGF and Ang1 in wound tissues were decreased (P<0.05). The miR-152-3p
could target down-regulate the expressions of Notch1 and DLL4 in rabbit umbilical vein endothelial cells. Knockdown of

miR-152-3p can enhance the angiogenesis of rabbits with deep II-degree burn wounds by up-regulating the Notch1/DLL4 pathway, thereby

promoting wound healing.

miR-152-3p; Notch1/DLL4; Deep II-degree burns; Wounds; Angiogenesis

前言

烧伤是由火、热气、热液体等热力所致的组织损伤，可造成

皮肤细胞坏死，微循环发生障碍[1]。深 II度烧伤可到达真皮层，

破坏其组织细胞，即使创面愈合后也常伴随不同程度的瘢痕增

生，具有极高的致残、致畸、致死率，给患者身心带来极大痛

苦[2-4]。血管生成是深 II度烧伤创面愈合的重要生理特征，增强

创面新生血管生成可加快其愈合过程[5,6]。miR-152-3p是调控血

管相关细胞增殖、运动、迁移等生理活动的重要核糖核酸（Ri-

bonucleic acid，RNA）分子，可介导血管形成过程 [7,8]，拮抗

miR-152-3p表达可以恢复人脐静脉内皮细胞功能，加速糖尿病

足溃疡创面修复[9]，因而推测 miR-152-3p可能调控深 II度烧伤

创面血管生成过程。Notch信号可调控内皮细胞功能及血管形

成，对其进行抑制可下调血管生成相关因子表达，抑制血管形

成及创面瘢痕增生 [10,11]，Delta 样配体 4（Delta like ligand-4，

DLL4）作为 Notch 的一种配体，可与果蝇 Notch 同源物 1

（Notch1）结合促使抑制肿瘤血管生成，抑制 Notch1/DLL4信号

可减弱血管生成而对结直肠癌发挥抗癌作用 [12]，另外上调

Notch1可减轻烧伤诱导的心肌损伤[13]，并通过增强真皮成纤维

细胞运动和分泌能力促进皮肤创伤的伤口愈合[14]，有研究证实

微小 RNA是 Notch 通路参与血管生成过程中的重要调控因

子[15]，因此推测 miR-152-3p可能通过调控 Notch1/DLL4通路

影响深 II度烧伤创面血管生成，本文通过构建家兔深 II度烧

伤模型，对上述推测进行研究验证。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 SPF级新西兰家兔购自青岛康大生物科技

有限公司，生产许可证号 SCXK（鲁）2021 0003，雄性，体重

2.0~3.0 kg，严格按照《中华人民共和国实验动物管理条例》的

要求进行饲养及实验。

1.1.2 主要试剂及仪器 兔脐静脉内皮细胞 （货号

PRI-C-0002）、内皮细胞专用培养基（货号 ZQ-1304）购自上海

中乔新舟生物科技有限公司；兔血管内皮细胞生长因子（vascu-

lar endothelial growth factor，VEGF）酶联免疫吸附反应（enzyme

linked immunosorbent assay，ELISA） 试 剂 盒 （ 货 号

EK-R61701）、兔促血管生成素 1（angiopoietin 1，Ang1）ELISA

试剂盒（货号 EK-R60467）购自上海继和生物科技有限公司；小

鼠源抗兔 VEGF一抗（货号 NB100-648）、兔源抗兔 DLL4一抗

（货号 NB600-892）购自上海优宁维生物科技股份有限公司；兔

源抗兔 Notch1一抗（货号 YLK-KT0599）购自优利科（上海）生

命科学有限公司；小鼠源抗兔 GAPDH一抗（货号 AG019）购自

上海碧云天生物技术有限公司；山羊源抗兔 Ang1一抗（货号

ab133425）、HRP偶联山羊抗小鼠二抗（货号 ab6789）、HRP偶

联驴抗山羊二抗（货号 ab6885）、HRP偶联山羊抗兔二抗（货号

ab6721）购自 Abcam 公司；兔源抗兔 CD34 一抗（货号

HK210081L）购自杭州浩克生物技术有限公司；动物总 RNA快

速抽提试剂盒（货号 B518621）、双荧光素酶报告基因检测试剂

盒（货号 E608001）、RIPA裂解液（货号 C500005-0050）、BCA

蛋白质定量检测试剂盒（货号 C503021）、一步法反转录荧光定

量试剂盒（货号 B639277）购自生工生物工程（上海）股份有限

公司；通用 SP免疫组织化学试剂盒（货号 SP0041）购自北京索

莱宝生物科技有限公司等。实时荧光定量聚合酶链式反应

（qRT-PCR）仪（上海凯杰企业管理有限公司，中国），型号 Ro-

tor-Gene Q；激光多普勒血液灌流成像仪（Perimed公司，瑞典），

型号 LISCA；旋转切片机（Leica公司，德国），型号 CUT 4050；

研究型显微镜（麦克奥迪公司，加拿大），型号 Motic；全波长酶

标仪（biotek公司，美国），型号 Uquant；电泳仪电源、垂直电泳

槽、转膜槽（Bio-Rad 公司，美国），型号 PowerPac Basic

1645050、Tetra Systerm、Power PacBasic等。

1.2 方法

1.2.1 建立家兔深Ⅱ度烧伤模型及分组给药 参照文献 [16]制

备家兔深Ⅱ度烧伤模型：将新西兰家兔背部毛发剪短后以 8%

硫化钠脱毛，脱毛范围直径为 15 cm，以生理盐水冲洗去皮肤

上残留的硫化钠，使用盛满 98℃热水的铁筒（直径 5 cm）放置

在背部脱毛处 18 s，获得以脊柱为对称轴的 2个深 II度创面，

取创面切片进行病理检测发现：真皮层细胞坏死，毛细血管扩

张且管腔可见血液瘀滞，表明模型建立成功，共成功建模 40

只，随机分为模型组、miR-152-3p 拮抗剂（antagomir）组、

miR-152-3p antagomir 阴性对照 + 空载组、miR-152-3p an-

tagomir+Notch1敲低组，每组 10只，另选 10只新西兰家兔只

进行脱毛处理作为对照组。以生理盐水溶解 miR-152-3p an-

tagomir、miR-152-3p antagomir 阴性对照、空载质粒、Notch1

siRNA质粒，miR-152-3p antagomir 组尾静脉注射 miR-152-3p
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antagomir 500ng；miR-152-3p antagomir 阴性对照 + 空载组

尾静脉注射 miR-152-3p antagomir 阴性对照和空载质粒各

500 ng；miR-152-3p antagomir+敲低组尾静脉注射 miR-152-3p

antagomir和Notch1 siRNA质粒各 500ng，对照组和模型组家兔

尾静脉注射等剂量生理盐水，每周注射 2次，共干预处理 2周。

1.2.2 家兔创面愈合率、微循环血流灌注值（microcirculation

perfusion value，MPD）检测及标本收集 各组家兔在 2周干

预结束后，采用激光多普勒血液灌流成像仪测定创面 MPD，仪

器参数：扫描宽度 64像素、轮廓 50像素、显示频率 5Hz、视距

12 cm、扫描速度 100 ms/Line，每只家兔扫描 3次取平均值。对

各组家兔烧伤创面分别在给药前后进行拍照，以 Motic 6.0数

码医学图像分析系统定量测定创面面积，计算创面愈合率 =

（1-未愈创面面积 /初始创面面积）× 100％。采集各组家兔耳缘

静脉血液，2000 r/min离心 10 min获得血清，存在 -80℃备用。

于耳缘静脉注入 15 mL的空气处死各组家兔，剥下背部烧伤创

面皮肤组织（对照组取相对应位置的皮肤），每只家兔剪下约

0.5 g存在液氮备用；再次剪下 0.5 g加入适量 RIPA裂解液，研

磨离心（3000 r/min，4℃，20 min）获得创面组织蛋白样品液，以

BCA法测出其中总蛋白浓度，存在 -80℃备用；剩余创面皮肤

组织清洗后做常规固定、脱水、透明、石蜡包埋处理后固定在旋

转切片机中，切为约 4 滋m厚的切片备用。
1.2.3 家兔创面组织 miR-152-3p与 Notch1、DLL4 mRNA表达

检测 上述 1.2.2中收集的创面组织，于研钵中研碎并采用动

物总 RNA快速抽提试剂盒提出各组总 RNA，分别测定其浓

度，取适量总 RNA和基因引物加入一步法反转录荧光定量试

剂盒中的预混液内混匀，参照其说明书指导设定反应条件，进

行实时荧光定量 PCR反应后获得各基因 Ct值，miR-152-3p内

参选用 U6，Notch1、DLL4内参选用 GAPDH，采用 2-△ △ Ct算法

分析后可量化得出基因相对表达，引物序列见下表 1。

表 1 qRT-PCR引物序列

Table 1 The qRT-PCR primer sequence

Primer name Direction Sequence（5'-3'）

miR-152-3p
F CTAGTCCAGTTTTCCCAGGA

R CAGTGCGTGTCGTGGAGT

U6
F CTCGCTTCGGCAGCACA

R AACGCTTCACGAATTTGCGT

Notch1
F GGTGAGACCTGCCTGAATG

R GTTGGGGTCCTGGCATC

DLL4
F AGGCCTGTTTTGTGACCAAG

R GTGCAGGTGTAGCTTCGCT

GAPDH
F GCACCGTCAAGGCTGAGAAC

R TGGTGAAGACGCCAGTGGA

1.2.4 家兔创面组织微血管密度（microvessel density，MVD）

检测 CD34是微血管主要标志物，对其表达进行检测可用来

评测MVD[17,18]，1.2.2中的创面组织切片取出后做常规脱蜡、水

化、0.3% H2O2孵育、漂洗处理，以 5%山羊血清封闭后孵育稀释

200倍的抗兔 CD34一抗，然后采用通用 SP免疫组织化学试

剂盒孵育二抗、DAB显色，完成免疫组化操作，在显微镜受采

集图像，以Motic 6.0数码医学图像分析系统进行分析定量视

野中切片面积及血管数（设定 CD34阳性表达细胞或细胞簇作

为 1个血管计数单位），最终获得MVD=血管数 /切片面积。

1.2.5 家兔血清 VEGF 及 Ang1 水平检测 1.2.2 中保存在

-80℃的血清取出缓慢解冻，采用 ELISA 试剂盒测定其中

VEGF及 Ang1水平，具体步骤参照试剂盒说明书进行。

1.2.6 家兔创面组织 VEGF、Ang1与 Notch1/DLL4通路蛋白表

达检测 1.2.2中保存在 -80℃的创面组织蛋白样品液取出缓

慢解冻，每组取 20 滋g总蛋白变性、上样、跑电泳、湿转，以脱脂
牛奶封闭分散在膜上的总蛋白非特异位点，根据分子量将蛋白

VEGF、Ang1、Notch1、DLL4、GAPDH 裁下，以相应一抗、二抗

做抗原抗体反应后显色，采集图像后以 Image -Pro plus软件分

析定量蛋白条带灰度值，以内参 GAPDH为基准量化得出各组

蛋白相对表达情况。

1.2.7 检测兔脐静脉内皮细胞中 miR-152-3p 对 Notch1 及

DLL4的靶向调控 解冻兔脐静脉内皮细胞后复苏培养，传代

接种在无菌 24孔板中（1× 105个 /孔），培养 24 h后随机分为

Notch1 突变 +miR-152-3p mimics 阴性对照组（转染突变型

Notch1 3'-UTR 报 告 质 粒 + 空 载 质 粒）、Notch1 突 变

+miR-152-3p mimics组（转染突变型 Notch1 3'-UTR报告质粒

+miR-152-3p 过表达质粒）、Notch1 野生 +miR-152-3p mimics

阴性对照组（转染野生型 Notch1 3'-UTR报告质粒 +空载质

粒）、Notch1野生 +miR-152-3p mimics组（转染野生型 Notch1

3'-UTR 报告质粒 +miR-152-3p 过表达质粒）、DLL4 突变

+miR-152-3p mimics阴性对照组（转染突变型 DLL4 3'-UTR报

告质粒 +空载质粒）、DLL4突变 +miR-152-3p mimics组（转染

突变型 DLL4 3'-UTR 报告质粒 +miR-152-3p 过表达质粒）、

DLL4 野生 +miR-152-3p mimics 阴性对照组（转染野生型

DLL4 3'-UTR报告质粒 +空载质粒）、DLL4野生 +miR-152-3p

mimics组（转染野生型DLL4 3'-UTR报告质粒 +miR-152-3p过
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表达质粒），采用脂质体 2000分组进行转染 24 h，然后收集各

组细胞通过双荧光素酶报告基因检测试剂盒检测各组细胞双

荧光素酶相对活性，具体步骤按照制造商试剂盒说明书中指导

方法进行操作。

1.3 统计学分析

本文数据使用 GraphPad Prism 8.0软件做统计学分析，计

量资料采用均数± 标准差(x± s)表示，多组间比较采用单因素
方差分析，两两之间进一步比较采用 SNK-q检验，以 P＜0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组家兔创面组织 miR-152-3p与 Notch1、DLL4 mRNA表

达的检测结果

与对照组相比，模型组家兔创面组织 miR-152-3p 与

Notch1、DLL4 mRNA 表达升高（P<0.05）。与模型组相比，
miR-152-3p antagomir组家兔创面组织 miR-152-3p 表达降低

（P<0.05），Notch1、DLL4 mRNA 表 达 升 高 （P<0.05），
miR-152-3p antagomir 阴性对照 + 空载组家兔创面组织

miR-152-3p 与 Notch1、DLL4 mRNA 表达无明显差异（P＞
0.05）； 与 miR-152-3p antagomir 组 相 比 ，miR-152-3p an-

tagomir+Notch1敲低组家兔创面组织 miR-152-3p表达无明显

差异（P＞0.05），Notch1、DLL4 mRNA表达降低（P<0.05）。如表
2所示。

Note: compared with the control group, aP＜0.05. Compared with the model group, bP＜0.05. Compared with the miR-152-3p antagomir group, cP＜0.05.

表 2 各组家兔创面组织 miR-152-3p与 Notch1、DLL4 mRNA相对表达（n=10，x± s）
Table 2 Relative expression of miR-152-3p and Notch1, DLL4 mRNA in wound tissues of rabbits in each group（n=10, x± s）

Groups miR-152-3p Notch1 DLL4

Control group 1.03± 0.15 0.96± 0.12 0.95± 0.11

Model group 2.24± 0.20a 1.30± 0.15a 1.28± 0.14a

miR-152-3p antagomir group 1.12± 0.16b 2.18± 0.19b 2.20± 0.21b

miR-152-3p antagomir negative

control combined empty load group
2.23± 0.19 1.32± 0.14 1.27± 0.16

miR-152-3p antagomir combined

Notch1 knockdown group
1.13± 0.17b 1.36± 0.13c 1.35± 0.18c

F 128.201 93.279 81.820

P 0.000 0.000 0.000

2.2 各组家兔创面愈合率及MPD的检测结果

与对照组相比，模型组家兔创面MPD明显降低（P<0.05）；
与模型组相比，miR-152-3p antagomir组家兔创面愈合率、MPD

明显升高（P<0.05），miR-152-3p antagomir阴性对照 +空载组

家兔创面愈合率、MPD无明显差异（P＞0.05）；与 miR-152-3p

antagomir组相比，miR-152-3p antagomir+Notch1敲低组家兔创

面愈合率、MPD明显降低（P<0.05）。如表 3所示。

Note: compared with the control group, aP＜0.05. Compared with the model group, bP＜0.05. Compared with the miR-152-3p antagomir group, cP＜0.05.

表 3 各组家兔创面愈合率及MPD（n=10，x± s）
Table 3 Wound healing rate and MPD of rabbits in each group（n=10, x± s）

Groups Wound healing rate（%） MPD（PU）

Control group - 1437.93± 251.46

Model group 29.14± 5.23 359.84± 78.52a

miR-152-3p antagomir group 73.02± 12.63b 1384.12± 176.30b

miR-152-3p antagomir negative control

combined empty load group
30.23± 6.74 364.25± 90.13

miR-152-3p antagomir combined Notch1

knockdown group
34.95± 5.92c 391.76± 81.45c

F 65.621 140.760

P 0.000 0.000

2.3 各组家兔创面MVD的检测结果

与对照组相比，模型组家兔创面MVD明显降低（P<0.05）；
与模型组相比，miR-152-3p antagomir 组家兔创面 MVD 明显

升高（P<0.05），miR-152-3p antagomir阴性对照 +空载组家兔

创面 MVD无明显差异（P＞0.05）；与 miR-152-3p antagomir组

相比，miR-152-3p antagomir+Notch1敲低组家兔创面 MVD明

显降低（P<0.05）。如图 1、表 4所示。
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2.4 各组家兔血清 VEGF及 Ang1水平的检测结果

与对照组相比，模型组家兔血清 VEGF及 Ang1水平明显

降低（P<0.05）；与模型组相比，miR-152-3p antagomir组家兔血
清 VEGF 及 Ang1 水平明显升高（P<0.05），miR-152-3p an-

tagomir阴性对照 +空载组家兔血清 VEGF及 Ang1水平无明

显 差 异 （P＞0.05）； 与 miR-152-3p antagomir 组 相 比 ，

miR-152-3p antagomir+Notch1敲低组家兔血清 VEGF及 Ang1

水平明显降低（P<0.05）。如表 5所示。

2.5 各组家兔创面组织 VEGF、Ang1与 Notch1/DLL4通路蛋白

表达的检测结果

与对照组相比，模型组家兔创面组织 VEGF、Ang1蛋白表

达降低（P<0.05），Notch1、DLL4蛋白表达升高（P<0.05）。与模
型组相比，miR-152-3p antagomir 组家兔创面组织 VEGF、

Ang1、Notch1、DLL4 蛋白表达升高（P<0.05）；miR-152-3p an-
tagomir 阴性对照 + 空载组家兔创面组织 VEGF、Ang1、

Notch1、DLL4 蛋白表达无明显差异（P＞0.05）；与 miR-152-3p

antagomir组相比，miR-152-3p antagomir+Notch1敲低组家兔创

面组织 VEGF、Ang1、Notch1、DLL4蛋白表达降低（P<0.05）。如
图 2、表 6所示。

Control group Model group miR-152-3p antagomir group

miR-152-3p antagomir negative control combined empty

load group

miR-152-3p antagomir combined Notch1 knockdown

group

图 1 免疫组织化学染色检测各组家兔创面MVD（× 200）

Fig.1 MVD of wounds of rabbits in each group detected by immunohistochemical staining（× 200）

Note: compared with the control group, aP＜0.05. Compared with the model group, bP＜0.05. Compared with the miR-152-3p antagomir group, cP＜0.05.

表 4 各组家兔创面MVD（n=10，x± s）
Table 4 MVD in the wound of rabbits in each group（n=10, x± s）

Groups MVD（n/mm2）

Control group 53.45± 4.24

Model group 32.12± 2.13a

miR-152-3p antagomir group 49.36± 4.32b

miR-152-3p antagomir negative control combined empty load group 31.01± 2.76

miR-152-3p antagomir combined Notch1 knockdown group 35.94± 3.30c

F 89.471

P 0.000
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Note: compared with the control group, aP＜0.05. Compared with the model group, bP＜0.05. Compared with the miR-152-3p antagomir group, cP＜0.05.

Note: compared with the control group, aP＜0.05. Compared with the model group, bP＜0.05. Compared with the miR-152-3p antagomir group, cP＜0.05.

表 5 各组家兔血清 VEGF及 Ang1水平（n=10，x± s）
Table 5 The levels of serum VEGF and Ang1of rabbits in each group（n=10, x± s）

Groups VEGF（pg/mL） Ang1（ng/mL）

Control group 139.46± 15.76 879.35± 114.63

Model group 48.59± 9.13a 124.86± 16.54a

miR-152-3p antagomir group 128.24± 13.82b 847.14± 120.36b

miR-152-3p antagomir negative control

combined empty load group
50.15± 11.42 119.75± 20.18

miR-152-3p antagomir combined Notch1

knockdown group
54.83± 12.19c 137.92± 18.24c

F 129.145 283.808

P 0.000 0.000

图 2 免疫印迹检测各组家兔创面组织 VEGF、Ang1与 Notch1/DLL4

通路蛋白表达

Fig.2 The expressions of VEGF, Ang1 and Notch1/DLL4 pathway protein

in wound tissues of rabbits in each group detected by Western blotting

Note A: control group. B: model group. C: miR-152-3p antagomirr group.

D: miR-152-3p antagomir negative control combined empty load group.

E: miR-152-3p antagomir combined Notch1 knockdown group.

2.6 兔脐静脉内皮细胞中 miR-152-3p对 Notch1及 DLL4的靶

向调节

查询 starbase数据库发现 miR-152-3p和 Notch1、DLL4之

间均有结合位点，见图 3。与 Notch1野生 +miR-152-3p mimics

阴性对照组比较，Notch1 野生 +miR-152-3p mimics 组相对荧

光素酶活性降低（P＜0.05）；与 DLL4野生 +miR-152-3p mimics

阴性对照组比较，DLL4野生 +miR-152-3p mimics组相对荧光

素酶活性降低（P＜0.05）；Notch1突变 +miR-152-3p mimics阴

性对照组与 Notch1突变 +miR-152-3p mimics组之间、DLL4突

变 +miR-152-3p mimics阴性对照组与 DLL4突变 +miR-152-3p

mimics组之间相对荧光素酶活性均无明显差异（P＞0.05）。见

表 7、表 8。

3 讨论

深 II度烧伤作为临床常见外伤，创面愈合过程与患者预后

关系密切，创面愈合越慢，发生感染的风险越高，而血管生成是

深 II度烧伤创面修复与愈合的重要生理环节，探寻针对血管形

成的相关治疗方案对深 II度烧伤创面愈合及患者预后的提升

具有重要价值[19,20]。本研究采用盛满 98℃热水的直径 5 cm铁

筒置于家兔背部脱毛后的皮肤上 18s，建立深 II度烧伤模型，

表 6 各组家兔创面组织 VEGF、Ang1与 Notch1/DLL4通路蛋白相对表达（n=10，x± s）
Table 6 Relative expressions of VEGF, Ang1 and Notch1/DLL4 pathway proteins in wound tissues of rabbits in each group（n=10, x± s）

Groups VEGF/GAPDH Ang1/GAPDH Notch1/GAPDH DLL4/GAPDH

Control group 0.79± 0.13 1.39± 0.24 0.69± 0.07 0.55± 0.06

Model group 0.16± 0.04a 0.67± 0.08a 0.94± 0.09a 0.86± 0.10a

miR-152-3p antagomir group 0.73± 0.15b 1.32± 0.25b 1.45± 0.16b 1.37± 0.22b

miR-152-3p antagomir negative

control combined empty load group
0.17± 0.05 0.68± 0.09 0.93± 0.10 0.87± 0.13

miR-152-3p antagomir combined

Notch1 knockdown group
0.23± 0.07b 0.74± 0.11b 0.98± 0.11c 0.91± 0.14c

F 103.079 44.768 63.320 43.817

P 0.000 0.000 0.000 0.000
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Note: compared with DLL4 wild combined miR-152-3p mimics negative control group, aP＜0.05.

图 3 查询 starbase数据库得到 miR-152-3p和 Notch1、DLL4之间的结

合位点

Fig.3 Binding sites between miR-152-3p and Notch1, DLL4 were

obtained by querying Starbase database

Note: Compared with Notch1 wild combined miR-152-3p mimics negative control group, aP＜0.05.

结果显示，造模家兔烧伤创面 MPD及 MVD、血清 VEGF及

Ang1水平、创面组织 VEGF与 Ang1蛋白表达降低，促血管新

生因子 VEGF、Ang1表达及血管密度明显降低，血液微循环受

损，且病理检测发现创面组织真皮层细胞坏死，毛细血管扩张

且管腔可见血液瘀滞，表明模型建立成功。

miR-152-3p可通过调控血管内皮细胞存活、迁移和功能参

与血管形成过程，抑制 miR-152-3p可逆转缺氧诱导的人脐静

脉内皮细胞活力下降和通透性增加，减轻血管内皮细胞功能障

表 7 检测 miR-152-3p对 Notch1靶向调节时各组兔脐静脉内皮细胞相对荧光素酶活性值（n=6，x± s）
Table 7 Relative luciferase activity values of rabbit umbilical vein endothelial cells in each group whenmiR-152-3p regulates Notch1 targeting（n=6, x± s）

Groups Relative luciferase activity

DLL4 wild combined miR-152-3p mimics negative control group 1.04± 0.22

DLL4wild combined miR-152-3p mimics group 0.35± 0.04a

DLL4 mutation combined miR-152-3p mimics negative control group 1.03± 0.17

DLL4 mutation combined miR-152-3p mimics group 0.97± 0.18

F 39.877

P 0.000

碍[21]，有研究显示，miR-152-3p在糖尿病足溃疡样本中高表达，

下调 miR-152-3p表达可抑制成纤维细胞凋亡和炎症，修复人

脐静脉内皮细胞功能，从而促进糖尿病足溃疡伤口愈合[9,22]，因

此推测下调 miR-152-3p可能促进深 II度烧伤创面血管生成。

本研究以 miR-152-3p antagomir 下调深 II 度烧伤模型家兔

miR-152-3p表达，可升高创面愈合率、MPD及MVD、血清VEGF

及 Ang1水平、创面组织 VEGF与 Ang1蛋白表达，表明敲低

miR-152-3p可提升促血管新生因子 VEGF、Ang1表达，增加微

血管密度，改善血液微循环，促进血管新生及烧伤创面愈合。

Notch是介导细胞增殖、分化、运动、代谢等生理活动的重

要信号，对于初级血管网络的形成和新生血管的成熟至关重

要，可与其配体 DLL4结合调控血管新生过程，进而参与伤口

愈合过程[23-25]，上调 Notch1表达，可显著减轻高糖诱导的人脐

静脉内皮细胞功能障碍，增强其增殖、迁移和血管生成能力，进

而促进伤口愈合[26-28]，还可促进表皮干细胞增殖，加速糖尿病大

鼠皮肤创伤的伤口愈合并改善其愈合质量[29,30]，本研究结果显

示，深 II度烧伤模型家兔创面组织 Notch1、DLL4 mRNA及蛋

白表达相比对照组升高，以 miR-152-3p antagomir 下调

miR-152-3p 表达，可进一步升高两者表达水平，表明

Notch1/DLL4参与介导敲低 miR-152-3p对促进深 II度烧伤家

兔血管新生及烧伤创面愈合的过程，家兔烧伤后，体内

Notch1/DLL4会有一定程度上代偿性的激活，但并不足以对血

管新生产生促进作用，另外以 miR-152-3p antagomir和 Notch1

siRNA质粒联合处理深 II度烧伤家兔，相比 miR-152-3p an-

tagomir单独处理，可降低创面愈合率、MPD及 MVD、血清

VEGF及 Ang1水平、创面组织 Notch1、DLL4 mRNA及蛋白表

达、创面组织 VEGF与 Ang1蛋白表达，表明敲低 Notch1可减

弱下调 miR-152-3p对促血管新生因子 VEGF、Ang1表达的增

强作用，拮抗其对微血管血液微循环的改善作用，最终逆转其

对烧伤创面血管新生及愈合的促进功能，且双荧光素酶报告基

因实验结果显示 miR-152-3p可靶向下调兔脐静脉内皮细胞中

Notch1 及 DLL4 的表达，揭示 miR-152-3p 可通过靶向调控

Notch1及 DLL4的表达介导血管新生过程，抑制 miR-152-3p

表达可通过激活 Notch1/DLL4信号促进烧伤后创面血管新生

表 8 检测 miR-152-3p对 DLL4靶向调节时各组兔脐静脉内皮细胞相对荧光素酶活性值（n=6，x± s）
Table 8 Relative luciferase activity values of rabbit umbilical vein endothelial cells in each group when miR-152-3p regulates DLL4 targeting（n=6, x± s）

Groups Relative luciferase activity

Notch1 wild combined miR-152-3p mimics negative control group 1.02± 0.20

Notch1wild combined miR-152-3p mimics group 0.32± 0.06a

Notch1 mutation combined miR-152-3p mimics negative control group 1.01± 0.13

Notch1 mutation combined miR-152-3p mimics group 0.98± 0.15

F 56.398

P 0.000

446窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.23 NO.3 FEB.2023

及愈合。

综上所述，miR-152-3p 可靶向下调 Notch1 及 DLL4 的表

达，对 Notch1/DLL4激活具有明显抑制作用，下调 miR-152-3p

可通过促使 Notch1/DLL4信号传导促进深 II度烧伤后创面血

管生成，改善微血管血液微循环，加快创面愈合。
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