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流体剪切力对内皮细胞 ｍｉＲ⁃２１ 和
ｍｉＲ⁃１９９ａ 表达的影响
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摘　 要：为探讨流体剪切力对内皮细胞 ｍｉｃｏｒＲＮＡｓ 表达的影响。 采用旋转锥形圆盘剪切力系统对内皮细胞分别加载低（４
ｄｙｎ ／ ｃｍ２）、中（１０ ｄｙｎ ／ ｃｍ２）和高（１５ ｄｙｎ ／ ｃｍ２）３ 种不同梯度的剪切力作用 ２４ｈ。 对照组未加载剪切力。 采用高通量筛选芯片检

测 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 表达变化，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证，并进行生物信息学分析。 与对照组比较，低剪切力组表达差异的 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 有 ３３ 个

（ＦＣ＞１．５ 或＜０．５ 倍，Ｐ＜０．０５），其中 ２８ 个上调，５ 个下调；中剪切力组表达差异的 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 有 ８ 个（ＦＣ＞１．５ 或＜０．５ 倍，Ｐ＜０．０５），
其中 ６ 个上调，２ 个下调；高剪切力组表达差异的 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 有 ３１ 个（ＦＣ＞１．５ 或＜０．５ 倍，Ｐ＜０．０５），其中 ２５ 个上调，６ 个下调。
ｍｉＲ⁃２１ 在高剪切力组中上调最显著（ＦＣ ＝ ０．０２６）， 在低剪切力组中显著下调（ＦＣ ＝ ３．５３１）。 ｍｉＲ⁃１９９ａ 在低剪切力组中上调最

显著（ＦＣ ＝ ０．０７５），在高剪切力组中显著下调（ＦＣ ＝ ３．０３１）。 表达差异的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的靶基因主要与内皮细胞的力学信号转导、
细胞跨膜迁移、钙离子信号通路、细胞内吞作用等相关。 流体剪切力可诱导内皮细胞 ｍｉＲ－２１ 和 ｍｉＲ⁃１９９ａ 表达发生改变。
关键词：剪切力；内皮细胞；ｍｉｃｒｏＲＮＡ；表达
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　 　 血管内皮细胞（Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ， ＥＣ）是连接血

流和血管壁的重要结构，是血流剪切力 （ Ｓｈｅａｒ
ｓｔｒｅｓｓ， ＳＳ）作用的靶细胞，其功能障碍是导致动脉

粥样硬化形成的关键因素。 研究表明［１－３］，不同梯

度的 血 流 剪 切 力 对 内 皮 细 胞 的 影 响 不 同。
ｍｉｃｒｏＲＮＡ 是一类高度保守、内源性非蛋白编码小分

子 ＲＮＡ，参与调节细胞分化、增殖、凋亡、代谢以及

多种生物组织生长发育的重要过程［４］，并且在机械

生物力调节血管细胞生物学效应中也发挥着不可或

缺的作用［５－６］。 但目前，血流剪切力对内皮细胞

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 表达的影响仍不清楚。 本研究旨在通过

高通量芯片筛选技术，探讨剪切力对内皮细胞

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 表达的影响。

１　 材料和方法

１．１　 主要材料

人脐静脉内皮细胞（Ｃａｓｃａｄｅ Ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ 公司），
ＴＲＩｚｏｌ 试剂（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司），ｍｉｃｒｏＲＮＡ 高通量筛

选芯片 （ Ｅｘｉｑｏｎ 公司）， ｍｉｃｒｏＲＮＡ 逆转录试剂盒

（Ｅｘｉｑｏｎ 公 司 ）， ｍｉＲ⁃２１ 和 ｍｉＲ⁃１９９ａ ＰＣＲ 引 物

（Ｅｘｉｑｏｎ 公司），Ｕ６ 引物（ Ｅｘｉｑｏｎ 公司），ｍｉｃｒｏＲＮＡ
ＳＹＲＢ Ｇｒｅｅｎ 实时荧光定量试剂盒（Ｅｘｉｑｏｎ 公司）。
Ｒｅｓ（纯度 ９９．１２％）购于陕西赛德生物股份有限公

司，ＴＲＩｚｏｌ 试剂购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；逆转录试剂盒

购于 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司；小鼠 ＦＩＴＣ 标记的抗 ＣＤ４、ＰＥ 标

记 的 ＣＤ２５ 抗 体 购 于 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公 司；
ｍｉｒＶａｎａＰＡＲＩＳ 试 剂 盒 购 于 Ａｍｂｉｏｎ 公 司， Ｑｕａｎｔ
ｃＤＮＡ 第一链合成试剂盒、 ＲｅａｌＭａｓｔｅｒＭｉｘ （ ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ）等 ＰＣＲ 相关产品均购自天根特殊化科技有

限公司；ＡＧ４９０ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司；ＳＴＡＴ３ 及其磷酸化

（Ｔｙｒ７０５）抗体（ｐ－ＳＴＡＴ３）、β－ｔｕｂｕｌｉｎ 购于 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ
公司。
１．２　 方法

１．２．１　 细胞培养

将人脐静脉内皮细胞计数后种植在载玻片上，
在含 ５％ ＣＯ２的混合气体，温度为 ３７℃的环境下培

养，长满后用于实验。 应用旋转锥形圆盘剪切力系

统对培养的内皮细胞分别加载低（４ ｄｙｎ ／ ｃｍ２）、中
（１０ ｄｙｎ ／ ｃｍ２）和高（１５ ｄｙｎ ／ ｃｍ２）３ 种不同梯度的剪

切力作用 ２４ ｈ。 对照组未加载剪切力作用。
１．２．２　 总 ＲＮＡ 提取

剪切力作用结束后，将收集的细胞用 ＴＲＩｚｏｌ 裂
解，冰上静置 ５ ｍｉｎ 后，加入氯仿，剧烈震荡 １５ ｓ，１５
～３０℃下孵育 ２～ ３ ｍｉｎ，于 ４ ℃、１２ ０００ ｇ 条件下离

心 １５ ｍｉｎ，将上清移至新的离心管，加入等体积异丙

醇并混匀，冰上静置 １０ ｍｉｎ，４ ℃、１２ ０００ ｇ 条件下离

心 ５ ｍｉｎ。 去上清，沉淀加入 ７５％乙醇洗涤，漩涡振

荡 ３０ ｓ 后，于 ４ ℃，７ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，ＤＥＰＣ
（Ｄｉｅｔｈｙｐｙｒｏｃａｒ⁃ｂｏｎａｔｅ）水溶解 ＲＮＡ。 凝胶电泳鉴定

提取 ＲＮＡ 的完整性，紫外分光光度仪测定 ＲＮＡ 的

含量和纯度。
１．２．３　 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 表达谱检测

采用 Ｅｘｉｑｏｎ 公司提供的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 高通量筛选

芯片，并按说明书检测 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的表达谱，筛选表

达差异的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ。 １ μｇ 总 ＲＮＡ 用 ｐｏｌｙ （ Ａ）
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 和 ＡＴＰ 作用后。 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 被加上 ｐｏｌｙ
（Ａ），按 Ｆｌａｓｈ Ｔａｇ Ｂｉｏｔｉｎ ＨＳＲ Ｌｉｇａｔｉｏｎ 标记并与芯片

杂交，洗脱未杂交的分子后，采用 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ 扫描仪

对芯片进行扫描，生成数据并分析差异表达。 差异

表达以变化倍数（Ｆｏｌｄ ｏｆ ｃｈａｎｇｅ，ＦＣ）表示。
１．２．４　 ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证

选择 ｍｉＲ⁃２１ 和 ｍｉＲ⁃１９９ａ 用实时定量 ＰＣＲ
（ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ） 验 证。 ｃＤＮＡ 合 成 操 作 严 格 按

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 逆转录试剂盒说明书进行，反应体系为 ２０
μｌ，模板 ＲＮＡ 为 ２５ ｎｇ。 反应条件为：４２ ℃，６０ ｍｉｎ；
９５ ℃，５ ｍｉｎ，反应结束后直接用于 ＰＣＲ 反应或－２０
℃保存备用。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 使用 ＡＢＩ ７ ５００ 检测系统进

行，以 ｒＲＮＡ Ｕ６ 作为内参。 反应体系为 ２０ μｌ，反应条

件为：９５ ℃ 预变性 １０ ｍｉｎ；９５ ℃变性 ２０ ｓ，６０ ℃退火

１ ｍｉｎ，７２ ℃延伸 ３０ ｓ，循环 ４０ 次。 基因相对表达水

平采用 ２－△△Ｃｔ法计算［７－８］，计算公式为：△Ｃｔ 值＝目的

基因 Ｃｔ 值－内参基因 Ｃｔ 值，△△Ｃｔ ＝△Ｃｔ 实验－△Ｃｔ
对照。 表 １ 为相关分析的引物序列。
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表 １　 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 实时定量 ＰＣＲ 检测相关引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｕｓｅｄ ｉｎ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 引物名称 引物序列

ｍｉＲ⁃２１ 逆转录引物 ５’－ＧＴＣ ＧＴＡ ＴＣＣ ＡＧＴ ＧＣＡ ＧＧＧ ＴＣＣ ＧＡＧ ＧＴＡ ＴＴＣ ＧＣＡ ＣＴＧ ＧＡＴ ＡＣＧ ＡＣＴ ＣＡＡ ＣＡ－３’

上游引物 ５’－ＧＣＣ ＧＣＧ ＴＡＧ ＣＴＴ ＡＴＣ ＡＧＡ ＣＴ－３’

下游引物 ５’－ＣＡＧ ＴＧＣ ＡＧＧ ＧＴＣ ＣＧＡ ＧＧＴ ＡＴＴ－３’

ｍｉＲ⁃１９９ａ 逆转录引物 ５’－ＴＣＡ ＡＣＴ ＧＧＴ ＧＴＣ ＧＴＧ ＧＡＧ ＴＣＧ ＧＣＡ ＡＴＴ ＣＡＧ ＴＴＧ ＡＧＧ ＡＡＣ ＡＧＧ Ｔ－３’

上游引物 ５’－ＴＣＣ ＡＧＣ ＴＧＧ ＧＣＣ ＣＡＧ ＴＧＴ ＴＣＡ ＧＡＣ ＴＡＣ－３’

下游引物 ５’－ＧＴＧ ＴＣＧ ＴＧＧ ＡＧＴ ＣＧＧ ＣＡＡ ＴＴＣ－３’

Ｕ６ 逆转录引物 ５’－ＣＧＣ ＴＴＣ ＡＣＧ ＡＡＴ ＴＴＧ ＣＧＴ ＧＴＣ ＡＴ－３’

上游引物 ５’－ＧＣＴ ＴＧＧ ＧＣＡ ＧＧＡ ＣＡＴ ＡＴＡ ＣＴＡ ＡＡＡ Ｔ－３’

下游引物 ５’－ＣＧＣ ＴＴＣ ＡＣＧ ＡＡＴ ＴＴＧ ＣＧＴ ＧＴＣ ＡＴ－３’

１．２．５　 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 靶基因预测和富集

　 　 采用 ｍｉＲａｎｄａ、ＰｉｃＴａｒ、ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 及 ｍｉＲＢａｓｅ ４
个实时更新的在线数据库联合预测，将其交集的基

因集合作进一步分析。 采用跨平台芯片与路径数据

的综 合 分 析 （ Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃｒｏｓｓ⁃ｐｌａｔｆｏｒｍ
ＭｉｃｒｏＡｒｒａｙ ａｎｄ Ｐａｔｈｗａｙ ｄａｔａ，ＩｎｃｒｏＭＡＰ）数据库进行

靶基因富集分析［９］，以 Ｐ ＜ ０．０１ 为显著性阈值，分别

得到具有统计学意义的信号转导和疾病通路。 该数

据库包含靶基因的生物学过程和分子功能分析，最
新 ＩｎｃｒｏＭＡＰ 数据库可从网址（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｒａ．ｃｓ．ｕｎｉ⁃
ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ．ｄｅ ／ ｓｏｆｔｗａｒｅ ／ ＩｎＣｒｏＭＡＰ ／ ）免费下载，并附有

Ｖｉｄｅｏ 使用教程。
１．３　 统计学分析

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测数据采用 ＳＰＳＳ１７． ０ 软件分析。
计量资料以均数±标准差表示，采用 ｔ 检验分析，Ｐ ＜
０．０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２．１　 高通量筛选表达差异的 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ
内皮细胞经不同梯度剪切力作用后，与对照组

比较，低剪切力组表达差异的 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 有 ３３ 个

（ＦＣ＞１．５或＜０．５ 倍，Ｐ＜０．０５），其中 ２８ 个上调，５ 个下

调；中剪切力组表达差异的 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 有 ８ 个（ＦＣ＞
１．５ 或＜０．５ 倍，Ｐ＜０．０５），其中 ６ 个上调，２ 个下调；高
剪切力组表达差异的 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 有 ３１ 个（ＦＣ＞１．５
或＜０．５ 倍，Ｐ＜０．０５），其中 ２５ 个上调，６ 个下调。 表 ２
为不 同 剪 切 力 作 用 的 内 皮 细 胞 表 达 差 异 的

ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ。 表达差异的 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 的聚类热图（图
１）也显示出相同的结果，表达程度相似的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
聚类在一起，从绿色∗到红色∗表达水平依次增高。
其中，ｍｉＲ⁃２１ 在高剪切力组中上调最显著 （ ＦＣ ＝
８．９１）， 在低剪切力组中显著下调（ＦＣ＝ ０．４７）。 ｍｉＲ⁃
１９９ａ 在低剪切力组中上调最显著（ＦＣ＝ ９．２７），在高

剪切力组中显著下调（ＦＣ＝ ０．３３）。

图 １　 不同剪切力作用后内皮细胞表达差异的

　 　 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 聚类热图∗

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
　 　 　 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ

　 　 　 ｅｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ
注：∗彩图见电子版（ｈｔｔｐ：／ ／ ｓｗｘｘｘ．ａｌｌｊｏｕｒｎａｌｓ．ｃｎ／ ｉｎｄｅｘ．ａｓｐｘ）（２０１６年第１期）。

２．２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 鉴定表达差异的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
选取在低及高剪切力组表达差异最显著的

ｍｉＲ⁃２１和 ｍｉＲ⁃１９９ａ 进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测。 以 ｒＲＮＡ
Ｕ６ 作为内参，对照组及低、中、高剪切力组 ｍｉＲ⁃２１
表达分别为 ４．３４、２．５２、７．６９ 和 ９．５８，ｍｉＲ⁃１９９ａ 表达

１２第 １ 期 张燕，等：流体剪切力对内皮细胞 ｍｉＲ⁃２１ 和 ｍｉＲ⁃１９９ａ 表达的影响



分别为 ３．０３、６．７６、２．２８ 和 １．４３。 与对照组比较，低
剪切力组 ｍｉＲ⁃２１ 显著下调，ｍｉＲ⁃１９９ａ 显著上调（Ｐ ＜
０．０５）；高剪切力组 ｍｉＲ⁃２１ 显著上调，ｍｉＲ⁃１９９ａ 显著

下调（Ｐ ＜ ０．０５）。 图 ２ 为 ｍｉＲ⁃２１ 和 ｍｉＲ⁃１９９ａ 扩增

和融解曲线图，图 ３ 为 ｍｉＲ⁃２１ 及 ｍｉＲ⁃１９９ａ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
表达水平。

表 ２　 ３ 组内皮细胞表达差异 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｅｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ

低剪力组 中剪切力组

上调 倍数变化 下调 倍数变化 上调 倍数变化 下调 倍数变化

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１８５ ３．２３ ｈａｓ⁃ｍｉＲ⁃２１ ０．４７ ｈａｓ⁃ｍｉＲ⁃２１ ３．０３ ｈａｓ⁃ｍｉＲ⁃１９９ａ ０．３７

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃３２⁃５ｐ ３．７１ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４２３ ０．４９ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃２７ｂ ３．０４ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃５８４ ０．３９

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃３４２ ３．１６ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃６２９ ０．３５ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃２９ｂ ３．１８

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１９４ ４．８９ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃３２０ａ ０．４０ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１０１ ２．２２

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃２５ ３．２０ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃５８４ ０．２９ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１４２ ２．０８

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃３３ａ ４．６６ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１４４ ３．４１

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃２９ｂ ６．４８ 高剪切力组

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１０６ｂ ４．１１ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃２７ｂ ２．９１ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４２３ ０．３８

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１４２ ２．３６ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１８５ ３．８６ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃６２９ ０．２０

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃３０ｅ ２．０７ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃２１ ８．９１ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃３２０ａ ０．３１

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１４８ｂ ２．８９ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃３４２ ２．７３ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１９９ａ ０．３３

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃２０ａ ３．０７ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１９４ ２．８５ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃５８４ ０．３５

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１８６ ２．２５ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃２５ ２．７３ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃９５ ０．４１

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４２５ ２．５３ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃３３ａ ４．１１

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃２６ｂ ２．８７ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃２９ｂ ５．８４

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１４０ ２．０８ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１０６ｂ ３．９７

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１０１ ６．０６ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１４８ｂ ２．８９

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃２１５ ５．５４ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃２０ａ ２．７３

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１４２⁃５ｐ ６．１９ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１８６ ２．５０

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１９９ａ ９．２７ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃２６ｂ ２．７５

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１９ａ ４．６６ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃２１５ ３．１０

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１４４ ７．７８ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃２２ ４．６６

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１４８ａ ３．８４ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１４２ ５．８２

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１９２⁃５ｐ ８．３４ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１９ａ ３．３６

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃２９ｃ ２．６８ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１４４ ５．３１

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１９ｂ ３．８１ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１４８ａ ２．６０

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃９５ ２．０６ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１９２ ３．９２

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃２９ａ ７．７３ ｈｓａ⁃ｌｅｔ⁃７ｇ ２．２０

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１５ｂ ２．４６

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１９ｂ ２．７７

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃２９ａ ４．０３

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃３０ｅ ３．０７

２．３　 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 靶基因的预测及富集

对在低及高剪切力组内皮细胞表达变化的 ３９
个 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的靶基因进行联合预测，结果显示，靶
基因数目有 ３９６ 个。 对预测的靶基因富集后，ＧＯ
（Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ）功能分析表明，这些靶基因与免疫

应答、细胞跨膜迁移、力学信号转导等相关。 ＫＥＧＧ

（Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ）信号通路

分析表明，这些信号通路主要与免疫应答（如：ＰＩ３Ｋ⁃
Ａｋｔ、细胞受体信号通路）、钙离子信号通路以及细胞

内吞作用等相关。 表 ３ 为 ｈａｓ⁃ｍｉＲ⁃２１ 和 ｈａｓ⁃ｍｉＲ⁃
１９９ａ ＧＯ 基因功能分析主要结果，表 ４ 为 ｈａｓ⁃ｍｉＲ⁃２１
和 ｈａｓ⁃ｍｉＲ⁃１９９ａ ＫＥＧＧ 信号通路分析主要结果。
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图 ２　 ｍｉＲ⁃２１ 和 ｍｉＲ⁃１９９ａ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增和融解曲线图

Ｆｉｇ． ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｅｓ ｏｆ ｍｉＲ⁃２１ ａｎｄ ｍｉＲ⁃１９９ａ

图 ３　 ｍｉＲ⁃２１ 及 ｍｉＲ⁃１９９ａ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 表达水平

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃２１ ａｎｄ ｍｉＲ⁃１９９ａ ｕｓｉｎｇ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

３２第 １ 期 张燕，等：流体剪切力对内皮细胞 ｍｉＲ⁃２１ 和 ｍｉＲ⁃１９９ａ 表达的影响



表 ３　 ｈａｓ⁃ｍｉＲ⁃２１ 和 ｈａｓ⁃ｍｉＲ⁃１９９ａ ＧＯ 基因功能分析主要结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍａｉｎ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ ｏｆ ｈａｓ⁃ｍｉＲ⁃２１ ａｎｄ ｈａｓ⁃ｍｉＲ⁃１９９ａ

ｈａｓ⁃ｍｉＲ⁃２１ ｈａｓ⁃ｍｉＲ⁃１９９ａ

ＧＯ 术语
基因

个数

所占百

分比
Ｐ 值 ＧＯ 术语

基因

个数

所占百

分比
Ｐ 值

Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｎｏｎ⁃ｍｅｍｂｒａｎｅ⁃ｂｏｕｎｄｅｄ ｏｒｇａｎｅｌｌｅ ６８ １７．２ ２．４６×１０－５ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ６５ １６．５ １．２６×１０－６

Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ６７ １７．０ １．９５×１０－５ Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｎｏｎ⁃ｍｅｍｂｒａｎｅ⁃ｂｏｕｎｄｅｄ ｏｒｇａｎｅｌｌｅ ６５ １６．５ ２．５９×１０－４

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ５４ １３．７ ８．７７×１０－５ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ３１ ７．８ ２．５３×１０－６

Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ， ＤＮＡ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ３９ ９．９ １．４０×１０－３ Ｃｅｌｌ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ３１ ７．８ ３．１７×１０－４

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ２６ ６．６ ６．５２×１０－４ Ｃｅｌｌ ｆｒａｃｔｉｏｎ ２８ ７．１ １．２７×１０－２

Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｒｇａｎｅｌｌｅ ｌｕｍｅｎ ２６ ６．６ ４．５４×１０－５ Ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐａｒｔ １６ ４．１ ３．５８×１０－３

Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｃａｓｃａｄｅ １９ ４．８ ８．０６×１０－３ Ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｙ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ １６ ４．１ ５．４４×１０－３

ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄ ｂｉｎｄｉｎｇ １５ ３．８ １．６３×１０－２

Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＮＡ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ １４ ３．５ １．６９×１０－２

Ａｄｅｎｙｌ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ １３ ３．３ ４．２２×１０－２

Ｚｉｎｃ ｉｏｎ ｂｉｎｄｉｎｇ １３ ３．３ ３．９３×１０－５

表 ４　 ｈａｓ⁃ｍｉＲ⁃２１ 和 ｈａｓ⁃ｍｉＲ⁃１９９ａ ＫＥＧＧ 信号通路分析主要结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｍａｉｎ ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｈａｓ⁃ｍｉＲ⁃２１ ａｎｄ ｈａｓ⁃ｍｉＲ⁃１９９ａ

ｈａｓ⁃ｍｉＲ⁃２１ ｈａｓ⁃ｍｉＲ⁃１９９ａ

通路名称
所占基

因数
百分比 Ｐ 值 通路名称

所占基

因数
百分比 Ｐ 值

ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ３６ ９．１ １．５０×１０－７ Ｃｙｏｔｉｋｉｎｅ⁃ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ３３ ８．３ ４．３３×１０－５

Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ２７ ６．８ ２．２０×１０－５ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｎ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ ３２ ８．１ １．６９×１０－４

Ｃｙｏｔｉｋｉｎｅ⁃ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ２７ ６．８ ８．６０×１０－９ Ｗｎｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ２４ ６．１ １．１２×１０－５

Ｗｎｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ２２ ５．６ ６．５３×１０－７ ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ２４ ６．１ ３．３８×１０－６

Ｊａｋ⁃ＳＴＳＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ２１ ５．３ ３．０４×１０－３ Ａｄｈｅｒｅｎｓ ｊｕｎｃｔｉｏｎ １８ ４．５ ４．２７×１０－３

Ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ １９ ４．８ ５．５７×１０－６ Ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ １８ ４．５ ３．４１×１０－３

ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ １９ ４．８ ５．４６×１０－４ Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ １３ ３．３ ２．１７×１０－４

Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ １７ ４．３ １．８８×１０－５ ＥＲＢｂ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ １３ ３．３ ２．１７×１０－４

ＴＧＦ⁃ｂｅｔａ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ １５ ３．８ ３．３１×１０－４

Ｐ５３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ １５ ３．８ ７．８０×１０－３

Ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ １２ ３．０ ４．１３×１０－３

３　 讨　 论

　 　 研究表明［５－６］，ｍｉｃｒｏＲＮＡ 在机械生物力调节血

管细胞生物学效应中发挥着重要的作用。 体外培养

的血 管 内 皮 细 胞 在 不 同 剪 切 力 作 用 下， 其

ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 表 达 水 平 具 有 显 著 差 异， 而 这 些

ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 在调控内皮细胞的生长周期和凋亡以及

调节炎症反应中发挥重要作用［５－６］。
　 　 Ｈｅ 等［ １０ ］研究发现，在层流剪切力作用下，阻断

ＰＩ３Ｋ 信号通路可使 ｍｉＲ⁃１９ａ 表达下调，阻断 ＭＡＰＫ
信号通路可下调 ｍｉＲ⁃２３ｂ 和 ２７ｂ 表达。 本研究显

示，内皮细胞在低剪切力作用后，有 ２８ 个 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
表达上调，５ 个 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 表达下调；而在高剪切力

作 用 后， 有 ２５ 个 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 表 达 上 调， ６ 个

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 表达下调。 选取表达差异显著的 ｍｉＲ⁃２１
和 ｍｉＲ⁃１９９ａ 采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 技术验证，结果也显示，
低剪切力组 ｍｉＲ⁃２１ 表达显著下调，ｍｉＲ⁃１９９ａ 表达

显著上调；而高剪切力组 ｍｉＲ⁃２１ 表达显著上调，
ｍｉＲ⁃１９９ａ 表达显著下调。 这表明细胞外的流体剪

切力可诱导内皮细胞的 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 表达发生改变。
　 　 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 表达改变又可导致内皮细胞功能发

生变化。 Ｗｕ 等［１ １ ］ 研究发现，ｍｉＲ⁃９２ａ 在剪切力诱

导内皮细胞一氧化氮释放增加，改变内皮细胞功能
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过程中发挥重要作用。 ｍｉＲ１４３ ／ １４５ 则在剪切力诱

导内皮细胞降低血管紧张素转换酶表达中发挥重要

的调控作用［１ ２ ］。 研究还表明［１ ３ ］，剪切力还可通过

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 诱导血管内皮细胞的分化，保持不同剪切

力作用下内皮细胞的稳态。 本研究采用 ＩｎｃｒｏＭＡＰ
对表达差异的 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 靶基因进行富集分析也发

现，这些靶基因与力学信号转导、细胞跨膜迁移、钙
离子信号通路、细胞内吞作用以及免疫应答等相关。
表明血流剪切可通过 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 诱导内皮细胞功能

发生改变。
本研究结果与其他研究者的结果基本一致。 结

果存在差异的原因可能是对内皮细胞施加的剪切力

程度、作用时间不同，而这些条件的不同可能导致

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 表达发生变化，从而导致表达差异的

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 以及靶基因富集分析结果不同。
综上所述， 流体剪切力可诱导内皮细胞的

ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 表 达 谱 发 生 改 变， 而 表 达 差 异 的

ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 在剪切力作用下通过其靶基因诱导内皮

细胞功能发生改变，这对深入了解剪切力诱导血管

内皮依赖性舒缩功能改变，阐明动脉粥样硬化发生

发展机制具有重要意义。
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