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miR-92a对大鼠骨髓源性内皮祖细胞功能的影响
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(1潍坊医学院生物科学与技术学院, 潍坊 261053; 2潍坊医学院医学研究实验中心, 潍坊 261053; 
3潍坊医学院认知神经研究室, 潍坊 261053)

摘要      该文探讨了miR-92a对大鼠骨髓源性内皮祖细胞(endothelial progenitor cells, EPCs)迁
移、黏附、增殖以及血管形成能力等的影响。采用密度梯度离心法分离大鼠骨髓来源的单核细胞, 
体外培养于含10%胎牛血清的EGM-2MV完全培养基中。利用LipofectamineTM 3000分别将miR-92a 
模拟物(miR-92a mimics)、miR-92a抑制剂(miR-92a inhibitor)及其对应的对照组(negative control, 
NC)转染入第3~5代EPCs, 即晚期EPCs。采用改良Boyden小室、黏附实验、CCK-8及Matrigel胶分

别检测EPCs迁移、黏附、增殖及体外成血管能力。miR-92a模拟物明显抑制了EPCs的迁移和体外

成血管能力(P<0.05), 但不影响EPCs的黏附和增殖能力; 而miR-92a抑制剂则促进了EPCs的迁移和

体外成血管能力(P<0.05), 亦不影响EPCs的黏附和增殖能力。结果表明, miR-92a可抑制EPCs的迁

移及体外成血管能力。该研究结果将为临床以miR-92a和EPCs为靶点防治动脉粥样硬化性心血管

疾病提供理论及实验依据。
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Abstract       This article aimed to investigate the effects of miR-92a on the migration, adhesion, proliferation 
and angiogenesis of endothelial progenitor cells isolated from rat bone marrow. Mononuclear cells were isolated by 
density gradient centrifugation from rat bone marrow and then cultured with EGM-2MV containing 10% fetal bovine 
serum. The miR-92a mimics, miR-92a inhibitors and their corresponding negative controls (NC) were transfected into 
3-5 generations EPCs, namely late EPCs, by LipofectamineTM 3000, respectively. Modified Boyden chamber, adhesion 
assay, CCK-8 assay and Matrigel were employed to study EPCs migration, adhesion, proliferation and angiogenesis in 
vitro. miR-92a mimics significantly inhibited EPCs migration and angiogenesis in vitro (P<0.05), but had no effect on 
EPCs adhesion and proliferation. However, miR-92a inhibitor obviously promoted EPCs migration and angiogenesis 
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内皮祖细胞(endothelial progenitor cells, EPCs)
主要存在于骨髓、外周血和脐带血中, 是成熟内

皮细胞的前体细胞。大量研究表明, EPCs可通过

迁移、黏附至血管损伤部位, 在局部增殖并分化为

成熟内皮细胞参与损伤内皮的修复, 进而减缓动脉

粥样硬化(atherosclerosis, AS)等心血管疾病的发病

进程[1-2]。因此, 明晰调控EPCs的相关机制、提升

EPCs的数量以及改善其功能是防治AS等心血管

疾病的重要策略。既往有关影响EPCs功能调控的

研究主要聚焦于编码蛋白RNAs, 而忽略了占人类

基因转录本98%的非编码RNAs(non-coding RNAs, 
ncRNAs)的作用。

 microRNA(miRNA)是一类长18~25个核苷酸、

机体内源性表达的非编码小分子RNA。它通过与

特定靶mRNA的3′非翻译区(3′ untranslated region, 
3′UTR)不完全或完全互补配对, 降解靶mRNA或抑

制其翻译, 从而调控基因的表达。研究显示, 某些

miRNA在心血管系统中高度表达, 同时与心血管疾

病密切相关[3]。本实验主要观察miR-92a对EPCs迁
移、黏附、增殖及成血管能力的影响, 有助于深入

理解miRNA对EPCs功能的调控, 从全新的视角阐明

AS等心血管疾病的发病机理, 为临床防治AS性心血

管疾病提供理论及实验依据。

1   材料与方法
1.1   主要试剂和设备  

实验动物为SPF级SD大鼠, 体质量100~200 g, 
雌雄不限(由中国人民解放军第89医院实验动物

中心提供)。miR-92a模拟物(miR-92a mimics)及其

对应的对照组模拟物(negative control mimics, NC 
mimics)、miR-92a抑制剂(miR-92a inhibitor)及其对

应的对照组抑制剂(NC inhibitor)均由上海吉玛制药

技术有限公司合成。LipofectamineTM 3000转染试剂

盒购自Invitrogen公司。纤连蛋白购自Roche公司。

梯度离心液Histopaque-1083购自Sigma公司。胎牛

血清、0.25%胰蛋白酶购自Hyclone公司。EGM-
2MV培养购LONZA公司。Matrigel购自BD公司。

改良Boyden小室、8 μm微孔滤膜均购自海门市麒麟

医用仪器厂。

1.2   方法

1.2.1   大鼠骨髓源性EPCs的分离、培养及鉴定      按
本实验室建立的分离和培养方法[4], 如下所示。无

菌条件下取大鼠四肢骨, PBS冲洗骨髓腔后, 利用

Histopaque-1083密度梯度离心法分离单核细胞, 
EGM-2MV完全培养基重悬后按2×105/cm2的密度接

种于预包被纤连蛋白的培养瓶中, 96 h后弃去未贴

壁细胞并换液。待细胞长满后, 0.25%胰蛋白酶消化

传代。

贴壁细胞在含Dil-ac-LDL的培养基中于37 °C
孵育4 h。4%多聚甲醛固定30 min后, 用PBS洗涤3次, 
再加入FITC-UEA-1, 37 °C孵育1 h。激光共聚焦显

微镜下观察, 红色和绿色双染色阳性细胞为EPCs。
1.2.2   细胞转染      将EPCs种于在6孔板内, 每
孔加入无抗生素培养基1.5 mL, 待细胞密度达到

70%~90%时转染: 用125 μL无血清EGM-2MV培养

基稀释LipofectamineTM 3000, 加入LipofectamineTM 
3000的量为3.75 μL。再用250 μL EGM-2MV培养

基分别稀释5 μL miR-92a模拟物(mimics组)及其对

应的对照组(NC mimics)、miR-92a抑制剂(inhibitor
组)及其对应的对照组(NC inhibitor)(以上四个处理

组浓度均为20 μmol/L), 充分混匀, 室温孵育5 min,
将混合物加到相对应孔中。72 h后, 荧光定量PCR
检测miR-92a的表达情况。相应的序列信息如下: 
miR-92a模拟物(正向: 5′-UAU UGC ACU UGU CCC 
GGC CUG-3′, 反向: 5′-GGC CGG GAC AAG UGC 
AAU AUU-3′); NC模拟物(正向: 5′-UUC UCC GAA 
CGU GUC ACG UTT-3′; 反向 : 5′-ACG UGA CAC 
GUU CGG AGA ATT-3′); miR-92a抑制剂 (5′-CAG 
GCC GGG ACA AGU GCA AUA-3′); NC抑制剂(5′-
CAG UAC UUU UGU GUA GUA CAA-3′)。
1.2.3   迁移能力检测      收集转染后的细胞, 将
100 μL(2×103个)细胞悬液垂直加入改良Boyden小
室上室, 下室加入200 μL EGM-2MV, 移入37 °C、
5% CO2培养箱中孵育。8 h后, 用棉棒轻轻拭去

滤膜上未迁移的细胞, 4%多聚甲醛固定15 min, 
DAPI染色30 min, PBS清洗后置于荧光显微镜下

in vitro (P<0.05). miR-92a inhibits the migration and angiogenesis of EPCs in vitro. The results may provide new 
clinical strategies toward the prevention and/or treatment of cardiovascular diseases by targeting miR-92a and EPCs. 

Keywords       endothelial progenitor cells; miR-92a; migration; proliferation; angiogenesis
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观察, 每孔随机选取5个视野(200×), 拍照并计数迁

移细胞。

1.2.4   黏附功能检测      收集转染后的细胞, 取
500 μL/孔(1×104个)种植于提前用纤连蛋白包被1 h
的24孔板中, 37 °C、5% CO2培养箱中孵育30 min
后PBS洗涤3遍, 显微镜下每孔随机选取5个视野

(200×), 计数贴壁细胞, 并取其平均数。

1.2.5   增殖功能检测      收集转染后的细胞, 制成

细胞悬液, 取100 μL/孔(2×103个), 置37 °C、5% 
CO2培养箱培养, 48 h后取出, 弃原培养液, 按19׃
的比例加入CCK-8试剂和培养基的混合液100 μL, 
在培养箱内孵育1 h后酶标仪测定450 nm的吸光

度。

1.2.6   体外成血管能力检测      消化转染后的EPCs, 
用EGM-2MV重悬细胞并计数。取70 μL Matrigel胶
于96孔板中, 置于37 °C、5% CO2培养箱中孵育1 h后, 
每孔加入100 μL(2×104个)细胞悬液, 6 h后用倒置显

微镜观察并拍照, 计数形成的管腔样结构并取其平

均数。

1.3   统计学方法

所有实验均重复3~4次。实验数据以均值±标
准差(x

_
±s)表示, 采用SPSS 13.0进行统计分析。组

间差异采用ANOVA分析, 两两比较采用LSD-t检验, 
P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   EPCs的培养与鉴定

刚分离的单核细胞大多都呈悬浮生长, 培养4 d
后贴壁细胞开始变形, 数量逐渐增多, 培养7 d后出

现集落样结构。传至第3代的细胞呈现铺路石样外

观。细胞经Dil-ac-LDL和FITC-UEA-1染色后呈双

染阳性表现, 提示培养细胞为EPCs(图1)。
2.2   miR-92a对EPCs迁移能力的影响

收集转染后的EPCs, 用改良Boyden小室检测

EPCs的迁移能力, 荧光显微镜下观察迁移的细胞数

并计数。结果显示, 转染miR-92a模拟物的EPCs迁
移细胞数明显低于对照组, 而转染miR-92a抑制剂的

EPCs迁移细胞数明显高于对照组(P<0.05)(图2)。此

结果提示, 过表达miR-92a可以抑制EPCs的迁移能力, 
而抑制miR-92a的表达则可提高EPCs的迁移能力。

2.3   miR-92a对EPCs黏附能力的影响

为了研究miR-92a对EPCs黏附能力的影响, 我
们将转染后的EPCs接种于已包被纤连蛋白的24孔
板中, 30 min后对贴壁的细胞计数。结果显示, 无论

miR-92a过表达或抑制miR-92a的表达, EPCs的黏附

数与对照组相比均无明显差异(图3), 提示miR-92a
不影响EPCs的黏附能力。

2.4   miR-92a对EPCs增殖能力的影响

收集转染后的EPCs, 接种于96孔板中, CCK-8

(A)

(B) (C) (D)

0 d 4 d 7 d 21 d

A: 倒置显微镜下观察培养0、4、7、21 d的EPCs; 标尺=1 mm。B: Dil-ac-LDL染色阳性细胞(100×)。C: FITC-UEA-1染色阳性细胞(100×)。D: 
Dil-ac-LDL、FITC-UEA-1染色双阳性细胞(100×)。

A: morphology of EPCs. 0, 4, 7, 21 d after plating. Scale bar=1 mm. B: Dil-ac-LDL positive cells (red) under the fluorescence microscope (100×). 
C: fluorescein isothiocyanate UEA-1 positive cells (green) under the fluorescence microscope (100×). D: EPCs were characterized as double positive 
fluorescent staining with Dil-ac-LDL(red) and UEA-1 (green) (100×).

图1   EPCs的培养与鉴定

Fig.1   EPCs culture and identification
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A: 光镜下各组黏附细胞图像(100×);  B: 各组黏附细胞的统计学分析结果。

A: image of adhesion cells under optical microscope in each group (100×); B: the statistical analysis results of adhesion cells.
图3   miR-92a对EPCs黏附能力的影响

Fig.3   The effects of miR-92a on the adhesion of EPCs
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A: 荧光显微镜下, 各组迁移细胞的DAPI染色结果(100×); B: 各组迁移细胞的统计学分析结果。**P<0.01。 
A: DAPI staining results of migratory cells in each group under fluorescence microscope (100×); B: the statistical analysis results of migrating cells. 
**P<0.01.

图2   miR-92a对EPCs迁移能力的影响

Fig.2   The effects of miR-92a on the migration of EPCs
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孵育1 h后酶标仪测定450 nm的吸光度。结果显示, 
无论过表达或抑制miR-92a的表达, EPCs的D值与

对照组相比无明显差异(图4), 提示miR-92a不影响

EPCs的增殖能力。

2.5   miR-92a对EPCs体外成血管能力的影响

收集转染后的EPCs, 接种于96孔板Matrigel
基质胶上。结果显示, 过表达miR-92a的EPCs体外

生成血管的长度明显低于对照组, 而抑制miR-92a

图4   miR-92a对EPCs增殖能力的影响

Fig.4   The effects of miR-92a on the proliferation of EPCs
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A: 光镜下, 各组细胞的体外成血管图像(100×); B: 各组细胞成血管长度的统计学分析结果。**P<0.01。
A: image of the tube formation in each group under optical microscope (100×); B: the statistical analysis results of the tube formation length. **P<0.01.

图5   miR-92a对EPCs体外生成血管能力的影响

Fig.5   The effects of miR-92a on the tube formation ability of EPCs

组EPCs的体外生成血管的长度明显高于对照组

(P<0.05)(图5), 提示miR-92a抑制了EPCs的体外生成

血管能力。

3   讨论 
2015年, 《中国心血管病报告2014》指出, 心

血管疾病占我国城乡居民总死亡原因的首位, 并且

其发病人数持续增加, 今后10年心血管病患病人
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数仍将快速增长[5], 故明晰心血管疾病的病因、病

理, 遏制其发生、发展已成为生物学界、医学界所

面临的重要任务。目前研究已证实, 动脉粥样硬化

(atherosclerosis, AS)、血栓性疾病及高血压等常见

心血管疾病的发生与发展大多与血管内皮细胞损伤

后的生理功能障碍有关[6], 因此, 加强受损血管内皮

的修复可作为心血管疾病的防治措施。传统观点认

为, 血管内皮的修复是由病变部位邻近的内皮细胞

迁移并整合到受损部位实现的。随着对损伤内皮修

复过程研究的不断深入, 越来越多的学者认识到, 成
熟内皮细胞是终末分化细胞, 其增殖潜能低, 替代损

伤内皮的能力有限, 对受损内皮的修复并不理想。

近年来的研究发现, EPCs可分化为成熟内皮细

胞, 参与损伤血管内皮的修复, 对维持正常内皮功能

和结构的完整性具有重要作用[2]。然而体内EPCs数
量有限, 特别是罹患心血管疾病时, EPCs数量会进

一步减少, 其迁移、黏附等功能亦受损, 修复损伤内

皮的能力也随之下降[7]。因此, 深入研究决定EPCs
数量和更新率的影响因素及激活或抑制其黏附、迁

移、成血管的机制, 以提高其修复血管损伤的能力, 
有助于我们阐明AS等心血管疾病的发病机理, 为临

床防治AS性心血管疾病提供理论及实验依据。

miR-92a广泛存在于各种组织的血管内皮细

胞中。研究显示, miR-92a与血管内皮细胞的存活、

迁移等功能密切相关, 譬如Bonauer等[8]实验表明, 
在正常的人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein 
endothelial cells, HUVECs)中过表达miR-92a, 可以

抑制HUVECs的迁移, 阻断血管的出芽, 但不影响

HUVECs的增殖。最新研究发现, 抑制miR-92a表达

可显著改善损伤血管内皮的再内皮化, 抑制新生内

膜的形成[9]。

研究提示, miRNA具有细胞和组织特异性。

Zhang等[10]研究发现, 作为内皮细胞的前体细胞—

EPCs同样表达内皮细胞特异的、血管生成相关的

miRNA, 例如miR-126、miR-130、miR-221、miR-
222和miR-92a等, 且冠心病患者循环血中EPCs的
数量及功能与miR-92a的表达水平呈负相关。这一

研究提示, miR-92a极有可能直接调控EPCs的功能。

本研究结果表明, 过表达miR-92a可抑制EPCs的体

外迁移和血管生成能力, 但不影响EPCs的黏附和增

殖能力, 这必将影响到损伤血管的再内皮化, 在一

定程度上影响着AS性心血管疾病的发生和发展。

本研究还发现, 抑制miR-92a的表达则可有效促进

EPCs的体外迁移和血管生成能力。因此, miR-92a
可能是通过抑制EPCs的迁移能力, 进一步抑制其新

生血管的形成。这提示, miR-92a可能作为一个新

的靶点, 通过调节EPCs的迁移和血管新生, 从而改

善缺血性心血管疾病的预后, 这对于临床以EPCs为
基础的细胞疗法防治AS性心血管疾病具有重要的

价值。
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