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　 　 【摘要】 　 目的　 分析氧化应激过程中微小 RNA34a(miR-34a)下调沉默信息调节因子 1(SIRT1)
在内皮祖细胞功能障碍中的机制。 　 方法　 本实验采用不同浓度的过氧化氢(H2O2)处理内皮祖细

胞,通过 CCK-8 检测细胞的存活率;运用化学合成的方法合成 miR-34a 模拟物、miR-34a 抑制物及其

各自对照组转染至内皮祖细胞后,并用 500 μM H2O2 刺激,用 RT-PCR 验证 miR-34a 表达水平,利用

流式细胞仪检测 H2O2 刺激 miR-34a 诱导细胞凋亡情况,通过 qRT-PCR 方法和 Western blot 技术检测

SIRT1 中 mRNA 和蛋白的表达水平。 　 结果　 CCK-8 检测发现,细胞存活率随着 H2O2 浓度的增加而

逐渐降低,呈现浓度依赖性;与不加 H2O2 相比,加入 100、200、500 和 800 μM 的 H2O2 细胞存活率分

别为 94% ±2% 、85% ± 2% 、78% ± 2% 和 32% ± 1% ,差异具有统计学意义(F = 16. 3,P < 0. 001)。
H2O2 刺激内皮祖细胞后,转染 miR-34a 模拟物的表达水平高于其对照组( t = 16. 0,P = 0. 003),转染

miR-34a 抑制物的表达水平低于其对照组( t = 53. 0,P = 0. 000)。 通过细胞凋亡检测 miR-34a 模拟物

组细胞凋亡率明显升高( t = 30. 4,P < 0. 001),miR-34a 抑制物组细胞凋亡率明显降低( t = 8. 7,P <
0. 001)。 qRT-PCR 结果显示,miR-34a 模拟物组中的靶基因 SIRT1 相对表达量低于其对照组( t =
87. 7,P < 0. 001),miR-34a 抑制物组中的靶基因 SIRT1 相对表达量高于其对照组( t = 125. 0,P <
0. 001)。 Western blot 结果显示 miR-34a 的模拟物与其对照组相比,SIRT1 蛋白表达量明显下降( t =
4. 1,P = 0. 014),而 miR-34a 的抑制物与其对照组相比,SIRT1 蛋白表达明显增高 ( t = 7. 1,P =
0. 002)。 　 结论　 在氧化应激状态下,使用 miR-34a 的模拟物及抑制物可以调节 miR-34a 的表达,改
变 SIRT1 中蛋白的表达。 内皮祖细胞功能障碍可能与 miR-34a 水平升高及其靶蛋白 SIRT1 的表达下

降相关。
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【Abstract】　 Objective　 To investigate the mechanism of microRNA34a (miR-34a) down-regulating
silencing of information regulator 1 (SIRT1) in dysfunction of endothelial progenitor cells during oxidative
stress, and provide a new explanation for the dysregulation of miRNA expression during dysfunction of
endothelial progenitor cells, so as to find new treatment target for atherosclerosis. 　 Methods 　 In this
experiment, endothelial progenitor cells were treated with different concentrations of hydrogen peroxide
(H2O2), and the survival rate of the cells was detected by CCK-8. The miR-34a mimics, miR-34a
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inhibitors and their respective control groups were synthesized by chemical synthesis and transfected into
endothelial progenitor cells. After the endothelial progenitor cells were stimulated with 500 μM H2O2, the
expression level of miR-34a was verified by RT-PCR. The apoptosis of miR-34a induced by H2O2 was
detected by flow cytometry. Furthermore, qRT-PCR and Western blotting were used to detect expression
levels of mRNA and protein in SIRT1. 　 Results 　 The cell viability decreased with the increase of H2O2

concentration by CCK-8, which was concentration-dependent. Compared with control groups, the survival
rate of cells added with 100μM, 200 μM, 500 μM and 800 μM was respectively (94 ± 2)% , (85 ± 2)
% , (78 ± 2)% , (32 ± 1)%. The difference was statistically significant (F = 16. 3, P < 0. 001). After
endothelial progenitor cells were stimulated by H2O2, the expression level of miR-34a mimics was higher
than that of the control group ( t = 16, P = 0. 003), and the expression level of miR-34a inhibitors was lower
than that of the control group ( t = 53, P < 0. 001) . The apoptosis rate of miR-34a mimics group was
significantly increased ( t = 30. 4, P < 0. 001), and the apoptosis rate of miR-34a inhibitors group was
significantly decreased ( t = 8. 7, P < 0. 001). The qRT-PCR results showed that the relative expression level
of the target gene SIRT 1 in the miR-34a mimics group was significantly lower than that of control group ( t =
87. 7, P < 0. 001), while the miR-34a inhibitors group was significantly higher than that of control group
( t = 125, P < 0. 001). Western Blot results showed that the expression of SIRT 1 protein was significantly
decreased in miR-34a mimics group ( t = 4. 1, P = 0. 014), while that was significantly increased in miR-
34a inhibitors group( t = 7. 1, P = 0. 002),compared with control group. 　 Conclusions 　 Under oxidative
stress, the miR-34a mimics and inhibitor can modulate the expression of miR-34a, thereby altering the
expression of the protein in SIRT1. Endothelial progenitor cell dysfunction may be associated with increased
levels of miR-34a and decreased expression of its target protein SIRT1.

【Key words】 　 Endothelial progenitor cells; 　 Oxidative stress; 　 miR-34a; 　 Silent information
regulator 1
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　 　 动脉粥样硬化(atherosclerosis, AS)是引起冠心

病等心血管疾病的主要因素之一。 血管内皮祖细胞

(endothelial progenitor cell, EPC)损伤及功能紊乱是

AS 形成过程中的起始点,并参与 AS 形成的全过

程。 研究发现,氧化应激能通过多种途径诱导细胞

内活性氧( reactive oxygen species,ROS)增加,导致

EPC 功能损伤[1-2]。 ROS 包括超氧负离子(O-
2)、过

氧化氢(H2O2)等氧自由基,具有高度反应活性[3]。
微小 RNA (micro RNAs,miRNAs) 是一类长度约

18 ~24 个核苷酸的非编码小 RNA,在转录后水平调

控基因的表达,近年来,研究发现多种内皮相关性

miRNAs[4],参与调控 EPC 功能,其中 miR-34a 是调

节 EPC 功能的一个关键靶点。 本课题组前期研究

发现, 沉 默 信 息 调 节 因 子 1 ( silent information
regulator 1,SIRT1)为 miR-34a 作用的靶基因之一,
但未阐明具体机制。 本研究应用 miR-34a 模拟物

(miR-34a mimics)、抑制物(miR-34a inhibitors)转染

至 EPC,并用 H2O2 刺激,改变 SIRT1 表达水平,分
析在氧化应激状态下 miR-34a 通过调节 SIRT1 导致

EPC 功能障碍的作用机制。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

EGM-2 培养基 (包括 EBM-2 培养基和 EGM-
2MV Single Quots 生 长 因 子, FBS, hFGF-B,
HYDROCORTISONE, R3-IGF-1, VEGF, hEGF,
ASCORBIC ACID)购自美国 Lonza 公司;H2O2 购自

美国 Sigma 公司,CCK-8 试剂盒、细胞凋亡试剂盒购

自日本同仁公司; EndoFectinTM-Max 转染试剂、
qRT-PCR 试剂盒购自 GeneCopoeia 公司; miR-34a
mimics、miR-34a inhibitors 及对照购自上海吉玛公

司;SIRT1 抗体购自 CST 公司。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 EPC 分离培养和鉴定　 选取年龄约 25 岁足

月顺产健康产妇脐静脉血,采自临沂市人民医院产

科,经过产妇及其家属、临沂市人民医院医学伦理委

员会的同意。 用密度梯度离心法从人脐血中提取内

皮祖细胞。 通过人脐血 EPCs 表面特异性抗原以及

摄取乙酰化低密度脂蛋白和结合荆豆凝集素 1,鉴
定为 EPC[5]。 将细胞置于 EGM-2 培养基中,置于
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37 ℃、含 5%CO2 的培养箱内饱和湿度培养。 待细

胞生长融合约 80% ~90% ,根据实验要求传代。
1. 2. 2　 CCK-8 检测细胞存活率　 用 3% H2O2 与不

含胎牛血清的培养基分别配制终浓度为 0 μM、
100 μM、200 μM、500 μM、800 μM 的 H2O2。 将 100
μl 培养基中含 2. 0 × 105 个细胞接种于 96 孔板中,
并置于培养箱内孵育一段时间后,分别选取不同浓

度的 H2O2 处理细胞 24 h,用酶联免疫仪测定波长

在 450 nm 处的吸光度值。 重复三次实验,取平

均值。
1. 2. 3　 细胞转染 　 将对数生长期的细胞以 2. 0 ×
105 /孔的密度铺种于 6 孔板中,待细胞密度达到

70% ~80%时转染。 转染时分 miR-34a mimics 组、
miR-34a inhibitors 组及各自对照组(mimics control、
inhibitors control)。 miR-34a mimic 或 inhibitor 被转

染至细胞以模拟过表达 miR-34a 或抑制 miR-34a 表

达。 整个转染过程按照 EndoFectinTM-Max 转染试

剂说明操作。
1. 2. 4　 qRT-PCR 检测 miR-34a 的表达水平　 转染

24 h 后用 500 μM 的 H2O2 处理细胞 24 h。 提取总

RNA,将 miRNA 逆转录合成 cDNA;以 RNU6B 作为

内参基因,检测 miR-34a 的相对表达量。 miRNA-
34a 及内参基因 RNU6B 的 RT 引物、特异性上、下游

引物由 GeneCopoeia 公司合成。 用 RQ = 2 -ΔΔCt法计

算 miR-34a 中 miRNA 的相对表达量。 每个样本独

立重复实验 3 次。
1. 2. 5 　 Annexin V-FITC / PI 法检测细胞凋亡 　
2. 0 × 105 个细胞转染并用 500 μM H2O2 刺激,收集

细胞后, 胰酶消化制成单细胞悬液, 分别加入

Annexin V,FITC 结合物及 PI Solution;离心后室温

避光孵育 15 min,流式细胞仪检测,重复 3 次,取平

均值。
1. 2. 6　 实时荧光定量 PCR 检测 SIRT1 中 mRNA 的

表达水平　 按照 1. 2. 4 中方法检测 SIRT1 中 mRNA
的表达。 以 β-actin 作为内参基因,检测 SIRT1 的相

对表达量。 内参 β-actin、SIRT1 上、下游特异性引物

由上海生物工程公司合成。 用 RQ = 2 -ΔΔCt 法计算

SIRT1 中 mRNA 的相对表达量。 独立重复实验

3 次。
1. 2. 7　 Western blot 检测 SIRT1 中蛋白的表达　 收

集转染并用 500 μM 的 H2O2 处理 24 h 后的 EPC,加
入细胞裂解液充分裂解后提取细胞总蛋白。 取等量

的蛋白样品进行电泳( SDS-PAGE),电泳结束后转

印至 PVDF 膜,5%脱脂奶粉室温封闭 1 h,一抗 4 ℃
孵育过夜,二抗置于摇床上室温孵育 1 h,采用 ECL
化学发光试剂显色,用曝光系统检测目的蛋白,最后

采用 Image Lab 软件进行分析。
1. 3　 统计学方法

采用 SPSS 22. 0 软件进行数据分析,正态分布

计量资料用 x ± s 表示,两组间比较采用 t 检验,多组

间数据采用单因素方差分析,P < 0. 05 为差异有统

计学意义。

2　 结果

2. 1　 H2O2 诱导 EPC 存活率

CCK-8 检测发现,细胞存活率随着 H2O2 浓度

增加而逐渐降低,呈现浓度依赖性。 与不加 H2O2

相比,加入 100 μM、200 μM、500 μM、800 μM 的

H2O2 细胞存活率分别为 94% ± 2% 、85% ± 2% 、
78% ±2%和 32% ± 1% ,差异有统计学意义(F =
16. 3,P < 0. 001)。
2. 2　 EPC 的 miR-34a 表达水平

qRT-PCR 检测转染效率,发现转染 miR-34a
mimics 的细胞中 miR-34a 表达水平明显高于其对照

组( t = 16,P = 0. 003),转染 miR-34a inhibitors 的细

胞中 miR-34a 表达水平明显低于其对照组( t = 53,
P < 0. 001)。
2. 3　 miR-34a 对 EPC 凋亡影响

通过流式细胞仪检测细胞凋亡水平,结果显示

(图 1),miR-34a mimics 组与其对照组相比,细胞凋

亡率 明 显 升 高 ( t = 30. 4, P < 0. 001 ); miR-34a
inhibitors 组与其对照组相比,细胞凋亡率明显降低

( t = 8. 7,P < 0. 001)。
2. 4　 miR-34a 在 mRNA 水平下调 SIRT1

转染 miR-34a 并用 H2O2 刺激后,通过 qRT-
PCR 技术检测 EPCs 中 SIRT1 的 mRNA 表达水平。
结果显示,miR-34a mimics 组中的靶基因 SIRT1 相

对表达量低于其对照组( t = 87. 7,P < 0. 001);miR-
34a inhibitors 组中的靶基因 SIRT1 相对表达量高于

其对照组( t = 125. 0,P < 0. 001)。
2. 5　 miR-34a 在蛋白水平下调 SIRT1

通过 Western blot 技术检测 miR-34a 对靶基因

SIRT1 的蛋白表达水平。 结果显示(图 2),miR-34a
mimics 组与其对照组相比较,SIRT1 蛋白表达量明显

下降(t =4. 1,P = 0. 014);而miR-34a 的 inhibitors 与
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A:模拟物对照组,B:miR-34a 模拟物组;C:抑制物对照组;D:miR-
34a 抑制物组;右下象限表示早期凋亡细胞,右上象限表示晚期凋

亡和坏死的细胞

图 1　 流式细胞术检测细胞凋亡率

其对照组相比,SIRT1 蛋白表达明显增高( t = 7. 1,
P = 0. 002)。

图 2　 H2O2 刺激下 miR-34a 对 SIRTl 中
蛋白表达水平的影响

3　 讨论

近年来,对 EPC 的功能调节一直是研究 AS 的

热点和治疗靶点。 研究发现,细胞内活性氧,尤其是

H2O2,是一个重要的细胞内信号分子,通过对敏感

性蛋白质半胱氨酸的巯基氧化修饰,调节转录因子

活性和细胞信号转导,从而影响 EPC 功能[6]。
miRNA 是一类高度保守的非编码内源性单链

小 RNA 分子[7]。 研究发现,AS 发生发展过程中,
miRNA 表达失调,一些恶性生物学表型常和某种

miRNA 有着紧密联系[8-9]。 miR-34a 是一种具有多

种功能的 miRNA,在许多病理生理过程中都发挥着

重要作用。 因此,miR-34a 在 EPC 损伤过程中具有

重要作用。 SIRT1 是 miR-34a 作用的靶基因之一,
在抑制 EPC 功能障碍中发挥着重要作用,它与细胞

分化、衰老、增殖与凋亡密切相关,在延长生物寿命

及延缓多种与年龄相关疾病的发展有重要作用[10]。
研究表明,SIRT1 与多种细胞功能的调节有关,包括

AS 发展[11]。
在本实验研究中,利用 H2O2 建立一个氧化应

激的模型,在随着 H2O2 的浓度增加时,会逐渐降低

EPCs 存活率,800 μM 的 H2O2 诱导时仅有 32% 的

EPC 存在;当 H2O2 的浓度为 500 μM,有着较高生

存的细胞,能够作为在氧化应激的状态下损伤细胞,
这就对我们以后在延缓 EPC 功能损伤及障碍产生

重要理论指导和临床意义。
通过脂质体转染将 miR-34a 转染到 EPCs 中,
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H2O2 刺激后 RT-PCR 的反应,转染 miR-34a mimics,
miR-34a 的表达水平明显升高, 而转染 miR-34a
inhibitors 时 miR-34a 表达水平明显下降。 因此,
miR-34a 在 EPCs 功能调节控制中是一个关键靶点。
RT-PCR 和 Western blot 检测发现,氧化应激状态

下,miR-34a 过表达时其靶基因 SIRT1 在 mRNA 及

蛋白水平均降低,而抑制 miR-34a 的表达时,其靶基

因 SIRT1 在 mRNA 及蛋白水平表达均明显升高。
因此,miR-34a 增加与 SIRT1 减少之间可能存在直

接因果关系。
综上所述,氧化应激状态下可使 miR-34a 的过

表达或抑制, 改变 SIRT1 中蛋白的表达, 表明

miR-34a是 AS 的一种促使基因,可作为治疗 AS 新

的靶点。
利益冲突:无
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·读者·作者·编者·

审稿时经常见到的“低级错误”

1　 引用诊断标准错误

例如,在高血压研究中引用 1999 年WHO 高血压诊断标

准,这一标准对于高血压的诊断与定义均与现行指南不同;
在糖尿病研究中引用美国 ADA 诊断标准,这一指南中将

HbA1C 也作为诊断糖尿病的依据之一,而我国并未采用这

一标准;又如关于代谢综合征的诊断,引用其他国家和地区

的诊断标准,这与我国标准也有很大差别;还有一些关于顽

固性高血压的研究,所纳入患者不符合现行指南关于顽固性

高血压的定义。

诊断标准选择不当,会导致研究结论的不可靠。 在我国

开展的临床研究应该引用我国现行指南所推荐的标准。

2　 研究数据前后不一致

有些文稿的摘要、正文以及附表中对于同一指标所提供

的数值不一致,前后矛盾。 例如某文稿的摘要中述及纳入

230 例患者,平均年龄 62. 1 岁,但正文中却称纳入 235 例患

者,平均年龄 63. 2 岁。 这种情况表明两个问题:或者计算失

误,或者伪造数据。
(河北省人民医院　 郭艺芳)
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