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长链非编码 ＲＮＡＺＦＡＳ１／ｍｉＲ１５０／ＲＯＣＫ１调控
血管平滑肌细胞增殖和迁移

王　秋，　黄伟剑△

（温州医科大学附属乐清医院，浙江 温州 ３２５０００）

　　［摘　要］　目的：探讨长链非编码ＲＮＡＺＦＡＳ１是否通过调控微小ＲＮＡ１５０（ｍｉＲ１５０）／ＲＯＣＫ１促进血管平滑
肌细胞（ＶＳＭＣｓ）增殖和迁移，及其参与动脉粥样硬化发生发展的机制。方法：用血小板源性生长因子 ＢＢ（ＰＤＧＦ
ＢＢ）诱导 ＶＳＭＣｓ增殖和迁移。用 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测 ＶＳＭＣｓ中 ＺＦＡＳ１的表达水平。进一步用小干扰 ＲＮＡ
（ｓｉＲＮＡ）下调ＺＦＡＳ１表达后，采用ＭＴＴ和ＥｄＵ法检测ＶＳＭＣｓ的活力和增殖能力，采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测ＶＳＭＣｓ的
迁移能力，采用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ｍｉＲ１５０和ＲＯＣＫ１的表达水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＲＯＣＫ１蛋白的表达水平。萤
光素酶报告基因实验验证ＲＣＯＫ１为ｍｉＲ１５０的靶基因。最后，抑制ｍｉＲ１５０表达，检测下调ＺＦＡＳ１表达后ＶＳＭＣｓ
的增殖、迁移及ＲＯＣＫ１表达。结果：ＰＤＧＦＢＢ上调 ＶＳＭＣｓ中 ＺＦＡＳ１的表达。下调 ＺＦＡＳ１表达后，ＶＳＭＣｓ的增殖
和迁移受到抑制（Ｐ＜００５），ｍｉＲ１５０表达水平上升（Ｐ＜００５），ＲＯＣＫ１表达水平下降（Ｐ＜００５）。萤光素酶报告
基因实验结果显示ｍｉＲ１５０能直接靶向调控ＲＯＣＫ１。抑制ｍｉＲ１５０表达后，能减弱下调ＺＦＡＳ１表达导致的ＶＳＭＣｓ
增殖和迁移的抑制作用（Ｐ＜００５），上调ＲＯＣＫ１的表达水平（Ｐ＜００５）。结论：ＺＦＡＳ１通过调控 ｍｉＲ１５０／ＲＯＣＫ１
促进ＰＤＧＦＢＢ诱导的ＶＳＭＣｓ增殖和迁移。
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　　［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　ＡＩＭ：ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｗｈｅｔｈｅｒｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡＺＮＦＸ１（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒＮＦＸ１ｔｙｐｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１）
ａｎｔｉｓｅｎｓｅＲＮＡ１（ＺＦＡＳ１）ｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ（ＶＳＭＣｓ）ｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ１５０（ｍｉＲ１５０）／ＲＯＣＫ１，ａｎｄｔｈｅｉｎｖｏｌｖｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ．ＭＥＴＨＯＤＳ：Ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＢＢ（ＰＤＧＦＢＢ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｉｎｄｕｃｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＶＳＭＣｓ．ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔ
ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＺＦＡＳ１ｉｎｔｈｅＶＳＭＣｓ．ＡｆｔｅｒｆｕｒｔｈｅｒｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＺＦＡＳ１ｂｙｓｉＲＮＡ，ｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆ
ＶＳＭＣｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＥｄＵｓｔａｉｎｉｎｇ．ＴｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＶＳＭＣｓ
ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌｍｅｔｈｏｄ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲ１５０ａｎｄＲＯＣＫ１ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏ
ｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＲＯＣＫ１ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．ＬｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｃｏｎｆｉｒｍｔｈａｔＲＯＣＫ１ｗａｓｔｈｅ
ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｏｆｍｉＲ１５０．Ｆｉｎａｌｌｙ，ｍｉＲ１５０ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＶＳＭＣｓ
ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＯＣＫ１ａｆｔｅｒｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＺＦＡＳ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄ．ＲＥＳＵＬＴＳ：ＰＤＧＦＢＢｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＺＦＡＳ１ｉｎｔｈｅＶＳＭＣｓ．ＡｆｔｅｒｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＺＦＡＳ１，ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆＶＳＭＣｓｗｅｒｅｉｎｈｉｂｉｔｅｄ（Ｐ＜００５），ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ１５０ｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５），ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＲＯＣＫ１ｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５）．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｍｉＲ１５０ｄｉｒｅｃｔｌｙｔａｒ
ｇｅｔｅｄＲＯＣＫ１．ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｍｉＲ１５０ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｔｔｅｎｕａｔｅｄｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＶＳＭＣｓｂｙＺＦＡＳ１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｋｎｏｃｋｄｏｗｎ（Ｐ＜００５）ａｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＲＯＣＫ１（Ｐ＜００５）．ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ：
ＺＦＡＳ１ｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＶＳＭＣｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＰＤＧＦＢＢｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｍｉＲ１５０／ＲＯＣＫ１．
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　　［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ＬｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡＺＦＡＳ１；Ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ；Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；Ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ；
ＭｉｃｒｏＲＮＡ１５０；ＲＯＣＫ１ｐｒｏｔｅｉｎ

　　动脉粥样硬化是心肌梗死、中风、不稳定心绞痛
和心脏猝死的潜在原因［１］。血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕ
ｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）是动脉壁的主要成
分之一，最近的研究证明 ＶＳＭＣｓ的异常增殖和迁移
是动脉粥样硬化发生发展中重要的病理生理基

础［２］。因此，抑制ＶＳＭＣｓ增殖和迁移可能在预防动
脉粥样硬化的病理过程中起着重要作用，并可能成

为一种新的治疗策略。

长链非编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）
是一类长度超过２００个核苷酸的非编码ＲＮＡ。研究
表明，ｌｎｃＲＮＡ在动脉粥样硬化中表达异常，在动脉
粥样硬化的发病机制中扮演着重要的角色［３］。

ＺＮＦＸ１（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒＮＦＸ１ｔｙｐｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１）ａｎｔｉｓｅｎｓｅ
ＲＮＡ１（ＺＦＡＳ１）是位于染色体２０ｑ１３的 ｌｎｃＲＮＡ，被
报道作为肿瘤抑制基因参与肿瘤的发生发展［４］。

Ｚｈａｎｇ等［５］报道ＺＦＡＳ１在小鼠心肌梗死模型中表达
升高，导致心脏收缩功能障碍。但是，ＺＦＡＳ１在动脉
粥样硬化中对血管平滑肌细胞的作用尚未见报道。

本项工作探讨ＺＦＡＳ１对ＶＳＭＣｓ增殖和迁移的影响，
及其在动脉粥样硬化发生发展中的可能作用机制。

材　料　和　方　法

１　实验材料
大鼠ＶＳＭＣｓ购自ＡＴＣＣ。胎牛血清及ＤＭＥＭ培

养液购自 Ｇｉｂｃｏ；血小板源性生长因子 ＢＢ（ｐｌａｔｅｌｅｔ
ｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＢＢ，ＰＤＧＦＢＢ）购自 Ｓｉｇｍａ；ＭＴＴ
购自上海碧云天生物技术有限公司；ＥｄＵ试剂盒购
自广州锐博生物公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ；
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、ＴＲＩｚｏｌ和 ｑＰＣＲ引物购自 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ；抗 ＲＯＣＫ１（Ｒｈｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｃｏｉｌｅｄｃｏｉｌｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１）和ＧＡＰＤＨ抗体及Ⅱ抗、ＥＣＬ发光液
购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ。
２　实验方法
２．１　细胞分组　血管平滑肌细胞用含１０％胎牛血
清的培养液培养，放置于 ５％ＣＯ２、３７℃的恒温培养
箱中培养，当细胞汇合度达８０％时进行传代。当细
胞达到８０％的汇合度时，对细胞进行无血清培养２４
ｈ。将细胞随机分组为对照（ｃｏｎｔｒｏｌ）组、ＰＤＧＦＢＢ
组、ＰＤＧＦＢＢ＋对照 ｓｉＲＮＡ（ｓｉＮＣ）组和 ＰＤＧＦＢＢ＋
ＺＦＡＳ１ｓｉＲＮＡ（ｓｉＺＦＡＳ１）组。Ｃｏｎｔｒｏｌ组不做任何干
预，ＰＤＧＦＢＢ组加入２０μｇ／ＬＰＤＧＦＢＢ干预；ＰＤＧＦ
ＢＢ＋ｓｉＮＣ组和 ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｉＺＦＡＳ１组分别转染对

照ｓｉＲＮＡ和ＺＦＡＳ１ｓｉＲＮＡ后用２０μｇ／ＬＰＤＧＦＢＢ干
预。为了进一步验证 ＺＦＡＳ１和 ｍｉＲ１５０的调控作
用，再将细胞随机分组为以下 ４组：ＰＤＧＦＢＢ组、
ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｉＺＦＡＳ１组、ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｉＺＦＡＳ１＋ａｎｔｉ
ＮＣ组和ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｉＺＦＡＳ１＋ａｎｔｉｍｉＲ１５０组。前
２组处理如前所述，后２组在转染ＺＦＡＳ１ｓｉＲＮＡ的同
时分别转染 ｍｉＲ１５０抑制剂对照（ａｎｔｉＮＣ）和 ｍｉＲ
１５０抑制剂（ａｎｔｉｍｉＲ１５０）。
２．２　细胞转染　将 ＶＳＭＣｓ接种于培养液中培养，
放置在５％ＣＯ２、３７℃的恒温培养箱中过夜，然后按
照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂盒说明书进行操作，
将ｓｉＮＣ、ｓｉＺＦＡＳ１、ａｎｔｉＮＣ和ａｎｔｉｍｉＲ１５０转染到细
胞中，转染４８ｈ后，加入２０μｇ／ＬＰＤＧＦＢＢ继续培
养２４ｈ。
２．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＺＦＡＳ１、ｍｉＲ１５０和ＲＯＣＫ１
表达水平　用 ＴＲＩｚｏｌ提取细胞的总 ＲＮＡ，分光光度
计测定ＲＮＡ浓度，按照逆转录试剂盒说明书进行反
转录成ｃＤＮＡ。以ｃＤＮＡ为模板，在 ＴａｑＤＮＡ聚合酶
催化下进行ＰＣＲ扩增。ＺＦＡＳ１上游引物序列为５’
ＡＣＧＴＧＣＡＧＡＣＡＴＣＴＡＣＡＡ３’，下游引物序列为 ５’
ＴＡＣＴＴＣＣＡＡＣＡＣＣＣＧＣＡＴ３’；ｍｉＲ１５０上游引物序
列为５’ＧＡＡＧＡＴＣＴＴＣＴＡＣＴＴＴＧＣＧＣＡ３’，下游引物
序列为５’ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＧＧＣＣＣＴＴＧＣＴＧ３’；内参照
Ｕ６上 游 引 物 序 列 为 ５’ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡ
ＣＡＴＡＴＡＣＴ３’，下 游 引 物 序 列 为 ５’ＡＣＧＣＴ
ＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣ３’；ＲＯＣＫ１上游引物序列
为５’ＡＡＣＡＴＧＣＴＧＣＴＧＧＡＴＡＡＡＴＣＴ３’，下游引物序
列为 ５’ＴＧＴＡＴＣＡＣＡＴＣＧＴＡＣＣＡＴＧＣＣ３’；内参照
ＧＡＰＤＨ上游引物序列为 ５’ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧ
ＧＡＧＴ３’，下游引物序列为５’ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧ
ＧＡＴＴ３’。ＰＣＲ条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性
１０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，扩增４０个循环。
用２－ΔΔＣｔ法进行结果分析。
２．４　ＭＴＴ实验检测ＶＳＭＣｓ活力　将按上述分组要
求处理的细胞调整浓度为１×１０７／Ｌ，取１００μＬ接种
于９６孔板，每组重复４个孔，置于３７℃、５％ＣＯ２的
细胞培养箱中过夜，每孔加入１０μＬＭＴＴ溶液，孵育
２ｈ，测定４５０ｎｍ处各孔的吸光度（Ａ）值，计算出细
胞活力。

２．５　ＥｄＵ染色检测 ＶＳＭＣｓ增殖　将按上述分组要
求处理的细胞调整浓度为１×１０７／Ｌ，取１００μＬ接种
于９６孔板培养２４ｈ后，加入含５０μｍｏｌ／ＬＥｄＵ的培
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养液孵育２ｈ。根据试剂盒进行细胞固定以及 ＤＮＡ
染色，荧光显微镜下观察，每孔随机选择３个视野，
计算染色细胞核占相应总细胞的百分比。

２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测 ＶＳＭＣｓ迁移能力　将转染
４８ｈ后的细胞调整浓度为１×１０８／Ｌ，在上室加入２００
μＬ细胞悬液，下室加入５００μＬ含有１０％胎牛血清
的ＤＭＥＭ培养液，在细胞培养箱中培养２４ｈ。取出
小室，ＰＢＳ清洗３次，用甲醛固定１０ｍｉｎ，加入０１％
的结晶紫溶液进行染色１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，用棉签
轻轻拭去小室膜内侧细胞，取下室膜平铺于载玻片

上，显微镜下随机观察３个视野的细胞数量。
２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＲＯＣＫ１蛋白的表达水平　按
上述分组要求处理细胞后，提取细胞蛋白，用 ＢＣＡ
法检测蛋白浓度。取４０μｇ总蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ，
电泳结束后将其转至ＰＶＤＦ膜，室温下用５％的ＢＳＡ
脱脂奶粉封闭３０ｍｉｎ，加抗 ＲＯＣＫ１和 ＧＡＰＤＨⅠ抗
置于４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜后加入Ⅱ抗于室温下
孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜后用 ＥＣＬ液进行化学发光反应
并曝光。以ＧＡＰＤＨ为内参照，用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件
对条带灰度值进行测量并分析。

２．８　萤光素酶报告基因实验　构建野生型和突变
型的 ＲＯＣＫ１萤光素酶报告质粒载体，将 ＶＳＭＣｓ按
每孔１×１０５接种于２４孔板，２４ｈ后用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００分别与 ａｎｔｉＮＣ和 ａｎｔｉｍｉＲ１５０共转染进入
ＶＳＭＣｓ，２４ｈ后用双萤光素酶报告系统检测海肾和
萤火虫萤光素酶活性，以海肾萤光素酶为内参照，实

验重复３次。
３　统计学处理

实验数据分析采用ＳＰＳＳ２００软件，采用均数±
标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，每组实验重复３次，多组
间比较采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），各
组均数间的两两比较采用 ＳＮＫｑ法，以 Ｐ＜００５为
差异具有统计学意义。

结　　果

１　ＰＤＧＦＢＢ诱导ＺＦＡＳ１表达上调
通过 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＶＳＭＣｓ中的 ＺＦＡＳ１表

达，结果显示，与 ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＰＤＧＦＢＢ组 ＶＳＭＣｓ
中的ＺＦＡＳ１表达显著上调（Ｐ＜００５），见图１。
２　下调 ＺＦＡＳ１表达可抑制 ＰＤＧＦＢＢ诱导的
ＶＳＭＣｓ增殖

用ｓｉＲＮＡ干扰ＺＦＡＳ１的表达后用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
检测 ＶＳＭＣｓ中 ＺＦＡＳ１的表达水平，结果显示，与
ＰＤＧＦＢＢ组相比，ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｉＺＦＡＳ１组中 ＺＦＡＳ１
表达水平显著下调（Ｐ＜００５），见图２Ａ。ＭＴＴ结果

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＰＤＧＦＢＢｐｒｏｍｏｔｅｄＺＦＡＳ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｖａｓｃｕｌａｒ
ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５
ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图１　ＰＤＧＦＢＢ促进血管平滑肌细胞ＺＦＡＳ１表达

显示，与ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＰＤＧＦＢＢ组的 ＶＳＭＣｓ活力
显著增强（Ｐ＜００５）；与 ＰＤＧＦＢＢ组相比，ＰＤＧＦ
ＢＢ＋ｓｉＺＦＡＳ１组ＶＳＭＣｓ活力显著降低（Ｐ＜００５），
见图 ２Ｂ。ＥｄＵ染色结果显示，与 ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，
ＰＤＧＦＢＢ组的 ＶＳＭＣｓ增殖能力显著增强（Ｐ＜
００５）；与ＰＤＧＦＢＢ组相比，ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｉＺＦＡＳ１组
ＶＳＭＣｓ增殖能力显著降低（Ｐ＜００５），见图２Ｃ。
３　下调 ＺＦＡＳ１表达可抑制 ＰＤＧＦＢＢ诱导的
ＶＳＭＣｓ迁移

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验观察 ＶＳＭＣｓ的迁移能力，结果显
示，与ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＰＤＧＦＢＢ组的 ＶＳＭＣｓ迁移数
目显著增多（Ｐ＜００５）；与 ＰＤＧＦＢＢ组相比，ＰＤＧＦ
ＢＢ＋ｓｉＺＦＡＳ１组 ＶＳＭＣｓ迁移数目显著降低（Ｐ＜
００５），见图３。
４　ＺＦＡＳ１下调ｍｉＲ１５０的表达

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ｍｉＲ１５０的表达，结果显示，
与ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＰＤＧＦＢＢ组 ｍｉＲ１５０表达显著降
低（Ｐ＜００５）；与 ＰＤＧＦＢＢ组相比，ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｉ
ＺＦＡＳ１组ｍｉＲ１５０表达显著增加（Ｐ＜００５），见图４。
５　ＺＦＡＳ１上调ＲＯＣＫ１的表达

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＺＦＡＳ１对
ＲＯＣＫ１ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响，结果显示，与ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组相比，ＰＤＧＦＢＢ组 ＲＯＣＫ１ｍＲＮＡ和蛋白表达
显著增加（Ｐ＜００５）；与 ＰＤＧＦＢＢ组相比，ＰＤＧＦ
ＢＢ＋ｓｉＺＦＡＳ１组 ＲＯＣＫ１ｍＲＮＡ和蛋白表达显著下
降（Ｐ＜００５），见图５。
６　ｍｉＲ１５０与ＲＯＣＫ１相结合并抑制ＲＯＣＫ１表达

生物信息学软件预测ｍｉＲ１５０和靶基因 ＲＯＣＫ１
有结合位点，见图 ６Ａ。萤光素酶报告基因实验结
果显示，在野生型萤光素酶中转入 ａｎｔｉｍｉＲ１５０后，
萤光素酶活性显著高于 ａｎｔｉＮＣ组的萤光素酶活性
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Ｆｉｇｕｒｅ２．ｓｉＺＦＡＳ１ｉｎｈｉｂｉｔｅｄＰＤＧＦＢＢｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ．Ａ：ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＺＦＡＳ１ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ；Ｂ：ｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙ；Ｃ：ｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥｄＵ
ｓｔａｉｎｉｎｇ．ＴｈｅｎｕｃｌｅｕｓｉｓｂｌｕｅａｎｄｔｈｅＥｄＵｉｓｒｅｄ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＰＤＧＦＢＢ
ｇｒｏｕｐ．

图２　ｓｉＺＦＡＳ１抑制ＰＤＧＦＢＢ诱导的血管平滑肌细胞增殖

Ｆｉｇｕｒｅ３．ｓｉＺＦＡＳ１ｉｎｈｉｂｉｔｅｄＰＤＧＦＢＢｉｎｄｕｃｅｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＰＤＧＦＢＢｇｒｏｕｐ．

图３　ｓｉＺＦＡＳ１抑制ＰＤＧＦＢＢ诱导的血管平滑肌细胞迁移

（Ｐ＜００５）；而对于突变型萤光素酶，２组的萤光素
酶活性无显著变化，见图６Ｂ。用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检

测到转入 ａｎｔｉｍｉＲ１５０后，ＶＳＭＣｓ中的 ＲＯＣＫ１蛋白
表达水平显著上升（Ｐ＜００５），见图６Ｃ。

·２３９１·



Ｆｉｇｕｒｅ４．ＺＦＡＳ１ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１５０．
Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；
＃Ｐ＜００５ｖｓＰＤＧＦＢＢｇｒｏｕｐ．

图４　ＺＦＡＳ１下调ｍｉＲ１５０的表达

７　ＺＦＡＳ１通过调节ｍｉＲ１５０／ＲＯＣＫ１调控ＶＳＭＣｓ
增殖和迁移

用Ｓｔａｒｂａｓｅ和 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ软件分析得到，ＺＦＡＳ１
和ＲＣＯＫ１与 ｍｉＲ１５０具有相同的结合位点，见图
７Ａ。用 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测加入 ａｎｔｉｍｉＲ１５０的
ＶＳＭＣｓ中的ｍｉＲ１５０表达水平，结果显示，与 ＰＤＧＦ
ＢＢ＋ｓｉＺＦＡＳ１组相比，ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｉＺＦＡＳ１＋ａｎｔｉ
ｍｉＲ１５０组中ｍｉＲ１５０表达显著下降（Ｐ＜００５），见
图７Ｂ。进一步用 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＲＯＣＫ１ｍＲＮＡ
表达，结果显示，与 ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｉＺＦＡＳ１组相比，
ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｉＺＦＡＳ１＋ａｎｔｉｍｉＲ１５０组中 ＲＣＯＫ１
ｍＲＮＡ表达显著上调（Ｐ＜００５），见图７Ｃ。此外，与
ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｉＺＦＡＳ１组相比，ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｉＺＦＡＳ１＋
ａｎｔｉｍｉＲ１５０组中 ＶＳＭＣｓ增殖和迁移能力显著增强
（Ｐ＜００５），见图７Ｄ～Ｆ。

Ｆｉｇｕｒｅ５．ＺＦＡＳ１ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＯＣＫ１．Ａ：ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＯＣＫ１ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ；Ｂ：ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＯＣＫ１ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓ
ＰＤＧＦＢＢｇｒｏｕｐ．

图５　ＺＦＡＳ１上调ＲＯＣＫ１的表达

讨　　论

ＶＳＭＣｓ的增殖和迁移是动脉粥样硬化的重要机
制之一，抑制ＶＳＭＣｓ增殖和迁移可以延缓动脉粥样
硬化进展。本研究通过 ＰＤＧＦＢＢ诱导 ＶＳＭＣｓ增殖
和迁移，显示增殖和迁移的ＶＳＭＣｓ中 ＺＦＡＳ１的表达
上调，而下调 ＺＦＡＳ１后，ＶＳＭＣｓ的增殖和迁移受到
抑制。这些结果表明ＺＦＡＳ１在动脉粥样硬化中起着
促进ＶＳＭＣｓ增殖和迁移的作用。

ＺＦＡＳ１作为新的 ｌｎｃＲＮＡ在乳腺癌患者中被首
次报道，随后被报道在多种肿瘤中扮演致癌基因角

色［６］。近年来ＺＦＡＳ１在心血管疾病中的作用也被报
道。已有研究报道ＺＦＡＳ１可以作为急性心肌梗死的
独立预测因子［７］。Ｗｕ等［８］报道 ＺＦＡＳ１／ｍｉＲ１５０轴
通过调节ＣＲＰ参与急性心肌梗死诱导的心肌细胞凋
亡的分子机制。ｌｎｃＲＮＡ可以作为竞争性内源 ＲＮＡ
（ｃｏｍｐｅｔｉｎｇｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓＲＮＡｓ，ｃｅＲＮＡ）与 ｍｉＲＮＡ相
互作用，参与调控靶基因的表达，在心血管疾病的发

生发展中起重要作用［９］。ｌｎｃＲＮＡＴＵＧ１在自发性高
血压大鼠的主动脉中高表达，ＴＵＧ１通过调控 ｍｉＲ
１４５／ＦＧＦ１０促进ＶＳＭＣｓ在高血压状态下的增殖和迁
移［１０］。Ａｈｍｅｄ等［１１］表明ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１促进ＶＳＭＣｓ
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Ｆｉｇｕｒｅ６．ｍｉＲ１５０ｂｏｕｎｄｔｏｔｈｅ３’ＵＴＲｏｆＲＯＣＫ１ａｎｄｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＲＯＣＫ１ｉｎＶＳＭＣｓ．Ａ：ｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｏｆｍｉＲ
１５０ｏｎｔｈｅＲＯＣＫ１ｍＲＮＡ３’ＵＴＲ；Ｂ：ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙ；Ｃ：ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＯＣＫ１ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓａｎｔｉＮＣｇｒｏｕｐ．

图６　ｍｉＲ１５０靶向调控ＲＯＣＫ１的表达

Ｆｉｇｕｒｅ７．ＺＦＡＳ１ｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＶＳＭＣｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｍｉＲ１５０／ＲＯＣＫ１．Ａ：ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｔｈｅ
ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｏｆＺＦＡＳ１ｏｒＲＯＣＫ１ｔｏｍｉＲ１５０；Ｂ：ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１５０ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ；Ｃ：ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆＲＯＣＫ１ｍＲＮＡｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ；Ｄ：ｔｈｅＶＳＭＣｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙ；Ｅ：ｔｈｅＶＳＭＣｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥｄＵｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｆ：ｔｈｅＶＳＭＣｍｉｇｒａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓ
ＰＤＧＦＢＢｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＰＤＧＦＢＢ＋ｓｉＺＦＡＳ１ｇｒｏｕｐ．

图７　ＺＦＡＳ１通过调节ｍｉＲ１５０／ＲＯＣＫ１调控ＶＳＭＣｓ增殖和迁移

增殖和迁移。本研究观察到 ＺＦＡＳ１促进 ＶＳＭＣｓ增
殖和迁移，但是，ＺＦＡＳ１在动脉粥样硬化中对 ＶＳＭＣｓ

的具体作用尚未报道，ＺＡＦＳ１可以下调 ｍｉＲ１５０的
表达同时上调ＲＯＣＫ１的蛋白表达水平，进一步通过
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生物信息学检测到 ＺＦＡＳ１和 ｍｉＲ１５０具有结合位
点，揭示ＺＡＦＳ１或许是通过调节ｍｉＲ１５０／ＲＯＣＫ１轴
参与动脉粥样硬化的发展。

微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一类内源性小
的非编码 ＲＮＡ分子，通过结合靶基因，降解靶基因
ｍＲＮＡ或者抑制靶基因 ｍＲＮＡ的翻译，从而在转录
后水平调控基因的表达［１２］。ｍｉＲＮＡ在细胞分化、增
殖、迁移和凋亡中起关键作用，参与各种疾病的发

展，包括心血管疾病，并被作为临床诊断和治疗靶点

来研究［１３］。ｍｉＲ２１４通过抑制靶基因 ＮＣＫＡＰ１表达
抑制ＶＳＭＣｓ增殖和迁移［１４］。ｍｉＲ１３２通过调控靶基
因ＰＴＥＮ表达降低 ＶＳＭＣｓ增殖和迁移［１５］。ＲＯＣＫ
是丝氨酸苏氨酸蛋白激酶，调节肌动蛋白细胞骨架，

已有越来越多的研究证据表明 ＲＯＣＫ１在心血管系
统中扮演重要作用［１６］。ＲＯＣＫ１缺乏可抑制巨噬细
胞趋化，减少修饰 ＬＤＬ摄取和防止泡沫细胞形成从
而减轻动脉粥样硬化［１７］。ｍｉＲ１４５通过调控ＲＯＣＫ１
减轻高糖导致的 ＶＳＭＣｓ增殖和迁移［１８］。本研究通

过生物信息学检测到 ＲＯＣＫ１是 ｍｉＲ１５０的靶基因，
并用萤光素酶报告基因实验证实了靶向关系，并进

一步观察到在ＶＳＭＣｓ中抑制ＺＦＡＳ１后，ａｎｔｉｍｉＲ１５０
可以上调ＲＯＣＫ１表达，促进 ＶＳＭＣｓ的增殖迁移，由
此可以推测ＺＦＡＳ１可能通过抑制 ｍｉＲ１５０表达促进
ＶＳＭＣｓ增殖和迁移。

综上所述，本研究明确了 ＺＦＡＳ１通过调控 ｍｉＲ
１５０／ＲＯＣＫ１促进 ＶＳＭＣｓ增殖和迁移。这表明抑制
ＺＦＡＳ１表达可能是防治动脉粥样硬化的新靶点。但
是，关于ＺＦＡＳ１是否在动脉粥样硬化动物体内发挥
相关作用及其具体机制尚不清楚，仍需进一步深入

研究。
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