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摘　要：目的   探讨层流切应力调控microRNA-101(miR-101)及蛋白Zeste增强同源物2(EZH2)表达的机制，及其对

血管内皮细胞功能的影响。方法   以人脐静脉内皮细胞(ECs)为研究对象，使用层流切应力处理细胞，检测miR-101及

EZH2的表达水平，并通过抑制或过表达miR-101和EZH2进一步研究其对内皮细胞血管新生的影响。结果    层流切应

力处理的内皮细胞与对照组相比，miR-101表达上调，EZH2表达下调，血管新生减少(P<0.05或0.01)。抑制内皮细胞中

miR-101的表达可使EZH2蛋白水平升高(P<0.05)。在层流切应力处理的细胞中，抑制miR-101后EZH2表达未见下调，

层流切应力无明显抑制血管新生作用(P>0.05)。结论   层流切应力或可通过诱导miR-101下调EZH2的表达水平，抑制血

管新生。
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Abstract: Objective  To investigate the mechanism by which laminar flow shear stress regulates the expression of 

microRNA-101 (miR-101) and the protein Zeste-enhanced homologue 2 (EZH2), as well as the effect on the function of 

vascular endothelial cells. Methods  Human umbilical vein endothelial cells (ECs) were selected as the study objects and 

treated flow shear stress to detect the expression levels of miR-101 and EZH2, and its effect on endothelial cell angiogenesis is 

further studied by inhibiting or overexpressing miR-101 and EZH2. Results Compared with the Control Group, the 

endothelial cells treated with laminar flow shear stress had upregulated miR-101 expression, downregulated EZH2 

Expression, and reduced angiogenesis (P<0.05 or 0.01). Inhibition of miR-101 expression in endothelial cells increased the 

EZH2 protein level (P<0.05). In the endothelial cells treated with laminar flow shear stress, EZH2 expression was not 

downregulated after inhibition of miR-101 in endothelial cells, and laminar flow shear stress showed no significant 

antiangiogenesis effect (P>0.05). Conclusion  Laminar flow shear stress may induce miR-101 to downregulate the EZH2 

expression level, and thereby inhibiting angiogenesis.
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动脉粥样硬化(As)是一种可严重影响人类生活 力可通过microRNA-101(miR-101)作为传递载体，抑
[3]水平的疾病，其发病机制目前尚未完全明了，但 制目标mTOR基因表达，阻碍内皮细胞增殖进程 。

As发生的始动因素得到了国内外研究学者的普遍认 因miR-101的其中一个重要作用靶点就是与EZH2表
[4]同，即血管内皮损伤。而血流切应力对血管内皮屏 达相关的mRNA ，因此我们推测EZH2有可能在调

[1-2]障功能的影响至关重要 。研究表明，层流剪切应 控内皮细胞增殖中起着重要作用。本研究拟在miR-

101抑制血管内皮细胞增殖的基础上，进一步研究层

流切应力通过miR-101调控EZH2表达而抑制内皮细

胞血管新生，完善血管内层流剪切应力在转录后水

平上抑制血管内皮细胞增殖的机制，进一步证实血

管层流剪切应力对内皮细胞功能的影响，为预测心

血管疾病的发生、发展及治疗提供理论依据。
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行灭菌后，将流动腔上板、中层硅胶膜及下板组装1　材料和方法

在一起，并用胶布捆绑，然后连接到灌流系统。对 
1.1　人脐静脉内皮细胞(Huvec)

ECs 施加梯度切应力12 h 后，提取细胞蛋白或用于
由南方医科大学心内科实验室提供。

观察血管新生等后续实验。
1.2　药品与试剂

1.7　统计学处理 
内皮细胞培养基(ECM)购自Sciencell，感受态细

采用SPSS 20.0统计软件分析数据。计量数据以
胞 购 自 Takara， miR-101、 miR-101 抑 制 剂 、 对 照

表示，采用 t 检验、单因素方差分析及q检验， 
miRNA(NC)、对照抑制性miRNA(INC)均购自锐博

P<0.05表示差异有统计学意义。
生物，脂质体(Lipofectamine)购自Invitrogen，基底

2　结果胶(Matrigel)购自美国BD公司，12 孔、24孔细胞培

养板购自Costar公司，RT-PCR试剂盒购自大连宝生
2.1　层流切应力对miR-101表达的影响

物公司，PVDF膜购自Millipor公司，β-actin抗体、
层流切应力可诱导miR-101上调，且随着切应力

EZH2抗体均购自Cell Signaling Technolog。
处理时间的延长，miR-101表达水平升高(P<0.05或

1.3　人脐静脉内皮细胞的培养
0.01)，见图1。 

Huvec细胞生长于ECM培养基中，添加ECGS和

5%胎牛血清，在37 ℃、5%CO2、饱和湿度的条件

下培养。

1.4　细胞转染

配置转染混合液：在48孔板上，每孔滴入每孔

250 μL M199培养液，加入miR-101 50 μmol，加入 

RNAIMAX 250 nmol， 使 转 染 miRNA浓 度 为 50 

mol/L，室温孵育30 min；12孔细胞培养板内 ECs转

染前换液，换液时近加入培养基750 μL/孔，加入转

染混合液；7 h后，吸出每孔的转染混合液及培养

基，然后每孔加入ECs 培养液1 000 μL，继续置于含 
　5 % CO2的  37 ℃  细 胞 培 养 箱 培 养 ； 24 h后 更 换

2.2　miR-101对蛋白EZH2表达的影响ECs培养液；24~48 h后提蛋白或RNA。
miR-101能 够 下 调EZH2的 表 达(P<0.01)， 见 图1.5　血管新生Matrigel胶制法

2A；抑制miR-101后，EZH2表达上调(P<0.01)，见将4 ℃备用的Matrigel胶取出后迅速用枪头吸到
图2B。24孔板中，200 μL/孔。37 ℃培养30 min后将细胞悬

浮液种到胶上。12 h观察成管效果并拍照。采用5级
[5]评分法对新生血管进行评分 ： 0分，单个细胞，细

胞呈分离状态；1分，细胞可有迁移、聚集，但无明

显毛细管道形成；2分，可见毛细管，单独毛细血管

管道，无发芽；3分，多根血管管道形成，有发芽；

4分，封闭多边形形成；5分，复杂的血管网状结构

结构。

1.6　切应力施加方法

使用切应力加载系统对ECs加载切应力，其中
2切应力组予15 dyn/cm (流量单位为16.47 mL/min)切

应力强度处理。将ECs种于流动腔下板(即载玻片

上)，做相对应转染或处理；灌流系统及连接硅胶管

高压蒸汽灭菌，组装前流动腔上板、中层硅胶酒精 2.3　层流切应力通过上调miR-101抑制EZH2的表达

浸泡30 s；先用 75 %酒精对流动腔各个组成部件进 转染INC后，切应力组的EZH2表达低于对照组

x±s

a b与0 h 比较： P<0.05， P<0.01

图1　层流切应力对miR-101表达的影响
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图2　miR-101对蛋白EZH2表达的影响
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一步了解层流切应力调控内皮细胞的形态、功能及(P<0.01)；转染miR-101 抑制剂后，切应力组与对照

其与动脉血管损伤等作用机制，对于从分子水平探组的EZH2表达差异无统计学意义(P>0.05)，见图3。

索预防和治疗心血管疾病具有重要意义。生理性层2.4　miR-101对内皮细胞血管新生的影响

流剪切应力对内皮细胞具有保护作用，其机制复如图4所示，NC组内皮细胞血管生成明显多于

杂，国内外研究表明其主要是通过维持内皮细胞代miR-101组，差异有统计学意义(P<0.05)。

谢稳态、保持细胞增殖平衡、减少炎症反应、调节2.5　miR-101通过下调EZH2表达抑制内皮细胞血管
[8-12]内皮细胞血管新生等方面综合作用的结果 。层新生

流切应力还可通过miRNA在转录后水平调节内皮细ECs转染INC后，EZH2 siRNA组血管新生少于

胞内目标基因表达而发挥作用，表明miRNAs在层流siRNA NC组(P<0.05)。ECs转染miR-101 抑制剂后，

切应力对血管内皮细胞功能调节上起着关键的介导EZH2 siRNA组与siRNA NC组血管新生差异无统计
[13-15]作用 。目前切应力通过miRNAs影响内皮细胞功学意义(P>0.05)。见图5。

能的部分靶标已得到证实，但是miRNAs对内皮细胞2.6　miR-101介导层流切应力下调EZH2抑制血管新

功能调控的机制仍有待进一步完善。近年来，随着生

对细胞功能调控的进一步了解，越来越多的学者开ECs转染INC后，切应力组较对照组血管新生减

始重视层流切应力在基因转录后对内皮细胞血管新少(P<0.05)；ECs转染miR-101抑制剂 24 h后，切应
[16]生的影响 。在结合国内外相关研究后，血管内层力组与对照组血管新生差异无统计学意义(P>0.05)。

[15]流 切 应 力 可 诱 导 miR-101上 调 得 到 证 实 。 miR-见图6。

101在转录后与目的蛋白mRNA的非编码区结合，促
3　讨论 使或者抑制基因的翻译，使目的蛋白表达下调或上

调。研究表明miR-101的其中一个作用靶点就是与As的发病机制尚未完善清楚，目前普遍认为
[17-18]EZH2表达相关的mRNA 。EZH2作为内皮细胞As的发生与血管内皮损伤相关，其中，血管层流切

[6-7] 内一种重要蛋白，也是miR-101的一个目的蛋白。应力对血管内皮的损伤具有重要的作用 。因此进

a与对照组比较： P<0.01

图3　层流应切力通过上调miR-101抑制EZH2的表达
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aA. NC组内皮细胞血管生成；B. miR-101组内皮细胞血管生成；C. 两组血管新生评分的比较；与NC组比较： P<0.05

图4　miR-101对内皮细胞血管新生的影响
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A. ECs转染INC 24 h后再转染siRNA NC；B. ECs转染INC 24 h后再转染EZH2 siRNA；C. ECs转染miR-101 抑制剂24 h后

再转染siRNA NC；D. ECs转染miR-101 抑制剂 24 h后再转染EZH2 siRNA；E. 血管新生评分的比较；与siRNA NC组比
a较： P<0.05

图5　miR-101通过下调EZH2的表达抑制内皮细胞血管新生

A. ECs转染INC 24 h后无切应力处理；B. ECs转染INC 24 h后再予切应力处理；C. ECs转染miR-101 抑制剂 24 h后无切
a应力处理；D. ECs转染miR-101 抑制剂 24 h后再予切应力处理；E.血管新生评分的比较；与对照组比较 ： P<0.05

图6　miR-101介导层流切应力下调EZH2抑制血管新生
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