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摘要 ：目的    研究 microRNA-195（miR-195）是否参与切应力对血管内皮细胞（ECs）炎症的调控作

用。方法  ①验证生理切应力调节 ECs miRNAs 的表达 ：15 dyne/cm2 的生理切应力处理人脐静脉内皮细胞

（HUVEC），24 h 后利用实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测内皮细胞相关 miRNAs（miR-27b、

miR-143/145 及 miR-195 等）的表达变化 ；② miR-195 与内皮细胞炎症反应的关系 ：体外转染 miR-195 

mimics 及 inhibitors 至 HUVEC，通过 Western blot、免疫荧光检测 ECs 中炎症相关因子表达及 miR-195 对内

皮细胞的炎症控制水平。结果 15 dyne/cm2 的生理切应力处理 HUVEC，24 h 后 miR-27b、miR-143/145 及

miR-195 等表达上调 ；过表达 miR-195 对 ECs 内皮型一氧化氮合酶（eNOS）的表达没有影响，但抑制了

p65 的磷酸化（P-p65）表达 ；采用 miRNA inhibitors 抑制内源性的 miR-195 后，ECs eNOS 的表达下调，抑

制了 κB 抑制蛋白（IκBα）的表达水平。免疫荧光结果显示，在 ECs 中过表达 miR-195 抑制了 NF-κB

的核转运，而抑制 miR-195 可能促进了 NF-κB 的核转运，促进炎症。结论  生理切应力诱导 miR-195 表

达上调，miR-195 可能参与切应力对 ECs 炎症的调控作用。
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inflammation by shear stress
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Abstract: Objective To investigate whether miR-195 is involved in the regulation of vascular endothelial cell 
(EC) inflammation by shear stress. Methods To verify the regulation of EC miRNA expression by physiological 
shear stress, 15 dyne/cm2 of physiological shear stress were used to process human umbilical vein endothelial cells 
(HUVECs), after 24 hours, the expressions of miRNAs (miR-27b, miR-143/145, miR-195, etc.) in endothelial cells 
were detected by qRT-PCR. To study the relationship between miR-195 and endothelial cell inflammatory response, 
miR-195 mimics and inhibitors were transfected into HUVECs in vitro, the expressions of inflammatory factors in 
ECs and the effect of miR-195 in controlling endothelial cell inflammation were detected using Western blot and 
immunofluorescence technique. Results After processing HUVECs with 15 dyne/cm2 of physiological shear stress 
for 24 hours, the expressions of miR-27b, miR-143/145 and miR-195 were significantly up-regulated (P < 0.05). The 
over-expression of miR-195 did not affect the expression of eNOS, but significantly inhibited the expression of P-p65 
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血流切应力决定着动脉粥样硬化斑块的非随机

分布，对维持血管内皮细胞（endothelial cells，ECs）

结构与功能的稳定起关键作用。生理范围内的血流切

应力保护 ECs，阻抑动脉粥样硬化病变的分子与生物

力学机制仍不十分清楚 [1]。新近研究发现，生理切应

力能诱导 ECs 的 microRNAs（miRNAs）表达谱发生改

变，并通过 miRNAs 调控 ECs 的功能 [2-5]，但目前只有

miR-19a[4]、miR-23b[5] 及 miR-21[2] 等少数几个切应力

诱导 miRNAs 的功能得到部分阐明。

随着研究的不断深入，动脉粥样硬化被认为是一

种慢性炎症反应性疾病 [6]。近年来，miRNA 调控动脉

粥样硬化炎症反应机制的研究正逐渐成为心血管研

究领域的热点。当前研究表明生理切应力诱导 miR-

27b[2，4-5]、miR-143/145[7]、miR-195[2，4]、miR-19a[4]、

miR-23b[5] 及 miR-10a[8] 等表达上调 ；诱导 miR-92a[9]、

miR-221[5]、miR-20a[5] 及 miR-182[4] 等 表 达 下 调。 其

中 miR-27b、miR-143/145 及 miR-195 等在 ECs 中的

功能还不清楚，而 miR-195 与 ECs 炎症反应的关系目

前国内外未见有相关报道，本研究进一步验证它们的

确受到生理切应力的调控以及 miR-195 与 ECs 炎症

的相关关系。

1    材料与方法

1.1    材料

人脐静脉内皮细胞（human umbilical vein endothelial 

cells，HUVEC）。MicroRNA mimics 及 inhibitors ：miR-

27b、miR-143/145、miR-195、miR-126 mimics、miR-

195 inhibitors 及相应对照（NC）和 inhibitor-NC（INC）

（广州，锐博生物）。

1.2    miRNAs 的 qRT-PCR

验 证 生 理 切 应 力 调 节 ECs miRNAs 的 表 达 ：

15 dyne/cm2 的生理切应力处理 HUVEC，24 h 后利用

实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 反 应（quantitative real-time 

polymerase chain reaction，qRT-PCR） 检 测 内 皮 细

胞 miR-27b、miR-143/145 及 miR-195 等 的 表 达 变

化。 ① miRNAs 的 逆 转 录 ：使 用 Life Technology 的

TaqMan® MicroRNA Assays 试剂盒，按照其说明书的

介绍，用 miRNAs 特异性引物进行逆转录 ；② qRT-

PCR 检测 ：置于 LightCycler®480 仪器中，以 U6 作为

内参，按照说明书介绍的方法扩增 45 个循环，每个样

品做 3 个重复。

1.3    切应力发生装置的构建

这个系统由切应力处理腔室（µ-Slide I 0.4 Luer，

ibidi），蠕动泵，以及各种导管组成。HUVEC 细胞生

长在 µ-Slide I 0.4 Luer 中，形成单细胞层后，在超净

台中将培养液输送导管与装有培养基的透气广口瓶以

及蠕动泵相连。由蠕动泵驱动培养基流经生长有细

胞的 µ-Slide I 0.4 Luer 腔室，整个系统置于二氧化碳

CO2 培养箱中。切应力与流速的关系可根据 µ-Slide I 

0.4 Luer 腔室供应商 ibidi 所供的公式计算 ：

1.4    细胞转染实验

miRNAs mimics 及 inhibitors 转 染 HUVEC 细 胞 ：

分别用 125μl 的 opti-MEM 培养基稀释小分子 RNA

和 Lipofectamine RNAiMAX 试剂，将上述 2 种溶液混

合并用移液器轻轻混匀，室温放置 25 min。在等待的

过程中给细胞更换新鲜的内皮细胞培养基（endothelial 

cell medium，ECM）。达到孵育时间后，将 250μl opti-

MEM、RNA 及转染试剂的混合液，逐滴加入 12 孔板的

相应孔中，轻轻摇动 12 孔板以混匀转染混合物，于培

养箱中培养 8 h 后更换新鲜 ECM 完全培养基，细胞转

染 48 ～ 72 h 后按实验需要处理细胞。

1.5    Western blot

体 外 转 染 miR-195 等 mimics 及 inhibitors 至

HUVEC，通过 Western blot 检测 ECs 中 p65 的磷酸化 

（P-p65）水平及内皮型一氧化氮合酶（endothelial nitric 

oxide synthase，eNOS）、кB 抑 制 蛋 白（IкBα） 等

炎症相关因子的表达。Western blot 方法包括 ：SDS 

(P < 0.05); while inhibition of endogenous miR-195 by miRNA inhibitors significantly reduced the expression of 
EC eNOS (P < 0.05) and inhibited the expression of IKBa (P < 0.05). Immunofluorescence results showed that over-
expression of miR-195 in ECs inhibited nuclear translocation of NF-κB, while inhibition of miR-195 may promote the 
nuclear translocation of NF-κB and promote inflammation. Conclusions The expression of miR-195 is significantly 
up-regulated by physiological shear stress. miR-195 may be involved in the regulation of EC inflammation by shear 
stress.

Keywords: miR-195; endothelial cell; inflammatory response
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PAGE 电 泳、 转 膜、 封 闭、 孵 育 一 抗、 孵 育 二 抗、

ECL 显色，结果扫描后用 Quantity One（biorad）软件

分析灰度值。

1.6    免疫荧光

体外转染 miR-195 mimics 及 inhibitors 至 HUVEC，

通过免疫荧光检测 miR-195 对 ECs 的炎症控制水平，

主要检测转录因子核因子 кB（NF-κB）的核转运情

况。免疫荧光方法中所用抗体名称 NF-κB，CST 抗

体编号为 4764（兔抗）。一抗稀释比例，1 ︰ 50 左右；

二抗 1 ︰ 5 000。HUVEC 经过细胞固定、免疫染色后

行荧光显微镜观察。

1.7    统计学方法

采 用 GraphPad Prism 5.0 和 SPSS 18.0 软 件 进 行

数据分析。分子生物学实验的结果用均数 ± 标准差

（x±s）表示，组间差异两组时用 t 检验，多组时采用

单因素方差分析，P <0.05 为差异具有统计学意义。

2    结果

2.1    切应力发生装置构建及生理切应力调节 ECs 

miRNAs 的表达

2.1.1      切应力诱导 HUVEC 形态的改变 为分析切

应力对 ECs miRNAs 表达的影响，首先建立一套体

外切应力发生装置。采用 15 dyne/cm2 的切应力处理

HUVEC，24 h 后用显微镜观察细胞形态。结果表明 ：

在生理切应力作用下，HUVEC 排列成梭形并沿着切

应力作用的方向排列 ；而未用切应力处理的 HUVEC

排列不规则，并且有少量死亡的细胞漂浮。上述结果

证明切应力发生装置构建成功，可用于研究切应力对

ECs miRNAs 的表达的影响 [1]。见图 1。

2.1.2       生理切应力诱导 miR-195 等表达上调 由

于 miR-126 不受切应力的影响 [7]，因此以 miR-126

作为阴性对照，U6 作为 miRNAs 表达的内参，运用

TaqMan® MicroRNA Assays 试剂盒验证生理切应力是

否调控上述 miRNAs 的表达。结果表明 ：15 dyne/cm2

的生理切应力处理 HUVEC，24 h 后 miR-27b、miR-

143/145 及 miR-195 等 表 达 上 调（t =4.080、2.145、

2.106、2.079，P =0.000、0.020、0.028 及 0.037）， 而

miR-126 的 表 达 不 受 切 应 力 的 影 响（t =1.655，P = 

0.103）。见图 2。

2.2    miR-195 可能参与切应力对 ECs 炎症的调
控作用

2.2.1    过表达 miR-195 抑制 P-p65 的表达    NF-κB

为 1 个转录因子蛋白家族，包括：Rel（cRel），p65（RelA

和 NF-κB3），RelB 和 p50（NF-κB1），p52（NF- 

κB2）。在细胞核内，p65 识别并结合特定的 DNA 序列，

控制炎症基因的转录。p65 的磷酸化（P-p65）促进

NF-κB 的活性，促进炎症，为探究 miRNA-195 介导

了 ECs 炎症反应，本研究首先建立了一套有效的体外

转染 miRNAs 至 HUVEC 的方法，通过 Western blot 证

实了在 ECs 中过表达 miR-195 抑制了 P-p65 的表达

（t =2.664，P =0.021）（见图 3）。为了探索在内皮细胞

激活的状况下 miR-195 发挥的功能，在转染 miRNAs

的同时，加入炎症刺激因子肿瘤坏死因子 α（tumor 

necrosis factor-α，TNF-α），结果与无 TNF-α 共处

理情况一致。

2.2.2      抑制内源性的 miR-195 抑制 IкBα 的表达

水平    IкBα 通过与 NF-κB p65 结合抑制 NF-κB

的 核 转 运， 抑 制 炎 症。 本 研 究 发 现， 采 用 miRNA 

inhibitors 抑制内源性的 miR-195 抑制了 IкBα 的表

图 1    切应力诱导 HUVEC 形态的改变

层流                                                    静态

→流动方向

生理切应力处理 HUVEC，24 h 后 miR-27b、miR-143/145 及

miR-195 表达上调，†P <0.05

图 2    生理切应力诱导 ECs miRNAs 的表达
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达水平（t =3.492，P =0.003）。见图 4。

2.2.3    miR-195 在 ECs 中的可能功能 过表达 miR-

195 对 ECs eNOS 的表达没有影响，生理切应力诱导

上调的 miR-23b 及生理切应力诱导下调的 miR-92a

对 eNOS 的表达影响差异无统计学意义（F =1.786，

P =0.07）。 而 采 用 miRNA inhibitors 抑 制 内 源 性

的 miR-195 抑 制 了 eNOS 的 表 达 水 平（t =3.650，

P =0.002）（见图 5）。这提示着 miR-195 可能对于维

持 eNOS 的稳定起关键作用，但其作用机制不明确，

有待进一步的研究。

2.2.4      MiR-195 抑制 NF-κB 的核转运    NF-κB

的核转位在维持细胞正常生理功能方面发挥着重要作

用，在促炎细胞因子刺激下，NF-κB 转位到细胞核

中并激活炎症基因的表达。免疫荧光结果显示（见图

6）：加入 TNF-α 促进了 NF-κB 的核转运。在 ECs

中过表达 miR-195 抑制了 NF-κB 的核转运，表现为

无 NF-κB 核聚集或者核聚集量非常少，细胞质泛红

（miR-195 VS NC）。INC 与 miR-195-inhibitor 比 较，

可见细胞质里面也红色充满多一些（INC VS miR-

195-inhibitor），而 miR-195-inhibitor 组细胞核内可见

泛红荧光，说明抑制 miR-195 可能促进了 NF-κB 的

核转运，促进炎症。

† miRNAs mimics 与 NC 比较，P <0.05

图 3    过表达 miR-195 抑制 P-p65 的表达
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图 5    miR-195 的抑制剂抑制 ECs eNOS 的表达
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3    讨论

血流切应力是与血流方向一致的血流对 ECs 的

摩擦力，决定着动脉粥样硬化斑块的非随机分布，对

维持 ECs 功能的稳定起关键作用 [1]。越来越多的证据

表明，miRNAs 参与切应力对 ECs 功能的调控作用，

然而许多切应力诱导 miRNAs 在 ECs 中的功能还未被

阐明。

动脉粥样硬化是一种炎症性疾病，炎症的其中 1

个关键调节器为转录因子核因子 кB（NF-κB），很

长一段时间以来，一直被视为促动脉粥样硬化的因素，

主要因为它调控着许多涉及动脉粥样硬化的促炎基

因。NF-κB 作为促炎和抗炎基因的直接调节者以及

在细胞存活和增殖方面的调控角色，可能在维护动脉

粥样硬化过程的微妙平衡中发挥重要作用 [10-11]。转录

因子（NF）-κB 家族成员是 ECs 炎症反应的重要调

节因子。在细胞核内，RelA（p65）识别并结合特定的

DNA 序列，控制炎症基因的转录。

近年来，microRNA 调控 As 炎症反应机制的研究

逐渐成为心血管研究领域的热点。本研究首先建立了

一套有效的体外转染 miRNAs 至 HUVEC 的方法，借

助该套方法能够实现在 ECs 中过表达或是下调相关

miRNAs 的水平，从而分析它们在 ECs 中的功能。接

着又成功构建了体外切应力模拟发生装置，利用该套

系统成功的实现了生理切应力对 ECs 形态方面的调

控。在证实了该套系统的可靠性后，本研究用该系统

所产生的 15 dyne/cm2 生理切应力处理 HUVEC，24 h

后 miR-27b、miR-143/145 及 miR-195 等 表 达 上 调，

而 miR-126 的表达则不受切应力的影响，这印证了相

关文献的报道 [7]。为探究 miRNA-195 介导了 ECs 炎

症反应，本研究通过 Western blot 证实了在 ECs 中过

表达 miR-195 抑制了 P-p65 的表达。在静息情况下，

NF-κB 二聚体与 1 个抑制蛋白（кB 抑制剂，IкB）

结合保持非活性状态。IкBα 通过与 NF-κB p65 结

合抑制 NF-κB 的核转运，抑制炎症。本研究发现，

采用 miRNA inhibitors 抑制内源性的 miR-195 抑制了

IкBα 的表达水平。

eNOS 在 ECs、心肌细胞、血小板等多种细胞上

均有表达，在一氧化氮 NO 的生成过程中也具有重要

作用 [12-13]。病理状态时，eNOS 生成障碍或者表达降

低，不仅会使血管内皮舒张受损，还会加重动脉粥样

硬化等的血管炎症 [14]。本研究采用 miRNA inhibitors 

抑制内源性的 miR-195 也抑制了 eNOS 的表达水平。

NF-κB 的核转位在维持细胞正常生理机能方面发挥

着重要作用。在促炎细胞因子刺激下，NF-κB 转位

A：TNF-α，0；B：TNF-α，NC；C：TNF-α，miR-195；D：TNF-α，miR-195-inhibitor；E：TNF-α，INC；F：0，0；免疫荧光（10×40）， 

这里指示的是细胞核、细胞质的分布，染色的是 NF-κB 的核转运。集中在细胞核的红色越多，表示炎症通路被激活。位于细胞质越多则

活性被抑制。加入 TNF-α 促进了 NF-κB 的核转运（TNF-α，0 VS 0，0）。在 ECs 中过表达 miR-195 抑制了 NF-κB 的核转运，表现

为细胞质泛红（miR-195 VS NC）

图 6    miR-195 抑制 NF-κB 的核转运

A                                                                 B                                                                 C

D                                                                 E                                                                 F



· 31 ·

第 10 期

到细胞核中并激活炎症基因的表达。免疫荧光结果显

示 ：加入 TNFα 促进了 NF-κB 的核转运。在 ECs

中过表达 miR-195 抑制了 NF-κB 的核转运，而抑制

miR-195 可能促进了 NF-κB 的核转运，促进炎症。

因此，生理切应力诱导的 miR-195 功能可以归纳为两

点 ：①抑制 Phospho-NF-κB p65 亚基，Ser536 位点

的磷酸化，抑制 NF-κB 的活性，从而抑制炎症。②

虽然不能够促进但却能够稳定 eNOS 的表达。

MiRNA 通过与靶标基因 mRNA 的完全匹配结合，

促使 mRNA 发生降解，或通过不完全地与靶 mRNA 的

3’非编码区（3’UTR）互补结合抑制靶 mRNA 的

翻译 [15-16]，将蛋白控制在生命活动所需的最佳水平上。

根据 miRNA 的作用方式，通过生物信息学分析发现

BTRC\IRAK2\MAP3K7 等 可 能 为 miRNA-195 的 潜 在

靶标。因此，可推测生理切应力诱导 miR-195 表达上

调，可能通过负调节潜在靶标的表达，抑制 NF-κB

通路，从而影响动脉粥样硬化炎症反应。本文较全面

地探索了生理切应力诱导的 miR-195 的血管内皮保

护功能，有助于进一步阐明动脉粥样硬化发生的分子

和生物力学机制，为动脉粥样硬化相关病变的预防提

供理论依据。
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