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摘要 目的 探讨 miＲ-22 靶向 NLＲP3 基因对冠心病内皮

细胞炎症损伤的影响。方法 构建动脉粥样硬化( AS) 大鼠

模型，分离大鼠原代冠状动脉内皮细胞，培养并鉴定，用同型

半胱氨酸( HCY) 对细胞共孵育 24 h，进行冠心病应激，细胞

分组。双荧光素酶报告基因验证 miＲ-22 和 NLＲP3 的靶向

关系。实时荧光定量 PCＲ 和 Western blot 检测心肌组织和

各组细胞中 miＲ-22 和 NLＲP3、caspase-1 水平。MTT 法检测

细胞活力。Hochest 33258 染色检验细胞凋亡。ELISA 检测

白介素( IL) -1β、IL-6、IL-10 和 IL-18 炎症因子表达。结果

与正常组大鼠相比，AS 组大鼠血清总胆固醇( TC) 、三酰甘

油( TG) 、低密度脂蛋白胆固醇( LDLC) 、Ca2 + 水平均明显升

高( P ＜ 0. 01) ; AS 组大鼠心肌组织中 miＲ-22 水平显著降低，

NLＲP3、caspase-1 mＲNA 及 NLＲP3、caspase-1 蛋白水平显著

上调( P ＜ 0. 05) 。NLＲP3 证实为 miＲ-22 的靶基因。与空白

对照组细胞相比，miＲ-22 mimic 组的 NLＲP3、caspase-1 mＲ-
NA 及 NLＲP3、caspase-1 蛋白水平下降，细胞活力增强，细胞

凋亡率下降，IL-1β、IL-6 和 IL-18 炎症因子表达水平下调，

IL-10 表达水平上调( P ＜ 0. 05) ; 而 miＲ-22 inhibitor 组的 NL-
ＲP3、caspase-1 mＲNA 及 NLＲP3、caspase-1 蛋白水平上调，细

胞活力降低，细胞凋亡率上升，IL-1β、IL-6 和 IL-18 炎症因子

表达水平 上 升，IL-10 表 达 水 平 下 降 ( P ＜ 0. 05 ) 。结 论

miＲ-22 通过靶向抑制 NLＲP3 基因，减少冠心病大鼠心肌微

血管内皮细胞凋亡及下调促炎症因子的表达，发挥对大鼠心

肌微血管内皮细胞的保护作用。
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冠状动脉粥样硬化性心脏病( coronary heart dis-
ease，CHD) 是一种多因素共同作用的冠状动脉性心

脏疾病，由于脂质代谢异常引起动脉内膜脂类物质

的堆积进而诱发动脉粥样病变［1 － 2］，近年来，冠心病

的发病率呈上升的趋势，并且在年龄上越来越趋向

于年轻化［3］。炎症反应是心脏疾病中的一项重要

的机制，该反应会使动脉粥样硬化斑块趋于不稳定，

进而 可 能 导 致 斑 块 破 裂，促 进 冠 心 病 的 发 生 发

展［4 － 6］。该研究［7］显示许多 microＲNA ( miＲNA) 分

子可以调控糖脂代谢、平滑肌细胞增殖以及血管炎

症反应，在冠心病的发病机制中扮演着关键性的作

用。Jazbutyte et al［8］发现 miＲ-22 靶向骨诱导因子

( mimecan /osteoglycine，OGN) ，可促进心脏成纤维

细胞的迁移，诱导心肌细胞衰老。NOD 样受体蛋白

3( NLＲP-3) 炎性小体是一种影响组织损伤、代谢应

激、感染和炎症过程的复合体［9］。该研究旨在探讨

miＲ-22 靶向调控 NLＲP3 基因对冠心病内皮细胞炎

症损伤的影响，寻求一种新的方法来治疗冠心病。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 健康纯种 SD 雄性大白鼠 24 只，

体重( 240 ± 60 ) g，鼠龄 3 ～ 4 月，由湖南斯莱克景

达 实 验 动 物 有 限 公 司 提 供，动 物 合 格 证 编 号:

HNASLKJ20100330，饲养在带不锈钢盖底的塑料笼

内，每 笼 6 只，自 由 饮 水。室 内 温 度 25 ℃，湿 度

65%，饮水为普通自来水，饲料和水均可由大鼠自行

随意摄取。饲养一周适应环境，以降低环境变更引

起的应激反应。本次实验通过绵阳四 0 四医院伦理

协会审核，同 时 动 物 实 验 严 格 遵 循《赫 尔 辛 基 宣

言》。
1． 2 病理模型的构建及分组 参照沈丽 等［10］的

方法制备冠状动脉粥样硬化模型，适应性喂养一周

后，正常组喂基础饲料和普通自来水，AS 组以高脂

饲料( 2%胆固醇、0. 5%胆酸钠、3%猪油、0. 2%丙基

硫氧嘧啶和 94. 3% 的基础饲料) 喂养，在高脂饲料

的基础上加维生素 D3 粉剂( 1. 25 × 106 U /kg 饲料)

喂养，实验开始时于右下肢肌肉注射维生素 D3 粉

针剂( 3 × 106 U /kg 体重) ，每隔 30 d 重复一次。正

常组和 AS 组各 12 只。
1． 3 血脂和血钙的检测 实验 3 个月后，各组动物
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禁食过夜，在戊巴比妥钠腹腔麻醉下，分离腹主动

脉，在肾动脉分叉处下方，剪开腹主动脉，插入穿刺

针，以注射器采集动脉血，3 000 r /min 离心 5 min，

分离血浆，取 1 ml 检测血脂和血钙。使用 Abbott
Aeroset TM 生物化学分析仪( 美国亚培公司) 检测各

组大鼠血浆总胆固醇( total cholesterol，TC) 、三酰甘

油( triglyceride，TG ) 、高 密 度 脂 蛋 白 胆 固 醇 ( high
density lipoprotein cholesterol，HDLC) 、低密度脂蛋白

胆固醇( low density lipoprotein cholesterol，LDLC) 和

Ca2 + 的表达情况。实验重复 3 次，数据取平均值。
1． 4 冠状动脉内皮细胞的分离、培养及鉴定 取近

心端冠状动脉，将取出的冠状动脉放入盛有 PBS 和

肝素的的器皿中浸泡 5 min，防止血液凝固。无菌

PBS 冲洗 3 次，将其置于 75%酒精中浸泡 15 s，用眼

科剪将动脉组织剪碎为 1 mm3 大小的组织块，加入

0. 2% Ⅱ型胶原酶 3 ml，37 ℃水浴消化 6 min，再加

入等体积 0. 25%胰酶，37 ℃ 水浴消化 5 min。消化

结束后，加入 3 ml 含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养

液终止消化。弃上清液，将所得细胞充悬于完全培

养液，在 37 ℃、5% CO2 细胞孵育箱中孵育，6 h 后

换液，弃去未贴壁细胞，待细胞生长至 80% 融合，吸

弃原培养液，PBS 冲洗 3 遍。向瓶内加入 0. 25% 胰

蛋白酶 － 0. 02% EDTA 溶液，轻轻晃动培养瓶，使消

化液流遍所有细胞表面。将培养瓶置于显微镜下观

察，待大部分细胞收缩变圆时，立即加入 10% 胎牛

血清培养液终止消化。用移液器轻轻吹打使细胞脱

壁。吸取细胞悬液并离心，用完全培养液重悬，混合

均匀。调整到合适的密度后接种传代。含置于 37
℃恒温的 5% CO2 培养箱中孵育，每 3 d 换一次培

养液。通过免疫细胞化学法，将细胞吹打，使用 PBS
洗涤，加入一抗孵育过夜。次日，PBS 清洗 3 次，加

入二抗，在 37 ℃ 的条件下孵育 30 min，DAB 显色，

光镜下观察记录。原代冠状动脉内皮细胞在培养

24 h 后，在倒置显微镜下进行观察。
1． 5 细胞转染及分组 待处理的大鼠冠状动脉内

皮细胞与 0. 25 mmol /L 的同型半胱氨酸( homocys-
teine，HCY) 共孵育 24 h，造冠心病模型。针对有效

促进大鼠 miＲ-22 基因表达的靶序列合成其过表达

ＲNA 的 DNA Oligo，并制成双链 DNA。与 Age I 和

EcoＲ I 双酶切后的 Pgcsil-gfp 载体连接、转化、PCＲ
法筛选 阳 性 克 隆，提 取 质 粒，酶 切 并 测 序。合 成

miＲ-22 的过表达物( miＲ-22 mimic) 、抑制物( miＲ-
22 inhibitor) 及 NLＲP3 基因失活( si NLＲP3 ) ，利用

脂质体进行包装，待第 3 代冠状动脉内皮细胞生长

至 80%时开始转染，将脂质体一定比例稀释后加入

细胞培养基共培养 24 h，构成空白对照组( 不转染

的细胞) 、阴性对照组( 转染不相干序列) 、miＲ-22
mimic 组( 转染 miＲ-22 的过表达物) 、miＲ-22 inhibi-
tor 组( 转染 miＲ-22 的抑制物) 、miＲ-22 inhibitor +
si NLＲP3 组( 转染 miＲ-22 并失活 NLＲP3 基因) 。
1． 6 双荧光素酶报告系统检测 采用生物信息学

软件 http: / /www． microrna． org 预测 miＲ-22 与 NL-
ＲP3 的靶向关系及 miＲ-22 与 NLＲP3 3’UTＲ 的结合

位点。合成含 miＲ-22 结合位点的 NLＲP3 3’UTＲ 启

动子区序列，构建 NLＲP3 3’UTＲ 野生型( WT) 质粒

( NLＲP3 3’UTＲ-WT) 。并在该质粒基础上，突变结

合位点，构建 NLＲP3 3’UTＲ 突 变 型 ( MUT ) 质 粒

( NLＲP3 3’UTＲ -MUT) 。按购买的质粒提取试剂盒

( 美国 Promega 公司) 的方法步骤进行。将对数生长

的 293T 细胞接种于 96 孔板中，在细胞密度约 70 %
时，Lipofectamine 2000 转 染，将 NLＲP3-3' UTＲ-WT
质粒和 miＲ-22 mimic 质粒混匀后共转染于 293T 细

胞，同时设 NLＲP3-3 ' UTＲ-WT + NC( NLＲP3 3’UTＲ
野生型质粒转染无义对照序列) 组、NLＲP3-3'UT Ｒ-
MUT + NC( NLＲP3 3’UTＲ 突变型质粒转染无义对

照序列) 组和 NLＲP3-3' UT Ｒ-MUT + miＲ-22 mimic
( NLＲP3 3’UTＲ 突变型质粒转染 miＲ-22 mimic 质

粒) 组分别转染于 293T 细胞。培养箱培养 6 h 后，

更换含 10 % FBS 培养基继续培养 48 h 后，化学发

光法检测荧光素酶活性。实验重复 3 次，数据取平

均值。
1． 7 实 时 荧 光 定 量 PCＲ 检 测 miＲ-22、NLＲP3、
caspase-1 mＲNA 的表达水平 采用 TＲIzol ( 美国

Invitrogen 公司) 的一步法对组织和细胞总 ＲNA 进

行提取，并通过紫外分析技术及甲醛变性电泳检测

对获得高质量 ＲNA 进行证实。取 1 μg ＲNA，用

AMV 逆转录酶逆转录得到 cDNA。PCＲ 引物由美国

Invitrogen 公司 设 计 和 合 成，以 β-actin 作 为 内 参。
PCＲ 扩增条件为: 94 ℃预变性 5 min，94 ℃ 变性 40
s，60 ℃退火 40 s，72 ℃延伸 1 min，40 个循环，72 ℃
再延伸 10 min。产物经琼脂糖凝胶进行电泳，用

OpticonMonitor 3 软件( 美国 BioＲad 公司) 分析 PCＲ
结果。手动将阈值选定在各对数扩增曲线平行上升

的最低点，获得各反应管的 Ct 值，数据采用 2 － ΔΔCt法

进行分析，2 － ΔΔCt表示实验组与对照组目的基因表达

的倍比关系，公式如下: ΔΔCt =［Ct( 目的基因) － Ct
( 参照基因) ］实验组 －［Ct ( 目的基因) － Ct ( 参照基

因) ］对照组。实验重复 3 次，数据取平均值。
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1． 8 Western blot 检测 NLＲP3、caspase-1 蛋白表

达情况 提取各组大鼠心肌组织和各组细胞蛋白，

按 BCA 试剂盒( 武汉博士德公司) 说明书测定蛋白

浓度，将提取的蛋白加入上样缓冲液后在 95 ℃ 煮

10 min，每孔上样 30 μg，10%聚丙烯酰胺凝胶( 武汉

博士德公司) 电泳分离蛋白，电泳电压 80 V 转 120
V，湿转，转膜电压 100 mV，时间 45 ～ 70 min，PVDF
转膜，5% BSA 室温封闭 1 h，加入兔抗鼠一抗 NL-
ＲP3( 1 ∶ 1 000稀释) 、caspase-1( 1 ∶ 1 000稀释) 均购

自美国 Cell Signaling 公司，抗鼠一抗 β-actin ( 1 ∶
3 000稀释) 购自美国 BD 公司，4 ℃ 过夜。TBST 漂

洗 3 次，每次 5 min，相应的羊抗兔二抗( 上海妙通生

物科技公司) 室温孵育 1 h，洗膜，洗 3 次，每次 5
min，化学发光试剂显影。β-actin 作为内参。Bio-
rad Gel Dol EZ 成像仪( GEL DOC EZ IMAGEＲ，美国

Bio-rad 公司) 显影。目的条带采用 Image J 软件进

行灰度值分析。实验重复 3 次，数据取平均值。
1． 9 MTT 法检验细胞活性 将 2 ～ 3 代 CMEC 细

胞悬液按一定浓度稀释细胞数后以 5 × 104 每孔密

度接种于 96 孔板中，每组设 6 个平行孔。待细胞达

80% 融合后，按上述实验分组处理细胞，复氧结束

后，再加入 MTT 液( 美国 Sigma 公司) 20 μl，置于 37
℃培养箱孵育 4 h，弃 MTT 溶液，每孔加入二甲基亚

砜( 美国 Sigma 公司) 150 μl，摇床振荡 10 min 后于

酶标仪 490 nm 波长处检测每孔吸光度( OD) 值。实

验重复 3 次，取平均 OD 值。细胞存活率 = ( 试验组

OD 值 － 空白组 OD 值) /空白组 OD 值。实验重复 3
次，数据取平均值。
1． 10 Hochest 33258 染色 检 验 细 胞 凋 亡 使 用

0. 25%胰酶 － 0. 02% EDTA 消化处于对数生长期的

细胞，离心后的细胞置于完全培养液中重悬，在 24
孔板中以 500 μl ( 6 × 105 /孔) 密度接种于，37 ℃、
5% CO2 环境中孵育。待细胞贴壁融合后，取出盖

玻片，PBS 洗 3 次，4% 多聚甲醛固定 15 min，然后

PBS 洗 3 次，每次 5 min。Hochest 33258 工作液 25
℃染色 5 min，蒸馏水冲净晾干。在倒置荧光显微镜

下观察，随机选择高倍镜视野 5 个 /组，固缩、浓集、
细胞核变亮认为是凋亡细胞核，统计阳性细胞数。
凋亡率等于阳性细胞数与总细胞数之比。实验重复

3 次，数据取平均值。
1． 11 ELISA 检测白介素( interleukin，IL) -1β、IL-
6、IL-10 和 IL-18 水平 0. 25% 胰酶 － 0. 02% EDTA
消化对数生长期细胞，离心后的细胞用完全培养液

重悬，以 500 μl( 6 × 105 /孔) 密度接种于 24 孔板，37

℃、5% CO2 环境中孵育。待细胞贴壁融合后，收集

细胞上清液。上清液保存于 － 20 ℃的环境中，按照

ELISA 试剂盒说明书检测细胞上清中的 IL-1β、IL-
6、IL-10 和 IL-18 的浓度。实验重复 3 次，数据取平

均值。
1． 12 统计学处理 采用 SPSS 21. 0 软件进行分

析，计量资料用 珋x ± s 表示，多组之间的比较采用

One-Way ANOVA 单因素方差分析，两两比较采用

最小显著差法 ( LSD 法) ，服从正态分布的计量资料

两组之间的比较采用 t 检验，P ＜ 0. 05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2． 1 大鼠的血脂和血钙的浓度变化 检测大鼠的

血脂和血钙的浓度结果显示: 与正常组大鼠比较，

AS 组大鼠血清 TC、TG、LDLC 水平均明显升高( P ＜
0. 05) ，HDLC 差异无统计学意义。与正常组比较，

AS 组大鼠血清中 Ca2 + 浓度明显升高( P ＜ 0. 05 ) 。
见表 1。
2． 2 大鼠心肌组织中 miＲ-22 和 NLＲP3、caspase-1
mＲNA 表达水平 经实时荧光定量 PCＲ 法检测大

鼠心肌组织中 miＲ-22 水平和 NLＲP3、caspase-1 mＲ-
NA 表 达 情 况，两 组 大 鼠 miＲ-22 水 平 和 NLＲP3、
caspase-1 mＲNA 表达水平存在显著差异( t = 26. 84、
64. 01、50. 59，P ＜ 0. 05) 。与正常组比较 AS 组大鼠

心肌组 织 中 miＲ-22 水 平 显 著 下 调，而 NLＲP3 和

caspase-1 mＲNA 表达水平显著上调( P ＜ 0. 05) 。见

图 1。

图 1 大鼠心肌组织中 miＲ-22 和 NLＲP3、

caspase-1 mＲNA 表达水平

与正常组比较: * P ＜ 0. 05

2． 3 大鼠心肌组织中 NLＲP3、caspase-1 蛋白表达

水平 Western blot法 检 测 各 组 大 鼠 心 肌 组 织 中
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表 1 各组大鼠血清血脂和血钙水平( mmol /L，珋x ± s)

组别 TC TG LDLC HDLC Ca2 +

正常 4． 19 ± 0． 25 1． 09 ± 0． 21 1． 01 ± 0． 18 2． 35 ± 0． 20 2． 66 ± 0． 29

AS 15． 38 ± 0． 56* 4． 04 ± 0． 16* 6． 01 ± 0． 32* 2． 41 ± 0． 27 3． 34 ± 0． 34*

t 值 91． 71 24． 18 40． 98 0． 49 5． 57

与正常组比较: * P ＜ 0. 05

NLＲP3、caspase-1 蛋 白 表 达 水 平，各 组 间 NLＲP3、
caspase-1 蛋白 表 达 水 平 差 异 有 统 计 学 意 义 ( t =
120. 70、50. 21，P ＜ 0. 05 ) 。与正常组比较，AS 组的

NLＲP3、caspase-1 蛋白表达显著上调，差异有统计学

意义( P ＜ 0. 05) 。见图 2。

图 2 大鼠心肌组织蛋白表达水平

与正常组比较: * P ＜ 0. 05

2． 4 双荧光素酶报告系统检测 生物信息学软件

http: / /www． microrna． org 预测 miＲ-22 与 NLＲP3 有

靶向关系( 图 3A) 。293T 细胞内共转染 NLＲP3-3'
UTＲ-WT 质粒和 miＲ-22 模拟物质粒，结果显示，野

生型中，与 NLＲP3-3'UTＲ-WT + NC 组比较，NLＲP3-
3'UTＲ-WT + miＲ-22 mimic 组荧光素酶活性显著降

低( t = 5. 26，P ＜ 0. 05 ) 。而突变型中，与 NLＲP3-3'
UTＲ-MUT + NC 组比较，共转染 NLＲP3-3'UTＲ-MUT
+ miＲ-22 mimic 质粒后，荧光素酶活性差异无统计

学意义( 图 3B) 。
2． 5 冠状动脉内皮细胞形态观察及鉴定 原代

CMECs培养24 h后，倒置显微镜下进行观察，可见

图 3 miＲ-22 与 NLＲP3 的靶向关系验证

A: 在线软件预测靶向关系图; B: 荧光素酶活性实验验证结果;

与 NLＲP3-3'UTＲ-WT 中的 NC 组比较: * P ＜ 0. 05

细胞呈单层鹅卵石状生长，小而短梭形，胞体具有较

好的折光度。贴壁细胞数量随着细胞培养天数增加

越来越多，细胞开始伸展并呈梭形贴壁生长。培养

至 5 ～ 7 d 时，细胞呈多角形或梭形( 图 4) 。传代细

胞 3 ～ 4 h 后可生长至融合状态，细胞形态与原代培

养细胞相同，呈现典型“铺路石样结构”。同时免疫

细胞化学法显示内皮细胞的特异分子标志 CD34、
CD105、Tie-2 因子呈强阳性，CD31、vW 因子呈阳性。

图 4 CMECs 形态观察 × 200

A: 细胞培养 24 h 时形态; B． : 细胞培养至第 7 天时形态

2． 6 各 组 细 胞 中 miＲ-22 和 NLＲP3、caspase-1
mＲNA 表达水平 实时荧光定量 PCＲ 结果显示: 与

空白对照组比较，miＲ-22 mimic 组 miＲ-22 水平显著

上升，NLＲP3、caspase-1 的 mＲNA 表达水平显著下
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降; 而 miＲ-22 inhibitor 组的 miＲ-22 水平显著下降，

NLＲP3、caspase-1 的 mＲNA 表达水平显著上升，差

异有统计学意义 ( F = 86. 53、258. 10、440. 60，P ＜
0. 05) 。空白对照组、阴性对照组和 miＲ-22 inhibitor
+ si NLＲP3 组各指标差异无统计学意义。见图 5。

图 5 各组细胞实时荧光定量 PCＲ 检测结果

与空白对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 miＲ-22 mimic 组比较: #P ＜

0. 05

2． 7 各组细胞中 NLＲP3、caspase-1 蛋白表达水平

Western blot 法检测各组细胞中 NLＲP3、caspase-1
蛋白表达水平，结果显示: 与空白对照组比较，miＲ-
22 mimic 组 NLＲP3、caspase-1 的蛋白表达水平显著

下降; 而 miＲ-22 inhibitor 组的 NLＲP3、caspase-1 的

蛋白表达水平显著上升，差异有统计学意义( F =
125. 50、41. 75，P ＜ 0. 05 ) 。空白对照组、阴性对照

组和 miＲ-22 inhibitor + si NLＲP3 组各指标差异无统

计学意义。见图 6。
2． 8 各组细胞活性 MTT 法检测各组内皮细胞活

性，结果显示: 空白对照组和阴性对照组细胞活性差

异无统计学意义。与空白对照组比较，miＲ-22 mim-
ic 细胞活性显著升高; miＲ-22 inhibitor 组细胞活性

则显著降低( P ＜ 0. 05 ) 。空白对照组、阴性对照组

和 miＲ-22 inhibitor + si NLＲP3 组细胞活性差异无

统计学意义。见图 7。
2． 9 Hochest 33258 染色结果 Hochest 33258 染色

结果显示: 细胞进行冠心病应激后，出现细胞核不完

整，核固缩，染色质浓集和凋亡小体等典型的凋亡特

征。空白对照组和阴性对照组比较细胞凋亡情况差

异无统计学意义。与空白对照组比较，miＲ-22 mim-
ic 组细胞核不完整的细胞明显减少，细胞凋亡率明

显下降; 而 miＲ-22 inhibitor 组细胞出现大量凋亡细

胞，细胞核不完整的细胞明显增加，细胞凋亡率明显

上 升 ( P ＜ 0. 05) 。miＲ-22 inhibitor + si NLＲP3 组 的

图 6 各组细胞蛋白条带图和各组蛋白表达水平

1: 空白对照组; 2: 阴性对照组; 3: miＲ-22 mimic 组; 4: miＲ-22 in-

hibitor 组; 5: miＲ-22 inhibitor + si NLＲP3 组; 与空白对照组比较: * P

＜ 0. 05; 与 miＲ-22 mimic 组比较: #P ＜ 0. 05

图 7 MTT 法检测各组内皮细胞的细胞活性

1: 空白对照组; 2: 阴性对照组; 3: miＲ-22 mimic 组; 4: miＲ-22 in-
hibitor 组; 5: miＲ-22 inhibitor + si NLＲP3 组; 与空白对照组比较: * P
＜ 0. 05; 与 miＲ-22 mimic 组比较: #P ＜ 0. 05

凋亡率与空白对照组和阴性对照组差异无统计学意

义。见图 8。
2． 10 细胞炎症因子表达水平 经 ELISA 法检验

表明: 与 空 白 对 照 组 和 阴 性 对 照 组 比 较，miＲ-22
mimic 组 IL-1β、IL-6 和 IL-18 分泌量明显降低，IL-
10 分泌显著升高; 而 miＲ-22 inhibitor 组 IL-1β、IL-6
和 IL-18 分泌量明显增加，而 IL-10 分泌显著下调

( P ＜ 0. 05 ) 。空白对照组和阴性对照组及 miＲ-22
inhibitor + si NLＲP3 组之间比较，IL-1β、IL-6、IL-10
和 IL-18 分泌量差异无统计学意义。见表 2。
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图 8 各组细胞的凋亡染色图检测 ×200

A: 空白对照组; B: 阴性对照组; C: miＲ-22 mimic 组; D: miＲ-22 inhibitor 组; E: miＲ-22 inhibitor + si NLＲP3 组; 与空白对照组比较: * P ＜

0. 05; 与 miＲ-22 mimic 组比较: #P ＜ 0. 05

表 2 各组细胞炎症因子表达水平( pg /ml，珋x ± s)

组别 IL-1β IL-6 IL-10 IL-18
空白对照 9． 12 ± 0． 37 43． 14 ± 4． 86 50． 32 ± 3． 75 79． 36 ± 5． 05
阴性对照 9． 18 ± 0． 89 42． 88 ± 4． 14 50． 18 ± 4． 21 78． 85 ± 4． 77
miＲ-22 mimic 3． 57 ± 0． 22* 21． 54 ± 2． 49* 79． 63 ± 4． 66* 23． 47 ± 2． 19*

miＲ-22 inhibitor 17． 34 ± 1． 73* # 84． 33 ± 5． 25* # 21． 49 ± 3． 15* # 184． 65 ± 4． 32* #

miＲ-22 inhibitor + si NLＲP3 9． 11 ± 0． 62 43． 05 ± 4． 84 49． 88 ± 3． 96 79． 42 ± 3． 98
F 值 83． 44 79． 99 80． 14 588． 10

与空白对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 miＲ-22 mimic 组比较: #P ＜ 0. 05

3 讨论

据 2010 全球疾病负担报告分析，冠心病是当今

影响全球死亡病例与入院治疗人群的主要原因之

一。本研究显示 miＲ-22 通过靶向抑制 NLＲP3 基

因，减少冠心病大鼠心肌微血管内皮细胞凋亡及下

调促炎症因子 IL-1β、IL-6 和 IL-18 的表达，从而发

挥对大鼠心肌微血管内皮细胞的保护作用。
首先，本实验结果显示，与正常组比较，AS 组大

鼠心肌组织中 miＲ-22 水平显著下调，而 NLＲP3 和

caspase-1 表达水平显著上调。NLＲP3 炎性体是目

前结构和功能最为明确的炎性体之一，也是 NLＲ 家

族的重要成员之一，主要由 NLＲP3、caspase-1 和凋

亡相关微粒蛋白( ASC) 组成。NLＲP3 炎性体在动

物动脉粥样硬化( AS) 斑块中被激活，并且在冠心病

患者主动脉中存在着过度表达，其表达水平与冠心

病的严重程度相关［11］。经过双荧光素梅检测报告

验证，NLＲP3 是 miＲ-22 的靶向基因。与空白对照

组比较，miＲ-22 mimic 组 NLＲP3、caspase-1 的表达

水 平 显 著 下 降，而 miＲ-22 inhibitor 组 的 NLＲP3、
caspase-1 的表达水平显著上升。本研究结果显示

miＲ-22 过表达可增强冠心病大鼠心肌微血管内皮

细胞活力，并使细胞凋亡率下降。因此，miＲ-22 可

靶向抑制 NLＲP3 减少冠心病大鼠心肌微血管内皮

细胞凋亡。
与此同时，NLＲP3 炎症小体在冠状动脉粥样硬

化炎症机制中发挥重要作用，被激活的 NLＲP3 炎症

小体，诱发 caspase-1 活化，进而促进白介素 1β 前体
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( pro-IL-1β) 及 pro-IL-18 的成熟和分泌［12］。动脉硬

化过程中，磷酸钙结晶体激活 caspase-1，巨噬细胞

中释放炎性因子 IL-1β 和 IL-1α，促进动脉粥样硬化

斑块 形 成［13］。与 本 研 究 结 果 一 致，本 研 究 显 示

miＲ-22 mimic 组的 IL-1β、IL-6 和 IL-18 炎症因子表

达水平下调。目前所知的 IL-1 家族一共包括了 11
个成员，IL-1α、IL-1β、IL-1 receptor agonist ( IL-Ｒa) 、
IL-18、IL-1F5、IL-1F6、IL-1F7、IL-1F8、IL-1F9、IL-
1F10 与 IL-33［14］。IL-1β 通过结合 IL-1 受体 1，是重

要的炎症信号之一［15］。由此，可得出结论，miＲ-22
通过靶向抑制 NLＲP3 基因下调促炎症因子 IL-1β、
IL-6 和 IL-18 的表达，减轻细胞炎症损伤。

综上，本研究显示 miＲ-22 通过靶向抑制 NLＲP3
基因，减少冠心病大鼠心肌微血管内皮细胞凋亡，下

调促炎症因子 IL-1β、IL-6 和 IL-18 的表达，从而保

护大鼠心肌微血管内皮细胞，减少内皮细胞炎症损

伤。这一发现或许会为冠心病的临床治疗提供一个

新的研究方向。然而，该发现尚未得到临床数据的

支持，因此接下来将进一步研究 miＲ-22 应用于冠心

病的临床治疗的作用与分子机制。
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The protective effect of miＲ-22 on the inflammation-induced injury
of endothelial cells in coronary heart disease through targeting NLＲP3

Hu Bo1，Zhang Xiaogang2，Li Decai1

( 1Dept of Cardiology，404 Hospital of Sichuan，Mianyang 621000; 2Dept of Cardiology，

First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University，Yuzhong 630014)

Abstract Objective To explore the effect of miＲ-22 on the inflammation-induced injury of endothelial cells
( ECs) in coronary heart disease ( CHD) through targeting NLＲP3． Methods The rat model of atherosclerosis
( AS) was constructed． Ｒat primary coronary artery endothelial cells were isolated，cultured and identified． Homo-
cysteine ( HCY) was used to co-incubate 24 h for coronary heart disease then cells were grouped． The target gene
of miＲ-22 was predicted and identified with the dual-luciferase reporter gene assay． miＲ-22 expression，NLＲP3
and caspase-1 expression were detected by qＲT-PCＲ and Western blot． Cell viability was detected by MTT． Cell
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apoptosis was determined by using Hochest 33258． IL-1β，IL-6，IL-10 and IL-18 levels were detected by ELISA．
Ｒesults AS rats exhibited higher TC，TG，LDLC and Ca2 + concentrations than normal rats ( P ＜ 0. 01 ) ． And
miＲ-22 was down-regulated in AS rats，while NLＲP3 and caspase-1 were up-regulated ( P ＜ 0. 05) ． NLＲP3 was i-
dentified as the target gene of miＲ-22． Compared with the blank group，miＲ-22 was increased，NLＲP3 and
caspase-1 were decreased in the miＲ-22 mimic group． NLＲP3 and caspase-1 were enhanced in the miＲ-22 inhibi-
tor group． The miＲ-22 overexpression showed higher cell viability，decreased apoptotic cells，reduced IL-1β，IL-6
and IL-18 levels and elevated IL-10 level ( P ＜ 0. 05 ) ． The inhibition of miＲ-22 reduced cell viability，induced
cell apoptosis，up-regulated IL-1β，IL-6 and IL-18 levels and down-regulated IL-10 level ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion

miＲ-22 plays a protective role in myocardial microvascular endothelial cells by targeting the NLＲP3 gene，reduc-
ing the apoptosis of myocardial microvascular endothelial cells and decreasing the expression of proinflammatory cy-
tokines in rats with coronary heart disease．
Key words coronary heart disease; miＲ-22; NLＲP3 gene; endothelial cells; inflammation factors
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Effect of resveratrol inhibits the proliferation
of cervical cancer cells with autophagy in vitro

Sun Chuanming1，2，Fang Wenxiu2，Zhou Ｒongsheng2，et al
( 1Dept of Obstetrics and Gynecology，The Affialited Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001;

2Dept of Obstetrics and Gynecology，The Third People＇s Hospital of Hefei City，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the inhibitory effect of resveratrol( Ｒes) on the proliferation and autophagy of
human cervical carcinoma HeLa cells and its mechanism． Methods In vitro cultivation of cervical carcinoma HeLa
cells which were divided into control group( with the only added medium being ＲPMI-1640) ，Ｒes treated group( in
which Ｒes was added with concentrations of 5 μmol /L，10 μmol /L，20 μmol /L，50 μmol /L，100 μmol /L) ． The
rates of the inhibitory effect on the proliferation of each group of HeLa cells were determined by MTT method，the
apoptosis of HeLa cells after being treated with different concentrations of Ｒes was determined by Hoechst 33258，

the expression of LC3 A /B in HeLa cells after being treated with different concentrations of Ｒes was determined by
immunofluorescence method，the expression of proteins p62 and Beclin-1 related autophagy was determined by
Western blot method． Ｒesults Compared with control group，the rates of inhibitory effect on the proliferation in
HeLa cells which were treated by Ｒes with different concentrations of 5 μmol /L，10 μmol /L，20 μmol /L，50 μmol /
L，100 μmol /L increased gradually( P ＜ 0. 01) ; the apoptosis in HeLa cells increased significantly． Under the fluo-
rescence microscope，more green fluorescence of LC3 A /B were distributed in cytoplasm of HeLa cells after being
treated by Ｒes with different concentrations of 30 μmol /L and 100 μmol /L; 48 hours later Ｒes treated HeLa cells，
the expression of p62 decreased gradually with the increase of the concentration of Ｒes，while the expression of Be-
clin-1 increased gradually． Conclusion Ｒes in vitro can inhibit the proliferation of HeLa cells and induce apopto-
sis，and its mechanism may be related to the autophagy enhancement of HeLa cells．
Key words cervical carcinoma; resveratrol; proliferation; autophagy; apoptosis
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