
fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

·实验研究·

miR-655-3p 靶向 FOXC1 和 CXCR4 对缺氧诱导
人脐静脉内皮细胞血管生成的作用

杨凌齐 　 李鉴峰 　 杨红霞 　 王雪 　 吕洋

中国人民解放军联勤保障部队第九四〇医院眼科中心 　 甘肃省中医药大学第一临床医学院,
兰州

 

730000
通信作者:吕洋,Email:15117203811@ 163. com

　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨微小 RNA-655-3p( miR-655-3p)在缺氧条件下靶向叉头框蛋白 C1( FOXC1) 和趋化

因子受体 4( CXCR4) 对人脐静脉内皮细胞 ( HUVECs) 的影响及作用机制。 　 方法 　 取处于对数生长期的

HUVECs,设置常氧对照组和缺氧 6、12、24、48
 

h 组,采用实时荧光定量 PCR( RT-qPCR) 检测各组 miR-655-3p
及 FOXC1 和 CXCR4

 

mRNA 表达,采用 Western
 

blot 检测 FOXC1 和 CXCR4 蛋白表达。 另取处于对数生长期的

HUVECs,将其分为缺氧 24
 

h 对照组、miR-655-3p 拟似物对照组、miR-655-3p 拟似物组、miR-655-3p 抑制剂对

照组、miR-655-3p 抑制剂组,其中缺氧 24
 

h 对照组仅做缺氧处理,其他各组在缺氧处理基础上转染相应慢病

毒。 采用 RT-qPCR 检测 miR-655-3p 表达,采用 Western
 

blot 检测 FOXC1 和 CXCR4 蛋白表达,采用流式细胞

术、EdU 细胞增殖、Transwell 及 Matrigel 成管实验分别检测细胞凋亡、增殖、迁移和成管能力。 采用双荧光素

酶报告实验检测 miR-655-3p 和 FOXC1 / CXCR4 之间的靶向关系。　 结果 　 缺氧 24
 

h 组 miR-655-3p 表达量最

低,CXCR4
 

mRNA 相对表达量最高,缺氧 12
 

h 组 FOXC1
 

mRNA 相对表达量最高;缺氧 24
 

h 组 FOXC1 蛋白相

对表达量最高,缺氧 48
 

h 组 CXCR4 蛋白相对表达量最高。 miR-655-3p 拟似物组 miR-655-3p 相对表达量明显

高于缺氧 24
 

h 对照组、miR-655-3p 拟似物对照组、miR-655-3p 抑制剂对照组和 miR-655-3p 抑制剂组,差异均

有统计学意义 ( 均 P < 0. 001) 。 缺氧 24
 

h 对照组、 miR-655-3p 拟似物对照组、 miR-655-3p 抑制剂对照组

FOXC1、CXCR4 蛋白相对表达量和细胞增殖率、迁移细胞数、管腔数明显高于 miR-655-3p 拟似物组,明显低于

miR-655-3p 抑制剂组,差异均有统计学意义(均 P<0. 05) 。 缺氧 24
 

h 对照组、miR-655-3p 拟似物对照组、miR-
655-3p 拟似物组、 miR-655-3p 抑制剂对照组、 miR-655-3p 抑制剂组细胞凋亡 率 分 别 为 ( 20. 44 ± 1. 07 ) % 、
(23. 54±1. 98) % 、 ( 32. 91 ± 1. 33) % 、 ( 19. 86 ± 0. 51) % 、 ( 11. 25 ± 0. 46) % ,总体比较差异有统计学意义 ( F =
124. 80,P<0. 001) ,其中 miR-655-3p 拟似物组细胞凋亡率高于 miR-655-3p 拟似物对照组,miR-655-3p 抑制剂

组细胞凋亡率低于 miR-655-3p 抑制剂对照组,差异均有统计学意义 ( 均 P < 0. 05) 。 生物信息学软件预测显

示,FOXC1 和 CXCR4 的 3′非编码区存在 miR-655-3p 连续结合位点靶向序列 5′-UGUAUUA-3′。 miR-655-3p 拟

似物组野生型 FOXC1 和野生型 CXCR4 荧光素酶活性明显低于 miR-655-3p 拟似物对照组,差异均有统计学

意义( t = 5. 37、4. 05,均 P < 0. 05) 。　 结论 　 过表达 miR-655-3p 可能通过负调控 FOXC1 / CXCR4 促进细胞凋

亡,抑制细胞增殖、迁移及管腔形式。　
【关键词】 　 脉络膜新生血管; 微小 RNA-655-3p; 人脐静脉内皮细胞; 叉头框蛋白 C1; 趋化因子受体 4
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 Abstract  　 Objective　 To

 

explore
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

microRNA-655-3p
 

 miR-655-3p  
 

targeting
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forkhead
 

box
 

protein
 

C1
 

 FOXC1  
 

and
 

chemokine
 

receptor
 

4
 

 CXCR4  
 

on
 

human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells
 

 HUVECs  . 　 Methods　 HUVECs
 

in
 

the
 

logarithmic
 

growth
 

phase
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

normoxia
 

control
 

group
 

and
 

hypoxia
 

groups
 

treated
 

for
 

6 
 

12 
 

24
 

and
 

48
 

hours 
 

respectively.
 

The
 

expression
 

of
 

miR-655-3p 
 

FOXC1
 

and
 

CXCR4
 

mRNA
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

 RT-qPCR   
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

FOXC1
 

and
 

CXCR4
 

proteins
 

was
 

determined
 

by
 

Western
 

blot.
 

In
 

addition 
 

HUVECs
 

in
 

logarithmic
 

phase
 

were
 

assigned
 

into
 

five
 

groups 
 

24-hour
 

hypoxia
 

control
 

group 
 

miR-655-3p
 

mimics
 

control
 

group 
 

miR-655-3p
 

mimics
 

group 
 

miR-655-3p
 

inhibitor
 

control
 

group 
 

and
 

miR-655-3p
 

inhibitor
 

group.
 

Among
 

them 
 

the
 

24-hour
 

hypoxia
 

control
 

group
 

was
 

only
 

treated
 

with
 

hypoxia 
 

and
 

the
 

other
 

groups
 

were
 

transfected
 

with
 

corresponding
 

lentiviruses
 

on
 

the
 

basis
 

of
 

hypoxia
 

treatment.
 

The
 

expression
 

of
 

miR-655-3p
 

was
 

detected
 

by
 

RT-qPCR.
 

The
 

expression
 

of
 

FOXC1
 

and
 

CXCR4
 

proteins
 

was
 

measured
 

by
 

Western
 

blot.
 

Cell
 

apoptosis 
 

proliferation 
 

migration
 

and
 

tube
 

formation
 

ability
 

were
 

evaluated
 

by
 

flow
 

cytometry 
 

EdU
 

cell
 

proliferation
 

assay 
 

Transwell
 

assay
 

and
 

Matrigel
 

tube
 

formation
 

assay 
 

respectively.
 

A
 

dual-luciferase
 

reporter
 

assay
 

was
 

adopted
 

to
 

verify
 

the
 

targeting
 

relationship
 

between
 

miR-655-
3p

 

and
 

FOXC1 / CXCR4. 　 Results 　 The
 

expression
 

of
 

miR-655-3p
 

was
 

the
 

lowest
 

and
 

the
 

relative
 

expression
 

of
 

CXCR4
 

mRNA
 

was
 

the
 

highest
 

in
 

the
 

24-hour
 

hypoxia
 

group.
 

The
 

relative
 

expression
 

of
 

FOXC1
 

mRNA
 

was
 

the
 

highest
 

in
 

the
 

12-hour
 

hypoxia
 

group.
 

The
 

relative
 

expression
 

of
 

FOXC1
 

protein
 

was
 

the
 

highest
 

in
 

the
 

24-hour
 

hypoxia
 

group 
 

and
 

the
 

relative
 

expression
 

of
 

CXCR4
 

protein
 

was
 

the
 

highest
 

in
 

the
 

48-hour
 

hypoxia
 

group.
 

The
 

relative
 

expression
 

of
 

miR-655-3p
 

in
 

the
 

miR-655-3p
 

mimics
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

24-hour
 

hypoxia
 

control
 

group 
 

miR-655-3p
 

mimics
 

control
 

group 
 

miR-655-3p
 

inhibitor
 

control
 

group
 

and
 

miR-655-3p
 

inhibitor
 

group 
 

showing
 

statistically
 

significant
 

differences
 

 all
 

P < 0. 001  .
 

The
 

relative
 

expression
 

of
 

FOXC1
 

and
 

CXCR4
 

proteins 
 

cell
 

proliferation
 

rate 
 

the
 

number
 

of
 

migrating
 

cells 
 

and
 

the
 

number
 

of
 

tubes
 

formed
 

in
 

the
 

miR-
655-3p

 

mimics
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

24-hour
 

hypoxia
 

control
 

group 
 

miR-655-3p
 

mimics
 

control
 

group 
 

and
 

miR-655-3p
 

inhibitor
 

control
 

group 
 

and
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

miR-655-3p
 

inhibitor
 

group
 

 all
 

P< 0. 05  .
 

The
 

cell
 

apoptosis
 

rates
 

in
 

the
 

24-hour
 

hypoxia
 

control
 

group 
 

miR-655-3p
 

mimics
 

control
 

group 
 

miR-655-3p
 

mimics
 

group 
 

miR-655-3p
 

inhibitor
 

control
 

group 
 

and
 

miR-655-3p
 

inhibitor
 

group
 

were
 

 20. 44±1. 07  %  
 

 23. 54±1. 98  %  
 

 32. 91±1. 33  %  
 

 19. 86±0. 51  %
 

and
 

 11. 25±0. 46  %  
 

respectively 
 

with
 

a
 

significant
 

overall
 

difference
 

 F = 124. 80 
 

P<0. 001  .
 

The
 

cell
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

the
 

miR-655-3p
 

mimics
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

miR-655-3p
 

mimics
 

control
 

group 
 

and
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

the
 

miR-655-3p
 

inhibitor
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

miR-655-3p
 

inhibitor
 

control
 

group 
 

showing
 

statistically
 

significant
 

differences
 

 both
 

P <
0. 05  .

 

Bioinformatics
 

software
 

predicted
 

that
 

the
 

miR-655-3p
 

continuous
 

binding
 

site
 

targeting
 

sequence
 

5′-
UGUAUUA-3′

 

in
 

the
 

3′untranslated
 

region
 

of
 

FOXC1
 

and
 

CXCR4.
 

The
 

luciferase
 

activities
 

of
 

wild-type
 

FOXC1
 

and
 

wild-type
 

CXCR4
 

in
 

the
 

miR-655-3p
 

mimics
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

miR-655-3p
 

mimics
 

control
 

group
 

 t = 5. 37 
 

4. 05 
 

both
 

P < 0. 05  . 　 Conclusions 　 Overexpression
 

of
 

miR-655-3p
 

may
 

enhance
 

cell
 

apoptosis
 

and
 

inhibit
 

cell
 

proliferation 
 

migration
 

and
 

tube
 

formation
 

by
 

negatively
 

regulating
 

FOXC1 / CXCR4.
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　 　 脉 络 膜 新 生 血 管 ( choroidal
 

neovascularization,
CNV)是多种眼底血管性疾病的共有体征,其发病机制

极其 复 杂, 涉 及 多 种 细 胞、 细 胞 因 子 及 信 号 通 路

等 [ 1- 3] 。 研究证实,CNV 的形成包括血管生成和血管

发生 2 种机制 [ 4] ,而目前 CNV 的治疗局限于靶向血管

生成 的 抗 血 管 内 皮 生 长 因 子 ( vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor,VEGF) 疗法,无法从根本上预防及解决

血 管 发 生 相 关 问 题。 已 有 研 究 表 明, 微 小 RNA

( microRNA,miRNA) 参与基因转录后的调控活动,对

眼部新生血管的发生和发展具有重要影响 [ 5- 7] 。 miR-
655-3p 作为 miRNA 家族成员之一,在癌症中已有相关

研究 [ 8- 10] 。 Qiao 等 [ 11] 证明 miR-655-3p 通过靶向趋化

因子受体 4( chemokine
 

receptor
 

4,CXCR4)抑制甲状腺

乳头状 癌 的 生 长、 侵 袭 和 巨 噬 细 胞 M2 极 化。 Wu
等 [ 12] 发现,miR-655-3p 在肝癌组织和肝癌细胞系中表

达显著下调,过表达和敲低 miR-655-3p 分别减少和增
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加肝癌细胞增殖、迁移和侵袭。 然而, miR-655-3p 在

眼部 研 究 甚 少, 仅 有 研 究 表 明, 长 链 非 编 码 RNA
 

MALAT1 能抑制 miR-655-3p 的表达,并通过调节 miR-
655-3p-ATAD2 轴促进视网膜母细胞瘤进展 [ 13] 。 本课

题组前期研究表明, CXCR4 能促进 CNV 发生 [ 4,14] 。
同时发现,叉头框蛋白 C1 ( forkhead

 

box
 

protein
 

C1,
FOXC1)是一种转录调节因子,在胚胎、眼和心脏发育

的调控中起着重要作用,能通过调节血管生长来保持

角膜透明度 [ 15] 。 不仅如此, FOXC1 通过转录激 活

CXCR4 促进造血干细胞和血管内皮祖细胞迁移和分

化,还能促进三阴乳腺癌的转移 [ 16- 17] 。 因此,本研究

拟建 立 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 ( human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells,HUVECs)缺氧模型,模拟体外 CNV 局

部缺氧微环境, 从而探讨 miR-655-3p 靶向 FOXC1 /
CXCR4 对细胞的影响以及可能的作用机制,旨在阐明

CNV 的发病机制,为临床治疗提供思路。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 细胞来源 　 HUVECs 细胞株购于武汉普诺赛

生命科技有限公司。
1. 1. 2　 主要试剂及仪器 　 结晶紫染色液( 上海碧云

天生物技术有限公司) ;Matrigel 基质胶 ( 厦门模基生

物科技有限公司) ;4%多聚甲醛、SDS-PAGE 凝胶制备

试剂盒、BCA 蛋白浓度测定试剂盒; miR-655-3p 拟似

物及其对照、miR-655-3p 抑制剂及其对照 ( 上海吉玛

制药技术有限公司) ;EdU 细胞增殖成像分析试剂盒

( AC11L251,上海李记生物科技有限公司) ;双荧光素

酶 报 告 基 因 检 测 试 剂 盒 ( GM-040502A, 美 国

Genmeditech 公 司 ) ; 兔 抗 小 鼠 FOXC1 抗 体

( ab227977) 、兔抗小鼠 CXCR4 抗体( ab181020) (美国

Abcam 公司) ;兔抗小鼠 β-actin 抗体( AT0009,北京和

一生物科技有限公司) ;HRP 标记山羊抗兔二抗( Aff-
S0001,江苏亲科生物研究中心有限公司) 。 CO2 培养

箱、三气培养箱(美国 Thermo 公司) ;荧光倒置显微镜

(日本 Olympus 公司) ;电泳仪(美国 Bio-Rad 公司) ;实
时 荧 光 定 量 PCR ( real-time

 

quantitative
 

PCR, RT-
qPCR) 系统 ( ABI7500,美国 ABI 公司) ;流式细胞仪

( FALS
 

Calibar,美国 BD 公司) 。
1. 2　 方法

1. 2. 1 　 细胞复苏与培养 　 从液氮中取出 HUVECs,
37

 

℃ 水浴解冻并培养于含 10% 胎牛血清的 G-DMEM
培养基中,置于 37

 

℃ 、5%
 

CO2 培养箱中培养,待细胞

贴壁密度达到 80% ~ 90% 时于倒置显微镜下观察

HUVECs 细胞形态,拍照并进行后续传代。
1. 2. 2　 细胞建模、转染及分组

1. 2. 2. 1　 细胞缺氧模型建立及分组 　 取对数生长期

HUVECs,设置常氧对照组与缺氧组。 常氧对照组细

胞置于 37
 

℃ 、5%
 

CO2 培养箱培养,缺氧组细胞置于

CO2 培养箱培养 24
 

h, 随后置于 37
 

℃ 三气培养箱

(3%
 

O2 、5%
 

CO2 、92%
 

N2 )分别培养 6、12、24 及 48
 

h。
实验独立重复 3 次。
1. 2. 2. 2　 慢病毒 miR-655-3p 转染细胞及分组 　 取对

数生长期 HUVECs,调整细胞密度为 2 × 103 个 / 孔,接
种于 96 孔板(100

 

μl / 孔) ,37
 

℃ 、5%
 

CO2 培养箱培养

16 ~ 24
 

h,至细胞汇合度为 20% ~ 30%,将其分为缺氧

24
 

h 对照组、 miR-655-3p 拟似物对照组、 miR-655-3p
拟似物组、 miR-655-3p 抑制剂对照组、 miR-655-3p 抑

制剂组,其中缺氧 24
 

h 对照组细胞仅进行缺氧 24
 

h
处理,其余 4 个组按试剂说明书分别加入对应的病毒、
培养基及感染增强液,总体积为 100

 

μl / 孔,其中病毒

体积 = 感染复数( multiplicity
 

of
 

infection,MOI) ×细胞数

量 / 病毒滴度,选择 4 个 MOI 值加入对应的病毒体积;
转染 12

 

h 后用完全培养基进行换液, 置 于 37
 

℃ 、
5%

 

CO2 培养 箱 培 养 24
 

h 后 置 于 三 气 培 养 箱 培 养

24
 

h。 随 后 继 续 置 于 37
 

℃ 、 5%
 

CO2 培 养 箱 培 养

24
 

h,待细胞恢复状态后,于荧光显微镜下观察各组细

胞形态,选择慢病毒感染效率为 80%左右且细胞生长

良好的 MOI 值作为后续感染条件。 每个分组设置 3
个复孔,实验独立重复 3 次。
1. 2. 2. 3　 嘌呤霉素工作浓度及稳定株筛选 　 取对数

生长期 HUVECs,调整细胞密度为 5 × 105 个 / ml,接种

于 24 孔板,37
 

℃ 、5%
 

CO2 培养箱培养 24
 

h,至细胞汇

合度为 70%左右,加入不同终浓度的嘌呤霉素( 设置

0、0. 5、1、2、4、8
 

μg / ml 浓度梯度) ,继续培养 48
 

h,于
显微镜下观察,将全部细胞杀死的嘌呤霉素的最低浓

度作为工作液浓度。 将细胞分为对照+嘌呤霉素组、
miR-655-3p 拟似物对照+嘌呤霉素组、 miR-655-3p 拟

似物+嘌呤霉素组、miR-655-3p 抑制剂对照+嘌呤霉素

组、miR-655-3p 抑制剂+嘌呤霉素组,待细胞汇合度为

70%左右,根据分组转染相应慢病毒 48 ~ 72
 

h,对照+
嘌呤霉素组细胞全部死亡,而慢病毒感染的 4 个组剩

余细胞则为阳性细胞;随后,将嘌呤霉素浓度减至维持

浓度(筛选浓度的 1 / 2 ~ 1 / 4) ,继续对感染后的细胞进

行筛选和扩增,同时收集 4 个组细胞进行后续 RT-
qPCR 或 Western

 

blot 鉴定,并将鉴定结果正常的细胞

传代、冻存。 实验独立重复 3 次。
1. 2. 3 　 RT-qPCR 检测细胞中 miR-655-3p 和 FOXC1、
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CXCR4
 

mRNA 相 对 表 达 量 　 收 集 各 组 细 胞, 采 用

TRIzol 法提取细胞总 RNA,并反转录为模板 cDNA,进
行 RT-qPCR。 反 应 体 系 20

 

μl: SYBR
 

Green
 

Mix
 

10
 

μl、模板 cDNA
 

2
 

μl、上游引物 0. 4
 

μl、下游引物

0. 4
 

μl、ROX
 

Reference
 

Dye ( 4
 

μm ) 0. 4
 

μl 和无酶水

6. 8
 

μl。 反应条件:95
 

℃ 预变性 30
 

s;95
 

℃ 变性 5
 

s,
60

 

℃ 退火及延伸 30
 

s, 40 个循环。 引物序列: miR-
655-3p 正向引物 5′-CGCGCGATAATACATGGTTAAC-
3′, 反 向 引 物 5′-ATCCAGTGCAGGGTCCGAGG-3′; U6
正向引物 5′-GGAACGATACAGAGAAGATTAGCATGG-
3′, 反向引 物 5′-AATATGGAACGCTTCACGAATTTGC-
3′; FOXC1 正向引物 5′-CACAGAGGATCGGCTTGAAC

 

AAC-3′,反向引物 5′-GAGACTGGCTGGAAGGGAAGG-
3′;CXCR4 正向引物 5′-TGCCCACCATCTACTCCATCA

 

TC-3′,反向引物 5′-GTACTTGTCCGTCATGCTTCTCAG-
3′; β-actin 正向引物 5′-GTGGATCAGCAAGCAGGAGT

 

ATG-3′,反向引物 5′-AGAAAGGGTGTAACGCAACTAA
 

GTC-3′。 所有引物由上海生工生物工程有限公司合

成。 以 β-actin 和 U6 为内参,采用 2-ΔΔCt 法分别计算

FOXC1、CXCR4
 

mRNA 和 miR-655-3p 表达量。 每个样

本设置 3 个复孔,实验独立重复 3 次。
1. 2. 4　 Western

 

blot 检测细胞 FOXC1、CXCR4 蛋白相

对表达量 　 收集各组细胞,采用 RIPA 细胞蛋白裂解

液裂解细胞,提取细胞总蛋白,采用 BCA 试剂盒测定

蛋白浓度。 同质量蛋白经 10%
 

SDS-PAGE 凝胶进行

电泳、 转 膜, 5% 脱 脂 奶 粉 室 温 封 闭 2
 

h; 分 别 加 入

FOXC1、CXCR4 蛋白一抗(稀释比例均为 1 ∶ 1
 

000) 于

4
 

℃ 孵 育 过 夜, 次 日 室 温 下 二 抗 ( 稀 释 比 例 为

1 ∶ 5
 

000)避光孵育 1. 5
 

h。 配置 ECL 显影液,凝胶成

像分析系统成像,采用 ImageJ 图像处理软件分析各条

带灰度值,以 β-actin 为内参,计算目的蛋白相对表达

量。 实验独立重复 3 次。
1. 2. 5　 流式细胞术检测细胞凋亡率 　 收集各组细胞,
胰蛋白酶消化后调整细胞数量至 1×105 个 / ml,接种于

6 孔 板, 培 养 24
 

h 后 胰 蛋 白 酶 消 化, 300 × g、 离 心

5
 

min,弃上清,加入 500
 

μl 结合缓冲液重悬细胞,各

加入 5
 

μl
 

Annexin
 

V-FITC 和 PI 溶液,室温避光染色

15
 

min,流 式 细 胞 仪 检 测 细 胞 凋 亡 率。 细 胞 凋 亡

率( %) = 凋亡细胞数 / 细胞总数 × 100%。 实验独立重

复 3 次。
1. 2. 6 　 EdU 细胞增殖成像分析细胞增殖率 　 收集各

组细胞,胰蛋白酶消化后调整细胞数量至 5×105 个 / ml,
接种于 24 孔板,待细胞贴壁后加入已配制好的 EdU
工作液,培养箱孵育 2

 

h,弃培养基,依次经 4%多聚甲

醛固 定、 甘 氨 酸 中 和、 磷 酸 盐 缓 冲 液 ( phosphate
 

buffered
 

solution, PBS) 洗涤及 Triton
 

X-100 通透后行

EdU 染色,避光孵育 30
 

min,经 PBS 洗涤、Triton
 

X-100
通透及 PBS 洗涤后加入 Hoechst 染色液,室温避光孵

育 20
 

min, PBS 洗涤后荧光显微镜拍照观察。 采用

ImageJ 图像处理软件分析细胞增殖率。 实验独立重复

3 次。
1. 2. 7　 Transwell 实验检测细胞迁移能力 　 收集各组

细胞,胰蛋白酶消化后用无血清培养基调整细胞密度

为 2. 5 × 104 个 / ml, Transwell 小室上室中加入 200
 

μl
无血清培养基制备的细胞悬液,下室加入 600

 

μl 含

20%胎牛血清的完全培养基;培养 12 ~ 24
 

h 后取出上

室,擦去上室内细胞,经 4% 多聚甲醛固定、结晶紫染

色、PBS 冲洗 3 次;倒置显微镜下观察、拍照并计数。
采用 ImageJ 图像处理软件统计各组细胞迁移数量。
实验独立重复 3 次。
1. 2. 8　 Matrigel 成管实验检测细胞迁移及成管能力 　
-20

 

℃ 冰箱取出已分装好的 Matrigel 胶,在 4
 

℃ 冰箱

中融化备用。 将枪头和 96 孔板置于 -20
 

℃ 冰箱预冷

备用;用预冷的枪头抽吸液体 Matrigel 胶,将其铺在 96
孔板中(50

 

μl / 孔) ,置于 37
 

℃ 培养箱孵育 1
 

h 使其凝

固。 收集各组细胞,胰蛋白酶消化后调整细胞密度为

2× 103 个 / ml,接种于已包被好基质胶的 96 孔板中

(50
 

μl / 孔) ,继续培养 4 ~ 6
 

h;倒置显微镜下观察、拍
照并计数。 采用 ImageJ 图像处理软件统计各组细胞

管腔形成数量。 实验独立重复 3 次。
1. 2. 9　 荧光素酶报告基因检测 miR-655-3p 与靶基因

FOXC1、CXCR4 的关系 　 采用 TargetScan 生物信息学

软件预测 miR-655-3p 与 FOXC1、 CXCR4 序列之间的

结 合 位 点, 将 FOXC1、 CXCR4 的 3′ 非 编 码 区

( untranslated
 

region,UTR) 插入双荧光素酶报告基因

psiCHECK2 中, 构 建 野 生 型 ( wild
 

type, WT ) FOXC1
 

WT / CXCR4
 

WT 和突变型 ( mutant
 

type, MT ) FOXC1
 

MT /
 

CXCR4
 

MT 重组质粒,分别将 miR-655-3p 拟似

物、 miR-655-3p 拟 似 物 对 照 与 FOXC1
 

WT / CXCR4
 

WT、FOXC1
 

MUT / CXCR4
 

MUT 共转染至 HUVECs,检
测萤火虫和海肾荧光素酶活性,测定 WT-FOXC1、WT-
CXCR4 和 MT-FOXC1、MT-CXCR4 荧光素酶活性。 实

验独立重复 3 次。
1. 3　 统计学方法

采用 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 软件进行统计分析。 计

量资料数据经 Shapiro-Wilk 检验证实呈正态分布,以

x±s 表示,采用 Levene 检验进行组间方差齐性检验。
2 个组各指标比较采用独立样本 t 检验,5 个组各指标
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总体比较采用单因素方差分析,事后多重比较,方差齐

采用 Tukey 检验,方差不齐采用 Games-Howell 检验。
P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1 　 缺氧模型各组中 miR-655-3p、 FOXC1、 CXCR4
 

mRNA 相对表达量比较

RT-qPCR 检测结果显示,常氧对照组、缺氧 6
 

h
组、缺氧 12

 

h 组、缺氧 24
 

h 组、缺氧 48
 

h 组 miR-655-
3p、FOXC1、CXCR4

 

mRNA 相对表达量组间总体比较

差异均有统计学意义( F = 128. 40、13. 54、15. 94,均 P<
0. 001) ,其中各缺氧组 miR-655-3p 相对表达量明显低

于常氧对照组,缺氧 12、24、48
 

h 组明显低于缺氧 6
 

h
组,缺氧 48

 

h 组高于缺氧 12、24
 

h 组,差异均有统计

学意义 ( 均 P < 0. 05 ) 。 缺氧 12
 

h 组 FOXC1、 CXCR4
 

mRNA 相对表达量明显高于常氧对照组和缺氧 6
 

h
组,缺氧 24

 

h 组 FOXC1
 

mRNA 相对表达量高于常氧

对照组,低于缺氧 12
 

h 组,CXCR4
 

mRNA 相对表达量

高于常氧对照组和缺氧 6
 

h 组,缺氧 48
 

h 组 FOXC1
 

mRNA 相 对 表 达 量 低 于 缺 氧 12、 24
 

h 组, CXCR4
 

mRNA 相对表达量高于常氧对照组,低于缺氧 24
 

h
组,差异均有统计学意义(均 P<0. 05) (表 1) 。

表 1　 各组细胞 miR-655-3p、FOXC1、CXCR4
 

mRNA
相对表达量比较(x±s)

Table
 

1　 Comparison
 

of
 

relative
 

expressions
 

of
 

miR-655-3p,
 

FOXC1
 

and
 

CXCR4
 

mRNA
 

among
 

different
 

groups
 

(x±s)

组别 样本量 miR-655-3p# FOXC1
 

mRNA# CXCR4
 

mRNA∗

常氧对照组 3 1. 00±0. 08 1. 02±0. 22 1. 03±0. 30

缺氧 6
 

h 组 3 0. 70±0. 08 a 1. 21±0. 13 1. 40±0. 16

缺氧 12
 

h 组 3 0. 22±0. 02 ab 2. 00±0. 43 ab 2. 30±0. 45 ab

缺氧 24
 

h 组 3 0. 13±0. 01 ab 1. 53±0. 27 ac 3. 00±0. 41 ab

缺氧 48
 

h 组 3 0. 41±0. 12 abcd 1. 08±0. 18 cd 1. 91±0. 80 ad

F 值 128. 40 13. 54 15. 94

P 值 <0. 001 <0. 001 <0. 001

　 注:与常氧对照组比较,a P < 0. 05;与缺氧 6
 

h 组比较,b P < 0. 05;与缺

氧 12
 

h 组比较,c P<
 

0. 05;与缺氧 24
 

h 组比较,d P < 0. 05 ( #:单因素方

差分析,Tukey 检验;∗:单因素方差分析,Games-Howell 检验) 　 miR:微
小 RNA;FOXC1:叉头框蛋白 C1;CXCR4:趋化因子受体 4
　 Note 

 

Compared
 

with
 

the
 

normoxia
 

control
 

group 
 a P < 0. 05 

 

compared
 

with
 

the
 

6-hour
 

hypoxia
 

group 
 b P < 0. 05 

 

compared
 

with
 

the
 

12-hour
 

hypoxia
 

group 
 c P< 0. 05 

 

compared
 

with
 

the
 

24-hour
 

hypoxia
 

group 
 d P <

0. 05
 

 # 
 

One-way
 

ANOVA 
 

Tukey
 

test 
 

∗ 
 

One-way
 

ANOVA 
 

Games-
Howell

 

test  　 miR 
 

microRNA 
 

FOXC1 
 

forkhead
 

box
 

protein
 

C1 
 

CXCR4 
 

chemokine
 

receptor
 

4

2. 2　 缺氧模型各组中 FOXC1、CXCR4 蛋白相对表达

量比较

Western
 

blot 检测结果显示,常氧对照组、缺氧 6
 

h
组、缺氧 12

 

h 组、缺氧 24
 

h 组、缺氧 48
 

h 组 FOXC1、
CXCR4 蛋白相对表达量组间总体比较差异均有统计

学意义( F = 88. 22、245. 70,均 P < 0. 001) ,其中各缺氧

组 FOXC1 蛋白相对表达量明显高于常氧对照组,缺氧

24
 

h 组高于缺氧 6
 

h 组,缺氧 48
 

h 组低于缺氧 12、
24

 

h 组,差异均有统计学意义 ( 均 P < 0. 05 ) 。 缺氧

12
 

h 组 CXCR4 蛋白相对表达量高于常氧对照组和

缺氧 6
 

h 组,缺氧 24
 

h 组高于常氧对照组和缺氧 6、
12

 

h 组,缺氧 48
 

h 组高于常氧对照组和缺氧 6、12、
24

 

h 组,差异均有统计学意义 ( 均 P < 0. 05 ) ( 图 1,
表 2) 。

β�actin

FOXC1

CXCR4

57000

39000

43000

常氧
对照组

缺氧
6h组

缺氧
24h组

缺氧
48h组

缺氧
12h组

相对分
子质量

图 1　 各组 FOXC1、CXCR4 蛋白表达电泳图 　 与常氧对照组比较,
缺氧 12、24、48

 

h 组 FOXC1、CXCR4 蛋白条带灰度增强 　 FOXC1:叉
头框蛋白 C1;CXCR4:趋化因子受体 4
Figure

 

1 　 Electrophoretogram
 

of
 

FOXC1
 

and
 

CXCR4
 

proteins
 

expression
 

in
 

different
 

groups 　 Compared
 

with
 

the
 

normoxia
 

control
 

group 
 

the
 

gray
 

scale
 

of
 

FOXC1
 

and
 

CXCR4
 

proteins
 

bands
 

increased
 

in
 

12- 
 

24- 
 

and
 

48-hour
 

hypoxia
 

groups 　 FOXC1 
 

forkhead
 

box
 

protein
 

C1 
 

CXCR4 
 

chemokine
 

receptor
 

4

 

表 2　 各组细胞 FOXC1、CXCR4 蛋白

相对表达量比较(x±s)
Table

 

2　 Comparison
 

of
 

relative
 

expressions
 

of
 

FOXC1
 

and
 

CXCR4
 

proteins
 

among
 

different
 

groups
 

(x±s)

组别 　 样本量 FOXC1 CXCR4

常氧对照组 3 1. 00±0. 00 1. 00±0. 00

缺氧 6
 

h 组 3 1. 41±0. 12 a 1. 08±0. 10

缺氧 12
 

h 组 3 2. 12±0. 08 a 1. 61±0. 02 ab

缺氧 24
 

h 组 3 2. 37±0. 11 ab 2. 00±0. 03 abc

缺氧 48
 

h 组 　 3 1. 75±0. 14
 abcd 2. 10±0. 07 abcd

F 值 88. 22 245. 70

P 值 <0. 001 <0. 001

　 注:与常氧对照组比较,a P < 0. 05;与缺氧 6
 

h 组比较,b P < 0. 05;与缺

氧 12
 

h 组比较,c P<0. 05;与缺氧 24
 

h 组比较,d P< 0. 05( 单因素方差分

析,Tukey 检验) 　 FOXC1:叉头框蛋白 C1;CXCR4:趋化因子受体 4
　 Note 

 

Compared
 

with
 

the
 

normoxia
 

control
 

group 
 a P < 0. 05 

 

compared
 

with
 

the
 

6-hour
 

hypoxia
 

group 
 b P < 0. 05 

 

compared
 

with
 

the
 

12-hour
 

hypoxia
 

group 
 c P< 0. 05 

 

compared
 

with
 

the
 

24-hour
 

hypoxia
 

group 
 d P <

0. 05
 

 One-way
 

ANOVA 
 

Tukey
 

test  　 FOXC1 
 

forkhead
 

box
 

protein
 

C1 
 

CXCR4 
 

chemokine
 

receptor
 

4
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2. 3　 慢病毒转染 HUVECs 形态学观察

MOI = 50,慢病毒转染 48
 

h 且经过嘌呤霉素筛选

的 HUVECs 绿色荧光蛋白表达丰度较高,感染效率

约 80% 且 HUVECs 生 长 状 态 良 好, 用 于 后 续 实 验

(图 2) 。
 

B

C D

A100μm 100μm

100μm 100μm

图 2　 慢病毒转染 HUVECs
 

48
 

h 细胞图( × 100,标尺 = 100
 

μm) 　
A、B:miR-655-3p 拟似物组荧光照及明场照 　 C、D:miR-655-3p 抑制

剂组荧光照及明场照 　 HUVECs:人脐静脉内皮细胞;miR:微小 RNA
Figure

 

2 　 Images
 

of
 

HUVECs
 

transfected
 

with
 

lentivirus
 

for
 

48
 

hours
 

 ×100 
 

scale
 

bar = 100
 

μm  　 A 
 

B 
 

Fluorescent
 

images
 

and
 

bright-field
 

images
 

of
 

miR-655-3p
 

mimics
 

group 　 C 
 

D 
 

Fluorescent
 

images
 

and
 

bright-field
 

images
 

of
 

miR-655-3p
 

inhibitor
 

group　 HUVECs 
 

human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells 
 

miR 
 

microRNA

2. 4　 慢病毒转染 HUVECs 后各组 miR-655-3p 表达量

比较

RT-qPCR 结果显示,缺氧 24
 

h 对照组、 miR-655-
3p 拟似物对照组、 miR-655-3p 拟似物组、 miR-655-3p
抑制剂对照组、miR-655-3p 抑制剂组 miR-655-3p 相对

表达量分别为 1. 04±0. 36、1. 30±0. 09、505. 80±52. 79、
1. 20±0. 08、0. 01 ± 0. 01,组间总体比较有统计学意义

( F = 274. 40, P < 0. 001) , 其中 miR-655-3p 拟似物组

miR-655-3p 相对表达量明显高于其余各组,差异均有

统计学意义(均 P<0. 001) (图 3) 。
2. 5　 慢病毒转染 HUVECs 后各组 FOXC1、CXCR4 蛋

白表达量比较

Western
 

blot 检测结果显示, 缺氧 24
 

h 对照组、
miR-655-3p 拟 似 物 对 照 组、 miR-655-3p 拟 似 物 组、
miR-655-3p 抑 制 剂 对 照 组、 miR-655-3p 抑 制 剂 组

FOXC1、CXCR4 蛋白相对表达量组间总体比较差异均

有统计学意义( F = 58. 49、31. 09,均 P<0. 001) ,其中缺

氧 24
 

h 对照组、 miR-655-3p 拟似物对照组、 miR-655-
3p 抑制剂对照组 FOXC1、CXCR4 蛋白相对表达量明

显高于 miR-655-3p 拟似物组,明显低于 miR-655-3p 抑

制剂组,差异均有统计学意义 ( 均 P < 0. 05 ) ( 图 4,
表 3) 。

1 2 3 4 5

600

400

200
1.5

1.0

0.5

0

m
iR
�6
55

�3
p相

对
表

达
量

a a
a

a

图 3　 慢病毒转染 HUVECs 后各组 miR-655-3p 表达量比较 　 F =

274. 40,P<0. 001. 与 miR-655-3p 拟似物组比较,a P < 0. 001 ( 单因素

方差分析,Tukey 检验;n = 3) 　 1:缺氧 24
 

h 对照组;2:miR-655-3p 拟

似物对照组;3:miR-655-3p 拟似物组;4:miR-655-3p 抑制剂对照组;
5:miR-655-3p 抑制剂组 　 HUVECs:人脐静脉内皮细胞; miR:微小

RNA
Figure

 

3　 Comparison
 

of
 

miR-655-3p
 

expression
 

in
 

HUVECs
 

among
 

different
 

groups
 

after
 

lentiviral
 

transfection　 F = 274. 40 
 

P< 0. 001.
 

Compared
 

with
 

the
 

miR-655-3p
 

mimic
 

sgroup 
 a P < 0. 001

 

 One-way
 

ANOVA 
 

Tukey
 

test 
 

n = 3  　 1 
 

24-hour
 

hypoxia
 

control
 

group 
 

2 
 

miR-655-3p
 

mimics
 

control
 

group 
 

3 
 

miR-655-3p
 

mimics
 

group 
 

4 
 

miR-655-3p
 

inhibitor
 

control
 

group 
 

5 
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endothelial
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miR 
 

microRNA
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相对分
子质量

图 4　 慢病毒转染后各组 FOXC1、CXCR4 蛋白表达电泳图 　 miR-
655-3p 拟似物组 FOXC1、CXCR4 蛋白条带灰度较其他组明显减弱,
miR-655-3p 抑制剂组 FOXC1、CXCR4 蛋白条带灰度较其他组明显增

强 　 1:缺氧 24
 

h 对照组;2:miR-655-3p 拟似物对照组;3:miR-655-3p
拟似物组;4: miR-655-3p 抑制剂对照组; 5: miR-655-3p 抑制剂组　
FOXC1:叉头框蛋白 C1;CXCR4:趋化因子受体 4;miR:微小 RNA
Figure

 

4 　 Electrophoretogram
 

of
 

FOXC1
 

and
 

CXCR4
 

proteins
 

expression
 

in
 

different
 

groups
 

after
 

lentiviral
 

transfection 　 The
 

gray
 

scale
 

of
 

FOXC1
 

and
 

CXCR4
 

proteins
 

bands
 

in
 

the
 

miR-655-3p
 

mimics
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

other
 

groups 
 

and
 

the
 

gray
 

scale
 

of
 

FOXC1
 

and
 

CXCR4
 

proteins
 

bands
 

in
 

the
 

miR-655-3p
 

inhibitor
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

other
 

groups 　 1 
 

24-hour
 

hypoxia
 

control
 

group 
 

2 
 

miR-655-3p
 

mimics
 

control
 

group 
 

3 
 

miR-655-3p
 

mimics
 

group 
 

4 
 

miR-655-3p
 

inhibitor
 

control
 

group 
 

5 
 

miR-655-3p
 

inhibitor
 

group　 FOXC1 
 

forkhead
 

box
 

protein
 

C1 
 

CXCR4 
 

chemokine
 

receptor
 

4 
 

miR 
 

microRNA
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B C D EA
图 5　 慢病毒转染后各组流式细胞图 　 A:缺氧 24

 

h 对照组 　 B:miR-655-3p 拟似物对照组 　 C:miR-655-3p 拟似物组 　 D:miR-655-3p 抑制剂对照

组 　 E:miR-655-3p 抑制剂组 　 PI:碘化丙啶;FITC:异硫氰酸荧光素;miR:微小 RNA
Figure

 

5　 Flow
 

cytometry
 

analysis
 

of
 

cells
 

in
 

different
 

groups
 

after
 

lentiviral
 

transfection　 A 
 

24-hour
 

hypoxia
 

control
 

group　 B 
 

miR-655-3p
 

mimics
 

control
 

group　 C 
 

miR-655-3p
 

mimics
 

group 　 D 
 

miR-655-3p
 

inhibitor
 

control
 

group 　 E 
 

miR-655-3p
 

inhibitor
 

group 　 PI 
 

propidium
 

iodide 
 

FITC 
 

fluorescein
 

isothiocyanate 
 

miR 
 

microRNA

表 3　 慢病毒转染后各组细胞 FOXC1、CXCR4
蛋白相对表达量比较(x±s)

Table
 

3　 Comparison
 

of
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

FOXC1
 

and
 

CXCR4
 

proteins
 

among
 

different
 

groups
 

after
 

lentiviral
 

transfection
 

(x±s)
组别 样本量 FOXC1 CXCR4

缺氧 24
 

h 对照组 3 1. 00±0. 00 1. 00±0. 00
miR-655-3p 拟似物对照组 3 0. 97±0. 04 0. 92±0. 01
miR-655-3p 拟似物组 3 0. 62±0. 04 abc 0. 56±0. 13 abc

miR-655-3p 抑制剂对照组 3 1. 13±0. 05 1. 14±0. 08
miR-655-3p 抑制剂组 3 1. 73±0. 19 abc 1. 57±0. 20 abc

F 值 58. 49 31. 09
P 值 <0. 001 <0. 001

　 注:与缺氧 24
 

h 对照组比较,a P < 0. 01;与 miR-655-3p 拟似物对照组

比较,b P<0. 05;与 miR-655-3p 抑制剂对照组比较,c P < 0. 01( 单因素方

差分析,Tukey 检验) 　 FOXC1:叉头框蛋白 C1;CXCR4:趋化因子受体

4;miR:微小 RNA
　 Note 

 

Compared
 

with
 

24-hour
 

hypoxia
 

control
 

group 
 a P<0. 01 

 

compared
 

with
 

miR-655-3p
 

mimics
 

control
 

group 
  b P<0. 05 

 

compared
 

with
 

miR-655-
3p

 

inhibitor
 

control
 

group 
 c P < 0. 01

 

 One-way
 

ANOVA 
 

Tukey
 

test  　
FOXC1 

 

forkhead
 

box
 

protein
 

C1 
 

CXCR4 
 

chemokine
 

receptor
 

4 
 

miR 
 

microRNA

2. 6　 慢病毒转染 HUVECs 后各组细胞凋亡率比较

流式细胞术检测结果显示, 缺氧 24
 

h 对照组、
miR-655-3p 拟 似 物 对 照 组、 miR-655-3p 拟 似 物 组、
miR-655-3p 抑制剂对照组、miR-655-3p 抑制剂组细胞

凋亡率分别为 ( 20. 44 ± 1. 07 ) %、 ( 23. 54 ± 1. 98 ) %、
(32. 91±1. 33) %、(19. 86±0. 51) %、( 11. 25±0. 46) %,
总体比较差异有统计学意义( F = 124. 80,P < 0. 001) ,
其中与 miR-655-3p 拟似物对照组比较,miR-655-3p 拟

似物组细胞凋亡率增高,与 miR-655-3p 抑制剂对照组

比较,miR-655-3p 抑制剂组细胞凋亡率降低,差异均

有统计学意义(均 P<0. 05) (图 5) 。
2. 7　 慢病毒转染 HUVECs 后各组细胞增殖率比较

EdU 细胞增殖试验结果显示,缺氧 24
 

h 对照组、
miR-655-3p 拟 似 物 对 照 组、 miR-655-3p 拟 似 物 组、
miR-655-3p 抑制剂对照组、miR-655-3p 抑制剂组细胞

增殖率分别为 0. 44 ± 0. 03、 0. 38 ± 0. 12、 0. 15 ± 0. 02、
0. 40±0. 05、0. 69 ± 0. 06,总体比较差异有统计学意义

( F = 30. 19, P < 0. 001) ,其中缺氧 24
 

h 对照组、 miR-
655-3p 拟似物对照组、miR-655-3p 抑制剂对照组细胞

增殖率明显高于 miR-655-3p 拟似物组,明显低于 miR-
655-3p 抑制剂组,差异均有统计学意义( 均 P < 0. 05)
(图 6、7) 。
2. 8　 慢病毒转染 HUVECs 后各组细胞迁移及管腔形

成能力比较

Transwell 迁移实验及 Matrigel 成管实验结果显

示,缺氧 24
 

h 对照组、 miR-655-3p 拟 似 物 对 照 组、
miR-655-3p 拟 似 物 组、 miR-655-3p 抑 制 剂 对 照 组、
miR-655-3p 抑制剂组迁移细胞数及管腔数组间总体

比较差异均有统计学意义 ( F = 15. 02、58. 91,均 P <
0. 001) ,其中缺氧 24

 

h 对照组、 miR-655-3p 拟似物

对照组、miR-655-3p 抑制剂对照组迁移细胞数及管

腔数明显高于 miR-655-3p 拟似物组,明显低于 miR-
655-3p 抑制剂组,差异均有统计学意义(均 P<0. 05)
(图 8,表 4) 。
2. 9　 双荧光素酶报告结果

生物信息学软件预测结果显示,FOXC1 和 CXCR4
的 3′UTR 区存在 miR-655-3p 连续结合位点靶向序列

5′-UGUAUUA-3′。 miR-655-3p 拟似物对照组和 miR-
655-3p 拟似物组 WT-FOXC1 荧光素酶活性分别为

12. 18±2. 70、3. 69 ± 0. 48,MT-FOXC1 荧光素酶活性分

别为 5. 94±1. 34、5. 56 ± 1. 67,WT-CXCR4 荧光素酶活

性分别为 7. 87 ± 1. 23、3. 46 ± 1. 43,MT-CXCR4 荧光素

酶活性分别为 5. 81 ± 1. 57、5. 57 ± 0. 85,miR-655-3p 拟

似物组 WT-FOXC1 和 WT-CXCR4 荧光素酶活性明显

低于 miR-655-3p 拟似物对照组,差异均有统计学意义

( t = 5. 37、 4. 05, 均 P < 0. 05 ) 。 2 个组 MT-FOXC1 和

MT-CXCR4 荧光素酶活性比较差异均无统计学意义

( t = 0. 30、0. 23,均 P>0. 05) (图 9) 。
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图 6　 慢病毒转染后各组 EdU 细胞增殖荧光图 ( × 40,标尺 = 200
 

μm) 　 细胞核呈蓝色荧光 ( 含

DAPI) ,增殖细胞呈红色荧光(含 EdU) 　 EdU:胸腺嘧啶脱氧核苷类似物;miR:微小 RNA
Figure

 

6　 EdU
 

proliferation
 

fluorescence
 

photograph
 

of
 

cells
 

in
 

different
 

groups
 

after
 

lentiviral
 

transfection
 

 ×40 
 

scale
 

bar = 200
 

μm  　 The
 

nuclei
 

were
 

blue
 

fluorescence
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图 7　 慢病毒转染 HUVECs 后各组细胞

增殖率比较 　 F = 30. 19,P < 0. 001.
 

与缺

氧 24
 

h 对照组比较,a P < 0. 01; 与 miR-
655-3p 拟似物对照组比较,b P < 0. 05;与

miR-655-3p 抑制剂对照组比较,c P< 0. 01
(单因素方差分析,Tukey 检验;n = 3) 　
1:缺氧 24

 

h 对照组;2:miR-655-3p 拟似

物对 照 组; 3: miR-655-3p 拟 似 物 组; 4:
miR-655-3p 抑制剂对照组;5:miR-655-3p
抑制剂组 　 HUVECs: 人脐静脉内皮细

胞;miR:微小 RNA
Figure

 

7 　 Comparison
 

of
 

HUVECs
 

proliferation
 

rates
 

among
 

different
 

groups
 

after
 

lentiviral
 

transfection 　 F =
30. 19 

 

P< 0. 001.
 

Compared
 

with
 

the
 

24-
hour

 

hypoxia
 

control
 

group 
 a P < 0. 01 

 

compared
 

with
 

the
 

miR-655-3p
 

mimics
 

control
 

group 
 b P < 0. 05 

 

compared
 

with
 

the
 

miR-655-3p
 

inhibitor
 

control
 

group 
 

c P<0. 01
 

 One-way
 

ANOVA 
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图 8　 慢病毒转染后各组细胞迁移图和管腔成型图( ×100,标尺 = 100
 

μm) 　 miR:微小 RNA
Figure

 

8　 Migration
 

and
 

tube
 

formation
 

photographsand
 

of
 

cells
 

in
 

different
 

groups
 

after
 

lentiviral
 

transfection
 

 ×100 
 

scale
 

bar = 100
 

μm  　 miR 
 

microRNA

3　 讨论

血管发生是指骨髓来源的血管内皮祖细胞经动

员、归巢至组织损伤或肿瘤发生的位点,再分化或整合

入新生血管;血管生成是在已存在的血管床基础上,血

管内皮 细 胞 增 殖、 迁 移 并 重 塑 形 成 新 的 血 管 [ 18] 。
HUVECs 具有干细胞潜能, 建立缺氧模型模拟体外

CNV 微环境,给予不同干预手段,从而探究其凋亡、增
殖、迁移、成管能力的改变是探索血管生成机制的重要

途径 [ 19- 20] 。陈水龄等 [ 21] 建立化学缺氧 HUVECs模型
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表 4　 各组迁移细胞数及管腔数比较

(x±s,个 / 100 倍视野)
Table

 

4　 Comparison
 

of
 

the
 

number
 

of
 

migrating
 

cells
 

and
 

tube
 

formation
 

among
 

different
 

groups
 

(x±s,
 

cells / 100
 

×view
 

fields)

组别 样本量 迁移细胞数 管腔数

缺氧 24
 

h 对照组 3 345. 3±119. 1 281. 7±16. 80

miR-655-3p 拟似物对照组 3 351. 0±132. 2 239. 3±16. 07

miR-655-3p 拟似物组 3 86. 67±13. 58 abc 110. 7±4. 73 abc

miR-655-3p 抑制剂对照组 3 380. 0±50. 69 301. 7±52. 04

miR-655-3p 抑制剂组 3 612. 0±15. 00 abc 568. 7±62. 14 abc

F 值 15. 02 58. 91

P 值 <0. 001 <0. 001

　 注:与缺氧 24
 

h 对照组比较,a P < 0. 01;与 miR-655-3p 拟似物对照组

比较,b P<0. 001;与 miR-655-3p 抑制剂对照组比较,c P<0. 05( 单因素方

差分析,Tukey 检验) 　 miR:微小 RNA
　 Note 

 

Compared
 

with
 

hypoxia
 

24-hour
 

control
 

group 
 a P<0. 01 

 

compared
 

with
 

miR-655-3p
 

mimics
 

control
 

group 
 b P<0. 001 

 

compared
 

with
 

miR-655-
3p

 

inhibitor
 

control
 

group 
 c P < 0. 05

 

 One-way
 

ANOVA 
 

Tukey
 

test  　
miR 

 

microRNA
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图 9　 miR-655-3p 对 FOXC1 和 CXCR4 的靶向调控作用 　 A:miR-
655-3p 与 WT-FOXC1 和 WT-CXCR4 基因靶向结合位点 　 B: miR-
655-3p 拟似物对照组和 miR-655-3p 拟似物组 FOXC1 和 CXCR4 荧

光素酶活性比较 　 与 miR-655-3p 拟似物对照组比较,a P<0. 05(独立

样本 t 检验,n = 3) 　 CXCR4:趋化因子受体 4; FOXC1:叉头框蛋白

C1;UTR:非编码区;miR:微小 RNA;WT:野生型;MT:突变型

Figure
 

9　 Targeted
 

regulation
 

of
 

FOXC1 / CXCR4
 

by
 

miR-655-3p　
A 

 

Targeted
 

binding
 

sites
 

for
 

miR-655-3p
 

to
 

WT-FOXC1
 

and
 

WT-CXCR4
 

genes　 B 
 

Comparison
 

of
 

the
 

luciferase
 

activities
 

of
 

FOXC1
 

and
 

CXCR4
 

between
 

the
 

miR-655-3p
 

mimics
 

control
 

group
 

and
 

the
 

miR-655-3p
 

mimics
 

group 　 Compared
 

with
 

the
 

miR-655-3p
 

mimics
 

control
 

group 
 

a P< 0. 05
 

 Independent
 

samples
 

t-test 
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C1 
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untranslated
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模拟 CNV 微环境,给予不同浓度的姜黄素条件培养

液,发现可显著抑制 HUVECs 细胞迁移、侵袭及细胞

管腔形成,证明姜黄素可在细胞水平抑制血管生成。
Zou 等 [ 19] 同样构建氯化钴 ( CoCl2 ) 缺氧模型发现,
CoCl2 可上调原代 HUVECs 间质细胞标志物( α-SMA、
波形 蛋 白 和 Snail ) 的 表 达, 下 调 内 皮 细 胞 标 志 物

( CD31、 闭 锁 小 带 蛋 白-1) 的 表 达, 从 而 增 强 原 代

HUVECs 增殖和迁移能力。 本研究构建 HUVECs 缺氧

模型,通过慢病毒转染,过表达 / 干涉 HUVECs 中 miR-
655-3p 水平,从而观察其生物学改变。

miR-655-3p 在癌症中已有相关研究,缺氧诱导因

子-1α( hypoxia
 

inducible
 

factor-1α,
 

HIF-1α) 在缺氧环

境中上调促进新生血管形成。 Chen 等 [ 22] 研究表明,
人脐带间充质干细胞来源的细胞外囊泡携带 miR-655-
3p,可通过 LMO4-HDAC2 轴灭活 HIF-1α,部分抑制食

管癌的进展。 以往研究表明 miR-655-3p 有抑制新生

血管生成和癌细胞转移的作用 [ 8,11] ,但未见 miR-655-
3p 参与调控 CNV 相关研究。 本实验结果显示,缺氧

24
 

h 组 HUVECs 中 miR-655-3p 表达量较其他缺氧时

间组低。 因此,在缺氧 24
 

h 的 HUVECs 中进行慢病毒

转染 miR-655-3p,探讨过表达及干涉 miR-655-3p 后对

HUVECs 细胞凋亡、增殖、迁移和成管能力的影响,或
许可以探寻到干预新生血管形成的手段。 本实验结果

表明,与缺氧 24
 

h 对照组、miR-655-3p 拟似物对照组、
miR-655-3p 抑制剂对照组比较,miR-655-3p 拟似物组

细胞凋亡率明显升高,细胞增殖、迁移、管腔形成能力

明显减弱, miR-655-3p 抑制剂组结果与之相反。 因

此,本 研 究 结 果 表 明, 过 表 达 miR-655-3p 可 提 高

HUVECs 细胞凋亡率并抑制细胞增殖、迁移与管腔形

成能力,提示其可能在新生血管形成过程中发挥抑制

作用。
FOXC1 是一种转录因子,在小鼠眼神经嵴来源的

间充质细胞中与 FOXC2 协同发挥作用,通过调节 Wnt
信号转导确保眼表的正常形态发生 [ 23] 。 在新生血管

方面,FOXC1 在缺氧内皮细胞和急性缺血性心肌损伤

后迅速上调,加速管状结构的形成,增加内皮细胞存活

率,从而诱导血管微环境形成,同时在缺氧共培养下,
内皮细胞中 FOXC1 的过表达促进间充质干细胞的存

活和新生血管形成 [ 24] 。 进一步研究表明, FOXC1 突

变可导致角膜新生血管形成和广泛的增殖性玻璃体视

网膜病变 [ 25] 。 本课题组前期已经证实,CXCR4 及其

配体基质细胞衍生因子在缺氧视网膜中增加,其配体

主要位于视网膜表面附近的神经胶质细胞中,CXCR4
位于骨髓来源的细胞中,其表达增加可促进 CNV 的形

成 [ 4,14] 。 研究 发 现, 经 脂 多 糖 处 理 的 大 鼠 模 型 中,
CXCR4

 

CXCR7
 

mRNA 表达水平以及激光诱导的 CNV
面积明显高于未处理组 [ 26] 。 有研究揭示了一种新的

CXCR4 介导机制,通过靶向 miR-1910-5p / MMRN2 轴,
减少血管渗漏, 并最终抑制小鼠模型中的 CNV 形

成 [ 27] 。 本研究结果显示,随缺氧时间延长,FOXC1 和
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CXCR4 表达逐渐升高,FOXC1 和 CXCR4
 

mRNA 分别

在缺氧 12、24
 

h 表达最高,FOXC1 和 CXCR4 蛋白分别

在缺氧 24、48
 

h 表达最高,因此,不管是在基因水平还

是蛋白水平,随缺氧时间延长, miR-655-3p 表达明显

降低, 而 FOXC1 和 CXCR4 表 达 明 显 升 高。 对

HUVECs 转染慢病毒 miR-655-3p,结合双荧光素酶报

告基因实验验证,FOXC1 和 CXCR4 的 3′UTR 区存在

miR-655-3p 连 续 结 合 位 点。 miR-655-3p 拟 似 物 组

FOXC1 和 CXCR4 蛋白表达最低, miR-655-3p 抑制剂

组 FOXC1 和 CXCR4 蛋白表达最高,提示 miR-655-3p
可负性调控 FOXC1 和 CXCR4。 因此, 本实验证实

miR-655-3p 通过负调控 FOXC1 和 CXCR4,可增加细

胞凋亡、减弱细胞增殖、迁移和成管能力,从而减缓新

生血管形成。
综上所述,本研究表明 miR-655-3p 在缺氧诱导的

HUVECs 中表达降低,而 FOXC1 / CXCR4 表达上调,过
表达 miR-655-3p 可能通过负调控 FOXC1 和 CXCR4
抑制血管内皮细胞增殖、迁移及管腔形成,从而减少新

生血管形成。 但本研究仅模拟体外缺氧环境对其进行

探讨,且未进一步探寻具体机制,本课题组后续会结合

体外、体内实验进一步探寻 miR-655-3p 调控 FOXC1
和 CXCR4 的可能机制。
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