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miR-185通过靶向调控 MRTF-A抑制 VEGF引起的
HUVECs迁移和血管形成

张蕊，李玉明，赵明峰
（天津市第一中心医院血液科实验室，天津 300457）

摘要 目的：探究过表达 miR-185 是否会抑制血管内皮生长因子（VEGF）诱导人脐静脉内皮细胞（HUVECs）迁移及血管形成。
方法： 在 HUVECs 中过表达 miR-185 并利用 50 ng/mL 的 VEGF 处理, 划痕实验和 transwell 实验检测 HUVECs 的迁移情况；
Matrigel 血管形成实验检测其血管形成情况。 结果： 划痕实验和 transwell 实验表明过表达 miR-185 后, 抑制了 VEGF 引起的
HUVECs迁移, 并降低迁移标志基因 MYL9（MYL9）、CYR61（CYR61）的表达；Matrigel 血管形成实验表明过表达 miR-185 抑制
了 VEGF引起的 HUVECs血管形成。 结论：过表达 miR-185 可以抑制 VEGF引起的 HUVECs迁移和血管形成。
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miR-185 inhibits the migration and angiogenesis of HUVECs induced by VEGF by targeting MRTF-A
ZHANG Rui, LI Yu-ming, ZHAO Ming-feng
（Laboratory of Hematology , Tianjin First Central Hospital, Tianjin 300457, China）
Abstract Objective: To investigate whether the migration and angiogenesis of HUVECs treated by VEGF could be inhibited by
overexpression miR-185. Methods: HUVECs were transfected with miR-185 mimics and treated with 50 ng/mL of VEGF. HUVECs
migration ability was tested by wound heal assay and transwell assay. Angiogenesis was tested by Matrigel assay. Results: Wound heal
assay and transwell assay confirmed that miR-185 mimics inhibited VEGF-induced HUVECs migration and reduced the expression of
migration marker genes MYL9 and CYR61. Meanwhile, Matrigel assay showed that miR-185 mimics inhibited VEGF-induced HUVECs
angiogenesis.Conclusion: Overexpression miR-185 could inhibit the migration and angiogenesis of HUVECs induced by VEGF.
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血管内皮生长因子（VEGF）对血管内皮细胞的

迁移、侵袭和血管形成有明显的促进作用。VEGFA
可促进内皮的迁移和丝状伪足的形成[1-2]，有文献探

究了 VEGFA 如何调控内皮 tip 细胞伪足的形成及

侵袭[3-4]。miR-185 可以和多个靶基因结合，在肿瘤

中发挥不同的作用[5-6]。相比正 常 组 织，miR-185 在

相对肿瘤组 织中表达下调，如结肠癌、胃癌、前列腺

癌、非小细胞肺癌等[7-10]。在肺腺癌中，miRNA-185
在转录后水平调控 HMGA2 和 CCNE1 的表达，进而

抑制肺癌细胞的增殖和迁移。miR-185 可通过靶向

调控 CDC42 来抑制结肠癌细胞的增殖与迁移。

miR-185 可改变卵巢癌细胞对顺铂的敏感性[11]。但

是 miR-185 在 VEGF 引起的人脐静脉内皮细胞

（HUVECs）迁移与血管生成作用机制还不明确。因

此，在本研究中，首先用 VEGF 诱导 HUVECs 迁移

与血管生成，再采用 miR -185 mimics 来抑制

MRTF-A 的表达，进一步研究 miR-185 在 VEGF 促

进 HUVECs 迁移与血管生成的作用。

1 材料与方法
1.1 材料 F12 培养基，Gibco 公司；胎牛血清，浙

江天杭生物科技有限公司；VEGF，Peprotech 公司；

miR-185 mimics，瑞博生物有限公司；MRTF-A 抗

体、GAPDH、Myl9、Cyr61 抗体，Abcam 公司；DAPI，
北京索莱宝科技有限公司；IRDye誖 800CW 山羊抗

鼠抗体，LI-COR 公司；Matrigel 基质胶，BD 公司。

1.2 方法
1.2.1 细胞加药处理 将 HUVECs 以 2×105/mL 的

密度接种 6 孔板，分为 3 组 ：对照组 : 2%血清 F12/
DMEM 培养 24 h；VEGF 组 : 加 VEGF（终质量浓度

50 ng/mL）于 2%血清的 F12/DMEM 中处理细胞

24 h；miR-185 mimics 组 : 转染 miR-185 mimics（终

浓度 0.1 μmol/L）6 h 后，利用含 VEGF（终质量浓度

50 ng/mL）的 2%血清的 F12/DMEM 换液。分别处理

24 h 后，收集上述细胞进行后续实验。
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1.2.2 蛋白质印迹实验（Western blot） 收集各组

细胞，利用 SDS 细胞裂解液冰上裂解 10 min，SDS-
PAGE 电泳分离蛋白，半干转法将蛋白转至 NC 膜。

5%的脱脂奶粉室温封闭 1 h后，分别用 GAPDH抗体

（1∶500）、MRTF-A抗体（1∶1000）、Cyr61抗体（1∶1 000）、
Myl9抗体（1∶1000）4℃孵育过夜，PBS洗 3次，IRDye誖
800CW山羊抗鼠抗体（1∶5 000）室温孵育 1 h 后，PBS
洗 3次，Odyssey成像系统进行扫膜成像。

1.2.3 细胞划痕实验 将 HUVECs 以 1×105/mL 的

密度接种 6 孔板，12 h 后用 10 μL 枪头在细胞间按

“十”字型划出痕迹，在转染 miR-185 mimics 6 h 后

用 VEGF 处理，24 h 后在倒置显微镜下进行观察拍

照，观察细胞的弥合修复能力。

1.2.4 Transwell 实验 在 24 孔板中加入 500 μL
10%血清 F12/DMEM，然后在小孔内放入小室。在小

室的上室中加入 5×104 个细胞，16 h 后，将 Transwell
的小室取出，用棉签轻轻擦去上室的细胞，PBS 洗

2次。4%多聚甲醛室温固定下室细胞 20 min，PBS 洗

2 次。无水甲醇浸泡下室膜，室温 20 min，PBS 洗2
次。用 DAPI 染细胞核，室温放置 15 min，PBS 洗 2
次，每次 5 min。共聚焦显微镜下照相。

1.2.5 Matrigel 成血管实验 将处理好的细胞悬液

（5×104 个细胞）接种到 300 μL 0.5～0.7 mg/mL 的基

质胶中，置于 37 ℃细胞培养箱孵育 4 h 后，每孔补

加 300 μL 含 50 ng/mL VEGF 的细胞培养基，继续

置于细胞培养箱中培养。12 h 后用激光共聚焦显微

镜下观察并拍照。

1.3 统计学分析 所有实验数据均用 SPSS 13.0 统

计软件计算，实验数据均以 ｘ±ｓ 表示。用 t 检验显著

性，* 表示统计学上有显著性差异（P<0.05）。
2 结果
2.1 过表达 miR-185 抑制了 MRTF-A 的表达 利

用 miRNA 预测网站 miRanda 证实 miR-185 可靶向

结合到 MRTF-A。

图 1 示，利用 Western blot 证实过表达 miR-
185 并利用 VEGF 刺激 24 h 后，MRTF-A 的表达被

抑制。

2.2 细胞划痕实验检测了加入 miR-185 mimics 后
对 VEGF 诱导 HUVECs 迁移作用的影响 利用划

痕实验检测了细胞的迁移能力，结果见图 2。转染

miR-185 mimics 后的 HUVECs 的愈合程度小于没

有处理的 HUVECs 的愈合程度，证明过表达 miR-
185 可以抑制 VEGF 诱导的 HUVECs 的迁移。

2.3 Transwell 检测过表达 miR-185 mimics 后对
VEGF 诱导 HUVECs 的侵袭作用的影响 利用

Transwell 实验检测了细胞的侵袭能力，结果见图 3。
过表达 miR-185 mimics 的 HUVECs 的侵袭能力小

于没有处理的 HUVECs 的侵袭能力，证明 miR-185
mimics 可以抑制 VEGF 诱导 HUVECs 的侵袭作用。

2.4 检测迁移 marker 的表达变化 进一步利用

Western blot 的方法检测迁移 maker MYL9、CYR61
蛋白水平的变化，结果见图 4。过表达 miR-185 显

著抑制了 VEGF 诱导的 HUVECs 迁移过程 中

MYL9、CYR61 的表达。

图 1 过表达miR-185抑制 VEGF引起的MRTF-A的表达
Fig 1 miR-185 mimics inhibits MRTF-A expression by VEGF

图 2 过表达miR-185抑制 VEGF诱导的 HUVECs迁移能力
Fig 2 miR -185 mimics inhibits HUVECs migration induced by

VEGF

图 3 过表达miR-185抑制 VEGF诱导的 HUVECs的侵袭
Fig 3 miR -185 mimics inhibits HUVECs invasion induced by

VEGF

图 4 miR-185 mimics 抑制 VEGF 诱导的 HUVECs 迁移 maker
蛋白表达水平

Fig 4 miR -185 mimics inhibits the protein levels of migration
markers induced by VEGF in HUVECs
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2.5 Matrigel 检测过表达 miR -185 mimics 后对
VEGF诱导 HUVECs血管形成作用的影响 Matrigel
检测了细胞的血管生成能力，结果见图 5。过表达

miR-185 mimics 的 HUVECs 的血管形成明显受到

抑制，不能形成完整的血管网状结构，证明 miR-
185 mimics 可以抑制 VEGF 诱导 HUVECs 的血管

形成。

3 讨论
参与 VEGF 引起的 HUVECs 迁移和血管形成

过程的调控机制有很多。有文献报道 IKca1 通道特

异性阻断剂 TRAM-34 通过影响 Ca+和 K+的活动，

最终抑制 HUVECs 的增殖[12-13]；另有文献显示黏着

斑激酶（FAK）特异性抑制剂 TAE226 处理或 siRNA
沉默 FAK 基因可以抑制 HUVECs 增殖、迁移和诱

导细胞凋亡，说明 FAK 通路激活可参与调控 VEGF
诱导的血管内皮细胞生长、迁移和脉管形成[14-16]；据

报道 Avastin 和 Lucentis 两种药物能阻断 VEGF 受

体或通过拮抗 VEGF 进而抑制内皮细胞的增殖、迁

移与成血管，提示 Avastin 和 Lucentis 可作为靶向药

物抑制新生血管形成[17]。而我们探究的是 miR-185
通过靶向抑制 MRTF-A 进而抑制 VEGF 引起的

HUVECs 的迁移和血管形成。

有文献报道了 VEGF 引起 MRTF-SRF 通路的

激活，进而上调 Myl9 等迁移 markers 的表达，从而

刺激了 HUVECs 的迁移及侵袭[18]，提示 MRTF-A 在

VEGF 诱导的 HUVECs 迁移中起到重 要的作用。研

究证实一些特定的 miRNA 能调节内皮功能和成血

管过程[19]。例如 microRNAs 99b、181a 和 181b 在人

胚胎干细胞分化成血管内皮细胞过程起到关键作

用[20]。在肿瘤血管生成中，miR-148a/152 和 DNMT1
相互调控起作用[21]。而相关 miR-185 在内皮细胞迁

移与成血管过程中的作用机制尚不清楚。本文发现

miR-185 能够靶向抑制 MRTF-A 的表达，在 VEGF
诱导的 HUVECs 的迁移和血管形成过程中，过表达

miR-185 可显著降低 MRTF-A 的表达，进而阻断了

VEGF 诱导的 HUVECs 的迁移和血管形成过程。
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有效剂量。

替米沙坦与吡格列酮不同，替米沙坦选择性地

激活 PPAR-γ，能够改善脂肪和糖代谢，但由于替米

沙坦对受体激动和基因表达的不同效果以及对

RAS 系统的阻断作用，使其避免了 PPAR-γ 完全激

动剂造成的水钠潴留和致肥 胖 等不良反应[19]，极大

地减少心力衰竭等心血管事件的发生，因此发掘替

米沙坦同时抗糖尿病、抗高血压及改善 IR 的功能，

进一步研究其具体机制具有极大临床价值。本实验

因未研究 PPAR-γ mRNA 转录变化而没能从基因

水平探讨替米沙坦对 PPAR-γ 激活的影响是本实

验的遗憾。总之，从本实验可看出替米沙坦可以激

活PPAR-γ，上调肝脏、骨骼肌及肾周脂肪组 织中

PPAR-γ 蛋白的表达而改善 IR，但各组 织表达对药

物影响的敏感性是否有差异，以及改善程度是否存

在替米沙坦剂量依赖也值得我们深究，从而为寻找

改善胰岛素抵抗有效药物提供新思路和新进展，为

代谢综合征的预防和治疗提供新突破。
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