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微小RNA-211在颅内动脉瘤中差异表达
及其对血管平滑肌细胞凋亡影响
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作者单位：成都医学院第一附属医院神经外科，四川 成都610000
摘要： 目的 探讨微小RNA-211（miR-211）在颅内动脉瘤中的表达变化及其对血管平滑肌细胞凋亡的影响。方法 选取

2017年 5月至 2019年 1月成都医学院第一附属医院手术切除的颅内动脉瘤组织 50例，同时选取同期该院颅脑外伤病人正常

颅内动脉血管组织 20例。实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（qRT-PCR）方法测定颅内动脉瘤中miR-211、B细胞淋巴瘤-2相
关X蛋白（Bax）表达变化。在动脉瘤血管平滑肌细胞中转染miR-211模拟物（miR-211 mimics），流式细胞术检测细胞凋亡。生

物信息学数据库预测miR-211的靶基因，荧光素酶报告系统鉴定miR-211和Bax的靶向关系。蛋白质印迹法（Western blotting）
检测转染miR-211 mimics对细胞中 Bax蛋白表达影响。在血管平滑肌细胞中转染miR-211 mimics和 Bax过表达载体（pcD⁃
NA3.1-Bax），流式细胞术测定凋亡，Western blotting测定Bax蛋白表达。结果 miR-211在颅内动脉瘤中表达下调，Bax在颅内

动脉瘤中表达上调。转染miR-211 mimics后的血管平滑肌细胞中miR-211表达水平升高，细胞凋亡率降低［（26.58±2.14）%比

（28.41±2.35）%比（13.54±1.17）%，P<0.05］，细胞中 Bax蛋白表达水平下降。miR-211靶向抑制血管平滑肌细胞中 Bax蛋白表

达。pcDNA3.1-Bax提高上调miR-211后的血管平滑肌细胞中 Bax蛋白表达水平，促进细胞凋亡［（12.47±1.58）%比（23.71±
2.24）%，P<0.05］。结论 miR-211在颅内动脉瘤中表达下调，miR-211通过靶向Bax抑制血管平滑肌细胞凋亡。

关键词： 颅内动脉瘤； bcl-2相关X蛋白质； miR-211； 血管平滑肌细胞； 凋亡
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Abstract: Objective To investigate the expression of microRNA-211 (miR-211) in intracranial aneurysms and its effect on the
apoptosis of vascular smooth muscle cells. Methods From May 2017 to January 2019, 50 cases of intracranial aneurysm tissues were
surgically removed from the First Affiliated Hospital of Chengdu Medical College. At the same time, 20 cases of normal intracranial ar⁃
tery vascular tissues were selected during the same period. Patients with traumatic brain injury. Quantitative real-time polymerase
chain reaction (qRT-PCR) method was used to determine the expression changes of miR-211 and Bcl-2 related X protein (Bax) in intra⁃
cranial aneurysms. The miR-211 mimics was transfected into aneurysm vascular smooth muscle cells, and apoptosis was detected by
flow cytometry. The bioinformatics database predicted the target genes of miR-211, and the luciferase reporter system identified the tar⁃
get relationship between miR-211 and Bax. Western blotting was used to detect the effect of transfection of miR-211 mimics on Bax pro⁃
tein expression in cells. The vascular smooth muscle cells were transfected with miR-211 mimics and Bax overexpression vector (pcD⁃
NA3.1-Bax), apoptosis was determined by flow cytometry, and Bax protein expression was determined by Western blotting. Results
miR-211 was down-regulated in intracranial aneurysms, and Bax was up-regulated in intracranial aneurysms. The expression level of
miR-211 in vascular smooth muscle cells transfected with miR-211 mimics increased, and the rate of apoptosis decreased [(26.58±
2.14)% vs. (28.41±2.35)% vs. (13.54±1.17)%, P<0.05], in cells The expression level of Bax protein decreased. miR-211 targets the inhi⁃
bition of Bax protein expression in vascular smooth muscle cells. pcDNA3.1-Bax increases the expression of Bax protein in vascular
smooth muscle cells after up-regulation of miR-211, and promotes cell apoptosis [(12.47±1.58)% vs. (23.71±2.24)%, P<0.05]. Conclu⁃
sion miR-211 is down-regulated in intracranial aneurysms, miR-211 inhibits vascular smooth muscle cell apoptosis by targeting Bax.
Key words: Intracranial aneurysm; Bcl-2-Associated X Protein; MiR-211; Vascular smooth muscle cells; Apoptosis

颅内动脉瘤是临床上常见的脑血管疾病之一，

其具有极高的致死率和致残率，颅内动脉瘤也是自

发性蛛网膜下腔出血发生的重要原因［1］。大量研究

显示，颅内动脉瘤的发生与血流动力学、后天退行

性病变、遗传学等多种因素有关，血管平滑肌细胞

凋亡是后天退行性病变中引发颅内动脉瘤的关键

之一［2］。血管平滑肌细胞具有维持血管平衡及稳定

的作用，而血管平滑肌细胞过度凋亡导致血管壁的

张力下降，诱导颅内动脉瘤发生［3］。微小RNA（miR⁃
NA）是在真核生命体内存在、具有多种生物学作用

的调控子，其在人类正常生理进程以及疾病发生中

发挥诸多功能［4］。miRNA参与心脑血管疾病发生，

与脑缺血再灌注、高血压、动脉粥样硬化等有关，

miRNA有望成为治疗和诊断心脑血管疾病的小分

子标志物［5］。微小 RNA-211（miR-211）参与肿瘤细

胞、缺氧心肌细胞等多种细胞的凋亡过程，miR-211
在不同的组织或疾病进展中的调控作用不同［6-7］。

本次实验初步探讨miR-211在颅内动脉瘤中的表达

变化及其对血管平滑肌细胞凋亡的影响，以期为颅

内动脉瘤的治疗提供资料。

1 材料与方法

1.1 材料 选取 2017年 5月至 2019年 1月成都医

学院第一附属医院手术切除的颅内动脉瘤组织 50
例，同时选取同期该院 20例正常颅内动脉血管组

织，正常颅内动脉血管组织采集自颅脑外伤病人。

标本采集均经过病人和近亲属同意。本研究符合

《世界医学协会赫尔辛基宣言》相关要求。miRNA
荧光定量PCR试剂盒miScript SYBR Green PCR Kit、
miRNA逆转录试剂盒miScript Reverse Transcription
Kit购自德国 QIAGEN；互补 DNA（cDNA）合成试剂

盒 RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit购自美

国 Thermo；荧光定量 PCR试剂盒 SYBR Real-Time
PCR Kit购自上海吉玛制药技术有限公司；模拟物阴

性对照（mimics control）、miR-211模拟物（miR-211
mimics）由纽赫生物科技（上海）有限公司合成；B细

胞淋巴瘤-2相关X蛋白（Bax）抗体购自北京义翘神

州科技有限公司。

1.2 实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（qRT-

PCR）方法测定颅内动脉瘤中miR-211、Bax表达差

异 取动脉瘤组织和正常颅内动脉血管组织，添加

Trizol试剂提取细胞中的总RNA，取 1 µL的RNA用

于检测浓度和纯度。分别用miScript Reverse Tran⁃
scription Kit、RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit逆转录合成 cDNA，用miScript SYBR Green PCR
Kit、SYBR Real-Time PCR Kit进行定量 PCR。miR-

211内参为 U6，Bax内参为 β -肌动蛋白（β -actin）。

引物序列如下：miR-211正向 5，-CTGCTTGGACCT⁃
GTGACCTGT-3’，反向 5，-TCTGCAGTAGAGGTGAC⁃
CA-3’；U6 正向 5，-GCTTCGGCAGCACATATACTA⁃
AAAT-3’，反 向 5，-CGCTTCACGAATTTGCGTGT⁃
CAT-3’；Bax 正 向 5，-GGCCCACCAGCTCTGAGCA⁃
GA-3’，反向 5，-GCCACGTGGGCGTCCCAAAGT-3’；
β -actin 正向 5，-GGACCTGACTGACTACCTC-3’，反

向 5，-TACTCCTGCTTGCTGAT-3’。根据反应的 Ct
值分析目的基因表达变化，计算方法为2-ΔΔCt法。

1.3 动脉瘤血管平滑肌细胞分离培养［8］ 取动脉

瘤组织，用眼科剪小心将组织剪碎成 1 cm×1 cm×1
cm的组织块，添加Ⅱ型胶原酶（0.1%），置于 37 ℃充

分消化，观察组织块表面有白色絮状物出现时将组

织块取出，再用眼科剪将组织块剪成 1 mm×1 mm×1
mm大小，转移到细胞培养瓶内，组织块之间间隔 4
cm，置于 37 ℃，5%二氧化碳培养箱中培养。8 h后，
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取出培养瓶，添加 10%胎牛血清的DMEM培养基细

胞培养液继续培养 24 h。观察细胞爬出组织块后的

第 5天，将组织块弃掉，继续加入细胞培养液 3 mL，
细胞生长密度为 90%时进行传代培养，期间每隔 1
天换液 1次，传代培养细胞消化液用 0.25%的胰蛋

白酶。分离培养的细胞经过免疫荧光鉴定为血管

平滑肌细胞。

1.4 细胞转染 血管平滑肌细胞分成Control、miR-

NC、miR-211共 3组，其中miR-NC、miR-211组分别

为转染 mimics control、miR-211 mimics后的血管平

滑肌细胞，Control为空白对照细胞。细胞转染方法

简述如下：取生长状态较好的血管平滑肌细胞，接

种到 6孔板中，每孔接种 2×105个细胞，观察细胞融

合度为 70%时可以进行细胞转染。吸取 250 µL的
DMEM将 mimics control、miR-211 mimics以及 5 µL
的 Lipofectamin 2000转染试剂稀释，然后将上述两

种稀释溶液混合，总体积一共为 500 µL，置于室温

中静置 20 min。添加上述混合溶液加入到 6孔板

中，轻轻晃动培养板，培养 6 h后，更换细胞培养液，

培养24 h后收集细胞用于后续实验。

1.5 流式细胞术测定细胞凋亡 取培养 2 d以后的

Control、miR-NC、miR-211组细胞，用 0.25%的胰蛋

白酶将细胞消化成单细胞悬浮液，加入磷酸缓冲盐

溶液（PBS）溶液将细胞洗涤 2次。收集 5×105个细

胞，添加结合缓冲液溶液 400 µL，然后加入膜联蛋

白 V-异硫氰酸荧光素/碘化丙啶（Annexin V-FITC/
PI）溶液 5 µL，混合均匀以后，放在 4 ℃避光条件孵

育 15 min；再加入碘化丙啶（Propidium Iodide，PI）溶

液 10 µL，同样在 4 ℃避光条件孵育 15 min。用流式

细胞仪检测细胞凋亡变化。

1.6 miR-211靶基因预测和鉴定 生物信息学数

据库 TargetScan显示，miR-211和 Bax的 3′非翻译区

（UTR）端有互补结合位点。分别将野生型（wt）-

Bax、突变型（mut）-Bax 与 miR-211 mimics、mimics
control共转染到血管平滑肌细胞中，培养 2 d后，用

荧光素酶活性检测试剂盒测定各组细胞荧光素酶

活性变化。 wt-Bax、mut-Bax 分别为含有 Bax 的

3′UTR端、含有突变后 Bax的 3′UTR端的荧光素酶

报告载体，荧光素酶报告载体均由吉满生物科技

（上海）有限公司构建。

1.7 蛋白质印迹法（Western blotting）测定Bax蛋
白表达 收集培养 2 d后的 Control、miR-NC、miR-

211组细胞，在细胞中添加 PBS溶液将细胞洗涤 2
次，加入苯甲基磺酞氟（PMSF）浓度为 1 mmol/L的

蛋白裂解试剂，以移液枪将细胞反复吹打混合后，

用细胞刮刀将细胞从培养皿的底部刮下，放在冰上

孵育 20 min。14 000 g离心 15 min，吸取上清，添加

1/4体积的上样缓冲液，在沸水浴中孵育 5 min。分

别配制 10%的分离胶和 5%的浓缩胶，每个孔中添

加 30 µg的蛋白样品，在浓缩胶中采用 75 V的电压

电泳，在分离胶中采用 100 V电压电泳。将聚偏二

氟乙烯（PVDF）膜裁剪成合适大小，以恒流 300 mA
转膜 60 min。把 PVDF膜放在配制好的 5%脱脂奶

粉溶液中浸泡 2 h。然后将 PVDF膜置于含有 1∶
600稀释的二抗反应液中，于 4 ℃环境中结合过夜。

最后把 PVDF膜放在 1∶2 000稀释的二抗反应液

中，在室温中孵育 2 h。用电化学发光（Electro-Che⁃
mi-Luminescence，ECL）显色，分析条带的灰度值。

以 β-肌动蛋白（β-actin）作为内参，分析 Bax蛋白表

达水平。

1.8 上调 Bax对miR-211影响血管平滑肌细胞凋

亡作用 将miR-211 mimics分别与Bax过表达载体

（pcDNA3.1-Bax）、阴性对照载体（pcDNA3.1）共转染

到血管平滑肌细胞中，记为miR-211+Bax、miR-211+
NC组，按照上述流式细胞术、Western blotting测定

细胞凋亡率、Bax蛋白表达水平。pcDNA3.1-Bax为
Bax过表达载体，由基尔顿生物科技（上海）有限公

司构建合成。

1.9 统计学方法 采用 SPSS 21.0软件分析实验数

据，用 x̄ ± s表示，两组数据间比较用独立样本 t检验

的方法，多组差异比较用单因素方差分析，多组之

间两两比较采用 SNK-q检验的方法，P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 颅内动脉瘤中miR-211、Bax表达水平呈负相

关 颅内动脉瘤中miR-211表达水平低于正常颅内

动脉血管［（0.59±0.03）比（1.74±0.10），t=14.13，P<
0.001］；颅内动脉瘤中 Bax mRNA表达水平高于正

常颅内动脉血管［（1.25±0.05）比（0.45±0.04），t=
9.77，P<0.001］；颅内动脉瘤中miR-211表达水平与

Bax mRNA表达水平呈负相关（r=-0.646，P<0.001）。

miR-211在颅内动脉瘤中低表达，Bax在颅内动脉瘤

中高表达。

2.2 miR-211 mimics抑制血管平滑肌细胞凋亡影

响 与miR-NC组比较，miR-211组血管平滑肌细胞

中 miR-211表达水平升高，细胞凋亡率降低（P<
0.05，图 1、表 1）。miR-211 mimics抑制血管平滑肌

细胞凋亡。

2.3 miR-211 和 Bax 靶向调控作用 miR-211和

Bax 的 3′UTR 端有互补结合位点，并且 miR-211
mimics和 wt-Bax共转染后细胞荧光素酶活性降低

（P<0.05，图 2、表 2）。 miR-211 和 Bax 互 为 靶 向

关系。

2.4 上调miR-211抑制血管平滑肌细胞中 Bax表
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达 miR-211 mimics转染后颅内动脉瘤血管平滑肌

细胞中 Bax蛋白表达水平分别为 Control组（0.86±
0.09）、miR-NC组（0.88±0.07）、miR-211组（0.45±0.06）
（F=31.934，P=0.001）；与miR-NC组比较，miR-211组
血管平滑肌细胞中Bax蛋白水平降低（P<0.05，图3）。
上调miR-211抑制血管平滑肌细胞中Bax表达。

2.5 Bax逆转miR-211对血管平滑肌细胞凋亡影

响 与miR-211+NC组比较，miR-211+Bax组血管平

滑肌细胞中 Bax蛋白表达水平升高，细胞凋亡率升

高（P<0.05，图 4、表 3）。Bax逆转miR-211对血管平

滑肌细胞凋亡影响。

3 讨论

miRNA是真核生物体内固有的非编码小分子

RNA，其在生物体中能够转录后调控靶基因的表

达，影响下游信号转导、蛋白表达［9］。miRNA在进化

上高度保守，在数量、表达、结构、序列上具有多样

性，miRNA在细胞分化、组织代谢、胚胎发育等过程

中发挥强大功能［10］。研究报道显示，miRNA参与肿

瘤、心脑血管系统疾病、免疫相关疾病等进展，这些

miRNA在疾病发生时表达改变，并且通过调控细胞

凋亡等生物学行为影响疾病进程［11-12］。miR-211参
与肿瘤、心脑血管疾病发生，miR-211通过不同的作

用机制影响细胞凋亡［13-14］。本次实验表明，miR-211
在颅内动脉瘤中表达下调，miR-211可能参与颅内

动脉瘤发生。

细胞凋亡是机体经过内源性DNA内切酶激活，

通过一系列的调控作用而诱发的结束细胞生命的

复杂过程［15］。正常情况下，血管平滑肌细胞凋亡是

维持血管平衡的重要原因，血管平滑肌细胞过度凋

亡能够降低血管壁承受的张力［16］。研究显示，在颅

内动脉瘤组织中发现血管平滑肌细胞过度凋亡，并

且动脉瘤破裂的血管平滑肌细胞凋亡率高于未破

裂组，血管平滑肌细胞凋亡水平增加不仅是诱导颅

内动脉瘤发生的重要原因，也是诱导颅内动脉瘤破

裂的重要原因［17-18］。本次实验显示，上调miR-211后
的颅内动脉瘤血管平滑肌细胞凋亡水平降低，提示

miR-211可能具有抗颅内动脉瘤发生的作用。

miRNA生物学功能多样与其独特的调控机制

有关，其可以结合到靶mRNA的 3′UTR端而抑制其

翻译，并且miRNA在不同的组织或病理、生理进程

中的靶基因可能不同［19］。miR-211作用广泛，目前

已经在多种组织中发现多个靶基因，miR-211参与

宫颈癌进展与靶向调控 SPARC有关，miR-211参与

胃癌进展与 SOX4有关，而miR-211调控心肌细胞凋

亡则与靶向调控 Sirt1有关［7，20-21］。本次实验表明，

miR-211可以靶向负调控血管平滑肌细胞中Bax表
达。Bax是一个与细胞凋亡有关的调控蛋白，其属

于Bcl-2蛋白家族成员，Bax在细胞凋亡过程中发挥

2

3 4

1

5

注：1—β-肌动蛋白（β-actin）；2—B细胞淋巴瘤-2相关 X蛋白

（Bax）；3—Control组；4—miR-NC组；5—miR-211组。

图3 Western blotting检测miR-211 mimics对颅内动脉瘤血管

平滑肌细胞中Bax蛋白表达影响

表3 pcDNA3.1-Bax和miR-211 mimics共转染后颅内动脉

瘤血管平滑肌细胞凋亡率和B细胞淋巴瘤-2相关X蛋白

（Bax）蛋白表达水平比较/x̄ ± s
组别

miR-211+NC组

miR-211+Bax组
t值

P值

重复次数

3
3

细胞凋亡率/%
12.47±1.58
23.71±2.24
7.102
0.002

Bax蛋白

0.46±0.05
0.92±0.08
8.446
0.001

图2 miR-211和B细胞淋巴瘤-2相关X蛋白（Bax）的3′非翻译区（UTR）端结合位点

表1 miR-211 mimics转染后颅内动脉瘤血管平滑肌细胞中

miR-211水平和细胞凋亡率比较/x̄ ± s
组别

Control组
miR-NC组

miR-211组
F值

P值

重复次数

3
3
3

miR-211
1.00±0.12
1.01±0.07
2.84±0.23①
139.916
<0.001

细胞凋亡率/%
26.58±2.14
28.41±2.35
13.54±1.17①
51.588
<0.001

注：①与miR-NC组比较，P<0.05。
表2 野生型（wt）、突变型（mut）转染后颅内动脉瘤血管平滑肌

细胞荧光素酶活性比较/x̄ ± s
组别

miR-NC组

miR-211组
t值

P值

重复次数

3
3

wt
1.00±0.10
0.60±0.04
6.433
0.003

mut
1.00±0.08
0.97±0.12
0.360
0.737
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促进作用［22-23］。本次实验显示，Bax在颅内动脉瘤组

织中的表达水平升高，并且Bax表达水平与miR-211
水平负相关，上调 Bax可以逆转miR-211对血管平

滑肌细胞凋亡的抑制作用，这充分证实，miR-211通
过靶向调控Bax表达减少颅内动脉瘤血管平滑肌细

胞凋亡。

以上表明，miR-211在颅内动脉瘤中低表达，上

调其表达可以靶向抑制Bax表达减少血管平滑肌细

胞凋亡，miR-211在颅内动脉瘤发生过程中可能发

挥抑制作用，目前对于miR-211靶向 Bax通过何种

具体调控机制影响血管平滑肌细胞凋亡机制还不

清楚，在以后实验中会继续探讨。本次实验结果为

研究颅内动脉瘤分子发生机制提供了参考，为基因

治疗颅内动脉瘤提供了可能。

（本文图1，4见插图3-3）
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