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血小板微粒介导 ｍｉＲ￣４３０６ 调控糖尿病大鼠主动脉
血管内皮细胞损伤的作用及机制研究

王瑞青１ꎬ郑彩虹２ꎬ朱　 巍１ꎬ郭彩红１

(１.北京航天总医院内分泌科ꎬ 北京　 １０００７６ꎻ２.山西白求恩医院内分泌科ꎬ 太原　 ０３００００)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨分析糖尿病大鼠血小板微颗粒(ｐｌａｔｅｌｅｔ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬ ＰＭＰｓ)在主动脉血管内皮损伤的

作用及机制ꎮ 方法　 将 ＳＤ 大鼠随机分为对照组(ＮＣ 组)和糖尿病组(ＤＭ 组)ꎬ分离纯化血小板微颗粒ꎬ原代培养

内皮细胞ꎬ免疫荧光激光共聚焦检测内皮型一氧化氮合酶、半胱氨酸蛋白酶 ３(Ｃａｓｐａｓｅ￣３)ꎬ流式细胞术检测内皮细

胞凋亡情况ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣４３０６ 表达ꎬ蛋白免疫印迹法检测 ＶＥＧＦＡ / ＥＲＫ１ / ２ / ＮＦ￣κＢ 信号通路相关蛋白ꎮ 结

果　 ＤＭ 组 ｅＮＯＳ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 阳性表达率及细胞凋亡率ꎬ与 ＮＣ 组比较差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５ 或Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
ｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ 组 ｍｉＲ￣４３０６ 相对表达量与 ｍｉＲ￣Ｍ 组比较ꎬ差异有统计学意义( ｔ＝ ３􀆰 ８２１、４􀆰 ５９７ꎬＰ<０􀆰 ０５ 或 Ｐ
<０􀆰 ０１)ꎮ ｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组 ｍｉＲ￣４３０６ 相对表达量与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ 组比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ Ｍ 组 ｍｉＲ￣４３０６ 相

对表达量与 Ｃｔｒｌ 组比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ ｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ 组 ＶＥＧＦＡ、ＮＦ￣κＢｐ６５、ｐ￣ＩκＢα 及

ｐ￣ＥＲＫ相对表达量与 Ｍ 组比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５ 或 Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬＭ 组 ＶＥＧＦＡ、ＮＦ￣κＢｐ６５、ｐ￣ＩκＢα 及 ｐ￣ＥＲＫ
相对表达量与 Ｃｔｒｌ 组比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５ 或 Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 结论　 糖尿病大鼠分泌 ＰＭＰｓ 导致主动脉血

管内皮细胞损伤ꎬ其作用机制可能与激活 ｍｉＲ￣４３０６ / ＶＥＧＦＡ / ＥＲＫ１ / ２ / ＮＦ￣κＢ 信号通路有关ꎮ
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(ｅＮＯＳ) ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｉｎ ｔｈｅ ＤＭ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０􀆰 ０５ ｏｒ Ｐ<０􀆰 ０１). Ｔｈｅ
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈａｔ ｏｆ Ｃｒｔｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０􀆰 ０５ ｏｒ Ｐ<０􀆰 ０１). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＰＭＰｓ ｍａｙ ｃａｕｓｅ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓꎻ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎻ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎻ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ｍｉＲ￣４３０６

　 　 糖尿病患者所引起的心血管疾病风险大约是

正常人群的 ３ 倍ꎬ动脉粥样硬化是糖尿病性心血管

疾病的主要病理疾病ꎬ其中主动脉血管内皮功能损

伤在糖尿病所致的早期动脉粥样硬化中起关键作

用[１]ꎬ一氧化氮(ｎｏｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅꎬＮＯ)水平降低及内皮

通透性增加等是糖尿病致心血管病变的重要原因ꎮ
以往研究糖尿病与内皮功能损伤之间机制多集中

于炎症、氧化应激、高血糖及胰岛素抵抗等ꎮ 近年

来ꎬ研究发现糖尿病(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｅｔｉｌｌｕｓꎬＤＭ)、冠心病

等疾病血小板激活明显增强ꎬ激活的血小板具有促

凝作用ꎬ导致血管内皮损伤ꎻ血小板激活后能够产

生血小板微颗粒 ( ｐｌａｔｅｌｅｔ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬ ＰＭＰｓ)ꎬ
ＰＭＰｓ 黏附到血管壁释放花生四烯酸ꎬ介导炎症因

子和黏附分子附着于内皮细胞ꎬ减少一氧化氮的合

成和一氧化氮合酶的活性ꎬ损伤内皮功能ꎬ此外

ＰＭＰｓ 与低密度脂蛋白、脂肪酸相关ꎬ加重对内皮损

伤ꎬ加速动脉粥样硬化的进展[２－３]ꎮ ＤＭ 患者血浆中

ＰＭＰｓ 表达量明显升高ꎬ但 ＤＭ 合并早期动脉粥样硬

化患者血浆中 ＰＭＰｓ 是否参与 ＤＭ 主动脉血管内皮

损伤ꎬ其具体的作用机制是什么是尚不清楚ꎮ 本研

究通过探讨分析 ＰＭＰｓ 在 ＤＭ 主动脉血管内皮损伤

的作用及机制研究ꎬ以期为临床治疗糖尿病大血管

并发症提供依据ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ６０ 只 ８~１２ 周龄健康雄性 ＳＤ 大鼠ꎬＳＰＦ 级ꎬ体
重(２００±２０)ｇꎬ购自北京华阜康生物科技股份有限

公司[ＳＣＸＫ(京)２０１５￣０１２３]ꎬ所有实验动物均饲养

于中国医学科学院实验动物研究所屏障动物房

ＳＹＸＫ 号(京)２０１９￣００２３]ꎬ饲养环境为:温度２０℃ ~
２５℃ꎬ内外环境气压差≥１０ Ｐａꎬ相对湿度在 ４０％ ~
７０％ꎬ照明强度在 １５~２０ ｌｘꎬ动物自由取食饮水ꎮ 本

实验 经 过 北 京 航 天 总 医 院 ＩＡＣＵＣ 的 批 准

(ＭＡＭ１７０３９)ꎻ本研究依照 ３Ｒ 原则 ( ｔｈｅ ｒｕｌｅｓ ｏｆ
３Ｒ)实施ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ＣＤ６１ 流式抗体(美国 ＢＤ 公司)ꎻ凝血酶、阿司

匹林、Ｈｅｐｅｓ(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻＲＮＡ 提取试剂盒

Ｂｉｏｚｏｌ、 脱 氧 核 糖 核 酸 ( ｄＮＴＰ )、 ＶＥＧＦＡ、 ＥＲＫ、
ｐ￣ＥＲＫ、ＩκＢα、ｐ￣ＩκＢα、ＮＦ￣κＢｐ６５ 及 ＧＡＰＤＨ 鼠抗人

单克隆抗体(美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎻ鼠抗人单克隆

抗体 ｅＮＯＳ、 兔抗人多克隆抗体 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ( Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)ꎮ ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 流式细胞

仪(美国 ＢＤ 公司)ꎻＨＴ７７００ 透射电镜(日本 Ｈｉｔａｃｈｉ
公司)ꎻ实时定量 ＰＣＲ 仪 (德国 ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎻ
ＬＫＢ￣Ｂｒｏｍｍａ ２１９７ 型电泳仪 (瑞典 ＬＫＢ 公司)ꎻ
ｍｉｃｒｏｌａｂ ３００ 半自动化分析仪(荷兰威图公司)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 实验动物造模及分组

　 　 ６０ 只大鼠随机分为对照组(ＮＣ 组ꎬｎ ＝ ３０)和

ＤＭ 组(ＤＭ 组ꎬｎ ＝ ３０)ꎮ 其中 ＮＣ 组、ＤＭ 组均给予

等体积的生理盐水ꎮ ＤＭ 组大鼠造模:高脂高糖饲

料(普通饲料中加入 １０％蔗糖、５％蛋黄及 １０％炼猪

油)喂养ꎬ４ 周后禁食 １２ ｈꎬ按照 ４５ ｍｇ / ｋｇ 经腹腔注

射 ＳＴＺ(溶于 ｐＨ ＝ ４􀆰 ４、浓度为 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 的柠檬

酸￣柠檬酸钠缓冲液中)ꎬＮＣ 组腹腔注射等体积柠檬

酸￣柠檬酸钠缓冲液ꎮ 于注射第 ３ 天通过尾静脉取

血测定各组随机血糖ꎮ 注射 ＳＴＺ 后随机血糖仍高

于 １６􀆰 ７ ｍｍｏｌ / Ｌ 表明造模成功[４]ꎮ 所有动物待造模

成功后ꎬ继续饲养 ８ 周ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＰＭＰｓ 分离提取及鉴定

　 　 造模成功 ８ 周后ꎬ禁食 １２ ｈꎬ于第 ２ 天按照 ５０
ｍｇ / ｋｇ 腹腔注射 ２％戊巴比妥钠麻醉处理ꎬ将收集的

血液置于含有柠檬酸盐的 ＢＤ 管中ꎬ采用渐进性离

心法制备无血小板血浆ꎬ以缺乏血小板血浆校准富
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血小板血浆ꎬ调整血小板计数在 １０􀆰 ０×１０１０ / Ｌꎮ 采

用 ＡＤＰ(１０ μｍｏｌ / Ｌ) ２０ μＬ 刺激富血小板血浆 １５
ｍｉｎꎬ３７００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎮ 弃去上清液ꎬ加入 ＰＢＳ
８０ μＬ 后将 ＰＭＰｓ 进行重悬ꎬ制得 ＰＭＰｓ 悬液ꎮ 取 ２０
μＬ ＰＭＰｓ 液和 ２０ μＬ 富血小板血浆液于 ２ 个流式管

中ꎬ分别加入 ５ μＬ ＡＰＣ￣ＦＩＴＣ￣ＣＤ６１ 鼠抗人抗体ꎮ
震荡摇匀后ꎬ室温避光孵育 ３０ ｍｉｎꎬ采用 １％多聚甲

醛进行固定ꎮ 流式细胞术检测之前加入 ０􀆰 ８２ μｍ
标准微球 ５ μＬ 进行定位ꎮ 每组 ＰＭＰｓ 通过分光光

度计法测定 ＰＭＰｓ 中蛋白含量ꎬ调整每组 ＰＭＰｓ 蛋

白含量在 ０􀆰 ２５ ｍｇ / Ｌꎬ用于后续各项实验ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 大鼠主动脉 ＶＥＣｓ 培养、鉴定

　 　 选取正常 ＳＤ 大鼠 ３ 只ꎬ无菌条件下打开胸腔ꎬ
取胸主动脉置于无菌 Ｄ￣Ｈａｎｋｓ 液中ꎬ取出外周结缔

组织、残留血液ꎮ 制备 ＶＥＣｓꎬ将获得主动脉组织置

于含有 ２０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养液中ꎬ培养

６ ｄ 左右ꎬ弃去主动脉并换液ꎮ 细胞原代培养至融

合 ８０％ꎬ即传代ꎬ每隔 １ ｄ 换液 １ 次ꎮ 细胞传第 ２ 代

后ꎬ待细胞爬片生长融合至 ７０％左右ꎬ用 ４％多聚甲

醛固定ꎬ加入 ３％过氧化氢室温孵育ꎬＰＢＳ 冲洗后加

入非免疫山羊血清封闭 １ ｈꎬ滴加Ⅷ因子抗体(１ ∶１００
稀释)ꎬ４℃过夜ꎮ 冲洗掉一抗后加入辣根过氧化酶

标记的兔抗鼠 ＩｇＧ(１ ∶５００ 稀释)ꎬ经乙醇梯度洗脱ꎬ
二甲苯透明后ꎬ中性树脂封片ꎬ采用 ＰＢＳ 代替一抗

作为阴性对照ꎮ 每张盖玻片随机选择 ５ 个视野计数

细胞ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＶＥＣｓ 与 ＰＭＰｓ 共培养

　 　 在 １２ 孔板中培养 ＶＥＣｓ 至细胞融合 ８０％左右ꎬ
经 ＰＢＳ 冲洗后ꎬ每孔加入 １ ｍＬ 不含抗生素的高糖

ＤＭＥＭ / Ｆ１２ꎬ将不同组别的 ＰＭＰｓ 加入到细胞中ꎬ摇
匀后放置于 ３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中ꎬ分别共培养 ２、
４、８、１２ ｈ 后收集细胞ꎮ 采用 ＣＣＫ￣８ 法检测不同时

间 ＶＥＣｓ 细胞增殖活性ꎬ以细胞活性抑制率达到

５０％左右[(某一作用时间点－刚加药后) /刚加药

后]为最佳作用时间ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 免疫荧光激光共聚焦检测内皮型一氧化氮

合酶(ｅＮＯＳ)、半胱氨酸蛋白酶 ３(Ｃａｓｐａｓｅ￣３)表达

　 　 取对数生长的 ＶＥＣｓꎬ调整细胞数 ５×１０４ / Ｌ 并接

种于置有盖玻片的 １２ 孔培养板中ꎬ待细胞贴壁以后

按照各组别分别给予 ＰＭＰｓ 预处理ꎬ根据 １􀆰 ３􀆰 ４ 项

所确定的最佳作用时间孵育细胞后ꎬ经 ３􀆰 ５％的多

聚甲醛固定 １０ ｍｉｎꎬ０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 冰上破膜 １５
ｍｉｎꎬ采用 ３􀆰 ０％牛血清蛋白封闭抗原封闭 ３０ ｍｉｎꎬ冲

洗后加入鼠抗人单克隆抗体 ｅＮＯＳ、兔抗人多克隆抗

体 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 后 ４℃孵育过夜ꎬ次日采用 ＦＩＴＣ 二抗

孵育 １ ｈꎬ再经 ＤＡＰＩ 染核后在激光共聚焦显微镜下

随机选取视野进行拍照ꎬ实验重复 ３ 次ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 流式细胞术检测 ＶＥＣｓ 凋亡情况

　 　 取对数生长的 ＶＥＣｓꎬ调整细胞数为 ５×１０４ / Ｌ 并

接种于置有盖玻片的 ６ 孔培养板中ꎬ待细胞贴壁以

后按照各组别分别给予 ＰＭＰｓ 预处理ꎬ根据 １􀆰 ３􀆰 ４
项确定的最佳作用时间孵育细胞ꎬ培养结束后消化

细胞ꎬ将细胞转移至 ＥＰ 管中离心(１２０００ ｒ / ｍｉｎ离心

１０ ｍｉｎ)ꎬＰＢＳ 冲洗后加入 ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒꎬ调整细胞

为每 ｍＬ １０６ 个ꎬ从中吸取 ５００ μＬ 并加入 ２􀆰 ５ μＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＶ 和 ５􀆰 ０ μＬ ＰＩꎬ孵育 ５ ｍｉｎ 后ꎬ过 ３００ 目筛

上机检测ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣４３０６ 表达情况

　 　 将 ０􀆰 ５ μＬ Ｈａｓ￣ｍｉｃｒｏ￣４３０６￣ｍｉｍｉｃｓ、ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ＮＣ 以及 Ｈａｓ￣ｍｉｃｒｏ￣４３０６￣ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 分别与

１００ μＬ ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 以及 ２ μＬ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ 混合ꎬ
将混合液按照每孔 １５ μＬ 接种于培养有 ＶＥＣｓ 的 １２
孔板上ꎬ培养 ６ ｈ 后更换培养基ꎮ 加入不同组别

ＰＭＰｓ 后ꎬ后续按照 １􀆰 ３􀆰 ４ 项中最佳最用时间继续培

养细胞ꎮ 按照处理方式不同分为正常 ＰＭＰｓ 组(Ｃｔｒｌ
组)、正常 ＰＭＰｓ＋ＭｉｃｒｏＲＮＡ￣ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ＮＣ 组(ｍｉＲ￣ＮＣ
组)、正常 ＰＭＰｓ＋Ｈａｓ￣ｍｉｃｒｏ￣４３０６￣ｍｉｍｉｃｓ 组(ｍｉｍｉｃ￣
ＮＣ 组 )、 正 常 ＰＭＰｓ ＋ Ｈａｓ￣ｍｉｃｒｏ￣４３０６￣ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组

(ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ＮＣ 组)、模型 ＰＭＰｓ 组(Ｍ 组)、模型 ＰＭＰｓ
＋ＭｉｃｒｏＲＮＡ￣ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ＮＣ 组(ｍｉＲ￣Ｍ 组)、模型 ＰＭＰｓ
＋ Ｈａｓ￣ｍｉｃｒｏ￣４３０６￣ｍｉｍｉｃｓ 组 ( ｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组 )、 模 型

ＰＭＰｓ＋Ｈａｓ￣ｍｉｃｒｏ￣４３０６￣ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组( ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ 组)ꎮ
培养结束后ꎬ收集细胞ꎮ 按照试剂盒要求提取各组

细胞中总 ＲＮＡꎬ严格按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ
Ｋｉｔ 逆 转 录 ｃＤＮＡꎮ 反 应 体 系: ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭⅡ １０ μＬꎬＰＣＲ 引物 ２ μＬꎬＤＮＡ 模板 ２ μＬꎬ
ＤＥＰＣ 水 ６ μＬꎬ总反应体系为 ２０ μＬꎮ 每个样本设

置 ３ 个复孔ꎬＰＣＲ 反应条件:９５℃预变性 ２０ ｓꎬ９４℃
变性 ５ ｓꎬ５５℃退火 ４５ ｓꎬ共进行 ４０ 个循环ꎮ 以 Ｕ６
作为内参ꎬ反应结束后计算每个基因的循环阈值

(Ｃｔ)ꎬ同时与内参基因 Ｕ６ 比较ꎬ确定各组基因表达

水 平ꎮ ｍｉＲ￣４３０６ 上 游 引 物 序 列: ５ ’￣
ＧＣＴＡＡＣＣＣＧＣＣＧＧＡＣＡＣＴＴＴＴＣＡＣＣＴＴＡ￣３’ꎻ下游引

物序列: ５’￣ＣＧＧＴＴＣＧＡＣＡＡＣＴＡＴＴＴＡＧＣＴＡＣＡ￣３’ꎬ
基因片段大小 ２１２ ｂｐꎮ 内参 Ｕ６ 上游引物序列:５’￣
ＧＴＣＧＣＡＴＣＡＧＣＴＡＧＣＴＴＴＴＣＡＧＧＣＴＡ￣３’ꎻ下游引物
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序列: ５’￣ＧＣＣＴＡＴＡＣＧＣＴＣＧＴＣＡＴＣＧＧＴＡＧＴ￣３’ꎬ基

因片段大小 １２４ ｂｐꎮ
１􀆰 ３􀆰 ８ 　 蛋 白 免 疫 印 迹 法 ( Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ) 检 测

ＶＥＧＦＡ / ＥＲＫ１ / ２ / ＮＦ￣κＢ 信号通路相关蛋白

　 　 取各组细胞悬液经离心沉淀后ꎬ收集细胞后加

入 ２００ μＬ 细胞裂解液(含有蛋白酶抑制剂)至冰上

裂解 ４５ ｍｉｎꎬ再以 １２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ取上清

液ꎬ采用考马斯亮蓝进行总蛋白质定量ꎮ 上清液中

加入 １ / ４ 倍量 ５×ＳＤＳ 上样缓冲液混合ꎬ煮沸 ７ ~ ８
ｍｉｎꎬ以 １０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶体ꎬ在 １２０ Ｖ 电压ꎬ２００
ｍＡ 恒定电流下电泳 ２ ｈꎬ湿转至硝酸纤维膜上ꎮ 采

用 ５％的脱脂奶粉 ＴＢＳＴ 缓冲液封闭(４℃过夜)ꎬ洗
去封闭液ꎬ加入鼠抗人 ＶＥＧＦＡ、ＥＲＫ、ｐ￣ＥＲＫ、ＩκＢα、
ｐ￣ ＩκＢα、ＮＦ￣κＢｐ６５ꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次后ꎬ加入标记有

辣根过氧化物酶二抗(山羊抗小鼠 ＩｇＧ)室温孵育 １
ｈꎬ经 ＴＢＳ 洗膜 ３ 次后ꎬ将化学荧光发光底物均匀地

加到膜的表面ꎬ置于曝光试剂盒中曝光ꎬ显影、定影

等ꎬ采用凝胶图像处理系统分析条带灰度值ꎮ 扫描

目标蛋白灰度值与 ＧＡＰＤＨ 比较所得的灰度值比进

行定量分析ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 统计软件包进行分析处理ꎮ 正

态分布资料以平均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ组间数据

采用单因素方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ组间两两

比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ’ ｓ ｐｏｓｔ ｔ 检验ꎬ基因检测结果

ΔＣｔ 值作图ꎬ采用 ２－ΔΔＣｔ 行非参数检验ꎬ△Ｃｔ 值 ＝
Ｃｔ( ｍｉＲ￣４３０６均值) － Ｃｔ( Ｕ６均值)ꎬ ２－△△Ｃｔ 中 的 △△Ｃｔ ＝
[( Ｃｔ(实验样本ｍｉＲ￣４３０６均值) － Ｃｔ(实验样本Ｕ６均值) ] － [
(Ｃｔ(对照样本ｍｉＲ￣４３０６均值) － Ｃｔ(对照样本Ｕ６均值) ]ꎮ 以 Ｐ < ０􀆰 ０５
为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＰＭＰｓ 与 ＶＥＣｓ 分离、鉴定

　 　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及流式细胞检测法分析鉴定ꎬ
结果显示ꎬ与富血小板血浆比ꎬＰＭＰＳ 中 ＣＤ６１ 表达

明显升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ见图 １Ａ、１Ｂꎮ 原代培养 ＶＥＣｓ
结果显示ꎬ细胞为“铺路石”样结构ꎬ细胞经免疫组

化染色后ꎬ细胞质颜色明显加深ꎬⅧ因子呈高表达ꎬ
因此鉴定细胞为 ＶＥＣｓꎬ见图 １Ｃꎮ
２􀆰 ２　 ＣＣＫ￣８ 法检测 ＰＭＰｓ 对 ＶＥＣｓ 细胞增殖活性

的影响

　 　 研究结果显示ꎬＤＭ 组在 ＰＭＰｓ 作用 ２ ｈ 后ꎬ与
０ ｈ比差异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬＶＥＣｓ 与 ＰＭＰｓ

共培养 ４ ｈ 后ꎬ细胞出现明显的固缩变形ꎬ细胞形态

不完整ꎬ有内陷ꎬ结构破坏严重ꎮ 当作用 ４、８、１２ ｈꎬ
细胞抑制率分别为 ４８􀆰 ４４％ (４０􀆰 ２７％ ~ ５４􀆰 ３７％)、
６３􀆰 ４１％ ( ５７􀆰 ６９％ ~ ７２􀆰 ３３％)、 ６６􀆰 ２６％ ( ５８􀆰 ６０％ ~
７４􀆰 ２４％)ꎬ与 ０ ｈ 比差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ
因此选择作用 ４ ｈ 为最佳作用时间ꎬ见图 ２ꎮ
２􀆰 ３　 细胞凋亡情况分析

　 　 研究结果显示ꎬ ＤＭ 组细胞凋亡率 ( ５１􀆰 ２３ ±
１２􀆰 １４)％ꎬ与 ＮＣ 组(９􀆰 ２７±３􀆰 ０４)％比差异有统计学

意义( ｔ＝ １２􀆰 ５４７ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎬ见图 ３ꎮ
２􀆰 ４　 免疫荧光激光共聚焦检测 ｅＮＯＳ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３
表达

　 　 免疫荧光激光共聚焦结果显示ꎬＤＭ 组 ｅＮＯＳ 阳

性表达率 ( ８２􀆰 ５４ ± １９􀆰 ５８)％ꎬ 与 ＮＣ 组 ( ４２􀆰 ５５ ±
１９􀆰 ５８)％比差异有统计学意义 ( ｔ ＝ １２􀆰 ３３６ꎬ Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎮ ＤＭ 组 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 阳 性 表 达 率 ( ２６􀆰 ３９ ±
７􀆰 ９１)％ꎬ与 ＮＣ 组(５４􀆰 ３２±１１􀆰 ０７)％比差异有统计

学意义( ｔ＝ ８􀆰 ０３４ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎬ见图 ４ꎮ
２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＶＥＧＦＡ / ＥＲＫ１ / ２ / ＮＦ￣κＢ
信号通路相关蛋白表达

　 　 研究结果显示ꎬｍｉｍｉｃ￣ＮＣ 组、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ＮＣ 组、Ｍ
组、 ｍｉＲ￣Ｍ 组、 ｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组 ＶＥＧＦＡ、 ＮＦ￣κＢｐ６５、
ｐ￣ＩκＢα及 ｐ￣ＥＲＫ 相对表达量与 Ｃｔｒｌ 组比ꎬ差异有统

计学意义 ( Ｐ < ０􀆰 ０５ 或 Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ ｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组、
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ 组 ＶＥＧＦＡ、ＮＦ￣κＢｐ６５、ｐ￣ＩκＢα 及 ｐ￣ＥＲＫ
相对表达量与 Ｍ 组比ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５
或 Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ见图 ５ꎮ
２􀆰 ６　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣４３０６ 转染率情况

　 　 研究结果显示ꎬｍｉｍｉｃ￣ＮＣ 组、 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ＮＣ 组

ｍｉＲ￣４３０６ 相对表达量与 ｍｉＲ￣ＮＣ 组比ꎬ差异有统

计学意义( ｔ ＝ ３􀆰 ７９２、４􀆰 ４９６ꎬＰ<０􀆰 ０５ 或 Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ
ｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ 组 ｍｉＲ￣４３０６ 相对表达量与

ｍｉＲ￣Ｍ 组比ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ ３􀆰 ８２１、４􀆰 ５９７ꎬ
Ｐ<０􀆰 ０５或 Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ ｍｉｍｉｃ￣ＮＣ 组 ｍｉＲ￣４３０６ 相对

表达量与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ＮＣ 组比ꎬ差异有统计学意义( ｔ
＝ ６􀆰 ７９４ꎬＰ < ０􀆰 ０１)ꎻｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组 ｍｉＲ￣４３０６ 相对表

达量与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ 组比ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝
８􀆰 １１５ꎬＰ< ０􀆰 ０１)ꎮ Ｍ 组 ｍｉＲ￣４３０６ 相对表达量与

Ｃｔｒｌ 组 比ꎬ 差 异 有 统 计 学 意 义 ( ｔ ＝ ５􀆰 ０３２ꎬ Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎬ见图 ６ꎮ

３　 讨论

　 　 ＤＭ 及其血管并发症的发病率逐年上升ꎬ已成
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注:Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣＤ６１ 表达ꎻＢ:流式细胞术检测 ＣＤ６１ 表达情况ꎻＣ:免疫组化检测Ⅷ因子表达ꎮ

图 １　 ＰＭＰｓ 及 ＶＥＣｓ 的鉴定结果

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＣＤ６１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｂꎬ ＣＤ６１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ. Ｃꎬ Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆａｃｔｏｒ Ⅷ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＭＰｓ ａｎｄ ＶＥＣｓ

注:Ａ:ＮＣ 作用 ４ ｈꎻＢ:ＤＭ 作用 ４ ｈꎻＣ:不同作用时间的直方图ꎮ 与作用 ０ ｈ 相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ２　 ＣＣＫ￣８ 法检测不同时间各组 ＰＭＰｓ 对 ＶＥＣｓ 细胞增殖活性的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ＮＣ ａｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ４ ｈ. Ｂꎬ ＤＭ ａｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ４ ｈ. Ｃꎬ Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ０ ｈꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＣＣＫ￣８ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＭＰｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＶＥＣｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

图 ３　 流式细胞术检测不同组别细胞凋亡情况

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ
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图 ４　 免疫荧光激光共聚焦显微镜检测 ｅＮＯＳ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达情况

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅＮＯＳ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｌａｓｅｒ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

注:Ａ:蛋白表达电泳图(１:Ｃｔｒｌ 组ꎻ２:ｍｉＲ￣ＮＣ 组ꎻ３:ｍｉｍｉｃ￣ＮＣ 组ꎻ４:ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ＮＣ 组ꎻ５:Ｍ 组ꎻ６:ｍｉＲ￣Ｍ 组ꎻ７:ｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组ꎻ８:ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ

组)ꎻＢ:不同组别 ｐ￣ＥＲＫ、ｐ￣ＩκＢα、ＮＦ￣κＢｐ６５、ＶＥＧＦＡ 表达结果相比ꎮ 与 Ｃｔｒｌ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与 Ｍ 组相比ꎬ△Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ☆Ｐ

<０􀆰 ０１ꎻ与 ｍｉＲ￣Ｍ 相比ꎬ▲Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ★Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与 ｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组相比ꎬ▽Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ▼Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＶＥＧＦＡ / ＥＲＫ１ / ２ / ＮＦ￣κＢ 信号通路相关蛋白表达

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｄｉａｇｒａｍ (１ꎬ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ. ２ꎬ ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐ. ３ꎬ ｍｉｍｉｃ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐ. ４ꎬ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐ. ５ꎬ Ｍ ｇｒｏｕｐ. ６ꎬ ｍｉＲ￣Ｍ
ｇｒｏｕｐ. ７ꎬ ｍｉｍｉｃ￣Ｍ ｇｒｏｕｐ. ８ꎬ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ ｇｒｏｕｐ.) . Ｂꎬ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐ￣ＥＲＫꎬ ｐ￣ＩκＢαꎬ ＮＦ￣κＢｐ６５ ａｎｄ ＶＥＧＦＡ ｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍ ｇｒｏｕｐꎬ △Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ☆Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣Ｍ

ｇｒｏｕｐꎬ ▲Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ★Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｍｉｃ￣Ｍ ｇｒｏｕｐꎬ ▽Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ▼Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｓ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦＡ / ＥＲＫ１ / ２ / ＮＦ￣κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

为全球亟待解决的热点课题ꎮ 研究显示ꎬＤＭ 患者

心血管死亡风险发生率较一般人员高三倍[５]ꎮ 动

脉粥样硬化是糖尿病心血管疾病的病理生理障碍

基础ꎬ内皮功能损伤在早期动脉粥样硬化中起关键

作用[６]ꎮ 血小板活化后导致血小板收缩、变形以及

形成伪足ꎬ变形后的一些细胞膜会以出芽的方式形

成小泡且脱落形成 ＰＭＰｓ[７]ꎮ ＰＭＰｓ 水平异常与冠

心病、ＤＭ、类风湿性关节炎、肿瘤等多种疾病的发生

发展密切相关[８]ꎮ 研究显示ꎬＰＭＰｓ 主要通过 ＰＭＰｓ
携带的 ＲＮＡ 和膜蛋白发挥免疫调节和生物信息传

递作用ꎬ降低内皮的增殖、分化及迁移ꎬ已证实与动

脉粥样硬化有关[９－１０]ꎮ ＤＭ 模型 ＰＭＰｓ 对血管内皮
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注:与 Ｃｔｒｌ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ｍ 组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与

ｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组相比ꎬ△Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ６　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测不同组别 ｍｉＲ￣４３０６ 相对表达情况分析

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

Ｍ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｍｉｃ￣Ｍ ｇｒｏｕｐꎬ
△Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣４３０６ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｇｒｏｕｐｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

细胞增殖的影响及其作用机制如何值得研究ꎮ 通

过本研究发现ꎬＤＭ 模型 ＰＭＰｓ 与内皮细胞共孵育

后ꎬ增殖活性随着时间明显降低ꎬ且在培养 ４ ｈ 后出

现明显的细胞凋亡ꎬ细胞出现固缩边缘ꎬ细胞完整

性明显被破坏ꎬ提示 ＤＭ 血浆中 ＰＭＰｓ 可能造成内

皮细胞损伤ꎮ
研究发现ꎬＰＭＰｓ 能够降低细胞内一氧化氮表

达从而介导炎症因子的表达ꎬ而这一作用与 ｅＮＯＳ
表达量显著相关[１１]ꎮ 为了探讨 ＤＭ 模型血浆中

ＰＭＰｓ 造成血管内皮细胞损伤的原因是否与 ｅＮＯＳ
表达量有关ꎬ本研究采用激光共聚焦技术显示ꎬ经
ＤＭ 患者血浆 ＰＭＰｓ 处理的内皮细胞(ＤＭ 组) 中

ｅＮＯＳ 阳性表达率显著低于正常大鼠血浆 ＰＭＰｓ 处

理组(ＮＣ 组)ꎬ提示 ＤＭ 模型血浆中 ＰＭＰｓ 可能通过

降低主动脉血管内皮细胞中 ｅＮＯＳ 表达量ꎬ导致 ＮＯ
水平降低ꎬ诱发细胞凋亡ꎮ 已有研究显示ꎬＰＭＰｓ 能

够诱导血管内中性粒细胞活化ꎬ而中性粒细胞中释

放多种因子引起内皮细胞损伤ꎬ进而导致血管内皮

通透性升高以及 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 高表达ꎬ内皮细胞凋亡率

则明显升高[１２]ꎬＣａｓｐａｓｅ￣３ 的升高能激活核酸内切

酶切割 ＤＮＡ 并最终诱发细胞死亡ꎮ 本研究发现ꎬ经
ＤＭ 患者血浆 ＰＭＰｓ 处理的内皮细胞 ( ＤＭ 组)
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 阳性率显著高于正常大鼠血浆 ＰＭＰｓ 处

理组(ＮＣ 组)ꎬ这一结果提示 ＤＭ 模型中 ＰＭＰｓ 参与

了 ＤＭ 动脉血管内皮损伤ꎬ其主要原因可能与内皮

细胞凋亡因子 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 高表达及血管内皮细胞生

长因子低表达存在明显关系ꎮ
微小 ＲＮＡ(ｍｉＲＮＡｓ)在多种疾病的发生发展中

起着重要作用[１３]ꎮ ｍｉＲ￣４３０６ 是近年来新发现的一

种 ｍｉＲＮＡｓꎬ有研究发现ꎬ在冠状动脉疾病中人单核

细胞衍生的巨噬细胞中 ｍｉＲ￣４３０６ 显著上调ꎬ而

ｍｉＲ￣４３０６ 表达上调可以通过 Ａｋｔ / ＮＦ￣κＢ 信号通路

导致血管内皮损伤[１４－１５]ꎮ ＮＦ￣κＢ 是已经被证实为

炎症诱发的关键因子ꎬ其调控信号通路被激活后将

促进炎症因子等的高表达ꎻＶＥＧＦＡ 是一种具有促进

血管内皮细胞增殖作用的细胞因子ꎬ其能够激活

ＥＲＫ 信号通路ꎬ促进血管细胞的生长、增殖ꎮ 为了

探讨 ＤＭ 模型中 ＰＭＰｓ 引血管内皮细胞凋亡原因是

否与 ｍｉＲ￣４３０６ 表达有关ꎬ本研究采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术

检测不同组别中 ｍｉＲ￣４３０６ 表达情况ꎮ 本研究加入

了 ｍｉＲ￣４３０６ 模型剂和抑制剂ꎬ结果显示加入 ｍｉｍｉｃ￣
４３０６ 后ꎬ通过分析研究显示ꎬ经 ＤＭ 患者血浆 ＰＭＰｓ
处理的内皮细胞(ＤＭ 组)中 ｍｉＲ￣４３０６ 相对表达量

显著升高ꎬ而 Ｈａｓ￣ｍｉｃｒｏ￣４３０６￣ｍｉｍｉｃｓ 和 Ｈａｓ￣ｍｉｃｒｏ￣
４３０６￣ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 具有促进和抑制 ｍｉＲ￣４３０６ 表达的作

用ꎬ提示 ＤＭ 模型血浆 ＰＭＰｓ 可能作用于 ｍｉＲ￣４３０６ꎬ
且该 ｍｉＲＮＡｓ 对内皮细胞生长、凋亡产生作用ꎮ

为了进一步分析 ＰＭＰｓ 介导的 ｍｉＲ￣４３０６ 是否

对下游 ＶＥＧＦＡ / ＥＲＫ１ / ２ / ＮＦ￣κＢ 信号通路中相关蛋

白产生作用ꎬ本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测分析显

示ꎬ与正常 ＰＭＰｓ 组(Ｃｔｒｌ 组)比较ꎬＤＭ 组(Ｍ 组)中
ｐ￣ＩκＢα、ＮＦ￣κＢｐ６５ 表达量显著升高ꎬ而 ｐ￣ＥＲＫ 及

ＶＥＧＦＡ 则显著降低ꎬ加入 ｍｉｍｉｃ￣ｍｉｃｒｏ￣４３０６ 后ꎬ无
论是正常 ＰＭＰｓ 组还是 ＤＭ 中 ＰＭＰｓ 组 ｐ￣ＩκＢα、ＮＦ￣
κＢｐ６５ 升高量更高ꎬ而加入 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ｍｉｃｒｏ￣４３０６ 后

ｐ￣ＩκＢα、ＮＦ￣κＢｐ６５ 降低明显、ｐ￣ＥＲＫ 及 ＶＥＧＦＡ 升高

显著ꎬ同时 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ 组与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ＮＣ 组具有统计

学差异ꎬ提示 ＤＭ 血浆中 ＰＭＰｓ 能够通过 ｍｉＲ￣４３０６
诱导 ｐ￣ＩκＢα、 ＮＦ￣κＢｐ６５ 升高ꎬ 而降低 ｐ￣ＥＲＫ 及

ＶＥＧＦＡ 的作用ꎬ进而引起内皮细胞凋亡损伤ꎬ诱发

动脉粥样硬化的发生发展ꎬ以上提示 ＤＭ 模型血浆

ＰＭＰｓ 可能一方面引起 ｍｉＲ￣４３０６ 高表达ꎬ进而促进

ｐ￣ＩκＢα、ＮＦ￣κＢｐ６５ 水平升高ꎬ诱导炎症反应、引起细

胞凋亡ꎬ另一方面降低促进血管内皮细胞生长因子

表达量的降低ꎬ进而导致细胞生长受阻ꎬ引起细胞

凋亡ꎮ
综上ꎬＤＭ 模型血浆中 ＰＭＰｓ 具有引起主动脉血

管内皮损伤的作用ꎬ其作用机制可能为 ＰＭＰｓ 作用

于 ｍｉＲ￣４３０６ꎬ进而激活 ＶＥＧＦＡ / ＥＲＫ１ / ２ / ＮＦ￣κＢ 信
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号ꎬ从而诱导细胞凋亡、引起内皮细胞生长因子表
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