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内皮特异性 miR-342-5p敲除致小鼠内皮损伤和心血管功能紊乱 *
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摘要 目的：我们前期研究发现有氧运动促进内皮细胞等分泌 miR-342-5p，miR-342-5p通过外泌体富集至心肌细胞后发挥心脏保

护作用。本研究的主要目的是明确内皮来源的 miR-342-5p 在心血管功能调控中的作用。方法：我们构建了内皮特异性

miR-342-5p敲除小鼠，通过心脏超声检测和血管收缩舒张功能检测观察了该小鼠心血管功能的变化；培养血管内皮细胞，通过对

细胞存活率检测、相关蛋白的表达检测等方法对 miR-342-5p发挥心血管保护作用的机制进行探究。结果：内皮 miR-342-5p敲除

致小鼠运动能力降低、心脏收缩功能不变，但舒张功能紊乱。且内皮 miR-342-5p敲除致小鼠血管口径变小、微血管密度降低和血

管内皮功能紊乱。内皮 miR-342-5p敲除致小鼠心血管功能紊乱的机制与其引起的内皮细胞损伤有关。敲低 miR-342-5p致内皮细

胞中 caspase 9水平增加，引起内皮细胞活性降低和凋亡增加。结论：这些结果进一步证实了内皮细胞来源的 miR-342-5p在心血

管功能中的重要作用，提示 miR-342-5p在防治心血管疾病中的潜在应用。
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Endothelium-specific miR-342-5p Knockout Induces Vascular Endothelial
Dysfunction and Cardiovascular Dysfunction in Mice*

We previously found that aerobic exercise protects the heart through secreting miR-342-5p from endothelial

cells and others. The aim of the study is to test the role of miR-342-5p in cardiovascular function and its underlying mechanism.

An endothelium-specific miR-342-5p knockout mice model was established. The echocardiography and vasodilation in isolated aortas

were detected. Cell viability and apoptosis-related protein contents in endothelial cells were tested to explore the underlying mechanism.

Endothelium-specific miR-342-5p knockout decreased the exercise capacity, and cardiac diastolic function, although the cardiac

systolic function was unchanged. In addition, it decreased the capillary density in the heart and induced endothelial dysfunction. The car-

diovascular dysfunction induced by miR-342-5p knockout may attribute to the endothelial injury induced by miR-342-5p deficiency in

endothelial cells. Knockdown of miR-342-5p increased the content of caspase 9, decreased the cell viability and promoted apoptosis in

cultured endothelial cells. These results suggested that endothelium-derived miR-342-5p plays an important role in cardio-

vascular function, and highlights the potential of miR-342-5p in treatment of cardiovascular disease.
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前言

心血管疾病严重危险人类健康[1]，中国心血管病现患病人

数 3.3亿，占中国城乡居民总死因首位，且其发病率仍处于持

续上升阶段。动物实验和流行病学统计表明，运动具有直接的

心肌保护作用，并且降低心血管疾病的危险因素[2,3]。运动促进

心血管健康的机制非常复杂，新近研究表明运动可促进多个组

织和器官分泌运动因子，运动因子可进入循环后靶向作用于其
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它细胞，从而介导运动的健康效应。外泌体是一类直径为

40-100 nm的细胞外囊泡，所有的细胞均可释放和摄取外泌体，

内含 RNA、DNA、多肽和蛋白质等多种生物活性物质，机体几

乎所有的组织细胞均可释放和摄取外泌体，后者介导细胞 -细

胞间的信息传递，并广泛参与机体生理与病理过程[4]。研究表明

外泌体是运动因子的一种重要载体 [5,6]。外泌体内含有大量

miRNA，miRNA是一类由约 22个核苷酸组成的非编码单链

RNA分子，多项研究证实 miRNAs在心血管疾病中的重要调

控作用[7,8]。

研究表明，急性运动（尤其是高强度运动）可致循环中的外

泌体量显著增加，通常在运动后 24小时内外泌体数量恢复正

常；有趣的是，研究发现长期运动者在非运动状态时血液中外

泌体的 "量 "虽无明显变化但 "质 "发生了改变，并具有心血

管保护效应[9,10]。我们新近发现，运动可使循环中外泌体的多种

miRNAs含量发生变化，其中运动调控的多种 ncRNAs（"运动

RNA簇 "）参与代谢调节和心血管保护。特别是，运动引起的血

流剪切力增加可促进血管内皮细胞释放富含 miR-342-5p的外

泌体，后者经血液循环被心肌细胞吞噬，其中的 miR-342-5p通

过靶向 caspase9 和 Ppm1f，激活抗凋亡和促细胞生存信号

（Akt），提高心肌抵抗缺血 /再灌注损伤的能力[9]。然而，内皮来源

的 miR-342-5p是否在心血管功能维持中扮演重要角色尚不清

楚。本研究以内皮特异性 miR-342-5p敲除小鼠为研究对象，旨

在揭示内皮来源的 miR-342-5p在心血管功能中的作用及机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

本研究所用内皮细胞特异性 miR-342-5pflox/+小鼠与 Cre小

鼠由上海南方模式生物科技股份有限公司定制，利用 Cre-LoxP

系统工作原理，交配后获得基因敲除 miR-342-5p-/-（KO）小鼠以

及野生型 miR-342-5p+/+（WT）小鼠。小鼠饲养于空军军医大学

实验动物中心 SPF级动物房，动物实验方案及操作通过空军军

医大学动物伦理委员会审查批准。

1.2 主要器材与试剂

实验所用仪器主要有 Visual Sonics超高分辨率小动物超

声影像系统 VEVO2100、DMT 血管张力测定系统、Zeiss 激光

共聚焦显微镜、转棒系统 JLBehv-RRTG、Bioseb小鼠抓力测试

仪 BIO-GS3等。SVAREC细胞购于 ATCC细胞库。实时荧光定

量 PCR试剂盒购于 Yeasen 生物，miRNA反转录试剂盒购于

Takara公司，血小板 -内皮细胞粘附分子（CD31）、琢-微管蛋白
（琢-Tubulin）、含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 9（Caspase9）、

Cleaved-Caspase9、Caspase3、Cleaved-Caspase3 等抗体均购于

Cell Signaling Technology公司，miR-342-5p inhibitor/NC/Mimic

由广州锐博生物科技有限公司定制，CCK8 试剂盒购于七海

生物。

1.3 实验方法

1.3.1 qPCR 将小鼠主动脉取出后收集内皮，提取内皮细胞

RNA后进行反转录，反转录和 PCR反应体系及反应条件按照

说明书进行，所用引物序列为 miR-342-5p：5'-AGGGGTGC-

TATCTGTGATTGAG-3'，pre-miR-342-5p：5'-TCAGCAGGCCA-

AGGTGACG-3'。

1.3.2 运动能力测定[11]：转棒与抓力 小鼠于转棒系统预适应

3天后，将检测体系调至最低转速 4 rpm，最高转速 40 rpm，加

速时间 5分钟，记录小鼠从转棒上掉落的时长，每只小鼠检测

3次，取平均值。将小鼠放置于抓力测定仪网格中央位置，小鼠

四肢均接触网格，水平向后轻拉鼠尾使小鼠脱离网格，记录小

鼠四肢抓力，重复 5次取平均值。

1.3.3 心脏功能检测 用高分辨率小动物超声影像系统在 M

模式和 B模式下分别进行小鼠心脏超声采集，测量左心室舒张

末期直径和收缩末期直径等参数，所有测量数据为 5个连续心

动周期的平均值。

1.3.4 血管收缩舒张功能检测 取下小鼠主动脉后置于 PSS

溶液中，将主动脉剪成 1 mm的血管环，用钢丝穿过血管环将

其固定在张力换能器上，待显示屏所示压力稳定后对血管环逐

一进行标准化，加入 10-5 mM盐酸苯肾上腺素（PE）使血管收

缩，再加入不同浓度梯度的硝普钠（SNP）和乙酰胆碱（ACh）使

血管舒张，并记录压力波形，计算血管在不同药物浓度下的收

缩和舒张百分比。

1.3.5 细胞活性检测 miR-342-5p敲低步骤均按照锐博生物

miR-342-5p inhibitor/NC/Mimic试剂盒说明书进行，分别于转

染 24 小时、48 小时、72 小时后检测细胞活性，操作步骤按

CCK8试剂盒说明书进行。

1.3.6 Western blot 将细胞培养皿中的培养液弃去，用冰冷

的 PBS洗细胞 3次，加入 RIPA裂解液（含 1 % PMSF），用细胞

刮将细胞从培养皿上刮下，将细胞裂解液移至 1.5 mL EP管

中，冰上放置 20分钟使细胞充分裂解，4℃，12000× g离心 15

分钟，弃去沉淀保留上清。采用 BCA法进行蛋白质定量后将细

胞裂解液与 SDSloadingbuffer混合后 100℃煮 10分钟。取 40滋g
蛋白样品进行 SDS-PAGE凝胶电泳，转膜后用 5 %脱脂奶粉封

闭 1.5小时，一抗 4℃孵育过夜，TBST洗涤后二抗室温孵育 2

小时，TBST再次洗涤后用 ECL发光液显色，并用 Image J软件

进行灰度分析。

1.3.7 免疫荧光 将冰冻切片在室温解冻后 PBS 洗涤后擦

干，用组化笔在组织边缘画圈，0.25 % Triton室温透化 5分钟，

PBS洗涤后将切片置于湿盒中，10 %胎牛血清 37℃封闭 1小

时，一抗 4℃孵育过夜，PBS洗涤后荧光二抗孵育 2小时，PBS

洗涤，用 DAPI染核 5分钟，洗涤后滴加抗荧光淬灭封片剂并

用盖玻片封片，用激光共聚焦显微镜观察拍照。

1.3.8 内皮细胞分离与培养 小鼠主动脉内皮细胞分离方法

为将小鼠胸主动脉取出，在显微镜下用显微剪纵向将胸主动脉

剪开，再用镊子将内皮刮下，收集至 EP管中备用。大鼠主动脉

内皮细胞（SVAREC细胞）用含 10 % FBS的低糖 DMEM培养

基培养。

1.4 统计方法

用软件 GraphPad Prism 8.3.0 作图，数据表示为 mean±

SEM，采用 t检验和单因素方差分析（one-way ANOVA）进行组

间比较，P<0.05则认为差异具有统计学显著性。

2 结果

2.1 内皮特异性 miR-342-5p敲除小鼠运动能力降低

杂交获得内皮特异性 miR-342-5p敲除小鼠（KO），基因型
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为（miR-342-5pflox/flox；Cre+），野生型小鼠（WT），基因型为

（miR-342-5pflox/flox；Cre-），以及杂合子（miR-342-5pflox/+；Cre+）（图

1A）。内皮特异性 miR-342-5p敲除小鼠内皮细胞 miR-342-5p

和 pre-miR-342-5p的水平显著降低（图 1B），体重显著上升（图

1C），而血糖水平（图 1D）、心率（图 1E）和血压（图 1F）与野生

型小鼠无明显差别。对小鼠运动能力的检测结果显示内皮特异

性 miR-342-5p敲除小鼠抓力（图 1G）和运动协调能力（图 1H）

显著降低。然而，内皮特异性 miR-342-5p敲除小鼠循环水平的

miR-342-5p并无显著下降，表明内皮来源的 miR-342-5p并不

是循环中 miR-342-5p的主要来源（图 1I）。

图 1 内皮特异性 miR-342-5p敲除小鼠运动能力降低

Fig.1 Endothelium-specific miR-342-5p knockdown decreased exercise capacity in mice

A. Genotype identification of mouse tail. B. The levels of miR-342-5p and pre-miR-342-5p in endothelial cells in WT and KO mice. B-G. Body weight

(C), blood glucose (D), heart rate (E), blood pressure (F), grip strength (G), and motor coordination (H) in WT and KO mice. I. The level of miR-342-5p in

circulation in WT and KO mice. n=7, *, P<0.05, **, P<0.01, ***, P<0.001.

2.2 内皮特异性 miR-342-5p敲除小鼠心脏舒张功能紊乱

小鼠心脏功能检测结果显示，与野生型小鼠相比，内皮特

异性miR-342-5p敲除小鼠射血分数（EF，%）和左心室短轴缩短

率（FS，%）无明显差异（图 2A），而二尖瓣舒张早期 /晚期血流

速度比值 E/A降低（图 2B），且心脏重量（图 2C）和心脏与体重

之比（图 2D）均无明显差异。以上结果表明内皮特异性

miR-342-5p敲除小鼠心脏舒张功能紊乱。

图 2 内皮特异性miR-342-5p敲除小鼠心脏舒张功能紊乱

Fig.2 Endothelium-specific miR-342-5p knockdown decreased cardiac diastolic function in mice

A. Cardiac systolic function in WT and KO mice. B. Cardiac diastolic function in WT and KO mice. C-D. Heart weight (C) and heart weight to body

weight ratio (D) in WT and KO mice. n=6, *, P<0.05, **, P<0.01, ***, P<0.001.
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2.3 内皮特异性 miR-342-5p敲除小鼠血管功能紊乱

接下来我们观察了小鼠的血管及其功能，HE染色结果显

示，内皮特异性 miR-342-5p敲除小鼠血管管壁厚度和血管截

面周长明显减小（图 3A-C），免疫荧光结果显示 miR-342-5p敲

除小鼠心脏中 CD31表达水平明显降低（图 3D），提示微血管

密度明显降低，对小鼠主动脉血管功能的检测结果显示，

miR-342-5p敲除小鼠血管内皮的舒张功能明显降低（图 3E），

而血管平滑肌的舒张功能无明显差别（图 3F）。以上结果表明

miR-342-5p敲除小鼠血管形态异常、密度下降，内皮依赖性舒

张功能紊乱。

图 3 内皮特异性 miR-342-5p敲除小鼠血管功能紊乱

Fig.3 Endothelium-specific miR-342-5p knockdown decreased vascular function in mice

A-B. Typical images of H&E staining in aortas isolated from WT and KO mice. Scale bar, 100 滋m in A and 50 滋m in B. C. Vessel wall thickness and

circumference length in aortas isolated from WT and KO mice. D. Typical images of CD31 expression in the heart. E. ACh-induced vasodilation in aortas

isolated from WT and KO mice. F. SNP-induced vasodilation in aortas isolated from WT and KO mice. n=6, *, P<0.05, **, P<0.01, ***, P<0.001.

2.4 miR-342-5p敲低 /过表达影响内皮细胞凋亡

细胞增殖实验结果显示，敲低 miR-342-5p抑制细胞增殖，

过表达 miR-342-5p促进细胞增殖（图 4A），miR-342-5p敲低组

内皮细胞活力明显低于对照组，miR-342-5p过表达组明显高于

对照组（图 4B），且 miR-342-5p敲低后内皮细胞 Casepase9、

Cleaved-casepase9 和 Cleaved-casepase3 水 平 明 显 升 高 ，

miR-342-5p 过表达后降低 （图 4C-F）。以上结果表明

miR-342-5p 敲低诱导凋亡，导致内皮细胞凋亡增加，

miR-342-5p过表达则抑制内皮细胞凋亡。

图 4 miR-342-5p敲低 /过表达影响内皮细胞凋亡

Fig.4 miR-342-5p inhibition/overexpression affected apoptosis in endothelial cells

A. Cell proliferation in endothelial cells with NC or miR-342-5p inhibitor/mimic transfection. B. Cell viability in endothelial cells with NC or miR-342-5p

inhibitor/mimic transfection. C-F. Apoptosis-related protein contents in endothelial cells with NC or miR-342-5p inhibitor/mimic transfection. Typical

results were shown in C and E, and the quantified results were shown in D and F. n=6, *, P<0.05, **, P<0.01, ***, P<0.001.
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3 讨论

我们前期研究发现 miR-342-5p是长期有氧运动发挥心脏

保护作用的关键分子，且内皮细胞是 miR-342-5p的重要来源[9]。

本研究基于前期研究基础，构建了内皮特异性 miR-342-5p敲

除小鼠，探讨内皮来源的 miR-342-5p在心血管系统发挥的作

用及部分机制。主要发现为：内皮来源的 miR-342-5p敲除引起

内皮细胞损伤和凋亡增加，导致小鼠运动能力下降，血管功能

紊乱。

心血管疾病是全球范围内影响人类健康的重要因素[12-14]，

我国心血管病患病率依旧处于持续上升阶段。大量研究表明，

运动具有心血管保护效应[15-19]。一项基于 55137名不同年龄段

成年人的研究显示，运动使心血管疾病死亡率下降 50%，全因

死亡率下降 29%[20]；运动可降低心血管疾病风险，且较高水平

的体力活动获益更大[20]。我们前期研究发现 miR-342-5p是一

种新的具有心血管保护作用的运动因子[9]。本研究进一步证实

了内皮细胞来源的 miR-342-5p在心血管保护中的重要作用，

明确了内皮特异性 miR-342-5p敲除小鼠运动能力下降，血管

功能紊乱等表型，以及 miR-342-5p敲低对细胞生存率降低和

凋亡的促进作用。运动可使机体分泌多种因子，如白介素 -6、鸢

尾素等 [22,23]，Tarnopolsky提出了 "运动因子（exerkine）"的概

念，即运动诱导的、由多组织器官合成后分泌的生物活性物质，

包括多肽、miRNA和代谢产物等[24,25]。运动能够通过调节运动

因子的水平发挥生物学效应，寻找新的运动因子并挖掘其潜在

的应用价值已成为国际运动与健康科学研究的重要方向之

一 [26,27]。研究表明，miR-342具有多种生物学功能，如促进破骨

细胞前体的细胞存活[28]，通过靶向 ATF3促进成骨分化[29]，通过

调节炎症和细胞死亡来控制结核分枝杆菌的易感性等[30]。我们

研究发现敲低 miR-342-5p 致内皮细胞中 caspase 9、Caspase3

水平增加，引起凋亡增加、内皮细胞活性降低。Caspase9和

Caspase3是含半胱氨酸蛋白酶家族成员，是 Caspase家族中促

凋亡关键的成分 [31]。我们前期研究发现 caspase 9 是

miR-342-5p的靶分子，miR-342-5p增加能够通过抑制 caspase

的水平发挥抗凋亡的作用，而 miR-342-5p的敲除或敲低导致

caspase 9的水平增加，从而促进内皮细胞凋亡和功能紊乱。这

些研究进一步证实了 miR-342-5p在心血管功能调控中具有重

要作用。

综上所述，内皮特异性 miR-342-5p敲除致小鼠心血管功

能紊乱，其机制与内皮细胞损伤相关，提示了内皮细胞中

miR-342-5p的重要心血管保护作用，为运动因子裨益心血管健

康以及心血管保护性药物的开发提供了实验基础。但由于机体

的复杂性和生物活性物质之间作用的未知性，miR-342-5p对心

血管保护作用的机制仍需进一步探索。
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