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高尿酸通过 miR-663 下调转化生长因子β1 抑制内皮细胞迁移

于善栋，洪　权，傅　博，陈香美，吴　镝
解放军总医院  肾脏病科暨肾脏疾病国家重点实验室，北京　100853

摘要：目的  探讨高尿酸通过 miR-663 影响内皮细胞迁移功能的机制。方法  培养人脐静脉内皮细胞系 (EA.hy926)，用

600μmol/L 尿酸孵育 48 h，实时定量 PCR 检测 miR-663 的水平，并检测高尿酸患者血清中 miR-663 水平 ；利用双荧光

素酶试验预测并验证 miR-663 的靶基因 ；检测高尿酸条件下内皮细胞中转化生长因子 β1(transforming growth fator beta 1，

TGF-β1) 的表达水平，利用 miR-663 抑制物、TGFB1 siRNA 转染及划痕实验观察高尿酸如何通过 miR-663 及其靶基因影

响内皮细胞的迁移功能。结果  高尿酸培养条件下内皮细胞中 miR-663 表达水平明显升高，高尿酸血症患者血清中 miR-

663 的水平也高于正常人 ；双荧光素酶试验结果表明 TGFB1 的翻译水平受 miR-663 直接调控 ；高尿酸能明显抑制细胞的

迁移能力，而高尿酸条件下 TGF-β1 的表达水平也明显下降，转染 miR-663 抑制物后，TGF-β1 表达水平升高，内皮细胞

迁移能力也明显改善，但是利用 siRNA 抑制 TGF-β1 的表达后，miR-663 抑制物不能再促进内皮细胞的迁移。结论  高尿

酸通过 miRNA-663 下调 TGF-β1 而抑制细胞迁移。
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High uric acid concentration inhibits endothelial cell migration by down-regulating TGF-β1 
expression via miRNA-663 
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Abstract: Objective  To study the mechanism of high uric acid (UA) concentration underlying endothelial cell migration via 
miRNA-663. Methods  EA.hy926 cells were incubated in 600 μmol/L uric acid for 48 h. Serum miRNA-663 level in patients with 
high UA concentration was measured by RT-PCR. The miRNA-663 target gene was identified by dual luciferase assay. TGF-β1 

expression level in endothelial cells was measured. Effect of high UA concentration on endothelial cell migration via miRNA-663 
was detected by miR-663 inhibitor and TGF-β1 siRNA transfection and scratch test, respectively. Results  The expression level 
of miRNA-663 was significantly higher in endothelial cells after cultured with high UA concentration than before cultured with  
high UA concentration. The serum miRNA-663 level was significantly higher in hyperuricemia patients than in normal subjects. 
Dual luciferase assay showed that miRNA-663 directly regulated the TGFB1 translation level. Scratch test revealed that high UA 
concentration significantly inhibited the endothelial cell migration and down-regulated the TGF-β1 expression level. The TGF-β1 
expression level elevated and the endothelial cell migration increased after the miRNA-663 inhibitors were transfected. However, 
the miRNA-663 inhibitors could not promote endothelial cell migration when the TGF-β1 expression was inhibited by siRNA. 
Conclusion  High UA concentration inhibits endothelial cell migration by down-regulating TGF-β1 expression via miRNA-663
Key words: hyperuricemia; endothelial cell migration; miRNA-663; TGF-β1

  大量研究表明高尿酸血症是慢性肾病 (chronic 

kidney disease，CKD) 与心血管疾病 (cadiovascular 

disease，CVD) 的独立危险因素 [1-4]。而目前关于

高尿酸血症引起心血管和肾损伤的机制研究还处

于初步阶段，内皮细胞功能受损可能是其中的重

要环节。microRNA(miR) 是一类小的非编码 RNA，

长度为 18 ~ 22 nt，其参与了众多生理和病理生理

活动的调控 [5]。已有一些研究显示高尿酸能够引起

内皮功能损伤 [6-7]。有研究表明 miRNAs 在某些情

况下参与了内皮细胞损伤的过程，但在高尿酸条

件下是否有 miRNAs 参与内皮细胞损伤过程尚不

清楚 [8]。我们前期的 miRNA 芯片结果显示在高尿

酸条件下，内皮细胞中有多个 miRNA 出现表达差

异，其中 miR-663 表达差异最明显，在高尿酸条件

下，miR-663 表达水平明显高于正常水平。Neth 等 [9]

报道 miR-663 的高表达可以引起内皮细胞一系列病
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理生理改变。我们利用 Targetscan 查找 miR-663 的

靶基因，其中转化生长因子 β1(transforming growth

fator beta 1，TGF-β1) 与细胞迁移功能有关，其表

达产物 TGF-β1 能够促进内皮细胞迁移 [10-11]。本

研究对高尿酸通过 miR-663 调控 TGFB1 影响内皮

细胞迁移的假说进行验证，并为未来预防和治疗

高尿酸血症引起的内皮功能损伤提供依据。

材料和方法

1 主要材料　人脐静脉内皮细胞系 (EA.hy926)( 购

自 美 国 ATCC，No.CRL-2922) ；脂 质 体 转 染 试 剂

Lipofectamine 2000、Trizol 试剂盒、M-MLV 逆转录

试剂盒 ( 购于美国 Invitrogen 公司 ) ；miR-663 抑制

物 (miR-663 inhibitor)( 购于美国 Life Technologies 公

司 )(Cat. # 4464084)，TGFB1 siRNA( 购于美国 Santa 

Cruz 公 司 )(sc-44146)，miR-663 模 拟 物 (miR-663 

mimics，序列 AGGCGGGGCGCCGCGGGACCGC)，U6

和 cel-mir-39 的 Real time PCR 引 物、siRNA( 购

自上海吉玛制药技术有限公司 ) ；定量 PCR 试剂

盒 ( 购自日本 Toyobo 公司 ) ；TGF-β1 多克隆抗体

( 购自美国 Abcam 公司 ) ；细胞培养试剂 ( 购自美

国 GIBCO 公司 ) ；双荧光素酶报告质粒 ( 购于美国

Promega 公司 ) ；QuickChange 定点突变试剂盒 ( 购

自美国 Agilent Technologies 公司 )。

2 细胞培养　人脐静脉内皮细胞系 (EA.hy926) 用

含 10% FBS 的低糖 DMEM 培养基，在 37℃、5% 

CO2、饱和湿度孵箱中培养。

3 实时定量 PCR 检测 miR-663 的表达　细胞接种

到 10 cm 的培养皿中，分为对照组和高尿酸组 (600 

μmol/L)。培养 48 h 后，提取细胞及患者总 RNA，

用 miR-663 特异性的反转录引物 (5’→ 3’引物序

列 AGGCGGGGCGCCGCGGGACCGC)，U6 作为细胞

内 RNA 定量的参照物，cel-mir-39 作为血清 RNA

定量的参照物，参照 M-MLV 逆转录试剂盒说明书

进行反转录，条件为 ：16℃ 30 min，42℃ 30 min，

95 ℃ 10 min。 标 本 置 于 -20 ℃ 保 存 备 用。 采 用

Rotor Gene3000 荧光定量 PCR 仪行 Real time PCR

检测 miR-663 表达情况。反应条件 ：50℃ 2 min，

95℃ 10 min，95℃ 4 s，57℃ 30 s，共 40 个循环。

每组设 3 个复孔。以△ CT 值作为 MicroRNA-663

的 相 对 表 达 量， △ CT=CT663-CTU6， 以 2- △ △ CT

进行差异比较。

4 双荧光素酶报告质粒的构建与检测　利用 PCR

将 TGFB1(NM_000660.5)3’-UTR 区 包 含 的 miR-

663 的 结 合 序 列 (CCCCGCC Position 13-19 和 18-

24 of TGFB1 3’UTR) 克隆到双荧光素酶报告质粒

psiCHECKTM-2 中， 得 到 psiCHECK-WT-TGFB1

质粒，然后利用 QuikChange® 定点突变试剂盒将

TGFB1 3’-UTR 区的与 miR-663 结合的核心序列

突变为 TTTTATT，克隆到 psiCHECKTM-2 质粒中，

得 到 psiCHECK-MT-TGFB1 质 粒。psiCHECK-

WT-TGFB1、psiCHECK-MT-TGFB1 分 别 与 miR-

663 模拟物或 miRNA control 共转染内皮细胞。每

组设 3 个复孔。转染 48 h 后，PBS 液洗涤细胞 2 次。

吸尽残液，加入 100 μl 1×PLB 裂解液室温裂解

细胞 15 min。取 20 μl 裂解上清加入 96 孔白板，

然后加入 30 μl LAR Ⅱ，混匀后立即在荧光 / 化学

发光仪上检测 Firefly 荧光素酶活性 (F 值 ) ；再加

入 30 μl 1×Stop&Glo 溶液检测 Renilla 荧光素酶

活性 (R 值 )，Renilla 活性与 Firefly 活性的比值即

为报告基因的相对表达水平。实验共重复 3 次。

5 患者选择和血清中 RNA 的提取　选择 2010 - 

2013 年本院 30 例高尿酸血症男性患者和 30 例健

康男性，检测血清中的 miR-663 水平。所有患者

及健康者均签署知情同意书。取静脉血分离血清

后，用 TRIzol 试剂盒提取血清中的 RNA。

6 Western blot　用 RIPA 裂解液提取 EA.hy926 细

胞总蛋白，BCA 法测定蛋白浓度。蛋白变性后取

40 μg 进行 SDS-PAGE 电泳。50 mA 恒流半干转

至纤维素膜，室温封闭 1 h。按照抗体说明书分别

加抗 TGF-β1 抗体、抗 β-actin 抗体 4℃过夜孵育。

用 TBST 洗膜，加二抗室温孵育 1 h。洗膜后显影，

用 Image J 软件分析并计算各组吸光度与 β-actin

吸光度的比值，获取蛋白表达水平。

7 划痕实验　EA.hy926 细胞接种至 6 孔板中，待

每孔中细胞铺满后用白枪头在沿着孔的直径划一

直线。细胞分为 2 组，每组 3 个复孔，对照组用

无血清的低糖 DMEM 培养基培养，实验组在无

血清的低糖 DMEM 培养基中加入尿酸，终浓度

为 600 μmol/L，培养 12 h 后在显微镜下观察并用

OLYMPUS DP2-BSW 测量划痕两侧细胞的距离。

8 小 RNA 转染　细胞长至 50% ~ 70% 时进行转

染，用无血清的低糖 DMEM 稀释待转染的 RNA，

将待转染的 RNA 与 Lipofectamine 2000 混匀，放置

15 min 后转染细胞，在细胞培养箱中培养 5 h 后，

更换含血清的低糖 DMEM 培养基继续培养。

9 统计学处理　利用 SPSS17.0.2 进行统计学分析，

数据以 -x±s 表示，用单因素方差分析比较多组间
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差异。P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

结　果

1 miR-663 表达情况　利用荧光定量 PCR 检测高

尿酸刺激的内皮细胞和正常培养条件下的内皮细

胞中 miR-663 的表达水平，结果显示高尿酸刺激

的内皮细胞中 miR-663 表达水平明显高于正常培养

条件下的内皮细胞 (P ＜ 0.05)( 图 1A)，与 miRNA 芯

片结果一致。高尿酸血症病人血清中 miR-663 的水

平明显高于正常人 (P ＜ 0.05)( 图 1B)。

图 1　高尿酸刺激的内皮细胞 (A)和高尿酸血症患者血清 (B)中
miR-663的表达水平    aP ＜0.05，与对照组比较； bP ＜0.05，
与对照组比较 (单因素方差分析 )

Fig. 1　Expression level of miRNA-663 in high UA concentration-
stimulated endothelial cells (A) and hyperuricemia patients 
(B)    aP ＜0.05, bP ＜0.05, vs control group(ANOVA)

2 miR-663 靶基因验证　高表达 miR-663 能够引

起内皮细胞一系列的病理生理变化，因此我们推

测 miR-663 在高尿酸导致的内皮细胞功能紊乱中

发挥了重要作用 [9]。利用 miRNA 靶基因预测软件

Targetscan(version 6.2) 预测 miR-663 的靶基因，其

中 TGFB1 与内皮细胞的迁移功能有关，其表达产

物 TGF-β1 能够促进内皮细胞迁移 [10-11]。为了验

证 TGFB1 是否为 miR-663 的靶基因，我们进行了

双荧光素酶试验。实验结果显示 miR-663 模拟物

可以显著下调 psiCHECK-WT-TGFB1 的荧光素酶

活性 (P ＜ 0.05)，而 miR-663 抑制物可以显著上

调内皮细胞 psiCHECK-WT-TGFB1 的荧光素酶活

性 (P ＜ 0.05)， 但 miR-663 模 拟 物 和 miR-663 抑

制物对突变质粒 psiCHECK-MT-TGFB1 荧光素酶

活性影响不明显 ( 图 2)。这表明 miR-663 能够特

异性地与 TGFB1 mRNA 作用并在转录后水平抑制

TGFB1 的表达。

3 高尿酸通过 miR-663 调控内皮细胞迁移的机制

　在高尿酸条件下，内皮细胞的迁移能力明显低

于正常培养条件下内皮细胞的迁移能力 (P ＜ 0.05)，

而高尿酸条件下内皮细胞 TGF-β1 表达水平明显下

降 (P ＜ 0.05)。当我们用 miR-663 抑制物抑制 miR-

663 的表达后，TGF-β1 的表达水平明显升高，内

皮细胞的迁移能力也明显增强 (P ＜ 0.05)( 图 3A)。

然而，利用 siRNA 抑制 TGFB1 的表达后，miR-663

抑制物无法再明显促进内皮细胞的迁移 (P ＞ 0.05)

( 图 3B)。这些结果说明，高尿酸通过 miR-663 下

调 TGFB1 而抑制内皮细胞迁移。

图 2　双荧光素酶试验 (aP ＜0.05，bP ＜0.05，与miRNA对照组比较
Fig. 2　Dual luciferase assay (aP ＜0.05, bP ＜0.05， vs miRNA control 

group)

讨　论

  许多研究显示，血尿酸水平与多种疾病，如冠

心病、高血压、糖尿病的预后呈负相关关系 [12-15]。

尽管已经有研究表明高尿酸能够引起内皮功能紊

乱，但是 miRNAs 在这个过程中是否发挥作用仍

不是很清楚 [6]。miR-663 是高尿酸条件下内皮细胞

中表达差异最显著的 miRNA，因此我们推测 miR-

663 在高尿酸导致内皮功能紊乱过程中发挥了重要

作用。本实验利用 qRT-PCR 证实了内皮细胞中的

miR-663 在高尿酸条件下表达水平明显高于正常

培养条件下内皮细胞中 miR-663 的水平。通过双

荧光素酶实验及划痕实验，我们证实了高尿酸通

过上调 miR-663 调控 TGFB1 从而抑制内皮细胞迁

移的猜测。高尿酸血症患者血清中的 miR-663 水

平也明显高于正常人，这说明在高尿酸患者体内

可能也存在这种现象。内皮细胞迁移在损伤修复

和血管新生中发挥重要作用，根据我们的实验结

果，我们认为高尿酸血症患者体内可能会出现血

管新生受抑制和损伤修复的延迟，这种情况会导

致心血管疾病及其他疾病的发生。在 TGF-β1 的

下游，还有许多分子参与内皮细胞的迁移，PTEN

是 TGF-β1 调控的磷酸化酶，其能够激活一系列

下游分子影响内皮细胞迁移。Choorapoikayil 等 [16]，

Bhattacharya 等 [17]、Huang 和 Kontos[18] 报 道 了 抑

制 PTEN 能够激活 VEGF 通路促进内皮细胞迁移，

而 Wang 等 [11] 和 Ma 等 [19] 报道了 PTEN 通过抑制
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AKT 通路抑制细胞迁移，在高尿酸条件下 TGF-

β1 通过何种通路影响细胞迁移还需要进一步的研

究。总之，我们的研究结果阐明了高尿酸影响内

皮功能的新机制，为将来预防和治疗高尿酸血症

图 3　高尿酸影响内皮细胞迁移功能的机制 (划痕实验与蛋白印迹法 )    A： 高尿酸通过miR-663影响TGF-β1的表达和内皮细胞迁移 (aP ＜
0.05，bP ＜0.05， 与对照组比较； B： 高尿酸条件下，miR-663通过TGF-β1调控内皮细胞迁移 (单因素方差分析 )

Fig. 3　Scratch test and Western blot showing mechanism of high UA concentration underlying endothelial cell migration    A： Effect of high 
UA concentration on TGF-β1 expression and endothelial cell migration via miR-663 (aP ＜0.05，bP ＜0.05， vs control group)； B： Effect 
of miR-663 on migration of endothelial cells cultured with high UA concentration via regulation of TGF-β1 expression (ANOVA)
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引起的内皮功能紊乱提供了新的治疗思路和靶点。
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