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  摘 要:目的 探讨 miR-29对糖尿病小鼠内皮细胞线粒体自噬及胰岛素抵抗的影响及其作用机制。
方法 选取16只雄性非糖尿病小鼠作为对照组,另选取32只鼠龄匹配的雄性糖尿病小鼠构建糖尿病模型,将

造模成功的小鼠随机分为模型组和miR-29
 

agomir组,检测小鼠血清空腹血糖(FBG)、总胆固醇(TC)、甘油三

酯(TG)、低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)和高密度脂蛋白(HDL-C)、空腹胰岛素(FINS)水平及稳态模型评估胰

岛素抵抗指数(HOMA-IR)、定量胰岛素敏感性检查指数(QUICKI)。在高糖诱导的人脐静脉内皮细胞(HU-
VECs)中建立糖尿病模型,将增长率为80%的细胞分为NC组、HG组、二甲基亚砜(DMSO)组、HG+miR-29

 

agomir组、羰基氰化物间氯苯腙(CCCP)组、CCCP+miR-29
 

agomir组,分别采取不同的方式培养。通过苏木

精-伊红(HE)、阿尔辛蓝(AB)、弹性纤维以及 Masson和网状纤维染色研究db/db小鼠胸主动脉的病理变化。
蛋白质印迹法检测db/db小鼠胸主动脉,以及高糖和CCCP诱导的 HUVECs中BCL2相关的X(BAX)、B细

胞淋巴瘤-2(Bcl-2)、Beclin1、Parkin和PTEN诱导的激酶1(Pink1)蛋白的表达水平。细胞划痕试验和 Mito-
Tracker

 

Red
 

CMXRos染色分别检测HUVECs的迁移情况和线粒体活性。结果 模型组和miR-29
 

agomir组

血清TC、TG、LDL-C、FBG、FINS水平及HOMA-IR、QUICKI高于对照组,且模型组高于 miR-29
 

agomir组,
差异均有统计学意义(P<0.05)。模型组和 miR-29

 

agomir组血清 HDL-C水平低于对照组,且模型组低于

miR-29
 

agomir组,差异均有统计学意义(P<0.05)。HE染色结果显示,与对照组相比,模型组动脉壁明显增

厚,动脉中膜和外膜间隙加宽,浸润细胞显著增加。AB染色结果显示,与对照组相比,模型组和 miR-29
 

agomir
组小鼠的动脉中膜和外膜间隙中可见蓝色酸性黏液。Masson染色结果显示,与对照组相比,模型组的胶原纤

维明显较厚,细胞排列混乱且分布不均。弹性纤维染色结果显示,与对照组相比,模型组的动脉中膜和外膜间

隙变宽,并失去了原来的不均匀形状。网状纤维染色结果显示,与对照组相比,模型组和miR-29
 

agomir组小鼠

的网状纤维色增强并紊乱。模型组和miR-29
 

agomir组小鼠的胸主动脉BAX、Beclin1、Parkin和Pink1蛋白表

达水平高于对照组,且模型组高于miR-29
 

agomir组,差异均有统计学意义(P<0.05)。模型组和 miR-29
 

ag-
omir组小鼠的胸主动脉Bcl-2蛋白表达水平低于对照组,且模型组低于 miR-29

 

agomir组,差异均有统计学意

义(P<0.05)。HG组HUVECs的伤口距离长于NC组,HG+miR-29
 

agomir组伤口距离短于NC组和 HG
组,差异均有统计学意义(P<0.05)。HG组 HUVECs的线粒体活性弱于 NC组,HG+miR-29

 

agomir组

HUVECs的线粒体活性强于HG组,弱于NC组,差异均有统计学意义(P<0.05)。HG组HUVECs中BAX、
Beclin1、Parkin和Pink1表达水平高于NC组,HUVECs中Bcl-2表达水平低于NC组,差异均有统计学意义

(P<0.05)。HG+miR-29
 

agomir组HUVECs中BAX、Beclin1、Parkin和Pink1表达水平低于 HG组和NC
组,HUVECs中Bcl-2表达水平高于HG组,差异均有统计学意义(P<0.05)。CCCP组HUVECs的伤口距离

长于NC组,线粒体活性弱于NC组,差异均有统计学意义(P<0.05)。CCCP+miR-29
 

agomir组HUVECs的

伤口距离短于NC组和CCCP组,线粒体活性强于CCCP组,弱于 NC组,差异均有统计学意义(P<0.05)。
CCCP组HUVECs中BAX、Beclin1、Parkin和Pink1蛋白表达水平高于NC组,Bcl-2蛋白表达水平低于NC
组,差异均有统计学意义(P<0.05)。CCCP+miR-29

 

agomir组 HUVECs中BAX、Beclin1、Parkin和Pink1
蛋白表达水平低于CCCP组,Bcl-2表达水平高于CCCP组,差异均有统计学意义(P<0.05)。CCCP+miR-29

 

agomir组HUVECs中BAX、Beclin1、Parkin和Pink1蛋白表达水平低于 NC组,差异均有统计学意义(P<
0.05)。结论 miR-29

 

agomir显著改善db/db小鼠的高脂血症、高血糖、高胰岛素血症和胰岛素抵抗。此外,
根据组织病理学分析,它显著减轻了糖尿病诱导的血管内皮功能障碍。在db/db小鼠胸主动脉中,高糖和

CCCP诱导的HUVECs中,miR-29
 

agomir显著增加Bcl-2的表达,减少BAX、Beclin1、Parkin和Pink1的表

达,从而保护内皮细胞免受凋亡和线粒体自噬。此外,miR-29
 

agomir具有显著增强高糖和CCCP诱导的 HU-
VECs的迁移、线粒体活性的作用。miR-29通过下调内皮细胞的凋亡和抑制线粒体自噬来改善糖尿病诱导的

内皮和线粒体功能障碍,提示miR-29可能是糖尿病胰岛素抵抗中的潜在治疗靶点。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

miR-29
 

on
 

mitochondrial
 

autophagy
 

and
 

insulin
 

resist-
ance

 

of
 

endothelial
 

cells
 

and
 

its
 

mechanism.Methods Sixteen
 

male
 

non-diabetic
 

mice
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

con-
trol

 

group,and
 

32
 

male
 

diabetic
 

mice
 

with
 

matched
 

mouse
 

ages
 

were
 

selected
 

to
 

construct
 

a
 

diabetes
 

model.
The

 

mice
 

successfully
 

constructed
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

model
 

group
 

and
 

miR-29
 

agomir
 

group.The
 

se-
rum

 

levels
 

of
 

fasting
 

blood
 

glucose
 

(FBG),total
 

cholesterol
 

(TC),triglyceride
 

(TG),low
 

density
 

lipoprotein
 

cholesterol
 

(LDL-C)
 

and
 

high
 

density
 

lipoprotein
 

(HDL-C),fasting
 

insulin
 

(FINS),homeostasis
 

model
 

as-
sessment

 

of
 

insulin
 

resistance
 

index
 

(HOMA-IR)
 

and
 

quantitative
 

insulin
 

sensitivity
 

index
 

(QUICKI)
 

were
 

detected.A
 

diabetes
 

model
 

was
 

established
 

in
 

human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells
 

(HUVECs)
 

induced
 

by
 

high
 

glucose.The
 

cells
 

with
 

80%
 

rate
 

growth
 

were
 

divided
 

into
 

NC
 

group,HG
 

group,dimethyl
 

sulfoxide
 

(DMSO),HG+miR-29
 

agomir
 

group,carbonyl
 

cyanide
 

m-chlorophenzone
 

(cCCCP)
 

group
 

and
 

CCCP+miR-
29

 

agomir
 

group
 

which
 

were
 

cultured
 

in
 

different
 

ways.The
 

pathological
 

changes
 

of
 

thoracic
 

aorta
 

in
 

db/db
 

mice
 

were
 

studied
 

by
 

hematoxynin
 

and
 

eosin,Alcin
 

blue
 

(AB),elastic
 

fiber,Masson
 

and
 

reticular
 

fiber
 

stai-
ning.The

 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

BCL2-associated
 

X
 

(BAX),B-cell
 

lymphoma-2
 

(Bcl-2),Beclin1,Parkin,
and

 

PTEN-induced
 

kinase
 

1
 

(Pink1)
 

in
 

the
 

thoracic
 

aorta,hyperglycemic
 

and
 

CCCP-induced
 

HUVECs
 

of
 

db/
db

 

mice
 

was
 

detected
 

by
 

protein
 

immunoblotting.Cell
 

scratch
 

assay
 

and
 

MitoTracker
 

Red
 

CMXRos
 

staining
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

HUVECs
 

migration
 

and
 

mitochondrial
 

activity
 

respectively.Results The
 

serum
 

levels
 

of
 

TC,TG,LDL-C,FBG,FINS,HOMA-IR
 

and
 

QUICKI
 

in
 

model
 

group
 

and
 

miR-29
 

agomir
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group,and
 

the
 

model
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

miR-29
 

agomir
 

group,the
 

differ-
ences

 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

serum
 

HDL-C
 

level
 

of
 

model
 

group
 

and
 

miR-29
 

agomir
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

control
 

group,and
 

the
 

serum
 

HDL-C
 

level
 

of
 

model
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

miR-29
 

agomir
 

group,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).HE
 

staining
 

results
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

artery
 

wall
 

of
 

the
 

model
 

group
 

was
 

significantly
 

thickened,the
 

space
 

between
 

the
 

medial
 

and
 

outer
 

membranes
 

was
 

widened,and
 

the
 

infiltrating
 

cells
 

were
 

significantly
 

increased.AB
 

staining
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,blue
 

acidic
 

mucus
 

was
 

visible
 

in
 

the
 

interstitial
 

space
 

between
 

the
 

mid-
dle

 

and
 

outer
 

membranes
 

of
 

the
 

mice
 

in
 

the
 

model
 

group
 

and
 

miR-29
 

agomir
 

group.Masson
 

staining
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

collagen
 

fibers
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
 

significantly
 

thicker
 

and
 

the
 

cells
 

were
 

disordered
 

and
 

unevenly
 

distributed.The
 

results
 

of
 

elastic
 

fiber
 

staining
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

gap
 

between
 

the
 

media
 

and
 

the
 

outer
 

membrane
 

of
 

the
 

artery
 

in
 

the
 

model
 

group
 

became
 

wider
 

and
 

lost
 

the
 

original
 

uneven
 

shape.The
 

results
 

of
 

reticular
 

fiber
 

staining
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

reticular
 

fiber
 

color
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

model
 

group
 

and
 

miR-29
 

agomir
 

group
 

was
 

enhanced
 

and
 

disorganized.The
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

BAX,Beclin1,Parkin
 

and
 

Pink1
 

in
 

thoracic
 

aorta
 

of
 

mice
 

in
 

mod-
el

 

group
 

and
 

miR-29
 

agomir
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group,and
 

those
 

in
 

model
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

miR-29
 

agomir
 

group,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).The
 

protein
 

expression
 

lev-
el

 

of
 

Bcl-2
 

protein
 

in
 

thoracic
 

aorta
 

of
 

mice
 

in
 

model
 

group
 

and
 

miR-29
 

agomir
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

control
 

group,and
 

the
 

model
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

miR-29
 

agomir
 

group,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).The
 

wound
 

distance
 

of
 

HUVECs
 

in
 

HG
 

group
 

was
 

longer
 

than
 

that
 

in
 

NC
 

group,and
 

the
 

wound
 

distance
 

of
 

HG+miR-29
 

agomir
 

group
 

was
 

shorter
 

than
 

that
 

in
 

NC
 

group
 

and
 

HG
 

group,with
 

statistical
 

sig-
nificance

 

(P<0.05).The
 

mitochondrial
 

activity
 

of
 

HUVECs
 

in
 

HG
 

group
 

was
 

weaker
 

than
 

that
 

in
 

NC
 

group,
and

 

the
 

mitochondrial
 

activity
 

of
 

HUVECs
 

in
 

HG+miR-29
 

agomir
 

group
 

was
 

stronger
 

than
 

that
 

in
 

HG
 

group
 

but
 

weaker
 

than
 

that
 

in
 

NC
 

group,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).The
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

BAX,Beclin1,Parkin
 

and
 

Pink1
 

in
 

HUVECs
 

in
 

HG
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

NC
 

group,while
 

the
 

pro-
tein

 

expression
 

level
 

of
 

Bcl-2
 

in
 

HUVECs
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

NC
 

group,with
 

statistical
 

significance
 

(P<
0.05).The

 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

BAX,Beclin1,Parkin
 

and
 

Pink1
 

in
 

HUVECs
 

of
 

HG+miR-29
 

agomir
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

HG
 

and
 

NC
 

groups,and
 

the
 

protein
 

expression
 

level
 

of
 

Bcl-2
 

in
 

HUVECs
 

was
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higher
 

than
 

that
 

of
 

HG
 

group,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).The
 

wound
 

distance
 

of
 

HUVECs
 

in
 

CCCP
 

group
 

was
 

longer
 

than
 

that
 

in
 

NC
 

group,and
 

the
 

mitochondrial
 

activity
 

was
 

weaker
 

than
 

that
 

in
 

NC
 

group,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).The
 

wound
 

distance
 

of
 

HUVECs
 

in
 

CCCP+miR-29
 

agomir
 

group
 

was
 

shorter
 

than
 

that
 

in
 

NC
 

and
 

CCCP
 

groups,and
 

the
 

mitochondrial
 

activity
 

was
 

stronger
 

than
 

that
 

in
 

CCCP
 

group
 

but
 

weaker
 

than
 

that
 

in
 

NC
 

group,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).The
 

protein
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

BAX,Beclin1,Parkin
 

and
 

Pink1
 

in
 

HUVECs
 

in
 

CCCP
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

NC
 

group,while
 

the
 

protein
 

expression
 

level
 

of
 

Bcl-2
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

NC
 

group,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).The
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

BAX,Beclin1,Parkin
 

and
 

Pink1
 

in
 

HUVECs
 

of
 

CCCP+miR-29
 

agomir
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

CCCP
 

group,and
 

the
 

protein
 

expression
 

level
 

of
 

Bcl-2
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

CCCP
 

group,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).The
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

BAX,Beclin1,
Parkin

 

and
 

Pink1
 

in
 

HUVECs
 

in
 

CCCP+miR-29
 

agomir
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

NC
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion MiR-29
 

agomir
 

significantly
 

improves
 

hyper-
lipidemia,hyperglycemia,hyperinsulinemia

 

and
 

insulin
 

resistance
 

in
 

db
 

/
 

db
 

mice.In
 

addition,according
 

to
 

his-
topathological

 

analysis,it
 

significantly
 

reduces
 

diabetes-induced
 

vascular
 

endothelial
 

dysfunction.In
 

diabetic
 

thoracic
 

aorta,high
 

glucose
 

and
 

CCCP-induced
 

HUVECs,miR-29
 

agomir
 

significantly
 

increase
 

the
 

protein
 

ex-
pression

 

of
 

Bcl-2
 

and
 

decrease
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

BAX,Beclin1,Parkin
 

and
 

Pink1,thereby
 

protecting
 

endothelial
 

cells
 

from
 

apoptosis
 

and
 

mitophagy.In
 

addition,miR-29
 

agomir
 

significantly
 

enhance
 

high
 

glucose
 

and
 

CCCP-induced
 

HUVECs
 

migration,mitochondrial
 

activity.miR-29
 

ameliorates
 

diabetic
 

induced
 

endotheli-
al

 

and
 

mitochondrial
 

dysfunction
 

by
 

down-regulating
 

endothelial
 

cell
 

apoptosis
 

and
 

mitochondrial
 

autophagy,
suggesting

 

that
 

miR-29
 

may
 

be
 

a
 

potential
 

therapeutic
 

target
 

in
 

diabetic
 

insulin
 

resistance.
Key

 

words:microRNA-29; endothelial
 

cell; mitophagy; insulin
 

resistance

  2型糖尿病(T2DM)是最常见的糖尿病类型[1],
其特征是进行性胰岛素缺乏、β细胞功能障碍和胰岛

素抵抗[2]。内皮功能障碍是T2DM引发大血管和微血

管并发症的核心机制,在血管病变的发生、发展中起关

键作用[3]。因此,阐明糖尿病诱导内皮功能障碍的分子

机制并据此开发更有效的治疗药物具有重要意义。
在糖尿病患者中,内皮细胞表现出线粒体损伤、

线粒体功能障碍和抗氧化功能降低[4]。线粒体是双

膜结合的细胞器,在能量产生和细胞稳态中发挥着关

键作用[5]。线粒体功能障碍与线粒体钙超载有关,线
粒体钙超载会导致线粒体膜电位降低、线粒体呼吸受

损,以及过度产生活性氧,从而导致糖尿病诱发的内

皮损伤[6]。因此,靶向线粒体功能障碍可能是缓解糖

尿病发生血管并发症的有效治疗策略。
有研究报道,

 

miR-29已被证明是许多生物学过

程的重要调节因子,包括神经元成熟[7]、纤维化[8]、造
血[9]、复制衰老[9]和免疫反应[10]。最近有研究报道,
miR-29是T2DM基因网络中最强的候选微小RNA
(miRNA)之一[11]。其他研究已表明,miR-29对葡萄

糖具有高度反应性,并可能调节β细胞增殖和胰岛素

分泌[12]。因此,本研探讨了 miR-29对糖尿病诱导的

内皮功能障碍的治疗作用及其潜在机制。本研究为

后续研究提供了理论依据,有助于未来探讨将
 

miR-
29

 

作为评估T2DM 药物疗效的生物标志物,以及作

为代谢综合征潜在治疗靶点的可能性。
1 材料与方法

1.1 材料 雄性糖尿病小鼠(32只,C57BL/KsJ
 

db/

db,35~40
 

g)和与鼠龄匹配的雄性非糖尿病小鼠(16
只,C57BL/KsJ

 

db/m,7周龄,16~18
 

g)均购自常州

卡文斯实验动物有限公司[许可证号:SCXK(苏)
2021-0013]。所有动物饲养在邯郸康业制药有限公司

[动物使用许可证号:SYXK(冀)2024-004],饲养环境

的温度为(22±2)°C,相对湿度为(60.0±5.0)%,每
12

 

h进行光、暗循环,所有小鼠均可获得饮用水和食

物。miR-29
 

agomir购自广州锐博生物技术有限公

司。本研究经邯郸市眼科医院动物护理与使用委员

会审核批准(院科伦审
 

AEWC
 

-200718)。
1.2 方法

1.2.1 动物分组及干预 选择糖尿病小鼠,测定空

腹血糖(FBG)>16.7
 

mmol/L,则可确认为糖尿病模

型构建成功。将非糖尿病小鼠作为对照组,糖尿病小

鼠随机分为模型组和miR-29
 

agomir组。miR-29
 

ag-
omir组小鼠每天腹腔注射5

 

nmol/kg
 

miR-29
 

ag-
omir,对照组和模型组小鼠腹腔注射等量的生理盐

水,持续6周。所有小鼠均用5.0%异氟烷实施安乐

死。从每只小鼠身上解剖胸主动脉,立即在液氮中冷

冻,并置于-80
 

℃环境中储存。
1.2.2 血清生物化学指标检测 实施干预措施6周

后,测定小鼠血清生物化学指标。禁食24
 

h,通过拆

除小鼠眼球,从每只小鼠的眼眶中采集
 

1
 

mL血液。
采用F006-1-1血糖测定试剂盒(南京建成生物工程研

究所)检测FBG水平。采集全血并分离血清进行生

物化学检测。采用全自动生物化学分析仪检测血清

总胆固醇TC)、甘油三酯(TG)、低密度脂蛋白胆固醇
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(LDL-C)和 高 密 度 脂 蛋 白 (HDL-C)水 平。采 用

H203-1-1胰岛素测定试剂盒(南京建成生物工程研究

所)检测空腹胰岛素(FINS)水平。稳态模型评估胰岛

素抵抗指数(HOMA-IR)的计算公式如下:HOMA-
IR=FBG(mmol/L)×FINS(mIU/L)/22.5[13]。此

外,还使用定量胰岛素敏感性检查指数(QUICKI)评
估胰 岛 素 抵 抗:QUICKI=1/[log(FINS)+log
(FBG)][14]。
1.2.3 组织病理学检测 将胸主动脉组织固定在

4.0%多聚甲醛中,在石蜡中包埋,并切片5
 

μm。将

切片脱蜡至水中,分别采用苏木精-伊红(HE,G1120,
Solarbio)、阿尔新蓝(AB,BA4121,BASO)、弹性纤维

(BA4083A,BASO)、Masson(BA4079A,BASO)及网

状纤维(BA4165,BASO)染色。HE染色:切片用AB
染色5

 

min,并在室温下用盐酸乙醇分化3
 

s,用自来

水冲洗30
 

min后变蓝,切片用伊红染色溶液染色2
 

min。AB染色:切片用 AB染色,持续20
 

min,再用

0.5%的碘酸水溶液氧化10
 

min切片,并用Schiff试

剂染色15
 

min。弹性纤维染色:切片用Lugol碘溶液

孵育5
 

min,并用硫代硫酸钠处理5
 

min,随后用醛-品
红染 色 溶 液 染 色 10

 

min。Masson 染 色:切 片 用

Weigert氏铁苏木精染色5
 

min,用1.0%盐酸乙醇分

化几秒钟后,用自来水洗涤切片30
 

min并变蓝,用胭

脂红酸性品红溶液染色10
 

min,再用磷钼酸水溶液处

理5
 

min后,采用苯胺蓝溶液复染5
 

min,用1.0%冰

醋酸处理1
 

min。网状纤维染色:切片用1.0%高锰酸

钾氧化5
 

min,2.0%草酸处理2
 

min和1.0%硝酸铀

处理10
 

s,然后浸入氨水-银溶液中1
 

min,用95.0%
乙醇洗涤后,切片在显影剂中显影1

 

min。随后用

0.2%氯化金着色1
 

min,并用5.0%亚硫酸钠处理1
 

min,用梯度乙醇脱水后,使用透明二甲苯固定,然后

用中性树胶固定。最后,在光学显微镜(日本 Nikon
公司)下对切片进行研究。
1.2.4 HUVEC培养和干预处理 人脐静脉内皮细

胞(HUVECs,美国模式 培 养 物 集 存 库)放 入 加 了

10.0%胎牛血清(FBS)、100
 

U/mL 青 霉 素 和100
 

U/mL链霉素的 Gibco培养基中培养,置于37
 

℃、
5.0%CO2 的环境中进行培养。将增长率为80.0%的

细胞分为 NC组、HG 组、二甲基亚砜(DMSO)组、
HG+miR-29

 

agomir组、CCCP组、CCCP+miR-29
 

agomir组。NC 组 细 胞 正 常 培 养;HG 组 采 用30
 

mmol/L高糖诱导的 HUVECs构建糖尿病细胞模

型;DMSO组采用溶解于0.1%DMSO的50
 

nmol/L
氧化磷酸化解偶联剂羰基氰化物间氯苯基腙(CCCP,
HY-100941,美国 Med

 

Chem
 

Express)处理;HG+
miR-29

 

agomir组采用30
 

mmol/L高糖诱导的 HU-
VECs构建糖尿病细胞模型联合 miR-29

 

抑制表达载

体转染后进行培养;CCCP组采用30
 

mmol/L
 

高糖诱

导的
 

HUVECs构 建 糖 尿 病 细 胞 模 型,再 添 加10
 

mmol/L
 

CCCP进行培养;CCCP+miR-29
 

agomir组

采用30
 

mmol/L高糖诱导的 HUVECs构建糖尿病

细胞模型联合 miR-29过表达载体转染后再添加10
 

mmol/L
 

CCCP进行培养。
1.2.5 蛋白质印迹法 通过裂解缓冲液裂解胸主动

脉组织或 HUVECs。Bradford蛋白质浓度测定试剂

盒(P0006,上海碧云天生物技术有限公司)用于测定

总蛋白质的浓度。通过10.0%SDS-PAGE分离蛋白

质,并将其转移到PVDF膜(美国Bio-Rad公司)上。
将膜 与 一 抗[抗 BCL2相 关 的 X(BAX,1/1

 

000,
ab53154,美国Abcam公司)、抗B细胞淋巴瘤-2(Bcl-
2,1/1

 

000,ab194583,美国Abcam公司
 

)、抗Beclin1
(1/1

 

000,11306-1-AP,武汉三鹰生物技术有限公司)、
抗Parkin(1/1

 

000,14060-1-AP,武汉三鹰生物技术

有限公司)、抗PTEN诱导的激酶1(Pink1,1/1
 

000;
23274-1-AP;武汉三鹰生物技术有限公司)和抗β-肌
动蛋白(β-actin,1/1

 

000,66009-1-Ig,武汉三鹰生物技

术有限公司)]在4
 

℃下孵育过夜。然后,用辣根过氧

化物酶缀合的二抗(1/2
 

000,ab7090,美国 Abcam公

司)在室温下孵育1
 

h。蛋白质条带用增强化学发光

试剂盒(美国Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司)进行可

视化,然后通过Image
 

Pro
 

Plus
 

6.0软件进行定量。
1.2.6 细胞划痕试验 将 HUVEC接种到6孔板

(1×106 个细胞/孔)上。24
 

h后,将 HUVECs生长

至完全融合,并用10
 

μL移液管尖端刮伤。然后,用
无血清培养基培养HUVECs

 

24
 

h。在光显微镜下在

0
 

h和24
 

h获得图像。通过使用Image
 

Pro
 

Plus
 

6.0
软件测量伤口距离来评估细胞划痕。
1.2.7 线粒体活性的测量 HUVECs的线粒体在

黑暗中用100
 

nmol/L
 

MitoTracker
 

Red
 

CMXRos染

色溶液染色15
 

min。通过荧光显微镜(德国 Carl
 

Zeiss公司)捕获图像。利用Image
 

Pro
 

Plus
 

6.0软件

对线粒体荧光强度进行定量[15]。
1.3 统计学处理 采用GraphPad

 

Prism
 

8.0软件分

析数据。符合正态分布的计量资料以x±s表示,多
组间比较采用单因素方差分析,组间两两比较采用

LSD-t检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组小鼠血清TC、TG、LDL-C和 HDL-C水平

比较 32只糖尿病小鼠均造模成功,并被分为模型组

和miR-29
 

agomir组,每组16只。模型组和 miR-29
 

agomir组血清 TC、TG和LDL-C水平高于对照组,
且模型组高于miR-29

 

agomir组,差异均有统计学意

义(P<0.05)。模 型 组 和 miR-29
 

agomir组 血 清

HDL-C水平低于对照组,且模型组低于 miR-29
 

ag-
omir组,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表1。
2.2 各组小鼠血清FBG、FINS水平比较 模型组和

miR-29
 

agomir组血清FBG、FINS水平高于对照组,
且模型组高于miR-29

 

agomir组,差异均有统计学意
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义(P<0.05)。见表2。

表1  各组小鼠血清TC、TG、LDL-C和 HDL-C水平比较(x±s,mmol/L)

组别 n TC TG LDL-C HDL-C
对照组 16 13.07±1.08 1.51±0.11 1.24±0.39 2.99±0.36
模型组 16 18.03±1.47* 2.57±0.48* 2.22±0.27* 1.38±0.25*

miR-29
 

agomir组 16 15.29±1.07*# 1.81±0.23*# 1.41±0.38*# 2.21±0.24*#

F 62.113 45.477 33.407 116.822
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05。

表2  各组小鼠血清FBG、FINS水平比较(x±s)

组别 n FBG(mmol/L) FINS(mIU/L)
对照组 16 5.34±0.61 5.29±0.63
模型组 16 31.01±2.24* 15.36±1.72*

miR-29
 

agomir组 16 17.44±2.67*# 10.52±1.62*#

F 592.820 190.875
P <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05。

2.3 各组小鼠 HOMA-IR、QUICKI比较 模型组

和miR-29
 

agomir组 HOMA-IR、QUICKI高于对照

组,且模型组高于 miR-29
 

agomir组,差异均有统计

学意义(P<0.05)。见表3。
2.4 染色结果 HE染色结果显示,与对照组相比,
模型组动脉壁明显增厚,动脉中膜和外膜间隙加宽,
浸润细胞显著增加,见图1A。AB染色结果显示,与
对照组相比,模型组和 miR-29

 

agomir组小鼠的动脉

中膜和外膜间隙中可见蓝色酸性黏液,见图1B。弹性

纤维染色结果显示,与对照组相比,模型组的胶原纤

维明显较厚,细胞排列混乱且分布不均,见图1C。
Masson染色结果显示,与对照组相比,模型组的动脉

中膜和外膜间隙变宽,并失去了原来的不均匀形状,
见图1D。网状纤维染色结果显示,与对照组相比,模
型组和miR-29

 

agomir组小鼠的网状纤维色增强并

紊乱,见图1E。
表3  各组小鼠血清 HOMA-IR、QUICKI比较(x±s)

组别 n HOMA-IR QUICKI
对照组 16 1.25±0.18 10.63±0.77
模型组 16 21.12±2.33* 46.37±2.37*

miR-29
 

agomir组 16 8.18±1.94*# 27.96±3.39*#

F 496.172 812.033
P <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05。

  注:A为HE染色的代表性图像;B为AB染色的代表性图像;C为弹性纤维染色的代表性图像;D为Masson染色的代表性图像;E为胸主动脉

的网状纤维染色的代表性图像;比例尺为20
 

μm。

图1  各种方法的染色结果(×200)
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2.5 各组小鼠的胸主动脉BAX、Bcl-2、Beclin1、Par-
kin和Pink1蛋白表达水平比较 模型组和 miR-29

 

agomir组小鼠的胸主动脉Bcl-2、Beclin1、Parkin和

Pink1蛋白表达水平高于对照组,且模型组高于 miR-
29

 

agomir组,差异均有统计学意义(P<0.05)。模型

组和miR-29
 

agomir组小鼠的胸主动脉Bcl-2蛋白表

达水平低于对照组,且模型组低于 miR-29
 

agomir
组,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表4、图2。
2.6 各 组 HUVECs伤 口 距 离 及 线 粒 体 活 性 比

较 HG组HUVECs的伤口距离长于NC组,HG+
miR-29

 

agomir组伤口距离短于 NC组和 HG组,差
异均有统计学意义(P<0.05)。HG组 HUVECs的

线粒 体 活 性 弱 于 NC 组,HG+miR-29
 

agomir组

HUVECs的线粒体活性强于 HG组,弱于NC组,差

异均有统计学意义(P<0.05)。见图3、4和表5。

图2  各组小鼠的胸主动脉BAX、Bcl-2、Beclin1、

Parkin和Pink1蛋白表达(蛋白质印迹法

结果)

表4  各组小鼠的胸主动脉BAX、Bcl-2、Beclin1、Parkin和Pink1蛋白表达水平比较(x±s)

组别 n BAX蛋白 Bcl-2蛋白 Beclin1蛋白 Parkin蛋白 Pink1蛋白

对照组 16 0.21±0.03 0.71±0.02 0.12±0.02 0.23±0.03 0.11±0.01

模型组 16 0.43±0.03* 0.33±0.02* 0.52±0.02* 0.78±0.02* 0.63±0.02*

miR-29
 

agomir组 16 0.36±0.01*# 0.53±0.03*# 0.28±0.02*# 0.35±0.04*# 0.26±0.01*#

F 299.211 956.471 1
 

520.003 1
 

297.759 5
 

372.502

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05。

图3  miR-29增强 HG诱导的 HUVECs的迁移

图4  miR-29增强 HG诱导的 HUVECs的线粒体活性
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表5  各组 HUVECs伤口距离及线粒体活性

   比较(x±s)

组别 n 伤口距离(mm) 线粒体活性

NC组 3 0.27±0.02 0.33±0.02
DMSO组 3 0.25±0.03 0.32±0.03
HG组 3 0.42±0.02* 0.13±0.02*

HG+miR-29
 

agomir组 3 0.22±0.03*# 0.28±0.03*#

F 36.621 39.540
P <0.001 <0.001

  注:与NC组比较,*P<0.05;与 HG组比较,#P<0.05。

2.7 各组 HUVECs中BAX、Bcl-2、Beclin1、Parkin
和Pink1蛋白表达水平比较 HG 组 HUVECs中

BAX、Beclin1、Parkin和Pink1表达水平高于NC组,
HUVECs中Bcl-2表达水平低于NC组,差异均有统

计学意义(P<0.05)。HG+miR-29
 

agomir组 HU-
VECs中BAX、Beclin1、Parkin和Pink1表达水平低

于HG组和NC组,HUVECs中Bcl-2表达水平高于

HG组,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表6、
图5。

表6  各组 HUVECs中BAX、Bcl-2、Beclin1、Parkin和Pink1蛋白表达水平比较(x±s)

组别 n BAX蛋白 Bcl-2蛋白 Beclin1蛋白 Parkin蛋白 Pink1蛋白

NC组 3 0.24±0.03 0.13±0.02 0.17±0.01 0.18±0.03 0.23±0.02

DMSO组 3 0.24±0.03 0.12±0.02 0.16±0.01 0.17±0.02 0.22±0.02

HG组 3 0.78±0.04* 0.05±0.01* 0.24±0.02* 0.52±0.03* 0.48±0.04*

HG+miR-29
 

agomir组 3 0.12±0.01*# 0.13±0.03# 0.08±0.01*# 0.11±0.01*# 0.10±0.01*#

F 299.315 9.944 73.572 180.311 122.424

P <0.001 0.005 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与NC组比较,*P<0.05;与 HG组比较,#P<0.05。

图5  各组 HUVECs中BAX、Bcl-2、Beclin1、Parkin
和Pink1蛋白表达蛋白质印迹法结果

2.8 各组 HUVECs的伤口距离及线粒体活性比

较 CCCP组HUVECs的伤口距离长于NC组,线粒

体活性弱于NC组,差异均有统计学意义(P<0.05)。

CCCP+miR-29
 

agomir组HUVECs的伤口距离短于

NC组和CCCP组,线粒体活性强于CCCP组,弱于

NC组,差异均有统计学意义(P<0.05)。见图6、7
和表7。
2.9 各组 HUVECs中BAX、Bcl-2、Beclin1、Parkin
和Pink1蛋白表达水平比较 CCCP组 HUVECs中

BAX、Beclin1、Parkin和Pink1蛋白表达水平高于NC
组,Bcl-2蛋白表达水平低于NC组,差异均有统计学

意义(P<0.05)。CCCP+miR-29
 

agomir组 HU-
VECs中BAX、Beclin1、Parkin和Pink1蛋白表达水

平低于CCCP组,Bcl-2表达水平高于CCCP组,差异

均有统计学意义(P<0.05)。CCCP+miR-29
 

agomir
组 HUVECs中BAX、Beclin1、Parkin和Pink1蛋白

表达水平低于 NC组,差异均有统计学意义(P<
0.05)。见图8、表8。

图6  miR-29增强CCCP诱导的 HUVECs的迁移(比例尺=200
 

μm)
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图7  miR-29增强CCCP诱导的 HUVECs的线粒体活性(比例尺=200
 

μm)

表7  各组 HUVECs的伤口距离及线粒体

   活性比较(x±s)

组别 n 伤口距离(mm) 线粒体活性

NC组 3 0.28±0.02 0.33±0.02

DMSO组 3 0.27±0.03 0.34±0.03

CCCP组 3 0.56±0.02* 0.14±0.02*

CCCP+miR-29
 

agomir组 3 0.21±0.03*# 0.28±0.03*#

F 112.933 39.192

P <0.001 <0.001

  注:与NC组比较,*P<0.05;与CCCP组比较,#P<0.05。

图8  各组 HUVECs中BAX、Bcl-2、Beclin1、Parkin
和Pink1蛋白表达(蛋白质印迹法结果)

表8  各组 HUVECs中BAX、Bcl-2、Beclin1、Parkin和Pink1蛋白表达水平比较(x±s)

组别 n BAX蛋白 Bcl-2蛋白 Beclin1蛋白 Parkin蛋白 Pink1蛋白

NC组 3 0.31±0.03 0.32±0.02 0.18±0.01 0.22±0.03 0.18±0.02

DMSO组 3 0.29±0.03 0.31±0.02 0.18±0.01 0.21±0.02 0.18±0.02

CCCP组 3 0.70±0.04* 0.10±0.01* 0.49±0.02* 0.63±0.02* 0.25±0.03*

CCCP+miR-29
 

agomir组 3 0.12±0.01*# 0.17±0.03*# 0.08±0.02*# 0.10±0.02*# 0.08±0.01*#

F 206.306 77.562 380.314 310.521 32.612

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与NC组比较,*P<0.05;与CCCP组比较,#P<0.05。

3 讨  论

  糖尿病会增加心血管疾病的发生风险[5]。慢性

高血糖可直接导致内皮细胞损伤,内皮功能障碍是诱

发糖尿病心血管事件的关键诱因[16]。因此,开发有效

的药物可能是改善糖尿病内皮功能的重要策略。本

研究发现,miR-29可以通过下调db/db小鼠内皮细

胞,以及高糖和CCCP诱导的 HUVECs的凋亡和线

粒体自噬来减轻糖尿病内皮和线粒体功能障碍。

本研究建立了以高脂血症、高血糖、高胰岛素血

症和胰岛素抵抗为特征的糖尿病db/db小鼠模型。

研究结果显示,miR-29
 

agomir治疗6周,显著降低了

血清 TC、TG、LDL-C、FINS、FBG 水平及 HOMA-

IR、QUICKI,提高血清 HDL-C水平。先前研究表

明,miR-29是胰岛素刺激的葡萄糖代谢和脂质氧化

的重要调节因子[17]。异常的血糖波动可能与糖尿病

慢性并发症有关[3]。此外,患有高TG血症和胰岛素
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抵抗的糖尿病患者患心血管疾病的风险更高[18]。内

皮功能障碍是心血管疾病的独立预测因子[19]。根据

组织病理学观察结果显示,db/db小鼠胸主动脉出现

血管内皮功能障碍的现象。miR-29
 

agomir显著改善

糖尿病引起的db/db小鼠血管内皮功能障碍。如上

所述,miR-29可以保护oxLDL[20]、血管紧张素Ⅱ[21]

和高糖[22]诱导的内皮功能障碍。因此,针对 miR-29
的药物开发对糖尿病内皮功能障碍可能具有良好的

治疗作用。
高糖诱导的内皮功能障碍是糖尿病相关血管并

发症发生的关键起始因素[3]。因此,本研究构建了高

糖诱导的HUVECs。糖尿病胸主动脉和高糖诱导的

HUVECs均表现为内皮和线粒体功能障碍。线粒体

动力学和线粒体自噬是调节线粒体稳态的关键过

程[23]。线粒体的形态和功能改变在糖尿病诱导的内

皮功能障碍中发挥着至关重要的作用[24]。线粒体自

噬是维持线粒体质量的重要机制。这是1个复杂的

过程,涉及线粒体和自噬机制之间的相互作用,受损

或不需要的线粒体可以被选择性去除。越来越多的

证据表明,减轻内皮细胞线粒体自噬可以保护内皮细

胞免受 高 血 糖 的 影 响。例 如,间 充 质 干 细 胞 通 过

Pink1/Parkin信号通路非依赖性线粒体自噬减轻高

血糖介导的内皮损伤[25]。通过检测细胞凋亡标记物

(BAX和Bcl-2)和线粒体自噬标记物(Beclin1、Parkin
和Pink1),本研究观察到 miR-29

 

agomir显著改善了

糖尿病胸主动脉和高糖诱导的 HUVECs的细胞凋亡

和线粒体自吞噬。线粒体钙缺陷与一氧化氮的内皮

生物利用率降低有关,导致内皮依赖性血管舒张缺

陷,这是糖尿病内皮功能障碍的1个关键特征[26]。内

皮细胞结构和功能的变化是许多心血管疾病的病理

基础,尤其是糖尿病[26]。高糖是内皮功能障碍的常见

原因。在本研究中,miR-29
 

agomir可以减轻高糖诱

导的内皮细胞凋亡和线粒体功能障碍,从而改善血管

内皮功能障碍。因此,miR-29可能延缓心血管疾病

的进展,降低其病死率,提高患者的生活质量。
通过用解偶联剂CCCP处理细胞,可以在实验条

件下使线粒体去极化以模拟线粒体损伤状态[27]。

CCCP导致线粒体内膜的膜电位急剧下降,这是通过

线粒体内膜中的转运蛋白复合体导入蛋白质所必需

的[27]。Pink1可以选择性地将Parkin募集到受损细

胞的线粒体中,从而导致解偶联。即使没有线粒体膜

去极化,Pink1也会避免降解途径,并将Parkin募集

到线粒体中,在其他健康的线粒体中引起线粒体自

噬[27]。因此,CCCP通过激活Pink1/Parkin信号通路

介导的线粒体自噬和降低线粒体膜电位来诱导线粒

体损伤[27]。miR-29通过下调Pink1、Parkin和Bec-

lin1的表达,显著改善CCCP诱导的 HUVECs线粒

体自噬。总之,本研究结果表明,miR-29
 

agomir治疗

可以预防糖尿病诱导的内皮和线粒体功能障碍。
综上所述,本研究表明在db/db小鼠的胸主动

脉,以及高糖和CCCP诱导的 HUVECs中,miR-29
减轻了内皮细胞的凋亡和线粒体自噬。此外,miR-29
显著改善高糖和CCCP诱导的 HUVECs的迁移、线
粒体活性。因此,miR-29具有潜在的治疗糖尿病内

皮和线粒体功能障碍的潜力,其参与内皮细胞的凋亡

和线粒体自噬的过程。
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