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下调miRNA-181a 降低寒冷刺激诱导的妊娠高血压小鼠的血压
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[摘　要]	 目的：检测miRNA-181a在寒冷刺激诱导的妊娠高血压小鼠胎盘组织中的表达，研究下调miRNA-

1 8 1 a表达后对妊娠高血压小鼠血压的影响，并探讨初步机制。方法：尾静脉注射2 0 0  n m o l / k g 

miRNA-181a-antagomir，2 d后，通过反复寒冷应激刺激方法建立妊娠高血压小鼠模型。颈动脉插

管法测量小鼠血压，qPCR检测胎盘组织中miRNA-181a的表达，使用NO试剂盒测量血清中NO含

量，ELISA检测血清中血红素氧合酶-1(heme oxygenase 1，HO-1)含量，Western印迹法检测胎盘组

织中Akt，pAkt，内皮型一氧化氮合酶(eNOS)和peNOS蛋白表达。结果：与对照组相比，寒冷刺激

诱导的妊娠高血压小鼠胎盘组织中miRNA-181a水平显著增加。与模型组相比，沉默miRNA-181a

能够降低孕鼠的血压，升高血清NO和HO -1水平，并上调胎盘组织中pA kt和peNOS蛋白表达。 

结论：miRNA-181a表达可能与寒冷刺激诱导的妊娠高血压的发生发展有潜在关系。
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Abstract Objective: To examine the expression of miRNA-181a in placenta tissue of cold induced-pregnant hypertensive 

mice and to explore the effects of and the possible mechanisms of down-regulation miRNA-181a on blood 

pressure. Methods: Mice were injected with 200 nmol/kg miRNA-181a-antagomir via tail vein. Two days later, 

model of pregnant hypertension was established by cold-stress stimulation method. Blood pressure was measured 

with direct intubation of carotid. The expressions of miRNA-181a in placenta tissues were examined by qPCR; 

the levels of serum NO were determined by NO assay kit; the levels of serum heme oxygenase 1 (HO-1) were 

determined by ELISA assay; The protein expressions of Akt, pAkt, eNOS and peNOS were analyzed by Western 

blot. Results: Compared to control group, the expression of miRNA-181a in placenta tissue of cold induced-



下调 miRNA-181a 降低寒冷刺激诱导的妊娠高血压小鼠的血压    王琳，等 2293

妊 娠 高 血 压 综 合 征 ( p r e g n a c y  i n d u c e d 
hypertension syndrome，PH)以高血压、水肿、蛋白

尿为特征，可伴全身多器官功能损害或功能衰竭，

严重者发展为子痫，出现抽搐、昏迷等症状[1]。目

前PH的治疗主要采用硫酸镁解痉，必要时予降压、

利尿，但由于硫酸镁的安全窗小，容易中毒。因

此，研究PH发生发展的机制具有重要的现实意义。

MicroRNA(miRNA)是一类长度约22个碱基的

非编码R N A，在细胞增殖、分化和凋亡等多种生

物学进程中发挥重要作用。近年来研究 [ 2 ]表明：

某些miR NA在小鼠和人的胎盘组织中表达异常变

化。 M i R N A - 1 8 1 a 是 m i R N A - 1 8 1 家族成员多功能

miRNA [3-4]。有研究 [5]采用基因芯片技术检测，结

果显示miRNA-181a在子痫前期孕妇和正常孕妇的

外周血呈高表达。此外，报道 [6]指出miRNA-181a
的表达在重度子痫前期显著上调。Liu等 [7]研究发

现miRNA-181a通过TGF-β通路令脐带和蜕膜来源

的骨髓间充质干细胞高表达。而妊娠高血压的发

生与气温骤变密切相关[8]。因此，本研究通过建立

寒冷刺激诱导的妊娠高血压小鼠模型，观察沉默

miRNA-181a后对寒冷刺激诱导的妊娠高血压小鼠

的血压的影响，并初步讨论其作用机制。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  实验动物

健 康 癌 症 研 究 所 ( I n s t i t u t e  o f  C a n c e r 
R e s e a r c h ) 小 鼠 6 0 只 ， 雌 性 4 0 只 ， 雄 性 2 0 只 ，

购 自 南 京 医 科 大 学 实 验 动 物 中 心 ， 合 格 证 号

SCXK(苏)2013-0004，置于(23±2) ℃环境中饲养，

正常饮食，进行为期1周的适应性饲养。

1.1.2  主要试剂

Ne g a t i v e  c o n t r o l  a n t a g o m i r ， m i R N A - 1 8 1 a -
antagomir由上海吉玛制药技术有限公司合成；一

步法RNAeasy试剂盒购自荷兰Qiagen公司；TaqMan 
Micro分析试剂盒购自美国Thermo公司；NO测定

试剂盒购自南京建成生物工程研究所；血红素氧

合酶-1(heme oxygenase 1，HO-1)ELISA试剂盒购自

武汉华美生物工程有限公司；Akt和pAkt抗体购自

美国CST公司；eNOS和peNOS抗体购自美国BD公

司；其他试剂购自国产分析纯。

1.2  方法

1.2.1  寒冷刺激诱导妊娠高血压小鼠模型

随机选取健康成年小鼠于每天20:00以雌雄2:1
合笼，每日上午8 : 0 0对雌鼠进行检查，发现阴栓

者确定为妊娠第0天。将妊娠小鼠每天8:00~12:00
置 于 4  ℃ 环 境 ， 此 后 置 于 2 5  ℃ 环 境 ， 反 复 刺 激 
18 d[9]。颈动脉插管法测量血压，以最大收缩压与

平均动脉压与正常对照组小鼠相比达到显著差异

作为造模成功的标准。

1.2.2  实验分组

实 验 共 分 为 4 组 ， 每 组 1 0 只 雌 性 小 鼠 ： 正 常

对照组(co nt ro l组)，确定妊娠后正常饮食，不做

任 何 干 预 措 施 ； 妊 娠 高 血 压 组 ( P H 组 ) ， 进 行 寒

冷刺激诱导妊娠高血压建模；阴性对照antagomir
组(NC-antagomir组)，尾静脉注射negative control 
antagomir(200 nmol/k g )，2 d后进行妊娠高血压

建 模 ； m i R N A - 1 8 1 a - a n t a g o m i r 组 ， 尾 静 脉 注 射

miRNA-181a-antagomir(200 nmol/kg)，2 d后进行妊

娠高血压建模。在建模后，妊娠高血压组小鼠有 
1只小鼠死亡，其他各组小鼠均未出现死亡，共纳

入39只小鼠进行统计。各组小鼠于妊娠第19天剖腹

取胎，待胎盘完全剥离后，连同脐带周围组织剪

下，用PBS冲洗干净，置于−80 ℃冰箱中保存。分

离颈总动脉，每只小鼠取血1 mL备用。

1.2.3  颈动脉插管法测量血压

麻醉各组小鼠，固定，沿颈部正中切口，左

颈总动脉远心端结扎，近心端上动脉夹。在远心

端用探头前端针刺口，用探头插入。待小鼠清醒

后，每10 min测1次，连续测10次血压，取稳定的

血压求平均值。

1.2.4  qPCR 检测 miRNA-181a 表达

按照一步法RNAeasy试剂盒说明书方法萃取各

组小鼠胎盘组织中总RNA，按照TaqMan Micro分

pregnant hypertensive mice was significantly increased. Moreover, compared to model group, inhibition of 

miRNA-181a suppressed the blood pressure, increased the levels of serum NO and HO-1, and further, increased 

the protein expression of pAkt and peNOS in placenta tissue, respectively. Conclusion: MiRNA-181a may be 

related to the development of cold induced-pregnant hypertension. 
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析试剂盒进行PCR反应，反应体系如下：miRNA-
181a引物：上游5'-A ACATTCA ACG CTGTCG GT- 
G-3'，下游5'-AGCCATAGGGTACAATCAACGG-3'；
内参U6引物：上游5'-CGCTTCGGCAGCACATATA- 
C -3'，下游5'-TTCACG A ATTTG CGTGTCAT-3'， 
95 ℃，10 min预变性，95 ℃ 10 s，60 ℃ 45 s，共35
个循环，实验结果在荧光定量操作系统中进行分析

对比，目标基因的相对定量用2−∆∆Ct计算。

1.2.5  血清中 NO 含量的检测

各组小鼠颈总动脉血以4 000 r/min离心10 min，

取 上 清 液 按 照 N O 测 定 试 剂 盒 说 明 书 测 量 血 清 中

NO的含量。

1.2.6  ELISA 法检测血清中 HO-1 的含量

各组小鼠颈总动脉血以4 000 r/min离心10 min，

取上清液备用。于预包被抗HO-1特异性抗体的酶

标版上，每孔加入100 μL标准品和待测血清，37 ℃
温育2 h，弃去液体，加入100 μL生物素标志的抗

体工作液，37 ℃温育1h，洗涤，加入100 μL辣根过

氧化酶标记的抗生素蛋白链菌素，37 ℃温育1 h，

弃去液体，洗板，轻轻吸干水分，每孔加入90 μL
底物溶液，37 ℃避光温育20 min，加入50 μL终止

液，于450 nm波长处酶标仪读数OD值。

1.2.7  Western 印迹法

取各组小鼠胎盘组织，加入R IPA裂解液和蛋

白酶抑制剂，冰上裂解30 min，离心，BCA蛋白定

量，各组样品加入5×上样缓冲液进行SDS-PAGE电

泳，电泳完成后转移将蛋白至PVDF膜，加入5%脱

脂牛奶，室温放置2 h，TBST洗涤，加入相应一抗 
4  ℃ 孵 育 过 夜 ， 加 入 对 应 二 抗 ， 室 温 放 置 1  h ，

TBST洗涤3次，在BIO-RAD成像系统中发光成像，

进行灰度扫描。

1.3  统计学处理

本试验所有数据均采用SPSS 15.0统计软件进行

分析，数据以均数±标准差(x±s)表示，各组间均数

的比较采用单因素方差分析，进一步的两两比较采

用SNK-q检验，以P<0.05为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  各组孕鼠造模前后收缩压和舒张压

与control组相比，妊娠第18天，PH组、NC -
antagomir组和miR-181a-antagomir组孕鼠的收缩压

(systol ic  blood pressure，SBP)和舒张压(diastol ic 
blood pressure，DBP)显著高于0天(P<0.05)，miR-
181a-antagomir组孕鼠的上升幅度显著小于PH组和

NC-antagomir组(P<0.05，表1)。

2.2  各组小鼠胎盘组织中 miRNA-181a 表达

q P CR结果显示：与c o n t ro l组相比，P H组和

NC-antagomir组小鼠胎盘中miRNA-181a表达显著

升高(P<0.05)，PH组和NC -antagomir组之间差异

无统计学意义(P>0.05)；与PH组相比，miR-181a-
antagomir组小鼠胎盘中miRNA-181a表达显著降低

(P<0.05，图1)。

2.3  血清中 NO 与 HO-1 含量水平的变化

与 c o n t r o l 相 比 ， P H 组 和 N C - a n t a g o m i r 组

小 鼠 血 清 中 N O 含 量 与 H O - 1 蛋 白 含 量 显 著 降 低

( P < 0 . 0 5 ) ， P H 组和 N C - a n t a g o m i r 组之间差异无

统计学意义( P > 0 . 0 5 )；与P H组相比，m i R - 1 8 1 a -
antagomir组小鼠血清中NO含量与HO -1蛋白含量

显著上升(P>0.05，表2)。

表1 各组孕鼠的收缩压和舒张压变化(x±s)

Table 1 Changes of SBP and DBP in pregnant mice of each group (x±s)

组别 n
第0天 第18天

SBP/mmHg DBP/mmHg SBP/mmHg DBP/mmHg

Control组 10 116.48±4.48 85.47±3.08 119.83±4.06 86.24±3.42

PH组 9 119.73±3.86 82.47±2.98 146.57±2.97*# 100.83±3.72*#

NC-antagomir组 10 117.23±3.79 83.61±2.56 143.82±3.81*# 102.84±4.05*#

miR-181a-antagomir组 10 116.43±4.18 84.51±3.17 125.43±3.71*#& 92.88±3.61*#&

与control相比，*P<0.05；与PH组相比，&P<0.05；与第0天相比，#P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05; compared with the PH group, &P<0.05; compared with Day 0, #P<0.05.
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2.4  Akt，pAkt，eNOS 和 peNOS 蛋白表达的变化

与 c o n t r o l 组相比， P H 组和 N C - a n t a g o m i r 组

小鼠胎盘组织中pA kt和peNOS蛋白表达显著下降

(P<0.05)，PH组和NC -antagomir组之间差异无统

计学意义(P>0.05)；与NC-antagomir组相比，miR-
181a-antagomir组小鼠胎盘组织中pAkt和peNOS蛋

白表达显著上升(P<0.05)，各组Akt与eNOS的蛋白

表达无明显变化(图2)。

图1 各组胎盘组织中miRNA-181a相对表达量(x±s)

Figure 1 Relative expressions of miRNA-181a in placental 

tissue of each group (x±s)
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表2 各组孕鼠血清中NO含量与HO-1蛋白含量水平的变

化(x±s)

Table 2 Changes of serum NO levels and HO-1 protein 

levels in pregnant rats of each group (x±s)

组别 n NO/(μmol·L–1) HO-1/(ng·mL–1)

Control组 10 27.94±3.47 1.48±0.15

PH组 9 16.75±3.16* 0.84±0.08*

NC-antagomir组 10 17.83±2.67* 0.82±0.09*

MiR-181a-

antagomir组

10 22.42±3.09*# 1.13±0.12*#

与control相比，*P<0.05；与PH组相比，#P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05; compared with the 

PH group, #P<0.05. 

图2 各组胎盘组织中Akt，pAkt，eNOS和peNOS蛋白表达的变化(x±s)

Figure 2 Changes of the expressions of Akt, pAkt, eNOS and peNOS in placental tissues of each group (x±s)

(A) Akt和pAkt蛋白表达的变化；(B) eNOS和peNOS蛋白表达的变化。

(A) Changes of the protein expressions of Akt and pAkt; (B) Changes of the protein expressions of eNOS and peNOS.
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3  讨论

M i R N A 1 8 1 家族共有m i R N A - 1 8 1 a，m i R N A -
181b，miR NA-181c和miR NA-181d四个成员，分

别与多个靶mR NA s互补，通过抑制结合的mR NA
或激活其介导的复合体，在降解靶m R N A的过程

中发挥重要的调节作用。本研究通过对比妊娠高

血压小鼠与正常妊娠小鼠发现：miRNA-181a在寒

冷刺激诱导的妊娠高血压小鼠的胎盘组织中呈高

表达，与前人研究[6]结果相似。Zhu等 [10]研究发现

miRNA-181a在子痫前期患者的胎盘组织中的表达

特异性增强。

HO-1具有舒张血管、抗氧化与抗细胞凋亡的

作用 [11]。HO -1的表达上升可减轻血管紧张素II引

起的内皮细胞损伤，对血管损伤的修复具有保护作

用 [12]，并可能与PH发病有关 [13]。本研究发现沉默

miRNA-181a后，血清中HO-1的含量显著上升，提

示miRNA-181a可能通过调节HO-1影响妊娠小鼠的

血压。胎盘是产生NO的主要部位之一，而NO对

胎儿提供足够的血液供应具有重要作用 [14]。NO由

血管平滑肌产生，是一种血压调节因子。此外，

研究 [15]表明胎盘合体滋养细胞、干绒毛血管平滑

肌细胞与内皮细胞有eNOS mRNA的表达，是妊娠

基础状态下内皮源性NO合成的主要来源。eNOS磷

酸化介导的细胞内信号转导途径是NO生物利用度

降低的一个重要因素，当eNOS磷酸位点Ser1777磷

酸化后可导致eNOS最大程度地活化 [16]。A kt的激

活在eNOSSer1777磷酸化的过程中起重要作用。本研

究还发现：沉默miRNA-181a能够激活妊娠高血压

小鼠胎盘组织中的pA kt，从而上调peNOS的蛋白

表达，增加内皮源性NO的释放，NO量的增多，

进 而 舒 张 血 管 ， 起 降 低 血 压 的 作 用 ， 由 此 推 测

miRNA-181a可能是寒冷刺激诱导的妊娠高血压小

鼠的一个基因靶点。

综上所述，miRNA-181a可能是寒冷刺激诱导

的妊娠高血压治疗的一个有效靶点，可能通过调

控eNOS，AKT磷酸化介导的信号通路和调控HO-1
表达来调节妊娠高血压进展，至于具体的机制还

需进一步研究。
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