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微 RNA-141 靶向 Dlx5 基因对骨形态发生蛋白 2 诱导人主动脉瓣钙化的 
调控作用

杨 潜△，王俊男△，凌新宇，薛小飞，肖 健，奚 望*，王志农

海军军医大学（第二军医大学）长征医院胸心外科，上海 200003

［摘要］ 目的 探讨 miRNA-141 对骨形态发生蛋白 2（BMP-2）诱导人主动脉瓣钙化的调控作用及机制。 
方法 收集 24 例人退行性主动脉瓣，用 qRT-PCR 及蛋白质印迹法检测 miRNA-141 和 BMP-2 的 mRNA 及蛋白表达
水平。在人主动脉瓣膜间质细胞（HAVIC）中上 / 下调 miRNA-141 表达，通过 Von Kossa 染色比较细胞钙化，并比较

远端缺失同源盒 5（Dlx5）mRNA 和 BMP-2 蛋白表达；双荧光素酶报告基因实验验证 Dlx5 是否为 miRNA-141 的靶

基因。在主动脉瓣钙化小鼠和 Dlx5 基因敲除主动脉瓣钙化小鼠中，上 / 下调 miRNA-141 表达，通过 Von Kossa 染色

比较主动脉瓣钙化，并检测 BMP-2 蛋白表达。结果 与正常主动脉瓣膜组织相比，人退行性主动脉瓣 miRNA-141 的
表达降低（1.00±0.02 vs 0.35±0.06，P＝0.01），BMP-2 的 mRNA 及蛋白表达增加（P 均＝0.01）。在 HAVIC 中，

上调 / 下调 miRNA-141 可抑制 / 促进钙化（P＝0.02 或 P＝0.01），并降低 / 升高 Dlx5 mRNA 表达（P 均＝0.01）及

BMP-2 蛋白的表达（P＝0.02 或 P＝0.01）。双荧光素酶报告基因实验验证了 Dlx5 为 miRNA-141 的靶基因。上调 / 下
调主动脉瓣钙化小鼠 miRNA-141 可抑制 / 促进钙化（P 均＝0.01），并降低 / 升高 Dlx5、BMP-2 mRNA 及蛋白的表达 
（P 均＜0.05）；Dlx5 基因敲除小鼠中，上 / 下调 miRNA-141 不影响瓣膜钙化和 BMP-2 的表达。结论 miRNA-141
靶向 Dlx5 基因抑制 BMP-2 蛋白诱导的人主动脉瓣钙化。
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Regulatory effect of microRNA-141 targeting Dlx5 on bone morphogenetic protein-2 induced-calcification of 
human aortic valve

YANG Qian△, WANG Jun-nan△, LING Xin-yu, XUE Xiao-fei, XIAO Jian, XI Wang*, WANG Zhi-nong
Department of Cardiothoracic Surgery, Changzheng Hospital, Naval Medical University (Second Military Medical University), 
Shanghai 200003, China

［Abstract］ Objective To investigate the regulating effects and mechanism of microRNA (miRNA)-141 on bone 
morphogenetic protein-2 (BMP-2)-induced calcification of human aortic valve. Methods Twenty-four samples of human 
degenerative aortic valve were collected, and the mRNA and protein expression levels of miRNA-141 and BMP-2 were detected 
by quantitative real-time polymerase chain reaction and Western blotting. miRNA-141 was up/down-regulated in human aortic 
valve interstitial cells (HAVICs), Von Kossa staining was used to show cellular calcification, and mRNA expression of distal-less 
homeobox 5 (Dlx5) and protein expression of BMP-2 were compared. Dual luciferase experiment was used to verify whether Dlx5 
was the target gene of miRNA-141. miRNA-141 was up/down-regulated in aortic valve calcification mouse models with or without 
Dlx5 knockout, Von Kossa staining was used to compare aortic valve calcification, and BMP-2 protein expression was detected. 
Results Compared with normal aortic valve tissues, the expression of miRNA-141 was significantly decreased in degenerative 
aortic valves (1.00±0.02 vs 0.35±0.06, P＝0.01), while the mRNA and protein expression levels of BMP-2 were significantly 
increased (both P＝0.01). In HAVICs, the up/down regulation of miRNA-141 could inhibit/promote calcification (P＝0.02 or  
P＝0.01), and decrease/increase the mRNA expression of Dlx5 (both P＝0.01) and the protein expression of BMP-2  
(P＝0.02 or P＝0.01). Dual luciferase experiment validated that miRNA-141 directly targeted Dlx5. In aortic valve 
calcification mouse model, up/down-regulation of miRNA-141 could inhibit/promote calcification (both P＜0.05), and 
decrease/increase the mRNA and protein expression levels of Dlx5 and BMP-2 (all P＜0.05); while in mouse model 
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with Dlx5 knockout, there were no correlation between miRNA-141 expression and valvular calcification or BMP-2  
expression. Conclusion　miRNA-141 can inhibit human aortic valve calcification via regulating BMP-2 by  
targeting Dlx5.

［Key words］ aortic valve; valvular calcification; micro RNA-141; distal-less homeobox 5; bon morphogenetic protein-2
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钙 化 性 主 动 脉 瓣 疾 病（calcific aortic valve 
disease，CAVD）指各种原因引起的、以主动脉瓣

钙化为主要病理改变的疾病。CAVD 好发于老年

人，随着各国人口老龄化程度加剧，其发病率正逐

年增加［1］。CAVD 发生过程涉及内皮损伤、脂质

浸润、慢性炎症、基质重塑、纤维化、细胞分化、

进展性钙化及新生血管形成等复杂变化［2-6］，其病

理改变早期与动脉粥样硬化相似、晚期与骨形成类 
似［7］。在晚期的进展性钙化过程中，骨形态发生蛋

白 2（bone morphogenetic protein-2，BMP-2）起着

重要作用。研究发现，BMP-2 可受 miRNA-141 调

控［3,8-9］，但 miRNA-141 调控 BMP-2 诱导主动脉瓣

钙化的具体机制尚不明确。本研究通过人钙化主动

脉瓣检测、人主动脉瓣膜间质细胞（human aortic 
valve interstitial cell，HAVIC）实验及主动脉瓣钙

化小鼠模型实验，探讨 miRNA-141 通过靶向作用

远端缺失同源盒 5（distal-less homeobox 5，Dlx5）
基因，继而调控 BMP-2 蛋白诱导的人主动脉瓣钙

化的可能机制。

1 材料和方法

1.1 组织标本 收集 2018 年 9 月至 2019 年 3 月

在海军军医大学（第二军医大学）长征医院接受主

动脉瓣膜置换术的 24 例 CAVD 患者的退行性主动

脉瓣膜，并通过尸检获得24例正常人主动脉瓣膜。

标本使用经海军军医大学（第二军医大学）伦理委

员会审批，患者家属均已签署知情同意书。

1.2 正常人主动脉瓣膜 HAVIC 的原代培养及 
分组 瓣膜经冷 PBS 清洗、0.25% 胰蛋白酶 -EDTA
溶液消化，刮擦瓣膜内皮细胞层，再将瓣膜剪成 
3 mm×3 mm 大小薄片，置于Ⅱ型胶原酶溶液中，

37 ℃培养箱孵育 2 h。滤去瓣膜残渣，移入离心

管，377.3×g 离心 5 min，取沉淀。加入 1 mL 高

糖 DMEM 培养液，混匀，移入培养皿，常规培养，

2 d 后换液。细胞生长铺满培养瓶底 80% 左右时

传代，每 2 d 换液 1 次。选用培养第 3～4 代细胞

进行研究。空白对照组（Con）以标准培养液培养 
1 周；实验组以含 10 mmol/L 地塞米松、50 mg/L
维生素 C 和 10 mmol/L β- 甘油磷酸钠（美国 Sigma

公司）的钙化培养液进行钙化诱导培养 1 周，并进

一步分为单纯钙化培养液组（Cal）、阴性对照组

（miR-NC）、miRNA-141 模 拟 组（M-miR-141）
和miRNA-141抑制组（I-miR-141），每组 5个样本。

1.3 小鼠模型构建与分组 选取雄性 Dlx5 － / － 
ApoE － / －小鼠 45 只、雄性 Dlx5＋/＋ApoE － / －小鼠

45 只［SPF 级，海军军医大学（第二军医大学）动

物实验中心，实验动物生产许可证号：SCXK（沪）

2017-0003］，给予 0.2% 高胆固醇、高脂饮食喂养

24 周，构建主动脉瓣钙化小鼠模型，并分为空白对

照组（Con）、miRNA-141 下调（miR-141 －）组和

miRNA-141 上调（miR-141 ＋）组，每组 15 只。培

养 3 个月后以颈椎脱臼法处死小鼠，收集小鼠主动

脉瓣组织。

1.4 qRT-PCR检测miRNA-141、Dlx5 mRNA和BMP-2  
mRNA 的 表 达 采 用 miRNA 反 转 录 试 剂 盒 进

行反转录，利用特异引物进行 qRT-PCR 检测。

反 应 条 件：50 ℃ 2 min、95 ℃ 10 min；95 ℃ 
15 s、60 ℃ 1 min、72 ℃ 34 s， 共 40 个 循 环。

miRNA-141 的 表 达 以 U6 为 内 参，Dlx5、BMP-2
的表达以 β-actin 为内参，基因的相对表达量采

用 2－ΔΔCt 法进行分析。引物序列：U6 上游引物 
5'-CGCTTCGGCAGCACATATACT-3'， 下 游 引 物

5'-GAATTTGCGTGTCATCCTTGC-3'；miRNA-141
引 物 5'-GCAGTGTTGGATGGTTGAAGTATG-3'；
β-actin上游引物 5'- AGGCTGTGTTGTCCCTGTA-3'，
下游引物 5'-ATGTCACGCACGATTTCC-3'；Dlx5上游

引物5'- GCAAGATCACTAGACGGGAATCA-3'，下

游引物5'-GCATTGTCGAAGTCGGATACAGAG-3'；
BMP-2 上游引物 5'-TCATAAAACCTGCAACAGCC-
AACTCG-3'，下游引物 5'-GCTGTACTAGCGAC-
ACCCAC-3'。
1.5 蛋白质印迹法检测 Dlx5 和 BMP-2 蛋白的 
表达 使用 RIPA 裂解液（美国 Thermo Fisher 公
司）裂解细胞并提取细胞总蛋白，将蛋白质样品进

行凝胶电泳后转膜、封闭，再分别加入工作浓度为

1 ∶ 1 000 的一抗（BMP-2 抗体，英国 Abcam 公

司；Dlx5 抗体，美国 Abgent 公司）和工作浓度为 
1 ∶ 5 000 的二抗（辣根过氧化物酶标记的兔源抗
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体，美国 Cell Signaling Technology 公司）进行免疫

反应。反应完成后使用 ECL 工作液（美国 Thermo 
Fisher 公司）显色，观察目的蛋白的表达情况。以

β-actin 为内参。

1.6 HAVIC 转染 选用 50 nmol/L 的 miRNA-141
模 拟 物、miRNA-141 抑 制 物 及 阴 性 对 照，以

DharmaFect 转 染 试 剂 盒（美 国 Thermo Fisher 
Scientific 公司）转染单层 HAVIC 培养物（细胞密

度为 7.5×104/cm2）；用生长培养液（含有 10% 
FBS 的 DMEM）进一步培养转染后细胞 24 h。
1.7 Von Kossa 染色及结果判定 使用 Von Kossa 
试剂盒（美国 Polysciences 公司）对细胞及组织进

行 Von Kossa 染色，并进行半定量分析。细胞染色

后，综合考虑染色强度和阳性百分比，采用染色指

数法计算钙化得分。（1）染色阳性细胞标记指数

计分：随机计数 500 个细胞（高倍镜下），根据标

记指数（labeling index，LI；阳性细胞数目所占百

分比）分 4 个等级，完全无着色为 0 分，LI＜25%
为 1 分，LI 在 25%～50% 之间为 2 分，LI＞50% 为 
3 分。（2）细胞着色强度计分：按细胞染色后着

色的深浅程度计 0～3 分，与背景色基本一致、细

胞没有着色计 0 分，着色为浅黄色计 1 分，着色呈

棕色计 2 分，着色为棕褐色计 3 分。以 LI 计分和

着色强度计分的乘积作为最终得分。

1.8 双荧光素酶报告基因实验 应用 TargetScan 
6.2 软件检索 miRNA-141 靶基因，结果显示 Dlx5
基因可能是其潜在靶基因。收集第 3～4 代 HAVIC
细胞，按每孔 1×106 个细胞接种于 6 孔板，利用

PCR 法获取 HAVIC 细胞中的 cDNA 模板，构建包

含 miRNA-141 结合位点的 Dlx5 基因 3'-UTR 序列，

插入 pGL3-basic 荧光素酶质粒中，形成报告基因

质粒，所有构建获得的表达质粒经酶切和测序鉴

定。按照 Lipofectamine 2000 试剂盒说明书进行操

作，将上述重组质粒载体和 miRNA-141 模拟物、

miRNA-141 模拟物阴性对照（美国 Invitrogen 公司）

共转染HAVIC 24 h后行双荧光素酶报告基因检测。

以荧光素为底物，检测萤火虫荧光素酶活性；加入

Stop&Glo 试剂（美国 Promega 公司）检测海肾荧光

素酶活性，并以其作为内参照；同时加入抑制荧光

素酶催化荧光素发光物质。计算各组细胞内的相对

荧光素酶活性。荧光素酶活性＝萤火虫荧光素酶活

性值 / 海肾荧光素酶活性值。实验操作重复 2 次。

1.9 统计学处理 应用 SPSS 21.0 软件进行统计

学分析。计量资料以 x±s 表示，两组间比较采用 

独立样本 t 检验；多组间比较采用单因素方差分析，

以最小显著性差异法进行两两比较。计数资料以例

数和百分数表示，组间比较采用 χ2 检验。检验水准

（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 人钙化主动脉瓣 miRNA-141 和 BMP-2 表达

变化 退行性主动脉瓣膜组 24 例患者中男 14 例

（58.3%），女 10例（41.7%），平均年龄（63.7±4.6）
岁；正常主动脉瓣膜组 24 例中男 13 例（54.2%）、

女 11 例（45.8%），平均年龄（66.8±6.1）岁；

两组间性别比例、平均年龄的差异均无统计学意

义（P 均＞0.05）。qRT-PCR 及蛋白质印迹法检测

结果显示，与正常瓣膜组织相比，钙化主动脉瓣组

织中 miRNA-141 的表达水平降低（1.00±0.02 vs 
0.35±0.06，P＝0.01）、BMP-2 mRNA 表达水平增

高（1.00±0.01 vs 1.72±0.12，P＝0.01）、BMP-2
蛋白的表达水平增高（1.00±0.01 vs 2.14±0.17， 
P＝0.01，图 1）。

2.2 HAVIC 中 miRNA-141 与 BMP-2、Dlx5 的 
关系 Con 组、Cal 组、miR-NC 组、M-miR-141 组

和I-miR-141组细胞的钙化得分分别为1.00±0.05、
1.54±0.13、 1.50±0.14、1.35±0.14、1.96±0.15，
与 Con 组相比，4 个实验组的细胞钙化得分均升高

（P 均＜0.05）；Cal 组与 miR-NC 组细胞钙化得分

差异无统计学意义（P＝0.12）；M-miR-141 组较

Cal 组、I-miR-141 组降低（P＝0.02，P＝0.01）；

I-miR-141 组较 Cal 组升高（P＝0.01）。

Con 组、Cal 组、miR-NC 组、M-miR-141 组 和

I-miR-141 组细胞中 Dlx5 mRNA 相对表达水平分别

为 1.00±0.02、0.96±0.02、0.97±0.02、0.76±0.14、
1.89±0.16；Con 组、Cal 组、miR-NC 组 Dlx5 
mRNA 表达差异均无统计学意义（P 均＞0.05）；

与 Con 组比较，M-miR-141 组的 Dlx5 mRNA 表达水

图 1 正常主动脉瓣及退行性钙化性主动脉瓣中

BMP-2 蛋白表达水平

Fig 1 Expression of BMP-2 protein in normal aortic 

valve and degenerative calcification aortic valve
BMP-2: Bone morphogenetic protein-2
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平降低（P＝0.02），而 I-miR-141 组 Dlx5 mRNA 表

达水平升高（P＝0.01），I-miR-141 组 Dlx5 mRNA
表达水平较 M-miR-141 组升高（P＝0.01）。

Con 组、Cal 组、miR-NC 组、M-miR-141 组 和

I-miR-141 组细胞中 BMP-2 蛋白相对表达水平分别

为 1.00±0.02、0.97±0.02、0.99±0.02、0.71±0.10、
1.99±0.16；Con 组、Cal 组、miR-NC 组 BMP-2 蛋

白表达水平差异均无统计学意义（P 均＞0.05）；

与 Con 组比较，M-miR-141 组的 BMP-2 蛋白表达水

平降低（P＝0.02），而 I-miR-141 组 BMP-2 蛋白表

达水平升高（P＝0.01）；I-miR-141 组 BMP-2 蛋白

表达水平较M-miR-141 组升高（P＝0.01）。见图 2。

组 Dlx5 和 BMP-2 的 mRNA 表达水平较 Con 组均降

低（P 均＜0.05）。Con 组、miR-141－组及miR-141＋ 

组Dlx5蛋白表达水平分别为1.00±0.09、1.94±0.21
及 0.40±0.11，BMP-2 蛋 白 表 达 水 平 分 别 为

1.00±0.11、1.90±0.19及0.36±0.07；与Con组相比，

miR-141 －组 Dlx5 和 BMP-2 蛋白表达水平均升高 
（P 均＜0.05），而 miR-141＋组 Dlx5 和 BMP-2 蛋

白表达水平均降低（P 均＜0.05）。见图 3。

2.3 双荧光素酶报告基因实验确认 miRNA-141 的

直接靶标 与阴性对照（pGL3-2 空载体）相比，

应用 miRNA-141 模拟物和 pGL3-3′ UTR 转染细

胞后重组质粒的荧光素酶活性降低（0.90±0.04 
vs 0.50±0.09，P＝0.02），提示 miRNA-141 通过

与 Dlx5 的 3′ UTR 相互作用并抑制其表达，验证了

Dlx5 为 miRNA-141 的靶基因。

2.4 小鼠主动脉瓣中 miRNA-141 与 BMP-2、Dlx5
的关系 Von Kossa 染色显示，Con 组、miR-141 －

组及 miR-141 ＋组小鼠主动脉瓣膜钙化得分分别为

1.00±0.02、1.89±0.10 及 0.62±0.10，miR-141 －

组钙化得分较 Con 组增高（P＝0.01），miR-141 ＋

组钙化得分较 Con 组降低（P＝0.01）。Con 组、

miR-141－组及 miR-141＋组 Dlx5 mRNA 表达分水平

别 为 1.00±0.08、1.98±0.27 及 0.54±0.07，BMP-2  
mRNA 表达水平分别为 1.00±0.19、1.83±0.23 及

0.43±0.16，miR-141－组 Dlx5 和 BMP-2 mRNA 表达

水平较 Con 组均升高（P 均＜0.05），而 miR-141 ＋ 

将 Dlx5 基因敲除的主动脉瓣钙化小鼠模型进

行同样的分组及培养，结果显示 Con 组、miR-141－ 

组、miR-141＋ 组 BMP-2 蛋 白 表 达 水 平 分 别 为

1.00±0.04、0.97±0.03、1.02±0.03（图 4）， 钙

化得分分别为 1.00±0.05、0.98±0.04、1.03±0.03，
各组间差异均无统计学意义（P 均＞0.05）。

图 2 各组原代人主动脉瓣膜间质细胞中 

BMP-2 蛋白表达水平

Fig 2 Expression level of BMP-2 protein in human 

aortic valve interstitial cells of each group
BMP-2: Bone morphogenetic protein-2; Con: Control 

group; Cal: Calcification group; miR-NC: Negative control 

group; M-miR-141: miRNA-141 mimic group; I-miR-141: 

miRNA-141 inhibitor group

图 3 各组小鼠主动脉瓣中 Dlx5 及 BMP-2 蛋白表达水平

Fig 3 Expression level of Dlx5 and BMP-2 protein in 

aortic valve in each group
Dlx5: Distal-less homeobox 5; BMP-2: Bone morphogenetic 

protein-2; Con: Control group; miR-141－: miRNA-141 down-

regulated group; miR-141＋: miRNA-141 up-regulated group

图 4 各组 Dlx5 基因敲除小鼠主动脉瓣中

BMP-2 蛋白表达水平

Fig 4 Expression level of BMP-2 protein in aortic valve 

in each Dlx5 knockout mouse group
Dlx5: Distal-less homeobox 5; BMP-2: Bone morphogenetic 

protein-2; Con: Control group; miR-141－: miRNA-141 down-

regulated group; miRNA-141＋: miR-141 up-regulated group

3 讨 论

许多基因通路参与了心脏瓣膜钙化过程，如

胰岛素样生长因子 1（insulin-like growth factor 1，
IGF-1）通路、 BMP-2 通路等［10-11］。已知经典通

路中，BMP-2 受到 Dlx5 的调节，激活一系列下游
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蛋白并与其他非经典途径共同诱发钙化发生，如

Laxman 等［9］发现 miRNA-203 和 miRNA-320b 通过

抑制 Dlx5 负调控 BMP-2 诱导的成骨细胞分化，而

Dlx5 同时抑制下游成骨转录因子 Runx2 和 Osx，共

同抑制成骨细胞分化。

miRNA 是真核生物中一类内源性的具有调控

功能的 RNA，可在转录后水平特异性识别靶基因

的 3′ UTR 上相应靶点并通过碱基互补配对方式

与之结合，从而抑制或加速降解特定靶基因而发

挥作用。研究表明，HAVIC 高表达或特异表达的

miRNA 参与调控心脏重构［12］、瓣膜纤维化［13］、

瓣膜钙化［14］等多种心脏生理和病理过程。

miRNA-141 是 miRNA-200 家族成员，在成骨

及钙化过程中发挥重要调节作用。Yanagawa 等［3］ 

发 现 先 天 性 二 叶 瓣 畸 形 患 者 主 动 脉 标 本 中

miRNA-141 的表达降低，而 BMP-2 的表达增高。

Itoh 等［8］发现在小鼠成骨前细胞系中，miRNA-141
通过抑制 Dlx5 调节 BMP-2 诱导的前成骨细胞分

化。但目前尚无研究阐明 miRNA-141 通过 BMP-2
通路调控主动脉瓣钙化的具体机制。

本研究发现，与正常主动脉瓣膜组织相比，

人退行性钙化主动脉瓣膜组织中 miRNA-141 的表

达降低，而 BMP-2 的 mRNA 及蛋白表达水平增

高；在 HAVIC 中，miRNA-141 发挥抑制细胞钙化

作用，且 Dlx5、BMP-2 表达水平与 miRNA-141 表

达水平呈负向关系。双荧光素酶报告基因实验显

示 Dlx5 是 miRNA-141 的直接靶标；在体水平上调

miRNA-141 表达可降低小鼠主动脉瓣钙化程度并

减少 BMP-2 表达，下调 miRNA-141 可起到相反作

用；而上 / 下调 miRNA-141 对 Dlx5 基因敲除小鼠

主动脉瓣钙化及 BMP-2 蛋白表达无影响。

CAVD 作为一种受遗传与环境因素双重影响、

涉及复杂细胞分子学机制的慢性进展性疾病，其确

切发病机制尚不明确，目前尚无有效的药物可以预

防或延缓其进展，因此接受手术或介入瓣膜置换是

晚期 CAVD 患者唯一的选择。本研究首次证实了

miRNA-141 通过作用于 Dlx5 抑制 BMP-2 诱导主动

脉瓣钙化的机制，或可为 CAVD 患者尤其是晚期患

者的靶向治疗提供理论依据和新的治疗靶点。
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