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长链非编码 ＲＮＡ ＨＩＦ１α⁃ＡＳ１ 在血管内皮细胞缺氧
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　 　 ［摘要］ 　 目的　 检测长链非编码 ＲＮＡ 缺氧诱导因子⁃１ａｌｐｈａ⁃反义链 １（ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ⁃１α⁃ＡＳ１）在缺糖缺氧血管内皮细胞中

的表达及对细胞缺氧应激损伤的影响。 　 方法　 原代培养人脐静脉血管内皮细胞并建立缺糖缺氧模型，实时荧光定量聚合

酶链式反应（Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ）方法从 ９５ 种长链非编码 ＲＮＡ 中筛选出缺糖缺氧后表达差异显著的基因 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ⁃１α⁃ＡＳ１。
用流式细胞仪、ＴＵＮＥＬ ／ Ｈｏｃｈｅｓｔ 检测细胞凋亡情况。 ｓｉＲＮＡ 干扰 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１α⁃ＡＳ１ 表达后，通过乳酸脱氢酶漏出率、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测超氧化物歧化酶 １（ＳＯＤ１）表达等方法评估细胞损伤情况。 　 结果 　 血管内皮细胞建立缺糖缺氧模型后，ｌｎｃＲＮＡ
ＨＩＦ⁃１α⁃ＡＳ１ 含量显著上升 １􀆰 ９８ 倍（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 对 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ⁃１α⁃ＡＳ１ 进行干扰后，３ 个干扰组细胞乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）漏出率

与模型组相比显著下降，ｓｉＲＮＡ１ 组为 ２０􀆰 ８４％ ± ２􀆰 ６４％ （Ｐ＜ ０􀆰 ０５），ｓｉＲＮＡ２ 组为 １９􀆰 ８２％ ± １􀆰 ６１％ （Ｐ＜ ０􀆰 ０１），ｓｉＲＮＡ３ 组为

１７􀆰 ０１％±０􀆰 ２４％（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ｓｉＲＮＡ２ 和 ｓｉＲＮＡ３ 的 ＳＯＤ１ 基因 ｍＲＮＡ 水平显著上调（Ｐ＜０􀆰 ０１）；２ 组 ＳＯＤ１ 蛋白表达量也明显上

升，ｓｉＲＮＡ２（Ｐ＜０􀆰 ０５），ｓｉＲＮＡ３（Ｐ＜０􀆰 ０１），细胞损伤减轻。 　 结论　 干扰 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ⁃１α⁃ＡＳ１ 的表达能够减轻血管内皮细胞缺

糖缺氧后的损伤，提高细胞的抗缺氧能力，这可能与 ＳＯＤ１ 表达量升高、乳酸脱氢酶漏出减少有关。
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０　 引　 　 言

长链非编码 ＲＮＡ （ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ， ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ）与癌症发生、血栓形成、动脉粥样硬化等疾

病过程均有一定的相关性［１⁃５］，并通过多种不同机

制调节转录因子的功能［６⁃８］。 机体缺氧可能导致内

皮功能障碍、系统性炎症及氧化应激等，进而产生

的氧自由基能够介导脂质过氧化损伤，是血管内皮

损伤的主要诱因之一。 为探讨 ｌｎｃＲＮＡ 在缺氧后血

管内皮损伤及修复过程中的机制，通过原代培养的

人脐静脉血管内皮细胞（ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏ⁃
ｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣ）建立氧糖剥夺模型，筛选 ９５ 种

ｌｎｃＲＮＡ 在缺糖缺氧后的含量变化情况。 其中长链

非编码 ＲＮＡ 缺氧诱导因子⁃１ａｌｐｈａ⁃反义链 １ （ ｌｏｎｇ
ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃１ａｌｐｈａ⁃ａｎｔｉ⁃
ｓｅｎｓｅ ＲＮＡ⁃１，ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ⁃１α⁃ＡＳ１）表达量上升最为

显著。 缺氧诱导因子⁃１α （ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃
１ａｌｐｈａ，ＨＩＦ⁃１α）作为转录调节因子，在与缺氧相关

的心血管疾病、癌症等发生发展过程中起着重要作

用［９⁃１２］。 有研究表明，高水平的 ＨＩＦ１α 提示机体处

于缺氧应激状态［１３］，ＨＩＦ⁃１α 表达与动脉粥样硬化

性炎症斑块表型相关，并在活化的巨噬细胞中上

调［１４］。 而 ＬｎｃＲＮＡ ＨＩＦ⁃１α⁃ＡＳ１ 在缺氧相关疾病中

的报道较少，本研究选择 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１α⁃ＡＳ１ 作为

缺氧应激的目标基因开展研究，旨在探索 ｌｎｃＲＮＡ
ＨＩＦ⁃１α⁃ＡＳ１ 与血管内皮细胞缺氧应激损伤的联系。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞及试剂　 ①细胞来源：在无菌条件下，取
健康产妇胎儿新鲜脐带（产妇知情同意并自愿捐

献），长约 ２０ ｃｍ，浸泡在添加抗生素的 Ｍ１９９ 培养

基中，４ ℃保存，在 ２ ｈ 内用于实验。 ②试剂：胎牛

血清（Ｇｉｂｃｏ ＢＲＬ 公司），胰蛋白酶（Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司），
Ｍ１９９ 高糖培养基（Ｇｉｂｃｏ ＢＲＬ 公司），ＤＡＢ 试剂盒

（中山公司），ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（ＲＲ０３６Ａ
ＴａＫａＲａ），Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ（ＲＲ９０１Ａ ＴａＫａＲａ），ＵｌｔｒａＳＹＢＲ
Ｍｉｘｔｕｒｅ（ ＣＷ０９５６ 北京康为世纪生物科技有限公

司），ＢＣＡ 蛋白测定试剂盒（Ｐ００１０ 碧云天生物技术

研究所）， ＲＩＰＡＬｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ （ ｓｃ⁃３６４１６２ 美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ 公司），ＨＩＦ⁃１α 一抗（ ｓｃ⁃１３５１５ 美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ
公司），超氧化物歧化酶 １ （ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ１，
ＳＯＤ１）一抗（ｓｃ⁃８６３６ 美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司），β⁃ａｃｔｉｎ
一抗（４９６７ 美国 ＣＳＴ 公司），辣根过氧化物酶标记

的二抗（Ａ０５４５ Ｓｉｇｍａ），ＥＣＬ 化学发光检测试剂盒

（ＢＵ⁃ＷＢ⁃０３ 南京铂优生物技术有限公司）。
１􀆰 ２　 ＨＵＶＥＣ 培养原代培养　 将脐带剪去两端（约
２ ｃｍ），注入 １×ＰＢＳ 反复冲洗脐静脉数次，注入 １５
ｍＬ 的 ０􀆰 １２５％胰蛋白酶，待脐静脉充盈，使内膜与

胰蛋白酶充分接触，轻柔挤压管壁，将含有内皮细

胞的胰蛋白酶注入 ５０ ｍＬ 离心管，加入 Ｍ１９９ 高糖

培养基 ５ ｍＬ 终止酶反应，再以 １０ ｍＬ １×ＰＢＳ 冲洗

管腔，流出液倒入离心管，离心半径 １３􀆰 ５ ｃｍ，１４００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，弃上清，加入培养液制成细胞悬

液。 调整细胞数，以 １×１０５ ／ ｍＬ 接种至纤维连接蛋

白预包被的培养皿中。 置于 ５％ ＣＯ２，３７ ℃静止培

养 ４ ｈ，更换培养液，除去未贴壁的细胞。 每隔 ２ 天

换液 １ 次，以维持细胞营养及内环境稳定。 传代培

养：细胞长至单层融合时，弃去培养液，１×ＨＥＰＥＳ 洗

涤，加入 １ ｍＬ ０􀆰 １２５％胰蛋白酶消化，将液体弃去，
加入培养液 ５ ｍＬ 吹打细胞至悬浮，在新的培养板中

加入 １ ｍＬ 细胞悬液和 ４ ｍＬ ＨＵＶＥＣ 培养液，置于细

胞培养箱（３７ ℃，５％ ＣＯ２）培养。
１􀆰 ３　 氧糖剥夺模型（ ｏｘｙｇｅｎ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，
ＯＧＤ）和细胞凋亡检测 　 ＨＵＶＥＣ 细胞上清液更换

为无糖培养基，并置于三气培养箱 （ ５％ ＣＯ２ ／ １％
Ｏ２ ／ ９４％ Ｎ２）中。 以无氧糖剥夺组作为对照，ＯＧＤ
２４，４８，７２ ｈ 的血管内皮细胞作为实验组，分别用

Ｈｏｃｈｅｓｔ ／ Ｔｕｎｅｌ 形态学和流式细胞仪 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ
检测其凋亡水平。 因 ４８ ｈ 细胞凋亡率显著，后续试

验均采用 ＯＧＤ ４８ ｈ。
１􀆰 ４ 　 实时荧光定量 ＰＣＲ 筛选 ＯＧＤ 后 ９５ 种

ｌｎｃＲＮＡ 的相对表达量 　 细胞经 ＯＧＤ ４８ ｈ 处理后

弃去上清液， ＴＲＩＺＯＬ 法提取细胞总 ＲＮＡ，检测

Ａ２６０ ／ ２８０，调整浓度并逆转录为 ｃＤＮＡ。 根据 ９５ 种

ｌｎｃＲＮＡ 序列分别设计引物并合成，采用 ＡＢＩ 公司的

ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 进行实时荧光定

量 ＰＣＲ，筛选 ＯＧＤ 后基因表达差异。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应

条件为：９５ ℃预变性 １０ ｍｉｎ；９５ ℃变性 １５ ｓ，６０ ℃
退火 ／延伸 １ ｍｉｎ，４０ 个循环，每循环一次溶解曲线

分析一次，最后 ６０ ℃ １５ ｓ。 数据处理以 β⁃ａｃｔｉｎ 为

内参，采用 Ｃｔ 值法（２－△△Ｃｔ法）分析目的基因的相对

表达差异。
１􀆰 ５　 ＨＩＦ⁃１α ｓｉＲＮＡ 序列干扰 　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ
数据 库 提 供 的 人 ＨＩＦ⁃１α 全 长 基 因 （ Ｎｏ􀆰 ｎｍ ＿
００１５３０）设计合成的靶序列 ｍＲＮＡ 有 ４ 条，从 ５′⁃
３′分 别 为： ＧＧＡＣＡＣＡＧＡＵＵＵＡＧＡＣＵＵＧ、 ＧＡＵＧ⁃
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ＧＡＡＧＣＡＣＵＡＧＡＣＡＡＡ、 ＣＧＵＧＵＵＡＵＣＵＧＵＣＧＣＵ⁃
ＵＵＧ 和 ＧＡＵＧＡＡＡＧＡＡＵＵＡＣＣＧＡＡＵ。 ｓｉＲＮＡ 在

ＧｅｎＢａｎｋ 数据库进行 ＢＬＡＳＴ 检索，仅与人 ＨＩＦ⁃
１α 序列相配。 转染前 ２４ ｈ 接种细胞六孔板和

９６ 孔板（培养液中不加抗生素） 。 ２４ ｈ 后吸弃上

清，六孔板加入 ２ ｍＬ 的转染混合物（含 １０％胎牛

血清的 ＨＵＶＥＣ 培 养 液 ＋ ２ μｍｏＬ ／ Ｌ 的 ｓｉＲＮＡ ＋
Ｄｈａｒｍａ ＦＥＣＴ 转染试剂＋无抗生素 ＨＵＶＥＣ 以一

定比例混合） ；荧光标志的阴性对照用以评价转

染率。 ９６ 孔板加入 １００ μＬ 转染混合物。 置于

３７ ℃ 、５％ ＣＯ２饱和湿度培养箱中培养 ２４ ～ ４８ ｈ。
弃去上清液，加入无血清 ＨＵＶＥＣ 培养液（体积分

数 ９５％ Ｎ２和 ５％ ＣＯ２条件下培养） 。 取对数生长

期且生长良好细胞用于后续实验。 将细胞分成：
阴性对照组（无任何靶基因的 ｓｉＲＮＡ，并经缺氧

处理）和 ３ 个 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ⁃１α⁃ＡＳ１ ｓｉＲＮＡ 干扰组

（细胞经 ｓｉＲＮＡ 作用，并经缺氧处理） 。 含有荧光

物质的 ｓｉＲＮＡ 转染后，荧光显微镜下观察转染效

率，经 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测靶基因判定是否干扰成功。
１􀆰 ６　 乳酸脱氢酶（ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）漏
出率评价细胞损伤　 ＬＤＨ 能催化乳酸生成丙酮酸，
丙酮酸与 ２，４⁃二硝基苯肼反应生成丙酮酸二硝基

苯腙，在碱性溶液中呈棕红色，通过比色可计算出

酶活性。 细胞转染并 ＯＧＤ 预处理后，每个样品收集

培养液 １００ μＬ，加入基质溶液 ５００ μＬ、辅酶 Ｉ １００
μＬ，混匀后在 ３７ ℃下水浴 ２０ ｍｉｎ。 加入 ０􀆰 ４ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＯＨ ５ ｍＬ，混匀，室温放置 ３ ｍｉｎ，于 ４４０ ｎｍ 处测

定 ＯＤ 值，根据公式计算培养液 ＬＤＨ 活性；将待测

培养孔内细胞加入等量 ＰＢＳ，刮板刮取细胞并收集

到管中，超声破碎后进行细胞匀浆液的 ＬＤＨ 活性测

定，方法与培养液测定方法相同。 根据公式：ＬＤＨ
漏出率（％）＝ 培养液 ＬＤＨ 活性 ／ （培养液 ＬＤＨ 活性

＋细胞匀浆液 ＬＤＨ 活性）×１００％。
１􀆰 ７　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ ２４􀆰 ０ 统计软件对数

据进行统计学分析。 计量资料以均数±标准差（􀭰ｘ±
ｓ）表示，２ 组间差异比较采用 ｔ 检验，多组间差异比

较采用单因素方差分析；计数资料采用例数和百分

比表示，组间比较采用 χ２检验。 以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 表示差

异有统计学意义。

２　 结　 　 果

２􀆰 １　 缺氧诱导脐静脉血管内皮细胞损伤　 Ｈｏｃｈｅｓｔ ／
Ｔｕｎｅｌ 检测，与对照组 ４􀆰 ８６％±０􀆰 ９１％（０ ｈ）相比，ＯＧＤ

２４ ｈ 细胞无明显凋亡，４８ ｈ、７２ ｈ 细胞凋亡率显著增

加，分别为 ５􀆰 ９８％±１􀆰 ０８％（２４ ｈ，Ｐ＞０􀆰 ０５）， １１􀆰 ７６％±
１􀆰 ５９％（４８ ｈ，Ｐ＜０􀆰 ０１）及 １９􀆰 ３９％±１􀆰 ２５％ （７２ ｈ，Ｐ＜
０􀆰 ０１），见图 １ａ。 流式细胞仪（ＰＩ ／ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 染色）检
测结果与形态学检测趋势相同，与对照组 ３􀆰 ３７％±
０􀆰 ８７％（０ ｈ）相比，缺氧细胞凋亡率分别为 ５􀆰 ９７％±
１􀆰 ８８％（２４ ｈ，Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）， ９􀆰 ６２％ ± ２􀆰 ６３％ （４８ ｈ，Ｐ ＜
０􀆰 ０１），１０􀆰 ７４％±２􀆰 ５６％ （７２ ｈ，Ｐ＜０􀆰 ０１），见图 １ｂ。 后

续实验均采用 ＯＧＤ ４８ ｈ。
２􀆰 ２　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 筛选缺氧调控的 ｌｎｃＲＮＡ 　 ＨＵＶＥＣ
细胞 ＯＧＤ ４８ ｈ 后，ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测出 ＨＩＦ１α⁃ＡＳ１、ＣＤ⁃
ＫＮ２Ｂ⁃ＡＳ５、 ＢＰＥＳＣ１、 ＣＲＢ３⁃ＡＳ１、 Ｆｅｎｄｒｒ 等 ５ 个

ｌｎｃＲＮＡ 上调表达，其中 ＨＩＦ１α⁃ＡＳ１ 上调 １􀆰 ９８ 倍

（Ｐ＜０􀆰 ０５），见表 １。

表 １　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 筛选氧糖剥夺敏感的 ｌｎｃＲＮＡ（􀭵ｘ±ｓ，ｎ＝２）

基因名称 染色体位点 基因类型 差异 表达值倍数

ＨＩＦ１α⁃ＡＳ１ ｃｈｒ１４ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ 上调 １􀆰 ９８∗

ＣＤＫＮ２Ｂ⁃ＡＳ５ ｃｈｒ９ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ 上调 １􀆰 ３３
ＢＰＥＳＣ１ ｃｈｒ３ ｌｎｃＲＮＡ 上调 ０􀆰 ８２
ＣＲＢ３⁃ＡＳ１ ｃｈｒ２１ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ 上调 ０􀆰 ７９
Ｆｅｎｄｒｒ ｃｈｒ８ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ 上调 １􀆰 ２６
　 ∗Ｐ＜０􀆰 ０５

２􀆰 ３　 ＨＩＦ１ａ⁃ＡＳ１ 经 ｓｉＲＮＡ 处理后，ＨＵＶＥＣ 损伤

减轻　 荧光标记的阴性对照提示同批次 ｓｉＲＮＡ 的

细胞转染率约为 ７５％。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果发现，相
比于阴性对照组，ｓｉＲＮＡ１、ｓｉＲＮＡ２、ｓｉＲＮＡ３ 组 ｓｉＲＮＡ
干扰后相对表达水平有显著差异，分别为 ８１􀆰 ０４％±
８􀆰 ９８％ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ５６􀆰 ８１％ ± ４􀆰 ９７％ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ），
４４􀆰 ７０％±２􀆰 １２％（Ｐ＜０􀆰 ０１），其中 ｓｉＲＮＡ２ 和 ｓｉＲＮＡ３
干扰效果较好，见图 ２ａ。 进一步检测转染后细胞的

ＬＤＨ 漏出率，干扰内源 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１α⁃ＡＳ１ 后，与模

型组 ２６􀆰 １７％±１􀆰 ６９％相比，ｓｉＲＮＡ１、ｓｉＲＮＡ２、ｓｉＲＮＡ３
组 ＬＤＨ 漏出率明显降低，分别为 ２０􀆰 ８４％ ±２􀆰 ６４％
（Ｐ＜ ０􀆰 ０５），１９􀆰 ８２％ ± １􀆰 ６１％ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），１７􀆰 ０１％ ±
０􀆰 ２４％（Ｐ＜０􀆰 ０１），见图 ２ｂ。
２􀆰 ４　 ｓｉＲＮＡ 干扰 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ⁃１α⁃ＡＳ１ 增加 ＳＯＤ１
的 ｍＲＮＡ 水平及蛋白表达水平 　 与对照组相比，
ｓｉＲＮＡ２ 和 ｓｉＲＮＡ３ 对 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ⁃１α⁃ＡＳ１ 进行干扰

后，２ 组 ＳＯＤ１ 基因 ｍＲＮＡ 水平显著上调，ｓｉＲＮＡ２ 组

（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， ｓｉＲＮＡ３ 组 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），见图 ３ａ； ２ 组

ＳＯＤ１ 蛋白表达量也明显上升，ｓｉＲＮＡ２（Ｐ＜０􀆰 ０５），
ｓｉＲＮＡ３（Ｐ＜０􀆰 ０１），见图 ３ｂ。
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ａ： Ｈｏｃｈｅｓｔ ／ Ｔｕｎｅｌ 检测细胞凋亡（ ×２００）；ｂ：流式细胞仪检测细胞凋亡

∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 １　 氧糖剥夺诱导人脐静脉血管内皮细胞损伤凋亡（ｎ＝３）

ａ： ｓｉＲＮＡ 干扰后 ＬｎｃＲＮＡ ＨＩＦ⁃１α⁃ＡＳ１ 的表达； ｂ：ｓｉＲＮＡ

干扰后 ＬＤＨ 漏出率

∗Ｐ＜０􀆰 ０５、∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ２　 ｓｉＲＮＡ 干扰 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ⁃１ａ⁃ＡＳ１ 减少脐静脉内

皮细胞缺氧损伤（ｎ＝３）

ａ：ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法检测 ＳＯＤ１ 基因 ｍＲＮＡ 水平； ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ 方法检测 ＳＯＤ１ 蛋白水平

∗Ｐ＜０􀆰 ０５、∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ３　 干扰 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ⁃１α⁃ＡＳ１ 后 ＳＯＤ１ 基因和蛋白水

平均明显增加（ｎ＝３）

３　 讨　 　 论

ｌｎｃＲＮＡ 可多层面调控基因表达。 本研究筛选

出缺氧后差异表达上调的 ｌｎｃＲＮＡ 共 ５ 个，ＢＰＥＳＣ１
与常染色体显性遗传病小眼睑综合征相关研究有

见报道［１５］；ＣＤＫＮ２Ｂ⁃ＡＳ５ 是一种抑癌基因，在人类

肿瘤细胞中表达异常［１６］；而 Ｆｅｎｄｒｒ 则是在控制胚胎

中胚 层 分 化 成 心 脏 和 体 壁 过 程 中 的 特 异 性

ｌｎｃＲＮＡ［１７］；ＣＲＢ３⁃ＡＳ１ 在前列腺癌组织中表达上

调，同时调控细胞凋亡［１８］；其中 ＨＩＦ⁃１α⁃ＡＳ１ 上调

１􀆰 ９８ 倍（Ｐ＜０􀆰 ０５），其对应的转录因子 ＨＩＦ⁃１α 与缺

氧相关疾病有关且研究热度较高，故选择其非编码

ＲＮＡ 作为目标基因，深入探究其与缺氧细胞损伤之

间的关系。
细胞缺氧后转向无氧代谢，导致乳酸聚积而发生

损伤，ＬＤＨ 会由细胞内漏出至培养液中，通过测定

ＬＤＨ 漏出率能够比较客观地反映细胞受损情况，如
有药物或基因干预，则可进一步评价干预因素的作

用。 ＳＯＤ１ 又称 Ｃｕ ／ Ｚｎ 超氧化物歧化酶 （ Ｃｕ ／ Ｚｎ
ＳＯＤ），广泛分布于整个细胞，包括溶酶体，线粒体的

膜间空间和内质网，构成了对抗氧化应激的前线防御

机制，能够通过氧化还原反应将机体产生的自由基如

超氧化物转化为分子氧和过氧化氢，以减轻细胞损

伤［１９］。 在大量氧化应激下，缺乏 ＳＯＤ１ 的小鼠会表现

出多种病理症状，包括肝细胞癌，寿命缩短等［２０］。 除

了作为抗氧化酶，ＳＯＤ１ 的新功能，包括暴露于氧化应

激后核基因转录的激活，ＲＮＡ 代谢的调节等也有报

道［２１⁃２２］。 ＨＵＶＥＣ 缺氧后 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１α⁃ＡＳ１ 增加，
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细胞凋亡率升高、损伤加重。 用 ｓｉＲＮＡ 干扰 ｌｎｃＲＮＡ
ＨＩＦ１α⁃ＡＳ１ 后，３ 个干扰组 ＬＤＨ 漏出率显著下降，
ｓｉＲＮＡ２ 组和 ｓｉＲＮＡ３ 组的 ＳＯＤ１ 基因 ｍＲＮＡ 水平显

著上调，其 ＳＯＤ１ 蛋白表达量也明显上升，细胞损伤

减轻，而 ｓｉＲＮＡ１ 组干扰效率较低，细胞损伤虽然有所

缓解，但 ＳＯＤ１ 的蛋白量没有变化。 提示 ｌｎｃＲＮＡ
ＨＩＦ１ａ⁃ＡＳ１ 含量变化幅度的大小对于细胞损伤的调

节是有一定差异的。 干扰ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１α⁃ＡＳ１ 后，通
过上调 ＳＯＤ１ 表达而提高细胞的抗缺氧能力，减轻缺

氧应激损伤，这是一种反向调节作用。
ＨＩＦ⁃１α 在常氧条件下通过蛋白酶体途径快速

降解，而缺氧条件下，可通过调节糖酵解酶、乳酸脱

氢酶和丙酮酸脱氢酶激酶的表达来下调线粒体的

氧气消耗，使细胞转为无氧糖酵解途径。 本研究通

过构建 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１α⁃ＡＳ１ 沉默模型，检测缺氧条

件下血管内皮细胞凋亡、损伤及细胞活力等状态，
发现 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１α⁃ＡＳ１ 的高表达与细胞的凋亡率

升高相关，而低表达时细胞活力增加。 ＬｎｃＲＮＡ 并

不编码蛋白，而是以 ＲＮＡ 形式在表观遗传、转录及

转录后调控基因的表达水平，参与细胞分化和发

育［２３］。 结果提示缺氧诱导因子对于细胞低氧损伤

的调节过程也可以通过 ｌｎｃＲＮＡ 的形式参与，证实

了 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１α⁃ＡＳ１ 可以作为防治缺氧内皮细胞

损伤的靶标，但具体是在转录的哪个阶段调控还需

要进一步的实验证实。
基于本研究结果，下步实验可以进一步探究凋亡

相关的细胞信号通路，即有更加充分的分子生物学证

据支持上述实验现象。 另外，在动物模型上进行低压

氧舱模拟上述各类缺氧环境，对比 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１α⁃
ＡＳ１ 的基因敲除前后缺氧症状的差异，为血管内皮细

胞损伤相关疾病（动脉粥样硬化、血栓形成等）的分

子调控和药物治疗靶点提供依据。

【参考文献】

［１］　 钟　 科，唐富豪，潘　 鑫，等． 长链非编码 ＲＮＡ ＲｅＣＡＬ 作为肾

透明细胞癌预后标志物和靶向治疗反应预测因子的研究

［Ｊ］ ． 东南国防医药，２０２１，２３（４）：３３７⁃３４４．
［２］ 　 Ｂａｒｒｅｃａ ＭＭ， Ｚｉｃｈｉｔｔｅｌｌａ Ｃ， Ａｌｅｓｓａｎｄｒｏ Ｒ，ｅｔ ａｌ． Ｈｙｐｏｘｉａ⁃Ｉｎｄｕｃｅｄ

Ｎｏｎ⁃Ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ Ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ Ｃｅｌｌ Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ Ｃａｎｃｅｒ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ
Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２１， ２２（４）：１８５７．

［３］ 　 Ｈｕａｒｔｅ Ｍ． Ｔｈｅ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｒｏｌｅ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ
Ｍｅｄ， ２０１５， ２１（１１）：１２５３⁃１２６１．

［４］ 　 蒋志俊，陈　 洁，黎乐群． 长链非编码 ＲＮＡ 在肝癌侵袭转移

中的研究进展［Ｊ］ ．医学研究生学报，２０１９，３２（７）：７６５⁃７７０．
［５］ 　 Ｌｉ Ｈ， Ｚｈｕ Ｈ，Ｇｅ Ｊ． Ｌｏｎｇ Ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ： Ｒｅｃｅｎｔ Ｕｐｄａｔｅｓ ｉｎ

Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｓｃｉ， ２０１６， １２（７）：８９８⁃９１０．
［６］ 　 Ｐｏｎｔｉｎｇ ＣＰ， Ｏｌｉｖｅｒ ＰＬ， Ｒｅｉｋ Ｗ． Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｏｎｇ

ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， ２００９， １３６（４）：６２９⁃６４１．
［７］ 　 Ｄｊｅｂａｌｉ Ｓ， Ｄａｖｉｓ ＣＡ， Ｍｅｒｋｅｌ Ａ，ｅｔ ａｌ． Ｌａｎｄｓｃａｐｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｉｎ ｈｕｍａｎ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， ２０１２， ４８９（７４１４）：１０１⁃１０８．
［８］ 　 Ｂａｔｉｓｔａ ＰＪ， Ｃｈａｎｇ ＨＹ． Ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ： ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｄｄｒｅｓｓ

ｃｏｄｅｓ ｉｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， ２０１３， １５２ （ ６）：
１２９８⁃１３０７．

［９］ 　 Ｃｕｉ Ｚ， Ｒｅｎ Ｓ， Ｌｕ Ｊ，ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ⁃ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｌｏｎｇ
ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ＰＩｎｃＲＮＡ⁃１ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｃｉｐｒｏｃａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｄｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ［ Ｊ ］ ． Ｕｒａｌ
Ｏｎｃｏｌ， ２０１３， ３１（７）：１１１７⁃１１２３．

［１０］ 　 Ｅｖａｎｓ ＣＥ， Ｈｕｍｐｈｒｉｅｓ Ｊ， Ｍａｔｔｏｃｋ Ｋ，ｅｔ ａｌ． Ｈｙｐｏｘｉａ ａｎｄ ｕｐｒｅｇｕ⁃
ｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ １α ｓｔｉｍｕｌａｔｅ ｖｅｎｏｕｓ ｔｈｒｏｍｂｕｓ
ｒｅｃａｎａｌｉｚａｔｉｏｎ［ Ｊ］ ． Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ Ｔｈｒｏｍｂ Ｖａｓｃ Ｂｉｏｌ， ２０１０， ３０
（１２）：２４４３⁃２４５１．

［１１］ 　 Ｗａｎｇ Ｔ， Ｌｅｎｇ ＹＦ， Ｚｈａｎｇ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｈｙｐｏｘｉａ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｆａｃｔｏｒ １ａｌｐｈａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｉｓｃｈｅｍｉａ［Ｊ］ ． Ｗｏｒｌｄ Ｊ
Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ， ２０１１， １７（１４）：１９１５⁃１９２２．

［１２］ 　 Ｐａｔｅｌ ＴＨ， Ｋｉｍｕｒａ Ｈ， Ｗｅｉｓｓ ＣＲ，ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅｌｙ ａｃｔｉｖｅ ＨＩＦ⁃
１ａｌｐｈａ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ａｎｄ ａｒｔｅｒｉａｌ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｎ ａｎ ｅｎｄｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ［Ｊ］． Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｒｅｓ， ２００５， ６８：１４４⁃１５４．

［１３］ 　 叶伟凤，陈　 亮，熊　 敏，等． 不同缺氧方式对大鼠缺氧诱导

因子⁃１α 及脑源性神经营养因子的表达和认知功能影响［ Ｊ］ ．
医学研究生学报，２０１７，３０（６）：５６９⁃５７３．

［１４］ 　 Ｖｉｎｋ Ａ， Ｓｃｈｏｎｅｖｅｌｄ ＡＨ， Ｌａｍｅｒｓ Ｄ， ｅｔ ａｌ． ＨＩＦ⁃１ ａｌｐｈａ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｎ ａｔｈｅｒｏｍａｔｏｕｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐｌａｑｕｅ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ［Ｊ］ ． Ａｔｈｅｒｏ⁃
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ， ２００７， １９５： ６９⁃７５．

［１５］ 　 Ｄｅ Ｂａｅｒｅ Ｅ， Ｆｕｋｕｓｈｉｍａ Ｙ， Ｓｍａｌｌ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ＢＰＥＳＣ１， ａ ｎｏｖｅｌ ｇｅｎｅ ｄｉｓｒｕｐｔｅｄ ｂｙ ａ ｂａｌａｎｃｅｄ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ
ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ， ｔ（ ３；４） （ ｑ２３； ｐ１５􀆰 ２）， ｉｎ ａ ｐａｔｉｅｎｔ ｗｉｔｈ ＢＰＥＳ
［Ｊ］ ． Ｇｅｎｏｍｉｃｓ， ２０００，６８（３）：２９６⁃３０４．

［１６］ 　 Ｍａｆｉ Ｇｏｌｃｈｉｎ Ｍ， Ｇｈａｄｅｒｉａｎ ＳＭＨ， Ａｋｈａｖａｎ⁃Ｎｉａｋｉ Ｈ，ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ⁃
ｙｓｉｓ ｏｆ ｔｗｏ ＣＤＫＮ２Ｂ⁃ＡＳ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｔｏ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒ⁃
ｔｅｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｉｎ ｎｏｒｔｈ ｏｆ Ｉｒａｎ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｍｅｄ，
２０１７， ６（１）：３１⁃３７．

［１７］ 　 Ｌｅｕｎｇ Ａ， Ｔｒａｃ Ｃ， Ｊｉｎ Ｗ，ｅｔ ａｌ． Ｎｏｖｅｌ ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ ａｒｅ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ＩＩ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ．
Ｃｉｒｃ Ｒｅｓ， ２０１３，１１３ （３）： ２６６⁃２７８．

［１８］ 　 Ｍａｈａｒａ Ｓ， Ｌｅｅ ＰＬ， Ｆｅｎｇ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＨＩＦ１⁃ａｌｐｈａ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｕｎｄｅｒｌｉｅｓ ａ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｗｉｔｃｈ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｒａｄｏｘｉｃａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ Ｅｚｈ２ ／
ＰＲＣ２ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２０１６，
１１３（２６）：Ｅ３７３５⁃３７４４．

［１９］ 　 Ｔｒｉｓｔ ＢＧ， Ｈｉｌｔｏｎ ＪＢ， Ｈａｒｅ ＤＪ， ｅｔ ａｌ． Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ １ ｉｎ
ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ： ｈｏｗ ａ ｆｒｏｎｔ⁃ｌｉｎｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｂｅｃｏｍｅｓ ｎｅｕｒｏ⁃
ｔｏｘｉｃ［Ｊ］ ． Ａｎｇｅｗ Ｃｈｅｍ Ｉｎｔ Ｅｄ Ｅｎｇｌ， ２０２１，６０（１７）：９２１５⁃９２４６．

［２０］ 　 Ｐａｒｋ ＪＨ， Ｅｌｐｅｒｓ Ｃ， Ｒｅｕｎｅｒｔ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｍａｒｑｕａｒｄｔ， ＳＯＤ１ ｄｅｆｃｉｅｎ⁃
ｃｙ： ａ ｎｏｖｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｆｒｏｍ ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃ ｌａｔｅｒａｌ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ
［Ｊ］ ． Ｂｒａｉｎ， ２０１９，１４２（８）：２２３０⁃２２３７．

［２１］ 　 Ｅｌｅｕｔｈｅｒｉｏ ＥＣＡ， Ｓｉｌｖａ Ｍａｇａｌｈãｅｓ ＲＳ， ｄｅ Ａｒａúｊｏ Ｂｒａｓｉｌ Ａ， ｅｔ ａｌ．
ＳＯＤ１， ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ｊｕｓｔ ａｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ［Ｊ］． Ａｒｃｈ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ，
２０２１，６９７： １０８７０１􀆰 ｄｏｉ： １０．１０１６ ／ ｊ．ａｂｂ．２０２０．１０８７０１．

［２２］ 　 Ｂａｎｋｓ ＣＪ， Ａｎｄｅｒｓｅｎ ＪＬ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ＳＯＤ１ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｂｙ ｐｏｓｔ⁃
ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ［ Ｊ ］ ． Ｒｅｄｏｘ Ｂｉｏｌ， ２０１９， ２６：
１０１２７０􀆰 ｄｏｉ： １０．１０１６ ／ ｊ．ｒｅｄｏｘ．２０１９．１０１２７０．

［２３］ 　 Ｆａｔｉｃａ Ａ， Ｂｏｚｚｏｎｉ Ｉ． Ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ： ｎｅｗ ｐｌａｙｅｒｓ ｉｎ ｃｅｌｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｇｅｎｅｔ， ２０１４， １５
（１）：７⁃２１．

（收稿日期：２０２１⁃０９⁃１０；　 修回日期：２０２１⁃１２⁃０６）
（责任编辑：叶华珍；　 英文编辑：朱一超）
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