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ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ靶向ｍｉＲ１２３６３ｐ对脂多糖诱导的支气管上皮细胞损伤的影响
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　　［摘要］　目的　研究ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ对脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的人支气管上皮细胞
（ｈｕｍａｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，１６ＨＢＥ）损伤的影响及潜在机制。方法　用５０μｇ／ｍＬＬＰＳ诱导支气管
上皮细胞１６ＨＢＥ细胞２４ｈ，ｑＲＴＰＣＲ检测细胞中ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ和ｍｉＲ１２３６３ｐ的表达。在１６ＨＢＥ细
胞中转染ｐｃＤＮＡＮＫＩＬＡ和ａｎｔｉｍｉＲ１２３６３ｐ，检测过表达ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ和干扰ｍｉＲ１２３６３ｐ对ＬＰＳ诱
导的１６ＨＢＥ细胞损伤的影响，流式细胞术和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测凋亡率及凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２和Ｂａｘ
的表达，ＥＬＩＳＡ法检测 ＬＰＳ诱导后细胞上清中白细胞介素 ６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）、白细胞介素 １３
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１３，ＩＬ１３）和肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）的水平；双荧光素酶报告系统
验证ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ与ｍｉＲ１２３６３ｐ的靶向关系。结果　与对照组相比，ＬＰＳ诱导的支气管上皮细胞
１６ＨＢＥ中ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ和抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２含量降低，ｍｉＲ１２３６３ｐ和凋亡蛋白Ｂａｘ的含量升高，细胞
凋亡率和炎症因子ＩＬ６、ＩＬ１３和ＴＮＦα含量均显著升高，均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；过表达ｌｎｃＲＮＡ
ＮＫＩＬＡ和干扰ｍｉＲ１２３６３ｐ均可减轻ＬＰＳ诱导的１６ＨＢＥ细胞炎症损伤，抑制细胞凋亡；ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ
靶向负调控 ｍｉＲ１２３６３ｐ的表达；过表达 ｍｉＲ１２３６３ｐ可逆转过表达 ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ对 ＬＰＳ诱导的
１６ＨＢＥ细胞炎症和凋亡的作用。结论　ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ通过靶向负调控ｍｉＲ１２３６３ｐ的表达，减轻ＬＰＳ
诱导的支气管上皮细胞１６ＨＢＥ的炎症因子释放和凋亡。
　　［关键词］　支气管上皮细胞；１６ＨＢＥ；脂多糖；ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ；ｍｉＲ１２３６３ｐ；损伤；凋亡
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ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｉｎｊｕｒｙｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｍｉＲ１２３６３ｐ
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Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｌｉｎｅ１６ＨＢＥｗａｓｃｈａｌｌｅｎｇｅｄｗｉｔｈ５０μｇ／ｍＬＬＰＳｆｏｒ２４ｈ，ａｎｄｔｈｅ
ｃｈａｎｇｅｓｉｎｃｅｌｌｕｌａｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡａｎｄｍｉＲ１２３６３ｐｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇｒｅａｌｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）．１６ＨＢＥｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐｃＤＮＡＮＫＩＬＡａｎｄａｎｔｉｍｉＲ１２３６３ｐｔｏ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｍｉＲ１２３６３ｐｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｏｎＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌ
ｉｎｊｕｒｙ．ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓＢｃｌ２ａｎｄＢａｘｉｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６
（ＩＬ６），ＩＬ１３，ａｎｄｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα（ＴＮＦα）ｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｕｓｉｎｇＥＬＩＳＡ．
ＡｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡａｎｄ
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ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡａｎｄＢｃｌ２ｐｒｏｔｅｉｎ（Ｐ＜０．０５）ａｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ
ｍｉＲ１２３６３ｐａｎｄＢａｘｐｒｏｔｅｉｎ（Ｐ＜０．０５），ｗｉｔｈｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓＩＬ６，ＩＬ１３ａｎｄＴＮＦαｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ（Ｐ＜０．０５）．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ
ｏｒｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｏｆｍｉＲ１２３６３ｐｏｂｖｉｏｕｓｌｙａｍｅｌｉｏｒａｔｅｄＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｉｎｊｕｒｙａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆ
１６ＨＢＥｃｅｌｌｓ．ＬｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１２３６３ｐ，ａｎｄｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ
１２３６３ｐｒｅｖｅｒｓｅｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＬＰＳｔｒｅａｔｅｄ
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＫｅｙＳｃｉｔｅｃｈＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｇｒａｍｏｆＨｅｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＨｅａｌｔｈＤｅｐａｒｔｍｅｎｔ（２０１２０２３０）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＹＡＮＧＪｕａｎ，Ｅｍａｉｌ：
２７０７５９１５＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　小儿哮喘的直接原因是支气管上皮细胞损伤和功
能障碍；在外界刺激性物质诱导下支气管上皮细胞结

构和功能遭到破坏，产生炎症因子和细胞凋亡是哮喘

患儿支气管上皮细胞损伤的机制之一［１－２］。研究表明

非编码ＲＮＡ（ｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ）包括ｍｉＲＮＡ和ｌｎｃＲＮＡ
等在重症哮喘患者中多出现异常表达，可能参与哮喘

的发病机制，调节支气管上皮细胞凋亡、炎症等过

程［３］。也有研究表明ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ在组织和细胞发
生炎症时发挥调控作用，例如 ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ在骨关
节炎软骨组织［４］和缺氧／复氧诱导的心肌细胞损伤
中［５］表达下调，上调其表达可抑制细胞凋亡和炎症反

应。ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ在支气管上皮细胞损伤中的表达
尚不清楚。本研究通过生物信息学预测发现，ｍｉＲ
１２３６３ｐ可能与 ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ存在结合位点。已知
ｍｉＲ１２３６３ｐ与细胞的凋亡有关［６］。基于以上研究结

论和预测结果，本研究通过建立人支气管上皮细胞

（ｈｕｍａｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，１６ＨＢＥ）的 ＬＰＳ损伤
模型，假设在脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的
１６ＨＢＥ细胞中 ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ可靶向调控 ｍｉＲ１２３６
３ｐ的表达影响细胞损伤和凋亡，以期为小儿哮喘的基
础研究提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　材料
　　永生化人支气管上皮细胞系 １６ＨＢＥ购自北京北
纳生物；胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、ＤＭＥＭ高
糖培养基购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，胰蛋白酶、ＬＰＳ购自
ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；ＴｏｔａｌＲＮＡ提取试剂盒、反转录试
剂盒（ＲＴＰＣＲ）、ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒购自宝生物工
程（大连）有限公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂盒购
自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；白细胞介素 ６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，

ＩＬ６）、白细胞介素１３（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１３，ＩＬ１３）和肿瘤坏
死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）检测试剂盒
购自北京索莱宝科技有限公司；双荧光素酶报告系统

（ＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＲｅｐｏｒｔｅｒＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ）购自美国
Ｐｒｏｍｅｇａ公司；引物、ｌｎｃＲＮＡ ＮＫＩＬＡ 过表达载体
（ｐｃＤＮＡＮＫＩＬＡ）、ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ干扰物（ｓｉＮＫＩＬＡ）、
ｍｉＲ１２３６３ｐｍｉｍｉｃｓ（ｍｉＲ１２３６３ｐ）、ｍｉＲ１２３６３ｐ抑制
剂（ａｎｔｉｍｉＲ１２３６３ｐ）、空载体和阴性对照（ｐｃＤＮＡ、
ｍｉＲＮＣ、ａｎｔｉｍｉＲＮＣ和ｓｉＮＣ）及ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ突变
型和野生型双荧光素酶载体购自上海吉玛制药技术有

限公司；Ｂｃｌ２抗体、Ｂａｘ抗体和抗ＧＡＰＤＨ抗体购自英
国Ａｂｃａｍ公司；流式法细胞凋亡检测试剂盒、ＢＣＡ蛋
白浓度测定试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公

司；流式细胞仪购自ＢＤ公司，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪购自美
国ＢｉｏＲａｄ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　将１６ＨＢＥ细胞培养于含有１０％
胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和 １０ｍｇ／Ｌ链霉素的
ＤＭＥＭ高糖培养基中，培养条件：饱和湿度、３７℃ ５％
ＣＯ２恒温密闭培养箱中培养。当细胞生长至对数生长
期，１∶２消化传代。
１．２．２　细胞ＬＰＳ模型构建和实验分组　　ＬＰＳ模型
建立：根据文献［７］进行 １６ＨＢＥ细胞 ＬＰＳ模型的建
立，将对数生长期的 １６ＨＢＥ细胞以 １×１０６个细胞／孔
接种于６孔板，细胞密度达到８０％时每孔加入终浓度
５０μｇ／ｍＬＬＰＳ培养２４ｈ，收集细胞进行实验。
　　实验分组：对照 Ｃｏｎ组：以正常 ＤＭＥＭ高糖培养
基培养；ＬＰＳ组：按照模型建立的方法进行培养２４ｈ；
实验组（ＬＰＳ＋转染组）：细胞转染４８ｈ后进行 ＬＰＳ模
型的建立。

１．２．３　细胞转染　　常规培养 １６ＨＢＥ细胞，当细

９４６１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１６）



胞融合度达到 ７０％时根据 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染
试剂盒说明书进行细胞转染。转染分组：ｐｃＤＮＡ组
和ｐｃＤＮＡＮＫＩＬＡ组，ｓｉＮＣ组和 ｓｉＮＫＩＬＡ组，ｍｉＲＮＣ
组和ｍｉＲ１２３６３ｐ组，ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组和ａｎｔｉｍｉＲ１２３６
３ｐ组；ｐｃＤＮＡＮＫＩＬＡ＋ｍｉＲＮＣ组和 ｐｃＤＮＡＮＫＩＬＡ＋
ｍｉＲ１２３６３ｐ组。转染４８ｈ，收集细胞，根据１．２．４检
测细胞中ｍｉＲ１２３６３ｐ和ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ的含量，验证
转染效果。

１．２．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ｍｉＲ１２３６３ｐ和 ｌｎｃＲＮＡ
ＮＫＩＬＡ的表达　　收集 ＬＰＳ处理和／或转染过的
１６ＨＢＥ细胞，用 ＴｏｔａｌＲＮＡ提取试剂盒提取细胞总
ＲＮＡ，以反转录试剂盒说明书反转录合成 ｃＤＮＡ，测定
合成的 ｃＤＮＡ的浓度和纯度，以 ｃＤＮＡ为模板按照
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒的说明书进行反应合成 ｌｎｃＲＮＡ
ＮＫＩＬＡ和ｍｉＲ１２３６３ｐｍＲＮＡ。引物如下，ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ
上游引物：５′ＣＴＧＴＣＧＧＧＧＡＣＴＧＧＴＧＴＡＴＴ３′，下游引
物：５′ＡＡＴＡＣＡＣＣＡＧＴＣＣＣＣＧＡＣＡＧ３′；ｍｉＲ１２３６３ｐ
上游引物：５′ＣＣＡＡＴＣＡＧＣＣＴＣＴＴＣＣＣＣＴＴ３′，下游引
物：５′ＴＡＴＧＧＴＴＧＴＴＣＡＣＧＡＣＴＣＣＴＴＣＡＣ３′；用 ２－ΔΔＣｔ

法进行数据分析。

１．２．５　检测细胞中 ＩＬ６、ＩＬ１３和 ＴＮＦα的含量　　
收集各组１６ＨＢＥ细胞培养上清，离心后按照ＩＬ６、ＩＬ１３
和ＴＮＦα试剂盒说明书操作，检测培养上清中 ＩＬ６、
ＩＬ１３和ＴＮＦα的含量。
１．２．６　流式细胞术测定细胞凋亡率　　 将各组

１６ＨＢＥ细胞接种于６孔板中（１×１０６个细胞／孔），培养
２４ｈ，收集并洗涤细胞２次，将细胞稀释为１×１０５个／ｍＬ，
取２００μＬ１×Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重悬细胞，然后加入 ５μＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和 １０μＬ碘化丙啶（ＰＩ），室温避光
１５ｍｉｎ，再加入３００μＬ１×Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，上流式细胞仪
分析细胞凋亡率。

１．２．７　双荧光素酶报告系统实验　　根据１．２．３进

行转染前的 １６ＨＢＥ细胞培养，然后按照 Ｄｕａｌ
ＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＲｅｐｏｒｔｅｒＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ试剂盒说明书进行操
作转染，将构建的含有ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ与 ｍｉＲ１２３６３ｐ
预测结合位点的野生型（ＷＴＮＫＩＬＡ）和突变型（ＭＵＴ
ＮＫＩＬＡ）双荧光素酶报告载体，分别与ｍｉＲＮＣ或ｍｉＲ
１２３６３ｐ共转染１６ＨＢＥ细胞。转染４８ｈ，收集细胞，裂
解细胞，离心收集上清，以海肾荧光素酶活性为内参

照，检测萤火虫相对荧光素酶活性。

１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白Ｂａｘ和Ｂｃｌ２　
　收集１６ＨＢＥ细胞，加入细胞裂解液室温裂解细胞，
收集细胞总蛋白，检测蛋白浓度，进行 ＳＤＳＰＡＧＥ，转
ＰＶＤＦ膜，室温封闭２ｈ，加入一抗（Ｂｃｌ２抗体 １∶１０００，
Ｂａｘ抗体 １∶１０００，ＧＡＰＤＨ抗体１∶５０００），４℃过夜孵
育，洗膜３次，加入稀释的酶标二抗，室温孵育２ｈ，显
影拍照，分析蛋白灰度。

１．３　统计学处理
　　用ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据统计分析，所有数据
均以 珋ｘ±ｓ表示；两组间比较采用独立样本 ｔ检验，多组
间比较分别采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ靶向调控ｍｉＲ１２３６３ｐ的表达
　　通过 ＬｎｃＢａｓｅＰｒｅｄｉｃｔｅｄｖ．２预测发现，ｌｎｃＲＮＡ
ＮＫＩＬＡ的序列中含有与 ｍｉＲ１２３６３ｐ互补的序列
（图１Ａ）。双荧光素酶报告系统结果显示，过表达
ｍｉＲ１２３６３ｐ可显著下调野生型 ＷＴＮＫＩＬＡ组细胞中
萤火虫荧光素酶相对活性（Ｐ＜０．０５）；而突变型 ＭＵＴ
ＮＫＩＬＡ的萤火虫荧光素酶相对活性没有明显变化
（图１Ｂ）。ｑＲＴＰＣＲ实验结果显示，过表达 ｌｎｃＲＮＡ
ＮＫＩＬＡ可下调 ｍｉＲ１２３６３ｐ表达（Ｐ＜０．０５）；抑制
ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ表达则上调ｍｉＲ１２３６３ｐ表达（Ｐ＜０．０５，
图１Ｃ）。说明 ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ靶向负调控 ｍｉＲ１２３６
３ｐ的表达。
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Ａ：ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ序列中含有与ｍｉＲ１２３６３ｐ互补的核苷酸序列；Ｂ：双荧光素酶报告实验（ｎ＝９，珋ｘ±ｓ）；Ｃ：ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ调
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图１　ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ靶向调控ｍｉＲ１２３６３ｐ的表达
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表１　ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ过表达对ＬＰＳ诱导的支气管上皮细胞炎症因子释放的影响 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝９）

分组 ＮＫＩＬＡ ＩＬ６／ｐｇ·ｍＬ－１ ＩＬ１３／ｐｇ·ｍＬ－１ ＴＮＦα／ｐｇ·ｍＬ－１

Ｃｏｎ １．００±０．０７ ４１．２５±４．３８ ６．２９±０．６４ ５３．６１±５．３３

ＬＰＳ ０．４６±０．０４ａ ８３．２２±８．１４ａ ３７．２２±３．５１ａ １２８．３３±１４．２５ａ

ＬＰＳ＋ｐｃＤＮＡ ０．４３±０．０５ ８５．６９±８．５７ ３８．６９±３．５９ １２９．６５±１２．５４

ＬＰＳ＋ｐｃＤＮＡＮＫＩＬＡ ０．７５±０．０７ｂ ５０．６５±５．３７ｂ １０．４２±１．３３ｂ ６９．３４±６．７９ｂ

Ｆ １８６．９９３ ９７．７９４ ３８９．１３５ １２９．２３４

Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ＋ｐｃＤＮＡ组比较

２．２　ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ和ｍｉＲ１２３６３ｐ在ＬＰＳ诱导的支
气管上皮细胞１６ＨＢＥ损伤中的表达

　　经预实验结果显示，５０μｇ／ｍＬＬＰＳ处理１６ＨＢＥ２４ｈ
对细胞的抑制效果最好且不显著影响细胞活性，后续

实验采用５０μｇ／ｍＬＬＰＳ处理１６ＨＢＥ２４ｈ建立细胞损
伤模型。与对照 Ｃｏｎ组相比，ＬＰＳ组支气管上皮细胞
１６ＨＢＥ中ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ含量显著降低（１．００±０．０６
ｖｓ０．４３±０．０４，Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ１２３６３ｐ的含量显著升高
（１．００±０．０５ｖｓ３．６３±０．３３，Ｐ＜０．０５）。
２．３　ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ过表达对 ＬＰＳ诱导的１６ＨＢＥ细

胞炎症因子释放的影响

　　与对照 Ｃｏｎ组相比，ＬＰＳ组 １６ＨＢＥ细胞中
ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ含量下降（Ｐ＜０．０５），炎症因子 ＩＬ６、
ＩＬ１３和 ＴＮＦα含量均显著升高（Ｐ＜０．０５）；过表达
ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ的１６ＨＢＥ细胞 ＬＰＳ诱导后结果相反，
见表１。说明 ＬＰＳ可下调 ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ表达并促进
１６ＨＢＥ产生炎症反应；过表达 ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ可减轻
ＬＰＳ诱导的１６ＨＢＥ细胞炎症损伤，提高细胞的抗炎症
能力。

２．４　ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ过表达对 ＬＰＳ诱导的支气管上
皮１６ＨＢＥ细胞凋亡的影响

　　与对照Ｃｏｎ组相比，ＬＰＳ诱导的１６ＨＢＥ细胞凋亡
率明显升高（Ｐ＜０．０５），抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２表达降低
（Ｐ＜０．０５），凋亡蛋白Ｂａｘ表达升高（Ｐ＜０．０５）；过表达
ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ组１６ＨＢＥ经 ＬＰＳ诱导后结果相反，见
图２和表２。说明ＬＰＳ可诱导１６ＨＢＥ细胞凋亡；过表
达ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ可抑制ＬＰＳ诱导的１６ＨＢＥ细胞凋亡。

表２　ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ过表达对ＬＰＳ诱导的１６ＨＢＥ凋亡
的影响 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝９）
分组 凋亡率／％ Ｂｃｌ２蛋白 Ｂａｘ蛋白

Ｃｏｎ ７．３６±０．７４ ０．７３±０．０７ ０．２２±０．０２
ＬＰＳ ２４．５９±２．８７ａ ０．２９±０．０３ａ ０．５７±０．０５ａ

ＬＰＳ＋ｐｃＤＮＡ ２６．３１±２．３４ ０．２８±０．０３ ０．５８±０．０６
ＬＰＳ＋ｐｃＤＮＡＮＫＩＬＡ １０．５９±１．０８ｂ ０．６４±０．０６ｂ ０．３１±０．０３ｂ

Ｆ ２１６．３４６ １９１．１８４ １６２．４８６
Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．０００

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ＋ｓｉＮＣ组比较

２．５　干扰 ｍｉＲ１２３６３ｐ表达对 ＬＰＳ诱导的支气管上
皮１６ＨＢＥ细胞损伤的影响

　　与对照 Ｃｏｎ组相比，ＬＰＳ诱导的 １６ＨＢＥ细胞中
ｍｉＲ１２３６３ｐ含量显著升高，ＩＬ６、ＩＬ１３和ＴＮＦα含量
显著升高，细胞凋亡率升高，Ｂｃｌ２表达降低，Ｂａｘ含量
升高，均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；而干扰ｍｉＲ１２３６
３ｐ表达组则结果相反，见图３和表３。说明 ＬＰＳ可上
调１６ＨＢＥ中ｍｉＲ１２３６３ｐ含量，促进细胞炎症损伤并
诱导细胞凋亡；干扰 ｍｉＲ１２３６３ｐ表达可减轻 ＬＰＳ诱
导的１６ＨＢＥ细胞损伤并抑制细胞凋亡。
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Ａ：凋亡相关蛋白表达　１：Ｃｏｎ组；２：ＬＰＳ组；３：ＬＰＳ＋
ｐｃＤＮＡ组；４：ＬＰＳ＋ｐｃＤＮＡＮＫＩＬＡ组；Ｂ：细胞凋亡流式图

图２　ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ过表达对 ＬＰＳ诱导的支气管上皮
细胞１６ＨＢＥ凋亡的影响

１５６１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１６）



２．６　ｍｉＲ１２３６３ｐ过表达逆转了ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ过表
达对ＬＰＳ诱导的支气管上皮细胞损伤的作用

　　在 ＬＰＳ诱导的 １６ＨＢＥ细胞中，过表达 ｌｎｃＲＮＡ
ＮＫＩＬＡ可抑制 ｍｉＲ１２３６３ｐ表达并抑制细胞凋亡，减
轻细胞炎症损伤；而在 ＬＰＳ诱导的１６ＨＢＥ细胞中同
时过表达 ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ和 ｍｉＲ１２３６３ｐ则结果相

反，ｍｉＲ１２３６３ｐ含量升高，细胞中 ＩＬ６、ＩＬ１３和
ＴＮＦα含量均升高，细胞凋亡率上升，Ｂｃｌ２表达降
低，Ｂａｘ表达明显升高，均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
见图４、表４。说明过表达 ｍｉＲ１２３６３ｐ可逆转过表
达ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ对 ＬＰＳ诱导的１６ＨＢＥ细胞损伤的
作用。

!"

#

!"

$

!"

%

!"

!

!"

"

!"

"

!"

!

!"

%

!"

$

!"

#

!"

#

!"

$

!"

%

!"

!

!"

"

!"

"

!"

!

!"

%

!"

$

!"

#

! % $ #

!"

#

!"

$

!"

%

!"

!

!"

"

!"

"

!"

!

!"

%

!"

$

!"

#

!"

"

!"

!

!"

%

!"

$

!"

#

!"

#

!"

$

!"

%

!"

!

!"

"

&''()*' +!,-./ &''()*' +!,-./ &''()*' +!,-./

&''()*' +!,-./

0
-

0
-

0
-

0
-

1

123!%

（
%4"!"

$）
!

15)

（
%!"!"

$）
!

6&078

（
$4"!"

$）
!

&

90:;5'<*!=*>!?/ 90:;5'<*!=*>!!%$4!$@

/A' 90:

Ａ：凋亡相关蛋白表达　１：ＬＰＳ＋ｐｃＤＮＡ；２：ＬＰＳ＋ｐｃＤＮＡＮＫＩＬＡ；３：ＬＰＳ＋ｐｃＤＮＡＮＫＩＬＡ＋ｍｉＲＮＣ；４：ＬＰＳ＋ｐｃＤＮＡＮＫＩＬＡ＋ｍｉＲ
１２３６３Ｐ；Ｂ：细胞凋亡流式图

图３　干扰ｍｉＲ１２３６３ｐ表达对ＬＰＳ诱导的支气管上皮细胞１６ＨＢＥ凋亡的影响

表３　干扰ｍｉＲ１２３６３ｐ表达对ＬＰＳ诱导的１６ＨＢＥ细胞损伤的影响 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝９）

分组 ｍｉＲ１２３６３ｐ ＩＬ６／ｐｇ·ｍＬ－１ ＩＬ１３／ｐｇ·ｍＬ－１ ＴＮＦα／ｐｇ·ｍＬ－１ 凋亡率／％ Ｂｃｌ２蛋白 Ｂａｘ蛋白

Ｃｏｎ １．００±０．０６ ４０．３６±４．１８ ７．１２±０．７１ ５２．３６±５．１７ ６．２５±０．６３ ０．７５±０．０７ ０．２１±０．０２

ＬＰＳ ３．５６±０．３７ａ ８４．３２±８．１４ａ ３８．１４±３．８１ａ １２１．５２±１１．４１ａ ２３．１４±２．３１ａ ０．３１±０．０３ａ ０．５８±０．０５ａ

ＬＰＳ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ ３．６１±０．３６ ８７．３３±８．２９ ３９．５８±３．２２ １２４．５９±１２．３７ ２５．９６±２．５８ ０．３０±０．０３ ０．５９±０．０６

ＬＰＳ＋ａｎｔｉｍｉＲ１２３６３ｐ １．６８±０．１７ｂ ５９．１４±５．２１ｂ １６．４７±１．６５ｂ ７８．２２±７．６３ｂ １２．３９±１．２４ｂ ０．６１±０．０６ｂ ０．３６±０．０３ｂ

Ｆ ２１１．６０４ ９９．０３９ ３３１．７９６ １１９．８１６ ２１９．５２７ １７５．３１１ １６４．２７０

Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组比较

表４　ｍｉＲ１２３６３ｐ过表达逆转了ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ过表达对ＬＰＳ诱导的１６ＨＢＥ细胞损伤 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝９）

分组 ｍｉＲ１２３６３ｐ ＩＬ６／ｐｇ·ｍＬ－１ ＩＬ１３／ｐｇ·ｍＬ－１ ＴＮＦα／ｐｇ·ｍＬ－１ 凋亡率／％ Ｂｃｌ２蛋白 Ｂａｘ蛋白

ＬＰＳ＋ｐｃＤＮＡ １．００±０．０８ ８６．１４±８．２２ ３７．５４±２．７１ １２７．１４±１１．６５ ２５．４１±２．５１ ０．２７±０．０３ ０．５９±０．０５

ＬＰＳ＋ｐｃＤＮＡＮＫＩＬＡ ０．５３±０．０５ａ ５３．１９±５．３２ａ １１．４２±１．１８ａ ６７．３２±６．７４ａ １０．６５±１．０８ａ ０．６５±０．０６ａ ０．３０±０．０３ａ

ＬＰＳ＋ｐｃＤＮＡＮＫＩＬＡ＋ｍｉＲＮＣ ０．５１±０．０５ ５０．４８±５．１２ １０．６５±１．０９ ６５．２８±６．５３ ９．５４±０．９６ ０．６６±０．０５ ０．２９±０．０３

ＬＰＳ＋ｐｃＤＮＡＮＫＩＬＡ＋ｍｉＲ１２３６３ｐ ０．８２±０．０７ｂ ７１．６５±７．１９ｂ ２４．３１±２．１４ｂ １０６．６５±１０．５８ｂ ２０．４７±２．０６ｂ ０．３８±０．０３ｂ ０．４８±０．０４ｂ

Ｆ １２４．０４９ ５８．０６６ ３９９．９６０ ９９．０７５ １６８．９２０ １７４．６８４ １２９．５５９

Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ＋ｐｃＤＮＡ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ＋ｐｃＤＮＡＮＫＩＬＡ＋ｍｉＲＮＣ组比较

２５６１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：凋亡相关蛋白表达　１：ＬＰＳ＋ｐｃＤＮＡ；２：ＬＰＳ＋ｐｃＤＮＡＮＫＩＬＡ；３：ＬＰＳ＋ｐｃＤＮＡＮＫＩＬＡ＋ｍｉＲＮＣ；４：ＬＰＳ＋ｐｃＤＮＡＮＫＩＬＡ＋ｍｉＲ
１２３６３ｐ；Ｂ：细胞凋亡流式图

图４　ｍｉＲ１２３６３ｐ过表达逆转了ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ过表达对ＬＰＳ诱导的１６ＨＢＥ细胞凋亡

３　讨论

　　ＬＰＳ是革兰阴性菌细胞壁的重要组成成分，可引
起炎症反应，诱导支气管上皮细胞产生炎症［８］。本研

究采用 ＬＰＳ诱导的 １６ＨＢＥ细胞损伤为模型，研究
ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ在支气管上皮细胞损伤中的作用。
　　 ＮＫＩＬＡ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｌｏｎｇｎｏｎ
ｃｏｄｉｎｇＲＮＡ）是一种 ＮＦκＢ相互作用的 ｌｎｃＲＮＡ，通过
抑制 ＮＦκＢ活性调节 Ｔ细胞对活化诱导细胞死亡
（ＡＩＣＤ）的敏感性［９］，有研究表明，ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ在
乳腺癌和舌癌等多种恶性肿瘤中发挥抑制因子的作

用［１０］。ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ上调通过抑制 ＮＦκＢ信号传
导介导氧葡萄糖剥夺／复氧诱导的神经元细胞死
亡［１１］。还有报道表明，ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ能够通过 ＮＦ
κＢ介导的ＤＮＡ甲基化机制，积极介导内皮细胞中抗
炎动脉粥样硬化保护调节剂 ＫＬＦ４的表达，ＮＫＩＬＡ功
能失调，就会出现持续的内皮炎症［１２］。ｌｎｃＲＮＡ
ＮＫＩＬＡ的过度表达与糖尿病心肌病（ＤＣ）有关，
ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ异位表达和基因敲除分别增强和抑制
心肌细胞凋亡［１３］。本研究以人支气管上皮细胞

１６ＨＢＥ为主要研究对象，通过检测 ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ在
ＬＰＳ诱导的１６ＨＢＥ细胞中的表达情况，探究其对支气
管上皮细胞损伤的作用。结果发现，ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ
在 ＬＰＳ诱导的 １６ＨＢＥ细胞中表达下调，过表达
ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ可减少１６ＨＢＥ细胞中Ｂａｘ蛋白及炎症
因子（ＩＬ６、ＩＬ１３、ＴＮＦα）的含量，提高 Ｂｃｌ２蛋白含
量，降低细胞凋亡率，减轻 ＬＰＳ诱导的１６ＨＢＥ细胞炎
症并抑制细胞凋亡，说明 ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ在１６ＨＢＥ炎

症损伤中发挥调节作用。

　　此外，本研究通过 ＬｎｃＢａｓｅＰｒｅｄｉｃｔｅｄｖ．２预测发
现，ｍｉＲ１２３６３ｐ含有与 ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ互补的位点，
提示ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ与 ｍｉＲ１２３６３ｐ可能存在靶向结
合关系，ｍｉＲ１２３６３ｐ可能参与 ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ对
１６ＨＢＥ炎症损伤的调控过程。双荧光素酶报告系统
和ｑＲＴＰＣＲ结果也显示，ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ靶向负调控
ｍｉＲ１２３６３ｐ的表达。ｍｉＲ１２３６３ｐ在胃癌［１４］和肺

癌［１５］等肿瘤中表达下调，与肿瘤的转移、侵袭有关，但

在炎症方面的研究较少。研究表明，ｍｉＲ１２３６与溃疡
性结肠炎有关［１６］，ｍｉＲ１２３６在炎症性淋巴管生成过
程中抑制 ＶＥＧＦＲ３的信号传导［１７］。本研究发现，

ｍｉＲ１２３６３ｐ在ＬＰＳ诱导后的１６ＨＢＥ细胞中含量显著
升高，干扰ｍｉＲ１２３６３ｐ可减轻ＬＰＳ对１６ＨＢＥ细胞的
炎症损伤并抑制细胞凋亡，说明 ｍｉＲ１２３６３ｐ在支气
管上皮细胞损伤中发挥作用。进一步实验还发现，

ｍｉＲ１２３６３ｐ过表达可逆转 ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ过表达对
ＬＰＳ诱导的１６ＨＢＥ细胞炎症和凋亡的影响，验证了在
１６ＨＢＥ中ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ靶向 ｍｉＲ１２３６３ｐ调控支气
管上皮细胞损伤。

　　综上，本研究阐述了在 ＬＰＳ诱导的支气管上皮细
胞１６ＨＢＥ中，ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ下调，ｍｉＲ１２３６３ｐ上调，
ｌｎｃＲＮＡＮＫＩＬＡ可能通过靶向 ｍｉＲ１２３６３ｐ调控
１６ＨＢＥ细胞炎症损伤和细胞凋亡。
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