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ＬｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１通过Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路促进血管平滑肌细胞增殖
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　　［摘要］　目的　探讨ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１能否通过激活Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，促进血管平滑肌细胞
（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）增殖。方法　构建ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１相关的ｍＲＮＡｓ共表达网络，并
对其进行信号通路分析。将ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１（ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１组）或 ｌｎｃＲＮＡＮＣ（ｌｎｃＲＮＡＮＣ组）分别转
染人动脉ＶＳＭＣｓ，采用ＣＣＫ８法检测ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１对ＶＳＭＣｓ细胞活力的影响，免疫荧光检测增殖相
关蛋白ｂｃｌ２的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路蛋白的变化，最后将 ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１和
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路抑制剂（ＩＣＧ００１）加入ＶＳＭＣｓ细胞共培养，检测ＶＳＭＣｓ细胞活力及ｂｃｌ２蛋白变化。
结果　ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１相关的ｍＲＮＡｓ共３７４个，Ｐａｔｈｗａｙ分析显示 ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１与 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通
路相关性最高。ＣＣＫ８检测结果显示：ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１组细胞活力高于ｌｎｃＲＮＡＮＣ组细胞；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果显示：ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１组细胞 Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白含量高于 ｌｎｃＲＮＡＮＣ组；免疫荧光观察显示：
ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１组ｂｃｌ２蛋白含量高于 ｌｎｃＲＮＡＮＣ组（Ｐ＜０．０５）。将 ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１与 ＩＣＧ００１共培养
ＶＳＭＣｓ细胞后，ＣＣＫ８检测显示：ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１＋ＩＣＧ００１组细胞活力低于ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１＋对照剂组；免
疫荧光观察显示：ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１＋ＩＣＧ００１组ｂｃｌ２蛋白含量低于ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１＋对照剂组；差异均具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１可促进血管平滑肌细胞增殖，阻断Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路
后，ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１对血管平滑肌的促增殖作用下降。
　　［关键词］　ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１；细胞增殖；血管平滑肌细胞；Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路
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ＧＡＳＬ１ｇｒｏｕｐｔｈａｎｉｎｔｈｅｌｎｃＲＮＡＮＣｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙａｎｄＷｅｓｔｅｒｎ
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　　近年来，颅内动脉瘤发病率逐年升高，是严重威胁
人类健康的脑血管疾病。虽然动脉瘤夹闭手术及介入

治疗已取得良好进展，但如何及早发现疾病，降低治疗

风险，仍较困难［１］。因此，探索更加安全、无创的生物

治疗方法仍很迫切。血管中层平滑肌细胞是颅内动脉

血管在机械因素及炎性因子刺激下发挥收缩松弛功能

的重要成分。颅内动脉瘤主要的病理学改变是血管中

层平滑肌细胞大量缺失伴随内弹性层断裂。在颅内高

速血流的剪切应力，或炎性因子及巨噬细胞刺激下，改

变细胞的增殖凋亡平衡，导致血管对抗血流压力改变，

最终形成动脉瘤样突起，直至破裂出血［２－３］。

　　目前发现，在血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）增殖及颅内动脉瘤形成过程中，
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路发挥重要调控作用。如在大
鼠颅内动脉瘤模型中，过表达 βｃａｔｅｎｉｎ蛋白可导致
ＶＳＭＣｓ增殖活性增强，激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路
活性可降低颅内动脉瘤的形成率；与之相反，抑制Ｗｎｔ
及βｃａｔｅｎｉｎ后，ＶＳＭＣｓ增殖活性随之降低，并伴随细
胞周期蛋白ｃｙｃｌｉｎＤ１表达下降［４］。最新研究发现，长

链非编码 ＲＮＡＧＡＳＬ１（ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１），在组织细胞
的增殖、凋亡中发挥重要作用。在脑动脉瘤患者外周

血中，ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１明显增高，并可通过上皮细胞间
充质转化，在动脉瘤的形成中发挥调控作用［５］。此

外，ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１可通过调控 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通
路，改变胃癌细胞的增殖速度［６］。那么，ｌｎｃＲＮＡ
ＧＡＳＬ１是否与Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路存在相关性，并
通过该通路对 ＶＳＭＣｓ的增殖发挥调控作用呢？本研
究拟针对上述问题进行探索，为血管平滑肌细胞的基

础研究提供新的线索。

１　材料与方法

１．１　主要药品和试剂
　　人动脉血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣｓ）购于武汉华中科
技大学同济医学院分子生物学实验室细胞库，ＲＴＰＣＲ
试剂盒购于日本ＴａＫａＲａ公司，ＣＣＫ８试剂盒购于美国
Ｓｉｇｍａ公司；兔抗人Ｗｎｔ１、βＣａｔｅｎｉｎ，αＳＭＡ和ｂｃｌ２单克
隆抗体均购于美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇ公司，βａｃｔｉｎ
单克隆抗体、ＦＩＴＣ标记羊抗兔ＩｇＧ购于上海康成生物公
司；胎牛血清、培养基购于美国Ｇｉｂｃｏ公司；Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号抑制剂ＩＣＧ００１购于美国Ｓｅｌｌｅｃｋ公司。
１．２　血管平滑肌细胞培养
　　人动脉血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣｓ）置于含 １０％胎
牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基中常规培养，添加青链霉
１００Ｕ／ｍＬ、链霉素１００μｇ／ｍＬ降低细胞污染，设定培
养箱参数为３７℃、９５％饱和湿度，５％ＣＯ２培养箱，每
２～３天更换１次培养基，待细胞进入对数生长期进行
后续实验。

１．３　构建 ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１非编码基因共表达网络
（ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｄｉｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇｇｅｎｅｃｏ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋ，ＣＮＣ）

　　于ＮＣＢＩ网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）分
析ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１生物信息学特点，将 ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１
基因标准化后，根据Ｒ语音内部计算方法，预测ｌｎｃＲＮＡ
ＧＡＳＬ１顺式作用方式与反式作用方式的靶基因；将编码
基因（ｍＲＮＡ）部分相同基因的不同转录本取平均值；计
算 ｍＲＮＡ与 ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１间的 Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数
（Ｐｅａｒｓｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，ＰＣＣ）。设定 ＰＣＣ≥
０．９９５为相互关系的筛选标准。采用 ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ

２１４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



富集分析对 ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１共表达的 ｍＲＮＡｓ进行功
能预测，推断 ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１相关性最高的信号通路。
１．４　慢病毒感染及分组
　　实验分为两组。ｌｎｃＲＮＡＮＣ组（对照）：转染阴性
空载病毒（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＣ）；ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１组：转
染过表达ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１的慢病毒。采用胰酶收集细
胞，重悬沉淀后用细胞培养液将细胞数调至 ５×１０６／
ｍＬ，接种于６孔板中培养。ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１过表达和
阴性空载病毒载体由上海吉玛生物制药有限公司构

建，根据慢病毒包装与使用工具手册进行操作。

１．５　ＣＣＫ８检测细胞增殖
　　取处于对数生长期各组的ＶＳＭＣｓ细胞，配置为１×
１０５／ｍＬ细胞悬液，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，待
细胞生长约７０％时，按实验分组转染ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１或
ｌｎｃＲＮＡＮＣ，每组设６个复孔，培养４８ｈ后，于９６孔板
中每孔加入１００μＬ混合培养液（ＣＣＫ８工作液和培养
基比例为 １∶１０），空白孔加入等量的培养基，置于
３７℃、恒定饱和湿度、５％ＣＯ２培养箱中孵育２ｈ，置于
酶标仪用４５０ｎｍ单波长测光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．６　ＲＴＰＣＲ检测ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１表达
　　参照ＴＲＩｚｏｌ试剂说明书操作提取总细胞总ＲＮＡ，
鉴定ＲＮＡ浓度及纯度。采用ＲＴＰＣＲ试剂盒，按照上
面反应体系进行 ｃＤＮＡ的合成逆转录反应体系。
ＧＡＳＬ１正 向 引 物 序 列：５′ＣＴＧＡＧＧＣＣＡＡＡＧＴＴＴＣ
ＣＡＡＣ３′，反向引物序列：５′ＣＡＧＣＣＴＧＡＣＴＴＴＣＣＣＴＣＴ
ＴＣＴ３′。选择 ＧＡＰＤＨ为内参，正向引物序列：５′
ＣＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＴＴＧＡＣ３′，反向引物序列：５′ＡＴ
ＧＡＧＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴ３′。ＡＢＩＰｒｉｓｍ７５００型荧光
定量 ＰＣＲ仪中扩增，以内参 ＧＡＰＤＨ进行标准化，采
用２－△△Ｃｔ法计算基因的相对表达量。
１．７　免疫荧光染色检测ｂｃｌ２蛋白表达
　　ＶＳＭＣｓ细胞ＰＢＳ冲洗后，依次加入多聚甲醛溶液
固定，０．１％ＴｉｒｔｏｎＸ１００，ＢＳＡ溶液封闭，按预设时间
间隔加入兔抗人 ｂｃｌ２抗体（１∶１００稀释），αＳＭＡ抗
体（１∶１００稀释），羊抗兔多克隆 ＩｇＧ抗体（１∶３００稀
释），避光条件下孵育１ｈ，ＤＡＰＩ染核３ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗
后取出细胞爬片，封片，荧光显微镜下观察。运用激光

共聚焦显微镜（Ｎｉｋｏｎ，日本）采集图像。图像采用Ｉｍａｇｅ
Ｐｒｏ软件分析，计算 ｂｃｌ２指标阳性指数（ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｉｎｄｅｘ，ＰＩ）＝阳性平均光密度值×阳性面积百分率。
１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｗｎｔ１和βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达
　　取对数生长期细胞，提取总蛋白后行 １０％ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶电泳分离目标蛋白。将目标蛋白转膜后上
脱脂乳封闭２ｈ，４℃下加入Ｗｎｔ１（１∶１０００）、βｃａｔｅｎｉｎ
（１∶１０００）抗体摇床孵育，ＰＢＳ冲洗后滴加二抗（１∶２０００），
室温下温育２ｈ。滴加化学发光试剂（ＥＣＬ）２ｍｉｎ，使

用ＣｈｅｍｉＤｏｃＭＰ显现。
１．９　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，
两组间比较采用独立样本ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＡＬ１相关信号通路
　　ＬｎｃＲＮＡＧＡＳＡＬ１全名为 ｇｒｏｗｔｈａｒｒｅｓｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｌｎｃＲＮＡ１，位于８号染色体，ＮＣ＿０００００８．１１（１０２８０６８２２～
１０２８１１２１４），全长４３９３ｎｔ，基因类型为 ｎｃＲＮＡ。ＣＮＣ
分析显示，ＧＡＳＡＬ１与 １０２个 ｍＲＮＡｓ存在正相关，与
２７２个ｍＲＮＡｓ存在负相关，对上述 ｍＲＮＡｓ进行 ｐａｔｈ
ｗａｙ分析显示，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号富集分数最高（图１）。
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以ｌｏｇ１０为富集分数标准，按降序排列与之相关的信号通路

图１　ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ富集分析 ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１共表达
的ｍＲＮＡｓ

２．２　ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１过表达可促进ＶＳＭＣｓ细胞增殖
　　将ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１与ｌｎｃＲＮＡＮＣ分别转染ＶＳＭＣｓ
细胞 ４８ｈ后，ＲＴＰＣＲ结果显示，ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１组
ＧＡＳＬ１水平显著高于 ｌｎｃＲＮＡＮＣ组（Ｐ＜０．０５，图
２Ａ）。ＣＣＫ８检测显示：ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１组 ＶＳＭＣｓ细
胞活性显著高于ｌｎｃＲＮＡＮＣ组（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ）。

!"

!#

"

#

$
%
&
'
(
)
*
)
+
,
!

相
对
表
达
量 -

)

! .

/

.

!

#

0
+
1
2
3

相
对
细
胞
活
力

-

4! .

组别 组别

１：ｌｎｃＲＮＡＮＣ组；２：ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１组；ａ：Ｐ＜０．０５，与
ｌｎｃＲＮＡＮＣ组比较
Ａ：ＲＴＰＣＲ检测 ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１表达；Ｂ：ＣＣＫ８检测
ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１转染ＶＳＭＣｓ细胞４８ｈ后细胞活性改变

图２　ｌｎｃＲＮＡ过表达ＧＡＳＬ１对ＶＳＭＣｓ细胞增殖的影响

３１４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（５）



２．３　ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１对 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路蛋白
Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ表达的影响

　　将ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１与ｌｎｃＲＮＡＮＣ分别转染ＶＳＭＣｓ
细胞４８ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１
组细胞 Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达高于 ｌｎｃＲＮＡＮＣ组
（Ｐ＜０．０５，图３）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０５，
与ｌｎｃＲＮＡＮＣ组比较
图３　ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１转染 ＶＳＭＣｓ细胞 ４８ｈ后 Ｗｎｔ１、

βｃａｔｅｎｉｎ蛋白的表达

２．４　ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１对增殖相关蛋白ｂｃｌ２表达的影响
　　将ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１与ｌｎｃＲＮＡＮＣ分别转染ＶＳＭＣｓ

细胞 ４８ｈ后，免疫荧光检测显示：ｌｎｃＲＮＡＮＣ组与
ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１组 αＳＭＡ蛋白染色均阳性；ｌｎｃＲＮＡ
ＮＣ组ｂｃｌ２阳性细胞比例（１．０３±０．２９）低于 ｌｎｃＲＮＡ
ＧＡＳＬ１组（３．５４±０．６４，Ｐ＜０．０５，图４）。
２．５　ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１通过 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路影

响ＶＳＭＣｓ细胞增殖活性
　　为检测 ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１是否通过 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号通路影响 ＶＳＭＣｓ细胞增殖活性，首先采用 Ｗｎｔ／
βｃａｔｅｎｉｎ信号通路抑制剂 ＩＣＧ００１或对照剂分别加入
ＶＳＭＣｓ细胞共培养，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ
蛋白表达变化。结果显示：ＩＣＧ００１组 Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ
蛋白含量均低于对照剂组，差异均具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５，图５Ａ、Ｂ）。随后分别将 ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１＋对
照剂或 ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１＋Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路抑制
剂ＩＣＧ００１转染 ＶＳＭＣｓ细胞，ＣＣＫ８检测结果显示，
ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１＋ＩＣＧ００１组ＶＳＭＣｓ细胞活性低于ｌｎｃＲＮＡ
ＧＡＳＬ１＋对照剂组（Ｐ＜０．０５，图５Ｃ）。
２．６　ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１通过 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路影

响增殖相关蛋白ｂｃｌ２的表达
　　分别将 ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１＋对照剂或ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１＋
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路抑制剂 ＩＣＧ００１转染 ＶＳＭＣＳ
细胞４８ｈ后，免疫荧光检测显示：ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１＋对
照剂组与ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１＋ＩＣＧ００１组细胞αＳＭＡ蛋白
染色阳性；ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１＋对照剂组ｂｃｌ２阳性细胞比
例（０．９３±０．２１）高于ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１＋ＩＣＧ００１组（０．３５±
０．１１，Ｐ＜０．０５，图６）。
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图４　免疫荧光检测ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１转染ＶＳＭＣｓ细胞４８ｈ后ｂｃｌ２蛋白表达的变化　（×２００）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路抑制剂ＩＣＧ００１与 ＶＳＭＣｓ细胞共培养４８ｈ后 Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白
表达；Ｂ：半定量分析；Ｃ：ＣＣＫ８检测ＶＳＭＣｓ细胞活力变化

图５　ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１通过Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路影响ＶＳＭＣｓ细胞增殖活性
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图６　免疫荧光检测各组ＶＳＭＣｓ中ｂｃｌ２蛋白的表达　（×２００）

３　讨论

　　研究发现，颅内动脉血管的ＶＳＭＣｓ是承担血管压
力、耐受血流冲击的重要结构。生理状态下，ＶＳＭＣｓ
通过低频率增殖，低迁移、低蛋白分泌的细胞表型，保

持动脉血管壁的功能性；而在病理状态下，ＶＳＭＣｓ增
殖凋亡比例失衡，细胞数量减少，则最终导致动脉管壁

变薄，对血流冲击的耐受力减弱［２－３］。因此，ＶＳＭＣｓ的
增殖凋亡失衡，是导致动脉血管壁病理性重构、颅内动

脉瘤形成及破裂出血的重要原因。左乔等［７］在大鼠

颅内动脉瘤模型中发现，骨形成蛋白 ２通过激活
ｐＳｍａｄ１／５，促进ＶＳＭＣｓ凋亡，可增加大鼠动脉瘤形成

及破裂的概率。在本研究中，ＶＳＭＣｓ内 ｌｎｃＲＮＡ
ＧＡＳＬ１高表达后，可促进影响 ＶＳＭＣｓ细胞增殖，抑制
ＶＳＭＣｓ整体数量降低。有对 ＲＯＣ曲线研究发现，在
颅脑动脉瘤壁患者组织中，ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１表达含量
低于正常动脉管壁组织，且具有诊断价值［５，８］，提示

ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１可能通过增加 ＶＳＭＣｓ数量，影响动脉
管壁对血流流体动力的对抗作用，与颅内动脉瘤的形

成破裂概率存在相关性。

　　ＬｎｃＲＮＡｓ属于非编码ＲＮＡ分子，可对细胞增殖相
关ｍＲＮＡ在转录后水平均发挥调控作用，引起细胞增
殖特性改变。如：ｌｎｃＲＮＡＭＥＧ３通过调控 Ｐ５３基因活
性，抑制胃癌细胞生长增殖［９］；ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ５通过调

５１４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（５）



控ｍｉＲ１３２／ＰＴＥＮ信号通路，抑制慢阻肺患者肺表面
上皮细胞凋亡及炎性浸润［１０］。在动脉瘤等脑血管病

研究领域，不断有学者提出 ｌｎｃＲＮＡｓ参与疾病的病理
生理变化。如：ＳＵＮ等［１１］研究发现，ｌｎｃＲＮＡＨ１９通过
竞争性结合ＲＮＡ调控血管炎性因子，促进腹主动脉瘤
的形成。ＺＨＡＮＧ等［１２］利用小鼠辅助动脉瘤模型研究

发现，降低 ｌｎｃＲＮＡＰＶＴ１可抑制 ＶＳＭＣｓ细胞凋亡和
细胞外基质紊乱。ＨＵＡＮＧ等［１３］在胸主动脉瘤动脉模

型中发现过表达ｌｎｃＲＮＡＬＯＸＬ１ＡＳ后可对 ＶＳＭＣｓ增
殖凋亡发挥调控作用。目前发现，ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１在
颅内动脉瘤等多个疾病中出现差异性表达，同时对细

胞增殖发挥重要作用。如 ＧＡＳＬ１可通过抑制 ＴＧＦβ
信号通路，抑制胶质瘤细胞增殖，或通过抑制 Ｗｎｔ／β
ｃａｔｅｎｉｎ，抑制胃腺细胞癌生长［６，１４］。在急性颅内动脉

瘤破裂的患者中，外周血外泌体中 ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１呈
高表达，可用于未破裂颅内动脉瘤患者和健康志愿者

的筛查指标［５］。在本研究中，ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１表现为
促进ＶＳＭＣｓ细胞增殖。在ＣＣＫ８细胞增殖实验中，过
表达ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１可明显增强细胞增殖活性，同时
发现，细胞增殖相关蛋白 ｂｃｌ２含量增高。Ｂｃｌ２蛋白
表达升高直接提示细胞增殖能力提高。因此，研究结

果提示ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１在 ＶＳＭＣｓ细胞增殖中发挥重
要调控作用。

　　ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１如何对ＶＳＭＣｓ细胞增殖发挥作用
呢？研究显示，在胃癌细胞中，ＧＡＳＬ１表达下调或敲
除，可上调 ｃａｔｅｎｉｎ基因的表达［１５］。在肝癌细胞模型

中，ＧＡＳＬ１表达下调可导致肿瘤增大，伴随 Ｅ２Ｆ１转录
因子活性改变［１６］。此外，ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１还可以通过
调控ＴＧＦβ或Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，或ＧＬＵＴ１活
性，在不同细胞中发挥作用［６，１４，１７］。在本研究中，当将

ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１和Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路拮抗剂共同
处理细胞后发现，拮抗剂可逆转 ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１对细
胞的增殖作用，以及对 ｂｃｌ２的调控作用。结果提示：
ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１可能通过 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ对 ＶＳＭＣｓ细
胞的增殖发挥调控作用。目前关于 Ｗｎｔ信号通路在
ＶＳＭＣｓ增殖中的重要作用，已在多个体内体外实验中证
实。无论是外周血管还是脑血管的ＶＳＭＣｓ，Ｗｎｔ信号通
路均广泛参与其增殖、迁移、凋亡和分化过程［４］。如Ｗｎｔ
信号通路激活后，可激活细胞核内Ｔ细胞因子及ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１分子，导致细胞增殖活性改变［４］。ＭＡＲＣＨＡＮＤ［１８］及
ＴＳＡＯＵＳＩ［１９］等研究发现，Ｗｎｔ１、Ｗｎｔ３ａ和 Ｗｎｔ４等多个
亚型均可促进ＶＳＭＣｓ增殖。如Ｗｎｔ４蛋白敲除的小鼠
构建动脉瘤模型中，单侧颈内动脉结扎后，在生长因子

刺激下，小鼠血管内膜增厚下降。此外，Ｗｎｔ非经典信
号通路也可参与ＶＳＭＣｓ增殖。如骨形成蛋白 ２、钙调

蛋白依赖激酶Ⅱ以及活化 Ｔ细胞核因子等，均可通过
Ｗｎｔ非经典信号通路促进ＶＳＭＣｓ增生［２０］。

　　本研究发现，ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１对 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信
号通路中的关键节点表现为激活作用，呈现正相关性，

提示ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１可激活Ｗｎｔ通路活性。将ｌｎｃＲＮＡ
ＧＡＳＬ１和Ｗｎｔ信号通路拮抗剂共同处理 ＶＳＭＣｓ后发
现，拮抗剂可逆转ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１对细胞的增殖作用。
综上所述，ｌｎｃＲＮＡＧＡＳＬ１可能通过激活Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号通路，促进ＶＳＭＣｓ细胞增殖。
　　本研究的局限性在于仅对 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通
路做出初步分析，对于其他通路的影响尚不能明确。

此外，该信号通路复杂，与细胞内多个其他信号通路存

在交联，该作用是否与巨噬细胞浸润、炎性因子的刺激

存在相关性，尚有待进一步研究证实。
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