
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０２１０１０１０

长链非编码ＲＮＡＲＰ１１２８８Ｌ９．１在系统性红斑狼疮中的作用及其机制研究
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　　［摘要］　目的　探讨长链非编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｎｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）ＲＰ１１２８８Ｌ９．１在系统性红
斑狼疮（ｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ，ＳＬＥ）中的作用及机制。方法　通过转录组测序方法（ＲＮＡｓｅｑ）筛
选获得ＳＬＥ患者外周血单核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣｓ）中差异表达的 ｌｎｃＲＮＡｓ，采
用实时定量ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，ｑＲＴＰＣＲ）技术验证８例ＳＬＥ患者和８例健康对照 ＰＢＭＣｓ
中差异表达的ｌｎｃＲＮＡ的表达水平。运用荧光原位杂交 ＦＩＳＨ技术检测 ＲＰ１１２８８Ｌ９．１的细胞定位；设
计并构建ＲＰ１１２８８Ｌ９．１敲低和过表达重组慢病毒，转染构建 ＲＰ１１２８８Ｌ９．１敲低和过表达模型，采用
ｑＲＴＰＣＲ验证其转染效率。分别采用ＣＣＫ８和ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒检测慢病毒转染
后巨噬细胞的增殖和凋亡能力，ｑＲＴＰＣＲ检测敲低和高表达ＲＰ１１２８８Ｌ９．１后，巨噬细胞相关炎症细胞
因子ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ４、ＩＬ１０、ＴＧＦβ１的表达。结果　通过转录组数据发现６个差异表达的ｌｎｃＲＮＡ（Ｐ＜
０．０５）。ｑＲＴＰＣＲ验证ＲＰ１１２８８Ｌ９．１表达显著上调（Ｐ＜０．０１）。ＲＰ１１２８８Ｌ９．１定位在巨噬细胞胞浆中。
过表达ＲＰ１１２８８Ｌ９．１可促进巨噬细胞的凋亡并抑制增殖（Ｐ＜０．０５），相关炎症因子 ＩＬ１β、ＩＬ６表达显
著上升，ＩＬ４、ＩＬ１０、ＴＧＦβ１表达显著下降（Ｐ＜０．００１）；敲低ＲＰ１１２８８Ｌ９．１可促进巨噬细胞的增殖并抑
制凋亡（Ｐ＜０．０５），相关炎症因子 ＩＬ１β、ＩＬ６表达显著下降（Ｐ＜０．０１），ＩＬ４、ＩＬ１０、ＴＧＦβ１表达显著上
升（Ｐ＜０．０１）。结论　ＲＰ１１２８８Ｌ９．１在ＳＬＥ患者ＰＢＭＣｓ中高表达，并在巨噬细胞中通过影响炎症细胞
因子的合成来调控免疫反应，这可能是ＳＬＥ发病机制之一。
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ｗｅｒｅｆｏｕｎｄ（Ｐ＜０．０５），ｉｎｗｈｉｃｈＲＰ１１２８８Ｌ９．１ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｍａｉｎｌｙ
ｌｏｃａｔｅｄｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ．ＴｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＰ１１２８８Ｌ９．１ｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄ
ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ（Ｐ＜０．０５），ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１βａｎｄＩＬ６，ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ
ｔｈｏｓｅｏｆＩＬ４，ＩＬ１０ａｎｄＴＧＦβ１（Ｐ＜０．０１）．Ｉｎｃｏｎｔｒａｓｔ，ｔｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＲＰ１１２８８Ｌ９．１ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｄｕｃｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ（Ｐ＜０．０５），ｗｉｔｈｌｏｗｅｒｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１β
ａｎｄＩＬ６ａｎｄｅｌｅｖａｔｅｄＩＬ４，ＩＬ１０ａｎｄＴＧＦβ１（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＲＰ１１２８８Ｌ９．１ｉｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｉｎｔｈｅＰＢＭＣｓｏｆＳＬＥｐａｔｉｅｎｔｓ，ａｎｄｒｅｇｕｌａｔｅｓｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｂｙａｆｆｅｃｔｉｎｇｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆ
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　　系统性红斑狼疮（ｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ，
ＳＬＥ）是典型的慢性多系统、多脏器损害的自身免疫性
疾病，以大量自身抗体及补体形成为特征，临床表现和

严重程度各不相同，严重危害人类健康。狼疮性肾炎

是 ＳＬＥ主要表现之一，也是导致发病率和病死率增高
的主要因素［１］。ＳＬＥ的发病机制涉及遗传、激素、环
境、表观遗传等因素，但其病因至今尚不完全清楚［２］。

　　长链非编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｎｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）
是长度大于２００个核苷酸的非编码ＲＮＡ［３－４］。研究表
明ｌｎｃＲＮＡ在表观遗传调控、基因表达剂量补偿效应、
细胞周期和细胞分化调控等众多生物学事件中发挥着

重要作用［５］。有研究报道，许多 ｌｎｃＲＮＡ与自身免疫
介导的炎症性疾病的发病相关，例如 ＳＬＥ、ＲＡ等［６］。

研究证实：一些ｌｎｃＲＮＡ通过表观遗传调控，包括ＤＮＡ
甲基化、组蛋白修饰、微小 ＲＮＡ等参与 ＳＬＥ的发生和
发展，并影响ＳＬＥ治疗药物的作用［７－８］。然而ｌｎｃＲＮＡ
在ＳＬＥ中的具体作用机制仍未知。
　　本研究利用 ＲＮＡｓｅｑ筛选在 ＳＬＥ患者外周血单
核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣｓ）中
高水平表达的 ｌｎｃＲＮＡ，筛选出表达上调最显著的
ｌｎｃＲＮＡ，然后采用 ｑＲＴＰＣＲ技术验证。结果显示
ＲＰ１１２８８Ｌ９．１水平与对照组相比显著上调。因此，针
对ＲＰ１１２８８Ｌ９．１做进一步研究，探讨 ＲＰ１１２８８Ｌ９．１
与ＳＬＥ炎症发生是否相关，以及其具体的潜在作用。
进一步的研究发现 ＲＰ１１２８８Ｌ９．１定位在巨噬细胞
中，构建ＲＰ１１２８８Ｌ９．１敲低和过表达慢病毒，并检测
转染后巨噬细胞炎症相关因子的表达，探讨 ＲＰ１１
２８８Ｌ９．１在ＳＬＥ炎症中可能的作用，为治疗 ＳＬＥ提供
新的思路。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　研究样本来自２０１８年１月至２０２０年１月本科确
诊为ＳＬＥ患者的外周血，分离血浆置于－８０℃冰箱保

存备用，８例均为女性，年龄２４～５１（３８．９±１０．２）岁，临
床诊断符合１９９７年美国风湿协会修订的诊断标准，除
外感染、肿瘤及其他结缔组织病。对照组来自门诊体

检的８例女性健康志愿者，无免疫系统疾病和使用免
疫抑制剂的病史，年龄１８～６０周岁。排除标准：男性，
年龄＞６０或＜１８周岁；有高血压、糖尿病等全身综合性
疾病；有其他免疫系统疾病或使用免疫抑制剂的病史；

其他不适合本研究的患者。纳入的研究对象均知情同

意，本研究通过本院伦理委员会审批（ＫＹ２０２０１６７）。
１．２　主要试剂
　　小鼠单核巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７购自美国ＡＴＣＣ细
胞资源库（ＡＴＣＣ ＳＣ６００３），血浆 ＲＮＡ提取试剂
ＴＲＩｚｏｌ购自美国Ｌｉｆｅ公司，糖原（ｇｌｙｃｏｇｅｎＧ）购自碧云
天公司，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒购自碧
云天公司，ＣＣＫ８试剂盒购自东仁公司，去基因组
ＤＮＡ反转录试剂盒、ｑＰＣＲ试剂盒购自Ｂｅｓｔａｒ公司。
１．３　ＰＢＭＣｓ及总ＲＮＡ提取
　　提取患者 ＰＢＭＣｓ总 ＲＮＡ用于检测差异表达
ｌｎｃＲＮＡ的表达，提取慢病毒处理的巨噬细胞总 ＲＮＡ
用于检测 ＲＰ１１２８８Ｌ９．１上调、下调后炎症细胞因子
的表达变化。将冻存的患者外周血置于冰上融化，

１２０００×ｇ，４℃离心 １０ｍｉｎ以沉淀血浆中的血细胞。
取５００μＬ血浆加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ裂解液，旋涡震荡数
秒后静置５ｍｉｎ；慢病毒处理的巨噬细胞，在６孔板中
加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ裂解液，轻轻混匀，裂解５ｍｉｎ，并将
裂解液收集到 １．５ｍＬ离心管中。然后按 ＴａＫａＲａ公
司用户手册提取总ＲＮＡ。
１．４　ｑＲＴＰＣＲ检测ｌｎｃＲＮＡＲＰ１１２８８Ｌ９．１的表达
　　ＰＢＭＣｓ和细胞的总ＲＮＡ按照ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ说明
书进行逆转录，－２０℃保存ｃＤＮＡ。设计ＲＰ１１２８８Ｌ９．１
及相关炎症因子的引物并比对其特异性，交北京擎科

生物公司合成（序列如表１所示）。以 ｃＤＮＡ为模版，
配ＰＣＲ反应体系，体系为 ２０μＬ，每个检测指标设置
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３个复孔，以βａｃｔｉｎ为内参消除实验误差。ＰＣＲ程序
如下所示：９５℃预变性３ｍｉｎ，９５℃５ｓ，５８℃３４ｓ，７２℃
６０ｓ，共４０个循环，用２－ΔΔＣｔ法分析相关分子的相对表
达量。

表１　实验所用引物

基因 序列 长度／ｂｐ

ＲＰ１１
正向 ５′ＧＧＣＧＴＧＴＣＡＣＣＡＧＴＴＴＡＴ３′
反向 ５′ＡＴＴＧＣＴＴＡＣＡＧＴＣＧＧＧＡＴ３′

２２３

ＡＣ０９６５７９
正向 ５′ＡＣＧＧＡＣＣＧＡＡＴＣＡＣＴＧ３′
反向 ５′ＡＡＣＧＣＴＣＡＴＴＴＣＣＡＴＡＣＡＣ３′

１５９

ＮＲＩＲ１
正向 ５′ＡＧＣＣＴＧＡＣＧＧＡＣＣＧＡＡＴＣ３′
反向 ５′ＡＡＣＧＣＴＣＡＴＴＴＣＣＡＴＡＣＡＣＣＡ３′

２２９

ＮＲＩＲ２
正向 ５′ＧＧＡＣＣＧＡＡＴＣＡＣＴＧＣＣ３′
反向 ５′ＴＴＣＣＣＴＴＴＣＡＴＣＣＡＣＴＴＴ３′

２０９

ＸＬＯＣ０３１９５８
正向 ５′ＡＧＡＧＣＣＴＧＡＣＧＧＡＣＣＧＡＡＴＣ３′
反向 ５′ＧＧＧＣＣＴＧＴＧＡＡＡＧＧＴＣＴＧＧＴＡ３′

１７７

ＡＬ９２８７４２１２１
正向 ５′ＴＡＣＣＣＡＴＡＡＴＣＡＧＴＡＡＣＣＴ３′
反向 ５′ＡＡＡＧＣＡＣＣＧＡＴＣＡＡＣＡ３′

２５１

ＡＬ９２８７４２１２２
正向 ５′ＣＣＴＧＡＣＧＧＡＣＣＧＡＡＴＣ３′
反向 ５′ＴＧＴＡＧＴＴＧＣＣＣＴＧＣＴＴ３′

１６９

ＩＬ１β
正向 ５′ＴＧＡＴＧＴＴＣＧＴＣＣＣＴＧＴＣＣ３′
反向 ５′ＣＡＣＧＣＡＡＴＡＧＴＡＡＴＧＴＣＣＴＧ３′

１８５

ＩＬ４
正向 ５′ＴＧＧＡＧＣＡＧＧＴＧＡＡＧＡＡＴＧ３′
反向 ５′ＡＧＣＡＧＧＡＡＧＡＡＣＡＧＡＧＧＧ３′

２１１

ＩＬ６
正向 ５′ＡＧＴＡＧＴＧＡＧＧＡＡＣＡＡＧＣＣＡＧＡＧ３′
反向 ５′ＴＡＣＡＴＴＴＧＣＣＧＡＡＧＡＧＣＣ３′

２６２

ＩＬ１０
正向 ５′ＡＣＣＡＡＧＡＣＣＣＡＧＡＣＡＴＣＡ３′
反向 ５′ＴＴＣＡＣＡＧＧＧＡＡＧＡＡＡＴＣＧ３′

１９３

ＴＧＦβ１
正向 ５′ＡＴＣＡＡＣＧＣＣＣＧＣＣＡＣＡＡＧ３′
反向 ５′ＧＧＣＣＣＡＣＧＧＣＡＧＧＴＡＡＴＴ３′

１８６

βａｃｔｉｏｎ
正向 ５′ＧＧＧＧＴＧＡＡＡＴＧＴＧＡＧＧＣＧ３′
反向 ５′ＣＴＣＧＧＴＣＴＴＣＧＴＡＧＡＴＴＧＣＴＴＡ３′

１６９

１．５　小鼠单核巨噬细胞培养
　　小鼠单核巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７细胞在含１０％胎牛
血清及１００Ｕ／ｍＬ青霉素、链霉素的ＤＭＥＭ高糖培养液
中培养，培养条件为５％ＣＯ２、３７℃，隔天换液并观察细
胞的生长状况。待 ＲＡＷ２６４．７细胞生长至７０％～８０％
融合度时，弃去旧的细胞培养液，并用 ＰＢＳ洗涤细胞
２次，加入０．２５％的胰蛋白酶，于倒置显微镜下观察细
胞形态的变化，当细胞出现胞质回缩，胞体变圆，细胞间

隙变大时，弃去消化液，立即加入含１０％血清的细胞培
养液终止消化，用吸管吸取培养液，反复轻柔吹打贴壁

的细胞使之脱落并悬浮，调整细胞至合适密度后接种于

新的培养皿中，置于５％ＣＯ２、３７℃培养箱中培养。
１．６　慢病毒包装及感染细胞
１．６．１　病毒包装　　用于包装过表达、敲低 ＲＰ１１

２８８Ｌ９．１重组慢病毒的穿梭质粒和包装质粒（ｐＧａｇ／
Ｐｏｌ、ｐＲｅｖ、ｐＶＳＶＧ）由北京擎科生物科技有限公司构
建，未插入目的片段的空白穿梭质粒作为对照组。

２９３Ｔ细胞（ＡＴＣＣ细胞库）在 １０ｃｍ培养皿中培养至
８０％～９０％融合度时，接种１５ｃｍ培养皿；加入 １８ｍＬ
含１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养液，混匀后 ３７℃、５％ＣＯ２
培养过夜；在１支无菌的５ｍＬ离心管中加入１．５ｍＬ
无血清ＤＭＥＭ，按１∶１的比例加入含目的序列的穿梭
质粒和包装质粒（ｐＧａｇ／Ｐｏｌ、ｐＲｅｖ、ｐＶＳＶＧ），混匀，取另
１支无菌的５ｍＬ离心管，加入１．５ｍＬ无血清 ＤＭＥＭ，
再加入３００μＬＲＮＡｉＭａｔｅ，混匀，室温放置 ５ｍｉｎ后，
将两管混合，室温放置２０～２５ｍｉｎ；除去１５ｃｍ培养皿
中的培养液，加入８ｍＬ无血清的ＤＭＥＭ培养液；将转
染混合物逐滴加入１５ｃｍ培养皿中，轻轻地前后摇晃
培养皿以混匀复合物，在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中温育
４～６ｈ；吸弃转染液，加入１８ｍＬ含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ
培养液，３７℃、５％ＣＯ２继续培养７２ｈ。利用超速离心
（４℃，２００００ｒ／ｍｉｎ，２ｈ）收集病毒；分装的病毒液贴
上标签，－８０℃ 冰箱保存。
１．６．２　感染巨噬细胞　　将生长状态良好的巨噬细
胞ＲＡＷ２６４．７（ＡＴＣＣ细胞库）于３７℃、５％ＣＯ２培养箱
培养。２４ｈ后更换１次培养液继续培养，待细胞汇合
度达 ８０％左右传代培养，保持细胞良好的生长状态。
处于对数生长期的细胞胰酶消化，完全培养基制成

（３～５）×１０４／ｍＬ细胞悬液，接种相应的细胞数到培养
板中，继续培养保证感染时铺板量达到 １５％～３０％。
按照预实验结果，更换感染培养基，加入最适病毒量进

行感染。感染后 ２４ｈ，更换为常规培养基继续培养。
感染后７２ｈ左右，荧光显微镜观察报告基因（如ＧＦＰ）
的表达情况。

１．７　荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）检测 ＲＰ１１２８８Ｌ９．１的细
胞定位

　　实验分为 ３组：过表达 ＲＰ１１２８８Ｌ９．１组命名为
ＲＰ１１２８８Ｌ９．１ＯＥ，敲低 ＲＰ１１２８８Ｌ９．１组命名为
ＲＰ１１２８８Ｌ９．１ＫＤ，对照组。细胞利用 ４％多聚甲醛
固定，然后将载玻片用盐酸乙醇溶液浸洗１０ｍｉｎ，自来
水充分清洗，待玻片晾干后，滴１滴 ｐｏｌｙｌｌｙｓｉｎｅ溶液
于玻片上，覆盖样品孔，室温放置 １０～３０ｍｉｎ；吸去多
余的溶液，用无菌水冲洗表面数次。接种前至少室温

干燥１ｈ或过夜晾干。透明与脱水：取适量固定后样
品与载玻片上，放入４６℃孵箱中烘干１０ｍｉｎ；将样品
浸入蛋白酶 Ｋ缓冲液中，３７℃ ２０ｍｉｎ，然后浸入灭菌
水中清洗 ３次，每次 １ｍｉｎ；再依次浸入 ５０％、８０％、
１００％乙醇中脱水，每次 ３ｍｉｎ，最后在室温晾干。杂
交：加９μＬ杂交缓冲液到载玻片的样品上，尽量让样

６０２１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



品全被覆盖在杂交缓冲液上加 １μＬ探针（终浓度
５ｎｇ／μＬ）；将载玻片水平放在有 ２×ＳＳＣ的湿盒中，盖
好盖子，然后一起放入４６℃孵育箱中，杂交１．５ｈ；将
冲洗缓冲液预热到４８℃备用。冲洗：杂交后，迅速小心
用预热的冲洗液冲洗载坡片１～２次；然后快速将载玻
片放入４８℃冲洗液中，放置２０ｍｉｎ后，用灭菌水润洗载
玻片３次，最后在空气中晾干。镜检与拍照：晾干后，
滴１滴抗荧光衰弱剂，小心盖上盖玻片，使样品被抗荧
光衰弱剂覆盖，排除气泡，吸去多余液体，然后用指甲

油封边；及时进行镜检，在同视野下观察；ＺｅｉｓｓＬＳＭ
７００共聚焦激光扫描显微镜拍摄结果。
１．８　流式细胞仪检测细胞凋亡
　　把细胞培养液吸出至一合适离心管内，ＰＢＳ洗涤
贴壁细胞 １次，加入适量胰酶细胞消化液（可含有
ＥＤＴＡ）消化细胞。室温孵育至轻轻吹打可以使贴壁
细胞吹打下来时，吸除胰酶细胞消化液。需避免胰酶

的过度消化。把细胞轻轻吹打下来，转移到离心管内，

１０００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，收集细胞，用ＰＢＳ轻轻重悬
细胞并计数。取５００００～１０００００重悬的细胞，１０００×ｇ
离心５ｍｉｎ，弃上清，加入１９５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结合
液轻轻重悬细胞。加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ，轻轻混匀。
加入１０μＬ碘化丙啶染色液，轻轻混匀。室温（２０～

２５℃）避光孵育 １０～２０ｍｉｎ，随后置于冰浴中。可以
使用铝箔进行避光。利用流式细胞仪立即上机检测。

１．９　ＣＣＫ８检测细胞增殖
　　在９６孔板中配制１００μＬ的细胞悬液，将培养板
放在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中预培养２４ｈ；向培养板中
加入１０μＬ不同浓度的待测物质；将培养板放在培养
箱孵育；每孔轻轻加入 １０μＬＣＣＫ８溶液。孵育 １～
４ｈ后，用酶标仪测定在４５０ｎｍ处的光度值Ｄ（４５０）。
１．１０　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ１６．０统计软件。细胞实验均重复
３次。组间比较根据数据类型使用配对 ｔ检验。Ｐ＜
０．０５为具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＳＬＥ患者 ＰＢＭＣｓ中 ｌｎｃＲＮＡＲＰ１１２８８Ｌ９．１高
表达

　　通过ＲＮＡｓｅｑ筛选获得 ＮＲＩＲ１、ＮＲＩＲ２、ＸＬＯＣ＿
０３１９５８、ＲＰ１１２８８Ｌ９．１、ＡＬ９２８７４２１２１、ＡＬ９２８７４２１２２
６个差异表达的ｌｎｃＲＮＡ，进一步通过ｑＲＴＰＣＲ验证在
ＳＬＥ患者和健康对照 ＰＢＭＣｓ中这 ６个 ｌｎｃＲＮＡ的表
达。结果显示：ＳＬＥ患者 ＰＢＭＣｓ中 ＲＰ１１２８８Ｌ９．１的
表达较对照组显著上调（Ｐ＜０．０１，图１）。
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２．２　ＲＰ１１２８８Ｌ９．１过表达可抑制巨噬细胞的增殖
　　过表达和敲低 ＲＰ１１２８８Ｌ９．１的慢病毒转染巨噬
细胞后，采用ＦＩＳＨ技术定位发现 ＲＰ１１２８８Ｌ９．１位于
巨噬细胞胞浆中，过表达组表达水平高于对照组，敲低

组低于对照组（图 ２Ａ）；ｑＲＴＰＣＲ检测转染后过表达
组和敲低组ＲＰ１１２８８Ｌ９．１的表达，结果显示：与对照
组比较，过表达组 ＲＰ１１２８８Ｌ９．１的表达上升，敲低组
ＲＰ１１２８８Ｌ９．１的表达降低（Ｐ＜０．０１，图 ２Ｂ）；流式细

胞仪检测细胞凋亡，结果显示：ＲＰ１１２８８Ｌ９．１敲低组
的巨噬细胞凋亡率低于对照组，过表达组的巨噬细胞凋

亡率高于对照组（图２Ｃ、Ｄ，Ｐ＜０．０５）。采用ＣＣＫ８检测
细胞增殖，结果显示：敲低组巨噬细胞增殖水平高于对

照组，过表达组巨噬细胞增殖水平低于对照组（图２Ｅ，
Ｐ＜０．０５）。上述实验结果表明 ＲＰ１１２８８Ｌ９．１可以抑
制巨噬细胞的增殖，促进巨噬细胞的凋亡。
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２．３　过表达和敲低 ＲＰ１１２８８Ｌ９．１对巨噬细胞相关
炎症细胞因子表达的影响

　　ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示：在巨噬细胞中转染过表
达和敲低 ＲＰ１１２８８Ｌ９．１的慢病毒后，过表达目的
ｌｎｃＲＮＡ后的巨噬细胞中 ＩＬ１β、ＩＬ６表达显著上升，
ＩＬ４、ＩＬ１０、ＴＧＦβ１表达显著下降；敲低巨噬细胞中目
的ｌｎｃＲＮＡ后，ＩＬ１β、ＩＬ６表达显著下降，ＩＬ４、ＩＬ１０、
ＴＧＦβ１表达显著上升。表明ＲＰ１１２８８Ｌ９．１在巨噬细
胞中可能影响了炎症细胞因子的合成来调控免疫反应

（图３）。

３　讨论

　　系统性红斑狼疮受到多种因素影响，其发病机制
复杂多样。越来越多的证据表明ｌｎｃＲＮＡ与ＳＬＥ发病
密切相关，在ＳＬＥ临床诊断和治疗方面具有巨大的潜
力。ＬＩ等［９］分析ＳＬＥ患者及健康对照组外周血 Ｔ细
胞中ｌｎｃＲＮＡ的表达水平，检测到１９３５种差异表达的
ｌｎｃＲＮＡ，提示这些差异的 ｌｎｃＲＮＡ在 ＳＬＥ疾病发生及
发展过程中发挥调节作用。大量研究表明 ｌｎｃＲＮＡ可
以通过调节炎症细胞因子的产生进而影响机体免疫状

态。ＣＡＲＰＥＮＴＥＲ等［１０］报道 ｌｎｃＲＮＡＣＯＸ２被定性为
ＴＬＲ配体诱导的动态调控基因，进而发挥促进和抑制
炎症细胞因子表达的作用；一些 ｌｎｃＲＮＡ包括

ＴＨＲＩＬ［１１］、Ｌｎｃ１３［１２］被报道可调节髓系细胞的炎症细
胞因子表达。

　　为了验证 ｌｎｃＲＮＡ与 ＳＬＥ发病的相关性，本研究
首先通过ＲＮＡｓｅｑ筛选获得 ＳＬＥ患者 ＰＢＭＣｓ高水平
表达的 ｌｎｃＲＮＡ，筛选出 ６个差异表达较明显的
ｌｎｃＲＮＡ，作为备选 ｌｎｃＲＮＡ。然后采用 ｑＲＴＰＣＲ技术
验证８例ＳＬＥ患者和８例健康对照组 ＰＢＭＣｓ中差异
表达 ｌｎｃＲＮＡ的表达，比较其差异表达，结果显示
ＲＰ１１２８８Ｌ９．１水平上调显著，因此将 ＲＰ１１２８８Ｌ９．１
作为本研究的目的ｌｎｃＲＮＡ。
　　运用ＲＮＡＦＩＳＨ技术进行目的ｌｎｃＲＮＡ的定位，发
现其主要信号定位于巨噬细胞的胞浆。巨噬细胞在机

体固有免疫和适应性免疫应答中发挥着关键的作用，

是机体中免疫反应中重要的免疫细胞［１３］。近年来，大

量研究表明巨噬细胞在 ＳＬＥ发病机制中发挥重要的
作用。ＳＬＥ常累及肾脏，Ⅵ型狼疮肾炎患者肾脏组织
中巨噬细胞的高水平表达直接预示患者预后不良［１４］。

将狼疮模型鼠体内的巨噬细胞清除可显著缓解其肾炎

及疾病活动度［１５］。巨噬细胞在不同微环境信号刺激

下，可改变其自身的形态和生理特征，极化成两类细

胞，即经典活化型细胞（Ｍ１型）和替代活化型细胞
（Ｍ２型）［１６］。巨噬细胞极化的调控机制尚不完全清
楚，越来越多的证据表明ｌｎｃＲＮＡ在巨噬细胞极化转换
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图３　过表达和敲低ＲＰ１１２８８Ｌ９．１对炎症细胞因子表达的影响
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中发挥重要作用。已有研究显示：心脏和凋亡相关

ｌｎｃＲＮＡ（ｃａｒｄｉａｃａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｌｎｃＲＮＡ，Ｃａｒｌｒ）［１７］、
ｌｎｃＲＮＡＡ＿３０＿Ｐ０１０２０１３９［１８］等 ｌｎｃＲＮＡ可以通过调控
转录因子，进而改变巨噬细胞极化状态。以上研究结

果均提示 ｌｎｃＲＮＡ可能通过调控巨噬细胞极化状态，
同时抑制了巨噬细胞的增殖，并促进了巨噬细胞的凋

亡，从而在ＳＬＥ发病过程中具有重要作用。
　　为了进一步验证 ＲＰ１１２８８Ｌ９．１对巨噬细胞的调
控机制，本研究构建了 ｌｎｃＲＮＡ敲低和过表达慢病毒，
并利用慢病毒转染的方法在巨噬细胞系中过表达和敲

低ＲＰ１１２８８Ｌ９．１，通过荧光显微镜观察发现转染荧光
阳性，为接下来的研究打下了良好的基础。

　　本研究通过检测转染后各巨噬细胞相关炎症细胞
因子表达水平，结果显示：过表达 ＲＰ１１２８８Ｌ９．１后的
巨噬细胞中炎症细胞因子 ＩＬ１β、ＩＬ６表达显著上升，
ＩＬ４、ＩＬ１０、ＴＧＦβ１表达显著下降；敲低ＲＰ１１２８８Ｌ９．１
的巨噬细胞，ＩＬ１β、ＩＬ６表达显著下降，ＩＬ４、ＩＬ１０、
ＴＧＦβ１表达显著上升。巨噬细胞极化的状态不同，在
免疫应答中发挥着不同的作用。极化的Ｍ１型巨噬细
胞以分泌促炎因子为主，如ＩＬ１β、ＩＬ６等，具有强大的
抗原提呈及吞噬能力，促进Ｔｈ１免疫应答，发挥抗胞内
病原菌和抗肿瘤的作用，同时在机体的免疫应答中发

挥促炎作用［１９］。Ｍ２型巨噬细胞分泌抗炎细胞因子如
ＩＬ４、ＩＬ１０、ＴＧＦβ１等，具有抗炎的免疫调控作用，并
能促进组织修复和伤口愈合［１３］。巨噬细胞的炎症反

应主要通过ＮＦκＢ、ＳＴＡＴ３等转录因子相关信号通路
介导，其中ＮＦκＢ、ＥＲ／Ｋ１２、ＥＲＫ５、ＳＴＡＴ３等多种转录
因子在 ｌｎｃＲＮＡ调控作用下磷酸化后入核，继而影响
细胞核内巨噬细胞相关炎症因子的转录［２０］。有研究

表明ｌｎｃＲＮＡＧＡＳ５内质网应激途径的激活可调控巨
噬细胞的增殖和凋亡［２１］，所以推测 ＲＰ１１２８８Ｌ９．１也
可能是通过ＮＦκＢ、ＳＴＡＴ３等转录因子相关信号通路
调节炎症因子的合成，并进一步调控内质网应激途径

的激活来对巨噬细胞的增殖和凋亡产生影响，但是其

具体机制仍需进一步的深入研究。

　　本研究结果提示 ＲＰ１１２８８Ｌ９．１可能通过调控巨
噬细胞的极化状态进而影响细胞因子的表达，可能通

过促进Ｔｈ１免疫应答，增强巨噬细胞抗原提呈及吞噬
能力，促进机体炎症的进一步发展，这种作用方式可能

是ＲＰ１１２８８Ｌ９．１在ＳＬＥ发生和发展中的重要作用机
制，为以后继续深入研究 ｌｎｃＲＮＡ在 ＳＬＥ发病中的作
用提供了重要的方向。

　　机体免疫异常是ＳＬＥ一个重要特征，巨噬细胞作
为机体免疫的重要参与者，在炎症反应和宿主防御中

均扮演重要角色，本研究结果表明：ＲＰ１１２８８Ｌ９．１可
以通过调控巨噬细胞的极化状态进而影响了炎症细胞

因子的表达，并通过增强巨噬细胞抗原提呈及吞噬能

力，促进Ｔｈ１免疫应答，导致机体炎症的进一步发展。
这可能是ＳＬＥ发生的机制之一。但 ＲＰ１１２８８Ｌ９．１在
ＳＬＥ中发挥分子作用的具体机制、影响因素及临床诊
断、治疗、预后等还有待进一步探索。
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［８］ ＬＯＮＧＨ，ＹＩＮＨ，ＷＡＮＧＬ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃｒｉｔｉｃａｌｒｏｌｅｏｆ
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ｊａｕｔ．２０１６．０６．０２０．
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ａａｄ０４６７．
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ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｂｙ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ［Ｊ］． Ｆｒｏｎｔ
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