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ｓｉＲＮＡ干扰ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ表达对经脂多糖

诱导的结肠上皮细胞的影响及作用机制

陈　君　姜淑贤

　　【摘要】　目的　观察小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）干扰长链非编码ＩＮＫ４基因座的反义

ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ）表达对经脂多糖（ＬＰＳ）诱导的结肠上皮细胞（ＦＨＣ）的影响。方

法　将ＦＨＣ细胞随机分为４组：空白组（未作处理），模型组（ＬＰＳ），对照组（ＬＰＳ＋

ｓｉＲＮＡＮＣ转染）和ｓｉＲＮＡＡＮＲＩＬ组（ＬＰＳ＋ｓｉＲＮＡＡＮＲＩＬ转染）。用经ＬＰＳ诱导

ＦＨＣ细胞模拟ＵＣ样改变。观察干扰ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ表达对经ＬＰＳ诱导的ＦＨＣ细胞

活力、细胞凋亡的影响，并探究其与Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）表达的关系。结果　与空白组

比较，模型组ＦＨＣ细胞吸光度（ＯＤ）值降低，凋亡率、ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬｍＲＮＡ、ＴＬＲ４

ｍＲＮＡ和ＴＬＲ４水平升高，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。与对照组相比，ｓｉＲＮＡ

ＡＮＲＩＬ组细胞ＯＤ值升高，凋亡率、ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬｍＲＮＡ、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ、ＴＬＲ４水平

降低，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　抑制ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ表达可对经ＬＰＳ

诱导的ＦＨＣ细胞起到一定保护作用，增强细胞活力并抑制其凋亡，其机制可能与调控

ＴＬＲ４有关。
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　　溃疡性结肠炎（ＵＣ）是一种以黏膜炎性反应为主

要病理特征的慢性非特异性结肠炎性疾病［１］。近年

来调查结果显示，中国的ＵＣ发病率呈上升趋势，且

患者以青壮年为主［２４］。ＵＣ严重影响了患者的生存

质量，也给社会造成沉重的医疗经济负担［５］。ＵＣ患

者长链非编码ＩＮＫ４基因座的反义ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ

ＡＮＲＩＬ）表达明显增多，是ＵＣ患者可能的生物学标

志物［６］。ＵＣ患者炎性因子Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）的

表达量明显增多［７］。推测ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ可能通过

在ＵＣ中调控ＴＬＲ４发挥作用。本实验以经脂多糖

（ＬＰＳ）诱导的结肠上皮细胞ＦＨＣ为研究模型，通过

观察ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ对ＦＨＣ细胞凋亡及对炎性因

子ＴＬＲ４的影响，探讨其在ＵＣ中的具体作用，以期

为ＵＣ的治疗提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　细胞培养、分组及干预

首先配制细胞培养液，在ＤＭＥＭ培养基（美国

Ｇｉｂｃｏ公司）中加入２．５％胎牛血清。将胎儿结肠上

皮细胞ＦＨＣ（上海冠异生物公司）在３７℃、５％

ＣＯ２、１００％湿度培养箱中进行培养。每２～３ｄ更

换１次培养液，５～６ｄ传代１次。将ＦＨＣ细胞随

机分为４组：空白组、模型组、对照组和ｓｉＲＮＡ

ＡＮＲＩＬ组。空白组不予处理，模型组、对照组和

ｓｉＲＮＡＡＮＲＩＬ组用８μｇ／ｍＬＬＰＳ２４ｈ诱导ＦＨＣ

细胞模拟ＵＣ样改变，检测细胞活力和炎性因子水

平来判断ＵＣ细胞模型是否造模成功
［８］。当ＦＨＣ

细胞汇合度大约达到５０％时，对照组和ｓｉＲＮＡ

ＡＮＲＩＬ 组 分 别 转 染 ｓｉＲＮＡＮＣ 及 ｓｉＲＮＡ

ＡＮＲＩＬ
［９］，经过６ｈ后，将培养液换成含１０％血清

的ＤＭＥＭ培养基，培养４８ｈ后，进行下一步实验。

１．２　ＭＴＴ法检测细胞活力

将ＦＨＣ细胞接种于９６孔板中，进行转染，４８ｈ

后，舍弃培养液，每孔加入 ２０μＬ 终浓度为

０．５ｍｇ／ｍＬ的ＭＴＴ，３７℃继续培养４ｈ后，舍弃上

清液，每孔加入１５０μＬ的二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），通

过震荡使紫色结晶物充分溶解，使用酶标仪

（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＭｕｌｔｉＳｋａｎＧｏ）于５６０ｎｍ波长

处测吸光度（ＯＤ）值
［１０］。
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１．３　流式细胞术检测细胞凋亡率

首先将ＦＨＣ细胞接种于６孔板中，培养后进

行转染。４８ｈ后，用无乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）胰酶

消化细胞，将细胞收集到离心管中，１０００ｇ离心

３ｍｉｎ后，吸出上清液。再加入１ｍＬ预冷的磷酸盐

缓冲液（ＰＢＳ），重悬细胞，并转移至１．５ｍＬ离心管

中，离心，吸出上清液。加入１９５μＬ结合液，重悬细

胞，再加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ轻轻混匀，最后

加入１０μＬＰＩ染液轻轻混匀，室温避光孵育

１５ｍｉｎ
［１１］。

１．４　荧光定量ＰＣＲ检测ＡＮＲＩＬｍＲＮＡ、ＴＬＲ４

ｍＲＮＡ含量

将ＦＨＣ细胞接种于６孔板，培养后进行转染。

４８ｈ后收集细胞，采用ＴＲＩｚｏｌ试剂（日本ＴａＫａＲａ

公司）提取细胞中的总ＲＮＡ，随后用逆转录试剂盒

（日本ＴａＫａＲａ公司）对样品ＲＮＡ进行逆转录，进

一步对ｃＤＮＡ进行扩增。扩增条件是：９５℃预变性

１０ｍｉｎ，９５℃变性１５ｓ，６０℃退火３２ｓ，７２℃延伸

３０ｓ，共计５０个循环反应。采用２－ΔΔＣｔ法计算相对

表达量［１１］。引物由上海吉玛公司设计，引物序列见

表１。

表１　引物序列

引物 序列

ＧＡＰＤＨ
正向：５′ＴＧＣＴＧＡＧＴＡＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣ３′

反向：５′ＴＧＣＴＧＡＧＴＡＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣ３′

ＡＮＲＩＬ
正向：５′ＧＣＧＧＣＧＧＴＧＧＣＡＧＴＧＴＣＴＴＡＧＣ３′

反向：５′ＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧ３′

ＴＬＲ４
正向：５′ＡＴＣＣＴＴＣＧＴＣＡＴＴＴＡＴＡＧＣ３′

反向：５′ＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧ３′

βａｃｔｉｎ
正向：５′ＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＴＡＧＴＧＴＣＴＴＡＧＣ３′

反向：５′ＡＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧ３′

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞ＴＬＲ４蛋白表达

将ＦＨＣ细胞接种于６孔板，培养后进行转染。

４８ｈ后收集细胞，加入细胞裂解液裂解细胞，低温

离心，取上清液采用ＢＣＡ试剂盒进行蛋白定量。配

制ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶，上样后，进行电泳、转膜、封闭。

在４℃条件下兔抗鼠ＴＬＲ４多克隆抗体（１∶５００，美

国Ａｂｃａｍ公司），过夜。在室温条件下孵育山羊抗

兔二抗（１!３０００，美国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）。使用

ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭＸＲＳ凝胶成像系统（美国ＢｉｏＲａｄ公

司）成像，并用ＩｍａｇｅＪ进行半定量分析
［１２］。

１．６　统计学分析

应用ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计学分析，计量资

料均服从正态分布，结果以均数±标准差（珔狓±狊）表

示，多组间均数的比较采用单因素 （ｏｎｅｗａｙ

ＡＮＯＶＡ）方差分析，组间两两比较采用ＳＮＫ检

验。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组细胞活力比较

空白组、模型组、对照组和ｓｉＲＮＡＡＮＲＩＬ组

ＯＤ值分别为０．８２±０．０７、０．５９±０．０８、０．６２±０．０５

和０．７４±０．０８，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。与

空白组比较，模型组ＯＤ值降低，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。与模型组比较，对照组ＯＤ值无显著

变化，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。与对照组比

较，ｓｉＲＮＡＡＮＲＩＬ组ＯＤ值显著升高，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。上述结果表明干扰ｌｎｃＲＮＡ

ＡＮＲＩＬ表达可增强经ＬＰＳ诱导的ＦＨＣ细胞的

活力。

２．２　各组细胞凋亡率比较

空白组、模型组、对照组和ｓｉＲＮＡＡＮＲＩＬ组细

胞凋亡率分别为０、（４２．７±３．６）％、（４６．２±４．２）％

和（６．３±０．４）％，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

与空白组比较，模型组细胞凋亡率显著升高，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。与模型组比较，对照组

细胞凋亡率无显著变化，差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。与对照组比较，ｓｉＲＮＡＡＮＲＩＬ组细胞凋亡

率降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图１。上

述结果表明干扰ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ表达可降低经

ＬＰＳ诱导的ＦＨＣ细胞的凋亡率。

图１　各组细胞凋亡率比较　流式细胞术ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ染色　犃　空白组　犅　模型组　犆　对照组　犇　ｓｉＲＮＡＡＮＲＩＬ组
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２．３　各组ＡＮＲＩＬｍＲＮＡ、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ水平比较

与空白组比较，模型组ＡＮＲＩＬｍＲＮＡ、ＴＬＲ４

ｍＲＮＡ水平升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

与模型组比较，对照组 ＡＮＲＩＬ ｍＲＮＡ、ＴＬＲ４

ｍＲＮＡ水平无显著变化，差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。与对照组比较，ｓｉＲＮＡＡＮＲＩＬ组ＡＮＲＩＬ

ｍＲＮＡ、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ水平降低，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）。上述结果表明干扰ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ

表达可降低经ＬＰＳ诱导的ＦＨＣＴＬＲ４ｍＲＮＡ水

平。见表２。

表２　各组ＡＮＲＩＬｍＲＮＡ、ＴＬＲ４ｍＲＮＡＣｔ值比较

组别 ＡＮＲＩＬｍＲＮＡ ＴＬＲ４ｍＲＮＡ

空白组 ０．５２±０．０７ ０．４７±０．０５

模型组 ０．７９±０．０８ａ ０．９２±０．０６ａ

对照组 ０．７４±０．０５ａ ０．９９±０．０６ａ

ｓｉＲＮＡＡＮＲＩＬ组 ０．６４±０．０８ａｂｃ ０．５７±０．０８ａｂｃ

　　注：与空白组比较，ａ犘＜０．０５；与模型组比较，ｂ犘＜０．０５；与对照

组比较，ｃ犘＜０．０５

２．４　各组ＴＬＲ４蛋白表达水平比较

空白组、模型组、对照组和ｓｉＲＮＡＡＮＲＩＬ组

ＴＬＲ４蛋白表达水平见图２。经ＩｍａｇｅＪ半定量分析，

结果分别为０．２６±０．０５、０．９８±０．０６、０．８９±０．１２和

０．３６±０．０４，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。与空白

组比较，模型组ＴＬＲ４蛋白表达水平升高，差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。与模型组比较，对照组ＴＬＲ４

蛋白表达水平无显著变化，差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。与对照组比较，ｓｉＲＮＡＡＮＲＩＬ组ＴＬＲ４蛋白

表达水平降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。上述

结果表明干扰ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ表达可降低经ＬＰＳ诱

导的ＦＨＣＴＬＲ４蛋白表达水平。

图２　各组ＴＬＲ４蛋白的电泳图

３　讨论

ＵＣ发病机制尚未完全明确，多数学者认为其

是环境、免疫和遗传共同作用的结果。近年来，ＵＣ

的发病率逐渐升高，严重影响人们的健康安全。随

着病程的进展，ＵＣ患者可能发生并发症，如中毒性

巨结肠、结肠出血等，若不及时干预可能导致死亡。

研究ＵＣ发病机制对于临床治疗具有积极的指导

意义。

利用ＬＰＳ诱导ＦＨＣ细胞发生炎性损伤来构建

体外ＵＣ模型，出现细胞活力显著减弱，炎性因子水

平显著提高，即为体外 ＵＣ细胞模型构建成功；

ｓｉＲＮＡＡＮＲＩＬ组ＡＮＲＩＬｍＲＮＡ表达水平低于对

照组，表明ｓｉＲＮＡ干扰ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ表达成功。

本研究结果显示ｓｉＲＮＡＡＮＲＩＬ组细胞ＯＤ值高于

对照组，而细胞凋亡率低于对照组，表明干扰

ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ表达可有效抑制ＬＰＳ对ＦＨＣ细

胞的损伤，增强细胞活力，降低细胞凋亡率。

ＴＬＲ４是ＴＬＲ家族中较早被发现的一个成员，

作为介导炎性反应的主体，普遍分布于多种免疫细

胞的膜表面，具有识别炎性反应、应激、机体损伤等

相关内源性配体的作用［１３１４］。目前，已有许多研究

证实ＴＬＲ４参与了ＵＣ的发病及进展过程
［１５１７］。本

实验结果显示，ｓｉＲＮＡＡＮＲＩＬ组ＴＬＲ４ｍＲＮＡ和

ＴＬＲ４表达水平均低于对照组，表明干扰ｌｎｃＲＮＡ

ＡＮＲＩＬ表达可降低ＬＰＳ诱导的ＦＨＣ细胞ＴＬＲ４

表达水平，进而发挥其保护作用。ＬｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ

的作用机制主要有两个方面：一方面 ＬｎｃＲＮＡ

ＡＮＲＩＬ可与多梳抑制复合物的核心亚基ＥＺＨ２相

互作用，介导组蛋白 Ｈ３Ｋ２７的三甲基化，沉默基因

转录；另一方面ＬｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ也可与多梳抑制

复合物相互作用，催化 Ｈ３Ｋ２７三甲基化，沉默靶基

因表达［１８］。ＬｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ是否可通过与多梳抑

制复合物相互作用来抑制ＴＬＲ４，有待后续进一步

研究。

综上所述，ｓｉＲＮＡ干扰ＬｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ表达

可增强ＦＨＣ细胞活力，降低凋亡率，并抑制炎性因

子ＴＬＲ４表达，从而起到保护细胞的作用，提示

ＬｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ可作为一类新型的具有生物学功

能的临床标志物，具有广阔的临床应用前景，对ＵＣ

的发生、发展及治疗有重要作用。本实验有助于进

一步认识ＬｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ在ＵＣ中的作用，有望

为ＵＣ的治疗提供新的靶点，对后续的科研有进一

步的指导意义。
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