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  [摘 要] 目的 探讨长链非编码RNA核富集转录本1(LncRNA-NEAT1)通过调控 miR-129-5p/高迁

移率族蛋白1(HMGB1)轴诱导的肝细胞焦亡在急性肝损伤中的作用机制。方法 运用人肝细胞株L02,通过

四氯化碳建立肝细胞损伤模型,检测谷丙转氨酶(ALT)和谷草转氨酶(AST)水平评估肝细胞损伤程度,采用

CCK-8方法检测细胞增殖活性,检测白细胞介素(IL)-1β和IL-18评估细胞焦亡程度,采用实时荧光定量聚合

酶链式反应(RT-PCR)检测LncRNA-NEAT1和 miR-129-5p
 

mRNA的表达水平;干扰
 

NEAT1表达,用四氯

化碳处理 细 胞,检 测 对 照 组 和 处 理 组 细 胞 中 ALT、AST、IL-1β、IL-18水 平,采 用 RT-PCR检 测 LncRNA-
NEAT1和miR-129-5p

 

mRNA的表达水平;干扰NEAT1表达后,转染miR129-5p
 

mimics,用四氯化碳处理细

胞,检测对照组和处理组细胞中ALT、AST、IL-1β、IL-18水平,采用RT-PCR检测LncRNA-NEAT1和 miR-
129-5p

 

mRNA的表达水平;采用双荧光素酶报告基因实验分别验证 NEAT1与 miR-129-5p、miR-129-5p与

HMGB1的关系。结果 四氯化碳处理细胞后,肝细胞中ALT和AST水平显著增加,IL-1β和IL-18表达水平

升高,细胞活性下降,NEAT1表达升高,miR-129-5p表达抑制,差异均有统计学意义(P<0.05);干扰NEAT1
后,肝细胞中ALT、AST、IL-1β、IL-18水平下降,miR-129-5p表达显著增加,差异均有统计学意义(P<0.05);
干扰NEAT1再转染miR-129-5p

 

mimic后,抑制了肝细胞中ALT、AST、IL-1β、IL-18水平,减弱了NEAT1表

达,增加了miR-129-5p表达,差异均有统计学意义(P<0.05);NEAT1靶向调控miR-129-5p表达,miR-129-5p
靶向作用于HMGB1。结论 干扰NEAT1可能靶向调控miR-129-5p/HMGB1轴抑制在四氯化碳诱导的急性

肝损伤中肝细胞的焦亡。
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

mechanism
 

of
 

long
 

non-coding
 

RNA
 

nuclear-enriched
 

abundant
 

transcript
 

1
 

(LncRNA-NEAT1)
 

in
 

inducing
 

hepatocyte
 

pyroptosis
 

in
 

acute
 

liver
 

injury
 

through
 

the
 

regulation
 

of
 

the
 

miR-129-5p/high
 

mobility
 

group
 

box
 

1
 

(HMGB1)
 

axis.Methods Human
 

hepatocyte
 

line
 

L02
 

was
 

used
 

to
 

establish
 

a
 

model
 

of
 

hepatocyte
 

injury
 

induced
 

by
 

carbon
 

tetrachloride
 

(CCl4).Alanine
 

aminotransferase
 

(ALT)
 

and
 

aspartate
 

aminotransferase
 

(AST)
 

levels
 

were
 

measured
 

to
 

assess
 

the
 

degree
 

of
 

hepatocyte
 

injury.
Cell

 

proliferation
 

activity
 

was
 

detected
 

using
 

the
 

CCK-8
 

method,and
 

interleukin
 

(IL)-1β
 

and
 

IL-18
 

levels
 

were
 

measured
 

to
 

evaluate
 

the
 

extent
 

of
 

cell
 

pyroptosis.Real-time
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(RT-
PCR)

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

LncRNA-NEAT1
 

and
 

miR-129-5p
 

mRNA.After
 

interfering
 

with
 

NEAT1
 

expression
 

and
 

treating
 

cells
 

with
 

CCl4,ALT,AST,IL-1β,and
 

IL-18
 

levels
 

were
 

measured
 

in
 

the
 

control
 

and
 

treatment
 

groups,and
 

RT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

LncRNA-NEAT1
 

and
 

miR-129-5p
 

mRNA.After
 

interfering
 

with
 

NEAT1
 

expression,miR-129-5p
 

mimics
 

were
 

transfected,and
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

CCl4.ALT,AST,IL-1β,and
 

IL-18
 

levels
 

were
 

measured
 

in
 

the
 

control
 

and
 

treatment
 

groups,and
 

RT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

LncRNA-NEAT1
 

and
 

miR-129-5p
 

mRNA.
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Dual-luciferase
 

reporter
 

gene
 

assays
 

were
 

performed
 

to
 

verify
 

the
 

relationship
 

between
 

NEAT1
 

and
 

miR-129-
5p,and

 

miR-129-5p
 

and
 

HMGB1,respectively.Results After
 

CCl4
 

treatment,ALT
 

and
 

AST
 

levels
 

in
 

hepato-
cytes

 

increased
 

significantly,IL-1β
 

and
 

IL-18
 

expression
 

levels
 

increased,cell
 

activity
 

decreased,NEAT1
 

ex-
pression

 

increased,and
 

miR-129-5p
 

expression
 

was
 

inhibited,with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<
0.05).After

 

NEAT1
 

interference,ALT,AST,IL-1β,and
 

IL-18
 

levels
 

in
 

hepatocytes
 

decreased,and
 

miR-129-
5p

 

expression
 

increased
 

significantly,with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<0.05).After
 

NEAT1
 

inter-
ference

 

and
 

miR-129-5p
 

mimic
 

transfection,ALT,AST,IL-1β,and
 

IL-18
 

levels
 

in
 

hepatocytes
 

were
 

inhibited,
NEAT1

 

expression
 

was
 

reduced,and
 

miR-129-5p
 

expression
 

was
 

increased,with
 

statistically
 

significant
 

differ-
ences

 

(P<0.05).NEAT1
 

targetedly
 

regulated
 

miR-129-5p
 

expression,and
 

miR-129-5p
 

targeted
 

HMGB1.
Conclusion Interfering

 

with
 

NEAT1
 

may
 

inhibit
 

hepatocyte
 

pyroptosis
 

in
 

CCl4-induced
 

acute
 

liver
 

injury
 

by
 

targeting
 

the
 

miR-129-5p/HMGB1
 

axis.
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  急性肝损伤是一种临床上常见的急危重症,指在

既往无慢性肝病基础上,出现肝脏细胞急剧损伤、肝
生化指标快速变化,病因主要包括病毒感染、酒精、药
物、缺血再灌注和妊娠等。急性肝损伤如处理不当,
可出现严重的黄疸、凝血功能障碍和肝性脑病,进一

步进展为急性肝衰竭,在临床治疗上是一个挑战,会
给患者带来心理和身体上的伤害[1]。急性肝损伤的

发生机制复杂,细胞焦亡在其中扮演重要的角色,探
究其潜在的作用机制至关重要[2]。

目前 大 量 研 究 发 现,非 编 码 RNA,包 括 微 小

RNA(miR)和长链非编码RNA(LncRNA)参与了机

体多种生物学功能,包括免疫调节、癌症发生和细胞

应激反应等[3-4]。尤其是,LncRNA
 

核富集转录本1
(NEAT1)被发现在肝细胞中高表达,miR-129-5p也

被证实参与多种肝脏相关疾病的发生、发展,进一步

发现,NEAT1可靶向调节 miR-129-5p加快肝癌的侵

袭和转移[5-6]。相关研究也揭示,miR-129-5p与高迁

移率族蛋白1(HMGB1)存在密切的调控作用[7]。本

文主要探究 NEAT1诱导的肝细胞焦亡在急性肝损

伤作用中可能的分子机制。
1 材料与方法

1.1 实验材料 人肝细胞株L02购于中国上海细胞

库。FBS和DMEM 培养基(美国 Hyclone公司),四
氯化碳 (天 津 市 天 力 化 学 试 剂 有 限 公 司),Lipo-
fectamine2000(美国Invitrogen公司),谷丙转氨酶

(ALT)、谷草转氨酶(AST)试剂盒(南京建成生物工

程研究所);白细胞介素(IL)-1β、IL-18试剂盒(美国

Abcam公司);CCK-8试剂盒(日本同仁化学研究

所);LncRNA-NEAT1干扰质粒及对照、miR-129-5p
 

mimics及对照、LncRNA-NEAT1引物、miR-129-5p引

物(上海吉玛制药技术公司)。实时荧光定量聚合酶链

式反应(RT-PCR)仪器(美国BD公司);细胞培养箱(德
国Binder公司);多功能酶标仪(美国伯腾公司)。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 L02细胞株置于10%FBS的

DMEM中培养,在37
 

℃、5%二氧化碳饱和湿度的细

胞培养箱中孵育,每天监测细胞状态,及时更换培养

液,细胞生长至80%密度后进行传代。取对数生长期

细胞用于实验所用。
1.2.2 CCK-8方法检测细胞增殖 实验细胞接种到

96孔板,每孔接种数量为1×104。接种后,细胞培养

24
 

h,后弃去上清液,每孔再加入含有10
 

μL
 

CCK-8
溶液的100

 

μL培养基。2
 

h孵育后,采用酶标仪进行

吸光度(OD)检测。
1.2.3 细胞因子检测 采用ELISA试剂盒(美国

Abcam公司)检测上清液中炎性因子IL-1β、IL-18的

表达,操作按照试剂盒说明书进行。
1.2.4 检测ALT、AST水平 实验结束后,收集细

胞上清 液,按 照 检 测 试 剂 盒 说 明 操 作 步 骤,检 测

ALT、AST水平。
1.2.5 RT-PCR法检测LncRNA-NEAT1、miR-129-
5p

 

mRNA 表达 使 用 Trizol试 剂 进 行 细 胞 中 总

RNA的提取,根据试剂盒说明进行cDNA反转录试

验,接着参照RT-PCR试剂盒说明书进行扩增,反应

体系共50
 

μL,包括Taq/RTase
 

Mix
 

Ⅱ
 

2
 

μL,2×One
 

Step
 

RT-PCR
 

Buffer
 

25
 

μL,上下游引物各1
 

L,加双

蒸水至50
 

μL。分别以 GAPDH、U6为内参,采用

2-ΔΔCT 计算LncRNA-NEAT1、miR-129-5p
 

mRNA表

达水平。所用引物序列如下:NEAT1正向引物5'-
TGGCTAGCTCAGGGCTTCAG-3',反 向 引 物 5'-
TCTCCTTGCCAAGCTTCCTTC-3';miR-129-5p正

向引物5'-CUUUUUGCGGUCUGGGCUUGC-3',反
向 引 物 5'-AAGCCCAGACCGCAAAAAGUU-3';
GAPDH正向引物5'-CCTTCCGTGTCACT-3',反向

引物5'-GCCTGCTTCACCACCTTC-3';U6正向引

物 5'-AACGCTTCACGAATTGCGT-3',反 向 引 物

5'-CTCGCTTCGGCACACA-3'。
1.2.6 细胞转染 将对数生长期的细胞接种在6孔

板,当细胞融合度到80%时进行转染实验。细胞转染

根据脂质体法(Lipofectamine2000)说明书进行操作,
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转染24
 

h。
1.2.7 双荧光素酶报告基因实验 将L02细胞接种

于24孔板中,24
 

h后将构建的 NEAT1野生型质粒

(NEAT1-WT)和突变型质粒(NEAT-MUT)同 miR-
129-5p

 

mimic或未转染任何 miR的空白对照(miR-
NC)进行共转染48

 

h,双荧光素酶活性检测试剂测定

荧光素酶活性;将L02细胞接种于24孔板中,24
 

h后

将构建的HMGB1野生型质粒(HMGB1-WT)和突变

型质 粒 (HMGB1-MUT)同 miR-129-5p
 

mimic 或

miR-NC进行共转染48
 

h,双荧光素酶活性检测试剂

测定荧光素酶活性。
1.3 统计学处理 采 用SPSS

 

21.0和 GraphPad
 

Prism
 

8统计软件进行实验数据分析和处理。所有实验

重复6次。计量数据符合正态分布采用x±s表示,2
组间比较采用两独立样本的t检验,多组间比较采用单

因素方差分析。P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 四 氯 化 碳 处 理 后 肝 细 胞 中IL-1β、IL-18 表

达 用终浓度为10
 

mmol/L的四氯化碳处理肝细胞

(处理组),24
 

h后检测上清液中转氨酶变化,与对照

组(未处理)相比,处理组上清液中ALT和AST水平

显著增加(P<0.05),见表1;接着检测肝细胞活性,
发现处理组 OD值较对照组减少,分别为(1.25±
0.09)和(1.01±0.05),差异有统计学意义(P<
0.05),提示肝细胞活性显著减低;进一步检测IL-1β、
IL-18表达变化,结果表明,处理组中IL-1β、IL-18表

达较对照组明显增加,差异有统计学意义(P<0.05),
见表2。

表1  不同组别转氨酶比较(x±s,n=6)

组别 ALT(U/L) AST(U/L)

对照组 40.23±2.10 45.89±3.20

处理组 332.45±1.10a 335.89±1.90a

  注:与对照组比较,aP<0.05。

表2  不同组别细胞因子比较(x±s,n=6)

组别 IL-1β(μg/L) IL-18(μg/L)

对照组 25.34±0.33 50.21±1.78

处理组 88.23±0.34a 89.22±2.29a

  注:与对照组比较,aP<0.05。

2.2 四氯化碳处理后肝细胞中LncRNA-NEAT1、
miR-129-5p表达 用终浓度为10

 

mmol/L的四氯化

碳处理肝细胞(处理组),24
 

h后用RT-PCR检测Ln-
cRNA-NEAT1、miR-129-5p表达情况,结果表明,与
对照组(未处理)比较,处理组LncRNA-NEAT1表达

量增加,相反,miR-129-5p表达量减少,差异均有统计

学意义(P<0.05)。见图1。
2.3 干扰LncRNA-NEAT1的表达减轻四氯化碳诱

导的肝细胞损伤 使用干扰质粒敲低肝细胞中Ln-

cRNA-NEAT1的表达,再用四氯化碳处理肝细胞(处
理组),检测结果显示,与对照组(未处理)比较,处理

组肝细胞上清液中ALT、AST水平明显降低,IL-1β、
IL-18表达也受到抑制,差异均有统计学意义(P<
0.05),见表3;RT-PCR结果表明,与对照组比较,处
理组LncRNA-NEAT1下降,miR-129-5p升高,差异

均有统计学意义(P<0.05),见图2。

  注:与对照组比较,aP<0.05。

图1  不同组别LncRNA-NEAT1、miR-129-5p表达比较

表3  不同组别细胞因子比较(x±s,n=6)

组别
ALT
(U/L)

AST
(U/L)

IL-1β
(μg/L)

IL-18
(μg/L)

对照组 323.89±0.78411.23±2.30 90.34±0.22 100.23±1.67

处理组 101.67±0.23129.34±0.99 40.01±0.89a 53.56±2.23a

  注:与对照组比较,aP<0.05。

  注:与对照组比较,aP<0.05。

图2  不同组别LncRNA-NEAT1、miR-129-5p表达比较

2.4 miR-129-5p过表达减轻LncRNA-NEAT1干扰

后四氯化碳诱导的肝细胞损伤 使用干扰质粒敲低

肝细胞中LncRNA-NEAT1的表达,同时转染 miR-
129-5p

 

mimics,再用四氯化碳处理肝细胞(处理组),
检测结果显示,与对照组(未处理)比较,处理组肝细

胞上清液中 ALT、AST水平明显降低,IL-1β、IL-18
表达也受到抑制,差异均有统计学意义(P<0.05),见
表4;RT-PCR结果表明,与对照组比较,处理组Ln-
cRNA-NEAT1下降,miR-129-5p升高,差异均有统

计学意义(P<0.05),见图3。
表4  不同组别细胞因子比较(x±s,n=6)

组别
ALT
(U/L)

AST
(U/L)

IL-1β
(μg/L)

IL-18
(μg/L)

对照组 345.99±0.56425.45±2.80 94.67±0.33 112.67±1.78

处理组 57.34±0.34 67.34±0.11 25.67±0.12a 27.69±2.01a

  注:与对照组比较,aP<0.05。
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  注:与对照组比较,aP<0.05。

图3  不同组别LncRNA-NEAT1、miR-129-5p表达比较

2.5 双荧光素酶报告基因检测结果 采用双荧光素

酶报告基因检测验证LncRNA-NEAT1与 miR-129-
5p之间的靶向关系,结果发现,与 miR-NC和 Ln-
cRNA-NEAT1-MUT共转染相比,miR-129-5p

 

mim-
ic和LncRNA-NEAT1-MUT共转染的荧光素酶活性

无变化,差异无统计学意义(P>0.05),但与 miR-NC
和 LncRNA-NEAT1-WT 共 转 染 相 比,miR-129-5p

 

mimic和LncRNA-NEAT1-WT共转染的荧光素酶

活性显著下降,差异均有统计学意义(P<0.05)。见

图4。采用双荧光素酶报告基因检测验证HMGB1与

miR-129-5p之间的靶向关系,结果发现,与 miR-NC
和HMGB1-MUT共转染相比,miR-129-5p

 

mimic和

HMGB1-MUT共转染的荧光素酶活性无变化,差异

无统计学意义(P>0.05),但与 miR-NC和 HMGB1-
WT共转染相比,miR-129-5p

 

mimic和 HMGB1-WT
共转染的荧光素酶活性显著下降,差异均有统计学意

义(P<0.05)。见图5。

  注:与miR-NC比较,aP<0.05。

图4  NEAT1与
 

miR-129-5p
 

的双荧光素酶结果
 

  注:与miR-NC比较,aP<0.05。

图5  HMGB1与
 

miR-129-5p
 

的双荧光素酶结果

3 讨  论

急性肝损伤表现为既往无肝病基础,短期内快速

出现肝细胞功能的丧失,如不加控制,容易进展到急

性肝衰竭,是一种对生命健康存在巨大威胁的疾

病[1]。根据病因的不同及对治疗的不同反应,急性肝

损伤的预后不同,一旦进展到肝衰竭,总体预后较差。
针对急性肝损伤的治疗,除了针对病因治疗外,主要

依赖于支持治疗及对并发症的处理。严重的急性肝

衰竭患者则需要肝脏替代治疗或者肝移植,这对患者

和医生来说均是严峻的考验。因此,加深对急性肝损

伤发病机制的了解,寻找有效经济的手段对急性肝损

伤的治疗非常重要[8]。
LncRNA是一种非编码 RNA,其长度大于200

个核苷酸,大量证据表明LncRNA在不同肝脏疾病中

有异常的表达,在肝病的发生、发展中扮演着重要的

作用,是肝脏疾病治疗的潜在靶点[4]。NEAT1位于

11号染色体(11q13.1)上,是一种功能保守的 Ln-
cRNA,可维持RNA的稳定性,支持RNA的亚型转

换。在2014年,NEAT1被首次报道发现在肝癌组织

中表达丰富,可能加速肝癌的发生、发展,包括增加肿

瘤结节的数量,加速肿瘤转移和侵袭的能力等[9]。而

且,沉默NEAT1的表达抑制了肿瘤的侵袭,NEAT1
过表达也是肝癌不良预后的独立因素[9]。在非酒精

性脂肪性肝病大鼠模型中,有学者也发现了 NEAT1
的过高表达,沉默NEAT1可调控 mTOR/S6K1信号

通路,抑制脂质的生物合成[10]。更重要的是,除了脂

质代谢,NEAT1可能参与非酒精性脂肪性肝病中纤

维化和炎症反应的过程,其机制可能是 通 过 调 控

miR-506/GL13轴来实现[11]。在丁型肝炎病毒复制

过程中,研究人员也发现了 NEAT1水平的增加,但
是在乙型肝炎(乙肝)活动期患者外周血中,NEAT1
的水平是降低的,推断NEAT1在不同肝脏病毒感染

上所呈现的作用是不同的,NEAT1在乙肝病毒感染

上的功能及机制需要特别关注[12-13]。最近,有研究发

现,脓毒症诱导的肝损伤中,NEAT1在肝组织中呈现

高表达,敲除 NEAT1可抑制炎症因子的分泌,提示

NEAT1可能成为肝损伤进展的预测因子[14]。本研

究结果发现,四氯化碳诱导的肝损伤中,NEAT1表达

增加,干扰NEAT1表达后,发现肝损伤程度减轻,细
胞焦亡程度也下降,提示干扰NEAT1可能减轻肝脏

炎症,改善肝损伤的程度。
LncRNA的作用还表现在帮助 miRNA控制多

种生物学功能。众所周知,miRNA也是一类小非编

码RNA,广泛存在于人类机体中。近年来,miR-129-
5p在肿瘤中的作用备受研究者关注,其在肝脏疾病中

的作用及相关机制也逐渐为人所知[15]。在乙肝发展

过程中,miR-129-5p表达下降,增加 miR-129-5p表达

可抑制乙肝病毒的复制和增殖[16]。用PCR方法检测

酒精性肝病患者结肠组织中 miR-129-5p的水平,发
现其表达升高,在乙醇诱导分化的细胞中,miR-129-
5p还可以降低肠上皮细胞的通透性[17]。在肝纤维化

组织中,miR-129-5p明显被抑制,若上调肝星状细胞

miR-129-5p的表 达,Ⅰ型 胶 原 蛋 白 的 含 量 可 被 激
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活[18]。更为重要的是,miR-129-5p水平在肝癌组织

有明显的失调。体内研究表明,增加 miR-129-5p的

表达,肿瘤细胞体积明显缩小,这和细胞水平的研究

一致[19]。机制上,miR-129-5p可能通过抑制 MAPK
的激活,降低CAMK4的表达,达到阻止肿瘤发生、发
展的作用。在肝癌细胞中,沉默NEAT1明显升高了

miR-129-5p的水平,两者存在负相关,NEAT1直接

靶向作用于miR-129-5p,调控了肝癌发展的关键细胞

因子,阻止了肝癌的进展[19]。本研究结果也显示,在
肝细胞损伤模型中,NEAT1水平是升高的,miR-129-
5p水平被抑制,干扰 NEAT1可升高 miR-129-5p表

达,转染 miR-129-5p
 

mimic后肝损伤和细胞焦亡程

度有一定的减轻,通过双荧光素酶报告实验,进一步

证实 了 NEAT1 可 靶 向 调 节 miR-129-5p,提 示

NEAT1可能通过 miR-129-5p调控肝细胞焦亡发挥

其在急性肝损伤中的作用。
本研究通过双荧光素酶报告基因实验,进一步表

明HMGB1可能是 miR-129-5p的靶点。HMGB1同

样在病毒性肝炎、酒精性肝病、非酒精性脂肪性肝病、
肝纤维化和肝癌中有着不可忽视的作用[7]。HMGB1
可由激活的免疫细胞分泌,在细胞焦亡、细胞循环和

DNA损伤修复中发挥重要作用。HMGB1通过与邻

近细胞受体的结合,激活相应的通路,诱导促炎因子

的释放,引起持续的炎症反应,导致肝脏的急性或慢

性损伤。抑制 HMGB1的分泌或者阻止其细胞外功

能可能对肝脏的炎症和纤维化的进展有保护性作用,
然而,其在肝脏疾病上作用机制仍需要进一步探索。

综上所述,在肝细胞中,NEAT1表达升高,miR-
129-5p表达降低,干扰 NEAT1可能靶向调控 miR-
129-5p/HMGB1轴抑制在四氯化碳诱导的急性肝损

伤中肝细胞的焦亡。NEAT1/miR-129-5p/HMGB1
轴可能成为治疗急性肝损伤的潜在靶点。
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