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长链非编码RNA IFNG-AS1靶向miR-19b-1-5p调控

oxLDL诱导的血管内皮细胞增殖、凋亡的机制研究
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摘要      为了探讨长链非编码RNA干扰素活化基因的反义核糖核酸(lncRNA IFNG-AS1)对氧

化型低密度脂蛋白(oxLDL)诱导的人脐静脉血管内皮细胞EVC-304增殖、凋亡的影响和调控机

制, 该研究采用100 μg/mL的oxLDL分别处理转染si-IFNG-AS1、miR-19b-1-5p mimics或共转染si-
IFNG-AS1与anti-miR-19b-1-5p的EVC-304细胞, 利用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应(qRT-PCR)
检测细胞中IFNG-AS1和miR-19b-1-5p表达, 细胞计数(CCK-8)法检测细胞增殖, 流式细胞术检测细

胞凋亡, 蛋白免疫印迹(Western blot)检测细胞中细胞周期依赖性蛋白激酶抑制因子1A(P21)、多肿

瘤抑制基因1(P16)、剪切的DNA修复酶(cleaved-PARP)、剪切的半胱天冬氨酸蛋白酶-3(cleaved-
caspase-3)的蛋白表达情况; 利用双荧光素酶报告基因实验验证IFNG-AS1和miR-19b-1-5p的靶向

关系。结果显示, oxLDL促进了EVC-304细胞中IFNG-AS1的表达, 而抑制了miR-19b-1-5p的表达

(P<0.05); 抑制IFNG-AS1或过表达miR-19b-1-5p提高了oxLDL处理的EVC-304细胞增殖活性及

细胞中P21和P16蛋白表达, 而降低了细胞凋亡率及cleaved-PARP和cleaved-caspase-3的蛋白表达

(P<0.05); 抑制miR-19b-1-5p逆转了抑制IFNG-AS1对oxLDL处理的EVC-304细胞增殖和凋亡的影

响(P<0.05); 双荧光素酶报告基因实验证实IFNG-AS1靶向调控miR-19b-1-5p表达。这提示抑制

IFNG-AS1表达可促进oxLDL处理的EVC-304细胞增殖, 并抑制细胞凋亡, 其作用机制与靶向上调

miR-19b-1-5p表达有关, IFNG-AS1/miR-19b-1-5p轴可能为动脉粥样硬化的治疗提供新的靶点。

关键词      长链非编码RNA IFNG-AS1; miR-19b-1-5p; 冠状动脉粥样硬化
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Abstract       To investigate the effect and mechanism of lncRNA IFNG-AS1 on the proliferation and apop-
tosis of human umbilical vein endothelial cells EVC-304 induced by oxLDL, 100 μg/mL oxLDL was used to treat 
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the EVC-304 cells transfected with si-IFNG-AS1, miR-19b-1-5p mimics or co-transfected with si-IFNG-AS1 and 
anti-miR-19b-1-5p. Then, qRT-PCR was used to detect the expression of IFNG-AS1 and miR-19b-1-5p in the cells. 
CCK-8 method was used to detect cell proliferation, and flow cytometry was used to detect cell apoptosis. Western 
blot was used to detect the protein expression of P21, P16, cleaved-PARP and cleaved-caspase-3. Dual luciferase 
reporter gene experiment was applied for verifying the targeting relationship between IFNG-AS1 and miR-19b-
1-5p. The results showed that oxLDL promoted the expression of IFNG-AS1 in EVC-304 cells, but inhibited the 
expression of miR-19b-1-5p (P<0.05); IFNG-AS1 inhibition or miR-19b-1-5p overexpression increased the prolif-
eration activity of EVC-304 cells induced by oxLDL and the protein expression of P21 and P16, while reduced the 
apoptosis rate and the protein expression of cleaved-PARP and cleaved-caspase-3 (P<0.05); miR-19b-1-5p inhibi-
tion reversed the effect of IFNG-AS1 inhibition on the proliferation and apoptosis of EVC-304 cells induced by 
oxLDL; dual luciferase reporter gene experiments confirmed that IFNG-AS1 negatively regulated the expression of 
miR-19b-1-5p. These results suggested that inhibition of IFNG-AS1 might enhance the proliferation of EVC-304 
cells treated with oxLDL and inhibit their apoptosis, and its action mechanism was related to the up-regulation of 
miR-19b-1-5p. The IFNG-AS1/miR-19b-1-5p axis may provide new targets for the treatment of atherosclerosis.

Keywords        long non-coding RNA IFNG-AS1; miR-19b-1-5p; coronary atherosclerosis

冠状动脉粥样硬化 (coronary atherosclerosis, 
CAS)是心血管疾病的主要病因 , 也是世界范围内的

主要死亡原因之一。CAS是一种发生在主动脉内的

慢性疾病 , 可由血脂异常、糖代谢异常、内皮细胞

功能障碍、血管平滑肌细胞或纤维结缔组织增生、

免疫炎性反应等多种因素引起[1-2]。CAS是一种复杂

的病变, 涉及多种因素。损伤–反应理论认为内皮细

胞损伤是引起颈动脉狭窄的启动因素 , 而脂质代谢

紊乱可增强单核细胞黏附 , 促进成纤维细胞和血管

平滑肌细胞的增殖和迁移 , 加快CAS的发展 [3]。长

链非编码RNA(long non-coding RNA, lncRNA)是一

类长度为200个核苷酸以上的小分子非编码RNA, 参
与调控细胞增殖、凋亡、炎症反应等生理或病理过

程 , 在冠状动脉粥样硬化的发展进程中发挥重要调

控作用[4-6]。干扰素γ反义RNA1(interferon γ-antisense 
RNA1, IFNG-AS1)属于 lncRNA, 其在心血管疾病中

的作用虽已有研究报道 , 但是其在冠状动脉粥样硬

化中的功能及机制尚未十分清楚。本研究旨在探索

lncRNA IFNG-AS1对氧化型低密度脂蛋白 (oxidized 
low density lipoprotein, oxLDL)诱导的人脐静脉血管

内皮细胞EVC-304增殖、凋亡的调控机制。

1   材料与方法
1.1   材料 

人脐静脉血管内皮细胞EVC-304购自中国科学

研究院细胞库 ; pmirGLO载体购自上海钰博生物科

技有限公司 ; oxLDL购自广州奕源生物科技有限公

司; 细胞计数试剂盒-8(cell counting kit-8, CCK-8)购
自日本同仁化学研究所 ; 膜联蛋白V(Annexin V)-异
硫氰酸荧光素(fluorescein isothiocyanate, FITC)/碘化

丙啶(propidium iodide, PI)细胞凋亡检测试剂盒购自

江苏凯基生物技术股份有限公司; RNA抽提试剂盒、

反转录试剂盒、实时荧光定量逆转录聚合酶链反应

(real-time fluorescence quantitative reverse transcrip-
tion polymerase chain reaction, qRT-PCR)试剂盒均购

自上海碧云天研究所 ; 聚偏二氟乙烯(polyvinylidene 
fluoride, PVDF)膜购自上海迈博瑞生物膜技术有限

公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞的培养与转染      用含有10%胎牛血清的

DMEM培养基培养EVC-304细胞 , 在37 °C、5% CO2

的培养箱中进行常规培养 , 传代。将对数生长期的

EVC-304细胞以1.0×105个 /孔接种于6孔板中 , 采用Li-
pofectamineTM 2000脂质体法, 分别转染si-NC、si-IFNG-
AS1、miR-NC、miR-19b-1-5p mimics, 共转染si-IFNG-
AS1与anti-miR-NC、si-IFNG-AS1与anti-miR-19b-1-5p。
转染6 h后, 更换培养基。再培养24 h, 收集细胞备用。

1.2.2   qRT-PCR法检测细胞中IFNG-AS1、miR-19b-
1-5p的表达      将未转染的EVC-304细胞以1.0×105

个 /孔接种于 6孔板中 , 将其分为对照组 (Con组 )和
oxLDL组, 其中Con组细胞常规培养24 h, oxLDL组细

胞用含100 μg/mL oxLDL的培养基处理24 h, 培养结
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束后收集细胞 , qRT-PCR法检测Con组和oxLDL组细

胞中IFNG-AS1和miR-19b-1-5p的表达水平。转染si-
NC、si-IFNG-AS1、miR-NC、miR-19b-1-5p mimics, 
共转染 si-IFNG-AS1与anti-miR-NC、si-IFNG-AS1与
anti-miR-19b-1-5p的细胞均以1.0×105个/孔接种于6孔
板中, 用含100 μg/mL oxLDL的培养基处理24 h, 并分

别记为si-NC组、si-IFNG-AS1组、miR-NC组、miR-
19b-1-5p组、si-IFNG-AS1+anti-miR-NC组、si-IFNG-
AS1+anti-miR-19b-1-5p组 , 培养结束后 , 用qRT-PCR
法检测si-NC组、si-IFNG-AS1组中IFNG-AS1的表达

水平, 并检测miR-NC组、miR-19b-1-5p组、si-IFNG-
AS1+anti-miR-NC组、si-IFNG-AS1+anti-miR-19b-1-
5p组中miR-19b-1-5p的表达水平。用RNA提取试剂

盒提取各组细胞中总RNA, 反转录试剂盒将其逆转

录合成 cDNA。以 cDNA为模板进行PCR扩增。用

2–ΔΔCt法计算细胞中 IFNG-AS1相对于GAPDH、miR-
19b-1-5p相对于U6的表达。引物信息 : IFNG-AS1正
向引物5ʹ-GCT GAT GAT GGT GGT GGC AAT CT-
3ʹ, 反向引物5ʹ-TTA GCA GTT GGT GGG CTT CT-3ʹ; 
miR-19b-1-5p正向引物5ʹ-AGT TTT GCA GGT TTG 
CAT CCA GC-3ʹ, 反向引物5ʹ-TAC TCA GGA CTC 
ATC GTC-3ʹ; GAPDH正向引物 5ʹ-TCC CTC AAG 
ATT GCT AGC AA-3ʹ, 反向引物5ʹ-AGA TCC ACA 
ACG GAT ACA TT-3ʹ; U6正向引物5ʹ-CTC GCT TCG 
GCA GCA CA-3ʹ, 反向引物5ʹ-AAC GCT TCA CGA 
ATT TGC GT-3ʹ。
1.2.3   CCK-8法检测细胞增殖      转染si-NC、si-
IFNG-AS1、miR-NC、miR-19b-1-5p mimics, 共转染si-
IFNG-AS1与anti-miR-NC、si-IFNG-AS1与anti-miR-
19b-1-5p的细胞均以1.0×104个 /孔接种于96孔板中 , 用
含100 μg/mL oxLDL的培养基分别处理24 h、48 h和
72 h, 分别记为si-NC组、si-IFNG-AS1组、miR-NC组、

miR-19b-1-5p组、si-IFNG-AS1+anti-miR-NC组、si-
IFNG-AS1+anti-miR-19b-1-5p组。培养结束后, 加10 μL 
CCK-8溶液, 37 °C孵育2 h后, 用酶标仪于450 nm波长处

检测细胞吸光度(D)值。

1.2.4   Western blot检测细胞中P21、P16、cleaved-
PARP、cleaved-caspase-3的蛋白表达      转染si-NC、
si-IFNG-AS1、miR-NC、miR-19b-1-5p mimics, 共转染

si-IFNG-AS1与anti-miR-NC、si-IFNG-AS1与anti-miR-
19b-1-5p的细胞均以2.5×104个/孔接种于24孔板中, 用
含100 μg/mL oxLDL的培养基分别处理48 h, 分别记为

si-NC组、si-IFNG-AS1组、miR-NC组、miR-19b-1-5p
组、si-IFNG-AS1+anti-miR-NC组、si-IFNG-AS1+anti-
miR-19b-1-5p组。培养结束后 , 用RIPA试剂提取细胞

中总蛋白 , BCA法对蛋白进行定量 , 行SDS-PAGE电
泳。电泳结束后 , 用转膜仪将分离蛋白转移至PVDF
膜上, 再用脱脂奶粉进行室温封闭处理2 h。封闭结束

后, 将各凝胶分别置于稀释的P21(1:500)、P16(1:500)、
cleaved-PARP(1:1 000)、cleaved-caspase-3(1:1 000)一
抗溶液中 , 4 °C冰箱中孵育过夜。再置于稀释好的二

抗反应液(1:2 000)中, 37 °C反应2 h。最后用ECL试剂

盒进行显影, 凝胶成像系统曝光拍照。用Quantity One 
4.62软件进行图像的条带分析 , 以目的条带灰度值与

GAPDH的灰度值的比值表示目的蛋白的表达。

1.2.5   流式细胞术检测细胞凋亡      细胞接种、分组

和处理方法同1.2.4。收集各组细胞 , 用培养液调整细

胞密度至1.0×106个/mL, 取1 mL细胞悬液, 1 500 r/min
离心5 min, 收集沉淀。加500 μL结合缓冲液 , 悬浮细

胞。按照Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒操

作说明, 依次加入10 μL Annexin V-FITC和5 μL PI, 室
温避光孵育15 min后 , 立即上流式细胞仪检测细胞凋

亡情况。细胞凋亡率(%)=早期凋亡率+晚期凋亡率。

1.2.6   双荧光素酶报告基因检测实验检测细胞的荧

光活性      通过生物信息学在线预测网站LncBase 
Predicted v.2预测 IFNG-AS1与miR-19b-1-5p之间的

靶向结合位点。构建含有miR-19b-1-5p互补结合位

点的WT-IFNG-AS1序列和不含结合位点的突变体

序列MUT-IFNG-AS1。然后将 pmirGLO载体进行

Xho I和Not I的双酶切 , 并回收纯化。将WT-IFNG-
AS1、MUT-IFNG-AS1与pmirGLO载体进行连接, 将
其插入感受态细胞DH5α中 , 选取优势菌落扩大培

养 , 提取质粒。注意 : WT-IFNG-AS1、MUT-IFNG-
AS1插入了pmirGLO载体中的萤火虫荧光素酶报告

基因下游的多克隆位点。将 pmirGLO-WT-IFNG-
AS1、pmirGLO-MUT-IFNG-AS1用脂质体法分别与

miR-NC或miR-19b-1-5p mimics共转染至EVC-304
细胞。按照双荧光素酶报告基因检测实验试剂盒操

作步骤和要求检测细胞的荧光活性 , 结果以海肾荧

光素酶的发光强度与萤火虫荧光素酶发光强度的比

值表示细胞的荧光活性。

1.3   统计学处理

实验中所有数据均采用GraphPad Prism 5.0软
件进行分析。计量资料用均数±标准差(x

_
±s)表示, 多
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组间数据比较采用单因素方差分析, 两组比较采用t
检验, 以P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   IFNG-AS1、miR-19b-1-5p在oxLDL诱导的

EVC-304细胞中的表达

与Con组相比, oxLDL组EVC-304细胞中IFNG-
AS1表达显著升高(P<0.05), miR-19b-1-5p表达显著

降低(P<0.05)(表1)。
2.2   抑制IFNG-AS1对oxLDL诱导的EVC-304细
胞增殖的影响

与 si-NC组相比 , si-IFNG-AS1组细胞中 IFNG-

AS1表达显著降低 (P<0.05), 48 h、72 h时的细胞D
值显著升高 (P<0.05), 与增殖相关的蛋白P21和P16
的表达均显著升高(P<0.05)(图1和表2)。
2.3   抑制IFNG-AS1对oxLDL诱导的EVC-304细
胞凋亡的影响

与si-NC组相比, si-IFNG-AS1组细胞凋亡率显

著降低(P<0.05), 与凋亡相关的蛋白cleaved-PARP、
cleaved-caspase-3的表达均显著降低(P<0.05)(图2和
表3)。
2.4   IFNG-AS1靶向miR-19b-1-5p

LncBase Predicted v.2靶基因在线预测软件显

示, IFNG-AS1与miR-19b-1-5p存在靶向结合位点(图

图1   抑制IFNG-AS1对oxLDL诱导的EVC-304细胞中P21、P16蛋白表达的影响

Fig.1   The effects of IFNG-AS1 inhibition on the protein expression of P21 and P16 in oxLDL-induced EVC-304 cells
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表1   IFNG-AS1、miR-19b-1-5p在oxLDL诱导的EVC-304细胞中的表达

Table 1   Expression of IFNG-AS1 and miR-19b-1-5p in EVC-304 cells induced by oxLDL
分组

Group
IFNG-AS1 miR-19b-1-5p

Con 1.00±0.06 1.02±0.09

oxLDL 4.62±0.32* 0.34±0.03*

t 33.356 21.503

P <0.001 <0.001

*P<0.05, 与Con组比较。

*P<0.05 compared with Con group.

表2   抑制IFNG-AS1对oxLDL诱导的EVC-304细胞增殖的影响

Table 2   The effect of IFNG-AS1 inhibition on the proliferation of EVC-304 cells induced by oxLDL 
分组

Group IFNG-AS1
D值(490 nm)

D value (490 nm)
相对蛋白表达

Relative protein expression

24 h 48 h 72 h P21 P16

si-NC 0.98±0.07 0.26±0.02 0.58±0.05 1.15±0.09 1.00±0.07 1.00±0.07

si-IFNG-AS1 0.25±0.02* 0.27±0.02 0.79±0.06* 1.56±0.09* 1.56±0.08* 1.79±0.09*

t 30.082 1.061 8.066 9.664 15.804 20.786

P <0.001 0.304 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

*P<0.05, 与si-NC组比较。

*P<0.05 compared with si-NC group.
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3)。与共转染IFNG-AS1-WT与miR-NC的细胞相比 , 
共转染 IFNG-AS1-WT与miR-19b-1-5p mimics的细

胞的荧光活性显著降低(P<0.05); 而与共转染IFNG-
AS1-MUT与miR-NC的细胞相比, 共转染IFNG-AS1-
MUT与miR-19b-1-5p mimics的细胞的荧光活性无显

著变化(P>0.05)(表4)。
2.5   过表达miR-19b-1-5p对oxLDL诱导的EVC-
304细胞增殖、凋亡的影响

与 miR-NC组相比 , miR-19b-1-5p组细胞中

miR-19b-1-5p表达显著升高 (P<0.05), 48 h、72 h

时的细胞D值显著升高 (P<0.05), 细胞凋亡率显著

降低 (P<0.05), 与增殖相关的蛋白 P21、P16的表

达显著升高 (P<0.05), 与凋亡相关的蛋白 cleaved-
PARP、cleaved-caspase-3的表达显著降低(P<0.05)
(图4和表5)。
2.6   抑制miR-19b-1-5p逆转了下调 IFNG-AS1对
oxLDL诱导的EVC-304细胞增殖、凋亡的调控作用

与 si-NC组相比 , si-IFNG-AS1组细胞中miR-
19b-1-5p表达显著升高 (P<0.05), 48 h、72 h时的

细胞D值显著升高 (P<0.05), 细胞凋亡率显著降低

A: 抑制IFNG-AS1的oxLDL诱导的EVC-304细胞的凋亡图; B: 抑制IFNG-AS1的oxLDL诱导的EVC-304细胞中cleaved-PARP、cleaved-caspase-3
的蛋白表达图。

A: apoptosis of EVC-304 cells induced by oxLDL that inhibits IFNG-AS1; B: protein expression of cleaved-PARP and cleaved-caspase-3 in EVC-304 
cells induced by oxLDL that inhibits IFNG-AS1.

图2   抑制IFNG-AS1对oxLDL诱导的EVC-304细胞凋亡和cleaved-PARP、cleaved-caspase-3蛋白表达的影响

Fig.2   The effects of IFNG-AS1 inhibition on the apoptosis and protein expression of cleaved-PARP and cleaved-caspase-3 of 
oxLDL-induced EVC-304 cells
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表3   抑制IFNG-AS1对oxLDL诱导的EVC-304细胞凋亡的影响

Table 3   The effect of IFNG-AS1 inhibition on the apoptosis of oxLDL-induced EVC-304 cells

分组

Group
凋亡率/%
Apoptosis rate /%

相对蛋白表达

Relative protein expression

cleaved-PARP cleaved-caspase-3

si-NC 19.16±1.02 1.00±0.07 1.02±0.08

si-IFNG-AS1 12.32±0.89* 0.35±0.03* 0.26±0.02*

t 15.158 25.604 27.649

P <0.001 <0.001 <0.001

*P<0.05, 与si-NC组比较。

*P<0.05 compared with si-NC group.

图3   IFNG-AS1与miR-19b-1-5p核苷酸序列的结合位点

Fig.3   The binding sites of nucleotide sequences between IFNG-AS1 and miR-19b-1-5p 

        IFNG-AS1 WT 5ʹ GCUAAGAAUUUGGAGUUGUUGUGGAGCAAAACU 3ʹ

3ʹ CGACCUGUACGUUUGGACGUUUUGA 5ʹ
5ʹ GCUAAGAAUUUGGAGUUGUUGUGGACGUUUUGA 3ʹ     IFNG-AS1 MUT

miR-19b-1-5p
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(P<0.05), P21、P16的蛋白表达显著升高 (P<0.05), 
cleaved-PARP、cleaved-caspase-3的蛋白表达显著

降低(P<0.05); 与si-IFNG-AS1+anti-miR-NC组相比 , 

si-IFNG-AS1+anti-miR-19b-1-5p组细胞中miR-19b-
1-5p表达显著降低 , 48 h、72 h时的细胞D值显著

降低 (P<0.05), 细胞凋亡率显著升高 (P<0.05), P21、

表4   双荧光素酶报告实验结果

Table 4   The results of dual luciferase report experiment

分组

Group

荧光活性

Fluorescence activity

IFNG-AS1-WT IFNG-AS1-MUT

miR-NC 1.01±0.08 1.00±0.09

miR-19b-1-5p 0.31±0.03* 0.97±0.07

t 24.579 0.789

P <0.001 0.441

*P<0.05, 与miR-NC组比较。

*P<0.05 compared with miR-NC group.

A: 过表达miR-19b-1-5p的oxLDL诱导的EVC-304细胞的凋亡图 ; B: 过表达miR-19b-1-5p的oxLDL诱导的EVC-304细胞P21、P16、cleaved-
PARP、cleaved-caspase-3的蛋白表达图。

A: apoptosis of oxLDL-induced EVC-304 cells with miR-19b-1-5p overexpression; B: protein expression of P21, P16, cleaved-PARP and cleaved-
caspase-3 in oxLDL-induced EVC-304 cells with miR-19b-1-5p overexpression.

图4   过表达miR-19b-1-5p对oxLDL诱导的EVC-304细胞凋亡及蛋白表达的影响

Fig.4   The effects of miR-19b-1-5p overexpression on the apoptosis and protein expression of P21, P16, cleaved-PARP and 
cleaved-caspase-3 of oxLDL-induced EVC-304 cells
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表5   过表达miR-19b-1-5p对oxLDL诱导的EVC-304细胞增殖、凋亡的影响

Table 5   The effects of miR-19b-1-5p overexpression on the proliferation and apoptosis of oxLDL-induced EVC-304 cells

分组

Group
miR-19b-1-
5p

凋亡率/%
Apoptosis 
rate /%

D值(490 nm)
D value (490 nm)

相对蛋白表达

Relative protein expression

24 h 48 h 72 h P21 P16 cleaved-
PARP

cleaved-
caspase-3

miR-NC 0.98±0.07 20.18±1.68 0.26±0.02 0.58±0.05 1.15±0.09 0.97±0.08 1.01±0.06 0.98±0.05 0.99±0.06

miR-19b-1-
5p

0.25±0.02* 10.98±0.94* 0.28±0.02 0.72±0.05* 1.44±0.08* 1.48±0.09* 1.61±0.08* 0.33±0.03* 0.38±0.03*

t 30.082 14.336 2.121 5.940 7.225 12.706 18.000 33.442 24.029

P <0.001 <0.001 0.020 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0 0

*P<0.05, 与si-NC组比较。

*P<0.05 compared with si-NC group.
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P16的蛋白表达显著降低 (P<0.05), cleaved-PARP、
cleaved-caspase-3的蛋白表达显著升高 (P<0.05)(图5
和表6)。

3   讨论
动脉粥样硬化是一种复杂的血管壁炎症性疾

病 , 涉及血管平滑肌细胞、内皮细胞和巨噬细胞等

多种类型细胞的相互作用。大规模的全基因组关联

研究和新一代测序技术的快速发展增加了lncRNA转

录本的数量 , 对于预测 lncRNA转录本在该病的发病

机制中的作用很关键 [7-8]。内皮细胞损伤和死亡在动

脉粥样硬化的发病机理中起着至关重要的作用。低

密度脂蛋白(low-density lipoprotein, LDL)通过血管壁

渗入皮下组织 , 发生氧化反应形成oxLDL, 这是发生

冠状动脉粥样硬化的关键环节。oxLDL能够诱导血

管内皮细胞的凋亡、坏死及调控细胞因子的表达和

分泌 [9-10]。因此 , oxLDL常被用作建立冠状动脉粥样

硬化体外细胞模型的诱导剂 [11]。LUO等 [12]的研究中

也报道了 lncRNA IFNG-AS1水平在冠心病患者血液

中表现出异常的升高。XU等[13]在冠状动脉疾病的研

究中报道 , lncRNA IFNG-AS1的表达水平显著升高 , 
并且与患者病情的严重程度和炎性水平的增加具有

紧密的相关性。遗憾的是, 并未对lncRNA IFNG-AS1
在冠状动脉疾病中的调控作用进行深入研究。本研

究通过oxLDL诱导人脐静脉血管内皮细胞EVC-304
损伤, 用qRT-PCR法检测其中IFNG-AS1的表达, 发现

IFNG-AS1表达异常升高, 这与XU等[13]的实验结果相

一致 , 这个结果再次证明了 lncRNA IFNG-AS1在冠

状动脉粥样硬化中的异常高表达 , 为其在冠状动脉

疾病中的后续研究奠定了基础。本研究进一步通过

CCK-8、流式细胞术检测细胞增殖、凋亡, 发现抑制

IFNG-AS1能够明显的抑制oxLDL诱导的EVC-304细
胞的增殖和凋亡 , 暗示 IFNG-AS1参与冠状动脉粥样

硬化的发展过程 ; 进一步通过生物信息学预测、双

荧光素酶报告基因检测实验验证了 IFNG-AS1负调

控miR-129-5p, 猜测这也许与 IFNG-AS1调控oxLDL
诱导的EVC-304细胞增殖、凋亡具有一定的相关性。

miRNA参与心血管疾病的发展进程 , 但是其具

A: anti-miR-19b1-5p和si-IFNG-AS1共转染的oxLDL诱导的EVC-304细胞凋亡图; B: P21、P16、cleaved-PARP、cleaved-caspase-3的蛋白表达图。

A: cell apoptosis of oxLDL-induced EVC-304 cells co-transfected with si-IFNG-AS1 and anti-miR-19b-1-5p; B: protein expression of P21, P16, 
cleaved-PARP and cleaved-caspase-3.
图5   抑制miR-19b-1-5p逆转了抑制IFNG-AS1对oxLDL诱导的EVC-304细胞的凋亡及P21、P16、cleaved-PARP、cleaved-

caspase-3蛋白表达的影响

Fig.5   miR-19b-1-5p inhibition reverses the effects of IFNG-AS1 inhibition on the apoptosis of EVC-304 cells induced by ox-
LDL and the protein expression of P21, P16, cleaved-PARP and cleaved-caspase-3 
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体的调控机制十分复杂 , 有待进一步深入研究 [14-15]。

据报道 , miR-19b-1能够通过阻断内皮细胞的细胞周

期进程进而抑制心血管的生成[16]。KOK等[17]在研究

中报道 , 在血小板miR-19b-1-5p低表达的心血管疾

病患者中进行抗血液凝集药物阿司匹林治疗容易发

生治疗抗性 , 提示miR-19b-1-5p与心血管疾病的诊

断、治疗可能具有相关性。 PASEBAN等 [18]在研究

miRNAs、阿司匹林与心血管疾病之间的联系中也

提及miR-19b-1-5p参与心血管疾病治疗过程中阿司

匹林抗性的产生。SINGH等 [19]在研究中发现 , miR-
19b-1-5p表达较低的患者 , 其发生不良心血管疾病

的风险较高 , 揭示了较低的miR-19b-1-5p表达与阿

司匹林耐药、持续的血小板聚集、白细胞增加和急

性冠状动脉综合征(acute coronary syndrome, ACS)患
者发生主要不良心脑血管事件(major adverse cardio-
cerebrovascular event, MACCE)的风险有关 , 提示

miR-19b-1-5p可能是阿司匹林耐药性的检测标志物 , 
并可能被用于预测ACS患者的MACCE。因此, 推测

miR-19b-1-5p可能与冠状动脉粥样硬化的发生发展

具有相关性。本研究检测了oxLDL诱导的EVC-304
细胞中miR-19b-1-5p的表达, 发现miR-19b-1-5p水平

异常降低 , 提示miR-19b-1-5p可能在冠状动脉粥样

硬化中出现异常表达 , 并且miR-19b-1-5p的低表达

可能参与冠状动脉粥样硬化的病情加重。进一步研

究发现 , 过表达miR-19b-1-5p具有与下调 IFNG-AS1

表6   抑制miR-19b-1-5p逆转了抑制IFNG-AS1对oxLDL诱导的EVC-304细胞增殖、凋亡的影响

Table 6   miR-19b-1-5p inhibition reverses the effects of IFNG-AS1 inhibition on the proliferation and apoptosis of EVC-304 
cells induced by oxLDL

分组

Group
miR-19b-1-
5p

凋亡率/%
Apoptosis 
rate /%

D值(490 nm)
D value (490 nm)

相对蛋白表达

Relative protein expression

24 h 48 h 72 h P21 P16 cleaved-
PARP

cleaved-
caspase-3

si-NC 1.00±0.09 18.17±1.37 0.31±0.03 0.53±0.05 0.97±0.09 0.99±0.06 1.00±0.07 1.02±0.08 1.03±0.09

si-IFNG-AS1 2.02±0.019*   9.82±0.76* 0.31±0.03 0.78±0.06* 1.57±0.09* 1.57±0.09* 1.82±0.08* 0.38±0.03* 0.42±0.04*

si-IFNG-
AS1+anti-miR-
NC

2.06±0.21   9.69±0.68 0.30±0.03 0.81±0.05 1.61±0.08 1.60±0.08 1.84±0.09 0.41±0.04 0.44±0.04

si-IFNG-
AS1+anti-miR-
19b-1-5p

1.54±0.11# 16.65±1.19# 0.32±0.03 0.60±0.04# 1.05±0.09# 1.12±0.07# 1.21±0.07# 0.71±0.07# 0.73±0.07#

F 88.386 164.927 0.666 66.647 133.055 151.200 270.556 234.261 183.481

P <0.001 <0.001 0.578 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0 0

*P<0.05, 与si-NC组比较; #P<0.05, 与si-IFNG-AS1+anti-miR-NC组比较。

*P<0.05 compared with si-NC group; #P<0.05 compared with si-IFNG-AS1+anti-miR-NC group.

相同的抑制oxLDL诱导的EVC-304细胞增殖和凋亡

的作用, 这说明上调miR-19b-1-5p具有与下调IFNG-
AS1相类似地减弱oxLDL诱导的EVC-304细胞增殖、

凋亡的损伤功能。除此之外 , 抑制miR-19b-1-5p还
可逆转抑制 IFNG-AS1对oxLDL诱导的EVC-304细
胞增殖、凋亡的调控作用。不足之处为 , 这些结果

仅在体外得到了初步证实 , 缺乏动物体内实验的充

分验证 , 这也是本实验室即将进行的下一步研究计

划。

综上所述, lncRNA IFNG-AS1可调控oxLDL诱
导的人脐静脉血管内皮细胞EVC-304的增殖、凋亡, 
其机制与靶向miR-19b-1-5p相关, 这为冠状动脉粥

样硬化的治疗提供了新方向。
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