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摘要　 目的　 探讨 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 对肝脏血管新生的调控作用，
为肝纤维化的防治提供新的靶点。 方法　 用 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 模拟

物和抑制物对人肝窦内皮细胞进行转染，而后使用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
和 ＥＬＩＳＡ 检测血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、分化抗原簇 ３１
（ＣＤ３１）、血管性血友病因子 （ ｖＷＦ）、Ⅳ型胶原 （ Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅳ）、层粘连蛋白（ＬＮ）的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达，荧光探针检测

一氧化氮（ＮＯ）的表达；扫描电镜检测人肝窦内皮细胞表面

窗孔的改变；血管形成实验观察各组血管新生情况；双荧光

素酶报告基因实验验证 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 与 ＶＥＧＦ 的靶向关系。 结

果　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 ＥＬＩＳＡ 检测显示与阴性对照组相比，ｍｉＲ⁃
１２５ｂ 模拟物转染后 ＶＥＧＦ、ＣＤ３１、 ｖＷＦ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅣ、ＬＮ 的

ｍＲＮＡ 和蛋白表达下降（Ｐ ＜ ０. ０５），而 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 抑制物转染

后 ＶＥＧＦ、ＣＤ３１、ｖＷＦ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅣ、ＬＮ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达

增加（Ｐ ＜ ０. ０５）；荧光探针检测显示与阴性对照组相比，
ｍｉＲ⁃１２５ｂ 模拟物转染后 ＮＯ 平均荧光强度表达下降（Ｐ ＜
０. ０５），而 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 抑制物转染后 ＮＯ 平均荧光强度表达增

加（Ｐ ＜ ０. ０５）；电镜检测发现与阴性对照组相比，ｍｉＲ⁃１２５ｂ
模拟物转染后人肝窦内皮细胞表面窗孔数量增加 （Ｐ ＜
０. ０５），而 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 抑制物转染后人肝窦内皮细胞表面窗孔

数量下降（Ｐ ＜ ０. ０５）；血管形成实验检测显示与阴性对照组

相比，ｍｉＲ⁃１２５ｂ 模拟物转染后血管新生数量下降 （ Ｐ ＜
０. ０５），而 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 抑制物转染后血管新生数量增加（Ｐ ＜
０. ０５）；双荧光素酶报告基因实验显示与阴性对照组相比，
ＶＥＧＦ 野生型转染 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 模拟物相对荧光强度表达降低

（Ｐ ＜ ０. ０５），而 ＶＥＧＦ 突变型转染 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 模拟物相对荧光

强度表达降低（Ｐ ＞ ０. ０５）。 结论　 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 能够抑制肝脏

血管新生，从而发挥抗肝纤维化的作用，为慢性肝病防治和

新药研发提供新的参考。
关键词　 ｍｉＲ⁃１２５ｂ；血管新生；肝纤维化；血管内皮生长因

子；肝窦内皮细胞
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　 　 肝纤维化（ｈｅｐａｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ， ＨＦ）是肝脏对慢性

损伤的应答反应，以细胞外基质（ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａ⁃
ｔｒｉｘ， ＥＣＭ）大量沉积为特征［１］。 当肝脏受到损伤，
肝窦内皮细 胞 （ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｉｎｕｓｏｉｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ，
ＨＳＥＣ）表型会改变，导致分化抗原簇 ３１（ ｃｌｕｓｔｅｒ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ３１，ＣＤ３１）、血管性血友病因子 （ ｖｏｎ
Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒ， ｖＷＦ）以及层粘连蛋白（ ｌａｍｉｎｉｎ，
ＬＮ）和Ⅳ型胶原（ｔｙｐｅ ＩＶ ｃｏｌｌａｇｅｎ， Ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＶ）表达

增多，从而介导肝窦毛细血管化发生［２］。 肝窦毛细

血管化可导致肝细胞损伤和肝星状细胞 （ ｈｅｐａｔｉｃ
ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌ， ＨＳＣ）活化［３］。 活化的 ＨＳＣ 可导致大

量 ＥＣＭ 生成促进肝纤维化的发生发展，进一步表明

肝窦毛细血管化是肝纤维化发生的重要病理事件。
　 　 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 通过调控 ＨＳＣ 的凋亡，减少 ＥＣＭ 的

沉积发挥抗肝纤维化作用［４］。 血管内皮生长因子

（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ＶＥＧＦ）可通过调

节一氧化氮 （ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ， ＮＯ） 介导血管新生［５］。
ｍｉＲ⁃１２５ｂ 作为 ＶＥＧＦ 的上游分子，可以影响其下游

信号传导［６］。 目前围绕血管新生防治肝纤维化的

药物研究，因为缺少明确靶点而进展缓慢。 该研究

旨在探究 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 对肝脏血管新生的作用，为肝纤

维化提供新的作用靶点。

１　 材料与方法

１． １　 材料与仪器　 人肝窦内皮细胞（ＨＨＳＥＣ） （美
国 ＳｃｉｅｎＣｅｌｌＴＭ 公司，货号：５０００），Ｌｉｐ２０００（上海赛

默飞，货号：１２５６６０１４），ｍｉＲ⁃１２５ｂ 相关片段（上海吉

玛制药技术有限公司），ＴＲＩｚｏｌ（美国 Ａｍｂｉｏｎ 公司，
货号： １５５９６⁃０２６ ）， ＶＥＧＦ 抗体 （货号： ａｂ５２９１７ ），
ＣＤ３１ 抗体 （货号： ａｂ２２２７８３ ）， ｖＷＦ 抗体 （货号：
ａｂ１７４２９０），Ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＶ 抗体（货号：ａｂ６５８６），ＬＮ 抗

体（货号：ａｂ１５４８４８），双荧光素酶报告基因检测试

剂盒（货号：ａｂ２２８５３０）购自 Ａｂｃａｍ 公司，无血清培
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养基（上海赛默飞，货号：１２７５３０１８），ＰＢＳ（北京索莱

宝科技有限公司，货号：Ｐ１００３），ＤＡＦ⁃ＦＭＤＡ（上海碧

云天公司，货号：Ｓ００１９），多聚甲醛（国药集团，货
号：８００９６６１８），Ｍａｔｒｉｇｅｌ（北京索莱宝科技有限公司，
货号：３５４２７７），ＮＬＲＰ３ 野生型（ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ，ｗｔ） ／突变

型（ｍｕｔａｎｔ，ｍｕｔ）的荧光素酶报告基因质粒载体（上
海 Ｇｅｎｅｐｈａｒｍ 公司），Ｅａｓｙ Ｐｕｒｅ ｍｉＲＮＡ Ｋｉｔ（北京全

式金生物技术有限公司， 货号： ＥＲ６０１⁃０１⁃Ｖ２ ），
ＥＬＩＳＡ 试剂（上海酶联生物科技有限公司，货号：
ｍｌ０６４２８１； ｍｌ０６０８７８； ｍｌ０２３０６９； ｍｌ０６２９４７；
ｍｌ０２８５７１）。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 仪 （美国赛默飞，型号： ＡＢＩ
ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ６），扫描电镜（日本 ＨＩＴＡＣＨＩ，型号：ＳＵ⁃
８０１０），倒置显微镜（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ，型号：ＩＸ５１），
培养箱（上海赛默飞，型号：３１１）、临界点干燥器（美
国 ｔｏｕｓｉｍｉｓ 公司，型号：Ａｕｔｏｓａｍｄｒｉ⁃９３１）。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 细胞培养　 用含 ５％ ＦＢＳ 的 ＥＣＭ 培养基进

行 ＨＨＳＥＣ 细胞培养，置于 ５％ ＣＯ２ 的 ３７ ℃培养箱

中培养，待细胞长至单层后用于实验。
１． ２． ２　 细胞转染以及分组处理　 取生长至单层的

ＨＨＳＥＣ 细胞将其分为空白组、过表达组 （ ｍｉｍｉｃｓ
组）、过表达对照组（ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ 组）、抑制组（ ｉｎｈｉｂｉ⁃
ｔｏｒ 组）、抑制对照组（ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组），随后进行转

染。 将细胞接种于 ２４ 孔板上，第 ２ 天当细胞密度达

到约 ３０％时，进行 ｍｉＲＮＡ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ 和阴性对照

转染。 用无血清培养基将 ｍｉＲＮＡ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ 和阴

性对照配成 ｍｉＲＮＡ⁃ＤＭＥＭ，终浓度为 ２０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，轻
轻震荡摇匀后在室温下孵育 ５ ｍｉｎ，同样配制浓度为

５ μｌ ／ ｍｌ 的 Ｌｉｐｏｆｅｃ⁃ｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ 试剂，轻轻震荡摇

匀后在室温下孵育 ５ ｍｉｎ，随后将配制好的 ｍｉＲＮＡ⁃
１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ 和阴性对照分别与 Ｌｉｐｏｆｅｃ⁃ｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００ 混匀后在室温下孵育 ２０ ｓ，使之形成 ｍｉｍｉｃｓ⁃
Ｌｉｐｏ２０００ 混合物，将 １００ μｌ ｍｉｍｉｃｓ⁃Ｌｉｐｏ２０００ 混合物

加入到 ２４ 板孔中，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱中

培养 ４ ～ ６ ｈ，更换新鲜培养液，继续培养 ２４ ｈ，以供

后续实验使用。 ｍｉＲＮＡ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 和阴性对照

转染方法与 ｍｉｍｉｃｓ 相同，空白组全程使用 ＥＣＭ 培

养基进行培养，培养条件与其它四组相同。 各组细

胞用 １００ μｇ ／ Ｌ 廋素活化，培养 ４８ ｈ，用于各项后续

实验。
１． ２． ３ 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检 测 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 和 Ｕ６、 ＶＥＧＦ、
ＣＤ３１、ｖＷＦ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅳ、ＬＮ 和 β⁃ａｃｔｉｎ ｍＲＮＡ 表达　
将各组细胞按上述处理后，借助 ＴＲＩｚｏｌ 试剂和 Ｅａｓｙ
Ｐｕｒｅ ｍｉＲＮＡ Ｋｉｔ 提取 ＲＮＡ，用 ｍＲＮＡ 逆转录试剂盒

得到 ｃＤＮＡ，进行 ＰＣＲ 扩增反应，反应条件：预变性

９５ ℃ １０ ｍｉｎ，变性 ９５ ℃ １５ ｓ，退火 ／延伸 ６０ ℃ １
ｍｉｎ，共 ４０ 个循环。 用 ｍｉＲＮＡ 逆转录试剂盒操作完

成高效加尾和合成第一链 ｃＤＮＡ，然后以 ｃＤＮＡ 为模

板，进行扩增，反应条件为：９５ ℃ ３０ ｓ，１ 个循环；９５
℃ ５ ｓ，６０ ℃ ３５ ｓ，４０ 个循环。 通过各目的基因片段

的扩增曲线确定 Ｃｔ 值；以 β⁃ａｃｔｉｎ、Ｕ６ 为内参基因，
采用 ２ － ΔΔＣｔ法分析目标基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量；
用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测相应分子的表达，ｍｉＲ⁃１２５ｂ、Ｕ６、
ＶＥＧＦ、ＣＤ３１、ｖＷＦ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅳ、ＬＮ 和 β⁃ａｃｔｉｎ 上下游

引物及长度见表 １。 实验重复 ３ 次。

表 １　 引物序列表

基因名 引物序列（５′⁃３′） 大小（ｂｐ）
ｍｉＲ⁃１２５ｂ 上游：ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＴＣＣＣＴＧＡＧＡＣＣＣ １８９

下游：ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＣＡ
Ｕ６ 上游：ＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣ １２６

下游：ＡＡＡＴＡＴＧＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡ
ＣＤ３１ 上游：ＴＣＣＧＡＴＧＡＴＡＡＣＣＡＣＴＧＣＡＡ ２９７

下游：ＧＴＧＧＴＧＧＡＧＴＣＴＧＧＡＧＡＧＧＡ
ｖＷＦ 上游：ＧＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＴＡＣＣＣＧＧＡＴＧ ２５６

下游：ＡＴＡＣＴＣＣＴＴＧＣＣＣＴＧＡＴＧＧＡ
ＣｏｌｌａｇｅｎⅣ 上游：ＧＧＧＴＧＡＴＴＧＴＧＧＴＧＧＣＴＣＴＧ １７５

下游：ＣＣＴＣＧＴＧＴＣＣＣＴＴＴＣＧＴＴＣＣ
ＬＮ 上游：ＧＡＣＣＣＧＴＴＣＧＧＴＴＧＴＡＡＡＴ ２７９

下游：ＧＣＣＡＧＡＣＴＣＣＡＣＣＴＣＧＴＴＡ
β⁃ａｃｔｉｎ 上游：ＡＴＣＡＣＴＡＴＴＧＧＣＡＡＣＧＡＧＣＧＧＴＴＣ ２１７

下游：ＣＡＧＣＡＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＡＴＡＧＡＧＧＴＣ

１． ２． ４　 ＥＬＩＳＡ 检测 ＶＥＧＦ、ＣＤ３１、ｖＷＦ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅣ、
ＬＮ 蛋白表达 　 将各组细胞按上述处理后，以 ５ ×
１０３ ／ ｍｌ 细胞密度接种至 ９６ 孔板中，以离心半径 １５
ｃｍ、１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，取上清液检测。 按试

剂盒说明书操作，在酶标仪 ４５０ ｎｍ 波长下测量吸光

度值，计算细胞上清液中 ＶＥＧＦ、ＣＤ３１、ｖＷＦ、Ｃｏｌｌａ⁃
ｇｅｎ Ⅳ 及 ＬＮ 的含量。 实验重复 ３ 次。 定量的

ＥＬＩＳＡ 实验检测蛋白表达更能反映 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 的靶

向作用。
１． ２． ５　 荧光探针检测 ＮＯ 的表达 　 将各组细胞按

上述处理后，接入 １２ 孔板爬片，于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培

养箱中培养 ４８ ｈ，去除细胞培养液，加入 １ ｍｌ 稀释

好的 ＤＡＦ⁃ＦＭＤＡ，３７ ℃细胞培养箱内孵育 ２０ ｍｉｎ，
用 ＰＢＳ 洗涤细胞 ３ 次，以去除未进入细胞内的 ＤＡＦ⁃
ＦＭＤＡ，将爬好细胞的玻片浸入 ４％的多聚甲醛溶液

中室温固定 ２５ ｍｉｎ，随后用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，每次 ５
ｍｉｎ，滴加 ＤＡＰＩ 避光孵育 ５ ｍｉｎ，ＰＢＳＴ ５ ｍｉｎ × ４ 次

洗去多余的 ＤＡＰＩ，用含抗荧光淬灭剂的封片液封

·２５０２· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｄｅｃ；５８（１２）



片，然后在荧光显微镜下观察采集图像，实验重复 ３
次。
１． ２． ６　 扫描电镜观察肝窦内皮细胞的结构　 各组

孵育的细胞爬片，２. ５％的戊二醛固定 ２ ｈ，０. １ ｍｏｌ ／
Ｌ 磷酸缓冲液冲洗 ３ 次，１％ 鞣酸处理 １ ｈ，１％ 四氧

化锇后固定 １ ｈ，磷酸盐缓冲液再次冲洗，梯度乙醇

溶液脱水，之后用临界点干燥器对细胞标本进行临

界点干燥，扫描电镜观察样品，每组选取随机选取 ３
个视野。
１． ２． ７　 血管形成实验检测血管新生数量 　 ４ ℃融

化 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶，按每 １００ μｌ 均匀加至 ９６ 孔细胞培养

板底部，３７ ℃孵育 ６０ ｍｉｎ，在 ４０ ｍｉｎ 时取 ＨＨＳＥＣ，
按照 ５ × １０４ ／ ｍｌ 密度，接种于 ９６ 孔细胞培养板，各
组经过 １. ２. ２ 项转染处理后，在倒置显微镜下观察

管腔形成情况，每组选取随机选取 ３ 个视野。
１． ２． ８　 双荧光素酶报告基因实验验证 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 与

ＶＥＧＦ 的靶向关系　 按照双荧光素酶报告基因检测

试剂盒说明书，将 ＶＥＧＦ 野生型（ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ， ｗｔ） ／突
变型载体（ｍｕｔａｎｔ， ｍｕｔ）和短链非编码 ＲＮＡ⁃１２５ｂ 模

拟物（ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃ）转染入 ＨＨＳＥＣ 细胞中，培养

４８ ｈ 后，３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎ， 小心吸取培养液弃

去。 ＰＢＳ 洗涤细胞后，再加入细胞裂解液，在室温下

震荡 ５ ～ １０ ｍｉｎ，收集并在３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心 ５
ｍｉｎ，取上清液进行检测，实验重复 ３ 次。
１． ３　 统计学处理　 使用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 软件对数据进

行统计学分析，计量资料以平均数 ± 标准差（�ｘ ± ｓ）
表示，方差齐时两组间比较用 ｔ 检验，方差不齐用秩

和检验，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 转染后 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 的表达情况 　 细胞转染结

束后，用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测转染各组 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 的表达

量，结果如图 １ 所示。 转染 ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ 及 ｉｎ⁃

ｈｉｂｉｔｏｒ 后，过表达组 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 的表达明显高于空白

对照组（Ｆ ＝ ４. ６１７， Ｐ ＝ ０. ００１），同时明显高于 ｍｉｍ⁃
ｉｃｓ ＮＣ 组（Ｆ ＝ ３. ３２１， Ｐ ＝ ０. ００２），而 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组则

没有检测到 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 表达，表明 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对 ｍｉＲ⁃
１２５ｂ 表达具有较好的抑制作用。

图 １　 转染后各组 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 表达情况

　 　 Ａ：ｃｏｎｔｒｏｌ 组；Ｂ：ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ 组；Ｃ：ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ 组；
Ｄ：ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组；Ｅ：ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组；与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比

较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ２　 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 对 ＶＥＧＦ、ＣＤ３１、ｖＷＦ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅣ、
ＬＮ ｍＲＮＡ 表达的作用 　 与阴性对照组相比，ｍｉＲ⁃
１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ 转染后 ＶＥＧＦ、ＣＤ３１、ｖＷＦ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅳ、
ＬＮ ｍＲＮＡ 表达明显下降（均 Ｐ ＜ ０. ０５）；而 ｍｉＲ⁃１２５ｂ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染后 ＶＥＧＦ、ＣＤ３１、 ｖＷＦ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅣ、ＬＮ
ｍＲＮＡ 表达明显增加（均 Ｐ ＜ ０. ０５）。 见表 ２。
２． ３ 　 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 对 ＶＥＧＦ、ＣＤ３１、 ｖＷＦ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅳ、ＬＮ 蛋白表达的作用　 ＥＬＩＳＡ 检测发现与阴性对

照组相比，ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ 转染后 ＶＥＧＦ、ＣＤ３１、
ｖＷＦ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅳ、ＬＮ 蛋白表达明显降低 （均 Ｐ ＜
０. ０５）；而 ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染后 ＶＥＧＦ、ＣＤ３１、
ｖＷＦ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅳ、ＬＮ 蛋白表达明显增加 （均 Ｐ ＜
０. ０５）。 见表 ３。

表 ２　 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 模拟物和抑制物对 ＶＥＧＦ、ＣＤ３１、ｖＷＦ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅣ、ＬＮ ｍＲＮＡ 表达的比较（２ － ΔΔＣｔ，�ｘ ± ｓ）

组别 ＶＥＧＦ ＣＤ３１ ｖＷＦ ＣｏｌｌａｇｅｎⅣ ＬＮ
ｍｉｍｉｃｓ １． ０２ ± ０． １６∗ １． １４ ± ０． ３５∗ １． ２５ ± ０． ４０∗ １． ２７ ± ０． ３５∗ １． ２１ ± ０． ４５∗

ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ １． ８９ ± ０． １２ ２． ００ ± ０． ２３ ２． １１ ± ０． １３ ２． ５２ ± ０． ４５ ２． ５２ ± ０． ３４
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ３． ８５ ± ０． ４４＃ ４． ３３ ± ０． ５６＃ ４． ２３ ± ０． ６３＃ ４． ４４ ± ０． ４０＃ ４． １２ ± ０． １８＃

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ ２． ４８ ± ０． ３８ ２． ９５ ± ０． ５５ ２． ８５ ± ０． ４５ ２． ７８ ± ０． ３５ ２． ８２ ± ０． ４０

ｔａ ７． ７４８ ３． ５４０ ３． ５４２ ３． ７９４ ４． ０６０

ｔｂ ３． ０５２ ３． ０５２ ３． ０４８ ５． ４４３ ５． １５７

　 　 ｔａ： 与 ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ 比较的 ｔ 值；ｔｂ： 与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 比较的 ｔ 值；与 ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ 比较：∗Ｐ ＜ ０． ０５；与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 比较：＃Ｐ ＜ ０． ０５
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表 ３　 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 模拟物和抑制物对 ＶＥＧＦ、ＣＤ３１、ｖＷＦ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅳ、ＬＮ 蛋白表达的比较（ｎｇ ／ ｍｌ，�ｘ ± ｓ）

组别 ＶＥＧＦ ＣＤ３１ ｖＷＦ ＣｏｌｌａｇｅｎⅣ ＬＮ
Ｍｉｍｉｃｓ １４． ６９ ± ２． ２１∗ ３． ８５ ± １． ６４∗ ８． １１ ± ２． ３３∗ ５． ８９ ± ２． ３５∗ ３． ８３ ± １． ７６∗

ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ ２２． ８０ ± ３． ００ １１． ６２ ± ３． ５９ １５． ８９ ± ３． １０ １２． ６６ ± １． ９６ １０． ７６ ± １． ７８
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ４１． ８０ ± ４． ５５＃ ２０． １１ ± ３． ９９＃ ２７． ８７ ± ３． ３６＃ ３１． ９５ ± ４． ５０＃ ２３． ４６ ± ３． ９４＃

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ ３２． ５９ ± ２． ７１ １２． ９６ ± ２． ５８ １７． ９６ ± ３． ８３ １９． １１ ± ３． ４１ １５． ４０ ± ２． ７４
ｔａ 值 ３． ７６９ ３． ４１４ ３． ４６９ ３． ８３１ ４． ７９９
ｔｂ 值 ２． ９５１ ２． ８９２ ３． ３７８ ３． ９４０ ２． ９１３

　 　 ｔａ： 与 ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ 比较的 ｔ 值；ｔｂ： 与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 比较的 ｔ 值；与 ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ 比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ４　 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 对 ＮＯ 表达的作用　 与阴性对照组

相比，ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ 转染后 ＮＯ 平均荧光强度表

达下降（ ｔ ＝ ５. １７６， Ｐ ＝ ０. ００７）；而 ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉ⁃
ｔｏｒ 转染后 ＮＯ 平均荧光强度表达增加（ ｔ ＝ ３. ７５２， Ｐ
＝ ０. ０２０）。 见图 ２。
２． ５　 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 对肝窦内皮细胞表面窗孔数量的作

用　 与阴性对照组相比，ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ 转染后肝

窦内皮细胞表面窗孔的数增加 （ ｔ ＝ ６. ８９７， Ｐ ＝
０. ００２）；而 ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染后肝窦内皮细胞

表面窗孔的数量下降（ ｔ ＝ ３. ００１， Ｐ ＝ ０. ０４６）。 见图

３。
２． ６　 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 对血管新生的作用　 与阴性对照组

相比，ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ 转染后血管新生的数量下降

（ ｔ ＝ ３. ２２３， Ｐ ＝ ０. ０３２）；而 ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染

后血管新生的数量增加（ ｔ ＝ ３. ８７４， Ｐ ＝ ０. ０１８）。 见

图 ４。
２． ７　 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 对 ＶＥＧＦ 的靶向作用　 相比于 ＮＣ
ｍｉｍｉｃｓ 组，ＶＥＧＦ⁃ｗｔ 和 ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ 共转染明显

降低 ＶＥＧＦ 的 ３′ＵＴＲ 区荧光酶活性（ ｔ ＝ ７. １４８， Ｐ ＝
０. ００２），相比于 ＮＣ ｍｉｍｉｃｓ 组，ＶＥＧＦ⁃ｍｕｔ 和 ｍｉＲ⁃
１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ 共转染荧光酶活性差异不显著 （ ｔ ＝
１. ９８１， Ｐ ＝ ０. １１９）。 表明 ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ 通过直

接靶向作用于 ＶＥＧＦ 的 ３′ＵＴＲ 区域，抑制肝窦内皮

细胞中 ＶＥＧＦ 的表达。 见图 ５。

３　 讨论

　 　 ＨＦ 是慢性肝病的中间病理过程，因此探究 ＨＦ
的分子机制具有重要意义［７］。 刘聪 等［８］ 认为肝脏

血管新生与肝纤维化的关系密切，实验证明肝纤维

化中病理性血管新生以肝窦毛细血管化为特点，并
且发现其早于肝纤维化的形成。 有研究［９］ 表明抑

制肝窦毛细血管化的形成，可以抑制肝纤维化。 同

时发现失窗孔化的 ＨＳＥＣ 即肝窦毛细血管化的发生

会加重 ＨＳＣ 活化［１０］。

图 ２　 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 模拟物和抑制物对肝窦内皮细胞 ＮＯ 表达的影响

　 　 Ａ：ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ 组；Ｂ：ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ 组；Ｃ：ｍｉＲ⁃１２５ｂ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组；Ｄ：ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组；与ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ 组比

较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

·４５０２· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｄｅｃ；５８（１２）



图 ３　 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 模拟物和抑制物对肝窦内皮细胞窗孔数量的影响

　 　 Ａ：ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ 组；Ｂ：ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ 组；Ｃ：ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组；Ｄ：ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组；与 ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ 组比较：∗Ｐ
＜ ０. ０５；与 ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ４　 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 模拟物和抑制物对血管新生数量的影响

　 　 Ａ：ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ 组；Ｂ：ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ 组；Ｃ：ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组；Ｄ：ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组；与 ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ 组比较：∗Ｐ
＜ ０. ０５；与 ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ５　 双荧光素酶报告基因检测相对荧光强度

与 ＮＣ ｍｉｍｉｃｓ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

　 　 本研究成功构建 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 高表达和低表达的

细胞模型。 后续的 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测发现，ｍｉＲ⁃１２５ｂ

ｍｉｍｉｃｓ 可以抑制 ＶＥＧＦ、ＣＤ３１、 ｖＷＦ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅳ和

ＬＮ 的 ｍＲＮＡ 表达， ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 可以增加

ＶＥＧＦ、ＣＤ３１、ｖＷＦ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅳ和 ＬＮ 的 ｍＲＮＡ 表达。
ＥＬＩＳＡ 检测发现，ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ 可以抑制 ＶＥＧＦ、
ＣＤ３１、ｖＷＦ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅳ和 ＬＮ 的蛋白表达，ｍｉＲ⁃１２５ｂ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 可以增加 ＶＥＧＦ、ＣＤ３１、ｖＷＦ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅳ和

ＬＮ 的蛋白表达。 本研究双荧光素酶报告基因实验

发现，ｍｉＲ⁃１２５ｂ 可以结合 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 的 ３′ＵＴＲ 区

域，调控其表达， 表明 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 可以通过靶向

ＶＥＧＦ，从而影响内皮细胞标志物 ＣＤ３１ 和 ｖＷＦ 以及

连续性基底膜标志物 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅳ和 ＬＮ 的表达。 本

研究荧光探针实验检测发现，ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ 可以

抑制 ＮＯ 的表达，ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 可以增加 ＮＯ 的
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表达。 研究［１１］ 表明 ＮＯ 可以通过血管舒张来调节

血管生成因子，从而调节血管生成。 血管新生与肝

纤维化相促相伴，是肝纤维化重要的早期病变。 本

研究血管新生实验也发现，ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ 可以抑

制血管新生，ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 可以促进血管新生。
表明 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 调控 ＮＯ 表达，可能是其介导血管新

生的关键策略。 本研究发现 ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ 可以

增加肝窦内皮细胞窗孔的数量，ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
可以减少肝窦内皮细胞窗孔的数量。 研究［１２］ 显示

肝细胞损伤可导致肝脏缺氧，使肝窦内皮细胞线粒

体功能衰竭，细胞骨架塌陷，导致其失窗孔化发生。
并且失窗孔化也促进了肝窦连续基底膜的形成，破
坏了肝细胞和肝血窦之间营养物质的交换［１３］。 有

研究［１４］表明以血管生成与重构为靶点进行药物干

预，可能成为抑制或逆转肝纤维化的有效策略。
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ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｖａｌｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｍｉＲ⁃１２５ｂ ａｎｄ ＶＥＧＦ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎｄ ＥＬＩＳＡ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ
ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＶＥＧＦ， ＣＤ３１， ｖＷＦ， Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅳ， ａｎｄ ＬＮ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ｍｉＲ⁃
１２５ｂ ｍｉｍｉｃ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＶＥＧＦ， ＣＤ３１， ｖＷＦ， Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅳ， ａｎｄ ＬＮ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ （Ｐ ＜ ０. ０５）； ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ＮＯ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＯ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ⁃
ｌｙ ａｆｔｅｒ ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ （Ｐ ＜ ０. ０５）； ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｅｎｅｓｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｉｖｅｒ ｓｉｎｕ⁃
ｓｏｉｄａｌ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｆｅｎｅｓｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｉｖｅｒ ｓｉｎｕｓｏｉｄａｌ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆｔｅｒ ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉ⁃
ｔｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ （Ｐ ＜ ０. ０５）； ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｎｇｉｏ⁃
ｇｅｎｅｓｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ （Ｐ ＜ ０. ０５）； ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ａｓｓａｙ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ ｉｎ ＶＥＧＦ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓ⁃
ｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｍｉｍｉｃｓ ｉｎ ＶＥＧＦ ｍｕｔａｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＞ ０. ０５）． Ｃｏｎ⁃
ｃｌｕｓｉｏｎ　 ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｌｉｖｅｒ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｕｓ ｐｌａｙ ａｎ ａｎｔｉ⁃ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｒｏｌｅ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｎｅｗ ｒｅｆ⁃
ｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｅｗ ｄｒｕｇｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｍｉＲ⁃１２５ｂ； ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ； ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ； ＶＥＧＦ； ｈｅｐａｔｉｃ ｓｉｎｕｓｏｉｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ
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ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｔｉｍｅ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ． Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ５ ｇｒｏｕｐｓ： ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ， ｈｙｐｏｘｉａ ｇｒｏｕｐ， ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ＲＯＳ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｃｙｓｔｅｉｎｅ （ＮＡＣ） ｇｒｏｕｐ， ｈｙｐｏｘｉａ ＋ （ＳＩＲＴ３ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）
ＳＩＲＴ３⁃ＯＥ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ＳＩＲＴ３⁃ＯＥ ＋ ＮＡＣ ｇｒｏｕｐ． Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙ． Ｃｅｌｌ ａｐｏｐ⁃
ｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ａｎｄ ＳＩＲＴ３ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． ＲＯＳ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ
ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ （ＭＤＡ）， ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ （ＳＯＤ） ａｎｄ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ （ＧＳＨ） ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｋｉｔｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ ｗａｓ ２４ ｈ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ， ＳＩＲＴ３ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ， ＳＯＤ ａｎｄ ＧＳＨ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｏｘｉａ ｇｒｏｕｐ ｓｉｇｎｉｆｉ⁃
ｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０１）， ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ， ＨＩＦ⁃１α ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ， ＲＯＳ ａｎｄ ＭＤＡ ｃｏｎ⁃
ｔｅｎｔ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｙｐｏｘｉａ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ， ＳＩＲＴ３ ｍＲ⁃
ＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ， ＳＯＤ ａｎｄ ＧＳＨ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ＮＡＣ ａｎｄ ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ＳＩＲＴ３⁃ＯＥ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ
＜ ０. ０５）， ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ， ＨＩＦ⁃１α ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ， ＲＯＳ ａｎｄ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｄｅ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ＮＡＣ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ， ＳＩＲＴ３ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖ⁃
ｅｌｓ， ＳＯＤ ａｎｄ ＧＳＨ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ＳＩＲＴ３⁃ＯＥ ＋ ＮＡＣ ｇｒｏｕｐ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０１）， ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ， ＨＩＦ⁃１α ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ， ＲＯＳ ａｎｄ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ
＜０. ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｕｎｄｅｒ ｈｙｐｏｘｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ＳＩＲＴ３ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏ⁃
ｇｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｍｅｄｉａｔｉｎｇ ＲＯＳ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ＨＩＦ⁃１α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｓｉｒｔｕｉｎ ３； ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ； ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ； ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ； ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃１α
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