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摘要　 目的 　 基于 ＲＯＳ ／ ＮＬＲＰ３ 信号通路探讨烟草烟雾暴

露所致 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞损伤的作用机制。 方法　 体外培养

大鼠 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞，分为对照组（Ａ 组）、烟草烟雾提取物

（ＣＳＥ） 处理组 （ Ｂ 组） 和 ＣＳＥ ＋ ＮＬＲＰ３ 炎症小体抑制剂

ＭＣＣ９５０ 组（Ｃ 组）。 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞存活率，乳酸脱氢酶

（ＬＤＨ）判断细胞膜受损情况，活性氧（ＲＯＳ）判断氧化应激水

平，Ｈｏｅｃｈｓｔ ／ ＰＩ 双染检测细胞焦亡水平，实时荧光定量 ＰＣＲ
（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）测定 ＮＯＤ 样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３（ＮＬ⁃
ＲＰ３）、凋亡相关微粒蛋白（ＡＳＣ）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶

１（Ｃａｓｐａｓｅ⁃１）、消皮素 Ｄ（ＧＳＤＭＤ）、白细胞介素⁃１β（ ＩＬ⁃１β）
和白细胞介素⁃１８（ＩＬ⁃１８）ｍＲＮＡ 表达水平，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

细胞 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 蛋白表

达水平。 结果　 ＣＳＥ 组 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞存活率显著下降（Ｐ
＜０. ００１），ＬＤＨ 漏出率显著增加（Ｐ ＜ ０. ００１），ＲＯＳ 生成显著

增加（Ｐ ＜ ０. ００１）；与 ＣＳＥ 组比较，ＣＳＥ ＋ ＭＣＣ９５０ 组 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃
生精细胞存活率升高（Ｐ ＜ ０. ００１），ＬＤＨ 漏出率降低（Ｐ ＜
０. ０１），ＲＯＳ 生成显著降低（Ｐ ＜ ０. ００１）。 对照组 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精

细胞仅见少量 ＰＩ 染色细胞，ＣＳＥ 组 ＰＩ 染色细胞明显增多，
ＣＳＥ ＋ ＭＣＣ９５０ 组 ＰＩ 染色细胞数量低于 ＣＳＥ 组。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，ＣＳＥ 组 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、
ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ ｍＲＮＡ 和蛋白质表达水平均显著升

高（Ｐ ＜ ０. ００１），ＣＳＥ ＋ ＭＣＣ９５０ 组表达水平均显著降低（Ｐ ＜
０. ０１）。 结论　 烟草烟雾暴可导致 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞氧化应激

和损伤，其机制可能与 ＲＯＳ ／ ＮＬＲＰ３ 信号通路激活有关。
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　 　 烟草中含有 ４ ０００ 多种化学物质，其中许多物

质可以改变男性性激素水平，使睾丸组织中活性氧

簇（ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平升高，产生氧

化应激反应，影响精子生成、精液参数及精子 ＤＮＡ
完整性，导致精液质量下降［１］。 氧化应激产生的

ＲＯＳ 可激活 ＮＯＤ 样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３
（ ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ３，
ＮＬＲＰ３）炎症小体产生炎症反应［２］。 适度的 ＮＬＲＰ３
炎症小体激活有助于快速而有效地清除病原体，但
持续过度地激活将对机体产生损伤，甚至导致细胞

焦亡［３，４］。 细胞焦亡（ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ），又称细胞炎性坏

死，是一种由炎症小体引发的程序性死亡方式。 烟

草烟雾暴露可能导致 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞产生氧化应

激从而激活 ＮＬＲＰ３ 炎症小体，导致半胱氨酸天冬氨

酸蛋白酶 １ （ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ⁃１，
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１）活化［５，６］，Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 通过对消皮素（Ｇａｓ⁃
ｄｅｒｍｉｎ Ｄ，ＧＳＤＭＤ）的切割是驱动细胞焦亡发生的

关键因素。 活化的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 可使无活性的促炎因

子前体裂解为有活性的白细胞介素⁃１β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃
１β，ＩＬ⁃１β）和白细胞介素⁃１８（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１８，ＩＬ⁃１８），
使机体产生一系列的反应。 因此，通过减少烟草烟

雾暴露，调控氧化应激途径而减少细胞损伤可能是

防治 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞损伤的重要途径。 但目前对

烟草烟雾可能通过 ＲＯＳ ／ ＮＬＲＰ３ 信号通路激活 ＮＬ⁃
ＲＰ３ 炎症小体诱导细胞焦亡造成 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞损

伤的研究较少。 拟通过体外染毒和干预实验，检测

烟草烟雾暴露对 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞的影响， 探究

ＲＯＳ ／ ＮＬＲＰ３ 信号通路在 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞损伤中的

作用。

１　 材料与方法

１． １　 动物、主要试剂和仪器

１． １． １　 实验动物　 湖北省实验动物研究中心购入

ＳＰＦ 级 ４ 周龄雄性 ＳＤ 大鼠，动物合格证号：ＳＣＸＫ
（鄂）２０２０⁃００１８。 本实验已取得海南医学院伦理委

员会审批（批号：ＨＹＬＬ⁃２０２１⁃１０４）。
试剂：ＤＭＥＭ ／ Ｆ⁃１２ 培养基（货号：ＳＨ３００２３；厂

家：上 海 ＨｙＣｌｏｎｅ ）； ＣＣＫ⁃８ 检 测 试 剂 盒 （ 批 号

Ｃ００３８，上海碧云天生物技术有限公司）；乳酸脱氢

酶（ＬＤＨ）测定试剂盒（批号：Ａ０２０⁃２，南京建成）；活
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性氧（ＲＯＳ）检测试剂盒（批号：Ｓ００３３，上海 Ｂｅｙｏ⁃
ｔｉｍｅ）；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２（批号：Ｂ８０４０，北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ）；ＰＩ
（批号 ＳＴ５１１，上海碧云天）；抗荧光淬灭灭封片剂

（ＤＡＢＣＯ） （批号：Ｖ９００１５５⁃２５Ｇ，美国 Ｓｉｇｍａ）；ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒（批号：ＡＳ１０１２，武汉 ＡＳＰ⁃
ＥＮ）；ＢＣＡ 蛋白质浓度测定试剂盒（批号：ＡＳ１０８６，
武汉 ＡＳＰＥＮ）；ＥＣＬ 化学发光检测试剂盒 （批号：
ＡＳ１０５９，武汉 ＡＳＰＥＮ）；蛋白 Ｍａｒｋｅｒ（批号：２６６１６，美
国 Ｔｈｅｒｍｏ）；ＮＯＤ 样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３
（ＮＬＲＰ３）兔单克隆抗体（批号：ＤＦ７４３８，美国 Ａｆｆｉｎｉ⁃
ｔｙ）；凋亡相关微粒蛋白（ＡＳＣ）兔单克隆抗体（批号：
ＤＦ６３０４，美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ）；胱冬肽酶⁃１ （ ａｎｔｉ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１
ａｎｔｉｂｏｄｙ）兔单克隆抗体（批号：ＡＦ５４１８，美国 Ａｆｆｉｎｉ⁃
ｔｙ）；白细胞介素⁃１β（ ＩＬ⁃１β）兔单克隆抗体（批号：
ｂｓ⁃２０４４９Ｒ，北京 ＢＩＯＳＳ）；白细胞介素⁃１８（ ＩＬ⁃１８）兔

单克隆抗体（批号：ａｂ１９１８６０，英国 ａｂｃａｍ）；ＧＡＰＤＨ
兔单克隆抗体（批号：ａｂ１８１６０２，英国 ａｂｃａｍ）；山羊

抗兔二抗（批号：ＡＳ１１０７，武汉 ＡＳＰＥＮ）；山羊抗小鼠

二抗（批号：ＡＳ１１０６，武汉 ＡＳＰＥＮ）；兔抗山羊二抗

（批号： ＡＳ１１０８，武汉 ＡＳＰＥＮ）；山羊抗大鼠二抗（批
号： ＡＳ１０９３，武汉 ＡＳＰＥＮ）；兔抗绵羊二抗（批号：
ＡＳ１２４５，武汉 ＡＳＰＥＮ）。
１． １． ２　 仪器　 ＣＯ２ 恒温培养箱（型号 ＤＲ⁃２００Ｂｓ，无
锡 Ｄｉａｔｅｋ）；酶标仪（型号 ＤＲ⁃２００Ｂｓ，无锡 Ｄｉａｔｅｋ）；
倒置显微镜（型号 ＩＸ５１，日本 ＯＬＹＭＰＵＳ）；流式细胞

仪（型号 ＦＡＣＳＡｒｉａＩＩ，美国 ＢＤ）；正置荧光拍照显微

镜（型号 Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｃｉ⁃Ｌ，日本 Ｎｉｋｏｎ）；成像系统（型号

ＭｉｃｒｏＰｕｂｌｉｓｈｅｒ，加拿大 Ｑ⁃ＩＭＡＧＩＮＧ）；ＰＣＲ 仪（型号

基因扩增仪 ＴＣ⁃ＸＰ，杭州博日科技）；荧光定量 ＰＣＲ
仪（型号 ＳｔｅｐＯｎｅＴＭ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ ，美国 Ｌｉｆｅ ｔｅｃｈ⁃
ｎｏｌｏｇｉｅｓ）；电泳仪（型号 ＤＹＹ⁃６Ｃ，北京市六一仪器

厂）。
１． ２　 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞原代共培养体系制备　 主要

参考徐蕾蕊［１］ 博士的方法，采用两步酶解法制备

Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞原代共培养体系。 选择出生后 ４ 周

龄的雄性 ＳＤ 大鼠，釆用两步酶消化法制备 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃
生精细胞原代共培养体系。 ４ 周龄健康 ＳＤ 雄性大

鼠颈椎脱白法处死，用 ７５％ 乙醇消毒皮肤，于超净

台内无菌取出大鼠双侧睾丸，分别加入消化酶 Ｉ、消
化酶 ＩＩ，以小片段消化为在灯光下透亮的圆形单个

细胞为准。 加入 １０％ ＦＢＳ 消化终止液，终止酶反

应，２００ 目细胞筛过滤，除去不能消化的组织碎片。
加入 １０％ 除菌液，制成单细胞悬液，加入 ＤＭＥＭ⁃
Ｆ１２ 完全培养液制成单细胞悬液，１０％ 台盼蓝工作

液染色，计数细胞密度并计算细胞活力，只有细胞活

力 ＞ ９５％ 时，方可进行后续试验，调整细胞悬液的

细胞密度为 １０６ 个 ／ ｍｌ，接种于 ９６ 孔细胞培养板

（１０５ 个 ／孔）和 ６ 孔细胞培养板（２ × １０６ 个 ／孔），３７
℃，５％ ＣＯ２，９５％ 湿度的恒温培养箱内培养，每 ２４
ｈ 换液一次。
１． ３　 细胞分组　 取对数生长期细胞用于实验，将细

胞分为 Ａ、Ｂ、Ｃ 三组。 Ａ 组：空白对照组；Ｂ 组：烟草

烟雾提取物（Ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ ｅｘｔｒａｃｔ，ＣＳＥ）处理组；Ｃ
组：ＣＳＥ ＋ ＮＬＲＰ３ 炎症小体抑制剂 ＭＣＣ９５０（５ μｍｏｌ ／
Ｌ）干预组。
１． ４　 烟草烟雾提取物（ＣＳＥ）制备 　 按照 Ｙｕｎｃｈａｏ
ｅｔ ａｌ［２］的方法并加以改良，一支去过滤嘴燃烧的某

品牌烟草（烟气烟碱量 １. ２ ｍｇ，焦油量 １０ｍｇ，烟气

一氧化碳量 １２ ｍｇ）由负压吸引器连续抽吸，吸入的

烟雾经出口通入 ２０ｍｌ ＰＢＳ 液中形成悬液，悬液用

１ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮａＯＨ 调至 ｐＨ７. ４，经 ０. ２２ ｕｒｎ 微孔过

滤膜过滤形成 ＣＳＥ 原液，配置好的 ＣＳＥ 于 １ ｈ 内用

于实验。 ＣＳＥ 原液用无血清培养液稀释成所需浓

度，公式为：ＣＳＥ 浓度 ＝ ＣＳＥ 原液体积 ／总体积 ×
１００％ 。 配制成 １０％的 ＣＳＥ 用于实验。
１． ５　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞存活率　 将浓度为 ２ × １０４

个 ／ ｍｌ 的细胞悬液按 １００ μｌ ／孔接种于 ９６ 孔板中，
置于 ＣＯ２（５％ ）培养箱中 ３７ ℃下培养 ２４ ｈ 以贴壁。
细胞分组同上。 继续培养 ２４ ｈ 分别更换为 １００ μｌ
细胞样品各自对应的含有一定浓度药物的培养基，
对照组更换为含溶剂的培养基后，所有孔中加入 １０
μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液，孵育 ４ ｈ 后，使用酶标仪测定 ４５０ｎｍ
光吸收值 （ Ａ４５０ ｎｍ ）。 细胞存活率 （％ ） ＝ （实验组

Ａ４５０ ｎｍ －空白组 Ａ４５０ ｎｍ） ／ （细胞对照组 Ａ４５０ ｎｍ － 空白

组 Ａ４５０ ｎｍ） × １００％ 。 实验重复 ５ 次。
１． ６　 乳酸脱氢酶（ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）判
断细胞膜受损情况 　 将原代细胞以 １０５ 个 ／孔的密

度接种到 ２４ 孔板中，置于 ３４ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱

中培养，以 ０. １％ ＤＭＳＯ 作为对照组，水样皆用

ＤＭＥＭ 培养基稀释至含量为 ０. １％ ，以 ５００ μｌ ／孔的

量对细胞染毒。 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 饱和湿度下分别培

养 ６、１２ 和 １８ ｈ，离心后收集上清液，进行细胞胞外

ＬＤＨ 测定。 剩余细胞中加入混有 ｔｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 的培

养液，置于 ３４ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱继续孵育后，收集

各管培养液上清测定细胞内 ＬＤＨ，进而计算细胞外

液中 ＬＤＨ 活力。 根据 ＬＤＨ 检测试剂盒说明书操作

流程，用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长下分别检测培养液和

细胞匀浆的吸光度值 （ Ａ４５０ ｎｍ）。 ＬＤＨ 漏出率
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（％ ） ＝培养液 Ａ４５０ ｎｍ ／ （培养液 Ａ４５０ｎｍ ＋细胞匀

浆 Ａ４５０ｎｍ） × １００％ 。 实验重复 ３ 次。
１． ７　 采用 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 探针检测细胞内 ＲＯＳ　 胰酶

消化收集细胞，离心去上清，用 ０. ５ ｍｌ 的无血清细

胞培养液重悬细胞于 ＥＰ 管中。 加入 ０. ５μｌ 的

ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 染色液，颠倒混匀数次。 细胞培养箱中

３７ ℃孵育 ２０ ｍｉｎ，每隔 ５ ｍｉｎ 颠倒混匀一次。 ３７ ℃
孵育结束后，３００ｇ ４ ℃离心 ３ ～ ４ ｍｉｎ，沉淀细胞，弃
上清。 无血清培养基洗涤细胞 ３ 次：１７８０ ｒ ／ ｍｉｎ ４°Ｃ
离心 ３ ～ ４ ｍｉｎ，沉淀细胞，弃上清。 重悬细胞后上流

式细胞仪分析，４８８ ｎｍ 激发，５２５ ｎｍ 发射。 实验重

复 ３ 次。
１． ８　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ／ ＰＩ 双染检测细胞焦亡水平　 将 Ｓｅｒ⁃
ｔｏｌｉ⁃生精细胞处理成密度为 １ × １０５ ～ ２ × １０５ 个 ／ ｍｌ
的细胞悬液，培养在 ２４ 孔板（５００ μｌ ／孔）中，孔板中

预先放入已无菌化处理细胞玻璃爬片，静置贴壁培

养 ２４ ｈ 后，弃去原培养基，按照实验计划分组进行

处理。 完成处理后，弃原培养基，ＰＢＳ 轻柔清洗一

遍。 以下操作均在避光条件下进行： 配置 Ｈｏ⁃
ｅｃｈｓｔ３３３４２ ／ ＰＩ 双染染料，３７ ℃孵育 ２０ ｍｉｎ，取出弃

染液，ＰＢＳ 轻柔清洗两遍，滴加 ＤＡＰＩ 染液（２. ５ μｇ ／
ｍｌ） 复染，室温下孵育 １０ ｍｉｎ，弃液，ＰＢＳ 轻柔清洗

两遍，甘油封片液封片，正置荧光显微镜镜下观察。
实验重复 ３ 次。
１． ９ 　 实时荧光定量 ＰＣＲ （ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ） 测定 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、
ＩＬ⁃１β和 ＩＬ⁃１８ ｍＲＮＡ 表达水平 　 收集各组细胞，
加入 １ ｍｌ ＴＲＩｐｕｒｅ 溶液提取细胞 ＲＮＡ，使用反转录

试剂盒合成 ｃＤＮＡ。 每个样品均作 ３ 个复孔，ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 检测基因表达量。 反应体系如下：２ × Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ ５. ０ μｌ，引物工作液 １. ０ μｌ， Ｔｅｍｐｌａｔｅ１. ０ μｌ，
ｄｄＨ２Ｏ ２. ０ μｌ，Ｒｏｘ１. ０ μｌ。 反应程序：９５ ℃，１ ｍｉｎ
预变性；９５ ℃，１５ ｓ，５８ ℃，２０ ｓ，７２ ℃，４５ ｓ，共设置

４０ 个循环；循环结束后，６０ ℃升温至 ９５ ℃，每 ２０ ｓ
升温 １ ℃获得溶解曲线。 以磷酸甘油醛脱氢酶（ｒｅ⁃
ｄｕｃｅｄ ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰ⁃
ＤＨ）作为内参基因，采用 ２ －△△Ｃｔ表示目的基因 ｍＲ⁃
ＮＡ 表达水平。 实验重复 ３ 次。 引物序列见表 １。
１． １０ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β和 ＩＬ⁃１８ 蛋白表达水平 　 用 ＰＢＳ
缓冲液润洗贴壁细胞，加入 ＲＩＰＡ 裂解液提取细胞

总蛋白。 使用 ＢＣＡ 蛋白质浓度测定试剂盒测定样

品蛋白浓度。 保证每个样品总蛋白上样量均为 ４０
μｇ。 将蛋白样品煮沸变性后进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳

分离，转至 ＰＶＤＦ 膜，５％脱脂奶粉室温封闭 １ ｈ。 除

去封闭液，加入稀释好的一抗 ４ ℃过夜，然后加入稀

释好的二抗，室温孵育 ３０ ｍｉｎ。 ＴＢＳＴ 清洗后，滴加

ＥＣＬ 混合溶液，暗室曝光，ＩｍａｇｅＪ 软件处理系统分析

目标带的光密度值。 以 ＧＡＰＤＨ 作为内参，分别以

目的蛋白与内参蛋白产物条带灰度值之比作为各蛋

白的相对表达量。 实验重复 ３ 次。

表 １　 ＲＴ⁃ＰＣＲ Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞中相关基因引物序列表

基因名称 引物序列（５′⁃３′）
ＮＬＲＰ３ Ｆ：ＧＧＴＧＡＣＣＴＴＧＴＧＴＧＴＧＣＴＴＧ

Ｒ：ＡＴＧＴＣＣＴＧＡＧＣＣＡＴＧＧＡＡＧＣ
ＡＳＣ Ｆ：ＧＧＡＧＴＣＧＴＡＴＧＧＣＴＴＧＧＡＧＣ

Ｒ：ＣＧＴＣＣＡＣＴＴＣＴＧＴＧＡＣＣＣＴＧ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ Ｆ：ＴＴＡＴＣＡＧＧＧＴＴＧＡＣＣＣＣＴＴＧＧ

Ｒ：ＴＴＧＣＣＣＴＣＡＧＧＡＴＣＴＴＧＴＣＡＧ
ＧＳＤＭＤ Ｆ：ＴＴＧＡＧＴＧＴＣＴＧＧＴＧＣＴＣＧＡＣ

Ｒ：ＡＴＧＧＧＧＴＧＣＴＣＴＧＴＴＣＣＡＡＧ
ＩＬ⁃１β Ｆ：ＧＧＴＴＣＡＡＧＧＣＡＴＡＡＣＡＧＧＣＴＣ

Ｒ：ＴＣＴＧＧＡＣＡＧＣＣＣＡＡＧＴＣＡＡＧ
ＩＬ⁃１８ Ｆ：ＡＣＣＴＧＴＧＧＡＣＴＣＴＣＡＧＡＣＡＡＣ

Ｒ：ＡＧＣＡＧＧＣＡＧＣＴＡＧＧＡＴＴＡＣＧ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＡＧＴＧＣＣＡＧＣＣＴＣＧＴＣＴＣＡＴＡ

Ｒ：ＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴＴＧＡＴＧＧＣ

１． １１　 统计学处理 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７. ００ 和

Ａｄｏｂｅ Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ ２０２１ 软件作图，ＳＰＳＳ ２５. ０ 对数据

进行统计分析。 符合正态分布的计量数据以 �ｘ ± ｓ
表示。 对所有数据进行正态性和方差齐性检验，各
组计量资料比较采用单因素方差分析，组间两两比

较方差齐者用 ＬＳＤ 检验，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计

学意义。

２　 结果

２． １　 烟草烟雾暴露对 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞存活率的影

响　 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞经 ＣＳＥ 处理后，细胞存活率显

著下降（Ｐ ＜ ０. ００１）；与 Ｂ 组比较，ＮＬＲＰ３ 炎症小体

抑制剂 ＭＣＣ９５０ 可使 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞存活率升高

（Ｐ ＜ ０. ００１）。 见图 １ 和表 ２。

表 ２　 各组细胞存活率比较（ｎ ＝ ５，�ｘ ± ｓ）

分组 样本量 细胞存活率

对照组 ５ ０． ８５８ ± ０． ０１２ 　 　

烟草烟雾暴露组 ５ ０． ４１３ ± ０． ０２７∗∗∗

烟草烟雾提取物 ＋ ＭＣＣ９５０ 组 ５ ０． ５９４ ± ０． ０２０∗∗∗＃＃＃

　 　 与对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与烟草烟雾暴露组比较：＃＃＃Ｐ ＜
０. ００１

２ ． ２ 　 烟草烟雾暴露对Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞ＬＤＨ漏出
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图 １　 各组细胞存活率比较（ｎ ＝ ５）
Ａ：对照组；Ｂ：烟草烟雾暴露组；Ｃ：烟草烟雾提取物 ＋ ＭＣＣ９５０

组；与对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ；与烟草烟雾暴露组比较：＃＃＃Ｐ ＜
０. ００１

率的影响　 经 ＣＳＥ 处理 １２ ｈ 和 １８ ｈ 后，Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精

细胞 ＬＤＨ 漏出率显著增加（Ｐ ＜ ０. ００１）；与 Ｂ 组比

较，ＮＬＲＰ３ 炎症小体抑制剂 ＭＣＣ９５０ 可使 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生
精细胞 ＬＤＨ 漏出率降低（Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ２ 和表

３。

图 ２　 各组细胞 ＬＤＨ 漏出率比较（ｎ ＝ ３）
Ａ：对照组；Ｂ：烟草烟雾暴露组；Ｃ：烟草烟雾提取物 ＋ ＭＣＣ９５０

组； 与对照组比较：∗∗∗ Ｐ ＜ ０. ００１；与烟草烟雾暴露组比较：＃＃ Ｐ ＜
０. ０１

表 ３　 各组细胞 ＬＤＨ 漏出率比较（ｎ ＝ ３，�ｘ ± ｓ）

分组 样本量
ＬＤＨ 漏出率（％ ）

６ ｈ １２ ｈ １８ ｈ
Ａ ３ ４７． ５７４ ± ４． ２０５ ４８． ９８３ ± ２． ２６３ ５０． ３６４ ± ２． ３０７
Ｂ ３ ５０． ２８５ ± ２． ８５６ ７０． ６８７ ± ４． １１８∗∗∗ ８０． ９１８ ± ０． ７０８∗∗∗

Ｃ ３ ４８． ０８３ ± １． ９８２ ６０． ３２１ ± ４． ６７９∗∗∗＃＃ ７１． ８３８ ± ０． ３３３∗∗∗＃

　 　 Ａ：对照组；Ｂ：烟草烟雾暴露组；Ｃ：烟草烟雾提取物 ＋ ＭＣＣ９５０ 组； 与对照

组比较：∗∗∗Ｐ ＜０. ００１ ；与烟草烟雾暴露组比较：＃Ｐ ＜０. ０５，＃＃Ｐ ＜０. ０１

２． ３　 烟草烟雾暴露对 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞 ＲＯＳ 生成

的影响 　 经烟草烟雾提取物处理后，Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细

胞 ＲＯＳ 生成显著增加（Ｐ ＜ ０. ００１）；与烟草烟雾暴

露组比较，ＮＬＲＰ３ 炎症小体抑制剂 ＭＣＣ９５０ 可使

Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞 ＲＯＳ 生成降低 （Ｐ ＜ ０. ００１）。 见

图 ３。

图 ３　 各组细胞荧光强度比较（ｎ ＝ ３）
Ａ：对照组；Ｂ：烟草烟雾暴露组；Ｃ：烟草烟雾提取物 ＋ ＭＣＣ９５０

组； 与对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ；与烟草烟雾暴露组比较：＃＃＃Ｐ ＜
０. ００１

２． ４　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ／ ＰＩ 荧光染色检测细胞焦亡 　 Ａ 组

Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞仅见少量 ＰＩ 染色细胞，Ｂ 组 ＰＩ 染色

细胞明显增多，Ｃ 组 ＰＩ 染色细胞数量低于烟草烟雾

暴露组。 见图 ４。
２． ５ 　 实时荧光定量 ＰＣＲ （ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ） 测定 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、 ＧＳＤＭＤ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β和 ＩＬ⁃１８ ｍＲＮＡ 水平　 与 Ａ 组比

较，Ｂ 组（Ｆ ＝ ６５３. ８１２，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ ２７１. ３９２，Ｐ ＜
０. ００１；Ｆ ＝ ５８９. ６８４，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ １１２. ４７３，Ｐ ＜
０. ００１；Ｆ ＝ １４８. ４７２，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ ２３６. ８８０，Ｐ ＜
０. ００１） 和 Ｃ 组 （ Ｆ ＝ １８４. ９９１， Ｐ ＜ ０. ００１； Ｆ ＝
１３６. ０００，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ ２０３. ７９８，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝
７８. ４２１，Ｐ ＜ ０. ００１； Ｆ ＝ １３５. ６２３， Ｐ ＜ ０. ００１； Ｆ ＝
１１１. １６７，Ｐ ＜ ０. ００１ ） Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞中 ＮＬＲＰ３、
ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ ｍＲＮＡ 表达水平显著

升高； 与 Ｂ 组相比较， ＮＬＲＰ３ 炎症小体抑制剂

ＭＣＣ９５０ 可 使 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生 精 细 胞 中 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ ｍＲＮＡ 表达水平显著降低

（Ｆ ＝ ８３. ５９２，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ ４６. ８０４，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝
４８. ６３２，Ｐ ＜ ０. ００１； Ｆ ＝ ２６. ６９０， Ｐ ＜ ０. ００１； Ｆ ＝
３９. ０７９，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ ２８. ０５０，Ｐ ＜ ０. ００１）。 见图 ５
和表 ４。
２． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ＧＳＤ⁃
ＭＤ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β和 ＩＬ⁃１８ 蛋白表达水平 　 与

Ａ 组相比较，Ｂ 组 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、
ＧＳＤＭＤ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 表达水平显著升

高（Ｆ ＝ １２１. １６０，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ ５６. ５０３，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ
＝ １２７. ０５１，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ １３９. ９５３，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝
５３. ３９５， Ｐ ＜０. ００１； Ｆ ＝６２. ２４６，Ｐ ＜０. ００１），Ｃ 组 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃
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图 ４　 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞的免疫荧光 × ４００
Ａ：对照组；Ｂ：烟草烟雾暴露组；Ｃ：烟草烟雾提取物 ＋ ＭＣＣ９５０ 组

表 ４　 各组细胞 ｍＲＮＡ 表达水平比较（ｎ ＝ ３，�ｘ ± ｓ）

分组
ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ（２ － △△Ｃｔ）

ＮＬＲＰ３ ＡＳＣ ＧＳＤＭＤ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃１８
Ａ ０． ９５ ± ０． ０４ ０． ９４ ± ０． ０８ 　 １． ０２ ± ０． ０３ 　 １． ０４ ± ０． ２１ 　 １． １５ ± ０． １３ 　 １． ０５ ± ０． １１ 　

Ｂ ２． ７５ ± ０． １１∗∗∗ ３． １ ± ０． ２１∗∗∗ ３． ２１ ± ０． １６∗∗∗ ４． ０６ ± ０． ４５∗∗∗ ３． ５３ ± ０． ３１∗∗∗ ２． ８ ± ０． １６∗∗∗

Ｃ １． ９ ± ０． １２∗∗∗＃＃＃ ２． ０７ ± ０． １５∗∗∗＃＃＃ ２． ３３ ± ０． １５∗∗∗＃＃＃ ２． ５８ ± ０． ２２∗∗∗＃＃＃ ２． ３３ ± ０． １２∗∗∗＃＃＃ ２． １３ ± ０． １５∗∗∗＃＃＃

　 　 Ａ：对照组；Ｂ：烟草烟雾暴露组；Ｃ：烟草烟雾提取物 ＋ ＭＣＣ９５０ 组； 与对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与烟草烟雾暴露组比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

图 ５　 各组细胞 ｍＲＮＡ 表达水平比较（ｎ ＝ ３）

Ａ：对照组；Ｂ：烟草烟雾暴露组；Ｃ：烟草烟雾提取物 ＋ ＭＣＣ９５０

组； 与对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与烟草烟雾暴露组比较：＃＃＃Ｐ ＜

０. ００１

生精细胞中 ＮＬＲＰ３、ＧＳＤＭＤ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃
１８ 表达水平显著升高（Ｆ ＝ ３８. ３７０，Ｐ ＜ ０. ０１；Ｆ ＝
７０. ９２２，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ １３. ６８７，Ｐ ＜ ０. ０１；Ｆ ＝ ７. ７６０，

Ｐ ＜ ０. ０５；Ｆ ＝ １６. ７１２，Ｐ ＜ ０. ０５）；与 Ｂ 组相比较，Ｃ
组 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生 精 细 胞 中 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、 ＧＳＤＭＤ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 表达水平显著降低（Ｆ ＝
２３. ０５８， Ｐ ＜ ０. ００１； Ｆ ＝ １３. ２１３， Ｐ ＜ ０. ０１； Ｆ ＝
２５. ７５６， Ｐ ＜ ０. ００１； Ｆ ＝ １８. １０９， Ｐ ＜ ０. ０１； Ｆ ＝
３０. ５９５，Ｐ ＜ ０. ０１；Ｆ ＝ １６. ９５６，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ６ 和

表 ５。

３　 讨论

　 　 据报道［７］，尼古丁可通过介导 ＲＯＳ 激活内皮细

胞内 ＮＬＲＰ３ 炎症小体产生活化的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１，增加

ＩＬ⁃１β 释放，促进内皮细胞焦亡。 烟草烟雾成分可

使线粒体功能失调释放 ＲＯＳ，从而激活 ＮＬＲＰ３ 炎症

小体［８］。 男性生殖道的慢性炎症状态可能直接损

害精子发生，甚至与男性生育能力低下有关［９］。 通

过睾丸注射脂多糖建立的小鼠睾丸炎模型研究中发

现睾丸炎可能与ＮＬＲＰ３炎症小体的激活有关［１０］ 。
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表 ５　 各组 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞相关蛋白表达水平比较（ｎ ＝ ３，�ｘ ± ｓ）

组别
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ

ＮＬＲＰ３ ＡＳＣ ＧＳＤＭＤ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃１８
Ａ ０． １１ ± ０． ０３ ０． ２２ ± ０． ０５ ０． １２ ± ０． ０４ ０． ０９ ± ０． ０４ ０． ２２ ± ０． １０ ０． ０７ ± ０． ０１
Ｂ ０． ５９ ± ０． ０７∗∗∗ ０． ７５ ± ０． １１∗∗∗ ０． ６９ ± ０． ０８∗∗∗ ０． ７５ ± ０． ０９∗∗∗ ０． ８４ ± ０． １１∗∗∗ ０． ４９ ± ０． ０９∗∗∗

Ｃ ０． ３３ ± ０． ０６∗∗＃＃＃ ０． ４１ ± ０． １２＃＃ ０． ４２ ± ０． ０５∗∗∗＃＃＃ ０． ３８ ± ０． １３∗∗＃＃ ０． ４２ ± ０． ０８∗＃＃ ０． ２２ ± ０． ０６∗＃＃

Ａ：对照组；Ｂ：烟草烟雾暴露组；Ｃ：烟草烟雾提取物 ＋ ＭＣＣ９５０ 组； 与对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ，∗Ｐ ＜ ０. ０５ ；与烟草烟雾暴露组

比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ６　 各组 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞相关蛋白表达水平（ｎ ＝ ３，�ｘ ± ｓ）
Ａ：对照组；Ｂ：烟草烟雾暴露组；Ｃ：烟草烟雾提取物 ＋ ＭＣＣ９５０

组； 与对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与烟草烟雾暴露组

比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃Ｐ ＜ ０. ０５

　 　 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 是经典细胞焦亡途径产生的促

炎细胞因子，也是目前研究最广泛的细胞因子［１１］。
在机体的慢性炎症阶段，ＮＬＲＰ３ 炎症小体不断处于

过度激活状态，持续活化的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 促使巨噬细胞

和树突状细胞释放 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８，而大量的促炎介

质如 ＩＬ⁃１β 又可导致并维持细胞炎症的发生和发

展［１２］。 该研究表明，ＮＬＲＰ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 在烟草烟

雾暴露组中上调，抑制 ＮＬＲＰ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的表达

具有保护生精细胞的作用。 与此同时，ＮＬＲＰ３ 上调

会导致促炎细胞因子 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 表达增加［１３］，
表明 ＮＬＲＰ３ 炎症小体及其下游的炎症因子在烟草

烟雾所致的 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞损伤中起到关键作用。
该研究发现， 烟草烟雾暴露组的 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ ｍＲＮＡ 和蛋白质表达水平

均高于对照组，ＣＳＥ ＋ ＭＣＣ９５０ 组的 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ ｍＲＮＡ 和蛋白质

表达水平均低于烟草烟雾暴露组，说明烟草烟雾暴

露可使 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞发生炎症损伤，有效的抑制

ＮＬＲＰ３ 炎症小体激活可能避免 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞的

损伤。
机体氧化损伤产生的 ＲＯＳ 是重要的炎症介质，

参与细胞损伤和细胞焦亡。 据报道［１４］，男性睾丸组

织中 ＲＯＳ 水平上调，促炎介质生成增加，加重精子

的损伤。 本次研究发现，烟草烟雾暴露可使 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃
生精细胞的 ＲＯＳ 生成增加，因此可通过降低 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃
生精细胞 ＲＯＳ 的生成来减轻细胞损伤。 据报

道［１５］，ＮＬＲＰ３ 的表达受 ＲＯＳ 的调控，抑制 ＲＯＳ 可降

低 ＮＬＲＰ３ 及其下游炎症因子的生成。 本次研究发

现，烟草烟雾暴露组的 ＲＯＳ 生成均高于对照组，ＣＳＥ
＋ ＭＣＣ９５０ 组的 ＲＯＳ 生成均低于烟草烟雾暴露组，
说明有效的抑制 ＲＯＳ 可避免 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞的氧

化应激水平。
细胞膜损伤是细胞焦亡的基本特征，ＬＤＨ 是糖

酵解过程中一种重要的酶，任何原因引起的细胞膜

损伤均可导致 ＬＤＨ 的溢出，因此可以利用细胞外

ＬＤＨ 含量来判断细胞膜受损状况。 本次研究发现，
烟草烟雾可使 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞的细胞膜受损。 烟

草烟雾暴露 １２ｈ 和 １８ｈ 后，ＬＤＨ 漏出率明显升高，
抑制剂组的 ＬＤＨ 漏出率明显降低。

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 是一种可以穿透细胞膜的蓝色荧

光染料，ＰＩ 染料是一种可对 ＤＮＡ 染色的细胞核染

色试剂，可穿过破损的细胞膜对细胞核进行染色。
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ ／ ＰＩ 双染可区别三类细胞群，即正常细

胞低蓝色 ／低红色（Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ ＋ ／ ＰＩ ＋ ）、凋亡细

胞高蓝色 ／低红色（Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ ＋ ＋ ／ ＰＩ ＋ ）、坏死

细胞（Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ ＋ ／ ＰＩ ＋ ＋ ）。 Ｈｏｅｃｈｓｔ ／ ＰＩ 荧光图

显示对照组 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞仅见少量 ＰＩ 染色细胞，
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烟草烟雾暴露组 ＰＩ 染色细胞明显增多，ＮＬＲＰ３ 抑制

剂 ＭＣＣ９５０ 处理组 ＰＩ 染色细胞低于烟草烟雾暴露

组。 说明烟草烟雾暴露可使 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞发生

焦亡。
该研究结果显示，在烟草烟雾处理的 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生

精细胞中，ＲＯＳ、ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 以及 ＩＬ⁃１β
和 ＩＬ⁃１８ 的表达均显著升高；而加入 ＮＬＲＰ３ 抑制剂

ＭＣＣ９５０ 后，Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞中 ＲＯＳ、ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 以及 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的表达均显著降低。
这些结果表明，烟草烟雾暴露可以激活 ＲＯＳ ／ ＮＬＲＰ３
信号通路，导致 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞炎症损伤和细胞焦

亡。 综上所述，烟草烟雾暴露可以导致 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精

细胞的损伤，其机制可能与 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞氧化应

激并激活 ＮＬＲＰ３ 炎症小体有关，可通过减少或避免

烟草烟雾暴露，减少 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞的氧化应激，
有效的预防及保护 Ｓｅｒｔｏｌｉ⁃生精细胞的损伤，减少男

性不育的发生。
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ＬｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ１６ 通过调控 ｍｉＲ⁃１９５⁃５ｐ ／ ＭＹＢ
促进胃癌细胞增殖及迁移

康　 娟１，贺　 娇２，任伟宏２

摘要　 目的　 探讨 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ１６（ＳＮＨＧ１６）对胃癌细胞

增殖、迁移的影响及其分子调控机制。 方法　 基于在线数据

库检索 ＳＮＨＧ１６ 在胃癌组织中的表达情况并筛选 ＳＮＨＧ１６
的下游靶基因。 通过生物信息学方法分析、双荧光素酶报告

基因实验验证 ＳＮＨＧ１６ 与 ｍｉＲ⁃１９５⁃５ｐ 间相互作用关系。 实

时荧光定量 ＰＣＲ（ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ） 检测 ＳＮＨＧ１６、ｍｉＲ⁃１９５⁃５ｐ 和

ＭＹＢ 在胃癌细胞（ＨＧＣ⁃２７、ＭＫＮ⁃２８）中的表达情况；敲低

ＳＮＨＧ１６ 检测 ｍｉＲ⁃１９５⁃５ｐ 或 ＭＹＢ 表达；过表达 ｍｉＲ⁃１９５⁃５ｐ
检测 ＭＹＢ 表达；蛋白质印迹分析（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）检测各组中

ＭＹＢ 的蛋白表达水平。 敲低 ＳＮＨＧ１６ 或过表达 ｍｉＲ⁃１９５⁃
５ｐ，通过细胞增殖及划痕实验分别检测胃癌细胞（ＨＧＣ⁃２７、
ＭＫＮ⁃２８）增殖及迁移能力。 结果　 ＬｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ１６ 在胃癌

组织及胃癌细胞（ＨＧＣ⁃２７、ＭＫＮ⁃２８、ＭＫＮ⁃４５、ＮＣＩ⁃Ｎ８７）中表

达升高。 双荧光素酶报告基因实验结果显示， 将 ｐｓｉ⁃
ＣＨＥＣＫ２⁃ＳＮＨＧ１６⁃ＷＴ 和 ｍｉＲ⁃１９５⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 同 时 转 染 进

ＨＧＣ⁃２７ 中，显著抑制了 ＨＧＣ⁃２７ 细胞的荧光素酶活性。
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 及 ＷＢ 实验结果显示：敲低 ＨＧＣ⁃２７、ＭＫＮ⁃２８ 细胞

中 ＳＮＨＧ１６ 可上调 ｍｉＲ⁃１９５⁃５ｐ 并抑制ＭＹＢ 在转录及翻译水

平的表达；过表达 ＨＧＣ⁃２７、ＭＫＮ⁃２８ 细胞中 ｍｉＲ⁃１９５⁃５ｐ 可抑
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　 　 胃癌（７. ７％ ）位居全球恶性肿瘤致死率排名第

四位［１］，早期诊断和治疗是有效防治胃癌的关键，
因此，寻找灵敏度、特异度高的分子标记物对胃癌早

期诊断及筛选潜在治疗靶点具有积极影响［２］。 长

非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）是一类

转录本长度大于 ２００ 核苷酸（ｎｔ），无法编码蛋白的

单链 ＲＮＡ，在肿瘤发生发展过程中发挥重要作

用［３］。 小核内 ＲＮＡ 宿主基因 （ ＳＮＨＧ１６） 是位于

１７ｑ２５. １ 上 的 促 癌 ｌｎｃＲＮＡ， ２００９ 年 初 次 报 道，
ＳＮＨＧ１６ 在侵袭性神经母细胞瘤中高度表达，并与

患者的生存预后相关［４］。 近期研究表明，ＳＮＨＧ１６
在多种人类恶性肿瘤中异常表达且参与肿瘤发生发

展，其中，ＳＮＨＧ１６ 在胃癌组织及胃癌患者血浆中的

表达升高，其高表达与肿瘤体积，远处转移及 ＴＮＭ
分期等显著相关，这说明 ＳＮＨＧ１６ 可能是胃癌的一
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