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ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ在高糖诱导血管平滑肌
细胞活力增加中的作用
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　　［摘　要］　目的：探讨长链非编码 ＲＮＡ心肌梗死相关转录本（ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ）在高糖引起血管平滑肌细胞
（ＶＳＭＣ）活力异常中的作用和机制。方法：体外分离并培养大鼠主动脉ＶＳＭＣ分别进行非高糖培养和高糖培养；通
过转染ｐｃＤＮＡ３１ＭＩＡＴ真核表达质粒和ＭＩＡＴｓｉＲＮＡ分别实现细胞内ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ的过表达和沉默；通过转染微
小ＲＮＡ１４５（ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５）的模拟序列和抑制序列分别实现细胞内 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５的过表达和沉默。ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ
Ｂｌｕｅ实验分析各种转染处理后细胞活力的变化；ＲＴｑＰＣＲ检测各组处理后细胞中 ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ及 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５
的水平；双萤光素酶报告基因实验确认 ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ与 ｍｉｃｒｏＲＮＳＡ１４５之间的靶向结合关系。结果：与非高糖培
养相比，高糖培养可以上调 ＶＳＭＣ中 ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ的表达，同时下调 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５的表达（Ｐ＜００１）。ｌｎｃＲＮＡ
ＭＩＡＴ过表达可增加非高糖培养ＶＳＭＣ的活力（Ｐ＜００１），ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ沉默会逆转高糖培养诱导的ＶＳＭＣ活力异
常（Ｐ＜００１），但ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ对 ＶＳＭＣ活力的调控依赖于 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５的水平。过表达或沉默 ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ
均会改变ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５的水平（Ｐ＜００５）。双萤光素酶报告基因实验提示 ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ与 ｍｉｃｒｏＲＮＳＡ１４５之间
存在互补结合的区域。结论：ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ可能通过抑制 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５参与高糖引起的血管平滑肌细胞活力
异常。
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　　大血管病变是糖尿病患者常见的并发症，也是
引起患者死亡和致残的主要因素之一［１］。糖尿病引

起的大血管病变是一个复杂的病理生理学过程，其

中各种损伤因素造成的血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣ）过度增殖是血管粥样硬
化形成、血管壁增厚、管腔狭窄、血管顺应性降低及

血管重构的重要环节［２］。虽然已经明确高血糖是引

起ＶＳＭＣ过度增殖的因素之一，但其具体的分子生
物学机制还有待进一步研究。近期研究显示，长链

非编码 ＲＮＡ心肌梗死相关转录本（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ，
ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ）在糖尿病引起的血管病变中扮演重
要角色，参与调控血管内皮细胞的功能［３］。但

ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ是否在高糖引起的 ＶＳＭＣ细胞活力异
常中发挥调控作用还未见报道。另一方面，本研究

通过生物信息学预测发现微小 ＲＮＡ１４５（ｍｉｃｒｏＲＮＡ
１４５，ｍｉＲ１４５）可能受 ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ的调控，而 ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ１４５被证明是调控ＶＳＭＣ活力及增殖的重要
分子［４］。因此本研究假设ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ可以通过调
控ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５参与高糖引起的 ＶＳＭＣ活力异常，
并设计体外实验加以验证，现报道如下。

材　料　和　方　法

１　主要试剂
　　清洁级 ＳＤ大鼠（雌雄不限，体质量 ２００ｇ左
右），由中山大学实验动物中心提供，动物合格证号

为ＳＣＸＫ（粤）２０１６００２９。ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清、
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂盒、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＲＮＡｉＭＡＸ、
ＴＲＩｚｏｌ试剂和 ＴａｑＭａｎＴＭ ＡｄｖａｎｃｅｄｍｉＲＮＡｃＤＮＡ合
成试剂盒均购自赛默飞世尔科技（中国）有限公司；

ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ购自宝生物工程（大连）有
限公司；ｐｃＤＮＡ３１ＭＩＡＴ真核表达质粒、ｍｉｃｒｏＲＮＡ
１４５模拟序列（ｍｉＲ１４５ｍｉｍｉｃ）、ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５抑制
序列（ｍｉＲ１４５ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）及无关序列均购自广州锐博
生物；ＣｅｌｌＴｉｔｅｒＢｌｕｅ试剂盒和双萤光素酶报告基因质
粒及双萤光素酶报告基因检测系统购自上海普洛麦

格生物产品有限公司；ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５和Ｕ６的引物购
自ＱＩＡＧＥＮ。
２　方法
２．１　大鼠主动脉 ＶＳＭＣ的分离及培养　大鼠经腹
腔注射５０ｍｇ／ｋｇ戊巴比妥钠进行麻醉，无菌条件下

剪开腹腔和胸腔，取出主动脉，体视显微镜下分离取

出血管中膜组织，充分剪碎获取的中膜组织。将剪

碎的组织置入含２０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基中，
于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中竖直放置５ｈ，待组织黏
附后，平放细胞培养瓶，继续培养。每３ｄ换液１次，
当组织块周围细胞融合达到８０％左右时常规传代，
取２代后的细胞进行鉴定，确认为血管平滑肌细胞
后进行后续实验操作。非高糖处理的细胞进行常规

培养（培养基葡萄糖浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ），需进行高糖
处理的细胞培养于葡萄糖浓度为２５ｍｍｏｌ／Ｌ的培养
基中。

２．２　 细胞的体外转染 　 通过向 ＶＳＭＣ转染
ｐｃＤＮＡ３１ＭＩＡＴ真核表达质粒和ＭＩＡＴ小干扰ＲＮＡ
（ＭＩＡＴｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ＭＩＡＴｓｉＲＮＡ）分别实现
细胞内 ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ的过表达和沉默。通过向
ＶＳＭＣ转染ｍｉＲ１４５ｍｉｍｉｃ和 ｍｉＲ１４５ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ分别
实现细胞内 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５的过表达和沉默。质粒
的转染采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂进行，同时使
用ｐｃＤＮＡ３１空质粒作为转染对照。ＭＩＡＴｓｉＲＮＡ、
ｍｉｃｒｏＲＮＡ模拟序列及抑制序列的转染采用 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＲＮＡｉＭＡＸ试剂。使用转染无关序列的细
胞作为转染对照。

２．３　细胞分组　根据是否进行高糖刺激及转染处
理的不同，将细胞分为非高糖培养（ｎｏｎｈｉｇｈｇｌｕ
ｃｏｓｅ）组和高糖培养（ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ）组；非高糖培养组
再分为３个亚组，包括阴性转染对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｔｒａｎｓ
ｆｅｃｔｉｏｎｃｏｎｔｒｏｌ）亚组、转染 ｐｃＤＮＡ３１ＭＩＡＴ亚组及
ｐｃＤＮＡ３１ＭＩＡＴ＋ｍｉＲ１４５ｍｉｍｉｃ共转染亚组；高糖
培养组也分为３个亚组，包括阴性转染对照亚组、转
染 ＭＩＡＴｓｉＲＮＡ亚组及 ＭＩＡＴｓｉＲＮＡ＋ｍｉＲ１４５ｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ共转染亚组。
２．４　ＲＴｑＰＣＲ实验　使用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取各组细
胞样本中的总 ＲＮＡ。ｍＲＮＡ的反转录采用 Ｐｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ试剂盒。反转录结束后，对ｃＤＮＡ的进行
定量扩增，试剂盒选用 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ，标
准化采用 ＧＡＰＤＨ。ＭｉｃｒｏＲＮＡ的反转录采用 Ｔａｑ
ＭａｎＴＭＡｄｖａｎｃｅｄｍｉＲＮＡｃＤＮＡ合成试剂盒，反转录结
束后使用ｍｉＳｃｒｉｐｔＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒对 ｃＤＮＡ
进行荧光定量扩增，标准化采用 Ｕ６。获取循环阈值
（ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，Ｃｔ）之后采用２－ΔΔＣｔ法进行计算目的
基因的相对水平。ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ的上游引物序列为
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５’ＡＴＣＣＴＣＧＡＧＡＣＡＡＡＧＡＧＣＣＣＴＣＴＧＣＡＣＴＡＧ３’，
下游引物 序 列 为 ５’ＡＴＣＧＧＡＴＣＣＧＡＧＣＡＡＡＴＧ
ＧＡＧＡＣＡＡＡＧＧＡＣ３’；ＧＡＰＤＨ的上游引物序列为
５’ＣＡＴＧＴＴＣＧＴＣＡＴＧＧＧＧＴＧＡＡＣＣＡ３’，下游引物
序列为 ５’ＡＧＴＧＡＴＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣＡＴ３’。
ＭｉｃｒｏＲＮＡ１４５及Ｕ６均采用商品化的ｍｉＳｃｒｉｐｔ引物。
２５　细胞活力实验　将各组细胞以每孔５０００个的
密度种植于９６孔板，于种植后２４ｈ及７２ｈ分别使
用ＣｅｌｌＴｉｔｅｒＢｌｕｅ试剂盒测定各组细胞５７３ｎｍ波长
处的吸光度（Ａ）值，并根据公式计算７２ｈ时点相对
于２４ｈ时点的细胞活力相对变化。细胞相对活力
（％）＝７２ｈＡ值／２４ｈＡ值×１００％。
２．６　生物信息学分析及双萤光素酶报告基因实验
　使用ｍｉＲｃｏｄｅｌｎｃＲＮＡｍｉｃｒｏＲＮＡ互作预测系统预
测ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ与ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５的结合能力，寻找
两者可能互补结合的区域。为验证生物信息学分析

的结果，采用双萤光素酶报告基因实验确认ｌｎｃＲＮＡ
ＭＩＡＴ与ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５的结合能力：首先构建不含
任何突变的野生型ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ萤光素酶报告基因
质粒，命名为 ｐｍｉｒＧｒｏＭＩＡＴＷＴ；同时对 ｌｎｃＲＮＡ
ＭＩＡＴ中上述生物信息学预测到的结合区域进行突
变，构建突变型 ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ萤光素酶报告基因质
粒，命名为 ｐｍｉｒＧｒｏＭＩＡＴＭＵＴ，使用 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５
ｍｉｍｉｃ（同时使用无关序列作为阴性对照）与上述２
种萤光素酶报告基因质粒共转染ＶＳＭＣ，随后采用双
萤光素酶报告基因检测系统测定转染后细胞的相对

萤光素酶活性。

３　统计学分析
　　统计学分析采用 Ｒ语言，所有数据以均数 ±标
准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）的形式表示。两组间的均数差异
比较采用独立样本ｔ检验；多组间均数差异的比较采
用单因素方差分析，随后采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ校正的 ｔ检
验进行两两比较。以Ｐ＜００５为差异具有统计学意
义。

结　　果

１　高糖刺激引起大鼠 ＶＳＭＣ中 ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ的
增高及ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５水平的降低
　　非高糖培养组细胞ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ的相对水平为
１００±００２，高糖培养组的 ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ相对水平
为２２６±０１５，较非高糖培养组显著升高（Ｐ＜
００１）。非高糖培养组细胞 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５的相对水
平为１００±００５，高糖培养组的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５相对
水平为０６１±００９，较非高糖培养组显著降低（Ｐ＜
００１），见图 １。该结果提示高糖刺激可以引起

ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ水平的升高，但是会抑制 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
１４５的表达。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＴｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴａｎｄｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５ｌｅ
ｖｅｌｓｉｎｔｈｅＶＳＭＣｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｎｏｎｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅａｎｄ
ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｍｅｄｉａ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝５．Ｐ＜０．０１ｖｓ
ｎｏｎｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐ．

图１　非高糖培养及高糖培养后的血管平滑肌细胞 ｌｎｃＲＮＡ
ＭＩＡＴ和ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５水平的变化

２　ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ通过调控 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５促进大
鼠ＶＳＭＣ活力
　　对于非高糖培养的ＶＳＭＣ，与阴性转染对照亚组
相比，转染ｐｃＤＮＡ３１ＭＩＡＴ亚组７２ｈ的细胞相对活
力显著升高（Ｐ＜００１）。对于高糖培养的 ＶＳＭＣ，与
阴性转染对照亚组相比，转染ＭＩＡＴｓｉＲＮＡ亚组７２ｈ
的细胞相对活力显著降低（Ｐ＜００１）。高糖培养组
的阴性转染对照亚组的细胞相对活力显著高于非高

糖培养组的阴性转染对照亚组（Ｐ＜００１）。更为重
要的是，在非高糖培养组中，ｐｃＤＮＡ３１ＭＩＡＴ＋ｍｉＲ
１４５ｍｉｍｉｃ共转染亚组的细胞相对活力显著低于转
染ｐｃＤＮＡ３１ＭＩＡＴ亚组（Ｐ＜００１）；在高糖培养组，
ＭＩＡＴｓｉＲＮＡ＋ｍｉＲ１４５ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ共转染亚组的细胞
相对活力显著高于转染 ＭＩＡＴｓｉＲＮＡ亚组（Ｐ＜
００１），见图 ２、３。上述结果提示高糖处理可诱导
ＶＳＭＣ活力，ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ具有促进ＶＳＭＣ活力的作
用，而 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５具有抑制 ＶＳＭＣ活力的作用，
ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ对 ＶＳＭＣ活力的调控依赖于 ｍｉｃｒｏ

·６００１·



ＲＮＡ１４５的水平。

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｃｈａｎｇｅｓｏｆＶＳＭＣｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｎｏｎｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅｍｅｄｉｕｍａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝５．
Ｐ＜０．０１ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｐｃＤＮＡ３１ＭＩＡＴｇｒｏｕｐ．

图２　非高糖处理培养的血管平滑肌细胞经转染处理后的细
胞活力变化

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｃｈａｎｇｅｓｏｆＶＳＭＣｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｈｉｇｈｇｌｕ
ｃｏｓｅｍｅｄｉｕｍａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝５．
Ｐ＜００１ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；
＃＃Ｐ＜００１ｖｓＭＩＡＴｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ．

图３　高糖培养的血管平滑肌细胞经转染处理后的细胞活力
变化

３　ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ负向调控ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５
　　ＲＴｑＰＣＲ结果显示，对于非高糖培养的ＶＳＭＣ，

与阴性转染对照亚组相比，转染 ｐｃＤＮＡ３１ＭＩＡＴ亚
组的ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５相对水平显著降低（Ｐ＜００５）。
对于高糖培养的 ＶＳＭＣ，与阴性转染对照亚组相比，
转染ＭＩＡＴｓｉＲＮＡ亚组的ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５相对水平显
著升高（Ｐ＜００５），见图４、５。该结果提示 ｌｎｃＲＮＡ
ＭＩＡＴ可以抑制 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５的表达。ｍｉＲｃｏｄｅ
ｌｎｃＲＮＡｍｉｃｒｏＲＮＡ互作预测系统 的 结 果 提 示，
ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ与 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５存在互补结合的区
域。双萤光素酶报告基因实验的结果显示，相对于

共转染 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５ｍｉｍｉｃ与 ｐｍｉｒＧＬＯＭＩＡＴＭＵＴ
质粒的细胞，共转染ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５ｍｉｍｉｃ与ｐｍｉｒＧＬＯ
ＭＩＡＴＷＴ质粒的细胞相对萤光素酶活性显著降低
（Ｐ＜００１），见图６。该结果提示ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ确实
可以与ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５直接靶向结合，可能以“核酸
海绵”的形式抑制ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５的表达。

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＭｉｃｒｏＮＲＡ１４５ｌｅｖｅｌｉｎＶＳＭＣｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｎｏｎｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅｍｅｄｉｕｍａｆｔｅｒｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．
Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝５．Ｐ＜０．０５ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图４　非高糖培养的血管平滑肌细胞中过表达 ｌｎｃＲＮＡ
ＭＩＡＴ后的ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５水平

讨　　论

　　糖尿病患者的大血管病变主要以动脉粥样硬化
为主，超过８０％左右的糖尿病患者的死亡原因与动
脉粥样硬化引起的心脑血管事件相关［５６］。糖尿病

患者罹患动脉粥样硬化的风险显著提高且病变较非

糖尿病患者来说更加弥漫复杂，预后更差［７］。糖尿

病患者高血糖、高胰岛素血症及血脂蛋白代谢紊乱

等损伤因素造成的 ＶＳＭＣ增殖过度是血管内膜增
厚、新生内膜形成、纤维帽子形成及管腔狭窄的主要

原因，被认为是糖尿病患者动脉粥样硬化形成的重
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Ｆｉｇｕｒｅ５．ＭｉｃｒｏＮＲＡ１４５ｌｅｖｅｌｉｎＶＳＭＣｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ
ｍｅｄｉｕｍａｆｔｅｒｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴｓｉｌｅｎｃｉｎｇ．Ｍｅａｎ±ＳＤ
ｎ＝５．Ｐ＜００５ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ．

图５　高糖培养的血管平滑肌细胞中沉默 ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ后
的ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５水平

Ｆｉｇｕｒｅ６．ＲｅｌａｔｉｖｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅＶＳＭＣｄｅｔｅｃ
ｔｅｄｂｙｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝
５．Ｐ＜００１ｖｓｐｍｉｒＧｒｏＭＩＡＴＭＵＴ．

图６　双萤光素酶报告基因实验中细胞的相对萤光素酶活性
变化

要病理生理学环节［８９］。因此采用干预手段防止

ＶＳＭＣ的增殖过度可能对糖尿病大血管病变的防治
具有重要意义。高血糖是糖尿病患者的共同标志性

的特征，且被证实是糖尿病患者发生动脉粥样硬化

的一个独立风险因素［１０１１］，因此探讨高糖引起ＶＳＭＣ
过度增殖的机制并设计干预措施的临床意义更为重

大。

　　ｌｎｃＲＮＡ是一类转录本超过 ２００个核苷酸单位
的非编码ＲＮＡ，虽不编码蛋白质，但在染色质重构、
转录调控、转录后调控及蛋白质代谢等方面均发挥

重要的作用，因此参与各种疾病的调控［１２１３］。本研

究主要关注ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ在高血糖引起的ＶＳＭＣ过
度增殖中扮演的角色。ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ已经被证实参
与糖尿病并发的血管病变。如 Ｙａｎ等［３］的研究发

现，在糖尿病大鼠模型的视网膜微血管组织中存在

ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ的高表达，在高糖环节培养的血管内
皮细胞中也存在ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ高表达且可以促进血
管内皮细胞的功能紊乱。但是还没有研究证实

ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ在是否参与糖尿病患者大血管的病
变，且没有研究表明其是否与高糖下 ＶＳＭＣ的增殖
过度有关。本研究通过体外细胞实验发现，高糖刺

激后的大鼠 ＶＳＭＣ出现了 ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ的高表达，
而敲减细胞内 ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ的表达后，高糖刺激诱
导的细胞活力增高作用被减弱。上调非高糖培养环

境下 ＶＳＭＣ的 ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ后，我们发现细胞的活
力增加。因此本研究认为 ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ具有促进
ＶＳＭＣ活力的作用，可参与高糖引起的ＶＳＭＣ活力异
常。

　　ｌｎｃＲＮＡ发挥调控作用的机制比较复杂，其中一
个较为重要的机制是竞争性内源 ＲＮＡ学说，即
ｌｎｃＲＮＡ可以作为“核酸海绵”，吸附相应的可与之互
补的ｍｉｃｒｏＲＮＡ，导致该 ｍｉｃｒｏＲＮＡ的游离分子减少，
间接导致该 ｍｉｃｒｏＲＮＡ的靶基因水平发生改变［１４］。

基于这个学说，本研究认为 ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ可能通过
某个ｍｉｃｒｏＲＮＡ分子发挥作用。通过生物信息学分
析我们发现，ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ可以和若干 ｍｉｃｒｏＲＮＡ分
子互补，这些ｍｉｃｒｏＲＮＡ中包括ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５。之所
以进一步关注 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５，是因为已经有研究证
实ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５是 ＶＳＭＣ中含量最丰富的 ｍｉｃｒｏ
ＲＮＡ，不但可以调控 ＶＳＭＣ的表型也可以调控其增
殖和迁移。有研究指出，高血糖可以抑制 ＶＳＭＣ的
ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５表达，而ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５本身具有抑制
ＶＳＭＣ增殖的作用，因此 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５很可能参与
糖尿病引起的血管病变，特别是参与该过程中ＶＳＭＣ
的损伤［１５］。在生物信息学分析的基础上，本研究通

过转染改变了 ＶＳＭＣ的 ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ水平，同时检
测了ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５的表达变化，结果提示 ｌｎｃＲＮＡ
ＭＩＡＴ能够抑制 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５的水平。进一步的双
萤光素酶报告基因实验表明ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ确实可以
和 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５互补结合。此外，本研究也发现
ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５在高糖刺激的 ＶＳＭＣ中低表达，且确
实发挥抑制 ＶＭＳＣ活力的作用，与既往研究一致。
综合这些结果，我们认为 ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ可以通过调
控ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５来实现对高糖刺激下 ＶＭＳＣ活力
的影响。当然，根据竞争性内源 ＲＮＡ学说，ｌｎｃＲＮＡ
ＭＩＡＴ如能对 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５实现调控，则同时能改
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变ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５靶基因的水平，但本研究没对这些
ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５的靶基因进行探讨，这是本研究的缺
陷。一些报道证实，ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５参与调控 ＶＳＭＣ
功能的靶基因主要有 ＭＭＰ９、ＫＬＦ４、ＫＬＦ５、ＥＬＫ１、肌
动蛋白调节蛋白基因、血管紧张素转换酶等。未来

研究可以着眼于探讨ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ对上述基因的调
控。

　　总之，本研究的结果提示 ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ可能通
过抑制ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４５促进 ＶＳＭＣ的活力，这可能是
高血糖导致ＶＳＭＣ活力增加的一个机制。靶向抑制
ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ可能有利于糖尿病大血管病变的防
治。
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