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摘要：目的 探讨 ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 对氧化型低密度脂蛋白（ ｏｘ⁃ＬＤＬ）诱导的血管内皮细胞损伤的影响及其

对 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 的调控作用。 方法 Ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导人脐静脉血管内皮细胞 （ ＨＵＶＥＣｓ） 建立细胞损伤模型，
ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１、ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 及其阴性对照分别转染至 ＨＵＶＥＣｓ 后加入 ｏｘ⁃ＬＤＬ 处理细胞， ｐｃＤＮＡ⁃
ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 分别与 ｍｉＲ⁃ＮＣ、ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃｓ 共转染至 ＨＵＶＥＣｓ 后加入 ｏｘ⁃ＬＤＬ 处理细胞；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测

ＦＧＤ５⁃ＡＳ１、ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ的表达量；试剂盒检测丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ ＳＯＤ） 、过氧化氢酶（ ＣＡＴ）的

水平；流式细胞测量术检测细胞凋亡率；双荧光素酶报告基因实验检测 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 与 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 的靶向关

系；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白表达量。 结果 Ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＦＧＤ５⁃
ＡＳ１ ｍＲＮＡ 的表达量降低（Ｐ＜０􀆰 ０５） ，而 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ｍＲＮＡ 的表达量升高（Ｐ＜０􀆰 ０５） ；转染 ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１
可降低 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＭＤＡ 的水平、凋亡率与 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白水平

（Ｐ＜０􀆰 ０５） ，而增强 ＳＯＤ、ＣＡＴ 的活性（Ｐ＜ ０􀆰 ０５） ；ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 可靶向调控 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ；转染 ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ
可降低 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＭＤＡ 的水平、凋亡率与 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白水平

（Ｐ＜０􀆰 ０５） ，而增强 ＳＯＤ、ＣＡＴ 的活性（ Ｐ＜ ０􀆰 ０５） ；ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 与 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃｓ 共转染后可逆转

ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣｓ 凋亡及氧化应激的作用。 结论 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 过表达可通过靶向调

控 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 抑制氧化应激及凋亡，进而减轻 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的血管内皮细胞损伤。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ｏｎ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ （ｏｘ⁃ＬＤＬ）⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｏｘ⁃ＬＤＬ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｉｎｄｕｃｅ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ（ＨＵＶＥＣｓ） ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ． ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１，
ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ａｎｄ ｉｔｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＨＵＶＥＣｓ ａｎｄ ｔｈｅｎ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｏｘ⁃ＬＤＬ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ．
ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ｗａｓ ｃｏ⁃ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃ＮＣ ａｎｄ ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃｓ ｔｏ ＨＵＶＥＣｓ， ｔｈｅｎ ａｄｄｅｄ ｏｘ⁃ＬＤＬ ｔｏ
ｔｒｅａｔ ｃｅｌｌｓ． ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ａｎｄ ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＭＤＡ，
ＳＯＤ， ａｎｄ ＣＡＴ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｌｙ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｋｉｔ． Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ．
Ｔｈｅ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ａｎｄ
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ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９．
Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘ⁃ＬＤＬ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５） ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ｍＲＮＡ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｂｏｔｈ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＭＤＡ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３， ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃９ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘ⁃ＬＤＬ（Ｐ＜０􀆰 ０５），ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＳＯＤ ａｎｄ ＣＡＴ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． ＦＧＤ５⁃
ＡＳ１ ｃｏｕｌｄ ｔａｒｇｅｔ ａｔ ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ． Ｃｏ⁃ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ａｎｄ ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃｓ ｃｏｕｌｄ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ｏｎ ｏｘ⁃ＬＤＬ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＵＶＥＣｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｏｖｅｒ⁃ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ｍａｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ， ｔｈｅｒｅ⁃
ｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｏｘ⁃ＬＤＬ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｄａｍａｇｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１； ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ； ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ； ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 动脉粥样硬化（ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ）是一种血管壁

炎性疾病，血管内皮细胞在调控血管功能与维持

血管内环境中均具有重要意义，氧化型低密度脂

蛋白（ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｏｘ⁃ＬＤＬ）是促

使动脉粥样硬化发生的危险因素，ｏｘ⁃ＬＤＬ 可诱导

血管内皮细胞氧化应激而引起细胞凋亡进而导致

动脉粥样硬化的发生［１⁃２］ 。 长链非编码 ＲＮＡ（ ｌｏｎｇ
ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）是一种与多种疾病有关

的内源性长链非编码 ＲＮＡ 分子，其可充当微小

ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）竞争内源性 ＲＮＡ 分子而

在转录水平上调控靶基因表达，ｌｎｃＲＮＡ 在 ｏｘ⁃ＬＤＬ
诱导的血管内皮细胞中表达异常，并可能参与动

脉 粥 样 硬 化 的 发 生 及 发 展 过 程［３⁃４］ 。 ＬｎｃＲＮＡ
ＦＧＤ５⁃ＡＳ１（ ＦＹＶＥ， ＲｈｏＧＥＦ， ａｎｄ ＰＨ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎ⁃
ｔａｉｎｉｎｇ ５ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＲＮＡ １）在牙周膜患者中低表达，
上调其表达可通过调节ｍｉＲ⁃１４２⁃３ｐ ／ ＳＯＣＳ６ ／ ＮＦ⁃κＢ
途径抑制 ＬＰＳ 诱导的牙周膜细胞损伤［５］ 。 生物信

息学预测显示 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 与ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ存在结

合位点，研究表明 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 在 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的

血管内皮细胞损伤中表达上调，干扰其表达可减

轻细胞损伤 ［６］ 。 但 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ／ ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 分子

轴在动脉粥样硬化发生过程中的作用机制尚未

阐明。 因此，本研究采用 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导人脐静脉

血管内皮细胞建立细胞损伤模型，探讨 ＦＧＤ５⁃
ＡＳ１ 是否可通过靶向调控 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 而参与

ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的血管内皮细胞损伤过程。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞与试剂

人脐静脉血管内皮细胞（ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ） （ ＡＴＣＣ 公司）；Ｏｘ⁃ＬＤＬ
（北京索莱宝科技有限公司）； Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；Ｔｒｉｚｏｌ 试剂（北京全式金生物技

术有限公司）；反转录试剂与荧光定量 ＰＣＲ 试剂

（北京天根生化科技有限公司）；质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １
（上海远慕生物科技有限公司）；ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 寡核

苷酸模拟物 （ ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃｓ） 及 阴 性 对 照

ｍｉｍｉｃ ＮＣ 序列（ｍｉＲ⁃ＮＣ）、ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 特异性寡

核苷酸抑制剂（ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ）及其阴性对照序

列 （ ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ）、 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 小 分 子 干 扰 ＲＮＡ
（ｓｉ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１）及其阴性对照序列（ ｓｉ⁃ＮＣ） （广州

市锐博生物科技有限公司）；丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅ⁃
ｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶 （ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕ⁃
ｔａｓｅ，ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）检测试剂

盒（南京建成生物工程研究所）；凋亡检测试剂盒

（Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）；兔抗人 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 抗体与 ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ
二抗（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞的分组及处理：血管内皮细胞汇合度达

到 ８０％ 左右时进行传代培养，事先配制浓度为

１００ ｎｇ ／ Ｌ的 ｏｘ⁃ＬＤＬ 溶液［７］，ｏｘ⁃ＬＤＬ 干预前进行同

步化处理，用 ｏｘ⁃ＬＤＬ 干预血管内皮细胞 ２４ ｈ，记为

ｏｘ⁃ＬＤＬ 组。 同时将正常培养的血管内皮细胞记为

Ｃｔｒｌ 组。 收集 ｏｘ⁃ＬＤＬ 处理后的血管内皮细胞，加
入培养液调整细胞密度后按照每孔 ２×１０３ 个接种

于 ９６ 孔板，于培养箱内培养，待细胞增殖汇合度

达到 ６０％ 时，分别将 ｐｃＤＮＡ、 ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１、
ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ、 ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ、 ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１
与 ｍｉＲ⁃ＮＣ、 ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 与 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ

９６７



基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２２􀆰 ４２（５）

ｍｉｍｉｃｓ 转染至血管内皮细胞，分别加入含有浓度为

１００ ｎｇ ／ Ｌ 的 ｏｘ⁃ＬＤＬ 溶 液 处 理 ２４ ｈ， 分 别 记 为

（ｏｘ⁃ＬＤＬ＋ｐｃＤＮＡ）组、（ ｏｘ⁃ＬＤＬ＋ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１）
组、（ ｏｘ⁃ＬＤＬ＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ）组、（ ｏｘ⁃ＬＤＬ ＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃
１０６ａ⁃５ｐ）组、（ｏｘ⁃ＬＤＬ＋ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１＋ｍｉＲ⁃ＮＣ）
组、（ｏｘ⁃ＬＤＬ＋ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１＋ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ）组。
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检 测 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１、 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ
ｍＲＮＡ表达水平：根据 Ｔｒｉｚｏｌ 说明书分别提取血管内

皮细胞总 ＲＮＡ，用反转录试剂盒与荧光定量 ＰＣＲ 试

剂盒分别进行反转录与 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验，用美国 ＡＢＩ
ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪检测基因表达

量。 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 正向引物 ５′⁃ＡＧＡＡＧＣＧＧＡＧＧＧＧＴＧ
ＡＡＡＡＴ⁃３′， 反 向 引 物 ５′⁃ＣＣＧＣＣＴＴＡＴＡＧＴＴＧＧＣＣ
ＣＴＣ⁃３′；ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 正向引物 ５′⁃ＧＧＧＧＣＡＡＡＧＴＧＣ
ＴＡＡＣＡＧＴＧ⁃３′，反向引物 ５′⁃ＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧ
ＴＣＧ⁃３′；ＧＡＰＤＨ 正向引物 ５′⁃ＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴ
ＡＴＴＧ⁃３′，反向引物 ５′⁃ＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴ⁃
３′；Ｕ６ 正向引物 ５′⁃ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡ
ＡＡＴ⁃３′，反向引物 ５′⁃ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣ
ＡＴ⁃３′。
１􀆰 ２􀆰 ３　 检测氧化应激指标 ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＣＡＴ 的含

量：收集血管内皮细胞培养上清液，按照试剂盒说明

书检测 ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＣＡＴ 的含量。
１􀆰 ２􀆰 ４　 流式细胞测量术检测细胞凋亡率：取各组血

管内皮细胞后加入 ５００ μＬ 结合缓冲液重悬细胞，按
照凋亡试剂盒说明书检测细胞凋亡率。
１􀆰 ２􀆰 ５　 双荧光素酶报告基因检测 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 与

ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 靶向关系： ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 与 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ
存在特异性结合位点，分别构建野生型 ＷＴ⁃ＦＧＤ５⁃
ＡＳ１ 与突变型 ＭＵＴ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 的荧光素酶报告载

体， 分别将 ｍｉＲ⁃ＮＣ、 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃｓ 与 ＷＴ⁃
ＦＧＤ５⁃ＡＳ１、ＭＵＴ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 共转染至细胞，４８ ｈ 后

收集细胞，按照荧光素酶报告基因检测试剂盒说明

书检测其相对荧光素酶活性。
１􀆰 ２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白表达：蛋白裂解液后提取细胞总蛋

白，按照 ２０ μｇ 总蛋白上样量将蛋白样品加入 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶中，经过垂直电泳后将其转移至 ＰＶＤＦ
膜，ＰＶＤＦ 膜在 ５％脱脂牛奶中封闭 ２ ｈ，然后将 ＰＶＤＦ
膜置于稀释比为 １ ∶ １ ０００ 的 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９、ＧＡＰＤＨ 一抗中孵育过夜（４ ℃），

ＴＢＳＴ 洗涤，室温孵育二抗（１ ∶ ２ ０００）１ ｈ，加入显影

液后曝光得到 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９
的蛋白条带，用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｊ 软件扫描蛋白条带的吸光

度值。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ２１􀆰 ０ 统计学软件分析数据，计量资料

以均值±标准差（ｘ±ｓ）表示且均符合正态分布，两组

间比较采用独立样本 ｔ 检验，多组间比较采用单因

素方差分析。

２　 结果

２􀆰 １ 　 Ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣｓ 损伤中 ｌｎｃＲＮＡ
ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 和 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ｍＲＮＡ 的表达

与 Ｃｔｒｌ 组比较，ｏｘ⁃ＬＤＬ 组 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ｍＲＮＡ 的

表达水平降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），而 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ｍＲＮＡ 的

表达水平升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）（表 １）。

表 １　 Ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣｓ 中 ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１
　 　 和 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ｍＲＮＡ 的表达

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ａｎｄ
　 　 　 　 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ｍＲＮＡ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎｄｕｃｅｄ

　 　 　 　 ｂｙ ｏｘ⁃ＬＤＬ（ｘ±ｓ，ｎ＝９）

ｇｒｏｕｐ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ

Ｃｔｒｌ １􀆰 ００±０􀆰 ０６ １􀆰 ００±０􀆰 ０７

ｏｘ⁃ＬＤＬ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０３∗ ３􀆰 １９±０􀆰 ２２∗

∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ．

２􀆰 ２　 Ｏｘ⁃ＬＤＬ 对 ＨＵＶＥＣｓ 损伤的影响

与 Ｃｔｒｌ 组比较，ｏｘ⁃ＬＤＬ 组 ＭＤＡ 的水平、凋亡率

和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白水平升

高（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＳＯＤ、ＣＡＴ 的活性降低（Ｐ＜０􀆰 ０５） （图
１，表 ２）。
２􀆰 ３　 ＬｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 过表达对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导

的 ＨＵＶＥＣｓ 损伤的影响

与（ｏｘ⁃ＬＤＬ＋ｐｃＤＮＡ）组比较，（ｏｘ⁃ＬＤＬ＋ｐｃＤＮＡ⁃
ＦＧＤ５⁃ＡＳ１） 组 ＭＤＡ 的 水 平、 凋 亡 率 和 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白水平降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），
ＳＯＤ、ＣＡＴ 的活性增强（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ２，表 ３）。
２􀆰 ４　 ＬｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 靶向调控 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ
的表达

ＬｎｃＢａｓｅ Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｖ􀆰 ２ 预测显示 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 与

０７７



郭婧　 ＬｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 靶向 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 减轻 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣｓ 损伤

Ａ􀆰 ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； Ｂ􀆰 ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
图 １　 Ｏｘ⁃ＬＤＬ 对 ＨＵＶＥＣｓ 凋亡相关蛋白及凋亡率的影响

Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｘ⁃ＬＤＬ ｏｎ ＨＵＶＥＣｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ

表 ２　 Ｏｘ⁃ＬＤＬ 对 ＨＵＶＥＣｓ 损伤的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｘ⁃ＬＤＬ ｏｎ ｔｈｅ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝９）

ｇｒｏｕｐ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１
ＭＤＡ

（ｎｍｏｌ ／ Ｌ）
ＳＯＤ

（Ｕ ／ ｍＬ）
ＣＡＴ

（Ｕ ／ ｍＬ）
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｒａｔｅ（％）

ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３

ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃９

Ｃｔｒｌ １􀆰 ００±０􀆰 ０５ ４􀆰 ３１±０􀆰 ４１ ３２􀆰 ２４±３􀆰 ６３ ５２􀆰 ０６±５􀆰 ５９ ７􀆰 １２±０􀆰 ６８ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０２ ０􀆰 １４±０􀆰 ０２

ｏｘ⁃ＬＤＬ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０４∗ １４􀆰 ５２±１􀆰 ２４∗ １０􀆰 ３７±１􀆰 １５∗ ２２􀆰 ８６±２􀆰 ０９∗ ３２􀆰 ９５±３􀆰 ４８∗ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０５∗

∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ．

Ａ􀆰 ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； Ｂ􀆰 ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
图 ２　 ＬｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 过表达对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣｓ 凋亡相关蛋白及凋亡率的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ
　 　 　 ＨＵＶＥＣｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘ⁃ＬＤＬ

表 ３　 ＬｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 过表达对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣｓ 损伤的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘ⁃ＬＤＬ（ｘ±ｓ，ｎ＝９）

ｇｒｏｕｐ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１
ＭＤＡ

（ｎｍｏｌ ／ Ｌ）
ＳＯＤ

（Ｕ ／ ｍＬ）
ＣＡＴ

（Ｕ ／ ｍＬ）
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｒａｔｅ（％）

ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３

ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃９

ｏｘ⁃ＬＤＬ＋ｐｃＤＮＡ １􀆰 ００±０􀆰 ０８ １３􀆰 ８３±１􀆰 ２５ １０􀆰 ４６±１􀆰 ０４ ２１􀆰 １３±２􀆰 ３４ ３３􀆰 ９１±３􀆰 ７７ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０６ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０５

ｏｘ⁃ＬＤＬ＋ｐｃＤＮＡ⁃
ＦＧＤ５⁃ＡＳ１

２􀆰 ８８±０􀆰 ２６∗

　
５􀆰 ６２±０􀆰 ４６∗

　
２３􀆰 ５４±２􀆰 ５４∗

　
４５􀆰 ０２±５􀆰 ５８∗

　
１１􀆰 ９６±１􀆰 ０７∗

　
０􀆰 ３１±０􀆰 ０３∗

　
０􀆰 ２６±０􀆰 ０３∗

　
∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｘ⁃ＬＤＬ＋ｐｃＤＮＡ ｇｒｏｕｐ．

１７７



基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２２􀆰 ４２（５）

ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 存在结合位点（图 ３）。 转染 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃
５ｐ ｍｉｍｉｃｓ 可明显降低野生型载体 ＷＴ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 的

荧光素酶活性（Ｐ＜０􀆰 ０５） （表 ４）。 与 ｐｃＤＮＡ 组比

较，ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 组 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 的表达下调

（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 组 ｍｉＲ⁃
１０６ａ⁃５ｐ 的表达上调（Ｐ＜０􀆰 ０５）（表 ５）。

图 ３　 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 的序列中含有与 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ
　 　 互补的核苷酸序列

Ｆｉｇ ３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ｃｏｎｔａｉｎｓ ａ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
　 　 　 ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｔｏ ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ

２􀆰 ５ 　 抑制 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 表达对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的

ＨＵＶＥＣｓ 损伤的影响

与（ｏｘ⁃ＬＤＬ＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ）组比较，（ｏｘ⁃ＬＤＬ＋ａｎｔｉ⁃
ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ）组 ＭＤＡ 的水平、凋亡率和 ｃｌｅａｖｅｄ

表 ４　 双荧光素酶报告基因实验

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｏｕｂｌｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔ ｇｅｎｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
　 　 　 　 （ｘ±ｓ，ｎ＝９）

ｇｒｏｕｐ ＷＴ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ＭＵＴ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１

ｍｉＲ⁃ＮＣ ０􀆰 ９８±０􀆰 ０５ ０􀆰 ９７±０􀆰 ０６

ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０３∗ １􀆰 ００±０􀆰 ０５
∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ．

表 ５　 ＬｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 调控 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 的表达

Ｔａｂｌｅ ５　 ＬｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
　 　 　 　 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ（ｘ±ｓ，ｎ＝９）

ｇｒｏｕｐ ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ

ｐｃＤＮＡ １􀆰 ００±０􀆰 ０６

ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ０􀆰 ４３±０􀆰 ０４∗

ｓｉ⁃ＮＣ ０􀆰 ９７±０􀆰 ０５

ｓｉ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ２􀆰 ９２±０􀆰 ２３＃

∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐｃＤＮＡ； ＃Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ．

ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白水平降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），
ＳＯＤ、ＣＡＴ 的活性增强（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ４，表 ６）。

Ａ􀆰 ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； Ｂ􀆰 ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
图 ４　 抑制 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 表达对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣｓ 凋亡相关蛋白及凋亡率的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
　 　 　 ｒａｔｅ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘ⁃ＬＤＬ

表 ６　 抑制 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 表达对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣｓ 损伤的影响

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ｏｎ ｔｈｅ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘ⁃ＬＤＬ（ｘ±ｓ，ｎ＝９）

ｇｒｏｕｐ ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ
ＭＤＡ

（ｎｍｏｌ ／ Ｌ）

ＳＯＤ

（Ｕ ／ ｍＬ）

ＣＡＴ

（Ｕ ／ ｍＬ）

ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｒａｔｅ（％）

ｃｌｅａｖｅｄ

ｃａｓｐａｓｅ⁃３

ｃｌｅａｖｅｄ

ｃａｓｐａｓｅ⁃９

ｏｘ⁃ＬＤＬ＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ １􀆰 ００±０􀆰 ０７ １５􀆰 ６４±１􀆰 ２１ １０􀆰 ０４±０􀆰 ８３ ２０􀆰 ４７±２􀆰 ０４ ３１􀆰 ７４±３􀆰 ２２ ０􀆰 ７７±０􀆰 ０５ ０􀆰 ６８±０􀆰 ０７

ｏｘ⁃ＬＤＬ＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０２∗ ６􀆰 ８３±０􀆰 ７２∗ １７􀆰 ８４±１􀆰 １９∗ ３６􀆰 ５３±３􀆰 ４１∗ １５􀆰 ２７±１􀆰 ３２∗ ０􀆰 ４０±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０３∗

∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｘ⁃ＬＤＬ＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ．
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郭婧　 ＬｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 靶向 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 减轻 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣｓ 损伤

２􀆰 ６　 上调ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 表达减缓了 ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃
ＡＳ１过表达对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣｓ 损伤的

作用

与（ ｏｘ⁃ＬＤＬ ＋ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ＋ｍｉＲ⁃ＮＣ） 组比

较，（ ｏｘ⁃ＬＤＬ ＋ ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ＋ｍｉＲ⁃１ ０６ａ⁃５ｐ） 组

ＭＤＡ 的水平、凋亡率和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白水平升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＳＯＤ、ＣＡＴ 的活

性降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ５，表 ７）。

３　 讨论

ＬｎｃＲＮＡ 在动脉粥样硬化等多种疾病中表达异

常，可能作为多种疾病诊断的潜在生物标志物，还可

能作为动脉粥样硬化治疗的潜在靶点［８⁃１１］。 但

ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 在动脉粥样硬化中的表达尚未可知。 已

有研究报道指出，ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 在神经元损伤中表达

下调，上调其表达可通过充当 ｍｉＲ⁃２２３ 的竞争内源

性 ＲＮＡ 分子而减轻神经元损伤［１２］。 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 在

急性心肌梗死患者和低氧诱导的心肌细胞损伤中下

调表达，上调其表达可通过抑制 ｍｉＲ⁃１９５ 而减轻低

氧诱导的心肌细胞氧化损伤［１３］。 表明 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１
高表达可能减轻细胞损伤。 本研究结果显示，ｏｘ⁃
ＬＤＬ 诱导的血管内皮细胞中 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 的表达水平

降低，提示 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 表达下调可能促进血管内皮

细胞损伤。 本研究结果显示，ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的血管内

皮细胞中 ＭＤＡ 的水平升高，ＳＯＤ、ＣＡＴ 的活性降低，
这与报道结果相似［１４］，进一步研究发现，ＦＧＤ５⁃ＡＳ１
过表达可明显降低 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的血管内皮细胞中

ＭＤＡ 的水平，而 ＳＯＤ、ＣＡＴ 的活性增强，提示 ＦＧＤ５⁃

Ａ􀆰 ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； Ｂ􀆰 ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
图 ５　 上调 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 表达减缓了 ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 过表达对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣｓ
　 　 凋亡相关蛋白及凋亡率的作用

Ｆｉｇ ５　 Ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　 　 　 ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘ⁃ＬＤＬ

表 ７　 上调 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 表达减缓了 ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 过表达对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣｓ 损伤的作用

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　 　 　 　 ｏｎ ｏｘ⁃ＬＤＬ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＵＶＥＣｓ ｄａｍａｇｅ（ｘ±ｓ，ｎ＝９）

ｇｒｏｕｐ ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ
ＭＤＡ

（ｎｍｏｌ ／ Ｌ）
ＳＯＤ

（Ｕ ／ ｍＬ）
ＣＡＴ

（Ｕ ／ ｍＬ）
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｒａｔｅ（％）

ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３

ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃９

ｏｘ⁃ＬＤＬ＋ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃
ＡＳ１＋ｍｉＲ⁃ＮＣ

１􀆰 ００±０􀆰 ０６ ５􀆰 ５８±０􀆰 ４５ ２４􀆰 ２１±２􀆰 ２０ ４７􀆰 １３±４􀆰 １９ １０􀆰 ５７±１􀆰 ２９ ０􀆰 ２９±０􀆰 ０２ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０３

ｏｘ⁃ＬＤＬ＋ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃
ＡＳ１＋ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ

２􀆰 ６５±０􀆰 ２２∗ １０􀆰 １４±０􀆰 ８３∗ １５􀆰 ５５±１􀆰 ６２∗ ２９􀆰 ３７±２􀆰 ３６∗ ２３􀆰 ５３±２􀆰 ５５∗ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０４∗

∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ（ｏｘ⁃ＬＤＬ＋ｐｃＤＮＡ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１＋ｍｉＲ⁃ＮＣ）ｇｒｏｕｐ．
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２２􀆰 ４２（５）

ＡＳ１ 过表达可抑制 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的血管内皮细胞氧

化应激而减轻细胞氧化损伤。 氧化应激与细胞凋亡

密切相关，细胞凋亡执行因子 ｃａｓｐａｓｅ３ 被激活后可

促使细胞凋亡［１５］。 本研究结果显示，ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导

的血管内皮细胞凋亡率升高， ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白水平升高，而 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 过表

达后可明显降低 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的血管内皮细胞凋亡

率及 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白水平，
提示 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 过表达可明显抑制 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的

血管内皮细胞凋亡进而减轻细胞损伤。
为进一步探究 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 在 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的血

管内皮细胞损伤中的作用机制，本研究证实 ＦＧＤ５⁃
ＡＳ１ 可靶向结合 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ，并可充当 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃
５ｐ 的竞争性内源 ＲＮＡ 分子，同时 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的血

管内皮细胞中 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 的表达水平升高，提示

ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 可能通过负向调控 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 的表达

而发挥作用。 研究表明 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 在骨关节炎软

骨细胞中表达上调，下调其表达可减轻骨关节炎软

骨细胞损伤［１６］。 本研究结果显示，抑制 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃
５ｐ 表达可明显降低 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的血管内皮细胞中

ＭＤＡ 的水平，而 ＳＯＤ、ＣＡＴ 的活性增强，并可降低细

胞凋亡率，提示抑制 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 表达可抑制氧化

应激及凋亡从而减轻 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的血管内皮细胞

损伤。 同时本研究结果显示，上调 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 与

ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 过表达联合处理后 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的血管

内皮细胞中 ＭＤＡ 的水平升高，ＳＯＤ、ＣＡＴ 的活性降

低，而凋亡率升高，提示上调 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 可拮抗

ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 过表达对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的血管内皮细胞

氧化应激及凋亡的作用。
综上所述， ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的血管内皮细胞中

ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 的表达下调，而 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 的表达上

调，ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 可竞争性吸附 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 而负向调

控其表达，ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 过表达可通过下调 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃
５ｐ 而抑制 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的血管内皮细胞氧化应激及

凋亡进而减轻细胞损伤，ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 可能作为动脉

粥样硬化治疗的潜在靶点，可为进一步了解 ｌｎｃＲＮＡ
在 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的血管内皮细胞损伤中的作用提供

新方向，还可为动脉粥样硬化的预防及治疗奠定实

验基础。

参考文献：

［１］ 鲍金伟， 孙蓓， 马萍萍， 等． ｍｉＲＮＡ⁃２７ｂ 靶向 ＴＥＴ２ 基因

对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导内皮细胞炎症反应和细胞凋亡的影响

［Ｊ］． 中华微生物学和免疫学杂志， ２０１９， ３９： ８５６⁃８６３．

［２］ 陈小兰， 陶福正， 郑道国， 等． ＧＬＰ⁃１ 通过 ｍｉＲ⁃２２ ／ ＮＬ⁃

ＲＰ３ 途径减轻 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的内皮细胞焦亡［Ｊ］． 中国

动脉硬化杂志， ２０１９， ２７： ４１０⁃４１６．

［３］ Ｂｉａｎ Ｗ， Ｊｉｎｇ Ｘ， Ｙａｎｇ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ

ｌｎｃＲＮＡ ＮＯＲＡＤ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｏｘ⁃ＬＤＬ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏ⁃

ｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ［ Ｊ］． Ａｇｉｎｇ （Ａｌｂａｎｙ

ＮＹ）， ２０２０， １２： ６３８５⁃６４００．

［４］ Ｌｉ Ｈ， Ｚｈａｏ Ｑ， Ｃｈａｎｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＬｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ ｍｏｄｕ⁃

ｌａｔｅｓ ｏｘ⁃ＬＤＬ ｉｎｄｕｃｅｄ ＥｎｄＭＴ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ Ｗｎｔ ／ ｂｅｔａ⁃

ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ［ Ｊ］． Ｌｉｐｉｄｓ Ｈｅａｌｔｈ Ｄｉｓ， ２０１９，

１８： ６２⁃７２．

［５］ Ｃｈｅｎ Ｈ， Ｌａｎ Ｚ， Ｌｉ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ａｂｎｏｒｍａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｏｎｇ

ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｐｅ⁃

ｒｉｏｄｏｎｔｉｔｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ⁃１４２⁃３ｐ ／ ＳＯＣＳ６ ／ ＮＦ⁃ｊＢ

ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］． Ａｒｔｉｆ Ｃｅｌｌｓ Ｎａｎｏｍｅｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０１９， ４７：

２０９８⁃２１０６．

［６］ Ｈｕ Ｙ， Ｘｕ Ｒ， Ｈｅ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃

１０６ａ⁃５ｐ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｏｘ⁃ＬＤＬ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ

ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＳＴＡＴ３ ［ Ｊ ］． Ｍｏｌ Ｍｅｄ Ｒｅｐ， ２０２０， ２２：

７８３⁃７９１．

［７］ 朱为勇， 唐元升， 盖延红， 等． 和厚朴酚对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱

导的血管内皮细胞损伤的 保护作用及其机制研究

［Ｊ］． 中国循证心血管医学杂志， ２０１８， １０： １０７９⁃１０８３．

［８］ Ｚｈｅｎｇ Ｚ， Ｚｈａｎｇ Ｇ， Ｌｉａｎｇ Ｘ， ｅｔ ａｌ． ＬｎｃＲＮＡ ＯＩＰ５⁃ＡＳ１

ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ｏｘ⁃ＬＤＬ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ ｔｈｒｏｕｇｈ

ｔｈｅ ｍｉＲ⁃９８⁃５ｐ ／ ＨＭＧＢ１ ａｘｉｓ ［ Ｊ ］． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ，

２０２０， ２９： １⁃９．

［９］ Ｃａｏ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｚ， Ｌｉ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ ／ ｍｉＲ⁃ｌｅｔ⁃７

ａｘｉｓ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｘ⁃ＬＤＬ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｎ⁃

ｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ ｖｉａ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ［ Ｊ］． Ｉｎｔ Ｉｍｍｕ⁃

ｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１９， ７２： ４９６⁃５０３．

［１０］ Ｘｕ Ｘ， Ｍａ Ｃ， Ｄｕａｎ Ｚ， ｅｔ ａｌ． ＬｎｃＲＮＡ ＺＥＢ１⁃ＡＳ１

ｍｅｄｉａｔｅｓ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｅｎｄｏ⁃

４７７



郭婧　 ＬｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 靶向 ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ 减轻 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣｓ 损伤

ｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ＮＯＤ２［Ｊ］． Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１９， １０： ３９７⁃４０７．

［１１］ Ｇｕｏ ＪＴ， Ｗａｎｇ Ｌ， Ｙｕ ＨＢ． Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＮＥＡＴ１
ｍｉｔｉｇａｔｅｓ ｏｘ⁃ＬＤＬ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｍｉＲ⁃３０ｃ⁃５ｐ ／ ＴＣＦ７ ａｘｉｓ［Ｊ］． Ｅｕｒ Ｒｅｖ
Ｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｃｉ， ２０２０， ２４： ９６３３⁃９６４４．

［１２］ Ｚｈａｎｇ ＸＱ， Ｓｏｎｇ ＬＨ， Ｆｅｎｇ ＳＪ， ｅｔ ａｌ． ＬｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃
ＡＳ１ ａｃｔｓ ａｓ ａ ｃｏｍｐｅｔｉｎｇ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ＲＮＡ ｆｏｒ ｍｉＲＮＡ⁃２２３
ｔｏ ｌｅｓｓｅｎ ｏｘｙｇｅｎ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｒｅｐｅｒ⁃
ｆｕｓｉｏｎ （ＯＧＤ ／ Ｒ）⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］． Ｆｏｌｉａ Ｎｅｕ⁃
ｒｏｐａｔｈｏｌ， ２０１９， ５７： ３５７⁃３６５．

［１３］ Ｃａｉ Ｘ， Ｚｈａｎｇ Ｐ， Ｗａｎｇ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ＬｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５
ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＲＮＡ １ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＲＯＲＡ ｔｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓ ｈｙｐｏｘｉｃ

ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｖｉａ ｍｉＲ⁃１９５ ［ Ｊ］． Ｍｏｌ Ｍｅｄ Ｒｅｐ，
２０２０， ２２： ４５７９⁃４５８８．

［１４］ 刘刚， 郭山岭， 胡永寸， 等． 沉默 ＶＣＡＭ⁃１ 基因降低

ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣｓ 氧化损伤和凋亡［Ｊ］． 基础医

学与临床， ２０１９， ３９： １４２３⁃１４２６．
［１５］ 闫博阳， 赵津璋， 陈虹． ＰＴＥＮ 在动脉粥样硬化中的表

达及对血管内皮细胞增殖凋亡的影响研究［ Ｊ］． 中国

免疫学杂志， ２０１８， ３４： ７４５⁃７５０．
［１６］ Ｊｉ Ｑ， Ｑｉ Ｄ， Ｘｕ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｃｒｙｐｔｏｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｃａｒｔｉｌａｇｅ

ａｇａｉｎｓｔ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ／
ＧＬＩＳ３ ａｘｉｓ ［ Ｊ］． Ｍｏｌ Ｔｈｅｒ Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ， ２０１８， １１：
１７０⁃１７９．

本刊稿件格式要求（３）

３􀆰 １　 参考文献：应为正式发表的论文或书籍。
３􀆰 １􀆰 １　 引用期刊格式：

［文献序号］ ． 著者． 文献题名［Ｊ］ ． 刊名， 出版年， 卷号： 起页⁃止页．
⁃外国人名书写格式：姓在前 ／ 名在后、姓全称 ／ 名缩写；３ 位以内作者须写全，３ 位以上作者列前 ３ 位，后

加“等”或“ｅｔ ａｌ．”。
⁃外文刊名书写格式：按照 ＰｕｂＭｅｄ 格式规范缩写。
例：［１］ Ｆｅｉｎｓｔｏｎｅ ＳＭ， Ｋａｐｉｋｉａｎ ＡＺ， Ｐｕｒｃｅｌｌ ＲＨ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｎｏｔ ｄｕｅ ｔｏ ｖｉｒａｌ ｈｅｐ⁃

ａｔｉｔｉｓ ｔｙｐｅ Ａ ｏｒ Ｂ ［Ｊ］ ． Ｎ Ｅｎｇｌ Ｊ Ｍｅｄ， １９７５， ２９２： ７６７⁃７７０．
［２］ 杨汀， 王辰， 庞宝森，等． 比较地塞米松和色甘酸钠对哮喘豚鼠气道重建的作 用［Ｊ］ ． 基础医学

与临床， ２００４， ２４：６３３⁃６３６．
３􀆰 １􀆰 ２　 引用书籍格式：

［文献序号］ ． 析出文献著者． 析出文献题名［Ｍ］ ／ ／ 专著著者（或编者） ． 专著书名． 版次（第 １ 版不著

录） ． 出版地： 出版者， 出版年： 析出文献起页⁃止页．
例：［１］ 章静波． 癌细胞行为的分子基础［Ｍ］ ／ ／ 柳惠图， 王永潮， 桑建利． 分子细胞生物学． 北京： 高等

教育出版社， ２０１２： ５０１⁃５０５．
３􀆰 １􀆰 ３　 引用电子期刊：需注明 ｄｏｉ 号。
３􀆰 １􀆰 ４　 引用毕业论文：需注明“学校所在城市：学校名称，出版年：所引用起页⁃止页．”。

５７７




