
冠心病是由冠状动脉粥样硬化引起血管阻塞，使心

肌缺血、缺氧或坏死。冠心病是全球范围内人类死亡的

主要致死病因之一，它严重危害人类生命和健康。血管

内皮在血管腔内起着保护和稳定作用，内皮功能发生损

伤及障碍时，就是冠心病发作的起始环节［1, 2］。而内皮细

胞损伤和炎症是导致血管内皮功能障碍的主要因素［3］。

因此，探究内皮细胞损伤和炎症的发生机制意义重大。

长链非编码RNA（LncRNA）是一类几乎没有编码

功能性蛋白能力的RNA，与人类的许多疾病密切相
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摘要：目的 探讨长链非编码RNA LINC00926对低氧诱导的人脐静脉血管内皮细胞（HUVECs）焦亡的调控作用及分子机制。

方法 低氧（5% O2）处理HUVECs细胞体外模拟冠心病。实验将HUVECs细胞分为常氧对照组（Normal）、转染空载质粒组（OE-

NC）、转染 LINC00926 过表达质粒组（OE-LINC00926）、低氧处理组（Hypoxia）、Hypoxia+OE-NC 对照组、Hypoxia+OE-

LINC00926组、Hypoxia+si-Ctrl 对照组、Hypoxia+si-ELAVL1组、Hypoxia+si-ELAVL1+OE-LINC00926组。应用RT-qPCR及

Western blot检测LINC00926和ELAVL1的表达情况。采用CCK-8法检测细胞增殖情况，ELISA法检测炎性因子 IL-1β水平，

Western blot 检测焦亡相关蛋白 caspase1、cleaved-caspase1 和 NLRP3 的蛋白表达水平。应用 RIP 实验验证 LINC00926 与

ELAVL1的结合情况。结果 与Normal组相比，低氧处理上调了HUVECs中LINC00926的mRNA表达和ELAVL1的蛋白表达

（P<0.05），但不影响ELAVL1的mRNA表达。与Normal组相比，过表达LINC00926可抑制HUVECs细胞增殖（P<0.05），提高

了HUVECs中炎性因子IL-1β水平（P<0.05）以及焦亡相关蛋白（caspase1、cleaved-caspase1和NLRP3）的表达（P<0.05）。在低氧

处理的HUVECs中，过表达LINC00926可以进一步提高低氧处理上调的ELAVL1蛋白水平。RIP实验结果证实了LINC00926

与ELAVL1蛋白的结合关系。在低氧诱导的HUVECs中，敲低ELAVL1可降低 IL-1β水平和焦亡相关蛋白（caspase1、cleaved-

caspase1、NLRP3）的表达（P<0.05），而LINC00926过表达可部分逆转敲低ELAVL1的影响。结论 在低氧处理的HUVECs中，

LINC00926通过募集ELAVL1促进HUVECs细胞焦亡。
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Abstract: Objective To investigate the regulatory role of the long non-coding RNA LINC00926 in pyroptosis of hypoxia-
induced human umbilical vein vascular endothelial cells (HUVECs) and explore the molecular mechanism. Methods HUVECs
were transfected with a LINC00926-overexpressing plasmid (OE-LINC00926), a siRNA targeting ELAVL1, or both, followed by
exposure to hypoxia (5% O2) or normoxia. The expression of LINC00926 and ELAVL1 in hypoxia-treated HUVECs was
detected using real-time quantitative PCR (RT-qPCR) and Western blotting. Cell proliferation was detected using Cell
Counting Kit-8 (CCK-8), and the levels of IL-1β in the cell cultures was determined with ELISA. The protein expression levels
of pyroptosis-related proteins (caspase-1, cleaved caspase-1 and NLRP3) in the treated cells were analyzed using Western
blotting, and the binding between LINC00926 and ELAVL1 was verified with RNA immunoprecipitation (RIP) assay. Results
Exposure to hypoxia obviously up-regulated the mRNA expression of LINC00926 and the protein expression of ELAVL1 in
HUVECs, but did not affect the mRNA expression of ELAVL1. LINC00926 overexpression in the cells significantly inhibited
cell proliferation, increased IL-1β level and enhanced the expressions of pyroptosis-related proteins (all P<0.05). LINC00926
overexpression further up-regulated the protein expression of ELAVL1 in hypoxia-exposed HUVECs. The results of RIP assay
confirmed the binding between LINC00926 and ELAVL1. ELAVL1 knockdown significantly decreased IL-1β level and the
expressions of pyroptosis-related proteins in hypoxia-exposed HUVECs (P<0.05), while LINC00926 overexpression partially
reversed the effects of ELAVL1 knockdown. Conclusion LINC00926 promotes pyroptosis of hypoxia-induced HUVECs by
recruiting ELAVL1.
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关。研究表明 lncRNA在调节内皮细胞功能和血管炎

症中发挥重要作用［4, 5］。Liao等［6］采用高通量测序方法

鉴定冠心病患者与健康对照之间差异表达的 lncRNA，

结果发现LINC00926在冠心病患者外周血液中高表

达，提示LINC00926可能参与冠心病的发生发展。然

而，目前还未见文献报道关于LINC00926对冠心病以

及血管内皮细胞功能的影响。对LINC00926的预测分

析显示LINC00926可与RNA结合蛋白ELAVL1进行

结合。

胚胎致死性异常视觉类蛋白1（ELAVL1）也称人类

抗原R（HuR），是一种可以稳定mRNA的RNA结合蛋

白。有研究表明，在人脐静脉血管内皮细胞（HUVECs）

中，ELAVL1在NLRP3炎症小体激活过程中发挥重要

作用［7］。近年来，细胞焦亡被发现并证实是一种细胞程

序性死亡的过程，在高血脂、高血糖等刺激下NLRP3炎

症小体被激活，促使炎症因子如IL-18和IL-1β的激活［8,9］，

进而引发细胞焦亡。已有文献表明细胞焦亡在冠心病

的发展进程中有着至关重要的影响［10, 11］。LINC00926

是否可以通过与ELAVL1结合从而影响血管内皮细胞

焦亡，目前还未见文献报道。本研究通过低氧处理

HUVECs，探讨LINC00926与ELAVL1之间的相互作

用，以及对HUVECs细胞焦亡的影响。

1 材料和方法

1.1 细胞和主要试剂

HUVECs（CTCC）；RPMI 1640培养基（Hyclone）；

胎牛血清（FBS）购自Lonsera；LINC00926过表达载体

（江苏赛索飞生物科技有限公司）；siRNA（北京欧林格

生物科技有限公司）；Lipofectamine 2000（Invitrogen）；

RNAliquid超速全血(液体样本)总RNA提取试剂盒购

自艾德莱(RN23) ；BCA蛋白定量试剂盒（Biosharp）；兔

抗ELAVL1 抗体、兔抗caspase-1 抗体、兔抗NLRP3 抗

体（Abcam）；兔抗cleaved-caspase-1抗体（Affinity）；小

鼠抗GAPDH抗体（Proteintech）；辣根酶标记山羊抗兔/

小鼠IgG（北京中杉金桥生物技术有限公司）；ECL发光

液（北京鼎国）；96孔培养板（Costa）r；CCK-8（碧云天）；

IL-1β ELISA试剂盒（Abcam）；Protein-A/G包被的磁珠

（YEASAN(36417ES03)）；蛋白酶K（Solarbio）；引物由

上海生工公司Primer Premier 5.0软件设计、合成，序列

见表1。

Primer

LINC00926 (human)-F

LINC00926 (human)-R

ELAVL1-F

ELAVL1-R

Gapdh (human)-F

Gapdh (human)-R

Sequence (5'-3')

AGTAGGGACGAGGTTTCAC

CAGCCATTTCATCTTCACA

TTGACAAACGGTCGGAGGCAGAAGA

AGATGAAAATGCACCAGCCGGAGGA

AGAAGGCTGGGGCTCATTTG

AGGGGCCATCCACAGTCTTC

表1 引物序列
Tab.1 Primer sequence

1.2 细胞培养和分组

HUVECs培养于含有10% FBS的RPMI 1640中，

放置在37℃和5% CO2的孵育箱中。观察细胞生长，等

到其融合度达到80%以上时，选取生长良好的HUVECs

进行传代培养。用适量0.25%胰酶溶液消化细胞，并调

整细胞至适宜浓度（1×105 /mL）。将HUVECs细胞接种

于 96 孔板上（100 μL/孔），在培养箱内孵育 24 h。

Hypoxia 组放入缺氧（5% O2）培养箱中孵育 24 h。

Normal组在常氧条件下培养。将LINC00926过表达载

体和空载质粒转染HUVECs细胞，设为OE-NC组和

OE-LINC00926组。之后将转染过表达载体的细胞放

入缺氧（5% O2）培养箱中培养24 h，设为Hypoxia+OE-

NC组和Hypoxia+OE-LINC00926组。siRNA-NC组，

siRNA-ELAVL1-1 组，siRNA-ELAVL1-2 组，siRNA-

ELAVL1-3 组分别转染对照 siRNA 和不同干扰序列

的 siRNA-ELAVL1-1、 siRNA-ELAVL1-2、 siRNA-

ELAVL1-3。为了验证LINC00926和ELAVL1之间的

调控作用，将细胞分为Normal，Hypoxia，Hypoxia+si-

Ctrl，Hypoxia + siRNA- ELAVL1，Hypoxia + siRNA-

ELAVL1+OE-LINC00926组。前4组的处理按之前描

述，最后一组将细胞共转染 siRNA-ELAVL1和过表达

LINC00926，然后进行低氧处理。

1.3 细胞转染

转染前1 d，选取处于对数生长期的HUVECs细胞，

浓度调整为1×105 cells/mL，将细胞以500 μL/孔加入24

孔培养板，于培养箱内孵育24 h。观察细胞达到80%生

长密度时，按照产品使用说明书，用Lipofectamine 2000

进行细胞转染。共转染siRNA-ELAVL1和LINC00926
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过表达质粒时，分别用无血清培养基稀释LINC00926

过表达质粒/空载质粒、siRNA-ELAVL1/ siRNA-NC和

Lipofectamine 2000，将三者混匀，20 min后形成转染复

合物。吸掉培养孔中的上清液并清洗细胞，之后每孔加

入培养基及转染复合物各50 μL。于培养箱（37℃，5%

CO2）内孵育4~6 h后（Hypoxia组细胞按照组别放入缺

氧（5%O2）培养箱），弃上清液，加入100 μL培养基继续培

养24 h后收集细胞用于RT-qPCR分析；48 h后收集细胞

用于Western blot检测。

1.4 实时荧光定量PCR

Trizol试剂用于提取细胞中总RNA。紫外分光光

度计用来检测RNA纯度。此外，运用1%琼脂糖凝胶电

泳法检测RNA的完整性。逆转录反应中采用第一链

cDNA合成试剂盒。反应结束后，-20℃保存cDNA备

用。反应体系：SYBR Green qPCR Master Mix 10 μL，

正反向引物各1 μL，cDNA 1 μL，ddH2O补足至20 μL。

PCR 扩增条件：94 ℃ 10 min，（94 ℃ 20 s、55 ℃ 20 s、

72 ℃ 20 s）40个循环。实验结果使用 2-∆∆CT法进行分

析。以Gapdh为内参对照。引物具体序列见表1。

1.5 Western blot试验

将RIPA裂解液加到收集的各组细胞中，用BCA蛋

白检测试剂盒测定蛋白浓度。配制SDS-PAGE凝胶，取

25 μg蛋白上样，电泳分离。后将目的胶带移至PVDF 膜

上，用TBST漂洗膜3次后，浸入含5%脱脂奶粉的TBST

中，37℃缓慢震荡封膜2 h。再次用TBST洗膜后，滴加

相应一抗（ELAVL1（1∶1000）；caspase1（1∶1000）；

cleaved-caspase1（1∶1000）；NLRP3（1∶1000）；GAPDH

（1∶5000））4℃过夜孵育。重复洗膜3次，加辣根酶标记

的二抗（IgG（1∶5000））溶液，37 ℃缓慢振荡孵育 l h。

TBST冲洗3次后，加适量ECL发光液避光显影，用一体

式化学发光成像仪拍摄照片并通过Image J软件进行定

量分析。

1.6 细胞增殖检测

将转染后的各组细胞浓度调整为 1×105 /mL，按

100 μL/孔接种于96孔培养板，于37℃、5%CO2培养箱

内培养。24 h后，根据每孔20 μL CCK-8试剂的量加进

细胞，37℃、5%CO2下避光孵育3 h。然后使用酶标检测

仪（Thermo MK3型）检测吸光度A450 nm值，并进行细胞生

长影响的分析。

1.7 ELISA试验

根据制造商说明书，使用IL-1β ELISA试剂盒进行

检测。分别将标准品或待测样品、捕获抗体和检测抗体

混合物加入到预包被 IL-1β抗体的微孔板中，室温孵育

1 h后彻底洗涤。然后加入100 μL TMB显色液避光反

应，在终止反应后15 min内用酶标检测仪测出每个样品

的吸光度A450 nm值。

1.8 RNA免疫沉淀实验（RIP）

从细胞中提取细胞裂解物，Protein-A/G包被的磁

珠悬液中加入抗体（抗ELAVL1或阴性对照IgG），然后

将细胞裂解物中加入包被好抗体的磁珠混合，4 ℃过

夜。用蛋白酶K消化后提取RNA，获得的RNA样品用

于PCR验证。

1.9 统计学处理

采用GraphPad Prism 7.0进行绘图分析。所有实验

均重复3次，实验数据表示均采用均数±标准差表示。

组间比较采用独立样本 t检验或者单因素方差分析。

P<0.05时认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 低氧处理的HUVECs中LINC00926和ELAVL1的

表达情况

RT-qPCR检测结果显示，与Normal组比，Hypoxia

组中 LINC00926 的表达水平明显上升（P<0.05），而

ELAVL1的mRNA水平不变（P>0.05，图1A）。Western

blot结果表明，Hypoxia组ELAVL1的蛋白水平明显高

于Normal组（P<0.05，图1B）。

图1 低氧处理的HUVECs中LINC00926和ELAVL1的表达情况
Fig.1 Expression of LINC00926 and ELAVL1 in hypoxia-induced HUVECs. A: mRNA expressions of LINC00926 and ELAVL1
detected by RT-qPCR. B: Protein expressions of ELAVL1 determined by Western blotting. **P<0.01 vs Normal.
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2.2 过表达LINC00926对HUVECs细胞增殖、细胞焦

亡的影响

RT-qPCR分析结果显示，转染LINC00926过表达

载体后，HUVEC 细胞中 LINC00926 表达明显增强

（P<0.05，图2A）。CCK-8结果显示，过表达LINC00926

明显降低了细胞增殖能力，细胞状态更差，折光性显著

变差，细胞形态不完整（P<0.05，图2B）。Western blot结

果显示，过表达 LINC00926 组中 caspase1、cleaved-

caspase1 和 NLRP3 的蛋白水平明显上升（P<0.05，图

2C）。ELISA 结果表明，与 Normal 组相比，过表达

LINC00926组的细胞上清液中IL-1β水平显著升高（P<

0.05，图2D）。
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图2 过表达LINC00926对HUVECs细胞增殖、细胞焦亡的影响
Fig.2 Effects of LINC00926 overexpression on proliferation and pyroptosis in hypoxia-induced
HUVECs. A: Transfection efficiency of the LINC00926-overexpressing plasmid (OE-LINC00926)
assessed by RT-qPCR. B: CCK-8 assay for assessing cell proliferation (Original magnification: ×100).
C: Expressions of caspase-1, cleaved caspase-1 and NLRP3 detected by Western blotting. D: ELISA for
analyzing the level of IL-1β. **P<0.01 vs OE-NC.
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图3 在低氧诱导的HUVECs细胞中，过表达LINC00926对ELAVL1表达的影响
Fig.3 Expression of ELAVL1 in hypoxia-induced HUVECs transfected with LINC00926-overexpressing plasmid. A: RT-qPCR
for assessing the mRNA level of ELAVL1. B: Protein expression of ELAVL1 detected by Western blotting. **P<0.01 vs Normal;
##P<0.01 vs Hypoxia+OE-NC.
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2.3 在低氧诱导的HUVECs 细胞中，过表达LINC00926

对ELAVL1表达的影响

与Normal组相比，低氧处理对ELAVL1的mRNA

水平无影响，但明显促进ELAVL1蛋白的表达。在低氧

诱 导 的 HUVECs 细 胞 中 ，LINC00926 过 表 达 对

ELAVL1的mRNA水平无影响，但明显促进ELAVL1

蛋白的表达（P<0.05，图3）。

2.4 LINC00926 通过募集 ELAVL1 调控低氧诱导的

HUVECs细胞焦亡

RIP实验确认了ELAVL1蛋白可与LINC00926结

合（P<0.05，图4A）。RT-qPCR结果表明，ELAVL1的3

条干扰序列都有显著的干扰效率，干扰效率最高的

siRNA-ELAVL1-1用于后续实验（P<0.05，图4B）。RT-

qPCR 结果显示，与 Normal 组相比，低氧可上调

LINC00926 表 达（P<0.05，图 4C）；si-ELAVL1 对

LINC00926表达无影响；OE-LINC00926可以进一步上

调LINC00926表达（P<0.05）。此外，低氧对ELAVL1无

影响，si-ELAVL1降低了ELAVL1表达（P<0.05），而过

表达 LINC00926 后 ELAVL1 的表达无明显变化。

Western blot结果显示，低氧上调了ELAVL1和焦亡相关

蛋白（caspase1、cleaved-caspase1、NLRP3）的表达；si-

ELAVL1则显著降低了ELAVL1和 caspase1、cleaved-

caspase1、NLRP3 的表达；而过表达 LINC00926 则逆

转了si-ELAVL1的影响（P<0.05，图4D）。ELISA结果显

示，低氧上调了IL-1β水平，si-ELAVL1则降低了IL-1β水

平，过表达LINC00926 则逆转了 si-ELAVL1 的影响

（P<0.05，图4E）。

3 讨论

冠心病的形成多由吸烟、高血脂、高血糖等多种危

险因素诱发，而血管内皮细胞功能障碍作为冠心病的发

病基础常常受这些危险因素影响［12-14］。细胞焦亡作为一

种独特的细胞死亡方式，它的发生通常依赖于caspase-1

或caspase-4/5/11的活化，并伴随着细胞膜的破裂，引起

强烈的炎症反应，最终导致细胞裂解［11, 15］。由内皮细胞

炎症触发的细胞焦亡，致使内皮细胞发生功能障碍［16］，

从而参与多种心血管疾病（心肌缺血再灌注损伤［17, 18］、动

脉粥样硬化［19］、冠心病［20］等）的发展进程。因此，研究血

管内皮细胞焦亡的分子发生机制对冠心病的治疗策略

具有一定指导意义。

有研究报道 lncRNA NORAD通过募集HDAC6增

强H3K9去乙酰化，抑制VEGF基因转录从而促进血管

内皮细胞损伤［21］。此外，研究表明沉默 lncRNA

AK136714可以通过直接结合HuR和FOXO3抑制内皮

细胞的炎症反应和凋亡［22］。虽然已有文献报道

LINC00926在冠心病组的病人外周血中显著高表达［6］，

但目前LINC00926对血管内皮细胞的影响尚未可知。

因此，本研究采用低氧（5%O2）处理HUVECs细胞体外

模拟冠心病，初次探究 LINC00926 在低氧诱导的

HUVECs 中的作用。研究结果显示低氧可诱导

HUVECs细胞中LINC00926高表达。进一步分析显示

LINC00926过表达降低了HUVECs细胞增殖能力，可

提高细胞焦亡相关蛋白 caspase1，cleaved-caspase1和

NLRP3的表达水平，以及炎性因子IL-1β水平。由此可

知，LINC00926上调可抑制细胞增殖，促进HUVECs细

胞焦亡及相关炎症反应。

ELAVL1作为一种RNA结合蛋白，主要通过竞争

靶mRNA 3'UTR端的腺嘌呤、尿嘌呤的富集元件位点

与靶mRNA结合，从而增加靶mRNA的稳定性和翻

译［23］。其他ELAVL家族成员主要在神经元细胞中表

达，而ELAVL1在所有人体组织细胞中普遍表达［24, 25］。
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图4 LINC00926通过募集ELAVL1调控低氧诱导的HUVECs细胞焦亡
Fig.4 LINC00926 regulates viability and pyroptosis of hypoxia-induced HUVECs by recruiting ELAVL1. A: RIP assay for
determining the relationship between LINC00926 and ELAVL1. **P<0.01 vs OE-NC. B: RT-qPCR for verifying interference efficiency
of ELAVL1 with different siRNA sequences. *P<0.05 vs Normal; **P<0.01 vs Normal. C: RT-qPCR for assessing mRNA expressions of
LINC00926 and ELAVL1. D: Protein levels of ELAVL1, caspase-1, cleaved caspase-1, and NLRP3 detected by Western blotting. E:
ELISA for assessing IL-1β level. **P<0.01 vs Normal; ##P<0.01 vs Hypoxia+si-Ctrl; &&P<0.01 vs Hypoxia+si-ELAVL1.
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本研究结果发现低氧可上调HUVECs细胞中ELAVL1

的蛋白表达，同时 LINC00926 过表达进一步提高了

ELAVL1 蛋白水平。令人感兴趣的是，低氧和

LINC00926过表达均可提高ELAVL1的蛋白水平，但

对ELAVL1的mRNA水平无显著影响。通过 starbase

网站对LINC00926进行生物信息学预测分析，结果发

现ELAVL1可能是LINC00926的一个靶向结合蛋白。

本文通过RIP实验证实了LINC00926与ELAVL1的结

合关系。研究显示，泛素化蛋白RCHY1和β-TrCP调控

ELAVL1蛋白泛素化［26, 27］，此外，通过UbiBrowser数据

库预测发现，FBXW11也是ELAVL1的泛素化修饰蛋

白。因此本文推测缺氧条件下 LINC00926 可能与

ELAVL1蛋白结合后，阻止了某个泛素化蛋白与之结

合，进而上调了ELAVL1蛋白表达。然而这一推测还需

进一步研究证实。研究发现敲低HuR/ELAVL1可以抑

制 TNF-α/CRT 介导的 NLRP3 炎性小体激活，表明

ELAVL1参与了NLRP3的启动和激活［7］。在细胞焦亡

的典型反应途径中，NLRP3 炎性小体的激活导致

caspase1 活化，然后通过 GSDMD 扩大细胞膜孔，外

放细胞内容物和 IL-1β、IL-18，诱发细胞焦亡及炎症

反应［28, 29］。因此本文猜测 LINC00926 或许通过与

ELAVL1结合调控血管内皮细胞焦亡及炎症反应。

相关文献表明miR-133a通过抑制ELAVL1的表达

来抑制心肌细胞焦亡和减缓心肌缺血再灌注损伤［30］。

研究显示敲降ELAVL1抑制了caspase1、NLRP3和 IL-

1β表达，进而阻遏高糖诱导的心肌细胞焦亡［31］。另有研

究发现M2巨噬细胞来源的细胞外囊泡传递miR-378a-

3p以抑制ELAVL1(HuR)的表达及其胞质易位，从而阻

断NLRP3/caspase-1/GSDMD通路的激活，进而减弱心

肌细胞的焦亡［32］。以上报道均表明下调ELAVL1的表

达可有效抑制心肌细胞焦亡，而调控ELAVL1的表达是

否对血管内皮细胞也有相同的影响还未见文献报道。

为进一步证实，本研究将 LINC00926 过表达载体和

siRNA-ELAVL1共转染低氧诱导的HUVECs细胞。实

验结果显示在低氧诱导的 HUVECs 细胞中，敲降

ELAVL1 均降低了细胞焦亡相关蛋白（caspase1，

cleaved-caspase1，NLRP3）和促炎因子 IL-1β的水平。

值得注意的是，过表达LINC00926逆转了以上变化。

上述结果表明ELAVL1沉默可以减少HUVECs细胞焦

亡和炎症反应，但这些效应却被LINC00926过表达所

削弱。以上分析揭示了 LINC00926 可通过募集

ELAVL1促进HUVECs细胞焦亡。

综 上 所 述 ，低 氧 诱 导 的 HUVECs 细 胞 中

LINC00926 表达水平和 ELAVL1 蛋白水平上调，

LINC00926可能通过募集ELAVL1促进细胞焦亡，引

起血管内皮功能障碍，进而参与冠心病的发生和发展。

本文首次提出在冠心病中LINC00926的作用机制，为

治疗冠心病提供了新思路。
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