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摘要
目的:探讨长链非编码 ＲＮＡ－ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１(ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－
ＡＳ１)调节缺氧诱导因子－１α(ＨＩＦ－１α))表达对长春新碱
(ＶＣＲ) 耐药视网膜母细胞瘤(ＲＢ) 细胞化疗敏感性的
影响ꎮ
方法:建立人 ＲＢ ＶＣＲ 耐药细胞株 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲꎬ实时荧
光定量 ＰＣＲ(ＲＴ－ｑＰＣＲ)检测 ＳＯ－ＲＢ５０ 与 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ
细胞 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 表达ꎻ在 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞中
抑制 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 表达或同时过表达 ＨＩＦ－１αꎬ检
测 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞对 ＶＣＲ 的半数抑制浓度( ＩＣ５０)及
细胞增殖、凋亡情况ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＩＦ－１α、多药耐药
相关蛋白(ＭＲＰ)、Ｐ－糖蛋白(Ｐ－ｇｐ)蛋白表达ꎮ
结果:与 ＳＯ － ＲＢ５０ 细胞相比ꎬ ＳＯ － ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞中
ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 与 ＨＩＦ－１α 蛋白表达水平升高(Ｐ<
０.０５)ꎻ在 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞中抑制 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１
表达后ꎬ细胞凋亡率显著升高 ( Ｐ < ０. ０５)ꎬ细胞吸光度
(ＯＤ４５０)值显著降低ꎬＶＣＲ 对细胞的 ＩＣ５０ 值及 ＨＩＦ － １α、
ＭＲＰ、Ｐ －ｇｐ 蛋白表达水平显著降低(Ｐ < ０. ０５)ꎻ过表达
ＨＩＦ－１α 可 减 弱 下 调 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ － ＡＳ１ 表 达 对
ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞耐药性的抑制作用ꎮ
结论:ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 在 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞中高表
达ꎬ抑制 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 表达可通过下调 ＨＩＦ－１α 表
达ꎬ降低 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞对 ＶＣＲ 的耐药性ꎮ
关键词:长链非编码 ＲＮＡ－ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１( ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－
ＡＳ１)ꎻ缺氧诱导因子－１α(ＨＩＦ－１α)ꎻ视网膜母细胞瘤ꎻ长
春新碱耐药
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•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｎｇ ｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ－
ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ ( ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ －ＡＳ１) ｏｎ ｔｈｅ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ ( ＶＣＲ ) － ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｉｎ
ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ (ＲＢ) ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｈｙｐｏｘｉａ－ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ－１α (ＨＩＦ－１α) .
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ＲＢ ＶＣＲ－ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＳＯ－
ＲＢ５０ / ＶＣＲ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－
ＡＳ１ ｉｎ ＳＯ－ＲＢ５０ ａｎｄ ＳＯ －ＲＢ５０ / ＶＣＲ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ－ ｔｉｍｅ ＰＣＲ (ＲＴ－
ｑＰＣＲ)ꎻ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ － ＡＳ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｒ
ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ－ １α ｉｎ ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ
ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｍｅｄｉａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ( ＩＣ５０) ｏｆ
ＶＣＲ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ
ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ ｃｅｌｌｓꎻ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＨＩＦ－ １αꎬ
ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ( ＭＲＰ ) ａｎｄ Ｐ －
ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ (Ｐ－ｇｐ) ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ － ＡＳ１ ａｎｄ ＨＩＦ － １α
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ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ (ＯＤ４５０)ꎬ ｔｈｅ ＩＣ５０ ｖａｌｕｅ
ｏｆ ＶＣＲ ｏｎ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＩＦ－１αꎬ ＭＲＰ
ａｎｄ Ｐ－ｇｐ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ (Ｐ< ０.０５)ꎻ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ－ １α ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ
ｏｆ ｄｏｗｎ － ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ － ＡＳ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ
ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ ｃｅｌｌｓ.
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ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ＳＯ － ＲＢ５０ / ＶＣＲ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｄｕｃｅｄ ＶＣＲ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ
ＳＯ － ＲＢ５０ / ＶＣＲ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｄｏｗｎ － ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＨＩＦ － １α
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｌｏｎｇ ｎｏｎ － ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ － ＨＩＦ１Ａ － ＡＳ１
( ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１)ꎻ ｈｙｐｏｘｉａ－ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ－１α (ＨＩＦ－
１α)ꎻ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａꎻ ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
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０引言

视网膜母细胞瘤( ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａꎬＲＢ)是一种主要发

生于儿童的视网膜恶性肿瘤ꎬ占所有儿科恶性肿瘤的

４％ꎬ严重影响儿童的视力和生命健康[１]ꎮ ＲＢ 的临床治疗

主要包括化疗、放疗、手术等局部治疗ꎬ其中化疗为最常见

的治疗方法ꎬ化疗可以避免患者眼球摘除ꎬ提高患者的生

存率和生活质量ꎮ 长春新碱( ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅꎬＶＣＲ)是临床常

用于 ＲＢ 治疗的一线化疗药物ꎬ具有良好的疗效ꎮ 但是ꎬ
长期应用会产生耐药性及多药耐药反应ꎬ极大减弱化疗效

果甚至造成化疗失败[２]ꎮ 因此ꎬ减轻 ＲＢ 的 ＶＣＲ 耐药性对

提升化疗效果具有重大价值ꎮ 长链非编码 ＲＮＡ( ｌｏｎｇ
ｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡꎬｌｎｃＲＮＡ)在 ＲＢ 的发生发展中起着重要

的调控作用ꎮ 报道显示ꎬＺＦ－ＰＭ２ 反义 ＲＮＡ １(ＺＦＰＭ２－
ＡＳ１)、肺腺癌转移相关转录因子 １(ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ －ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐꎬＭＡＬＡＴ１)等多种 ｌｎｃＲＮＡｓ 与
ＲＢ 的进展有关[３－４]ꎮ ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 位于人类第 １４
号染色体缺氧诱导因子 － １α( ｈｙｐｏｘｉａ － ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ －
１αꎬＨＩＦ － １α) 的反义链上ꎬ Ｈｏｎｇ 等[５] 研究显示ꎬ抑制

ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 表达可通过降低 ＨＩＦ－１α / 哺乳动物

雷帕霉素靶蛋白(ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎꎬ ｍＴＯＲ)
介导的自噬ꎬ促进肝癌细胞凋亡ꎮ ＨＩＦ－１α 是细胞低氧应

激的主要调节因子ꎬ可参与肿瘤血管生成ꎬ能量代谢ꎬ促进

肿瘤恶性进展及抗放化疗等[６]ꎮ 已有研究报道显示[７]ꎬ
ＨＩＦ－１α 在 ＲＢ 组织中表达水平升高ꎬＨＩＦ－１α 信号通路可

介导低氧诱导的 ＲＢ 细胞侵袭ꎬ上调 ＨＩＦ－１α 表达可增加

ＲＢ 细胞对 ＶＣＲ 的耐药性ꎮ 但 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 是否

通过调控 ＨＩＦ－１α 表达参与 ＲＢ 对 ＶＣＲ 的耐药性在国内

尚未见报道ꎮ 本研究探索 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 对 ＶＣＲ 耐

药的人 ＲＢ 细胞化疗敏感性的影响及可能机制ꎮ
１材料和方法

１.１材料　 人视网膜母细胞瘤细胞 ＳＯ－ＲＢ５０ 购于中国科

学院细胞库ꎻＶＣＲ(Ｂ２０１５７)购自上海源叶生物科技有限

公司ꎻ抑制 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ － ＡＳ１ 表达质粒 ( ｓｉ － ｌｎｃＲＮＡ
ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ꎬ序列 ５􀆳－ＧＵＣＡＡＵＵＧＧＵＵＧＡＵＣＡＣＣＣＧ－３􀆳)及
对照 ｓｉ －ＮＣ(序列:５􀆳 －ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＣＡＣＧＵＴＴ － ３􀆳)、
ＨＩＦ － １α 过 表 达 质 粒 ( ＨＩＦ － １αꎬ 序 列: ５􀆳 －
ＡＴＣＴＣＡＴＣＣＡＡＧＡＡＧＣＣＣＴ－３􀆳)、对照 ｐｃＤＮＡ 质粒(序列:
５􀆳 － ＡＡＧＴＡＡＴＣＡＣ ＴＣＧＧＴＴＡＧＡＡ － ３􀆳 ) 以 及 ｌｎｃＲＮＡ
ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１、ＨＩＦ－１α、内参 ＧＡＰＤＨ 引物购自广州锐博生

物科技有限公司ꎻＴｒｉｚｏｌ 试剂(１５５９６０１８)购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎻ
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ ( ４９１３９１４００１ ) 购 自 Ｒｏｃｈｅꎻ
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ(１１６６８０３０)购自

Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎻ高效 ＲＩＰＡ 裂解液(Ｒ００１０)、ＣＣＫ－８(ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ－８)试剂盒(ＣＡ１２１０)购自索莱宝生物科技有

限公 司ꎻ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ － ＦＩＴＣ / ＰＩ 细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒

(４０３０２ＥＳ２０)购自上海翌圣生物科技有限公司ꎻ兔抗人

ＨＩＦ － １α ( ＡＦ７０８７ )、 多 药 耐 药 相 关 蛋 白 ( ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＭＲＰ)(ＡＦ７５０３)、Ｐ－糖蛋白(Ｐ－
ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎꎬＰ － ｇｐ) ( ＡＦ２２４５)、 β －肌动蛋白 ( β － ａｃｔｉｎ)
(ＡＦ５００３)抗体以及辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ 二

抗(Ａ０２０８)购自上海碧云天生物科技有限公司ꎮ

１.２方法

１.２.１ ＲＢ ＶＣＲ 耐药细胞株 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 的建立 　
ＳＯ－ＲＢ５０细胞在含有 １０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基中培

养ꎬ加入起始浓度为 ７５ ｎｇ / ｍＬ ＶＣＲ 连续培养 ２ ｗｋꎬ采用

浓度递增法[８]建立 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲꎬ直至 ＳＯ－ＲＢ５０ 细胞可

在 ６００ ｎｇ / ｍＬ 的 ＶＣＲ 中稳定生长ꎮ
１.２.２细胞转染　 将对数期的 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞接种于

６ 孔板中ꎬ当细胞达到 ７０％融合时ꎬ对细胞进行转染ꎬ根据

转染质粒ꎬ将细胞分为对照组(正常培养的 ＳＯ －ＲＢ５０ /
ＶＣＲ 细胞ꎬ不进行转染)、ｓｉ－ＮＣ 组(将 ｓｉ－ＮＣ 转染至 ＳＯ－
ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞)、ｓｉ －ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 组(将 ｓｉ －ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１
转染至 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞)、ｓｉ－ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１＋ｐｃＤＮＡ 组

(将 ｓｉ－ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 和 ｐｃＤＮＡ 共转染至 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细

胞)、ｓｉ －ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１＋ＨＩＦ－ １α 组(将 ｓｉ －ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 和

ＨＩＦ－１α过表达质粒共转染至 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞)ꎬ转染

４８ ｈ 后ꎬ使用荧光素同工异构体(ＦＩＴＣ)进行标记ꎬ并与转

染物结合后通过流式细胞仪检测转染效率ꎮ 流式细胞术

检测显示转染效率达 ６０％进行后续实验ꎮ
１.２.３ ＣＣＫ－８法检测细胞增殖和对 ＶＣＲ的半抑制浓度　
取对数生长期的各组 ＳＯ －ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞ꎬ按照每孔

５×１０４个细胞接种至 ９６ 孔板中培养 ４８ｈꎬ然后每孔加入

１０ μＬ的 ＣＣＫ－８ 溶液ꎬ孵育 ２ ｈ 后ꎬ测定各组细胞酶标仪

４５０ ｎｍ 处吸光度值(ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬＯＤ４５０)ꎮ
取对数生长期的各组 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞ꎬ按照每孔

５×１０４个细胞接种至 ９６ 孔板中ꎬ每孔分别加入终浓度为

０.００５、０.０１０、０.０５０、０.１００、０.５００、１.０００ μｇ / ｍＬ 的 ＶＣＲꎬ各
组对照孔加入二甲基亚砜( ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅꎬＤＭＳＯ)溶

液ꎬ培养 ４８ ｈ 后每孔加入 １０ μＬ 的 ＣＣＫ－８ 溶液ꎬ孵育 ２ ｈ
后ꎬ测定各组细胞酶标仪 ４５０ ｎｍ 处吸光度值ꎮ 计算各

ＶＣＲ 浓度组的生长抑制率(％)＝ (１－实验孔平均 ＯＤ 值 /
对照孔平均 ＯＤ 值) ×１００％ꎬ其中实验孔为对照组、ｓｉ－ＮＣ
组、ｓｉ － ＨＩＦ１Ａ － ＡＳ１ 组、 ｓｉ － ＨＩＦ１Ａ － ＡＳ１ ＋ ｐｃＤＮＡ 组 及

ｓｉ－ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１＋ＨＩＦ－１α 组给药浓度>０ 的含细胞孔ꎬ对照

孔为各组给药浓度为 ０ 的含细胞孔ꎬ调零孔为无细胞的

孔ꎮ 计算时首先将实验孔或对照孔的值减去调零孔值ꎬ再
取每个剂量组各孔的平均值ꎮ 根据抑制率及对应浓度使

用 ＳＰＳＳ ２５. ０ 计算出各组细胞的半抑制浓度 ( ｍｅｄｉａｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬＩＣ５０)ꎮ
１.２.４ 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 和

ＨＩＦ－１α ｍＲＮＡ 相对表达 　 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取细胞中总

ＲＮＡꎬＮａｎｏＤｒｏｐ 分光光度计检测 ＲＮＡ 浓度和纯度ꎬ使用逆

转录试剂盒将 ＲＮＡ 合成 ｃＤＮＡ 后ꎬ通过使用 ＥＴＣ８１１ＰＣＲ
扩增仪进行 ＰＣＲ 扩增ꎬｑＰＣＲ 引物如下:ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－
ＡＳ１ 上游引物 ５􀆳－ＴＴＣＧＧＴＡＣＴＴＴＡＣＧＣＡＣＣＣＴ－３􀆳ꎻ下游引

物 ５􀆳－ＴＴＴＴＣＣＴＣＣＴＴＴＴＣＧＣＣＡＧＣ－３􀆳ꎻＨＩＦ－１α 上游引物:
５􀆳 － ＴＣＡＡＧＴＣＡＧＣＡＡＣＧＴＧＧＡＡＧ － ３􀆳ꎻ 下 游 引 物: ５􀆳 －
ＡＴＣＧＡＧＧＣＴＧＴＧＴＣＧＡＣＴＧ － ３􀆳ꎻ ３ －磷酸甘油醛脱氢酶

(ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＧＡＰＤＨ)上游

引物:５􀆳－ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴ－３􀆳Ｇꎻ下游引物:５􀆳－
ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ－３􀆳ꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 为内参ꎬ
采用 ２－△△Ｃｔ法计算相对表达量ꎮ
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１.２.５细胞凋亡实验　 转染后的各组 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞

接种于 ９６ 孔板中培养 ２４ ｈ 后ꎬ胰酶消化后用 ｂｉｎｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ 制备成 １ × １０５ ｃｅｌｌ / ｍＬ 的细胞悬液ꎬ再加入 ５ μＬ
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ 与 １０ μＬ 的 ＰＩꎬ避光孵育 ２０ ｍｉｎꎬ通过使

用 ＢＤ ＦＡＣＳＣａｎｔｏＴＭⅡ流式细胞仪检测细胞凋亡ꎬ并使用

ｆｌｏｗｊｏ １０ 软件对数据进行分析ꎮ
１.２.６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＩＦ－１α 和 ＭＲＰ 及 Ｐ－ｇｐ 蛋白

表达　 收集各组细胞ꎬ加入 ＲＩＰＡ 蛋白裂解液冰上裂解

１ ｈꎬ离心收集上清ꎬＢＣＡ 法检测蛋白浓度ꎬ取 ３０ μｇ 蛋白

进行聚丙烯酰胺凝胶电泳并转膜ꎬ５％脱脂奶粉封闭 ２ ｈꎬ
加入按照说明书进行稀释的抗 ＨＩＦ－１α(１∶ １ ０００ 稀释)、
ＭＲＰ (１ ∶ ５００ 稀释)、 Ｐ － ｇｐ ( １ ∶ １ ０００ 稀 释 )、 β － ａｃｔｉｎ
(１ ∶ １ ０００稀释)一抗稀释液ꎬ４ ℃孵育过夜ꎬ次日加辣根过

氧化物酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗(１∶ ２ ０００ 稀释)ꎬ室温

孵育 ６０ ｍｉｎꎬＴＢＳＴ 洗涤后加 ＥＣＬ 发光液显影ꎬ以 β－ａｃｔｉｎ
为内参ꎬＩｍａｇｅ Ｊ 软件分析蛋白相对表达ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２５.０ 统计分析ꎬ计量资料以

􀭰ｘ±ｓ表示ꎬ两组间比较使用两独立样本 ｔ 检验ꎬ多组间比较

使用单因素方差分析ꎬ进一步组间两两比较采用ＳＮＫ－ｑ检
验ꎮ 当 Ｐ<０.０５ 时差异有统计学意义ꎮ
２结果

２.１ ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１和 ＨＩＦ－１α蛋白在 ＳＯ－ＲＢ５０和
ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ细胞表达情况　 与 ＳＯ－ＲＢ５０ 细胞相比ꎬ
ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 和 ＨＩＦ－１α 蛋

白表达水平明显升高ꎬ差异均有统计学意义( ｔ ＝ ７.４９７、
１３.７１７ꎬＰ<０.００１)ꎬ见图 １ꎮ
２.２ ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 表达对 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞

ＶＣＲ耐药性的影响　 与 ｓｉ－ＮＣ 组相比ꎬｓｉ－ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 组

ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ －ＡＳ１ 表达水平、
ＯＤ４５０及细胞对 ＶＣＲ 的 ＩＣ５０值均显著降低ꎬ差异均有统计

学意 义 ( Ｆ ＝ ９２. ３３６ꎬ ６２. １１１ꎬ １５. ５４５ꎬ 均 Ｐ < ０. ００１ )ꎬ
ｓｉ－ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１组 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞凋亡率显著升高ꎬ差
异有统计学意义(Ｆ＝ １８２.０４８ꎬＰ<０.００１)ꎬＭＲＰ 及 Ｐ－ｇｐ 蛋

白表达水平均显著降低ꎬ差异均有统计学意义 ( Ｆ ＝
１０８.９５３ꎬ９３.９６４ꎬ均 Ｐ<０.００１)ꎬ见图 ２ꎮ

２.３ ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ － ＡＳ１ 对 ＳＯ － ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞中

ＨＩＦ－１α ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响 　 与 ｓｉ －ＮＣ 组相比ꎬ
ｓｉ－ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 组 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞 ＨＩＦ－１α 蛋白表达

水平显著降低ꎬ差异有统计学意义 ( Ｆ ＝ １８８. １８８ꎬ Ｐ <
０.００１)ꎬＨＩＦ － １α ｍＲＮＡ 表达差异无统计学意义 ( Ｐ >
０.０５)ꎬ见图 ３ꎮ
２.４ ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 对 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞 ＶＣＲ
耐药性影响　 与 ｓｉ－ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１＋ｐｃＤＮＡ 相比ꎬｓｉ－ＨＩＦ１Ａ－
ＡＳ１＋ＨＩＦ － １α 组 ＳＯ －ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞 ＯＤ４５０、对 ＶＣＲ 的

ＩＣ５０值均显著升高ꎬ差异均有统计学意义 (Ｆ ＝ ３５. ５８６ꎬ
７.４１２ꎬＰ<０.００１)ꎬＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞凋亡率显著降低ꎬ差
异有统计学意义(Ｆ ＝ ２１.６２９ꎬＰ<０.００１)ꎬＨＩＦ－１α、ＭＲＰ、
Ｐ－ｇｐ蛋白表达水平均显著升高ꎬ差异均有统计学意义

(Ｆ＝ ２０９.６３８ꎬ１０５. ０８５ꎬ９０. １９６ꎬ均 Ｐ < ０. ００１)ꎬｓｉ －ＨＩＦ１Ａ－
ＡＳ１ 组与 ｓｉ－ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１＋ｐｃＤＮＡ 组比较差异无统计学意

义(Ｐ>０.０５)ꎬ见图 ４ꎮ
３讨论

化疗是目前治疗 ＲＢ 的主要方法ꎬ联合使用长春新

碱、依托泊苷和卡铂的 ＶＥＣ 方案是最常用的全身静脉化

疗方案[８]ꎮ 然而 ＲＢ 对 ＶＣＲ 耐药是导致患者化疗失败的

原因之一[９]ꎮ 耐药性 ＲＢ 会引起肿瘤转移ꎬ并增加复发的

可能性ꎮ 而有关 ＲＢ 对 ＶＣＲ 耐药的机制尚不完全清楚ꎮ
因此研究其耐药机制ꎬ降低 ＲＢ 对 ＶＣＲ 耐药性对提高 ＲＢ
治疗的疗效有重要意义[１０－１１]ꎮ

ｌｎｃＲＮＡ 对人类多种疾病具有调控作用ꎬ已有研究显

示ꎬｌｎｃＲＮＡ 可通过调控肿瘤细胞增殖、凋亡、自噬等影响

肿瘤细胞对放化疗的敏感性[１２]ꎮ 研究显示[１３]ꎬｌｎｃＲＮＡ Ｘ
染色体失活基因(Ｘ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎꎬＸＩＳＴ)在 ＲＢ
组织和细胞系中高表达ꎬ抑制 ｌｎｃＲＮＡ ＸＩＳＴ 表达可减弱

ＲＢ 细胞的增殖和自噬ꎬ增强 ＶＣＲ 敏感性ꎮ 另外ꎬ也有研

究显示 ｌｎｃＲＮＡ ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 在 ＲＢ 组织中的表达高于正

常视网膜组织ꎬ沉默 ｌｎｃＲＮＡ ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 可抑制 ＲＢ 细

胞增殖、迁移和侵袭ꎬ可作为视网膜母细胞瘤治疗的潜在

靶点[１４]ꎮ ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 可通过调控肿瘤细胞增殖、
凋亡、自噬等生物学行为参与肿瘤的发生发展ꎬ研究显示ꎬ

图 １　 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 和 ＨＩＦ－１α蛋白在 ＳＯ－ＲＢ５０ 和 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞表达情况　 Ａ:ＳＯ－ＲＢ５０ 和 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞

ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 表达ꎻＢ:ＳＯ－ＲＢ５０ 和 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞 ＨＩＦ－１α 蛋白表达ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ＳＯ－ＲＢ５０ 细胞ꎮ
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图 ２　 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 表达对 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ细胞 ＶＣＲ耐药性的影响　 Ａ:各组细胞 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 表达比较ꎻＢ:各组细

胞 ＯＤ４５０值比较ꎻＣ:各组细胞对 ＶＣＲ 的 ＩＣ５０值比较ꎻＤ:各组细胞凋亡率比较ꎻＥ:各组细胞 ＭＲＰ、Ｐ－ｇｐ 蛋白表达比较ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ
ｓｉ－ＮＣ 组ꎮ

图 ３　 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 对 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ细胞中ＨＩＦ－１α ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响　 Ａ:各组细胞 ＨＩＦ－１α ｍＲＮＡ 表达比较ꎻ
Ｂ:各组细胞 ＨＩＦ－１α 蛋白表达比较ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ｓｉ－ＮＣ 组ꎮ

ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 在肺癌、肝癌、结直肠癌等肿瘤中表

达上调ꎬ与肿瘤进展和患者预后相关[１５－１６]ꎮ 另外ꎬ有研究

表明 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 还可参与调节血管平滑肌细胞

增殖ꎬ可能与动脉瘤的发病机制有关[１７]ꎮ ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－
ＡＳ１ 与 ＲＢ 化疗耐药性的关系及其机制尚不完全明确ꎮ

本研究发现耐药 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－
ＡＳ１ 表达水平高于 ＳＯ－ＲＢ５０ 细胞ꎬ初步证实了的高表达

状态与 ＲＢ 细胞呈现化疗耐药性有关ꎮ 为探究 ｌｎｃＲＮＡ
ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 对 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞的作用ꎬ在 ＳＯ－ＲＢ５０ /
ＶＣＲ 细胞中转染 ｓｉ－ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ꎬ结果显示ꎬ抑制
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图 ４　 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 对 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ细胞 ＶＣＲ耐药性影响　 Ａ: 各组细胞 ＯＤ４５０值比较ꎻＢ:各组细胞对 ＶＣＲ 的 ＩＣ５０值比

较ꎻＣ:各组细胞凋亡率比较ꎻＤ:各组细胞 ＨＩＦ－１α、ＭＲＰ、Ｐ－ｇｐ 蛋白表达比较ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ｓｉ－ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１＋ｐｃＤＮＡ 组 ꎮ

ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 表达可显著降低 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞

增殖水平ꎬ诱导细胞凋亡ꎬ表明抑制 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１
可以显著降低 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 的生物学功能ꎬ提高其对

ＶＣＲ 药物的敏感性ꎮ ＭＲＰ 是细胞耐药形成机制调节蛋白

之一ꎬＰ－ｇｐ 是膜转运蛋白ꎬ单一药物的长期治疗激活Ｐ－ｇｐ
是肿瘤细胞耐药的主要原因[１８]ꎮ 本研究抑制 ｌｎｃＲＮＡ
ＨＩＦ１Ａ－ ＡＳ１ 表达后ꎬ ＳＯ － ＲＢ５０ / ＶＣＲ 中耐药相关蛋白
ＭＲＰ、Ｐ－ｇｐ 蛋白表达水平显著降低ꎬ细胞对 ＶＣＲ 的 ＩＣ５０值

降低ꎬ进一步证明ꎬ抑制 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 表达则可显

著抑制 ＲＢ 细胞化疗耐药性的产生ꎮ
　 　 ＨＩＦ－１α 是一种转录因子ꎬ在低氧环境下ꎬ通过低氧

反应原件与靶基因结合ꎬ调控转录过程ꎬ可参与调节肿瘤

血管形成、肿瘤转移与侵袭、糖酵解、癌细胞干性等生物学

功能ꎮ 研究显示ꎬＨＩＦ－１α 在肝癌、肺癌等肿瘤中高表达ꎬ
并在缺氧条件下促进肿瘤恶性发展[１９－２０]ꎬ而抑制 ＨＩＦ－１α
表达可增强结直肠癌细胞的放射敏感性[２１]ꎮ 另外ꎬ也有
研究显示下调 ＨＩＦ－１α 表达后可促进缺氧损伤的视网膜

神经胶质细胞活力ꎬ并能抑制视网膜新生血管[２２]ꎮ 本研
究结果显示ꎬＨＩＦ－１α 在 ＳＯ－ＲＢ５０ 耐药细胞 ＳＯ－ＲＢ５０ /
ＶＣＲ 中表达水平升高ꎬ抑制 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 表达后

ＨＩＦ－１α 蛋白表达水平降低ꎬ而 ＨＩＦ－１α ｍＲＮＡ 表达水平

不变ꎬ提示 ＨＩＦ－１α 参与 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 耐药ꎬ且 ｌｎｃＲＮＡ
ＨＩＦ１Ａ－ ＡＳ１ 可能调控 ＨＩＦ － １α 转录后水平ꎮ 在 ＳＯ －
ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞中同时抑制 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 表达和

过表达 ＨＩＦ－１αꎬ发现 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞凋亡率较单抑
制 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 表达显著降低ꎬＯＤ４５０、ＶＣＲ 对细胞
的 ＩＣ５０值及 ＨＩＦ－１α、ＭＲＰ、Ｐ－ｇｐ 蛋白表达水平显著升高ꎬ
提示过表达 ＨＩＦ－１α 可部分抵消抑制 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１
表达对 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞耐药性的抑制作用ꎮ 以上结

果表明ꎬ抑制 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ － ＡＳ１ 表达可以通过抑制

ＨＩＦ－１α表达ꎬ降低 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞对 ＶＣＲ 的耐药性ꎮ
但本研究仅测试一种 ＲＢ 细胞株ꎬ缺乏实验全面性ꎬ对于

ＲＢ 常用化疗药物还有卡铂、依托泊苷等临床用药ꎬ因此ꎬ
后续本研究将使用不同的 ＲＢ 细胞株ꎬ并建立不同的耐化

疗药物细胞株ꎬ深入探究 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 与 ＨＩＦ－１α
对 ＲＢ 的耐药性影响ꎮ

综上ꎬｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ－ＡＳ１ 在 ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞中

高表 达ꎬ 抑 制 ｌｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１Ａ － ＡＳ１ 表 达 可 通 过 下 调

ＨＩＦ－１α表 达 抑 制 ＳＯ － ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细 胞 增 殖ꎬ 并 降 低

ＳＯ－ＲＢ５０ / ＶＣＲ 细胞对 ＶＣＲ 的耐药性ꎬ从而提高 ＶＣＲ 耐
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药 ＲＢ 细胞对 ＶＣＲ 的化疗敏感性ꎬ可作为耐 ＶＣＲ 视网膜

母细胞瘤化学药物治疗的新的潜在靶点ꎮ
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