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长链非编码 RNA BC088414 在神经细胞
缺氧缺血损伤中的作用

赵凤艳　唐军　张莉　李世平　冯艺　刘海婷　屈艺　母得志

（四川大学华西第二医院儿科，妇儿疾病与出生缺血教育部重点实验室，四川 成都　610041）

［摘要］　目的　探讨长链非编码 RNA BC088414 在神经细胞缺氧缺血损伤中的作用。方法　将大鼠肾

上腺嗜铬细胞瘤（PC12）细胞分为常氧组、氧糖剥夺处理组（OGD 组）、小分子 RNA 常氧组（siRNA 组）

及 siRNA OGD 组，n=3。以无葡萄糖无血清 DMEM 培养液于 37℃、1%O2+99％ N2/CO2 条件下培养细胞 6 h，建

立缺氧缺血体外模型。采用实时定量 PCR 法检测 BC088414、肾上腺素受体 β2（Adrb2）和半胱氨酸蛋白酶 6

（Casp6） mRNA 的表达；利用小分子干扰 RNA（siRNA）抑制 PC12 细胞中 BC088414 的表达；采用 TUNEL 法

检测细胞凋亡情况。结果　OGD 组细胞凋亡指数明显高于常氧组（P<0.01），抑制 BC088414 表达后，PC12 细

胞的凋亡指数明显低于 OGD 组（P<0.05）。经 OGD 处理后，PC12 细胞中 BC088414、Adrb2 和 Casp6 mRNA 表

达水平较常氧组均明显增加（P<0.05）；抑制 BC088414 表达，可导致 PC12 细胞中 Adrb2 和 Casp6 mRNA 表达

水平较常氧组降低，且可抑制 OGD 诱导的 Adrb2 和 Casp6 mRNA 表达上调（P<0.05）。结论　长链非编码 RNA 

BC088414 可能通过 Adrb2 和 Casp6 促进凋亡，加重缺氧缺血引起的神经细胞损伤。
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Role of long non-coding RNA BC088414 in hypoxic-ischemic injury of neural cells
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Abstract: Objective    To investigate the role of long non-coding RNA (lncRNA) BC088414 in hypoxic-ischemic 
injury of neural cells. Methods    Rat adrenal pheochromocytoma (PC12) cells were divided into four groups: normoxic, 
oxygen glucose deprivation (OGD), siRNA-normoxic (siRNA group) and siRNA-OGD (n=3 each). Cells were incubated 
in glucose-free and serum-free DMEM medium under the conditions of 37°C and 1% O2+99% N2/CO2 for 6 hours 
to establish an in vitro hypoxic-ischemic model. Quantitative real-time PCR was used to measure mRNA expression 
of lncRNA BC088414, β2-adrenoceptor (Adrb2), and caspase-6 (CASP6). siRNAs were used to inhibit BC088414 
expression in PC12 cells. The TUNEL method was used to measure cell apoptosis. Results    The OGD group had a 
significantly higher cell apoptotic index than the normoxic group (P<0.01). After inhibition of BC088414 expression, 
the OGD group had a significantly reduced apoptotic index (P<0.05). The OGD group had significantly higher mRNA 
expression levels of lncRNA BC088414, Adrb2, and CASP6 compared with the normoxic group (P<0.05). The siRNA 
-normoxic group had significantly lower mRNA expression levels of Adrb2 and CASP6 than the normoxic group (P<0.05), 
and the siRNA-OGD group also had significantly lower mRNA expression levels of Adrb2 and CASP6 than the OGD 
group (P<0.05). Conclusions    LncRNA BC088414 may promote apoptosis through Adrb2 and CASP6 and aggravate 
neural cell injury induced by hypoxia-ischemia.                               [Chin J Contemp Pediatr, 2015, 17(12): 1348-1353]
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长 链 非 编 码 RNA（long non-coding RNA, 

lncRNA） 是 一 类 长 度 超 过 200 个 碱 基 的 非 编 码

RNA 分子 [1]，它们能在转录前、转录中和转录后

多个层面调节蛋白编码基因的表达。脑组织中存

在一些特有的 lncRNA[2]，且在进化越高级的哺乳

动物脑组织中，lncRNA 的含量越高，越复杂 [3]，

提示 lncRNA 可能在脑发育及高级认知功能进化

过程中起着重要作用。研究表明，lncRNA 参与了

神经系统的多种生理病理学过程，如神经系统发

育 [4]、脑卒中 [5]、阿尔兹海默症 [6] 等。目前，关于

lncRNA 与缺氧缺血性脑病的研究鲜有报道。在缺

氧缺血模型的研究中，本课题组采用基因表达谱

芯片技术发现，lncRNA BC088414 在缺氧缺血后脑

组织中的表达增加，且 BC088414 的表达与肾上腺

素能受体 β2（β2-adrenergic receptor, Adrb2）和半

胱氨酸蛋白酶 6（caspase 6, Casp6）的表达呈正相

关，提示 BC088414 可能通过调节 Adrb2 和 Casp6

的表达在缺氧缺血脑损伤中发挥作用。为证实这

一观点，本研究拟采用氧糖剥夺（oxygen glucose 

deprivation, OGD）法处理大鼠肾上腺噬铬细胞瘤

（pheochromocytoma, PC12）细胞，建立体外神经

细胞缺氧缺血损伤模型，探讨 BC088414 与缺氧缺

血神经细胞损伤的关系。

1　材料与方法

1.1　主要试剂

DMEM、0.25% 胰蛋白酶液和胎牛血清购自美

国 GIBCO 公司；Ⅰ型胶原酶购自美国 SIGMA 公司；

小分子干扰 RNA（small interfering RNA，siRNA）

分子由上海吉玛制药技术有限公司合成；X-treme 

GENE siRNA 转染试剂和 TUNEL 凋亡检测试剂购

自德国 ROCHE 公司；TRIzol 购自美国 INTROGEN

公司；RNA 反转录试剂盒及荧光定量 PCR 试剂盒

购自美国 FERMENTAS 公司；所有引物的设计与

合成由苏州金唯智生物科技有限公司完成；荧光

显微镜（Nickon，日本），Image Pro Plus 4.5 图像

分析软件（Media Cybernetics 公司，美国）。

1.2　PC12 细胞培养

PC12 细胞用 DMEM（含 10% 胎牛血清）培

养于Ⅰ型胶原酶包被的细胞培养瓶中，置于 CO2

培养箱中，于 37℃、5% CO2 饱和湿度下培养。待

细胞生长至 80% 融合时，用 0.25% 胰蛋白酶液消

化传代，用于后续实验。

1.3　siRNA 转染 PC12 细胞

针对 BC088414 序列不同区域设计合成 3 种不

同的 siRNA 分子，即 siR-1、siR-2、siR-3，序列见

表 1，将细胞以 6×104/mL 接种于 6 孔板中，置于

37℃、5% CO2 培养箱中培养。待细胞生长至 80%

融合时进行转染。分为 6 组，即空脂质体对照组（空

白对照组）、与 BC088414 无序列同源性的阴性对

照 组（ 阴 性 对 照 组）、siR-1 组、siR-2 组、siR-3
组和 3 种 siRNA 共同转染的 siR-C 组，每组 6 个复

孔，实验重复 3 次。

1.4　PC12 细胞 OGD 模型制备

将 PC12 细胞分为 4 组，即与 BC088414 无同

源序列的阴性对照常氧组（常氧组）、阴性对照

氧 糖 剥 夺 组（OGD 组）、siRNA 常 氧 组（siRNA

组）和 siRNA 氧糖剥夺组（siRNA OGD 组），每

组 3 个复孔，实验重复 3 次。OGD 组弃去培养液，

用 PBS 洗涤 2 次，更换为无葡萄糖无血清 DMEM

培养液；于 37℃、1%O2+99％ N2/CO2 条件下培养

6 h，即缺氧缺血 6 h。6 h 后终止缺氧，并更换为

含葡萄糖和 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基，以形

成再灌注。再灌注后 24 h，进行后续实验。

1.5　实时定量 PCR

用 TRIzol 法提取总 RNA，按照试剂盒说明

书将 RNA 逆转录为 cDNA。定量 PCR 反应体系为

10 μL， 其 中 cDNA 2 μL，2×Master Mix 0.5 μL，

10 μM 的 上 下 游 引 物 各 0.5 μL， 加 ddH2O 至

10 μL。反应条件：95℃预变性 10 min；95℃变性

10 s，60℃退火 60 s，40 个循环。扩增反应结束后，

95℃ 10 s，60℃ 60 s，95℃ 15 s，以建立 PCR 产

物的熔解曲线。数据采用公式 2- △△ Ct 方法计算。

引物序列见表 1。
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2.2　抑制 BC088414 表达后 PC12 细胞中 Adrb2

和 Casp6 mRNA 的表达

BC088414 siRNA 分 子 转 染 PC12 细 胞 后

24 h，采用实时定量 PCR 法检测 lncRNA BC088414

的表达。结果表明，空白对照组（1.00±0.19）、

阴性对照组（1.15±0.12）、siR-1 组（0.67±0.07）、

siR-2 组（1.21±0.34）、siR-3 组（1.32±0.19）和

siR-C 组（0.41±0.03）lncRNA BC088414 的表达水

平比较差异有统计学意义（F=82.88，P=0.046），

与空白对照组相比，siR-1 组和 siR-C 组 BC088414

的表达明显降低（P<0.05），其中 3 种 siRNA 分

子（siR-C 组）同时转染 PC12 细胞对 BC088414 的

抑制率高达 60%，而阴性对照组、siR-2 组和 siR-3
组 BC088414 的表达与空白对照组比较无明显变化

（P>0.05，图 2）。因此，采用 3 种 siRNA 分子同

时转染进行后续实验。

siRNA 转 染 24 h 后 进 行 OGD 处 理，24 h 后

收 集 细 胞 采 用 荧 光 定 量 PCR 检 测 BC088414、

Adrb2 和 Casp6 的 mRNA 表达。结果发现，常氧

组（1.054±0.052）、siRNA 组（0.472±0.095）、

OGD 组（1.669±0.432）和 siRNA OGD 组（0.661±

表 1　引物及 siRNA 序列

名称 序列 (5' → 3')

Casp6 F GGGACAACCTGACTCGAAGG

Casp6 R GTGGCTCAGGAAGACACACA

Adrb2 F GGGCCAACCTCATCCCTAAG

Adrb2 R GTTTTCGAAGAAGACCGGCG

lncRNA F AGGGCAGTAGCTGAGACCAA

lncRNA R GGCATCGATTAAGAGCTTGC

siR-1 GGAAAUCCCUCUAUAAGAATT

siR-2 GCUUCUGCUUCCUCACCUUTT

siR-3 CCAAUCCACUGAACGCCAATT

注：Casp6：半胱氨酸蛋白酶 6；Adrb2：肾上腺素能受体
β2；lncRNA：长链非编码 RNA；siR：小分子干扰 RNA。

表 2　OGD 对 PC12 细 胞 BC088414、Adrb2 和 Casp6 

mRNA 表达的影响　（x±s）

组别 n BC088414 Adrb2 Casp6

常氧组 3 1.07±0.08 1.06±0.06 1.27±0.28

OGD 组 3 2.17±0.17 1.98±0.09 1.86±0.07

t 值 10.02 14.42 3.52

P 值 <0.001 <0.001 0.025

图 1　TUNEL 法 检 测 PC12 细 胞 凋 亡 结 果（DAPI，

×400）　　常氧组偶见凋亡细胞，OGD 组细胞凋亡数明显增多。

凋亡细胞如箭头所示。

1.6　TUNEL 法检测细胞凋亡

将 PC12 细胞接种于Ⅰ型胶原酶包被的细胞爬

片上。OGD 6 h、复氧 24 h 后，按照 TUNEL 细胞

凋亡检测说明书检测 PC12 细胞凋亡情况。即细胞

经 4% 新鲜多聚甲醛固定、0.3% 过氧化氢 / 甲醇

作用、0.1%Triton X-100 通透处理后，滴加 TUNEL

反应液，37℃反应 1 h，DAPI 作用 5 min，封片。

荧光显微镜下观察（激发波长 450~500 nm，检测

波长 515~565 nm），每组观察 3 张细胞爬片，每

张细胞爬片随机观察 3~4 个视野，计数凋亡细胞。

计算凋亡指数（apoptosis index, AI）=（凋亡细胞

数 / 总细胞数）×100%。

1.7　统计学分析

采用 SPSS 17.0 统计软件对数据进行统计学分

析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多

组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采

用 SNK-q 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　缺氧缺血损伤后 PC12 细胞中 BC088414、

Adrb2 和 Casp6 mRNA 的表达及细胞凋亡情况

TUNEL 结果表明，常氧组偶见凋亡阳性细

胞，而 OGD 组凋亡阳性细胞数明显增加（图 1），

OGD 组凋亡指数（49.06±0.55）明显高于常氧组

（1.54±0.14，t=84.31，P<0.01），说明缺氧缺血

诱导 PC12 细胞凋亡发生。

OGD 处理后，PC12 细胞中 lncRNA BC088414

表达水平明显高于常氧组（P<0.001），且 Adrb2

和 Casp6 mRNA 水 平 也 显 著 高 于 常 氧 组（ 均

常氧组 OGD 组

P<0.05），见表 2。
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0.018）lncRNA BC088414 的表达水平比较差异有

统计学意义（F=18.70，P=0.044），其中与常氧

组 相 比，siRNA 组 BC088414 的 表 达 水 平 显 著 下

降（P<0.05）； 与 OGD 组 相 比，siRNA OGD 组

BC088414 的表达水平亦显著降低（P<0.05）。见

图 3。

图5　抑制BC088414对PC12细胞凋亡的影响（TUNEL

法，DAPI，×400）　　OGD 组凋亡细胞较多，siRNA OGD 组凋

亡细胞数明显减少。箭头所示为凋亡细胞。

图 4　敲除 BC088414 在常氧和氧糖剥夺条件下对

Adrb2 和 Casp6 mRNA 表达的影响（n=3）　　a 示与常氧组

相比，P<0.05；b 示与 OGD 组相比，P<0.05。

图 3　 敲 除 BC088414 在 常 氧 和 氧 糖 剥 夺 条 件 下

对 BC088414 表 达 的 影 响（n=3）　　a 示 与 常 氧 组 相 比，

P<0.05；b 示与 OGD 组相比，P<0.05。

表 3　抑制 BC088414 对 PC12 细胞中 Adrb2 和 Casp6 

mRNA 表达的影响　（x±s）

组别 n Adrb2 Casp6

常氧组 3 1.06±0.06 1.27±0.28

siRNA 组 3 0.76±0.10a 0.83±0.07a

OGD 组 3 1.84±0.24a 1.86±0.07a

siRNA OGD 组 3 1.25±0.10b 1.08±0.17b

F 值 31.87 19.18

P 值 <0.001 0.005

注：a 示 与 常 氧 组 相 比，P<0.05；b 示 与 OGD 组 相 比，
P<0.05。

与 常 氧 组 相 比，siRNA 组 Adrb2 和 Casp6 

mRNA 的表达均明显减少（P<0.01），表明抑制

BC088414 表达，可抑制 Adrb2 和 Casp6 mRNA 的

表 达； 与 OGD 组 相 比，siRNA OGD 组 Adrb2 和

Casp6 mRNA 的 表 达 均 降 低（P<0.05）， 表 明 敲

除 BC088414 可 抑 制 OGD 诱 导 的 Adrb2 和 Casp6 

mRNA 表达上调。见表 3 和图 4。

2.3　抑制 BC088414 表达后 PC12 细胞凋亡情况

TUNEL 结果表明，OGD 组 PC12 细胞凋亡指

数 为 53%±5%，siRNA OGD 组 细 胞 凋 亡 指 数 为

34%±3%。 与 OGD 组 相 比，siRNA OGD 组 凋 亡

细胞数明显减少（t=4.931，P=0.039），说明沉默

BC088414 基因可抑制 OGD 诱导的 PC12 细胞凋亡。

见图 5。

OGD 组 siRNA OGD 组

图 2　不同 siRNA 分子对 lncRNA BC088414 表达的

影响（n=3）　　a 示与空白对照组相比，P<0.05。
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3　讨论

新 生 儿 缺 氧 缺 血 性 脑 病（hypoxia ischemia 

encephalopathy, HIE）是引起新生儿期死亡和严重

神经损害的主要原因 [7]，重症患儿病死率高，存活

者多留有神经系统后遗症如脑瘫、智力障碍等。

其发病机制及神经细胞损伤后的修复机制尚不完

全清楚，临床缺乏特异治疗方法。因此，探讨缺

氧缺血性脑病的发病及修复机制，对临床治疗 HIE

具有重要意义。

细胞凋亡是 HIE 引起的神经元死亡的主要方

式，这使其成为药物治疗 HIE 的重要靶点。细胞

凋亡调控涉及一系列基因的激活、表达和调控过

程。研究表明，lncRNA 在 X 染色体沉默、基因表

达调控和染色体表观修饰等多种重要的细胞调控

过程中起着重要作用 [8]。因此，探讨细胞凋亡调控

的 lncRNA 机制可能为深入阐明缺氧缺血脑损伤的

发病及修复机制奠定基础。

本课题组曾采用基因芯片技术筛查了缺氧缺

血大鼠脑组织和假手术大鼠脑组织中 lncRNA 和

mRNA 的表达，发现缺氧缺血后脑组织中 lncRNA

和 mRNA 的 表 达 谱 发 生 了 显 著 改 变， 其 中，

lncRNA BC088414 和 Adrb2、Casp6 mRNA 的 表 达

均增加。编码 - 非编码基因共表达网络分析结果

表明，BC088414 与 Adrb2 和 Casp6 的表达呈正相关。

本研究中，我们也发现在体外培养 PC12 神经细胞

中，lncRNA BC088414 与 Adrb2 和 Casp6 mRNA 的

表达呈类似改变。采用 siRNA 分子抑制 lncRNA 

BC088414 后，PC12 细 胞 中 Adrb2 和 Casp6 表 达

减 少， 而 且，BC088414 siRNA 还 可 以 降 低 OGD

诱导的 Adrb2 和 Casp6 mRNA 表达水平。这些结

果进一步证实，在缺氧缺血神经细胞中 lncRNA 

BC088414 表 达 上 调，BC088414 可 促 进 Adrb2 和

Casp6 mRNA 表达。

β 肾上腺素能受体是一类七跨膜螺旋 G 偶联

受体，它们是介导中枢肾上腺素能介质的主要受

体之一。脑组织中存在 β1、β2 和 β3 三种受体亚型。

目前，关于脑 β 肾上腺素能受体的研究还很缺乏。

Mizuki 等 [9] 在成年沙土鼠的研究中，发现阻断左

颈总动脉后 24 h，脑组织中 β 肾上腺素能受体明

显减少。而在本研究中，无论在新生大鼠缺氧缺

血脑损伤动物模型还是在体外培养 PC12 OGD 模型

中，均发现 Adrb2 mRNA 明显增加。这种差异可能

是由于两种模型采用的实验动物和造模方法等不

同导致缺氧缺血时 β 受体的变化机制不尽相同所

致。研究表明，Adrb2 在脑卒中或脑缺血引起的神

经细胞凋亡中起着非常重要的作用。有研究报道，

敲除 Adrb2 基因，可促进小鼠脑组织中热休克蛋

白 72（heat shock protein 72, Hsp72）表达 [10]，下调

促凋亡蛋白 Noxa 表达或阻断 NF-κB 激活 [11]，抑制

细胞坏死和凋亡，从而使脑梗死体积变小、神经

功能损伤减轻。本研究中，抑制 BC088414 表达使

OGD 后 PC12 细胞中 Adrb2 mRNA 水平明显降低，

细胞凋亡显著减少。因此，我们推测 BC088414 具

有促进细胞凋亡的作用，其部分机制可能是促进

Adrb2 表达。

半胱氨酸蛋白水解酶（caspases）在介导细胞

凋亡的过程中起着非常重要的作用。Casp6 又称为

Mch2，是 caspase 家族的一员，属于凋亡效应分子。

研究表明，Casp6 在神经变性疾病，如脑卒中 [12]、

脑缺氧缺血损伤 [13]、亨丁顿舞蹈症和阿尔兹海默

病 [14] 中起着非常重要的作用。业已证实，在缺氧

缺血脑损伤中，Casp6 可通过激活死亡受体 6 裂

解细胞骨架蛋白介导细胞死亡 [15]。敲除 Casp6 基

因能减轻缺血引起的神经损害。本研究中，抑制

BC088414 可降低 PC12 细胞中 Casp6 mRNA 水平，

抑制 OGD 诱导的 PC12 细胞凋亡，提示 BC088414

可能通过调节 Casp6 的表达发挥促凋亡作用。

综上，这些研究结果证实，在体外培养神经

细胞中，缺氧缺血会引起 lncRNA BC088414 表达

上调，上调的 BC088414 可能通过促进 Adrb2 和

Casp6 的表达促进神经细胞凋亡，这些发现或将为

发现缺氧缺血神经细胞损伤发病及修复的新机制

提供理论支持，为寻求临床治疗缺氧缺血性脑病

提供新靶点。
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