
生理学报 Acta Physiologica Sinica, October 25, 2022, 74(5): 763–772
DOI: 10.13294/j.aps.2022.0047    http://www.actaps.com.cn

763

CircRNA-0028171调控三氧化二砷诱导的血管内皮细胞凋亡
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摘  要：本文旨在研究circRNA-0028171对三氧化二砷(As2O3)诱导的血管内皮细胞凋亡的调控作用。用0~15 μmol/L As2O3作

用人脐静脉血管内皮细胞(human umbilical vein endothelial cells, HUVECs) 24 h，用MTT法检测HUVECs损伤情况，用实时定

量PCR检测circRNA-0028171及凋亡相关蛋白Bcl-2、Bax mRNA表达水平，用Western blot检测Bcl-2、Bax蛋白表达水平。通

过转染circRNA-0028171过表达质粒和siRNA观察circRNA-0028171是否参与As2O3对HUVECs的调控。结果显示，与对照

组相比，As2O3组细胞活性显著下降，Bcl-2/Bax mRNA比值和蛋白比值显著降低，circRNA-0028171显著低表达。过表达

circRNA-0028171抑制As2O3诱导的HUVECs凋亡，而敲减circRNA-0028171促进As2O3诱导的HUVECs凋亡。上述结果提示，

circRNA-0028171参与调控As2O3诱导的血管内皮细胞凋亡过程。
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CircRNA-0028171 regulates arsenic trioxide-induced apoptosis in vascular endo-
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Abstract: The present study was aimed to investigate the effects of circRNA-0028171 on the apoptosis of vascular endothelial cells 
induced by arsenic trioxide (As2O3). Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were treated with 0–15 μmol/L As2O3 for 24 h. 
Then, cellular viability was measured by MTT assay. The expression levels of circRNA-0028171, Bcl-2 and Bax mRNA were detected 
by real-time quantitative PCR. Bcl-2/Bax protein ratio was detected by Western blot. Whether circRNA-0028171 was involved in the 
regulation of HUVECs by As2O3 was investigated by transfection with overexpression plasmid of circRNA-0028171 and siRNA. The 
results showed that compared with the control group, As2O3 group showed decreased cellular viability, reduced Bcl-2/Bax mRNA and 
protein ratios, and significantly lower expression of circRNA-0028171. Overexpression of circRNA-0028171 inhibited apoptosis of 
HUVECs induced by As2O3. Knockdown of circRNA-0028171 by siRNA promoted As2O3-induced apoptosis in HUVECs. These 
results suggest that circRNA-0028171 is involved in the vascular endothelial cell apoptosis induced by As2O3.
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研究论文

三氧化二砷 (As2O3) 又名砒霜，20 世纪 70 年代

我国张亭栋教授及其团队在 As2O3 对急性早幼粒细

胞白血病 (acute promyelocytic leukemia, APL) 的治

疗方面取得了突破性的进展，发现“癌灵 1 号”( 主
要含 As2O3 和微量汞，二者重量比为 100:1) 对血液

疾病尤其是急性粒细胞白血病具有显著的临床疗
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效 [1, 2]。目前，As2O3 被认为是治疗 APL 首选药物

之一 [3, 4]。多项研究显示，As2O3 治疗实体瘤作用良

好 [5–7]。但在治疗期间 As2O3 的毒副作用限制了其

临床应用 [8]。As2O3 可引起心脏传导异常，应用

As2O3 治疗的患者常见心电图 QTc 间隔延长，约

11% 的新确诊患者和 40% 的复发 APL 患者应用

As2O3 治疗后会出现 QTc 间隔延长 [9]，有较低几率

会发生完全性房室传导阻滞和尖端扭转型室性心律

失常，一旦发生就会危及生命 [10]。As2O3 延长心肌

细胞 Ca2+ 调节的心肌动作电位平台期，下调心脏

K+ 通道基因 ether-a-go-go 表达，影响心脏复极后

期阶段 [11]。研究表明，As2O3 可通过提高血管内皮

细胞内活性氧含量诱导细胞凋亡 [12]。砷化物可与一

氧化氮结合形成过氧化氢亚硝酸盐，上调白介素 6 
(interleukin 6, IL-6) 等炎症相关因子，诱发动脉粥样

硬化。As2O3 可降低一氧化氮合酶和蛋白激酶 B 活

性，从而降低一氧化氮的生物利用度，减弱一氧化

氮的内皮舒张功能，诱发血管内皮功能障碍和心血

管并发症 [13]。研究显示，As2O3 下调血管内皮细胞

之间连接蛋白 ( 缝隙连接蛋白、紧密连接蛋白等 )
表达，破坏血管内皮的选择通透性和完整性 [14]。血

管内皮功能障碍被认为是动脉粥样硬化、血栓形成、

高血压和糖尿病性心脏病等一系列心血管疾病发病

的关键和始动步骤 [15–17]。因此，研究 As2O3 血管损

伤及其机制可以为改善 As2O3 血管毒性、扩展临床

应用提供理论依据和方案。

环状 RNA (circular RNAs, circRNAs) 在哺乳动

物中广泛表达且进化上保守，是真核生物中共价闭

合的内源性生物分子，其发挥功能的机制复杂，与

多种疾病的发生和发展相关 [18–20] ：(1) CircRNAs 可
作为竞争性内源 RNA (competing endogenous RNAs, 
ceRNAs) 结合微小 RNA (microRNAs, miRNAs)，充

当 miRNAs 抑制剂 (“海绵”) 从而调控基因表达；

(2) CircRNAs 含有蛋白结合位点，可以作为蛋白海

绵，抑制蛋白的功能；(3) 具有翻译功能的 circRNAs
分子，可以翻译、编码多肽；(4) 细胞核内的 circRNAs
可能具有调控宿主基因转录的功能。CircRNAs 参
与调控多种细胞凋亡 [21]。例如：CircRNAs 调控人

晶状体上皮细胞凋亡，circHIPK3 靶向结合 miR-
193a 发挥海绵吸附作用，破环 α- 晶状体蛋白的保

护功能，调控人晶状体上皮细胞凋亡和细胞增殖 [22]；

在 FLT3-ITD 阳性急性髓性白血病中，circRNA- 
0000370 通过调控 miR-1299 调节 S100 钙结合蛋白

A7A (S100A7A，是一种先天免疫系统相关蛋白质

编码基因 ) 的表达，降低白血病细胞活力，促进细

胞凋亡 [23] ；同时 circRNAs 在急性肾炎中也参与调

节细胞的凋亡和炎症反应，过表达的 circRNA- 
0114427 可以作为吸附海绵与 miR-494 结合，通过

转录激活因子 3、IL-6 抑制急性肾损伤早期细胞的

凋亡和炎症反应 [24]。

多项研究证明 circRNAs 可参与调控血管内皮

细胞凋亡 [25]。沉默 circRNA-0003645 通过核因子

κB (nuclear factor κB, NF-κB) 通路减轻氧化低密度

脂蛋白 (oxidized low density lipoprotein, ox-LDL) 诱
导的血管内皮细胞凋亡 [26]。CircRNA-0124644 作为

miR-149-5p 的分子海绵，通过海绵吸附 miR-149-
5p，减少其对妊娠相关血浆蛋白 A 的抑制作用，促

进 ox-LDL 诱导的人脐静脉血管内皮细胞 (human 
umbilical vein endothelial cells, HUVECs) 凋亡 [27]。Guo
等人发现，抑制 circRNA-ANKRD36 表达可能通过

靶向上调 miR-127-5p 抑制脂多糖诱导的血管内皮

细胞凋亡及氧化应激反应 [28]。

然而，circRNAs 是否参与由 As2O3 诱导的血管

内皮损伤有待进一步探究。本研究组针对 C57BL/6
小鼠急性心肌梗死模型的心肌组织，基于芯片分析

筛选出了 3 条异常低表达鼠源 circRNAs (mmu_
circRNA_ 44440、mmu_circRNA_ 39310 和 mmu_
circRNA_ 002890)，分别对应 3 条人源 circRNAs 
(hsa_circ_ 0104326、hsa_circ_0028171 和 hsa_
circ_0068728)，这些 circRNAs 在急性心肌梗死中

低表达，提示具有潜在心肌保护作用 ( 数据未发表 )，
但 circRNAs 在 As2O3 诱导的血管内皮损伤中是否

具有调控作用有待研究。为了解决这一问题，本研

究通过在 As2O3 诱导的 HUVECs 上过表达和敲减

circRNA-0028171，探索 circRNA-0028171 是否参

与调控 As2O3 诱导的血管内皮细胞凋亡过程。

1  材料与方法

1.1  试剂和主要仪器　　HUVECs ( 哈尔滨医科大

学药理学实验室 )、RPMI-1640 培养基、10% 的胎

牛血清和 1% 青霉素 / 链霉素和 PBS (Biological 
industries 公 司， 以 色 列 )、LipofectamineTM 2000 
(Invitrogen 公司，美国 )、circRNA-0028171 质粒 ( 莱
德盟生物科技有限公司 )、si-circRNA-0028171 ( 锐
博生物技术生物有限公司 )、3-(4, 5- 二甲基噻唑 -2)-
2, 5- 二苯基四氮唑溴盐 [3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)- 
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2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium bromide，MTT， 赛 国

生物科技有限责任公司 ]、二甲基亚砜 ( 恒兴化学

试剂公司 )、TRIzol 和实验用 PCR 引物 (Invitrogen)、
RNA 逆转录试剂盒和 6 × 蛋白上样缓冲液 ( 全式金

生物技术有限公司 )、SYBR Green 荧光染料 ( 东洋

纺生物科技有限公司 )、RIPA 高效裂解液 ( 索莱宝

科技有限公司 )，兔抗人 Bax 多克隆抗体、兔抗人

Bcl-2 多克隆抗体、兔抗人 β-actin 多克隆抗体和山

羊抗兔 IgG 二抗 (Proteintech 公司，美国 )、0.25%
胰酶 ( 碧云天生物技术有限公司 )、三氯甲烷 ( 大茂

化学试剂 )、异丙醇 ( 富宇精细化工有限公司 )、
As2O3 ( 哈尔滨医大药业股份有限公司 )、CO2 细胞

培养箱和 NanoDrop 2000 (Thermo Scientific 公司，

美国 )、摇床 (Crystal 公司，美国 )、超净工作台 ( 北
京东联哈尔仪器制造有限公司 )、低温高速离心机

(Sigma 公司 )、电泳仪 (Biometra Gmbh 公司，德国 )、
spectraMAX M3 多功能酶标分析仪 (Molecular 
Devices 公司，美国 )、Amersham Imager 600 凝胶

成像系统 (Cytiva 公司，美国 )、96 孔实时荧光定

量 PCR 仪 (ABI 公司，美国 )、RNase free 吸头、RNase 
free EP 管 (Axygen 公司，美国 )、K2800 核酸分析

仪 ( 北京凯奥 )、Agarose (Biowest，西班牙 )、Nucleic 
Acid Stain 核酸染料 ( 北京鼎国昌盛 )、NormalRun 
TM 250 bp-II DNA ladder ( 上海捷瑞 )、Geneseed® II 
First Strand cDNA Synthesis Kit、Geneseed® qPCR 
SYBR® Green Master Mix ( 吉赛生物科技 )、RNaseR 
(Epicentre，美国 )、DNA 提取试剂盒 (MAGEN 公司，

上海 )。
1.2  HUVECs 培 养　　HUVECs 用 RPMI-1640 完

全培养基 (含10%的胎牛血清和1%青霉素 /链霉素 )
培养，细胞长满瓶底面积 80%~90% 进行传代，将

需要传代的细胞用 PBS 冲洗 2 次，弃去 PBS 加入

预热的 0.25% 胰酶 ( 含 EDTA) 1 mL 消化 2~3 min，
加入 3 mL RPMI-1640 完全培养基终止消化，离心

弃培养液，加入新 RPMI-1640 完全培养基吹打均匀

传代至新培养瓶中，所有细胞均在 37 °C、5% CO2

细胞培养箱中培养，选择生长对数期的细胞进行后

续实验。

1.3  过表达及敲减 circRNA-0028171　　选择生长

良好的对数期细胞，细胞融合度达 70% 时用 Lipo-
fectamineTM 2000 转染试剂将空载质粒载体、cir-
cRNA-0028171 过表达质粒、siRNA-NC ( 正常对照

siRNA，无靶基因敲减功能 ) 或 si-circRNA-0028171

转染至 HUVECs 中，24 h 后进行下一步实验，严

格按照说明书操作。si-circRNA-0028171 靶序列为：

5′-GGATTACAATGAGGTGAAT-3′。
1.4  MTT 法检测细胞活力　　向待测 96 孔板每孔

加入 20 µL 新鲜配制的 5 mg/mL MTT 溶液，并在

37 °C 细胞培养箱中处理 HUVECs 4 h，然后小心弃

去上层培养液，保留 96 孔板底部沉淀，向每孔中

加入 180 µL 二甲基亚砜，室温摇床 10 min 充分溶

解沉淀，使用多功能酶标分析仪在波长 496 nm 处

检测吸光度值。

1.5  实时定量 PCR 检测 RNA 表达　　将待测 RNA
的细胞使用 TRIzol 提取总 RNA，NanoDrop 2000
测提取 RNA 的浓度及纯度，使用逆转录试剂盒将

RNA 逆转录为 cDNA，使用 96 孔实时荧光定量

PCR 仪检测，SYBR Green 作为荧光染料，反应条

件为：95 °C 预变性 10 min，循环程序：95 °C 15 s，
60 °C 30 s，72 °C 30 s，共 40 个循环，最后 95 °C
延伸 15 s，结果通过 2−ΔΔCt 法分析基因相对表达量。

所有引物序列见表 1。
1.6  Western blot 分析　　用 RIPA 高效裂解液裂解

待测细胞，提取总蛋白，用 NanoDrop 2000 测蛋白

浓度，将适量 6 × 蛋白上样缓冲液加入收集的蛋白

样品中，在 100 °C 沸水浴中加热 10 min，使蛋白充

分变性。进行分离胶 12% SDS-PAGE 凝胶电泳，在

冰浴条件下 300 mA 1 h 转至硝化纤维素滤膜上，转

膜结束后用快速封闭液进行 10 min 快速封闭，用抗

Bax (1:5 000)、Bcl-2 (1:1 000) 或 β-actin (1:1 000) 抗
体在 4 °C 下摇床孵育过夜，PBST 洗 4 次后孵育山

羊抗兔 IgG 抗体 (1:10 000)，常温摇床 1 h，PBST
洗 4 次使用 Amersham Imager 600 凝胶成像系统显

影成像。利用 ImageJ 软件计算蛋白条带灰度。以

β-actin 为内参蛋白，计算各目的蛋白的相对表达量。

1.7  RNase R 实验　　RNase R 可消化几乎所有的

线性 RNA 分子，但不易消化 circRNAs，因此常用

于 circRNAs 的富集和鉴定实验。使用 Trizol 提取

总 RNA，用逆转录试剂盒将 RNA 逆转录为 cDNA，

用 DNA 提取试剂盒提取细胞基因组 DNA (genomic 
DNA, gDNA)，与 1 μL RNase R 37 °C 反应 15 min，
随后 85 °C 3 min 灭活 RNase R 酶活性。分别取 cDNA
和 gDNA 进行 PCR 扩增 ( 引物见表 1)，然后行琼脂

糖凝胶电泳检测。

1.8  统计学分析　　使用 GraphPad Prism 8.0 软件

进行数据统计分析，所有实验数据均用 mean ± SD
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表示，两组间比较采用 t 检验，多组间比较采用单

因素方差分析，后续两两比较采用 LSD 法，P < 0.05
时认为差异具有显著性。

2  结果

2.1  As2O3诱导HUVECs凋亡

用不同浓度 (0~15 μmol/L) 的 As2O3 孵育 HUVECs 
24 h，MTT 检测结果显示，As2O3 对 HUVECs 具有

损伤作用，10 μmol/L As2O3 使 HUVECs 活性下降

近 50% ( 图 1A)，因此后续实验选用 10 μmol/L 为

给药浓度。用 As2O3 处理 HUVECs 24 h，通过实时

定量 PCR 和 Western blot 检测凋亡相关因子 Bcl-2/
Bax mRNA 及蛋白表达水平。结果显示，与对照组

( 不加 As2O3) 相比，As2O3 组 Bcl-2/Bax mRNA 比值

显著降低 ( 图 1B，P < 0.01)，Bcl-2/Bax 蛋白比值显

著降低 ( 图 1C，P < 0.01)。用实时定量 PCR 验证

表1. 实时定量PCR引物序列

Table 1. Primer sequences for real-time quantitative PCR
Gene	 Primer
CircRNA-0028171 F: 5′-CTTTGTAATGACTCTGCTTTGGA-3′
 R: 5′-ATCTTGGTTGACAGCTCGTG-3′
β-actin	 F: 5′-GGCGGCACCACCATGTACCCT-3′
	 R: 5′-AGGGGCCGGACTCGTCATACT-3′
Bax F: 5′-AGGATGCGTCCACCAAGAAGCT-3′
 R: 5′-TCCGTGTCCACGTCAGCAATCA-3′
Bcl-2 F: 5′-CCTGTGGATGACTGAGTACCTG-3′
 R: 5′-AGCCAGGAGAAATCAAACAGAGG-3′
CircRNA-0028171 (divergent primer) F: 5′-GCTCAGACAAGACTGGTACA-3′
 R: 5′-CAGAGACAGATTCACCTCATTGT-3′
CircRNA-0028171 (convergent primer) F: 5′-TGCTGCTGGGAAAGCTATGG-3′
 R: 5′-TGAACCGGGTCATTGAAGTG-3′

图   1. As2O3诱导人脐静脉血管内皮细胞凋亡

Fig. 1. As2O3 induces apoptosis of human umbilical vein endothelial cells (HUVECs). A: Cellular viability tested by MTT. *P < 0.05, 
**P < 0.01 vs control (Ctrl) group. B: Bcl-2/Bax mRNA ratio in HUVECs. C: Bcl-2/Bax protein ratio in HUVECs. D: Expression levels of 
circRNA-0028171 in HUVECs. Mean ± SD, n = 5. **P < 0.01.
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As2O3孵育后 circRNA-0028171表达变化，结果显示，

与对照组相比，As2O3 组 circRNA-0028171 稳定低

表达 ( 图 1D，P < 0.01)，以上结果表明 As2O3 诱导

HUVECs 凋亡，且 As2O3 孵育 HUVECs 后 circRNA- 
0028171 稳定低表达。

2.2  验证circRNA-0028171环状结构

Sanger 测序结果显示 circRNA-0028171 具有环

化位点 ( 图 2A)。RNase R 实验结果显示，circRNA- 
0028171 发散引物仅在 cDNA 模板中扩增出了

100~250 bp 产物，而在 gDNA 模板中 circRNA-0028171
发散引物未扩增出条带 ( 图 2B)，表明 circRNA- 
0028171 是一种闭合环状的 RNA 分子，具有首尾

相结合的序列。

2.3  过表达circRNA-0028171抑制As2O3诱导HUVECs
凋亡作用

过表达质粒 circRNA-0028171 转染 HUVECs，

48 h 后提取总 RNA，实时定量 PCR 结果显示，与

空白对照组相比，过表达 circRNA-0028171 组 cir-
cRNA-0028171 的表达量上调 20 倍以上 ( 图 3A，
P < 0.01)。

与 Vector 组相比，circRNA-0028171 组细胞活

力无显著改变 ( 图 3B)，Bcl-2/Bax mRNA 比值 ( 图
3C) 和蛋白比值 ( 图 3D) 也无明显变化。在 HU-
VECs 中转染过表达质粒 circRNA-0028171 24 h 后

加 As2O3 继续培养 24 h，与 As2O3+Vector 组相比，

As2O3+circRNA-0028171 组细胞活力显著增加 ( 图
3E，P < 0.05)，Bcl-2/Bax mRNA比值 (图3F，P < 0.05)
和Bcl-2/Bax 蛋白比值 (图3G，P < 0.05)均显著提高。

以上结果提示，过表达 circRNA-0028171 可抑制

As2O3 诱导 HUVECs 凋亡作用。

2.4  敲减circRNA-0028171加重As2O3诱导HUVECs
凋亡

选择对数生长期 HUVECs，转染 si-circRNA- 
0028171 48 h 后提取总 RNA，利用实时定量 PCR
检测敲减效率。实时定量 PCR 结果显示，与 NC
组 ( 转染 siRNA-NC) 相比，si-circRNA-0028171 组

circRNA-0028171 表达显著下调 ( 图 4A，P < 0.05)。
与 NC 组相比，si-circRNA-0028171 组细胞活力无

明显变化 ( 图 4B)，Bcl-2/Bax mRNA 比值 ( 图 4C)
和蛋白比值 ( 图 4D) 均无明显变化。在 HUVECs 中
转染 si-circRNA-0028171 24 h 后加入 As2O3 继续培

养 24 h，结果显示，与 As2O3+NC 组相比，As2O3+ 
si-circRNA-0028171 组细胞活力显著下降 ( 图 4E，
P < 0.05)，Bcl-2/Bax 蛋白比值显著降低 ( 图 4F，
P < 0.05)。

3  讨论

研究表明，As2O3 可诱导血管内皮细胞凋亡，

改变血管内皮的通透性和促进炎症反应，导致多种

外周血管疾病的发生，如脑卒中、动脉粥样硬化

等 [15–17]。Bcl-2/Bax 形成二聚体可调控细胞凋亡，

Bax/Bcl-2 比值升高代表细胞凋亡增加，而 Bcl-2/
Bax 比值降低则代表细胞凋亡减少 [29, 30]。因此 Bcl-2/ 
Bax 比值可作为判断细胞凋亡的指标。本研究结果

显示，As2O3 可显著降低 HUVECs 存活率，降低

Bcl-2/Bax mRNA 和蛋白比值，表明 As2O3 可诱导

HUVECs 凋亡，这与 Cai 等人研究结果一致 [31]，但

具体机制有待深入研究。本研究进一步探究了

As2O3 诱导 HUVECs 凋亡机制。

图    2. CircRNA-0028171环状结构验证

Fig. 2. Verification of ring-shaped structure of circRNA- 
0028171. A: Cyclic site sequencing. B: RNase R test results 
showed circRNA-0028171 was circular and stable to RNase R 
exonuclease.  ◄►: divergent primer; ►◄: convergent primer.
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图   3. 过表达circRNA-0028171抑制As2O3诱导人脐静脉血管内皮细胞凋亡

Fig. 3. Overexpression of circRNA-0028171 inhibited apoptosis of human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) induced by 
As2O3. A: CircrNA-0028171 expression in HUVECs. B: Cellular viability tested by MTT method. C: Bcl-2/Bax mRNA ratio in 
HUVECs. D: Bcl-2/Bax protein ratio in HUVECs. E–G: Effects of circRNA-0028171 overexpression on cellular viability (E), Bcl-2/
Bax mRNA (F) and protein ratios (G) in HUVECs treated with As2O3. Mean ± SD, n = 5. *P < 0.05, **P < 0.01. ns, no significance.
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研究显示，circRNAs 参与调控多种细胞 ( 包括

血管内皮细胞 ) 凋亡过程 [23–27]，例如：沉默 cir-
cRNA-ZNF609 可促进内皮细胞的迁移和血管形成，

并保护内皮细胞免受氧化应激和缺氧应激的影

响 [32]。另有研究显示，敲减 circRNA-ANRIL 可减

少血管内皮细胞的凋亡和炎性因子的表达，预防冠

心病 [33]。过表达 circRNA-ciRS-7 可激活磷脂酰肌

醇 3 激酶 / 蛋白激酶 B 通路，抑制 c-Jun 氨基末端

激酶 /p38 通路，从而调控血管内皮细胞的凋亡 [34]。

本研究探究了 circRNA-0028171 对 As2O3 诱导的血

管内皮细胞凋亡的调控作用，结果显示，circRNA- 
0028171 在 As2O3 处理的 HUVECs 中低表达，提示

circRNA-0028171 可能参与调控 As2O3 诱导的 HUVECs
凋亡。用过表达质粒和 siRNA 分别过表达及敲减

circRNA-0028171 以验证其功能，结果显示，单独

过表达 circRNA-0028171 对血管内皮细胞活力无明

显影响，对 Bcl-2/Bax mRNA 和蛋白比值无显著影

响，提示过表达 circRNA-0028171 在生理条件下对

图   4. 敲减circRNA-0028171加重As2O3诱导人脐静脉血管内皮细胞凋亡

Fig. 4. Knockdown circRNA-0028171 enhanced apoptosis of human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) induced by As2O3. 
A: CircrNA-0028171 expression in HUVECs. n = 4. B: Cellular viability tested by MTT method. n = 5. C: Bcl-2/Bax mRNA ratio in 
HUVECs. n = 4. D: Bcl-2/Bax protein ratio in HUVECs. Mean ± SD, n = 4. E, F: Effects of circRNA-0028171 knockdown on cellular 
viability (E) and Bcl-2/Bax protein ratio (F) in HUVECs treated with As2O3. Mean ± SD, n = 5 (E) or 4 (F). *P < 0.05, **P < 0.01.  ns, 
no significance.
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HUVECs 无损伤；而过表达 circRNA-0028171 可抑

制由 As2O3 诱导的 HUVECs 存活率及 Bcl-2/Bax 比

值下降，表明过表达 circRNA-0028171 可抑制 As2O3

诱导的 HUVECs 凋亡。在生理条件下敲减 circRNA- 
0028171 对血管内皮细胞活力及 Bcl-2/Bax 比值无

显著影响，提示单独敲减 circRNA-0028171 不能诱

导生理条件下的内皮细胞发生凋亡，推测 circRNA- 
0028171 是在 As2O3 孵育的特定环境中发挥调控作用

的。多项研究支持该推断，例如：肿瘤坏死因子相

关凋亡诱导配体 (tumor necrosis factor related apoptosis 
inducing ligand, TRAIL) 与功能性受体 (TRAIL-R)
结合后，可激活天冬氨酸蛋白水解酶 (Caspase) 级
联反应，产生凋亡信号选择性诱导异常转化的细胞

发生凋亡，而对无异常转化正常细胞无影响 [35]
｡Jin

等人 [36] 研究显示，与野生型 (WT) 对照小鼠相比，

TRAIL-R−/− 对照小鼠结肠组织凋亡指标无显著变化；

加入葡聚糖硫酸钠诱导小鼠结肠炎后，与 WT 结肠

炎小鼠相比，TRAIL-R−/− 结肠炎小鼠出现炎症的时

间更早，且炎症反应更为严重，凋亡指标活性有显

著差异。与上述研究一致，本研究结果显示，在

HUVECs 中敲减 circRNA-0028171 可加重 As2O3 对

细胞活力及 Bcl-2/Bax 的抑制作用，提示 circRNA- 
0028171 参与调控 As2O3 诱导 HUVECs 凋亡。

综上，本研究结果显示 circRNA-0028171 参与

调控 As2O3 诱导的血管内皮细胞凋亡，不过有待在

动物体内进一步验证。在 circRNAs 发挥调控功能

的多种机制中，ceRNAs 机制的研究相对较成熟。

研究显示，circArhgap12 通过吸附 miR-135a-5p 起

到海绵的作用，调节阿霉素对大鼠原代心肌细胞的

心脏毒性 [37]。CircRNA-000203 能同时结合乳鼠心

室细胞中的 miR-26b-5p、miR-140p-3p，调控 Gata4
表达而加重心肌肥厚 [38]。CircNCX1 作为内源性

miR-133a-3p 海绵，可减少 miR-133a-3p 与促凋亡

基因细胞死亡诱导蛋白的结合，促进心肌细胞凋

亡 [39]。根据以上研究背景及本研究结果，我们推测

在 As2O3 诱导的 HUVECs 模型中 circRNA-0028171
可能是通过海绵吸附 miRNAs 参与调控 HUVECs
的凋亡，这个推断有待后续研究进一步验证。
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