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Neat1 通过 RD3 导致氧诱导视网膜病感光细胞变性
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　 　 摘要:目的　 探讨长链非编码 RNA(lncRNA)
 

Neat1 导致氧诱导视网膜病( OIR)感光细胞变性的机制,以期

为早产儿视网膜病(ROP)的防治提供新的思路。 方法　 高氧环境下制造 ROP 模型 OIR 小鼠,以同日龄正常 SPF
新生小鼠作为对照。 应用二代测序技术( NGS)及分析软件,筛选与 OIR 小鼠视网膜发育异常相关的差异 ln-
cRNA。 对芯片检测到的差异表达基因及同时又被预测为可能是调控靶标的编码基因,取交集进行 GO 分析、
Pathway 分析。 采用 qPCR 法对差异表达的靶基因进行验证。 通过

 

UCSC
 

基因组浏览工具分析 Neat1 基因。 采用

qPCR 法检测 ROP 患儿血液、OIR 小鼠视网膜组织中 Neat1、视网膜变性蛋白 3(RD3)的表达水平。 采用放射免疫

法测定 ROP 患儿血液、OIR 小鼠视网膜组织中环磷酸鸟苷(cGMP)含量。
 

结果　 NGS 结果显示,OIR 小鼠视网膜

中 Neat1 呈差异性表达。 qPCR 验证结果与 NGS 结果一致。 生物信息学预测 RD3 可能为 Neat1 调控靶标,在小鼠

Neat1 序列下游发现 RD3 基因。 与对照组相比,ROP 患儿血液和 OIR 小鼠视网膜组织中 Neat1 的 mRNA 水平升

高,RD3 低表达,cGMP 高表达。 结论　 lncRNA
 

Neat1 可能在 RD3 介导下通过 Neat1 / RD3 / cGMP 通路导致视网膜

感光细胞发生变性。
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　 　 Abstract:
 

Objective　 To
 

explore
 

the
 

mechanism
 

by
 

which
 

long
 

non-coding
 

RNA
 

(lncRNA)
 

Neat1
 

causes
 

the
 

de-
generation

 

of
 

oxygen-induced
 

retinopathy
 

(OIR)
 

in
 

photoreceptor
 

cells,
 

in
 

order
 

to
 

provide
 

new
 

ideas
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

retinopathy
 

of
 

prematurity
 

(ROP). Methods　 A
 

mose
 

model
 

of
 

oxygen-induced
 

retinopathy
 

(OIR)
 

was
 

established
 

under
 

the
 

hyperoxia
 

environment.
 

Meanwhile,
 

normal
 

mice
 

at
 

the
 

same
 

age
 

were
 

used
 

as
 

a
 

control
 

group.
 

Though
 

the
 

next-generation
 

sequencing
 

(NGS),
 

the
 

differential
 

lncRNAs
 

related
 

to
 

the
 

abnormal
  

development
  

of
  

the
  

reti-
na

  

in
  

OIR
 

mice
 

were
 

screened
 

out.
 

The
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

detected
 

by
 

the
 

chip
 

and
 

the
 

coding
 

genes
 

that
 

were
 

predicted
 

to
 

be
 

the
 

targets
 

of
 

differential
 

lncRNAs
 

were
 

intersected
 

for
 

GO
 

analysis
 

and
 

pathway
 

analysis.
 

Then,
 

qPCR
 

method
 

was
 

used
 

to
 

validate
 

the
 

differentially
 

expressed
 

target
 

genes.
 

LncRNA
 

nuclear
 

paraspeckle
 

assembly
 

transcript
 

1
 

( Neat1)
 

was
 

analyzed
 

by
 

the
 

UCSC
 

genome
 

browsing
 

tool.
 

The
 

levels
 

of
 

Neat1
 

and
 

retinal
 

degeneration
 

protein
 

3
 

(RD3)
 

in
 

the
 

retina
 

of
 

OIR
 

mice,
 

and
 

in
 

the
 

blood
 

of
 

ROP
 

children
 

were
 

detected
 

with
 

qPCR.
 

The
 

content
 

of
 

cyclic
 

GMP
(cGMP)

 

in
 

the
 

blood
 

of
 

ROP
 

children
 

and
 

the
 

retina
 

of
 

OIR
 

mice
 

were
 

measured
 

by
 

radioimmunoassay. Results　 Ac-
cording

 

to
 

NGS
 

results,
 

Neat1
 

was
 

differentially
 

expressed
 

in
 

the
 

retina
 

of
 

OIR
 

mice,
 

which
 

was
 

consistent
 

with
 

the
 

results
 

of
 

qPCR
 

validation.
 

Bioinformatic
 

results
 

predicted
 

that
 

RD3
 

might
 

be
 

a
 

regulatory
 

target
 

of
 

Neat1,
 

and
 

RD3
 

gene
 

was
 

found
 

at
 

the
 

downstream
 

of
 

mouse
 

Neat1
 

sequence.
 

Compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

control
 

groups,
 

increased
 

Neat1
 

levels
 

were
 

seen,
 

while
 

cGMP
 

were
 

highly
 

expressed
 

but
 

RD3
 

was
 

lowly
 

expressed
 

in
 

the
 

blood
 

of
 

ROP
 

children,
 

and
 

the
 

retina
 

of
 

OIR
 

mice. Conclusions　 lncRNA
 

Neat1
 

may
 

cause
 

the
 

degeneration
 

of
 

retinal
 

photoreceptor
 

cells
 

through
 

the
 

Neat1 /
RD3 / cGMP

 

pathway
 

under
 

the
 

mediation
 

of
 

RD3.
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　 　 早产儿视网膜病 ( retinopathy
 

of
 

prematurity,
 

ROP)是早产儿最常见的并发症之一。 近年来随着

呼吸机和肺泡表面活性物质的广泛应用,早产儿的

存活率明显提高,ROP 发生率显著增加[1-2] 。 在世

界范围内,ROP 已成为小儿失明的主要原因[3] 。 研

究显示,ROP 的视觉损害不仅与视网膜血管的异常

增生有关,而且与感光细胞的变性有关[4] 。 但在

ROP 的治疗领域,针对视网膜感光细胞变性的研究

目前少有报道。 本研究拟通过二代测序技术(next-
generation

 

sequencing,NGS),筛选出氧诱导视网膜

病(oxygen-induced
 

retinopathy,
 

OIR)感光细胞变性

差异表达的长链非编码 RNA ( long
 

non - coding
 

RNA,
 

lncRNA),探讨 lncRNA
 

Neat1 导致 OIR 感光

细胞变性的分子机制,以期为 ROP 的防治提供新的

思路。

1　 材料与方法

1. 1　 动物和分组　 60 只 C57BL / 6J
 

SPF 新生小鼠,
雌雄不限,购自南京医科大学医药实验动物中心。
将上述小鼠随机分为 OIR 组和对照组( Control),每
组 30 只。 根据课题组既往研究采集视网膜标本,构
建 OIR 模型[5] 。 相关动物实验操作经南京医科大

学实验动物福利伦理委员会审查批准。
1. 2　 血液样本收集 　 回顾性选取 2019 年 7 月—
2020 年 6 月南京医科大学附属淮安第一医院新生

儿科住院的 5 例 ROP 患儿作为 ROP 组,其中女 2
例,男 3 例,纠正月龄 30 ~ 37 周,平均胎龄(33±4)
周。 此外,选取同期 5 例住院的非 ROP 患儿作为对

照(Control) 组。 纳入标准:①早产儿,胎龄 27 ~ 34
周,适于胎龄儿,符合 ROP 诊断标准[3] ;②早产儿母

亲无高血压、糖尿病、肾脏疾病等慢性病,无妊娠合

并症,无吸烟、酗酒、吸毒或药物滥用史。 排除标准:
患有颅内出血、缺血缺氧性脑病、新生儿坏死性小肠

结肠炎、先天性发育畸形、染色体异常、遗传代谢性

疾病等严重疾病。
1. 3　 lncRNA 筛选与分析 　 OIR 组和 Control

 

组小

鼠各取至少 30 个视网膜,应用 NGS,筛选出与 OIR
小鼠视网膜发育异常相关的差异

 

lncRNA,并将其与

临近的 mRNA 取交集进行 GO 分析、Pathway
 

分析。
随后进行 lncRNA 与蛋白编码基因的位置关系和表

达相关性分析,预测 lncRNA 的靶基因。 利用 qPCR

法对差异表达的 lncRNA
 

Neat1
 

进行验证[6] 。 通过

UCSC 基因组浏览工具分析 lncRNA 靶基因的特征

(测序公司:北京诺禾致源科技股份有限公司;平台

名称:illumina
 

novaseq6000,测序方式 PE150,数据量

是 12G)。
1. 4　 qRT-PCR　 使用 TRIzol

 

试剂从细胞中提取总

RNA,并使用无 RNase 的 DNase 试剂盒( Qiagen)去

除可能存在的 DNA。 按照反转录试剂盒说明书合

成 cDNA,随后按照 SYBR
 

Premix
 

Ex
 

Taq
 

Ⅱ试剂盒

说明书进行扩增。 相关引物序列如下:Neat1,5′ -
TGGAGATTGAAGGCGCAAGT - 3′ 和

 

5′ - ACCACA-
GAAGAGGAAGCACG - 3′; GAPDH, 5′ - AAGAGG-
GATGCTGCCCTTAC - 3′

 

和
 

5′ - TACGGCCAAATC-
CGTTCACA-3′;RD3,5′-CCTCAGAACTTTGTCCCT-
GTCAGCCA- 3′

 

和
 

5′ - GGTGATTGCCCTGGGTGGT-
CAGT-3′。
1. 5　 放射免疫法　 取 ROP 患儿血液样本和 OIR 小

鼠视网膜组织,按照鸟苷酸环化酶( Gucy) 测试盒

(北京华英生物技术研究所)说明书采用放射免疫

法检测环磷酸鸟苷(cGMP)含量。
1. 6　 统计学处理　 采用 SPSS

 

22. 0 软件进行统计

分析。 计量资料以均数±标准差( x±s)表示,组间均

数比较采用 t 检验或方差分析(ANOVA)。 P<0. 05
 

为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 OIR 相关差异
 

lncRNA
 

的筛选和验证　 OIR 组

小鼠视网膜组织中的 lncRNA 表达与 Control 组存在

较大差异(图
 

1A、1B
 

)。 我们对差异倍数较大、组
内差异较小的

 

lncRNA
 

Neat1
 

进行 qPCR 验证,结果

与 NGS 结果一致(图 1C
 

)。 为了证实 lncRNA 验证

芯片结果的可靠性,我们采用 qPCR 法对其他差异

表达的 lncRNA 进行验证,结果见图 1D
 

。
2. 2　 OIR 相关差异

 

lncRNA
 

潜在靶标基因的
 

GO
 

和

Pathway
 

分析　 对芯片检测到的差异表达基因及同

时又被预测为差异
 

lncRNA
 

可能调控靶标的编码基

因,取交集进行
 

GO 分析和 Pathway
 

分析。 结果显

示,差异
 

lncRNA 潜在靶标基因与光信号转导、神经

细胞变性密切相关,并涉及
 

Gucy / cGMP / CNG(环化

核苷酸阳离子门控通道)等多条与感光细胞变性相

关的信号通路,与所检样本的疾病性质相吻合。
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　 　 A. OIR 组和对照组差异表达
 

lncRNA
 

维恩图;B. 差异
 

lncRNA
 

聚类分析;C. lncRNA
 

Neat1 在 OIR 小鼠视网膜组织中

的表达验证;D. 部分差异表达 lncRNA 的验证;与 Control
 

组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 01
图 1　 OIR 相关差异

 

lncRNA
 

的筛选和验证

2. 3　 Neat1 生物信息学分析 　 Neat1
 

全称 nuclear
 

paraspeckle
 

assembly
 

transcript
 

1, 为 非 蛋 白 编 码

lncRNA, 定 位 于 11 号 染 色 体。 转 录 本 ID:
ENST00000501122. 2,全长 22

 

743
 

bp,反向链,在脊

椎动物中高度保守,在各器官组织中的分布情况见

图 2A,人与小鼠
 

Neat1 序列完全一致
 

(图 2B、2C
 

),
提示 Neat1 潜在功能的重要性。 Neat1 所在染色体

区域存在众多顺时作用元件结合位置(图 2D),提
示其具有潜在强大的转录调控作用。 通过

 

UCSC
 

基

因组浏览工具分析,结果显示在小鼠Neat1序列下

游不远有视网膜变性蛋白 3 ( retinal
 

degeneration
 

protein
 

3,RD3)基因(图 2E),提示 Neat1 的功能可

能与 RD3 相关。
2. 4　 ROP 患儿血液和 OIR 小鼠视网膜组织中相关

指标表达情况 　 结合前期研究,qPCR
 

法结果显示

ROP 患儿血液和 OIR 小鼠视网膜组织中 Neat1 的

mRNA 水平较 Control 组升高,RD3 呈低表达。 放射

免疫法结果显示,ROP 患儿血液和 OIR 小鼠视网膜

组织中 cGMP 呈高表达。 见图 3。
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　 　 A. Neat1 在各器官组织中的分布情况;B. 人 Neat1 序列;C. 小鼠 Neat1 序列;D. Neat1 所在染色体区域顺时作用元件

结合位置;E. Neat1 基因下游 RD3 基因序列

图 2　 Neat1 生物信息学分析
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　 　 A、B. ROP 患儿血液和 OIR 小鼠视网膜组织中
 

Neat1 的 mRNA 水平;C、D. ROP 患儿血液和

OIR 小鼠视网膜组织中 RD3 表达;E、F. ROP 患儿血液和小鼠视网膜组织中 cGMP 表达,与 Control
组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01

图 3　 ROP 患儿血液和 OIR 小鼠视网膜组织中 Neat1、RD3、cGMP 表达情况

3　 讨　 论

目前,针对 ROP 治疗的研究主要集中于视网膜

血管的异常增生[7] 。 抗血管内皮细胞生长因子等

药物不能改善或逆转感光细胞的变性,无法从根本

上解决视觉受损。 研究表明,lncRNA 能在表观遗

传、转录及转录后水平调控基因表达,与人类疾病的

发生、发展和防治密切关联[8] 。 lncRNA
 

功能失调

与肿瘤、心血管疾病、神经系统疾病等多种疾病的发

生和发展有关[9-10] 。 小鼠视网膜存在 18 种高度保

守的 lncRNA,其中 ENSMUST00000052354 等共 16
种在人与小鼠中共表达,在视网膜黄斑区存在 14
种[11] ,这为研究 ROP 患儿 lncRNA 的差异表达奠定

了理论基础[12] 。 研究显示,lncRNA
 

Six3OS 参与小

鼠视网膜的定向分化[13] ,lncRNA
 

Vax2os1 参与调节

小鼠视网膜光感细胞的细胞周期[14] 。 Huang 等[15]

研究发现,NR_033585 和 lincRNA:chr8:129102060-
129109035 在有无血管浸润的眼角膜之间存在差异

表达。 而 ROP 的病理机制恰与视网膜组织新生血

管密切相关。 本研究中,我们通过 NGS 分析发现,
OIR 小鼠视网膜中 lncRNA

 

Neat1 差异表达。 Neat1
定位于细胞核,其表达受氧浓度等多种因素影响,参
与神经变性、肿瘤、感染等过程。 Neat1 与多种肿瘤

的侵袭性及预后密切有关[16] ,可作为一种新型炎症

调节因子通过 MAPK 途径在人狼疮中发挥作用[17] ,
在病毒感染、 免疫调节等方面均发挥重要的作

用[18] 。 近年来发现,Neat1 与神经细胞变性密切相

关[19] ,但目前少有关于
 

Neat1 与 ROP 相关性的研

究。 cGMP 是负责脊椎动物视网膜的视杆细胞、视
锥细胞光转导的第二信使,由 Gucy 以及颗粒酶等合

成[20] 。 而 RD3 是 Gucy 运输感光细胞所必需的。
正常情况下,黑暗条件下视杆细胞(或视锥细胞)中

cGMP 浓度较高,CNG 开放,钙离子内流,引起膜去

极化,突触持续向次级神经元释放递质。 视紫红质

(rhodopsin,
 

Rh)是一种 7 次跨膜蛋白,含 1 个 11 顺

-视黄醛,是视觉感受器中的 G 蛋白偶联型受体。
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光照使 Rh 的构象变为反式,Rh 分解为视黄醛和视

蛋白 ( opsin), 视蛋白构象改变后激活转导蛋白

(transducin,
 

Gt),Gt 蛋白激活 cGMP 磷酸二酯酶,
将细胞中的 cGMP 水解,从而关闭钠通道,引起细胞

超极化,产生视觉[21] ;胞内 cGMP 水平下降的负效

应信号起传递光刺激的作用。 当感光细胞外节段

cGMP 蓄积,CNG 持续开放,阳离子过度内流,可致

感光细胞变性[22] 。 生物信息学预测,RD3 可能是

Neat1 的靶基因。 RD3 在感光细胞中结合至 Gucy
的 C′末端,介导 Gucy 从感光细胞的内质网输出到

内涵体囊泡,通过 Gucy / cGMP / CNG 信号通路调节

感光细胞的变性与存活[23] 。 本研究结果显示,ROP
患儿血液、OIR 小鼠视网膜中 Neat1 表达均显著提

高,RD3 表达下降,cGMP 表达增加。 因此,我们推

测 Neat1 可致感光细胞发生变性, 并通过 RD3 /
Gucy / cGMP / CNG 信号通路发挥效应,有待进一步

验证。 综上,lncRNA
 

Neat1 可致 OIR 感光细胞发生

变性,相关结果将为 ROP 的治疗提供新的思路及理

论依据。
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