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环状 RNA hsa-circ-0001360 在同型半胱氨酸诱导人脐静脉内皮细胞凋亡中的作用
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文题释义：

人脐静脉内皮细胞：是来源于新生儿脐带静脉内壁的一种干细胞。因其容易获取、没有伦理学争议，且能够无限增殖，常作为内皮细胞功

能和病理学的研究模型，应用于血管生成、愈合、血管建模、组织工程、炎症等研究中。

环状RNA：一种共价闭合的单链非编码RNA，其结构稳定性相较于其他RNA更强；环状RNA具有调控基因转录、调控靶蛋白和充当小分子

RNA海绵等诸多功能。

同型半胱氨酸：是一种含硫氨基酸，是蛋氨酸代谢的中间产物，其本身不参与蛋白质的合成。高同型半胱氨酸血症是心脑血管病的新的、

独立的危险因子。

摘要

背景：同型半胱氨酸水平上升会诱导人脐静脉内皮细胞发生凋亡，但机制尚不清楚。

目的：探讨hsa-circ-0001360在同型半胱氨酸诱导人脐静脉内皮细胞发生凋亡中的作用。

方法：体外培养人脐静脉内皮细胞，将其分为对照组、同型半胱氨酸组、干扰对照组、干扰对照+同型半胱氨酸组、干扰hsa-circ-0001360
组、干扰hsa-circ-0001360+同型半胱氨酸组、过表达对照组、过表达对照+同型半胱氨酸组、过表达hsa-circ-0001360组和过表达 

hsa-circ-0001360+同型半胱氨酸组，同型半胱氨酸的干预浓度均为100 μmol/L。干预细胞72 h后，应用Western blot检测凋亡相关蛋白Bax、
Bcl-2和Caspase-3的表达；流式细胞仪检测细胞的凋亡率；实时荧光定量PCR(qRT-PCR)检测hsa-circ-0001360的表达水平。

结果与结论：①与对照组相比，同型半胱氨酸组人脐静脉内皮细胞中Caspase-3和Bax的表达明显升高(P < 0.01)，Bcl-2的表达明显降低( P < 
0.01)，细胞凋亡率明显增高(P < 0.01)；②与对照组相比，同型半胱氨酸组人脐静脉内皮细胞中hsa-circ-0001360的表达明显升高(P < 0.01)；
③hsa-circ-0001360在人脐静脉内皮细胞的细胞质中表达显著高于细胞核(P < 0.01)；④与干扰对照组或干扰对照+同型半胱氨酸组相比，干

扰hsa-circ-0001360组和干扰hsa-circ-0001360+同型半胱氨酸组人脐静脉内皮细胞中Caspase-3、Bax的表达明显降低(P < 0.01)，Bcl-2的表达明

显升高(P < 0.01)，细胞凋亡率明显降低(P < 0.01)；⑤与过表达对照组或过表达对照+同型半胱氨酸组相比，过表达hsa-circ-0001360组和过

表达hsa-circ-0001360+同型半胱氨酸组人脐静脉内皮细胞中Caspase-3、Bax的表达明显升高(P < 0.01)，Bcl-2的表达明显降低(P < 0.01)，细胞

凋亡率明显升高(P < 0.01)；⑥以上结果表明，hsa-circ-0001360可以促进同型半胱氨酸诱导人脐静脉内皮细胞发生凋亡。
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文章快速阅读：hsa-circ-0001360 参与同型半胱氨酸诱导人脐静脉内皮细胞的凋亡

分组：

• 人脐静脉内皮细胞：对照组和同型半胱氨酸组；

• 人脐静脉内皮细胞：干扰对照组、干扰对照 +
同型半胱氨酸组、干扰 hsa-circ-0001360 组、干

扰 hsa-circ-0001360+ 同型半胱氨酸组；

• 人脐静脉内皮细胞：过表达对照组、过表达对

照 + 同型半胱氨酸组、过表达 hsa-circ-0001360
组、过表达 hsa-circ-0001360+ 同型半胱氨酸组。

检测指标：

• Caspase-3、Bax 和 Bcl-2 凋亡蛋白的表达；

• 人脐静脉内皮细胞凋亡率；

• hsa-circ-0001360 的表达及定位。

结论：

hsa-circ-0001360 能够促进同型半胱氨酸诱导

人脐静脉内皮细胞发生凋亡。
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0   引言   Introduction
心血管疾病，包括冠心病、高血压和脑卒中，共同构成

了全球第一大死亡原因
[1]
。动脉粥样硬化是指脂质和 / 或纤

维物质积聚在动脉血管内壁，是一种影响大中动脉的慢性全

身性疾病，被认为是导致心血管疾病的主要原因
[2-3]

。高同型

半胱氨酸血症被认为是动脉粥样硬化性心血管疾病的独立危

险因素
[4-5]

。同型半胱氨酸 (homocysteine，Hcy) 是必需氨基

酸蛋氨酸分解代谢过程中产生的含硫氨基酸
[6-7]

。环状 RNA 

(circular RNAs，circRNAs) 是一种较为广泛的共价闭合单链

RNA，在心血管系统中高丰度分布，并在多种衰老相关疾病

中通过多种机制参与疾病的发生发展
[8-10]

。hsa-circ-0001360

是众多 circRNA 中的一种，CHEN 等
[11]

研究指出其表达与皮

肤鳞状细胞癌变存在潜在关系，目前尚未见 hsa-circ-0001360

在心血管系统退行性疾病发生发展中发挥作用的相关报道。

该研究探讨 hsa-circ-0001360 在 Hcy 诱导人脐静脉内皮细胞

(human umbilical vein endothelial cells，HUVECs) 凋亡中的作

用，为进一步研究 Hcy 诱导动脉粥样硬化发生的分子机制

及未来临床疾病的新药物靶点的筛选提供实验依据和理论 

基础。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   体外细胞实验，两样本间均数比较采用 t 检验，

多样本间均数比较采用单因素方差分析。

1.2   时间及地点   实验于 2022 年 10 月至 2023 年 4 月在宁夏

医科大学国家卫生健康委代谢性心血管疾病研究重点实验室

完成。

1.3   材料   HUVECs 由宁夏医科大学国家卫生健康委代谢性心

血管疾病研究重点实验室惠赠。DMEM 高糖培养基、胎牛血

清 (Gibco，美国 )；胰蛋白酶、青链霉素 (Solarbio，中国 )；
Hcy(Sigma，美国 )；蛋白提取试剂盒 ( 凯基，南京 )；凋亡检

测试剂盒 (BD，北京 )；总 RNA 提取试剂盒 ( 天根，北京 )；

反转录试剂盒、荧光定量 PCR 试剂盒 (Takara，中国 )；Bcl-2

抗体、Bax 抗体、Caspase-3 抗体 (Abcam，美国 )；核质分离

试剂盒 (Thermo Fisher，美国 )；RNA 引物 ( 生工，上海 )；

慢病毒转染试剂 ( 舍为斯，天津 )；超净工作台 ( 安泰，苏州 )；

荧光定量 PCR 仪 ( 耶拿，德国 )；流式细胞仪 ( 安捷伦，美国 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   细胞培养、转染及分组   使用含有体积分数 1% 青链霉

素和体积分数 10% 胎牛血清的 DMEM 高糖培养基于 37 ℃、

体积分数 5%CO2 培养箱中培养 HUVECs(T25 培养瓶 )，每 24 h 

换液 1 次，待细胞密度达 90% 左右时，用胰蛋白酶对其进行

消化、传代，继续培养。

细胞分组：对照组、Hcy 组、干扰对照组、干扰对照 + 

Hcy 组、 干 扰 hsa-circ-0001360 组、 干 扰 hsa-circ-0001360+ 

Hcy 组、过表达对照组、过表达对照 +Hcy 组、过表达 

hsa-circ-0001360 组和过表达 hsa-circ-0001360+Hcy 组。第 4

代 HUVECs 接种于 6 孔板中，每孔细胞数约 2×105
，细胞密

度约 50% 时，选取其中 4 孔分别加入 20 μL sh-NC、sh-hsa-

circ-0001360、pLV-NC 和 pLV-sh-hsa-circ-0001360 慢 病 毒 转

染试剂，继续培养 72 h( 中途可使用完全培养基对细胞进行

换液以保持细胞活性 )，荧光显微镜下观察细胞感染效率，

将细胞转移至 T25 培养瓶中继续培养、传代，待细胞稳定
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Abstract
BACKGROUND: Increased homocysteine level induces apoptosis of human umbilical vein endothelial cells, but the mechanism remains unclear. 
OBJECTIVE: To investigate the role of hsa-circ-0001360 in human umbilical vein endothelial cell apoptosis induced by homocysteine. 
METHODS: In vitro cultured human umbilical vein endothelial cells were divided into control group, homocysteine group, interference control group, 
interference control + homocysteine group, hsa-circ-0001360 interference group, hsa-circ-0001360 + homocysteine interference group, overexpression control 
group, overexpression control + homocysteine group, hsa-circ-0001360 overexpression group and hsa-circ-0001360 + homocysteine overexpression group. All 
groups were treated with 100 μmol/L homocysteine. After 72 hours of intervention, the expressions of apoptosis-related proteins Bax, Bcl-2, and Caspase-3 
were detected by western blot assay. The apoptotic rate was detected by flow cytometry. Quantitative real-time PCR was used to detect the expression of hsa-
circ-0001360.  
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Compared with the control group, the expression of Caspase-3 and Bax was significantly increased (P < 0.01), and the 
expression of Bcl-2 was significantly decreased (P < 0.01), and the apoptotic rate was significantly increased (P < 0.01) in the homocysteine group. (2) Compared 
with control group, the expression of hsa-circ-0001360 was significantly increased in the homocysteine group (P < 0.01). (3) The expression of hsa-circ-0001360 
was significantly higher in the cytoplasm than that in the nucleus (P < 0.01). (4) Compared with the interference control C group and interference control + 
homocysteine group, the expressions of Caspase-3 and Bax were significantly decreased (P < 0.01), while the expression of Bcl-2 was significantly increased (P < 
0.01); the apoptotic rate was significantly decreased (P < 0.01) in sh-hsa-circ-0001360 interference group and sh-hsa-circ-0001360 + homocysteine interference 
group. (5) Compared with overexpression control group and overexpression control + homocysteine group, the expressions of Caspase-3 and Bax were 
significantly increased (P < 0.01), while the expression of Bcl-2 was significantly decreased (P < 0.01); the apoptotic rate was significantly increased (P < 0.01) in 
the hsa-circ-0001360 overexpression group and the hsa-circ-0001360 + homocysteine overexpression group. (6) In conclusion, hsa-circ-0001360 can promote 
the apoptosis of human umbilical vein endothelial cells induced by homocysteine. 
Key words: homocysteine; hsa-circ-0001360; human umbilical vein endothelial cell; apoptosis; cyclic RNA
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且传至 3 代以后，用 2 μg/mL 嘌呤霉素对细胞进行消杀以

保证感染效率 ( 消杀后即可获取可稳定传代的转染株 )。

根据实验分组将细胞密度达 90% 左右稳定干扰和过表达 

hsa-circ-0001360 的 HUVECs( 经嘌呤霉素消杀后获得的稳转

株 ) 或正常 HUVECs 进行 1 瓶传 4 瓶传代，待细胞贴壁后使

用浓度为 100 μmol/L 的 Hcy 干预细胞 72 h，最后收取细胞用

于后续实验
[12]
。

1.4.2   Western blot 检 测 HUVECs 中 Caspase-3、Bax 和 Bcl-2

蛋白的表达水平   提取各组细胞总蛋白，加入蛋白上样缓冲

液后 99 ℃金属浴 5 min；取 30 μg 总蛋白进行 SDS-PAGE 凝胶

电泳，然后电转至 PVDF 膜，再用 50 g/L 脱脂牛奶封闭 2 h， 

PBST 清洗 3 次，每次 10 min，PVDF 膜用抗 Bax 抗体 (1 ∶ 

1 000 稀释 )，抗 Bcl-2 抗体 (1 ∶ 1 000 稀释 ) 和抗 Caspase-3

抗体 (1 ∶ 500 稀释 ) 4 ℃孵育过夜，PBST 清洗 3 次 ( 同上 )，
PVDF 膜用辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG 孵育 2 h，PBST

清洗 3 次 ( 同上 )，最后应用凝胶图像分析成像系统 (Image 

Lab) 对 PVDF 膜进行成像并统计分析。

1.4.3   流式细胞术检测 HUVECs 的凋亡水平   实验全程将细胞

置于冰上操作。从培养箱中取出各组HUVECs，用胰蛋白酶 (不

含酚红和 EDTA) 对细胞进行消化处理并转移至 1.5 mL 离心

管中，避光配制结合液 (buffer ∶水 =1 ∶ 9)，单染组每个离

心管只加 100 μL 结合液和 5 μL 其对应染料，实验组每管加 

100 μL 结合液、5 μL PE 染料和 5 μL 7-aad 染料，静置 15 min

再向每管加入 400 μL 结合液，轻轻混匀并过滤细胞至新离心

管中，最后上机检测并统计分析数据。

1.4.4   qRT-PCR 检测 HUVECs 中 hsa-circ-0001360 的表达   按照

总 RNA 提取试剂盒使用说明书提取各组 HUVECs 总 RNA，再

将其反转录为 cDNA。使用荧光定量 PCR 仪对 cDNA 进行扩

增 ( 扩增条件为：两步法，20 μL 体系，95 ℃预变性 30 s，
95 ℃变性 5 s，53.9 ℃退火 10 s，共 40 个循环 )，以 GAPDH

为内参基因，运用 2-ΔΔCt
法对获得的数据进行统计分析。 

hsa-circ-0001360 引物序列：上游为 5’-GCT GAT TTT CAC ACC 

CGC TA-3’， 下 游 为 5’-GTT GGG TAA TAC TGC CGC TG-3’；
GAPDH 引物序列：上游为 5’-GAA CGG GAA GCT CAC TGG-3’，

下游为 5’-GCC TGC TTC ACC ACC TTC T-3’。
1.4.5   qRT-PCR检测HUVECs细胞质和细胞核中hsa-circ-0001360 

的表达   按照核质分离试剂盒分别提取 HUVECs 细胞质和细

胞核，以 GAPDH 作为细胞质的内参基因，以 U6 作为细胞核

的内参基因，进行 qRT-PCR 检测 ( 方法同 1.4.4)。U6 引物序

列：上游为 5’-GGT GAA GGT CGG TGT GAA CG-3’，下游为 5’-CTC 

GCT GGA AGA TGG TG-3’。
1.5   主要观察指标   ① HUVECs 中 Bax，Bcl-2 和 Caspase-3

蛋白的表达；② HUVECs 的凋亡率；③ HUVECs 中 hsa-circ- 

0001360 的表达。

1.6   统计学分析   实验数据均使用 Graphpad Prism 8.0 进行

处理分析，统计结果以 x-±s 表示，两样本间比较采用 t 检

验，多样本间比较采用单因素方差分析，P < 0.05 为差异有

显著性意义。统计学方法已通过宁夏医科大学统计学专家 

审核。

2   结果   Results 
2.1   Hcy对HUVECs凋亡的影响   Western blot检测结果表明，

与对照组相比，Hcy 组 Bax 和 Caspase-3 蛋白的表达水平明

显增高 (P < 0.01)，Bcl-2 蛋白的表达水平明显降低 (P < 0.01)；

流式细胞仪结果显示，Hcy 组 HUVECs 凋亡率明显高于对照

组 (P < 0.01)。以上结果共同表明，Hcy 处理后 HUVECs 发生

明显凋亡，见图 1。

图注：图 A 为 Western blot 检测凋亡相关蛋白 Bax，Bcl-2 和 Caspase-3
的表达；B 为流式细胞仪检测细胞凋亡率。与对照组相比，

aP < 0.01。
图 1 ｜同型半胱氨酸 (Hcy) 对人脐静脉内皮细胞凋亡的影响

Figure 1 ｜ Effect of homocysteine on apoptosis of human umbilical vein 
endothelial cells
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2.2   Hcy 对 HUVECs 中 hsa-circ-0001360 表达的影响   qRT-PCR

结果表明，Hcy 组 HUVECs 中 hsa-circ-0001360 的表达显著高

于对照组 (P < 0.01)，见图 2。
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图注：qRT-PCR 检测 hsa-circ-0001360 的相对表

达量。与对照组相比，
aP < 0.01。

图 2 ｜同型半胱氨酸 (Hcy) 对人脐静脉内皮细胞

中 hsa-circ-0001360 表达的影响

Figure 2 ｜ Effect of homocysteine on hsa-
circ-0001360 expression in human umbilical vein 
endothelial cells

2.3   hsa-circ-0001360 在 HUVECs 细胞核和细胞质中的表达    

qRT-PCR 结果表明，hsa-circ-0001360 在细胞质中的表达明显

高于细胞核 (P < 0.01)，见图 3。
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图 3 ｜ hsa-circ-0001360 在人脐静脉内皮细胞

的细胞核和细胞质中的表达

Figure 3 ｜ Expression of hsa-circ-0001360 in the 
nucleus and cytoplasm of human umbilical vein 
endothelial cells
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2.4   慢病毒转染干扰和过表达 hsa-circ-0001360 效果验证   使

用慢病毒转染 HUVECs 以实现对 hsa-circ-0001360 的干扰

和过表达，qRT-PCR 结果表明，与干扰对照组相比，干扰 

hsa-circ-0001360 组 hsa-circ-0001360 表 达 明 显 下 降 (P < 

0.01)；与过表达对照组相比，过表达 hsa-circ-0001360 组 

hsa-circ-0001360 表达明显升高 (P < 0.01)，见图 4。

2.6   过 表 达 hsa-circ-0001360 对 Hcy 诱 导 HUVECs 凋 亡 的

影响   Western blot 结果与流式细胞仪结果分别表明：过

表达 hsa-circ-0001360 组相较于过表达对照组，过表达 

hsa-circ-0001360+Hcy 组相较于过表达对照 + Hcy 组，Bax 和

Caspase-3 蛋白的表达水平明显增高 (P < 0.01)，Bcl-2 蛋白的

表达水平明显降低 (P < 0.01)，细胞凋亡率明显增高 (P < 0.01)，

见图 6。

图 4 ｜慢病毒转染干扰 (A) 和过表达 (B) hsa-circ-0001360 效果验证

Figure 4 ｜ Validation of lentivirus transfection interference (A) and 
overexpression (B) of hsa-circ-0001360

图 注：qRT-PCR 检 测
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2.5   干 扰 hsa-circ-0001360 对 Hcy 诱 导 HUVECs 凋 亡 的 影

响   Western blot 检测结果与流式细胞仪结果分别表明：

干扰 hsa-circ-0001360 组相较于干扰对照组，干扰 hsa-circ-

0001360+Hcy 组相较于干扰对照 +Hcy 组，Bax 和 Caspase-3

蛋白的表达水平显著降低 (P < 0.01)，Bcl-2 蛋白的表达水

平明显升高 (P < 0.01)，细胞凋亡率明显下降 (P < 0.01)， 

见图 5。

图注：图 A 为 Western blot 检测凋亡相关蛋白 Bax，Bcl-2 和 Caspase-3
的表达；B 为流式细胞仪检测细胞凋亡率。1，2，3 和 4 分别为干

扰对照组、干扰对照 +Hcy 组、干扰 hsa-circ-0001360 组和干扰 hsa-
circ-0001360 + Hcy 组；与干扰对照组相比，

aP < 0.01；与干扰对照 +Hcy
组相比，

bP < 0.01。
图 5 ｜干扰 hsa-circ-0001360 对同型半胱氨酸 (Hcy) 诱导人脐静脉内皮细

胞凋亡的影响

Figure 5 ｜ Effect of interfering hsa-circ-0001360 on homocysteine induced 
apoptosis of human umbilical vein endothelial cells
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图注：图 A 为 Western blot 检测凋亡相关蛋白 Bax，Bcl-2 和 Caspase-3
的表达；B 为流式细胞仪检测细胞凋亡率。1，2，3 和 4 分别为过表

达对照组、过表达对照 +Hcy 组、过表达 hsa-circ-0001360 组和过表达 

hsa-circ-0001360+Hcy 组；与过表达对照组相比，
aP < 0.01；与过表达对

照 +Hcy 组相比，
bP < 0.01。

图 6 ｜过表达 hsa-circ-0001360 对同型半胱氨酸 (Hcy) 诱导人脐静脉内皮

细胞凋亡的影响

Figure 6 ｜ Effect of overexpressing hsa-circ-0001360 on homocysteine 
induced apoptosis of human umbilical vein endothelial cells 
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3   讨论   Discussion
该研究结果显示，Hcy干预组HUVECs中 hsa-circ-0001360 

的表达显著高于对照组，干扰 hsa-circ-0001360 能够降低 Hcy

诱导 HUVECs 的凋亡，而过表达 hsa-circ-0001360 则进一步增

强 Hcy 诱导 HUVECs 的凋亡。

内皮细胞功能障碍是动脉粥样硬化发展的第一步，血管

的形成离不开内皮细胞，血管内皮细胞是覆盖在血管内膜表

面纵向排列的单层扁平细胞，其直接接触血液系统，是血液

系统和组织间的屏障，具有多种生理功能。建立血管内皮细

胞培养模型，是体外研究血管内皮细胞功能的实验手段，而

HUVECs 以其来源方便、增殖能力强且没有伦理争议等诸多

优点，成为了众多研究者首选的模型构建细胞
[13-14]

。由于高

同型半胱氨酸血症是动脉粥样硬化性心血管疾病的独立危险

因素
[4-5]

，因此，该研究以 Hcy 干预 HUVECs 来构建体外动脉
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粥样硬化模型。

不同于细胞坏死，细胞凋亡是由基因控制的，是细胞

为更好适应周围生存环境而发生的一种主动的程序性死亡过

程。细胞凋亡的途径有 2种：内源性的线粒体途径 (Bcl-2途径 )

和外源性的死亡受体途径
[15]
。Bcl-2 家族有抗凋亡蛋白和促

凋亡蛋白两大类，抗凋亡蛋白主要包括 Bcl-2、Bcl-XL、Mcl-1

和 Bcl-W 等，促凋亡蛋白主要包括 Bax、Bak、Bcl-XS 和 Bad

等。该研究从内源性的线粒体途径以 Bcl-2、Bax 和 Caspase-3

为主要蛋白指标对 HUVECs 的凋亡进行了探究。Hcy 作为人

体代谢的一种中间产物，其能够诱导心肌细胞、足细胞、内

皮细胞等多种细胞发生凋亡的研究早有报道
[16-18]

。该研究中，

Hcy 处理后 HUVECs 凋亡率同样显著高于对照组。

circRNAs 作为一种非编码 RNA，在生命体中发挥着诸

多功能，包括：①调控基因转录；②调控剪接；③充当微

小 RNA(miRNA) 海绵；④充当蛋白质海绵；⑤形成 circRNA-

蛋白质复合物；⑥翻译蛋白等
[19-20]

。某些 circRNAs 曾被报

道在细胞凋亡中发挥作用，HUANG 等
[21-23]

研究指出 cir-

cRNA-0092516 可调控软骨细胞的凋亡，circRNA-0000285 和

circRNA-UBAP2 等多种 circRNA 调控细胞凋亡也已被证实，这

为研究 hsa-circ-0001360 调控 HUVECs 凋亡提供了思路。Hcy

处理后 HUVECs 中 hsa-circ-0001360 的表达显著高于对照组，

当干扰 hsa-circ-0001360 后，HUVECs 的凋亡率明显下降，而

过表达 hsa-circ-0001360 后，HUVECs 的凋亡率却显著上升。

核质分离结果显示，hsa-circ-0001360 主要在 HUVECs 的

细胞质中表达，而在细胞中表达的 circRNA 的主要生物学功

能是充当 miRNA 海绵和调控下游靶蛋白
[24]
，但该研究未能

展开探讨 hsa-circ-0001360 调控 HUVECs 凋亡的具体机制，这

将是后续实验的研究重点。

综上所述，该研究表明 hsa-circ-0001360 可以促进 Hcy

诱导 HUVECs 发生凋亡，这为进一步探究高同型半胱氨酸血

症诱发动脉粥样硬化的分子机制提供了新的实验依据和理论

基础。
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