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论　著

[摘要]　目的　探讨lncRNA NEAT1通过激活PI3K/Akt信号通路对Aβ25-35诱导的阿尔茨海默病(AD)模型细胞凋亡的

影响及可能机制。方法　以0、5、10、20 µmol/L Aβ25-35诱导PC12细胞，构建AD细胞模型。用5 μmol/L Aβ25-35处理PC12

细胞，并于24、48、72 h采用qRT-PCR检测lncRNA NEAT1相对表达水平。取PC12细胞，(1)设置对照组、敲降lncRNA 

NEAT1组、si-NC组、空载体组及过表达lncRNA NEAT1组，对照组不做任何处理，其余4组分别用含si-lncRNA NEAT1、

si-NC、pcDNA3.1-NC、pcDNA3.1-lncRNA NEAT1的Opti-MEM培养基培养并转染8 h，然后使用20 μmol/L Aβ25-35 

处理。采用qRT-PCR检测lncRNA NEAT1相对表达水平；CCK-8法检测细胞活力；流式细胞术检测细胞凋亡情况，并

以G1和G2期细胞比例反映细胞增殖情况；ELISA法检测细胞上清中炎性因子白细胞介素-1β(IL -1β)、IL -6、IL -18、肿

瘤坏死因子-α(TNF-α)水平。(2)设置对照组、空载体组及过表达lncRNA NEAT1组，采用Western blotting检测p-PI3K、

p-Akt蛋白相对表达水平。(3)设置对照组、si-NC组、敲降lncRNA NEAT1组、空载体组、过表达lncRNA NEAT1组及

过表达lncRNA NEAT1+LY294002组，过表达lncRNA NEAT1+LY294002组细胞转染pcDNA3.1-lncRNA NEAT1后，加入

10 μmol/L PI3K通路抑制剂LY294002处理，采用流式细胞术检测细胞凋亡情况。结果　不同浓度的Aβ25-35均可明显抑

制lncRNA NEAT1的表达，且呈浓度依赖性(P=0.001)。与空载体组相比，过表达lncRNA NEAT1组lncRNA NEAT1相对

表达水平、细胞增殖率、G2期细胞比例明显增高，细胞凋亡率、G1期细胞比例明显降低(P<0.05)；与si-NC组相比，敲

降lncRNA NEAT1组lncRNA NEAT1相对表达水平、细胞增殖率、G2期细胞比例明显降低，细胞凋亡率、G1期细胞比例

明显升高(P<0.05)。ELISA检测结果显示，与空载体组相比，过表达lncRNA NEAT1组细胞上清中IL-1β、IL-6、IL-18、

TNF-α水平明显降低(P<0.05)；与si-NC组相比，敲降lncRNA NEAT1组细胞上清中IL-1β、IL-6、IL-18、TNF-α水平明

显升高(P<0.05)。Western blotting检测结果显示，与空载体组相比，过表达lncRNA NEAT1组信号通路相关蛋白p-PI3K、

p-Akt相对表达水平增高(p-PI3K：0.86±0.05 vs. 0.15±0.02，P=0.003；p-Akt：0.86±0.06 vs. 0.11±0.04，P=0.000)。与过

表达lncRNA NEAT1组相比，过表达lncRNA NEAT1+LY294002组细胞凋亡率明显升高(9.00%±0.10% vs. 5.13%±0.21%，

P=0.004)。结论　lncRNA NEAT1可通过调控PI3K/Akt通路促进Aβ25-35诱导的PC12细胞增殖，抑制PC12细胞凋亡。
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[Abstract]　Objective　To investigate the effect and mechanism of lncRNA NEAT1 activating PI3K/Akt signaling 

pathway on the influence of Alzheimer's disease (AD) PC12 model cells apoptosis induced by Aβ25-35. Methods　PC12 cells were 

induced with Aβ25-35 of concentrations 0, 5, 10 and 20 μmol/L to construct AD cell model. PC12 cells were treated with 5 μmol/L 

Aβ25-35, and the relative expression level of lncRNA NEAT1 was detected by qRT-PCR at the time points 24, 48 and 72 hours, 

respectively. PC12 cells were divided into: (1) control group, lncRNA NEAT1 knockdown group, si-NC group, empty body group 

and lncRNA NEAT1 overexpression group. Among them the cells in control group were not treated anyway; in the other four groups 

were cultured with Opti-MEM medium containing si-lncRNA NEAT1, si-NC, pcDNA3.1-NC and pcDNA3.1-lncRNA NEAT1 

and transfected for 8 hours, and then treated with 20 μmol/L Aβ25-35; qRT-PCR was used to detect the relative expression level of 

lncRNA NEAT1激活PI3K/Akt信号通路对Aβ25-35诱导的PC12
细胞凋亡的影响及机制
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lncRNA NEAT1; CCK-8 was used to detect the cell viability; flow cytometry was used to detect the apoptosis of PC12 cells, and the 

proliferation of PC12 cells was reflected by the ratio of G1 to G2 phase of cell cycle; the inflammatory factors interleukin-1β (IL-1β), 

IL-6, IL-18, and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in cell supernatant were detected by ELISA. (2) control group, empty body group, 

and lncRNA NEAT1 overexpression group, Western blotting was used to detect the relative expression levels of p-PI3K and p-Akt. 

(3) control group, si-NC group, lncRNA NEAT1 knockdown group, empty body group, lncRNA NEAT1 overexpression group, and 

lncRNA NEAT1 overexpression+LY294002 group. Cells in lncRNA NEAT1 overexpression+LY294002 group were transfected with 

pcDNA3.1-lncRNA NEAT1, and 10 μmol/L P13K pathway inhibitor LY294002 were added, and then flow cytometry was used to 

detect the apoptosis of PC12 cells. Results　Different concentrations of Aβ25-35 could significantly inhibit the expression of lncRNA 

NEAT1 in a concentration-dependent manner (P=0.001). Compared with empty body group, the relative expression level of lncRNA 

NEAT1, the cell proliferation rate, and the proportion of cells in G2 phase of lncRNA NEAT1 overexpression group increased, the 

cell apoptosis rate and the proportion of cells in G1 phase decreased (P<0.05). Compared with si-NC group, the relative expression 

level of lncRNA NEAT1, the cell proliferation rate, and the proportion of cells in G2 phase of lncRNA NEAT1 knockdown group 

decreased, the cell apoptosis rate and the proportion of cells in G1 phase increased (P<0.05). ELISA results showed that, compared 

with empty body group, the levels of inflammatory factors IL-1β, IL-6, IL-18, and TNF-α decreased significantly in lncRNA NEAT1 

overexpression group (P<0.05); compared with si-NC group, the levels of inflammatory factors IL-1β, IL-6, IL-18 and TNF-α 

increased significantly in lncRNA NEAT1 knockdown group (P<0.05). Western blotting results showed that, compared with empty 

body group, the expression levels of signal pathway related proteins p-PI3K and p-Akt increased in lncRNA NEAT1 overexpression 

group (p-PI3K: 0.86±0.05 vs. 0.15±0.02, P=0.003; p-Akt: 0.86±0.06 vs. 0.11±0.04, P=0.000). Compared with lncRNA NEAT1 

overexpression group, the apoptosis rate in lncRNA NEAT1 overexpression+LY294002 group increased obviously (9.00%±0.10% 

vs. 5.13%±0.21%, P=0.004). Conclusion　lncRNA NEAT1 can promote Aβ25-35 induced PC12 cell proliferation and inhibit cell 

apoptosis by regulating PI3K/Akt pathway.
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阿尔茨海默病(Alzheimer's disease，AD)，又称老

年性痴呆，是一种不可逆的中枢神经系统退行性疾

病[1]，临床主要表现为渐进性记忆障碍等神经精神

症状，严重影响患者的社交、工作与生活功能[2]。 
目前，AD的具体发病机制尚未明确，尚无有效的

治疗方法[3]。因此，开发潜在的精准AD生物标志物

具有重要意义[4]。长链非编码RNA(long noncoding 
R NA， lncR NA)在神经退行性疾病中的作用近年

逐渐受到重视[5]。核富集转录本1(nuclear-enriched 
abundant transcript 1，NEAT1)是一种广泛表达的

lncRNA，在神经退行性疾病中的表达发生了明显变

化[6]。Zhang等[7]发现，在小鼠巨噬细胞中，NEAT1
可以激活pro-caspase-1，促进炎性小体NLRP3聚集，

稳定cleaved-caspase-1，并提高caspase-1的活性。本

研究探讨了lncRNA NEAT1激活PI3K/Akt信号通路对

Aβ25-35诱导的AD模型细胞凋亡的影响及可能机制，

以期为开发新的AD生物标志物提供依据。

1　材料与方法

1 . 1　主要试剂及仪器　P C 1 2细胞购自中国科学

院；胎牛血清(FBS)、DMEM高糖培养基、青/链霉

素购自美国Invigentech公司；Lipofectamine 2000、
质粒孵育培养基Opti-MEM及Aβ25-35购自美国Sigma
公司；胰蛋白酶购自美国Amresco公司；反转录试

剂盒、Annexin V-FITC/PI试剂盒、TB Green Premix 
EX Taq Ⅱ试剂盒、CCK-8检测试剂盒购自北京百奥

莱博科技有限公司；兔抗p-PI3K、PI3K、p-Akt、
Akt、GAPDH一抗以及羊抗兔二抗购自武汉菲恩生

物科技有限公司；Trizol试剂购自美国Invitrogen公
司；SYBR Green qPCR Master Mix试剂盒购自日本

TaKaRa公司；pcDNA3.1 lncRNA NEAT1质粒及相

应空载体购自广州吉赛生物科技股份有限公司；

小干扰RNA(small interfering RNA，siRNA)及相应

阴性对照(siRNA NC，si-NC)购自上海吉玛制药技

术有限公司；白细胞介素-1β(IL-1β)、IL-6、IL-18
和肿瘤坏死因子 -α(TNF-α) ELISA试剂盒购自武

汉伊莱瑞特生物科技有限公司；PI3K通路抑制剂

LY294002(HY-10108)购自美国MedChemExpress公
司。酶标仪(Imark)购自美国伯乐公司；实时荧光定

量PCR仪(ABI7700)购自美国ABI公司；流式细胞仪

(FACSCalibur)购自美国BD公司；Western blotting检
测系统购自美国Molecular Devices公司。

1.2　AD细胞模型构建　PC12细胞于含0.1 ml/ml
胎牛血清、100 U/ml青霉素和100 µg/ml链霉素的

DMEM高糖培养基中，置于5% CO2、37 ℃恒温培

养箱中培养。取对数生长期细胞接种于96孔板中，

加入不同浓度的Aβ25-35(0、5、10、20 µmol/L)作用

24 h，建立AD细胞模型。考虑到Aβ25-35对P12细胞毒

性的影响，选择5 µmol/L Aβ25-35处理PC12细胞，并

于24、48、72 h检测lncRNA NEAT1相对表达水平。

1.3　qRT-PCR检测 lncRNA NE AT1相对表达水平

　按照Tr i z o l说明书步骤提取总R N A，反转录成
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c D N A，测定c D N A浓度，利用T B  G ree n  Pre m i x 
E X  Ta q  Ⅱ试剂盒进行 q R T- P C R扩增。反应体

系( 2 0  µ l)：1  µ l  c D N A、上下游引物各0 . 5  µ l、
10 µ l  SYBR Premi x Ex Taq、8 µ l  ddH 2O。反应条

件：95 ℃预变性5 min；95 ℃  15 s、60 ℃  34 s，
共4 0个循环。引物由上海生工生物工程股份有

限公司设计并合成。 lncR NA NE AT1：上游引物

5' - G G C AG GTCTAGTTTG G G C AT-3'，下游引物

5'- CCTCATCCCTCCCAGTACCA-3'；G APDH：

上游引物5'-CCCTTCATTGACCTCAACTACA-3'，
下游引物5'-ATGACAAGCTTCCCGTTCTC-3'。以

GAPDH为内参，采用2–ΔΔCt法计算lncRNA NEAT1的
相对表达水平。实验重复3次，结果取平均值。

1.4　lncRNA NEAT1细胞转染　将5 µl Lipofectamine 
2000加入250 µl Opti-MEM培养基中混匀，室温静

置5 min；分别取5 µg siRNA-lncRNA (si-lncRNA) 
NEAT1、si-NC、pcDNA3.1-NC、pcDNA3.1-lncRNA 
NEAT1加入250 µl Opti-MEM培养基中混匀，室温

静置5 min；将含Lipofectamine 2000的Opti-MEM培

养基分别与含si-lncRNA NEAT1、si-NC、pcDNA3.1-
NC或pcDNA3.1-lncRNA NEAT1的Opti-MEM培养

基混匀，室温静置25 min。取PC12细胞接种于96
孔板中，设置对照组、敲降 lncR NA NE AT1组、

si-NC组、空载体组及过表达lncRNA NEAT1组。敲

降lncRNA NEAT1组、si-NC组、空载体组及过表达

lncRNA NEAT1组每孔加入质粒混合液混匀并于培

养箱中培养，转染8 h后更换为新鲜常规培养基继续

培养48 h，然后分别加入20 μmol/L Aβ25-35继续培养

24 h后更换为新鲜常规培养基继续培养；对照组不

做处理，培养方法同其余各组。

1.4.1　qRT-PCR检测lncRNA NEAT1相对表达水平

　按照1.3中的步骤检测各组lncRNA NEAT1相对表

达水平。

1.4.2　CCK-8法检测细胞活力　收集各组细胞，接

种于96孔板中(5×103个/孔)，设置3个复孔，培养

24 h后，每孔加入10 μl CCK-8溶液孵育2 h，采用酶

标仪测定各孔450 nm处的吸光度(A450)值。

1.4.3　流式细胞术检测细胞周期分布　收集各组细

胞，使用胰蛋白酶消化，1000 r/min离心6 min，弃

上清；用培养液重悬细胞，并用无水乙醇在–20 ℃
条件下过夜固定细胞；去除固定液，用PBS重悬细

胞，1000×g离心5 min，重复2次；PBS清洗细胞，

用含RNase A的溶液消化1 h；加入PI溶液终止消化

并避光染色8 min，采用流式细胞仪检测细胞周期

分布情况。

1.4.4　ELISA检测细胞上清中炎性因子水平　使用

IL-1β、IL-6、IL-18和TNF-α ELISA试剂盒检测细胞

上清中IL -1β、IL -6、IL -18和TNF-α的水平。将各

组细胞接种于96孔板中培养48 h，洗涤4次，加入

生物素标记的抗体工作液、酶偶联物，室温孵育

30 min；洗涤，加入显色底物显色，采用酶标仪测

定各孔450 nm处的吸光度(A450)值。实验重复3次，

结果取平均值。

1.5　Western blotting检测p-PI3K、p-Akt蛋白相对表

达水平　收集对照组、空载体组及过表达lncRNA 
NEAT1组细胞，接种于96孔板中(5×103个/孔)，
加入R I PA裂解液，将96孔板于0 ℃振荡30 min，
4 ℃下12 000 r/min离心15 min，取上清，采用BCA
法测定总蛋白浓度。取25 μg蛋白上样，行SDS-聚
丙烯酰胺凝胶电泳(90 V 30 min，120 V至溴酚蓝到

达凝胶底部)，然后转至PVDF膜上。加入5%脱脂

奶粉室温封闭1 h，加入一抗兔抗p-PI3K(1:1000)、
PI3K(1:1000)、Akt(1:1000)、p-Akt(1:1000)及内参

GAPDH(1:1000)，4 ℃孵育过夜；TBST洗涤3次，

加入辣根过氧化物酶标记的二抗( 1 : 1 0  0 0 0 )，室

温孵育1 h；TBST洗涤3次，用ECL显色液显色，

ImageJ软件对条带进行灰度分析。

1 . 6　流式细胞术检测细胞凋亡情况　取P C 1 2
细胞，以5×1 0 3个/孔的密度接种于无菌9 6孔板

中，设置对照组、si-NC组、敲降 lncRNA NE AT1
组、空载体组、过表达 lncR NA NE AT1组及过表

达 lncRNA NE AT1+LY294002组，对照组、si-NC
组、敲降 l n c R N A  N E AT 1组、空载体组、过表

达 l n c R N A  N E AT 1组处理同1 . 4，过表达 l n c R N A 
NE AT1+LY294002组细胞转染pcDNA3.1-lncRNA 
N E AT 1后，加入 1 0  µ m o l / L  P I 3 K通路抑制剂

LY294002处理。培养48 h后用不含EDTA的胰蛋白

酶对贴壁细胞进行消化并于室温下孵育，制备细胞

悬浮液。取5×104个细胞，加入缓冲液悬浮细胞并

转移至流式管中，然后加入5 µl Annexin V-FITC混

匀，于室温避光条件下孵育15 min，上机前5 min加
入5 µl PI进行染色，采用流式细胞仪检测细胞凋亡

情况。实验重复3次，结果取平均值。

1.7　统计学处理　使用SPSS 22.0和GraphPad Prism 
8软件进行统计分析和制图。计量资料经正态性检

验，符合正态分布者以x±s表示，多组间比较采用单

因素方差分析，进一步两两比较采用LSD-t检验；不

符合正态分布者以M(Q1，Q3)表示，组间比较采用

Mann-Whitney U检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　Aβ25-35对PC12细胞中lncRNA NEAT1表达的影

响　qRT-PCR检测结果显示，0、5、10、20 µmol/L 
Aβ25-35作用24 h后，PC12细胞中lncRNA NEAT1相
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对表达水平降低(依次为0.90±0.05、0.67±0.07、
0 . 5 3 ± 0 . 0 3 、 0 . 3 4 ± 0 . 0 9 ) ，且呈浓度依赖性

(F=110.51，P=0.001，图1A)。与对照组(0.99±0.10)
相比，5 µmol/L Aβ25-35作用PC12细胞24、48、72 h
后，lncRNA NEAT1相对表达水平随着时间延长而

降低(依次为0.49±0.05、0.27±0.05、0.18±0.05)，
差异有统计学意义(F=109.42，P=0.002，图1B)。
根据图1A的结果，20 µmol/L Aβ25-35处理24 h后，

lncR NA NE AT1的表达最低，建模效果最好。因

此，选择20 µmol/L Aβ25-35进行后续实验。

图1　Aβ25-35诱导的PC12细胞中lncRNA NEAT1相对表达水平

Fig.1　Relative expression level of lncRNA NEAT1 in PC12 cells induced by Aβ25-35

　　A. 不同浓度Aβ25-35处理的PC12细胞中lncRNA NEAT1的表达情况；B. 5 µmol/L Aβ25-35处理不同时间对PC12细胞中lncRNA NEAT1表

达的影响；与对照组比较，(1)P<0.05。

图2　lncRNA NEAT1载体构建效果(qRT-PCR)

Fig.2　Construction effect of lncRNA NEAT1 vector detected 

by qRT-PCR
　　与对照组比较，(1)P<0.05；与空载体组比较，(2)P<0.05；

与si-NC组比较，(3)P<0.05。

图3　lncRNA NEAT1对AD模型细胞活力的影响

Fig.3　Effect of lncRNA NEAT1 on cell viability of AD model cells
　　与对照组比较，(1)P<0.05；与空载体组比较，(2)P<0.05；

与si-NC组比较，(3)P<0.05。
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2 . 2　 l n c R N A  N E AT 1载体构建效果　q RT- P C R
检测结果如图2所示，与对照组 ( 0 . 9 3±0 . 0 9 )相
比，空载体组(0.54±0.12)与si-NC组(0.52±0.09)
lncRNA NEAT1相对表达水平明显降低(P=0.008，
P=0.001)；与空载体组相比，过表达lncRNA NEAT1
组lncRNA NEAT1相对表达水平增高(2.21±0.16，
P=0.001)；与si-NC组相比，敲降 lncRNA NE AT1
组lncRNA NEAT1相对表达水平降低(0.23±0.02，
P=0.000)，表明lncRNA NEAT1的过表达和敲降载体

构建成功，可用于后续实验。

2.3　 lncRNA NEAT1对AD模型细胞活力的影响　

CCK-8法检测结果显示，与对照组(116.33%±5.51%)
相比，Aβ25-35刺激后，空载体组(53.85%±5.57%)
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与 s i - N C 组 ( 5 5 . 1 8 % ± 8 . 5 0 % ) 细胞增殖率明显

降低 ( P = 0 . 0 0 0，P = 0 . 0 0 0 )；与空载体组相比，

过表达 l n c R N A  N E AT 1组细胞增殖率明显增高

(142.85%±5.00%，P=0.013)；与si-NC组相比，

敲降 l n c R N A  N E A T 1 组细胞增殖率明显降低

(21.18%±4.93%，P=0.003，图3)。
2.4　lncRNA NEAT1对AD模型细胞凋亡的影响　流

式细胞术检测结果显示，与对照组(4.50%±0.10%)
相比，Aβ 2 5 - 3 5刺激后，空载体组( 8 . 1 0 %±0 . 1 0 % )
与 s i -N C组( 7 . 4 0 %±0 . 2 6 % )细胞凋亡率明显升高

(P=0.001，P=0.001)；与空载体组相比，过表达

lncRNA NEAT1组细胞凋亡率降低(5.07%±0.15%，

P=0.012)；与si-NC组相比，敲降lncRNA NEAT1组细

胞凋亡率明显升高(14.70%±0.20%，P=0.000，图4)。
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图4　lncRNA NEAT1对AD模型细胞凋亡的影响

Fig.4　Effect of lncRNA NEAT1 on apoptosis of AD model cells
　　与对照组比较，(1)P<0.05；与空载体组比较，(2)P<0.05；与si-NC组比较，(3)P<0.05。
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2 . 5　 l n c R N A  N E AT 1对A D模型细胞周期的影响

　流式细胞术检测结果显示，与对照组(G 1期：

60.15%±1.00%；G2期：6.56%±0.95%)相比，Aβ25-35

刺激后，空载体组(G1期：61.81%±1.53%；G2期：

9.81%±1.53%)与si-NC组(G1期：60.15%±4.58%；

G 2期：1 0 . 7 0 %±0 . 7 3 % ) G 1和G 2期细胞比例差异

无统计学意义(P>0.05)；与对照组和空载体组相

比，过表达lncRNA NEAT1组G1期(52.15%±1.00%)
细胞比例明显降低 ( P = 0 . 0 0 1，P = 0 . 0 0 3 )，G 2期

( 2 1 . 1 5 %±1 . 0 0 % )细胞比例明显升高( P = 0 . 0 0 0，
P=0.001)；与si-NC组相比，敲降 lncRNA NE AT1
组 G 1期 ( 6 8 . 8 1 % ± 1 . 5 3 % ) 细胞比例明显升高

(P=0.012)，G2期(5.48%±1.53%)细胞比例明显降低

(P=0.021，图5)。
2.6　lncRNA NEAT1对AD模型细胞上清中炎性因

子水平的影响　E L I S A检测结果显示，与对照组

相比，Aβ25-35刺激后，空载体组和si-NC组细胞上

清中I L -1β、I L -6、I L -18、TNF-α水平明显升高

(P<0.05)；与空载体组相比，过表达lncRNA NEAT1
组细胞上清中I L -1β、I L -6、I L -18、TNF-α水平

明显降低(P<0.05)；与si-NC组相比，敲降lncRNA 
NEAT1组细胞上清中IL -1β、IL -6、IL -18、TNF-α
水平明显升高(P<0.05，表1)。
2.7　lncRNA NEAT1对AD模型细胞中PI3K/Akt信
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图5　lncRNA NEAT1对AD模型细胞周期的影响

Fig.5　Effect of lncRNA NEAT1 on cell cycle of AD model 

cells
　　与对照组比较，(1)P<0.05；与空载体组比较，(2)P<0.05；

与si-NC组比较，(3)P<0.05。

号通路活性的影响　Western blott ing检测结果显

示，与对照组相比，Aβ25-35刺激后，空载体组信号

通路相关蛋白p-PI3K、p-Akt相对表达水平明显下

降(p-PI3K：0.15±0.02 vs.  1.02±0.05，P=0.005；
p-Akt：0.11±0.04 vs. 0.95±0.07，P=0.000)；与空

载体组相比，过表达 lncRNA NE AT1组(p-PI3K：

0.86±0.05；p-Akt：0.86±0.06)信号通路相关蛋白

p-PI3K、p-Akt相对表达水平明显增高(P=0.003，
P=0.000，图6)。
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2.8　通路抑制剂LY294002对AD模型细胞凋亡的

影响　为了证实P I 3 K / A k t通路与A D模型细胞凋

亡的关系，向A β 2 5 - 3 5处理的P C 1 2细胞中分别加

入pcDNA3.1-lncRNA NEAT1与pcDNA3.1-lncRNA 
NEAT1+LY294002，使用流式细胞术检测AD模型细

胞凋亡情况。结果显示，与对照组相比，Aβ25-35刺

激后，空载体组细胞凋亡率明显升高(8.20%±0.26% 
vs .  4 .4%±0.21%，P=0.002)；与空载体组相比，

过表达 l n c R N A  N E AT 1组细胞凋亡率明显降低

(5.13%±0.21%，P=0.011)；与过表达lncRNA NEAT1
组相比，过表达lncRNA NEAT1+LY294002组细胞凋

亡率明显升高(9.00%±0.10%，P=0.004，图7)。

表1　lncRNA NEAT1对AD模型细胞上清中炎性因子水平的影响(pg/ml，x±s，n=3)

Tab.1　Effect of lncRNA NEAT1 on the inflammatory factor levels of AD model cells (pg/ml, x±s, n=3)
组别 IL-1β IL-6 IL-18 TNF-α
对照组 42.45±1.98 14.54±0.68 54.76±2.11 213.59±11.58
空载体组 117.19±4.97(1) 83.91±4.87(1) 187.61±5.64(1) 529.67±22.30(1)

过表达lncRNA NEAT1组 76.23±5.78(2) 60.31±4.45(2) 127.45±5.71(2) 342.33±9.29(2)

si-NC组 117.00±5.57(1) 85.00±3.00(1) 182.67±6.81(1) 550.00±39.36(1)

敲降lncRNA NEAT1组 159.67±15.50(3) 118.33±7.64(3) 215.00±5.00(3) 734.67±20.53(3)

　　AD. 阿尔茨海默病；IL. 白细胞介素；TNF-α. 肿瘤坏死因子-α；与对照组比较，(1)P<0.05；与空载体组比较，(2)P<0.05；与

si-NC组比较，(3)P<0.05。

图6　lncRNA NEAT1对AD模型细胞中PI3K/Akt信号通路活性的影响

Fig.6　Effect of lncRNA NEAT1 on the PI3K/Akt signaling pathway activity of AD model cells
　　与对照组比较，(1)P<0.05；与空载体组比较，(2)P<0.05。

图7　PI3K/Akt通路抑制剂LY294002对AD模型细胞凋亡的影响

Fig.7　Effect of PI3K/Akt pathway inhibitor LY294002 on apoptosis of AD model cells
　　与对照组比较，(1)P<0.05；与空载体组比较，(2)P<0.05；与过表达lncRNA NEAT1组比较，(3)P<0.05。
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3　讨　　论

AD是一种不可逆的进行性、持续性神经退行

性疾病，影响大脑皮质和海马的广泛区域，也是

最常见的痴呆类型(60%~80%)[8]。Aβ过量产生被认

为是AD患者突触和神经元丢失的主要原因。AD的

病因非常复杂，目前其分子病理机制尚不清楚[9]。

为此，本研究建立了体外神经细胞损伤模型，为

lncRNA NEAT1抑制Aβ25-35诱导的PC12细胞神经毒性

提供了理论依据。

lncRNA NEAT1的表达变化与疾病进展密切相

关，有研究发现，其可通过上调成纤维细胞生长因

子(FGF9)而促进卵巢癌细胞(OC)增殖和人脐静脉

内皮细胞(HUVEC)的血管生成[10]。lncRNA NEAT1
与细胞凋亡也密切相关。有研究发现，敲除lncRNA 
NE AT1可显著抑制肝癌细胞的活力，促进细胞凋

亡，并抑制细胞的迁移和侵袭 [11]；在脓毒症诱导

的急性肺损伤(ALI)中，过表达lncRNA NEAT1可促

进WI-38细胞凋亡[12]。此外，敲低lncRNA NEAT1
可减轻脑缺血再灌注损伤引起的细胞凋亡 [13]；下

调lncRNA NEAT1可抑制表皮生长因子受体(EGFR)
的表达，促进肝癌细胞凋亡 [ 1 4 ]。本研究发现，

lncRNA NEAT1在Aβ25-35刺激后的PC12细胞中呈低

表达，且过表达lncRNA NEAT1后，AD模型细胞凋

亡率明显降低，而敲降lncRNA NEAT1的表达时，

A D模型细胞凋亡率升高。另有研究发现，沉默

lncRNA NEAT1可导致视网膜母细胞瘤(RB)细胞周

期发生停滞，阻止视网膜母细胞瘤的发展[15]。本研

究发现，过表达lncRNA NEAT1可促进AD模型细胞

由G1期快速进入G2期，激发了细胞周期的进展；而

敲降lncRNA NEAT1时，G1期细胞比例明显高于对

照组，G2期细胞比例明显降低，表明敲降lncRNA 
NEAT1可使更多的AD模型细胞停留在G1期，阻止

细胞进入G2期，造成了细胞周期的停滞。

已知lncRNA NEAT1可调控AD细胞的增殖和凋

亡，但其具体作用机制尚不明确。有研究发现，

在HeLa细胞中，敲降lncRNA NEAT1会抑制p-Akt、
p-PI3K的表达[16]。另有研究发现，lncRNA NEAT1
可通过影响miR-211/PI3K/Akt轴调节脓毒症的炎症

反应[17]。由此可见，在疾病发展过程中，lncRNA 
NE AT1与PI3K/Akt信号通路密切相关。为了进一

步验证lncRNA NEAT1对AD模型细胞凋亡的调控机

制，本研究将lncRNA NEAT1进行高表达处理，利

用Western blotting检测PI3K/Akt信号通路相关蛋白

的表达，结果发现lncRNA NEAT1过表达可增加AD
模型细胞中p-PI3K、p-Akt的表达，抑制Aβ25-35诱导

的细胞凋亡，而加入PI3K通路抑制剂后则可逆转上

述效果，证实lncRNA NEAT1可通过调控PI3K/Akt
信号通路的活性而影响AD模型细胞的凋亡。

综上所述，本研究结果表明，Aβ25-35刺激后，

PC12细胞中lncRNA NEAT1的表达明显降低；而过

表达lncRNA NEAT1可明显抑制Aβ25-35诱导的细胞凋

亡和炎症反应，lncRNA NEAT1可能通过激活PI3K/
A kt信号通路而激活A D模型细胞的炎症反应，促

进AD的进展。但该结论未在动物体内进行验证，

后续将建立A D小鼠模型，以进一步探索 l n c R N A 
NEAT1对AD发生发展的影响。
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