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lncRNA
 

XIST 靶向 miR-182-5p / HIF-2α 分子轴对
滋养层细胞生物学行为特性影响的机制研究

黄　 燕1 ,张林静1 ,汪洪林1 ,张　 婷1∗ ,李　 波2

(1.海南省妇女儿童医学中心产科,海口　 570206;2.海南省妇女儿童医学中心妇科,海口　 570206)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究长链非编码 RNA(lncRNA)X 染色体失活特异性转录本(XIST)调控滋养层细胞生

物学活性的分子机制。 方法　 体外培养人绒毛膜滋养层细胞 HTR-8 / Svneo,分为对照组、干扰空载组(转染 si-
NC)和 si-XIST-1 组(转染 si-XIST-1)、si-XIST-1+anti-NC 组(共转染 si-XIST-1 和 anti-NC)、si-XIST-1+anti-182-
5p 组(共转染 si-XIST-1 和 anti-182-5p)。 采用 RT-qPCR 检测细胞中 XIST、miR-182-5p 和低氧诱导因子 2α
(HIF-2α)mRNA 表达;CCK-8 实验和 EdU 实验检测细胞增殖活力;流式细胞术检测细胞凋亡;划痕愈合实验、
Transwell 实验检测细胞迁移、侵袭能力;Western

 

blot 检测细胞中 HIF-2α、cleaved-caspase-3、Bcl-2、Bax、基质金

属蛋白(MMP)-2、MMP-9 蛋白表达;双荧光素酶报告实验验证 miR-182-5p 与 XIST、HIF-2α 的靶向关系。 结果
 

与对照组、干扰空载组比较,si-XIST-1 组 XIST、HIF-2α
 

mRNA 水平、凋亡率及 HIF-2α、cleaved-caspase-3、Bax 蛋

白水平降低,miR-182-5p 水平、细胞活力、EdU 阳性率、划痕愈合率、侵袭细胞数及 Bcl-2、MMP-2、MMP-9 蛋白

水平升高(P< 0. 05);与 si-XIST-1 组和 si-XIST-1+anti-NC 组比较,si-XIST-1+anti-182-5p 组 HIF-2α
 

mRNA 水

平、凋亡率及 HIF-2α、cleaved-caspase-3、Bax 蛋白水平升高,miR-182-5p 水平、细胞活力、EdU 阳性率、划痕愈合

率、侵袭细胞数及 Bcl-2、MMP-2、MMP-9 蛋白水平降低(P<0. 05)。 lncRNA
 

XIST 可靶向 HTR-8 / Svneo 细胞中

的 miR-182-5p,HIF-2α 是 miR-182-5p 的靶标。 结论　 敲低 lncRNA
 

XIST 可能是通过竞争性结合 miR-182-5p
来抑制 HIF-2α 表达,进而增强 HTR-8 / Svneo 细胞增殖、迁移和侵袭能力,并抑制细胞凋亡。
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　 　 【 Abstract】 　 Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

by
 

which
 

long-chain
 

non-coding
 

RNA
 

(lncRNA)
 

X-inactive
 

specific
 

transcript
 

( XIST)
 

regulates
 

the
 

biological
 

activity
 

of
 

trophoblast
 

cells.
 

Methods
 

Human
 

HTR-8 / Svneo
 

trophoblast
 

cells
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro
 

and
 

separated
 

into
 

control,
 

interference
 

empty
 

(transfected
 

with
 

small
 

interfering
 

RNA-normal
 

control
 

(si-NC)),
 

si-XIST-1
 

(transfected
 

with
 

si-XIST-1),
 

si-XIST-
1+anti-NC

 

(co-transfected
 

with
 

si-XIST-1
 

and
 

anti-NC),
 

and
 

si-XIST-1+anti-182-5p
 

(co-transfected
 

with
 

si-XIST-1
 

and
 

anti-182-5p)
 

groups.
 

XIST,
 

miR-182-5p,
 

and
 

hypoxia
 

inducible
 

factor-2α
 

( HIF-2α)
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

were
 

measured
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

( RT-qPCR).
 

Cell
 

proliferation
 

was
 

detected
 

by
 

Cell
 

Counting
 

Kit-8
 

(CCK-8)
 

and
 

5-ethynyl-2’-deoxyuridine
 

(EdU)
 

assays.
 

Apoptosis
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

Cell
 

migration
 

and
 

invasion
 

abilities
 

were
 

measured
 

by
 

scratch-healing
 

and
 

Transwell
 

experiments.
 

HIF-2α,
 

cleaved-caspase-3,
 

Bcl-2,
 

Bax,
 

matrix
 

metalloproteinase
 

( MMP)-2,
 

and
 

MMP-9
 

protein
 

levels
 

in
 

cells
 

were
 

measured
 

by
 

Western
 

blot.
 

The
 

targeting
 

relationship
 

of
 

miR-182-5p
 

with
 

XIST
 

and
 

HIF-2α
 

was
 

verified
 

by
 

dual-
luciferase

 

reporter
 

assay.
 

Results　 XIST
 

and
 

HIF-2α
 

mRNA
 

levels,
 

apoptosis
 

rate,
 

and
 

HIF-2α,
 

cleaved-caspase-3,
 

and
 

Bax
 

protein
 

levels
 

in
 

the
 

si-XIST-1
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

and
 

interference
 

empty
 

groups,
 

while
 

miR-182-5p,
 

cell
 

viability,
 

EdU-positive
 

rate,
 

scratch-healing
 

rate,
 

number
 

of
 

invaded
 

cells,
 

and
 

Bcl-2,
 

MMP-
2,

 

and
 

MMP-9
 

protein
 

levels
 

were
 

higher
 

(P<0. 05).
 

HIF-2α
 

mRNA
 

level,
 

apoptosis
 

rate,
 

and
 

HIF-2α,
 

cleaved-
caspase-3,

 

and
 

Bax
 

protein
 

levels
 

in
 

the
 

si-XIST-1+anti-182-5p
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

si-XIST-1
 

and
 

si-
XIST-1+ anti-NC

 

groups,
 

while
 

miR-182-5p,
 

cell
 

viability,
 

EdU-positive
 

rate,
 

scratch-healing
 

rate,
 

number
 

of
 

invaded
 

cells,
 

and
 

Bcl-2,
 

MMP-2,
 

and
 

MMP-9
 

protein
 

levels
 

were
 

lower
 

(P< 0. 05).
 

LncRNA
 

XIST
 

was
 

able
 

to
 

target
 

miR-182-5p
 

in
 

HTR-8 / Svneo
 

cells,
 

and
 

HIF-2α
 

was
 

the
 

target
 

of
 

miR-182-5p.
 

Conclusions　 Knocking-down
 

lncRNA
 

XIST
 

may
 

inhibit
 

HIF-2α
 

expression
 

by
 

competitively
 

binding
 

to
 

miR-182-5p,
 

thereby
 

enhancing
 

the
 

proliferation,
 

migration,
 

and
 

invasion
 

abilities
 

of
 

HTR-8 / Svneo
 

cells
 

and
 

inhibiting
 

cell
 

apoptosis.
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　 　 子痫前期( preeclampsia,PE) 是妊娠高血压

病的一种分类,通常发生在妊娠 20 周以后,主要

表现为血压升高和蛋白尿[1] 。 滋养层细胞是来

自胚胎外的滋养层中具有滋养功能的细胞。 滋

养层细胞侵袭异常、凋亡增多是 PE 发病的主要

病因[2] ,同时,大量研究证实,多种 PE 相关基因

的异常表达是其发生发展的重要因素[3,4] 。 因

此,通过研究 PE 发病相关基因,可以更深入地了

解 PE 时影响滋养层细胞生物学行为的机制,从
而为 PE 的治疗提供更坚实的理论基础和指导。

长链非编码 RNA( lncRNA)在 PE 中发挥重

要作用,并且可能成为治疗 PE 的靶标[5] 。 X 染

色体 失 活 特 异 性 转 录 本 ( X
 

inactive
 

specific
 

transcript,XIST)是近年来研究较多的 lncRNA 之

一,据报道,lncRNA
 

XIST 在 PE 中上调,lncRNA
 

XIST 的上调对滋养层细胞的增殖和侵袭产生抑

制作用[6] 。 然而,lncRNA
 

XIST 在 PE 发病中的作

用机制还未得到深入研究。 lncRNA 可以“海绵”
吸附的方式解除微小 RNA ( microRNA,miRNA)

对靶基因信使 RNA(mRNA)的作用,参与疾病进

展[7] 。 低氧诱导因子 2α( hypoxia
 

inducible
 

factor
 

2α,HIF-2α ) 又称内皮 PAS 区域 1 ( endothelial
 

PAS
 

domain
 

protein
 

1,EPAS1),是低氧调节通路

中的重要因子,研究显示,PE 患者胎盘中 HIF-2α
呈高表达,HIF-2α 可抑制滋养层细胞侵袭及血管

形成[8] ;此外,有报道称,重度子痫前期患者胎盘

组织中 HIF-2α 蛋白的高表达可能是导致其胎儿

生长受限的原因之一[9] 。 miR-182-5p 在调控细

胞增殖、迁移、缺氧和凋亡等方面发挥重要作用,
据报道,在缺氧诱导的人绒毛膜滋养层细胞 HTR-
8 / Svneo 中 miR-182-5p 表达降低,上调其表达可

促进细胞迁移、侵袭能力恢复,降低细胞凋亡

率[10] 。 通过利用生物信息学预测网站预测

lncRNA
 

XIST 可能吸附的 miRNA,发现 miR-182-
5p 为 lncRNA

 

XIST 的候选靶标之一,且 HIF-2α
的 3’-UTR 包含 miR-182-5p 的结合位点,HIF-2α
和 miR-182-5p 之间可能存在靶向关系。 然而,
lncRNA

 

XIST 是否可以通过与 miR-182-5p 相互作

21 中国比较医学杂志 2026 年 3 月第 36 卷第 6 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

March
 

2026,Vol.
 

36,No.
 

6



用来调节 HIF-2α 表达,进而调控滋养层细胞的生

物学行为仍不清楚。 因此,本研究以人绒毛膜滋

养层细胞 HTR-8 / Svneo 为研究对象,探讨 lncRNA
 

XIST 调控滋养层细胞生物学活性的分子机制,以
期为 PE 的诊断与治疗提供有效的理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 人绒毛膜滋养层细胞 HTR-8 / SVneo ( CL-
0765,武汉普诺赛生命科技有限公司)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 lncRNA
 

XIST 干扰靶序列 ( si-XIST-1: 5 ’-
GUACAAGGGACUAGUUAAATT-3 ’, si-XIST-2:
5 ’-GGACAUUAUUGGACAUUAATT-3 ’, si-XIST-
3: 5 ’-GGAAUGAACUAUUGGCUUATT-3’)、 miR-
182-5p 模拟物 ( miR-182-5p

 

mimic)、 miR-182-5p
抑制剂( anti-miR-182-5p) 及其阴性对照( si-NC、
mimic

 

NC、anti-NC) 由上海生工合成;超纯 RNA
提取试剂盒 ( CW0581M, CWBIO); HiScript

 

II
 

Q
 

RT
 

SuperMix
 

for
 

qPCR
 

( +gDNA
 

wiper)(R223-01,
Vazyme ); Lipofectamine

 

3000 ( L3000150,
Solarbio);EdU 细胞增殖检测试剂盒( C0085S,碧
云天); ECL 试剂盒 ( PE0010, Solarbio); HIF-2α
( ab109616, Abcam); cleaved-caspase-3 ( ab32042,
Abcam);Bcl-2( ab182858,Abcam);Bax( ab32503;
Abcam);基质金属蛋白( matrix

 

metalloproteinase,
MMP )-2 ( ab97779, Abcam ); MMP-9 ( ab38898,
Abcam); β-actin ( ab8227, Abcam ); 山 羊 抗 兔

IgGH&L(HRP,ab205718,Abcam);双荧光素酶载

体(中洪分子实验室提供);双荧光素酶报告基因

检测试剂盒( RG027,碧云天);DMEM 完全培养

基(KGM12800S,凯基生物)。
CO2 培养箱( BPN-80CW,上海一恒科学仪器

有限公司);倒置荧光显微镜(MF53,广州市明美

光 电 有 限 公 司 ); 多 功 能 酶 标 分 析 仪

(SuPerMax3100,上海闪谱生物科技有限公司);
荧光 PCR 仪(CFX

 

ConnectTM 实时,伯乐生命医学

产 品 ( 上 海 ) 有 限 公 司 ); 流 式 细 胞 仪

(FACSCalibur,美国 Becton-Dickinson 公司);激光

扫描共聚焦显微镜( TCS-SP2,德国 Leica 公司);
多功能凝胶图像分析系统( Tannon

 

1600,上海天

能生命科学有限公司);迷你转印电泳仪( DYCZ-
40D,北京六一生物科技有限公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞转染与分组

HTR-8 / Svneo 细胞接种在 6 孔板(2×105 / 孔)
中培养,当细胞密度达 70%时,进行转染。 实验

1:HTR-8 / Svneo 细胞分为对照组(正常培养,不转

染)、干扰空载组(转染 si-NC)、si-XIST-1 组(转染

si-XIST-1)、 si-XIST-2 组 ( 转 染 si-XIST-2 )、 si-
XIST-3 组(转染 si-XIST-3);实验 2:HTR-8 / Svneo
细胞分为对照组(正常培养,不转染)、干扰空载

组(转染 si-NC)、si-XIST-1 组(转染 si-XIST-1)、si-
XIST-1 + anti-NC 组 ( 共 转 染 si-XIST-1 和 anti-
NC)、si-XIST-1+anti-182-5p 组(共转染 si-XIST-1
和 anti-182-5p)。 转染 6

 

h 后在 6 孔板中加入血

清含量为 20%的完全培养基,继续培养 48
 

h 进行

后续实验。
1. 3. 2　 RT-qPCR 检测细胞 XIST、miR-182-5p 和

HIF-2α
 

mRNA 表达

TRIzol 裂解液提取细胞总 RNA,将 RNA 逆转

录合成 cDNA 后进行 PCR 扩增。 以 β-actin 和 U6
作为内部对照根据 2-ΔΔCt 法计算基因的相对表达

量。 反应条件:预变性 95
 

℃ (10
 

min),变性 95
 

℃
(10

 

s)、退火 58
 

℃ (30
 

s)、延伸 72
 

℃ (30
 

s),循环

40 次。 引物序列见表 1。
表 1　 引物序列

Table
 

1　 Primer
 

sequences
基因名称
Gene

 

name
正向引物(5’-3’)

Forward
 

primer
 

(5’-3’)
反向引物(5’-3’)

Reverse
 

primer
 

(5’-3’)

XIST ATAGCAGGTCAGGCAGAGGA CGATACAACAATCACGCAAAG

miR-182-5p GCGTTTGGCAATGGTAGAACT AGTGCAGGGTCCGAGGTATT

HIF-2α GAGGGTTTCATTGCTGTGGT CTCACGGATCTCCTCATGGT

β-actin TGGCACCCAGCACAATGAA CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA

U6 CTCGCTTCGGCAGCACA AACGCTTCACGAATTTGCGT
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1. 3. 3　 细胞增殖检测

CCK-8 实验:将细胞接种于 96 孔板(7×103 /
孔),按照 1. 3. 1 分组进行转染,48

 

h 后,每孔加入

10
 

μL
 

CCK-8 试剂,置于 37
 

℃ 、5%
 

CO2 培养箱中

孵育 2
 

h;酶标仪在 450
 

nm 波长处检测每孔的吸

光值(A)。
EdU 细胞增殖实验:将细胞接种于 96 孔板

(7× 103 / 孔) 中,按照 1. 3. 1 分组进行转染,转染

48
 

h 后,加入 EdU 试剂孵育 2
 

h,按照制造商的说

明使用 EdU 试剂盒测量细胞增殖, 室温下用

DAPI 溶液孵育细胞 15
 

min。 由激光共聚焦显微

镜拍摄图像,Image
 

J
 

1. 8. 0 软件计数 EdU 阳性细

胞数和细胞总数,计算 EdU 阳性率。
EdU 阳性率 / % = EdU 阳性细胞数 / 细胞总数

×100%
1. 3. 4　 细胞凋亡检测

各组细胞转染 6
 

h 后,在 6 孔板中加入血清

含量为 20%或 10%的完全培养基,继续培养 48
 

h
后,收 集、 洗 涤 和 重 悬 各 组 细 胞, 加 入 5

 

μL
 

Annexin
 

V-FITC 和 5
 

μL
 

PI,避光孵育 15
 

min 以染

色细胞;流式细胞仪分析凋亡细胞。
1. 3. 5　 划痕愈合实验

转染后的细胞接种于 6 孔板(2×105 / 孔),生
长至铺满孔底后,使用无菌移液器尖端在细胞单

层中垂直划痕。 用 PBS 冲洗去除细胞碎片,分别

在划痕后 0
 

h 和在无血清培养基中培养 48
 

h 时,
用显微镜拍摄细胞图像。 使用 ImageJ

 

1. 8. 0 软件

分析迁移距离,计算划痕愈合率。
1. 3. 6　 Transwell 实验

消化收集转染后的各组细胞,离心并重悬细

胞,计数,在小室上室(预铺基质胶)加入 300
 

μL
细胞悬液(细胞数量为 7×104 个);在小室下室加

入 500
 

μL 完全培养基,48
 

h 后,用棉签擦去未通

过孔的细胞,侵入的细胞用 4%多聚甲醛固定并

用 0. 1%结晶紫染色。 然后在光学显微镜下对 3
个随机选择的区域中的侵袭细胞进行计数。
1. 3. 7　 Western

 

blot 实验

提取各组细胞总蛋白,定量后,通过 SDS-
PAGE 分离蛋白样品,并转移到 PVDF 膜上,封闭

膜 1
 

h 后,将膜与相应的一抗(HIF-2α(1 ∶ 1000)、
cleaved-caspase-3(1 ∶ 1000)、Bcl-2(1 ∶ 1000)、Bax
(1 ∶ 1000)、E-cadherin(1 ∶ 1000)、N-cadherin(1

∶ 2000)、MMP-2(1 ∶ 3000)、MMP-9(1 ∶ 1000)、
β-actin(1 ∶ 1000))在 4

 

℃ 下孵育 24
 

h,再与山羊

抗兔 IgG 二抗(1 ∶ 4000)室温下孵育 2
 

h。 使用

ECL 试剂盒观察蛋白条带,ImageJ
 

1. 8. 0 软件测

定蛋白条带的灰度值。 结果以目的蛋白与内参

蛋白 β-actin 的灰度值之比表示。
1. 3. 8　 双荧光素酶报告基因检测

利用 ENCORI 预测 miR-182-5p 在 XIST 和

HIF-2α 中的潜在靶序 列, 将 XIST 或 HIF-2α
 

3’-UTR 序列插入 pGL3 载体构建 XIST-wt 或 HIF-
2α-wt 报告载体,通过突变可能的结合位点,构建

XIST-mut 或 HIF-2α-mut 报告载体,将报告载体分

别与 miR-182-5p
 

mimic 或 mimic
 

NC 共转染 HTR-
8 / Svneo 细胞,采用双荧光素酶报告基因检测试

剂盒检测荧光素酶活性。
1. 4　 统计学方法

　 　 GraphPad
 

Prism
 

9. 0 软件用于统计分析,结果

表示为平均数±标准差( 􀭰x±s)。 多组间比较前,先
进行正态性检验(Shapiro-Wilk 检验)和方差齐性

检验(Levene 检验):若数据符合正态分布且方差

齐性,采用单因素方差分析和 SNK-q 检验进行多

组间比较;若数据不符合正态分布或方差不齐,
则采用非参数检验进行组间比较。 P<0. 05 为差

异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 RT-qPCR 检测 XIST 表达水平以评估其干

扰效果

　 　 RT-qPCR 检测结果显示,与对照组、干扰空

载组比较,si-XIST-1 组、si-XIST-2 组、si-XIST-3 组

XIST 表达水平降低(P<0. 05),其中 si-XIST-1 组

XIST 表达水平显著低于 si-XIST-2 组、si-XIST-3
组(P<0. 05),见表 2,故选择 si-XIST-1 进行后续

实验。
2. 2 　 各组细胞 XIST、miR-182-5p 和 HIF-2α

 

mRNA 表达比较

　 　 与对照组、干扰空载组比较, si-XIST-1 组

XIST、HIF-2α
 

mRNA 水平降低,miR-182-5p 水平

升高(P< 0. 05);与 si-XIST-1 组、si-XIST-1+ anti-
NC 组 比 较, si-XIST-1 + anti-182-5p 组 HIF-2α

 

mRNA 水 平 升 高, miR-182-5p 水 平 降 低 ( P <
0. 05),见表 3。
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2. 3　 各组细胞增殖活力比较

　 　 与对照组、干扰空载组比较,si-XIST-1 组细

胞活力、EdU 阳性率升高(P<0. 05);与 si-XIST-1
组、si-XIST-1+anti-NC 组比较,si-XIST-1+anti-182-
5p 组细胞活力、EdU 阳性率降低(P<0. 05),见图

1 和表 4。
表 2　 RT-qPCR 检测 XIST 表达水平( 􀭰x±s,n= 3)

Table
 

2　 RT-qPCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

XIST
 

( 􀭰x±s,
 

n= 3)
组别

Groups XIST

对照组
Control

 

group 1. 00±0. 11

干扰空载组
Interference

 

empty
 

group 0. 99±0. 10

si-XIST-1 组
si-XIST-1

 

group 0. 34±0. 04∗#

si-XIST-2 组
si-XIST-2

 

group 0. 49±0. 05∗#&

si-XIST-3 组
si-XIST-3

 

group 0. 56±0. 07∗#&

F 43. 953
P <0. 001

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与干扰空载组相比,

 #P<0. 05;与
si-XIST-1 组相比,

 &P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
  

control
 

group,
 ∗

 

P < 0. 05.
 

Compared
 

with
 

interference
 

empty
 

group,
 #P < 0. 05.

 

Compared
 

with
 

si-XIST-1
 

group,
 &P<0. 05.

2. 4　 各组细胞凋亡比较

　 　 与对照组、干扰空载组比较,si-XIST-1 组细

胞凋亡率降低 ( P < 0. 05 ); 与 si-XIST-1 组、 si-
XIST-1+anti-NC 组比较,si-XIST-1+anti-182-5p 组

细胞凋亡率升高(P<0. 05),见图 2 和表 5。
2. 5　 各组细胞迁移能力比较

　 　 与对照组、干扰空载组比较,si-XIST-1 组划

痕愈合率升高 ( P < 0. 05 ); 与 si-XIST-1 组、 si-
XIST-1+anti-NC 组比较,si-XIST-1+anti-182-5p 组

划痕愈合率降低(P<0. 05),见图 3 和表 6。
2. 6　 各组细胞侵袭能力比较

　 　 与对照组、干扰空载组比较,si-XIST-1 组侵

袭细胞数增多 ( P < 0. 05 ); 与 si-XIST-1 组、 si-
XIST-1+anti-NC 组比较,si-XIST-1+anti-182-5p 组

侵袭细胞数减少(P<0. 05),见图 4 和表 7。
2. 7　 各组细胞 HIF-2α、凋亡与迁移、侵袭相关蛋

白表达比较

　 　 与对照组、干扰空载组比较, si-XIST-1 组

HIF-2α、 cleaved-caspase-3、 Bax 蛋白水平降低,
Bcl-2、MMP-2、MMP-9 蛋白水平升高(P< 0. 05);
与 si-XIST-1 组、 si-XIST-1 + anti-NC 组比较, si-
XIST-1+anti-182-5p 组 HIF-2α、cleaved-caspase-3、
Bax 蛋白水平升高,Bcl-2、MMP-2、MMP-9 蛋白水

平降低(P<0. 05),见图 5 和表 8。

表 3　 各组细胞 XIST、miR-182-5p 和 HIF-2α
 

mRNA 表达比较( 􀭰x±s,n= 3)
Table

 

3　 Comparison
 

of
 

XIST,
 

miR-182-5p
 

and
 

HIF-2α
 

mRNA
 

expression
 

in
 

each
 

group
 

( 􀭰x±s,n= 3)

组别
Groups XIST miR-182-5p HIF-2α

 

mRNA

对照组
Control

 

group 1. 00±0. 09 1. 01±0. 12 1. 00±0. 10

干扰空载组
Interference

 

empty
 

group 0. 99±0. 10 1. 02±0. 11 1. 01±0. 08

si-XIST-1 组
si-XIST-1

 

group 0. 37±0. 05∗# 4. 66±0. 20∗# 0. 49±0. 07∗#

si-XIST-1+anti-NC 组
si-XIST-1+anti-NC

 

group 0. 35±0. 06 4. 71±0. 19 0. 46±0. 05

si-XIST-1+anti-182-5p 组
si-XIST-1+anti-182-5p

 

group 0. 40±0. 07 1. 38±0. 16&△ 0. 80±0. 09&△

F 59. 933 444. 582 33. 419
P <0. 001 <0. 001 <0. 001

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与干扰空载组相比,

 #P<0. 05;与 si-XIST-1 组相比,
 &P<0. 05;与 si-XIST-1+anti-NC 组相比,

 △P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
  

control
 

group,
 ∗

 

P< 0. 05.
 

Compared
 

with
 

interference
 

empty
 

group,
 #P< 0. 05.

 

Compared
 

with
 

si-XIST-1
 

group,
 &P<

0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-XIST-1+anti-NC
 

group,
 △P<0. 05.
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图 1　 EdU 染色检测细胞增殖水平(×400)
Figure

 

1　 Detection
 

of
 

cell
 

proliferation
 

level
 

by
 

EdU
 

staining
 

(×400)

表 4　 各组细胞增殖活力比较( 􀭰x±s,n= 3)
Table

 

4　 Comparison
 

of
 

cell
 

proliferation
 

activity
 

in
 

each
 

group
 

( 􀭰x±s,n= 3)
组别

Groups
细胞活力 / A

Cell
 

viability / A
 

EdU 阳性率 / %
EdU

 

positive
 

rate / %

对照组
Control

 

group 0. 65±0. 07 38. 74±4. 25

干扰空载组
Interference

 

empty
 

group 0. 62±0. 06 36. 91±4. 13

si-XIST-1 组
si-XIST-1

 

group 0. 87±0. 09∗# 65. 58±6. 09∗#

si-XIST-1+anti-NC 组
si-XIST-1+anti-NC

 

group 0. 91±0. 10 70. 11±6. 54

si-XIST-1+anti-182-5p 组
si-XIST-1+anti-182-5p

 

group 0. 68±0. 08&△ 42. 39±5. 26&△

F 8. 150 26. 300

P 0. 003 <0. 001

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与干扰空载组相比,

 #P<0. 05;与
si-XIST-1 组相比,

 &P< 0. 05;与 si-XIST-1+anti-NC 组相比,
 △P

<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗

 

P < 0. 05.
 

Compared
 

with
 

interference
 

empty
 

group,
 #P < 0. 05.

 

Compared
 

with
 

si-XIST-1
 

group,
 &P < 0. 05. Compared

 

with
 

si-XIST-1 + anti-NC
 

group,
 △P

<0. 05.

表 5　 各组细胞凋亡率比较( 􀭰x±s,n= 3)
Table

 

5　 Comparison
 

of
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

each
 

group
 

( 􀭰x±s,n= 3)

组别
Groups

凋亡率 / %
Apoptosis

 

rate / %
 

20%血清
20%

 

serum
10%血清

10%
 

serum
对照组

Control
 

group 5. 35±0. 36 11. 78±1. 05

干扰空载组
Interference

 

empty
 

group 5. 41±0. 41 11. 86±1. 08

si-XIST-1 组
si-XIST-1

 

group 2. 27±0. 27∗# 5. 61±0. 47∗#

si-XIST-1+anti-NC 组
si-XIST-1+anti-NC

 

group 2. 19±0. 24 5. 54±0. 44

si-XIST-1+anti-182-5p 组
si-XIST-1+anti-182-5p

 

group 4. 88±0. 32&△ 9. 89±0. 96&△

F 76. 696 41. 758
P <0. 001 <0. 001

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与干扰空载组相比,

 #P<0. 05;与
si-XIST-1 组相比,

 &P< 0. 05;与 si-XIST-1+anti-NC 组相比,
 △P

<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
  

control
 

group,
 ∗

 

P < 0. 05.
 

Compared
 

with
 

interference
 

empty
 

group,
 #P < 0. 05.

 

Compared
 

with
 

si-XIST-1
 

group,
 &P < 0. 05. Compared

 

with
 

si-XIST-1 + anti-NC
 

group,
 △P

<0. 05.
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图 2　 流式细胞术检测不同血清培养下各细胞凋亡水平

Figure
 

2　 Flow
 

cytometric
 

analysis
 

of
 

apoptosis
 

levels
 

of
 

each
 

cell
 

cultured
 

with
 

different
 

serum

图 3　 划痕愈合实验检测细胞迁移(×200)
Figure

 

3　 Cell
 

migration
 

detected
 

by
 

scratch
 

healing
 

assay
 

(×200)

表 6　 各组细胞划痕愈合率比较( 􀭰x±s,n= 3)
Table

 

6　 Comparison
 

of
 

cell
 

scratch
 

healing
 

rate
 

in
 

each
 

group
 

( 􀭰x±s,n= 3)
组别

Groups
划痕愈合率 / %

Scratch
 

healing
 

rate / %
对照组

Control
 

group 18. 26±2. 04

干扰空载组
Interference

 

empty
 

group 19. 03±2. 25

si-XIST-1 组
si-XIST-1

 

group 56. 44±3. 81∗#

si-XIST-1+anti-NC 组
si-XIST-1+anti-NC

 

group 58. 05±3. 72

si-XIST-1+anti-182-5p 组
si-XIST-1+anti-182-5p

 

group 24. 11±2. 65&△

F 138. 282
P <0. 001

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与干扰空载组相比,

 #P<0. 05;与
si-XIST-1 组相比,

 &P< 0. 05;与 si-XIST-1+anti-NC 组相比,
 △P

<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗

 

P < 0. 05.
 

Compared
 

with
 

interference
 

empty
 

group,
 #P < 0. 05.

 

Compared
 

with
 

si-XIST-1
 

group,
 &P < 0. 05.

 

Compared
 

with
 

si-XIST-1 + anti-NC
 

group,
 △P

<0. 05.

表 7　 各组细胞侵袭细胞数比较( 􀭰x±s,n= 3)
Table

 

7　 Comparison
 

of
 

the
 

number
 

of
 

invasive
 

cells
 

in
 

each
 

group
 

( 􀭰x±s,n= 3)
组别

Groups
侵袭细胞数 / 个

Number
 

of
 

invasive
 

cells
 

/ n
对照组

Control
 

group 82. 40±7. 66

干扰空载组
Interference

 

empty
 

group 83. 17±8. 01

si-XIST-1 组
si-XIST-1

 

group 127. 90±10. 42∗#

si-XIST-1+anti-NC 组
si-XIST-1+anti-NC

 

group 131. 25±11. 05

si-XIST-1+anti-182-5p 组
si-XIST-1+anti-182-5p

 

group 94. 30±9. 23&△

F 19. 729
P <0. 001

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与干扰空载组相比,

 #P<0. 05;与
si-XIST-1 组相比,

 &P< 0. 05;与 si-XIST-1+anti-NC 组相比,
 △P

<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗

 

P < 0. 05.
 

Compared
 

with
 

interference
 

empty
 

group,
 #P < 0. 05.

 

Compared
 

with
 

si-XIST-1
 

group,
 &P < 0. 05. Compared

 

with
 

si-XIST-1 + anti-NC
 

group,
 △P

<0. 05.
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图 4　 Transwell 实验检测细胞侵袭(结晶紫染色,×200)
Figure

 

4　 Transwell
 

assay
 

to
 

detect
 

cell
 

invasion
 

(crystal
 

violet
 

staining,
 

×200)

表 8　 各组细胞中 HIF-2α、凋亡与迁移、侵袭相关蛋白表达( 􀭰x±s,n= 3)
Table

 

8　 Expression
 

of
 

HIF-2α,
 

apoptosis,
 

migration
 

and
 

invasion
 

related
 

proteins
 

in
 

each
 

group
 

( 􀭰x±s,n= 3)
组别 Groups HIF-2α cleaved-caspase-3 Bcl-2 Bax MMP-2 MMP-9

对照组
Control

 

group 0. 57±0. 07 0. 21±0. 03 0. 30±0. 04 0. 35±0. 05 0. 24±0. 04 0. 15±0. 03

干扰空载组
Interference

 

empty
 

group 0. 58±0. 06 0. 20±0. 04 0. 33±0. 05 0. 32±0. 04 0. 25±0. 05 0. 18±0. 03

si-XIST-1 组
si-XIST-1

 

group 0. 27±0. 04∗# 0. 11±0. 02∗# 0. 59±0. 08∗# 0. 15±0. 02∗# 0. 84±0. 07∗# 0. 46±0. 05∗#

si-XIST-1+anti-NC 组
si-XIST-1+anti-NC

 

group 0. 25±0. 03 0. 10±0. 02 0. 64±0. 07 0. 16±0. 04 0. 89±0. 08 0. 48±0. 06

si-XIST-1+anti-182-5p 组
si-XIST-1+anti-182-5p

 

group 0. 46±0. 06&△ 0. 17±0. 03&△ 0. 44±0. 05&△ 0. 27±0. 03&△ 0. 36±0. 04&△ 0. 25±0. 04&△

F 25. 921 9. 179 19. 316 17. 893 91. 791 38. 416
P <0. 001 0. 002 <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与干扰空载组相比,

 #P<0. 05;与 si-XIST-1 组相比,
 &P<0. 05;与 si-XIST-1+anti-NC 组相比,

 △P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
  

control
 

group,
 ∗

 

P< 0. 05.
 

Compared
 

with
 

interference
 

empty
 

group,
 #P< 0. 05.

 

Compared
 

with
 

si-XIST-1
 

group,
 &P<

0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-XIST-1+anti-NC
 

group,
 △P<0. 05.

图 5　 各组细胞中 HIF-2α、凋亡与迁移、
侵袭相关蛋白表达

Figure
 

5　 Expression
 

of
 

HIF-2α,
 

apoptosis,
 

migration
 

and
 

invasion
 

related
 

proteins
 

in
 

each
 

group
 

of
 

cells

2. 8　 miR-182-5p 与 XIST、HIF-2α 的靶向关系

验证

　 　 生物信息学分析显示,XIST 序列包含 miR-
182-5p 的结合位点(图 6A),HIF-2α 的 3’-UTR
序列包含 miR-182-5p 的结合位点(图 6B)。 与

XIST-wt 和 mimic
 

NC 共转染的细胞相比,XIST-wt
和 miR-182-5p

 

mimic 共转染细胞荧光素酶活性降

低((0. 48±0. 05) vs
 

(1. 00±0. 07),P<0. 05)。 而

图 6　 ENCORI 数据库中预测的 XIST、HIF-2α 和

miR-182-5p 的靶向结合序列

Figure
 

6　 Predicted
 

target
 

binding
 

sequences
 

of
 

XIST,
 

HIF-2α,
 

and
 

miR-182-5p
 

in
 

the
 

ENCORI
 

database

共转染 XIST-mut 和 miR-182-5p
 

mimic 的细胞荧

光素酶活性较共转染 XIST-mut 和 mimic
 

NC 的细

胞荧光素酶活性无显著差异 (( 1. 01 ± 0. 09) vs
 

(1. 00±0. 12),P> 0. 05)。 与 HIF-2α-wt 和 mimic
 

NC 共转染的细胞相比,HIF-2α-wt 和 miR-182-5p
 

mimic 共转染细胞荧光素酶活性降低 (( 0. 45 ±
0. 03)vs

 

(1. 00±0. 08),P<0. 05)。 而共转染 HIF-
2α-mut 和 miR-182-5p

 

mimic 的细胞荧光素酶活

性较共转染 HIF-2α-mut 和 mimic
 

NC 的细胞荧光

素 酶 活 性 无 显 著 差 异 (( 1. 03 ± 0. 11 ) vs
 

(1. 00±0. 09),P>0. 05)。
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3　 讨论

　 　 PE 的发生与胎盘滋养层细胞功能障碍密切

相关,其主要病理机制包括胎盘滋养层细胞凋

亡、滋养层细胞侵袭不全、子宫内螺旋动脉异常

重塑等[11,12] 。 因此,在治疗和预防 PE 时,需要关

注滋养层细胞的功能状态,并采取相应的措施进

行干预。
lncRNA 的异常表达与 PE 的发展密切相关。

大量研究表明,lncRNA 通过其对滋养层细胞的增

殖、迁移、侵入和凋亡的影响而参与 PE 进展,如
过表达 lncRNA

 

MALAT1 可抑制低氧诱导的滋养

层细胞凋亡,增强其增殖和侵袭能力[13] ;lncRNA
 

MR193BHG 的过度表达可抑制滋养层细胞增殖、
迁移和侵袭, 同时提高了滋养层细胞的凋亡

率[14] 。 lncRNA
 

XIST 是哺乳动物 X 染色体转录

沉默的主要调控因子,其编码基因位于人类染色

体 Xq13. 2,已被证明在大多数肿瘤中上调,促进

肿瘤的发生、进展和转移[15,16] 。 在本研究中,敲
低 lncRNA

 

XIST 表达可增强 HTR-8 / Svneo 细胞的

增殖、侵袭和迁移能力,同时降低细胞凋亡率。
GUO 等[6]报道 lncRNA

 

XIST 在 PE 患者胎盘中的

表达较健康对照者高,且在 HTR-8 / Svneo 细胞中,
lncRNA

 

XIST 的升高抑制了细胞增殖和入侵,并
诱导细胞凋亡;这一发现与本研究一致,提示敲

低 lncRNA
 

XIST 可能通过增强滋养层细胞的生物

学功能抑制 PE 的发生。
miRNA 是调节基因表达的小非编码 RNA,参

与胎盘滋养层细胞的增殖、凋亡、迁移等过程,在
PE 的发生发展中发挥重要作用[17,18] 。 研究表

明,探索 lncRNA-miRNA-mRNA 在竞争性内源性

RNA 生物信息学网络中的作用机制可能为 PE 的

研究提供新的靶点[19,20] 。 本研究通过生物信息

学网站分析了与 lncRNA
 

XIST 具有结合潜力的

miRNA,发现下调的 miRNA 中 miR-182-5p 可能

与滋养层细胞的生物学功能有关。 miR-182-5p
已被报道在缺氧诱导的 HTR-8 / Svneo 细胞中呈低

表达,其表达上调后可抑制 HTR-8 / Svneo 细胞凋

亡,增强其迁移、侵袭能力[10] 。 在本研究中,miR-
182-5p 的水平因 lncRNA

 

XIST 的敲低而升高,且
下调 miR-182-5p 表达后,由 lncRNA

 

XIST 敲低引

起的细胞增殖、迁移和侵袭促进作用被减弱,同

时 lncRNA
 

XIST 敲低的抗凋亡作用也被 anti-miR-
182-5p 恢复, 且双荧光素酶实验证实 lncRNA

 

XIST 与 miR-182-5p 存在靶向关系,表明 lncRNA
 

XIST 可能是 HTR-8 / Svneo 细胞中 miR-182-5p 的

海绵。 提示 lncRNA
 

XIST 可靶向 miR-182-5p 并

在 HTR-8 / Svneo 细胞中负调控 miR-182-5p 表达。
为了进一步了解 lncRNA

 

XIST / miR-182-5p
在调节 PE 方面的作用机制,本研究对 miR-182-
5p 靶基因进行了预测和验证,发现 HIF-2α 与 PE
密切相关。 据报道,HIF-2α 的高表达可抑制滋养

层细胞侵袭和血管形成[8] ;且重度 PE 患者胎盘

组织中 HIF-2α 的高表达可能是引起胎儿生长受

限的原因之一[9] 。 生物信息学数据库预测到

HIF-2α 的 3’-UTR 序列中存在 miR-182-5p 的结

合位点,双荧光素酶报告实验进一步证实了 HIF-
2α 是 miR-182-5p 的 靶 基 因。 更 重 要 的 是,
lncRNA

 

XIST 的敲低可抑制 HIF-2α 表达,而下调

miR-182-5p 的表达可升高 HIF-2α 表达, 减弱

lncRNA
 

XIST 敲低对 HTR-8 / Svneo 细胞生物学功

能的影响,表明 lncRNA
 

XIST 可能通过与 miR-
182-5p 结合来调节 HIF-2α,从而参与 PE 进展。

总之,本研究表明, lncRNA
 

XIST 可能通过

miR-182-5p / HIF-2α 轴介导了滋养层细胞的生物

学功能。 这种新的机制为 PE 的治疗提供了新的

思路。 然而,不足的是本研究尚未通过回复实验

验证 miR-182-5p 对 HIF-2α 的调控作用,未来将

增设 si-XIST-1 + OE-HIF-2α 组及 miR-182 + OE-
HIF-2α 组,进一步证实 lncRNA

 

XIST 靶向 miR-
182 / HIF-2α 分子轴的具体机制。 同时,需要更进

一步的实验(如体内和临床实验)来证实 lncRNA
 

XIST / miR-182-5p / HIF-2α 轴在 PE 进展中的生物

功能,并进一步研究是否有其他相关分子或通路

介导 lncRNA
 

XIST 调控 PE 进展的过程。
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