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LncRNA SNHG1通过 miR-361-3p/Nfat5信号通路
对阿尔茨海默病细胞模型损伤的影响 *
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摘要 目的：探讨 LncRNA SNHG1表达对 AD细胞损伤模型的影响，并研究其作用与 miR-361-3p/Nfat5通路的关系。方法：建立

AD细胞模型。向 SH-SY5Y细胞转入 SNHG1-shRNA以减低 SNHG1表达，转入 miR-361-3p-mimic以过表达 miR-361-3p。检测

SNHG1和 miR-361表达水平、细胞凋亡、蛋白表达水平，并验证 miR-361-3p与 SNHG1结合。结果：与空白对照组相比，AD模型

组细胞 miR-361-3p表达水平降低，而 SNHG1表达水平升高，细胞凋亡率升高（P<0.05）。敲低 SNHG1表达降低可降低细胞凋亡

率（P<0.05）。过表达 miR-361-3p降低 SNHG1表达水平。AD模型组细胞 Nfat5和 p-Tau蛋白表达均升高，而 Nestin蛋白表达降低

（P<0.05）；敲低 SNHG1降降低 AD细胞模型中 Nfat5和 p-Tau蛋白表达水平，提高 Nestin蛋白表达水平。结论：敲低 SNHG1可降

低 A茁25-35蛋白诱导的 AD细胞模型损伤，其机制与激活 miR-361-3p/Nfat5通路有关。
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Effect of LncRNA SNHG1 on the Damage of Alzheimer's Disease Cell
Models through the miR-361-3p/Nfat5 Signaling Pathway*

To investigate the effect of LncRNA SNHG1 expression on AD cell damage model, and to study its rela-

tionship with miR-361-3p/Nfat5 pathway. Establish an AD cell model. To SH-SY 5 Y cells to SNHG 1-shRNA to reduce

SNHG 1 expression and to miR-361-3p-mimic to overexpress miR-361-3p. The expression levels of SNHG 1 and miR-361, apoptosis,

and protein expression were examined, and miR-361-3p was bound to SNHG 1. Compared with the blank control group, the AD

model group showed decreased miR-361-3p expression, but increased SNHG 1 expression and increased apoptosis rate (P<0.05). Knock-
down of reduced SNHG 1 expression decreased the apoptosis rate (P<0.05). Overexpression of miR-361-3p reduces the level of SNHG 1

expression. In the AD model group, Nfat 5 and p-Tau were increased, while Nestin protein decreased (P<0.05); knockdown of SNHG 1

decreased the expression of Nfat 5 and p-Tau and increased the Nestin protein expression. Knockdown of SNHG1 can re-

duce the damage induced by A茁25-35 protein in AD cell models, and the mechanism is related to the activation of miR-361-3p/Nfat5

pathway.
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前言

阿尔茨海默病（AD）主要影响老年人，其特点是大脑内形

成异常结构，这些变化逐渐导致大脑神经元死亡和功能丧失[1]。

然而目前阿尔茨海默症发病机制不清楚。因此探索该疾病的机

制是目前急需解决的问题。LncRNA可调整多种基因表达，在

各种生物学活动中发挥重要作用，与阿尔茨海默症、帕金森病

以及癫痫病等多种神经退行性疾病的发生发展有关 [2]。LncR

NA SNHG1（SNHG1）被发现在多种神经系统疾病中异常表

达 [3]，并且靶基因预测 SNHG1与 miR-361-3p存在结合位点[4]，

而血清 miR-361-3p水平与帕金森进行严重程度有关[5]。然而，

SNHG1 和 miR-361-3p对阿尔茨海默症疾病发生发展的作用

未知。因此，本研究使用体外构建的阿尔茨海默症细胞损伤模

型以探讨 SNHG1和 miR-361-3p的表达及其影响。

1 材料与方法

1.1 细胞分组与模型制备

SH-SY5Y细胞根据不同处理方式分为以下 8组，即空白
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对照组（Blank）、AD model组 AD model + NC组、AD model +

SNHG1-shRNA 组、SNHG1-WT+mimics NC 组、SNHG1-WT+

miR-361-3p-mimics 组 、SNHG1-MUT+mimics NC 组 和

SNHG1-MUT+ miR-361-3p-mimics组。空白对照组细胞不进行

任何处理培养 24 小时；AD model 组细胞加入 5 滋mol/L 的
A茁25-35蛋白孵育 24小时；AD model + NC组和 AD model +

SNHG1-shRNA 组细胞分别在转入阴性对照 shRNA 和

SNHG1-shRNA72小时后加入 5 滋mol/L的 A茁25-35蛋白孵育
24 小 时 ；SNHG1-WT+mimics NC 组 、SNHG1-WT+

miR-361-3p-mimics 组 、SNHG1-MUT+mimics NC 组 和

SNHG1-MUT+ miR-361-3p-mimics 组 细 胞 分 别 转 入

SNHG1-WT 序列 [6] 和阴性对照 mimics、SNHG1-WT 序列和

miR-361-3p-mimics、SNHG1-MUT 序列 [6]和阴性对照 mimics、

SNHG1-MUT序列和 miR-361-3p-mimics后 48小时收集细胞。

1.2 荧光定量 PCR检测 miR-361-3p和 SNHG1表达

配置荧光定量 PCR反应体系，使用荧光定量 PCR仪检测

miR-361-3p 和 SNHG1 表达的 CT 值，根据 2- △ △ t 方法计算

miR-361-3p和 SNHG1相对表达水平。

1.3 流式细胞仪分析细胞凋亡

各组 SH-SY5Y细胞经不同方式处理后收集细胞，预冷、洗

涤、重悬细胞，加入染液，混匀后室温孵育 15 min。加入 PBS使

总体积达到 0.4 mL后使用流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.4 细胞 Nfat5、Nestin、Tau和 p-Tau蛋白水平检测

各组细胞经不同方式处理后收集细胞，提取细胞总蛋白，

并使用 BCA试剂盒检测细胞总蛋白浓度。最后使用蛋白免疫

印迹法检测 Nfat5、Nestin、Tau和 p-Tau蛋白水平。

1.5 统计学分析方法

SPSS软件（23.0）分析，以 x± s 表示计量资料，使用单因素
方差分析比较多组间计量资料差异，Duncan检验计算两组间 P
值，P<0.05表示差异显著具有统计学意义。

2 结果

2.1 比较 4组细胞中 miR-361-3p和 SNHG1表达

四组间miR-361-3p、SNHG1表达表达有差异（P<0.05）。表 1。

Note: △ Compared with control group, P<0.05; ▲ Compared with AD model group, P<0.05;
▽Compared with AD model + NC group, P<0.05. the same below.

表 1 各组 miR-361-3p和 SNHG1表达水平（x± s）
Table 1 Expression levels of miR-361-3p and SNHG1 in each group(x± s)

Groups n miR-361-3p SNHG1

Blank group 5 1.00± 0.12 1.00± 0.09

AD model group 5 0.48± 0.10△ 1.77± 0.21△

ADmodel + NC group 5 0.49± 0.06△ 1.74± 0.05△

ADmodel + SNHG1-shRNA group 5 0.96± 0.09▲▽ 1.21± 0.13▲▽

F - 26.524 19.325

P - <0.001 <0.001

2.2 比较 4组细胞细胞凋亡率 四组间细胞活性比较有差异（P<0.05）。表 2。

表 2 各组细胞凋亡率比较（x± s）
Table 2 Comparison of cell apoptosis ratio between groups(x± s)

Groups n Relative activity of cells

Blank group 5 3.75± 0.70

AD model group 5 16.29± 0.89△

ADmodel + NC group 5 16.48± 0.93△

ADmodel + SNHG1-shRNA group 5 9.55± 0.94△ ▲▽

F - 147.275

P - <0.001

2.3 miR-361-3p对 SNHG1表达的影响

四组间细胞荧光虫荧光强度、海参荧光强度、荧光虫荧光

与海参荧光比值比较有差异（P<0.05）。表 3。

2.4 各组蛋白表达比较

四组间 Nfat5、Nestin、p-Tau蛋白比较有差异（P>0.05）。表4。

3 讨论

LncRNA在剂量补偿效应、表观遗传调控等生命活动中具

有重要作用，是当前 AD和帕金森病等神经退行性疾病的研究

热点[7]。本研究表明，在 A茁蛋白诱导的 SH-SY5Y细胞的 AD

细胞损伤模型中 SNHG1表达升高，而 miR-361-3p表达降低，

并且细胞凋亡率升高；而敲低 SNHG1可降低 A茁蛋白诱导的
SH-SY5Y细胞凋亡和增高细胞活性，这表明敲低 SNHG1减轻

A茁蛋白诱导的 AD神经细胞损伤。众所周知，SH-SY5Y细胞
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具有表达 GABA受体、谷氨酸受体等功能的亚型，并参与了多

种神经递质的合成与释放[8]。A茁蛋白沉积通过诱导神经细胞损
伤而在 AD疾病发生中发挥重要作用，所以在体外使用 A茁蛋
白诱导的神经细胞损伤是常用的 AD细胞模型[9]。SNHG1的表

达失调促进了帕金森神经炎症的发生，其机制与 miRNA竞争

内源 RNA而促进 NLRP3表达有关。同时，SNHG1也可以通过

调节下游基因表达而影响脓毒症患者神经损伤。同样的，

miR-361-3p也被发现与神经退行性疾病的发生发展有关[10]。

本文发现 miR-361-3p与 SNHG1存在结合的序列，并且

miR-361-3p过表达抑制 SNHG1的表达，这与之前的研究结果

一致。马文彪等人 [6] 乳腺癌细胞中研究发现，SNHG1通过与

miR-361-3p结合而降低 miR-361-3p与MMP-1的结合，进而促

进乳腺癌细胞的侵袭和迁移能力。此外，在神经细胞中，Liu L

等人[11]研究也发现，SNHG1与 miR-361-3p而降低 miR-361-3p

的表达，进而参与调控 A茁1-42原纤维输注大鼠海马引起的认
知功能障碍和海马区神经炎症。由此可以看出，SNHG1在 A茁
蛋白诱导的 AD神经损伤模型中发挥促进作用，其机制与抑制

miR-361-3p的表达有关。此外，本文研究还发现，A茁蛋白诱导
神经细胞中 Nfat5和 p-Tau蛋白表达均升高和 Nestin蛋白表

达降低，而敲低 SNHG1可降低 A茁蛋白在 AD神经损伤模型

中对蛋白表达的影响。Nfat5可通过与 NF-kB的结合而进一步

控制免疫抑制巨噬细胞的糖酵解基因表达和降低促炎细胞因

子的表达，在海马区神经细胞中发挥促炎基因的作用[12]。Nestin

对神经分化具有重要调控作用。Nestin仅在胚胎发育早期的神

经上皮表达，所以通过检测 Nestin蛋白表达水平可用于指征神

经细胞活性[13]。AD患者脑中 Tau蛋白总量较正常人多，且异常

过度磷酸化 Tau蛋白表达增加，导致 AD患者脑中受累神经元

微管结构遭到广泛破坏，正常轴突转运收到损伤，造成突触丢

失神经元功能损伤，进而引发脑神经退行性病变[14]。

综上可知，在 A茁 蛋白诱导的 AD神经细胞损伤模型中

SNHG1表达升高，而 miR-361-3p表达降低，敲低 SNHG1可通

过降低其与 miR-361-3p 的结合而间接促进 miR-361-3p 的表

达，进而抑制其靶基因 Nfat5的表达，最终减弱 A茁蛋白诱导的
AD神经细胞损伤。
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线净收益率大于 0，超过了两条无效线，表明该模型具有较好

的应用效果。

综上所述，老年 T2DM患者发生 MC与年龄、病程、FPG、

HbA1c、HDL-C、LDL-C密切相关，通过上述指标构建的列线图

预测模型，可以辅助预测老年 T2DM患者发生MC的风险，有

助于临床早期干预和治疗。
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