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［摘 要］ 目的：探究 lncRNA HAND反义RNA1（HAND2⁃AS1）、miRNA hsa⁃miR⁃520c⁃3p和整合素亚基β8（integrin subunit beta
8，ITGB8）在子痫前期患者胎盘中表达量的改变以及HAND2⁃AS1对血管内皮功能的影响和机制。方法：收集25例子痫前期患

者胎盘样本和 20例匹配的健康产妇胎盘样本，通过荧光定量 PCR技术检测HAND2⁃AS1、hsa⁃miR⁃520c⁃3p和 ITGB8的表达

量。通过细胞活力、划痕、血管形成和荧光定量PCR实验，观察过表达和敲低HAND2⁃AS1对人脐静脉内皮细胞（human umbili⁃
cal vein endothelial cell，HUVEC）增殖、迁移和血管形成的影响以及对hsa⁃miR⁃520c⁃3p和 ITGB8表达量的影响。结果：与对照

组胎盘相比，子痫前期患者胎盘中HAND2⁃AS1和 ITGB8的表达量显著升高，而hsa⁃miR⁃520c⁃3p表达量降低。同时，子痫前期

患者的胎盘中，HAND2⁃AS1的表达量与 hsa⁃miR⁃520c⁃3p呈负相关，与 ITGB8呈正相关。在HUVEC中过表达HAND2⁃AS1，
HUVEC的增殖、迁移和血管形成能力减弱，同时hsa⁃miR⁃520c⁃3p表达量下降，ITGB8表达增高；敲低HAND2⁃AS1，结果相反。

结论：HAND2⁃AS1抑制血管内皮增殖、迁移和血管形成能力，其潜在机制可能是通过调控hsa⁃miR⁃520c⁃3p/ITGB8的表达，有望

成为子痫前期的治疗靶点。
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［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the expression patterns of lncRNA HAND2⁃AS1，miRNA hsa⁃miR⁃520c⁃3p
and integrin subunit beta 8（ITGB8）in placentas of preeclampsia（PE）patients and the role of HAND2⁃AS1 played in modulating
vascular endothelial cells. Methods：Total 25 placentas of PE patients and 20 placentas of healthy controls were collected to detect the
expressing abundance of HAND2 ⁃ AS1，hsa ⁃ miR ⁃ 520c ⁃ 3p and ITGB8 using qRT ⁃ PCR technology. Proliferation，migration and
angiogenesis of human umbilical vein endothelial cell（HUVEC）was detected through cell viability assay，wound healing assay and
tube formation assay，respectively，when HAND2⁃AS1 was overexpressed or knock⁃down. Also，expression of hsa⁃miR⁃520c⁃3p and
ITGB8 was detected using QPCR. Results：Compared with healthy controls，expression of HAND2⁃AS1 and ITGB8 increased and
expression of hsa⁃miR⁃520c⁃3p decreased significantly in placentas of PE patients. In placentas of PE patients，the expression of HAND2
⁃ AS1 was negatively correlated with hsa ⁃ miR ⁃ 520c ⁃ 3p and positively correlated with ITGB8. The proliferation，migration and
angiogenesis of HUVEC were impaired，the expression of hsa ⁃miR⁃ 520c ⁃3p decreased and the expression of ITGB8 increased when
HAND2⁃AS1 was overexpressed. The result was the opposite when HAND2⁃AS1 was knocked⁃down. Conclusion：HAND2⁃AS1 inhibits
proliferation，migration and angiogenesis of vascular endothelial cells，of which potential mechanism may be modulating expression of hsa⁃
miR⁃520c⁃3p/ITGB8.
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子痫前期（preeclampsia，PE）以高血压和蛋白尿

为临床表现，是一种妊娠期特有的疾病［1-2］。PE可

以并发宫内生长受限和早产，并有进展为子痫和系

统性炎症的可能［3］，严重威胁了产妇和胎儿的生命

健康。血管内皮损伤和功能障碍被认为是参与PE
发生发展的重要因素［4-5］，然而其内在机制仍不明

确。因而，寻找血管内皮损伤和功能障碍的发生机

制将有助于预防和治疗PE。
微小 RNA（microRNA，miRNA）是一种长度约

22个核苷酸的单链非编码RNA，miRNA可以通过与

其靶mRNA的3’⁃UTR区域结合，从而促进该mRNA
的降解或者抑制其翻译［6］。长链非编码RNA（long
non⁃coding RNA，lncRNA）是一种长度大于200个核

苷酸、不编译蛋白的RNA，lncRNA可以“分子海绵”

的形式募集其靶miRNA，从而解除该miRNA对下游

mRNA的调控［7］。这种 lncRNA⁃miRNA⁃mRNA的调

控形式被称作竞争内源RNA（competing endogenous
RNA，ceRNA），并在多种疾病的发生发展中发挥重

要作用［8-9］。本研究利用公共数据库中的全转录组

芯片数据，构建了PE胎盘组织中差异表达的ceRNA
网络，并对其中一组 ceRNA“HAND2⁃AS1/hsa⁃miR⁃
520c⁃3p/ITGB8”进行了初步研究，阐明了 PE中内

皮功能障碍的潜在机制，为干预 PE 提供了新的

靶点。

1 材料和方法

1.1 材料

DMEM 培养基、胎牛血清、EDTA⁃胰酶溶液、

PBS缓冲液（Gibco公司，美国）；基质胶、TRIzol试剂

（Sigma公司，美国）；CCK8试剂（同仁化学研究所，

日本）；LipofectamineTM 3000试剂盒（Invitrogen公司，

美国）；si⁃HAND2⁃AS1和 si⁃NC干扰序列、oe⁃HAND2
⁃AS1和 oe⁃NC过表达质粒（上海吉玛生物公司）；抗

β⁃actin一抗、抗 ITGB8一抗、抗兔二抗（Abcam公司，

美国）。

PE患者全转录组芯片数据下载自 GEO数据

库（https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/），数据识别号

为GSE96985，包含 3例 PE患者胎盘样本和 4例对

照胎盘样本。胎盘组织收集于南京医科大学附

属妇产医院2018年2月—2019年2月住院产妇（PE
组 25例，健康对照组 20例），PE诊断标准为：血压

>140/90 mmHg，尿蛋白≥300 mg/d。人脐静脉内皮

细胞（human umbilical vein endothelial cell，HUVEC）
购自中国科学院上海生科院细胞资源中心。

1.2 方法

1.2.1 差异表达基因分析和ceRNA网络构建

使用R软件中的Limma程序包分别分析2张芯

片中的差异表达的探针，差异倍数>2、平均表达值

>5 且 P 值<0.05 为鉴定差异探针的标准，并使用

Pheatmap程序包绘制差异探针的热图。随后，将差

异 表 达 探 针 注 释 为 相 应 的 lncRNA、miRNA 和

mRNA。使用 miRWalk2.0 数据库（http：//zmf.umm.
uni⁃heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/）预测能与差异

miRNA结合的mRNA和 lncRNA，将结果与差异表达

的mRNA和 lncRNA取交集，并用 Cytoscape软件绘

制ceRNA网络图。

1.2.2 RNA提取和实时荧光定量PCR（qRT⁃PCR）
使用TRIzol和相应试剂盒提取组织或者细胞总

RNA。对于 lncRNA和mRNA，将总RNA按照说明

书 使 用 PrimeScriptTM RT Reagent Kit with gDNA
Eraser 试剂盒逆转录为 cDNA，将 cDNA 使用 TB
Green Advantage qPCR premixes试剂盒和ABI ViiA7
系统进行 qRT⁃PCR反应。以 GAPDH的表达量为

内参，采取 2-ΔΔCt 方法计算目的基因表达量。对于

miRNA，逆转录使用专用的miRNA 1st Strand cDNA
Synthesis试剂盒和逆转录引物，qRT⁃PCR反应使用

miRNA Universal SYBR qPCR Master Mix 试剂盒和

U6内参。实验独立重复3次，每次技术重复6次，计

算均值。qRT⁃PCR引物（由广州锐博生物科技有限

公司设计合成）见表1。
1.2.3 细胞转染

取对数生长期HUVEC，用EDTA⁃胰酶溶液消化

后以2.0×105个/孔的密度接种于6孔板，待细胞贴壁

生长至 50%~70%密度用不含血清的DMEM培养基

换液并使用 LipofectamineTM 3000试剂进行瞬时转

染。转染后6 h用含10%胎牛血清的DMEM培养基

换液并继续培养 48 h。用 qRT⁃PCR验证敲低和过

表达后用作后续实验。

1.2.4 细胞增殖实验

将转染 48 h后的细胞消化重悬制成密度为 4×
104个/mL的细胞悬液，以 100 μL/孔的体积接种在

96 孔板中，在 37 ℃孵箱培养 48 h 后，每孔加入

CCK8试剂 10 μL并于 37 ℃孵箱避光孵育 1 h，然
后将 96孔板放入酶标仪中测得每孔在 450 mm波

长处吸收光强度，该吸收光强度即可反映每孔中活

细胞数目。实验独立重复3次，计算均值。

1.2.5 细胞划痕实验

待转染后细胞生长至 100%密度，用 1 mL微量
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移液枪头垂直于 6孔板在细胞中划痕，弃去培养基

并用PBS润洗3遍，后用不含血清的DMEM培养基培

养。在倒置显微镜下拍摄划痕处细胞在0 h和24 h时
照片，根据划痕宽度计算细胞迁移率。细胞迁移率

（%）=（0 h划痕宽度-24 h划痕宽度）/0 h划痕宽度×
100%。实验独立重复3次，每次技术重复6次，计算

均值。

1.2.6 血管形成实验

在预冷的 96孔板中加入 30 μL液态的基质胶，

放入37 ℃孵箱中2 h使基质胶凝固。将转染过后的

HUVEC细胞以 2×103个/孔的密度接种至预先铺有

基质胶的 96孔板中，放入 37 ℃孵箱培养 6 h。在倒

置显微镜下观察血管形成的情况并拍照。

1.2.7 Western blot实验

将转染后的细胞用胰酶消化后离心收取蛋白，

BCA法测定上清蛋白浓度，取 30 μg 蛋白与 SDS⁃
PAGE蛋白上样缓冲液混合并煮沸 5 min，冰上冷

却后在 10%SDS⁃PAGE凝胶中电泳。将电泳分离

后的蛋白转移至 PVDF膜，用 5%脱脂奶粉室温封

闭 1 h 后，在 4 ℃分别孵育抗 ITGB8 一抗和抗β⁃
actin一抗 12 h。然后洗膜，室温孵育抗兔二抗 1 h，
再次洗膜后用ECL发光法显影。使用 Image J对条

带进行灰度分析和半定量。实验独立重复 3次，计

算均值。

1.3 统计学方法

实验结果以均数±标准差（x ± s）表示，所有数

据均应用 Graphpad Prism 8统计软件处理，基因表

达量相关分析采用 Pearson相关，两组间均数比较

采用 t检验，多组间均数比较采用单因素方差分析

（ANOVA）和Turkey检验，P < 0.05为差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 PE相关的差异基因鉴定和ceRNA网络构建

使用R软件Limma程序包对PE患者全转录组

芯片数据 GSE96985 进行分析，在芯片 Agilent ⁃
078298 human ceRNA array V1.0 4X180K中发现差

异表达的探针6 807个（图1A），经过注释后找到差异

表达的 lnRNA 805个，mRNA 878个；在芯片Agilent⁃
070156 Human miRNA中识别出差异表达的miRNA
22个（图1B）。使用miRWalk 2.0数据库预测可以与

差异miRNA结合的mRNA和 lncRNA，与差异mRNA
和差异 lncRNA分别取交集后构建 ceRNA网络（图

1C）。 ceRNA 网络表明：lncRNA HAND2⁃AS1 和

ITGB8在PE胎盘中表达升高，miRNA hsa⁃miR⁃520c⁃
3p表达下降，且三者可能存在相互作用。

2.2 PE患者胎盘中HAND2⁃AS1、hsa⁃miR⁃520c⁃3p
和 ITGB8的表达

收集25例PE患者胎盘和20例健康产妇胎盘作

为对照，用 qRT⁃PC检测胎盘中HAND2⁃AS1、hsa⁃
miR⁃520c⁃3p和 ITGB8的相对表达量。与对照组相

比，PE患者胎盘中HAND2⁃AS1和 ITGB8的表达量

升高，而 hsa⁃miR⁃520c⁃3p表达量下降（P < 0.01，图
2A）。Pearson相关分析表明：在PE患者的胎盘中，

HAND2⁃AS1的表达与 hsa⁃miR⁃520c⁃3p呈负相关

（P < 0.01，图 2B），与 ITGB8呈正相关（P < 0.05，图
2C）。以上结果提示：HAND2⁃AS1、hsa⁃miR⁃520c⁃3p
和 ITGB8在PE的发生发展中可能发挥重要功能，且

HAND2⁃AS1、hsa⁃miR⁃520c⁃3p和 ITGB8之间可能存

在ceRNA调控作用。

表1 qRT⁃PCR引物序列

Table 1 Primer sequences for qRT⁃PCR

基因

HAND2⁃AS1

ITGB8

GAPDH

hsa⁃miR⁃520c⁃3p

U6

引物序列（5′➝3′）
F：TGTAGTGTGGCTGGTATCGG
R：GAGTCACAGGCAGTCGTAGA
F：ACCAGGAGAAGTGTCTATCCAG
R：CCAAGACGAAAGTCACGGGA
F：GGATATTGTTGCCATCAATGACC
R：AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA
F：GGGAAAGTGCTTCCTTTTA
R：CAGTGCGTGTCGTGGAGT
RT：GTCGTATCCAGTGCGTGTCGTGGAGTCGGCAATTGCACTGGATACGACACCCTC
F：CGCTTCGGCAGCACATATACTA
R：CGCTTCACGAATTTGCGTGTCA
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2.3 过表达和敲低HAND2⁃AS1对HUVEC增殖、迁

移和血管形成的影响

炎症介质介导的血管内皮损伤和功能障碍在

PE的发生发展中起重要作用。通过搜索GEO数据

库，发现在肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor⁃α，
TNF⁃α）作用下，HUVEC中HAND2⁃AS1的表达明显

升高。使用TNF⁃α模拟PE患者胎盘中的炎症状态，

并通过 qRT ⁃ PCR 检测 TNF ⁃ α处理后 HUVEC 中

HAND2⁃AS1表达量的改变，结果发现：TNF⁃α处理

8 h后，HUVEC中HAND2⁃AS1明显升高（P < 0.01），

并呈现浓度依赖性（图3B）。
继续探究 HAND2⁃AS1 对血管内皮功能的影

响。通过转染干扰序列和质粒对HUVEC中HAND2⁃
AS1的表达量进行敲低和过表达（P < 0.01，图 3C）。

相比较NC组，si⁃HAND2⁃AS1组HUVEC增殖加快

（P < 0.05），oe ⁃HAND2 ⁃AS1 组 HUVEC 增殖减慢

（P < 0.01），而 si⁃NC组和 oe⁃NC组无明显差异（图

3D）。同时，与NC组相比，si⁃HAND2⁃AS1组HUVEC
迁移速度增快（P < 0.01），oe⁃HAND2⁃AS1组HUVEC
迁移速度减慢（P < 0.05），而 si⁃NC组和 oe⁃NC组无

明显差异（图 3E）。此外，相比其他组，oe⁃HAND2⁃
AS1的血管形成能力明显受损（图3F）。因而，过表

达HAND2⁃AS1对HUVEC的增殖、迁移和血管形成

具有抑制作用，敲低HAND2⁃AS1则相反。

2.4 过表达和敲低HAND2⁃AS1对HUVEC中 hsa⁃
miR⁃520c⁃3p和 ITGB8表达的影响

为了研究HAND2⁃AS1与hsa⁃miR⁃520c3p、ITGB8
之间可能存在的 ceRNA调控作用，通过序列比对，

SLC25A35MYLK NAT8L
DOLPP1hsa⁃miR⁃497⁃5pTFAP2D

WWC1

CTD⁃2090l13.1 HM13⁃AS1 AC010145.4

CTBP⁃AS2 AC009950.2
hsa⁃miR⁃520c⁃3p

SLC7A11⁃AS1 LINC00400 BZRAP1⁃AS1

RP11⁃529E15.1 AC004538.3 NPSR1⁃AS1

HAND2⁃AS1

has⁃let⁃7b⁃5p hsa⁃miR⁃1290 hsa⁃miR⁃1246

ARL4C
SLC20A1

STK17A ADAMTS6

MAMDC2

CYP26B1

ITGB8

IGDCC2
has⁃let⁃7c⁃5p

hsa⁃miR⁃195⁃5p

miRNA

mRNA

lncRNA

log2（差异倍数）

6
0
-6

hsa⁃miR⁃136⁃5p

Z值2
1
0
-1
-2

对照组
PE组

A B

C

A：芯片Agilent⁃078298 human ceRNA array V1.0 4X180K中差异表达探针的热图；B：芯片Agilent⁃070156 Human miRNA中差异表达探针的

热图；C：差异表达基因的ceRNA网络。

图1 识别PE胎盘中的差异基因和构建ceRNA网络

Figure 1 Identification of differentially expressed genes in PE placenta and construction of ceRNA network
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发现HAND2⁃AS1的8mer区和 ITGB8的3′⁃UTR区均

存在与 hsa⁃miR⁃520c⁃3p反义互补的片段，这提示

hsa⁃miR⁃520c⁃3p有结合HAND2⁃AS1和 ITGB8的能

力（图 4A）。通过 qRT⁃PCR和Western blot技术，进

一步探究在HUVEC中过表达和敲低HAND2⁃AS1
对 hsa⁃miR⁃520c⁃3p和 ITGB8表达量的影响。结果

发现：与NC组相比，si⁃HAND2⁃AS1组hsa⁃miR⁃520c⁃
3p表达上升（P < 0.01），oe⁃HAND2⁃AS1组 hsa⁃miR⁃
520c⁃3p表达下降（P < 0.01），而 si⁃NC组和 oe⁃NC组

无明显差异（图4B）。相比NC组，si⁃HAND2⁃AS1组
ITGB8 mRNA和蛋白表达水平均下降（P < 0.01，P <
0.05），oe⁃HAND2⁃AS1组 ITGB8 mRNA和蛋白表达

水平均上升（P < 0.01，P < 0.05），而 si⁃NC组和 oe⁃
NC组无明显差异（图 4C~E）。以上结果初步表明，

HAND2⁃AS1可能通过与 hsa⁃miR⁃520c⁃3p结合，解

除hsa⁃miR⁃520c⁃3p对 ITGB8表达的抑制。

3 讨 论

通过生物信息学方法和对临床样本的检测，本

研究发现HAND2⁃AS1和 ITGB8在PE胎盘中表达升

高，而 hsa⁃miR⁃520c⁃3p表达下降，且三者之间可能

存在 ceRNA 调控关系。此外，在 HUVEC 中敲低

HAND2⁃AS1促进了HUVEC的增殖、迁移和血管形

成的能力，而过表达HAND2⁃AS1则相反。既往研

究表明，HAND2⁃AS1在子宫内膜癌组织中表达下

调，而过表达HAND2⁃AS1可以通过下调NMU抑制

子宫内膜癌的迁移和侵袭［10］；类似地，HAND2⁃AS1
在结直肠癌中表达明显下调，过表达HAND⁃AS1可
以通过 ceRNA作用靶向miR⁃1275/KLF14，从而抑制

结直肠癌细胞的增殖和侵袭［11］；此外，HAND2⁃AS1
还对非小细胞肺癌、食管鳞癌、卵巢癌等多种肿瘤

细胞的增殖、迁移和侵袭具有抑制作用［12-14］。以上

结果与我们在HUVEC中观察到的相一致，这表明

HAND2⁃AS1具有广泛的抗细胞增殖、迁移和侵袭的

作用。因而，在 PE患者胎盘中高表达的HAND2⁃
AS1对血管内皮细胞的增殖、迁移和血管形成能力

造成损害，可能是造成PE中血管内皮损伤的因素。

既往研究显示hsa⁃miR⁃520c⁃3p在PE胎盘中表达

下降，同时过表达hsa⁃miR⁃520c⁃3p可以下调NLRP3
的表达，并抑制 PE中NLRP3炎症小体的激活和炎

症反应［15］。ITGB8全称整合素亚基β8，所翻译的蛋

白通过与α亚基非共价结合构成整合素复合体。

ITGB8在脑血管生成中发挥重要作用，敲除 ITGB8
会导致血管发育异常和出血［16-17］。然而，ITGB8在

PE中的作用尚不明确。本研究发现PE患者胎盘中

HAND2⁃AS1的表达量与hsa⁃miR⁃520c⁃3p的表达量

呈负相关，与 ITGB8的表达量呈正相关。同时，在

HUVEC中过表达HAND2⁃AS1，hsa⁃miR⁃520c⁃3p表

达升高，ITGB8表达下降；敲低HAND2⁃AS1，结果相

反。此外，hsa⁃miR⁃520c⁃3p与HAND2⁃AS1的 8mer

A：胎盘组织中HAND2⁃AS1、hsa⁃miR⁃520c⁃3p和 ITGB8表达量，两组比较，*P < 0.01；B：PE胎盘中HAND2⁃AS1表达量与hsa⁃miR⁃520c⁃3p表
达量的散点图；C：PE胎盘中HAND2⁃AS1表达量与 ITGB8表达量的散点图。r：Pearson相关系数。

图2 qRT⁃PCR检验胎盘中HAND2⁃AS1、hsa⁃miR⁃520c⁃3p和 ITGB8的表达量

Figure 2 Detecting the expression of HAND2⁃AS1，hsa⁃miR⁃520c⁃3p and ITGB8 in placentas by qRT⁃PCR
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区及 ITGB8的 3’⁃UTR区存在反义互补片段，表明

hsa⁃miR⁃520c⁃3p与后两者有结合的可能性。因而，

合理推测HAND2⁃AS1可能通过“分子海绵”作用吸

附 hsa⁃miR⁃520c⁃3p，从而解除后者对 ITGB8表达的

A：HUVEC在TNF⁃α处理后表达量的芯片数据；B：TNF⁃α处理8 h后HUVEC中HAND2⁃AS1的表达；C：各组HAND2⁃AS1的表达量；D：各组

HUVEC的增殖能力；E：各组HUVEC细胞划痕实验（×40）；F：各组HUVEC血管形成实验（×200）。两组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。
图3 HAND2⁃AS1对HUVEC增殖、迁移和血管生成的影响

Figure 3 The effects of HAND2⁃AS1 on proliferation，migration and angiogenesis of HUVEC
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A：hsa⁃miR⁃520c⁃3p与HAND2⁃AS1、ITGB8的反义互补序列；B：qRT⁃PCR检测hsa⁃miR⁃520c⁃3p的表达量；C：qRT⁃PCR检测 ITGB8的表达

量；D、E：Western blot检测 ITGB8蛋白表达量。两组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。
图4 过表达和敲低HAND2⁃AS1对hsa⁃miR⁃520c⁃3p和 ITGB8表达量的影响

Figure 4 The effects of HAND2⁃AS1 alteration on expression of hsa⁃miR⁃520c⁃3p and ITGB8
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抑制。为了阐明上述假说以及 hsa⁃miR⁃520c⁃3p和

ITGB8在PE中的作用，仍需进一步研究。

综上，本研究发现HAND2⁃AS1在PE胎盘组织

中表达升高，并抑制了血管内皮细胞的增殖、迁移

和血管形成的能力。该作用可能是通过靶向 hsa⁃
520c⁃3p/ITGB8而实现。本研究为PE中血管内皮损

伤和功能障碍的机制提供了新理论，为PE的防治提

供了新靶点。
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