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缩略词表

英文缩写 英文全称 中文全称

AP1 adaptor protein1 衔接蛋白 1

DMA Dimethylarsinic acid 二甲基胂酸

16HBE Human bronchial epithelial cells 人支气管上皮细胞

iAs Inorganic arsenic 无机砷

LncRNA Long non-coding RNA 长链非编码 RNA

MMA Methanearsonic acid 一甲基胂酸

mRNA Messenger ribonucleic acid 信使核糖核酸

NaAsO2 Sodium arsenite 亚砷酸钠

OD Optical density 光密度值

PMI Primary methyiation index 一级甲基化指数

PBS Phosphate buffered solution 磷酸盐缓冲液

PI Propidium iodid 碘化丙啶

qRT-PCR Real-time Quantitative PCR 实时荧光定量核酸扩增检测

siRNA Small interfering RNA 小干扰 RNA

SMI Secondary methyiation index 二级甲基化指数

tAs Total arsenic 总砷

TUG1 taurine upregulated gene 1 牛磺酸上调基因 1
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摘要

无机砷通过上调 TUG1的表达激活 p53通路促进人类支

气管上皮细胞的凋亡

目的

砷及其化合物被国际癌症研究所、美国环保局等权威机构列为人类致癌物。此研

究通过检测砷暴露人群尿液中砷元素含量及形态，分析其体内 TUG1基因表达水平，

分析不同尿砷化合物中砷元素的分布规律。探究人类正常肺上皮细胞系 16HBE暴露于

不同浓度的砷后，TUG1的变化情况，以及砷的代谢产物对 TUG1基因表达的影响。利

用 Rfect敲低 TUG1后，观察 16HBE细胞系在无机砷诱导下的凋亡情况；进一步探索

在 TUG1对 16HBE细胞增殖和凋亡的作用机制，为砷致癌的分子机制以及关于 TUG1

的功能提供理论支持。

方法

在云南省某高污染砒霜厂抽取 74名砷暴露工人作为砷暴露组，在该地远离工厂

≥10 km处选择 25名在该地生活超过一年的人作为对照组，采用问卷调查的方法，参与

者们额外提供 10.0 mL的晨尿液样本和 5.0 mL的静脉血。研究对象尿样中 iAs和它的

代谢产物MMA和 DMA含量通过氢化物发生—超低温捕集—原子吸收分光光度计来测

量。提取外周血 RNA逆转录，利用 qRT-PCR检测砷暴露人群 TUG1 mRNA表达水平。

进一步分析 TUG1基因表达和砷暴露的相关性，得出砷暴露和 TUG1基因表达之间关

系的统计学特征，并通过分析砷暴露与 TUG1基因表达之间的关系，并对 TUG1表达

与 tAs、iAs、MMA、DMA的关系进行了初步研究。针对 TUG1设计特异性沉默片段

转染细胞，使细胞内 TUG1在 16HBE细胞中的表达量降低，采用 Hoechst/PI双色实验

以及 MTS实验观察转染细胞的活力和凋亡情况。通过 Western Blotting 实验以确定

TUG1低表达后，细胞凋亡基因表达，并探讨其在体内增殖和凋亡过程中的机制。

结果

1. 砷暴露组中的 iAs、MMA、DMA 浓度以及 iAs%和 MMA%均显著升高，而

DMA%，PMI和 SMI低于对照组。
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2. 砷暴露人群外周血淋巴细胞 TUG1 mRNA表达量和对照组相比，显著升高。且

发现研究人群中 TUG1 mRNA表达量与尿液中的 iAs、MMA、DMA和 tAs含量呈正相

关关系。

3. 细胞染毒实验发现，砷染毒 16HBE细胞的 TUG1 mRNA表达量显著增加，呈

现剂量依赖性。而砷的代谢物MMA和 DMA对诱导 TUG1 mRNA表达量显著低于 iAs。

4. TUG1沉默后，16HBE细胞的细胞活力显著降低，并且加砷处理后细胞活力降

低程度较未加砷处理的细胞更加显著。TUG1沉默后，16HBE细胞的凋亡显著增加。

5. 敲低 TUG1的表达，通过 Western bloting实验发现 16HBE细胞中的 MDM2、

FAS、BCL2、Caspase7以及 p53的蛋白表达量上升，且 p53的磷酸化位点（Ser392）

也上升。

结论

1. 职业砷暴露人群中体内的砷及其化合物浓度显著升高，且砷暴露人群中 TUG1

表达量比对照组高。

2. 砷暴露诱导 16HBE细胞中的 TUG1表达，而砷的代谢产物 MMA和 DMA诱导

TUG1的异常表达显著低于同一浓度的无机砷。

3. 沉默 TUG1显著抑制了 16HBE细胞的细胞活力并且促进了细胞的凋亡，TUG1

低表达增强了 p53（Ser392）位点磷酸化，主要以 p53通路的凋亡通路，上调了 FAS、

MDM2、BCL2的蛋白表达，激活了 Caspase7来促进细胞凋亡。

关键词：TUG1；细胞凋亡；砷；DMA；p53
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ABSTRACT

Inorganic arsenic-mediated upregulation of TUG1

promoted apoptosis in human bronchial epithelial by

activating the p53 signaling pathway

Objective

Arsenic and its compounds have been classified as human carcinogens by the

International Agency for Research on Cancer and the U.S. Environmental Protection Agency.

In this study, we analyzed the distribution pattern of arsenic in different urinary arsenic

compounds by detecting the content and morphology of arsenic elements in the urine of

arsenic-exposed people and analyzing the expression level of TUG1 gene in their bodies. To

investigate the changes of TUG1 in human normal lung epithelial cell line 16HBE after

exposure to different concentrations of arsenic, and the effects of arsenic metabolites on

TUG1 gene expression. To observe the apoptosis of 16HBE cells induced by inorganic arsenic

after TUG1 knockdown using Rfect; to further explore the mechanism of action in TUG1 on

proliferation and apoptosis of 16HBE cells, and to provide theoretical support for the

molecular mechanism of arsenic carcinogenesis and about the function of TUG1.

Methods

Seventy-four arsenic-exposed workers at a highly contaminated arsenic plant in Yunnan

Province were selected as the arsenic-exposed group, and 25 people who had lived at the site

for more than one year were selected as the control group at a location ≥10 km away from the

plant, using a questionnaire in which participants provided an additional 10.0 mL of morning

urine sample and 5.0 mL of venous blood. The levels of iAs and its metabolites MMA and

DMA in the urine samples of the study subjects were measured by hydride generation-ultra-

low temperature trapping-atomic absorption spectrophotometry. Peripheral blood RNA was

extracted for reverse transcription, and TUG1 mRNA expression levels in the arsenic-exposed

population were detected using qRT-PCR. The correlation between TUG1 gene expression

and arsenic exposure was further analyzed, and the statistical characteristics of the

relationship between arsenic exposure and TUG1 gene expression were derived. Specific
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silencing fragments were designed for TUG1 to transfect cells to reduce intracellular TUG1

expression in 16HBE cells, and the viability and apoptosis of transfected cells were observed

by Hoechst/PI two-color assay as well as MTS assay. Western Blotting assay was performed

to determine the apoptotic gene expression after low expression of TUG1 and to explore its

mechanism in the proliferation and apoptosis process in vivo.

Results

1. iAs, MMA, and DMA concentrations as well as iAs% and MMA% were significantly

elevated in the arsenic-exposed group, while DMA%, PMI, and SMI were lower than those in

the control group.

2. TUG1 mRNA expression in peripheral blood lymphocytes was significantly elevated

in the arsenic-exposed population compared with the control group. And TUG1 mRNA

expression was found to be positively correlated with iAs, MMA, DMA and tAs levels in

urine in the study population.

3. Cell staining experiments revealed that TUG1 mRNA expression was significantly

increased in arsenic-stained 16HBE cells in a dose-dependent manner. And the metabolites of

arsenic, MMA and DMA, were significantly lower than iAs in inducing TUG1 mRNA

expression.

4. cell viability of 16HBE cells was significantly reduced after TUG1 silencing, and the

degree of reduction in cell viability was more significant after arsenic treatment than that of

cells without arsenic treatment. apoptosis of 16HBE cells was significantly increased after

TUG1 silencing.

5. knocking down the expression of TUG1, the protein expression of MDM2, Fas, BCL2,

Caspase7 and p53 were found to be increased in 16HBE cells by Western blotting assay, and

p53 phosphorylation sites (Ser392) was also increased.

Conclusion

1. The concentrations of arsenic and its compounds were significantly higher in the

occupational arsenic-exposed population, and the expression of TUG1 was higher in the

arsenic-exposed population than in the control group.

2. Arsenic exposure induced TUG1 expression in 16HBE cells, while the arsenic

metabolites MMA and DMA induced a significantly lower abnormal expression of TUG1

than the same concentration of inorganic arsenic.
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3. Silencing of TUG1 significantly inhibited cell viability and promoted apoptosis in

16HBE cells. Low expression of TUG1 enhanced phosphorylation of the p53(Ser392) site, the

apoptotic pathway mainly by the p53 pathway, upregulated protein expression of FAS,

MDM2, and BCL2, and activated Caspase7 to promote apoptosis.

KeyWords: TUG1；apoptosis；arsenic；dimethylarsinic acid (DMA)；p53
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前言

砷属于类金属元素
[1]
，常出现于土壤、空气和水中，是环境中常见污染物之一，被

国际癌症研究机构（IARC）列为人类的第一类致癌物质
[2]
。许多研究报告表明长期处

于砷环境暴露中会增加多种疾病的风险
[3]
，包括各种类型的肿瘤

[4]
、糖尿病、心血管疾

病等等。并且研究发现，无机砷（iAs）是一种强有力的人类致癌物和毒物
[5]
，已经影

响了全球约 1.6亿人口的健康
[6]
，主要通过饮用水和工业排放产生

[7]
，长期接触砷可能

会导致多个器官的癌变
[8]
。虽然一些参与砷致癌的分子已经被确定，例如，众多研究发

现砷在体内外都能激活 AP-1，而 AP-1是一种促进肿瘤发生发展的中介物
[9,10]

。但其涉

及的调节机制未知。

LncRNAs（长链非编码 RNA）是一种长达 200个核苷酸以上的 RNA，缺少蛋白质

编码能力
[11]

。越来越多的研究表明，LncRNAs可以通过调控基因转录、转录后修饰以

及表观遗传等方式等发挥作用
[12]

，在细胞发育、分化、凋亡等多种生物过程具有重要

意义
[13]

。LncRNAs贯穿了生物生长发育的整个过程，在癌症的发生发展过程扮演重要

角色。 LncRNA-CCAT(结肠癌相关转录因子 1)[14] 、 LncRNA-ATB[15]
和 LncRNA-

HOTAIR[16]
在结肠癌中表达均上升，促进结肠癌细胞的增殖和侵袭。最近的研究显示

LncRNAs在环境污染物产生的毒理学反应对人类疾病的影响中扮演着重要角色，这些

疾病包括癌症、心血管疾病、代谢疾病等
[17]

。并且越来越多的证据表明，常见的环境

污染物（如镉，砷等）暴露会使人体内的 LncRNAs的表达发生失调，而 LncRNAs的

失调可能参与了环境污染物致癌的过程。例如，肝细胞中 LncRNA MALAT基因被发

现参与了砷诱导肝细胞癌变的过程，并且在肝癌细胞中表达升高
[18]

。人支气管上皮细

胞中的 LncRNA MEG3在暴露于镉后，表达下降，并且通过促进细胞周期和细胞凋亡

来促进正常细胞向癌细胞的转化
[19]

。尽管众多研究表明 LncRNAs与砷诱导肿瘤发生发

展有关，但关于 LncRNA-TUG1的改变与砷诱导恶性肿瘤的关系及其机制未见报道。

LncRNA-TUG1（牛磺酸上调基因 1）位于人类染色体 22q12.2上，是一种长度只

有 7.2kb的 LncRNA[20]
，并且在哺乳动物中保持高度保守

[21]
。在各种细胞中起着不可缺

少的作用，尤其在细胞致癌的过程中发挥着非常重要的作用
[22]

，其基因表达异常与多

种癌症的发生与发展有关
[23]

。例如，LncRNA-TUG1 在人类非小细胞癌中表达增加，

通过 EZH2调控 LIMK2b促进癌细胞的生长以及增加其化疗耐药性
[24]
。
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虽然 LncRNA-TUG1 的失调被认为是参与多种癌症的重要机制
[25]

，但尚未有关于

LncRNA-TUG1在砷诱导细胞损伤中的作用的相关报道。结合 LncRNA-TUG1在多种生

物过程中的重要作用，探究一下 LncRNA-TUG1是否在砷诱导的细胞毒性和致癌性中

发挥生物学功能，以及它参与的分子机制。

大理大学硕士学位论文
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材料与方法

1.研究对象

1.1砷暴露和对照人群的选择

本研究于 2018年 10月在云南省某高污染砒霜厂中进行，在该工厂中随机抽取 74

名一线作业工人作为暴露组，其纳入标准为：工作时间≥3个月，年龄在 20-60周岁，

没有皮肤破损、呼吸系统、神经系统等疾病以及肿瘤。而对照组的 25人则选择生活在

该地远离砷工厂超过 10公里以及没有其他可能直接或间接导致机体砷负荷显著升高的

地方，年龄在 20-60周岁，且在当地居住时间超过 1年，近 3个月无食用过海鲜和/或

使用除草剂的历史。为最大限度地避免内在和外在的混杂因素，所有受试者均未服用

任何药物。本次调查形式采用结构式调查问卷，所有人在参与前均签署知情同意，并

提供有关其年龄、性别、受教育程度、吸烟和家庭病史的统计信息。此外，参与者同

意提供 10.0 mL的尿液样本和 5.0 mL的静脉血。本研究方案经云南省疾病预防控制中

心审核批准。

2.样品的保存

2.1尿液样本

将收集来的尿液样本储存于 50.0 mL离心管中，4℃冰盒下保存，在 8小时内送至

云南省疾控中心实验室，-20℃冰箱保存，完成尿砷化合物含量的测定。

2.2外周血样

外周血经乙二胺四乙酸（5.0 mL）抗凝后，取 3.0 mL样品分离出淋巴细胞，按照

试剂商提供的试剂说明书进行操作，提取外周血淋巴细胞总 RNA，对淋巴细胞总 RNA

进行逆转录成 cDNA，放入-80℃保存。
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3.细胞实验

3.1细胞株：肺上皮细胞系 16HBE购自中国科学院动物研究中心。

3.2 MEM完全培养基的配制

把胎牛血清（55.0 mL）与青链霉素（5.0 mL）的混合液放入 MEM（500.0 mL）

培养基中，用手上下颠倒，混匀，置于 4℃的冰箱中。

3.3细胞冻存

冻存实验开始前 30 min，将-20℃的胰酶置于 37℃恒温水浴锅中，利用紫外线灯杀

菌 15 min，从细胞培养箱中取出 16HBE细胞，于显微镜下观察，细胞长至约 90%，弃

T25瓶内的废液，加入 1.0 mL PBS进行润洗，润洗后再加入 0.5 mL胰酶于 37℃恒温培

养箱消化 6 min，观察到细胞大量脱落，加入 2.0 mL细胞培养液终止消化反应，用巴

氏吸管吹打培养瓶内的细胞混合液，使细胞在细胞瓶中均匀地分布，移至离心管，800

rpm低速离心 5 min后，弃上清液，向离心管冻存液（1.0 mL）轻轻吹打使细胞充分混

匀，随后将细胞移至冻存管中，放入-20℃冰箱中冻存 2 h，最后将其转移到-80℃冰箱

中冻存 24 h后，移入液氮罐中保存以备后续实验使用。

3.4细胞复苏

（1）取出冻存的细胞置于 37℃水浴锅中快速解冻。

（2） 用 75%酒精棉球擦拭冻存管外部，将细胞混合液转移到含有 4.0 mL 的

MEM细胞完全培养基的 T25瓶中。

（3）显微镜下观察细胞，细胞贴壁后生长状态良好，及时更换新鲜培养液。

3.5细胞传代

（1）显微镜下观察细胞，待细胞铺满 T25瓶 90%时，弃原有培养基。

（2）用 1.0 mL PBS缓冲液洗涤细胞 2次，弃洗涤液。

（3） 加 0.5 mL于 37℃水浴锅预热过的胰酶进入 T25 瓶中润洗，用巴氏滴管吸出

后，再加入 1.0 mL胰酶，放入 37℃恒温箱中消化 6 min。侧边轻拍 T25培养瓶，观察

到细胞大片脱落。

（4） 加入 8.0 mLMEM细胞完全培养基终止胰酶消化。
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4.实验试剂和器材

4.1实验试剂（表 1）

表 1主要实验试剂

试剂 生产厂家

淋巴细胞分离液 天津市灏洋生物制品科技有限公司

RNA Later Thermo Scientific生物有限公司

RNA逆转录试剂盒 Roche生物有限公司

荧光 PCR试剂盒 美国 INVITROOGE公司

Trizol Invitrogen生物有限公司

无水乙醇 山东普利斯生物有限公司

75%乙醇、97%乙醇 四川西陇生物有限公司

DEPC处理水 上海生工生物工程有限公司

实时荧光定量 PCR 试剂盒 上海碧云天生物有限公司

胎牛血清（FBS） 康为生物科技有限公司

青链霉素混合液（100×） 华越洋生物科技有限公司

MEM培养液 Corning生物有限公司

胰蛋白酶-EDTA消化液 上海碧云天生物有限公司

磷酸盐缓冲液（PBS） 上海碧云天生物有限公司

NaAsO2（纯度≤99%） 成都西亚试剂有限公司

一甲基砷酸钠（纯度≤99%） 成都西亚试剂有限公司

二甲基砷酸钠（纯度≤99%） 成都西亚试剂有限公司

Rfect细胞株小核酸转染试剂 常州百代生物公司

siRNAs片段 上海吉玛生物公司

无水乙醇 生工生物公司

三氯甲烷 科密欧化学试剂有限公司

逆转录试剂盒 康为世纪生物科技有限公司

MTS试剂 MCE生物有限公司

细胞凋亡坏死试剂盒 上海碧云天生物有限公司

Q-PCR引物 上海杰瑞生物工程有限公司

逆转录试剂盒 Takara生物有限公司

admin
高亮
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BeyoFast™ SYBR Green qPCR Mix (2X) 上海碧云天生物有限公司

表 1主要实验试剂（续表）

试剂 生产厂家

Forward and Reverse Primer Mix 上海碧云天生物有限公司

PAGE凝胶快速制备试剂盒
Bio-Rad生物有限公司

BeyoColorTM彩色预染蛋白分子量标准
Bio-Rad生物有限公司

IP细胞裂解液
上海碧云天生物有限公司

细胞浆细胞核裂解试剂盒
上海碧云天生物有限公司

蛋白酶抑制剂混合物
美伦生物有限公司

BCA蛋白浓度检测试剂盒
上海碧云天生物有限公司

蛋白上样缓冲液（4×） Bio-Rad生物有限公司

过硫酸铵（APS） 索莱宝生物有限公司

四甲基乙二胺（TEMED） 索莱宝生物有限公司

Tween20 美伦生物有限公司

氯化钠
美伦生物有限公司

蛋白磷酸酶抑制剂复合物 I 美伦生物有限公司

十二烷基硫酸钠 SDS 美伦生物有限公司

PVDF膜 Bio-Rad生物有限公司

甘氨酸
美伦生物有限公司

甲醇
山东滨州新天阳化工有限公司

无蛋白快速封闭液（1×） 雅酶生物科技有限公司

Tris 美伦生物有限公司

ECL化学发光液
上海碧云天生物有限公司

QuickTMWestern一抗/二抗稀释液
上海碧云天生物有限公司

p53多克隆抗体
杭州华安生物科技有限公司

p53（Ser392）多克隆抗体
杭州华安生物科技有限公司

MDM2多克隆抗体
Santa cruz生物有限公司

BCL2多克隆抗体
Protein Tech生物有限公司

β-actin多克隆抗体
Protein Tech生物公司

FAS多克隆抗体
Protein Tech生物公司

Casepase-7抗体
Protein Tech生物公司

山羊抗兔 IgG-HRP抗体
杭州华安生物科技有限公司
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山羊抗鼠 IgG-HRP抗体
Protein Tech生物公司

HO/PI双染细胞凋亡检测试剂盒
贝博生物科技有限公司
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4.2实验器材（表 2）

表 2实验器材

仪器 生产厂家

-80℃低温冰箱 Thermo Scientific公司

4℃，-20℃冰箱 青岛海尔有限公司

半干转膜仪 Bio-Rad公司

移液器及吸头 Eppendorf公司

冻存管、离心管、EP管 康为世纪有限公司

乙二胺四乙酸抗凝管 三力医学科技公司

微量移液仪 Eppendorf公司

实时荧光定量 PCR仪 Roche公司

掌上离心机 大龙仪器有限公司

高速低温离心机 Thermo Scientific公司

普通冰箱 青岛海尔有限公司

酶标仪 Bio Tek公司

砷分析用氢化物发生器 Shimadzu公司

原子吸收分光光度计 Shimadzu公司

电子天平 华兴有限公司

细胞计数板 长沙医疗机械厂

超净工作台 济南鑫贝公司

细胞培养 6、12、96孔板 Coning有限公司

恒温 CO2细胞培养箱 Thermo Sciencetific公司

倒置显微镜 Olympus有限公司

半干转膜仪 Bio-Rad有限公司

Western blot成像系统仪 上海嘉鹏科技有限公司

纯水器 Millipore有限公司

核酸蛋白测定仪 北京百泰克有限公司

恒温水浴锅 上海现代环境有限公司
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5.1 尿砷含量测定

将从冰箱中取出的尿样样本置于室温下解冻，加入超纯 Milli-Q水稀释，2 mol/L

氢氧化钠溶液加入稀释后的尿液样品（1 mol/L）中，95℃加热 3小时，中途每间隔 1

小时震荡一次，该过程不会改变 MMA、iAs和 DMA的形态。砷形态含量分析的方法

采用氢化物发生－超低温捕集－原子吸收分光光度方法。取样量为 1.0 mL，加入 2%的

盐酸和 10%硼氢化钠的反应液，发生氢化反应，生成砷化氢气体，经过冷却循环系统

除去水汽，然后在液氮提供的低温环境中被捕集，最后由于各自的沸点不同而分离，

分离物按照先后顺序通过原子分光光度计，即可确定尿液中 iAs、MMA和 DMA的含

量，尿 As的总量则通过相加 iAs、MMA和 DMA的浓度总和。甲基化指数是砷代谢能

力的标志，计算方法如下：初级甲基化指数（PMI）=（MMA+DMA）/总 As。二级甲

基化指标（SMI=DMA/MMA）。尿液样品中各种砷化物的百分比（iAs%、MMA%、

DMA%）是通过每种砷的浓度除以总砷的浓度来计算的。

5.2淋巴细胞提取

（1） 将淋巴细胞从-20℃冰箱中取出，在室温下解冻后，用移液器吸取 500.0 μL

加入无 RNA酶离心管中。

（2） 吸取 300.0 μL的 PBS加入含有 300.0 μL的血样无 RNA酶的离心管中，充

分混匀。

（3） 将混匀的 PBS－血液加入 500.0 μL的淋巴细胞液中，操作过程注意动作尽

量轻柔缓慢，使 PBS－血液混合液尽量位于淋巴细胞液的上层。室温下，离心（12 000

rpm,4 min）。

（4） 离心后，吸出上清液丢弃，用移液管吸取中间层的淋巴细胞到新的无 RNA

酶的 EP管中，在吸取中间层时注意不用吸净，留少许于离心管。

（5） 吸取 300.0 μL的 PBS到含有淋巴细胞的离心管中，在室温离心（13 000

rpm,15 min）后，丢弃上清液，位于管底的沉淀即为淋巴细胞。

5.3样本总 RNA提取

（1） 用巴氏滴管吸弃 6孔板中原有培养液，加入 PBS缓冲液洗涤两次，在 6孔

板每个孔中各加入 1.0 mL的 Trizol细胞裂解液，放于室温下静置 10 min，让其充分裂

解。

（2） 将细胞裂解液转移至 1.5 mL离心管中，室温下静置 5 min。

5.实验方法
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（3） 向离心管中加入 200.0 μL氯仿振荡 30 s，观察到离心管中出现分层现象继

续在室温下静置 8 min。

（4） 12 000 rpm，4℃离心 15 min，观察到离心管中出现明显的分层现象，小心

吸取上清液 510.0 μL至一个新的 1.5 mL离心管。

（5） 向新的离心管中加入 510.0 μL异丙醇，上下颠倒混匀，室温下静置 8 min。

（6） 12000 rpm，4℃离心 10 min，轻弃上清液，加入 1.0 mL的 75%无水乙醇，

对沉淀进行洗涤纯化。上下颠倒混匀后，放入高速离心机 12 000 rpm，4℃离心 6 min，

弃上清液，观察到管底的沉淀即为提取成功的 RNA。

（7） 在室温下将沉淀干燥 8 min，加入 65.0 μL的 RNase-free（含 RNA酶抑制剂）

水溶解，用枪头轻轻吹打混匀，使 RNA沉淀完全溶解。

（8） 提取的 RNA用 UV-VIS Spectrophotometer检测其浓度和纯度，检验合格后

进行逆转录反应。

5.4 RNA逆转录成 cDNA

按照表 3配制逆转录反应液。

表 3 逆转录体系

将 200.0 μL无核酶八连管放于冰盒上，按上述表中成分加入。涡旋振荡混匀，短

暂离心，使管壁上的溶液收集到管底，设置程序为 37℃孵育 30 min。

试剂 使用量（μL）

５×RT-Buffe 4.0

10mM dNTP 0.75

5×RT Reaction Buffer 3.0

DTT 2.0

HiFiscript enzyme 1.0

Total RNA 0.25

M-MLV(200 UμL) 0.5

RNase Free H2O 至 20
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（1）引物设计与合成

从 NCBI网站（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）检索获得 TUG1和β-actin的基因序

列，用 primer3设计引物序列如下：

表 4 基因序列

基因 上游序列 下游序列

TUG1 5'-GAGACACGACTCACCAA-3' 5'-GAAGGTCATTGGCAGGTCCA-3'

β-actin 5'-CCCTGTACGCCAACACAGTGC-3' 5'-ATACTCCTGCTTGCTGATCC-3'

（2）实时荧光定量反应体系

表 5实时荧光反应体系

试剂 使用量（μL）

BeyoFast™ SYBR Green qPCR Mix (2X) 7.0

Forward and Reverse Primer Mix 0.5

Template cDNA 1.5

RNase-Free Water 6.0

Total volume 15

Forward and Reverse Primer Mix 0.5

Template cDNA 1.5

RNase-Free Water 6.0

Total volume 15

（3）按照下表进行反应

表 6实时荧光反应条件

步骤 温度 时间

预变性 95℃ 10 min

变性 95℃ 8 s

退火 60℃ 10 s

延伸 72℃ 15 s
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（4）荧光定量分析

通过 LightCycler® 96 SW1.1 软件得到熔解曲线，根据扩增曲线获得 TUG1 和β-

actin的 CT值，使用 2�Ct进行定量分析，每次实验重复 3次，CT值=（暴露组 TUG1

基因 Ct值－暴露组β-actin基因 Ct值）-（对照组 TUG1基因 Ct值－对照组β-actin基因

Ct值）。

5.6 敲低 16HBE细胞中的 TUG1基因

（1） 进行转染实验前，将细胞培养瓶内的 16HBE细胞按照 2.5×105/孔接种于 6

孔板中，加入MEM培养液（无双抗），每孔 4.0 mL。

（2） 将 1OD/管的 TUG1-siRNA（序列见表 7）干粉，4℃下离心（12 000 rpm，1

min），加入 125.0 μL无 RNase水混匀，分装置于-20℃的冰箱中保存。

表 7 si-TUG1序列

TUG1基因 序列

siRNA1 Forward:5'-CCACCUUACUACUGACGAATT-3'

Reverse:5'-UUCGUCAGUAGUAAGGUGGTT-3'

siRNA2 Forward:5'-CCAUUGGGAUCAAAUCAAATT-3'

Reverse:5'-UUUGAUUUGAUCCCAAUGGTT-3'

Negative control Forward:5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'

Reverse:5'-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3'

（3） 细胞培养 19 h后，准备两个离心管，分别加入 TUG1-siRNA溶液 12.0 μL

和 24.0 μL的 Rfect，然后分别向两个管中加入 600.0 μL的无血清培养基，混匀后室温

下放置 5 min。

（4） 5 min后，将 TUG1 siRNA混合液加入到含有 Rfect混合液的离心管中，用

移液器吹打混匀后，室温下继续孵育 20 min。

（5） 在等待的 20 min里，弃 6孔板原有的培养基，每孔加入 800.0 μL的无双抗

培养基，然后放入 37℃细胞培养箱中。

（6） 向 6孔板里加入 TUG1-siRNA和 Rfect混合液的混合液 200.0 μL，放入细胞

培养箱中继续培养 24 h。

（7） 24 h后更换为 MEM完全培养基，继续培养。72 h后，提取 RNA进行 PCR

操作，检测 TUG1表达情况，确定转染效率。

Chun
高亮

Chun
高亮

Chun
高亮
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（1） 在 96孔板中，接种处于对数生长期的细胞 （每孔接种 7 000个），并向每

孔补完全培养基 100.0 μL。

（2） 19 h后，按前述转染程序对 TUG1进行转染，每孔加入 50.0 μL的 siRNA-

RFect混合液混匀，于细胞培养箱中培养 72 h。

（3） 72 h后，每孔加入 10.0 mL的 MTS溶液后，于培养箱内孵育，并在每次间

隔 15 min时用酶标仪（490 nm）检测 0D值。

（4） 计算细胞存活率=（siRNA-TUG1的 OD值－空白组 OD值）/（siRNA-NC

组 OD值－空白组 OD值）×100%

5.8细胞凋亡与坏死实验

（1）按照细胞密度为 2.5×105个/孔接种于 6孔板中，在培养箱中培养 19 h，加入

siRNA-RFect混合液，继续培养 72 h。

（2） 弃原有培养液，每孔加入 1.0 mL的 PBS洗涤。每孔加入 5.0 μL的 Hoechst

染色液和 5.0 μL的 PI染色液。混匀，室温下避光孵育 20 min。

（3）用 PBS洗去多余染色液，并在各孔内加 100.0 μL的 PBS观察细胞染色情况，

经 Hoechst染色后可见细胞亮蓝色亮点，这是细胞早期凋亡的表现，而 PI染色的细胞

可见呈红色亮点，为细胞晚期凋亡现象。

5.9 细胞处理

（1） 配制亚砷酸钠溶液：用电子秤称定 0.0761克亚砷酸钠，用 DMSO溶解，转

移至 500.0 mL 容量瓶中，最终浓度为 2.0 mmol/L。使用 MEM 培养基稀释为 1.5

μmol/L， 3.0 μmol/L,4.0 μmol/L，4.5 μmol/L，6.0 μmol/L，7.5 μmol/L。

（2）配制一甲基砷酸溶液和二甲基砷酸溶液：电子天平秤取 0.1619 g一甲基砷酸

钠和 0.2140 g二甲基砷酸钠溶于少量去离子水，转移至 500.0 mL容量瓶中定容，配置

成 2.0 mmol/L溶液，用MEM培养基稀释成 4.0 μmol/L。

（3） 加药：16HBE细胞接种于 6孔板中于培养箱中培养 24 h，向每孔加入不同

浓度的亚砷酸钠：1.5 μmol/L, 3.0 μmol/L, 4.0 μmol/L。加药后继续培养 24 h，用于后

续操作。

5.7 MTS实验
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6. Western Bloting实验

6.1蛋白样品制备

（1） 在细胞转染 72 h后，弃原有培养液，每孔加入 1.0 mL PBS洗涤两次，于冰

盒上进行操作。

（2） 配制 IP裂解液，每孔的配制如下：200.0 μL裂解液+4.0 μLAEBSF+2.0 μL

蛋白酶抑制剂+2.0 μL蛋白磷酸化酶抑制剂。

（3）在每个孔中加入 200.0 μL裂解液混合液，置于冰上 15 min。

（4） 15 min后，用细胞刮板沿 6孔板边缘的细胞轻刮，随后将细胞裂解液混合溶

液转移到离心管中。

（5） 涡旋 3次，每次 30 s，每次间隔 5 min，使细胞裂解充分。涡旋结束，4℃，

12 000 rpm，离心 8 min。

（6） 离心结束，取上清液 160.0 μL到新的离心管中，加入 53.0 μL的 Lodding

buffer（4×）于 97℃，5 min进行预变性，-20℃保存。

（7）根据 BCA说明书，取 2.0 μL蛋白于核酸测定仪蛋白浓度。

6.2 SDS-PAGE电泳实验

（1） 按照凝胶配方配制分离胶：3.75 mL的 ResolverA+3.75 mL的 ResolverB+35

μL的 APS+3.5 μL的 TEMED涡旋摇匀立刻灌胶，加入 1.0 mL异丙醇液封。

（2） 待胶体不再随着异丙醇晃动，弃异丙醇加入去离子水清洗，倾倒去离子水，

剩余水分用滤纸吸去。

（3） 配合成胶按照以下配方：1.0 mL的 stackerA+1.0 mL的 stackerB+2.0 μL的

APS+10.0 μL TEMED后涡旋摇匀立刻灌胶，梳子以垂直的角度插入胶体中，室温放置

30 min。

（4） 30 min后，在电泳池中放入配制好的电泳胶，垂直向上拔出梳子。

（5）使用微样上样器，以 BCA测出的浓度为依据进行上样。

（6）在电泳槽加满电泳液，120V，110 min电泳。

6.3转膜

（1）用 1×转膜液浸泡两片海绵垫，用甲醇活化 PVDF膜 2 min。
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（2） 按蛋白分子量进行切胶，随后，按照海绵垫、膜、胶、海绵垫的顺序分别放

入快速转膜仪中，以 20V，进行转膜 20 min。

6.4封闭

（1）转膜结束，取出 PVDF膜，以 5 min的间隔用 TBST洗涤 4次。

（2）用无蛋白快速封闭液对 PVDF膜进行封闭，时间为 15 min。

（3）封闭结束后，用 TBST洗涤 4次，TBST每 5 min更换一次。

（4） 将一抗稀释液（2.0 mL）加入到 PVDF膜中，在 4℃条件下放于摇床中培养

24 h。

（5）孵育后，再次用 TBST洗涤 4次，间隔时间为 5 min，开始孵育二抗 2 h。

（6）二抗孵育结束后，再次使用 TBST洗涤 4次，每次间隔 5 min。

6.5显影

（1） 将 ECL化学发光液 A和 B等体积混匀，均匀滴涂在转印膜上，直至完全覆

盖。

（2） 将膜放到化学发光装置中，对结果进行记录。

7.统计学分析

论文的实验结果数据Mean ± SEM表示。SPSS 21.0或 GraphPad Prism 7.0统计软件

在进行流行病学分析，经正态性检验尿砷及其代谢产物、甲基化指数均不符合正态分

布，将 tAs、iAs、MMA和 DMA的数据进行了对数转换。正态数据结果以平均值和标

准差表示，非正态数据结果以中位数和百分位数(P25，P75)表示，显著性检验水准

α=0.05，使用 GraphPad Prism 7.0软件进行统计图表的制作。
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结果

1.研究人群一般情况

招募的 74名砷暴露人群，年龄均在 36.01±5.21，无重大疾病史，当地非职业暴露

人员（对照组）25名，均龄在 35.25±3.45，两组在性别，吸烟，饮酒分布的没有统计

学意义（P < 0.05），结果如下表。

表 8 研究人群的一般情况

类别 对照组（n=25） 暴露组（n=74）

年龄（x±s）（年） 35.25±3.45 36.01±5.21

吸烟史（是/否）（年） 15/10 45/29

性别（男/女） 16/9 46/28

饮酒史（是/否）（年） 12/13 36/38

受教育时间（年）

＜6 6 19

6-9 10 28

≥9 9 27

2.尿中砷和砷代谢物水平和甲基化指数

结果显示，与对照组相比，砷暴露组中的 iAs、MMA、DMA浓度均显著升高，并

且 iAs%和MMA%也有显著升高，而 DMA%则低于对照组，比较两组的砷甲基化指数，

砷暴露组与对照组相比，PMI和 SMI均下降，差异有统计学意义（P < 0.05），结果如

下表：

表 9 研究人群尿中砷的水平

类别 对照组（n=25）

（中位数，P25~P75）

暴露组（n=74）

（中位数，P25~P75）

iAs 1.56（0.88-2.60） 104.69（51.51-253.35）**

MMA

DMA

1.57（0.94-2.12）

15.25（10.20-22.59）

156.43（62.81-351.61）**

603.66（174.92-1233.24）**

tAs 18.82（12.01-27.03） 822.39（325.59-1906.47）**
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表 9 研究人群尿中砷的水平（续表）

类别 对照组（n=25）

（中位数，P25-P75）

暴露组（n=74）

（中位数，P25-P75）

IAs% 9.72（5.46-15.83） 13.71（9.21-20.79）**

MMA

DMA

8.15（6.51-10.34）

83.30（76.59-86.54）

19.07（17.02-22.70）**

64.36（56.28-74.05）**

PMI

SMI

90.27（84.16-94.53）

90.49（8847-91.96）

86.28（79.20-90.78）*

76.46（71.42-80.50）**

注：iAs：无机砷；MMA：一甲基砷酸；DMA：二甲基砷酸；tAs：总砷；PMI：一级甲基化指数；SMI：二级甲基

化指数。*与对照组比较，P < 0.05.**与对照组比较，P < 0.05。

3.外周血淋巴细胞 TUG1 mRNA表达

经正态性检验后，暴露组和对照组 TUG1 mRNA的表达情况利用两独立样本检验

进行分析。结果表明，砷暴露人群中的 TUG1表达较对照组显著上升，差异有统计学

意义（P < 0.05），表明砷对人体外周血淋巴细胞中的 TUG1 mRNA有显著的影响，结

果如图 1所示。

图 1 两组人群外周血淋巴细胞 TUG1 mRNA 表达情况

注：*与对照组比较，P < 0.05。



结果

18

4.各形态砷与 TUG1 mRNA表达的相关性

结果表明，所有研究对象外周血淋巴细胞 TUG1 mRNA表达与 tAs、iAs、MMA、

DMA的含量呈正相关关系，结果见表 10和图 2。

表 10尿砷种类与 TUG1 mRNA表达水平关系

变量 Log(tAs) iAs% MMA% DMA%

TUG1 基

因表达

R值 P 值 R值 P 值 R值 P 值 R值 P 值

0.06257 0.0125 0.05745 0.0169 0.06995 0.0082 0.069 0.0742

A B

C D

图 2外周血 TUG1 mRNA表达与尿中各种类砷的相关性分析散点图
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5.砷甲基化指数与 TUG1 mRNA表达水平的关系

采用 ANOVA的 LSD方法，分别对样本高代谢组（n=51）和低代谢组（n=48）进

行比较，结果见图 3。高 PMI 组值 TUG1 mRNA 表达水平比低 PMI 组值升高（P <

0.01），高 SMI组 TUG1 mRNA表达水平和低 SMI组相比值降低，没有统计学意义。

A B

图 3 砷甲基化指数与 TUG1 mRNA表达情况

注：*与对照组比较，P < 0.05。

6.砷对 16HBE细胞中 TUG1 mRNA表达的影响

6.1不同浓度 NaAsO2对 16HBE细胞中 TUG1 mRNA表达的影响

经流行病学证实，砷暴露者外周血中 TUG1 mRNA的表达会升高，采用体外细胞

砷染毒实验进一步验证 16HBE细胞暴露于砷后 TUG1 mRNA的表达变化。通过实时定

量聚合酶链反应（qRT-PCR）分析，测定了三种浓度的亚砷酸盐（1.5、3和 4.5 μM/L）

处理 16HBE细胞后 TUG1的 mRNA表达水平。结果显示，砷浓度的增加会导致 TUG1

的表达量显著增加（P < 0.05），并且呈剂量依赖性见图 4。
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图 4不同浓度砷对 16HBE细胞 TUG1表达的影响

注：16HBE细胞暴露于不同浓度 iAs（1.5，3，4.5 μM/L）48 h，control组表示不加砷处理。*与对照组比较，P <
0.05.**与对照组比较，P < 0.01.#

与加 iAs（1.5 μM/L）比较，P ＜ 0.05.##
与加 iAs（1.5 μM/L）比较，P ＜ 0.01。

6.2砷代谢物对 16HBE细胞中 TUG1 mRNA表达影响

以 4.5 μM/L的 iAs和同样浓度的 MMA和 DMA对 16HBE细胞染毒 48 h，检测细

胞中 TUG1基因的 mRNA相对表达水平，结果见图 5，砷处理组和砷代谢物处理组的

TUG1表达均显著高于对照组（P < 0.05），其中相同浓度 iAs诱导 TUG1表达能力显

著高于同样浓度的MMA和 DMA。

图 5砷和砷代谢物对 16HBE细胞中 TUG1 mRNA表达的影响

注：16HBE细胞被 iAs（4.5 μM/L），MMA（4.5 μM/L），DMA（4.5 μM/L）染毒，其中 control组不加砷处理，*

与对照组比较，P < 0.05.#
与加 iAS（4.5 μM/L）比较，P ＜0.05.##与加 iAS（4.5 μM/L）比较，P＜ 0.01。
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7.砷对 16HBE细胞活力的影响

7.1不同浓度的 NaAsO2对 16HBE细胞存活率的影响

为了研究砷诱导的 16HBE细胞的细胞毒性，培养 16HBE细胞时，用不同浓度的

砷（1、1.5、3、4.5、6和 7.5 μM/L），使用MTS法测定砷暴露后的活细胞数量。结果

显示，砷处理组的 16HBE细胞的活力较对照组（0 μM/L）显著较低（P < 0.05），且

砷浓度在 3-7.5 μM/L暴露 48 h后，16HBE细胞的细胞活力以剂量依赖性显著降低，其

存活率逐渐降低，见图 6。因此，在后续实验中为了控制细胞存活数量，我们选择染毒

16HBE的砷浓度为 1.5 μM/L、3 μM/L和 4.5 μM/L。

图 6不同浓度砷对 16HBE细胞活力的影响

注：细胞暴露于不同浓度 NaAsO2（0、1、1.5、3、4.5、6、7.5 μM/L）细胞活力降低，其中 control组表示不加砷处

理。
*
与对照组比较，P < 0.05.**与对照组比较，P < 0.01。

7.2砷和砷代谢物对 16HBE细胞存活率的影响

为了探究砷代谢物对 16HBE 细胞活力的影响，我们选择将 16HBE 细胞暴露于

MMA（4.5 μM/L）、DMA（4.5 μM/L）以及 NaAsO2（4.5 μM/L），结果显示，与对

照组相比，染毒的 16HBE细胞的细胞活力显著降低，但同样浓度的 iAs降低细胞活力

水平较同浓度的MMA和 DMA更显著，所以MMA和 DMA对于细胞毒性远低于相同

浓度的 iAs。
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图 7 砷和砷代谢物对 16HBE细胞活力的影响

注：细胞暴露于 NaAsO2（4.5 μM/L），MMA（4.5 μM/L），DMA（4.5μM/L），其中 control组表示不加砷处理。

细胞活力降低，*与对照组比较， P < 0.05.**与对照组比较，P < 0.01。

8.砷对 16HBE细胞凋亡的影响

8.1不同浓度的 NaAsO2对 16HBE中的细胞凋亡的影响

将染毒的细胞培养 72 h后，进行 Hoechst/PI凋亡染色实验。结果如图 8所示，与

对照组（0 μM/L）相比，染毒后的 16HBE 细胞中检测到大量的细胞凋亡现象（经

Hoechst染色后细胞呈现亮蓝色为细胞早期凋亡现象；经 PI染色后细胞呈现亮红色为

细胞晚期凋亡现象），且随着染毒剂量的增加，凋亡现象更为显著，凋亡的细胞呈剂

量依赖性增加。加 NaAsO2（4.5 μM/L）凋亡的细胞显著多于 NaAsO2（1.5 μM/L）的凋

亡细胞数，而 NaAsO2（1.5 μM/L）的凋亡细胞数显著高于未处理的对照组。
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图 8不同浓度的 NaAsO2对 16HBE中的细胞凋亡的影响

8.2砷代谢物对 16HBE细胞中的细胞凋亡影响

16HBE细胞暴露于MMA（4.5 μM/L）、DMA（4.5 μM/L）和相同浓度的 iAs，使

用 Hoechst33342/PI双染色法检测细胞凋亡，细胞凋亡是一种生理类型的细胞死亡，其

特征是广泛的 DNA片段和形态学特征，凋亡细胞呈现核荧光均匀分布。结果显示，

MMA和 DMA组凋亡细胞死亡率无显著差异，但是相比对照组（0 μM/L）细胞凋亡增

加，见图 9。

图 9砷代谢物对 16HBE中的细胞凋亡的影响
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9.敲低 TUG1表达降低 16HBE细胞的存活率和增加砷诱导的细胞凋亡

9.1 TUG1基因敲低效率检测

利用 Rfect小核酸转染试剂细胞毒性低，转染效率高。可将 NC-siRNA和两组不同

片段的 TUG1-siRNA转染进 16HBE细胞，培养 72 h后，以 PCR检测 TUG1基因的表

达水平，以此来确定 TUG1-siRNA 片段的转染效率，两组 TUG1-siRNA 的 TUG1

mRNA表达均低于 TUG1-NC组，差异具有统计学意义，表明 TUG1基因在 16HBE细

胞中被成功敲低，其表达量降低。

图 10沉默片段 siRNA1和 siRNA2在 16HBE细胞中的沉默效果

注：
*
与对 NC比较，p<0.05，**

与 NC比较，p<0.01。

9.2敲低 TUG1后细胞活力检测

为了探讨 TUG1对细胞活力的影响，将 TUG1基因沉默片段转染至 16HBE细胞中

72 h 后，进行 MTS 细胞活力检测。结果显示，与对照组（NC 组）相比，转染了

TUG1基因的 16HBE细胞的细胞活力降低。将 TUG1低表达的细胞用 3 μM/L的 iAs处

理 48 h，转染组的细胞活力较 NC组显著降低（P < 0.05），表明 TUG1低表达时砷诱

导 16HBE细胞凋亡增加，且细胞活力降低程度比不加 iAs大。表明加砷后，叠加了 si-

TUG1基因诱导细胞凋亡的能力。
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图 11 TUG1敲低后细胞活力检测

注：
*
与对 NC比较，P < 0.05，**与 NC比较，P < 0.01，TUG1-siRNA转染后 16HBE细胞活力显著降低，使用 3

μM/L的 iAs孵育 16HBE细胞 48 h，相比单纯敲低 TUG1后细胞活力下降更为显著。

9.3 TUG1敲低后细胞凋亡和坏死检测

用 HO/PI双染色法验证细胞凋亡和坏死，结果显示，与 NC-TUG1组相比，TUG1-

siRNA组的凋亡细胞（蓝色荧光）和坏死细胞（红色荧光）数量显著增加，见图 12。

在砷处理的 3 μM/L转染细胞中，与未处理的 TUG1-siRNA组相比，HO/PI双染色试验

获得的坏死细胞数更多，见图 13。

图 12 TUG1敲低后对 16HBE细胞凋亡坏死的影响
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图 13 TUG1敲低后加 NaAsO2（3 μM/L）对 16HBE细胞凋亡坏死的影响

10. TUG1敲低后下游基因的变化

Western blotting实验用来证实 TUG1敲低后对 16HBE细胞中 p53信号通路相关蛋

白表达的调控作用。如图 14 所示，结果显示，TUG1-siRNA 组中 p53、MDM2、

Caspase 7、FAS和 BCL2的蛋白水平显著升高，因为 p53最常见的翻译后修饰是磷酸

化。也通过Western bloting实验分析确定了 p53（Ser392）位点的磷酸化状态，结果显

示，在 TUG1-siRNA组中，p53在 Ser392位点的磷酸化水平也增加了。
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A B

C

图 14 TUG1敲低后 p53通路相关基因的变化

通过 Western blotting 实验检测 TUG1 沉默后的 16HBE 细胞中 Caspase7、MDM2、FAS、BCL2、p53、p-p53

（Ser392）的蛋白表达。
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讨论

砷是一种有毒的类金属元素，在对人类健康构成重大潜在威胁的有毒物质中排名

第一
[26]
，广泛分布于地壳中。无机砷和有机砷化合物通过人为使用（如杀虫剂、药品、

玻璃制造和半导体）被引入到环境中
[27]

。在玻璃制造厂、金属冶炼厂和燃煤电厂等工

业来源附近，发现砷的浓度超过 1000 ng/m³[28,29]。砷影响全球约 1.6亿人口的健康
[30,31]

，

变成了影响全球人的一个健康问题
[32]

。砷最常见的形式是 iAs[33]，砷暴露被发现会诱发

贫血
[34]

、皮肤、呼吸系统、神经病变和人类恶性肿瘤
[33]

，在美国卫生与公众服务关于

致癌物的第九份报告中，将砷化合物列为人类致癌物
[35]
。

Chen等人在台湾东北部的一项为期 12年的随访队列研究中发现，即使砷浓度＜

100 μg/L，但是其接触的人肺癌和尿路癌症的风险增加
[36,37]

。分析了两种人群中尿砷种

类的含量，发现暴露组人员尿液中的 iAs、MMA和 DMA显著高于对照组中的含量，

其中暴露组人员尿液中总砷浓度（tAs）中位数为 822.39 μg/mL，远远超过了美国工业

协会制定的总尿砷浓度阈值 35 μg/mL[12]
，这是因为在砷冶炼工厂作业的工人是职业砷

高暴露人群，而这些人群具有两个特点：一是职业砷暴露人群是长期慢性接触砷，所

以其接触砷化合物浓度高。二是工厂内的砷化合物存在形式为烟气和粉尘，职业暴露

工人通过呼吸道和皮肤接触砷，而在职业环境报告指出当人们通过吸入性接触到砷时，

会导致总砷的暴露
[38]

。还发现，职业砷暴露人群中的砷甲基化指数，PMI和 SMI均低

于对照人群。在哺乳动物中，无机砷的甲基化反应发生在肝脏中
[39]

，砷冶炼工厂的工

人由于长期处于砷暴露环境中，所以体内有大量砷化物需要持续代谢转化，但是远远

超过了肝脏的甲基转化的能力，导致砷化物长期在体内蓄积，致使尿砷水平升高。这

提示砷冶炼工厂的工人已经存在职业砷暴露损害，这种蓄积慢慢会对各种器官产生有

害影响，最终可能会导致癌变。

发现砷暴露提高了 TUG1的水平，随着砷浓度的升高，TUG1的 mRNA水平随之

升高，与 iAs、MMA、DMA的浓度呈现正相关。表明砷化合物有上调 TUG1表达的作

用。MMA和 DMA是无机砷进入人体后，经过一系列氧化甲基反应所产生的代谢物
[40]
。

由于MMA和 DMA的半衰期比 iAs短，容易溶于水，所以能尽快通过肾脏排出体外
[41]
。

由于不同形态的砷在人体内的代谢率不同，对基因表达的影响也会不同
[42]

。用一甲基

砷酸与二甲基砷酸处理 16HBE细胞后，发现 MMA和 DMA诱导 TUG1表达的能力低

于同浓度的 iAs，提示 TUG1可能具有特异性的表达模式，并在砷诱导的毒性和致癌性

中发挥重要作用。砷代谢后诱导 TUG1基因的能力减弱。
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值得注意的是，砷可通过影响基因表达和通路变化来介导细胞凋亡增殖。由此猜

测，TUG1基因是否也介导了砷诱导细胞异常凋亡增殖的过程。通过特异性沉默 TUG1，

发现低表达 TUG1可促进 16HBE细胞凋亡。LncRNA TUG1基因，一个与癌症相关的

基因，具有组织表达特异性。在恶性肿瘤细胞中的功能具有两面性，可以发挥致癌功

能，同时也可以作为抑癌基因。当 TUG1作为肿瘤抑制基因时，通过抑制细胞增殖和

促进细胞凋亡发挥作用。TUG1 的下调可以抑制 Bcl-2、CyclinD1 的表达，增加

Caspase3的表达来抑制人类恶性黑色素瘤细胞的增殖
[43]
。TUG1在人胶质瘤中作为肿瘤

抑制因子，通过激活 Caspase-3和 Caspase-9介导的内在通路，抑制 Bcl-2介导的抗凋亡

通路，促进胶质瘤细胞凋亡发挥作用
[44]

。细胞凋亡是细胞内环境稳态的自主程序性死

亡过程
[45]

，是一种消除异常细胞的手段。而肿瘤的发生即为细胞增殖和细胞凋亡动态

失衡的结果。在本次研究中，16HBE细胞在 TUG1敲低后活力下降，提示 si-TUG1显

著抑制了 16HBE细胞的增殖，参与诱导细胞凋亡过程。经过亚砷酸钠染毒后，染毒组

的细胞活力显著低于未染毒组。细胞活力的高低取决于细胞凋亡与细胞增殖数量的比

值，我们的实验结果显示。在 TUG1敲低组砷诱导细胞凋亡数量显著增加。表明 iAs

通过促进 16HBE细胞的凋亡来抑制细胞活力。

已知由 p53介导的信号转导通路在调节细胞凋亡过程中发挥着重大作用。而 p53

通路介导的凋亡途径分为 p53依赖性和 p53非依赖性途径
[46]

。其中 p53依赖性途径是

指 p53蛋白直接结合抗凋亡蛋白 Bcl-2来增加线粒体外膜通透性，从而促进细胞凋亡
[43]
。

在本次研究中，当沉默 TUG1片段成功转染进入到 16HBE细胞中。会激活 p53蛋白，

TUG1是激活 p53的直接转录靶点，当 TUG1沉默后，p53被激活，许多由 p53调控的

凋亡基因如 Bcl-2和MDM2的表达会发生上调。有研究证实，当MDM2被激活时，会

对细胞的异常增殖起到促进作用，因此导致肿瘤的发生
[47]

。MDM2是 p53的靶基因，

p53能够特异性结合在 mdm2基因的启动子区域，从而激活该基因的转录
[48,49]

。

当细胞发生应激反应时，会通过改变蛋白的结构来介导这一复杂反应。而蛋白质

磷酸化是真核细胞最常见的共价修饰方式
[50]
。当 TUG1敲低后，p53磷酸化位点 392被

激活，其蛋白水平和活性发生改变，p53的稳定性及与反应元件的结合能力发生改变。

当 p53发生磷酸化时，作为转录因子调控多种下游靶基因的表达，从而启动细胞周期

阻滞、凋亡、衰老和分化等细胞学效应
[51]

。目前为止，人们已经发现了关于 p53磷酸

化的 30个位点
[52]

，不同位点作用不同。如 Ser6和 9的磷酸化可以通过 TGF-β通路促进

肿瘤发生和癌细胞的转移。p53 Ser15和 Ser20的磷酸化修饰可以影响细胞的周期阻滞

和 DNA损伤修复
[53]
。
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当在 16HBE 细胞中，TUG1被敲低后 Caspase7 和 FAS 的表达均上调。Fas 蛋白

FAS是一种糖基化跨膜蛋白分子，属于 I型跨膜蛋白
[54]
。Caspases7作为一种酶原存在，

可被 FAS激活，导致细胞凋亡
[55]

。因此，一个合理的假设是，沉默 TUG1 作为一可以

激活 FAS/Caspase 7，从而促进了细胞凋亡。

在本研究中，通过实验发现了砷剂量依赖性诱导 TUG1的表达，以及 p53信号通

路在 LncRNA TUG1 调控中的重要性。p53 蛋白激活并上调了砷诱导的细胞损伤中

TUG1的表达。此项研究阐明了砷诱导毒性与 LncRNA-TUG1变化的关系，提高了在表

观遗传水平上对砷毒性的认识。在此研究中，强调了 LncRNA-TUG1与 p53通路的关

联，并研究了 LncRNA TUG1-p53调控网络是否与砷凋亡相关。

本研究首次表明 TUG1参与了 16HBE细胞对砷的反应的生物过程。需要更复杂的

研究来证实我们的结果，但研究结果仍为未来对这一主题的研究提供了基础。计划进

一步研究 TUG1参与砷诱导的细胞凋亡的分子机制。
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结论

1. 职业暴露砷工人外周血 TUG1 mRNA表达升高，且 TUG1 mRNA的表达与尿液

中 tAs、iAs、MMA和 DMA 成正相关关系。

2. 亚砷酸钠诱导 16HBE细胞中 TUG1的表达，而砷的代谢产物一甲基砷酸与二甲

基砷酸引起 TUG1的表达异常表达显著低于同一浓度的亚砷酸钠。

3. 砷诱导通过 p53通路诱导 TUG1的表达，激活相关凋亡基因 Bcl-2、MDM2等。

4. 敲低 TUG1的表达能降低 16HBE细胞的细胞活力，在砷诱导下细胞凋亡数量增

加。

展望与不足

在本研究中，通过实验，证明了砷呈剂量依赖性诱导 TUG1的表达，以及 p53信

号通路在 LncRNA TUG1调控中的重要性。认为 p53蛋白激活并上调了砷诱导的细胞

损伤中 TUG1的表达。本研究首次表明 TUG1参与了 16HBE细胞对砷的反应的生物过

程。我们的实验缺少动物实验，后续需要更多的研究来证实我们的结果，目前的研究

结果为未来对这一主题的研究提供了基础，继续探讨 TUG1调控蛋白的 miRNA靶点。
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综述

砷与 circRNA的研究进展

摘要：砷是一种环境性污染物，主要存在于水资源及食物链中。随着工业、农业和医

药的快速发展，砷主要通过开采和冶炼含砷矿物、半导体等释放到人类生活环境中，

对全球约 1.6亿人的健康构成严重威胁。流行病学调查显示，长期砷暴露可导致多种疾

病发生，如皮肤癌、肺癌、膀胱癌和肝癌，认知缺陷，心血管疾病，高血压及糖尿病

等。流行病学将砷归为危险人类健康的因素之一。环状 RNA（Circular RNA）是一种

非编码 RNA具有共价闭环结构，在人类健康和疾病中扮演重要角色。因此，本研究将

详细介绍砷对 circular RNAs的中的作用，为研究砷致癌分子机制提供理论依据。

关键词：砷；circular RNAs；疾病

Advances in the study of arsenic and circRNA

ABSTRACT: Arsenic is an environmental pollutant that is mainly found in water resources

and the food chain. With the rapid development of industry, agriculture and medicine, arsenic

has been released into the human living environment mainly through mining and smelting of

arsenic-containing minerals, semiconductors, and herbicides, posing a serious threat to the

health of about 160 million people worldwide. Epidemiological surveys show that long-term

arsenic exposure can lead to the development of a variety of diseases, such as skin, lung,

bladder and liver cancers, cognitive deficits, cardiovascular disease, hypertension and diabetes.

Epidemiology classifies arsenic as one of the risk factors for human health. Circular RNA, a

non-coding RNAwith a covalent closed-loop structure, plays an important role in human

health and disease. Therefore, this study will detail the role of arsenic in Circular RNAs and

provide a theoretical basis for studying the molecular mechanism of arsenic carcinogenesis.

Keywords: Arsenic; circular RNAs; Diseases.
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前言

无机砷（inorganic arsenic，iAs）是一种广泛的环境有毒物质，在对人类健康构成

重大潜在威胁的有毒物质中排名第一
[1]
。人类主要通过吸入性，饮用水接触

[2]
，现有的

实验证据表明砷可以通过氧化应激
[3]
、基因毒性损伤和促凋亡途径来发挥其毒性损害作

用。环状 RNA（circRNAs）是一种具有生物活性的核酸分子
[4]
，和信使 RNA不同的是，

环状 RNA以一种特殊的共价闭合环的结构形式存在
[5]
。环状 RNA在 40多年前就被发

现，因为其含量低，被看作是 RNA剪接错误的副产品。环状 RNA可影响与癌症相关

蛋白质的表达，在癌细胞的增殖、迁移、侵袭和凋亡中发挥着重要作用，可作为癌症

诊断、预后和临床病理特征的可行和重要的生物标志物，在乳腺癌细胞
[6]
和宫颈癌

[7]
等

细胞中均有表达，越来越多的证据表明，环状 RNA在砷暴露相关疾病的调控中发挥着

关键作用。

1.circRNAs的概述

circRNAs 的发现始于 Sanger[8]等人在 1976 年的实验中，发现植物病毒是由

circRNA形成的单链共价闭环分子
[9]
。Hsu MT利用电子显微镜发现在猴子肾脏 CV-1细

胞的细胞质中存在一种 circRNA[10]
。1996年，发现人细胞中 RNA转录本的外显子结构，

随着测序技术的发展，发现人类细胞中 circRNA 的数量也日益增多，现已知的

circRNA已经达到 30000多种
[11]

。circRNA是一种非编码 RNA，而非编码 RNA类型包

括转移 RNAs（tRNAs）、核糖体 RNAs（RNAs）、小 RNA（如 microRNAs）和长

ncRNAs（LncRNAs）[12]
。circRNAs主要分布在细胞质中，不具备直接编码蛋白质的功

能。通过反向剪接等机制建立环状 RNA，因为其独有环状结构，所以和线性 mRNA相

比较，更能够承受 Rnase酶的消化，因此它的结构稳定，高度保守
[13]
。circRNA主要有

四种种类：（1）外显子 circRNA，具备与 miRNA结合的化学元件，circRNA具有下面

的特征：在基因转录后，可以调控基因表达
[14]

。（2）内含子来源的 circRNA，主要是

核 RNA。（3）外显子－内含子 circRNA，主要存在于细胞核，经科学家推测，有调控

基因，转录和选择性剪切等功能，而这些功能在基因表达过程中发挥着重要的作用。

2.circRNAs的功能

circRNAs 是多种生物学进程中重要的表达载体
[15]
。在生物体内发挥着广泛的

生理作用。可以作为 RNA海绵与 miRNA结合，通过抑制 mRNA 与 miRNA在 3’非

翻译区域的结，间接调控其下游目标基因的表达
[16]

。通过 mRNA调节的结合蛋白
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（RNA binding protein，RBP）结合 mRNA 结构改变，从而改变其剪接模式或稳定，

从而调节蛋白编码基因的表达， circRNAs 通过与 mRNA 调节的结合蛋白（RNA

binding protein，RBP）结合
[17]

，进而改变剪接模式或 mRNA稳定性，进而调节蛋白编

码基因的表达
[18]

。一些 circRNA 分子具有可编码蛋白的开放阅读框，并通过的翻

译方式，直接翻译蛋白或多肽来执行生物学功能
[19]

。circRNAs可以通过与 RNA

聚合酶 II 复合物相互作用来促进基因转录
[20-22]

。

3.circRNAs翻译的调控机制

目前的翻译方法有两种，一种是通过腺苷甲基化改造 RNA碱基的修饰过程，即

N-6－甲基腺苷（m6A）修饰，研究结果发现，大约半数的雄性生殖细胞里，含有通过

m6A修饰的开窗阅读框，它们能够翻译上百种蛋白质与多肽
[23]

。另一种是在 circRNA

翻译过程中添加一个 RNA功能元件，即 IRES（内部核糖体进位点）元件。在没有传

统的翻译启动因子时，IRES 可以在 circRNA 上产生两个序列，以启动翻译。因为

circRNA独特的环状结构，只有经由 IRES招募核糖体启动翻译
[24]
。

4.circRNAs翻译与肿瘤

circRNAs可以在癌症过程中转录出新的蛋白质，具有抗癌作用
[25]

。Yang Y等人发

现 Circ-FBXW7可以编码蛋白质 FBXW7-185aa，Circ-FBXW7的过度表达明显抑制胶

质瘤的发生发展
[26,27]

。2018年，研究报道了 circ-SHPRH所翻译的 SHPRH-146a蛋白，

含有 146个氨基酸，是一种肿瘤抑制蛋白
[28]

。该蛋白表达升高降低胶质瘤细胞的恶性

行为，延长胶质瘤患者的生存时间
[29]

。在胃癌中，circ-MAPK1可以编码出一种新型蛋

白（含有 109个氨基酸），当该蛋白表达量低时，胃癌患者预后效果差
[30]

。circRNAs

基因编码的蛋白表达机制可以为治疗癌症提供靶向药，作为肿瘤诊断的标志物，用于

预测癌症的预后。

5. circRNAs的靶向信号通路与癌症

circRNA主要由前体 mRNA通过剪接产生，随着 RNA-seq的应用。发现 circRNA

表达的变化在癌症的起始和进展中发挥重要作用。它们可以通过靶向相关信号通路参

与癌症进展的调控。circTTBK2作为 miR-217的海绵体，上调 miR-7的表达，通过一

系列反应，激活 PI3K/AKT 和 ERK 信号通路，从而抑制胶质瘤的恶性进展
[31]

。

circITCH 能够通过激活 Wnt通路来抑制食管鳞状细胞癌的发展
[32,33]

。circPIP5K1A作
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为海绵体，使 miR-671-5p通过上调，激活胃癌中的 KRT80和 PI3K/AKT通路来促进肿

瘤进展
[34]
。

6. circRNAs作为分子海绵体与癌症

cirRNAs可以作为基因的分子海绵结合 miRNA，从而在转录后蛋白质的水平调节

基因的过度表达
[34-36]

，进一步参与癌症的细胞增殖的发生发展
[37]

。Zhang 等人发现

circ100269可作为 miR630的海绵体，与其相互作用，参与胃癌的发生发展。Li等人
[38]

证实 circ-ITCH作为 miRNA分子海绵，与多个 miRNA结合，如果与 miR-7和 miR-17

结合时，则能增加食管鳞状上皮癌相关血清中的 miR-7 和 miR-17 的表达
[39]

。当与

miR-216b结合时，则会在鼻咽癌发展中产生抑制作用
[40]

。Zhong等发现 circTCF25可

以作为 miR-103a-3p 以及 miR-107 的分子海绵，而 circTCF25 的过度表达能够抑制

miR-103a-3p及 miR-107，从而增强 CDK6表达，致使体内、外癌细胞的增殖和转移增

强
[41]
。

7.砷

虽然遗传物质对疾病的发生有影响，但已知环境化学品暴露也会影响人类健康
[42]
。

工业环境中铅、铜和锌的冶炼，发电厂所燃烧的化石燃料，半导体业的生产，以及农

药制造等均存在吸入性砷暴露的情况。地方性砷中毒和工农业生产导致的砷污染已经

对上千万人口的健康造成危害
[43]

，我国是砷污染严重国家之一。砷暴露会影响人类的

健康，长期砷暴露会增加罹患肺癌、皮肤癌、肝癌、肾癌和膀胱癌等的风险
[44, 45]

。

8.砷与 cirRNAs

长期砷暴露会通过调节 cirRNA的形成，来促进正常细胞的恶性转化。刘起展等人

发现亚砷酸钠会导致肝细胞的 circRNA100284参与了亚砷酸钠诱导肝细胞恶化的过程，

其原理是利用 circRNA_100284与 miR-21 结合，通过催化细胞周期加速来促进细

胞增殖作用达到促进正常肝细胞转化为肝癌细胞
[46]

。有实验证明了环状 RNA可以通

过直接与其 miRNA结合，改变下游靶基因的表达，从而参与砷暴露诱导的肺癌的进展。

李飞等人发现在砷暴露下，cirRNA_BRWD1的表达降低导致其直接结合的 mRNA（c-

JUN、c-MYC和 CDK6 mRNA）的稳定性增强，从而增加其表达。这一机制促进了肺

细胞的恶性转化，最终导致肺癌
[47, 48]

。
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结语与展望

近年来，关于砷致肿瘤作用机制的研究取得了不少新进展，尤其在分子机制方面，

发现环状 RNA在砷致癌中扮演着重要角色，环状 RNA是防御肿瘤启动的重要组成单

位，其在肿瘤内的表达失衡可能是砷导致健康效应的早期关键事件。目前的砷染毒实

验证明 cirRNA表达改变可引发健康效应，但缺乏有效的人类研究予以补充 cirRNA在

砷致健康效应的相关机制。未来应结合流行病学实验，综合的探讨分析砷暴露导致

cirRNAs表达，综合的探讨分析砷暴露导致 CircRNAs表达异常在肿瘤中特殊和重要作

用机制，进一步为砷危害高危人群筛查和相关疾病早诊早治提供新思路。
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