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丹蒌片调控 circCRIM1/miR-342-3p/SOX6 介导脂肪酸合成改善
肝脏脂质沉积的机制

刘玉 1， 张美菱 1， 宋囡 1， 朱敬轩 1， 孙小扉 1， 具星 1*， 闵冬雨 2*
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［摘要］ 目的：构建微小 RNA-342-3p（miR-342-3p）相关 ceRNA调控网络，探讨丹蒌片（DLT）通过环状 RNA半胱氨酸丰富跨

膜 BMP调节因子 1（circCRIM1）/miR-342-3p/SRY-box转录因子 6（SOX6）介导脂肪酸合成改善肝脏脂质沉积的分子机制。方法：

运用数据库构建 miR-342-3p相关 ceRNA调控网络，双萤光素酶报告实验验证 circCRIM1/miR-342-3p及 miR-342-3p/SOX6靶向关

系。体内实验中，C57BL/6小鼠为空白组，普通饲料饲养，载脂蛋白 E基因敲除（ApoE-/-）小鼠随机分为模型组，丹蒌片低、中、高剂量

组（DLT-L、DLT-M、DLT-H组，340、680、1 360 mg·kg-1·d-1）和辛伐他汀组（2.275 mg·kg-1·d-1），饲喂高脂饲料 12周构建模型，后 4周造

模同时灌胃给药；全自动生化分析仪检测小鼠血清脂质和肝功能水平，试剂盒检测小鼠肝脏脂质水平；苏木素-伊红（HE）、油红 O染

色观察小鼠肝脏组织病理变化；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测小鼠肝脏 circCRIM1、miR-342-3p 表达，

Real-time PCR与 Wes全自动蛋白质印迹系统检测小鼠肝脏 SOX6、过氧化物酶体增殖物激活受体 γ（PPARγ）、肝 X受体 α（LXRα）、
固醇调节元件结合蛋白 lc（SREBP1c）mRNA 及蛋白表达；免疫组化法检测小鼠肝脏组织 SOX6表达。体外实验用油酸（OA）诱导

HepG2细胞建立脂质沉积模型，将细胞分为空白（CON）组、OA组（400 μmol·L-1 OA）、空白血清（BS）组（400 μmol·L-1 OA+10% 空

白血清）和 DLT组（400 μmol·L-1 OA+10% DLT含药血清），生化试剂盒检测 HepG2细胞脂质水平，油红 O染色观察 HepG2细胞形

态学变化；过表达 circCRIM1（OE-cricCRIM1）、抑制 miR-342-3p（miR-342-3p inhibitor）及应用 DLT 含药血清进行干预 ，

Real-time PCR检测 HepG2细胞中 circCRIM1、miR-342-3p及相应 mRNA 表达水平。结果：在体内实验中，与空白组比较，模型组

小鼠血清脂质、肝功能和肝脏脂质水平显著异常（P<0.01），肝组织结构改变，空泡和脂滴蓄积增多，circCRIM1显著升高，miR-342-3p

显著降低，SOX6、PPARγ、LXRα、SREBP1c mRNA和蛋白表达显著升高（P<0.01）；与模型组比较，DLT不同剂量组小鼠血清脂质、

肝功能和肝脏脂质水平异常明显改善（P<0.05，P<0.01），肝脏损伤和脂滴蓄积减轻，circCRIM1表达降低，miR-342-3p表达明显升

高，SOX6、PPARγ、LXRα、SREBP1c mRNA和蛋白表达明显降低（P<0.05，P<0.01）。在体外实验中，与 CON组比较，OA组 HepG2

细胞脂质水平显著升高（P<0.01），脂滴数量增多，体积变大，circCRIM1、SOX6 mRNA 水平显著升高，miR-342-3p 显著降低

（P<0.01）；与 OE-NC组比较，OE-cricCRIM1组 circCRIM1、SOX6 mRNA水平显著升高，miR-342-3p明显降低（P<0.05，P<0.01）；与
inhibitor NC组比较，miR-342-3p inhibitor组 SOX6 mRNA水平显著升高，miR-342-3p显著降低（P<0.01）；给予 DLT含药血清后上

述指标均有所纠正。结论：DLT可通过 circCRIM1/miR-342-3p/SOX6调节脂肪酸合成改善肝脏脂质沉积进而防治动脉粥样硬化。
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［［Abstract］］  Objective：： This paper aims to construct a ceRNA regulatory network related to microRNA-342-3p （miR-342-3p） 

and to investigate the molecular mechanism by which Danlou tablets （DLT） ameliorate hepatic lipid deposition by regulating 

circular RNA cysteine-rich transmembrane BMP regulator 1 （circCRIM1）/miR-342-3p/SRY-box transcription factor 6 

（SOX6）-mediated fatty acid synthesis. Methods：： A ceRNA regulatory network related to miR-342-3p was constructed using 

databases. The targeting relationships between circCRIM1/miR-342-3p and miR-342-3p/SOX6 were verified using a dual-luciferase 

reporter assay. In vivo， C57BL/6 mice served as the blank control group and were fed a normal diet. Apolipoprotein E-deficient 

（ApoE−/−） mice were randomly divided into a model group， low-， medium-， and high-dose DLT （DLT-L， DLT-M， DLT-H） groups 

（340， 680， and 1 360 mg·kg−1·d−1， respectively）， and a simvastatin group （2.275 mg·kg−1·d−1）. The ApoE−/− mice were fed a high-

fat diet for 12 weeks to establish the model， with corresponding intragastric administration during the final four weeks. Serum lipid 

and liver function levels were measured using a fully automatic biochemical analyzer， and hepatic lipid levels were determined 

using kits. Histopathological changes in the liver tissue were observed using hematoxylin-eosin （HE） and oil red O staining. The 

expressions of circCRIM1 and miR-342-3p in liver tissue were detected by real-time polymerase chain reaction （Real-time PCR）. 

The mRNA and protein expressions of SOX6， peroxisome proliferator-activated receptor γ （PPARγ）， liver X receptor α （LXRα）， 

and sterol regulatory element-binding protein 1c （SREBP1c） in the liver tissue of mice were measured by real-time PCR and the 

Wes automated Western blot system， respectively. SOX6 protein expression in the liver tissue of mice was also assessed by 

immunohistochemistry. In vitro， a lipid deposition model was established by inducing HepG2 cells with oleic acid （OA）. The cells 

were divided into a control （CON） group， an OA model group （400 μmol·L−1 OA）， a blank serum （BS） group （400 μmol·L−1 

OA + 10% BS）， and a DLT group （400 μmol·L−1 OA + 10% DLT-containing serum）. The lipid levels in HepG2 cells were 

measured using biochemical kits， and cellular morphological changes were observed with oil red O staining. The overexpression of 

circCRIM1 （OE-circCRIM1）， miR-342-3p inhibition （miR-342-3p inhibitor）， and DLT-containing serum were used to make the 

intervention. The expression levels of circCRIM1， miR-342-3p， and their corresponding mRNAs were measured by real-time PCR. 

Results：： In vivo， compared with those in the CON group， the mice in the model group exhibited significantly abnormal serum 

lipids， liver function， and hepatic lipid levels （P<0.01）， along with altered liver tissue structure， increased vacuoles， and 

increased lipid droplet accumulation. The expression of circCRIM1 was significantly upregulated， while that of miR-342-3p was 

significantly downregulated. The mRNA and protein expressions of SOX6， PPARγ， LXRα， and SREBP1c were all significantly 

increased （P<0.01）. Compared with those in the model group， mice in all DLT groups with different doses showed significant 

improvements in serum lipids， liver function， and hepatic lipid levels （P<0.05， P<0.01）， with attenuated liver damage and lipid 

droplet accumulation. The expression of circCRIM1 was decreased， and the expression of miR-342-3p was significantly increased. 

The mRNA and protein expressions of SOX6， PPARγ， LXRα， and SREBP1c were significantly reduced （P<0.05， P<0.01）. In 

vitro， compared with the CON group， the OA group showed significantly increased lipid levels in HepG2 cells （P<0.01）， with a 

greater number and larger size of lipid droplets. The mRNA levels of circCRIM1 and SOX6 were significantly elevated， whereas the 

miR-342-3p level was significantly reduced （P<0.01）. Compared with the OE-NC group， the OE-circCRIM1 group had 

significantly higher circCRIM1 and SOX6 mRNA levels and markedly lower miR-342-3p levels （P<0.05， P<0.01）. Compared with 

the inhibitor NC group， the miR-342-3p inhibitor group showed a significant increase in SOX6 mRNA level and a significant 

decrease in miR-342-3p （P<0.01）. These indicators were all corrected following treatment with DLT-containing serum. 

Conclusion：： DLT can ameliorate hepatic lipid deposition and thereby prevent and treat atherosclerosis by regulating fatty acid 

synthesis via the circCRIM1/miR-342-3p/SOX6.

［［Keywords］］ Danlou tablets； atherosclerosis； regulating circular RNA cysteine-rich transmembrane BMP regulator 1 

（circCRIM1）/miR-342-3p/SRY-box transcription factor 6 （SOX6）； fatty acid synthesis； hepatic lipid deposition

据《中国心血管健康与疾病报告 2024 概要》显

示，心血管疾病（CVD）已成为我国城乡居民的首要

死亡原因，2021 年我国 CVD 死亡构成比在农村与

城市分别高达 48.98% 和 47.35%，疾病负担严峻［1］。

动脉粥样硬化（AS）是以血管内膜下脂质沉积为始

动因素，由多重免疫炎症细胞介导的慢性病理过

程。其特征为纤维斑块形成，最终可致管腔狭窄、

急性血栓事件及血管适应不良性重塑［2］。肝脏在代

谢和炎症稳态中起着核心作用，与 AS 形成发展密

切相关。肝脏内甘油三酯（TG）等过度沉积，导致肝

脏局部病理改变，还影响循环中致粥样硬化脂蛋白

的合成、分泌，加剧血脂异常。此外，肝脏脂质沉积

常伴随低度慢性炎症状态和胰岛素抵抗，这些病理

因素通过释放促炎细胞因子、加剧氧化应激等途

径，直接作用于管壁，加速 AS 病变的进程［3-4］。

微小 RNA（miRNA）是一类内源性的短链非编

码 RNA，不具备蛋白质编码潜能，而是在转录后水

平对基因表达进行精细调控，在 AS 等多种疾病病
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理生理过程中起关键性作用［5-6］。长链非编码 RNA

与 环 状 RNA（circRNA）等 竞 争 性 内 源 RNA

（ceRNA）能够作为“miRNA 海绵”通过其携带的

miRNA 反应元件竞争性结合 miRNA，有效降低作

用于靶信使 RNA（mRNA）的 miRNA 水平，间接上

调 mRNA 的表达，构成“ceRNA-miRNA-mRNA”调

控网络，该调控网络的功能稳态对维持机体正常生

理过程至关重要［7］。miR-342-3p 能够通过抑制糖酵

解来延缓肝癌进程，并通过调控巨噬细胞炎症与脂

质代谢来抑制动脉粥样硬化［8-9］。糖酵解异常、慢性

炎症和脂质代谢紊乱是 AS 及其相关心血管并发症

进展的核心机制［10-11］，这提示 miR-342-3p 可能为减

缓 AS 及相关心血管疾病进展的潜在治疗靶点。

中医药因其多成分、多靶点、多通路协同作用的

特点及良好的安全性，在 AS 及相关心血管疾病的干

预中展现出独特优势。中医认为，脾失健运，痰浊内

生，继而导致膏脂转输障碍，日久生瘀，痰瘀互结，痹

阻脉络是 AS 的病因病机。丹蒌片（DLT）具有宽胸

通阳、化痰散结、活血化瘀的功效，在改善血脂紊乱、

保护血管内皮、减轻胰岛素抵抗和脂肪合成等方面

具有显著作用［12-13］。因此，本研究构建 miR-342-3p

相关 ceRNA 网络，并运用体内外实验进行验证，阐明

DLT 是否可通过环状 RNA 半胱氨酸丰富跨膜 BMP

调节因子 1（circCRIM1）/miR-342-3p/SRY-box 转录

因子 6（SOX6）影响脂肪酸合成缓解肝脏脂质沉积，

从而为防治 AS 提供实验依据。

1 材料

1.1　实验动物及细胞     8 只雄性 C57BL/6 小鼠和

45 只雄性载脂蛋白 E 基因敲除（ApoE-/-）小鼠，体质

量（20±2）g，10 只 Sprague-Dawley（SD）大鼠，体质量

（250±10） g，购自辽宁长生生物技术有限公司，合格

证号 SCXK（辽）2020-0001。动物于辽宁中医药大

学屏障环境内饲养。人 HepG2 细胞购自于中国医

学科学院细胞库，细胞编号为 SCSP-510，传代至

第 5 代时选取生长状态良好的细胞用于后续实验。

1.2　伦理     研究方案经辽宁中医药大学实验动物

伦理委员会审批，编号 21000062024188。

1.3　药物及试剂     丹蒌片（吉林康乃尔药业有限公

司，批号 20230906，规格 0.3 g/片）；辛伐他汀（浙江

海 正 药 业 股 份 有 限 公 司 ，批 号 H20010676，规 格

10 mg/片）；荧光素酶检测试剂盒（美国 Promega 公

司，货号 E1910）；TG、总胆固醇（TC）、低密度脂蛋白

胆固醇（LDL-C）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）试
剂盒（四川迈克生物科技股份有限公司，货号分别

为 0721023、0521037、0721049、0621014）；丙氨酸氨

基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）试剂

盒（北京九强生物技术股份有限公司，货号分别为

GS001G、GS011G）；TG、游离脂肪酸（NEFA）测定试

剂盒（南京建成生物工程研究所有限公司，货号分

别为 A110-1-1、A042-2-1）；4% 多聚甲醛（上海源叶

生物科技有限公司，货号 R20479）；苏木素 -伊红

（HE）染色、改良油红 O 染色试剂盒、油红 O 染色试

剂盒（细胞专用）（北京索莱宝科技有限公司，货号

分 别 为 G1120、G1261、G1262）；聚 合 酶 链 式 反 应

（PCR）引物由北京赛百盛基因技术有限公司合成，

Ultrapure RNA Kit、HiFi-Script gDNA Removal 

cDNA Synthesis Kit、UltraSYBR Mixture（Low 

ROX）、miRNA cDNA Synthesis Kit、miRNA qPCR 

Assay Kit（江苏康为世纪生物科技股份有限公司，

货 号 分 别 为 CW0581M、CW2582M、CW2601M、

CW2141S、CW2142S）；聚氰基丙烯酸正丁酯（BCA）
蛋白定量试剂盒（杭州弗德生物科技有限公司，货

号 FD2001）；SOX6、β-肌动蛋白（β-actin）（武汉三鹰

生 物 技 术 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为 14010-1-AP、

66009-1-Ig）；过 氧 化 物 酶 体 增 殖 物 激 活 受 体 γ

（PPARγ）、肝 X 受体 α（LXRα）、固醇调节元件结合

蛋白 lc（SREBP1c）（北京博奥森生物技术有限公司，

货号分别为 bsm-52220R、bsm-54023R、bs-1402R）；
Modified Eagle Medium（MEM）培养基（上海达特希

尔生物科技有限公司，货号 C3050-0500）；特级胎牛

血 清（Pr）（浙 江 百 迪 生 物 科 技 有 限 公 司 ，货 号

F801-500）；1×磷酸盐缓冲液（PBS）（北京兰杰柯科

技有限公司，货号 BL302A）；油酸（OA）（上海阿拉

丁生化科技股份有限公司，货号 112-80-1）；胰蛋白

酶［赛 澳 美 细 胞 技 术（ 北 京 ）有 限 公 司 ，货 号

CPT101.02］。

1.4　仪器     TBA-120FR 型全自动生化分析仪（日本

Hitachi 公司）；ASP6025 型全自动脱水机、EG1150H

型包埋机、RM2235 型冰冻切片机（德国 Leica 公

司）；M8 型数字扫描成像系统（德国 Precipoint 公

司 ）；ThermoST16R 型 高 速 冷 冻 离 心 机 、

NanoDrop2000 型超微量分光光度计（美国赛默飞世

尔科技公司）；WES 全自动蛋白表达分析系统（美国

Protein Simple 公司）；Quant Studio 3 型实时荧光定

量 PCR 仪（美国 Applied Biosystems公司）。
2 方法

2.1　 miR-342-3p 相 关 ceRNA 网 络 构 建     运 用

circBank 数据库（http：//www. circBank. cn/）和 RNA
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互作组百科全书数据库（Starbase，https：//rnasysu.

com/encori）预 测 miR-342-3p 可 能 靶 向 的

circRNA［14］，运用微小 RNA 靶基因数据库（miRDB，

http：//mirdb. org）和 靶 标 扫 描 数 据 库（TargetScan，

http：//www. targetscan.org）预测 miR-342-3p 可能靶

向的 mRNA［15］，对预测结果取交集，保留 2 个数据库

都 存 在 的 circRNA 和 mRNA 构 建 并 可 视 化 呈 现

miR-342-3p 相关 ceRNA 网络。

2.2　双荧光素酶报告基因实验检测 circCRIM1 与

miR-342-3p，miR-342-3p 与 SOX6 的靶向关系     通

过 Starbase 数据库预测 circCRIM1 与 miR-342-3p 的

潜在结合位点，TargetScan 数据库预测 miR-342-3p

与 SOX6 mRNA 的潜在结合位点。将含 circCRIM1

野生型（WT）或突变型（MUT）结合序列的双荧光素

酶 报 告 载 体 分 别 与 miR-342-3p mimics 或

NC mimics 共转染至 293T 细胞中，培养 24 h 后检测

荧光素酶活性，以验证 circCRIM1 与 miR-342-3p 的

靶向关系。miR-342-3p 与 SOX6 的靶向关系用上述

相同方法检测。

2.3　动物模型建立     本研究选用雄性 C57BL/6 小

鼠作为空白组，45 只雄性 ApoE-/-小鼠构建模型。所

有动物经 1 周适应性饲养后，空白组继续予以普通

饲 料 ，ApoE-/- 小 鼠 则 予 以 12 周 高 脂 饮 食 构 建 模

型［16］。肝脏 HE 染色发现小鼠肝索结构紊乱，肝细

胞显著肿胀胞质被巨大脂滴空泡占据认为造模成

功［16］。于第 9 周开始，将 ApoE-/-小鼠随机分为模型

组、DLT 低、中、高剂量组（DLT-L、DLT-M、DLT-H

组）及辛伐他汀组，各组动物每日灌胃给药，给药剂

量 参 考 临 床 等 效 剂 量 并 经 体 表 面 积 法 换 算［17］：

DLT-L、DLT-M、DLT-H 组组分别给予 DLT 340、680、

1 360 mg·kg-1·d-1，辛 伐 他 汀 组 给 予 辛 伐 他 汀

2.275 mg·kg-1·d-1，空白组和模型组每日按同体积生

理盐水灌胃，持续干预 4 周。末次给药后 12 h 禁食

不禁水，行腹主动脉取血与肝脏取材，血清静置 1 h

后 2 500 r·min-1，4 °C 离心 15 min（离心半径 10 cm，

下同）；肝脏组织一份固定于 4% 多聚甲醛，另一份

与血清一同在−80 °C 下冻存。

2.4　小鼠血脂及肝功能水平检测     取冻存的小鼠

血清样本，应用全自动生化分析仪测定其血脂相关

指标 TG、TC、LDL-C、HDL-C 水平与肝功能指标

ALT、AST 水平。

2.5　小鼠肝脏脂质水平检测     称取于冰上解冻的

肝脏样本约 0.1 g，加入 9 倍体积的预冷生理盐水，通

过组织匀浆仪制备成匀浆液，在 4 °C，2 500 r·min-1

离心 10 min。取其上清液，严格依照相应检测试剂

盒的说明进行后续操作。

2.6　小鼠肝脏组织病理形态学变化观察     HE 染

色：小鼠肝脏组织块经全自动脱水机进行梯度乙醇

脱水和二甲苯透明化，随后包埋于石蜡中。将制备

的蜡块切成 5 μm 厚的连续切片，经脱蜡复水后，采

用标准 HE 染色法显示细胞和组织结构，最后以中

性树胶封固，在光学显微镜下观察并采集图像。油

红 O 染色：固定后的组织则先经 20% 及 30% 蔗糖溶

液梯度冷冻保护，再进行冷冻包埋与切片。切片复

温后用油红 O 染液标记脂滴，并以苏木素轻度复染

细胞核，采用中性树胶封片后，在显微镜下观察肝

细胞内脂滴的分布、大小与数量并采集图像。

2.7　实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）
评估 circCRIM1、miR-342-3p 及相关 mRNA 在小鼠

肝 脏 组 织 中 表 达 水 平     取 肝 组 织 0.05 g 提 取 总

RNA，将 RNA 作 为 模 板 合 成 第 一 链 cDNA，

miR-342-3p 则先在 37 °C 下进行 Poly（A）加尾反应，

再逆转录成特异性 cDNA。PCR 扩增反应以 cDNA

为模板采用两步法程序进行：首先 95 °C 初始变性

10 min；随后进入 40 个扩增循环（95 °C 变性  15 s，

60 ° C 退火/延伸 60 s）。基因的相对表达量依据

2-ΔΔCt算法进行标准化计算，PCR 引物由北京赛百盛

基因技术有限公司合成。引物序列见表 1。

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

circCRIM1

SOX6

PPARγ

LXRα

SREBP1c

β-actin

miR-342-3p

U6

序列（5'-3'）
上游 CGGGAGAGTGTTGTGACCTC

下游 GGAGAGAACCGCACTTCACA

上游 CTGAGCAACTGCAGGACTGA

下游 TTGCTTTGCTTCCTTCTGCG

上游 GGTGTGATCTTAACTGCCGGA

下游 CCCAAACCTGATGGCATTGTG

上游 GCAGGACCAGCTCCAAGTAG

下游 GGAACATCAGTGGGTCGTGG

上游 GGCTCTGGAACAGACACTGG

下游 TGAGCTGGAGCATGTCTTCG

上游 GGTCGTCGACAACGGCTC

下游 ATTCCCACCATCACACCCTGG

上游 TCTCACACAGAAATCGCACCCGT

下游  通用引物

上游 GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT

下游  通用引物

长度/bp

20

145

110

98

80

117

23

25
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2.8　免疫组化法检测小鼠肝脏 SOX6 蛋白表达水

平     小鼠肝脏组织切片进行脱蜡、复水及抗原修

复，与 SOX6（1∶500）一抗于 4 °C 条件下进行过夜孵

育 ，继 而 与 辣 根 过 氧 化 物 酶（HRP）标 记 的 二 抗

（1∶1 000）结合。利用 3，3'-二氨基联苯胺（DAB）显
色系统使阳性信号呈现棕褐色，并以苏木素标记细

胞核，对切片进行常规脱水、透明处理并用中性树

胶封固，以备镜检。

2.9　Wes 全自动蛋白表达分析系统检测相关蛋白

在小鼠肝脏组织中表达水平     提取肝脏组织的蛋

白裂解液，利用 BCA 法测定其浓度，配置样本，3 μL

每孔上样，一抗用 Antibody Diluent Ⅱ稀释：SOX6、

PPARγ、LXRα、SREBP1c（1∶75），β -actin（1∶100）。
2 500 r·min-1，离心 5 min（离心半径 18 cm），上机

检测。

2.10　空白血清及 DLT 含药血清制备     10 只 SD 大

鼠随机分为空白组和 DLT 组，给予 DLT 组大鼠 DLT

溶液灌胃每天 2次，403 mg·kg-1·d-1，空白组大鼠每天

给予 2 次等体积生理盐水灌胃，连续 1 周。末次灌胃

2 h 后腹主动脉取血，静置 1 h，在 4 °C，3 000 r·min-1

离心 10 min，取上清于水浴锅 56 °C 灭活 30 min，分

装并置于−80 °C 冰箱备用。

2.11　 HepG2 细 胞 脂 质 水 平 检 测     用 OA 诱 导

HepG2 细胞建立脂质沉积模型。当细胞密度达到

70%~80% 时，将 HepG2 细胞分为空白（CON）组、

OA 组（400 μmol·L-1 OA）、空 白 血 清（BS）组

（400 μmol·L-1 OA+10% 空 白 血 清 ）和 DLT 组

（400 μmol·L-1 OA+10% DLT 含药血清），OA、10%

空白血清和 10%DLT 含药血清干预 24 h［18］。各组细

胞 干 预 结 束 后 吸 取 培 养 液 ，1 000 r·min-1 离 心

10 min，取上清根据 TG 和 NEFA 检测试剂盒说明书

进行测定。

2.12　HepG2 细胞脂质沉积形态学观察     将对数增

长的 HepG2 细胞制成细胞悬液均匀种植于 12 孔板

中，待细胞贴壁后分为 CON 组、OA 组、BS 组和 DLT

组干预培养 24 h，使用油红 O 染色试剂盒染色后置

于显微镜下观察并拍照。

2.13　Real-time PCR 检测 HepG2 细胞 circCRIM1、

miR-342-3p 及 相 关 mRNA 表 达     利 用

Lipofectamine™ 3000 将质粒转染到 HepG2 细胞中，

将 HepG2 细 胞 分 为 CON 组 、OA 组 、OE-NC 组

（400 μmol·L-1 OA+OE-NC）、OE-circCRIM1 组

（400 μmol·L-1 OA+OE-circCRIM1），Real-time PCR

法检测 circCRIM1、miR-342-3p、SOX6 表达水平；将

HepG2 细 胞 分 为 CON 组 、OA 组 、inhibitor NC 组

（400 μmol·L-1 OA+inhibitor NC）、miR-342-3p 

inhibitor 组 （400 μmol·L-1 OA+miR-342-3p 

inhibitor），Real-time PCR 法检测 miR-342-3p、SOX6

表 达 水 平；将 HepG2 细 胞 分 为 CON 组 、OA 组 、

OE-NC+inhibitor NC 组（400 μmol·L-1 OA+OE-NC+

inhibitor NC） 、 OE-NC+inhibitor NC+DLT 组

（400 μmol·L-1 OA+OE-NC+inhibitor NC+10% DLT

含 药 血 清 ）、OE-circCRIM1+inhibitor NC 组

（400 μmol·L-1 OA+OE-circCRIM1+inhibitor NC）、

OE-circCRIM1+inhibitor NC+DLT 组（400 μmol·L-1 

OA+OE-circCRIM1+inhibitor NC+10% DLT 含药血

清 ）、 OE-circCRIM1+miR-342-3p inhibitor 组

（400 μmol·L-1 OA+OE-circCRIM1+miR-342-3p 

inhibitor）、OE-circCRIM1+miR-342-3p inhibitor+

DLT 组 （400 μmol·L-1 OA+OE-circCRIM1+

miR-342-3p inhibitor+10% DLT 含 药 血 清），Real-

time PCR 法检测 miR-342-3p 及相关 mRNA 表达水

平。收集各组细胞提取总 RNA，将 RNA 作为模板

合成第一链 cDNA，miR-342-3p 则先在 37 °C 下进行

Poly（A）加尾反应，再逆转录成特异性 cDNA。PCR

扩增反应以 cDNA 为模板采用两步法程序进行：首

先 95 °C 初始变性 10 min；随后进入 40 个扩增循环

（95 °C 变性 15 s，60 °C 退火/延伸 60 s）。基因的相

对表达量依据 2-ΔΔCt算法进行标准化计算，PCR 引物

由北京赛百盛基因技术有限公司合成。引物序列

见表 2。

2.14　统计学方法     采用 GraphPad Prism 9.5.0 软件

进行统计分析。所有定量资料均以 x̄ ± s 的形式呈

现。多组间差异性比较通过单因素方差分析进行

检验，并以 P<0.05 作为差异具有统计学意义的判断

标准。

3 结果

3.1　 ceRNA 网 络 构 建     circBank 数 据 库 预 测 得

miR-342-3p 靶向的 circRNA 11 个，Starbase 数据库

得预测 miR-342-3p 靶向的 circRNA 307 个，两个数

据库取交集共获得 circRNA 3 个。TargetScan 数据

库获得与 miR-342-3p 结合的 mRNA 319 个，miRDB

数据库获得与 miR-342-3p 结合的 mRNA 598 个，两

个数据库取交集获得 mRNA 120 个，运用 Cytoscape

软件将结果进行可视化展示。见增强出版附加

材料。

3.2　circCRIM1/miR-342-3p/SOX6 间靶向关系验证

结果     Starbase 显示，circCRIM1 与 miR-342-3p 存在
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结合位点，TargetScan 显示，miR-342-3p 与 SOX6 存

在结合位点。与 circCRIM1 WT+NC mimics 组比

较，miR-342-3p mimics 显著减弱了 circCRIM1 WT

报 告 基 因 的 荧 光 信 号（P<0.01），但 对 circCRIM1 

MUT 无影响，表明二者存在直接结合。同样，SOX6

也是 miR-342-3p 的靶基因：miR-342-3p mimics 抑制

了 SOX6 WT 的荧光素酶活性（P<0.01），而 SOX6 

MUT 的活性则不受影响。即 miR-342-3p 与 SOX6

存在靶向关系。见表 3、表 4、增强出版附加材料。

3.3　DLT 对 AS 小鼠血清脂质及肝功能水平的影

响     与空白组比较，模型组小鼠呈现出显著的血脂

紊乱与肝功能损伤，血清 TG、TC、LDL-C、ALT、AST

水 平 显 著 升 高（P<0.01），HDL-C 水 平 显 著 降 低

（P<0.01）；与模型组比较，DLT-L 组小鼠血清 TC、

TG、LDL-C、AST 水平明显降低（P<0.05，P<0.01），
DLT-M 组、DLT-H 组及辛伐他汀组小鼠血清 TC、

TG、LDL-C、ALT、AST 水 平 显 著 降 低（P<0.01），
HDL-C 水平明显升高（P<0.05，P<0.01），各项指标

的改善程度与 DLT 给药剂量呈正相关，存在剂量依

赖效应。见表 5。

3.4　DLT 对 AS 小鼠肝脏脂质水平的影响     与空白

组比较，模型组小鼠肝脏 TG、NEFA 水平显著升高

（P<0.01）；与模型组比较，DLT 各剂量组及辛伐他汀

组小鼠肝脏 NEFA 水平显著降低（P<0.01），DLT-M

组、DLT-H 组及辛伐他汀组小鼠肝脏 TG 水平显著

降低（P<0.01）。且随着 DLT 给药剂量的增加，其降

低肝脏脂质水平的作用愈发显著，表明 DLT 的治疗

效果呈现出剂量依赖性关系。见表 6。

表 4　miR-342-3p 与 SOX6 靶向关系结果  （x̄± s，n=3）

Table 4　 Targeting relationship between miR-342-3p and SOX6 

（x̄± s，n=3）

组别

SOX6 WT+NC mimics组

SOX6 WT+miR-342-3p mimics组

SOX6 MUT+NC mimics组

SOX6 MUT+miR-342-3p mimics组

相对荧光素酶活性/%

1.00±0.01

0.80±0.011）

1.01±0.02

0.98±0.05

注：与 SOX6 WT+ NC mimics组比较 1）P<0.01

表 2　引物序列

Table 2　Primer sequences

引物

circCRIM1

SOX6

PPARγ

LXRα

SREBP1c

β-actin

miR-342-3p

U6

序列（5'-3'）
上游 GCCTTTCCCTGCTACTTGTG

下游 AGAGCTTCCAAAGGCTAGGG

上游 AACAACGGCAGCAAATGGAC

下游 CATGTGACCCTGAACCTGGA

上游 CGACCAGCTGAATCCAGAGT

下游 AAACCTGGGCGGTTGATTTG

上游 CTTCGAGTCACGGTGATGCT

下游 TTGGCAAAGTCTTCCCGGTT

上游 CTGACCGACATCGAAGGTGA

下游 CCAGCATAGGGTGGGTCAAA

上游 CCTTCCTTCCTGGGCATGG

下游 GATCTTCATTGTGCTGGGTGC

上游 CAGGGAGGCGTGGATCACTG

下游通用引物

上游 GGAACGATACAGAGATTAGC

下游通用引物

长度/bp

20

128

146

107

173

192

20

20

表 3　circCRIM1 与 miR-342-3p 靶向关系结果  （x̄± s，n=3）

Table 3　 Targeting relationship between circCRIM1 and miR-342-3p

（x̄± s，n=3）

组别

circCRIM1 WT+NC mimics组

circCRIM1 WT+miR-342-3p mimics组

circCRIM1 MUT+NC mimics组

circCRIM1 MUT+miR-342-3p mimics组

相对荧光素酶活性/%

1.00±0.04

0.62±0.021）

0.99±0.04

1.01±0.05

注：与 circCRIM1 WT+ NC mimics组比较 1）P<0.01

表 5　DLT 对 AS 小鼠血清脂质及肝功能的影响  （x̄± s，n=8）

Table 5　Effect of DLT on serum lipid and liver function in AS mice （x̄± s，n=8）

组别

空白组

模型组

DLT-L 组

DLT-M 组

DLT-H 组

辛伐他汀组

剂量/mg·kg-1

340

680

1 360

2.275

TC/mmol·L-1

2.89±0.14

21.44±0.831）

16.82±1.173）

14.51±0.553）

10.07±0.853）

12.02±1.193）

TG/mmol·L-1

1.08±0.09

3.48±0.221）

2.57±0.273）

1.96±0.143）

1.64±0.243）

1.95±0.113）

LDL-C/mmol·L-1

0.28±0.09

3.36±0.561）

2.64±0.422）

2.41±0.483）

1.94±0.443）

2.24±0.333）

HDL-C/mmol·L-1

2.74±0.32

1.53±0.181）

1.80±0.21

1.94±0.152）

2.09±0.323）

1.96±0.163）

ALT/U·L-1

53.25±5.02

77.81±7.631）

71.99±6.13

65.10±4.493）

60.90±5.803）

62.13±5.053）

AST/U·L-1

84.33±3.41

123.94±6.051）

110.16±7.843）

103.82±6.303）

97.64±4.193）

100.34±5.963）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01（表 6-表 8 同）
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3.5　DLT 对 AS 小鼠肝脏组织形态学的影响     HE

染色结果显示，空白组小鼠肝脏肝小叶结构完整，

肝细胞索围绕中央静脉呈放射状规整排列，细胞核

圆形居中，胞质染色均一；与空白组比较，模型组小

鼠肝脏表现出重度的弥漫性大泡性脂肪变性，肝细

胞索结构紊乱，肝细胞显著肿胀呈气球样变，胞质

被巨大脂滴空泡占据，导致细胞核受压移位；与模

型组比较，DLT 各剂量组及辛伐他汀组小鼠肝脏病

理损伤有不同程度改善，肝细胞肿胀程度减轻，巨

大脂肪滴数量锐减，以微脂滴为主，肝细胞索紊乱

状态亦趋于规整。油红 O 染色结果显示，空白组肝

细胞胞浆内未见橘红色脂滴蓄积，肝细胞形态正常，

肝窦结构清晰规整；与空白组比较，模型组小鼠肝细

胞胞浆内弥漫大小不一的橘红色脂滴，肝细胞体积增

大，肝窦结构紊乱、边界不清；与模型组比较，DLT 各

剂量组及辛伐他汀组小鼠肝内脂质沉积现象得到显

著抑制，脂滴数量及体积有所减少，肝细胞肿胀程度

减轻，肝窦结构完整性部分恢复。见图 1、图 2。

3.6　DLT 对 AS 小鼠肝脏组织相关基因表达的影

响     与 空 白 组 比 较 ，模 型 组 小 鼠 肝 脏 组 织

circCRIM1、SOX6、PPARγ、LXRα、SREBP1c mRNA

表达显著升高（P<0.01），miR-342-3p 表达显著降低

（P<0.01）；与模型组比较，各干预组小鼠肝脏组织

circCRIM1 表达显著降低（P<0.01），miR-342-3p 表

达 显 著 升 高（P<0.01），SOX6、PPARγ、SREBP1c 

mRNA 表达明显降低（P<0.05，P<0.01），DLT 中、高

剂 量 组 LXRα mRNA 表 达 显 著 降 低（P<0.01）。

见表 7。

3.7　各组 AS 小鼠肝脏组织 SOX6 蛋白表达的影

响     与空白组比较，模型组 SOX6 蛋白表达显著升

高；与模型组比较，DLT 不同剂量组和辛伐他汀组

小鼠肝脏组织 SOX6 蛋白表达有不同程度降低。

见图 3。

3.8　DLT 对 AS 小鼠肝脏组织相关蛋白表达的影

响     与空白组比较，模型组小鼠肝脏组织 SOX6、

PPARγ、LXRα、SREBP1c 蛋 白 表 达 显 著 升 高（P<

0.01）；与模型组比较，DLT 不同剂量组和辛伐他汀

组小鼠肝脏组织 SOX6、PPARγ、LXRα、SREBP1c 蛋

白表达明显降低（P<0.05，P<0.01）。见表 8、图 4。

3.9　DLT 对各组 HepG2 细胞脂质水平的影响     与

CON 组比较，OA 组细胞 TG、NEFA 水平显著升高

（P<0.01）；与 OA 组比较，BS 组细胞 TG、NEFA 水平

无明显变化，排除了大鼠血清自身对脂质水平的影

响，DLT 组细胞 TG 水平明显降低（P<0.05），NEFA

表 6　DLT 对 AS 小鼠肝脏脂质水平的影响  （x̄± s，n=8）

Table 6　Effect of DLT on liver lipid level in AS mice （x̄± s，n=8）

mmol·g-1

组别

空白组

模型组

DLT-L 组

DLT-M 组

DLT-H 组

辛伐他汀组

剂量/mg·kg-1

340

680

1 360

2.275

TG

1.55±0.14

3.21±0.221）

3.07±0.35

2.58±0.253）

2.37±0.183）

2.54±0.263）

NEFA

0.179±0.015

0.643±0.0221）

0.540±0.0393）

0.362±0.0253）

0.296±0.0273）

0.324±0.0303）

图 2　DLT 对 AS 小鼠肝脏脂质沉积状况变化的影响  （油红 O，×400）
Fig. 2　Effect of DLT on changes in liver lipid deposition in AS mice （oil red O，×400）

注：A.空白组；B.模型组；C.DLT-L 组；D.DLT-M 组；E.DLT-H 组；F.辛伐他汀组（图 2 同）
图 1　DLT 对 AS 小鼠肝脏形态学的影响  （HE，×400）
Fig. 1　Effect of DLT on liver morphology of AS mice （HE，×400）
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水平显著降低（P<0.01）。见表 9。

3.10　各组 HepG2 细胞形态学变化     油红 O 染色结

果显示，OA 组 HepG2细胞中红色脂滴的大小和数量

较 CON 组显著上升，与 OA 组比较，给予大鼠空白血

清后细胞中脂滴大小和数量差异无统计学意义，给予

DLT 含药血清后细胞中脂滴数量和大小明显减小。

见图 5。

3.11　 circCRIM1 过 表 达 对 各 组 HepG2 细 胞

circCRIM1、miR-342-3p、SOX6 mRNA 表 达 的

影 响     与 CON 组 比 较 ，OA 组 细 胞 circCRIM1、

SOX6 表达显著升高（P<0.01），miR-342-3p 表达显

著降低（P<0.01）；与 OE-NC 组比较，OE-circCRIM1

表 7　DLT 对 AS 小鼠肝脏组织 circCRIM1，miR-342-3p，SOX6、PPARγ、LXRα、SREBP1c mRNA 水平的影响  （x̄± s，n=3）

Table 7　 Effect of DLT on circCRIM1， miR-342-3p， and mRNAs of SOX6， PPARγ， LXRα， and SREBP1c in hepatic tissue of different 

groups of AS mice （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

DLT-L 组

DLT-M 组

DLT-H 组

辛伐他汀组

剂量/mg·kg-1

340

680

1 360

2.275

circCRIM1

1.00±0.07

5.49±0.281）

4.13±0.153）

2.43±0.173）

1.22±0.123）

1.59±0.073）

miR-342-3p

1.00±0.08

0.20±0.021）

0.57±0.013）

0.61±0.063）

0.84±0.053）

0.79±0.063）

SOX6

1.00±0.11

4.95±0.061）

2.06±0.113）

1.50±0.093）

1.20±0.073）

1.21±0.033）

PPARγ

1.00±0.05

4.39±0.111）

3.35±0.323）

2.48±0.083）

1.06±0.023）

1.90±0.023）

LXRα

1.00±0.04

3.35±0.131）

3.29±0.07

2.01±0.143）

1.75±0.073）

1.76±0.103）

SREBP1c

1.00±0.07

3.79±0.301）

3.27±0.282）

2.71±0.083）

1.28±0.013）

1.30±0.063）

图 3　DLT 对 AS 小鼠肝脏组织 SOX6 蛋白表达变化的影响  （免疫组化，×400）
Fig. 3　Effect of DLT on expression of SOX6 protein in liver tissue of AS mice （IHC×400）

图 4　各组 AS 小鼠肝脏组织 SOX6、PPARγ、LXRα、SREBP1c 蛋白

表达电泳

Fig. 4　 Electrophoresis of SOX6， PPARγ， LXRα， and SREBP1c 

protein expression in liver tissue of AS mice in each group

表 8　DLT 对 AS 小鼠肝脏组织 SOX6、PPARγ、LXRα、SREBP1c 蛋白水平的影响  （x̄± s，n=3）

Table 8　Effect of DLT on levels of SOX6， PPARγ， LXRα and SREBP1c in liver tissue of AS mice （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

DLT-L 组

DLT-M 组

DLT-H 组

辛伐他汀组

剂量/mg·kg-1

340

680

1 360

2.275

SOX6/β-actin

0.28±0.03

0.99±0.071）

0.83±0.032）

0.75±0.043）

0.59±0.063）

0.73±0.053）

PPARγ/β-actin

0.21±0.02

0.45±0.031）

0.35±0.042）

0.34±0.033）

0.26±0.023）

0.29±0.033）

LXRα/β-actin

0.23±0.04

1.01±0.081）

0.55±0.063）

0.34±0.053）

0.28±0.043）

0.33±0.023）

SREBP1c/β-actin

0.27±0.02

0.95±0.061）

0.82±0.052）

0.68±0.043）

0.32±0.053）

0.55±0.033）

表 9　DLT 含药血清对 HepG2 细胞 TG、NEFA 水平的影响  （x̄ ± s，

n=3）

Table 9　 Effects of DLT-containing serum on TG and NEFA levels 

in HepG2 cells （x̄± s，n=3）

组别

CON 组

OA 组

BS 组

DLT 组

剂量

400 μmol·L-1

400 μmol·L-1+10%

400 μmol·L-1+10%

TG/mmol·L-1

0.12±0.03

0.43±0.011）

0.45±0.03

0.34±0.022）

NEFA/μmol·L-1

46.45±9.08

358.17±16.841）

355.67±11.22

153.99±9.373）

注：与 CON 组比较 1）P<0.01；与 OA 组比较 2）P<0.05，3）P<0.01
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组细胞 circCRIM1、SOX6 表达显著升高（P<0.01），
miR-342-3p 表达明显降低（P<0.05）。见表 10。

3.12　miR-342-3p 干扰对各组 HepG2 细胞 miR-342-

3p，SOX6 mRNA 表达的影响     与 CON 组比较，OA

组细胞 miR-342-3p 表达显著降低（P<0.01），SOX6

表达显著升高（P<0.01）；与 inhibitor NC 组比较，

miR-342-3p inhibitor 组细胞 miR-342-3p 表达显著降

低（P<0.01），SOX6 表 达 显 著 升 高（P<0.01）。 见

表 11。

3.13　DLT 对 HepG2 细胞相关基因表达变化的影

响     与 OA 组比较，DLT 组细胞 miR-342-3p 表达显

著升高（P<0.01），SOX6、PPARγ、LXRα、SREBP1c 

mRNA 表 达 明 显 降 低（P<0.05，P<0.01），OE-NC+

inhibitor NC 组相关基因表达无明显变化；与 DLT 组

比较，OE-NC+inhibitor NC+DLT 组相关基因表达无

明 显 变 化；与 OE-NC+inhibitor NC 组 比 较 ，OE-

circCRIM1+inhibitor NC 组细胞 miR-342-3p 表达明

显降低（P<0.05），SOX6、PPARγ、LXRα、SREBP1c 

mRNA 表达显著升高（P<0.01）；与 OE-circCRIM1+

inhibitor NC 组比较，OE-circCRIM1+inhibitor NC+

DLT 组细胞 DLT 组细胞 miR-342-3p 表达明显升高

（P<0.05），SOX6、PPARγ、LXRα、SREBP1c mRNA

表达显著降低（P<0.01），OE-circCRIM1+miR-342-3p 

inhibitor 组 细 胞 miR-342-3p 表 达 显 著 降 低

（P<0.01），SOX6、PPARγ、LXRα、SREBP1c mRNA

表 达 显 著 升 高（P<0.01）；与 OE-circCRIM1+

miR-342-3p inhibitor 组 比 较 ，OE-circCRIM1+

miR-342-3p inhibitor+DLT 组细胞 miR-342-3p 表达

显 著 升 高（P<0.01），SOX6、PPARγ、LXRα、

SREBP1c mRNA 表 达 显 著 降 低（P<0.01）。 见

表 12。

4 讨论

AS 在中医学中并无对应病名，根据其胸闷心

痛、心悸气短等临床证候，可归属于“胸痹”“心悸”

等范畴，多由年老体衰，脏气虚损，或饮食不节，过

食醇酒厚味，损伤脾胃，运化失司，津液不布，湿聚

成痰，痰浊阻滞脉道，血行不畅，久则成瘀，痰瘀互

结，痹阻脉络，发而为病。《临证指南医案》有云：“久

病入络，必有瘀血”，病程日久，痰浊痹阻，易致血

瘀；《血证论》亦载：“瘀血不行，则水积为痰”，痰浊

瘀血互为因果，相互搏结，痹阻脉络，为 AS 核心病

机，故防治应以化瘀祛痰为要。丹蒌片源自《金匮

要略》之瓜蒌薤白白酒汤，由加以化裁而成［19］。方

中瓜蒌甘寒清润，宽胸散结，涤痰化浊，直击病所；
薤白辛温通阳，下气行滞，宣痹散结，为君药；丹参、

川芎、赤芍、郁金、黄芪活血化瘀通络，补气，为臣

药；葛根化气生血，骨碎补补肾活血，佐之泽泻泻湿

降浊，诸药合用，共奏化瘀祛痰、通阳散结之功［20］，

契合 AS 病机。本研究通过饲喂 ApoE-/-小鼠高脂饲

料构建 AS 模型，结果显示模型组小鼠血脂异常、肝

功能损伤及肝脏脂质水平明显异常，肝脏组织出现

明显脂肪空泡，脂质沉积等病理改变。经不同剂量

注：A.CON 组；B.OA 组；C.BS 组；D.DLT 组

图 5　DLT 对 HepG2 细胞形态学的影响  （油红 O，×400）
Fig. 5　 Morphological changes of HepG2 cells in each group （Oil 

Red O，×400）

表 10　 circCRIM1 过 表 达 对 各 组 HepG2 细 胞 circCRIM1、miR-

342-3p、SOX6 mRNA 表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 10　 Effect of circCRIM1 overexpression on expression of 

circCRIM1， miR-342-3p， and SOX6 mRNA in HepG2 cells of 

each group （x̄± s，n=3）

组别

CON 组

OA 组

OE-NC 组

OE-circCRIM1 组

浓度

/μmol·L-1

400

400

400

circCRIM1

1.00±0.10

1.89±0.181）

1.95±0.27

2.73±0.2610）

miR-342-3p

1.00±0.09

0.63±0.061）

0.69±0.07

0.47±0.052）

SOX6

1.00±0.08

2.33±0.261）

2.32±0.40

4.10±0.383）

注：与CON组比较 1）P<0.01；与OE-NC组比较 2）P<0.05，3）P<0.01

表 11　 miR-342-3p 干 扰 对 各 组 HepG2 细 胞 miR-342-3p，SOX6 

mRNA 表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 11　Effect of miR-342-3p interference on expression of miR-

342-3p and SOX6 mRNA in HepG2 cells of each group （x̄± s，n=3）

组别

CON 组

OA 组

inhibitor NC 组

miR-342-3p inhibitor组

浓度/μmol·L-1

400

400

400

miR-342-3p

1.00±0.04

0.81±0.071）

0.75±0.03

0.46±0.022）

SOX6

1.00±0.04

1.72±0.052）

1.66±0.09

1.92±0.042）

注：与 CON 组比较 1）P<0.01；与 inhibitor NC 组比较 2）P<0.01
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DLT 溶液干预后，小鼠血清血脂、肝功能指标和肝

脏内脂质含量呈剂量依赖性改善，HE 和油红 O 染色

结果进一步表明 DLT 治疗能有效减轻肝脏脂质蓄

积，可见 DLT 对 AS 小鼠的血脂异常和肝脏脂质紊

乱具有一定的纠正作用。

miRNA 可通过 ceRNA 网络在多种疾病的发生

发展和治疗中扮演关键角色［21-22］。miR-342-3p 是

miR-342 家族的成员，其基因编码于人类 14 号染色

体的 14q32 区域［23］。现有研究揭示其可能与 AS 的

发生发展相关：在 AS 模型中，上调 miR-342-3p 能靶

向降低 Chi3l1 表达抑制内皮细胞炎症和血管平滑

肌 细 胞 激 活；且 miR-342-3p 模 拟 物 能 有 效 抑 制

THP-1 单核细胞的脂质摄取，减缓泡沫细胞的形

成［9，24］。因此本研究运用浏览器预测到 miR-342-3p

可能靶向 circRNA 3 个和 mRNA 120 个，据此构建

miR-342-3p 相关 ceRNA 调控网络图。在该网络中，

本研究重点关注了 circCRIM1 与 SOX6。既往研究

证实，敲低 circCRIM1 表达能够显著减轻脑缺血再

灌注造成的神经元凋亡，防止脑组织活性氧产生和

氧化应激失衡［25］，而氧化应激几乎参与并加速 AS

进展的全程，故 circCRIM1 可能是动脉粥样硬化及

其相关心脑血管疾病的潜在生物标志物。转录因

子 SOX6 是 SOX 蛋白家族的 D 组成员，其被证实能

通过促进脂肪生成引起肥胖继而引发肥胖相关代

谢性疾病［26］，这与 AS 的代谢紊乱基础密切相关。

本研究发现在 AS 模型小鼠的肝脏组织及 OA 诱导

的 HepG2 细胞中，circCRIM1 与 SOX6 mRNA 表达

上调，miR-342-3p 表达下调；经 DLT 干预后，以上分

子表达有所逆转。在 OA 诱导的 HepG2 细胞中，过

表达 circCRIM1 可使 miR-342-3p 下调并促进 SOX6 

mRNA 表达；干扰 miR-342-3p 后，SOX6 mRNA 表达

上 调 。 结 合 双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 实 验 表 明

circCRIM1 可作为 miR-342-3p 的海绵分子，SOX6 是

miR-342-3p 的靶基因。

研究发现，转录因子 SOX6 可通过激活成脂调

节因子 PPARγ来调节脊椎动物物种的脂肪生成［26］。

PPARγ是脂质代谢的主要调节因子，它能刺激血浆

脂联素浓度增加，促进肝脏和骨骼肌中的游离脂肪

酸氧化，改善胰岛素敏感性，减少肝脏中的葡萄糖

生成［27］；然而，PPARγ也会促进前脂肪细胞分化和

脂肪酸合成，导致体质量增加、血脂异常升高［28］。

PPARγ通常与视黄醛 X 受体（RXR）形成异源二聚

体，激活靶基因 LXRα的转录来调控脂质代谢［29］。

随后，LXRα与 RXR 结合，并作用于 SREBP1 启动

子 ，调 控 其 表 达［30］。 作 为 下 游 关 键 效 应 分 子 ，

SREBP1 的亚型 SREBP1c是调控脂肪酸从头合成与

肝脏脂肪生成的关键转录因子，其活性直接影响肝

脏 TG 水平［31］。本研究发现：AS 小鼠肝脏组织中

PPARγ、LXRα、SREBP1c mRNA 和蛋白表达显著升

高，给与不同剂量 DLT 可有效逆转上述分子异常表

达。在 OA 诱导 HepG2 细胞构建脂质沉积的基础上

过 表 达 circCRIM1、干 扰 miR-342-3p 后 PPARγ、

LXRα、SREBP1c mRNA 水平升高，DLT 含药血清可

逆 转 上 结 果 ，这 表 明 DLT 可 能 通 过 circCRIM1/

miR-342-3p/SOX6 介导脂肪酸合成减轻肝脏脂质沉

积，进而改善 AS。

综 上 所 述 ，DLT 可 以 通 过 调 控 circCRIM1/

miR-342-3p/SOX6 信号轴，下调关键转录因子 SOX6

的表达，进而抑制 PPARγ介导的肝脏脂肪酸从头合

成减轻肝脏脂质沉积，最终改善 AS 病理进程。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。

表 12　各组 HepG2 细胞 miR-342-3p，SOX6、PPARγ、LXRα、SREBP1c mRNA 水平变化  （x̄± s，n=3）

Table 12　Change in expression levels of miR-342-3p， SOX6， PPARγ， LXRα， and SREBP1c mRNA in HepG2 cells of each group （x̄ ± s，n=3）

组别

OA 组

DLT 组

OE-NC+inhibitor NC 组

OE-NC+inhibitor NC+DLT 组

OE-circCRIM1+inhibitor NC 组

OE-circCRIM1+inhibitor NC+DLT 组

OE-circCRIM1+miR-342-3p inhibitor组

OE-circCRIM1+miR-342-3p inhibitor+DLT 组

浓度

400 μmol·L-1

400 μmol·L-1+10%

400 μmol·L-1

400 μmol·L-1+10%

400 μmol·L-1

400 μmol·L-1 +10%

400 μmol·L-1

400 μmol·L-1+10%

miR-342-3p

1.00±0.05

1.32±0.052）

0.93±0.03

1.35±0.04

0.79±0.023）

0.94±0.025）

0.41±0.076）

0.73±0.057）

SOX6

1.00±0.10

0.60±0.052）

0.98±0.12

0.62±0.07

1.28±0.094）

0.92±0.026）

1.54±0.106）

1.08±0.037）

PPARγ

1.00±0.08

0.63±0.042）

0.91±0.07

0.53±0.06

1.33±0.064）

0.81±0.096）

2.03±0.166）

1.5±0.177）

LXRα

1.01±0.16

0.70±0.051）

0.93±0.01

0.54±0.07

1.34±0.114）

0.95±0.056）

1.65±0.146）

1.29±0.117）

SREBP1c

1.00±0.07

0.40±0.032）

0.88±0.11

0.34±0.03

1.35±0.104）

0.94±0.066）

1.82±0.126）

1.28±0.127）

注：与 OA 组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 OE-NC+inhibitor NC 组比较 3）P<0.05，4）P<0.01；与 OE-circCRIM1+inhibitor NC 组比较 5）P<0.05，
6）P<0.01；与 OE-circCRIM1+miR-342-3p inhibitor组比较 7）P<0.01
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