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Abstract. T�� ������� ����� ����� �� ��������� ��� ������-T�� ������� ����� ����� �� ��������� ��� ������-
���� l�v�l �f cl�����-2 (CLDN2) �� ��� ���������l bl��� �f 
�������� w��� ������, ��� �� ��v����g��� ��� ��������l f��c���� 
��� ��c������ �f �c���� �� v��c�l�� �������l��l ��j���. A 
����l �f 25 �������� w��� ������ w��� ��cl���� �� ��� ������� 
�����. R�v���� �����c�������-q���������v� PCR w�� ���� �� 
��������� CLDN2 l�v�l� �� ���������l bl���. HUVEC� ���bl� 
���������g CLDN2 w��� �������� ��� C�ll C������g K��-8, 
flow cytometry and Transwell assays were performed to study 
��� ���l�f�������, ��������� ��� ��g������ �f HUVEC�, �����c-
��v�l�. U���g b����f������c�, ��c��RNA (��R) ��l�c�l�� ���� 
������c� w��� CLDN2 w��� �����c���. A ���l l�c�f����� �������� 
����� w�� ���� �� ���� w������ ��R-331 ��g�l���� CLDN2. 
W������ bl�����g w�� ���l���� �� ��������� CLDN2 ������� 
����������. I� ��������, in vitro �����f�c���� �f HUVEC� w��� 
��R-331 ����c� w�� ���f����� �� ���� ��� ���c�� �ff�c�� �f 
��R-331 �� ��� c�ll f��c���� c���g�� ����c�� b� CLDN2. T�� 
����l�� ����c���� ���� �l�v���� CLDN2 ���������� �l����� ��� 
���l�f������� ��� c�ll c�cl� �f ���������l v��c�l�� �������l��l 
c�ll�. CLDN2 �v������������ ����b���� HUVEC ���l�f������� 
v�� ��c������� ��� ����c����� w��� ��� c�ll c�cl�. CLDN2 
�RNA l�v�l� �� ��� ���������l bl��� �f �������� w��� ������ 
w��� ��g��f�c���l� ��g��� ���� ����� �� ���l��� ��bj�c��. 
U���g�l���� CLDN2 ���������� �������� ��� ��������� �f 
HUVEC�, b�� ����c�� ����� ���l�f������� ��� ��g������. 
N���bl�, ��R-331 w�� �bl� �� b��� w��� CLDN2 �RNA ��� 
��g�l��� ��� ����������. U���g�l����� �f ��R-331 ������-
���� ����b���� ��� ���������� �f CLDN2 ��� �������� ����l� 
�����l ���l�f�������, ��������� ��� ��g������ �� HUVEC�. 
T�� ������� ����� ������������ ���� CLDN2 ���������� �� 
�l�v���� �� ���������l bl��� f��� �������� w��� ������, ��� 
�������� ��� ��j��� �f v��c�l�� �������l��l c�ll�. I� ��������, 
��R-331 �����c������ �� ��� ����c� ��g�l����� �f CLDN2, ��� 

����g�l����� �f ��R-331 ���������� ����b��� ��� ���������� �f 
CLDN2 ��� �������� c�ll�l�� f��c����� �� HUVEC�.

Introduction

S����� �� � c����� ������� w��� � w��l�w��� ��c����c� �f 
10% �ff�c���g �������� �� �������v� c��� ����� ���� �� ����c����� 
with the systemic inflammatory response syndrome caused 
b� ��f�c���� (1), ��� �� ����l� c����� b� �����g���c ��c��-
��g������ �� ������ ���� ��v��� ��� c��c�l����� ������ (2,3). 
T�� cl���c�l ����f��������� �f ������ ��cl��� f�v��, ��������� 
�f b����� ��� ���������l l��k�c������, ��� ��v��� ������ �� 
�cc�������� b� ��g�� ���f��c���� ��� ������ �������f�-
���� (4). W������ ����l� ���������, �� c�� ����l� �� �����c ���ck, 
w��c� c����� �c��� c��c�l����� f��l��� �� ����� (5). S����� �� � 
���g����� c�������� w��� � �����l��� ���� �f >40% b��w��� 
1993-2003 �� ��� U����� S����� �f A����c� (6). A� �������, ��� 
��������� f�� ������ �� ����l� b���� �� ��� c����c���� �f �����-
������l�g�c�l c���g��, ��� �� �ff�c��v� c��� �� �v��l�bl� (7).

T�� �����g������ �f ������ �� c���l�c����. T�� ��l���� �f 
large amounts of inflammatory mediators caused by infection 
��������� � c��c��� ���c���� �� �������c ������� ��� ��g���, 
forms a complex inflammatory network and ultimately causes 
c�ll ����g� (8,9). I� ��������, ��� �cc�����c� ��� ��v�l������ 
�f ������ ��� cl���l� ����c����� w��� �b�����l c��g�l�-
����, ������ ���f��c����, �b�����l g��� ����������, ������ 
����g� ��� ����� �����������l�g�c�l c���g�� (10). V��c�l�� 
�������l��l ��j��� �� ��� �f ��� �����l�g�c�l c���g�� �cc�����g 
�� ������ ��� �� ���v�� �� ��������� ��l� �� ��l� ��� ��v��� 
������ (3). W��� ������ �cc���, ������ ��� ��fl�������� 
f�c���� �� ��� bl��� c���� ����g� �� v��c�l�� �������l��l c�ll�. 
I� �������� �� ������c���� �f ��� v��c�l�� �������l��l b������, 
��� ����g�� �������l��l c�ll� ��� ����b�� ��c������ ���f��c-
���� (11). F����������, ����g�� �������l��l c�ll� c������� 
to secrete inflammatory factors to promote an inflammatory 
��������, l�����g �� ���f��c�����l v���c������c���� ��� 
��� �gg��v����� �f ������- ��� ��c��c��c�l����� �������f�-
���� (12,13). T����f���, ��� ������ �f v��c�l�� �������l��l c�ll� 
�� ��������� �� ��� ���������c� �f �����l v��c�l�� f��c�����, 
��� �� �� ��������� ���g�� �� ��� cl���c�l ��������� �f ������.

A ��g�� j��c���� �� � k�� c�ll ����c���� f�� ���������g ��� 
v��c�l�� �������l��l b������. I� �� cl���l� ����c����� w��� 
��� ��c���g� �f ��b����c�� ����g c�ll�, ��� ��c������ �f 
c���k���� ��� ��� ��g�l����� �f ��g��l��g ����w��� (14). 
Cl�����-2 (CLDN2) �� � ��g�� j��c����-����c����� ������� (15). 
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The claudin family currently has 24 identified members that 
��� ��v�lv�� �� ��� f�������� ��� ���������c� �f �����c�ll�l�� 
��g�� j��c����� (16). Ab�����l ���������� �f cl����� f���l� 
���b��� �� cl���l� ����c����� w��� v������ �����������l�g�c�l 
���c����� (17). Cl����� f���l� �������� ��� ��v�lv�� �� ��� 
regulation of the occurrence and development of inflammation 
�� ������� ��� ��g��� (18). I� ������, ��� �b�����l ���������� 
�f cl����� f���l� ���b��� �� ����c����� w��� ����� c�ll ���l�f-
�������, ���g ��������c�, ��������� ��� ������� ����������, ��� 
����� �������� ��� ���g��� �� ���g����� ��� ��������� (19). A 
����� ���w�� ���� ��� CLDN2 g��� �� ����c����� w��� c�����c 
���c��������, c�l���� ��� c��l��g���� (20). H�w�v��, �� ����, ��� 
��l� ��� ��g�l����� �f CLDN2 �� v��c�l�� �������l��l ��j��� 
��� ��� cl���.

M�c��RNA (��RNA/��R) �� � cl��� �f ���-c����g ���ll 
RNA� (18-22 ��cl�������) ���� b��� �� ��� 3'-�������l���� 
��g��� (UTR) �f ���g�� g���� ��� ��g�l��� ����� ���������� (21). 
A� �������, �� �� ��� cl��� w������ ��RNA� ��� ��v�lv�� �� ��� 
��g�l����� �f CLDN2 �����g v��c�l�� ��j���. I� � ���l������� 
b����f������c� ���l���� c����c��� b� ��� ������� ������c� 
����, �� w�� f���� ���� CLDN2 �RNA �� � ��������l ���g�� 
�f ��R-331. A��������ll�, �� ��� b��� �������� ���� ��R-331 
�� ����c����� w��� ��� PM2.5-����c�� ��j��� �f ����������� 
������l��l c�ll� (22). I� ��� ������� �����, ��� f��c���� ��� 
�������� ��g�l����� ��c������ �f CLDN2 �� v��c�l�� ����-
���l��l ��j��� ����c�� b� ������ ��� ��� ��l�� �f ��g�� j��c���� 
�������� �� ������ w��� ��v����g����.

Materials and methods

Patients. A ����l �f 25 �������� w��� ������ ���� ��c��v�� 
��������� �� L���� C�����l H������l (L����, C����) b��w��� 
D�c��b�� 2015 ��� D�c��b�� 2016 w��� ��cl���� �� 
��� ������� �����. T�� �������� c�������� 18 ��l�� ��� 
7 f���l�� w��� � ���� �g� �f 48.5±5.7 ����� ��� �g� ���g� 
�f 38-56 �����. T�� ��cl���� ������ �������� ��� ��� ��v� ��� 
��� �f ��� ��cl����� c�������: H������ �f ���������� ��������, 
���b����, ������������ ��� l��g-���� ����c�����. I� ��������, 
20 ���l��� ��bj�c�� (14 ��l�� ��� 6 f���l��) �g�� b��w��� 
22-45 ����� (���� �g�, 38±4.3 �����) w�� ��������k �����c�l 
����������� �� ��� ���� �������l �����g ��� ���� ��c����-
���� ���� w��� ��� �������� w��� ��cl���� �� � c�����l g����. 
P��������l bl��� (5 �l) w�� c�ll�c��� f��� �ll �������� ��� 
���l��� ��bj�c��. T� ��������� CLDN2 g��� ��� ��R-331 
����������, 250 µl bl��� w�� ����. T�� ��������g 4.75 �l w�� 
���� f�� ��� ���������� �f ����� b� c�����f�g����� �� 600 � g 
and 4˚C for 2 min. Serum samples were stored at ‑80˚C. All 
���c������ w��� �����v�� b� ��� E���c� C�������� �f L���� 
C�����l H������l. W������ ��f����� c������ w�� �b������ f��� 
�ll ��������.

Reverse transcription‑quantitative PCR (RT‑qPCR). P��������l 
bl��� (250 µl) w�� ����� w��� 750 µl TRIz�l® ���g��� (T����� 
Fisher Scientific, Inc.) for lysis. Then, total RNA was extracted 
����g ��� �����l-c�l���f��� ������. T�� c��c��������� ��� 
q��l��� �f RNA w�� �������� ����g UV ���c�������������. 
cDNA w�� �b������ b� RT f��� 1 µg RNA ����g ��� 
TIANSc���� II cDNA F���� S����� S�������� k�� (T���g�� 
B����c� C�., L��.) ��� RT �f ��RNA w�� ���f����� ����g 
��Rc��� ��RNA cDNA F���� S����� S�������� k�� (T���g�� 

B����c� C�., L��.) �cc�����g �� ��� ����f�c������' �����c�l�. 
B���F��� SYBR-G���� qPCR ��� k�� (B������� I�������� �f 
B����c���l�g�) w�� ���� �� ����c� �RNA ���������� �f 
CLDN2, ����g GAPDH �� �������l ��f����c�. T�� ������ 
��q���c�� w���: CLDN2, f��w���, 5'-CCTTTATCACCTCAG 
CCCGT-3' ��� ��v����, 5'-GCTACCGCCACTCTGTCTTT-3'; 
��� GAPDH, f��w���, 5'-CGGAGTCAACGGATTTGGTCG 
TAT-3' ��� ��v����, 5'-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAA 
GAC‑3'. The thermocycling conditions were as follows: 95˚C for 
10 min, followed by 40 cycles of 95˚C for 1 min and 60˚C for 
30 ��c. T�� ���������� �f ��R-331 w�� ���������� b� ��Rc��� 
��RNA RT-PCR k�� (T���g�� B����c� C�., L��.), ����g U6 �� 
�������l ��f����c�. P����� ��q���c�� w���: ��R-331, 
5'-GCCCCUGGGCCTATCCTAGAA-3' (���gl� ������ ������); 
��� U6, f��w���, 5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3' ��� ��v����, 
5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'. T�� ������c�cl��g 
conditions were as follows: 95˚C for 10 min, followed by 
40 cycles of 95˚C for 1 min and 60˚C for 30 sec. The 2-ΔΔCq 
������ (23) w�� ���� �� c�lc�l��� ��l���v� ���������� �g����� ��� 
�������l ��f����c�. E�c� ����l� w�� ������ �� ����l�c���.

Cells. HUVEC� (T�� C�ll B��k �f T��� C�l���� C�ll�c���� 
�f ��� C������ Ac����� �f Sc���c��) w��� c�l����� �� 
RPMI-1640 ������ (BD B���c���c��) ����l������� w��� 
10% FBS (BD Biosciences) at 37˚C and 5% CO2. A ����l �f 
2�105 c�ll�/w�ll w��� ������ �� 24-w�ll �l���� ��� ��v���� 
���� ��g���v� c�����l (NC) ��� ������ g�����. W��� ���c���g 
70‑90% confluence, 250 µl serum from sepsis patients and 
250 µl RPMI-1640 w��� 10% FBS w��� ����� �� ��� c�ll� �� 
��� ������ g����, ��� 250 µl ����� f��� ���l��� ��bj�c�� ��� 
250 µl RPMI-1640 w��� 10% FBS w��� ����� �� ��� c�ll� �� 
��� NC g����. HUVEC� w��� c�l����� f�� 24 � b�f��� ��b��-
q���� ����� w��� ���f����� �� ���v����l� ���c��b�� (24,25).

T� �����f�c� HUVEC� w��� ��R-NC (c��. ��. B04001; 
S���g��� G���P����� C�., L��.) �� ��R-331 ����c� 
(5'-CTAGGTATGGTCCCAGGGATCC-3';  S���g��� 
G���P����� C�., L��.) c�ll� (2�105) w��� ������ �� 24-w�ll 
�l���� ��� c�l����� �� RPMI-1640 w��� 10% FBS ����l 70% 
confluence was reached. In the first vial, 1.5 µl miR‑331 mimic 
(20 ���l/µl; H��b�� B����c���l�g� C�., L��.) w�� ����� w��� 
50 µl Opti‑MEM (Thermo Fisher Scientific, Inc.). In the second 
vial, 1 µl Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific, Inc.) 
w�� ����� w��� 50 µl O���-MEM. Af��� ��c�b����� �� ���� 
����������� f�� 5 ���, ��� �w� v��l� w��� c��b���� ��� ��c�-
b���� �� ���� ����������� f�� 20 ���. T���, ��� �������� w��� 
����� �� c�ll� �� ��� �����c��v� g�����. S�� ����� l����, ��� 
������ w�� ���l�c�� w��� RPMI-1640 w��� 10% FBS. Af��� 
c�l��v����� f�� 48 �, c�ll� w��� c�ll�c��� f�� f������ ������.

F�� ��f�c���� w��� Lv-����-CLDN2 �v������������ v�c���, 
HUVEC� (1�105) w��� ������ �� 24-w�ll �l���� ��� c�l����� 
until 70% confluence was reached. Then, Lv‑puro‑NC and 
Lv-����-CLDN2 l����v���l v�c���� w��� ����� �� ��� c�ll� 
(��l���l�c��� �f ��f�c����, 20; H��b�� B����c���l�g� C�., L��.). 
After incubation at 37˚C with 5% CO2 f�� 12 �, ��� ������ 
w�� ���l�c�� w��� RPMI-1640 c��������g 1 µg/�l ������c�� 
(c��. ��. A1113803; G�bc�; T����� F����� Sc�����f�c, I�c.) 
����� �� c�l��v����� f�� � f������ 72 �.

F�� ���c�� �����������, HUVEC� (2�105) f��� ��� NC ��� 
CLDN2 �v������������ g����� w��� ������ �� 24-w�ll �l���� 
containing RPMI‑1640 with 10% FBS. When 60% confluence 
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w�� ���c���, HUVEC� w��� �����f�c��� w��� ��R-NC ��� 
��R-331 ����c� �� ���c��b�� �b�v�. Af��� c�l��v����� f�� 48 �, 
c�ll� w��� c�ll�c��� f�� f������ ���l����.

CCK‑8 assay. HUVEC� (2�103 c�ll�/w�ll) �� ��� NC, CLDN2 
����c� ��� ���c�� (��R-331 ����g�l�����) g����� w��� ������ 
�� 96-w�ll �l����. A� 0, 24, 48 ��� 72 �, 20 µl CCK-8 (5 g/l) 
was added to the cells, which were then incubated at 37˚C for 
30 ���. T���, ��� �b���b��c� w�� �������� �� 490 �� ��� ��� 
����l�� w��� ���� �� �l�� c�ll ���l�f������� c��v��. E�c� g���� 
w�� ������ �� ����� ���l�c��� w�ll� ��� ��� ���� v�l��� w��� 
����������.

Flow cytometry. A� 24 � �f��� �����f�c����, c�ll� (1�106) 
f��� ��c� g���� w��� w����� w��� ���-c��l�� PBS (2X) ��� 
subjected to flow cytometry using the Cell Cycle Assay kit 
(BD B���c���c��) �� ����c� ��� c�ll c�cl� ������b����� �cc�����g 
�� ��� ����f�c�����'� ������c�����. T�� ���� w��� ���l�z�� 
����g M��F�� ��f�w��� (v4.1; V����� S�f�w��� H����, I�c.).

Af��� ��������� w��� ����� f��� ���l��� ��bj�c�� �� 
������ �������� f�� 24 �, HUVEC� (1�106) �� ��c� g���� w��� 
w����� w��� ���-c��l�� PBS (2X) ��� ��bj�c��� �� fl�w 
c�������� ����g ��� ANXN V-FITC A�������� D���c���� k�� I 
(BD B���c���c��) �� ����c� ��������� �cc�����g �� ��� ����-
f�c�����'� ������c�����. A������ V-������v� c�ll� w��� ���l� 
��������c, PI-������v� c�ll� w��� ��c����c ��� ���bl�-������v� 
c�ll� w��� l��� ��������c (C�llQ���� v5.1; BD B���c���c��).

Transwell assay. I� ��� ����� c���b�� �f 24-w�ll T����w�ll 
c���b��� (���� ��������, 8 µ�; C�����g I�c.), 200 µl 
�����-f��� RPMI-1640 c��������g 2�105 HUVEC� f��� 
��c� g���� w�� �����. I� ��������, 600 µl RPMI-1640 w��� 
10% FBS w�� ����� �� ��� l�w�� c���b��. Af��� 24 �, ��� 
T����w�ll ������ w�� ����v�� ��� ��� c�ll� �� ��� ����� 
chamber were wiped off. After fixing with 4% formaldehyde 
�� ���� ����������� f�� 10 ���, ��� ���b���� w�� ������� 
����g G����� �������g �� ���� ����������� f�� 2 ��� f�� l�g�� 
��c���c���c �b���v����� �f f�v� ������ f��l�� (��g��f�c�-
����, �100). T�� ���b�� �f ��g����� c�ll� w�� c�lc�l����.

Western blotting. C�ll� �� ��c� g���� w��� ��������z�� ��� 
c�ll�c���. P��c��l�� RIPA l���� b�ff�� (600 µl; B������� 
I�������� �f B����c���l�g�) w�� ����� �� ��� ����l��. Af��� 
l���� f�� 30 ��� �� �c�, ��� ������� w�� c�����f�g�� �� 
14,000 x g for 10 min at 4˚C. The protein concentration in 
��� ����������� w�� ���������� b� b�c��c������c �c�� �����. 
P������ ����l�� (20 µg) w��� ���� ����� w��� 5X SDS l�����g 
b�ff�� b�f��� ������������ �� � b��l��g w���� b��� f�� 10 ���. 
T���, ����l�� (15 µg) w��� ��������� �� 10% SDS-PAGE g�l� 
and transferred to polyvinylidene difluoride membranes on 
�c�. M��b����� w��� bl�ck�� w��� 50 g/l �k����� ��lk �� 
���� ����������� f�� 1 � f�ll�w�� b� ��c�b����� w��� ��bb�� 
����-����� CLDN2 ��l�cl���l ������� ����b��� (1:1,000; c��. 
��. �b53032; Abc��) ��� ����� ����-����� GAPDH ������� 
����b��� (1:4,000; c��. ��. AF0006; B������� I�������� �f 
Biotechnology) at 4˚C overnight. After washing with PBS 
containing Tween‑20 (1%) five times at room temperature for 
5 ���, ��� ���b����� w��� ��c�b���� w��� g��� ����-��bb�� 
(c��. ��. �c-2004) ��� g��� ����-����� (c��. ��. �c-2005) 
������gl�b�l�� G ����������� ����������-c��j�g���� 

��c������ ����b����� (1:3,000; S���� C��z B����c���l�g�, 
I�c.) f�� 1 � �� ���� ����������� b�f��� ��������g ��� w�����g 
����. M��b����� w��� ��v�l���� ����g �� �����c�� c����-
l������c��c� ����c���� k�� (S�g��-Al���c�; M��ck KG�A) 
f�� ���g��g. I��g� l�b v3.0 (B��-R�� L�b���������, I�c.) w�� 
���� �� ���l�z� ��� ��g��l� ��� ��� CLDN2/GAPDH ����� w�� 
����������.

Bioinformatics. T� ���������� ��� ��g�l����� ��c������ �f 
CLDN2, T��g��Sc�� (����://www.���g���c��.��g) w�� ���� �� 
�����c� ��RNA ��l�c�l�� ���� ��� ��g�l��� CLDN2.

Dual luciferase reporter assay. B���� �� ��� b����f������c� 
����l��, w�l�-���� (WT) ��� ������ ���� ��g���� �f ��� 
3'-UTR �f CLDN2 ���� �� �����c��� �� ������c� w��� ��R-331 
w��� ��������z�� in vitro ���l�z��g ��� SpeI ��� Hin�III 
������c���� ����� ��� cl���� ���� ��� �MIR-REPORT l�c�f-
����� �������� �l����� (c��. ��. D2106; B������� I�������� 
�f B����c���l�g�). Pl������ (0.5 µg) c��������g ��� ��g���v� 
c�����l (NC) f�� ��� WT, ��� WT, ��� NC f�� ������ �� ��� 
������ 3'-UTR ��q���c�� w��� c�-�����f�c��� w��� ��R-331 
����c� (100 �M; 5'-CTAGGTATGGTCCCAGGGATCC-3'; 
S��g�� B����c� C�., L��.) ���� 293 c�ll� (T�� C�ll B��k �f 
T��� C�l���� C�ll�c���� �f ��� C������ Ac����� �f Sc���c��) 
����g L���f�c������™ 2000 �cc�����g �� ��� ����f�c�����'� 
instructions (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc.). After 
c�l��v����� f�� 24 �, c�ll� w��� l���� ��� ���l�z�� ����g ��� 
���l l�c�f����� �������� ����� k�� (P����g� C����������) 
�cc�����g �� ��� ����f�c�����'� ������c����� ��� ��� fl��-
���c��c� ��������� w�� �������� ����g � Gl�M�� 20/20 
l���������� (P����g� C����������). Renilla w�� ���� �� �� 
�������l ��f����c�.

Statistical analysis. T�� ����l�� w��� ���l�z�� ����g 
SPSS 17.0 (IBM C���.). T�� ���� ��� ��������� �� ��� 
mean ± standard deviation (n≥3). Comparisons between two 
g����� w��� ���f����� ����g S������'� �-����. C���������� �f 
>2 g����� w��� ���f����� b� ���-w�� ANOVA f�ll�w�� b� 
S������-N�w���-K��l� �����. S�������'� c����l����� ���l���� 
w�� ���f����� �� ������ c����l�����. P<0.05 w�� c��������� �� 
indicate a statistically significant difference.

Results

Elevated CLDN2 expression alters the proliferation and cell 
cycle of peripheral vascular endothelial cells. T� ��������� 
��� ���������� �f CLDN2 ��� ���������� ��w �� �ff�c�� ��� 
c�ll�l�� f��c���� �f HUVEC�, RT-qPCR, W������ bl�����g, 
CCK‑8 and flow cytometry assays were performed. The data 
���w�� ���� CLDN2 �RNA l�v�l� �� ��� ���������l bl��� 
from patients with sepsis were significantly higher than those 
�� ���l��� ��bj�c�� (P<0.05; F�g. 1A). S���l��l�, CLDN2 
������� ���������� �� HUVEC� ������� w��� ����� f��� 
patients with sepsis was significantly increased compared with 
���� �� HUVEC� ������� w��� ����� f��� ���l��� ��bj�c�� 
(P<0.05; F�g. 1B). T�� CCK-8 ����� ���w�� ���� ��� ���l�f���-
tion of HUVECs in the sepsis group was significantly reduced 
c������� w��� ���� �� ��� ��g���v� c�����l g���� �f��� 48 ��� 
72 � (P<0.05; F�g. 1C). Fl�w c�������� ������������ ���� ��� 
��������� �f HUVEC� w��� ����� f��� �������� w��� ������ 
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��c������ ���������� f��� ��� G1 ����� �� ��� S ����� �f ��� 
c�ll c�cl� c������� w��� ���� �� HUVECS ������� w��� ����� 
f��� ���l��� c�����l� (P<0.05; F�g. 1D). T�� ����l�� ��gg��� 
���� �l�v���� CLDN2 ���������� �l����� ��� ���l�f������� ��� 
c�ll c�cl� �f ���������l v��c�l�� �������l��l c�ll�.

CLDN2 overexpression inhibits the proliferation of HUVECs 
via mechanisms other than those affecting the cell cycle. T� 
���� ��w CLDN2 �v������������ �ff�c��� ��� ���l�f������� �f 

HUVEC�, �� ���l����, ��cl����g CCK-8 ������ w�� ���f�����. 
W������ bl�����g ������������ ���� ��� ���������� �f CLDN2 
�� HUVEC� �����f�c��� w��� � CLDN2 �v������������ v�c��� 
was significantly higher than that in HUVECs transfected 
w��� ��� NC v�c��� (P<0.05; F�g. 2A). T�� ����l�� �f ��� CCK-8 
����� ���w�� ���� ��� ���l�f������� �f HUVEC� �v�����������g 
CLDN2 was significantly lower compared with that of the NC 
group after 48 and 72 h (P<0.05; Fig. 2B). In addition, flow 
c��������c ���l���� ���w�� ���� ��� �v������������ �f CLDN2 

F�g��� 1. E��������� �f CLDN2 ��� ��� ����c������ w��� ������. (A) E��������� �f CLDN2 �RNA �� ���������l bl��� f��� �������� w��� ������. R�v���� 
�����c�������-q���������v� PCR w�� ���� �� ��������� ��� ���������� �f CLDN2 �RNA *P<0.05 v�. ���l��� ��bj�c��. (B) E��������� �f CLDN2 ������� �� 
HUVEC� ��c�b���� w��� ����� f��� ���l��� ��bj�c�� �� �������� w��� ������ �� ���������� ����g W������ bl�����g. (C) P��l�f������� �f HUVEC� ��c�b���� 
w��� ����� f��� ���l��� ��bj�c�� �� �������� w��� ������ ���������� ����g � C�ll C������g K��-8 �����. *P<0.05 v�. NC. (D) C�ll c�cl� ������b������ �f HUVEC� 
incubated with serum from healthy subjects or patients with sepsis detected using flow cytometry. *P<0.05 v�. NC. C��������� b��w��� �w� g����� w�� 
c������ ��� ����g S������'� �-����. CLDN2, cl�����-2; NC, ��g���v� c�����l, ����� f��� ���l��� ��bj�c��.
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did not significantly change the ratio of cells in the G1, S and 
G2/M ������ �f ��� c�ll c�cl� c������� w��� ����� �� ��� NC 
g���� (P>0.05; F�g. 2C). T���� ����l�� ����c��� ���� CLDN2 
�v������������ ��� ����b�� ��� ���l�f������� �f HUVEC� v�� 
��c������� ����� ���� v�� �ff�c���g ��� c�ll c�cl�.

CLDN2 overexpression promotes the apoptosis of HUVECs. 
T� ������� w������ CLDN2 �v������������ �ff�c��� ��� 
apoptosis of HUVECs, flow cytometry was performed. The 
data showed that number of apoptotic cells was significantly 
��g��� �� HUVECS �v�����������g CLDN2 c������� w��� 
��� NC g���� (P<0.05; F�g. 3). T�� ����l� ��gg��� ���� CLDN2 
�v������������ �������� ��� ��������� �f HUVEC�.

CLDN2 overexpression inhibits HUVEC migration. T� 
������� ��� ��g������ �b�l��� �f HUVEC�, T����w�ll ������ 
w��� ���l����. T�� ���� ���w�� ���� ��� ���b�� �f ��g����� 
c�ll� w�� ��g��f�c���l� ����c�� �� CLDN2 �v�����������g 
c�ll� c������� w��� ��� NC g���� (P<0.05; F�g. 4). T�� ����l� 
����c���� ���� ��� �v������������ �f CLDN2 ����b��� HUVEC 
��g������.

miR‑331 binds to the 3'‑UTR of CLDN2 and regulates its 
expression. T��g��Sc�� ���l���� ����c���� ���� ��R-133 ��� 
b��� �� ��� 3'-UTR �f CLDN2 (F�g. 5A). T� ����c� ��� ������c-
���� b��w��� ��R-331 ��� CLDN2, � ���l l�c�f����� �������� 
����� w�� ���f�����. Renilla �c��v��� �� c�ll� c�-�����f�c��� 
w��� �g���R-331 ��� �MIR-REPORT-WT l�c�f����� �������� 
�l������ w�� ��g��f�c���l� l�w�� ���� �� ��� NC g���� 
(P<0.05; F�g. 5B). B� c�������, ��� �c��v��� �f c�ll� c�-�����-
f�c��� w��� �g���R-331 ��� ��� �MIR-REPORT-������ 
luciferase reporter plasmids was not significantly different 
f��� ���� �� ��� NC g���� (P>0.05; F�g. 5B). T�� ����l�� 
��gg��� ���� ��R-331 c�� b��� �� ��� 3'-UTR �f CLDN2 
�RNA ��� ��g�l��� ��� ����������.

Upregulation of miR‑331 expression inhibits the expression of 
CLDN2 and restores the proliferation, apoptosis and migra‑
tion of HUVECs. T� ����� ��� ����c������ �f ��R-331 w��� 
CLDN2 ���������� �� ��� ���������l bl��� �f �������� w��� 
������, � c����l����� ���l���� w�� ���f�����. T�� ���� ����-
c��� ���� ��R-331 ���������� w�� ��g���v�l� c����l���� w��� 
CLDN2 �RNA ���������� �� 15 �������� w��� ������ (F�g. 6A). 

F�g��� 2. Eff�c� �f CLDN2 �v������������ �� ��� ���l�f������� ��� c�ll c�cl� �f HUVEC�. (A) E��������� �f CLDN2 ������� �� HUVEC� �����f�c��� w��� 
NC �� CLDN2 �RNA �� ���������� ����g W������ bl�����g. (B) P��l�f������� �f HUVEC� �����f�c��� w��� NC �� CLDN2 �RNA ���������� ����g � C�ll 
Counting Kit‑8 assay. (C) Cell cycle of HUVECs transfected with NC or CLDN2 mRNA detected using flow cytometry. *P<0.05 v�. NC. C��������� b��w��� 
�w� g����� w�� c������ ��� ����g S������'� �-����. CLDN2, cl�����-2; NC, ��g���v� c�����l.
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F�g��� 3. Eff�c� �f CLDN2 �v������������ �� ��� ��������� �f HUVEC�. Fl�w c�������� w�� ���� �� ����c� ��������� ��� �� c�lc�l��� ��� ��������c ����. 
*P<0.05 v�. NC. C��������� b��w��� �w� g����� w�� c������ ��� ����g S������'� �-����. CLDN2, cl�����-2; NC, ��g���v� c�����l.

Figure 4. Effect of CLDN2 overexpression on the migration of HUVECs. Transwell assay was used to examine the migration ability of cells. Magnification, x100. 
*P<0.05 v�. NC. C��������� b��w��� �w� g����� w�� c������ ��� ����g S������'� �-����. CLDN2, cl�����-2; NC, ��g���v� c�����l.
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RT-qPCR ���l���� c��f����� ���� ��� ���������� l�v�l �f 
��R-331 �� HUVEC� �����f�c��� w��� ��R-331 ����c� w�� 
significantly higher than that in HUVECs transfected with 
��R-NC (P<0.05; F�g. 6B). A� ��� c�ll�l�� l�v�l, ��� CLDN2 
������� ���������� �� HUVEC� �����f�c��� w��� ��R-331 
mimics was significantly lower than that in the miR‑NC group 
(P<0.05; F�g. 6C). I� ��� CCK-8 �����, ���c�� ����������� 
showed that the upregulation of miR‑331 significantly increased 
��� �b���b��c� �� 48 �� 72 � �� HUVEC� �v�����������g 
CLDN2 (���c�� g����) c������� w��� ���� �� HUVECS �v��-
���������g CLDN2 ��� �����f�c��� w��� ��R-NC (CLDN2 
g����) (P<0.05), ��� �������� ��� �b���b��c� �� l�v�l� ����l�� 
�� ����� �� ��� NC g���� (P>0.05; F�g. 6D). Fl�w c�������� 
showed that the upregulation of miR‑331 significantly reduced 
��� ��������c ���� �� ��� ���c�� g���� c������� w��� ���� �� 
��� CLDN2 g���� (P<0.05), ��� �������� ��������� �� � l�v�l 
����l�� �� ���� �� ��� NC g���� (P>0.05; F�g. 6E). I� ��������, 
��� T����w�ll ����� ���w�� ���� ��� ����g�l����� �f ��R-331 
��g��f�c���l� �l�v���� ��� ��g������ �b�l��� �f ��� ���c�� 
g���� c������� w��� ���� �� ��� CLDN2 g���� (P<0.05), 
��� ������ �� �� � l�v�l c������bl� w��� ���� �f ��� NC g���� 
(P>0.05; F�g. 6F). T�� ����l�� ����c��� ���� ����g�l����� �f 
��R-331 ���������� ����b��� ��� ���������� �f CLDN2 ��� 
�������� ����l� �����l ���l�f�������, ��������� ��� ��g������ 
�� HUVEC�.

Discussion

S����� �� � cl���c�ll� c����� c���l�c�����. W������ ����l� 
treatment, it often induces systemic inflammatory responses, 
c��c�l����� f��l���, �������c ��g�� ����g� �� �v�� ����� (26). 
V��c�l�� �������l��l c�ll� ��� ������l b������� �� ��� w�ll� 
�f bl��� v����l�, ��� ��g�� j��c���� �������� c�� c����l��k 
�������l��l c�ll� ��c����c�ll�, ��g�l��� ��� ��������� �f 
�����c�ll�l�� ��� �����c�ll�l�� ��b����c��, ��� �������� 
��� v��c�l�� �������l��l b������ (27). I� ��� ������� �����, �� 
w�� ���c�v���� ���� ��� �RNA �f ��� ��g�� j��c���� ������� 
CLDN2 �� ����g�l���� �� ��� ���������l bl��� �f �������� w��� 
������. In vitro ����������� ��v��l�� ���� ����� f��� �������� 
w��� ������ �������� ��� ���������� �f CLDN2 �� HUVEC�, 
w��c� ����b���� ��� ���l�f������� ��� ��g������ �f HUVEC�, 
��� �������� ���������.

CLDN2 �� � ���b�� �f ��� cl����� f���l�. Cl����� �������� 
�l�� ��������� ��l�� �� ��� f�������� ��� ���������c� �f ��g�� 

j��c����� ����g c�ll� (28). T�g�� j��c����� ��v��� ��� ������-
l��l �l���� ���b���� ���� ���c�l ��� b���l �����, ����l���g �� 
c�ll ��l�����, b�� ��v� ��l�c��v� ������b�l��� �� ��ff����� ����� 
�f ��l�c�l�� ��� ���� (29). I� ��� b��� ���c�v���� ���� ��� 
�b�����l ���������� �f CLDN2 ������� �� cl���l� ����c����� 
with cell proliferation, migration, apoptosis and inflammation. 
F�� �����l�, ��� �b�����l ���������� �f CLDN2 �� �������l 
����l ��b�l�� ������l��l c�ll� �f��� l���� �� ���������, ��c����� 
��� ����c�����, w��c� ����c�� ��� �cc�����c� �f �c��� ��b�l�� 
��c����� (30). T�� ��f�c���� �f �������l��l c�ll� w��� KSHV 
��w���g�l���� ��� ���������� �f CLDN2, ����l���g �� ������-
���� �f ��� �������l��l c�ll b������ (31). D��������� CLDN2 
���������� �l�� ���v�� �� ��������� ��l� �� ����� c�ll�. F�� 
�����l�, D� et al (32) f���� ���� S��-B-����c�� ��l��c��g �f 
��� CLDN2 g��� �������� ��� �����l ���������� �f l��g c��c�� 
c�ll� �� ��c�. I� ��������, CLDN2 c�� b� ���� �� �� ����c���� 
f�� ��� ���g����� �f b����� c��c��, ��� ��g��� ���������� �f 
CLDN2 ����ll� c���������� �� w���� ���g����� (33). I� ��� 
������� �����, �� w�� f���� ���� ��� ���������� �f CLDN2 
�RNA �� ��� ���������l bl��� �f �������� w��� ������ w�� 
significantly higher than in healthy subjects, and it was hypoth-
���z�� ���� CLDN2 ��� b� ����c����� w��� ������ ��� v��c�l�� 
�������l��l ��j���. F�� HUVEC� c�l����� �� ��� ������c� �f 
����� f��� �������� w��� ������, ��� ���������� �f CLDN2 
w�� ��g��f�c���l� �l�v����, ��� ���l�f������� ��� ��g������ 
�f ��� HUVEC� w��� ����c��, ��� ��������� w�� ��c������. 
F����������, ����g�l����� �f CLDN2 ���������� ����b���� ��� 
���l�f������� ��� ��g������ �f HUVEC�, ��� �������� ����� 
���������. T���� ����l�� �l�� ��gg��� ���� CLDN2 �������� 
��� ����g� �f HUVEC� ��� ��� ���v� �� ��������� ��l� �� 
v��c�l�� �������l��l ��j��� �� ������.

��R-331 �� � ���� �f ��RNA ���� �� l�c���� �� 12q22 (34). 
I� �� �������l�z�� l�����bl������ c�ll l���, ��R-331 w�� 
���w� �� b� ����c����� w��� ��� ���������� �f � v������ �f c�ll 
c�cl�-����c����� �RNA�, ��gg�����g ���� ��R-331 ��� b� 
����c����� w��� c�ll ���l�f������� (35). Al��, � ����� ��v��l�� 
���� �53 ��f�c���c� ����c�� ��� ���������� �f ��R-331 �� 
����� ��� ��b��� ��v�l������ (36). F����������, �� ��� 
b��� �������� ���� ��R-331-3� �� �b�����ll� ��������� �� � 
���b�� �f ������, ��c� �� g�����c ��� �������� c��c��, ��� 
�� cl���l� ����c����� w��� ��� ���l�f������� ��� ��g������ �f 
����� c�ll� (37). I� ��� ������� �����, b����f������c� ���l���� 
����c���� ���� ��� 3'-UTR �f CLDN2 c������� b�����g ����� 
f�� ��R-331, ��gg�����g ���� ��R-331 ��� b� ��v�lv�� ��� 

Figure 5. Identification of an interaction between miR‑331 and CLDN2 mRNA using a dual luciferase reporter assay. (A) Binding sites of miR‑331 with WT or 
������ CLDN2 g���. (B) Fl�����c��c� ��������� �b������ f�� ��� WT ��� ������ 3'-UTR �f CLDN �RNA w��� c������f�c��� w��� ��R-331 �� NC. *P<0.05 �� ����-
c����. C��������� b��w��� �w� g����� w�� c������ ��� ����g S������'� �-����. CLDN2, cl�����-2; WT, w�l�-����; UTR, �������l���� ��g���; NC, ��g���v� c�����l.
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��g�l����� �f CLDN2 ����������. A ���l l�c�f����� �������� 
assay confirmed that miR‑331 directly binds with the 3'‑UTR 
�f CLDN2 in vitro, ��gg�����g ���� CLDN2 �� � ����c� ���g�� 
g��� �f ��R-331. M����v��, �� ��� ������� �����, ����g�l����� 
�f ��R-331 ��c������ ��� ���������� �f CLDN2 �� HUVEC�, 
��� ��R-331 �v������������ ��v����� ��� �ff�c� �f CLDN2 

�� ��� c�ll�l�� f��c����� �f HUVEC�. T���� ����l�� ����c��� 
���� CLDN2 ���������� �� HUVEC� �� ��g�l���� b� ��R-331. 
H�w�v��, ���� �v����c� �� ��q����� �� c��f��� ��� ����c� 
��g�l����� ��l��������� b��w��� ��R-331 ��� CLDN2. A� 
�������, ��� ���� c��v��c��g ���������� ��� ������� ������� 
w��� �bl� �� ���f��� �� ����������� ��� ����c� ������c���� 

F�g��� 6. C����l����� b��w��� ��R-331 ��� CLDN2 ��� ����� �ff�c� �� c�ll�l�� f��c�����. (A) C����l����� b��w��� ��R-331 ���������� ��� CLDN2 ���������� �� 
���������l bl��� f��� �������� w��� ������ ���l�z�� ����g S�������'� c����l����� ���l����. (B) E��������� l�v�l �f ��R-331 �� HUVEC� �����f�c��� w��� ��R-NC 
�� ��R-331 ����c�. R�v���� �����c�������-q���������v� PCR w�� ���� �� ��������� ��� ���������� �f ��R-331. S������'� �-���� w�� ���� f�� ��������c�l ���l����. 
*P<0.05 v�. ��R-NC g����. (C) E��������� �f CLDN2 ������� �� HUVEC� �����f�c��� w��� ��R-NC �� ��R-331 ����c� �� ���������� ����g W������ bl�����g. 
S������'� �-���� w�� ���� f�� ��������c�l ���l����. *P<0.05 v�. ��R-NC g����. (D) P��l�f������� �f HUVEC� �� ��� NC, CLDN2 ��� ���c�� g�����. C�ll� �� ��� 
NC g���� w��� ��� �����f�c���, ����� �� CLDN2 g���� ���bl� ��������� CLDN2, ��� ����� �� ��� ���c�� g���� ���bl� ��������� CLDN2 ��� w��� �����f�c��� 
w��� ��R-331. A C�ll C������g K��-8 ����� w�� ���� �� ��������� ��� ���l�f�������. O��-w�� ANOVA f�ll�w�� b� S������-N�w���-K��l� ����� w��� ���� f�� 
��������c�l ���l����. *P<0.05 v�. NC ��� #P<0.05 vs. CLDN2 at the same time point. No statistically significant difference was observed between the NC and 
rescue groups. (E) Apoptotic rate of HUVECs in the negative control, CLDN2 and rescue groups as determined by flow cytometry. One‑way ANOVA followed 
b� S������-N�w���-K��l� ����� w��� ���� f�� ��������c�l ���l����. *P<0.05 v�. NC ��� #P<0.05 vs. CLDN2. No statistically significant difference was observed 
between the NC and rescue groups. (F) Migration ability of HUVECs in the NC, CLDN2 and rescue groups as determined by Transwell assay. Magnification, x100. 
*P<0.05 v�. NC ��� #P<0.05 vs. CLDN2. One‑way ANOVA followed by Student‑Newman‑Keuls tests were used for statistical analysis. No statistically significant 
��ff����c� w�� �b���v�� b��w��� ��� NC ��� ���c�� g�����. CLDN2, cl�����-2; WT, w�l�-����; UTR, �������l���� ��g���; NC, ��g���v� c�����l.
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b��w��� ��R-331 ��� CLDN2 �� ���l l�c�f����� ������ �����. 
F����� ������� ��� �l����� �� �b���� �����v�� �����������l 
����, ��c� �� b� ��� ��� �f in situ ��b����z����� �� RT-qPCR. 
A f������ l��������� �f ��� ������� ����� �� ���� ��� b��l�g�c�l 
f��c����� �f CLDN2 w��� ��l� ��v����g���� in vitro. T�� f��c-
����� �f CLDN2 �� �������l��l c�ll ��j��� in vivo ������ �� b� 
���������� �� f����� �������.

I� c��cl�����, ��� ������� ����� ������������ ���� ��� 
���������� �f CLDN2 �� ����g�l���� �� ��� ���������l bl��� 
�f �������� w��� ������. I� ��������, CLDN2 ����g�l����� �� 
����c�l� ����c����� w��� ��R-331 ��w���g�l�����, l�����g �� 
��� ����b����� �f ���l�f������� ��� ��g������, ��� ��� �����-
���� �f ��������� �f v��c�l�� �������l��l c�ll�.

Acknowledgements

T�� ������� w��l� l�k� �� ����k D� Z��g��g Z���g, ��� 
D���c��� �f L���� C�����l H������l, f�� ��� �����v����� �f ��� 
�����, ��� D� W�����g P��g, ��� D���c��� �f D��������� �f 
C����c�l C��� M���c���, L���� C�����l H������l, f�� ��v�c� 
��g�����g ��� w�����g �� �f ��� ����cl�.

Funding

N� f�����g w�� ��c��v��.

Availability of data and materials

T�� �������� ���� ���/�� ���l���� �����g ��� c������ ����� ��� 
�v��l�bl� f��� ��� c�����������g ������ �� �������bl� ��q����.

Authors' contributions

LK ��� JL c�����b���� �� ��� ����g� �f ��� �����. LK ��� 
PW ���f����� ��� �����������. LK ��� JL ���l���� ��� 
����, ����������� ��� ����l�� ��� �������� ��� �����c����. All 
authors read and approved the final manuscript.

Ethics approval and consent to participate

All ���c������ w��� �����v�� b� ��� E���c� C�������� �f 
L���� C�����l H������l. W������ ��f����� c������ w�� �b������ 
f��� �ll ��������.

Patient consent for publication

N�� ���l�c�bl�.

Competing interests

T�� ������� ��cl��� ���� ���� ��v� �� c�������g ���������.

References

 1. R��� C ��� Kl����� M: S����� ������: I�c������g ��c����c� ��� 
��c������g �����l���, �� c���g��g �����������? J T����c D�� 12 
(S���l 1): S89-S100, 2020. 

 2. K�c�l�� L, S�� LK, G��g���c� AK, K���� T, A�g���� C, 
F������ó� N, Sc����� MV, W��g��� A, B�ü�� B ��� v�� K������ A: 
El�v���� ����������c �����g�����-1-��������� �������� ������ 
��v�l����� �����g ������. M�l I�����l 90: 255-263, 2017. 

 3. C��� CH, C��� HR, C����g YC ��� Y�� TM: M�c�����g� 
��g������ ����b����� f�c���-����c�� �������g� c�����b���� �� 
�����b��-���gg���� �������l��l �����������b�l��� �� ������. 
S��ck 50: 103-111, 2018.

 4. Bobelytė O, Gailiūtė I, Zubka V and Žilinskaitė V: Sepsis epide-
���l�g� ��� ���c��� �� ��� ���������c �������v� c��� ���� �f V�l���� 
U��v������ C��l����'� H������l. Ac�� M�� L��� 24: 113-120, 2017. 

 5. M�l�k IA, C�������-T����z�� M, G���� S, B�����k�� G, P��c� K, 
C����� J ��� N���� JL: S����� ��� �c��� ���l��� l��k����: A 
����l�����-l�v�l ����� �f c��������v� ���c���� �f �������� 
���c���g�� f��� T���� �������l�. Cl�� L������� M��l��� 
L��k 17: �27-�32, 2017. 

 6. D��b��v�k�� VY, M����� AA, S�������� J ��� P�z HL: R���� 
��c����� �� �������l�z����� ��� �����l��� ����� f�� ��v��� ������ �� 
��� U����� S�����: A ����� ���l���� f��� 1993 �� 2003. C��� C��� 
M�� 35: 1244-1250, 2007. 

 7. R�j� R: I����� ��� ����b�l�c �l��������� f�ll�w��g ������ ��� 
������ - A� �v��v��w. B��c��� B������ Ac�� M�l B���� D�� 1863: 
2523-2525, 2017. 

 8. K������� S, N������� S, K����� K, W��� M, K������ T, 
G��� Y, T���� K ��� S���� J: M��k��� �f �c��� k����� ��j��� 
�� �������� w��� ������: T�� ��l� �f ��l�bl� �����b�����l��. C��� 
C��� 21: 229, 2017. 

 9. S��g� C, S��� F, L�� DW, L�� W, Z���g M, C��� B, A���� V 
��� S�� Z: C�����v��c�l�� ���f��c���� �� ������ �� ��� ��w� �f 
����g��g ���������. B����� P�����c����� 95: 153-160, 2017. 

10. Sc���l�� M ��� M������ W: P����c��v� �b�l��� �f c��c�l����g 
����������g���� �� � ��v�l b�����k�� f�� ���l� ����c���� �f �c��� 
k����� ��j��� ����c�� b� ������. E�� C���k��� N��w 28: 52-62, 2017. 

11. R��g S, B�c��� L, N��j�k� K, H����k J, L��g� B, 
J�z�k-Kü���� MF, S���� K, Müll�� MC, J��� I, K��� WV, et al: A 
���gl�-c����� ������c��v� c����� ����� �� ������l���c���� ������ 
��� ��� ���v������. O��� F���� I�f�c� D�� 7: �f��050, 2020.

12. Pl��k��� E, Bl��zk� KM, B��lk�w�k� K, Sz��k D, S�l�v��v DA, 
J���� SV, V��b�v���k�� D, Pl�w EF, et al: K���l��-2 ������c�� 
w��� �������l��l �������� j��c����� �� ������� v��c�l�� b������ 
����g����. J P�����l 595: 6443-6462, 2017.

13. S�� K, L�� Y, W��g R, W� Z ��� W� G: C������c�l������ 
��g�l���� ��� ���������� �f ��g�� j��c���� �������� ��� ����� 
�c�� ������������ �� ���������l ���c��� ������l��l c�ll�. J A��� Sc� 
B����c���l 8: 66, 2017. 

14. T�����g�� D, S�l��� E ��� G������ C: T�� ��c��v��c�l�� g�� 
j��c���� c�����l: A ����� �� ��l�v�� M�c��RNA� f�� �����l�g�c�l 
������� ���������. F���� M�l N�����c� 10: 246, 2017. 

15. L� X, S��g G, Z��� Y, Z��� F, L�� C, L�� D, L� Q ��� C�� Z: 
Cl�����7b �� ��q����� f�� ��� f�������� ��� f��c���� �f ����� ��� 
in zebrafish. J Cell Physiol 233: 3195‑3206, 2018.

16. K�l���v D, B�� P, W�lk�� MP ��� K�ll� SP: Cl������ �f ��� 
l������ (Petromyzon marinus) ‑ organ‑specific expression and 
�����c��������l ��������� �� w���� �f v�����g ��� c������. J F��� 
B��l 96: 768-781, 2020. 

17. T��l�� NA, V�ck SC, Igl���� MD, B��ck�� WJ, M��k�ff BR, 
McK����� KP, R������f S, A����� CK, C���� LA, P��k�� JS, et al: 
T��g ���l����� ����������� c��ck����� ����b����� �� cl�����-l�w 
b����� c��c��. J Cl�� I�v��� 127: 3472-3483, 2017. 

18. C���g YH, L� SC, K�� YH, L�� HL, C���g YT, L�� PR, T�� MH 
��� C����g PH: M�R-30�-5� ����b��� ������l��l-��-�����c����l 
���������� ��� ����g�l���� ���������� �f ��g�� j��c���� ������� 
cl�����-5 �� ����� ����� ���c� ������l��l c��c����� c�ll�. I�� J 
M�l Sc� 18: 18, 2017. 

19. A���� R, K���� B, C��� Z, C��� X, Müll�� D, L�l� SM, 
W�����g��� MK, B���� SK, D��w�� P ��� S��g� AB: L��� �f 
cl�����-3 ���������� ����c�� IL6/g�130/S���3 ��g��l��g �� ������� 
c�l�� c��c�� ��l�g���c� b� ������c��v����g W��/β-c������ 
��g��l��g. O�c�g��� 36: 6592-6604, 2017. 

20. H�������� Y, S����k��� K, Ok��� Y, T�k��� H, E��� K, T����� M, 
W����� A, S������� Y, S�w���k� T, D�� T, et al: Cl�����-5-b������ 
�����c� ���������� �f ��l���� �c���� ��� bl���-b���� b������ �� 
� �����l��� ����l. J P�����c�l E�� T��� 363: 275-283, 2017. 

21. T��f��� D, G�b������� S, S�l�l�w-W����� D, H��l�� T, 
H��lk�� M, G�����-B���k���� C ��� Sc��ll����� K: M�c��RNA�: 
tiny molecules with significant role in mammalian follicular and 
��c��� ��v�l������. R������c���� 155: R121-R135, 2018.

22. S��g L, L� D, L� X, M� L, B�� X, W�� Z, Z���g X, C��� D ��� 
P��g L: E������� �� PM2.5 ����c�� �b������ �c��v����� �f NF-κB 
�� ����� ���w�� ������l��l c�ll� b� ��w���g�l����g ��R-331 
����������. E�v���� T���c�l P�����c�l 50: 192-199, 2017. 

23. L�v�k KJ ��� Sc�����g�� TD: A��l���� �f ��l���v� g��� 
���������� ���� ����g ���l-���� q���������v� PCR ��� ��� 
2(-ΔΔC(T)) μethod. Methods 25: 402‑408, 2001. 



KONG et al:  ��R-331 AND CLDN2 IN SEPSIS1352

24. M�� FY, K��g H, Z��� YL, P��g LS, C��� W, Z���g JY, C���g P, 
W��g TT, Lv YP, T��g YS, et al: Increased tumor‑infiltrating 
CD45RA-CCR7- ��g�l����� T-c�ll ��b��� w��� ���������-
������v� ���������� f����� g�����c c��c�� ���g����. C�ll D���� 
D�� 8: �3002, 2017. 

25. P��g LS, Z���g JY, T��g YS, Z��� YL, W��g TT, M�� FY, 
Lv YP, C���g P, L� WH, C��� N, et al: T����-����c����� 
����c����/��c�����g�� ������ NK-c�ll f��c���� v�� TGFβ1 �� 
����� g�����c c��c��. C��c�� I�����l R�� 5: 248-256, 2017. 

26. K�� HJ ��� K�� HY: L������g ��������������� f�� ��� ���l� 
����c���� �f ������ w��� ���� �����l ���w��k�. C����� B��l 
M�� 89: 248-255, 2017. 

27. T��� CL, H�z���� H����� H, W�� L�� K, J���g C���g Y, 
S��g� C����� M, R��l�� S�l����� M, Hj L�j�� N ��� 
A���� I���f D: T�� ��������c c��c������� BHMC �������� 
endotoxin‑stimulated HUVEC dysfunction: Specific disruption on 
��z�����c �c��v��� �f �38 MAPK. E�� J P�����c�l 749: 1-11, 2015. 

28. S������� T: S������c�cc�� ���g���� �����l�c���� �c���� �� ������l��l 
barrier. Nippon Saikingaku Zasshi 72: 213‑218, 2017 (Ιn Japanese). 

29. R����-H�������z H, C��v�� E, E�c�����-L������ C, L���z SM, 
G���z-C��������� NP, S�����v��� NM, B�l�c������� K, 
I��� SZ, Sl�kk�� W J�, P��l� MG, et al: C����c����z����� �f 
B�����l �����c� �� �� �� v���� ����l �f ��������c b���� ��j��� �� 
��� bl���-b���� b������. M�l N����b��l 55: 258-266, 2018.

30. F�j�� N, M����� Y, M������g� T, E��� S, S�k�� H, Y���g�c�� M, 
Y���z�k� Y, S�g����� J ��� Ik��� A: H�������c ������-����c�� 
��w�-��g�l����� �f cl�����-1 ��� -2 �������� b� ������-
�����l����� ��� cl������-��������� ����c������ �� ����l ��b�l�� 
������l��l c�ll�. J B��l C��� 291: 24787-24799, 2016. 

31. T�� X, L� D, W��g X, Z��g Y, Y�� Y ��� Y��g L: Cl�����-2 
��w���g�l����� b� KSHV ��f�c���� �� ��v�lv�� �� ��� ��g�l����� 
�f �������l��l b������ f��c����. J C���� P����l 41: 630-639, 2014. 

32. D� W, X� X, N�� Q, Z���g X, W�� Y, W��g Z, Z���g W, Y�� J, 
R� Y, F� Z, et al: S��-B-�������� ��l��c��g �f cl�����-2 �������� 
���l� ������������� �f l��g c��c�� c�ll� f��� ������� ������. 
C��c�� R�� 77: 4809-4822, 2017. 

33. M� F, D��g X, F�� Y, Y��g J, Z���g S, L� N ��� X� B: 
A CLDN1-��g���v� ��������� �����c�� ���� ���g����� �� 
����l�-��g���v� b����� c��c��. PL�S O�� 9: �112765, 2014. 

34. S���z�g� M, K�cz�� M, K�l��z��jcz�k P, K�l�g J, S���k M ��� 
R�c���� P: Ev�l������ �f ����� ��c��RNA b�����k��� f�� g�����c 
cancer based on blood and tissue pools profiling: The importance 
�f ��R-21 ��� ��R-331. B� J C��c�� 117: 266-273, 2017. 

35. Butrym A, Rybka J, Baczyńska D, Tukiendorf A, Kuliczkowski K 
��� M�z�� G: E��������� �f ��c��RNA-331 c�� b� ���� �� � 
�����c��� f�� �������� �� ������� ��� ���v�v�l �� �c��� ���l��� 
l��k���� ��������. B�����k��� M�� 9: 453-460, 2015. 

36. H���k� H, M����� GS, B������ M, C��� YA, Iv���v IV ��� 
Mirkes PE: Gene and microRNA expression in p53‑deficient 
��� 8.5 ����� ��b����. B���� D�f�c�� R�� A Cl�� M�l T�����l 85: 
546-555, 2009. 

37. C�� Y, C��� J, W��g D, P��g H, T�� X, X���g D, H���g A ��� 
T��g H: U���g�l���� �� ��������� B v����-����c����� ������-
c�ll�l�� c��c����� c�ll�, ��R-331-3� �������� ���l�f������� �f 
������c�ll�l�� c��c����� c�ll� b� ���g����g ING5. O�c����g�� 6: 
38093-38106, 2015.

This work is licensed under a Creative Commons 
Attribution-NonCommercial-NoDerivatives 4.0 
International (CC BY-NC-ND 4.0) License.


