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摘要
目的:探究 ｍｉｃｒｏＲＮＡ－１５２－３ｐ(ｍｉＲ－１５２－３ｐ)靶向胰岛素
样生长因子 １(ＩＧＦ１)基因对高糖诱导的视网膜色素上皮
ＡＲＰＥ－１９ 细胞活性和凋亡的影响ꎬ并探讨其作用机制ꎮ
方法:高糖诱导 ＡＲＰＥ － １９ 细胞并转染 ｍｉＲ － １５２ － ３ｐ
ｍｉｍｉｃｓꎬ噻唑蓝(ＭＴＴ)法检测细胞增殖活性ꎬ流式细胞术
检测细胞凋亡情况ꎬ荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ－ＰＣＲ)检测细胞中
ｍｉＲ－１５２－３ｐ 水平ꎬ蛋白印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)法检测细胞中
ＩＧＦ１ 和 ＶＥＧＦ 表达水平ꎬ双荧光素酶报告基因检测 ＩＧＦ１
和 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 靶向结合关系ꎮ
结果:高糖能够降低 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活性ꎬ提高细胞凋亡
率ꎬ抑制细胞中 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 的表达ꎬ提高 ＩＧＦ１ 和 ＶＥＧＦ
的表达ꎻ而过表达 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 能够回调高糖诱导的细胞
活性抑制及凋亡增加ꎬ抑制 ＩＧＦ１ 和 ＶＥＧＦ 的表达ꎮ 双荧
光素酶报告基因实验验证了 ＩＧＦ１ 是 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 的靶
基因ꎮ
结论:ｍｉＲ－１５２－３ｐ 可通过靶向 ＩＧＦ１ 基因调节 ＶＥＧＦ 的表
达抑制高糖诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活性抑制和凋亡增加ꎮ
关键词:ｍｉＲ－１５２－３ｐꎻＩＧＦ１ 基因ꎻ血管内皮生长因子ꎻ糖
尿病视网膜病变
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Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ － １５２ － ３ｐ
(ｍｉＲ － １５２ － ３ｐ) ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｉｎｓｕｌｉｎ － ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ １
( ＩＧＦ１) ｇｅｎｅ ｏｎ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ＡＲＰＥ － １９ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ｔｏ
ｅｘｐｌｏｒｅ ｉｔｓ ｒｏｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ ＡＲＰＥ － １９
ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ－１５２－３ｐ ｍｉｍｉｃｓ. ＭＴＴ ａｓｓａｙ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ (ＲＴ－ＰＣＲ) ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＧＦ１ ａｎｄ ＶＥＧＦ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
ｂｅｔｗｅｅｎ ＩＧＦ１ ａｎｄ ｍｉＲ－ １５２－ ３ｐ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｄｕａｌ
ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃａｎ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ＡＲＰＥ－ １９ ｃｅｌｌｓꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅꎬ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ－１５２－３ｐ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＩＧＦ１ ａｎｄ ＶＥＧＦ. Ｏｖｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ－ １５２－ ３ｐ ｃａｎ ｕｐ－
ｒｅｇｕｌａｔｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌｓ. Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＧＦ１
ａｎｄ ＶＥＧＦ. Ｔｈｅ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ａｓｓａｙ ｖｅｒｉｆｉｅｄ
ｔｈａｔ ＩＧＦ１ ｉｓ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｏｆ ｍｉＲ－１５２－３ｐ.
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: ｍｉＲ－１５２－３ｐ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ－ ｉｎｄｕｃｅｄ ＡＲＰＥ－ １９ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＩＧＦ１ ｇｅｎｅ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｍｉＲ － １５２ － ３ｐꎻ ＩＧＦ１ ｇｅｎｅꎻ ＶＥＧＦꎻ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｌｉ Ｂꎬ Ｃｈｅｎ ＪＰꎬ Ｈｕ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ－１５２－３ｐ－
ｔａｒｇｅｔｅｄ ＩＧＦ１ ｇｅｎｅ ｏｎ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ－ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ
ＡＲＰＥ－ １９ ｃｅｌｌｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０１９ꎻ１９(５):
７２９－７３３

０引言
糖尿病视网膜病变是糖尿病严重并发症之一ꎬ其发病

率随着糖尿病发病率的升高而逐年上升ꎮ 糖尿病视网膜
病变是糖尿病常见的微血管病变之一ꎬ具有特异性改变的
眼底ꎬ引起患者视力严重受损ꎬ影响着患者的身心健康[１]ꎮ
糖尿病视网膜病变的特征是毛细血管周细胞早期丢失和
基底膜增厚ꎬ这可能导致内皮细胞过度增殖ꎬ并随后导致
血管生成[２]ꎮ 血管内皮生长因子 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)能够促进血管生成ꎬ增强毛细血管细
胞通透性ꎬ参与糖尿病视网膜病变[３]ꎮ 据报道ꎬ高葡萄糖
可增加视网膜色素上皮细胞和血管内皮细胞中 ＶＥＧＦ 蛋
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白水平ꎬ且糖尿病视网膜病变和其他与新生血管形成相关
的眼部疾病中 ＶＥＧＦ 水平亦增加[４]ꎮ 因此ꎬ通过了解其发
展和进展的分子机制ꎬ开发针对糖尿病视网膜病变的新型
治疗策略具有重要的意义ꎮ 微小 ＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)是一类新
的小型、高度保守的非编码 ＲＮＡꎬ可作为转录后调节因
子ꎮ 它们与靶 ｍＲＮＡ 的 ３􀆳－ＵＴＲ 结合ꎬ并通过诱导 ｍＲＮＡ
降解或抑制蛋白质翻译来调节转录后水平的基因表达[５]ꎮ
最近研究发现 ｍｉＲＮＡ 在糖尿病及其并发症中发挥重要调
控作用[６－７]ꎮ ｍｉＲ－１５２－３ｐ 属于高度保守的 ｍｉＲＮＡ 家族ꎬ
它调节血管生成因子的释放ꎬ可能参与控制血管完整性和
血管生成ꎬ这对糖尿病视网膜病变的发展至关重要[８－９]ꎮ
胰岛素样生长因子 １(ｉｎｓｕｌｉｎ－ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ １ꎬＩＧＦ１)是
与多种生物学特性相关的重要生长因子ꎬ如细胞增殖、分
化、存活和成熟等[１０]ꎮ 据报道 ＩＧＦ１ 参与视网膜增殖膜的
发展ꎬ这是一层病理组织ꎬ是糖尿病视网膜病变非常重要
的病理条件[１１]ꎮ 前期研究[１２－１３] 发现 ｍｉＲ－２０６ 通过靶向
ＩＧＦ１ 增强鼻咽癌的放射敏感性ꎬｍｉＲ－４２２ａ 通过靶向 ＩＧＦ１
抑制胶质瘤的增殖和侵袭ꎮ 本研究前期通过生物信息学
软件预测得到 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 与 ＩＧＦ１ 存在靶向结合位点ꎮ
本实验确定了 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 与 ＩＧＦ１ ｍＲＮＡ 直接相互作
用ꎬ以调节高糖条件下 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ＶＥＧＦ 的表达ꎮ
结果表明 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 及其靶向 ＩＧＦ１ 可能为糖尿病视网
膜病变的治疗提供新的见解ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞株购自中国科学院武汉细胞
库ꎻＤＭＥＭ 高 糖 和 正 常 糖 培 养 基、 脂 质 体 转 染 试 剂
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ胎牛血清、
Ｔｒｉｚｏｌ 试剂购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ胰蛋白酶购自杭州四季
青工程材料有限公司ꎻｍｉＲ － １５２ － ３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 及 ｍｉｍｉｃｓ
ｃｏｎｔｒｏｌ 购自上海吉玛制药技术有限公司ꎻ二甲基亚砜购自
上海生工生物工程有限公司ꎻＤＡＢ 显色试剂盒购自北京
中杉生物技术有限公司ꎻ逆转录试剂盒购自大连宝生物工
程有限公司ꎻＳＹＢＲ ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 试剂盒、Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ －
ＦＩＴＣ 细胞凋亡检测试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ 公司ꎻＭＴＴ 购
自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻＶＥＧＦ 抗体、ＩＧＦ１ 抗体、ＧＡＰＤＨ 抗体
及二抗购自美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎮ ｐＧＬＯ 载体购自美国
Ｐｒｏｎｅｍａ 公司ꎻ双荧光素酶报告基因检测试剂盒购自北京
原平皓生物技术有限公司ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １细胞培养 　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞接种于含 １０％胎牛血
清、１００Ｕ / ｍＬ 青霉素和 １００μｇ / ｍＬ 链霉素的 ＤＭＥＭ 培养
基中ꎬ在 ３７℃ ꎬ５％ＣＯ２培养箱中培养ꎮ 每天观察培养瓶
中贴壁细胞生长和增殖情况ꎬ每 ２ｄ 换液 １ 次ꎬ待细胞生
长汇合达 ９０％时ꎬ弃原细胞培养液ꎬ以 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶
消化传代ꎮ 取生长状态良好且属同一代的细胞用于后
续实验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２实验分组 　 对数生长期的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞接种于
９６ 孔板中ꎬ置 ３７℃培养箱继续培养 ２４ｈꎬ用不含血清培养
基更换原培养基ꎬ饥饿处理 １２ｈ 使细胞同步化ꎮ 将细胞随
机分为四组:(１) 正常对照组:含 ５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖的
ＤＭＥＭ 培养基ꎻ(２)高糖组:含 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖的 ＤＭＥＭ
培养基ꎻ(３)高糖＋ｍｉＲ－１５２－３ｐ 组:细胞转染 ｍｉＲ－１５２－３ｐ
ｍｉｍｉｃｓ 后以含３０ｍｍｏｌ / Ｌ葡萄糖的 ＤＭＥＭ 培养基干预ꎻ(４)

高糖＋ＮＣ 组:细胞转染 ｍｉｍｉｃｓ ｃｏｎｔｒｏｌ 后以含 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ 葡
萄糖的 ＤＭＥＭ 培养基干预ꎮ 细胞转染采用脂质体转染
法ꎬ具体操作步骤参照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂说明
书进行ꎮ 各组细胞置 ３７℃培养箱中继续培养ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ ＭＴＴ 法检测细胞增殖情况　 正常对照组、高糖组、
高糖＋ｍｉＲ－１５２－３ｐ 组和高糖＋ＮＣ 组细胞接种于 ９６ 孔板ꎬ
接种密度为 ２×１０４个细胞ꎬ置 ３７℃培养箱分别培养 ２４、４８、
７２ｈꎬ各个时间点在每孔细胞中添加 ＭＴＴ 溶液(浓度为
５ｍｇ / ｍＬ)１０μＬꎬ３７℃孵育 ４ｈꎬ吸去上清液后再在每孔细胞
中添加二甲基亚砜 １００μＬꎬ于震荡仪上振荡 １０ｍｉｎꎬ至沉淀
完全溶解ꎬ用酶标仪在波长 ４９０ｎｍ 处读取吸光度值( Ａ
值)ꎬ计算各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞增殖活性ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４流式细胞术检测　 正常对照组、高糖组、高糖＋ｍｉＲ－
１５２－３ｐ组和高糖＋ＮＣ 组细胞培养 ４８ｈ 后ꎬ用胰蛋白酶消
化贴壁生长的细胞ꎬ离心收集细胞至 １􀆰 ５ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ用
凋亡孵育缓冲液冲洗并重悬细胞ꎬ调整细胞密度为 ２×１０６

个ꎬ分别在细胞中添加 Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ－ＦＩＴＣ ５μＬꎬ室温避光反
应 １５ｍｉｎꎬ再加入 ＰＩ 染液 ５μＬꎬ４℃避光孵育 ３０ｍｉｎꎬ上流式
细胞仪检测各组细胞凋亡情况ꎬ统计细胞凋亡率ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５荧光定量 ＰＣＲ检测 　 以上各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞处
理 ４８ｈ 后以 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取细胞中总 ＲＮＡꎬ按照逆转录试剂
盒说明书合成 ｃＤＮＡꎮ 采用 ＳＹＢＲ ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 试剂盒进
行荧光定量 ＰＣＲ 扩增ꎮ 反应条件为 ９５℃ ５ｍｉｎꎬ９５℃ ２０ｓꎬ
６０℃ ３０ｓꎬ ７２℃ ２０ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ 得出的 Ｃｔ 值采用
２－△△Ｃｔ法计算相对表达水平ꎬ以 Ｕ６ 为内参ꎬ计算 ｍｉＲ －
１５２－３ｐ相对表达水平ꎬ所用引物如下:ｍｉＲ－１５２－３ｐ 上游:
５􀆳－ ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＴＣＡＧＴ ＧＣＡＴＧＡＣＡＧ －３􀆳ꎻ 下游:
５􀆳－ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡＴＴＣＡ－３􀆳ꎮ Ｕ６ 上
游: ５􀆳 － ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ － ３􀆳ꎻ 下 游: ５􀆳 －
ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ－３􀆳ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 以上四组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞处理
４８ｈ 后ꎬ分别收集各组细胞ꎬ以 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶消化后用
预冷的 ＰＢＳ 洗涤细胞 ３ 次ꎬ分别加入蛋白裂解液置冰上裂
解细胞ꎬ提取细胞中总蛋白ꎮ 取等量蛋白样品行 ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ 电泳ꎬ分离蛋白后将凝胶上的蛋白质转印至硝酸纤
维素膜上ꎮ 以质量分数为 ５％脱脂奶粉封闭液中反应 ２ｈꎬ
常规加入一抗 ＶＥＧＦ(１ ∶ ５００ 稀释)、ＩＧＦ１(１ ∶ ８００ 稀释)、
ＧＡＰＤＨ(１∶５００ 稀释)ꎬ４℃过夜孵育ꎮ ＰＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ加入
二抗(１∶ ３０００ 稀释)室温孵育 ２ｈꎮ ＰＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ以 ＥＣＬ
化学发光ꎬ显影、定影ꎬ成像系统拍照ꎬ以 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析
系统分析个条带灰度值ꎮ ＧＡＰＤＨ 为参照ꎬ目的蛋白相对表
达水平＝目的蛋白条带灰度值 / ＧＡＰＤＨ 条带灰度值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７ 双荧光素酶报告基因实验 　 采用生物信息学
ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 软件预测 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 与 ＩＧＦ１ 基因存在靶向
结合位点ꎬ扩增与 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 结合的 ＩＧＦ１ ３􀆳－ＵＴＲ 序列
并构建到 ｐＧＬＯ 载体上ꎬ同时将进行结合位点序列点突变
的 ＩＧＦ１ ３􀆳－ＵＴＲ 序列并构建到 ｐＧＬＯ 载体上ꎬ采用脂质体
转染将重组载体 ＩＧＦ１－ＷＴ－ｐＧＬＯ 或 ＩＧＦ１－ＭＵＴ－ ｐＧＬＯ
与 ｍｉＲ－１５２－３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 共转染于 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎬ同时设
置共转染 ｍｉｍｉｃｓ ｃｏｎｔｒｏｌ 为对照ꎬ培养 ４８ｈ 后分别收集各组
细胞ꎬ采用双荧光素酶报告基因检测试剂盒检测细胞中海
肾荧光素酶活性和萤火虫荧光素酶活性ꎬ以二者比值表示
相对荧光素酶活性ꎮ

统计学分析:采用统计学软件 ＳＰＳＳ２１􀆰 ０ 进行分析ꎬ计
０３７
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图 １　 流式细胞仪检测各组细胞凋亡率ꎮ

表 １　 各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞相对细胞活性比较 (􀭰ｘ±ｓꎬ％)
组别 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
正常对照组 ９９􀆰 ８６±１３􀆰 ３６ ９８􀆰 １３±１０􀆰 １３ ９７􀆰 ３３±９􀆰 ０４
高糖组 ９１􀆰 ４７±１２􀆰 １４ ７５􀆰 ４７±７􀆰 ６２ａ ７２􀆰 ８４±６􀆰 ３４ａ

高糖＋ｍｉＲ－１５２－３ｐ 组 ９６􀆰 ８３±１０􀆰 ０４ ９４􀆰 ８３±６􀆰 ０４ｃ ９３􀆰 １６±８􀆰 ０１ｃ

高糖＋ＮＣ 组 ９０􀆰 ２１±１２􀆰 ０３ ７７􀆰 ９６±６􀆰 ９５ ７３􀆰 ２１±５􀆰 ０４
　 　

Ｆ ０􀆰 ４３２ ６􀆰 ５０５ ９􀆰 ５０４
Ｐ ０􀆰 ７３６ ０􀆰 ０１５ ０􀆰 ００５

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 高糖＋ＮＣ 组ꎮ

表 ２　 各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞 ｍｉＲ－１５２－３ｐ、ＩＧＦ１ 和 ＶＥＧＦ表达水平比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 ｍｉＲ－１５２－３ｐ ＩＧＦ１ 蛋白 ＶＥＧＦ 蛋白

正常对照组 １􀆰 ０１±０􀆰 １０ ０􀆰 １４±０􀆰 ０２ ０􀆰 ２９±０􀆰 ０３
高糖组 ０􀆰 ３１±０􀆰 ０３ａ ０􀆰 ５７±０􀆰 ０６ａ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０５ａ

高糖＋ｍｉＲ－１５２－３ｐ 组 ０􀆰 ９６±０􀆰 ０８ｃ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０２ｃ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０３ｃ

高糖＋ＮＣ 组 ０􀆰 ３４±０􀆰 ０３ ０􀆰 ５１±０􀆰 ０７ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０４
　 　 　 　

Ｆ ９６􀆰 １１０ ５９􀆰 １２９ ８９􀆰 ５５９
Ｐ <０􀆰 ０１ <０􀆰 ０１ <０􀆰 ０１

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 高糖＋ＮＣ 组ꎮ

量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ每组数据 ３ 个生物学重复ꎬ多组间差
异比较采用单因素方差分析ꎬ组间差异的两两比较采用
ＳＮＫ－ｑ 检验ꎬ两组间比较采用独立样本 ｔ 检验ꎮ 以 Ｐ <
０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １ ＭＴＴ 法检测各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活性 　 ＭＴＴ 法检测
显示ꎬ处理 ２４ｈ 时ꎬ与正常对照组比ꎬ高糖组 ＡＲＰＥ－１９ 细
胞相对细胞活性降低ꎬ但差异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎻ与
高糖＋ＮＣ 组比ꎬ高糖＋ｍｉＲ－１５２－３ｐ 组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞相对
细胞活性升高ꎬ差异也无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 处理 ４８、
７２ｈ 时ꎬ与正常对照组比ꎬ高糖组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞相对细胞
活性降低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与高糖＋ＮＣ 组
比ꎬ高糖＋ｍｉＲ－１５２－３ｐ 组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞相对细胞活性升
高ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与高糖组比ꎬ高糖＋ＮＣ
组相对细胞活性无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ见表 １ꎮ 提示高
糖处理能够抑制 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活性ꎬ转染 ｍｉＲ－１５２－３ｐ
ｍｉｍｉｃｓ 能够逆转高糖诱导的细胞活性抑制作用ꎮ
２􀆰 ２流式细胞仪检测各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞凋亡率 　 各组
细胞处理 ４８ｈ 后ꎬ采用流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况
(图 １)ꎬ正常对照组、高糖组、高糖＋ｍｉＲ－１５２－３ｐ 组和高糖＋
ＮＣ 组 细 胞 凋 亡 率 分 别 为 ( ３􀆰 １５ ± ０􀆰 ３６ )％、 ( １２􀆰 ５９ ±
１􀆰 １６)％、(５􀆰 ４４±０􀆰 ６１)％、(１３􀆰 １４±１􀆰 １８)％ꎮ 与正常对照

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测各组细胞中 ＩＧＦ１ 和 ＶＥＧＦ蛋白水平ꎮ

组比ꎬ高糖组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞凋亡率明显升高ꎬ差异有统计
学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与高糖＋ＮＣ 组比ꎬ高糖＋ｍｉＲ－１５２－３ｐ
组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞凋亡率降低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎻ与高糖组比ꎬ高糖＋ＮＣ 组细胞凋亡率无统计学意
义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 提示高糖处理能够诱导 ＡＲＰＥ－１９ 细胞凋
亡ꎬ转染 ｍｉＲ－１５２－３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 能够回调高糖诱导的细胞
凋亡ꎮ
２􀆰 ３各组 ＡＲＰＥ－１９细胞中 ｍｉＲ－１５２－３ｐ、ＩＧＦ１ 和 ＶＥＧＦ
表达水平　 ＲＴ－ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测处理 ４８ｈ 各组细
胞中 ｍｉＲ－１５２－３ｐ、ＩＧＦ１ 和 ＶＥＧＦ 表达水平ꎬ见图 ２ꎬ表 ２ꎮ
与正常对照组比ꎬ高糖组 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 表达水平明显降
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图 ３　 ｍｉＲ－１５２－３ｐ与 ＩＧＦ１ ３􀆳－ＵＴＲ靶向结合位点示意图ꎮ

表 ３　 ｍｉＲ－１５２－３ｐ靶向 ＩＧＦ１ ３􀆳－ＵＴＲ相对荧光素酶活性比较

􀭰ｘ±ｓ
组别 ＩＧＦ１－ＷＴ－ｐＧＬＯ ＩＧＦ１－ＭＵＴ－ｐＧＬＯ
ｍｉｍｉｃｓ ｃｏｎｔｒｏｌ 组 １􀆰 ０２±０􀆰 １０ ０􀆰 ９６±０􀆰 ０９
ｍｉＲ－１５２－３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 组 ０􀆰 ３５±０􀆰 ０４ａ ０􀆰 ９９±０􀆰 １１

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ｍｉｍｉｃｓ ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎮ

低ꎬＩＧＦ１ 和 ＶＥＧＦ 蛋白表达水平明显升高ꎬ差异均有统计
学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与高糖＋ＮＣ 组比ꎬ高糖＋ｍｉＲ－１５２－３ｐ
组 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 表达水平明显升高ꎬＩＧＦ１ 和 ＶＥＧＦ 蛋白表
达水平明显降低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与高糖
组比ꎬ高糖＋ＮＣ 组细胞中 ｍｉＲ－１５２－３ｐ、ＩＧＦ１ 和 ＶＥＧＦ 表
达水平均无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 提示高糖处理能够下
调 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 的表达ꎬ上调 ＩＧＦ１ 和
ＶＥＧＦ 的表达ꎻ转染 ｍｉＲ－１５２－３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 能够上调 ｍｉＲ－
１５２－３ｐ 的表达ꎬ且可抑制 ＩＧＦ１ 和 ＶＥＧＦ 的表达ꎮ
２􀆰 ４双荧光素酶报告基因实验验证 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 靶向调
控 ＩＧＦ１ 　 通过生物信息学软件 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 分析结果显
示ꎬＩＧＦ１ 是 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 的靶基因ꎬ二者靶向结合位点见
图 ３ꎮ 双荧光素酶报告基因实验结果显示ꎬ ＩＧＦ１ －ＷＴ－
ｐＧＬＯ 共 转 染 中 与 ｍｉｍｉｃｓ ｃｏｎｔｒｏｌ 组 比ꎬ ｍｉＲ － １５２ － ３ｐ
ｍｉｍｉｃｓ 组相对荧光素酶活性明显降低ꎬ差异有统计学意义
( ｔ ＝ １０􀆰 ７７５ꎬＰ < ０􀆰 ０５)ꎻ ＩＧＦ１ －ＭＵＴ － ｐＧＬＯ 共转染中与
ｍｉｍｉｃｓ ｃｏｎｔｒｏｌ 组比ꎬｍｉＲ－１５２－３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 组相对荧光素酶
活性无明显改变ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ见表 ３ꎮ
提示 ＩＧＦ１ 是 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 的靶基因ꎮ
３讨论

ＡＲＰＥ－１９ 细胞是视网膜色素上皮细胞中最常用于体
外研究的细胞之一ꎬ本研究以 ＡＲＰＥ－１９ 细胞为基础ꎬ探究
糖尿病视网膜病变的相关机制ꎮ 糖尿病视网膜病变的特
征在于毛细血管周细胞的早期脱落和由此导致的血管生
成[１４]ꎮ ＩＧＦ１ 通常由肝细胞合成和分泌ꎬ并通过与特异性
受体 ＩＧＦ１Ｒ 的结合发挥作用ꎬ在结构上ꎬＩＧＦ１ 与前胰岛素
高度同源ꎮ 有证据表明 ＩＧＦ１ 基因参与了糖尿病视网膜病
变的发展[１５]ꎮ 与此一致ꎬ本研究表明ꎬ与正常对照组
ＡＲＰＥ－１９ 细胞相比ꎬ高糖能够诱导 ＡＲＰＥ － １９ 细胞中
ＩＧＦ１ 的高表达ꎮ 最近ꎬ随着研究的深入ꎬ发现微小 ＲＮＡ
参与糖尿病相关并发症的发生和进展[１６]ꎮ 目前报道[１７]

显示几种 ｍｉＲＮＡ 在高血糖条件下差异表达ꎮ 在本实验
中ꎬ高糖降低了视网膜色素上皮细胞 ＡＲＰＥ－１９ 中 ｍｉＲ－
１５２－３ｐ 的表达ꎮ 提示 ＩＧＦ１ 与 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 的表达呈负
相关性ꎮ 在本研究中ꎬ预测 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 是靶向 ＩＧＦ１ 的
ｍｉＲＮＡꎬ因此推测 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 靶向 ＩＧＦ１ 可能参与糖尿
病视网膜病变的发病机制ꎮ 在多种类型的癌细胞中 ｍｉＲ－
１５２－３ｐ 的表达降低ꎬ有研究显示 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 通过靶向
ＴＭＭ ９７ 在前列腺癌中扮演抑癌因子的作用[１８]ꎬ还可调节
胶质瘤细胞凋亡和侵袭调控[１９]ꎮ 据报道ꎬ血浆 ｈｓａ－ｍｉＲ－
１５２－３ｐ 水平与 ２ 型糖尿病患者的糖尿病肾病有关[２０]ꎮ

因此本研究前期使用生物信息学软件 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 预测
ＩＧＦ１ 和 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 之间存在靶向结合关系ꎮ 为验证
ｍｉＲ－１５２－３ｐ 和 ＩＧＦ１ 之间的靶向调节关系ꎬ本实验构建
了 ＩＧＦ１－ＷＴ－ｐＧＬＯ 和 ＩＧＦ１－ＭＵＴ－ｐＧＬＯ 荧光素酶载体ꎮ
结果显示ꎬ当用 ＩＧＦ１－ＷＴ－ｐＧＬＯ 荧光素酶载体转染细胞
时ꎬｍｉＲ－１５２－３ｐ 过表达抑制相对荧光素酶活性表达ꎬ但
在 ＩＧＦ１－ＭＵＴ－ｐＧＬＯ 组中未被抑制ꎮ 这些结果证明 ＩＧＦ１
是 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 的靶基因ꎮ

ＶＥＧＦ 是与血管生成、癌发生和转移相关的关键调节
因子ꎮ 胰岛素上调 ＶＥＧＦ 表达ꎬ这种作用是由胰岛素受体
介导的[２１]ꎮ 胰岛素对 ＶＥＧＦ 表达的上调已被认为是糖尿
病视网膜病变恶化的潜在解释[２２]ꎮ ＶＥＧＦ 的过表达是糖
尿病视网膜微血管病理性增生的重要原因之一ꎮ 高糖诱
导能够导致 ＶＥＧＦ 的分泌增加[２３]ꎬ与本研究一致ꎮ 本研
究通过高糖诱导ꎬ可促进 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ＶＥＧＦ 表达ꎮ
此外本实验还发现高糖孵育 ４８ｈ 后 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活性显
著降低ꎬ凋亡率升高ꎮ 因此ꎬ高糖诱导的 ＶＥＧＦ 表达的增
加ꎬ被认为是 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活性降低、凋亡增加的可能原
因ꎮ 为了进一步证实 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 对 ＶＥＧＦ 表达的抑制
作用以及 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活力和凋亡是通过靶向 ＩＧＦ１ 实
现的ꎬ本实验用 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 的模拟物转染细胞进行 ＩＧＦ１
和 ＶＥＧＦ 表达的干扰ꎮ 结果显示ꎬ转染 ｍｉＲ － １５２ － ３ｐ
ｍｉｍｉｃｓ 抑制了 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ＩＧＦ１ 和 ＶＥＧＦ 的表达ꎬ上
调 ｍｉＲ－１５２－３ｐ 的表达可部分逆转高糖处理的细胞活力
的降低及凋亡的增加ꎮ

总之ꎬ本研究的结果表明ꎬｍｉＲ－１５２－３ｐ 的过表达抑
制了 ＩＧＦ１ 的表达ꎬ导致 ＶＥＧＦ 途径蛋白的下调ꎬ回调了
ＡＲＰＥ－１９ 细胞活力ꎬ减少细胞凋亡ꎮ 本研究进一步阐明
了糖尿病视网膜病变的发病机制ꎬｍｉＲ－１５２－３ｐ 可能成为
糖尿病视网膜病变的潜在治疗靶点ꎮ
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