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摘要
目的:观察长链非编码 ＲＮＡ( ｌｎｃＲＮＡ) ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 通过
ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ / ＴＳＨＺ３ 影响高糖(ＨＧ)诱导的人视网膜上皮
细胞(ＡＲＰＥ－１９)增殖、凋亡与氧化应激情况ꎮ
方法:运用细胞计数试剂盒 ８ ( ＣＣＫ － ８) 检测 ５、１５、４５、
１３５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 刺激的 ＡＲＰＥ － １９ 的细胞存活率ꎮ 将
ＡＲＰＥ－ １９ 细胞分为 ＮＣ 组、４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组、 ｓｉ － ＮＣ ＋
４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组、ｓｉ － ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ ＋ ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ
组、ｍｉＲ － ＮＣ ＋ ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组、 ｍｉＲ － １９ａ － ３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋
４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组、 ｓｉ － ｃｏｎ ＋ ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组、 ｓｉ －ＴＳＨＺ３ ＋
４５ｍｍｏｌ / ＬＨＧ 组、ｐｃＤＮＡ＋ｓｉ－ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ
ＨＧ 组、ｐｃＤＮＡ－ＴＳＨＺ３＋ｓｉ－ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ
ＨＧ 组ꎮ 运用 ＣＣＫ－ ８ 检测细胞存活率ꎬｑＲＴ－ＰＣＲ 检测
ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１、ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 和 ＴＳＨＺ３ ｍＲＮＡ 表达ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＴＳＨＺ３、活化－含半胱氨酸的天冬氨酸蛋
白水解酶 ３(Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３)、Ｂ 细胞淋巴瘤 / 白血病－２
(Ｂｃｌ－２)相关 Ｘ 蛋白(Ｂａｘ)蛋白质的表达ꎬ酶联免疫吸附
测定法(ＥＬＩＳＡ)检测氧化应激指标活性氧(ＲＯＳ)、丙二醛
(ＭＤＡ)水平ꎮ 双荧光素酶活性检测 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１
和 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ、ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 和 ＴＳＨＺ３ 之间的靶向结合ꎮ
结果:１５、４５、１３５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 抑制 ＡＲＰＥ－１９ 细胞的存活
率ꎬ后续选择细胞存活率约 ５０％的 ＨＧ 浓度 ４５ｍｍｏｌ / Ｌꎮ
４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 提高 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１、
ＴＳＨＺ３ ｍＲＮＡ、ＴＳＨＺ３ 蛋白表达水平、凋亡率、 Ｃｌｅａｖｅｄ －
ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘ 蛋白表达、ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 水平ꎬ降低 ｍｉＲ－
１９ａ－ ３ｐ 表 达 水 平、 细 胞 存 活 率 ( Ｐ < ０. ０５ )ꎮ ｌｎｃＲＮＡ
ＫＣＮＱ１ＯＴ１、ＴＳＨＺ３ 低表达或 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 高表达提高 ＨＧ
诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞的存活率ꎬ降低凋亡率、Ｃｌｅａｖｅｄ －
ｃａｓｐａｓｅ－ ３、Ｂａｘ 蛋白表达、ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 水平(Ｐ<０.０５)ꎮ
ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 靶向 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐꎬｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 靶向
ＴＳＨＺ３ꎬ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１３ 通 过 ｍｉＲ － １９ａ － ３ｐ 调 控
ＴＳＨＺ３ 的表达ꎮ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 低表达对 ＨＧ 诱导的
ＡＲＰＥ－ １９ 细胞存活率、凋亡以及氧化应激的影响被
ＴＳＨＺ３ 过表达所逆转ꎮ

结论: ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１３ 低表达通过 ｍｉＲ － １９ａ － ３ｐ /
ＴＳＨＺ３ꎬ促进 ＨＧ 诱导的 ＡＲＰＥ－１９ꎬ并抑制其凋亡和氧化
应激ꎮ
关键词:糖尿病视网膜病变ꎻ长链非编码 ＲＮＡ( ｌｎｃＲＮＡ)
ＫＣＮＱ１ＯＴ１ꎻｍｉＲ－１９ａ－３ｐꎻＴＳＨＺ３ꎻ增殖ꎻ凋亡ꎻ氧化应激
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２１.１２.０５

ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｉＲ －
１９ａ－３ｐ / ＴＳＨＺ３

Ｎｉ－Ｈｏｎｇ Ｚｈａｎｇꎬ Ｄｉｎｇ －Ｓｈａｎ Ｈｏｕꎬ Ｊｉａｎ －Ｚｈｉ Ｑｉａｏꎬ
Ｋｅ Ｆｕꎬ Ｈｏｎｇ－Ｌｉａｎｇ Ｗａｎｇ

Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ
Ｎａｎｙａｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｎａｎｙａｎｇ ４７３０００ꎬ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ
Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｈｏｎｇ － Ｌｉａｎｇ Ｗａｎｇ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｎａｎｙａｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｎａｎｙａｎｇ ４７３０００ꎬ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｗａｎｇｈｌ０２１１＠
１６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: ２０２１－０４－１３　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ: ２０２１－１１－１０

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｌｏｎｇ － ｃｈａｉｎ ｎｏｎ － ｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ ( ｌｎｃＲＮＡ ) ＫＣＮＱ１ＯＴ１ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ (ＨＧ) ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｉＲ － １９ａ － ３ｐ /
ＴＳＨＺ３.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ ８ (ＣＣＫ － ８) ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
ＡＲＰＥ－ １９ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ５ꎬ １５ꎬ ４５ꎬ １３５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ. Ｔｈｅ
ＡＲＰＥ－１９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ
ｇｒｏｕｐꎬ ｓｉ － ＮＣ ＋ ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ ｇｒｏｕｐꎬ ｓｉ － ｌｎｃＲＮＡ
ＫＣＮＱ１ＯＴ１＋ ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ ｇｒｏｕｐꎬ ｍｉＲ － ＮＣ ＋ ４５ｍｍｏｌ / Ｌ
ＨＧ ｇｒｏｕｐꎬ ｍｉＲ － １９ａ － ３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ ｇｒｏｕｐꎬ
ｓｉ－ｃｏｎ＋ ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ ｇｒｏｕｐꎬ ｓｉ － ＴＳＨＺ３ ＋ ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ
ｇｒｏｕｐꎬ ｐｃＤＮＡ ＋ ｓｉ － ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ ＋ ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ
ｇｒｏｕｐꎬ ｐｃＤＮＡ－ＴＳＨＺ３＋ｓｉ－ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１＋ ４５ｍｍｏｌ / Ｌ
ＨＧ ｇｒｏｕｐ. ＣＣＫ－ ８ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙꎬ ｑＲＴ－
ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ
ＫＣＮＱ１ＯＴ１ꎬ ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ ａｎｄ ＴＳＨＺ３ ｍＲＮＡꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＴＳＨＺ３ꎬ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ－ｃｙｓｔｅｉｎｅ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ａｓｐａｒｔａｔｅ ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃ ｅｎｚｙｍｅ ３ (Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－ ３)ꎬ Ｂ－
ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ / ｌｅｕｋｅｍｉａ － ２ ( Ｂｃｌ － ２) ｒｅｌａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ
( Ｂａｘ ) ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓꎬ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ － ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ ( ＥＬＩＳＡ) ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ
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ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ (ＲＯＳ) ａｎｄ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ (ＭＤＡ) . Ｔｈｅ ｄｕａｌ
ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ ａｎｄ ｍｉＲ－１９ａ－３ｐꎬ ｍｉＲ－１９ａ－
３ｐ ａｎｄ ＴＳＨＺ３.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: １５ꎬ ４５ꎬ １３５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｒａｔｅ ｏｆ ＡＲＰＥ－ １９ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｓｅｌｅｃｔ ｔｈｅ ＨＧ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ｗｉｔｈ ａ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ａｂｏｕｔ
５０％. ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ꎬ ＴＳＨＺ３ ｍＲＮＡꎬ ＴＳＨＺ３ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｔｈｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅꎬ Ｃｌｅａｖｅｄ － ｃａｓｐａｓｅ － ３ ａｎｄ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓꎬ ＲＯＳ ａｎｄ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＡＲＰＥ－ １９ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ
ｒｅｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲ－
１９ａ－３ｐ (Ｐ<０.０５) . Ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ꎬ
ＴＳＨＺ３ ｏｒ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ－ １９ａ－ ３ｐ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ
ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＡＲＰＥ － １９ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＨＧꎬ ａｎｄ
ｒｅｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅꎬ Ｃｌｅａｖｅｄ － ｃａｓｐａｓｅ － ３ ａｎｄ Ｂａｘ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓꎬ ＲＯＳ ａｎｄ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ ( Ｐ < ０. ０５) .
ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｉＲ－ １９ａ－ ３ｐꎬ ｍｉＲ－ １９ａ－ ３ｐ
ｔａｒｇｅｔｅｄ ＴＳＨＺ３ꎬ ａｎｄ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１３ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＳＨＺ３ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｉＲ－ １９ａ－ ３ｐ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅꎬ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ＡＲＰＥ－ １９ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ ＨＧ ｗａｓ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＳＨＺ３.
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｔｈｅ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ
ＫＣＮＱ１ＯＴ１３ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅｉｒ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ / ＴＳＨＺ３.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎻ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ꎻ
ｍｉＲ－ １９ａ－ ３ｐꎻ ＴＳＨＺ３ꎻ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｚｈａｎｇ ＮＨꎬ Ｈｏｕ ＤＳꎬ Ｑｉａｏ ＪＺꎬ ｅｔ ａｌ. ｌｎｃＲＮＡ
ＫＣＮＱ１ＯＴ１ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｉＲ － １９ａ － ３ｐ /
ＴＳＨＺ３. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２１ꎻ２１(１２):２０４４－２０５２

０引言
糖尿病视网膜病变是糖尿病的常见并发症ꎬ也是糖尿

病患者视力障碍和失明的常见原因ꎬ但其发病机制仍有待
阐明[１]ꎮ 越来越多的证据表明ꎬ细胞凋亡和氧化应激是参
与糖尿病视网膜病变发病机制的主要原因[２]ꎮ 长链非编
码 ＲＮＡ(ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡꎬｌｎｃＲＮＡ)是长度超过 ２００ 个
核苷酸的非编码转录物[３]ꎮ 最近研究报道ꎬ多种 ｌｎｃＲＮＡ
作为直接或间接介质在糖尿病等进程中起关键作用[４]ꎮ
ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ 重 叠 转 录 物 １ ( ＫＣＮＱ１ ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ １ꎬＫＣＮＱ１ＯＴ１)定位于染色体 １１ｐ１５.５ꎬ被认为是
多种肿瘤的致癌基因[５－６]ꎮ 李莹等[７] 在糖尿病肾病患者
血清中检测出高水平的 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ꎬ另一项研究
显示ꎬｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 在糖尿病视网膜病变患者和人
视网膜内皮细胞中上调ꎬ通过调节微小 ＲＮＡ(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ
ｍｉＲＮＡ / ｍｉＲ)－１４７０ 和表皮生长因子受体影响糖尿病视网
膜病变的进展[８]ꎮ 然而ꎬｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 在高糖(ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅꎬＨＧ)诱导的视网膜上皮细胞损伤中的机制仍不清
楚ꎮ ｍｉＲＮＡ 的主要作用是调节翻译后基因的表达ꎬ通过
与 ｍＲＮＡ ３􀆳 非翻译区(ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｉｏｎꎬＵＴＲ)结合而
导致翻译破坏或抑制ꎮ 由于 ｍｉＲＮＡ 调控的任何变化都与

生理异常有关ꎬ因此这些分子可用于治疗或诊断诸如糖尿
病及其并发症等疾病的生物标记[９]ꎮ 糖尿病患者的 ｍｉＲ－
１９ａ－３ｐ 水平显著降低ꎬｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 靶向细胞因子信号转
导抑制因子 ３ 促进胰腺 β 细胞增殖和胰岛素分泌[１０]ꎮ
ＴＳＨＺ３(ｔｅａｓｈｉｒｔ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｈｏｍｅｏｂｏｘ ３)作为 ｍｉＲ－３３８－５ｐ
的靶基因ꎬ减弱 ｍｉＲ－３３８－５ｐ 模拟物的侵袭效应[１１]ꎮ 但
ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ / ＴＳＨＺ３ 是否参与 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 在糖尿
病视网膜病变中的调控机制仍未可知ꎮ 本研究在人视网
膜上皮细胞(ＡＲＰＥ－１９)中利用 ＨＧ 构建糖尿病视网膜病
变模型ꎬ研究 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 在 ＨＧ 诱导的细胞增殖、
凋亡和氧化应激中的作用ꎬ并进一步探讨了 ｌｎｃＲＮＡ
ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 在糖尿病视网膜病变发病机制中的潜在机制ꎮ
１材料和方法
１.１材料　 ＡＲＰＥ－１９(深圳豪地华拓)ꎬ细胞计数试剂盒
－８(ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ－８ꎬＣＣＫ－８)、膜联蛋白 Ｖ－异硫氰酸荧
光 素 ( ａｎｎｅｘｉｎｖ － ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅꎬ ＡｎｎｅｘｉｎＶ －
ＦＩＴＣ) / 碘化丙啶( ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅꎬＰＩ) 试剂盒、ＲＩＰＡ 溶
液、ＢＣＡ 蛋白质分析试剂盒 ( 上海碧云天)ꎬ 活性氧
(ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ ) 酶 联 免 疫 吸 附 测 定 法
(Ｅｎｚｙｍｅ－ ｌｉｎｋｅｄ Ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ＡｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ)试剂盒、丙
二醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ) ＥＬＩＳＡ 试剂盒(上海瓦兰)ꎬ
Ｂｃｌ－２ 相关 Ｘ 蛋白(Ｂｃｌ－２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＢａｘ)抗体、
活化－含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 ３ ( Ｃｌｅａｖｅｄ －
ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ３ꎬＣｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３)
抗体、ＴＳＨＺ３ 抗体(上海艾博抗)ꎮ
１.２方法
１.２.１细胞培养 　 将 ＡＲＰＥ－１９ 细胞在 ３７℃和 ５％ ＣＯ２条
件下含有 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基中孵育ꎮ
１.２.２ ＣＣＫ－８法检测细胞存活率　 将 ＡＲＰＥ－１９ 细胞接种
于 ９６ 孔板ꎬ２４ｈ 后分别以 ５、１５、４５、１３５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 刺激细
胞ꎬ同时以不加 ＨＧ 的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞为 ＮＣ 组(对照)ꎮ
４８ｈ 后ꎬ以 １０μＬ ＣＣＫ － ８ 试剂孵育细胞 ２ｈꎬ于酶标仪
４５０ｎｍ 处测量 ＯＤ 值ꎬ以实验组与对照组 ＯＤ 值之比来计
算细胞存活率(％)ꎬ确定最佳 ＨＧ 浓度ꎮ
１.２.３细胞转染　 取对数生长期 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎬ将其培养
至密度为 ８０％左右ꎬ将 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 的小干扰 ＲＮＡ
(ｓｉＲＮＡ) ( ｓｉ － ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１) 和 ｓｉＲＮＡ 阴性对照
(ｓｉ－ＮＣ)ꎬｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 模拟物(ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ ｍｉｍｉｃｓ)和阴
性对照(ｍｉＲ－ＮＣ)ꎬＴＳＨＺ３ ｓｉＲＮＡ(ｓｉ－ＴＳＨＺ３)和阴性对照
(ｓｉ － ｃｏｎ) 分别转染至 ＡＲＰＥ － １９ 细胞ꎬ转染 ６ｈ 后用
４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 刺激 ４８ｈꎬ记为 ｓｉ －ＮＣ ＋ ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组、
ｓｉ－ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ ＋ ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组、 ｍｉＲ － ＮＣ ＋
４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组、ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ ｍｉｍｉｃｓ＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组、
ｓｉ－ｃｏｎ＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组、ｓｉ－ＴＳＨＺ３＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组ꎻ将
ＴＳＨＺ３ 过表达载体 ( ｐｃＤＮＡ － ＴＳＨＺ３)、 过表达空载体
(ｐｃＤＮＡ)分别与 ｓｉ－ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 共转染至 ＡＲＰＥ－
１９ 细胞ꎬ 转染 ６ｈ 后用 ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 刺激 ４８ｈꎬ 记为
ｐｃＤＮＡ＋ｓｉ－ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组、ｐｃＤＮＡ－
ＴＳＨＺ３＋ｓｉ－ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组ꎮ 所有序
列均由广州 ＲｉｂｏＢｉｏ 合成ꎮ ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 刺激 ４８ｈ 的
ＡＲＰＥ－１９ 细胞记为 ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组ꎬ不加 ＨＧ 培养的正
常细胞为 ＮＣ 组(对照)ꎮ 利用 ＣＣＫ－８ 法检测 ＡＲＰＥ－１９
细胞存活率ꎬ并进行其他实验ꎮ
１.２.４ ｑＲＴ－ＰＣＲ检测 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１和 ｍｉＲ－１９ａ－
３ｐ及 ＴＳＨＺ３ ｍＲＮＡ 表达 　 使用 ＴＲＩｚｏｌ 提取 ＡＲＰＥ－１９

５４０２

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２１ꎬ Ｎｏ.１２ Ｄｅｃ. ２０２１　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



　 　表 １　 ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 处理 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 和 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ及 ＴＳＨＺ３ 表达水平 (ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ ＴＳＨＺ３ ｍＲＮＡ ＴＳＨＺ３ ｐｒｏｔｅｉｎ
ＮＣ 组 １.００±０.０８ １.００±０.０５ １.００±０.０９ ０.３７±０.０２
４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组 １.８６±０.１２ ０.４６±０.０３ ２.７３±０.１８ ０.８７±０.０６

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ １７.８８９ ２７.７８３ ２５.７８９ ２３.７１７
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ＮＣ 组:不加 ＨＧ 的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎮ

细胞的总 ＲＮＡꎮ 在 ＮａｎｏＤｒｏｐ 分光光度计检测 ＲＮＡ 的浓
度ꎮ 使用逆转录试剂盒对 ＲＮＡ 进行反转录ꎮ 使用 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ 试剂盒通过 ＡＢＩ ７５００ 快速实时 ＰＣＲ 系统对 ｃＤＮＡ
进行扩增和检测ꎮ 根据 ２－ΔΔＣＴ方法计算基因的相对表达水
平ꎮ ＧＡＰＤＨ 用作 ｌｎｃＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 的内部对照ꎮ Ｕ６ 用作
ｍｉＲＮＡ 的内部对照ꎮ 引物序列如下:ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１
正向: ５􀆳 － ＧＣＡＣＴＣＴＧＧＧＴＣＣＴＧＴＴＣＴＣ － ３􀆳ꎬ 反 向: ５􀆳 －
ＣＡＣＴＴＣＣＣＴＧＣＣＴＣＣＴＡＣＡＣ－３􀆳ꎮ ｍｉＲ－ １９ａ － ３ｐ 正向:５􀆳 －
ＣＧＣＴＧＴＧＣＡＡＡＴＣＴＡＴＧＣＡＡ－ ３􀆳ꎬ反向:５􀆳 － ＣＧＧＣＣＣＡＧＴ
ＧＴＴＣＡＧＡＣＴＡＣ－３􀆳ꎮ ＴＳＨＺ３ 正向:５􀆳－ＣＡＧＡＧＧＡＧＣＡＴＡＣＧ
ＧＣＡＧＡＴ － ３􀆳ꎬ反向: ５􀆳 － ＴＧＴＧＴＧＡＣＴＣＧＣＴＧＴＣＣＡＴＴ － ３􀆳ꎮ
ＧＡＰＤＨ 正向:５􀆳－ＡＴＣＡＣＴＧＣＣＡＣＣＣＡＧＡＡＧＡＣ－３􀆳ꎬ反向:
５􀆳－ＴＴＴＣＴＡＧＡＣＧＧＣＡＧＧＴＣＡＧＧ－３􀆳ꎮ Ｕ６ 正向:５􀆳－ＣＴＣＧＣ
ＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ － ３􀆳ꎬ 反 向: ５􀆳 － ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴ
ＧＣＧＴ－３􀆳ꎮ
１.２.５流式细胞仪检测细胞凋亡情况　 收集 ＡＲＰＥ－１９ 细
胞ꎬ在 ４℃、黑暗中用 １０μＬ ＦＩＴＣ －Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 和 １０μＬ ＰＩ
(０.５ｍｇ / ｍＬ)对细胞进行染色ꎬ然后使用流式细胞仪检测
凋亡细胞ꎮ 以早期和晚期凋亡细胞的百分比来计算凋亡
率ꎮ 使用 Ｆｌｏｗｊｏ 软件通过 ＦＡＣＳｃａｎ 流式细胞仪分析数据ꎮ
１.２.６ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＴＳＨＺ３ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３
及 Ｂａｘ 蛋白质的表达情况　 将 ＡＲＰＥ－１９ 细胞与 ＲＩＰＡ 溶
液混合以提取总蛋白ꎬ并使用 ＢＣＡ 蛋白质分析试剂盒进
行定量ꎮ 在 １００℃沸水中将蛋白质变性 １０ｍｉｎꎮ 然后ꎬ通
过 １２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分离 ２５μｇ 蛋白ꎬ并将其转移到聚偏二
氟乙烯膜上ꎮ ＴＳＨＺ３、Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘ 和 β－肌动
蛋白(β－ａｃｔｉｎꎻ对照)抗体在 ５％封闭缓冲液中以 １∶ １０００
的稀释度制备ꎬ并用于 ４℃下与膜过夜孵育ꎮ 随后ꎬ在室
温下将膜用辣根过氧化物酶标记的二抗探测 １ｈꎮ 冲洗
后ꎬ将膜转移到 Ｂｉｏ－Ｒａｄ ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ 系统中ꎬ并以 ＥＣＬ
发光底物产生信号ꎬ通过 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 软件进行捕获和分析ꎮ
１.２.７ ＥＬＩＳＡ 检测氧化应激指标 ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 水平 　 各
组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞以 ２０００ｒ / ｍｉｎ 离心 ２０ｍｉｎꎬ收集细胞上清
液ꎬ分别按照 ＲＯＳ ＥＬＩＳＡ 试剂盒、ＭＤＡ ＥＬＩＳＡ 试剂盒的操
作说明ꎬ检测 ＲＯＳ、ＭＤＡ 水平ꎮ
１.２.８双荧光素酶检测活性 　 用 ＬｎｃＢａｓｅ Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｖ.２ 软
件预测 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 和 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 之间的靶向结
合区域ꎬ用 ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 软件预测 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 和 ＴＳＨＺ３ 之
间的靶向结合区域ꎮ 分别构建含有 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 结合位
点的 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１－野生型(ＷＴ)、突变型(ＭＵＴ)报
告基因载体 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１－ＷＴ、ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１－
ＭＵＴꎬ以及含有 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 结合位点的 ＴＳＨＺ３－３􀆳ＵＴＲ－
ＷＴ 及 ＭＵＴ 报告基因载体 ＴＳＨＺ３ － ３􀆳ＵＴＲ －ＷＴ、ＴＳＨＺ３ －
３􀆳ＵＴＲ－ＭＵＴꎮ 随后ꎬ利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 在 ＡＲＰＥ－１９
细胞中共转染 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 模拟物或 ｍｉＲ－ＮＣ 与 ｌｎｃＲＮＡ
ＫＣＮＱ１ＯＴ１ － ＷＴ、 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ － ＭＵＴ、 ＴＳＨＺ３ － ３􀆳

　 　

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ检测 ＴＳＨＺ３ 蛋白质的表达ꎮ 　

ＵＴＲ－ＷＴ 或 ＴＳＨＺ３－３􀆳ＵＴＲ－ＭＵＴ 报告基因载体ꎬ４８ｈ 后进
行双荧光素酶活性检测ꎮ 另在 ＡＲＰＥ － １９ 细胞中转染
ｐｃＤＮＡ － ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１、 ｐｃＤＮＡ、 ｓｉ － ｌｎｃＲＮＡ
ＫＣＮＱ１ＯＴ１、ｓｉ－ＮＣ、ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 模拟物、ｍｉＲ－ＮＣ、ａｎｔｉ －
ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ、ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣꎬ以及共转染 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 模
拟物与 ｐｃＤＮＡ－ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１、ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 模拟物
与 ｐｃＤＮＡꎬａｎｔｉ －ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 与 ｓｉ － ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１、
ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 与 ｓｉ－ＮＣꎬ利用 ｑＲＴ－ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
检测 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１、ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 和 ＴＳＨＺ３ 蛋白表
达ꎬ分析 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 和 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ、ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ
和 ＴＳＨＺ３ 之间的靶向调控ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ２２.０ 软件进行统计分析ꎬ服从

正态分布的计量资料表示为 􀭰ｘ±ｓꎮ 两组间比较采用独立
样本 ｔ 检验、多组间比较采用单因素方差分析ꎬ组内两两
比较采用 ＳＮＫ－ｑ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１不同浓度 ＨＧ 对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞存活率的影响 　 ５、
１５、４５、１３５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 处理 ＡＲＰＥ－１９ 后ꎬ细胞的存活率分
别为(９８.１３±６.０２)％、(７９.０３±４.２５)％、(５５.７６±３.２７)％、
(３９.７６±２.５３)％ꎬ均低于 ＮＣ 组的(１００.００±８.１３)％ꎬ其中
５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组与 ＮＣ 组之间差异无统计学意义 ( Ｐ >
０.０５)ꎬ１５、４５、１３５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组与 ＮＣ 组之间差异均有统
计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 后续选择 ＡＲＰＥ－１９ 存活率接近
一半时的 ＨＧ 浓度 ４５ｍｍｏｌ / Ｌꎮ
２.２ ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 处理 ＡＲＰＥ－１９ 中 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１
和 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 及 ＴＳＨＺ３ 表达水平 　 ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组
ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 表达水平高于 ＮＣ
组ꎬｍｉＲ－１９ａ － ３ｐ 表达水平低于 ＮＣ 组ꎬＴＳＨＺ３ ｍＲＮＡ 和
ＴＳＨＺ３ 蛋白表达水平均高于 ＮＣ 组ꎬ差异均有统计学意义
(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 １、图 １ꎮ
２.３ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１低表达抑制 ＨＧ 对 ＡＲＰＥ－１９细
胞存活率和凋亡以及氧化应激的影响 　 与 ＮＣ 组比较ꎬ
４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 表
达水平升高ꎬ细胞存活率降低ꎬ凋亡率、Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３、
Ｂａｘ 蛋白表达水平增加ꎬＲＯＳ 和 ＭＤＡ 水平增加ꎬ差异均有
统计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 与 ｓｉ－ＮＣ＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组比
较ꎬｓｉ－ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组 ＡＲＰＥ－１９ 细
胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 表达水平降低ꎬ细胞存活率升
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　 　表 ２　 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 低表达抑制 ＨＧ 对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞存活率和凋亡以及氧化应激的影响 (ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 细胞存活率(％) 凋亡率(％) Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３ Ｂａｘ ＲＯＳ(μｍｏｌ / ｍｇ) ＭＤＡ(μｍｏｌ / ｍｇ)
ＮＣ 组 １.００±０.１０ １００.００±９.１３ ６.３８±０.５１ ０.４６±０.０３ ０.３４±０.０３ ６.０２±０.４３ ３.８６±０.２１
４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组 １.８４±０.１１ａ ５１.６９±３.６６ａ ２３.１６±１.５４ａ ０.９４±０.０７ａ ０.７９±０.０６ａ １６.９４±１.０２ａ １０.９８±０.７６ａ

ｓｉ－ＮＣ＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组 １.８２±０.１０ ５２.９４±３.５４ ２４.８７±１.９４ ０.９２±０.０７ ０.８１±０.０７ １６.４３±１.１３ １０.４３±０.５４
ｓｉ－ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１＋
４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组

１.１５±０.０８ｃ ９２.２７±７.１６ｃ ８.３９±０.６１ｃ ０.５３±０.０４ｃ ０.４１±０.０３ｃ ７.０２±０.４７ｃ ４.６７±０.３２ｃ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ １８１.２３９ １４５.８１３ ４９６.５６７ １８７.１９５ ２１３.５２４ ４５８.１１３ ４９５.６５３
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ＮＣ 组:不加 ＨＧ 的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ＮＣ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ｓｉ－ＮＣ＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组ꎮ

图 ２　 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 低表达抑制 ＨＧ 对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞存活率和凋亡以及氧化应激的影响　 Ａ:流式细胞仪检测细胞凋亡ꎻＢ:
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘ 蛋白质的表达ꎮ

高ꎬ凋亡率、Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘ 蛋白表达水平减少ꎬ
ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 水平减少ꎬ差异均有统计学意义 (均 Ｐ <
０.０５)ꎬ见表 ２、图 ２ꎮ
２.４ ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ模拟物抑制 ＨＧ 对 ＡＲＰＥ－１９细胞存活
率和凋亡以及氧化应激的影响 　 与 ｍｉＲ－ＮＣ＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ
ＨＧ 组比较ꎬｍｉＲ－１９ａ－３ｐ ｍｉｍｉｃｓ＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组 ＡＲＰＥ－
１９ 细胞中 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 表达水平、细胞存活率升高ꎬ凋
亡率、Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘ 蛋白表达、ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 水
平减少ꎬ差异均有统计学意义 (均 Ｐ < ０. ０５)ꎬ见表 ３、
图 ３ꎮ
２.５ ｓｉ－ＴＳＨＺ３抑制 ＨＧ对 ＡＲＰＥ－１９细胞存活率和凋亡以
及氧化应激的影响　 ｓｉ－ＴＳＨＺ３＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组 ＡＲＰＥ－１９
细胞中 ＴＳＨＺ３ 表达水平比 ｓｉ－ｃｏｎ＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组低ꎬ细
胞存活率比 ｓｉ－ｃｏｎ＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组高ꎬ凋亡率、Ｃｌｅａｖｅｄ－

ｃａｓｐａｓｅ － ３、Ｂａｘ 蛋白表达、ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 水平比 ｓｉ－ｃｏｎ＋
４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组低ꎬ差异均有统计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见
表 ４、图 ４ꎮ
２.６ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１３ 通过 ｍｉＲ － １９ａ － ３ｐ 调控
ＴＳＨＺ３的表达 　 ＬｎｃＢａｓｅ Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｖ.２、ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 分别对
ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 和 ｍｉＲ － １９ａ － ３ｐ、 ｍｉＲ － １９ａ － ３ｐ 和
ＴＳＨＺ３ 之间的靶向结合进行预测ꎬ见图 ５ꎮ ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ
组 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ － ＷＴ 相 对 荧 光 素 酶 活 性 低 于
ｍｉＲ－ＮＣ组ꎬ差异均有统计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎻｍｉＲ－１９ａ－
３ｐ 组与 ｍｉＲ－ＮＣ 组 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１－ＭＵＴ 相对荧光素
酶活性差异无统计学意义(Ｐ > ０. ０１)ꎻｍｉＲ － １９ａ － ３ｐ 组
ＴＳＨＺ３－３􀆳ＵＴＲ－ＷＴ 相对荧光素酶活性低于 ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎬ
差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 组与 ｍｉＲ－ＮＣ
组 ＴＳＨＺ３－３􀆳ＵＴＲ－ＭＵＴ 相对荧光素酶活性差异无统计
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图 ３　 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ模拟物抑制 ＨＧ 对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞存活率和凋亡以及氧化应激的影响　 Ａ:流式细胞仪检测细胞凋亡ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 检测 Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘ 蛋白质的表达ꎮ

表 ３　 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ模拟物抑制 ＨＧ 对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞存活率和凋亡以及氧化应激的影响 (ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 细胞存活率(％) 凋亡率(％) Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３ Ｂａｘ ＲＯＳ(μｍｏｌ / ｍｇ) ＭＤＡ(μｍｏｌ / ｍｇ)
ｍｉＲ－ＮＣ＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组 １.００±０.１０ ５２.９１±４.０５ ２３.４７±１.３４ ０.９２±０.０８ ０.８２±０.０７ １６.４９±１.１７ １１.０８±０.８１
ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ ｍｉｍｉｃｓ＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组 ２.０５±０.１４ａ ８７.１３±６.１０ａ ８.１０±０.６１ａ ０.５１±０.０３ａ ０.４７±０.０３ａ ８.２５±０.５１ａ ４.８７±０.３１ａ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ １８.３０９ １４.０２１ ３１.３１８ １４.３９６ １３.７８７ １９.３６８ ２１.４８１
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ ｍｉＲ－ＮＣ＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组ꎮ

图 ４　 ｓｉ－ＴＳＨＺ３ 抑制 ＨＧ 对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞存活率和凋亡以及氧化应激的影响　 Ａ:流式细胞仪检测细胞凋亡ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测
ＴＳＨＺ３、Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘ 蛋白质的表达

表 ４　 ｓｉ－ＴＳＨＺ３ 抑制 ＨＧ 对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞存活率和凋亡以及氧化应激的影响 (ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 ＴＳＨＺ３ 细胞存活率(％) 凋亡率(％) Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３ Ｂａｘ ＲＯＳ(μｍｏｌ / ｍｇ) ＭＤＡ(μｍｏｌ / ｍｇ)
ｓｉ－ｃｏｎ＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组 ０.８５±０.０７ ５２.０３±４.０５ ２３.６９±１.３７ ０.９７±０.０６ ０.７８±０.０７ １６.８５±０.９７ １０.７７±０.６５
ｓｉ－ＴＳＨＺ３＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组 ０.４１±０.０３ａ ９６.７２±７.１５ａ ６.８３±０.６１ａ ０.４４±０.０４ａ ０.３６±０.０３ａ ６.１８±０.４３ａ ４.２８±０.２７ａ

　
ｔ １７.３３２ １６.３１５ ３３.７２７ ２２.０４９ １６.５４５ ３０.１６９ ２７.６６２
Ｐ <０.０５ <０.０５ <０.０５ <０.０５ <０.０５ <０.０５ <０.０５

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ ｓｉ－ｃｏｎ＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组ꎮ
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图 ５　 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１３ 通过 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ调控 ＴＳＨＺ３ 的表达　 Ａ:ＬｎｃＢａｓｅ Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｖ.２ 预测 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 和ｍｉＲ－１９ａ－
３ｐ 之间的靶向结合区域ꎻＢ:ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 预测 ｍｉＲ－１９ａ－ ３ｐ 和 ＴＳＨＺ３ 之间的靶向结合区域ꎻＣ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ｍｉＲ－１９ａ－ ３ｐ 调控
ＴＳＨＺ３ 蛋白质的表达ꎻＤ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１３ 通过 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 调控 ＴＳＨＺ３ 蛋白质的表达ꎮ

表 ５　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞相对双荧光素酶活性检测 (ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１－ＷＴ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１－ＭＵＴ ＴＳＨＺ３－３􀆳ＵＴＲ－ＷＴ ＴＳＨＺ３－３􀆳ＵＴＲ－ＭＵＴ
ｍｉＲ－ＮＣ 组 １.００±０.１０ １.００±０.０８ １.００±０.０７ １.００±０.１１
ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 组 ０.４４±０.０３ａ １.０２±０.０９ ０.３８±０.０２ａ ０.９７±０.０６

　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ １６.０９１ ０.４９８ ２５.５４９ ０.７１８
Ｐ <０.０１ ０.６２５ <０.０１ ０.４８３

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎮ

表 ６　 ｑＲＴ－ＰＣＲ检测 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ的表达 (ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ
ｐｃＤＮＡ １.００±０.１０ １.００±０.０８
ｐｃＤＮＡ－ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ ２.１５±０.１３ａ ０.４２±０.０３ａ

ｓｉ－ＮＣ １.０３±０.０９ ０.９９±０.０８
ｓｉ－ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ ０.４５±０.０３ｃ １.９７±０.１２ｃ

　 　 　 　 　 　
Ｆ ５１０.３０９ ５３０.０９３
Ｐ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ ｐｃＤＮＡ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ｓｉ－ＮＣ 组ꎮ

学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见表 ５ꎮ ｐｃＤＮＡ－ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１
组 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 表达水平比 ｐｃＤＮＡ 组高ꎬｍｉＲ －
１９ａ－３ｐ 表达水平比 ｐｃＤＮＡ 组低ꎬ差异均有统计学意义
( 均 Ｐ < ０.０５ )ꎻ ｓｉ － ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 组 ｌｎｃＲＮＡ
ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 表达水平比 ｓｉ－ＮＣ 组低ꎬｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 表达水
平比 ｓｉ－ＮＣ 组高ꎬ差异均有统计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见
表 ６ꎮ ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 组 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 表达水平比 ｍｉＲ－ＮＣ
组高ꎬＴＳＨＺ３ 蛋白表达水平比 ｍｉＲ－ＮＣ 组低ꎬ差异均有统

表 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ检测 ＴＳＨＺ３ 蛋白表达 (ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ ＴＳＨＺ３
ｍｉＲ－ＮＣ １.００±０.０８ ０.３９±０.０２
ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ ２.４３±０.１８ａ ０.１１±０.０１ａ

ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ １.０３±０.０６ ０.４０±０.０３
ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ ０.４７±０.０３ｃ ０.８５±０.０７ｃ

　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ５８４.８８９ ５３５.３８１
Ｐ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎮ

计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎻａｎｔｉ－ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 组 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ
表达水平比ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组低ꎬＴＳＨＺ３ 蛋白表达水平比
ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组高ꎬ差异均有统计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见
图 ５Ｃ、表 ７ꎮ ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ＋ｐｃＤＮＡ－ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 组
ＴＳＨＺ３ 蛋白表达水平比 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ＋ｐｃＤＮＡ 组高ꎬａｎｔｉ－
ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ＋ｓｉ－ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 组 ＴＳＨＺ３ 蛋白表达
水平比ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ＋ｓｉ－ＮＣ 组低ꎬ差异均有统计学意
义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ５Ｄ、表 ８ꎮ
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图 ６　 ＴＳＨＺ３ 过表达可以逆转 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 低表达对 ＨＧ 处理的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞存活率和凋亡以及氧化应激的影响 　 Ａ:流
式细胞仪检测细胞凋亡ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＴＳＨＺ３、Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘ 蛋白质的表达ꎮ

表 ８　 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 通过 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 调控 ＴＳＨＺ３ 蛋

白质的表达 (ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 ＴＳＨＺ３
ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ＋ｐｃＤＮＡ ０.１１±０.０２
ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ＋ｐｃＤＮＡ－ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ ０.５１±０.０４ａ

ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ＋ｓｉ－ＮＣ ０.８３±０.０７
ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ＋ｓｉ－ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ ０.３９±０.０３ｃ

Ｆ ４１０.４６２
Ｐ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ＋ｐｃＤＮＡ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ａｎｔｉ－ｍｉＲ－
１９ａ－３ｐ＋ｓｉ－ＮＣ 组ꎮ

２.７ ＴＳＨＺ３过表达可以逆转 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 低表达
对 ＨＧ 处理的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞存活率和凋亡以及氧化应
激的影响　 与 ｓｉ－ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组比
较ꎬ ｐｃＤＮＡ ＋ ｓｉ － ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ ＋ ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组
ＡＲＰＥ－１９ 细胞 ＴＳＨＺ３ 蛋白表达、存活率、凋亡以及氧化应
激均无统计学意义(均 Ｐ>０.０５)ꎻ而 ｐｃＤＮＡ－ＴＳＨＺ３＋ｓｉ －
ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１＋ ４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组 ＡＲＰＥ－ １９ 细胞中

ＴＳＨＺ３ 表达水平升高ꎬ存活率降低ꎬ凋亡率、 Ｃｌｅａｖｅｄ －
ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘ 蛋白表达、ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 水平增加ꎬ差异均
有统计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ９ꎬ图 ６ꎮ
３讨论

最近研究显示出 ｌｎｃＲＮＡ 在眼组织中差异表达ꎬ并在
诸如青光眼、角膜疾病、白内障、糖尿病视网膜病变和眼肿
瘤的眼科疾病的发病机制中起重要作用[１２]ꎮ 证据表明ꎬ
ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 在糖尿病患者、ＨＧ 诱导的心肌细胞和
糖尿病小鼠心脏组织中表达增加[１３]ꎮ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１
促进了 ＡＲＰＥ－１９ 细胞的增殖和血管生成ꎬ相反ꎬ在 ＨＧ 诱
导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中ꎬ敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 诱导细
胞的凋亡并抑制其增殖[８]ꎮ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 可能作为
竞争性内源性 ＲＮＡ 结合 ｍｉＲ－２１４ 来调节 ｃａｓｐａｓｅ－１ 的表
达ꎬ诱导 ＨＧ 处理的角膜内皮细胞的焦亡[１４]ꎮ 此外ꎬ在
ＨＧ 条件下ꎬｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 敲低可通过 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ /
ＩＴＧＡＶ / ＴＧＦ－β / Ｓｍａｄ３ 轴抑制晶状体上皮细胞的活力、迁
移和上皮间质转化[１５]ꎮ 本研究发现了类似的结果ꎬ即 ＨＧ
使 ＡＲＰＥ － １９ 细胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 表达上调ꎬ而
ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 低表达使 ＨＧ 诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞

０５０２

国际眼科杂志　 ２０２１ 年 １２ 月　 第 ２１ 卷　 第 １２ 期　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
电话:０２９￣８２２４５１７２　 　 ８５２６３９４０　 电子信箱:ＩＪＯ.２０００＠ １６３.ｃｏｍ



　 　表 ９　 ＴＳＨＺ３ 过表达可以逆转 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 低表达对 ＨＧ 处理的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞存活率和凋亡以及氧化应激的影响

(ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 ＴＳＨＺ３ 细胞存活率(％) 凋亡率(％) Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３ Ｂａｘ

ＲＯＳ
(μｍｏｌ / ｍｇ)

ＭＤＡ
(μｍｏｌ / ｍｇ)

ｓｉ－ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１＋
４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组

０.４２±０.０３ ９１.８８±６.０３ ８.４１±０.５１ ０.５２±０.０４ ０.３９±０.０３ ６.９８±０.５３ ４.５９±０.３１

ｐｃＤＮＡ＋ｓｉ－ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１＋
４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组

０.４０±０.０４ ９２.１３±７.１６ ８.３６±０.５５ ０.５０±０.０３ ０.３８±０.０２ ６.９１±０.３５ ４.６２±０.２５

ｐｃＤＮＡ－ＴＳＨＺ３＋ｓｉ－ｌｎｃＲＮＡ
ＫＣＮＱ１ＯＴ１＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组

０.９１±０.０８ａ ４６.３７±３.１６ａ ２５.６９±１.２５ａ ０.９６±０.０７ａ ０.８５±０.０５ａ １８.５３±１.０４ａ １１.５２±０.８７ａ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ２５３.１１２ １９２.０１９ １２６８.２６２ ２４６.６４９ ５１２.２８９ ８１３.４３０ ４７０.０８３
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ ｓｉ－ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１＋４５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＧ 组ꎮ

的增殖升高ꎬ细胞凋亡降低ꎬ这与之前报道[８] 一致ꎬ提示
ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 可能加速糖尿病视网膜病变ꎮ 且
ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 低表达后ꎬ细胞凋亡的关键执行蛋白
Ｂａｘ、Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ － ３ 水平降低ꎬ氧化应激标志 ＲＯＳ、
ＭＤＡ 水平同样降低ꎮ 此前ꎬｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 的敲除被
证明可以减弱 ＨＧ 导致的细胞 ＲＯＳ、ＭＤＡ 水平升高[１６－１７]ꎮ
这些结果说明 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 低表达通过促进视网
膜上皮细胞的增殖、减弱细胞凋亡与氧化应激ꎬ来保护
ＨＧ 诱导后视网膜上皮细胞的损伤ꎮ

越来越多的证据表明ꎬｌｎｃＲＮＡ 与 ｍｉＲＮＡ 竞争性结合
以调节靶基因的表达[１８]ꎮ 在线预测软件预测 ｍｉＲ－１９ａ－
３ｐ 可能是 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 的下游靶标ꎮ 先前的研究
表明ꎬ糖尿病患者的血浆 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 水平和血糖浓度之
间显著负相关ꎬ表明 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 的负调节与糖尿病的进
展有关[１０]ꎮ ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 过表达减轻缺血再灌注损伤模
型中神经元细胞的氧化应激和凋亡[１９]ꎮ 在这项研究中ꎬ
ＨＧ 诱导 ＡＲＰＥ－１９ 细胞后ꎬｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 表达降低ꎬｍｉＲ－
１９ａ－３ｐ 模拟物提高 ＨＧ 诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞增殖ꎬ降低
凋亡和氧化应激水平ꎮ 这与以前的报道[１０ꎬ １８] 相似ꎮ 此
外ꎬｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 直接靶向 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐꎬ并通过使
ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 海绵化来调节 ＨＧ 诱导的视网膜上皮细胞
损伤ꎮ

ＴＳＨＺ３ 编码锌指转录因子ꎬ并在发育中的人类新皮层
中高度表达[２０]ꎮ 研究表明ꎬ在 ＤＮＡ 损伤的神经干细胞
中ꎬＴＳＨＺ３ 的表达与 ＤＮＡ 损伤程度有关ꎬ并且 ＴＳＨＺ３ 作
为 ｍｉＲ－１２５ｂ－１－３ｐ 的靶基因ꎬ介导大鼠椎间盘退变[２１]ꎮ
在本研究中ꎬｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 在 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中直接靶向
ＴＳＨＺ３ꎬ并对 ＴＳＨＺ３ 表达起负调控作用ꎮ ｓｉ－ＴＳＨＺ３ 提高
ＨＧ 诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞增殖ꎬ降低凋亡和氧化应激水
平ꎮ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 通过靶向 ｍｉＲ－ １９ａ － ３ｐ 来调节
ＴＳＨＺ３ 表达ꎬ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 低表达对 ＨＧ 诱导的
ＡＲＰＥ－ １９ 细胞存活率、凋亡以及氧化应激的影响被
ＴＳＨＺ３ 过 表 达 所 逆 转ꎮ 这 些 结 果 说 明ꎬ ｌｎｃＲＮＡ
ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 通过 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ / ＴＳＨＺ３ 来调节 ＨＧ 诱导的
视网膜上皮细胞增殖、凋亡和氧化应激ꎮ

总之ꎬｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 可以通过靶向 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ
来调节 ＴＳＨＺ３ 的表达ꎮ 此外ꎬｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 低表达
通过介导 ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ 和 ＴＳＨＺ３ 改善了高糖诱导的视网
膜上皮细胞损伤ꎮ 提示 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ / ｍｉＲ － １９ａ －
３ｐ / ＴＳＨＺ３ 轴可能是糖尿病视网膜病变的潜在治疗靶标ꎮ
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ｇｌｕｃｏｓｅ－ｉｎｄｕｃｅｄ ＥＭＴ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ /
ＢＭＰ７ ａｘｉｓ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ. Ｂｒａｚ Ｊ Ｍｅｄ Ｂｉｏｌ Ｒｅｓ ２０２０ꎻ ５３

(４):ｅ９２８８
１９ Ｇａｏ Ｎꎬ Ｔａｎｇ Ｈꎬ Ｇａｏ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ ａｇｇｒａｖａｔｅｓ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ｉｓｃｈｅｍｉａ / ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｇ ａｓ ａ ＣｅＲＮＡ ｆｏｒ ｍｉＲ－１９ａ－３ｐ
ｔｏ ｔａｒｇｅｔ ＰＴＥＮ. Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ ２０２０ꎻ４３７:１１７－１２９
２０ Ｃａｕｂｉｔ Ｘꎬ Ｇｕｂｅｌｌｉｎｉ Ｐꎬ Ａｎｄｒｉｅｕｘ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. ＴＳＨＺ３ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｃａｕｓｅｓ ａｎ
ａｕｔｉｓｍ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ａｎｄ ｄｅｆｅｃｔｓ ｉｎ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ ｎｅｕｒｏｎｓ. Ｎａｔ Ｇｅｎｅｔ
２０１６ꎻ４８(１１):１３５９－１３６９
２１ ＭｅｎｇＸＴꎬ Ｚｈｕ Ｙꎬ Ｔａｏ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. ＭｉｃｒｏＲＮＡ－ １２５ｂ－ １－ ３ｐ ｍｅｄｉａｔｅｓ
ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｅａｓｈｉｒｔ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ
ｈｏｍｅｏｂｏｘ ３. Ｅｘｐ Ｔｈｅｒ Ｍｅｄ ２０１８ꎻ１５(３):２６２７－２６３３

２０２０ 中国科技核心期刊眼科学类期刊主要指标及排名

期刊名称
核心总被引频次

数值 排名

核心影响因子

数值 排名

综合评价总分

数值 排名

中华眼科杂志 １９０９ ２ ０.９６３ １ ７３.２ １

眼科新进展 １４３０ ３ ０.８４２ ２ ６６.０ ２

国际眼科杂志 ２１３３ １ ０.５８９ ５ ５４.９ ３

中华眼科医学杂志电子版 １１４ １０ ０.４５５ ８ ４８.３ ４

中华实验眼科杂志 １０５６ ４ ０.６７７ ３ ４３.１ ５

中华眼底病杂志 ７３８ ５ ０.５８５ ６ ３７.９ ６

临床眼科杂志 ４５０ ７ ０.４７０ ７ ３７.６ ７

眼科 ３８８ ８ ０.３９３ ９ ２６.９ ８

中华眼视光学与视觉科学杂志 ６６１ ６ ０.５９０ ４ ２１.８ ９

中国斜视与小儿眼科杂志 ２４０ ９ ０.３７６ １０ １３.６ １０

摘编自 ２０２０ 版«中国科技期刊引证报告»核心版
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