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Abstract
誗AIM: To identify the oxidative stress related miRNA in
retinal pigment epithelium (RPE) by miRNA expression
profile chip and provide a new idea for comprehensive
and deep research on the molecular mechanisms of age-
related macular degeneration (AMD) .
誗METHODS: Human RPE cell line D407 was treated by
100, 200, 400滋mol / L H2O2 for 24h and harvested to isolate
total RNA by Trizol reagent. The expression difference of
D407 cell miRNA after processing of different
concentrations was generated by Exiqon miRCURY
LNATM microRNA expression profile chip and the changes
after processing of different concentrations were
conducted by Hierarchical Clustering analysis. The
results of chips were verified through Stem loop realtime
PCR, and the target genes of identified miRNAs were
predicted by bioinformatics software.
誗RESULTS: Among the 1425 known miRNAs listed on
microarray, 367 miRNAs showed differential expression
after H2O2 treatment. The Treeview Clustering showed
that 17 miRNAs, including miR-31, were downregulated
along with the increase of H2O2 concentration.

Meanwhile, 7 miRNAs, including miR206, were
upregulated. The results of qRT - PCR further validated
the better results of microarray.
誗CONCLUSION:The miRNA expression of human RPE is
dramatically changed after H2O2 treatment. miRNA
adjusts the molecules level of micrornas transcription
and it is involved in cell oxidative stress reaction, and
miRNA may play a pivotal role in the pathogenesis and
development of AMD.
誗 KEYWORDS: oxidative stress; retinal pigment
epithelium; microRNA; age - related macular
degeneration
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摘要
目的:应用 miRNA 表达谱芯片筛选视网膜色素上皮细胞
与氧化应激相关的 miRNA,为更加全面深入地研究年龄
相关性黄斑病变(age-related macular degeneration,AMD)
发生的分子机制提供新的思路。
方法:培养 D407 细胞,分别使用 100、200、400滋mol / L
H2O2 处理细胞 24h 后,Trizol 试剂抽提细胞总 RNA,使用

Exiqon miRCURY LNATM microRNA 表达谱芯片(miRBase
16. 0 数据库)检测不同浓度处理后 D407 细胞 miRNA 的
表达差异,并将不同浓度处理后的变化进行聚类分析。
使用 Stem loop realtime PCR 对芯片结果进行验证,并运
用生物信息学方法预测差异 miRNA 调控的靶基因。
结果:芯片所包含的 1425 个已知 miRNA 中,共有 367 个
在不同浓度 H2O2 处理后表达发生变化。 通过 Treeview
软件进行聚类分析发现 miR-31 等 17 个 miRNA 随 H2O2

浓度的升高呈现逐渐降低的趋势,miR-206 等 7 个则逐
渐升高。 PCR 验证显示芯片结果准确性较好。
结论:H2O2 作用前后 RPE 的 miRNA 表达存在明显差异,
miRNA 作为转录后水平的调节分子,参与了细胞氧化应
激反应,可能在 AMD 的发生发展中起有重要作用。
关键词:氧化应激;视网膜色素上皮细胞;miRNA;年龄相
关性黄斑变性
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0 引言
摇 摇 近年来研究显示视网膜色素上皮细胞 ( retinal
pigment epithelium,RPE)的氧化应激与年龄相关性黄斑
病变(age-related macular degeneration,AMD)等众多视网
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膜疾病的发生、发展关系密切,但机制尚不明确[1]。 微小
RNA(microRNA,miRNA)是长度小于 22 个碱基的小分子
单链 RNA,位于基因组非编码区,进化上高度保守,能够
在转录后水平对基因表达进行调控。 目前已有研究显示
miRNA 参与了 AMD 的发生和发展,但其具体作用尚不
明确[2-6]。 为此本研究通过观察人 RPE 在不同浓度过氧
化氢(H2O2)作用后 miRNA 表达谱的变化,寻找与氧化
应激相关的 miRNA,为更加全面深入地研究 AMD 发生的
分子机制提供新的思路。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 人 RPE D407 细胞系购自中山大学实验动物
中心;Trizol 试剂购自美国 Invitrogen 公司;miRNA 芯片购
自丹麦 Exiqon 公司;microRNA Stem-loop 引物及反转录
试剂、TaqMan襆 miRNA assay 试剂购自美国 ABI 公司。
1. 2 方法
1. 2. 1 细胞培养摇 D407 生长于 DMEM 高糖培养基,添加
10% FBS,100U / mL 青霉素,100mg / mL 链霉素,培养于
37益,5% CO2培养箱。 隔日换液,每 4d 以 1颐5 传代。
1. 2. 2 miRNA 芯片分析 摇 使用 100、 200、400滋mol / L
H2O2 处理 D407 细胞 24h 后,收集细胞用 Trizol 法提取总
RNA。 选用针对 miRBase 数据库(16. 0)含有 1891 个捕
获探针的 miRCURYTM LNA 芯片进行检测,标记和杂交均
按试剂盒说明进行。 不同浓度处理组使用 Hy5TM荧光染
料标记,未处理组使用 Hy3TM荧光染料标记。 将杂交后的
芯片使用 Axon 4000 扫描仪 532nm 和 635nm 两种波长扫
描,提取荧光信号的强度,GenePix 4. 0 软件计算每个基
因点在本次实验中的表达差异值,筛选标准为比值逸2
为上调,比值臆0. 5 为下调。
1. 2. 3 聚类分析 摇 将芯片所得全部数据导入 Cluster 软
件,采用整体聚类分析方法 ( Hierarchically Cluster ),
Similaruty Metric 选 择 Correlation ( uncentered ), 进 行
Average Linkage Clustering,Treeview 软件展示聚类结果。
1. 2. 4 qRT-PCR验证摇 根据芯片和聚类分析结果,将鉴
定出与氧化应激相关的 miRNA 进一步使用 qRT-PCR 验
证。 Trizol 提取总 RNA 后使用 miRNA Stem-loop 引物反
转录为 cDNA,使用 TaqMan襆 miRNA assay 试剂在 ABI
7500 real time PCR 仪上进行检测,循环条件:95益 5min,
40 个循环 95益 10s,59益 10s。 U6 RNA 作为内参,2-吟吟Ct

方法计算其相对表达量,独立实验重复三次,与芯片结果
进行对比。
1. 2. 5 miRNA 靶基因预测[7] 摇 分别将筛选出的 miRNA
代入以下三种程序:TargetScan ( http: / / www. targetscan.
org)、miRBase Targets ( http: / / microrna. sanger. ac. uk)和
PicTar(http: / / pictar. bio. nyu. edu / ),预测其可能调控的
靶基因。
摇 摇 统计学分析:统计软件采用 SPSS Statistics 19. 0,使
用单因素方差分析(ANOVA)对筛选出的 miRNA 在不同
浓度 H2O2 处理后的变化进行统计学检验,检验水准为 琢=
0. 05。
2 结果
2. 1 氧化应激诱发的 miRNA 表达变化摇 在芯片所包含
的 1 425 个已知 miRNA 中,共有 367 个在不同浓度 H2O2

处理后表达发生变化 (100滋mol / L:300 个,200滋mol / L:
230 个,400滋mol / L:262 个),其中 94 个 miRNA 在不同浓
度 H2O2 处理后发生了明显变化(43 个上调,51 个下调,
表 1)。

表 1摇 D407 细胞氧化损伤后变化明显的 miRNA
上调 下调

hsa-miR-7 hsa-let-7b
hsa-miR-16 hsa-miR-21*
hsa-miR-20a hsa-miR-23c
hsa-miR-26b hsa-miR-31
hsa-miR-27a hsa-miR-32*
hsa-miR-30c-1* hsa-miR-150
hsa-miR-32 hsa-miR-151-3p
hsa-miR-130a hsa-miR-124*
hsa-miR-133b hsa-miR-148b
hsa-miR-149* hsa-miR-193b
hsa-miR-181d hsa-miR-195*
hsa-miR-206 hsa-miR-210
hsa-miR-214 hsa-miR-224*
hsa-miR-301a hsa-miR-302c*
hsa-miR-335 hsa-miR-330-3p
hsa-miR-374a hsa-miR-340
hsa-miR-422a hsa-miR-326
hsa-miR-423-5p hsa-miR-361-5p
hsa-miR-424 hsa-miR-491-3p
hsa-miR-483-5p hsa-miR-518b
hsa-miR-508-5p hsa-miR-518e*
hsa-miR-552 hsa-miR-520d-5p
hsa-miR-553 hsa-miR-548e
hsa-miR-663b hsa-miR-574-5p
hsa-miR-638 hsa-miR-622
hsa-miR-711 hsa-miR-625*
hsa-miR-767-5p hsa-miR-634
hsa-miR-1246 hsa-miR-636
hsa-miR-1249 hsa-miR-640
hsa-miR-1290 hsa-miR-647
hsa-miR-1915 hsa-miR-665
hsa-miR-3178 hsa-miR-885-5p
hsa-miR-3195 hsa-miR-937
hsa-miR-3201 hsa-miR-1236
hsa-miR-3607-5p hsa-miR-1273
hsa-miR-3611 hsa-miR-1275
hsa-miR-3613-3p hsa-miR-1285
hsa-miR-3618 hsa-miR-1909
hsa-miR-3646 hsa-miR-1973
hsa-miR-3656 hsa-miR-1976
hsa-miR-3686 hsa-miR-2355-3p
hsa-miR-4258 hsa-miR-3142
hsa-miR-4284 hsa-miR-3149

hsa-miR-3182
hsa-miR-3196

hsa-miR-3675-3p
hsa-miR-3941
hsa-miR-4268
hsa-miR-4284
hsa-miR-4286
hsa-miR-4312
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图 1摇 氧化应激相关 miRNA聚类分析。

图 2摇 H2O2 处理前后 miRNA 的表达变化 摇 A:hsa-miR-206
相对表达量;B:hsa-miR-31 相对表达量;aP<0. 05 vs 400滋mol / L)。

图 3摇 靶基因预测。

摇 摇 经聚类分析后发现,24 个 miRNA 的表达变化与

H2O2 的浓度具有一定关联性,其中 7 个 miRNA ( hsa -
miR-206,hsa-miR-423-5p,hsa-miR-149*,hsa-miR-
483-5p,hsa-miR-1290,hsa-miR-3611,hsa-miR-1246)
随 H2O2 浓度的升高呈现逐渐升高的趋势,17 个 miRNA
(hsa-miR-31,hsa-miR-518e*,hsa-miR-574-3p,hsa-
miR-32*,hsa-miR-146b-3p,hsa-miR-300,hsa-miR-
634,sa-miR-647,hsa-miR-520d-5p,hsa-miR-1827,hsa-
miR-625*,hsa-miR-491-3p,hsa-miR-4286,hsa-miR-
4279,hsa-miR-4308,hsa-miR-3675-3p,hsa-miR-518b)
则逐渐降低(图 1)。
2. 2 芯片结果验证 摇 通过 TaqMan襆 miRNA Real -Time
PCR 检测发现,与未处理组相比,H2O2 处理后 D407 细胞

的 hsa - miR - 206 表达升高 ( 100滋mol / L: P = 0. 995;
200滋mol / L:P= 0. 001;400滋mol / L:P = 0. 000 vs control),
与 H2O2 处理浓度有很好的相关性 ( F = 144. 968,P =
0郾 000),hsa-miR-31 的表达则逐渐降低(100滋mol / L:P =
0. 565;200滋mol / L:P = 0. 001;400滋mol / L:P = 0. 000 vs
control),呈现明显的浓度依赖性(F = 70. 079,P = 0. 000,
图 2)。
2. 3 miRNA靶基因预测摇 软件预测结果显示,表达上调

的 hsa-miR-206 靶基因为超氧化物歧化酶 1 (superoxide
dismutase 1,SOD1)。 预测结合位点见图 3。 此外,其他差

异表达的 miRNA 预测的靶基因中包括 PRDX3,GSR,
GPX8 等多种与氧化应激相关的基因。
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3 讨论
摇 摇 氧化应激是 AMD 发生发展的重要病理机制之一,氧
化应激将会导致 RPE 或是脉络膜微血管损伤,RPE 的损
伤又会进一步介导 Br俟ch 膜及脉络膜的炎症反应,促发
的炎症反应又会使 ECM 异常沉积,进而影响 RPE 加重
AMD 进展[8-9]。 目前认为 miRNA 可能在病理性新生血
管、氧化应激、免疫反应以及炎症等 AMD 相关的重要病
理因素中扮演着重要作用[5,10-11]。 通过对 miRNA 表达模
式的位相性和时序性的研究能够为明确 miRNA 在 AMD
发生发展过程中的特定功能提供线索。 本研究结果显示
不同程度的氧化损伤作用于 RPE 细胞后,细胞 miRNA 表
达发生了明显变化,并且部分 miRNA 的表达变化与损伤
程度有一定相关性,表明 miRNA 可能在 RPE 的氧化损伤
及 AMD 的发生发展中具有重要作用。
摇 摇 进一步的生物信息学分析发现,细胞氧化损伤后发
生变化的 miRNA 可能调控的靶基因与氧化应激关系密
切。 正常情况下,人体内的 SOD、过氧化氢酶和谷胱甘肽
过氧化物酶等抗氧化系统可拮抗氧化应激反应[12]。
Sod1- / -和 Sod2 knockdown 小鼠的视网膜表现出与 AMD
类似的病理学改变[13-14]。 本实验结果显示 miR-206 可
能从转录后水平调控 SOD1,并且与氧化损伤的程度明显
相关,表明 miR-206 可以通过调节 SOD1 的表达抑制抗
氧化反应,加重氧化损伤。
摇 摇 氧化损伤可诱导 RPE 细胞死亡、局部自身免疫反应
和慢性炎症,这些病理改变可致 GA 和 CNV。 有文献报
道,miR-21,miR-31 和 miR-150 等在激光诱导的 CNV
小鼠中表达显著减少,而过表达以上三种 miRNA 均能抑
制激光诱导 CNV 的病理进程[15]。 本实验芯片结果显示,
经 H2O2 处理后,细胞内 miR-21,miR-31 和 miR-150 的
表达均明显降低,并且 miR-31 的变化趋势与 H2O2 浓度
有很好的关联性,更加说明 miRNA 在 AMD 的发病机制
中具有重要的作用,但其具体作用机制还有待进一步
研究。
摇 摇 综上所述,氧化损伤作用于 RPE 会引起细胞内
miRNA 发生明显变化,差异表达的 miRNA 可通过调节抗
氧化反应等多个途径,参与 AMD 的发生与发展。 虽然缺
乏对生物信息学分析得出的 miRNA 调控靶基因的直接
实验验证,但结合相关文献,筛选出的差异 miRNA 能够
为进一步研究提供新的思路。 通过对本实验中筛选出的
氧化应激相关 miRNA 的确证和功能研究,将有利于我们
从基因水平对 AMD 进行更加深入的研究,寻找新的治疗
靶点。
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