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摘要

目的: 观 察 ＭｉｃｒｏＲＮＡ － ３４ａ 对 人 晶 状 体 上 皮 细 胞 系

ＳＲＡ０１ / ０４ 衰老和凋亡的影响及作用机制ꎮ
方法:ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测年龄相关性白内障(ＡＲＣ)晶状体和

透明晶状体上皮细胞中 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 表达水平ꎬ采用脂

质体转染试剂盒将 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－ ３４ａ ｍｉｍｉｃｓ(过表达组)、
ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ(抑制组)和空脂质体(对照组)
转染至 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞ꎬｑＲＴ－ＰＣＲ 检测 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 的

表达量ꎻ采用 β－半乳糖苷酸(ＳＡ－β－ｇａｌ)染色检测转染后

细胞的衰老情况ꎮ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染色流式细胞仪

检测 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 对人晶状体细胞系 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞凋

亡的影响ꎻ蛋白免疫印迹检测 Ｃｄｃ４２、Ｒａｃ１ 蛋白的表达ꎮ
结果:透明晶状体前囊膜组织中 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 的表达量

显著低于 ＡＲＣ 晶状体前囊膜组织(Ｐ<０ ０５)ꎻＭｉｃｒｏＲＮＡ－
３４ａ 过表达组、对照组、ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 抑制组 ＳＡ－β－ｇａｌ
阳性率分别为(８７ ５６±２ ３４)％、(１２ ２２±２ ７４)％、(３ ４５±
０ ４５)％ꎮ ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 过表达组明显高于对照组ꎬ而
ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 抑制组 ＳＡ－β－ｇａｌ 阳性率明显低于对照组

(Ｐ<０ ０５)ꎻＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 抑制组、对照组和 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－
３４ａ 过表达组的细胞凋亡率分别为 ( ５ ８７ ± １ ２２)％、
(１２ ２６±２ １４)％、(２９ ４５±３ １２)％ꎬＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 抑制

组细胞凋亡率明显低于对照组ꎬ而 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 过表达

组细胞凋亡率明显高于对照组(Ｐ<０ ０５)ꎻＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ
过表达组中 Ｃｄｃ４２ 和 Ｒａｃ１ 的表达明显高于对照组(Ｐ<
０ ０５)ꎬＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 抑制组中 Ｃｄｃ４２ 和 Ｒａｃ１ 的表达明

显低于对照组(Ｐ<０ ０５)ꎮ
结论:ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 可能通过上调 Ｃｄｃ４２ 和 Ｒａｃ１ 促进人

晶状体上皮细胞衰老和凋亡ꎮ
关键词:ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａꎻ人晶状体上皮细胞ꎻＣｄｃ４２ꎻＲａｃ１ꎻ
衰老ꎻ凋亡

ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２０.５.０５

ＭｉｃｒｏＲＮＡ － ３４ａ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ
ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｃｄｃ４２ ａｎｄ Ｒａｃ１

Ｗｅｎ Ｌａｎꎬ Ｚｈｉ－Ｊｕｎ Ｃｈｅｎꎬ Ｌｕ Ｚｈｏｕ

Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｃｈｉｌｄｒｅｎｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ
Ｎａｎｊｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００００ꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｚｈｉ－Ｊｕｎ Ｃｈｅｎ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
Ｃｈｉｌｄｒｅｎｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ
２１００００ꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. １８９５１７６９６７８＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０１９－０７－１５　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２０－０４－１６

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
ＭｉｃｒｏＲＮＡ－ ３４ａ ｏｎ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ
ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＳＲＡ０１ / ０４.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: ＭｉｃｒｏＲＮＡ － ３４ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＡＲＣ
ｌｅｎｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｑＲＴ － ＰＣＲ. ＭｉｃｒｏＲＮＡ － ３４ａ ｍｉｍｉｃｓꎬ ＭｉｃｒｏＲＮＡ － ３４ａ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ａｎｄ ｅｍｐｔｙ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ( ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ) ｗｅｒｅ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＳＲＡ０１ / ０４ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
ｋｉｔ. Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭｉｃｒｏＲＮＡ － ３４ａ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ
ｌｅｎｓ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＳＲＡ０１ / ０４. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｄｃ４２ ａｎｄ Ｒａｃ１
ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＭｉｃｒｏＲＮＡ － ３４ａ ｉｎ
ａｎｔｅｒｉｏｒ ｃａｐｓｕｌａｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ ｌｅｎｓ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ＡＲＣ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｃａｐｓｕｌａｒ
ｔｉｓｓｕｅ (Ｐ< ０.０５) . Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ ＳＡ － β － ｇａｌ ｉｎ ｔｈｅ
ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ ｍｉｍｉｃｓ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ
ＭｉｃｒｏＲＮＡ－ ３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ( ８７. ５６ ± ２. ３４)％ꎬ
(１２ ２２ ± ２. ７４)％ ａｎｄ ( ３. ４５ ± ０. ４５)％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ ＳＡ－β －ｇａｌ ｉｎ ｔｈｅ ＭｉｃｒｏＲＮＡ－ ３４ａ ｍｉｍｉｃｓ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ
ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ＳＡ － β － ｇａｌ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ＭｉｃｒｏＲＮＡ － ３４ａ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ( Ｐ < ０. ０５ ) . Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ
ＭｉｃｒｏＲＮＡ － ３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｇｒｏｕｐꎬ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ ｍｉｍｉｃｓ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ (５.８７±１.２２)％ꎬ (１２.２６±
２.１４)％ ａｎｄ (２９.４５ ± ３.１２)％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ ｍｉｍｉｃｓ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ
ＭｉｃｒｏＲＮＡ － ３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ< ０.０５) . Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ
ｏｆ Ｃｄｃ４２ ａｎｄ Ｒａｃ１ ｉｎ ｔｈｅ ＭｉｃｒｏＲＮＡ － ３４ａ ｍｉｍｉｃｓ ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

８６７
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(Ｐ<０.０５)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｃｄｃ４２ ａｎｄ Ｒａｃ１ ｉｎ ｔｈｅ
ＭｉｃｒｏＲＮＡ－ ３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５) .
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: ＭｉｃｒｏＲＮＡ － ３４ａ ｍａｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ
ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
ｂｙ ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｃｄｃ４２ ａｎｄ Ｒａｃ１.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｍｉｃｒｏＲＮＡ － ３４ａꎻ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓꎻ Ｃｄｃ４２ꎻ Ｒａｃ１ꎻ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｌａｎ Ｗꎬ Ｃｈｅｎ ＺＪꎬ Ｚｈｏｕ Ｌ. Ｍｉｃｒｏｒｎａ－ ３４ａ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ
ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｕｐ －
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｃｄｃ４２ ａｎｄ Ｒａｃ１. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２０ꎻ
２０(５):７６８－７７２

０引言
据统计ꎬ全球致盲性眼病中ꎬ因白内障致盲的患者

占比约为 ５０％ꎮ 随着世界人口增加ꎬ老龄化加剧ꎬ年龄
相关性白内障( ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｃａｔａｒａｃｔꎬＡＲＣ)发病人数逐年
上升[１] ꎮ 目前研究表明ꎬ细胞氧化应激是白内障产生的
首要因素ꎬ病理学研究称为晶状体上皮细胞衰老凋
亡[２－３] ꎮ 微小 ＲＮＡ(ＭｉｃｒｏＲＮＡ)存在于真核生物中ꎬ是一
类长约 １８ ~ ２５ 个核苷酸的内源性单链非编码 ＲＮＡꎬ能
在转录水平与特定的靶基因 ３ 非翻译区完全或不完全
互补配对ꎬ促使靶基因在 ｍＲＮＡ 水平发生降解ꎮ 现阶段
研究表明ꎬＭｉｃｒｏＲＮＡ 作为重要的调节因子ꎬ参与多种人
类疾病的发展[４] ꎬ在疾病的诊断和治疗中发挥积极作
用[５] ꎮ 近年来 ＭｉｃｒｏＲＮＡ 在眼科疾病的研究已经开展ꎬ
ＭｉｃｒｏＲＮＡ 在哺乳动物眼部表达丰富且分布广泛ꎬ高表
达于角膜上皮细胞、睫状体、晶状体及视网膜色素上皮
细胞ꎮ 其中 ＡＲＣ 中表达最多的是 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａꎮ 文献
报道称 Ｒｈｏ 蛋白家族(Ｃｄｃ４２、Ｒａｃ１ 等)作为 Ｒａｓ 超家族
中小分子 Ｇ 蛋白的成员之一ꎬ在晶状体上皮细胞和纤维
细胞中表达ꎬ参与到细胞信号转导[６] ꎬ激活其下游靶分
子 Ｒｈｏ 激酶从而参与多种生物效应ꎬ譬如维持细胞微观
形态功能的稳定、增殖与迁移[７]、基因转录、分化[８－９]、增
殖凋亡等[１０]ꎮ Ｒａｃ１ 和 Ｃｄｃ４２ 又是 Ｒｈｏ 家族蛋白重要成
员ꎬ有文献指出 Ｒａｃ１ 和 Ｃｄｃ４２ 能够促进晶状体上皮细胞
迁移[１１]ꎬ但对细胞的衰老和凋亡还没有研究ꎮ 本文通过
观察 ＡＲＣ 晶状体和透明晶状体中 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 的表达ꎬ
探讨其对晶状体细胞衰老和凋亡的研究ꎬ以期为白内障的
防治提供新的方法ꎮ
１材料和方法
１ １材料
１ １ １组织标本和细胞　 透明晶状体前囊膜 ４０ 例ꎬ取自
南京医科大学附属儿童医院眼库ꎬ来源于眼库角膜移植供
体ꎻＡＲＣ 晶状体前囊膜 ４０ 例ꎬ取自南京医科大学附属儿
童医院眼科常规白内障手术术中ꎮ 透明晶状体前囊膜患
者的平均年龄为 ５２ ３４±５ ２１ 岁ꎬＡＲＣ 晶状体前囊膜患者
的平均年龄为 ５２ ３５±５ １９ 岁ꎮ 患者及其家属签署知情同
意书ꎮ 晶状体上皮细胞 ＳＲＡ０１ / ０４ 采购自中科院上海细
胞生物研究所ꎮ 本研究经医院伦理委员会批准展开ꎮ
１ １ ２主要仪器和试剂 　 胰蛋白酶、ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测试剂
盒购自碧云天生物技术有限公司ꎻＲＰＩＭ１６４０ 细胞培养基
购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＴｒｉｚｏｌ 总 ＲＮＡ 提取试剂盒购自广东
锐博生物科技技术股份有限公司ꎻ反转录试剂盒购自美国

ＳｉｇｍａꎻＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ、ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ ｍｉｍｉｃｓ 和
空脂质体(货号 Ｂ０５００９)由上海吉玛制药技术有限公司代
为合成ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ青、
链霉素购自华北制药有限公司、ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘｔａｑ ｓｙｓｔｅｍ
日本 Ｔａｋａｒａ 公司ꎻ细胞培养箱采购自上海三腾仪器有限
公司ꎮ 兔抗人 Ｃｄｃ４２ 和兔抗人 Ｒａｃ１(ＷＢ)购自美国 ａｂｃａｍ
公司、二抗( ＩＨＣ)、ＧＡＰＤＨ 鼠抗购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司ꎮ 实
时荧光定量 ＰＣＲ 仪购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司、细胞培养箱购
自 ＳＡＮＹＯ、 生物安全柜购自 ｈａｉｅｒꎻ 高 速 离 心 机 购 自
ＴｈｅｒｍｏꎻＴｉ－Ｕ / Ｔｉ－ｓ 倒置荧光显微镜购自 Ｎｉｋｏｎꎮ
１ ２方法
１ ２ １ ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 基因的表达 　 取
透明人晶状体前囊膜组织和 ＡＲＣ 人晶状体前囊膜组织ꎬ
Ｔｒｉｚｏｌ 液与组织处理液混合作用 １０ｍｉｎꎬ以 １ ２×１０４ ｒ / ｍｉｎ
离心 １０ｍｉｎꎬ去除上层清液ꎬ加入 Ｔｒｉｚｏｌ 与氯仿震荡混匀ꎬ
以 １ ２×１０４ｒ / ｍｉｎ 离心 ２０ｍｉｎꎬ加入异丙醇ꎬ用移液器吹打
均匀ꎬ以 １ ２×１０４ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ｍｉｎ 后ꎬ弃去上层清液ꎬ留
下层絮状沉淀ꎬ加入 Ｔｒｉｚｏｌ 与乙醇的混合液ꎬ以 １ ２×１０４

ｒ / ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ 后ꎬ弃上清液ꎬ提取的 ＲＮＡ 用 ＤＥＰＣ 水溶
解ꎬ用反转录试剂盒转录 ｃＤＮＡꎬ按照 ＳＹＢＲ 方法进行实时
定量 ＰＣＲꎮ 反应条件为 ９４℃ ３０ｓꎬ１ ｃｙｃｌｅꎻ９５℃ ５ｓꎬ６０℃
３０ｓꎬ４０ ｃｙｃｌｅｓꎻ９５℃ ５ｓꎬ６０℃ １ｍｉｎꎬ９５℃ꎬ１ｃｙｃｌｅꎮ 以 Ｕ６ 作
为内参ꎬ上游引物为 ５－ＣＴＣ ＧＣＴ ＴＣＧ ＧＣＡ ＧＣＡ ＣＡ－３ꎬ
下游引物为 ５－ＡＡＣ ＧＣＴ ＴＣＡ ＣＧＡ ＡＴＴ ＴＧＣ ＧＴ－３ꎮ 引
物 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 上游引物为 ５－ＣＧＧ ＣＧＴ ＧＧＣ ＡＧＴ ＧＴＣ
ＴＴＡ Ｇ－３ꎬ下游引物为 ５－ＧＴＣ ＧＴＡ ＴＣＣ ＡＧＴ ＧＣＡ ＧＧＧ
ＴＣＣ ＧＡＧ ＧＴＡ ＴＴＣ ＧＣＡ ＣＴＧ ＧＡＴ ＡＣＧ ＡＣＡ ＣＡＡ ＣＣ－３ꎬ
结果采用 ２－△△Ｃｔ法计算ꎮ
１ ２ ２细胞培养 　 液氮中取出人晶状体细胞系 ＳＲＡ０１ /
０４ꎬ置于 ３７℃ 水浴溶解ꎬ加入含 １０％胎牛血清( ＦＢＳ)的
ＤＭＥＭ 培养基中培养 ４８ｈꎬ然后离心去上清ꎬ加入 ＤＭＥＭ
培养基悬浮细胞ꎬ接种于培养瓶中ꎮ 置于二氧化碳培养箱
中培养ꎬ培养条件 ３７℃ꎬ５％ ＣＯ２浓度ꎮ 传代一次ꎬ待细胞
处于对数期用于后续研究ꎮ
１ ２ ３细胞转染　 调整人晶状体细胞系 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞浓
度为 １×１０６个 / ｍＬꎬ取 ２ｍＬ 接种于 ６ 孔板中ꎬ培养过夜ꎬ采用
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 将浓度均为 ５０ｎｍｏｌ / Ｌ 的 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ
ｍｉｍｉｃｓ、ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ 和空脂质体转染至细胞ꎮ
其中转染 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ ｍｉｍｉｃｓ 的细胞作为 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－
３４ａ 过表达组ꎬ转染 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ 的细胞作为
ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 抑制组ꎬ转染空脂质体的细胞作为对照组ꎮ
ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 的表达量ꎮ
１ ２ ４采用 β－半乳糖苷酸(ＳＡ－β－ｇａｌ)染色检测细胞的
衰老情况　 将各组细胞接种于 ６ 孔板培养 ２４ｈ 后ꎬ离心去
除培养基ꎬ然后采用 ＰＢＳ 洗涤ꎬ离心去上清ꎬ加入 １ｍＬ β－
半乳糖苷酶染色固定液ꎬ室温固定 １５ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ
离心ꎬ去上清加入 １ｍＬ 染色工作液ꎬ３７℃ 孵育过夜ꎬ光学
显微镜下观察染色结果并进行衰老细胞计数ꎬＳＡ－β－ｇａｌ
阳性细胞(衰老细胞)中可见蓝色沉淀物ꎬ分别统计 ３ 个
不同视野中的细胞总数和 ＳＡ－β－ｇａｌ 阳性细胞数ꎬＳＡ－β－
ｇａｌ 阳性细胞百分比(％)＝ ＳＡ－β－ｇａｌ 阳性细胞个数 / 总细
胞数×１００％ꎮ
１ ２ ５ ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 对人晶状体细胞系 ＳＲＡ０１ / ０４ 细
胞凋亡的影响　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染色流式细胞仪检
测细胞凋亡ꎬ收集各组细胞ꎬＰＢＳ 洗涤ꎬ离心去除上清ꎬ然
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后加入 ３００μＬ 的结合缓冲液ꎬ混匀ꎬ加入 ５μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－
ＦＩＴＣ 和 ５μＬ ＰＩꎬ避光孵育 ３０ｍｉｎꎬ然后上机检测ꎬ分析细胞
早期和晚期凋亡率ꎮ
１ ２ ６蛋白免疫印迹检测 Ｃｄｃ４２、Ｒａｃ１ 蛋白的表达 　 收
集各组细胞ꎬ加细胞裂解液ꎬ冰上裂解 ３０ｍｉｎꎬ超声裂解
３０ｓꎬ１００００ｒ / ｍｉｎꎬ４℃离心 １０ｍｉｎꎬ收集上清ꎬＢＣＡ 检测蛋白
浓度ꎬ待测样品和 Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 混合ꎬ然后加入至制备好
的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶上样孔中ꎬ进行分离ꎬ结束后取出凝
胶ꎬ转膜ꎬ封闭ꎬ加入兔抗人 Ｃｄｃ４２(兔抗人 Ｒａｃ１)ꎬ４℃过
夜ꎬ加入辣根过氧化物标记的羊抗兔 ＩｇＧꎬ３７℃ 孵育 ２ｈꎬ
ＥＣＬ 显影ꎬ采用自动凝胶成像系统采集图像ꎬ以 ＧＡＰＤＨ
作为内参进行分析ꎮ

统计学分析:数据分析采用 ＳＰＳＳ１６ ０ 软件ꎬ所有数据

均经正态分布和方差齐性检验ꎬ其中计量资料以 ｘ±ｓ 表
示ꎬ组间比较采用独立样本 ｔ 检验ꎬ多组间比较采用单因
素方差分析ꎮ 作图工具采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ５ ０１ꎬＰ<０ ０５ 表示
差异有统计学意义ꎮ
２结果
２ １ ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ在透明晶状体前囊膜组织和 ＡＲＣ 晶
状体前囊膜组织中的表达　 ｑＲＴ－ＰＣＲ 结果显示透明晶状
体前囊膜组织中 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 的表达量显著低于 ＡＲＣ
晶状体前囊膜组织ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎬ见
图 １ꎮ
２ ２ ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 转染晶状体细胞系 ＳＲＡ０１ / ０４ 的表
达　 ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测结果显示 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 过表达组中
ＭｉｃｒｏＲＮＡ － ３４ａ 的表达明显高于对照组 ( Ｐ < ０ ０５ )ꎬ
ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 抑制组中 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 的表达明显低于
对照组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎬ见图 ２ꎬ提示成
功构建 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 过表达 / 抑制细胞株ꎮ
２ ３ ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 对人晶状体细胞系 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞
衰老的影响　 光学显微镜下观察ꎬＳＡ－β－ｇａｌ 阳性细胞中
可见蓝色沉淀物ꎮ ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 过表达组呈强阳性染
色ꎬ对照组、ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 抑制组着染阴性ꎮ ＭｉｃｒｏＲＮＡ－
３４ａ 过表达组、对照组、ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 抑制组 ＳＡ－β－ｇａｌ
阳性率分别为(８７ ５６±２ ３４)％、(１２ ２２±２ ７４)％、(３ ４５±
０ ４５)％ꎮ ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 过表达组明显高于对照组ꎬ而
ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 抑制组 ＳＡ－β－ｇａｌ 阳性率明显低于对照组ꎬ
差异均有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎬ提示过表达 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－
３４ａ 可促进 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞衰老ꎬ见图 ３ꎮ
２ ４ ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ对人晶状体细胞系 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞凋
亡的影响 　 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 抑制组、对照组和 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－
３４ａ 过表达组的细胞凋亡率分别为 ( ５ ８７ ± １ ２２)％、
(１２ ２６±２ １４)％和(２９ ４５±３ １２)％ꎬＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 抑制
组细胞凋亡率明显低于对照组ꎬ而 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 过表达
组细胞凋亡率明显高于对照组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<
０ ０５)ꎬ见图 ４ꎮ
２ ５ ＭｉｃｒｏＲＮＡ－ ３４ａ 对 Ｃｄｃ４２ 和 Ｒａｃ１ 蛋白的影响 　
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示ꎬＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 过表达组中
Ｃｄｃ４２ 和 Ｒａｃ１ 的表达明显高于对照组ꎬＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 抑
制组中 Ｃｄｃ４２ 和 Ｒａｃ１ 的表达明显低于对照组ꎬ差异均有
统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎬ见图 ５ꎮ
３讨论

随着当今社会老龄化发展ꎬ有报告指出 ２０２０ 年我国
５０ 岁以上患白内障的人群将达到总人数的 １ / ４ꎬ白内障手

　 　

图 １　 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 在透明晶状体前囊膜组织和 ＡＲＣ 晶状
体前囊膜组织的表达　 ａＰ<０ ０５ ｖｓ 透明晶状体前囊膜组织ꎮ

图 ２ 　 ＲＴ －ＰＣＲ 检测 ＭｉｃｒｏＲＮＡ － ３４ａ 在人晶状体细胞系
ＳＲＡ０１ / ０４ 中的表达　 ａＰ<０ ０５ ｖｓ 对照组ꎮ

术需求量逐年增加ꎬ给国家和个人带来了巨大的经济负
担ꎮ 因此研究 ＡＲＣ 的发病机制ꎬ寻找非手术的治疗方法ꎬ
具有重大意义ꎮ

文献报道[１２]称 ＡＲＣ 是晶状体衰老的表现ꎬ而氧化损
伤是 ＡＲＣ 发生的独立危险因素ꎮ 随着年龄增加ꎬ细胞机
能减退ꎬ细胞代谢产物和外部因子均不断形成自由基ꎬ衰
老的晶状体细胞酶活性下降ꎬ抗氧化能力减弱ꎬ多余的自
由基无法被清除ꎬ出现积累ꎬ就会对晶状体产生氧化损伤ꎬ
进而攻击细胞膜ꎬ导致脂质过氧化ꎬ造成蛋白质和 ＤＮＡ 损
伤ꎬ导致晶状体混浊[１２－１３]ꎮ 表观遗传学调控基因表达的
机制 包 括 ＤＮＡ 甲 基 化、 组 蛋 白 修 饰 及 微 小 ＲＮＡ
(ＭｉｃｒｏＲＮＡ)ꎮ 其中 ＭｉｃｒｏＲＮＡ 的出现ꎬ为研究开拓了新思
路ꎮ ＭｉｃｒｏＲＮＡ 在哺乳动物中保持高度同源性ꎬ可与靶基
因序列 ３ 非编码区结合ꎬ通过调节基因的转录表达ꎬ调节
细胞的生长发育、分化、增殖、凋亡和衰老等ꎮ 文献报道称
在过氧化氢诱导的早衰细胞以及自然复制性衰老细胞中
ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 表达均会出现异常升高[１４－１５]ꎮ

文献报道称患者晶状体混浊程度与 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ
表达呈明显的正相关关系ꎬ提示 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 在 ＡＲＣ 发
生发展过程中起着关键作用[１６]ꎮ 本研究 ｑＲＴ－ＰＣＲ 结果
显示透明晶状体前囊膜组织中 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 的表达量
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图 ３　 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ对人晶状体细胞系 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞衰老的影响(×２００) 　 Ａ:ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 抑制组ꎻＢ:对照组ꎻＣ:ＭｉｃｒｏＲＮＡ－
３４ａ 过表达组ꎻＤ:三组 ＳＡ－β－ｇａｌ 阳性率比较ꎬａＰ<０ ０５ ｖｓ 对照组ꎮ

图 ４　 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ对人晶状体细胞系 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞凋亡的影响　 Ａ:ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 抑制组ꎻＢ:对照组ꎻＣ:ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 过表
达组ꎻＤ:三组细胞凋亡率比较ꎬａＰ<０ ０５ ｖｓ 对照组ꎮ

图 ５　 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ对 Ｃｄｃ４２ 和 Ｒａｃ１ 蛋白的影响　 Ａ:三组 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果ꎻＢ:三组 Ｃｄｃ４２ 的表达比较ꎻＣ:三组 Ｒａｃ１ 的表
达比较ꎮａＰ<０ ０５ ｖｓ 对照组ꎮ
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显著低于 ＡＲＣ 晶状体前囊膜组织ꎬ差异具有统计学意义
(Ｐ<０ ０５)ꎮ 为了进一步观察 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 在 ＡＲＣ 中的
作用ꎬ本研究又以 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞株为研究对象ꎬ采用细
胞转染技术构建 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 过表达抑制细胞株ꎬ然后
观察 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 对 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞的衰老和凋亡的影
响ꎮ 文献报道[１７]称衰老的细胞中 β－半乳糖苷酶的表达
量会极具升高ꎬ因此 ＳＡ－β－ｇａｌ 染色阳性常常作为细胞衰
老的生物学标志ꎮ 本研究通过 ＳＡ － β － ｇａｌ 染色检测
ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 对 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞衰老情况的影响ꎬ结果
显示 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 过表达组呈强阳性染色ꎬ空脂质体
组、ＭｉｃｒｏＲＮＡ － ３４ａ 抑制组着染阴性ꎬ 阳性率分别为
(８７ ５６± ２ ３４ )％、 ( １２ ２２ ± ２ ７４ )％、 ( ３ ４５ ± ０ ４５ )％ꎬ
ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 过表达组明显高于对照组和 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－
３４ａ 抑制组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎮ 进一步采
用流式细胞术检测 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 对 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞凋亡
的影响ꎬ结果显示 ＭｉｃｒｏＲＮＡ － ３４ａ 抑制组、对照组和
ＭｉｃｒｏＲＮＡ－ ３４ａ 过表达组的细胞凋亡率分别为 (５ ８７ ±
１ ２２)％、(１２ ２６±２ １４)％和(２９ ４５±３ １２)％ꎬＭｉｃｒｏＲＮＡ－
３４ａ 抑制组细胞凋亡率明显低于对照组ꎬ而 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－
３４ａ 过表达组细胞凋亡率明显高于对照组ꎬ差异均有统计
学意义( Ｐ < ０ ０５)ꎬ提示过表达 ＭｉｃｒｏＲＮＡ － ３４ａ 可促进
ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞衰老和凋亡ꎮ

Ｒｈｏ 蛋白家族能够参与并调节细胞增殖、基因表达及
细胞骨架重组ꎬ是参与细胞内信号转导的重要蛋白ꎬ能够
改变和影响细胞生物学功能ꎮ 其中 Ｃｄｃ４２ 蛋白作为 Ｒｈｏ
家族蛋白重要成员之一ꎬ主要参与调解细胞骨架中肌动蛋
白重排、调控蛋白激酶ꎬ启动细胞内外信号等来影响细胞
增殖、侵袭、分化和转移等[１８]ꎮ Ｒａｃ１ 蛋白作为信号传导通
路关键因子ꎬ文献报道称[１９] 其是信号传导通路中的分子
开关ꎮ 本研究发现ꎬＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 过表达可促进晶状体
上皮 细 胞 凋 亡ꎮ 本 研 究 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 结 果 显 示
ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 过表达组中 Ｃｄｃ４２ 和 Ｒａｃ１ 的表达明显高
于对照组ꎬＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 抑制组中 Ｃｄｃ４２ 和 Ｒａｃ１ 的表达
明显低于对照组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎬ提示
ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 能通过调节 Ｃｄｃ４２、Ｒａｃ１ 基因表达来促进
人晶状体上皮细胞 ＳＲＡ０１ / ０４ 的衰老和凋亡ꎮ

综上所述ꎬＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ 在 ＡＲＣ 人晶状体上皮细胞
中高表达ꎬ其可能通过调节 Ｃｄｃ４２、Ｒａｃ１ 基因表达ꎬ调控人
晶状体上皮细胞衰老和凋亡这一生理过程ꎬ从而在白内障
的发病机制中行使重要的功能ꎬ成为白内障诊治的潜在新
途径ꎮ
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ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＭＭＰ － ２ / ＭＭＰ － ９ /
ＦＮＤＣ３Ｂ ｉｎ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ. Ｉｎｔ Ｊ Ｏｎｃｏｌ ２０１７ꎻ５１
(１):３７８－３８８
１５ Ｄｅｎｇ Ｘꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｈꎬ Ｌｉ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. ＭｉｃｒｏＲＮＡ－３４ａ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒ １. Ｅｘｐｅｒ Ｔｈｅｒａｐ Ｍｅｄ ２０１８ꎻ１５(４):３７０５－３７１４
１６ Ｆａｎ Ｆꎬ Ｚｈｕａｎｇ Ｊꎬ Ｚｈｏｕ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. ＭｉｃｒｏＲＮＡ － ３４ａ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ － ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ Ｎｏｔｃｈ２. Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ ２０１７ꎻ８(６６):１１０２０９
１７ Ｙｕ Ｘꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｈꎬ Ｃｈａｎ ＭＴＶꎬ ｅｔ ａｌ. ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ: ｎｅｗ ｐｌａｙｅｒｓ ｉｎ
ｃａｔａｒａｃｔ. Ａｍ Ｊ Ｔｒａｎｓｌａｔ Ｒｅｓ ２０１７ꎻ９(９):３８９６
１８ ｚｕｍ Ｂüｓｃｈｅｎｆｅｌｄｅ ＵＭꎬ Ｂｒａｎｄｅｎｓｔｅｉｎ ＬＩꎬ ｖｏｎ Ｅｌｓｎｅｒ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. ＲＩＴ１
ｃｏｎｔｒｏｌｓ ａｃｔｉｎ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｖｉａ ｃｏｍｐｌｅｘ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＲＡＣ１ / ＣＤＣ４２ ａｎｄ
ＰＡＫ１. ＰＬｏＳ Ｇｅｎｅ ２０１８ꎻ１４(５):ｅ１００７３７０
１９ Ｍａｔｓｕｋａｗａ Ｔꎬ Ｍｏｒｉｔａ Ｋꎬ Ｏｍｉｚｕ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ＲｈｏＡ
ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ＣＤＣ４２ ａｎｄ Ｒａｃ１ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｏｐｔｉｃ ｎｅｒｖｅ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ Ｉｎｔ ２０１８ꎻ１１２:７１－８０
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