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Abstract
誗AIM: To investigate the expression of miR- 181 in the
lens tissue of cataract and the regulating mechanism of
miR-181 on apoptosis of human lens epithelial cell.
誗METHODS:Real time q-PCR was used to measure the
expression of miR - 181 in the anterior lens capsules of
age - related cataract and human lens epithelial cell
apoptosis model. miR - 181 mimic and inhibitor were
transfected using Lipofectamine 2000 to regulate the
expression of miR- 181, and then Real time q-PCR was
used to verify transfection efficiency. Flow cytometry
was used to detect the change of cell apoptosis rate.
誗 RESULTS: Compared with control group, the
expression of miR - 181 was significantly higher in both

the anterior lens capsules of age - related cataract and
human lens epithelial cell apoptosis model; the relative
expression of miR-181 in lens epithelial cells transfected
with miR- 181 mimic was increased, whereas decreased
in cells transfected with miR-181 inhibitor; the apoptosis
rate of cells transfected with miR - 181 mimic was
increased, while reduced in miR - 181 inhibitor group.
Each result was statistically significant (P<0. 01) .
誗CONCLUSION: High expression of miR-181 is detected
in anterior lens capsule of age-related cataract. miR-181
might play a certain role in the pathogenesis of cataract
via promoting human lens epithelial cell apoptosis. miR-
181 probably becomes a new approach for the
nonoperative treatment of cataract, but the concrete
mechanism still needs to be further studied.
誗 KEYWORDS: microRNA; miR - 181; cell apoptosis;
cataract
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摘要

目的:探讨 miR-181 在白内障晶状体组织中的表达情
况,及其对人晶状体上皮细胞凋亡的调控机制。
方法:利用 Real time q-PCR 方法,检测年龄相关性白内
障患者晶状体前囊膜和人晶状体上皮细胞凋亡模型中
miR-181 的表达情况;利用 Lipofectamine 2000 瞬时转染
miR-181 mimic 和 inhibitor 调节人晶状体上皮细胞中
miR-181 的表达,利用 Real time q-PCR 方法验证转染效
率,利用流式细胞仪检测细胞凋亡率的变化。
结果:与对照组相比,年龄相关性白内障患者晶状体前囊
膜组和人晶状体上皮细胞凋亡模型组,miR-181 的表达
显著升高;miR-181 mimic 转染组,miR-181 的表达显著
升高,细胞凋亡率显著升高;miR-181 inhibitor 转染组,
miR-181 的表达显著降低,细胞凋亡率显著降低,差异均
有统计学意义(P<0. 01)。
结论:miR-181 在年龄相关性白内障晶状体组织中呈高
表达,miR-181 能够促进人晶状体上皮细胞凋亡,从而可
能在年龄相关性白内障的发病过程中发挥一定作用,miR-
181 可能成为白内障非手术治疗的一种新途径,但具体
机制有待进一步研究。
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0 引言
摇 摇 微小 RNA(microRNA,miRNA,miR)是一类长约 21 ~
25 个核苷酸的单链小分子非编码 RNA[1],通过与靶基因
mRNA 的 3蒺-非翻译区互补结合,从而负性调节靶基因的
表达与功能[2],在转录后水平调控着人类整个基因组中
30%的基因。 microRNA 参与生命过程中一系列重要的
活动包括发育、器官形成、细胞增殖、凋亡等,其与疾病的
关系日益引起人们关注[3-6],近年来研究表明 microRNA
与白内障等疾病的发生和发展密切相关[7,8]。 白内障作
为一种常见的衰老相关疾病,随着世界人口老龄化问题
日趋严重,发病率迅速上升。 一直以来,有关白内障发病
机制的研究,唯一达成共识的是晶状体上皮细胞凋亡是
除先天性白内障以外其他类型白内障形成的共同细胞学
基础[9],但具体机制尚不明确。 因此,探索白内障,特别
是年龄相关性白内障的表达调控机制,揭示其发病的关
键环节,探索一种经济有效的非手术防治新途径,具有重
要的学术意义和社会价值。 miR-181 是人类细胞中存在
的较为广泛的一种 microRNA。 有文献报道,miR-181 能
够调控肿瘤细胞凋亡从而在多种肿瘤的发生发展中发挥
抑癌基因或癌基因的作用[10,11]。 miR-181 能够抑制晶状
体上皮细胞的增殖、迁移及上皮间质转化从而可能在后
发性白内障的预防和治疗中发挥重要作用[12]。 因此,本
研究以 miR-181 为研究对象,利用年龄相关性白内障患
者晶状体前囊膜标本及人晶状体上皮细胞凋亡模型,通
过细胞转染、Real time q-PCR 以及流式细胞术等方法,
探讨 miR-181 对人晶状体上皮细胞凋亡的影响及其在
年龄相关性白内障中的作用,进一步探讨 miR-181 能否
成为白内障诊断和非手术治疗的新靶点。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 收集 2014-07 / 09 在中国医科大学附属第四
医院眼科诊断为年龄相关性白内障的患者,排除其他眼
部疾病,行超声乳化白内障吸除术时,收集撕囊的晶状体
前囊膜标本 30 例 30 眼,其中男 16 例 16 眼,女 14 例 14
眼,年龄 50 ~ 70(平均 58. 03依5. 13)岁,作为实验组。 收
集中国医科大学附属第四医院眼科眼库新鲜人眼透明晶
状体前囊膜标本 15 例 15 眼,其中男 10 例 10 眼,女 5 例
5 眼,年龄 50 ~ 70(平均 56. 39 依5. 60)岁,作为对照组。
组织标本收集经伦理学委员会批准,研究对象知情同意
并签署知情同意书。
1. 2 方法
1. 2. 1 细胞培养和转染摇 人晶状体上皮细胞系(SRA01 / 04)
由美国 Doheny 眼科研究所 Dr. Yi-sin Liu 惠赠。 SRA01 / 04
细胞利用 DMEM 培养基(含 10% 新生牛血清,100U / mL
的青霉素,100滋g / mL 的链霉素),置于 37益,5% CO2 饱
和湿度条件下培养。 miR-181 模拟物(mimic),模拟物的
阴性 对 照 ( mimic negative control ), miR - 181 抑 制 物
(inhibitor),抑制物的阴性对照( inhibitor negative control)
由 Ribobio 公司(中国)合成。 体外培养 SRA01 / 04 细胞
使其进入对数生长期后,接种于 6 孔细胞培养板中,培养
24h 后,使转染时细胞密度达到 30% ~ 50% 。 利用
Lipofectamine 2000 ( Invitrogen, USA) 将 50nmol / L miR -
181 mimic 与 miR-181 mimic control,100nmol / L miR-181
inhibitor 与miR-181 inhibitor control 分别转染至 SRA01 / 04
细胞中,48h 后进行相关检测。
1. 2. 2 紫外线照射诱导细胞凋亡 摇 紫外灯(XX-15B,

Spectroline, Westbury, NY, USA)光谱范围 280 ~ 320nm,
峰值为 312nm,取对数生长期的 SRA01 / 04 细胞置于紫外
光源下 照 射, 照 射 强 度 为 360滋W / cm2, 照 射 时 间 为
25min[7],建立人晶状体上皮细胞凋亡模型。 照射前将培
养液吸净,PBS 冲洗 2 次。 照射时加入 0. 5mL PBS,打开
培养皿盖。 照射后置于 37益,5% CO2饱和湿度条件下继
续培养 4h。 对照组置于 37益,5% CO2饱和湿度条件下
培养。
1. 2. 3 Real time q-PCR 检测 miR-181 的表达 摇 利用
Trizol襆 Reagent ( Invitrogen, NY, USA) 提 取 总 RNA,
PrimerScriptTM RT 5Enzyme Mix(Takara,日本)逆转录为
cDNA。 利用 SYBR Premix Ex Taq域(Takara,日本)检测
miR- 181 的表达量, RNU6B 为内参对照。 miR - 181、
RNU6B 的 RT 引物、特异性上游引物和通用下游引物由
Ribobio 公 司 ( 中 国 ) 合 成。 利 用 ABI 7500 ( Applied
Biosystems, USA),反应体系为 20滋L,反应条件为 95益
30s;95益 5s,60益 34s,40 个循环;95益 15s,60益 1min,
95益 15s,循环结束后作出溶解曲线保证产物的特异性。
经过 3 次独立实验后,数据利用公式 RQ = 2-吟吟Ct 进行
分析。
1. 2. 4 流式细胞仪检测细胞凋亡率 摇 利用 Annexin V-
FITC 细胞凋亡检测试剂盒(KenGEN,中国),用胰酶消化
收集细胞,用 PBS 洗涤细胞 2 次,1 000rpm 离心 5min,收
集(1 ~ 5)伊105细胞,加入 195滋L 的 Binding Buffer 悬浮细
胞,加入 5滋L Annexin V-FITC 混匀后,室温、避光、孵育
10min,1 000rpm 离心 5min,收集细胞,加入 190滋L 的
Binding Buffer 悬浮细胞,加入 10滋L Propidium Iodide,混
匀,室温、避光,在 1h 内用流式细胞仪检测细胞凋亡率。
摇 摇 统计学分析:应用 SPSS16. 0 统计学软件,采用独立
样本 t 检验进行分析,数据以均值依标准差表示。 P<0. 05
为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 miR-181 在年龄相关性白内障晶状体组织中的表达
摇 利用 Real time q-PCR 方法,检测 miR-181 在年龄相关
性白内障患者晶状体前囊膜和正常人眼晶状体前囊膜中
的表达情况,RNU6B 作为内参对照。 结果显示,与对照
组相比,年龄相关性白内障患者晶状体前囊膜组 miR-
181 的表达显著升高( t = 7. 383,P = 0. 002,图 1A),差异
有统计学意义。
2. 2 miR-181 在人晶状体上皮细胞凋亡模型中的表达摇
利用 Real time q-PCR 方法,检测 miR-181 在人晶状体上
皮细胞凋亡模型和正常人晶状体上皮细胞系(SRA01 / 04)中
的表达情况,RNU6B 作为内参对照。 结果显示,与对照
组相比,人晶状体上皮细胞凋亡模型组 miR-181 的表达
显著升高( t = 14. 303,P = 0. 000,图 1B),差异有统计学
意义。
2. 3 miR-181 mimic 和 inhibitor 转染效率的验证 摇 向
SRA01 / 04 细胞中转染 miR-181 mimic 和 mimic negative
control,miR-181 inhibitor 和 inhibitor negative control,为验
证转染效率,转染后 48h 收集细胞,利用 Real time q-PCR
方法,检测各组 miR-181 的表达情况。 结果显示,与对
照组相比,miR-181 mimic 转染组,miR-181 的表达显著
升高( t=6. 746,P=0. 003,图 2A),miR-181 inhibitor 转染
组,miR-181 的表达显著降低(t=-12. 557,P=0. 000,图 2B),
差异有统计学意义。 证明转染有效可以进行后续细胞
实验。
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图 1摇 miR-181 在年龄相关性白内障晶状体组织和人晶状体
上皮细胞凋亡模型中的表达摇 A:年龄相关性白内障晶状体中
miR-181 相对表达量,bP<0. 01 vs 正常人眼晶状体组;B:细胞
凋亡模型组中 miR-181 相对表达量,bP<0. 01 vs 正常生长细
胞组。

2. 4 miR-181 促进人晶状体上皮细胞凋亡摇 上述结果提

示我们,miR-181 可能与人晶状体上皮细胞凋亡密切相

关,后续实验中我们进一步探讨了 miR-181 在人晶状体

上皮细胞中的作用。 向人晶状体上皮细胞凋亡模型中转

染 miR-181 mimic 和 inhibitor,分别上调和下调 miR-181
的表达,48h 后,利用流式细胞仪检测细胞凋亡率的变

化。 结果显示,与对照组相比,miR-181 mimic 转染组,细
胞凋亡率显著升高( t = 6. 905,P = 0. 002,图 3A),miR-181
inhibitor 转染组,细胞凋亡率显著降低( t = -6. 760,P =
0郾 002,图 3B),差异有统计学意义。 提示 miR-181 可能

促进人晶状体上皮细胞凋亡。
3 讨论

摇 摇 microRNA 是一种稳定的非编码小分子 RNA,对细胞

凋亡、增殖、分化、发育和代谢等生物学过程等进行精细

调控。 单个 microRNA 可以作用于多个靶基因,而多个

microRNA 可以作用于同一靶基因,由此形成了 microRNA
调控的复杂网络。 迄今为止发现的成熟 microRNA 约一

千多种[13]。 研究表明,microRNA 与多种疾病的发生与发

展密切相关[3-6]。
摇 摇 microRNA 在眼部的生长、发育、功能调节等方面发

挥着重要作用[14-16]。 研究表明,microRNA 在白内障发病

过程中扮演重要角色,其中 miR-125b 调控人晶状体上

图 2摇 miR-181 mimic 和 inhibitor 转染效率的验证摇 A:mimic
组中 miR - 181 的相对表达量,bP < 0郾 01 vs mimic NC 组;B:
inhibitor 组中 miR-181 相对表达量,bP<0. 01 vs inhibitor NC 组。

皮细胞凋亡影响白内障发病过程[7],let-7 家族与年龄相

关性白内障的严重程度和发病年龄显著相关[8],miR-
31,miR-99 可能参与白内障发病机制,miR-184 的 seed
region 突变可以导致前极性白内障[17],差异表达的

microRNA 可能参与晶状体细胞凋亡进而导致白内障的

发生发展[18]。 一些特异性的 microRNA 在眼部组织包括

晶状体、角膜、视网膜中有特定性的表达,并具有一定特

点[19-23]。 其中,miR-181 被检测到在晶状体、视网膜及脑

组织中有特定的表达[12,20]。
摇 摇 miR - 181 是人类细胞中存在的较为广泛的一种

microRNA。 有文献报道, miR - 181 在口腔鳞状细胞

癌[24]、白血病[25]、消化道肿瘤[26-30] 等多种肿瘤的发生发

展中发挥抑癌基因或癌基因的作用。 在对子宫颈癌、非
小细胞肺癌等疾病的研究中发现,miR-181 与细胞凋亡

密切相关[10,11]。 在对后发性白内障的研究中发现,miR-
181 能够抑制晶状体上皮细胞的增殖、迁移及上皮间质

转化[12]。
摇 摇 本研究的前期研究中,我们通过 TargetScan,Diana-
micro T,miRanda 等生物信息学软件预测,miR-181 可能

与凋亡相关蛋白中 B 淋巴细胞瘤 / 白血病-2(Bcl-2)家
族成员 bcl-2、mcl-1 等基因存在潜在结合的位点,进一

步提示 miR-181 可能与细胞凋亡密切相关。 而晶状体

上皮细胞凋亡是除先天性白内障以外其他类型白内障形
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图 3摇 miR-181 对人晶状体上皮细胞凋亡的调控摇 A:mimic 组流式细胞图及细胞凋亡率,bP<0. 01 vs mimic NC 组;B:inhibitor 组的流

式细胞图及细胞凋亡率, bP<0. 01vs inhibitor NC 组。

成的共同细胞学基础[9],因而我们推测,miR-181 很可能

调控晶状体上皮细胞凋亡,从而在年龄相关性白内障的发

生发展中发挥关键作用。
摇 摇 因此,本研究将 miR-181 调控晶状体上皮细胞凋亡

作为研究对象,发现 miR-181 在年龄相关性白内障晶状

体组织呈高表达,在我们建立的人晶状体上皮细胞凋亡模

型中也呈高表达。 接着,我们在人晶状体上皮细胞凋亡模

型中调节 miR-181 的表达,进一步观察细胞凋亡的变化。
结果发现,miR-181 表达升高时,细胞凋亡率也显著升高,
miR-181 表达降低时,细胞凋亡率也显著降低。 这一结果

提示我们,miR-181 能够促进人晶状体上皮细胞凋亡,在
白内障的发病过程中发挥关键的调控作用,可能为白内障

非手术治疗提供一条新途径,具有重要的研究价值。
摇 摇 然而 miR-181 调控人晶状体上皮细胞凋亡的具体机

制尚不明确。 由于一种 microRNA 可以与多种 mRNA 相

结合,同时多种 microRNA 可以共同作用于一种 mRNA,
microRNA 和靶基因组成了复杂的调节网络[31-33]。 因此,
我们还将进一步探索 miR-181 通过调控哪些靶基因的表

达影响人晶状体上皮细胞凋亡,从而在白内障发病过程中

发挥作用的。
摇 摇 综上所述,miR-181 在年龄相关性白内障晶状体组织

中呈高表达,miR-181 能够促进人晶状体上皮细胞凋亡,
从而可能在年龄相关性白内障的发病过程中发挥一定作

用,miR-181 可能成为白内障非手术治疗的一种新途径,
但具体机制有待进一步研究。
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