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摘要
目的:探讨微小 ＲＮＡ－９６－５ｐ(ｍｉＲ－９６－５ｐ)对高糖诱导的
大鼠视网膜血管内皮细胞增殖和凋亡的影响及其作用
机制ꎮ
方法:体外培养 ＳＤ 大鼠视网膜血管内皮细胞(ＲＲＶＥＣ)进
行实验ꎬ将细胞分为对照组(ＮＧ)、高糖组(ＨＧ)ꎬ收集高糖
诱导的细胞ꎬ 分 别 或 共 同 转 染 ｍｉＲ － ９６ － ５ｐ 模 拟 物
( ｍｉｍｉｃ )、 无 义 ｍｉＲＮＡ ( ｍｉＲ － ＮＣ )、 ＦＯＸＯ４ ｓｉＲＮＡ
(ｓｉ－ＦＯＸＯ４)、ＦＯＸＯ４ 阴性对照序列 ( ｓｉ － ＮＣ)、 ｐｃＤＮＡ －
ＦＯＸＯ４、ｐｃＤＮＡꎮ 分别采用 ｑＲＴ－ＰＣＲ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
检测 ｍｉＲ－９６－５ｐ 与 ＦＯＸＯ４ 的表达ꎻＭＴＴ 法检测细胞增殖
活性ꎻ流式细胞仪检测细胞凋亡率ꎻ双荧光素酶报告实验
验证 ｍｉＲ－９６－５ｐ 的靶基因ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测细胞中
ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｐ２１、ｐ２７、Ｂｃｌ － ２、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ －ｃａｓｐａｓｅｄ － ３ 蛋白
表达ꎮ
结果:高糖处理后ꎬ ＲＲＶＥＣ 中 ｍｉＲ － ９６ － ５ｐ、 ＣｙｃｌｉｎＤ１、
Ｂｃｌ－２表达水平均显著降低ꎬ而 ＦＯＸＯ４、 ｐ２１、 ｐ２７、 Ｂａｘ、
ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅｄ－３ 表达水平显著升高ꎬ抑制细胞增殖活
性ꎬ促进细胞凋亡ꎻｍｉＲ－９６－５ｐ 过表达与抑制 ＦＯＸＯ４ 表
达后 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ－２ 表达水平显著升高ꎬ抑制 ｐ２１、ｐ２７、
Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅｄ－３ 表达ꎬ增强细胞增殖能力ꎬ抑制细
胞凋亡ꎻ双荧光素酶报告实验证明ꎬＦＯＸＯ４ 是 ｍｉＲ－９６－５ｐ
的靶基因ꎻＦＯＸＯ４ 过表达可逆转 ｍｉＲ－９６－５ｐ 过表达对高
糖诱导的 ＲＲＶＥＣ 增殖和凋亡的作用ꎮ
结论:ｍｉＲ－９６－５ｐ 通过靶向 ＦＯＸＯ４ 以抑制高糖诱导的大
鼠视网膜血管内皮细胞凋亡并促进细胞增殖ꎮ
关键词:ｍｉＲ－９６－５ｐꎻＦＯＸＯ４ꎻ高糖ꎻ视网膜血管内皮细胞ꎻ
增殖ꎻ凋亡
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０引言
糖尿病视网膜病变是糖尿病并发症中最严重的一种

微血管病变ꎬ严重时可导致失明并降低患者生活质量ꎬ其
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发病机制尚未完全阐明ꎬ既往研究显示血糖持续性升高是
诱导患者视网膜病变的主要原因之一[１]ꎮ 因此深入探究
糖尿病视网膜病变发病机制可为临床预防糖尿病患者发
生视网膜病变提供理论指导ꎮ 研究表明ꎬ微小 ＲＮＡ－９６－
５ｐ(ｍｉｃｒｏＲＮＡ－９６－５ｐꎬｍｉＲ－９６－５ｐ)在 ２ 型糖尿病患者外
周血中表达下调[２]ꎮ ｍｉＲ－９６ 在链脲佐菌素(ＳＴＺ)诱导的
糖尿病小鼠心肌组织中表达下调并可能参与心肌细胞增
殖及凋亡过程[３]ꎮ 相关研究表明过表达 ｍｉＲ－９６ 可抑制
宫颈癌细胞的增殖ꎬ促进细胞凋亡[４]ꎮ 但 ｍｉＲ－９６－５ｐ 在
糖尿病视网膜病变过程中的表达变化及其可能作用机制
尚未见报道ꎮ 靶基因预测软件得到叉头框转录因子 Ｏ４
(ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｏ４ꎬＦＯＸＯ４)可能是 ｍｉＲ－９６－５ｐ 的靶基因ꎬ
研究表明 ＦＯＸＯ４ 在糖尿病视网膜中高表达ꎬα－黑色素细
胞刺激激素在抗视网膜内皮细胞氧化应激过程中表达下
调[５－６]ꎮ 高糖处理后的视网膜血管内皮细胞中 ＦＯＸＯ４ 表
达上调[７]ꎮ 但 ｍｉＲ－９６－５ｐ 在高糖诱导的大鼠视网膜血管
内皮细胞中的表达及其对大鼠视网膜血管内皮细胞增殖
和凋亡的影响ꎬ且 ｍｉＲ－９６－５ｐ 是否通过调控 ＦＯＸＯ４ 的表
达影响大鼠视网膜血管内皮细胞的增殖和凋亡目前还尚
未可知ꎮ 因此ꎬ本研究通过体外培养 ＳＤ 大鼠视网膜血管
内皮细胞( ＲＲＶＥＣ) 并构建高糖模型ꎬ观察高糖诱导的
ＲＲＶＥＣ 中 ｍｉＲ－９６－５ｐ 与 ＦＯＸＯ４ 表达变化及其对 ＲＲＶＥＣ
增殖、凋亡的影响ꎬ为早期防治糖尿病视网膜病变研究提
供理论基础ꎬ以期为临床治疗提供科学依据ꎮ
１材料和方法
１ １材料
１ １ １实验动物　 ＳＤ 雄性大鼠 １０ 只ꎬ体质量 ２００ ~ ２２０ｇꎬ
购自济南朋悦实验动物繁育有限公司ꎬ合格证号:ＳＣＸＫ
(济)２０１２－０００３ꎮ 本研究经伦理委员会审批通过ꎮ
１ １ ２主要试剂　 胰蛋白酶、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 均购自美
国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻＭＴＴ 试剂盒、荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒、
ＲＮＡ 提取及反转录试剂盒购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ细胞培养
基、ＩｇＧ 二抗均购自武汉博士德生物有限公司ꎻＧＡＰＤＨ 抗
体购自杭州贤至生物有限公司ꎻ兔抗鼠 Ｂ 细胞淋巴瘤 / 白
血病－ ２ ( Ｂｃｌ － ２)、 Ｂｃｌ － ２ 相关 ｘ 蛋白 ( Ｂａｘ)、 ｃｌｅａｖｅｄ －
ｃａｓｐａｓｅｄ－３ 抗体均购自武汉三鹰生物技术有限公司ꎻ兔抗
鼠 ＦＯＸＯ４、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｐ２１、ｐ２７ 抗体购自美国Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ公
司ꎻＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒购自碧云天生物技术研究
所ꎻ细胞凋亡检测试剂盒购自江苏凯基生物技术股份有限
公司ꎻｍｉＲ－ ９６ － ５ｐ 模拟物 ( ｍｉｍｉｃ)、无义 ｍｉＲＮＡ(ｍｉＲ －
ＮＣ)、ＦＯＸＯ４ ｓｉＲＮＡ( ｓｉ －ＦＯＸＯ４)、ＦＯＸＯ４ 阴性对照序列
(ｓｉ－ＮＣ)均购自广州锐博生物科技有限公司ꎻｐｃＤＮＡ ３ １
购自上海索宝生物科技有限公司ꎻ双荧光素酶活性检测试
剂盒购自江苏依莱萨生物技术有限公司ꎮ
１ １ ３主要仪器设备　 ＡＢＩ ７５００ 型荧光定量 ＰＣＲ 仪购自
美国 ＡＢＩ 公司ꎻＭｕｌｔｉｓｋａｎ Ｓｋｙ 酶标仪购自美国赛默飞公
司ꎻＣｙｔｏＦＬＥＸ 流式细胞仪购自美国贝克曼公司ꎮ
１ ２方法
１ ２ １ ＳＤ大鼠视网膜血管内皮细胞培养与鉴定 　 参照
文献进行 ＲＲＶＥＣ 分离培养[８]ꎮ 麻醉大鼠后用脱颈法处
死大鼠ꎬ消毒后摘除大鼠眼球ꎬ用乙醇浸泡 ３０ｓ 后使用预
冷的 ＰＢＳ 缓冲液冲洗 ３ 次ꎬ剪切视网膜组织并剪碎ꎬ放入
培养液内ꎬⅠ型胶原酶消化视网膜组织ꎬ３０ｍｉｎ 后收集消
化液ꎬ用 １００μｍ 的网孔过滤消化液ꎬ经 １５００ｒ / ｍｉｎ 转速离

心 ５ｍｉｎ (离心半径 １３ｃｍ)ꎬ弃上清ꎬ向沉淀物中加入
ＤＭＥＭ 培养基(肝素钠、胎牛血清)ꎬ细胞接种至 ２４ 孔板ꎬ
置于 ３７℃恒温培养箱内培养ꎬ每隔 ２ｄ 更换 １ 次培养液ꎬ
ＲＲＶＥＣ 稳定传代 ４ 代后接种于盖玻片上(密度为 １×１０４

个 / ｍＬ)ꎬ继续培养 ２４ｈꎬ细胞贴壁生长后取出盖玻片ꎬ采用
免疫荧光染色法鉴定细胞ꎬ并置于荧光显微镜下观察ꎬ分
离的细胞均呈铺路石样单层贴壁生长ꎬＣｙ３(红色荧光)阳
性表达ꎮ
１ ２ ２细胞转染与分组收集 　 生长状态良好的 ＲＲＶＥＣꎬ
将其分为对照组(ＮＧ):葡萄糖浓度 ５ ５ｍｍｏｌ / Ｌ 处理ꎻ高
糖组 ( ＨＧ):葡萄糖浓度 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ 处理[９]ꎮ 分别采用
ｍｉＲ－９６－５ｐ ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ－ＮＣ、ｓｉ－ＦＯＸＯ４、ｓｉ－ＮＣ 转染高糖诱
导的 ＲＲＶＥＣꎬ分为 ＨＧ＋ｍｉＲ－９６－５ｐ 组、ＨＧ＋ｍｉＲ－ＮＣ 组、
ＨＧ＋ｓｉ－ＦＯＸＯ４ 组、ＨＧ＋ｓｉ－ＮＣ 组ꎮ 通过转染 ｍｉＲ－９６－５ｐ
ｍｉｍｉｃ 后再转染 ｐｃＤＮＡ－ＦＯＸＯ４ 验证 ｍｉＲ－９６－５ｐ 过表达
是否通过抑制 ＦＯＸＯ４ 表达进而促进高糖诱导的 ＲＲＶＥＣ
增殖并抑制细胞凋亡ꎬ将细胞分为 ＨＧ ＋ｍｉＲ － ９６ － ５ｐ ＋
ｐｃＤＮＡ 组、ＨＧ＋ｍｉＲ－９６－５ｐ＋ｐｃＤＮＡ－ＦＯＸＯ４ 组ꎮ 细胞转
染后放入 ３７℃、５％ＣＯ２恒温培养箱内培养ꎬ６ｈ 后更换为含
有 １０％胎牛血清的新鲜培养基ꎬ继续培养 ４８ｈ 后收集对数
生长期细胞进行后续研究ꎮ
１ ２ ３ ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测细胞中 ｍｉＲ－９６ －５ｐ 和 ＦＯＸＯ４
ｍＲＮＡ 表达水平 　 采用实时荧光定量聚合酶链反应
(ｑＲＴ－ＰＣＲ)法检测 ｍｉＲ－９６－５ｐ、ＦＯＸＯ４ ｍＲＮＡ 表达ꎬ分别
设计 ｍｉＲ－９６－５ｐ、ＦＯＸＯ４ 基因引物并由上海生物工程股
份有限公司设计合成(表 １)ꎮ 用 Ｔｒｉｚｏｌ、酚 / 氯仿提取总
ＲＮＡ 进行 ｑＲＴ － ＰＣＲ 反应ꎬ配置反应体系 ２０μＬ: ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ(２ ×) １０μＬꎬｃＤＮＡ ２μＬꎬ上下游引物各
０ ８μＬꎬＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ(５０×)０ ４μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ６μＬꎮ 反
应条件:９５℃ ５ｍｉｎ 循环 １ 次ꎬ９５℃变性 ３０ｓꎬ６０℃退火 ３０ｓꎬ
７２℃延伸 ３０ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ 收集各样本 Ｃｔ 值并采用
２－ΔΔＣｔ法计算 ｍｉＲ－９６－５ｐ、ＦＯＸＯ４ ｍＲＮＡ 相对表达量ꎮ
１ ２ ４ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测相关蛋白表达　 采用蛋白免
疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ)检测 ＦＯＸＯ４、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｐ２１、ｐ２７、
Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅｄ－３ 蛋白表达ꎮ 取对数生长期
ＲＲＶＥＣ 进行实验处理后ꎬ预冷 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ弃上清液ꎬ
加入蛋白裂解液ꎬ孵育 ２０ｍｉｎ(冰上进行)ꎬ取细胞裂解液
经转速 １３０００ｒ / ｍｉｎ 离心 ２０ｍｉｎꎬ取上清并根据 ＢＣＡ 蛋白
浓度测定试剂盒检测蛋白浓度ꎬ２０μｇ 蛋白样品加入上样
缓冲液ꎬ经 １０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳反应后用 ＰＶＤＦ 膜转载
分离蛋白ꎬ５％脱脂奶粉封闭 １ｈꎬ４℃条件下加入各蛋白一
抗孵育过夜ꎬ次日用 ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次×１０ｍｉｎꎬ室温条件下
加入二抗孵育 ４０ｍｉｎꎬＴＢＳＴ 清洗 ３ 次×１０ｍｉｎꎬ滴加 ＥＣＬ 发
光液ꎬ置于成像系统观察并用 Ｉｍａｇｅ－Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件分析蛋
白条带灰度值ꎬ各蛋白相对表达量为目的蛋白条带灰度值
与 ＧＡＰＤＨ 条带灰度值的比值ꎮ
１ ２ ５ ＭＴＴ 检测细胞增殖 　 收集细胞 ＲＲＶＥＣꎬ预冷 ＰＢＳ
洗涤ꎬ用 ０ １％胰蛋白酶消化后加入培养液重悬细胞ꎬ调整
细胞密度为 ５×１０４个 / ｍＬꎬ根据实验分组将细胞接种于 ９６
孔板(１％明胶包被)ꎬ置于 ３７℃恒温培养箱培养 ４８ｈꎬ根据
分组条件处理结束前 ４ｈ 分别在每孔中加入 ２０μＬ ＭＴＴ 试
剂(５ｇ / Ｌ)ꎬ放入 ３７℃恒温培养箱继续培养 ４ｈ 弃培养液ꎬ
加入ＤＭＳＯ( １５０μＬ / 孔) ꎬ室温振荡１０ｍｉｎ后选取５７０ｎｍ
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图 １　 高糖处理对 ＲＲＶＥＣ中 ｍｉＲ－９６－５ｐ和 ＦＯＸＯ４ 表达的影响　 Ａ: 高糖处理对 ｍｉＲ－９６－５ｐ 表达的影响ꎻＢ:高糖处理对 ＦＯＸＯ４
ｍＲＮＡ 表达的影响ꎻＣ、Ｄ:高糖处理对 ＦＯＸＯ４ 蛋白表达的影响ꎮａＰ<０ ０５ ｖｓ ＮＧꎮ

表 １　 引物序列

基因 正向引物 反向引物

ｍｉＲ－９６－５ｐ ＡＴＣＡＡＣＴＣＴＡＴＣＡＡＧＡＡＣＴＧＣＣ ＧＡＣＣＡＴＣＡＴＣＡＣＣＧＡＴＡＡＴＴＧＴ
ＦＯＸＯ４ ＧＧＴＧＣＴＡＡＧＣＡＧＧＣＣＴＣＡＴＣＴＣ ＡＡＴＧＧＣＧＴＧＧＧＡＴＴＣＡＣＡＡＡＧ
Ｕ６ ＡＴＴＧＧＡＡＣＧＡＴＡＣＡＧＡＧＡＡＧＡＴＴ ＧＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧ
ＧＡＰＤＨ ＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴＴＧ ＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴ

波长的酶标仪检测各孔吸光度值(ＯＤ５７０ｎｍ)ꎬ实验均设置 ３
次重复ꎮ
１ ２ ６ 流式细胞术检测细胞凋亡 　 采用流式细胞术
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 检测细胞凋亡情况ꎮ 取对数生长期
ＲＲＶＥＣ 进行实验处理后ꎬ收集各组细胞ꎬ０ ２５％胰蛋白酶
消化ꎬ用 ＰＢＳ 清洗后经 １０００ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ｍｉｎ 收集细胞ꎬ
分别加入 ５００μＬ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒꎬ加入 ５μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ
充分混匀 １０ｍｉｎ 后加入 ５μＬ ＰＩ 孵育 ５ｍｉｎꎬ利用流式细胞
仪检测各组细胞荧光强度并计算细胞凋亡率ꎮ 实验设置
３ 次重复ꎮ
１ ２ ７ 双荧光素酶报告实验　 通过靶基因预测软件确定
ｍｉＲ－９６－５ｐ 与 ＦＯＸＯ４ 具有连续性结合靶点ꎬ分别设计含
有 ｍｉＲ－９６－５ｐ 结合位点的 ＦＯＸＯ４ ３ＵＴＲ 野生型荧光素
酶报告基因载体(ＷＴ－ＦＯＸＯ４)ꎬ并设计 ＦＯＸＯ４ ３ＵＴＲ 突
变后的突变型荧光素酶报告基因载体(ＭＵＴ－ＦＯＸＯ４)ꎬ将
ＷＴ－ＦＯＸＯ４、ＭＵＴ－ＦＯＸＯ４ 分别与 ｍｉＲ－９６－５ｐ ｍｉｍｉｃ 或
ｍｉＲ－ＮＣ 共转染 ＲＲＶＥＣꎬ置于 ３７℃恒温培养箱继续培养
４８ｈ 后收集细胞并使用荧光素酶活性检测试剂盒检测
ＲＲＶＥＣ 的相对荧光素酶活性ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２１ ０ 统计软件分析实验数
据ꎮ Ｓｈａｐｉｒｏ－Ｗｉｌｋ 检验数据均符合正态分布ꎬ经 Ｌｅｖｅｎｅ 检
验方差齐性ꎬ两组间比较采用独立样本 ｔ 检验ꎻ多组间比
较采用单因素方差分析ꎬ若差异具有统计学意义ꎬ进一步
两两比较采用 ＬＳＤ－ ｔ 检验ꎮ Ｐ<０ ０５ 为差异具有统计学
意义ꎮ
２结果
２ １高糖处理对 ＲＲＶＥＣ 中 ｍｉＲ－９６－５ｐ 和 ＦＯＸＯ４ 表达
的影响　 ｑＲＴ－ＰＣＲ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分别检测高糖处理

后 ＲＲＶＥＣ 中 ｍｉＲ－９６－５ｐ 和 ＦＯＸＯ４ 表达变化ꎬ结果显示ꎬ
相较于 ＮＧ 组ꎬＨＧ 组细胞中 ｍｉＲ－９６－５ｐ 表达水平显著降
低( ｔ＝ １７ １９１ꎬＰ<０ ０５)ꎬ而 ＦＯＸＯ４ ｍＲＮＡ( ｔ ＝ ２０ ４４３ꎬＰ<
０ ０５)和蛋白( ｔ＝ １１ ７１４ꎬＰ<０ ０５)表达水平均显著升高ꎬ
见图 １ꎮ
２ ２ ｍｉＲ－９６－５ｐ过表达对高糖诱导的 ＲＲＶＥＣ 增殖的影
响　 采用 ｍｉＲ－ ９６ － ５ｐ ｍｉｍｉｃ 转染高糖诱导的 ＲＲＶＥＣꎬ
ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测结果显示(图 ２Ａ)ꎬＨＧ＋ｍｉＲ－９６－５ｐ 组细胞
ｍｉＲ－９６－ ５ｐ 表达水平较 ＨＧ＋ｍｉＲ－ＮＣ 组明显升高( ｔ ＝
１５ ３６３ꎬＰ<０ ０５)ꎬ表明成功提高高糖诱导的 ＲＲＶＥＣ 中
ｍｉＲ－９６－５ｐ 表达水平ꎮ ＭＴＴ 检测高糖诱导的 ＲＲＶＥＣ 转
染 ｍｉＲ－９６－５ｐ ｍｉｍｉｃ ４８ｈ 后细胞增殖能力变化ꎬ结果显示
(图 ２Ｂ)ꎬＨＧ 组细胞增殖活性显著低于 ＮＧ 组( ｔ＝ １５ ７５７ꎬ
Ｐ<０ ０５)ꎻＨＧ＋ｍｉＲ－９６－５ｐ 组细胞增殖活性显著高于ＨＧ＋
ｍｉＲ－ＮＣ 组( ｔ＝ １３ ３７７ꎬＰ<０ ０５)ꎬ表明上调 ｍｉＲ－９６－５ｐ 表
达可明显促进高糖诱导的细胞增殖ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 进
一步检测细胞增殖相关蛋白表达ꎬ结果显示(图 ２Ｃ、２Ｄ)ꎬ
与 ＮＧ 组相比ꎬＨＧ 组细胞中 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白表达显著降低
( ｔ＝ １８ ７８３ꎬＰ<０ ０５)ꎬ而 ｐ２１、ｐ２７ 蛋白表达水平显著升高
( ｔ＝ １６ １００、１５ ７５７ꎬ均 Ｐ<０ ０５)ꎻ与 ＨＧ＋ｍｉＲ－ＮＣ 组相比ꎬ
ＨＧ＋ｍｉＲ－９６－５ｐ 组细胞中 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白表达水平显著升
高( ｔ＝ １９ ４９８ꎬＰ<０ ０５)ꎬ而 ｐ２１、ｐ２７ 蛋白表达水平显著降
低( ｔ＝ １３ ５８７、９ ６０３ꎬ均 Ｐ<０ ０５)ꎬ表明 ｍｉＲ－９６－５ｐ 过表
达可能通过抑制 ｐ２１、ｐ２７ 蛋白表达促进 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白表
达ꎬ进而促进细胞增殖ꎮ
２ ３ ｍｉＲ－９６－５ｐ过表达对高糖诱导的 ＲＲＶＥＣ 凋亡的影
响　 流式细胞术检测 ｍｉＲ－９６－５ｐ 过表达对高糖诱导的
ＲＲＶＥＣ凋亡的影响ꎬ结果显示(图３Ａ、３Ｃ)ꎬ高糖处理后细
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图 ２　 ｍｉＲ－９６－５ｐ过表达对高糖诱导的 ＲＲＶＥＣ增殖的影响　 Ａ:ｍｉＲ－９６－５ｐ 相对表达量(Ｆ＝ ２７３ ８０４ꎬＰ<０ ００１)ꎻＢ:ｍｉＲ－９６－５ｐ 过
表达对高糖诱导的 ＲＲＶＥＣ 增殖的影响(Ｆ＝ １６１ ４７８ꎬＰ<０ ００１)ꎻＣ、Ｄ:ｍｉＲ－９６－５ｐ 过表达对高糖诱导的细胞增殖相关蛋白表达的影
响(Ｆ＝ ２４７ ２５７、１５４ ２８１、１２１ ２８６ꎬ均 Ｐ<０ ００１)ꎮａＰ<０ ０５ ｖｓ ＮＧꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ ＨＧ＋ｍｉＲ－ＮＣꎮ

图 ３　 ｍｉＲ－９６－５ｐ过表达对高糖诱导的 ＲＲＶＥＣ凋亡的影响　 Ａ:细胞凋亡流式图ꎻＢ:凋亡相关蛋白表达检测条带ꎻＣ:ｍｉＲ－９６－５ｐ 过
表达对高糖诱导的细胞凋亡率的影响(Ｆ＝ ２２７ ６４０ꎬＰ<０ ００１)ꎻＤ:ｍｉＲ－９６－５ｐ 过表达对高糖诱导的细胞凋亡相关蛋白表达的影响
(Ｆ＝ ８５ ４５５、９８ ４４９、１６３ ３６０ꎬ均 Ｐ<０ ００１)ꎮａＰ<０ ０５ ｖｓ ＮＧꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ ＨＧ＋ｍｉＲ－ＮＣꎮ
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图 ４　 抑制 ＦＯＸＯ４ 表达对高糖诱导的 ＲＲＶＥＣ增殖和凋亡的影响　 Ａ:蛋白表达检测条带ꎻＢ:ＦＯＸＯ４ 蛋白相对表达量(Ｆ ＝ ９６ １４８ꎬ
Ｐ<０ ００１)ꎻＣ:抑制 ＦＯＸＯ４ 表达对高糖诱导的细胞增殖的影响(Ｆ ＝ １２７ ９６４ꎬＰ<０ ００１)ꎻＤ:抑制 ＦＯＸＯ４ 表达对高糖诱导的细胞凋亡
的影响(Ｆ＝ １７８ ８０１ꎬＰ<０ ００１)ꎻＥ:抑制 ＦＯＸＯ４ 表达对高糖诱导的细胞增殖相关蛋白表达的影响(Ｆ ＝ １４２ ４８１、１９８ １９０ꎬ均 Ｐ<
０ ００１)ꎻＦ:抑制 ＦＯＸＯ４ 表达对高糖诱导的细胞凋亡相关蛋白表达的影响(Ｆ ＝ １１７ ９３９、１１７ ２８６ꎬ均 Ｐ<０ ００１)ꎮａＰ<０ ０５ ｖｓ ＮＧꎻｃＰ<
０ ０５ ｖｓ ＨＧ＋ｓｉ－ＮＣꎮ

胞凋亡率显著高于 ＮＧ 组( ｔ ＝ ３１ ７７８ꎬＰ<０ ０５)ꎬ而转染
ｍｉＲ－９６－５ｐ ｍｉｍｉｃ(ＨＧ＋ｍｉＲ－９６－５ｐ 组)后细胞凋亡率较
ＨＧ＋ｍｉＲ－ＮＣ 组明显降低( ｔ ＝ １５ ０７８ꎬＰ<０ ０５)ꎬ表明高糖
诱导可促进 ＲＲＶＥＣ 凋亡ꎬ上调 ｍｉＲ－９６－５ｐ 表达可抑制高
糖诱导的 ＲＲＶＥＣ 凋亡ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测细胞凋亡相
关蛋白表达ꎬ结果显示(图 ３Ｂ、３Ｄ)ꎬＨＧ 组细胞 Ｂｃｌ－２ 蛋
白表达水平显著低于 ＮＧ 组( ｔ＝ １０ ７９１ꎬＰ<０ ０５)ꎬ而 Ｂａｘ、
ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅｄ－３ 蛋白表达水平均显著高于 ＮＧ 组( ｔ ＝
１５ ３６３、１７ ４４１ꎬ均 Ｐ < ０ ０５)ꎻＨＧ ＋ｍｉＲ － ９６ － ５ｐ 组细胞
Ｂｃｌ－２蛋白表达水平显著高于 ＨＧ＋ｍｉＲ－ＮＣ 组( ｔ＝ １０ ８０４ꎬ
Ｐ<０ ０５)ꎬ而 Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅｄ－３ 蛋白表达水平均显
著降低( ｔ ＝ ８ ５８６、１２ １８２ꎬＰ<０ ０５)ꎬ表明 ｍｉＲ－９６－５ｐ 过
表达可能通过上调 Ｂｃｌ－２ 蛋白表达而下调 Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ－
ｃａｓｐａｓｅｄ－３ 蛋白表达ꎬ进而抑制高糖诱导的细胞凋亡ꎮ
２ ４抑制 ＦＯＸＯ４表达对高糖诱导的 ＲＲＶＥＣ增殖和凋亡
的影响　 为探究 ＦＯＸＯ４ 表达变化对高糖诱导的 ＲＲＶＥＣ
增殖和凋亡的影响ꎬ采用 ｓｉ － ＦＯＸＯ４ 转染高糖诱导的
ＲＲＶＥＣꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测结果显示(图 ４Ａ、４Ｂ)ꎬＨＧ＋
ｓｉ－ＦＯＸＯ４ 组细胞 ＦＯＸＯ４ 蛋白表达显著低于 ＨＧ＋ｓｉ－ＮＣ
组( ｔ＝ ９ ７４７ꎬＰ<０ ０５)ꎬ提示细胞转染成功ꎮ ＭＴＴ 检测结
果显示(图 ４Ｃ)ꎬ与 ＨＧ＋ｓｉ－ＮＣ 组相比ꎬＨＧ＋ｓｉ－ＦＯＸＯ４ 组
细胞增殖活性明显升高( ｔ ＝ １１ １８０ꎬＰ<０ ０５)ꎮ 流式细胞
仪检测结果显示(图 ４Ｄ)ꎬ与 ＨＧ＋ｓｉ－ＮＣ 组相比ꎬＨＧ＋ｓｉ－
ＦＯＸＯ４ 组细胞凋亡率显著降低 ( ｔ ＝ １４ ２７６ꎬＰ < ０ ０５)ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测结果显示(图 ４Ａ、４Ｅ、４Ｆ)ꎬ与 ＨＧ＋ｓｉ－
ＮＣ 组相比ꎬＨＧ＋ｓｉ－ＦＯＸＯ４ 组细胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ－２ 表达水
平显著升高( ｔ＝ １２ ８６２、７ ９６５ꎬ均 Ｐ<０ ０５)ꎬ而 ｐ２１、Ｂａｘ 表

达水平均显著降低( ｔ ＝ ９ ３０３、７ ９５０ꎬ均 Ｐ<０ ０５)ꎮ 上述
结果表明ꎬ抑制 ＦＯＸＯ４ 表达可促进高糖诱导的细胞增殖
并抑制细胞凋亡ꎮ
２ ５ ｍｉＲ－９６－５ｐ靶向调控 ＦＯＸＯ４ 的表达　 双荧光素酶
报告实验显示(图 ５Ａ、５Ｂ)ꎬＲＲＶＥＣ 中 ｍｉＲ－９６－５ｐ ｍｉｍｉｃ
能够显著抑制 ＷＴ－ＦＯＸＯ４ 报告载体的荧光素酶活性( ｔ ＝
１７ １９２ꎬＰ<０ ０５)ꎬｍｉＲ－９６－５ｐ 与 ＦＯＸＯ４ 结合位点突变
后ꎬｍｉＲ－９６－５ｐ ｍｉｍｉｃ 对 ＭＵＴ－ＦＯＸＯ４ 报告基因载体的荧
光素酶活性无明显影响(Ｐ>０ ０５)ꎬ表明 ｍｉＲ－９６－５ｐ 能够
直接靶向 ＲＲＶＥＣ 中 ＦＯＸＯ４ 的 ３ＵＴＲ 进而抑制其表达ꎮ
进一步采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 ｍｉＲ－９６－５ｐ 过表达或
抑制 ｍｉＲ－９６－５ｐ 表达后 ＦＯＸＯ４ 蛋白表达变化ꎬ结果显示
(图 ５Ｃ、５Ｄ)ꎬ与 ｍｉＲ－ＮＣ 组相比ꎬ转染 ｍｉＲ－９６－５ｐ ｍｉｍｉｃ
的 ＲＲＶＥＣ 中 ＦＯＸＯ４ 蛋白表达水平受到明显抑制( ｔ ＝
１３ ８００ꎬＰ<０ ０５)ꎬ而转染 ａｎｔｉ－ｍｉＲ－９６－５ｐ 的 ＲＲＶＥＣ 中
ＦＯＸＯ４ 蛋白表达水平较 ａｎｔｉ －ｍｉＲ－ＮＣ 组明显升高( ｔ ＝
１８ １２０ꎬＰ < ０ ０５)ꎬ表明 ｍｉＲ － ９６ － ５ｐ 可直接靶向调节
ＦＯＸＯ４ 表达水平ꎮ
２ ６ ＦＯＸＯ４过表达逆转 ｍｉＲ－９６－５ｐ 过表达对高糖诱导
的 ＲＲＶＥＣ增殖和凋亡的作用 　 转染 ｍｉＲ－９６－５ｐ ｍｉｍｉｃ
后再转染 ｐｃＤＮＡ－ＦＯＸＯ４ 以此验证 ｍｉＲ－９６－５ｐ 过表达是
否通过抑制 ＦＯＸＯ４ 表达进而促进高糖诱导的 ＲＲＶＥＣ 增
殖并 抑 制 细 胞 凋 亡ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检 测 结 果 显 示
(图 ６Ａ、６Ｂ)ꎬ转染 ｍｉＲ－ ９６ － ５ｐ ｍｉｍｉｃ 后再采用 ｐｃＤＮＡ－
ＦＯＸＯ４ 转染高糖诱导的 ＲＲＶＥＣ(ＨＧ＋ｍｉＲ－９６－５ｐ＋ｐｃＤＮＡ－
ＦＯＸＯ４ 组)ꎬ细胞中 ＦＯＸＯ４ 表达水平显著高于 ＨＧ＋ｍｉＲ－
９６－５ｐ＋ｐｃＤＮＡ组( ｔ ＝ １５ ９４９ꎬＰ<０ ０５)ꎬ表明细胞转染成
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图 ５　 ｍｉＲ－９６－５ｐ靶向调控 ＦＯＸＯ４ 的表达　 Ａ:ＦＯＸＯ４ 的 ３ＵＴＲ 中含有与 ｍｉＲ－９６－５ｐ 互补的核苷酸序列ꎻＢ:双荧光素酶报告实验
( ａＰ<０ ０５ ｖｓ ｍｉＲ－ＮＣ)ꎻＣ、Ｄ:ｍｉＲ－９６－５ｐ 调控 ＦＯＸＯ４ 蛋白的表达(Ｆ ＝ ３２５ ６９９ꎬＰ<０ ００１ꎻａＰ<０ ０５ ｖｓ ｍｉＲ－ＮＣꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ ａｎｔｉ－
ｍｉＲ－ＮＣ)ꎮ

图 ６　 ＦＯＸＯ４ 过表达逆转 ｍｉＲ－９６－５ｐ过表达对高糖诱导的 ＲＲＶＥＣ 增殖和凋亡的作用　 Ａ:蛋白表达检测条带ꎻＢ:ＦＯＸＯ４ 蛋白相
对表达量(Ｆ＝ ２３１ ０００ꎬＰ<０ ００１)ꎻＣ:ＦＯＸＯ４ 过表达逆转 ｍｉＲ－９６－５ｐ 过表达对高糖诱导的细胞增殖的作用(Ｆ＝ １０８ ３００ꎬＰ<０ ００１)ꎻ
Ｄ:ＦＯＸＯ４ 过表达逆转 ｍｉＲ－９６－５ｐ 过表达对高糖诱导的细胞凋亡的作用(Ｆ ＝ ８１ ６４６ꎬＰ<０ ００１)ꎻＥ:ＦＯＸＯ４ 过表达逆转 ｍｉＲ－９６－５ｐ
过表达对高糖诱导的细胞增殖相关蛋白表达的作用(Ｆ＝ １０２ ０３１、１２２ ７３９ꎬ均 Ｐ<０ ００１)ꎻＦ:ＦＯＸＯ４ 过表达逆转 ｍｉＲ－９６－５ｐ 过表达对
高糖诱导的细胞凋亡相关蛋白表达的作用(Ｆ＝ ７８ ２４４、９３ ７４４ꎬ均 Ｐ<０ ００１)ꎮａＰ<０ ０５ ｖｓ ＨＧ＋ｍｉＲ－ＮＣꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ ＨＧ＋ｍｉＲ－９６－５ｐ＋
ｐｃＤＮＡꎮ
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功ꎮ 进一步检测 ＲＲＶＥＣ 增殖及凋亡变化情况ꎬ结果显
示ꎬ与 ＨＧ＋ｍｉＲ－９６－５ｐ＋ｐｃＤＮＡ 组比较ꎬＨＧ＋ｍｉＲ－９６－５ｐ＋
ｐｃＤＮＡ－ＦＯＸＯ４ 组细胞增殖活性明显降低( ｔ ＝ ９ ６７５ꎬＰ<
０ ０５ꎬ图 ６Ｃ)ꎬ细胞凋亡率明显增加( ｔ ＝ ８ ９３７ꎬＰ<０ ０５ꎬ
图 ６Ｄ)ꎬｐ２１、Ｂａｘ 蛋白表达升高( ｔ ＝ １１ ８３３、８ ７３７ꎬ均 Ｐ<
０ ０５ꎬ图 ６Ｅ、 ６Ｆ)ꎬ ＣｙｃｌｉｎＤ１、 Ｂｃｌ － ２ 蛋白表达降低 ( ｔ ＝
９ ９８５、７ ９０４ꎬ均 Ｐ<０ ０５ꎬ图 ６Ｅ、６Ｆ)ꎬ表明 ＦＯＸＯ４ 过表达
可逆转 ｍｉＲ－９６－５ｐ 过表达对高糖诱导的细胞增殖和凋亡
的作用ꎮ
３讨论

糖尿病视网膜病变发生后血管内皮细胞会暴露在血
浆中并极易受到高血糖刺激而发生损伤ꎬ随后破坏视网膜
屏障ꎬ高糖持续刺激情况下可抑制视网膜血管内皮细胞增
殖ꎬ还可能通过促进细胞凋亡进而促使内皮细胞损
伤[１０－１１]ꎮ 研究表明ꎬｍｉＲＮＡ 表达异常可通过调节相关信
号通路进而影响糖尿病视网膜病变大鼠视网膜血管内皮
细胞增殖与凋亡[１２]ꎮ 目前关于 ｍｉＲＮＡ 与糖尿病视网膜
病变发生机制的研究相对较少ꎬ因此积极寻找新型
ｍｉＲＮＡ 与糖尿病视网膜病变发生及发展的关系对临床预
防及治疗均具有重要意义ꎮ

研究发现ꎬｍｉＲ－９６－５ｐ 表达异常可能参与人类滋养
层细胞的自噬和迁移损伤过程[１３]ꎮ 长非编码 ＲＮＡ ＣＡＳＣ２
通过调节 ｍｉＲ－９６－５ｐ / ＳＹＶＮ１ 途径进而抑制乳腺癌细胞
生长和转移[１４]ꎮ ｍｉＲ－９６－５ｐ 通过靶向 ｃａｓｐａｓｅ－９ 基因进
而调控肝癌细胞凋亡[１５]ꎮ 本研究结果显示ꎬ高糖处理后
ＲＲＶＥＣ 中 ｍｉＲ－９６－５ｐ 表达水平显著降低ꎬ高糖诱导的
ＲＲＶＥＣ 转染 ｍｉＲ－９６－５ｐ ｍｉｍｉｃ 而上调其表达水平ꎬ结果
发现高糖诱导后细胞增殖能力明显降低ꎬ而转染 ｍｉＲ－９６－
５ｐ ｍｉｍｉｃ 后细胞增殖能力明显增强ꎬ进一步研究显示ꎬ转
染 ｍｉＲ－９６－５ｐ ｍｉｍｉｃ 后高糖诱导的 ＲＲＶＥＣ 中 ＣｙｃｌｉｎＤ１
蛋白表达水平显著增高ꎬ而 ｐ２１、ｐ２７ 蛋白表达水平显著降
低ꎮ 另有研究表明ꎬＣｙｃｌｉｎＤ１ 可正向调控细胞周期ꎬｐ２１、
ｐ２７ 可负向调控细胞周期ꎬｐ２１、ｐ２７ 表达水平升高可抑制
ＣｙｃｌｉｎＤ１ 对细胞周期的调控作用[１６－１７]ꎮ 说明上调 ｍｉＲ－
９６－５ｐ表达可通过上调 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 的表达及下调 ｐ２１、ｐ２７
的表达进而促进 ＲＲＶＥＣ 增殖ꎮ 同时本研究结果发现ꎬ高
糖诱导后 ＲＲＶＥＣ 凋亡率明显增加ꎬｍｉＲ－９６－５ｐ 过表达可
降低细胞凋亡率ꎬ通过检测细胞凋亡蛋白表达ꎬ结果发现ꎬ
ｍｉＲ－９６－５ｐ 过表达 Ｂｃｌ－２ 蛋白表达水平明显升高ꎬ而 Ｂａｘ
蛋白表达水平明显降低ꎮ 相关研究结果表明ꎬ通过抑制高
糖诱导的血管内皮细胞中 Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅｄ－３ 的表
达ꎬ增强 Ｂｃｌ－２ 的表达能够抑制血管内皮细胞凋亡ꎬ最终
达到治疗糖尿病血管病变的目的[１８]ꎮ 说明上调高糖诱导
的 ＲＲＶＥＣ 中 ｍｉＲ－９６－５ｐ 表达可通过促进 Ｂｃｌ－２ 表达及
抑制 Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅｄ－３ 表达ꎬ进而抑制细胞凋亡ꎮ
提示 ｍｉＲ－９６－５ｐ 过表达可通过影响细胞增殖及凋亡蛋白
表达进而影响高糖诱导的细胞增殖及凋亡ꎬ由此推测
ｍｉＲ－９６－５ｐ 上调表达可能作为临床早期诊断及防治糖尿
病视网膜病变的重要分子标志物ꎮ

ＦＯＸＯ４ 可能通过调控胰岛素等参与糖尿病并发症的
发生及发展过程[１９－２０]ꎮ 糖尿病条件下沉默 ＦＯＸＯ４ 表达
可保护内皮细胞ꎬ并可参与内皮组织损伤等过程ꎬ同时胰
岛素及靶器官中营养物质等均可影响 ＦＯＸＯ４ 表达[２１]ꎮ
相关研究表明ꎬ糖尿病视网膜病变组织中 ＦＯＸＯ４ 表达水
平明显升高并可能调控血管内皮细胞损伤发生过程[２２]ꎮ

本研究结果显示ꎬ高糖诱导后 ＲＲＶＥＣ 中 ＦＯＸＯ４ 表达水平
明显升高ꎬ通过转染 ｓｉ－ＦＯＸＯ４ 后发现 ＲＲＶＥＣ 增殖活性
明显增强ꎬ细胞凋亡率明显下降ꎬ促进 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ－２ 的
表达ꎬ抑制 ｐ２１、Ｂａｘ 的表达ꎬ说明抑制 ＦＯＸＯ４ 表达可通过
上调 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ－２ 的表达及下调 ｐ２１、Ｂａｘ 的表达进而
促进高糖诱导的细胞增殖并抑制细胞凋亡ꎮ 本研究通过
双荧光素酶报告基因实验验证 ＦＯＸＯ４ 是 ｍｉＲ－９６－５ｐ 的
靶基因ꎬｍｉＲ－ ９６ － ５ｐ 可负向调控 ＦＯＸＯ４ 表达ꎮ 为验证
ｍｉＲ－９６－５ｐ 是否通过抑制 ＦＯＸＯ４ 表达进而对高糖诱导
的 ＲＲＶＥＣ 增殖及凋亡产生影响ꎬ结果发现高糖诱导的
ＲＲＶＥＣ 共转染 ｍｉＲ－９６－５ｐ ｍｉｍｉｃ 与 ｐｃＤＮＡ－ＦＯＸＯ４ 后细
胞增殖活性明显降低ꎬ细胞凋亡率明显增加ꎬＣｙｃｌｉｎＤ１、
Ｂｃｌ－２蛋白表达水平明显降低ꎬ而 ｐ２１、Ｂａｘ 蛋白表达水平
明显升高ꎬ说明 ｍｉＲ－９６－５ｐ 过表达可通过下调 ＦＯＸＯ４ 表
达进而促进高糖诱导的细胞增殖并抑制细胞凋亡ꎮ 提示
ｍｉＲ－９６－５ｐ 过表达能够抑制高糖诱导的 ＲＲＶＥＣ 凋亡并
促进细胞增殖ꎮ

综上所述ꎬｍｉＲ－９６－５ｐ 在高糖诱导的 ＲＲＶＥＣ 中呈低
表达ꎬＦＯＸＯ４ 表达水平升高ꎬ上调 ｍｉＲ－９６－５ｐ 表达可促
进高糖诱导的细胞增殖以及抑制细胞凋亡的发生ꎬ其作用
机制可能是通过抑制靶基因 ＦＯＸＯ４ 表达ꎬ上调下游
ＣｙｃｌｉｎＤ１、 Ｂｃｌ － ２ 表 达ꎬ 下 调 ｐ２１、 ｐ２７、 Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ －
ｃａｓｐａｓｅｄ－３表达ꎬ提示上调 ｍｉＲ－９６－５ｐ 表达可通过抑制
ＦＯＸＯ４ 表达进而影响细胞增殖及凋亡蛋白表达而保护视
网膜血管内皮细胞ꎬ可为临床防治糖尿病视网膜病变提供
理论依据ꎮ 但关于 ｍｉＲ－９６－５ｐ 表达变化及其对下游相关
信号通路的影响均需进行分子生物学研究证实ꎮ
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Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ. Ｄｉａｂｅｔｅｓ ２０１６ꎻ ６５(７): １８９２－１９０３
２０ Ｃｈｕａｎｇ ＰＹꎬ Ｙｕ Ｑꎬ Ｆａｎｇ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ
ｉｎｄｕｃｅ ｐｏｄｏｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＦＯＸＯ４ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ.
Ｋｉｄｎｅｙ Ｉｎｔ ２００７ꎻ ７２(８): ９６５－９７６
２１ Ｄａｎｓｅｎ ＴＢꎬ Ｓｍｉｔｓ ＬＭꎬ Ｖａｎ Ｔｒｉｅｓｔ ＭＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｄｏｘ － ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
ｃｙｓｔｅｉｎｅｓ ｂｒｉｄｇｅ ｐ３００ / ＣＢＰ－ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ＦｏｘＯ４ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ｎａｔ
Ｃｈｅｍ Ｂｉｏｌ ２００９ꎻ ５(９): ６６４－６７２
２２ Ｄｉｎｇ Ｍꎬ Ｘｉｅ Ｙꎬ Ｗａｇｎｅｒ ＲＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ Ｉｎｄｕｃｅｓ Ｖａｓｃｕｌａｒ
Ｓｍｏｏｔｈ Ｍｕｓｃｌｅ Ｃｅｌｌ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｖｉａ ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍＴＯＲＣ１ ａｎｄ ＦｏｘＯ４.
Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ Ｔｈｒｏｍｂ Ｖａｓｃ Ｂｉｏｌ ２０１１ꎻ ３１(６): １４０３－１４１０
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