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!!摘!要"目的!探讨微小'E(3.%/3#M#V<'3.%/3#M$对人视网膜血管内皮细胞#?'6*6$氧化应激%凋亡%
炎症的影响及作用机制&方法!将对数期的 ?'6*6细胞分为对照组%高渗葡萄糖#?)$组%?)_V<'3KJI
组%?)_V<'3.%/3#M组%?)_H<3KJI组%?)_H<36(6E7"组%?)_V<'3.%/3#M_MKFE(和 ?)_V<'3.%/3
#M_MKFE(36(6E7"组&采用荧光定量46'#[46'$法检测 V<'3.%/3#M的相对表达量!̀ LHNL:IS>JNN<IQ
#̀ 7$法检测@3型电压依赖型钙通道(#6(6E7"$%裂解的半胱天冬酶3##6>L=;LPK=HM=HL3#$蛋白表达量!流式
细胞术#C6B$检测细胞凋亡!酶联免疫吸附试验#*@5-($检测炎症因子水平!酶标仪及试剂盒检测氧化应激相
关指标!双荧光素酶检测#@'($验证 V<'3.%/3#M与6(6E7"调控关系&结果!?)组 V<'3.%/3#M相对表达
量低于对照组!6(6E7"V'E(和蛋白表达量高于对照组!差异均有统计学意义#!'%$%&$&V<'3.%/3#M可
靶向结合6(6E7"!在 ?'6*6细胞中负向调控6(6E7"的表达&与 ?)_V<'3KJI组相比!?)_V<'3.%/3
#M组的乳酸脱氢酶#@F?$及谷胱甘肽#)-?$水平升高#!'%$%!$!6(6E7"蛋白表达量%活性氧#'+-$及丙
二醛#BF($水平降低#!'%$%!$"与 ?)_V<'3KJI组相比!?)_V<'3.%/3#M组6>L=;LPK=HM=HL3#%7=W蛋白
表达量!细胞凋亡率!白细胞介素#5@$30%5@3!1及5@3!(水平均降低!同时!细胞间黏附分子#56(B$蛋白表达
量降低!差异有统计学意义#!'%$%!$&敲减6(6E7"具有相似的作用!过表达6(6E7"可逆转 V<'3.%/3#M
过表达对 ?'6*6细胞氧化应激%细胞凋亡%炎症反应的影响&结论!V<'3.%/3#M抑制 ?'6*6细胞的氧化应
激%凋亡%炎症与下调6(6E7"表达有关&
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!!糖尿病视网膜病变$F'%是最常见的糖尿病微血
管并发症之一(主要表现为血3视网膜屏障遭到破坏(
发生新生血管的病理学变化(使糖尿病患者视力受
损'F'病因学十分复杂(新血管生成主要与人视网
膜血管内皮细胞$?'6*6%增殖有关)!*'在F'患者
中发现(?'6*6细胞存在迁移与凋亡的情况)"*(因此
以高糖诱导 ?'6*6细胞为研究对象(对探索F'的
病理过程及发病机制具有重要的意义'微小 'E(
$V<'E(%是长约为""个核苷酸的短链非编码小

'E(分子(在转录后可抑制机体靶基因的表达而调
控信号通路的活性(进一步参与疾病进程)#*'V<'3
.%/3#M是近几年来发现的一种新 V<'E((可调控多
种肿瘤的发展).3&*(同时有研究表明(V<'3.%/3#M在调
节人体微小血管生成中具有重要作用(在血管生成相
关的人脑微血管内皮细胞$O6B*6"F#%中下调)0*(但
是关于其在F'中的功能及作用机制研究甚少'@3
型电压依赖型钙通道($6(6E7"%是!型糖尿病中

F'的一种新的易感基因(有研究表明其在F'患者
视网膜细胞中大量表达(并可以调节血管内皮生长因
子$D*)C%的分泌),*'但是(V<'3.%/3#M是否可靶向
结合6(6E7"(调控F'至今尚罕见相关研究报道'
本研究拟观察 V<'3.%/3#M是否靶向调控 6(6E7"
表达影响 ?'6*6细胞的凋亡-炎症反应-氧化应激(
以期为F'的治疗提供可能的新靶点'

A!材料与方法

A$A!试剂与耗材!人 ?'6*6购自上海中科院细胞
库(胎牛血清$C7-%和FB*B培养基购自美国)<SKJ
公司(四甲基噻唑蓝$B88%试剂盒和胰蛋白酶购自
美国-<QV=公司(8:<YJ>试剂-@<MJRLKN=V<IL8B "%%%
转染试剂盒购自美国5I;<N:JQLI公司(46'引物由北
京三博远志生物技术有限公司合成(逆转录试剂盒购
自日本8=2='=公司('54(蛋白裂解液-人白细胞介
素$5@%30-5@3!1-5@3!(酶联免疫吸附试验$*@5-(%试
剂盒购自碧云天生物技术公司(76(蛋白检测试剂
盒-(IILW<ID3C586"45凋亡检测试剂盒购自北京索
莱宝公司(V<'3.%/3#M-V<'3KJI-6(6E7"过表达质

粒-空白质粒购自北京百奥莱博科技有限公司(双荧
光素酶活性检测$@'(%试剂盒购自美国4:JVLQ=公
司(6(6E7"-活性氧$'+-%-6>L=;LPK=HM=HL3#-7=W
及7K>3"多克隆抗体购自美国-=IN=6:9Y公司(辣根
过氧化物酶标记的山羊抗兔5Q)抗体购自美国-<Q3
V=公司'

A$B!?'6*6细胞培养!复苏 ?'6*6细胞(用含

!%\ C7-的FB*B 培养基置于恒温培养箱中进行
培养(设置条件为#, c-6+" 体积分数&\-湿度

/,\'根据细胞生长状况$细胞融合至1%\'/%\时
传代%(每"'#天传代!次(传代时加入无菌磷酸盐
缓冲液$47-%清洗细胞(弃除47-后(加入%$"&\胰
蛋白酶溶液消化'

A$C!细胞转染与分组!转染前一天将!g!%& 个

?'6*6细胞接种至0孔板(用&%*@+MN<3B*B 培
养基稀释 V<'3.%/3#M过表达质粒及空白质粒$V<'3
E6%'将对数期的 ?'6*6细胞分为对照组-高渗葡
萄糖$?)%组-?)_V<'3KJI组-?)_V<'3.%/3#M
组-?)_H<3KJI组-?)_H<36(6E7"组-?)_V<'3
.%/3#M_MKFE( 和 ?)_ V<'3.%/3#M_MKFE(3
6(6E7"组'对照组用& VVJ>"@ 的葡萄糖处理

?'6*6细胞.1O(?)组用#%VVJ>"@的葡萄糖处
理?'6*6细胞.1O'按照@<MJRLKN=V<IL8B"%%%试
剂盒操作步骤的要求(将相应质粒转染至 ?'6*6细
胞(转染持续&O'转染成功后(用#%VVJ>"@的葡
萄糖处理继续培养.1O(收集各组细胞备用'

A$D!荧光定量46'$[46'%法检测细胞中 V<'3.%/3
#M-6(6E7"的表达!8:<YJ>试剂提取细胞总'E((
微量核酸仪$美国8OL:VJ公司%对'E(进行定量(
按逆转录试剂盒操作说明(将'E(逆转录为KFE((对
靶基因进行扩增'扩增条件!/&c预变性#V<I(/&c
变性 !&H(0%c退火#%H(,"c延伸#%H(共循环#&
次'V<'3.%/3#M!上 游 引 物 为 &j3)6)((8)883
)686))8)(3#j(下游引物为&j3)8)6()))863
6)())83#j&内参 A0!上游引物为&j3(88666683
)8()))68(8)(3#j(下游 引 物 为 &j3((6)683

#/%&"#国际检验医学杂志"%"#年!%月第..卷第"%期!5INZ@=SBLP!+KNJSL:"%"#!DJ>$..!EJ$"%



86(6)((888)6)83#j&6(6E7"!上游引物为&j3
()))86)68)88668)6(863#j(下游引物为&j3
((886888)668)6888868)3#j&内 参 )(43
F?!上 游 引 物 为 &j3(6((6888))8(86)8)3
)(())3#j(下 游 引 物 为 &j3)66(86(6)66(3
6()88863#j'以 "a++6N 法 计 算 V<'3.%/3#M 和

6(6E7"V'E(的相对表达量'

A$E! L̀HNL:IS>JNN<IQ$̀ 7%法检测蛋白表达!'54(
蛋白裂解液提取各组细胞的总蛋白(!#.%%gQ离心

"%V<I(收集上清(76(蛋白试剂盒检测蛋白样品浓
度'定量蛋白后进行变性(再进行十二烷基硫酸钠3聚
丙烯酰胺凝胶电泳$-F-34()*%'电泳后(转至聚偏
氟乙烯$4DFC%膜(使用&\脱脂牛奶对4DFC膜封
闭!O'然后(分别将6(6E7"-裂解的半胱天冬酶3#
$6>L=;LPK=HM=HL3#%-7淋巴细胞瘤3"蛋白$7K>3"%和

7K>3"关联]蛋白$7=W%一抗与4DFC膜.c孵育过
夜(87-8洗膜#次(用辣根过氧化酶标记的二抗室温
孵育!O(洗膜后显影(采用凝胶成像系统曝光拍照'
使用5V=QLZ软件分析各蛋白条带灰度值(以目的蛋
白与内参)(4F? 条带的灰度值的比值进行蛋白相
对定量'

A$F!@'(验证靶向关系!8=:QLN-K=I生物信息学
软件预测显示(6(6E7"的#j端非翻译区$#jA8'%中
含有与 V<'3.%/3#M互补的核苷酸序列(即 V<'3.%/3
#M与靶基因 6(6E7"存在结合位点'构建 6(63
E7"野生型$6(6E7"3̀ 8组%和突变型$6(6E7"3
BA8组%荧光素酶报告载体'使用@<MJRLKN=V<IL8B

"%%%试剂盒分别将 6(6E7"3̀ 8-6(6E7"3BA8
与 V<'3.%/3#M-=IN<3V<'3.%/3#M-V<'3KJI-=IN<3V<'3
KJI共转染至 ?'6*6细胞'转染".O后(通过荧光
素酶活性检测试剂盒检测细胞荧光素酶的活性(结果
以萤火虫荧光素酶活性"海肾荧光素酶活性的比值
表示'

A$G!活性氧$'+-%荧光强度检测!采用免疫荧光法
检测 '+-荧光强度'以.\多聚甲醛固定细胞!&
V<I(%$&\ 8:<NJI]3!%%)以磷酸盐缓冲液$47-%配
制*室温通透!%V<I(!\7-(室温封闭#%V<I(细胞
滴加适量稀释至适当比例$!n"%%%%的'+-一抗(

.c孵育过夜(滴加荧光二抗$!n!%%%%'F(45染细
胞核(浓度和时间根据试剂说明书使用(用抗荧光淬
灭剂封片'荧光显微镜下观察采集图像'

A$H!炎症因子检测!收集各组细胞(!#.%%gQ离心

"%V<I(收集上清(参照酶联免疫吸附试验$*@5-(%
检测试剂盒说明书检测白细胞介素$5@%30-5@3!1及

5@3!(分泌情况(使用全波长酶标仪测得5@30-5@3!1
及5@3!(在.&%IV 波长下的吸光度值(并计算炎症
因子水平'

A$I!氧化应激因子检测!收集细胞(!#.%%gQ离心

"%V<I后收集上清(按照试剂盒操作说明检测乳酸脱
氢酶$@F?%-丙二醛$BF(%-谷胱甘肽$)-?%活性(
使用全波长酶标仪测得@F?-BF(-)-?在./%IV
波长下的吸光度值(严格按照试剂盒说明书操作并计
算酶活性'

A$AW!流式细胞术实验检测细胞凋亡!收集各实验
组细胞(加入0%%*@的结合缓冲液重悬细胞(再按照
细胞凋亡检测试剂盒$(IILW<ID3C586"45%操作说
明(先加入&*@的 (IILW<ID3C586避光反应"%
V<I(再加入&*@的45避光反应"%V<I(#%%目细胞
过滤器过滤后(于!O内上流式细胞仪完成检测'凋
亡率计算方法如下!细胞的凋亡率^早期凋亡率_晚
期凋亡率'每个样品重复#次'

A$AA!统计学处理!利用-4--"0$%软件分析数据(
符合正态分布且方差齐的计量资料以Pf;表示(两
组间比较采用独立样本)检验(#组及以上比较采用
方差分析以及@-F3)检验'以!'%$%&为差异有统
计学意义'

B!结!!果

B$A!V<'3.%/3#M和6(6E7"在人视网膜血管内皮
细胞中的表达!与对照组比较(?)组V<'3.%/3#M相
对表达量降低$!'%$%&%(6(6E7"V'E(和蛋白
表达量升高$!'%$%&%'见图!和表!'

图!!!人视网膜血管内皮细胞6(6E7"蛋白表达

表!!!两组 V<'3.%/3#M和6(6E7"V'E((蛋白

!!!表达量比较#Pf;&+ /̂$

组别 V<'3.%/3#M 6(6E7"V'E( 6(6E7"蛋白

对照组 !$%,f%$!# !$%"f%$!" %$"/f%$%#

?)组 %$.#f%$%,= .$%/f%$,1= %$.0f%$%0=

) !#$%%. !!$0,% ,$0%#

! '%$%%! '%$%%! '%$%%!

!!注!与对照组比较(=!'%$%&'

B$B!V<'3.%/3#M靶向6(6E7"表达!V<'F7数据
库预测 V<'3.%/3#M与6(6E7"结合位点见图"('

@'(检测结果显示(相较于 V<'3KJI组(转染 V<'3
.%/3#MV<V<KH的6(6E7"3̀ 8组细胞荧光素酶活
性降低$!'%$%!%&与=IN<3V<'3KJI组相比(转染=I3
N<3V<'3.%/3#M的6(6E7"3̀ 8组细胞荧光素酶活性
升高$!'%$%!%(6(6E7"3BA8组细胞荧光素酶活
性变化差异无统计学意义$!&%$%&%'V<'3.%/3#M
组6(6E7"蛋白表达量低于V<'3KJI组$!'%$%!%(
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=IN<3V<'3.%/3#M组 6(6E7"蛋白表达量高于=IN<3
V<'3KJI组$!'%$%!%(说明6(6E7"为V<'3.%/3#M
的靶基因'见图"7-表"'

B$C!V<'3.%/3#M和6(6E7"蛋白表达对 ?)诱导
的 ?'6*6细胞氧化应激的影响!各组6(6E7"蛋
白表达量和各组 '+-比较(?) 组高于对照组(

?)_V<'3.%/3#M组低于 ?)_V<'3KJI组(?)_H<3
6(6E7"组低于 ?)_H<3KJI 组(?)_ V<'3.%/3
#M_MKFE(36(6E7"组高于 ?)_V<'3.%/3#M_
MKFE(组(差异均有统计学意义$!'%$%!%'各组

6(6E7"蛋白表达量和各组'+-的比较结果一致'
与对照组相比(?) 组 V<'3.%/3#M相对表达量和

@F?及)-? 水平降低$!'%$%!%(BF(水平升高
$!'%$%!%&与 ?)_V<'3KJI组相比(?)_V<'3
.%/3#M组 V<'3.%/3#M相对表达量-@F? 及 )-? 水
平上调(BF(水平下降$!'%$%!%&?)_H<3KJI组相
比(?)_H<36(6E7"组 V<'3.%/3#M相对表达量-

@F?及)-?水平升高$!'%$%!%(BF(水平下降

$!'%$%!%&与 ?)_V<'3.%/3#M_MKFE(组相比(

?)_V<'3.%/3#M_MKFE(36(6E7"组 V<'3.%/3#M
相对表达量-@F?及)-?水平下降(BF(水平升高
$!'%$%!%'见图#-表#'

!!注!(为预测的V<'3.%/3#M与6(6E7"结合位点&7为 `7法检

测6(6E7"蛋白表达'

图"!!V<'3.%/3#M与6(6E7"靶向序列和调控

6(6E7"蛋白表达

表"!!双荧光素酶报告实验结果#Pf;&+ /̂$

组别 6(6E7"3̀ 8 6(6E7"3BA8 6(6E7"蛋白

V<'3KJI组 !$%0f%$!" !$%1f%$!! %$."f%$%,

V<'3.%/3#M组 %$&&f%$%.= !$!"f%$!! %$"#f%$%#=

=IN<3V<'3KJI组 !$%.f%$%1 !$%.f%$!& %$.&f%$%.

=IN<3V<'3.%/3#M组 "$#/f%$#0S !$%/f%$%/ %$01f%$%&S

E !.,$&1. %$,!, !"#$,&1

! '%$%%! %$&./ '%$%%!

!!注!与V<'3KJI组比较(=!'%$%&&与=IN<3V<'3KJI组比较(S!'%$%&'

!!注!(为 `7法检测 ?'6*6细胞6(6E7"蛋白表达&7为免疫荧光法检测 ?'6*6细胞'+-水平'

图#!!过表达 V<'3.%/3#M(干扰6(6E7"对 ?'6*6细胞6(6E7"蛋白和'+-水平的影响

表#!!过表达 V<'3.%/3#M(干扰6(6E7"对 ?'6*6细胞@F?()-?和 BF(水平的影响#Pf;&+ /̂$

组别 V<'3.%/3#M 6(6E7"蛋白 @F?$\% )-?$A"*Q% BF($IVJ>"VQ% '+-

对照组 !$%.f%$!# %$"#f%$%. !%%$/0f!#$," !$%!f%$!% ,$&%f!$%/ !%&$,0f!%$/#

?)组 %$.#f%$%/= %$&#f%$%#= &&$%!f"$."= %$0!f%$%,= !1$"#f!$0#= .%#$.#f#!$,0=

?)_V<'3KJI组 %$.,f%$%. %$&"f%$%0 &#$&#f"$." %$&1f%$%& !/$,,f!$!, .#&$!0f./$#"

?)_V<'3.%/3#M组 .$0"f%$&" %$#.f%$%0S 1%$#&f.$#1S %$,&f%$%1S !!$""f!$1/S !,1$,0f/$"1S

?)_H<3KJI组 %$&0f%$%& %$&,f%$%. &#$#.f#$%! %$&0f%$%, "%$1!f!$,& .#"$0"f#,$0#

?)_H<36(6E7"组 %$,&f%$%1K %$#&f%$%, ,1$/0f.$/%K %$,/f%$%1K !%$/!f"$,%K !1%$.0f!&$1%K
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续表#!!过表达 V<'3.%/3#M(干扰6(6E7"对 ?'6*6细胞@F?()-?和 BF(水平的影响#Pf;&+ /̂$

组别 V<'3.%/3#M 6(6E7"蛋白 @F?$\% )-?$A"*Q% BF($IVJ>"VQ% '+-

?)_V<'3.%/3#M_MKFE(组 .$#/f%$&& %$##f%$%/ ,,$/%f&$/1 %$,,f%$%1 !"$/%f!$#, !,0$1%f!#$,!

?)_ V<'3.%/3#M_MKFE(3

6(6E7"组
"$!.f%$##P %$.,f%$%0P 0!$%1f"$."P %$00f%$%0P !0$0#f!$#0P #!0$&%f#!$!0P

E ##0$#.& .%$",# ,%$/!1 #"$"." ,0$".! ""#$&11

! '%$%%! '%$%%! '%$%%! '%$%%! '%$%%! '%$%%!

!!注!与对照组比较(=!'%$%&&与 ?)_V<'3KJI组比较(S!'%$%&&与 ?)_H<3KJI组比较(K!'%$%&&与 ?)_V<'3.%/3#M_MKFE(组比

较(P!'%$%&'

B$D!过表达 V<'3.%/3#M表达和干扰 6(6E7"对

?)诱导 ?'6*6细胞凋亡的影响!与对照组相比(

?)组 ?'6*6细胞6>L=;LPK=HM=HL3#-7K>3"蛋白表
达量降低$!'%$%!%(7=W蛋白表达量及细胞凋亡率
升高$!'%$%!%&与 ?)_V<'3KJI组相比(?)_
V<'3.%/3#M组 ?'6*6细胞6>L=;LPK=HM=HL3#-7=W
蛋白表达量及细胞凋亡率降低$!'%$%!%(7K>3"蛋白
表达量及细胞凋亡率升高$!'%$%!%&与 ?)_H<3KJI

组相比(?)_H<36(6E7"组 ?'6*6细胞 6>L=;LP
K=HM=HL3#-7=W蛋白表达量及细胞凋亡率降低$!'
%$%!%(7K>3"水平上升$!'%$%!%&与 ?)_V<'3.%/3
#M_MKFE( 组相比(?)_ V<'3.%/3#M_MKFE(3
6(6E7"组 ?'6*6细胞6>L=;LPK=HM=HL3#-7=W蛋
白表达量及细胞凋亡率升高$!'%$%!%(7K>3"蛋白表
达量下降$!'%$%!%(见图.-表.'

!!注!(为 `7法检测 ?'6*6细胞6>L=;LPK=HM=HL3#-7=W和7K>3"蛋白表达&7为流式细胞术检测 ?'6*6细胞凋亡'

图.!!过表达 V<'3.%/3#M表达和干扰6(6E7"对 ?)诱导 ?'6*6细胞的影响

表.!!过表达 V<'3.%/3#M表达和干扰6(6E7"对 ?'6*6细胞凋亡率及6>L=;LPK=HM=HL3#(

!!!7=W和7K>3"蛋白表达的影响#Pf;&+ /̂$

组别 6>L=;LPK=HM=HL3# 7=W 7K>3" 细胞凋亡率$\%

对照组 %$!&f%$%& %$"!f%$%# %$,"f%$!" "$&#f%$.%

?)组 %$.0f%$%0= %$..f%$%,= %$..f%$%.= !"$#/f!$"1=

?)_V<'3KJI组 %$./f%$%# %$.1f%$%# %$.&f%$%& !!$&&f!$,!

?)_V<'3.%/3#M组 %$"#f%$%&S %$""f%$%.S %$0.f%$%,S 0$,&f!$%/S

?)_H<3KJI组 %$."f%$%. %$.%f%$%. %$.!f%$%0 !!$%%f!$/!

?)_H<36(6E7"组 %$".f%$%&K %$"1f%$!!K %$0&f%$%1K &$&.f!$!#K

?)_V<'3.%/3#M_MKFE(组 %$".f%$%. %$",f%$!! %$,!f%$%. &$0#f%$&0

?)_V<'3.%/3#M_MKFE(36(6E7"组 %$##f%$%.P %$#"f%$%.P %$&&f%$%.P 1$%"f!$"&P

E 00$#&" "!$/!! "1$,#. 00$01&

! '%$%%! '%$%%! '%$%%! '%$%%!

!!注!与对照组比较(=!'%$%&&与 ?)_V<'3KJI组比较(S!'%$%&&与 ?)_H<3KJI组比较(K!'%$%&&与 ?)_V<'3.%/3#M_MKFE(组比

较(P!'%$%&'
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B$E!过表达 V<'3.%/3#M表达和干扰 6(6E7"对

?)诱导 ?'6*6 细胞炎症因子分泌 情 况 的 影

响!?)组5@30-5@3!1及5@3!(高于对照组$!'
%$%!%&与 ?)_V<'3KJI组相比(?)_V<'3.%/3#M
组5@30-5@3!1及5@3!(下降$!'%$%!%&?)_H<3

6(6E7"组5@30-5@3!1及5@3!(水平低于 ?)_H<3
KJI组$!'%$%!%&与 ?)_V<'3.%/3#M_MKFE(组
比较(?)_V<'3.%/3#M_MKFE(36(6E7"组5@30-

5@3!1及5@3!(水平升高$!'%$%!%'见表&'

表&!!过表达 V<'3.%/3#M表达和干扰6(6E7"对 ?'6*6细胞5@30(5@3!1和5@3!(分泌水平的影响#Pf;&+ /̂$

组别 5@30$IQ"VQ% 5@3!1$IQ"VQ% 5@3!($IQ"VQ%

对照组 "$"1f%$". &$%,f%$/! ,$&1f%$0/

?)组 !0$,&f!$%#= !0$#1f!$.1= !0$".f!$!,=

?)_V<'3KJI组 !0$#0f!$0" !0$&#f%$/0 !0$0.f!$"/

?)_V<'3.%/3#M组 ,$.1f%$&.S 1$!/f%$0/S ,$.%f%$/0S

?)_H<3KJI组 !0$.#f%$1! !0$.1f!$!% !0$#0f%$/&

?)_H<36(6E7"组 ,$".f%$,!K ,$&&f%$0!K ,$.%f%$10K

?)_V<'3.%/3#M_MKFE(组 ,$1&f%$&. 1$%%f%$/0 ,$,&f%$&/

?)_V<'3.%/3#M_MKFE(36(6E7"组 !#$0#f"$.!P !"$"#f.$&,P !0$.#f%$/%P

E ""%$%0" 0!$/1% ".0$&.1

! '%$%%! '%$%%! '%$%%!

!!注!与对照组比较(=!'%$%&&与 ?)_V<'3KJI组比较(S!'%$%&&与 ?)_H<3KJI组比较(K!'%$%&&与 ?)_V<'3.%/3#M_MKFE(组比

较(P!'%$%&'

B$F!过表达 V<'3.%/3#M表达和干扰 6(6E7"对

?)诱导?'6*6细胞D*)C和56(B的影响!?)
组-?)_V<'3.%/3#M_MKFE(36(6E7"组 D*)C-

56(B蛋白表达量分别高于对照组和 ?)_V<'3.%/3

#M_MKFE(组(?)_V<'3.%/3#M组-?)_H<36(63

E7"组的 ')C-56(B 蛋白表达量分别低于 ?)_

V<'3KJI组-?)_H<3KJI组(差异均有统计学意义

$!'%$%!%'结果见图&-表0'
表0!!过表达 V<'3.%/3#M表达和干扰6(6E7"对 ?'6*6

!!细胞D*)C和56(B蛋白表达的影响#Pf;&+ /̂$

组别 D*)C 56(B

对照组 %$#!f%$%" %$#1f%$%.

?)组 %$0&f%$%&= %$00f%$%&=

?)_V<'3KJI组 %$0#f%$%. %$00f%$%&

?)_V<'3.%/3#M组 %$..f%$%0S %$.1f%$%0S

?)_H<3KJI组 %$&,f%$%# %$0/f%$%1

?)_H<36(6E7"组 %$"0f%$%#K %$#"f%$%#K

?)_V<'3.%/3#M_MKFE(组 %$.%f%$%. %$.0f%$%,

?)_V<'3.%/3#M_MKFE(36(6E7"组 %$&"f%$%&P %$&1f%$%.P

E &,$#&! !%&$!,#

! '%$%%! '%$%%!

!!注!与对照组比较(=!'%$%&&与 ?)_V<'3KJI组比较(S!'

%$%&&与 ?)_H<3KJI组比较(K!'%$%&&与 ?)_V<'3.%/3#M_MKFE(

组比较(P!'%$%&'

图&!! 7̀法检测 ?'6*6细胞D*)C和

56(B蛋白表达

C!讨!!论

!!?'6*6细胞的增殖是眼部新血管生成的主要原
因(同时会导致机体氧化3抗氧化系统紊乱(分泌过量

'+-(破坏细胞结构和功能(引起机体的致炎指标的
过度表达(造成机体内环境紊乱)13/*'因此(抑制

?'6*6细胞的增殖及致炎因子分泌-平衡氧化应激
系统对抑制F'进程具有积极作用'V<'E(参与人
类多种疾病的进程中(其中包括糖尿病)!%*(由于机体

V<'E(的调控机制复杂(因此关于其调控疾病的机
制逐渐成为研究热点'本研究通过培养暴露于高糖
环境的 ?'6*6细胞(模拟糖尿病患者体内高血糖状
态(分析 ?'6*6细胞 V<'3.%/3#M-6(6E7"表达情
况(并研究 V<'3.%/3#M通过靶向结合 6(6E7"对

?'6*6细胞的氧化应激-凋亡-炎症的调节作用及相
关机制'
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有研究发现(V<'3.%/3#M具有调节抗血管生成作
用)!!*(血浆V<'3.%/3#M水平在!型糖尿病发展的过
程中逐渐降低(经过治疗后随着病情缓解而有所提
高(靶点预测工具将 V<'3.%/3#M与免疫和代谢相关
信号联系起来)!"*'6(6E7"基因与夜盲症有关并且
可改变小鼠的视网膜形态)!#3!.*(其可能通过钙通道参
与F'的发病'本研究发现(V<'3.%/3#M能够通过负
向调节6(6E7"抑制新血管生成&同时发现过表达
的 V<'3.%/3#M或敲减 6(6E7"均提高了 @F? 及

)-?水平(并使 '+-及 BF( 水平下调(证明了

V<'3.%/3#M可以平衡机体氧化应激水平'另外(本研
究结果发现(过表达的 V<'3.%/3#M抑制了高糖诱导
的 ?'6*6细胞炎症因子5@30-5@3!1及5@3!(的分
泌(降低了?'6*6细胞的炎症反应(抑制了F'的进
程'而V<'3.%/3#M的这种作用能够被过表达6(63
E7"明显减弱'这提示(V<'3.%/3#M参与调节抗血
管生成作用可能与其靶向结合6(6E7"调控细胞氧
化应激及炎症反应相关'

研究显示(视网膜色素上皮中D*)C的表达和释
放与6(6E7"有关(并通过基因敲除实验证明了这
一论点)!&*'有研究发现(D*)C是血管生成和糖尿病
视网膜新生血管的形成中起至关重要的作用的能量

底物)!0*(抑制 D*)C可防止眼部新生血管形成'在

F'患者血清56(B 水平呈高表达(提示其与微血管
损伤密切相关)!,*'本研究结果证明(过表达 V<'3
.%/3#M降低了 ?)环境下 ?'6*6细胞中 D*)C-

56(B蛋白表达量'本研究虽然探讨了 V<'3.%/3#M
通过靶向6(6E7"调控F'作用机制(但不足之处在
于未研究V<'3.%/3#M在不同严重程度F'中的作用(
下一步研究重点在于 V<'3.%/3#M对F'病情进展的
影响'

综上 所 述(V<'3.%/3#M 可 促 进 ?) 诱 导 的

?'6*6细胞凋亡(其作用机制与调控 6(6E7"有
关(可为F'的治疗提供新靶点'
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