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Abstract
誗AIM: To study the effect of miR-410 on the regulation of
angiotensin 域 type 1 receptor (AT1R) in retinal pigment
epithelium ( RPE ) cells of age - related macular
degeneration (AMD) patients.
誗 METHODS: The experiment was divided into AMD
patients, cataract patients and normal people group.
AT1R was the target gene of miR-410 by bioinformatics,
and the normal RPE cells were cultured in the simulated
microenvironment of AMD and cataracts and the
expression of miR - 410 was detected. Then miR - 410
mimics was transfected into cells, and the expression of
mRNA and protein of AT1R were detected by Q-PCR and
Western blot respectively. The relationship between miR-
410 and AT1R was confirmed by the dual luciferase
reporter assay.
誗RESULTS: The miR-410 expression of in RPE cells with
AMD was significantly reduced ( P = 0. 0006, 0. 0008 )
compared with cataract and normal controls. The miR-410
can regulate the function of AT1R by dual luciferase reporter
gene experiment and the inhibition rate was about 40%. In
addition, miR - 410 inhibition rate was about 40% - 50% to
AT1R mRNA and protein expression by cell experiment.
誗CONCLUSION: AT1R was a target gene of miR- 410 in
cell experiments, and it is demonstrated that increasing
the expression of miR - 410 in RPE cells with AMD can
suppress the expression of AT1R.
誗 KEYWORDS: age - related macular degeneration;
angiotensin 域 type 1 receptor; miR-410
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摘要
目的:研究 AMD 患者的 RPE 细胞中微小 RNA miR-410
对血管紧张素受体域的 1 型受体(AT1R)的调控效应。
方法:实验分为 AMD 组、白内障组和正常组,运用生物信
息学预测出 AT1R 是 miR-410 的靶基因,将正常的 RPE
细胞模拟 AMD 和白内障的微环境进行培养,检测其中
miR-410 的表达量,进一步将 miR-410 mimics 转染入细
胞中,分别运用 Q-PCR 和 Western blot 的方法检测 AT1R
mRNA 和蛋白的表达量,并通过双荧光素酶报告基因实验
验证 miR-410 与 AT1R 的相互作用关系。
结果:AMD 组与白内障组和正常对照组相比,RPE 细胞中
的 miR-410 表达量显著降低(P = 0. 0006,0. 0008),双荧
光素酶报告基因实验表明,miR-410 对 AT1R 具有明显的
调控作用,且 miR-410 mimics 的下调效率大致为 40% 左
右。 细胞实验显示 miR-410 对 AT1R 的 mRNA 和蛋白表
达的抑制率约为 40% ~ 50% 。
结论:AT1R 是 miR-410 的靶基因,且在 AMD 的 RPE 细胞
中提高 miR-410 的表达可以抑制 AT1R 的表达。
关键词:老年性黄斑变性;血管紧张素受体域的 1 型受体;
miR-410
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0 引言
摇 摇 AMD 是当前老年人致盲的重要疾病,但其发病因素
尚未完全阐明,当前的治疗效果也并不理想,研究表明血
管紧张素受体域的 1 型受体(AT1R)在 AMD 的发病机制
中具有重要研究意义。 microRNA 是一类内源性的大小在
20 ~ 25nt 的非编码 RNAs,主要通过与靶基因的 3爷端非翻
译区(3爷 untranslated regions,3爷UTR)完全互补或不完全
匹配结合,降解靶 mRNA 或抑制靶 mRNA 的翻译,发挥调
控作用[1]。 mRNA 翻译生成 AT1R 蛋白质阶段的调控对
AT1R 的表达以及功能的发挥也至关重要, microRNA
(miRNA)是其中一个非常重要的调控因素,目前对于 AMD
中那些针对血管紧张素受体域的 1 型受体(AT1R)发挥调控
作用的 microRNAs 目前尚未见报道。 因此,本课题运用生
物信息学预测出在 AMD 中 miR-410 以 AT1R 为靶基因,通
过双荧光素酶报告基因实验验证二者的靶向关系,进而在
细胞中观察 miR-410 对 AT1R 表达的调控作用。 这为临床
治疗 AMD 提供新靶标、新途径,缓解 AMD 病情。
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1 材料和方法
1. 1 材料摇 RPE 细胞购自 ATCC 公司。 正常组细胞常规培
养;AMD 组细胞用缺氧培养方法使正常细胞氧化应激,模
拟 AMD 体内 RPE 细胞状态;白内障组细胞用过氧化氢诱导
培养方法,模拟白内障体内 RPE 细胞状态。 DMEM / F12 培
养基购自美国 GIBCO 公司(GIBCO12400-024);逆转录试剂
盒 (PrimeScript RT reagent kit,RR047A)和 qPCR 试剂盒
(SYBR Premix Ex Taq kit,RR420L)购自日本 Takara 公司;
Western 及 IP 细胞裂解液购自上海碧云天生物公司
(P0013);实时荧光定量 PCR 仪(Rotor-Gene 6000,Corbett
Research);逆 转 录 PCR 仪 ( PCR SYSTEM 9700, Applied
Biosystems);凝胶成像系统(GelDoc 2000,Bio-Rad)。
1. 2 方法
1. 2. 1 生物信息学预测 microRNAs 与 AT1R 的关系及其
验证 摇 利用 TargetScan ( http: / / www. targetscan. org / )、
miRanda ( http: / / www. microrna. org )、 miTarget ( http: / /
cbit. snu. ac. kr / ~ miTarget / )等预测软件对 AT1R mRNA
3爷端非编码区(3爷UTR)可能结合的 microRNA 进行生物
信息学分析,得出以 AT1R 为靶基因的 microRNA。 生物
信息学分析获取可能的候选 microRNA,进行 Q-PCR 检测
并用荧光素酶报告基因加以证明。
1.2.2细胞实验检测 microRNA对 AT1R调节作用摇 (1)培
养 AMD 组 和 正 常 组 RPE 细 胞, 将 microRNA mimics
(microRNA 模拟物)分别转染到两组细胞中。 miR-410
mimics 转染 RPE 细胞的步骤按照广州市锐博生物技术有
限公 司 提 供 的 转 染 试 剂 说 明 书 进 行 操 作。 用 1 伊
riboFECTTM CP Buffer 稀释 miR-410 mimics,轻轻混匀后加
入 riboFECTTM CP Reagent, 室 温 孵 育 0 ~ 15min。 将
riboFECTTM CP 混合液加入到细胞培养基中,轻轻混匀后
置于 37益的 CO2培养箱中继续培养。 AMD 组和正常组的
RPE 细胞长满后,将细胞种植于直径 60mm 的细胞培养皿
中培养 24h 后,在相应组别的细胞中分别加入 miR-410
的 mimics(模拟物)和 miR-410 的 mimics control(模拟物
的阴性对照),放入 CO2培养箱中培养。 (2)运用 qPCR 检
测 AT1R mRNA 表达水平,研究 microRNA 水平的变化对
AT1R 在转录水平的影响。 细胞 RNA 的提取及 Q-PCR 检
测 AT1R mRNA 表达水平的实验步骤:采用经典的 Trizol
法提取各组细胞的总 RNA,逆转录反应,得到 cDNA 后进
行 PCR 反应,反应重复 40 个循环,得到各组和对照组的
相对 CT 值,重复 3 次。 (3)Western Blot 检测 AT1R 总蛋
白的表达:碱裂解法提取各组细胞总蛋白,煮沸变性,电
泳,转膜,封闭。 分别加入 AT1R 和 茁-actin 的一抗和相应的
二抗孵育,利用化学发光试剂在凝胶成像系统上进行曝光。
用 Image J 软件对曝光所得图片中条带的强度进行扫描分析。
摇 摇 统计学分析:所得数据应用 SPSS 16. 0 软件进行分
析,数据以均数依标准误表示。 采用独立样本 t 检验,以
P<0. 05 为差异有统计学意义。 摇
2 结果
2. 1miR-410 在 AMD组 RPE细胞中的表达摇 分别提取三
组 RPE 细胞的 RNA 利用 Q-PCR 进行 miR-410 表达量的检
测。 实验结果显示,AMD 组(0. 47依0. 097)与白内障组(1. 12依
0. 073)和正常对照相比,以正常组的 CT 值为 1,RPE 细胞中
的 miR-410 表达量显著降低(P=0. 0006,0郾 0008)。
2. 2 双荧光素酶报告基因实验证实 AT1R 是 miR-410 的
靶基因摇 双荧光素酶报告基因实验是目前 miRNA 靶基因

图 1摇 双荧光素酶报告基因实验摇 bP<0. 01 vs AT1R-3爷UTR+
miR-410 mimics。

图 2摇 miR-410 在 AMD组 RPE细胞中 AT1R mRNA的影响摇
1:正常组;2:AMD 对照细胞;3:AMD+miR-410 mimics;4:AMD+
miR-410 mimics control;bP<0. 01 vs AMD 对照细胞。

验证直接有效的方法,本实验中采用的 Dual-Luciferase 双
荧光素酶报告基因检测系统在细胞中同时表达荧火虫荧
光素酶和海肾荧光素酶,二者没有交叉干扰,能够得到超
强的光信号和超高的信噪比,因此本系统广泛应用于
miRNA 靶基因验证。 miRNA 主要通过作用于靶基因的
3爷非翻译区(3爷UTR)起作用,将目的基因 3爷UTR 序列插
入至载体中报告基因 luciferase 的后面,比较过表达或者
干扰 miRNA 后报告基因表达的改变(监测荧光素酶的活
性变化)来定量地反映 miRNA 对目的基因的抑制作用;也
可以通过结合定点突变等方法来进一步确定 miRNA 与靶
基因 3爷UTR 的作用位点。 在本部分实验中,首先构建包
含野生型 AT1R 的 3爷UTR 序列(AT1R-3爷UTR)和突变型
AT1R 的 3爷UTR 序列(Mut-AT1R -3爷UTR)的双荧光素酶
标记的表达载体,再将重组载体分别与 miR-410 mimics
共转染至 293T 细胞中,检测其荧光值的表达。 miR-410
对 AT1R 有明显的调控作用,且 miR-410 mimics 的下调效
率大致为 40%左右,可以证明预测的 AT1R 靶点为 miR-
410 的真实靶点(图 1)。
2. 3 提高 miR-410 的表达可以抑制 AT1R的 mRNA表达
摇 在 AMD 患者的 RPE 原代细胞中,miR-410 对 AT1R 的
mRNA 表达具有明显的调控作用(图 2)。 由实验结果可
知,miR-410 的 mimics 可以显著降低 AT1R 的 mRNA 表
达,说明在 AMD 中 miR-410 可以调节 AT1R 的 mRNA 表
达,直接或间接地抑制 AT1R 的 mRNA 表达。
2. 4 提高 miR-410 的表达可以抑制 AT1R 的蛋白表达摇
AMD 组 RPE 细胞中,miR-410 对 AT1R 的蛋白表达具有
明显的调控作用(图 3)。 由实验结果可知,miR-410 的
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图 3 miR-410 在 AMD 组 RPE 细胞中 AT1R 总蛋白的影响摇
A:蛋白电泳结果;B:统计分析结果;1:正常组;2:AMD 对照组;
3:AMD+miR-410 mimics;4:AMD+miR-410 mimics control;bP<
0. 01 vs AMD 对照组。

mimics 可以显著降低 AT1R 的蛋白表达,说明在 AMD 中
miR-410 可以调节 AT1R 的蛋白表达,直接或间接地抑制
AT1R 的蛋白表达。
3 讨论
摇 摇 老年性黄斑变性为黄斑区结构的衰老性改变,又称年
龄相关性黄斑变性 ( age - related macular degeneration,
AMD)。 AMD 多发于 50 岁以上的人群,患病率随年龄增
长而增高,常为双眼先后发病,无性别倾向,中央视力丧失
很严重,是当前老年人致盲的重要疾病[2-4]。 AMD 的主要
病理特征是形成玻璃膜疣,玻璃膜疣继发的种种病理改变
后,则导致黄斑部变性发生。 玻璃膜疣也可以引起 Bruch
膜本发生断裂,脉络膜毛细血管经过破裂的 Bruch 膜进入
继发视网膜色素上皮( retinal pigment epithelium,RPE)下
及视 网 膜 神 经 上 皮 下, 从 而 形 成 脉 络 膜 新 生 血 管
(choroidal neovascularization,CNV)。 新生血管壁的结构异
常,导致血管的渗漏和出血,进而引发一系列的继发性病
理改变[5]。
摇 摇 AMD 是一种遗传基因和环境因素共同作用的眼底病
变,明确的病因并没有完全阐明,有研究指出炎症反应、脉
络膜血流动力学、氧化应激等因素都可能参与 AMD 的病
变过程。 在众多发病机制中,血管模式机制一直是研究的
热点,血管模式认为 AMD 是一种以原发性脉络膜血管灌
注异常为主要特征的血管性疾病,升高的血管压再作用于
已压力升高的脉络膜毛细血管,会导致血管代偿失调,继
发引起视网膜色素上皮( retinal pigment epithelium,RPE)
细胞损害,从而导致 AMD[6-7]。 最新研究表明,眼局部具
有独立形成肾素 -血管紧张素系统 ( rennin - angiotensin
system,RAS)的能力,并且多项研究表明 RAS 在 AMD 的
早期和晚期均直接参与了疾病的发生发展,在 AMD 的发
病过程中起到了重要作用[8]。 RAS 各调节因素中以血管
紧张素域(Ag域)具有最重要的生物学效应,Ag域能够引
起交感神经兴奋使血管收缩释放醛固酮,同时可以调节肾

脏的功能来控制血压。 近年来许多研究表明 Ag域参与促
进细胞凋亡肥大新生血管形成炎症以及纤维化等病理过
程,并且这些作用主要是经过激动血管紧张素受体域的 1
型受体(AT1R)而产生[8-10]。 研究表明 RPE 能够分泌肾
素,并发现 AT1R 存在于 RPE 的基底膜中,同时也有研究
表明血管内皮上 Ag域、AT1R 和 AT2R 在 AMD 患者离体
的新生血管膜及激光诱导的小鼠内都有表达,并且 AT1R
介导的炎性反应在 CNV 的形成过程中具有重要作用。 更
重要的是,其它研究发现阻断 AT1R 后会选择性抑制病理
性的 CNV 形成,并且 AT1R 敲除的小鼠对激光诱导形成
CNV 有一定抵抗作用[11]。 因此,AT1R 在 AMD 的发病机
制中具有重要研究意义。
摇 摇 AT1R 在蛋白质水平的变化固然对其功能的正常发
挥具有重要作用。 然而,mRNA 翻译生成 AT1R 蛋白质阶
段的调控对 AT1R 的表达以及功能的发挥也至关重要,
microRNA(miRNA)是其中一个非常重要的调控因素。
摇 摇 一种 microRNA 可以定位于多个 mRNA,并参与生物
体的生长、发育、衰老、死亡的调控等生物学过程,人类有
接近 1 / 3 的基因受到 microRNA 的调控[12]。 miRNA 的异
常会导致机体的一系列病理变化,并且与肿瘤的发生发展
有着密切的关联[12]。 目前,发现很多 microRNA 参与调控
CNV 的发生,其中陆续发现了一些参与 AMD 发病过程的
microRNA。 有研究表明,与正常对照人群相比,在干性
AMD 患者的血清中 miR-661 和 miR-3121 的表达增加,
湿性 AMD 患者的血清 miR-4258、miR-889 和 Let-7 的表
达增加[13]。 此外,Murad 等的研究发现在 AMD 患者的原
代培养的 RPE 细胞中 miR-184 的表达水平显著降低,而
降低的 miR-184 与 AMD 患者 RPE 细胞中溶酶体相关蛋
白(Lysosome Associated Membrane Protein,LAMP-1)的低
表达有直接联系,研究表明在 AMD 的发病中 miR-184 的
正常表达对 RPE 功能的正常发挥起重要作用[14]。
摇 摇 虽然目前与 AMD 相关的 microRNAs 已经有所发
现,并且部分已鉴定了靶基因,而且也有报道 miR-133
和 miR-208a / b 可能参与调控血管紧张素受体域的 1
型受体(AT1R) [15-16],但是对于 AMD 中那些针对血管紧
张素受 体 域 的 1 型 受 体 ( AT1R) 发 挥 调 控 作 用 的
microRNAs 目前尚未见报道。 近年来 miR-410 在乳腺癌、
胆管癌、结直肠癌等癌症中的研究逐渐兴起[17-19],但仍较
少有关于 miR-410 在眼科领域的研究报道。 本文中我们
的研究发现与正常组相比,miR-410 在 AMD 组 RPE 细胞
中表达降低,通过生物信息学分析及实验证实了 AT1R 是
miR-410 的靶基因,进一步发现在 AMD 组 RPE 细胞中运
用 miR-410 的模拟物 mimics 提高 miR-410 的表达可以抑
制 AT1R 的表达。 但其中的具体机制以及 AMD 的治疗效
应还有待进一步的研究。
摇 摇 综上可知,AT1R 是 miR-410 的靶基因,miR-410 表
达增加可以抑制 AT1R 表达,因此研究何种机制或物质在
恰当时机能激发 miR-410 的表达,阻止 AT1R 表达,对
AMD 的改善疾病亦是一种具有前景的治疗方式。
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