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Abstract
誗AIM: To investigate the effects and mechanism of miR-
138 in mediating the antioxidant function of lens epithelial
cells affected by age-related cataracts.
誗METHODS: Real-time quantitative PCR (RT-qPCR) was
used to detect miR - 138 expression in the anterior lens
capsules of healthy people, the anterior lens capsules of
patients with age-related cataracts, and human epithelial
cell line (SRA01 / 04) cells exposed to oxidative stress. A
2蒺, 7蒺- dichloro- fluorescein diacetate (DCFH -DA) probe
was used to measure the levels of endogenous reactive
oxygen species ( ROS ) in human lens epithelial cells
(hLECs) exposed to 400滋mol / L H2 O2 for 1h. SRA01 / 04
cells were transfected with either miR-138 mimics, mimic
controls, miR - 138 inhibitors or inhibitor controls. After

72h, these cells were exposed to 400滋mol / L H2O2 for 1h,
then p53 and Bax mRNA expression were measured using
RT- qPCR. Expression of p53 and Bax protein were also
measured by western blotting analysis. Finally, cell
viability was assessed using an MTS assay.
誗RESULTS: Compared to the control group, expression
of miR- 138 in the anterior lens capsules of age - related
cataract patients and in SRA01 / 04 cells exposed to
oxidative stress significantly increased (P<0. 001) . Levels
of endogenous ROS were significantly elevated in hLECs
exposed to oxidative stress (P<0. 001) . Compared to the
mimic control group, the hLECs in the miR - 138 mimic
group expressed significantly higher levels of p53 and Bax
mRNA and protein while cell viability was significantly
reduced (P<0. 001) . Conversely, p53 and Bax mRNA and
protein expression were significantly reduced in the miR-
138 inhibitor group as compared to the control group,
while the cells in this group had much higher levels of cell
viability (P<0. 001) .
誗 CONCLUSION: The expression of miR - 138 is
upregulated in the anterior lens capsules of age - related
cataract patients. MiR - 138 decreases the anti - oxidative
stress capacity of lens epithelial cells by upregulating p53
and Bax, while inhibiting cell proliferation and repair.
This finding suggests that miR-138 may play a key role in
the development of age-related cataracts.
誗 KEYWORDS: miR - 138; p53; Bax; age - related
cataract; proliferation
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摘要
目的:探讨 miR-138 对年龄相关性白内障晶状体上皮细
胞抗氧化应激能力的影响及其作用机制。
方法:采用实时定量 PCR(RT-qPCR)检测年龄相关性白
内障与正常人透明晶状体前囊膜组织中及人晶状体上皮
细胞系(SRA01 / 04)氧化应激模型中 miR-138 的表达水
平。 利用 2蒺,7蒺-二氯荧光黄双乙酸盐(DCFH-DA)荧光探
针检测细胞内源性活性氧(reactive oxygen species,ROS)水
平。 向人晶状体上皮细胞中分别转染 miR-138 mimics,
mimic controls,miR-138 inhibitors,inhibitor controls 72h 后
细胞暴露于 400滋mol / L H2O2 1h,采用 RT-qPCR 检测 p53
和 Bax 的 mRNA 表达,western blotting 检测 p53 和 Bax 的
蛋白表达水平,MTS 法检测细胞增殖活力。
结果:与正常对照组相比,年龄相关性白内障晶状体组织
中与人晶状体上皮细胞氧化应激模型中 miR-138 的表达
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均显著升高,差异有统计学意义(P<0郾 001);人晶状体上
皮细胞氧化应激模型中内源性 ROS 的水平明显升高,差
异有统计学意义(P<0郾 001)。 相对于对照组,miR-138
mimics 组 p53 和 Bax 的 mRNA、蛋白表达水平均明显升
高,细胞增殖活力明显下降,差异有统计学意义(均 P<
0郾 001);miR-138 inhibitors 组 p53 和 Bax 的 mRNA、蛋白
表达水平均明显下降,细胞增殖活力显著升高,差异有统
计学意义(均 P<0郾 001)。
结论:miR-138 在年龄相关性白内障囊膜组织中表达上
调,通过正调控下游靶基因 p53 和 Bax,下调人晶状体上
皮细胞抗氧化应激的能力,抑制人晶状体上皮细胞增殖和
修复,从而参与年龄相关性白内障的发生过程。
关键词:miR-138;p53;Bax;年龄相关性白内障;增殖
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0 引言
白内障作为一种常见的年龄相关性疾病,发病率不断

上升。 一直以来,白内障发病机制不明确已成为其非手术
治疗研究的瓶颈。 以往有关白内障发病机制的研究证明,
白内障的发生与氧化损伤密切相关,在白内障患者中,其
前房及晶状体内活性氧的含量明显高于正常人[1]。 体外
研究证实,在体外实验中等同于白内障患者晶状体内的过
氧化氢(H2O2)浓度,可导致晶状体上皮细胞凋亡和晶状

体混浊[2]。 近年来研究发现,多种 miRNAs 对人晶状体上
皮细胞的凋亡发挥调控作用[3-4],进而参与白内障的发生
发展。 miR-138 在多种肿瘤疾病中低表达,并对肿瘤细胞
的增殖和迁移起到关键性作用[5-6]。 但 miR-138 与年龄
相关性白内障氧化损伤的关系及作用机制尚无相关报道。
因此本研究首先检测 miR-138 在年龄相关性白内障晶状
体组织中的表达,然后探讨 miR-138 对年龄相关性白内
障晶状体上皮细胞氧化应激的影响及其相关机制。
1 材料和方法
1郾 1 材料摇 收集 2016-01 / 03 在中国医科大学附属第四医
院诊断为年龄相关性白内障的患者(排除其他眼部疾
病),于超声乳化白内障吸除术中收集晶状体前囊膜标本
21 例 21 眼作为白内障组,其中男 9 例 9 眼,女 12 例 12
眼,年龄 56 ~ 72(63郾 31依8郾 23)岁。 新鲜透明晶状体前囊
膜来源于中国医科大学附属第四医院眼科眼库,15 例 15
眼作为正常组,其中男 9 例 9 眼,女 6 例 6 眼,年龄 51 ~ 69
(60郾 24依7郾 32)岁。 本实验经中国医科大学附属第四医院
伦理委员会批准,研究对象知情同意并签署知情同意书。
Trizol 试剂(Invitrogen 公司,美国),TaqManTM MicroRNA 反
转录试剂盒 ( Applied Biosystems 公司, 美国), TaqMan
MicroRNA 试 剂 盒 ( Applied Biosystems 公 司, 美 国 ),
PrimerScriptTM反转录试剂盒(Takara 公司,日本),TaqMan
Universal Master Mix 域试剂盒(Applied Biosystems 公司,美
国),Lipofectamine襅 RNAiMAX 转染试剂盒( Invitrogen 公
司,美国),MTS 试剂盒(Promega 公司,中国),RIPA 蛋白
裂解液(Pierce 公司,美国),兔抗 p53 抗体(Abcam 公司,
美国),兔抗 Bax 抗体(Abcam 公司,美国),兔抗 GAPDH
(Abcam 公司,美国)。 miR-138 的上下游引物和 RNU6B

引物购自 Thermo Fisher 公司(美国),采用 ABI 7500 实时
荧光定量仪(美国 Applied Biosystems 公司)进行 RT-qPCR
反应。
1郾 2 方法摇 采用实时定量 PCR(RT-qPCR)检测年龄相关
性白内障与正常人透明晶状体前囊膜组织中及人晶状体
上皮细胞系(SRA01 / 04)氧化应激模型中 miR-138 的表
达水平。 利用 2蒺,7蒺-二氯荧光黄双乙酸盐(DCFH-DA)荧
光探针检测细胞内源性活性氧(ROS)水平。 向人晶状体
上皮细胞中分别转染 miR - 138 mimics,mimic controls,
miR-138 inhibitors, inhibitor controls 72h 后细胞暴露于
400滋mol / L H2 O2 1h,采用 RT-qPCR 检测 p53 和 Bax 的
mRNA 表达,western blotting 检测 p53 和 Bax 的蛋白表达
水平,MTS 法检测细胞增殖活力。
1郾 2郾 1 细胞培养和处理 摇 人晶状体上皮细胞系(SRA01 /
04)由美国 Doheny 眼科研究所 Dr郾 Yi-sin Liu 惠赠。 采用
含有 100mL / L 胎牛血清(Gibco,USA)的 DMEM 培养液
(Invitrogen,USA),加入 100U / mL 青霉素和 100mg / mL 链
霉素(Thermo,USA),置于 37益、50mL / L CO2 恒温培养箱
中培养。 SRA01 / 04 细胞于含 400滋mol / L H2 O2 无血清
DMEM 培养液中培养 1h 作为 H2 O2 组,SRA01 / 04 细胞于
无血清 DMEM 培养液中培养 1h 作为对照组。
1郾 2郾 2 实时荧光定量 PCR(RT-qPCR) 摇 采用 Trizol 试剂
提取细胞内总 RNA,利用 TaqManTM MicroRNA 反转录试剂
盒反转录获得 microRNA cDNAs,采用 TaqMan MicroRNA
试剂盒检测 miR - 138 的表达量,以 RNU6B 作为内参。
RNA 逆 转 录 采 用 PrimerScriptTM 反 转 录 试 剂 盒, 利 用
TaqMan Universal Master Mix 域试剂盒检测 p53 和 Bax 的
mRNA 表达水平,茁-actin 作为内参。 p53 引物序列:上游:
5蒺 - CAGCAGTCAAGCACTGCCAAG - 3蒺, 下 游: 5蒺 -
AGACAGGCATGGCACGGATAA-3蒺;Bax 引物序列:上游:5蒺-
AGATGAACTGGACAGCAATATG - 3蒺, 下 游: 5蒺 -
CCTACCCAGCCTCCGTTAT-3蒺;茁-actin 引物序列:上游:5蒺-
CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC - 3蒺, 下 游: 5蒺 -
ATGGAGCCACCGATCCACA - 3蒺; RT 引 物: RNU6B: 5蒺 -
CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT - 3蒺; has - miR - 138: 5蒺 -
GTCGTATCCAGTGCGTGTCGTGGAGTCGGCAATTGCACTG
GATACGACCGGCCTG -3蒺;qPCR 引物:RNU6B:上游:5蒺 -
GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT - 3蒺, 下 游: 5蒺 -
CGCTTCACGAATTTGCCTCTCAT-3蒺;has-miR-138:上游:
5蒺 - GGGAGCTGGTGTTGTGAAT - 3蒺, 下 游: 5蒺 -
CAGTGCGTGTCGTGGAGT -3蒺。 采用 ABI 7500 进行 PCR
反应,经过 3 次独立实验,采用 2-驻驻Ct 法定量分析相对表
达量。
1郾 2郾 3 检测细胞内源性活性氧水平 摇 应用 2蒺,7蒺-二氯荧
光黄双乙酸盐(DCFH-DA)荧光探针检测内源性 ROS,人
晶状体上皮细胞按照每孔 1伊104个接种于 96 孔板,常规
培养 16h,待细胞贴壁后,暴露于 400滋mol / L H2O2 1h 后,
吸弃培养液,加入浓度为 10滋mol / L DCFH-DA 荧光探针
溶液,在 37益细胞培养箱内孵育 20min 后,用 PBS 洗涤细
胞 3 次,最后用多功能酶标仪检测 DCF 荧光强度值,DCF
的平均荧光强度即代表细胞内的 ROS 水平。 激发光波长
为 485nm,发射光波长为 530nm。
1郾 2郾 4 细胞转染摇 将 SRA01 / 04 细胞接种于 24 孔细胞培
养板,24h 后采用 Lipofectamine襅 RNAiMAX 转染试剂盒按
照说明书分别转染 miR-138 mimics(miR-138 模拟物,模
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图 1摇 RT-qPCR检测 miR-138 在不同组晶状体囊膜中的表达
bP<0郾 001 vs 正常组。

拟细胞中内源性 miR-138 的高水平表达)、mimic controls
(模拟物对照)、miR-138 inhibitors(miR-138 抑制物,降低
细胞内 miR-138 的功能)和 inhibitor controls(抑制物对
照),转染 72h 后,将细胞暴露于 400滋mol / L H2O2 1h,然后
进行相应后续实验 RT-qPCR 检测 p53 和 Bax 的 mRNA 表
达水平,western blotting 检测 p53 和 Bax 的蛋白表达水平,
MTS 检测细胞增殖活力。
1郾 2郾 5 细胞增殖活力测定摇 使用 MTS 试剂盒检测细胞增
殖活力。 SRA01 / 04 细胞转染后 72h,暴露于 400滋mol / L
H2O2 1h 后,按照说明书每孔加 20滋L MTS 溶液,在 37益
50mL / L CO2的细胞培养箱中孵育 4h,每组设置 3 个复孔,
重复试验 3 次,酶标仪在 490nm 波长读取吸光度值,记录
每组吸光度调零后的吸光度值。
1郾 2郾 6 Western blotting摇 使用 RIPA 蛋白裂解液提取总
蛋白,其中加入蛋白酶抑制剂,BCA 试剂盒检测蛋白浓
度。 每孔 40滋g 蛋白上样,10% NuPAGE Bis-Tris 预制凝
胶进行电泳分离蛋白,然后将蛋白转移至 PVDF 膜,5% 脱
脂奶粉溶液室温下封闭 1h,兔抗 p53 抗体(1颐 1000),兔抗
Bax 抗体(1颐 1000),兔抗 GAPDH(1 颐 2000),4益 下孵育过
夜。 HRP 标记羊抗兔 IgG(H+L)二抗(1 颐 2500)室温下孵
育 2h。 ECL 发光反应后,采用 Image J 软件定量分析蛋白
条带。

统计学分析:数据以均数 依标准差( 軃x 依 s) 表示,用
SPSS 16郾 0 软件进行统计学处理,两组均数比较采用独立
样本 t 检验,以 P<0郾 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2郾 1 miR-138 在年龄相关性白内障晶状体囊膜中的表达
升高摇 RT-qPCR 检测显示,年龄相关性白内障晶状体前囊
膜(白内障组)中 miR-138 表达水平明显高于正常人眼透
明晶状体囊膜组(正常组),差异有统计学意义( t = -16郾 23,
P<0郾 001,图 1)。
2郾 2 miR-138 在人晶状体上皮细胞氧化应激模型中的表
达增加摇 SRA01 / 04 细胞暴露于 400滋mol / L H2O2 1h 后,采
用 DCFH-DA 荧光探针检测 H2O2对细胞内源性 ROS 的影
响显示,相对于对照组,H2 O2 组内源性 ROS 明显升高
( t= -27郾 12,P<0郾 001,图 2A)。 RT-qPCR 检测 miR-138
表达水平显示,H2O2组 miR-138 表达水平明显高于对照
组,差异有统计学意义( t= -12郾 45,P<0郾 001,图 2B)。
2郾 3 miR-138 对人晶状体上皮细胞抗氧化应激的影响摇
将 SRA01 / 04 细胞接种于 24 孔细胞培养板,24h 后分别转

摇 摇

图 2摇 miR-138 在人晶状体上皮细胞氧化应激模型中的表达摇
A:各组中 ROS 的表达水平;B:RT-qPCR 检测各组中 miR-138
的相对表达水平;bP<0郾 001 vs 对照组。

图 3摇 MTS比色法检测各组细胞活性结果摇 bP<0郾 001 vs mimic
control 组;dP<0. 001 vs inhibitor control 组。

染 miR-138 mimics(miR-138 模拟物,模拟细胞中内源性
miR-138 的高水平表达)、mimic controls(模拟物对照)、
miR-138 inhibitors(miR-138 抑制物,降低细胞内 miR-138
的功能)和 inhibitor controls(抑制物对照),转染 72h 后,将
细胞暴露于 400滋mol / L H2O2 1h,然后采用 MTS 比色法检测
各组细胞活性显示,与mimic control 组比较,miR-138 mimic
组细胞活性明显下降,差异有统计学意义( t = 11郾 73,P<
0郾 001,图 3);与 inhibitor control 组比较 miR-138 inhibitor
组细胞活性明显升高,差异有统计学意义 ( t= -6郾 45,P<
0郾 001,图 3),表明 miR-138 抑制人晶状体上皮细胞增殖,
下调人晶状体上皮细胞抗氧化应激的能力。
2郾 4 miR-138 对人晶状体上皮细胞中 p53 mRNA 和 Bax
mRNA相对表达量的影响摇 采用 RT-qPCR 检测各组 p53
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图 4摇 RT-qPCR检测各组细胞 p53 和 Bax的 mRNA表达水平 摇 bP<0郾 001 vs mimic control 组;dP<0. 001 vs inhibitor control 组。

图 5摇 Western-blotting 检测各组细胞 p53 和 Bax 的蛋白表达水平 摇 A:过表达 miR-138 组 p53 和 Bax 蛋白电泳结果;B:转染
miR-138 inhibitor 组 p53 和 Bax 蛋白电泳结果;C:统计分析结果;aP<0郾 05,bP<0郾 001 vs mimic control 组;cP<0. 05,dP<0. 001 vs
inhibitor control 组。

mRNA 和 Bax mRNA 相对表达量结果显示,miR-138 mimic
组 p53 mRNA 和 Bax mRNA 的表达水平明显高于 mimic
control 组(t = -19郾 23、-18郾 85,P<0郾 001,图 4);与 inhibitor
control 组比较, miR - 138 inhibitor 组 p53 mRNA 和 Bax
mRNA 的表达水平显著下降,差异有统计学意义( t = 9郾 12、
8郾 28,P<0郾 001,图 4)。
2郾 5 miR-138 对人晶状体上皮细胞中 p53 和 Bax 蛋白表

达的影响摇 采用 western blotting 检测各组 p53 和 Bax 的蛋

白表达水平,结果显示,miR-138 mimic 组 p53 和 Bax 蛋白

表达水平明显高于 mimic control 组(图 5A,C);与 inhibitor
control 组比较,miR-138 inhibitor 组 p53 和 Bax 蛋白表达

水平显著下降,差异有统计学意义(P<0郾 05,图 5B,C)。
3 讨论

白内障是一种常见的年龄相关性疾病,在世界范围内

仍是排名第一的致盲性眼病。 目前手术依然是治疗白内

障最有效的方法,白内障手术已成为 65 岁以上老年人最

常进行的手术,患者普遍对手术存在一定的恐惧,加上手

术治疗的巨大经济支出,成为困扰患者的问题。 因此,揭
示白内障的发病机制,探索一种经济有效的非手术防治新

途径,不仅具有学术意义,而且具有潜在的应用前景和广

泛的社会效益。
研究发现,各种刺激因素诱发晶状体产生氧自由基是

白内障发生的重要因素,氧化应激在白内障的发病过程中

起着很重要的作用[7]。 氧化应激是指外源或内源性 ROS
超过细胞抗氧化能力而发生对细胞信号转导系统的全面

影响,或进而发生对核酸、蛋白质和脂质等大分子的损

伤[1]。 在病理情况下,ROS 会有过量、持续的产生,超过细

胞抗氧化能力,造成细胞严重的氧化应激,导致衰老、凋亡

或坏死等后果。 据报道白内障患者前房水内的 H2 O2 含

量明显升高[1]。 Spector 等[8] 研究表明,氧化应激发生在
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白内障早期,白内障患者房水内的H2O2水平显著升高,为
正常人的 30 倍。 体外研究证实,等同于白内障患者晶状
体内的过氧化氢浓度可导致晶状体上皮细胞凋亡和晶状
体混浊,此变化类似于白内障患者眼内的病理表现[2]。 但
目前 H2O2升高对晶状体病理变化的作用机制尚不清楚。

miRNAs 是近年来发现的一组内源性非编码小 RNA
分子,通过与靶基因的 3蒺-UTR 互补配对,抑制靶基因翻
译或介导靶基因降解而调节基因表达[9]。 一种 miRNA 可
以定位于多个 mRNA,并参与细胞发育、增殖、衰老、凋亡
的调控,miRNAs 的异常表达与多种疾病密切相关[10-11]。
目前发现,多种 miRNAs 参与年龄相关性白内障的发生及
发展,但 miR-138 与年龄相关性白内障氧化损伤的关系
及作用机制尚不清楚。 研究发现 miR-138 在骨肉瘤、子
宫颈癌、肝癌等多种疾病中呈低表达[6,5,12]。 本研究发现
miR- 138 在年龄相关性白内障组织中高表达,提示
miR-138可能参与年龄相关性白内障的发生;且 miR-138
在 H2O2诱导的人晶状体上皮细胞氧化应激模型中的表达
亦升高,进一步提示 miR-138 参与人晶状体上皮细胞氧
化应激过程。 随后向人晶状体上皮细胞氧化应激模型中
转染 miR -138 mimics 上调 miR -138 的表达,miR - 138
inhibitors 下调 miR-138 的表达,进一步探讨 miR-138 与
年龄相关性白内障氧化应激的关系,结果表明 miR-138
mimics 组细胞活性显著下降,p53 和 Bax 的 mRNA 和蛋白
表达水平均明显升高,miR-138 inhibitors 组细胞活性显著
升高,p53 和 Bax 的 mRNA 和蛋白表达水平均明显下降。
结果证明 miR-138 可能通过调控 p53 和 Bax 的表达,抑制
人晶状体上皮细胞增殖,下调人晶状体上皮细胞抗氧化应
激的能力。

综上所述,miR-138 在年龄相关性白内障的发病过程
表达上调,通过正调控下游靶基因 p53 和 Bax,下调人晶
状体上皮细胞抗氧化应激的能力,抑制人晶状体上皮细胞
增殖和修复,从而参与年龄相关性白内障的发生过程。 随
着研究的深入,miR-138 有望为白内障的诊断和生物治疗
提供新的靶点。
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