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摘要
目的:研究焦亡在糖尿病视网膜病变(ＤＲ)发生过程中的
作用机制ꎬ探索介导 ＤＲ 的环状 ＲＮＡ(ｃｉｒｃＲＮＡ)及其靶向
微小 ＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)调控焦亡的机制ꎬ为防治 ＤＲ 提供新靶
点、新思路ꎮ
方法:建立 ＳＴＺ 诱导的 ＳＤ 大鼠 １ 型糖尿病模型ꎮ 检测糖
尿病大鼠视网膜组织中 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１、ｍｉＲ－２１４ 和焦
亡相关因子的表达情况ꎮ 应用 ＣＣＫ－８、小管样结构形成
实验测定不同浓度葡萄糖对人视网膜微血管内皮细胞
(ＨＲＭＥＣｓ ) 的 增 殖 能 力 及 成 管 能 力 的 影 响ꎮ 通 过
ｑＲＴ－ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 检测 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１、ｍｉＲ－２１４ 和
焦亡相关因子(ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ－１ 和 ＩＬ－１β)在 ＨＲＭＥＣｓ
中的表达ꎬ并检测干扰 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 后焦亡信号通路
因子的表达情况ꎮ 采用共转染 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 抑制剂
(ＡＳＯ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１)、ｍｉＲ－２１４ 过表达转染试剂和
ｍｉＲ－ ２１４ 抑制剂 ( ＡＭＯ － ｍｉＲ － ２１４) 实验进一步明确
ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１、ｍｉＲ－２１４、ｃａｓｐａｓｅ－１ 三者的作用关系ꎬ
阐明该通路在 ＤＲ 中的作用机制ꎮ
结果:ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 及焦亡信号通路因子 ( ＮＬＲＰ３、
ｃａｓｐａｓｅ － １ 和 ＩＬ － １β ) ｍＲＮＡ 在 糖 尿 病 组 视 网 膜 及
２５ ｍｍｏｌ / Ｌ葡萄糖干预 ２４ ｈ 的 ＨＲＭＥＣｓ 中异常高表达ꎬ而
ｍｉＲ－２１４ ｍＲＮＡ 表达降低(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 过表达 ｍｉＲ－２１４
后焦亡核心因子 ｃａｓｐａｓｅ－１ ｍＲＮＡ 表达降低ꎬ抑制 ｍｉＲ－
２１４ 后 ｃａｓｐａｓｅ － １ ｍＲＮＡ 表达上调(均 Ｐ < ０. ０５)ꎮ 干扰
ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 后 ＨＲＭＥＣｓ 中 ｃａｓｐａｓｅ－１ ｍＲＮＡ 表达下
调(Ｐ<０.０５)ꎮ 联合转染实验发现干扰 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１

后 ｃａｓｐａｓｅ－１ ｍＲＮＡ 表达被抑制(均 Ｐ<０.０５)ꎬ但在共转染
ｍｉＲ－２１４ 抑制剂后 ｃａｓｐａｓｅ － １ ｍＲＮＡ 表达增加 (均 Ｐ <
０.０５)ꎮ
结论: ｃｉｒｃＲＮＡ ＿ ００７６６３１ 和 焦 亡 均 参 与 ＤＲ 的 发 生ꎬ
ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 可能通过调节 ｍｉＲ－２１４ 介导焦亡信号
通路因子 ｃａｓｐａｓｅ－１ 表达ꎬ从而参与 ＤＲ 的焦亡信号通路ꎬ
进而影响 ＤＲ 的发生ꎬ而 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 有望作为一种
新的治疗靶点ꎬ为防控 ＤＲ 提供新思路ꎮ
关键词:ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ꎻ糖尿病视网膜病变ꎻ微小 ＲＮＡꎻ
半胱氨酸天冬氨酸酶－１ꎻ焦亡
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Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (Ｎｏ.２０２０－１４２)ꎻ Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄｓ ｆｏｒ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (Ｎｏ.２０２０－ＫＹＹＷＦ－１４４４)ꎻ
Ｎｉｎｇｂｏ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ ( Ｎｏ. ２０２１Ｙ５７)ꎻ
Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｉｎｇｂｏ ( Ｎｏ. ２０２４Ｊ２４４)ꎻ Ｎｉｎｇｂｏ
Ｙｉｎｚｈｏｕ Ｄｉｓｔｒｉｃｔ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ {Ｎｏ.Ｙｉｎ Ｂｒａｎｃｈ [２０２２] ８－２２}
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Ｈａｒｂｉｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈａｒｂｉｎ １５０００１ꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ
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Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
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ｏｆ ｃｉｒｃＲＮＡ ＿ ００７６６３１ꎬ ｍｉＲ － ２１４ꎬ ａｎｄ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ － ｒｅｌａｔｅｄ
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ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ ｏｎ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ( ＨＲＭＥＣｓ ) . Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｃｉｒｃＲＮＡ ＿ ００７６６３１ꎬ ｍｉＲ － ２１４ꎬ ａｎｄ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ － ｒｅｌａｔｅｄ
ｍａｒｋｅｒｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｑＲＴ － ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｗｉｔｈ ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔ
ｏｎ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｍａｒｋｅｒｓ. Ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ
ａｎｄ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ａｓｓａｙｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａ ｓｈａｒｅｄ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｓｉｔｅ ａｍｏｎｇ ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ꎬ ｍｉＲ－ ２１４ꎬ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ－ １.
Ｔｏ ｃｌａｒｉｆｙ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅｓｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ ｃｏ －
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｕｓｉｎｇ ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ
(ＡＳＯ － ｃｉｒｃＲＮＡ ＿ ００７６６３１ )ꎬ ｍｉＲ － ２１４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔꎬ ａｎｄ ｍｉＲ－２１４ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ (ＡＭＯ－ｍｉＲ－
２１４) ｗｅｒｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｅｌｕｃｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐａｔｈｗａｙ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ＤＲ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ Ｄ－ｇｌｕｃｏｓｅ－
ｔｒｅａｔｅｄ ＨＲＭＥＣｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｃｉｒｃＲＮＡ ＿ ００７６６３１ ａｎｄ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ － ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ
( ＮＬＲＰ３ꎬ ｃａｓｐａｓｅ － １ꎬ ａｎｄ ＩＬ － １β )ꎬ ｗｈｉｌｅ ｍｉＲ － ２１４
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５ ) . Ｔｈｅ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ － ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ｃａｓｐａｓｅ － １ ｗａｓ
ｒｅｄｕｃｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ－ ２１４ꎬ ａｎｄ ｉｔ ｗａｓ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ－ ２１４(ａｌｌ Ｐ< ０.０５) .
Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｃｉｒｃＲＮＡ ＿ ００７６６３１ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ
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ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ (ａｌｌ Ｐ< ０.０５)ꎬ ｂｕｔ
ｔｈｉｓ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｕｐｏｎ ｃｏ － ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
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ｏｆ ｔｈｅ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｍａｒｋｅｒ ｃａｓｐａｓｅ－１ (ａｌｌ Ｐ<０.０５).
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００７６６３１ ｍａｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ－ ２１４ꎬ
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ＤＲ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ. Ｔｈｅ ｃｉｒｃＲＮＡ ＿ ００７６６３１ ｍａｙ ｓｅｒｖｅ ａｓ ａ
ｎｏｖｅｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔꎬ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ｎｅｗ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＤＲ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｃｉｒｃＲＮＡ ＿ ００７６６３１ꎻ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎻ
ｍｉｃｒｏＲＮＡꎻ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ａｓｐａｒｔａｓｅ－１ꎻ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｚｈａｎｇ ＹＹꎬ Ｗａｎｇ ＹＹꎬ Ｓｈａｏ ＸＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
ｃｉｒｃＲＮＡ ＿ ００７６６３１ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ )ꎬ ２０２５ꎬ ２５ ( ３ ):
３５１－３５８.

０引言
糖尿病视网膜病变( ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＤＲ)是糖尿

病最常见的微血管并发症[１]ꎮ 现有的诊治手段[包括眼
底荧光素血管造影( ｆｕｎｄｕｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ａｎｇｉｏｇｒａｐｈｙꎬ ＦＦＡ)、
激光、玻璃体切割术、抗 ＶＥＧＦ 药物等]因存在诊断滞后、
手术创伤及并发症风险、费用昂贵等问题ꎬ增加患者的经
济负担[２]ꎮ 研究发现ꎬ糖尿病患者在 ＤＲ 发生前就已出现
视网膜血管缺血和形态学改变[３]ꎮ 因此ꎬ从源头探索 ＤＲ

微血管病变的发生机制ꎬ寻找更及时有效地防治措施尤为
重要ꎮ 非编码 ＲＮＡ(ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡꎬｎｃＲＮＡ)在人体中执
行多种生物学功能ꎬ参与糖尿病相关并发症的发生、发展
过程ꎬ其中环状 ＲＮＡ(ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡꎬ ｃｉｒｃＲＮＡ)更是受到学

者重视ꎬ具有较为稳定的结构ꎬ不易被降解等特点ꎬ这使它
在基因表达调控中发挥重要作用[４－５]ꎮ 其富含微小 ＲＮＡ
(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ ｍｉＲＮＡ)结合位点ꎬ可作为 ｍｉＲＮＡ 的竞争性
内源 ＲＮＡ 来调控下游靶基因的表达[６－７]ꎮ 其中ꎬｃｉｒｃＲＮＡ＿
００７６６３１ 已被证实可以作为 ｍｉＲ－２１４ 的竞争性内源 ＲＮＡ
调控焦亡信号通路因子表达介导糖尿病大血管并发症的
发生[８]ꎮ 我们通过前期实验亦证实 ｍｉＲ－２１４ 与 ｃａｓｐａｓｅ－１
有共结合位点ꎬ然而 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 是否能通过类似作
用介 导 糖 尿 病 微 血 管 并 发 症 ＤＲ 的 发 生 仍 未 知ꎮ
ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 可能通过海绵效应吸附某些与炎症或

血管新生相关的 ｍｉＲＮＡꎬ导致这些 ｍｉＲＮＡ 功能的抑制ꎬ从
而影响下游基因的表达ꎬ进一步加重视网膜的损伤和病
变[８]ꎮ 细胞焦亡是细胞在受到外界刺激后发生的调节性

细胞死亡ꎬ是一种促炎性细胞死亡方式ꎮ 目前已有大量研
究证实ꎬＤＲ 与细胞焦亡有着十分密切的关系ꎮ 当高糖环
境刺激视网膜细胞时ꎬＮＬＲＰ３ 炎性小体被激活ꎬ随后促使

ｃａｓｐａｓｅ－１ 活化ꎬ促使炎症因子如 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－１８ 等的释
放ꎬ从而加重视网膜炎症反应ꎬ促进血管新生和视网膜神
经细胞损伤ꎬ最终加重 ＤＲ 的病程[９]ꎮ 据此ꎬ我们致力于

探索介导 ＤＲ 的 ｃｉｒｃＲＮＡ 及其靶向 ｍｉＲＮＡ 作用机制ꎬ为防
治 ＤＲ 提供新靶点、新思路ꎮ
１材料和方法

１.１材料
１.１.１ 细胞　 人视网膜微血管内皮细胞(ｈＲＭＥＣｓ)购买于
南京万木春生物公司(编号:Ｃ１１６５)ꎮ
１.１.２动物　 从哈尔滨医科大学动物实验中心购买６ 周龄

的雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠 ６０ 只ꎬ体质量约１５０ ｇꎬ
在标准条件下饲养ꎬ并持续提供水和食物ꎮ 所有研究经伦
理委员会批准(批号:２０１８００２)ꎮ
１.１.３ 主要试剂与仪器 　 ＡＳＯ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１、ｍｉｍｉｃ－
ｍｉＲ２１４、ＡＭＯ －ｍｉＲ２１４、对应的阴性对照 (ｍｉｍｉｃ －ＮＣ 和
ＡＭＯ－ＮＣ)均购自于锐博生物公司ꎬＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥ ｓｉＲＮＡ 转
染试剂购自瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司ꎬＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清购
自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司ꎬ链脉佐菌素(ＳｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎꎬＳＴＺ)、葡
萄糖购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ４％多聚甲醛、柠檬酸钠缓冲
液、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ(７.５％ －１０％聚丙烯酰胺凝胶)购自北京

Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司ꎬ二甲苯、石蜡、无水乙醇、３％ Ｈ２Ｏ２购自中国
Ｓｉｎｏｐｈａｒｍ 公司ꎬ一抗 ｃａｓｐａｓｅ－１ 和 ＮＬＲＰ３ 购自中国 Ｂｉｏｓｓ
公司ꎬＩＬ－１β 购自英国 Ａｂｃａｍ 公司ꎬ二抗、ＤＡＢ 显色液购
自北京 ＺＳＧＢ－Ｂｉｏ 公司ꎬＢＣＡ 蛋白定量试剂盒购自中国碧

云天公司ꎬＣＣＫ－８ 试剂盒购自日本 Ｄｏｊｉｎｄｏ 公司ꎬＴＲＩｚｏｌ 购
自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬＴｏｙｏｂｏ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 试剂盒购
自日本 Ｔｏｙｏｂｏ 公司ꎬ双色预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ、ＥＣＬ 超灵敏化
学发光检测试剂盒、ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒购自上海雅酶

生物医药科技有限公司ꎬ酶标仪购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎬ显
微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司ꎬ 凝胶成像仪购自美 国
Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司ꎬＡＢＩ７５００ ＦＡＳＴ ＰＣＲ 仪器购自美国 Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司ꎮ
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１.２方法
１.２.１分组方法及建立模型　 ６０ 只 ＳＤ 大鼠随机分为糖尿
病组 ３０ 只与对照组 ３０ 只ꎮ 糖尿病组大鼠禁食禁水 ６ ｈ
后ꎬ按 ６０ ｍｇ / ｋｇ 的剂量连续 ２ ｄ 腹腔内注射 １％链脉佐菌
素(ＳｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎꎬＳＴＺ)ꎬ１％ ＳＴＺ 于临用前新鲜配制(冰浴
条件下ꎬＳＴＺ 溶于 ｐＨ ＝ ４.５ 的 ０.１ ｍｏｌ / Ｌ 柠檬酸钠缓冲液
中)ꎮ 给药后 ２４ ｈ 及每周测尾静脉血糖ꎬ３ 次血糖均高于
１６.７ ｍｍｏｌ / Ｌ 即为 １ 型糖尿病模型建立成功[１０]ꎬ最终建模
成功 ３０ 只ꎮ 对照组仅腹腔注射等量柠檬酸钠缓冲液ꎮ 将
两组大鼠(分别 ３０ 只)进行过量戊巴比妥钠腹腔注射麻
醉处死后取材眼球视网膜组织ꎬ进行视网膜免疫组化、
ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 检测ꎬ其中 ＰＣＲ 针对焦亡信号通路因子、
ｃｉｒｃＲＮＡ 及 ｍｉＲ－２１４ 进行 ｍＲＮＡ 水平检测ꎬ而免疫组化、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 针对焦亡信号通路因子进行蛋白水平检测ꎮ
１.２.２免疫组织化学法　 ４％多聚甲醛固定取材眼球组织ꎮ
５０％二甲苯＋５０％石蜡浸蜡 ３ ｈ 后包块ꎮ 切片 ３ μｍ 厚度ꎬ
贴片烤片干燥 ６０ ℃ ２ ｈꎮ 二甲苯脱蜡切片ꎬ无水乙醇中浸
泡 ２ 次ꎬ ３％ Ｈ２ Ｏ２ 作用 １０ ｍｉｎꎬ ＰＢＳ 冲洗ꎮ 乙醇梯度
(１００％、９５％、８０％、７５％)浸泡ꎬ柠檬酸盐( ｐＨ ＝ ６.０)溶液
中高压 ２ ｍｉｎ 进行抗原修复ꎮ 滴加一抗 ( ｃａｓｐａｓｅ － １、
ＮＬＲＰ３ 和 ＩＬ－ １β)ꎬ浓度为 １ ∶ ２００ꎬ４ ℃ 过夜ꎮ 次日二抗
(１ ∶ ５００)室温孵育 ３０ ｍｉｎꎮ ＤＡＢ 显色ꎬ苏木素复染ꎬ反蓝ꎮ
脱水封片后ꎬ显微镜下观察并拍照大鼠视网膜ꎮ
１.２.３ ＨＲＭＥＣｓ 培养及检测　 取出冻存的细胞ꎬ迅速放入
３７ ℃恒温水浴锅中ꎬ使冻存细胞快速溶解ꎬ在超净台中ꎬ
将细胞悬液转移至培养瓶中ꎬ使用 ＤＭＥＭ 培养基(含有
１０％胎牛血清和 １％青霉素 / 链霉素)ꎬ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养
箱中进行培养ꎮ 取 ３－６ 代的细胞进行实验ꎮ
１.２.４ ＣＣＫ－８ 实验测定细胞增殖能力 　 将细胞以 １×１０４

密度接种于 ９６ 孔板并按照实验设计进行干预ꎬ用不同浓
度(５、２５、５０ ｍｍｏｌ / Ｌ)葡萄糖( ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ＨＧ)干预 ６、
１２、２４ ｈ 后ꎬ按 ＣＣＫ－８ 试剂盒操作说明ꎬ弃去孔内培养液ꎬ
加入含有 １０ μＬ 的 ＣＣＫ－８ 试剂溶液的无血清培养液ꎬ避
光孵育 ２ ｈ 后置于酶标仪检测吸光度值ꎬ重复 ３ 次后取平
均值统计分析ꎮ 确定有效干预浓度后ꎬ正常组采用基础培
养基 ( 含 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖) 培养细 胞ꎬ 高 糖 组 采 用
２５ ｍｍｏｌ / Ｌ葡萄糖浓度的培养液培养细胞ꎮ
１.２.５小管样结构形成实验　 将 １００ μＬ 基质胶加入 ９６ 孔
板ꎬ３７ ℃ 聚合 １ ｈꎬ 将 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖干预 ２４ ｈ 后的
ＨＲＭＥＣｓ(４×１０４)接种于孔板上继续培养ꎬ每组设 ３ 个复
孔ꎬ倒置相差显微镜观察、拍照ꎮ
１.２.６细胞转染　 按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＲＮＡｉＭＡＸ 说明书ꎬ将
细胞转染分组: ( １) 过表达对照组 ( ＨＧ ＋ｍｉｍｉｃ － ＮＣ):
２５ ｍｍｏｌ / Ｌ葡萄糖处理 ＨＲＭＥＣｓ 细胞转染ꎻ阴性过表达对
照组(ｍｉｍｉｃ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬｍｉｍｉｃ－ＮＣ)ꎻ(２)ｍｉＲ－２１４ 过
表达组(ＨＧ＋ｍｉｍｉｃ －ｍｉＲ－ ２１４):２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理
ＨＲＭＥＣｓ 细胞转染过表达 ｍｉＲ－ ２１４(ｍｉｍｉｃ －ｍｉＲ－ ２１４)ꎻ
(３)抑制剂对照组(ＡＭＯ－ＮＣ):２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理
ＨＲＭＥＣｓ 细胞转染 ｍｉＲＮＡ 阴性抑制剂对照以排除非特异
性影响ꎻ(４) ｍｉＲ－２１４ 抑制剂组(ＨＧ＋ＡＭＯ－ｍｉＲ－２１４):
２５ ｍｍｏｌ / Ｌ葡萄糖处理 ＨＲＭＥＣｓ 细胞转染 ｍｉＲ－２１４ 抑制
剂组ꎮ

在高糖环境下进行 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 转染实验ꎬ分组
为:(１)ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 抑制剂对照组(ＨＧ＋ＡＳＯ－ＮＣ):

ＨＲＭＥＣｓ 细胞转染 ｃｉｒｃＲＮＡ 阴性抑制剂对照以排除非特
异性 影 响ꎻ ( ２ ) ｃｉｒｃＲＮＡ ＿ ００７６６３１ 抑 制 剂 组 ( ＨＧ ＋
ＡＳＯ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１): ＨＲＭＥＣｓ 细 胞 转 染 ｃｉｒｃＲＮＡ ＿
００７６６３１ 抑制剂组ꎮ

进行交叉联合转染 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 和 ｍｉＲ－２１４ 抑
制剂ꎬ分组为:(１)抑制剂对照组(ＡＳＯ－ＮＣ＋ＡＭＯ－ＮＣ):
ＨＲＭＥＣｓ 细胞转染 ｍｉＲＮＡ 和 ｃｉｒｃＲＮＡ 阴性抑制剂对照以
排除非特异性影响ꎻ(２)在高糖环境下的抑制剂对照组
(ＨＧ ＋ ＡＳＯ － ＮＣ ＋ ＡＭＯ － ＮＣ): ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理
ＨＲＭＥＣｓ 细胞后ꎬ转染 ｍｉＲＮＡ 和 ｃｉｒｃＲＮＡ 阴性抑制剂ꎻ
(３)在高糖环境下的抑制剂对照组(ＨＧ＋ＡＳＯ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿
００７６６３１＋ ＡＭＯ － ＮＣ):高糖环境下 ＨＲＭＥＣｓ 细胞转染
ｍｉＲＮＡ 阴性抑制剂和 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 抑制剂ꎻ(４)在高
糖环境下的抑制剂对照组(ＨＧ＋ＡＳＯ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１＋
ＡＭＯ－ｍｉＲ－２１４):高糖环境下 ＨＲＭＥＣｓ 细胞转染 ｍｉＲＮＡ－
２１４ 抑制剂和 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 抑制剂ꎮ

转染过程:用 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖继续培养细胞 ２４ ｈ
后ꎬ将转染复合物加入培养皿中ꎬ均匀分布后置于培养箱
内(３７ ℃ꎬ５％ ＣＯ２)培养 ４－６ ｈꎮ 再用新鲜培养基替换ꎬ并
根据实验要求进行收集细胞样品行 ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及
ＣＣＫ－８ 实验ꎬ检测焦亡信号通路因子 (如 ｃａｓｐａｓｅ － １、
ＮＬＲＰ３、ＩＬ－１β)的表达水平及细胞活力ꎮ
１.２.７ ｑＲＴ－ＰＣＲ 测定 　 将视网膜组织、葡萄糖培养及转
染实验的细胞按照操作流程提取总 ＲＮＡ 样品ꎬＲＮＡ 提取
试剂购自 ＴＲＩｚｏｌꎮ 逆转录后ꎬ应用 Ｔｏｙｏｂｏ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ
试剂盒进行 ｑＲＴ－ＰＣＲꎬ检测目标基因(焦亡信号通路因
子、ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 及 ｍｉＲ－２１４)的表达量ꎬ每个样本设
立三个平行对照孔ꎬ以 Ｕ６ 和 ＧＡＰＤＨ 分别作为非编码
ＲＮＡ 和焦亡信号通路因子的内参ꎬ应用 ＡＢＩ７５００ ＦＡＳＴ
ＰＣＲ 仪器进行 ＰＣＲ 反应扩增ꎬ反应条件如下:第一步:
９５ ℃ ６０ ｓꎬ第二步:９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ １５ ｓꎬ７２ ℃ １５ ｓꎬ共 ４０
个循环ꎮ 反应结束后ꎬ样本 Ｃｔ 值采用 ２－ΔΔＣｔ法计算目的基
因相对含量进行结果分析ꎮ
１.２.８ Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 测定　 收集大鼠视网膜组织、葡萄糖培
养及转染实验的细胞进行蛋白定量做标准曲线ꎮ 蛋白样
品采用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ(７.５％－１０％聚丙烯酰胺凝胶)进行分离ꎬ
并转移到 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ 一抗稀释浓度为 １∶ ２００ ｃａｓｐａｓｅ－１、
ＮＬＲＰ３、ＩＬ－１βꎬ４ ℃孵育过夜ꎮ 次日用封闭液稀释的 ＨＲＰ
标记的二抗孵育膜 ２ ｈꎮ ＧＡＰＤＨ 作为内参ꎮ

统计学分析:使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７.０ 软件完成统计

学分析和制图ꎮ 计量资料以均值±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ两
组间比较采用独立样本 ｔ 检验ꎬ多组间比较采用单因素方
差分析(Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ两两比较使用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎬ以
Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１建立 ＳＴＺ 诱导的 ＳＤ 大鼠糖尿病模型 　 糖尿病组大
鼠出现脂肪和肌肉组织萎缩、多尿、毛发污秽稀疏ꎬ部分大
鼠出现腹泻ꎮ 对照组大鼠体质量保持稳定增长ꎬ而糖尿病
组大鼠体质量增长低于对照组ꎬ且随时间延长ꎬ体质量呈
下降趋势ꎬ两组体质量差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 糖
尿病组大鼠血糖均维持在较高水平 ( > １６. ７ ｍｍｏｌ / Ｌ)
(图 １Ａ－Ｃ)ꎮ
２.２ 糖尿病大鼠视网膜中焦亡信号通路因子和 ｃｉｒｃＲＮＡ＿
００７６６３１及 ｍｉＲ－２１４的表达情况　 自糖尿病组大鼠造模
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日起室温常规饮食饲养 ６ ｍｏ 后取材眼球ꎬ通过免疫组化
方法检测糖尿病大鼠视网膜组织中焦亡信号通路因子
(ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１β)的蛋白表达水平(图 １Ｄ)ꎮ
通过 ｑＲＴ－ＰＣＲ 发现在糖尿病组大鼠视网膜组织中焦亡
信号通路因子、ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平较
对照组均有不同程度的升高ꎬｍｉＲ－２１４ 的 ｍＲＮＡ 表达水
平较对照组降低ꎬ差异均有 统 计 学 意 义 ( Ｐ < ０. ０５ )
(图 １Ｅ、Ｆ)ꎮ
２.３ 不同浓度葡萄糖培养的 ＨＲＭＥＣｓ 中焦亡信号通路因
子的表达情况 　 使用 ５、２５、５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的葡萄糖处理
ＨＥＭＥＣｓ 细胞系 ６、１２、２４ ｈ 后ꎬ用 ＣＣＫ－８ 试剂盒分析细胞
增殖情况ꎮ 当 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 高糖培养 ２４ ｈ 后ꎬＯＤ 值降低ꎬ
　 　

差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ细胞增殖受到抑制ꎬ且呈剂
量依赖性趋势(图 ２Ａ)ꎮ 用 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖(高糖组)
孵育 ２４ ｈ 细胞ꎬ以模拟高糖环境ꎬＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 显示经葡萄
糖处理的细胞中 ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ－１ 和 ＩＬ－１β 的蛋白表达
水平也升高(图 ２Ｂ)ꎮ 这些结果表明经典途径的焦亡信号
通路因子可能与 ＤＲ 疾病的发生相关ꎮ
２.４ 不同浓度葡萄糖培养 ＨＲＭＥＣｓ 小管样结构形成实验
情况 　 随着葡萄糖浓度增加ꎬＨＲＭＥＣｓ 成管能力减弱
(图 ２Ｃ)ꎮ 高糖组与对照组相比ꎬ焦亡相关因子的 ｍＲＮＡ
表达水平上调ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５ꎬ图 ２Ｄ)ꎮ
ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测高糖组 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ｍＲＮＡ 表达水平
升高ꎬ而 ｍｉＲ－２１４ 表达水平降低ꎬ差异均有统计学意义
　 　

图 １　 糖尿病大鼠模型实验结果　 Ａ:２ 次腹腔注射 ＳＴＺ 后常规饲养 ６ ｍｏ 两组大鼠的生长状况ꎻＢ:两组大鼠血糖比较(ｎ＝ ３)ꎻＣ:两组

大鼠体质量比较(ｎ＝ ３)ꎻＤ:免疫组化检测两组大鼠视网膜组织中 ＮＬＲＰ３ 和 ｃａｓｐａｓｅ－１ 及 ＩＬ－１β 的蛋白(箭头所示)ꎻＥ:ｑＲＴ－
ＰＣＲ 检测两组大鼠视网膜组织中 ＮＬＲＰ３ 和 ｃａｓｐａｓｅ－１ 及 ＩＬ－１β 的 ｍＲＮＡ 表达情况ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻＦ:
ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测两组大鼠视网膜组织中 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 和 ｍｉＲ－２１４ 的 ｍＲＮＡ 表达情况ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ 对
照组ꎮ
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图 ２　 不同浓度葡萄糖培养的 ＨＲＭＥＣｓ 实验结果 　 Ａ:ＣＣＫ－８ 实验结果ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 检测对照组和高糖组细胞的 ＮＬＲＰ３ 和
ｃａｓｐａｓｅ－１ 及 ＩＬ－１β 蛋白表达情况ꎻＣ:不同浓度葡萄糖培养 ＨＲＭＥＣｓ 小管样结构形成实验情况ꎻＤ:ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测两组细胞中
ＮＬＲＰ３ 和 ｃａｓｐａｓｅ－１ 及 ＩＬ－ １β 的 ｍＲＮＡ 表达情况ꎻａ Ｐ< ０. ０５ ｖｓ 正常组ꎻｂ Ｐ< ０. ０１ ｖｓ 正常组ꎻＥ:ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测两组细胞中
ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 和 ｍｉＲ－２１４ 的 ｍＲＮＡ 表达情况ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ 正常组ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常组ꎮ

(Ｐ<０.０５ꎬ图 ２Ｅ)ꎮ 上述结果表明在体外细胞实验中ꎬ
ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 和 ｍｉＲ－２１４ 均参与了 ＤＲ 的发生ꎬ并且
两者呈现相反的作用关系ꎮ
２.５细胞转染实验结果 　 ｍｉＲ－２１４ 过表达(ｍｉｍｉｃ－ｍｉＲ－
２１４)降低 ｃａｓｐａｓｅ － １ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ差异有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ｍｉＲ－２１４ 抑制剂(ＡＭＯ－ｍｉＲ－２１４)则提高
ｃａｓｐａｓｅ－ １ ｍＲＮＡ 的表达水平ꎬ差异有统计学意义 (Ｐ <
０.０５ꎬ图 ３Ａ)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 检测 ｃａｓｐａｓｅ－１ 的蛋白表达趋
势与之相同(图 ３Ｂ)ꎮ 上述结果表明ꎬｍｉＲ－２１４ 通过靶向
ｃａｓｐａｓｅ－ １ 信号通路在 ＤＲ 中发挥负调控作用ꎮ 转染
ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 特异性抑制剂 ＡＳＯ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１
后 ｃａｓｐａｓｅ－１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平降低ꎬ差异均有统

计学意义 ( Ｐ < ０. ０５ꎬ 图 ３Ｃ、 Ｄ)ꎮ 结果提示 ｃｉｒｃＲＮＡ ＿
００７６６３１ 对焦亡的发生具有促进作用ꎮ

在高糖条件下 ｃａｓｐａｓｅ－１ 的 ｍＲＮＡ 表达升高ꎬ差异均
有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ转染 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 特异性抑
制剂 ＡＳＯ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 后 ｃａｓｐａｓｅ－１ ｍＲＮＡ 和蛋白
表达水平降低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ联合转染
ｃｉｒｃＲＮＡ＿ ００７６６３１ 抑制剂 ( ＡＳＯ － ｃｉｒｃＲＮＡ ＿ ００７６６３１) 和
ｍｉＲ－２１４抑制剂(ＡＭＯ－ｍｉＲ－２１４)后 ｃａｓｐａｓｅ－１ ｍＲＮＡ 表
达水平升高ꎬＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１β 蛋白表达水平升
高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ < ０. ０５ꎬ图 ３Ｅ、Ｆ)ꎮ 这表明
ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 通过靶向 ｍｉＲ－２１４ 上调 ｃａｓｐａｓｅ－ １ 的
ｍＲＮＡ 和蛋白表达ꎬ进而促进焦亡的发生ꎮ
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图 ３　 细胞转染实验结果　 Ａ:ｍｉＲ－２１４ 对高糖组细胞中 ｃａｓｐａｓｅ－１ ｍＲＮＡ 表达的影响ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ｍｉｍｉｃ－ＮＣ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋
ＡＭＯ－ＮＣ 组ꎻＢ:ｍｉＲ－２１４ 对高糖组细胞中 ｃａｓｐａｓｅ－１ 蛋白表达的影响ꎻＣ: ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 对高糖组细胞中 ｃａｓｐａｓｅ－１ ｍＲＮＡ
表达的影响ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ＡＳＯ－ＮＣ 组ꎻＤ:ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 对高糖组细胞中 ｃａｓｐａｓｅ－１ 蛋白表达的影响ꎻＥ:ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１
和 ｍｉＲ－２１４ 对高糖组细胞中 ｃａｓｐａｓｅ－１ ｍＲＮＡ 的影响ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ ＡＳＯ－ＮＣ＋ＡＭＯ－ＮＣ 组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＨＧ＋ＡＳＯ－ＮＣ＋ＡＭＯ－ＮＣ
组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ ＨＧ＋ＡＳＯ－ｃｉｒｃ＿００７６６３１＋ＡＭＯ－ＮＣ 组ꎻＦ:ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 和 ｍｉＲ－２１４ 对高糖组细胞中 ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１β
的蛋白表达的影响ꎮ

３讨论
ＤＲ 是糖尿病最常见和严重的并发症之一ꎬ是全球主

要的致盲性眼病[１１]ꎮ ＤＲ 严重影响人们的生活质量ꎬ然而
现有治疗方法常呈滞后性ꎬ且治疗过程中存在一定副作
用ꎮ 因此ꎬ从机制源头探索 ＤＲ 发生机制ꎬ寻找更及时有
效的防治措施尤为重要ꎮ ＤＲ 发病机制非常复杂ꎬ且其病
理改变的内源性基因调控机制尚不清楚ꎮ 随着后基因组
时代的开启ꎬ非编码 ＲＮＡｓ(ｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓꎬ ｎｃＲＮＡｓ)引
起了各个研究领域的极大兴趣ꎮ 最新研究报告ꎬ许多
ｎｃＲＮＡꎬ比如 ｃｉｒｃＲＮＡ 和 ｍｉＲＮＡꎬ与糖尿病并发症的发生

相关[１２]ꎮ 其中ꎬｃｉｒｃＲＮＡ 在疾病防治领域展现出巨大的应
用前景ꎬｃｉｒｃＲＮＡ 具有高度保守性和组织、时序、疾病特异
性ꎬ从而有望成为潜在的疾病诊断标志物和治疗靶点[１３]ꎮ
有研究发现干扰非编码 ＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ 可减轻糖尿病小鼠
视网膜神经变性ꎮ 然而非编码 ＲＮＡ 在 ＤＲ 中的作用仍有
待挖掘[１４]ꎮ 研究证实焦亡在糖尿病并发症中发挥着重要
的作 用 的 调 控 作 用[１５]ꎮ 在 本 研 究 中ꎬ 我 们 揭 示 了
ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 可能通过调节 ｍｉＲ－２１４ 介导 ＨＲＭＥＣｓ
发生焦亡ꎬ从而引发 ＤＲꎮ

细胞焦亡是一种伴发细胞质膜孔形成、膜破裂、胞内
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炎性因子外释的细胞程序性死亡方式[１６]ꎮ 研究报道ꎬ焦
亡参与多种糖尿病并发症的发生[１７－１８]ꎮ 高糖环境诱发氧
化应激和视网膜血管内皮细胞的代谢紊乱ꎬ导致 ＮＬＲＰ３
炎性小体的激活ꎬ促使 ｃａｓｐａｓｅ－１ 的激活ꎬ进而导致细胞裂
解和炎症因子的释放ꎬ如 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－１８ 等因子[１９]ꎮ 在
本研究中ꎬ我们发现糖尿病大鼠和葡萄糖干预的 ＨＲＭＥＣｓ
细胞中的焦亡信号通路因子 ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ － １、 ＩＬ－１β
ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均升高ꎬ从而推测 ＤＲ 中的高糖环
境可诱发细胞焦亡的发生ꎮ

ｃｉｒｃＲＮＡ 其富含 ｍｉＲＮＡ 结合位点ꎬ可以发挥 ｃｅＲＮＡ
作用ꎬ作为 ｍｉＲＮＡ“海绵” 来解除对其靶基因的抑制效

应[６]ꎮ 本项目研究 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ / ｍｉＲ－２１４ / ｃａｓｐａｓｅ－１
通路在 ＤＲ 中的作用机制ꎬ并有望将 ｃｉｒｃＲＮＡ 作为与 ＤＲ
的新型生物标志物ꎬ为 ＤＲ 的基因诊断和治疗提供临床早

期诊断和治疗的新思路[２０]ꎬ利用 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 有望作

为早期生物标志物进行 ＤＲ 检测ꎮ
本研究基于前期生物信息学软件筛选 ｃｉｒｃＲＮＡ、

ｍｉＲＮＡ 及靶基因(焦亡核心因子 ｃａｓｐａｓｅ－１)并行荧光素

酶检测确定了共结合位点ꎬ发现 ｍｉＲ － ２１４ 与 ｃｉｒｃＲＮＡ＿
００７６６３１ 和 ｃａｓｐａｓｅ－１ 均有结合位点[８－９]ꎬ通过 ＤＲ 动物模

型、葡萄糖干预的细胞模型实验及一系列表型实验包括

ＣＣＫ－８ 实验、小管样结构形成实验、免疫组化、ｑＲＴ－ＰＣＲ
和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 方法证实葡萄糖对 ＨＲＭＥＣｓ 的促焦亡作

用ꎮ 动物模型及葡萄糖干预的 ＨＲＭＥＣｓ 中检测 ｃｉｒｃＲＮＡ＿
００７６６３１、ｍｉＲ－２１４ 和 ｃａｓｐａｓｅ－１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水

平ꎮ 我们发现糖尿病大鼠除了出现脂肪和肌肉组织萎缩、
多尿、毛发污秽稀疏、腹泻等宏观上的改变ꎬ还在糖尿病大

鼠及葡萄糖干预的细胞模型中检测到 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１
和焦亡相关因子 ｍＲＮＡ 表达水平异常增高ꎬ而 ｍｉＲ－２１４
ｍＲＮＡ 表达降低ꎬ说明 ｃｉｒｃＲＮＡ ＿ ００７６６３１、 ｍｉＲ － ２１４ 和

ｃａｓｐａｓｅ－１ 参与了 ＤＲ 的发生ꎮ 为了进一步明确三者在

ＤＲ 中的作用关系ꎬ我们又通过共转染细胞实验检测

ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１、ｍｉＲ－２１４ 和 ｃａｓｐａｓｅ－１ 作用关系ꎬ发现

干扰 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 能够抑制葡萄糖干预的 ＨＲＭＥＣｓ
中 ｃａｓｐａｓｅ － １ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平ꎬ而这一作用被

ｍｉＲ－２１４抑制剂 ＡＭＯ－ｍｉＲ－２１４ 所逆转ꎮ 说明 ｃｉｒｃＲＮＡ＿
００７６６３１ 可通过抑制 ｍｉＲ－２１４ 激活焦亡信号通路ꎮ

综上所述ꎬ在本研究中我们揭示了 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１
调 控 ＤＲ 的 新 机 制ꎬ 即 葡 萄 糖 可 诱 导 ｃｉｒｃＲＮＡ ＿
００７６６３１ｍＲＮＡ 表达水平上调ꎬ后者与 ｃａｓｐａｓｅ－１ 竞争性结

合 ｍｉＲ－２１４ꎬ使得游离 ｃａｓｐａｓｅ－１ 及其前体增多ꎬ激活的

ｃａｓｐａｓｅ－１ 促进炎细胞因子 ｐｒｏ－ＩＬ－１β 成熟化并释放至细

胞外ꎬ 介 导 ＤＲ 的 病 理 过 程 ( 图 ４ )ꎮ 揭 示 ｃｉｒｃＲＮＡ ＿
００７６６３１ 的作用对于理解 ＤＲ 的发病机制至关重要ꎬ并将

有望成为防控 ＤＲ 的新型生物标记物ꎬ为发掘潜在治疗靶

点提供新思路[２１]ꎮ
　 　 然而ꎬ本实验仍有需要完善之处ꎬ比如:更稳定的和无

细胞毒性的玻璃体腔人工转染剂尚有待挖掘ꎬ因此ꎬ更高

效、更精准、无毒害的动物 ＲＮＡ 干扰方法仍有待探索和使

用ꎮ 未来将进一步于动物在体转染实验验证该 ｃｉｒｃＲＮＡ
的作用ꎮ

图 ４　 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００７６６３１ 调控 ＤＲ机制ꎮ
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[１０] Ｚｈｏｕ Ｌꎬ Ｓｕｎ ＨＹꎬ Ｃｈｅｎ ＧＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｄｏｘｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｉｎｄｕｃｅｓ ｒｅｔｉｎａｌ
ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｉｎｊｕｒｙ ｖｉａ ＣＯＸ－２ / ＰＧＥ２ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ.
Ｊ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄꎬ ２０２４ꎬ２２(１):８７０.
[１１] Ｃｈｅｕｎｇ Ｎꎬ Ｍｉｔｃｈｅｌｌ Ｐꎬ Ｗｏｎｇ ＴＹ. Ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｌａｎｃｅｔꎬ
２０１０ꎬ３７６(９７３５):１２４－１３６.
[１２] Ｘｉａ ＨＱꎬ Ｙａｎｇ ＪＲꎬ Ｚｈａｎｇ ＫＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｉｎ ｔｈｅ ｖｉｔｒｅｏｕｓ ａｎｄ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｐａｔｈｗａｙｓ. Ｉｎｔ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌꎬ
２０２２ꎬ１５(７):１１８０－１１８９.

７５３

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２５ꎬ Ｎｏ.３ Ｍａｒ. ２０２５ 　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
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[１３] Ｘｕ ＹＸꎬ Ｐｕ ＳＤꎬ Ｌｉ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｏｓｏｍａｌ ｎｃＲＮＡｓ: Ｎｏｖｅｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｔａｒｇｅｔ ａｎｄ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｆｏｒ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ. Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｒｅｓꎬ ２０２２ꎬ
１７８:１０６１３５.
[１４] Ｚｈａｎｇ ＹＬꎬ Ｈｕ ＨＹꎬ Ｙｏｕ ＺＰꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｌｏｎｇ ｎｏｎ－ ｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｒｅｔｉｎａｌ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ. Ｉｎｔ Ｊ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌꎬ ２０２０ꎬ１３(２):２１３－２１９.
[１５ ] Ｍｅｎｇ ＬＰꎬ Ｌｉｎ Ｈꎬ Ｈｕａｎｇ ＸＸꎬ ｅｔ ａｌ. ＭＥＴＴＬ１４ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ ｂｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＴＩＮＣＲ
ｌｎｃＲＮＡ. Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓꎬ ２０２２ꎬ１３(１):３８.
[１６ ] Ｖａｓｕｄｅｖａｎ ＳＯꎬ Ｂｅｈｌ Ｂꎬ Ｒａｔｈｉｎａｍ ＶＡ. Ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ － ｉｎｄｕｃｅｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｄａｍａｇｅ. Ｓｅｍｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２０２３ꎬ６９:１０１７８１.
[１７] Ｃａｏ ＺＨꎬ Ｈｕａｎｇ Ｄꎬ Ｔａｎｇ ＣＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｅｓ ａｎｄ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ. Ｃｌｉｎ Ｃｈｉｍ Ａｃｔａꎬ ２０２２ꎬ５３１:１８８－１９６.

[１８] Ｍｕ Ｘꎬ Ｗｕ Ｘꎬ Ｈｅ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅｓ ｉｎ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ. Ｆｒｏｎｔ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ ( Ｌａｕｓａｎｎｅ )ꎬ ２０２２ꎬ
１３:９５０７９８.
[１９] Ｐａｒｋ Ｃꎬ Ｃｈａ ＨＪꎬ Ｈｗａｎｇｂｏ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. β－ａｓａｒｏｎｅ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｈｉｇｈ－
ｇｌｕｃｏｓｅ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ｖｉａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＲＯＳ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＮＦ － κＢ / ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓꎬ ２０２３ꎬ１２(７):１４１０.
[２０] Ｙｕａｎ ＬＬꎬ Ｄｕａｎ ＪＳꎬ Ｚｈｏｕ Ｈ. Ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡｓ ｉｎ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍａｒｋｅｒｓ ｔｏ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｔａｒｇｅｔｓ (Ｒｅｖｉｅｗ). Ｍｏｌ Ｍｅｄ Ｒｅｐꎬ ２０２３ꎬ２８(４):１９４.
[２１] Ｌｉ Ｊꎬ Ｌｉ Ｃꎬ Ｚｈａｏ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ
ｎｏｖｅｌ ｍｉＲＮＡｓ ｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ＣｅＲＮＡ ｎｅｔｗｏｒｋ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｆｒｏｎｔ
Ｇｅｎｅｔꎬ ２０２２ꎬ１３:８７４８８５.

２０２４版«中国科技期刊引证报告»核心版眼科期刊主要指标及排名
(以综合评价总分为序)

期刊名称
核心总被引频次

数值 排名

核心影响因子

数值 排名

综合评价总分

数值 排名

中华眼科杂志 ２０１３ ２ １.３２８ １ ６３.８ １
国际眼科杂志 ２８０６ １ １.１２５ ２ ５８.２ ２
眼科新进展 １２０８ ３ ０.８２６ ３ ５２.７ ３
中国眼耳鼻喉科杂志 ４２３ ７ ０.５４２ ７ ４０.９ ４
中华眼科医学杂志电子版 １７３ １１ ０.３１８ １０ ３２.０ ５
中华实验眼科杂志 ９２４ ４ ０.６１４ ５ ３０.２ ６
中华眼底病杂志 ６８４ ６ ０.５４９ ６ ２９.１ ７
临床眼科杂志 ３３６ ８ ０.２７８ １１ ２３.０ ８
中华眼视光学与视觉科学杂志 ７６４ ５ ０.７６７ ４ ２２.９ ９
眼科 ２９２ ９ ０.３２３ ９ １９.８ １０
中国斜视与小儿眼科杂志 ２３６ １０ ０.３８５ ８ １３.４ １１

摘编自 ２０２４ 版«中国科技期刊引证报告»核心版
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