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摘要
目的:探究 ｍｉＲ－１２４６ 调控甲基转移酶样 ３(ＭＥＴＴＬ３)介导
的沉默信息调节因子 １(ＳＩＲＴ１)Ｎ６－甲基腺苷(ｍ６Ａ)修饰
对高糖诱导的视网膜微血管内皮细胞(ＲＭＥＣｓ)损伤的
影响ꎮ
方法:双荧光素酶实验检测 ｍｉＲ－ １２４６ 调控 ＭＥＴＴＬ３ 表
达ꎻＲＭＥＣｓ 细胞分为对照组、模型(ＨＧ)组、高糖＋敲低对
照(ＨＧ＋ａｎｔｉ －ｍｉＲ －ＮＣ) 组、高糖 ＋敲低 ｍｉＲ － １２４６ 表达
(ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１２４６)组、高糖＋过表达对照(ＨＧ＋ＮＣ)组、
高糖＋过表达 ＭＥＴＴＬ３(ＨＧ＋ＭＥＴＴＬ３)组、高糖 ＋过表达
ｍｉＲ－１２４６＋对照(ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＮＣ)组、高糖＋过表达
ｍｉＲ－１２４６＋ＭＥＴＴＬ３(ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＭＥＴＴＬ３)组ꎮ 经过
高糖诱导 ４８ ｈ 后ꎬ ＣＣＫ － ８ 法检测细胞存活ꎻ Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ法检测细胞凋亡ꎻＴｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞迁移
和侵袭ꎻＥＬＩＳＡ 法检测细胞氧化应激和炎症水平ꎻ比色法
检测总 ＲＮＡ 中 ｍ６ Ａ 甲基化水平ꎻＭｅＲＩＰ －ｑＰＣＲ 法检测
ＳＩＲＴ１ ｍ６Ａ 甲基化水平ꎻ实时荧光定量 ＰＣＲ 检测细胞
ｍｉＲ－１２４６、ＭＥＴＴＬ３、ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 表达ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测
细胞 ＭＥＴＴＬ３、ＳＩＲＴ１ 及内皮－间充质转化(ＥｎｄＭＴ)标志
物蛋白表达ꎮ
结果:ｍｉＲ－１２４６ 调控 ＭＥＴＴＬ３ 表达ꎮ 与对照组比较ꎬＨＧ
组细胞存活率降低ꎬ凋亡率升高ꎬ迁移和侵袭细胞数增加ꎬ
细胞培养上清液乳酸脱氢酶 ( ＬＤＨ) 活性、肿瘤坏死因
子－α(ＴＮＦ－α)、白细胞介素( ＩＬ) －６ 水平升高ꎬＩＬ－１０ 水
平降低ꎬ细胞丙二醛(ＭＤＡ)水平升高ꎬ超氧化物歧化酶
(ＳＯＤ)活性降低ꎬ细胞 ｍｉＲ－１２４６ 表达升高ꎬ总 ＲＮＡ ｍ６Ａ
水平和 ＳＩＲＴ１ ｍ６Ａ 水平降低ꎬＭＥＴＴＬ３、ＳＩＲＴ１、分化群抗原
３１(ＣＤ３１)、血管内皮钙黏蛋白(ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ)表达降低ꎬ
波形蛋白(Ｖｉｍｅｎｔｉｎ)、Ｓｎａｉｌ 同源物 １(Ｓｎａｉｌ１)表达升高(均
Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ＋ａｎｔｉ －ｍｉＲ－ＮＣ 组比较ꎬＨＧ＋ａｎｔｉ －ｍｉＲ－
１２４６ 组细胞存活率升高ꎬ凋亡率降低ꎬ迁移和侵袭细胞数
减少ꎬ细胞培养上清液 ＬＤＨ 活性、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６ 水平降低ꎬ
ＩＬ－１０ 水平升高ꎬ细胞 ＭＤＡ 水平降低ꎬＳＯＤ 活性升高ꎬ细
胞 ｍｉＲ－１２４６ 表达降低ꎬ总 ＲＮＡ ｍ６Ａ 水平和 ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ

ｍ６Ａ 水平升高ꎬＭＥＴＴＬ３、ＳＩＲＴ１、ＣＤ３１、ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达
升高ꎬＶｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ１ 表达降低(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ＋ＮＣ
组比较ꎬＨＧ＋ＭＥＴＴＬ３ 组细胞存活率升高ꎬ凋亡率降低ꎬ迁
移和侵袭细胞数减少ꎬ细胞培养上清液 ＬＤＨ 活性、
ＴＮＦ－α、ＩＬ－６ 水平降低ꎬＩＬ－１０ 水平升高ꎬ细胞 ＭＤＡ 水平
降低ꎬＳＯＤ 活性升高ꎬ细胞 ｍｉＲ－１２４６ 表达降低ꎬ总 ＲＮＡ
ｍ６Ａ 水平和 ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ ｍ６Ａ 水平升高ꎬＭＥＴＴＬ３、ＳＩＲＴ１、
ＣＤ３１、ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达升高ꎬＶｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ１ 表达降低
(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＮＣ 组比较ꎬＨＧ＋ｍｉＲ－
１２４６＋ＭＥＴＴＬ３ 组细胞存活率升高ꎬ凋亡率降低ꎬ迁移和侵
袭细胞数减少ꎬ细胞培养上清液 ＬＤＨ 活性、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６
水平降低ꎬＩＬ－１０ 水平升高ꎬ细胞 ＭＤＡ 水平降低ꎬＳＯＤ 活
性升高ꎬ细胞 ｍｉＲ－１２４６ 表达降低ꎬ总 ＲＮＡ ｍ６ Ａ 水平和
ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ ｍ６ Ａ 水 平 升 高ꎬ ＭＥＴＴＬ３、 ＳＩＲＴ１、 ＣＤ３１、
ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达升高ꎬＶｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ１ 表达降低(均 Ｐ<
０.０５)ꎮ
结论:ｍｉＲ－１２４６ 通过调控 ＭＥＴＴＬ３ 介导的 ＳＩＲＴ１ ｍ６Ａ 修
饰ꎬ促进高糖诱导的 ＲＭＥＣｓ 细胞凋亡、侵袭转移、氧化应
激、炎症反应及 ＥｎｄＭＴ 过程ꎮ
关键词:ｍｉＲ－１２４６ꎻ视网膜微血管内皮细胞ꎻ糖尿病视网
膜病变ꎻ甲基转移酶样 ３(ＭＥＴＴＬ３)ꎻ沉默信息调节因子 １ꎻ
Ｎ６－甲基腺苷(ｍ６Ａ)修饰
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２６.１.０２

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ － １２４６ ｏｎ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ －
ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＭＥＴＴＬ３ － ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｍ６Ａ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｚｈｏｕ Ｍｉｌｕ１ꎬ Ｃｈｅｎ Ｌｉｎ１ꎬ Ｚｈａｏ Ｚｕｏｆａｎｇ２ꎬ
Ｗａｎｇ Ｄａｑｉｎｇ３

１Ｂｅｉｊｉｎｇ Ａｎｚｈｅｎ Ｎａｎｃｈｏｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃａｐｉｔａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ
Ｎａｎｃｈｏｎｇ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｎａｎｃｈｏｎｇ ６３７０００ꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ
Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｃｈｅｎｇｄｕ Ｐｉｄｕ Ｄｉｓｔｒｉｃｔ
Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１１７３０ꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
３Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｎｏｒｔｈ Ｓｉｃｈｕａｎ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｎａｎｃｈｏｎｇ ６３７０００ꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｗａｎｇ Ｄａｑｉｎｇ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｎｏｒｔｈ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｎａｎｃｈｏｎｇ
６３７０００ꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. １１３９０７３１３＠ ｑｑ.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２５－０６－１９　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２５－１１－２５

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ:Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ－１２４６ ｏｎ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ－
ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ (ＲＭＥＣｓ)
ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｌｉｋｅ ３ (ＭＥＴＴＬ３)

７
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ｍｅｄｉａｔｅｄ ｓｉｒｔｕｉｎ １ (ＳＩＲＴ１) Ｎ６ －ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ (ｍ６ Ａ)
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｍｉＲ－１２４６ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＥＴＴＬ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ＲＭＥＣｓ ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ( ＨＧ )
ｇｒｏｕｐꎬ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ＋ ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ ｃｏｎｔｒｏｌ (ＨＧ ＋ ａｎｔｉ －
ｍｉＲ－ＮＣ) ｇｒｏｕｐꎬ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ＋ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ ｍｉＲ－ １２４６
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ (ＨＧ ＋ ａｎｔｉ －ｍｉＲ － １２４６) ｇｒｏｕｐꎬ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ＋
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｎｔｒｏｌ (ＨＧ ＋ＮＣ) ｇｒｏｕｐꎬ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ＋
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ＭＥＴＴＬ３ ( ＨＧ ＋ ＭＥＴＴＬ３ ) ｇｒｏｕｐꎬ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ＋ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｉＲ － １２４６ ＋ ｃｏｎｔｒｏｌ (ＨＧ ＋ ｍｉＲ －
１２４６＋ＮＣ) ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ＋ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｉＲ－
１２４６＋ ＭＥＴＴＬ３ (ＨＧ ＋ ｍｉＲ － １２４６ ＋ ＭＥＴＴＬ３) ｇｒｏｕｐ. Ａｆｔｅｒ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｆｏｒ ４８ ｈꎬ ＣＣＫ － ８ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌꎻ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ － ＦＩＴＣ / ＰＩ ｍｅｔｈｏｄ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎꎻ ＥＬＩＳＡ
ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓꎻ Ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｄｅｔｅｃｔ ｍ６Ａ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｏｔａｌ ＲＮＡꎻ ＭｅＲＩＰ－ｑＰＣＲ
ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＳＩＲＴ１ ｍ６Ａ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌꎻ
Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｍｉＲ－１２４６ꎬ
ＭＥＴＴＬ３ꎬ ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｅｌｌｓꎻ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＭＥＴＴＬ３ꎬ ＳＩＲＴ１ ａｎｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ( ＥｎｄＭＴ ) ｍａｒｋｅｒｓ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｅｌｌｓ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｔｈｅ ＭｉＲ－１２４６ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＭＥＴＴＬ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｗａｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＨＧ ｇｒｏｕｐꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｎｇ ａｎｄ ｉｎｖａｄｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ( ＬＤＨ) ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ－α (ＴＮＦ－α)ꎬ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ( ＩＬ) －６ ｌｅｖｅｌｓ
ｉｎ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ＩＬ－１０ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ (ＭＤＡ) ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ
ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ ( ＳＯＤ ) ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ
ｍｉＲ－１２４６ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｍ６Ａ ｌｅｖｅｌ
ａｎｄ ＳＩＲＴ１ ｍ６ Ａ ｌｅｖｅｌ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ＭＥＴＴＬ３ꎬ ＳＩＲＴ１ꎬ
ｃｌｕｓｔｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ３１ ( ＣＤ３１ ) ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃａｄｈｅｒｉｎ ( ＶＥ － ｃａｄｈｅｒｉｎ ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ａｎｄ Ｓｎａｉｌ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (ａｌｌ Ｐ<０.０５)ꎻ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－
ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＨＧ ＋
ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１２４６ ｇｒｏｕｐꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｎｇ ａｎｄ ｉｎｖａｄｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ＬＤＨ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ＴＮＦ－ αꎬ ａｎｄ ＩＬ－ ６ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｃｅｌｌ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ＩＬ － １０ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｍｉＲ － １２４６ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ ｍ６ Ａ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ＳＩＲＴ１ ｍ６ Ａ ｌｅｖｅｌ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ
ＭＥＴＴＬ３ꎬ ＳＩＲＴ１ꎬ ＣＤ３１ ａｎｄ ＶＥ－ ｃａｄｈｅｒｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ａｎｄ Ｓｎａｉｌ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ( ａｌｌ Ｐ < ０.０５)ꎻ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＨＧ ＋ ＮＣ
ｇｒｏｕｐꎬ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＨＧ＋ＭＥＴＴＬ３
ｇｒｏｕｐꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｍｉｇｒａｔｉｎｇ ａｎｄ ｉｎｖａｄｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ＬＤＨ
ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ＴＮＦ－αꎬ ａｎｄ ＩＬ－６ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ＩＬ－１０ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌ
ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｍｉＲ － １２４６
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｍ６Ａ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ＳＩＲＴ１
ｍ６ Ａ ｌｅｖｅｌ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ＭＥＴＴＬ３ꎬ ＳＩＲＴ１ꎬ ＣＤ３１ ａｎｄ
ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ

ａｎｄ Ｓｎａｉｌ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５ )ꎻ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｒａｔｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＨＧ＋ｍｉＲ－ １２４６＋ＭＥＴＴＬ３ ｇｒｏｕｐꎬ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｍｉｇｒａｔｉｎｇ ａｎｄ ｉｎｖａｄｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ＬＤＨ
ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ＴＮＦ－αꎬ ａｎｄ ＩＬ－６ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ＩＬ－１０ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌ
ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｍｉＲ － １２４６
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｍ６Ａ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ＳＩＲＴ１
ｍ６Ａ ｌｅｖｅｌ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ＭＥＴＴＬ３ꎬ ＳＩＲＴ１ꎬ ＣＤ３１ ａｎｄ ＶＥ－
ｃａｄｈｅｒｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ａｎｄ
Ｓｎａｉｌ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (ａｌｌ Ｐ<０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ:Ｔｈｅ ｍｉＲ － １２４６ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ －
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓꎬ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓꎬ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬ ａｎｄ ＥｎｄＭＴ ｐｒｏｃｅｓｓ ｉｎ
ＲＭＥＣｓ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＭＥＴＴＬ３ ｍｅｄｉａｔｅｄ ＳＩＲＴ１ ｍ６ Ａ
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｍｉＲ － １２４６ꎻ ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎻ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ｌｉｋｅ ３ (ＭＥＴＴＬ３)ꎻ Ｓｉｒｔｕｉｎ １ꎻ Ｎ６ －ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ(ｍ６ Ａ)
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｚｈｏｕ ＭＬꎬ Ｃｈｅｎ Ｌꎬ Ｚｈａｏ ＺＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ－１２４６
ｏｎ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ－ ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＭＥＴＴＬ３－ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍ６Ａ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ
(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２６ꎬ２６(１):７－１５.

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

病导致的视网膜微血管损害ꎬ能够影响患者视力甚至致
盲[１]ꎮ ＤＲ 核心病理特征包括视网膜微血管内皮细胞
(ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ＲＭＥＣｓ)损伤、血－
视网膜屏障破坏及异常新生血管形成等[２]ꎮ ＲＭＥＣｓ 是
血－视网膜屏障的主要组成部分ꎬ能够维持视网膜正常生
理功能ꎻ而高糖环境可直接诱导 ＲＭＥＣｓ 凋亡、衰老及内
皮－ 间 充 质 转 化 ( ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎬ
ＥｎｄＭＴ)ꎬ导致血管通透性增加和微血管稀疏[３]ꎮ 尽管目
前抗血管内皮生长因子治疗和激光光凝术可延缓部分患
者病情ꎬ但长期疗效有限ꎬ且无法逆转已损伤的微血管结
构ꎮ 因此ꎬ亟需从表观遗传调控层面探索新的治疗靶点ꎮ
近年来ꎬ研究表明 ＲＮＡ 修饰在 ＤＲ 发生发展中扮演关键
角色[４]ꎮ Ｎ６－甲基腺苷(Ｎ６－ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅꎬ ｍ６Ａ)修饰是
真核生物中最丰富的转录后修饰方式ꎬ通过调控 ｍＲＮＡ
稳定性、翻译效率及剪接模式ꎬ参与糖尿病及其并发症的
病理过程[５]ꎮ 甲基化转移酶样 ３(ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｌｉｋｅ ３ꎬ
ＭＥＴＴＬ３)介导的 ｍ６Ａ 修饰已被证实与 ＤＲ 进展相关[６]ꎻ且
ＭＥＴＴＬ３ 能够抑制高糖诱导的 ＲＭＥＣｓ 细胞 ＥｎｄＭＴ[７]ꎮ 然
而ꎬＭＥＴＴＬ３ 是否通过调控 ｍ６Ａ 修饰影响 ＲＭＥＣｓ 细胞存
活、侵袭转移、氧化应激及炎症反应等ꎬ目前尚无研究报
道ꎮ 微小 ＲＮＡ(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ ｍｉＲＮＡ)作为表观遗传调控的
另一重要层面ꎬ在 ＤＲ 微血管损伤中的作用已被广泛探
索ꎬ但调控机制多集中于“血管异常形成”或“转录因子抑
制” [８]ꎮ 例如ꎬｍｉＲ－２００ｂ 通过抑制血管内皮生长因子表
达抑制血管新生[９]ꎮ ｍｉＲ－１５５－５ｐ 通过靶向沉默信息调
节因子 １(ｓｉｒｔｕｉｎ １ꎬ ＳＩＲＴ１)抑制 ＤＲ 细胞增殖ꎬ并促进细
胞凋亡、自噬和炎症水平[１０]ꎮ ｍｉＲ－１２４６ 在多种眼部疾病
中显示出独特调控作用ꎮ 在糖尿病后囊混浊模型中ꎬ
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ｍｉＲ－１２４６能够促进高糖诱导的人晶状体上皮细胞转移和
ＥＭＴ[１１]ꎻ在视网膜色素变性模型中ꎬｍｉＲ－１２４６ 能够促进
氧化应激诱导的视网膜色素上皮细胞凋亡[１２]ꎮ 然而ꎬ
ｍｉＲ－１２４６在 ＤＲ 中的作用尚未见报道ꎮ 生信分析显示
ｍｉＲ－１２４６与 ＭＥＴＴＬ３ ３􀆳 － ＵＴＲ 存 在 结 合 位 点ꎬ 提 示
ｍｉＲ－１２４６可能通过靶向 ＭＥＴＴＬ３ 调控 ｍ６ Ａ 修饰水平ꎮ
ＳＩＲＴ１ 是 ｓｉｒｔｕｉｎ 家族成员ꎬ已被证实能够减轻 ＤＲ 大鼠炎
症反应ꎬ并抑制 ＤＲ 进展[１３]ꎮ 此外ꎬ抑制 ＳＩＲＴ１ 表达能够
促进高糖诱导的 ＲＭＥＣｓ 细胞凋亡[１４]ꎮ 然而ꎬ ＳＩＲＴ１ 对
ＲＭＥＣｓ 细胞侵袭转移、氧化应激及 ＥｎｄＭＴ 等核心病理表
型的影响尚未明确ꎮ 基于此ꎬ本研究首次关联“ｍｉＲ－１２４６－
ＭＥＴＴＬ３－ＳＩＲＴ１ ｍ６Ａ”调控轴ꎬ通过“ｍｉＲＮＡ－甲基转移酶－
ｍ６Ａ 修饰－靶基因”的跨层面调控ꎬ系统解析其对高糖诱
导的 ＲＭＥＣｓ 损伤的影响ꎬ明确该调控轴在细胞凋亡、侵袭
转移、氧化应激、炎症反应及 ＥｎｄＭＴ 过程中的作用机制ꎬ
以填补“ｍｉＲＮＡ 通过 ｍ６Ａ 修饰调控 ＤＲ 微血管损伤”的研
究空白ꎬ为 ＤＲ 的治疗提供新的视角ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１ 细胞 　 ＲＭＥＣｓ 细胞购自武汉普诺赛生命科技有限
公司ꎮ 细胞接种于含 １０％胎牛血清 ＋ １％青 / 链霉素的
ＤＭＥＭ 培养基中ꎬ并置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２细胞箱中培养ꎮ 显
微镜下观察细胞贴壁率达 ８０％且形态饱满(呈鹅卵石样)
时收集细胞ꎮ 依次进行 ４％多聚甲醛固定ꎬ５％牛血清白蛋
白封闭ꎬ加入 ＣＤ３１ 一抗 ４ ℃孵育过夜ꎬ加入荧光标记二
抗室温孵育 １ ｈꎬ滴加 ＤＡＰＩ 染液染核ꎬ抗荧光淬灭封片剂
封片ꎬ荧光显微镜下观察 ＣＤ３１ 表达ꎮ
１.１.２主要试剂与仪器　 低糖 ＤＭＥＭ 培养基(葡萄糖浓度
１ ｇ / Ｌ 或 ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ)、高糖 ＤＭＥＭ 培养基(葡萄糖浓度
４.５ ｇ / Ｌ或 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ)购自武汉普诺赛生命科技有限公
司ꎻＮＣ ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ－１２４６ ｍｉｍｉｃ、ａｎｔｉ －ｍｉＲ－ＮＣ、ａｎｔｉ －ｍｉＲ－
１２４６、对照质粒、ＭＥＴＴＬ３ 质粒购自上海吉凯基因科技有
限公司ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ 􀅺 ３０００ 试剂盒购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公
司ꎻ细胞计数试剂盒－８(ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ－８ꎬ ＣＣＫ－８)购自
上海贝博生物科技有限公司ꎻＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 试剂盒
购自武汉艾美捷科技有限公司ꎻ乳酸脱氢酶 ( ｌａｃｔａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ ＬＤＨ)、丙二醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬ ＭＤＡ)、超
氧化物歧化酶( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬ ＳＯＤ)、肿瘤坏死因
子－α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ － αꎬ ＴＮＦ － α)、白细胞介素
(ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎꎬ ＩＬ)－６、ＩＬ－１０ 试剂盒购自上海科艾博生物技
术有限公司ꎻＭＥＴＴＬ３、ＳＩＲＴ１、分化群抗原 ３１ ( ｃｌｕｓｔｅｒ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ３１ꎬ ＣＤ３１)、血管内皮钙黏蛋白 ( ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃａｄｈｅｒｉｎꎬ ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ)、波形蛋白(Ｖｉｍｅｎｔｉｎ)、
Ｓｎａｉｌ 同源物 １(Ｓｎａｉｌ１)抗体购自北京博奥森生物技术有限
公司ꎻＣＹＳＱ－５０－Ⅲ细胞培养箱购自杭州川一实验仪器有
限公司ꎻＹＰ－９６Ａ 酶标仪购自山东优云谱光电科技有限公
司ꎻＮｏｖｏＣｙｔｅ Ａｄｖａｎｔｅｏｎ 流式细胞仪购自美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公
司ꎻＤＭ７５０ 光学显微镜购自德国 Ｌｅｉｃａ 公司ꎻＴＨ－Ｈ１６０ 实
时荧光定量 ＰＣＲ 仪购自山东天蔚环境科技有限公司ꎻ
ＤＹＹ－８Ｃ 蛋白电泳仪购自北京六一仪器厂ꎻＣｈｅｍｉＤｏｃ 成
像系统购自美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司ꎮ
１.２方法
１.２.１靶标预测和双荧光素酶实验　 利用 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 数据
库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ. ｏｒｇ / ｖｅｒｔ ＿７２ / ) 预测 ｍｉＲ － １２４６
和 ＭＥＴＴＬ３ 的结合位点ꎮ 将 ＭＥＴＴＬ３ ３􀆳ＵＴＲ 野生型(ＷＴ)

序列(ＣＣＵＵＡＣＡＧＡＧＣＵＡＡＧＡＡＵＣＣＡＵＡ)和突变型(Ｍｕｔ)
序列( ＣＣＵＵＡＣＡＧＡＧＣＵＡＡＧＣＣＡＧＡＧＡＡ) 分别克隆至荧
光素酶报告载体中ꎮ 将 ＷＴ 序列载体、Ｍｕｔ 序列载体分别
与 ＮＣ ｍｉｍｉｃ 及 ｍｉＲ － １２４６ ｍｉｍｉｃ 混 匀ꎬ 最 终 获 得
ＷＴ＋ｍｉＲ－ＮＣ、ＷＴ＋ｍｉＲ－ １２４６、Ｍｕｔ ＋ｍｉＲ－ＮＣ、Ｍｕｔ ＋ｍｉＲ－
１２４６ 共 ４ 组混合物ꎮ 利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ 􀅺 ３０００ 试剂盒ꎬ
将上述混合物分别转染至 ＲＭＥＣｓ 细胞中ꎮ 转染 ４８ ｈ 后
裂解细胞ꎬ使用荧光素酶试剂盒检测细胞荧光素酶
活性ꎮ
１.２.２细胞分组和处理　 ＲＭＥＣｓ 细胞分为对照组(无转染
操作ꎬ使用低糖 ＤＭＥＭ 培养基培养)、高糖(ＨＧ)组(无转
染操作ꎬ使用高糖 ＤＭＥＭ 培养基培养)、高糖＋敲低对照
(ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ)组(转染 ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣꎬ随后使用高
糖 ＤＭＥＭ 培养基培养)、高糖＋敲低 ｍｉＲ－１２４６ 表达(ＨＧ＋
ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１２４６)组(转染 ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１２４６ꎬ随后使用高糖
ＤＭＥＭ 培养基培养)、高糖＋过表达对照(ＨＧ＋ＮＣ)组(转
染对照质粒ꎬ随后使用高糖 ＤＭＥＭ 培养基培养)、高糖＋过
表达 ＭＥＴＴＬ３(ＨＧ＋ＭＥＴＴＬ３)组(转染 ＭＥＴＴＬ３ 质粒ꎬ随后
使用高糖 ＤＭＥＭ 培养基培养)、高糖＋过表达 ｍｉＲ－１２４６＋
对照(ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＮＣ)组(转染 ｍｉＲ－１２４６ ｍｉｍｉｃ 和对
照质粒ꎬ随后使用高糖 ＤＭＥＭ 培养基培养)、高糖＋过表达
ｍｉＲ－１２４６＋ＭＥＴＴＬ３(ＨＧ＋ｍｉＲ－ １２４６ ＋ＭＥＴＴＬ３)组(转染
ｍｉＲ－１２４６ ｍｉｍｉｃ 和 ＭＥＴＴＬ３ 质粒ꎬ随后使用高糖 ＤＭＥＭ
培养基培养)ꎮ 利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ 􀅺 ３０００ 试剂盒分别将
ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ、ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１２４６、ｍｉＲ－１２４６ ｍｉｍｉｃ、对照质粒
及 ＭＥＴＴＬ３ 质粒单独或联合转染进 ＲＭＥＣｓ 细胞中ꎬ细胞
记作 ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组、ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１２４６ 组、ＮＣ 组、ＭＥＴＴＬ３
组、ｍｉＲ－１２４６＋ＮＣ 组、ｍｉＲ－１２４６＋ＭＥＴＴＬ３ 组ꎮ 培养 ４８ ｈ
后通过实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ － １２４６、 ＭＥＴＴＬ３
ｍＲＮＡ 水平ꎬ判断细胞是否转染成功ꎮ 转染完成后ꎬ对照
组细胞使用低糖 ＤＭＥＭ 培养基常规培养 ４８ ｈꎻ其余各组
细胞使用高糖 ＤＭＥＭ 培养基常规培养 ４８ ｈ[１５]ꎮ 培养结束
后收集细胞备用ꎮ
１.２.３ ＣＣＫ－８ 法检测细胞存活 　 收集培养 ４８ ｈ 后的
ＲＭＥＣｓ 细胞ꎬ加入 ＣＣＫ－８ 试剂避光孵育 ４ ｈꎮ 培养结束
后收集细胞ꎬ使用酶标仪测定细胞在 ４５０ ｎｍ 波长处的吸
光度(ａｂｓｏｒｂａｎｃｅꎬ Ａ)ꎬ计算细胞存活率ꎮ
１.２.４ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 法检测细胞凋亡 　 收集培养
４８ ｈ后的 ＲＭＥＣｓ 细胞ꎬ细胞经胰酶消化、磷酸缓冲盐溶液
(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅꎬ ＰＢＳ)洗涤后ꎬ使用结合缓冲液
重悬细胞ꎬ依次加入 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ、ＰＩ 试剂避光孵育
１５ ｍｉｎꎬ加入结合缓冲液终止反应ꎬ使用流式细胞仪检测
细胞凋亡情况ꎮ
１.２.５ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞迁移和侵袭　 将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基
质胶均匀涂布在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室底部(仅侵袭实验)ꎬ小室
上室加入无血清 ＲＭＥＣｓ 细胞悬液ꎬ下室加入含 １０％胎牛
血清的培养基ꎬ并置于细胞箱中常规培养 ４８ ｈꎮ 培养结束
后取出小室并清洗ꎬ将小室放入 ４％ 多聚甲醛中固定
２０ ｍｉｎꎬ结晶紫染色 ３０ ｍｉｎꎬ使用显微镜观察并计数迁移
和侵袭细胞数量ꎮ
１.２.６ ＥＬＩＳＡ法检测细胞氧化应激和炎症水平　 收集培养
４８ ｈ 后的 ＲＭＥＣｓ 细胞及细胞培养上清液ꎬ加入裂解液裂
解细胞ꎮ 使用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测细胞培养上清液 ＬＤＨ 活
性、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１０ 水平及细胞裂解液 ＭＤＡ 水平、
ＳＯＤ 活性ꎮ
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１.２.７ 比色法检测细胞总 ＲＮＡ中 ｍ６Ａ甲基化水平　 收集
培养 ４８ ｈ 后的 ＲＭＥＣｓ 细胞ꎬ提取细胞总 ＲＮＡꎮ 使用 ｍ６Ａ
ＲＮＡ 甲基化定量试剂盒检测细胞总 ＲＮＡ 中 ｍ６Ａ 甲基化
水平ꎮ
１.２.８ ＭｅＲＩＰ－ｑＰＣＲ法检测细胞 ＳＩＲＴ１ ｍ６Ａ 甲基化水平
　 收集培养 ４８ ｈ 后的 ＲＭＥＣｓ 细胞ꎬ提取细胞总 ＲＮＡꎮ 使
用 ＥｐｉＱｕｉｋ ＣＵＴ＆ＲＵＮ ｍ６Ａ ＲＮＡ 富集(ＭｅＲＩＰ)试剂盒富
集总 ＲＮＡ 中含 ｍ６Ａ 的 ＲＮＡ 片段ꎮ 使用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 法进
行实时荧光定量 ＰＣＲ 反应ꎬ以 β－肌动蛋白(β－ａｃｔｉｎ)作内
参ꎬ２－ΔΔＣｔ法计算细胞 ＳＩＲＴ１ ｍ６Ａ 甲基化水平ꎮ
１.２. ９ 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测细胞 ｍｉＲ － １２４６ 和
ＭＥＴＴＬ３ 与 ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 表达 　 收集培养 ４８ ｈ 后的
ＲＭＥＣｓ 细胞ꎬ提取细胞总 ＲＮＡꎬ使用茎环引物进行 ｍｉＲＮＡ
逆转录扩增ꎬ随机引物进行 ｍＲＮＡ 逆转录扩增ꎮ 使用
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 法进行实时荧光定量 ＰＣＲ 反应ꎮ 分别使用
Ｕ６ 和 β － ａｃｔｉｎ 作内参ꎬ ２－ΔΔＣｔ 法计算细胞 ｍｉＲ － １２４６、
ＭＥＴＴＬ３、ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 相对表达水平ꎮ
１.２.１０ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞 ＭＥＴＴＬ３、ＳＩＲＴ１、ＣＤ３１、
ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ１表达　 收集培养 ４８ ｈ 后的
ＲＭＥＣｓ 细胞ꎬ提取细胞总蛋白ꎬ蛋白变性后进行凝胶电
泳ꎬ随后转聚偏二氟乙烯膜ꎮ 使用 ５％脱脂奶粉封闭 ２ ｈꎬ
随后滴加一抗 ４ ℃过夜ꎬ次日滴加辣根过氧化物酶标记的
二抗室温孵育 ２ ｈꎬ加入发光试剂进行显色ꎬＣｈｅｍｉＤｏｃ 成
像系统曝光分析ꎬ以 β－ａｃｔｉｎ 作内参ꎬ计算细胞 ＭＥＴＴＬ３、
ＳＩＲＴ１、ＣＤ３１、ＶＥ － ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 Ｓｎａｉｌ１ 相对表达水
平ꎮ 目的蛋白相对表达量＝目的蛋白条带灰度值 / β－ａｃｔｉｎ
条带灰度值ꎮ
　 　 统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２７.０ 软件分析数据ꎮ 计量资

料以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较采用单因素方差分析ꎬ进一步
两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 表示差异有统计学
意义ꎮ
２结果
２.１ ＲＭＥＣｓ 细胞鉴定 　 荧光显微镜下可见 ＲＭＥＣｓ 细胞
呈鹅卵石样ꎬ且细胞膜上显示出强烈的 ＣＤ３１ 表达ꎬ证实
实验细胞为 ＲＭＥＣｓꎬ见图 １ꎮ

２.２ ｍｉＲ－１２４６调控 ＭＥＴＴＬ３ 表达　 检测 ＲＭＥＣｓ 细胞转
染 ｍｉＲ－ＮＣ 或 ｍｉＲ－１２４６ 后的 ｍｉＲ－１２４６ 表达量ꎮ 与转染
ｍｉＲ－ＮＣ 组细胞比较ꎬ转染 ｍｉＲ－１２４６ 组细胞 ｍｉＲ－１２４６ 表
达升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组比较ꎬａｎｔｉ－ｍｉＲ－１２４６
组细胞 ｍｉＲ－ １２４６ 表达降低(Ｐ < ０. ０５)ꎻ与 ＮＣ 组比较ꎬ
ＭＥＴＴＬ３ 组细胞 ＭＥＴＴＬ３ 表达升高(Ｐ < ０. ０５)ꎻ与 ｍｉＲ －
１２４６＋ＮＣ 组比较ꎬｍｉＲ－１２４６＋ＭＥＴＴＬ３ 组细胞 ＭＥＴＴＬ３ 表
达升高ꎬ差异均有统计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ２Ａ－Ｄꎮ

ｍｉＲ－１２４６ 能够与 ＭＥＴＴＬ３ ３’ＵＴＲ 区 ２４－３１ 位点结
合ꎬ见图 ２Ｅꎮ 在 ＷＴ 载体细胞中ꎬ与 ｍｉＲ －ＮＣ 组相比ꎬ
ｍｉＲ－１２４６组荧光素酶活性降低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎮ 在 Ｍｕｔ 载体细胞中ꎬ与 ｍｉＲ－ＮＣ 组比较ꎬｍｉＲ－１２４６
组荧光素酶活性差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见图 ２Ｆꎮ

ＲＭＥＣｓ 细胞进行高糖诱导后ꎬ与对照组比较ꎬＨＧ 组
细胞 ｍｉＲ－１２４６ 表达升高ꎬＭＥＴＴＬ３ ｍＲＮＡ 和蛋白表达降
低(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ＋ａｎｔｉ －ｍｉＲ－ＮＣ 组比较ꎬＨＧ＋ａｎｔｉ －
ｍｉＲ－１２４６ 组细胞 ｍｉＲ－１２４６ 表达降低ꎬＭＥＴＴＬ３ ｍＲＮＡ 和
蛋白表达升高 (均 Ｐ < ０. ０５)ꎻ与 ＨＧ ＋ＮＣ 组比较ꎬＨＧ ＋
ＭＥＴＴＬ３ 组细胞 ｍｉＲ－１２４６ 表达降低ꎬＭＥＴＴＬ３ ｍＲＮＡ 和蛋
白表达升高(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＮＣ 组比较ꎬ
ＨＧ＋ｍｉＲ － １２４６ ＋ＭＥＴＴＬ３ 组细胞 ｍｉＲ － １２４６ 表达降低ꎬ
ＭＥＴＴＬ３ ｍＲＮＡ 和蛋白表达升高ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 １ꎬ图 ２Ｇꎮ

图 １　 荧光显微镜观察 ＲＭＥＣｓ细胞 ＣＤ３１ 表达ꎮ

图 ２　 ｍｉＲ－１２４６ 调控 ＭＥＴＴＬ３ 表达　 Ａ:转染 ｍｉＲ－ＮＣ 与 ｍｉＲ－１２４６ 后细胞 ｍｉＲ－１２４６ 表达对比ꎻＢ:转染 ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 与 ａｎｔｉ－ｍｉＲ－
１２４６ 后细胞 ｍｉＲ－１２４６ 表达对比ꎻＣ:ＮＣ 组与转染 ＭＥＴＴＬ３ 后细胞 ＭＥＴＴＬ３ ｍＲＮＡ 表达对比ꎻＤ:转染 ｍｉＲ－１２４６＋ＮＣ 与 ｍｉＲ－
１２４６＋ＭＥＴＴＬ３ 后细胞 ＭＥＴＴＬ３ ｍＲＮＡ 表达对比ꎻＥ:ｍｉＲ－１２４６ 与 ＭＥＴＴＬ３ 的结合示意图ꎻＦ:转染后各组细胞荧光素酶活性ꎻ
Ｇ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测细胞 ＭＥＴＴＬ３ 蛋白表达ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ＮＣ 组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ
ｍｉＲ－１２４６＋ＮＣ 组ꎮ
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２.３各组 ＲＭＥＣｓ 细胞 ＳＩＲＴ１ ｍ６Ａ 修饰比较 　 与对照组
比较ꎬＨＧ 组细胞总 ＲＮＡ ｍ６Ａ 水平、ＳＩＲＴ１ ｍ６Ａ 甲基化水平
及 ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达降低(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ＋ａｎｔｉ－
ｍｉＲ－ＮＣ组比较ꎬＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１２４６ 组细胞总 ＲＮＡ ｍ６Ａ
水平、ＳＩＲＴ１ ｍ６Ａ 甲基化水平及 ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达
升高(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ＋ＮＣ 组比较ꎬＨＧ＋ＭＥＴＴＬ３ 组细
胞总 ＲＮＡ ｍ６ Ａ 水平、ＳＩＲＴ１ ｍ６ Ａ 甲基化水平及 ＳＩＲＴ１
ｍＲＮＡ 和蛋白表达升高(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋
ＮＣ 组比较ꎬＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＭＥＴＴＬ３ 组细胞总 ＲＮＡ ｍ６Ａ
水平、ＳＩＲＴ１ ｍ６Ａ 甲基化水平及 ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达
升高ꎬ差异有统计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ２ꎬ图 ３ꎮ
２.４各组 ＲＭＥＣｓ 细胞存活率与凋亡率及迁移和侵袭细胞
数比较　 与对照组比较ꎬＨＧ 组细胞存活率降低ꎬ细胞凋亡
率升高ꎬ迁移和侵袭细胞数增多(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ＋ａｎｔｉ－
ｍｉＲ－ＮＣ 组比较ꎬＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１２４６ 组细胞存活率升高ꎬ细
胞凋亡率降低ꎬ迁移和侵袭细胞数减少(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与
ＨＧ＋ＮＣ组比较ꎬＨＧ＋ＭＥＴＴＬ３ 组细胞存活率升高ꎬ细胞凋亡

率降低ꎬ迁移和侵袭细胞数减少(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ＋ｍｉＲ－
１２４６＋ＮＣ 组比较ꎬＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＭＥＴＴＬ３ 组细胞存活率升
高ꎬ细胞凋亡率降低ꎬ迁移和侵袭细胞数减少ꎬ差异有统计
学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ３ꎬ图 ４ꎮ
２.５各组 ＲＭＥＣｓ 细胞氧化应激和炎症比较　 与对照组比
较ꎬＨＧ 组细胞培养上清液 ＬＤＨ 活性、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６ 水平
升高ꎬＩＬ－１０ 水平降低ꎬ细胞中 ＭＤＡ 水平升高ꎬＳＯＤ 活性
降低(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组比较ꎬＨＧ＋ａｎｔｉ－
ｍｉＲ－１２４６ 组细胞培养上清液 ＬＤＨ 活性、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６ 水
平降低ꎬＩＬ－１０ 水平升高ꎬ细胞中 ＭＤＡ 水平降低ꎬＳＯＤ 活
性升高(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ＋ＮＣ 组比较ꎬＨＧ＋ＭＥＴＴＬ３ 组
细胞培养上清液 ＬＤＨ 活性、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６ 水平降低ꎬＩＬ－１０
水平升高ꎬ细胞中 ＭＤＡ 水平降低ꎬＳＯＤ 活性升高(均 Ｐ<
０.０５)ꎻ与 ＨＧ＋ｍｉＲ － １２４６ ＋ＮＣ 组比较ꎬＨＧ ＋ｍｉＲ － １２４６ ＋
ＭＥＴＴＬ３ 组细胞培养上清液 ＬＤＨ 活性、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６ 水平
降低ꎬＩＬ－１０ 水平升高ꎬ细胞中 ＭＤＡ 水平降低ꎬＳＯＤ 活性
升高ꎬ差异有统计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ４ꎮ

表 １　 各组细胞 ｍｉＲ－１２４６ 及 ＭＥＴＴＬ３ ｍＲＮＡ和蛋白相对表达量比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 ｍｉＲ－１２４６ ＭＥＴＴＬ３ ｍＲＮＡ ＭＥＴＴＬ３ 蛋白

对照组 １.００±０.１３ １.００±０.０７ ０.７０±０.０５
ＨＧ 组 ３.０９±０.１８ａ ０.６０±０.０９ａ ０.２１±０.０３ａ

ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组 ３.０８±０.１９ ０.５９±０.０８ ０.２４±０.０２
ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１２４６ 组 ０.８４±０.１１ｃ ０.９０±０.０６ｃ ０.６５±０.０４ｃ

ＨＧ＋ＮＣ 组 ３.１１±０.１６ ０.５８±０.０６ ０.２３±０.０４
ＨＧ＋ＭＥＴＴＬ３ 组 １.３１±０.２２ｅ ２.０１±０.３１ｅ １.０４±０.１０ｅ

ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＮＣ 组 ５.２７±０.６７ ０.３７±０.０８ ０.０５±０.０２
ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＭＥＴＴＬ３ 组 ２.８７±０.３２ｇ ０.７９±０.１２ｇ ０.４４±０.０８ｇ

Ｆ ７２.４２０ ７３.１７８ １０９.５４６
Ｐ <０.０５ <０.０５ <０.０５

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ＮＣ 组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＮＣ 组ꎮ

表 ２　 各组细胞总 ＲＮＡ中 ｍ６Ａ甲基化与 ＳＩＲＴ１ ｍ６Ａ甲基化及 ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ和蛋白表达比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 总 ＲＮＡ 中 ｍ６Ａ ＳＩＲＴ１ ｍ６Ａ ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ ＳＩＲＴ１ 蛋白

对照组 ０.３４±０.０３ １.００±０.１３ １.００±０.２３ ０.８２±０.０６
ＨＧ 组 ０.１１±０.０３ａ ０.６１±０.０９ａ ０.６８±０.０６ａ ０.２７±０.０４ａ

ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组 ０.１２±０.０１ ０.６２±０.０９ ０.６６±０.０３ ０.２４±０.０４
ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１２４６ 组 ０.３０±０.０２ｃ ０.８５±０.０６ｃ １.０６±０.０９ｃ ０.７７±０.０６ｃ

ＨＧ＋ＮＣ 组 ０.１２±０.０２ ０.６０±０.０８ ０.６６±０.０９ ０.３０±０.０４
ＨＧ＋ＭＥＴＴＬ３ 组 ０.３２±０.０３ｅ ０.９２±０.０４ｅ １.８３±０.０９ｅ ２.３２±０.１２ｅ

ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＮＣ 组 ０.０６±０.０２ ０.３６±０.０５ ０.４５±０.０８ ０.０７±０.０３
ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＭＥＴＴＬ３ 组 ０.１４±０.０２ｇ ０.６６±０.１１ｇ ０.７７±０.０９ｇ ０.８７±０.０６ｇ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ６７.９８２ １７.５００ ４５.７００ ４００.６５８
Ｐ <０.０５ <０.０５ <０.０５ <０.０５

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ＮＣ 组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＮＣ 组ꎮ

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测各组细胞 ＳＩＲＴ１ 蛋白表达ꎮ
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图 ４　 各组 ＲＭＥＣｓ细胞凋亡迁移和侵袭比较　 Ａ:流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况ꎻＢ:结晶紫染色比较各组细胞迁移和侵袭ꎮ

表 ３　 各组细胞存活率与凋亡率及迁移和侵袭细胞数比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 细胞存活率(％) 细胞凋亡率(％) 迁移细胞数(个) 侵袭细胞数(个)
对照组 １００.００±１２.７７ ４.２１±０.９５ ８.００±２.００ １８.３３±３.５１
ＨＧ 组 ６７.２５±４.００ａ ２３.９５±３.１４ａ ６２.６７±４.５１ａ ５１.３３±４.１６ａ

ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组 ６２.９０±２.４３ ２２.２７±２.１１ ６０.６７±４.１６ ５１.６７±６.１１
ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１２４６ 组 ９０.０４±２.１３ｃ ６.４６±０.７６ｃ ２３.６７±３.５１ｃ ２８.３３±３.２１ｃ

ＨＧ＋ＮＣ 组 ６２.９３±２.５５ １９.７１±２.６５ ６４.００±８.００ ４５.６７±２.５２
ＨＧ＋ＭＥＴＴＬ３ 组 ８６.６６±６.５９ｅ ５.２８±０.６７ｅ １２.００±３.６１ｅ １８.００±４.００ｅ

ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＮＣ 组 ４８.９４±７.５０ ２７.９１±２.０２ １３２.３３±９.５０ ８０.００±４.３６
ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＭＥＴＴＬ３ 组 ７１.７４±５.７９ｇ ７.４０±１.１７ｇ ６４.３３±９.０７ｇ ４１.６７±６.０３ｇ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ８６.７４２ ５７.６８３ ４２.８７６ ６５.５０５
Ｐ <０.０５ <０.０５ <０.０５ <０.０５

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ＮＣ 组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＮＣ 组ꎮ
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２.６各组 ＲＭＥＣｓ 细胞 ＥｎｄＭＴ 比较 　 与对照组比较ꎬＨＧ
组细胞 ＣＤ３１、ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达降低ꎬＶｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ１
蛋白表达升高(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组比较ꎬ
ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１２４６ 组细胞 ＣＤ３１、ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达
升高ꎬＶｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ１ 蛋白表达降低(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ＋
ＮＣ 组比较ꎬＨＧ＋ＭＥＴＴＬ３ 组细胞 ＣＤ３１、ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白
表达升高ꎬＶｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ１ 蛋白表达降低(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与
ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＮＣ 组比较ꎬＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＭＥＴＴＬ３ 组细
胞 ＣＤ３１、ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达升高ꎬＶｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ１ 蛋
白表达降低ꎬ差异有统计学意义(均 Ｐ < ０. ０５)ꎬ见表 ５ꎬ
图 ５ꎮ

３讨论
ＲＭＥＣｓ 是血－视网膜屏障的关键组成部分ꎬ其功能紊

乱是 ＤＲ 发生发展的始动环节[１６]ꎮ 高糖环境下ꎬＲＭＥＣｓ
可因氧化应激、炎症因子释放及细胞外基质重构等因素ꎬ
出现增殖抑制、凋亡增加及血管通透性升高等现象ꎬ进而
导致微血管瘤、血管渗漏及新生血管形成[１７]ꎮ 本研究发
现高糖处理 ４８ ｈ 后 ＲＭＥＣｓ 细胞存活率降低ꎬ凋亡率升
高ꎬ迁移和侵袭能力增强ꎬ同时伴随强烈的氧化应激、炎症
反应及 ＥｎｄＭＴꎮ 这与既往研究中“高糖可通过诱导氧化
应激和炎症反应加剧 ＲＭＥＣｓ 凋亡”的结论一致[１８]ꎬ而本
研究进一步补充了“ＥｎｄＭＴ 与侵袭转移协同增强”的病理

表 ４　 各组细胞氧化应激和炎症因子水平比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 ＬＤＨ(Ｕ / Ｌ) ＴＮＦ－α(ｐｇ / ｍＬ) ＩＬ－６(ｐｇ / ｍＬ) ＩＬ－１０(ｐｇ / ｍＬ) ＭＤＡ(ｎｍｏｌ / ｍｇ) ＳＯＤ(Ｕ / ｍｇ)
对照组 ７４.５８±１２.０７ ２１.６６±５.７７ １５.４２±３.１５ ８７.００±５.６８ １.８８±０.３４ ９０.９６±４.０８
ＨＧ 组 ２４７.２９±３１.４９ａ １４６.９８±９.０７ａ ８１.９５±８.７５ａ ３６.２９±４.５３ａ ８.４１±０.９６ａ ５２.７１±８.２４ａ

ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组 ２４１.９０±１６.９４ １４２.０３±７.３７ ８０.９４±７.５０ ３８.０４±４.６９ ８.６１±０.３５ ５１.７２±４.３２
ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１２４６ 组 １４８.８４±２２.８０ｃ ８９.３１±１３.０２ｃ ３７.９３±７.２９ｃ ７０.２７±６.０８ｃ ４.５４±０.６１ｃ ７８.２１±５.８３ｃ

ＨＧ＋ＮＣ 组 ２３０.９２±３０.２５ １４６.９８±１０.７４ ８１.７５±７.３２ ３９.５６±５.４４ ７.８６±０.７２ ４５.６０±４.０４
ＨＧ＋ＭＥＴＴＬ３ 组 １３３.６８±２８.０１ｅ ８５.９５±９.５１ｅ ３７.９５±７.６３ｅ ７６.６３±５.５５ｅ ３.７６±０.５６ｅ ７９.３８±２.９０ｅ

ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＮＣ 组 ３７８.２９±１９.１２ １８５.６２±８.０３ １３７.０５±８.８２ １７.９３±４.６９ １３.５４±０.７２ ２７.０１±４.２０
ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＭＥＴＴＬ３ 组 ２４４.２０±１６.４７ｇ １０１.４２±１１.４４ｇ ８４.９７±８.４５ｇ ５６.５７±６.４９ｇ ８.７２±１.３８ｇ ６１.８９±５.１０ｇ

　 　 　 　 　 　
Ｆ ４７.３８２ ５６.８３７ ６１.２９４ ４９.７６３ ３８.７４５ ４２.５１６
Ｐ <０.０５ <０.０５ <０.０５ <０.０５ <０.０５ <０.０５

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ＮＣ 组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＮＣ 组ꎮ

表 ５　 各组细胞蛋白表达比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 ＣＤ３１ ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ Ｓｎａｉｌ１
对照组 ０.７８±０.０７ ０.７０±０.０６ ０.０６±０.０１ ０.０７±０.０１
ＨＧ 组 ０.２５±０.０３ａ ０.２７±０.０３ａ ０.６７±０.０６ａ ０.１８±０.０３ａ

ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组 ０.２４±０.０３ ０.３０±０.０３ ０.６５±０.０６ ０.２０±０.０３
ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１２４６ 组 ０.６８±０.０６ｃ ０.６４±０.０６ｃ ０.０９±０.０２ｃ ０.１０±０.０２ｃ

ＨＧ＋ＮＣ 组 ０.２６±０.０３ ０.２４±０.０３ ０.６７±０.０６ ０.１９±０.０２
ＨＧ＋ＭＥＴＴＬ３ 组 ０.７５±０.０７ｅ ０.６０±０.０６ｅ ０.１１±０.０２ｅ ０.０９±０.０２ｅ

ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＮＣ 组 ０.０５±０.０１ ０.０８±０.０１ ０.８１±０.０７ ０.３２±０.０３
ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＭＥＴＴＬ３ 组 ０.６０±０.０５ｇ ０.５８±０.０５ｇ ０.３６±０.０３ｇ ０.２１±０.０２ｇ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ １２７.８５７ ９８.７１４ １３５.６１９ ４８.５７１
Ｐ <０.０５ <０.０５ <０.０５ <０.０５

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ＮＣ 组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ｍｉＲ－１２４６＋ＮＣ 组ꎮ

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测各组细胞蛋白表达ꎮ
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特征ꎬ印证了 ＲＭＥＣｓ 损伤在 ＤＲ 中的病理核心地位ꎬ为后
续机制研究奠定了病理模型基础ꎮ

在 ＤＲ 分子调控网络中ꎬＭＥＴＴＬ３ 介导的 ｍ６Ａ 修饰是
一种重要的表观遗传调控方式ꎬ其作用日益受到关注ꎮ
ＭＥＴＴＬ３ 催化的 ＲＮＡ 甲基化可通过调控基因翻译效率或
稳定性参与多种疾病进程[１９]ꎮ 研究已证实 ＭＥＴＴＬ３ 介导
的 ｍ６Ａ 修饰能够影响周细胞活力[２０] 及 ＲＭＥＣｓ 细胞血管
生成活性[２１]ꎮ 既往研究多聚焦于 ＭＥＴＴＬ３ 对 ＤＲ 单一病
理表型的调控ꎬ例如ꎬＭＥＴＴＬ３ 通过调节性别决定区 Ｙ 框
蛋白 ２ ｍ６Ａ 修饰促进高糖诱导的 ＨＲＥＣ 存活并抑制细胞
凋亡[２２]ꎮ ＭＥＴＴＬ３ 可通过调节磷酸丝氨酸氨基转移
酶 １ ｍＲＮＡ 稳定性来减轻高糖诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞氧化
损伤[２３]ꎬ但均未涉及 ＭＥＴＴＬ３ 对 ＲＭＥＣｓ 侵袭转移、炎症
反应及 ＥｎｄＭＴ 过程的协同调控ꎮ 本研究同样发现高糖诱
导后 ＲＭＥＣｓ 中 ＭＥＴＴＬ３ 表达降低ꎻ同时细胞总 ＲＮＡ 中
ｍ６Ａ水平亦下降ꎬ提示 ＭＥＴＴＬ３ 介导的 ｍ６Ａ 修饰可能参与
ＤＲ 病理过程ꎻ而过表达 ＭＥＴＴＬ３ 后 ＲＭＥＣｓ 细胞存活提
高ꎬ细胞凋亡及侵袭转移减少ꎬ同时氧化应激、炎症反应及
ＥｎｄＭＴ 程度均降低ꎬ这一结果证实了 ＭＥＴＴＬ３ 通过维持
ｍ６Ａ 修饰稳态抑制 ＲＭＥＣｓ 损伤ꎬ表明 ＭＥＴＴＬ３ 是 ＤＲ 中
潜在的保护因子ꎮ

为深入探究 ＭＥＴＴＬ３ 的下游调控机制ꎬ本研究聚焦于
ＳＩＲＴ１ꎮ ＳＩＲＴ１ 是一种 ＮＡＤ＋依赖的去乙酰化酶ꎬ已被证实
可通过激活抗氧化通路、抑制炎症信号及调控细胞凋亡等
方式发挥血管保护作用[２４]ꎻ且上调 ＳＩＲＴ１ 表达可通过阻
碍 ＲＭＥＣｓ 血管形成ꎬ抑制 ＤＲ 进展[２５]ꎮ 此前研究多关注
ＳＩＲＴ１ 通过蛋白去乙酰化发挥眼科疾病治疗作用[２６]ꎬ但尚
未涉及 ＳＩＲＴ１ 在 ＤＲ 中的表观遗传调控机制ꎮ 本研究发
现高糖诱导后 ＲＭＥＣｓ 中 ＳＩＲＴ１ 表达降低ꎬ通过 ＭｅＲＩＰ －
ｑＰＣＲ 直接证实 ＭＥＴＴＬ３ 可介导 ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 的 ｍ６ Ａ 修
饰ꎻ而过表达 ＭＥＴＴＬ３ 可上调 ＳＩＲＴ１ 表达ꎬ这一发现与“糖
尿病足中 ＭＥＴＴＬ３ 通过 ｍ６Ａ 修饰稳定 ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ”的机
制[２７]存在一致性ꎬ提示 ＭＥＴＴＬ３ 对 ＳＩＲＴ１ 的 ｍ６Ａ 调控可
能是跨疾病的保守机制ꎮ 本研究首次将这一调控与
ＲＭＥＣｓ 的多维度损伤相关联ꎬ填补了 ＳＩＲＴ１ 在 ＤＲ 中“表
观遗传调控机制”的空白ꎬ成功构建了“ＭＥＴＴＬ３－ｍ６ Ａ－
ＳＩＲＴ１”的调控链条ꎮ

ｍｉＲＮＡ 作为基因表达的转录后调控因子ꎬ在多种眼
科疾病中参与细胞增殖、凋亡及炎症调控[２８]ꎮ 已有研究
显示 ｍｉＲ－１２４６ 能够参与人脐静脉内皮细胞增殖和血管
形成[２９]ꎻ同时ꎬｍｉＲ－１２４６ 能够促进高糖诱导的人晶状体
上皮细胞转移和 ＥＭＴ[１１]ꎬ但其在 ＤＲ 中的作用尚未见报
道ꎮ 本研究首次发现高糖诱导后 ＲＭＥＣｓ 中 ｍｉＲ－１２４６ 表
达升高ꎬ且敲低 ｍｉＲ－１２４６ 表达可提高细胞存活、减少细
胞凋亡及侵袭转移ꎬ并减轻氧化应激、炎症反应及 ＥｎｄＭＴ
过程ꎮ 这与“ｍｉＲ－１２４６ 在高糖诱导晶状体上皮细胞损伤
中的促损伤作用”一致[１１]ꎬ提示 ｍｉＲ－１２４６ 可能是高糖环
境下多类眼部细胞损伤的共性促炎因子ꎮ 而通过生信分
析与双荧光素酶实验ꎬ本研究进一步证实 ｍｉＲ－１２４６ 可靶
向抑制 ＭＥＴＴＬ３ꎬ且过表达 ＭＥＴＴＬ３ 能够抵消过表达 ｍｉＲ－
１２４６ 对 ＲＭＥＣｓ 的促损伤效应ꎬ这一机制在眼科疾病研究
中尚未见报道ꎮ 本研究首次将 ｍｉＲ－１２４６ 与 ｍ６Ａ 修饰关
联ꎬ明确了其在 ＤＲ 中通过抑制 ＭＥＴＴＬ３－ＳＩＲＴ１ 轴加剧损
伤的具体路径ꎬ丰富了 ｍｉＲ－１２４６ 的疾病调控网络ꎮ

然而ꎬ本研究仍存在一定局限性:(１)未设置甘露醇

渗透压对照以排除高糖渗透压干扰ꎬ同时缺失“ａｎｔｉ－ｍｉＲ－
１２４６＋ＭＥＴＴＬ３ ｓｉＲＮＡ”反向验证组和“ａｎｔｉ－ＭＥＴＴＬ３”单独
干预组ꎬ通路特异性验证不足ꎮ 后续需补充渗透压对照ꎬ
并增设反向验证组ꎬ直接明确 ＭＥＴＴＬ３ 缺失对 ＲＭＥＣｓ 损
伤的影响ꎮ (２)仅采用 ＲＭＥＣｓ 单一细胞模型ꎬ未模拟血－
视网膜屏障体内微环境ꎬ且缺乏糖尿病动物模型验证通路
的体内效应ꎮ 后续需构建链脲佐菌素诱导的糖尿病小鼠
模型ꎬ通过视网膜下注射 ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１２４６ 或 ＭＥＴＴＬ３ 过表
达腺病毒ꎬ检测视网膜组织中相关分子表达、血－视网膜
屏障完整性及 ＤＲ 病理改变ꎮ (３)尚未明确 ＭＥＴＴＬ３ 调控
ＳＩＲＴ１ 的具体机制(如 ｍＲＮＡ 稳定性、翻译效率)ꎬ也未探
索 ｍｉＲ－１２４６ 的上游调控因素ꎮ 后续需开展 ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ
半衰期实验、多聚核糖体分析及使用 ｃｅＲＮＡ 芯片筛选探
索 ｍｉＲ－１２４６ 的上游靶点ꎬ以完善“ｍｉＲ－１２４６－ＭＥＴＴＬ３－
ＳＩＲＴ１ ｍ６Ａ”调控轴的上下游分子网络ꎮ

综上所述ꎬｍｉＲ－ １２４６ 通过靶向抑制 ＭＥＴＴＬ３ꎬ降低
ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ ｍ６Ａ 修饰水平ꎬ进而促进高糖诱导的 ＲＭＥＣｓ
细胞凋亡、侵袭转移、氧化应激、炎症反应及 ＥｎｄＭＴ 过程ꎬ
这一研究首次明确了“ｍｉＲ－１２４６－ＭＥＴＴＬ３－ＳＩＲＴ１ ｍ６Ａ”
调控轴在 ＤＲ 微血管损伤中的核心作用ꎬ为 ＤＲ 中“ｍｉＲＮＡ－
表观遗传修饰”交叉调控的新机制提供了关键实验证据ꎮ
本研究证实 ｍｉＲ－１２４６ 可作为 ＤＲ 的潜在促损伤靶点(抑
制 ｍｉＲ－１２４６ 可恢复 ＭＥＴＴＬ３ / ＳＩＲＴ１ 功能)ꎬＭＥＴＴＬ３ 则可
作为保护性靶点(激活 ＭＥＴＴＬ３ 可通过 ｍ６ Ａ 修饰上调
ＳＩＲＴ１)ꎬ为后续开发 ＤＲ 微血管损伤的精准干预策略(如
ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１２４６ 反义寡核苷酸、ＭＥＴＴＬ３ 激活剂)提供了明
确的分子方向ꎬ也为 ＤＲ 的表观遗传治疗奠定了坚实的分
子基础ꎮ
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