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摘要
目的:探讨 ｍｉＲＮＡ－１４７ 靶向调控 ＶＥＧＦ 对人视网膜色素
上皮细胞增殖和凋亡及迁移的影响ꎬ并初步研究其分子
机制ꎮ
方法:选择人视网膜色素上皮细胞株(ＡＲＰＥ－１９ 细胞)ꎬ将
细胞分为 ７ 组:空白对照组(不处理)、无义 ｍｉＲＮＡ 组(转
染 ｍｉｍｉｃ ＮＣ)、ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物组(转染 ｍｉＲＮＡ－１４７ 模
拟物)、抑制剂阴性对照组(转染 ｓｈＲＮＡ ＮＣ)、ＶＥＧＦ 抑制
剂组(转染 ＶＥＧＦ 抑制剂)、ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物＋空载病毒
载体 组 ( 转 染 ｍｉＲＮＡ － １４７ 模 拟 物 和 空 载 体 ) 和
ｍｉＲＮＡ－１４７模拟物＋ＶＥＧＦ 过表达组(转染 ｍｉＲＮＡ－１４７ 模
拟物和 ＶＥＧＦ 过表达)ꎮ 使用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测各组细胞
ｍｉＲＮＡ－１４７ 及 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 表达水平ꎻ双荧光素酶实验
验证 ｍｉＲＮＡ－ １４７ 与 ＶＥＧＦ 靶向关系ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测
ＶＥＧＦ 蛋白表达水平ꎻＭＴＴ 法检测细胞增殖ꎻ流式细胞术
检测细胞凋亡水平及细胞周期的改变ꎻ细胞划痕实验检测
细胞迁移ꎮ
结果:与空白对照组和无义 ｍｉＲＮＡ 组相比ꎬｍｉＲＮＡ－１４７
模拟物组 ｍｉＲＮＡ－１４７ 表达水平显著升高ꎬＶＥＧＦ ｍＲＮＡ
及蛋白表达水平显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与抑制剂阴性对照
组相比ꎬＶＥＧＦ 抑制剂组 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平显
著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物＋空载病毒载体
组相比ꎬ ｍｉＲＮＡ － １４７ 模拟物 ＋ ＶＥＧＦ 过表达组 ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ 表达水平显著升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 双荧光素酶报告显
示 ＶＥＧＦ 是 ｍｉＲＮＡ－１４７ 的靶基因ꎮ 转染 ｍｉＲＮＡ－１４７ 模
拟物和 ＶＥＧＦ 抑制剂均可降低 ＡＲＰＥ－１９ 细胞增殖和迁移
水平ꎬ促进细胞凋亡(Ｐ<０.０５)ꎮ 转染 ＶＥＧＦ 过表达可逆
转 ｍｉＲＮＡ－１４７ ｍｉｍｉｃ 对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞增殖、迁移和凋亡
的影响(Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:ｍｉＲＮＡ－１４７ 可通过靶向 ＶＥＧＦ 抑制 ＡＲＰＥ－１９ 细胞
增殖和迁移ꎬ促进细胞凋亡ꎮ
关键词:ｍｉＲＮＡ－１４７ꎻ血管内皮生长因子(ＶＥＧＦ)ꎻ人视网
膜色素上皮细胞ꎻ增殖ꎻ凋亡ꎻ迁移
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１９) ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ７ ｇｒｏｕｐｓ: ｂｌａｎｋ
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０引言
增 殖 性 玻 璃 体 视 网 膜 病 变 ( ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ

ｖｉｔｒｅｏｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＰＶＲ)是一种致盲性疾病ꎬ是导致孔源性
视网膜脱离手术修复失败的主要原因ꎮ 一旦形成ꎬＰＶＲ
就很难治疗ꎮ 因此ꎬ开发预防 ＰＶＲ 的方法非常重要ꎮ 血
管内皮生长因子(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)
基因是一种人体内自然生成的细胞因子ꎬ目前已有研究表
明抗 ＶＥＧＦ 治疗可以减轻玻璃体的生物活性预防临床
ＰＶＲ 的形成[１]ꎮ

目前越来越多的研究表明人视网膜色素上皮( ｒｅｔｉｎａｌ
ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬＲＰＥ)细胞的增殖和上皮－间质转化参
与增殖膜的形成在 ＰＶＲ 的发生和发展过程中起重要作
用[２－３]ꎮ ｍｉＲＮＡ 是新发现通过调控转录后基因表达来影
响机体功能的一类小分子非编码 ＲＮＡꎬ已有证据表明ꎬ许
多 ｍｉＲＮＡ 分子通过 ＲＰＥ 增殖、迁移以及凋亡参与 ＰＶＲ 的
形成ꎬ如 ｍｉＲＮＡ－１４６ａ 和 ｍｉＲ－１９４ 等[４－５]ꎮ ｍｉＲＮＡ－１４７ 是
研究报道较多的一种小 ＲＮＡꎬ在类风湿性关节炎、恶性肿
瘤等疾病发生发展中发挥了重要作用[６－７]ꎮ 但 ｍｉＲＮＡ－
１４７ 与 ＰＶＲ 相关性尚未见报道ꎮ 本研究前期生物信息学
筛查发现ꎬＶＥＧＦ 可能是 ｍｉＲＮＡ－１４７ 的靶基因ꎮ ｍｉＲＮＡ－
１４７ 与 ＶＥＧＦ 在 ＰＶＲ 发生发展过程中是否具有调控作用ꎬ
有待于进一步探究ꎮ 因此ꎬ以 ＡＲＰＥ－１９ 细胞为研究对象ꎬ
初步探讨了 ｍｉＲＮＡ－１４７ 靶向调控 ＶＥＧＦ 对 ＡＲＰＥ－１９ 细
胞的生物学行为的影响ꎮ
１材料和方法
１.１材料　 主要试剂:ＡＲＰＥ－１９ 细胞系购于上海佰晔生物
科 技 中 心ꎮ ＤＡＢ 显 色 试 剂 盒、 ＭＴＴ 试 剂 盒、
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 转染试剂、Ｔｒｉｚｏｌ 购自北京索莱宝科技
有限公司ꎮ 双荧光素酶报告基因检测试剂盒购于美国
Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎮ 野生型和突变型的 ＶＥＧＦ ３􀆳－ＵＴＲ 双荧光

报告质粒购自苏州吉玛基因股份有限公司ꎮ ＤＭＥＭ、胎牛
血 清 购 于 美 国 Ｇｉｂｃｏ 公 司ꎮ ｍｉＲＮＡ － １４７ 模 拟 物
(ＡＴＣＧＴＣＴＴＣＧＴＡＡＡＧＧＣＧＴＧＴＧ)及其对照(ＡＧＴＴＣＴＴＧ
ＣＡＣＧＧＡＡＣＧＴＡＣＧ)、 ＶＥＧＦ 抑 制 剂 ( ＧＴＣＡＴＧＡＡＧＴＴＣ
ＡＴＧＧＡＴＧ)以及对照(ＧＴＧＴＧＧＡＴＧＡＡＡＧＴＡＴＧＴＣ)、ＶＥＧＦ
过表达 (上游:５􀆳 －ＡＡＧＣＴＴＡＴＧＡＡＣＴＴＴＣＴＧＣＴＧＴＣＴＴＧＧ
ＧＴＧＣ － ３􀆳ꎻ 下 游: ５􀆳 － ＡＡＧＣＴＴＡＴＧＡＡＣＴＴＴＣＴＧＣＴＧＴＣＴ
ＴＧＧＧＴＧＣ－ ３􀆳) 及空载体 (上游: ５􀆳 － ＴＴＴＡＴＣＴＣＣＧＴＣＧ
ＧＣＣＴＴＣＴ－３􀆳ꎻ下游:５􀆳 －ＴＴＴＣＣＴＴＴＣＴＣＣＣＣＡＴＣＴＴＴＧ－ ３􀆳)
均由 Ｂｉｏｍｉｃｓ 公司设计合成ꎮ 兔抗人 ＶＥＧＦ 单克隆抗体、
兔抗人 β－ａｃｔｉｎ 单克隆抗体及 ＨＲＰ 标记羊抗兔二抗购于
美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎮ 一步法反转录荧光定量试剂盒购自生
工生物工程(上海)股份有限公司ꎮ
１.２方法
１.２.１细胞培养和转染及分组　 将生长状态良好的对数生
长期 ＡＲＰＥ－１９ 细胞按照每孔 ２×１０５个接种至 ６ 孔细胞板
上ꎬ置于 ３７℃、５％ ＣＯ２和饱和湿度的培养箱中常规培养ꎮ
根据转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 说明书步骤进行转染ꎬ
取 ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物及其对照、ＶＥＧＦ 抑制剂以及对照
组、ＶＥＧＦ 过表达及空载体ꎬ分别用无血清培养液稀释至
１００ｎｍｏｌ / Ｌꎬ每孔 ２ｍＬ 含有脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染液
进行转染ꎬ转染 ６ｈ 后更换培养液ꎬ继续培养 ４８ｈꎮ 实验分为
空白对照组(不处理)、无义 ｍｉＲＮＡ 组(转染 ｍｉｍｉｃ ＮＣ)、
ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物组(转染 ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物)、抑制剂
阴性对照组(转染 ｓｈＲＮＡ ＮＣ)、ＶＥＧＦ 抑制剂组(转染 ＶＥＧＦ
抑制剂)、ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物＋空载病毒载体组(ｍｉＲＮＡ－
１４７ 模拟物和空载体)和 ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物＋ＶＥＧＦ 过表
达组(转染 ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物和 ＶＥＧＦ 过表达)ꎮ
１.２.２ ＲＴ－ｑＰＣＲ 实验检测各组 ｍｉＲＮＡ－１４７ 和 ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ的表达　 收集各组转染 ４８ｈ 后的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎬ
分别加入 ＴＲＩｚｏｌ 提取 ＲＮＡꎬ再参照一步法反转录荧光定
量试剂盒检测 ｍｉＲＮＡ－１４７ 和 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ以 Ｕ６
和 ＧＡＰＤＨ 为内参ꎮ ｍｉＲＮＡ－１４７ 正向:５􀆳－ＧＧＧＧＴＧＴＧＴＧ
ＧＡＡＡＴ－ ３􀆳ꎬ反向:５􀆳 － ＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣ － ３􀆳ꎻ
Ｕ６ 正 向: ５􀆳 － ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ － ３􀆳ꎬ 反 向: ５􀆳 －
ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ－３􀆳ꎮ ＶＥＧＦ 正向 ５􀆳 －ＴＣＧＧＧ
ＣＣＴＣＣＧＡＡＡＣＣＡＴＧＡ－ ３􀆳ꎬ反向:５􀆳 － ＣＣＴＧＧＴＧＡＧＡＴＣＴＧ
ＧＴＴＣ － ３􀆳ꎻ ＧＡＰＤＨ 正 向: ５􀆳 － ＣＣＡＣＣＣＡＴＧＧＣＡＡＡＴＴ
ＣＣＡＴＧＧＣＡ － ３􀆳ꎬ 反 向: ５􀆳 － ＴＣＴＡＧＡＣＧＧＣＡＧＧＴＣＡＧＧＴ
ＣＣＡＣＣ－３􀆳ꎮ ＲＴ－ｑＰＣＲ 反应程序和反应体系参照说明书ꎮ
采用 ２－△△Ｃｔ的方法进行相对定量分析ꎮ
１.２.３荧光素酶报告基因检测 ｍｉＲＮＡ－１４７ 和 ＶＥＧＦ 靶向
关系　 将对数生长期的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞以每孔 １０５个接种
至 １２ 孔细胞板上ꎬ将 ＷＴ－３􀆳ＵＴＲ、ＭＵＴ－３􀆳ＵＴＲ 与 ｍｉＲＮＡ－
１４７ 模拟物或无义 ｍｉＲＮＡ 共转染至 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎮ 每
组实验设置 ３ 个重复ꎮ 培养箱内培养 ４８ｈ 后ꎬ参照双荧光
素酶报告基因检测试剂盒步骤检测荧光素酶活性ꎮ
１.２.４ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测各组 ＶＥＧＦ 蛋白的表达　 收
集各组转染 ４８ｈ 后的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎬ分别加入 ＲＩＰＡ 裂
解液并在冰上放置 ２０ｍｉｎꎬ４℃ １３０００ｒ / ｍｉｎ 离心 ２０ｍｉｎꎬ采
用 ＢＣＡ 试剂盒测定上清的蛋白含量ꎮ 取 ３５μｇ 总蛋白进
行十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ－ＰＡＧＥ)ꎬ
转 ＰＶＤＦ 膜ꎬ 用 ２％ ＢＳＡ 封闭液封闭ꎬ 分别加入一抗
(１ ∶ １ ０００)４℃过夜ꎬ以 β－ａｃｔｉｎ 抗体(１∶ １００００)为参照ꎬ再
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　 　表 １　 各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞各项指标比较 (ｎ＝ ３ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 表达水平 ＶＥＧＦ 蛋白表达 ＯＤ５７０ 相对划痕宽度

空白对照组 １.００±０.１０ ０.７０±０.０６ ０.７６±０.０９ １.０３±０.１２
无义 ｍｉＲＮＡ 组 ０.９９±０.１２ ０.７３±０.０５ ０.７４±０.１０ ０.９６±０.０８
ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物组 ０.４８±０.０３ａꎬｃ ０.３５±０.０２ａꎬｃ ０.４２±０.１０ａꎬｃ １.７６±０.０６ａꎬｃ

抑制剂阴性对照组 １.０３±０.１１ ０.７２±０.０４ ０.７２±０.１５ １.０１±０.０７
ＶＥＧＦ 抑制剂组 ０.２９±０.０３ａꎬｅ ０.１２±０.０１ａꎬｅ ０.３３±０.１０ａꎬｅ １.７７±０.０７０ａꎬｅ

ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物和空载体组 ０.４６±０.０５ ０.３３±０.０２ ０.４４±０.０６ １.８１±０.０６
ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物和 ＶＥＧＦ 过表达组 １.９２±０.２０ａꎬｇ １.０１±０.０６ａꎬｇ １.１５±０.０８ａꎬｇ ０.２６±０.０４ａꎬｇ

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 空白对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 无义 ｍｉＲＮＡ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 抑制剂阴性对照组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物和空载体组ꎮ

图 １　 各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞 ｍｉＲＮＡ－１４７ 表达水平比较 　 ａＰ<
０.０５ ｖｓ 空白对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 无义 ｍｉＲＮＡ 组ꎮ

加入二抗(１ ∶ １００００)室温孵育 １ｈꎮ ＥＣＬ 曝光成像ꎬ采用
Ａｌｐｈａ Ｉｍａｇｅｒ ＨＰ 凝胶成像系统分析结果ꎮ
１.２.５ ＭＴＴ 实验　 各组细胞培养 ４８ｈ 后ꎬ每孔加入终浓度
为 ０.５ｍｇ / ｍＬ ＭＴＴꎮ 孵育 ４ｈ 后每孔加入 １５０μＬ 二甲基亚
砜ꎬ置摇床上低速振荡 １０ｍｉｎꎬ放置酶标仪上波长为 ５７０ｎｍ
下测定吸光度 ＯＤ 值ꎮ
１.２.６流式细胞术检测实验 　 各组细胞培养 ４８ｈ 后ꎬ弃细
胞培养液ꎮ 各组取 １０ 万个的细胞加入 １９５μＬ 结合液和
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ ５μＬꎬ避光孵育 １０ｍｉｎꎬ１０００ｒ / ｍｉｎ 离心
５ｍｉｎ 弃上清ꎬ再加入 １９０μＬ 结合液和 １０μＬ 碘化丙啶染色
液ꎬ低温避光放置 １０ｍｉｎ 后进行流式细胞仪检测ꎮ
１.２.７细胞划痕实验　 取各组细胞加入孔板中ꎬ每孔背后
含有 ５ 条横线并含有 ５ × １０５ 个细胞ꎮ 过夜培养后ꎬ用
２００μＬ 的枪头垂直于背后的横线划痕ꎬ洗去划下的细胞ꎮ
处理 ２４ｈ 后ꎬ取样拍照ꎮ

统计学分析:所有的数据均采用 ＳＰＳＳ ２１.０ 软件进行

分析ꎮ 符合正态分布的计量资料用 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ两组间比
较采用独立样本 ｔ 检验ꎻ多组比较采用单因素方差分析ꎬ
进一步组间两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎻ计数资料用(％)
表示ꎬ组间率的比较采用 χ２ / Ｆｉｓｈｅｒ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差
异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１各组 ＡＲＰＥ－１９细胞 ｍｉＲＮＡ－１４７ 表达水平比较　 空
白对 照 组、 无 义 ｍｉＲＮＡ 组 和 ｍｉＲＮＡ － １４７ 模 拟 物 组
ｍｉＲＮＡ－１４７表达水平分别为:１.００±０.１４、１.０２±０.１２、５.３９±
０.４９ꎬ各组细胞 ｍｉＲＮＡ－１４７ 表达水平比较差异有统计学
意义(Ｆ＝ ２１３.１０２ꎬＰ<０.０５)ꎮ 与空白对照组和无义 ｍｉＲＮＡ
组相比ꎬｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物组 ｍｉＲＮＡ－１４７ 表达水平显著

图 ２　 各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞 ＶＥＧＦ蛋白表达水平比较ꎮ

升高ꎬ差异均有统计学意义 ( ｔ ＝ １７. ９１９、１７. ８３８ꎬ均 Ｐ <
０.０５)ꎬ提示 ＡＲＰＥ － １９ 细胞 ｍｉＲＮＡ － １４７ 转染成功ꎬ见
图 １ꎮ
２.２各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 表达水平比较 　
各组细胞 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 表达水平比较差异有统计学意义
(Ｆ ＝ ８２.４４５ꎬＰ<０.０５)ꎮ 与无义 ｍｉＲＮＡ 组相比ꎬｍｉＲＮＡ－
１４７ 模拟物组 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 表达水平显著降低ꎬ差异有统
计学意义( ｔ＝ ５.９８０ꎬＰ<０.０５)ꎻ与抑制剂阴性对照组相比ꎬ
ＶＥＧＦ 抑制剂组 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 表达水平显著降低ꎬ差异有
统计学意义( ｔ＝ ８.５８２ꎬＰ<０.０５)ꎻ与 ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物和
空载体组相比ꎬｍｉＲＮＡ － １４７ 模拟物和 ＶＥＧＦ 过表达组
ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 表达水平显著升高ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝
１７.０８６ꎬＰ<０.０５)ꎬ见表 １ꎮ
２.３各组 ＡＲＰＥ－１９细胞 ＶＥＧＦ 蛋白表达水平比较　 各组
细胞 ＶＥＧＦ 蛋白表达水平比较差异有统计学意义(Ｆ ＝
１６３.７１９ꎬＰ<０.０５)ꎮ 与无义 ｍｉＲＮＡ 组相比ꎬｍｉＲＮＡ－１４７ 模
拟物组 ＶＥＧＦ 蛋白表达水平显著降低ꎬ差异有统计学意义
( ｔ＝ １１.０７３ꎬＰ<０.０５)ꎻ与抑制剂阴性对照组相比ꎬＶＥＧＦ 抑
制剂组 ＶＥＧＦ 蛋白表达水平显著降低ꎬ差异有统计学意义
( ｔ＝ １７.５７７ꎬＰ<０.０５)ꎻ与 ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物和空载体组
相比ꎬｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物和 ＶＥＧＦ 过表达组 ＶＥＧＦ 蛋白表
达水平显著升高ꎬ差异有统计学意义 ( ｔ ＝ ２０. １００ꎬＰ <
０.０５)ꎬ见表 １、图 ２ꎮ
２.４双荧光素酶实验验证 ｍｉＲＮＡ－１４７与 ＶＥＧＦ 靶向关系
　 双荧光素酶报告实验结果发现ꎬｍｉＲＮＡ－１４７ 和 ＶＥＧＦ
能够靶向结合ꎮ ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物能够显著抑制 ＶＥＧＦ－
ＷＴ 报告载体的荧光素酶活性ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝
１０.２５６ꎬＰ<０.０５)ꎻ而 ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物对 ＶＥＧＦ－ＭＵＴ 报
告载体的荧光素酶活性没有明显影响ꎬ差异无统计学意义

( ｔ＝ ０.７３６ꎬＰ>０.０５)ꎬ见图 ３ꎮ
２.５过表达 ｍｉＲＮＡ－１４７或抑制 ＶＥＧＦ 对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞
增殖水平的影响 　 ４８ｈ 后各组细胞增殖水平比较差异有
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图 ３　 ｍｉＲＮＡ－１４７ 靶向调控 ＶＥＧＦ的表达　 ａＰ<０.０５ ｖｓ 无义 ｍｉＲＮＡ 组ꎮ

图 ４　 过表达 ｍｉＲＮＡ－１４７ 或抑制 ＶＥＧＦ对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞凋亡水平的影响ꎮ

统计学意义(Ｆ＝ ２３.２６７ꎬＰ<０.０５)ꎮ ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物组
细胞增殖水平与无义 ｍｉＲＮＡ 组相比显著降低ꎬ差异有统
计学意义( ｔ＝ ３.９２０ꎬＰ<０.０５)ꎻ与抑制剂阴性对照组相比ꎬ
ＶＥＧＦ 抑制剂组增殖水平水平显著降低ꎬ差异有统计学意
义( ｔ＝ ４.７２８ꎬＰ<０.０５)ꎻ与 ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物和空载体组
相比ꎬｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物和 ＶＥＧＦ 过表达组增殖水平显
著升高ꎬ差异有统计学意义( ｔ＝ ８.６０８ꎬＰ<０.０５)ꎬ见表 １ꎮ
２.６过表达 ｍｉＲＮＡ－１４７或抑制 ＶＥＧＦ 对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞
凋亡水平及细胞周期的改变　 流式细胞仪检测结果发现ꎬ
各组细胞凋亡率、Ｇ０ / Ｇ１ 期细胞数、Ｓ 期和 Ｇ２ 期细胞数比
较差异均有统计学意义 (Ｆ ＝ １２８. ４６８ꎬＦ ＝ １４０. ７６１ꎬＦ ＝
２４.４８５ꎬＦ＝ ２５.７３６ꎬ均 Ｐ<０.０５)ꎮ 与无义 ｍｉＲＮＡ 组相比ꎬ
ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物组细胞凋亡率、Ｇ０ / Ｇ１ 期细胞数显著
增加ꎻ而 Ｓ 期、Ｇ２ 期细胞数明显减少ꎬ差异均有统计学意
义( ｔ＝ １２.４４６、９.９５６、３.９０８、４.００７ꎬ均 Ｐ<０.０５)ꎻ与抑制剂阴
性对照组相比ꎬＶＥＧＦ 抑制剂组细胞凋亡率及 Ｇ０ / Ｇ１ 期细
胞数为明显增加ꎬ而 Ｓ 期、Ｇ２ 期细胞数明显减少ꎬ差异均
有统计学意义 ( ｔ ＝ １３. ２７９、１５. ０８９、９. ２９８、４. ８１０ꎬ均 Ｐ <
０.０５)ꎻ与 ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物和空载体组相比ꎬｍｉＲＮＡ－
１４７ 模拟物和 ＶＥＧＦ 过表达组细胞凋亡率、Ｇ０ / Ｇ１ 期细胞

数减少ꎬ而 Ｓ 期、Ｇ２ 期细胞数明显增加ꎬ差异均有统计学
意义( ｔ＝ １８.１７４、１９.７３１、４.８１５、９.４５５ꎬ均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ２ꎬ
图 ４、５ꎮ
２.７过表达 ｍｉＲＮＡ－１４７或抑制 ＶＥＧＦ 对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞
迁移能力的影响　 各组细胞相对划痕宽度比较差异有统
计学意义(Ｆ ＝ １８８.１４１ꎬＰ<０.０５)ꎮ 转染 ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟
物或转染 ＶＥＧＦ 抑制剂后细胞相对划痕宽度与各自阴性
对照组比较均显著增加ꎬ差异均有统计学意义( ｔ ＝ １３.３８８、
１２.７３２ꎬ均 Ｐ<０.０５)ꎻ与 ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物和空载体组相
比ꎬｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物和 ＶＥＧＦ 过表达组细胞相对划痕
宽度显著减小ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ ２５.９６１ꎬＰ<０.０５)ꎬ
见表 １、图 ６ꎮ
３讨论

ＲＰＥ 细胞位于神经视网膜光感受器的最外层ꎬ其功
能异常、退化或死亡等通常会引起包括 ＰＶＲ 在内的多种
严重视网膜疾病ꎮ 值得一提的是ꎬＲＰＥ 细胞的增殖和迁
移是 ＰＶＲ 的形成的主要原因ꎮ 目前研究表明在人类视网
膜、角膜、晶状体等眼部组织中已发现上百种 ｍｉＲＮＡ 表
达ꎬｍｉＲＮＡ 通过调控下游靶基因ꎬ维持眼部组织的正常功
能[８]ꎮ 近年来ꎬｍｉＲＮＡ 与 ＲＰＥ 细胞的关联成为眼科的研
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图 ５　 过表达 ｍｉＲＮＡ－１４７ 或抑制 ＶＥＧＦ对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞周期的影响ꎮ

图 ６　 过表达 ｍｉＲＮＡ－１４７ 或抑制 ＶＥＧＦ对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞迁移能力的影响ꎮ

表 ２　 各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞凋亡率和细胞周期比例比较 (ｎ＝ ３ꎬ􀭰ｘ±ｓꎬ％)

组别 细胞凋亡率
细胞周期

Ｇ０ / Ｇ１ 期 Ｓ 期 Ｇ２ 期

空白对照组 １５.４８±１.４０ ４３.３０±１.８９ ３１.１３±１.４１ ２５.５７±３.２７
无义 ｍｉＲＮＡ 组 １６.８１±１.６４ ４５.０３±２.４８ ２９.８９±１.７３ ２５.０８±４.０４
ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物组 ３２.４９±１.８１ａꎬｃ ６１.５５±１.６５ａꎬｃ ２５.１１±０.７９ａꎬｃ １３.３４±２.４４ａꎬｃ

抑制剂阴性对照组 １６.５５±１.４７ ４４.５５±２.０７ ３１.８７±１.８２ ２３.５７±３.８６
ＶＥＧＦ 抑制剂组 ３３.２８±１.４０ａꎬｅ ６９.５８±１.８５ａꎬｅ ２０.４９±１.６２ａꎬｅ ９.９３±３.４４ａꎬｅ

ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物和空载体组 ３０.８８±１.６４ ６３.２７±１.９１ ２４.８７±１.３１ １１.８６±３.２２
ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物和 ＶＥＧＦ 过表达组 ７.９８±１.３９ａꎬｇ ３０.５３±２.２６ａꎬｇ ３０.７６±１.５７ａꎬｇ ３８.７１±３.８２ａꎬｇ

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 空白对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 无义 ｍｉＲＮＡ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 抑制剂阴性对照组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物和空载体组ꎮ

究热点ꎮ 如 Ｚｈａｏ 等[９] 研究表明 ｍｉＲ－１４５ 可以抑制 ＲＰＥ
细胞的增殖ꎬ诱导其凋亡率ꎮ Ｗａｎｇ 等[１０] 研究表明 ｍｉＲ－
１８２ 通过靶向间质表皮转化因子(ｃ－Ｍｅｔ)抑制肝细胞生长
因子 / 分散因子(ＨＧＦ / ＳＦ)诱导的 ＲＰＥ 细胞增殖和迁移增
加ꎬ改善 ＰＶＲ 及其引起的并发症ꎮ Ｊｕｎ 等[１１] 研究表明
ｍｉＲ－１２４可能通过 Ｒａｓ 同源家族成员 Ｇ(ＲＨＯＧ)抑制 ＲＰＥ
细胞增殖和迁移ꎬ减轻视网膜疾病中纤维血管增生ꎮ 这提
示 ｍｉＲＮＡ 可通过抑制 ＲＰＥ 细胞的增殖和迁移作为预防
ＰＶＲ 疾病发生的靶点ꎮ

如今关于 ｍｉＲＮＡ－１４７ 的研究大多是关于各类肿瘤细
胞ꎬ经证实ꎬｍｉＲＮＡ－１４７ 过表达抑制乳腺癌、肺癌、胶质瘤

等肿瘤细胞增殖发挥抑癌作用ꎬ而促进食道癌细胞增殖发
挥致癌作用[７ꎬ１２－１４]ꎮ 由此可知ꎬｍｉＲＮＡ－１４７ 在不同的癌组
织中发挥着完全不同的作用ꎮ 除此之外ꎬＳｕｉ 等[１５] 研究表
明 ＭｉｃｒｏＲＮＡ－１４７ 通过抑制同源盒蛋白 Ｃ６(ＨＯＸＣ６)抑制
人肝细胞癌增殖迁移ꎮ 由此推测 ｍｉＲＮＡ－１４７ 有可能参与
ＲＰＥ 细胞增殖和迁移ꎮ 本研究通过脂质体法向 ＲＰＥ 细胞
中转染 ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟物ꎬ结果表明转染 ｍｉＲＮＡ－１４７ 模
拟物后 ＲＰＥ 细胞凋亡水平显著增加、而细胞增殖和迁移
能力降低ꎮ 这与推测结论一致ꎬ提示 ｍｉＲＮＡ－１４７ 在 ＲＰＥ
细胞增殖、凋亡和迁移过程中发挥着重要作用ꎬｍｉＲＮＡ－
１４７ 可通过抑制 ＲＰＥ 细胞的增殖和迁移作为抑制 ＰＶＲ 疾
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病发展的靶点之一ꎬ但其具体的调控机制有待于进一步
探究ꎮ

ＶＥＧＦ 是近年来新发现的一种与血管增殖有关的生
长因子ꎬ基因位于 ６ 号染色体的 Ｐ１２ ~ Ｐ２１ 区域ꎬ８ 个外显
子和 ７ 个 内 含 子 组 成ꎬ 转 录 时 可 剪 接 成 ＶＥＧＦ１２１、
ＶＥＧＦ１６５、ＶＥＧＦ１４５、ＶＥＧＦ２０６、ＶＥＧＦ１８９ ５ 种异构体[１６]ꎮ
ＶＥＧＦ 在含有血管结构如结膜、虹膜、脉络膜及视网膜的
正常眼组织中表达较低ꎬＶＥＧＦ 与 ＶＥＧＦ 受体(ＶＥＧＦＲｓ)
结合参与视网膜血管形成ꎬ并维持血管内皮细胞活性[１７]ꎮ
ＶＥＧＦ 水平升高是许多眼部血管疾病已知的主要原因之
一ꎬ同时ꎬ抗 ＶＥＧＦ 疗法已被常规应用于治疗眼血管疾病ꎮ
Ｐｅｎｎｏｃｋ 等[１]研究表明 ＶＥＧＦ 主要通过间接激活血小板来
源的生长因子受体的活性ꎬ促进玻璃体视网膜病变的增
殖ꎬ且在兔玻璃体内注射 ＶＥＧＦ 抑制剂可以预防 ＰＶＲ 发
生ꎮ 本研究结果表明ꎬ转染 ＶＥＧＦ 抑制剂可抑制 ＲＰＥ 细
胞增殖、迁移ꎬ并促进细胞凋亡ꎮ 这与雷祥等[１８] 研究结果
一致ꎬ其研究结果表明丹参酮ⅡＡ 在缺氧条件下通过抑制
ＶＥＧＦ 的表达抑制 ＲＰＥ 细胞增殖ꎬ将细胞阻滞在 Ｇ０ / Ｇ１
期ꎬ促进细胞凋亡ꎮ

近年来越来越多的证据表明ꎬｍｉＲＮＡ 可影响 ＶＥＧＦ 信
号通路转导过程ꎮ 陈云霞等[１９]研究表明ꎬｍｉＲ－２７ 可能通
过调节糖代谢、ＶＥＧＦ 过程介导糖尿病视网膜病变的发病
及进展ꎮ 本研究在 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 数据查询发现ꎬＶＥＧＦ ３􀆳 －
ＵＴＲ 中存在 ｍｉＲＮＡ－１４７ 的目标碱基序列ꎬ且 ＲＴ－ｑＰＣＲ
和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析结果显示ꎬＶＥＧＦ 在 ｍｉＲＮＡ－１４７ 模拟
物转染后下调ꎬ由此我们推测 ｍｉＲＮＡ－１４７ 对 ＶＥＧＦ 有靶
向调控作用ꎮ 此外ꎬ本研究通过单独抑制 ＶＥＧＦ 基因表达
实验显示ꎬ下调 ＶＥＧＦ 抑制 ＲＰＥ 细胞的增殖、迁移ꎬ促进
细胞凋亡ꎻ过表达 ＶＥＧＦ 可逆转 ｍｉＲＮＡ－ １４７ 模拟物对
ＲＰＥ 细胞增殖、迁移和凋亡的抑制作用ꎬ提示 ｍｉＲＮＡ－１４７
通过靶向 ＶＥＧＦ 抑制 ＲＰＥ 细胞增殖、迁移ꎬ并促进细胞凋
亡ꎬ对 ＰＶＲ 的进展发挥重要作用ꎮ 这与 Ｈｕ 等[２０] 和
Ｌｉｎｅｔｓｋｙ 等[２１]研究结果一致ꎮ

综上所述ꎬｍｉＲＮＡ－１４７ 在 ＲＰＥ 细胞增殖、凋亡和迁移
过程中发挥着重要作用ꎬ其作用机制可能与靶向抑制
ＶＥＧＦ 表达有关ꎬ提示 ｍｉＲＮＡ－１４７ 有望成为预防 ＰＶＲ 新
靶点ꎮ
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