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(('摘要((背景(作为人角膜上皮组织的主要细胞成分&角膜上皮细胞通过迁移*增生以及分化等生物学

行为在角膜上皮组织的损伤修复中发挥重要作用) 微小 _6K":'_6K#是内源性表达的单链非编码 _6K&参与

多种生物活动的调控过程&研究报道 :'_5I98 在正常角膜上皮组织内呈高表达&但其生物学功能仍不清楚)(

目的(研究 :'_5I98 对角膜上皮细胞增生的调控及其分子机制)(方法(收集角膜屈光手术过程中患者脱落

的角膜上皮组织&同时体外培养人角膜上皮细胞株"TW4W@#) 采用实时荧光定量 LW_技术分别检测角膜上

皮组织和TW4W@中 :'_5I98 的表达情况) 将培养的 TW4W@分为 E 个组&分别用含 :'_5I98 :':'B的脂质体或

空脂质体转染到 TW4W@内作为 :'_5I98 :':'B转染组和阳性对照组&正常培养的细胞作为正常对照组) 用平

板克隆形成试验检测各组培养细胞的克隆数以评价细胞的增生能力$采用流式细胞仪检测不同细胞周期的

细胞百分比$采用 h&@O&A/ P<#O技术检测各组细胞中磷酸化细胞内细胞周期相关蛋白 V5_d*转录因子 4IZ)*

VIF*细胞周期蛋白 WSB<'/K*细胞周期蛋白依赖性激酶 W1WI*磷酸化 W1WI"V5W1WI#*细胞周期蛋白依赖性激

酶"W13I#的表达情况)(结果(:'_5I98 :_6K在正常人角膜上皮组织中的相对表达量为 )l9FFm9lI*,&明

显高于 TW4W@中的 9l98)m9l9),&差异有统计学意义"5kFlF99&Qn9l99)#) 平板克隆形成试验显示 :'_5I98

:':'B转染组细胞克隆数明显少于阳性对照组和空白对照组) 流式细胞仪检测结果显示&:'_5I98 :':'B转染

组 \) 期细胞百分比为 8FlF-a&明显高于阳性对照组的 EFlIEa和空白对照组的 89lFIa) h&@O&A/ P<#O检测

表明&:'_5I98 :':'B转染组细胞中 W13I 和 V5W1WI 蛋白的相对表达量明显低于阳性对照组&4IZ) 和 LIF 蛋

白的相对表达量明显高于阳性对照组&差异均有统计学意义 "5k-lE+*)9l*-*)8l,F*I-l))&均 Qn9l9)#)(

结论(正常的角膜上皮组织中 :'_5I98 的高表达可能参与角膜上皮细胞的非增生状态的维持) :'_5I98 可

上调 4IZ) 和 VIF 蛋白在 TW4W@中的表达&抑制复合物 W13IGWSB<'/K和 V5W1WIGWSB<'/K的形成&使角膜上

皮细胞停滞在 \) 期&从而抑制角膜上皮细胞的增生)(
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:'_5I98

((角膜上皮细胞是构成人角膜上皮组织的主要细胞
成分&正常情况下处于非增生状态&角膜上皮受损后&
角膜上皮细胞通过增生*迁移及分化等生物学过程参
与损伤的修复

+), ) 微小_6K":'BA#_6K&:'_6K#是一
类内源性表达的*长度约为 II /O的单链非编码 _6K&
广泛存在于生物界&在物种间具有高度的进化保守性&
参与许多生命活动的调控过程&包括细胞增生*迁移*
分化及凋亡等

+I *̂, ) :'_5I98 位于人 + 号染色体上
"+jI)l)I#) 在细胞内&:'_5I98 的初级转录产物在细
胞核内由 _6K聚合酶(合成&然后由 1A#@";酶剪接
成长约 F9 PV 的前体 :'_6K&再由转运蛋白 4YV#AO'/5-
将其转运至细胞质内&由 1'B&A酶剪切成成熟的 :'_5
I98 +F )̂9, ) 成熟的 :'_5I98 通过与靶基因 E52J_区域
互补配对&从而在转录后水平调控基因的表达 +)), ) 研
究报道&在许多癌细胞内 :'_5I98 具有抑制细胞增生
的作用&如子宫内膜癌&胃癌及肝癌等 +)I )̂8, ) 另有研
究表明&正常人角膜上皮组织中 :'_5I98 呈高表
达

+)-, &但其生物学功能仍不清楚) 本研究中拟研究角
膜上皮细胞内 :'_5I98 对细胞增生的调控作用及其分
子机制)

96材料与方法

9>96材料
9>9>96细胞来源6人角膜上皮细胞系 TW4W@购自上
海 KJWW细胞库) 角膜上皮组织来源于 8 例 I9)E 年
于十堰市人民医院行角膜屈光手术的屈光不正患者&
排除角膜炎患者及角膜用药史者) 术中收集术眼脱落

的角膜上皮组织&并于 ,̂9 o保存) 标本的收集及使
用已告知患者&并征得患者口头知情同意)
9>9>:6主要试剂及仪器6JA'=#<溶液"上海生物工程
有限公司#$:'_5I98 探针*J;j];/ _6K逆转录试剂盒
"美国 KdD公司#$LD染色试剂盒*KLJD蛋白裂解液
"中国上海生物科技有限公司#$Z)IG1]4]细胞培养
液 " ) i)&美国 D/M'OA#0&/ 公司 #$兔抗人 V5_d抗体
";P8FF*E#*兔抗人4IZ) 抗体";P))I-,9#*兔抗人 VIF
抗体";P)EFFE*#*兔抗人 WSB<'/K抗体";PE,#*兔抗人
W13I 抗体";PEI)8F#*兔抗人 W1WI 抗体";PEI9+8#*
兔抗人 V5W1WI 抗体";P8FEI+#*兔抗人 \KL1T抗体
";P+8,8# "美国 KPB;:公司#$:'_5I98 :':'B"美国
K:P'#/ 公司#) KARO'R LW_仪"美国 J"&A:#公司#$荧
光定量 LW_仪"美国 D/M'OA#0&/ 公司#)
9>:6方法
9>:>9 6荧光定量 LW_法检测人角膜上皮组织及
TW4W@中 :'_5I98 的表达(采用 JA'=#<法提取组织标
本和培养细胞中的总 _6K) _6K测定仪测定 _6K样
品浓度&采用逆转录试剂盒将 I9 *0_6K逆转录成
B16K) 以 B16K为模板&采用 J;j];/ 探针法检测
:'_5I98 的表达&2* 作为内参&计算 :'_5I98 的相对
表达量) 每个样品重复操作 E 次)
9>:>:6TW4W@的培养及转染(配制 T4W4@细胞培养
液%8- :<1]4]GZ)Ie- :<胎牛血清e- *0G:<胰岛素e
)9 /0G:<表皮细胞生长因子) 转染液含 899 *<CLJDe
8 *<脂质体e* *<I9 *:#<G%:'_5I98 :':'B或无生物
活性作用的寡核苷酸链) 将培养的细胞均衡分为正常
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对照组*:'_5I98 :':'B转染组和阳性对照组&其中
:'_5I98 :':'B转染组细胞转染体外合成的 :'_5I98
寡核苷酸链&阳性对照组细胞转染长度与 :'_5I98 相
同但在细胞内无生物活性作用的寡核苷酸链&空白对
照组不进行细胞转染)

A B C
图 ;6平板克隆形成试验中各组细胞克隆数目的比较(K%空白对照组细胞克隆数多
d%阳性对照组细胞克隆数较多(W%:'_5I98 :':'B转染组细胞克隆数很少
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图 <6流式细胞仪检测不同细胞周期的细胞百分比(K%空白对照组(d%阳性对照组
W%:'_5I98 :':'B转染组(TW4W@%人角膜上皮细胞系

9>:>;6平板克隆实验检测细胞的增生6将复苏的
TW4W@接种至 I- B:I

的培养瓶内培养 8, "&然后用胰
酶消化并传代) 将细胞以 Ep)9E G孔的密度接种至 *
孔板&培养后 )I " 每孔加入转染液 8)9 *<&继续培养
I8 "&弃培养液&用体积分数 8a甲醛固定 E9 :'/&再用
结晶紫染色 )9 :'/) Ld7 冲洗 E 次后&晾干&检测克隆
斑的大小&记录细胞生长情况并拍照)
9>:><6流式细胞仪检测细胞周期情况6细胞转染后
I8 " 用胰酶消化细胞&收集细胞至离心管中&用体积分
数 F9a乙醇 I9 o固定过夜&以 LD染色试剂盒对细胞
进行染色&用流式细胞仪检测不同细胞周期的细胞百
分率)
9>:>=6h&@O&A/ P<#O法检测各目的蛋白的相对表达
TW4W@转染 I8 " 后&用 I99 *<KLJD蛋白裂解液裂解
细胞&提取总蛋白&采用双缩脲法检测蛋白质量浓度)
蛋白于 +- o变性 - :'/&每孔上样 , *<数I9 *0#&采用
聚丙烯酰胺凝胶电泳进行蛋白分离&再用转膜仪将蛋
白转到硝酸纤维素膜上) 封闭液 数脱脂奶粉溶于
Ld7J&9l9- 0G:<#室温封闭 I "&加入相应一抗室温孵
育 E "$Ld7J洗涤 E 次&每次 )9 :'/&加入相应二抗室
温孵育 I "$再用 Ld7J洗涤 E 次&每次 )9 :'/&暗室曝
光显影&用胶片记录发光强度) 用 D:;0&X图像处理
软件 测 量 蛋 白 对 应 条 带 灰 度 值& 以
\KL1T作为内参&计算各目的蛋白的相
对表达水平)
9>;6统计学方法

采用 7L77 统计学软件 数美国 Dd]公
司#进行统计分析) 本研究中测量指标的
数据资料经 L5LV<#O证实符合正态分布&以
[m2表示&组间均数经 %&M&/&检验证实方
差齐) 采用均衡分组两水平试验设计&
:'_5I98 :':'B转染组与阳性对照组间细
胞中各目的蛋白表达量的差异比较均采用

独立 样 本 5检 验) 采 用 双 尾 检 测 法&
Qn9l9)为差异具有统计学意义)

:6结果

:>96培养 TW4W@的细胞形态表现
TW4W@培养结果显示&细胞大小均一&

形态一致&呈碎石状排列&可多次传代数q)9 代#&且形
态特征较稳定) 数图 )#
:>:6:'_5I98 在人角膜上皮组织及 TW4W@中的表达
情况

实时荧光定量 LW_结果显示&正常人角膜上皮组
织中 :'_5I98 :_6K的相对表达量为 )l9FF m9lI*,&
TW4W@中 :'_5I98 :_6K的相对表达量为 9l98) m
9l9),&差异具有统计学意义数5kFlF99&Qn9l99)#数图 I#
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图 96XKSK.细胞形态(细胞大小均一&形态一致&呈碎石状排列
图 :6XKSK.和人角膜上皮组织中 ,$JN:B< 的相对表达量(与
TW4W@比较&;Qn9>9)数独立样本 O检验&*k8#(TW4W@%人角膜上皮
细胞系

:>;6各组培养的 TW4W@增生能力比较
平板克隆形成试验检测结果显示 :'_5I98 :':'B

转染组细胞克隆数明显少于阳性对照组和空白对照组

数图 E#) 流式细胞仪检测结果显示&:'_5I98 :':'B转
染组细胞 \) 期细胞数量为 8FlF-a&明显高于 6W转
染组的 EFlIEa和空白对照组的 89lFIa 数图 8 #)
:'_5I98 :':'B转染组 \)G7 期细胞数量比值为 )l,8m
9l9*&高于阳性对照组的 )l9)m9l)9 和空白对照组的

!,))! 中华实验眼科杂志 I9)* 年 I 月第 E8 卷第 I 期(W"'/ X4YV CV"O";<:#<&Z&PA$;ASI9)*&[#<>E8&6#>I
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)l98m9l9+&差异均有统计学意义"5k)Il9F*)El)I&均
Qn9l99)#)
:><6各组 TW4W@中各目的蛋白的相对表达

h&@O&A/ P<#O检测结果显示 :'_5I98 :':'B转染组
细胞中 W13I 和 V5W1WI 蛋白的相对表达量明显低于
阳性对照组&4IZ) 和 VIF 蛋白的相对表达量明显高于
阳性对照组&差异有统计学意义 "5k-lE+* )9l*-*
)8l,F*I-l))&均 Qn9l9)#) I 个组间 V5_d*WSB<'/K和
W1WI 蛋白的相对表达量比较差异均无统计学意义
"均 Qq9l9-#"图 -&表 )#)

p�RB

E2F1

p27

CDC2

p�CDC2

CDK2

CyclinA

GAPDH

321

图 = 6 1(.'(+% 52)'检 测
XKSK.中 *NJD*S:L9**:?*
KCK:* *NKCK:* KC7:*
K#-2$%4蛋白的相对表达(
)%空白对照组(I%阳性对照
组(E%:'_5I98 :':'B转染组

表 96各组 XKSK.中各目的蛋白的相对表达量比较"!M"#

组别 样本量
各目的蛋白的相对表达量

V5_d 4IZ) VIF W1WI V5W1WI W13I WSB<'/K

阳性对照组 E 9lIF9m9l9E8 9l-)9m9l9E, 9l8)Em9l9IE 9l8,Im9l9I* 9l-IIm9l9-F 9lE+9m9l9-I 9l*9+m9l9-E
:'_5I98 :':'B转染组 E 9lIF+m9l9)E )lI*Em9l9F+ )lE++m9l9*8 9l-I*m9l98, 9l)*)m9l9)8 9lI9+m9l9I* 9l*++m9l989

5
Q

9l8E
q9l9-

)8l,F
n9l9)

I-l))
n9l9)

)lE+
q9l9-

)9l*-
n9l9)

-lE+
n9l9)

IlE+
q9l9-

(注%TW4W@%人角膜上皮细胞系"独立样本 5检验#

;6讨论

角膜上皮细胞的增生是角膜上皮损伤修复的一个

重要过程&其增生能力关系到损伤修复的速率&正常的
角膜上皮组织处于非增生状态) TW4W@是人角膜上
皮来源的角膜上皮细胞系&较正常角膜上皮细胞增生
能力强&故推测这 I 种相同来源的角膜上皮细胞对增
生能力的调控机制可能不同) 研究其差异性调控的分
子机制可为促进角膜上皮损伤修复过程中角膜上皮细

胞的增生提供理论依据)
既往的研究报道&:'_5I98 可抑制肿瘤细胞的增

生能力
+)* )̂F, ) 我们通过荧光定量 LW_检测发现&正

常角膜上皮组织中 :'_5I98 呈高表达&在 TW4W@中
:'_5I98 呈低表达&提示 :'_5I98 表达水平可能与角
膜上皮细胞的增生能力有关) 本研究中将 :'_5I98 转
染到 TW4W@内&提高 :'_5I98 在 TW4W@中的表达水
平&并运用克隆形成试验检测细胞的增生能力&发现转
染 :'_5I98 的 TW4W@增生能力受到抑制&这和既往的
研究结果一致&推测 :'_5I98 可抑制角膜上皮细胞的
增生

+)* )̂F, ) 在正常的角膜上皮组织中&:'_5I98 的高
表达可能参与角膜上皮细胞低增生状态的维持&而修
复过程中的角膜上皮组织中角膜上皮细胞的增生能力

提高&可能伴随有 :'_5I98 表达水平的降低)
细胞增生能力受细胞周期的直接调控&细胞周期

可分为 \) 期*7 期*\I 期*]期和 \9 期&任何一个时
期的细胞发生停滞都会对细胞的增生能力产生影响)

为研究 :'_5I98 调控 TW4W@增生的作用机制&我们将
合成的外源性 :'_5I98 :':'B转染到 TW4W@&发现转
染 :'_5I98 后 \) 期细胞百分比明显增加&故认为
:'_5I98 使 TW4W@停滞在 \) 期&继而可导致细胞增
生能力的减弱)

细胞周期的不同时期细胞内发挥调控作用的基因

存在差异) W13I* V5W1WI*W1WI*4IZ)* VIF* V5_d*
WSB<'/K在细胞 \) 期的调控过程中发挥着重要作用)
_d可在 W13@的作用下发生磷酸化&V5_d与 4IZ) 结
合可调控下游细胞周期相关因子的表达&促进细胞由
\) 期进入 7 期) 但本研究中采用 h&@O&A/ P<#O技术检
测上述蛋白的表达情况&发现:'_5I98 对 V5_d的表达
并无显著影响&故认为可排除该信号通路) 细胞中
4IZ) 表达水平的上调可使细胞滞留于 \) 期&-ZY 是
一种抑癌基因&其编码蛋白 VIF 也可导致细胞发生 \)
期滞留

+), Î), ) 细胞内 W13IGWSB<'/K*V5W1WIGWSB<'/K
这 I 种复合物的形成对于细胞周期的调控发挥重要作
用&当这 I 种复合物的形成受到抑制时&细胞可发生
\) 滞留 +II ÎE, ) 本研究中将 :'_5I98 转染到 TW4W@&
对 V5_d和 WSB<'/K蛋白的表达无显著影响&但可使
W13I 和 V5W1WI 蛋白的表达水平下调&使 4IZ) 和
VIF 蛋白的表达水平上调) 从上述结果可以得出结
论&在 TW4W@内 :'_5I98 可通过促进 4IZ) 和 VIF 蛋
白的 表 达 及 抑 制 复 合 物 W13IGWSB<'/K* V5W1WIG
WSB<'/K的形成而使角膜上皮细胞发生 \)G7 期阻滞)

综上所述&:'_5I98 可抑制角膜上皮细胞的增生&

!+))!中华实验眼科杂志 I9)* 年 I 月第 E8 卷第 I 期(W"'/ X4YV CV"O";<:#<&Z&PA$;ASI9)*&[#<>E8&6#>I
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其在正常的角膜上皮组织中的高表达可能在维持角膜

上皮细胞的非增生状态中发挥作用) :'_5I98 转染到
TW4W@后可促进 4IZ) 和 VIF 蛋白的表达&抑制复合
物 W13IGWSB<'/K和 V5W1WIGWSB<'/K的形成&从而抑
制角膜上皮的增生)
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