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YY,摘要-Y目的Y探讨微小 DT?BKKRBK-$3#DBKKRBK-%对脉络膜微血管内皮细胞增生和凋亡的影响及其调

控机制'Y方法Y体外培养人脉络膜微血管内皮细胞#将培养的细胞分为血管内皮生长因子$C!F[%组和正

常对照组#正常对照组细胞常规培养#C!F[组细胞应用 C!F[处理 =a +&将 C!F[组培养的细胞分为 a 个亚

组#分别将阴性对照$3#DBT>%.3#DBKKRBK- 拟似物.3#DBKKRBK- 拟似物g-/GT?.3#DBKKRBK- 拟似物g-/GT?B

9>[a 转染至脉络膜微血管内皮细胞后用 C!F[处理 =a +' 采用实时荧光定量 A>D法$ 6D9BA>D%检测细胞

中 3#DBKKRBK- 和 9>[a 相对表达量&采用 Z99法检测细胞增生率以评估细胞活力&流式细胞术检测细胞凋亡

率&行双荧光素酶报告实验验证 3#DBKKRBK- 与 9>[a 的靶向关系&采用 @,.$,&* :(%$法检测细胞中增生标记蛋

白细胞增生核抗原BML$f#BML%.增生细胞核抗原 $A>T?%.\淋巴细胞瘤B= 相关蛋白 $ :';%.\淋巴细胞瘤B=

$:/(B=%蛋白相对表达量'Y结果Y与正常对照组比较#C!F[组细胞中 3#DBKKRBK- 3DT?表达水平显著降

低#9>[a 3DT?表达水平显著升高#细胞增生率显著升高#细胞凋亡率显著降低#细胞中 f#BML.A>T?.:/(B=

蛋白表达水平显著升高#:';蛋白水平显著降低#差异均有统计学意义$均 )hJiJP%&与 C!F[g3#DBT>组比

较#C!F[g3#DBKKRBK- 组细胞增生率显著降低#细胞凋亡率显著升高#细胞中 f#BML.A>T?.:/(B= 蛋白表达水

平显著降低#:';蛋白表达水平显著升高#差异均有统计学意义 $均 )hJiJP%&双荧光素酶报告实验证实

3#DBKKRBK- 可靶向结合 9>[a&与 C!F[g3#DBKKRBK-g-/GT?组比较#C!F[g3#DBKKRBK-g-/GT?B9>[a 组细胞

增生率显著升高 ($ PMiaRjIKi=J%k T1E$ QMi=ajIMi=a%k)#细胞凋亡率显著降低 ($ KJiPQjKiPL%k T1E

$I=iKMjIi=Q%k)#细胞中 f#BML.A>T?.:/(B=蛋白表达水平显著升高$JiaIjJiII T1EJiQMjJiIQ&JiaajJiIJ T1E

JiQLjJi=J&JiPPjJiI= T1EJiQRjJiIP%#:';蛋白表达水平显著降低$JiRLjJiIK T1EJia=jJiII%#差异均有统

计学意义$/lPiLJJ.IaiaJR.LiPIM.LiIII.MiLIP.LiQ=L#均 )hJiJI%'Y结论Y3#DBKKRBK- 过表达可负向调控

9>[a 在细胞中的表达量#从而抑制脉络膜微血管内皮细胞的增生及诱导细胞凋亡'Y

,关键词-Y3#DBKKRBK-& 9细胞生长因子 a& 脉络膜微血管内皮细胞& 增生& 凋亡
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YY脉 络膜新生血管 $ /+%&%#"'(*,%1'./7('&#W'$#%*#
>TC%是多种眼底病变的严重并发症#血管内皮生长因
子$1'./7('&,*"%$+,(#'(2&%0$+ 4'/$%&#C!F[%可促进血
管内皮细胞的增生#在 >TC的形成过程中发挥促进作
用

( IdK) ' 微小 DT?$3#/&%DT?#3#DT?%在 >TC的发
生过程中可能发挥重要调控作用#有望成为 >TC治疗
靶点

( a) ' 研究发现#微小 DT?BKKRBK-$3#/&%DT?BKKRB
K-#3#DBKKRBK-%在脂多糖诱导的人支气管上皮细胞中
表达下调#可能参与人支气管上皮细胞炎性损伤过
程

( P) ' 生物信息学分析显示#9细胞生长因子 a$9/,((
4'/$%&a#*+[S%可能是 3#DBKKRBK- 的靶基因#9>[a 表
达上调可抑制脂多糖诱导的骨关节炎的进展

( M) '
3#DBKKRBK- 可能参与炎症性疾病发生及发展过程#
推测 3#DBKKRBK- 可 能 参 与 >TC发 生 和 发 展 过
程' 本研究中探讨 3#DBKKRBK- 对 C!F[处理的脉络
膜微血管内皮细胞增生和凋亡的影响及其调控作用

机制'

74材料与方法

787Y材料
人脉络膜微血管内皮细胞$上海联迈生物工程有

限公司%&青霉素$北京索莱宝科技有限公司%&C!F[
$美国 A,-&%$,/+ 公司%&杜氏改良培养基$GZ!Z%.胎牛
血清.胰蛋白酶$美国 F#:/%公司%&<#-%4,/$'3#*,=JJJ.
9&#W%($美国 )*1#$&%2,* 公司%&逆转录试剂盒.实时荧光

定量 A>D试剂盒 $北京天根生化科技有限公司 %&
3#DBKKRBK- 寡核苷酸拟似物 $3#DBKKRBK- 3#3#/.%及
阴性 对 照 序 列 $ 3#DB*,2'$#1, /%*$&%(# 3#DBT>%.
3#DBKKRBK- 特异性寡核苷酸抑制剂$'*$#B3#DBKKRBK-%
及阴性对照$'*$#B3#DBT>%$广州锐博生物科技有限公
司%&-/GT?$上海远慕生物科技有限公司%&Z99$上
海泽叶生物科技有限公司%&膜联蛋白 C$?**,;#* C%B
异硫氰酸荧光素$[)9>% N碘化丙啶$A)%细胞凋亡试剂
盒$美国 E#23'公司 %& D)A?裂解液.二喹啉甲酸
$:#/#*/+%*#*#/'/#"#\>?%蛋白定量检测试剂盒.增强
型化学发光试剂 $,(,/$&%/+,3#(73#*,./,*/,#!><% $北
京全式金生物技术有限公司%&兔抗人 9>[a 抗体$美
国 !-#$%3#/.公司%&兔抗人增生标记蛋白细胞增生核
抗原BML$'*$#2,* #",*$#4#," :53%*%/(%*'(#f#BML%抗体
$./B=KQJJ%.增生细胞核抗原$ -&%(#4,&'$#*2/,((*7/(,'&
'*$#2,*#A>T?% $./BPM%抗体$美国 E'*$'>&7W公司%&
兔抗 人 \淋 巴 细 胞 瘤B= 相 关 蛋 白 抗 体 $ :/(B=B
'..%/#'$," `-&%$,#*#:';&抗体编号"IaLQM%.兔抗人 \
淋巴细胞瘤B= 抗体 $\B/,(((53-+%3'B=#:/(B=&抗体编
号"IPJLI%$美国 >E9公司%&辣根过氧化物酶标记山
羊抗兔二抗 $美国 ?:/'3公司 %&野生型载体 @9B
9>[a.突变型载体 ZV9B9>[a$美国 A&%3,2'公司%&荧
光素酶活性检测试剂盒 $美国 A&%3,2'公司%' LPJJ
型 A>D仪$美国 ?\)公司%&[?>E >'(#:7&流式细胞仪
$美国贝克曼库尔特公司%'
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78:Y方法
78:87Y细胞转染Y脉络膜微血管内皮细胞培养于含
有体积分数 IJk胎牛血清.IJJ VN3($商品单位%青霉
素和 IJJ $2N3(链霉素的 GZ!Z培养基#待细胞生长
至 RJk融合时用质量分数 Ji=Pk胰蛋白酶消化细胞#
加入培养基制备细胞悬液#调整细胞密度为 ImIJa N3(#
按照每孔 =JJ $(的容量接种于 =a 孔板' 将培养的细
胞分为 C!F[组和正常对照组#参照文献(L)的方法#
C!F[组在培养液中加入 IJ *2N3(C!F[$= 3(%处理
细胞 =a +#正常对照组常规方法培养细胞' 将 C!F[
组细胞亚分为 C!F[组.C!F[g3#DBT>组.C!F[g
3#DBKKRBK- 组.C!F[g3#DBKKRBK-g-/GT?组和 C!F[g
3#DBKKRBK-g-/GT?B9>[a组' 参照<#-%4,/$'3#*,=JJJ试
剂说明书分别将 3#DBT>.3#DBKKRBK- 拟似物.-/GT?
和 -/GT?B9>[a 各 =J $(转染至细胞#转染后 M + 将培
养基更换为含有 C!F[的培养基继续培养 =a +'
78:8:Y实时荧光定量法检测细胞中 3#DBKKRBK- 和
9>[a 3DT?表达Y 收集各组对数生长期细胞#9&#W%(
法提取 DT?#采用 T'*%"&%-=JJJ/超微量分光光度
计检测 DT?浓度' 参照逆转录试剂盒说明书合
成 /GT?' 反应引物由上海生工生物工程股份有限
公司设计合成#3#DBKKRBK- 以 VM 为内参#9>[a 以
F?AĜ 为 内 参' 3#DBKKRBK- 正 向 引 物" P /B
9>>9FF9F>9F?F9F?9F?>BK /# 反 向 引 物 P /B
F?>9?F>?9>F?9>?F>?9>?FBK/&9>[a 正向引物"
P /B>99>>9>>???>>?F>??>>BK /# 反 向 引 物" P /B
?9F9FF?9F>?FF>9?>?F9BK/& VM 正向引物" P /B
F>99>FF>?F>?>?9?9?>9BK /# 反 向 引 物" P /B
F9F>?FFF9>>F?FF9?99>BK/&F?AĜ 正向引物"
P /B??>FF?999FF9>F9?99FBK /# 反 向 引 物 P /B
FF??F?9FF9F?9FFF?99BK/' 以 /GT?为模板#反
应条件"QP n预变性 MJ .&QP n变性 MJ .#PM n退火
KJ .#L= n延伸 KJ .#共 KM 次循环' 采用 =d%%>$

法计

算 3#DBKKRBK- 和 9>[a 3DT?相对表达量'
78:8<YZ99法检测细胞增生活性Y收集各组对数生
长期细胞#将 Ji=Pk胰蛋白酶加入培养基#制备单细
胞悬液接种于 QM 孔板#细胞密度为 PmIJa N孔#每组设
K 个复孔#继续培养 =a +#每孔加入 Z99溶液 =J $(#继
续培养 a +#离心半径 IJ /3#a n条件下 K JJJ &N3#*
离心 M 3#*#弃上清#每孔加入 IPJ $(二甲基亚砜
$"#3,$+5(.7(4%;#",#GZEH%#室温下避光孵育 P 3#*#采
用酶标仪检测各孔吸光度 $;%值#计算细胞增生率'
细胞增生率l$实验组 ;值N对照组 ;值%mIJJk'
78:8AY流式细胞术检测细胞凋亡率Y收集各组对数

生长期细胞#预冷 A\E 洗涤#离心半径 M /3#a n条件
下 K JJJ &N3#* 离心 M 3#*#弃上清#加入 P $(?**,;#*
CB[)9>及 P $(A)# 室 温 下 孵 育 IJ 3#*# 用 [?>E
>'(#:7&流式细胞仪及仪器中 >,(('7,.$软件检测各组
细胞凋亡率' 细胞凋亡率l$早期凋亡细胞g晚期凋亡
细胞% N细胞总数mIJJk'
78:8GY双荧光素酶报告基因检测 3#DBKKRBK- 靶基因Y
E$'&\'.,预测显示#9>[a 的 K/非翻译区 $ 7*$&'*.('$,"
&,2#%*#V9D%含有 3#DBKKRBK- 互补序列#将含有结合位
点与突变位点的序列插入荧光素酶报告基因载体分别

构建野生型载体 @9B9>[a 和突变型载体 ZV9B9>[a#
加入细胞培养液转染 aR +#参照检测试剂盒说明书检
测各组荧光素酶活性'
78:8NY@,.$,&* :(%$法检测细胞中 9>[a.增生相关蛋
白和凋亡调控蛋白表达Y将细胞分为 3#DBT>组.
3#DBKKRBK- 组.'*$#B3#DBT>组和 '*$#B3#DBK- 组#收集
各组对数生长期细胞#加入适量 D)A?裂解液提取细
胞总蛋白#采用 \>?法测定蛋白浓度' 采用 EGEB
A?F!分离蛋白#将分离的蛋白凝胶转移至 ACG[膜#
采用质量分数 Pk脱脂奶粉封闭 = +#滴加目的蛋白一
抗$I eI JJJ%#a n孵育 =a +#9\E9洗涤#滴加相应二
抗$I eP JJJ%#室温下孵育 I +#9\E9洗涤' 滴加 !><#
采用 )3'2,U软件分析蛋白表达灰度值' 以 F?AĜ
为内参照#目的蛋白相对表达量l目的蛋白表达灰度
值N内参表达灰度值'
78<Y统计学方法

采用 EAEE =I8J 统计学软件进行统计分析#计量
资料采用 E+'-#&%B@#(] 法检测证实符合正态分布#以
3,'*jEG表示#计数资料以频数和百分数表示' 采用
均衡分组单因素干预研究设计#正常对照组与 C!F[
组 3#DBKKRBK- 和 9>[a 3DT?相对表达量差异比较采
用独立样本 /检验#不同 3#DT?转染组间细胞增生率
及增生相关因子.细胞凋亡率.凋亡调控蛋白相对表达
量差异总体比较采用单因素方差分析#不同 9>[a 转
染组间细胞增生率和凋亡率差异比较采用独立样本 /
检验' )hJiJP 为差异有统计学意义'

:4结果

:87 Y C!F[组与正常对照组细胞中 3#DBKKRBK-
3DT?和 9>[a 3DT?表达比较

与正常对照组比较#C!F[组 3#DBKKRBK- 3DT?
的相对表达量显著降低#9>[a 3DT?相对表达量显著
升高#差异均有统计学意义 $/lPiQPI.PiPRJ#均 )h
JiJP%$表 I%'

!IaM!中华实验眼科杂志 =J=J 年 R 月第 KR 卷第 R 期Y>+#* U!;- H-+$+'(3%(#?727.$=J=J#C%(8KR#T%8R

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



表 74各组细胞中 ?,;F<<IF<(?;=3和
KBLA ?;=3相对表达量比较$?"'#ODP%

K'1-"74B+?('&,/+#+*?,;F<<IF<('#.KBLA ?;=3
&"-'$,>""Q(&"//,+#/1"$6""#$%"$6+ 0&+@(/$?"'#ODP%

组别 样本量 3#DBKKRBK- 3DT? 9>[a 3DT?

正常对照组 Q IiJIjJi=M IiJJjJiKJ

C!F[组 Q JiaPjJiII IiQMjJia=

/值 PiQPI PiPRJ

)值 hJiJP hJiJP

Y注" $独立样本 /检验 % 3#DBKKRBK-"微小 DT?BKKRBK-&
9>[a"9细胞生长因子 a&C!F["血管内皮生长因子
YT%$,"$)*",-,*",*$.'3-(,/$,.$%3#DBKKRBK-"3#/&%DT?BKKRB
K-&9>[a" 9/,((4'/$%&a& C!F[" 1'./7('&,*"%$+,(#'(2&%0$+
4'/$%&

:8:Y不同3#DT?转染组细胞增生率和细胞增
生相关蛋白表达变化

正 常对照组 .C!F[组 .C!F[g3#DBT>组和
C!F[g3#DBKKRBK-组细胞增生率及细胞中
3#DBKKRBK-.f#BML 和 A>T?蛋白相对表达量总体比较
差异均有统计学意义 $[lK=iaIL. IMiLMM. =IiPaa.
PJiRaQ#均 )hJiJI%' 与正常对照组比较#C!F[组细
胞增生率及细胞中 f#BML 和 A>T?蛋白相对表达量均
明显增加#差异均有统计学意义 $均 )hJiJP %&与
C!F[g3#DBT>组比较#C!F[g3#DBKKRBK- 组细胞增
生率及细胞中 f#BML 和 A>T?蛋白相对表达量均明显
下降#差异均有统计学意义$)hJiJP%$图 I#表 =%'

Ki�67

PCNA

GAPDH

1 2 3 4

Ki�67

PCNA

GAPDH

1 2 3 4

图 744"/$"&#1-+$法检测各组细胞中 5,FNS.EB=3蛋白表达Y可

见 C!F[组和 C!F[g3#DBT>组 f#BML 和 A>T?蛋白表达条带灰度

值均明显强于正常对照组YI"正常对照组Y="C!F[组YK"C!F[g

3#DBT>组Ya"C!F[g3#DBKKRBK- 组Yf#BML"增生标记蛋白细胞增

生核抗原BML 抗体&A>T?"增生细胞核抗原&F?AĜ "磷酸甘油醛脱

氢酶

L,0@&"74K%""Q(&"//,+#/+*5,FNS '#.EB=3(&+$",#,#$%"2"--/+*

.,**"&"#$0&+@(/."$"2$".1) 4"/$"&#1-+$Yf#BML '*" A>T?-&%$,#*

,;-&,..#%* :'*".#* $+,C!F[2&%7- '*" C!F[g3#DBT>2&%7- 0,&,

.#2*#4#/'*$(5.$&%*2,&$+'* $+%.,#* $+,*%&3'(/%*$&%(2&%7-YI"*%&3'(

/%*$&%(2&%7-Y="C!F[2&%7-YK"C!F[g3#DBT>2&%7-Ya"C!F[g

3#DBKKRBK- 2&%7-Yf#BML"'*$#2,* #",*$#4#," :53%*%/(%*'('*$#:%"5&

A>T?"-&%(#4,&'$#*2/,((*7/(,'&'*$#2,*&F?AĜ "2(5/,&'(",+5",B-+%.-+'$,

",+5"&%2,*'.,

表 :4不同 ?,;=3转染组细胞增生率和
增生相关蛋白相对表达量比较$?"'#ODP%

K'1-":4B+?('&,/+#+*2"--(&+-,*"&'$,+#&'$"'#.&"-'$,>"
"Q(&"//,+#+*(&+-,*"&'$,+#F&"-'$".(&+$",#/,#.,**"&"#$

?,;=3$&'#/*"2$,+#0&+@(/$?"'#ODP%

组别 样本量 细胞增生率$k% 3#DBKKRBK- f#BML A>T?

正常对照组 Q IJJiJKj=Ki=J IiJ=jJiKI JiaMjJiIK JiaRjJiII

C!F[组 Q IK=iJKj=JiIM' JiaMjJiI=' JiQLjJi=P' JiQRjJiIK'

C!F[g3#DBT>组 Q IKJi=IjIMi=I JiaLjJiIM JiQMjJi=I JiQLjJiIP

C!F[g3#DBKKRBK- 组 Q PMiPajIKi=Q: JiQMjJi=P: Jia=jJiII: JiaPjJiIJ:

[值 K=iaIL IMiLMM =IiPaa PJiRaQ

)值 hJiJI hJiJI hJiJI hJiJI

Y注"与正常对照组比较#')hJiJP&与 C!F[g3#DBT>组比较#:)hJiJP$单因素方
差分析#<EGB/检验%YC!F["血管内皮生长因子&T>"阴性对照&3#DBKKRBK-"微小
DT?BKKRBK-&f#BML"增生标记蛋白细胞增生核抗原BML&A>T?"增生细胞核抗原
YT%$,">%3-'&," 0#$+ $+,*%&3'(/%*$&%(2&%7-#')hJiJP&>%3-'&," 0#$+ $+,C!F[g

3#DBT>2&%7-#:)hJiJP$%*,B0'5?THC?#<EGB/$,.$%YC!F["1'./7('&,*"%$+,(#'(
2&%0$+ 4'/$%&& T>" *,2'$#1,/%*$&%(& 3#DBKKRBK-" 3#/&%DT?BKKRBK-& f#BML" '*$#2,*
#",*$#4#," :53%*%/(%*'('*$#:%"5&A>T?"-&%(#4,&'$#*2/,((*7/(,'&'*$#2,*

:8<Y不同 3#DT?转染组细胞凋亡率及凋亡调控相关
蛋白表达量变化

正常对照组.C!F[组.C!F[g3#DBT>组和 C!F[g
3#DBKKRBK- 组细胞凋亡率及 :';和 :/(B=蛋白相对表达
量总体比较差异均有统计学意义 $ [l=JLiMMR.
KLi=aP.=JiK=I#均 )hJiJI%' 与正常对照组比较#
C!F[组细胞凋亡率和 :';蛋白相对表达量均明显下
降#:/(B= 蛋白相对表达量明显增高#差异均有统计学
意义$均 )hJiJP%&与 C!F[g3#DBT>组比较#C!F[g
3#DBKKRBK- 组细胞凋亡率和 :';蛋白相对表达量明显
增高#:/(B= 蛋白相对表达量明显下降#差异均有统计
学意义$均 )hJiJP%$图 =#表 K%'
:8AY双荧光素酶报告结果及不同共转染组细胞中
9>[a 蛋白表达

双荧光素酶报告实验结果显示#共转染野生型载
体 @9B9>[a 的细胞实验中#与 3#DBT>组比较#3#DB
KKRBK- 组荧光素酶活性显著降低#差异有统计学意义
$/lPiKaI#)hJiJP%&共转染突变型载体 ZV9B9>[a 细
胞实验中#3#DBT>组与 3#DBKKRBK- 组荧光素酶活性
比较差异无统计学意义$/lJiIIL#)lJiQJR%' 不同
共转染组细胞中 9>[a 蛋白相对表达量总体比较#差
异有统计学意义$[l=Ri=Ja#)hJiJP%#其中与 3#DB
T>组比较#3#DBKKRBK- 组细胞中 9>[a 蛋白相对表达
量明显下降#差异有统计学意义 $)hJiJP%&与 '*$#B
3#DBT>组比较#'*$#B3#DBKKRBK- 组细胞中 9>[a 蛋白
相对表达量明显升高#差异有统计学意义 $)hJiJP%
$图 K#表 a#P%'

!=aM! 中华实验眼科杂志 =J=J 年 R 月第 KR 卷第 R 期Y>+#* U!;- H-+$+'(3%(#?727.$=J=J#C%(8KR#T%8R

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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图 :4不同 ?,;=3转染组细胞凋亡率及凋亡调控蛋白表达Y?C流式细胞术检测显

示与 C!F[组和 C!F[g3#DBT>组比较#C!F[g3#DBKKRBK- 组细胞凋亡率明显升高Y

\C@,.$,&* :(%$法检测显示与 C!F[组和 C!F[g3#DBT>组比较#C!F[g3#DBKKRBK-

组 :';蛋白灰度增强#:/(B= 蛋白灰度减弱YIC正常对照组Y=CC!F[组YKCC!F[g

3#DBT>组YaCC!F[g3#DBKKRBK- 组YA)C碘化丙啶&[)9>C异硫氰酸荧光素&:';C\淋

巴细胞瘤B= 相关蛋白&:/(B=C\淋巴细胞瘤B=&F?AĜ C磷酸甘油醛脱氢酶

L,0@&":43(+($+/,/&'$"'#."Q(&"//,+#+*'(+($+/,/&"0@-'$+&) (&+$",#/,#.,**"&"#$

?,;=3$&'#/*"2$,+#0&+@(/Y?C[(%0/5$%3,$&5.+%0," $+'$/%3-'&," 0#$+ $+,C!F[

2&%7- '*" C!F[g3#DBT>2&%7-#$+,'-%-$%.#.&'$,#* $+,C!F[g3#DBKKRBK- 2&%7- 0'.

.#2*#4#/'*$(5#*/&,'.,"Y\C@,.$,&* :(%$'*'(5.#..+%0," $+'$/%3-'&," 0#$+ $+,C!F[2&%7-

'*" C!F[g3#DBT>2&%7-#$+,&,('$#1,,;-&,..#%* %4:';-&%$,#* #* $+,C!F[g3#DBKKRBK-

2&%7- 0'..#2*#4#/'*$(5 #*/&,'.,"# '*" $+, &,('$#1, ,;-&,..#%* %4:/(B= -&%$,#* 0'.

.#2*#4#/'*$(5",/&,'.,"YIC*%&3'(/%*$&%(2&%7-Y=CC!F[2&%7-YKCC!F[g3#DBT>2&%7-

aCC!F[g3#DBKKRBK- 2&%7-YA)C-&%-#"#73#%"#",&[)9>C4(7%&,./,#* #.%$+#%/5'*'$,&:';C

:/(B=B'..%/#'$," ` -&%$,#*& :/(B=C\B/,(((53-+%3'B=& F?AĜ C 2(5/,&'(",+5",B-+%.-+'$,

",+5"&%2,*'.,

表 <4不同 ?,;=3转染组细胞凋亡率和
凋亡调控蛋白相对表达量比较$?"'#ODP%

K'1-"<4B+?('&,/+#+*'(+($+/,/&'$"'#.&"-'$,>"
"Q(&"//,+#+*'(+($+/,/F&"0@-'$,#0 (&+$",#/

,#.,**"&"#$?,;=3$&'#/*"2$,+#0&+@(/$?"'#ODP%

组别 样本量 细胞凋亡率$k% :'; :/(B=

正常对照组 Q =Ki=MjKi=P JiQRjJiIM Jia=jJiJQ

C!F[组 Q RiPajIi=R' JiaPjJiIK' JiQRjJi=a'

C!F[g3#DBT>组 Q RiPMjIiK= Jia=jJiIP JiQMjJi=L

C!F[g3#DBKKRBK- 组 Q KJi=aj=iPL: JiRPjJiII: JiP=jJiII:

[值 =JLiMMR KLi=aP =JiK=I

)值 hJiJI hJiJI hJiJI

Y注C与正常对照组比较#')hJiJP&与 C!F[g3#DBT>组比较#:)hJiJP
$单因素方差分析#<EGB/检验%YC!F[C血管内皮生长因子&T>C阴性对
照&3#DBKKRBK-C微小 DT?BKKRBK-&:';C\淋巴细胞瘤B=相关蛋白&:/(B=C\
淋巴细胞瘤B=
YT%$,C>%3-'&," 0#$+ $+,*%&3'(/%*$&%(2&%7-#')hJiJP&>%3-'&," 0#$+
$+,C!F[g3#DBT> 2&%7-#:)hJiJP $ %*,B0'5?THC?# <EGB/$,.$% Y
C!F[C1'./7('&,*"%$+,(#'(2&%0$+ 4'/$%&&T>C*,2'$#1,/%*$&%(&3#DBKKRBK-C
3#/&%DT?BKKRBK-&:';C:/(B=B'..%/#'$," `-&%$,#*&:/(B=C\B/,(((53-+%3'B=

B

A

TCF4

GAPDH

1 32 4

TCF43'UTR�WT5'guccaaacagguugugUGCUGGa3'

TCF43'UTR�MUT 5'guccaaacagguugugGUUCUAa3'
miR�338�3p3'guuguuuuagugac�uACGACCu5'

B

A

TCF4

GAPDH

1 32 4

TCF43'UTR�WT5'guccaaacagguugugUGCUGGa3'

TCF43'UTR�MUT 5'guccaaacagguugugGUUCUAa3'
miR�338�3p3'guuguuuuagugac�uACGACCu5'

图 <4不同共转染组细胞中 KBLA 蛋白表达Y?C9>[a
的 K'V9D中含有与 3#DBKKRBK- 互补的核苷酸序列Y
\C@,.$,&* :(%$法检测可见 3#DBKKRBK- 组 9>[a 蛋白相
对表达量明显低于 3#DBT>组#'*$#B3#DBKKRBK- 组 9>[a
蛋白相对表达量明显高于 '*$#B3#DBT>组YIC3#DBT>
组Y=C3#DBKKRBK- 组YKC'*$#B3#DBT>组YaC'*$#B3#DB
KKRBK- 组Y9>[aC9细胞生长因子 a&V9DC非翻译区&
3#DBKKRBK-C微小DT?BKKRBK-&F?AĜ C磷酸甘油醛脱氢酶
L,0@&"<4KBLA (&+$",#"Q(&"//,+#,#2"--/+*.,**"&"#$
2+F$&'#/*"2$,+#0&+@(/Y ?C9>[a_.K_V9D /%*$'#*.'
*7/(,%$#", .,67,*/, /%3-(,3,*$'&5 $% 3#DBKKRBK- Y
\C@,.$,&* :(%$'*'(5.#..+%0," $+,&,('$#1,,;-&,..#%* %4
9>[a -&%$,#* #* $+,3#DBKKRBK- 2&%7- 0'..#2*#4#/'*$(5
(%0,&$+'* $+'$#* $+,3#DBT> 2&%7-# '*" $+,&,('$#1,
,;-&,..#%* %49>[a -&%$,#* #* $+,'*$#B3#DBKKRBK- 2&%7-
0'..#2*#4#/'*$(5+#2+,&$+'* $+'$#* $+,'*$#B3#DBT>2&%7-
IC3#DBT>2&%7-Y=C3#DBKKRBK- 2&%7-YKC'*$#B3#DBT>
2&%7-YaC'*$#B3#DBKKRBK- 2&%7-Y9>[aC9/,((4'/$%&a&
V9DC7*$&'*.('$," &,2#%*&3#DBKKRBK-C3#/&%DT?BKKRBK-&
F?AĜ C2(5/,&'(",+5",B-+%.-+'$,",+5"&%2,*'.,

表 A4: 个组双荧光素酶报告
实验结果比较$?"'#ODP%

K'1-"A4B+?('&,/+#+*.@'--@2,*"&'/"&"(+&$/
"Q("&,?"#$'-&"/@-$/1"$6""#
$%"$6+ 0&+@(/$?"'#ODP%

组别 样本量 野生型 9>[a 突变型 9>[a

3#DBT>组 Q IiJKjJi=a IiJPjJiIM
3#DBKKRBK- 组 Q JiPMjJiII IiJajJi=J
/值 PiKaI JiIIL
)值 hJiJP JiQJR

Y注C$独立样本 /检验%YT>C阴性对照&9>[aC9细
胞生长因子 a&3#DBKKRBK-C微小 DT?BKKRBK-
Y T%$,C $ )*",-,*",*$.'3-(,/$,.$% Y T>C *,2'$#1,
/%*$&%(&9>[aC9/,((4'/$%&a&3#DBKKRBK-C3#/&%DT?B
KKRBK-

表 G 不同共转染组细胞中 KBLA蛋白相对表达量比较$?"'#ODP%
K'1-"G4B+?('&,/+#+*&"-'$,>""Q(&"//,+#+*KBLA (&+$",#,#

2"--/+*.,**"&"#$2+F$&'#/*"2$,+#0&+@(/$?"'#ODP%

组别 样本量 9>[a

3#DBT>组 Q JiL=jJiIM

3#DBKKRBK- 组 Q Jia=jJiII'

'*$#B3#DBT>组 Q JiLKjJiIR

'*$#B3#DBKKRBK- 组 Q IiJPjJiI=:

[值 =Ri=Ja

)值 hJiJI

Y注C与 3#DBT>组比较#')hJiJP&与 '*$#B3#DBT>组比较#:)h
JiJP$单因素方差分析#<EGB/检验%Y9>[aC9细胞生长因子 a&3#DB
KKRBK-C微小 DT?BKKRBK-&T>C阴性对照
YT%$,C>%3-'&," 0#$+ 3#DBT>2&%7-#')hJiJP&/%3-'&," 0#$+ '*$#B
3#DBT>2&%7-#:)hJiJP $%*,B0'5?THC?#<EGB/$,.$%Y9>[aC9/,((
4'/$%&a&3#DBKKRBK-C3#/&%DT?BKKRBK-&T>C*,2'$#1,/%*$&%(

!KaM!中华实验眼科杂志 =J=J 年 R 月第 KR 卷第 R 期Y>+#* U!;- H-+$+'(3%(#?727.$=J=J#C%(8KR#T%8R

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



:8GY9>[a 转染与否细胞增生率.凋亡率及其相关蛋
白相对表达量变化

与 C!F[g3#DBKKRBK- g-/GT?组比较#C!F[g
3#DBKKRBK-g-/GT?B9>[a 组细胞增生率明显增高#细
胞凋亡率显著下降#细胞中 9>[a.f#BML.A>T?.:/(B=
蛋白相对表达量明显升高#:';蛋白相对表达量明显
降低#差异均有统计学意义$/lPiLJJ.IaiaJR.QiMQa.
LiPIM.LiIII.MiLIP.LiQ=L#均 )hJiJI%$图 a#表 M%'
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图 A4KBLA 过表达细胞增生和凋亡变化Y?2流式细胞术检测细胞凋亡率Y

C!F[g3#DBKKRBK-g-/GT?B9>[a 组细胞凋亡率明显低于 C!F[g3#DBKKRBK-g

-/GT?组Y\2@,.$,&* :(%$法检测 9>[a 转染与否细胞中 f#BML.A>T?.:/(B=.:';

蛋白表达Y与 C!F[g3#DBKKRBK-g-/GT?比较#C!F[g3#DBKKRBK-g-/GT?B9>[a

组细胞中 f#BML.A>T?.:/(B= 表达条带增强#:';表达条带减弱Y I2C!F[g3#DB

KKRBK-g-/GT?组Y=2C!F[g3#DBKKRBK-g-/GT?B9>[a 组YA)2碘化丙啶&[)9>2

异硫氰酸荧光素&9>[a29细胞生长因子 a&f#BML2增生标记蛋白细胞增生核抗

原BML&A>T?2增生细胞核抗原&:';2\淋巴细胞瘤B= 相关蛋白&:/(B=2\淋巴细胞

瘤B=&F?AĜ 2磷酸甘油醛脱氢酶
L,0@&"A4K%"(&+-,*"&'$,+#'#.'(+($+/,/2%'#0"/+*KBLA +>"&"Q(&"//,#0 2"--Y

?2?-%-$%.#.&'$,3,'.7&," :54(%0/5$%3,$&5Y9+,'-%-$%.#.&'$,%4$+,/,((.#* $+,

C!F[g3#DBKKRBK- g-/GT?B9>[a 2&%7- 0'..#2*#4#/'*$(5(%0,&$+'* $+'$#* $+,

C!F[g3#DBKKRBK-g-/GT? 2&%7-Y \29+,,;-&,..#%* %4f#BML#A>T?# :/(B=# :';

-&%$,#* #* 9>[a $&'*.4,/$," /,((.",$,/$," :5@,.$,&* :(%$Y>%3-'&," 0#$+ $+,C!F[g

3#DBKKRBK-g-/GT? 2&%7-#$+,,;-&,..#%* :'*".%4f#BML#A>T? '*" :/(B= #* $+,

C!F[g3#DBKKRBK-g-/GT?2&%7- 0,&,,*+'*/,"#'*" $+,:';,;-&,..#%* :'*".0,&,

0,'],*,"YI2C!F[g3#DBKKRBK-g-/GT?2&%7-Y =2C!F[g3#DBKKRBK-g-/GT?B

9>[a 2&%7-YA)2-&%-#"#73#%"#",&[)9>24(7%&,./,#* #.%$+#%/5'*'$,&9>[a29/,((4'/$%&

a&f#BML2'*$#2,* #",*$#4#," :53%*%/(%*'('*$#:%"5&A>T?2 -&%(#4,&'$#*2/,((*7/(,'&

'*$#2,*& :';2 :/(B=B'..%/#'$," ` -&%$,#*& :/(B=2 \B/,(( (53-+%3'B=& F?AĜ 2

2(5/,&'(",+5",B-+%.-+'$,",+5"&%2,*'.,

<4讨论

YY脉络膜微血管内皮细胞异常增生可促进 >TC的
形成进而损伤患者视力' 研究表明#抑制脉络膜微血
管内皮细胞增生可减少 >TC形成 ( RdQ) ' >TC形成的
分子机制尚未完全阐明#本研究中探寻新型 3#DT?并
分析其对脉络膜微血管内皮细胞增生及凋亡的影响'

YYYb#'* 等 ( IJ)
通过实时荧光定量 A>D法检测

显示#3#DBKKRBK- 在宫颈癌中表达下调#并可
促进宫颈癌发生及发展' c'*2等 ( II)

通过 6D9B
A>D法检测显示#3#DBKKRBK- 在非小细胞肺癌
中表达水平降低#并可能通过靶向调控 )DE= 的
表达从而参与非小细胞肺癌的进展' #̀%*2
等

( I=)
通过 6D9BA>D法检测显示#3#DBKKRBK-

在神经胶质瘤中表达异常并可参与神经胶质

瘤发生及发展过程' 本研究结果显示#C!F[
处理后脉络膜微血管内皮细胞中 3#DBKKRBK-
表达下调#提示 3#DBKKRBK- 可能参与 >TC形
成过程' 本研究还显示#C!F[处理后脉络膜
微血管内皮细胞活力升高#而 3#DBKKRBK- 过表
达后细胞活力显著降低#提示 3#DBKKRBK- 过表
达可抑制 C!F[诱导的脉络膜微血管内皮细胞
的生物学行为' 本研究结果显示 C!F[处理后
脉络膜微血管内皮细胞中 f#BML.A>T?表达上
调#而 3#DBKKRBK- 过表达后细胞中 f#BML.
A>T?表达下调#提示 3#DBKKRBK- 过表达可能
通过调控 f#BML.A>T?表达从而抑制 C!F[诱
导的脉络膜微血管内皮细胞增生' @,.$,&*
:(%$法检测结果显示心肌细胞中 :/(B= 表达上
调可抑制细胞凋亡#:';表达上调可通过促进
线粒体释放细胞色素 >而激活 /'.-'.,级联反
应从而诱导细胞凋亡

( IK) '本研究结果显示 #

表 N4KBLA 转染与否细胞增生率.凋亡率及其相关蛋白相对表达量比较$?"'#ODP%
K'1-"N4B+?('&,/+#+*2"--(&+-,*"&'$,+#'#.'(+($+/,/&'$"'#.&"-'$".(&+$",#

"Q(&"//,+#-">"-/1"$6""#6,$%'#.6,$%+@$KBLA $&'#/*"2$,+#$?"'#ODP%

组别 样本量 细胞增生率$k% 细胞凋亡率$k% 9>[a f#BML A>T? :'; :/(B=

C!F[g3#DBKKRBK-g-/GT?组 Q PMiaRjIKi=J KJiPQjKiPL JiaajJiIJ JiaIjJiII JiaajJiIJ JiRLjJiIK JiPPjJiI=

C!F[g3#DBKKRBK-g-/GT?B9>[a 组 Q QMi=ajIMi=a I=iKMjIi=Q JiQLjJiIK JiQMjJiIQ JiQLjJi=J Jia=jJiII JiQRjJiIP

/值 PiLJJ IaiaJR QiMQa LiPIM LiIII LiQ=L MiLIP

)值 hJiJI hJiJI hJiJI hJiJI hJiJI hJiJI hJiJI

Y注2$独立样本 /检验%Y9>[a29细胞生长因子 a&C!F[2血管内皮生长因子&3#DBKKRBK-2微小 DT?BKKRBK-&f#BML2增生标记蛋白细胞增生核抗
原BML&A>T?2增生细胞核抗原&:';2\淋巴细胞瘤B= 相关蛋白&:/(B=2\淋巴细胞瘤B=
YT%$,2 $)*",-,*",*$.'3-(,/$,.$% C!F[21'./7('&,*"%$+,(#'(2&%0$+ 4'/$%&&3#DBKKRBK-23#/&%DT?BKKRBK-&9>[a29/,((4'/$%&a&f#BML2'*$#2,*
#",*$#4#," :53%*%/(%*'('*$#:%"5&A>T?2-&%(#4,&'$#*2/,((*7/(,'&'*$#2,*&:';2:/(B=B'..%/#'$," `-&%$,#*&:/(B=2\B/,(((53-+%3'B=

!aaM! 中华实验眼科杂志 =J=J 年 R 月第 KR 卷第 R 期Y>+#* U!;- H-+$+'(3%(#?727.$=J=J#C%(8KR#T%8R

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



C!F[处理后脉络膜微血管内皮细胞凋亡率降低#:';
表达下降#:/(B= 表达升高#而 3#DBKKRBK- 过表达后细
胞凋亡率显著升高#:';表达升高#:/(B= 表达下降#提
示 3#DBKKRBK- 过表达促进 C!F[诱导的脉络膜微血
管内皮细胞凋亡与凋亡调控通路有关'

@,.$,&* :(%$法检测结果显示结直肠癌细胞中
9>[a 的表达水平升高#并可能通过调节 S!\I NS!\=
表达而促进结直肠癌的发生

( IadIP) #9>[a 表达上调可
以减弱 3#DBIKQBP- 在宫颈癌进展中的肿瘤抑制活
性

( IM) ' 本研究结果显示#C!F[处理后脉络膜微血管
内皮细胞中 9>[a 的表达增加#提示 9>[a 可能参与脉
络膜微血管生成' 本研究结果证实#3#DBKKRBK- 可靶
向调控 9>[a 的表达' 为了进一步探究 3#DBKKRBK- 是
否可通过 9>[a 的表达而影响脉络膜微血管内皮细胞
增生及凋亡#本研究将 3#DBKKRBK- 拟似物与 -/GT?B
9>[a 共转染至脉络膜微血管内皮细胞#C!F[处理后
显示细胞活力显著升高#细胞凋亡率降低#9>[a.
f#BML.A>T?.:/(B= 表达升高#而 :';表达下降#提示
9>[a 过表达可减弱 3#DBKKRBK- 过表达对 C!F[诱导
的脉络膜微血管内皮细胞增生及凋亡的作用'

C!F[诱导的脉络膜微血管内皮细胞中 3#DBKKRB
K- 表达下降#3#DBKKRBK- 过表达可明显抑制细胞增生
及促进细胞凋亡#其作用机制可能与负向调控 9>[a
表达有关#为进一步揭示 >TC的发生机制奠定实验基
础#并为眼底病变疾病的临床治疗提供了潜在靶点'
利益冲突Y所有作者均声明不存在利益冲突
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