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抑制作用及其靶向 DGA%(调控机制
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!!'摘要(!目的!探讨 ')J<]L$ 对糖尿病小鼠角膜上皮愈合的抑制作用及其可能机制)!方法!取 ]# 只

健康清洁级野生型 8P$@5Ĉ1 小鼠&采用随机数字表法平均分为空白对照组和模型对照组&另取 8J=ZIJC8(.L

介导的 ')J<]L$ 敲除小鼠和 ')J<]L$ 过表达小鼠各 ;# 只&分别作为 ')J<]L$ 敲除组和 ')J<]L$ 过表达组) 对

模型对照组*')J<]L$ 敲除组*')J<]L$ 过表达组小鼠连续腹腔注射链脲佐菌素" ZVk#构建糖尿病模型&空白

对照组小鼠注射等量枸橼酸钠缓冲液&正常饲养 Q 周) 糖尿病模型建立成功后通过刮除角膜中央直径 ; ''

上皮&进一步构建角膜上皮损伤模型) 采用角膜荧光素钠染色观察角膜上皮损伤后 #*";*;] 和 %1 + 各组小

鼠角膜上皮缺损面积) 采用 l6.A6,G 7*4A法检测各组小鼠角膜组织中 DGA%(*!<3(A6G)G 蛋白表达%采用实时荧

光定量 I8J法检测各组小鼠角膜组织 ')J<]L$ 以及细胞增生相关基因 !,.0#$1B*.\?,.*S#\HD 'JK9水平表

达) 采用双荧光素酶报告基因实验检测 ')J<]L$ 与 DGA%(的靶向性关系) 体外培养人角膜上皮细胞
"W8&8#&通过 5)B4Q### 分别转染 ')J<]L$ ')')3.*')J<]L$ ')')3.阴性对照*')J<]L$ )G+)7)A4,*')J<]L$

)G+)7)A4,阴性对照&作为 ')J<]L$ ')')3.组*')')3.阴性对照组*')J<]L$ )G+)7)A4,组*)G+)7)A4,阴性对照组&并

在含 ;P`葡萄糖的高糖培养基中培养%另取 ; 个组 W8&8分别置于含 P`及 ;P`葡萄糖的培养基进行培养&

作为正常对照组及高糖组) 采用 88mQ 检测各组细胞增生活力)!结果!注射 ZVk后 Q 周&各糖尿病模型组

小鼠血糖浓度明显高于空白对照组&体质量明显低于空白对照组&差异均有统计学意义"均 <p#g#P#) 模型

对照组损伤角膜上皮后 ";*;] 和 %1 + 角膜上皮缺损面积百分比明显高于相应时间点空白对照组和 ')J<]L$

敲除组&低于 ')J<]L$ 过表达组&差异均有统计学意义"均 <p#g#P#) 模型对照组角膜组织中 DGA%(*!<3(A6G)G

蛋白相对表达量明显低于空白对照组和 ')J<]L$ 敲除组&高于 ')J<]L$ 过表达组&差异均有统计学意义 "均
<p#g#P#) 模型对照组 8H3*)GM"*3<>H3和 m)<1$ 'JK9相对表达量均低于 ')J<]L$ 敲除组&高于 ')J<]L$ 过

表达组&差异均有统计学意义"均 <p#g#P#) 模型对照组*')J<]L$ 敲除组和 ')J<]L$ 过表达组 ')J<]L$ 相对

表达量分别为 "g##q#g#;*#g1%q#g#1 和 "g]Qq#g#%&总体比较差异均有统计学意义"Qr"Lg1;&<p#g#"#) 野

生型 lGA%(转染细胞中 ')J<]L$<PB ')')3.组荧光素酶活性低于 ')J<]L$<PB 阴性对照组和空载体组&差异均

有统计学意义"均 <p#g#P#%突变型 DGA%(转染细胞中&各组荧光素酶活性比较差异无统计学意义"Qr#g$%&

<r#gPL#) 高糖组细胞增生 8值为 #gPLq#g#%&明显低于正常对照组的 #gPLq#g#% 和 ')J<]L$ )G+)7)A4,组的
#gQQq#g#Q&明显高于 ')J<]L$ ')')3.组的 #g]Qq#g""&差异均有统计学意义"均 <p#g#P#)!结论!沉默 ')J<

]L$ 表达可能通过靶向激活 DGAC!<3(A6G)G 通路促进糖尿病小鼠角膜上皮缺损修复)!

'关键词(!微小 JK9% lGA%(% 糖尿病% 角膜上皮% 角膜损伤
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?+)*#*/1$< "77"0/176*XOCJG 1+/)"$".4*$173*4#"/*06*0"01$+"48".*/)"8*4834645"#< /4$5"/*+5 =+/'4

'/+$2 M/a#$2&M+$2 M+$$#$2&b+$2 M+$2&<+$ M/5#+3&!"%$2 9#5#$

1%7+(*5%$*3;-7"*"+053032,&:%$5#$ '3&7#*+03;b/"+$ >$#]%(&#*,&b/"+$ PECCHC&!"#$+

!3((%&73$)#$2 +/*"3($M+$2 M+$$#$2&F5+#0$37",,$GBHEI.35

"9#,/$40/#:U#V"0/*T":V4)GS6.A)E(A6A+6)G+)7)A4,H6--63A4-')J<]L$ 4G A+634,G6(*6B)A+6*)(*+6(*)GE)G

F)(76A)3')36(GF )A.B4..)7*6'63+(G).'2!W"/)13,!j4,AH+6(*A+H3*6(G<E,(F6D)*F<AHB68P$@5Ĉ1 ')36D6,6

,(GF4'*HF)S)F6F )GA4(7*(GT 34GA,4*E,4/B (GF ('4F6*34GA,4*E,4/B&D)A+ ;# ')36)G 6(3+ E,4/B29G4A+6,;#

8J=ZIJC8(.L<'6F)(A6F ')J<]L$ TG43T4/A')36(GF ')J<]L$ 4S6,6XB,6..)4G ')36D6,6A(T6G (.')J<]L$ TG43T4/A

!1PQ! 中华实验眼科杂志 ;#;% 年 L 月第 ]" 卷第 L 期!8+)G &̂XB NB+A+(*'4*&Z6BA6'76,;#;%&_4*2]"&K42L



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

(GF ')J<]L$ 4S6,6XB,6..)4G E,4/B.&,6.B63A)S6*H2V+6F)(76A6.'4F6*D(.34G.A,/3A6F 7H34GA)G/4/.)GA,(B6,)A4G6(*

)GO63A)4G 4-.A,6BA4R4A43)G " ZVk# A4A+6')36)G '4F6*34GA,4*&')J<]L$ TG43T4/A(GF ')J<]L$ 4S6,6XB,6..)4G

E,4/B.&(GF A+6')36)G 7*(GT 34GA,4*E,4/B D6,6)GO63A6F D)A+ (G 6U/(*('4/GA4-3)A,(A67/--6,&-4**4D6F 7HQ<D66T

G4,'(*-66F)GE29-A6,A+66.A(7*).+'6GA4-F)(76A6.'4F6*&A+634,G6(*6B)A+6*)(*)GO/,H'4F6*D(.-/,A+6,34G.A,/3A6F

7H.3,(B)GE4--B(,A4-A+634,G6(*6B)A+6*)/'D)A+ (36GA,(*F)('6A6,4-; ''2V+634,G6(*6B)A+6*)(*F6-63A(,6(4-

')36)G #&";&;] (GF %1 +4/,.(-A6,34,G6(*6B)A+6*)(*)GO/,HD(.47.6,S6F 7H34,G6(*-*/4,6.36)G .4F)/'.A()G)GE2V+6

6XB,6..)4G 4-lGA%((GF !<3(A6G)G B,4A6)G.)G ')3634,G6(*A)../6.D(.F6A63A6F 7Hl6.A6,G 7*4A2V+66XB,6..)4G 4-

')J<]L$ (.D6**(.A+6'JK96XB,6..)4G *6S6*.4-36**B,4*)-6,(A)4G<(..43)(A6F -(3A4,E6G6.!,.0#$1B&.\?,.&(GF

S#\HD 'JK9D(.F6A63A6F 7H,6(*<A)'6U/(GA)A(A)S6-*/4,6.36G36I8J2V+6A(,E6A)GE,6*(A)4G.+)B 76AD66G ')J<]L$

(GF DGA%(D(.F6A63A6F 7H(F/(**/3)-6,(.6,6B4,A6,E6G6(..(H2W/'(G 34,G6(*6B)A+6*)(*36**."W8&8# D6,6

3/*A/,6F #$ ]#*(3(GF A,(G.-63A6F D)A+ ')J<]L$ ')')3.&')J<]L$ ')')3.G6E(A)S634GA,4*&')J<]L$ )G+)7)A4,&(GF

')J<]L$ )G+)7)A4,G6E(A)S634GA,4*7H5)B4Q### (.')J<]L$ ')')3.E,4/B&')')3.G6E(A)S634GA,4*E,4/B&')J<]L$

)G+)7)A4,E,4/B&(GF')J<]L$ )G+)7)A4,G6E(A)S634GA,4*E,4/B&,6.B63A)S6*H&(**4-D+)3+ D6,63/*A/,6F )G +)E+ E*/34.6

'6F)/'34GA()G)GE;P` E*/34.629G4A+6,AD4E,4/B.4-W8&8D6,6A(T6G (GF 3/*A/,6F )G '6F)/'34GA()G)GEP` (GF

;P` E*/34.6(.34GA,4*(GF +)E+ E*/34.6E,4/B.&,6.B63A)S6*H2V+636**B,4*)-6,(A)4G S)(7)*)AHD(.F6A6,')G6F 7H88mQ

'6A+4F2V+6/.6(GF 3(,64-(G)'(*.34'B*)6F )A+ A+69J_N.A(A6'6GA2V+6.A/FHB,4A434*D(.(BB,4S6F 7HA+6&A+)3.

84'')AA664-J6G')G W4.B)A(*4-l/+(G [G)S6,.)AH";#"Lm<m#"##2!X",28/,!&)E+AD66T.(-A6,ZVk)GO63A)4G&A+6

7*44F E*/34.64-')36D(..)EG)-)3(GA*H+)E+6,(GF A+6D6)E+AD(..)EG)-)3(GA*H*4D6,)G 6(3+ F)(76A)3'4F6*E,4/B A+(G

A+4.64-7*(GT 34GA,4*E,4/B "(**(A<p#2#P#29A";& ;] (GF %1 +4/,.(-A6,A+634,G6(*6B)A+6*)(*)GO/,H&A+6

B6,36GA(E6.4-34,G6(*6B)A+6*)(*F6-63A(,6(47.6,S6F 7H.*)A<*('B ')3,4.34BH)G '4F6*34GA,4*E,4/B D6,6.)EG)-)3(GA*H

+)E+6,A+(G A+4.6)G 7*(GT 34GA,4*E,4/B (GF ')J<]L$ TG43T4/AE,4/B (GF *4D6,A+(G A+4.6)G ')J<]L$ 4S6,6XB,6..)4G

E,4/B&(GF A+6F)--6,6G36.D6,6.A(A).A)3(**H.)EG)-)3(GA"(**(A<p#2#P#2V+6,6*(A)S66XB,6..)4G.4-DGA%((GF

!<3(A6G)G B,4A6)G.)G A+634,G6(*A)../6.4-'4F6*34GA,4*E,4/B D6,6.)EG)-)3(GA*H*4D6,A+(G A+4.64-7*(GT 34GA,4*

E,4/B (GF ')J<]L$ TG43T4/AE,4/B&7/A+)E+6,A+(G A+4.64-')J<]L$ 4S6,6XB,6..)4G E,4/B&(GF A+6F)--6,6G36.D6,6

.A(A).A)3(**H.)EG)-)3(GA"(**(A<p#2#P#2V+6,6*(A)S66XB,6..)4G.4-8H3*)GM"&3<>H3(GF m)<1$ 'JK9)G '4F6*

34GA,4*E,4/B D6,6*4D6,A+(G A+4.6)G ')J<]L$ TG43T4/AE,4/B&7/A+)E+6,A+(G A+4.6)G ')J<]L$ 4S6,6XB,6..)4G

E,4/B&(GF A+6F)--6,6G36.D6,6.A(A).A)3(**H.)EG)-)3(GA"(**(A<p#2#P#2V+6,6*(A)S66XB,6..)4G 4-')J<]L$ )G '4F6*

34GA,4*E,4/B& ')J<]L$ TG43T4/AE,4/B (GF ')J<]L$ 4S6,6XB,6..)4G E,4/B D(."g## q#g#;& #g1% q#g#1 (GF

"g]Qq#g#%&,6.B63A)S6*H&D)A+ (.A(A).A)3(**H.)EG)-)3(GAF)--6,6G36"Qr"Lg1;&<p#g#"#2V+6*/3)-6,(.6(3A)S)AH4-

')J<]L$<PB ')')3.E,4/B )G D)*F<AHB6DGA%(A,(G.-63A6F 36**.D(.*4D6,A+(G A+(A4-')J<]L$<PB G6E(A)S634GA,4*

E,4/B (GF 6'BAHS63A4,E,4/B&(GF A+6F)--6,6G36.D6,6.A(A).A)3(**H.)EG)-)3(GA"(**(A<p#g#P#2=G A+6'/A(GADGA%(

A,(G.-63A6F 36**.&A+6,6D(.G4.)EG)-)3(GAF)--6,6G36)G A+6*/3)-6,(.6(3A)S)AH('4GES(,)4/.E,4/B."Qr#g$%&

<r#gPL#2V+636**B,4*)-6,(A)4G 8S(*/64-+)E+ E*/34.6E,4/B D(.#gPLq#g#%&D+)3+ D(..)EG)-)3(GA*H*4D6,A+(G

#gPLq#g#% 4-G4,'(*34GA,4*E,4/B (GF #gQQ q#g#Q 4-')J<]L$ )G+)7)A4,E,4/B& 7/A.)EG)-)3(GA*H+)E+6,A+(G

#g]Qq#g"" 4-')J<]L$ ')')3.E,4/B "(**(A<p#g#P#2!(1+082,*1+,!V+6.)*6G3)GE4-')J<]L$ '(HB,4'4A6A+6

,6B(),4-F)(76A)334,G6(*6B)A+6*)(*F6-63A.7HA(,E6A)GEDGAC!<3(A6G)G B(A+D(H2

";"< =1$3,#:>)3,4JK9% lGA%(% M)(76A6.'6**)A/.% 84,G6(*6B)A+6*)/'% 84,G6(*)GO/,)6.

>2+3.$15$46$ K(A)4G(*K(A/,(*Z3)6G36j4/GF(A)4G 4-8+)G("Q"$$#QLL#
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!!据国际糖尿病联盟统计&截止到 ;#;" 年全球约有
Pg%$ 亿成年糖尿病患者&患病人数约占全球成年人口
的 "#gP`&其中中国约有 "g] 亿患者 - ". ) 糖尿病角膜
病变"F)(76A)3T6,(A4B(A+H&Mm#一般表现为眼部外伤或
术后持续性角膜上皮缺损*愈合延迟*浅层点状角膜
炎&逐步发展为角膜溃疡&严重影响患者生活质量 - ;. )

微小 JK9"')3,4JK9&')J#是一组约含 ;; 个核苷酸

的内源性非编码小 JK9&通过特异性识别目的 'JK9

上 %e[VJ序列介导靶基因转录后的基因沉默 - %:]. ) 近
年来的研究证明 ')J<]L$ 是参与多种肿瘤发生和发展
的关键因子之一&调控肿瘤细胞的增生*迁移以及糖代
谢等

- P. ) lGAC!<3(A6G)G 是一条经典信号通路&参与维
持成人组织的稳态和促进再生) 已有研究证明其通过
促进表皮细胞增生以及角朊细胞分化*迁移加速伤口
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修复
- 1. ) ?(GE等 - $.

研究发现胰岛素通过介导 lGAC!<
3(A6G)G 通路促进 =型糖尿病小鼠角膜神经修复及上皮
创口愈合) 通过 V(,E6A.3(G 和 ')J(GF(等生物信息预
测软件发现&')J<]L$ 与 DGA%(的 %e<[VJ存在互补结
合位点&推测 ')J<]L$ 可能参与 lGAC!<3(A6G)G 通路调
控) 故本研究选取野生型 "D)*F AHB6&lV# 8P$@5Ĉ1
小鼠*8J=ZIJC8(.L 介导的 ')J<]L$ 敲除和过表达转
基因 8P$@5C1 小鼠&通过链脲佐菌素 ".A,6BA4R4A43)G&
ZVk#腹腔注射诱导 =型糖尿病小鼠模型并刮除部分角
膜上皮观察其愈合速率&探讨 ')J<]L$ 和 DGA%(是否
参与糖尿病小鼠角膜上皮修复过程及其可能的作用机

制&希望为临床诊疗提供新的思路)

B:材料与方法

B2B!材料
B2B2B!实验动物及细胞!选取 1aQ 周龄健康清洁级
8P$@5Ĉ1 雄性小鼠 ]# 只&体质量 "Qa;# E&由武汉大
学动物实验中心提供-小鼠生产许可证号$Z?dm"鄂#
;#"P<##;$. 和 同 周 龄 健 康 8J=ZIJC8(.L 介 导 的
')J<]L$ 敲除和过表达 8P$@5C1 雄性小鼠各 ;# 只&由
武汉大学消化实验室惠赠-赛业"苏州#生物科技有限
公司合成&小鼠生产许可证号$Z?dm"苏# ;#";<##1".)
人角膜上皮细胞" +/'(G 34,G6(*6B)A+6*)(*36**&W8&8#
WVd;%;1 为本实验冻存) 实验流程遵循视觉与眼科
研究协会相关规定&并通过武汉大学人民医院伦理委
员会审核批准"批文号$;#"Lm:m#"##)
B2B2%!主要试剂及仪器!盐酸丙美卡因滴眼液"美
国 9*34G 公司#%青C链霉素双抗溶液*ZVk"美国 Z)E'(
公司#%兔抗小鼠 DGA%(单克隆抗体 "英国 973('公
司#%鼠抗小鼠 !<3(A6G)G 单克隆抗体 "美国 9--G)AH公
司#%M>&> 培养基*辣根过氧化物酶 " +4,.6,(F).+
B6,4X)F(.6&WJI#标记的山羊抗兔二抗*山羊抗小鼠二
抗"武汉塞维尔生物有限公司 #%V,)R4*试剂 "美国
=GS)A,4E6G 公司#%逆转录试剂盒*实时荧光定量 I8J
试剂盒"日本 V(T(,(公司#%双荧光素酶报告基因检测
试剂盒 "JY#;$#*88mQ 试剂盒*5)B4Q### 转染试剂
"上海碧云天生物技术有限公司#%胎牛血清"上海吉
泰依科赛生物科技有限公司#) K(G4M,4B 分光光度计
"美国V+6,'4公司#%实时荧光定量 I8J仪"美国 9@=公
司#%化学发光凝胶成像仪*酶标仪"美国@)4<J(F 公司#)
B2%!方法
B2%2B!糖尿病小鼠角膜上皮损伤模型建立及分组!
取 ]# 只 lV8P$@5Ĉ1 小鼠&按照随机数字表法平均
分为空白对照组和模型对照组) 取 8J=ZIJC8(.L 介

导 ')J<]L$ 敲除和过表达 8P$@5Ĉ1 小鼠各 ;# 只&分
别作为 ')J<]L$ 敲除组和 ')J<]L$ 过表达组) 模型对
照组*')J<]L$ 敲除组和 ')J<]L$ 过表达组小鼠禁食
"; + 后&根据体质量以 P# 'ECTE于左下腹腔注射
ZVk&连续注射 P F&此后正常饲养小鼠) 于末次注射
后 Q 周取小鼠尾静脉血&用血糖仪检测随机血糖&将
% 次血糖浓度平均值#"1g$ ''4*C5的小鼠纳入糖尿
病模型小鼠) 空白对照组小鼠注射相同浓度*BW值为
]gP 的枸橼酸钠缓冲液)

取模型对照组*')J<]L$ 敲除组和 ')J<]L$ 过表
达组糖尿病模型建造成功的小鼠&记录体质量和血糖
后用 "#`水合氯醛"P 'ECTE#腹腔注射麻醉&盐酸丙
美卡因滴眼液点右眼行表面麻醉&棉签蘸去多余水分&
用直径 ; ''的角膜环钻垂直角膜中央进行按压标
记&用力过程中不伤及角膜基质层&随后用板层刀刮除
角膜环钻标记范围内的角膜上皮) 实验操作完毕后&
小鼠右眼点用左氧氟沙星凝胶预防感染) 空白对照组
小鼠给予同样方法建立角膜上皮损伤模型)
B2%2%!裂隙灯显微镜下观察小鼠角膜上皮损伤后不
同时间点角膜愈合情况!分别于角膜上皮损伤后 #*
";*;] 和 %1 + 进行角膜荧光素钠染色&在裂隙灯显微
镜钴蓝灯下观察各组角膜上皮损伤修复情况&并拍照
记录) 采用 ='(E6̂软件自动测量计算角膜上皮缺损
面积&并计算各时间点角膜缺损面积百分比" #̀r各时
间点角膜缺损面积C造模后 # + 角膜缺损面积t"## )̀
B2%2'!l6.A6,G 7*4A法检测小鼠角膜组织中 DGA%(*
!<3(A6G)G 蛋白相对表达量!小鼠角膜上皮损伤模型
建立后 %1 +&每组各任取 ] 只小鼠&颈椎脱臼法处死后
剖取角膜组织加入裂解液&收集样本检测总蛋白浓度&
行 ZMZ<I9Y&电泳并转印至 I_Mj膜&体积分数 P`牛
血清白蛋白室温下封闭 " +&加入一抗 DGA%("" i" ###
稀释#*!<3(A6G)G"" i" ### 稀释#和 Y9IM9"" i% ###
稀释#&] s孵育过夜&V@ZV漂洗 % 次后加入 WJI标
记的山羊抗兔 =EY多克隆抗体"" iP ####室温下孵育
" +&用 V@ZV漂洗 % 次并滴加新鲜配制的 &85发光
液&避光静置 P ')G&使用化学发光凝胶成像仪采集图
像信息&并采用 ='(E6̂图像分析软件分析灰度值&以
Y9IMW为内参&计算各目的蛋白相对表达量) 实验重
复 % 次&取平均值)
B2%2C!实时荧光定量 I8J法检测小鼠角膜组织中
')J<]L$ 和细胞增生相关基因 !,.0#$1B*.\?,.*S#\HD
'JK9表达量!小鼠角膜上皮损伤模型建立后 %1 +&
每组各任取 % 只小鼠&颈椎脱臼法处死后剖取角膜&按
V,)R4*说明书提取角膜组织总 JK9&K(G4M,4B 分光光
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度计测定总 JK9浓度和纯度&取 9;1# C9;Q# 为 "gQa;g"
的 JK9逆转录为 3MK9) DGA%(*!<3(A6G)G 及细胞增生
相关基因引物序列见表 "&由北京擎科生物科技有限
公司合成) I8J反应条件$L] s预变性 P ')G%L] s
变性 ]P .*P$ s退火 ]P .&$; s延伸 1# .&共 %; 个循
环%$; s再延伸 P ')G 至 ] s) 分别用 [1*Y9IMW作
为 5#:\PLD 和其余目的基因内参&采用 ;:**8A

法计算

各目的基因相对表达量) 实验重复 % 次&取平均值)

表 B:@(X引物序列
M4#8"B:@(X.$*6"$,"R2"+0",

基因 引物序列

.\?,. 正向$Pe<898V89889Y898998V98Y<%e
反向$Pe<YVV88V88V8VY98YVV889<%e

!,.0#$1B 正向$Pe<9Y99YVY8Y99Y9YY9YYV8<%e
反向$Pe<VV8V8YY89YV899YYY99V<%e

S#\HD 正向$Pe<8VVVYYYVY8Y98VVY98Y<%e
反向$Pe<YV8Y98888Y8V88VVVV<%e

5#:\PLD 正向$Pe<YVY89YYYV88Y9YYV<%e
反向$Pe<V9Y88VY89Y89898VYVYYV<%e

68<1' 正向$Pe<VYYV9V8YVYY99YY98V89<%e
反向$Pe<889YV9Y9YY89YYY9VY9V<%e

>H 正向$Pe<998Y8VV898Y99VVVY8YV<%e
反向$Pe<8V8Y8VV8YY89Y8989<%e

!注$')J$微小 JK9%Y9IMW$甘油醛<%<磷酸脱氢酶
!K4A6$')J$')3,4JK9%Y9IMW$E*H36,(*F6+HF6<%<B+4.B+(A6F6+HF,4E6G(.6

B2%2E!双荧光素酶报告基因实验检测 ')J<]L$ 对
DGA%(的靶向性!取处于对数生长期*生长状态良好
的 W8&8&分别将 lV或突变型 "'/A(GAAHB6&>[V#
DGA%(载体与 ')J<]L$<PB 拟似物*')J<]L$<PB 阴性对
照或空载体共转染&培养 ]Q + 后&按照荧光素酶检测
试剂盒说明书&采用双荧光素酶报告基因检测系统测
定各组萤火虫和海肾荧光素酶活性&以海肾荧光素酶
为内参&测定 lVDGA%(和 >[VDGA%(细胞荧光素酶
活性)
B2%2K!W8&8分组及 ')JK9转染!将 W8&8接种至
1 孔板中&置于含 "#`胎牛血清*"`青C链霉素双抗的
M>&>培养基&于 %$ s*LP`浓度8N; 培养箱中培养%
待细胞融合至 Q#`&更换为含 ;`胎牛血清*无抗生素
M>&>培养基&并将细胞分为 ')J<]L$ ')')3.组*
')')3.阴性对照组*')J<]L$<)G+)7)A4,组*)G+)7)A4,阴性
对照组&分别使用 5)B4Q### 转染试剂将附有荧光基团
的 ')J<]L$ ')')3.* ')J<]L$<')')3.阴性对照* ')J<
]L$<)G+)7)A4,*')J<]L$<)G+)7)A4,阴性对照转染至 W8&8
中&;] + 后通过荧光显微镜观察细胞&评估转染率并
继续培养至细胞完全融合)
B2%2G!88mQ 法检测各转染组 W8&8增生活力!取

各组转染成功的细胞按照 "t"#%
个C孔接种于 L1 孔

板&并使用含 ;P`葡萄糖的高糖 M>&>培养%另设置
正常对照组和高糖组 W8&8&分别使用含 P`及 ;P`葡
萄糖的 M>&>进行培养) 培养 ;] + 后&每孔加入
"# (*88m<Q 溶液&%$ o8避光孵育 ] +) 使用酶标仪测
量每组 ]P# G'处细胞的吸光度 "(7.4,7(G36&8#值)
实验独立重复 % 次&取平均值)
B2'!统计学方法

采用 Y,(B+ I(F I,).' L2% 软件进行统计分析)
计量数据资料经 Z+(B),4<l)*T 检验证实呈正态分布&
以 Wq&表示&组间均数经 56S6G6检验证实方差齐) 采
用完全随机分组两因素或单因素干预多水平实验设

计&各组同一时间点各检测指标表达量的总体差异比
较采用单因素方差分析&不同时间点各检测指标表达
量的总体差异比较采用重复测量两因素方差分析&多
重比较采用5ZM<*检验) <p#g#P为差异有统计学意义)

%:结果

%2B!糖尿病模型小鼠建立情况
末次腹腔注射 ZVk后&各糖尿病模型组小鼠出现

持续性多饮*多尿伴血糖升高&体质量下降) 注射 ZVk
后 Q 周&空白对照组*模型对照组*')J<]L$ 敲除组和
')J<]L$ 过表达组小鼠血糖浓度分别为"]g;#q#g"$#*
";Pg%#q#g"$#*";%g%#q#g#1#和";]g$$q#g"Q#''4*C5&
体质 量 分 别 为 " ;Qg;# q#g#$ #* " "Pg$# q#g"" #*
""$g%"q#g"P#和""]gL;q#g"P#E&总体比较差异均有
统计学意义"Qr"$g]1*;;g;]&均 <p#g#"#&其中模型
对照组*')J<]L$ 敲除组和 ')J<]L$ 过表达组小鼠血
糖浓度明显高于空白对照组&体质量明显低于空白对
照组&差异均有统计学意义"均 <p#g#P#)
%2%!各模型组小鼠角膜上皮损伤后不同时间点愈合
情况比较

角膜上皮损伤后 "; + 和 ;] +&空白对照组和 ')J<
]L$ 敲除组角膜荧光素钠着染面积明显小于模型对照
组&')J<]L$ 过表达组角膜荧光素钠着染面积较模型
对照组大%角膜上皮损伤后 %1 +&空白对照组和 ')J<
]L$ 敲除组角膜荧光素钠着染几乎不可见&模型对照
组和 ')J<]L$ 过表达组角膜中央仍有部分染色
"图 "#) 各组不同时间点皮缺损面积百分比总体比较
差异有统计学意义 "Q分组 r"%QgP%&<p#g#"%Q时间 r
;;g";&<p#g#"#%其中角膜上皮损伤后 ";*;] 和 %1 +
时模型对照组小鼠角膜上皮缺损面积百分比明显高于

空白对照组和 ')J<]L$ 敲除组&但低于 ')J<]L$ 过表
达组&差异均有统计学意义"均 <p#g#P#"表 ;#)
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图 B:各组小鼠角膜上皮损伤后不同时间点荧光素钠染色图!角膜上皮损伤后 ";h;] 和
%1 + 时&空白对照组和 ')J<]L$ 敲除组小鼠角膜缺损面积明显小于模型对照组&')J<]L$
过表达组缺损面积大于模型对照组!')J$微小 JK9
>*52$"B:>821$",0"*+,13*26,/4*+*+5 *645",4/3*77"$"+//*6".1*+/,47/"$01$+"48*+V2$<
*+712$612,"5$12.,!9A";& ;]&(GF %1 +4/,.(-A6,34,G6(*6B)A+6*)(*)GO/,H&A+634,G6(*
F6-63A(,6(4-7*(GT 34GA,4*E,4/B (GF ')J<]L$ TG43T4/AE,4/B D(..)EG)-)3(GA*H.'(**6,A+(G
A+(A4-'4F6*34GA,4*E,4/B&(GF A+6F6-63A(,6(4-')J<]L$ TG43T4/AE,4/B D(.*(,E6,A+(G A+(A
4-'4F6*34GA,4*E,4/B!')J$')3,4JK9

wnt3a

β�catenin

GAPDH

1 2 3 4 相对分
子质量

39000

92000

37000

图 %:各组小鼠造模后 'K )角膜组织 =+/'4 及
0O04/"+*+表达电泳图!与模型对照组比较&
')J<]L$ 敲除组 DGA%(和 !<3(A6G)G 蛋白条带灰
度增强&')J<]L$ 过表达组 DGA%(和 !<3(A6G)G 蛋
白条带灰度减弱!"$空白对照组%;$模型对照
组%%$')J<]L$ 敲除组%]$')J<]L$ 过表达组!
Y9IMW$甘油醛<%<磷酸脱氢酶
>*52$"% : Q8"0/$1.)1$"/15$46 17=+/'4 4+3
0O04/"+*+"-.$",,*1+*+712$6*0"5$12.,4/'K
)12$,47/"$613"8*+5 ! 84'B(,6F D)A+ '4F6*
34GA,4*E,4/B&A+6E,6H.3(*6.4-DGA%((GF !<3(A6G)G
B,4A6)G.7(GF.D6,66G+(G36F )G ')J<]L$ TG43T4/A
E,4/B& (GF D6,6 D6(T6G6F )G ')J<]L$
4S6,6XB,6..)4G E,4/B "$ 7*(GT 34GA,4* E,4/B%
;$'4F6*34GA,4*E,4/B%%$')J<]L$ TG43T4/AE,4/B%
]$ ')J<]L$ 4S6,6XB,6..)4G E,4/B ! Y9IMW$
E*H36,(*F6+HF6<%<B+4.B+(A6F6+HF,4E6G(.6

表 %:各组小鼠角膜上皮刮除后不同时间点角膜上皮缺损面积百分比比较"5\6&^#
M4#8"%:(16.4$*,1+176*0"01$+"48".*/)"8*483"7"0/4$"4 4/3*77"$"+//*6".1*+/,47/"$01$+"48".*/)"8*4802$"//45"461+5

712$5$12.,"5\6&^#

组别 样本量

角膜上皮刮除后不同时间点缺损面积百分比

# + "; + ;] + %1 +

空白对照组 % $LgP#q#g"] %"gQLq"g]# "]g%#q#g%" #g%;q#g""

模型对照组 % $LgL#q#g#1 ]%gL#q;gP"( ;Qg;#q#g%"( "]g;#q#g"1(

')J<]L$ 敲除组 % Q#g%#q#g#% %;g$#q"g$$(7 ";gP#q#g]$(7 #gP]q#g#](7

')J<]L$ 过表达组 % $LgP#q#g#] ]Lg;#q;g]](7 %%g"#q#g%#(7 "Qg$#q#g%"(7

!注$Q分组 r"%QgP%&<p#g#"%Q时间 r;;g";&<p#g#"2与同时间点空白对照组比较&(<p#g#P%与同时间点模型对照组比较&7<p#g#P"重复测量两因素
方差分析&5ZM<*检验#!')J$微小 JK9
!K4A6$QE,4/B r"%QgP%&<p#g#"%QA)'6r;;g";%<p#g#"284'B(,6F D)A+ 7*(GT 34GA,4*E,4/B (A34,,6.B4GF)GEA)'6B4)GA.&(<p#g#P%34'B(,6F D)A+ '4F6*

34GA,4*E,4/B (A34,,6.B4GF)GEA)'6B4)GA.&7<p#g#P "VD4<D(H,6B6(A6F '6(./,6.9KN_9&5ZM<*A6.A#!')J$')3,4JK9

%2'!各组小鼠上皮损伤后 %1 + 角膜组织中 DGA%(h
!<3(A6G)G 表达比较

角膜上皮损伤后 %1 +& 与模型对照组比较&
')J<]L$ 敲除组 DGA%(和 !<3(A6G)G 蛋白条带灰度增
强&')J<]L$ 过表达组 DGA%(和 !<3(A6G)G 蛋白条带灰
度减弱 "图 ; #) 各组小鼠角膜组织中 DGA%(及
!<3(A6G)G 蛋白相对表达量总体比较&差异均有统计学

意义"Qr;%gLQh%1g%Q&均 <p#g#P#%其
中与空白对照组比较&模型对照组小鼠
角膜组织 DGA%(及 !<3(A6G)G 蛋白相对
表达量明显下降%与模型对照组相比&
')J<]L$ 敲除组小鼠角膜组织 DGA%(及

!<3(A6G)G 蛋白相对表达量升高&')J<]L$ 过表达组角
膜组织各蛋白相对表达量明显降低&差异均有统计学
意义"均 <p#g#P#"表 %#
%2C!各组造模后 %1 + 小鼠角膜组织中细胞增生相关
基因和 ')J<]L$ 表达比较

模型对照组h')J<]L$ 敲除组和 ')J<]L$ 过表达
组 8H3*)GM" 'JK9相对表达量分别为 "g## q#g"]h
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"g%]q#g#L 和 #g$Lq#g""&3<>H3'JK9相对表达量分
别为 "g##q#g"P*"gP%q#g"% 和 #g$Pq#g#]&m)<1$ 'JK9
相对表达量分别为 "g##q#g#]*"g"%q#g"# 和 #gQLq
#g";&')J<]L$ 相对表达量分别为 "g##q#g#;*#g1%q
#g#1 和 "g]Qq#g#%&总体比较差异均有统计学意义
"Qr;;gP%*"Lg1;*;Pg1;*"Lg1;&均 <p#g#"#%其中模
型对照组 8H3*)GM"*3<>H3和 m)<1$ 'JK9相对表达量
均低于 ')J<]L$ 敲除组&高于 ')J<]L$ 过表达组&差异
均有统计学意义 "均 <p#g#P#%')J<]L$ 敲除组 ')J<
]L$ 相对表达量明显低于模型对照组&')J<]L$ 过表达
组 ')J<]L$ 相对表达量明显高于模型对照组&差异均
有统计学意义"均 <p#g#P#"图 %#

表 ':各组小鼠角膜上皮损伤后 'K )角膜组织 =+/'4 和
0O04/"+*+相对表达量比较"5\6#

M4#8"':(16.4$*,1+17$"84/*T""-.$",,*1+,17=+/'4 4+3
0O04/"+*+*+6*0"01$+"48/*,,2",4/'K )12$,47/"$".*/)"8*48

34645"461+5 3*77"$"+/5$12.,"5\6#

组别 样本量
DGA%(蛋白
相对表达量

!<3(A6G)G 蛋白
相对表达量

空白对照组 ] "g%$q#g#; "g%Lq#g;%

模型对照组 ] #gQ$q#g#]( "g#Lq#g""(

')J<]L$ 敲除组 ] "g;1q#g""(7 "g]"q#g"1(7

')J<]L$ 过表达组 ] #g1Qq#g""(7 #gQ$q#g"](7

Q值 ;%gLQ %1g%Q

<值 p#g#P p#g#P

!注$与空白对照组比较&(<p#g#P%与模型对照组比较&7<p#g#P"单因
素方差分析&5ZM<*检验#!')J$微小 JK9
!K4A6$84'B(,6F D)A+ 7*(GT 34GA,4*E,4/B&(<p#g#P%34'B(,6F D)A+ '4F6*
34GA,4*E,4/B&7<p#g#P "NG6<D(H9KN_9&5ZM<*A6.A#!')J$'43,4JK9

%2E!')J<]L$ 靶向结合 DGA%(后各族荧光素酶活性
比较

V(,E6A.3(G 软件预测发现 ')J<]L$<PB 与 DGA%(
%e[VJ具有结合位点"图 ]#) 通过双荧光素酶检测显
示&lVDGA%(共转染细胞中 ')J<]L$<PB ')')3.组荧
光素酶活性低于 ')J<]L$<PB 阴性对照组和空载体组&
差异均有统计学意义"均 <p#g#P#%>[VDGA%(转染细
胞中&各组荧光素酶活性比较差异无统计学意义
"Qr#g$%&<r#gPL#"表 ]#
%2K!各组 W8&8')J<]L$ 表达量及增生活性比较

各组细胞 ')J<]L$ 表达量和增生 8值总体比较差
异均有统计学意义"Qr;LgQ$*%Pg%Q&均 <p#g#"#&其
中 ')J<]L$ ')')3.组 ')J<]L$ 相对表达量明显高于高
糖组 和 ')')3.阴 性 对 照 组& ')J<]L$ )G+)7)A4,组
')J<]L$ 相对表达量明显低于高糖组和 )G+)7)A4,阴性
对照组&差异均有统计学意义"均<p#g#P#"表 P#) 与
正常对照组相比&高糖组细胞增生 8值明显降低&差

异有统计学意义 "<p#g#P#%与高糖组比较&')J<]L$
)G+)7)A4,组细胞增生 8值明显升高&')J<]L$ ')')3.组
细胞增生 8值明显降低&差异均有统计学意义 "均
<p#g#P#"表 1#)
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图 ':各模型组小鼠造模 'K )后角膜组织 (<08*+0B*0OW<0*;*OKG
6Xa9以及 6*XOCJG 相对表达量比较!"单因素方差分析&5ZM<*检
验&$r%#!9$各组 8H3*)GM" 'JK9相对表达量比较!Qr;;gP%&
<p#g#"!@$各组3<>H3'JK9相对表达量比较!Qr"Lg1;&<p#g#"!
8$各组 m)<1$ 'JK9相对表达量比较!Qr;Pg1;&<p#g#"!M$各组
')J<]L$ 相对表达量比较!Qr"Lg1;&<p#g#"!与模型对照组比
较&(<p#g#P!"$模型对照组%;$')J<]L$ 敲除组%%$')J<]L$ 过表达组
>*52$"':(16.4$*,1+17(<08*+0B&0OW<0&;*OKG 6Xa94+36*XO
CJG $"84/*T""-.$",,*1+,*+6*0"01$+"48/*,,2"461+5 /)$""613"8
5$12.,4/'K )12$,47/"$613"8*+5 " NG6<D(H9KN_9& 5ZM<*A6.A&
$r%# ! 9$84'B(,).4G 4-8H3*)GM" 'JK9! Qr;;gP%&<p#g#"!
@$84'B(,).4G 4-3<>H3'JK9!Qr"Lg1;&<p#g#"!8$84'B(,).4G 4-
m)<1$ 'JK9!Qr;Pg1;&<p#g#"!M$84'B(,).4G 4-')J<]L$!Qr
"Lg1;&<p#g#"!"$'4F6*34GA,4*E,4/B%;$')J<]L$ TG43T4/AE,4/B%
%$')J<]L$ 4S6,6XB,6..)4G E,4/B

wnt3a

hsa�miR�497�5p

5'

3'

...UAAUGUUAUAUCUGAUGCUGCUA3'

...UGUUUGGUGUCACACGACGAC5'

图 C:]+/'4 与 6*XOCJG 存在互补的核苷酸序列!')J$微小 JK9
>*52$"C:(16.8"6"+/4$< +208"1/*3","R2"+0",#"/=""+=+/'4 4+3
6*XOCJG!')J$')3,4JK9

表 C:各组荧光素酶活性比较"5\6#
M4#8"C:(16.4$*,1+17820*7"$4,"40/*T*/< 461+5 /)$""

5$12.,"5\6#

组别 样本量
不同类型细胞中荧光素酶活性

lVDGA%( >[VDGA%(

')J<]L$<PB ')')3.组 % #g1;q#g""(7 "g#1q#g""

')J<]L$<PB 阴性对照组 % "g%;q#g"" "gP%q#g"1

空载体组 % #g$1q#g#% #gQ%q#g"]

Q值 "QgLQ #g$%

<值 p#g#" #gPL

!注$与空载体组比较&(<p#g#P"单因素方差分析&5ZM<*检验#!')J$
微小 JK9%lV$野生型%>[V$突变型
!K4A6$84'B(,6F D)A+ 6'BAHS63A4,E,4/B&(<p#g#P "NG6<D(H9KN_9&
5ZM<*A6.A#!')J$')3,4JK9%lV$D)*F AHB6%>[V$'/A(GAAHB6

'"1Q'中华实验眼科杂志 ;#;% 年 L 月第 ]" 卷第 L 期!8+)G &̂XB NB+A+(*'4*&Z6BA6'76,;#;%&_4*2]"&K42L
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表 E:各组细胞 6*XOCJG 相对表达量比较"5\6#
M4#8"E:(16.4$*,1+176*XOCJG $"84/*T""-.$",,*1+461+5

3*77"$"+/5$12.,"5\6#

组别 样本量 ')J<]L$ 相对表达量

正常对照组 ] "g##q#g""

高糖组 ] "g"$q#g#%(

')J<]L$ ')')3.组 ] "g]$q#g#173

')J<]L$ )G+)7)A4,组 ] #gPQq#g#17F

')')3.阴性对照组 ] "g""q#g;;

)G+)7)A4,阴性对照组 ] "g;#q#g"P

Q值 ;LgQ$

<值 p#g#"

!注$与正常对照组比较&(<p#g#P%与高糖组比较&7<p#g#P%与 ')')3.
阴性对照组比较&3<p#g#P%与 )G+)7)A4,阴性对照组比较&F<p#g#P"单因
素方差分析&5ZM<*检验#!')J$微小 JK9
!K4A6$84'B(,6F D)A+ G4,'(*34GA,4*E,4/B&(<p#g#P%34'B(,6F D)A+ +)E+
E*/34.6E,4/B&7<p#g#P%34'B(,6F D)A+ ')')3.G6E(A)S634GA,4*E,4/B&3<p
#g#P%34'B(,6F D)A+ )G+)7)A4,G6E(A)S634GA,4*E,4/B&F<p#g#P "NG6<D(H
9KN_9&5ZM<*A6.A#!')J$')3,4JK9

表 K:各组细胞增生 !值比较"5\6#
M4#8"K:(16.4$*,1+17$"84/*T"!T482",461+5

3*77"$"+/5$12.,"5\6#

组别 样本量 增生 8值

正常对照组 1 #gL]q#g";

高糖组 1 #g1;q#g;%(

')J<]L$ ')')3.组 1 #g];q#g;"73

')J<]L$ )G+)7)A4,组 1 #gQ"q#g#P7F

')')3.阴性对照组 1 #gPLq#g;]

)G+)7)A4,阴性对照组 1 #gPQq#g%1

Q值 %Pg%Q

<值 p#g#"

!注$与正常对照组比较&(<p#g#P%与高糖组比较&7<p#g#P%与 ')')3.
阴性对照组比较&3<p#g#P%与 )G+)7)A4,阴性对照组比较&F<p#g#P"单因
素方差分析&5ZM<*检验#!8$吸光度
!K4A6$84'B(,6F D)A+ G4,'(*34GA,4*E,4/B&(<p#g#P%34'B(,6F D)A+ +)E+
E*/34.6E,4/B&7<p#g#P%34'B(,6F D)A+ ')')3.G6E(A)S634GA,4*E,4/B&3<p
#g#P%34'B(,6F D)A+ )G+)7)A4,G6E(A)S634GA,4*E,4/B&F<p#g#P "NG6<D(H
9KN_9&5ZM<*A6.A#!8$(7.4,7(G36

':讨论

目前有 ]1`a1]`的糖尿病患者罹患 Mm- Q. ) 随
着糖尿病患病率的攀升&Mm逐渐受到眼科医生的重
视) 目前针对 Mm的传统治疗主要包括人工泪液*促
进角膜修复的自体血清*绷带镜配戴等%病情严重的患
者多考虑羊膜覆盖*眼睑缝合等手术疗法&但治疗时间
长且预后较差) 随着现代医学的不断进步&包括基因
靶向治疗在内的新型生物疗法有望为 Mm患者提供更
加高效且稳定的治疗手段)

')J<]L$ 已被证明参与多种肿瘤的发病&并参与
包括心肌梗塞*脑梗死*消化道炎症反应在内的多种疾

病的发生和发展
- L:"P. ) V(GE等 - "%.

研究发现&转染了
')J<]L$ 抑制剂的骨髓间充质干细胞可促进大鼠心肌
损伤修复&且修复过程伴有 DGA%(*!<3(A6G)G 等 lGAC

!<3(A6G)G 通路相关蛋白表达水平的升高)
lGAC!<3(A6G)G 信号通路被证实在糖尿病以及眼

部疾病中发挥作用
- "1:;%. ) N/H(GE等 - "L.

证明了 lGA通
路参与角膜缘干细胞分化&促进角膜修复) 本实验成
功构建糖尿病小鼠模型&发现模型对照组小鼠角膜上
皮愈合明显较空白对照组延迟&与 Mm的临床症状相
符%l6.A6,G 7*4A检测结果显示&模型对照组小鼠角膜
中 DGA%(*!<3(A6G)G lGA通路相关蛋白较空白对照组
表达明显下调%且荧光定量 I8J结果提示&模型对照
组小鼠角膜中 ')J<]L$ 表达较空白对照组明显上调)

基于以上结果推测')J<]L$ 和lGA通路参与调控糖尿
病角膜上皮损伤修复)

为了进一步验证 ')J<]L$ 与 lGA通路的调控关
系&本研究采用转基因小鼠&发现 ')J<]L$ 敲除组小鼠
角膜上皮愈合速度优于模型对照组和 ')J<]L$ 过表达
组&角膜组织中 DGA%(*!<3(A6G)G 蛋白相对表达量也明
显高于模型对照组和 ')J<]L$ 过表达组&而 ')J<]L$

过表达组各蛋白相对表达量明显低于模型对照组&提
示 ')J<]L$ 的下调可促进 DGA%(*!<3(A6G)G 的表达&激
活 lGA通路) 同时&荧光定量 I8J结果显示 ')J<]L$
敲除组小鼠角膜组织中细胞增生相关基因 !,.0#$1B*
.\?,.*S#\HD 'JK9相对表达量均高于模型对照组&而
')J<]L$ 过表达组各基因相对表达量均低于模型对照
组&进一步提示 ')J<]L$ 可能通过调控 lGA%(C!<
3(A6G)G 通路影响细胞增生能力进而调控糖尿病小鼠
角膜上皮损伤修复) 采用体外 W8&8转染模型进一步
验证&发现抑制 ')J<]L$ 表达可有效增加高糖培养
W8&8的增生活力) 本研究还通过双荧光素酶基因报
告实验证明 DGA%(为 ')J<]L$ 的靶基因之一)

综上所述&随着屈光*白内障等手术的日益普及以
及糖尿病患者数量的与日俱增&以糖尿病角膜上皮损
伤修复延迟为代表的 Mm患者亟需眼科医生的密切关
注) 本研究发现沉默 ')J<]L$ 可明显促进糖尿病小鼠
角膜上皮损伤修复&且通过靶向 DGA%(激活 lGAC!<
3(A6G)G 通路进而上调细胞增生相关基因的表达&可加
速上皮缺损愈合) ')J<]L$ 抑制剂或将成为糖尿病角
膜上皮损伤修复延迟患者极具潜力的治疗策略)
利益冲突!所有作者均声明不存在利益冲突
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34'62 - ĈN5.2K/A,)6GA.& ;#;#& "; " $ # i"L$] - ;#;; :#] :"1 .2
+AAB$CCB/7'6F2G37)2G*'2G)+2E4SC%;1%P"]"2MN=$ "#2%%L#CG/";#
$"L$]2

-;. 5O/7)'4S9_2M)(76A)334'B*)3(A)4G.)G A+634,G6(- .̂2_).)4G J6.&
;#"$&"%L$"%Q:"P;2MN=$"#2"#"1CO2S).,6.2;#"$2#%2##;2

-%. MO/,(G4S)3Z&K(+S)9&Y,66G J2')JK9<'6F)(A6F E6G6.)*6G3)GE7H
A,(G.*(A)4G(*,6B,6..)4G -4**4D6F 7H'JK9 F6(F6GH*(A)4G (GF F63(H
- .̂2Z3)6G36&;#";&%%1 " 1#$Q# i;%$:;]#2MN=$ "#2"";1C.3)6G362
";"P1L"2

-]. 5/ Vd&J4A+6G76,E>&2>)3,4JK9- .̂ 2̂ 9**6,EH8*)G =''/G4*&;#"Q&
"]""]# i";#;:";#$2MN=$"#2"#"1CO2O(3)2;#"$2#Q2#%]2

-P. 5/4Y&W6m&d)(k&6A(*2J6E/*(A)4G 4-')3,4JK9<]L$ 6XB,6..)4G )G
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