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::)摘要*:目的:探讨环状 >B?溴结构域 ;hD指状转录因子"2'L2U;SZ#靶向微小 >B?"%'>#@!!V@0P 对
高糖诱导的人视网膜血管内皮细胞"h>$A7#损伤的影响,:方法:将体外培养的 h>$A7分为对照组和高糖
组'分别采用含 # #̂ 和 0" %%3(=_葡萄糖培养基培养 V, N, 另取 h>$A7采用 _'P3J92K&%'*9!""" 分别转染
7'>B?阴性对照 "7'@BA#+2'L2U;SZ的 7'>B?"7'@2'L2U;SZ#+%'>B?拟似物对照 "%'>@BA#+%'>@!!V@0P'于
0" %%3(=_葡萄糖培养基培养 V, N'分别记作 7'@BA组+7'@2'L2U;SZ组+%'>@BA组和 %'>@!!V@0P 组(采用双转
染法将 7'@2'L2U;SZ与 &*K'@%'>@BA以及 7'@2'L2U;SZ与 &*K'@%'>@!!V@0P 转染至 h>$A7'于 0" %%3(=_葡萄糖培
养基培养 V, N'分别记为 &*K'@%'>@BA组和 &*K'@%'>@!!V@0P 组, 采用实时荧光定量 ;A>检测 2'L2U;SZ和
%'>@!!V@0P 的表达(采用流式细胞术检测各组细胞凋亡情况(采用 !x'Gx@二氯二氢荧光素二乙酸酯探针检测
活性氧">È #水平(采用比色法检测超氧化物歧化酶" `ED#活性和丙二醛"XD?#含量(采用 f97K9L* M(3K法
检测 2(9&Q9)@2&7P&79@0=2&7P&79@0和 2(9&Q9)@2&7P&79@C=2&7P&79@C蛋白表达量, 采用双荧光素酶报告实验法验
证 2'L2U;SZ与 %'>@!!V@0P 的相互作用,:结果:与对照组比较'高糖组细胞凋亡率+2(9&Q9)@2&7P&79@0=
2&7P&79@0 蛋白表达量+2(9&Q9)@2&7P&79@C=2&7P&79@C蛋白表达量+>È 水平+XD?含量+2'L2U;SZ相对表达量显
著升高'`ED活性+%'>@!!V@0P 相对表达量降低'差异均有统计学意义 "均 Eo" "̂##, 与 7'@BA组相比'7'@
2'L2U;SZ组 2'L2U;SZ相对表达量+>È 水平+XD?含量+2(9&Q9)@2&7P&79@0=2&7P&79@0 和 2(9&Q9)@2&7P&79@C=
2&7P&79@C蛋白表达量以及细胞凋亡率显著降低'`ED活性明显升高'差异均有统计学意义"均 Eo" "̂##, 与
%'>@BA组比较'%'>@!!V@0P 组 h>$A7中 %'>@!!V@0P 相对表达量+`ED活性显著升高'>È 水平+XD?含量+
2(9&Q9)@2&7P&79@0=2&7P&79@0和 2(9&Q9)@2&7P&79@C=2&7P&79@C蛋白表达量以及细胞凋亡率显著降低'差异均有统
计学意义"均 Eo" "̂##, 双荧光素酶报告实验结果显示'野生型 2'L2U;SZ和 %'>@!!V@0P 拟似物共转染后细胞
相对荧光素酶活性为 " V̂0s" "̂V'较野生型 2'L2U;SZ和 %'>@BA共转染细胞的 " ĈCs" "̂- 显著降低'差异有
统计学意义"&p!0 !̂CG'Eo" "̂##, 与 &*K'@%'>@BA组比较'&*K'@%'>@!!V@0P 组 %'>@!!V@0P 表达量及 `ED活性
显著降低'>È 水平+XD?含量+细胞凋亡率以及 2(9&Q9)@2&7P&79@0=2&7P&79@0+2(9&Q9)@2&7P&79@C=2&7P&79@C 蛋
白表达量显著升高'差异均有统计学意义"均 Eo" "̂##,:结论:干扰 2'L2U;SZ通过靶向 %'>@!!V@0P 抑制高
糖诱导的 h>$A7凋亡和氧化应激损伤, :

)关键词*:糖尿病视网膜病变( 凋亡( 氧化应激( 环状 >B?溴域 ;hD手指转录因子( %'>@!!V@0P(
高糖( 人视网膜血管内皮细胞
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49L9KL&*7J92K9) 4'KN 7'>B?*9+&K'Q923*KL3("7'@BA#'7'>B?3J2'L2U;SZ"7'@2'L2U;SZ#'%'>B?%'%'223*KL3(
"%'>@BA#'&*) %'>@!!V@0P M8_'P3J92K&%'*9!"""'J3((349) M825(K5L9) '* 0" %%3(=_+(52379%9)'5%J3LV, N35L7
&*) 49L9L923L)9) &77'@BA+L35P'7'@2'L2U;SZ+L35P'%'>@BA+L35P &*) %'>@!!V@0P +L35P'L97P92K'Q9(81h>$A7
49L9KL&*7J92K9) 4'KN 7'@2'L2U;SZ&*) &*K'@%'>@BA3L7'@2'L2U;SZ&*) &*K'@%'>@!!V@0P M8)35M(9KL&*7J92K'3*
%9KN3)'&*) KN9* KL9&K9) 4'KN 0" %%3(=_+(52379%9)'5%J3LV, N35L7&*) 49L9L923L)9) &7&*K'@%'>@BA+L35P &*)
&*K'@%'>@!!V@0P +L35P' L97P92K'Q9(81SN99IPL977'3* 3J2'L2U;SZ &*) %'>@!!V@0P 4&7)9K92K9) M8L9&(@K'%9
J(53L9729*29T5&*K'K&K'Q9;A>1A9((&P3PK37'74&7)9K92K9) M8J(3428K3%9KL81>9&2K'Q93I8+9* 7P92'97">È # (9Q9(
4&7)9K9L%'*9) M8!x' Gx@)'2N(3L3)'N8)L3J(53L9729'* )'&29K&K9PL3M91̀ 5P9L3I')9)'7%5K&79" `ED# &2K'Q'K8&*)
%&(3*)'&()9N8)9"XD?# 23*K9*K49L9)9K92K9) M823(3L'%9KL'2%9KN3)1$IPL977'3* 3J2(9&Q9)@2&7P&79@0=2&7P&79@0
&*) 2(9&Q9)@2&7P&79@C=2&7P&79@C PL3K9'*74&7)9K92K9) M8f97K9L* M(3K1SN9'*K9L&2K'3* M9K499* 2'L2U;SZ&*) %'>@
!!V@0P 4&7')9*K'J'9) M8KN9)5&((52'J9L&79L9P3LK9L%9KN3)1: J%&-4*&: A3%P&L9) 4'KN KN923*KL3(+L35P'KN9
&P3PK37'7L&K9'2(9&Q9)@2&7P&79@0=2&7P&79@0 PL3K9'* 9IPL977'3*'2(9&Q9)@2&7P&79@C=2&7P&79@C PL3K9'* 9IPL977'3*'>È
(9Q9('XD?23*K9*K'&*) 2'L2U;SZL9(&K'Q99IPL977'3* 49L97'+*'J'2&*K(8'*2L9&79) &*) `ED&2K'Q'K8&*) %'>@!!V@0P
9IPL977'3* 49L9)92L9&79) '* KN9N'+N +(52379+L35P "&((Eo" "̂##1A3%P&L9) 4'KN KN97'@BA+L35P'2'L2U;SZL9(&K'Q9
9IPL977'3*'>È (9Q9('XD? 23*K9*K'2(9&Q9)@2&7P&79@0=2&7P&79@0 PL3K9'* 9IPL977'3*'2(9&Q9)@2&7P&79@C=2&7P&79@C
PL3K9'* 9IPL977'3*'&*) 29((&P3PK37'7L&K949L97'+*'J'2&*K(8L9)529) &*) `ED&2K'Q'K84&77'+*'J'2&*K(8'*2L9&79) '*
KN97'@2'L2U;SZ+L35P "&((Eo" "̂##1A3%P&L9) 4'KN KN9%'>@BA+L35P'%'>@!!V@0P L9(&K'Q99IPL977'3* &*) `ED
&2K'Q'K849L97'+*'J'2&*K(89*N&*29) &*) >È (9Q9('XD?23*K9*K'2(9&Q9)@2&7P&79@0=2&7P&79@0 PL3K9'* 9IPL977'3*'
2(9&Q9)@2&7P&79@C=2&7P&79@C PL3K9'* 9IPL977'3* &*) 29((&P3PK37'7L&K949L97'+*'J'2&*K(8L9)529) '* KN9%'>@!!V@0P
+L35P "&((Eo" "̂##1SN9L9(&K'Q9(52'J9L&79&2K'Q'K83Jh>$A7&JK9L23@KL&*7J92K'3* 3J4'() K8P92'L2U;SZ&*) %'>@
!!V@0P %'%'24&7" V̂0s" "̂V'4N'2N 4&77'+*'J'2&*K(8)92L9&79) 23%P&L9) 4'KN " ĈCs" "̂- &JK9L23@KL&*7J92K'3* 3J
4'() K8P92'L2U;SZ&*) %'>@BA"&p!0 !̂CG'Eo" "̂##1A3%P&L9) 4'KN &*K'@%'>@BA+L35P'KN9L9(&K'Q99IPL977'3* 3J
%'>@!!V@0P &*) `ED&2K'Q'K849L97'+*'J'2&*K(8)92L9&79) &*) >È (9Q9('XD?23*K9*K'29((&P3PK37'7L&K9'2(9&Q9)@
2&7P&79@0=2&7P&79@0 PL3K9'* 9IPL977'3*' &*) 2(9&Q9)@2&7P&79@C=2&7P&79@C PL3K9'* 9IPL977'3* 49L97'+*'J'2&*K(8
'*2L9&79) '* KN9&*K'@%'>@!!V@0P +L35P "&((Eo" "̂##1:!,$+4-&#,$&:F*K9LJ9L'*+4'KN 2'L2U;SZ2&* '*N'M'KN'+N
+(52379'*)529) h>$A7&P3PK37'7&*) 3I')&K'Q97KL977)&%&+9M8K&L+9K'*+%'>@!!V@0P1

";%3 <,).&#:D'&M9K'2L9K'*3P&KN8( ?P3PK37'7( EI')&K'Q97KL977( A'L25(&L>B? ML3%3)3%&'* ;hDJ'*+9L
KL&*72L'PK'3* J&2K3L( %'>@!!V@0P( h'+N +(52379( h5%&* L9K'*&(Q&725(&L9*)3KN9('&(29((7
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::糖尿病视网膜病变" )'&M9K'2L9K'*3P&KN8'D>#是糖
尿病常见和严重的眼部并发症'随着糖尿病患者数量
增加和寿命的延长'D>患病率显著升高 - /. , 高血糖
诱导的人视网膜血管内皮细胞" N5%&* L9K'*&(Q&725(&L
9*)3KN9('&(29((7'h>$A7#氧化应激和凋亡是 D>发病
的关键机制

- ![0. (因此'改善高糖诱导的 h>$A7损伤
对防治 D>具有重要价值, 环状 >B?"2'L25(&L>B?'
2'L2>B?#具有单链共价封闭结构'其通过充当微小
>B?"%'2L3>B?'%'>B?#分子海绵广泛参与调控细胞
分化+增殖+凋亡+炎症+氧化应激等多种生物学过
程

- V[-. , 有研究显示'环状 >B?溴域 ;hD手指转录
因子"2'L25(&L>B?ML3%3)3%&'* ;hDJ'*+9LKL&*72L'PK'3*
J&2K3L'2'L2U;SZ#在高糖诱导的血管炎症模型中表达
上调'敲低 2'L2U;SZ可抑制高糖诱导的人脐静脉内皮
细胞凋亡+促炎细胞因子释放和氧化应激反应 - G. , 有
研究报道过表达 %'>@!!V@0P 可减轻氧葡萄糖培养诱
导的细胞凋亡

- ,. , 2'L2U;SZ是否可通过靶向 %'>@

!!V@0P 介导高糖诱导的 h>$A7损伤尚不清楚, 本
研究拟观察高糖诱导 h>$A7中 2'L2U;SZ和 %'>@
!!V@0P 表达情况'探讨 2'L2U;SZ靶向 %'>@!!V@0P 对
高糖诱导 h>$A7损伤的影响'旨在为 D>的治疗提
供潜在靶点,

>:材料与方法

>1>:材料
>1>1>:细胞来源: h>$A7购自武汉普诺赛生物
公司,
>1>15:主要试剂及仪器:_'P3J92K&%'*9!""""上海信
帆生物科技有限公司#(小干扰 >B?阴性对照"7%&((
'*K9LJ9L'*+>B? *9+&K'Q923*KL3('7'@BA#+7'@2'L2U;SZ+
P2DB?过表达对照载体+P2DB?2'L2U;SZ过表达载体
"P2DB?@2'L2U;SZ#+%'>B?拟似物对照 "%'>@BA#+
%'>@!!V@0P+%'>B?抑制剂对照 "&*K'@%'>@BA#+%'>@
!!V@0P 抑制剂"&*K'@%'>@!!V@0P# "广州锐博生物科技
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有限公司 #(X@X_Y逆转录酶+ ! ù iU> RL99* ;A>
X&7K9L%'I+双染法细胞凋亡检测试剂盒"北京索莱宝
科技有限公司#(氧化应激评估试剂盒+SL'O3(试剂+辣
根过氧化物酶标记羊抗兔F+R"?"!",#+兔抗2&7P&79@0

一抗"?A"0"#+兔抗剪切型 2&7P&79@0"2(9&Q9)@2&7P&79@0#

一抗"?A"00#+兔抗磷酸甘油醛脱氢酶"+(829L&()9N8)9
PN37PN&K9)9N8)L3+9*&79'R?;Dh#一抗"?Z//,-# +超
氧化物歧化酶 "75P9L3I')9)'7%5K&79'`ED#活性检测
试剂盒" `"/"/`# +丙二醛"%&(3*)'&()9N8)9'XD?#检
测试剂盒" `"/0/`# "上海碧云天生物技术股份有限
公司# (活性氧 "L9&2K'Q93I8+9* 7P92'97'>È #检测试
剂盒-翌圣生物科技 "上海 #股份有限公司 . (兔抗
2&7P&79@C"&M!0#0C #一抗+兔抗 2(9&Q9)@2&7P&79@C 一
抗 "&M!0!V # "美国 ?M2&%公司 # , 实时荧光定量
;A>仪"AZ<C- AZ<- S352N'美国 U'3@>&) 公司# (流
式细胞仪" _̀>Z3LK977&SX<@!"'美国 UDU'372'9*297

公司# ,
>15:方法
>151>:细胞培养和分组处理:h>$A7在含 /"]胎牛
血清的 DX$X中培养'每 !\0 ) 换液 / 次, 将 h>$A7

分为对照组和高糖组'分别在含有 # #̂+0" %%3(=_葡
萄糖的DX$X培养基中培养 V, N, 将细胞接种至 !V 孔
板中'用 _'P3J92K&%'*9!""" 分别将 7'@BA+7'@2'L2U;SZ+
P2DB?+P2DB?@2'L2U;SZ+%'>@BA+%'>@!!V@0P 转染至
h>$A7后'置于 0" %%3(=_葡萄糖培养基培养 V, N'

分别记为 7'@BA组+7'@2'L2U;SZ组+P2DB?组+P2DB?@
2'L2U;SZ组+ %'>@BA组+ %'>@!!V@0P 组( 7'@2'L2U;SZ

分别与 &*K'@%'>@BA+&*K'@%'>@!!V@0P 转染至 h>$A7

后'加入 0" %%3(=_葡萄糖培养基处理 V, N'记为
&*K'@%'>@BA组+&*K'@%'>@!!V@0P 组,
>1515:实时荧光定量;A>检测2'L2U;SZ和 %'>@!!V@
0P 表达:将各组细胞用磷酸盐缓冲液 " PN37PN&K9
M5JJ9L73(5K'3*';Ù #洗涤 ! 次'每孔加入 / %(SL'O3(试
剂处理 0" 7'提取细胞 >B?'并用无 >B&79酶的双蒸
水溶解 >B?(X@X_Y逆转录酶合成 2DB?'用 `iU>
RL99* X&7K9LX'I试剂盒进行 ;A>扩增, 扩增体系&
2DB? # "̂ #(+正向和反向引物各 / #̂ #(+`iU>RL99*
/! #̂ #(+双蒸水 V #̂ #(, 扩增条件& C# t 预变性
# %'*(C# t变性 0" 7' -" t退火 0" 7' G! t 延伸
0" 7'循 环 V" 次, 以 TKE;G+ J> 基 因 分 别 作 为
2'L2U;SZ和 %'>@!!V@0P 内源对照'采用 ![''AK

法计算

2'L2U;SZ和 %'>@!!V@0P 的相对表达量, 各基因引物
序列见表 /, 实验独立重复 0 次,

表 >:引物序列
R/94%>:=)#1%)&%U-%$+%

基因 引物序列"#x@0x#

2/%2XE[\ 正向 ?A??RS??SA?A?RRRAASA?

反向 SSRA??SA?ASRSARRASSA

TKE;G 正向 SSRASSA?RRRSSSA?SAA?R

反向 R?A?ASARASA?RASSASSR

5/LR88]RA# 正向 ?RSASASRRASR?AS?A?SA?A?R

反向 AS?ASA?A????A?RR?RSRR??SA

J> 正向 AAASRRA?AAA?RA?A

反向 RAAR?SAA?A?ARR?RS?A

:注&2'L2U;SZ&环状 >B?溴域 ;hD手指转录因子(R?;Dh&磷酸甘油
醛脱氢酶(%'>&微小 >B?
: B3K9& 2'L2U;SZ& 2'L25(&L>B? ML3%3)3%&'* ;hD J'*+9LKL&*72L'PK'3*
J&2K3L(R?;Dh&+(829L&()9N8)9PN37PN&K9)9N8)L3+9*&79(%'>&%'2L3>B?

>151A:流式细胞术检测细胞凋亡率:各组 h>$A7用
胰蛋白酶处理';Ù 清洗后'/ """u* 离心 # %'* 收集
细胞'用 #"" #(;Ù 重悬细胞'调整细胞密度为 0u
/"# =%(, 取 /u/"#

个细胞'/ """u* 离心 # %'*'弃上
清'加入 /C# #(?**9I'* Y@ZFSA结合液轻轻重悬细
胞'加入 ?**9I'*@Y@ZFSA和碘化丙啶混匀'避光反应
/# %'* 后用流式细胞仪分析细胞凋亡情况,
>151B:f97K9L* M(3K检测 2(9&Q9)@2&7P&79@0=2&7P&79@0+
2(9&Q9)@2&7P&79@C=2&7P&79@C 蛋白表达水平:用 >F;?
缓冲液提取各组 h>$A7总蛋白'采用 UA?法测量蛋
白浓度'取 ," #(蛋白与 / 倍体积上样缓冲液混合煮
沸 # %'* 变性'通过 `D̀ @;?R$分离等量蛋白, 湿法
转膜 后'用 #]脱 脂 牛 奶 封 闭 膜 / N' 并 与 兔 抗
R?;Dh一抗"/ c/ """# +兔抗 2(9&Q9)@2&7P&79@0 一抗
"/ c/ """ # +兔抗 2&7P&79@0 一抗 " / c/ """ #+兔抗
2(9&Q9)@2&7P&79@C 一抗"/ c! #""#+兔抗 2&7P&79@C 一抗
"/ c/ """#室温孵育 ! N'SÙS漂洗'与羊抗兔 F+R
"/ c#" """#室温孵育 / N, 用增强化学发光法曝光条
带'用化学发光成像仪拍照'F%&+9W软件换算灰度值'
计 算 2(9&Q9)@2&7P&79@0=2&7P&79@0+ 2(9&Q9)@2&7P&79@C=
2&7P&79@C 蛋白水平,
>1517:!x'Gx@二氯荧光黄双乙酸盐探针检测 >È 水

平:根据 >È 检测试剂盒说明书'用不含胎牛血清的
DX$X稀释 !x'Gx@二氯荧光黄双乙酸盐探针至终浓度
为 /" #%3(=_, 用移液枪将各组细胞培养孔中的
DX$X弃掉'加入适当体积的 !x'Gx@二氯荧光黄双乙
酸盐探针'0G t孵育 !" %'*, 胰蛋白酶消化收集细
胞'用流式细胞仪检测 >È 水平,
>151C:比色法检测 `ED活性和XD?含量:胰蛋白

!V!V! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 V0 卷第 # 期:AN'* W$IP EPNKN&(%3('X&8!"!#'Y3(1V0'B31#
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表 5:对照组与高糖组 HJ?!&中 +#)+X=RF
和 1#JM55BMA(相对表达量比较"!Q"#

R/94%5:!,1(/)#&,$,2)%4/*#P%%'()%&&#,$,2+#)+X=RF
/$.1#JM55BMA(#$HJ?!&9%*<%%$+,$*),40),-(

/$."#0"04-+,&%0),-("!Q"#

组别 样本量 2'L2U;SZ %'>@!!V@0P

对照组 0 /1""s"1"" /1""s"1""

高糖组 0 01VCs"1!, "1V0s"1"V

&值 !-1-GC V!1G#"

E值 o"1""/ o"1""/

:注&"独立样本 &检验#:h>$A7&人视网膜血管内皮细胞(2'L2U;SZ&
环状 >B?溴域 ;hD手指转录因子(%'>&微小 >B?
:B3K9& " F*)9P9*)9*K7&%P(97&@K97K# : h>$A7& N5%&* L9K'*&(Q&725(&L
9*)3KN9('&(29((7 ( 2'L2U;SZ& 2'L25(&L>B? ML3%3)3%&'* ;hD J'*+9L
KL&*72L'PK'3* J&2K3L(%'>&%'>B?

表 A:各组 HJ?!&中 +#)+X=RF相对表达量+JNK水平+KNY活性及 IY8含量比较"!Q"#
R/94%A:!,1(/)#&,$,2+#)+X=RF)%4/*#P%%'()%&&#,$'JNK4%P%4'KNY/+*#P#*3

/$.IY8+,$*%$*#$HJ?!&/1,$0 .#22%)%$*0),-(&"!Q"#

组别 样本量 2'L2U;SZ >È 水平"]# `ED活性"a=%+# XD?含量" *%3(=%+#

对照组 0 /1""s"1"" /""1""s"1"" /VG10Gs//1V# -1!Cs"1#0

高糖组 0 01#Gs"1!V& V0V1"!s!-1"/& V!1C#sV1/!& 0#1-,s01!0&

7'@BA组 0 01#Cs"1!G VV,1#/s!,10! V"1C/sV1V! 0G1V-s01##

7'@2'L2U;SZ组 0 /1G0s"1/VM /GC1-#s/V1/VM /!V1-#s/"10#M C1V,s"1,0M

\值 V/01##V -G01"#C 0CG1C-0 V/V1--/

E值 o"1""/ o"1""/ o"1""/ o"1""/

:注&与对照组比较'&Eo" "̂#(与 7'@BA组比较'MEo" "̂#"单因素方差分析'_̀D@&检验#:h>$A7&人
视网膜血管内皮细胞(2'L2U;SZ&环状 >B?溴域 ;hD手指转录因子(>È &活性氧(`ED&超氧化物歧
化酶(XD?&丙二醛(7'&小干扰 >B?(BA&阴性对照
:B3K9&A3%P&L9) 4'KN 23*KL3(+L35P'&Eo" "̂#(23%P&L9) 4'KN 7'@BA+L35P'MEo" "̂# "E*9@4&8?BEY?'
_̀D@&K97K#: h>$A7&N5%&* L9K'*&(Q&725(&L9*)3KN9('&(29((7(2'L2U;SZ&2'L25(&L>B?ML3%3)3%&'* ;hD
J'*+9LKL&*72L'PK'3* J&2K3L(>È &L9&2K'Q93I8+9* 7P92'97(`ED&75P9L3I')9)'7%5K&79(XD?&%&(3*)'&()9N8)9(
7'&7%&(('*K9LJ9L'*+>B?(BA&*9+&K'Q923*KL3(

酶消化收集各组 h>$A7'用 V t生理盐水洗涤 / 遍'
用细胞裂解液裂解'V t离心取上清液作为待测样品'
根据试剂盒说明书分析 `ED活性和 XD?含量,
>151D:双荧光素酶报告实验检测 2'L2U;SZ与 %'>@
!!V@0P 的相互作用 : 通 过 `K&LU&79数 据 库 预 测
2'L2U;SZ和 %'>@!!V@0P 的相互作用, 通过 ;A>扩增
包含 %'>@!!V@0P 靶片段的野生型 "4'() K8P9'fS#
2'L2U;SZ序列'并克隆到 P%'LR_E构建重组质粒 fS@
2'L2U;SZ, 将包含 %'>@!!V@0P 突变型 "%5K&*KK8P9'
XaS#靶片段的 2'L2U;SZ序列克隆到 P%'LR_E构建重
组质粒 XaS@2'L2U;SZ, 将 " 0̂ #+重组质粒分别与
!" *%3(=_的 %'>@!!V@0P 拟似物或 %'>@BA共转染
h>$A7'采用双荧光素酶报告基因检测系统测定细胞
相对荧光素酶活性'评估 2'L2U;SZ和 %'>@!!V@0P 的相
互作用,
>1A:统计学方法

采用 `;̀ ` !!1" 统计学软件进行统计分析, 计量
资料经 ?*)9L73*@D&L('*+检验证实呈正态分布'以 "s1
表示, ! 个组间各资料比较采用独立样本 &检验(多组
间各资料差异总体比较采用单因素方差分析'多重比
较采用 _̀DR&检验, 采用双尾检验'Eo" "̂# 为差异有
统计学意义,

5:结果

51>:对照组与高糖组 h>$A7中 2'L2U;SZ和 %'>@
!!V@0P 表达量比较

与对照组相比'高糖组 h>$A7中 2'L2U;SZ相对表
达量升高'%'>@!!V@0P 相对表达量降低'差异均有统计
学意义"&p!- -̂GC+V! Ĝ#"'均 Eo" "̂##"表 !#,
515:各组 h>$A7中 2'L2U;SZ表
达量+ >È 水 平+ `ED 活 性 及
XD?含量比较

各组 h>$A7中 2'L2U;SZ表
达量+ >È 水 平+ `ED 活 性 和
XD?含量总体比较'差异均有统
计学意义"\pV/0 #̂#V+-G0 "̂#C+
0CG Ĉ-0+V/V -̂-/'均 Eo" "̂"/#'
其中 与 对 照 组 相 比' 高 糖 组
h>$A7中 2'L2U;SZ相对表达量+
>È 水平及 XD?含量升高'`ED
活性降低'差异均有统计学意义
"均 Eo" "̂##(与 7'@BA组相比'
7'@2'L2U;SZ组 h>$A7中 2'L2U;SZ
相对表达量+>È 水平及 XD?含

量降低'`ED活性升高'差异均有统计学意义"均 Eo
" "̂##"表 0#,
51A:各组 h>$A7中凋亡相关蛋白及凋亡率比较

各组 h>$A7中 2(9&Q9)@2&7P&79@0=2&7P&79@0+2(9&Q9)@
2&7P&79@C=2&7P&79@C 及凋亡率总体比较'差异均有统计
学意义"\p#V- 0̂""+!#0 Ĝ""+0-G ,̂0,'均 Eo" "̂"/#'
其 中 高 糖 组 2(9&Q9)@2&7P&79@0=2&7P&79@0+ 2(9&Q9)@
2&7P&79@C=2&7P&79@C 以及细胞凋亡率较对照组显著升
高'7'@2'L2U;SZ组 2(9&Q9)@2&7P&79@0=2&7P&79@0+2(9&Q9)@
2&7P&79@C=2&7P&79@C 以及细胞凋亡率较 7'@BA组显著
降低'差异均有统计学意义"均 Eo" "̂##"图 /'表 V#,
51B:2'L2U;SZ和 %'>@!!V@0P 的靶向关系及各转染组
%'>@!!V@0P 表达比较

`K&LU&79数据库预测发现'%'>@!!V@0P 与 2'L2U;SZ
的序列存在连续互补位点 "图 ! # ,fS@2'L2U;SZ和

!#!V!中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 V0 卷第 # 期:AN'* W$IP EPNKN&(%3('X&8!"!#'Y3(1V0'B31#
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图 >:干扰 +#)+X=RF表达对高糖诱导的 HJ?!&凋亡蛋白表达及凋亡率的影响:?4各组细胞凋亡相关蛋白表达电泳图:U4各组细胞凋亡流式
细胞图:/4对照组(!4高糖组(047'@BA组(V47'@2'L2U;SZ组
F#0-)%>:?22%+*,2#$*%)2%)%$+%<#*"+#)+X=RF%'()%&&#,$,$/(,(*,&#&M)%4/*%.(),*%#$&%'()%&&#,$/$./(,(*,&#&)/*%,2"#0"04-+,&%M#$.-+%.
HJ?!&:?4$(92KL3PN3L9K3+L&%3J&P3PK37'7@L9(&K9) PL3K9'* 9IPL977'3* '* 9&2N +L35P: U4Z(3428K3%9KL83J&P3PK37'7'* 9&2N +L35P:/423*KL3(+L35P(!4
N'+N +(52379+L35P(047'@BA+L35P(V47'@2'L2U;SZ+L35P

表 B:各组 HJ?!&中凋亡相关蛋白表达量和凋亡率比较"!Q"#
R/94%B:!,1(/)#&,$,2/(,(*,&#&M)%4/*%.(),*%#$%'()%&&#,$/$./(,(*,&#&)/*%#$

HJ?!&/1,$0 .#22%)%$*0),-(&"!Q"#

组别 样本量
2(9&Q9)@2&7P&79@0=
2&7P&79@0蛋白

2(9&Q9)@2&7P&79@C=
2&7P&79@C蛋白

细胞凋亡率"]#

对照组 0 "1//s"1"! "10!s"1"0 #1,/s"1##

高糖组 0 "1G0s"1"#& "1C,s"1",& !#1C,s!1/!&

7'@BA组 0 "1G#s"1"- "1C#s"1"C !-1C0s!1V-

7'@2'L2U;SZ组 0 "1!!s"1"0M "1V!s"1"VM C1G-s"1,CM

\值 #V-10"" !#01G"" 0-G1,0,

E值 o"1""/ o"1""/ o"1""/

:注4与对照组比较'&Eo" "̂#(与 7'@BA组比较'MEo" "̂#"单因素方差分析'_̀D@&检验#:h>$A74人
视网膜血管内皮细胞(7'4小干扰 >B?(BA4阴性对照(2'L2U;SZ4环状 >B?溴域 ;hD手指转录因子
:B3K94A3%P&L9) 4'KN 23*KL3(+L35P'&Eo" "̂#(23%P&L9) 4'KN 7'@BA+L35P'MEo" "̂# "E*9@4&8?BEY?'
_̀D@&K97K# : h>$A74 N5%&* L9K'*&(Q&725(&L9*)3KN9('&(29((7(7'47%&(('*K9LJ9L'*+>B?(BA4 *9+&K'Q9
23*KL3((2'L2U;SZ42'L25(&L>B?ML3%3)3%&'* ;hDJ'*+9LKL&*72L'PK'3* J&2K3L

图 5:+#)+X=RF与 1#JM55BMA(互补的核苷酸序列:fS4野生型(
2'L2U;SZ4环状 >B?溴域 ;hD手指转录因子(%'>4微小 >B?(XaS4
突变型

F#0-)%5:!,1(4%1%$*/)3 $-+4%,*#.%&%U-%$+%&,21#JM55BMA(/$.
+#)+X=RF:fS44'() K8P9(2'L2U;SZ42'L25(&L>B? ML3%3)3%&'* ;hD
J'*+9LKL&*72L'PK'3* J&2K3L(%'>4%'2L3>B?(XaS4%5K&*KK8P9

%'>@!!V@0P 拟似物共转染后细胞相对荧光素酶活性
为 " V̂0s" "̂V'较 fS@2'L2U;SZ和 %'>@BA共转染细胞
的 " ĈC s" "̂- 显著降低'差异有统计学意义 " &p

!0 !̂CG'Eo" "̂##(XaS@2'L2U;SZ和 %'>@!!V@0P 拟似
物共转染+XaS@2'L2U;SZ和 %'>@BA共转染细胞相对
荧光素酶活性分别为 " Ĉ-s" "̂-+" Ĉ,s" "̂G'差异无
统计 学 意 义 " &p" -̂#/' Ep" #̂!V #, P2DB? 组+
P2DB?@2'L2U;SZ组+7'@BA组和 7'@2'L2U;SZ组 %'>@

!!V@0P 相对表达量分别为 / "̂"s
" "̂"+" 0̂-s" "̂V+" ĈGs" "̂- 和
0 !̂/s" !̂V'总体比较差异有统计
学意义"\p,C, V̂/V'Eo" "̂"/#'
其 中 P2DB?@2'L2U;SZ 组 %'>@
!!V@0P 相对表达量低于 P2DB?
组'7'@2'L2U;SZ组 %'>@!!V@0P 相
对表达量高于 7'@BA组'差异均
有统计学意义"均 Eo" "̂##,
517 : %'>@BA组与 %'>@!!V@0P
组 %'>@!!V@0P 表达量+ >È 水

平+`ED活性及 XD?含量比较
与 %'>@BA组比较'%'>@!!V@

0P 组 h>$A7中 %'>@!!V@0P 相对
表达量+`ED活性显著升高'>È

水平+XD?含量显著降低'差异均有统计学意义 "&p
!! #̂-"+/- 0̂G0+!" V̂/"+/, ,̂/-'均 Eo" "̂##"表 ##,
51C:%'>@BA组与 %'>@!!V@0P 组 h>$A7中凋亡相关
蛋白表达量和凋亡率比较

与%'>@BA组比较'%'>@!!V@0P 组2(9&Q9)@2&7P&79@0=
2&7P&79@0+2(9&Q9)@2&7P&79@C=2&7P&79@C 蛋白水平及细胞
凋亡率显著降低'差异均有统计学意义 "&p!- #̂-"+
!/ "̂C"+/0 Ĝ-"'均 Eo" "̂##"图 0'表 -#,
51D:&*K'@%'>@BA组与 &*K'@%'>@!!V@0P 组 %'>@!!V@0P
表达量+>È 水平+`ED活性+XD?含量+细胞凋亡率
及凋亡相关蛋白水平比较

与 &*K'@%'>@BA组比较'&*K'@%'>@!!V@0P 组 %'>@
!!V@0P 表达量及 `ED活性显著降低'>È 水平+XD?
含量+凋亡率以及 2(9&Q9)@2&7P&79@0=2&7P&79@0+2(9&Q9)@
2&7P&79@C=2&7P&79@C 蛋白水平显著升高'差异均有统计
学意义 "&p-# "̂""+/# 0̂!/+!0 0̂0V+ !! 0̂#!+ /G ,̂""+
/G #̂-"+/C Ĉ!"'均 Eo" "̂##"图 V'表 G#,

!-!V! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 V0 卷第 # 期:AN'* W$IP EPNKN&(%3('X&8!"!#'Y3(1V0'B31#
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图 A:1#JM55BMA(过表达对高糖诱导的 HJ?!&凋亡蛋白及凋亡率的影响:?2各组凋亡相关
蛋白表达电泳图:U2各组细胞凋亡流式细胞图:/2%'>@BA组(!2%'>@!!V@0P 组
F#0-)%A:?22%+*,21#JM55BMA(,P%)%'()%&&#,$,$/(,(*,&#&M)%4/*%.(),*%#$%'()%&&#,$/$.
/(,(*,&#&)/*%#$"#0"04-+,&%M#$.-+%.HJ?!&:?2$(92KL3PN3L9K3+L&%3J&P3PK37'7@L9(&K9) PL3K9'*
9IPL977'3* '* )'JJ9L9*K+L35P7:U2Z(3428K3%9KL83J&P3PK37'7'* )'JJ9L9*K+L35P7:/2%'>@BA+L35P(
!2%'>@!!V@0P +L35P

表 7:1#JMb!组与 1#JM55BMA(组 1#JM55BMA(相对表达量+JNK水平+KNY活性
及 IY8含量比较"!Q"#

R/94%7:!,1(/)#&,$,21#JM55BMA()%4/*#P%%'()%&&#,$'JNK+,$*%$*'KNY/+*#P#*3
/$.IY8+,$*%$*#$HJ?!&9%*<%%$1#JMb!0),-(/$.1#JM55BMA(0),-("!Q"#

组别 样本量 %'>@!!V@0P
>È

水平"]#
`ED活性
"a=%+#

XD?含量
" *%3(=%+#

%'>@BA组 0 /1""s"1"" V##1,Vs!G1"G V/1,VsV1/C 0C1/Cs01#,

%'>@!!V@0P 组 0 !1,,s"1!# !!V1!/s!"1-# /"#1VGs/"1,, /#1/Gs/10-

&值 !!1#-" !"1V/" /-10G0 /,1,/-

E值 o"1""/ o"1""/ o"1""/ o"1""/

:注2"独立样本 &检验#:%'>2微小 >B?(BA2拟似物对照(>È 2活性氧(`ED2超氧化物歧化
酶(XD?2丙二醛
:B3K92 "F*)9P9*)9*K7&%P(97&@K97K# : %'>2%'2L3>B?(BA2%'%'223*KL3((>È 2L9&2K'Q93I8+9*
7P92'97(`ED275P9L3I')9)'7%5K&79(XD?2%&(3*)'&()9N8)9

表 C:1#JMb!组与 1#JM55BMA(组 HJ?!&凋亡相关蛋白表达和凋亡率比较"!Q"#
R/94%C:!,1(/)#&,$,2/(,(*,&#&M)%4/*%.(),*%#$%'()%&&#,$/$./(,(*,&#&)/*%#$

HJ?!&9%*<%%$1#JMb!0),-(/$.1#JM55BMA(0),-("!Q"#

组别 样本量
2(9&Q9)@2&7P&79@0=

2&7P&79@0
2(9&Q9)@2&7P&79@C=

2&7P&79@C 细胞凋亡率"]#

%'>@BA组 0 "1GGs"1"- "1-,s"1"# !G10Gs!1!G

%'>@!!V@0P 组 0 "1!/s"1"! "1!Gs"1"0 /#1"Vs/1VV

&值 !-1#-" !/1"C" /01G-"

E值 o"1""/ o"1""/ o"1""/

:注2"独立样本 &检验#:%'>2微小 >B?(BA2拟似物对照(h>$A72人视网膜血管内皮细胞
:B3K92"F*)9P9*)9*K7&%P(97&@K97K# : %'>2%'2L3>B?(BA2%'%'223*KL3((h>$A72 N5%&* L9K'*&(
Q&725(&L9*)3KN9('&(29((7

A:讨论

D>是由于长期高血糖导致视网膜血管内皮损

伤'进而引发的一系列眼底病变'病变早期可无明显症
状'但随着病情进展患者可能会出现眼前黑影+视物不

清'甚至致盲'严重影响生活质量,
既往研究已表明'高血糖会诱导氧化
应激的激活'并在 h>$A7内产生过
量 >È , 随后' >È 的积累导致

h>$A7迁移增多'引发细胞凋亡'增
加了视网膜血管的通透性和基底膜

渗漏, 这些病理变化可能导致血[

视网 膜 屏 障 的 损 坏 和 D> 的 发
生

- C[/". , 因此'抑制 h>$A7的氧化
应激和凋亡可降低 D>进展的风险,
而 %'>B?作为直接调节 %>B?降解
和翻译的短链小 >B?'在 D>的发生
和发展中扮演着关键角色, 已有多
项研究表明'%'>B?表达失调与 D>
中细胞凋亡+血管新生+炎症等病理
过程有关

- //[/0. , 因此' 我 们 推 测
%'>B?可能也参与了高糖诱导的
h>$A7损伤过程, h>$A7作为高血
糖损伤的主要靶点'探讨高糖诱导
h>$A7损伤的机制对 D>的早期预
防和精准治疗具有重要意义,

在糖尿病病理状态下'2'L2>B?
可调节 h>$A7增殖+活化+凋亡等生
理 过 程, gN5 等 - /V.

研 究 发 现'
2'L2DBXS0U低表达可促进 h>$A7
的增殖+迁移和管生成能力'过表达
2'L2DBXS0U可减轻糖尿病大鼠视觉
障碍, 2'L2k""/!"C 可影响糖尿病大
鼠 h>$A7功 能' 加 重 视 网 膜 损
伤

- /#. , 本 研 究 发 现 高 糖 处 理 后
h>$A7中 2'L2U;SZ表达显著增加'
提示 2'L2U;SZ异常表达参与高糖诱
导的 h>$A7损伤, 氧化剂的积累和
内源性抗氧化剂的消耗都会导致氧

化应激'高糖刺激可诱发 >È 的生

成并抑制抗氧化防御系统'导致脂质
过氧化终产物 XD?含量增加'从而
诱导 h>$A7发生严重的氧化应激反
应'通过检测 XD?含量可间接反映

>È 对 h>$A7的损伤程度 - /-[/,. , 本研究显示'高糖
处理后 h>$A7中 >È +XD?水平显著增加'但干扰
2'L2U;SZ表达显著抑制 >È +XD?水平并上调抗氧化
剂 `ED活性'这进一步表明干扰 2'L2U;SZ表达可通过
减少氧化应激反应发挥其细胞保护功能,有研究显示'

!G!V!中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 V0 卷第 # 期:AN'* W$IP EPNKN&(%3('X&8!"!#'Y3(1V0'B31#
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图 B:+#)+X=RF和 1#JM55BMA(双抑制对高糖诱导 HJ?!&凋亡蛋白及凋亡率的影响:?2各组细
胞凋亡相关蛋白表达电泳图:U2各组细胞凋亡流式细胞图:/27'@2'L2U;SZe&*K'@%'>@BA组(!27'@
2'L2U;SZe&*K'@%'>@!!V@0P 组
F#0-)%B: ?22%+*,2.-/4#$"#9#*#,$,2+#)+X=RF/$.1#JM55BMA(,$/(,(*,&#&M)%4/*%.(),*%#$
%'()%&&#,$/$. /(,(*,&#&)/*%#$ "#0" 04-+,&%M#$.-+%. HJ?!&: ?2 $(92KL3PN3L9K3+L&% 3J29((
&P3PK37'7@L9(&K9) PL3K9'* 9IPL977'3* '* )'JJ9L9*K+L35P7: U2 Z(34 28K3%9KL83J&P3PK37'7'* )'JJ9L9*K
+L35P7:/2&*K'@%'>@BA+L35P(!2&*K'@%'>@!!V@0P +L35P

表 D:/$*#M1#JMb!组与 /$*#M1#JM55BMA(组 1#JM55BMA(表达量+JNK水平+
KNY活性+IY8含量+细胞凋亡率及凋亡相关蛋白水平比较"!Q"#

R/94%D:!,1(/)#&,$,21#JM55BMA(%'()%&&#,$'JNK4%P%4'KNY/+*#P#*3'IY8
+,$*%$*'+%44/(,(*,&#&)/*%/$./(,(*,&#&M)%4/*%.(),*%#$4%P%4&9%*<%%$/$*#M1#JMb!

0),-(/$./$*#M1#JM55BMA(0),-("!Q"#

组别 样本量 %'>@!!V@0P
>È 水平

"]#
`ED活性
"a=%+#

XD?含量
" *%3(=%+#

&*K'@%'>@BA组 0 /1""s"1"" /G,1-/s//1,! /!#1"#s//1GG C1!/s"1,"

&*K'@%'>@!!V@0P 组 0 "10#s"1"0 0C"1G#s!V1#, #,1C,s#10G !,1C,s!1#0

&值 -#1""" !0100V /#10!/ !!10#!

E值 o"1""/ o"1""/ o"1""/ o"1""/

组别 样本量
细胞凋亡率

"]#
2(9&Q9)@2&7P&79@0=

2&7P&79@0
2(9&Q9)@2&7P&79@C=

2&7P&79@C

&*K'@%'>@BA组 0 C1"Vs"1-/ "1!/s"1"0 "1/Cs"1"!

&*K'@%'>@!!V@0P 组 0 /C1C,s/1GV "1G/s"1", "1-/s"1"-

&值 /G1,"" /G1#-" /C1C!"

E值 o"1""/ o"1""/ o"1""/

:注2"独立样本 &检验#:%'>2微小 >B?(BA2拟似物对照(>È 2活性氧(`ED2超氧化物歧化酶(
XD?2丙二醛
:B3K92"F*)9P9*)9*K7&%P(97&@K97K#:%'>2%'2L3>B?(BA2%'%'223*KL3((>È 2L9&2K'Q93I8+9* 7P92'97(
`ED275P9L3I')9)'7%5K&79(XD?2%&(3*)'&()9N8)9

2'L2U;SZ敲减可改善高糖诱导的人脐静脉内皮细胞炎
症损伤和氧化应激

- /C. , 此外'干扰 2'L2U;SZ表达可
显著减弱高糖处理诱导的 2(9&Q9)@2&7P&79@0=2&7P&79@
0+2(9&Q9)@2&7P&79@C=2&7P&79@C 蛋白表达上调和细胞凋
亡'这表明干扰 2'L2U;SZ表达在高糖诱导 h>$A7损
伤中具有抗细胞凋亡功能,

为探讨 2'L2U;SZ在高糖诱导 h>$A7损伤中的作
用机制'本研究探讨 2'L2U;SZ下游靶 %'>B?, 与生物
信息学的预测一致'双荧光素酶报告基因检测表明
%'>@!!V@0P 是 2'L2U;SZ的直接靶点, %'>@!!V@0P 作
为致癌因子已被广泛报道参与调控非小细胞肺癌+视

网膜母细胞瘤细胞的增殖和凋

亡
- !"[!/. , 有研究表明'%'>@!!V@

0P 过表达可抑制高糖诱导的大
鼠肾小管上皮细胞炎症损伤'减
轻糖尿病肾病肾小管病变

- !!. ,
另有研究表明'上调 %'>@!!V@0P
可以减少动脉粥样硬化中 >È
积累和内皮细胞凋亡'%'>@!!V@
0P 的上调可减轻小鼠动脉粥样
硬化

- !0. , 本研究发现高糖处理
h>$A7中 %'>@!!V@0P 表达显著
减少'过表达 %'>@!!V@0P 可抑制
高糖诱导的 >È +XD?表达'并
诱导 2(9&Q9)@2&7P&79@0=2&7P&79@0+
2(9&Q9)@2&7P&79@C=2&7P&79@C 蛋 白
表达'上调抗氧化剂 `ED活性'
抑制细胞凋亡, 由于 2'L2U;SZ
靶向负调控 %'>@!!V@0P 表达'且
过 表 达 %'>@!!V@0P 和 干 扰

2'L2U;SZ表达对高糖诱导 h>$A7
损伤 的 保 护 作 用 一 致' 提 示
2'L2U;SZ通过 靶 向 %'>@!!V@0P
发挥作用, 深入分析发现'下调
%'>@!!V@0P 表 达 逆 转 了 干 扰
2'L2U;SZ表达对高糖诱导 h>$A7
凋亡和氧化应激损伤的作用'进
一步证实 2'L2U;SZ靶向负调控
%'>@!!V@0P 促 进 高 糖 诱 导 的
h>$A7损伤'促进 D>进展,

综上所述'干扰 2'L2U;SZ通
过靶向 %'>@!!V@0P 可抑制高糖
诱导的 h>$A7凋亡和氧化应激
损伤, 后续将通过动物实验及临

床试验对该靶点进一步研究'以期为改善 D>提供新
的治疗策略,
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-/!.高飞'武志鹏'阮一华1%'>@/V-&对高糖诱导人视网膜微血管内皮
细胞凋亡的抑制作用及其机制 -W.1中华实验眼科杂志' !"!/'
0C"## c0C,[V"01DEF&/"10G-"=2%&1H12*//#C,C@!"/C"G"0@""!,-1
R&3Z' f5 g;' >5&* ih1F*N'M'K3L89JJ92K3J%'>@/V-&3* N'+N

+(52379@'*)529) &P3PK37'73JL9K'*&(%'2L3Q&725(&L9*)3KN9('&(29((7&*)
'K7%92N&*'7%-W.1AN'* W$IP EPNKN&(%3('!"!/'0C"## c0C,[V"01
DEF&/"10G-"=2%&1H12*//#C,C@!"/C"G"0@""!,-1

-/0.顾顺'詹鹏飞'王文娟'等1%'>@/V-&对糖尿病视网膜病变炎症反应
的抑制作用-W.1中华实验眼科杂志'!"!"'0,"C# cG00[G0C1DEF&
/"10G-"=2%&1H12*//#C,C@!"/C"!/0@"""#/1
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