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【摘要】　目的　探讨ＬＩＮＣ００４７３调控ｍｉＲ２１０／１０１１易位酶２（ＴＥＴ２）分子轴对Ｈ２Ｏ２诱导的
人晶状体上皮细胞生物学特性的影响。方法　人晶状体上皮细胞 ＳＲＡ０１／０４传代培养后，采
用１００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２处理２４ｈ。将ＳＲＡ０１／０４细胞分为Ｃｏｎ组、Ｈ２Ｏ２组、Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１
组、Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３组、Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋ｍｉＲＮＣ组、ｐｃＤＮＡ３．１
ＬＩＮＣ００４７３＋ｍｉＲ２１０组、Ｈ２Ｏ２ ＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋ｓｉＮＣ组、Ｈ２Ｏ２ ＋ ｐｃＤＮＡ３．１
ＬＩＮＣ００４７３＋ｓｉＴＥＴ２组。细胞计数试剂盒（ＣＣＫ８）检测细胞活力，流式细胞术检测细胞凋亡，
试剂盒检测细胞中丙二醛（ＭＤＡ）含量和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷光甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ
Ｐｘ）活性。双荧光素酶报告基因实验检测 ＬＩＮＣ００４７３与 ｍｉＲ２１０、ｍｉＲ２１０与 ＴＥＴ２的靶向结
合关系。结果　Ｃｏｎ组与 Ｈ２Ｏ２组、Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１组与 Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３组、
Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋ｍｉＲＮＣ组与 ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋ｍｉＲ２１０组、Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤ
ＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋ｓｉＮＣ组与Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋ｓｉＴＥＴ２组相比，细胞存活率、
细胞凋亡率、克隆形成数、ＭＤＡ含量、ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ活性差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜
０．０５）。双荧光素酶报告基因实验结果显示，ｍｉＲＮＣ和ＷＴＬＩＮＣ００４７３共转染组ＳＲＡ０１／０４细
胞荧光素酶活性（０．３６±０．０３）较ｍｉＲ２１０ｍｉｍｉｃｓ和ＷＴＬＩＮＣ００４７３共转染组（０．９６±０．１０）显
著降低（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲＮＣ和 ＷＴＴＥＴ２共转染组 ＳＲＡ０１／０４细胞的荧光素酶活性（０．３３±
０．０３）较ｍｉＲ２１０ｍｉｍｉｃｓ和ＷＴＴＥＴ２共转染组（０．９４±０．０９）显著降低，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；ＬＩＮＣ００４７３靶向作用ｍｉＲ２１０并下调其表达水平，ｍｉＲ２１０可负调控ＴＥＴ２的表达
水平。结论　ＬＩＮＣ００４７３通过下调 ｍｉＲ２１０／ＴＥＴ２分子轴减轻对 Ｈ２Ｏ２对人晶状体上皮细胞
增殖、凋亡和氧化损伤的影响。

【关键词】　ＬＩＮＣ００４７３；ｍｉＲ２１０；ＴＥＴ２；过氧化氢；晶状体上皮细胞；增殖；凋亡；氧化应激
【中图分类号】　Ｒ７７６

　　白内障会降低老年人生活质量，给患者带来巨
大的经济和精神负担，已成为全球重大的公共卫生

问题［１］。既往研究显示，人晶状体上皮细胞（ｈｕｍａｎ
ｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ｈＬＥＣｓ）凋亡是白内障发生的病
理基础，而氧化应激损伤是导致 ｈＬＥＣｓ凋亡的主要
危险因素［２］。探讨 ｈＬＥＣｓ增殖、凋亡和氧化应激损
伤的分子机制对防治白内障意义重大。长链非编码

ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）是一类长度超
过２００个核苷酸且无蛋白编码潜能的 ＲＮＡ转录本。
最近研究表明，ｌｎｃＲＮＡ参与细胞增殖、凋亡、氧化应
激损伤等多种病理生理过程，在眼部正常发育中起

着重要作用［３４］。ＬＩＮＣ００４７３是位于染色体６ｑ２７位
点的基因间 ｌｎｃＲＮＡ，其参与宫颈癌［５］、胰腺癌［６］等

多种肿瘤细胞生长、存活的调控，沉默 ＬＩＮＣ００４７３可
抑制 肿 瘤 细 胞 增 殖，促 进 细 胞 凋 亡。此 外，

ＬＩＮＣ００４７３还可调控滋养细胞的增殖和凋亡，与子
痫前期的发生发展有关［７］。然而，目前未见

ＬＩＮＣ００４７３与 ｈＬＥＣｓ的相关报道。Ｈ２Ｏ２ 可诱导
ｈＬＥＣｓ氧化应激损伤和凋亡，是研究白内障常用的
体外细胞模型的建立方法［８９］。因此，本研究通过检

测ＬＩＮＣ００４７３在Ｈ２Ｏ２诱导的ｈＬＥＣｓ中的表达水平，

初步揭示其调控细胞增殖、凋亡以及氧化应激损伤

的分子机制，以期为基于 ｈＬＥＣｓ防治白内障提供新
的方法。

１　材料与方法　

１．１　实验材料　ｈＬＥＣｓＳＲＡ０１／０４细胞购于上海拜
力生物科技有限公司；ＤＭＥＭ低糖培养基、胎牛血清
和青霉素、链霉素溶液购于美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；Ｈ２Ｏ２
购于美国Ｓｉｇｍａ公司；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００、ＴＲＩｚｏｌ试
剂购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；兔抗半胱氨酸的天冬氨
酸蛋白水解酶３（Ｃａｓｐａｓｅ３）、Ｐ２１、１０１１易位酶２（ｔｅｎ
ｅｌｅｖｅｎｔｒａｎｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ２，ＴＥＴ２）抗体以及山羊抗兔ＩｇＧ
购于美国 Ａｂｃａｍ公司；ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３、ｐｃＤ
ＮＡ３．１、ｓｉＮＣ、ｓｉＬＩＮＣ００４７３、ｓｉＴＥＴ２、ｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ
２１０ｍｉｍｉｃｓ、ａｎｔｉｍｉＲＮＣ、ａｎｔｉｍｉＲ２１０、ＷＴＬＩＮＣ００４７３、
ＭＵＴＬＩＮＣ００４７３、ＷＴＴＥＴ２、ＭＵＴＴＥＴ２由上海吉玛制
药公司提供；ｃＤＮＡ合成试剂盒、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒购于日本 Ｔｏｙｏｂｏ公司；细胞计数试
剂盒（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）购于上海贝博生物；
丙二醛（ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量检测试剂盒、超氧
化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）以及谷胱甘
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肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）活性检
测试剂盒购于北京索莱宝科技公司。

１．２　细胞培养和模型构建　ＳＲＡ０１／０４细胞采用
ＤＭＥＭ低糖培养基（含体积分数１０％胎牛血清和１０
ｇ·Ｌ－１青链霉素）在３７℃、含体积分数５％ＣＯ２的
培养箱内培养。当细胞融合度达 ９０％时消化传
代。细胞培养液内加入１００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２后于
培养箱内培养２４ｈ，建立 Ｈ２Ｏ２细胞损伤模型。
１．３　细胞分组处理　将 ＳＲＡ０１／０４细胞按照每孔
２００×１０３个细胞接种于６孔板，当细胞融合度达到
５０％时按照脂质体转染试剂 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００说
明书将 ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３、ｐｃＤＮＡ３．１分别转染
至 ＳＲＡ０１／０４细胞，经 Ｈ２Ｏ２诱导后，依次标记为
Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３组、Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１
组。同时设置 Ｃｏｎ组（正常对照组）、Ｈ２Ｏ２组（仅建
立Ｈ２Ｏ２细胞损伤模型）。
１．４　实验方法　收集细胞，流式细胞仪检测各组细
胞凋亡情况，ＣＣＫ８法检测各组细胞存活率，严格按
照试剂盒说明书步骤检测各组细胞中 ＭＤＡ含量以
及ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ活性。同时进行以下实验。
１．４．１　集落形成实验　将对数生长期的各组细胞
按照每孔２００个接种于６孔板，米字型方向轻轻晃
动平板使细胞分散均匀，培养７ｄ后观察细胞生长情
况，当出现肉眼可见的细胞克隆时终止培养，弃去细

胞培养基，固定和染色后，显微镜下观察拍照，计算

克隆形成数。实验重复３次。
１．４．２　ＲＴｑＰＣＲ检测　利用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取各组
细胞总 ＲＮＡ，以 ｃＤＮＡ第一链合成试剂盒逆转录合
成ｃＤＮＡ，利用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒进
行ＰＣＲ扩增。以ＧＡＰＤＨ为内源性参照，运用２－ΔΔＣｔ

法分析 ＬＩＮＣ００４７３的表达水平。引物序列为：
ＬＩＮＣ００４７３ 上 游 引 物：５’ＧＡＴＧＧＡＡＡＧＧＡＧＧ
ＧＡＡＧＧ３’，下游引物：５’ＣＡＣＡＧＴＧＧＧＴＣＣＡＧＧＧＴＴ
３’；ＧＡＰＤＨ上游引物：５’ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴ
３’，下游引物：５’ＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡＡＴＡＴＣＣＡＣＴＴ３’。
１．４．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　收集各组细胞获得细胞
总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度后，按照每泳道 ４０μｇ
蛋白样品上样进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，采用湿法

转膜将已分离的细胞蛋白转移至硝酸纤维素膜，洗

膜后，将膜置于５０ｇ·Ｌ－１脱脂牛奶中封闭１ｈ，洗膜
后将膜置于稀释的一抗（Ｃａｓｐａｓｅ３为 １５００，Ｐ２１
为１１０００，ＴＥＴ２为１２５０）溶液中室温孵育２ｈ，
洗膜后，将膜置于稀释的二抗（１２０００）溶液中室温
孵育１ｈ。加入化学发光试剂避光显色后，Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ软件分析蛋白表达水平。
１．４．４　双荧光素酶报告基因实验　等线生物信息
学分析工 具 ｓｔａｒＢａｓｅ进 行 靶 基 因 预 测，发 现
ＬＩＮＣ００４７３与ｍｉＲ２１０之间存在结合位点，ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ
进行靶基因预测，发现ｍｉＲ２１０与ＴＥＴ２之间存在结
合位点，采用双荧光素酶报告基因实验验证

ＬＩＮＣ００４７３与 ｍｉＲ２１０、ｍｉＲ２１０与 ＴＥＴ２靶向调控
关 系。将 ＷＴＬＩＮＣ００４７３、ＭＵＴＬＩＮＣ００４７３、ＷＴ
ＴＥＴ２、ＭＵＴＴＥＴ２分别与ｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ２１０ｍｉｍｉｃｓ共
转染至ＳＲＡ０１／０４细胞，转染４８ｈ后，测定各组细胞
荧光素酶活性。同时将 ｐｃＤＮＡ３．１、ｐｃＤＮＡ３．１
ＬＩＮＣ００４７３、ｓｉＮＣ、ｓｉＬＩＮＣ００４７３分别转染 ｈＬＥＣｓ
ＳＲＡ０１／０４细胞，以 Ｕ６为内参，参照１．４．２方法检
测ｍｉＲ２１０的表达水平。将 ｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ２１０ｍｉｍ
ｉｃｓ、ａｎｔｉｍｉＲＮＣ、ａｎｔｉｍｉＲ２１０分别转染 ＳＲＡ０１／０４
细胞，以ＧＡＰＤＨ为内参，参照１．４．２方法检测ＴＥＴ２
的表达水平。引物序列为：ｍｉＲ２１０上游引物：５’
ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３’，下游引物：５’ＣＴＧＴＧＣＧＴ
ＧＴＧＡＣＡＧＣＧＧＣＴＧＡ３’；Ｕ６上游引物：５’ＣＴＣＧＣＴ
ＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３’，下 游 引 物：５’ＡＡＣＧＣＴ
ＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３’；ＴＥＴ２上游引物：５’ＴＡＡＧＴ
ＧＧＧＴＧＧＴＴＣＧＣＡＧＡ３’，下 游 引 物：５’ＴＣＣＧＡＧ
ＴＡＧＡＧＴＴＴＧＴＣＡＧＣＣ３’。
１．４．５　ＬＩＮＣ００４７３调控 ｍｉＲ２１０／ＴＥＴ２分子轴影
响Ｈ２Ｏ２诱导的 ｈＬＥＣｓ增殖、凋亡以及氧化应激损
伤　为验证 ＬＩＮＣ００４７３是否通过调控 ｍｉＲ２１０／
ＴＥＴ２分子轴进而影响 Ｈ２Ｏ２诱导的 ｈＬＥＣｓ增殖、凋
亡以及氧化应激损伤，将 ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋
ｍｉＲＮＣ、ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋ｍｉＲ２１０、ｐｃＤＮＡ３．１
ＬＩＮＣ００４７３＋ｓｉＮＣ、ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋ｓｉＴＥＴ２
分别转染 ＳＲＡ０１／０４细胞，经 Ｈ２Ｏ２诱导后，再次检
测细胞存活率、凋亡率、克隆形成数、ＭＤＡ含量以及
ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ活性。
１．５　统计学分析　采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件进行统
计学分析，所有结果均采用 珋ｘ±ｓ表示。两组间比较
采用独立样本ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分
析，进一步组间比较采用ＳＮＫｑ检验。检验水准：α＝
０．０５。

２　结果　

２．１　ＬＩＮＣ００４７３对 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＳＲＡ０１／０４细胞
的影响　与 Ｃｏｎ组比较，Ｈ２Ｏ２组 ＳＲＡ０１／０４细胞
ＬＩＮＣ００４７３的表达水平显著降低，Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｐ２１
蛋白的表达显著升高，细胞克隆形成数显著减少，细

胞存活率显著降低，细胞凋亡率显著升高，差异均有

统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５）；与 Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１
组比较，Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３组 ＳＲＡ０１／０４
细胞ＬＩＮＣ００４７３的表达水平显著升高，Ｃａｓｐａｓｅ３和
Ｐ２１蛋白的表达显著降低，细胞克隆形成数显著增
加，细胞存活率显著升高，细胞凋亡率显著降低，差

异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５）。与 Ｃｏｎ组比
较，Ｈ２Ｏ２组 ＳＲＡ０１／０４细胞中 ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ活性
均显著降低，ＭＤＡ含量显著升高，差异均有统计学
意义（均为Ｐ＜０．０５）；与Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１组比较，
Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３组 ＳＲＡ０１／０４细胞中
ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ活性均显著升高，ＭＤＡ含量显著降
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低，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５）。见表１
和表２。
２．２　ＬＩＮＣ００４７３靶向调控 ｍｉＲ２１０　ｓｔａｒＢａｓｅ预测
发现，ＬＩＮＣ００４７３与ｍｉＲ２１０之间存在部分连续互补
的核苷酸序列，见图１。双荧光素酶报告实验结果显
示，ｍｉＲＮＣ和 ＷＴＬＩＮＣ００４７３共转染组 ＳＲＡ０１／０４
细胞荧光素酶活性（０．３６±０．０３）较 ｍｉＲ２１０ｍｉｍｉｃｓ
和ＷＴＬＩＮＣ００４７３共转染组（０．９６±０．１０）显著降低
（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲＮＣ和 ＭＵＴＬＩＮＣ００４７３共转染组
ＳＲＡ０１／０４细胞荧光素酶活性（１．０４±０．１０）与
ｍｉＲ２１０ ｍｉｍｉｃｓ和 ＭＵＴＬＩＮＣ００４７３ 共 转 染 组
（０．９９±０．１０）相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示，上调 ＬＩＮＣ００４７３表达后，
ＳＲＡ０１／０４细胞ｍｉＲ２１０的表达水平（０．２３±０．０２）

较正常ＳＲＡ０１／０４细胞（１．００±０．１０）显著降低（Ｐ＜
０．０５）；干扰 ＬＩＮＣ００４７３表达后，ＳＲＡ０１／０４细胞
ｍｉＲ２１０的表达水平（２．１１±０．２２）较正常ＳＲＡ０１／０４
细胞显著升高 （Ｐ＜０．０５）。以上结果表明，
ＬＩＮＣ００４７３靶向负调控ｍｉＲ２１０表达。

表１　各组细胞中 ＬＩＮＣ００４７３的表达及 Ｃａｓｐａｓｅ３
和Ｐ２１蛋白表达情况
组别 ＬＩＮＣ００４７３ Ｃａｓｐａｓｅ３ Ｐ２１
Ｃｏｎ组 １．０２±０．１０ ０．２１±０．０２ ０．２４±０．０２
Ｈ２Ｏ２组 ０．３０±０．０３ ０．７５±０．０７ ０．８９±０．０９

Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１组 ０．２７±０．０３ ０．７８±０．０７ ０．９２±０．０９
Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３组 ０．８８±０．０８＃ ０．３０±０．０３＃ ０．３５±０．０３＃

注：与Ｃｏｎ组比较，Ｐ＜０．０５；与 Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１组比较，＃Ｐ＜
０．０５

表２　ＬＩＮＣ００４７３对Ｈ２Ｏ２诱导的ＳＲＡ０１／０４细胞增殖、凋亡及ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＭＤＡ表达的影响
组别 克隆形成数 细胞存活率／％ 细胞凋亡率／％ ＳＯＤ／Ｕ·ｍＬ－１ ＧＳＨＰｘ／Ｕ·ｍＬ－１ＭＤＡ／ｎｍｏｌ·ｍＬ－１

Ｃｏｎ组 １４６．０１±１３．２２ １００．１６±１０．２１ ８．１６±１．０１ ８８．２５±５．５７ １６７．２７±１３．５７ ５２．１１±４．５３
Ｈ２Ｏ２组 ６４．０４±６．５３ ４６．６８±４．６９ ２７．８３±２．５７ ３７．２６±２．１８ １０１．３４±９．８５ ９７．２６±８．８４

Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１组 ６２．２９±６．４７ ４７．０２±４．６７ ２８．１０±２．６２ ３７．１０±２．１３ ９９．２６±８．６７ ９６．５５±８．６３
Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３组 １３０．１３±１２．６８＃ ９１．２４±９．３５＃ １３．５８±１．４１＃ ７１．３４±４．３８＃ １４９．２６±１２．６８＃ ６１．１４±５．３７＃

注：与Ｃｏｎ组比较，Ｐ＜０．０５；与Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１组比较，＃Ｐ＜０．０５

图１　ＬＩＮＣ００４７３靶向ｍｉＲ２１０

２．３　过表达 ｍｉＲ２１０逆转 ＬＩＮＣ００４７３对 Ｈ２Ｏ２诱
导的ＳＲＡ０１／０４细胞增殖、凋亡及氧化损伤的影响　
与Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋ｍｉＲＮＣ组ＳＲＡ０１／

０４细胞中 ｍｉＲ２１０（１．０１±０．１０）、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白
（０．３１±０．０３）和Ｐ２１蛋白（０．３８±０．０４）表达比较，
Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋ｍｉＲ２１０组ＳＲＡ０１／
０４细胞 ｍｉＲ２１０（１．８９±０．１７）、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白
（０．６６±０．０７）和Ｐ２１蛋白（０．７９±０．０８）的表达水平
均显著升高。与 Ｈ２Ｏ２ ＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋
ｍｉＲＮＣ组相比，Ｈ２Ｏ２ ＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋
ｍｉＲ２１０组的细胞克隆形成数显著减少，细胞存活率
显著降低，细胞凋亡率显著升高，ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ活
性均显著降低，ＭＤＡ含量显著升高，差异均有统计
学意义（均为Ｐ＜０．０５）。见表３。

表３　过表达ｍｉＲ２１０及抑制ＴＥＴ２对ＳＲＡ０１／０４细胞增殖、凋亡及ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ活性和ＭＤＡ含量的影响
组别 克隆形成数 细胞存活率／％ 细胞凋亡率／％ ＳＯＤ／Ｕ·ｍＬ－１ＧＳＨＰｘ／Ｕ·ｍＬ－１ＭＤＡ／ｎｍｏｌ·ｍＬ－１

Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋ｍｉＲＮＣ组 １２７．２２±１２．４６ ９０．４４±９．３２ １４．１３±１．４２ ７０．６８±４．４２ １５１．１３±１３．１０ ６０．９５±５．５３

Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋ｍｉＲ２１０组 ７７．３１±７．５８ ５３．３６±５．４０ ２５．１２±２．５５ ４４．６８±２．６７ １２２．３７±１１．１７ ８３．５５±７．８４

Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋ｓｉＮＣ组 １２９．０３±１２．５１ ９０．８４±９．２７ １３．９６±１．４０ ７０．５２±４．３８ １５０．９７±１２．８９ ６１．０３±５．４９

Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋ｓｉＴＥＴ２组 ６８．１２±７．０３＃ ４９．２６±４．７７＃ ２７．１４±２．６２＃ ３９．４６±２．３７＃ １０８．６５±１０．０３＃ ９１．３４±８．２５＃

注：与Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋ｍｉＲＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５；与Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋ｓｉＮＣ组比较，＃Ｐ＜０．０５

２．４　ｍｉＲ２１０靶向调控 ＴＥＴ２　ｍｉＲ２１０与 ＴＥＴ２
之间存在部分连续互补的核苷酸序列，见图２。双荧
光素酶报告实验结果显示，ｍｉＲＮＣ和 ＷＴＴＥＴ２共
转染组ＳＲＡ０１／０４细胞荧光素酶活性（０．３３±０．０３）
较ｍｉＲ２１０ｍｉｍｉｃｓ和 ＷＴＴＥＴ２共转染组（０．９４±
０．０９）显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
ｍｉＲＮＣ和ＭＵＴＴＥＴ２共转染组ＳＲＡ０１／０４细胞荧光
素酶活性（１．００±０．１０）较 ｍｉＲ２１０ｍｉｍｉｃｓ和 ＭＵＴ
ＴＥＴ２共转染组（０．９６±０．０９）变化不明显，差异无统

计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测结果显示，上调 ｍｉＲ２１０表达后，ＳＲＡ０１／０４细胞
ＴＥＴ２ｍＲＮＡ（０．３４±０．０３）和蛋白（０．２０±０．０２）的
表达水平均较正常 ＳＲＡ０１／０４细胞 ＴＥＴ２ｍＲＮＡ
（１．０１±０．１０）和蛋白（０．６１±０．０６）的表达水平显著
降低；下调 ｍｉＲ２１０表达后，ＳＲＡ０１／０４细胞 ＴＥＴ２
ｍＲＮＡ（１．８８±０．１８）和蛋白（１．４５±０．１５）的表达水
平均较正常ＳＲＡ０１／０４细胞显著升高，差异均有统计
学意义（均为Ｐ＜０．０５）。提示 ｍｉＲ２１０靶向负调控
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ＴＥＴ２表达。

图２　ｍｉＲ２１０靶向ＴＥＴ２　

２．５　抑制 ＴＥＴ２逆转 ＬＩＮＣ００４７３对 Ｈ２Ｏ２诱导的
ＳＲＡ０１／０４细胞增殖、凋亡及氧化损伤的影响　与
Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋ｓｉＮＣ组 ＴＥＴ２质粒
（０．８８±０．０８）、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白（０．２９±０．０３）、Ｐ２１蛋
白（０．３７±０．０３）表达比较，Ｈ２Ｏ２ ＋ ｐｃＤＮＡ３．１
ＬＩＮＣ００４７３＋ｓｉＴＥＴ２组 ＳＲＡ０１／０４细胞 ＴＥＴ２质粒
（０．２４±０．０２）表达显著降低，Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白
（０．７２±０．０７）和Ｐ２１蛋白（０．８５±０．０８）表达均显著
升高。与 Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋ｓｉＮＣ组
相比，Ｈ２Ｏ２＋ｐｃＤＮＡ３．１ＬＩＮＣ００４７３＋ｓｉＴＥＴ２组细
胞克隆形成数显著减少，细胞存活率显著降低，细胞

凋亡率显著升高，ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ活性显著降低，
ＭＤＡ含量显著升高（均为Ｐ＜０．０５），见表３。

３　讨论　

白内障是全球致盲的主要眼病之一，全球约

５０％的失明患者是由白内障引起的［１０］。晶状体是

由单层上皮细胞构成的透明器官，氧化应激引起的

ｈＬＥＣｓ损伤和凋亡是引发白内障的主要原因。本研
究通过Ｈ２Ｏ２诱导ｈＬＥＣｓ氧化应激损伤和凋亡，探索
与其相关的基因，以期为基于 ｈＬＥＣｓ防治白内障提
供新的方法。

ＬＩＮＣ００４７３是乳腺癌预后的独立影响因素，其
高表达与乳腺癌患者的淋巴结转移、临床分期及预

后较差有关，抑制 ＬＩＮＣ００４７３表达可抑制肿瘤细胞
增殖，促进细胞凋亡［１１］。ＬＩＮＣ００４７３在胶质瘤中表
达上调，干扰 ＬＩＮＣ００４７３可抑制胶质瘤细胞的增殖
和肿瘤生长，抑制胶质瘤进展［１２］。本研究结果表

明，Ｈ２Ｏ２诱导后 ＳＲＡ０１／０４细胞存活率和克隆形成
能力均显著降低，Ｐ２１的表达显著升高，ＬＩＮＣ００４７３
的表达水平显著降低；上调 ＬＩＮＣ００４７３表达后，
ＳＲＡ０１／０４细胞存活率和克隆形成能力均显著升高，
说明上调 ＬＩＮＣ００４７３表达可提高 ＳＲＡ０１／０４细胞的
增殖能力。正常机体内存在 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ等抗氧化
酶防御系统，可清除自由基，保护机体免受氧化应激

损伤，维持机体正常代谢活动。本研究结果显示，

Ｈ２Ｏ２诱导后 ＳＲＡ０１／０４细胞脂质过氧化产物 ＭＤＡ
含量显著升高，ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ的活性显著降低，而上
调ＬＩＮＣ００４７３可显著降低 ＭＤＡ含量，提高 ＳＯＤ和
ＧＳＨＰｘ活性。因此，ＬＩＮＣ００４７３可抑制 Ｈ２Ｏ２诱导

的ＳＲＡ０１／０４细胞氧化应激损伤。同时本研究结果
显示，Ｈ２Ｏ２诱导后ＳＲＡ０１／０４细胞中Ｃａｓｐａｓｅ３的表
达水平显著升高，细胞凋亡率显著增加，而上调

ＬＩＮＣ００４７３可抑制Ｈ２Ｏ２诱导的细胞凋亡。以上结果
表明，上调ＬＩＮＣ００４７３可促进细胞增殖，抑制Ｈ２Ｏ２诱
导的氧化应激损伤和凋亡，进而对ＳＲＡ０１／０４细胞发
挥保护作用。

有研究表明，ｍｉＲＮＡ异常表达与晶状体发育、
ＬＥＣｓ的凋亡、晶状体透明度降低以及白内障的发生
关系密切［１３］。为探讨ＬＩＮＣ００４７３对ＳＲＡ０１／０４细胞
的保护作用机制，本研究通过序列分析发现，ｍｉＲ
２１０是ＬＩＮＣ００４７３的潜在功能性靶基因之一。ｍｉＲ
２１０在ｈＬＥＣｓ氧化损伤中表达上调，且其在年龄相
关性白内障患者晶状体组织中亦是高表达，ｍｉＲ２１０
高表达可促进 ＬＥＣｓ凋亡［１４１５］。本研究通过双荧光

素酶报告基因实验证实，ＬＩＮＣ００４７３靶向负性调控
ｍｉＲ２１０表达，过表达ｍｉＲ２１０可逆转ＬＩＮＣ００４７３对
Ｈ２Ｏ２诱导的 ＳＲＡ０１／０４细胞增殖、凋亡以及 ＳＯＤ、
ＧＳＨＰｘ活性和ＭＤＡ含量的影响。

ＴＥＴ２是ＴＥＴ蛋白家族成员之一。有研究显示，
ＴＥＴ２参与病理条件下神经元细胞存活过程，上调
ＴＥＴ２对氧化应激介导的神经元损伤的细胞保护作
用［１６］。本研究通过双荧光素酶报告基因实验证实

ｍｉＲ２１０可靶向负性调控 ＴＥＴ２表达，进一步研究显
示，抑制ＴＥＴ２表达能逆转 ＬＩＮＣ００４７３对 Ｈ２Ｏ２诱导
的ＳＲＡ０１／０４细胞增殖、凋亡及ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ活性和
ＭＤＡ含量的影响。提示 ＬＩＮＣ００４７３通过调控 ｍｉＲ
２１０／ＴＥＴ２分子轴可减轻 Ｈ２Ｏ２诱导的 ｈＬＥＣｓ氧化
应激损伤和凋亡。

综上所述，ＬＩＮＣ００４７３在Ｈ２Ｏ２诱导的 ｈＬＥＣｓ中
表达下调，上调 ＬＩＮＣ００４７３表达通过调控 ｍｉＲ２１０／
ＴＥＴ２分子轴可促进细胞增殖，抑制 Ｈ２Ｏ２诱导的氧
化应激损伤和凋亡，进而对ｈＬＥＣｓ发挥保护作用，为
基于ｈＬＥＣｓ防治白内障提供了新的方向。
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