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【摘要】　目的　观察过表达的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ２７ｂ（ｍｉＲ２７ｂ）对血小板衍生因子（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）诱导下的人视网膜色素上皮细胞（ＡＲＰＥ１９）增殖的抑制作用，探讨 ｍｉＲ
２７ｂ在ＡＲＰＥ细胞生物学行为中的作用及其调控机制。方法　将 ｍｉＲ２７ｂ过表达质粒或空载
体转入ＡＲＰＥ１９细胞３６ｈ后，用终浓度为２０μｇ·Ｌ－１的ＰＤＧＦ预处理ＡＲＰＥ１９细胞５ｈ。根
据转染物不同，将实验分为空白对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ组）、ｍｉＲ２７ｂ阴性对照组（ｍｉＲ２７ｂＮＣ组）、
ｍｉＲ２７ｂ模拟物转染组（ＰＤＧＦ＋ｍｉｍｉｃｓ组）和空载体转染组（ＰＤＧＦ＋ＮＣ组）。实时荧光定量
ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测转染后各组ＡＲＰＥ１９细胞中ｍｉＲ２７ｂ的表达水平；ＭＴＴ法测定各组细胞
活性；通过流式细胞术评估各组细胞周期的分布变化；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞周期的正向
调控因子ｃｙｃｌｉｎＤ１、ＣＤＫ４和负向调控因子ｐ２１ＣＩＰ１和ｐ２７ＫＩＰ１的表达水平。结果　ｑＲＴＰＣＲ检测
结果显示：经ＰＤＧＦ处理５ｈ，与 ｍｉＲ２７ｂＮＣ组相比，ＰＤＧＦ＋ＮＣ组 ｍｉＲ２７ｂ的表达显著降低
（Ｐ＜０．０１）；与ＰＤＧＦ＋ＮＣ组相比，ＰＤＧＦ＋ｍｉｍｉｃｓ组 ｍｉＲ２７ｂ的表达增加（Ｐ＜０．０１）。ＭＴＴ
检测结果显示：与ｍｉＲ２７ｂＮＣ组相比，ＰＤＧＦ＋ＮＣ组ＡＲＰＥ１９细胞的光密度（Ｄ）值增加（Ｐ＜
０．０１）；而与 ＰＤＧＦ＋ＮＣ组相比，ＰＤＧＦ＋ｍｉｍｉｃｓ组可明显抑制 ＡＲＰＥ１９细胞的 Ｄ值（Ｐ＜
０．０１）。流式细胞术检测结果显示：与空白对照组和ｍｉＲ２７ｂＮＣ组相比，ＰＤＧＦ＋ＮＣ组Ｇ０／Ｇ１
期细胞的百分比显著降低，Ｓ期细胞的百分比增加（Ｐ＜０．０５）；而与 ＰＤＧＦ＋ＮＣ组相比，
ＰＤＧＦ＋ｍｉｍｉｃｓ组ｍｉＲ２７ｂ的过表达显著增加了 Ｇ０／Ｇ１期细胞的百分比，并抑制了细胞增殖
（均为Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：与 ＰＤＧＦＮＣ组相比，ＰＤＧＦ＋ｍｉｍｉｃｓ组 ｍｉＲ２７ｂ
的过表达可显著降低ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白和ＣＤＫ４蛋白的表达，同时增强了ｐ２１ＣＩＰ１蛋白和ｐ２７ＫＩＰ１蛋白
的表达（均为Ｐ＜０．０５）。结论　上调ｍｉＲ２７ｂ表达可抑制ＰＤＧＦ诱导的ＡＲＰＥ细胞增殖。
【关键词】　ｍｉＲ２７ｂ；人视网膜色素上皮细胞；血小板衍生因子；细胞周期；细胞增殖
【中图分类号】　Ｒ７７４．５

　　视网膜色素上皮（ｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ，
ＲＰＥ）是保护视网膜光感受器外层和脉络膜脉管系
统的外屏障［１］，ＲＰＥ细胞的异常增殖和迁移是年龄
相关性黄斑变性（ＡＭＤ）、增生型糖尿病视网膜病变
（ＰＤＲ）和增生性玻璃体视网膜病变（ＰＶＲ）等多种眼
部疾病共同的病理基础［２４］。ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是
一类短（１９～２４个核苷酸）的非蛋白质ＲＮＡ，通过与
目标ｍＲＮＡ的３’非翻译区（３’ＵＴＲ）结合，对转录
后的基因表达产生负调控，抑制或降解 ｍＲＮＡ［５］。
ｍｉＲＮＡ在复杂的生理过程（包括炎症、血管生成、增
殖和凋亡）的调控机制中起着至关重要的作用［６］，前

期研究观察到氧化应激下 ＲＰＥ细胞中的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
２７ｂ（ｍｉＲ２７ｂ）下调［７］，但 ｍｉＲ２７ｂ在 ＲＰＥ细胞增殖
中的作用仍未完全清楚。本研究探讨在对血小板衍

生因子（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）作用下
ｍｉＲ２７ｂ对ＡＲＰＥ１９细胞增殖的调控作用，旨在为
临床上与ＲＰＥ细胞增殖有关的眼科疾病的治疗提供
新的思路。

１　材料与方法　

１．１　材料　ＡＲＰＥ１９细胞（美国 ＡＴＣＣ公司）；

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂盒、
ＴＲＩＺＯＬ（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＴａｑＭａｎＭｉｃｒｏＲＮＡ逆
转录试剂盒、ＴａｑＭａｎｍｉｃｒｏＲＮＡ分析试剂盒（美国
ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）；抗 ｃｙｃｌｉｎＤ１抗体（ＣＳＴ
２９２２）、抗 ＣＤＫ４抗体（ａｂ１０８３５７）、抗 ｐ２１ＣＩＰ１抗体
（ａｂ１０９５２０）、抗 ｐ２７ＫＩＰ１抗体（ＣＳＴ３６８６）、内参 β肌
动蛋白（ａｂ８２２６）（美国 Ａｂｃａｍ公司）；胎牛血清（美
国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；ｍｉＲ２７ｂ模拟物、ｍｉＲ２７ｂ阴性对
照（ＮＣ）过表达质粒（上海吉玛制药技术公司）；
ＰＤＧＦ（美国Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍ公司）；ＭＴＴ（美国Ｓｉｇｍａ公
司）；流式细胞仪（美国ＢＤ公司）。
１．２　方法
１．２．１　ＡＲＰＥ１９细胞培养　ＡＲＰＥ１９细胞常规复
苏后，将细胞置于含体积分数 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养液中，于ＣＯ２恒温培养箱中培养，细胞融
合至８０％时进行传代，取３～６代细胞用于实验。
１．２．２　细胞转染及分组　培养ＡＲＰＥ１９细胞，并使
用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂将 ｍｉＲ２７ｂ模拟物（ｍｉｍ
ｉｃｓ）、ｍｉＲ２７ｂＮＣ质粒或空载体转染入 ＡＲＰＥ１９细
胞。转染３６ｈ后用重组人ＰＤＧＦ（２０μｇ·Ｌ－１）处理
５ｈ。根据转染物不同，将实验分为空白对照组（ｃｏｎ
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ｔｒｏｌ组）、ｍｉＲ２７ｂ阴性对照组（ｍｉＲ２７ｂＮＣ组）、
ｍｉＲ２７ｂ模拟物转染组（ＰＤＧＦ＋ｍｉｍｉｃｓ组）和空载
体转染组（ＰＤＧＦ＋ＮＣ组）。
１．２．３　实时荧光定量 ＰＣＲ检测　使用 ＴＲＩＺＯＬ试
剂处理ＡＲＰＥ１９细胞。使用ＴａｑＭａｎｍｉｃｒｏＲＮＡ逆转
录试剂盒合成 ｃＤＮＡ。使用 ＴａｑＭａｎｍｉｃｒｏＲＮＡ分析
试剂盒进行实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测ｍｉＲ
２７ｂ表达水平，使用 Ｕ６进行标准化。使用２－△△Ｃｔ方
法计算ｍｉＲ２７ｂ相对表达量。
１．２．４　ＭＴＴ检测细胞活性　将处于对数生长期的
ＡＲＰＥ１９细胞，用含体积分数 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液配成单细胞悬液，以每孔２×１０３

个细胞接种到９６孔板，在含体积分数５％ＣＯ２培养
箱中，３７℃孵育２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ。用ｍｉＲ２７ｂ模拟物
或ＮＣ转染ＡＲＰＥ１９细胞３６ｈ后加入 ＰＤＧＦ刺激５
ｈ，每孔加入２０μＬ终浓度为 ５ｇ·Ｌ－１ＭＴＴ溶液并
于３７℃温育４ｈ。小心弃上清，每孔加入１００μＬ裂
解液孵育过夜，使结晶物充分融解；选择４９０ｎｍ波
长，分光光度计检测两组各孔光密度（Ｄ）值，记录
结果。

１．２．５　流式细胞术检测细胞周期　通过流式细胞
术测定各组的细胞周期。用 ＰＢＳ洗涤细胞，１０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，弃上清液，然后在４℃下用体积
分数７０％冷乙醇再悬浮固定３０ｍｉｎ，加入５０ｇ·Ｌ－１

ＲｎａｓｅＡ，在３７℃下孵育１ｈ，然后在４℃避光加入
５０μＬ碘化丙二钠（ＰＩ）溶液染色３０ｍｉｎ，通过流式细
胞仪检测各组的细胞周期分布情况。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各种因子蛋白表达　收集
ＡＲＰＥ１９细胞并在ＲＩＰＡ缓冲液中裂解，然后在４℃
以１４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ。上清液的蛋白质浓
度使用Ｂｒａｄｆｏｒｄ分析法。转膜，在室温下用５０ｇ·
Ｌ－１脱脂牛奶封闭１ｈ后，将膜与ｃｙｃｌｉｎＤ１（１５００）、
ＣＤＫ４（１１０００）、ｐ２１ＣＩＰ１（１１０００）、ｐ２７ＫＩＰ１（１
１０００）和内参 β肌动蛋白（１１０００）在４℃过夜后
漂洗。将膜与辣根过氧化物酶结合的二抗（１
１０００）在３７℃下孵育１ｈ。用增强的化学发光试剂
检测蛋白条带，并用 ＩｍａｇｅＪ系统定量。β肌动蛋白
为内参。

１．３　统计学方法　所有数据均采用均数 ±标准差
表示。使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０进行统计分析。采
用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）和 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ事后检验
进行统计学分析。每个实验重复三次。检验水准：

α＝０．０５。

２　结果　

２．１　ｑＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ２７ｂ表达水平　生长融合
至８０％～９０％的 ＡＲＰＥ１９细胞呈现出与典型鹅卵
石形态一致的天然 ＲＰＥ细胞的结构特征（图１Ａ）。
ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示：经 ＰＤＧＦ处理５ｈ，与 ｍｉＲ
２７ｂＮＣ组相比，ＰＤＧＦ＋ＮＣ组ｍｉＲ２７ｂ的表达显著降

低（Ｐ＜０．０１）；与 ＰＤＧＦ＋ＮＣ组相比，ＰＤＧＦ＋ｍｉｍｉｃｓ
组 ＡＰＲＥ１９细胞 ｍｉＲ２７ｂ表达增加（Ｐ＜０．０１，
图１Ｂ）。

图１　ＡＲＰＥ１９细胞形态及各组 ｍｉＲ２７ｂ表达水
平　Ａ：ＡＲＰＥ１９细胞生长至融合状态后的形态学变化。Ｂ：
ｍｉＲ２７ｂ相对表达量；与 ｍｉＲ２７ｂＮＣ组相比，Ｐ＜０．０１；
与 ＰＤＧＦ＋ＮＣ组相比，＃＃Ｐ＜０．０１

２．２　ＭＴＴ法检测 ＡＲＰＥ１９细胞活性　ＭＴＴ检测
结果显示：与 ｍｉＲ２７ｂＮＣ组和空白对照组相比，
ＰＤＧＦ＋ＮＣ组４８ｈ和７２ｈＡＰＲＥ１９细胞的 Ｄ值均
显著增加（均为Ｐ＜０．０１）；而与ＰＤＧＦ＋ＮＣ组相比，
ｍｉＲ２７ｂ过表达的 ＰＤＧＦ＋ｍｉｍｉｃｓ组 ＡＰＲＥ１９细胞
的Ｄ值明显降低（Ｐ＜０．０１）（见图２）。

图２　ＭＴＴ法检测各组 ＡＲＰＥ１９细胞活性　与
ｍｉＲ２７ｂＮＣ组相比，Ｐ＜０．０１；与 ＰＤＧＦ＋ＮＣ组相比，
＃＃Ｐ＜０．０１

２．３　ｍｉＲ２７ｂ过表达对 ＡＲＰＥ１９细胞周期的调控
作用　与空白对照组和 ｍｉＲ２７ｂＮＣ组相比，
ＰＤＧＦ＋ＮＣ组 Ｇ０／Ｇ１期细胞的百分比显著降低，Ｓ
期细胞的百分比显著增加（均为 Ｐ＜０．０５）；而与
ＰＤＧＦ＋ＮＣ组相比，ＰＤＧＦ＋ｍｉｍｉｃｓ组可显著增加
Ｇ０／Ｇ１期的细胞百分比，抑制Ｓ期的细胞百分比，抑
制了细胞增殖（均为 Ｐ＜０．０５）（见图 ３）。此外，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果还显示：与 ｍｉＲ２７ｂＮＣ组相
比，ＰＤＧＦ＋ＮＣ组ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白和ＣＤＫ４蛋白的表达
水平均显著增加，ｐ２１ＣＩＰ１蛋白和ｐ２７ＫＩＰ１蛋白的表达均
下降（均为Ｐ＜０．０５）；与ＰＤＧＦ＋ＮＣ组相比，ＰＤＧＦ＋
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ｍｉｍｉｃｓ组 ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白和 ＣＤＫ４蛋白的表达均降
低，ｐ２１ＣＩＰ１蛋白和 ｐ２７ＫＩＰ１蛋白的表达均增加（均为
Ｐ＜０．０５）（见图４）。

图３　各组细胞周期的变化　与 ｍｉＲ２７ｂＮＣ组相
比，Ｐ＜０．０５；与ＰＤＧＦ＋ＮＣ组相比，＃Ｐ＜０．０５

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ｃｙｃｌｉｎＤ１、ＣＤＫ４、
ｐ２１ＣＩＰ１和ｐ２７ＫＩＰ１蛋白的表达水平　Ａ：蛋白表达情况。
Ｂ：定量分析；与ｍｉＲ２７ｂＮＣ组相比，Ｐ＜０．０５；与 ＰＤＧＦ＋
ＮＣ组相比，＃Ｐ＜０．０５

３　讨论

正常情况下，ＲＰＥ细胞是静止的，具有不增殖、
不迁移和良好的细胞间通讯连接［８］；病理条件下，

ＲＰＥ细胞可迁移到玻璃体内和视网膜表面，诱发脉
络膜或视网膜新生血管膜形成，促进ＰＤＲ和ＰＶＲ等
多种严重视觉损伤疾病的发生［２，９］。ＲＰＥ细胞增殖
和迁移涉及多种生长因子和细胞因子，其中 ＲＰＥ细
胞产生的ＰＤＧＦ已被确定为ＲＰＥ细胞增殖的主要有
丝分裂原和促细胞分裂剂，参与各种视网膜疾病的

发生［１０１１］。进一步了解ＰＤＧＦ诱导的ＲＰＥ细胞增殖
和迁移的机制是非常必要的。

ｍｉＲ２７ｂ是一种内含子 ｍｉＲＮＡ，参与多种生物
学过程，包括脂质代谢、２型糖尿病和胰岛素抵抗，与
癌症也相关［１２１４］。已有研究表明，各种 ｍｉＲＮＡ，如
ｍｉＲ２０４、ｍｉＲ２１１、ｍｉＲ３４ａ、ｍｉＲ１８４和 ｍｉＲ２２２，参
与了眼部疾病中 ＲＰＥ细胞的增殖和分化［１５１６］。本

研究中 ＰＤＧＦ可增强 ＡＲＰＥ１９细胞活性，促进细胞
增殖。ＰＤＧＦ处理后异常增殖的 ＡＲＰＥ细胞中 ｍｉＲ

２７ｂ表达也明显下调。ＭＴＴ检测结果发现：ｍｉＲ２７ｂ
过表达可使ＡＲＰＥ１９细胞 Ｄ值明显下降，抑制细胞
活性。因此，我们认为 ＡＲＰＥ１９的异常增殖与 ｍｉＲ
２７ｂ的下调可能有关。同时，从细胞周期的 Ｇ１／Ｇ０
期到 Ｓ期的准确过渡是细胞增殖的关键步骤，这主
要受有丝分裂信号转导靶向标志物诸如细胞周期蛋

白（ｃｙｃｌｉｎＤ１、Ｄ２、Ｄ３，ｃｙｃｌｉｎＥ）的刺激，细胞周期蛋白
与细胞周期蛋白结合依赖性激酶（ＣＤＫ２和 ＣＤＫ４）
促进细胞周期向 ＤＮＡ复制期发展［１７］。ｐ２１ＣＩＰ１蛋白
和ｐ２７ＫＩＰ１蛋白属于 ＣＤＫ抑制剂的 ＣＩＰ／ＫＩｐ家族，可
灭活细胞周期蛋白ＣＤＫ复合物并随后抑制 ＤＮＡ合
成［１８］。本研究中，ｍｉＲ２７ｂ模拟物转染 ＡＲＰＥ１９细
胞，使之过表达 ｍｉＲ２７ｂ，可以显著抑制 ＰＤＧＦ诱导
的ＡＲＰＥ１９细胞周期从 Ｇ０／Ｇ１到 Ｓ期的转变，使
ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白和ＣＤＫ４蛋白的表达降低，ｐ２１ＣＩＰ１蛋白
和ｐ２７ＫＩＰ１蛋白的表达增加，抑制细胞增殖。

ｍｉＲ２７ｂ也被发现参与血管生成。Ｖｅｌｉｃｅａｓａ
等［１９］证明，ｍｉＲ２７ｂ在心脏血管生成中具有促血管
生成作用；但也有学者发现，ｍｉＲ２７ｂ通过靶向
ＶＥＧＦＣ抑制胃癌和大肠癌的血管生成［２０］。本研究

中，我们发现在ＰＤＧＦ刺激下 ＡＲＰＥ１９细胞中 ｍｉＲ
２７ｂ表达显著降低，这可能与血视网膜屏障的存在、
ｍｉＲＮＡｓ的表达和功能在眼内有严格的组织特异性
有关［２１］。

综上所述，在 ＰＤＧＦ的诱导下，ｍｉＲ２７ｂ在
ＡＲＰＥ１９细胞中表达下调。同时，ｍｉＲ２７ｂ的过表达
可抑制细胞活性，调控细胞周期，部分抑制了 ＰＤＧＦ
诱导的ＡＲＰＥ细胞增殖。因此，ｍｉＲ２７ｂ有可能是抑
制ＡＲＰＥ细胞增殖的潜在候选物，从而为相关疾病
的治疗提供新的靶点。而 ｍｉＲ２７ｂ的过表达对
ＰＤＧＦ诱导下 ＡＲＰＥ１９细胞迁徙能力的影响，靶基
因以及信号通路的调控机制将作为我们后续研究的

内容。
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