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【实验研究】

ｍｉＲ１８１ａ靶向沉默信息调节因子相关酶１在过氧化氢诱导的
人小梁网细胞氧化应激中的调节作用△

田思佳　王骞　张蕾　屈林　肖燕　朱俊英　王怀洲
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【摘要】　目的　探讨ｍｉＲ１８１ａ对过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）诱导的人小梁网细胞（ＨＴＭＣｓ）氧化应
激的调节作用及其机制。方法　ＨＴＭＣｓ随机分为空白组（０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２）、２００
μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２组、４００μｍｏｌ·Ｌ

－１Ｈ２Ｏ２组、６００μｍｏｌ·Ｌ
－１Ｈ２Ｏ２组，分别使用相应浓度

Ｈ２Ｏ２处理ＨＴＭＣｓ，２４ｈ后ＭＴＴ法检测各组细胞存活率，实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检
测各组细胞ｍｉＲ１８１ａｍＲＮＡ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中沉默信息调节因子相关酶
１（ＳＩＲＴ１）蛋白表达。根据转染物的不同分为 ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｍｉＲ１８１ａＮＣ组、ｍｉＲ
１８１ａｍｉｍｉｃｓ组、ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＳＩＲＴ１组和 ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＮＣ组，使用二氯
二氢荧光素乙酰乙酸酯（ＤＣＦＨＤＡ）荧光探针检测各组细胞内活性氧（ＲＯＳ）含量，使用超
氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和丙二醛（ＭＤＡ）ＥＬＩＳＡ试剂盒检测各组细胞 ＳＯＤ和 ＭＤＡ活性，使
用ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ联合流式细胞仪检测细胞凋亡情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中
ＳＩＲＴ１蛋白表达，双荧光素酶报告基因实验对靶点进行验证。结果　与空白组比较，２００
μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２组、４００μｍｏｌ·Ｌ

－１Ｈ２Ｏ２组、６００μｍｏｌ·Ｌ
－１Ｈ２Ｏ２组细胞存活率均降低

（均为Ｐ＜０．０５）。细胞ｍｉＲ１８１ａｍＲＮＡ的表达随着Ｈ２Ｏ２浓度的增加而增加，ＳＩＲＴ１蛋白的表达随着Ｈ２Ｏ２浓度的增加而降低
（均为 Ｐ＜０．０５）。与 ｍｉＲ１８１ａＮＣ组比较，ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ组细胞凋亡率、ＭＤＡ活性和 ＲＯＳ含量均升高，细胞 ＳＯＤ活性、
ＳＩＲＴ１蛋白表达均降低，ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞凋亡率、ＭＤＡ活性和ＲＯＳ含量均降低，细胞ＳＯＤ活性、ＳＩＲＴ１蛋白表达均升高
（均为Ｐ＜０．０５）。双荧光素酶报告基因实验证实，ｍｉＲ１８１ａ靶向抑制 ＳＩＲＴ１蛋白的表达。与 ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＮＣ组比
较，ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＳＩＲＴ１组细胞凋亡率、ＭＤＡ活性和 ＲＯＳ含量均升高，ＳＯＤ活性降低（均为 Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲ
１８１ａ可能通过靶向ＳＩＲＴ１调节Ｈ２Ｏ２诱导的ＨＴＭＣｓ氧化应激作用。
【关键词】　青光眼；人小梁网细胞；氧化应激；ｍｉＲ１８１ａ；沉默信息调节因子相关酶１
【中图分类号】　Ｒ７７５

　　原发性开角型青光眼（ＰＯＡＧ）是一种由多种因
素诱发的致盲眼病［１］。人眼中７０％以上的房水引流
是通过小梁网进行的，眼内房水排出受阻引发的眼

压升高是 ＰＯＡＧ发病的主要原因之一［２３］。近年来

研究表明，氧化应激损伤是导致青光眼患者小梁网

细胞损伤、凋亡及功能异常的重要原因［４］。ｍｉＲＮＡ
是非编码 ＲＮＡ，能特异性识别靶基因的３’非翻译
区（３’ＵＴＲ），通过与靶基因完全或部分互补结合，
导致靶基因的降解或抑制其翻译［５］。多种 ｍｉＲＮＡ
在小梁网细胞的氧化应激损伤中发挥作用，参与青

光眼的发生、发展［６７］。ｍｉＲ１８１ａ是一种多功能
ｍｉＲＮＡ，与白内障等眼部疾病进展过程中的氧化应
激损伤过程密切相关［８９］，在小梁网细胞氧化应激损

伤中研究尚少。本研究探讨 ｍｉＲ１８１ａ对人小梁网
细胞（ＨＴＭＣｓ）抗氧化应激能力的影响及其可能的作
用机制，为青光眼的防治寻找潜在靶点。

１　材料与方法　

１．１　材料　ＨＴＭＣｓ（中科院细胞库）；胎牛血清
（ＦＢＳ）（上海碧云天生物技术有限公司）；ｍｉＲ１８１ａ
抑制剂（ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、ｍｉＲ１８１ａ拟似物（ｍｉＲ

１８１ａｍｉｍｉｃｓ）及ｍｉＲ１８１ａ阴性对照（ｍｉＲ１８１ａＮＣ）、
沉默信息调节因子相关酶 １（ＳＩＲＴ１）小干扰 ＲＮＡ
（ｓｉＳＩＲＴ１）及其阴性对照（ｓｉＮＣ）（上海吉玛基因公
司）；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００、实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ
ＰＣＲ）试剂盒（美国 Ａｂｃａｍ公司）；二氯二氢荧光素
乙酰乙酸酯（ＤＣＦＨＤＡ）活性氧（ＲＯＳ）荧光探针、超
氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和丙二醛（ＭＤＡ）ＥＬＩＳＡ检测试
剂盒（北京索莱宝科技有限公司）；双荧光素酶报告

基因检测试剂盒（美国 Ｇｅｎｏｍｅｄｉｔｅｃｈ公司）；兔抗人
ＳＩＲＴ１单抗（美国Ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司）。
１．２　方法　
１．２．１　细胞复苏与培养　ＨＴＭＣｓ复苏，重悬于含体
积分数１０％ＦＢＳ的 ＤＥＭＥ培养基中，置于３７℃、体
积分数５％ＣＯ２培养箱中培养，融合至８０％时，２．５
ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶消化，离心弃上清，重悬，继续培养。
１．２．２　ＭＴＴ法检测细胞存活率　取对数生长期的
ＨＴＭＣｓ，随机分为空白组（０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２）、２００
μｍｏｌ·Ｌ－１ Ｈ２Ｏ２ 组、４００μｍｏｌ·Ｌ

－１ Ｈ２Ｏ２ 组、６００
μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２组，按１×１０

５个·ｍＬ－１接种于９６孔板
中培养２４ｈ，分别加入相应浓度 Ｈ２Ｏ２处理 ＨＴＭＣｓ，
２４ｈ后每孔加入 ２０μＬ５０ｇ·Ｌ－１ＭＴＴ溶液，孵育

·６２８· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
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４ｈ，每孔加入１５０μＬＤＭＳＯ，充分振荡１０ｍｉｎ，酶标
仪在４９０ｎｍ处检测各孔光密度（Ｄ），计算细胞存活
率（细胞存活率＝Ｄ不同浓度Ｈ２Ｏ２组／Ｄ空白组 ×１００％）。
１．２．３　ｑＲＴＰＣＲ检测各组 ＨＴＭＣｓ中 ｍｉＲ１８１ａ
ｍＲＮＡ表达　收集空白组、２００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２组、
４００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２组、６００μｍｏｌ·Ｌ

－１Ｈ２Ｏ２组
ＨＴＭＣｓ，Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，分析 ＲＮＡ浓度和纯
度，逆转录ｃＤＮＡ，ｑＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ１８１ａｍＲＮＡ表
达。反应体系包括：ｃＤＮＡ２．０μＬ，上下游引物各
０．５μＬ，ＳＹＢＲ预混液 １０μＬ，加双蒸水至总体积
２０．０μＬ。其中ｍｉＲ１８１ａ上游引物序列：５’ＴＧＣＴＴ
ＧＡＴＴＧＣＴＴＡＧＣＴＴＡＣ３’，下游引物序列：５’ＴＡＧ
ＧＣＴＴＡＧＣＴＴＡＧＣＡＴＧＧＣ３’；Ｕ６上游引物序列：５’
ＧＣＴＧＣＴＴＡＧＧＣＴＡＣＣＡＴＣＧＴ３’，下游引物序列：５’
ＧＴＡＧＣＴＡＡＣＧＡＴＴＣＡＣＣＴＧＡ３’。反应条件：９５℃ ５
ｍｉｎ，９５℃ ３０ｓ，６０℃ ２０ｓ，７０℃ ５ｓ，共４０个循环。
采用２－△△Ｃｔ法计算ｍｉＲ１８１ａｍＲＮＡ相对表达量。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ＨＴＭＣｓ中 ＳＩＲＴ１
蛋白表达　收集空白组、２００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２组、
４００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２组、６００μｍｏｌ·Ｌ

－１Ｈ２Ｏ２组
ＨＴＭＣｓ，ＲＩＰＡ裂解液提取总蛋白，ＢＣＡ法检测蛋白
浓度，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转至ＰＶＤＦ膜，脱脂牛奶室温
封闭２ｈ；加入ＳＩＲＴ１（１１０００）一抗，４℃封闭过夜；
加入二抗（１２０００），室温封闭１ｈ；加入电化学发光
液曝光。以 βａｃｔｉｎ为内参，使用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件
分析蛋白条带灰度值。

１．２．５　细胞转染　根据转染物不同，将 ＨＴＭＣｓ分
为ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（转染 ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、
ｍｉＲ１８１ａＮＣ组 （转染 ｍｉＲ１８１ａＮＣ）、ｍｉＲ１８１ａ
ｍｉｍｉｃｓ组（转染 ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ）、ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ＋ｓｉＳＩＲＴ１组（同时转染 ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和
ｓｉＳＩＲＴ１）、ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＮＣ组（同时转染
ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和 ｓｉＮＣ），使用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００转染后，加入２００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２于培养箱中
继续培养２４ｈ。
１．２．６　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ联合流式细胞仪检测
ＨＴＭＣｓ凋亡　取 ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｍｉＲ１８１ａ
ＮＣ组和 ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ组 ＨＴＭＣｓ，转染２４ｈ后，
胰蛋白酶消化，ＰＢＳ洗涤，２００μＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重
悬，加入 ５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和 ５μＬ碘化丙啶
（ＰＩ）染液，避光反应１５ｍｉｎ，１ｈ内上流式细胞仪检
测细胞凋亡率。细胞凋亡率＝早期凋亡率 ＋晚期凋
亡率。重复３次取均值。取 ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ
ＳＩＲＴ１组和 ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＮＣ组细胞，转染
２４ｈ后，检测各组细胞凋亡率。重复３次取均值。
１．２．７　各组细胞中 ＲＯＳ含量检测　取 ｍｉＲ１８１ａ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｍｉＲ１８１ａＮＣ组和 ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ组
ＨＴＭＣｓ，转染２４ｈ后，每孔加入２００μＬＤＣＦＨＤＡ，
静置３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤，收集各组细胞，酶标仪检测荧

光值（激发波长４８８ｎｍ、发射波长５２５ｎｍ）；倒置显微镜
下观察２’，７’二氯荧光素（ＤＣＦ）荧光，荧光越强代表
ＲＯＳ活性越高。每组设５个复孔。取ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ＋ｓｉＳＩＲＴ１组和 ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＮＣ组细
胞，转染 ２４ｈ后收集细胞，ＨＴＭＣｓ检测各组细胞
ＲＯＳ含量。每组设５个复孔。
１．２．８　ＳＯＤ、ＭＤＡ活性的检测　取 ｍｉＲ１８１ａｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ组、ｍｉＲ１８１ａＮＣ组和 ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ组
ＨＴＭＣｓ，转染２４ｈ后，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，收集
上清，加入ＳＯＤ、ＭＤＡ抗体和酶标抗体，洗涤后加入
底物显色液避光染色１０ｍｉｎ，终止反应后，使用酶标
仪于４５０ｎｍ处测量 Ｄ，根据标准曲线计算样品中
ＳＯＤ和ＭＤＡ活性。每组设５个复孔。

取ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＳＩＲＴ１组和 ｍｉＲ１８１ａ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＮＣ组ＨＴＭＣｓ，转染２４ｈ后，收集细胞，
离心检测各组细胞 ＳＯＤ、ＭＤＡ活性，方法同上。每
组设５个复孔。
１．２．９　ｍｉＲ１８１ａ靶基因预测及双荧光素酶报告基
因分析　将对数期细胞以每孔２×１０５个接种于２４
孔板，用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００将荧光素酶报告载体
（ＳＩＲＴ１３’ＵＴＲＷＴ或 ＳＩＲＴ１３’ＵＴＲＭＴ）与 ｍｉＲ
１８１ａＮＣ／ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ／ｍｉｍｉｃｓ共转染细胞，以海肾荧光
素酶质粒（每孔１００ｎｇ）为对照，与载体共转染。细
胞转染２４ｈ，用双荧光素酶报告分析系统测定荧光
素酶活性。

１．３　统计学分析　采用ＳＰＳＳ２１．０软件对数据统计
分析。计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组
比较采用单因素方差分析，两两比较采用 ＬＳＤｔ检
验。检验水准：α＝０．０５。

２　结果　

２．１　Ｈ２Ｏ２对ＨＴＭＣｓ存活率的影响　ＭＴＴ法检测
结果显示，与空白组比较，２００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２组、
４００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２组、６００μｍｏｌ·Ｌ

－１Ｈ２Ｏ２组细
胞存活率均降低（均为Ｐ＜０．０５）；随着Ｈ２Ｏ２浓度增
加，细胞存活率逐渐降低（均为Ｐ＜０．０５），呈现剂量
依赖性。其中２００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２组处理细胞后存
活率接近半数抑制率，故后续实验选取Ｈ２Ｏ２的浓度
为２００μｍｏｌ·Ｌ－１（见图１）。
２．２　Ｈ２Ｏ２对 ＨＴＭＣｓｍｉＲ１８１ａｍＲＮＡ和 ＳＩＲＴ１
蛋白表达的影响　与空白组比较，２００μｍｏｌ·Ｌ－１

Ｈ２Ｏ２组、４００μｍｏｌ·Ｌ
－１Ｈ２Ｏ２组、６００μｍｏｌ·Ｌ

－１

Ｈ２Ｏ２组 ＨＴＭＣｓｍｉＲ１８１ａｍＲＮＡ的表达均升高，
ＳＩＲＴ１蛋白的表达均降低（均为Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ１８１ａ
ｍＲＮＡ的表达随着 Ｈ２Ｏ２浓度的增加而升高，ＳＩＲＴ１
蛋白的表达随着Ｈ２Ｏ２浓度的增加而降低（均为Ｐ＜
０．０５）（见图２、表１）。
２．３　ｍｉＲ１８１ａ对 ＨＴＭＣｓ凋亡的影响　ｍｉＲ１８１ａ
ＮＣ组、ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ组和ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细
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胞凋亡率分别为（１６．６±１．８５）％、（３４．６５±２６６）％
和（１０．０５±１．０２）％，３组间比较差异有统计学意义
（Ｆ＝６．４２４，Ｐ＜０．００１）。两两比较结果显示，ｍｉＲ
１８１ａｍｉｍｉｃｓ组细胞凋亡率高于 ｍｉＲ１８１ａＮＣ组
（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞凋亡率低于
ｍｉＲ１８１ａＮＣ组（Ｐ＜０．０５）。

图１　Ｈ２Ｏ２对ＨＴＭＣｓ存活率的影响　与空白组
比较，ａＰ＜０．０５；与 ２００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２组比较，

ｂＰ＜
０．０５；与４００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２组比较，

ｃＰ＜０．０５。

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｈ２Ｏ２ 对 ＨＴＭＣｓ
ＳＩＲＴ１蛋白表达的影响　

表１　Ｈ２Ｏ２对ＨＴＭＣｓｍｉＲ１８１ａｍＲＮＡ、ＳＩＲＴ１蛋
白表达的影响 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
组别 ｍｉＲ１８１ａｍＲＮＡ ＳＩＲＴ１蛋白
空白组 ０．０８±０．０２ １．０６±０．０４
２００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２组 ０．５３±０．０８ａ ０．８７±０．０８ａ

４００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２组 １．１５±０．０６ａｂ ０．５８±０．０７ａｂ

６００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２组 １．８９±０．０８ａｂｃ ０．２６±０．０３ａｂｃ

Ｆ ２４．２４５ １１．３３５
Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与空白组比较，ａＰ＜０．０５；与 ２００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２组比
较，ｂＰ＜０．０５；与４００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２组比较，ｃＰ＜０．０５。

２．４　ｍｉＲ１８１ａ对 ＨＴＭＣｓ各氧化应激指标表达的
影响　ｍｉＲ１８１ａＮＣ组、ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ组和 ｍｉＲ
１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组间细胞ＳＯＤ活性、ＭＤＡ活性和 ＲＯＳ
含量比较，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５）。
两两比较结果显示，ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ组细胞 ＳＯＤ活
性低于ｍｉＲ１８１ａＮＣ组，ＭＤＡ活性和ＲＯＳ含量均高
于ｍｉＲ１８１ａＮＣ组（均为Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉ

ｔｏｒ组细胞 ＳＯＤ活性高于 ｍｉＲ１８１ａＮＣ组，ＭＤＡ活
性和 ＲＯＳ含量均低于 ｍｉＲ１８１ａＮＣ组（均为 Ｐ＜
００５）（见表２）。

表２　各组ＨＴＭＣｓ氧化应激相关指标表达
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别 ＳＯＤ／（Ｕ·ｍＬ－１）ＭＤＡ／（μｍｏｌ·Ｌ－１） ＲＯＳ／％
ｍｉＲ１８１ａＮＣ组 ２２．８５±３．６２ １５．９３±０．５６ ６２．５９±５．１８

ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ组 １１．７５±３．１８ａ ２６．１２±０．６７ａ ８４．５７±６．３９ａ

ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ４１．０９±４．５７ａｂ ８．９４±０．３６ａｂ ４０．８４±４．９７ａｂ

Ｆ ６．６７７ ５．７９８ １０．５３３
Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与ｍｉＲ１８１ａＮＣ组比较，ａＰ＜０．０５；与 ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ组比
较，ｂＰ＜０．０５。

２．５　ｍｉＲ１８１ａ靶基因预测结果　ｍｉＲ１８１ａ靶基因
预测结果显示，ｍｉＲ１８１ａ与 ＳＩＲＴ１保守位点有高度
结合，ＳＩＲＴ１为ｍｉＲ１５ａ的一个潜在作用靶点。双荧
光素酶报告分析结果显示，ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细
胞ＳＩＲＴ１３’ＵＴＲＷＴ报告基因的荧光素酶活性高
于ｍｉＲ１８１ａＮＣ组（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ组
细胞ＳＩＲＴ１３’ＵＴＲＷＴ报告基因的荧光素酶活性
低于ｍｉＲ１８１ａＮＣ组（Ｐ＜０．０５），转染突变载体的细
胞内未观察到明显的荧光素酶活性改变，表明ＳＩＲＴ１
是ｍｉＲ１８１ａ的直接靶向蛋白。ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组
细胞内ＳＩＲＴ１蛋白相对表达量均高于 ｍｉＲ１８１ａＮＣ
组和ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ组（均为 Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ１８１ａ
ｍｉｍｉｃｓ组细胞内 ＳＩＲＴ１蛋白相对表达量低于 ｍｉＲ
１８１ａＮＣ组（Ｐ＜０．０５）（见图３）。

图３　ｍｉＲ１８１ａ靶基因预测　Ａ：生物信息软件检测
ｍｉＲ１８１ａ和ＳＩＲＴ１潜在结合位点；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各
组细胞ＳＩＲＴ１蛋白表达。

２．６　干预 ＳＩＲＴ１表达对 ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组
ＨＴＭＣｓ凋 亡 率 的 影 响 　 ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋
ｓｉＳＩＲＴ１组细胞凋亡率为（４５．２４±５．７３）％，显著高于
ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＮＣ组［（１６．３２±１．０３）％］（Ｐ＜
０．０５）。
２．７　干预 ＳＩＲＴ１表达对 ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组
ＨＴＭＣｓ各氧化应激指标表达水平的影响　ｍｉＲ１８１ａ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＮＣ组细胞ＳＯＤ活性高于ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ＋ｓｉＳＩＲＴ１组，ＭＤＡ活性和 ＲＯＳ含量均低于 ｍｉＲ
１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＳＩＲＴ１组（均为Ｐ＜０．０５）（见表３）。
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表３　各组ＨＴＭＣｓ氧化应激相关指标表达水平
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别 ＳＯＤ／（Ｕ·ｍＬ－１） ＭＤＡ／（μｍｏｌ·Ｌ－１） ＲＯＳ／％
ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＮＣ组 ３５．１６±２．１３ １２．０２±０．６６ ３１．６０±４．９７
ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＳＩＲＴ１组 ２０．３１±１．４６ ２６．３３±１．０５ ６８．４４±４．１１
ｔ ８．２４１ １３．５２５ １４．６７５
Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

３　讨论

正常情况下，机体利用抗氧化酶如超氧化物歧

化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶和谷胱甘肽过氧化物酶等
和抗氧化剂谷胱甘肽及微量元素等清除体内 ＲＯＳ。
若ＲＯＳ生成增多或清除减少，则可发生氧化应激反
应［１０１１］。小梁网是房水流出通道及眼压调节的主要

部位，其形态、体积、收缩特性及其与细胞外基质的

相互作用决定了房水外流程度和眼压高低。青光眼

眼压增高与小梁网氧化变性过程有关。本研究应用

Ｈ２Ｏ２建立ＨＴＭＣｓ氧化应激模型，探讨其发生发展
机制，旨在指导临床治疗青光眼。

ｍｉＲ１８１ａ能通过多个靶向基因，调控细胞的生
物学活动。王超等［１２］研究证实，敲除ｍｉＲ１８１ａ能够
逆转由氧化应激诱导的 ＨＬＥＢ３细胞凋亡。另有研
究显示，白内障患者晶状体上皮细胞中 ｍｉＲ１８１ａ高
表达，ＳＩＲＴ１低表达，ｍｉＲ１８１ａ可调控人晶状体上皮
细胞中ＳＩＲＴ１表达，从而影响年龄相关性白内障的
发病［１３］。但有关 ｍｉＲ１８１ａ在青光眼中的作用的报
道尚少，因青光眼和白内障都是与氧化应激损伤密

切相关的疾病，因此，本研究探讨 ｍｉＲ１８１ａ是否对
ＨＴＭＣｓ的氧化应激损伤有调控作用。

本研究结果表明，氧化应激条件下，ＨＴＭＣｓ中
ｍｉＲ１８１ａｍＲＮＡ相对表达量增加，抑制 ｍｉＲ１８１ａ
ｍＲＮＡ表达后，ＨＴＭＣｓ凋亡率降低，上调其表达后，
ＨＴＭＣｓ凋亡率升高，同时，与 ｍｉＲ１８１ａＮＣ组比较，
ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞 ＳＯＤ活性升高，ＭＡＤ活性
和ＲＯＳ含量降低，提示在氧化应激条件下，ｍｉＲ１８１ａ
能刺激 ＨＴＭＣｓ凋亡，抑制 ＨＴＭＣｓ的抗氧化应激
能力。

ＳＩＲＴ１是细胞代谢辅酶ＮＡＤ＋依赖的Ⅲ类组蛋
白去乙酰化酶，Ｒｅｎ等［１４］研究发现，青光眼 ＨＴＭＣｓ
中ＳＩＲＴ１表达低于正常 ＨＴＭＣｓ，转染 ＳＩＲＴ１后受损
细胞修复能力增强，细胞衰老延缓，证明 ＳＩＲＴ１具有
抗氧化应激作用。另有研究发现，ＰＯＡＧ患者小梁网
组织中ＳＩＲＴ１表达水平降低，可能在线粒体功能失
调和氧化应激对小梁网的损伤中发挥重要调控作

用［１５］。本研究结果发现，氧化应激条件下 ＨＴＭＣｓ
中ＳＩＲＴ１表达降低，说明 ＳＩＲＴ１可能参与 ＨＴＭＣｓ氧
化应激调控，且调控结果同 ｍｉＲ１８１ａ相反。转染
ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的 ＨＴＭＣｓ中 ＳＩＲＴ１表达上调，而
转染ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ的 ＨＴＭＣｓ中 ＳＩＲＴ１表达被抑
制，表明ｍｉＲ１８１ａ可能参与调控 ＳＩＲＴ１表达。本研

究进一步经双荧光素酶报告基因实验检测ｍｉＲ１８１ａ
与ＳＩＲＴ１的靶向关系，结果证实 ＳＩＲＴ１是 ｍｉＲ１８１ａ
的靶基因，且最终通过转染 ｓｉＳＩＲＴ１，证明了这一通
路在高糖诱导的ＨＴＭＣｓ氧化应激损伤中的作用。

综上，本研究结果表明，ｍｉＲ１８１ａ通过调节
ＳＩＲＴ１在Ｈ２Ｏ２诱导的 ＨＴＭＣｓ氧化应激中发挥重要
调控作用，对该机制的进一步研究可能有助于开发

新的白内障的治疗靶点。
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