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【摘要】　目的　探讨长链非编码ＲＮＡ（ＬｎｃＲＮＡ）母系表达基因３（ＭＥＧ３）对糖尿病视网膜
病变（ＤＲ）大鼠模型视网膜血管内皮细胞凋亡的影响。方法　取ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠以及
体外培养的人视网膜微血管内皮细胞（ＨＲＭＥＣ），均随机分为对照组、模型组、ＬｎｃＲＮＡ
ＭＥＧ３过表达组、ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ组、共转染（ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达质粒 ＋ｍｉＲ１４５５ｐ
ａｇｏｍｉｒ）组、共转染阴性对照（ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３空载质粒＋ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ阴性对照质粒）
组，采用腹腔注射链脲佐菌素建立ＤＲ大鼠模型，２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖诱导ＤＲ细胞模型。
对照组大鼠腹腔注射柠檬酸缓冲液，对照组细胞以正常培养基培养，将大鼠与细胞均分组

进行处理，以ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３质粒、ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ转染处理后，通过伊文思蓝（ＥＢ）检
测大鼠视网膜血管通透性；ＴＵＮＥＬ染色检测大鼠视网膜血管内皮细胞凋亡率；ＥｄＵ染色与
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色分别检测细胞增殖、凋亡情况；依照试剂盒测量大鼠房水中及 ＨＲＭＥＣ
炎症因子白细胞介素（ＩＬ）６、ＩＬ１β含量；实时荧光定量 ＰＣＲ实验检测 ＨＲＭＥＣ及大鼠视
网膜组织ｍｉＲ１４５５ｐ表达；蛋白免疫印迹法检测 ＨＲＭＥＣ及大鼠视网膜组织凋亡相关蛋
白（Ｂｃｌ２、Ｂａｘ）表达；双荧光素酶实验验证 ＨＲＭＥＣ中 ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３对 ｍｉＲ１４５５ｐ的靶
向调节作用。结果　ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达组大鼠玻璃体中 ＥＢ含量、视网膜血管内皮细

胞凋亡率及房水中ＩＬ６、ＩＬ１β含量均低于模型组、共转染组，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ组大鼠
玻璃体中ＥＢ含量、视网膜血管内皮细胞凋亡率及房水中ＩＬ６、ＩＬ１β含量均高于模型组、共转染组，差异均有统计学意义（均为
Ｐ＜０．０５）。ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达组ＨＲＭＥＣ增殖率均高于模型组、共转染组，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５），ＨＲＭＥＣ
凋亡率及ＩＬ６、ＩＬ１β含量均低于模型组、共转染组，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ组ＨＲＭＥＣ增殖率
均低于模型组、共转染组，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５），ＨＲＭＥＣ凋亡率及ＩＬ６、ＩＬ１β含量均高于模型组、共转染组，差
异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达组ＨＲＭＥＣ、大鼠视网膜组织ｍｉＲ１４５５ｐ及Ｂａｘ表达均低于模型组、
共转染组，Ｂｃｌ２表达均高于模型组、共转染组，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ组 ＨＲＭＥＣ、大鼠视网
膜组织ｍｉＲ１４５５ｐ及Ｂａｘ表达均高于模型组、共转染组，Ｂｃｌ２表达均低于模型组、共转染组，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜
０．０５）。转染野生型ｍｉＲ１４５５ｐ报告质粒＋ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达质粒组细胞相对荧光素酶活性（０．３３±０．０５）低于转染野生
型ｍｉＲ１４５５ｐ报告质粒＋ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３空载质粒组（１．０２±０．２１），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３可
通过靶向下调ｍｉＲ１４５５ｐ表达，抑制炎症反应，减轻ＤＲ大鼠视网膜血管内皮细胞凋亡，促使ＨＲＭＥＣＤＲ细胞模型存活，改善
ＤＲ大鼠视网膜血管屏障功能。
【关键词】　长链非编码ＲＮＡ；母系表达基因３；ｍｉＲ１４５５ｐ；糖尿病视网膜病变；视网膜血管内皮细胞凋亡
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　　糖尿病视网膜病变（ＤＲ）是发生于糖尿病患者
的微血管并发症，主要病理学特征包括视网膜血管

内皮细胞受损、管腔变窄、视网膜神经节细胞凋亡

等，可造成患者视力不同程度受损［１２］。高糖可导致

炎症因子过量表达，引起内皮细胞凋亡。抗炎治疗

是目前改善 ＤＲ的有效方法［３４］。长链非编码 ＲＮＡ
（ＬｎｃＲＮＡ）母系表达基因３（ＭＥＧ３）在 ＤＲ患者体内
表达明显减少，促进其表达可抑制炎症，降低汞诱导

的人视网膜上皮细胞凋亡［５］，并可通过抑制炎症因

子的产生而减轻 Ｍüｌｌｅｒ细胞的胶质增生，延缓 ＤＲ
进展［６］。ｍｉＲ１４５５ｐ是一种调控炎症和细胞增殖与
凋亡的重要微小ＲＮＡ分子，转染ｍｉＲ１４５５ｐ抑制剂
可降低炎症因子表达，提高高糖环境下视网膜神经

节细胞活力，抑制其凋亡。因此，ｍｉＲ１４５５ｐ可能是
治疗ＤＲ的重要靶点［７８］。有研究显示，在缺血再灌

注损伤处理的肾脏细胞中，ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３可与ｍｉＲ
１４５５ｐ结合并下调其表达［９］，但 ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３是
否可通过靶向ｍｉＲ１４５５ｐ影响ＤＲ大鼠视网膜血管
内皮细胞凋亡，目前尚不清楚。本文通过构建 ＤＲ
大鼠及细胞模型，探讨ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３对ＤＲ大鼠模
型视网膜血管内皮细胞凋亡的影响。

１　材料与方法　

１．１　材料　
１．１．１　实验动物与细胞　ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠购自
宁波科瑞特动物药业有限公司，体质量为 １８０～
２１０ｇ。将大鼠分笼饲养，每笼不超过６只，在本院动
物中心屏障环境下饲养１周后用于实验。本研究实
验操作遵守３Ｒ原则，动物处理遵循《实验动物管理
条例》（２０１７修订版）的规定。人视网膜微血管内皮
细胞（ＨＲＭＥＣ）、ＨＲＭＥＣ完全培养基均购自武汉普
诺赛生命科技有限公司。

１．１．２　主要试剂及仪器　链脲佐菌素（试剂级）、葡
萄糖（纯度≥９９．５％）、ｍｉＲ１４５５ｐ与 Ｕ６引物、
ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达质粒、ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ、Ｌｎ
ｃＲＮＡＭＥＧ３空载质粒、ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ阴性对
照、野生型ｍｉＲ１４５５ｐ报告质粒、突变型ｍｉＲ１４５５ｐ
报告质粒、ＲＩＰＡ裂解液均购自生工生物工程（上海）
股份有限公司，伊文思蓝（ＥＢ）溶液（纯度≥８５％）、
ＯｐｔｉＭＥＭ减血清培养基、总 ＲＮＡ提取试剂盒、
ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂盒、即用型 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８
染色液（１０ｍｇ·Ｌ－１）、脂质体２０００、一步法实时荧
光定量ＰＣＲ试剂盒均购自北京索莱宝科技有限公
司，ＣｅｌｌＬｉｇｈｔＴＭＥｄＵ荧光显微镜检测试剂盒购自广
州市锐博生物科技有限公司，双荧光素酶试剂盒购

自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司，白细胞介素（ＩＬ）１β检测试剂
盒、ＢＣＡ蛋白质定量检测试剂盒、ＩＬ６检测试剂盒均
购自南京建成生物工程研究所，兔源 βａｃｔｉｎ一抗、
兔源Ｂｃｌ２一抗、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔二
抗、兔源Ｂａｘ一抗均购自美国Ａｂｃａｍ公司。

ＥｎＳｐｉｒｅＴＭ ２３００全 自 动 酶 标 仪 购 自 英 国
ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司，ＦＳＸ１００荧光显微镜购自日本奥林
巴斯公司，Ｓｔｅｐｏｎｅｐｌｕｓ实时荧光定量 ＰＣＲ仪购自
ＡＢＩ公司，Ｆ９６Ｐｒｏ荧光分光光度计购自上海棱光技
术有限公司，ＣＭ３６００ＸＰ冷冻切片机购自德国 Ｌｅｉｃａ
公司，ＴｒａｎｓＢｌｏｔＳＤ半干转膜系统、ＰｏｗｅｒＰａｃＵｎｉｖｅｒ
ｓａｌ电泳仪、ＧｅｌＤｏｘＸＲ＋凝胶成像仪购自美国 Ｂｉｏ
Ｒａｄ公司。
１．２　方法　
１．２．１　ＤＲ大鼠模型制备　参照文献［１０］制备 ＤＲ
大鼠模型：将链脲佐菌素溶于０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的柠檬
酸缓冲液中，制成６ｇ·Ｌ－１溶液；大鼠禁食１２ｈ后，
自腹腔按照１０ｍＬ·ｋｇ－１剂量注入链脲佐菌素溶液，
使其终剂量达到６０ｍｇ·ｋｇ－１，７２ｈ后测量大鼠尾静
脉血样中血糖水平，每天测量３次，连续一周内血糖
浓度均超过１６．７ｍｍｏｌ·Ｌ－１，表明 ＤＲ模型建立成
功。共成功构建ＤＲ模型大鼠６０只，随机分为模型
组、ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达组、ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ组、
共转染组、共转染阴性对照组，每组分配１２只大鼠，
再取１２只大鼠按照１０ｍＬ·ｋｇ－１剂量自腹腔注入
０１ｍｏｌ·Ｌ－１柠檬酸缓冲液，作为对照组。
１．２．２　大鼠分组给药及视网膜血管通透性检测　
参照文献［１１］给予大鼠药物：ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表
达组大鼠玻璃体内注射 ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达质粒
（浓度参照说明书设定）；ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ组大鼠
玻璃体内注射 ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ（浓度参照说明书
设定）；共转染组大鼠玻璃体内同时注射 ＬｎｃＲＮＡ
ＭＥＧ３过表达质粒和ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ；共转染阴性
对照组大鼠玻璃体内同时注射 ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３空载
质粒和ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ阴性对照质粒，各组大鼠
均每７ｄ注射１次，共注射９次。

视网膜血管通透性检测：第９次注射后７ｄ，每
组随机选出 ６只大鼠，自尾静脉向其体内注射 ２０
ｇ·Ｌ－１ＥＢ溶液５ｍＬ，２ｈ后将大鼠置于充满乙醚气
体的玻璃瓶中麻醉，然后取大鼠玻璃体，加入生理盐

水研磨后离心，采用荧光分光光度计测出上清中 ＥＢ
含量，借此反映视网膜血管通透性。

１．２．３　大鼠视网膜血管内皮细胞凋亡检测及标本
采集　第９次注射后７ｄ，将每组剩余的６只大鼠以
同样方法麻醉后取出房水，保存于 －８０℃备用。将
取出房水后的大鼠，每组随机选出３只，取大鼠视网
膜组织后平分为两份，一份存在液氮备用，另一份加

入ＲＩＰＡ裂解液于冰水中高速研磨成浆，离心（４℃，
２０ｍｉｎ，１０００ｒ·ｍｉｎ－１）后以ＢＣＡ试剂盒测量上清液
中蛋白总浓度，根据测量结果将各组蛋白浓度调至相

同后置入－８０℃保存备用；将剩余的３只大鼠取出视
网膜组织后，包埋并置于液氮中快速冰冻成块状，使

用冰冻切片机将其切为连续的薄片，自其中选出没有

破损且厚薄均匀的切片，室温中静置５ｍｉｎ后，浸入冰
丙酮中固定后以 ＴＵＮＥＬ试剂盒染色，漂洗后封片观
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察，随机采集５个视野图像，以ＩｍａｇｅＪ软件分析，计算
细胞凋亡率（凋亡细胞数／总细胞数×１００％）。
１．２．４　ＤＲ细胞模型制备及分组处理　将购买的
ＨＲＭＥＣ复苏后置于３７℃含体积分数５％ＣＯ２的培
养箱中无菌培养，细胞融合度达到约８０％时传代，然
后接种在１２孔板中无菌培养 １２ｈ，随机分为对照
组、模型组、ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达组、ｍｉＲ１４５５ｐ
ａｇｏｍｉｒ组、共转染组、共转染阴性对照组，对照组细
胞以ＨＲＭＥＣ完全培养基培养，其余５组细胞均以含
有２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖的ＨＲＭＥＣ完全培养基培养
２４ｈ，诱导出ＤＲ细胞模型［１１］，然后严格遵照脂质体

２０００试剂盒说明书指导步骤分组转染质粒、ｍｉＲ
１４５５ｐａｇｏｍｉｒ及其阴性对照质粒。
１．２．５　细胞增殖、细胞凋亡检测及标本采集　细胞
分组转染４８ｈ后，弃去培养基，轻柔洗涤细胞后加入
４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛溶液固定２ｈ，然后加入 ＥｄＵ，严
格遵照ＣｅｌｌＬｉｇｈｔＴＭＥｄＵ荧光显微镜检测试剂盒说明
书指导步骤检测细胞增殖情况，荧光显微镜下观察

可发现ＥｄＵ阳性细胞，即是增殖细胞，将对照组的
ＥｄＵ阳性细胞数作为标准，检测其余各组相对于对
照组的ＥｄＵ阳性细胞比例，即是各组细胞增殖率，对
照组记为１００％。

将传代的 ＨＲＭＥＣ接种在１２孔板，以同样方法
分组转染后４８ｈ，弃去培养基，轻柔洗涤细胞后加入
４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛溶液固定２ｈ，然后加入１０ｍｇ·
Ｌ－１的Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色５ｍｉｎ，荧光显微镜下观察
可发现凋亡细胞，将对照组的凋亡细胞数作为标准，

检测其余各组相对于对照组的凋亡细胞比例，即是

各组细胞凋亡率，对照组记为１００％。
将传代的 ＨＲＭＥＣ接种在１２孔板，以同样方法

分组转染后４８ｈ，收集各组细胞及其培养液备用。
１．２．６　大鼠房水中及 ＨＲＭＥＣ炎症因子 ＩＬ６、
ＩＬ１β含量检测　取出１．２．３中大鼠房水置于４℃
冰箱中冻融，取１．２．５中备用的各组细胞培养液离
心（４℃，２０ｍｉｎ，１０００ｒ·ｍｉｎ－１），以试剂盒测量房水
及细胞培养液离心后上清液中 ＩＬ６、ＩＬ１β含量，具
体步骤严格遵照试剂盒说明书指导进行。

１．２．７　ＨＲＭＥＣ及大鼠视网膜组织 ｍｉＲ１４５５ｐ表
达水平检测　取出１．２．３中存于液氮中的大鼠视网
膜组织和１．２．５中备用的各组细胞，均以总 ＲＮＡ提
取试剂盒将其中总ＲＮＡ提取出来，然后通过一步法
实时荧光定量ＰＣＲ试剂盒进行ＰＣＲ扩增实验，具体
步骤及反应条件严格遵照试剂盒说明书指导进行，

所得数据以算法２－ΔΔＣｔ进行计算。各基因引物序列
见表１。
１．２．８　ＨＲＭＥＣ及大鼠视网膜组织凋亡相关蛋白
Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达水平检测　采用蛋白免疫印迹法检
测ＨＲＭＥＣ及大鼠视网膜组织凋亡相关蛋白（Ｂｃｌ２、
Ｂａｘ）表达。取出１．２．３中保存的大鼠视网膜组织蛋
白样品液置于４℃冰箱中冻融，取１．２．５中备用的

表１　基因引物序列
基因 方向 引物序列（５’３’）

ｍｉＲ１４５５ｐ 正向 ＧＴＣＣＡＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＧＡＡＴＣＣ

反向 ＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴ

Ｕ６ 正向 ＧＣＧＣＧＴＣＧＴＧＡＡＧＣＧＴＴＣ

反向 ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

各组细胞，以ＲＩＰＡ裂解液提取总蛋白后离心（４℃，
２０ｍｉｎ，１０００ｒ·ｍｉｎ－１），以 ＢＣＡ试剂盒测量蛋白总
浓度后调至各组相同，然后分别取上述各组大鼠视

网膜组织及细胞蛋白样品液２０μＬ，加热变性蛋白
后，依次进行电泳、半干转实验，封闭膜上蛋白非特

异位点，孵育兔源抗大鼠 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ及 βａｃｔｉｎ一抗，
洗涤、孵育辣根过氧化物酶标记山羊抗兔二抗，洗

涤、显影，拍照后采集蛋白条带图像，并以 ＩｍａｇｅＪ软
件测定其灰度值，以内参 βａｃｔｉｎ为标准，计算各组
蛋白的相对表达量，并进行统计分析。

１．２．９　ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３对ｍｉＲ１４５５ｐ靶向调控的
检测　将传代的 ＨＲＭＥＣ接种于２４孔板，无菌培养
１２ｈ后随机分为６组：转染野生型 ｍｉＲ１４５５ｐ报告
质粒＋ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３空载质粒组、转染野生型ｍｉＲ
１４５５ｐ报告质粒＋ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达质粒组、转
染突变型ｍｉＲ１４５５ｐ报告质粒 ＋ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３空
载质粒组、转染突变型 ｍｉＲ１４５５ｐ报告质粒 ＋Ｌｎ
ｃＲＮＡＭＥＧ３过表达质粒组、转染ｍｉＲ１４５５ｐ无义序
列＋ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３空载质粒组、转染ｍｉＲ１４５５ｐ无
义序列＋ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达质粒组，以１．２．４中
方法分组转染２４ｈ后，收集各组细胞并用试剂盒检
测双荧光素酶相对活性，具体操作遵照说明书指导

步骤进行。

１．３　统计学方法　实验数据均为计量资料以均
数±标准差表示，采用 ＳＰＳＳ２４．０软件做统计学分
析，对照组与模型组之间差异比较采用ｔ检验；模型组
与其余各组之间差异比较采用单因素方差分析，两两

之间进一步比较行ＬＳＤｔ检验。检验水准：α＝０．０５。

２　结果　

２．１　各组大鼠玻璃体中 ＥＢ含量、视网膜血管内皮
细胞凋亡率及房水中炎症因子 ＩＬ６、ＩＬ１β含量　
模型组大鼠玻璃体中ＥＢ含量、视网膜血管内皮细胞
凋亡率及房水中 ＩＬ６、ＩＬ１β含量均高于对照组，差
异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３
过表达组大鼠玻璃体中ＥＢ含量、视网膜血管内皮细
胞凋亡率及房水中 ＩＬ６、ＩＬ１β含量均低于模型组、
共转染组，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５）；
ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ组大鼠玻璃体中ＥＢ含量、视网膜
血管内皮细胞凋亡率及房水中ＩＬ６、ＩＬ１β含量均高
于模型组、共转染组，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜
０．０５）；共转染阴性对照组大鼠玻璃体中ＥＢ含量、视
网膜血管内皮细胞凋亡率及房水中 ＩＬ６、ＩＬ１β含量
与模型组、共转染组相比，差异均无统计学意义（均
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为Ｐ＞０．０５）（图１和表２）。

图１　各组大鼠视网膜血管内皮细胞凋亡情况（×２００）
　Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达组；Ｄ：
ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ组；Ｅ：共转染组；Ｆ：共转染阴性对
照组。

２．２　各组ＨＲＭＥＣ增殖率、凋亡率及炎症因子 ＩＬ
６、ＩＬ１β含量　模型组ＨＲＭＥＣ增殖率低于对照组，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＨＲＭＥＣ凋亡率及
ＩＬ６、ＩＬ１β含量均高于对照组，差异均有统计学意
义（均为 Ｐ＜０．０５）。ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达组
ＨＲＭＥＣ增殖率均高于模型组、共转染组，差异均有
统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）；ＨＲＭＥＣ凋亡率及ＩＬ６、
ＩＬ１β含量均低于模型组、共转染组，差异均有统计
学意义（均为 Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ组
ＨＲＭＥＣ增殖率均低于模型组、共转染组，差异均有
统计学意义（均为Ｐ＜０．０５），ＨＲＭＥＣ凋亡率及ＩＬ６、
ＩＬ１β含量均高于模型组、共转染组，差异均有统计
学意义（均为Ｐ＜０．０５）；共转染阴性对照组ＨＲＭＥＣ
增殖率、凋亡率及ＩＬ６、ＩＬ１β含量与模型组、共转染
组相比，差异均无统计学意义（均为Ｐ＞０．０５）（图２、
图３和表３）。

表２　各组大鼠玻璃体中ＥＢ含量、视网膜血管内皮细胞凋亡率及房水中炎症因子ＩＬ６、ＩＬ１β含量
组别 ＥＢ含量／（μｇ·ｇ－１） 视网膜血管内皮细胞凋亡率／％ ＩＬ６含量／（ｎｇ·Ｌ－１） ＩＬ１β含量／（ｎｇ·Ｌ－１）
对照组 １３．２４±３．０８ ０．００±０．００ ２６．４１±４．０２ ２０．９３±３．９５
模型组 ３０．８５±４．５３ａ ３２．６９±３．４１ａ ２３７．３５±３２．０７ａ １６３．４８±１８．６４ａ

ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达组 １６．０２±３．１０ｂｃ ３．０１±０．９３ｂｃ ３０．０７±３．９６ｂｃ ２４．２１±４．１３ｂｃ

ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ组 ４１．２６±４．２１ｂｃ ４９．７８±５．１２ｂｃ ３８０．２１±５０．１４ｂｃ ３０６．９４±２５．６９ｂｃ

共转染组 ２８．９６±３．６７ ３０．０２±３．７３ ２２６．７２±３８．１２ １５６．５７±１９．１０
共转染阴性对照组 ３１．０３±４．１８ ３３．１５±４．０２ ３３５．４３±３７．６３ １６４．０２±２３．８２

　　注：与对照组相比，ａＰ＜０．０５；与模型组相比，ｂＰ＜０．０５；与共转染组相比，ｃＰ＜０．０５。

图２　各组ＨＲＭＥＣ增殖情况（×２００）　Ａ：对照组；Ｂ：
模型组；Ｃ：ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达组；Ｄ：ｍｉＲ１４５５ｐａｇ
ｏｍｉｒ组；Ｅ：共转染组；Ｆ：共转染阴性对照组。

图３　各组ＨＲＭＥＣ凋亡情况（×２００）　Ａ：对照组；Ｂ：
模型组；Ｃ：ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达组；Ｄ：ｍｉＲ１４５５ｐａｇ
ｏｍｉｒ组；Ｅ：共转染组；Ｆ：共转染阴性对照组。

表３　各组ＨＲＭＥＣ增殖率、凋亡率及炎症因子ＩＬ６、ＩＬ１β含量
组别 ＨＲＭＥＣ增殖率／％ ＨＲＭＥＣ凋亡率／％ ＩＬ６含量／（ｎｇ·Ｌ－１） ＩＬ１β含量／（ｎｇ·Ｌ－１）
对照组 １００．００±０．００ １００．００±０．００ ０．２３±０．０４ ０．１８±０．０３
模型组 ５６．７３±６．１５ａ １９３．６８±１４．５９ａ ０．６９±０．１２ａ １．０５±０．１４ａ

ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达组 ９３．８５±１０．８２ｂｃ １０９．１２±１０．１８ｂｃ ０．２８±０．０７ｂｃ ０．２２±０．０５ｂｃ

ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ组 ３４．６２±４．２０ｂｃ ２７６．３６±１７．５３ｂｃ １．１０±０．１５ｂｃ １．８６±０．１７ｂｃ

共转染组 ５８．７４±５．９３ １８７．４８±１５．２６ ０．６３±０．１１ １．０１±０．１３
共转染阴性对照组 ５５．８１±６．２２ １９４．０７±１６．２４ ０．６７±０．０９ １．０６±０．１０

　　注：与对照组相比，ａＰ＜０．０５；与模型组相比，ｂＰ＜０．０５；与共转染组相比，ｃＰ＜０．０５。

２．３　各组 ＨＲＭＥＣ、大鼠视网膜组织 ｍｉＲ１４５５ｐ
及凋亡相关蛋白表达情况　模型组ＨＲＭＥＣ、大鼠视

网膜组织ｍｉＲ１４５５ｐ及 Ｂａｘ表达高于对照组，Ｂｃｌ２
表达低于对照组，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜

·１２·眼 科新进展　２０２３年１月　第４３卷　第１期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．１Ｊａｎｕａｒｙ２０２３ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ



０．０５）。ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达组ＨＲＭＥＣ、大鼠视网
膜组织ｍｉＲ１４５５ｐ及 Ｂａｘ表达均低于模型组、共转
染组，Ｂｃｌ２表达均高于模型组、共转染组，差异均有
统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ组
ＨＲＭＥＣ、大鼠视网膜组织ｍｉＲ１４５５ｐ及Ｂａｘ表达均
高于模型组、共转染组，Ｂｃｌ２表达均低于模型组、共
转染组，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）；共转
染阴性对照组ＨＲＭＥＣ、大鼠视网膜组织 ｍｉＲ１４５５ｐ
及Ｂａｘ、Ｂｃｌ２表达与模型组、共转染组相比，差异均
无统计学意义（均为Ｐ＞０．０５）（图４和表４）。

图４　各组ＨＲＭＥＣ及大鼠视网膜组织凋亡相关蛋白表
达情况　Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达
组；Ｄ：ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ组；Ｅ：共转染组；Ｆ：共转染阴性
对照组。

表４　各组大鼠视网膜组织和ＨＲＭＥＣｍｉＲ１４５５ｐ及凋亡相关蛋白表达情况

组别
大鼠视网膜组织蛋白相对表达量

ｍｉＲ１４５５ｐ／Ｕ６ Ｂｃｌ２／βａｃｔｉｎ Ｂａｘ／βａｃｔｉｎ
ＨＲＭＥＣ蛋白相对表达量

ｍｉＲ１４５５ｐ／Ｕ６ Ｂｃｌ２／βａｃｔｉｎ Ｂａｘ／βａｃｔｉｎ
对照组 １．０１±０．１２ ０．８７±０．１０ ０．３９±０．０５ ０．９７±０．１５ １．０３±０．１４ ０．４１±０．０４
模型组 １．８２±０．１８ａ ０．４１±０．０４ａ ０．９２±０．１３ａ １．７９±０．１３ａ ０．５６±０．０８ａ １．０４±０．１５ａ

ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达组 １．１４±０．２０ｂｃ ０．８１±０．１２ｂｃ ０．４３±０．０５ｂｃ １．０８±０．１９ｂｃ ０．９８±０．１３ｂｃ ０．４８±０．０６ｂｃ

ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ组 ２．４３±０．１７ｂｃ ０．１０±０．０２ｂｃ １．４１±０．１９ｂｃ ２．３５±０．１６ｂｃ ０．１９±０．０３ｂｃ １．６０±０．１６ｂｃ

共转染组 １．７５±０．１６ ０．４７±０．０６ ０．８７±０．１０ １．７２±０．１０ ０．６１±０．１２ ０．９８±０．１４
共转染阴性对照组 １．８４±０．２１ ０．４２±０．０５ ０．９０±０．１２ １．８０±０．１７ ０．５７±０．０８ １．０５±０．１１

　　注：与对照组相比，ａＰ＜０．０５；与模型组相比，ｂＰ＜０．０５；与共转染组相比，ｃＰ＜０．０５。

２．４　ＨＲＭＥＣ中 ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３对 ｍｉＲ１４５５ｐ
的靶向调节作用　通过在线预测软件 ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ发
现ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３与 ｍｉＲ１４５５ｐ之间有结合位点
（图５）。转染野生型 ｍｉＲ１４５５ｐ报告质粒 ＋Ｌｎ
ｃＲＮＡＭＥＧ３过表达质粒组细胞相对荧光素酶活性
（０．３３±０．０５）低于转染野生型 ｍｉＲ１４５５ｐ报告质
粒＋ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３空载质粒组（１．０２±０．２１），差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；转染突变型 ｍｉＲ１４５５ｐ
报告质粒＋ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３空载质粒组细胞相对荧
光素酶活性（０．９８±０．１４）与转染突变型ｍｉＲ１４５５ｐ
报告质粒 ＋ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达质粒组（１．０１±
０．２２）相比，转染 ｍｉＲ１４５５ｐ无义序列 ＋ＬｎｃＲＮＡ
ＭＥＧ３空载质粒组细胞相对荧光素酶活性（０．９９±
０．１６）与转染ｍｉＲ１４５５ｐ无义序列＋ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３
过表达质粒组（１．０３±０．２４）相比，差异均无统计学
意义（均为Ｐ＞０．０５）。

图５　预测软件 ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ显示的 ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３和
ｍｉＲ１４５５ｐ之间结合位点　

３　讨论

ＤＲ是糖尿病引发的最常见眼部并发症，对患者
日常工作和生活造成很大不便，防治 ＤＲ是糖尿病
与眼底病领域的研究热点［１２１３］。本实验通过腹腔注

射链脲佐菌素建立大鼠 ＤＲ模型，以２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１

葡萄糖诱导ＤＲ细胞模型，结果显示，链脲佐菌素可

造成大鼠高血糖，促使炎症因子 ＩＬ６、ＩＬ１β表达，引
发炎症，导致视网膜血管内皮细胞凋亡，视网膜血管

屏障功能受损，另外高糖可通过诱导炎症因子 ＩＬ６、
ＩＬ１β过表达而引发 ＨＲＭＥＣ细胞炎症，抑制其增
殖，并促进其凋亡。这表明 ＤＲ大鼠及细胞模型构
建成功。

研究显示，ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３是介导 ＤＲ发生发展
的重要 ＲＮＡ分子，在 ＤＲ患者血清中，ＬｎｃＲＮＡ
ＭＥＧ３水平显著降低［１４］；过表达 ＭＥＧ３可抑制 ＤＲ
大鼠模型和细胞模型内皮间充质转化，缓解视网膜

病变［１５］。本实验以ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３过表达质粒干预
处理ＤＲ大鼠模型和细胞模型，可降低炎症因子 ＩＬ
６、ＩＬ１β表达，抑制炎症发生及进展，减轻高糖导致
的ＨＲＭＥＣ及大鼠视网膜血管内皮细胞凋亡，修复
ＤＲ大鼠视网膜血管屏障功能。这表明过表达 Ｌｎ
ｃＲＮＡＭＥＧ３可抑制ＤＲ大鼠视网膜血管内皮细胞凋
亡，再次证实了其对ＤＲ可起到防治作用。

ＤＲ发病原因复杂，高糖引发的炎症是导致 ＤＲ
患者视网膜微血管内皮细胞凋亡的主要病理因素，

减轻炎症、抑制视网膜血管内皮细胞凋亡是防治ＤＲ
的重要手段［１６１７］。ｍｉＲ１４５５ｐ可介导炎症因子诱导
的炎症反应，抑制炎症因子表达，阻断炎症信号转

导，显著减轻脂多糖引发的小胶质细胞炎症反应，从

而改善继发性脊髓损伤［１８１９］，还可保护视网膜神经

节细胞免受高糖诱导的炎症损伤［８］。而 ＬｎｃＲＮＡ
ＭＥＧ３可通过靶向抑制 ｍｉＲ１４５５ｐ表达，影响结核
杆菌感染的巨噬细胞的生物学活性［２０］，因而推测下

调ｍｉＲ１４５５ｐ表达可能是过表达ＭＥＧ３治疗ＤＲ的
分子机制。本研究以 ｍｉＲ１４５５ｐａｇｏｍｉｒ上调 ＤＲ大
鼠及细胞模型中 ｍｉＲ１４５５ｐ的表达，可增强炎症因
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子表达，放大炎症反应，促进 ＨＲＭＥＣ及视网膜血管
内皮细胞凋亡，加重 ＤＲ大鼠视网膜血管屏障功能
损伤，而过表达 ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３可靶向下调 ＨＲＭＥＣ
中ｍｉＲ１４５５ｐ表达，并抑制 ＤＲ大鼠视网膜组织过
表达ｍｉＲ１４５５ｐ。另外，本实验结果显示，ｍｉＲ１４５
５ｐａｇｏｍｉｒ可减弱过表达ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３对炎症因子表
达的抑制作用，拮抗对炎症的减轻功效，最终逆转过

表达ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３对视网膜血管内皮细胞凋亡的改
善作用。这表明 ｍｉＲ１４５５ｐ介导 ＤＲ的发生发展过
程，ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３可通过靶向下调 ｍｉＲ１４５５ｐ抑制
炎症反应，从而减轻 ＤＲ大鼠视网膜血管内皮细胞
凋亡。

综上所述，ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３可靶向下调 ＨＲＭＥＣ
中ｍｉＲ１４５５ｐ表达，从而降低高糖引发的炎症因子
表达，抑制视网膜组织炎症及视网膜血管内皮细胞

凋亡，改善血管通透性，进而修复血视网膜屏障功
能。本研究为 ＤＲ的防治提供了新的候选治疗靶
点，为ＤＲ临床治疗策略的改进及发展提供了参考。
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