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【摘要】　目的　分析转甲状腺素蛋白（ＴＴＲ）介导信号转导和转录激活因子４（ＳＴＡＴ４）／
ｍｉＲ２２３３ｐ／ＦｂｏｘＷＤ重复蛋白７（ＦＢＸＷ７）通路对高糖（ＨＧ）诱导的人视网膜内皮细胞
（ｈＲＥＣｓ）新生血管生成的影响。方法　将ｈＲＥＣｓ分为对照组、ＨＧ组、ＨＧ＋ＴＴＲ组、ＨＧ＋
ＮＣｍｉｍｉｃ组、ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组和 ＨＧ＋ＴＴＲ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组。生物信息学
分析ＳＴＡＴ４与ｍｉＲ２２３３ｐ的靶向关系，并采用双荧光素酶报告实验进行验证。ＥＬＩＳＡ检
测细胞中ＴＴＲ水平，ＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ２２３３ｐ水平，ＣＣＫ８法检测细胞增殖，血管生成实验
分析血管生成率，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、ＴＴＲ、ＳＴＡＴ４和ＦＢＸＷ７蛋白
表达。结果　与对照组相比，ＨＧ组ｈＲＥＣｓ中ＴＴＲ水平升高（Ｐ＜０．０５）。培养２４ｈ时，与
ＨＧ组相比，ＨＧ＋ＴＴＲ组细胞活力明显下降（Ｐ＜０．０５）。与 ＨＧ组血管生成率（３８．１２±
４．９１）％相比，ＨＧ＋ＴＴＲ组ｈＲＥＣｓ血管生成率［（１９．４６±２．１２）％］明显较小（Ｐ＜０．０５）。
与ＨＧ＋ＮＣｍｉｍｉｃ组相比，ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组ｈＲＥＣｓ中ｍｉＲ２２３３ｐ表达上调，细胞活
力增加（均为Ｐ＜０．０５）；与ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组相比，ＨＧ＋ＴＴＲ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组
ｈＲＥＣｓ中ｍｉＲ２２３３ｐ表达下调，细胞活力下降（均为Ｐ＜０．０５）。与ＨＧ＋ＮＣｍｉｍｉｃ组血管
生成率（４０．１１±４．１０）％相比，ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组 ｈＲＥＣｓ血管生成率［（６１．５２±
６．２５）％］增多（Ｐ＜０．０５）；与 ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组相比，ＨＧ＋ＴＴＲ＋ｍｉＲ２２３３ｐ
ｍｉｍｉｃ组ｈＲＥＣｓ血管生成率［（４２．２４±４．３３）％］减少（Ｐ＜０．０５），且与 ＨＧ＋ＮＣｍｉｍｉｃ组
比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。生物信息学分析结果显示，ＳＴＡＴ４与 ｍｉＲ２２３３ｐ启
动子区域相互作用。与 ＨＧ组相比，ＨＧ ＋ＴＴＲ组 ｈＲＥＣｓ中 ｍｉＲ２２３３ｐ、ＳＴＡＴ４蛋白表达

均降低，ＦＢＸＷ７和ＶＥＧＦ蛋白表达均升高（均为Ｐ＜０．０５）；与ＨＧ＋ＴＴＲ组相比，ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组 ｈＲＥＣｓ中 ｍｉＲ２２３
３ｐ、ＳＴＡＴ４蛋白表达均升高，ＦＢＸＷ７和ＶＥＧＦ蛋白表达均降低（均为Ｐ＜０．０５）；与ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组相比，ＨＧ＋ＴＴＲ＋
ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组ｈＲＥＣｓ中ｍｉＲ２２３３ｐ、ＳＴＡＴ４蛋白表达均降低，ＦＢＸＷ７和ＶＥＧＦ蛋白表达均升高（均为Ｐ＜０．０５）；与ＨＧ＋
ＴＴＲ组相比，ＨＧ＋ＴＴＲ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组ｈＲＥＣｓ中ｍｉＲ２２３３ｐ、ＶＥＧＦ、ＳＴＡＴ４和ＦＢＸＷ７蛋白表达差异均无统计学意义（均
为Ｐ＞０．０５）。结论　ＴＴＲ可能通过调节ＳＴＡＴ４／ｍｉＲ２２３３ｐ／ＦＢＸＷ７通路抑制ＨＧ诱导的ｈＲＥＣｓ的血管生成。
【关键词】　转甲状腺素蛋白；人视网膜内皮细胞；糖尿病视网膜病变；信号转导和转录激活因子４；ｍｉＲ２２３３ｐ；ＦｂｏｘＷＤ重复
蛋白 ７
【中图分类号】　Ｒ７７４．１

　　糖尿病视网膜病变（ＤＲ）是糖尿病常见的慢性
并发症，其发病率较高，病变以视网膜缺血、缺氧、反

复出血为特点，对患者视功能影响较大［１２］。该病早

期症状不明显，随着病情发展，患者视功能受到较大

影响，ＤＲ是成年人失明最常见的原因之一［３４］。ＤＲ
中视网膜新生血管的生成是增生型 ＤＲ（ＰＤＲ）的重
要标志，ＰＤＲ对患者视功能影响更严重，通常预后较
差。因此，了解 ＤＲ患者视网膜新生血管的生成机
制对控制 ＰＤＲ的发生发展具有重大意义。转甲状
腺素蛋白（ＴＴＲ）又被称为前白蛋白，主要由肝脏和
脉络膜分泌，存在于血液和脑脊液中，其主要生理功

能是转运甲状腺素和协同视黄醇结合蛋白共同转运

维生素 Ａ［５］。有研究表明［６７］，ＴＴＲ与 ＤＲ的进程有
关，正常结构ＴＴＲ可以抑制视网膜新生血管生成，促
进血管上皮细胞和内皮细胞凋亡，对阻遏 ＤＲ病情
发展具有重大意义。但ＴＴＲ在ＤＲ中的作用机制仍

不十分清楚。本研究旨在分析ＴＴＲ在ＤＲ中抑制新
生血管的机制，为临床治疗此类患者提供参考依据。

１　材料与方法　

１．１　主要试剂和仪器　ＴＴＲ购于北京义翘神州科
技有限公司；ＲＩＰＡ细胞裂解液购于北京索莱宝科技
有限公司；ＴａｑＭａｎ ＭｉｃｒｏＲＮＡＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｋｉｔ逆转录试剂盒和Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购于赛默飞世尔
科技有限公司；ＣＣＫ８检测试剂盒购于美国Ｓｉｇｍａ公
司；ＥＬＩＳＡ试剂盒购于武汉伊莱瑞特生物科技有限
公司兔抗人信号转导和转录激活因子 ４（ＳＴＡＴ４）、
ｍｉＲ２２３３ｐ、ＦｂｏｘＷＤ重复蛋白７（ＦＢＸＷ７）和血管
内皮生长因子（ＶＥＧＦ）单克隆抗体均购于美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司；ＥＣＬ化学发光检测试剂盒购于上海吉至
生化科技有限公司。细胞培养箱购于上海玉研科学

仪器有限公司；酶标仪购于北京泽平科技有限责任
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公司；凝胶成像系统购于杭州申花科技有限公司。

１．２　细胞来源及培养　人视网膜内皮细胞
（ｈＲＥＣｓ）购于中国科学院上海细胞库。将ｈＲＥＣｓ置
于含体积分数１０％胎牛血清和１０ｇ·Ｌ－１青链霉素
混合液的ＤＭＥＭ细胞培养基中，于３７℃含体积分数
５％ＣＯ２的培养箱中进行培养，选取对数生长期细胞
进行实验。

１．３　ＴＴＲ对ｈＲＥＣｓ生物学行为的影响　
１．３．１　实验分组与转染方法　实验随机分为３组，
其中，对照组：正常处理细胞；ＨＧ组：用含有 ２５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖的培养基孵育 ｈＲＥＣｓ；ＨＧ＋ＴＴＲ
组：用含有２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖的培养基孵育转染
ＴＴＲ的ｈＲＥＣｓ。各组细胞均置于３７℃，含体积分数
５％ＣＯ２的培养箱中培养２４ｈ后用于后续实验。细
胞转染方法：取对数生长期的 ｈＲＥＣｓ以每孔２×１０５

个接种至６孔板中，细胞长至约８０％融合时，按照
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂盒说明书转染ＴＴＲ过表达质粒。
１．３．２　ＥＬＩＳＡ检测ＴＴＲ蛋白含量　将对照组、ＨＧ
组和ＨＧ＋ＴＴＲ组的 ｈＲＥＣｓ分组处理后接种于６孔
板中，每组各设置 ３个复孔，分别培养 ２４ｈ、４８ｈ、
７２ｈ后，ＰＢＳ洗 ２次，胰蛋白酶消化 ２ｍｉｎ后，３０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，采用 ＥＬＩＳＡ检测试剂盒按说明
书操作检测各时间点各组细胞上清液中ＴＴＲ含量。
１．３．３　ＴＴＲ对细胞增殖的影响　将ＨＧ组和ＨＧ＋
ＴＴＲ组的 ｈＲＥＣｓ分组处理后以每孔５×１０３个接种
于９６孔板，分别于培养０ｈ、６ｈ、１２ｈ、１８ｈ、２４ｈ时
每孔加入１０μＬ的ＣＣＫ８溶液，３７℃继续孵育２ｈ，
于４５０ｎｍ波长处采用酶标仪检测细胞吸光度，计算
各组细胞活力。

１．３．４　血管生成实验　采用基底膜基质进行血管
生成实验。将基质装入４８孔板中，每孔３００μＬ，在
３７℃下聚合３０ｍｉｎ，将ＨＧ组和ＨＧ＋ＴＴＲ组ｈＲＥＣｓ
以每孔３×１０４个接种后，在３７℃孵育２４ｈ。利用
Ｏｌｙｍｐｕｓ显微镜观察 ｈＲＥＣｓ血管生成情况并拍照，
以形成管状结构的面积占比代表血管生成率（血管

生成率 ＝管状结构的面积／培养孔面积 ×１００％）。
其中，每组细胞接种３个复孔，结果取平均值。
１．４　ｍｉＲ２２３３ｐ对ｈＲＥＣｓ生物学行为的影响　
１．４．１　实验分组　实验随机分为３组，其中，ＨＧ＋
ＮＣｍｉｍｉｃ组：用含有２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖培养基孵
育转染ＮＣｍｉｍｉｃ的 ｈＲＥＣｓ；ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ
组：用含有 ２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖培养基孵育转染
ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ的ｈＲＥＣｓ；ＨＧ＋ＴＴＲ＋ｍｉＲ２２３３ｐ
ｍｉｍｉｃ组：用２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖培养基孵育转染
ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ和ＴＴＲ的 ｈＲＥＣｓ。各组细胞均置
于３７℃含体积分数５％ＣＯ２的培养箱中培养２４ｈ后进
行后续实验。细胞转染方法参见１．３．１。
１．４．２　ＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ２２３３ｐ表达　将ＨＧ＋ＮＣ
ｍｉｍｉｃ组、ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组和 ＨＧ＋ＴＴＲ＋
ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组细胞培养４８ｈ，Ｔｒｉｚｏｌ法提取细
胞中总ＲＮＡ，紫外分光光度计法测定 ＲＮＡ的浓度。

按ＴａｑＭａｎ ＭｉｃｒｏＲＮＡＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｋｉｔ逆转
录试剂盒说明书以ＲＮＡ为模板进行逆转录获得ｃＤ
ＮＡ并置于４℃保存，扩增后置于 ＲＴＰＣＲ仪中进行
测定，设置反应条件：９５℃ ５ｍｉｎ预变性；９５℃变性
２０ｓ，６０℃ 退火５ｓ，７０℃延伸２００ｓ，共４５个循环。
以ＧＡＰＤＨ为内参，引物序列如下：ｍｉＲ２２３３ｐ上游
引物为 ５’ＣＡＧＡＡＡＧＣＣＣＡＡＴＴＣＣＡＴＣＴ３’，下游引
物为 ５’ＧＧＧＣＡＡＡＴＧＧＡＴＡＣＣＡＴＡＣＣ３’；ＧＡＰＤＨ
上游引物为 ５’ＧＧＣＴＣＴＣＴＧＣＴＣＣＴＣＣＣＴＧＴＴＣＴＡＧ
３’，下游引物为５’ＣＧＴＣＣＧＡＴＡＣＧＧＣＣＡＡＡＴＣＣＧＴ
３’。采用２－ΔΔＣｔ计算目标基因ｍＲＮＡ相对表达量。
１．４．３　ｍｉＲ２２３３ｐ对细胞增殖的影响　参见１．３．３方
法检测ＨＧ＋ＮＣｍｉｍｉｃ组、ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组和
ＨＧ＋ＴＴＲ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组ｈＲＥＣｓ的细胞活力。
１．４．４　血管生成实验　观察ＨＧ＋ＮＣｍｉｍｉｃ组、ＨＧ＋
ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组和ＨＧ＋ＴＴＲ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ
组ｈＲＥＣｓ的血管生成情况，详细方法见１．３．４。
１．５　ＳＴＡＴ４与ｍｉＲ２２３３ｐ的相互作用　
１．５．１　生物信息学分析　通过生物信息学在线数
据库 ＵＣＳＣ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．ｅｄｕ／ｃｇｉｂｉｎ／ｈｇ
Ｎｅａｒ）和 ＰＲＯＭＯ（ｈｔｔｐ：／／ａｌｇｇｅｎ．ｌｓｉ．ｕｐｃ．ｅｓ／ｃｇｉｂｉｎ／
ｐｒｏｍｏ＿ｖ３／ｐｒｏｍｏ／ｐｒｏｍｏｉｎｉｔ．ｃｇｉ？ｄｉｒＤＢ＝ＴＦ＿８．３）分
析潜在的启动子，包括ＳＴＡＴ４。
１．５．２　实验分组　实验随机分为 ３组，其中，ＨＧ
组：用含有２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖培养基孵育ｈＲＥＣｓ；
ＨＧ＋ｓｉＮＣ组：用含有２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖培养基孵
育转染 ｓｉＮＣ的 ｈＲＥＣｓ；ＨＧ＋ｓｉＳＴＡＴ４组：用含有２５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖培养基孵育转染 ｓｉＳＴＡＴ４的
ｈＲＥＣｓ。细胞转染方法参见１．３．１。
１．５．３　ＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲ２２３３ｐ表达　收集 ＨＧ
组、ＨＧ＋ｓｉＮＣ组和 ＨＧ＋ｓｉＳＴＡＴ４组细胞，并提取细
胞内总 ＲＮＡ，行 ＲＴＰＣＲ检测各组细胞中 ｍｉＲ２２３
３ｐ表达，具体方法参见１．４．２。引物序列如下：ｍｉＲ
２２３３ｐ上游引物为５’ＣＡＧＡＡＡＧＣＣＣＡＡＴＴＣＣＡＴＣＴ
３’，下游引物为 ５’ＧＧＧＣＡＡＡＴＧＧＡＴＡＣＣＡＴＡＣＣ
３’；ＳＴＡＴ４上游引物为 ５’ＴＴＧＴＣＴＧＣＴＣＴＡＣＣＡＴ
ＴＣＧＣＴＧ３’，下 游 引 物 为 ５’ＣＴＴＴＣＴＣＴＣＣＧＣＡ
ＣＡＡＣＧＣ３’；ＧＡＰＤＨ上游引物为 ５’ＧＧＣＴＣＴＣＴ
ＧＣＴＣＣＴＣＣＣＴＧＴＴＣＴＡＧ３’，下游引物为 ５’ＣＧＴＣ
ＣＧＡＴＡＣＧＧＣＣＡＡＡＴＣＣＧＴ３’。采用２－ΔΔＣｔ计算目标
基因ｍＲＮＡ相对表达量。
１．５．４　双荧光素酶报告实验　构建野生型报告基
因载体 ＳＴＡＴ４ＷＴ与突变型报告基因载体 ＳＴＡＴ４
ＭＴ，将该载体分别与 ｍｉＲＮＣ或 ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ
共转染到ｈＲＥＣｓ中。置于３７℃、体积分数５％ ＣＯ２
培养箱继续培养４８ｈ，用荧光素酶检测试剂盒测量
各组细胞中的荧光素酶活性。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＶＥＧＦ、ＴＴＲ、ＳＴＡＴ４和
ＦＢＸＷ７蛋白表达　细胞分组处理后加入 ＲＩＰＡ蛋
白裂解液，冰上裂解３０ｍｉｎ后离心１５ｍｉｎ，提取总蛋
白，采用ＢＣＡ试剂盒检测蛋白浓度。经１００ｇ·Ｌ－１
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ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后转移至ＰＶＤＦ膜上，脱脂奶粉封闭
蛋白１ｈ，加入一抗 ＶＥＧＦ（１１０００）、ＴＴＲ（１１０００）、
ＳＴＡＴ４（１１０００）和 ＦＢＸＷ７（１１０００），４℃过夜孵
育，ＰＢＳ洗膜３次。添加ＨＲＰ标记二抗（１１００００）
于室温孵育２ｈ，ＰＢＳ洗膜３次。最后滴入 ＥＣＬ显
色，以ＧＡＰＤＨ作为内参照，凝胶图像成像系统成像
获得蛋白条带，ＩｍａｇｅＪ分析目的蛋白的灰度值。
１．７　统计学分析　采用ＳＰＳＳ２３．０软件进行统计分
析。计量资料采用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组
间差异比较采用单因素方差分析，组间差异采用两

独立样本ｔ检验比较。检验水准：α＝０．０５。

２　结果　

２．１　ＴＴＲ过表达后在 ｈＲＥＣｓ中含量变化　培养
２４ｈ、４８ｈ和７２ｈ时，与对照组相比，ＨＧ组和 ＨＧ＋
ＴＴＲ组ｈＲＥＣｓ中 ＴＴＲ水平均显著升高（均为 Ｐ＜
０．０５）；与ＨＧ组相比，ＨＧ＋ＴＴＲ组中ＴＴＲ水平均显
著升高（均为Ｐ＜０．０５）（表１）。

表１　各组ｈＲＥＣｓ中ＴＴＲ水平 （珋ｘ±ｓ）

组别
ＴＴＲ／（μｇ·Ｌ１）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
对照组 １５．８６±２．０１ １７．３６±１．９８ ２１．６８±２．８５
ＨＧ组 ５５．２３±４．１２ ５２．４５±３．８７ ７３．２４±４．４９

ＨＧ＋ＴＴＲ组 ６４．７２±３．９６＃６１．６９±３．７３＃ ８０．９９±４．３８＃

　　注：与对照组相比，Ｐ＜０．０５；与ＨＧ组相比，＃Ｐ＜０．０５。

２．２　ＴＴＲ过表达对ｈＲＥＣｓ增殖和血管生成的影响
　培养２４ｈ时，与 ＨＧ组相比，ＨＧ＋ＴＴＲ组 ｈＲＥＣｓ
细胞活力明显下降（Ｐ＜０．０５），其余时间点（０ｈ、
６ｈ、１２ｈ、１８ｈ）两组间 ｈＲＥＣｓ细胞活力相比差异均
无统计学意义（均为 Ｐ＞０．０５）（图１Ａ）。培养２４ｈ
时，ＨＧ组和ＨＧ＋ＴＴＲ组 ｈＲＥＣｓ血管生成率分别为
（３８．１２±４．９１）％、（１９．４６±２．１２）％，ＨＧ＋ＴＴＲ组
血管生成率明显小于ＨＧ组（Ｐ＜０．０５）（图１Ｂ）。
２．３　ＴＴＲ逆转ｍｉＲ２２３３ｐ对ｈＲＥＣｓ的作用　ＲＴ
ＰＣＲ结果显示，与ＨＧ＋ＮＣｍｉｍｉｃ组相比，ＨＧ＋ｍｉＲ
２２３３ｐｍｉｍｉｃ组 ｈＲＥＣｓ中 ｍｉＲ２２３３ｐ表达上调
（Ｐ＜０．０５）；与 ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组相比，
ＨＧ＋ＴＴＲ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组中ｍｉＲ２２３３ｐ表达
下调（Ｐ＜０．０５）（图２Ａ）。细胞增殖实验结果显示，
各组细胞活力随着时间增加而增加（均为 Ｐ＜
０．０５），培养 ７２ｈ时，与 ＨＧ＋ＮＣｍｉｍｉｃ组相比，
ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组 ｈＲＥＣｓ的细胞活力明显
增加（Ｐ＜０．０５）；与ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组相比，
ＨＧ＋ＴＴＲ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组ｈＲＥＣｓ的细胞活力
明显下降（Ｐ＜０．０５），且与ＨＧ＋ＮＣｍｉｍｉｃ组相比差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）（图２Ｂ）。血管生成实
验结果显示，ＨＧ＋ＮＣｍｉｍｉｃ、ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍ
ｉｃ组和ＨＧ＋ＴＴＲ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组ｈＲＥＣｓ血管
生成率分别为（４０．１１±４．１０）％、（６１．５２±６．２５）％
和（４２．２４±４．３３）％，与 ＨＧ＋ＮＣｍｉｍｉｃ组相比，

ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组 ｈＲＥＣｓ血管生成率增高
（Ｐ＜０．０５）；与 ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组相比，
ＨＧ＋ＴＴＲ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组ｈＲＥＣｓ血管生成率
降低（Ｐ＜０．０５），且与ＨＧ＋ＮＣｍｉｍｉｃ组相比差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）（图２Ｃ）。

图１　ＴＴＲ过表达对 ｈＲＥＣｓ增殖和血管生成的影响　
Ａ：细胞活力实验；Ｂ：血管生成实验（×２００）。

图２　ＴＴＲ逆转 ｍｉＲ２２３３ｐ对 ｈＲＥＣｓ的作用　Ａ：ＲＴ
ＰＣＲ检测各组细胞ｍｉＲ２２３３ｐｍＲＮＡ表达；Ｂ：细胞活力
实验；Ｃ：血管生成实验（×２００）。１：ＨＧ＋ＮＣｍｉｍｉｃ组；
２：ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组；３：ＨＧ＋ＴＴＲ＋ｍｉＲ２２３３ｐ
ｍｉｍｉｃ组。示Ｐ＜０．０５。

２．４　ＳＴＡＴ４与ｍｉＲ２２３３ｐ启动子结合并调节其水
平　生物信息学分析结果显示，ＳＴＡＴ４与 ｍｉＲ２２３
３ｐ启动子区域相互作用（图３Ａ）。双荧光素酶报告
实验结果显示，ＳＴＡＴ４ＷＴ与ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ共转
染致荧光素酶活性降低（Ｐ＜０．０５）（图 ３Ｂ）。
ＲＴＰＣＲ结果显示，ＨＧ组与 ＨＧ＋ｓｉＮＣ组 ｈＲＥＣｓ中
ｍｉＲ２２３３ｐ表达相比差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）；与ＨＧ＋ｓｉＮＣ组相比，ＨＧ＋ｓｉＳＴＡＴ４组ｈＲＥＣｓ
中ｍｉＲ２２３３ｐ表达下降（Ｐ＜０．０５）（图３Ｃ）。

·１０１·眼 科新进展　２０２３年２月　第４３卷　第２期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．２Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２３ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ



图３　ＳＴＡＴ４与ｍｉＲ２２３３ｐ启动子结合并调节其水平
　Ａ：ＳＴＡＴ４与ｍｉＲ２２３３ｐ启动子结合；Ｂ：双荧光素酶报
告实验；Ｃ：ＲＴＰＣＲ检测各组细胞 ｍｉＲ２２３３ｐｍＲＮＡ表
达。示Ｐ＜０．０５。

２．５　ＴＴＲ调控 ｈＲＥＣｓ中 ＳＴＡＴ４、ｍｉＲ２２３３ｐ、
ＦＢＸＷ７和ＶＥＧＦ表达　与 ＨＧ组相比，ＨＧ＋ＴＴＲ
组ｈＲＥＣｓ中 ｍｉＲ２２３３ｐ、ＳＴＡＴ４蛋白表达均降低，
ＦＢＸＷ７和ＶＥＧＦ蛋白表达均升高（均为 Ｐ＜０．０５）。
与 ＨＧ＋ＴＴＲ组相比，ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组
ｈＲＥＣｓ中 ｍｉＲ２２３３ｐ、ＳＴＡＴ４蛋白表达均升高，
ＦＢＸＷ７和ＶＥＧＦ蛋白表达均降低（均为 Ｐ＜０．０５）。
与ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组相比，ＨＧ＋ＴＴＲ＋ｍｉＲ
２２３３ｐｍｉｍｉｃ组 ｈＲＥＣｓ中 ｍｉＲ２２３３ｐ、ＳＴＡＴ４蛋白
表达均降低，ＦＢＸＷ７和 ＶＥＧＦ蛋白表达均升高（均
为Ｐ＜０．０５）。与 ＨＧ＋ＴＴＲ组相比，ＨＧ＋ＴＴＲ＋
ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组 ｈＲＥＣｓ中 ｍｉＲ２２３３ｐ、ＶＥＧＦ、
ＳＴＡＴ４和ＦＢＸＷ７蛋白表达差异均无统计学意义（均
为Ｐ＞０．０５）（图４）。

图４　各组细胞相关蛋白表达水平　１：ＨＧ组；２：ＨＧ＋
ＴＴＲ组；３：ＨＧ＋ＮＣｍｉｍｉｃ组；４：ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ
组；５：ＨＧ＋ＴＴＲ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组。与 ＨＧ组相
比，Ｐ＜０．０５；与ＨＧ＋ＴＴＲ组相比，＃Ｐ＜０．０５。

３　讨论

ＤＲ是糖尿病患者常见的并发症之一，严重时可
致患者失明，该病现已成为世界范围内的公共卫生

问题［８］。ＤＲ发病机制并不十分清晰，多认为与
ＶＥＧＦ异常表达、小胶质细胞异常活化以及氧化应激
反应有关。此外，目前尚无早期发现和干预的方法。

因此，分析ＤＲ发病的作用机制，寻找治疗 ＤＲ关键
通路，可为临床治疗ＤＲ提供潜在的靶点。

本研究结果显示，培养２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ时，与对
照组相比，ＨＧ组ｈＲＥＣｓ中ＴＴＲ水平均显著升高（均
为Ｐ＜０．０５）；与 ＨＧ组相比，ＨＧ＋ＴＴＲ组 ｈＲＥＣｓ中
ＴＴＲ水平均显著升高；并且在 ＨＧ处理 ｈＲＥＣｓ中转
染ＴＴＲ，细胞活力明显下降。ＴＴＲ是一种甲状腺激
素结合蛋白，位于人类 １８号染色体（１８ｑ１１．２～
１８ｑ１２．１），由肝脏或脉络膜产生后易位到血液或脑
脊液中，以四聚体形式存在，其主要作用是运输全视

黄醇结合蛋白和甲状腺素，其功能异常可导致神经

系统相关疾病［９１０］。野生型ＴＴＲ可引起各种形式的
系统性淀粉样蛋白沉积［１１］。现有研究显示［１２］，ＴＴＲ
异常表达与糖尿病和高度近视有关，提示 ＴＴＲ可能
在ＤＲ发生发展中扮演重要角色。本研究还发现，
培养２４ｈ时，与 ＨＧ组相比，ＨＧ＋ＴＴＲ组细胞活力
下降；与 ＨＧ组相比，ＨＧ＋ＴＴＲ组细胞血管生成减
少，提示ＴＴＲ处理ｈＲＥＣｓ可明显抑制细胞增殖和血
管生成。基于此，我们推测 ｈＲＥＣｓ损伤可促使 ＤＲ
的发生，提示ＴＴＲ升高可能是ＤＲ发生的危险因素。

ｍｉＲＮＡｓ是一种小分子无法编码的ＲＮＡ，是转录
后调节基因表达关键因子，参与细胞生长、增殖、迁

移和侵袭等多种生物学过程［１３１４］。国内外有多项研

究表明，ｍｉＲＮＡ参与 ＤＲ发生发展过程中的血管生
成，能够逆转血脂异常，减缓 ＤＲ发展进程，具有治
疗ＤＲ的潜在价值［１５１６］。本研究结果显示，培养７２
ｈ时，与 ＨＧ＋ＮＣｍｉｍｉｃ组相比，ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐ
ｍｉｍｉｃ组ｈＲＥＣｓ细胞活力增加；与 ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐ
ｍｉｍｉｃ组相比，ＨＧ＋ＴＴＲ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组
ｈＲＥＣｓ的细胞活力下降；与 ＨＧ＋ＮＣｍｉｍｉｃ组相比，
ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组ｈＲＥＣｓ血管生成率增高；
与ＨＧ＋ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍｉｃ组相比，ＨＧ＋ＴＴＲ＋ｍｉＲ
２２３３ｐｍｉｍｉｃ组ｈＲＥＣｓ血管生成率降低。既往研究
显示［７］，ＴＴＲ在ＨＧ诱导的ｈＲＥＣｓ中高表达，其可以
抑制细胞增殖、迁移和血管生成，说明ＴＴＲ对ｈＲＥＣｓ
增殖和血管生成具有抑制作用，其机制可能与调节

ｍｉＲ２２３３ｐ表达相关。本研究进一步分析发现，
ＳＴＡＴ４与ｍｉＲ２２３３ｐ启动子区域相互作用，双荧光
素酶报告实验结果显示，ＳＴＡＴ４ＷＴ与 ｍｉＲ２２３３ｐ
ｍｉｍｉｃ共转染致荧光素酶活性降低，提示 ＳＴＡＴ４与
ｍｉＲ２２３３ｐ可能存在靶向关系。ＲＴＰＣＲ检测结果
显示，与ＨＧ＋ｓｉＮＣ组相比，ＨＧ＋ｓｉＳＴＡＴ４组 ｈＲＥＣｓ
中ｍｉＲ２２３３ｐ表达下降，说明 ＳＴＡＴ４和 ｍｉＲ２２３３ｐ
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存在靶向调节关系。在之前的实验中，ＴＴＲ被证实
可以抑制ｈＲＥＣｓ增殖和血管生成。本研究中，在ＨＧ
处理后 ｈＲＥＣｓ中添加外源性 ＴＴＲ后，细胞中 ｍｉＲ
２２３３ｐ和ＳＴＡＴ４蛋白表达均降低，ＦＢＸＷ７和 ＶＥＧＦ
蛋白表达均升高；而在 ＨＧ处理后过表达 ｍｉＲ２２３
３ｐ，细胞中 ｍｉＲ２２３３ｐ、ＳＴＡＴ４蛋白表达均升高，
ＦＢＸＷ７和ＶＥＧＦ蛋白表达均降低。ＴＴＲ作为转运
蛋白将甲状腺素转运至细胞核或线粒体，可参与眼

部生长发育过程［１７］。有研究显示［１８］，ＤＲ是一种炎
症反应，其视网膜功能与血管生成有关，ＤＲ患者产
生的晚期糖基化终末产物、活性物质等可使 ＶＥＧＦ
表达增加。ＶＥＧＦ是一种促新生血管因子，具有促进
血管内皮有丝分裂的功能，对内皮细胞凋亡具有抑

制作用，因此，它能促进细胞迁移、增殖来修复受损

血管［１９］。据报道［２０］，ＦＢＸＷ７在细胞信号转导及细
胞增殖、分化、迁移和凋亡中均发挥重要作用，被认

为是肿瘤抑制因子。已有研究证实，ＦＢＸＷ７是ｍｉＲ
２２３３ｐ的直接结合靶标，ｍｉＲ２２３３ｐ通过与 ＦＢＸＷ７
的３’ＵＴＲ结合来抑制 ＦＢＸＷ７的表达［２１］。结合本

研究结果我们认为，ＴＴＲ具有抑制 ＤＲ新生血管生
成的作用，其可能是通过介导 ＳＴＡＴ４／ｍｉＲ２２３３ｐ／
ＦＢＸＷ７信号轴实现的。

综上所述，ＴＴＲ在ＨＧ处理的ｈＲＥＣｓ中高表达，
且在添加外源性ＴＴＲ后，ｈＲＥＣｓ增殖和血管生成被
显著抑制，而加入ＴＴＲ的同时转染ｍｉＲ２２３３ｐｍｉｍ
ｉｃ则逆转了ＴＴＲ对ｈＲＥＣｓ的抑制作用，且ＳＴＡＴ４与
ｍｉＲ２２３３ｐ启动子结合并调节其水平，ｍｉＲ２２３３ｐ
与ＦＢＸＷ７靶向结合，推测 ＴＴＲ对 ｈＲＥＣｓ的抑制作
用可能是通过调控ＳＴＡＴ４／ｍｉＲ２２３３ｐ／ＦＢＸＷ７信号
轴实现的。但本研究对于 ｍｉＲ２２３３ｐ和 ＦＢＸＷ７的
靶向关系并未深入研究，尚需进一步研究分析 ＴＴＲ
抑制ＤＲ新生血管生成的具体机制。
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