
欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁
欁

欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁
欁

氉

氉氉

氉

引文格式：李婷婷，胡健艳，吴强．靶向Ｇ蛋白偶联受体９１的小发夹ＲＮＡ慢病毒载体的构建及功能初步检测［Ｊ］．
眼科新进展，２０１４，３４（８）：７０５７０９．ｄｏｉ：１０．１３３８９／ｊ．ｃｎｋｉ．ｒａｏ．２０１４．０１９３ 【实验研究】

靶向 Ｇ蛋白偶联受体９１的小发夹 ＲＮＡ慢病毒载体的
构建及功能初步检测△

李婷婷　胡健艳　
欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞
欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁

欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁

欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁

氉

氉氉

氉

吴强

作者简介：李婷婷，女，１９８６年８月
出生，山东烟台人，硕士。联系电

话：１３８１８０７７８７１；Ｅｍａｉｌ：ｋａｉｘｉｎｄｏｕ
ｄｏｕ４８７２＠１６３．ｃｏｍ

ＡｂｏｕｔＬＩＴｉｎｇＴｉｎｇ：Ｆｅｍａｌｅ，ｂｏｒｎｉｎ
Ａｕｇｕｓｔ，１９８６．Ｍａｓｔｅｒｄｅｇｒｅｅ．Ｔｅｌ：
１３８１８０７７８７１； Ｅｍａｉｌ： ｋａｉｘｉｎｄｏｕ
ｄｏｕ４８７２＠１６３．ｃｏｍ

收稿日期：２０１４０２１５
修回日期：２０１４０４１１
本文编辑：付中静
△基金项目：国家自然科学基金（编

号：８１０７０７３８），上海市自然科学基
金（编号：１１ＪＣ１４０７７０２）
作者单位：２１５０２１　江苏省苏州市，
苏州大学医学部（李婷婷）；２００２３３
上海市，上海交通大学附属第六人

民医院眼科（胡健艳，吴强）

通讯作者：吴强，Ｅｍａｉｌ：ｗｙａｎ５５９＠
ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄｄａｔｅ：Ｆｅｂ１５，２０１４
Ａｃｃｅｐｔｅｄｄａｔｅ：Ａｐｒ１１，２０１４
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ：ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌ
ＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（Ｎｏ：
８１０７０７３８）；ＫｅｙＢａｓｉｃＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎ
ｄａｔｉｏｎｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏｍ
ｍｉｓｓｉｏｎｏｆＳｈａｎｇｈａｉＭａｎｉｃｉｐａｌｉｔｙ（Ｎｏ：
１１ＪＣ１４０７７０２）
ＦｒｏｍｔｈｅＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅｏｆＳｏｏｃｈｏｗ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＬＩＴｉｎｇＴｉｎｇ），Ｓｕｚｈｏｕ
２１５０２１，ＪｉａｎｇｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ；Ｄｅ
ｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，ｔｈｅＳｉｘｔｈ
Ｐｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｈａｎｇｈａｉＪｉａｏｔｏｎｇ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ （ＨＵ ＪｉａｎＹａｎ， ＷＵ
Ｑｉａｎｇ），Ｓｈａｎｇｈａｉ２００２３３，Ｃｈｉｎａ
Ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅａｕｔｈｏｒ：ＷＵＱｉａｎｇ，Ｅ
ｍａｉｌ：ｗｙａｎ５５９＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｈＲＮＡ
ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｏｆＧｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ９１
ＬＩＴｉｎｇＴｉｎｇ，ＨＵＪｉａｎＹａｎ，ＷＵＱｉａｎｇ
【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　ｓｍａｌｌｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ；ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ；Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ９１；ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ；ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔａｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｏｆｓｍａｌｌｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ
（ｓｈＲＮＡ）ｏｆｒａｔＧｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ９１ｇｅｎｅ（ＧＰＲ９１），ａｎｄｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｖｅ
ｅｆｆｅｃｔｓｏｆＧＰＲ９１ｏｎｔｈｅｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ）ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙ
ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｆｏｕｒｓｐｅｃｉａｌｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄａｃ
ｃｏｒｄｉｎｇｔｏｒａｔＧＰＲ９１ｍＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ，ａｎｄｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄＤＮＡｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｔｈｅｔａｒｇｅｔｓｅ
ｑｕｅｎｃｅｗａｓｃｈｅｍｉｃａｌｌｙｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ，ａｎｎｅａｌｅｄ，ａｎｄｉｎｓｅｒｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｖｅｃｔｏｒｐＧＣＳＩＬＧＦＰｂｙｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｗｉｔｈＡｇｅＩａｎｄＥｃｏＲＩ．Ａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ｔｈｅｓｅｐｌａｓｍｉｄｓｗｅｒｅｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏ２９３Ｔ
ｃｅｌｌｓｔｏｐａｃｋａｇｅｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｐａｒｔｉｃｌｅｓ．Ｔｈｅｔｉｔｅｒｏｆｖｉｒｕｓｗａｓｔｅｓｔｅｄ．Ｔｈｅｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ
ｐａｒｔｉｃｌｅｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｄｕｃｔｅｄｉｎｔｏＲＧＣ５ｃｅｌｌｓ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏａｓｓｅｓｓｔｈｅｇｅｎｅ
ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｔｈｅｓｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓ．Ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ（４５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）ｍｅｄｉａｔｅｄＶＥＧＦ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＥＬＩＳＡｉｎＲＧＣ５ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｄｕｃｔｅｄｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｌｅｎｔｉｖｉ
ｒａｌｖｅｃｔｏｒ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＰＣＲａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈａｔｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｓｈａｄｔｈｅｃｏｒ
ｒｅｃｔｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｃｏｕｌｄｅｘｐｒｅｓｓｈｉｇｈｔｉｔｅｒｏｆｖｉｒｕｓ：１．５×１０９ＴＵ·ｍＬ－１，１．５×１０９ＴＵ·
ｍＬ－１，３．０×１０９ＴＵ·ｍＬ－１，３．０×１０９ＴＵ·ｍＬ－１．ＡｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒａｎｓｄｕｃｔｅｄｉｎｔｏＲＧＣ５
ｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＰＲ９１ｈａｄｎｏｏｂｖｉｏｕｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ（０．６２±０．０７）ａｎｄｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（０．６０±０．０８）（Ｆ＝４９．０３，Ｐ＞
００５）．ＧＰＲ９１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｋｎｏｃｋｅｄｄｏｗｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｂｙａｌｌｏｆｔｈｅｓｅｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃ
ｔｏｒｓ（０．４８±０．０５，０．３４±０．０６，０．３０±０．０４，０．１１±０．０６）ａｔｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｃｏｍｐａｒｅｄｔｏ
ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｆ＝４９．０３，Ｐ＜０．０１），ａｎｄ
ｔｈｅｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１３ｈａｄｔｈｅｍｏｓｔｅｆｆｉｃｉｅｎｔｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ（Ｆ＝４９．０３，Ｐ＜０．０１）．
ＥＬＩＳＡｓｈｏｗｅｄｔｈｅＶＥＧＦｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐ，ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ＋
ＮＣｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ＋ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１３ｗｅｒｅ（２５．６３±４．５２）ｐｇ·ｍＬ－１，
（７２．７４±８．２４）ｐｇ·ｍＬ－１，（７１．６８±８．３１）ｐｇ·ｍＬ－１ａｎｄ（４６．７７±６．２１）ｐｇ·ｍＬ－１，ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｄｕｃｅｄＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ａｆｔｅｒｓｉｌｅｎｃｉｎｇＧＰＲ９１ｇｅｎｅ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｆ＝３０．８５２，Ｐ＜

０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｓｈＲＮＡｖｅｃｔｏｒｏｆＧＰＲ９１ｉｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ．ＴｈｅｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｓｈＲＮＡｖｅｃｔｏｒｏｆ
ＧＰＲ９１ｃａｎｄｅｃｒｅａｓｅｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｄｕｃｅｄＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＲＧＣ５ｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈｐｒｏｖｉｄｅｓｂａｓｅｍｅｎｔｆｏｒａｓｓｅｓｓｉｎｇｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙｍｅｃｈａｎｉｓｍａｎｄａｎｉｍａｌｇｅｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｖｉａＧＰＲ９１ｇｅｎｅ．
［ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２０１４，３４（８）：７０５７０９］

【关键词】　小发夹ＲＮＡ；慢病毒属；Ｇ蛋白偶联受体９１；糖尿病性视网膜病变；血管内皮生长因子
【摘要】　目的　构建靶向大鼠 Ｇ蛋白偶联受体９１（Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ９１，ＧＰＲ９１）基因的小发夹 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｈａｉｒｐｉｎ
ＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）慢病毒载体，探讨ＧＰＲ９１受体对高糖诱导下血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）释放的调
节作用。方法　设计合成４对针对大鼠ＧＰＲ９１（ＮＭ＿００１００１５１８）的特异性单链寡核苷酸链，两端分别引入ＡｇｅＩ和ＥｃｏＲＩ酶切
位点，退火后得到小片段带黏性末端的双链ＤＮＡ，克隆入慢病毒载体 ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ，行聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＰＣＲ）和ＤＮＡ测序鉴定重组体。将各慢病毒ｓｈＲＮＡ干扰载体和辅助包装载体共转染２９３Ｔ细胞，收集病毒颗粒并行浓缩滴度检
测。将各慢病毒载体转染ＲＧＣ５细胞后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法筛选有效的慢病毒ｓｈＲＮＡ干扰载体。使用４５ｍｍｏｌ·Ｌ－１的高糖刺激
ＲＧＣ５细胞２４ｈ，用ＥＬＩＳＡ法观察干扰ＧＰＲ９１后ＶＥＧＦ的表达情况。结果　ＰＣＲ及ＤＮＡ测序结果均显示慢病毒载体ｐＧＣＳＩＬ
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ＧＦＰｓｈＧＰＲ９１构建正确；包装病毒颗粒后，ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１１、２、３、４组病毒浓缩液的滴度依次为１．５×１０９ＴＵ·ｍＬ－１、
１．５×１０９ＴＵ·ｍＬ－１、３．０×１０９ＴＵ·ｍＬ－１、３．０×１０９ＴＵ·ｍＬ－１。将慢病毒颗粒感染ＲＧＣ５细胞后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示ＮＣ组
ＧＰＲ９１蛋白（０．６０±０．０８）空白组（０．６２±０．０７）的表达无明显差异（Ｆ＝４９．０３，Ｐ＞０．０５）。而与空白组相比，４个慢病毒载体组
（０．４８±０．０５、０．３４±０．０６、０．３０±０．０４和０．１１±０．０６）均能不同程度沉默 ＧＰＲ９１的表达，差异有统计学意义（Ｆ＝４９．０３，Ｐ＜
００１），其中 ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１３干扰效率最高。ＥＬＩＳＡ结果显示空白组、高糖组、高糖 ＋ＮＣ组、高糖 ＋ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧ
ＰＲ９１３组ＶＥＧＦ蛋白表达分别为（２５．６３±４．５２）ｐｇ·ｍＬ－１、（７２．７４±８．２４）ｐｇ·ｍＬ－１、（７１．６８±８．３１）ｐｇ·ｍＬ－１和（４６．７７±
６２１）ｐｇ·ｍＬ－１，表明ＧＰＲ９１病毒干扰载体可显著降低高糖引起的ＶＥＧＦ分泌，差异有统计学意义（Ｆ＝３０．８５２，Ｐ＜０．０１）。结
论　本实验成功构建了靶向大鼠ＧＰＲ９１的ｓｈＲＮＡ慢病毒载体并进行病毒颗粒包装。所构建的慢病毒载体能够降低高糖作用
下的ＶＥＧＦ表达，为进一步研究ＧＰＲ９１基因在糖尿病视网膜病变中的作用机制和动物基因治疗奠定基础。
［眼科新进展，２０１４，３４（８）：７０５７０９］

　　糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）的
发生主要是由于长期高糖作用下引起视网膜缺血、

缺氧，进一步诱导形成新生血管，最终导致视力严重

下降甚至丧失。其中，血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）被认为是ＤＲ形成和
发展中关系最为密切的一类促血管生长因子［１２］。

近期研究发现，缺氧条件下视网膜神经节细胞（ｒｅｔｉ
ｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌ，ＲＧＣ）中Ｇ蛋白偶联受体９１（Ｇｐｒｏ
ｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ９１，ＧＰＲ９１）基因的激活可引起
ＶＥＧＦ的表达增加并诱导视网膜新生血管的形成［３］。

ＧＰＲ９１是琥珀酸的特异性受体，可参与细胞的信号
传递，对维持细胞稳态环境具有不可替代的作用。

本研究尝试使用 ＲＮＡ干扰机制并借助病毒载体技
术将ＲＧＣ５细胞上的ＧＰＲ９１基因沉默，以减少琥珀
酸的特异性结合，阻断琥珀酸的作用路径从而降低

对下游 ＶＥＧＦ的影响，为 ＧＰＲ９１的后续基因治疗奠
定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　ＲＧＣ５细胞购自美国 ＡＴＣＣ，２９３Ｔ细胞
购自中国科学院上海细胞所，ＤＭＥＭ培养液、体积分
数１０％胎牛血清、磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏ
ｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，大肠杆菌 ＤＨ
５α、脂质体 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒购自日本 Ｔａｋａｒａ公司，
ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ载体、Ｈｅｌｐｅｒ１．０载体、Ｈｅｌｐｅｒ２．０购自上
海吉凯基因化学技术有限公司，ＡｇｅＩ、ＥｃｏＲＩ、Ｔ４
ＤＮＡｌｉｇａｓｅ缓冲液购自美国 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ
（ＮＥＢ）公司，质粒抽提试剂盒购自德国Ｑｉａｇｅｎ公司，
ＧＰＲ９１抗体购自美国ＮｏｖｕｓＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ公司，ＧＡＰＤＨ
抗体购自北京康为世纪生物科技有限公司，二抗购

自美国ＰｒｏｔｅｉｎＴｅｃｈＧｒｏｕｐ公司。
１．２　构建表达 ｓｈＲＮＡ慢病毒载体　针对大鼠
ＧＰＲ９１基因ｍＲＮＡ序列（ＮＭ＿００１００１５１８），使用Ａｍ
ｂｉｏｎ公司的设计软件，设计、合成４对含干扰序列的
双链ＤＮＡｏｌｉｇｏ（表１）。合成的ｓｈＲＮＡｏｌｉｇｏＤＮＡ两
端分别用ＡｇｅＩ、ＥｃｏＲＩ双酶切连接入 ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ载
体。将连接好的产物转入ＤＨ５α感受态细胞，３７℃
过夜培养。每组克隆从菌板上挑３个单菌落，３７℃
过夜培养，提取质粒 ＤＮＡ。采用聚合酶链反应（ｐｏｌ
ｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）进行阳性克隆鉴定，设
计引物：正义链：５’ＣＴＡＴＴＴＣＣＣＡＴＧＡＴＴＣＣＴＴＣＡＴＡ
３’；反义链：５’ＧＴＡＡＴＡＣＧＧＴＴＡＴＣＣＡＣＧＣＧ３’。阳
性克隆ＰＣＲ初步鉴定，连接入 ｖｓｈＲＮＡ片段的阳性
克隆ＰＣＲ片段大小为３４３ｂｐ；没有连接入 ｖｓｈＲＮＡ
片段的空载体克隆ＰＣＲ片段大小为３０６ｂｐ。挑选阳
性克隆菌液送测序，对测序正确的重组质粒进行菌

体扩增。

表１　病毒载体构建框架
Ｔａｂｌｅ１　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓ
ＤＮＡｏｌｉｇｏ ５’ ＳＴＥＭＰ Ｌｏｏｐ ＳＴＥＭＰ ３’
１ｆｏｒｗａｒｄ Ｃｃｇｇ ａａＣＣＴＴＴＣＣＡＴＣＴＣＴＧＡＣＣＴＴ ＣＴＣＧＡＧ ＡＡＧＧＴＣＡＧＡＧＡＴＧＧＡＡＡＧＧｔｔ ＴＴＴＴＴｇ
ｒｅｖｅｒｓｅ ａａｔｔｃａａａａａ ａａＣＣＴＴＴＣＣＡＴＣＴＣＴＧＡＣＣＴＴ ＣＴＣＧＡＧ ＡＡＧＧＴＣＡＧＡＧＡＴＧＧＡＡＡＧＧｔｔ
２ｆｏｒｗａｒｄ Ｃｃｇｇ ｇａＣＣＴＴＡＧＡＡＧＴＴＣＴＡＣＣＴＡＴ ＣＴＣＧＡＧ ＡＴＡＧＧＴＡＧＡＡＣＴＴＣＴＡＡＧＧｔｃ ＴＴＴＴＴｇ
ｒｅｖｅｒｓｅ ａａｔｔｃａａａａａ ｇａＣＣＴＴＡＧＡＡＧＴＴＣＴＡＣＣＴＡＴ ＣＴＣＧＡＧ ＡＴＡＧＧＴＡＧＡＡＣＴＴＣＴＡＡＧＧｔｃ
３ｆｏｒｗａｒｄ Ｃｃｇｇ ａａＣＣＣＴＡＡＡＴＡＣＡＧＴＣＴＣＡＴＴ ＣＴＣＧＡＧ ＡＡＴＧＡＧＡＣＴＧＴＡＴＴＴＡＧＧＧｔｔ ＴＴＴＴＴｇ
ｒｅｖｅｒｓｅ ａａｔｔｃａａａａａ ａａＣＣＣＴＡＡＡＴＡＣＡＧＴＣＴＣＡＴＴ ＣＴＣＧＡＧ ＡＡＴＧＡＧＡＣＴＧＴＡＴＴＴＡＧＧＧｔｔ
４ｆｏｒｗａｒｄ Ｃｃｇｇ ｔａＧＣＡＴＡＧＡＣＣＧＡＴＡＴＣＴＧＣＴ ＣＴＣＧＡＧ ＡＧＣＡＧＡＴＡＴＣＧＧＴＣＴＡＴＧＣｔａ ＴＴＴＴＴｇ
ｒｅｖｅｒｓｅ ａａｔｔｃａａａａａ ｔａＧＣＡＴＡＧＡＣＣＧＡＴＡＴＣＴＧＣＴ ＣＴＣＧＡＧ ＡＧＣＡＧＡＴＡＴＣＧＧＴＣＴＡＴＧＣｔａ

１．３　ＲＮＡｉ慢病毒包装及滴度测定　取对数生长期
２９３Ｔ细胞，按照每孔１．２×１０６个细胞接种于６孔板
中。转染前２ｈ将细胞培养基换成无血清培养基，待
细胞密度达（６０～７０）％时用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００共
转染ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ载体和两种辅助包装原件载体质
粒ｐＨｅｌｐｅｒ１．０载体、Ｈｅｌｐｅｒ２．０载体。转染后４８ｈ在
荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）的表达，收集细胞上清液，进行慢病毒

滴度测定。

采用逐孔稀释滴度测定法。测定前１ｄ，对２９３Ｔ
细胞进行传代，９６孔板每孔加入约４０×１０３个细胞。
病毒原液用无血清培养基按１１０稀释，选取所需
的细胞孔，弃９０μＬ培养基，加入９０μＬ稀释好的病
毒溶液于３７℃、体积分数５％ ＣＯ２条件下培养。２４
ｈ后，加入完全培养基１００μＬ。４ｄ后观察荧光表达
情况。荧光细胞数随稀释倍数的增加而减少。换算
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公式为：滴度（ＴＵ·ｍＬ－１）＝观察到带有荧光的细胞
个数／病毒原液量。
１．４　ＲＮＡｉ慢病毒感染ＲＧＣ５细胞及ＧＰＲ９１基因
表达的鉴定　ＲＧＣ５细胞置于３７℃、体积分数５％
ＣＯ２培养箱中用含体积分数 １０％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ培养基培养，按１５０×１０３个细胞种于６孔板
内。当ＲＧＣ５细胞汇合至５０％以上时，按最佳感染
复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）值为２０分别加入
适量携带有 ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１１、ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ
ｓｈＧＰＲ９１２、ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１３、ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ
ｓｈＧＰＲ９１４或空白对照载体的慢病毒进行转染，共分
为６组：空白组（未转染病毒载体）、ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ
ｓｈＧＰＲ９１１组、ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１２组、ｐＧＣＳＩＬ
ＧＦＰｓｈＧＰＲ９１３组、ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１４组和 ＮＣ
组（转染空白对照载体），培养 ９ｈ后更换培养液。
感染２ｄ后观察荧光表达情况，确定感染率。感染３
ｄ后收集蛋白，用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法观察ＧＰＲ９１在蛋白
水平的表达情况。相应的蛋白灰度值使用 ＧｅｌＰｒｏ
ａｎａｌｙｚｅｒ软件进行分析。
１．５　ＥＬＩＳＡ测定 ＶＥＧＦ蛋白含量　将未转病毒载
体的ＲＧＣ５细胞和转染空白对照载体及转染ｐＧＣＳＩＬ
ＧＦＰｓｈＧＰＲ９１３慢病毒的 ＲＧＣ５细胞分别按２００×
１０３个细胞种于６孔板内，置于３７℃、体积分数５％的
ＣＯ２培养箱中用含体积分数１０％ 胎牛血清的ＤＭＥＭ
培养基培养。培养１ｄ后分别加４５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄
糖进行刺激，共分为４组：空白组、高糖组、高糖＋ＮＣ
组和高糖 ＋ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１３组。其中，空白
组细胞不作任何处理。于２４ｈ后收集细胞上清，离
心后弃沉淀，按照 ＶＥＧＦ试剂盒说明书进行 ＶＥＧＦ
蛋白含量测定。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计学软件进行
统计分析，数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多样本
均数比较采用单因素方差分析，其中均数间两两比

较采用ＬＳＤｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＧＰＲ９１ｓｈＲＮＡ慢病毒载体阳性克隆鉴定　
ＧＰＲ９１基因 ｓｈＲＮＡ的寡核苷酸序列，经退火形成
双链 ＤＮＡ，与经 ＡｇｅＩ和 ＥｃｏＲＩ双酶切后的载体
ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ连接，连接产物转化 ＤＨ５α大肠杆
菌，挑取重组阳性克隆，行 ＰＣＲ鉴定阳性克隆。重
组细菌克隆的 ＰＣＲ产物以经双酶切后没有连接干
涉片段空载体作为阴性对照（图１），清晰可见连接
入 ｖｓｈＲＮＡ片段的阳性克隆 ＰＣＲ片段，大小为３４３
ｂｐ；没有连接 ｖｓｈＲＮＡ片段的空载体克隆 ＰＣＲ片段
大小为３０６ｂｐ。然后经测序鉴定确实已经将所设
计的片段连接到慢病毒干涉载体中，表明慢病毒干

涉载体成功构建。

２．２　ＧＰＲ９１ｓｈＲＮＡ慢病毒载体的包装及滴度测定
　将各重组质粒与ｐＨｅｌｐｅｒ１．０载体、Ｈｅｌｐｅｒ２．０载体

共转染２９３Ｔ细胞后，各孔中 ＧＦＰ的表达情况见图
２。根据荧光显微镜下观察带有荧光的细胞数，检测
各重组慢病毒的滴度：ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１１组、
ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１２组均为 １．５×１０９ ＴＵ·
ｍＬ－１；ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１３组、ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧ
ＰＲ９１４组均为３．０×１０９ＴＵ·ｍＬ－１，说明有大量质
粒转入细胞，病毒成功包装。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ（Ｆｏｒｅｘａｍｐｌｅ：
ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１１）．１：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ｄｄＨ２Ｏ）；２：Ｂｌａｎｋ
ｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌ；３：Ｍａｒｋｅｒ；４８：ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１１，２，３，４，５
ｓｅｇｍｅｎｔ　重组质粒 ＰＣＲ鉴定图（以 ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１１为
例）。１：阴性对照（双蒸水）；２：空载体对照；３：标志；４～８：ｐＧＣ
ＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１１、２、３、４、５片段

２．３　ＲＧＣ５细胞感染病毒后的荧光观察　将病毒
原液按ＭＯＩ＝２０感染ＲＧＣ５细胞后４８ｈ观察发现，
荧光表达趋于稳定，荧光显微镜观察并计数，各组病

毒感染效率都＞８０％（图３）。
２．４　感染 ＲＧＣ５细胞后的 ＧＰＲ９１基因表达效果
　选择管家基因ＧＡＰＤＨ作为校准基因，空白组作为
阴性对照，ＲＧＣ５细胞 ＧＰＲ９１／ＧＡＰＤＨ含量值定为
１，所有样本重复 ３次，计算其他各病毒转染组的
ＧＰＲ９１／ＧＡＰＤＨ比值。空白组、ＮＣ组、ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ
ｓｈＧＰＲ９１１组、ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１２组、ｐＧＣＳＩＬ
ＧＦＰｓｈＧＰＲ９１３组和 ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１４组中
ＧＰＲ９１ｍＲＮＡ表达分别为０．６２±０．０７、０．６０±０．０８、
０．４８±０．０５、０．３４±０．０６、０．３０±０．０４和 ０．１１±
００６。空白组和ＮＣ组中ＧＰＲ９１的表达差异无统计
学意义（Ｆ＝４９．０３，Ｐ＞０．０５）。与 ＮＣ组比较，ｐＧＣ
ＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１１组、ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１２组、
ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１３组和 ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１
４组中 ＧＰＲ９１相对含量均有降低，差异有统计学意
义（Ｆ＝４９．０３，Ｐ＜０．０１）；其中，ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧ
ＰＲ９１３组的敲出效果最为显著。
２．５　ＥＬＩＳＡ检测 ＲＧＣ５细胞上清中 ＶＥＧＦ蛋白
的表达水平　高糖刺激２４ｈ后，空白组、高糖组、高
糖＋ＮＣ组、高糖 ＋ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１３组 ＶＥＧＦ
蛋白表达分别为 （２５．６３±４．５２）ｐｇ· ｍＬ－１、
（７２．７４±８．２４）ｐｇ·ｍＬ－１、（７１．６８±８．３１）ｐｇ·ｍＬ－１

和（４６７７±６．２１）ｐｇ·ｍＬ－１。高糖组 ＶＥＧＦ蛋白表
达较空白组明显上升，差异有统计学意义（Ｆ＝
３０８５２，Ｐ＜０．０１）。与高糖＋ＮＣ组比较，高糖＋ＧＣ
ＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１３组 ＶＥＧＦ蛋白表达明显降低，差
异有统计学意义（Ｆ＝３０．８５２，Ｐ＜０．０１）。由此可说明
ＧＰＲ９１基因参与了高糖导致的ＶＥＧＦ分泌过程。
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Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆ２９３Ｔｃｅｌｌａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ（×１００）．Ａ，Ｃ，Ｅ，Ｇ，Ｉ，Ｋ：Ｖｉｓｉｂｌｅｌｉｇｈｔｆｉｅｌｄ；Ｂ，Ｄ，Ｆ，Ｈ，Ｊ，Ｌ：Ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｆｉｅｌｄ．Ａ，
Ｂ：Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｄ：ＮＣｇｒｏｕｐ；Ｅ，Ｆ：ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１１ｇｒｏｕｐ；Ｇ，Ｈ：ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１２ｇｒｏｕｐ；Ｉ，Ｊ：ＧＰＲ９１ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１３
ｇｒｏｕｐ；Ｋ，Ｌ：ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１４ｇｒｏｕｐ　转染２９３Ｔ细胞后，细胞内荧光表达情况（×１００）。Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｇ、Ｉ、Ｋ：可见光视野；Ｂ、Ｄ、Ｆ、Ｈ、Ｊ、Ｌ：
绿色荧光视野。Ａ、Ｂ：空白组；Ｃ、Ｄ：ＮＣ组；Ｅ、Ｆ：ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１１组；Ｇ、Ｈ：ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１２组；Ｉ、Ｊ：ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１３
组；Ｋ、Ｌ：ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１４组

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＣｙｔｏｐａｔｈｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆＲＧＣ５ｃｅｌｌａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ（×１００）．Ａ，Ｃ，Ｅ，Ｇ，Ｉ，Ｋ：Ｖｉｓｉｂｌｅｌｉｇｈｔｆｉｅｌｄ；Ｂ，Ｄ，Ｆ，Ｈ，Ｊ，Ｌ：Ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｆｉｅｌｄ．
Ａ，Ｂ：Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｄ：ＮＣｇｒｏｕｐ；Ｅ，Ｆ：ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１１ｇｒｏｕｐ；Ｇ，Ｈ：ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１２ｇｒｏｕｐ；Ｉ，Ｊ：ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１３ｇｒｏｕｐ；
Ｋ，Ｌ：ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１４ｇｒｏｕｐ　转染ＲＧＣ５细胞后，细胞内荧光表达情况（×１００）。Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｇ、Ｉ、Ｋ：可见光视野；Ｂ、Ｄ、Ｆ、Ｈ、Ｊ、Ｌ：绿色
荧光视野。Ａ、Ｂ：空白组；Ｃ、Ｄ：ＮＣ组；Ｅ、Ｆ：ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１１组；Ｇ、Ｈ：ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１２组；Ｉ、Ｊ：ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１３组；Ｋ、
Ｌ：ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１４组

３　讨论

大量研究表明 ＶＥＧＦ在 ＤＲ发生发展过程中发
挥着重要的作用［１２］，其表达的增加与血管渗漏及病

理性新生血管的形成密切相关［４］。本研究利用高糖

刺激ＲＧＣ５细胞体外模拟ＤＲ的高糖环境观察到高
糖刺激下ＲＧＣ５细胞分泌的 ＶＥＧＦ明显增加，该结
果与早先的报道一致［５］，说明 ＤＲ中高糖环境是引
起ＶＥＧＦ分泌并导致病理损害的重要影响因素。近
期的研究发现 ＧＰＲ９１受体与缺氧状态下视网膜中
ＶＥＧＦ的分泌增加密切相关。据此我们推测 ＧＰＲ９１
可能在ＤＲ引起的血管功能紊乱中也发挥重要调节
作用。

ＧＰＲ９１受体又称作琥珀酸受体１，能特异性结
合柠檬酸循环的中间代谢产物琥珀酸。ＧＰＲ９１主要
表达在血供丰富的组织如肝、肾、脾、视网膜和胎盘，

提示其可能具有调节血管生长以适应组织代谢需要

的重要作用［６］。有研究发现增生型 ＤＲ患者的玻璃
体内ＧＰＲ９１的特异性配体———琥珀酸的含量显著
增加，提示高糖环境引起的琥珀酸异常蓄积可能通

过结合更多的 ＧＰＲ９１受体参与 ＤＲ的调控过程［７］。

本实验中我们观察到 ＲＧＣ５细胞中也存在 ＧＰＲ９１
受体的表达，同时我们利用ＲＮＡｉ技术构建了靶向大
鼠ＧＰＲ９１基因的慢病毒载体，以减少琥珀酸的特异
性结合，阻断琥珀酸与 ＧＰＲ９１基因的作用路径。本

实验中我们观察到转染 ｐＧＣＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１慢病
毒载体的ＲＧＣ５细胞中ＧＰＲ９１可明显低于空白组，
说明ＲＮＡｉ技术可高效沉默 ＧＰＲ９１的表达。同时，
我们的研究还发现高糖刺激２４ｈ后的 ＲＧＣ５细胞
中ＶＥＧＦ的表达可随 ＧＰＲ９１表达的下降明显下调，
而转染空载体的细胞内 ＶＥＧＦ的表达未见明显改
变，说明ＧＰＲ９１通过调控 ＶＥＧＦ的分泌在 ＤＲ的血
管病变过程中发挥着重要作用，与Ｓａｐｉｅｈａ等［３］的研

究结果相似。目前，ＧＰＲ９１在 ＤＲ中的研究仍缺乏
相关报道，Ｖａｒｇａｓ等［８］的研究中发现 ＧＰＲ９１与糖尿
病肾病的病理过程密切相关。由此可见，ＧＰＲ９１在
糖尿病的病理改变中发挥着重要调控作用。

ＲＮＡｉ技术是一个特异性 ＲＮＡ序列降解的过
程，与靶基因同源的双链 ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）合成小分子
干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ），再进一步
诱导细胞同源基因 ｍＲＮＡ降解，从而特异性抑制靶
基因表达［９１０］。目前，以病毒载体为目的基因的转

移工具已被广泛应用于基因功能的研究，主要包括

逆转录病毒、腺病毒及慢病毒等［１１］。其中，慢病毒

载体来源于人类免疫缺陷病毒Ⅰ型，不仅能感染分
裂期细胞，还可高效率感染非分裂期的细胞［１２］。与

逆转录病毒和腺病毒相比，慢病毒本身对宿主几乎

不产生免疫原性，具有更高的安全性，同时慢病毒载

体通过整合入靶细胞基因组的目的基因上来实现长

期稳定且高效的转录后沉默作用［１３］。为排除干扰
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片段本身存在的效率差异，设计了 ４组序列来对
ＧＰＲ９１进行干扰，在转染ＲＧＣ５细胞后观察到ｐＧＣ
ＳＩＬＧＦＰｓｈＧＰＲ９１３的干扰效率最为明显，可显著降
低细胞内 ＧＰＲ９１基因的表达。本研究中转染慢病
毒载体的细胞未出现生长状态和生长速度的异常改

变，由此可见，慢病毒载体作为一种高效、稳定的基

因转移工具有着较高的可靠性和安全性。

本研究成功构建了携带 ＧＰＲ９１基因 ｓｈＲＮＡ的
慢病毒载体，并能有效下调ＲＧＣ５细胞中 ＧＰＲ９１的
表达，显著降低高糖导致的 ＶＥＧＦ分泌，有助于研究
ＧＰＲ９１在 ＤＲ引起的血管损伤中的作用，也为进一
步研究ＧＰＲ９１基因在ＤＲ中的作用机制和动物基因
治疗奠定基础。ＧＰＲ９１基因的发现为今后 ＤＲ的病
理研究和诊断治疗提供了新的研究方向。同时，针

对ＧＰＲ９１基因的靶向治疗也将可能成为有效预防
和控制ＤＲ的重要路径之一。

参考文献

１　ＯｚｔｕｒｋＢＴ，ＢｏｚｋｕｒｔＢ，ＫｅｒｉｍｏｇｌｕＨ，ＯｋｋａＭ，ＫａｍｉｓＵ，Ｇｕｎｄｕｚ
Ｋ．ＥｆｆｅｃｔｏｆｓｅｒｕｍｃｙｔｏｋｉｎｅｓａｎｄＶＥＧＦｌｅｖｅｌｓｏｎｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉ
ｎｏｐａｔｈｙａｎｄｍａｃｕｌａｒｔｈｉｃｋｎｅｓｓ［Ｊ］．ＭｏｌＶｉｓ，２００９，１５：１９０６
１９１４．

２　ＷａｎｇＸ，ＷａｎｇＧ，ＷａｎｇＹ．Ｉｎｔｒａｖｉｔｒｅｏｕｓｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒａｎｄｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ［Ｊ］．Ａｍ ＪＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２００９，
１４８（６）：８８３８８９．

３　ＳａｐｉｅｈａＰ，ＳｉｒｉｎｙａｎＭ，ＨａｍｅｌＤ，ＺａｎｉｏｌｏＫ，ＪｏｙａｌＪＳ，ＣｈｏＪＨ，ｅｔ
ａｌ．ＴｈｅｓｕｃｃｉｎａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒＧＰＲ９１ｉｎｎｅｕｒｏｎｓｈａｓａｍａｊｏｒｒｏｌｅｉｎ
ｒｅｔｉｎａｌａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２００８，１４（１０）：１０６７１０７６．

４　ＷｉｔｍｅｒＡＮ，ＢｌａａｕｗｇｅｅｒｓＨＧ，ＷｅｉｃｈＨＡ，ＡｌｉｔａｌｏＫ，ＶｒｅｎｓｅｎＧＦ，

ＳｃｈｌｉｎｇｅｍａｎｎＲＯ．ＡｌｔｅｒｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｏｆＶＥＧＦｒｅｃｅｐ
ｔｏｒｓｉｎｈｕｍａｎｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎａａｎｄｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＶＥＧＦｉｎｄｕｃｅｄ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙｉｎｍｏｎｋｅｙ［Ｊ］．ＩｎｖｅｓｔＯｐｈｔｈａｌｍｏｌＶｉｓＳｃｉ，２００２，４３
（３）：８４９８５７．

５　ＬｅｅＪＪ，ＨｓｉａｏＣＣ，ＹａｎｇＩＨ，ＣｈｏｕＭＨ，ＷｕＣＬ，ＷｅｉＹＣ，ｅｔａｌ．
Ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｓｉｍｐｌｉｃａｔｅｄｉｎａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙ
ｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓｉｎｄｕｃｅｄｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
ＡｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅｒａｔｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｌｉｎｅＲＧＣ５［Ｊ］．Ｍｏｌ
Ｖｉｓ，２０１２，１８：８３８８５０．

６　ＨｅＷ，ＭｉａｏＦＪ，ＬｉｎＤＣ，ＳｃｈｗａｎｄｎｅｒＲＴ，ＷａｎｇＺ，ＧａｏＪ，ｅｔａｌ．
ＣｉｔｒｉｃａｃｉｄｃｙｃｌｅｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓａｓｌｉｇａｎｄｓｆｏｒｏｒｐｈａｎＧｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００４，４２９（６９８８）：１８８１９３．

７　ＭａｔｓｕｍｏｔｏＭ，ＳｕｚｕｍａＫ，ＭａｋｉＴ，ＫｉｎｏｓｈｉｔａＨ，ＴｓｕｉｋｉＥ，Ｆｕｊｉｋａ
ｗａＡ，ｅｔａｌ．Ｓｕｃｃｉｎａｔｅｉｎｃｒｅａｓｅｓｉｎｔｈｅｖｉｔｒｅｏｕｓｆｌｕｉｄｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈａｃｔｉｖｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ［Ｊ］．ＡｍＪＯｐｈｔｈａｌ
ｍｏｌ，２０１２，１５３（５）：８９６９０２．

８　ＶａｒｇａｓＳＬ，ＴｏｍａＩ，ＫａｎｇＪＪ，ＭｅｅｒＥＪ，ＰｅｔｉＰｅｔｅｒｄｉＪ．Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｏｆｔｈｅｓｕｃｃｉｎａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒＧＰＲ９１ｉｎｍａｃｕｌａｄｅｎｓａｃｅｌｌｓｃａｕｓｅｓ
ｒｅｎｉｎｒｅｌｅａｓｅ［Ｊ］．ＪＡｍＳｏｃＮｅｐｈｒｏｌ，２００９，２０（５）：１００２１０１１．

９　ＦｉｒｅＡ，ＸｕＳ，ＭｏｎｔｇｏｍｅｒｙＭＫ，ＫｏｓｔａｓＳＡ，ＤｒｉｖｅｒＳＥ，ＭｅｌｌｏＣＣ．
Ｐｏｔｅｎｔａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｇｅｎｅｔｉｃｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｂｙｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄ
ＲＮＡｉｎＣａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓｅｌｅｇａｎｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，１９９８，３９１（６６６９）：
８０６８１１．

１０ＡｂｂａｓＴｅｒｋｉＴ，ＢｌａｎｃｏＢｏｓｅＷ，ＤéｇｌｏｎＮ，ＰｒａｌｏｎｇＷ，Ａｅｂｉｓｃｈｅｒ
Ｐ．ＬｅｎｔｉｖｉｒａｌｍｅｄｉａｔｅｄＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ［Ｊ］．Ｈｕｍ ＧｅｎｅＴｈｅｒ，
２００２，１３（１８）：２１９７２２０１．

１１ＭａｎｊｕｎａｔｈＮ，ＷｕＨ，ＳｕｂｒａｍａｎｙａＳ，ＳｈａｎｋａｒＰ．Ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｄｅｌｉｖ
ｅｒｙｏｆｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡｓ［Ｊ］．ＡｄｖＤｒｕｇＤｅｌｉｖＲｅｖ，２００９，６１（９）：
７３２７４５．

１２ＮｉｓｈｉｔｓｕｊｉＨ，ＩｋｅｄａＴ，ＭｉｙｏｓｈｉＨ，ＯｈａｓｈｉＴ，ＫａｎｎａｇｉＭ，Ｍａｓｕｄａ
Ｔ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｍａｌｌｈａｉｒｐｉｎＲＮＡｂｙｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｂａｓｅｄｖｅｃｔｏｒ
ｃｏｎｆｅｒｓｅｆｆｉｃｉｅｎｔａｎｄｓｔａｂｌｅｇｅｎｅｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＶ１ｏｎｈｕｍａｎ
ｃｅｌｌｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇｐｒｉｍａｒｙｎｏｎｄｉｖｉｄｉｎｇｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｂｅｓＩｎｆｅｃｔ，
２００４，６（１）：７６８５．

１３ＲｕｂｉｎｓｏｎＤＡ，ＤｉｌｌｏｎＣＰ，ＫｗｉａｔｋｏｗｓｋｉＡＶ，ＳｉｅｖｅｒｓＣ，ＹａｎｇＬ，
ＫｏｐｉｎｊａＪ，ｅｔａｌ．Ａｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｂａｓｅｓｙｓｔｅｍｔｏｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｌｙｓｉｌｅｎｃｅ
ｇｅｎｅｓｉｎｐｒｉｍａｒｙｍａｍｍａｌｉａｎｃｅｌｌｓ，ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓａｎｄｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｍｉｃｅｂｙＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ［Ｊ］．ＮａｔＧｅｎｅｔ，２００３，３３（３）：４０１４０６

欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁

．

（上接第７０４页）
１０ＥｖａｎｑｅｌｏｕＡ，ＬｅｔａｒｔｅＭ，ＭａｒｋｓＡ，ＴｈｅｏｄｏｒｅＪ，ＢｒｏｗｎＴＪ．Ａｎｄｒｏ
ｇｅｎｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆａｄｈｅｓｉｏｎａｎｄａｎｔｉａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｎＰＣ３
ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ［Ｊ］．Ｅｎｄｏ
ｃｒｉｎｏｌｏｑｙ，２００２，１４３（１０）：３８９７３９０４．

１１ＡｓｈｕｔｏｓｈＳ．Ｅｎｅｒｇｅｔｉｃｓｏｆｃｏｒｎｅａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｏｃｕｌａｒｍｕｃｕｓ
ｔｅａｒｆｉｌｍｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ：ｓｏｍｅｓｕｒｆａｃｅｃｈｅｍｉｃａｌｐａｔｈｗａｙｓｏｆｃｏｒ
ｎｅａｌｄｅｆｅｎｓｅ［Ｊ］．ＢｉｏｐｈｙｓＣｈｅｍ，１９９３，４７（１）：８７９９．

１２ＶａｎＨｏｒｎＤＬ，ＳｃｈｕｔｔｅｎＷＨ，ＨｙｎｄｉｕｋＲＡ，ＫｕｒｚＰ．Ｘｅｒｏｐｈｔｈａｌｍｉａ
ｉｎｖｉｔａｍｉｎＡｄｅｆｉｃｉｅｎｔｒａｂｂｉｔｓ．Ｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌａｌｔｅｒａ
ｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｃｏｒｎｅａ［Ｊ］．ＩｎｖｅｓｔＯｐｈｔｈａｌｍｏｌＶｉｓＳｃｉ，１９８０，１９（９）：
１０６７１０７９．

１３ＫｅｒｎＴＪ，ＥｒｂＨＮ，ＳｃｈａｅｄｌｅｒＪＭ，ＤｏｕｇｈｅｒｔｙＥＰ．Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃ
ｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｋｅｒａｔｏｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖｉｔｉｓｓｉｃｃａｉｎ
ｄｏｇｓ：ｃｏｒｎｅａａｎｄｂｕｌｂａｒｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａ［Ｊ］．ＶｅｔＰａｔｈｏｌ，１９８８，２５
（６）：４６８４７４．

１４ＭｉｌｌａｒＴＪ，ＴｒａｇｏｕｌｉａｓＳＴ，ＡｎｄｅｒｔｏｎＰＪ，ＢａｌｌＭＳ，ＭｉａｎｏＦ，Ｄｅｎｎｉｓ
ＧＲ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｓｕｒｆａｃｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄｏｃｕｌａｒｍｕｃｉｎａｔｔｈｅ
ａｉｒｌｉｑｕｉｄｉｎｔｅｒｆａｃｅａｎｄｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｗｉｔｈｍｅｉｂｏｍｉａｎｌｉｐｉｄｓ［Ｊ］．
Ｃｏｒｎｅａ，２００６，２５（１）：９１１００．

１５ＭｉｔｃｈｅｌｌＳ，ＡｂｅｌＰ，ＭａｄａａｎＳ，ＪｅｆｆｓＪ，ＣｈａｕｄｈａｒｙＫ，ＳｔａｍｐＧ，ｅｔ
ａｌ．ＡｎｄｒｏｇｅｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎＭＵＣ１ｍｕｃｉｎｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｎｅｏｐｌａｓｉａ，２００２，４（１）：９１８．

·９０７·眼 科新进展　２０１４年８月　第３４卷　第８期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．３４Ｎｏ．８Ａｕｇｕｓｔ２０１４ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ


