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【摘要】　目的　探讨微小ＲＮＡ１２４３ｐ（ｍｉＲ１２４３ｐ）对Ｈ２Ｏ２诱导的人晶状体上皮细胞增
殖及凋亡的影响及其靶向调控 Ｋｒüｐｐｅｌ样因子６（Ｋｒüｐｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ６，ＫＬＦ６）的机制。方
法　按ＨＬＥＢ３细胞处理方式的不同，将其分为ＨＬＥＢ３组、ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２组、ＨＬＥＢ３＋
Ｈ２Ｏ２＋ｍｉＲＮＣ组、ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｍｉＲ１２４３ｐ组、ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ组、ＨＬＥＢ３＋
Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＫＬＦ６组、ｍｉＲ１２４３ｐ＋ｐｃＤＮＡ３．１组、ｍｉＲ１２４３ｐ＋ｐｃＤＮＡ３．１ＫＬＦ６组。利用
ＭＴＴ实验检测各组ＨＬＥＢ３细胞增殖活性，流式细胞仪检测各组ＨＬＥＢ３细胞凋亡。双荧
光素酶报告基因实验验证 ｍｉＲ１２４３ｐ与 ＫＬＦ６的靶向关系。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ＨＬＥ
Ｂ３细胞中ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｐ２１、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达。结果　Ｈ２Ｏ２可抑制人晶状体上皮ＨＬＥＢ３
细胞中ｍｉＲ１２４３ｐ的表达（ＨＬＥＢ３组０．７９±０．０７、ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２组０．３１±０．０３）（Ｐ＜
０．０５），而明显促进ＫＬＦ６的表达；ｍｉＲ１２４３ｐ过表达或抑制 ＫＬＦ６表达可促进 ＨＬＥＢ３细
胞增殖，抑制ＨＬＥＢ３细胞凋亡（１９．３４±１．２７、７．６６±０．３８；１９．２９±１．３３、１１．４６±１０２），

促进ＣｙｃｌｉｎＤ１（０．３９±０．０４、０．８９±０．０８；０．３９±０．０４、０．７４±０．０７）、Ｂｃｌ２表达（０．２９±０．０３、０．７４±０．０７；０．２９±０．０３、０．６０±
００６），抑制Ｐ２１（０．７３±０．０７、０．２６±０．０３；０．７９±０．０７、０．３３±０．０３）、Ｂａｘ表达（０８６±０．０８、０．３７±０．０３；０．８６±０．０８、０．５１±
００５）。共转染ｍｉＲ１２４３ｐｍｉｍｉｃｓ与 ＷＴＫＬＦ６可明显降低 ＨＬＥＢ３细胞的荧光素酶活性（０．２７±０．０３、０．９８±０．０８）（Ｐ＜
００５）；过表达ＫＬＦ６可逆转ｍｉＲ１２４３ｐ对Ｈ２Ｏ２诱导的人晶状体上皮细胞ＨＬＥＢ３细胞增殖及凋亡的作用。结论　ｍｉＲ１２４３ｐ
可通过靶向调控 ＫＬＦ６表达进而促进Ｈ２Ｏ２诱导的人晶状体上皮细胞ＨＬＥＢ３细胞增殖并抑制其凋亡。
【关键词】　ｍｉＲ１２４３ｐ；ＫＬＦ６；人晶状体上皮细胞；氧化应激；增殖；凋亡
【中图分类号】　Ｒ７７６

　　白内障是临床上常见眼病之一，内质网样氧化
应激反应可促使人晶状体上皮细胞凋亡，进而导致

白内障发生［１］。目前，临床上可通过手术治疗白内

障，但手术极易产生后囊膜混浊等并发症，因而深入

了解白内障发生机制并积极寻找治疗靶点十分重

要。Ｈ２Ｏ２处理人晶状体上皮细胞可影响细胞活性，
并诱导细胞凋亡［２］。研究表明，Ｋｒüｐｐｅｌ样因子 ６
（Ｋｒüｐｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ６，ＫＬＦ６），又称锌指转录因子６，
在大鼠晶状体上皮细胞中高表达，并可通过降解

ｐ２１和 ｐ２７ｋｉｐ１进而抑制细胞增殖［３］。ＫＬＦ６可通
过活化 ＡＴＦ４促进晶状体上皮细胞凋亡［４］。但

ＫＬＦ６在 Ｈ２Ｏ２诱导的人晶状体上皮细胞的表达变
化及其上游调控微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）的
作用尚未见报道。ｍｉＲＮＡ是一种内源性非编码单
链 ＲＮＡ分子，ｍｉＲＮＡ可通过调控下游基因表达进
而参与白内障发生及发展过程，但其具体作用机制

尚未完全阐明［５６］。研究表明，体外和体内上调微

小ＲＮＡ１２４（ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２４，ｍｉＲ１２４）可减轻脊髓
损伤后的氧化损伤［７］。通过靶基因预测软件发现，

ＫＬＦ６可能是微小 ＲＮＡ１２４３ｐ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２４３ｐ，
ｍｉＲ１２４３ｐ）靶基因，然而 ｍｉＲ１２４３ｐ是否通过调
控 ＫＬＦ６对 Ｈ２Ｏ２诱导的人晶状体上皮细胞增殖、
凋亡产生影响尚未见相关报道。因此，本研究通过

观察人晶状体上皮细胞在Ｈ２Ｏ２作用前后ｍｉＲ１２４
３ｐ与 ＫＬＦ６的表达变化，初步分析其对人晶状体上
皮细胞增殖及凋亡的影响，为深入分析白内障发病

机制提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　材料　人晶状体上皮细胞系ＨＬＥＢ３购自吉妮
欧生物科技有限公司。ＲＰＭＩ１６４０培养基、胰蛋白
酶、体积分数１０％胎牛血清、１０ｇ·Ｌ－１青霉素及链
霉素均购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自
美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ｍｉＲ１２４３ｐ模拟物（ｍｉｍｉｃｓ）、
ｍｉＲ１２４３ｐ抑制剂（ａｎｔｉｍｉＲ１２４３ｐ）及其各自阴性
对照均购自广州锐博生物科技有限公司；ｓｉＲＮＡ
ＫＬＦ６（ｓｉＫＬＦ６）及其阴性对照（ｓｉＮＣ）均购自上海吉
玛制药技术有限公司；兔抗人ＫＬＦ６多克隆抗体购自
美国Ａｂｃａｍ公司；兔抗人 ＧＡＰＤＨ单克隆抗体购自
美国ＣＳＴ公司；Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自北京索莱宝科技有限
公司；反转录试剂盒与 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ试剂盒
均购自日本 ＴａＫａＲａ公司；ＰＶＤＦ膜购自德国 Ｍｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ公司；甲基四唑蓝（ＭＴＴ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；
双荧光素酶报告基因检测试剂盒购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司；膜联蛋白 Ｖ（ＡｎｎｅｘｉｎＶ）异硫氰酸荧光素
（ＦＩＴＣ）细胞凋亡试剂盒购自大连美仑生物技术有限
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公司；兔抗人 ＣｙｃｌｉｎＤ１单克隆抗体购自美国 Ｓａｎｔａ
ｃｒｕｚ公司；鼠抗人ｐ２１单克隆抗体购自美国 ＮｅｏＭａｒ
ｋｅｒ公司；兔抗人 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２抗体购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｔｅｃｈ公司；辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔与山羊
抗鼠ＩｇＧ二抗购自江苏碧云天生物技术有限公司；
Ｈ２Ｏ２购自上海抚生实业有限公司。
１．２　方法
１．２．１　Ｈ２Ｏ２诱导细胞模型构建　不含胎牛血清
ＲＰＭＩ（ＲｏｓｗｅｌｌＰａｒｋＭｅｍｏｒｉａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅ）１６４０培养基
加入终浓度为１００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２，将未经处理的
ＨＬＥＢ３细胞作为 ＨＬＥＢ３组，Ｈ２Ｏ２诱导 ４８ｈ的
ＨＬＥＢ３细胞作为 ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２组。同时另将
Ｈ２Ｏ２加入到转染后各组 ＨＬＥＢ３细胞中，放入 ３７
℃、含体积分数５％ＣＯ２培养箱内继续培养４８ｈ后
收集细胞［８］，严格参照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂盒说
明书进行操作。

１．２．２　细胞培养、转染及实验分组　ＨＬＥＢ３细胞
培养于含体积分数１０％胎牛血清 ＲＰＭＩ１６４０培养
基，置于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２培养箱培养，取
对数生长期的 ＨＬＥＢ３细胞以５０００个·ｍＬ－１的浓
度接种于６孔板，调整细胞浓度为（１００×１０３个·
ｍＬ－１），待细胞浓度达到４０％～６０％进行转染，参照
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂盒说明书分别将 ｍｉＲ
１２４３ｐｍｉｍｉｃｓ与 ｍｉＲＮＣ加入到 ＨＬＥＢ３细胞，ｓｉ
ＮＣ与ｓｉＫＬＦ６加入到ＨＬＥＢ３细胞，分别为 ｍｉＲＮＣ
组、ｍｉＲ１２４３ｐ组、ｓｉＮＣ组、ｓｉＫＬＦ６组。收集各组转
染后１２ｈ的细胞，均使用１００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２处理细
胞４８ｈ，分别为ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｍｉＲＮＣ组、ＨＬＥＢ３
＋Ｈ２Ｏ２＋ｍｉＲ１２４３ｐ组、ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ组、
ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＫＬＦ６组。共转染组为 ｍｉＲ１２４
３ｐｍｉｍｉｃｓ与ｐｃＤＮＡ３．１共转染至ＨＬＥＢ３细胞，ｍｉＲ
１２４３ｐｍｉｍｉｃｓ与 ｐｃＤＮＡ３．１ＫＬＦ６共转染至 ＨＬＥＢ３
细胞，分别命名为 ｍｉＲ１２４３ｐ＋ｐｃＤＮＡ３１组、ｍｉＲ
１２４３ｐ＋ｐｃＤＮＡ３．１ＫＬＦ６组。
１．２．３　ｑＲＴＰＣＲ检测 ＨＬＥＢ３细胞中 ｍｉＲ１２４
３ｐ、ＫＬＦ６ｍＲＮＡ表达　收集各组对数生长期 ＨＬＥ
Ｂ３细胞，加入２００μＬ氯仿，振荡５ｓ后室温放置５
ｍｉｎ，１２×１０３ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，吸取上层水相层
放入另一无菌无酶的１．５ｍＬＥＰ试管内，加入５００
μＬ异丙醇振荡５ｓ后室温放置２０ｍｉｎ，１２×１０３ｒ·
ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，弃上清，加入体积分数７５％乙醇
混合后１２×１０３ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，晾干后加入适
量ＤＥＰＣ水溶解 ＲＮＡ。紫外分光光度计检测 ＲＮＡ
浓度，按照反转录试剂盒说明书得到 ｃＤＮＡ，根据试
剂盒说明书配置 ｑＲＴＰＣＲ反应体系；反应条件为
９５℃ ５ｍｉｎ，９５℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，共循
环４０次。２－ΔΔＣｔ法计算 ｍｉＲ１２４３ｐ、ＫＬＦ６ｍＲＮＡ相
对表达量。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＫＬＦ６、ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｐ２１、
Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达　取各组对数生长期 ＨＬＥＢ３

细胞，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次，以每孔５００μＬ的密度加
入ＲＩＰＡ裂解液，冰上放置５ｍｉｎ，刮取细胞置于１．５
ｍＬ离心管，冰上静置５ｍｉｎ，１２×１０３ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ，收集上清提取蛋白。通过ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电
泳分离蛋白，反应结束后将分离的蛋白凝胶转移至

ＰＶＤＦ膜，５０ｇ·Ｌ－１脱脂奶粉封闭１ｈ，加入蛋白一
抗（稀释比例为１１０００）４℃下孵育２４ｈ，ＴＢＳＴ洗
１０ｍｉｎ×３次，加入蛋白二抗（稀释比例为 １
５０００），ＴＢＳＴ洗１０ｍｉｎ×３次，滴加 ＥＣＬ显影，放入
凝胶成像仪曝光并应用Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件检测条带灰
度值。蛋白相对表达量 ＝目的蛋白条带灰度值／内
参照条带灰度值。

１．２．５　细胞增殖实验　收集转染后各组ＨＬＥＢ３细
胞，置于３７℃、体积分数５％ＣＯ２培养箱，分别于培
养１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ时，１２×１０３ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，
弃上清液，每孔加入５ｇ·Ｌ－１ＭＴＴ溶液２０μＬ，放入
３７℃恒温培养箱内继续培养４ｈ，１２×１０３ｒ·ｍｉｎ－１离
心１０ｍｉｎ，弃上清，每孔加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）１００
μＬ，涡旋振荡后置于全自动酶标仪检测波长为４９０ｎｍ
处各孔光密度值（Ａ值），每组实验均设置３次重复。
１．２．６　细胞凋亡实验　收集各组对数生长期 ＨＬＥ
Ｂ３细胞，２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶消化细胞，预冷ＰＢＳ洗
涤细胞，４℃下２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，弃上清，
加入１ｍＬ结合缓冲液调整细胞浓度为 １００×１０３

个·ｍＬ－１，加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染试剂，
室温下避光孵育２０ｍｉｎ，冰上放置５ｍｉｎ，加入５００
μＬ结合缓冲液，充分混合均匀后放入流式细胞仪检
测细胞凋亡率。

１．２．７　双荧光素酶报告基因实验　靶基因预测库
预测ｍｉＲ１２４３ｐ的靶基因，结果发现 ｍｉＲ１２４３ｐ与
ＫＬＦ６的３’ＵＴＲ存在结合位点，构建野生型ＫＬＦ６的
３’ＵＴＲ（ＷＴＫＬＦ６）质粒，突变型 ＫＬＦ６的 ３’ＵＴＲ
（ＭＵＴＫＬＦ６），收集对数生长期 ＨＬＥＢ３细胞，用含
体积分数１０％胎牛血清及１０ｇ·Ｌ－１青霉素链霉素
混合溶液的ＲＰＭＩ１６４０培养基调整细胞密度为每孔
２００×１０３个，将ＷＴＫＬＦ６、ＭＵＴＫＬＦ６与 ｍｉＲ１２４３ｐ
ｍｉｍｉｃｓ或阴性对照共转染至 ＨＬＥＢ３细胞，放入
３７℃、含体积分数５％ＣＯ２培养箱继续培养４８ｈ，检
测细胞荧光素酶活性。

１．３　统计学方法　本研究数据分析采用ＳＰＳＳ１９．０
统计学软件，结果以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用ｔ检
验，多组间比较采用单因素方差分析。检验水准：

α＝０．０５。

２　结果

２．１　ｍｉＲ１２４３ｐ、ＫＬＦ６在 Ｈ２Ｏ２诱导的人晶状体
上皮细胞ＨＬＥＢ３中的表达　与 ＨＬＥＢ３组细胞相
比，ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２组ＨＬＥＢ３中ｍｉＲ１２４３ｐ表达水
平显著降低（Ｐ＜０．０５），而ＫＬＦ６ｍＲＮＡ及蛋白表达
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水平显著升高（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　ｍｉＲ１２４３ｐ、ＫＬＦ６ｍＲＮＡ和蛋白在Ｈ２Ｏ２诱
导的细胞ＨＬＥＢ３中的表达 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）
组别 ｍｉＲ１２４３ｐ ＫＬＦ６ｍＲＮＡ ＫＬＦ６蛋白
ＨＬＥＢ３组 ０．７９±０．０７ １．０１±０．１０ ０．２７±０．０２
ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２组 ０．３１±０．０３ａ １．３６±０．１４ ０．６４±０．０６ａ

注：与ＨＬＥＢ３组比较，ａＰ＜０．０５

２．２　过表达 ｍｉＲ１２４３ｐ对 Ｈ２Ｏ２诱导的人晶状体
上皮细胞 ＨＬＥＢ３增殖的影响　ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋
ｍｉＲ１２４３ｐ组ＨＬＥＢ３中 ｍｉＲ１２４３ｐ的表达水平显
著高于 ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｍｉＲＮＣ组（Ｐ＜０．０５）。相
较于 ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｍｉＲＮＣ组，ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋
ｍｉＲ１２４３ｐ组 ＨＬＥＢ３细胞活性显著增强（Ｐ＜
００５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋
ｍｉＲ１２４３ｐ组 ＨＬＥＢ３细胞中 ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达
水平与 ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｍｉＲＮＣ组相比显著升高
（Ｐ＜０．０５），而 Ｐ２１蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜
００５）。见表２、表３。
２．３　过表达ｍｉＲ１２４３ｐ对Ｈ２Ｏ２诱导的人晶状体上
皮细胞 ＨＬＥＢ３凋亡的影响　与 ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋
ｍｉＲＮＣ组相比，ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２ ＋ｍｉＲ１２４３ｐ组
Ｈ２Ｏ２诱导的人晶状体上皮细胞ＨＬＥＢ３凋亡率显著
降低（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞凋亡相关蛋
白表达结果显示，ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｍｉＲ１２４３ｐ组
Ｈ２Ｏ２诱导的人晶状体上皮细胞ＨＬＥＢ３中Ｂａｘ蛋白
表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５），而 Ｂｃｌ２蛋白表达水
平显著升高（Ｐ＜０．０５），见表４、图１。

表２　过表达 ｍｉＲ１２４３ｐ对 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＨＬＥＢ３
细胞增殖的影响 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝１８）

组别 ｍｉＲ１２４３ｐ
Ａ值

１２ｈ ２４ｈ ３６ｈ
ＨＬＥＢ３组 ０．９３±０．０９ １．５９±０．１６ １．０７±０．１１ ０．８３±０．０８
ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２组 ０．２６±０．０２ａ ０．８４±０．０８ａ ０．４３±０．０４ａ ０．２７±０．０２ａ

ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｍｉＲＮＣ组 ０．２８±０．０２ ０．８８±０．０８ ０．４１±０．０４ ０．２６±０．０２
ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｍｉＲ１２４３ｐ组 ０．６１±０．０６ｂ １．２８±０．１１ｂ ０．７５±０．０７ｂ ０．４７±０．０４ｂ

注：与ＨＬＥＢ３组比较，ａＰ＜０．０５；与 ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｍｉＲＮＣ组比
较，ｂＰ＜０．０５

２．４　ｍｉＲ１２４３ｐ靶向调控 ＫＬＦ６的表达　双荧光
素酶报告基因检测结果显示，ｍｉＲ１２４３ｐｍｉｍｉｃｓ、野
生型载体ＷＴＫＬＦ６共转染至ＨＬＥＢ３细胞后细胞荧
光素酶活性（０．２７±０．０３）低于阴性对照、ＷＴＫＬＦ６
共转染组（０．９８±０．０８）（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ１２４３ｐ
ｍｉｍｉｃｓ、突变型载体 ＭＵＴＫＬＦ６共转染（１．０１±
００９）与阴性对照、ＭＵＴＫＬＦ６共转染组比较
（０．９６±０．０８），差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
ｑＲＴＰＣＲ与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验分别检测 ｍｉＲ１２４３ｐ
过表达或抑制 ｍｉＲ１２４３ｐ表达后 ＨＬＥＢ３细胞中
ＫＬＦ６ｍＲＮＡ及蛋白表达变化，ｍｉＲ１２４３ｐ过表达后
ＨＬＥＢ３细胞中ＫＬＦ６ｍＲＮＡ及蛋白表达水平均显著
降低（均为 Ｐ＜０．０５），而抑制 ｍｉＲ１２４３ｐ表达后

ＨＬＥＢ３细胞中ＫＬＦ６ｍＲＮＡ及蛋白表达水平均显著
升高（均为Ｐ＜００５）。见表５。

表３　过表达 ｍｉＲ１２４３ｐ对 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＨＬＥＢ３
细胞增殖蛋白表达的影响 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝１８）
组别 ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白 Ｐ２１蛋白

ＨＬＥＢ３组 １．０３±０．１０ ０．１３±０．０１
ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２组 ０．３７±０．０４ａ ０．７４±０．０７ａ

ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｍｉＲＮＣ组 ０．３９±０．０４ ０．７３±０．０７
ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｍｉＲ１２４３ｐ组 ０．８９±０．０８ｂ ０．２６±０．０３ｂ

注：与ＨＬＥＢ３组比较，ａＰ＜０．０５；与 ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｍｉＲＮＣ组比
较，ｂＰ＜０．０５

表４　过表达 ｍｉＲ１２４３ｐ对 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＨＬＥＢ３
细胞凋亡的影响 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）
组别 Ｂａｘ蛋白　 Ｂｃｌ２蛋白　 细胞凋亡率／％　
ＨＬＥＢ３组 ０．２０±０．０２　 ０．９６±０．０９　 ６．６４±０．３５　
ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２组 ０．８８±０．０８ａ ０．２７±０．０３ａ １９．５２±１．３４ａ

ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｍｉＲＮＣ组 ０．８６±０．０８ ０．２９±０．０３ １９．３４±１．２７
ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｍｉＲ１２４３ｐ组 ０．３７±０．０３ｂ ０．７４±０．０７ｂ ７．６６±０．３８ｂ

注：与ＨＬＥＢ３组比较，ａＰ＜０．０５；与 ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｍｉＲＮＣ组比
较，ｂＰ＜００５

图１　过表达 ｍｉＲ１２４３ｐ对 Ｈ２Ｏ２诱导的细胞 ＨＬＥＢ３凋亡蛋白
表达的影响

表５　各组ＫＬＦ６ｍＲＮＡ及蛋白表达比较
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝２４）

组别 ＫＬＦ６ｍＲＮＡ ＫＬＦ６蛋白
ｍｉＲＮＣ组 １．０３±０．１０ ０．６４±０．０６
ｍｉＲ１２４３ｐ组 ０．３６±０．０４ａ ０．１８±０．０２ａ

ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组 ０．３５±０．０４ ０．６５±０．０６
ａｎｔｉｍｉＲ１２４３ｐ组 ０．６９±０．０７ｂ ０．９７±０．０９ｂ

注：与ｍｉＲＮＣ组比较，ａＰ＜０．０５；与ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组比较，ｂＰ＜０．０５

２．５　抑制ＫＬＦ６表达对Ｈ２Ｏ２诱导的人晶状体上皮
细胞 ＨＬＥＢ３增殖、凋亡的影响　ｓｉＫＬＦ６转染至
ＨＬＥＢ３细胞后用 Ｈ２Ｏ２诱导处理结果显示，ＨＬＥ
Ｂ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＫＬＦ６组ＨＬＥＢ３细胞中ＫＬＦ６蛋白表
达水平较 ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ组显著降低（Ｐ＜
０．０５），细胞增殖活性显著增强（Ｐ＜０．０５），细胞凋
亡率显著降低（Ｐ＜０．０５），ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２蛋白表达
水平均显著升高（均为Ｐ＜０．０５），Ｐ２１、Ｂａｘ蛋白表达
水平均显著降低（均为Ｐ＜０．０５），见图２、表６、表７。
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图２　抑制 ＫＬＦ６的表达对 Ｈ２Ｏ２诱导的细胞 ＨＬＥＢ３增殖、凋亡
蛋白表达的影响

表６　抑制ＫＬＦ６的表达对Ｈ２Ｏ２诱导的细胞ＨＬＥ
Ｂ３增殖、凋亡的影响 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝３０）

组别
Ａ值

１２ｈ ２４ｈ ３６ｈ
ＨＬＥＢ３组 １．５７±０．１５ １．０２±０．１０ ０．７７±０．０７
ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２组 ０．８６±０．０８ａ ０．４５±０．０４ａ ０．２３±０．０２ａ

ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ组 ０．８８±０．０８ ０．４６±０．０４ ０．２４±０．０２
ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＫＬＦ６组 １．１９±０．１０ｂ ０．７０±０．０７ｂ ０．４１±０．０４ｂ

注：与ＨＬＥＢ３组比较，ａＰ＜０．０５；与ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ组比较，ｂＰ＜０．０５

２．６　过表达 ＫＬＦ６逆转 ｍｉＲ１２４３ｐ对 Ｈ２Ｏ２诱导
的人晶状体上皮细胞 ＨＬＥＢ３增殖、凋亡的作用　
与 ｍｉＲ１２４３ｐ＋ｐｃＤＮＡ３．１组比较，ｍｉＲ１２４３ｐ＋
ｐｃＤＮＡ３．１ＫＬＦ６组ＨＬＥＢ３细胞增殖活力明显降低
（Ｐ＜０．０５），细胞凋亡率明显升高（Ｐ＜０．０５），能够
明显促进Ｐ２１、Ｂａｘ蛋白表达（均为 Ｐ＜０．０５），显著
抑制ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２表达（均为 Ｐ＜０．０５），见图３、
表８、表９。这表明，过表达ＫＬＦ６可逆转ｍｉＲ１２４３ｐ

表７　抑制ＫＬＦ６的表达对Ｈ２Ｏ２诱导的细胞ＨＬＥＢ３增殖、凋亡蛋白的表达及细胞凋亡率的影响
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３０）

组别 ＫＬＦ６蛋白 ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白 Ｐ２１蛋白 Ｂａｘ蛋白 Ｂｃｌ２蛋白 细胞凋亡率／％
ＨＬＥＢ３ ０．１５±０．０１ ０．９７±０．０９ ０．１６±０．０１ ０．２４±０．０２ ０．８７±０．０９ ７．３６±０．７４
ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２ ０．６６±０．０６ａ ０．４０±０．０４ａ ０．８１±０．０８ａ ０．８４±０．０８ａ ０．２７±０．０３ａ １９．１７±１．３０ａ

ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ ０．６４±０．０６ ０．３９±０．０４ ０．７９±０．０７ ０．８６±０．０８ ０．２９±０．０３ １９．２９±１．３３
ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＫＬＦ６ ０．２９±０．０２ａ ０．７４±０．０７ｂ ０．３３±０．０３ｂ ０．５１±０．０５ｂ ０．６０±０．０６ｂ １１．４６±１．０２ｂ

注：与ＨＬＥＢ３组比较，ａＰ＜０．０５；与ＨＬＥＢ３＋ＨＨ２Ｏ２＋ＨＬＥＢ３＋Ｈ２Ｏ２＋ｍｉＲＮＣ组比较，ｂＰ＜０．０５

图３　过表达ＫＬＦ６环境下ｍｉＲ１２４３ｐ对Ｈ２Ｏ２诱导的细胞ＨＬＥ
Ｂ３增殖、凋亡蛋白表达的影响

对Ｈ２Ｏ２诱导的人晶状体上皮细胞 ＨＬＥＢ３增殖的
促进作用及其对细胞凋亡的抑制作用。

表８　过表达ＫＬＦ６环境下ｍｉＲ１２４３ｐ对 Ｈ２Ｏ２诱
导的细胞ＨＬＥＢ３增殖的影响 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝３６）

组别
细胞活性（Ａ值）

１２ｈ ２４ｈ ３６ｈ

ｍｉＲＮＣ组 ０．８８±０．０８ ０．４６±０．０４ ０．２４±０．０３

ｍｉＲ１２４３ｐ组 １．２８±０．１１ａ ０．７５±０．０７ａ ０．４４±０．０４ａ

ｍｉＲ１２４３ｐ＋ｐｃＤＮＡ３．１组 １．２６±０．１２ ０．７８±０．０７ ０．４５±０．０４

ｍｉＲ１２４３ｐ＋ｐｃＤＮＡ３．１ＫＬＦ６组 １．１０±０．１１ｂ ０．６０±０．０５ｂ ０．３５±０．０３ｂ

注：与ｍｉＲＮＣ组比较，ａＰ＜０．０５；与ｍｉＲ１２４３ｐ＋ｐｃＤＮＡ３．１组比较，ｂＰ＜０．０５

表９　各组ＨＬＥＢ３细胞增殖蛋白表达及细胞凋亡率比较 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝３６）
组别 ＫＬＦ６蛋白 ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白 Ｐ２１蛋白 Ｂａｘ蛋白 Ｂｃｌ２蛋白 细胞凋亡率／％
ｍｉＲＮＣ组 ０．６３±０．０６ ０．３９±０．０４ ０．７３±０．０７ ０．８６±０．０８ ０．２９±０．０３ １９．３４±１．２７
ｍｉＲ１２４３ｐ组 ０．１６±０．０１ａ ０．８９±０．０８ａ ０．２６±０．０３ａ ０．３７±０．０３ａ ０．７４±０．０７ａ ７．６６±０．３８ａ

ｍｉＲ１２４３ｐ＋ｐｃＤＮＡ３．１组 ０．１７±０．０１ ０．９１±０．０９ ０．２８±０．０３ ０．３５±０．０３ ０．７６±０．０７ ７．６１±０．３８
ｍｉＲ１２４３ｐ＋ｐｃＤＮＡ３．１ＫＬＦ６组 ０．４２±０．０４ｂ ０．６８±０．０６ｂ ０．５３±０．０５ｂ ０．６２±０．０６ｂ ０．５４±０．０５ｂ １２．６３±０．８１ｂ

注：与ｍｉＲＮＣ组比较，ａＰ＜０．０５；与ｍｉＲ１２４３ｐ＋ｐｃＤＮＡ３．１组比较，ｂＰ＜０．０５

３　讨论

年龄相关性白内障是损害视力甚至导致失明的

重要原因，随着年龄的增长，白内障发生率逐渐升

高，白内障会严重降低患者的生活质量［９］。氧化应

激反应可参与白内障发生及发展过程，已有研究表

明Ｈ２Ｏ２可诱导人晶状体上皮细胞凋亡，但其具体作
用机制尚未完全阐明［１０］。还有研究发现，ｍｉＲＮＡ可
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参与细胞增殖、凋亡及氧化应激等多种病理过程，同

时发现ｍｉＲＮＡ表达异常与白内障等年龄相关性疾
病的发生及发展密切相关［１１］。因此，阐明ｍｉＲＮＡ在
白内障发生及发展过程中的作用，并探讨其是否可

拮抗氧化应激相关的晶状体上皮细胞凋亡，可为揭

示白内障发病机制奠定一定的理论基础。

ｍｉＲ１２４３ｐ可通过靶向ＳＴＡＴ３表达而降低氧化
应激反应，进而减弱 ＭＰＰ＋诱导的神经元损伤［１２］。

Ｗｕ等［１３］研究表明，白内障晶状体样本中抗氧化基

因ｍｉＲ１２４３ｐ表达下调，靶向促氧化基因的３’ＵＴＲ
并且还可以结合抗氧化基因的 ＴＡＴＡ盒区域，进而
参与白内障发生，但其具体作用机制尚未完全阐明。

Ｄｏｎｇ等［１４］研 究表明，ｍｉＲ１２４３ｐ可通过调节
ＡＮＡＸ５在６羟基多巴胺诱导的帕金森病细胞模型
中发挥神经保护作用。Ｗｅｉ等［１５］研究表明，ｍｉＲ
１２４３ｐ表达水平降低可能是引发白内障的主要作用
机制之一。本研究发现，Ｈ２Ｏ２诱导的人晶状体上皮
细胞ＨＬＥＢ３中 ｍｉＲ１２４３ｐ表达水平显著降低，说
明Ｈ２Ｏ２可降低人晶状体上皮细胞 ＨＬＥＢ３中 ｍｉＲ
１２４３ｐ的表达。本研究还发现，上调 ｍｉＲ１２４３ｐ表
达可促进ＨＬＥＢ３细胞增殖并抑制细胞凋亡。提示
ｍｉＲ１２４３ｐ可通过促进人晶状体上皮细胞增殖并抑
制其凋亡进而参与白内障发生过程。同时本研究进

一步检测发现，ｍｉＲ１２４３ｐ过表达后 ＨＬＥＢ３细胞
中ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２表达水平明显升高，而 Ｐ２１、Ｂａｘ
表达水平明显降低。ＣｙｃｌｉｎＤ１是 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信
号通路的核内靶基因之一，并可调控细胞增殖，Ｃｙｃ
ｌｉｎＤ１表达水平升高可通过促进细胞周期向 Ｓ期转
换进而促进细胞进入分裂期导致晶状体上皮细胞增

殖，而Ｐ２１高表达可抑制 ＣｙｃｌｉｎＤ１与 ＣＤＫ结合，进
而抑制细胞周期进展最终影响白内障发生［１６］。已

有研究表明，促进Ｂｃｌ２蛋白表达及抑制Ｂａｘ蛋白表
达可抑制线粒体凋亡途径，进而抑制Ｈ２Ｏ２诱导的晶
状体上皮细胞凋亡，从而减轻 Ｈ２Ｏ２诱导的氧化损
伤［１７］。提示ｍｉＲ１２４３ｐ过表达可通过影响细胞增
殖及凋亡相关蛋白表达而抑制 Ｈ２Ｏ２诱导的晶状体
上皮细胞凋亡并促进细胞增殖。

有研究报道指出，ＫＬＦ６可调控细胞增殖、分化
及凋亡等多种生理或病理过程［１８］。白内障患者术

后其房水内部环境可发生改变，细胞上皮标志蛋白

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平降低可促使晶状体上皮细胞迁
移进而增加白内障并发症的发生率，ＫＬＦ６高表达可
通过影响细胞上皮间质转化进程，进而促进ＴＧＦβ２
诱导的晶状体上皮细胞纤维化过程，沉默ＫＬＦ６表达
可保护晶状体上皮细胞［１９］。本研究结果表明，Ｈ２Ｏ２
诱导的人晶状体上皮细胞中 ＫＬＦ６的表达水平显著
升高，抑制 ＫＬＦ６表达后细胞增殖能力明显增强，而
细胞凋亡能力明显受到抑制，并可明显促进 Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１、Ｂｃｌ２蛋白表达及抑制 Ｐ２１、Ｂａｘ蛋白表达，说明
沉默ＫＬＦ６可通过影响细胞增殖及凋亡相关蛋白表

达进而促进Ｈ２Ｏ２诱导的人晶状体上皮细胞增殖并
抑制其凋亡。同时双荧光素酶报告基因实验证明，

ＫＬＦ６是 ｍｉＲ１２４３ｐ的靶基因，为验证 ｍｉＲ１２４３ｐ
是否通过抑制 ＫＬＦ６表达而发挥对人晶状体上皮细
胞的保护作用，将 ｍｉＲ１２４３ｐｍｉｍｉｃｓ与 ｐｃＤＮＡ３．１
ＫＬＦ６共转染至 ＨＬＥＢ３细胞，结果发现共转染后明
显抑制 ＨＬＥＢ３细胞增殖并促进细胞凋亡，说明
Ｈ２Ｏ２诱导的人晶状体上皮细胞ＨＬＥＢ３增殖及凋亡
过程中ｍｉＲ１２４３ｐ与ＫＬＦ６均发挥了一定的调控作
用。提示ｍｉＲ１２４３ｐ可通过抑制靶基因ＫＬＦ６表达
进而促进 Ｈ２Ｏ２诱导的人晶状体上皮细胞 ＨＬＥＢ３
增殖并抑制其凋亡。

综上所述，特异性上调人晶状体上皮细胞中

ｍｉＲ１２４３ｐ的表达可通过抑制 ＫＬＦ６表达而提高细
胞的抗氧化能力，进而抑制或减缓白内障发生及发

展过程。本研究结果有助于全面了解ｍｉＲ１２４３ｐ对
晶状体上皮细胞增殖及凋亡的调控作用，为靶向调

控ｍｉＲ１２４３ｐ表达而预防白内障发生及发展提供了
一定的理论依据。
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