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【摘要】　目的　探讨ｍｉＲ２２４５Ｐ在糖尿病视网膜病变（ＤＲ）患者中的表达变化及其在高
糖诱导的人视网膜色素上皮细胞（ＡＲＰＥ１９）中的作用和机制。方法　抽取 ＤＲ患者及健
康人群各６名的外周血，ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ２２４５Ｐ相对表达量。将正常培养的 ＡＲＰＥ１９
细胞随机分成高糖组（给予３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１高糖）、高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ组（转染１００
ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ后给予３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１高糖）、高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组
（转染１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｍｉＲ２２４５Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后给予３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１高糖）、高糖＋ＯＥＩＬ６ＳＴ组
（转染１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＯＥＩＬ６ＳＴ后给予３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１高糖）和高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ＋
ＯＥＩＬ６ＳＴ组（转染１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ和１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＯＥＩＬ６ＳＴ后给予３０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１高糖），ＣＣＫ８检测细胞活力，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞迁移率，双荧光素酶实验验证
ｍｉＲ２２４５Ｐ与ＩＬ６ＳＴ的靶向关系，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＩＬ６ＳＴ、ＰＪＡＫ及 ＰＳＴＡＴ蛋白表达，
ＥＬＩＳＡ检测细胞中ＩＬ１β、ＩＬ６及 ＴＮＦα蛋白表达水平。通过过表达 ＩＬ６ＳＴ进一步验证
ｍｉＲ２２４５Ｐ是否通过ＩＬ６ＳＴ／ＪＡＫ／ＳＴＡＴ通路发挥作用。结果　ＤＲ患者外周血中ｍｉＲ２２４
５ＰｍＲＮＡ相对表达量显著低于健康人群（Ｐ＜０．００１）。与高糖组相比，高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐ
ｍｉｍｉｃｓ组细胞活力、细胞迁移率增高，高糖＋ｍｉＲ２２４５Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞活力、细胞迁移率
降低（均为Ｐ＜０．００１）。双荧光素酶实验检测结果证实 ＩＬ６ＳＴ是 ｍｉＲ２２４５Ｐ调控的靶基
因。与高糖组相比，高糖＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ组细胞的 ＩＬ６ＳＴ蛋白表达水平降低，ＰＪＡＫ
和ＰＳＴＡＴ蛋白表达水平升高（均为Ｐ＜０．０５）；高糖＋ｍｉＲ２２４５Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞的ＩＬ６ＳＴ
蛋白表达水平升高（Ｐ＜０．０５），ＰＪＡＫ和 ＰＳＴＡＴ蛋白表达水平降低（均为 Ｐ＜０．０５）。与
高糖组相比，高糖＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ组细胞的 ＩＬ１β、ＩＬ６及 ＴＮＦα蛋白表达水平均下
降（均为Ｐ＜０．０１），高糖＋ｍｉＲ２２４５Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞的ＩＬ１β、ＩＬ６及ＴＮＦα蛋白表达水
平均显著上升（均为Ｐ＜０．０１）。高糖＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ＋ＯＥＩＬ６ＳＴ组细胞活力和细胞迁
移率均较高糖＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ组显著降低（均为Ｐ＜０．００１）。与高糖＋ＯＥＩＬ６ＳＴ组相
比，高糖＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ＋ＯＥＩＬ６ＳＴ组细胞的ＰＪＡＫ和ＰＳＴＡＴ蛋白表达水平均升高
（均为 Ｐ＜０．００１）；与高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ组相比，高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ＋ＯＥ
ＩＬ６ＳＴ组细胞的 ＰＪＡＫ和 ＰＳＴＡＴ蛋白表达水平均降低（均为 Ｐ＜０．００１）。结论　ｍｉＲ

２２４５Ｐ在ＤＲ患者血液中表达降低，过表达ｍｉＲ２２４５Ｐ可降低高糖引起的炎症因子表达，并可通过ＩＬ６ＳＴ／ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路
增加高糖诱导的ＡＲＰＥ１９细胞活力及细胞迁移率，从而调控ＤＲ的发生和发展。
【关键词】　糖尿病视网膜病变；ｍｉＲ２２４５Ｐ；ＩＬ６ＳＴ／ＪＡＫ／ＳＴＡＴ通路
【中图分类号】　Ｒ７７４．１

　　糖尿病视网膜病变（ＤＲ）是工作年龄人群失明
的主要原因［１］。ＤＲ发生机制被认为是高血糖通过
多种生化机制促进血管功能障碍和神经炎症，这些

生化机制包括增加细胞因子和生长因子表达、激活

氧化应激、激活多元醇途径、增加晚期的糖基化和脂

氧化终产物、导致血流动力学变化及白细胞停滞

等［２３］。微小核糖核酸（ｍｉＲＮＡ）是一类广泛存在于
动物界的转录后基因抑制因子家族，广泛参与各种

环境中基因表达的调控［４］。ｍｉＲＮＡ在ＤＲ中具有明
显的分化表达，对 ＤＲ的发生发展具有重要作
用［５７］。ｍｉＲ２２４５Ｐ在正常人体组织中多处表达，其
异常表达与许多疾病相关。前期的多项研究表明，

ｍｉＲ２２４５Ｐ是肝细胞癌［８］、胰腺导管腺癌［９］及非小

细胞肺癌［１０］等肿瘤性疾病发生和发展的关键因素。

在眼部疾病中，ｍｉＲ２２４５Ｐ通过靶向葡萄膜黑色素
瘤中 ＰＩＫ３Ｒ３／ＡＫＴ３抑制细胞的增殖、迁移和侵
袭［１１］；ＬｎｃＲＮＡＰＬＣＤ３ＯＴ１可以作为ＣｅＲＮＡ通过海
绵ｍｉＲ２２４５Ｐ和调节 ＰＬＣＤ３的表达来预防年龄相
关性白内障［１２］。而对 ｍｉＲ２２４５Ｐ在 ＤＲ中的表达
变化及在ＤＲ发生发展中发挥的作用研究较少。因
此，本研究聚焦 ｍｉＲ２２４５Ｐ在 ＤＲ中的作用，探讨
ｍｉＲ２２４５Ｐ对 ＤＲ发生发展的影响，分析该作用是
否与ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路有关，为ＤＲ的诊断和治疗
提供新的途径和思路。

１　材料与方法　

１．１　材料　
１．１．１　实验标本　选取２０２１年６月至２０２２年３月
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在内蒙古包钢医院眼科确诊为 ＤＲ的患者及同期来
我院体检中心体检的健康人群各６例，采集纳入研
究者的空腹肘静脉血各５ｍＬ，放入－８０℃低温冰箱
中保存备用。ＤＲ患者年龄５５～８０（６６．０±８．４）岁，
其中男２例，女４例，糖尿病病程为６～３０（１６．２±
８．８）年；健康人群年龄４２～７６（６３．０±１１．８）岁，其
中男３例，女３例。ＤＲ患者与健康人群的年龄及性
别构成差异均无统计学意义（Ｐ＝０．６２３、０．０８３）。
ＤＲ患者纳入标准：（１）所有研究对象长期居住于本
地；（２）年龄为５５～８０岁。排除标准：（１）伴有除糖
尿病外的其他严重的全身性疾病者；（２）合并有青光
眼、葡萄膜炎、黄斑变性等其他眼部疾病者。本研究

符合《赫尔辛基宣言》原则，并经内蒙古包钢医院伦

理委员会批准（批号：２０２１ＭＥＲ０４１）。纳入研究者
均知情同意，并已签署知情同意书。

１．１．２　细胞与主要实验试剂　人视网膜色素上皮
细胞（ＡＲＰＥ１９）购自上海雅吉公司；ＲＮＡ抽提试剂
盒、反转录试剂盒及反转录引物均由上海生工生物

工程有限公司提供；慢病毒、质粒及 ｓｉＲＮＡ的构建均
由上海华大公司提供；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００试剂盒由
美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司提供；ＣＣＫ８试剂盒及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
试剂盒由美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司提供；ＰｒｏｍｅｇａＤｕａｌＬｕｃｉｆ
ｅｒａｓｅｓｙｓｔｅｍ试剂盒由美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司提供；一抗、
二抗试剂由英国 Ａｂｃａｍ公司提供；ＥＬＩＳＡ试剂盒由
上海联迈公司提供。

１．２　方法　
１．２．１　ＲＴｑＰＣＲ检测血液中 ｍｉＲ２２４５Ｐ表达情
况　ＤＲ患者和健康人群空腹外周血解冻后，Ｔｒｉｚｏｌ
法抽提总 ＲＮＡ，将 ｍｉＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ，按照
９５℃ １０ｍｉｎ、９５℃ １０ｓ、６０℃ ６０ｓ，４０个循环进行
ＰＣＲ扩增，通过２－△△ＣＴ法对外周血中ｍｉＲ２２４５Ｐ的
表达情况进行分析。引物序列：ｍｉＲ２２４５Ｐ上游引
物为５’ＧＧＴＣＣＴＡＡＧＴＣＡＣＴＡＧＴＧＧＴＴＣＣＧＴ
Ｔ３’，下游引物为５’ＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧ
Ｔ３’；内参基因 Ｕ６上游引物为 ５’ＣＧＣＡＣＴＴＴＡ
ＣＧＧＣＴＡＣＣＴＣＴ３’；下游引物为 ５’ＣＧＣＣＣＣ
ＡＧＡＣＴＧＡＡＡＡＡＧＡＣ３’。
１．２．２　细胞培养及分组处理　ＡＲＰＥ１９细胞使用
含体积分数１０％ＦＢＳ和１０ｇ·Ｌ－１青链霉素的专用
完全培养基，于３７℃、含体积分数５％ ＣＯ２培养箱
中培养，取对数生长期细胞用于实验。将细胞随机

分组为高糖组、高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ组和高
糖＋ｍｉＲ２２４５Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组。其中，高糖组：细胞用
含３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１高糖培养基培养４８ｈ；高糖 ＋ｍｉＲ
２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ组和高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细
胞使用 １００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００分别将
１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ或１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１

ｍｉＲ２２４５Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染至细胞中，６ｈ后置于含３０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１的高糖培养基中培养４８ｈ。

另外，将正常培养的 ＡＲＰＥ１９细胞随机分成高

糖组、高糖＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ组、高糖＋ＯＥＩＬ６ＳＴ
组和高糖＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ＋ＯＥＩＬ６ＳＴ组来验证
ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ是否通过 ＩＬ６ＳＴ／ＪＡＫ／ＳＴＡＴ通路
发挥作用。其中，高糖＋ＯＥＩＬ６ＳＴ组和高糖＋ｍｉＲ
２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ＋ＯＥＩＬ６ＳＴ组使用１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００分别将１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＯＥＩＬ６ＳＴ
或１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ和１００ｎｍｏｌ·
Ｌ－１ＯＥＩＬ６ＳＴ转染至细胞中，６ｈ后置于含３０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１的高糖培养基中培养４８ｈ。
１．２．３　ＣＣＫ８检测细胞活力　将 ＡＲＰＥ１９细胞按
照每孔２×１０３个接种到９６孔板中，培养箱中培养４
ｈ，分组处理后向每孔中加１０μＬＣＣＫ８溶液，培养
箱中孵育５ｄ，分别于孵育１ｄ、２ｄ、３ｄ、４ｄ及５ｄ的
同一时间点用酶标仪测定在 ４５０ｎｍ处的吸光度。
每组设置２个复孔，实验重复３次，取平均值统计。
１．２．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞迁移实验　在２４孔板中放
入小室，加１００μＬ无血清培养基到小室内，培养箱
放置２ｈ后移去培养基。加６００μＬ含体积分数２０％
ＦＢＳ培养基到下室内。胰蛋白酶消化处于对数生长
期的各组细胞，用含体积分数２％ ＦＢＳ的低血清培
养基重悬，用无血清培养基稀释细胞悬液，使每孔接

种细胞数为５０×１０３个，每个小室中加细胞悬液１００
μＬ。在细胞培养箱中培养 ２４ｈ。棉拭子轻轻移去未
转移细胞，室温下４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定２０ｍｉｎ。
用４００μＬ吉姆萨染色 ５ｍｉｎ，去离子水适度漂洗，倒
置显微镜下观察并拍照。

１．２．５　双荧光素酶实验验证 ｍｉＲ２２４５Ｐ与 ＩＬ６ＳＴ
的靶向关系 　 通过 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔａｒ
ｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ）及 ＭｉＲＷＡＬＫ网站 （ｈｔｔｐ：／／ｍｉｒｗａｌｋ．
ｕｍｍ．ｕｎｉｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ）预测 ｍｉＲ２２４５Ｐ可能的靶
基因，并从中挑选 ＩＬ６ＳＴ为候选靶基因进行实验验
证。构建ＩＬ６ＳＴ基因野生型（ｗｔ）及突变型（ｍｕｔ）质
粒载体，使用ｐｃＤＮＡ３．１编码萤火虫荧光素酶，ｐｈＲＧ
编码海肾荧光素酶为阴性对照。将 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞
和目的质粒分别加入 ９６孔板，在细胞密度达到
５０％～７０％时使用０．３μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００进行
细胞转染。实验分为阴性对照＋ＩＬ６ＳＴｗｔ组（转染１
ｐｍｏＬ阴性对照及 ０．１μｇＩＬ６ＳＴ３’ＵＴＲｗｔ）、ｍｉＲ
２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ＋ＩＬ６ＳＴｗｔ组（转染１ｐｍｏＬｍｉＲ２２４
５Ｐｍｉｍｉｃｓ及０．１μｇＩＬ６ＳＴ３’ＵＴＲｗｔ）、阴性对照＋
ＩＬ６ＳＴｍｕｔ组（转染 １ｐｍｏＬ阴性对照及 ０１μｇ
ＩＬ６ＳＴ３’ＵＴＲｍｕｔ）、ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ＋ＩＬ６ＳＴｍｕｔ
（转染１ｐｍｏＬｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ及０．１μｇＩＬ６ＳＴ
３’ＵＴＲｍｕｔ）４组。转染４８ｈ后，各组细胞分别取出
２５μＬ置于９６孔板中（每孔１×１０５个细胞），加入
ＤｕａｌＧｌｏＲｅａｇｅｎｔ７５μＬ室温静置１０ｍｉｎ，测定Ｆｉｒｅ
ｆｌｙｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ值为报告基因发光值；加入７５μＬＳｔｏｐ
＆Ｇｌｏ Ｒｅａｇｅｎｔ，室温静置１０ｍｉｎ后测定 Ｒｅｎｉｌｌａｌｕ
ｃｉｆｅｒａｓｅ值为内参值。统计分析相对荧光值变化，明
确ｍｉＲ２２４５Ｐ对 ＩＬ６ＳＴ的调控作用。
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１．２．６　ＲＴｑＰＣＲ检测各组细胞ＩＬ６ＳＴ基因的内源
性表达　各组细胞用 Ｔｒｉｚｏｌ法抽提总 ＲＮＡ，质控后
将ｍｉＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ，检测各组细胞中 ＩＬ６ＳＴ
相对表达量。引物序列：ＩＬ６ＳＴ上游引物为５’ＡＣＧ
ＡＡＴＧＧＣＡＧＣＡＴＡＣＡＣ３’，下游引物为 ５’ＡＧＣ
ＡＡＡＣＡＧＧＣＡＣＧＡＣＴＡ３’；ＧＡＰＤＨ上游引物为
５’ＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡＣＣＣＡ３’，下游引物
为５’ＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡ３’。
１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞 ＩＬ６ＳＴ、ＰＪＡＫ
及ＰＳＴＡＴ蛋白相对表达　高糖组、高糖＋ｍｉＲ２２４
５Ｐｍｉｍｉｃｓ组、高糖＋ｍｉＲ２２４５Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、高糖＋
ＯＥＩＬ６ＳＴ组和高糖＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ＋ＯＥＩＬ６ＳＴ
组细胞加 １６０μＬ细胞裂解液进行总蛋白的抽提，
ＢＣＡ法进行总蛋白定量。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法以
ＧＡＰＤＨ为内参，检测各组细胞 ＩＬ６ＳＴ、ＰＪＡＫ及 Ｐ
ＳＴＡＴ蛋白表达水平，使用ＩｍａｇｅＪ行定量计算。
１．２．８　ＥＬＩＳＡ检测各组细胞ＩＬ１β、ＩＬ６及ＴＮＦα
蛋白表达水平　将１００μＬ标准品及高糖组、高糖 ＋
ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ组和高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组细胞加入反应孔中，封板后于３７℃孵箱孵育９０
ｍｉｎ，分别加入１００μＬ生物素化抗体工作液、１００μＬ
酶结合物工作液封板孵育６０ｍｉｎ及３０ｍｉｎ，再加入
１００μＬ显色底物至反应孔中，封板后于３７℃避光显
色１５ｍｉｎ，加入５０μＬ终止液后即刻用酶标仪在４５０
ｎｍ波长下测定吸光度（ＯＤ），通过标准曲线计算样
品中ＩＬ１β、ＩＬ６及ＴＮＦα含量。
１．３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２５．０和 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ８．０进行统计分析，数据均进行正态分布及方
差齐性检验，不符合正态分布者采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和
检验，差异显著时使用ＬＳＤ检验进行多重比较分析；
符合正态分布者采用 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较进行 ｔ
检验，多组间比较采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）。
检验水准：α＝０．０５。

２　结果　

２．１　ＤＲ患者及健康人群外周血中 ｍｉＲ２２４５Ｐ的
相对表达量比较　ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示，ＤＲ患者
外周血中ｍｉＲ２２４５ＰｍＲＮＡ相对表达量为０．４２１±
０．０７９，显著低于健康人群（０．９７３±０．２４９），差异有
统计学意义（Ｐ＜０．００１）。
２．２　ｍｉＲ２２４５Ｐ对细胞活力及迁移的影响　ＣＣＫ
８检测结果显示，与高糖组相比，高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐ
ｍｉｍｉｃｓ组细胞活力增高，高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组细胞活力降低（Ｐ＜０．００１）（图１）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
结果显示，高糖组、高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ组、高
糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞迁移率分别为
１．０００％±０．０８０％、２．４８０％±０．０５９％、０．５９０％ ±
０．０５３％，高糖＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ组细胞迁移率较
高糖组明显升高（Ｐ＜０．００１），高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ组细胞迁移率较高糖组明显降低（Ｐ＜０．００１）。

图１　各组ＡＲＰＥ１９细胞活力　

２．３　ｍｉＲ２２４５Ｐ与ＩＬ６ＳＴ的靶向关系验证　通过
软件预测 ｍｉＲ２２４５Ｐ与 ＩＬ６ＳＴ之间有结合位点
（图２）。双荧光素酶实验结果显示，ｍｉＲ２２４５Ｐ
ｍｉｍｉｃｓ＋ＩＬ６ＳＴｗｔ组细胞相对荧光素酶活性
（０．００６±０．０００）低于阴性对照 ＋ＩＬ６ＳＴｗｔ组
（０．０１１±０．０００）（Ｐ＜０．００１），ｍｉＲ２２４５Ｐ显著下调
野生型荧光素酶活性的表达，提示两者间存在结合

作用。突变后，ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ＋ＩＬ６ＳＴｍｕｔ组细
胞相对荧光素酶活性（０．００９±０．０００）与阴性对照＋
ＩＬ６ＳＴｍｕｔ组（０．０１１±０．０００）相比，差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５），提示 ｍｉＲ２２４５Ｐ不能下调突变型荧
光素酶活性的表达，突变成功后两者间不存在结合

作用。ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示，与阴性对照 ＋ＩＬ６ＳＴ
ｗｔ组（１．００３±０．０９３）相比，ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ＋
ＩＬ６ＳＴｗｔ组细胞的 ＩＬ６ＳＴｍＲＮＡ表达水平（０．４０８±
０．０７０）显著降低（Ｐ＜０．００１），进一步验证 ｍｉＲ２２４
５Ｐ与ＩＬ６ＳＴ的相互作用关系。

图２　ｍｉＲ２２４５Ｐ在ＩＬ６ＳＴｍＲＮＡ３’ＵＴＲ的结合位点
及突变位点示意图　

２．４　ｍｉＲ２２４５Ｐ对 ＩＬ６ＳＴ、ＰＪＡＫ及 ＰＳＴＡＴ蛋
白表达水平的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与
高糖组相比，高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ组细胞的
ＩＬ６ＳＴ蛋白表达水平降低，ＰＪＡＫ和 ＰＳＴＡＴ蛋白表
达水平升高（均为Ｐ＜０．０５）；高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ组细胞的ＩＬ６ＳＴ蛋白表达水平升高，ＰＪＡＫ和
ＰＳＴＡＴ蛋白表达水平降低（均为Ｐ＜０．０５）（图３）。
２．５　ｍｉＲ２２４５Ｐ对 ＩＬ１β、ＩＬ６及 ＴＮＦα蛋白表
达水平的影响　ＥＬＩＳＡ检测结果显示，与高糖组相
比，高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ组细胞的 ＩＬ１β、ＩＬ６
及ＴＮＦα蛋白表达水平均显著降低，而高糖 ＋ｍｉＲ
２２４５Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞的ＩＬ１β、ＩＬ６及 ＴＮＦα蛋白
表达水平均显著上升（均为Ｐ＜０．０１）（图４）。
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图３　各组 ＡＲＰＥ１９细胞的 ＩＬ６ＳＴ、ＰＪＡＫ和 ＰＳＴＡＴ
蛋白表达　与高糖组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１。

图４　各组ＡＲＰＥ１９细胞炎症因子的表达情况　与高
糖组相比，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１。

２．６　过表达ＩＬ６ＳＴ可以逆转ｍｉＲ２２４５Ｐ对高糖诱
导ＡＲＰＥ１９细胞的影响　ＣＣＫ８和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测
结果显示：高糖组、高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ组、高
糖＋ＯＥＩＬ６ＳＴ组和高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ＋ＯＥ
ＩＬ６ＳＴ组 ＡＲＰＥ１９细胞活力分别为 ２．６３４％ ±
１．１４２％、３．１８６％±１．５２５％、１．９３８％ ±０．６２９％、
２．６９９％±１．１９８％，细胞迁移率分别为 ０．９９０％ ±
０．０２０％、１．３９０％±０．０２４％、０．４４０％ ±０．０１６％、
０．４８０％±０．０２０％。与高糖组相比，高糖＋ｍｉＲ２２４
５Ｐｍｉｍｉｃｓ组细胞活力和细胞迁移率均显著升高，高
糖＋ＯＥＩＬ６ＳＴ组细胞活力和细胞迁移率均显著降
低（均为Ｐ＜０．００１）；与高糖组相比，高糖 ＋ｍｉＲ２２４
５Ｐｍｉｍｉｃｓ＋ＯＥＩＬ６ＳＴ组细胞活力升高，细胞迁移率
降低（均为Ｐ＜０．００１）；高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ＋
ＯＥＩＬ６ＳＴ组细胞活力和迁移率均较高糖 ＋ｍｉＲ２２４
５Ｐｍｉｍｉｃｓ组显著降低（均为 Ｐ＜０．００１）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果显示，与高糖组相比，高糖 ＋ｍｉＲ２２４
５Ｐｍｉｍｉｃｓ组细胞的ＰＪＡＫ和ＰＳＴＡＴ蛋白表达水平
均升高（均为Ｐ＜０．０５）；高糖 ＋ＯＥＩＬ６ＳＴ组细胞的
ＰＪＡＫ和 ＰＳＴＡＴ蛋白表达水平均显著降低（均为
Ｐ＜０．００１）；与高糖组相比，高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐ
ｍｉｍｉｃｓ＋ＯＥＩＬ６ＳＴ组细胞的 ＰＪＡＫ和 ＰＳＴＡＴ蛋白
表达水平均降低（均为 Ｐ＜０．００１）；与高糖 ＋ＯＥ

ＩＬ６ＳＴ组相比，高糖＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ＋ＯＥＩＬ６ＳＴ
组细胞的ＰＪＡＫ和ＰＳＴＡＴ蛋白表达水平均升高（均
为Ｐ＜０．００１）；与高糖＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ组相比，
高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ＋ＯＥＩＬ６ＳＴ组细胞的 Ｐ
ＪＡＫ和 ＰＳＴＡＴ蛋白表达水平均降低（均为 Ｐ＜
０．００１）（图５）。

图５　过表达ＩＬ６ＳＴ对各组ＡＲＰＥ１９细胞的ＩＬ６ＳＴ、Ｐ
ＪＡＫ和ＰＳＴＡＴ蛋白表达的影响　

３　讨论

ＤＲ是与持续高血糖相关的一种慢性、进行性、
潜在危害视力的视网膜微血管疾病，其发生的分子

机制错综复杂，涉及氧化应激、炎症、新生血管、视网

膜神经节细胞死亡和胶质细胞活性的改变等［１３］。

有研究发现，ｍｉｃｒｏＲＮＡ在ＤＲ中可以调节炎症、氧化
应激及神经变性这几种病理过程的分子相互作用和

信号通路［１４］。Ｂｅｃｋｅｒ等［１５］研究显示，ｍｉＲ２２４５Ｐ是
与ＤＲ相关的重要 ＲＮＡ分子，在 ＤＲ患者死后视网
膜样本中富集并显著降低。本研究发现，ｍｉＲ２２４
５Ｐ在 ＤＲ患者血液中表达显著低于健康对照人群，
提示ｍｉＲ２２４５Ｐ可能参与调控ＤＲ的发生发展。

视网膜色素上皮（ＲＰＥ）是神经视网膜和脉络膜
区域之间的单层细胞屏障，可以调节视网膜营养物

质代谢、分泌生长因子促进视网膜和脉络膜生长、吞

噬衰老的感光细胞外膜［１６］。有研究显示，在高糖诱

导的 ＡＲＰＥ１９细胞中，ｍｉＲ４５５５Ｐ可通过上调血管
内皮生长因子及转化生长因子显著增强细胞活

力［１７］。本实验以ｍｉＲ２２４５Ｐ过表达／抑制质粒干预
处理高糖诱导的 ＡＲＰＥ１９细胞，结果发现，过表达
ｍｉＲ２２４５Ｐ可增加细胞活力和迁移率，而抑制 ｍｉＲ
２２４５Ｐ后细胞活力和迁移率降低，提示 ｍｉＲ２２４５Ｐ
可以增加高糖诱导的 ＡＲＰＥ１９细胞活力及迁移率，
也许可以成为ＤＲ的治疗靶点。
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ＤＲ的发生已经证实与炎症有关［１８］。本研究结

果显示，过表达 ｍｉＲ２２４５Ｐ可降低高糖诱导的
ＡＲＰＥ１９细胞中 ＩＬ１β、ＩＬ６及 ＴＮＦα的表达，而抑
制ｍｉＲ２２４５Ｐ可增加上述炎症因子表达，表明 ｍｉＲ
２２４５Ｐ可以抑制 ＤＲ的炎症反应。本研究进一步探
究了ｍｉＲ２２４５Ｐ可能的作用机制。经典 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ
信号通路是细胞功能的中心通讯节点之一，在视网

膜的损伤和再生反应、神经胶质细胞的增殖以及星

形胶质细胞的分化、视网膜微血管内皮细胞的损伤

过程中是一个重要信号“枢纽”［１９］，在 ＤＲ发病中也
有重要作用。ＩＬ６ＳＴ是一种信号受体亚基，编码膜糖
蛋白１３０（ＧＰ１３０），作用于 ＩＬ６家族细胞因子［２０］。

ＩＬ６ＳＴ能通过 ＪＡＫＳＴＡＴ途径转导，其中受体相关
ＪＡＫ（即 ＪＡＫ１、ＪＡＫ２和 ＴＹＫ２）激活潜在转录因子
ＳＴＡＴ１、ＳＴＡＴ３和 ＳＴＡＴ５的募集和活化［２１］。研究发

现，ＩＬ６／ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３信号通路与许多炎症性疾病和
癌症有关［２２］。同时，部分研究已证明，ＩＬ６／ＪＡＫ／
ＳＴＡＴ信号转导途径也通过与细胞 ｍｉＲＮＡ的复杂相
互作用发挥作用［２３］。本研究通过双荧光素酶实验

证实了ＩＬ６ＳＴ是 ｍｉＲ２２４５Ｐ调控的靶基因，并且与
阴性对照组相比，过表达 ｍｉＲ２２４５Ｐ后 ＩＬ６ＳＴ的
ｍＲＮＡ表达水平显著降低，两者呈负相关，说明ｍｉＲ
２２４５Ｐ可以通过负调控 ＩＬ６ＳＴ影响 ＤＲ进程。我们
进一步探究了 ｍｉＲ２２４５Ｐ是否通过 ＩＬ６ＳＴ／ＪＡＫ／
ＳＴＡＴ信号通路在高糖诱导的 ＡＲＰＥ１９细胞中发挥
作用。结果显示，过表达 ｍｉＲ２２４５Ｐ降低 ＩＬ６ＳＴ的
蛋白水平，而增加了下游分子ＰＪＡＫ和ＰＳＴＡＴ蛋白
水平。抑制ｍｉＲ２２４５Ｐ使ＩＬ６ＳＴ的蛋白表达水平升
高，ＰＪＡＫ和 ＰＳＴＡＴ的蛋白水平下降。通过过表达
ＩＬ６ＳＴ进一步验证发现，与高糖＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ
组相比，高糖 ＋ｍｉＲ２２４５Ｐｍｉｍｉｃｓ＋ＯＥＩＬ６ＳＴ组
ＡＲＰＥ１９细胞活力和细胞迁移率均显著降低，且 Ｐ
ＪＡＫ和ＰＳＴＡＴ的蛋白表达水平降低。这表明 ｍｉＲ
２２４５Ｐ在高糖诱导的 ＡＲＰＥ１９细胞中是通过活化
ＩＬ６ＳＴ／ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路发挥作用的。本研究结
果中ＰＪＡＫ和ＰＳＴＡＴ的蛋白表达水平变化，与 Ｆｉｅ
ｂｅｌｋｏｗ等［２４］研究认为的 ＩＬ６受体激活 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ
信号通路引起的 ＰＪＡＫ和 ＰＳＴＡＴ的蛋白表达水平
变化不同。Ｄａｒｎｅｌｌ等［２５］研究显示，５０多种细胞因子
和生长因子可以作用于 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路引起 Ｐ
ＪＡＫ和ＰＳＴＡＴ的蛋白表达水平发生变化，本实验研
究结果可能是由于多种细胞因子综合作用表现出的

结果，详细机制有待后续进一步研究。

综上所述，本研究发现，ｍｉＲ２２４５Ｐ在 ＤＲ患者
血液中表达降低，过表达 ｍｉＲ２２４５Ｐ可降低高糖引
起的炎症因子表达，并可通过 ＩＬ６ＳＴ／ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信
号通路增加高糖诱导的 ＡＲＰＥ１９细胞活力及迁移
率，从而调控 ＤＲ的发生和发展。后续我们将进一
步研究ｍｉＲ２２４５Ｐ增加 ＲＰＥ细胞活力及迁移率对
ＤＲ的可能作用，并验证其他ｍｉＲＮＡ在ＤＲ发生发展

中的具体表达机制，为 ＤＲ的分子标记物研究提供
新的思路和依据。
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