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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

作者简介：李晶（ＯＲＣＩＤ：０００００００２
４２０５２０１５），女，１９７９年 ８月出生，
吉林辽源人。研究方向：基础医学

研究。Ｅｍａｉｌ：１８７９０９９９６６９＠１６３．
ｃｏｍ
通信作者：曾卫娟（ＯＲＣＩＤ：０００９
００００２４７７６０１２），女，１９８０年１０月
出生，湖北武汉人，博士，主治医师。

研究方向：眼科疾病。Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎ
ｊｉｅ１９７４１０＠１６３．ｃｏｍ

收稿日期：２０２３０９２２
修回日期：２０２４０１０５
本文编辑：付中静

△基金项目：国家卫生健康委“十三

五”规划全国重点课题（编号：ＹＹ
ＷＳ２３３０）
作者单位：４５７０００　河南省濮阳市，
濮阳医学高等专科学校（李晶）；

４３００６２　湖北省武汉市，武汉大学
中南医院眼科（曾卫娟）

【摘要】　目的　探讨长链非编码ＲＮＡＨＡＧＬＲ（ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ）是否可通过靶向调控微
小ＲＮＡ６２５５ｐ（ｍｉＲ６２５５ｐ）表达而影响脂多糖（ＬＰＳ）诱导的视网膜色素上皮（ＲＰＥ）细胞
凋亡、炎症因子表达，为揭示视网膜病变机制奠定实验基础。方法　将ＬＰＳ诱导人视网膜
色素上皮细胞（ＡＲＰＥ１９）设为ＬＰＳ组，正常培养的 ＡＲＰＥ１９细胞设为 Ｃｏｎ组。实时荧光
定量聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）检测 ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ、ｍｉＲ６２５５ｐ表达水平。根据转染物
不同分为 ＬＰＳ＋ｓｈＮＣ组、ＬＰＳ＋ｓｈＨＡＧＬＲ组、ＬＰＳ＋ｍｉＲＮＣ组、ＬＰＳ＋ｍｉＲ６２５５ｐ组、
ＬＰＳ＋ｓｈＨＡＧＬＲ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组、ＬＰＳ＋ｓｈＨＡＧＬＲ＋ａｎｔｉｍｉＲ６２５５ｐ组。采用流式细胞
术检测细胞凋亡率；ＥＬＩＳＡ法检测白细胞介素６（ＩＬ６）、白细胞介素１β（ＩＬ１β）水平；验证
ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ、ｍｉＲ６２５５ｐ靶向关系；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测活化的半胱氨酸天冬氨酸特异性
蛋白酶３（ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３）、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９蛋白水平。结果　与 Ｃｏｎ组比较，ＬＰＳ组
ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ表达水平升高，ｍｉＲ６２５５ｐ表达水平降低（均为 Ｐ＜０．０５），细胞凋亡率，
ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９蛋白水平，ＩＬ６、ＩＬ１β水平均升高（均为Ｐ＜０．０５）。与
ＬＰＳ＋ｓｈＮＣ组比较，ＬＰＳ＋ｓｈＨＡＧＬＲ组细胞凋亡率，ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９
蛋白水平，ＩＬ６、ＩＬ１β水平均降低（均为Ｐ＜０．０５）；ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ可负向调控 ｍｉＲ６２５
５ｐ表达水平（Ｐ＜０．０５）。与 ＬＰＳ＋ｍｉＲＮＣ组比较，ＬＰＳ＋ｍｉＲ６２５５ｐ组 ｍｉＲ６２５５ｐ表达
水平升高，细胞凋亡率，ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９蛋白水平，ＩＬ６、ＩＬ１β水平均降
低（均为Ｐ＜０．０５）。与ＬＰＳ＋ｓｈＨＡＧＬＲ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组比较，ＬＰＳ＋ｓｈＨＡＧＬＲ＋ａｎｔｉｍｉＲ
６２５５ｐ组ｍｉＲ６２５５ｐ表达水平降低，细胞凋亡率，ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９蛋白水
平，ＩＬ６、ＩＬ１β水平均升高（均为Ｐ＜０．０５）。结论　干扰ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ表达可通过靶向
调控ｍｉＲ６２５５ｐ表达抑制细胞凋亡、炎症因子表达，以减轻ＬＰＳ诱导的ＡＲＰＥ１９细胞损伤。
【关键词】　长链非编码ＲＮＡＨＡＧＬＲ；微小ＲＮＡ６２５５ｐ；脂多糖；视网膜色素上皮细胞；细
胞凋亡；炎症

【中图分类号】　Ｒ７７４．１

　　视网膜色素上皮（ＲＰＥ）细胞处于神经视网膜、
脉络膜之间，可维持光感受器存活、视网膜内环境稳

定，参与血视网膜屏障、黄斑免疫防御等，其病变可
引起年龄相关性黄斑变性等视网膜病［１２］。因而明

确ＲＰＥ细胞损伤机制，有助于保护视网膜功能，以防
视网膜疾病发生发展。长链非编码 ＲＮＡ（ＬｎｃＲＮＡ）
可通过染色体重塑、转录后加工等方式调节基因表

达，其差异表达可调控眼部疾病发生发展。研究发

现，ＬｎｃＲＮＡ可调节ＲＰＥ细胞生理功能，影响视网膜
疾病发展进程［３４］。ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ可与内源性
ＲＮＡ竞争性结合微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ），在炎症反应、
心肌细胞凋亡等过程中发挥调控作用［５］。但 Ｌｎ
ｃＲＮＡＨＡＧＬＲ与视网膜病变相关研究报道相对较
少。ＳｔａｒＢａｓｅ预测显示，ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ与微小
ＲＮＡ６２５５ｐ（ｍｉＲ６２５５ｐ）存在结合位点。但关于
ｍｉＲ６２５５ｐ对ＲＰＥ细胞损伤的研究报道较少。因
此，本研究旨在探讨 ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ是否可通过靶
向调控ｍｉＲ６２５５ｐ表达参与ＲＰＥ细胞损伤过程，为
揭示视网膜病变机制及临床治疗奠定实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
人视网膜色素上皮细胞（ＡＲＰＥ１９）购自上海启

达生物公司；脂多糖（ＬＰＳ）购自上海碧云天生物公
司；阴性对照（ｓｈＮＣ）、ＨＡＧＬＲ慢病毒短发夹 ＲＮＡ
（ｓｈＨＡＧＬＲ）、阴性对照 ｍｉｍｉｃＮＣ序列（ｍｉＲＮＣ）、
ｍｉＲ６２５５ｐ寡核苷酸模拟物（ｍｉＲ６２５５ｐｍｉｍｉｃｓ）、
特异性寡核苷酸抑制剂阴性对照（ａｎｔｉｍｉＲＮＣ）、
ｍｉＲ６２５５ｐ特异性寡核苷酸抑制剂（ａｎｔｉｍｉＲ６２５
５ｐ）购自广州锐博生物公司；ｐｃＤＮＡ、ｐｃＤＮＡＨＡＧＬＲ
购自上海吉玛生物公司；双荧光素酶活性检测试剂

盒、野生型载体（ＷＴＨＡＧＬＲ）、突变型载体（ＭＵＴ
ＨＡＧＬＲ）购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；Ｔｒｉｚｏｌ试剂、转染试
剂ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ购自美
国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；反转录试剂盒、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试剂
盒购自北京天根生化公司；凋亡检测试剂盒、蛋白裂

解液购自江苏凯基生物公司；白细胞介素６（ＩＬ６）、
白细胞介素１β（ＩＬ１β）检测试剂盒购自上海酶研生

·８７１· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
眼 科新进展　２０２４年３月　第４４卷　第３期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．４４Ｎｏ．３Ｍａｒｃｈ２０２４



物公司；兔抗人活化的半胱氨酰天冬氨酸特异性蛋

白酶 ３（ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３）抗体、兔抗人活化的
ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９抗体、内参 ＧＡＰＤＨ、二抗购自美国
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。
１．２　方法　
１．２．１　实验分组

ＡＲＰＥ１９细胞采用含有体积分数１０％胎牛血清
的ＤＭＥＭ培养基培养，取对数生长期细胞接种于２４
孔板（每孔２×１０５个），加入１０ｍｇ·Ｌ－１ＬＰＳ孵育
２４ｈ［６］，记为ＬＰＳ组。设置正常培养的 ＡＲＰＥ１９细
胞作为Ｃｏｎ组。采用脂质体转染法将ｓｈＮＣ、ｓｈＨＡ
ＧＬＲ、ｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ６２５５ｐｍｉｍｉｃｓ、ｓｈＨＡＧＬＲ＋ａｎｔｉ
ｍｉＲＮＣ、ｓｈＨＡＧＬＲ＋ａｎｔｉｍｉＲ６２５５ｐ分别转染至
ＡＲＰＥ１９细胞，用１０ｍｇ·Ｌ－１ＬＰＳ孵育２４ｈ，依次分
别记为 ＬＰＳ＋ｓｈＮＣ组、ＬＰＳ＋ｓｈＨＡＧＬＲ组、ＬＰＳ＋
ｍｉＲＮＣ组、ＬＰＳ＋ｍｉＲ６２５５ｐ组、ＬＰＳ＋ｓｈＨＡＧＬＲ＋
ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组、ＬＰＳ＋ｓｈＨＡＧＬＲ＋ａｎｔｉｍｉＲ６２５５ｐ
组，各组处理完成后收集细胞并进行后续实验。

１．２．２　实时荧光定量聚合酶链反应
收集各组ＡＲＰＥ１９细胞后采用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取

细胞总ＲＮＡ，反转录合成 ｃＤＮＡ，采用试剂盒标准三
步法进行实时荧光定量聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）扩
增，ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ以 ＧＡＰＤＨ为内参，ｍｉＲ６２５５ｐ
以Ｕ６为内参，采用相对定量法２－ΔΔＣｔ计算。
１．２．３　流式细胞术检测细胞凋亡率

取各组ＡＲＰＥ１９细胞加入预冷 ＰＢＳ洗涤，之后
加入５００μＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ悬浮液，４℃条件下细胞
悬液转移至ＥＰ管，经１５００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗涤２次，加入２００μＬ结合缓冲液，加入５μＬＡｎ
ｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ，振荡混匀，室温避光孵育１５ｍｉｎ，加入
１０μＬＰＩ染色液，振荡混匀，室温避光孵育１０ｍｉｎ，
加入４００μＬ结合缓冲液，涡旋振荡器中持续振荡
１０ｍｉｎ，过滤，应用流式细胞仪及应用 Ｃｅｌｌａｕｅｓｔ软件
检测各组细胞凋亡率。

１．２．４　ＥＬＩＳＡ法检测炎症因子水平
收集各组ＡＲＰＥ１９细胞（４×１０５个·ｍＬ－１），取

细胞悬液加入２４孔板（每孔５００μＬ），经３０００ｒ·
ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ后取上清液，采用 ＥＬＩＳＡ法检测
ＩＬ６、ＩＬ１β水平：收集各组细胞培养基，从冰箱中取
出ＥＬＩＳＡ试剂盒，若试剂盒内洗涤液出现结晶吸出，
需放入恒温水浴锅内溶解，取细胞培养于室温条件，

经２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，ＩＬ６标准品稀释浓
度：２４０、１６０、８０、４０、２０、０ｎｇ·Ｌ－１，ＩＬ１β标准品稀释
浓度：１２０、８０、４０、２０、１０、０ｎｇ·Ｌ－１，设置不加样品孔
与酶标试剂的空白对照孔，待测样品孔内加入样品

稀释液４０μＬ、上清液１０μＬ，水浴锅升温至３７℃，酶
标板封板，置于３７℃水浴锅内孵育３０ｍｉｎ后检测。
１．２．５　双荧光素酶报告实验

采用 ＳｔａｒＢａｓｅ预测显示 ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ、ｍｉＲ
６２５５ｐ存在结合位点，以结合位点为模板进行扩增，

插入 ｐｍｉｒＧＬＯ载体，分别构建 ＷＴＨＡＧＬＲ、ＭＵＴ
ＨＡＧＬＲ，同时取对数生长期ＡＲＰＥ１９细胞接种于２４
孔板，将上述载体分别与 ｍｉＲＮＣ或 ｍｉＲ６２５５ｐ
ｍｉｍｉｃｓ共转染至ＡＲＰＥ１９细胞，４８ｈ后收集细胞并
检测荧光素酶活性。

１．２．６　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、
ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９蛋白表达水平

收集各组 ＡＲＰＥ１９细胞加入 ＲＩＰＡ裂解液，冰
上孵育３０ｍｉｎ后离心取上清，采用ＢＣＡ法检测蛋白
浓度，蛋白变性５ｍｉｎ后行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶分离，转
膜后采用脱脂奶粉（３７℃）封闭 ９０ｍｉｎ，加入
ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３（１８００）、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９（１
８００）一抗、内参 ＧＡＰＤＨ抗体（１１０００）稀释液在
４℃ 条件下孵育过夜，次日加入二抗稀释液（１
５０００）后室温下孵育９０ｍｉｎ，显色曝光后应用ＩｍａｇｅＪ
软件分析各条带灰度值。

１．３　统计学方法
采用ＳＰＳＳ２５．０软件分析数据，计量资料以珋ｘ±ｓ

表示，两组间比较采用独立样本 ｔ检验，多组间比较
采用单因素方差分析，两两比较采用 ＬＳＤｔ检验，检
验水准：α＝０．０５。

２　结果　

２．１　ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ和ｍｉＲ６２５５ｐ在ＬＰＳ诱导
的ＡＲＰＥ１９细胞中的表达

Ｃｏｎ组、ＬＰＳ组 ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ表达水平分别
为１．００±０．００、３．７１±０．２９，ｍｉＲ６２５５ｐ表达水平分
别为１．００±０．００、０．４２±０．０５，与 Ｃｏｎ组比较，ＬＰＳ
组ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ表达水平升高，ｍｉＲ６２５５ｐ表达
水平降低（均为Ｐ＜０．０５）。
２．２　干扰 ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ表达对 ＬＰＳ诱导的
ＡＲＰＥ１９细胞损伤的影响

Ｃｏｎ组、ＬＰＳ组、ＬＰＳ＋ｓｈＮＣ组、ＬＰＳ＋ｓｈＨＡ
ＧＬＲ组细胞凋亡率，ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白水平，ＩＬ６、ＩＬ１β水平差异均有统计
学意义（均为 Ｐ＜０．０５）。与 Ｃｏｎ组比较，ＬＰＳ组细
胞凋亡率，ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９蛋白
水平，ＩＬ６、ＩＬ１β水平均升高（均为 Ｐ＜０．０５）。与
ＬＰＳ＋ｓｈＮＣ组比较，ＬＰＳ＋ｓｈＨＡＧＬＲ组细胞凋亡
率，ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９蛋白水平，
ＩＬ６、ＩＬ１β水平均降低（均为Ｐ＜０．０５）（表１）。
２．３　ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ靶向调控 ｍｉＲ６２５５ｐ的
表达

ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ基因序列上存在 ｍｉＲ６２５５ｐ
结合位点（图 １）。ｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ６２５５ｐｍｉｍｉｃｓ与
ＷＴＨＡＧＬＲ共转染后荧光素酶活性分别为１．０８±
０．０７、０．３４±０．０４，ｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ６２５５ｐｍｉｍｉｃｓ与
ＭＵＴＨＡＧＬＲ共转染后荧光素酶活性分别为１．０６±
０．０９、１．０４±０．０８。与 ｍｉＲＮＣ、ＷＴＨＡＧＬＲ共转染
相比，ｍｉＲ６２５５ｐｍｉｍｉｃｓ、ＷＴＨＡＧＬＲ共转染后荧光
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素酶活性明显降低（Ｐ＜０．０５）。与 ｍｉＲＮＣ、ＭＵＴ
ＨＡＧＬＲ共转染相比，ｍｉＲ６２５５ｐｍｉｍｉｃｓ与 ＭＵＴ
ＨＡＧＬＲ共转染后荧光素酶活性差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ可负向调控 ｍｉＲ６２５
５ｐ表达（Ｐ＜０．０５）（表２）。

表１　ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ对ＡＲＰＥ１９细胞损伤的影响 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
组别 ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ 细胞凋亡率／％ ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９蛋白 ＩＬ６／（ｎｇ·Ｌ－１） ＩＬ１β／（ｎｇ·Ｌ－１）
Ｃｏｎ组 １．００±０．００ ５．２５±０．６３ ０．１２±０．０２ ０．０８±０．０１ ８．７４±０．６９ １５．９６±１．３９
ＬＰＳ组 ３．８５±０．４１ ２６．７４±２．４６ ０．６４±０．０５ ０．５８±０．０５ ２３．４８±３．０１ ７２．４８±６．８３

ＬＰＳ＋ｓｈＮＣ组 ３．８８±０．３９ ２７．０５±２．５２ ０．６６±０．０４ ０．５９±０．０４ ２４．１７±２．５９ ７３．０４±７．２９
ＬＰＳ＋ｓｈＨＡＧＬＲ组 １．６９±０．１７＃ ９．６３±０．８７＃ ０．１９±０．０２＃ ０．１４±０．０２＃ １１．６３±１．７４＃ ２８．６１±２．７２＃

Ｆ ７５．４９６ １１４．５３０ ２０２．１８４ １９７．８０４ ３９．５３２ ９６．３２７
Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：与Ｃｏｎ组比较，Ｐ＜０．０５；与ＬＰＳ＋ｓｈＮＣ组比较，＃Ｐ＜０．０５。

图１　ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ的序列中含有与ｍｉＲ６２５５ｐ互
补的核苷酸序列

２．４　ｍｉＲ６２５５ｐ过表达对 ＬＰＳ诱导的 ＡＲＰＥ１９
细胞损伤的影响

与 ＬＰＳ＋ｍｉＲＮＣ组比较，ＬＰＳ＋ｍｉＲ６２５５ｐ组
ｍｉＲ６２５５ｐ表达水平升高，细胞凋亡率及 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９蛋白水平，ＩＬ６、ＩＬ１β水

平均降低（均为Ｐ＜０．０５）（表３）。

表２　ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ调控ｍｉＲ６２５５ｐ的表达
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

指标 ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ ｍｉＲ６２５５ｐ
ｐｃＤＮＡ １．００±０．００ １．００±０．００
ｐｃＤＮＡＨＡＧＬＲ ４．０５±０．３６ ０．５３±０．０５

ｓｈＮＣ １．０２±０．０８ ０．９９±０．０８
ｓｈＨＡＧＬＲ ０．２９±０．０３＃ ３．１１±０．２７＃

Ｆ ２４５．８６１ １９６．０３３
Ｐ ０．０００ ０．０００

　　注：与ｐｃＤＮＡ比较，Ｐ＜０．０５；与ｓｈＮＣ比较，＃Ｐ＜０．０５。

表３　ｍｉＲ６２５５ｐ对ＡＲＰＥ１９细胞损伤的影响 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
组别 ｍｉＲ６２５５ｐ 细胞凋亡率／％ ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９蛋白 ＩＬ６／（ｎｇ·Ｌ－１） ＩＬ１β／（ｎｇ·Ｌ－１）
ＬＰＳ＋ｍｉＲＮＣ组 １．００±０．００ ２８．１６±２．３３ ０．６５±０．０６ ０．５７±０．０５ ２５．６８±２．３９ ７６．８９±８．０５
ＬＰＳ＋ｍｉＲ６２５５ｐ组 ３．６７±０．３８ １１．４５±１．３７ ０．２３±０．０３ ０．１９±０．０２ １６．７２±１．４２ ３３．４１±３．５７
ｔ １１．８９６ １０．７０８ １０．８４４ １２．２２２ ５．５８２ ８．５５２
Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．００５ ０．００１

２．５　下调 ｍｉＲ６２５５ｐ表达可逆转干扰 ＬｎｃＲＮＡ
ＨＡＧＬＲ表达对 ＬＰＳ诱导的 ＡＲＰＥ１９细胞损伤的
影响

与 ＬＰＳ＋ｓｈＨＡＧＬＲ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组比较，

ＬＰＳ＋ｓｈＨＡＧＬＲ＋ａｎｔｉｍｉＲ６２５５ｐ组ｍｉＲ６２５５ｐ表
达水平降低，细胞凋亡率及 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、
ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９蛋白水平，ＩＬ６、ＩＬ１β水平均升高
（均为Ｐ＜０．０５）（表４）。

表４　ｓｈＨＡＧＬＲ与ａｎｔｉｍｉＲＮＣ共转染对ＡＲＰＥ１９细胞损伤的影响 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
组别 ｍｉＲ６２５５ｐ 细胞凋亡率／％ ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９蛋白 ＩＬ６／（ｎｇ·Ｌ－１）ＩＬ１β／（ｎｇ·Ｌ－１）
ＬＰＳ＋ｓｈＨＡＧＬＲ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组 １．００±０．００ ８．４３±０．８１ ０．１８±０．０２ ０．１３±０．０２ １０．５８±１．１４ ２５．５２±２．４６

ＬＰＳ＋ｓｈＨＡＧＬＲ＋ａｎｔｉｍｉＲ６２５５ｐ组 ０．２６±０．０３ ２０．５２±２．３６ ０．５７±０．０５ ０．５１±０．０４ １９．７５±１．６３ ６３．１９±５．７２
ｔ ４２．７２４ ８．３９３ １２．５４４ １４．７１７ ７．９８５ １０．４７９

Ｐ ０．０００ ０．００１ ０．０００ ０．０００ ０．００１ ０．０００

３　讨论

视网膜病变机制可能与炎症、氧化应激等有关，

ＡＲＰＥ细胞炎症损伤可降低其吞噬功能，促使未消化
碎片处于胞浆内，并沉积于基底膜、Ｂｒｕｃｈ膜后形成
玻璃膜疣，促使新生血管形成，进而发展为视网膜病

变，ＬＰＳ可作为视网膜病变炎症细胞模型的刺激
物［７］。因而本研究选用 ＬＰＳ构建 ＡＲＰＥ１９细胞损
伤模型。既往研究显示，ＬｎｃＲＮＡ在 ＬＰＳ诱导的

ＡＲＰＥ细胞损伤中可发挥调控作用，并可参与年龄相
关性黄斑变性等视网膜病变发生发展过程［８］。

目前 ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ在 ＬＰＳ诱导的 ＡＲＰＥ１９
细胞中表达趋势尚未明确，本研究结果显示，ＬＰＳ诱
导的ＡＲＰＥ１９细胞中 ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ表达水平升
高。既往研究表明，ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ在 ＬＰＳ诱导的
神经细胞中表达上调，敲低其表达可抑制 ＬＰＳ诱导
的神经细胞炎症、神经元凋亡，并可靶向调节 ｍｉＲ
１８２５ｐ／ＡＴＡＴ１表达，而 ＡＴＡＴ１又可激活 ＮＬＲＰ３炎
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症小体加重神经细胞损伤［９］。ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ可靶
向调控 ｍｉＲ１３０ａ３ｐ表达促进 ＩＬ１β诱导的软骨细
胞凋亡，沉默其表达可抑制炎症因子分泌，减少细胞

凋亡，减轻软骨细胞炎症损伤，而 ｍｉＲ１３０ａ３ｐ可直
接靶向 ＪＡＫ１参与软骨细胞损伤过程［１０］。ＬｎｃＲＮＡ
ＨＡＧＬＲ可调节 ｍｉＲ２０４／ＣＤＫ５Ｒ１表达促进周围神
经损伤［１１］。由此推测，ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ表达水平升
高可能引起组织或细胞损伤。同时本研究发现，ＬＰＳ
处理后细胞凋亡率及 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白水平升高，与既往研究结果类似［１２］。

Ｃａｓｐａｓｅ在细胞凋亡信号转导中发挥调节作用，线粒
体膜电位变化可促进细胞色素 Ｃ释放至细胞质，激
活Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｃａｓｐａｓｅ３，导致细胞凋亡［１３］。本研究

结果表明，干扰 ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ表达后细胞凋亡率
降低，通过对凋亡蛋白研究，证实 ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ
具有促凋亡作用，提示 ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ可能作为视
网膜病变临床治疗的潜在靶点。炎症反应与视网膜

病变发生发展密切相关，而 ＡＲＰＥ１９细胞受到外界
刺激后可产生多种炎症因子，可激活 Ｃａｓｐａｓｅ途径，
促使细胞凋亡［１４］。本研究选取检测 ＬｎｃＲＮＡＨＡ
ＧＬＲ对ＬＰＳ诱导的 ＡＲＰＥ１９细胞外分泌炎症因子
ＩＬ６、ＩＬ１β水平变化，用于判别 ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ是
否可通过调节炎症因子形成以调节炎症反应，结果

发现，ＬＰＳ诱导的 ＡＲＰＥ１９细胞中 ＩＬ６、ＩＬ１β水平
升高，而干扰 ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ后 ＩＬ６、ＩＬ１β水平降
低，提示干扰 ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ表达可抑制炎症因子
分泌，阻断炎症反应相关 ＡＲＰＥ１９细胞凋亡。其作
用机制可能与 ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ调节 ｍｉＲ１８２５ｐ／
ＡＴＡＴ１、ｍｉＲ１３０ａ３ｐ／ＪＡＫ１、ｍｉＲ２０４／ＣＤＫ５Ｒ１表达
有关。

本研究证实 ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ可靶向结合 ｍｉＲ
６２５５ｐ，并负向调控ｍｉＲ６２５５ｐ表达，这也是本研究
创新之处。ｍｉＲ６２５５ｐ在ＬＰＳ诱导的急性肺损伤模
型中呈低表达，上调其表达可抑制 ＮＦκＢｐ６５蛋白
表达，发挥抗炎作用，以减轻急性肺损伤［１５１６］。本研

究结果显示，ＬＰＳ诱导的 ＡＲＰＥ１９细胞中 ｍｉＲ６２５
５ｐ表达水平降低，提示ｍｉＲ６２５５ｐ水平降低可能促
进ＡＲＰＥ１９细胞损伤。由此推测，ｍｉＲ６２５５ｐ水平
降低可促进炎症因子释放，加重 ＬＰＳ诱导的 ＡＲＰＥ
１９细胞损伤。本研究进一步分析发现，ｍｉＲ６２５５ｐ
过表达可抑制细胞凋亡、炎症因子分泌，而下调其表

达可减弱干扰 ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ表达对 ＡＲＰＥ１９细
胞的损伤作用，提示 ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ可能通过靶向
调控ｍｉＲ６２５５ｐ表达参与 ＬＰＳ诱导的 ＡＲＰＥ１９细
胞损伤过程。

４　结论

ＬＰＳ诱导的 ＡＲＰＥ１９细胞中 ＬｎｃＲＮＡＨＡＧＬＲ
表达上调，ｍｉＲ６２５５ｐ表达下调，干扰 ＬｎｃＲＮＡＨＡ
ＧＬＲ表达可通过靶向调节 ｍｉＲ６２５５ｐ表达，降低细

胞凋亡率、炎症因子表达水平，进而减轻ＡＲＰＥ１９细
胞损伤，但关于 ｍｉＲ６２５５ｐ是如何调控下游靶基因
表达尚需进一步探究。
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