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Abstract
誗Corneal neovascularization (CNV) is one of the most
important causes that affecting corneal transparency, and
it is a high risk factor of allogeneic corneal graft rejection.
It has become a research focus for the regulation of CNV.
microRNAs are a class of endogenous non - protein -
coding micromolecule RNAs which play a critical role in
regulating a series of life process. Researches in recent
years show a close correlation between microRNA and
CNV. In this article we reviewed the recent advances in
these researches.
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摘要
角膜新生血管(corneal neovascularization)是影响角膜透明
度的主要因素之一,也是同种异体角膜移植术后发生排斥
反应的高危因素,因此角膜新生血管形成的调控已成为研
究热点。 microRNA 是一组内源性非编码小分子 RNA,在
调控多种生物进程中起重要作用。 近年来研究表明,
microRNA 与角膜新生血管形成有着紧密联系,本文将对
目前的研究情况进行综述。
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0 引言
摇 摇 正常角膜组织无血管,这一特性可保持角膜的高度透
明度,当角膜遇到外伤、缺氧、炎症等多种有害刺激时,可
表现出异常的血管新生即角膜新生血管(CNV),CNV 都
伴有角膜透明度的减退或丧失,引起视力下降甚至失明,
这也是最常见的致盲原因之一。 新生血管的形成可能与
血管内皮生长因子 ( vascular endothelial growth factor,
VEGF) 、色素上皮衍生因子( pigment epithelium-derived
factor,PEDF) 、血小板衍生因子、转化生长因子、胰岛素样
生长 因 子 等 多 种 因 子 有 关。 最 新 研 究 表 明, 一 些
microRNA( miRNA)参与角膜新生血管的调控,其中一部
分 miRNA 对新生血管有促进作用,一部分抑制血管新生。
本文对促进血管新生及抑制血管新生的 miRNA 分别进行
综述,这可能成为治疗角膜新生血管的新的突破口。
1 microRNA
摇 摇 microRNA(miRNA)是一组平均由 20 ~ 22 个核苷酸
(NTS)组成的小的单链 RNA。 到目前为止,已有超过
1400 个人类 miRNA 序列被发现。 microRNA 对靶基因的
调控具有“多向性冶,一种 microRNA 可以调控多种不同基
因通路中的蛋白质翻译过程[1]。 其工作原理是通过诱导
降解或翻译抑制从而导致基因沉默的特定 mRNA 的转录
后调节。 在大多数真核生物中,miRNA 是在细胞核内进
行编码并在 RNA 聚合酶域的作用形成初级 miRNA,然后
再经 Drosha-DGCR8 复合体的作用下形成含有 60 ~ 70 个
核苷酸的发夹状结构的前体 miRNA。 前体 miRNA 通过
Exprotin5 复合物。 近年来发现在基因调控中 microRNA
发挥重要作用,在许多种类的哺乳动物的组织和器官均有
不同程度表达,且它的异常表达已被证实与多种疾病密切
相关[2]。 miRNA 在血管系统的存在尤其丰富,这可能是
与新生血管生成相关的疾病发生发展的重要介质。 所以
对 miRNA 的研究可能成为治疗角膜新生血管的新
策略[1]。
2 microRNA在血管生成中的作用
摇 摇 2005 年 Yang 等[3]通过分析纯合子小鼠 Dicer 亚等位
基因(一种 micro 成熟所必需的酶)首次证实 microRNA 与
血管的生成有着密不可分的关系。 研究发现,Dicer 缺陷
的小鼠血管生成减少,并且这些小鼠在胚胎第 12. 5 ~
14郾 5d 死亡。 2008 年,Suarez 等[4] 进一步运用 2 只内皮细
胞特异性的 Dicer 基因敲除小鼠的模型发现 Dicer 敲除小
鼠的血管表型与同系正常小鼠相比并无显著差异,但将血
管内皮生长因子 A 注射到小鼠耳朵或缺血肢体时,Dicer
缺陷小鼠的血管生成明显减少。
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摇 摇 在调控血管生成中起作用的,主要包括促进血管新生
的 miRNAs 和抑制血管新生的 miRNAs。 例如: miR -
126[5,6],microRNA-210[7],microRNA-424[8]等具有促新生
血管生成作用。 而 miR-31[9],miR-150[9],miR-221 / 222[10]等
具有抑制新生血管形成的作用。 2006 年,Poliseno 等在血
管内皮生长因子(VEGF) 和碱性成纤维细胞生长因子
(bFGF)的刺激下,miRNA-126 主要通过作用于多种功能
蛋白(如与血管新生密切相关的软脂酰化磷蛋白-Sprouty
相关蛋白家族),调节血管新生和维持血管的完整性。
Wang 等[5]敲除小鼠体内目标 microRNA-126,可致小鼠血
管完整性破坏,血管劈裂,甚至胚胎死亡。 而 Nicoli 等[6]

在主动脉弓发育试验中发现血流机械流动刺激保守的机
械敏感锌指蛋白转录因子 kif2a,诱导内皮特异性的
microRNA(miR-126)的表达,进而激活 VEGF 信号,引发
血管新生。 表明 microRNA-126 有促进血管新生作用。
同样,在组织细胞缺氧情况下,内皮细胞中 microRNA-210
以及 microRNA-424 表达显著增高,Fasanaro 等[7] 发现缺
氧能促进内皮细胞中 miR-210 表达逐渐增多,常氧细胞
中过表达 miR-210 能促进 VEGF 诱导的细胞迁移和基质
胶上管腔形成。 在缺氧状态下 microRNA-424 主要通过
与 Cullin-2 基因的 3蒺-UTR 端结合,抑制 Cullin-2 蛋白表
达,降低 E3 连接酶的合成,从而稳定和促进 HIF-1琢 / HIF-
2琢 在内皮细胞的表达。 而 HIF-1琢 / HIF-2琢 是缺氧组织形
成新生血管不可或缺的细胞调节因子[8]。 而与此相反,过
表达的 miR-221 / 222 可抑制干细胞因子(SCF)与其受体 c-
kit 从而抑制血管新生。 将 miR-221 / 222 转染血管内皮细
胞致高表达,其小管形成、迁移等能力明显被抑制[10]。 相
反,在敲除斑马鱼体内 miR-221 可促进血管新生[6]。 2011
年,Kovacs 等[11]用实时定量 RT-PCR 方法证明了早期糖尿
病大鼠视网膜及视网膜内皮细胞 miR - 31 表达增加。
Shen 等[9]将 miR-31,miR-150 前体及 miR-31 前体注射
入氧诱导视网膜病变小鼠(OIR 小鼠)模型中,其视网膜
血管新生减少。 证明 miR-31 和 miR-150 对视网膜新生
血管的形成具有显著调节作用,其机制可能分别通过与其
靶标 PDGF-B,HIF-1琢 和 VEGF,PDGF-B 结合,抑制其表
达,从而减少血管新生。
3 microRNA与角膜新生血管
摇 摇 角膜新生血管是影响角膜透明度的主要因素之一,是
外伤、缺氧、炎症或多种有害刺激后的一种常见反应。 许
多 miRNA 被证明有调节角膜血管新生的作用。 Ryan
等[12]用 NCodeTM 多物种 miRNA 芯片证明至少有 30 种
miRNA 在成年鼠角膜中表达,角膜上皮中表达最高的是
miR-184。 毛旖旎等[13]运用缝线法诱导大鼠角膜血管新
生,利用 microRNA 芯片技术和生物信息学的方法,筛选
出角膜缘新生血管大鼠模型的差异表达谱。 明显差异表
达 microRNA 为 16 个,其中上调 10 个,下调 6 个。 明显上
调的 microRNA 有:miR-142,miR-146,miR-21,miR-223,
miR-214,miR-199, miR-483,miR-322,miR-126 miR-
1224;明显下调的有 miR-30e,miR-101,miR-184,miR-
200c,miR-200b,miR-204。 其中与 VEGF 信号通路密切
相关的有 10 个,特别是 miR-142,miR-200 和 miR-322 表
达差异在角膜缘新生血管的发生过程中可能起着较为重
要的作用。 此外,国内外研究发现,microRNA - 132[14],
microRNA-184,microRNA-204 等与角膜新生血管有着密
切联系。

3. 1 microRNA-132 与角膜新生血管 摇 Mulik 等[14] 建立
HSV-1 感染大鼠角膜后形成角膜新生血管模型,在不同
时间段收集组织进行检测,运用实时荧光定量核酸扩增检
测系 统 量 化 miRNAs 来 检 测 在 HSV 感 染 角 膜 后 的
microRNA-132 的表达水平,miR-132 水平在感染第 2d 明
显增加,并在第 7d 和第 14d 达到峰值。 未感染组在同一
时间段的 miR-132 水平并无明显变化,结果表明在 HSV
感染后,miR-132 的表达上升存在不同时间点。 研究表
明,在炎症感染后,VEGF-A 水平上调并且贯穿整个疾病
过程[15],所以 VEGF-A 曾被认为是 miR-132 上调的激动
剂。 此外,在体外实验中,VEGF-A 可诱导人脐静脉内皮
细胞中 miR-132 的表达[16]。 在感染后第 2 ~ 12d,运用
VEGF trap(可溶性的 VEGF 受体 1)处理实验组,这种情况
下在之前的研究中已证明可明显抑制 VEGF-A 蛋白活
性,从而显著抑制角膜新生血管[15]。 收集第 7 ~ 14d 角膜
进行检测,结果表明,在经过 VEGF trap 处理过的大鼠角
膜中,miR-132 表达较正常处理组少 4 倍。 证明在 HSV
感染后,VEGF-A 引起 miR-132 上调从而诱发角膜新生
血管的产生。 另外,Mulik 等采用结膜下注射具有拮抗 miR-
132 的 Antagomir-132 纳米粒子,在感染HSV-1 后的将HSV-1
感染后的大鼠分为两组,一组在第 2d 开始进行注射处理,
直到感染后的第 13d。 另一组注射 antagomir-132 在第 7d
或者第 10d 进行,直到感染后第 13d。 并分别设置实验对
照组。 结果表明 Antagomir-132 可降低血管生成素-1 活
性,同时不影响 VEGF-A 水平。 研究表明,在大鼠角膜感
染单纯疱疹病毒(HSV)后,microRNA-132 表达上调,参与
角膜新生血管的形成[17]。
3. 2 microRNA-184 与角膜新生血管摇 早期有研究显示,
microRNA-184 在角膜中特异性强表达,在角膜和晶状体
两种透明组织中高表达[18],在富含血管组织的角膜缘表
达量减少[12]。 而在缺血诱导的视网膜新生血管中显著下
调[19],过表达 miR-184 能抑制缺血引起的视网膜新生血
管生长。 提示 miR-184 可能在维持角膜透明、无血管状
态中发挥重要作用。 刘成刚等[20]通过对碱烧伤诱导大鼠
角膜新生血管的生成,采用实时定量 PCR 技术检测了正
常组织和碱烧伤角膜新生血管模型中 miR-184 的表达,
发现 miR-184 在透明角膜和新生血管角膜中的表达差异
显著,miR-184 在形成新生血管过程中表达显著下降,而
在正常的血管内皮细胞质低量表达。 建立起的血管新生
的体内外研究模型中, 利用脂质体转染技术上调 miR-
184 在人脐静脉血管内皮细胞中表达,发现 miR-184 对内
皮细胞增殖、迁移以及基质胶上管腔形成能力有一定的抑
制作用。 miR-184 在碱烧伤大鼠角膜新生血管角膜中的
表达(0. 145依0. 013)较正常角膜(1. 015依0. 189)显著下降
(P<0. 01),而在人脐静脉血管内皮细胞中相对表达量极
少(0. 0074-0. 004)(P<0. 05)。 同时,新生血管进程中伴
随着 miR-184 表达量降低,提示其与血管新生密切相关,
其机制可能通过 VEGF 信号通路参与碱烧伤角膜新生血
管形成。
3. 3 microRNA-204 与角膜新生血管摇 Kather 等[21] 通过
敲除小鼠 Kelch 样 Ect2-相互作用蛋白(KLEIP / KLHL20)
基因建立自发营养障碍性角膜新生血管模型。 采用免疫
组化对角膜新生血管进行评估,在注射抑制性抗体后,血
管内皮细胞生长因子(VEGF)信号被抑制。 利用基因芯
片测量 miRNA 在营养障碍角膜中的表达情况,通过免疫
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组化 及 蛋 白 印 迹 对 结 果 进 行 验 证。 结 果 显 示, 在
KLEIP- / -小鼠中,血管及淋巴管从角膜缘向营养障碍的上
皮生长。 但抑制 VEGF 信号不能减少其进程。 相应地,微
阵列分析揭示了在这种营养障碍角膜中,并没有典型的
VEGF 上调。 而在 miRNA-204 表达减少时血管生成素-1
的表达增加。 通过生物信息学分析识别出在血管生成素-1
中与miRNA-184 的结合位点。 并在体外实验中证实miRNA-
204 对血管生成素-1 具有调控作用。 所以,血管内皮细
胞生长因子(VEGF)在 KLEIP- / -小鼠的角膜新生血管形
成中并不是主要的参与者。 但是,在 miRNA-204 表达缺
失时,促血管新生因子(血管生成素-1)表达显著上调。
同时,他们通过体外实验也证实了这一点。 实验表明,
miRNA- 204 可通过影响血管生成素 - 1 的表达参与
KLEIP- / -小鼠角膜新生血管形成的调控。
4 miRNA 治疗角膜新生血管的应用前景
摇 摇 目前用于治疗新生血管药物主要通过抗 VEGF 来抑
制血 管 新 生, 如 美 国 FDA 批 准 的 bevacizumab[22]、
ranibizumab[23-25],pegaptanib sodium[26] 等。 但针对眼部新
生血管的治疗尚处于研究阶段。 基于以上实验表明,
microRNA 是重要的调控元素,可能在角膜生理病理过程
中,特别是角膜新生血管中发挥着重要的作用。 所以通过
抗 VEGF 治疗角膜新生血管并不是唯一出路。 miRNAs 治
疗策略主要通过 miRNAs 拮抗( anti -miR) [27] 和 miRNAs
模拟(miRNA mimic) [28]的方式,抑制或促进靶 miRNAs 的
表达以改变疾病的进程。 故 miRNA mimic 或 anti-miR 将
成为 调 控 角 膜 新 生 血 管 的 新 一 类 药 物[29]。 目 前
microRNA 在角膜新生血管形成中的作用和机制仍不清
楚,需要进一步研究和探索。
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