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摘要
目的:研究 ｍｉＲ－２２１ 对高糖诱导的人视网膜血管内皮细
胞(ＨＲＣＥＣｓ)凋亡的影响ꎬ并探讨其作用机制ꎮ
方法:用葡萄糖 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ 处理 ＨＲＣＥＣｓ ４８ｈ 建立高糖诱
导的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞ꎻ将 ＨＧ＋ｍｉＲ－ＮＣ 组(转染 ｍｉＲ－ＮＣ)、
ＨＧ＋ｍｉＲ－２２１ 组(转染 ｍｉＲ－２２１ ｍｉｍｉｃｓ)、ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－
ＮＣ 组(转染 ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ)、ＨＧ＋ａｎｔｉ －ｍｉＲ－２２１ 组(转染
ａｎｔｉ－ｍｉＲ － ２２１)、ＨＧ＋ｍｉＲ － ２２１ ＋ ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １ 组 (共转染
ｍｉＲ－２２１ ｍｉｍｉｃｓ 和 ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １)、ＨＧ ＋ｍｉＲ － ２２１ ＋ ｐｃＤＮＡ
３􀆰 １－ＭＤＭ２ 组(共转染 ｍｉＲ－２２１ ｍｉｍｉｃｓ 和 ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １ －
ＭＤＭ２)ꎬ用脂质体法转染至 ＨＲＣＥＣｓ 细胞ꎬ再进行高糖处
理ꎻｑＲＴ－ＰＣＲ 法检测细胞中 ｍｉＲ－ ２２１、ｐ５３、ＭＤＭ２ 的表
达ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 ｐ５３、ＭＤＭ２ 的蛋白表达ꎻ流式
细胞术检测细胞的凋亡ꎮ
结果:与 ＮＧ 组相比ꎬ高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞中 ｍｉＲ－
２２１、ｐ５３ 的表达显著升高ꎬＭＤＭ２ 的表达显著降低ꎬ细胞
凋亡率显著升高ꎻ过表达 ｍｉＲ － ２２１ 可使高糖诱导的
ＨＲＣＥＣｓ 细胞的凋亡率升高更明显ꎬ抑制 ｍｉＲ－２２１ 可下调
高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞的凋亡并下调 ｐ５３ꎬ上调 ＭＤＭ２ꎻ
过表达 ＭＤＭ２ 则可逆转抑制 ｍｉＲ － ２２１ 对高糖诱导的
ＨＲＣＥＣｓ 细胞的抗凋亡作用及对 ｐ５３、ＭＤＭ２ 的调控ꎮ
结论:ｍｉＲ－２２１ 可促进高糖诱导的人视网膜血管内皮细胞
凋亡ꎬ其机制与 ｐ５３ / ＭＤＭ２ 信号通路有关ꎮ
关键词:ｍｉＲ－２２１ꎻｐ５３ / ＭＤＭ２ 信号通路ꎻ凋亡ꎻ糖尿病视
网膜病变
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２０.９.０８
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•ＡＩＭ: Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ － ２２１ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ
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ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ.
• ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｈｉｇｈ － ｇｌｕｃｏｓｅ － ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＲＣＥＣｓ ｗｅｒｅ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＨＲＣＥＣｓ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｔ
３０ｍｍｏｌ / Ｌ ｆｏｒ ４８ｈꎻ ＨＧ＋ｍｉＲ－ＮＣ ｇｒｏｕｐ ( ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｍｉＲ－
ＮＣ)ꎬ ＨＧ＋ｍｉＲ－２２１ ｇｒｏｕｐ ( ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｍｉＲ－２２１ ｍｉｍｉｃｓ)ꎬ
ＨＧ＋ ａｎｔｉ －ｍｉＲ － ＮＣ ｇｒｏｕｐ ( ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ａｎｔｉ －ｍｉＲ － ＮＣ)ꎬ
ＨＧ＋ａｎｔｉ －ｍｉＲ － ２２１ ｇｒｏｕｐ ( ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ａｎｔｉ －ｍｉＲ － ２２１)ꎬ
ＨＧ＋ｍｉＲ－２２１＋ｐｃＤＮＡ ３.１ ｇｒｏｕｐ (ｃｏ－ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｍｉＲ－ ２２１
ｍｉｍｉｃｓ ａｎｄ ｐｃＤＮＡ ３.１)ꎬ ＨＧ＋ｍｉＲ－２２１＋ｐｃＤＮＡ ３.１－ＭＤＭ２
ｇｒｏｕｐ (ｃｏ－ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｍｉＲ－ ２２１ ｍｉｍｉｃｓ ａｎｄ ｐｃＤＮＡ ３.１－
ＭＤＭ２ )ꎬ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＨＲＣＥＣｓ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｌｉｐｏｓｏｍｅ
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ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ－２２１ꎬ ｐ５３ ａｎｄ
ＭＤＭ２ꎻ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ５３ ａｎｄ ＭＤＭ２ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ.
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＤＭ２ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
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ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ－ ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＲＣＥＣｓ ｃｅｌｌｓ ｉｓ ｍｏｒｅ
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０引言
ｍｉＲＮＡ 为短链的非编码内源性保守的微小 ＲＮＡ 分

子ꎬ其通过抑制靶基因的转录或翻译过程及调控信号通路
的活性ꎬ在疾病的发生发展中具有重要作用[１]ꎮ ｍｉＲ－２２１
在机体多种肿瘤中均出现表达失调ꎬ其在糖尿病引起的疾
病中也有重要作用[２]ꎬ但是其在糖尿病视网膜病变中的功
能及作用机制研究甚少ꎮ 本研究拟以高糖诱导的人视网
膜血管内皮细胞 ＨＲＣＥＣｓ 为研究对象ꎬ检测其中 ｍｉＲ－
２２１、ｐ５３、ＭＤＭ２ 的表达ꎬ观察过表达 ｍｉＲ－２２１、抑制 ｍｉＲ－
２２１、过表达 ＭＤＭ２ 对高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞凋亡的影
响ꎬ揭示 ｍｉＲ－２２１ 促进高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞凋亡的
机制与 Ｐ５３ / ＭＤＭ２ 信号通路有关ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料　 人视网膜血管内皮细胞 ＨＲＣＥＣｓ 购自 ＡＴＣＣꎻ
ＤＭＥＭ 培养基购自美国 ＧＩＢＣＯ 公司ꎻＴｒｉｚｏｌ 液购自上海恪
敏生物科技有限公司ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ 购自北京宜科
思源科技有限公司ꎻＢＣＡ 蛋白定量试剂盒购自北京艾然
生物科技有限公司ꎻ逆转录试剂盒购自大连 ＴａＫａＲａ 公
司ꎻＲＩＰＡ 蛋白裂解液购自碧云天生物技术公司ꎻＡｎｎｅｘｉｎ
Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 凋亡检测试剂盒购自北京索莱宝公司ꎮ Ｐ５３
抗体购自上海研谨生物科技有限公司ꎻＭＤＭ２ 抗体购自
Ａｂｃａｍꎻ辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体购自深
圳市豪地华拓生物科技有限公司ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １细胞培养　 将人视网膜血管内皮细胞 ＨＲＣＥＣｓ 用
含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ置于 ３７℃ꎬ５％ ＣＯ２的
恒温培养箱中常规培养ꎬ每 ２~３ｄ 传代一次ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２细胞转染与分组 　 将正常培养的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞分
为 ＮＧ 组、ＨＧ 组、ＨＧ＋ｍｉＲ－ＮＣ 组、ＨＧ＋ｍｉＲ－２２１ 组、ＨＧ＋
ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组、ＨＧ＋ａｎｔｉ －ｍｉＲ－２２１ 组、ＨＧ＋ｍｉＲ－２２１＋
ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １ 组、ＨＧ＋ｍｉＲ－２２１＋ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １－ＭＤＭ２ 组ꎮ 各
组细胞的处理方法分别为:ＮＧ 组:用 ５ｍｍｏｌ / Ｌ 的葡萄糖
处理 ４８ｈ 的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞ꎻＨＧ 组:用 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ 的葡萄糖
处理 ４８ｈ 的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞ꎻ将 ｍｉＲ－ＮＣ、ｍｉＲ－２２１ ｍｉｍｉｃｓ、
ａｎｔｉ－ｍｉＲ －ＮＣ、 ａｎｔｉ －ｍｉＲ － ２２１、ｍｉＲ － ２２１ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ
３􀆰 １、ｍｉＲ － ２２１ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １ － ＭＤＭ２ 按照脂质体
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 试 剂 说 明 书 的 操 作 步 骤 转 染 至
ＨＲＣＥＣｓ 细胞ꎬ转染 ５ｈ 后ꎬ弃去培养液更换新鲜的培养基
继续培养 ４８ｈꎬ用 ｑＲＴ－ＰＣＲ 法确认转染效率达到要求ꎮ
转染成功后用 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ 的葡萄糖处理培养 ４８ｈꎬ分别标
记为 ＨＧ＋ｍｉＲ－ＮＣ 组、ＨＧ＋ｍｉＲ－２２１ 组、ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ
组、ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－２２１ 组、ＨＧ＋ｍｉＲ－２２１＋ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １ 组、
ＨＧ＋ｍｉＲ－２２１＋ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １－ＭＤＭ２ 组ꎬ用于后续实验研究ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ ｑＲＴ－ＰＣＲ 法检测细胞中 ｍｉＲ－２２１、ｐ５３、ＭＤＭ２
的表达　 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取对数生长期的细胞样本总 ＲＮＡꎬ并
用 Ｎａｎｏ － Ｄｒｏｐ ２０００ 微量分光光度计进行 ＲＮＡ 定量ꎮ
ＤＮａｓｅⅠ消化 ＲＮＡ 中可能污染的 ＤＮＡꎮ 逆转录反应采用
逆转录试剂盒方式ꎬ操作按照试剂盒说明书进行ꎬ合成模
板链 ｃＤＮＡꎮ 按照反应体系进行ꎬ反应结束后通过分析 Ｃｔ
值ꎬ以 Ｕ６、β－ａｃｔｉｎ 为内参ꎬ计算定量结果ꎬ以 ２－△△Ｃｔ法测定
ｍｉＲ－２２１、ｐ５３、ＭＤＭ２ 的相对表达水平ꎮ 引物信息(５􀆳 －
３􀆳):ｍｉＲ－２２１ 上游引物 ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＧＡＡＡＣＣＣＡ
ＧＣＡＧＡＣＡＡꎬ下游引物 ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴꎻ ｐ５３

图 １　 ｍｉＲ－２２１ 在高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞中的表达 　 ａＰ<
０􀆰 ０５ ｖｓ ＮＧ 组ꎮ

上游引物 ＴＧＡＣＡＣＧＣＴＴＣＣＣＴＧＧＡＴＴＧＧＣＡＧＣＣＡＧＡＣꎬ下
游引物 ＣＴＧＡＣＧＣＡＣＡＣＣＴＡＴＴＧＣＡＡＧＣＡＡＧＧＧＴＴＣꎻＭＤＭ２
上 游 引 物 ＣＡＣＣＴＣＡＣＡＧＡＴＴＣＣＡＧＣＴＴꎬ 下 游 引 物
ＣＧＣＣＡＡＡＣＡＡＡＴＣＴＣＣＴＡＧＡꎻβ－ａｃｔｉｎ 上游引物 ＧＧＡＣＴＴ
ＣＧＡＧＣＡＡＧＡＧＡＴＧＧꎬ下游引物 ＡＧＣＡＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡ
ＣＡＧꎻＵ６ 上游引物 ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡꎬ下游引物
ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测细胞中 ｐ５３、ＭＤＭ２ 的蛋白
表达　 将对数期细胞进行冰上蛋白裂解 １ｈꎬ提取总蛋白ꎬ
以 ＢＣＡ 法测定样品蛋白的浓度ꎮ 以 ４∶ １ 的比例加入蛋白
上样缓冲液ꎬ混匀ꎬ沸水浴变性 ５ｍｉｎꎬ离心取上清ꎬ取 ６０μｇ
目的蛋白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 蛋白电泳ꎮ 然后将蛋白湿转至
ＰＶＤＦ 膜ꎬ５％脱脂奶粉室温封闭 １ｈꎬＴＢＳＴ 洗涤ꎬ４℃ 条件
下ꎬ将封闭后的 ＰＶＤＦ 膜放入一抗(１∶ １０００ 稀释的 Ｐ５３ 抗
体、ＭＤＭ２ 抗体)中反应过夜ꎬ以封闭液洗膜 ３ 次ꎬ每次
５ｍｉｎꎬ再在 ３７℃下将 ＰＶＤＦ 膜转入二抗(１∶ ５００ 稀释的辣
根过氧化物酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体)中反应 ２ｈꎮ 于
暗室内 ＥＣＬ 试剂盒显影曝光:滴加化学发光剂显影ꎬ以凝
胶成像系统采集图像ꎮ Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ ４􀆰 ６２ 图像分析软件
进行条带灰度分析ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 为内参ꎬ以目的条带灰度
值与 ＧＡＰＤＨ 灰度值的比值表示目的蛋白的表达情况ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ －ＦＩＴＣ / ＰＩ 流式细胞术实验检测细胞
凋亡　 将 １􀆰 ２􀆰 ２ 各转染组细胞ꎬ用 ５００μＬ 的 Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ
悬浮细胞ꎬ分别加入 ５μＬ 的 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ / ＦＩＴＣ 避光反应
２０ｍｉｎ 后再加入 ５μＬ 的 ＰＩ 避光反应 ２０ｍｉｎꎬ用 ３００ 目铜
筛过滤ꎬ最后在 １ｈ 内上流式细胞仪结束检测ꎮ 细胞的
凋亡率(％)＝ 早期凋亡率＋晚期凋亡率ꎮ 每个样品重复
３ 次ꎮ

统计学分析:实验中所有数据均采用 ＳＰＳＳ２１􀆰 ０ 软件

进行分析ꎮ 计量资料用均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ多组间
数据比较采用单因素方差分析ꎬ两两比较采用 ＬＳＤ－ ｔ 检
验ꎬ两组比较采用独立样本 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０􀆰 ０５ 表示差异有
统计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １ ｍｉＲ－２２１在高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞中的表达　 结
果如图 １ 所示ꎬ与 ＮＧ 组相比ꎬＨＧ 组细胞中 ｍｉＲ－２２１ 表达
显著升高ꎬ差异有统计学意义( ｔ＝ ３２􀆰 ８６３ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ２ ｐ５３和 ＭＤＭ２ 在高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞中的表
达　 结果如图 ２ 所示ꎬ与 ＮＧ 组相比ꎬＨＧ 组细胞中 ｐ５３ 的
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图 ２　 ｐ５３ 和 ＭＤＭ２ 在高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞中的表达　 Ａ:ｐ５３、ＭＤＭ２ 在高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞的 ｍＲＡＮ 的表达ꎻＢ:ｐ５３、
ＭＤＭ２ 在高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞的蛋白表达ꎮａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ＮＧ 组ꎮ

图 ３　 过表达 ｍｉＲ－２２１ 对高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ细胞凋亡的影响　 ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ＮＧ 组ꎬｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ＨＧ＋ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎮ

图 ４　 抑制 ｍｉＲ－２２１ 对高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ细胞中 ｐ５３、ＭＤＭ２ 表达及凋亡的影响　 Ａ:抑制 ｍｉＲ－２２１ 对高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞

ｐ５３、ＭＤＭ２ 的 ｍＲＮＡ 的影响ꎻＢ:抑制 ｍｉＲ－２２１ 对高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞 ｐ５３、ＭＤＭ２ 的蛋白表达的影响ꎻＣ:抑制 ｍｉＲ－２２１ 对高糖

诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞凋亡的影响ꎮａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎮ

ｍＲＮＡ 和蛋白表达均显著升高( ｔ ＝ １５􀆰 ２７４、１６􀆰 １２７ꎬ均 Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬＭＤＭ２ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达均显著降低 ( ｔ ＝
２２􀆰 ４７２、１６􀆰 ９９４ꎬ均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ差异均有统计学意义ꎮ
２􀆰 ３过表达 ｍｉＲ－２２１ 对高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞凋亡

的影响 　 结果如图 ３ 所示ꎬＮＧ 组、ＨＧ 组、ＨＧ＋ｍｉＲ－ＮＣ
组、ＨＧ＋ｍｉＲ－２２１ 组细胞凋亡率比较ꎬ差异具有统计学意

义(Ｆ＝ ２９􀆰 ５０６ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎮ 与 ＮＧ 组相比ꎬＨＧ 组细胞的凋

亡率显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ与 ＨＧ＋ｍｉＲ－ＮＣ 组相比ꎬＨＧ＋

ｍｉＲ－２２１ 组细胞的凋亡率显著升高ꎬ差异具有统计学意义

(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
２􀆰 ４抑制 ｍｉＲ－２２１ 对高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞中 ｐ５３、
ＭＤＭ２表达及凋亡的影响 　 结果如图 ４ 所示ꎬＨＧ 组、
ＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组、ＨＧ＋ａｎｔｉ －ｍｉＲ－ ２２１ 组细胞中 ｐ５３
ｍＲＮＡ 和蛋白表达、ＭＤＭ２ ｍＲＮＡ 和蛋白表达、凋亡率比

较ꎬ差异均有统计学意义(Ｆ ＝ ７０７􀆰 ３５３、２１１􀆰 ７８７、３７２􀆰 ７６１、
３３４􀆰 ８８７、１７０􀆰 ６６４ꎬ均Ｐ < ０􀆰 ０１ ) ꎮ与ＨＧ＋ ａｎｔｉ －ｍｉＲ －ＮＣ组
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图 ５　 过表达 ＭＤＭ２ 对抑制 ｍｉＲ－２２１ 的抗高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ细胞凋亡的影响　 Ａ:过表达 ＭＤＭ２ 对抑制 ｍｉＲ－２２１ 的抗高糖诱导

的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞凋亡的影响ꎻＢ:过表达 ＭＤＭ２ 对抑制 ｍｉＲ－２２１ 的抗高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞中 ｐ５３、ＭＤＭ２ 蛋白表达的影响ꎮａＰ<
０􀆰 ０５ ｖｓ ＨＧ 组ꎬｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ＨＧ＋ｍｉＲ－２２１＋ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １ 组ꎮ

相比ꎬＨＧ＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－２２１ 组细胞中 ｐ５３ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表

达均显著降低ꎬＭＤＭ２ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达均显著升高ꎬ
细胞凋亡率显著降低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
２􀆰 ５过表达 ＭＤＭ２ 对抑制 ｍｉＲ－２２１ 的抗高糖诱导的

ＨＲＣＥＣｓ 细胞凋亡的影响 　 结果如图 ５ 所示ꎬＨＧ 组、
ＨＧ＋ｍｉＲ－２２１＋ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １ 组、ＨＧ＋ｍｉＲ－２２１＋ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １－
ＭＤＭ２ 组细胞凋亡率、ｐ５３ 蛋白表达、ＭＤＭ２ 蛋白表达ꎬ差
异均有统计学意义(Ｆ ＝ ２０２􀆰 ４４２、３４７􀆰 １１５、６２１􀆰 ２５７ꎬ均 Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎮ 与 ＨＧ 组相比ꎬＨＧ＋ｍｉＲ－２２１＋ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １ 组细胞

凋亡率显著升高ꎬｐ５３ 蛋白表达显著升高ꎬＭＤＭ２ 蛋白表

达显著降低ꎬＨＧ＋ｍｉＲ－２２１＋ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １－ＭＤＭ２ 组细胞凋

亡率显著降低ꎬｐ５３ 蛋白表达显著降低ꎬＭＤＭ２ 蛋白表达

显著升高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与 ＨＧ＋ｍｉＲ－
２２１＋ ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １ 组相比ꎬ ＨＧ ＋ ｍｉＲ － ２２１ ＋ ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １ －
ＭＤＭ２ 组细胞凋亡率显著降低ꎬｐ５３ 蛋白表达显著降低ꎬ
ＭＤＭ２ 蛋白表达显著升高ꎬ差异均有统计学意义 ( Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎮ
３讨论

ｍｉＲＮＡ 参与人类机体的多种疾病的发生发展ꎬ其中

包括糖尿病[３－４]ꎮ 由于 ｍｉＲＮＡ 的调控网络十分复杂ꎬ因此

其在疾病中的作用机制成为研究的热点和难点ꎮ 据报道ꎬ
ｍｉＲ－２２１ 在糖尿病肾病、糖尿病心脏疾病中均出现异常表

达[５－６]ꎮ Ｄａｎｉｅｌ 等[７]报道ꎬｍｉＲ－２２１ 和 ｍｉＲ－２２２ 在糖尿病

小鼠血管平滑肌细胞中的表达上调ꎬ促进糖尿病小鼠的血

管内膜增厚ꎬ而抑制上调的 ｍｉＲ－２２１ 和 ｍｉＲ－２２２ 可有效

预防糖尿病心血管疾病ꎬ其可能与细胞外信号应答激酶－
１ / ２(ＥＲＫ－ １ / ２) 和 ｐ２７Ｋｉｐ１ 有关ꎮ Ｌｉｕ 等[８] 在研究中报

道ꎬｍｉＲ－２２１ 在糖尿病视网膜病变患者血清中的表达水平

明显的上调ꎬ并与患者的总体存活率具有显著的相关性ꎬ
更重要的是ꎬｍｉＲ－２２１ 的诊断效率明显的高于 Ａｎｇ Ⅱ、

ＶＥＧＦꎬ揭示血清 ｍｉＲ－２２１ 作为潜在的生物标志物不仅与

Ｔ２ＤＭ 患者 ＤＲ 的发生有关ꎬ而且与 ＤＲ 的进展有关ꎮ 遗

憾的是ꎬ没有继续进行 ｍｉＲ－２２１ 在糖尿病视网膜病变的

体外研究ꎮ 本研究用高糖诱导了 ＨＲＣＥＣｓ 建立糖尿病视

网膜病变的体外研究细胞模型ꎬ检测了其中 ｍｉＲ－２２１ 的

表达水平发现ꎬｍｉＲ－２２１ 高表达ꎬ这与 Ｌｉｕ 等[８] 在患者血

清中的检测结果相呼应ꎻ进一步研究ꎬ通过流式细胞术检

测过表达 ｍｉＲ－２２１ 在高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞中的作用

发现ꎬ过表达 ｍｉＲ－２２１ 后ꎬ高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞的凋

亡率上调更严重ꎬ并上调 ｐ５３、下调 ＭＤＭ２ꎬ 抑制 ｍｉＲ－２２１
则起相反的作用抑制凋亡作用ꎬ这说明 ｍｉＲ－２２１ 在高糖

诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 凋亡中具有促进作用ꎬ提示 ｍｉＲ－２２１ 具

有促进糖尿病视网膜病变的恶性进展的作用ꎬ推测可能与

ｐ５３ / ＭＤＭ２ 通路相关ꎬ为糖尿病视网膜病变的诊断和治疗

提供新的靶点ꎮ
ｐ５３ 为一种可诱导细胞凋亡核磷酸蛋白ꎬ其在糖尿病

大鼠的视网膜毛细血管内大量积累[９－１０]ꎮ ＭＤＭ２ 是一种

负向调节 ｐ５３ 的下游因子ꎬ其可通过与 ｐ５３ 结合引起其泛

素化降解ꎬ从而抑制 ｐ５３ 引起的凋亡级联反应[１１－１３]ꎮ 有

研究报道ꎬＭＤＭ２ 过度表达时ꎬ可抑制 ｐ５３ 的功能[１４]ꎮ 郭

承伟等[１５]在研究中发现ꎬ在糖尿病视神经病变大鼠模型

中ꎬｐ５３ 的表达明显升高ꎬＭＤＭ２ 的表达明显降低ꎬ大黄虫

丸治疗后ꎬｐ５３、ＭＤＭ２ 的表达得到平衡ꎬ可见ꎬｐ５３ / ＭＤＭ２
通路在糖尿病视神经病变中的关键作用ꎮ 本研究检测了

高糖诱导了 ＨＲＣＥＣｓ 细胞中 ｐ５３、ＭＤＭ２ 的表达发现ꎬｐ５３
的表达升高ꎬＭＤＭ２ 的表达降低ꎬ二者呈明显的负相关ꎬ这
与前人的实验结果均相一致ꎻ进一步研究发现ꎬ ｐ５３、
ＭＤＭ２ 的表达水平受 ｍｉＲ－２２１ 的调控ꎬ这为 ｐ５３ / ＭＤＭ２
信号通路的调控机制研究提供参考依据ꎻ深入研究发现ꎬ
过表达 ＭＤＭ２ 可逆转抑制 ｍｉＲ － ２２１ 的抗高糖诱导的
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ＨＲＣＥＣｓ 细胞凋亡ꎬ这说明不仅 ｍｉＲ － ２２１ 可调控 ｐ５３ /
ＭＤＭ２ 信号通路ꎬ相反ꎬＭＤＭ２ 也可反向调控 ｍｉＲ－２２１ 在
高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 细胞的功能ꎮ

综上所述ꎬｍｉＲ－２２１ 可促进高糖诱导的人视网膜血管
内皮细胞凋亡ꎬ其作用机制与调控 ｐ５３ / ＭＤＭ２ 信号通路
调控有关ꎬ为糖尿病视网膜病变的治疗提供新靶点ꎮ
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