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摘要
目的:探讨 ｍｉＲ－３７３ 靶向血管内皮生长因子 Ａ(ＶＥＧＦＡ)
对糖尿病视网膜病变(ＤＲ)大鼠的作用ꎮ
方法:将 ４０ 只大鼠随机分为对照组(ｎ ＝ １０)和 ＤＲ 组(ｎ ＝
３０)ꎬ造模成功后的 ＤＲ 组大鼠分为模型组(ｎ ＝ １０)、ｍｉＲ－
３７３ ａｇｏｍｉｒ 组(ｎ＝ １０)、ａｇｏｍｉｒ－ＮＣ 组(ｎ＝ １０)ꎬ右眼玻璃体
腔分别注射 ２００μＬ 生理盐水、ｍｉＲ－３７３ ａｇｏｍｉｒ(２００ｎｍｏｌ)、
ａｇｏｍｉｒ－ＮＣ(２００ｎｍｏｌ)ꎬ每周 １ 次ꎬ共处理 １２ｗｋꎮ 通过 ＲＴ－
ｑＰＣＲ 检测各组大鼠视网膜组织中 ｍｉＲ－ ３７３ 和 ＶＥＧＦＡ
ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ双荧光素酶实验验证 ｍｉＲ － ３７３ 与
ＶＥＧＦＡ 靶向关系ꎬＷｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 检测各组大鼠视网膜组织
中 ＶＥＧＦＡ、Ｂｃｌ－２ 相关 Ｘ 蛋白(Ｂａｘ)、Ｂ 淋巴细胞瘤－２ 基
因(Ｂｃｌ－２)、磷脂酰肌醇 ３－激酶(ＰＩ３Ｋ)、磷酸化－磷脂酰
肌醇 ３－激酶(ｐ－ＰＩ３Ｋ)、丝苏氨酸蛋白激酶(ＡＫＴ)、磷酸
化－丝苏氨酸蛋白激酶(ｐ－ＡＫＴ)蛋白表达水平ꎮ
结果:与对照组比ꎬ模型组和 ａｇｏｍｉｒ－ＮＣ 组大鼠视网膜组
织 ｍｉＲ－ ３７３ 及 Ｂｃｌ － ２ 蛋白表达水平显著下降ꎬＶＥＧＦＡ
ｍＲＮＡ、Ｂａｘ、ｐ－ＰＩ３Ｋ 和 ｐ－ＡＫＴ 蛋白表达量显著升高(均
Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与 ａｇｏｍｉｒ－ＮＣ 组比ꎬｍｉＲ－３７３ ａｇｏｍｉｒ 组大鼠视
网膜组织 ｍｉＲ－ ３７３ 及 Ｂｃｌ － ２ 蛋白表达水平显著升高ꎬ
ＶＥＧＦＡ ｍＲＮＡ 及蛋白、Ｂａｘ、ｐ－ＰＩ３Ｋ 和 ｐ－ＡＫＴ 蛋白表达量
显著下降(均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 双荧光素酶实验证实 ＶＥＧＦＡ 是
ｍｉＲ－３７３ 的靶基因ꎮ
结论:ｍｉＲ－３７３ 通过靶向 ＶＥＧＦＡ 抑制糖尿病视网膜病变ꎬ
其机制可能与 ｍｉＲ－３７３ 抑制 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路有关ꎮ
关键词:糖尿病视网膜病变ꎻｍｉＲ－３７３ꎻ血管内皮生长因子
ＡꎻＰＩ３Ｋ / ＡＫＴꎻ细胞凋亡
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•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ－ ３７３ (ｍｉＲ－
３７３) ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ Ａ
(ＶＥＧＦＡ) ｏｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ(ＤＲ) ｒａｔｓ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｏｔａｌｌｙ ４０ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ｎ ＝ １０) ａｎｄ ＤＲ ｇｒｏｕｐ (ｎ ＝ ３０) . Ｔｈｅ ｒａｔｓ
ａｆｔｅｒ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｎ ＤＲ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (ｎ ＝ １０)ꎬ ｍｉＲ－ ３７３ ａｇｏｍｉｒ ｇｒｏｕｐ (ｎ ＝ １０)ꎬ
ａｎｄ ａｇｏｍｉｒ－ＮＣ ｇｒｏｕｐ (ｎ ＝ １０) . Ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｅｙｅｓ ｖｉｔｒｅｏｕｓ
ｃａｖｉｔｙ ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ２００μＬ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅꎬ
ｍｉＲ－３７３ ａｇｏｍｉｒ (２００ｎｍｏｌ) ａｎｄ ａｇｏｍｉｒ －ＮＣ (２００ｎｍｏｌ)
ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｏｎｃｅ ａ ｗｅｅｋ ｆｏｒ １２ｗｋ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ｍｉＲ － ３７３ ａｎｄ ＶＥＧＦＡ ｍＲＮＡ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ － ｑＰＣＲ. Ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ－３７３
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０引言
糖尿病视网膜病变(ＤＲ)是糖尿病微血管常见并发症

之一ꎬ导致患者视力受损ꎮ ＤＲ 的特征是毛细血管周细胞
早期丢失和基底膜增厚ꎬ导致内皮细胞过度增殖和血管生
成ꎬ而血管内皮生长因子 Ａ(ＶＥＧＦＡ)能够促进血管生成ꎬ
ＶＥＧＦＡ 的异常表达水平可加重病理性血管生成和 ＤＲ 的
发生[１]ꎮ 目前 ＤＲ 的主要治疗手段有玻璃体腔注射抗
ＶＥＧＦ 药物、激光治疗、类固醇疗法及玻璃体切除术等[２]ꎮ
但实践证明这些治疗手段仅可预防或暂时缓解视力丧失ꎮ
因此ꎬ亟需探究 ＤＲ 治疗的新的治疗靶标和方法ꎮ 微小
ＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)是一类小的非编码 ＲＮＡꎬ通过降解或阻断
信使 ＲＮＡ 翻译ꎬ在转录后水平调控靶基因的表达ꎮ 研究
表明ꎬｍｉＲＮＡ 通过抑制炎症反应、视网膜新生血管形成及
神经元凋亡和变性对 ＤＲ 的早期治疗具有一定作用[３－４]ꎮ
另有研究发现 ｍｉＲ － ３７３ 与眼底疾病具有一定的相关
性[５－６]ꎮ 然而ꎬｍｉＲ－３７３ 是否参与 ＤＲ 发生发展目前罕见
报道ꎮ 此外ꎬ通过 Ｍｉｒｔａｒｂａｓｅ 网站预测到 ｍｉＲ － ３７３ 与
ＶＥＧＦＡ ３􀆳ＵＴＲ 存在结合位点ꎬ因此ꎬ本研究主要探讨 ｍｉＲ－
３７３ 在 ＤＲ 视网膜组织中的表达及其靶向 ＶＥＧＦＡ 对 ＤＲ
的影响ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料
１􀆰 １􀆰 １动物 　 健康 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ４０ 只ꎬ体质量
１８０~２２０ｇꎬ７ 周龄ꎬ购买且饲养于新疆医科大学北校区动
物实验中心[许可证号:ＳＣＸＫ(新)２０１８－０００２ꎬＳＹＸＫ(新)
２０１８－０００３]ꎮ 本研究符合动物实验伦理要求ꎬ经伦理委
员会审批通过ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２主要试剂和仪器设备　 ２９３Ｔ 细胞购于无锡欣润生
物科技有限公司ꎻＲＰＭＩ－１６４０、胎牛血清购于 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ
苏木精伊红(ＨＥ)染色试剂盒、ＢＣＡ 试剂盒、ＤＡＢ 显色试
剂盒购自北京索莱宝生物科技ꎻｍｉＲ－３７３ ａｇｏｍｉｒ、ａｇｏｍｉｒ－
ＮＣ、ｍｉＲ－３７３ ｍｉｍｉｃ、ｍｉｍｉｃ－ＮＣ 购于上海艾博思生物科技
有限公司ꎻ突变型 ＶＥＧＦＡ ３􀆳ＵＴＲ、野生型 ＶＥＧＦＡ ３􀆳ＵＴＲ 购
于广州辉骏生物科技股份有限公司ꎻＢｃｌ －２ 相关 Ｘ 蛋白
(Ｂａｘ)、 β 肌动蛋白 ( β － ａｃｔｉｎ ) 兔抗大鼠单克隆抗体
(ａｂ３２５０３、 ａｂ１１５７７７)、 ＶＥＧＦＡ、 Ｂ 淋巴细胞瘤 － ２ 基因
(Ｂｃｌ－２)兔抗鼠多克隆抗体( ａｂ４６１５４、ａｂ１９４５８３)购于美
国 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ磷脂酰肌醇 ３－激酶(ＰＩ３Ｋ)、磷酸化－磷脂
酰肌醇 ３－激酶(ｐ－ＰＩ３Ｋ)、丝苏氨酸蛋白激酶(ＡＫＴ)、磷
酸化－丝苏氨酸蛋白激酶(ｐ－ＡＫＴ)兔抗大鼠多克隆抗体
(ＧＴＸ１００４６２、ＧＴＸ１３２５９７、ＧＴＸ１２１９３７、ＧＴＸ１２８４１４)、山羊
抗兔 ＨＲＰ 标记二抗(ＧＴＸ２１３１１０－０１)购于 ＧｅｎｅＴｅｘ 公司ꎻ
Ｄｕａｌ － Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ｒｅｐｏｒｔｅｒ Ｓｙｓｔｅｍ 购 于 Ｐｒｏｍｅｇａ 公 司ꎻ
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００、 ＴＲＩｚｏｌＴＭ、 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ Ⅳ 反 转 录 酶、
ＰｏｗｅｒＵｐ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 预混液购于赛默飞世尔科技(中国)
有限公司ꎮ 主要仪器:血糖仪(上海罗氏制药有限公司)ꎻ
切片机(上海莱卡仪器有限公司)ꎻ全自动酶标仪、ＡＢＩ 实
时荧光定量 ＰＣＲ 仪(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)ꎻ
正立金相显微镜(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １造模、分组与给药　 将 ４０ 只大鼠随机分为对照组
(１０ 只)和 ＤＲ 组(３０ 只)ꎬＤＲ 组大鼠腹腔注射 ６０ｍｇ / ｋｇ
链脲霉素(ＳＴＺꎬ１０ｇ / Ｌ)诱导糖尿病ꎻ对照组注射等量柠檬
酸盐缓冲液ꎮ 注射 ＳＴＺ ７２ｈ 后ꎬ尾静脉取血检测血糖ꎬ血

糖值≥１６􀆰 ７ｍｍｏｌ / Ｌ 提示糖尿病大鼠建模成功ꎮ 将造模成
功的大鼠随机分为模型组(１０ 只)、ｍｉＲ－３７３ ａｇｏｍｉｒ 组(１０
只)、ａｇｏｍｉｒ－ＮＣ 组(１０ 只)ꎬｍｉＲ－３７３ ａｇｏｍｉｒ 组和 ａｇｏｍｉｒ－
ＮＣ 组大鼠分别于右眼玻璃体腔注射 ２００μＬ ｍｉＲ － ３７３
ａｇｏｍｉｒ(２００ｎｍｏｌ)和 ａｇｏｍｉｒ－ＮＣ(２００ｎｍｏｌ)ꎬ每周 １ 次ꎬ共处
理 １２ｗｋꎻ模型组大鼠右眼采用玻璃体腔注射 ２００μＬ 生理
盐水ꎬ每周 １ 次ꎬ共处理 １２ｗｋꎮ 每月记录各组大鼠体质
量ꎬ并通过血糖仪检测各组大鼠血糖值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ ＨＥ染色观察视网膜病变情况 　 处理 １２ｗｋ 后ꎬ每
组大鼠用 ３０ｍｇ / ｋｇ 戊巴比妥钠麻醉ꎬ摘取右眼眼球ꎬ并迅
速剥离视网膜组织进行冷冻储存备用ꎮ 经固定ꎬ常规石蜡
包埋ꎬ切片ꎬ苏木精伊红染色ꎬ脱水ꎬ透明ꎬ中性树脂封固ꎬ
镜下观察ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ ＲＴ－ｑＰＣＲ检测视网膜组织中相关 ｍＲＮＡ 表达水
平　 处理 １２ｗｋ 后ꎬ取每组大鼠视网膜组织 １００ｍｇ 加入
１ｍＬ ＴＲＩｚｏｌＴＭ试剂ꎬ提取总 ＲＮＡꎬ合成 ｃＤＮＡꎬ进行 ＰＣＲ 反
应ꎮ 反应体系:ｃＤＮＡ ２００ｎｇꎻ正向引物(１０μｍｏｌ / Ｌ) ０􀆰 ５μｌꎻ
反向引物 ( １０μｍｏｌ / Ｌ) ０􀆰 ５μＬꎻ１０ ×ＨＡ Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ０μＬꎻ２ ×
ＰｏｗｅｒＵｐ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０μＬꎻ加入 ｄｄＨ２Ｏ 至
２０μＬꎮ 反应条件:预变性 ９５℃ ５ｍｉｎ １ 个循环ꎻ变性 ９４℃
１５ｓꎬ退火 ５８℃ ２０ｓꎬ延伸 ７２℃ １ｍｉｎꎬ共 ４０ 个循环ꎻ补充延
伸 ７２℃ ５ｍｉｎ １ 个循环ꎮ 以 Ｕ６ 和 β－ａｃｔｉｎ 为内参ꎬ采用
２－△△Ｃｔ进行相对定量分析ꎮ 引物序列:ｍｉＲ－３７３ 上游引物
５􀆳 － ＧＣＣＡＧＡＡＧＴＧＣＴＴＣＧＡＴＴＴＴＧ － ３􀆳ꎬ 下 游 引 物 ５􀆳 －
ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ － ３􀆳ꎻ Ｕ６ 上 游 引 物 ５􀆳 －
ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ － ３􀆳ꎬ 下 游 引 物 ５􀆳 －
ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ－ ３􀆳ꎻ ＶＥＧＦＡ 上 游 引 物 ５􀆳 －
ＴＧＧＣＴＣＡＣＴＧＧＣＴＴＧＣＴＣＴＡ － ３􀆳ꎬ 下 游 引 物 ５􀆳 －
ＡＴＣＣＡＡＣＴＧＣＡＣＣＧＴＣＡＣＡＧ－ ３􀆳ꎻ β － ａｃｔｉｎ 上游引物 ５􀆳 －
ＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧＧＣＣＴＣＧＣＴＧＴ － ３􀆳ꎬ 下 游 引 物 ５􀆳 －
ＡＣＴＡＡＧＴＣＡＴＡＧＴＣＣＧＣＣＴＡＧＡ－３􀆳ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４双荧光素酶实验验证 ｍｉＲ－３７３ 与 ＶＥＧＦＡ 靶向关
系　 将 ２９３Ｔ 细胞接种到 ２４ 孔板中ꎬ并使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００ 将野生型 ＶＥＧＦＡ ３􀆳ＵＴＲ 或突变型 ＶＥＧＦＡ ３􀆳ＵＴＲ 与
ｍｉＲ－３７３ ｍｉｍｉｃ 共转染至 ２９３Ｔ 细胞ꎬ同时转染 ｍｉｍｉｃ－ＮＣ
与野生型 ＶＥＧＦＡ ３􀆳ＵＴＲ 或突变型 ＶＥＧＦＡ ３􀆳ＵＴＲ 为对照ꎬ
转染 ４８ｈ 后ꎬ收集各组细胞裂解ꎬ并根据双荧光素酶报告
基因检测试剂盒测量荧光素酶活性ꎮ 相对荧光素酶活
性＝海肾荧光素酶活性 / 萤火虫荧光素酶活性ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５ Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 检测视网膜组织中相关蛋白表达水
平　 处理 １２ｗｋ 后ꎬ取各组大鼠视网膜组织 １００ｍｇꎬ分别加
入 ＲＩＰＡ 裂解液ꎬ离心ꎬ收集上清ꎬ采用 ＢＣＡ 试剂盒测定蛋
白含量ꎮ 取 ５０μｇ 蛋白液进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳ꎬＰＶＤＦ 转
膜ꎬ封闭ꎬ分别加入一抗 ＶＥＧＦＡ(１∶ ５００)、Ｂａｘ(１ ∶ ２０００)、
Ｂｃｌ－２ (１ ∶ ２ ０００)、ＰＩ３Ｋ(１∶ ２０００)、ｐ－ＰＩ３Ｋ(１∶ ２０００)、ＡＫＴ
(１ ∶ ２ ０００)、ｐ－ＡＫＴ(１∶ ２０００)、β－ａｃｔｉｎ(１∶ １００００)４℃过夜ꎬ
加入二抗(１∶ １００００)室温孵育 １ｈꎮ ＥＣＬ 曝光成像ꎬ凝胶成
像系统观察拍照ꎬ以 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析系统分析条带灰度
值ꎮ 以 β－ａｃｔｉｎ 为内参ꎬ目的蛋白相对表达水平 ＝目的蛋
白条带灰度值 / β－ａｃｔｉｎ 条带灰度值ꎮ

统计学分析:采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７ 软件进行数据分
析ꎮ 计量资料采用均数±标准差表示ꎬ多组间比较采用单
因素方差分析和重复测量数据的方差分析ꎬ两组间比较采
用独立样本 ｔ 检验ꎬ多组间或组内两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检
验ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义ꎮ
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图 １　 两组大鼠视网膜病理切片结果　 Ａ:对照组ꎻＢ:ＤＲ 组ꎬ箭头表示细胞核固缩及组织排列紊乱ꎮ

图 ２　 各组大鼠视网膜组织中 ｍｉＲ－３７３ 和 ＶＥＧＦＡ ｍＲＮＡ表达水平　 Ａ:ｍｉＲ－３７３ 表达水平ꎻＢ:ＶＥＧＦＡ ｍＲＮＡ 表达水平ꎮａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ
对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ａｇｏｍｉｒ－ＮＣ 组ꎮ

表 １　 两组大鼠造模前后体质量及血糖浓度 􀭰ｘ±ｓ

组别 数量(只)
体质量(ｇ)

造模前 造模 ４ｗｋ 造模 ８ｗｋ 造模 １２ｗｋ
对照组 １０ １９８􀆰 ９３±６􀆰 ８３ ２２９􀆰 １１±１４􀆰 ０８ ２８１􀆰 ０５±１８􀆰 ８１ ３１８􀆰 ７８±１７􀆰 ４３
ＤＲ 组 ３０ １９８􀆰 １４±７􀆰 ０６ １８５􀆰 ５６±１２􀆰 ９８ １７９􀆰 ６７±１２􀆰 ２９ １６６􀆰 ３２±１７􀆰 ６２

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ ０􀆰 ３０６ ９􀆰 ００１ １９􀆰 ６７６ ２２􀆰 ９５４
Ｐ ０􀆰 ７６１ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１

组别 数量(只)
血糖浓度(ｍｍｏＬ / Ｌ)

造模前 造模 ４ｗｋ 造模 ８ｗｋ 造模 １２ｗｋ
对照组 １０ ５􀆰 ４８±０􀆰 ５８ ５􀆰 ４５±０􀆰 ７４ ５􀆰 １５±０􀆰 ２５ ５􀆰 ２７±０􀆰 ３６
ＤＲ 组 ３０ ５􀆰 ４６±０􀆰 ３６ ２２􀆰 ９１±４􀆰 １４ ２２􀆰 ３６±３􀆰 ０８ ２１􀆰 ８７±２􀆰 ９２

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ ０􀆰 ０８９ ２２􀆰 ０７２ ３０􀆰 ３２５ ３０􀆰 ４０７
Ｐ ０􀆰 ９３１ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１

２结果
２􀆰 １ ＤＲ大鼠模型评价　 造模前后ꎬ两组大鼠体质量和血
糖浓度比较ꎬ 差异均有统计学意义 (体质量: Ｆ时间 ＝
５６􀆰 １４７ꎬＰ时间<０􀆰 ００１ꎻＦ组间 ＝ １３８５􀆰 ８３３ꎬＰ组间 <０􀆰 ００１ꎻＦ交互 ＝
８１􀆰 ６１９ꎬＰ交互 < ０􀆰 ００１ꎻ 血 糖 浓 度: Ｆ时间 ＝ ９９􀆰 ８５２ꎬ Ｐ时间 <
０􀆰 ００１ꎻＦ组间 ＝ ７６０􀆰 ９８７ꎬＰ组间 <０􀆰 ００１ꎻＦ交互 ＝ １１９􀆰 ３６０ꎬＰ交互 <
０􀆰 ００１)ꎮ 造模前ꎬ对照组大鼠体质量和血糖浓度与 ＤＲ 组
差异均无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎻ造模 ４、８、１２ｗｋ 后大鼠无
死亡ꎬＤＲ 组大鼠体质量显著低于对照组(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ血糖
浓度显著高于对照组(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ见表 １ꎮ ＨＥ 病理切片
结果显示ꎬ对照组大鼠视网膜组织细胞排列整齐ꎬ结构清
晰ꎬ无病理性变化ꎬＤＲ 组大鼠视网膜水肿ꎬ细胞分层模糊
且排列紊乱ꎬ提示 ＤＲ 大鼠模型建立成功ꎬ见图 １ꎮ
２􀆰 ２各组大鼠视网膜组织中 ｍｉＲ－３７３ 和 ＶＥＧＦＡ ｍＲＮＡ
表达水平 　 对照组、模型组、ａｇｏｍｉｒ －ＮＣ 组和 ｍｉＲ － ３７３

ａｇｏｍｉｒ 组大鼠视网膜组织中 ｍｉＲ－３７３ 表达水平(１􀆰 ００ ±
０􀆰 ０６、０􀆰 ３４ ± ０􀆰 ０３、 ０􀆰 ３４ ± ０􀆰 ０３、 ４􀆰 ３７ ± ０􀆰 １５ ) 和 ＶＥＧＦＡ
ｍＲＮＡ 表达水平 ( １􀆰 ００ ± ０􀆰 ０９、 ３􀆰 ５４ ± ０􀆰 １７、 ３􀆰 ５２ ± ０􀆰 １９、
１􀆰 ５０±０􀆰 ２４) 比较ꎬ差异有统计学意义 ( Ｆ ＝ ５５１３􀆰 ５８２、
５３６􀆰 ５９０ꎬ均 Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 与对照组比ꎬ模型组和 ａｇｏｍｉｒ－ＮＣ
组大鼠视网膜组织 ｍｉＲ－３７３ 表达水平显著下降ꎬＶＥＧＦＡ
ｍＲＮＡ 含量显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与 ａｇｏｍｉｒ－ＮＣ 组比ꎬｍｉＲ－
３７３ ａｇｏｍｉｒ 组视网膜组织 ｍｉＲ－３７３ 表达水平显著升高ꎬ
ＶＥＧＦＡ ｍＲＮＡ 含量显著下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ见图 ２ꎮ
２􀆰 ３ ｍｉＲ－３７３对大鼠体质量和血糖浓度及视网膜组织病
理变化的影响 　 处理 １２ｗｋ 后ꎬａｇｏｍｉｒ－ＮＣ 组大鼠体质量
为 １７１􀆰 ２９±１５􀆰 １６ｇꎬ血糖浓度为 ２１􀆰 ４１±２􀆰 ６７ｍｍｏＬ / ＬꎬｍｉＲ－
３７３ ａｇｏｍｉｒ 组大鼠体质量为 ２６４􀆰 ６２±１４􀆰 ０２ｇꎬ血糖浓度为
１７􀆰 ２２±０􀆰 ３０ｍｍｏＬ / Ｌꎬ与 ａｇｏｍｉｒ－ＮＣ 组比ꎬｍｉＲ－３７３ ａｇｏｍｉｒ
组大鼠体质量显著升高( ｔ＝ １４􀆰 ２９２ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎬ血糖浓度
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图 ３　 ｍｉＲ－３７３ ａｇｏｍｉｒ 对大鼠视网膜组织病理变化的影响　 Ａ:ａｇｏｍｉｒ－ＮＣ 组ꎬ箭头表示细胞核固缩及组织排列紊乱ꎻＢ:ｍｉＲ－３７３
ａｇｏｍｉｒ 组ꎮ

图 ４　 各组大鼠视网膜组织中 Ｂａｘ和 Ｂｃｌ－２ 蛋白表达情况　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 检测结果ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 检测结果量化分析ꎮａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ
对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ａｇｏｍｉｒ－ＮＣ 组ꎮ

图 ５　 ｍｉＲ－３７３ 靶向 ＶＥＧＦＡ　 Ａ:双荧光素酶实验检测结果ꎬ ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ｍｉｍｉｃ－ＮＣ 组ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 检测结果ꎬａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 对照
组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ａｇｏｍｉｒ－ＮＣ 组ꎮ

显著下降( ｔ＝ ４􀆰 ９２７ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎮ ＨＥ 病理切片结果显示ꎬ
视网膜组织水肿情况得到缓解ꎬ细胞分层较为清晰ꎬ且排
列较为整齐ꎬ见图 ３ꎮ
２􀆰 ４各组大鼠视网膜组织 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ－２ 蛋白表达情况　
对照组、模型组、ａｇｏｍｉｒ－ＮＣ 组和 ｍｉＲ－３７３ ａｇｏｍｉｒ 组大鼠
视网膜组织 Ｂａｘ 蛋白表达量 ( ０􀆰 ２０ ± ０􀆰 ０３、０􀆰 ９７ ± ０􀆰 ０５、
０􀆰 ９８±０􀆰 ０５、０􀆰 ５５ ± ０􀆰 ０５) 和 Ｂｃｌ － ２ 蛋白表达量 ( １􀆰 ００ ±
０􀆰 ０６、０􀆰 ２２±０􀆰 ０２、０􀆰 ２３±０􀆰 ０３、０􀆰 ４６±０􀆰 ０４)比较ꎬ差异有统
计学意义(Ｆ＝ １９７􀆰 １５５、２４３􀆰 ２２７ꎬ均 Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 与对照组
比ꎬ模型组和 ａｇｏｍｉｒ－ＮＣ 组大鼠视网膜组织 Ｂａｘ 蛋白表达
量显著升高ꎬＢｃｌ － ２ 蛋白表达量显著下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与
ａｇｏｍｉｒ－ＮＣ 组比ꎬｍｉＲ－３７３ ａｇｏｍｉｒ 组大鼠视网膜组织 Ｂａｘ
蛋白表达量显著下降ꎬＢｃｌ － ２ 蛋白表达量显著升高(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ见图 ４ꎮ

２􀆰 ５ ｍｉＲ － ３７３ 靶 向 ＶＥＧＦＡ 　 通 过 Ｍｉｒｔａｒｂａｓｅ 网 站
( ｈｔｔｐ: / / ｍｉｒｔａｒｂａｓｅ􀆰 ｃｕｈｋ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ / ｐｈｐ / ｉｎｄｅｘ􀆰 ｐｈｐ ) 预 测 到
ｍｉＲ－３７３ 与 ＶＥＧＦＡ ３􀆳ＵＴＲ 存在结合位点ꎮ 双荧光素酶实
验显示ꎬｍｉＲ－３７３ ｍｉｍｉｃ 显著抑制野生型 ＶＥＧＦＡ ３􀆳ＵＴＲ 荧
光素酶活性ꎬ对突变型 ＶＥＧＦＡ ３􀆳ＵＴＲ 荧光素酶活性无影
响(图 ５Ａ)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ对照组、模型组、
ａｇｏｍｉｒ － ＮＣ 组和 ｍｉＲ － ３７３ ａｇｏｍｉｒ 组大鼠视网膜组织
ＶＥＧＦＡ 蛋白表达量(０􀆰 １９±０􀆰 ０３、０􀆰 ９６±０􀆰 ０７、０􀆰 ９６±０􀆰 ０６、
０􀆰 ３４± ０􀆰 ０４)比较ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ ２０５􀆰 ０４５ꎬＰ <
０􀆰 ００１)ꎬ与 ａｇｏｍｉｒ－ＮＣ 组比ꎬｍｉＲ－３７３ ａｇｏｍｉｒ 组 ＶＥＧＦＡ 蛋
白表达水平显著下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ见图 ５Ｂꎮ
２􀆰 ６ ｍｉＲ－３７３ 对 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路的影响 　 对照组、
模型组、ａｇｏｍｉｒ－ＮＣ 组和 ｍｉＲ－３７３ ａｇｏｍｉｒ 组大鼠视网膜组
织 ＰＩ３Ｋ 蛋白表达量(１􀆰 １２±０􀆰 ０４、１􀆰 ０３±０􀆰 １１、１􀆰 ０２±０􀆰 １１、
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图 ６　 ｍｉＲ－３７３ 对 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路的影响 　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 检测结果ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 检测结果量化分析ꎮａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 对照
组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ａｇｏｍｉｒ－ＮＣ 组ꎮ

１􀆰 ０２±０􀆰 １０)和 ＡＫＴ 蛋白表达量(０􀆰 ９３±０􀆰 ０９、０􀆰 ９０±０􀆰 １０、
１􀆰 ００±０􀆰 １０、１􀆰 ００±０􀆰 １０)差异无统计学意义(Ｆ ＝ ０􀆰 ７５５、
０􀆰 ８０６ꎬ均 Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎬ ｐ － ＰＩ３Ｋ 蛋白表达量 (０􀆰 １０ ± ０􀆰 ０１、
０􀆰 ８０±０􀆰 １０、０􀆰 ７４±０􀆰 ０７、０􀆰 ３８±０􀆰 ０２)和 ｐ－ＡＫＴ 蛋白表达
量(０􀆰 １０±０􀆰 ０１、１􀆰 ２０±０􀆰 １０、１􀆰 ２０±０􀆰 １２、０􀆰 ４０±０􀆰 ０４)差异
有统计学意义(Ｆ ＝ ８３􀆰 ２１６、１４５􀆰 ２１１ꎬ均 Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 与对
照组比ꎬ模型组和 ａｇｏｍｉｒ －ＮＣ 组大鼠视网膜组织 ＰＩ３Ｋ、
ＡＫＴ 蛋白表达水平无显著变化ꎬｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ 蛋白表达
水平显著升高(均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与 ａｇｏｍｉｒ－ＮＣ 组比ꎬｍｉＲ－３７３
ａｇｏｍｉｒ 组大鼠视网膜组织 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 蛋白表达水平无显
著变化ꎬｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ 蛋白表达水平显著下降(均 Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ见图 ６ꎮ
３讨论

在我国ꎬＤＲ 的发病率和患病率逐年上升ꎬ以毛细血
管周细胞减少、内皮细胞 / 基底膜增厚及血管新生为主
要临床特征ꎬ可分为增殖性和非增殖性糖尿病视网膜病
变ꎬ其中增殖性糖尿病视网膜病变是导致 ２５ ~ ６５ 岁人群
失明和视力损害的主要诱因[２] ꎮ 目前研究表明 ＤＲ 的发

病机制极为复杂ꎬ涉及炎症、神经元调亡、细胞增殖、分
化等多种病理过程ꎬ其具体机制仍需进一步阐明[７] ꎮ 目

前ꎬ许多研究证实 ｍｉＲＮＡ 参与 ＤＲ 发生与发展ꎬ且可能
成为 ＤＲ 的新生物标志物[８－１１] ꎮ 如 ｍｉＲ－２０４ 通过调节沉
默信息调节因子 １(ＳＩＲＴ１)的表达ꎬ抑制 ＤＲ 大鼠的炎症

反应和细胞凋亡[８] ꎮ 在 ＤＲ 体外模型中ꎬｍｉＲ－１９９ａ－３ｐ
通过靶向 ＶＥＧＦ / ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路抑制血管生成ꎬ
ｍｉＲ－ ５９０ － ３ｐ 通过靶向 ＮＬＲＰ１ 抑制 ＮＡＤＰＨ 氧化酶
(ＮＯＸ４)信号通路的激活ꎬ减少细胞焦亡[９－１０]ꎮ Ｌｉｕ 等[１１]

研究表明 ２ 型糖尿病 ( Ｔ２ＤＭ) 诱发的 ＤＲ 患者血清中
ｍｉＲ－２２１的表达明显升高ꎬ与糖化血红蛋白等代谢参数显
著正相关ꎬ且对 ＤＲ 的诊断准确性高于血管紧张素Ⅱ(Ａｎｇ
Ⅱ)和 ＶＥＧＦꎮ

ｍｉＲ－ ３７３ 位于染色体 １９ｑ１３􀆰 ４􀆰 ２１ꎬ属于 ｍｉＲ － ５２０ /
ｍｉＲ －３７３家族ꎬ该家族由 ３ 个不同的 ｍｉＲＮＡ 簇组成ꎬ分别
是 ｍｉＲ－ ３０２ / ｍｉＲ － ３６７、ｍｉＲ － ３７１ / ｍｉＲ － ３７２ / ｍｉＲ － ３７３ 和
ｍｉＲ－５２０[１２]ꎮ 越来越多的证据表明ꎬｍｉＲ－３７３ 可以通过调

控特定基因在人类癌症中发挥癌基因或抑癌基因的作
用[１３－１４]ꎮ 糖尿病视网膜细胞凋亡的分子基础涉及促凋亡

和抗凋亡的基因ꎬＢａｘ 是视网膜神经元凋亡的关键因素ꎬ
也是保护受损视网膜神经元的治疗性基因策略的靶点之
一ꎮ Ｂｃｌ－２ 与视网膜神经细胞凋亡有关ꎬＢｃｌ－２ 与 Ｂａｘ 的
表达比例对决定细胞寿命至关重要[１５]ꎮ 本研究结果表
明ꎬｍｉＲ－３７３ 在 ＤＲ 大鼠视网膜组织中表达量下调ꎬ视网
膜组织 Ｂａｘ 蛋白表达显著增加ꎬＢｃｌ － ２ 蛋白表达显著减
少ꎻ过表达 ｍｉＲ－３７３ 后ꎬ可以明显降低 ＤＲ 大鼠血糖ꎬ抑制
视网膜组织 Ｂａｘ 蛋白表达并促进 Ｂｃｌ－２ 蛋白表达ꎬ抑制视
网膜细胞凋亡ꎬ改善 ＤＲꎮ 与 Ｔｅｎｇ 等[１６] 研究结果相同ꎬ该
研究报道过表达 ｍｉＲ－３７３ 可抑制细胞凋亡ꎮ 结合 Ｙａｎｇ
等[５]和 Ｔｉａｎ 等[６] 研究结果ꎬ我们推测 ｍｉＲ－３７３ 可能参与
ＤＲ 的发病过程ꎬ上调 ｍｉＲ－３７３ 表达可改善 ＤＲꎮ ＶＥＧＦＡ
属于 ＶＥＧＦ 家族ꎬ在血管生成、肿瘤生长及缺血性疾病中
扮演着重要角色ꎬ与其受体结合ꎬ激活 ＰＫＣ、ＮＯＳ、ＡＫＴ、
ＭＡＰＫ 等 途 径 诱 导 血 管 生 成ꎮ 同 时ꎬ 也 有 研 究 表 明
ＶＥＧＦＡ 在 ＤＲ 视网膜组织中可以通过促进新生血管形
成ꎬ从而促使 ＤＲ 发生发展[１７]ꎮ ＶＥＧＦ 抑制剂如雷珠单
抗、阿柏西普、康柏西普等因具备促使视网膜新生血管萎
缩ꎬ改善视功能预后等功能ꎬ目前在临床上被广泛应用ꎮ
本研究通过生物信息学网站预测到 ｍｉＲ － ３７３ 可以与
ＶＥＧＦＡ 的 ３􀆳ＵＴＲ 区互补结合ꎬ并且应用双荧光素酶实验
验证了 ＶＥＧＦＡ 是 ｍｉＲ－３７３ 的直接靶点ꎮ 提示 ｍｉＲ－３７３
可能通过下调 ＶＥＧＦＡ 表达阻碍 ＤＲ 发生发展ꎮ 结合 Ｏｌｔｒａ
等[１８]研究结果表明采用 ｍｉＲＮＡ 降低 ＶＥＧＦ 可以作为治疗
ＤＲ 的一种方法ꎮ

ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路参与细胞的增殖、凋亡和分化ꎬ
是体内重要的细胞信号通路ꎬ同时在葡萄糖转运、糖原合
成、糖酵解和糖异生的调节中也发挥重要作用ꎮ Ｆａｎｇ
等[１９]研究指出根据 ＫＥＧＧ 通路数据库的预测可知ꎬＶＥＧＦ
位于 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路的下游ꎬ且 Ｓｉｍó 等[２０] 研究表明胰岛

素通过激活 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路诱导小鼠主动脉平滑肌细胞
内 ＶＥＧＦ 转录和表达ꎬ从而引起 ＤＲ 恶化ꎮ 本研究发现
ＤＲ 大鼠过表达 ｍｉＲ－３７３ 后ꎬｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ 及 ＶＥＧＦＡ
蛋白表达水平显著下调ꎮ 上述结果提示ꎬｍｉＲ－３７３ 通过下
调 ＶＥＧＦＡ 的表达并抑制 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路蛋白的表达ꎬ从
而改善 ＤＲꎮ 这与 Ｗａｎｇ 等[９]研究结果一致ꎮ

综上所述ꎬ本研究在动物水平上表明 ｍｉＲ－３７３ 通过
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