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摘要
目的:明确 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 对高糖诱导的人视网膜微血管
内皮细胞(ＨＲＭＥＣ)功能障碍与血管生成的影响ꎬ并阐明
其对低氧诱导因子－１α(ＨＩＦ－１α)的调控机制ꎮ
方法:通过 ５、３０ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖分别诱导 ＨＲＭＥＣ 建立正
常(ＮＧ)和高糖(ＨＧ)细胞模型ꎮ 将 ＨＲＭＥＣ 分为对照组
(ＨＧ 细胞模型转染阴性对照模拟物)、甘露醇组(对照组
加入 ２５ｍｍｏｌ / Ｌ 甘露醇)、ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表达组(ＨＧ 细
胞模型转染 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 模拟物)、ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 联合
ＨＩＦ－１α 过表达组(ＨＧ 细胞模型共转染 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 模
拟物和 ＨＩＦ－１α 过表达载体)ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 法检
测各组 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 的表达情况ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检
测各组 ＨＩＦ－１α 蛋白的表达情况ꎮ 荧光素酶报告基因实
验检测 ｍｉＲ － ５１９ｄ － ３ｐ 和 ＨＩＦ － １α 的结合位点情况ꎮ
ＣＣＫ－８法检测各组细胞增殖情况ꎮ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色法
检测各组细胞凋亡情况ꎮ ＥＬＩＳＡ 法检测各组细胞外液炎
症因子肿瘤坏死因子－α(ＴＮＦ－α)、白细胞介素( ＩＬ) －１β、
ＩＬ－６ 蛋白的表达情况ꎮ 小管形成实验检测各组新生毛细
血管管腔样结构形成情况ꎮ
结果:与 ＮＧ 相比ꎬＨＧ 细胞模型中 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 表达显
著减少ꎬ而 ＨＩＦ－１α 蛋白表达显著增加(均 Ｐ<０.０１)ꎮ 与
对照组比较ꎬｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表达组中 ＨＩＦ－１α 蛋白表达
显著降低(Ｐ<０.０１)ꎮ ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 中“ＣＧＵＧＡＡＡ”序列
可以与 ＨＩＦ－１α ３􀆳－非编码区(３􀆳－ＵＴＲ)中“ＧＣＡＣＵＵＵ”序
列特异性结合ꎮ 与对照组比较ꎬｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表达组
细胞 ２４、４８、７２ｈ 吸光度值均显著增加ꎬ细胞凋亡率显著减
少ꎬ细胞外液 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６ 浓度均显著减少ꎬ新生
毛细血管管腔样结构数量显著减少 (均 Ｐ < ０. ０１)ꎮ 与
ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表达组比较ꎬｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 联合 ＨＩＦ－１α
过表达组细胞 ２４、４８、７２ｈ 吸光度值均显著减少ꎬ细胞凋亡
率显著增加ꎬ细胞外液 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６ 浓度均显著增
加ꎬ新生毛细血管管腔样结构数量显著增加(均 Ｐ<０.０１)ꎮ
对照组和甘露醇组中上述各指标比较无差异 (均 Ｐ >
０.０５)ꎮ

结论:高糖诱导 ＨＲＭＥＣ 模型中 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 表达下调ꎬ
而 ＨＩＦ－１α 蛋白表达上调ꎮ ＨＩＦ－１α 是 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 的
靶基因ꎬｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 靶向 ＨＩＦ－１α 增加细胞增殖并降低
细胞凋亡和炎症反应ꎬ从而减轻高糖诱导的 ＨＲＭＥＣ 功能
障碍并抑制血管生成ꎮ
关键词:ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐꎻ高糖ꎻ人视网膜微血管内皮细胞ꎻ
功能障碍ꎻ低氧诱导因子－１α(ＨＩＦ－１α)
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２３.７.０６

ｍｉＲ － ５１９ｄ － ３ｐ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ －
ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｈｙｐｏｘｉａ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ １ ｓｕｂｕｎｉｔ ａｌｐｈａ

Ｈｕｉ Ｃａｉ１ꎬ Ｙｉｎｇ Ｓｏｎｇ２ꎬ Ｈｕａ － Ｚｏｎｇ Ｓｈｉ１ꎬ Ｙｕ －
Ｘｉａｎｇ Ｙａｎｇ３

１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｕａｎｇｓｈｉꎬ
Ｈｕａｎｇｓｈｉ ４３５０００ꎬ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｊｉｎａｎ􀆳ｓ Ｅｌｅｖｅｎｔｈ
Ｒｅｔｉｒｅｄ Ｃａｄｒｅｓ Ｒｅｃｕｐｅｒａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｍｉｌｉｔａｒｙ
Ｒｅｇｉｏｎꎬ Ｊｉｎａｎ ２５００１３ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｆｉｆｔｈ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｕａｎｇｓｈｉꎬ Ｈｕａｎｇｓｈｉ ４３５００５ꎬ
Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｈｕｉ Ｃａｉ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ
Ｓｅｃｏｎｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｕａｎｇｓｈｉꎬ Ｈｕａｎｇｓｈｉ ４３５０００ꎬ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ
Ｃｈｉｎａ. ｃａｉｈｕｉ２０１５ｙｋ＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２２－１０－３１　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２３－０６－０５

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｃｌａｒｉｆｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ － ５１９ｄ － ３ｐ ｏｎ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ－ ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ( ＨＲＭＥＣ ) ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓꎬ ａｎｄ ｔｏ
ｅｌｕｃｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｉＲ－ ５１９ｄ－ ３ｐ ｏｎ
ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ １ ｓｕｂｕｎｉｔ ａｌｐｈａ (ＨＩＦ－１α) .
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｌｕｃｏｓｅ (ＮＧ) ａｎｄ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ
(ＨＧ) ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ＨＲＭＥＣ
ｗｉｔｈ ５ ａｎｄ ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ: ＨＧ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｉｍｉｃｓꎻ ｍａｎｎｉｔｏｌ ｇｒｏｕｐ: ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ａｄｄｅｄ ｗｉｔｈ ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｍａｎｎｉｔｏｌꎻ ｍｉＲ － ５１９ｄ － ３ｐ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ: ＨＧ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｍｉＲ－５１９ｄ－ ３ｐ ｍｉｍｉｃｓꎻ ｍｉＲ－ ５１９ｄ－ ３ｐ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ＨＩＦ－ １α ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ: ＨＧ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｃｏ －
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ － ５１９ｄ － ３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ａｎｄ ＨＩＦ － １α
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ ｉｎ
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ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ － １α ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ. Ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｓｉｔｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ ａｎｄ ＨＩＦ－１α ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ａｓｓａｙ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ－８. Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｆｌｕｉｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒｓ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ － α ( ＴＮＦ － α)ꎬ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
( ＩＬ)－１β ａｎｄ ＩＬ－６ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ. Ｔｈｅ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｗ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｌｕｍｅｎ － ｌｉｋｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｕｂｕｌｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＧꎬ ｍｉＲ － ５１９ｄ － ３ｐ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＨＧ ｃｅｌｌ
ｍｏｄｅｌꎬ ｗｈｉｌｅ ＨＩＦ－ １α ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＨＧ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０１) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＨＩＦ － １α ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉＲ－ ５１９ｄ－ ３ｐ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｇｒｏｕｐ ( Ｐ < ０. ０１) . Ｔｈｅ “ＣＧＵＧＡＡＡ” ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｍｉＲ －
５１９ｄ－３ｐ ｃｏｕｌｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｂｉｎｄ ｔｏ ｔｈｅ “ ＧＣＡＣＵＵＵ ”
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＨＩＦ － １α ３􀆳 － ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ( ３’ － ＵＴＲ) .
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｍｉＲ － ５１９ｄ － ３ｐ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ２４ꎬ
４８ ａｎｄ ７２ｈ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｖａｌｕｅｓꎬ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ
ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒａｔｅꎬ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＴＮＦ － αꎬ ＩＬ － １β ａｎｄ ＩＬ － ６ꎬ ａｎｄ ａ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｅｗ ｃａｐｉｌｌａｒｙ
ｌｕｍｅｎ－ ｌｉｋｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０１) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｍｉＲ－ ５１９ｄ － ３ｐ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｍｉＲ － ５１９ｄ － ３ｐ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＨＩＦ － １α ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ａ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ２４ꎬ ４８ ａｎｄ ７２ｈ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｖａｌｕｅｓꎬ
ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒａｔｅꎬ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＴＮＦ－αꎬ ＩＬ－１β ａｎｄ ＩＬ－６ꎬ
ａｎｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｅｗ ｃａｐｉｌｌａｒｙ
ｌｕｍｅｎ － ｌｉｋｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０１ ) . Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍａｎｎｉｔｏｌ ｇｒｏｕｐ
ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ (ａｌｌ Ｐ>０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: ｍｉＲ － ５１９ｄ － ３ｐ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ｄｏｗｎ －
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｗｈｉｌｅ ＨＩＦ－１α ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｉｎ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＲＭＥＣ ｍｏｄｅｌ. ＨＩＦ－１α ｉｓ ａ ｔａｒｇｅｔ
ｇｅｎｅ ｏｆ ｍｉＲ－ ５１９ｄ－ ３ｐ. Ｔｈｅ ｍｉＲ－ ５１９ｄ－ ３ｐ ｔａｒｇｅｔｓ ＨＩＦ－ １α
ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ － ｉｎｄｕｃｅｄ
ＨＲＭＥＣ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｍｉＲ － ５１９ｄ － ３ｐꎻ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅꎻ ｈｕｍａｎ
ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎻ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎꎻ
ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ １ ｓｕｂｕｎｉｔ ａｌｐｈａ (ＨＩＦ－１α)

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｃａｉ Ｈꎬ Ｓｏｎｇ Ｙꎬ Ｓｈｉ ＨＺꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ
ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ
ｆａｃｔｏｒ １ ｓｕｂｕｎｉｔ ａｌｐｈａ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２３ꎻ
２３(７):１０８７－１０９２

０引言
糖尿病视网膜病变( ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＤＲ)作为糖

尿病患者眼部的最常见并发症ꎬ是导致视力下降、甚至失
明的主要原因[１]ꎮ 目前全球 ＤＲ 患者超过 ９３００ 万ꎬ伴随

糖尿病发病率的持续攀升和发病年龄逐渐年轻化ꎬＤＲ 已
成为全球性的公共卫生问题ꎮ 目前针对 ＤＲ 的治疗方法ꎬ
如抗血管内皮生长因子药物的使用、玻璃体内注射类固醇
激素、激光光凝和手术治疗等ꎬ虽然可以部分缓解疾病进

展ꎬ但疗效仍不能令人满意[２]ꎮ ＤＲ 的主要病理变化是视
网膜微血管病变ꎬ与高糖诱导的人视网膜微血管内皮细胞

(ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬＨＲＭＥＣ) 功
能障碍和血管生成增加密切相关ꎮ 因此ꎬ如何逆转
ＨＲＭＥＣ 功能障碍和抗血管生成是眼科专业领域亟需解
决的关键问题ꎮ 作为一类非编码 ＲＮＡꎬ微小核糖核酸

(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬｍｉＲＮＡ)参与多种病理生理过程ꎬ包括调节细
胞增殖、凋亡、分化和各种代谢过程ꎬ维持干细胞的干性潜
能ꎬ参与炎症和免疫反应等[３]ꎮ 近期研究发现ꎬｍｉＲ －
５１９ｄ－３ｐ参与调控肿瘤进展、骨关节炎和心肌梗死等疾病

进展[４－６]ꎬ但在 ＤＲ 中的研究较少ꎮ 本团队前期已报道ꎬ低
氧诱导因子－１α( ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ １ ｓｕｂｕｎｉｔ ａｌｐｈａꎬ
ＨＩＦ－１α)在视网膜内皮细胞增殖、炎症、血管生成等方面

具有重要作用[７]ꎬ但调控 ＨＩＦ－ １α 的 ｍｉＲＮＡ 尚不清楚ꎮ
基于生物信息学分析推测 ＨＩＦ－１α 可能是 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ
的靶基因ꎬ值得对该现象进行进一步研究ꎮ 基于以上依
据ꎬ本研究采用高糖诱导 ＨＲＭＥＣ 制作细胞模型ꎬ旨在明
确 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 对高糖诱导的 ＨＲＭＥＣ 功能障碍和血管

生成的影响ꎬ并阐明其对 ＨＩＦ－１α 的调控机制ꎬ以期从细
胞层面证实 ｍｉＲ－ ５１９ｄ － ３ｐ / ＨＩＦ － １α 轴在 ＤＲ 中的重要
作用ꎮ
１材料和方法

１.１材料　 ＨＲＭＥＣꎬ由中山大学中山眼科中心提供ꎻ内皮
细胞培养基(１００１)、胎牛血清、生长因子、青霉素 / 链霉素
溶液ꎬ上海中乔新舟生物科技有限公司ꎻＤ－( ＋) －葡萄糖
(ＳＴ１２２８)、细胞增殖 / 毒性检测试剂盒 ( Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ
Ｋｉｔ－８ꎬ ＣＣＫ － ８) ( Ｃ００３８)、 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染 色 试 剂 盒
(Ｃ１０２９)ꎬ上海碧云天生物技术公司ꎻ阴性对照模拟物
(５􀆳－ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ－３􀆳)、ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 模

拟物(５􀆳 －ＣＡＡＡＧＵＧＣＣＵＣＣＣＵＵＵＡＧＡＧＵＧ－ ３􀆳)、ＨＩＦ － １α
过表达载体[将 ＨＩＦ－１α ｍＲＮＡ(ＮＭ＿００１５３０.４)编码区序
列插入 ｐｃＤＮＡ３. １ ( ＋) 载体构建]ꎬ上海吉玛基因公司ꎻ
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 转染试剂盒(Ｌ３０００－０１５)ꎬ美国赛默飞

世尔科技公司ꎻ实时荧光定量 ＰＣＲ 检测试剂盒(６３８３１５)ꎬ
北京宝日医生物技术公司ꎻＨＩＦ － １α 抗体 ( ａｂ１７９４８３)、
β－肌动蛋白(β－ａｃｔｉｎ) ( ａｂ８２２７)抗体ꎬ上海艾博抗公司ꎻ
酶联免疫吸附试验( ｅｎｚｙｍｅ－ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬ
ＥＬＩＳＡ)相关人肿瘤坏死因子－α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ－αꎬ
ＴＮＦ － α ) 检 测 试 剂 盒 ( ＥＨ０３０２ )、 人 白 细 胞 介 素
(ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎꎬＩＬ)－１β 检测试剂盒(ＥＨ０１８５)、人 ＩＬ－６ 检测

试剂盒(ＥＨ０２０１)ꎬ武汉菲恩生物科技有限公司ꎻＭａｔｒｉｇｅｌ
基质胶(３５４２３４)ꎬ美国康宁公司ꎻＨＩＦ－１α 野生型报告载
体[包含 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 结合位点(ＨＩＦ－１α－ｗｔ)]、ＨＩＦ－１α
突变型报告载体 [不包含 ｍｉＲ － ５１９ｄ － ３ｐ 结 合 位 点

(ＨＩＦ－１α－ｍｕｔ)]ꎬ广州伯信生物科技公司ꎻ荧光素酶报告
基因检测试剂盒(Ｅ１９１０)ꎬ美国普洛麦格公司ꎮ
１.２方法
１.２.１细胞培养　 ＨＲＭＥＣ 复苏后采用内皮细胞培养基进
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行培养ꎬ培养箱条件设定为 ３７℃、５％ ＣＯ２、９５％空气ꎮ 当
细胞生长至约 ９０％融合时ꎬ用 ０.２５％胰蛋白酶消化细胞ꎬ
按 １∶ ４ 传代培养ꎮ 当细胞传至 ２~３ 代后ꎬ取生长状态良好
的细胞进行实验ꎮ
１.２.２制作高糖细胞模型　 将 Ｄ－(＋)－葡萄糖用适量 ＰＢＳ
溶液配制成 ５、３０ｍｍｏｌ / Ｌ 浓度ꎮ 取 ＨＲＭＥＣ 在 ６ 孔板中铺
板ꎬ每孔细胞数约为 ５ × １０６ 个ꎮ 向细胞中分别加入 ５、
３０ｍｍｏｌ / Ｌ 浓度葡萄糖培养 ４８ｈꎬ建立正常(ＮＧ)和高糖
(ＨＧ)细胞模型ꎮ
１.２.３实验分组和细胞转染 　 对照组:ＨＧ 细胞模型转染
阴性对照模拟物ꎻ 甘露醇组: 在对照组基础 上 加 入
２５ｍｍｏｌ / Ｌ 甘露醇ꎻｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表达组:ＨＧ 细胞模型
转染 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 模拟物ꎻｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 联合 ＨＩＦ－１α
过表达组:ＨＧ 细胞模型共转染 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 模拟物和
ＨＩＦ－１α 过表达载体ꎮ 取 ＨＲＭＥＣ 在 ６ 孔板中铺板ꎬ每孔
细胞数约为 ５×１０６个ꎬ培养过夜ꎮ 当细胞生长至约 ７０％ ~
９０％融合时ꎬ利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 转染试剂进行细胞转
染ꎮ 对照组、甘露醇组、ｍｉＲ － ５１９ｄ － ３ｐ 过表达组、ｍｉＲ －
５１９ｄ－３ｐ 联合 ＨＩＦ－１α 过表达组分别转染 １００ｐｍｏｌ 阴性对

照模拟物、１００ｐｍｏｌ 阴性对照模拟物、１００ｐｍｏｌ ｍｉＲ－５１９ｄ－
３ｐ 模拟物、５０ｐｍｏｌ ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 和 ２.０μｇ ＨＩＦ－１α 过表达
载体ꎮ 继续培养 ２４ｈ 后ꎬ收集细胞供后续使用ꎮ
１.２.４实验指标
１.２.４.１实时荧光定量 ＰＣＲ法检测各组ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ的
表达情况　 提取各组细胞总 ＲＮＡꎬ并逆转录为 ｃＤＮＡꎮ 利
用 ｃＤＮＡ 作为模版在 ＡＢＩ ７１００ 荧光定量 ＰＣＲ 仪上进行扩

增反应ꎮ 扩增条件为:９５℃ ２０ｍｉｎꎬ随后 ９５℃ １０ｓꎬ５８℃
３０ｓꎬ７２℃ ３０ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ ｍｉＲ － ５１９ｄ － ３ｐ 引物:５􀆳 －
ＣＡＡＡＧＴＧＣＣＴＣＣＣＴＴＴＡＧＡＧＴＧ － ３􀆳 ( 正 向 )ꎬ ５􀆳 －
ＣＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ － ３􀆳 ( 反向)ꎻ Ｕ６ 引 物: ５􀆳 －
ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ － ３􀆳 ( 正 向 )ꎬ ５􀆳 －
ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ－３􀆳( 反向)ꎮ 以 Ｕ６ 为内参对
照ꎬ采用 ２－ΔΔＣｔ法计算各组中 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 的相对表达

水平ꎮ
１.２.４.２ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测各组 ＨＩＦ－１α蛋白的表达

情况　 采用 ＲＩＰＡ 蛋白裂解液提取各组细胞总蛋白ꎬＢＣＡ
法测定总蛋白浓度ꎮ 取 ４０μｇ 总蛋白依次进行电泳、转膜
和封闭过程ꎮ 随后加入 ＨＩＦ－１α 抗体(１∶ １０００ 稀释)４℃过
夜ꎬ以 β－ａｃｔｉｎ 抗体(１∶ １００００ 稀释)为内参对照ꎮ 第 ２ｄ 利

用辣根过氧化物酶标记山羊抗兔二抗(１∶ ５０００)３７℃孵育
１ｈ 后ꎬ暗室添加超敏发光液并曝光胶片ꎮ 利用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ－
ｏｎｅ 软件对蛋白条带进定量分析ꎬ计算 ＨＩＦ－１α 蛋白的相
对表达水平ꎮ
１.２.４.３ 荧光素酶报告基因实验检测 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 和
ＨＩＦ－１α的结合位点情况　 取对照组和 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过
表达组细胞在 ２４ 孔板中铺板ꎬ每孔细胞数约为 ２×１０５个ꎬ
培养过夜ꎮ 利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 转染试剂向细胞中分
别转染 ０.８μｇ ＨＩＦ－１α－ｗｔ 和 ０.８μｇ ＨＩＦ－１α－ｍｕｔ 报告载

体ꎮ 培养 ２４ｈ 后ꎬ裂解细胞ꎬ利用荧光素酶报告基因检测
试剂盒测定各组萤火虫荧光值和海肾荧光值ꎮ 以萤火虫
荧光值为内参对照ꎬ计算相对荧光素酶活性ꎮ 相对荧光素
酶活性＝(海肾荧光值 / 萤火虫荧光值)×１００％ꎮ

１.２.４.４ ＣＣＫ－８ 法检测各组细胞增殖情况　 取各组细胞
在 ９６ 孔板中铺板ꎬ每孔细胞数约为 ７×１０３ 个ꎮ 培养 ２４、
４８、７２ｈ 后分别向细胞中加入 １２μＬ ＣＣＫ－８ 溶液ꎬ继续培
养 ３ｈꎮ 采用多功能酶标仪测定各组 ４５０ｎｍ 波长时的吸光
度(Ａ)值ꎮ
１.２.４.５ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２染色法检测各组细胞凋亡情况　
取各组细胞在 ２４ 孔板细胞爬片中铺板ꎬ每孔细胞数约为
２×１０５ 个ꎬ培养 ４８ｈꎮ 取出细胞爬片ꎬ采用 ４％多聚甲醛
３７℃固定 ３０ｍｉｎꎬ并以 ５％牛血清白蛋白 ３７℃ 封闭 １.５ｈꎮ
利用 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 溶液在暗室中染色 ２ｍｉｎꎬ通过荧光显
微镜观察凋亡细胞ꎬ并计算细胞凋亡率ꎮ 细胞凋亡率 ＝
[凋亡细胞数量(５ 个随机视野) / 总细胞数量(５ 个随机视
野)]×１００％ꎮ
１.２.４.６ ＥＬＩＳＡ法检测各组细胞外液 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６
蛋白的表达情况　 取各组细胞在 ２４ 孔板中铺板ꎬ每孔细
胞数约为 ２×１０５个ꎬ培养 ４８ｈꎮ 收集各组细胞外液ꎬ将细胞
外液加入反应板中 ３７℃孵育 １ｈꎬ并加入生物素化抗体工
作液 ３７℃孵育 １ｈꎮ 随后加入酶结合物工作液 ３７℃避光孵
育 ３０ｍｉｎꎮ 最后加入显色底物 ３７℃避光孵育 １５ｍｉｎꎮ 通过
多功能酶标仪分析各组 ４５０ｎｍ 波长下的 Ａ 值ꎬ对比标准
曲线ꎬ计算 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６ 浓度ꎮ
１.２.４.７小管形成实验检测各组新生毛细血管管腔样结构
形成情况　 将 ２４ 孔板用 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶均匀铺垫ꎬ放置
３０ｍｉｎ 使其硬化ꎮ 取各组细胞在 ２４ 孔板中铺板ꎬ每孔细
胞数约为 ２×１０５个ꎬ培养 ２４ｈꎮ 采用倒置显微镜观察新生
毛细血管样结构形成情况ꎮ 采用 Ｉｍａｇｅ－Ｊ 软件计算各组
单个视野下新生毛细血管管腔样结构数量ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２８.０ 软件进行统计学分析ꎮ
采用 Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ－Ｓｍｉｒｎｏｖ 检验进行正态性分析ꎬ符合正态

分布的计量资料以均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ两组间比较
采用独立样本 ｔ 检验ꎻ三组间比较采用单因素方差分析ꎬ
事后组间两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 表示差异有
统计学意义ꎮ
２结果
２.１ ＮＧ 和 ＨＧ 细胞模型中 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 和 ＨＩＦ－１α 蛋
白的表达情况比较 　 实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测 ＮＧ 和
ＨＧ 细胞模型中 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 的表达水平分别为 ０.０３９±
０.００５ 和 ０.０２２±０.００３ꎬ且与 ＮＧ 比较ꎬＨＧ 中 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ
表达水平显著减少ꎬ差异有统计学意义 ( ｔ ＝ ９. ６２ꎬＰ <
０.０１)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 ＮＧ 和 ＨＧ 细胞模型中
ＨＩＦ－１α蛋白的表达水平分别为 ０.１０４±０.００９ 和 ０.６２７ ±
０.０４４ꎬ且与 ＮＧ 比较ꎬＨＧ 中 ＨＩＦ－１α 蛋白表达水平显著增
加ꎬ差异有统计学意义( ｔ＝ ２６.５３ꎬＰ<０.０１)ꎬ见图 １ꎮ
２.２各组细胞中 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 和 ＨＩＦ－１α 蛋白的表达情
况比较　 实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测各组细胞中 ｍｉＲ －
５１９ｄ－３ｐ的表达情况比较ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ １７１.８９ꎬ
Ｐ<０.０１)ꎬ且与对照组比较ꎬｍｉＲ－ ５１９ｄ － ３ｐ 过表达组和
ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 联合 ＨＩＦ－１α 过表达组细胞中 ｍｉＲ－５１９ｄ－
３ｐ 表达水平均显著增加ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ ３８.９０、
２９.１６ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测各组细胞中
ＨＩＦ－１α 蛋白的表达情况比较ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝
１２６.５３ꎬＰ<０.０１)ꎬ且与对照组比较ꎬｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表达
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组细胞中 ＨＩＦ－１α 蛋白表达水平显著减少ꎬ而 ｍｉＲ－５１９ｄ－
３ｐ 联合 ＨＩＦ－１α 过表达组细胞中 ＨＩＦ－１α 蛋白表达水平
显著增加ꎬ差异有统计学意义 ( ｔ ＝ １６. ２１、４４. ７２ꎬ均 Ｐ <
０.０１)ꎮ 对照组和甘露醇组细胞中 ｍｉＲ － ５１９ｄ － ３ｐ 和
ＨＩＦ－１α蛋白的表达情况比较ꎬ差异无统计学意义 ( ｔ ＝
０.１７、０.１３ꎬ均 Ｐ>０.０５)ꎬ见图 ２ꎬ表 １ꎮ
２.３ ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 和 ＨＩＦ－１α 的结合位点检测　 生物信

息学分析显示ꎬＨＩＦ－１α 可能是 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 的靶基因ꎬ
ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 中“ＣＧＵＧＡＡＡ”序列可以与 ＨＩＦ－１α ３􀆳－非
编码区(３􀆳－ＵＴＲ)中“ＧＣＡＣＵＵＵ”序列特异性结合ꎬ见图 ３ꎮ
荧光素酶报告基因实验检测对照组和 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表

达组细胞中 ＨＩＦ－１α－ｗｔ 载体的相对荧光素酶活性分别为

５.２３７±０. ４８５ 和 ２. ３０９ ± ０. １８３ꎬ且与对照组比较ꎬ ｍｉＲ －
５１９ｄ－３ｐ过表达组细胞中 ＨＩＦ－１α－ｗｔ 载体的相对荧光素

酶活性显著减少ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ １０.４４ꎬＰ<０.０１)ꎻ
对照组和 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表达组细胞中 ＨＩＦ－１α－ｍｕｔ 载
体的相对荧光素酶活性分别为 ５. ０８１ ± ０. ３５７ 和 ４. ８３７ ±
０.３９２ꎬ差异无统计学意义( ｔ＝ ０.４９７ꎬＰ>０.０５)ꎮ
２.４ 各组细胞增殖和凋亡情况比较　 ＣＣＫ－８ 法检测各组

细胞 Ａ 值 (２４、４８、７２ｈ) 比较ꎬ差异有统计学意义 ( Ｆ ＝
３９.５７、２８.２９、５２.１４ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎮ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色法检

测各组细胞凋亡率比较ꎬ差异有统计学意义(Ｆ＝ ７４.４６ꎬＰ<
０.０１)ꎮ 与对照组比较ꎬｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表达组细胞 ２４、
４８、７２ｈ Ａ 值均显著增加ꎬ细胞凋亡率显著减少ꎬ差异有统

计学意义( ｔ ＝ １４.１９、１７.２３、９.８８、２６.０７ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎮ 与

ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表达组比较ꎬｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 联合 ＨＩＦ－１α
过表达组细胞 ２４、４８、７２ｈ Ａ 值均显著减少ꎬ细胞凋亡率显

著增加ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ ４.６５、８.４１、５.３２、３２.０２ꎬ均
Ｐ<０.０１)ꎮ 对照组和甘露醇组细胞 ２４、４８、７２ｈ Ａ 值和细胞

凋亡率比较差异无统计学意义( ｔ ＝ ０.０１、０.１８、０.０６、０.７７ꎬ
均 Ｐ>０.０５)ꎬ见图 ４ꎬ表 ２ꎮ
２.５ 各组细胞外液炎症因子表达和血管生成情况比较 　
ＥＬＩＳＡ 法检测各组细胞外液 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６ 浓度比

较ꎬ差异有统计学意义 ( Ｆ ＝ ６５. ５９、７４. ９１、５７. ８８ꎬ均 Ｐ <
０.０１)ꎮ 小管形成实验检测各组中新生毛细血管管腔样结

构数量比较ꎬ差异有统计学意义(Ｆ＝ １６３.５０ꎬＰ<０.０１)ꎮ 与

对照组比较ꎬｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表达组中 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、
ＩＬ－６浓度均显著减少ꎬ新生毛细血管管腔样结构数量显著

减少ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ １４.９４、２５.２８、７.２９、１６.１９ꎬ均
Ｐ<０.０１)ꎮ 与 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表达组比较ꎬｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ
联合 ＨＩＦ－１α 过表达组中 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６ 浓度均显

著增加ꎬ新生毛细血管管腔样结构数量显著增加ꎬ差异有

统计学意义( ｔ＝ ７.３２、１７.０５、２６.８１、６.３４ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎮ 对照

组和甘露醇组中 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６ 浓度和新生毛细血

管管腔样结构数量比较ꎬ差异无统计学意义 ( ｔ ＝ ０. ２０、
０.３２、０.５５、０.１７ꎬ均 Ｐ>０.０５)ꎬ见图 ５ꎬ表 ３ꎮ
３讨论

ＤＲ 基本病理变化包括周细胞选择性缺失、毛细血管
基底膜增厚、微血管瘤形成、内皮细胞增殖及新生血管导
致的视网膜脱离ꎮ ＨＲＭＥＣ 在维持视网膜毛细血管的完
整性方面发挥重要作用ꎬ高糖引起 ＨＲＭＥＣ 功能障碍ꎬ破
坏血－视网膜屏障ꎬ导致视网膜出血、渗出、脱离ꎬ促进 ＤＲ

　 　

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测 ＮＧ 和 ＨＧ 细胞模型中 ＨＩＦ－１α
蛋白的表达情况ꎮ

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测各组细胞中 ＨＩＦ－１α 蛋白的表达
情况　 Ａ:对照组ꎻＢ:甘露醇组ꎻＣ:ｍｉＲ － ５１９ｄ － ３ｐ 过表达组ꎻ
Ｄ:ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 联合 ＨＩＦ－１α 过表达组ꎮ

图 ３ 　 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 和 ＨＩＦ－１α ３􀆳 －ＵＴＲ 之间的结合位点
预测ꎮ

的发生和恶化ꎮ 研究发现ꎬ多种因素可以引起 ＨＲＭＥＣ 功
能障碍ꎬ如高级糖基化终产物积累、过氧化物酶体增殖体
激活受体 γ 的失活、慢性炎症、氧化应激异常、生长因子及
细胞因子表达失调等[８]ꎮ 此外ꎬ高糖还会影响负责表观遗
传修饰和非编码 ＲＮＡ 功能的酶的活性ꎬ导致非编码 ＲＮＡ
表达异常ꎮ 近年来ꎬｍｉＲＮＡｓ 因其广泛的调节功能而受到
青睐ꎬ目前已发表的 ８ 篇相关论文共报道了 ９３ 个 ｍｉＲＮＡｓ
在 ＤＲ 患者和非 ＤＲ 患者中呈差异表达ꎬ如 ｍｉＲ － ２７ｂ、
ｍｉＲ－３２０ａ、ｍｉＲ－４２３－５ｐ 等[９]ꎬ阐明这些 ｍｉＲＮＡｓ 的作用
机制将为 ＤＲ 治疗提供新的线索ꎮ ＨＧ 诱导 ＨＲＭＥＣ 细胞
模型是研究 ＤＲ 的常用体外模型ꎬ可用于研究该病的分子
机制及防治策略ꎮ 本研究发现ꎬ高糖诱导 ＨＲＭＥＣ 模型中
ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 表达下调ꎬ与既往文献[５] 报道一致ꎬ表明结
果可 信ꎮ 随 后 本 研 究 通 过 一 系 列 细 胞 实 验 证 实ꎬ
ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 可以减轻高糖诱导的 ＨＲＭＥＣ 功能障碍并
抑制血管生成ꎮ

高糖可以引起视网膜内皮细胞的增殖失调ꎬ加速 ＤＲ
进展ꎮ 同时ꎬ高糖还能诱导视网膜血管内皮细胞凋亡增
加ꎬ而用抗氧化酶处理能保护细胞免受氧化应激ꎬ并降低
细胞凋亡ꎮ 研究显示ꎬ炎症因子包括 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６
在 ＤＲ 进展中起着重要作用[１０]ꎮ 持续的高血糖导致视网
膜缺血性改变ꎬ刺激血管内皮生长因子释放ꎬ最终促进新
生血管生成ꎮ 近年研究表明ꎬ一些异常表达的 ｍｉＲＮＡｓ 在
ＤＲ 的发生发展中发挥重要作用ꎬ如 ｍｉＲ－１５ｂ、ｍｉＲ－１８１、
ｍｉＲ－３７３、ｍｉＲ－４２５－５ｐ 等ꎬ利用这些 ｍｉＲＮＡｓ 有望开发
ＤＲ 治疗的新靶点[１１－１４]ꎮ ｍｉＲ － ５１９ｄ － ３ｐ 位于人基因组
１９ｑ１３.４２ 区域ꎬ参与调控细胞增殖、凋亡和炎症等过程ꎮ
本研究利用 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 模拟物在高糖诱导的 ＨＲＭＥＣ
模型中成功过表达 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐꎬ经 ＣＣＫ－８ 法和 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２ 染色法发现ꎬｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表达组细胞 ２４、４８、
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图 ４　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色法检测各组细胞凋亡情况　 Ａ:对照组ꎻＢ:甘露醇组ꎻＣ:ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表达组ꎻＤ:ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 联合
ＨＩＦ－１α 过表达组ꎮ

图 ５　 小管形成实验检测各组新生毛细血管管腔样结构形成情况 　 Ａ:对照组ꎻＢ:甘露醇组ꎻＣ:ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表达组ꎻＤ:ｍｉＲ－
５１９ｄ－３ｐ联合 ＨＩＦ－１α 过表达组ꎮ

表 １　 各组细胞中 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ和 ＨＩＦ－１α蛋白的表达情况比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ ＨＩＦ－１α 蛋白

对照组 ０.０２７±０.００５ ０.４７１±０.０３３
甘露醇组 ０.０３１±０.００４ ０.４９８±０.０４０
ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表达组 ０.８５７±０.０７１ ０.１３６±０.００７
ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 联合 ＨＩＦ－１α 过表达组 ０.８４０±０.０７９ １.１５４±０.０８６

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ １７１.８９ １２６.５３
Ｐ <０.０１ <０.０１

表 ２　 各组细胞不同时间点细胞增殖和凋亡率比较 􀭰ｘ±ｓ

组别
Ａ 值

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
凋亡率(％)

对照组 ０.２５３±０.０３３ ０.４５０±０.０４２ ０.５９２±０.０７３ ２８.６２１±７.２０２
甘露醇组 ０.２４９±０.０２５ ０.４７３±０.０３７ ０.６１５±０.０６０ ２６.３２８±６.９２７
ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表达组 ０.５３３±０.０４１ ０.７２４±０.０４９ ０.９５７±０.１０４ ９.００５±２.６４４
ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 联合 ＨＩＦ－１α 过表达组 ０.４６１±０.０３０ ０.６１８±０.０４６ ０.７６６±０.０６０ １９.８５３±５.３２９

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ３９.５７ ２８.２９ ５２.１４ ７４.４６
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

表 ３　 各组细胞外液炎症因子表达和血管生成情况比较 􀭰ｘ±ｓ

组别
浓度(ｎｇ / Ｌ)

ＴＮＦ－α ＩＬ－１β ＩＬ－６
新生毛细血管管腔样

结构数量(只)
对照组 ７８.３４６±９.５８０ １７０.７７４±１３.９１０ １０５.９１８±１６.７３８ ４２２.３５０±２８.０５８
甘露醇组 ７２.８６１±９.７６２ １６５.４５０±１２.６１４ １１０.７３２±１５.２４２ ４０１.４８３±２９.３５４
ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表达组 ２７.３２１±３.８７９ ４５.２５３±８.９８６ ７０.１３３±１３.３５５ １６５.２９６±１６.１９４
ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 联合 ＨＩＦ－１α 过表达组 ９５.０７８±９.１６２ １６５.０４２±２０.４７３ ２４４.６９３±１３.４２３ ２７２.５３８±２３.４３１

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ６５.５９ ７４.９１ ５７.８８ １６３.５０
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

７２ｈ 吸光度值较对照组均显著增加ꎬ而细胞凋亡率较对照
组显著减少ꎮ 该结果与 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 在其他类型细胞中
的功能一致ꎬ提示 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 在 ＤＲ 中具有促进细胞
增殖作用ꎮ 经 ＥＬＩＳＡ 法检测发现ꎬｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表达

组细胞外液 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６ 的浓度较对照组均显著
减少ꎬ提示 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 在 ＤＲ 中具有抗炎作用ꎮ 这一
结果与 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 在初级成纤维细胞中促炎作用相
悖ꎬ具体原因有待进一步考究ꎮ 此外ꎬ小管形成实验结果
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显示ꎬｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表达组新生毛细血管管腔样结构
数量较对照组显著减少ꎬ与既往文献[４] 报道一致ꎬ提示
ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 在 ＤＲ 中具有抗血管生成作用ꎮ 基于以上
结果ꎬ可以得出 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 在 ＤＲ 发生和发展中均具
有重要作用ꎮ

众多研究表明ꎬｍｉＲＮＡｓ 参与负性调控目的基因表达ꎬ
其作用方式主要通过与目的基因 ３􀆳－ＵＴＲ 中特定核苷酸
序列结合ꎬ进而导致转录或翻译过程抑制ꎮ 经 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ
８.０ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ. ｏｒｇ / ｖｅｒｔ ＿ ８０ / )、 ｍｉＲＤＢ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｍｉｒｄｂ. ｏｒｇ / )、ｍｉＲＴａｒＢａｓｅ ７. ０( ｈｔｔｐｓ: / / ｍｉｒｔａｒｂａｓｅ.
ｃｕｈｋ.ｅｄｕ.ｃｎ / )数据库预测 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 调控的目的基
因ꎬ发现 ＨＩＦ － １α 预测分数较高ꎬ推测 ＨＩＦ － １α 可能是
ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 的靶基因ꎮ 先前关于胰腺导管腺癌细胞与
子宫内膜上皮细胞的研究中也曾报道ꎬｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 对
ＨＩＦ－１α 具有负调控作用[１５－１６]ꎮ 本研究发现ꎬｍｉＲ－５１９ｄ－
３ｐ 过表达组中 ＨＩＦ－１α 蛋白表达水平较对照组显著减
少ꎬ提示 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 对 ＨＩＦ－１α 具有负调控作用ꎮ 随
后经荧光素酶报告基因实验验证 ｍｉＲ － ５１９ｄ － ３ｐ 中
“ＣＧＵＧＡＡＡ”序列可与 ＨＩＦ－１α 中“ＧＣＡＣＵＵＵ”序列特异
性结合ꎬ提示 ＨＩＦ－１α 是 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 的靶基因ꎮ
　 　 ＨＩＦ－１α 蛋白分子量约为 ９２ｋＤａꎬ作为肿瘤治疗中的
一个明星分子靶点ꎬ其广泛参与细胞增殖和凋亡、肿瘤转
移、血管生成及葡萄糖代谢等过程[１７]ꎮ 近年来ꎬＨＩＦ－１α
被报道与糖尿病及其并发症的发生和发展密切相关ꎮ
Ｉｌｅｇｅｍｓ 等[１８]研究揭示 ＨＩＦ－１α 可以介导糖尿病小鼠模型
中胰岛 β 细胞的损伤ꎬ而其抑制剂 ＰＸ－４７８ 则可改善胰岛
β 细胞的胰岛素分泌指数ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[１９]发现 ＤＲ 小鼠模型
中视网膜血管生成与 ＨＩＦ－１α 水平的增加密切相关ꎬ沉默
ＨＩＦ－１α 可以降低血管内皮生长因子的表达ꎬ并以时间依
赖的方式抑制血管生成ꎮ Ｊｉａｎｇ 等[２０]报道 ＨＩＦ－１α 通过血
红素氧合酶 １ 介导的对线粒体动态控制可以改善糖尿病
肾病的肾小管损伤ꎮ 本研究发现ꎬｍｉＲ － ５１９ｄ － ３ｐ 联合
ＨＩＦ－１α过表达组细胞 ２４、４８、７２ｈ 吸光度值较 ｍｉＲ－５１９ｄ－
３ｐ 过表达组均显著减少ꎬ细胞凋亡率较 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过
表达组显著增加ꎬ细胞外液 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６ 浓度较
ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表达组均显著增加ꎬ新生毛细血管管腔
样结构数量较 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 过表达组显著增加ꎬ与既往
文献[１９] 报道结果一致ꎬ提示 ＨＩＦ － １α 可以逆转 ｍｉＲ－
５１９ｄ－３ｐ的作用ꎮ 由此得出ꎬＨＩＦ－１α 是 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 发
挥功能的关键下游分子ꎬｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ / ＨＩＦ－１α 通路在
ＤＲ 发生和发展中均具有重要作用ꎮ

综上所述ꎬ高糖诱导 ＨＲＭＥＣ 模型中 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ
表达下调ꎬ而 ＨＩＦ－ １α 蛋白表达上调ꎮ ＨＩＦ－ １α 是ｍｉＲ－
５１９ｄ－３ｐ 的靶基因ꎮ ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 靶向 ＨＩＦ－１α 增加细
胞增殖并降低细胞凋亡和炎症反应ꎬ从而减轻高糖诱导的
ＨＲＭＥＣ 功能障碍并抑制血管生成ꎮ 本研究尚存几点不
足:(１)由于本研究不涉及组织样本ꎬ故未能检测 ｍｉＲ－
５１９ｄ－３ｐ 和 ＨＩＦ－１α 表达水平的相关性ꎻ(２)未能从基因
干扰层面观察沉默 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ 对高糖诱导的 ＨＲＭＥＣ
功能障碍和血管生成的影响ꎻ(３)未能使用 ＨＩＦ－１α 抑制
剂佐证 ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ / ＨＩＦ－１α 通路的功能ꎮ
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ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ｒａｔ ｂｙ ｓｐｏｎｇｉｎｇ ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ. Ｊ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｔｒａｎｓｌ
Ｒｅｓ ２０１９ꎻ１２(３):１７１－１８３
７ 蔡晖ꎬ 石华宗ꎬ 杨豫湘. 过表达低氧诱导因子－１α(ＨＩＦ－１α)对体
外培养人视网膜血管内皮细胞增殖、炎症反应及血管生成的影响.
眼科新进展 ２０１９ꎻ３９(１):３２－３５
８ Ｚｈａｎｇ ＪＦꎬ Ｑｉｕ ＱＨꎬ Ｗａｎｇ ＨＹꎬ ｅｔ ａｌ. ＴＲＩＭ４６ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ－ ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ
ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｆａｃｉｌｉｔａｔｉｎｇ ＧＰＸ４ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ. Ｅｘｐ Ｃｅｌｌ
Ｒｅｓ ２０２１ꎻ４０７(２):１１２８００
９ Ｚｈｏｕ Ｈꎬ Ｐｅｎｇ Ｃꎬ Ｈｕａｎｇ ＤＳꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ａｐｐｒｏａｃｈ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ: ａ
ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ ｍｅｔａ － ａｎａｌｙｓｉｓ. ＤＮＡ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ ２０２０ꎻ ３９ ( ３):
４４１－４５０
１０ 李秀ꎬ 刘畅. 炎症在糖尿病视网膜病变中的作用. 国际眼科杂志
２０２１ꎻ２１(８):１３６８－１３７２
１１ Ｙａｎｇ Ｙꎬ Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｌｉ ＹＰꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉｃｒｏＲＮＡ－ １５ｂ ｔａｒｇｅｔｓ ＶＥＧＦ ａｎｄ
ｉｎｈｉｂｉｔｓ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｊ Ｃｌｉｎ
Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ Ｍｅｔａｂ ２０２０ꎻ１０５(１１):３４０４－３４１５
１２ Ｃａｏ Ｊꎬ Ｚｈａｏ ＣＪꎬ Ｇｏｎｇ ＬＬꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉＲ－１８１ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ａｎｄ
ｍｉｇｒａｔｏｒｙ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｂｙ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＫＬＦ６. Ｃｕｒｒ Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２０２２ꎻ４７(６):８８２－８８８
１３ 郭宁ꎬ 阿依努􀅰努拉厚ꎬ 卜倩ꎬ 等. ｍｉＲ－３７３ 靶向 ＶＥＧＦＡ 对糖尿
病视网膜病变大鼠的作用. 国际眼科杂志 ２０２１ꎻ２１(８):１３３９－１３４４
１４ Ｌｉｕ ＸＡꎬ Ｚｈｏｕ ＹＨꎬ Ｌｉｕ ＹＸꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉｃｒｏＲＮＡ－４２５－５ｐ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｏｐｈｔｈａｌｍｉｃ Ｒｅｓ ２０２２ꎻ
６５(１):６０－６７
１５ Ｓｕｎ ＪＷꎬ Ｚｈａｎｇ ＰＰꎬ Ｔａｏ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＬｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１
ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ
ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ－５１９ｄ－３ｐ ａｎｄ ＨＩＦ－１Ａ. Ｊ Ｃａｎｃｅｒ ２０２０ꎻ１１
(９):２５７２－２５７９
１６ Ｗａｎｇ ＸＤꎬ Ｍｉａｏ ＳＢꎬ Ｌｕ ＬＱꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉＲ５１９ｄ３ｐ ｒｅｌｅａｓｅｄ ｂｙ ｈｕｍａｎ
ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｂｙ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＨＩＦ１α. Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｍｅｄ ２０２２ꎻ５０(４):１２３
１７ Ｇｕｎｔｏｎ ＪＥ. Ｈｙｐｏｘｉａ － ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｅｓ. Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔｉｇ
２０２０ꎻ１３０(１０):５０６３－５０７３
１８ Ｉｌｅｇｅｍｓ Ｅꎬ Ｂｒｙｚｇａｌｏｖａ Ｇꎬ Ｃｏｒｒｅｉａ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. ＨＩＦ－１α ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＰＸ－４７８
ｐｒｅｓｅｒｖｅｓ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ β ｃｅｌｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｅｓ. Ｓｃｉ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ ２０２２ꎻ１４
(６３８):ｅａｂａ９１１２
１９ Ｚｈａｎｇ Ｄꎬ Ｌｖ ＦＬꎬ Ｗａｎｇ ＧＨ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＩＦ － １ａｌｐｈａ ｏｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ＶＥＧＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｅｕｒ Ｒｅｖ Ｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ
Ｓｃｉ ２０１８ꎻ２２(１６):５０７１－５０７６
２０ Ｊｉａｎｇ Ｎꎬ Ｚｈａｏ Ｈꎬ Ｈａｎ ＹＣꎬ ｅｔ ａｌ. ＨＩＦ－１α ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｔｕｂｕｌａｒ ｉｎｊｕｒｙ
ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｖｉａ ＨＯ － １ － ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｄｙｎａｍｉｃｓ. Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｌｉｆ ２０２０ꎻ５３(１１):ｅ１２９０９
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