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摘要
目的:探讨 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 对高糖诱导的人视网膜微血管
内皮细胞(ｈＲＭＥＣｓ)损伤的影响及其可能的作用机制ꎮ
方法:采用高糖诱导 ｈＲＭＥＣｓ 建立细胞损伤模型ꎮ 高糖
(ＨＧ)组将 ｈＲＭＥＣｓ 培养在浓度为 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ－葡萄糖
的 ＤＭＥＭ 培养基 ２４ ｈꎻ正常(ＮＧ)组将 ｈＲＭＥＣｓ 培养在浓
度为 ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ－葡萄糖的 ＤＭＥＭ 培养基ꎻ按照实验设
计分别将 ｓｉ－ＮＣ、ｓｉ－ＳＮＨＧ６、 ｓｉ－ＳＮＨＧ６ 和 ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ、
ｓｉ－ ＳＮＨＧ６ 和 ａｎｔｉ －ｍｉＲ － １８６ － ５ｐ 转染至 ｈＲＭＥＣｓꎬ随后
２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ－葡萄糖孵育 ２４ ｈꎬ分别记为 ＨＧ＋ｓｉ－ＮＣ 组、
ＨＧ＋ ｓｉ － ＳＮＨＧ６ 组、ＨＧ ＋ ｓｉ － ＳＮＨＧ６ ＋ ａｎｔｉ － ｍｉＲ － ＮＣ 组、
ＨＧ＋ｓｉ－ＳＮＨＧ６＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１８６－５ｐ 组ꎮ ｑＲＴ－ＰＣＲ 法检测
ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６、ｍｉＲ－１８６－５ｐ 的表达量ꎻ双荧光素酶报告
实验检测 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 与 ｍｉＲ － １８６－５ｐ的靶向关系ꎻ
ＭＴＴ 法与流式细胞术分别检测细胞增殖及凋亡ꎻＥＬＩＳＡ 法
检测 ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α、ＩＬ－８、ＩＬ－１０ 的水平ꎻ采用试剂盒检测
ＳＯＤ 的活性和 ＭＤＡ 的水平ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｃｌｅａｖｅｄ －
ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２ 蛋白表达量ꎮ
结果: ＨＧ 组与 ＮＧ 组比较 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 表达升高ꎬ
ｍｉＲ－１８６－５ｐ表达降低(均 Ｐ<０.０５)ꎻｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 可靶
向结合 ｍｉＲ－１８６－５ｐꎮ 转染 ｓｉ －ＳＮＨＧ６ 后细胞增殖抑制
率、凋亡率、 ｃｌｅａｖｅｄ － ｃａｓｐａｓｅ３、 Ｂａｘ 蛋白水平ꎬ ＩＬ － １β、
ＴＮＦ－α、ＩＬ－８含量以及 ＭＤＡ 活性降低(Ｐ<０.０５)ꎬ而 Ｂｃｌ－２
蛋白、ＩＬ－１０含量以及 ＳＯＤ 的活性升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 共转染
ｓｉ－ＳＮＨＧ６和 ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１８６－５ｐ 后ꎬ细胞增殖抑制率、凋亡
率、ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α、ＩＬ－８ 以及 ＭＤＡ 升
高(Ｐ<０.０５)ꎬ而 Ｂｃｌ－２ 蛋白、ＩＬ－１０ 和 ＳＯＤ 降低(Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:干扰 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 表达可通过促进 ｍｉＲ－１８６－５ｐ
表达而抑制高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 凋亡、炎症反应及氧化
应激ꎮ
关键词:人视网膜微血管内皮细胞ꎻｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ꎻｍｉＲ－
１８６－５ｐꎻ细胞增殖ꎻ凋亡ꎻ炎症ꎻ氧化应激
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ａｎｄ ｓｉ－ＳＮＨＧ６ ａｎｄ ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１８６－５ｐ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ
ｈＲＭＥＣｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ａｔ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ－ ｇｌｕｃｏｓｅ ｆｏｒ ２４ ｈꎬ ｗｉｔｈ ＨＧ ＋ ｓｉ －ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ
ＨＧ＋ ｓｉ － ＳＮＨＧ６ ｇｒｏｕｐꎬ ＨＧ ＋ ｓｉ － ＳＮＨＧ６ ＋ ａｎｔｉ － ｍｉＲ － ＮＣ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＨＧ ＋ ｓｉ － ＳＮＨＧ６ ＋ ａｎｔｉ － ｍｉＲ － １８６ － ５ｐ ｇｒｏｕｐ
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Ｂｃｌ－２ꎬ ＩＬ－１０ ａｎｄ ＳＯＤ (Ｐ<０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｗｉｔｈ ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ ｃｏｕｌｄ
ｉｎｈｉｂｉｔ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
ｏｆ ｈｉｇｈ － ｇｌｕｃｏｓｅ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｈＲＭＥＣｓ ｂｙ ｅｌｅｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ－１８６－５ｐ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓꎻ ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ꎻ ｍｉＲ － １８６ － ５ｐꎻ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎꎻ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｗｕ ＨＸꎬ Ｚｈｏｕ ＪＨꎬ Ｗｕ ＴＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ６ ｏｎ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２４ꎬ
２４(１１):１７１５－１７２０.

０引言
糖尿病视网膜病变是糖尿病常见并发症之一ꎬ其特征

为视网膜微血管的功能障碍ꎬ血管内皮细胞损伤可破坏视
网膜内屏障而导致糖尿病患者视力丧失[１－２]ꎮ 炎症反应、
氧化应激等因素在糖尿病视网膜病变引起的血管内皮细
胞损伤中发挥重要作用ꎬ尤其在血管内皮细胞凋亡方
面[３]ꎮ 长链非编码 ＲＮＡ( ｌｎｃＲＮＡ)是一种功能 ＲＮＡꎬ可通
过作为微小 ＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)的竞争性内源 ＲＮＡ(ｃｅＲＮＡ)负
向调控 ｍｉＲＮＡ 的表达参与糖尿病视网膜病变过程[４]ꎮ
ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 在缺氧 / 复氧诱导的心肌细胞中表达水平
升高ꎬ沉默 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 可抑制缺氧 / 复氧诱导的心肌
细胞凋亡而减轻心肌细胞损伤[５]ꎮ 但 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 与
糖尿病视网膜病变机制的相关性尚未可知ꎮ 通过 Ｓｔａｒｂａｓｅ
数据库预测ꎬ本研究发现 ｍｉＲ－１８６－５ｐ 与 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６
存在互补序列ꎮ 有研究报道高糖诱导的心肌细胞中低表
达 ｍｉＲ－１８６－５ｐꎬ其表达上调可缓解高糖环境中心肌细胞
的损伤[６]ꎮ 但 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 是否通过影响 ｍｉＲ－１８６－５ｐ
的表达参与调节糖尿病视网膜病变尚未可知ꎮ 因此ꎬ本实
验探讨 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 是否参与高糖诱导的人视网膜微
血管内皮细胞 ( ｈＲＭＥＣｓ) 损伤ꎬ以及该过程是否涉及
ｍｉＲ－１８６－５ｐꎮ
１材料和方法
１.１材料　 ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清与胰蛋白酶购自上海
碧云天生物ꎻｈＲＭＥＣｓ 购自上海中乔新舟生物科技有限公
司ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 试剂ꎬＴｒｉｚｏｌ 试剂、反转录与 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ 试剂盒购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ ＦｉｓｈｅｒꎻｐｍｉｒＧＬＯ 载体及检
测试剂盒购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａꎻ ｓｉ－ＮＣ、ｓｉ－ＳＮＨＧ６、ａｎｔｉ－ｍｉＲ－
ＮＣ、ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１８６－５ｐ、ｍｉＲ－ＮＣ、ｍｉＲ－１８６－５ｐ ｍｉｍｉｃｓ 购自
广州锐博生物科技有限公司ꎻＭＴＴ 试剂、细胞凋亡检测试

剂盒由北京索莱宝提供ꎻＥＬＩＳＡ 试剂盒购自上海酶联生
物ꎻＳＯＤ、ＭＤＡ 检测试剂盒由南京建成生物提供ꎻ兔抗人
Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ３ 抗体购自武汉艾美捷生物ꎻ兔抗人 Ｂａｘ、
Ｂｃｌ－２ 抗体与内参 ＧＡＰＤＨ 抗体购自美国 ＣＳＴꎻＨＲＰ 标记
的山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗购自美国 Ａｂｃａｍꎮ
１.２方法
１.２.１实验处理及分组　 采用高糖诱导 ｈＲＭＥＣｓ 建立细胞
损伤模型ꎮ 高糖 ( ＨＧ) 组将 ｈＲＭＥＣｓ 培 养 在 浓 度 为
２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ－葡萄糖的 ＤＭＥＭ 培养基 ２４ ｈ[７]ꎻ正常(ＮＧ)
组将 ｈＲＭＥＣｓ 培养在浓度为 ５. ５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ －葡萄糖的
ＤＭＥＭ 培养基ꎻ按照实验设计分别将 ｓｉ －ＮＣ、ｓｉ －ＳＮＨＧ６、
ｓｉ－ＳＮＨＧ６和 ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ、ｓｉ－ＳＮＨＧ６ 和 ａｎｔｉ －ｍｉＲ－１８６－
５ｐ 转染至 ｈＲＭＥＣｓꎬ随后 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ－葡萄糖孵育 ２４ ｈꎬ
分别记为 ＨＧ＋ｓｉ－ＮＣ 组、ＨＧ＋ｓｉ－ＳＮＨＧ６ 组、ＨＧ＋ｓｉ－ＳＮＨＧ６＋
ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组、ＨＧ＋ｓｉ－ＳＮＨＧ６＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１８６－５ｐ 组ꎮ
１.２.２ ｑＲＴ－ＰＣＲ法检测 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６和ｍｉＲ－１８６－５ｐ
的表达量 　 用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取 ｈＲＭＥＣｓ 中的总 ＲＮＡｓꎬ随
后在 ３７ ℃孵育 １５ ｍｉｎꎬ ８５ ℃孵育 ５ ｓ 以合成 ｃＤＮＡꎮ 将合
成的 ｃＤＮＡ 作为扩增模板进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析ꎮ ｌｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ６ ５􀆳 －ＡＴＡＣＴＴＣＴＧＣＴＴＣＧＴＴＡＣＣＴ－ ３􀆳 和 ５􀆳 －ＣＴＣＡＴ
ＴＴＴＣＡＴＣＡＴＴＴＧＣＴ－ ３􀆳ꎻｍｉＲ － １８６ － ５ｐ ５􀆳 － ＡＡＧＡＡＴＴＣＴＣ
ＣＴＴＴＴＧＧＧＣＴ － ３􀆳 和 ５􀆳 － ＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ － ３􀆳ꎻ
ＧＡＰＤＨ ５􀆳－ＧＧＴＣＡＣＣＡＧＧＧＣＴＧＣＴＴＴ－３􀆳 和 ５􀆳－ＧＧＡＡＧＡＴ
ＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴ－３􀆳ꎻＵ６ ５􀆳－ＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡ－３􀆳
和 ５􀆳 －ＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴＣＣＴＴＧＣ－３􀆳ꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 或 Ｕ６ 为
内参ꎬ使用 ２－ΔΔＣｔ方法定量 ｍＲＮＡ 的相对表达水平ꎮ
１.２.３双荧光素酶报告实验　 用 Ｓｔａｒｂａｓｅ 在线数据库预测
ｍｉＲ－１８６－５ｐ 和 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 的互补序列ꎮ 将预测的野
生型(ｗｔ)序列以及利用点突变试剂盒得到的突变(ｍｕｔ)
序列扩增并克隆到 ｐｍｉｒＧＬＯ 载体ꎬ以构建 ｗｔ－ＳＮＨＧ６ 和
ｍｕｔ－ＳＮＨＧ６ 双荧光素酶报告载体ꎮ 随后将构建的载体和
ｍｉＲ－ＮＣ 或 ｍｉＲ－１８６－５ｐ ｍｉｍｉｃｓ 共转染至 ｈＲＭＥＣｓꎬ４８ ｈ
后检测荧光素酶活性ꎮ
１.２.４ ＭＴＴ 法检测细胞活性　 将收集的细胞(１ ０００ 个 / 每
孔)与 ２０ μＬ ＭＴＴ 溶液加入到 ９６ 孔板ꎬ孵育 ４ ｈꎬ弃培养
基ꎬ将 １５０ μＬ ＤＭＳＯ 加入到每孔中去除 ＭＴＴ 结晶ꎮ 最后
在酶标仪上检测波长 ４９０ ｎｍ 处的吸光度值(Ａ 值)ꎮ
１.２.５流式细胞术检测细胞凋亡率　 用胰蛋白酶消化各组
ｈＲＭＥＣｓ(每毫升 １×１０５ 个)ꎬ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ 转速离心 ５ ｍｉｎꎬ
去上清ꎬ ＰＢＳ 洗涤ꎬ将细胞重悬于含有 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ－ＦＩＴＣ和 ５ μＬ ＰＩ 的结合缓冲液(４００ μＬ)中ꎬ避光孵育
１５ ｍｉｎꎬ流式细胞仪检测细胞凋亡率ꎮ
１.２.６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｃｌｅａｖｅｄ －ｃａｓｐａｓｅ３ 和 Ｂａｘ 及
Ｂｃｌ－２蛋白表达量　 采用 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液裂解各组细胞
以提取总蛋白ꎮ 利用 １５％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分离蛋白质ꎬ然后
将分离的蛋白质转移到 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ用 ５％牛血清白蛋白
室温下封闭膜 ２ ｈ 后ꎬ将膜与 ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ３(１∶ １０００)、
Ｂａｘ(１∶ ８００)、Ｂｃｌ － ２ ( １ ∶ ８００) 一抗在 ４ ℃ 下孵育过夜ꎮ
ＴＢＳＴ 洗涤后ꎬ加入二抗稀释液(１∶ ３０００)室温孵育 ２ ｈꎮ 利
用 ＥＣＬ 底物试剂盒检测蛋白信号ꎮ
１.２.７ ＥＬＩＳＡ法检测炎性因子水平　 收集各组 ｈＲＭＥＣｓ 培
养上清液ꎬ用抗体处理 ｈＲＭＥＣｓ 上清ꎬ振荡孵育 １ ｈꎬ然后
在样品中加入 １００ μＬ 底物ꎬ避光振荡孵育 １０ ｍｉｎꎮ 向样
品中加入 １００ μＬ 终止溶液ꎬ最后记录吸光度值ꎮ
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１.２.８ 检测 ＳＯＤ 活性和 ＭＤＡ 水平 　 采用反复冻融法裂
解收集各组 ｈＲＭＥＣｓꎬ离心后收集上清液ꎬ按照 ＳＯＤ 和
ＭＤＡ 试剂盒说明检测 ＳＯＤ 的活性和 ＭＤＡ 的水平ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２１.０ 软件分析数据ꎬ计量资料

以(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ两组间比较采用独立样本 ｔ 检验ꎻ多组间
比较采用单因素方差分析ꎬ两组间比较采用 Ｔｕｋｅｙ 检验ꎻ
以Ｐ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ 高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 中 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 和 ｍｉＲ －
１８６－５ｐ的表达 　 与 ＮＧ 组比较ꎬＨＧ 组中 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６
的表达量升高ꎬ而 ｍｉＲ－１８６－５ｐ 表达量降低ꎬ差异均有统
计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 １ꎮ
２.２ ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 和 ｍｉＲ － １８６ － ５ｐ 的转染效率 　
与 ｓｉ－ＮＣ组比较ꎬｓｉ－ＳＮＨＧ６ 组中 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 表达降低ꎻ
与 ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组比较ꎬ ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１８６－５ｐ 组中 ｍｉＲ－１８６－５ｐ
表达降低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ２ꎮ
２.３双荧光素酶报告实验结果 　 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 与 ｍｉＲ－
１８６－ ５ｐ 存在互补序列ꎬ见图 ３Ａꎮ 和 ｍｉＲ －ＮＣ 组相比ꎬ

ｍｉＲ－１８６－５ｐ 和 ｗｔ－ＳＮＨＧ６ 共转染显著降低细胞荧光素酶
活性ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ而对于 ｍｕｔ－ＳＮＨＧ６
细胞ꎬｍｉＲ－１８６－５ｐ 或 ｍｉＲ－ＮＣ 转染后荧光素酶活性变化
无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见图 ３Ｂꎮ ｓｉ－ＳＮＨＧ６ 组细胞中
ｍｉＲ－１８６－５ｐ 含量和 ｓｉ－ＮＣ 组相比显著升高ꎬ差异有统计
学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ３Ｃꎮ
２.４ ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６对高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 损伤影响　
和 ＮＧ 组相比ꎬＨＧ 组细胞表现为细胞增殖抑制率、细胞凋
亡率升高、 ｃｌｅａｖｅｄ － ｃａｓｐａｓｅ３ 和 Ｂａｘ 蛋白含量上调以及
Ｂｃｌ－２蛋白含量降低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与
ＨＧ 组和ＨＧ＋ｓｉ－ＮＣ组比较ꎬＨＧ＋ｓｉ－ＳＮＨＧ６ 组细胞增殖抑
制率、细胞凋亡率、Ｂａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达量均
降低ꎬＢｃｌ－２ 蛋白表达量升高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎻ和 ＨＧ＋ｓｉ－ＳＮＨＧ６＋ａｎｔｉ －ｍｉＲ－ＮＣ 组相比ꎬＨＧ＋ｓｉ－
ＳＮＨＧ６＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１８６－５ｐ 组的细胞增殖抑制率、细胞凋
亡率以及 Ｂａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白水平升高ꎬ而 Ｂｃｌ－２
蛋白水平降低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 １ꎬ
图 ４ꎮ

图 １　 高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ中 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 和 ｍｉＲ－１８６－５ｐ的表达水平　 Ａ:ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ꎻＢ:ｍｉＲ－１８６－５ｐꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ＮＧ 组ꎮ

图 ２　 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 和 ｍｉＲ－１８６－５ｐ的转染效率　 Ａ:ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ꎻＢ:ｍｉＲ－１８６－５ｐꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ｓｉ－ＮＣ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ａｎｔｉ－ｍｉＲ－
ＮＣ 组ꎮ

图 ３　 双荧光素酶报告实验结果　 Ａ:ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 和 ｍｉＲ－１８６－５ｐ 的互补序列ꎻＢ:转染后荧光素酶活性ꎻＣ:ｍｉＲ－１８６－５ｐ 表达水
平ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ｓｉ－ＮＣ 组ꎮ
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图 ４　 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 对高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ损伤影响 　 Ａ:凋亡率ꎻＢ:蛋白表达ꎮ

表 １　 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 对高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ损伤影响 (ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
分组 增殖抑制率(％) 凋亡率(％) ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ３ Ｂａｘ Ｂｃｌ－２
ＮＧ 组 ０ ７.２５±０.８５ ０.２５±０.０３ ０.１３±０.０２ ０.７６±０.０６
ＨＧ 组 ４５.９８±２.０３ａ ２３.４１±１.３４ａ ０.７５±０.０５ａ ０.６７±０.０４ａ ０.２１±０.０２ａ

ＨＧ＋ｓｉ－ＮＣ 组 ４５.８５±２.２８ ２３.６４±１.１６ ０.７５±０.０７ ０.６９±０.０５ ０.２２±０.０２
ＨＧ＋ｓｉ－ＳＮＨＧ６ 组 １８.４４±１.２２ｃꎬｅ １１.２３±０.６５ｃꎬｅ ０.３１±０.０４ｃꎬｅ ０.２３±０.０２ｃꎬｅ ０.５９±０.０５ｃꎬｅ

ＨＧ＋ｓｉ－ＳＮＨＧ６＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组 １８.２５±１.６０ １１.２８±０.５７ ０.２９±０.０４ ０.２３±０.０２ ０.６０±０.０６
ＨＧ＋ｓｉ－ＳＮＨＧ６＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１８６－５ｐ 组 ３４.８４±１.６８ｇ １９.４７±０.７９ｇ ０.５９±０.０５ｇ ０.５３±０.０４ｇ ０.２９±０.０４ｇ

　
Ｆ １１０３.２７１ ５０９.３４３ ２１２.２９７ ４７５.０９６ ２４４.６９６
Ｐ <０.０５ <０.０５ <０.０５ <０.０５ <０.０５

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ ＮＧ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ｓｉ－ＮＣ 组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ｓｉ－ＳＮＨＧ６＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎮ

２.５ ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６在高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 中对炎性因
子水平的影响　 和 ＮＧ 组相比ꎬＨＧ 组的 ＩＬ－１β、ＩＬ－８ 和
ＴＮＦ－α 的水平升高ꎬ而 ＩＬ－１０ 的水平降低ꎬ差异均有统计
学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ 组和 ＨＧ＋ｓｉ－ＮＣ 组比较ꎬＨＧ＋ｓｉ－
ＳＮＨＧ６ 组的 ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α、ＩＬ－８ 水平降低、ＩＬ－１０ 的水平
升高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ＋ｓｉ－ＳＮＨＧ６＋
ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组比较ꎬＨＧ＋ｓｉ－ＳＮＨＧ６＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１８６－５ｐ
组的 ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α、ＩＬ－８ 水平升高ꎬＩＬ－１０ 的水平降低ꎬ
差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ２ꎮ
２.６ ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６对高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 氧化应激的
影响　 和 ＮＧ 组比较ꎬＨＧ 组的 ＳＯＤ 活性降低、ＭＤＡ 水平升

高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ 组和 ＨＧ＋ｓｉ－ＮＣ
组比较ꎬＨＧ＋ｓｉ －ＳＮＨＧ６ 组的 ＳＯＤ 活性升高、ＭＤＡ 水平降
低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ＋ｓｉ－ＳＮＨＧ６＋ａｎｔｉ－
ｍｉＲ－ＮＣ 组比较ꎬＨＧ＋ｓｉ －ＳＮＨＧ６＋ａｎｔｉ －ｍｉＲ－１８６－５ｐ 组的
ＳＯＤ 活性降低、ＭＤＡ 水平升高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎬ见表 ３ꎮ
３讨论

研究已指出 ｌｎｃＲＮＡ 在糖尿病视网膜病变中表达异
常并参与调控糖尿病视网膜病变进程ꎬ此外ꎬｌｎｃＲＮＡ 富含
多个 ｍｉＲＮＡ 的结合位点ꎬ可通过竞争性结合 ｍｉＲＮＡ 而阻
止 ｍｉＲＮＡ 对靶基因的抑制作用[８－１０]ꎮ ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 是
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　 　 表 ２　 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 在高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ中对炎性因子水平的影响 (ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓꎬｐｇ / ｍＬ)
分组 ＩＬ－１β ＴＮＦ－α ＩＬ－８ ＩＬ－１０
ＮＧ 组 １４.７９±１.７３ ３０.５５±４.８７ ２１.５３±１.８８ ２２７.０８±１５.６２
ＨＧ 组 ７９.９２±９.８２ａ １０９.４８±９.４０ａ １４１.６０±１２.７３ａ ４５.０７±６.９３ａ

ＨＧ＋ｓｉ－ＮＣ 组 ８２.４１±８.１３ １１４.９１±１３.６１ １３９.７８±１２.９４ ４８.７８±５.２４
ＨＧ＋ｓｉ－ＳＮＨＧ６ 组 ２４.４４±１.１７ｃꎬｅ ５４.１８±６.７４ｃꎬｅ ４３.９３±２.４６ｃꎬｅ １７５.９０±１３.８７ｃꎬｅ

ＨＧ＋ｓｉ－ＳＮＨＧ６＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组 ２４.７１±１.０４ ５３.６３±６.２５ ４３.７９±２.２９ １６９.１４±１８.９８
ＨＧ＋ｓｉ－ＳＮＨＧ６＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１８６－５ｐ 组 ７２.９６±６.４４ｇ ９９.８１±７.９９ｇ １１８.６６±１１.１７ｇ ７６.０２±５.２７ｇ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ２５８.０９７ １５１.１５０ ３３９.６０７ ３５４.６１０
Ｐ <０.０５ <０.０５ <０.０５ <０.０５

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ ＮＧ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ｓｉ－ＮＣ 组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ｓｉ－ＳＮＨＧ６＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎮ

表 ３　 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 对高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ氧化应激的影响 (ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
分组 ＳＯＤ(Ｕ / Ｌ) ＭＤＡ(ｎｍｏｌ / ｍＬ)
ＮＧ 组 ７９.２３±８.２７ ４９.３１±５.０９
ＨＧ 组 １２.１１±１.４３ａ ２５２.１２±１５.１６ａ

ＨＧ＋ｓｉ－ＮＣ 组 １１.７４±０.９５ ２５８.６６±２１.９６
ＨＧ＋ｓｉ－ＳＮＨＧ６ 组 ６４.３５±６.５９ｃꎬｅ ７０.５５±８.０５ｃꎬｅ

ＨＧ＋ｓｉ－ＳＮＨＧ６＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组 ６３.５３±５.８４ ６８.７３±８.４６
ＨＧ＋ｓｉ－ＳＮＨＧ６＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１８６－５ｐ 组 ２３.２３±１.２９ｇ ２０８.７８±１１.６６ｇ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ３２３.５４０ ５２０.９７１
Ｐ <０.０５ <０.０５

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ ＮＧ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ｓｉ－ＮＣ 组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ＋ｓｉ－ＳＮＨＧ６＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎮ

一种长非编码 ＲＮＡꎬ目前还没有文献报道 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６
在视网膜病变中的调控作用ꎮ 本研究利用高糖诱导的

ｈＲＭＥＣｓ 作为细胞模型首次分析 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 在糖尿病

视网 膜 病 变 中 的 可 能 作 用ꎮ 结 果 显 示 干 扰 ｌｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ６ 表达可通过上调 ｍｉＲ－１８６－５ｐ 表达而抑制高糖诱

导的 ｈＲＭＥＣｓ 凋亡、炎症反应及氧化应激ꎮ
本研究首先揭示高糖增加 ｈＲＭＥＣｓ 凋亡率、抑制细胞

增殖ꎬ这与既往报道[１１] 结果相似ꎮ ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ
和 Ｂｃｌ－２ 是细胞凋亡过程中的重要蛋白ꎮ 当细胞受到外

界刺激或内部基因表达变化时ꎬｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ３ 会被触

发ꎬ启动细胞凋亡程序ꎻＢａｘ 是一种促细胞死亡的 Ｂｃｌ －２
家族蛋白ꎬ能够促进细胞死亡ꎻＢｃｌ－２ 是一种抗细胞死亡

的 Ｂｃｌ－２ 家族蛋白ꎬ能够阻止 ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ３ 等蛋白酶

的活性ꎬ从而抑制细胞死亡[１２]ꎮ 本研究结果展示 ｈＲＭＥＣｓ
在高糖处理后 ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ 高表达ꎬ但 Ｂｃｌ－２ 低

表达ꎬ表明高糖处理诱导 ｈＲＭＥＣｓ 凋亡ꎮ ＩＬ－１β 能够促进

炎症反应的发生ꎬ增强血管通透性ꎬ诱导白细胞的浸润和

激活ꎻＴＮＦ－α 能够引发炎症反应、促进血管扩张、诱导细

胞凋亡ꎬ并促进其他炎症介质的产生ꎻＩＬ－８ 是一种趋化因

子ꎬ能够引导白细胞向炎症局部迁移ꎻＩＬ－１０ 能够抑制炎

症反应、减轻组织损伤ꎬ调节免疫反应[１３－１４]ꎮ 本研究发现

在高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 中ꎬ促炎因子 ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α、ＩＬ－８
表达升高ꎬ而抑炎因子 ＩＬ－１０ 表达降低ꎬ表明高糖处理能

促进 ｈＲＭＥＣｓ 中炎症反应ꎮ ＳＯＤ 是一种抗氧化酶ꎬＳＯＤ 活

性和含量可以反映机体抗氧化能力的大小ꎻＭＤＡ 是脂质

过氧化反应的最终产物之一ꎬ它的产生量通常被用来评估

脂质过氧化的程度ꎬ从而间接反映氧化应激的水平[１５]ꎮ

本研究通过检测高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 中 ＳＯＤ 和 ＭＤＡ 的

表达ꎬ发现 ＳＯＤ 是低表达的ꎬＭＤＡ 是高表达的ꎬ这表明高

糖诱导 ｈＲＭＥＣｓ 中氧化应激反应ꎮ 随后ꎬ研究揭示高糖诱

导的 ｈＲＭＥＣｓ 高表达 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ꎮ 实验进一步发现在

高糖环境下降低 ｈＲＭＥＣｓ 中 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 表达含量可

以促进细胞增殖、抑制凋亡ꎮ 并且干扰细胞中 ｌｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ６ 的表达后ꎬ可缓解高糖引起的炎症反应ꎮ 与此同

时ꎬ本次实验还发现干扰 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 可以减弱高糖诱

导 ｈＲＭＥＣｓ 氧化应激ꎮ 这些结果说明了干扰 ｌｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ６ 表达能够减弱高糖诱导 ｈＲＭＥＣｓ 损伤ꎮ

随后ꎬ本研究分析与 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 有结合位点的

ｍｉＲＮＡｓꎮ 研究结果显示ꎬ ｍｉＲ － １８６ － ５ｐ 含 有 ｌｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ６ 结合位点ꎮ 有研究报道缺氧诱导的血管内皮细胞

低表达 ｍｉＲ－１８６－５ｐꎬ而 ｍｉＲ－１８６－５ｐ 过表达抑制缺氧介

导的内皮细胞损伤[１６]ꎮ 上调 ｍｉＲ－１８６－５ｐ 表达可改善氧

化低密度脂蛋白诱导的血管内皮细胞功能障碍[１７]ꎮ 另

外ꎬＬｉ 等[１８] 研究指出 ｍｉＲ－１８６－５ｐ 在视网膜母细胞瘤中

低表达ꎬｍｉＲ－１８６－５ｐ 高表达有助于视网膜母细胞瘤细胞

凋亡ꎮ 本研究首次分析了 ｍｉＲ－１８６－５ｐ 在视网膜病变中

的影响ꎮ 在本次实验中ꎬ在高糖诱导 ｈＲＭＥＣｓ 中 ｍｉＲ －
１８６－５ｐ含 量 显 著 降 低ꎬ ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 可 充 当 ｍｉＲ －
１８６－５ｐ的 ｃｅＲＮＡꎮ 同时本研究结果显示抑制 ｍｉＲ－１８６－
５ｐ 表达可减弱 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 对 ｈＲＭＥＣｓ 的作用ꎬ提示

ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 可能通过 ｍｉＲ－１８６－５ｐ 参与糖尿病视网膜

病变过程ꎮ
综上所述ꎬｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 可通过促进视网膜微血管

内皮细胞中 ｍｉＲ－１８６－５ｐ 表达而抑制高糖诱导细胞凋亡、
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炎症反应及氧化应激ꎮ 该结果表明 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ６ 可能

是治疗糖尿病视网膜病的新靶标ꎬ但其临床功能仍需进一

步的实验验证ꎮ
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