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ＭｉＲ２００ｂ通过调控ＰＩＫ３ＣＡ／ＡＫＴ通路抑制大鼠角膜血管新生
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　　［摘要］　目的　探讨 ｍｉｃｒｏＲＮＡ２００ｂ（ｍｉＲ２００ｂ）在大鼠角膜新生血管（ｃｏｒｎｅａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，
ＣＮＶ）形成中的作用及其调节机制。方法　２４只雌性 ＳＤ大鼠采用一眼经缝线法构建 ＣＮＶ模型（实验
组），另一眼作为正常对照组，于裂隙灯下观察建模后第４、７、１４天角膜新生血管情况，采用 ＨＥ染色观
察角膜组织结构改变及炎性细胞浸润情况，ＲＴＰＣＲ检测造模后第１４天各组大鼠角膜组织中ｍｉＲ２００ｂ
以及血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的表达。利用脂质体转染人脐静脉内
皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ），分为 ｍｉＲ２００ｂ模拟物（ｍｉＲ２００ｂｍｉｍｉｃ）组、
阴性对照（ｍｉＲＮＣ）组、空白对照（ＣＯＮ）组，利用ＲＴＰＣＲ验证转染效果，分别采用ＣＣＫ８检测ＨＵＶＥＣｓ
增殖能力，划痕实验检测ＨＵＶＥＣｓ迁移能力，Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶成管实验检测ＨＵＶＥＣｓ管腔形成能力。并通过
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＶＥＧＦ及ＰＩＫ３ＣＡ、ＡＫＴ蛋白的表达。结果　成功构建大鼠ＣＮＶ模型，ＨＥ染色显示与
正常组相比，缝线后第４、７、１４天，大鼠角膜组织排列紊乱，炎性细胞浸润逐渐加重（Ｐ＜０．０５），ＲＴＰＣＲ
结果显示缝线后第１４天角膜组织中 ｍｉＲ２００ｂ表达明显降低，而 ＶＥＧＦ表达明显升高（Ｐ＜０．０１）。与
ＣＯＮ组和ｍｉＲＮＣ组相比，ｍｉＲ２００ｂｍｉｍｉｃ组中ｍｉＲ２００ｂ相对表达量显著升高（Ｐ＜０．０１），而增殖、迁
移及管腔形成能力显著下降（Ｐ＜０．０５），转染 ｍｉＲ２００ｂｍｉｍｉｃ后，ＨＵＶＥＣｓ中 ＶＥＧＦ、ＰＩＫ３ＣＡ、ｐＡＫＴ蛋
白表达均明显下降（Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲＮＡ２００ｂ可显著抑制ＨＵＶＥＣｓ的增殖、迁移及成管能力，可能
通过抑制ＰＩＫ３ＣＡ／ＡＫＴ通路参与ＣＮＶ的发生和发展。
　　［关键词］　角膜新生血管；ｍｉＲ２００ｂ；ＰＩＫ３ＣＡ／ＡＫＴ通路；人脐静脉内皮细胞
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ｔｈｅ４ｔｈ，７ｔｈａｎｄ１４ｔｈｄａｙｓａｆｔｅｒｔｈｅｓｕｔｕｒｅ，ＣＮＶｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｕｎｄｅｒａｓｌｉｔｌａｍｐ，ａｎｄｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｃｏｒｎｅａｌｔｉｓｓｕｅｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｕｓｉｎｇＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｏｎｄａｙ１４ａｆｔｅｒｔｈｅ
ｓｕｔｕｒｅ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲ２００ｂａｎｄｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ）ｍＲＮＡｉｎｔｈｅｃｏｒｎｅａ
ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇｑＲＴＰＣＲ．Ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ＨＵＶＥＣｓ）ｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｖｉａ
ｌｉｐｏｓｏｍｅｗｉｔｈａｍｉＲ２００ｂｍｉｍｉｃｏｒａｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓｅｑｕｅｎｃｅ（ｍｉＲＮＣ），ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，
ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄｕｓｉｎｇＣＣＫ８ａｓｓａｙ，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｃｈａｍｂｅｒａｓｓａｙａｎｄ
Ｍａｔｒｉｇｅｌａｓｓａｙ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＶＥＧＦａｎｄＰＩＫ３ＣＡ／ＡＫＴｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＣＮＶｍｏｄｅｌｓｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｃｏｒｎｅａｌｓｕｔｕｒｅｉｎｔｈｅ
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ｒａｔｓ．ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｃｏｒｎｅａｌｓｕｔｕｒｅｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｔｈｅｃｏｒｎｅａｌｔｉｓｓｕｅａｎｄ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｎｄａｙｓ４，７ａｎｄ１４ａｆｔｅｒｔｈｅｓｕｔｕｒｅ（Ｐ＜０．０５）．ＲＴＰＣＲ
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｍｉＲ２００ｂｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｅｃｒｅａｓｅｄａｎｄＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｔｈｅｃｏｒｎｅａｌｔｉｓｓｕｅ
ｏｎｄａｙ１４ａｆｔｅｒｔｈｅｓｕｔｕｒｅ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｅｌｌｓｗｉｔｈｏｕｔｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ
ｍｉＲＮＣ，ｔｈｅＨＵＶＥＣｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｉＲ２００ｂｍｉｍｉｃｅｘｈｉｂｉｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｔｔｅｎｕａｔｅｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，
ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｌｕｍｅｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓ（Ｐ＜０．０５）ｗｉｔｈａｌｓｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦ，
ＰＩＫ３ＣＡａｎｄｐＡＫＴｐｒｏｔｅｉｎｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ｍｉＲＮＡ２００ｂｃａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＨＵＶＥＣｓ，ａｎｄｍａｙｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｉｎｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＣＮＶｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅＰＩＫ３ＣＡ／ＡＫＴｐａｔｈｗａｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｃｏｒｎｅａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ；ｍｉＲ２００ｂ；ＰＩＫ３ＣＡ／ＡＫＴｐａｔｈｗａｙ；ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈ（２０１３１０３３）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺＨＯＵＳｈａｎｂｉ，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｏｕｓｈａｎｂｉ＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ

　　正常角膜处于无血管状态，角膜新生血管（ｃｏｒｎｅａｌ
ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＣＮＶ）由内皮细胞、周细胞和基底膜
构成，是在炎症、感染和外伤等条件下引起的严重并发

症，也是角膜移植成功与否和术后发生排斥反应的关

键因素［１］。ｍｉＲＮＡｓ是一类非编码小分子 ＲＮＡ，通过
与其靶ｍＲＮＡｓ３′非编码区结合后，抑制ｍＲＮＡ翻译或
促进其降解，从而影响靶基因的表达，调节多种生物过

程。血管新生是一个由多种促血管ｍｉＲＮＡｓ和抗血管
ｍｉＲＮＡｓ共同作用，引起血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）异常表达的复杂过程，
研究表明，ｍｉＲＮＡｓ通过靶向 ＶＥＧＦ调节肿瘤血管生
成［２］。此外，也通过调控微血管内皮细胞增殖、迁移

以及管腔形成，从而促进或者抑制血管反应［３－４］。

ＭｉＲＮＡ２００家族包括 ５个成员（ｍｉＲＮＡ２００ａ，ｍｉＲＮＡ
２００ｂ，ｍｉＲＮＡ２００ｃ，ｍｉＲＮＡ１４１，ｍｉＲＮＡ４２９），其中
ｍｉＲ２００ｂ在不同肿瘤组织中表达异常，通过转录后调
节蛋白质的表达以及细胞信号传导，影响肿瘤的增殖、

凋亡、侵袭过程［５－８］，但其在角膜新生血管形成中的作

用和机制鲜有报道。

　　本课题组之前采用缝线法建立 ＳＤ大鼠 ＣＮＶ模
型，对正常和缝线后角膜进行表达谱微阵列分析，发现

ｍｉＲ２００ｂ差异表达显著［９］，提示 ｍｉＲ２００ｂ可能是影
响大鼠ＣＮＶ形成的重要调控因子。因此，进一步了解
ｍｉＲ２００ｂ在大鼠 ＣＮＶ中的表达及作用机制，可能为
ＣＮＶ的临床治疗提供新的方向和靶点。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　实验动物及细胞　　２４只健康、雌性、体质量
１８０～２２０ｇ的成年ＳＤ大鼠，饲养于重庆医科大学实验
动物中心，实验前均需排除角膜新生血管、前房穿孔、

出血、晶状体虹膜损伤等疾患。人脐静脉内皮细胞

（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）从莱
博斯生物技术有限公司购买。

１．１．２　主要试剂与仪器　　ｍｉＲＮＡ２００ｂｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ
２００ｂＮＣ购自上海吉玛公司；ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、ＭｉｒＸ
ｍｉＲＮＡＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔ
ＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ及ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ购自
ＴａＫａＲａ公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清购自美国
ＨｙＣｌｏｎｅ公司；ＣＣＫ８试剂盒购自美国 Ｂｒｙｏｔｉｍｅ公司，
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＢＣＡ试剂
盒购自碧云天公司；兔抗人单克隆抗体ＰＩ３ＫＣＡ、ＡＫＴ、
ｐＡＫＴ购自英国 Ａｂｃａｍ公司；ＶＥＧＦ及二抗购自美国
Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司。主要仪器：酶联免疫检测仪（Ｔｈｅｒｍｏ
公司，美国），ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，
美国）。

１．２　方法
１．２．１　实验动物模型制作　　２４只 ＳＤ大鼠经腹腔
注射戊巴比妥钠注射液（０．２ｍＬ／１００ｇ）进行麻醉，选
取一眼作为实验组，滴 ０．０４％盐酸奥布卡因眼液后，
参照毛旖旎等［９］构建模型的方法诱导 ＣＮＶ，另一眼
（对照组）不作处理。术后双眼均滴盐酸林可霉素眼

液３次／ｄ。于建模后第４、７、１４天在裂隙灯显微镜下
观察角膜新生血管的情况。

１．２．２　ＨＥ染色观察角膜组织形态学改变及炎性细
胞浸润情况　　于造模后不同时间点（４、７、１４ｄ）各取
６只造模成功的ＳＤ大鼠，经腹腔注射过量戊巴比妥钠
麻醉致死后摘除眼球，将角膜组织常规固定、脱水、包

埋后做成５μｍ连续切片，脱蜡后行苏木精伊红染色，
各时间点随机选取４个视野倒置荧光显微镜下拍照，
对每个视野进行角膜炎症细胞计数分析。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ检测各组大鼠角膜组织 ｍｉＲＮＡ
２００ｂ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达　　建立大鼠 ＣＮＶ模型后
第１４天，用ＴＲＩｚｏｌ收取实验组和对照组角膜（ｎ＝６），

８０４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



超声裂解后提取总 ＲＮＡ，分别用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ试剂盒和 ＭｉｒＸｍｉＲＮＡ
ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓ逆转录试剂盒逆转录为ｃＤＮＡ后，
行ＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲ２００ｂ和 ＶＥＧＦ的表达。２－ΔΔＣｔ法
统计和表示相对表达量。

１．２．４　ＨＵＶＥＣｓ的转染及分组　　ＨＵＶＥＣｓ用含１％
双抗＋１０％胎牛血清的 １６４０培养基培养，条件为
３７℃、５％ＣＯ２。按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂说明书。
将实验分为３组：ｍｉＲＮＡ２００ｂｍｉｍｉｃ组、ｍｉＲ２００ｂＮＣ
组、ＣＯＮ组。待 ＨＵＶＥＣｓ汇合度达 ６０％～７０％时按
１００ｎｍｏｌ／Ｌ浓度进行脂质体转染，６ｈ后吸出旧培养
基，换为１０％的新鲜培养基，继续培养２４～４８ｈ后，收
集细胞进行下一步实验。

１．２．５　ＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲＮＡ２００ｂ在ＨＵＶＥＣｓ的表达
　　转染后 ２４ｈ，根据 ＴＲＩｚｏｌ试剂盒说明书提取总
ＲＮＡ，按照 ＭｉｒＸｍｉＲＮＡＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓ逆转录
试剂盒一步法逆转录为ｃＤＮＡ，反转录反应条件：３７℃
１ｈ；８５℃ ５ｍｉｎ；稀释１０倍后行ＲＴＰＣＲ，用２－△△Ｃｔ法
计算和统计ｍｉＲ２００ｂ的表达量。实验重复３次。
１．２．６　ＣＣＫ８法检测细胞增殖能力　　将处于对数
生长期的ＨＵＶＥＣｓ按３０００／孔接种于９６孔板。待细
胞汇合度达到 ５０％～６０％时按上述分组进行干预
（ｎ＝５），２４ｈ后更换为１０％的 ＣＣＫ８溶液，３７℃继
续培养２ｈ，酶标仪测定各孔在４５０ｎｍ处的光密度值
Ｄ（４５０），观察细胞增殖能力。
１．２．７　划痕实验检测 ＨＵＶＥＣｓ的迁移能力　　以
５００００／孔接种 ＨＵＶＥＣｓ于 ６孔板，待细胞汇合度达
到８０％～９０％时，用 ２００μＬ枪头比着直尺垂直画线，
并用ＰＢＳ冲洗细胞３次，按上述分组进行转染，于０、
２４ｈ分别在倒置显微镜下拍照记录划痕面积的变化，
观察细胞迁移情况。

１．２．８　成管实验观察 ＨＵＶＥＣｓ的成管能力　　将
９６孔板和２００μＬ枪头提前预冷。取７０μＬ／孔Ｍａｔｒｉｇｅｌ
基质胶（提前４℃融化），使其均匀铺在９６孔板底部，
此过程不要产生气泡，３７℃孵育１ｈ。将转染２４ｈ后
的各组细胞 １×１０４／孔接种至铺有 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶的
９６孔板内。３７℃继续培养６ｈ后在显微镜下拍照，观
察形成管腔的个数。

１．２．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＶＥＧＦ、ＰＩＫ３ＣＡ、ＡＫＴ蛋白的
表达　　裂解液收集转染４８ｈ后的各组细胞，离心后
吸取上清，每组取２μＬ按 ＢＣＡ试剂盒绘制标准曲线
后测定浓度，其余加入上样缓冲液，沸水煮５～１０ｍｉｎ，
－２０℃冰箱储存。将蛋白样品１２％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电
泳，转膜，５％脱脂奶粉 ３７℃封闭 １．５ｈ，兔单克隆抗
体 ４℃孵育过夜（ＧＡＰＤＨ／ＡＫＴ／ｐＡＫＴ１∶１０００，

ＶＥＧＦ１∶８００，ＰＩＫ３ＣＡ１∶５００）。ＴＢＳＴ清洗条带３次，
室温下孵育二抗 １ｈ，ＴＢＳＴ洗 ３次，凝胶成像系统检
测。以目的条带与ＧＡＰＤＨ的灰度比值表示所测蛋白
的表达水平，实验重复３次。
１．２．１０　统计学分析　　采用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５．０软
件对数据进行分析，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用独立样
本ｔ检验比较两组间数据，３组比较用单因素方差分
析。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　大鼠 ＣＮＶ模型构建及角膜组织形态、炎性细胞
浸润情况

　　正常大鼠的角膜透明，无 ＣＮＶ生长；造模后第
４天可见新生血管长入，稀少细小，垂直于角膜缘切线
方向生长；第７天可见血管浓密，管径增粗，分支增多，
已达缝线处；第１４天时ＣＮＶ超过缝线末端继续生长，
角膜水肿明显（图１）。ＨＥ染色结果显示：正常对照组
角膜组织排列整齐，无炎性细胞浸润，造模后第 ４、７、
１４天可见角膜组织排列紊乱，不规则，炎症细胞浸润
数在造模后第 ４天（１２３．００±１４．４９）、７天（１７０．７５±
２９．０６）、１４天（２２３．５０±２６．１５）逐渐增多，两组间差异
均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图２）。

! "

# $

箭头示新生血管

Ａ：正常大鼠的角膜透明，无ＣＮＶ生长；Ｂ：造模后第４天可
见新生血管长入，稀少细小，垂直于角膜缘切线方向生长；

Ｃ：第７天可见血管浓密、管径增粗、分支增多，已达缝线处；
Ｄ：第１４天时ＣＮＶ超过缝线末端继续生长，角膜水肿明显

图１　缝线法构建大鼠ＣＮＶ模型　（×２０）

２．２　ｍｉＲＮＡ２００ｂ、ＶＥＧＦ在大鼠ＣＮＶ中的表达
　　取正常和缝线后第１４天角膜组织，采用 ＲＴＰＣＲ
检测 ｍｉＲ２００ｂ／ＶＥＧＦ的表达，结果显示：缝线后第
１４天，角膜组织中 ｍｉＲ２００ｂ表达明显降低，而 ＶＥＧＦ
表达明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图３）。
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Ａ：正常对照组角膜组织，排列整齐，无炎症细胞浸润；Ｂ～Ｄ：分别为造模后第４、７、１４天角膜组织　箭头示结构排列紊乱，不规
则，炎症细胞浸润逐渐加重

图２　ＨＥ染色观察角膜组织形态学及炎性细胞浸润情况　（×２０）
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图３　ＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲＮＡ２００ｂ、ＶＥＧＦ在两组大鼠ＣＮＶ
中的表达

２．３　ｍｉＲＮＡ２００ｂ在各组细胞中的表达
　　与ｍｉＲＮＣ组（１．２１６１±０．８１１２）、ＣＯＮ组（３．１２５６±
０．８８４５）相比，ｍｉＲ２００ｂｍｉｍｉｃ组（７１．７５９７±１５．６２２１）
ｍｉＲ２００ｂ的表达量显著升高（Ｐ＜０．０１），而 ｍｉＲＮＣ
组、ＣＯＮ组间无明显差异。
２．４　ｍｉＲＮＡ２００ｂ对ＨＵＶＥＣｓ增殖能力的影响
　　转染后 ２４ｈ，与 ｍｉＲＮＣ组、ＣＯＮ组相比，ｍｉＲ
２００ｂｍｉｍｉｃ组的光密度值显著降低（Ｐ＜０．０５），而
ｍｉＲＮＣ组、ＣＯＮ组间无明显差异（图 ４）。提示 ｍｉＲ
２００ｂｍｉｍｉｃ组ＨＵＶＥＣｓ增殖能力被显著抑制。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ｍｉＲＮＡ２００ｂｍｉｍｉｃ组比较

图４　ＣＣＫ８检测ｍｉＲＮＡ２００ｂ对ＨＵＶＥＣｓ的增殖能力的影响

２．５　ｍｉＲＮＡ２００ｂ对ＨＵＶＥＣｓ迁移能力的影响
　　划痕实验结果显示：与 ｍｉＲＮＣ组、ＣＯＮ组相比，
ｍｉＲ２００ｂｍｉｍｉｃ组细胞迁移率明显下降（Ｐ＜０．０５），而
ｍｉＲＮＣ组、ＣＯＮ组间无明显差异（图 ５）。提示 ｍｉＲ
２００ｂｍｉｍｉｃ组细胞迁移能力被显著抑制。
２．６　ｍｉＲＮＡ２００ｂ对ＨＵＶＥＣｓ成管能力的影响
　　Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶成管实验结果显示：与 ｍｉＲＮＣ组、
ＣＯＮ组相比，ｍｉＲ２００ｂｍｉｍｉｃ组细胞管腔形成数明显
减少（Ｐ＜０．０５），而 ｍｉＲＮＣ组、ＣＯＮ组间无明显差异
（图６）。提示ｍｉＲ２００ｂｍｉｍｉｃ组细胞成管能力被显著
抑制。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各通路蛋白表达　１～３：分别为 ｍｉＲ２００ｂｍｉｍｉｃ组、ｍｉＲＮＣ组、ＣＯＮ组；Ｂ：蛋白相对表达量分析　ａ：Ｐ＜
０．０５，与ｍｉＲ２００ｂｍｉｍｉｃ组比较

图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｍｉＲＮＡ２００ｂ对各组细胞ＶＥＧＦ、ＰＩＫ３ＣＡ、ＡＫＴ及ｐＡＫＴ蛋白表达的影响

２．７　ｍｉＲＮＡ２００ｂ对 ＶＥＧＦ、ＰＩＫ３ＣＡ、ＡＫＴ及 ｐＡＫＴ
蛋白表达的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：与 ｍｉＲＮＣ组、ＣＯＮ
组相比，ｍｉＲ２００ｂｍｉｍｉｃ组中ＶＥＧＦ、ＰＩＫ３ＣＡ及ｐＡＫＴ
蛋白表达显著降低（Ｐ＜０．０５），而 ｍｉＲＮＣ组、ＣＯＮ组
间无明显差异（图７）。

３　讨论

　　缝线法是目前构建大鼠ＣＮＶ模型的主要方法，相
对于碱烧伤、热烧伤等具有廉价、方便、易操作、易控制

等优点［１０］。大量文献报道 ｍｉＲＮＡｓ参与调节眼部新
生血管，如ｍｉＲ１８４在缝线诱导的ＣＮＶ［１１］及缺血诱导
的视网膜新生血管中表达下调［１２］，且通过抑制内皮细

胞的增殖、迁移及管腔形成从而改善眼部新生血管，而

ｍｉＲ１４２［１３］、ｍｉＲ１４５［１４］起着相反的作用。本研究发
现ｍｉＲＮＡ２００ｂ在大鼠 ＣＮＶ模型中明显下调，这验证
了前期基因芯片筛选结果，表明ｍｉＲ２００ｂ可能参与大
鼠ＣＮＶ的形成。目前，ＨＵＶＥＣｓ被广泛作为眼部新生
血管的研究对象［１１，１３］。为了进一步研究 ｍｉＲ２００ｂ在
ＨＵＶＥＣｓ中的作用，本研究利用脂质体技术成功转染
ｍｉＲ２００ｂｍｉｍｉｃ，为后续实验奠定了基础。
　　近几年研究表明：ｍｉＲ２００ｂ是糖尿病视网膜病变
中的关键调节因子，通过直接抑制ＶＥＧＦ信号传导，影
响视网膜血管内皮细胞的生长和增殖，从而改善糖尿

病视网膜病变的进展［１５－１６］；此外，在缺氧条件下，ｍｉＲ
２００ｂ通过靶向Ｅｔｓ１调控人微血管内皮细胞的结构和
功能［１７］。同样，本研究发现：与阴性对照组、空白对照

组相比，转染后ｍｉＲ２００ｂｍｉｍｉｃ组中 ＨＵＶＥＣｓ的增殖
效率、迁移面积及管腔形成个数显著下降。因此，我们

推测ｍｉＲ２００ｂ通过影响内皮细胞增殖、迁移及管腔形
成能力调控血管新生。然而，有文献报道ｍｉＲ２００ｂ抑
制剂能显著减弱血管平滑肌细胞的增殖和迁移能

力［１８］，表明ｍｉＲ２００ｂ对大血管的调控具有细胞特异
性，相反的细胞效应表明这其中可能存在不同的分子

机制，是一个错综复杂的过程。

　　ＶＥＧＦ作为血管调控的关键因子，在血管新生中
起着举足轻重的作用，临床上抗 ＶＥＧＦ药物用于治疗
新生血管成效显著。ＶＥＧＦ通过激活下游 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
通路调控肿瘤血管的形成及通透性［１９］。ＰＩ３Ｋ主要由
ｐ１１０和 ｐ８５两个亚基组成，ＰＩＫ３ＣＡ即表示 ｐ１１０α亚
基，激活后与ｐ８５结合形成异二聚体，从而促进Ａｋｔ磷
酸化驱动肿瘤的形成，进而影响细胞的增殖、凋亡、迁

移和生长过程。如在非小细胞性肺癌［２０］、宫颈癌［２１］、

乳腺癌［２２］中，ＰＩＫ３ＣＡ参与ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号传导途径。
研究证明 ｍｉＲ２００ｂ可通过抑制 ＶＥＧＦ表达以及
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路，实现对人宫颈癌细胞血管生成
的抑制［２３］，这与本研究结果一致，进一步证实了 ｍｉＲ
２００ｂ在调节新生血管形成中的分子机制。
　　本课题组通过 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ软件和 ＮＣＢＩＥｎｔｒｅｚ
Ｇｅｎｅ数据库分析得出：ＰＩＫ３ＣＡ可能是ｍｉＲ２００ｂ的靶
基因［９］，从蛋白水平得到了验证。下一步实验可通过

沉默ＰＩＫ３ＣＡ基因，检测加入抑制剂前后，参与 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ信号通路的相应蛋白的表达以及磷酸化水平是
否有改变；同时也可在体内实验中验证我们的观点；此

外，研究大鼠ＣＮＶ模型中 ｍｉＲＮＡｓ之间的相互调控作
用也是下一步实验的切入点。

　　总之，本研究发现ｍｉＲ２００ｂ在大鼠ＣＮＶ模型中表
达下调，而ＶＥＧＦ表达上调。ｍｉＲ２００ｂ的上调能显著抑制
ＨＵＶＥＣｓ的增殖、迁移和成管能力，ｍｉＲ２００ｂ可能通过抑
制ＰＩＫ３ＣＡ／ＡＫＴ信号通路而成为ＣＮＶ的潜在治疗靶点。
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２００ｂｒｅｇｕｌａｔｅｓｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｍｅｄｉａｔｅｄ
ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ［Ｊ］．Ｄｉａｂｅｔｅｓ，２０１１，６０
（４）：１３１４－１３２３．ＤＯＩ：１０．２３３７／ｄｂ１０１５５７．

［１７］ＣＨＡＮＹＣ，ＫＨＡＮＮＡＳ，ＲＯＹＳ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ２００ｂｔａｒｇｅｔｓ
Ｅｔｓ１ａｎｄｉｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｈｙｐｏｘｉａｔｏｉｎｄｕｃｅａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０１１，２８６
（３）：２０４７－２０５６．ＤＯＩ：１０．１０７４／ｊｂｃ．Ｍ１１０．１５８７９０．

［１８］ＬＩＡＮＧＤＬ，ＷＡＮＧＺＸ，ＹＡＮＺＱ，ｅｔａｌ．Ｎｉｃｏｔｉｎｅｆａｃｉｌｉ
ｔａｔｅｓＶＳＭＣｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈａｍｉＲ２００ｂ／ＲｈｏＧＤＩＡ／
ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎｍｏｄｕｌｅ［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０１７，７：４３７９８．ＤＯＩ：
１０．１０３８／ｓｒｅｐ４３７９８．

［１９］ＣＬＡＥＳＳＯＮＷＥＬＳＨＬ，ＷＥＬＳＨＭ．ＶＥＧＦＡａｎｄｔｕｍｏｕｒａｎ
ｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＪＩｎｔｅｒｎＭｅｄ，２０１３，２７３（２）：１１４－１２７．
ＤＯＩ：１０．１１１１／ｊｏｉｍ．１２０１９．

［２０］ＹＵＱＱ，ＷＵＨ，ＨＵＡＮＧＸ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ１ｔａｒｇｅｔｓＰＩＫ３ＣＡ
ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｓｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．
ＢｉｏｍｅｄｅｃｉｎｅＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０１４，６８（２）：１５５－１６１．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｐｈａ．２０１４．０１．００５．

［２１］ＭＡＹ，ＷＥＩＳ，ＬＩＮＹＣ，ｅｔａｌ．ＰＩＫ３ＣＡａｓａｎｏｎｃｏｇｅｎｅｉｎ
ｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２０００，１９（２３）：２７３９－
２７４４．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓｊ．ｏｎｃ．１２０３５９７．

［２２］ＩＳＡＫＯＦＦＳＪ，ＥＮＧＥＬＭＡＮＪＡ，ＩＲＩＥＨＹ，ｅｔａｌ．Ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄＰＩＫ３ＣＡｍｕｔａｔｉｏｎｓａｒｅｏｎｃｏｇｅｎｉｃｉｎｍａｍ
ｍａｒｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００５，６５（２３）：
１０９９２－１１０００．ＤＯＩ：１０．１１５８／０００８５４７２．ＣＡＮ０５２６１２．

［２３］朱晓志，王冬梅，王丽蓉．ｍｉＲ２００ｂ５ｐ靶向 ＡＴＡＤ２调
控Ｐ１３Ｋ／ＡＫＴ信号通路参与宫颈癌血管生成的作用机制
［Ｊ］．中国性科学，２０１９，２８（７）：４２－４６．ＤＯＩ：１０．３９６９／
ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２１９９３．０７．０１０．
ＺＨＵＸＺ，ＷＡＮＧＤＭ，ＷＡＮＧＬＲ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｍｉｒ２００ｂ
５ｐｔａｒｇｅｔｉｎｇＡＴＡＤ２ｉｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＰ１３Ｋ／Ａｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙｉｎｔｈｅａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪ
ＨｕｍａｎＳｅｘｕａｌ，２０１９，２８（７）：４２－４６．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．
ｉｓｓｎ．１６７２１９９３．０７．０１０．

（收稿：２０１９０９１８；修回：２０１９１２０３）

（编辑　张　维）

３１４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（４）


