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ｍｉＲＮＡ４２４（３２２）５ｐ通过激活Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ通路促进大鼠角膜新生血管形成

曹　浪１，李　雪２，周善璧３，王　豪４　　４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院眼科，眼科学重庆市重点实验
室１；５５０００２贵阳，贵州省人民医院眼科２；４０１３３１重庆，重庆医科大学附属大学城医院眼科３；４０８０００重庆，重庆市涪陵
中心医院眼科４

　　［摘要］　目的　探讨 ｍｉｃｒｏＲＮＡ４２４（３２２）５ｐ［ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ］在大鼠角膜新生血管（ｃｏｒｎｅａｌ
ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＣｏｒＮＶ）形成中的作用及其可能机制。方法　２０只雌性 ＳＤ大鼠通过缝线法诱导构
建大鼠ＣｏｒＮＶ模型，左眼为实验组，右眼为正常对照组，收集建模第０、４、７、１４天的角膜组织，通过 ＨＥ
染色、免疫组化（ＩＨＣ）观察角膜结构、血管形成及蛋白表达；通过 ＲＴＰＣＲ检测建模第４天的大鼠角膜
组织中的ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ及血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）ｍＲＮＡ的表
达。通过脂质体转染人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ），分为ｍｉＲ４２４
（３２２）５ｐ模拟物［ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐｍｉｍｉｃ］组、阴性对照［ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐＮＣ］组、正常空白（ＣＯＮ）
组，用ＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ转染效率，ＣＣＫ８、划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验、Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶成管实验，
分别检测各组 ＨＵＶＥＣｓ的增殖、迁移、成管能力；蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 ＶＥＧＦ及 Ｒａｆ／
ＭＥＫ／ＥＲＫ通路的蛋白相对表达量。结果　成功构建了大鼠ＣｏｒＮＶ模型，ＨＥ染色切片显示：与正常对
照组比较，建模后实验组第４、７、１４天的大鼠角膜组织结构紊乱，角膜水肿增厚，新生血管形成，炎性细
胞浸润；免疫组化（ＩＨＣ）结果显示：与正常对照组比较，实验组ＶＥＧＦ的表达量明显增加，呈棕黄色；ＲＴ
ＰＣＲ结果显示建模第４天后的大鼠角膜组织中ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ及ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达显著增高（Ｐ＜
０．０１）。通过脂质体转染 ＨＵＶＥＣｓ后的 ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐｍｉｍｉｃ组 ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ的表达量显著高
于ＮＣ组和 ＣＯＮ组（Ｐ＜０．０１），ＣＣＫ８、划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验及 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶成管实验结果表明 ｍｉＲ
４２４（３２２）５ｐ促进ＨＵＶＥＣｓ的增殖、迁移及成管能力（Ｐ＜０．０１）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 ＶＥＧＦ及 Ｒａｆ／
ＭＥＫ／ＥＲＫ通路的蛋白相对表达量明显上调（Ｐ＜０．０１）。结论　ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ可能通过激活 ＶＥＧＦ
及Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ通路，促进ＨＵＶＥＣｓ的迁移、增殖及成管能力，从而参与ＣｏｒＮＶ的形成。
　　［关键词］　 ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ；角膜新生血管；Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ通路；人脐静脉内皮细胞
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Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６；２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆ
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Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＴｏｗｎＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０１３３１；４Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，ＦｕｌｉｎｇＣｅｎｔｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０８０００，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｒｏｌｅａｎｄｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡ４２４（３２２）５ｐ
（ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ）ｉｎｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｃｏｒｎｅａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ（ＣｏｒＮＶ）ｉｎｒａｔｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｃｏｒｎｅａｌ
ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｉｎ２０ｆｅｍａｌｅｒａｔｓｂｙｓｕｔｕｒｉｎｇ．Ｔｈｅｉｒｌｅｆｔｅｙｅｗａｓｕｓｅｄａｓｔｈｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｒｉｇｈｔｅｙｅｗａｓｕｓｅｄａｓｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｏｎｔｈｅ０ｔｈ，４ｔｈ，７ｔｈ，１４ｔｈｄａｙｓ
ａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ，ｃｏｒｎｅａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｃｏｒｎｅａｌｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅ
ｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙＨＥｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（ＩＨＣ）．Ｏｎｔｈｅ４ｔｈｄａｙａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ，ｔｈｅｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ４２４（３２２）５ｐａｎｄｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ）ｉｎｔｈｅｃｏｒｎｅａｌｔｉｓｓｕｅｗａｓ
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ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ．Ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ＨＵＶＥＣｓ）ｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｌｉｐｏｓｏｍｅｓａｎｄ
ｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｍｉＲ４２４（３２２）５ｐｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐ，ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐＮＣ）ｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌ（ＣＯＮ）ｇｒｏｕｐ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｍｉＲ４２４（３２２）５ｐｗａｓｔｅｓｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ．
ＣＣＫ８ａｓｓａｙ，ｓｃｒａｔｃｈａｓｓａｙ，ＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙａｎｄＭａｔｒｉｇｅｌｔｕｂｅａｓｓａｙｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｔｕｂｅｆｏｒｍｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＵＶＥＣｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＶＥＧＦ
ａｎｄＲａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫｐａｔｈｗａｙｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｒａｔＣｏｒＮＶｍｏｄｅｌ
ｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ．ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒａｔｃｏｒｎｅａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎ
ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ，ｃｏｒｎｅａｌｅｄｅｍａａｎｄｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇ，ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ
ｏｎｔｈｅ４ｔｈ，７ｔｈａｎｄ１４ｔｈｄａｙａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＩＨＣｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦｗａｓ
ｅｎｈａｎｃｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＲＴＰＣＲｄｉｓｐｌａｙｅｄｔｈａｔ
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ４２４（３２２）５ｐａｎｄＶＥＧＦｍＲＮＡｉｎｒａｔｃｏｒｎｅａｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄｏｎｔｈｅ
４ｔｈｄａｙａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ（Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ４２４（３２２）５ｐｉｎｔｈｅｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐａｆｔｅｒ
ＨＵＶＥＣｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｌｉｐｏｓｏｍｅｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＮＣｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＣＯＮｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣＣＫ８ａｓｓａｙ，ｓｃｒａｔｃｈａｓｓａｙ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｓｓａｙａｎｄＭａｔｒｉｇｅｌｔｕｂｅａｓｓａｙｄｉｓｐｌａｙｅｄｔｈａｔ
ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｔｕｂｅｆｏｒｍｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＵＶＥＣｓ（Ｐ＜０．０１）．
ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＶＥＧＦａｎｄＲａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ ｐａｔｈｗａｙｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ４２４（３２２）５ｐｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＨＵＶＥＣｓｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇＶＥＧＦａｎｄＲａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫｐａｔｈｗａｙｓ，
ａｎｄｔｈｅｒｅｂｙｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓｉｎｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＣｏｒＮＶ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ；ｃｏｒｎｅａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ；ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；

Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫｐａｔｈｗａｙ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺＨＯＵＳｈａｎｂｉ，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｏｕｓｈａｎｂｉ＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ

　　角膜新生血管是一种可致盲的眼表病变，已成为
公共卫生关注的焦点。有研究报道：每年估计有１４０万
人发病，其中１２％的患者随后丧失了视力［１］。眼部毛

细血管网沿角膜缘侵入正常角膜形成新生血管，从而

引起视力下降甚至失明，其与感染、碱烧伤、同种异体

移植排斥和角膜缝合线放置等有关［２－３］。目前，

ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）已成为生物学研究重点，并在疾病
进程中起着重要的作用［４］。

　　ＭｉＲＮＡ是一类非编码的小分子 ＲＮＡ，由单链
ＲＮＡ前体（ｐｒｅｍｉＲＮＡ）经过 Ｄｉｃｅｒ酶剪切后生成，并
通过与靶基因 ｍＲＮＡ分子的 ３′端非编码区域（３′
ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，３′ＵＴＲ）互补配对，引起靶 ｍＲＮＡ
的降解或者抑制其翻译，从而发挥调控作用。研究表

明，ｍｉＲＮＡ与眼部血管疾病紧密相关［５－６］，如视网膜疾

病、黄斑变性等，并通过血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）及其下游 Ｒａｆ蛋白激
酶（ｒａｐｉｄｌｙａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｆｉｂｒｏｓａｒｃｏｍａ，Ｒａｆ）／丝裂原活化
细胞外信号调节激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，
ＭＥＫ）／细胞外调节蛋白激酶 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）通路发挥生物学效应［７］。本课

题组前期研究利用缝线法构建 ＳＤ大鼠角膜新生血管
（ｃｏｒｎｅａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＣｏｒＮＶ）模型，通过微阵列
分析筛选出与 ＶＥＧＦ通路相关的具有显著差异的
ｍｉＲＮＡ，其中包括ｍｉＲＮＡ４２４（３２２）５ｐ［８］（人ｍｉＲ４２４

５ｐ是啮齿动物 ｍｉＲ３２２５ｐ的同源基因）。故猜测
ｍｉＲＮＡ４２４（３２２）５ｐ是否可能通过激活ＶＥＧＦ及下游
Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ通路来调控角膜新生血管的生成。同
时，ｍｉＲＮＡ４２４（３２２）５ｐ在角膜新生血管方面也尚未
见报道。本研究利用缝线法构建动物模型，检测 ｍｉＲ
４２４（３２２）５ｐ及ＶＥＧＦｍＲＮＡ的相对表达量；同时，利
用人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）构建体外 ＣｏｒＮＶ模型，进一步研究
ｍｉＲＮＡ４２４（３２２）５ｐ的作用及机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　实验动物及细胞　　健康雌性ＳＰＦ级ＳＤ大鼠
２０只，体质量２００～２５０ｇ，重庆医科大学动物实验中心
饲养并提供合格号［ＳＹＸＫ（渝）２０１８０００３］。实验前通
过裂隙灯观察排除新生血管、瘢痕、穿孔、角膜损伤等疾

病。ＨＵＶＥＣｓ细胞系购自莱博斯生物技术有限公司。
１．１．２　主要试剂和仪器　　胎牛血清（ＦＢＳ）、
ＲＰＭＩ１６４０培养基及胰蛋白酶（ＨｙＣｌｏｎｅ，美国），ｍｉＲ
４２４（３２２）５ｐｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐＮＣ（上海吉玛
生物公司，中国），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美
国），ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、ＭｉｒＸｍｉＲＮＡＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓ、
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ及
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（ＴａＫａＲａ公司，日本），
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ＣＣＫ８试剂盒（Ｂｒｙｏｔｉｍｅ，中国），ＢＣＡ试剂盒（碧云天，
中国），兔抗人多克隆抗体 Ｒａｆ１、ＶＥＧＦ（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，美
国），兔抗人单克隆抗体 ＭＥＫ１、ｐＭＥＫ１（Ａｂｃａｍ，英
国），兔抗人单克隆抗体 ＥＲＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２（Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，美国）。酶联免疫检测仪（Ｔｈｅｒｍｏ
公司，美国），ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，
美国），细胞培养箱（Ｔｈｅｒｍｏｆｏｒｍａ，美国）等。
１．２　实验方法
１．２．１　动物模型　　２０只健康 ＳＤ大鼠（ＳＰＦ级）经
腹腔注射戊巴比妥钠注射液（０．２ｍＬ／１００ｇ）进行麻
醉，左眼作为实验组，采用 ０．０４％盐酸奥布卡因滴眼
进行表面麻醉后，于角膜３、６、９、１２点方向用 １００尼
龙线进行缝线建模；右眼作为正常对照组不缝线。建

模后每日盐酸林可霉素滴眼，３次／ｄ，２～３滴／次。建
模第０、４、７、１４天通过裂隙灯观察角膜新生血管。
１．２．２　ＨＥ染色观察角膜血管形成及炎性细胞浸润
　　建模第０、４、７、１４天，大鼠经腹腔注射过量麻醉剂
量处死后，收集角膜组织，将组织常规固定、脱水、包

埋、切片（５μｍ），经脱蜡、苏木精伊红染色后，于显微
镜下观察拍照。

１．２．３　免疫组化（ＩＨＣ）检测角膜组织中 ＶＥＧＦ蛋白
的表达　　角膜组织常规固定、脱水、包埋、切片
（５μｍ），经脱蜡、水化；抗原修复、封闭；一抗结合、二
抗结合；ＤＡＢ显色；苏木精复染；脱水、透明、中性树脂
封片。于显微镜下观察拍照。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测大鼠角膜组织 ｍｉＲＮＡ４２４
（３２２）５ｐ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达　　收集建模第 ４天
的大鼠角膜组织，ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，逆转录试剂
盒合成ｃＤＮＡ，ＭｉｒＸｍｉＲＮＡＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓ法检
测 ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达，采用
２－ΔΔＣｔ法统计分析相对表达量。实验重复３次。
１．２．５　细胞转染及转染效率检测　　在 ３７℃ ５％
ＣＯ２的条件下，采用 １０％ＦＢＳＲＰＭＩ１６４０培养基培养
ＨＵＶＥＣｓ，待细胞生长至８０％～９０％时进行转染。实验
分为 ３组：ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐｍｉｍｉｃ（ｍｉｍｉｃ组）、
ｍｉＲＮＡ４２４（３２２）５ｐＮＣ（ＮＣ组）、正常空白组（ＣＯＮ
组）。在最佳转染浓度１００ｎｍｏｌ／Ｌ下进行转染，６ｈ后
更换新培养基，继续培养 ２４ｈ后收集细胞，用 ＴＲＩｚｏｌ
法提取总的ＲＮＡ，逆转录试剂盒合成ｃＤＮＡ，荧光实时
定量试剂盒进行 ＰＣＲ，采用２－ΔΔＣｔ法统计分析相对表
达量。实验重复３次。
１．２．６　ＣＣＫ８法检测细胞增殖能力　　９６孔板中接
种ＨＵＶＥＣｓ（５０００／孔），待细胞贴壁后进行转染（ｎ＝
６），６ｈ后更换培养基继续培养，２４ｈ后加入ＣＣＫ８试
剂（１０μＬ／孔），孵育１～２ｈ，用酶标仪测量波长４５０ｎｍ
处的光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．２．７　划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞的迁移能力
　　６孔板中接种 ＨＵＶＥＣｓ（１．５×１０５／孔），待细胞生

长至８０％～９０％时，用 １００μＬ枪头作垂直线，ＰＢＳ冲
洗３次后进行转染，于０、２４ｈ在倒置显微镜下观察拍
照，评估细胞迁移情况。

　　６孔板中接种ＨＵＶＥＣｓ，待细胞生长至８０％～９０％
进行转染，２４ｈ后胰酶消化细胞并用无血清培养基重
悬细胞，并接种到无血清培养基的 ６孔板型上室（１×
１０５／孔），下室加入１５％ＦＢＳ完全培养基，２４ｈ后取出
上室擦去上室内细胞，经多聚甲醛固定、结晶紫染色

后，ＰＢＳ冲洗３次，在倒置显微镜下观察、拍照、计数，
评估细胞迁移情况。

１．２．８　Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶成管实验检测细胞的成管能力　　
９６孔板中加入５０μＬ／孔Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶均匀铺在底部，３７℃
孵育１ｈ使其凝固，将转染２４ｈ后的各组 ＨＵＶＥＣｓ按
１．５×１０４／孔接种到已铺基质胶的９６孔板中，继续培养
４～６ｈ后，在倒置显微镜下观察管腔形成情况并计数。
１．２．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＶＥＧＦ及 Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ通
路的蛋白表达水平　　ＨＵＶＥＣｓ转染 ４８ｈ后，通过
１％ＰＭＳＦ的 ＲＩＰＡ裂解液提取蛋白质，ＢＣＡ试剂盒测
量蛋白浓度。１２％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶进行电泳，电转，用
５％脱脂奶粉在室温摇床上封闭１．５ｈ，将 ＰＶＤＦ膜置
于稀释后的一抗（ＧＡＰＤＨ１∶１０００，ＶＥＧＦ１∶８００，Ｒａｆ１
１∶５００，ＭＥＫ１１∶２５００，ｐＭＥＫ１１∶２５００，ＥＲＫ１／２
１∶１０００，ｐＥＲＫ１／２１∶１０００）中，４℃孵育过夜，次日
用ＴＢＳＴ液洗涤ＰＶＤＦ膜３次，于室温条件下孵育二抗
１．５ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３次，配制 ＥＣＬ显影液，凝胶成像系
统成像，采用ＩｍａｇｅＪ测量蛋白条带的灰度值。
１．３　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５．０软件进行分析，计量资
料以 珋ｘ±ｓ表示，两组间用独立样本 ｔ检验，多组间比较
用单因素方差分析。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　大鼠ＣｏｒＮＶ模型构建及角膜组织形态、血管生
成情况

　　正常对照组 ＳＤ大鼠角膜缘血管清晰可见，角膜
透明无血管浸润。通过缝线法成功构建角膜 ＣｏｒＮＶ
模型，实验组第４天的角膜缘血管向缝线点呈刷状生
长，缝线处角膜轻度水肿；第 ７天的角膜新生血管浓
密，血管继续向缝线点延伸，角膜水肿加重；第１４天的
角膜新生血管超过缝线点，在缝线点聚集生长，血管粗

大，水肿明显加重（图１）。ＨＥ染色显示：正常对照组
角膜无血管，各层结构排列整齐，层次分明，基质层无

炎性细胞浸润；实验组第４天的角膜上皮细胞层处新
生血管形成，血管腔稀疏细小，角膜增厚，基质层可见

少量炎性细胞浸润；第７天的角膜上皮细胞层处新生
血管管腔浓密粗大，角膜增厚，基质层结构紊乱，可见
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较多炎性细胞；第１４天的角膜上皮细胞层处新生血管
管腔密集粗大，角膜增厚，基质层结构紊乱，大量炎性

细胞浸润（图２）。免疫组化（ＩＨＣ）结果显示：正常对

照组角膜上皮细胞层处无 ＶＥＧＦ蛋白阳性染色，实验
组第４、７、１４天角膜上皮细胞层处均有 ＶＥＧＦ蛋白阳
性染色，呈棕黄色（图３）。
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Ａ：正常对照组的无血管透明角膜；Ｂ：实验组第４天的角膜；Ｃ：实验组第７天的角膜；Ｄ：实验组第１４天的角膜
↑：角膜新生血管

图１　大鼠角膜新生血管（ＣｏｒＮＶ）模型
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Ａ：正常对照组的无血管角膜组织；Ｂ：实验组第４天；Ｃ：实验组第７天；Ｄ：实验组第１４天　↑：示新生血管管腔

图２　ＨＥ染色观察各组角膜组织新生血管形成及炎性细胞浸润
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Ａ：正常对照组的无血管角膜组织；Ｂ：实验组第４天；Ｃ：实验组第７天；Ｄ：实验组第１４天

图３　 免疫组化检测角膜组织新生血管中ＶＥＧＦ的表达

２．２　大鼠 ＣｏｒＮＶ模型中 ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ和 ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ的相对表达量

　　收集正常和建模第 ４天的角膜组织，ＲＴＰＣＲ检
测ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ的相对表达量。结
果显示：建模第 ４天实验组 ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ、ＶＥＧＦ
的表达均高于正常对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１，图４）。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与正常对照组比较

图４　大鼠ＣｏｒＮＶ模型角膜组织中ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ和
ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达

２．３　ｍｉＲＮＡ４２４（３２２）５ｐ在ＨＵＶＥＣｓ的表达
　　脂质体转染 ＨＵＶＥＣｓ２４ｈ后检测各组 ｍｉＲＮＡ
４２４（３２２）５ｐ的表达。与ＮＣ组和ＣＯＮ组比较，ｍｉｍｉｃ
组ｍｉＲＮＡ４２４（３２２）５ｐ的表达显著升高（Ｐ＜０．０１），

ＮＣ组和ＣＯＮ组比较差异无统计学意义。
２．４　ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ对ＨＵＶＥＣｓ增殖能力的影响
　　ＨＵＶＥＣｓ转染２４ｈ后更换成含有 ＣＣＫ８试剂的
培养基继续培养，并在４５０ｎｍ波长下测量光密度值。
与ＮＣ组和 ＣＯＮ组比较，ｍｉｍｉｃ组光密度值显著升高
（Ｐ＜０．０１），而 ＮＣ组和 ＣＯＮ组比较差异无统计学意
义（图５）。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣ组和ＣＯＮ组比较

图５　ＣＣＫ８检测ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ对ＨＵＶＥＣＳ增殖
能力的影响

２．５　ｍｉＲＮＡ４２４（３２２）５ｐ对ＨＵＶＥＣｓ迁移能力的影响
　　划痕实验检测细胞迁移能力，结果显示与ＮＣ组和
ＣＯＮ组比较，ｍｉｍｉｃ组迁移能力显著增加（Ｐ＜０．０１），而
ＮＣ组和ＣＯＮ组比较差异无统计学意义（图６）。
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　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞迁移能力，结果显示与ＮＣ
组和ＣＯＮ组比较，ｍｉｍｉｃ组从上室穿入到下室的细胞
数显著增加（Ｐ＜０．０１），而 ＮＣ组和 ＣＯＮ组比较无显
著增加 （Ｐ＞０．０５，图７）。
２．６　ｍｉＲＮＡ４２４（３２２）５ｐ对ＨＵＶＥＣｓ成管能力的影响
　　Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶成管实验结果显示，与 ＮＣ组和
ＣＯＮ组比较，ｍｉｍｉｃ组管腔数明显增加（Ｐ＜０．０１），而

ＮＣ组和ＣＯＮ组比较无明显差异（图８）。
２．７　ｍｉＲＮＡ４２４（３２２）５ｐ对ＶＥＧＦ及Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ

通路蛋白表达的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与ＮＣ组和ＣＯＮ组比
较，ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐｍｉｍｉｃ组 ＶＥＧＦ、Ｒａｆ１、ｐＭＥＫ１
及ｐＥＲＫ１／２蛋白表达显著增加（Ｐ＜０．０１）；而 ＮＣ组
和ＣＯＮ组比较无明显差异（图９）。
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Ａ：划痕实验结果；Ｂ：迁移面积统计分析；１：ＣＯＮ组；２：ＮＣ组；３：ｍｉｍｉｃ组；ａ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣ组和ＣＯＮ组比较

图６　ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ对ＨＵＶＥＣｓ迁移能力的影响
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Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果；Ｂ：细胞数目统计分析；１：ＣＯＮ组；２：ＮＣ组；３：ｍｉｍｉｃ组；ａ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣ组和ＣＯＮ组比较

图７　ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ对ＨＵＶＥＣｓ迁移能力的影响
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Ａ：成管实验结果；Ｂ：管腔数目统计分析；１：ＣＯＮ组；２：ＮＣ组；３：ｍｉｍｉｃ组；ａ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣ组和ＣＯＮ组比较

图８　ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ对ＨＵＶＥＣｓ成管能力的影响
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果；Ｂ：各蛋白相对表达量统计；１：ＣＯＮ组；２：ＮＣ组；３：ｍｉｍｉｃ组；ａ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣ组和ＣＯＮ组比较

图９　ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ对ＶＥＧＦ及Ｒａｆ／ＭＥＲ／ＥＲＫ通路蛋白表达的影响

３　讨论

　　眼表角膜新生血管病变对视力的影响日益增加，
已逐渐成为人们重点关注的健康问题。它是由于缺氧

及眼部损伤所致的血管生成和抗血管因子之间的不平

衡使血管侵入角膜所致［９］。近年来，ｍｉＲＮＡ与血管存
在密切联系，给我们提供了解决角膜新生血管问题的

新思路。如在缺血性视网膜中，ｍｉＲＮＡ１２６通过下调
ｐ３８／ＥＲＫ来抑制促血管生成基因（如 ＶＥＧＦ）的表达
以减少新血管的形成［１０］；在人视网膜微血管内皮细胞

中，ｍｉＲＮＡ１３２被证明通过上调ＶＥＧＦＡ和ＥＲＫ２来促
进血管生成［１１］；在角膜新血管形成中，ｍｉＲＮＡ１８４通
过靶向ＶＥＧＦ和ＡＫＴ抑制体内血管生成等［１２］。本课

题组以此为基础进行研究，前期基因芯片筛选结果显

示，ｍｉＲＮＡ４２４（３２２）５Ｐ在大鼠角膜新生血管模型中
显著上调［８］。同时，研究表明在缺氧环境下，ｍｉＲ４２４
靶向ｃｕｌｌｉｎ２（ＣＵＬ２）使 ＶＣＢＣＲＵ３连接酶复合物不稳
定，并增加ＨＩＦ１α和ＨＩＦ２α的水平，从而促进血管形
成［１３］。故推测 ｍｉＲＮＡ４２４（３２２）５ｐ可能参与调控角
膜新生血管形成。目前为止，ＨＵＶＥＣｓ已被广泛作为
体外模拟角膜新生血管形成的模型［１４－１５］。为此，本研

究通过体外实验进行验证，用脂质体转染技术将

ｍｉＲＮＡ４２４（３２２）５ｐｍｉｍｉｃ、ＮＣ转染到 ＨＵＶＥＣｓ中构
建实验模型，其增殖、成管、迁移实验结果表明，ｍｉＲ
４２４（３２２）５ｐ能促进血管形成。而 ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ
对角膜新生血管的调控是一个极其复杂的过程，因此，

本研究进一步探讨了该基因的可能作用机制。

　　ＶＥＧＦ在血管形成过程中起重要作用，直接刺激

内皮细胞增殖、迁移，促进血管管腔形成［１６－１７］。同时，

ＶＥＧＦ可通过激活下游Ｒａｆ１／ＭＥＫ１／ＥＲＫ１／２参与调控
血管形成［１８］。研究表明，目前已发现多种 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
通过激活ＶＥＧＦ及其下游Ｒａｆ１、ＭＥＫ１、ＥＲＫ１／２来影响
细胞的增殖、迁移等过程，如 ｍｉＲ４２９［１９］、ｍｉＲ１９５［７］、
ｍｉＲ１４３［２０］、ｍｉＲ１０１［２１］等。因此，我们推测 ｍｉＲ４２４
（３２２）５ｐ是否也可以通过激活 ＶＥＧＦ及其下游 Ｒａｆ／
ＭＥＫ／ＥＲＫ通路来调控角膜新生血管的形成？为进一
步求证，本研究检测了ＶＥＧＦ及其下游Ｒａｆ１、ｐＭＥＫ１／
ＭＥＫ１和ｐＥＲＫ１／２／ＥＲＫ１／２蛋白的相对表达量。结
果显示，与 ＣＯＮ组和 ＮＣ组比较，ｍｉｍｉｃ组的 ＶＥＧＦ、
Ｒａｆ１、ｐＭＥＫ１和 ｐＥＲＫ１／２的蛋白表达量明显上调。
因此，我们推断 ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ可通过激活 ＶＥＧＦ
及其下游 Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ通路促进 ＨＵＶＥＣｓ增殖、迁
移、成管能力，从而促进ＣｏｒＮＶ形成。
　　总之，本研究在大鼠新生血管模型中，ｍｉＲＮＡ４２４
（３２２）５ｐ及ＶＥＧＦ上调，推断ｍｉＲＮＡ４２４（３２２）５ｐ可
能参与角膜新生血管的发生、发展。在细胞模型中，

ｍｉＲＮＡ４２４（３２２）５ｐ可通过上调ＶＥＧＦ及其下游Ｒａｆ／
ＭＥＫ／ＥＲＫ通路蛋白的表达，促进 ＨＵＶＥＣｓ的迁移、增
殖及管腔形成能力。因此，结合体内、体外实验结果，

我们推断 ｍｉＲ３２２（４２４）５Ｐ可能通过激活 ＶＥＧＦ及
Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ通路促进角膜新生血管的形成。本研
究初步验证了ｍｉＲ４２４（３２２）５ｐ对角膜新生血管形成
的影响，并探讨了部分可能机制，为临床预防和治疗角

膜新生血管的形成提供新的策略。关于 ｍｉＲ４２４
（３２２）５ｐ到底是通过何种机制调控 ＶＥＧＦ及其下游
Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ通路，仍需后续进一步探究。
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