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［摘　要］　目的　探究环状ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１调节人晶状体上皮细胞（ＬＥＣｓ）纤维化的作用及可能的分子机制。方法　收集新
鲜晶状体前囊膜标本，包括前囊下白内障（ＡＳＣ）手术眼和健康死后眼各９例。体外培养ＳＲＡ０１／０４细胞，并分为空白组、ＴＧＦβ２组、
ｓｉｃｏｎｔｒｏｌ组、ｓｉＰＶＴ１组、ｓｉＰＶＴ１＋ｍｉＲＮＣ组、ｓｉＰＶＴ１＋ｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组。除空白组外，其余各组在转染相应序列后，用５ｎｇ·ｍＬ－１

ＴＧＦβ２作用４８ｈ。提取组织或细胞ＲＮＡ并进行微阵列分析。应用实时荧光定量 ＰＣＲ法检测组织样本或细胞中 ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１、
ｍｉＲ１２４表达。采用双荧光素酶报告系统和ＲＮＡ结合蛋白免疫共沉淀（ＲＩＰ）法分析 ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１、ｍｉＲ１２４、Ｊａｇｇｅｄ１之间的靶向
关系。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组细胞Ｊａｇｇｅｄ１、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３、Ｓｎａｉｌ、Ｓｌｕｇ、纤维蛋白（ＦＮ）、Ⅳ型胶原蛋白（ＣｏｌⅣ）、肌动蛋
白α（αＳＭＡ）等蛋白表达。结果　ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１在ＡＳＣ眼的前囊膜组织或ＴＧＦβ２组ＳＲＡ０１／０４细胞中表达上调，同时ｍｉＲ１２４表
达水平降低（Ｐ＜０．０５），且ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１与ｍｉＲ１２４表达水平均呈负相关性（Ｐ＜０．０５）。与空白组相比，ＴＧＦβ２组和 ｓｉｃｏｎｔｒｏｌ组
ＦＮ、αＳＭＡ、ＣｏｌⅣ、Ｓｎａｉｌ、Ｓｌｕｇ蛋白表达上调；与ＴＧＦβ２组和ｓｉｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｓｉＰＶＴ１组和ｓｉＰＶＴ１＋ｍｉＲＮＣ组上述蛋白表达下调，
但ｓｉＰＶＴ１＋ｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组可逆转ｓｉＰＶＴ１对上述蛋白表达的下调作用（Ｐ＜０．０５）。双荧光素酶报告系统和ＲＩＰ法分析结果
显示，ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１通过“海绵吸附”ｍｉＲ１２４，负性调节 ｍｉＲ１２４的表达。与空白组相比，ＴＧＦβ２组 Ｊａｇｇｅｄ１、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、
Ｎｏｔｃｈ３蛋白表达显著上调；与 ＴＧＦβ２组和 ｓｉｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｓｉＰＶＴ１组 Ｊａｇｇｅｄ１、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３蛋白表达下调，同时
ｓｉＰＶＴ１＋ｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组可逆转ｓｉＰＶＴ１对上述蛋白表达的下调作用（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＧＦβ２通过一种ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１依赖
机制诱导 ＬＥＣｓ发生上皮—间充质转化，其机制可能是 ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１通过“海绵吸附”ｍｉＲ１２４负性调节其表达，进而诱导下游
Ｊａｇｇｅｄ１／Ｎｏｔｃｈ信号通路激活。
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ｔｈｅｓｉｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ，ｔｈｅｓｉＰＶＴ１＋ｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｃｏｕｌｄｒｅｖｅｒｓｅｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｓｉＰＶＴ１ｏｎｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｔｈｅａｂｏｖｅｐｒｏｔｅｉｎｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴＧＦβ２ｉｎｄｕｃｅｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎＬＥＣｓｔｈｒｏｕｇｈａ
ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍｅｃｈａｎｉｓｍａｎｄｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅｔｈａｔＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１２４ｔｈｒｏｕｇｈ
“ｓｐｏｎｇｅａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ”，ｔｈｅｒｅｂｙｉｎｄｕｃｉｎｇｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｄｏｗｎｓｔｒｅａｍＪａｇｇｅｄ１／Ｎｏｔｃｈｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１；ｍｉＲ１２４；Ｊａｇｇｅｄ１／Ｎｏｔｃｈｐａｔｈｗａｙ；ｈｕｍａｎｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ｌｅｎｓｆｉｂｒｏｓｉｓ

　　纤维化是一种慢性多器官疾病，其主要病变基础
为病理性上皮—间充质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＥＭＴ）［１］。晶状体纤维性疾病，如前囊
下白内障（ａｎｔｅｒｉｏｒｓｕｂｃａｐｓｕｌａｒｃａｔａｒａｃｔ，ＡＳＣ）和后囊膜
混浊（ｐｏｓｔｅｒｉｏｒｃａｕｌａｒｏｐａｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＰＣＯ），是视力障碍
的常见原因［２３］，其细胞学机制都与晶状体上皮细胞

（ｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＬＥＣｓ）ＥＭＴ有关，转化生长因子β
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ，ＴＧＦβ）诱导的 ＬＥＣ
ｓＥＭＴ被认为是构建晶状体纤维性疾病体外模型的有
效途径，这为我们开展相关研究提供了方便的实验模

型［４］。据报道，众多非编码 ＲＮＡ（ｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，
ｎｃＲＮＡ）在调节 ＥＭＴ过程中发挥关键作用［５７］。深入

探索基因调控网络，如 ＬｎｃＲＮＡｓ／ｍｉＲＮＡｓ／ｍＲＮＡｓ，有
助于了解晶状体纤维化的进展机制。本研究结合ＡＳＣ
患者的晶状体前囊膜组织转录组学数据，筛选差异性

表达最典型的 ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１，探究其在 ＬＥＣｓ纤维化
和白内障进展中的作用及潜在分子机制，以期证实针

对 ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１／ｍｉＲ１２４／Ｊａｇｇｅｄ１／Ｎｏｔｃｈ通路的药
物靶向在预防和治疗 ＡＳＣ、ＰＣＯ或其他器官纤维化方
面的价值。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　临床标本采集　　共收集了１８例捐赠者（年
龄４０～５８岁，男性１５例，女性３例）的新鲜晶状体标
本，其中９例来自白内障手术患者（ＡＳＣ患者，晶状体
混浊度ＬＯＣＳⅢ分级４～６级，排除糖尿病葡萄膜炎病
史者），术中取出晶状体囊膜后，用撕囊钳分离前囊纤

维化组织部分；另９例正常透明晶状体组织来自健康
人体的死后捐赠眼（在死后８ｈ内获得，排除眼部疾

病，ＬＯＣＳⅢ分级１～２级），采用撕囊钳沿晶状体赤道
区切开晶状体前囊膜，取晶状体上皮组织。将晶状

体上皮组织块置于含体积分数１％胎牛血清、体积分
数 １％ 非 必 需 氨 基 酸、１００ＩＵ·ｍＬ－１青 霉 素 和
１００μｇ·ｍＬ－１链霉素的 ＤＭＥＭ培养基中，培养上皮侧
面朝上。本研究获南京医科大学附属苏州科技城医院

医学伦理委员会批准（２０２００２１），所有实验及样本采
集符合《赫尔辛基宣言》。

１．１．２　细胞、主要药物与试剂　　人晶状体上皮细胞
株ＳＲＡ０１／０４（中国医学科学院肿瘤研究所协和医
院）。ＴＧＦβ２、特异性Ｎｏｔｃｈ受体裂解抑制剂同义γ分
泌酶抑制剂Ⅸ（γＳｅｃｒｅｔａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒⅨ，ＧＳＩⅨ）、
ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ抑制剂 ＳＢ４３１５４２（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公
司）；ｍｉＲＮｅａｓｙＭｉｎｉ试剂盒（德国 Ｑｉａｇｅｎ公司）。
ＧｅｎｅＰＯＲＴＥＲ转 染 试 剂 （美 国 Ｇｅｎｌａｎｔｉｓ公 司）；
ｐｃＤＮＡ３．１质粒（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑⅡ试剂盒、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒、ＳＹＢＲ
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＰＣＲ试剂盒（日本ＴａＫａＲａ公司）。初级
抗体：纤维蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）、Ⅳ型胶原蛋白（ｃｏｌｌａ
ｇｅｎｔｙｐｅⅣ，ＣｏｌⅣ）、钙黏附蛋白Ｅ（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）、钙黏
附蛋白Ｎ（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）、肌动蛋白α（ａｌｐｈａｓｍｏｏｔｈｍｕｓ
ｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）、Ｊａｇｇｅｄ１、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３、
Ｓｎａｉｌ、Ｓｌｕｇ（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）。
ＥＺＭａｇｎａＲＩＰＲＮＡ结合蛋白免疫沉淀试剂盒（美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。
１．１．３　主要仪器　　ＮＤ１０００紫外分光光度计（美国
ＮａｎｏＤｒｏｐＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）；ＬＳＭ５１０激光扫描共聚
焦显微镜（德国 ＺＥＩＳＳ公司）；ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ＩＩ实时
ＰＣＲ系统（瑞士Ｒｏｃｈｅ公司）。
１．２　方法
１．２．１　细胞转染及分组　　将 ＳＲＡ０１／０４细胞培养

５７７局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２２，３１（９）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



于ＤＭＥＭ完全培养基（含体积分数１％胎牛血清、体
积分数 １％非必需氨基酸、１００ＩＵ·ｍＬ－１青霉素和
１００μｇ·ｍＬ－１链霉素）中。为了研究下调 ＬｎｃＲＮＡ
ＰＶＴ１表达对 ＥＭＴ及下游通路的影响，将 ＳＲＡ０１／０４
细胞分为空白组、ＴＧＦβ２组、ｓｉｃｏｎｔｒｏｌ组、ｓｉＰＶＴ１组、
ｓｉＰＶＴ１＋ｍｉＲＮＣ组、ｓｉＰＶＴ１＋ｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组。
空白组细胞不作任何特殊处理。ＴＧＦβ２组用５ｎｇ·ｍＬ－１

ＴＧＦβ２作用４８ｈ，ｓｉｃｏｎｔｒｏｌ组、ｓｉＰＶＴ１组、ｓｉＰＶＴ１＋
ｍｉＲＮＣ组、ｓｉＰＶＴ１＋ｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组分别转染
ＰＶＴ１小分子干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡｓ）的阴性对照序列、
ｓｉＰＶＴ１１／ｓｉＰＶＴ１２、ｓｉＰＶＴ１＋ｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ阴性
对照序列或 ｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ序列后，用 ５ｎｇ·ｍＬ－１

ＴＧＦβ２作用４８ｈ。为了研究 ＴＧＦβ２对 ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１
表达的影响，将 ＳＲＡ０１／０４细胞分为空白组、ＴＧＦβ２
组、ＧＳＩⅨ ＋ＴＧＦβ２组和 ＳＢ４３１５４２＋ＴＧＦβ２组。
ＧＳＩⅨ ＋ＴＧＦβ２组和 ＳＢ４３１５４２＋ＴＧＦβ２组分别在
ＴＧＦβ２作用前６０ｍｉｎ加入 ＧＳＩⅨ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）或
ＳＢ４３１５４２（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）。
１．２．２　微阵列分析　　使用ＴＲＩｚｏｌ试剂和 ｍｉＲＮｅａｓｙ
Ｍｉｎｉ试剂盒提取组织或细胞总 ＲＮＡ（每３份 ＲＮＡ合
并成１份样本）。利用紫外分光光度计检测ＲＮＡ样本
的质量和纯度，通过凝胶电泳测定ＲＮＡ完整性。利用
ＡｇｉｌｅｎｔＡｒｒａｙ平台进行微阵列分析，分别以健康眼和
ＡＳＣ眼、ＴＧＦβ２组和未经 ＴＧＦβ２处理的空白组
ＳＲＡ０１／０４细胞ＬｎｃＲＮＡｓ差异表达为目标。从总ＲＮＡ
中去除ｒＲＮＡ后提纯 ｍＲＮＡ，然后采用随机引物法扩
增样本，并沿着整个转录本长度转录成荧光 ｃＲＮＡ。
将标记的 ｃＲＮＡｓ与 Ａｒｒａｙｓｔａｒ人 ＬｎｃＲＮＡ微阵列 ｖ３．０
杂交。利用ＡｇｉｌｅｎｔＧ２５０５Ｃ扫描仪扫描和特征提取软
件ｖ１１．０．１．１对采集的阵列图像进行分析，用 Ｇｅｎｅ
ＳｐｒｉｎｇＧＸｖ１１．５．１软件对微阵列数据进行生物信息
学分析和可视化处理。

１．２．３　实时荧光定量ＰＣＲ法检测基因表达　　利用
ＴＲＩｚｏｌ试剂提取ＳＲＡ０１／０４细胞总ＲＮＡ，使用 ＤＮａｓｅＩ
酶提纯基因组 ＤＮＡ。合成 ｃＤＮＡ，并在 ＡＢＩＰｒｉｓｍ７０００
热循环仪上进行实时 ＰＣＲ反应。循环条件为：５０℃
２ｍｉｎ；９５℃ ５ｍｉｎ；然后在９５℃ １０ｓ和６０℃ ４５ｓ下
进行４０次循环。采用ＲＮＵ６Ｂ和ＧＡＰＤＨ作为内参。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测蛋白表达　　用１００μＬ
裂解液提取细胞总蛋白，经１２％聚丙烯酰胺凝胶电泳
分离后，半干法电印迹到聚偏氟乙烯膜上。用体积分

数５％的脱脂牛奶封闭细胞膜，并与不同的一抗
（Ｊａｇｇｅｄ１、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３、Ｓｎａｉｌ、Ｓｌｕｇ、ＦＮ、

ＣｏｌⅣ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、αＳＭＡ）在４℃下孵育
过夜。然后在室温下与辣根过氧化物酶藕联的二抗孵

育１ｈ。
１．２．５　双荧光素酶报告基因分析　　利用两种靶向
识别工具 Ｐｉｃｔａｒ（ｈｔｔｐ：／／ｐｉｃｔａｒ．ｍｄｃｂｅｒｌｉｎ．ｄｅ／）和
ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ４．２（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ／ｖｅｒｔ＿４２／）
来寻找ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１和 ｍｉＲ１２４的潜在靶基因。用
ＰＣＲ法扩增含有预测ｍｉＲ１２４结合位点或相应突变位
点的Ｊａｇｇｅｄ１和 ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１的３’ＵＴＲ序列，并转
染至ｐＭＩＲＲＢＲＥＰＯＲＴ荧光素酶编码区。在转染前
２４ｈ先将２９３Ｔ细胞接种于９６孔板中。次日用 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂将１００ｎｇ·ｍＬ－１报告质粒和
５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１的 ｍｉＲ１２４ｍｉｍｉｃｓ或对照序列共转染至
２９３Ｔ细胞，用双荧光素酶检测系统检测荧光素酶活性。
１．２．６　ＲＮＡ结合蛋白免疫共沉淀（ＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，ＲＩＰ）法分析　　裂解１×１０７个细
胞，将１００μＬ细胞裂解混合物与含有抗 Ａｇｏ２结合磁
珠的ＲＩＰ缓冲液共孵育。用蛋白酶 Ｋ缓冲液消化样
本，分离免疫沉淀ＲＮＡ。
１．３　统计学方法

采用 ＳＰＳＳ２１．０软件进行数据分析，计量资料以
均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，２组间比较采用独立样本 ｔ
检验，多组间比较采用单因素方差分析和 Ｔｕｋｅｙ事后
多重检验；ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１、ｍｉＲ１２４表达水平采用
Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关系数分析；Ｐ＜０．０５为差异具有统计
学意义。

２　结果

２．１　微阵列分析ＬｎｃＲＮＡｓ差异表达谱
利用人 ＬｎｃＲＮＡ微阵列分析，热图显示健康眼、

ＡＳＣ眼前囊膜组织存在６２８个差异性表达的ＬｎｃＲＮＡｓ
（变化倍数≥２．０，Ｐ＜０．０５），其中２８７个 ＬｎｃＲＮＡｓ表
达上调，３４１个 ＬｎｃＲＮＡｓ表达下调，其中 ＰＶＴ１上调最
明显（图１ａ）。此外，在ＬＥＣｓ样本中，空白组、ＴＧＦβ２组
存在３７１个差异性表达的 ＬｎｃＲＮＡｓ（变化倍数≥２．０，
Ｐ＜０．０５），其中 １７１个 ＬｎｃＲＮＡｓ表达上调，２００个
ＬｎｃＲＮＡｓ表达下调，ＰＶＴ１是上调最明显（前五位）的
ＬｎｃＲＮＡｓ之一（图１ｂ）。
２．２　实时荧光定量ＰＣＲ法检测前囊膜组织和细胞中

ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１、ｍｉＲ１２４ｍＲＮＡ表达水平
　　ＡＳＣ眼的前囊膜组织和 ＴＧＦβ２组 ＳＡＲ０１／０４细
胞中ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１ｍＲＮＡ表达水平较健康眼或空白
组细胞升高（Ｐ＜０．０５），同时 ｍｉＲ１２４ｍＲＮＡ表达水
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平降低（Ｐ＜０．０５）。经 Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关系数分析，在
ＡＳＣ眼的前囊膜组织或 ＴＧＦβ２组 ＳＲＡ０１／０４细胞中
ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１与 ｍｉＲ１２４表达水平均呈负相关性
（Ｐ＜０．０５）。此外，分别用 １ｎｇ·ｍＬ－１、２ｎｇ·ｍＬ－１、
５ｎｇ·ｍＬ－１ＴＧＦβ２作用于细胞 ４８ｈ，ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１
ｍＲＮＡ表达水平逐渐升高（Ｐ＜０．０５）；用５ｎｇ·ｍＬ－１

ＴＧＦβ２分别作用于细胞 １２ｈ、２４ｈ、４８ｈ，ＬｎｃＲＮＡ
ＰＶＴ１ｍＲＮＡ表达水平亦逐渐升高（Ｐ＜０．０５），说明
ＴＧＦβ２可显著诱导 ＳＲＡ０１／０４细胞 ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１过
表达，且呈剂量依赖性和时间依赖性，见图２。
２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＳＲＡ０１／０４细胞ＥＭＴ标记蛋

白表达

　　与空白组相比，ＴＧＦβ２组上皮分化标志物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ

蛋白表达下调，同时间充质细胞标志物 ＦＮ蛋白表达
上调 （Ｐ＜０．０５）。然而分别转染 ｓｉＰＶＴ１１和
ｓｉＰＶＴ１２后，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达高于 ＴＧＦβ２组和
ｓｉｃｏｎｔｒｏｌ组，同时 ＦＮ蛋白表达低于 ＴＧＦβ２组和
ｓｉｃｏｎｔｒｏｌ组，尤 其 以 ｓｉＰＶＴ１２组 变 化 最 明 显
（Ｐ＜０．０５），见图３ａ。故选择转染ｓｉＰＶＴ１２用于后续
实验。此外，与空白组相比，ＴＧＦβ２组和 ｓｉｃｏｎｔｒｏｌ组
间充质细胞标志物ＦＮ、αＳＭＡ、ＣｏｌＩＶ、Ｓｎａｉｌ、Ｓｌｕｇ蛋白
表达上调，而 ｓｉＰＶＴ１组和 ｓｉＰＶＴ１＋ｍｉＲＮＣ组上述
蛋白表达低于 ＴＧＦβ２组和 ｓｉｃｏｎｔｒｏｌ组，但 ｓｉＰＶＴ１＋
ｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组可逆转 ｓｉＰＶＴ１对上述蛋白表达
的下调作用（Ｐ＜０．０５），见图３ｂ。

ａ：健康眼和ＡＳＣ眼差异性表达的聚类分析热图和火山图；ｂ：空白组和 ＴＧＦβ２组 ＳＡＲ０１／０４细胞差异性表达的聚类分析热图和
火山图

图１　ＬｎｃＲＮＡ微阵列数据分析
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ａ：前囊膜组织ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１ｍＲＮＡ表达差异（ｎ＝９）；ｂ：前囊膜组织ｍｉＲ１２４ｍＲＮＡ表达差异（ｎ＝９）；ｃ：ＳＲＡ１／０４细胞中 ＬｎｃＲＮＡ
ＰＶＴ１ｍＲＮＡ表达差异（ｎ＝８）；ｄ：ＳＲＡ１／０４细胞中ｍｉＲ１２４ｍＲＮＡ表达差异（ｎ＝８）；ｅ：前囊膜组织ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１ｍＲＮＡ和ｍｉＲ１２４
ｍＲＮＡ表达的关系；ｆ：ＳＲＡ１／０４细胞ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１ｍＲＮＡ和ｍｉＲ１２４ｍＲＮＡ表达的关系；ｇ：不同浓度ＴＧＦβ２作用于ＳＲＡ１／０４细胞
４８ｈ；ｈ：不同时间５ｎｇ·ｍＬ－１ＴＧＦβ２作用于ＳＲＡ１／０４细胞　：Ｐ＜０．０５

图２　实时荧光定量ＰＣＲ法检测前囊膜组织和细胞中ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１、ｍｉＲ１２４表达水平

ａ：ＦＮ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达；ｂ：ＦＮ、αＳＭＡ、ＣｏｌⅣ、Ｓｎａｌ、Ｓｌｕｇ蛋白表达　：与空白组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与 ＴＧＦβ２组相比，Ｐ＜０．０５；
△：与ｓｉｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５；▲：与ｓｉＰＶＴ１组相比，Ｐ＜０．０５；□：与ｓｉＰＶＴ１＋ｍｉＲＮＣ组相比，Ｐ＜０．０５

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＳＲＡ０１／０４细胞中ＥＭＴ相关蛋白表达
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２．４　双荧光素酶报告基因验证 ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１、
ｍｉＲ１２４、Ｊａｇｇｅｄ１之间的靶向作用

　　与转染 ｍｉＲＮＣ相比，转染 ｍｉＲ１２４ｍｉｍｉｃｓ能显
著降低ＰＶＴ１、Ｊａｇｇｅｄ１野生型（位点１、位点２）的荧光
素酶活性（Ｐ＜０．０５），见图４。

２．５　ＲＩＰ法分析ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１和ｍｉＲ１２４的调控关系
结果证实，ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１和 ｍｉＲ１２４都特异性富

集了 Ａｇｏ２抗体相关复合物（Ｐ＜０．０５），见图５，表明
ＰＶＴ１通过“海绵吸附”ｍｉＲ１２４，负向调节 ｍｉＲ１２４的
表达。

ａ：ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１与ｍｉＲ１２４靶向结合关系；ｂ：Ｊａｇｇｅｄ１与ｍｉＲ１２４靶向结合关系　：与ｍｉＲＮＣ相比，Ｐ＜０．０５
图４　双荧光素酶报告基因实验

：与ＩｇＧ相比，Ｐ＜０．０５
图５　ＲＩＰ法分析

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＳＲＡ０１／０４细胞 Ｊａｇｇｅｄ１／
Ｎｏｔｃｈ通路相关蛋白表达

　　与空白组相比，ＴＧＦβ２组 Ｊａｇｇｅｄ１、Ｎｏｔｃｈ１、
Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３蛋白表达显著上调，而 ＧＳＩⅨ ＋
ＴＧＦβ２组、ＳＢ４３１５４２＋ＴＧＦβ２组 Ｊａｇｇｅｄ１、Ｎｏｔｃｈ１、
Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３ 蛋 白 表 达 则 低 于 ＴＧＦβ２ 组

（Ｐ＜０．０５），见图 ６ａ。此外，同样在 ＴＧＦβ２作用下，
ｓｉＰＶＴ１组 Ｊａｇｇｅｄ１、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３蛋白表
达则低于 ＴＧＦβ２组和 ｓｉｃｏｎｔｒｏｌ组，同时 ｓｉＰＶＴ１＋
ｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组可逆转 ｓｉＰＶＴ１对上述蛋白表达
的下调作用（Ｐ＜０．０５），见图６ｂ。
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ａ：ＴＧＦβ２对Ｊａｇｇｅｄ１、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３蛋白表达的影响；ｂ：ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１对Ｊａｇｇｅｄ１、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３蛋白表达的
影响　：与空白组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与ＴＧＦβ２组相比，Ｐ＜０．０５；△：与ｓｉｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５；▲：与ｓｉＰＶＴ１组相比，Ｐ＜０．０５；
□：与ｓｉＰＶＴ１＋ｍｉＲＮＣ组相比，Ｐ＜０．０５

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＳＲＡ０１／０４细胞中Ｊａｇｇｅｄ１／Ｎｏｔｃｈ通路相关蛋白表达

３　讨论

本研究首先基于微阵列数据，发现 ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１
在ＡＣＳ前囊膜组织或 ＴＧＦβ２诱导的 ＬＥＣｓ中明显表
达上调。进一步的细胞实验证实，ＴＧＦβ２可诱导ＬＥＣｓ
中上皮分化标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达下调，同时间
充质细胞标志物ＦＮ蛋白表达上调，说明 ＴＧＦβ２可促
进ＬＥＣｓ向间充质细胞表型转化。在机制分析实验
中，ＴＧＦβ２可诱导ＳＲＡ０１／０４细胞ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１过表
达，这是一个呈剂量依赖性和时间依赖性的过程；而

ＰＶＴ１可负性调节 ｍｉＲ１２４，进而导致 Ｊａｇｇｅｄ１／Ｎｏｔｃｈ
信号通路激活。因此，我们认为 ＰＶＴ１／ｍｉＲ１２４／Ｊａｇ
ｇｅｄ１／Ｎｏｔｃｈ轴可能是 ＴＧＦβ２诱导 ＬＥＣｓ发生 ＥＭＴ的
重要分子机制之一。

ＬｎｃＲＮＡ是非编码转录体，虽然缺乏蛋白质编码
能力，但其在调节基因表达方面起着关键作用［８］。

ＬＥＣｓ发生 ＥＭＴ是导致 ＡＳＣ或 ＰＣＯ等继发性白内障
的重要原因，而ＴＧＦβ２被认为是一个重要的诱因［２４］。

本研究结果显示，ＴＧＦβ２以剂量依赖性和时间依赖性
的方式诱导ＳＲＡ０１／０４细胞 ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１表达上调，
这一点在 ＡＳＣ眼的前囊膜组织中也得到证实，说明
ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１参与了 ＡＳＣ的病变过程。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

结果显示，ＴＧＦβ２可抑制上皮分化标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
蛋白表达，同时诱导间充质细胞标志物 ＦＮ蛋白表达
上调，且 ＴＧＦβ２诱导 ＬＥＣｓ发生 ＥＭＴ的作用受到
ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１基因敲除的影响，下调 ＰＶＴ１基因表达
后，ｍｉＲ１２４表达相应上调，而ＴＧＦβ２对ＬＥＣｓ中 ＥＭＴ
标志物表达的影响得以改善。因此，我们认为 ＴＧＦβ２
通过ＰＶＴ１依赖性机制诱导ＬＥＣｓ发生ＥＭＴ。

在分子机制方面，ＬｎｃＲＮＡｓ通过与ｍｉＲＮＡｓ相互作
用，调节ｍｉＲＮＡ下游靶基因的表达，发挥其在疾病发生
发展中的作用。研究显示，ＰＶＴ１能与 ｍｉＲ２１４［９］、
ｍｉＲ２６ｂ［１０］等相互作用，进而调节细胞下游 ＴＧＦβ１信
号转导，影响肿瘤细胞的侵袭和迁移。本研究双荧光

素酶报告基因实验和免疫共沉淀实验证实，ＰＶＴ１可通
过吸附ｍｉＲ１２４进而影响 ｍｉＲ１２４下游通路 Ｊａｇｇｅｄ１／
Ｎｏｔｃｈ轴的激活。ｍｉＲ１２４属于肿瘤抑制分子，研究显
示其在癌症［１１１２］、肾间质纤维化［１３］等疾病中可以抑制

细胞 ＥＭＴ进程。此外，ｍｉＲ１２４可以通过调节 ＳＴＡＴ３
抑制视网膜母细胞瘤细胞的活性和侵袭［１４］。本研究

发现，ＡＳＣ眼前囊膜组织中ｍｉＲ１２４表达下降，说明其
参与了继发性白内障的发病，并且 ｍｉＲ１２４在 ＴＧＦβ２
诱导的ＬＥＣｓＥＭＴ中起着重要作用。目前已发现多种
ｍｉＲ１２４靶基因与纤维化有关，包括 ＣｏｌⅠ［１５］、结缔组
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织生长因子［１６］、Ｓｍａｄ４［１７］等。在本研究中，我们确定
了其另一个靶基因 Ｊａｇｇｅｄ１，ｍｉＲ１２４可直接与
Ｊａｇｇｅｄ１的３ＵＴＲ相互作用，从而负向调节Ｊａｇｇｅｄ１的
表达。此外，ｍｉＲ１２４也可影响Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２和
Ｎｏｔｃｈ３受体表达，这意味着ｍｉＲ１２４除了直接抑制
Ｊａｇｇｅｄ１信号传递外，还可抑制下游 Ｎｏｔｃｈ受体的表
达，进而影响ＬＥＣｓ纤维化进程。Ｎｏｔｃｈ信号在胚胎发
育［１８］、肿瘤转移［１９］和各种纤维化疾病［２０］中起关键作

用。因此阻断 Ｊａｇｇｅｄ１信号传导，可以整体逆转
ＴＧＦβ２诱导的ＬＥＣｓＥＭＴ进程。

综上，ＴＧＦβ２通过一种ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１依赖机制诱
导ＬＥＣｓ发生 ＥＭＴ。其机制之一是 ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１通
过“海绵吸附”ｍｉＲ１２４负性调节其表达，进而诱导下
游 Ｊａｇｇｅｄ１／Ｎｏｔｃｈ信号通路激活。因此，ＰＶＴ１／ｍｉＲ
１２４／Ｊａｇｇｅｄ１／Ｎｏｔｃｈ 轴 参 与 了 ＴＧＦβ２ 诱 导 的

ＬＥＣｓＥＭＴ进程，而 ＬｎｃＲＮＡＰＶＴ１有望成为治疗 ＡＳＣ
或ＰＣＯ的潜在靶点。
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