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【摘 要】目的：研究微小 RNA(MicroRNA)在大鼠角膜缘新生血管中的表达，分析其与血管内皮生长因子(vascular endothelial 

growth factor．VEGF)／I~管生成信号通路间的相关性，探讨MicroRNA在角膜缘新生血管中的作用。方法：采用缝线法建立SD大 

鼠角膜缘新生血管模型，选择 LAN MicroRNA芯片，采用酶标记方法标记样品，将样品与芯片探针杂交，对表达谱芯片结果进行 

分析。结果：明显差异表达MicroRNA为16个，其中上调 10个，下调6个。明显上调的MicroRNA有：miR-142、miR-146、miR一 

21、miR一223、miR一214、miR一199、miR--483、miR一322、miR一126 miR一1224；明显下调 的有 miR一30e、miR一101、miR一184、miR- 

200c、miR一200b、miR一204。其中与 VEGF信号通路密切相关的有：miR一142、miR一146、miR一21、miR一223、miR一199、miR-322、 

miR一200、miR一30e、miR一204、miR一1224。通过检索，miR一142 miR一200和miR一322与VEGF相关基因重合最多。结论：miR一142 

miR一200和miR一322在大鼠角膜缘新生血管模型中差异表达显著且与VEGF信号通路密切相关。 
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5 结 论 

本文根据视网膜眼底图像的特点。首先通过高 

帽、低帽变换 ，去除背景的干扰；然后利用有限对比 

度自适应直方图均衡化，改善图像光照不均的现 

象：在此基础上 ，通过二维匹配滤波进一步增强血 

管对比度．大大改善了视网膜眼底图像的视觉效 

果，便于医生的临床分析和诊断。本文提出的方法 

相对于传统单一的增强算法而言能够获得更好的 

增强效果，对视盘和病变区域的增强效果同样显 

著。该方法不仅适用于正常眼底图像，同样适用于 

存在眼底病变的图像。 
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Correlation between microRNA expression profiles and VEGF of corneal 

neOVaSCUla rIZatlOn in rats 
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【Abstract]Objective：To study differential microRNAs(miRNAs)expression profiles in rat corneal neovascularization(CNV)using mi- 

croarrays，to establish the potential link between microRNAs and vascular endothelial growth factor(VEGF)signaling pathways and to 

investigate the function of neovascularization in corneal limbus．Methods：Comeal neovascular model in rats was constructed by con'leal 

stitch．The LAN microarrays were selected and samples were labeled and hybridized with microarray．The results of IJAN microarrays 

were analyzed．Results：Sixteen miRNAs were predicted to target emcee of CNV including 10 miRNAs expressing as up-regulation 

and 6 miRNAs expressing as down—regulation． The miRNAs expressing as up—regulation included miR一142，miR一146，miR一21， 

miR-223，miR-214，miR一199，miR--483，miR-322，miR-126 and miR-1224．Th e miRNAs expressing as down-regulation included 

miR一30e，miR一101，miR一184，miR--200c，miR一-200b and miR一-204．The miRNAs correlated significantly with VEGF included miR一 

142，miR-146，miR-21，miR-223，miR-199，miR-322，miR-200，miR-30e，miR-204 ，miR一1224． miR-142 miR--200 and miR-322 

correlated most with VEGE．Conclusion：Differential expression of miR-142 miR-200 and miR-322 in the rat model of corneal neo-一 

vascularization is closely associated with VEGF signaling pathway． 

【Key words]corneal neovascularization；microRNA；gene chip；vascular endothelial growth factor 

角膜新生血管破坏了正常角膜相对的“免疫赦 

免”状态．是角膜移植排斥反应的重要危险因素。而 

角膜移植排斥反应是角膜移植失败的主要原因。正 

常角膜透明、无血管，一旦维持角膜无血管的平衡 

因素被破坏(如感染性、免疫性、外伤性等疾病发生 

时)，角膜缘的毛细血管逐渐向角膜内生长，形成角 

膜新生血管。虽然新生血管对感染消除、创伤愈合、 

抑制免疫介导的角膜溶解有一定积极作用．但其结 

构和功能不完善，容易发生血浆渗漏。造成角膜水 

肿、脂质沉着以及角膜瘢痕化，严重影响视力，也使 

角膜移植排斥反应的发生率大大增加。 

微小 RNA(MicroRNA)是非编码的单链小分子 

RNA，据推测人类 MicroRNA具有调控人类 30％～ 

50％基因的潜能，通过 3’端非翻译区(3’UTR)与 

mRNA相互作用，靶基因mRNA编码区受 MicroRNA 

调控，蛋白翻译过程也受 MicroRNA调控II1。研究发现 

MicroRNA能够与其靶基因结合调控蛋白翻译过 

程，调控着发育、细胞增殖、分化、凋亡等生物学进 

程[21。MicroRNA对靶基因的调控具有“多向性”，一 

种 MicroRNA可以调控多种不同基因通路中的蛋白 

质翻译过程【3】：有可能单个的MicroRNA能调控IVEGF 

相关的多条分子信号通路，影响角膜缘血管向透明 

角膜区域的生长。 

本研究以“MicroRNA一血管内皮生长因子(vas— 

cular endothelial growth factor，VEGF)血管生成信号 

通路一角膜新生血管”为主线 ，通过缝线诱导的大鼠 

角膜缘新生血管动物模型和基因芯片技术，从新生 

血管化角膜缘表达的 MicroRNA这一新的切人点 ， 

探讨MicroRNA在角膜新生血管中的作用。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

选取健康、雌性、体质量(180．4-20)g SD大鼠3只，重庆 

医科大学实验动物中心提供。 

1．2 方法 

1．2．1 大鼠角膜缘新生血管模型的制作 用 1％戊巴比妥钠 

腹腔注射诱导全身麻醉，然后统一右眼(右眼作为实验眼；左 

眼为空白对照眼)滴盐酸奥布卡因滴眼液角膜表面麻醉。在 

手术显微镜下用 10—0号尼龙线铲针穿过角膜基质层间断缝 

合4针(3点、6点、9点、12点4个钟点位置)，自距离角膜缘 

略小于 1．0 mm(圆规定位)向瞳孔中心方向进针。另 1眼不 

作处理、作为正常对照眼。术后双眼均每 日滴 2 g／L洁霉素眼 

液 3次点眼同时检查(手电筒照射)缝线有无脱落 ，若有脱 

落、及时原位或原进针点旁补缝，同一位点缝线 2次以上脱 

落则剔除分析。 

1．2．2 术后用药及临床观察 术后术眼给予洁霉素滴眼，3 

次，d，共 7 d。自术后第 1天起观察角膜新生血管生长情况。 

由于手术等原因造成感染、前房出血、前房积脓、缝线局部水 

肿糜烂严重者、缝线脱失>2次者视为角膜新生血管模型失 

败，不列为实验范围，并及时补充实验动物。 

1．2．3 收集新生血管性角膜缘 7 d后，脊髓脱臼法处死大 
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发育试验中发现血流机械流动刺激保守的机械敏 

感锌指蛋白转录因子 kif2a．诱导内皮特异性的Mi— 

croRNA(miR一126)的表达，进而激活VEGF信号，引 

发血管新生。 

本实验杂交后，MicroRNA芯片的扫描结果显 

示 2组样品中有效杂交信号点不多(共 l6个差异表 

达)，但检测到的有效杂交信号强度还是较高的，其 

原因主要与样品来源性质及个体差异有关。 

本试验采用哺乳动物MicroRNA芯片技术首次 

在新生血管化角膜缘中筛选出16个有效的差异表 

达 MicroRNA，其中 1O个上调，6个下调。通过生物 

信息学检索发现，这些差异表达的MicroRNA中，有 

6个 MicroRNA其调节的靶基因与 VEGF信号通路 

相关，这些靶基因包括参与细胞周期、增殖、分裂与 

迁移等171生命进程以及新生血管[81发生发展过程中。 

实验结果提示：MicroRNA可能通过 VEGF信号通 

路参与新生血管的发病过程，某些重要 MicroRNA表 

达水平的失衡可能是通过VEGF信号通路参与角 

膜缘新生血管发生、发展和演进过程中的重要分子 

事件。检索后发现：miR一142、miR一146、miR一21、 

miR-223、miR一322、miR一1224、miR-30e、miR一204、 

miR一200、miR一199这 10个差异表达的 microRNA 

各自调控的靶基因达数百条。它们调节的靶基因中 

有部分与 VEGF信号通路相关。特别是 miR一142、 

miR一200和miR一322。其各自调控的基因有416条、 

778条和389条。其中与VEGF信号通路相关的有4 

条和5条。分别是：Akt2、Kd#、Nfat5 、Prkca、Raf1【“]、 

Vegfat 、Map2k1、Nfatc3、Pik3ca、Plcgl、Prkcb。通过 

国内外文献检索后发现，这些靶基因在新生血管形 

成过程中，都发挥了重要作用。William等【 ]发现 

miR一200能阻塞人前列腺癌细胞 自发转移和血管 

生成 。Merlet等【·4】发现 miR一322在大鼠体内调节血 

管平滑肌细胞表型和新生内膜形成。上述证据提示 

miR一142。miR一200和 miR一322的表达失衡在角膜 

缘新生血管的发生、发展和演进过程中可能起着较 

为重要的作用。 

本研究利用 MicroRNA芯片技术和生物信息学 

的方法．筛选出角膜缘新生血管大鼠模型的差异表 

达谱，并初步预测了miR一142等 10个差异表达的 

MicroRNAs可能通过VEGF信号通路参与了发病过 

程 。为进一步研究 MicroRNA在角膜缘新生血管 

中的分子机制提供了参考，而对筛选出的差异 Mi— 

croRNA进行验证、细胞来源分析及功能学的研究 

将是下一步要开展的工作。 
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