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  [摘要] 目的 探讨长链非编码RNA(lncRNA)LINC02695在高糖(HG)环境下人视网膜微血管内皮细

胞(HRMECs)中的表达及其对HRMECs的增殖、迁移及新生血管形成的影响。方法 HRMECs分为4组,分
别为正常糖(NG)组(5.5

 

mmol/L)、HG组(30.0
 

mmol/L)、HG+LINC02695沉默(HG+si-LINC02695)组、

HG+沉默对照(HG+si-NC)组。实时荧光定量PCR(qPCR)检测各组 HRMECs中LINC02695及 VEGF
 

mRNA的表达情况,CCK-8法测定各组细胞的增殖情况,Transwell实验检测各组细胞的迁移能力,管形成实

验检测各组细胞的成管能力。结果 qPCR结果显示:与NG组比较,HG组细胞LINC02695、VEGF
 

mRNA
呈高表达(P<0.05);与 HG组比较,HG+si-LINC02695组细胞 VEGF

 

mRNA 表达水平明显下降(P<
0.05)。CCK-8实验结果显示:与NG组比较,HG组细胞增殖能力明显增强(P<0.05);与 HG组比较,HG+
si-LINC02695组细胞增殖能力明显下降(P<0.05)。Transwell实验结果显示:与NG组比较,HG组细胞迁

移能力明显增加(P<0.05);与HG组比较,HG+si-LINC02695组细胞迁移能力明显下降(P<0.05);管形成实

验结果显示:与NG组比较,HG组细胞成管能力明显增加(P<0.05);与HG组比较,HG+si-LINC02695组细胞

成管能力明显下降(P<0.05)。结论 LINC02695可能参与促进HG诱导下HRMECs的增殖、迁移及血管形成。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

long
 

non-coding
 

RNA
 

(lncRNA)
 

LINC02695
 

in
 

human
 

retinal
 

microvascular
 

endothelial
 

cells
 

(HRMECs)
 

in
 

high
 

glucose
 

(HG)
 

environment
 

and
 

its
 

effect
 

on
 

the
 

proliferation,migration
 

and
 

neovascularization
 

of
 

HRMECs.Methods HRMECs
 

was
 

divided
 

into
 

four
 

groups:the
 

normal
 

glucose
 

(NG)
 

group
 

(5.5
 

mmol/L),the
 

HG
 

group
 

(30.0
 

mmol/L),the
 

HG+LINC02695
 

silenced
 

group
 

(HG+si-LINC02695),and
 

the
 

HG+silenced
 

control
 

group
 

(HG+si-NC).Real-time
 

quantita-
tive

 

fluorescent
 

PCR
 

(qPCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

LINC02695
 

and
 

vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

(VEGF)
 

mRNA
 

in
 

HRMECs
 

of
 

each
 

group.The
 

cell
 

proliferation
 

of
 

each
 

group
 

was
 

measured
 

by
 

Cell
 

Counting
 

Kit-8
 

(CCK-8)
 

method.The
 

migration
 

ability
 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

Transwell
 

as-
say.The

 

tube
 

forming
 

ability
 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

tube
 

forming
 

experiment.Results The
 

qPCR
 

results
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

NG
 

group,LINC02695
 

and
 

VEGF
 

were
 

highly
 

expressed
 

in
 

the
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HG
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

HG
 

group,VEGF
 

mRNA
 

expression
 

level
 

in
 

the
 

HG+si-
LINC02695

 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

CCK-8
 

experiment
 

showed
 

that
 

the
 

proliferation
 

ability
 

of
 

the
 

HG
 

group
 

was
 

significantly
 

enhanced
 

compared
 

with
 

the
 

NG
 

group
 

(P<0.05).
Compared

 

with
 

the
 

HG
 

group,the
 

cell
 

proliferation
 

ability
 

of
 

the
 

HG+si-LINC02695
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

Transwell
 

experiment
 

showed
 

that
 

the
 

cell
 

migration
 

ability
 

of
 

the
 

HG
 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

compared
 

with
 

the
 

NG
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

HG
 

group,the
 

cell
 

migration
 

ability
 

of
 

the
 

HG+si-LINC02695
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

tube
 

formation
 

experiment
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

NG
 

group,the
 

tube
 

formation
 

ability
 

of
 

the
 

HG
 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

HG
 

group,canalization
 

ability
 

of
 

cells
 

in
 

the
 

HG+si-LINC02695
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).Conclusion LINC02695
 

may
 

be
 

involved
 

in
 

promoting
 

the
 

proliferation,migration
 

and
 

angiogenesis
 

of
 

HRMECs
 

induced
 

by
 

HG.
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  糖尿病(diabetes
 

mellitus,DM)正在成为日益严

重的全球健康问题。据国际糖尿病联合会估计,截至

2021年全球糖尿病患者人数已达5.37亿,推测至

2045年,这一数据可达7.83亿。就糖尿病患者的数

量而言,中国的患者总数约为1.409亿,居世界首

位[1]。DM以持续性高血糖为特征,表现为全身多处

靶器官损害、大血管及微血管合并症[2]。糖尿病视网

膜病变(diabetic
 

retinopathy,DR)是DM 患者眼部受

累后常见的微血管合并症,是工作年龄人群患糖尿病

后视力障碍和失明的主要原因。增殖期糖尿病视网

膜病变(proliferative
 

diabetic
 

retinopathy,PDR)是导

致DM患者视力丧失的常见和潜在破坏性原因,新生

血管形成是其重要特征之一[3-5]。
新生血管形成的过程涉及多种因子,如近年来被

广泛研究的“明星因子”血管内皮生长因子(vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor,VEGF)、糖基化终产物和

受体、炎症因子和趋化因子、增殖物激活受体-γ、生长

因子、微RNA(microRNA)等,但PDR病理性新生血

管形成的具体机制尚不清楚[6-8]。长链非编码 RNA
(long

 

non-coding
 

RNA,lncRNA)是一组长度>200
个核苷酸的非编码

 

RNA,其主要定位于细胞核或细

胞质,无蛋白编码功能,缺少完整的开放式阅读框架,
可剪接、加帽或者聚腺苷酸化处理[9-10]。

 

近年来,越来

越多的证据表明,lncRNA在眼部疾病中表达异常,并
且可 能 在 DR 的 发 生、发 展 中 起 重 要 作 用[11-12]。

LINC02695是一种新发现的lncRNA,目前在眼部疾

病中尚未见相关报道,在前期研究中作者通过基因芯

片发现其可能参与 DR形成[13]。本研究着重探讨

LINC02695对高糖(high
 

glucose,HG)诱导下人视网

膜微血管内皮细胞(human
 

retinal
 

microvascular
 

en-
dothelial

 

cells,HRMECs)的增殖、迁移和血管新生的

影响及可能的机制。

1 材料与方法

1.1 细胞、试剂与仪器

HRMECs购自北京北纳创联生物技术研究院,
用ECM内皮细胞培养基于37

 

℃、5%
 

CO2、95%湿度

恒温细胞培养箱中培养。ECM 培养基购自美国Sci-
enCell公司,2×SYBR

 

Green
 

PCR
 

mix及4%多聚甲

醛购自北京索莱宝公司,CCK-8试剂及结晶紫染色剂

购自上海碧云天生物技术公司,基质胶购自美国Cor-
ning公司,TRIzol

 

试剂购自美国 Thermo
 

Scientific
公司,PrimeScriptTMRT

 

reagent试 剂 盒 购 自 日 本

Takara公司,LipofectamineTM2000转染试剂购自合

肥白鲨生物科技有限公司。LINC02695、VEGF及β-
actin引物由美国Invitrogen公司设计并合成。pcD-
NA-3.1-si-LINC02695、pcDNA-3.1载体购自上海吉

玛制 药 技 术 有 限 公 司。LINC02695干 扰 序 列(si-
LINC02695)共3条,均由上海吉玛制药技术有限公

司设计并合成,具体见表1。NanoDrop
 

LITE分光光

度计购自美国Thermo
 

Scientific公司,CFX96实时荧

光定量PCR(qPCR)仪购自美国Bio-Rad公司,i3x多

功能酶标检测仪购自美国 Molecular
 

Devices公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞转染及分组
 

HRMECs以2×105/L接种于6孔板中,孵育24
 

h后进行转染。将 HRMECs分为4组,分别为正常

糖(normal
 

glucose,NG)组、HG组、HG+LINC02695
沉默(HG+si-LINC02695)组、HG+沉默对照(HG+
si-NC)组,后2组用LipofectamineTM2000分别转染

pcDNA3.1-siLINC02695和pcDNA3.1空载体,最终

转染浓度为50
 

nmol/L。

1.2.2 RNA提取和qPCR
采用TRIzol

 

试剂提取各组HRMECs的总RNA
后,使用 NanoDrop

 

LITE分光光度计测定各组总
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RNA浓度,将所得的总RNA使用PrimeScriptTMRT
 

reagent试剂盒逆转录为cDNA,以CFX96
 

qPCR仪

进行扩增。所需的引物序列如下:LINC02695正向引

物为 5'-GAT
 

CCA
 

AGA
 

GAT
 

GCA
 

GAG
 

GCT
 

AAG
 

C-3',反 向 引 物 为5'-TGT
 

GGA
 

GAG
 

GCA
 

GGC
 

TTC
 

AGA
 

G-3';VEGF正向引物为5'-CTT
 

CGC
 

TTA
 

CTC
 

TCA
 

CCT
 

GCT
 

TCT
 

G-3',反向引

物为5'-GCT
 

GTC
 

ATG
 

GGC
 

TGC
 

TTC
 

TTC
 

C-3';

β-actin(内参)正向引物为5'-CCT
 

TCC
 

TGG
 

GCA
 

TGG
 

AGT
 

C-3',反 向 引 物 为 5'-TGA
 

TCT
 

TCA
 

TTG
 

TGC
 

TGG
 

GTG-3'。采 用 2-ΔΔCt 公 式 计 算

LINC02695及VEGF
 

mRNA的相对表达水平。实验

重复3次,取平均值。

表1  si-LINC02695干扰序列
 

干扰序列编号 方向 序列(5'-3')

si-LINC02695-1 正向 AUA
 

UUC
 

UGU
 

CAG
 

AAA
 

UAA
 

TT

反向 UUA
 

UUU
 

CUG
 

CAC
 

AGA
 

AUA
 

UUC

si-LINC02695-2 正向 UGU
 

UGC
 

UCU
 

CUU
 

GAA
 

AUU
 

UTT

反向 AAA
 

UUU
 

CAA
 

GAG
 

AGC
 

AAC
 

AGC

si-LINC02695-3 正向 CUC
 

AGA
 

GAA
 

GGA
 

GUA
 

UAA
 

UTT

反向 AUU
 

AUA
 

CUC
 

CUU
 

CUC
 

UGA
 

GAU

1.2.3 CCK-8测定细胞增殖能力

各组细胞以5×104/孔接种于96孔板,培养24
 

h
后每孔按照10∶1比例加入ECM 培养基-CCK-8混

合液110
 

mL,放入细胞培养箱1
 

h后于i3x多功能酶

标检 测 仪 中 检 测 450
 

nm 波 长 下 细 胞 的 吸 光 度

[A(450)]值,同条件下检测3次。

1.2.4 Transwell测定细胞迁移能力

各组细胞用含有5%胎牛血清(FBS)的NG/HG
 

ECM培养基将其稀释为4×105/mL,接种于24孔的

Transwell孔板小室内,下室加含有20%
 

FBS
 

NG/

HG
 

ECM 培养基,于37
 

℃、5%
 

CO2、95%湿度恒温

细胞培养箱培养48
 

h,用湿润棉签擦拭掉小室微孔膜

内侧细胞,PBS清洗3遍,小室微孔膜外侧细胞用4%
多聚甲醛固定20

 

min,0.1%结晶紫染色30
 

min,取下

微孔膜放入载玻片上,滴1滴中性树胶封片。制片完

成后置于显微镜下观察并拍照,照片用Image
 

J软件

计数。实验重复3次,取平均值。

1.2.5 细胞成管能力测定
 

在96孔板中加入50
 

μL/孔 Matrigel基质胶,置
于37

 

℃、5%
 

CO2、95%湿度恒温细胞培养箱中1
 

h
使其凝固,各组细胞按照4×105/mL密度接种于包

被 Matrigel基质胶的96孔板中,在培养箱内孵育。8
 

h后取出96孔板置于显微镜下观察并拍照,照片用

Image
 

J软件计数细胞成管节点数及分支数。实验重

复3次,取平均值。

1.3 统计学处理

采用Image
 

J1.8.0及GraphPad
 

Prism8软件进

行数据统计分析及作图,满足正态分布的计量资料用

x±s表示,两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,不符合正态分布的计量资

料用M(Q1,Q3)表示,比较则采用秩和检验,以P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 HG 环 境 下 的 HRMECs
 

LINC02695、VEGF
 

mRNA表达情况

qPCR结果显示:与 NG 组比较,HG 组中细胞

LINC02695、VEGF
 

mRNA表达水平明显上调,差异

有统计学意义(P<0.05),见图1。

  a:P<0.05。

图1  HG环境下的
 

HRMECs
 

中
 

LINC02695、
 

VEGF
 

的表达情况

2.2 干扰序列选择

由si-LINC02695转染细胞48
 

h后进行qPCR检

测 LINC02695表 达 情 况,结 果 显 示,3 个siRNA-
LINC02695序列中,序列2(si-LINC02695-2)的转染

效率最高,且差异有统计学意义(P<0.05),故选其作

为后续实验的siRNA,见图2。

2.3 HG 环 境 下 沉 默 LINC02695对 HRMECs中

VEGF
 

mRNA表达的影响

qPCR结果显示:与 HG组比较,HG+si-NC组

细胞 VEGF
 

mRNA 表 达 水 平 无 明 显 变 化 (P >
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0.05),HG+si-LINC02695组细胞VEGF
 

mRNA表

达水平明显下调,差异有统计学意义(P<0.05),见
图3。

  ①:si-NC;②:si-LINC02695-1;③:si-LINC02695-2;④:si-

LINC02695-3;a:P<0.05。

图2  HG环境下3条si-LINC02695对 HRMECs
中LINC02695的沉默效果检测

  ①:NG组;②:HG组;③:HG+si-NC组;④:HG+si-LINC02695

组;a:P<0.05。

图3  沉默LINC02695后 HG环境下 HRMECs
中VEGF的表达情况

2.4 沉默LINC02695对HG诱导的 HRMECs增殖

的影响

CCK-8实验结果显示:与 NG组比较,HG组细

胞增殖能力升高,差异有统计学意义(P<0.05);与
HG组比较,HG+si-NC组细胞增殖能力无明显变化

(P>0.05),HG+si-LINC02695组细胞增殖能力明

显降低,差异有统计学意义(P<0.05),见图4。

  ①:NG组;②:HG组;③:HG+si-NC组;④:HG+si-LINC02695

组;a:P<0.05。

图4  沉默LINC02695对 HG环境下 HRMECs
增殖的影响

2.5 沉默LINC02695对HG诱导的 HRMECs迁移

的影响

Transwell迁移实验结果表明:与 NG 组比较,

HG组迁移细胞数明显增加,差异有统计学意义(P<
0.05)。与HG组比较,与 HG+si-NC组迁移细胞数

无明显变化(P>0.05),HG+si-LINC02695组迁移

细胞数明显减少,差异有统计学意义(P<0.05),见
图5。

2.6 沉默LINC02695对HG诱导的 HRMECs管形

成的影响

管形成实验结果表明:与NG组比较,HG组细胞

节点数和分支数明显增加,差异有统计学意义(P<
0.05)。与 HG组比较,HG+si-NC组细胞节点数和

分支数无明显变化(P<0.05),HG+si-LINC02695
组细胞管形成数明显减少,差异有统计学意义(P<
0.05),见图6。

  A:Transwell迁移图;B:定量统计分析图;①:NG组;②:HG组;③:HG+si-NC组;④:HG+si-LINC02695组;a:P<0.05。

图5  沉默LINC02695对 HG环境下 HRMECs
 

迁移的影响
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  A:各组细胞成管图;B:细胞成管节点及分支数定量统计分析图;①:NG组;②:HG组;③:HG+si-NC组;④:HG+si-LINC02695组;a:P<

0.05。

图6  沉默LINC02695对 HG环境下 HRMECs
 

管形成的影响

3 讨  论

  目前普遍认为,DR是全世界工作年龄人群中糖

尿病相关视力损伤或丧失的主要原因[14-15]。其治疗

方式主要有控制高血糖、高血压、高血脂、激光治疗、
抗VEGF治疗及玻璃体切除术等,尽管广泛的临床试

验证明了这些治疗方法的应用价值,但这些疗法在临

床应用中不可避免地受到一定的限制,治疗负担重、
难度大等挑战依然存在[16-19]。因此,有必要对DR进

展的病理过程和相关参与因子进行深入探讨,为DR
的诊断和治疗提供新思路。

病理性的新生血管形成是PDR的一个重要特

点。由于新生血管不稳定,血管内容物容易漏出,造
成玻 璃 体 积 血 和 视 网 膜 脱 离,最 终 导 致 视 力 丧

失[20-22]。近年来越来越多的研究发现lncRNA广泛

存在于眼内各种组织中,其异常表达可能参与眼部各

种疾病,其中就包括DR。大量研究发现,lncRNA的

异常表达与DR病理过程相关,并被认为是参与病理

性新生血管形成的重要调节因子之一[23-26]。例如有

研究发现,lncRNA
 

MALAT1可能通过调节 miR-
205-5p/VEGF-A参与DR的病理过程,敲低lncRNA

 

MALAT1后可在HG条件下抑制HRMECs增殖、迁
移和管形成[27]。

既往有研究分别提取了患有PDR或特发性黄斑

裂孔患者的玻璃体液,并通过基因芯片技术对两者差

异的lncRNA进行检测,随后用qPCR进行验证,发
现LINC02695在 HG组中表达上调[6],与芯片结果

相符,但LINC02695在DR中的作用及具体分子机制

尚未见研究报道。
本研 究 旨 在 探 讨 LINC02695 在 HG 环 境 下

HRMECs中的表达及作用,以期为DR的防治提供新

靶点。VEGF为目前已被广泛认可参与DR发展并

应用 于 临 床 的 因 子[28-30],故 本 实 验 还 研 究 了

LINC02695与VEGF的关系。本研究通过体外细胞

实验发现 HG诱导下 HRMECs中的LINC02695及

VEGF表达上调,HRMECs的增殖、迁移及新生血管

形 成 明 显 增 加。这 说 明 HG 环 境 可 能 会 促 进

HRMECs增殖、迁移及新生血管生成。本研究还发

现LINC02695可能是参与调节HG环境下HRMECs
的新生血管过程的因子之一,通过沉默LINC02695
发现其可抑制HG诱导下的VEGF表达,而且也同时

抑制HG环境下的 HRMECs增殖、迁移及新生血管

形成。上述研究表明,LINC02695可能在DR发生和

发展中起着重要作用。
综上所述,本研究发现LINC02695可能通过调

节VEGF参与HG诱导的 HRMECs增殖、迁移及血

管生成,为进一步探讨LINC02695在DR发生、发展

中的分子机制提供了参考,这或许能在未来为DR的

防治提供全新靶标。但是LINC02695参与DR发挥

作用的具体机制仍不清楚,还需进一步研究。
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