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miR-939-5p对糖尿病视性网膜病变和视网膜微血管内皮细胞的调控作用 *
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摘要 目的：探究 miR-939-5p对糖尿病性视网膜病变和人视网膜微血管内皮细胞（HRMEC）的调控作用。方法：将 miR-939-5p模

拟物（miR-939-5p-mimic）或 miR-939-5p抑制剂（miR-939-5p-inhibitor）转染到 HRMEC中，并将细胞用高糖（HG组，25 mM）或低

糖（LG组，5 mM）处理 24 h。通过细胞计数试剂盒 8（CCK-8）来检测细胞活力，EdU法检测细胞 DNA的复制能力，Hoechst 33258

染色检测细胞凋亡，使用双荧光素酶试剂盒 E2920验证 miR-939-5p与 NOS2 3'-UTR之间的结合关系。对大鼠腹腔注射 65 mg/kg

的链脲佐菌素（STZ）诱导 DR模型，通过 RT-qPCR检测 miR-939-5p水平，Western Blot检测诱导型一氧化氮合酶（NOS2）水平，苏

木精伊红（HE）染色检查大鼠视网膜形态，免疫组织化学染色检测视网膜 Claudin-5和 Occludin的表达，伊文思蓝染色检测大鼠

血视网膜屏障（BRB）通透性，ELISA法检测大鼠房水中白介素 -1茁（IL-1茁）和肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）的水平。结果：与 LG组的

HRMEC相比，HG组的 miR-939-5p显著降低，而 NOS2蛋白水平显著升高（P<0.05）。荧光素酶活性测定显示，与 NC-mimic组相

比，miR-939-5p-mimic 与 pGL3-NOS2-WT 共转染组的荧光素酶活性显著降低 （P<0.05）。与 HG+NC-mimic 组相比，

HG+miR-939-5p-mimic组的 miR-939-5p水平和细胞活力显著升高，而 NOS2蛋白水平和细胞凋亡率显著降低（P<0.05）。与 DR

组相比，miR-939-5p-Agomir组大鼠视网膜组织病变减轻，Claudin-5和 Occludin的表达水平明显升高，伊文思蓝浓度显著降低

（P<0.05）；与 DR组相比，miR-939-5p-Agomir组大鼠房水中 IL-1茁和 TNF-琢的水平均显著降低（P<0.05）。结论：在高糖培养的
HRMEC中和 DR大鼠视网膜中，miR-939-5p为低表达模式，NOS2为高表达模式。上调 miR-939-5p通过靶向抑制 NOS2对 DR

大鼠视网膜和 HRMEC提供保护作用。
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The Regulatory Effect of miR-939-5p on Diabetic Retinopathy and Retinal
Microvascular Endothelial Cells*

To investigate the regulatory effect of miR-939-5p on diabetic retinopathy (DR) and human retinal mi-

crovascular endothelial cells (HRMEC). miR-939-5p-mimic or miR-939-5p-inhibitor was transfected into HRMEC, and the

cells were treated with high glucose (HG, 25mM) or low glucose (LG, 5mM) for 24 hours. Cell viability was detected by cell counting kit

8 (CCK-8), DNA replication ability was detected by EdU method, and apoptosis was detected by Hoechst33258 staining. The binding

relationship between miR-939-5p and NOS2 3'-UTR was verified by double luciferase kit E2920. The rat model of DR was induced by

intraperitoneal injection of streptozotocin (STZ) of 65mg/kg. The level of miR-939-5p was detected by RT-qPCR, the level of inducible

nitric oxide synthase (NOS2) was detected by Western Blot, the morphology of rat retina was examined by hematoxylin-eosin (HE) stain-

ing, the expression of Claudin-5 and Occludin was detected by immunohistochemical staining, and the permeability of the blood retinal

barrier (BRB) in rats was detected by Evans blue staining. The levels of interleukin-1 茁(IL-1 茁) and tumor necrosis factor-琢 (TNF-琢) in
aqueous humor of rats were detected by ELISA. Compared with HRMEC in LG group, miR-939-5p in HG group was signifi-

cantly reduced, while NOS2 protein level was significantly increased (P<0.05). The luciferase activity measurement showed that, com-

pared with NC-mimic group, the luciferase activity of the miR-939-5p-mimic and pGL3-NOS2-WT co-transfected group was significantly

reduced (P<0.05). Compared with HG+NC-mimic group, the miR-939-5p level and cell viability of HG+miR-939-5p-mimic group were
significantly increased, while the NOS2 protein level and the apoptosis rate were significantly reduced (P<0.05). Compared with DR

group, rats in miR-939-5p-Agomir group had less retinal tissue lesions, the expression levels of Claudin-5 and Occludin were significantly
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increased, and the concentration of Evans blue was significantly reduced (P<0.05). Compared with DR group, the levels of IL-1茁 and

TNF-琢 in the aqueous humor of rats in miR-939-5p-Agomir group were significantly reduced (P<0.05). In the high glucose

cultured HRMEC and DR rat retina, miR-939-5p is a low expression pattern, and NOS2 is a high expression pattern. Up-regulation of

miR-939-5p provides a protective effect on the retina and HRMEC of DR rats by targeting NOS2.

Diabetic retinopathy; MiR-939-5p; Inducible nitric oxide synthase; Human retinal microvascular endothelial cells

前言

目前，我国的糖尿病性视网膜病变（Diabeticretinitis, DR）

发病率逐年上升[1]，抗新血管生成是治疗 DR的有效策略之一，

但这种方法无法有效恢复 DR患者的视力[2]。因此，开发新的抗

DR疗法具有重要意义。microRNA（miRNA）在糖尿病肾病

（Diabetic nephropathy, DN）发病机制中占有重要地位，提示

miRNA可能是 DN的诊断指标和有效的治疗靶标[3]。另外，多

种 miRNA参与视网膜细胞的增殖和凋亡以及与 DR相关的新

血管形成，并在 DR发病中发挥促进或抑制作用[3]。其他研究报

道，miR-939在 1型糖尿病和妊娠期糖尿病患者血清中表达水

平降低[4]。还有研究报道，miR-939-5p通过靶向诱导型一氧化

氮合酶（Inducible nitric oxide synthase, iNOS）来调节人脐静脉

内皮细胞的血管生成[5]。上述研究提示，miR-939可能参与 DR

的发生过程。iNOS的过度活化会导致多种炎症性疾病[6]。其他

研究发现，NOS2在 DR患者和糖尿病大鼠模型的视网膜中异

常高表达。一些研究还表明，在 DR发病过程中，M俟ller胶质细
胞中 NOS2的上调是造成 DR血流动力学功能异常的主要原

因之一[7]。并且，抑制 iNOS通过降低 NO水平从而改善了血管

功能障碍[8]。

因此，本研究旨在揭示 miR-939-5p在 DR中的功能及其

对视网膜微血管内皮细胞（Human retinal microvascular en-

dothelial cells, HRMEC）的调控作用，以及验证上调 miR-939-5p

是否通过抑制 NOS2来减轻 HRMEC损伤，从而为 DR的治疗

提供理论参考。

1 材料与方法

1.1 材料

10%胎牛血清（FBS）、伊文思蓝购自美国 Sigma-Aldrich公

司；内皮基础培养基 2（EBM-2）购自瑞士 Lonza公司；Lipofec-

tamine 2000试剂购自美国 Invitrogen公司；细胞计数试剂盒 8

（CCK-8）购自日本 DOJINDO公司；Cell-LightTM EdU荧光显微

镜检测试剂盒购自广州市锐博生物科技有限公司；Hoechst

33258 购自生工生物工程（上海）股份有限公司；pMIR-RE-

PORT荧光素酶报告载体购自美国 Thermo Fisher Scientific公

司；双荧光素酶试剂盒 E2920购自美国 Promega公司；RNAiso

Plus、TRIzol LS Reagent、PrimeScriptTM RT试剂盒和 SYBR Pre-

mix Ex Taq购自日本 TAKARA公司；链脲佐菌素（STZ）、苏木

精伊红（HE）染色试剂购自北京索莱宝科技有限公司；蛋白酶

抑制剂、NOS2和 茁-actin一抗、辣根过氧化物酶（HRP）标记的
二抗购自瑞士 Roche公司；Claudin-5和 Occludin一抗购自英

国 Abcam公司；生物素化的抗小鼠和抗兔 IgG二抗、辣根过氧

化物酶链霉亲和素购自加拿大 Vector Laboratories公司；ECL

化学发光试剂盒购自美国 Bio-Rad公司；二氨基联苯胺（DAB）

购自北京中杉金桥生物技术有限公司；ELISA试剂盒购自美国

R&D公司。从北京维通利华实验动物技术有限公司购买雄性

Sprague-Dawley（SD）大鼠（6周龄，178± 11 g）。

1.2 方法

1.2.1 人视网膜微血管内皮细胞（HRMEC）的培养 将

HRMEC（美国 ATCC）在含有 5 mM D-葡萄糖和 10%胎牛血清

（FBS）的内皮基础培养基 2（EBM-2）中进行培养，培养环境为

37℃和 5% CO2。第 3和第 8代之间的 HRMEC用于实验。

1.2.2 细胞转染和处理 miR-939-5p模拟物（miR-939-5p-mimic

组） 或 阴 性 对 照 （NC-mimic 组）、miR-939-5p 抑 制 剂

（miR-939-5p-inhibitor 组）或阴性对照（NC-inhibitor 组）、阴性

对照 siRNA（NC-siRNA 组）或 NOS2 siRNA（NOS2-siRNA组）

均由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。将第 3到第 8代

之间生长状况良好的 HRMEC分别用高糖（HG，25 mM）或低

糖（LG，5 mM）处理 24 h，然后严格按照 Lipofectamine 2000试

剂说明书对细胞进行转染，将每组细胞在培养箱中培养 48 h，

收集细胞用于随后的实验。

1.2.3 细胞活力检测 通过细胞计数试剂盒 8（CCK-8）来检测

细胞活力。将细胞接种到 96孔板上（5.0× 104细胞 /孔），过夜

培养，随后去除整个培养基，并用 100 滋L的无血清培养基替
换，该培养基中含有不同浓度的 D-葡萄糖（5 mM或 25 mM）。

与葡萄糖孵育 24 h后，将 10 滋LWST-1试剂添加到每个孔中。

将 96孔板在 4℃下孵育 1.5 h。用美国 Thermo Fisher Scientific

Multiskan FC 微孔板光度计测量 450 nm 处的吸光度。按照

Cell-LightTM EdU荧光显微镜检测试剂盒的说明检测细胞 DNA

的复制能力，在奥林巴斯 FSX100荧光显微镜下随机选择五个

视野进行拍照。

1.2.4 Hoechst 33258染色 从每组中收集生长良好的细胞，

然后用 4%多聚甲醛固定 20 min，在黑暗环境中用 Hoechst

33258（10 滋g/ mL）染色 5 min。最后，用荧光显微镜拍照细胞。

1.2.5 萤光素酶活性测定 通过在线预测软件 targetscan（http:

//www.targetscan.org/vert_72/）预测 miR-939-5p和 NOS2 的 3'

非翻译区（UTR）结合序列。由生工生物工程(上海)股份有限公

司合成了 NOS2 野生型（WT）和突变型（MT），然后将其插入

pGL3荧光素酶报告载体中。严格按照试剂盒说明，使用双荧光

素酶试剂盒 E2920验证 miR-939-5p与 NOS2 3'-UTR之间的结

合关系。

1.2.6 大鼠 DR模型的建立 参考文献所述方法[9]，对大鼠腹

腔注射 65 mg/kg的链脲佐菌素（STZ，溶于 pH 5.6的柠檬酸缓

冲液中）诱导 DR模型，对照组大鼠注射等体积的柠檬酸缓冲
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液。观察大鼠的血糖变化，当血糖浓度达到 16.7 mmol/L以上时

表示糖尿病大鼠模型构建成功。将 15只未建模的大鼠作为对

照组（Control）。将 45只成功建模的 DR大鼠随机分为 3组：

DR组、DR+NC-Agomir组（向 DR大鼠玻璃体注射阴性对照

Agomir （NC-Agomir 组，200 nmol/ 200 滋L）） 和 DR+miR-

939-5p-Agomir组（向 DR大鼠玻璃体注射 miR-939-5p-Agomir

（200 nmol/ 200 滋L）。每 7 天注射一次，连续注射 3 个月。

NC-Agomir和 miR-939-5p-Agomir由上海吉玛制药技术有限

公司合成。

1.2.7 RT-qPCR 分析 使 用 RNAiso Plus 和 TRIzol LS

Reagent提取视网膜组织匀浆和 HRMEC细胞中的总 RNA。严

格按照说明，使用 PrimeScriptTMRT试剂盒和 SYBR Premix Ex

Taq进行 RT-qPCR。U6作为内参。miR-939-5p引物序列如下：

正向：5'-GCCCAGTAAGGAAAGTTCTTG-3'，反向：5'-TACTC-

TAGAGCCAGCATGTT-3'；U6 引物序列为：正向：5'-CCGC-

TAATTGCGGTCAGCATCA-3'， 反 向 ：5'-ACTTAGTTC-

CCAGGCGATGAT-3'。

1.2.8 Western Blot分析 将视网膜组织匀浆和 HRMEC在含

有蛋白酶抑制剂的裂解缓冲液（10%甘油，2%SDS，62mM

Tris-HCl，pH 6.8）中煮沸 5 min进行裂解。通过 BCA发生测定

蛋白质浓度，将蛋白（20 滋g）在 8-16%的聚丙烯酰胺凝胶上分

离并电转移到聚偏二氟乙烯（PDVF）膜上。用 5%脱脂奶粉（溶

于含有 Tween 20（TBST）的 Tris缓冲盐水中）封闭后，将 PVDF

膜与 NOS2和 茁-actin（1:500）一抗在 4℃过夜孵育，用 TBST缓

冲液洗涤 3次，然后在 37℃与适当的辣根过氧化物酶（HRP）标

记的二抗再次孵育 1 h。将膜用 TBST缓冲液洗涤并通过 ECL

化学发光试剂盒显影。茁-actin作为内参。
1.2.9 组织学染色 分离提取大鼠视网膜组织，并在 4%磷酸

缓冲盐溶液（PBS，pH 7.4）中洗涤，然后在 4℃于 4%多聚甲醛

中固定 2 h，然后用梯度乙醇脱水，包埋在石蜡中并切成 5 滋m
厚的切片。根据试剂盒说明书，将切片用苏木精伊红（HE）染

色。免疫组织化学染色中，将视网膜切片与紧密连接蛋白

Claudin-5（1：300）和 Occludin（1：500）在 4℃下过夜孵育。然后

将切片与生物素化的抗小鼠和抗兔 IgG二抗（1：200）室温孵育

2 h，然后与辣根过氧化物酶链霉亲和素孵育 1 h。通过与二氨

基联苯胺（DAB）一起孵育进行显色。最后将切片用苏木精复

染，使用德国 Leica DMI4000B生物显微镜拍照。

1.2.10 伊文思蓝染色 处死大鼠前 2 h，将伊文思蓝染料溶于

2%盐水中，通过尾静脉注入大鼠体内，作为血视网膜屏障

（Blood retinal barrier, BRB）通透性示踪剂，然后在 4%多聚甲醛

中固定 2 h。接下来，去除眼前段，将视网膜切开，玻璃体面朝上

涂在载玻片上，然后封片。通过日本奥林巴斯 FV1000激光扫

描共聚焦显微镜拍摄照片。

1.2.11 ELISA检测 严格按照 ELISA试剂盒说明书检测大

鼠房水中白介素 -1茁（IL-1茁）和肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）的
水平。

1.3 统计学分析

使用 SPSS 21.0软件处理数据。服从正态分布的计量数

据表示为平均值± 标准差。多组之间的比较采用单因素方差

分析，然后进行 Tukey多重比较。P<0.05表示差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 miR-939-5p 和 NOS2 在 HG 处理的 HRMEC 中的水平及

靶向调控关系

与 LG组的 HRMEC相比，HG组的 miR-939-5p相对表达

水平显著降低，而 NOS2蛋白表达水平显著升高。本研究通过

TargetScan 预测了 miR-939-5p 与 NOS2 的 3'UTR 区结合位

点，荧光素酶活性测定显示，与 NC-mimic 组相比，

miR-939-5p-mimic与 pGL3-NOS2-WT共转染组的荧光素酶活

性显著降低（P<0.05），证实了 miR-939-5p 与 NOS2 具有靶向

结合关系。通过 RT-qPCR 验证了 miR-939-5p-mimic 和

miR-939-5p-inhibitor的转染效率，结果显示，与 Control组相

比，miR-939-5p-mimic组的 NOS2蛋白表达水平显著降低，而

miR-939-5p-inhibitor组的 NOS2蛋白表达水平显著升高（P<0.
05）。见图 1和图 2。

2.2 miR-939-5p对 HG处理的 HRMEC的 NOS2表达、细胞活

力和凋亡的影响

与 LG+NC-inhibitor组相比，对低糖（LG）处理的 HRMEC

转染 miR-939-5p-inhibitor 后的 LG+miR-939-5p-inhibitor 组

miR-939-5p水平和细胞活力显著降低，而 NOS2蛋白水平和细

胞凋亡率显著升高（P<0.05）。然而，与 HG+NC-mimic组相比，

对高糖 （HG） 的 HRMEC 转染 miR-939-5p-mimic 后 的

HG+miR-939-5p-mimic 组 miR-939-5p 水平和细胞活力显著

升高，而 NOS2 蛋白水平和细胞凋亡率显著降低（P<0.05）。
见图3。

2.3 NOS2对 HG处理的 HRMEC的细胞活力和凋亡的影响

为了探究 NOS2对 HRMEC活力和凋亡的影响，本研究对

HG处理的 HRMEC转染了 NOS2-siRNA，结果显示，与 Con-

trol组相比，NOS2-siRNA组的 NOS2蛋白水平显著降低，细胞

活力显著升高，细胞凋亡率显著降低（P<0.05）。见图 4。

图 1 miR-939-5p和 NOS2在 HG处理的 HRMEC中的表达水平

Fig. 1 The expression levels of miR-939-5p and NOS2 in HRMEC treated

with HG

Note: A: RT-qPCR detection of miR-939-5p expression level; B: Western

blot detection of NOS2 protein expression level; Compared with LG

group, *P<0.05.
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图 2 miR-939-5p和 NOS2在 HG处理的 HRMEC中的靶向调控关系

Fig. 2 The target regulation relationship of miR-939-5p and NOS2 in HG-treated HRMEC

Note: A: the binding site of miR-939-5p and the 3′ UTR region of NOS2; B: luciferase activity detection; C: RT-qPCR to detect the transfection

efficiency of miR-939-5p-mimic and miR-939-5p-inhibitor; D: Western blot to detect the effect of miR-939-5p on NOS2 protein expression; a: Control

group; b: NC-mimic group; c: miR-939-5p-mimic group; d: NC-inhibitor; e: miR-939-5p-inhibitor group; compared with Control group or NC-mimic

group, *P<0.05.

图 3 miR-939-5p对 HG处理的 HRMEC的 NOS2表达、细胞活力和凋亡的影响

Fig.3 The effect of miR-939-5p on NOS2 expression, cell viability and apoptosis of HRMEC treated with HG

Note: A: relative expression level of miR-939-5p; B: protein relative expression level of NOS2 ; C: cell viability results by CCK-8 detection; D: cell

proliferation results by EdU detection; E: cell apoptosis results by Hoechst 33258 staining; compared with LG+NC-inhibitor group, *P<0.05; compared
with LG+miR-939-5p-inhibitor group, #P<0.05; compared with HG+NC-mimic group, &P<0.05.
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2.4 miR-939-5p-Agomir在 DR大鼠视网膜的保护作用

建立 DR大鼠模型后，对大鼠进行 miR-939-5p-Agomir给

药处理，RT-qPCR结果表明 miR-939-5p在视网膜中成功过表

达。HE染色结果显示 Control组大鼠视网膜结构完整，膜结构

各层紧密结合，排列整齐；DR组大鼠的视网膜细胞排列紊乱，

有明显的出血、水肿和液泡；miR-939-5p-Agomir治疗组大鼠视

网膜细胞排列较规则，水肿和出血明显减轻。Claudin-5和 Oc-

cludin 免疫组织化学染色结果显示，与 DR 组相比，

miR-939-5p-Agomir组的 Claudin-5和 Occludin的表达水平明

显升高（P<0.05）。伊文思蓝染色检测大鼠视网膜血管的通透性
结果显示，与 DR组相比，miR-939-5p-Agomir组大鼠的伊文思

蓝浓度显著降低（P<0.05）。见图 5。

2.5 miR-939-5p-Agomir通过抑制 NOS2减少 DR大鼠视网膜

炎症

与 DR 组相比，miR-939-5p-Agomir 组大鼠视网膜组织中

NOS2蛋白表达水平显著降低（P<0.05）。ELISA方法检测各组

大鼠房水中 IL-1茁和 TNF-琢的水平结果显示，与 DR组相比，

miR-939-5p-Agomir组大鼠房水中 IL-1茁和 TNF-琢的水平均显
著降低（P<0.05）。见图 6。

3 讨论

早期的研究已经报道 miR-939在几种癌症的发生和发展

中起关键作用，例如胃癌、卵巢癌和结直肠癌[10,11]。其他研究报

道，miR-939在 1型糖尿病和妊娠期糖尿病患者血清中表达水

平降低[4]。说明 miR-939可能参与 DR的发病机制。Zhao等人[12]

研究显示，miR-939-3p通过靶向血管内皮生长因子调节高糖诱

导的人视网膜上皮细胞 ARPE-19损伤。然而，miR-939-5p在

DR中的功能及其对 HRMEC的调控作用尚不清楚。高糖处理

可引起 HRMEC损伤，因此常作为 DR体外研究的细胞模型。

本研究结果证实，miR-939-5p在高糖处理的 HRMEC中和DR

图 4 NOS2对 HG处理的 HRMEC的细胞活力和凋亡的影响

Fig. 4 The effect of NOS2 on cell viability and apoptosis of HRMEC treated with HG

Note: A: protein relative expression level of NOS2 ; B: cell viability results by CCK-8 detection; C: cell proliferation results by EdU detection;

D: cell apoptosis results by Hoechst 33258 staining; compared with Control group, *P<0.05.
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图 5 miR-939-5p-Agomir对 DR大鼠视网膜的保护作用

Fig.5 The protective effect of miR-939-5p-Agomir on the retina of DR rats

Note: A: miR-939-5p level in retinal tissue; B: HE staining of retinal tissue; C: immunohistochemical staining of Claudin-5 in retinal tissue;

D: immunohistochemical staining of Occludin in retinal tissue; E: Evans blue concentration in retinal tissue; a: Control group; b: DR group;

c: DR+NC-Agomir group; d: DR+miR-939-5p-Agomir group; compared with Control group, *P<0.05; compared with DR group, #P<0.05; compared
DR+NC-Agomir group, &P<0.05.

大鼠模型中发生异常，高糖培养降低了 HRMEC 中的

miR-939-5p 水平，上调 miR-939-5p 提高了高糖诱导的

HRMEC的细胞活力并抑制了细胞凋亡。因此，miR-939-5p可

能是治疗 DR的潜在分子靶标。

在哺乳动物中，目前已鉴定出三种不同的 NOS亚型：神经

元型 NOS（nNOS，NOS1）、诱导型 NOS（iNOS，NOS2）和内皮型

NOS（eNOS，NOS3）。其中，调节胰岛素抵抗的重要同工型是

iNOS，即 NOS2[13]。其他研究表明，NOS2参与胰岛素脱敏，而

NOS3参与胰岛素增敏[14]。有人提出，在肥胖动物模型中，NOS2

的表达增加可引起肌肉胰岛素抵抗[15]。此外，一些研究还表明，

在 DR发病过程中M俟ller胶质细胞中 NOS2被上调，并通过影

响血管生成来参与 DR的进展[7,8]。NOS2的过度激活会加剧炎

症反应[6]。NOS2在 DR患者和糖尿病大鼠模型的视网膜中表达

上调[16]。因此，NOS2在 DR发生过程中具有非常重要的作用。

本研究显示，NOS2在高糖处理的 HRMEC中和 DR大鼠模型

中高表达，与前人研究结果一致。本研究还发现，抑制 NOS2的

表达可明显提高高糖诱导的 HRMEC的细胞活力并抑制细胞

凋亡。

此外，本研究通过萤光素酶报告基因检测实验证实

miR-939-5p靶向抑制 NOS2的表达，上调 miR-939-5p对高糖
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图 6 miR-939-5p-Agomir对 DR大鼠视网膜炎症的影响

Fig. 6 The effect of miR-939-5p-Agomir on retinal inflammation in DR rats

Note: A: NOS2 protein level in rat's retinal tissue ; C and D: IL-1茁 and TNF-琢 levels in rat's aqueous humor; compared with Control group, *P<0.05;
compared with DR group, #P<0.05; compared DR+NC-Agomir group, &P<0.05.

诱导的 HRMEC的细胞的保护作用部分通过抑制 NOS2的表

达来介导。因此，miR-939-5p和 NOS2可能是预防和治疗 DR

的潜在分子靶标。

miRNA Agomir是经过特殊化学修饰的 miRNA激动剂，

能促进 miRNA与其靶基因的互补配对，抑制靶基因转录后沉

默和翻译抑制，miRNA Agomir 在动物体内具有很高的稳定

性。其他领域已经有用 miRNA Agomir成功治疗相关疾病的报

道。本研究应用 miR-939-5p-Agomir治疗 DR大鼠，研究显示，

miR-939-5p-Agomir治疗后，DR大鼠的视网膜病变和炎症明显

减轻。Claudin-5主要在内皮细胞中表达，Claudin-5在视网膜脉

管系统中的表达有助于维持血视网膜屏障（Blood retinal barrier,

BRB）的完整性[17]。Occludin可在上皮细胞和内皮细胞中表达，

其含量与 BRB 的特性相关，Occludin 可促进 BRB的形成[18]。

据报道，抑制炎症因子如 IL-1茁和 TNF-琢的表达可通过增加
Claudin-5和 Occludin的表达来提高 BRB的完整性[19]。本研究

显示，miR-939-5p-Agomir治疗后，DR大鼠视网膜 BRB的通透

性明显降低。

此外，本研究也显示，miR-939-5p-Agomir抑制了大鼠视网

膜组织中 NOS2的蛋白表达。由于 NOS2基因多态性与 2型糖

尿病的易感性相关，并且 rs1800783位点突变是 DR的危险因

素[20]。此外，NOS2的高表达可通过激活其下游信号分子促进炎

症反应[21]。因此，本研究推测 miR-939-5p-Agomir对 DR大鼠视

网膜的保护作用是由 NOS2介导的。

总之，本研究表明，在高糖培养的 HRMEC中和 DR 大鼠

视网膜中，miR-939-5p为低表达模式，NOS2为高表达模式。上

调 miR-939-5p 通过靶向抑制 NOS2 对 DR 大鼠视网膜和

HRMEC提供保护作用。
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