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长链非编码RNA PVT1通过miR⁃20a⁃5p/VEGFA轴
调控糖尿病视网膜病变视网膜色素上皮细胞
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摘要  目的：探讨长链非编码 RNA（lnc RNA）浆细胞瘤变异易位基因 1（PVT1）通过结合 miR‑20a‑5p 调控血

管内皮生长因子 A（VEGFA）表达在糖尿病视网膜病变（DR）视网膜色素上皮细胞（RPEs）中的作用及其分子机制。

方法：借助生物信息学工具预测 DR 中的分子机制。采用 qRT‑PCR 检测玻璃体和 RPEs 中 PVT1、miR‑20a‑5p 和

VEGFA 的表达。CCK‑8 和流式细胞术观察 PVT1/miR‑20a‑5p/VEGFA 对 RPEs 增殖和凋亡的影响。双荧光素酶

报告基因实验验证 PVT1 和 miR‑20a‑5p、miR‑20a‑5p 和 VEGFA 的相互作用关系。结果：PVT1 和 VEGFA 在 DR
患者的玻璃体和高糖损伤模型组 RPEs 中高表达。敲低 PVT1 能显著促进高糖损伤 RPEs 增殖，抑制 RPEs 凋亡。

miR‑20a‑5p 抑制剂或过表达 VEGFA 均可部分逆转敲低 PVT1 对高糖损伤 RPEs 增殖和凋亡的调控作用，RPEs 中
存在 PVT1/miR‑20a‑5p/VEGFA 互作网络。结论：敲低 PVT1 可通过 PVT1/miR‑20a‑5p/VEGFA 轴对高糖损伤

的 RPEs起到保护作用。
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Abstract

Objective:: To investigate the role and underlying molecular mechanisms by which the long 
non‑coding RNA (lncRNA) plasmacytoma variant translocation 1 (PVT1) regulates vascular en‑
dothelial growth factor A (VEGFA) expression in retinal pigment epithelial cells (RPEs) via its 
interaction with miR‑20a‑5p in diabetic retinopathy (DR) Methods:: Bioinformatics tools were used 
to predict the molecular mechanisms in DR.  The expression levels of PVT1, miR‑20a‑5p, and VEG‑
FA in vitreous humor and RPEs were detected by qRT‑PCR.  The effects of the PVT1/miR‑20a‑5p/
VEGFA axis on the proliferation and apoptosis of RPEs were assessed using the CCK‑8 assay and flow 
cytometry.  The interaction between PVT1 and miR‑20a‑5p, as well as between miR‑20a‑5p and VEG‑
FA, were verified by dual ‑ luciferase reporter assays.  Results:: PVT1 and VEGFA were highly ex‑
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pressed in the vitreous of DR patients and in RPEs in the high‑glucose injury model group.  Knockdown 
of PVT1 significantly promoted proliferation and inhibited apoptosis in high ‑ glucose ‑ injured RPEs.  
Both miR‑20a‑5p inhibitors and overexpression of VEGFA could partially reverse the regulatory effects 
of PVT1 knockdown on the proliferation and apoptosis of high ‑glucose ‑ injured RPEs, suggesting the 
existence of a PVT1/miR‑20a‑5p/VEGFA interaction network in RPEs.  Conclusion:: Knockdown of 
PVT1 can protect high‑glucose injured RPEs via the PVT1/miR‑20a‑5p/VEGFA axis.

Key Words Long Non ‑ Coding RNA; Plasmacytoma Variant Translocation 1 （PVT1); 
miR‑20a‑5p; Diabetic Retinopathy; Retinal Pigment Epithelium

糖尿病视网膜病变（diabetic retinopathy，DR）是

糖尿病最为严重的眼部并发症，会导致患者视力受

损甚至失明。目前，约 22. 27% 的糖尿病患者患有

DR，而且预计到 2045 年，DR 患者将达到 1. 6 亿［1‑2］。

尽管激光治疗、玻璃体注药和玻璃体切割术等治疗

方法可在一定程度上延缓患者视力下降，但更加有

效的预防和治疗策略仍亟待探索。视网膜代谢所

需能量依赖于视网膜色素上皮细胞（retinal pigment 
epithelial cells，RPEs）从脉络膜转运的葡萄糖，然

而 ，RPEs 对 血 糖 异 常 极 为 敏 感 ，高 血 糖 可 引 起

RPEs 损伤，进而影响视网膜功能［3］。因此，深入探

究 DR 中 RPEs 的分子变化对阐明其发病机制至关

重要［4］。

长 链 非 编 码 RNA（long non ‑ coding RNA，

lncRNA）在基因调控中具有多种功能，广泛参与多

种疾病的发病机制，包括糖尿病并发症［5］。其中，浆

细胞瘤变异易位基因 1（plasmacytoma variant trans‑
location 1，PVT1）是 位 于 染 色 体 8q24. 21 区 域 的

lncRNA，与部分糖尿病并发症中的细胞凋亡、炎症

等的调节密切相关［6‑7］。血浆中的 PVT1 可作为区

分糖尿病患者与非糖尿病患者的潜在标志物［8］。此

外，在胃癌和冠状动脉侧支循环形成中，PVT1 也被

证实可促进血管生成［9‑10］。

大量研究［11］发现，lncRNA 分子可通过与微小

RNA（microRNA，miRNA）结合形成竞争性调控网

络 ，从 而 解 除 miRNA 对 靶 基 因 的 抑 制 作 用 ，如

PVT1 可 通 过 miR ‑ 1301 ‑ 3p/KLF7 途 径 抑 制

ARPE‑19 细胞的增殖并促进细胞凋亡。文献［12］调

研提示，miR‑20a‑5p 在糖尿病小鼠的视网膜和血清

中表达下调，而血管内皮生长因子（vascular endo‑
thelial growth factor，VEGF）可能是其靶标。进一

步研究［13］发现，在糖尿病性黄斑水肿患者的房水

中，miR‑20a‑5p 的表达显著下调，而 VEGF 的浓度

则显著高于对照组。这些结果提示 PVT1 可能通过

调控 miR‑20a‑5p/VEGFA 轴影响视网膜病变的进

展。因此，本研究拟探究 PVT1 对 DR 中高糖损伤

RPEs 的作用及其新的分子机制，以期为 DR 的防治

提供新的理论依据和靶点。

1 材料与方法

1. 1　分子机制预测   通过生物信息学手段，借助在

线预测平台 miRDB（http：//mirdb. org）来预测潜在

的靶基因，通过仙桃学术（https：//www. xiantaozi.
com/）在线网站进行靶基因的 KEGG 通路分析，通过

ENCORI数据库（https：//rnasysu. com/encori/）预测

基因间的结合位点。

1. 2　实验材料   共 12 例玻璃体组织样本取自武汉

大学人民医院因增殖性糖尿病视网膜病变（prolifer‑
ative diabetic retinopathy，PDR）及特发性黄斑前膜

入院行玻璃体切割术的患者。所有标本于-80 ℃
冰箱保存。本研究方案通过了本院医学伦理委员

会的批准（批号：WDRY2023‑K086）。

1. 3　细胞培养   人 RPE 细胞系（human retinal pig‑
ment epithelial cells ‑19，ARPE ‑19）来自中国典型培

养物保藏中心。细胞培养于含有 10% 胎牛血清、

100 U⋅mL-1青霉素及 100 μg⋅mL-1链霉素的杜尔贝

科 改 良 伊 格 尔 培 养 基（Dulbecco's modified Eagle 
medium，DMEM）培养基中（GibcoTM，美国），培养环

境设置为 37 ℃，并维持 5%CO2。

1. 4　细胞转染   设计并合成靶向 PVT1 的低表达

质粒 si‑PVT1 及其阴性对照 si‑NC；miR‑20a‑5p 抑制

剂 miR‑20a‑5p inhibitor及其阴性对照 miR‑NC，过表

达 质 粒 pcDNA3. 1‑VEGFA 及 其 阴 性 对 照

pcDNA3. 1‑NC（上海生工公司）。根据使用说明，

使用 LipofectamineTM 3000（InvitrogenTM，美国）将上

述表达载体转染入各组细胞。

1. 5　细胞损伤模型构建及分组  将细胞分为 2组，正

常对照组：置于 5. 5 mmol⋅L-1葡萄糖的培养基培养，

高糖损伤组：置于 33 mmol⋅L-1葡萄糖的培养基中培
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养［14］。高糖损伤细胞再分为 7组：高糖组、si‑PVT1组、

si‑PVT1+miR‑20a‑5p inhibitor 组 、si‑PVT1+pcD‑
NA3. 1‑VEGFA 和各组阴性对照 si‑NC、si‑PVT1+
miR‑NC 组和 si‑PVT1+pcDNA3. 1‑NC组。

1. 6　细胞增殖实验   使用 CCK‑8检测试剂盒（上海

碧云天公司）评估细胞增殖能力。以每孔 1×105个

细胞的密度将对数生长期的 RPEs 接种在 96 孔板

中。在细胞培养的 24、48 和 72 h 分别向对应孔加入

CCK‑8 溶液 10 μL，孵育 4 h，在 450 nm 处测吸光度

值。

1. 7　流式细胞术检测细胞凋亡   采用 Annexin V‑
FITC 凋亡检测试剂盒（上海碧云天公司）检测细胞

凋亡情况。根据试剂盒说明书，取胰酶消化细胞与

5 μL Annexin V ‑FITC 混合，再将 10 μL PI 加入细

胞液中。使用流式细胞仪（美国贝克曼库尔特公

司）检测，统计流式细胞图中凋亡细胞比率。

1. 8　 qRT⁃PCR 实 验   按照 RNA 提取试剂盒（武

汉赛维尔公司）的使用说明提取总 RNA。按照 Ser‑
vicebio®RT First Strand cDNA Synthesis Kit（武汉

赛维尔公司）的说明进行逆转录，采用 2×SYBR 
Green qPCR Master Mix（High ROX）进行实时定量

PCR。参照 β‑actin/U6 的表达（引物序列见表 1），采

用 2-ΔΔCt法计算基因的相对表达量。

1. 9　双荧光素酶报告基因实验   分别构建野生型

PVT1、VEGFA及突变型 PVT1、VEGFA的目的片段

并整合入 pmirGLO 荧光素酶载体中。将 PVT1‑WT、

VEGFA‑WT 或 PVT1‑MUT、VEGFA‑MUT 与 miR
‑NC及miR‑20a‑5p mimic共转染，分为 8组：miR‑NC+
PVT1‑WT、miR‑NC+PVT1‑MUT、 miR‑20a‑5p 
mimic+PVT1‑WT、 miR‑20a‑5p mimic+
PVT1‑MUT、miR‑NC+VEGFA‑WT、miR‑NC+
VEGFA‑MUT、miR‑20a‑5p mimic+VEGFA‑WT、

miR‑20a‑5p mimic+VEGFA‑MUT。转染完成 48 h
后，测定荧光素酶活性。

1. 10　统计学分析   各实验均重复 3 次或以上，所

有数据以均数±标准差（x±s）表示，使用仙桃学术

及 GraphPad Prism 9. 0 软件分析。独立样本 t 检验

评估两组间的差异，单因素方差分析用于检验多组

间的差异，以 P<0. 05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2. 1　生物信息学工具预测 DR 中可能存在的互作

网络   本研究预测到 miR‑20a‑5p 可与 1 381 个靶基

因结合，KEGG 富集分析发现其富集在 34 个通路。

气泡图（图 1A）展示了富集得到的前 10 个通路，

VEGFA 是前两个通路（MAPK signaling pathway 和

PI3K ‑Akt signaling pathway）中的重要分子。通过

ENCORI 数据库预测 PVT1 与 miR‑20a‑5p 的结合

位点（图 1B），miR ‑20a ‑5p 与 VEGFA 的结合位点

（图 1C）。因此，推测 VEGFA 可能是 PVT1 和 miR‑
20a‑5p 在 DR 中的作用靶点，DR 中可能存在 PVT1/
miR‑20a‑5p/VEGFA 的相互作用调控网络。

2. 2　玻璃体样本和各组 RPEs 中 PVT1、miR⁃20a⁃
5p 及 VEGFA 表达比较   对 12 例 DR 患者及对照组

进行了研究，比较了其玻璃体样本中 PVT1、miR‑
20a‑5p 及 VEGFA 的表达水平。qRT‑PCR 分析结

果显示，DR 患者的玻璃体中 PVT1 和 VEGFA 的表

达高于对照组，而 miR‑20a‑5p 的表达低于对照组，

差异有统计学意义（图 2A）。对体外培养的高糖损

伤组及正常对照组 RPEs 的 PVT1、miR ‑ 20a ‑ 5p、
VEGFA 的 表 达 水 平 进 行 检 测 ，高 糖 损 伤 组 中

PVT1 和 VEGFA 的表达显著高于正常对照组，

miR‑20a‑5p 低于正常对照组（图 2B）。

2. 3　敲低 PVT1 可促进 RPEs 增殖及抑制细胞凋亡   
在 RPEs 中敲低 PVT1，检测 PVT1 的表达，高糖损

伤组的 PVT1 表达较正常对照组显著增高，高糖

+si‑PVT1 组的 PVT1 表达较高糖+si‑NC 组显著

降低（图 3A）。CCK ‑8 实验表明高糖损伤抑制了

RPEs 的增殖，而敲低 PVT1 逆转了高糖抑制的

RPEs 增殖（图 3B）。流式细胞术分析显示高糖损伤

促进了 RPEs 的凋亡，而敲减 PVT1 显著逆转了

RPEs凋亡的增加（图 3C）。

2. 4　PVT1 靶向调控 miR⁃20a⁃5p  双荧光素酶报

告基因实验显示，miR‑20a‑5p mimic 与 PVT1‑WT
共同转染细胞组，其荧光素酶活性显著低于与 miR‑

表 1　PCR 引物序列

引物名称

PVT1

miR‑20a‑5p

VEGFA

β‑actin

U6

forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse

引物序列（5'—3'）
CCGACTCTTCCTGGTGAAGC
GTATGGTCAGCTCAAGCCCA

GCCGTAAAGTGCTTATAGTGC
TTCGCACTGGATACGACCTACCT

CCCGGGCCTCGGTTCCAG
GTCGTGGGTGCAGCCTGGG

GAAGAGCTACGAGCTGCCTGA
CAGACAGCACTGTGTTGGCG

CTCGCTTCGGCAGCACA
AACGCTTCACGAATTTGCGT
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NC 及 PVT1 ‑ WT 共 转 染 的 组 别 ；与 miR ‑ NC 和

PVT1‑MUT 共转染组比较，miR ‑20a‑5p mimic 和

PVT1 ‑MUT 共转染组荧光素酶活性差异不显著

（图 4A）。通过 qRT ‑ PCR 检测，在 RPEs 中敲低

PVT1 导致 miR‑20a‑5p 表达显著升高（图 4B）。因

此，敲低 PVT1 能够减少二者特异性结合，导致

miR‑20a‑5p 表达上调。

2. 5　 在 RPEs 中 miR ⁃ 20a ⁃ 5p 抑 制 剂 能 部 分 逆 转

图 1　预测 PVT1 的竞争性内源性 RNA 调控轴

A. miR‑20a‑5p 靶基因的 KEGG 分析；B. PVT1 与 miR‑20a‑5p 的特异性结合位点；C. miR‑20a‑5p 与 VEGFA 的特异性结合位点。

图 2　PVT1、miR⁃20a⁃5p 和 VEGFA 在玻璃体、RPEs 中的表达差异

A. PVT1、miR‑20a‑5p、VEGFA 在 DR 患者及对照组玻璃体中的相对表达量；B. PVT1、miR‑20a‑5p、VEGFA 在高糖损伤（HG）组及正常

对照组 RPEs中的相对表达量。*P<0.05，**P<0.01。

图 3　敲低 PVT1 对 RPEs 增殖、凋亡的影响

A. PVT1 在不同组细胞中的表达水平；B. CCK‑8 细胞增殖能力检测；C. 流式细胞术细胞凋亡检测。ns：差异无统计学意义， *P<0.05，
**P<0.01，***P<0.001。
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PVT1的调控   敲低PVT1可显著增加miR‑20a‑5p的

表达，再转染 miR‑20a‑5p抑制剂后，miR‑20a‑5p表达

增加被部分逆转（图 5A）。CCK ‑ 8 结果显示，敲低

PVT1导致细胞增殖能力的提升被miR‑20a‑5p抑制剂

部分逆转（图 5B）。流式细胞术检测显示，敲低 PVT1
导致细胞凋亡率的降低也被 miR‑20a‑5p抑制剂部分

逆转（图 5C）。以上结果提示 miR‑20a‑5p抑制剂能部

分逆转敲低PVT1对RPEs增殖和凋亡的影响。

2. 6　miR⁃20a⁃5p 靶向调控 VEGFA  双荧光素酶

报告基因实验证实，与 miR‑NC 及 VEGFA‑WT 的

共转染组相比，miR‑20a‑5p mimic 与 VEGFA‑WT
的共转染组细胞表现出荧光素酶活性显著降低；而

在与 miR‑NC 及 VEGFA‑MUT 的共转染组进行比

较时，miR‑20a‑5p mimic 与 VEGFA‑MUT 的共转染

组细胞荧光素酶活性未见显著差异。qRT‑PCR 结

果提示，在转染 miR‑20a‑5p 抑制剂部分逆转了敲低

PVT1 后引起的 VEGFA 表达下调（图 6B）。因此推

断，PVT1 通过靶向结合 miR‑20a‑5p 上调 VEGFA
的水平。

2. 7　在 RPEs 中过表达 VEGFA 能部分逆转 PVT1
的调控   过表达 VEGFA 可部分逆转敲低 PVT1 降

低的 VEGFA 的表达（图 7A）。CCK‑8 结果显示，敲

低 PVT1 导致细胞增殖能力的提升被过表达 VEG‑
FA 部分逆转（图 7B）。流式细胞术检测显示，敲低

PVT1 导致细胞凋亡率的降低也被过表达 VEGFA
部分逆转（图 7C）。以上结果提示过表达 VEGFA
能部分逆转敲低 PVT1 对 RPEs 增殖和凋亡的影

响。

3 讨论

研究发现多个 lncRNAs 参与调控 DR 中 RPEs
的生长、分化与凋亡。其中，过表达 ZNF503‑AS1
抑制 RPEs 的增殖并促进细胞凋亡，血浆 ZNF503‑
AS1 高表达与 DR 发病相关［15］。 DR 患者血浆中

lncRNA BANCR 显著上调，BANCR 促进 ARPE‑19
细胞凋亡［16］。PVT1 可参与肿瘤血管生成，促进内

皮细胞迁移、管形成和促血管生成因子表达［9］。目

前，已有研究报道，PVT1 在糖尿病肾病中作用［7］及

PVT1/miR‑1301‑3p/KLF7 轴可对 RPEs 增殖和凋

亡发挥调控作用［11］，尚无 PVT1 在 DR 中其他分子

机制的研究。本研究发现并验证了 PVT1 抑制体外

培养的高糖损伤 RPEs 增殖并促进细胞凋亡，与其

他研究结果一致。同时，还进一步揭示了 PVT1 在

DR 患者的玻璃体中显著高表达。

lncRNA 可作为 miRNA 的分子海绵，形成竞争

性的内源性 RNA 网络，从而调控靶基因的表达，通

过多种机制调控细胞生理及病理活动［17］。这些非

编码 RNA 可作为 DR 的潜在的生物标志物和治疗

手段［18‑19］。通过生物信息学分析结合文献调研，本

研究构建了 PVT1/miR‑20a‑5p/VEGFA 调控轴，并

图 4　PVT1 靶向调控 miR⁃20a⁃5p
A. 双荧光素酶报告基因实验结果；B. 敲低 PVT1 对 RPEs细胞

中 miR‑20a‑5p 表达量的调控。***P<0.001。

图 5　敲低 PVT1 对 RPEs 的调控被 miR⁃20a⁃5p 抑制剂部分逆转

A. miR‑20a‑5p 在不同组细胞中的表达水平；B. CCK‑8 细胞增殖能力检测；C. 流式细胞术细胞凋亡检测。ns：无统计学意义，*P<0.05，
**P<0.01，***P<0.001。
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揭示了其对 RPEs 的调控作用。研究结果显示，

miR‑20a‑5p 在 DR 患者的玻璃体及体外培养的高糖

损伤 RPEs 中表达降低，与其他研究［1， 20］在外周血、

糖尿病小鼠的视网膜样本的结果趋势一致。此外，

敲低 PVT1 可上调 miR ‑20a ‑5p 的水平，并且促进

RPEs 的增殖、抑制细胞凋亡。实验还证实，miR ‑
20a‑5p 抑制剂能部分逆转敲低 PVT1 对 RPEs 增殖

和凋亡的影响。

KEGG 富集分析显示，DR 中前两个显著富集

的通路均在疾病进展中发挥重要作用［21‑23］。其中，

VEGF 作为一种关键的促血管生成因子，能够刺激

内皮细胞的增殖和迁移，并诱导血管通透性增加和

新生血管形成。研究［24］发现，在 PDR 患者的玻璃体

中 ，VEGFA 的 表 达 水 平 显 著 升 高 。 基 于 此 ，抗

VEGF 疗法已被广泛应用于临床，以抑制病变进

展，并显示出良好的治疗效果［25］。此外，RPEs 在新

生血管形成过程中也扮演着重要角色［26］。本研究

发现，VEGFA 作为 miR‑20a‑5p 的靶标，其在 RPEs
增殖和凋亡也中发挥着的调控作用。本研究还发

现，过表达 VEGFA 可以部分逆转敲低 PVT1 对

RPEs 的影响。这些实验结果阐明了 PVT1/miR ‑
20a‑5p/VEGFA 轴在 RPEs 增殖和凋亡中的调控作

用。 PVT1 通过降低 miR ‑ 20a ‑ 5p 的水平来上调

VEGFA，进而抑制 RPEs 的增殖并诱导其凋亡。在

研究 DR 的分子靶点时，PVT1 和 miR‑20a‑5p 可能

成为具有潜力的候选分子。

本研究的不足之处在于临床样本量相对较少，

后续研究需要扩大样本，可以涵盖糖尿病视网膜病

变的不同分期（如非增殖期和增殖期），从而提高实

验结果的有效性和可靠性。本研究基于细胞实验阐

明分子机制，并进行临床样本检测，但尚未在糖尿病

视网膜病变动物模型中验证上述分子的作用，需要

进一步开展动物实验。同时，糖尿病视网膜病变是

由复杂的多种细胞交互作用形成的，因此，后续研究

应关注靶标分子在更多种细胞中的生物学功能。
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