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$$$摘要%$背景$内质网应激)%fP*特异性 ='?G'?5B:! 凋亡途径在细胞凋亡过程中发挥重要作用#细胞凋

亡是糖尿病视网膜神经退行性病变的重要特征( 研究证实#丝胶对视网膜神经细胞的凋亡具有保护作用#但

其对糖尿病视网膜病变)7f*过程中与 ='?G'?5B:! 凋亡途径相关的视网膜神经细胞是否具有保护作用仍有待

研究证实($目的$探讨丝胶是否能够通过影响 %fP 特异性 ='?G'?5B:! 凋亡途径对糖尿病大鼠视网膜细胞凋

亡发挥抑制作用($方法$采用高脂高糖饲料喂养联合链脲佐菌素) PǸ *连续腹腔内注射 3 . 对 3" 只 ! k3

月龄 POe级 P7大鼠制备糖尿病模型#以大鼠空腹血糖!:2g; &&+)<Z及出现多饮&多食&多尿特点为造模成

功( 将 !W 只造模成功的糖尿病模型大鼠按照计算机数字随机分配法分为丝胶治疗组和糖尿病模型组#每组

:! 只#另取同周龄 :! 只正常大鼠作为正常对照组( 丝胶治疗组大鼠于成模后给予丝胶溶液 !gW 0<) j0!.*

灌胃#连续 3A .( 各组大鼠采用过量麻醉法处死并制备视网膜标本#采用 NlV%Z法检测并计算各组大鼠视网

膜神经细胞的凋亡指数)C9*'分别采用 b5?65D/ F)+6法和逆转录 OIf技术检测大鼠视网膜中 %fP 标志物葡

萄糖调节蛋白 ;#)[fO;#*&%fP 特异性 ='?G'?5B:! 凋亡途径和 ='?G'?5B3 蛋白及其 &fVC的相对表达量#并对

各组检测结果进行比较($结果$大鼠糖尿病造模成功率为 #"m)!W<32*( 正常对照组&糖尿病模型组和丝

胶治疗组大鼠均可见视网膜神经细胞凋亡#阳性产物主要位于视网膜神经节细胞)f[I?*层和内核层#C9分

别为 "g"!# Wh"g""! 3&"g!:A :h"g"!" @ 和 "g::A "h"g":# :#糖尿病模型组大鼠视网膜 C9明显高于对照组#丝

胶治疗组 C9明显低于糖尿病模型组#差异均有统计学意义)均 :i"g"A*( 丝胶治疗组大鼠视网膜中 [fO;#&

='?G'?5B:! 和 ='?G'?5B3 蛋白的相对表达量分别为 "gA!3h"g"!@&:g::#h"g"A: 和 "g3:Ah"g"!W#较糖尿病模型

组的 "g@!Wh"g"3@&:gW2#h"g"3; 和 "gAAWh"g"3! 均明显下降#差异均有统计学意义)均 :i"g"A*#丝胶治疗组

大鼠视网膜中 [fO;#&='?G'?5B:! 和 ='?G'?5B3 &fVC的相对表达量分别为 "g#:2 h"g"!!&"g!:2 h"g"!3 和

"g3!!h"g"!!#较糖尿病模型组的 :g!:#h"g"33&"gW";h"g":! 和 "gA3:h"g"!@ 均明显下降#差异均有统计学意

义)均 :i"g"A*($结论$丝胶可以通过下调糖尿病模型大鼠视网膜中 [fO;#&='?G'?5B:! 和 ='?G'?5B3 的表达

改善内质网 %fP#减少视网膜神经细胞的凋亡($

$关键词%$丝胶<药物' 糖尿病视网膜病变<生理病理' 基因表达' 葡萄糖调节蛋白 ;#' 半胱氨酸天冬

氨酸激酶B:!' 半胱氨酸天冬氨酸激酶B3' P7大鼠
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!34%)52#)"6=2#>(5"$'-6%/.+G)'?&(=D56(=,),&?6D5??)%fP* ?G5=(H(=='?G'?5B:! .5G5/.5/6G'6-K'EG)'E?

'j5ED+)5(/ =5))'G+G6+?(?#'/. 'G+G6+?(?(?'/ (&G+D6'/6=-'D'=65D(?6(=+H.('F56(=D56(/')/5,D+/ .505/5D'6(+/4P5D(=(/

(?'G+65/6('))E5HH5=6(L56-5D'GEH+DD56(/')/5,D+/ 'G+G6+?(?4S+K5L5D#K-56-5D?5D(=(/ -'?/5,D+GD+65=6(+/ 5HH5=6?+/
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?G5=(H(=='?G'?5B:! .5G5/.5/6G'6-K'E(/ .('F56(=D'64$A+)*"-%$N-5.('F56(=&+.5)?K5D55?6'F)(?-5. FEH55.(/0
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'==+D.(/06+=+&G,65D/,&F5D'))+='6(+/#'/. '/+6-5D:! &'6=-5. D'6??5DL5. '?/+D&')=+/6D+)0D+,G4N-5/+D&')

?')(/5?+),6(+/ '/. ?5D(=(/ ?+),6(+/ .(??+)L5. K(6- /+D&')?')(/5?+),6(+/ !gW 0<) j0! .* K'?,?5. H+D3A .'E?(/

0'L'05&56-+. (/ 6-5.('F56(=&+.5)0D+,G '/. ?5D(=(/B6D5'65. 0D+,G#D5?G5=6(L5)E4N-5D'6?K5D5?'=D(H(=5. '/. D56(/')

?5=6(+/?K5D5GD5G'D5.4NlV%Z?6'(/(/0K'?5&G)+E5. 6+.565=6D56(/')/5,D+/ 'G+G6+?(?4N-55MGD5??(+/?+H0),=+?5

D50,)'65. GD+65(/ ;# )[fO;#*#'/ %fP &'Dj5D#'/. ='?G'?5B:! '/. ='?G'?5B3 (/ D56(/'?(/ GD+65(/ '/. 6D'/?=D(G6(+/

)5L5)?K5D5.565=65. FEb5?65D/ F)+6'/. D5L5D?56D'/?=D(G6(+/ OIf#D5?G5=6(L5)E4N-5,?5'/. ='D5+H6-5D'6?

=+&G)(5. K(6- f50,)'6(+/?H+D6-5C.&(/(?6D'6(+/ +HCHH'(D?I+/=5D/(/0%MG5D(&5/6')C/(&')?FEP6'65P=(5/=5'/.

N5=-/+)+0EI+&&(??(+/ '/. CfU8P6'65&5/64$B+%$.)%$7('F56(=&+.5)?K5D5?,==5??H,))E5?6'F)(?-5. (/ !W +H

6+6')3" D'6?#K(6- 6-5?,==5??H,)D'65+H#"m4CG+G6+6(==5))?K5D5H+,/. (/ 6-5D'6?+HL'D(+,?0D+,G?#&+?6)E)+='6(/0

(/ D56(/')0'/0)(+/ =5)))'E5D'/. (//5D/,=)5'D)'E5D4N-5'G+G6+6(=(/.5M)C9* K'?"g"!# Wh"g""! 3#"g!:A :h

"g"!" @ '/. "g::A " h"g":# : (/ 6-5/+D&')=+/6D+)0D+,G# .('F56(=&+.5)0D+,G '/. ?5D(=(/B6D5'65. 0D+,G#

D5?G5=6(L5)E#'/. 6-5C9K'??(0/(H(='/6)E)+K5D(/ 6-5?5D(=(/B6D5'65. 0D+,G 6-'/ 6-'6(/ 6-5.('F56(==+/6D+)0D+,G ):i

"g"A*4I+&G'D5. K(6- 6-5.('F56(=&+.5)0D+,G#6-5D5)'6(L55MGD5??(+/ )5L5)?+H[fO;##='?G'?5B:! '/. ='?G'?5B3

GD+65(/?(/ D'6D56(/'?K5D5?(0/(H(='/6)E5)5L'65. (/ 6-5?5D(=(/B6D5'65. 0D+,G )"gA!3h"g"!@ 60L"g@!Wh"g"3@#:g::#h

"g"A: 60L:gW2#h"g"3;#"g3:Ah"g"!W 60L"gAAWh"g"3!* )'))'6:i"g"A*#'/. 6-5D5)'6(L55MGD5??(+/ )5L5)?+H

[fO;##='?G'?5B:! '/. ='?G'?5B3 &fVC(/ D'6D56(/'?K5D5?(0/(H(='/6)ED5.,=5. (/ 6-5?5D(=(/B6D5'65. 0D+,G )"g#:2h

"g"!! 60L:g!:#h"g"33#"g!:2h"g"!3 60L"gW";h"g":!#"g3!!h"g"!! 60L"gA3:h"g"!@* )'))'6:i"g"A*4$

C"'#.$%&"'%$P5D(=(/ ='/ (/-(F(6%fPBD5)'65. D56(/')/5,D+/ 'G+G6+?(?FE.+K/BD50,)'6(/06-55MGD5??(+/?+H[fO;##

='?G'?5B:! '/. ='?G'?5B3 (/ %fP ?G5=(H(=='?G'?5B:! .5G5/.5/6G'6-K'E(/ .('F56(=D'6?4$

!7+/ 8"5-%"6 P5D(=(/?<G-'D&'=+)+0E' 7('F56(= D56(/+G'6-E<G-E?(+G'6-+)+0E' [5/5 5MGD5??(+/' [),=+?5

D50,)'6(/0GD+65(/ ;#' IE?65(/5'?G'D6'65j(/'?5:!' IE?65(/5'?G'D6'65j(/'?53' f'6?# PGD'0,57'K)5E

!$'-15"(52," V'6(+/')V'6,D')P=(5/=5e+,/.'6(+/ +HI-(/')#:WW::33*' S5F5(OD+L(/=(')V'6,D')P=(5/=5

e+,/.'6(+/ )S!":3W"2"@2*' P=(5/=5'/. N5=-/+)+0EO)'/ OD+>5=6?+HI-5/0.5I(6E)!":2"2C"A2*

$$糖尿病视网膜病变) .('F56(=D56(/+G'6-E#7f*可导
致不可逆盲#严重威胁患者的视功能 -:. ( 研究表明#
7f患者视网膜的神经退行性病变在出现视网膜微血
管病变之前即已发生#是 7f早期发病过程中的重要
事件#而细胞凋亡是糖尿病视网膜神经退行性病变的
重要 特 征

-!. ( 适 度 的 内 质 网 应 激 ) 5/.+G)'?&(=
D56(=,),&?6D5??#%fP*作为一种自我保护性机制可维
持细胞代谢的稳态#但持续&过度的 %fP 导致细胞中
葡萄糖调节蛋白 ;# ) 0),=+?5D50,)'65. GD+65(/ ;##
[fO;#*过表达#进而激活 %fP 特有的 ='?G'?5B:! 凋亡
途径#诱发细胞凋亡 -3. ( 丝胶为蚕茧中具有多种生物
活性的高分子水溶性蛋白#具有抗氧化等生物活性(
本课题组的前期研究发现#丝胶可有效抑制神经细胞
凋亡#对糖尿病并发的中枢神经系统损伤发挥保护作

用
-W\2. #但其对 7f过程中与 ='?G'?5B:! 凋亡途径相关

的视网膜神经细胞是否具有保护作用仍有待研究证

实( 本研究拟观察丝胶对糖尿病大鼠视网膜细胞
='?G'?5B:! 凋亡途径的调节作用#探讨丝胶改善糖尿
病大鼠视网膜神经退行性病变的作用机制(

96材料与方法

9496材料
949496实验动物6POe级雄性 P7大鼠 32 只#体质量
:;" k:@" 0#鼠龄 ! k3 个月#购自北京维通利华实验
动物公司#饲养于承德医学院清洁级动物实验室#单笼
饲养#温度为)!3h:*n#相对湿度为 )A"hA*m#:! -
光暗循环#自由饮食( 实验动物的饲养和使用遵循
CfU8声明(
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9494:6主要试剂6采用正交试验法优选蚕茧中的丝
胶蛋白)承德医学院蚕业研究所制备*'链脲佐菌素
)?6D5G6+*+6+=(/#PǸ * )美国 P(0&'公司*'NlV%Z细胞
凋亡检测试剂盒)瑞士 f+=-5公司*'f9O组织<细胞裂
解液&cIC蛋白定量试剂盒)北京索莱宝科技公司*'
兔抗大鼠 [fO;# 单克隆抗体)抗体编号"'F:"#2:3*&
兔抗 大 鼠 ='?G'?5B:! 单 克 隆 抗 体 ) 抗 体 编 号"
'F:"WAA*&兔抗大鼠 ='?G'?5B3 多克隆抗体)抗体编号"
'F!3"!*)英国 CF='&公司*'ND(*+)&逆转录 OIf试剂
盒)美国 9/L(6D+05/ 公司*'[fO;#&='?G'?5B:!&='?G'?5B3
引物)上海生工生物工程有限公司*(
94:6方法
94:496动物模型的制备及分组6采用高脂高糖喂养
联合质量分数 !m PǸ !A &0<) j0!.*连续腹腔内注
射 3 .#制备糖尿病大鼠模型#PǸ 注射 : 周后以大鼠
空腹血糖!:2g; &&+)<Z及出现多饮&多食&多尿特点
为造模成功( 将 !W 只成模的大鼠按照计算机数字随
机分配法分为丝胶治疗组和糖尿病模型组#每组 :!
只#另取同周龄 :! 只正常大鼠为正常对照组( 成模后
按照本研究组前期研究结果

-;. #给予丝胶治疗组大鼠
丝胶 !gW 0<) j0! .*空腹灌胃#每日 : 次#连续给药
3A .( 正常对照组和糖尿病模型组大鼠给予等体积生
理盐水灌胃#时间同丝胶治疗组(
94:4:6取材6造模后行腹腔内注射质量分数 :"m水
合氯醛 "gA 0<j0过量麻醉法处死大鼠#摘取双侧眼
球#将一侧眼球浸入质量分数 Wm中性甲醛溶液中固
定后石蜡包埋'另一侧眼球分离视网膜#置于液氮中
保存(
94:4;6NlV%Z法检测视网膜神经细胞的凋亡$将眼
球行平行于视神经的矢状位 W m&厚连续切片#脱蜡
至水#用 GS24" 枸橼酸缓冲液微波修复#NlV%Z反应
混合液 3; n温育 2" &(/#过氧化物酶 3; n反应
3" &(/#7Cc显色#苏木素复染#脱水#透明#封片( 光
学显微镜 W"" 倍视野下观察阳性细胞#阳性细胞数与
同一视野视网膜神经细胞总数的比值作为视网膜神经

细胞的凋亡指数)'G+G6+6(=(/.5M#C9*( 每例标本任意
选取 3 张切片#每张切片任意选取 A 个视野#取平
均值(
94:4F6b5?65D/ F)+6法检测视网膜 [fO;#&='?G'?5B:!
和 ='?G'?5B3 蛋白的表达$取液氮保存视网膜匀浆#提
取蛋白质#cIC法测定蛋白含量( 质量分数 :!mP7PB
OC[%凝胶 #" k:!" U电泳 ! -#蛋白上样 W" m0#转膜
! -#分别加入 [fO;#&='?G'?5B:!&='?G'?5B3 一抗)均为
: ]!""*#于室温下摇床上孵育 ! -#洗膜后加入 SfO标

记二抗): ]: """*孵育 ! -#超敏发光试剂显影( 9&'05
T软件分析#以 [fO;#&='?G'?5B:!&='?G'?5B3 条带与 #B
'=6(/ 条带的灰度比值作为其蛋白的相对表达水平(
94:4H6逆转录 OIf法检测视网膜组织中 [fO;#&
='?G'?5B:! 和 ='?G'?5B3 &fVC的表达$取液氮保存视
网膜组织#于冰面上的匀浆器中碾磨成粉末#按照
ND(*+)总 fVC说明书提取视网膜的总 fVC#以总 fVC
为模板逆转录成 =7VC#反应条件"3" n反应 :" &(/#
AA n反应 3" &(/#@@ n反应 A &(/#A n反应 A &(/(
OIf反应条件"@W n预变性 ! &(/'@W n变性 3" ?#
A" k2A n退火 3" ?#;! n延伸 : &(/( [fO;# 引物序
列"正义链为 A 2BC[IN[[CC[IIN[[NCN[C[B32#反
义链为 A2BNC[[[CN[IC[[[NICC[C[B32#退火温度
为 AW n#3" 个循环#产物长度为 :3: FG'='?G'?5B:! 引物序
列"正义链为 A2B[ICICNNIIN[[NINNNCN[NIIIB32#反
义链为 A2BNNIINICNIN[NCNIC[IC[N[[IB32#退火
温度为 A2 n#3" 个循环#产物长度为 !W! FG'='?G'?5B3
引物序列"正义链为 A 2BN[[C[C[CC[CN[[NNN[C
[IB32#反义链为 A2B[IINCNN[IN[[CN[INNNIB32#
退火温度为 A3 n#3: 个循环#产物长度为 3!@ FG'#B'=6(/
引物序列"正义链为 A2B[C[C[[[CCCNI[N[I[N[CIB
32#反义链为 A2BICNIN[IN[[CC[[N[[CICB32#退火温
度为AA n#3! 个循环#产物长度为 W!A FG( 取 OIf产物#
质量分数 !m琼脂糖凝胶 :!" U电泳 3" &(/# è型紫
外透射反射分析仪采集图像( 用 _,'/6(6E8/5BW424!
软件 进 行 分 析# 以 目 的 条 带 [fO;#& ='?G'?5B:!&
='?G'?5B3 &fVC的 Q值与 #B'=6(/ 条带 Q值比值作为
各目的基因的相对表达水平(
94;6统计学方法

采用 POPP :@4" 统计学软件)序列号"WW@#@3#3W#
美国 9cX POPP P6'6(?6(=?公司#I-(='0+#9Z#lPC*进行
统计分析( 本研究中测量指标的数据资料经 P-'G(D+B
b()j 检验呈正态分布#以 Vh0表示#组间数据资料经
Z5L5/5检验方差齐 )均 :q"g""A*( 采用完全随机分
组单因素干预三水平实验设计#正常对照组&糖尿病模
型组和丝胶治疗组间视网膜神经细胞 C9#视网膜中
[fO;#&='?G'?5B:! 和 ='?G'?5B3 蛋白及其 &fVC相对
表达量的总体差异比较均采用单因素方差分析#组间
两两比较采用 ZP7B2检验( 采用双尾检测法#:i"g"A
为差异有统计学意义(

:6结果

:496糖尿病大鼠的造模情况
在 3" 只造模的大鼠中#!W 只大鼠达到造模成功标
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准#2 只大鼠不符合造模标准被剔除#造模成功率为 #"m(
:4:6各组大鼠视网膜神经细胞凋亡情况

NlV%Z检测结果显示#各组大鼠视网膜神经细胞
均可见凋亡#阳性产物主要位于视网膜神经节细胞
)D56(/')0'/0)(+/ =5))?#f[I?*层和内核层#呈棕褐色染
色)图 :*( 与正常对照组比较#糖尿病模型组大鼠视
网膜神经细胞 C9明显升高#差异有统计学意义 )2a
:Ag3;:#:i"g"A*'与糖尿病模型组大鼠比较#丝胶治
疗组大鼠视网膜神经细胞 C9明显降低#差异有统计学
意义)2a2g!;3#:i"g"A*)表 :*(

A B

C

图 96各组大鼠视网膜神经细胞
凋亡情况)NlV%ZrW""*$C"正
常对照组神经节细胞层&内核层
可见少量 NlV%Z染色阳性细胞#
呈棕褐色染色 )箭头*$c"糖尿
病模型组神经节细胞层&内核层
可见 NlV%Z染色阳性细胞 )箭
头* #数量明显多于正常对照组

I"丝胶治疗组神经节细胞层&内核层可见 NlV%Z染色阳性细胞)箭
头* #数量明显少于糖尿病模型组
$

表 96各组大鼠视网膜神经细胞 3I的比较)!D"*

组别 样本量 C9

正常对照组 :! "g"!# Wh"g""! 3

糖尿病模型组 :! "g!:A :h"g"!" @'

丝胶治疗组 :! "g::A "h"g":# : F

D值 :"!g"A!
:值 "g"""

$注"与正常对照组比较#':i"g"A'与糖尿病模型组比较#F:i"g"A)单

因素方差分析#ZP7B2检验*$C9"凋亡指数

:4;6各组大鼠视网膜组织中 [fO;#&='?G'?5B:! 和
='?G'?5B3 蛋白相对表达量的比较

在蛋白标志物相对分子质量 ;# """& A" """&
3W """水平处分别可见 [fO;#&='?G'?5B:! 和 ='?G'?5B3

特异性蛋白表达条带'在蛋白标志物相对分子质量
W3 """水平处可见 #B'=6(/ 表达条带)图 !*( 与正常对
照组比较#糖尿病模型组大鼠视网膜中 [fO;#&
='?G'?5B:! 和 ='?G'?5B3 蛋白相对表达量均明显升高#
差异均有统计学意义 )2a!2g"#3&3:g2W;&:Ag@2@#均
:i"g"A*'与糖尿病模型组大鼠比较#丝胶治疗组大鼠

视网膜 [fO;#&='?G'?5B:! 和 ='?G'?5B3 蛋白相对表达
量明显降低#差异均有统计学意义)2a:Wg";#&@g2:3&
:"gW3W#均 :i"g"A*)表 !*(

GRP78

caspase�12

caspase�3

β�actin

78000

50000

34000

43000

1 2 3 图 : 63+%)+5'4.")法检测各
组 大 鼠 视 网 膜 中 KBLMN&
#2%12%+G9: 和 #2%12%+G; 蛋白的
表达$:"正常对照组$!"糖尿
病模型组$3"丝胶治疗组$
[fO"葡萄糖调节蛋白'='?G'?5"
半胱氨酸天冬氨酸激酶
$

表 :6各组大鼠视网膜中 KBLMN&#2%12%+G9:
和 #2%12%+G; 蛋白相对表达量的比较)!D"*

组别 样本量 [fO;# ='?G'?5B:! ='?G'?5B3

正常对照组 :! "g!!"h"g"!A "g2!Ah"g"!# "g:A2h"g"!@

糖尿病模型组 :! "g@!Wh"g"3@' :gW2#h"g"3;' "gAAWh"g"3!'

丝胶治疗组 :! "gA!3h"g"!@ F :g::#h"g"A: F "g3:Ah"g"!W F

D值 32AgW;; 3W:g:33 :W#g":2
:值 "g""" "g""" "g"""

$注"与各自的正常对照组比较#':i"g"A'与各自的糖尿病模型组比

较#F:i"g"A)单因素方差分析#ZP7B2检验*$[fO"葡萄糖调节蛋白'

='?G'?5"半胱氨酸天冬氨酸激酶

:4F6各组大鼠视网膜组织中 [fO;#&='?G'?5B:! 和
='?G'?5B3 &fVC的表达

600bp
500bp
400bp
300bp
200bp
100bp

β�actin β�actin
caspase�12GRP78

600bp
500bp
400bp
300bp
200bp
100bp

600bp
500bp
400bp
300bp
200bp
100bp

β�actin
caspase�3

A B

C

M 1 2 3 1 2 3 M 1 2 3 1 2 3

M 1 2 3 1 2 3 图 ;6逆转录 LCB法检测各
组大鼠视网膜组织中 KBLMN&
#2%12%+G9: 和 #2%12%+G; ,B33
表达$C"各组大鼠视网膜组
织中 [fO;# &fVC的表达$

可见糖尿病模型组大鼠视网膜组织中 [fO;# &fVC表达条带明显
强于正常对照组#丝胶治疗组大鼠视网膜中 [fO;# &fVC表达条带
明显弱于糖尿病模型组$ c"各组大鼠视网膜组织中 ='?G'?5B:!
&fVC的表达$可见糖尿病模型组大鼠视网膜组织中 ='?G'?5B:!
&fVC表达条带明显增强#丝胶治疗组大鼠视网膜中 ='?G'?5B:!
&fVC表达条带明显弱于糖尿病模型组$I"各组大鼠视网膜组织
中 ='?G'?5B3 &fVC的表达$可见糖尿病模型组大鼠视网膜中
='?G'?5B3 &fVC表达条带明显强于正常对照组#丝胶治疗组大鼠视
网膜中 ='?G'?5B3 &fVC表达条带弱于糖尿病模型组$X"相对分子
质量标准$:"正常对照组$!"糖尿病模型组$3"丝胶治疗组$
[fO"葡萄糖调节蛋白'='?G'?5"半胱氨酸天冬氨酸激酶

在7VC相对分子质量标准的 :3:&!W!&3!@ 和 W!A FG
水平处分别可见清晰的 [fO;#&='?G'?5B:!&='?G'?5B3
和 #B'=6(/ &fVC表达条带)图 3*( 与正常对照组比
较#糖尿病模型组大鼠视 网 膜 中 [fO;# &fVC&
='?G'?5B:! &fVC和 ='?G'?5B3 &fVC的相对表达量明
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显升高#差异均有统计学意义 )2a32g;;@& :;g#33&
:3g"#;#均 :i"g"A*'与糖尿病模型组大鼠比较#丝胶
治疗组大鼠视网膜中 [fO;#&='?G'?5B:! 和 ='?G'?5B3
&fVC的相对表达量明显降低#差异均有统计学意义
)2a:;g3;A&:!g@@3&@g;A;#均 :i"g"A*)表 3*(

表 ;6各组大鼠视网膜中 KBLMN&#2%12%+G9: 和
#2%12%+G; ,B33相对表达量的比较)!D"*

组别 样本量 [fO;# ='?G'?5B:! ='?G'?5B3

正常对照组 :! "g!!:h"g"33 "g:!:h"g"!A "g!:3h"g"3"

糖尿病模型组 :! :g!:#h"g"33' "gW";h"g":!' "gA3:h"g"!@'

丝胶治疗组 :! "g#:2h"g"!! F "g!:2h"g"!3 F "g3!!h"g"!! F

D值 #3WgWA2 :W#g23; :"3gA;3
:值 "g""" "g""" "g"""

$注"与各自的正常对照组比较#':i"g"A'与各自的糖尿病模型组比

较#F:i"g"A)单因素方差分析#ZP7B2检验*$[fO"葡萄糖调节蛋白'

='?G'?5"半胱氨酸天冬氨酸激酶

;6讨论

近年的研究表明#在 7f早期阶段#视网膜神经退
行性病变是主要的病理改变#其主要表现形式是细胞
凋亡

-#. ( 本实验成功建立了以糖脂代谢异常为主要
特征的 ! 型糖尿病大鼠模型#发现糖尿病模型组大鼠
视网膜中的神经细胞发生了明显的过度凋亡#这与近
年其他学者研究结果相吻合

-@\:". (
内质网是合成细胞内膜<分泌蛋白并进行蛋白质

折叠的重要细胞器#维持细胞正常功能和机体内环境
稳态( 缺血&缺氧和<或炎症等应激状态下内质网生理
功能失调#导致错误折叠或未折叠蛋白在内质网内蓄
积#触发 %fP-::. ( 适度的 %fP 通过未折叠蛋白反应
),/H+).5. GD+65(/ D5?G+/?5#lOf*使细胞恢复内环境稳
态和维持存活#但 %fP 持续或过强可通过内质网应激
诱导的凋亡通路而触发细胞凋亡#导致组织损伤 -:!. (
[fO;# 是内质网分子伴侣#是 %fP 的标志蛋白#正常
状态下 [fO;# 表达极少#过度 %fP 状态下 [fO;# 表
达量明显增加#特异性激活定位于内质网胞质面的细
胞凋亡调节分子 ='?G'?5B:! -:3. ( I'?G'?5B:! 是 %fP 介
导内质网途径凋亡调控过程中的特异性介质#内质网
途径凋亡以激活起始因子 ='?G'?5B:! 为特征#='?G'?5B
:! 在死亡受体或线粒体凋亡途径中不激活#仅在 %fP
介导内质网途径凋亡调控过程中激活#是 %fP 特有的
凋亡途径#此外其能够独立地诱导细胞凋亡 -:W\:A. ( 活
化的 ='?G'?5B:! 通过级联效应进一步激活 ='?G'?5B@#
最终使细胞死亡执行者 ='?G'?5B3 活化#进而引起蛋白
酶级联反应放大效应#导致细胞凋亡 -:2. ( 本研究发
现#[fO;#&='?G'?5B:! 和 ='?G'?5B3 蛋白及其 &fVC在

糖尿病模型组大鼠视网膜中表达明显升高#与 NlV%Z
检测结果显示的视网膜神经细胞凋亡数量增多相一

致#提示在糖尿病慢性高血糖状态下发生了过度 %fP#
引起 [fO;# 表达显著上调#内质网凋亡途径起始因子
='?G'?5B:! 激活#进而活化 ='?G'?5B3#最终导致视网膜
神经细胞凋亡#表明 ='?G'?5B:! 介导的内质网应激凋
亡途径在7f视网膜神经细胞凋亡过程中发挥重要作用(

丝胶是天然的高分子水溶性蛋白#被覆于丝素上#
将蚕丝蛋白纤维胶合在一起#构成蚕茧外围成分#主要
由丝氨酸&甘氨酸和天冬氨酸等 :# 种氨基酸组成#具
有抗氧化&抗衰老等功效 -:;\:#. ( 研究表明丝胶对糖尿
病大鼠视网膜微血管病变具有保护作用#可抑制神经
细胞凋亡#改善糖尿病时中枢神经系统的损伤 -W#:@. (

本研究发现#丝胶治疗组大鼠视网膜 C9& [fO;#&
='?G'?5B:! 和 ='?G'?5B3 的表达水平明显低于糖尿病模
型组#表明丝胶可能通过下调 [fO;#&='?G'?5B:! 和
='?G'?5B3 的表达#抑制 ='?G'?5B:! 介导的内质网应激
凋亡途径#减轻视网膜神经细胞凋亡#进而对 7f视网
膜神经退行性病变发挥保护作用(

由此可见#丝胶可能在 7f形成早期即发挥防治
优势#丝胶可能作用靶点在内质网#通过减轻糖尿病大
鼠视网膜神经细胞的过度 %fP 及改善内质网功能的
稳态而抑制 ='?G'?5B:! 介导的内质网应激凋亡途径#
以减轻视网膜神经细胞凋亡#为 7f早期视网膜神经
退行性病变的治疗研究提供了新的途径( 但因 7f发
病机制复杂#本研究仅局限于单一凋亡通路的探讨#存
在一定的局限性#故丝胶对 7f神经组织损伤的保护
作用及作用机制仍需进一步探索(
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读者!作者!编者

本刊对来稿中组织病理学彩色图片及电子显微镜图片中标尺的要求

$$如果作者稿件中包含有组织病理图&免疫荧光染色图&免疫组织化学图&电子显微镜图片#为了反映组织标本大小的最精确尺

度#请在电子版图片的左下方附注标尺(

本刊稿件处理流程

$$本刊实行以同行审稿为基础的三级审理制度)编辑初审&专家外审&编委会终审*稿件评审( 编辑部在稿件审理过程中坚持客

观&公平&公正的原则#郑重承诺审稿过程中尊重和保护审稿专家&作者及稿件的私密权( 专家审理认为不宜刊用的稿件#编辑部将

告知作者专家的审理意见#对稿件处理有不同看法的作者有权向编辑部申请复议#但请写出申请理由和意见(

稿件审理过程中作者可通过+中华医学会杂志社远程稿件管理系统,查询稿件的审理结果( 作者如需要采用通知或退稿通知

可与编辑部联系( 编辑部发给作者修改再审的稿件#如 ! 个月没有修回#视为作者自行撤稿( 编辑部的各种通知将通过 %&'()发

出#投稿后和稿件审理期间请作者留意自己的电子信箱( 作者自收到采用通知之日起#即视为双方建立合约关系#作者如撤稿必须

向编辑部申诉理由并征得编辑部同意( 一旦稿件进入编排阶段#作者不应提出自撤稿件#在此期间因一稿两投或强行撤稿而给本

刊造成不良影响和<或经济损失者#编辑部有权给以公开曝光&通报并实施经济赔偿#作者自行承担一切责任和后果(

根据0中华人民共和国著作版权法1的相关条文#本刊编辑可对待发表的来稿按照编辑规范和专业知识进行文字加工&修改和

删减#修改后的稿件作者须认真校对核实#修改涉及文章的核心内容时双方应进行沟通并征得作者同意( 除了编辑方面的技术加

工以外#作者对已经发表论文的全部内容文责自负( 稿件编辑流程中编辑退回作者修改的稿件逾期 ! 个月不修回者#视作自行撤稿(
)本刊编辑部*
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