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!!$摘要%!背景!糖尿病视网膜病变06Z1是一种慢性炎症性疾病#并伴有微血管病变& 研究证实丝胶具
有抗炎和抗氧化功能#但其是否对 6Z早期的微血管结构和功能有保护作用目前仍不十分清楚&!目的!观
察丝胶对糖尿病大鼠视网膜中细胞间黏附分子@908GAR@91'血管细胞黏附分子@90VGAR@91'G,T: 表达的影
响#探讨其对糖尿病大鼠视网膜微血管病变的防护作用&!方法!将 T$ 只 QSX级健康雄性 Q6大鼠按计算机
数字随机分配法分为正常对照组'糖尿病模型组'丝胶治疗组和羟苯磺酸钙阳性对照组#每组 9" 只& 糖尿病
模型组'丝胶治疗组'羟苯磺酸钙阳性对照组大鼠均采用链脲佐菌素0QOb1连续腹腔内注射 : * 并给予高脂饲
料饮食法制备糖尿病大鼠模型#成模后分别用生理盐水'"]T D=0 PD!*1丝胶溶液和 #]" D=0 PD!*1羟苯磺酸
钙灌胃 : 个月& 采用过量麻醉法处死大鼠并制备视网膜标本#采用苏木精 伊̀红染色法观察各组大鼠视网膜

组织的形态学变化& 分别采用 N4024+. J)C2法和逆转录 SGZ技术检测大鼠视网膜中 8GAR@9'VGAR@9 和 G,T:
蛋白及其 &ZWA的相对表达量#并对各组检测结果进行比较&!结果!正常对照组大鼠视网膜组织结构正
常#糖尿病模型组视网膜可见内界膜肿胀或断裂#偶见突出于内界膜的毛细血管内皮细胞#视网膜神经节细胞
0ZgG01数量减少#丝胶治疗组和羟苯磺酸钙阳性对照组大鼠视网膜内界膜轻度增厚#内外核层细胞排列稍欠
规则& 糖尿病模型组'丝胶治疗组和羟苯磺酸钙组阳性对照大鼠视网膜中 8GAR@9 和 VGAR@9 蛋白相对表达
量较正常对照组大鼠均明显升高#而 G,T: 相对表达量均明显下降#差异均有统计学意义0均 8m#]#?1& 与糖
尿病模型组比较#丝胶治疗组大鼠视网膜中 8GAR@9 和 VGAR@9 蛋白相对表达量均明显降低0#]$:T :k#]#:" 9
与 #]>9$ >k#]#T" T'#];"< Tk#]#99 " 与 9]":? #k#]#;$ >1#而 G,T: 相对表达量明显升高0#]9:: 9k#]#9? : 与
#]#:> "k#]##" #1#差异均有统计学意义0均 8m#]#?1& 与正常对照组比较#糖尿病组大鼠视网膜中 8GAR@9
&ZWA和 VGAR@9 &ZWA相对表达量明显升高#而 G,T: &ZWA表达明显下降#差异均有统计学意义0均 8m
#]#?1(与糖尿病模型组大鼠比较#丝胶治疗组大鼠视网膜中 8GAR@9 &ZWA和 VGAR@9 &ZWA相对表达量明
显下降0#];9< :k#]##$ < 与 #]>?< $k#]#9" ?(#]:>: ;k#]#:? # 与 #]T;; >k#]#"# <1#而 G,T: &ZWA表达明显
升高0#]<;< $k#]#<T $ 与 #]T:# $k#]999 :1#差异均有统计学意义0均 8m#]#?1#各组 8GAR@9 &ZWA'VGAR@9
&ZWA和 G,T: &ZWA相对表达量的变化趋势与其蛋白表达相同&!结论!丝胶能够减轻糖尿病大鼠早期视
网膜的微血管病变#从而对 6Z的发生和发展发挥防护作用#其机制可能是下调视网膜中 8GAR@9 和 VGAR@9
的表达以及上调 G,T: 的表达&!

$关键词%!丝胶=药物( 抗炎剂=药物( 糖尿病视网膜病变=生理病理( 基因表达( 细胞间黏附分子@9(
血管细胞黏附分子@9( 缝隙连接蛋白 T:( 视网膜血管=生理病理( Q6大鼠
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K44*(.D-H I(2B B(DB )(H(* KCC*03WC+&')0')(.40C)-2(C.#"]T D=0PD!*1 04+(5(. 0C)-2(C. '.* #]" D=0PD!*1 5')5(-&
*CJ40()'24I4+4-04* JFD'E'D4'*&(.(02+'2(C. (. 2B4+'20CK2B4*('J42(5&C*4)D+C-H#04+(5(.@2+4'24* D+C-H '.*
5')5(-& *CJ40()'24@2+4'24* KC+: &C.2B0D+C-H# +40H452(E4)F3OB4+'20I4+40'5+(K(54* '.* +42(.')0452(C.0I4+4
H+4H'+4*#'.* 2B4+42(.')&C+HBC)CDFI'04,'&(.4* JFB4&'2C,F)(.@4C0(. 02'(.(.D3OB44,H+400(C.0CK8GAR@9#VGAR@9
'.* G,T: H+C24(.0'.* &ZWA(. +42(.'0I4+4*424524* JFN4024+. J)C2'00'F'.* +4E4+042+'.05+(H2(C. SGZ3OB4-04
'.* 5'+4CK2B4+'205C&H)(4* I(2B Z4D-)'2(C.0KC+2B4A*&(.(02+'2(C. CKAKK'(+0GC.54+.(.D%,H4+(&4.2')A.(&')0JF
Q2'24Q5(4.54'.* O45B.C)CDFGC&&(00(C. '.* AZV702'24&4.23!F*&>/.&!OB4+42(.')02+-52-+4I'0.C+&')(. 2B4
.C+&')5C.2+C)D+C-H3OB40I4))'.* +-H2-+4CK(.24+)(&(2(.D&4&J+'.408\R1#05'224+E'05-)'+4.*C2B4)(')54)).-5)4(
J+4'P2B+C-DB 8\R'.* *45+4'04CK+42(.')D'.D)(C. 54))00ZgG01 I4+4*(0H)'F4* (. 2B4*('J42(5&C*4)D+C-H(IB()4(.
2B404+(5(.@2+4'24* D+C-H '.* 5')5(-&*CJ40()'24@2+4'24* D+C-H#2B4&()* 2B(5P4.(.DCK8\R'.* *(0C+*4+CK+42(.')54))0
I4+4CJ2'(.4*3OB4+4)'2(E44,H+400(C. )4E4)0CK8GAR@9 '.* VGAR@9 I4+40(D.(K(5'.2)F+'(04* '.* 2BC04CKG,T: I4+4
+4*-54* (. 2B4*('J42(5&C*4)D+C-H#04+(5(.@2+4'24* D+C-H '.* 5')5(-&*CJ40()'24@2+4'24* D+C-H IB4. 5C&H'+4* I(2B
2B4.C+&')5C.2+C)D+C-H 0'))'28m#]#?13GC&H'+4* I(2B 2B4*('J42(5&C*4)D+C-H#2B44,H+400(C.0CK8GAR@9 '.*
VGAR@9 H+C24(.0'.* &ZWA(. 2B404+(5(.@2+4'24* D+C-H I4+40(D.(K(5'.2)F+4*-54* 08GAR@9 H+C24(."#]$:T :k#]#:" 9
=7]#]>9$ >k#]#T" T(VGAR@9 H+C24(."#];"< Tk#]#99 " =7G9]":? #k#]#;$ >(8GAR@9 &ZWA"#];9< :k#]##$ <
=7G#]>?< $k#]#9" ?(VGAR@9 &ZWA"#]:>: ;k#]#:? # =7G#]T;; >k#]#"# <1 '.* 2BC04CKG,T: H+C24(. '.* &ZWA
I4+44E(*4.2)F4)4E'24* 0G,T: H+C24(."#]9:: 9k#]#9? : =7G#]#:> "k#]##" #(G,T: &ZWA"#]<;< $k#]#<T $ =7G
#]T:# $k#]999 :1 0'))'28m#]#?13!1$",/>&'$"&!Q4+(5(. 5'. +4)(4E4+42(.')&(5+C'.D(CH'2BF'.* H+C2452+42(.'
'D'(.022B4H'2BCD4.40(0'.* *4E4)CH&4.2CK6ZJF*CI.@+4D-)'2(.D2B44,H+400(C.0CK8GAR@9#VGAR@9 '.* -H@
+4D-)'2(.D2B44,H+400(C. CKG,T: (. +42(.'0CK*('J42(5+'203!

!5*6 7$%#&"4 Q4+(5(.0=HB'+&'5C)CDF( A.2(@(.K)'&&'2C+F 'D4.20=HB'+&'5C)CDF( 6('J42(5 +42(.CH'2BF=
HBF0(CH'2BC)CDF( g4.44,H+400(C.( 8.24+54))-)'+'*B40(C. &C)45-)4@9( V'05-)'+54))'*B40(C. &C)45-)4@9( GC..4,(. T:(
Z42(.')E4004)0=HBF0(CH'2BC)CDF( Z'20# QH+'D-4@6'I)4F

!!糖尿病视网膜病变0 *('J42(5+42(.CH'2BF#6Z1是常
见的糖尿病微血管并发症之一#是糖尿病患者低视力
率和致盲率升高的主要原因& 6Z的组织病理机制复
杂& 近年的研究认为 6Z是一种轻度的慢性炎症性疾
病#病变早期即出现周细胞减少和视网膜基底膜增厚
等微血管病变

)9 :̀* #黏附分子介导的白细胞黏附在 6Z
的炎症性微血管病变中起始动作用

)T ?̀* #其中细胞间
黏 附 分 子@9 0 (.24+54))-)'+ '*B4.0(C. &C)45-)4@9#
8GAR@91和血管细胞黏附分子@90E'05-)'+54))'*B40(C.
&C)45-)4@9#VGAR@91是目前研究较多的黏附分子& 白
细胞黏附能直接损伤视网膜毛细血管内皮细胞#从而
导致血 `视网膜屏障的破坏# 缝隙连接蛋白 T:
05C..4,(.T:#G,T:1是与血 视̀网膜屏障联系紧密的缝

隙连接蛋白之一#其介导的细胞间隙的通讯功能是维
持血 视̀网膜屏障结构和功能正常的重要保障#与视
网膜正常血管通透性的维持密切相关

)<* & 丝胶是蚕
茧中的一种天然蛋白质#具有抗氧化'抗肿瘤等多种生
物活性& 研究发现#丝胶能降低多种炎症因子的活化
能力#具有抗炎作用#且不良反应较少 );* & 但丝胶能
否在 6Z的疾病过程中发挥重要的防治作用鲜有研
究& 本研究拟观察丝胶对糖尿病模型大鼠视网膜中主
要的炎症相关因子 8GAR@9'VGAR@9 和 G,T: 表达水
平的影响#探讨丝胶对糖尿病大鼠视网膜微血管病变
的保护作用&

84材料与方法

8384材料
838384实验动物4T$ 只 QSX级雄性 Q6大鼠#体质量
9;# q9># D#鼠龄 " q: 个月)购于北京维通利华实验
动物技术有限公司#许可证编号" QĜ h0京 1 "#9"@
###9*& 购买后大鼠饲养于承德医学院实验动物中
心#单笼饲养#温度 "" q"? p(湿度 ?#[ q<#[(9" B=
9" B 光照与黑暗循环#自由饮食& 实验动物的饲养和
使用符合国家科学技术委员会颁布的+实验动物管理
条例,和 AZV7的条例&
838394主要试剂及仪器4采用正交试验法优选蚕茧
中丝胶蛋白#由彩色蚕茧经过浸泡'水煎'过滤和浓缩
制成丝胶蛋白0承德医学院蚕业研究所制备1(羟苯磺
酸钙 0奥地利依比威药品有限公司 1(链脲佐菌素
002+4H2CMC2C5(.#QOb10美国 Q(D&'公司1(高效Z8S组织=
细胞裂解液'eGA蛋白定量试剂盒0北京索莱宝科技有
限公司1(兔抗大鼠 8GAR@9 单克隆抗体0'J9><9;91'
兔抗大鼠 VGAR@9 单克隆抗体0'J"9?:$#1'兔抗大鼠
G,T: 单克隆抗体0'J99;$T:1'兔抗大鼠 %@'52(. 单克
隆抗体0'J$""< 1'辣根酶标记山羊抗兔 8Dg0Yi\1
0'J<;"910英国 'J5'&公司1(O+(MC)'逆转录 SGZ试剂
盒0美国 8.E(2+CD4. 公司1(8GAR@9'VGAR@9'G,T: 引
物由上海生工生物工程有限公司合成&
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8394方法
839384动物模型制备及分组4将 T$ 只大鼠按照计算
机数字随机分配法分为正常对照组'糖尿病模型组'丝
胶治疗组和羟苯磺酸钙阳性对照组#每组 9" 只& 正常
对照组大鼠不接受任何干预#糖尿病模型组'丝胶治疗
组和羟苯磺酸钙阳性对照组大鼠用质量分数 "[QOb
"? &D=0PD!*1连续腹腔内注射 : *#配合高脂饮食#制
备慢性糖尿病大鼠模型& QOb注射 9 周后大鼠空腹血
糖!9<]; &&C)=\及出现多饮'多食'多尿特点#并逐
渐出现消瘦'弓背'皮毛污秽'无光泽和生长缓慢的表
现者视为造模成功& 成模后糖尿病模型组给予大鼠生
理盐水灌胃#按照本研究组前期研究结果 )$* #给予丝
胶治疗组大鼠丝胶 "]T D=0 PD! *1空腹灌胃#每日 9
次#羟苯磺酸钙阳性对照组用羟苯磺酸钙 #]" D=0PD!*1
空腹灌胃#每日 9 次#所有药物均连续给药 : 个月&
839394大鼠视网膜标本制备4: 个月干预结束后#以
体积分数 9#[水合氯醛0#]? D=PD1行大鼠腹腔内注射
以过量麻醉处死大鼠#迅速摘取双侧眼球& 于动物手
术显微镜下在冰面上迅速钝性分离视网膜#放置于液
氮中保存& 一侧眼球的视网膜用于苏木精 伊̀红染

色#浸到质量分数 T[多聚甲醛固定液中固定 "T B#按
照常规步骤脱水'透明'浸蜡和包埋(另一侧眼球的视
网膜用于 N4024+. J)C2及逆转录 SGZ检测&
8393:4苏木精 伊̀红染色观察视网膜组织形态学表

现!行平行于视神经的连续矢状眼球切片#片厚
T &&& 摊片'烤片后用二甲苯和梯度乙醇常规脱蜡至
水#苏木精初染 " &(.#用体积分数 9[盐酸乙醇分化
? 0#体积分数 9[氨水返蓝 ? 0#体积分数 #]?[伊红液
复染 T &(.#脱水'透明后用中性树胶封片&
8393;4N4024+. J)C2法检测视网膜组织中 8GAR@9'
VGAR@9 和 G,T: 蛋白表达!将液氮中保存的视网膜
组织称量后移至匀浆器内#在其球部将组织剪碎#加入
裂解液和蛋白酶抑制剂#于冰面上匀浆器中研磨组织#
提取蛋白质#用 eGA法测蛋白浓度& 蛋白煮沸变性后
上样 T# &D#于质量分数 9"[Q6Q@SAg%凝胶中'$# q
9"# V电压下电泳 " B#将凝胶移至 SV6X膜上#恒定电
流 9?# &A冰浴中转膜 " B(用丽春红染 SV6X膜#观察
转膜效果(T p摇床上用含质量分数 ?[脱脂奶粉的
OeQO封闭过夜(分别加入 8GAR@9'VGAR@9'G,T: 一
抗0均为 9 _" ###1#于室温下摇床上孵育 " B(洗膜 : 次
后加入 YZS标记二抗09 _9 ###1#于室温下摇床上孵
育 " B(洗膜 : 次后以超敏型化学发光试剂发光法显
影& 采用 8&'D4U软件进行分析#以 8GAR@9'VGAR@9'
G,T: 与 %@'52(. 灰度比值分别作为其目的蛋白的相对

表达水平&
8393L4逆转录 SGZ技术检测视网膜组织中 8GAR@9'
VGAR@9 和 G,T: &ZWA的表达!称取液氮中冷冻保
存的大鼠视网膜组织#在冰面上的匀浆器球部将组织
剪碎并碾磨成粉末#按照 O+(MC)总 ZWA说明书提取各
组大鼠视网膜组织的总 ZWA& 各组均取 " &)ZWA上
样#9?# V电压下用质量分数 9[琼脂糖凝胶电泳 9? &(.#

可见完整明显的 "$'9$ 和 ? 0条带时提示总 ZWA抽提比
较完整(紫外分光光度计测量波长为 "<# .&和 "$# .&的

吸光度0L"<#及 L"$#1#L"<# =L"$#值为 9]> q"]9 提示 ZWA

纯度很好& 各组均取 " &)总ZWA为模板进行逆转录#

合成 56WA#反应条件":# p反应 9# &(.(?? p反应
:# &(.(>> p反应 ? &(.(? p反应 ? &(.& SGZ反应条
件">T p预变性 " &(.#>T p变性 :# 0#?# q<? p退火
:# 0#;" p延伸 9 &(.#第二步起循环& 8GAR@9 引物序
列为"正义链"?3@AGAgAGAGOAgAggAgOgAgGAgg@:3#

反义链"?3@gOgAgGgOGGAOAOOOAggGAOgg@:3#退火温
度为 <T p#:" 个循环#产物长度为 :T" JH(VGAR@9 引物
序列为"正义链"?3@GGGAAggAOGGAgAgAOOGA@:3#反
义链" ? 3@ggOGAOOgOGAGAgGAGGAG@: 3#退火温度
为 ?> p#:# 个循环#产物长度为 :># JH(G,T: 引物序
列为"正义链"?3@gAAGAGggGAAggOgAAgAO@:3#反
义链"? 3@gAgGgAgAgAGAGGAAggAG@: 3#退火温度
为 ?<]: p#:# 个循环#产物长度为 "T; JH(%@'52(. 引物序
列为"正义链"?3@gAgAgggAAAOGgOgGgO@:3#反义
链"? 3@GAOGOgGOggAAggOggAGA@: 3#退火温度为
?; p#:# 个循环#产物长度为 T?" JH& 取 SGZ产物#
"[琼脂糖凝胶电泳#电压为 9"# V#电泳结束后将凝
胶置于 bX型紫外透射反射分析仪中#采集图像并保
存结果& 用 a-'.2(2F7.4@T3<3" 软件进行分析#目的条
带 8GAR@9'VGAR@9'G,T: &ZWA的 L值与 %@'52(. 条
带 L值比值分别作为目的基因的相对表达水平&
83:4统计学方法

采用 QSQQ 9>3# 统计学软件0序列号 TT>$>:$:T#

美国 8eRQSQQ Q2'2(02(50公司1进行统计分析& 本研究
中测量指标的数据资料经 QB'H(+C@N()P 检验呈正态分
布#以 Dk7表示#组间数据资料经 \4E4.4检验方差齐&

采用完全随机分组单因素干预多水平实验设计#正常
对照组'糖尿病模型组'丝胶治疗组和羟苯磺酸钙阳性
对照组间视网膜中 8GAR@9'VGAR@9 和 G,T: 蛋白及
其 &ZWA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 \Q6@.检验& 采用双尾检测法#8m
#]#? 为差异有统计学意义&
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94结果

9384各组大鼠的一般表现
正常对照组大鼠食量无变化#体质量为0"$?]:"k

"]<T1D#皮毛有光泽& 糖尿病成模后大鼠饮食量增
多#但较消瘦#体质量明显减轻至0""?]::k:]<"1D#皮
毛无光泽且污秽& 丝胶治疗组用丝胶灌胃 " 周后大鼠
饮食量与正常组接近#体质量逐渐增加至 0"<9]<;k
"]"<1D#大鼠皮毛较糖尿病模型组有光泽且光滑& 羟
苯磺酸钙阳性对照组大鼠体质量为0"<"]:Tk9]T>1D#
饮食及皮毛光泽度与丝胶治疗组相似&
9394各组大鼠视网膜组织形态学表现

正常对照组大鼠视网膜组织结构完整且分层清

晰#视网膜内界膜表面光滑#细胞形态均一#各层细胞
排列整齐& 糖尿病模型组大鼠视网膜结构尚完整#但
分层欠清晰#视网膜内界膜肿胀#表面粗糙不平#可见
部分内界膜断裂#偶见突出于内界膜的毛细血管内皮
细胞#视网膜神经节细胞0+42(.')D'.D)(C. 54))0#ZgG01
数量减少#细胞排列紊乱且稀疏#内核层及外核层变
薄#细胞排列紊乱& 丝胶治疗组和羟苯磺酸钙阳性对
照组大鼠视网膜组织结构完整#分层较糖尿病模型组
大鼠清晰#内界膜轻度肿胀且稍增厚#ZgG0数量轻度
减少#内核层和外核层细胞排列轻度紊乱0图 91&

A B

C D
图 84各组大鼠视网膜组织的常规组织病理学变化0Y%jT##1!A"
正常对照组大鼠视网膜组织结构正常!e"糖尿病模型组大鼠视网
膜内界膜肿胀或断裂0红箭头1 #偶见突出于内界膜的毛细血管内皮
细胞0黑箭头1 #ZgG0数量减少0蓝箭头1!G"丝胶治疗组大鼠视网
膜内界膜轻度增厚 0红箭头1 #内核层和外核层细胞排列稍欠规则
0绿箭头1!6"羟苯磺酸钙阳性对照组大鼠视网膜组织病理学表现
与丝胶治疗组接近!

93: 4各组大鼠视网膜组织中 8GAR@9'VGAR@9 和
G,T: 蛋白的定量表达

在蛋白标志物相对分子质量 ?< ###' $9 ###'
T: ###水平处分别可见 8GAR@9'VGAR@9'G,T: 特异性
蛋白表达条带(在蛋白标志物相对分子质量 T: ### 水
平处可见 %@'52(. 表达条带 0图 "1& 与正常对照组比
较#糖尿病模型组大鼠视网膜中 8GAR@9 和 VGAR@9
蛋白相对表达量均明显升高#G,T: 蛋白相对表达量明
显降低#差异有统计学意义0.l"T]<;'9"]:9'9T$]?"#
均 8m#]#?1(与糖尿病模型组大鼠比较#丝胶治疗组
大鼠视网膜 8GAR@9 和 VGAR@9 蛋白相对表达量明显
降低#而 G,T: 蛋白相对表达量明显升高#差异有统计
学意义0.l:]9"'9:]>:':<]:>#均 8m#]#?1(羟苯磺酸
钙阳性对照组大鼠视网膜中 8GAR@9 和 VGAR@9 蛋白
相对表达量明显降低#而 G,T: 蛋白相对表达量明显升
高#差异有统计学意义0.l:9]?<'9T]99'?"]<;#均 8m
#]#?1(羟苯磺酸钙阳性对照组大鼠视网膜中 8GAR@9
蛋白的相对表达量明显低于丝胶治疗组#而 G,T: 蛋白
相对表达量明显高于丝胶治疗组#差异均有统计学意
义0.l"$]">'9;]<;#均 8m#]#?1#" 个组间 VGAR@9 蛋
白的相对表达量差异无统计学意义 0.l#]9$# $#8n
#]#?10表 91&
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β�actin

56000

43000

A
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43000
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图 94W*&.*%"3/$.法检测各组
大鼠视网膜中 <12@?8'X12@?8
和 1K;: 蛋白的表达!A"各组
大鼠视网膜中 8GAR@9 蛋白的表
达! e" 各 组 大 鼠 视 网 膜 中

VGAR@9 蛋白的表达!G"各组大鼠视网膜中 G,T: 蛋白的表达!9"
正常对照组!""糖尿病模型组!:"丝胶治疗组!T"羟苯磺酸钙阳性
对照组

!

表 84各组大鼠视网膜中 <12@?8'X12@?8
和 1K;: 蛋白相对表达量的比较0!P"1

组别 样本量 8GAR@9 VGAR@9 G,T:

正常对照组 9" #]"$" Tk#]#:# " #];$? <k#]#9" # #]T"" Tk#]#9T T
糖尿病模型组 9" #]>9$ >k#]#T" T' 9]":? #k#]#;$ >' #]#:> "k#]##" #'

丝胶治疗组 9" #]$:T :k#]#:" 9'J5 #];"< Tk#]#99 "'J #]9:: 9k#]#9? :'J5

羟苯磺酸钙阳性对照组 9" #]9#T Tk#]##< >'J #];9> $k#]#9< #'J #]9;$ ;k#]#"" 9'J

6值 ?9"]""# 9#$]<$# :T9]<T#
8值 #]### #]### #]###

!注"与各自的正常对照组比较#'8m#]#?(与各自的糖尿病模型组比

较#J8m#]#?(与各自的羟苯磺酸钙阳性对照组比较#58m#]#? 0单因素

方差分析#\Q6@.检验1!8GAR"细胞间黏附分子!VGAR"血管细胞黏

附分子!G,"缝隙连接蛋白

93; 4各组大鼠视网膜组织中 8GAR@9'VGAR@9 和
G,T: &ZWA的表达!
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在6WA相对分子质量标准的 :T"':>#'"T; 和 T?" JH
水平处分别可见清晰的 8GAR@9'VGAR@9'G,T: &ZWA
及 %@'52(. &ZWA表达条带0图 :1& 与正常对照组比
较#糖尿病模型组大鼠视网膜中 8GAR@9 &ZWA和
VGAR@9 &ZWA的相对表达量明显升高#G,T: &ZWA
的相对表达量明显降低#差异均有统计学意义 0.l
9:]""'?]>$'$]:?#均 8m#]#?1(与糖尿病模型组大鼠
比较#丝胶治疗组大鼠视网膜中 8GAR@9 &ZWA和
VGAR@9 &ZWA的相对表达量明显降低#G,T: &ZWA
的相对表达量明显升高#差异有统计学意义0.l<]?$'
:]"<'T]"<#均 8m#]#?1(羟苯磺酸钙阳性对照组大鼠
视网膜中 8GAR@9 &ZWA和 VGAR@9 &ZWA的相对表达
量明显降低#G,T: &ZWA的相对表达量明显升高#差异
均有统计学意义0.l>]:"'"]$#':]":#均 8m#]#?1(与羟
苯磺酸钙阳性对照组比较#丝胶治疗组大鼠视网膜中
8GAR@9 &ZWA的相对表达量明显升高#G,T: &ZWA的
相对表达量明显降低#差异均有统计学意义0.l"];:'
:]":#8m#]#?1#而 " 个组间 VGAR@9 &ZWA的相对表达
量差异无统计学意义0.l#]T?#8n#]#?10表 "1&

β�actin600bp
500bp
400bp
300bp
200bp
100bp
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600bp
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400bp
300bp
200bp
100bp

M1234 1234

A B
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200bp
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图 :4逆转录 H1F法检测各组
大鼠视网膜组织中 <12@?8'
X12@?8 和 1K;: 0F32表达
A" 各 组 大 鼠 视 网 膜 组 织 中
8GAR@9 &ZWA的表达!e"各组
大鼠 视 网 膜 组 织 中 VGAR@9
&ZWA的表达!G"各组大鼠视

网膜组织中 G,T: &ZWA的表达!R"相对分子质量标准!9"正常对
照组!""糖尿病模型组!:"丝胶治疗组!T"羟苯磺酸钙阳性对照组
8GAR"细胞间黏附分子(VGAR"血管细胞黏附分子(G,"缝隙连接蛋白
!

表 94各组大鼠视网膜中 <12@?8'X12@?8
和 1K;: 0F32相对表达量的比较0!P"1

组别 样本量 8GAR@9 VGAR@9 G,T:

正常对照组 9" #]T;T #k#]##< ; #]:": <k#]#9$ < #]>9: #k#]#"T ?

糖尿病模型组 9" #]>?< $k#]#9" ?' #]T;; >k#]#"# <' #]T:# $k#]999 :'

丝胶治疗组 9" #];9< :k#]##$ <'J5 #]:>: ;k#]#:? #'J #]<;< $k#]#<T $'J5

羟苯磺酸钙阳性对照组组 9" #]<9< <k#]#>9 "'J #]T#? ?k#]#:; $'J #];<: <k#]#?: >'J

6值 ?;]<?# 9:]>:# "T]:"#
8值 #]### #]### #]###

!注"与各自的正常对照组比较#'8m#]#?(与各自的糖尿病模型组比

较#J8m#]#?(与各自的羟苯磺酸钙阳性对照组比较#58m#]#? 0单因素

方差分析#\Q6@.检验1!8GAR"细胞间黏附分子!VGAR"血管细胞黏

附分子!G,"缝隙连接蛋白

:4讨论

目前越来越多的证据表明 6Z的发生和发展是一
种与视网膜微血管系统病变有关的慢性炎症过程&
6Z早期#8GAR@9 介导白细胞附壁'滚动'紧密黏附和
移行#导致白细胞积聚于毛细血管内形成栓子#阻塞毛
细血管并释放多种活性物质#直接损伤视网膜血管内
皮细胞

)>* & VGAR@9 是血管内皮细胞活化的标志物#
在受到致炎因子刺激时在组织中的表达增加#参与淋
巴细胞的活化'迁移和造血细胞的生长发育#并在炎
症'肿瘤转移等病理过程中起重要作用#能特异地与白
细胞所产生的 8.24D+(. 家族黏附因子 V\A@T 结合#参
与白细胞和血管内皮细胞的黏附及信号传递过

程
)9# 9̀"* & 8GAR@9'VGAR@9 可增加血管内皮细胞的黏

性#促使白细胞黏附于视网膜毛细血管#损伤视网膜毛
细血管内皮细胞#破坏血 视̀网膜屏障#诱发视网膜微
血管病变

)9: 9̀?* & 细胞间隙的正常通讯功能也是维持
血 视̀网膜屏障生理功能的重要保障

)9<* #G,T: 是重要
的缝隙连接蛋白之一& 研究表明#高血糖状态下 G,T:
表达下调#导致细胞间隙通讯信号的减弱#还可能通过
磷酸化后降解阻断基于蛋白体酶机制的信号转导通

路#导致血管内皮细胞结构的改变 )9; 9̀>* #从而破坏血`
视网膜屏障#诱发视网膜微血管病变& 丝胶作为一种
天然蛋白质#其抗氧化'抗肿瘤和抗炎等多种生物活性
越来越多地引起人们的重视& 为了研究丝胶是否能够
缓解 6Z的炎症过程及其作用机制#本研究采用 QOb
大鼠腹腔内注射联合高脂饮食法制备慢性糖尿病模

型#并应用丝胶进行干预#以探讨丝胶对慢性糖尿病大
鼠视网膜的作用&

本研究中发现#糖尿病模型组大鼠视网膜中
8GAR@9 和 VGAR@9 的表达从基因转录水平和蛋白水
平均较正常对照组大鼠明显上调#在高血糖状态下#视
网膜微循环血流动力学变化#促使内皮细胞表达
8GAR@9'VGAR@9#破坏血 视̀网膜屏障& 本研究中还
发现#糖尿病模型组大鼠视网膜G,T: 表达水平较正常
组明显降低#因为 G,T: 作为血管内皮细胞间'周细胞
间'血管内皮细胞和周细胞间的重要缝隙连接蛋白#可
能对高血糖和 8GAR@9'VGAR@9 等炎性因子刺激做出
应答#通过低表达及磷酸化降解等途径降低视网膜毛
细血管细胞间隙通讯功能#加速血 视̀网膜屏障的功

能和结构损伤#诱发和加重视网膜微血管病变&
丝胶是蚕茧外围的重要组成成分#其被覆在中心

的丝素上将蚕丝蛋白纤维胶合在一起#是一种天然高
分子水溶性蛋白#主要由丝氨酸'天冬氨酸和甘氨酸等
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9$ 种氨基酸组成#具有抗氧化'抗肿瘤'抗衰老等功
效#耐热性能良好 )"# "̀9* & 研究表明丝胶能有效降低糖
尿病大鼠的血糖水平#对糖尿病大鼠肾脏微血管病变
具有保护作用

)""* & 羟苯磺酸钙是临床疗效比较确切
的 6Z微血管保护剂#能有效改善视网膜的微循环障
碍#稳定并改善病情& 本研究中发现#丝胶治疗组大鼠
视网膜 8GAR@9'VGAR@9 的表达水平明显低于糖尿病
模型组#提示丝胶可能通过下调 8GAR@9'VGAR@9 的
表达而抑制白细胞黏附聚集和多种炎性因子的活化#
减轻视网膜毛细血管内皮细胞的损伤(本研究中还显
示丝胶治疗组大鼠视网膜中G,T: 的表达上调#从而减
轻血 视̀网膜屏障损害#对糖尿病大鼠视网膜微血管
病变发挥保护作用& 由此可见#丝胶可能在 6Z形成
的早期即对视网膜发挥防治优势#抑制糖尿病大鼠视
网膜炎性因子的表达#上调缝隙连接蛋白 G,T: 的表
达#从而保护视网膜微血管的结构和功能#为预防 6Z
的发生和发展提供了新的思路& 因 6Z发病机制较为
复杂#本研究仅从单因子研究的角度进行探讨#研究结
果可能存在一定的局限性#丝胶对 6Z的保护作用及
作用机制仍需进一步探索&
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