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!!$摘要%!目的!通过检测糖尿病模型大鼠视网膜过氧化物酶体增生物激活受体 %辅助激活因子 "$

&ZCY,"$' 'QWS和蛋白表达以及 TT[G748[启动子区 +WS甲基化的改变#探讨糖尿病发生和发展过程中

ZCY,"$的变化趋势)表观遗传学修饰改变及其在糖尿病视网膜病变&+Q'代谢记忆中的作用(!方法!取清

洁级 4 ]$ 周龄雄性 X+大鼠 @# 只#其中 4# 只采用腹腔内注射链脲佐菌素& XME'的方法建立糖尿病大鼠模

型( 将 4# 只糖尿病模型大鼠应用随机数字表法随机分为 % 个组"血糖控制不佳组大鼠造模后 F 个月内血糖

水平控制不佳*血糖半控制组大鼠造模后 3 个月内血糖水平控制不佳#3 个月后维持正常血糖水平*血糖控制

组大鼠造模后 F 个月内均保持正常血糖水平#每组各 3# 只( 对照组为周龄匹配的正常饲养大鼠 3# 只( 分离

各实验组大鼠视网膜组织#应用实时荧光定量 ZYQ法检测 ZCY,"$及超氧化物歧化酶 3& X8+3''QWS的表

达#应用 d6=76I/ G*.7法检测 ZCY,"$及锰超氧化物歧化酶 &A/X8+'蛋白的表达#应用亚硫酸氢钠测序法

&VXZ'检测 TT[G748[启动子区 +WS甲基化状态的变化(!结果!造模后 F 个月#对照组大鼠体质量明显高

于血糖控制不佳组)血糖半控制组和血糖控制组#血糖控制不佳组血糖水平显著高于对照组#差异均有统计学

意义&均 Tt#[###'( 血糖控制组)血糖半控制组和血糖控制不佳组大鼠视网膜组织中 ZCY,"$'QWS相对表

达量依次下降#均低于对照组#差异均有统计学意义&均 Tt#[###'*血糖控制组 ZCY,"$'QWS相对表达量明

显高于血糖控制不佳组#差异有统计学意义&Tt#[##3'( 血糖控制组)血糖半控制组和血糖控制不佳组大鼠

视网膜组织中 X8+3 'QWS表达依次增加#均高于对照组#差异均有统计学意义&Tt#[##4)#[###)#[###'*血

糖控制组与血糖控制不佳组 X8+3 'QWS相对表达量比较#差异有统计学意义 &Tt#[##"'( 血糖控制不佳

组)血糖半控制组和血糖控制组大鼠视网膜中 ZCY,"$蛋白和 A/X8+蛋白相对表达量显著低于对照组#血糖

控制组大鼠视网膜 ZCY,"$蛋白相对表达量显著高于血糖控制不佳组#差异均有统计学意义 &均 Tu#[#?'(

糖尿病模型大鼠视网膜组织中 TT[G748[启动子区 +WS甲基化水平升高#血糖控制不佳组)血糖半控制组大

鼠视网膜组织中 TT[G748[启动子区 +WS甲基化的水平较对照组明显升高#差异均有统计学意义&Tt#[##@)

#[#%"'#血糖半控制组与血糖控制不佳组间比较#差异无统计学意义&Tv#[#?'(!结论!糖尿病模型大鼠视网

膜 ZCY,"$'QWS及蛋白表达均下降#视网膜 X8+3 'QWS表达升高#A/X8+蛋白表达下降#具有代谢记忆的

特点( TT[G748[启动子区 +WS甲基化水平的升高可能与 ZCY,"$表达受到抑制以及代谢记忆相关(!

$关键词%!糖尿病视网膜病变* 过氧化物酶体增生物激活受体 %辅助激活因子 "$* 代谢记忆* 表观遗

传修饰* 锰超氧化物歧化酶
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ON6/.'6/./ (K76INRO6I0*R;6')(P(=76I')/(76J5!<#%4/+(!+)(G67);I(7'.J6*P(=6=7(G*)=N6J GR)/7I(O6I)7./6(*

)/<6;7)./ .K=7I6O7.T.7.;)/ &XME'5X)27RJ)(G67);I(7=P6I6I(/J.'*RJ)L)J6J )/7.% 0I.HO=#O..I0*R;6');;./7I.*0I.HO

I(7=P6I6'()/7()/6J )/ O..I0*R;6');;./7I.*K.IF './7N=*=6')0*R;6');;./7I.*0I.HO I(7=P6I6'()/7()/6J )/ O..I

0*R;6');;./7I.*K.I3 './7N=#K.**.P6J GR0..J 0*R;6');;./7I.*K.I3 (JJ)7)./(*'./7N=*0..J 0*R;6');;./7I.*0I.HO

I(7=P6I6'()/7()/6J )/ 0..J 0*R;6');;./7I.*K.IF './7N=5MP6/7R/.I'(*I(7==6IL6J (=;./7I.*0I.HO5MN6'QWS

62OI6==)./ .KZCY,"$(/J =HO6I.2)J6J)='H7(=63 &X8+3' .KI67)/(P6I6'6(=HI6J GRI6(*,7)'6ZYQ*7N662OI6==)./

.KZCY,"$(/J '(/0(/6=6=HO6I.2)J6J)='H7(=6&A/X8+' OI.76)/ P6I6'6(=HI6J GRd6=76I/ G*.7*7N6=)7H(7)./ .K

+WS'67NR*(7)./ )/ 7N6OI.'.7.II60)./ .KZZSQCY"SP(='6(=HI6J GRG)=H*K)76=6iH6/;)/05!D#(3-%(!MN6G.JR,

P6)0N7)/ 7N6;./7I.*0I.HO P(==)0/)K);(/7*RN)0N6I7N(/ 7N(7)/ 7N6O..I0*R;6');;./7I.*0I.HO#=6')0*R;6');;./7I.*

0I.HO (/J 0..J 0*R;6');;./7I.*0I.HO &(**(7Tt#[###'5MN6G*..J 0*H;.=6L(*H6)/ 7N6O..I0*R;6');;./7I.*0I.HO

P(==)0/)K);(/7*RN)0N6I7N(/ 7N(7)/ 7N6;./7I.*0I.HO &Tt#[###'5MN662OI6==)./ *6L6*=.KZCY,"$'QWSP6I6

=)0/)K);(/7*R*.P6I(/J 7N662OI6==)./ *6L6*=.KX8+3 'QWSP6I6=)0/)K);(/7*RN)0N6I)/ 7N60..J 0*R;6');;./7I.*

0I.HO#=6')0*R;6');;./7I.*0I.HO (/J O..I0*R;6');;./7I.*0I.HO 7N(/ 7N.=6)/ 7N6;./7I.*0I.HO &(**(7Tu#[#?'5

MN662OI6==)./ *6L6*=.KZCY,"$(/J X8+3 'QWSP6I6=)0/)K);(/7*RJ)KK6I6/7G67P66/ 7N60..J 0*R;6');;./7I.*

0I.HO (/J O..I0*R;6');;./7I.*0I.HO &G.7N (7Tu#[#?'5Y.'O(I6J P)7N 7N6;./7I.*0I.HO#7N662OI6==)./ *6L6*=.K

ZCY,"$(/J A/X8+OI.76)/ P6I6J6;I6(=6J )/ 7N6J)(G67);'.J6*0I.HO=#P)7N =)0/)K);(/7J)KK6I6/;6=G67P66/ 7N6'

&(**(7Tu#[#?'5MN662OI6==)./ *6L6*.KZCY,"$OI.76)/ P(==)0/)K);(/7*RN)0N6I)/ 7N60..J 0*R;6');;./7I.*0I.HO

7N(/ 7N(7)/ 7N6O..I0*R;6');;./7I.*0I.HO &Tu#[#?'5+)(G676=)/;I6(=6J +WS'67NR*(7)./ )/ 7N6OI.'.7.II60)./ .K

TT[G748[06/6.KI67)/(5MN6+WS'67NR*(7)./ *6L6*P(==)0/)K);(/7*RN)0N6I)/ 7N6O..I0*R;6');;./7I.*0I.HO (/J

=6')0*R;6');;./7I.*0I.HO 7N(/ 7N(7)/ 7N6;./7I.*0I.HO &Tt#[##@##[#%"'5W.=7(7)=7);(*J)KK6I6/;6P(=K.H/J

G67P66/ 7N6O..I0*R;6');;./7I.*0I.HO (/J =6')0*R;6');;./7I.*0I.HO & Tv#[#? '5! F/'2-3(0/'(! MN6

62OI6==)./=.KZCY,"$'QWS (/J OI.76)/ (/J A/X8+ OI.76)/ )/ 7N6I67)/(.KXME)/JH;6J J)(G67);I(7=(I6

J6;I6(=6J#7N662OI6==)./ .KX8+3 'QWS)=)/;I6(=6J#7N662OI6==)./ ;N(/06=N(L6'67(G.*);'6'.IR;N(I(;76I)=7);=5

9/;I6(=6J +WS'67NR*(7)./ )/ 7N6OI.'.7.II60)./ .KTT[G748[PN6/ 62O.=6J 7.N)0N 0*H;.=6'(RN(L6(I.*6)/ 7N6

I60H*(7)./ .KZCY,"$62OI6==)./ (/J '67(G.*);'6'.IR5!

"7#* 8/"+(#6+)(G67);I67)/.O(7NR* Z6I.2)=.'6OI.*)K6I(7.I,(;7)L(76J I6;6O7.I%;.(;7)L(7.I"$* A67(G.*);

'6'.IR* &O)06/67);'.J)K);(7)./=* A(/0(/6=6=HO6I.2)J6J)='H7(=6

93'+,"/)"$&" W(7)./(*W(7HI(*X;)6/;6D.H/J(7)./ .KYN)/(&@"%$"#34'

!!糖尿病视网膜病变& J)(G67);I67)/.O(7NR#+Q'是糖
尿病的常见并发症#亦是致盲的主要原因之一 +", ( 糖
尿病 控 制 及 并 发 症 试 验 & +)(G676=Y./7I.*(/J
Y.'O*);(7)./=MI)(*#+YYM')糖尿病干预与并发症流行
病学试验 &&O)J6').*.0R.K+)(G676=9/76IL6/7)./=(/J
Y.'O*);(7)./=#&+9Y'等多个大型临床试验证实早期血
糖控制不佳的患者#即使后续血糖控制在合理范围#仍
较早期血糖控制良好的患者更易发生包括 +Q在内的
各种并发症#因此早期血糖控制对糖尿病并发症的发
生及进展具有长期影响#这种现象称为 -代谢记
忆. +3 @̂, ( 表观遗传学是指基因在 +WS序列不变的情
况下#其表型发生可遗传的改变并能稳定地进行遗传(
表观遗传学的改变包括 +WS甲基化)组蛋白氨基酸残
基修饰和非编码 QWS( 随着研究的深入#越来越多的
证据表明染色质的改变和表观遗传学因素在代谢记忆

的建立)发展以及基因的持续表达方面发挥着关键性
作用

+> "̂", ( 由于表观遗传学改变存在潜在的可逆性#

可能为 +Q的防治提供新的有效方法 +"3, ( 高血糖所
致的线粒体活性氧增多是 +Q多种机制的始动环节(
锰超氧化物歧化酶 &'(/0(/6=6=HO6I.2)J6J)='H7(=6#
A/X8+'是一种活性蛋白酶#特异性地存在于细胞线
粒体内#其反应中心含有金属元素锰#是活性氧类有效
的清除剂#在保护视网膜免受高糖所致的氧化应激损
害方面起到非常重要的作用

+"% "̂F, ( 过氧化物酶体增
生物 激 活 受 体 %辅 助 激 活 因 子 "$& O6I.2)=.'6
OI.*)K6I(7.I,(;7)L(76J I6;6O7.I%;.(;7)L(7.I"$#ZCY,"$'
是 A/X8+的重要调节因子之一#通过辅助激活过氧
化物酶体增生物激活受体 $& O6I.2)=.'6OI.*)K6I(7.I,
(;7)L(76J I6;6O7.I$#ZZSQ,$')ZZSQ,%等核受体#调节
目的基因转录及转录后的修饰过程#广泛参与机体线
粒体生物合成)能量代谢和糖脂代谢及适应性产热等
多条代谢通路的调节#在葡萄糖和脂肪酸代谢中起重
要作用

+"? "̂4, ( 本研究中通过检测糖尿病大鼠视网膜
ZCY,"$'QWS和蛋白表达及 TT[G74"[启动子区
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+WS甲基化的改变#明确糖尿病发生和发展过程中
ZCY,"$的变化趋势#探讨其表观遗传学修饰在 +Q代
谢记忆中的作用(

:6材料与方法

:5:6材料
:5:5:6实验动物!清洁级 4 ]$ 周龄雄性 XOI(0H6,
+(P*6R&X+'大鼠 @# 只#体质量 "@# ]3## 0#购自北京维
通利华实验动物有限公司( 实验动物的饲养和使用符
合国家科学技术部颁布的0实验动物管理条例1规定(
:5:5>6主要试剂6链脲佐菌素&=7I6O7.T.7.;)/#XME')
+&ZY水&美国 X)0'(公司'*精蛋白锌胰岛素注射液
&徐州万邦生化制药有限公司 '*MI)T.*试剂) XcVQ
CI66/ ZYQ'(=76IA)2试剂盒&美国 9/L)7I.06/ 公司'*
逆转录试剂盒 &美国 ZI.'60(公司'*QWS酶抑制剂)
-=M(i 酶 &日本 M(f(I(公司'*兔抗鼠 ZCY,"$抗体)
ZB+D膜 &美国 A)**)O.I6公司'*兔抗鼠 A/X8+抗体
&美国 SG;('公司'*辣根过氧化物酶标记山羊抗兔
90C&-aU;N()/'多克隆抗体)辣根过氧化物酶标记山
羊抗兔 90C&-aU;N()/'多克隆抗体 &日本 AVU公
司'*VYS蛋白检测试剂盒)&YU反应液)高相对分子
质量预染蛋白梯度标准 &蛋白 A(If6I' &美国 MN6I'.
公司'*鼠#,(;7)/单克隆抗体&美国 X(/7(YIHT公司'*
蛋白酶抑制剂 &美国 Q.;N6公司'*甲基化 +WS检测
试剂盒)+WS纯化回收试剂盒)M载体连接试剂盒&中
国康为世纪有限公司'(
:5>6方法
:5>5:6实验分组及糖尿病大鼠模型的建立6将 @# 只
X+大鼠按照随机数字表法随机分为对照组 3# 只和糖
尿病组 4# 只( 对照组为周龄匹配的正常饲养大鼠(
糖尿病组大鼠腹腔内注射 4# '0:f0XME建立 " 型糖
尿病模型( 注射后 % J 尾静脉取血检测血糖水平#血
糖!"4[$ ''.*:U为造模成功*不达标者#以 ?# '0:f0
XME腹腔内补充注射( 糖尿病组大鼠按照随机数字表
法随机平均分为 % 个亚组"血糖控制不佳组大鼠在造
模后 F 个月中血糖控制不佳#每日接受 " 次 " ]3 单位
长效胰岛素皮下注射治疗( 血糖半控制组大鼠在造模
后持续 3 个月血糖控制不佳#每日接受 " 次 " ]3 单位
长效胰岛素皮下注射治疗*后 3 个月维持正常血糖水
平#每日接受长效胰岛素皮下注射治疗 3 次#每次 3 ]
? 单位( 血糖控制组大鼠在造模后 F 个月中均保持血
糖正常#每日接受长效胰岛素皮下注射治疗 3 次#每次
3 ]? 单位(
:5>5>6大鼠视网膜组织分离6于造模后 F 个月各组

大鼠经体积分数 %\戊巴比妥钠腹腔内注射麻醉后#

迅速摘除眼球#冰浴中在显微镜下剪除角膜#摘除晶状
体#分离出视网膜组织( @̂# w低温冰箱保存(
:5>5A6实时荧光定量 ZYQ检测各实验组大鼠视网膜
组织 ZCY,"$)X8+3 'QWS表达水平!采用 MI)T.*试
剂盒提取视网膜组织中总 QWS#测定 QWS纯度#使用
逆转录试剂盒进行 ;+WS合成#按照 3# !*体系进行
ZYQ扩增反应#引物序列见表 "( 扩增反应条件">? w

预变性 % ')/*>? w变性 "? =#?4 w退火 "? =#$3 w延伸
3# =#共 F? 个循环( 反应结束后#收集熔解曲线#以 #,
(;7)/ 作为内参基因#采用 3 &̂&Y7

法计算各目的基因的

相对表达量(

表 :6大鼠 C@FG:!)MJ;> 和 "G$2%0'引物序列

引物 引物序列&?2,%2 '

T74@"! D"YSYYSSSYYYSYSCSCSSYS
Q"CCCMYSMMMCCMCSYMYMCC

LJ(3 D"YCMYSYYCSCCSCSSCMSYYSYCS
Q"YSCYYMCSSYYMMCCSYMYYYSYS

"@)H1$% D"YYSYSYYYCYYSYYSCMMYC
Q"CCYYYCCCCSCYSMYCMY

!注"ZCY"过氧化物酶体增生物激活受体 %辅助激活因子*X8+"超氧

化物歧化酶

:5>5B6d6=76I/ G*.7法检测各实验组大鼠视网膜组织
中 ZCY,"$)A/X8+蛋白表达水平!将大鼠视网膜组
织样品剪切成小块#加入组织裂解液 &含蛋白酶抑制
剂'#超声裂解组织样品#离心取上清#VYS法测定蛋
白浓度( 进行变性聚丙烯酰胺凝胶电泳并转印至 ZB+D

膜上( 将膜浸入质量分数 ?\脱脂牛奶室温封闭 " N#分
别加入 ZCY,"$&" e" ###')A/X8+&" e" ###')#,(;7)/
&" e" ###'抗体#F w孵育过夜#MVXM漂洗#加入辣根过
氧化物酶标记 90C&-aU;N()/' &" e? ###'#室温孵育
" N#MVXM漂洗( &YU显影#定影#以 #,(;7)/ 作为内
参#采用9'(06̀ 软件处理系统分别检测内参和目的蛋

白条带的灰度值#计算各目的蛋白相对表达量(
:5>5E6亚硫酸氢钠测序法检测 TT[G748[启动子区
+WS甲基化状态!根据基因序列信息#使用 ZI)'6I? 软
件设计 TT[G748[基因启动子区引物并合成引物"上游
引物为 ?2,CCCSCSSSSSSSSCSSMMMMSMCC,%2*下游
引物为 ?2,SYYMYYYMMYMYYMSMSYSSYMMSYM,%2( 采
用 +WS提取试剂盒提取各组视网膜样品 +WS#参照甲
基化 +WS检测试剂盒说明书对 TT[G748[启动子区
+WS进行修饰#ZYQ扩增#使用 +WS纯化回收试剂盒
纯化产物后#根据 M载体连接试剂盒说明书建立连接
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体系#连接转化后行菌落鉴定#挑取阳性克隆提取
+WS并测序(

使用 A&M-ZQ9A&Q在线软件分析#选取 YOC岛
评判标准"CY含量&YC\'大于 ??\#实际 YOC位点
与理论 YOC位点的比值 & 8G=YOC:&2OYOC' 大于
#[4?#片段长度至少为 ?## GO( 选取 TT[G748[起始
位点上游约 ?## GO 区域进行 YOC位点甲基化状态的
检测( 在该段序列中#共 4 个 YOC位点#分别为 ?̂3>)
F̂$$) %̂34) 3̂"?) "̂@4) "̂$@ GO#编号为 " ]4&图 3'(
检测各实验组大鼠视网膜组织中该 4 个 YOC双核苷
酸位点的甲基化状态( 各实验组大鼠视网膜组织中
TT[G748[启动子区甲基化水平用发生甲基化的 YOC
位点数占所有被检测的 YOC位点数的百分比表示(
:5A6统计学方法

采用 XZXX 3#5# 统计学软件进行统计分析( 本研
究中各检测数据经单样本 h.*'.0.I.L,X')I/.L检验证
实呈正态分布#以 Bx/表示( 各组数据方差齐性#各组
数据的比较采用单因素方差分析#组间两两比较采用
XWh,W检验( 血糖半控制组大鼠血糖控制前后的血
糖)体质量的比较采用配对 1检验( Tu#[#? 为差异有
统计学意义(

>6结果

>5:6各组大鼠一般情况比较
对照组大鼠饮食)饮水及尿量正常#毛色柔顺有光

泽*各糖尿病大鼠成模后逐渐出现多饮)多食)多尿#毛
色枯黄无光泽#精神萎靡*血糖控制组大鼠接受胰岛素
治疗后多饮)多食)多尿症状明显减轻#接近对照组大
鼠*血糖半控制组大鼠血糖控制后#饮食量)饮水量)尿
量与血糖控制前比较无明显改变(
>5>6各组大鼠体质量)血糖比较

对照组大鼠体质量逐渐增加*血糖控制组大鼠接
受胰岛素治疗后体质量逐渐增加*血糖半控制组大鼠
早期未控制血糖时体质量增加缓慢或下降#造模后 3
个月体质量为&%%"[##x%3[@#'0#于造模后第 % 个月
开始接受胰岛素治疗后体质量有所增加#造模后 F 个
月体质量为&F#?[4%x?F[">'0#血糖控制前后体质量
比较#差异有统计学意义&Tt#[###'( 各组大鼠造模
后 F 个月体质量总体比较差异有统计学意义 &^t
?F[3?%#Tt#[###'*其中对照组大鼠体质量明显高于
血糖控制不佳组)血糖半控制组和血糖控制组#差异均
有统计学意义&均 Tt#[###'&表 3'(

各组造模后 F 个月血糖总体比较差异有统计学意
义& t̂F?4[%3F#Tt#[###'*其中血糖控制不佳组血

糖水平显著高于对照组#差异有统计学意义 &Tt
#[###'&表 3'( 血糖半控制组大鼠血糖控制前后血糖
值分别为&34[?Fx"[>>'''.*:U和&4["%x%[%>'''.*:U#
差异有统计学意义&Tt#[###'(

表 >6各组大鼠造模后 B 个月体质量和血糖值比较&!N"'

组别 样本量 体质量&0' 血糖值&''.*:U'

对照组 3# ?>#[4#xF4["" ?[4$x#[33

血糖控制不佳组 3# %"4[3?x?%[$>( 3@[#3x"[$4(

血糖半控制组 3# F#?[4%x?F[">( 4["%x%[%>

血糖控制组 3# F$@["%x?%[#3( ?[4%x"["F
^值 ?F[3?% F?4[%3F
T值 #[### #[###

!注"与对照组比较#(Tu#[#?&单因素方差分析#XWh,W检验'

>5A 6各实验组大鼠视网膜组织中 ZCY,"$) X8+3
'QWS表达水平比较

各组大鼠视网膜中 ZCY,"$'QWS相对表达量总
体比较#差异有统计学意义 &^tF?[%?%#Tt#[###'*
其中血糖控制不佳组)血糖半控制组和血糖控制组大
鼠视网膜中 ZCY,"$'QWS相对表达量显著低于对照
组#血糖控制组大鼠视网膜 ZCY,"$'QWS相对表达
量明显高于血糖控制不佳组#差异有统计学意义&Tt
#[##3'&表 %'(

各组大鼠视网膜中 X8+3 'QWS相对表达量总体
比较#差异有统计学意义 &^t3@[#>@#Tt#[###'*其
中血糖控制组)血糖半控制组和血糖控制不佳组大鼠
视网膜中 X8+3 'QWS相对表达量显著高于对照组#
差异均有统计学意义&Tt#[##4)#[###)#[###'#血糖控
制组大鼠视网膜中 X8+3 'QWS相对表达量显著低于
血糖控制不佳组#差异有统计学意义&Tt#[##"'&表 %'(

表 A6各组大鼠视网膜中 C@FG:!和
MJ;> &DO5相对表达量比较&!N"'

组别 样本量
ZCY,"$'QWS

相对表达量

X8+3 'QWS

相对表达量

对照组 ? "[##x#[## "[##x#[##

血糖控制不佳组 ? #[#Fx#[#3( "[F@x#[#4(

血糖半控制组 ? #[33x#[#?( "[%>x#[#F(

血糖控制组 ? #[FFx#[3"(G "[3"x#["3(G

^值 F?[%?% 3@[#>@
T值 #[### #[###

!注"与对照组比较#(Tu#[#?*与血糖控制不佳组比较#GTu#[#?&单因

素方差分析#XWh,W检验'!ZCY"过氧化物酶体增生物激活受体 %辅助

激活因子*X8+"超氧化物歧化酶

>5B6各组大鼠视网膜组织中 ZCY,"$)A/X8+蛋白表
达水平
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各组大鼠视网膜组织中 ZCY,"$蛋白和 A/X8+
蛋白表达量的总体比较# 差异均有统计学意义
&ZCY,"$"^t"4[@$$#Tt#[##"*A/X8+"^t>[F4@#
Tt#[##?'*其中血糖控制不佳组)血糖半控制组和血
糖控制组大鼠视网膜中ZCY,"$蛋白和 A/X8+蛋白相
对表达量显著低于对照组#血糖控制组大鼠视网膜中
ZCY,"$蛋白相对表达量显著高于血糖控制不佳组#差
异均有统计学意义&均Tu#[#?'&图 "#表 F'(
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图 :6各组大鼠视网膜组织中 C@FG:!和 <'MJ;蛋白表达电泳图
!ZCY"过氧化物酶体增生物激活受体 %辅助激活因子*A/X8+"锰
超氧化物歧化酶

!

表 B6各组大鼠视网膜组织中 C@FG:!)
<'MJ;蛋白表达水平比较&!N"'

组别 样本量 ZCY,"$蛋白 A/X8+蛋白

对照组 ? "[3$x#[%> 3[F#x#[F$

血糖控制不佳组 ? #["@x#[#>( "[%?x#[3$(

血糖半控制组 ? #[3#x#["#( "[3Fx#[""(

血糖控制组 ? #[4?x#["%(G "[4"x#[3#(

^值 "4[@$$ >[F4@

T值 #[##" #[##?

!注"与对照组比较#(Tu#[#?*与血糖控制不佳组比较#GTu#[#?&单因

素方差分析#XWh,W检验'!ZCY"过氧化物酶体增生物激活受体 %辅助

激活因子*A/X8+"锰超氧化物歧化酶

>5E6各组大鼠视网膜组织中 TT[G74"[启动子区甲
基化状态

与对照组相比#TT[G74"[启动子区 ?̂3>) F̂$$)
%̂34) 3̂"?) "̂@4) "̂$@ 位点 YOC甲基化比例增加

&图 3'(
对照组)血糖控制不佳组)血糖半控制组和血糖控

制组大鼠视网膜组织中 TT[G748[启动子区 +WS甲
基化水平总体比较#差异有统计学意义& t̂F[3"4#Tt
#[#%#'( 与对照组相比#血糖控制组大鼠视网膜组织
中TT[G748[启动子区+WS甲基化的水平升高#但差
异无统计学意义&Tt#[%F>'*血糖控制不佳组)血糖
半控制组大鼠视网膜组织中 TT[G748[启动子区
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图 >600$%&'($基因各 F,@检测位点甲基化比例!S"各 YOC检
测位点示意图!V"各组不同 YOC检测位点的甲基化比例!每个
YOC位点甲基化比例以柱状图表示#黑色代表非甲基化比例#白色
代表甲基化比例

!

+WS甲基化的水平较对照组明显升高#差异均有统计
学意义&Tt#[##@)#[#%"'*血糖控制组 TT[G74"[启
动子区 +WS甲基化#水平较血糖控制不佳组低#差异
有统计学意义&Tt#[#%%'*血糖控制不佳组与血糖半
控制组启动子区 +WS甲基化的水平比较#差异无统计
学意义&Tv#[#?'&表 ?'(

表 E6各组大鼠视网膜 00$%&'($
启动子区 ;O5甲基化水平比较&!)"'

组别 样本量 甲基化程度&\'

对照组 ? %#[>%x?[##

血糖控制不佳组 ? F3[F@x$[#4(

血糖半控制组 ? %>[%Fx%[43(

血糖控制组 ? %F[F?x3[%#G

^值 F[3"4
T值 #[#%#

!注"与对照组比较#(Tu#[#?*与血糖控制不佳组比较#GTu#[#?&单因

素方差分析#XWh,W检验'

A6讨论

氧化应激是糖尿病并发症发病机制中的重要因

素#在 +Q的发生中发挥关键性作用( 线粒体是糖类)
脂肪和氨基酸最终氧化释放能量的场所#也是活性氧
簇&I6(;7)L6.2R06/ =O6;)6=#Q8X'最主要的来源( 线粒
体的动态变化参与糖尿病及其并发症的病理生理学改

变#其数目的减少)功能的受损和形态的改变与糖尿病
及其并发症的发生密切相关

+"$, (
ZCY,"$通过对于线粒体融合蛋白 "&')7.;N./JI)(*
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KH=)./ OI.76)/ "#AK/" ')AK/3) " 型视神经萎缩蛋白
&.O7);(7I.ONROI.76)/ "# 8O(*') 动 力 相 关 蛋 白 "
&JR/(');I6*(76J OI.76)/ "#+IO"')线粒体分裂蛋白 "
&')7.;N./JI)(*K)==)./ OI.76)/ "#D)=*'的调控#影响线粒
体形态( 此外#ZCY,"$可维持线粒体膜电位稳定#增
加线粒体基因表达及线粒体自身复制增生#促进能量
产生#诱导线粒体抗氧化应激防御系统生成来对抗线
粒体氧化应激#具有增强细胞功能及抗凋亡的作用(

本研究结果显示#血糖控制不佳组)血糖半控制组
大鼠视网膜组织中 ZCY,"$'QWS含量明显降低#且
二者间差异无统计学意义#说明早期血糖控制不佳
的糖尿病大鼠#后续血糖控制达标后其视网膜中
ZCY,"$'QWS含量仍降低#即糖尿病大鼠视网膜中
ZCY,"$'QWS含量的改变具有代谢记忆的特征(

A/X8+是线粒体内 Q8X 有效的清除剂( 多个研
究已经表明 ZCY,"$能促进多种 Q8X 清除酶的表达(
最初的研究表明#在肌肉细胞中异位表达 ZCY,"$能
增加 A/X8+和谷胱甘肽过氧化物酶 & 0*H7(7N)./6
O6I.2)J(=6#CZb"'的表达#促进过氧化物的清除( 此
后#又有研究报道了ZCY,"$能调控多个Q8X 清除酶#
包括各种位于线粒体)细胞质以及过氧化物酶体中的
Q8X 清除酶 +"@ 3̂#, ( 这些研究结果均同时提示了在细
胞中过表达 ZCY,"$能增强氧化应激损伤时细胞的存
活能力#而抑制 ZCY,"$表达会使得细胞更难以抵抗
氧化应激损伤( 本研究结果显示#糖尿病大鼠视网膜
中 ZCY,"$和 A/X8+蛋白的表达降低#且二者变化趋
势一致#提示 ZCY,"$可能做为 A/X8+的上游调节因
子#通过对线粒体功能形态的调节#在氧化应激中发挥
作用#促进+Q的发生( 本研究中发现 X8+3 'QWS表
达增加而 A/X8+蛋白表达降低#其原因可能在于一
方面 Q8X 的增加导致 A/X8+的消耗增加#反馈性上
调 X8+3 'QWS的表达#另一方面 ZCY,"$除了作为辅
激活因子外#可能在转录后加工的过程中起到作用(

表观遗传学改变中 +WS甲基化是指在 +WS甲基
转移酶 &+WS'67NR*7I(/=K6I(=6#+WAM'的催化下#以
X,腺苷甲硫氨酸&X,(J6/.=R*'67N)./)/6#XSA'为甲基供
体#将甲基转移到特定碱基上的过程( 在哺乳动物中#
+WS甲基化主要发生在 ?2,YOC,%2的 Y碱基上#生成
?,甲基胞嘧啶&?'Y'( 特定基因甲基化水平的增加可
以抑制该基因的表达

+3" 3̂3, ( L(/ -6;f6等 +3%,
报道 +Q

患者外周血中 XSA水平降低#提示 +Q患者可能存在
+WS或组蛋白的甲基化( YN6/ 等 +3F,

测定 &+9Y受试
者全血及单核细胞甲基化水平#全血出现 "?% 个位点
低甲基化#33? 个位点高甲基化#单核细胞出现 "?? 个

位点低甲基化#3F$ 个位点高甲基化#其中包括与高糖血
症以及其并发症相关的硫氧还原蛋白相互作用蛋白(

ZCY,"$由 TT[G748[编码#TT[G748[启动子区
的 YOC甲基化可影响 3 型糖尿病患者和 3 型糖尿病
高风险患病人群胰岛 #细胞胰岛素的分泌及肝脏和
骨骼肌等胰岛素反应性组织对于胰岛素的敏感

性
+3? %̂#, ( 孕期高血糖可造成胎盘组织中与褐色脂肪

相关的 TG(S8D),ST:)4Q,TC 和 TT[G748[基因甲
基化水平升高#进而介导脐带血瘦素水平升高 +%", (

YOC可以 3 种形式存在#一种是分散于 +WS中#
另一种是 YOC结构高度集中的 YOC岛( YOC岛一般
位于基因的启动子区#有时还包括基因 ?2端的外显子
和内含子中( 健康人基因组 YOC岛中 YOC位点通常
处于非甲基化状态#而在 YOC岛以外的 YOC位点则是
甲基化的( 通过 +WS甲基化预测#本研究中选取
TT[G74"[起始位点上游约 ?## GO 区域内 ?̂3>)
F̂$$) %̂34) 3̂"?) "̂@4 和 "̂$@ 共 4 个 YOC位点#对
各实验组大鼠视网膜组织中 TT[G74"[启动子区甲
基化状态进行检测#结果显示糖尿病大鼠视网膜组织
中 TT[G74"[启动子区 +WS甲基化水平升高( 血糖
控制不佳组) 血糖半控制组大鼠视网膜组织中
TT[G74"[启动子区 +WS甲基化的水平较对照组明
显升高#差异有统计学意义( 结合大鼠视网膜 ZCY,"$
基因及蛋白表达变化趋势#分析糖尿病大鼠视网膜组
织中 TT[G748[启动子区 +WS甲基化水平升高可能
是 ZCY,"$'QWS和蛋白的表达受抑制和代谢记忆形
成的原因(

综上所述#本研究证实糖尿病可导致大鼠视网膜
组织中 ZCY,"$基因和蛋白表达下降#且糖尿病大鼠
视网膜中 ZCY,"$表达的改变存在代谢记忆现象(
TT[G748[启动子区 +WS甲基化水平的增加可能与
ZCY,"$表达受到抑制以及代谢记忆相关(
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