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!!$摘要%!背景!研究发现糖尿病性视网膜神经病变的发生早于糖尿病视网膜病变(3?)#视网膜神经节

细胞(?QP9)的损伤是 3?的早期特征性改变' 研究表明#_,**样受体 %(_J?%)在糖尿病大鼠视网膜中呈高

表达#但 _J?% 与糖尿病性 ?QP9损伤的关系尚不明确'!目的!研究高糖对原代培养的大鼠 ?QP9中 _J?%

表达的影响#为糖尿病性视网膜神经病变的预防和治疗以及靶向药物研究提供依据'!方法!采用木瓜蛋白

酶消化法从出生后 / ]" F 的 OWY级大鼠视网膜中分离 ?QP9并进行纯化培养#采用免疫荧光技术检测 ?QP9

特异性标志物 [-:"(的表达以鉴定培养的细胞' 将培养的细胞分为正常对照组及 /#&;#&"# '',*7J葡萄糖

组#分别于不同浓度葡萄糖培养后 ;% G 及 %$ G 收集细胞#分别采用实时荧光定量 WP?法和 VB9CB-: A*,C法测

定 ?QP9中 _J?% '?@Z及其蛋白的相对表达量'!结果!细胞接种后贴壁生长并呈近圆形#纯化培养后 ;% G

细胞体积逐渐增大且呈聚集样岛状生长#可见突触和轴突' 培养的细胞中 [-:"(为阳性表达' 葡萄糖培养后

;% G 岛样细胞群周边细胞轮廓不清#反光弱#葡萄糖培养后 %$ G 部分细胞内结构消失#仅残留细胞轮廓#可见

大量细胞碎片' 细胞培养后 ;% G#/#&;# 和 "# '',*7J葡萄糖组 ?QP9中 _J?% '?@Z相对表达量分别为

# <̂%=l# ;̂"6&/ /̂$#l# /̂<" 和 # $̂;6l# ;̂/"#培养后 %$ G 分别为 / =̂#<l# %̂;;&; %̂""l# 0̂/6 和 / %̂"=l# %̂/##

均明显高于正常对照组的 # 0̂##l# #̂<< 和 # 6̂;%l# "̂#;#差异均有统计学意义 (均 Jk# #̂/)' 细胞培养后

;% G#/#&;# 和 "# '',*7J葡萄糖组 ?QP9中 _J?% 蛋白相对表达量分别为 # %̂%;l# /̂%6&# 0̂;0l# /̂;$ 和

# "̂"#l# /̂="#培养后 %$ G 分别为 # %̂0%l# /̂;/&# <̂"#l# %̂%/ 和 # "̂<%l# /̂=$#均明显高于正常对照组的

# #̂<#l# #̂=#和 # #̂<%l# #̂6##差异均有统计学意义(均 Jk# #̂/)'!结论!高糖环境下大量体外培养的 ?QP9细胞内

结构消失#同时细胞中 _J?% 表达量上调#提示 ?QP9中 _J?% 的过量表达可能与高糖诱导的 ?QP9损伤有关'!

$关键词%!糖尿病视网膜病变* 视网膜神经节细胞7病理* 细胞死亡* _,**样受体 %* 细胞培养* 葡萄

糖7应用和剂量* 大鼠
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H-,CB): ): CGB2B**9MB-BFBCB2CBF AE-B(*>C)'BL*D,-B92B:2BeD(:C)C(C)KBWP?(:F VB9CB-: A*,C(:(*E9)9): ;% (:F %$

G,D-9(LCB-(FFC),: ,LI*D2,9B1Z**H-,2BFD-B9HB-L,-'BF ): 9CDF)B9MB-B): (22,-F(:2BM)CG CGBZ99,2)(C),: L,-

@(C),:(*5:9C)CDCB9,LRB(*CG (@5R) OC(CB'B:CL,-CGBP(-B(:F f9B,LJ(A,-(C,-EZ:)'(*9-B2,''B:F(C),:91_GB

H-,C,2,*M(9(HH-,KBF AECGB&CG)29P,'')CCBB,L?B:'): R,9H)C(*,LVDG(: f:)KB-9)CE1&KB-EBLL,-CM(9'(FBC,

'):)')cB(:)'(*F)92,'L,-C(:F 9C-B991!:+*1(,*!_GB:,-'(*2B**9I-BMMB**M)CG CGB9G(HB,L:B(--,D:F:B99(LCB-

):,2D*(C,:1_GB2B**9MB-BI-(FD(**EB:*(-IBF (:F 2*D9CB-BF M)CG ,AK),D9(+,:9(:F FB:F-)CB9;% G,D-9(LCB-HD-)LE):I1

[-:"(9G,MBF CGBH,9)C)KBB+H-B99),: ): 2D*CD-BF 2B**91ZC;% G,D-9(:F %$ G,D-9(LCB-I*D2,9B2D*CD-B#CGB2B**

9C-D2CD-B9MB-BI-(FD(**E):K)9)A*B): ',9C2B**91_GBB+H-B99),:9,L_J?% '?@Z): CGB2B**9MB-B# <̂%=l# ;̂"6#

/ /̂$#l# /̂<" (:F # $̂;6l# ;̂/" (C;% G,D-9(:F / =̂#<l# %̂;;#; %̂""l# 0̂/6 (:F / %̂"=l# %̂/# (C%$ G,D-9(LCB-

2D*CD-B): CGB/##;# (:F "# '',*7JI*D2,9BI-,DH9#-B9HB2C)KB*E#MG)2G MB-B9)I:)L)2(:C*EG)IGB-CG(: # 0̂##l# #̂<<

(:F # 6̂;%l# "̂#; ): CGB:,-'(*2,:C-,*I-,DH ((**(CJk# #̂/)1_GBB+H-B99),:9,L_J?% H-,CB): ): CGB2B**9MB-B

# %̂%;l# /̂%6## 0̂;0l# /̂;$ (:F # "̂"#l# /̂=" (C;% G,D-9(:F # %̂0%l# /̂;/## <̂"#l# %̂%/ (:F # "̂<%l# /̂=$ (C

%$ G,D-9(LCB-2D*CD-B): CGB/##;# (:F "# '',*7JI*D2,9BI-,DH9#-B9HB2C)KB*E#MG)2G MB-B9)I:)L)2(:C*EG)IGB-CG(:

# #̂<#l# #̂=# (:F # #̂<%l# #̂6# ): CGB:,-'(*2,:C-,*I-,DH ((**(CJk# #̂/)1!J)%'(1*$)%*!Z*(-IB:D'AB-,L

?QP9F)B): (G)IG>I*D2,9BB:K)-,:'B:C"' 4"6&%#'B(:MG)*B#CGBB+H-B99),: ,L_J?% DH>-BID*(CB9): CGB2B**9#

):F)2(C):ICG(C_J?% '(EABH(-C)2)H(CB): CGBF('(IB,L?QP9):FD2BF AEG)IG I*D2,9B1!

!6+# 7)2-*"5 3)(ABC)2-BC):,H(CGE* ?BC):(*I(:I*),: 2B**97H(CG,*,IE* PB**FB(CG* _,**>*)NB-B2BHC,-%*

PB**9# 2D*CD-BF* Q*D2,9B7(F'):)9C-(C),: sF,9(IB* ?(C9

K1%-32)&2"." @(C),:(*@(CD-(*O2)B:2BY,D:F(C),: ,LPG):(($/0##6;;)* P*):)2(*?B9B(-2G PB:CB-W-,8B2C

,LRDAB)W-,K):2B,LPG):((Sg%3#")

!!糖尿病视网膜病变( F)(ABC)2-BC):,H(CGE#3?)是世
界范围内 =# 岁以上人群的主要致盲眼病#严重影响糖
尿病患者的生存质量#加重社会经济负担' 长期以来#

对于 3?的研究多着重于视网膜微血管病变#并形成
了相对完善的诊疗方案

+/, ' 曾有研究表明糖尿病性
视网膜神经病变的发生早于糖尿病视网膜微血管病

变
+;\%, #视网膜神经节细胞 ( -BC):(*I(:I*),: 2B**9#

?QP9)的功能和形态异常是糖尿病性视网膜神经病变
的早期表现

+=\6, #但其机制尚未完全明了' 研究表明#

高糖可诱导体外培养的 ?QP9凋亡 +$\/#, #而 _,**样受
体 %(_,***)NB-B2BHC,-%#_J?%)也被证实与视网膜缺
血\再灌注损伤所致的 ?QP9凋亡有关 +//, #而高糖诱
导的 ?QP9凋亡是否与 _J?% 通路有关有待研究' 本
研究中观察高糖培养的 ?QP9中 _J?% 的表达变化#为
探讨糖尿病患者 ?QP9的损伤机制和 3?的防治靶点
提供实验依据'

85材料与方法

8185材料
818185实验动物5出生后 / ]" F OWY级 O3大鼠+武
汉大学实验动物中心提供#质量合格证" OPga(鄂)
;#/%>###%,#雌雄不限' 实验动物的饲养和使用遵循
美国 @5R的0实验动物管理及使用指南1'
8181;5主要试剂及仪器53X3X7Y/; 培养基&胎牛

血清(LBC(*A,K):B9B-D'#Y[O)(美国 Q)A2,公司)*=>氟
尿嘧啶(=>L*D,-,D-(2)*#=>Yf)&尿苷&3>葡萄糖&牛血清
白蛋白( A,K):B9B-D'(*AD'):#[OZ)&左旋谷氨酸&多
聚赖氨酸 (美国 O)I'(公司 )*木瓜蛋白酶 (美国
V,-CG):IC,: [),2GB')2(*公司)*_-)c,*(美国 5:K)C-,IB:

公司)*逆转录试剂盒&Od[?Q-BB: WP?试剂盒(日本
_(N(-(公司)*兔抗鼠 _J?% 一抗 ([Z/6/6#武汉博士
德生物公司 )*兔抗鼠 QZW3R一抗 ((A"6/0$#美国
ZA2('公司)*辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗
(aWJ#6%>/=#0#美国 aWJ公司)*山羊抗鼠 [-:"(一
抗(92>"/<$%#美国 O(:C(P-Dc公司)*PE" 标记驴抗山
羊二抗 ( Z#=#;#上海 [BE,C)'B公司 )* 3ZW5(上海
[),9G(-H 公司 )' 生物安全柜&细胞培养箱 (美国
_GB-',Y,-'(公司)*实时荧光定量 WP?仪&梯度 WP?

仪(美国 Z[5公司)*核酸蛋白检测仪(美国 [B2N'(:

公司)'
81;5大鼠 ?QP9的培养及鉴定
81;185大鼠 ?QP9的分离及培养!参照文献+<\/##
/;,中的方法分离大鼠 ?QP9' O3大鼠经体积分数
6=U乙醇消毒处理后颈椎脱臼法处死#无菌显微无齿
镊钝性分离眼球#置于无菌 W[O 中漂洗去除血渍并转
移至完全 3X&X7Y/; 中#解剖显微镜下用维纳斯剪沿
角巩膜缘剪除角膜及眼前段组织#用显微有齿镊分离
完整视网膜神经上皮层#转移至温育酶解液中#置于细
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胞培养箱酶解 ;# '):' 然后弃上清#完全 3X&X7Y/;
漂洗 " 次#加入完全3X&X7Y/;#用玻璃试管轻轻吹打
视网膜约 =# 次制备细胞悬液#用锥虫蓝染色法评估细
胞活力#%## 目筛网过滤#用血细胞计数板进行细胞计
数#用完全3X&X7Y/; 将细胞悬液密度调整至 /#n/#0 ]
;#n/#0 7'*#接种至 0 孔板#每孔 ; '*#于倒置电子显微
镜下观察各孔细胞浓度及贴壁情况' 置于 "6 m&体积
分数 =U P4;培养箱中原代培养 ;% G' 取出 0 孔板#观
察细胞生长及贴壁情况' =>Yf和尿苷混合储备液稀
释 /# 倍加入培养液#每孔 ;## #*#置于 "6 m&=UP4;

培养箱中培养 ;% G' 取出 0 孔板#观察细胞呈长条状
局部融合状态后弃去原培养基#"6 m条件下 W[O 轻柔
漂洗贴壁细胞#弃去 W[O#加入无糖完全 3X&X7Y/;#
置于 "6 m&=U P4;培养箱中培养'
81;1;5免疫荧光法检测细胞中 [-:" 的表达以鉴定培
养的大鼠 ?QP9!细胞培养后 6; G 于超净工作台内#
弃去原培养基#用预冷 W[O 洗 " 次#每次 = '):' 质量
分数 %U多聚甲醛固定 "# '):#W[O 洗 " 次#每次
= '):' 加 / '*破膜工作液#室温下孵育 /# '):#W[O
洗 " 次#每次 = '):' 滴加体积分数 "U过氧化氢溶液
/ '*#室温下避光孵育 ;# '):#弃 "U过氧化氢溶液#加
W[O(HR61%)在脱色摇床上晃动洗涤 " 次#每次= '):'
晾干后滴加一抗 [-:"((/ =̀##用质量分数 =U[OZ稀
释)=## #*覆盖贴壁细胞#% m孵育过夜' 加 W[O( HR
61%)在脱色摇床上晃动洗涤 " 次#每次 = '):' 晾干后
加 PE" 标记的驴抗山羊二抗(/ =̀##用 =U[OZ稀释)
/ '*覆盖贴壁细胞#室温下孵育 =# '):' W[O 洗 " 次#
每次 = '):' 加入非特异性 3ZW5/ '*#室温下孵育
= '):' W[O 漂洗 " 次#每次 = '):' 滴加适量的抗荧光
淬灭剂#荧光显微镜下观察' 实验设置 ; 个复孔#重复
" 次'
81;1=5高糖模型的建立及实验分组5原代培养的
?QP9连续培养 %$ G 时换液并分为不同浓度葡萄糖组
和正常对照组' 正常对照组培养液中不加葡萄糖#葡
萄糖组培养液中葡萄糖浓度分别为 /#&;# 和 "# '',*7J#
分别于培养后 ;% G 和 %$ G#观察贴壁细胞状态'
81;1>5实时荧光定量 WP?法检测各组 ?QP9中 _J?%
'?@Z的表达! (/)细胞总 ?@Z的提取!分别于培
养后 #&;% 和 %$ G 收集各组细胞#弃去原培养基#W[O
漂洗 / 次' 每孔加入 _-)c,*$## #*#无 ?@Z酶枪头吹
打数次' 室温下放置 /= '):' 加入氯仿#每孔 /0# #*#
剧烈振荡 /= 9#室温下放置 /= '):#转移至 &W管中#
% m条件下 /; ###n( 离心 /= '):' 样品分为底层的黄
色有机相&上层的无色水相和中间层' 将水相转移到

新 &W管中#每管加入异丙醇 # ;̂= '*#室温下放置
/# '):' % m条件下 /; ###n( 离心 /# '):#离心后见管
底出现胶状沉淀#移去上清#每管加入 6=U乙醇 / '*#
% m条件下 /; ###n( 离心 /# '):#弃上清' 室温放置
待 ?@Z沉淀干燥后每管加入 3&WP水 /# #*#用无酶
枪头吹打数次#== ]0# m放置 /# '): 使 ?@Z溶解'
(;)?@Z的纯度检测!用 6=0 型紫外分光光度计测定
波长为 ;0# :'和 ;$# :'处的吸光度(H)#H;0# 7H;$#值

在 /1$ ];1# 表明所提取的 ?@Z蛋白污染少#纯度较
高#可用于后续的逆转录反应' (")逆转录反应!按
照逆转录试剂盒说明将提取的总 ?@Z进行去除基因
组 3@Z反应及逆转录反应#生成 23@Z' ( % ) Od[?
Q-BB: 荧光定量 WP?检测引物序列!应用 Z[56=##
(美国应用生物系统公司)进行 WP?反应#反应体系为
;# #*' WP?反应程序"<= m预变性 "# 9*<= m变性= 9#
0# m退火 %# 9#进行 %# 个循环' 在每个循环延伸步骤
收集荧光信号#反应结束后根据测得样品的循环阈值
(PC值)#以 QZW3R作为内参照#采用 ;\))PC

法分析目

的基因的相对表达量' 实验设置 ; 个复孔#重复 = 次'
各基因引物序列见表 /'

表 85引物序列

引物名称 引物信息 引物序列(=3>"3 )
产物大小

( AH)

_J?%
_J?%

@X#/</6$ Y"_QQPZ_PZ_P__PZ__Q_PP
?"PZQZQPZ__Q_PP_PPP

//=

QZW3R
QZW3R

@X#/6##$1% Y"__PP_ZPPPPPZZ_Q_Z_PPQ
?"PZ_QZQQ_PPZPPZPPP_Q__

;$/

!注"_J?"_,**样受体

81;1?5VB9CB-: A*,C法检测 _J?% 蛋白的表达水平!
(/)细胞总蛋白的提取!分别于培养后 #&;% 和 %$ G
用 _[O 缓冲液润洗贴壁细胞 ; ]" 次#吸干残留液'
加入适量细胞总蛋白提取试剂(使用前数分钟内加入
蛋白酶抑制剂)于培养板裂解 " ]= '):#晃动培养板使
试剂与细胞充分接触' 用细胞刮刀将细胞及试剂刮下
并收集到 / =̂ '*离心管中' 冰水浴 "# '):#期间用枪头
反复吹打#确保细胞完全裂解' % m条件下 /; ### -7'):
离心 = '):#收集上清' (;)蛋白浓度定量!使用 [PZ
蛋白质浓度测定试剂盒测定样品蛋白浓度' (") O3O>
WZQ&电泳!分别取各组蛋白 %# 'I#加入适量 = 倍蛋
白上样缓冲液#<= ]/## m沸水浴 = '):' 将样品加入
聚丙烯酰胺凝胶点样孔中' 按浓缩胶 $# T&分离胶
/;# T进行恒压电泳#至溴酚蓝到达胶板下沿' (%)转
膜及抗体孵育!;## 'Z恒流转膜 ; =̂ G#将蛋白转印
至 WT3Y膜' _[O_洗膜 " 次#每次 = '):*将转好的膜
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置于质量分数 =U脱脂奶粉中封闭 / G' 除去封闭液#
用一抗稀释液稀释一抗(QZW3R/ /̀# ####_J?% / =̀##)#
将膜完全浸入一抗内 % m过夜' 回收一抗#用 _[O_
洗膜 " 次#每次 = '):' _[O_稀释二抗(/ /̀# ###)#与
膜共同置于培养皿中#室温下振荡孵育 "# '):#_[O_
室温下振荡洗膜 % 次#每次 = '):' (=)化学发光检测
并分析!滴加新鲜配制的 &PJ混合液到膜的蛋白面
侧#暗室中曝光' 根据不同的光强度调整曝光条件#显
影&定影' 将胶片进行扫描存档#Z*HG(&(9BYP软件处
理系统分析目标条带的吸光度(H)值' _J?% 蛋白相
对表达量j_J?% H_J?% 7HQZW3R' 实验设置 ; 个复孔#
重复 " 次'
81=5统计学方法

采用 OWOO ;#1# 统计学软件 (美国 5[X OWOO 公
司)进行统计分析' 本研究测量指标的数据资料经
OG(H)-,>V)*N 检验呈正态分布#以 Cl5表示#组间均数
经 JBKB:B检验证实方差齐' 采用均衡分组两因素干
预多水平研究设计#正常对照组及 /#&;#&"# '',*7J

葡萄糖组细胞培养后 ;% G 和 %$ G ?QP9中 _J?%
'?@Z及其蛋白相对表达量的总体差异比较采用两因
素方差分析#组间多重比较采用 JO3>6检验' 检验水
准 !j# #̂='

;5结果

;185培养细胞的形态特征及鉴定
细胞接种后大部分贴壁#细胞呈近圆形#; 个细胞

之间间隔 ; ]" 个细胞#偶见细胞突触' 培养后 ;% G
细胞体积增大#一端有钝圆形突起#可见细胞聚集生长
呈孤岛状' 细胞纯化培养后 ;% G 可见多数细胞聚集
生长且相互融合#各孤岛间相互连接#呈岛桥样分布#
轮廓清晰#可见突触和轴突' 用葡萄糖培养后 ;% G#岛
样细胞群的周边细胞轮廓不清#可见少量细胞碎片'
用葡萄糖培养后 %$ G#岛样细胞群中的周边细胞消失
仅残留轮廓#可见大量细胞碎片(图 /)' 免疫荧光染
色结果显示#培养的细胞细胞核呈蓝色荧光#[-:"(呈
红色荧光(图 ;)'

1C 1D

1E

1B1A

2C2B2A

50μm 50μm 50μm 50μm

50μm 50μm 50μm 50μm

图 85原代培养的:RJ*细胞形态(n%###标尺j=# #')!Zm细胞接种后立即观察可见大部分细胞贴壁#细胞呈近圆形![m细胞培养后 ;% G 体积
增大#部分细胞一端有钝圆形突起!Pm纯化培养后 ;% G 细胞相互融合#呈岛桥样分布#可见突触和轴突结构!3m;# '',*7J葡萄糖培养后 %$ G 岛
样细胞群周边细胞轮廓不清#反光弱!&m"# '',*7J葡萄糖培养后 %$ G#岛样细胞群的周边细胞反光消失#仅残留细胞轮廓#可见大量细胞碎片!
图 ;5原代培养 :RJ*的免疫学鉴定(n;###标尺j=# #')!Zm3ZW5染色可见培养细胞的细胞核呈蓝色荧光![m培养的细胞中 [-:"(为阳性表
达#呈红色荧光!Pm图 Z和图 [的融合图#可见大部分细胞呈红蓝双色着染
!

;1;5各组细胞中 _J?% '?@Z的表达
正常对照组及 /#&;#&"# '',*7J葡萄糖组细胞培

养后 ;% G 和 %$ G#?QP9中 _J?% '?@Z相对表达量的
总体比较差异有统计学意义 ( I时间 j%= <̂/%# Jj
# #̂##*I分组 j;= #̂###Jj# #̂## )*细胞培养后 ;% G#
/#&;#&"# '',*7J葡萄糖组 ?QP9中 _J?% '?@Z表达
量明显高于正常对照组#差异均有统计学意义 (Jj
# #̂#/& # #̂##& # #̂/$ )* 细 胞 培 养 后 %$ G# /#& ;#&
"# '',*7J葡萄糖组 ?QP9中 _J?% '?@Z的表达量较
正常对照组明显升高#差异均有统计学意义 (Jj

# #̂#/&# #̂##&# #̂#;)(表 /)' 正常对照组细胞培养后
;% G 和 %$ G#?QP9中 _J?% '?@Z的表达水平与培养
后 # G 比较差异均无统计学意义(Jj# "̂"%&# $̂<#)#
培养后 ;% G 与培养后 %$ G ?QP9中 _J?% '?@Z的表
达量比较#差异无统计学意义(Jj# ;̂6/)*;# '',*7J
葡萄糖组细胞培养后 ;% G 和 %$ G#?QP9中 _J?%
'?@Z表达量明显高于培养后 # G#培养后 %$ G _J?%
'?@Z表达量明显高于培养后 ;% G#差异均有统计学
意义(Jj# #̂"%&# #̂##&# #̂##)(表 ;)'
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表 ;5各组细胞培养不同时间点 :RJ*中 WP:>
.:<4表达量比较(!T"#;X""J,)

组别 样本量
培养后不同时间点 _J?% '?@Z表达量

# G ;% G %$ G

正常对照组 < # 6̂#$l# ;̂%0 # 0̂##l# #̂<< # 6̂;%l# "̂#;
/# '',*7J葡萄糖组 < # 6̂#6l# ;̂6= # <̂%=l# ;̂"6( / =̂#<l# %̂;;(

;# '',*7J葡萄糖组 < # 6̂"#l# "̂=" / /̂$#l# /̂<"(2 ; %̂""l# 0̂/6FB

"# '',*7J葡萄糖组 < # 6̂%;l# ;̂0< # $̂;6l# ;̂/"A / %̂"=l# %̂/#(

!注"I分组 j;= #̂###Jj# #̂##*I时间 j%= <̂/%#Jj# #̂##1与各自时间点

正常对照组比较#(Jk# #̂/#A Jk# #̂=*与各自组内 # G 比较#2Jk# #̂=#
FJk# #̂/*与各自组内 ;% G 比较#BJk# #̂/ (两因素方差分析#JO3S6检

验)!?QP9"视网膜神经节细胞*_J?"_,**样受体

;1=5各组 ?QP9中 _J?% 蛋白的表达!
细胞培养后 ;% G 和 %$ G#正常对照组 ?QP9中

_J?% 蛋白表达条带微弱# /# '',*7J葡萄糖组和
;# '',*7J葡萄糖组 ?QP9中 _J?% 蛋白表达条带逐渐
增强#"# '',*7J葡萄糖组 ?QP9中 _J?% 蛋白表达条
带减弱#但仍强于正常对照组(图 ")' 正常对照组及
/#&;#&"# '',*7J葡萄糖组细胞培养后 ;% G 和 %$ G#
?QP9中 _J?% 蛋白相对表达量的总体比较差异均有
统计学意义 (I分组 j"= <̂;$#Jj# #̂##*I时间 j% "̂0=#
Jj# #̂%#)' /#&;#&"# '',*7J葡萄糖组培养后 ;% G
和 %$ G 细胞中 _J?% 蛋白表达量明显高于正常对照
组#差异均有统计学意义 ( ;% G"Jj# #̂##& # #̂##&
# #̂#6*%$ G"Jj# #̂##&# #̂##&# #̂#;)' 正常对照组细
胞培养后 ;% G 和 %$ G#?QP9中 _J?% 蛋白的表达水平
与培养后 # G 比较#差异均无统计学意义(Jj# =̂0"&
# %̂0;)#培养后 %$ G#细胞中 _J?% 蛋白的表达水平差
异无统计学意义(Jj# $̂6")*;# '',*7J葡萄糖组细
胞培养后 ;% G 和 %$ G#?QP9中 _J?% 蛋白相对表达量
明显高于培养后 # G#差异均有统计学意义(Jj# #̂/%&
# #̂##)#培养后 %$ G#_J?% 蛋白相对表达量明显高于
培养后 ;% G#差异有统计学意义(Jj# #̂;<)(表 ")'

GAPDH 37000

96000TLR4

培养后24h
1 2 3 4

培养后48h
1 2 3 4

图 =5量+*,+2%0(),法检测各组细胞培养后不同时间点 :RJ*中
WP:> 蛋白表达量变化!细胞培养后 ;% G 和 %$ G#正常对照组 ?QP9
中_J?% 蛋白表达条带微弱#/# '',*7J和 ;# '',*7J葡萄糖组?QP9
中 _J?% 蛋白表达条带逐渐增强#"# '',*7J葡萄糖组 ?QP9中 _J?%
蛋白表达条带减弱!/"正常对照组!;"/# '',*7J葡萄糖组!""
;# '',*7J葡萄糖组!%""# '',*7J葡萄糖组!_J?"_,**样受体*
QZW3R"磷酸甘油醛脱氢酶!

表 =5各组细胞培养不同时间点 :RJ*中 WP:> 蛋白
相对表达量比较(!T"#4值)

组别 样本量
培养后不同时间点 _J?% 蛋白相对表达量

# G ;% G %$ G

正常对照组 < # #̂$;l# /̂## # #̂<#l# #̂=# # #̂<%l# #̂6#
/# '',*7J葡萄糖组 < # #̂$#l# /̂%# # %̂%;l# /̂%6 # %̂0%l# /̂;/
;# '',*7J葡萄糖组 < # #̂6%l# ;̂;# # 0̂;0l# /̂;$ # <̂"#l# %̂%/
"# '',*7J葡萄糖组 < # #̂<0l# #̂/# # "̂"#l# /̂=" # "̂<%l# /̂=$

!注"I分组 j"= <̂;$#Jj# #̂##*I时间 j% "̂0=#Jj# #̂%#1与各自组内 # G

比较#(Jk# #̂=#AJk# #̂/*与各自组内 ;% G 比较#2Jk# #̂/*与各自时间

点正常对照组比较#FJk# #̂/#BJk# #̂=(两因素方差分析#JO3S6检验)

?QP9"视网膜神经节细胞*_J?"_,**样受体

=5讨论

长期以来#对于糖尿病性视网膜微血管病变的发
病机制及诊断治疗的研究一直是眼科防盲治盲工作的

重点
+/"\/%, ' 随着眼科诊疗技术的发展以及对 3?研

究的不断深入#糖尿病患者早期视网膜神经元病变逐
渐引起了人们的重视

+/=\/0, ' ?QP9是视觉细胞#与视
觉的形成和视觉信号传递密切相关

+/6\/$, #其退行性改
变是早期糖尿病患者视力损伤的重要因素

+/<\;#, ' 对
于无明显糖尿病视网膜微血管病变且伴有视力损伤的

糖尿病患者#应及时进行眼的形态学和功能学检查#如
4P_和视网膜电图(B*B2C-,-BC):,I-('#&?Q)#评估视网
膜结构和功能的改变' 有研究结果显示#高糖可诱导
原代培养的 ?QP9凋亡#并伴有多种炎性因子表达的
升高

+$\<#;/, '
_J?% 是 _J?受体超家族的一员#属于'型跨膜

蛋白
+;;, ' _J?% 广泛分布于人体许多免疫细胞和非免

疫细胞#如单核细胞&淋巴细胞&角膜上皮细胞&微血管
内皮细胞等以及多种神经元#参与神经细胞生长的调
节#介导感染性及非感染性炎症反应 +;"\;%, ' 实验研究
表明#_J?% 表达于视网膜中并且与早期 3?病理改变
有关

+;=, #但鲜有 _J?% 在高糖环境下原代培养 ?QP9
中表达的报道' 本研究从新生大鼠视网膜中分离
?QP9并进行原代培养#使用 =>Yf和尿苷混合液诱导
非 ?QP9的细胞凋亡#以实现 ?QP9的纯化培养#经
3ZW5染色和 [-:"(特异性免疫荧光标记鉴定证实纯
化的细胞为 ?QP9'

本研究结果发现#/# ]"# '',*7J葡萄糖可诱导
原代培养的 ?QP9中 _J?% 表达量升高#而以往的研究
也表明#高糖促进原代培养 ?QP9中 _J?% 的表达可能
与高糖诱导的 ?QP9凋亡有关 +/, #均提示高糖环境下
?QP9中 _J?% 表达上调可能促进?QP9的凋亡' 本研
究证实了高糖培养的 ?QP9中 _J?% 的表达变化#但其
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具体机制还有待进一步研究' 本研究结果为抑制
_J?% 从而保护3?患者?QP9的靶向药物研究提供了
细胞学基础#未来拟进行在体动物模型的相关实验工
作#以进一步完善实验的维度'
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消!息

;A8B 郑州$中国眼底病论坛$全国眼底病继续医学教育学习班通知(第一轮)

!!由河南省立眼科医院(河南省眼科研究所!河南省人民医院眼科)承办的-中国眼底病论坛!全国眼底病继续医学教育学习

班. +项目编号";#/6\#6\#;\;0#(国),将于 ;#/6 年 $ 月 <2/% 日在河南省郑州市举办' 本届学习班由中国国际科技会议中心主

办#中华医学会眼科学分会眼底病学组&北京星辰黄斑病公益基金会&中华眼底病杂志及中华实验眼科杂志协办' 学习班授课老师

主要为眼底病学组组长及委员#均为国内眼底病学界知名专家或学科带头人#授课内容精彩纷呈#课程设置涵盖眼底病的基本概

念&常规检查和常见病多发病的诊断治疗#并且将为学员安排动物眼实训操作以及现场直播玻璃体视网膜手术' 学习班结束后将

颁发国家级继续医学教育学分证书('类 /# 分)' 欢迎有意参加学习的眼科同道登陆中国眼底病论坛官网(网址"MMM12,LF91,-I)

或登录河南省立眼科医院官网 (网址"MMM1BEBG,9H)C(*G:12,')#填写注册表后发送至指定邮箱 cG,DcG,:Ie)(:I//#./;012,'#联系

人"周钟强!电话"/$60$$=0<6# ' 报名截止日期";#/6 年 $ 月 ; 日'

!;#0! 中华实验眼科杂志 ;#/6 年 6 月第 "= 卷第 6 期!PG): S&+H 4HGCG(*',*#SD*E;#/6#T,*1"=#@,16

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?




