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!!$摘要%!目的!探讨玻璃体腔注射神经生长因子)QRf*对早期糖尿病大鼠视网膜神经节细胞)TRW*的
保护作用及其可能机制&!方法!取 U8大鼠按照随机数字表法分为正常对照组'糖尿病模型组'磷酸盐缓冲液
)G]U*组和QRf组"每组各 % 只"其中糖尿病模型组'G]U 组和QRf组大鼠用链脲佐菌素)UPg*腹腔内注射建立
糖尿病大鼠动物模型"正常对照组大鼠常规培养& G]U 组及 QRf组建模成功后 Y 周玻璃体腔分别注射 G]U 和
QRf)$j" %K<%**各5 %*"均取右眼为实验眼"每周注射 # 次"连续 Y 周& 给药 Y 周后使用 GH4A-)+S)3E4- $小
动物视网膜成像系统观察各组大鼠视网膜微血管病变"各组过量麻醉法处死 # 只大鼠眼球制备超薄切片"透
射电子显微镜下观察(取 " 只大鼠眼球制备视网膜石蜡切片"P\Q&e法观察 TRW凋亡指数"免疫组织化学法
分析 TRWO3*@5 蛋白及 O(+蛋白的表达&!结果!糖尿病模型大鼠体质量较正常对照组明显减轻"进食进水及
尿量明显增多& 各组大鼠造模后 Y 周体质量和血糖值比较"差异均有统计学意义)\l5$5j7"5'#Y6jYYY"均Lm
$j$$#*& 早期糖尿病大鼠眼底照相显示"未见明显糖尿病视网膜微血管病变"透射电子显微镜下可见糖尿病
模型组及 G]U 组较正常对照组 TRW数目明显减少"细胞膜皱缩"细胞质浓缩"细胞器水肿"染色质边集明显"
凋亡增加"QRf组 TRW损害较糖尿病模型组及 G]U 组轻(正常对照组'糖尿病模型组'G]U 组和 QRf组的凋亡
指数分别为)7j66k#j56*p')?5j"%k#j"6*p')?5j%Yk5j7$*p和)"?j7Yk7j6?*p"各组凋亡指数总体比较
差异有统计学意义)\l6"Yj""Y"Lm$j$$#*(糖尿病模型组 TRW凋亡指数较正常对照组明显增加"QRf组
TRW凋亡指数较糖尿病模型组及 G]U 组明显减少"差异均有统计学意义)均 Lm$j$"*(正常对照组'糖尿病模
型组'G]U 组和 QRf组的 O3*@5 蛋白表达量分别为 76j##k#j$#'55j76k7j?$'57j$Yk7j#Y 和 6Yj%?k#jY""总体
比较差异有统计学意义)\l7%%j5$%"Lm$j$$#*& 正常对照组'糖尿病模型组'G]U 组和 QRf组的 O(+蛋白表
达量分别为 Yj55k#j6?'"%j"?k%j%;'"%j7$k6j"# 和 5%j#?k5jYY"总体比较差异有统计学意义)\l%#jY7""Lm
$j$$#*& 糖尿病模型组较正常对照组 O3*@5 蛋白表达明显减少"O(+蛋白表达明显增加"差异均有统计学意义
)均 Lm$j$"*& QRf组 O3*@5 蛋白表达较 G]U 组及糖尿病模型组明显升高"O(+蛋白表达明显下降"差异均有
统计学意义)均 Lm$j$"*&!结论!早期糖尿病大鼠在眼底照相未发现糖尿病视网膜微血管病变时就已经发
生 TRW超微结构的损害& 玻璃体腔注射 QRf可能通过抑制糖尿病模型大鼠 TRW的凋亡对视网膜神经元发
挥保护作用&!
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U8E(C>LAEAJ)B)JAJ )-C4-4E'(*34-CE4*KE4,F"J)(OAC)3'4JA*KE4,F"FH4>FH(CAO,DDAE>4*,C)4- )G]U* KE4,F (-J QRf
KE4,F (334EJ)-KC4E(-J4'-,'OAEC(O*A'ACH4J"L)CH A(3H KE4,F 34-C()- % E(C>2PHAE(C>)- J)(OAC)3'4JA*KE4,F"G]U
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>M>CA'2VDCAEH)KH J4>A(-A>CHA>)("CHAAMAO(**4D4-AE(CDE4'A(3H KE4,F L(>C(IA- C4FEAF(EA,*CE(CH)- >A3C)4->(-J
4O>AEBAJ OMCE(->')>>)4- A*A3CE4- ')3E4>34FM2f)BAE(CAMAO(**>LAEAC(IA- C4FEAF(EAEAC)-(*F(E(DD)- >A3C)4->DE4'
A(3H KE4,F>2PHATRW(F4FC4C)3)-JA+L(>4O>AEBAJ OMP\Q&e'ACH4J2PHAA+FEA>>)4->4DTRWO3*@5 FE4CA)- (-J O(+
FE4CA)- LAEA(-(*M/AJ OM)'',-4H)>C43HA')>CEM2PH)>>C,JML(>(FFE4BAJ OMCHA&+FAE)'A-C(*V-)'(*&CH)3>
W4'')CCAA4DWA-CE(*U4,CH \-)BAE>)CM" (-J CHAA+FAE)'A-C(*FE43AJ,EA>LAEA)- (334EJ(-3AL)CH CHAQ(C)4-(*
:->C)C,CA>4DXA(*CH)Q:X* K,)JA*)-A>D4ECHAW(EA(-J \>A4De(O4E(C4EM"(-J D4**4LCHA7TFE)-3)F*A2!?)*&/%*!PHA
LA)KHC4DCHAJ)(OAC)3'4JA*E(C>L(>>)K-)D)3(-C*M*4LAECH(- CH(C4DCHA-4E'(*KE4,F"(-J CHA)-C(IA4DL(CAE(-J D44J
LAEA>)K-)D)3(-C*M)-3EA(>AJ"CHA,E)-AB4*,'AL(>(*>4)- 3EA(>AJ2PHAO4JMLA)KHC(-J O*44J K*,34>A*ABA*4DCHAE(C>
LAEA>)K-)D)3(-C*MJ)DDAEA-C('4-KJ)DDAEA-CKE4,F>(DCAEY LAAI>4D'4JA*)-K)\l5$5j7"5"#Y6jYYY" O4CH (CLm
$j$$#*2f,-J,>FH4C4KE(FHM4DA(E*MJ)(OAC)3E(C>>H4LAJ -44OB)4,>J)(OAC)3EAC)-(*')3E4(-K)4F(CHM2PHA-,'OAE>4D
TRW)- CHAJ)(OAC)3'4JA*KE4,F (-J G]U KE4,F LAEA>)K-)D)3(-C*M*4LAECH(- CH(C)- CHA-4E'(*34-CE4*KE4,F ,-JAE
CHACE(->')>>)4- A*A3CE4- ')3E4>34FA2PHA'A'OE(-A>HE)-I(KA"3MC4F*(>')334-JA->(C)4-"4EK(-A**AAJA'("3HE4'(C)-
FAE)FHAE(*34**A3C)4- LAEA4OB)4,>(-J CHA3A**(F4FC4>)>-,'OAEL(>)-3EA(>AJ2PHATRW*A>)4->)- CHAQRfKE4,F
LAEA*)KHCAECH(- CH4>A)- CHAJ)(OAC)3'4JA*KE4,F (-J G]U KE4,F2PHA(F4FC4C)3)-JA+>)- CHA-4E'(*34-CE4*KE4,F"
J)(OAC)3'4JA*KE4,F"G]U KE4,F (-J QRfKE4,F LAEA)7j66k#j56*p")?5j"%k#j"6*p")?5j%Yk5j7$*p (-J
)"?j7Yk7j6? *p"EA>FA3C)BA*M"CHA4BAE(**J)DDAEA-3A4D(F4FC4C)3)-JA+OACLAA- CHAD4,EKE4,F>L(>>C(C)>C)3(**M
>)K-)D)3(-C)\l6"Yj""Y"Lm$j$$#*(CHATRW(F4FC4C)3)-JA+4DCHAJ)(OAC)3'4JA*KE4,F L(>>)K-)D)3(-C*MH)KHAE
CH(- CH(C4DCHA-4E'(*34-CE4*KE4,F2PHATRW(F4FC4C)3)-JA+4DCHAQRfKE4,F L(>>)K-)D)3(-C*M*4LAECH(- CH(C4D
CHAJ)(OAC)3'4JA*KE4,F (-J G]U KE4,F )O4CH (CLm$j$"*2PHAA+FEA>>)4- *ABA*>4DO3*@5 FE4CA)- )- -4E'(*34-CE4*
KE4,F"J)(OAC)3'4JA*KE4,F"G]U KE4,F (-J QRfKE4,F LAEA76j##k#j$#"55j76k7j?$"57j$Yk7j#Y (-J 6Yj%?k
#jY""EA>FA3C)BA*M"L)CH (>)K-)D)3(-CJ)DDAEA-3A('4-KCHAKE4,F>)\l7%%j5$%"Lm$j$$#*2PHAA+FEA>>)4- *ABA*>4D
O(+FE4CA)- )- -4E'(*34-CE4*KE4,F"J)(OACA>'4JA*KE4,F"G]U KE4,F (-J QRfKE4,F LAEAYj55k#j6?""%j"?k%j%;"
"%j7$k6j"# (-J 5%j#?k5jYY"EA>FA3C)BA*M"L)CH (>)K-)D)3(-CJ)DDAEA-3A('4-KCHAKE4,F>)\l%#jY7""Lm$j$$#*2
PHAA+FEA>>)4- 4DO3*@5 FE4CA)- )- CHAJ)(OAC)3'4JA*KE4,F L(>>)K-)D)3(-C*M*4LAECH(- CH(C)- CHA-4E'(*34-CE4*
KE4,F )Lm$j$"*"(-J CHAA+FEA>>)4- 4DO(+FE4CA)- L(>>)K-)D)3(-C*M)-3EA(>AJ )Lm$j$"*2PHAA+FEA>>)4- 4DO3*@5
FE4CA)- )- QRfKE4,F L(>>)K-)D)3(-C*MH)KHAE(-J CHAA+FEA>>)4- 4DO(+FE4CA)- L(>>)K-)D)3(-C*M*4LAECH(- CH4>A)-
CHAG]U KE4,F (-J J)(OAC)3'4JA*KE4,F )(**(CLm$j$"*2!E#'-/&*(#'*!PHA,*CE(>CE,3C,E(*J('(KA4DTRW>H(>
433,EEAJ )- A(E*MJ)(OAC)3E(C>L)CH4,CJ)(OAC)3EAC)-(*')3E4(-K)4F(CHM2:-CE(B)CEA(*)-=A3C)4- 4DQRf'(MFE4J,3A
EAC)-(*-A,E4FE4CA3C)BAADDA3C>OM)-H)O)C)-K(F4FC4>)>4DTRW>)- J)(OAC)3E(C>2
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!!糖尿病视网膜病变) J)(OAC)3EAC)-4F(CHM"8T*是全
球范围内不可逆盲的主要病因之一"是一种高血糖引
起的慢性视网膜微血管疾病

+#, & 近年来研究发现 8T
早期出现视网膜神经细胞的损害"其中视网膜神经节
细胞)EAC)-(*K(-K*)4- 3A**"TRW*的功能障碍和凋亡出
现最早

+5, & 神经生长因子 ) -AEBAKE4LCH D(3C4E"QRf*
是一种重要的神经保护因子"可以稳定神经结构蛋白
微管素的 'TQV"抑制神经细胞凋亡"维持成熟效应神
经元的功能及结构完整& 在高血糖环境下"细胞内毒
性成分的增加与神经保护因子的减少共同加剧了视网

膜神经元的损害
+7 Ŷ, & QRf在视网膜中的受体主要有

高亲和力的 PEI 受体和低亲和力的 F;")QPT*受体两
类& 其中"PEI 类受体有促视网膜神经细胞存活的作
用"F;")QPT*受体有诱导视网膜神经细胞凋亡的作
用& 增加外源性 QRf可以促进视网膜高亲和力受体
PEI 类的表达"促进视网膜神经细胞的存活+", & 目前对
8T的关注主要集中在视网膜微血管病变上"而对视网

膜神经细胞保护的研究较少& 本研究中通过动物实验
的方法观察玻璃体腔注射 QRf对早期糖尿病大鼠 TRW
的保护作用"并探讨其可能的保护机制&

:5材料与方法

:2:5材料
:2:2:5实验动物56 周龄 UGf级健康雄性 U8大鼠
5Y 只"体质量 #;$ Ko5$$ K"购自湖南斯莱克景达公
司"普通颗粒饲料喂养"自由饮水& #5 H<#5 H 明暗循
环光照"饲养环境相对温度为 5" q"相对湿度为
)"$k"*q& 本研究获得中南大学实验动物伦理委员
会批准& 实验动物的使用遵守美国国立卫生研究院颁
布的实验动物使用和护理原则以及 7T原则&
:2:2;5主要试剂及仪器5链脲佐菌素)>CEAFC4/43)-"
UPg*)美国 U)K'(公司*(P\Q&e试剂盒)瑞士 T43HA
公司*(QRf'小鼠抗 O3*@5 单克隆抗体)SV]65;5* )美
国 T8公司*(XTG标记山羊抗小鼠二抗)R577$#*'兔
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抗 O(+单克隆抗体)RO##$$;*'XTG标记山羊抗兔二
抗)R577$7*)武汉赛维尔生物科技有限公司*& 77R
微量注射器)瑞士 X(')*C4- 公司*(GH4A-)+S)3E4- $小
动物视网膜成像系统)美国 GH4A-)+TA>A(E3H 公司*(
XP@;;$$ 透射电子显微镜)日本日立高新技术公司*&
:2;5方法
:2;2:5糖尿病模型建立及分组处理5将大鼠按照随
机数字表法分为正常对照组'糖尿病模型组'磷酸盐缓
冲液)FH4>FH(CAO,DDAE>4*,C)4-"G]U*组和QRf组"每组
各 % 只"取糖尿病模型组'G]U 组和 QRf组大鼠过夜
禁食#5 H后"用新鲜配置 FXYj" 的$j# ''4*<e枸橼酸
盐缓冲液稀释 UPg"按 %$ 'K<IK一次性腹腔内注射诱
导建立糖尿病大鼠模型"正常对照组以等容积枸橼酸
盐缓冲液行腹腔内注射& UPg注射后7 J检测大鼠尾
静脉血糖"#%j; ''4*<e为建模成功& 每 #Y 天称大
鼠体质量"检测鼠尾静脉血糖&& 造模成功后 Y 周"
G]U 组和 QRf组大鼠分别使用复方托吡卡胺滴眼液
点眼扩瞳"均取右眼为实验眼"体积分数 #$p水合氯
醛 7 '*<IK腹腔内注射麻醉"盐酸奥布卡因滴眼液点眼
行表面麻醉"待瞳孔充分扩大"在光学显微镜下"使用
77R微量注射器在 5 个组大鼠角巩膜缘后约 # ''处垂
直进针"分别注射 G]U 和 $j" %K<%*QRf各 5 %*"缓慢
注射后停留约7$ >拔针& 每周注射 # 次"连续注射 Y 周&
注射后7 J对大鼠进行眼部检查"剔除已有白内障'玻璃
体积血'视网膜脱离等眼部病变者"并补齐大鼠&
:2;2;5GH4A-)+S)3E4- $小动物视网膜成像系统观察
眼底!各组大鼠于分组处理后 Y 周"复方托吡卡胺滴
眼液点右眼扩瞳后 #$p水合氯醛 7 '*<IK腹腔内注射
麻醉"盐酸奥布卡因滴眼液点眼行表面麻醉"瞳孔充分
扩大后"滴加玻璃酸钠滴眼液湿润眼球"参照 GH4A-)+
S)3E4- $仪器操作流程"调整镜头与 U8大鼠瞳孔的
距离和方位"使视盘及大血管成像最清晰"观察眼底并
拍摄图片&
:2;2<5透射电子显微镜下观察 TRW超微结构!大鼠
分组处理后 Y 周"每组各取 # 只大鼠过量麻醉法处死"
取眼球分离出视网膜神经上皮层"体积分数 5j"p戊
二醛固定"$j# '4*<e磷酸漂洗液漂洗 7 次"体积分数
#p锇酸固定液固定# H"$j# '4*<e磷酸漂洗液漂洗 7
次& 体积分数 "$p';$p'?$p和 #$$p丙酮逐级脱
水& 纯丙酮与包埋液等容积混合后 7; q浸泡#5 H"纯
包埋液 7; q浸泡#5 H&7; q烘箱内过夜"%$ q烘箱内
#5 H& 使用超薄切片机切片"切片厚 "$ %'"质量分数
7p乙酸铀及硝酸铅双染色"XP@;;$$ 型透射电子显微
镜观察并拍照&

:2;2F5苏木精 伊̂红染色观察 TRW形态变化!大鼠
分组处理后 Y 周"每组各取 " 只过量麻醉法处死后取
视网膜行常规石蜡包埋& 石蜡切片脱蜡至水"常规苏
木精 伊̂红染色"脱水封片"光学显微镜下观察 TRW的
形态及结构变化"并采集图像进行分析&
:2;2G5P\Q&e染色观察 TRW凋亡指数!取各组石
蜡切片脱蜡水化后"用免疫组织化学笔画圈并滴加蛋
白酶 a工作液覆盖组织"7; q恒温箱孵育 5" ')-&
G]U)FX;jY*重复洗涤 7 次& 切片稍甩干后滴加破膜
工作液"室温下孵育 5$ ')-"G]U 重复洗涤 7 次& 取
P\Q&e试剂盒内试剂 #)PJP*和试剂 5)J\PG*按容积
比 # b?混合后覆盖组织"切片置于湿盒内 7; q恒温箱孵
育5 H& G]U 重复洗涤 7 次后滴加 8VG:染液"避光室温
孵育 #$ ')-& G]U 重复洗涤 7 次后封片& 切片于荧光
显微镜下观察并采集图像& P\Q&e染色阳性凋亡细胞
核呈绿色荧光"8VG:核染呈蓝色荧光& 将染色结果用
:'(KA@GE4G*,>%j$ 图像分析软件进行半定量分析"各组
" 个标本各 # 张铺片"Y$$ 倍视野下任意选择 " 个视野
进行拍照"以 TRW层为观察边框"计算凋亡指数& 凋亡
指数l凋亡细胞数<细胞总数r#$$p&
:2;2H5免疫组织化学法观察 TRW的 O3*@5 蛋白及 O(+

蛋白表达量!取各组石蜡切片脱蜡水化后置于含枸橼
酸抗原修复缓冲液)FX%j$*的修复盒中于微波炉内进
行抗原修复& 修复完成后放入体积分数 7p双氧水溶
液室温孵育 5" ')-"G]U 重复洗涤 7 次& 滴加质量分数
7p牛血清白蛋白)O4B)-A>AE,'(*O,')-"]UV*均匀覆盖
组织"室温封闭 7$ ')-& 分别滴加 O3*@5 一抗)# b"$*'
O(+一抗)# b7 $$$*"于湿盒内 Y q孵育过夜& G]U 中重
复洗涤 7 次"稍甩干后滴加相应 XTG标记的二抗覆盖
组织"室温孵育"$ ')-& G]U 重复洗涤 7 次后滴加新鲜
配制的 8V]显色液"显微镜下控制显色时间"自来水冲
洗切片终止显色& 苏木素复染细胞核"脱水封片& 光学
显微镜下以 TRW层为观察边框"各组 " 个标本各 # 张
铺片"Y$$ 倍视野下任意选择 " 个视野进行拍照"用
:'(KA@GE4G*,>%j$ 软件分析照片"计算阳性的吸光度
)P*值并分别分析组织中 O3*@5 蛋白及 O(+蛋白的表达
情况以及 O3*@5<O(+比值&
:2<5统计学方法

采用 UGUU 5"j$ 统计学软件进行统计分析& 本研
究中测量指标的计量资料经 N 检验呈正态分布"以
'A(-kU8表示& 各组各测量参数均数总体比较采用
单因素方差分析"组间两两比较采用 eU8@.检验& Lm
$j$" 为差异有统计学意义&
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;5结果

;2:5各组大鼠基本情况
正常对照组大鼠精神状态佳"毛皮有光泽"活动自

如"进食'进水及尿量无明显异常"血糖稳定"体质量渐
增& 糖尿病模型组'G]U 组和 QRf组大鼠精神状态
差"毛皮发黄"光泽度差"活动较少"进食'进水及尿量
均明显增加"持续高血糖"同时体质量明显减轻& 各组
大鼠造模后 Y 周体质量和血糖值总体比较"差异均有统
计学意义)\l5$5j7"5'#Y6jYYY"均 Lm$j$$#*)表 #*&

表 :5各组大鼠造模后 F 周体质量和血糖值比较)2)+'RmS*

组别 样本量 体质量)K* 血糖值)''4*<e*

正常对照组 % 767j55k#Yj#$ "j6Yk$j%$

糖尿病模型组 % 57$j?6k6j#$( 56j$%k5j77(

G]U 组 % 576jY%kYj$;( 56j7%k5j;5(

QRf组 % 57%j5%k#%j#%( 56j%6k#j?6(

\值 5$5j7"5 #Y6jYYY
L值 m$j$$# m$j$$#

!注#与正常对照组比较"(Lm$j$" )单因素方差分析"eU8@.检验*!

G]U#磷酸盐缓冲液(QRf#神经生长因子

;2;5各组大鼠眼底情况
GH4A-)+S)3E4- $眼底照相系统观察各组大鼠均

未见明显视网膜微血管病变)图 #*&
;2<5各组大鼠视网膜组织病理学改变

正常对照组 TRW结构清晰"视网膜各层结构未发
生明显改变(糖尿病模型组和 G]U 组 TRW明显减少"
少量细胞染色质边集"视网膜各层结构未发生明显改
变(QRf组 TRW排列紧密"少量细胞染色质边集"视网
膜各层结构未发生明显改变)图 5*&
;2F5各组大鼠视网膜超微结构改变

正常对照组 TRW体积中等"细胞膜完整"染色质
丰富'分布均匀"线粒体'内质网'核糖体未见明显异
常(糖尿病模型组和 G]U 组 TRW数目明显减少"细胞
膜皱缩"细胞质浓缩"细胞器水肿"染色质边集明显"出
现细胞凋亡(QRf组 TRW数目轻度减少"染色质未见
明显边集)图 7*&
;2G5各组大鼠TRW凋亡情况及 O3*@5'O(+蛋白表达变化

荧光显微镜下观察可见"P\Q&e染色阳性凋亡细
胞核呈绿色荧光"8VG:核染呈蓝色荧光& 正常对照组

A DCBA DCB
图 :5各组大鼠眼底照片!Y 个组均未见明显视网膜微血管病变!V#正常对照组!]#糖尿病模型组!W#G]U 组!8#QRf组

A DCBA DCB
图 ;5各组大鼠视网膜组织病理学染色结果)X&rY$$*!V#正常对照组视网膜各层结构未发生明显改变!]#糖尿病模型组TRW染色质边集)箭
头*!W#G]U 组 TRW染色质边集)箭头*!8#QRf组少量细胞染色质边集)箭头* "视网膜各层结构未发生明显改变

A DCB5μm 5μm 5μm 5μmA DCB5μm 5μm 5μm 5μm

图 <5透射电子显微镜观察各
组大鼠视网膜超微结构)标尺l
" %'*!V#正常对照组 TRW结
构完整!]#糖尿病模型组染色
质明显边集)箭头*!W#G]U 组
染色质明显边集 )箭头 * !8#
QRf组染色质未见明显边集

!
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大鼠 TRW层可见散在 P\Q&e阳性细胞(糖尿病模型
组和 G]U 组 TRW层可见大量 P\Q&e阳性细胞(QRf
组 TRW层 P\Q&e阳性细胞数较 G]U 组和糖尿病模型
组减少)图 Y*&

正常对照组大鼠 TRW层可见部分 O3*@5 阳性表达

和少量 O(+阳性表达(糖尿病模型组及 G]U 组 TRW层
可见少量 O3*@5 阳性表达"O(+阳性表达量较正常对照
组明显增加(QRf组 TRW层 O3*@5 阳性表达量较糖尿
病模型组及 G]U 组明显增加'O(+阳性表达量较糖尿
病模型组及 G]U 组明显减少)图 "*&

A DCBA DCB
图 F5各组大鼠 ?ME*凋亡情况比较)rY$$*!P\Q&e染色阳性凋亡细胞核呈绿色荧光)f:PW* "细胞核呈蓝色荧光)8VG:*!VB正常对照组未见
明显 TRW凋亡!]B糖尿病模型组可见大量 TRW凋亡!WBG]U 组可见大量 TRW凋亡!8BQRf组可见部分 TRW凋亡

正常对照组 糖尿病模型组 PBS组 NGF组

ba
x

bc
l�2

正常对照组 糖尿病模型组 PBS组 NGF组

ba
x

bc
l�2

图 G5各组大鼠 4-/N; 蛋白'4+> 蛋白表达情况)rY$$*!O3*@5 蛋白及 O(+蛋白阳性表达为棕黄色"苏木素染细胞核为蓝色!正常对照组 TRW部分
表达 O3*@5"散在表达 O(+(糖尿病模型组少量表达 O3*@5"O(+表达明显增加(G]U 组少量表达 O3*@5"O(+表达明显增加(QRf组 O3*@5 表达较多"少量
表达 O(+!G]UB磷酸盐缓冲液(QRfB神经生长因子
!

!!正常对照组'糖尿病模型组'G]U 组和 QRf组的
凋亡指数总体比较"差异有统计学意义)\l6"Yj""Y"
Lm$j$$#*(与正常对照组相比"糖尿病模型组及 G]U

组凋亡指数明显增加"QRf组凋亡指数较糖尿病模型
组及 G]U 组明显减低"差异均有统计学意义 )均 Lm
$j$"*(糖尿病模型组与 G]U 组凋亡指数比较"差异无
统计学意义)Lu$j$"*& 正常对照组'糖尿病模型组'
G]U 组和 QRf组的 O3*@5 相对表达量总体比较"差异
有统计学意义)\l7%%j5$%"Lm$j$$#*(糖尿病模型组
及 G]U 组 O3*@5 蛋白含量较正常对照组含量明显降
低"QRf组 O3*@5 蛋白含量较糖尿病模型组及 G]U 组
明显增加"差异均有统计学意义)均 Lm$j$"*(糖尿病
模型组与 G]U 组 O3*@5 蛋白含量比较"差异无统计学
意义)Lu$j$"*& 正常对照组'糖尿病模型组'G]U 组
和 QRf组的 O(+相对表达量总体比较"差异有统计学
意义)\l%#jY7""Lm$j$$# *"其中糖尿病模型组及
G]U 组 O(+蛋白含量较正常对照组和 QRf组含量明
显增加"差异均有统计学意义)均 Lm$j$"*(糖尿病模

型组与 G]U 组 O(+蛋白含量比较"差异无统计学意义
)Lu$j$"*& 正常对照组'糖尿病模型组'G]U 组和 QRf

组的 O3*@5<O(+比值总体比较"差异有统计学意义)\l
#5j?"""Ll$j$$5*(糖尿病模型组及 G]U 组 O3*@5<O(+

比值较正常对照组和 QRf组明显下降"差异均有统计
学意义)均 Lm$j$"*(糖尿病模型组与 G]U 组 O3*@5<O(+

比值比较"差异无统计学意义)Lu$j$"*)表 5*&

表 ;5各组大鼠 ?ME凋亡指数'4-/N; 蛋白表达量'4+> 蛋白
表达量及 4-/N;X4+> 比值比较)2)+'RmS*

组别 样本量 凋亡指数 O3*@5 蛋白 O(+蛋白 O3*@5 <O(+

正常对照组 " 7j66k#j56 76j##k#j$# Yj55k#j6? #$j77kYj"$

糖尿病模型组 " ?5j"%k#j"6( 55j76k7j?$( "%j"?k%j%;( $j7?k$j$5(

G]U 组 " ?5j%Yk5j7$( 57j$Yk7j#Y( "%j7$k6j"#( $jY#k$j$"(

QRf组 " "?j7Yk7j6?(O 6Yj%?k#jY"(O 5%j#?k5jYY(O 7j5"k$j7#(O

\值 6"Yj""Y 7%%j5$% %#jY7" #5j?""
L值 m$j$$# m$j$$# m$j$$# $j$$5

!注B与正常对照组比较"(Lm$j$"(与糖尿病模型组比较" OLm$j$")单

因素方差分析"eU8@.检验*!TRWB视网膜神经节细胞(G]UB磷酸盐缓

冲液(QRfB神经生长因子
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<5讨论

研究表明在眼底未见明显糖尿病视网膜微血管病

变之前"可以观察到视网膜的结构病理改变和功能改
变

+% ;̂, "主要有毛细血管周细胞数量减少'毛细血管闭
塞'基底膜增厚'血管渗漏"还伴有神经细胞凋亡'胶质
细胞活化'视神经纤维数量减少'髓鞘脱失等改变&
8T可被认为是一种神经血管性疾病& 啮齿类动物视
网膜神经胶质结构及血管系统与人类相似"能模拟部
分人类非增生性 8T的早期特征 +6, "故本研究中选取
U8大鼠建立早期糖尿病动物模型&

糖尿病早期常伴随着视觉电生理指标的改变
+?, "

色觉'对比敏感度降低以及视网膜电图异常均提示早
期视网膜神经细胞的损害& 糖尿病大鼠成模后 Y 周视
网膜内丛状层厚度减少 #$p +#$, "成模后 ;j" 个月内丛
状层厚度减少了 55p +##, "提示视网膜神经细胞进行
性丧失& G(EI 等 +#5,

研究发现"糖尿病大鼠建模 # 周即
可出现视网膜细胞突触变性"建模后 Y 周起出现
TRW'感光细胞以及无长突细胞的凋亡& 本研究表明"
糖尿病建模 6 周的大鼠彩色眼底照相及苏木精 伊̂红

染色均未见明显视网膜微血管病变"透射电子显微镜
下观察发现视网膜 TRW出现明显凋亡"与正常对照组
相比 TRW数目明显减少"细胞膜皱缩"细胞质浓缩"线
粒体水肿"染色质边集明显(P\Q&e染色及免疫组织
化学染色显示"与正常对照组相比"糖尿病模型组凋亡
指数明显增加"O3*@5 蛋白含量降低"O(+蛋白含量增
加"O3*@5<O(+比值降低"提示高糖环境可能通过改变
O3*@5 及 O(+的表达来调控 TRW的凋亡"与 e)(4等 +#7,

研究相符& 细胞凋亡受多种基因及其蛋白调控"O3*@5
家族的表达及调控是影响糖尿病大鼠视网膜细胞凋亡

的关键因素
+#Y #̂;, "在高血糖状态下"TRW中 O3*@5 蛋白

表达减少"O(+蛋白过度表达"并通过特殊的 ]X7 结构
域形成 O3*@5<O(+异源二聚体来拮抗 O3*@5 蛋白抗凋亡
的作用"同时 O(+<O(+同源二聚体的形成改变了线粒
体膜的渗透性"激活细胞凋亡"引发细胞凋亡连锁反
应

+#6, & O3*@5<O(+比值反映 O3*@5 蛋白和 O(+蛋白在细
胞凋亡中的效应"该比值变化是细胞存活或凋亡的决
定因素&

糖尿病导致视网膜 QRf前体"即 FE4QRf与成熟
QRf水平的失衡"导致 FE4QRf的积累"并通过激活
F;"QPT引起神经血管损伤 +#? 5̂$, & 在大鼠和小鼠的视
网膜组织中"QRf蛋白水平在糖尿病成模后 Y o6 周
明显降低

+5#, "而糖尿病模型动物视网膜 FE4QRf水平
于成模后 7 o% 周显著上调"因此 R(E3)(等 +Y,

认为

TRW的丢失可能是源于 FE4QRf<成熟 QRf表达的失
衡和 QRf受体 PEIV<F;"QPT表达的失衡& 最近的研
究表明"补充外源性 QRf可以有效减少糖尿病引起的
TRW死亡& W4*(DE(-3A>34等 +55,

研究发现"持续向糖尿
病大鼠滴用 QRf滴眼液可在眼内发挥神经保护作用"
抑制 TRW的凋亡(X(''A>等 +57,

认为糖尿病大鼠 TRW
的凋亡与 TRW上低亲和力 QRf受体表达上调有关"
研究发现糖尿病大鼠腹腔内注射 QRf可阻止 TRW和
Sw**AE细胞凋亡"防止周细胞持续丢失及毛细血管的
闭塞& 以往的研究多使用滴眼液或者腹腔内注射的方
式给药"到达眼内的药物浓度有限& 为了增加药物的
眼部利用率"本研究中采用玻璃体腔注射 QRf"并用
透射电子显微镜观察发现 QRf组 TRW数目较正常对
照组轻度减少"染色质未见明显边集"线粒体轻度水
肿"TRW凋亡细胞较 G]U 组和糖尿病模型组明显减
少& QRf组凋亡指数较糖尿病模型组显著减少"免疫
组织化学染色结果显示"与糖尿病模型组比较"QRf
组 O3*@5 蛋白含量增加"O(+蛋白含量降低"O3*@5<O(+
比值升高& 推测 QRf可能通过调控 O3*@5 及 O(+的表
达来抑制 TRW凋亡"从而起到一定的神经保护作用&

综上所述"本研究结果表明在早期糖尿病大鼠眼
底照相及苏木精 伊̂红染色尚未见明显视网膜微血管

病变时在透射电子显微镜下便可观察到 TRW的凋亡"
玻璃体腔给予 QRf后可能通过改变 O3*@5 蛋白及 O(+
蛋白的表达来抑制 TRW的凋亡"提示 QRf具有一定
的视网膜神经元保护作用"为 QRf治疗 8T的临床可
行性提供了一定的实验基础& 本研究中采用玻璃体腔
注药的方式增加了药物的眼部利用率"并深入分析
QRf可能通过抑制 TRW凋亡来产生保护作用"但凋亡
途径多样复杂"还应进行更深入的研究来证实& 同时"
除了对视网膜神经元有保护作用外"QRf是否对视网
膜微血管损害也具有一定的保护作用"还需进一步探
索& 在糖尿病病程不同时间点'不同浓度 QRf产生的
保护作用是否具有差异性还有待进一步研究&
利益冲突!本研究与所涉及药品生产商及销售商无任何利益关系
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7;%$ <3'(2=2)>>-25$?"@$#%$25$#62$%2$$52
WHA- 8Q"N(-KcZ2G(M)-K(CCA-C)4- C4CHAJ)DDAEA-3A>(-J (FF*)3(C)4->
4D(-)'(*'4JA*>4DJ)(OAC)3EAC)-4F(CHM+Z,2WH)- Z&+F 9FHCH(*'4*"
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