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44$摘要%4目的4探讨 [<M-</.-蛋白对血]视网膜内屏障中人视网膜微血管内皮细胞&[6̂ %X'功能的

影响及其可能的信号通路(4方法4取在正常培养基中培养的 [6̂ %X#分为正常对照组)$fK $&.)J@激动剂

组和 #f$ $&.)J@激动剂组#分别加入终浓度为 $)$fK 和 #f$ $&.)J@的 [<M-</.-激动剂 +N=&.=+/'&(,<*取高

糖培养基中培养的 [6̂ %X#分为高糖对照组)#fK $&.)J@抑制剂组和 9fK $&.)J@抑制剂组#分别加入终浓度

为 $)#fK 和 9fK $&.)J@的 T&..1/<M 抑制剂 %=(8&.M<-(A( 采用 ŴT 细胞增生实验和 W=',8Q<))细胞迁移试验

检测各组 [6̂ %X增生 (HG$值和相对迁移率( 采用 b<81<=, A).1方法检测各组细胞鸟苷酸结合蛋白偶联受体
&P:X68'通路下游 :@X!#)BU1和 %=U 蛋白磷酸化水平变化(4结果4高糖对照组细胞 [<M-</.-蛋白相对表

达量为 "f9H q$f###明显高于正常对照组的 #f$$ q$f$$#差异有统计学意义 &?p""FfKF!#5l$f$$# '(

$fK $&.)J@激动剂组和 #f$ $&.)J@激动剂组 (HG$值分别为 #f!HGq$f$K$ 和 #fH99q$f$K!#相对迁移率分别为
9f!Hq$f#H 和 !fKGq$f!9#明显高于正常对照组的 #f9$!q$f#$# 和 #f$$q$f$$#差异均有统计学意义 &均 5l

$f$#'( #fK $&.)J@抑制剂组和 9fK $&.)J@抑制剂组细胞 (HG$值分别为 $fEHGq$f$#$ 和 $fF!Fq$f$!$#相对

迁移率分别为 $fH!q$f$9 和 $f9Fq$f$##明显低于高糖对照组的 #f$$$q$f$H$ 和 #f$$q$f$$#差异均有统计学

意义&均 5l$f$#'( $fK $&.)J@激动剂组和 #f$ $&.)J@激动剂组 :@X!# 磷酸化比值)BU1磷酸化比值和 %=U

磷酸化比值均明显高于正常对照组##fK $&.)J@抑制剂组和 9fK $&.)J@抑制剂组 :@X!# 磷酸化比值)BU1磷

酸化比值和 %=U 磷酸化比值均明显低于高糖对照组#差异均有统计学意义&均 5l$f$#'(4结论4高糖诱导
[6̂ %X中 [<M-</.-蛋白表达#[<M-</.-蛋白可能通过调节 P:X68通路中 :@X!#)BU1和 %=U 磷酸化水平来

调节 [6̂ %X的功能(4

$关键词%4糖尿病视网膜病变* [<M-</.-蛋白* 鸟苷酸结合蛋白偶联受体通路* 人视网膜微血管内皮

细胞
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/(-/<=1/', #f$$q$f$$ (, 1/<,.=&')3.,1=.)-=.N+&?p""FfKF!#5l$f$$#'2W/<(HG$ S')N<Q'8#f!HGq$f$K$ ',M

#fH99q$f$K!#',M 1/<=<)'1(S<&.A()(1O='1<Q'89f!Hq$f#H ',M !fKGq$f!9 (, 1/<$fK $&.)J@'-.,(81-=.N+ ',M 1/<

#f$ $&.)J@'-.,(81-=.N+#=<8+<31(S<)O#Q/(3/ Q<=<8(-,(R(3',1)O/(-/<=1/', #f9$!q$f#$# ',M #f$$q$f$$ (, 1/<

,.=&')3.,1=.)-=.N+&'))'15l$f$#'2W/<(HG$ S')N<Q'8$fEHGq$f$#$ ',M $fF!Fq$f$!$#',M 1/<=<)'1(S<&.A()(1O

='1<Q'8$fH! q$f$9 ',M $f9F q$f$# (, 1/<#fK $&.)J@(,/(A(1.=-=.N+ ',M 1/<9fK $&.)J@(,/(A(1.=-=.N+#

=<8+<31(S<)O#Q/(3/ Q<=<8(-,(R(3',1)O).Q<=1/', #f$$$q$f$H$ ',M #f$$q$f$$ (, 1/</(-/ -)N3.8<3.,1=.)-=.N+&'))

'15l$f$#'2W/<+/.8+/.=O)'1(., ='1(.8.R:@X!##BU1',M %=U (, 1/<$fK $&.)J@'-.,(81-=.N+ ',M 1/<#f$ $&.)J@

'-.,(81-=.N+ Q<=<8(-,(R(3',1)O/(-/<=1/', 1/.8<(, 1/<,.=&')3.,1=.)-=.N+&'))'15l$f$#'2W/<+/.8+/.=O)'1(.,

='1(.8.R:@X!##BU1',M %=U (, 1/<#fK $&.)J@(,/(A(1.=-=.N+ ',M 1/<9fK $&.)J@(,/(A(1.=-=.N+ Q<=<8(-,(R(3',1)O

).Q<=1/', 1/.8<(, 1/</(-/ -)N3.8<3.,1=.)-=.N+ &'))'15l$f$#'24F"&#0$%."&%4[(-/ -)N3.8<(,MN3<81/<

<V+=<88(., .R[<M-</.-+=.1<(, (, [6̂ %X2[<M-</.-+=.1<(, &'O=<-N)'1<1/<RN,31(., .R[6̂ %XAO=<-N)'1(,-1/<

+/.8+/.=O)'1(., .R:@X!##BU1',M %=U (, P:=.1<(,L3.N+)<M =<3<+1.=8+'1/Q'O2

"4)5 6"*/%#3 7('A<1(3=<1(,.+'1/O* [<M-</.-+=.1<(,* P :=.1<(,L3.N+)<M =<3<+1.=88(-,')(,-+'1/Q'O*

[N&', =<1(,')&(3=.S'83N)'=<,M.1/<)(')3<))

!$&/7*"8*+," T3(<,3<',M W<3/,.).-OPN(M(,-:=.-='& .R?('&<, X(1O&d79$##T$!!K '* T3(<,3<',M
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44糖尿病视网膜病变& M('A<1(3=<1(,.+'1/O#76'是中
国 K$ 岁以上糖尿病患者主要的致盲原因#其在糖尿病
患者人群中的患病率为 9HfF\ e!KfF\#其中增生期
76占 !f!\ eFfH\ /#0 ( 76早期病理改变为血]视网

膜屏障的破坏#尤其是内屏障( 内屏障由视网膜微血
管内皮细胞 & /N&', =<1(,')&(3=.S'83N)'=<,M.1/<)(')
3<))#[6̂ %X'及其间闭合小带和周细胞构成( 屏障功
能破坏可导致细胞增生迁移能力的改变#造成渗出)出
血等严重的病理改变( [<M-</.-蛋白是一种调控胚
胎发育和组织形成的蛋白#其信号通路的激活与肿瘤
发生有关#属于异常增生现象#而视网膜新生血管形成
也属于血管的异常增生( 目前研究证实#多种细胞)细
胞因子通过对胰岛素抵抗)葡萄糖代谢)氧化应激)炎
症及生长因子等的影响促进 76的发生和发展 /90 #但
76发生和发展的机制尚未完全阐明#治疗方法也在
不断探索( 目前已有关于 [<M-</.-蛋白与内皮祖细
胞&<,M.1/<)(')+=.-<,(1.=3<))8#%:X')角膜新生血管)

脉络膜新生血管 &3/.=.(M'),<.S'83N)'=(j'1(.,#XDC')
76等的研究#表明 [<M-</.-蛋白能够促进 %:X的发
育及角膜和 XDC的形成 /!]F0 ( 然而#[<M-</.-蛋白影
响 76发生和发展的作用机制尚未完全明确( 进一步
阐明 76的发病机制并对其进行早期诊疗是目前的研
究重点( 本研究中检测 [<M-</.-蛋白激动剂及
T&..1/<M 抑制剂对 [6̂ %X增生和迁移能力以及鸟苷
酸结合蛋白偶联受体 &P:=.1<(,LX.N+)<M 6<3<+1.=8#
P:X68'通路下游 :@X!#)BU1和 %=U 蛋白磷酸化表达
的影响#探讨 [<M-</.-蛋白对 [6̂ %X功能的影响及

其可能的信号通路机制(

93材料与方法

9293材料
92929 3 细 胞 来 源 3 原 代 [6̂ %X&美 国 B,-(.L
+=.1<.&(<公司'购自上海复蒙生物科技有限公司(
9292=3主要试剂及仪器3蛋白裂解液&:$$#!>#深圳
><O.1(&<公 司 '* [<M-</.-激 动 剂 +N=&.=+/'&(,<
&PX#K$"H# 美 国 P@:>5I 公 司 '* :C7Z膜 & 美 国
(̂))(+.=<公 司 '* T&..1/<M 抑 制 剂 DC:L@7%99K

&%=(8&.M<-(A'&>X:$99FK#上海瀚香生物科技有限公
司'*牛血清白蛋白& A.S(,<8<=N&')AN&(,#>TB')兔抗
人 %L'31(, 单克隆抗体& tHGF$T')兔抗人 :@X!# 单克
隆抗体& tK"G$T')兔抗人 BU1单克隆抗体& tH"G#T')

兔抗人血管内皮生长因子 &S'83N)'=<,M.1/<)(')-=.Q1/
R'31.=#C%PZ'单克隆抗体& tG"GET')兔抗人 +L:@X!#

单克隆抗体 & tEF#!T')兔抗人 +LBU1单克隆抗体 & t
H$"$T')兔抗人 +LC%PZ单克隆抗体&t9FHET')兔抗人
%=U 抗体 & tH!F$T')[6:标记山羊抗兔 5-P二抗 & t
F$FHT' & 美 国 XTW 公 司 '* %X@ 发 光 液 & 美 国
:<=U(,%)&<=公司'( 酶标仪 &美国 W/<=&.公司'*7X
!$$Z正置荧光显微镜&德国 @<(3'公司'(
92=3方法
92=293细胞分组处理3取培养至 ! e" 代的 [6̂ %X#

正常培养基中葡萄糖浓度约为 HfK &&.)J@#配制葡萄
糖浓度为 !$ &&.)J@的高糖培养基( 取在正常培养基
中培养 HE / 的细胞#分为正常对照组)$fK $&.)J@激

!H#F! 中华实验眼科杂志 9$#G 年 G 月第 !F 卷第 G 期4X/(, Y%V+ I+/1/')&.)#T<+1<&A<=9$#G#C.)2!F#D.2G
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动剂组和 #f$ $&.)J@激动剂组#分别加入终浓度为 $)
$fK 和 #f$ $&.)J@的 [<M-</.-激动剂 +N=&.=+/'&(,<
继续培养 9H /( 将在高糖培养基中培养 HE / 的细胞
分为高糖对照组)#fK $&.)J@抑制剂组和 9fK $&.)J@
抑制剂组#分别加入终浓度为 $)#fK 和 9fK $&.)J@的
T&..1/<M 抑制剂 %=(8&.M<-(A 继续培养 9H /#进行后续
实验(
92=2=3 ŴT 细胞增生实验检测各组细胞增生能力4
将细胞制成 9o#$K

个J&)细胞悬液#按照 #$$ $)J孔接
种至 G" 孔板#按细胞分组处理各孔细胞#继续培养
9 e" /#直至细胞完全贴附( 按体积分数 #$\的比例
加入 ŴT 工作液#!F n孵育 9 /( 酶标仪检测 HG$ ,&
波长下吸光度&(HG$ '值#每组设 " 个复孔#重复测量 !
次#取平均值(
92=2>3W=',8Q<))细胞迁移试验检测各组细胞迁移能
力4取各组细胞#饥饿处理 #9 /#胰蛋白酶消化并用无
血清培养基重悬( 调整细胞密度至 9o#$K

个J&)#取细
胞悬液 9$$ $)加入 W=',8Q<))小室( 9H 孔板下室加入
K$$ $)含体积分数 K\>TB的培养基#常规培养 " /(
7B:5染核后#使用7X!$$Z正置荧光显微镜拍照并计
数穿过膜并附着在膜下室侧的细胞数( 分别选取各孔
相同位置 K 个视野计数细胞个数( 迁移率为迁移细胞
数占细胞总数的比例#以对照组为参照#计算各组细胞
相对迁移率(
92=2?3b<81<=, A).1法检测各组蛋白表达4收集各组
细胞#采用蛋白裂解液冰上振荡裂解 9$ &(,( 离心半
径 #!fK 3&#H n条件下##9 $$$ =J&(, 离心 #K &(,#收集
上清液#采用 >XB蛋白定量法测量蛋白质量浓度( 按
比例加入 #JH 体积的 H 倍上样缓冲液##$$ n煮沸
K &(,进行变性#H n条件下##9 $$$ =J&(, 离心 K &(,#
取上清( 按每孔 9$ $-蛋白上样量#用质量分数 #$\
聚丙烯酰胺凝胶电泳进行电泳分离#再用湿法转膜将
蛋白转印至 :C7Z膜上#用质量分数 #\>TB封闭后#
孵育一抗和相应二抗# 其中一抗稀释倍数均为
# g# $$$#二抗稀释倍数为 # gK $$$*之后用 %X@发光
液及显影液定影液进行蛋白的显影定影#最终胶片读
取数据#用 5&'-<Y软件进行灰度分析( 以 %L'31(, 为
内参照#计算各目的蛋白相对表达水平#并计算
:@X!#)BU1和 %=U 磷酸化比率( 每个样本设置 " 个复
孔#同一样本重复测量 ! 次#取平均值(
92>3统计学方法

采用 T:TT #Gf$ 统计学软件和 :=(8&Kf$ 统计作
图软件进行统计分析并作图( 本研究中计量资料经
b检验呈正态分布#以 &<',qT7表示( 正常对照组和

高糖对照组 [<M-</.-蛋白相对表达量比较采用独立
样本 ?检验#正常培养条件下不同剂量 [<M-</.-激动
剂组以及高糖培养条件下不同剂量 T&..1/<M 抑制剂
组细胞增生值)相对迁移率):@X!# 磷酸化比值)BU1
磷酸化比值和 %=U 磷酸化比值比较采用单因素方差分
析#组间多重比较采用 @T7L?检验( 5l$f$K 为差异有
统计学意义(

=3结果

=293正常和高糖条件下 [<M-</.-蛋白表达情况
正常对照组和高糖对照组细胞 [<M-</.-蛋白相

对表达量分别为 #f$$q$f$$ 和 "f9Hq$f###高糖对照
组细胞 [<M-</.-蛋白相对表达量明显高于正常对照
组#差异有统计学意义&?p""FfKF!#5l$f$$#'&图 #'(
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图 93 2)%')*&20"'法检测正常和高糖培养条件下 H;ELF中
H)/8)("8 蛋白表达4B"各组 [<M-</.-蛋白表达电泳图4>"各组
[<M-</.-蛋白相对表达量比较4与正常对照组比较#.5l$f$$#&独立
样本 ?检验#6p"'4#"正常对照组*9"高糖对照组
4

=2=3不同剂量 [<M-</.-激动剂对正常培养条件下
[6̂ %X增生和迁移能力的影响

正常对照组)$fK $&.)J@激动剂组和 #f$ $&.)J@
激动剂组细胞增生能力 (HG$值分别为 #f9$!q$f#$#)
#f!HGq$f$K$ 和 #fH99q$f$K!#总体比较差异有统计
学意义&Wp9FfKG#5l$f$$#'( $fK $&.)J@激动剂组
和#f$ $&.)J@激动剂组 (HG$值明显高于正常对照组#
差异均有统计学意义&均 5l$f$#' &图 9'( 正常对照
组)$fK $&.)J@激动剂组和 #f$ $&.)J@激动剂组细胞
相对迁移率分别为 #f$$q$f$$)9f!Hq$f#H 和 !fKGq
$f!9#总体比较差异有统计学意义 &WpHF!fK!#5l
$f$$#'( $fK $&.)J@激动剂组和 #f$ $&.)J@激动剂
组细胞相对迁移率较正常对照组明显升高#差异均有
统计学意义&均 5l$f$#'&图 !'(
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图 =3不同剂量 H)/8)("8 激
动剂组细胞增生值比较4Wp
9FfKG#5l$f$$#2与正常对照

组比较#'5l$f$# &单因素方差
分析#@T7L?检验#6p"'4#"正
常对照组*9"$fK $&.)J@激动
剂组*!"#f$ $&.)J@激动剂组
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图 >3不同剂量 H)/8)("8 激动剂对正常培养条件下 H;ELF迁移
能力的影响4Bm荧光显微镜观察不同剂量 [<M-</.-激动剂组细胞
迁移情 况 & 7B:5# 标 尺 p#$$ $&' 4 $fK $&.)J@激 动 剂 组 和
#f$ $&.)J@激动剂组细胞迁移数多于正常对照组4>m不同剂量
[<M-</.-激动剂组细胞相对迁移率比较 WpHF!fK!#5l$f$$#2与正

常对照组比较#'5l$f$#&单因素方差分析#@T7L?检验#6p"'4#m正
常对照组*9m$fK $&.)J@激动剂组*!m#f$ $&.)J@激动剂组
4

=2>3不同剂量 [<M-</.-激动剂对正常条件下培养的
细胞中 :@X!# 和 BU1)%=U 蛋白磷酸化水平的影响

正常对照组)$fK $&.)J@激动剂组和 #f$ $&.)J@

激动剂组细胞 :@X!# 磷酸化比值分别为 #f$$q$f$$)
#fKGq$f#! 和 9fGHq$fHF#BU1磷酸化比值分别为 #f$$q
$f$$)9f$Fq$f9F 和 9f!Fq$f$K#%=U 磷酸化比值分别
为 #f$$q$f$$)#f9Kq$f$9 和 #fKFq$f$9#各组 :@X!#

磷酸化比值)BU1磷酸化比率和 %=U 磷酸化比值总体
比较#差异均有统计学意义&Wp"Hf"E)KGfF$)99fE##

均 5l$f$K'( $fK $&.)J@激动剂组和#f$ $&.)J@激动
剂组细胞 :@X!# 磷酸化比值)BU1磷酸化比率和 %=U

磷酸化比率均明显高于正常对照组#差异均有统计学
意义&均 5l$f$#'&图 H'(
=2?3不同剂量 T&..1/<M 抑制剂对高糖条件下细胞增
生和迁移能力的影响

高糖对照组)#fK $&.)J@抑制剂组和 9fK $&.)J@

抑制剂组细胞增生能力分别为 #f$$$q$f$H$)$fEHGq
$f$#$ 和 $fF!Fq$f$!$#细胞相对迁移率分别为 #f$$q
$f$$)$fH!q$f$9 和 $f9Fq$f$##各组细胞增生值和相
对迁移率总体比较差异均有统计学意义&Wp#9fE9")
99fFH!# 均 5l$f$K '( #fK $&.)J@抑 制 剂 组 和
9fK $&.)J@抑制剂组细胞增生值和相对迁移率均较高
糖对照组明显降低#差异均有统计学意义 &均 5l
$f$#'&图 K#"'(
=2I3不同剂量 T&..1/<M 抑制剂对高糖条件下培养的
细胞 :@X!#)BU1和 %=U 蛋白磷酸化水平的影响
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图 ?32)%')*&20"'法检测不同剂量 H)/8)("8 激动剂组细胞中
O3F"9)1T'和 L*T蛋白磷酸化水平4Bm各组细胞磷酸化 :@X!#)
BU1和 %=U 蛋白表达电泳图4>m不同剂量 [<M-</.-激动剂组 :@X!#

磷酸化比值比较4Wp"Hf"E#5p$f$9F2与正常对照组比较#'5l$f$#
&单因素方差分析#@T7L?检验#6p"'4Xm不同剂量 [<M-</.-激动剂
组 BU1磷酸化比值比较4WpKGfF$#5p$f$!!2与正常对照组比较#
'5l$f$# &单因素方差分析# @T7L?检验# 6 p" ' 4 7m不同剂量
[<M-</.-激动剂组 %=U 磷酸化比值比较4Wp99fE##5p$f$$F2与正

常对照组比较#'5l$f$#&单因素方差分析#@T7L?检验#6p"'4#m正
常对照组*9m$fK $&.)J@激动剂组*!m#f$ $&.)J@激动剂组
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图 I3不同剂量 m,""'()/抑
制剂组细胞增生值比较4Wp
#9fE9"#5p$f$!2与高糖对照

组比较#'5l$f$#&单因素方差
分析#@T7L?检验#6p"'4#m高
糖对照组*9m#fK $&.)J@抑制
剂组*!m9fK $&.)J@抑制剂组
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图 M3不同剂量 m,""'()/抑制剂对高糖培养条件下 H;ELF迁移
能力的影响4Bm荧光显微镜观察不同剂量 T&..1/<M 抑制剂组细胞
迁移情况&7B:5#标尺p#$$ $&'4#fK $&.)J@抑制剂组和9fK $&.)J@
抑制剂组细胞迁移数明显少于高糖对照组4>m不同剂量 T&..1/<M
抑制剂组细胞相对迁移率比较4Wp99fFH!#5p$f$!HF2与高糖对照

组比较#'5l$f$#&单因素方差分析#@T7L?检验#6p"'4#m高糖对照
组*9m#fK $&.)J@抑制剂组*!m9fK $&.)J@抑制剂组
4

高糖对照组)#fK $&.)J@抑制剂组和 9fK $&.)J@
抑制剂组:@X!# 磷酸化比值分别为 #f$$q$f$$)$fHFq

m"#Fm 中华实验眼科杂志 9$#G 年 G 月第 !F 卷第 G 期4X/(, Y%V+ I+/1/')&.)#T<+1<&A<=9$#G#C.)2!F#D.2G

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



$f$# 和 $f9# q$f$$#BU1磷酸化比值分别为 #f$$ q
$f$$)$fFKq$f$K 和 $f!Fq$f$9#%=U 磷酸化比值分别
为 #f$$q$f$$)$f"$q$f$! 和 $f9Hq$f$$#各组 :@X!#
磷酸化比值)BU1磷酸化比值和 %=U 磷酸化比值总体
比较#差异均有统计学意义 & Wp99f9F9) !Ef9H9)
#Ef"9E# 均 5l$f$# '( #fK $&.)J@抑 制 剂 组 和
9fK $&.)J@抑制剂组 :@X!# 磷酸化比值)BU1磷酸化
比值和 %=U 磷酸化比值均明显低于高糖对照组#差异
均有统计学意义&均 5l$f$#'&图 F'(
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图 P3 2)%')*&20"'法检测不同剂量的 m,""'()/抑制剂组中
O3F"9)1T'和 L*T蛋白磷酸化水平4B3各组细胞磷酸化 :@X!#)
BU1和 %=U 蛋白表达电泳图4>3不同剂量 T&..1/<M 抑制剂组 :@X!#

磷酸化比值比较4Wp99f9F9#5p$f$$G2与正常对照组比较#'5l
$f$#&单因素方差分析#@T7L?检验#6p"'4X3不同剂量 T&..1/<M 抑
制剂组 BU1磷酸化比值比较4Wp!Ef9H9#5p$f$$K2与正常对照组

比较#'5l$f$# &单因素方差分析#@T7L?检验#6p"'473不同剂量
T&..1/<M 抑制剂组 %=U 磷酸化比值比较4Wp#Ef"9E#5p$f$#$2与

正常对照组比较#'5l$f$#&单因素方差分析#@T7L?检验#6p"'4#3
高糖对照组*93#fK $&.)J@抑制剂组*!39fK $&.)J@抑制剂组
4

>3讨论

哺乳动物中存在 T.,(3[<M-</.-)5,M(', [<M-</.-

和 7<8<=1[<M-</.-! 个 [<M-</.-的同源基因#分别编
码 T//)5// 和 7// 蛋白( [<M-</.-信号传递受靶细
胞膜上 9 种受体 :'13/<M&:13'和 T&..1/<M& T&.'的控
制#其中 T&.是 [<M-</.-信号传递所必需的受体(
:N=&.=+/'&(,<是第一个针对 T&..1/<,<M 蛋白开发的
小分子激动剂

/E0 ( :N=&.=+/'&(,<能够激活 [<M-</.-

信号 通 路# 导 致 其 下 游 靶 基 因 的 上 调 和 下 调(
%=(8&.M<-(A 是一种选择性的具有生物活性的 T&.拮
抗剂#能够通过拮抗 T&.受体来抑制 [<M-</.-信号通
路的活性

/G0 (

P:X68是一类膜受体超家族#广泛存在于真菌和

哺乳生物中#其结构特点是细胞膜内段有 P蛋白的结
合位点# 可通过与 P蛋白偶联向细胞内传递信
号

/#$]##0 ( SP:X6有 #)%和 !! 个亚基#其中 #亚基可
激活 :@X!的活性#从而激活蛋白激酶 X& +=.1<(,
U(,'8<X#:iX'通路#%=U 蛋白表达增加#!亚基可激活
磷酸肌醇 !L激酶&+/.8+/.(,.8(1(M<!LU(,'8<#:5!i')+!E
和 3LYN, 氨基末端激酶&3LYN,DL1<=&(,')U(,'8<#YDi'通
路 的 活 性# 最 终 导 致 核 转 录 因 子 *>& ,N3)<'=
1=',83=(+1(., R'31.=L*>#DZL*>'激活( P:X68与大部分
人类疾病相关#因此#其一直被视为最好的药物治疗靶
点

/#90 ( 目前已报道的参与 76的 P:X68大多属于视
紫红质类受体亚家族及卷曲蛋白&Z=(jj)<M'受体亚家
族#而 T// 蛋白恰巧属于 Z=(jj)<M 受体亚家族#并且通
过作用于其下游的蛋白激酶 B&+=.1<(, U(,'8<B#:iB'
等来影响 :5!i和 P:X68信号通路的活性( 因此#本
研究筛选了与血管新生相关的 :5!i和 P:X68信号通
路#验证 [<M-</.-蛋白是否也通过这 9 个信号通路机
制来发挥促进 76发生和发展的作用(

细胞的增生迁移能力反映了细胞的活性状态及其

在屏 障 功 能 中 的 稳 定 性( 本 研 究 中 结 果 显 示#
[<M-</.-激动剂可增强正常培养条件下的 [6̂ %X增
生和迁移能力#T&..1/<M 抑制剂可减弱高糖培养条件
下的 [6̂ %X增生和迁移能力#推测 [<M-</.-蛋白在
[6̂ %X屏障功能中发挥一定的调控作用(

_(, 等 /!0
研究结果显示#BiWJPTiL!%介导的 T//

通路可调控糖尿病中 %:X的功能#激活 T// 信号通路
能够增加 # 型糖尿病小鼠 %:X的数量和功能#并且加
速新生血管形成( b',-等 /#!0

研究发现#T// 信号通
路参与调节病理性视网膜血管生成( S', WNO)等 /#H0

研究显示#76大鼠模型中 T// 信号通路活性增强#
T//)C%PZ及功能性跨膜蛋白受体 :1</<M)表达均升
高( C%PZ是 T// 信号通路介导新生血管形成的下游
靶基因之一

/#K0 ( 丝裂原活化蛋白激酶 & &(1.-<,L
'31(S'1<M +=.1<(, U(,'8<8# B̂:i'信号通路在 76的发
生和发展过程中起着重要作用

/"##"0 ( T// 和 B̂:i信
号通路是多种生长因子和细胞因子调控细胞增生)迁
移的重要途径( W.&)(,8., 等 /#F0

研究表明#外源性 T//
可降低高糖条件下 û))<=细胞中 %6i#J9 通路的表
达#同时 :5!i通路的活性增强#然而对 +!E B̂:i信
号通路却无明显影响*其作用机制可能为糖尿病所致
的高血糖)缺血)缺氧等的微环境激活了 %6i#J9 通
路#致使 û))<=细胞表达 C%PZ和神经胶质纤维酸性
蛋白增多#从而促进视网膜血管细胞的增生#抑制细胞
凋亡( 本研究结果也显示#[<M-</.-蛋白激动剂上调

!F#F!中华实验眼科杂志 9$#G 年 G 月第 !F 卷第 G 期4X/(, Y%V+ I+/1/')&.)#T<+1<&A<=9$#G#C.)2!F#D.2G

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



了正常条件下培养细胞 P:X68通路下游 :@X!# 和
BU1蛋白的磷酸化水平#P:X68信号通路被激活#从而
促进 [6̂ %X的增生和迁移*而 T&..1/<M 蛋白抑制剂
使高糖环境中培养的细胞 P:X68通路下游 :@X!# 和
BU1蛋白的磷酸化水平降低#减弱了高糖条件下
[6̂ %X的增生和迁移能力( d/',-等 /#E0

研究还发

现#视网膜血管病变并不是一个独立的病理生理过程#
而是合并视网膜神经病变及神经胶质细胞病变出现

的( 在正常 XKF>@J" 小鼠的视网膜神经节细胞
&=<1(,')-',-)(., 3<))8#6PX8'中 T// 蛋白低表达#而在
高糖)缺氧)炎症等的刺激下#T// 表达增加#并促进
6PX8的损伤#加速 76的发生和发展 /#G0 ( 内源性和
外源性 T// 蛋白均能抑制糖尿病模型 T7大鼠 6PX8
的凋亡#从而发挥细胞保护作用( 然而#糖尿病视网膜
视神经损害的发生机制非常复杂#推测 T// 蛋白可能
参与多种细胞信号通路#进而发挥协同保护的作用#其
具体机制仍有待进一步研究(

本研究尚存在一定的局限性#未进行在体功能学
实验#其次细胞实验的观察时间点较单一#对各指标间
相互的作用机制缺乏更加系统深入的对照研究( 今后
可考虑应用多种方法对 P:X68通路中激动剂及抑制
剂的调控作用进行检测#观察细胞功能的改变#同时设
立通路中更多的蛋白作为观察指标#以更准确地阐述
高糖状态下 [6̂ %X中 [<M-</.-蛋白表达变化机制
和对内皮细胞屏障功能的影响(

综上所述#本研究结果表明高糖培养可诱导
[6̂ %X中 [<M-</.-蛋白的表达#[<M-</.-蛋白通过
调节 P:X68信号通路蛋白的磷酸化水平来促进
[6̂ %X的增生和迁移( 本研究为 [<M-</.-蛋白在
76中作用的深入研究提供了实验基础(
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