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!!$摘要%!背景!细胞凋亡是糖尿病视网膜病变+ 6̀ ,中的重要机制之一#氧化应激'高糖等可启动细胞
凋亡通路#从而造成细胞损伤& 叔丁基对苯二酚+EP̂ o,是一种抗氧化应激药物#但其在 6̀ 的发生和发展过

程中是否发挥视网膜细胞的保护作用尚不明确&!目的!观察 EP̂ o对 < 型糖尿病大鼠视网膜血管内皮生长
因子+V%ej,及 P4)=< 表达的影响#探讨 EP̂ o通过核因子=%< 相关因子 <:抗氧化反应元件+WHG<:À %,信号
通路对 < 型糖尿病大鼠视网膜可能的保护机制&!方法!选取 $# 只清洁级健康雄性 ]6大鼠& 应用随机数字
表法随机选取其中 "# 只大鼠为正常对照组#以正常饲料喂养(其余 ># 只大鼠采用高脂高糖饲料喂养 > 周后
空腹 "< F#然后大鼠腹腔内注射链脲佐菌素+ ]M\,诱导 < 型糖尿病模型& 造模成功大鼠均衡分组#模型对照
组大鼠继续给予高脂高糖饮食#EP̂ o干预组大鼠于造模后 " 周在高脂高糖饲料中添加质量分数 "Q EP̂ o进
行干预#各组大鼠分别于造模后 > 周和 "< 周收集大鼠心脏全血#检测各组大鼠空腹血糖+jae,#血浆总胆固
醇+MT,'总三酰甘油+Me,'高密度脂蛋白胆固醇+ 6̂_=T,和低密度脂蛋白胆固醇+_6_=T,含量(采用放射免
疫分析法检测各组大鼠空腹血清胰岛素 +j8W*,含量& 采用免疫组织化学法检测各组大鼠视网膜中 V%ej'
C4)=< 蛋白的表达分布(采用实时荧光定量 aT̀ + c M̀=aT̀ ,法定量检测各组大鼠视网膜中 P4)=< &̀ WA和
V%ej&̀ WA的相对表达量&!结果!2$ 只大鼠成功建立 < 型糖尿病模型& 各组大鼠造模后不同时间点 j8W*
含量总体比较差异均有统计学意义 +Y

分组
q<<?>S##Oq#?###(Y

时间
q9?121#Oq#?##S ,& 各组间大鼠血浆

jae'MT'Me和 _6_=T含量总体比较差异均有统计学意义+jae"Y
分组

q9S?$2"#Oq#?###(MT"Y
分组

q<S?#>/#
Oq#?###(Me"Y

分组
q"2?"#S#Oq#?###(_6_=T"Y

分组
q1?S#>#Om#?#$,& 免疫组织化学检测显示#P4)=< 和

V%ej蛋白主要表达于视网膜各层的血管'视网膜神经节细胞+ èT*,层'内核层和外核层& 各组间大鼠视网
膜中 V%ej和 C4)=< 蛋白的相对表达量总体比较差异均有统计学意义+V%ej"Y

分组
q""?S#$#Oq#?###(C4)=<"

Y
分组

q<<?/>2#Oq#?###,(EP̂ o干预组大鼠造模后 "< 周视网膜中 C4)=< 蛋白的相对表达量明显高于造模后
> 周#差异有统计学意义+Om#?#$,& 各组大鼠造模后不同时间点视网膜中 V%ej和 P4)=< &̀ WA相对表达量
总体比较差异均有统计学意义+V%ej"Y

分组
q9/?<<##Oq#?###(Y

时间
q1?#/##Om#?#$(P4)=<"Y

分组
q"#$?####

Oq#?###(Y
时间

q"2?"9##Oq#?##",& 其中造模后 > 周和 "< 周模型对照组和 EP̂ o干预组大鼠视网膜中
V%ej和 P4)=< &̀ WA相对表达量明显高于正常对照组#EP̂ o干预组大鼠视网膜中 P4)=< &̀ WA相对表达量
明显高于模型对照组#差异均有统计学意义+均 Om#?#$,(EP̂ o干预组大鼠造模后 "< 周视网膜中 V%ej和
P4)=< &̀ WA相对表达量明显高于造模后 > 周#差异均统计学意义+均 Om#?#$,&!结论!EP̂ o可通过下调视
网膜中 V%ej的表达和上调 C4)=< 的表达对 6̀ 发挥抗氧化损伤和抗凋亡作用& 此外#EP̂ o对糖尿病大鼠可
能有降血糖'调节胰岛素'降血脂的作用& !

$关键词%!糖尿病:并发症( 视网膜病变( 血管内皮生长因子( P4)=<:代谢( 动物模型( ]6大鼠( 叔
丁基对苯二酚
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!2-#*1+$*"3C+$DE1&%',3AB5BE5*(*(*'BH(&'HI4)(,(4')B'EF5)5.(4')&D4F',(*& 5G@('CDE(4HDE(,5B'EFI
+6̀ ,37-(@'E(LD*EHD**',@ F(.F .)+45*D4', '4E(L'ED4D))'B5BE5*(*B'EFK'I',@ EF+*)D'@*E54D))+)'H@'&'.D38E(*
45,G(H&D@ EF'EEDHE=C+EI)FI@H5c+(,5,D+EP̂ o, B)'I*', ',E(5-(@'E(5, DGGD4E#F5KDLDH#KFDEFDH(EF'*'BH5ED4E(LDH5)D
5, HDE(,')4D))*(, 6̀ (**E())+,D)+4(@'ED@3!F-G)$*"H)!MF(**E+@IK'*E5(,LD*E(.'EDEFDDGGD4E5GEP̂ o5, L'*4+)'H
D,@5EFD)(').H5KEF G'4E5H+V%ej, ',@ C4)=< D-BHD**(5,*(, HDE(,'5GEIBD< @('CDE(4H'E*',@ (E*B5**(C)D&D4F',(*&
L(',+4)D'HG'4E5HDHIEFH5(@ <=HD)'ED@ G'4E5H<:',E(5-(@',EHD*B5,*DD)D&D,E+WHG<:À %, *(.,')B'EFK'I3!I)*0&,#!
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j(GEI4)D', FD')EFI&')D]6H'E*KDHD(,4)+@D@ (, EF(*D-BDH(&D,E')*E+@I3MD, H'E*KDHDGD@ K(EF ,5H&')@(DE'*EFD
,5H&')45,EH5).H5+B#',@ 5EFDHH'E*KDHDGD@ K(EF F(.F G'EEI',@ F(.F *+.'HG55@ G5H> KDDJ*3AGEDH"< F5+H*5GG'*E(,.#
*EHDBE5N5E5(, +]M\, +2# &.:J., K'*(,EH'BDH(E5,D'))I(,;D4ED@ E5(,@+4DEFDEIBD< @('CDE(4&5@D)*3MFD&5@D)H'E*
KDHDH',@5&)I@(L(@D@ (,E5EFD@('CDE(445,EH5).H5+B ',@ EP̂ o.H5+B ',@ "Q EP̂ oK'*'@@D@ (,E5EFDF(.F G'EEI
',@ *+.'HG55@ " KDDJ 'GEDH&5@D)(,.(, EFDEP̂ o.H5+B3j'*E(,.B)'*&'.)+45*D+jae, )DLD)#C)55@ E5E')4F5)D*EDH5)
+MT, )DLD)#C)55@ EH(.)I4DH(@D+Me, )DLD)# F(.F @D,*(EI)(B5BH5ED(,=4F5)D*EDH5)+ 6̂_=T,#)5K@D,*(EI)(B5BH5ED(,=
4F5)D*EDH5)+_6_=T, ',@ G'*E(,.*DH+&(,*+)(, +j8W*, KDHD@DED4ED@ > ',@ "< KDDJ*'GEDH&5@D)(,.#HD*BD4E(LD)I#
',@ H'@(5(&&+,5'**'IK'*+*D@ E5@DED4EEFDj8W)DLD)*5GEFDH'E*3MFDHD)'E(LDD-BHD**(5, 5GV%ej',@ C4)=< (,
HDE(,'*5GEFDH'E*KDHD'**'ID@ CI(&&+,5F(*E54FD&(*EHI',@ G)+5HD*4D,4DHD')=E(&Dc+',E(E'E(LDaT̀ + c M̀=aT̀ ,3
MFD+*D5GEFD',(&')*45&B)(D@ K(EF EFD D̀.+)'E(5,*G5HEFDA@&(,(*EH'E(5, 5GAGG'(H*T5,4DH,(,.%-BDH(&D,E')
A,(&')*CI]E'ED',@ MD4F,5)5.IT5&&(**(5,3!;)#%.*#!MIBD< @('CDE(4&5@D)*KDHD*+44D**G+))ID*E'C)(*FD@ (, 2$
H'E*K(EF *+44D**G+)H'ED/<?"Q3MFDj8W)DLD)*KDHD*(.,(G(4',E)I@(GGDHD,E'&5,.@(GGDHD,E.H5+B*',@ E(&DB5(,E*
+Y.H5+B q<<?>S##Oq#?###(YE(&Dq9?121#Oq#?##S,3MFDjae#MT#Me',@ _6_=T)DLD)*KDHD*(.,(G(4',E)I@(GGDHD,E
'&5,.EFD.H5+B*+jae"Y.H5+B q9S?$2"#Oq#?###(MT"Y.H5+B q<S?#>/#Oq#?###(Me"Y.H5+B q"2?"#S#Oq#?###(
_6_=T"Y.H5+B q1?S#>#Om#?#$,38&&+,5F(*E54FD&(*EHI*F5KD@ EF'EV%ej',@ C4)=< KDHD&'(,)ID-BHD**D@ (, HDE(,')
.',.)(5, 4D)))'IDH#(,,DHB)D-(G5H&)'IDH',@ 5+EDHB)D-(G5H&)'IDH3MFDD-BHD**(5,*5GV%ej',@ C4)=< BH5ED(,*KDHD
*(.,(G(4',E)I@(GGDHD,E'&5,.@(GGDHD,E.H5+B*+V%ej"Y.H5+B q""?S#$#Oq#?###(C4)=<"Y.H5+B q<<?/>2#Oq#?###,(
EFDD-BHD**(5, )DLD)5GC4)=< BH5ED(, K'*F(.FDH(, "< KDDJ*'GEDH&5@D)(,.EF', EF'E(, > KDDJ*'GEDH&5@D)(,.(, EFD
EP̂ o.H5+B +Om#?#$,3MFDD-BHD**(5,*5GV%ej',@ P4)=< &̀ WA(, H'EHDE(,'*KDHD*(.,(G(4',E)I@(GGDHD,E'&5,.
@(GGDHD,E.H5+B*',@ E(&DB5(,E*+V%ej"Y.H5+B q9/?<<##Oq#?###(YE(&Dq1?#/##Om#?#$(P4)=<"Y.H5+B q"#$?####
Oq#?###(YE(&Dq"2?"9##Oq#?##",3j5+H',@ D(.FEKDDJ*'GEDH&5@D)(,.#EFDD-BHD**(5,*5GV%ej',@ P4)=<
&̀ WA(, EFD@('CDE(445,EH5).H5+B ',@ EP̂ o.H5+B KDHD*(.,(G(4',E)IF(.FDHEF', EF'E(, EFD,5H&')45,EH5).H5+B#
',@ EFDD-BHD**(5,*5GP4)=< &̀ WA(, EFDEP̂ o.H5+B KDHD*(.,(G(4',E)IF(.FDHEF', EF'E(, EFD&5@D)45,EH5).H5+B
+'))'EOm#?#$,(EFDD-BHD**(5, 5GP4)=< &̀ WAK'*F(.FDH'E"< KDDJ*'GEDH&5@D)(,.EF', EF'E'E> KDDJ*(, EFDEP̂ o
.H5+B +Om#?#$,3!?&'$.%#"&'#!EP̂ oBH5@+4D*',E(=5-(@'E(LD=@'&'.D',@ ',E(='B5BE5*(*DGGD4E*5, HDE(,')4D))*CI
+B=HD.+)'E(,.V%ejD-BHD**(5, ',@ @5K,=HD.+)'E(,.C4)=< D-BHD**(5, (, 6̀ H'E*38, '@@(E(5,#EP̂ o&'IF'LDDGGD4E*
5, )5KDH(,.F(.F C)55@ *+.'H#HD.+)'E(,.(,*+)(, ',@ C)55@ )(B(@ )DLD)*3!

!4)5 6&1,#"3 6('CDED*&D))(E+*:45&B)(4'E(5,( D̀E(,5B'EFI( V'*4+)'HD,@5EFD)(').H5KEF G'4E5H( P4)=<:
&DE'C5)(*&( 6(*D'*D&5@D)*# ',(&')( ]6H'E*( MDHE=C+EI)FI@H5c+(,5,D

J%',/1&E1+<" j(,',4(')aH5;D4E5G]4(D,4D',@ MD4F,5)5.I6DB'HE&D,E5G](4F+', aH5L(,4D+">UT#"9<2=
_̂ 21# <#"$]\##S1,

!!糖尿病视网膜病变+ @('CDE(4HDE(,5B'EFI#6̀ ,是糖
尿病常见的微血管并发症之一

)"* #其主要特点为血管
外渗出'组织缺氧及新生血管生成& 高糖环境可导致
调节因子分泌失衡#从而引起局部组织缺血'缺氧(同
时#晚期糖基化终末产物的产生和堆积可诱导血管生
成因子#如血管内皮生长因子 + L'*4+)'HD,@5EFD)(')
.H5KEF G'4E5H#V%ej,'缺氧诱导因子+ FIB5-('=(,@+4(C)D
G'4E5H# 8̂j,' 色 素 上 皮 细 胞 衍 生 因 子 + B(.&D,E
DB(EFD)(+&@DH(LD@ G'4E5H#a%6j,等的产生#其中 V%ej
是最直接的眼内新生血管形成因子

)<* & V%ej和 C4)=<
在组织中的表达量在一定程度上反映了机体组织抗氧

化应激'抗凋亡及病理改变的程度 )2Y>* & 研究表明#抗
氧化剂可抑制 V%ej的过度表达#并减少视网膜细胞
的凋亡

)$* & 叔丁基对苯二酚 +EDHE=C+EI)FI@H5c+(,5,D#
EP̂ o,是一种抗氧化剂#可诱导核因子=%< 相关因子 <
+,+4)D'HG'4E5HDHIEFH5(@ <=HD)'ED@ G'4E5H<#WHG<,和 P4)=<
的表达上调#从而起到抗氧化和抗凋亡的作用 )1* #但
其在 6̀ 过程中的作用尚未证实& 本研究观察 EP̂ o
干预后 < 型糖尿病模型大鼠视网膜中 V%ej和 C4)=<

的表达变化#探讨 EP̂ o对 6̀ 视网膜细胞的保护作用

及其机制&

73材料与方法

7373材料
737373实验动物及分组3> 周龄清洁级健康雄性 ]6
大鼠 $# 只#体质量 "S# R<## .+购自四川医科大学城
北实验动物中心,& 动物适应性喂养 " 周后按随机数
字表法随机抽取 "# 只作为正常对照组#其余 ># 只大
鼠诱导糖尿病模型#造模成功后随机分为模型对照组
和 EP̂ o组#每组 <# 只& 实验动物的使用遵循国家科
学技术委员会 "/SS 年颁布的-实验动物管理条例.&
737383主要试剂3链脲佐菌素+*EHDBE5N54(,#]M\, +美
国 ](.&'公司,(EP̂ o+美国 A4H5*公司,(总 ẀA提取
试剂盒'逆转录试剂盒'实时荧光定量 aT̀ +HD')=E(&D
c+',E(E'E(LDaT̀ #c M̀=aT̀ ,试剂盒+日本宝生物工程
有限公司,(V%ej'P4)=<'eAa6̂ 引物序列+上海生工
生物有限公司,(兔抗大鼠 P4)=<'V%ej多克隆抗体
+美国 P(5O5H)@ 公司,(生物素化山羊抗兔 8.e二抗
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+武汉博士德生物工程公司,("<$#胰岛素放射免疫分
析药盒+北京北方生物技术研究所,&
7383方法
738373动物模型的制备3正常对照组大鼠始终给予
标准大鼠饲料饲养& 其余 ># 只给予高脂高糖饲料饲
养 > 周#空腹 "< F 后以 2# &.:J.的剂量腹腔内注射质
量分数 "Q ]M\溶液建立 < 型糖尿病模型#正常对照
组大鼠注射等容量枸橼酸钠缓冲液& 于造模后 9 @ 由
大鼠尾尖取血测定空腹血糖 +G'*E(,.B)'*&'.)+45*D#
jae,#以 jae含量t"1?9 &&5):_为造模成功#EP̂ o
干预组于成模后 " 周开始在高脂高糖饲料中添加质量
分数 "Q EP̂ o& 模型对照组大鼠继续给予高脂高糖
饮食& 每日观察大鼠一般情况&
738383大鼠眼球组织标本的制备3将正常对照组'模
型对照组和 EP̂ o干预组大鼠任意平均分为 < 个组#
分别于成模后 > 周和 "< 周空腹过夜#采用质量分数
<Q戊巴比妥钠 $# &.:J.腹腔内注射行全身麻醉& 以
穿刺法收集大鼠心脏血液备用& 随即摘取双侧眼球#
各时间点分别任取 1 只眼球制作标本#先用 "/e穿刺
刀于角膜缘处穿刺前房#然后于质量分数 >Q多聚甲
醛溶液中固定 <> F 以上#常规石蜡包埋#分别 < !&和
$ !&厚连续切片& 各时间点另用 1 只眼球迅速沿锯齿
缘环形剪除眼前节#将视网膜剥离并在 aP] 中漂洗#清
除残存的玻璃体#最后将视网膜置入去 ẀA酶的 "?$ &)
%a管中#迅速置于液氮中并于YS# X保存备用&
738393各组大鼠糖尿病相关生物化学指标的检测3
收集大鼠心脏全血#采用 9"S# 全自动生化分析仪+日
本日 立 公 司 , 测 定 大 鼠 jae' 总 胆 固 醇 + E5E')
4F5)D*EDH5)#MT,'三酰甘油+EH(.)I4DH(@D#Me,'高密度脂
蛋白胆固醇 + F(.F @D,*(EI)(B5BH5ED(,=4F5)D*EDH5)# 6̂_=
T,和低密度脂蛋白胆固醇 +)5K@D,*(EI)(B5BH5ED(,=
4F5)D*EDH5)#_6_=T,含量& 采用"<$#胰岛素放射免疫分
析药盒检测大鼠空腹血清胰 岛 素 + G'*E(,.*DH+&
(,*+)(,*#j8W*,含量&
7383:3免疫组织化学法检测各组大鼠视网膜中 C4)=<
和 V%ej蛋白的表达!取各组眼球 < !&石蜡切片#行
常规苏木精Y伊红染色#中性树胶封片后于光学显微
镜下观察视网膜结构& 取各组眼球 $ !&石蜡切片#
常规脱蜡入水#aP] 漂洗 1 &(,##?" &&5):_枸橼酸盐
缓冲液预热至 /< R/S X#放入载玻片#微波炉内 /< R
/S X加热 $ &(,#自然冷却至室温进行抗原修复#分别
滴加兔抗大鼠 C4)=<+" ["##,'V%ej+" ["##,一抗#> X
孵育过夜#aP] 洗涤(加二抗+" [<##,#室温孵育 ># &(,#
6AP显色#用 Pf$2 数字显微镜 +日本 7_bdas] 公

司,及 8&'.D=aH5a)+*图像分析软件分析 C4)=< 和
V%ej蛋白在大鼠视网膜中的表达分布& 每组任取 1
张切片#分别于高倍镜下选择 $ 个不同视野光学显微镜
下观察#棕黄色或棕褐色着色者为阳性反应细胞#测定
单位面积平均吸光度+[,#实验重复 2 次#取平均值&
7383Q3 c M̀=aT̀ 法检测大鼠视网膜中 P4)=< &̀ WA
和 V%ej&̀ WA的表达!P4)=<'V%ej的引物分别为
"9> CB 和 "S< CB& 2 个组大鼠分别于干预 > 周'"< 周
时各取 1 份视网膜& 将各组冻存视网膜标本机械匀浆
后#用总 ẀA提取试剂盒提取视网膜总 ẀA#测得
ẀA的 [<1# :[<S#为 "?/ R<?<#参照逆转录试剂盒说明
书以 ẀA为模板逆转录合成 46WA#反应体系为 "# !)(
反应条件"29 X "$ &(,#S$ X $ *#> X保存& 采用
Tjf/1 HD')=E(&DaT̀ 6DEDE(5, ]I*ED&对 46WA进行
aT̀ 扩增#总反应体系为 <$ !)(扩增条件"/$ X预变
性 2# *(/$ X变性 $ *#1# X退火及延伸 2# *#共 2/ 个
循环& 以 eAa6̂ 作为内参照#计算 P4)=< &̀ WA和
V%ej&̀ WA的相对表达值&
7393统计学方法

采用 ]a]] <<3# 统计学软件进行统计分析& 本研
究中检测指标的数据资料经 O 检验呈正态分布#以
Hl0表示& 采用均衡分组两因素干预多水平分组实验
设计#各组大鼠干预不同时间检测指标的总体差异比
较采用两因素方差分析#多重比较采用 _]6=1检验&
Om#?#$为差异有统计学意义&

83结果

8373造模后各组大鼠的一般情况
$ 只大鼠血糖值不符合标准被剔除#成功造模 2$

只#模型对照组和 EP̂ o干预组分别为 "9 只和 "S 只#
饲养过程中模型对照组死亡 < 只#其中 " 只大鼠因血
糖过高+t22 &&5):_,#出现鼻充血'前肢肿胀坏疽'食
欲不振'精神极度萎靡而死亡#另 " 只为寄生虫感染(
EP̂ o干预组 " 只因颈部脓肿死亡& 最终模型对照组'
EP̂ o干预组 > 周和 "< 周各 1 只大鼠完成实验&
8383各组大鼠糖尿病相关生物化学指标的改变

各组间大鼠 jae含量明显不同#总体比较差异有
统计学意义+Y分组 q9S?$2"#Oq#?###,& 其中与正常
对照组比较#模型对照组及 EP̂ o干预组大鼠 jae含
量明显升高#且模型对照组造模后 "< 周大鼠 jae含
量明显高于造模后 > 周#而 EP̂ o干预组造模后 "< 周
大鼠 jae含量明显低于造模后 > 周#差异均有统计学
意义+均 Om#?#$,& 正常对照组'模型对照组及 EP̂ o
干预组造模后不同时间大鼠 j8W*总体比较差异均有
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统计学意义 +Y分组 q<<?>S##Oq#?###(Y时间 q9?121#
Oq#?##S,#其中模型对照组及 EP̂ o干预组大鼠各时
间点的血清 j8W*均明显高于正常对照组#EP̂ o干预
组造模后 "< 周大鼠 j8W*值明显高于干预 > 周值#差
异均有统计学意义+均 Om#?#$, +表 ",& 模型对照组
大鼠血清 MT'Me'_6_=T均明显高于正常对照组和
EP̂ o干预组#各组间总体比较差异均有统计学意义
+MT" Y分组 q<S?#>/# Oq#?###( Me" Y分组 q"2?"#S#
Oq#?###(_6_=T"Y分组q1?S#>#Om#?#$,#各指标不同时间
点的总体比较差异均无统计学意义+均O!#?#$,+表 <,&

表 73正常对照组'模型对照组和 *CUZ干预组
大鼠不同时间点 J@O浓度和 J\K#含量比较+&L',

组别 样本量
jae+&&5):_,

造模后 > 周 造模后 "< 周

j8W*+!s:&),

造模后 > 周 造模后 "< 周

正常对照组 $ 1?#$/l"?<9# 9?9S/l#?>>/ <#?"2/l<?<>/ <"?</Sl<?S#"

模型对照组 1 <$?1<2l2?S"#' 2<?"91l$?""/'4 <9?S2>l2?9<9' <S?>/1l2?$21'

EP̂ o干预组 1 "/?/>$l>?"$#'C "<?S>>l1?>#$'C4<>?>S>l2?1//' 2"?">1l2?1$<'4

!注"jae"Y分组 q9S?$2"#Oq#?###(Y时间 q#?#9$#Ot#?#$3j8W*"Y分组 q

<<?>S##Oq#?###(Y时间 q9?121#Oq#?##S3与同时间点正常对照组比

较#'Om#?#$(与同时间点模型对照组比较#COm#?#$(与组内造模后 > 周

值比较#4Om#?#$+两因素方差分析#_]6=1检验,!EP̂ o"叔丁基对苯二

酚(jae"空腹血糖(j8W*"空腹血清胰岛素

表 83各组大鼠不同时间点血清
M?'MO'N!NB?'U!NB?比较+&L'#<<&.]N,

组别 样本量
不同时间 MT值

造模后 > 周 造模后 "< 周

不同时间 Me值

造模后 > 周 造模后 "< 周

正常对照组 $ "?<<$l#?22< "?<1>l#?"$" #?92>l#?"1# #?9"1l#?<$"

模型对照组 1 <?"#1l#?2"S' 2?"1$l#?92<'4 <?$92l#?S#9' 2?>/"l"?#/"'

EP̂ o干预组 1 "?9$/l#?>"#'C "?$>1l#?1"$'C "?9#Sl#?9#$' 2?"1"l<?9</'

组别 样本量
不同时间 _6_=T值

造模后 > 周 造模后 "< 周

不同时间 6̂_=T值

造模后 > 周 造模后 "< 周

正常对照组 $ #?2</l#?#92 #?299l#?2#9 #?92<l#?<2/ #?/22l#?#1"

模型对照组 1 #?191l#?$>1 "?#""l#?$9<' #?9<#l#?2S> #?9"#l#?<"#
EP̂ o干预组 1 #?1"1l#?<91 #?>$$l#?"/2 C #?9#>l#?<<2 #?/#/l#?299

!注"MT"Y分组 q<S?#>/#Oq#?###(Y时间 q2?$S##Ot#?#$3Me"Y分组 q

"2?"#S#Oq#?###(Y时间 q"?<99#Ot#?#$3_6_=T"Y分组 q1?S#>#Om#?#$(

Y时间 q#?$>1#Oq#?$#3̂ 6_=T"Y分组 q#?//2#Ot#?#$(Y时间 q<?<9<#

Ot#?#$3与同时间点正常对照组比较#'Om#?#$(与同时间点模型对照

组比较#COm#?#$(与各自组内造模后 > 周值比较#4Om#?#$ +两因素方

差分析#_]6=1检验,!MT"总胆固醇(Me"三酰甘油(_6_=T"低密度脂蛋

白胆固醇( 6̂_=T"高密度脂蛋白胆固醇

8393各组大鼠视网膜组织病理学变化
光学显微镜下可见正常对照组造模后 > 周和 "<

周大鼠视网膜各层结构完整#细胞排列整齐'形态正
常#视网膜内外界膜清晰#视网膜色素上皮 +HDE(,')
B(.&D,EDB(EFD)(+&# à%,层完整(模型对照组造模后 >

周大鼠视网膜增厚#细胞间质水肿#神经纤维层水肿增
厚#部分视网膜神经节细胞 + HDE(,').'.)(5, 4D))*#
èT*,出现空泡变性#视网膜内核层和外核层细胞结
构紊乱#排列疏松#内核层与外丛状层间视网膜微血管
增生#可见血管扩张'充血#内外界膜结构不清晰(模型
对照组造模后 "< 周可见大鼠视网膜明显增厚#结构紊
乱#神经纤维层明显增厚和肿胀#大量 èT*空泡变
性#细胞核边聚#内丛状层神经纤维排列疏松#内核层
和外核层细胞结构更加疏松#排列紊乱#内外界膜结构
模糊(EP̂ o干预组造模后 > 周'"< 周大鼠视网膜稍增
厚#细胞间质呈轻微水肿#视网膜各层组织结构较疏
松#排列紊乱#神经纤维层肿胀增厚#部分 èT*空泡
样变性#内核层和外核层细胞排列稍疏松#内外界膜较
清晰#较同时间点的模型对照组均明显改善+图 ",&

A B

C

E F

D

图 73各组大鼠视网膜组织病理学检查+ %̂Z>##,!A"造模后 > 周
正常对照组大鼠视网膜结构清晰!P"造模后 "< 周正常对照组大鼠
视网膜结构正常!T"造模后 > 周模型对照组大鼠视网膜神经纤维
层水肿#可见 èT*空泡变性+箭头, #内核层和外核层细胞排列紊乱
+箭头,!6"造模后 "< 周模型对照组大鼠视网膜可见 èT*空泡变
性+箭头, #内核层和外核层细胞排列疏松 +箭头,!%"造模后 > 周
EP̂ o干预组大鼠视网膜稍增厚#细胞间质轻微水肿+箭头, #内核层
和外核层细胞排列稍疏松+黑箭, #内外界膜基本清晰!j"造模后 "<
周 EP̂ o干预组大鼠视网膜细胞排列较整齐#视网膜稍增厚#细胞间
质轻微水肿+箭头, #内核层和外核层细胞排列稍疏松+箭头,

83:3各组大鼠视网膜中 C4)=<'V%ej蛋白的表达
各组大鼠视网膜中 C4)=< 蛋白的相对表达量总体

比较差异有统计学意义 +Y分组 q<<?/>2#Oq#?### ,&
正常对照组造模后 > 周和 "< 周大鼠视网膜中均可见
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C4)=< 蛋白呈阳性表达#主要表达于视网膜各层毛细血
管' èT*层'内核层和外核层(造模后 > 周和 "< 周模
型对照组大鼠视网膜中阳性细胞数显著增多#其中造
模后 "< 周模型对照组大鼠视网膜中 C4)=< 蛋白相对表
达量较正常对照组大鼠明显升高#差异有统计学意义
+Om#?#$,(造模后 > 周和 "< 周EP̂ o干预组大鼠视网
膜中 C4)=<'V%ej蛋白表达较模型对照组明显增强#差
异均有统计学意义+Om#?#$,(EP̂ o干预组大鼠造模
后 "< 周视网膜中 C4)=< 蛋白的相对表达量明显高于造模
后 > 周#差异有统计学意义+Om#?#$,+图 <#表 2,&

A B

C

E F

D

图 83各组大鼠视网膜组织-$.B8 免疫组织化学染色结果+6APZ>##,!
A"造模后 > 周正常对照组大鼠可见 C4)=< 蛋白表达于视网膜各层#
呈棕色或深棕色染色!P"造模后 "< 周正常对照组大鼠 C4)=< 蛋白
表达接近于造模后 > 周!T"造模后 > 周模型对照组大鼠视网膜中
C4)=< 蛋白表达较正常对照组增强 +箭头,!6"造模后 "< 周模型对
照组大鼠视网膜中 C4)=< 蛋白表达较正常对照组增强+箭头,!%"造
模后 > 周 EP̂ o干预组大鼠视网膜中 C4)=< 蛋白表达较模型对照组
明显增强#呈深棕色染色+箭头,!j"造模后 "< 周 EP̂ o干预组大鼠
视网膜中 C4)=< 蛋白表达强度较正常对照组和模型对照组明显增强
!

表 93各组大鼠不同时间 -$.B8 蛋白相对表达量比较+&L',

组别 样本量
不同时间点 C4)=< 表达量

造模后 > 周 造模后 "< 周
正常对照组 $ #?#1<l#?#"" #?#1"l#?#"2
模型对照组 1 #?#9"l#?#"2 #?#S>l#?#"$'

EP̂ o干预组 1 #?#S/l#?#<#'C #?""/l#?#<"'C4

!注"Y分组 q<<?/>2#Oq#?###(Y时间 q9?"9##Oq#?#S#3与同时间点正

常对照组比较#'Om#?#$(与同时间点模型对照组比较#C Om#?#$(与

EP̂ o干预组造模后 > 周值比较#4Om#?#$ +两因素方差分析#_]6=1检

验,!EP̂ o"叔丁基对苯二酚

!!V%ej主要表达于视网膜神经纤维层和 èT*层#
在内核层呈弱表达& 各组大鼠视网膜中 V%ej蛋白相
对表达量的总体比较差异有统计学意义 + Y分组 q
""?S#$#Oq#?###,& 正常对照组大鼠视网膜中 V%ej
的表达较弱#呈浅棕色染色(模型对照组大鼠视网膜中
V%ej主要表达于 èT*层和内外核层#呈棕黄色染
色#造模后 > 周和 "< 周模型对照组大鼠视网膜中
V%ej蛋白相对表达量较正常对照组明显增强#差异
均有统计学意义+均Om#?#$,(EP̂ o干预组大鼠视网
膜中 V%ej主要表达于 èT*层和内核层#其中 EP̂ o
干预组大鼠视网膜中V%ej蛋白相对表达量较模型对照
组显著降低#差异有统计学意义+Om#?#$,+图 2#表 >,&

A B

C

E F

D

图 93各组大鼠视网膜中 W=OJ蛋白的表达+6APZ>##,!A"正常
对照组大鼠造模后 > 周 V%ej主要表达于视网膜神经纤维层与
èT*层#内核层可见少量表达#呈浅棕色染色!P"正常对照组大鼠
造模后 "< 周 V%ej表达与 > 周鼠接近!T"模型对照组大鼠造模后
> 周 V%ej主要表达于 èT*层和内外核层#表达强度强于正常对照
组#呈棕黄色染色+箭头,!6"模型对照组大鼠造模后 "< 周 V%ej
表达强于造模后 > 周!%"EP̂ o干预组大鼠造模后 > 周 V%ej主要
表达于 èT*层和内核层#表达强度弱于模型对照组 +箭头,!j"
EP̂ o干预组大鼠造模后 "< 周 V%ej表达与造模后 > 周时接近

表 :3各组大鼠干预不同时间视网膜中
W=OJ蛋白相对表达量的比较+&L',

组别 样本量
不同时间 V%ej蛋白表达

造模后 > 周 造模后 "< 周
正常对照组 $ #?#"<l#?##" #?#""l#?##"
模型对照组 1 #?#<#l#?##<' #?#<1l#?##<'

EP̂ o干预组 1 #?#"$l#?##" #?#">l#?##" C

!注"Y分组 q""?S#$#Oq#?###(Y时间 q#?29##Ot#?#$3与同时间点正常对照组
比较#'Om#?#$(与同时间点模型对照组比较#C Om#?#$+两因素方差分析#
_]6=1检验,!V%ej"血管内皮生长因子(EP̂ o"叔丁基对苯二酚
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83Q3各组大鼠视网膜中 P4)=< &̀ WA和 V%ej&̀ WA
的相对表达量

各组大鼠在造模后不同时间点视网膜中 P4)=<
&̀ WA相对表达量的总体比较差异均有统计学意义
+Y分组 q"#$?####Oq#?###(Y时间 q"2?"9##Oq#?##",#

其中造模后 > 周和 "< 周#模型对照组与 EP̂ o干预组
大鼠视网膜中 P4)=< &̀ WA相对表达量明显高于正常
对照组#EP̂ o干预组大鼠视网膜中 P4)=< &̀ WA相对
表达量明显高于模型对照组#差异均有统计学意义
+均 Om#?#$,(EP̂ o干预组大鼠造模后 "< 周视网膜
中 P4)=< &̀ WA相对表达量明显高于造模后 > 周#差异
有统计学意义+1qY9?#>9#Om#?#$,+表 $,&

各组大鼠在造模后不同时间点视网膜中 V%ej
&̀ WA相对表达量总体比较差异均有统计学意义
+Y分组 q9/?<<##Oq#?###(Y时间 q1?#/##Om#?#$,#其
中造模后 "< 周模型对照组视网膜中 V%ej&̀ WA相
对表达量明显高于 EP̂ o干预组和正常对照组#差异
均有统计学意义+均 Om#?#$,(造模后 "< 周模型对照
组视网膜中 V%ej&̀ WA相对表达量明显高于造模后
> 周#差异有统计学意义+1q2?$#2#Om#?#$,+表 $,&

表 Q3各组大鼠造模后不同时间点视网膜中 C$.B8 和
W=OJ<;K2相对表达量的比较+&L',

组别 样本量
不同时间点 P4)=< &̀ WA表达量

造模后 > 周 造模后 "< 周

不同时间点 V%ej&̀ WA表达量

造模后 > 周 造模后 "< 周

正常对照组 $ #?>$l#?#2 #?>$l#?#< #?29l#?#< #?2>l#?#>

模型对照组 1 #?11l#?#$' #?9/l#?#$' #?9/l#?#/' "?"#l#?#$'4

EP̂ o干预组 1 #?//l#?#$'C "?</l#?#9'C@ #?$$l#?#2'C #?$9l#?#2'C

!注"P4)=< &̀ WA"Y分组 q"#$?####Oq#?###(Y时间 q"2?"9##Oq#?##"3

V%ej&̀ WA"Y分组 q9/?<<##Oq#?###(Y时间 q1?#/##Om#?#$3与同时间

点正常对照组比较#'Om#?#$(与同时间点模型对照组比较#C Om#?#$(

与各自的模型对照组造模后 > 周值比较#4Om#?#$(与各自的 EP̂ o干预

组造模后 > 周值比较#@ Om#?#$ +两因素方差分析#_]6=1检验 , !

V%ej"血管内皮生长因子(EP̂ o"叔丁基对苯二酚

93讨论

胰岛素抵抗和胰岛分泌功能障碍是 < 型糖尿病发
生的病理生理基础#本研究模拟人类 < 型糖尿病的自然
病程#采用高脂高糖饮食诱导大鼠产生胰岛素抵抗#然
后再通过小剂量 ]M\腹腔内注射法选择性破坏大鼠胰
岛 $细胞#建立 < 型糖尿病模型)9YS* #证实造模成功&

研究已证实 WHG< 可以调节多种细胞保护基因的转
录

)/* #在正常状态下#WHG< 与 kD'B"+8WHG<,紧密结合#将
该转录因子隔离于细胞质中#并通过泛素化和蛋白酶体
途径将其降解#抑制 WHG< 诱导的'相酶诱导的抗氧化反

应元件+',E(5-(@',EHD*B5,*DD)D&D,E#À %,#从而抑制其
激活下游内源性的细胞保护基因的表达

)>* & 当受到来
源于活性氧或亲核信号攻击后#WHG< 从 kD'B)中解离#
以稳定状态转位至细胞核#与亮氨酸拉链蛋白结合成异
二聚体#最终与'相酶基因的 À %结合#进而激活靶基
因的表达#调节抗氧化酶:蛋白的转录)"#* & W(E+HD等)1*

研究表明#在 ,@5UX 基因的启动子上存在 À %#且 WHG<
可结合于 ,@5UX 启动子上的 À %H2#在抗氧化剂的作用
下 WHG< 与kD'B" 解离#WHG< 进入细胞核#结合于 À %H2#
从而介导 ,@5UX 基因的表达#减少细胞凋亡& WHG< 进入
细胞核是 WHG< 蛋白激活并发挥转录活性的关键步骤#
而 EP̂ o作为 WHG< 蛋白的激活剂#可增强此作用)""* &
EP̂ o可以选择性地作用于WHG<:À %信号通路#诱导抗
氧化蛋白的产生#从而抑制视网膜的氧化应激损
伤

)""Y"<* & 此外#WHG< 可介导并上调 C4)=< 的表达)$#"2* #
后者在调节血管内稳态和血管生成中起着重要作

用
)">* & 高血糖及缺血'缺氧是 6̀ 发生和发展的关键环

节#高血糖除了会引起产生过多的自由基外#还能抑制
抗氧化因子

)"$* & V%ej是由于缺血缺氧而产生的促进
新生血管生成的重要因子

)"1* #来源于眼内的许多细胞&
研究证明#增生性 6̀ 患者玻璃体和房水中 V%ej的含
量显著升高#促进 6̀ 的发展

)"9* #此外#V%ej可通过诱
导 P4)=< 的表达来减少细胞凋亡)2#"S* #因此 V%ej的表
达量在一定程度上体现了 6̀ 的进展情况& 本研究中
结果发现#EP̂ o干预组大鼠血糖水平较模型对照组降
低#以造模后 "< 周更为显著#EP̂ o干预组大鼠造模后 >
周 j8W*水平较同时期模型对照组稍有降低#提示 EP̂ o
有抗高血糖作用#可能与胰岛细胞对抗自由基的能力增
强#从而减少胰岛素抵抗有关)"/* & 此外#EP̂ o干预组
大鼠 MT和 Me水平明显低于模型对照组#表明 EP̂ o能
调节血脂水平& 模型对照组大鼠视网膜中 V%ej
&̀ WA'P4)=< &̀ WA表达量均高于正常对照组#而 EP̂ o
干预组大鼠视网膜中 V%ej&̀ WA相对表达量低于模
型对照组#P4)=< &̀ WA的相对表达量明显高于模型对
照组#表明高血糖可造成视网膜缺血缺氧环境#从而引
起氧化应激反应#并诱导 V%ej及抗凋亡因子 C4)=< 的
产生#而 EP̂ o抑制 V%ej的产生#并诱导 C4)=< 进一步
增多#从而减少视网膜的氧化应激损伤#抑制视网膜血
管病变和细胞凋亡#这些结果与W(E+HD等)1*

和T'(等)"2*

的实验结果一致#其机制可能是抗氧化剂 EP̂ o促进
WHG< 与 8WHG<+kD'B",的解离#使 WHG< 磷酸化并转移至
细胞核内#并与 ,@5UX 基因启动子区域上的 À %H2 结
合#诱导 ,@5UX 基因的转录#下调 P'-蛋白表达和细胞色
素 T的释放#激活半胱天冬酶 2:9)1* #从而减少视网膜
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细胞的凋亡& 本研究中免疫组织化学染色结果显示#
V%ej主要表达于神经纤维层和 èT*层#C4)=< 主要表
达于毛细血管' èT*层'内核层和外核层#模型对照组
大鼠视网膜中 C4)=< 的表达量均高于正常对照组#EP̂ o
干预组视网膜形态较模型对照组显著改善#且 V%ej的
表达减弱#P4)=< 的表达却继续升高#说明 EP̂ o能改善
高糖对视网膜造成的氧化应激损害#并诱导抗凋亡蛋
白#从而减少细胞凋亡&

本研究结果提示#EP̂ o可在一定程度上降低 < 型
糖尿病模型大鼠的血糖和血脂水平#改善胰岛素抵抗#
发挥抗高血糖作用#并可改善视网膜缺血缺氧状态#同
时激活 WHG<#诱导 C4)=< 在视网膜中的表达#保护视网膜
对抗氧化应激损伤#减少细胞凋亡#此外本研究中还提
示 EP̂ o可减少 V%ej的表达#抑制 6̀ 的进展& 但本
研究中存在干预药物浓度较单一'检测指标较少的问
题#因此采用不同剂量的 EP̂ o并延长干预时间#综合
观察更多相关抗氧化抗凋亡指标#增加不同药物对照
组#从多个方面证明 EP̂ o对 6̀ 视网膜组织的影响是

进一步的研究方向#同时 EP̂ o长期应用后的毒性作用
和不良反应也值得关注和研究&

参考文献

)"* O',.TT# D̀+*4F U%36('CDED*',@ 4'H@(5L'*4+)'H@(*D'*D"4F',.(,.
EFDG54+*GH5&.)I4D&(445,EH5)E5(&BH5L(,.)5,.=EDH&*+HL(L'))U*3A&
UT'H@(5)#<#"<#""#+/ ]+BB), [$SPY1SP3678""#3"#"1 :;3'&;4'H@3
<#"<3#S3#213

)<* O'HHD, Td# 8H+D)'=AH(*BD d_3](.,')(,. 4(H4+(EHI (, L'*4+)'H
&5HBF5.D,D*(*)U*3T+HH7B(, D̂&'E5)#<#"##"9 +2, [<"2Y<"S3678"
"#3"#/9 :d7̂ 3#C#"2D2<S22S1$@"3
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!!患儿#女#"< 岁#因左眼眼前黑影伴阵发性视物模糊 < 个月

于 <#"2 年 < 月 <2 日至沧州市中心医院眼科就诊& 患儿自幼皮

疹常年反复发作#春季多发#面部及肢体暴露处明显#一般迁延

数月& 否认猫抓咬伤史#有与犬密切接触史& 父母非近亲结
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