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!!$摘要%!背景!糖尿病视网膜病变&3>'是常见的视网膜微血管并发症#视网膜血管平滑肌细胞大电导
钙激活钾离子通道 &cX'是调节血管舒缩和血液动力的主要因素( 目前关于视网膜动脉平滑肌细胞
&>ZD_W:'上 cX通道的功能变化在 3>形成中的作用鲜有研究报道(!目的!研究正常及糖尿病模型大鼠
>ZD_W:中 cX通道电流)钙离子浓度及不同钙离子浓度下 cX通道开放概率&A@# '的变化#探讨 3>早期的
血管损伤机制(!方法!采用随机数字表法将 <# 只 D@B级 F ]$0 周龄 D3大鼠随机分为正常对照组和糖尿病
模型组#糖尿病模型组 "# 只大鼠腹腔内注射 %# 'M8TM链脲佐菌素&DÈ '法制作 $ 型糖尿病模型#正常对照组
大鼠 $# 只同法注射枸橼酸钠溶液( 采用酶消化法分离大鼠 >ZD_W:#应用全细胞膜片钳技术记录大鼠
>ZD_W:中 cX通道电流*采用荧光探针法测定大鼠 >ZD_W:内钙离子浓度*采用膜内向膜外型单通道膜片钳
技术记录不同钙离子浓度条件下 >ZD_W:中 cX单通道 A@#的变化(!结果!6% 只大鼠糖尿病造模成功#造
模成功率为 .#i( 刺激电压大于 %# 'V时#糖尿病模型组大鼠 >ZD_W:中 cX通道电流密度明显下降#刺

激电压为$## 'V时#正常对照组和糖尿病模型组大鼠 >ZD_W:cX通道电流分别为 & $##j06 ' @Z8@B和
&<#j7'@Z8@B#差异有统计学意义&*d$.\F##Lk#\#<'( 当加入 cX通道特异性阻滞剂非洲蝎毒素 $## ;',*

后#正常对照组的 cX通道电流明显减弱#而糖尿病模型组 cX通道电流无明显变化*正常对照组和糖尿病模
型组大鼠 >ZD_W:内钙离子浓度分别为&$06j$$' ;',*8b和&0<<j$#' ;',*8b#差异有统计学意义&*d60\<##
Lk#\#<'(在刺激电位为 %# 'V条件下#随着钙离子浓度增加#cX通道 A@#增加#差异有统计学意义&4d$<\0F#
Lk#\#<'(!结论!糖尿病模型大鼠 >ZD_W:中 cX通道电流下降#细胞内钙离子浓度升高#cX单通道 A@#下

降( cX通道功能改变可能是导致糖尿病时视网膜动脉异常收缩的主要原因之一(!
$关键词%!实验性糖尿病* 视网膜小动脉* 血管平滑肌8代谢* 大电导钙离子激活钾离子通道* 钙8生

理* 动物# 大鼠* 膜片钳
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M*,2"&!B)NHID@BD3F[$0 S--T:,*L J(H:S-J-J(;L,'*IL)O)L-L );H,;,J'(*2,;HJ,*MJ,KG (;L L)(+-H)2',L-*
MJ,KG1B,JHIL)(+-H)2J(H:S(:);HJ(G-J)H,;-(**I);9-2H-L S)HC %# 'M8TM:HJ-GH,Q,H,2); H,N,J'HIG-$ L)(+-H)2',L-*#$#
J(H:&HC-;,J'(*2,;HJ,*MJ,KG' S-J-);9-2H-L :,L)K'2)HJ(H-:,*KH),; S)HC HC-:('-'(;;-J1B*K,J-:2-;HGJ,+-S(:
(GG*)-L H,L-H-2H2(*2)K'2,;2-;HJ(H),; ); J(H>ZD_W:*>ZD_W:S-J-):,*(H-L +IK:);M-;QI'-L)M-:H),;#(;L cX=
2C(;;-*-*-2HJ)22KJJ-;H:(;L 2(*2)K' 2,;2-;HJ(H),;:); HC->ZD_W:S-J-'-(:KJ-L +ISC,*-=2-**G(H2C 2*('G
H-2C;)UK-(;L N*K,J-:2-;2-(::(I#J-:G-2H)O-*I1EC-A@# ,NcX2C(;;-*S(:'-(:KJ-L +I:);M*-G(H2C 2*('G H-2C;)UK-1!
>*'43,'!3)(+-H)2',L-*:S-J-:K22-::NK**I-:H(+*):C-L ); 6% J(H:S)HC HC-:K22-::J(H-.#i1aC-; :H)'K*(H),;
O,*H(M-):MJ-(H-JHC(; %# 'V#HC-2KJJ-;HL-;:)HI,NcX2C(;;-*); >ZD_W:,NL)(+-H)2',L-*MJ,KG L-2J-(:-L*SC-;
:H)'K*(H);MO,*H(M-S(:$## 'V#HC-cX2C(;;-*2KJJ-;H:,N>ZD_W:); HC-;,J'(*2,;HJ,*MJ,KG (;L L)(+-H)2',L-*MJ,KG
S-J-&$##j06'@Z8@B(;L &<#j7'@Z8@B#HC-L)NN-J-;2-S(::H(H):H)2(**I:)M;)N)2(;H&*d$.\F##Lk#\#< '1ZNH-J
(LL);M:G-2)N)2cX2C(;;-*+*,2T-JZNJ)2(; :2,JG),; H,P); $## ;',*#HC-cX2C(;;-*2KJJ-;H); HC-;,J'(*2,;HJ,*
MJ,KG :)M;)N)2(;H*IJ-LK2-L#(;L HC(H); HC-L)(+-H-:',L-*MJ,KG S(:;,H:)M;)N)2(;H*I2C(;M-L*HC-2(*2)K' ),;
2,;2-;HJ(H),;:); >ZD_W:S-J-&$06j$$' ;',*8b(;L &0<<j$#' ;',*8b); HC-;,J'(*2,;HJ,*MJ,KG (;L L)(+-H)2
',L-*MJ,KG#HC-L)NN-J-;2-S(::H(H):H)2(**I:)M;)N)2(;H&*d60\<##Lk#\#<'1aC-; :H)'K*(H),; O,*H(M-S(:%# 'V#
S)HC );2J-(:);M2(*2)K'),; 2,;2-;HJ(H),;#HC-A@# ,NcX2C(;;-*);2J-(:-L &4d$<\0F#Lk#\#<'1!N"0+34'-"0'!
EC--*-2HJ)22KJJ-;H(;L A@# ,NcX=2C(;;-*(J-,+O),K:*IJ-LK2-L (;L HC-2(*2)K'2,;2-;HJ(H),; ):-O)L-;H*I-*-O(H-L
); >ZD_W:,NL)(+-H)2J(H:#:KMM-:H);MHC(HHC-(+;,J'(*,NcX=2C(;;-*):GJ,+(+*I,;-,NHC-)'G,JH(;H2(K:-:,N
J-H);(*(JH-JI(+;,J'(*2,;HJ(2H),; ); L)(+-H)2J(H:1!

"7*8 #"%&'#63)(+-H-:'-**)HK:# -PG-J)'-;H(** >-H);(*(JH-J),*-:* _K:2*-# :',,HC# O(:2K*(J8'-H(+,*):'*
b(JM-2,;LK2H(;2-2(*2)K'=(2H)O(H-L G,H(::)K'2C(;;-** W(*2)K'8GCI:),*,MI* Z;)'(*:# J(H:* @(H2C=2*('G

940&:%";%$/" A(HKJ(*D2)-;2-B,K;L(H),; ,NY)(;M:K @J,O);2-& DcX0#$000#76 '* aKP)_-L)2(*W-;H-J
Y,);H>-:-(J2C @J,9-2H&f?̀ e$0#%'

!!流行病学调查显示#近年来糖尿病患病率呈逐年
升高趋势#中国也是糖尿病多发的国家之一 +$[6, ( 糖
尿病视网膜病变& L)(+-H)2J-H);,G(HCI#3>'是糖尿病常
见的微血管并发症#已成为当前全球重要的致盲眼病
之一

+"[<, ( 因此#研究 3>的发病机制#探索 3>的早
期预防和治疗方法显得尤为重要( 近期研究表明#糖
尿病患者的视网膜血管收缩和血流灌注的减少早于

3>微血管病变 +%[7, #而糖尿病视网膜动脉离子通道的
异常是导致血管异常收缩)血液动力学紊乱的主要原
因之一#其中视网膜血管平滑肌细胞大电导钙激活钾
离子通道&*(JM-2,;LK2H(;2-2(*2)K'=(2H)O(H-L G,H(::)K'
2C(;;-*#cX'的改变显得尤为重要 +F, ( cX不仅参与
细胞膜电位的形成#而且可以维持血管平滑肌细胞收
缩和舒张的动态平衡

+., ( 目前#关于糖尿病患者视网
膜动脉平滑肌细胞&J-H);(*(JH-JI:',,HC 'K:2*-2-**:#
>ZD_W:'cX通道的研究很少( 本研究中通过测定正
常和糖尿病大鼠 >ZD_W:中 cX通道电流)开放概率
&,G-; GJ,+(+)*)HI#A@# '及钙离子浓度的变化#探讨糖
尿病对视网膜动脉平滑肌异常收缩的影响(

<6材料与方法

<1<6材料
<1<1<6实验动物6D@B级 F ]$0 周龄 DGJ(UK-=3(S*-I

&D3'大鼠 <# 只&江苏省血吸虫病防治研究所动物中
心提供'#体质量&0##j6#'M#雌雄不限( 本研究方案
经南京医科大学实验动物伦理委员会批准#实验动物
的使用和喂养遵循 Z>V4声明(
<1<1@6主 要 试 剂 及 仪 器 6 )型 胶 原 酶 & 美 国
a,JHC);MH,; 公司'*牛血清蛋白)木瓜蛋白酶)二硫苏
糖醇)胰蛋白酶抑制剂)弹性蛋白酶)钙离子荧光探针
BKJ(=08Z_)链 脲 佐 菌 素 & :HJ-GH,Q,2);# DÈ ' &美 国
D)M'(公司'*质量分数 #\.iA(W*溶液&江苏恒瑞医
药公司'( 4*I'GK:=,7$ 倒置显微镜)bZ_c3Z3?="

细胞内钙离子浓度荧光测定仪&美国 DgEE&>公司'*
_-H(N*KJ软件分析系统&美国 _,*-2K*(J3-O)2-:公司'*
DR̀ =F0 水浴恒温振荡器 &金坛市医疗仪器厂 '*
DZAe5A@Rc=68GR计&上海三信仪表厂'*BZ$%#" 电
子天平&德国 DZ>E4>5gD 公司'*4*I'GK:D è$# 解剖
显微镜)4*I'GK:b?=@D0 光源 &日本 4*I'GK:公司'*
ZP,G(H2C 0##c膜片钳放大器 &美国 ZP,; 5;:HJK'-;H:

公司'(
<1@6方法
<1@1<6溶液的配制!眼球保存液"A(W*$"#\# '',*8b)
XW*<\# '',*8b)W(W*0 0\# '',*8b)3=葡萄糖 <\# '',*8b)

_MW*0 $\6 '',*8b)羟乙基哌嗪乙磺酸 & CILJ,PI-HCI*
G)G-J(Q);--HC(;-:K*N,;)2(2)L#R&@&D' $# '',*8b#用
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A(4R调节 GR至 7\6( 3=R(;T:液"A(W*F\## M8b)
XW*<\## M8b)A(0 R@4" #\$6 M8b)XR0 @4" #\#% M8b)
A(RW46 #\6< M8b)酚红 #\#0 M8b#用 A(RW46调节 GR
至 7\"( 电极内液"XW*$"#\#'',*8b)R&@&D $#\#'',*8b)
依他酸 $\# '',*8b)_MW*0 $\# "',*8b)W(W*0 $\# "',*8b#
调节 GR至 7\"( 电极外液"XW*$"#\# '',*8b)R&@&D
$#\# '',*8b)依他酸 $\# '',*8b)_MW*0 $\# "',*8b#
调节 GR至 7\6(
<1@1@6糖尿病大鼠模型的建立!取 "# 只 D3大鼠
按 %# 'M8TM的剂量腹腔内注射新配制的 <# 'M8'*
DÈ 溶液#次日再次腹腔内注射等剂量 DÈ 溶液*取
$# 只大鼠腹腔内注射质量分数 #\.i枸橼酸钠溶液
作为对照组( 清晨尾静脉取血以血糖浓度高于
6## 'M8L*作为造模成功的标准 +$#, #每周测量大鼠体
质量#持续观察 F 周 +$$, #收集数据进行统计分析#并
计算成模率(
<1@1D6酶消化法分离大鼠 >ZD_W:!午后腹腔内注
射质量分数 6i戊巴比妥钠 6 '*麻醉大鼠#颈椎脱臼
法处死#用眼科镊及眼科剪摘取眼球#放入自制保存液
中#" m冰箱保存备用( 将眼球置于琼脂板上固定#在
解剖显微镜下用 Z*2,; $<r刀沿睫状体扁平部垂直刺
入并划开一个约 $8" 圈的缺口#用角膜剪将角膜环形
剪开#取下角膜#完整取出晶状体#暴露玻璃体*用眼科
显微无齿镊小心分离视网膜动脉#尽量剔除周边黏附
的玻璃体#放入 $ '*含 $ 'M牛血清蛋白的保存液中
67 m恒温振荡 0# ');*转入 $ '*含 $\< 'M木瓜蛋白酶
以及 $ 'M二硫苏糖醇消化液中 67 m恒温振荡0# ');*
转入 $ '*含)型胶原酶 $ 'M)胰蛋白酶抑制剂 $ 'M)
弹性蛋白酶 #\0< 'M的消化液中 67 m恒温振荡
0# ');*将消化后的组织置于含有 $ '*保存液的&@管
中#" m冰箱保存 " ]$% C#倒置显微镜下观察#选取轮
廓清晰)边缘不毛糙的细胞进行后续研究(
<1@1F6单通道膜片钳技术记录视网膜动脉平滑肌 cX
单通道电流!取 $1016 部分分离的 >ZD_W:#在细胞外
液钙离子浓度为 #\##$)#\#$#)#\$##)#\6##)$\### "',b8b
条件下#采用 ZP,G(H2C 0##c膜片钳放大器和 GWbZ_@
$#10 软件以膜内向外型模式记录正常大鼠和糖尿病
大鼠 cX单通道电流#设置刺激电位为 %# 'V#单次刺
激电压区间刺激为["# ]$%# 'V#阶跃为 $# 'V#刺激
时间维持 $## ':#总刺激时间为 $# :*输出信号经 F 极
c-::-*滤波器滤波#采样频率为 0# TRQ#滤波频率为
< TRQ#电极电阻为 < ]$# _'( 加入cX通道特异性阻
滞剂非洲蝎毒素 &)+-J),H,P);#5cEe' $## ;',*#比较正
常对照组与糖尿病模型组 cX通道电流变化( cX通

道 A@#计算采用如下公式
+$0, "A@# d"&4;;' 8E#其中#

A为通道的开放数量#@#代表开放概率#A@#为通道的

总开放概率#E代表总记录时间#4;为每个开放水平所

需时间(
<1@1G6荧光探针法测定大鼠视网膜血管平滑肌细胞
内钙离子浓度6打开水浴恒温振荡器#调节水温至
67 m#放入含有视网膜动脉和消化液的 &@管( $ 号
消化液含牛血清白蛋白 $ 'M及保存液 $ '*#0 号消化
液含木瓜蛋白酶 $\< 'M)二硫苏糖醇 $ 'M及 $ 号消化
液 $ '*#6 号消化液含)型胶原酶 $ 'M)胰蛋白酶抑制
剂 $ 'M)弹性蛋白酶 #\0< 'M及 $ 号消化液 $ '*( 按
照 $)0)6 的顺序#每步骤消化 0# ');#最后将消化后的
组织置于含有 $ '*保存液的 &@管中#" m冰箱保存
" ]$% C( 取出分离好的细胞悬液#在倒置显微镜下观
察#低倍镜下每个视野中含 $# ]$< 个细胞#大多数
>ZD_W:呈蚯蚓状#部分呈短杆状或花生状#形态各
异( >ZD_W:轮廓清晰#为存活状态( 吸取 0## "*细
胞悬液至 4*I'GK:=,7$ 倒置显微镜的细胞池中#再加
入 3=R(;T:液 7.< "*#静置 $# '); 后观察#如果细胞数
量适中&每个视野数量大于 $# 个细胞'#状态良好#则
加入 $ '',*8b的 BKJ(=08Z_< "*#使 BKJ(=08Z_终浓
度为 < "',*8b#避光孵育 6# ');( 3=R(;T:液连续冲
洗约 $# '*#然后在荧光倒置显微镜下#每次选取 $ 个
或 $ 个以上 >ZD_W:作为靶细胞进行细胞内钙离子
浓度测定( 设置bZ_c3Z="以 6"# ;'及 6F# ;'的
波长交替激发#发射波长设为 <$# ;'#_-H(B*KJ,软件
实时输出 B6"# 和 B6F# 荧光信号强度#并计算荧光信号
强度比值 >&B6"#8B6F#'以及时间序列的动态图像(
<1D6统计学方法

采用 D@DD $7\# 统计学软件进行统计分析( 研究
中测量指标的数据资料经 a检验呈正态分布#以 Uj5
表示( 采用均衡分组两水平实验设计#正常对照组与
模型组间大鼠 >ZD_W:内电流密度)cX通道 A@#以及

钙离子浓度的差异比较采用独立样本 *检验*不同钙
离子浓度下 cX通道 A@#的总体差异比较采用单因素

方差分析( Lk#\#< 为差异有统计学意义(

@6结果

@1<6糖尿病大鼠模型建立情况
糖尿病模型组大鼠共 "# 只#造模成功 6% 只#死亡

0 只#病情自发缓解 0 只#成模率为 .#i( 造模后 F
周#正常对照组和糖尿病模型组大鼠血糖水平分别为
&$0$\F#j6\$7''M8L*和&<%0\<#j$6\<#''M8L*#差异
有统计学意义&*d$<\0F#Lk#\#<'(
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@1@6各组大鼠 >ZD_W:中 cX通道电流的变化
正常对照组 cX通道电流明显高于糖尿病模型

组#5cEe处理后正常对照组的 cX通道电流明显减
弱#而糖尿病模型组电流无明显变化( 刺激电压大于
%# 'V时#糖尿病模型大鼠 >ZD_W:中 cX通道电流
密度明显下降*当刺激电压为 $## 'V时#正常对照组
和糖尿病模型组大鼠 >ZD_W:中 cX通道电流分别为
&$##j06'@Z8@B和&<#j7'@Z8@B#差异有统计学意义
&*d$.\F##Lk#\#<'&图 $'(

A B

正常对照组 糖尿病模型组
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图 <6各组大鼠 >5HMN'K7通道电流!Z)5cEe处理前后正常对
照组和糖尿病模型组大鼠 >ZD_W:cX通道电流变化!c)不同电压
刺激下正常对照组和糖尿病模型组 >ZD_W:cX电流变化!与正常

对照组比较#(Lk#\#<&独立样本 *检验'!5cEe)非洲蝎毒素

@1D6各组大鼠 >ZD_W:中钙离子浓度比较
糖尿病模型组大鼠 >ZD_W:内荧光强度明显增强

&图 0'( _-H(B*K,J软件实时输出正常对照组和糖尿病模
型组>ZD_W:中钙离子浓度分别为&$06j$$' ;',*8b和
&0<< j$# ' ;',*8b# 组间比较差异有统计学意义
&*d60\<##Lk#\#<'&图 6'(

A B

图 @6各组大鼠 >5HMN'中 94%$C@W5M钙离子荧光强度比较!Z)
正常对照组大鼠 >ZD_W:中 BKJ(=08Z_钙离子荧光强度较弱!c)
糖尿病模型组大鼠 >ZD_W:中 BKJ(=08Z_钙离子荧光强度增强

正常对照组 糖尿病模型组
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图 D6正常对照组与糖尿
病模型组大鼠 >5HMN'
中钙离子浓度的比较!与

正常对照组比较#(Lk#\#<
&独立样本 *检验#,d6'

@1F6不同钙离子浓度下各组大鼠 >ZD_W:中 cX单
通道 A@#比较

在刺激电位为 %# 'V条件下#电极外液 W(0h
浓度

为 #\##)#\#$)#\$#)$\##)$#\## 和 $##\## ',*8b条件
下#cX通道 A@#分别为 #)#\##0 Fj#\### .)#\##. 0j
#\##. %)#\#"0 $j#\#$< ")#\%<7 %j#\#$. 7)6\0$% $j
#\F.$ F#随着 W(0h

浓度的增加#cX通道 A@#增加&4d
$<\0F#Lk#\#<'(

D6讨论

糖尿病视网膜血流动力学的异常是造成视网膜组

织缺血和缺氧)视网膜微循环障碍及新生血管形成的
主要原因

+$6, ( D2C,*N)-*L 等 +$",
于 $... 年率先开展了

>ZD_W:的电生理研究#发现视网膜血管缺少自主神
经的控制#其收缩舒张状态主要取决于 >ZD_W:内的
W(0h
电流( cX通道在 >ZD_W:上表达丰富#因此对维

持视网膜动脉收缩和舒张的动态平衡具有重要的调节

作用
+$<, (
_2?(C,; 等 +$%,

研究发现#糖尿病大鼠 >ZD_W:的
cX通道电流减弱#但电压激活的 cX通道电流并未发
生改变#与 cX通道和钙离子释放发生解耦联有关#但
该研究未探讨糖尿病 >ZD_W:中 cX通道开始受损的
钙离子浓度( 本研究构建 $ 型糖尿病大鼠动物模型#
采用膜片钳技术和细胞内钙离子浓度荧光测定技术比

较正常与糖尿病大鼠 >ZD_W:中 cX通道电流及钙离
子浓度变化及不同钙离子浓度下 cX通道的 A@##从
电生理角度探讨糖尿病视网膜动脉损伤的分子机制(
研究发现#糖尿病大鼠 >ZD_W:中 cX通道电流减弱#
在此基础上#本研究中进一步观察 cX通道抑制剂
5cEe的作用#发现正常对照组大鼠 >ZD_W:中 cX通
道电流明显减弱#而糖尿病模型组大鼠 >ZD_W:中 cX
电流无明显变化#提示糖尿病发病过程中 >ZD_W:的
cX通道功能受损(

本研究中采用细胞内钙离子浓度荧光测定技术研

究 cX通道功能异常是否伴有钙离子变化#发现糖尿
病大鼠 >ZD_W:中钙离子浓度较正常对照组明显升
高( 正常情况下#视网膜动脉通过不同离子通道的共
同作用以维持其舒缩状态之间的平衡#但在糖尿病发
病过程中#cX通道功能受损#>ZD_W:中 cX电流减
弱#细胞复极减慢#钙离子内流增加 +$7, ( 因此糖尿病
患者视网膜平滑肌比正常人更易处于收缩状态#这可
能为糖尿病时视网膜动脉异常收缩的病理机制之一(

本研究中进一步采用由膜内向膜外单通道记录模

式测定不同钙离子浓度下正常大鼠和糖尿病模型大鼠
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>ZD_W:中 cX通道的 A@##以进一步阐明糖尿病
>ZD_W:中 cX通道电流密度降低与钙离子浓度增高
的细胞电生理机制#结果表明当钙离子浓度大于
#\0 "',*8b时#糖尿病模型大鼠 >ZD_W:中 cX通道
A@#较正常对照组明显降低#提示糖尿病 >ZD_W:中
cX通道对钙离子敏感性下降( 然而#尽管糖尿病状态
下 cX通道功能受损#其仍保留钙离子浓度依赖的开
放特性#即随着钙离子浓度的增加#cX通道 A@#增

加
+$F, (
综上所述#在糖尿病发病早期 >ZD_W:中 cX通

道电流密度和 A@#细胞膜复极减慢#钙离子内流增加#
从而导致视网膜中央动脉及其分支的异常收缩#导致
视网膜血流灌注减少#视网膜组织缺血和缺氧#继发一
系列玻璃体视网膜微血管病变#最终导致视功能的不
可逆损伤(
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