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""%摘要&"目的"观察虾青素对 ! 型糖尿病大鼠视网膜病变的保护作用及相关机制'"方法"&7 只 89:
雄性大鼠应用腹腔内一次性注射质量分数 !;链脲佐菌素( 8<=)方法制备大鼠糖尿病模型"采用随机数字表
法分为糖尿病组*低剂量虾青素组和高剂量虾青素组"每组 ' 只' 低剂量虾青素组和高剂量虾青素组每日分
别给予 #$ )/>?/和 !$$ )/>?/虾青素灌胃"糖尿病组同法给予等量橄榄油' 另设对照组大鼠 !# 只"同法给予
等量枸橼酸钠缓冲液' 每 # 周测量大鼠血糖和体质量' #@ 周后"过量水合氯醛麻醉法处死大鼠"眼球称质量
标记' 经胰蛋白酶消化制作视网膜毛细血管铺片"每张铺片任意选取 A 个视野计算周细胞与无细胞性毛细血
管的数量' 通过免疫组织化学*实时 9BC和 DE3FEG. H,6F法测定各组大鼠视网膜组织中白细胞介素 7(IJK7)*
肿瘤坏死因子K!(<L:K!)和凋亡蛋白家族 5*3M*3EK& 的相对表达量'"结果"低剂量虾青素组和高剂量虾青
素组大鼠体质量均高于糖尿病组"差异均有统计学意义(均 !N$O$A)' 低剂量虾青素组和高剂量虾青素组大
鼠血糖较糖尿病组降低"差异均统计学意义(均 !N$O$A)' 高倍镜下"对照组毛细血管周细胞核小"呈圆形或
三角形#糖尿病组视网膜毛细血管局部扩张*狭窄"扭结成襻' 低倍镜下"糖尿病组可见视网膜动静脉主干及
分支迂曲"毛细血管网紊乱#高剂量虾青素组血管走向较迂曲"毛细血管局部扩张*狭窄程度有所减轻' 各组
周细胞计数分别为 @77O@P#&O#*#$%O&P&!O%*#'QO!P#%O! 和 &!#O#P!'OA"总体比较差异有统计学意义 ("R
&@O@#$"!R$O$@%)"其中低剂量虾青素组*高剂量虾青素组周细胞计数高于糖尿病组"差异均有统计学意义
(均 !N$O$A)' 各组无细胞毛细血管计数分别为 AO#P#O&*&#O'P!#O%*!@OAP'O! 和 !7OAP&OA"总体比较差异
有统计学意义("R@%O&@$"!R$O$#!)"其中低剂量虾青素组*高剂量虾青素组无细胞性毛细血管数量少于糖
尿病组"差异均有统计学意义(均 !N$O$A)' 对照组视网膜各层组织中炎性因子呈微量表达#糖尿病组大鼠
视网膜组织中神经节细胞层*丛状层及颗粒层中均呈强阳性表达#低剂量虾青素组和高剂量虾青素组炎性因
子表达均较糖尿病组弱' 低剂量虾青素组*高剂量虾青素组 IJK7*<L:K!和 5*3M*3EK& 的吸光度(#)值较糖尿
病组降低"差异均有统计学意义(均 !N$O$A)' 低剂量虾青素组 IJK7*<L:K!和 5*3M*3EK& 的 )CLS相对表达
量分别为 $OQ%P$O#&*$O'!P$O&@ 和 !O$%P$O!A"高剂量虾青素组分别为 $OQ!P$O&!*$OQAP$O&' 和 $O'AP$O!!"
较糖尿病组的 !O7&P$O@%*!OA%P$OA& 和 !OA!P$O&# 均减少"差异均有统计学意义(均 !N$O$A)' 低剂量虾青
素组 IJK7*<L:K!和 5*3M*3EK&蛋白相对表达量分别为 $O7&P$O&&*$OA!P$O!@ 和 $O7$P$O!&"高剂量虾青素组
分别为 $O7'P$O##*$O@'P$O!A 和 $OA%P$O##"均低于糖尿病组的 !O@&P$OA!*$O%'P$O#& 和 !O!AP$O7%"差异均
有统计学意义(均 !N$O$A)'"结论"虾青素可抑制视网膜组织内炎性因子及凋亡蛋白的表达"从而抑制糖
尿病大鼠的周细胞凋亡"保护视网膜毛细血管'"
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V6,\)E6X36[+\)5+FG*FE*3FWE56.FG6,/G6\M4̀ ,66[ /,\563E*.[ H6[Z)*33-EGE)E*3\GE[ EVEGZ# -EE?34SXFEG#@
-EE?3"FWEGEF+.*-*3[+/E3FE[ F6)*?EGEF+.*,5*M+,,*GZ.EF-6G? MGEM*G*F+6.4<WE.\)HEG6XMEG+5ZFE3*.[ *5E,,\*G
3FG*.[3-*356)M*GE[ *)6./FWE[+XXEGE.FEYMEG+)E.F*,/G6\M34<WEGE,*F+VEEYMGE33+6.36X*.F+K+.X,*))*F6GZ5ZF6?+.E3
+. GEF+.*,F+33\E-EGE[EFE5FE[ HZ+))\.6W+3F65WE)+3FGZ"GE*,KF+)E9BC*.[ DE3FEG. H,6F4<WE\3E*.[ 5*GE6XFWE
*.+)*,356)M,+E[ -+FW CE/\,*F+6.3X6GFWES[)+.+3FG*F+6. 6XSXX*+GB6.5EG.+./(YMEG+)E.F*,S.+)*,3HZ8F*FE85+E.5E
*.[ <E5W.6,6/ZB6))+33+6.4"9%+:;$+" 6̀[Z)*336XFWEG*F3+. FWE,6-[63E*3F*Y*.FW+. /G6\M *.[ W+/W [63E
*3F*Y*.FW+. /G6\M -*33+/.+X+5*.F,ZW+/WEGFW*. FW*F+. FWE[+*HEFE3/G6\M (H6FW *F!N$O$A)4̀,66[ /,\563E,EVE,3+.
FWE,6-[63E*3F*Y*.FW+. /G6\M *.[ W+/W [63E*3F*Y*.FW+. /G6\M -EGE3+/.+X+5*.F,Z,6-EGFW*. FW*F+. FWE[+*HEFE3/G6\M
(H6FW *F!N$O$A)4I. FWE56.FG6,/G6\M")*+. *GFEGZ-*3G6\.["\.+X6G)"*.[ 3FG6./,Z3F*+.E[4<WEVE+. -*3,+/WF,Z
3F*+.E[ *.[ W*[ *,*G/E[+*)EFEG4I. FWE[+*HEFE3/G6\M"GEF+.*,*GFEG+6VE.6\3FG\.? *.[ HG*.5WE3*MME*GE[ F6GF\6\3*F
*,6-)*/.+X+5*F+6."-+FW 5*M+,,*GZ.EF-6G? [+36G[EG4<WE)6GMW6,6/Z6XFWE5*M+,,*G+E33W6-E[ M*FW6,6/Z+. FWE,6-
[63E*3F*Y*.FW+. /G6\M *.[ W+/W [63E*3F*Y*.FW+. /G6\M" H\FFWEV*35\,*GF6GF\63+FZ" [+,*F*F+6. *.[ 3FE.63+3-EGE
GE[\5E[ +. 56)M*G+36. -+FW FWE[+*HEFE3/G6\M4<WE.\)HEG6XMEG+5ZFE3-*3@77O@P#&O#"#$%O&P&!O%"#'QO!P#%O!
*.[ &!#O#P!'OA *)6./[+XXEGE.F/G6\M3"-+FW *3+/.+X+5*.F[+XXEGE.5E*)6./FWE) ("R&@O@#$"!R$O$@%)4<WE
.\)HEG6X*5E,,\*G3FG*.[3-EGEAO#P#O&"&#O'P!#O%"!@OAP'O! *.[ !7OAP&OA *)6./[+XXEGE.F/G6\M3"-+FW *
3+/.+X+5*.F[+XXEGE.5E*)6./FWE) ("R@%O&@$"!R$O$#!)4<WEGE,*F+VEEYMGE33+6. 6XIJK7"<L:K!*.[ 5*3M*3EK&
)CLS+. FWE,6-[63E*3F*Y*.FW+. /G6\M -*3$OQ%P$O#&"$O'!P$O&@ *.[ !O$%P$O!A"FWEGE,*F+VEEYMGE33+6. +. FWE
W+/W [63E*3F*Y*.FW+. /G6\M -*3$OQ!P$O&!" $OQAP$O&' *.[ $O'AP$O!!"-W+5W -*33+/.+X+5*.F,Z[E5GE*3E[ +.
56)M*G+36. -+FW FWE[+*HEFE3/G6\M ( !O7&P$O@%" !OA%P$OA& *.[ !OA!P$O&#) (*,,*F!N$O$A)4<WEGE,*F+VE
EYMGE33+6. 6XIJK7"<L:K!*.[ 5*3M*3EK& MG6FE+. +. FWE,6-[63E*3F*Y*.FW+. /G6\M -*3$O7&P$O&&"$OA!P$O!@ *.[
$O7$P$O!&"FWEGE,*F+VEEYMGE33+6. +. FWEW+/W [63E*3F*Y*.FW+. /G6\M -*3$O7'P$O##"$O@'P$O!A *.[ $OA%P$O##"
-W+5W -*33+/.+X+5*.F,Z[E5GE*3E[ +. 56)M*G+36. -+FW FWE[+*HEFE3/G6\M ( *,,*F!N$O$A )4" <#-&;:+'#-+"
S3F*Y*.FW+. )*ZM,*Z*. +)M6GF*.FG6,E+. MG6FE5F+./MEG+5ZFE3XG6) *M6MF63+3*.[ [E,*Z+./[EVE,6M)E.F*.[
MG6/GE33+6. 6X[+*HEF+5GEF+.6M*FWZ+. G*F34S[[+F+6.*,,Z"*3F*Y*.FW+. 5*. +.W+H+FGE,E*3E6X*.F+K*M6MF63+3*.[ *.F+K
+.X,*))*F6GZ5ZF6?+.E34
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""糖尿病视网膜病变( [+*HEF+5GEF+.6M*FWZ"TC)是常
见的糖尿病微血管病变"是 #$a%@ 岁糖尿病人群致盲
的首要原因' TC的发病机制未被全面认识"近年周
细胞凋亡和炎性损伤在糖尿病及其并发症中的作用备

受关注' 糖尿病患者在持续高糖*低氧状态下"早期出
现视网膜微循环受损

+ !, "进一步导致白细胞聚积"黏
附分子增加"视网膜内皮细胞功能障碍以及视网膜灌
注异常"如毛细血管的阻塞和退行性改变"均有轻度慢
性炎症的病理特征' 研究表明"白细胞在 TC发展过
程 中 起 重 要 作 用' 趋 化 因 子 和 黏 附 因 子K!
(+.FEG5E,,\,*G*[WE3+6. )6,E5\,EK!"IBSbK!)*单核细胞
趋 化 蛋 白 ! ( )6.65ZFE 5WE)6*FFG*5F*.FMG6FE+.K!"
bB9K!)*白细胞介素K7(+.FEG,E\?+.K7"IJK7)*IJK!"和
肿瘤坏死因子K!(F\)6G.E5G63+3X*5F6GK!"<L:K!)等炎
性因子均参与 TC的炎症反应过程"且与 TC严重程
度相关

+ #c@, ' 虾青素的化学名称为 &"&-K二羟基K@"
@-K二酮基K"""-K胡箩卜素' 天然虾青素广泛存在于
自然界"海洋藻类*鱼*虾和蟹等海洋生物体内"植物的
叶*花*果及鸟类羽毛中也存在虾青素"主要起显色作
用' 研究证实"虾青素能抗氧化*抗炎*抗细胞凋亡"预
防心*脑血管疾病"延缓糖尿病肾病的发生和发展"其

抗炎作用逐渐引起重视' 虾青素可显著降低肥胖小鼠
脾细胞中 <L:K!)CLS的相对表达量"从而抑制肝脏
组织的炎症反应

+ A, ' 虾青素可以降低糖尿病大鼠视
网膜中相关炎性因子的表达

+ 7c%, ' 目前尚未发现关于
虾青素对早期 TC微血管形态以及视网膜炎性因子的
相关研究' 本研究中观察虾青素对于链脲佐菌素
(3FGEMF606F65+."8<=)诱导的 ! 型糖尿病大鼠早期视网
膜病变的周细胞凋亡和视网膜中相关炎性因子表达的

影响"进一步阐述虾青素在 TC中的抗炎机制"为早期
TC的药物治疗提供理论基础'

15材料与方法

141"材料
14141"实验动物"雄性 8T大鼠 A$ 只(北京华阜康
生物科技有限公司)"体质量 ##$a#7$ /"饲养于中日
友好临床研究所 89:级中心动物实验室+许可证号$
8def(京)#$!$K$$!!,"自由进食饮水"标准饲料喂养"
每日更换新鲜垫料"温度 !Qa## g' 扩瞳条件下检查
8T大鼠的双眼前节和眼底"排除屈光间质和眼底异常
者' 实验动物的饲养和使用符合国家科学技术委员会
颁布的.实验动物管理条例/'
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1414?"主要试剂及仪器"8<=溶液 (美国 8+/)*公
司)#兔抗鼠 IJK7*<L:K!*5*3M*3EK& 抗体(武汉博士德
生物工程有限公司)#山羊抗兔二抗 I/h*链霉卵白素
工作液(武汉华美生物科技有限公司)#<G+06,试剂(美
国 I.V+FG6/E. 公司)#Sb_逆转录酶 (美国 S)H+6. 公
司)# 9BC b*3FEGb+Y(美国 9G6)E/*公司 )# IJK7*
<L:K!和 5*3M*3EK& 一抗 (美国 CiT公司)#羊抗兔K
jC9(美国 J+XE<E5W.6,6/+E3公司)#(BJ显色液(上海
康成公司)' 解剖显微镜(日本 L+56. 公司)#血糖仪
(瑞士 C65WE公司)'
14?"方法
14?41"TC模型的建立及实验分组"将 A$ 只大鼠按
照随机数字表法随机分为对照组 !# 只和糖尿病组 &Q
只' 糖尿病组大鼠造模前禁食 !# W"按照 7$ )/>?/的
剂量 ( 8<=溶于 $O$A ))6,>J枸橼酸钠缓冲液" Mj
@OA)一次性腹腔内注射质量分数 !; 8<=溶液' 对照
组大鼠同法注射等量枸橼酸钠缓冲液' 注射后 %# W
后尾尖采血测定血糖"连续 & [ 血糖值k!7O% )6,>J者
为造模成功' &7 只大鼠造模成功"按照随机数字表法
分为糖尿病组*低剂量虾青素组和高剂量虾青素组'
参照文献+Q,"虾青素饲喂量R最小抑制浓度l#$#每
日低剂量虾青素组大鼠饲喂量为 #$ )/>?/"高剂量虾
青素组为最小浓度的 A 倍"即每日 !$$ )/>?/"无不良
反应' 过量水合氯醛麻醉法处死大鼠"冰浴下完整摘
取双侧眼球"称质量标记'
14?4?"大鼠一般情况观察"造模成功后 & ["每隔 #
周 Q$$$ 测量大鼠体质量及血糖"观察大鼠的毛发*精
神状态和饮水量'
14?4@"视网膜铺片法观察各组视网膜血管形态及周
细胞计数"每组取 7 只眼球"解剖显微镜下沿大鼠眼
球角巩膜缘环形切开"去除角膜和晶状体"将眼球后段
置于装有蒸馏水的平皿中"钝性分离视网膜与脉络膜"
待周围完全松解后使用纤维剪剪断视神经"取出完整
视网膜' 在眼球一侧放射状切开"将视网膜置于装有
!$ ),质量分数 &;胰蛋白酶溶液的试管中' &% g水
浴箱消化 & W"期间振荡 & a@ 次' 将已完成消化的视
网膜置于装有蒸馏水的平皿中"撕除残存内界膜"轻弹
去除遗留的神经组织' 光学显微镜下可见一菲薄半透
明的血管网"将其移到载玻片上"自然干燥"过碘酸希
夫(MEG+6[+5*5+[ 35W+XX"9S8)染色"于 @$$ 倍显微镜下
计数视网膜中间区域 A 个视野中的毛细血管细胞数量
(周细胞和内皮细胞)及无细胞血管数'
14?4A"免疫组织化学法检测视网膜组织中促炎因子
的表达"每组取 7 只眼球"去除角膜及眼内容物"室温

下眼杯置于质量分数 @;多聚甲醛中固定 & ["经梯度
乙醇脱水"二甲苯透明"将眼杯浸入石蜡包埋盒底部包
埋切片"烤片后脱蜡"行抗原热修复"j#U# 封闭后用正

常山羊血清工作液封闭"滴加兔抗鼠 IJK7(工作浓度
! m!$$)*<L:K!(工作浓度 ! m!$$)和5*3M*3EK&(工作浓
度 ! m!$$)抗体' @ g孵育过夜"复温冲洗后滴加山羊
抗兔二抗 I/h"室温下孵育 !A )+."冲洗后滴加生物素
标记链霉卵白素工作液室温下孵育 !A )+.' TS̀ 染

色后复染核"脱水"透明"封片' 每张切片任意选取 &
个视野(@$$ 倍)记录拍照"用 I)*/E9G69,\37O$ 图像
处理分析软件分析各组染色区的吸光度(#)值'
14?4B"实时定量 9BC法检测大鼠视网膜组织中促炎
因子的表达"每组取 7 只眼球"在解剖显微镜下取出
视网膜组织"使用 <G+06,试剂提取视网膜中总 CLS"采
用 9G+)EG&O$ 软件设计 9BC引物"引物序列见表 !'
用 Sb_逆转录酶合成 5TLS"以 "K*5F+. 为内参"采用
实时 9BCb*3FEGb+Y进行扩增"用 J+/WFBZ5,EG@Q$ 系
统进行检测" 9BC反应条件$ 'A g预变性 !$ )+.#
'A g变性 !A 3"7$ g退火 &$ 3"共 @$ 个循环#熔解曲线
分析$'A g变性 ! )+."AA g退火 ! )+."9BC产物的熔
解曲线为单峰' 计算 BF值"以 # 为底数"差值为指数计
算所得值"表示目的基因的相对表达量"实验重复 & 次'

表 15!<9引物序列与扩增产物
C*3;%15!<9/"'D%"+%E:%-&%+*-2*D/;')'%2/"#2:&$+'F%+

引物 引物序列(A-K&- ) 产物长度( HM)

IJK7 :$S<hSSBShBhS<hS<hBSB< !&A

C$SBhhSSB<BBShSShSBBSh

<L:K! :$hSBBShBBShhShhhShSSB !#%

C$<BBhhShhhShS<h<h<<hB

B*3M*3EK& :$<hS<Bh<BBBSSBSShhS !!#

C$hhh<B<hhhBBS<hhSS

"K*5F+. :$BBBS<B<S<hShhh<<SBhB !A$

C$<hhBBBS<SSS<BS<BBB

"注$IJ$白细胞介素#<L:$肿瘤坏死因子
"L6FE$IJ$+.FEG,E\?+.#<L:$F\)6\G.E5G63+3X*5F6G

14?4G"DE3FEG. H,6F法检测各组大鼠视网膜组织中促
炎因子 IJK7*<L:K!和 5*3M*3EK& 的表达"解剖显微镜
下用显微镊取出视网膜组织"加入适量 CI9S裂解液
进行蛋白提取' 依照电泳上样量需要"调整蛋白浓度"
根据目的蛋白相对分子质量配制质量分数 !A;分离
胶和质量分数 A;浓缩胶' 电泳条件$浓缩胶恒压
Q$ _"约 #$ )+.#分离胶恒压 !#$ _"电泳至溴酚蓝到凝
胶底部"约 !#$ )+."准备 9_T:膜"切除多余凝胶部
分 '转膜条件 $&$$ )S恒流 # W"用质量分数A;脱脂

!!'A!中华实验眼科杂志 #$#$ 年 % 月第 &Q 卷第 % 期"BW+. (̂YM UMWFW*,)6," \̂,Z#$#$"_6,4&Q"L64%

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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图 15各组视网膜铺片表现(9S8)"S$对照组视网膜血管"黑色箭头示周细胞
(l@$$"标尺R#$ #))" $̀糖尿病组视网膜血管 (l@$$"标尺R#$ #))"黑色箭
头示内皮细胞"B$高剂量虾青素组视网膜血管(l@$$"标尺R#$ #))"T$对照组
视网膜血管 (l!$$"标尺 R!$$ #)) "($糖尿病组视网膜血管 ( l!$$"标尺 R
!$$ #))"黑色箭头示无细胞毛细血管":$高剂量虾青素组视网膜血管(l!$$"
标尺R!$$ #))
H'I:"%15C.%*//%*"*-&%#)"%$'-* "%$'-*;(%++%;/"%/*"*$'#-+*D#-I 2'))%"%-$
I"#:/+(9S8)"S$L6G)*,VE33E,.EF-6G? +. FWE56.FG6,/G6\M (l@$$"H*GR#$ #)) "
FWE*GG6-+.[+5*FE[ *MEG+5ZFE" $̀SH.6G)*,VE33E,3+. FWE[+*HEFE3/G6\M (l@$$"H*GR
#$ #)) "FWE*GG6-+.[+5*FE[ *. E.[6FWE,+*,5E,,"B$_E33E,.EF-6G? +. FWEW+/W [63E
*3F*Y*.FW+. /G6\M ( l@$$" H*GR#$ #)) " T$ L6G)*,VE33E,3+. FWE56.FG6,/G6\M
(l!$$"H*GR!$$ #)) "($SH.6G)*,VE33E,.EF-6G? +. FWE[+*HEFE3/G6\M (l!$$"
H*GR!$$ #)) "FWE*GG6-+.[+5*FE[ *5E,,\,*G3FG*.[3" :$_E33E,3+. FWEW+/W [63E
*3F*Y*.FW+. /G6\M (l!$$"H*GR!$$ #))

牛奶室温封闭 ! W#封闭结束后"将 9_T:膜置于杂交
袋中"加入 IJK7*<L:K!和 5*3M*3EK& 一抗封膜机封口
后放入 @ g冰箱中过夜#洗膜 & 次后放入羊抗兔KjC9
(工作浓度 ! mA $$$)"室温下轻摇 A$ )+.#<̀ 8K<洗膜
# 次"9̀ 8 洗膜 ! 次"每次 !$ )+.' 将 9_T:膜浸泡于
(BJ显色液中 ! )+."暗室中曝光*显影并定影' 以
"K*5F+. 为内参照"计算各目的蛋白相对表达量'
14@"统计学方法

采用 8988 #$O$ 统计学软件进行统计分析' 计量
资料经 8W*M+G6KD+,? 检验证实呈正态分布"以 )E*.P
8T表示' 经 JEVE.E检验证实方差齐"不同时间点大
鼠体质量*血糖水平和饮水量*周细胞和内皮细胞比例
及视网膜组织中促炎因子的 )CLS水平和蛋白水平
的总体比较采用单因素方差分析"组间多重比较采用
J8TK2检验' 方差不齐者用 <*)W*.En3<# 检验' !N
$O$A 为差异有统计学意义'

?5结果

?41"各组大鼠一般情况
对照组大鼠毛发光亮"精神状态佳"体质量呈直线

上升趋势' 糖尿病组大鼠毛发枯糙凌乱"精神
萎靡"体质量在造模后呈缓慢上升趋势'

造模后 7 个月"低剂量虾青素组和高剂量
虾青素组大鼠体质量分别为(&'$O#P&AO7)/和
(@$#O&P!'O7)/"较糖尿病组大鼠的 ( #%@O&P
!$OA)/增加"差异均有统计学意义 (均 !N
$O$A)' 低剂量虾青素组和高剂量虾青素组大
鼠血糖水平分别为 ( #'O7AP!O7A) ))6,>J和
(#'OA&P!O!#)))6,>J"较糖尿病组的(&$O%@P
#O%@)))6,>J降低"差异均有统计学意义(!N
$O$A)'
?4?"各组大鼠视网膜铺片表现

高倍镜下"对照组可见毛细血管周细胞核
小"呈圆形或三角形"染色较深"位于毛细血管
壁一侧"内皮细胞核较大"呈椭圆形或圆形"染
色较浅"位于毛细血管的中央部位#糖尿病组
可见视网膜毛细血管局部扩张*狭窄"扭结成
襻#高剂量虾青素组可见毛细血管形态介于两
者之间(图 !SaB)'

低倍镜下"对照组可见完整的视网膜毛细
血管网"动脉主干染色深"管径较细"静脉血管
染色较浅"毛细血管分布规则"走向平直"管径
粗细均匀"相互连接成网状#糖尿病组可见视网
膜动静脉主干及分支迂曲"毛细血管网紊乱#高

剂量虾青素组形态介于两者之间"血管走行较迂曲"毛
细血管局部扩张*狭窄程度有所减轻(图 !Ta:)'
?4@"各组大鼠视网膜铺片周细胞和无细胞毛细血管
数量比较

对照组*糖尿病组*低剂量虾青素组和高剂量虾青
素组周细胞计数分别为 @77O@P#&O#* #$%O&P&!O%*
#'QO!P#%O! 和 &!#O#P!'OA"总体比较差异有统计学
意义("R&@O@#$"!R$O$@%)"其中低剂量虾青素组*
高剂量虾青素组周细胞数量多于糖尿病组"差异均有
统计学意义(均 !N$O$A)' 低剂量虾青素组与高剂量
虾青素组周细胞数量比较"差异无统计学意义 (!k
$O$A)(图 #S)'

对照组*糖尿病组*低剂量虾青素组和高剂量虾青
素组无细胞毛细血管计数分别为 AO# P#O&* &#O' P
!#O%*!@OAP'O! 和 !7OAP&OA"总体比较差异有统计学
意义("R@%O&@$"!R$O$#!)"其中低剂量虾青素组*
高剂量虾青素组无细胞毛细血管数量多于糖尿病组"
差异均有统计学意义(均 !N$O$A)"低剂量虾青素组
与高剂量虾青素组无细胞毛细血管数量比较"差异无
统计学意义(!k$O$A)(图 # )̀ '

!#'A! 中华实验眼科杂志 #$#$ 年 % 月第 &Q 卷第 % 期"BW+. (̂YM UMWFW*,)6," \̂,Z#$#$"_6,4&Q"L64%

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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图 @5各组大鼠视网膜组织炎性因子表达组TS̀ l@$$"标尺R#@ #))"对照组可见炎性因子微量表达#糖尿病组
可见炎性因子强阳性表达#低剂量虾青素组可见炎性因子中等阳性表达#高剂量虾青素组可见炎性因子中等阳
性表达"IJ$白细胞介素#<L:$肿瘤坏死因子
H'I:"%@5C.%%,/"%++'#-#)'-);*DD*$#"0 )*&$#"+*D#-I 2'))%"%-$I"#:/+组TS̀ l@$$" H*GR#@ #)) "I. FWE
56.FG6,/G6\M" +.X,*))*F6GZX*5F6G3-*3-E*?,Z[EFE5FE[# +. FWE[+*HEFE3/G6\M +.X,*))*F6GZX*5F6G33W6-E[ 3FG6./,Z
+.FE.3+FZ#+. FWE,6-[63E*3F*Y*.FW+. /G6\M"+.X,*))*F6GZX*5F6G33W6-E[ )6[EG*FE,Z+.FE.3+FZ#+. FWEW+/W [63E*3F*Y*.FW+.
/G6\M"+.X,*))*F6GZX*5F6G33W6-E[ )6[EG*FE,Z"IJ$+.FEG,E\?+.#<L:$F\)6\G.E5G63+3X*5F6G
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图 ?5各组周细胞和无细胞毛细血管计数比较"S$各组周细胞计数

比较组单因素方差分析"J8TK2检验"& R7)"与糖尿病组比较"*!N
$O$A" $̀各组无细胞毛细血管计数比较组单因素方差分析"J8TK2检

验"&R7)"与糖尿病组比较"*!N$O$A"!$对照组"#$糖尿病组"
&$低剂量虾青素组"@$高剂量虾青素组
H'I:"%? 5 <#D/*"'+#-+#)-:D3%"+#)/%"'&0$%+*-2 *&%;;:;*"
+$"*-2+'-"%$'-*;&*/';;*"'%+"S$B6)M*G+36. 6X.\)HEG36XMEG+5ZFE3+.
E*5W /G6\M组6.EK-*ZSLU_S"J8TK2FE3F" & R7 ) " 56)M*GE[ -+FW FWE

[+*HEFE3/G6\M"*!N$O$A" $̀B6)M*G+36. 6X.\)HEG36X*5E,,\,*G3FG*.[3
+. E*5W /G6\M组6.EK-*ZSLU_S"J8TK2FE3F"& R7)"56)M*GE[ -+FW FWE

[+*HEFE3/G6\M"*!N$O$A"!$56.FG6,/G6\M"#$[+*HEFE3/G6\M"&$,6-
[63E*3F*Y*.FW+. /G6\M"@$W+/W [63E*3F*Y*.FW+. /G6\M

"

?4A"各组大鼠视网膜组织中炎性因子表达的比较
对照组视网膜各层组织中炎性因子呈微量表达#糖

尿病组大鼠视网膜组织中神经节细胞层4丛状层及颗粒
层中均呈强阳性表达#
低剂量虾青素组和高

剂量虾青素组炎性因

子表达均较糖尿病组

弱组图 &)'
对照 组4 糖 尿 病

组4低剂量虾青素组和
高剂量虾青素组视网

膜组织中炎性因子相

对表达量总体比较"差
异有统计学意义 组"R
@&O!#"!N$O$A)"其中
低剂量虾青素组和高

剂量虾青素组视网膜

组织中炎性因子相对

表达量低于糖尿病组"
差异均有统计学意义

组均 !N$O$A)#低剂量
虾青素组与高剂量虾

青素组视网膜组织中

炎性因子的表达比较"
差异均无统计学意义

组均 !k$O$A)组图 @)'
?4B"各组视网膜组织
中炎性因子 )CLS水

平的比较

对照组4糖尿病组4低剂量虾青素组和高剂量虾青
素组 IJK7 )CLS相对表达量分别为 $O&QP$O#%4!O7&P
$O@%4$OQ%P$O#& 和 $OQ!P$O&!"总体比较差异有统计
学意义组"R#!OQ7"!N$O$A)"其中低剂量虾青素组和
高剂量虾青素组 IJK7 )CLS相对表达量低于糖尿病
组"差异均有统计学意义组均 !N$O$A)组图 AS)'

对照组4糖尿病组4低剂量虾青素组和高剂量虾青
素组 <L:K!)CLS相对表达量分别为 $O@#P$O!%4
!OA%P$OA&4$O'!P$O&@ 和 $OQAP$O&'"总体比较差异有
统计学意义组"R!&OQ$"!N$O$A)"其中低剂量虾青素组
和高剂量虾青素组 <L:K!)CLS相对表达量低于糖尿
病组"差异均有统计学意义组均 !N$O$A)组图 A )̀'

对照组4糖尿病组4低剂量虾青素组和高剂量虾青
素组 5*3M*3EK& )CLS相对表达量分别为 $OA%P$O@!4
!OA!P$O&#4!O$%P$O!A 和 $O'AP$O!!"总体比较差异有
统计学意义组"R!QO'A"!N$O$A)"其中低剂量虾青素组
和高剂量虾青素组 5*3M*3EK& )CLS相对表达量低于糖
尿病组"差异均有统计学意义组均 !N$O$A)组图 AB)'

!&'A!中华实验眼科杂志 #$#$ 年 % 月第 &Q 卷第 % 期"BW+. (̂YM UMWFW*,)6," \̂,Z#$#$"_6,4&Q"L64%

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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图 G5各组大鼠视网膜组织中炎性因子蛋白相对表达量比较"S0各组大鼠视网膜组织中各炎性因子表达电泳图" 0̀各组视网膜组织中 IJK7 蛋

白相对表达量比较(单因素方差分析"J8TK2检验"&R7)"与糖尿病组比较"*!N$O$A"B0各组视网膜组织中 <L:K!蛋白相对表达量比较(单因素

方差分析"J8TK2检验"&R7)"与糖尿病组比较"*!N$O$A"T0各组视网膜组织中 5,E*VE[K5*3M*3EK& 蛋白相对表达量比较(单因素方差分析"J8TK2

检验"&R7)"与糖尿病组比较"*!N$O$A"IJ0白细胞介素#<L:0肿瘤坏死因子#"K*5F+.0"K肌动蛋白"!0对照组"#0糖尿病组"&0低剂量虾青素
组"@0高剂量虾青素组
H'I:"%G5<#D/*"'+#-#)"%;*$'(%%,/"%++'#-#)'-);*DD*$#"0 )*&$#"/"#$%'-*D#-I 2'))%"%-$I"#:/+"S0(,E5FG6MW6GEF6/G*)6X+.X,*))*F6GZX*5F6G
MG6FE+. *)6./[+XXEGE.F/G6\M3" 0̀B6)M*G+36. 6XIJK7 MG6FE+. *)6./[+XXEGE.F/G6\M3(6.EK-*ZSLU_S"J8TK2FE3F"& R7)"56)M*GE[ -+FW FWE[+*HEFE3

/G6\M"*!N$O$A"B0B6)M*G+36. 6X<L:K!MG6FE+. *)6./[+XXEGE.F/G6\M3(6.EK-*ZSLU_S"J8TK2FE3F"&R7)"56)M*GE[ -+FW FWE[+*HEFE3/G6\M"*!N$O$A

T0B6)M*G+36. 6X5,E*VE[K5*3M*3EK& MG6FE+. *)6./[+XXEGE.F/G6\M3(6.EK-*ZSLU_S"J8TK2FE3F"&R7)"56)M*GE[ -+FW FWE[+*HEFE3/G6\M"*!N$O$A"IJ0
+.FEG,E\?+.#<L:0F\)6\G.E5G63+3X*5F6G"!056.FG6,/G6\M"#0[+*HEFE3/G6\M"&0,6-[63E*3F*Y*.FW+. /G6\M"@0W+/W [63E*3F*Y*.FW+. /G6\M

BA1 2 3 4

a a

C

3?104

2?104

1?104

0TN
F�
α相

对
表

达
量（

A值
） 4?104

3?104

2?104

1?104

0

Ca
sp
as
e�3

相
对

表
达

量（
A值

）4?104

3?104

2?104

1?104

0IL
�6

相
对

表
达

量（
A值

）

1 2 3 4

a a a a

1 2 3 4

图 A5各组大鼠视网膜组织中炎性因子相对表达量比较"S0各组大鼠视网膜组织中 IJK7

相对表达量比较"与糖尿病组比较"*!N$O$A" 0̀各组大鼠视网膜组织中 <L:K!相对表

达量比较"与糖尿病组比较"*!N$O$A"B0各组大鼠视网膜组织中 5*3M*3EK& 比较"与糖

尿病组相比"*!N$O$A(单因素方差分析"J8TK2检验"&R7)"IJ0白细胞介素#<L:0肿瘤坏
死因子"!0对照组"#0糖尿病组"&0低剂量虾青素组"@0高剂量虾青素组
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图 B5各组大鼠视网膜组织中炎性因子 D944比较"S0各组大鼠视网膜组织中 IJK7

)CLS比较"与糖尿病组比较"*!N$O$A" 0̀各组大鼠视网膜组织中<L:K!)CLS比较"

与糖尿病组比较"*!N$O$A"B0各组大鼠视网膜组织中 5*3M*3EK& )CLS比较"与糖尿病

组比较"*!N$O$A(单因素方差分析"J8TK2检验"&R7)"IJ0白细胞介素#<L:0肿瘤坏死因
子"!0对照组"#0糖尿病组"&0低剂量虾青素组"@0高剂量虾青素组
H'I:"%B5<#D/*"'+#-#)D944#)'-);*DD*$#"0 )*&$#"+'-"%$'-*;$'++:%#)"*$+*D#-I
2'))%"%-$I"#:/+"S0B6)M*G+36. 6XIJK7 )CLS*)6./[+XXEGE.F/G6\M3"56)M*GE[ -+FW FWE

[+*HEFE3/G6\M"*!N$O$A" 0̀B6)M*G+36. 6X<L:K!*)6./[+XXEGE.F/G6\M3"56)M*GE[ -+FW FWE

[+*HEFE3/G6\M"*!N$O$A"B0B6)M*G+36. 6X5*3M*3EK& *)6./[+XXEGE.F/G6\M3"56)M*GE[ -+FW

FWE[+*HEFE3/G6\M"*!N$O$A(6.EK-*ZSLU_S"J8TK2FE3F"&R7)"IJ0+.FEG,E\?+.#<L:0F\)6\G
.E5G63+3X*5F6G"!056.FG6,/G6\M"#0 [+*HEFE3/G6\M"&0,6-[63E*3F*Y*.FW+. /G6\M"@0 W+/W
[63E*3F*Y*.FW+. /G6\M

?4G"各组大鼠视网膜组织中炎性因子
相关蛋白相对表达量的比较

DE3FEG. H,6F结果显示"对照组*糖
尿病组*低剂量虾青素组和高剂量虾青
素组 IJK7 相对表达量分别为 $O!A P
$O$#*!O@&P$OA!*$O7&P$O&& 和 $O7'P
$O##"总体比较差异有统计学意义("R
7!O@@$"!R$O$!%)"其中低剂量虾青素
组和高剂量虾青素组 IJK7 相对表达量
较糖尿病组低"差异均有统计学意义
(均 !N$O$A)(图 7S)'

对照组*糖尿病组*低剂量虾青素
组和高剂量虾青素组 <L:K!相对表达
量分别为 $O#!P$O!&*$O%'P$O#&*$OA!P
$O!@ 和 $O@'P$O!A"总体比较差异有统
计学意义("R&&O!Q$"!R$O$#%)"其中
低剂量虾青素组和高剂量虾青素组

<L:K!相对表达量较糖尿病组低"差异
均有统计学意义(均 !N$O$A)(图 7 )̀ '

对照组*糖尿病组*低剂量虾青素
组和高剂量虾青素组 5,E*VE[K5*3M*3EK&
(5*3M*3EK& 的活化形式)相对表达量分
别为 $O!$ P$O$Q* !O!A P$O7%* $O7$ P
$O!& 和 $OA%P$O##"总体比较差异有统
计学意义("R'!O!!$"!R$O$#!)"其中
低剂量虾青素组和高剂量虾青素组

5,EVE[K5*3M*3EK& 相对表达量较糖尿病
组低"差异均有统计学意义 (均 !N
$O$A)(图 7B)'

!@'A! 中华实验眼科杂志 #$#$ 年 % 月第 &Q 卷第 % 期"BW+. (̂YM UMWFW*,)6," \̂,Z#$#$"_6,4&Q"L64%

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



@5讨论

大鼠腹腔内注射 8<=后可导致胰岛 "细胞的选
择性死亡"引起胰岛素分泌量的绝对不足"大鼠出现高
血糖*多饮*多尿*体质量减轻等与 ! 型糖尿病相似的
症状' 研究发现"虾青素能够改善实验动物的糖尿病
相关症状"延缓糖尿病并发症的进展"如降低血糖*减
少饮水量*增加体质量等 + 'c!$, ' 本研究中发现虾青素
可以使 ! 型糖尿病大鼠的体质量增加"但血糖水平无
明显变化"说明虾青素无直接降血糖的作用"但可能通
过调节体内氧化水平来改善糖尿病的一般症状"与
BW*. 等 + !!,

的研究结果相似'
血c视网膜屏障( H,66[ GEF+.*H*GG+EG" C̀̀ )主要由

内皮细胞*星形胶质细胞和周细胞组成 + !#, ' 研究发
现"周细胞凋亡发生在 TC的早期阶段"是一个标志性
事件

+ !&, ' 周细胞凋亡导致 C̀̀ 受损"发生血管渗漏"
由于周细胞的凋亡"周细胞丧失与随后出现的内皮细
胞丧失共同导致无细胞性毛细血管形成"病程进一步
发展导致毛细血管堵塞"微动脉瘤*黄斑水肿和新生血
管的形成

+ !@, ' 早期周细胞丧失的机制仍不明确"目前
多报道其与 TC病变中过量释放的活性氧相关"容易
受到自由基损害"活化线粒体凋亡途径 + !A, ' 本研究中
观察到糖尿病组大鼠周细胞数量少于对照组*低剂量
虾青素组和高剂量虾青素组"而无细胞性毛细血管的
数量多于对照组*低剂量虾青素组和高剂量虾青素组"
表明虾青素可以抑制周细胞凋亡以及无细胞性毛细血

管的形成' C6H+36. 等 + !@,
研究发现"治疗组鬼影细胞

(周细胞凋亡后的无细胞核胞体)数量较糖尿病对照
组相比减少"与本研究结果类似' 本研究的局限性在
于周细胞和内皮细胞在显微镜下的形态相似"不易区
分"对实验结果有一定影响'

研究表明"TC进展过程中可出现慢性*低度的炎
性反应

+ !7, ' 糖尿病患者的红细胞变形能力明显下降"
血流阻力增加"循环负担加重"红细胞聚集在部分内皮
细胞上"加上异常血流动力学的影响"对血管内皮细胞
产生损伤"损伤的内皮细胞引起白细胞淤滞和血管通
透性增加"进而激活免疫系统和补体系统"分泌大量炎
性介质

+ !, ' 研究表明"虾青素可以减少 IJK!"*IJK7 和
<L:K!等炎性因子的释放 + !%, ' 9*G? 等 + !Q,

研究表明"
每日补充虾青素可以有效下调 I:LK$和 IJK7 等炎性
细胞因子的水平且抑制活性氧的释放' :*./等 + !',

研

究提示"虾青素可抑制坏死组织中 IJK!"*IJK7和 <L:K!
的释放"抑制程度随其剂量增加而增加' 同时"虾青素
可以通过减轻炎症损伤和氧化应激反应减少细胞凋

亡' 促进凋亡的 5*3M*3E家族可大致分为引发剂 (通
常是5*3M*3E')和效应器(通常是5*3M*3E&)"5*3M*3E&
被激活后转化为活化的 5*3M*3E&"一系列的级联反应
导致细胞的形态和生物化学改变"促使视网膜毛细血
管细胞发生凋亡

+ #$, ' 研究表明"虾青素可以通过抑制
5*3M*3E级联反应降低活化 5*3M*3E& 的水平"进而减少
视网膜毛细血管周细胞的凋亡

+ #!c##, ' f6-,\G\ 等 + !A,

研究表明"炎性因子在视网膜毛细血管周细胞凋亡的
进程中起重要作用' <L:K!可促进凋亡蛋白 5*3M*3EK&
激活"诱导视网膜周细胞及内皮细胞凋亡 + #&, ' 本研究
中通过检测促炎因子在视网膜组织中的蛋白和 )CLS
水平"发现虾青素可降低 IJK7*<L:K!和 5*3M*3EK& 的
表达"提示虾青素可以通过减少炎性因子和凋亡蛋白
的表达抑制炎性反应"并且这些指标在糖尿病大鼠中
表达明显增加"验证了 TC与炎症损伤之间的关系'

本研究中发现虾青素能有效保护视网膜微血管"
减轻视网膜组织的炎性损伤"减少凋亡蛋白表达"为延
缓 TC的药物治疗提供了实验依据'
利益冲突""所有作者均声明不存在任何利益冲突

参考文献

+!, (,KS3G*GSb4C6,E6X+.X,*))*F+6. +. FWEM*FW6/E.E3+36X[+*HEF+5
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SbT$年龄相关性黄斑变性(*/EKGE,*FE[ )*5\,*G[E/E.EG*F+6.)

SLU_S$单因素方差分析(6.EK-*Z*.*,Z3+36XV*G+*.5E)

q̀<$泪膜破裂时间(HGE*?\M F+)E6XFE*GX+,))

TC$糖尿病视网膜病变([+*HEF+5GEF+.6M*FWZ)

(Sq$实验性自身免疫性葡萄膜炎(EYMEG+)E.F*,*\F6+))\.E\VE+F+3)

(h:$表皮生长因子(EM+[EG)*,/G6-FW X*5F6G)

(JI8S$酶联免疫吸附测定(E.0Z)EK,+.?E[ +))\.636GHE.F*33*Z)

(Ch$视网膜电图(E,E5FG6GEF+.6/G*))

::S$荧光素眼底血管造影(X\.[\3X,\6GE35E+. *./+6/G*MWZ)

:h:$成纤维细胞生长因子(X+HG6H,*3F/G6-FW X*5F6G)

h:9$绿色荧光蛋白(/GEE. X,\6GE35E.FMG6FE+.)

I:LK$$$干扰素(+.FEGXEG6.K$)

IJ$白细胞介素(+.FEG,E\?+.)

IUJ$人工晶状体(+.FG*65\,*G,E.3)

IC̀ 9$光间受体视黄类物质结合蛋白(+.FEGMW6F6GE5EMF6GGEF+.6+[

H+.[+./MG6FE+.)

JS8If$准分子激光角膜原位磨镶术(,*3EG+. 3+F\ ?EG*F6)+,E\3+3)

IBhS$吲哚菁绿血管造影(+.[65Z*.+.E/GEE. *./+6/G*MWZ)

J(B3$晶状体上皮细胞(,E.3EM+FWE,+*,5E,,3)

)+CLS$微小 CLS()+5G6CLS)

bb9$基质金属蛋白酶()*FG+Y)EF*,,6MG6FE+.*3E)

)<UC$哺 乳 动 物 类 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白 ( )*))*,+*. F*G/EF6X

G*M*)Z5+.)

b<<$四甲基偶氮唑盐()EFWZ,FW+*06,Z,FEFG*06,+\))

L:$核转录因子(.\5,E*GX*5F6G)

UB<$光相干断层扫描(6MF+5*,56WEGE.5EF6)6/G*MWZ)

UC$优势比(6[[3G*F+6)

9SBh$原发性闭角型青光眼(MG+)*GZ*./,EK5,63\GE/,*\56)*)

9BC$聚合酶链式反应(M6,Z)EG*3E5W*+. GE*5F+6.)

ChB3$视网膜节细胞(GEF+.*,/*./,+6. 5E,,3)

9USh$原发性开角型青光眼(MG+)*GZ6ME. *./,E/,*\56)*)

C̀ $视网膜母细胞瘤(GEF+.6H,*3F6)*)

C9($视网膜色素上皮(GEF+.*,M+/)E.FEM+FWE,+\))

CL_$视网膜新生血管(GEF+.*,.E6V*35\,*G+0*F+6.)

C9$视网膜色素变性(GEF+.+F+3M+/)E.F63*)

8%F$基础泪液分泌试验(85W+G)EG% FE3F)

3WCLS$小发夹 CLS(3W6GFW*+GM+. CLS)

3+CLS$小干扰 CLS(3)*,,+.FEGXEG+./CLS)

!K8bS$!K平滑肌肌动蛋白(!K3)66FW )\35,E*5F+.)

<SU$甲状腺相关眼病(FWZG6+[K*3365+*FE[ 6MWFW*,)6M*FWZ)

<h:$转化生长因子(FG*.3X6G)+.//G6-FW X*5F6G)

<L:$肿瘤坏死因子(F\)6G.E5G63+3X*5F6G)

q̀ b$超声生物显微镜(\,FG*36\.[ H+6)+5G6356ME)

_(h:$血管内皮生长因子(V*35\,*GE.[6FWE,+*,/G6-FW X*5F6G)

_(9$视觉诱发电位(V+3\*,EV6?E[ M6FE.F+*,)
(本刊编辑部)

!7'A! 中华实验眼科杂志 #$#$ 年 % 月第 &Q 卷第 % 期"BW+. (̂YM UMWFW*,)6," \̂,Z#$#$"_6,4&Q"L64%

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?




