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44$摘要%4目的4探讨黄连素对高糖培养大鼠离体视网膜 bv))EK细胞的影响及其作用机制'4方法4将

体外培养的 XGK',HE;'*)E-)X;*大鼠视网膜 bv))EK细胞分为正常对照组&高糖组&高糖o"# !&/)5̀ 黄连素组

和高糖o6! !&/)5̀ 黄连素组"正常对照组和高糖组细胞分别采用 ! &&/)5̀ 葡萄糖和 6! &&/)5̀ 葡萄糖培

养"后 6 个组分别采用 6! &&/)5̀葡萄糖o相应浓度黄连素处理"培养后 >6 D 采用流式细胞仪检测细胞凋亡

情况"采用酶联免疫吸附测定)%̀ =X7*法及实时荧光定量 UM]法分别检测细胞培养液上清中炎性因子肿瘤

坏死因子)dWYA#*&白细胞介素A@)=̀A@*和环氧合酶 6)M<fA6*" À谷氨酸ÀA天冬氨酸转运体)V̀ 7Xd*及相关

蛋白的表达情况"采用 BEICEK+ L)/C法检测细胞质中 V̀ 7Xd&镁离子依赖的蛋白磷酸酶 "7)UUb"7*&核因子A

$S)WYA$S*和 2)E'OE. 2'IG'IEA8及细胞核中 WYA$S蛋白的表达情况'4结果4正常对照组&高糖组&高糖o

"# !&/)5̀黄连素组和高糖o6! !&/)5̀ 黄连素组细胞凋亡率分别为 ) " 8̂> j# 6̂"*h& ) "> $̂> j" "̂>*h&

)"# $̂#j# "̂>*h和)! !̂>j# 8̂!*h"总体比较差异有统计学意义)Ul8>! 9̂>"Ei# #̂"*"其中高糖组细胞凋亡

率较正常对照组明显升高"高糖o"# !&/)5̀黄连素组和高糖o6! !&/)5̀ 黄连素组细胞凋亡率较高糖组明显

降低"高糖o6! !&/)5̀ 黄连素组较高糖o"# !&/)5̀ 黄连素组细胞凋亡率明显降低"差异均有统计学意义)均

Ei# #̂"*' %̀ =X7检测结果显示"各组细胞中 dWYA#&=̀A@&M<fA6 质量浓度总体比较差异均有统计学意义

)Ul6@ 8̂$&8! @̂@&:" !̂9"均 Ei# #̂"*"其中高糖组细胞中 dWYA#&=̀A@ 和 M<fA6 质量浓度均明显高于正常对

照组"高糖o"# !&/)5̀黄连素组和高糖o6! !&/)5̀黄连素组细胞中 dWYA#和 M<fA6 质量浓度明显低于高糖

组"高糖o6! !&/)5̀黄连素组细胞中 dWYA#和 =̀A@ 浓度明显低于高糖o"# !&/)5̀ 黄连素组"差异均有统计

学意义)均 Ei# #̂!*' 实时荧光定量 UM]结果显示"各组间 bv))EK细胞中 V̀ 7Xd&]W7的相对表达量总体

比较差异有统计学意义)Ul6$@ $̂#"Ei# #̂"*"其中高糖组 V̀ 7Xd&]W7的相对表达量明显低于正常对照

组&高糖o"# !&/)5̀黄连素组和高糖o6! !&/)5̀黄连素组"差异均有统计学意义)均 Ei# #̂!*' BEICEK+ L)/C

分析结果显示"各组 bv))EK细胞质中 V̀ 7Xd&UUb"7&2)E'OE. 2'IG'IEA8和 WYA$S蛋白相对表达量以及细胞核

中 WYA$S蛋白相对表达量总体比较差异均有统计学意义 )Ul"8! 6̂#&"!$ 9̂@&@# 9̂$&"6@ #̂>&:> 8̂$"均 Ei

# #̂"*"其中高糖组 bv))EK细胞质中 V̀ 7Xd&UUb"7和 WYA$S蛋白的相对表达量明显低于正常对照组&高糖o

"# !&/)5̀黄连素组和高糖o6! !&/)5̀黄连素组"细胞质中 2)E'OE. 2'IG'IEA8 和细胞核中 WYA$S蛋白的相对

表达量明显高于正常对照组&高糖o"# !&/)5̀ 黄连素组和高糖o6! !&/)5̀ 黄连素组"差异均有统计学意义

)均 Ei# #̂!*'4结论4高糖可诱导 X;大鼠视网膜 bv))EK细胞发生凋亡及炎症反应"而黄连素能有效抑制高

糖诱发的细胞凋亡及炎症反应"其可能是通过抑制 WYA$S的核易位和转录活性"从而抑制炎性因子的表达来

发挥保护作用'4

$关键词%4bv))EK细胞( 高糖( 黄连素( 细胞凋亡( 炎症( 细胞培养
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"54+%",-%#6B4C*-%&/*6d/(+OEIC(,'CECDEEFFE2CI/FLEKLEK(+E/+ XGK',HE;'*)E-) X;* K'CKEC(+')bv))EK

2E))I2H)CHKE. L-D(,D 2/+2E+CK'C(/+ ,)H2/IE34D*%)#.+4dDE2H)CHKE. X;K'CKEC(+')bv))EK2E))I*EKE.(O(.E. (+C/

+/K&')A,)H2/IE,K/HG" D(,DA,)H2/IE,K/HG" D(,DA,)H2/IEo"# !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG '+. D(,DA,)H2/IEo6! !&/)5̀

LEKLEK(+E,K/HG" '+. CDE2E))I*EKE2H)CHKE. (+ ! &&/)5̀ ,)H2/IE" 6! &&/)5̀ ,)H2/IE" 6! &&/)5̀ ,)H2/IEo

"# !&/)5̀ LEKLEK(+E"'+. 6! &&/)5̀ ,)H2/IEo6! !&/)5̀ LEKLEK(+E"KEIGE2C(OE)-37FCEK>6 D/HKI2H)CHKE." 2E))

'G/GC/I(IK'CE*'I.ECE2CE. L-F)/*2-C/&ECK-(CDEERGKEII(/+I)EOE)I/FCH&/K+E2K/I(IF'2C/KA#)dWYA#*"(+CEK)EHT(+A

@ )=̀A@* '+. 2-2)//R-,E+'IEA6 )M<fA6* (+ CDE2H)CHKEIHGEK+'C'+C*EKE.ECE2CE. L-E+1-&E)(+TE. (&&H+/I/KLE+C

'II'-)%̀ =X7*(CDE À,)HC'&'CEÀA'IG'KC'CECK'+IG/KCEK) V̀ 7Xd* '+. CDEKE)'CE. GK/CE(+ ERGKEII(/+ )EOE)I*EKE

.ECE2CE. L-KE')AC(&EF)H/KEI2E+2EQH'+C(C'C(OEUM](CDEERGKEII(/+I)EOE)I/FV̀ 7Xd"GK/CE(+ GD/IGD'C'IE&',+EI(H&A

.EGE+.E+C"7 )UUb"7*"+H2)E'KF'2C/KA$S)WYA$S* '+. 2)E'OE. 2'IG'IEA8 (+ CDE2-C/G)'I&"'+. CDEERGKEII(/+

)EOE)/FWYA$SGK/CE(+ (+ CDE+H2)EHI*EKE.ECE2CE. L-BEICEK+ L)/C34E*+30%+4dDE2E))'G/GC/I(IK'CE*'I)" 8̂>j

# 6̂"*h") "> $̂> j" "̂>*h" ) "# $̂# j# "̂>*h '+. ) ! !̂> j# 8̂!*h (+ CDE+/K&')A,)H2/IE,K/HG" D(,DA,)H2/IE

,K/HG"D(,DA,)H2/IEo"# !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG '+. D(,DA,)H2/IEo6! !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG"KEIGE2C(OE)-"'+. CDE

/OEK'))2/&G'K'C(OE.(FFEKE+2E*'IIC'C(IC(2'))-I(,+(F(2'+C)Ul8>! 9̂>"Ei# #̂"*3dDE2E))'G/GC/I(IK'CEI(+ CDED(,DA

,)H2/IE,K/HG *'I(+2KE'IE. (+ 2/&G'K(I/+ *(CD CD/IE(+ CDE+/K&')A,)H2/IE,K/HG )Ei# #̂"*3dDE2E))'G/GC/I(IK'CEI

(+ CDED(,DA,)H2/IEo"# !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG '+. D(,DA,)H2/IEo6! !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG *EKEI(,+(F(2'+C)-

KE.H2E. (+ 2/&G'K(I/+ *(CD CD'C(+ CDED(,DA,)H2/IE,K/HG )L/CD 'CEi# #̂"*37+. CDE2E))'G/GC/I(IK'CE(+ CDED(,DA

,)H2/IEo6! !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG *'I)/*EKCD'+ CD'C(+ CDED(,DA,)H2/IEo"# !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG )Ei# #̂"*3

%̀=X7KEIH)CIKEOE')E. CD'CCDE/OEK'))2/&G'K'C(OE.(FFEKE+2EI/FCDE2/+2E+CK'C(/+I/FdWYA#"=̀A@ '+. M<fA6 '&/+,

CDEF/HK,K/HGI*EKEIC'C(IC(2'))-I(,+(F(2'+C)Ul6@ 8̂$"8! @̂@":" !̂9('))'CEi# #̂"*3dDE2/+2E+CK'C(/+I/FdWYA#"

=̀A@ '+. M<fA6 (+ CDED(,DA,)H2/IE,K/HG *EKEI(,+(F(2'+C)-D(,DEKCD'+ CD/IE(+ CDE+/K&')A,)H2/IE,K/HG )Ei

# #̂"*3M/&G'KE. *(CD CDED(,DA,)H2/IE,K/HG"CDE2/+2E+CK'C(/+I/FdWYA#'+. M<fA6 *EKEI(,+(F(2'+C)-.E2KE'IE. (+

CDED(,DA,)H2/IEo"# !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG '+. D(,DA,)H2/IEo6! !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG ) L/CD 'CEi# #̂!*3dDE

2/+2E+CK'C(/+I/FdWYA#'+. =̀A@ (+ CDED(,DA,)H2/IEo6! !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG *EKE)/*EKCD'+ CD/IE(+ CDED(,DA

,)H2/IEo"# !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG ) L/CD 'CEi# #̂!*3]E')AC(&EF)H/KEI2E+2EQH'+C(C'C(OEUM]ID/*E. CD'CCDE

KE)'C(OEERGKEII(/+ )EOE)I/FV̀ 7Xd&]W7(+ bv))EK2E))I'&/+,CDEF/HK,K/HGI*EKEIC'C(IC(2'))-I(,+(F(2'+C)Ul

6$@ $̂#"Ei# #̂"*3M/&G'KE. *(CD CDE+/K&')A,)H2/IE,K/HG"CDEKE)'C(OEERGKEII(/+ )EOE)/FV̀ 7Xd&]W7 *'I

I(,+(F(2'+C)-.E2KE'IE. (+ CDED(,DA,)H2/IE,K/HG )Ei# #̂"*3=+ CDED(,DA,)H2/IEo"# !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG '+.

D(,DA,)H2/IEo6! !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG"CDEKE)'C(OEERGKEII(/+ )EOE)/FV̀ 7Xd&]W7*'II(,+(F(2'+C)-E)EO'CE.

2/&G'KE. *(CD CDED(,DA,)H2/IE,K/HG ) L/CD 'CEi# #̂!*3BEICEK+ L)/C'+')-I(IKEIH)CIID/*E. CD'CCDE/OEK'))

2/&G'K'C(OE.(FFEKE+2EI/FCDEV̀ 7Xd"UUb"7"2)E'OE. 2'IG'IEA8"WYA$S(+ 2-C/G)'I&'+. WYA$S(+ +H2)EHI'&/+,

CDEF/HK,K/HGI*EKEIC'C(IC(2'))-I(,+(F(2'+C)Ul"8! 6̂#""!$ 9̂@"@# 9̂$""6@ #̂>":> 8̂$('))'CEi# #̂"*3dDEKE)'C(OE

ERGKEII(/+ )EOE)I/FV̀ 7Xd"UUb"7'+. WYA$SGK/CE(+ (+ 2-C/G)'I& (+ CDED(,DA,)H2/IE,K/HG *EKEI(,+(F(2'+C)-

)/*EKCD'+ CD/IE(+ CDE+/K&')A,)H2/IE,K/HG"D(,DA,)H2/IEo"# !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG '+. D(,DA,)H2/IEo6! !&/)5̀

LEKLEK(+E,K/HG )'))'CEi# #̂!*3dDEKE)'C(OEERGKEII(/+ )EOE)I/F2)E'OE. 2'IG'IEA8 '+. WYA$SGK/CE(+ (+ +H2)EHI

(+ CDED(,DA,)H2/IE,K/HG *EKEI(,+(F(2'+C)-D(,DEKCD'+ CD/IE(+ CDE+/K&')A,)H2/IE,K/HG"D(,DA,)H2/IEo"# !&/)5̀

LEKLEK(+E,K/HG '+. D(,DA,)H2/IEo6! !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG )'))'CEi# #̂!*34F#'-03+&#'+4P(,DA2/+2E+CK'C(/+

,)H2/IE2'+ (+.H2E2E))'G/GC/I(I'+. (+F)'&&'C/K-KEIG/+IE/FX;K'CIKEC(+')bv))EK2E))I0# 90-4'3P/*EOEK"LEKLEK(+E

2'+ (+D(L(C2E))'G/GC/I(I'+. (+F)'&&'C/K-KEIG/+IE(+.H2E. L-D(,DA2/+2E+CK'C(/+ ,)H2/IEO('IHGGKEII(+,WYA$S

CK'+I)/2'C(/+ '+. CK'+I2K(GC(/+ '2C(O(C-"'+. CDEKEL-(+D(L(C(+,CDEERGKEII(/+ /F(+F)'&&'C/K-2-C/T(+EI3

"7*8 9#".+#6bv))EK2E))( V)H2/IE" D(,D 2/+2E+CK'C(/+( SEKLEK(+E( ME))'G/GC/I(I( =+F)'&&'C(/+( ME))

2H)CHKE

:3'.1"#(",$# YH+.E. UK/?E2C/FW'CHK')X2(E+2E]EIE'K2D (+ b(+D'+,;(ICK(2C" XD'+,D'()6#"8bP_#"#*

;<=#"#38>$#52&'3?32+""!9@9A6#6##9">A##$:>

44糖尿病视网膜病变) .('LEC(2KEC(+/G'CD-";]*是糖 尿病的主要并发症之一"是成年人视力障碍和致盲的
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主要原因
+ ", ' bv))EK细胞贯穿整个视网膜"是脊椎动

物视网膜内主要的神经胶质细胞"参与并调控视网膜
病变的整个过程

+ 6, ' 已有研究表明"在糖尿病早期"
bv))EK细胞核已发生改变"而视网膜血管内皮细胞&周
细胞并未见明显病理改变

+ 8, ' ;]的发生与 bv))EK细
胞有着密切的关系

+ :, ' 黄连素是从黄连&黄柏&三颗
针等多种植物中提取的生物碱"亦可人工合成"其具有
降脂&降血糖&抗氧化&抗炎等多重作用"可有效治疗包
括糖尿病&癌症&高血压和高血脂等多种慢性疾
病

+ !\9, ' 近年来"已有研究表明黄连素可抑制高氧化&
高糖化&低密度脂蛋白诱导的 bv))EK细胞损伤 + "#, ' 在
受白细胞介素A"")(+CEK)EHT(+A"""=̀A""*或肿瘤坏死
因子 #)CH&/K+E2K/I(IF'2C/KA#"dWYA#*刺激的人视网
膜色素上皮细胞中"黄连素剂量依赖性抑制 =̀A@ 和单
核细胞趋化蛋白A" )&/+/2-CE2DE&/C'2C(2GK/CE(+ ""
bMUA"*的表达 + "", ' 目前"黄连素对 ;]的作用机制
尚不清楚"本研究分析黄连素对高糖培养下 bv))EK细
胞中炎性因子及相关基因表达的影响"探讨其在 ;]
中可能的作用及其机制'

;6材料与方法

;3;4材料
;3;3;4细胞来源4XGK',HE;'*)E-) X;*大鼠视网膜
bv))EK细胞购自武汉普诺赛生命科技有限公司'
;3;3<4主要试剂及仪器4黄连素)美国 X(,&'公司*(
胎牛血清)美国 V(L2/公司*(]Ub=A"$:# 培养基)美国
P-M)/+E公司*(青链霉素混合液&质量分数 # 6̂!h胰
蛋白酶\乙二胺四乙酸 )ECD-)E+E.('&(+ECECK''2EC(2
'2(."%;d7* 消化液 )美国 X/)'KL(/公司 *( 7++ER(+
%AY=dM细胞凋亡检测试剂盒&羊抗兔 P]U标记二抗
)7#6#@*)上海碧云天生物技术有限公司*(大鼠 =̀A@5
MfM̀ @ 酶 联 免 疫 吸 附 测 定 ) E+1-&E )(+TE.
(&&H+/I/KLE+C'II'-" %̀ =X7* 试 剂 盒& 大 鼠 dWYA#
%̀ =X7试剂盒)上海信裕生物科技有限公司*(大鼠环
氧合酶 6)2-2)//R-,E+'IEA6"M<fA6* %̀ =X7试剂盒 )上
海严 谨 生 物 科 技 有 限 公 司 *( dK(1/)试 剂 ) 美 国
=+O(CK/,E+ 公司 *(逆转录试剂盒 )美国 YEK&E+C'I公
司*(XgS]VKEE+ UM]试剂盒&SM7蛋白定量试剂盒
)美国 dDEK&/公司*(]=U7组织细胞快速裂解液)上
海基尔顿生物科技有限公司*(兔抗鼠 À谷氨酸ÀA天
冬氨 酸 转 运 体 ) À,)HC'&'CEÀA'IG'KC'CECK'+IG/KCEK"
V̀ 7Xd* 抗 体 ) 7L:"$ *& 兔 抗 鼠 2)E'OE. 2'IG'IEA8
)7L"8@:>*抗体&兔抗鼠核因子A$S) +H2)E'KF'2C/KA$S"
WYA$S*G$! 抗体)7L"$!#6* )美国 7L2'&公司*(兔抗

鼠镁离子依赖的蛋白磷酸酶 "7) GK/CE(+ GD/IGD'C'IE
&',+EI(H&A.EGE+.E+C"7"UUb"7*抗体 ) "69$"A"A7U*
)美 国 UK/CE(+CE2D 公 司 *( 兔 抗 鼠 V7U;P 抗 体

)x!">:*&兔抗鼠 P8 抗体) x::99* )美国 MXd公司*'
流式细胞仪)美国 S;公司*(M<6 恒温培养箱 )美国
dDEK&/公司*(倒置相差显微镜)日本 <)-&GHI公司*(
]E')AC(&EUM]检测仪 )美国 7S=公司 * (电泳仪 )美
国 S(/A]'. 公司 * (成像系统 )上海天能科技有限
公司* '
;3<4方法
;3<3;4bv))EK细胞培养及分组4bv))EK细胞用含体
积分数 "#h胎牛血清&质量分数 "h青链霉素混合液
的 ]Ub=A"$:# 培养基"置于 8> m&体积分数 !h M<6

培养箱中进行培养"显微镜下观察细胞为贴壁细胞"锥
虫蓝染色细胞存活率达 9!h以上' 取处于对数生长
期的细胞用于实验"将细胞分为正常对照组&高糖组&
高糖o"# !&/)5̀ 黄连素组和高糖o6! !&/)5̀ 黄连素
组"各组细胞分别采用含 ! &&/)5̀ 葡萄糖&6! &&/)5̀
葡萄糖& 6! &&/)5̀ 葡萄糖 o"# !&/)5̀ 黄连素和

6! &&/)5̀ 葡萄糖o6! !&/)5̀ 黄连素的 ]Ub=A"$:#
培养基进行培养' 各组细胞培养后 >6 D"采用倒置相
差显微镜观察细胞的生长状态和形态'
;3<3<4流式细胞仪检测细胞凋亡率4将处于对数生
长期的细胞用胰蛋白酶消化后"以 8n"#!

细胞5孔接种
于 $ 孔板中"贴壁生长 6: D"吸弃原有培养基"根据不
同分组进行更换培养基处理' 培养后 >6 D 收集细胞"
加入 "9! !)7++ER(+ %AY=dM结合液重悬细胞"加入
! !)7++ER(+ %AY=dM : m避光孵育 "! &(+"再加入
! !)碘化丙啶 ) GK/G(.(H&(/.(.E"U=*染色液 : m避光
孵育 ! &(+"进行流式细胞仪检测' 7++ER(+ %AY=dM
为绿色荧光"对应 S;流式细胞仪 Ỳ " 检测通道(U=为
红色荧光"对应 S;流式细胞仪 Ỳ 6 检测通道'
;3<3=4%̀=X7检测细胞上清培养液中 dWYA#&=̀A@ 和
M<fA6 的质量浓度4于培养后 >6 D 收集各组细胞上
清培养液"分别根据大鼠 dWYA#%̀ =X7试剂盒&大鼠
=̀A@5MfM̀ @ %̀=X7试剂盒和大鼠 M<fA6 %̀=X7试剂
盒说明书进行操作"在波长 :!# +&处测量各组的吸光
度)L*值"并根据标准品浓度曲线计算得出各组样品
dWYA#&=̀A@ 和 M<fA6 的实际质量浓度'
;3<3>4实时荧光定量 UM]检测细胞中 V̀ 7Xd的相
对表达量4于培养后 >6 D 收集各组细胞"采用 dK(1/)
法提取细胞总 ]W7"用 ;W'IE&消除总 ]W7中的
;W7"然后用逆转录试剂盒将 ]W7逆转录成 2;W7'
取 6 !)2;W7构成 6! !)反应体系"在 7S=A>8## KE')A

!@"#"! 中华实验眼科杂志 6#6# 年 "6 月第 8@ 卷第 "6 期4MD(+ Z%RG <GDCD')&/)";E2E&LEK6#6#"[/)38@"W/3"6
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C(&EUM]检测仪上进行 UM]扩增"反应程序#9! m预
变性 "# &(+(9! m变性 "! I"$# m退火 :! I">6 m延伸
" &(+"扩增 :# 个循环' 目的基因 ;KL5\正向引物#
!-A7ddVVd7VMVVdV7d77dVdVVA8-"反向引物#!-A
VVdVVM7V77MddV7VV7VVA8-(内参基因 ;LEVS正
向引物#!-AVV7VdMd7MdVVMVdMddM7MA8-"反向引
物#!-A7dV7VMMMddMM7MV7dVMA8-' 以 ;LEVS为
内参"数据采用仪器自带的软件)7S=UK(I&>8## X;X
X/FC*'KE*进行分析"采用 6\''MC

法计算 V̀ 7Xd&]W7
的相对表达量'
;3<3I4BEICEK+ L)/C法检测细胞质中 V̀ 7Xd&UUb"7&
WYA$S和 2)E'OE. 2'IG'IEA8 及细胞核中 WYA$S蛋白的
表达情况4各组细胞培养 >6 D 后"用含有 %;d7的胰
蛋白酶消化细胞"!##n$ 离心 ! &(+ 收集细胞"加适量
磷酸盐缓冲液洗涤 " 次"再次 !##n$ 离心 ! &(+ 收集
蛋白"去除上清"干燥细胞沉淀"先后加入预冷的 M%]
&和 M%]()细胞膜裂解液&细胞核裂解液 : m条件
下 "$ ###n$ 离心 ! &(+*后抽提细胞核蛋白和细胞质
蛋白"用 SM7法进行蛋白质定量' 每孔上样量为
6! !,蛋白"根据蛋白定量结果取所需蛋白加入适量
上样缓冲液"沸水浴 "# &(+ 后离心取上清上样"浓缩
胶 @# [ 6# &(+"分离胶 "6# [ $# &(+"6! [转膜 8# &(+"
然后将 U[;Y膜置于质量分数 !h脱脂奶粉中室温封
闭 " D' 将 U[;Y膜分别置于 V̀ 7Xd) " c" ### *&
UUb"7) " c" ###*&2)E'OE. 2'IG'IEA8 ) " c" ###*&WYA
$SG$!)" c6 ###*&P8)" c" ###*和 V7U;P)" c" ###*
抗体中室温孵育 6 D"用 dSXd洗涤 8 次"每次 ! &(+(
置于羊抗兔 P]U标记的二抗)" c" ###*中 8> m孵育
" D"用 dSXd洗涤 8 次"每次 ! &(+(采用化学发光法显
色' V7U;P和 P8 分别为细胞质和细胞核中的内参"
计算各目的蛋白相对表达量'
;3=4统计学方法

采用 XUXX 6"3# 统计学软件进行统计分析' 本研
究中各检测指标的数据经 XD'G(K/AB()T 检验证实呈正
态分布"以 &E'+ !X;表示"并经 ÈOE+E检验证实方差
齐' 正常对照组&高糖组&高糖o"# !&/)5̀ 黄连素组
和高糖o6! !&/)5̀ 黄连素组间细胞 dWYA#& =̀A@ 和
M<fA6 质量浓度"细胞凋亡率和 V̀ 7Xd相对表达量的
总体差异比较采用单因素方差分析"组间两两比较采
用 dHTE-检验' Ei# #̂! 为差异有统计学意义'

<6结果

<3;4各组 bv))EK细胞的形态
光学显微镜下观察可见"正常对照组&高糖组&

高糖o"# !&/)5̀ 黄连素组和高糖o6! !&/)5̀ 黄连素
组培养 >6 D 的 bv))EK细胞形态均较一致"呈扁平细胞
体大的梭形&多角形&不规则形(但各组贴壁细胞数量
有差异"尤其是高糖组 bv))EK细胞贴壁数量明显少于
正常对照组和高糖o6! !&/)5̀黄连素组)图 "*'

B

C D

A500μm 500μm

500μm 500μm

B

C D

A500μm 500μm

500μm 500μm

图 ;6光学显微镜下各组 DT00*"细胞的形态)n"##"标尺l!## !&*4
随着细胞培养液中葡萄糖浓度的升高"贴壁细胞的数量明显减少(而
随着高糖培养液中黄连素浓度的增加"贴壁细胞的数量明显增多4
7#正常对照组4S#高糖组4M#高糖o"# !&/)5̀ 黄连素组4;#高
糖o6! !&/)5̀黄连素组
:&(3"*;6D#"1)#0#(8 #2DT00*"-*00+&'*,-)("#313'.*"#1%&-,0
$&-"#+-#1*)n"##"I2')EL'Kl!## !&*4dDE+H&LEK/F'.DEKE+C2E))I
*'II(,+(F(2'+C)-.E2KE'IE. *(CD CDE(+2KE'IE/F,)H2/IE2/+2E+CK'C(/+ (+
2E))2H)CHKE&E.(H&3B(CD CDE(+2KE'IE/FLEKLEK(+E2/+2E+CK'C(/+ (+ D(,DA
,)H2/IE2H)CHKE&E.(H&"CDE+H&LEK/F'.DEKE+C2E))I*'I(+2KE'IE.4
7#+/K&')2/+CK/),K/HG S# D(,DA,)H2/IE ,K/HG 4 M# D(,DA,)H2/IEo
"# !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG4;#D(,DA,)H2/IEo6! !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG

<3<4各组 bv))EK细胞凋亡率比较
流式细胞仪检测结果显示"正常对照组&高糖组&高

糖o"# !&/)5̀ 黄连素组和高糖o6! !&/)5̀ 黄连素组
bv))EK细胞凋亡率分别为 ) " 8̂> j# 6̂"*h& ) "> $̂> j
" "̂>*h&)"# $̂#j# "̂>*h和)! !̂>j# 8̂!*h"总体比较
差异有统计学意义)Ul8>! 9̂>"Ei# #̂"*"其中与正常对
照组比较"高糖组&高糖o"# !&/)5̀ 黄连素组和高糖o
6! !&/)5̀黄连素组细胞凋亡率均明显上升"差异均有
统计学意义)Ei# #̂"*(与高糖组比较"高糖o"# !&/)5̀
黄连素组和高糖o6! !&/)5̀ 黄连素组细胞凋亡率明显
下降"差异均有统计学意义 )均 Ei# #̂"*(高糖o
6! !&/)5̀ 黄连素组细胞凋亡率明显低于高糖 o
"#!&/)5̀黄连素组"差异有统计学意义)Ei# #̂"*)图 6*'
<3=4各组 bv))EK细胞上清培养液中 dWYA#&=̀A@ 和
M<fA6 质量浓度变化

正常对照组&高糖组&高糖o"# !&/)5̀ 黄连素组
和高糖o6! !&/)5̀ 黄连素组 bv))EK细胞上清培养液

m9"#"m中华实验眼科杂志 6#6# 年 "6 月第 8@ 卷第 "6 期4MD(+ Z%RG <GDCD')&/)";E2E&LEK6#6#"[/)38@"W/3"6
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图 <6流式细胞仪检测各组 DT00*"细胞的凋亡率47%各组 bv))EK
细胞凋亡流式细胞图4 S%各组 bv))EK细胞凋亡率比较4 Ul
8>! 9̂>"Ei# #̂"3与正常对照组比较"'Ei# #̂"(与高糖组比较"LEi
# #̂"(与高糖o"# !&/)5̀ 黄连素组比较"2Ei# #̂" )单因素方差分
析"dHTE-检验"#l8*4"%正常对照组(6%高糖组(8%高糖o"# !&/)5̀ 黄
连素组(:%高糖o6! !&/)5̀黄连素组
:&(3"*<6M)*,1#1%#+&+",%*+#2DT00*"-*00+&'*,-)("#31.*%*-%*.
48 20#9 -8%#$*%"8 4 7%Y)/*2-C/&ECK-KEIH)CI/FCDEF/HK,K/HGI4
S%qH'+C(C'C(OE2/&G'K(I/+ /F'G/GC/I(IK'CEI/Fbv))EK2E))I'&/+,CDE
F/HK,K/HGI4Ul8>! 9̂>"Ei# #̂"3M/&G'KE. *(CD CDE+/K&')2/+CK/)
,K/HG"'Ei# #̂"( 2/&G'KE. *(CD CDED(,DA,)H2/IE,K/HG"LEi# #̂"(
2/&G'KE. *(CD CDED(,DA,)H2/IEo"# !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG"2Ei# #̂"
)/+EA*'-7W<[7"dHTE-CEIC"#l8*4"%+/K&')A,)H2/IE,K/HG(6%D(,DA
,)H2/IE,K/HG( 8% D(,DA,)H2/IEo"# !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG( :% D(,DA
,)H2/IEo6! !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG

中 dWYA#质量浓度总体比较差异有统计学意义 )Ul
6@ 8̂$"Ei# #̂"*' 其中"高糖组和高糖o"# !&/)5̀ 黄
连素组细胞上清培养液中 dWYA#质量浓度明显高于
正常对照组"差异均有统计学意义 )均 Ei# #̂!*(高
糖o6! !&/)5̀黄连素组细胞上清培养液中 dWYA#质

量浓度与正常对照组比较"差异无统计学意义 )Ek
# #̂!*(高糖o"# !&/)5̀ 黄连素组和高糖o6! !&/)5̀
黄连素组细胞上清培养液中 dWYA#质量浓度明显低
于高糖组"差异均有统计学意义)均 Ei# #̂!*(高糖o
6! !&/)5̀黄连素组细胞上清培养液中 dWYA#质量浓
度明显低于高糖o"# !&/)5̀黄连素组"差异有统计学
意义)Ei# #̂!*)表 "*'

各组细胞上清培养液中 =̀A@ 质量浓度总体比较
差异有统计学意义)Ul8! @̂@"Ei# #̂"*' 其中"高糖
组和高糖o"# !&/)5̀ 黄连素组细胞上清培养液中

=̀A@ 质量浓度明显高于正常对照组"差异均有统计学
意义)均 Ei# #̂!*(高糖o6! !&/)5̀ 黄连素组细胞上
清培养液中 =̀A@ 质量浓度明显低于高糖组"差异有统
计学意义)Ei# #̂!*(高糖o6! !&/)5̀ 黄连素组细胞上
清培养液中 =̀A@质量浓度明显低于高糖o"# !&/)5̀ 黄
连素组" 差 异 有 统 计 学 意 义 ) Ei# #̂! *( 高 糖 o
"# !&/)5̀黄连素组细胞上清培养液中 =̀A@ 质量浓度
低于高糖组"差异无统计学意义)Ek# #̂!*)表 "*'

各组细胞上清培养液中 M<fA6 质量浓度总体比
较差异有统计学意义)Ul:" !̂9"Ei# #̂"*' 其中"高
糖组&高糖o"# !&/)5̀ 黄连素组和高糖o6! !&/)5̀
黄连素组细胞上清培养液中 M<fA6 质量浓度明显高
于正常对照组"差异均有统计学意义)均 Ei# #̂!*(高
糖o"# !&/)5̀ 黄连素组和高糖o6! !&/)5̀ 黄连素组
细胞上清培养液中 M<fA6 质量浓度均明显低于高糖
组"差异均有统计学意义)均 Ei# #̂!*(高糖o"# !&/)5̀
黄连素组和高糖o6! !&/)5̀黄连素组之间 M<fA6质量
浓度比较"差异无统计学意义)Ek# #̂!*)表 "*'
<3>4各组 bv))EK细胞中细胞损伤相关基因和蛋白表
达变化

<3>3;4各组 V̀ 7Xd&]W7的表达变化4实时荧光定
量 UM]检测结果显示"正常对照组&高糖组&高糖o
"# !&/)5̀黄连素组和高糖o6! !&/)5̀黄连素组组间
bv))EK细胞中 V̀ 7Xd&]W7的相对表达量总体比较
差异有统计学意义)Ul6$@ $̂#"Ei# #̂"*' 其中"与正
常对照组比较"高糖组&高糖o"# !&/)5̀ 黄连素组和
高糖o6! !&/)5̀黄连素组细胞中 V̀ 7Xd&]W7的相
对表达量明显降低"差异均有统计学意义 )均 Ei
# #̂!*(高糖o"# !&/)5̀ 黄连素组和高糖o6! !&/)5̀
黄连素组细胞中 V̀ 7Xd&]W7的相对表达量明显高
于高糖组" 差异均有统计学意义 )均 Ei# #̂! *(
6! !&/)5̀黄连素组细胞中 V̀ 7Xd&]W7的相对表达
量明显高于高糖o"# !&/)5̀黄连素组"差异有统计学
意义)Ei# #̂!*)表 6*'
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表 ;6各组 DT00*"细胞上清中 MQ:?"&3U?V 和 FBO?< 质量浓度比较
)$*,'!）K"'(LU*

M,40*;6F#$1,"&+#'#2MQ:?""3U?V ,'.FBO?< -#'-*'%",%&#'+&'%)*+31*"',%,'%
#2DT00*"-*00+,$#'( %)*2#3"("#31+)$*,'!）K"'(LU*

组别 样本量 dWYA# =̀A@ M<fA6

正常对照组 8 "#8 !̂6j 9 "̂! "#! $̂8j"@ >̂8 :8 !̂"j! 8̂!

高糖组 8 6!! !̂!j88 !̂@' 6:: 9̂8j6# "̂!' "#6 >̂>j! >̂@'

高糖o"# !&/)5̀黄连素组 8 "9# @̂@j6: #̂>'L 6## 9̂#j"6 :̂>' >! 6̂@j9 >̂#'L

高糖o6! !&/)5̀黄连素组 8 "86 >̂:j"" #̂:L2 ":# 9̂"j"9 6̂@L2 $" 8̂:j: 9̂8'L

U值 6@ 8̂$ 8! @̂@ :" !̂9

E值 i# #̂" i# #̂" i# #̂"

4注#与各自正常对照组比较"'Ei# #̂!(与各自高糖组比较"LEi# #̂!(与各自高糖o"# !&/)5̀
黄连素组比较"2Ei# #̂!)单因素方差分析"dHKTE-检验*4dWYA##肿瘤坏死因子 #(=̀A@#白细胞
介素A@(M<fA6#环氧合酶A6
4W/CE#M/&G'KE. *(CD CDE+/K&')2/+CK/),K/HG"'Ei# #̂!(2/&G'KE. *(CD CDED(,DA,)H2/IE,K/HG"LEi
# #̂!(2/&G'KE. *(CD CDED(,DA,)H2/IEo"# !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG"2Ei# #̂! ) /+EA*'-7W<[7"
dHKTE-CEIC*4dWYA##CH&/K+E2K/I(IF'2C/KA#(=̀A@#(+CEK)EHT(+A@(M<fA6#2-2)//R-,E+'IEA6

表 <6各组 DT00*"细胞中 SU5）M$EQ5相对表达量的比较
)$*,'!）K*

M,40*<6F#$1,"&+#'#2%)*"*0,%&/**H1"*++&#'+#2SU5）M
$EQ5&'DT00*"-*00+,$#'( %)*2#3"("#31+)$*,'!）K*

组别 样本量 V̀ 7Xd&]W7

正常对照组 8 " #̂#j# #̂6

高糖组 8 # 8̂@j# #̂6'

高糖o"# !&/)5̀黄连素组 8 # !̂8j# #̂6'L

高糖o6! !&/)5̀黄连素组 8 # >̂@j# #̂!'L2

U值 6$@ $̂#

E值 i# #̂"

4注#与正常对照组比较"'Ei# #̂!(与高糖组比较"LEi# #̂!(与高糖o

"# !&/)5̀黄连素组比较"2Ei# #̂!)单因素方差分析"dHKTE-检验*4
V̀ 7Xd# À谷氨酸ÀA天冬氨酸转运体
4W/CE#M/&G'KE. *(CD CDE+/K&')2/+CK/),K/HG"'Ei# #̂!(2/&G'KE. *(CD
CDE D(,DA,)H2/IE ,K/HG" LEi# #̂!( 2/&G'KE. *(CD CDE D(,DA,)H2/IEo

"# !&/)5̀ LEKLEK(+E,K/HG"2Ei# #̂! )/+EA*'-7W<[7"dHKTE-CEIC* 4
V̀ 7Xd# À,)HC'&'CEÀA'IG'KC'CECK'+IG/KCEK

<3>3<6各组细胞损伤相关蛋白的表达变化4BEICEK+
L)/C法检测结果显示"正常对照组&高糖组&高糖o

"# !&/)5̀黄连素组和高糖o6! !&/)5̀黄连素组组间
bv))EK细胞质中 V̀ 7Xd&UUb"7&2)E'OE. 2'IG'IEA8 和
WYA$S蛋白相对表达量以及细胞核中 WYA$S蛋白相
对表达量总体比较"差异均有统计学意义)Ul"8! 6̂#&
"!$ 9̂@&@# 9̂$&"6@ #̂>&:> 8̂$"均 Ei# #̂"*' 其中"与
正常对照组比较"高糖组 bv))EK细胞质中 V̀ 7Xd&
UUb"7和 WYA$S蛋白相对表达量明显降低"细胞质
中 2)E'OE. 2'IG'IEA8 和细胞质中 WYA$S蛋白相对表达
量明显升高"差异均有统计学意义)均 Ei# #̂!*(与高
糖组 比 较" 高 糖 o"# !&/)5̀ 黄 连 素 组 和 高 糖 o

6! !&/)5̀ 黄连素组细胞质中 V̀ 7Xd& UUb"7和

WYA$S蛋白相对表达量明显升高"细
胞质中 2)E'OE. 2'IG'IEA8 和细胞核中
WYA$S蛋白相对表达量明显降低"差
异均有统计学意义)均 Ei# #̂!*(高
糖o6! !&/)5̀ 黄连素组细胞质中

V̀ 7Xd&UUb"7和 WYA$S蛋白的相
对 表 达 量 均 明 显 高 于 高 糖o
"# !&/)5̀ 黄 连 素 组" 细 胞 质 中
2)E'OE. 2'IG'IEA8 和细胞核中 WYA$S
蛋白的相对表达量均明显低于高

糖o"# !&/)5̀ 黄连素组"差异均有
统计学意义 )均 Ei# #̂! * )图 8"
表 8*'

GLAST

PPM1A

Cleavedcaspase3

NF�κBP65（细胞质中）

GAPDH

NF�κBP65（细胞核中）

H3

1 2 3 4

GLAST

PPM1A

Cleavedcaspase3

NF�κBP65（细胞质中）

GAPDH

NF�κBP65（细胞核中）

H3

1 2 3 4

图 =64*+%*"'40#%法检测各组细胞损伤相关蛋白表达变化4与
正常对照组比较"高糖组 bv))EK细胞质中 V̀ 7Xd&UUb"7和 WYA
$S蛋白相对表达量显著降低"而细胞质中 2)E'OE. 2'IG'IEA8 和细
胞质中 WYA$S蛋白相对表达量显著升高' 随着黄连素浓度的增
加"bv))EK细胞质中 V̀ 7Xd&UUb"7和 WYA$S蛋白相对表达量显
著升高"而细胞质中 2)E'OE. 2'IG'IEA8和细胞核中 WYA$S蛋白相对
表达量则显著降低4"#正常对照组(6#高糖组(8#高糖o"# !&/)5̀
黄连素组(:#高糖o6! !&/)5̀ 黄连素组4V̀ 7Xd# À谷氨酸ÀA天
冬氨酸转运体(UUb"7#镁离子依赖的蛋白磷酸酶 "7(2'IG'IE#半
胱氨酸天冬氨酸蛋白酶(WYA$S#核因子 $S
:&(3"*= 6 M)**H1"*++&#'0*/*0+#2%)*1"#%*&'+"*0,%*.9&%)-*00
.,$,(*&'DT00*"-*00+.*%*-%*.48 4*+%*"'40#%&'%)*2#3"("#31+4
M/&G'KE. *(CD CDE+/K&')2/+CK/),K/HG"CDEKE)'C(OEERGKEII(/+ )EOE)I
/FV̀ 7Xd"UUb"7"'+. WYA$S.E2KE'IE. I(,+(F(2'+C)-(+ 2-C/G)'I&(+
CDED(,DA,)H2/IE,K/HG"*D()ECDEKE)'C(OEERGKEII(/+ )EOE)I/F2)E'OE.
2'IG'IEA8 (+ 2-C/G)'I&'+. WYA$S(+2KE'IE. I(,+(F(2'+C)-(+ +H2)EHI3
7ILEKLEK(+E2/+2E+CK'C(/+ (+2KE'IE. (+ CDED(,DA,)H2/IE,K/HG" CDE
KE)'C(OEERGKEII(/+ )EOE)I/FV̀ 7Xd" UUb"7 '+. WYA$S (+ CDE
2-C/G)'I&*EKEI(,+(F(2'+C)-E+D'+2E."*D()ECD/IE/F2)E'OE. 2'IG'IEA8
(+ 2-C/G)'I& '+. WYA$S (+ +H2)EHI*EKEI(,+(F(2'+C)-KE.H2E. 4
"#+/K&')2/+CK/),K/HG( 6# D(,DA,)H2/IE ,K/HG( 8# D(,DA,)H2/IEo
"# !&/)5̀ LEKLEK(+E ,K/HG( :# D(,DA,)H2/IEo"# !&/)5̀ LEKLEK(+E
,K/HG4 V̀7Xd# À,)HC'&'CEÀA'IG'KC'CECK'+IG/KCEK(UUb"7#&',+EI(H&
(/+A.EGE+.E+CGK/CE(+ GD/IGD'C'IE( 2'IG'IE# 2-ICE(+E 'IG'KC(2 '2(.
GK/CE'IE(WYA$S#+H2)E'KF'2C/KA$S

!"6#"!中华实验眼科杂志 6#6# 年 "6 月第 8@ 卷第 "6 期4MD(+ Z%RG <GDCD')&/)";E2E&LEK6#6#"[/)38@"W/3"6
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表 =64*+%*"'40#%法检测各组 DT00*"细胞中细胞损伤相关蛋白表达量的比较)$*,'!）K*
M,40*=6F#$1,"&+#'#2%)**H1"*++&#'0*/*0+#2%)*1"#%*&'+"*0,%*.9&%)-*00.,$,(*&'DT00*"-*00+48 4*+%*"'

40#%,',08+&+,$#'( %)*2#3"("#31+)$*,'!）K*

组别 样本量 V̀ 7Xd UUb"7 M)E'OE. 2'IG'IEA8
WYA$S

)细胞质中*
WYA$S

)细胞核中*

正常对照组 8 # >̂$j# #̂: # >̂$j# #̂8 # !̂!j# #̂8 # >̂6j# #̂: # 8̂$j# #̂8

高糖组 8 # 8̂$j# #̂"' # 8̂6j# #̂6' # 9̂#j# #̂6' # 8̂8j# #̂"' # !̂9j# #̂"'

高糖o"# !&/)5̀黄连素组 8 # !̂#j# #̂6'L # !̂"j# #̂6'L # @̂6j# #̂8'L # !̂$j# #̂8'L # !̂6j# #̂8'L

高糖o6! !&/)5̀黄连素组 8 # $̂@j# #̂6'L2 # $̂>j# #̂6'L2 # >̂:j# #̂6'L2 # $̂9j# #̂6L2 # :̂"j# #̂"L2

U值 "8! 6̂# "!$ 9̂@ @# 9̂$ "6@ #̂> :> 8̂$

E值 i# #̂" i# #̂" i# #̂" i# #̂" i# #̂"

4注#与各自正常对照组比较"'Ei# #̂!(与各自高糖组比较"LEi# #̂!(与各自高糖o"# !&/)5̀ 黄连素组比较"2Ei# #̂!)单因素方差分析"dHKTE-检
验*4V̀ 7Xd# À谷氨酸ÀA天冬氨酸转运体(UUb"7#镁离子依赖的蛋白磷酸酶 "7(2'IG'IE#半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶(WYA$S#核因子 $S
4W/CE#M/&G'KE. *(CD CDE+/K&')2/+CK/),K/HG"'Ei# #̂!(2/&G'KE. *(CD CDED(,DA,)H2/IE,K/HG"LEi# #̂!(2/&G'KE. *(CD CDED(,DA,)H2/IEo"# !&/)5̀
LEKLEK(+E,K/HG"2Ei# #̂! ) /+EA*'-7W<[7" dHKTE-CEIC* 4 V̀ 7Xd# À,)HC'&'CEÀA'IG'KC'CECK'+IG/KCEK( UUb"7# &',+EI(H& (/+A.EGE+.E+CGK/CE(+
GD/IGD'C'IE(2'IG'IE#2-ICE(+E'IG'KC(2'2(. GK/CE'IE(WYA$S#+H2)E'KF'2C/KA$S

=6讨论

;]是一种低度慢性炎症性疾病 + "6, ' 炎症反应和
炎性因子在 ;]的发生和发展过程中起着重要作用"

可上调 [%VY的表达"导致视网膜炎症&血管新生&血
管渗漏和血管损伤

+ "8\":, ' 通过对条件性敲除视网膜
bv))EK细胞来源 [%VY的小鼠模型研究发现"在高糖
状态下"该基因改造动物模型可导致视网膜 [%VY的
表达量减少约 !#h"证实了 bv))EK细胞是糖尿病小鼠
主要的视网膜 [%VY来源 + "!, ' 同时体内高血糖和体
外高糖培养基可诱导视网膜 bv))EK胶质细胞发生炎
症反应

+ "$, ' V̀ 7Xd作为 bv))EK神经胶质细胞的表面

标志物"在视网膜中特异性表达 + ">, ' 在高糖培养基
中"bv))EK细胞的 V̀ 7Xd相对表达量较正常对照显著
降低"细胞线粒体功能异常"诱导细胞凋亡 + ">\"9, ' 而
在糖尿病状态下"视网膜 bv))EK细胞内 V̀ 7Xd功能下
降"导致细胞外谷氨酸蓄积"引起视网膜神经功能异
常

+ 6#, ' 本实验采用 6! &&/)5̀ 葡萄糖高糖培养基模
拟糖尿病患者体内的高糖状态培养 bv))EK细胞"结果
证实在体外高糖环境下"bv))EK细胞凋亡增加"炎性因
子 dWYA#&=̀A@ 和 M<fA6 质量浓度明显升高"V̀ 7Xd

的相对表达量明显降低' 本研究中"在高糖培养基中
同时添加黄连素后"bv))EK细胞凋亡率明显降低"炎性
因子 dWYA#&=̀A@ 和 M<fA6 质量浓度明显下降"V̀ 7Xd

的相对表达量明显升高"且随着黄连素浓度的增加"作
用效果增强' 以上结果表明"黄连素可抑制高糖引起
的 bv))EK细胞炎症反应及细胞凋亡"但是其具体的信
号调节通路有待进一步研究'

目前已有研究显示"重组人促红细胞生成素&白藜

芦醇&脑源性神经营养因子&叔丁基对苯二酚和 !"$A

二氢 环 戊 烯 "" 6A二 硫 杂 环 戊 烯A8A硫 酮 ) !" $A
.(D-.K/2-2)/GE+C'A""6A.(CD(/)EA8ACD(/+E"MU;d* 等多种
物质可增加高糖环境下视网膜 bv))EK细胞的活性 + 6", "

抑制细胞凋亡"对高糖培养的 bv))EK细胞发挥保护作
用

+66\6!, ' 其中"叔丁基对苯二酚和MU;d通过 WKF65P<A"

氧化应激通路降低 bv))EK细胞中活性氧含量"调节
L2)A6 和 L'R蛋白表达平衡"抑制细胞凋亡"从而对高
糖培养的 bv))EK细胞发挥保护作用 + 6:\6!, ' 此外"柚皮
苷&载脂运载蛋白 6 和糖皮质激素诱导的亮氨酸拉链
蛋白来源的多肽 ),)H2/2/KC(2/(.A(+.H2E. )EH2(+E1(GGEK
GEGC(.E"V=̀_AG*等通过调节炎症反应对 ;]大鼠和高
糖或脂多糖刺激的 bv))EK细胞起保护作用' 柚皮苷
通过抑制高糖诱导的 ;]大鼠视网膜 bv))EK细胞中
WYA$SG$! 的核易位下调 dWYA#&=̀A"和 =̀A$ 等炎性
因子的表达水平"发挥抗炎作用 + 6$, ' 脂多糖可诱导眼
部炎症"受脂多糖刺激的 bv))EK细胞中 dWYA#&=̀A"
和 =̀A$ 等炎性因子的表达水平上调"而载脂运载蛋白
6 和 V=̀_AG 可通过抑制 WYA$SG$! 的磷酸化和核易
位下调炎性因子的表达水平"抑制炎症反应 + 6>\6@, '

研究表明"黄连素通过 WYA$SG$! 信号通路在多
种细胞和疾病中发挥抗炎作用

+ 69\86, ' 在眼部"黄连素
可能通过抑制 WYA$S的核易位而影响人视网膜色素
上皮细胞中 =̀A@ 和 bMUA" 的表达 + "", ' 此外"UUb"7

可去磷酸化 WYA$SG$! 的 X!8$ 和 X6>$ 残基"选择性
抑制 WYA$S的转录活性"从而抑制 =̀A$ 等细胞因子的
表达

+ 88, ' UUb"7磷酸化 =ee""促进 WYA$S的核易位

以及 WYA$S相关蛋白 =̀A$ 的表达 + 8:, ' 本研究中采用
BEICEK+ L)/C法检测细胞质中 UUb"7&WYA$SG$! 和

!66#"! 中华实验眼科杂志 6#6# 年 "6 月第 8@ 卷第 "6 期4MD(+ Z%RG <GDCD')&/)";E2E&LEK6#6#"[/)38@"W/3"6
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2)E'OE. 2'IG'IEA8"以及细胞核中 WYA$SG$! 的表达水
平"结果显示高糖环境下 bv))EK细胞的细胞质中
UUb"7和 WYA$SG$! 蛋白相对表达量明显降低"细胞
质中 2)E'OE. 2'IG'IEA8 和细胞核中 WYA$SG$! 蛋白相
对表达量明显升高(添加黄连素后能有效逆转相关蛋
白的表达变化' 因此"在高糖培养下的 bv))EK细胞
中"黄连素很可能通过上调 UUb"7的表达"抑制
WYA$SG$! 的核易位和 WYA$S的转录活性"从而下调
促炎性因子的表达"发挥抗炎和抗凋亡作用'

本研究结果表明"高糖可引起 bv))EK细胞中炎性
相关因子表达上调"诱导细胞凋亡(而黄连素明显降低
炎性因子的表达"抑制细胞凋亡"为其用于治疗 ;]提
供了实验依据' ;]的病理机制复杂"本研究阐述了
黄连素对体外高糖环境中 bv))EK细胞的影响"详尽的
体内和临床试验结果仍有待进一步研究'
利益冲突4所有作者均声明不存在利益冲突
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.图解干眼诊疗/出版发行

由浙江大学医学院附属第二医院晋秀明教授和徐雯教授团队编写的 .图解干眼诊疗/一书于
6#6# 年 @ 月由人民卫生出版社正式出版发行' 本书内容包括干眼的检查与诊断篇&疾病篇及相关

病例展示&治疗篇及相关病例展示 8 个篇章' 全书共有千余幅图片资料"向读者展示了各类干眼的

检查和诊断&干眼相关各类眼表疾病的临床特征以及相应治疗策略的影像资料"揭示干眼相关的眼

表形态和功能变化"并梳理干眼相关疾病的诊疗要点"分享干眼门诊建设的思路"总结实际操作经

验策略' 本书以大量图片和视频为特色"贴合临床"不仅利于基层眼科医生熟悉干眼门诊诊疗步骤

和具体操作"对于复杂顽固性干眼也能获得深入的认识和了解(广大患者也能通过本书了解自身病

情"正确对待"不忽视不焦虑' 随书附赠 "! 个高清视频"内容覆盖干眼检查及治疗相关操作技巧"手

机扫描二维码即可实时观看' 希望本书能为广大医生了解认识干眼诊治&掌握操作要领&建设干眼

门诊提供切实有效的指导'

本书为大 "$ 开精装"全书共 "9! 千字"彩色印刷"配网络增值服务 )检查&治疗视频 *"定价
"6@ #̂# 元' 全国各大新华书店&医药书店&当当网&卓越亚马逊网均有销售"也可登陆人民智慧服务

商城)DCCG#55***3G&GD&'))32/&*或人卫天猫旗舰店)DCCG#55K&*I3C&'))32/&*在线购买"或联系人民卫生出版社销售部购买"电话#

#"#\!9>@>66$5!9>@>#88'
)人民卫生出版社五官编辑部*
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